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Einleitung

1. Einleitung

Fir die moderne Pflanzenziichtung spielen seit ca. 20 Jahren neben den klassischen Methoden
auch molekularbiologische Ansédtze eine immer grof3ere Rolle. Einer der Vortelle dieser neu
entwickelten Methoden ist die Uberschreitung von Artgrenzen, d.h. man ist nicht mehr wie
bei der klassischen Zichtung auf die "Kreuzbarkeit" zweier Arten angewiesen, sondern kann
mit gewissen Einschrankungen bestimmte Merkmale Uber Artgrenzen hinweg Ubertragen.
Weiterhin lassen sich mit Hilfe der Molekularbiologie bestimmte Merkmale genauer
charakterisieren und z.B. unter Nutzung von Mutanten die dazugehdrigen Gene isolieren.
Durch Expression der bekannten Gene in geeigneten Pflanzen ist die Auspréagung eines
bestimmten Merkmales auch Uber Artgrenzen hinweg moglich. Es besteht nun die
Moglichkeit, Gene jeden Ursprunges (Prokaryonten, Eukaryonten) in Pflanzen zu Ubertragen
und damit neue, auch wirtschaftlich interessante Eigenschaften bei bedeutsamen Nutzpflanzen
auszupragen. Ein Beispiel dafir ist die Fahigkeit des grampositiven Bodenbakteriums
Bacillus thuringiensis ein Endotoxin zu produzieren, das zur Lyse der Epithelzellen im
Darmbereich von Insekten fuhrt. Einige der Gber 40 verschiedenen fur B.t.-Endotoxine
kodierenden Gene (Hofte und Whitley, 1989) wurden bereits erfolgreich in Nutzpflanzen
(Kartoffel: Cheng et al. 1992; Baumwolle: Perlak et al. 1990) exprimiert, wodurch ein
Fral3schutz gegen bestimmte Insekten erreicht werden konnte.

Grundsétzlich lassen sich zwel Bereiche der molekularen Zichtung unterscheiden, die zwar
relativ weit voneinander entfernt sind, aber fur die erfolgreiche Ubertragung von
Eigenschaften unerléldlich aufeinander angewiesen sind. Auf der einen Seite die typischen
molekularbiologischen Arbeitsmethoden (PCR-Techniken, Klonierungen, DNA-, RNA-
Isolierung) zur Isolierung und Charakterisierung von Genen und auf der anderen Seite die
Zell- und Gewebekulturtechniken (Medienzubereitung, in-vitro-Kultur, Regeneration) zur
Transformation und Regeneration von putativ transgenen Pflanzen. Dabel lassen sich die
grundlegenden molekularbiologischen Methoden weitgehend bel alen Pflanzen anwenden,
wéahrend es im Bereich der Gewebekultur bzw. Transformation oft zu grofden Unterschieden
innerhalb einer Art kommt. Es ist haufig notwendig, fur jede Linie ein eigenes Protokoll fir
die in vitro-Kultur bzw. Transformation und Regeneration aufzustellen. Daher stellt die Zell-
und Gewebekultur den arbeitsintensiveren Bereich der molekularen Zichtung dar. Dieser a3t
sich wiederum in in vitro-Kultur und Transformation aufteilen, wobei besonders im Bereich
Transformation viele Entwicklungen und Anwendungen erst seit der Etablierung des

Agrobacterium tumefaciens- Systemes erarbeitet wurden.



Einleitung

1.1 Methoden zur Geniibertragung

Zur genaueren Untersuchung von physiologischen Prozessen innerhalb der Pflanze, die durch
die Expression bestimmter Gene beeinflufd werden, war die Entwicklung von Methoden zur
Genubertragung notwendig. Mehrere Ansétze zur gentechnischen Modifikation von Pflanzen
wurden dazu entwickelt. Dabei 1&8/% sich der direkte Gentransfer, bei dem die DNA durch
physikalische Methoden auf die Empfangerpflanze Ubertragen wird, vom indirekten
Gentransfer unterscheiden, bei dem der natlrlich ablaufende Prozef3 der Genlbertragung
durch Viren oder Bakterien in modifizierter Form mit einem kinstlichen System durchgefihrt
wird. Die Wahl der Methode hangt von den Eigenschaften der jeweiligen Empfangerpflanze

ab und wird nicht von der zu Ubertragenden DNA beeinfluft.

1.1.1 Methoden des direkten Gentranfers

A: Gentransfer durch particle bombardement

Bel dieser Technik werden mit DNA ummantelte Mikroprojectile (Gold oder Wolfram, 0,6-2
pm [0) durch eine Heliumdruckwelle stark beschleunigt, so das sie in das Zielgewebe
eindringen kénnen. Als Zielobjekte sind Zellen, Kalli, Gewebestiicke und andere Organe von
intakten Pflanzen, wie z.B. Meristemgewebe geeignet. Fir die Erstellung stabiler
Transformanten ist die Regenerierbarkeit des gewdhlten Gewebes von entscheidender
Bedeutung. Von der erstmals von Klein et al. 1987 vorgestellten Genkanone sind viele
Weiterentwicklungen und Abanderungen beschrieben wurden (z.B. Finer et al. 1993), so dal3
eine Reihe von wirtschaftlich interessanten Pflanzen (Mais: Walters et al. 1992; Weizen:
Vas| et al. 1992; Gerste: Ritala et al. 1994: Baumwolle: Finer et al. 1990) transformiert
werden konnten. Da bel monokotylen Pflanzen das Agrobacterium System bis Mitte der
neunziger Jahre nur sehr eingeschrankt eingesetzt werden konnte, wurde die Biolistik
hauptsachlich fur diesen Bereich entwickelt und auch angewendet. Besonderer Bedeutung
kamen dabei aufgrund ihrer Bedeutung fur die Nahrungsmittelversorgung den Getreiden zu.

Neben der stabilen Transformation wird die Genkanone aber auch genutzt, um einzelne
Organe zu beschief3en, wobel entweder die transiente Genexpression im Vordergrund steht
oder aber aus den beschossenen Gewebebereichen (Apikameristeme, unreife Embryonen)
intakte Pflanzen regenerierbar sind, was aufwendige Gewebekulturarbeiten Uberfllissig macht.
In dieser Arbeit wurden Blitenblétter verschiedener Pflanzen genutzt, die einen genau
charakterisierten Block an einer Stelle der Flavonoid-Biosynthese haben und daher keine oder

eine nur sehr schwache Féarbung der Petalen zeigen. Durch Beschief3en der Petalen sollen

2
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geeignete Gene im Gewebe exprimiert werden, wodurch Enzymaktivitét entsteht, der Block

aufgel 6st wird und es zur Bildung von geféarbten Bereichen im BlUtenblatt kommt.

B: Elektroporation

Die Ubertragung von DNA mittels Elektroporation ist bei Bakterien eine Routinemethode
(E.coli: Fiedler et al. 1988, Agrobacterium: Mozo et al. 1991) und wurde daher auch auf
Pflanzen angewendet. Wahrend die ersten erfolgreichen Ansdtze mit Protoplasten
durchgefuhrt wurden, hat man spéter Versuche mit intakten Gewebeverbanden und sogar an
der Iebenden Pflanze durchgefihrt. Erfolgreiche Transformationen konnten an Mais, Reis und
Weizen durchgefiihrt werden (Dekeyser et al. 1989, Chamberlain et al. 1994).

Der genaue Mechanismus dieser Methode ist noch nicht geklart. Man geht davon aus, dali3
entweder wahrend der elektrischen Entladung Poren in Zellwand und Plasmalemma
entstehen, und die DNA so in die Zelle gelangen kann, oder die DNA diffundiert durch die
Zellwand und kann erst durch die Porenbildung aufgrund des Pulses das Plasmalemma
durchqueren. In der Praxis findet diese Methode heute kaum noch Verwendung. Eine andere
Moglichkeit der Genlbertragung mittels Elektroporation ist die Verwendung von Meristemen
lebender Pflanzen. Dabei wird das Meristem in eine Kivette (1 cm Elektrodenabstand) mit
DNA-L6sung getaucht und eine Spannung angelegt. Man geht davon aus, dal3 die DNA durch
sich bildene Poren in die Zellen eindringen kann und ins Genom eingebaut wird.

C: Mikroinjection
Bel der Mikroinjektion wird die DNA mittels einer feinen Glaskapillare direkt in die Zelle

injiziert. An Protoplasten, pflanzlichen Embryonen (Raps. Neuhaus et al. 1987) und
Meristemen (Gerste: de la Pena et al. 1987) wurden erfolgreiche Ansétze durchgefihrt. Diese
bei tierischen Zellen zur Routine gewordenen Methode findet bei Pflanzen aufgrund von

hohen Kosten und einem hohen Zeitaufwand nur sehr begrenzt Anwendung.

D: Protoplasten

Wird mittels enzymatischem Verdau die Zellwand einer Pflanzenzelle entfernt, ist bei
geeigneten osmotischen Bedingungen die Isolierung des nur noch vom Plasmalemma
umgebenen Zellinneren moglich. Diese als Protoplast bezeichnete "nackte' Zelle ist die
Grundlage vieler Ansétze zur Genuibertragung.

Erstmals gelang die Isolation von Protoplasten aus Tomatenwurzeln Cooking 1960 mit Hilfe
einer Pilzcellulase. 1971 konnte dann aus Tabakprotoplasten eine Pflanze (Takebe et al. 1971)
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regeneriert werden. Dies fuhrte zu einer verstéarkten Suche nach geeigneten Protokollen zur
Isolierung und Regeneration von Protoplasten. Dabel wurde deutlich, dal3 sich besonders
Solanaceaen fir die Protoplastenkultur eignen. Wesentlich schwieriger gestaltet sich noch
heute die Regeneration von Fabaceaen (Vicia faba, Glycine max) und bei den wirtschaftlich
bedeutenden Poaceaen. Die eingeschrankte Ubertragbarkeit, der relativ groRe Aufwand und
das Problem der somaklonalen Variationen stehen as Nachteile den Vorteilen (Behandlung
einer Einzelzelle, viele verschiedene DNA-Ubertragungsmethoden, hohe Anzahl von
Einzelzellen pro Ansatz) gegeniber.

Erfolgreiche Protoplastentransformationen wurden mittels Polyethylenglykol (Larkin et al.
1990), Elektroporation (Joersbo und Brunstedt, 1991) und Liposomenfusion (Caboche 1990)
erreicht. Transgene Pflanzen konnten auch von einigen Monokotylen wie Oryza sativa (Reis),
Zea mays (Mais), Triticum aestivum (Weizen) und Hordeum vulgare (Gerste) regeneriert
werden (Brandt, 1995). Weitere Anwendungen sind die Somatische Hybridisierung, bei der
genetisch unterschiedliche Protoplasten miteinander verschmolzen werden (Tomoffel aus
Tomate und Kartoffel, Melchers et al. 1978) und die asymetrische Hybridisierung, bel der
keine vollstandigen Protoplasten fusioniert werden (Ubertragung chloroplastencodierter
Herbizidresistenz oder mitochondrienkodierter mannlicher Sterilitét, Steinbif3 1995).

Neben den oben beschriebenen und bis auf die Microinjektion weit verbreiteten und teilweise
bis zur Routine weiterentwickelten Methoden zur Genilbertragung kamen vereinzelt noch
weitere Ansédtze zur Anwendung. Diese zum Teil exotischen Methoden kamen nur in
Einzelfdllen zur Anwendung und werden daher nur am Rande erwéhnt. Dazu zdhlen die
Makroinjektion, bei der DNA direkt auf unreife Getreidedhren gegeben wird, die
Pollenschlauchtransformation, bel der DNA kurz nach der Bestdubung auf die Narbe

pipettiert wird und das Quellen von reifen Embryonen in einer konzentrierten DNA-L6sung.

1.1.2 Methoden desindirekten Gentranfers

Neben den oben beschriebenen Methoden zum direkten Gentransfer, bei dem die DNA direkt
in die pflanzliche Zelle gelangt, wurden auch Methoden zum indirekten Gentransfer
entwickelt, bel dem die DNA mit Hilfe von Viren oder Bakterien, die als Genféhre fungieren,

in die Zelle transportiert wird.
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A: Gentransfer mittels viraler V ektoren

Bel dieser Methode wird das Genom geeigneter DNA-Viren modifiziert, mit der zu
Ubertragenden DNA versehen und durch Infektion auf die Pflanze tbertragen. Da die Fremd-
DNA in der Regel nicht ins Genom der Pflanze integriert wird und da meristematische
Gewebe im Blitenbereich vom Befall ausgeschlossen sind, ist die Weitergabe der Fremd-
DNA Uber Samen nicht moglich (Potrykus, 1991). Erfolgversprechender ist die Kopplung der
Methode mit dem Agrobacterium-System. Bei der sogenannten Agroinfection wird das virale
Genom mit Hilfe der Agrobacterien Ubertragen und kann sich dann, wie z.B. der MSV (maize

stark virus) bei Mais systemisch tber die Pflanze verteilen (Grimsley et al. 1987).

B: Gentransfer mit Agrobacterium tumefaciens
Bereits 1907 beschrieben Smith und Townsend das Auftreten von unterschiedlich grof3en

Wucherungen an Wurzelhdsen verschiedener Pflanzen (Smith und Townsend, 1907). Als
Verursacher dieser Pflanzenkrankheit stellte sich das zu den Alpha-Purpurbakterien
gehdrende, gram-negative Bodenbakterium Agrobacterium tumefaciens heraus. Die Gattung
Agrobacterium umfaldt neben A. tumefaciens noch die Arten A. radiobacter, A. rhizogenes, A.
rubri und A. vitis (Ophle und Kerr, 1990) , wobel A. radiobacter und A. rubri als avirulent
gelten. Die Unterscheidung der Arten beruht auf dem unterschiedlichen Aufbau der Plasmide
und damit auf dem unterschiedlichen phytopathogenen Charakter. Durch biochemische und
physiologische Tests (3-Ketolactose-Test, Motility bei pH 7) konnten die Arten in 3
sogenannte biovars unterteilt werden. Diese Einteilung (ausgenommen A. rubri) wurde durch
den Vergleich der 16S rRNA und der Fettsdureprofile bestétigt, so dal3 heute eine verlafdliche
Einteilung in die 3 biovars vorgenommen werden kann (Bouzar et al. 1992). Naher untersucht
in Bezug auf Gentransfer wurde hauptséchlich der Verursacher des "crown gall tumor”
(Wurzelhal sgallentumor), Agrobacterium tumefaciens und der Verursacher der "hairy root
disease" (haarige Wurzelkrankheit), Agrobacterium rhizogenes. Da es eine Relhe von
Ursachen fur Tumore bel Pflanzen gibt, z. B. Eindringen von Erregern (Obstbaumkrebs,
Eschenkrebs) oder extreme auf3ere Einflisse (Hitze, Frost, Blitzschlag), war es schwierig, die
durch Agrobacterium verursachten Tumore von anderen zu unterscheiden. Da bekannt war,
dal’ Pflanzenexplantate zum Wachstum in vitro die Zufuhr von Phytohormonen benétigen,
wurde durch Experimente bewiesen, dal3 Agrobacterium in der Lage ist, Pflanzenzellen
genetisch zu verdndern, so dald3 autonomes Wachstum mdglich ist. Es gelang ndmlich,
bakterienfreies Tumorgewebe auf Medium ohne Hormonzufuhr zu kultivieren. Daneben war

dies der Beweis, dal3 Agrobacterium lediglich fir die Tumorinduktion, nicht aber fir die
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Aufrechterhaltung des unbegrenzten Tumorwachstums notwendig ist. Damit besitzt die
Gattung Agrobacterium die einzigartige Fahigkeit, einen Teil seiner DNA ins pflanzliche
Genom zu integrieren und dadurch die Auspréagung eines Tumors zu bewirken. Die zu
Ubertragende DNA befindet sich auf speziellen Plasmiden (Ti-Plasmid bel A. tumefaciens und

Ri-Plasmid bei A. rhizogenes), die eine Grof3e von 140-235 kb besitzen und fir die
Infektiositét verantwortlich sind.
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Abb.1: Syntheseschema der von Agrobacterium als N-Quelle genutzten Aminosauren, deren Synthese die
Expression der auf der T-DNA liegenden und in die pflanzliche Zelle Gbertragenen Gene erfordert.

Die im Wildtyp fir die Ubertragung vorgeschenden Gene codieren einerseits fir
Wachstumshormone, die das Auxin-Cytokinin Verhdltnis &ndern, wodurch es zur
Tumorbildung kommt und andererseits fir Enzyme, die der Herstellung von Opinen dienen,
die vom Bakterium als Stickstoffquelle genutzt werden. Einzelne Stdmme von Agrobacterium
tumefaciens werden durch das als Stickstoffquelle genutzte Opin voneinander unterschieden
(siehe Abb.1). Neben den von haufig verwendeten Stdmmen wie LBA 4404 und C 58

genutzten Octopin bzw Nopalin, wird vereinzelt auch Agropin und Succinamopin als
Nahrstoffquelle genutzt.
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B.1: Ti-Plasmid und Vektoren

Aufgrund ihrer Bedeutung fur den Gentransfer wurden in den gut untersuchten Ti-Plasmiden
4 funktionell wichtige Abschnitte charakterisiert: Die T-DNA (Transfer DNA), der
Replikationsstart, die Vir-Region und die Konjugationsregion. 1983 wurden erstmals die
tumorausldsenden Gene (onc-Gene) aus der T-DNA eines Wildtyp-Stammes entfernt und
somit ein entwaffnetes Ti-Plasmid hergestellt (Zambryski et al. 1983). Die als cointegrativ
bezeichneten Vektoren (siehe Abb.2) wurden durch homologe Rekombination eines
intermedidren Vektors mit dem entwaffneten Ti-Plasmid hergestellt.

Abb.2.: Schematische Darstellung eines cointegrativen und eines binéren Vektors

Da die Herstellung dieser Vektoren aufgrund ihrer GrofRe relativ kompliziert und
zeitaufwendig ist, wurden bindre Vektoren (Abb.2) entwickelt (Hoekema et al. 1983). Dabel
wird ein zweiter Vektor mit der zwischen right border (RB) und left border (LB) lokalisierten,
zu Ubertragenden DNA in das Bakterium gebracht. Die aktive Vir-Region des entwaffneten
Ti-Plasmides bewirkt dann in trans die Ubertragung der T-DNA. Damit stehen neben den
chromosomalen Genen (Douglas et al. 1982) auch die auf dem Ti-Plasmid lokalisierten Gene
zur Verfligung. Der Vorteil der Binarvektoren liegt in der geringen Gréfe (5-17 kb) und einer

daher mit herkbmmlichen Klonierungsmethoden relativ einfachen Handhabbarkeit. Aul3erdem
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wurde der prokaryontische Replikationsursprung RK2 inseriert, so dald der Vektor in
Agraobacterium und Escherichia coli vermehrt werden kann. Zwischen den Bordersequenzen
befindet sich das gegen ein bestimmtes Antibiotikum [oft Kanamycin, Hygromycin (Waldron
et al. 1985) oder Bialaphos (Holt et al. 1993)] Resistenz verleihende Gen und ein Polylinker
as Klonierungstelle. Wahrend bei dteren Binarvektoren der Selektionsmarker neben der
rechten Bordersequenz plaziert ist, befindet sich bei neueren Entwicklungen der Marker
neben der linken Bordersequenz. Dadurch wird die Regeneration von Pflanzen vermieden, die
nur den Selektionsmarker und nicht das jeweilige Gen integriert haben, da die DNA-
Ubertragung am rechten Border beginnt.

B.2: Mechanismus der DNA-Ubertragung (Abb.3)

Die be der Wundheilung von der Pflanze produzierten Zucker und phenolischen
Verbindungen werden von dem chemotaktisch aktivem Agrobacterium erkannt (Loake et al.
1988) und fuhren zur Expression der vir-Gene. Ein chemotaktisch wirksamer Stoff ist die
phenolische Substanz Acetosyringon, die bei der Verwundung von Pflanzen gebildet wird und
as Startsignal fur die Transformation dient (Stachel et al. 1985). In vielen Protokollen wird
Acetosyringon wahrend der Co-Kulturphase eingesetzt (Godwin et al. 1992), so dal3 auch
nicht nattrliche Wirte von Agrobacterium tumefaciens erfolgreich transformiert werden
konnten. Der als "attachement” bezeichnete Prozel3 des Anheftens der Bakterienzelle an
Polygalacturonate der pflanzlichen Zelle stellt den Beginn des Transformationsprozesses dar,
wobei die eigentliche DNA-Ubertragung nicht auf das "attachement" angewiesen ist
(Escudero et al. 1995). Der erste Schritt des "attachement” ist mit einem acetylierten
Polysaccharid verbunden (Reuhs et al. 1997), das den aktiven Genlocus attR erfordert.
Mutationen in diesem Locus verhindern die Synthese des Polysaccharides und damit die
Fahigkeit des Bakteriums "anzudocken". Anschlief3end werden vom Bakterium Cellulose-
Fasern gebildet, die aufgrund einer netzartigen Struktur an der verwundeten Stelle der Pflanze
zu einer Ansammlung von Bakterien fuhrt (Matthysse et al. 1998). Die chromosomalen Gene
chvA, chvB und pscA sind an der Synthese und dem Export von 3-1,2-Glucan und anderen
Zuckern beteiligt und haben damit direkten Einfluld auf das "attachement”. Mutationen in
diesen Bereichen verringern die Infektitsitét, die nur unter speziellen Bedingungen wie z.B.
bei chvB wieder hergestellt werden kann (Banta et al. 1998), wéahrend att-Mutanten die
Fahigkeit zum "attachement” vollstandig verloren haben (Matthysse et al. 1996).

Nachdem das Bakterium mit der verwundeten Zelle in Kontakt getreten ist, werden die vir-

Gene durch chemische Reizstoffe aktiviert. Die Funktion der vir-Gene (virA, virB1-11, virC1,
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virD1, virD2 VIrE1l, virE2, virF, virG, virJ) und der Prozel? der DNA-Ubertragung a3t sich
wie folgt kurz beschreiben (Zambryski 1992):

VirA:

VirG:

virD1:

virD2;

virC1:

virB1-11:

VirEl:

VirE2:

virF:

Membrangebundenes Protein, das auf chemische Reize reagiert und durch

Phosphorylierung virG aktiviert, 2-Komponenten Regulation.

Wird durch Phosphorylierung (virA) oder phenolische Stoffe aktiv, 10-fach
erhdhte Expression bel Induktion, aktiviert die Ubrigen Virulenzgene, mehrere
Kopien in supervirulenten Stémmen, 2-K omponenten-Regulation.
Topoisomerase-Aktivitét

Borderspezifische Endonucleaseaktivitét, durch Bindung an der T-DNA
Schutzfunktion gegen 5-Exonukleasen, KLS (Kernlokalisationssignal), Funktion
bei der Integration ins pflanzliche Genom.

Wirkt als Unterstiitzer des T-DNA Transfers.

Bildung eines Kanals zur Uberbriickung der Zellwande, teilweise
membrangebunden und mit ATP-Bindungsstellen, Interaktionen mit VirD2 und
Virg2.

Bewirkt VirE2 Export und fungiert als Chaperon fur VirE2.
Bindet an den synthetisierten Strang und formiert mit VirD2 den T-DNA Komplex
in der pflanzlichen Zelle, schiitzt den T-Strang in der Pflanzenzelle und unterstitzt

den Kerntransport, 0,1 % vom Zellprotein, DNA bindendes Protein auch in vitro.

Einflufd auf die Wirtsspezifitdt und eventuell den Zellzyklus.
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Abb. 3: Schematische Darstellung der DNA-Ubertragung mit Induktion, Transfer und Integration

virJ: Bindet den T-Strang und hat Einfluf3 auf den DNA-Transfer.

Der sich nach der Ubertragung in der pflanzlichen Zelle befindende T-Strang wird von
einigen hundert VirE2-Molekilen und einem VirD2-Molekil am 5'-Ende geschitzt (Tinland
et al. 1994). Nicht verpackte DNA unterliegt vielen Anderungen, die zur Deletion von Teilen
der DNA oder zur Bildung von Ketten aus vielen Genkopien, die dann ins Genom integriert
werden, fuhren konnen (Ross et al. 1994). Neben der Schutzfunktion besitzen VirD2 und
VirE2 jewells 2 Kernlokalisationssignale (Citrovsky et al. 1994), die im Fall von VirD2
Homologien zu Proteinen gleicher Funktion von Xenopus laevis aufweisen (Guralnick et al.
1996). VirE2 konnte den Kerntransfer des T-Stranges durch eine Konformationsanderung
unterstitzen (Citrovsky et al. 1997). Daneben spielt auch die Phosphorylierung von
bestimmten Bereichen des KLS von VirD2 eine Rolle bei dem Transport in den Zellkern.

Auller den vir-Genen haben pflanzliche Proteine und das fir die Transformation
vorgesehende Gewebe einen Einflul auf die DNA-Ubertragung. So werden z.B. Arabidopsis
Okotypen beschrieben, die recalcitrant gegeniiber Wurzeltransformation sind, sich aber mit
der Infiltrationsmethode durchaus transformieren lassen (Mysore et al. 2000). Das aus einer
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Arabidopsis Mutante isolierte Gen rat5 bewirkte bei der Uberexpression sowohl in der
Pflanze als auch im Bakterium eine Erhéhung der Transformationsrate (Mysore et al. 2000).
Einen grol3en Einflu® auf den Erfolg eines Transformationsansatzes hat auch der Grad der
Differenzierung und die Phase des Zellzyklus. So wurde z.B. bei undifferenzierten Zellen in
den Keimbléttern von Pisum sativum eine erhohte Bereitschaft zur DNA-Aufnahme
festgestellt (de Kathen et al. 1995). Bei Arabidopsis zeigten undifferenzierte Zellen aus
Bléttern, Keimblattern und dem Wurzelbereich, deren Morphologie Ahnlichkeiten aufwies,
eine hohe Transformationskompetenz (Sangwan et al. 1992). Die Tatsache, dal3 die Vorkultur
des Gewebes auf Medium mit Phytohormonen bei vielen Pflanzen hohere
Transformationsraten erbrachte, fihrte zur ndheren Betrachtung des Zellzyklus. Dabei wurde
deutlich, dal3 sich Zellen weder in der GO, der G1 noch in der M-Phase stabil transformieren
lielfen, wobel in der M-Phase eine transiente Expression zu beobachten war, d.h. die DNA-
Ubertragung moglich ist (Villemont et al. 1997). Die héchsten Transformationsraten wurden
in Gewebe mit sehr hohem S/G2:M Verhdtnis beobachtet. Neuere Untersuchungen an Apfel
zeigen, dald trotz Zugabe von vir-Gen Aktivatoren keine stabile Transformation erreicht
werden kann, wobei es zwar zur Ubertragung des Reportergens und dessen transienter
Expression kommt, jedoch keine Integration ins Genom stattfindet (Maximova et al. 1998).
Daneben wurde ein Arabidopsis Okotyp identifiziert, der aufgrund nicht stattfindender
Integration nicht transformiert werden konnte, obwohl T-DNA Transfer beobachtet werden
konnte (Nam et al. 1997). Damit wird klar, dal3 sich eine erfolgreiche Transformation als
Zusammenspiel von "attachment”, DNA-Ubertragung, Transport in den pflanzlichen Zellkern
und der Integration ins Genom zusammensetzt. Der Ausfall eines dieser Schritte fuhrt dann
folglich zum Miflingen der Transformation.

1.2 Flavonoide und Anthocyane

Die Flavonoide oder Flavanderivate, deren Name sich von der Gelbfarbung einiger ihrer
Vertreter ableitet (lat. flavus = gelb) stellen die grofte Gruppe der pflanzlichen phenolischen
Verbindungen. Flavanderivate werden bei Mikroorganismen und Algen nur sporadisch
gefunden. Pilze enthalten sie wahrscheinlich nicht. Im Pflanzenreich treten sie bel
Moospflanzen (Bryophyta) und Farnpflanzen (Pteridophyta) héaufig auf, bel den
Samenpflanzen (Spermatophyta) sind sie vermutlich ubiquitér verbreitet. Der tierische und

menschliche Organismus kann sie nicht bilden. Einige der vielféltigen Bedeutungen dieser
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Klasse der sekundéren Pflanzenstoffe in der Natur sollen im folgendem néher beleuchtet
werden.

Die wichtigste und visuell deutlichste Funktion der Flavonoide besteht in der Farbung von
Bliten, Frichten und anderen Pflanzenteilen, was sicherlich ein Grund fur das starke Interesse
und das grofe Wissen in Bezug auf Synthese, Verbreitung und Bedeutung darstellt. Die
Blltenfarbung wird Uberwiegend durch Carotenoide im gelben bis roten und durch
Flavonoide bzw. Anthocyane im weil3-gelben, roten und blauen Bereich bedingt. Bliten mit
einer Mischung erscheinen zumeist gelb, orange und zum Teil auch braun. Die Farbstoffe sind
im Fall der lipophilen Carotenoide (Bartley und Scolnik, 1995) in den Plastiden (Chloro- und
Chromoplasten) und im Fall der wasserldslichen Flavonoide in der glykosilierten Form in der
Vakuole lokalisiert. Die Bedeutung der Blutenfarbung liegt hauptsachlich in der Anlockung
von Bestaubern und Fruchtverbreitern. Das sind in den gemaldigten Breiten vor alem
Insekten, wahrend in den Tropen auch Vogel und Flederméause die Aufgabe des Bestaubens
Ubernehmen. Zu berticksichtigen ist dabei die Vorliebe fur bestimmte Blitenfarben bel den
einzelnen Arten, die sicherlich bel der Evolution der vielfdtigen Farbungsmuster eine Rolle
gespielt hat. So bevorzugen z.B. Bienen blaue und gelbe Farben, Wespen violett und braun
und Vogel rot bis scharlachrot. Neben der Synthese von farbgebenden Substanzen wird die
BlUtenfarbung durch eine Reihe weiterer Faktoren bestimmt. So macht z.B. bei Viola tricolor
(Stiefmutterchen) der Blitenfarbstoff 30% des Blutentrockengewichtes aus und bedingt
dadurch eine entsprechende Farbtiefe. Weitere Faktoren sind der besonders bei Anthocyanen
relevante pH-Wert und die Copigmentierung durch Flavone, Flavonole und Catechine, die
eine Farbvertiefung verursachen. Welterhin spielt die Komplexbildung mit mehrwertigen
Metallionen (Fe*, Fe** und AI**) eine Rolle bei der Blaufarbung. So bewirkt z.B. ein solches
Chelat die blaue Farbe der Kornblume trotz der Cyanidin-Derivate und des eigentlich fir eine

Rotfarbung gunstigeren pH-Wertes von 4,9.

Bedeutung und Funktion

Das als "french paradox” bezeichnete Phanomen des signifikant geringeren Auftretens von
Herzerkrankungen trotz einer fett- und cholesterinreichen Erndherung in Frankreich fuhrte zu
einem oOffentlichen Interesse an den Flavonoiden. Es wurde schon in den siebziger Jahren
auch in anderen mediterranen Léandern mit traditionell hohem Weinkonsum ein
Zusammenhang zwischen Weinkonsum und reduziertem Herzinfaktrisiko beobachtet. Nahere
Untersuchungen ergaben bestimmte Korrelationen zwischen Herzinfarkthaufigkeit und

Weinkonsum, die in Landern mit geringer Haufigkeit von Herzerkrankungen verhatnismafdig
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hoch war. Anhand zahlreicher epidemiologischer Untersuchungen konnte eine 30-50%
niedrigere Krankheitss und Sterblichkeitsrate bezlglich Herzkreidauferkrankungen bei
moderatem Weinkonsum nachgewiesen werden (Renaud et al. 1992, Ruf 1996). Eine weitere
Studie, die das Verhdtnis von Sterbefdlen an koronaren Herzerkrankungen und
Alkoholkonsum in den Jahren 1965, “70, “80 und “88 untersuchte, ergab, dal? die Reduzierung
dieser Erkrankungen eine Abhangigkeit vom Weinkonsum zeigte, jedoch unabhangig von der
totalen Alkoholaufnahme war (Criqui und Rigel, 1994). Ein Hauptgrund ist sicherlich die
Erhohung des as "gutes Cholesterin® bezeichnete "HDL", die durch moderaten
Alkoholkonsum bedingt wird (Castelli et al. 1977). Weitere Grinde sind eine erhdhte Vitamin
A und E Konzentration (Simonetti et al. 1995), eine verminderte Thrombozytenaggregation
(Schneider et al. 1996), die vorwiegend auf Weininhaltstoffe wie Tannine, Polyphenole und
Flavonoide beruht und die Senkung des Blutdruckes. Da die wirksamen Inhaltsstoffe
(Catechine, Proanthocyane) hauptséchlich in den Kernen der Weintrauben vorkommen,
erklart sich somit auch die positive Wirkung von Weil3wein (Bourzeix 1993).

Bestimmten Bioflavonoiden wurde jahrelang eine Vitaminfunktion zugeschrieben, da
sogenanntes Vitamin P in Verbindung mit Vit. C eine bessere praventive Wirkung auf
Skorbut hatte, als reines Vit. C. Ndhere Untersuchungen ergaben dann, dal3 Vit. P aus einem
Gemisch aus Hesperidin und Eriodictyol (Lahann und Purucker, 1974) besteht, deren alleinige
Wirkung relativ gering ist. Da der eindeutige Vitamincharakter nicht klar nachzuweisen war,
wurde den Flavonoiden der Vitamin-Status aberkannt. Die typische Wirkung von Vitamin P
gegen Kapillarblutungen, Odemen, Zahnfleischblutungen oder blauen Flecken, die auch bei
anderen Flavonoiden wie Rutin festgestellt wurde, ist jedoch weltweit anerkannt, so dal3 es
eine Vielzahl von Produkten auf Basis von Flavonoiden mit beschriebener Wirkung gibt.
Neben vielen weiteren in bezug auf die Gesundheit des Menschen positiven Eigenschaften der
Flavonoide (Bohm et al. 1998) wird sogar ein Einfluf3 bel der Hemmung der Vermehrung des
HIV-Virus durch Inhibierung der reversen Transkription diskutiert. Andere Anséitze
beschéftigen sich mit dem Einflul3 von Flavonoiden auf das Wachstum von Krebszellen,
wobei an in vitro Versuchen mit bestimmten Zelllinien schon Erfolge beobachtet wurden.

Die grofite Bedeutung kommt Flavonoiden aber durch ihre antioxidative Aktivitét bei der
Neutralisation von Sauerstoffradikalen und der Inaktivierung von Hydoxylradikalen zu,
wodurch photooxidative Schaden vermindert oder auch ganz verhindert werden (Elstner,
1996).

Eine weitere wichtige Funktion von Flavonoiden bei Pflanzen stellt der Schutz vor
schadlichen UV-Strahlen dar. Wahrend nur ein Teil der von der Sonne abgegebenen UV-
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Strahlung von der Ozonschicht absorbiert wird, gelangt relativ langwelliges Licht (UV-A
320-400 nm, UV-B 280-320 nm) auf die Erdoberflache (Green 1983) und bewirkt besonders
im Fall von UV-B starke Schaden. Als Schutzmechanimus dienen in der oberen Epidermis
akkumulierte Epicuticularwachse und Flavonoide, die in der Lage sind, UV Strahlung zu
absorbieren. Anthocyane bilden dabel eine Ausnahme, da sie nur in sehr hohen
Konzentrationen fur die Pflanze schédliche UV-B-Strahlung absorbieren kdnnen.
Untersuchungen an Arabidopsis-Mutanten (Li et a. 1993), Petunien (Ryan et al. 1998) und
Reis (Markham et al. 1998) belegen den Einflul? von Flavonoiden beim Schutz gegen
schéadliche UV-Strahlung. Es wird sogar angenommen, dal3 der UV-Schutz die urspringliche
Bedeutung der Flavonoide darstellt.

Welterhin spielen Polyphenole (zum Teil Flavonoide) as Phytoalexine und as Vorstufen der
Gerbstoffe eine wichtige Rolle. So isolierten beispielsweise Hain et al. (1993) zwei Stilben-
Synthase-Gene aus Reben und Ubertrugen sie unter der Kontrolle eines pathogeninduzierbaren
Promotors in N. tabacum. Die Synthese von Stilben im transgenen Tabak fihrte zu einer
erhdhten Resistenz gegentiber Botrytis cinerea. Die Wirkung der Gerbstoffe wird besonders
beim Fral3schutz und der Pathogenabwehr deutlich. So ist z.B. der Geschmack von |6slichen
Formen fralthemmend wahrend unldsliche Formen das Gewebe stabilisieren und das
Eindringen von Schédlingen erschweren. Komplexe aus Proteinen und Gerbstoffen stellen
z.B. ein Verwertungsproblem fir Parasiten dar und sind in der Lage, bestimmte
Stoffwechsel funktionen von Schédlingen zu behindern.

Welitere Eigenschaften der Polyphenole sind ihre allelopathische Wirkung (Roschina und
Roschina, 1993). Das vom WalnulZbaum abgegebene Juglon unterbindent zum Beispiel die
Keimung von artfremden Samen in néherer Umgebung. Der hohen Phenolgehalt von
Heidekrautstreu behindert den Nahrstoffkreislauf und benachteiligt somit ndhrstoffliebende
Pflanzen zugunsten von Calluna und Erica. Auch bei der Nodulation von Knéllchenbakterien
spielen Flavonoide eine Rolle, indem sie die Transkription von Nodulationsgenen induzieren
(Bohm, 1994 und 1998).

Anthocyane
Die Anthocyane (gr. anthos = Blite, Blume, kyanos = blauer Farbstoff) stellen ohne Zweifel

die wichtigste Gruppe der farbgebenden Bluteninhaltsstoffe dar und sind daher auch fir die
meisten roten bis blauen Farbtone in hoheren Pflanzen verantwortlich (Dooner et al. 1991)
Die Synthese der gewdhnlich in der Vakuole akkumulierten Anthocyane verlauft Gber die

Flavonoidbiosynthese, wobel der letzte Schritt von den Leucoanthocyanidinen zu den
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Anthocyanidinen noch nicht restlos aufgeklart ist. Die vielfétigsten und hinsichtlich der
Farbgebung wichtigsten Anthocyane unterscheiden sich nur im Substitutionsmuster am B-
Ring des Flavonoidgrundgertstes (siehe Abb. 4). So haben besonders Hydroxylierungen an
3- und an 5°-Position einen Einflul auf die Farbe. Die von der Flavonoid 3"-Hydroxylase
katalysierten Reaktion fuhrt z.B. zum kaminroten Cyanidin wéhrend die von der Flavonoid
3’-, 5'-Hydroxylase katalysierten Reaktion zum blau geféarbten Delphinidin fihrt. Weitere
haufig vorkommenden Anthocyane wie Peonidin, Petunidin und Malvidin entstehen durch 3'-
bzw. 5°- Methylierung auf Ebene der Anthocyanidin 3-O-Glycoside (Forkmann und Heller,
1999).

Neben der B-Ring Substitution haben pH-Wert und diverse Formen der Komplexbildung
einen groféen Einflul® auf die Farbe der Anthocyane. So erscheint das als Grundgertst der
Anthocyane anzusehende Flavylium-lon bei pH < 3 rot, bei pH 3-6 purpur und bei pH 6-9
blau.

Eine Form der Komplexierung bestent in der Selbstassoziation von Anthocyan-
Anhydrobasen, die bei hohen Konzentrationen auftritt und im Fall von Cyanin und Pelargonin
zur Bildung von Pigmentkristallen im Zellsaft fuhren kann (Goto und Kondo, 1991).
Copigmentierungen von Anthocyanen durch Flavonolglycoside und Flavone sind relativ
héufig und von pH-Wert und Temperatur abhangig. Die Wirkung in wassriger Losung beruht
oft auf einer hydrophoben Stapelung der aromatischen Ringe wie z.B. bei der blauen Blite
von Commelina communis (Commeline). Die wahrscheinlich wichtigste Form der
Komplexbildung besteht in der Interaktion mit dreiwertig geladenen Fe und Al-lonen. Dabei
wirkt das Metallion as Verstarker einer Pigment-Copigment (oft Flavone)-Anziehung und
bedingt dadurch eine tiefere Farbe. Neben der bereits erwdhnten Kornblume, bei der ein
Eisen- und ein Magnesiumkation mit jeweils 6 Cyanidin 3-(6""-succinylglucosid)-5-glucosid-
und 6 Apigenin 4°-(6""-malonylglucosid)-7-Glucosid-molekilen einen blauen Farbkomplex
bildet, ist die durch die Bildung eines Metall-Pigment-Copigment-Komplexes blau gefabte
Blite von Hydrangea macrophylla (Hortensie) ein gutes Beispiel fir den Einflul3 der
Komplexbildung. Ein weiteres Beispiel fiur den Einflud von Komplexen ist die
intramolekulare Copigmentierung. So hat z. B die Veresterung von Acylgruppen mit
Glycosylgruppen der glycosilierten Anthocyane einen stabilisierenden Einflu auf die

farbenden Strukturen.
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Biosyntheseweg der Flavonoide

Aufgrund der grofRen Bedeutung der Favonoide ist die Biosynthese mit fast alen
Zwischenstufen weitgehend aufgekléart. Das Flavonoidgrundgertist (siehe Abb.4) besteht wie
schon 1936 von Robinson vorgeschlagen (Robinson, 1936) aus einer C-15-Struktur, die sich
in 2 aromatische Ringe (A und B) und dem zentralen heterozyklischen Ring C unterteilt.

Abb.4: Flavonoidgrundgeriist mit Bezeichung der Ringe (A,B,C) und den Orten von Substitutionen

Mit der Entdeckung der PAL (Phenylalanin-Ammonium Lyase, Koukol und Conn, 1961)
begann die Erforschung des Syntheseweges, der durch Arbeiten an Zellsuspensionen von
Petroselium crispum (Gartenpetersilie) anfang der siebziger Jahre wesentlich welter
aufgeklart wurde. Folgender Reaktionsmechanismus kann hinsichtlich der Funktion als
abgesichert angesehen werden: Durch die enzymatische Reaktion der PAL, der Cinnamat 4-
Hydroxylase (C4H) und der 4-Cumarat : CoA Ligase (4CL) wird 4-Cumaroyl-CoA gebildet,
das durch die Kondensationsreaktion der Chalkonsynthase (CHS) mit 3 Molekilen Malonyl-
CoA zu Tetrahydroxychalkon umgesetzt wird. In einigen Arten wird auch Kaffeoyl-CoA als
Substrat verwendet, das zur Synthese des 3-hydoxylierten Chalkons Pentahydroxchalkon
fahrt. Auf gleicher Ebene wie die CHS fuhrt die Chalkonreduktase (CHKR oder PKR) zu 5'-
Deoxyflavonoiden und die Stilbensynthase (Resveratolsynthase) zu den Stilbenen. Die durch
die CHS katalysierte Bildung der Chalkone stellt sicherlich die Schlisselreaktion des
Syntheseweges dar und war dadurch phylogenetisch ein haufig genutzter Ansatzpunkt fir
Modifikationen auf molekularer Ebene. Den auch spontan zum 2S-Flavanon ablaufenden
Ringschlul3 des Heterozyklus katalysiert die CHI (Chalkonisomerase), wobel je nach
Hydroxylierungsmuster des B-Ringes verschiedene Flavanone entstehen kdnnen. Die FHT
(Flavanon 3-Hydroxylase) hydroxyliert dann die Flavanone an Position 3 zu den
Dihydroflavonolen, wahrend die FNS (Flavonsynthase) durch Einflgung einer
Doppelbindung das gleiche Substrat zu den Flavonen umsetzt. Die Dihydroflavonole werden
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3-Hydroxylase

durch die DFR (Dihydroflavonol 4-Reduktase) zu den Leucoanthocyanidinen reduziert, die
dann von der ANS (Anthocyanidinsynthase) und der FGT (UDP-Glucose : Flavonoid 3-O-
Glucosyltransferase) zu den je nach Hydroxylierung des B-Rings verschiedenen Anthocyane
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umgeformt werden. Die Flavonolsynthase (FLS) nutzt die Dihydroflavonole auch a's Substrat
und fdhrt durch Einfigen einer Doppelbindung am Heterozyklus zu den Flavonolen.
Hydroxylierungen am B-Ring werden durch die F3'H (Flavonoid 3"-Hydroxylase) an Position
3" und durch die F3",5'H (Flavonoid 3'-,5"-Hydroxylase) an Position 3'und 5 katalysiert.
Diese Reaktion kann auf Ebene der Flavanone, der Dihydroflavonole, der Flavone, der
Flavonole und mdglicherweise der Favan-3,4-diole (Leucoanthocyanidine) stattfinden
(Abb.5).

Pflanzenmaterial
A Osteospermum

Aufgrund der in den letzten Jahren gestiegenden Bekanntheit und somit der erhdhten
wirtschaftlichen Bedeutung wurde die Beet- und Balkonpflanze Osteospermum al's Objekt fir
gentechnische Versuche ausgewahlt. Die urspringlich in Sidafrika beheimatete Pflanze ist
eine halbharte, mehrjdhrige Staude mit einer scheibenformigen Blitenstandsachse, dort
aufsitzenden Rohrenbliten und randstandigen Strahlenbliten. Damit gehdrt Osteospermum,
zu deutsch Capmagarite oder Capkodrbchen, zu den Asteraceae, Unterfamilie Asteroideae
(Hess, 1983). Die géartnerisch bedeutsamste Art ist Osteospermum ecklonis, deren Hybriden
des danischen Zichters C.A. Kragh Sorensen als Ausgangsmaterial genutzt wurden. Davon
wurden die von C. Seitz (Diplomarbeit am LZW) hinsichtlich der Bliteninhaltsstoffe und der

Enzymaktivitdt untersuchten Sorten fir gentechnische Ansétze verwendet.

B Pelargonium

In der Familie der Geraniaceae (Storchenschnabelgewéchse) haben nur die Gattungen
Geranium (Storchschnabel) und Pelargonium (Geranie) eine Bedeutung fir den
Zierpflanzenbau. Die Uberwiegend aus Slidafrika stammenden ca. 250 Wildarten werden in 15
Sektionen klassifiziert, von denen 5 als Ausgangsarten fir die heute wirtschaftlich genutzten
Kulturformen angesehen werden kénnen. Die heute als Zierpflanzen genutzten Pelargonien
entstammen Artkreuzungen, weswegen sie a's Hybride anzusehen sind. Die wichtigsten sind
P.-Grandiflorum-Hybriden (PGH), P.-Peltatum-Hybriden (PPH) und P.Zonale-Hybriden
(PZH). Wirtschaftlich interessant sind PZH mit den Eltern P. zonale L Herit und P.
inquinanas L Herit sowie PPH mit dem wichtigsten Elternteil P. peltatum L Herit. In den

Hybriden liegt zumeist ein di- oder tetraploider Chromosomensatz vor. Das Blitenspektrum
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umfaldt die Farben weild bis rot mit vielen Mischformen und einigen gelblichen Tonen.
Eindeutig gelb oder blau blihende Formen sind nicht beschrieben. Die Pelargonie ist heute in
Deutschland mit einer verkauften Stiickzahl von 170 Mio (1993) die Beet- und Balkonpflanze
Nummer 1 und daher fir gentechnische Ansdtze besonders interessant. Fir die

Untersuchungen wurden Sorten der Firmen Nebelung, Walz und S+G verwendet.

C Matthiola incana

Die zur Familie der Brassicaceae (Kreuzblitler) gehdrende Zierpflanze Matthiola incana
(Levkoje) ist ds Gartenpflanze in Mitteleuropa seit dem 16. Jahrhundert bekannt. Es sind ca.
50 Arten der ein- bis zweljahrigen Blutenpflanze bekannt, deren weil3e, gelbe, rote oder
dunkelviolette Bliten as Schnittblumen genutzt werden. Daneben wird die Leykoje auch als
Beetpflanze eingesetzt. Der diploide Chromosomensatz umfaldt 14 Chromosomen. Die zur
Synthese der die Blitenfarbe bestimmenden Farbstoffe (Pelargonidin, Cyanidin, Kémpferol,
Quercetin) notwendigen Gene sind gut charakterisiert (Teusch et al. 1986) und zum Teil auch
isoliert. Fur die Versuche wurden hinsichtlich der Favonoidbiosynthese eindeutig
charakterisierte Linien genutzt. Von besonderem Interesse waren die weif3blihenden Linien
17 und 18, die als DFR- bzw. CHS-Mutanten anzusehen sind.

D Petunia

Von Petunia hybrida sind tber 25 Arten bekannt, die vorwiegend in Stidamerika beheimatet
sind. Sie gehort zur Familie der Solanaceae (Nachtschattengewéachse), die urspriinglich in den
Tropen und Subtropen Amerikas verbreitet waren, aufgrund einiger wichtiger Arten aber
mittlerweile durch den Menschen weltweit verbreitet wurde. Neben Zierpflanzen wie Petunia
und Solanum (Nachtschatten) gehdren wichtige Nutzpflanzen wie Lycopersicon esculentum
(Tomate), Solanum tuberosum (Kartoffel) und Capsicum annuum (Paprika) zu den
Nachtschattengewéchsen. Petunia hybrida besitzt ein Farbspektrum von weil3, rosa, lachs
purpur, karmin, rot, blau und gelb. Aufgrund der vielen natirlich vorkommenden
Blltenfarben und der bel den Solanaceae algemein guten Handhabbarkeit in Zell- und
Gewebekultur wird Petunia hybrida oft als Modellorganismus zur Untersuchung und
Manipulation der Flavonoidbiosythese verwendet.

Die in dieser Arbeit hauptsachlich fir Transformationsansétze verwendete Mutante RLOL ist

ein Nachkomme der bezlglich der B-Ring Hydroxylierung naher charakterisierten
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Linie R4 (Stotz, 1983). Da RLO1 keine Flavonoid 3'-Hydroxylase Aktivitét und nur eine
geringe Flavonoid 3'-5'-Hydroxylase besitzt, sind nur geringe Mengen an Cyanidin- und
Delphindin-Derivaten vorhanden, ein Grund fur die blal3-rosa Farbung der Petalen. Daneben
bewirkt die Substratspezifitdt der Dihydroflavonol 4-Reduktase eine Anreicherung von
Dihydrokdmpferol, welches die Vorstufe von dem in den Petalen nicht vorkommenden
Pelargonidin darstellt (Meyer et al. 1987).

E Arabidopsis thaliana
Arabidopsis thaliana wurde von Johannes Thal 1577 erstmals beschrieben. Es ist ein
einjahriges, Ruderaflachen besiedelndes Wildkraut ohne wirtschaftliche Bedeutung, dald wie

Matthiola incana (Sommerlevkoje) zur Familie der Brassicaceae gehort. Beide Arten werden
als Modellobjekte fur pflanzengenetische Untersuchungen verwendet. Mit verschiedenen
Okotypen ist es von Zentral- und Ostasien bis nach Westsibirien, tber das Mittelmeergebiet
bis in die ostafrikanischen Gebirge, sowie auf den Kanaren, Madeira und in ganz Europa
verbreitet. In Nordamerika, Sidafrika und Australien ist es eingebirgert (Hegi 1986).

Friedrich Laibach begann Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts experimentelle Arbeiten mit
A. thaliana, aber erst in den sechziger Jahren nahm das Interesse an Arabidopsis as
Laborpflanze zu. Schon 1943 legte Laibach die Vorteile der Pflanze fir die genetische
Forschung dar. Eine hohe Samenproduktion, ein kurzer Entwicklungszyklus, eine geringe
Chromosomenzahl (n=5), die leichte Kreuzbarkeit bel voller Fertilitét der Hybriden, Keimung
und Wachstums bis zur Samenreife auf Agarmedien und die Mdglichkeit, sowohl spontane as
auch induzierte Mutanten isolieren zu kénnen, fihrte er als vorteilhafte Eigenschaften fur die
genetische Analyse an. Zudem hat A. thaliana das kleinste bisher bekannte Genom héherer
Pflanzen (Arumuganthan & Earle 1991). Diese Eigenschaften machten Arabidopsis auch fir
molekularbiologische Untersuchungen interessant. Erst kirzlich erfogte die Sequenzierung

des kompletten Genoms.

F Gerbera hybrida
Die zu der Familie der Asteraceae (Korbblitler) gehérende Gattung Gerbera umfaldt etwa 70
Arten, 40 davon in Sudafrika und Madagaskar, die restlichen in Siid- und Ostasien sowie in

Sldamerika. 1889 wurde die Art Gerbera jamesonii erstmals von J.D. Hooker beschrieben.

Die Gerbera-Ziichtung begann Ende des 19. Jahrhunderts mit der Kreuzung von G. jamesonii
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und G. viridifolia von R.l. Lynch in Cambridge. Die daraus hervorgegangende Hybride
Gerbera cantebrigiensis ist heute als Gerbera hybrida bekannt und gilt as Ursprung der heute
kommerziell angebauten Sorten. Wahrscheinlich sind noch weitere Wildformen fur
zlchterische Zwecke genutzt worden, eindeutige Beweise sind jedoch nicht vorhanden
(Penningsfeld und Forchthammer 1980). Bedeutender Anbau von Gerbera findet heute vor
allem in Holland und zum Teil auch in Deutschland, Frankreich und Italien statt. Gerbera
hybrida zadhlt heute zu den meist verkauften Schnittblumen in Europa (Horn 1996). Durch
biochemische und molekularbiologische Untersuchungen hinsichtlich der Flavonoid-
biosynthese am Lehrstuhl konnten Sorten charakterisiert werden, die sich diesbezlglich
besonders fur gentechnische Ansédtze eignen (Tyrach 1994). So wurden z.B. Sorten
beschrieben, die keine Flavonsynthase (FNS) besitzen und somit fir die Komplementation

mit einer aus anderen Gerbera-Sorten isolierten FNS geeignet scheinen (Martens 2000).
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Zielsetzung

Da molekularbiologische und gentechnische Methoden fir die Pflanzenzichtung in den
letzten Jahren enorm an Bedeutung gewonnen haben, wird die Anwendung dieser Methoden
auch im Zierpflanzenbau immer wichtiger. Dabei stehen neben den auch fir den Zichter
interessanten Anwendungen wie Sortenschutz und Abstammung vor allem Mal3nahmen zur
Verbesserung der Qualitét im Vordergrund. Besonders zu erwadhnen sind dabei die Erzeugung
von Resistenzen gegen Schadlingsbefall und die Kreation neuer Phanotypen in bezug auf
Habitus und Blitenfarben. Resistenzen werden dabei héufig durch die Ubertragung von
Resistenzgenen aus Mikroorganismen erzeugt. Das Gleiche gilt fur Veréanderungen der
Wouchsform, die wie bei Osteospermum ecklionis und Petunia hybrida gezeigt, durch die
Expression der aus Agrobacterium rhizogenes isolierten rol-Gene erreicht werden kann.

Die meisten Ansatze beziehen sich aber auf die Manipulation der Synthese der sekundéren
Pflanzenstoffe, wodurch neben phanotypischen Veranderungen wie die der Blitenfarbe auch
gualitative Verbesserungen wie Abanderung der Tanninzusammensetzung und sogar
Erzeugung von Resistenzen durch Ausnutzung von Nebenwegen der "normalen” Biosynthese
moglich sind. In diesem Zusammenhang kommt der Flavonoidbiosynthese eine besondere
Bedeutung zu, da sie zum grofiten Tell aufgeklart ist und da durch Manipulation eines
einzelnen Genes schon deutlich sichtbare und mef3bare Veranderungen zu beobachten sind.
Verdanderungen der Blitenfarbe durch Uberexpression oder Reprimierung sind z. B. bei
Petunia hybrida, Eustoma grandiflorum und Dianthus caryophyllus beschrieben. Daneben
wird vermutet, dal die Reprimierung der Flavanon 3-Hydoxylase durch Antisense-Hemmung
oder Cosuppression zur Synthese von Phytoalexinen fuhrt. Da neben den am Lehrstuhl
etablierten biochemischen Methoden zur Charakterisierung der Flavonoidbiosynthese auch
die jeweiligen Gene dazu zum Teil vorliegen, wurde ein besonderes Augenmerk auf deren
Verwendung bel Transformationsansdtzen gelegt. Aulerdem sollen die von anderen
Mitarbeitern des Lehrstuhles klonierten Gene durch heterologe Expression in Pflanzen
hinsichtlich Ihrer Funktion untersucht werden. Dazu mul3 ein verlalliches System zur
Erstellung von fir die Transformation geeigneter Vektoren etabliert werden. Wichtig sind
dabei Selektions-Alternativen zum NPT-System und die Lokaliserung des jeweiligen
Selektionsmarkers neben der linken Bordersequenz.

Unerléldlich for Transformationsansétze sind reproduzierbare Methoden zur Kultur,
Transformation und Erhaltung von Agrobacterium-Stdmmen, deren Etablierung einen Tell
dieser Arbeit darstellt. Daneben soll ein Bestand von verschiedenen Agrobacterium
tumefaciens-Stdmmen aufgebaut werden. Dies ist notwendig um die unterschiedlichen
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Wirtsspezifikationen der jeweiligen Stamme bei der Transformation von verschiedenen Arten
von Zierpflanzen ausnutzen zu kdnnen. So konnte z.B. Osteospermum ecklonis nicht mit dem
haufig verwendeten Stamm LBA 4404 transformiert werden, wahrend die Verwendung
anderer Stamme wie z. B. EHA 105 zu positiven Ergebnissen fuhrte.
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2. Material und Methoden

2.1 Methoden zur Herstellung fur die Transformation geeigneter

Agrobacterium tumefaciens Stamme

Um DNA mit Hilfe von Agrobacterium tumefaciens in pflanzliche Zellen Ubertragen zu
koénnen, ist eine vorherige Transformation der Agrobacterien notwendig. Dabei wird der
durch verschiedene Klonierungsschritte in Escherichia Coli (siehe 2.2) vorbereitete Binar-
Vektor (z.B. pBI121, pBIN19) in die vorher kompetent gemachten Agrobacterien Ubertragen.
Die hier verwendeten Methoden und Protokolle beziehen sich ausschliefdlich auf das Binér-
Vektorsystem und nicht auf das aufwendigere co-integrative-System. Die verschiedenen
Methoden wurden zwecks Vergleichbarkeit mit dem Stamm LBA 4404 und dem Vektor
pBl1121 durchgefihrt.

2.1.1 Herstellung kompetenter Bakterien

A: Freeze-thaw Methode (Holsterset al. 1978)
Bel dieser Methode wird der Binar-Vektor wéhrend der Auftauphase schockgefrorener
Bakterien Ubertragen. Der relativ einfachen und schnellen Ausfihrung steht eine geringe

Transformationsrate von ca. 10”2 Transformanten pro g DNA gegentiber.

Ausfuhrung
1. Per Einzelkolonie werden 2-3 ml YEB-Medium (mit den entsprechenden Antibiotika)

angeimpft und fir 24-36 h bei 28°C und 200 rpm kultiviert.

2. Mit der Starterkultur werden 50 ml YEB (Antibiotika) angeimpft und bei 28°C und
200 rpm bis zu einer ODgyp vVon 0,5 bis 1 wachsen gelassen

3. Die Kultur wird 10 min auf Eis vorgekihlt, bei 4°C und 4000 g fur 10 min pellettiert
und in 200 ml kaltem dH,O resuspendiert

4. Dieser Waschschritt wird 3x wiederholt, anschlief3end werden die Zellen in 1 ml 20
mM CaCl;, (kalt) Lésung resuspendiert, in 100 pl Aliquots portioniert und in fllissigem
Stickstoff schockgefroren
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B: Elektroporation

Die Elektroporation stellt eine einfache und zeitsparende Methode zur Ubertragung von
Plasmid-DNA in kompetente Bakterien (Agrobacterium tumefaciens oder Escherichia coli)
dar. Die gute Reproduzierbarkeit und hohe Transformationsraten von 108-10° Transformanten
bei E. coli und 10*-10° Transformanten bei Agrobacterium tumefaciens sind weitere Vorteile
dieser Methode.

Ausfuhrung
1. Aus einer gut gewachsenen Ubernachtkultur werden 4 ml zum Animpfen von 400 mi

Y EB genutzt

2. Die Suspension wird bei 28°C und 200 rpm bis zu einer ODgo vVon 0,4 bis 0,5
wachsen gelassen, fur 10 min auf Eis gekdhlt und fur 10 min bei 4°C und 4000 g
abzentrifugiert.

3. Das Pellet wird 3x mit einer kalten HEPES-Lsg. (200ml, 1 mM, pH 7,5) gewaschen
und in 5 ml einer HEPES-Glycerin-Lsg. (1 mM, pH 7,5, 10 % Glycerin) resuspendiert.

4. Nach erneuter Zentrifugation wird das Pellet in 800 ul der HEPES-Glycerin-Lsg.
aufgenommen, in 50 pl Aliquots portioniert und in flissigem Stickstoff
schockgefroren.

2.1.2 Transformation der Plasmid-DNA
Je nach gewéhlter Methode werden die kompetenten Zellen mit Hilfe der folgenden

Protokolle mit den Plasmiden transformiert.

A: Freeze-thaw Methode

1. Ca 1 pg Plasmid-DNA wird zu den gefrorenen Zellen gegeben und 5 min bei 37°C
inkubiert

2. Nach Zugabe von 1 ml YEB-Medium wird der Ansatz fur 2 h bei 28°C und 150-200
rpm geschuittelt.

3. Die Zellen werden péllettiert, in 100 pl YEB aufgenommen und auf Selektionsplatten
mit den jeweiligen Antibiotika ausgestrichen

4. Nach 2-3 Tagen bel 28°C sollten einzelne Kolonien gewachsen sein, die dann

Uberprift werden sollten.
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B: Elektroporation

1. Die kompetenten Zellen werden auf Eis aufgetaut und mit 10-50 ng Plasmid-DNA (1-
5ul) versetzt. Die DNA sollte in H,O oder verdinnter TE-Lsg gel6st sein, um das
Durchbrennen der Kivetten zu verhindern.

2. Die Suspension wird in eine vorgekuhlte 1 mm Kivette Uberfuhrt und durch leichtes
Klopfen zwischen die Electroden gebracht.

3. Die Kuvette wird im Elektroporator (ECM 395 der Firma BTX) fixiert und durch
Betétigen des Startknopfes wird ein Puls (1,5 kV, 5-6 msec) ausgel 6st.

4. Sofort 500 pl vorgewérmtes YEB-Medium (28°C) dazugeben (in die Kuvette), kurz
mischen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tberfuhren.

5. Der Ansatz wird fur 2h bei 28°C und 150-200 rpm geschittelt und auf
Selektionsplatten mit den jeweiligen Antibiotika ausgestrichen.

6. Nach 2-3 Tagen be 28°C sollten einzelne Kolonien gewachsen sein, die dann per
Plasmid-Isolierung und Restriktionsverdau Uberprift werden sollten.

C: Triparental Mating (Ditta et al. 1980)
Das Ziel der vorliegenden Methode ist die Uberfilhrung der neu konstruierten und in
Escherichia coli klonierten Plasmide in Agrobakterien, die als Ubertrager der DNA in

Pflanzenzellen fungieren konnen. Dazu werden drei Bakterienstdmme bendtigt:

(1) E. coli-Stamm DH5a mit dem zu tbertragenen Plasmid (Kanamycinresistenz)

(2 E. coli- Stamm HB 101 als Helferstamm mit Transferfunktion im Plasmid

(3)  Agrobacterium tumefaciens-Stamm LBA 4404 (Streptomycin- und

Rifampicinresistenz)

Die Agrobakterien werden fur 24 Stunden bei 28°C und 215 rpm in 10 ml CPY-
Fltssigmedium angezogen. Fir die E. coli-Stamme ist eine Wachstumsdauer von 12 h (37°C,
215 rpm, LB-Medium) ausreichend. Von diesen Kulturen werden je 0,5 ml und 1 ml der
Agrobakterienkultur zu 5 ml CPY gegeben. Die Suspension wird zentrifugiert (5 min, 2000
rpom), das Pellet in 0,5 ml CPY resuspendiert und auf festes CPY-Medium (9 cm O
Petrischalen) ohne Antibiotika aufgetropft. Nach einer Inkubationszeit von 2 Tagen (28°C)
wird mit einer Probe von jeder Kolonie 0,5 ml CPY angeimpft. Von dieser Suspension wird
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eine Verdinnungsreihe (10" -10) hergestellt, von der je 100 pl auf Selektionsplatten mit
Antibiotika ausgestrichen werden, die anschlief3end fir 2 Tage bei 28°C inkubiert werden.
Die gewachsenen Einzelkolonien der hoéchsten Verdinnungsstufe werden auf neue

Selektionsschalen ausplattiert und kénnen sofort einer Plasmidanalyse unterzogen werden.

2.1.3 Uberprifung der transformierten Agrobacterien

Es soll Uberprioft werden, ob die auf Selektionsmedium gewachsenen Kolonien das
transformierte Plasmid erhalten. Dazu wird Plasmid-DNA isoliert und durch einen
Restriktionsverdau Uberpriift. Drei verschiedene Methoden wurden getestet.

A Inkubation mit Lysozym und Proteinase K
1. 1-2 ml einer Ubernachtkultur werden pellettiert, zweimal mit 200 mM Tris-HCI (pH
8,0) gewaschen und in A: 50ul Proteinase K (5 mg/ml) oder B: 50ul Lysozym (10
mg/ml) aufgenommen.
2. Nach 30mindtiger Inkubation bei A: 65°C und B: RT wurde die Plasmid-DNA mit
Hilfe des Quantum Plasmid Miniprep Kits der Firma Biorad isoliert und mittels
Restriktionsverdau und Gelelektrophorese Uberprift.

B: Uberprifung durch Gesamt-DNA Isolierung

1. 1-2 ml einer Agro-Ubernachtkultur werden pellettiert, zweimal mit 100 mM Tris-HCL
(pH 8,0) gewaschen und in 50ul Proteinase K (5 mg/ml) aufgenommen.

2. Nach intensivem Vortexen wird der Ansatz mit 160 pl SDS (10 %) versetzt und fir 2 h
bei 65°C inkubiert.

3. Der auf Raumtemperatur abgekihlte Ansatz wird phenolisiert und anschlief3end mit 0,6
Vol Isopropanol gefdllt.

4. Die erhaltene Gesamt-DNA wird in E. coli transformiert, per Mini-Prép. Plasmid-DNA
isoliert und mittels Restriktionsverdau und Gel el ektrophorese Uberprift.

C: Uberpriifung durch direkte Plasmid-DNA Isolierung
Mit Hilfe des E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kits der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH
wurde Plasmid-DNA direkt aus Agrobacterium isoliert und mittels Restriktionsverdau und

Gel el ektrophorese Uberprift.
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2.2 Methoden zur Klonierung fir die Transfor mation geeigneter Vektoren

2.2.1 Kultur und Plasmidpr eparation von Escherichia coli

Die Bakterien wurden als Fliissig- oder Festkultur auf LB-Medium mit den entsprechenden
Antibiotika bei 37°C kultiviert.

Zur Isolierung von Plasmid-DNA wurden Kits der Firmen Biorad und PEQLAB verwendet.

2.2.2 Restriktionsver dau und Gelelektrophor ese

Die Versuche wurden mit Restriktionsenzymen der Firmen Promega, Pharmacia und MBI
Fermentas durchgefihrt. Fir die Gelelektrophorese wurde TBE-Puffer, Agarose der Firma
Seakem und Etidiumbromid als DNA-Férbereagenz verwendet. Die Versuche wurden nach
Maniates et al. durchgefihrt.

2.2.3 Gelelution und Ligation

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der Kits QIAquick und QIAEX®II der Firma QIAGEN aus
Agarosegelen eluiert.

Ligationen wurden mit nach folgender Formel berechneten DNA-Mengen bel 22°C fur 3h
durchgefhrt.

ng Vector xbpinsert x 3 = ng Insert
bp Vector

Fur Klonierungen im jeweiligen Bindrvektor wurden 800 ng DNA pro Ansatz verwendet. Die
Ligationen des Vektors zur Verwendung mit der Genkanone wurden mit 200 ng DNA pro
Ansatz durchgefihrt. Mittels PCR wurden fir den jeweiligen Vektor (Bindrvektoren und
V ektoren zum Schief3en) geeignete Schnittstellen an 5 bzw. am 3'-Ende eingefigt.

2.2.4 Transformation von Escherichia coli
Die Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E. coli -Zellen wurde mit Hilfe des
Electroporators ECM 395 der Firma BTX nach folgendem Protokoll durchgefihrt:
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Préparation der kompetenten Zellen

Die fur die Arbeiten verwendeten Bakterien (Stamme DH5a, Easypore) wurden mittels
Einzelkolonie und Ubernachtkultur (1 | LB-Medium) bis zu einer ODggo von 0,5 bis 1,0
wachsen gelassen. Nach 10 minttiger Abklhlung auf Eis erfolgten 4 Waschschritte mit je 1
Volumen, 2 x 0,5 Volumen und 0,02 Volumen kaltem, autoklaviertem dH,O. Das Pelletieren
findet bei 4000 g, 4°C und 15 min statt. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt werden die
Zéellen in einer kalten, vorher steril filtrierten Lésung (1 mM HEPES, pH 7,5, 10 % Glycerin)

resuspendiert und als 40 pl Aliquotsin fliissigem N, schockgefroren.

Transformation mit Plasmid-DNA

Die schockgefrorenen Zellen werden auf Eis aufgetaut, mit 1-10 ng Plasmid-DNA vermischt
und direkt zwischen die Elektroden der vorgekihlten Kiuvette pipettiert. Durch
K ondensatorentladung wird ein Puls erzeugt (1,5 kV fir 5-6 msec), der zu einer kurzfristigen
Porenbildung in der Zellwand fuhrt, wodurch die Plasmid-DNA in die Zelle gelangen kann.
Die Zugabe von 500 ul vorgewarmtem (37°C) LB-Medium sollte sofort nach Ausldsung des
Pulses erfolgen, um fir die Bakterien ideale Bedingungen zur Regeneration zu schaffen. Die
Zellen werden anschlief3end fur 1 h bei 37°C geschiittelt und dann auf LB-Medium mit dem
jeweiligem Antibiotikum ausplattiert.

Die auch verwendete Hitzeschocktransformation wurde nach Maniates et al. durchgeftihrt.

2.3 DNA-Extraktion aus pflanzlichem Gewebe

Es wurden 2 Methoden zur Isolierung von genomischer DNA aus Blattmaterial von Petunia
hybrida angewendet. Methode 1 erlaubt eine relativ schnelle und zuverlassige Isolierung von
genomischer DNA aus geringen Mengen Blattmaterial mit einer fir die PCR ausreichenden
Reinheit. Methode 2 beschreibt ein aufwendigeres Verfahren, bel dem grofRere Mengen

genomischer DNA hoherer Qualitét isoliert werden kénnen.

Methode 1
1. 1-2 cm® Blattmaterial (in vitro oder ex vitro) werden mit einer am Ende
zusammengeschmolzenen 1000 ul Spitze in einem 1,5 ml Reaktionsgefal}

zerquetscht.
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2. Nach Zugabe von Glasbeads und 200 pl 2x CTAB-Puffer wird der Ansatz
grindlich gevortext und fur 10 min bel 60°C inkubiert.

3. Der Ansatz wird mit 200 pl Chloroform/lsoamylakohol versetzt, gevortext und
5 min zentrifugiert

4. Durch Zugabe von 200 pl EtOH zum Uberstand und anschlieendem
Zentrifugieren wird die DNA geféllt.

5. Das Pellet wird mit EtOH gewaschen, getrocknet und in 50-100 ul TE-Puffer
oder dH,O aufgenommen

6. 1-5pul (je nach Ausbeute) wurden zur PCR-Analyse eingesetzt

Methode 2

1. 1-3 g frisches Blattmateria werden unter flussigem Stickstoff sorgféltig
gemorsert, mit 15 ml Extraktionspuffer versetzt und grundlich bis zum
Auftauen der Probe gevortext

2. Die Probe wird mit 1 ml 20% SDS vermischt, fur 10 min im Wasserbad bei
60°C inkubiert und mit 5 ml 5M KAc versetzt.

3. Nach 30minitigem Kuhlen im Eiswasserbad wird fur 30 min bel 37°C ein
RNAse-Verdau angesetzt (mit 25 pg RNAse)

4. Durch Zugabe von 15 ml Isopropanol und leichtem Mischen kann mit Hilfe
einer Glaspipette durch leichtes Drehen DNA am Glas fixiert und isoliert
werden

5. Die DNA wird mit 70% EtOH gewaschen, zweimal mit Phenol und zweimal
mit Chloroform gereinigt und mit EtOH gefallt.

6. Das entstandende Pellet kann in dH,O oder TE-Puffer gelost und bei -20°C
aufbewahrt werden.
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2.4 Methoden zur Gewebekultur

Die Einzelkomponenten (Salze, org. Bestandteile, Antibiotika, Phytohormone) der komplexen
Medien zur Erhaltung und Transformation der bearbeiteten Kulturen wurden nach
Herstellerangaben (Sigma, Duchefa) angesetzt. Arbeiten mit sterilem Pflanzenmaterial
wurden in der Reinraumwerkbank, Transformationsversuche in der Sicherheitswerkbank
durchgefihrt.

2.4.1 Kulturmedien

Die Zusammensetzung der benutzten Medien, wobei MS-Medium (Murashige und Skoog,
1962) als Basamedium dient, ist in Tabelle 1 wiedergegeben. Antibiotika wurden als
sterilfiltrierte Losungen nach dem Autoklavieren in das auf 50°C abgekihite Medium
gegeben. Der pH-Wert wurde vor dem Autoklavieren (20 min, 1,1 bar, 121°C) mit 1 N KOH
auf pH 5,7 eingestellt.

Tabelle 1. Zusammensetzung der Kulturmedien

Medien MS-Medium Gerbera-Medium
Makronahrstoffe (mg/l)

KH,PO, 170 85
MgSO, x 7 H,0 370 185
KNO; 1900 950
NH4NO; 1650 825
CaCl, x 2 H,0O 440 220
Ca(NO3), -

K,SO,

Mikronahrstoffe (mg/l)

H3BO; 6,2 6,2

MnSO, x 4 H,O 22,3 22,3
ZnS0O, x 7 H,0O 8,6 8,6

Na,MoO, x 2 H,0O 0,25 0,25
CuSO, x 5 H,0 0,025 0,025
CoCl, x 6 H,O 0,025 0,025
KJ 0,83 0,83
FeNaEDTA 37,3 37,3

31



Material und Methoden

Vitamine (mg/l)

Myo-Inosit 100 100
Nicotinséure 05 05
Thiamin HCL 0,1 0,1
Pyridoxin HCL 0,5 0,5
Glycin 2 2
Saccharose 309/ 20 g/l
Agar 70l 89l

Tabelle 2: Gamborg B5 Vitamine

Vitamine (mg/l)

Myo-Inosit 100
Nicotinsiure 1,0
Thiamin HCL 10,0
Pyridoxin HCL 1,0

2.4.1.1 Kulturmedien Petunia hybrida

Das in vitro Pflanzenmaterial wurde auf MS-Medium in 20 ml Reagenzglasern oder 500 mi
Weckglasern per Sprof3spitzen kultiviert. Zur Regeneration von Blattexplantaten wurde MS-
Medium mit B5-Vitaminen, 1 mg/ll BAP und 01 mg/l NAA verwendet
(Regenerationsmedium). Als Selektionsmedium dient das Regenerationsmedium mit 100 mg/l
Kanamycin und 250 mg/l Cefotaxime. Zur Sproldregeneration aus putativ stark wachsendem
Kallus, der sich aus transformiertem Gewebe nach 4-6 Wochen auf Selektionsmedium
gebildet hat, wurde ein Selektionsmedium mit einem um den Faktor 10 reduzierten NAA-
Gehalt verwendet.

2.4.1.2 Kulturmedien Gerbera hybrida

Fur die Gewebekultur von Gerbera hybrida wurde ausschlieffdlich Daishin-Agrar verwendet.
Das zur Regeneration verwendete Medium setzte sich aus den oben beschriebenen
organischen und anorganischen Substanzen zusammen, als Phytohormone wurden 1AA (0,1
mg/l), BAP (1,0 mg/l) und Zeatin (1,0 mg/l ) eingesetzt. Zur Selektion wurde das

Regenerationsmedium mit Kanamycin (25 mg/l) und je nach Phase des Selektionsprozesses
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mit Cefotaxime (62,5-250 mg/l) versetzt. Zur Bewurzelung wurde folgendes Medium mit
0,25 mg/l IBA und 8 g/l Daishin-Agrar verwendet.

Gerbera Bewurzelungsmedium

MS-Makro's 50 %
MS-Mikro’s 50 %
MS-NaFeEDTA 50 %
NaH,PO, x H,O 43 mg/l
L-Tyrosine 50 my/l
Myo-Inosit 50 myg/l
Nicotinséure 5mg/l
Thiamin HCL 15 mg/l
Pyridoxin HCL 5mg/l
Sucrose 45 g/l

2.4.1.3 Kulturmedien Osteospermum ecklonis

Als Grundlage fur die Gewebekulturarbeiten mit Osteospermum ecklonis wurde das oben
angefihrte MS-Medium genutzt. Zur Vermehrung und Bewurzelung der Pflanzen in vitro
wurde M S-Medium ohne den Zusatz von Phytohormonen verwendet.

Dem Regenerationsmedium wurde 1AA (2 mg/l) und BA (1 mg/l) zugegeben, das
Selektionsmedium enthielt zusédtzlich Kanamycin (100 mg/l) und Cefortaxime (100 mg/l).
Um gesunde Pflanzen aus vitrifizierten Sprofen zu regenerieren, wurde dem MS
Basalmedium 0,5 mg/l IAA, 0,3 mg/l BA und 0,6 mg/l GA3 zugegeben.

2.4.1.4 Kulturmedien Pelargonium x zonale

Die fur die Arbeiten verwendeten Medien (Keimungs, Regenerationss und
Selektionsmedium) basieren auf dem oben genannten MS-Medium mit folgenden
Abweichungen: Das Keimungsmedium setzt sich aus dem MS-Basamedium mit 50% der
Makrondhrstoffe, 20 ¢/l Saccharose und 7 ¢/l Zucker zusammen. Vitamine und
Phytohormone sind nicht enthalten. Das Regenerationsmedium besteht aus dem MS
Basalmedium mit 50% der Makronadhrstoffe und folgenden Phytohormonzusétzen: 0,5 mg/l
TDZ, 0,01 mg/l IBA und 1 mg/l TIBA. Zur Selektion wurde dem Regenerationsmedium 500
mg/l Cefotaxime und 10 mg/I Hygromycin zugesetzt.
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2.4.1.5 Kulturmedien Matthiola incana

Zur Untersuchung der Regeneration und Vermehrung von Matthiola incana in vitro wurde
wiederum das MS-Basamedium mit enigen Abanderungen verwendet. Als
Ausgangsmaterial dienten Samen der Linien 1-16, die hinsichtlich der Flavonoidbiosnythese
als isogen anzusehen sind. Daneben wurden Samen der Linien 17, 18 und 19 verwendet, die
jewells einen klar charakterisierten Block in der Flavonoidbiosynthese besitzen. Die nach
folgender Methode sterilisierten Samen wurden auf 1/10 MS-Basalmedium gelegt und fir 8-
10 Tage im Dunkeln bei 24°C inkubiert.

- 2 min mit 70% EtOH waschen
- 15 min mit 3% NaOCI waschen

- 3x 5 minmit dH,O spilen

Die sich nach der Keimungsphase gebildeten Hypokotyle wurden von den K otyledonen sowie
der Samenschale mit Wurzel befreit, in 5-7 mm lange Stiicke zerteilt und auf die jeweilige
Medienvariante (MS-Basalmedium mit verschiedenen Phytohormonvarianten) aufgelegt
(siehe Ergebnistell).

2.4.1.6 Kulturmedien Arabidopsis thaliana

Da es fur die Modelpflanze Arabidopsis thaliana kaum geeignete Protokolle zur
Regeneration von Pflanzen aus verschiedenen Organen (Blatt, Stengel, Wurzel) gibt, wurden
die Transformationsversuche mittels der "dip"- Methode durchgefihrt.

Die dazu erforderlichen Pflanzen wurden wie folgt angezogen: 10-15 Samen werden auf
angefeuchtete TKS 1l-Erde in 9 cm Topfe ausgesét, deren Boden mit einer ca. 1 cm Perlit-
Schicht bedeckt ist. Die Topfe werden mit Untersetzern in eéinem Anzuchtkasten bel 22°C,
65% Luftfeuchte, 16 h (Tag) und 16°C, 75% Luftfeuchte, 8 h (Nacht) kultiviert. Alle 2-3
Tage wurde mit 1-2 cm Wasser im Untersetzer gegossen. 4 Wochen nach der Aussaat wurde
mit einer 1.5 Verdinnung der MS-Makrosal ze gediingt.

Die nach der Transformation geernteten Samen wurden sterilisiert und zur Selektion auf MS-
Basalmedium mit 50 mg/I Kanamycin und 50 mg/|I Betabactyl ausplattiert.
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2.5 Transfor mationsmethoden mit Agrobacterium tumefaciencs

2.5.1 Transformation von Petunia hybrida

Die Transformation der Petunia hybrida Mutante RL 01 wurde in Anlehnung an die "leaf-
disk" Methode von Horsch et a. (1985) mit einigen Abanderungen durchgefihrt.
Blattmaterial aus dem Gewéchshaus und in vitro-Material wurde fir die Ansétze verwendet.
In vitro Material wurde durch Samensterilisation (1,5 min in 1% NaOCI und 3 x 5 min mit
dH,O waschen) und anschlief3ender Kultivierung auf 1/10 M S-Basalmedium gewonnen. Nach
2-tdgiger Dunkelphase wurden die Samen unter Standardbedingungen im Kulturraum
gehalten. Erste Keimungen waren nach weiteren 2-3 Tagen zu beobachten. Blattmaterial von
Gewéchshauspflanzen wurde durch 5 minttiges Waschen in NaOCI (1 %) und 3 minltigem
Spulen mit dH,0 sterilisiert und anschlief3end fur Transformations- und Regenerationsansétze
genutzt.

Vor der Transformation wurden die unter sterilen Bedingungen in ca. 0,5 cm? groRe Vierecke
zerschnittenden Blattexplantate fir 2-3 Tage bei 24°C im Dunkeln auf Regenerationsmedium
vorinkubiert. Dabel sollten die Blattstiickchen maoglichst an allen Seiten angeschnitten
werden, um den Agrobakterien bel der Infektion eine moglichst grofie Angriffsflache bieten
zu konnen.

Der fur die Transformation verwendete Agrobacterium tumefaciencs-Stamm LBA 4404
(Hoekema et al. 1983) mit dem jeweiligem Bindrvektor (pBIN19, pBl1121, pGPVT) wird fir
24-36 h bel 28 °C und 200 rpm mit den zur Selektion notwendigen Antibiotika (Rifampicin
50 mg/l, Streptomycin 300 mg/l, Kanamycin 50 mg/l) in YEB-Medium angeschuittelt. Unter
sterilen Bedingungen werden von der gut gewachsenen Suspension 3-5 ml zu 30 ml fllssigem
Regenerationsmedium in eine 9 cm [0 Petrischale pipettiert. Die vorinkubierten
Blattexplantate werden zur Infektion mit den Agrobacterien fur 5 min in die
Bakteriensuspension getaucht, wobel auf eine vollstandige Benetzung des Explantates zu
achten ist. Durch leichtes Abtupfen auf sterilem Filterpapier wird das Explantat kurz
getrocknet und anschlieffend auf Regenerationsmedium fur 2 Tage bei 24°C im Dunkeln
inkubiert. Die anschlief3end anhaftenden Bakterien werden durch 3 x 5 minltiges Waschen
mit dH,O entfernt, wobel der mittlere Waschschritt mit einer Cefotaxime-Lsg. (250 mg/l)
durchgefthrt wird. Anschliefend werden die Explantate auf sterilem Filterpapier kurz
getrocknet und auf Selektionsmedium Uberfuhrt. Die Kultur erfolgt fur 16h bei 22°C und
mittleren Lichtstarken. Alle 10-14 Tage werden die Explantate zur Aufrechterhaltung des

Selektionsdruckes und zur Erneuerung der Phytohormonwirkung auf frisches Medium
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umgesetzt. Die sich in einem Zeitraum von 4-8 Wochen bildenden putativ transgenen
Kalluskulturen werden zur Unterstitzung der Sprof3bildung auf ein Regenerationsmedium mit
einem verringerten NAA-Gehalt transferriert. Regenerierende Sprof3e werden bei einer Grof3e
von 1-2 cm abgenommen und zum weiteren Wachstum auf MS-Basalmedium mit 50 mg/I
Kanamycin in grof3e Reagenzglaser Uberfihrt. Die Bewurzelung in Anwesenheit von
Kanamycin ist ein erster Test, um zu Uberprifen, ob die Sprole die Fremd-DNA
aufgenommen haben und transgen sind.

Ein weiterer Test bestent darin, von auf Selektionsmedium regenerierten Pflanzen
Blattmaterial zu entnehmen und mit Wildtyp-Blattmaterial as Kontrolle auf
Selektionsmedium zu legen. Im Gegensatz zur Kontrolle sollte sich eindeutig Kallus und
anschlief3end Sprof3e bilden.

2.5.2 Transformation von Gerbera hybrida

Fur die Regenerations- und Transformationsversuche wurde die Sorte Terra Regina der
niederlandischen Firma Terra Nigra verwendet. Das in vitro Pflanzenmaterial wurde in 250
bzw 500 ml Weckgldsern unter Standardbedingungen mit oben beschriebenen Medien
kultiviert. Alle 4-6 Wochen wurden die Pflanzen zur Vermehrung auf neues Medium
umgesetzt. 1 Woche vor der Infektion mit den Agrobakterien wurden die 4-6 Wochen alten
Pflanzen von den Wurzeln befreit und zur Vorkultur auf Regenerationsmedium transferriert.
Fur die Infektion wurden 0,5-0,7 cm lange Petiolen verwendet, die in einer 6 cm O
Petrischale (ca. 100 Explantate pro Schale) mit 6 ml fliissigem Regenerationsmedium und 30
ul einer gut gewachsenen Agrobakterien Kultur fir 2 Tage im Dunkeln bel RT unter leichtem
Schitteln inkubiert werden. Fur die Transformation wurde der Agrobakterien-Stamm C58
(McBride und Summerfelt, 1990) mit dem cointergrativen Vector pGV 2260 verwendet. Die
Bakterien wurden mit den geeigneten Antibiotika (Rifampicin 50 mg/l, Streptomycin 300
mg/l, Sepctinomycin 100 mg/l) in YEB-Medium bel 28 °C und 200 rpm angezogen. Nach der
Infektionsphase werden die Explantate 6 x 5 min (3x mit dH,0O, 3x mit 250 mg/l Cefotaxime)
in sterilen Teesieben gewaschen und anschliefRend auf Regenerationsmedium mit 250 mg/I
Cefotaxime gelegt, wobei auf Grund von phenolischen Ausscheidungen hdchstens 12-15
Explantate pro Petrischale ratsam sind. Nach einer Woche beginnt die Selektion mit 25 mg/!
Kanamycin im Medium wahrend die Konzentration von Cefotaxime auf 125 mg/l reduziert
wird. Die ersten 2 Wochen der Regenerationsphase werden die Kulturen zur Induzierung der
Sproffbildung (Pierik et al. 1975) im Dunkeln gehalten. Danach findet der Transfer der
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Explantate auf frisches Selektionsmedium mit 25 mg/l Kanamycin und 62,5 mg/l Cefotaxime
routinemaldig ale 2 Wochen statt. Sich nach 6-8 Wochen bildende grine Kalli werden
abgenommen und auf frisches Selektionsmedium Uberfihrt. Entstehende Sprofe werden auf
Bewurzelungsmedium umgesetzt und nach erfolgreicher Wurzelbildung ins Gewéachshaus

ausgepflanzt.

2.5.3 Transformation von Osteospermum hybrida

Blattmaterial von in vitro Pflanzen der Sorten Kalanga, Zulu und Nairobi aus der Reihe Cape
Daisy wurden als Ausgangsmaterial fur die Transformationsexperimente genutzt. Zur
Vorkultur werden 0,3-0,5 cm? groRe Blattexplantate von ca. 4 Wochen alten Pflanzen fir 2-3
Tage auf Regenerationsmedium bel 24°C im Dunkeln inkubiert. In einer mit dH,O
verdinnten Agrobakterien-Suspension werden die Explantate fir 20 min mit den Bakterien
infiziert. Die fur die Transformation verwendeten Agrobakterien (C58, pGV2260 mit
Rifampicin 50 mg/l, Streptomycin 300 mg/l, Sepctinomycin 100 mg/l) wurden bei 28°C und
200 rpm kultiviert. Die Cokultur zur Ubertragung der DNA wurde fur 2 Tage bei 24°C im
Dunkeln durchgefuhrt. Anschlief3end wurden die Explantate auf Selektionsmedium gelegt und
routinemaldig alle 10-14 Tage auf frisches Medium umgesetzt. Sich entwickelnde Sprofie
wurden zur weiteren Kultur und zur Wurzelbildung auf MS-Basalmedium mit 50 mg/l
Kanamycin und 100 mg/l Cefotaxime transferriert.

2.5.4 Transformation von Pelargonium x zonale

Die Transformation von Pelargonium x zonale wurde in Anlehnung an ein Protokoll von
Robichon et al. (1995) mit Hypocotyl-Explantaten durchgefiihrt. Aufgrund von guter
Regenerierbarkeit, einfacher Handhabung und leichter Kultivierung unter sterilen
Bedingungen wurden die Versuche mit Hypocotyl-Explantaten durchgefiihrt. Dazu wurden
Samen mittels folgender Methode sterilisiert, mit einem sterilem Skalpell stratifiziert und auf
Keimungsmediumin 1 | Weckglaser gelegt.

Sterilisation: 15 sec 70 % EtOH

1 min 1% NaOCl

3 x 5 min mit dH>,O waschen
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Nach einer 8-tagigen Inkubationszeit bei 24°C im Dunkeln werden Samenschale mit Wurzeln
und die Kotyledonen entfernt. Das verbliebene Hypocotyl wird in 5-6 mm lange Abschnitte
zerteilt und zur Préinkubation auf Regenerationsmedium fir 8d im Kulturraum bel
Standardbedingungen vorbehandelt.

Da zur Selektion Hygromycin anstatt von Kanamycin genutzt wird, muf3 dementsprechend ein
Vektorsytem mit Hygromycin-Resistenz auf der T-DNA verwendet werden. In diesem Fall
war es der Agrobakterien-Stamm EHA 101 (Hood et al. 1986) mit dem Binarvektor pKHG3
(Rifampicin 50 mg/l, Hygromycin 50 mg/l, Kanamycin 50 mg/l). Die Bakterien wurden fir

die Transformation wie folgt vorbereitet:

- 24-36 h Kultur bei 28°C, 200 rpm in YEB mit Antibiotika
- 1 ml Bakteriensuspension mit dH,O 3x waschen

- Bakterienin 25 ml dH,O resuspendieren

Die vorinkubierten Hypocotyl-Explantate werden fir 20 min unter leichtem Schitteln mit der
vorbereiteten Agrobakterien-Suspension infiziert. Anschlief3end werden die Explantate fur 2 d
auf Selektionsmedium ohne Hygromycin Standardbedingungen im Kulturraum ausgesetzt.
Die Selektion beginnt danach mit dem Transfer auf Selektionsmedium mit Hygromycin (10
mg/l), der routinemalig ale 10-14 Tage wiederholt wird. Sich bildene Sprofie werden
abgenommen und zur weiteren Kultivierung bzw. Wurzelbildung auf MS-Basalmedium in
Babyglaser umgesetzt.

Ansédtze mit Gewdachshausmaterial von Pelargonium x zonale und Pelargonium x peltatum
wurden nach ahnlichem Muster mit einigen Abweichungen bei der Medienbeschaffenheit und
der Sterilisationsmethode durchgefihrt. Als Ausgangsmaterial wurden Petiolen und

Blattstiicken gewahlt, deren Sterilisation wie folgt vorgenommen wurde:

- 5minin 70 % EtOH waschen
- 20minin 1 % NaOC| waschen
- 3x5minindH,0 spilen

Die so vorbereiteten Explantate werden wie oben beschrieben einer Prékulturphase
unterzogen und anschlief3end transformiert. Aufgrund von phenolischen Ausscheidungen wird
dem Regenerations- und Selektionsmedium jeweils 0,5 mg/l PVP (Polyvinyl Pyrrolidon)

beigemengt.

38



Material und Methoden

2.5.4 Transformation von Arabidopsis thaliana

Die wie unter 2.4.1.5. beschrieben kulivierten Pflanzen kamen nach ca. 6 Wochen zur Blite.
Ca. 1 Woche nach Zurtickschneiden der Bliten kam es zu einer vermehrten Bildung von
neuen Blltensténden. Pflanzen aus diesem Stadium wurden fir die Transformationsversuche
genutzt. Fur die Transformation wurden 400 ml einer gut gewachsenen (ODgg 0,7-0,8) Agro-
Suspension (YEB-Medium mit den entsprechenden Antibiotika) durch mehrmaliges
Zentrifugieren und Resuspendieren gewaschen. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wird
das Pellet in 400 ml MS 50% mit 50 g Zucker, 0,5 g MES, 0,01 mg BAP und 50 pl Silvet, pH
5,7 aufgenommen. Die 7 Wochen alten Pflanzen mit verschiedenen Blitenstadien werden fur
3-5 sec. kopfiiber bis einige Zentimeter Uber der Erde in die vorbereitete Bakteriensuspension
getaucht, kurz abgetrocknet und mit einer Plastiktite abgedeckt (wird am néchsten Tag
wieder entfernt) in den Kulturraum gestellt. Die behandelten Pflanzen werden noch 2-3 x
gegossen und einmal gediingt. Jeweils nach 4, 5 und 6 Wochen werden Samen geerntet und
Uber Nacht bei 50°C im Trockenschrank getrocknet. Nach folgender Methode werden die
Samen sterilisiert und auf Selektionsmedium ausplattiert (ca. 100 mg pro Schale).

- 20-30 min 80 % EtOH, 0,1 % Tween
- 1 min 4% NaOCl, 0,1% Triton
- 5-6xje2-3minindH,O spllen

Die Platten werden bei Standardbedingungen im Kulturraum bebritet. Die nach 5-7 Tagen
keimenden Sprosse werden auf neue Platten umgesetzt. Zur Unterstitzung des
Wurzelwachstums werden die Pflanzen auf das Medium in der Platte gelegt, die dann stehend
im Kulturraum fixiert wird. Bei einer Grof3e von 2-3 cm und ausreichenden Wurzeln werden
die Pflanzen in gedampfte TKS II-Erde pikiert (siehe 2.4.1.5.).

2.6 Transiente Genexpression mittels Genkanone

Der direkte Gentransfer in pflanzliche Zellen wurde notwendig, da sich im Gegensatz zu den
meisten dicotylen Pflanzen, die monocotylen Pflanzen nicht oder nur sehr schwierig mit
Agrobacterium tumefaciens transformieren lassen. Es wurden zahlreiche Methoden eines
direkten Gentransfers in monocotyle Pflanzen entwickelt (Potrykus, 1990), die eine transiente
oder stabile Genexpression in der Empfangerpflanze erméglichten. Dabei erwies sich die
DNA-Ubertragung mittels stark beschleunigter DNA-beladener Mikroprojectile (Gold oder
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Wolfram) als besonders effizient und reproduzierbar, so dald mit dieser Methode alle
bedeutenden Getreidearten stabil transformiert werden konnten (Vasil, 1994). Bel dieser
Methode kommt dem Fixieren der DNA an die Goldpartikeln "coating” besondere Bedeutung

Zu, weswegen zwel verschiedene M ethoden angewandt wurden.

Methode 1 (Glycerin als Hilfsmittel)
Bel dieser Methode werden die gereinigten Goldpartikel in einer Glycerin-Lsg. resuspendiert,
mit DNA beladen, durch leichtes Schiitteln und Zentrifugieren gewaschen und in 100 %

EtOH aufgenommen. Im Einzelnen werden die Partikel wie folgt vorbereitet:

Vorbereitung der Microcarrier
- 60 mg Goldpartikel (Biorad, 1 um) fir 15 min mit 70 % EtOH waschen

- 3 x mit dH,O waschen und jeweils durch kurzes Zentrifugieren pelletieren

- in sterilem 50 % Glycerin resuspendieren (Endkonzentration 60 mg/ml)

Coating der DNA auf die Microcarrier

Fur 6 Schisse werden 50 ul der vorbereiteten Microcarrier unter Vortexen mit folgenden

Substanzen vermischt:

- 5ul DNA (1 ug/ul)
- 50 ul CaCl, (2,5 M)
- 20 pl Spermidin (0,1 M, ale 4 Wochen neu angesetzt)

Das Gemisch wird fir 2-3 min gevortext, 1 min sich setzen gelassen und fir 2 sec
zentrifugiert. Anschlief3end wird erst mit 140 pl 70% und dann mit 140ul 100% EtOH
gewaschen, wobel das Pellet nicht resuspendiert und abzentrifugiert wird. Unter leichtem
Schitteln werden dann die Microcarrier vorsichtig in 48 pl 100% EtOH aufgenommen und

durch kurzes Vortexen gut resuspendiert. Je 8 ul der Suspension werden pro Schuf3 eingesetzt.

Methode 2 (ohne Glycerin)
Anstatt von Glycerin als Hilfsmittel werden grof3ere Mengen an DNA und Gold-Partikeln

eingesetzt. Aulderdem wird die Fixierung der DNA an den Partikeln durch starkeres VVortexen

und Zentrifugieren unterstiitzt. Nach folgendem Protokoll werden die Partikel vorbereitet:
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6 mg DNA (Biorad, 1 pum) werden zweima mit dH,O gewaschen und grindlich
abzentrifugiert. Das Goldpellet wird direkt in 30 pul DNA (1 pg/ul) resuspendiert und nach
grindlichem Mischen mit 70 pl dH,O versetzt. Das Féllen der DNA auf die Goldpartikel wird
durch Zugabe von 100 pl CaCl, (2,5 M, sterilfiltriert) erreicht. Nach grtindlichem Mischen
werden 40 pl Spermidin (0,1 M, sterilfiltriert) dazugegeben und wiederum wird grindlich
gemischt. Das Gemisch wird dann fir 10-15 min bei 4°C geschuittelt, kurz abzentrifugiert und
zweima mit 100% EtOH gewaschen. Die Partikel werden dann in 35 ul 100% EtOH

resuspendiert, wovon pro Schuf3 10ul verwendet werden.

2.7 Analyse von putativ transgenem Pflanzenmaterial

Fur die Analyse von putativ transgenem Pflanzenmaterial wurde einerseits die Integration der
Ubertragenden DNA ins pflanzliche Genom mittels PCR Uberprift und andererseits die
Funktion des Ubertragenden Genes anhand dessen Expression und damit verbundender

Enzymaktivitéat bzw. phanotypischer Auspragung untersucht.

2.7.1 Histochemischer Nachweisder 3-Glucuronidase Aktivitét

Die Untersuchung der transformierten Petunien- bzw. Pelargonienpflanzen auf Einbau und
Funktion des Ubertragenen Reportergens erfolgte nach dem Protokoll von Jefferson et al.
(1987). Dabel wurde die funktionelle Fremdgenexpression anhand des Reportergens uidA
nachgewiesen.

Blattexplantate der transgenen Pflanzen wurden mit der Farbel6sung nach Jefferson (940 pl
50 mM Na-Phosphatpuffer, pH 7,0; 1,6 mg 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-3-D-Glucuronsaure
(X-Gluc); 40 pl R-Mercaptoethanol; 20 ul DMSO) betraufelt und fir 12-16-h bei 37°C
inkubiert. Zur besseren Infiltration der Farbel6sung wurde vor der Inkubation fir 5 min ein
Vakuum angelegt. Nach der Inkubation wurde das Chlorophyll durch leichtes Schitteln fur
jeweils 10 min in 70%igem Ethanol und 80%igem Aceton extrahiert. Die Aktivitét der 13-
Glucuronidase kann anhand von blauen Farbstoffkomplexen im Bereich der exprimierenden

Z€ellen nachgewiesen werden.
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2.7.2 Standard PCR-Techniken

Fur Standard PCR-Techniken wurde die AGS Gold™-Polymerase der Firma Hybaid und das
Expand™ High fidelity PCR System der Firma Boehringer verwendet. Die Primer wurden
von den Firmen MWG (Ebersberg) oder Metabion (Martinsried) bezogen. Ein Ansatz besteht
jewells aus 10x Reaktionspuffer, Primern, d NTP's, Polymerase und einer DNA-Probe.
Folgende Bedingungen wurden routineméaf3ig angewendet:

90 sec Denaturierung bei 95°C
90 sec Annealing bei 55°C
90 sec Synthese bei 72°C

35-40 Zyklen wurden angesetzt, zum Schlul3 wurde zum Auffillen ein 10mindtiger Schritt bei
72°C durchgefihrt. Die vorher mittels Gradienten-PCR optimierte Annealing-Temperatur
richtete sich je nach Lange und G/C-Gehalt der Primer. Die zur Erzeugung von fiur die
Subklonierung notwendigen Schnittstellen wurde mit neu synthetisierten Primern
durchgefihrt (siehe Anhang).

2.7.3 PCR-Uberpriifung der Integration der Fremd-DNA ins pflanzliche Genom

Als erstes wurde die Ubertragung des Resistenzgens npt 11 mit folgenden Primern Gberprift:
Der 5 -Primer (nos 5:5-CCCCTCGGTATCCAATTAGAG-3") hindet 33 bp upstream vom
nos ATG in der nos Promotorregion. Der 3 -Primer (nos 3':5-CGGGGGGTGGGCGAAG-
AACTCCAG-3") bindet 150 bp vor dem Stop-Codon (TAA) am 3'-Ende. Das zu erwartende
PCR-Produkt hat eine Grofie von ca. 1000 bp. Zur Kontrolle wurden 2 weitere Primer
verwendet (5-T-DNA: 5-GAGCGGAGAATTAAGGGAGTCACGTTATG-3" und 3-T-
DNA: 5-GTTCTGTCG-TAATGATATCGGCACCTTCG-3), die auch im Bereich des nos-
Promotors sowie am 3'-Ende des Neomycin Phosphotransferase Genes binden. Daraus
resultiert ein PCR-Produkt von 1334 bp. Da es vorkommen kann, dai3 die Ubertragung der
DNA unterbrochen wird und somit nur Teille der T-DNA in das pflanzliche Genom
integrieren, wurde das Vorhandensein des jewells Ubertragenden Genes mittels spezifischer
Primer gesondert Uberprift
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Die Uberprifung wurden routineméaiig mit folgenden Bedingungen durchgefiihrt:

2 min Denaturierung bei 94°C
2 min Annealing bei 63°C
3 min Synthese bei 72°C

35 Zyklen wurden pro Ansatz durchlaufen. Ein Ansatz bestand aus 50 pl, von denen jeweils
25 ul per Gelelktrophorese analysiert wurden.

2.8 Inhaltsstoffanalyse und Enzymtests

2.8.1 Extraktion und Analyse der Inhaltstoffe

Die Extraktion von Flavonoiden und Anthocyanen erfolgte nach am Lehrstuhl etablierten
Standardmethoden mit Ethylacetat, Methanol oder 1 % Methanol-HCL. Nach Einengung am
Rotationsverdampfer wurden die Proben bei 4°C im Kihlschrank aufbewahrt. Zur Abspaltung
des Zuckerrestes erfolgt eine Hydrolyse mit 2 N HCL bel 95°C fur 15min (N.Oswald, pers.
Mitteilung). Die Anayse erfolgte durch Dunnschichtchromatographie (DC) auf G1440
Cdlulose Platten mit verschiedenen Laufmitteln. Anthocyanidine werden in Forestal
(CH3COOH-HCL-H,0, 30:3:10), Flavonoide mit CAW (CHCL3-CH3COOH-H,0, 50:45:5)
aufgetrennt. Die Identifizierung erfolgt Uber den Vergleich mit authentischen
Vergleichssubstanzen, bekannten Rf-Werten, Besprihen mit Farbereagenzien und Analyse
unter UV-Licht. Weiterhin lassen sich Flavonoide und Anthocyane im Rohextrakt anhand von
photometrischen Messungen bestimmen, so haben z.B. Flavonole Absorptionsmaxima um
270 und 360 nm wéahrend Anthocyane bel 520-550 nm absorbieren.

2.8.2 Nachweis von Enzymaktivitaten

Zur Bestimmung von Enzymaktivitdten wird tiefgefrorenes Pflanzenmaterial mit geglihtem
Seesand unter flissigem Stickstoff zermdrsert, mit Dowex 1x2 versetzt, in dem jeweiligem
Aufarbeitungspuffer aufgenommen und zweimal zentrifugiert. Im klaren Uberstand befinden
sich die fur die weiteren Untersuchungen verwendeten Enzyme. F3'H, F3'5'H und FNS II
werden mittels Mikrosomenpréparation in ihrer aktiven Form angereichert, wodurch bessere
Enzymaktivitdten erreicht werden.
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Fur einen Enzymtest wird eine definierte Menge an Proteinextrakt, die notwendigen
Cofaktoren, das radioaktiv markierte Substrat und der jewellige Reaktionspuffer
zusammengegeben. Zeit-, Temperatur- und pH-Optimum sind je nach Enzym unterschiedlich
(Seitz, 2000). Durch Zugabe von Ethylacetat wird die Reaktion gestoppt und gleichtzeitig
werden die Flavonoide und andere Reaktionsprodukte in der entstehenden Oberphase
angereichert. Die durch zweimaliges Extrahieren (mit 50 und 100 pl EtOAc bel Flavonoiden)
gewonnene Phase wird zur Trennung auf DC-Platten aufgetragen. Die Identifizierung erfolgt
Uber den Vergleich mit Standardsubstanzen. Dazu wird die sich auf den Dunnschichtplatten
befindliche Radioaktivitdt mit Hilfe eines Bioimaging Analysers (Fuji BAS 1000) gemessen.
Anhand von Standards lassen sich die gemessenen Werte in gebrauchliche Einheiten der
Radioaktivitét (dpm) umrechnen.
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3. Ergebnisse

3.1 Klonierungen

3.1.1 Klonierungen in Binarvektoren

Fur die Transformationen mit Agrobacterium tumefaciens wurde Uberwiegend der Stamm
LBA 4404 und der Binadrvektor pBl121 (Abb.6) der Firma Clontech verwendet. In das
Grundgertust von pBIN19 (Bevan 1984) wurde eine GUS-Kassette mit 35S-Promotor,
3-Glucuronidase-Gen und NOS-Terminator kloniert. Zur Selektion in E. coli und

Agrobacterium enthalt der V ektor eine Kanamycin-Resi stenz

[]an‘l Sma |

"""""" TCT AGA GGA TCC CCG GGT GGT CAG TCC CIT ATG
Xbal BamH |

Abb.6: NOS-pro bzw NOS-ter stehen fiur Promotor und Terminator der Nopalinsynthase. NPT |l
(Neomycinphosphotransferase 11) verleiht eine Resistenz gegen das Antibiotikum Kanamycin. Der 35S Promotor
stammt aus dem Blumenkohlmosaikvirus (cauliflower mosaic virus, CaMV). RB und LB bezeichnen die die T-
DNA rechts und links eingrenzenden Bordersequenzen, weiterhin sind die zur Klonierung nutzbaren
Schnittstellen angegeben (Sst | entspricht Sac 1).

Folgende Gene wurden mit oben erwéahnten Methoden in die Xba I-Sac | (Sst 1) Schnittstelle
des Binérvektors kloniert:

1.: Die Flavonsynthase Il (FNS 1) aus Gerbera hybrida (Martens, 2000)

Xbal Sac |

[E>=NOS-pro NPT 11 (Kan) NOS-ter BCaMV 35S promotor FNS 11 NOS-ter <T5]

2.: Die Dihydroflavonol 4-Reduktase aus Malus domesticus "Weirouge' (MDFR)

Xbal Sac |

EmgNOspro; NPT (Kan) NOS-ter g CaMV 35S promoto M-DFR NOS-ter S aE]
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.. Die Dihydroflavonol 4-Reduktase aus Pyrus communis "Pyrodwarf" (PDFR)

Xbal Sac|

g NOS-prg NPT 11 (Kan) NOS-ter gCaMV 35S promotor P-DFR NOS-ter L]

.. Die Dihydroflavonol 4-Reduktase aus Osteospermum (ODFR)

Xbal Sac |

g NOS-prg NPT 11 (Kan) NOS-ter gCaM V 35S promotor O-DFR NOS-ter S

.. Die 3',5"-Hydroxylase aus Callistephus chinensis (3°,5"-CC; Eder, 2001)

Xbal Sac |

g NOS-prg NPT 11 (Kan) NOS-ter gCaMV 35S promotor 35-CC NOS-ter S ]

.. Die 3'-Hydroxylase aus Matthiola incana (3"-Lev)

Xbal Sac |

[ NOS-prg NPT I1 (Kan) NOS-ter gaCaMV 35S promotor, 3-Lev NOS-ter S

.. Die 3',5"-Hydroxylase aus Lycianthes rantonnetii (3",5-Sol; Eder, 2001)
Xbal Sac|

g NOS-prg NPT 11 (Kan) NOS-ter gCaMV 35S promotor 3 .5-Sol NOS-ter =]

.. Die Flavanon 3-Hydroxylase aus Malus domesticus "Weirouge' (M-FHT-AS)

Xbal Blunt

g NOS-prg NPT Il (Kan) NOS-ter gCaMV 35S promotor M-FHT-AS NOS-ter ]

.. Die Chalkonreduktase (CHR oder PKR) aus Glycine max cv. Harosoy 63 (Welle, 1988)

Smal Sac |

g NOS-prg NPT II (Kan) NOS-ter gCaMV 35S promotor CHR oder PKR NOS-ter S ]
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Alternativ zu pBI121 wurden Binér-Vektoren der pGPTV-Serie (Becker et al. 1992)
verwendet, bel denen der Selektionsmarker neben der linken Bordersequenz platziert ist
(Abb.7).

Bglll EcoRl Sacl Smal Xbal Sa | Hind Il Bgl I BamHI Bgl Il

E» NOS-ter GUS NOS-pra NPT Il (Kan) NOS-ter 45

Abb.7: Schematische Darstellung der T-DNA von pGPTV-KAN, die Beschriftung entspricht der von pBl121
(s.0.)

Folgende Konstrukte wurden zur Verwendung in Transformationsansétzen kloniert:

1.: Die Flavonsynthase Il (FNS I1) aus Gerbera hybrida, in Antisense-Orientierung (Martens,
2000).

Hind 111
Bglll EcoRI  Sacl Bam HI Sal |

Bgl Il Bam HI Bl Il

NPT Il (Kan)

2.: Der 35S-Promotor aus pB1121 wurde in die HindllI-Xbal Schnittstelle von pGPTV ligiert.
Uber Xbal-Sacl und Smal-Sacl kann uidA entfernt und durch einen anderen Klon ersetzt

werden.

Xbal .
Bglll EcoRl Sl smal Hind 11l Bgl 1l BamHI Byl Il

E» NOS-ter uid A CaMV 35S INOS-pro NPT I (Kan) NOS-ter 45

3.. Angtatt des GUS-Gens wurde in die Xbal-Sacl Site ein Adapter mit verschiedenen
Schnittstellen eingefligt, so dafl3 Alternativen bei der Klonierung vorhanden sind.

Hind Il Bgl Il

CcaMV 355 INOSprd NPTl (Kan)

Drall
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Einige Konstrukte wurden aufgrund der grof3eren Klonierungsmoglichkeiten in die multiple
cloning site von pBin 19 inseriert (Abb.8).

MCS

FENOS-pro NPT 1 (Kan) NOSter lac Z’ <5 |

Abb.8: Schematische Darstellung der T-DNA von pBIN 19, die Beschriftung entspricht der von pBl 121 (s.0.),
die MCS besteht aus folgenden Schnittstellen: Hind I11, Sal |, Xbal, Bam |, Smal, Kpn |, Sac |, EcoRlI

Folgende K onstrukte wurden zur Verwendung in Transformationsansétzen kloniert:

1.: RolC aus Agrobacterium rhizogenes unter Kontrolle des 35S-Promotors

Hindl 1 EcoRI

BN OS-prg NPT 11 (Kan) NOS-ter g Ter rolC CaMV 355 =]

2.: RolB aus Agrobacterium rhizogenes unter Kontrolle des 35S-Promotors

Hindll1 EcoRlI

ENOS-prof NPT II (Kan) NOS-ter gt Ter rolB CamV 355 ey

3.: Die Flavanon 3-Hydroylase aus C. chinensis (FHT-CC), in Antisense-Orientierung.

EcoRI
Sall B EcoRl SeClgcoR)

amH|
B NOS-pro NPT 1 (Kan) NOS-tery 35S-Promotor FHT-CC <T5|
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3.1.2. Klonierungen fir die particlegun

Der Vector pGun besteht aus einem doppeltem CaMV 35S-Promotor, einem Terminator und
einer gegenuiber pUC18 leicht abgednderten multy cloning site. Die Ampicillin-Resistenz von
pUC18 kann zur Selektion in E. coli genutzt werden (100 mg/l). Promotor und Terminator
haben jeweils 800 bp, der gesamte Vektor 3724 bp.

Sa | Xho

Sacl Kpnl Hind 111 Smal EcoRV

2 x 35S-Promotor Terminator

Vector pGun as Grundlage fir die Klonierung von Konstrukten fir die particle gun

Uber die unikalen Schnittstellen der MCS wurde folgende Gene in den Vector kloniert:
1. Die Chakonreduktase (CHKR oder PKR) aus Glycine max cv. Harosoy 63 in die EcoRl-
Site und mit internen Schnittstellen Gberprift
2. Die 3',5"-Hydroylase aus Callistephus chinensis in die Hindlll-EcoRlI-Site, Uber-prifung
mit internen Schnittstellen
3. Die 3 -Hydroylase aus Matthiola incana in die Hindlll-BamHI-Site, Uberpriiffung mit
internen Schnittstellen
4. Die 3 -Hydroylase aus Pelargonium zonale in die Pstl-EcoRI-Site, Uberprifung mit
internen Schnittstellen
5. Die Flavanon 3-Hydoxylase aus Gerbera hybrida in die BamHI-EcoRI-Site, Uber-prifung
mit internen Schnittstellen
6. Die 3',5"-Hydroxylase aus Lycianthes rantonnetii in die BamHI-EcoRI-Site, Uberprifung
mit internen Schnittstellen
7. Die Anthocyanidinsynthase aus Matthiola incana in die BamHI-EcoRI-Site, Uber-prifung
mit internen Schnittstellen
8. Die Chakonsynthase aus Callistephus chinensis und Dianthus caryophyllus in die EcoRI-
Site, Uberpriifung mit internen Schnittstellen
9. Die Chalkonsynthase aus Gerbera hybrida in die BamHI-Site, Uberpriifung mit internen
Schnittstellen
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10. Die Dihydroflavonol 4-Reduktase aus M. domesticus in die EcoRI-Site, Uberpriifung mit
internen Schnittstellen

11. Die Dihydroflavonol 4-Reduktase aus Gerbera hybrida in die BamHI-EcoRI-Site,
Uberpriifung mit internen Schnittstellen

Die Konstrukte wurden zur Transformation von Blitenbl&ttern mittels particle-bomardement
angefertigt. Dabel sollen die Gene im Gewebe transient exprimiert werden, um anschlief3end
durch Enzymaktivitdt eine lokale Farbbildung zu bewirken. Interessant sind in dem
Zusammenhang die Komplementation von Mutanten und die frihzeitige Lokalisation des
Blocks bel aufgrund einer Blockade in der Anthocyansynthese wei(3bl ihenden Zierpflanzen.

3.2 Transfor mation von Agrobacterium und Uber priifung der Ergebnisse
3.2.1 Transformation von Agrobacterium

Mit den unter 2.1.2 beschriebenen Methoden wurden die Stdmme LBA 4404 und EHA 105
vorbereitet und transformiert. Aufgrund des hoheren Aufwands wurde die Plasmid-
Ubertragung mittels "Triparental Mating" nur als Alternativ-Methode verwendet. Niedrige
Transformationsfrequenzen und nur bedingte Reproduzierbarkeit waren weitere Griinde, diese
Methode nicht als Standardmethode zu etablieren. Die freeze-thaw-Methode stellt aufgrund
ihrer einfachen Vorbereitung und Durchfihrung eine Alternative dar. Allerdings lassen sich
trotz der grol3en Menge an eingesetzter Plasmid-DNA (cal pg) nur relativ geringe
Transformationsraten erzielen. Die Electroporation ist dagegen die schnellste und effektivste
Methode der Plasmid-Ubertragung in kompetente Agrobacterium tumefaciencs Zellen.
Optimierbare  Parameter wie DNA-Menge, Puls-Stérke, Kuvetten-Grof3e  oder
Inkubationsdauer ermoglichen eine Anpassung an verschiedene Stamme, so dal3 fir den
jeweiligen Stamm Bedingungen gefunden werden konnen, die reproduzierbar sind und
ausreichende Transformationsraten ermdglichen. Die unter 2.1.2 beschriebenen Bedingungen
gewéhrleisten reproduzierbar gute Transformationsraten, so dal3 die Methode routinemaldig
zur Transformation von LBA 4404 und EHA 105 genutzt wird.
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3.2.2 Uberprifung der transformierten Agrobacterien

Zur Uberprifung der Aufnahme des Binar-Vektors von den auf Selektionsmedium
gewachsenen Kolonien muf dieser isoliert (siehe 2.1.3) und mittels Restriktionsverdau
untersucht werden. Die unten beschriebenen Methoden fihrten zu folgenden Ergebnissen
(siehe auch Abb. 9).

1. Isolierung von Gesamt-DNA: Die material- und zeitaufwendigste Kontrollmethode erlaubt

die eindeutige ldentifizierung der Ubertragenen Plasmide nach 2 Tagen. Da der
Kontrollverdau mit aus E. coli isolierter Plasmid-DNA durchgefiihrt wird, treten keine
Probleme beztglich der Reinheit auf.

2. Lysozym: Der Vorverdau mit Lysozym fuhrt zwar zur Isolierung von Plasmid-DNA mit
einer fir einen Kontrollverdau ausreichenden Reinheit, erbringt aber nicht die notwendige
Ausbeute. Eine eindeutige Identifizierung des Plasmides ist nicht moglich.

Mini-Prép. Kit

AbDb.9: Vergleich verschiedener Plasmid-Isolierungsmethoden aus A. tumefaciens

3. Proteinase K: Die Vorbehandlung mit Proteinase K ermdglicht die Isolierung von Plasmid-

DNA mit Hilfe des angegebenen Kits. Trotz ausreichender Ausbeute bewirkt die mangel hafte
Reinheit Probleme beim Restriktionsverdau, so dald die eindeutige ldentifizierung des
Ubertragenen Plasmids auch hier nicht moglich ist.

51



Ergebnisse

4. EZN.A.° Plasmid Miniprep Kit: Kontroll-verdaute Plasmid-DNA 143t die eindeutige
Identifizierung der Plasmide zu, d.h. diese Methode erlaubt die Isolierung von Plasmid-DNA

in ausreichender Reinheit. Aus diesem Grund wurde diese M ethode routinemal3ig eingesetzt.

3.3 Ergebnisse zur Transformation der unter suchten Pflanzen
3.3.1 Pelargonium

An folgenden Sorten verschiedener Zichter (siehe Anhang) wurden die Untersuchungen
durchgefhrt:

Pelargonium zonale

Nebelung: Multibloom red (MR)
Multibloom white (MW)
Multibloom scarlet (MS)

walz: Elite white (EW)
Elite scarlet (ES)

S+G (Novatis) Pulsar white (PW)
Pulsar red (PR)
Pulsar scarlet (PS)
Pulsar sailmon (SAL)

Pelar gonium peltatum

S+G (Novatis) Cadix lilac (CL)
Felix white (FW)

Das mit den Phytohormonen 2P und IAA nach Reuther (1983) versetzte
Regenerationsmedium (MS 1/2) brachte folgende Ergebnisse. Die Mengenangaben der
Phytohormone sind in mg/l angegeben. Als Ausgangsmaterial wurden sterile
Hypocotylexplantate der Sorten MR, ES und PW verwendet.
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Die Ansitze mit 2iP im UberschuB® (0,5 IAA-1 2iP; 0,25 IAA-1 2iP) zeigten zwar deutliche
Kallusbildung, aber keine Bildung von SproRansitzen. IAA im UberschuR (1 IAA-0,5 2iP;
0,5 1AA-0,25 2iP) fuhrte dagegen neben starker Kallusbhildung zur Ausprégung von teilweise
mehreren Sprossen pro Explantat. Die hochste Rate erreichte der Ansatz 0,5 IAA-0,25 2iP
(Variante |, Reuther) mit zum Teil 8 Sprof3ansétzen pro Explantat und wurde daher fir
weitere Ansétze verwendet.
Zum Vergleich wurde die Regenerierbarkeit der Sorten mit Medienvarianten von Dunbar et
al. und Robichon et al. getestet.
Variante Il, Dunbar: MS-Medium mit 2 mg/l Zeatin und 1,9 mg/l IAA
Variante I11, Robichon: MS-Medium mit 50 % Makronahrstoffe und 0,5 mg/l TDZ,

0,01 mg/l IBA, 1 mg/l TIBA

Tab. 3: Durchschnittliche Sprof3bildung an Hypocotyl-Explantaten der untersuchten Sorten auf
ver schiedenen M edien

Sorte\Variante| | [ [l Sorte\Variante| | I Il
MR 5 2 9 Sal 8 3 |12
MW 5 3 9 EW 6 2 9
MS 4 3 6 ES 6 2 | 10
PR 7 2 |10 CL 4 1 7
PW 7 2 |10 FW 3 1 7
PS 7 1 8

Die Variante "Dunbar" (I1) fuhrte zur Bildung von stark wassrigem Kallus bei alen Sorten,
vereinzelt konnten sich bildende Sprof3e beobachtet werden, die dann abgenommen und auf
MS 1/2 in Babyglé&ser Uberfthrt wurden.

Die besten Ergebnisse in bezug auf Regeneration und sich bildende Sprosse pro Explantat
ergab die Variante "Robichon” (111), so dal3 zur Wahl geeigneter Selektionsbedingungen diese
Medienvariante eingesetzt wurde. Sehr dhnliche Ergebnisse waren bel der Regenerierbarkeit
von verschiedenen Sorten einer Serie zu beobachten.

Zur Untersuchung der Selektionsbedingungen wurden Hypocotylexplantate auf Medien mit
verschiedenen Antibiotika-K onzentrationen (Kanamycin 100, 200, 300 mg/I, Hygromycin 10,
20, 30 mg/l) kultiviert. Wahrend nach 2 Wochen Konzentrationen bis 300 mg/l Kanamycin
die Kallusbildung nicht unterbinden konnte, bewirkten schon 10 mg/l Hygromycin en
komplettes Absterben der Explantate. Hygromycin wurde daher mit einer Konzentration von
10 mg/l zur Selektion verwendet.
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Sterilisation und Keimung

Die Sterilisation und Keimfahigkeit von Samen verschiedener Sorten wurde wie unter 2.5.4
beschrieben durchgefiihrt. Pro Sorte wurden 15 Samen in drei Weckglésern kultiviert. Der
Ansatz wurde dreimal wiederholt. Die Samen blieben in allen Féllen steril und keimten zu
100 %, d.h. die Sterilisationsmethode ist zur Gewinnung von keimfreien vitalen Samen
geeignet.

Ubersicht zur Gewinnung von zur Transformation genutzten Hypocotyl-Explantaten.

Angegeben ist die durchschnittliche Anzahl an Explantaten pro Samen.

MR: 7 PR: 9 SAL: 12 CL:
MW: 8 PW: 9 EW: 9 FW: 5
MS. 7 PS: 10 ES: 9

Entsprechend der Regeneration zeigt auch die Keimfahigkeit bei den Sorten innerhalb eines
Sortimentes fast identische Werte. Aufgrund der schlechteren Ergebnisse wurden die
Pelargonium peltatum Hybriden CL und FW fir die weiteren Untersuchungen nicht
berticksichtigt.

Da die Sorte "Pulsar Salmon" (SAL) die besten Ergebnisse zeigte, wurden die
Transformationsansatze mit dieser Sorte durchgefhrt.

Die Transformation wurde wie unter 2.5.4 beschrieben mit dem Agrobacterium-Stamm EHA
101 (Binérvektor pKHG3) durchgefiihrt. Die unter Selektionsbedingungen regenerierten
Pflanzen wurden durch histochemische Farbung auf funktionelle Genexpression anhand des
Reportergens uidA untersucht. Abbildung 10 zeigt die GUS-Expression in Bléattern von drei
unabhéngig voneinander regenerierten Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp. Damit wurde die

erfolgreiche Transformation der Sorte "Pulsar Salmon" gezeigt.
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Abb.10: Histochemische GUS-Férbung von Blattexplantaten transgener Pflanzen im Vergleich

zur Kontrolle

Aufgrund von Uberschneidungen der Kanamycin-Resistenz  von Binarvektor und
Agrobacterium Stamm EHA 101 wurden fur weitere Konstukte der Vector pGPTV-HPT
(Abb.11) und der Agrobacterium Stamm EHA 105 verwendet. Durch die Hygromycin-
Resistenz in der T-DNA eignet sich der Vektor zur Transformation von Pelargonium.

Xbal
Bolll EcoRl Sacl smal  sdl mHindil Bglll Bam HI Bgl Il

[ NOS-ter GUS NOS-pro hpt NOS-ter 45

Abb.11: Schematische Darstellung der T-DNA von pGPTV-HPT, die Beschriftung entspricht der von pBI 121
(s.0.)

Uber Xbal-Sacl wurde das GUS-Gen gegen die Promotor-Terminator-K assette von pGun
ausgetauscht, so dal3 ein Vektor mit Hygromycin-Resistenz zur Verfigung steht, in den tGber
die unikalen Schnittstellen Smal und Pstl weitere Konstrukte eingefigt werden kénnen
(Abb.12).

Sal |
Bglll EcoRl Sacl  SmalPstl Xbal | Hind Il Bgl Il BamHI Byl Il

W ter 2 x 355-Prom INOS-pro hpt NOS-ter <q

Abb.12: Schematische Darstellung der T-DNA von pGPTV-HPT mit der Promotor-Terminator-K assette von
pGun
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Als Strukturgen wurde die Chalkonreduktase (CHKR oder PKR) aus Glycine max cv.
Harosoy 63 in den Binar-Vektor ligiert (Abb.13). Somit kénnen transgene Pflanzen erzeugt
werden, die auf einem Nebenweg 6-Deoxychalkone synthetisieren und as Folge eine

Farbéanderung zeigen.

Sal |

MCSvon

Bglll EcoRI Sacl EcoRI EcoRl pGun Xbal

Bgl I

CHR oder PKR 2 x 355-Prom

Abb.13: Schematische Darstellung der T-DNA von pGPTV-HPT mit der Chalkonreduktase unter Kontrolle des
35S-Promotors

3.3.2 Gerbera hybrida

Mit den unter 2.4.1.2 und 2.5.2 beschriecbenen Medien und Methoden wurden bei
verschiedenen Sorten Regenerationsversuche (Abb.14) durchgefihrt. Bei "Terra Regina’

konnte eine Regenerationsrate von uber 60 % beobachtet werden, wahrend beispielsweise
Alkmene deutliche Kallusbildung und nur eine Regenerationsrate von etwa 30 % zeigte.

Abb.14: Regenerierende Petiolen-Explantate von Gerbera hybrida
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Sorten wie "Chubby", "Kely", "Campidano” und "Orca' zeigten unter den angegebenen
Bedingungen zwar deutliche Kallushildung, Regeneration von Sprossen war jedoch nicht zu
beobachten. Damit &3t sich das an "Terra Regina' angepaldte Regenerationsprotokoll nur
bedingt auf andere Handelssorten Ubertragen. Aus diesem Grund wurden die
Transformationsversuche mit der Sorte "Terra Regind' durchgefihrt. Transformationen
wurden mit den A. tumefaciens Stammen C58 pGV2260 und EHA105 und verschiedenen
Konstrukten (siehe 3.1.1) durchgefiihrt.

3.3.3 Petunia hybrida
3.3.3.1 Gewebekultur
Die Sorte RL 01 wurde als Modellsystem fir die Transformation und fir die Expression am

Lehrstuhl isolierter Gene im pflanzlichen System eingefiihrt. Daneben wurden spezielle
Linien und Mutanten in bezug auf die Flavonoidbiosynthese hinsichtlich ihrer
Regenerierbarkeit und damit ihrer Eignung fur Transformationsansétze untersucht. Das fur
die Linie RL 01 etablierte Regenerationsprotokoll (2.4.1.1) konnte nur bedingt auf andere
Sorten Ubertragen werden, weshalb fir R 27, R 4, V 18, G 55 und W 39 ein Phytohormon-
Raster zur Bestimmung der am besten geeigneten Regenerations-bedingungen angelegt

wurde.

M edienvarianten: 1. 0,2mg/l ,2mg/l und 6 mg /I BA bei jeweils0,2 mg/l NAA
2. 0,2mg/l ,2 mg/l und 6 mg /I Kinetin bel jeweils 0,2 mg/l NAA
3. 0,2mg/l ,2 mg/l und 6 mg/l 2iP bel jeweils 0,2 mg/l NAA
4. 0,2mg/l ,2mg/l und 6 mg/l Zeatin bei jeweils 0,2 mg/l NAA

Als Medien-Grundlage diente jeweils das MS-Medium mit B5-Vitaminen wie unter 2.4.1
beschrieben. Aufgelegt wurden durch Skalpell-Schnitte verletzte Blattexplantate. Nach 2, 4
und 6 Wochen wurden die Ansétze jeweils ausgewertet:

R 27: Beste Ergebnisse bel Variante 2 mit 2 mg/l Kinetin. 0,2 mg Kinetin bewirkten starke
Wurzelbildung wahrend 6 mg zu leichter Kallusbildung fuhrte. Andere Varianten ergaben
keine reproduzierbaren Ergebnisse.

R 4: Es konnten dhnliche Ergebnisse wie bei R 27 beobachtet werden. Hohere Kinetin
Konzentrationen beschleunigten das Absterben der Explantate, d.h. es kam weder zu

Kallusbildung noch zur Induktion von Sprossen.
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V 18: Diese Sorte reagierte am besten auf Variante 3, 2 mg/l 2iP fuhrte zur Bildung von 3-5
Sprossen pro Explantat. 0,2 mg/l 2iP bewirkte starke Kallusbildung mit 1-2 Sprossen pro
Explantat wahrend bei 6 mg/l 2iP kaum Regeneration zu beobachten war.

G 55: G 55 zeigte die besten Ergebnisse bei 2 mg/l BA. 2-4 Sprosse waren pro Explantat zu
beobachten , wahrend 0,2 und 6 mg/l BA zwar Kallusbildung bedingten, jedoch keine
Sprof3bildung einsetzte.

W39: Hier konnte der fir RL 01 verwendete Ansatz genutzt werden, d.h. BA und NAA im
Verhdltnis 10:1 fuhrte zu den besten Ergebnissen. Allerdings ist Blattmaterial von in vitro
Pflanzen oft sehr dinn und empfindlich, so dald fur Transformationen auf
Gewéachshausmaterial  zurtickgegriffen werden sollte. Zu beachten ist, dal3 dieses erst

sterilisiert werden muf3, was zu Beeintrachtigungen bei der Regeneration fuhren kann.

3.3.3.2 Transformationen
Um die Eignung des Agrobacterium tumefaciens Stamm LBA 4404 fur die Transformation

von RL 01 zu nutzen, wurden Blattexplantate wie unter 2.5.1 beschrieben transformiert.

Abb.15: Regenerierender Sprof3 aus auf Selektionsmedium kultiviertem Explantat

Abbildung 15 zeigt die Regeneration an einem Blattexplantat, das auf Selektionsmedium
inkubiert wurde. Die aufgrund des Selektionsdruckes absterbenden Regionen des Explantates
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sind anhand der BraunFarbung deutlich zu erkennen. Die erfolgreiche Transformation wurde
durch histochemische GUS-Farbung bewiesen (Daten nicht gezeigt). Da es trotz
Selektionsdruck bei Petunia hybrida zu "escapes’ (falsch Positive) kommen kann, wurden
Blattexplantate putativ transgener Pflanzen auf Selektionsmedium inkubiert. Der Vergleich
zum Wildtyp verdeutlicht die Expression des Ubertragenen Resistenzgens (Abb. 16).

Abb.16: Vergleich von Blattexplantaten putativ transgener Pflanzen zur Kontolle nach
8-wochiger Inkubation auf Selektionsmedium

Die weitere Untersuchung der putativ transgenen Pflanzen erfolgte mittels PCR und den unter
2.7.2 und 2.7.3 beschriebenen Primern und Bedingungen. Als Positiv-Kontrolle (+) wurde
DNA ener das GUSGen exprimierenden Pflanze verwendet. DNA einer nicht
transformierten Pflanze diente als negativ Kontrolle (-). Nr.1-5 sind unabhangig voneinander
regenerierte Pflanzen der Linie RL 01. Die verwendeten Primer (5-T-DNA und 3"-T-DNA)
ergeben ein 1334 bp-Fragment, das anhand des Markers deutlich zu identifizieren ist
(Abb.17).
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Abb.17: PCR-Uberpriifung putativ transgener Pflanzen mit NPT I1-Primern

In Pflanzen, die mit folgenden Konstrukten transformiert wurden, konnte der Selektions-
marker mittels PCR nachgewiesen werden:

1. pBl121 - 35S-FNSII 6. pBl 121 - 355-CHKR

2. pBl121- 35S5-F3'H Lev 7. pBIN 19 - 35S-FHT-AS-CC
3. pBI121-355F3 ,5'H CC 8. pBIN 19 - 35S-rolC

4. pBI121 - 35S5-FHT-ASMa 9. pBl 121 - MDFR

5. pBI121 - 35S-F3",5'H Sol 10.pBI 121 - PDFR

Beim Agrosystem bestent die Gefahr des Abbruches der DNA-Ubertragung, d.h. nur ein Teil
der T-DNA wird Ubertragen bzw. inseriert und ist daher auch nur nachweisbar. Da sich bel
dem verwendeten Binarvektor das npt [1-Gen am Startpunkt (rechte Bordersequenz) der
DNA-Ubertragung befindet, ist bei einer Teilubertragung nur die Integration des
Selektionsmarkers maglich. Die Présens des jeweils Ubertragenen Genes wurde deshalb mit
genspezifischen Primern Uberpruft. Die Beschriftung entspricht der von Abbildung 17. Als
Positiv-Kontrolle wurde Plasmid-DNA verwendet, was die wesentlich stérkere Bande erklart.
Die verwendeten "End to End" Primer sollten ein "full-lenght” Fragment (1535 bp) ergeben
(Abb.18).
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Abb.18: PCR-Uberpriifung putativ transgener Pflanzen mit FNS-spezifischen Primern

3.3.3.3 Biochemische Unter suchung transgener Pflanzen
Die mittels PCR (NPT- und Genspezifische Primer) auf Integration der T-DNA positiv
getesteten Pflanzen wurden mit biochemischen Methoden hinsichtlich Enzymaktivitét und
dadurch bedingten Anderungen der Inhaltststoffe untersucht.

Abb.19: Vergleich der Blitenfarbung zwischen der transgenen Linie H12 (GDFR) und der Linie
RL 01

Wie schon von Eloma et al. (1995) beschrieben, fuhrt die Expression der DFR aus Gerbera
hybrida in der Linie RLO1 zur Synthese von Pelargonidin und damit zu orange-roter
BlUtenférbung (Abb. 19). Mit dem Al Gen (DFR) aus Mais und der gleichen Petunien-Linie
wurde dieser Ansatz bereits 1987 durchgefuhrt (Meyer et al.).
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Die Inhaltsstoffanalyse mittels Dinnschichtchromatographie (siehe 2.8.1) zeigte wie erwartet
deutliche Vorkommen von Pelargonidin, das im Wildtyp aufgrund der Substratspezifitat der
DFR von Petunia hybrida nicht gebildet wird, weshalb Dihydrokampferol (DHK)
angereichert wird. Die Gerbera-DFR kann dagegen DHK als Substrat nutzen, was dann zur
Bildung von Pelargonidin fuhrt (Abb.20).

Abb.20: Inhaltsstoffanalyse der transgenen
Pflanze im Vergleich zur Kontrolle. RLO1:
Kontrollpflanze, H12: Mit GDFR
transformierte Pflanze

Cyanidin
it

Delphinidin
RLO1

o
il

. ' Pelarcanidin
. @

Per PCR positiv getestete transgene Pflanzen, die das Antisense-Konstrukt der Flavanon 3-
Hydroxylase (FHT) von Callistephus chinensis aufgenommen haben, wurden im Enzymtest
auf dessen Wirkung hin untersucht. Bei erfolgreicher Reprimierung des Enzyms ist eine
Akkumulierung des jeweiligen Flavanons zu erwarten, wéahrend der Gehalt an
Dihydroflavonolen zuriickgehen sollte. In diesem Fall sollte das im Enzymtest eingesetzte
Naringenin nicht umgesetzt werden und es nicht zur Bildung von Dihydrokdmpferol kommen.
In der Pflanze sollte sich Naringenin anreichern, das dann von anderen Enzymen, die
Flavanone als Substrat akzeptieren, umgesetzt werden kann. Dihydrokémpferol as
Zwischenprodukt sollte nicht oder nur zu einem geringen Malke entstehen. Da die
Untersuchungen mit in vitro Material durchgefiihrt wurden, missen die Ergebnisse durch

Analyse von Gewdachshausmaterial noch tberprift werden.
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Abb.21: FHT-Enzymtest von Antisense FHT-CC (Callistephus chinensis), WT: Enzymtest
aus Petalen nicht transformierter Pflanzen; FHT6, FHT2: Enzymtest aus Petalen trans-

formierter Pflanzen

Im FHT-Enzymtest ist bei FHT6 und FHT2 eine reduzierte Bildung von DHK
(Dihydrokampferol) zu beobachten wahrend das als Substrat eingesetzte Naringenin deutlich
zu erkennen ist (Abb.21). Dagegen ist beim Wildtyp (Wt) eine deutlich hthere FHT-Aktivitat
zu beobachten, d.h. Naringenin wird zu einem bestimmten Teil zu Dihydrokémpferol
umgesetzt. Anhand dieser Ergebnisse ist von einer Hemmung der FHT durch das heterologe

Antisense-Konstrukt auszugehen.

3.3.4 Osteospermum

Aus enzymatischen Untersuchungen ging hervor, dal3 die Anthocyansynthese bei der Sorte
"Zulu" und auf der Blattoberseite von "Nairobi” unterbrochen ist. Fehlende DFR-AKktivitét,
fehlende ANS-Aktivitdt oder eine Kombination sind als Grund dafur anzusehen. Da die
Anthocyansynthese bei der Sorte Kalanga intakt ist, zeigt sich eine rosa-pinke BlUtenféarbung
(C. Seitz, pers. Mitteilung).
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Die Gewebekultureignung von Osteospermum zeigt sich bel Regenerationsansétzen nach
Allavenaet al. (1996).

Abb.22: Regeneration von Sprof3explantaten

Die aus Abbildung 22 deutlich hervorgeht, ist an jedem Explantat die Bildung von mindestens
einer SprolRanlage zu beobachten, d.h. die gewdhiten Bedingungen stellen gute
V oraussetzungen fur Transformationsansétze dar.

Abb.23: Putativ transgener Sprof} aus Osteospermum Blattexplantaten nach 6-wdchiger
Kanamycin Selektion
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Transformationen wurden mit einem cointegrativen (DFR aus Gerbera hybrida) und einem
bindren Vektorsystem (DFR von Malus domestica bzw. Pyrus communis) durchgefihrt.
Agrobacterium-Stamm und zugehorige Selektion des cointegrativen Systems sind unter 2.5.3
beschrieben. Das bindre System besteht aus dem Stamm EHA 105 und dem Binérvektor pBI
121. Die zur Erstellung des Systems notwendigen Methoden sind unter 2.1 und 2.2
beschrieben. Da der fur Petunia hybrida genutzte Stamm LBA 4404 nach Allavena et al.
(1998) fur Osteospermum ecklonis nicht geeignet ist, wurde der Stamm EHA 105 verwendet.
Damit werden Probleme mit der Infektiositat und der DNA-Ubertragung grundsitzlich
ausgeschlossen. Die fur die Transformation gewahlten Bedingungen fuhrten zur Regeneration
und zum Teil auch zur Sprof3bildung unter Selektionsbedingungen (Abb.23).

3.3.5 Matthiola incana

Ansdtze zur Regeneration und Transformation von am Lehrstuhl vorhandenen Zuchtlinien
wurden durchgefihrt, da die genaue Kenntnis der Flavonoidbiosynthese einiger Linien den
gezielten Eingriff mit gentechnischen Methoden erlaubt. Dadurch wére man in der Lage,
durch Komplementationen bestimmte Blockaden im Syntheseweg zu beheben.

Die Linien 7 und 8 wurden auf Regenerierbarkeit mit verschiedenen Medien (MS-Medium als
Grundlage) getestet. Fur die Versuche wurden Hypocotyl-Explantate verwendet, die wie unter

2.4.1.5 beschrieben angezogen wurden. Folgende M edienvarianten wurden getestet:

Variante 1: 0,1 mg/l Thidiazuron Variante 2: 0,01 mg/l Thidiazuron
Variante 3: 1 mg/l Thidiazuron Variante 4: 2 mg /I Kinetin; 2 mg/l NAA
Variante 5: 2 mg/l Kinetin; 0,2 mg/l NAA Variante 6: 2 mg/ | 2iP; 0,2 mg/l NAA

Da die Unterschiede zwischen Linie 7 und 8 nur gering waren, wurden die einzelnen Linien
nicht extra erwahnt. Die Varianten 4, 5 und 6 fuhrten durchweg zu leichter Kallusbildung an
den Explantatenden. Wurzelbildung an mehr als 50 % der Explantate wurde bel Variante 5
beobachtet. Wesentlich deutlichere Auswirkungen ergaben die Ansdtze (Varianten 1, 2, 3) mit
verschiedenen Thidiazuron-Konzentrationen. Hier war im Gegensatz zu den Varianten 4 bis 6
zwar keine Kallusbildung zu beobachten, jedoch kam es zu klar sichtbaren Verdickungen an
den Explantaten. Besonders deutlich zeigte sich dies bei Variante 1. Bel 80 % der Explantate

kam es hier zu Verdickungen, zum Teil waren Sprossansitze zu erkennen. Wéahrend der
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weiteren Kultivierung konnten einige Sprosse zu Pflanzen regeneriert werden. Allerdings war
die Regenerationsrate fir Transformationsexperimente zu gering und nicht immer
reproduzierbar. Fir die erfolgreiche DNA-Ubertragung sind daher nicht auf die Gewebekultur
angewiesende Transformationsmethoden wie Infiltration oder Meristem-Electroporation
besser geeignet.

3.3.6 Arabidopsisthaliana
Das Ausgangsmaterial wurde wie unter 2.4.1.6 beschrieben angezogen und fir die
Transformation vorbereitet, die wie unter 2.5.4 beschrieben durchgefiihrt wurde. Arabidopsis

thaliana wurde zur Transformation verwendet, da sich die Pflanze durch ihre kurze

Generationszeit gut as Testsystem eignet. Da bei Arabidopsis bislang keine Flavone
nachgewiesen wurden, wére die funktionelle Expression der Flavonsynthase Il (FNS II)
relativ einfach mittels Inhaltsstoffanalyse nachzuweisen. Dazu wurden Transformations-
versuche mit der FNS 11 aus Gerbera hybrida unternommen.

Abb.24: A. thaliana Keimlinge auf Selektionsmedium

Aullerdem |&3t sich die grol3e Anzahl an bekannten und gut charakterisierten Mutanten fir
Komplementationen ausnutzen. Die Mutante tt7 (transparent testa 7) besitzt beispielsweise

keine 3'-Hydroxylase-Aktivitdt, was zu einer ungefarbten, leicht grinlich schimmernden
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Samenschale fuhrt. Durch die Expression der klonierten 3-Hydroxylase aus Matthiola incana
(Eder, 2001) konnte einerseits deren Funktion bewiesen und andererseits der Defekt in der
Flavonoi dbiosynthese behoben werden.

Neben den oben beschriebenen Eigenschaften von Arabidopsis war die ohne Gewebekultur
auskommende Transformationsmethode ein weiterer Grund, sich mit dem System ndher zu
befassen. Die gesammelten Erfahrungen mit der "dip"-Methode (Clough und Bent 1999)
konnten auf die ebenfalls zur Familie der Brassicaceae gehdrenden Levkojen Ubertragen
werden. Dadurch kdnnte ein Transformationssystem fir Matthiola incana etabliert werden,
das ohne die in diesem Fall problematische Gewebekultur auskommt. Es wurden mehrere
Transformationen durchgefthrt, Samen geerntet, sterilisert und auf Selektionsmedium
ausplattiert (Abb.24).

Die nach vier Wochen auf Selektionsmedium (100 mg/l Kanamycin) kultivierten Pflanzen
wurden wie unter 2.5.5 beschrieben in Erde Uberfihrt (Abb.25).

Abb.25:; Auf Selektionsmedium gekeimter Sprof? von A.thalianain Erde Uberfihrt

Aus Blattmaterial isolierte DNA wurde mittels PCR auf Integration der Fremd-DNA
Uberprft.
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-1611
-1420
-1284

Abb.26: PCR-Uberpriifung auf Selektionsmedium gekeimter Pflanzen mit NPT 1I-Primern

Positiv (+) und negativ (-) Kontrolle zeigen im Zusammenhang mit den Proben 1-5 die
Ubertragung des Selektionsmarkers (Abb.26). Damit wurde die erfolgreiche Transformation
von A. thaliana nachgewiesen, die durch Southern Hybridisierung und Nachwels der
Enzymaktivitdt noch bestatigt werden muf3.

3.4 Ergebnisse der transienten Genexpression mittels Genkanone

Die transiente Genexpression mittels Genkanone ist eine Technik, die eine Bestétigung
angenommener Blockaden der Flavonoidbiosynthese in relativ kurzer Zeit erlaubt. Die dazu
angesetzten Versuche wurden wie unter 2.6 beschrieben durchgeftihrt. Zur Kontrolle wurden
Blltenblatter einer weildblihenden Linie von Matthiola incana mit einem GUS-Konstrukt
beschossen. Die nach Jefferson (1987) durchgefihrte Anférbung zeigt deutlich die Expression
des GUS-Gens im pflanzlichen Gewebe (Abb. 27).
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Abb.27: GUS-Assay von beschossenen M. incana Petalen (Linie 17)

Mit einem ANS-Konstrukt (Anthocyanidinsynthase), wie unter 3.1.2 beschrieben, wurden 2-3
cm? grofRe Stiicke der Spatha von Zantedeschia spreng. beschossen

Abb.28: Mit einem ANS-K onstrukt beschossendes Z spreng. Bl(tenbl att

Die verwendete Sorte wurde beziiglich der farbgebenden Inhaltstoffe von N. Oswald (pers.
Mitteilung) ndher untersucht. Dabel stellte sich heraus, dal3 die weil3e Blitenfarbe auf eine
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Blockade der Anthocyansynthese zurlickzufihren ist. Hochstwahrscheinlich ist die fehlende
Funktion der ANS der Grund fur die weif3en Bliten.

Die Stellen, an denen die Goldpartikel auf das Gewebe getroffen sind und die Partikel selbst
sind deutlich zu erkennen (Abb.28+29). An den Randern bildet sich eine rétliche Farbung, die
wahrscheinlich durch gebildete Anthocyane bedingt ist. In den mit "nackter™ DNA
beschossenden Kontrollen ist keine Verfarbung zu beobachten, d.h. die Bildung der
Farbstoffe hangt mit der Ubertragung und transienten Expression der ANS zusammen. Zur
genaueren  Uberprifung  sollten  die  Farbstoffe  extrahiert  und  mittels

Dunnschichtchromatographie oder HPLC analysiert werden.

Abb.29: Kontrolle mit leerem V ektor

70



Diskussion

4. Diskussion
4.1 Vektoren und Selektionssysteme

Die fur Transformation mittels Agrobacterium tumefaciens zwingend notwendigen und in
dieser Arbeit verwendeten Binarvektoren sind unter 3.1.1. angegeben. Die Vektoren pBil2l
und pGPTV sind Abkdmmlinge von pBIN19, das Grundgerist ist gleich und die Unterschiede
beziehen sich auf die Organisation der T-DNA. Waéhrend pBIN19 neben dem
Selektionsmarker nur das lacZ-System zum "Bluewhite-screening” enthédlt, besitzen pBi 121
und pGPTV vollstandige, bzw. zur Uberpriifung von Promotoren geeignete Reportergen-
kassetten. Der wichtigste Unterschied von pGPTV zu pBIN19 und zu pBi121 besteht jedoch
in der Anordnung des Selektionsmarkers, der bei pGPTV an der linken Bordersequenz liegt.
Dadurch wird bei der am RB beginnenden DNA-Ubertragung gewahrleistet, daR zuerst das
jeweilige Gen und dann der Selektionsmarker Ubertragen wird. Es wird somit das Auftreten
von marker-resistenten (Kanamycin) Pflanzen vermieden, die aufgrund eines Abbruches bel
der DNA-Ubertragung nur den Selektionsmarker enthalten.

Eine ebenfalls wichtige Rolle spielt die Selektion des Plasmides in E. coli und besonders in
Agrobacterium. Da einige Agrobacterium-Stdmme eine chromosomale oder Ti-Plasmid
lokalisierte Resistenz besitzen, ist bel der Zusammenstellung von Bakterien-Stamm und
Binarvektor auf eventuelle Uberschneidungen beziiglich der Resistenz zu achten. Alternativen
Zu den oben erwéahnten und auf Kanamycin zu selektionierenden Vektoren bieten z.B. die
pGA-Serie mit Tetracycline (An et al. 1985) oder die pCGN-Serie (McBride und Summerfelt,
1990) mit Gentamycin as Selektionsmarker. Von Bedeutung sind diese Vektoren bel der
Verwendung des Stammes EHA 101, der auf dem Ti-Plasmid eine Kanamycin-Resistenz
enthdt. Das Problem von sich Uberschneidenen Resistenzen wurde in der vorliegenden Arbeit
durch Nutzung von EHA 105 geldst. Dieser Stamm entspricht EHA 101 bis auf die deletierte
Kanamycin-Resistenz, besitzt also die gleiche Infektiositédt und das gleiche Wirtsspektrum.
Auf Kanamycin selektierte Bindrvektoren wie pBil21 oder die pGPTV-Serie kdnnen deshalb
in Verbindung mit EHA 105 fur Transformationsansétze genutzt werden.

Weiterhin ist es vorteilhaft, Binarvektoren zu benutzen, die Alternativen bei der Auswahl des
Selektionsmarkers bieten, da bestimmte Pflanzen (z.B. Pelargonium) nicht mit Kanamycin
selektiert werden konnen. AulRerdem lassen sich Konstrukte fur eine Zweit- oder Dritt-
Transformation, bei der jeweils andere Selektionssysteme verwendet werden missen, |eichter
herstellen, da in den betreffenden Vektorsystemen oft nur der Selektionsmarker ausgetauscht
wurde und daher die zur Klonierung notwendigen Schnittstellen nicht verandert wurden. Gute
Beispiele daflr sind die schon erwahnte pGPV T-Serie und die pGreen-Serie (Hellens et a.
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2000), die neben Kanamycin und Hygromycin unter anderem auch einen Selektionsmarker
fur Biaaphos besitzen. Problematisch sind chromosomale oder Plasmid (Ti-Plasmid oder
Binadrvektor) lokalisierte Resistenzen bei Agrobacterium tumefaciens, die Penicillin-Derivate
betreffen, da diese Art von Antibiotika (z.B. Ampicillin oder Carbenicillin) haufig zum
Abt6ten der Bakterien nach der Co-Kultur eingesetzt wird.

Neben den etablierten Selektionsmethoden, die eine Resistenz gegen Antibiotika oder
Herbizide verleihen, sind aufgrund von Bedenken der Offentlichkeit neue Strategien zur
Selektion entwickelt worden. Wéhrend einerseits die Anwendung von alternativen
Auslesemethoden verfolgt wird, konzentriert man sich andererseits auf das Entfernen des
jeweiligen Resistenzgens. Dabei werden bei der Transformation fur das jewellige Gen und
den Selektionsmarker zwei T-DNA's eingesetzt, so dald bel einer nicht vorhandenen
Kopplung der Marker durch Kreuzungen entfernt werden kann (Komari et al. 1996). Ein
anderer Ansatz nutzt das Cre-lox System zur Entfernung des Markers nach erfolgter
Selektion. Dabel wird der Selektionsmarker zwischen zwel lox-Motive kloniert, die von der
Recombinase Cre erkannt und ausgeschnitten werden. Das Enzym kann durch Kreuzungen,
eine zweite Transformation oder induzierbare Promotoren exprimiert werden (Dale und Ow
1991). Erfolgversprechender sind Entwicklungen, die eine Selektion ohne Antibiotika oder
Herbizide verfolgen. Das Gen xylA aus Thermoanaerobacterium thermosulfurogenes
katalysiert beispielsweise die Reaktion von D-Xylose zu D-Xylulose, das von Pflanzen als C-
Quelle genutzt werden kann, was bei D-Xylose nicht moéglich ist (Haldrup et al. 1998). Eine
ahnliche Reaktion bewirkt das manA Gen aus E. coli, das Mannose-6P, von Pflanzen nicht als
C-Queélle nutzbar, zu Fructose-6P umformt, das dann von der Pflanze verwertet werden kann
(Joersbo et al. 1998). Die Verwendung von Markern, die die C-Versorgung des
regenerierenden Gewebes betrifft, stellt damit eine sinnvolle Alternative zu den in die Kritik
geratenden, auf Antibiotika basierenden Systemen dar.

Fur den Gebrauch in rein wissenschaftlichen Untersuchungen ist die Handhabbarkeit des
Bindrvektors (Grofke, Kopienzahl, Schnittstellen) wichtiger als der Selektionsmarker, da
aufgrund der Beschrankung auf geschlossende Systeme (Kulturraum, Gewéchshaus) auf
eventuelle Auswirkungen auf die Umwelt keine Ricksicht genommen werden muf3. Im
Gegensatz dazu spielt bel konkrekt anwendungsbezogenen Ansdtzen die Wahl des
Selektionsmarkers eine grof3e Rolle. Zum einen sind patentrechtliche Gegebenheiten zu
bedenken, und zum anderen wirde der Verzicht auf Antibiotika oder Herbizid basierenden

Sel ektionssystemen Gegenargumente bel Freisetzungen entkréften.
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Weitere Vektor- und Selektionssysteme wie die "negative Selektion" oder NTL-Vektoren
stellen Anwendungen dar, die fur besondere Fale verwendet werden. So besteht z.B. mit
Hilfe der negativen Selektion die Méglichkeit, gewebespezifische Modifikationen genauer zu
untersuchen, da das Ubertragene Gen eine im Medium befindliche Substanz in deren
phytotoxische Form umwandelt, die dann zum Absterben des betroffenen Gewebes fihrt. Die
NTL-Vektoren (Non T-DNA Letha gene containing T-DNA vectors) enthalten direkt neben
der linken Bordersequenz ein letales Gen, das bei Expression zum Absterben des transgenen
Gewebes fuhrt. Dadurch wird die Ubertragung von Vektor-Sequenzen, die auRerhalb der
Border-Sequenzen liegen, vermieden (Hanson et al. 1999).

Eine Kombination zwischen Agrobacterium vermitteltem Gentransfer und dem biolistischen
Verfahren stellt die Agrolistic dar (Hansen und Chilton 1996). Dabel werden die im Agro-
system fur die Generation des T-Stranges notwendigen Gene virD1 und virD2 zusammen mit
dem Gen von Interesse per Genkanone Ubertragen. Das Konstrukt von Interesse wird dabei
von den aus dem Agro-System stammenden Bordersequenzen flankiert, so dal3 es durch die
Funktion von VirD1 und VirD2 zur Bildung von Einzelstrangen kommt, die dann in das
pflanzliche Genom integriert werden. Durch dieses System wird die Bildung von "multi-
copy"-Insertionen vermieden, die haufig bei der biolistischen Transformation auftreten und zu
Instabilitéten oder "Silencing" fuhren kénnen.

Neben den oben erwéahnten Bindrvektoren kommen fir Transformationen auch cointegrative
Vektoren zum Einsatz, die aus der homologen Rekombination zwischen einem vorbereiteten
intermedidren Vektor und dem entwaffneten Ti-Plasmid hervorgehen. Es wird angenommen,
dal3 die Verwendung dieser Vektoren zu hdheren Transformationsraten fuhrt, was mit der
Anordnungder vir-Gene "in cis' zusammenhangen konnte. Nachteilig wirken sich die im
Gegensatz zu den Binérvektoren aufwendigere Herstellung und Uberpriifung aus, sicherlich
ein Grund fr die geringe Verbreitung dieser Vektoren.

Um grofe DNA-Fragmente in pflanzliche Zellen Ubertragen zu kdnnen, wurden spezielle
Vektoren entwickelt. BIBAC und TAC (Shibata und Liu 2000) sind &hnlich wie
Binadrvektoren aufgebaut, enthalten aber zusétzliche Elemente, um die Stabilitét der Plasmide
in E.coli und Agrobacterium zu gewéhrleisten. Es konnte die Ubertragung von einem 150 kb
Fragment mit BIBAC in Tabak und einem 80 kb Fragment mit TAC in Arabidopsis
nachgewiesen werden. Die Funktion dieser Vektoren ist unabhangig von dem verwendeten
Agrobacterium-Stamm, wie Versuche mit LBA 4404, EHA 105, C58C1 und anderen zeigten.
Der Einsatz dieser Vektoren konnte bel der gentechnischen Manipulation von Blitenfarben

eine Rolle spielen, da es teilweise die fehlende Funktion mehrerer Gene der Flavonoid-
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biosynthese ist, die zu schwacher oder keiner Farbung der Petalen fuhrt. Aul3erdem konnten
Gene mit regulatorischen Eigenschaften oder mit Einflufd auf den Transport in die Vakuole
mitlibertragen werden. Zusammengenommen erlauben diese Vektoren die Ubertragung
mehrerer Gene mit einem Transformationsansatz, so dal? auf zeit- und arbeitsintensive Zweit-

oder Dritt-Transformationen mit jeweiligem Markerwechsel verzichtet werden kann.

4.2 Einflufld ver schiedener Agrobacterium-Stamme auf die Transfor mation
Den sicherlich groften Einflud auf den Erfolg einer Transformation hat die Wahl des
verwendeten Bakterien-Stammes. Aus Untersuchungen von De Cleene und De Ley (1976)
ging hervor, dal3 WHR-Stamme (wide-host-range) einen Grofdteil von 93 getesteten Familien
infizieren konnten, darunter auch die zu den Monokotylen zahlenden Familien Liliaceae und
Araceae. Im Gegensatz dazu sind LHR-Stamme "limited-host-range” nur zur Infektion einiger
weniger Familien féhig. Die Unterschiede im Wirtsspektrum und der Infektiositét sind vor
allem in verschiedenartiger T-DNA und Strukturunterschieden bel einigen vir-Genen
begrindet (Hansen und Chilton 1999). Als infektids wurden Stdmme angesehen, die an den
behandelten Pflanzen und Geweben eine Bildung von Tumoren induzierten. Weitere Indizien
waren Kalluswachstum auf hormonfreiem Medium und das Vorkommen von Opinen und
dessen Derivaten in behandeltem Gewebe (Smith und Hood 1995). Der Nachweis der
Gentbertragung durch Opin-Vorkommen gilt nur fir Monokotolye, da Dikotyle in der Lage
sind, Opine als Nebenprodukt des Arginin-Stoffwechsels im Kallus und im pflanzlichen
Gewebe zu bilden kdnnen (Christou et al. 1986).

Die heute am haufigsten verwendeten Stdmme sind der supervirulente Stamm A281 mit dem
Ti-Plasmid pTiBO542 und ener chromosomaen C58-Abstammung. Die entwaffneten
Varianten des Succinamopine-Types sind EHA 101 und EHA 105. Daneben wird der
Octopin-Typ Ach5 genutzt, dessen chromosomaler Hintergrund Ach5 mit dem Ti-Plasmid
pTiAch5 ist. Die entwaffnete Variante heifldt hier LBA 4404. Am weitesten verbreitet ist der
Stamm C58 (Nopain-Typ) mit gleichnamigem chromosomalem Hintergrund, dem Ti-
Plasmid pTiC58 und verschiedenen Helferplasmiden wie pMPO0 oder pGV3850. Die
Variante C58C1 des Stammes enthdlt anstatt des Wildtyp-Ti-Plasmides entwaffnete Ti-
Plasmide anderer Agrobacterium-Stdmme wie z.B. pGV 3101 oder pGV2260 (Gartland und
Davey 1995).
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4.3 Transfor mationsmethodik

4.3.1 Allgemeiner Transfor mationsablauf

Da es zur Zeit und in absehbarer Zukunft kein Transformationsprotokoll gibt, bzw. geben
wird, das generell anwendbar ist und bel verschiedenen Arten zu transgenen Pflanzen fihrt,
kann man nur grundsétzliche Schritte vergleichen und Ubertragen. Die Grundlage von vielen
Transformationsmethoden beruht auf der Blattscheiben-Methode "Leaf disc” von Fraley
(1983) und Horsch (1985). Blatt- oder Gewebeexplantate werden dabei mit geeigneten
Agrobacterien infiziert, fir eine bestimmte Zeit cokultiviert und auf geeignetem Medium
selektiert, das gleichzeitig die Regeneration putativ transgener Sprosse bewirkt. Zur Abtotung
der Agrobacterien ist neben dem Zusatz von wirksamen Antibiotika im Selektionsmedium oft
ein Waschschritt zum Entfernen der anhaftenden Bakterien notwendig. Die am haufigsten
variierten Parameter sind Art des zu transformierenden Gewebes, Bakterienstamm,
Infektionszeit, Dauer der Cokultur, Art der Selektion und Art der Bakterienabtétung. Zu den
weiteren Faktoren, die einen Einfluf3 besitzen, aber nicht entscheidend sind, gehtren pH-Wert,
Temperatur wahrend der Ubertragung, Antioxidantien und der Einsatz von Ammenkulturen
(Hansen und Chilton 1999 und Zitate darin). Wichtiger ist dagegen die Vorbehandlung des zu
transformierenden Gewebes. Eine Pre-Kultur-Phase auf hormonhaltigem Medium bewirkt
z. B. bei Petunia hybrida Anderungen im Zellzyklus. Der Status der sich normalerweise in
der GO-G1 Phase (zu 98%) befindlichen Mesophyllzellen wird durch den Hormoneinfluf3
geéndert, so dal? sich nach 2-3 Tagen Uber 75% der Zellen in der S-G2-M Phase befinden.
Besonders wahrend der DNA-Replikation (S-Phase) und der Z€llteilung (M-Phase) findet die
stabile Integration der T-DNA datt, d. h. diese Phasen sind am geeignetsten fir
Transformationsansatze (Villemont et al. 1997). Eine andere Art der Vorbehandlung
beschreiben Ansétze, in denen Gewebe vor der eigentlichen Infektion mit Agrobacterium
durch Partikelbeschul® oder Ultraschall verletzt werden. So konnten beispielsweise transgene
Nelken regeneriert werden, die vor der Agrobacterium-Transformation mittels
Partikelbeschul? verletzt wurden (Zucker et al. 1998). Durch Ultraschallbehandlung einer
Losung aus Agrobacterium und einer embryogenen Suspensionskultur von Glycine max (L.)
Merrill konnten transgene Pflanzen regeneriert werden, was bel der Transformation ohne
Ultraschallbehandlung nicht der Fall war (Trick und Finer 1997). Anhand der beschriebenen
Methoden und Alternativen bzw. Besonderheiten lassen sich Hinweise zur Verbesserung der
Effizienz und zur Transformation noch nicht verwendeter Arten und Sorten ableiten.

Trotz der weitreichenden Kenntnisse und Erfahrungen auf dem Gebiet der Transformation mit

Agrobacterium hat sich gezeigt, dal3 die Kompetenz des pflanzlichen Ausgangsmaterials in
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Bezug auf Aufnahme, Kerntransport und Integration der T-DNA, sowie in Bezug auf die
Regeneration den groften Einflufd auf den Erfolg eines Transformationsansatzes hat. Deutlich
wird dies besonders bei den gemachten Fortschritten bei der Transformation monokotyler
Pflanzen, die neben der Weiterentwicklung des Agro-systems (Super-Binarvektoren)
hauptséchlich auf optimierten Gewebekulturmethoden beruhen. Obwohl mittlerwelle fur fast
alle wichtigen Kulturpflanzen erfolgreiche Transformationen publiziert sind, betreffen diese
Methoden doch oft nur bestimmte "Laborsorten”, wie z. B. "Golden Promise" bel Hordeum
vulgare oder "A 188" bei Zea mays. Eine Ausnahme bildet die unter 2.5.5 beschriebene "dip-
Methode" zur Transformation von Arabidopsis thaliana, die bereits bei vielen Okotypen
erfolgreich angewendet wurde. Die Sortenspezifitdt verlangt daher die Anpassung des
jeweiligen Protokolles fur jede Linie oder Sorte einer Art. Diese Anpassung bezieht sich dann

vor alem auf diein vitro Kultur, d.h. auf eine effektive Regeneration und Selektion.

4.3.2 Spezielle Transformationmethoden

4.3.2.1 Petunia hybrida

Ein Beispiel fur die Sortenspezifitét sind diverse Transformationsmethoden fir verschiedene
Sorten von Petunia hybrida. So wird beispielsweise Petunia axillaris M1 x SKR4 auf MS

Medium mit 1 mg BA und 0,1 mg 2,4 D vorkultiviert und auch regeneriert (Villemont et al.
1997). Jorgensen et al. (1996) transformierten die Sorte "Pink Cascade" mit Hilfe von 75-100
UM Acetosyringon wahrend der Co-Kultur und 1 mg BA, 0,2 mg IAA fur die Regeneration. 3
mg/l BA und 0,2 mg/l IAA nutzen Deroles et al. (1988a) fir die Transformation der Hybride
"Mitchell”, die als Grundlage fur Untersuchungen zur Vererbung des Selektionsmarkers und
zur Strukturanalyse der Ubertragenden T-DNA verwendet wurde (Deroles et al. 1988b).
Altere Methoden nutzen den direkten Gen-Transfer in Protoplasten zur Erstellung transgener
Petunien. Die Regeneration wird durch 1 mg BA, 1mg IAA (Meyer et al. 1987) und auch
durch die Verwendung einer "feeder layer" (Suspensionkultur, die durch ein Filterpapier
getrennt in der selben Petrischale die Regeneration unterstiitzt) bewirkt. Wie der Vergleich
der Protokolle zeigt, haben das Cytokinin 6-Benzylaminopurin (BA) und die Auxine
Indolessigsdure (IAA) und 1-Naphtylessigsaure (NAA) enen grofRen Einflul auf die
Regeneration von Petunia hybrida Blattexplantaten. Bei der Entwicklung von Regenerations-
protokollen fir weitere Linien sollte dabei vor allem die Modifikation des BA:NAA bzw.
IAA-Verhaltnisses betrachtet werden. Ahnliche Regenerationseffekte wurden bei Nicotiana
tabacum beobachtet, wahrend die auch zur Familie der Solanaceae gehtrende Lycopersicum
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esculentum (Tomate) und Solanum  tuberosum  (Kartoffel) andere Hormon-
zusammensetzungen fir die Regeneration bendtigen. Dadurch wird deutlich, dai3
Regenerationsprotokolle nur bedingt innerhalb einer Art und selten innerhalb einer Familie
Ubertragen werden kénnen.

Trotz einer funktionierenden Regeneration konnten von der FHT-Mutante W39 keine
transgenen Pflanzen regeneriert werden. Wie schon unter 3.4.1 erwahnt, ist das hauptsachlich
auf die fehlende Vitalitét des Blattmateriales zurlickzuftihren, was durch die Verwendung von
Gewéchshausmaterial umgangen werden kann. Eine andere Mdoglichkeit besteht darin, eine
nur sehr kurze Infektionszeit zu wahlen oder die Infektion durch ein in Agro-Suspension
getauchtes Skalpell wahrend des Zerschneidens der Explantate durchzufihren. Langfristig
besteht auch die Mdglichkeit, durch Kreuzungen einen kréftigeren Habitus zu erzeugen, was

allerdings langwierig und arbeitsintensiv ist.

4.3.2.2 Gerbera hybrida
Als eine der wichtigsten Schnittblumen besteht fir Gerbera hybrida schon seit jeher ein

Interesse an der Qualitatsverbesserung mit zichterischen Methoden und seit ein paar Jahren
auch mit molekularbiologischen Methoden. Basierend auf den in den siebziger und achtziger
Jahren erlangten Kenntnissen (Pierik et al. 1975, Jerzy et al. 1991, Reynoird 1996) beziiglich
der Regenerationsfahigkeit einzelner Organe gelang es, von einzelnen Sorten transgene
Pflanzen zu regenerieren. Bei den Untersuchungen wurde deutlich, dal3 sich Petiolen junger
Blatter fur die Regeneration am besten eignen. Zum Tell konnten auch gute
Regenerationsergebnisse an jungen Bléttern beobachtet werden, wahrend ausdifferenzierte
Blatter wesentlich schlechter auf die Hormongaben ansprachen. Die Grundlage fir
Transformationsansétze schafften Caissard et al. (1987) mit dem Nachweis der erfolgreichen
Transformation von verwundeten G. jamesonii Sprossen mittels Wildtyp Agrobacterium
rhizogens Stammen. GUS-Aktivitdt konnte in transgenen Gerbera-Pflanzen (Kaul,
unverdtffentlicht) nachgewiesen werden, die mit dem System LBA 4404/pBI121 transformiert
worden sind (Hutchinson et al. 1992). Elomaa (1996) gelang erstmals eine phanotypische
Anderung durch Fremdgenexpression in Gerbera hybrida. Die rotbliihende Sorte "Terra
Regina’ wurde mit einem antisense-Konstrukt der Chalkonsynthase 1 aus Gerbera
transformiert, was in einigen Transformanten zu einer stark reduzierten Blitenfarbung fuhrt.
Das dazu entwickelte Transformations-Protokoll erlaubt reproduzierbare Transformations-

raten von 0,1-2% und wurde als Grundlage fur die Ansdtze am Lehrstuhl genutzt. Den Einflul3
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von unterschiedlichen Agro-Stdmmen auf die Transformation untersuchten Orlikowska und
Nowak (1997) an funf verschiedenen Sorten. Die Stamme LBA 4404, EHA101 und EHA105
zeigten sich als geeignet, die T-DNA zu Ubertragen. EHA 101 erbrachte die hochste Effizienz,
was wahrscheinlich mit der Selektion gegen Phosphinotricin anstelle von Kanamycin
zusammenhéngt. Andere Griinde sind auszuschlief3en, da sich EHA101 und EHA 105 nur in
der bel EHA 105 deletierten Kanamycin-Resistenz unterscheiden. Die Versuche zeigen, dal3
Gerbera hybrida auch mit einem Binarsystem zu transformieren ist und nicht unbedingt das
von Elomaa (1996) verwendete und der Annahme nach effizientere co-integrative System

benttigt.

4.3.2.3 Osteosper mum

Die Grundlage fur die in vitro Kultur von Osteospermum bilden die zur Regeneration von
Pflanzen aus Protoplasten gemachten Versuche an Dimorphotheca und Rudbeckia (Al-Atabee
und Power, 1987). Zur Kallusinduktion wurde MS-Medium mit 2 mg/l IAA und 1 mg/| BAP
verwendet, das in Verbindung mit 0,3 mg/l GA3 das Auftreten von vitrifizierten Sprossen
verhinderte (Al-Atabee und Power 1990). Die Vitrifizierung ist ein in der in vitro Kultur
haufig auftretender Prozef3, der wahrscheinlich durch en Ungleichgewicht von
Wachstumsregulatoren im Medium bedingt wird (Leshem und Sachs 1985).

Anhand der von Rabaglio et al. (1995) durchgefiihrten Versuche wurde erstmals die
erfolgreiche Transformation von Osteospermum-Hybriden nachgewiesen. Durch die
Ubertragung des Regenerationsprotokolles von Dimorphotheca und einer Kanamycin-
Selektion konnte mittels histochemischer GUS-Farbung die stabile Fremdgenexpression
gezeigt werden. Sowohl der Agrobacterium-Stamm GV2260 als auch der Stamm EHA105
waren geeignet, die Fremd-DNA zu Ubertragen. Weitere Untersuchungen zeigten dies fir
GV3101 (pMP90RK), wahrend der Stamm LBA4404 nicht in der Lage war, DNA stabil ins
pflanzliche Genom zu integrieren. Durch diese Ergebnisse wird die Notwendigkeit eines fir
die zu transformierende Pflanze infektidsen Agro-Stammes unterstrichen.

Die erfolgreiche Ubertragung von phanotypisch relevanten Genen (verschiedene Konstrukte
der rol-Gene) wurde 1999 (Giovanni et al.) beschrieben. Wirtschaftlich interessant ist die
Erzeugung einer Resistenz gegen den TSWV-Virus "tomato spotted wilt virus' durch die
Ubertragung des K apsidproteingens N (Vaira et al. 2000).

Durch die Kooperation mit einem Zichter steht dem Lehrstuhl eine grof3e Auswahl an Sorten
zur Verfugung, die hinsichtlich der BlUtenféarbung sehr unterschiedlich sind. Einige Sorten
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wurden in Bezug auf die Flavonoidbiosynthese genauer untersucht (C.Seitz, pers. Mitteilung),
so dal3 unter Ausnutzung der am Lehrstuhl klonierten Gene eine Manipulation der Blitenfarbe
mit gentechnischen Methoden moglich erscheint. Aufgrund des Fehlens von Flavonen sind
Ansdtze mit der Flavonsynthase | oder Il zur Unterstitzung der Co-Pigmentierung geeignet,
die zu einer verénderten Farbauspragung fuhren kénnten. Eine weitere Moglichkeit wére die
Einflhrung einer am Lehrstuhl klonierten 3"-Hydroxylase, um eine Anreicherung von
Cyanidinglykosiden in den Petalen zu erreichen, die natirlicherweise nicht vorkommen.
Aulderdem ist die Expression einer DFR mit anderer Substratspezifitét, z. B. aus Malus oder
Gerbera, denkbar. Neben der Manipulation der BlUtenfarbe durch die Expression von
natUrlicherweise in Osteospermum nicht aktiver Gene, besteht auch die Mdglichkeit,
Verdnderungen in der Flavonoidzusammensetzung durch Uberexpression oder gezielter
Hemmung zu erzeugen. Von Vorteil wére dabel die Verwendung von homologen Genen, die

aus Osteospermum isoliert und hinsichtlich ihrer Funktion getestet werden missen.

4.3.2.4 Matthiola incana

Neben Arabidopsis thaliana und Antirrhinum majus wurde Matthiola incana in der ersten
Hélfte des 20. Jahrhunderts als Modellpflanze fir Untersuchungen der klassischen Genetik
verwendet. In letzter Zeit wurde die Pflanze aufgrund ihres hohen Linolensdure-Gehalts in
den Samen als Alternative bei der Olgewinnung interessant. Daneben wurde festgestellt, daf?
M. incana eine natirliche Resistenz gegen Phytophathogene besitzt, die besonders die
Gattung Brassica befallen, wie Fusarium oxysporum, Alternaria ssp. und Plasmodiophora
brassicae (Siemens und Sacristan, 1995 und zitierte Publikationen).

Der Nachweis von Anthocyanen in einer Kallus-Kultur war die erste Beschreibung von
Gewebekultur-Ansétzen bei M. incana (Leweke und Forkmann, 1982), die sich allerdings bei
speziellen Linien der Anthocyan-Synthese auf die Induzierung von Kallus an bestimmten
Geweben beschréankte. Die Regeneration von Pflanzen aus unterschiedlichem
Ausgangsmaterial wurde von Gautam et al. (1983) und Mensudi-Sodi et al. (1994)
beschrieben. Gautam et al. fanden dabei, dal? geringe Mengen von BA (0,1-0,8 mg/l) im MS-
Medium bei Kotyledonen zur Bildung von Sprof3en fuhrte, die durch 1 mg/l NAA bewurzelt
werden konnten. Verschiedene Kombinationen von Auxinen in Verbindung mit Cytokininen
bewirkten aber weder Sprof3bildung noch Wurzelansétze. Im Gegensatz dazu bewirkte bel der
Hybride "White King" 1 mg/l BA die hdchste Sprof3bildungsrate, unabhangig von der IBA-
Konzentration (Mensuali-Sodi et al. 1994).
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Infektionsversuche mit verschiedenen Agrobacterium-Wildtypstammen an der Linie SC/SC
fuhrte zur Bildung von Tumoren, d.h. M. incana gehtrt zum Wirtsbereich von Agrobacterium
(Kohn, 1994). Darauffolgende Transformationsversuche erbrachten keine Ergebnisse, so dal3
davon auszugehen ist, dai3 keine DNA-Ubertragung stattgefunden hat, was durch eine nicht
nachweisbare GUS-Farbung belegt wurde. Fur erfolgreiche Ansdtze sollte ein effektives
Regenerationssytem entwickelt werden, an dem die DNA-Ubertragung mittels geeigneter
Reportergene (z. B. GUS oder GFP) sowohl transient als auch stabil verfolgt werden kann.
Das fir A. thaliana etablierte Protokoll der Transformation mittels Vakuum-Infiltration oder
einfachem Eintauchen (dip-Methode) beschreibt eine Alternative, die auch fuir M. incana
interessant ist, da sie wie auch Arabidopsis zur Familie der Brassicacae gehort und viele
Samen bildet, eine V oraussetzung fur diese Methode.

Eine weitere Alternative stellt die Elektroporation von isolierten Meristemen oder von
Achselknospen-Meristemen in vivo dar. Chowrira et al. (1995) nutzten eine runde
Elektroporationskiivette, um sich noch an der Pflanze befindliche Achselknospen in eine
Suspension aus DNA und Lipofectin-Reagenz zu tauchen und durch Anlegen einer Spannung
zu transformieren. Vor der eigentlichen Elektroporation wurde mittels einer sterilen Kanile
ein Teil der DNA-Lsg. direkt in das meristematische Gewebe injiziert. Am Tag zuvor wurde
das Apikalmeristem und, bis auf das terminale Achselknospenmeristem, alle weiteren
Meristeme entfernt. Wahrend in Blattern von Pisum sativum, die von dem behandelten
Meristem abstammen, nur eine unregelméllige GUS-Farbung zu beobachten war, zeigten
einige aus Samen angezogene Nachkommen eine deutliche Farbung. Die Integration der
Fremd-DNA wurde durch Southern-Blot Analysen bestdtigt. Ahnliche Ergebnisse fanden
Collen et al. (1997) bei der Elektroporation von isolierten Apikal-Meristemen von Galegae
orientalis. Die transiente Expression des GUS-Gens wurde an Hypocotyl- und Epicotyl-
Explantaten von Phaseolus vulgaris (Bohne) nachgewiesen. Dabei wurde deutlich, daf3
linearisierte DNA die Fremdgenexpression deutlich erhoht (Dillen et al. 1995). Der Nachteil
dieser Methode besteht in der hohen benétigten DNA-Menge (200-300 g pro Ansatz) und
dem Zeitaufwand, da stabil transformierte Pflanzen erst in der F1 nachzuweisen sind.
Dagegen entfdlt jegliche Gewebekultur, sowie Probleme mit Kontaminationen durch
Agrobacterium.

Die Ubertragung von DNA in pflanzliches Gewebe mittels Elektrophorese beschreibt eine
weitere Methode, die nur bedingt auf Gewebekultur-Techniken angewiesen ist. Dabel wird
das Laufverhaten von DNA zwischen zwel Elektroden ausgenutzt, um sie in

meristematisches Gewebe zu transportieren. GUS-positive Pflanzen von Calanthe sedenii
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"Cornelius Vanderbilt" konnten von Griesbach (1994) durch die elektrophoretische
Behandlung von meristematischem Gewebe in vitro regeneriert werden. Durch in vivo
Versuche an Euphorbia pulcherrima konnten mit der gleichen Methode GUS-positive
Pflanzen regeneriert werden, die Fremd-DNA stabil ins Genom integriert hatten (Bakke und
Gjerde 1998).

Neben dem Verzicht auf die Gewebekultur ist die patentrechtliche Situation ein Vorteil dieser
Entwicklung, da diese Methode nicht patentiert und somit frei nutzbar ist, was besonders fur

Transformationen mit wirtschaftlichem Hintergrund von Bedeutung ist.

4.3.2.5 Arabidopsis thaliana
Die Bedeutung von A. thaliana als Modellpflanze fur physiologische, biochemische und

molekularbiologische Untersuchungen erfordert ein effektives und reproduzierbares
Transformationssystem. Trotz bekannter Schwierigkeiten bei der in vitro Kultur konnten
transgene Pflanzen aus verschiedenen Organen, wie z.B. Bléitern (Lloyd et al. 1986),
Wurzeln (Valvekens et al. 1988) oder Kotyledonen (Barghchi et al. 1990) regeneriert werden.
Allerdings sind ale Methoden mit zeit- und arbeitsaufwendigen Gewebekulturarbeiten
verbunden, die neben anderen Problemen immer die Gefahr von somaklonalen Variationen
mit sich bringen. Die Verbesserung der "Agrobacterium vacuum infiltration" Methode durch
Bechthold et al. (1993) umging diese Probleme durch eine direkte Transformation von
BlUtensténden in vivo mittels A. tumefaciens und verzichtete somit auf aufwendige
Gewebekulturtechniken. Eine Weiterentwicklung dieses Ansatzes beschreibt die "flora dip"
Methode (Clough und Bent 1998). Wie unter 2.5.5 ausfthrlich beschrieben, genligt das kurze
Eintauchen blihender A. thaliana Pflanzen in eine mit Zucker und Silwet L-77 versetzte
Agrobacterium Suspension, um DNA Ubertragen zu konnen. Putativ transgene Pflanzen
werden aus den Samen der transformierten Pflanzen angezogen, die sterilisiert auf
Selektionsmedium zum Keimen ausplattiert werden. Faktoren wie Phytohormone,
Gewebekulturmedien oder Dichte der Agrobacterien sind fur die Transformation nicht
essentiell. Weiterhin wurde nachgewiesen, dal3 die Methode nicht Agrobacterium-Stamm
spezifisch und auf viele Okotypen anzuwenden ist, was alerdings mit stark variierenden
Transformationsraten verbunden ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Wildtyp "Columbia' mit der Flavonsynthase 1l (FNS)
aus Gerbera hybrida transformiert, um durch funktionelle Expression des Gens die

natirlicherweise in A. thaliana nicht vorkommenden Flavone nachzuwei sen. Geerntete Samen
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wurden auf Selektionsmedium ausplattiert und nach erfolgter Keimung vereinzelt (3.3.6). Von
den mittels PCR auf Ubertragung der T-DNA positiv getesteten Pflanzen (3.3.6) wurden
Samen geerntet um far weltere Untersuchungen (Inhaltsstoffanalye, Enzymstests)
Ausgangsmaterial kultivieren zu koénnen. Auflerdem wurde versucht, die Flavonoid 3'-
Hydroxylase Mutante tt7 (transparent testa 7) durch Expression der F 3"-Hydroxylase aus
Matthiola incana zu komplementieren. Diese Mutante wurde von Koornneef et al. (1982) als
Flavonoid 3'-Hydoxylase beschrieben. Bei A. thaliana sind 11 Loci (tt1 - tt10 und ttg)
bekannt, die einen Einflul auf die Flavonoidsynthese besitzen, wobel tt3, tt4, tt5, tt6 und tt7
far Strukturgene codieren, tt8 und ttg wahrscheinlich fir regulatorische Sequenzen codieren
und far ttl, tt2, tt9 und tt10 noch keine Funktion bekannt ist (Shirley et al. 1995).

4.3.2.6. Pelargonium

Trotz der Bedeutung von Pelargonium as Zierpflanze sind relativ. wenig Berichte

veroffentlicht, die sich speziell auf die Transformation oder, weiter gefaldt, auf die Zichtung
mit molekularbiologischen Methoden beziehen. Einerseits spielen beobachtete somaklonale
Variationen bel der Regeneration eine Rolle, andererseits werden Untersuchungen an
wirtschaftlich interessanten Pflanzen haufig von privatwirtschaftlichen Unternehmen
durchgefihrt, die ihre Projekte und Ergebnisse aus kommerziellen Grinden nicht
veroffentlichen. Methoden zur Regeneration von Sprossen aus verschiedenen Organen wie
Hypocotyl-, Petiolus- oder Lamina-Explantaten sind beschrieben. Zum gréfdten Teil findet die
Regeneration Uber somatische Embryogenese statt und nur vereinzelt Uber direkte
Sprosshildung (Boase et al. 1998 und Referenzen). Die erste erfolgreiche Transformation
beschrieb Pellegrineschi et al. (1994) mit der Regeneration transgener Pflanzen von
Duftgeranien. Dabei wurden Petiolen mit verschiedenen Agrobacterium rhizogenes Wildtyp-
Stdmmen infiziert, die auf Medium ohne Selektionsmarker und Phytohormonzusatz Sprosse
bildeten. Die DNA-Ubertragung wurde durch den Nachweis von Agropine bzw. Mannopine
und Southern Blot Hybridisierung belegt.

Hypocotyl-Explantate von in vitro angezogenen Keimlingen von Pelargonium X zonale
bilden die Grundlage fir das in dieser Arbeit verwendete Protokoll (siehe 2.5.4), das die erste
erfolgreiche DNA-Ubertragung mittels Agrobacterium tumefaciens darstellt (Robichon et al.
1995). Lamina-Explantate von Pelargonium X hortorum Dubonnet wurden von Boase et al.
(1996) genutzt, um transgene Pflanzen durch Infektion mit A. tumefaciens Stamm LBA4404

und Acetosyringon as "vir-Gen Inducer" zu regenerieren. Im Gegensatz zu der vorliegenden
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Arbeit wurde von Boase et al. Kanamycin mit 50 mg/l wahrend der Regeneration und 200
mg/l bel der Bewurzelung zur Selektion eingesetzt. Konzentrationen von bis zu 500 mg/l
Kanamycin konnten bei den am Lehrstuhl verwendeten Sorten die Regeneration nicht
vollstéandig verhindern, so dal3 Hygromycin als Selektionsmarker verwendet wurde. Fir die
Transformation einer bereits transgenen Pflanze (weiterer Selektionsmarker notwendig)
besteht die Maoglichkeit der Selektion mit geringen Kanamycinmengen wéhrend der
Regeneration und héheren Kanamycinkonzentrationen bei der Bewurzelung (s.0.).

Wie Boase et al. verwendeten auch KrishnaRg et al. (1997) den Stamm LBA 4404 und
Kanamycin as Selektionsmarker zur Regeneration von transgenen Pflanzen, die Uber
somatische Embryogenese von mit A. tumefaciens infizierten Blattstielen von Duftgeranien
(Pelargonium sp. "Frensham”) hergestellt wurden.

Die Transformation des cecropin B Gens aus Hyalophora cecropoia zur Erzeugung einer
Resistenz gegen Xanthomonas campestris pv. pelargonii beschreibt den ersten konkreten
Ansatz zur Ubertragung von wirtschaftlich interessanten Genen (Renou et al. 1998). Eine
ahnliche Strategie verfolgen Berthome et al. (1998) mit der Ubertragung verschiedener Gene
zur Erlangung einer Resistenz gegen Viruserkrankungen (vor allem aus der Familie der
Tombusviridae). Das aus Mais isolierte Regulatorgen Leaf colour (Lc) bewirkt im Gegensatz
zu Petunia hybrida bei der Expression in Pelargonium keine phanotypischen Veranderungen,
d. h. um eine verstarkte Expression der Flavonoidgene zu erreichen, ist die Ubertragung von
weiteren regulatorischen Sequenzen notwendig (Bradley et al. 1999). Dieser Ansatz stellt den
ersten Versuch zur Manipulation der Flavonoidbiosynthese bzw. der Blitenfarbe bel
Pelargonium mit molekularbiologischen Methoden dar. In dieser Hinsicht ist besonders die
Kreation von nattrlicherweise bei Pelargonium nicht vorkommender Farben wie blau und
gelb interessant. Biochemische Untersuchungen ergaben, da3 rote und violette
Blltenfarbungen durch ein Gemisch von mehreren Anthocyanen hervorgerufen werden, und
dal} keine reinen Pelargonidin-, Cyanidin-, oder Delphinidintypen auftreten (Hassenpflug
1995). Cremefarbende Sorten wie "Botham’s Surprise”, "Thompson Morgan" oder P. aridum
"R. D. Dyer" sind aufgrund von Flavonol-Glycosiden wie Quercetin  7-O-Glucosid
("Botham’s Surprise”, "Thompson Morgan™) oder Carotinoiden (P. aridum "R. D. Dyer")
leicht gelb gefarbt (Mitchell et al. 1997). Gentechnische Modifikationen in Richtung
Gelbfarbung betreffen daher vor alem die Carotinoid-Synthese und die Erhdhung des
Gehaltes von Flavonol-Glykosiden in den Bliten. Erste Ansdize zur Klonierung der
Flavonolsynthase (FLS) aus Pelargonium wurden am Lehrstuhl bereits unternommen.

Welitaus schwieriger gestaltet sich die Erzeugung blau blihender Pflanzen, da zwar durch
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Copigmentierung eine Farbverstarkung erreicht werden kann, Delphinidin aber auch bei
violetten Typen hdchstens 50 % der Anthocyane ausmacht. Der pH-Wert hat nur einen
begrenzten Einflufd auf die Farbgebung bestimmter Sorten, wie unterschiedliche pH-Werte bei
fast gleicher Farbung zeigen (Mitchell et al. 1997).

In der vorliegenden Arbeit wurde das von Robichon et al. (1995) entwickelte Protokoll (siehe
25.4) zur Transformation von Hypocotylexplantaten am Lehrstuhles etabliert. Die
erfolgreiche Fremdgenubertragung wurde durch GUS-Farbung von Blattexplantaten von mit
Hygromycin als Selektionsmarker regenerierter Sprosse nachgewiesen. Da sich die Sorte
"Pulsar Salmon”, die as Modellobjekt verwendet wurde, mit dieser Methode transformieren
lalkt, ist davon auszugehen, dal3 sich durch Anpassung der Regenerations- bzw.
Transformationsbedingungen weitere Sorten der Pulsar-Serie transformieren lassen. Die
weiter oben erwadhnten Probleme mit der chromosomalen Kanamycin-Resistenz des A.
tumefaciens Stammes EHA101 wurden durch die Verwendung des Stammes EHA105
behoben, da dieser bei gleichem genetischen Hintergrund (Chromosomal und Ti-Plasmid)
keine Kanamycin-Resistenz mehr besitzt. Eine Alternative wére die Verwendung von Binar-
Vektoren, die andere Resistenzmarker zur Selektion in Agrobacterium nutzen, wie z. B. die
pGA-Serie (Resistenzmarker Tetracycline) oder die pPCV-Serie (Resistenzmarker
Ampicillin). Dabel ist alerdings das Vorhandensein der Hygromycin-Resistenz fur die
Transformation von Pelargonium Hypocotyl-Explantaten in der T-DNA unerld3ich. Die in
die Xbal - Sacl Site von pGPTV-HPT (Selektionsmarker Hygromycin) ligierte Promotor-
Terminator-Kassette (siehe 3.2.) ermoglicht die Klonierung der jeweils zu Ubertragenden
Gene. Damit steht ein A. tumefaciens Stamm-V ektorsystem zur Verfligung, das auf Basis der
Hygromycin-Resistenz zur Transformation von Pelargonium verwendet werden kann. Dieses
System kann in Zusammenhang mit weitern Untersuchungen am Lehrstuhl (Untersuchung der
Flavonoidbiosynthese bei  Pelargonium) und der Kooperation mit interessierten
Gartenbaubetrieben zur wirtschaftlichen Anwendung von Gentechnik im Zierpflanzenbau
genutzt werden.

4.4 Verwendete Konstrukte

Die unter 3.1.1 beschriebenen Konstrukte stellen unterschiedliche Ansdtze zur gen-
technischen Manipulation des Phanotyps verschiedener Zierpflanzen dar. Hauptséchlich
werden dabei Gene der Flavonoidbiosynthese (siehe Abb. 4) verwendet, deren Einflul3 auf die

Blitenfarbe ausgenutzt werden soll. Daneben werden Strategien verfolgt, die eine
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Veradnderung des Habitus betreffen oder bei der Erzeugung einer pflanzeneigenen Resistenz
eine Rolle spielen. Ein weiterer Punkt ist die Expression der am Lehrstuhl klonierten Gene in

einem pflanzlichen Testsystem, um deren Funktion in vivo nachweisen zu kdnnen.

4.4.1 Flavonsynthase Il (FNSII)

Die am Lehrstuhl aus Gerbera hybrida klonierte Flavonsynthase Il (Martens, 2000) wurde in
pBI121 subkloniert und zur Transformation von Petunia hybrida, A. thaliana und
Osteospermum verwendet. Einerseits soll die Funktion im pflanzlichen System und
andererseits die Auswirkung der natirlicherweise in der betreffenden Pflanze nicht
vorkommenden Flavone auf den Phanotyp betrachtet werden. Dabei geht es vor allem um den
Einflul3 der Flavone auf die Blitenfarbe. Ein Aspekt kann dabei die Konkurrenz um das
Substrat sein, da Flavanone, insbesondere Naringenin; neben der FNS Il auch noch von der
Flavanon 3-Hydroxylase und der Flavonoid 3" bzw. 3, 5 -Hydroxylase umgesetzt werden
koénnen. Die funktionelle Expression der FNS Il kénnte daher den Anthocyangehalt in der
Blite verringern und somit zu einer weniger tiefen Farbung fuhren.

Ein anderer Ansatz betrifft die durch Flavone unterstiitzte und zu einer Farbveranderung
fuhrende Kopigmentierung. Dieser farbverstérkende Effekt kann aber nur bei Pflanzen
auftreten, die natUrlicherweise keine Flavone enthalten, wie z.B. Osteospermum. Bei
flavonhaltigen Pflanzen wére die Hemmung des Enzyms durch Antisense-Inhibierung oder
Kosuppression denkbar. Dieser Eingriff wirde den Anthocyangehalt der Bliite beeinflussen
und zu einer Farbverstarkung fuhren. Ein 8hnlicher Effekt wurde bei der Antisense-Hemmung
der Flavonolsynthase von Nicotiana tabaccum beobachtet, die durch dann fehlende
Konkurrenz eine deutliche Erhéhung des Anthocyangehaltes in den Bliten bewirkte (Holton
et al. 1993a).

Interessant wére auch ein Vergleich der Funktion zwischen der FNS Il und der kirzlich am
Lehrstuhl (Martens, pers. Mitteilung) aus Petroselinum crispum isolierten Flavonsynthase |
(FNS 1), da beide Enzyme zwar die gleiche Reaktion katalysieren, aber zu verschiedenen
Enzymklassen gehdren. Eine erhebliche Erhéhung des Flavongehaltes in der Pflanze kdnnte
durch die Ubertragung beider Gene erreicht werden, deren Expression aufgrund von geringen
Homol ogien nicht durch Silencing-M echanismen der Pflanze beintréchtigt werden dirfte.

Ein erhohter Flavongehalt hétte positive Effekte auf die bei der Stickstoffixierung
vorkommende Symbiose zwischen Wirtspflanze und Rhizobien, da die besonders von den

Leguminosen abgegebenen Flavonoide einen positiven Einflu? auf die Symbiose haben.
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Denkbar ist ein dahnlicher Mechanismus wie bei der chemotaktischen Erkennung verwundeter
Pflanzenteile durch Agrobacterium, die zum Teil auch auf Flavonoide zurtickgeht.

Die Erhéhung des Flavonoidgehaltes in den fur die Nahrungsmittelproduktion wichtigen
Kulturpflanzen durch gentechnische Methoden wére ein méglicher Ansatz, da der positive
Einflu von Flavonoiden auf die Gesundheit des Menschen hinreichend untersucht und
bekannt ist. Zu bertcksichtigen ist dabei auf jeden Fall die momentan sehr kritische
offentliche Meinung gegeniber der Gentechnik allgemein und gegeniiber gentechnisch

veranderten Lebensmittel im Besonderen.

4.4.2 DasrolC Gen

Verschiedene aus Agrobacterium rhizogenes isolierte Gene fuhrten bei Expression in trans-
genen Pflanzen zu Verénderungen im Phanotyp, wie z.B. reduzierte Apikaldominanz, faltige
Blétter, verkirzte Internodien oder veranderte BlitengrofRe. Die fir diesen Effekt
verantwortlichen rol Gene (root loci) wurden in A, B, C und D unterschieden und durch
funktionelle Expression in verschiedenen Pflanzen genauer charakterisiert (Michael und
Spena 1995). Durch die Transformation von Kombinationen aus rolA, B und C konnte
beispielsweise bei Rosa hybrida (Salm et al. 1996), Eustoma grandiflorum (Kiyokawa et al.
1996) und Begonia tuberhybrida (Kiyokawa et al. 1996) die Apikaldominaz gebrochen und
die Pflanzenhdhe reduziert werden. Einen grofen Einflul? besitzt dabei rolC, das Cytokinin 13-
Glucoside hydrolisiert und somit den Cytokiningehalt im pflanzlichen Gewebe anhebt
(Estruch et al. 1991). Da eine verringerte Pflanzengrof3e bel der Zichtung von Kulturpflanzen
eine Rolle spielt, stellt die Expression von rolC in der jeweiligen Pflanze eine interessante
Moglichkeit dar, diesen Effekt ohne die Nachteile der konventionellen Ziichtung zu erreichen.
In Osteospermum ecklonis fuhrte die Expression von rolC zu kompakterem Wachstum,
verlangerter Haltbarkeit als Topfpflanze, friherem Blitenansatz und einer deutlich erhdhten
Anzahl von Bliten pro Pflanze, wobe die Blitengrofie alerdings um ca. 25 % gegeniber
dem Wildtyp abnahm (Giovanni et al. 1999). Ahnliche Ergebnisse fanden Winefield et al.
(1999) bei der Expression von rolC in transgenen Petunien. Auch hier zeigte sich en
kompakterer Habitus mit reduzierter Sprofdénge bei gleichzeitiger Verdreifachung der
Sprol3zahl pro Pflanze. Wahrend die transgenen Pflanzen 10-12 Tage vor der Kontrolle
bluhten und auch die Blitengrofi3e reduziert war, konnte im Gegensatz zu O. ecklonis keine
Erhohung der Blitenanzahl beobachtet werden. In dieser Arbeit wurde die Petunien Linie
RLO1 mit einem 35S-Promotor-rolC Konstrukt (3.1.1) transformiert. Mittels PCR positiv
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getestete Pflanzen beziglich der Ubertragenen T-DNA stehen fir weltere Untersuchungen
(Southern-Blot, phanotypische Vergleiche) zur Verfligung.

4.4.3 Flavanon 3-Hydroxylase (FHT) in Antisense

Die Flavanon 3-Hydroxylase katalysiert die Reaktion von Flavanonen zu Dihydroflavonolen
und stellt somit einen der notwendigen Schritte bei der Anthocyansynthese bzw. bei der
Synthese von BlUtenfarbstoffen dar. Der funktionelle Einflu® der FHT auf die Blitenfarbe ist
bei den Petunien FHT-Mutanten W37 und W39 deutlich zu sehen, da sie keine Anthocyane
bilden und weil3e Bliten besitzen (Stotz 1983). Die Hemmung der FHT wirde somit zu einer
Verringerung des Anthocyan-Gehaltes und damit zu einer Farbabschwéchung bzw. zu einem
Verschwinden der Blitenfarbung fuhren. Prohexadione-Ca, ein Strukturanalogon von 2-
Oxoglutarat, inhibiert die 2-oxoglutaratabhangige FHT-Reaktion auf Enzymebene, was die
beschriebenen Auswirkungen auf die BlUtenfarbe bewirkt. Die fehlende FHT-Aktivitét fuhrt
in der Pflanze zur Anreicherung von Flavanonen (siehe 3.4.2), die entweder von anderen
Enzymen (z.B. FNS) als Substrat verwendet werden kénnen oder akkumuliert werden. Ein
maoglicher Seitenweg ist die Synthese von Flavan 4-olen, die durch die enzymatische Aktivitét
der Flavanon 4-Reduktase (FNR) gebildet werden und als Vorstufe fur die Synthese von 3-
Desoxy-flavonoiden von Bedeutung sind. Diese ungewoéhnliche Flavonoidstoffklasse spielt
wahrscheinlich bei der durch Prohexadione-Ca induzierten Resistenz gegen Erwinia
amylovora und Venturia inaequalis eine wichtige Rolle. Um die FHT-Aktivitdt mit
gentechnischen Methoden zu hemmen, wurden Antisense-Konstrukte der Malus-FHT und der
Callistephus-FHT erstellt, die in Petunien transformiert und hinsichtlich ihrer Funktion
untersucht wurden. Die Ergebnisse der heterologen Antisense-Hemmung mit der
Callistephus-FHT zeigen die erwarteten Ergebnisse. Allerdings wurden diese bel in vitro
Pflanzen erzielt und mussen an Gewdachshausmaterial bestétigt werden. AulRerdem muld
berlicksichtigt werden, dal3 das Konstrukt keinen Terminator enthdlt, was sicherlich einen
Einfluf3 auf die Transkription hat, aber noch nicht ndher untersucht wurde. Diese Ergebnisse
muissen durch enzymatische Untersuchungen der mit dem Malus-antisense Konstrukt
transformierten Pflanzen noch bestétigt werden. Denkbar wére dann die Erzeugung ener
Resistenz gegen Feuerbrand und Apfelschorf bei Malus und Pyrus durch die FHT-Hemmung
mittels homologem Antisense-Ansatz. Transformationsprotokolle fir verschiedene Apfel- und
Birnensorten sind beschrieben (Hanke et al. 2000, Yao et al. 1995, Sriskandargjah et al. 1994,
Lebedev und Dolgov 2000), die entweder an die untersuchten Sorten angepaldt werden
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mUf3ten oder bel denen ein eventueller Effekt der FHT-Hemmung untersucht werden mufite.
Die wirtschaftliche Verwendung der auf diesem Weg hergestellten resistenten Pflanzen dirfte
aber im Moment aufgrund der negativen oOffentlichen Meinung gegenlber gentechnisch

veranderten Nahrungsmitteln sehr schwierig sein.

4.4.4 Dihydroflavonol 4-Reduktase (DFR)

Die fur die Petunien Linie RLO1 verwendete Transformationsmethode wurde anhand der
Expresson der DFR aus Gerbera hybrida Uberprift. Wie bereits bei Elomaa (1996)
beschrieben, verwendet das aktive Enzym Dihydroké&mpferol als Substrat und fuhrt dann
anschlieffend zur Synthese von Pelargonidin, wodurch die vorher kaum geféarbten Bliten eine
orange-rote Farbe erhalten (siehe 3.4.3). Vorraussetzung fir diesen Ansatz sind Pflanzen, die
eine substratspezifische DFR oder eine nicht funktionelle DFR enthalten, wie z.B. die
Petunien Linie W80 (Huits et al. 1999), die schon erwéhnte Linie RLO1 (Forkmann und
Ruhnau 1987) oder Cymbidium hybrida (Johnson et al. 1999).

Die Linie RLO1 wurde ebenfalls mit der von T. Fischer klonierten DFR aus Malus domestica
und Pyrus communis (siehe 3.1.1) transformiert. Enzymtests mit dem jewelligem Enzym
hatten gezeigt, dal3 sowohl Dihydrokampferol (DHK) as auch Dihydroquercetin (DHQ) as
Substrat angenommen werden und zu dem entsprechenden Leucoanthocyanidin umgesetzt
werden (T. Fischer, pers. Mitteilung). Daher ist davonauszugehen, dald in den transgenen
RLO1 Pflanzen das akkumulierte DHK zu Leucopelargonidin umgesetzt wird, und es
anschlieffend zur Bildung von Pelargonidin und orange-rot gefarbten Bliten kommit.
Interessant ist dabei, ob Unterschiede bei der Expression und Funktion im Vergleich zu den
mit dem A1-Gen und der Gerbera-DFR transformierten Pflanzen zu beobachten sind. Neben
dem bereits von Linn (1990) beschriebenen Effekt der Promotormethylierung und damit In-
aktivierung des Gens bei Pflanzen mit mehreren ins Genom integrierten Kopien des
Ubertragenden Konstruktes, spielen auch Positionseffekte eine Rolle. Beispielsweise fuhrte
die Integration in einem "uniquen” Bereich des Genoms zu einer stabilen Expression des Al-
Gens in Petunien, wahrend die Integration in einen Bereich mit einem hohem Anteil an
repetetiver DNA zu einer weitaus geringeren Expression fuhrt (Linn, 1990). Denkbar ist auch
ein Einfluld des GC-Gehaltes, der bel dem nur schwach exprimierten A1-Gen bei 60 % liegt,
wahrend Apfel und Birne mit jeweils 49 % einen vergleichbaren Abstand zur Petunien-DFR
(44 %) wie die GerberaDFR zeigen (39 %), und daher eine @hnliche BlUtenférbung zu

erwarten ist.
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Durch Vergleich der funktionellen Expression von DFR-Genen verschiedener Pflanzen in der
Linie RLO1 konnten Aussagen Uber den Verwandschaftsgrad der jeweiligen Pflanzen
untereinander und zu Petunien getroffen werden. Die deutlichen Unterschiede bei dem Al-
Gen aus Zea mays (Monokotolye) und der Gerbera-DFR (Dikotyle) kénnen diesbeziiglich als
erster Hinweis gewertet werden. Interessant wéare dabei der Vergleich der kurzlich von C.
Seitz isolierten DFR aus Osteospermum mit der Gerbera-DFR, da beide Pflanzen zu den
Asteraceae gehoren, aber verschiedene Anthocyanmuster aufweisen. Wichtig ist dabei die
Verwendung der selben Petunien-Linie, da die Expression der DFR aus Rosa hybrida in
petunia cv. Surfinia Purple (starke F3'H und F3'5'H-Aktivitdt) keine Anderung der
Blltenfarbe bewirkt, womit deutlich wird, da3 Fremd-DNA nur sehr bedingt mit den
endogenen Konstrukten konkurrieren kann (Tanaka et al. 1998).

Innerhalb der Dicotyledoneae besteht eventuell die Mdoglichkeit Uber die Enzymaktivitét
phylogenetische Daten zu erhaten, die eine deutlichere Einordnung in Klassen und
Ordnungen erlaubt, wobei die Apfel- und Birnen-DFR aufgrund der Homologie von 99 %
nicht voneinander getrennt zu betrachten ist. Einen ersten Hinweis kénnte die Expression der
Apfel-DFR in der Linie RLO1 ergeben, die aufgrund der gréf3eren phylogenetischen Distanz
(im Vergleich von Gerbera zu Petunie) eine weniger tiefe Farbung zeigen sollte.

4.4.5 Chalkonreduktase (CHR oder PKR)

Da die Chalkonsynthase (CHS) as Schlisselenzym der Flavonoidbiosynthese angesehen
werden kann, wurden Versuche mittels Kosuppression und Antisense-Hemmung zur
Manipulation der Aktivitdt durchgefiihrt, die einerseits zu einer deutlichen Veranderung der
Blitenfarbe flhrten und andererseits zeigten, dal3 unterschiedliche Mechanismen den
Hemmungsarten zugrunde liegen (Que et al. 1998 und zitierte Referenzen). Eine andere
Moglichkeit zur Reduzierung des 5" -Hydroxyflavonoid-Gehaltes besteht in der Schaffung von
Substratkonkurrenz durch funkionelle Expression entsprechender Gene. Geeignet wéren z.B.
die Chakonreduktase (CHR), die in Verbindung mit der CHS die Bildung von 6'-
Deoxychalconen katalysiert (Welle und Griesebach 1988), Stilbensynthasen, die zur Bildung
von Stilbenen wie Resveratrol oder Pinosylvin fuhren (Schréder und Schréder 1990) oder
Mitglieder der CHS-Superfamilie wie die 2-Pyrone Synthase (Eckermann et al. 1998).

In der vorliegenden Arbeit wurde die CHR aus Glycine max in den Binadrvektor pBl121
subkloniert (siehe 3.1.1) und per Agrobacterium in die Petunien Linie RLO1 transformiert.

AulRerdem wurde ein fUr die Transformation von Pelargonium geeignetes Konstrukt auf Basis
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des Vektors pGPTV-HPT erstellt (siehe 3.2). In Verbindung mit der CHS fhrt die CHR zur
Bildung der 6"-Deoxychalcone, die relativ selten sind und von Chalkonisomerasen (CHI) aus
Pflanzen, die natlrlicherweise keine 6 -Deoxychal cone besitzen, nicht als Substrat akzeptiert
werden koénnen (Dixon et al. 1988). Daher kommt es in diesem Fall zu einer Akkumulierung
von 6 -Deoxychalconen, die bei Petunia hybrida enzymatisch zu seltenen 6”-Deoxychal con-
Derivaten umgesetzt werden. Diese Umleitung der Biosynthese fihrt zu einer Verringerung
des Gehaltes an 5-Hydroxy Flavonoiden um bis zu 60 % (Davies et al. 1998). Interessant an
diesem Ansatz ist die von Chalconen hervorgerufene Gelbfarbung der Bliten verschiedener
Pflanzen. Bei Dianthus caryophyllus (Forkmann und Danglmayr 1980) und Callistephus
chinensis (Kuhn et al. 1978) resultiert diese vor alem durch eine nicht funktionelle CHI. Da
Versuche zur Antisense- oder Sense-Hemmung der Chalkonisomerase bel Petunia und
Eustoma grandiflorum nicht erfolgreich waren (van Blokland et al. 1993), stellt die durch
Fremdgenexpression bewirkte Synthese von in der Pflanze stabilen Chalkon-Derivaten eine
Maoglichkeit zur Erzeugung von gelben Blitenfarben dar.

4.4.6 Flavonoid 3"- und 3'-5"-Hydr oxylase

Die 3 -Hydroxylase aus Matthiola incana (3'-Lev), die 3',5"-Hydroxylase aus Callistephus
chinensis (3-5-CC) und die 3',5-Hydroxylase aus Lycianthes rantonnetii (3"-5-Sol)
wurden in den Binarvektor pBI121 subkloniert (siehe 3.1.1) und per Agrobacterium in die
Petunien-Mutante RLO1 transformiert. Diese fur die Hydroxylierungen am B-Ring
verantwortlichen Enzyme der Cytochrom P450-Klasse zeichnen sich durch die im Bereich der
Flavonoidbiosynthese breiteste Substratakzeptanz aus, da neben den Favonen und
Flavanonen auch die an der 3-Position hydroxylierten Flavonole und Dihydroflavonole
umgesetzt werden konnen (Kaltenbach et al. 1999). Bel funktioneller Expression der
Ubertragenen Gene in der Linie RLO1 ist die Synthese von Cyanidin und Delphinidin zu
erwarten, da die DFR eine Substratspezifitét besitzt und daher die Zwischenprodukte der
Cyanidin- und Delphinidinsynthese bilden kann, wahrend Pelargonidin nicht synthetisiert
werden kann. Aufgrund der Mutationen in den Loci htl und ht2 (F3'H) bzw. hfl und hf2
(F3'5'H) werden in der Linie RL 01 nur Spuren von Delphinidin und Cyanidin gebildet (Oud
et al. 1995). Daher ist diese Linie zur Uberpriifung der (bertragenen Gene anhand von
phanotypischen Verénderungen geeignet. Erstmalig wurde die Isolierung der F3',5'H von
Holton et al. (1993a) und die Isolierung der F3'H von Brugliera et al. (1999) aus Petunia

hybrida veroffentlicht. Die funktionelle Uberpriifung fand jeweils durch Expression der Gene
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in der Linie Skr4 x Sw63 statt, die in den Loci htl/ht2 und hfl/hf2 eine Mutation besitzen.
Gene, die fur die F3",5'H codieren, wurden auch aus Catharanthus roseus (Kaltenbach et al.
1999) Solanum melongena, Gentiana triflora und Eustoma grandiflorumisoliert und zum Teil
in Pflanzen exprimiert (Shimada et al. 1999 und Ref.). Die F3'H wurden unter anderen aus
Pelargonium, Matthiola incana (C. Eder, 2000) und A. thaliana (Schoenbohm et al. 2000)
isoliert. Da die Hydroxylierungen am B-Ring mal3geblich fur die Anthocyan-bedingte
Blitenfarbung verantwortlich sind, wurde die F3",5'H fir kommerzielle Zwecke verwendet,
um eine blaue Blitenfarbung bel Pflanzen zu erzeugen, die diese Farbe natiirlicherweise nicht
besitzen. Erfolgreich war die Erstellung blauer Nelken durch die australische Firma Florigene,
die 1996 die Sorte "Moondust" und 1998 die Sorte "Moonshadow" auf den australischen
Markt brachte. Trotz der erfolgten Zulassung fur den europédischen Markt 1998 wurde die
Pflanze nur sehr begrenzt vermarktet, was vermutlich mit der in Europa verbreiteten Anti-
Gentechnik Stimmung verbunden ist. Interessanter sind blaue Rosen, mit denen in Asien,
besonders in Japan mythische Vorstellungen verbunden werden und die daher en

wirtschaftliches Potential besitzen.

4.5 Weitere Faktoren zur Manipulation der Blutenfarbe

Neben den beschriebenen und im Rahmen dieser Arbeit verfolgten Strategien zur
Manipulation der Blitenfarbe sind weitere Ansédtze denkbar und zum Teil durchgefiihrt, die
sich auf die Hemmung oder Uberexpression von Struktur- bzw. Regulatorgenen der
Flavonoidbiosynthese beziehen. Die Manipulation des vakuolischen pH-Wertes und des
Transportmechanismus in die Vakuole stellt eine weitere Moglichkeit der Einflul3nahme dar.
Alternativ wird auch die durch Komplexierung entstandene BlUtenfarbung untersucht, die
allerdings aufgrund ihrer Komplexita nur sehr schwer mit molekularbiologischen und

gentechnischen Methoden auf andere Pflanzen tibertragen werden kann.

4.5.1 Flavonolsynthase (FLS)

Obwohl Flavonole zumeist farblos sind (selten gelblich), spielen sie aufgrund mehrerer
Faktoren bel der Blitenfarbung eine Rolle. Dadie FLS bei der Flavonolsynthese mit der DFR
in Substratkonkurrenz um die Vorstufe (Dihydroflavonole) steht, wirkt sich jede Ver-
anderung der Enzymaktivitat auf den Anthocyangehalt und damit auf die Farbtiefe aus. So
fUhrt beispielsweise die Antisense-Hemmung der FLS in Petunien und Tabak zur Erhéhung
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des Anthocyangehaltes und damit zu einer tieferen Blitenfarbung (Holton et al.1993b). Der
gleiche Effekt wurde ebenfalls bei Petunie durch Co-Suppression mittels Auspragung einer
FLSin Sense-Orientierung erreicht (Tanaka et al. 1998).

In der die Blitenfarbe betreffenden Co-Pigmentierung haben Flavonole ebenfalls eine
Bedeutung, da sie an der Komplexbildung mit Anthocyanen beteiligt sind, die oft eine
Verschiebung des Farbspektrums in Richtung blau bewirken. Damit stehen sich in diesem
Fall zwei Effekte gegenlber, die nicht generell, sondern von Fall zu Fall betrachtet werden
miissen. Denkbar ist eine Uberexpression, die auf der einen Seite zu einer verstarkten
Komplexierung fihren, auf der anderen Seite aber durch Substratkonkurrenz den
Anthocyangehalt reduzieren konnte. Alternativ dazu wirde die Reprimierung der FLS zwar
die Erhdhung des Anthocyangehaltes bewirken, aber die farbverstarkende Co-Pigmentierung
nicht unterstiitzen. Interessant fir die Erzeugung gelber Blitenfarben ist die Uberexpression
der FLS in Verbindung mit der Synthese von stabilen Chalkonen, die nicht von der
Chalkonisomerase umgesetzt werden konnen (siehe 4.4.4).

4.5.2 Glutathion S-Transferase (GST)

Die ubiquitdr vorkommenden Glutathion S-Transferasen gehdren zu den am weitest
verbreiteten und divergentesten Enzymen im Pflanzenreich. So waren 1996 bereits 38
verschiedene GSTs identifiziert, die zum Teil nur in einem ca. 15 AS-Motiv Ubereinstimmten
(Alfenito et al. 1998). Droog et al. (1995) teilte die Gene aufgrund konservierter Bereiche und
der Intron/Exon Struktur in 3 Klassen ein. Die GSTs spielen aufgrund der katalysierten
Bindung von Glutathion an eine grof3e Vielfalt von Substraten (z.B. Herbiziden) und durch
Transport und Lagerung des Konjugates in die Vakuole eine Rolle bei der Detoxifizierung.
Da Anthocyane toxisch auf die Zelle wirken konnen, werden sie von der GST als Substrat
erkannt, glutathionisiert und Gber eine Glutathion-Pumpe (GS-X Pumpe) in die Vakuole
transportiert. Das aus Zea mays isolierte Gen Bz2 entspricht einer Typ Il GST und fihrt bei
fehlender Funktion zu einer Akkumulierung von Anthocyanen im Cytoplasma, die durch
Oxidation dann eine braunliche Farbung bewirken (Mars et al. 1995). Das in der |etzten Phase
der Anthocyansynthese bei Petunien aktive Gen An9 zeigt hohe Homologien zu Typ | GST
Genen. Wie Bz2 ist auch An9 in der Lage, Gewebe von Mutanten zu komplementieren und die
Akkumulierung der Anthocyane in der Vakuole zu bewirken. Sequenzanalysen zeigen
Homologien am N-Terminus, die auf die Erkennungsstelle von Glutathion hinweisen. Die
gleiche Funktion bei sehr unterschiedlicher Struktur wird durch die Aktivitét von An9 in Mais
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und Bz2 in Petunien unterstrichen. Die Uberexpression von GSTs in transgenen Pflanzen
konnte zur Erhohung des Anthocyangehates in der Vakuole und damit zu einer

Farbvertiefung fuhren.

4.5.3 pH-Wert

Der EinfluR des pH-Wertes auf die Blitenfarbe, besonders auf Blaufarbungen, ist seit
langerem bekannt, wobel eine Erhéhung des pH-Wertes mit einer deutlicheren Auspragung
der Farbe blau verbunden ist. So betragt beispielsweise der vakuolische pH-Wert in blau
gefarbten Bereichen der Blltenblatter 7,7 wahrend in roten Knospen von Commelina
communis nur ein Wert von 5,8 gemessen wurde (Yoshida et al. 1995). Daher ist davon
auszugehen, dal? zur Kreation blauer Farbtone eine Erhdhung des pH-Wertes in der Vakuole
noétig ist. In Petunien sind sieben Loci bekannt (phl-ph7), die bel einer vorhandenen Mutation
zu einer Farbverschiebung in Richtung blau fuhren, wobel die Zusammensetzung der
Anthocyane nicht verandert wird. Da das bereits isolierte Regulatorgen anl und ph6 Allele
eines Locus sind, kann man davon ausgehen, dafd die bekannten pH-Loci zum Teil fir
regulatorische Sequenzen codieren. Ein weiterer Hinwels dafir ist der Effekt von an2 und
anll (Regulatorsequenzen der Anthocyansynthese) auf den pH-Wert, der bei Mutationen in
den entsprechenden Sequenzen auftritt (Mol et al. 1998). Ein Indiz fUr die Bedeutung, der den
vakuolischen pH-Wert betreffenden Regulation bei Erzeugung alternativer Blutenfarben ist
die erfolgte Patentierung eines solchen Verfahrens bel Ipomoea (Patent-Nr. WO 0112560).
Diese Tatsache unterstreicht den wirtschaftlichen Wert von Zierpflanzen mit fir die jeweilige
Art neu kreierten Blltenfarben, die oft nur durch molekularbiologische und gentechnische

Verfahren zu erreichen sind.

4.5.4 Regulatorische Sequenzen

Man kann davon ausgehen, daf3 die grundlegenden Strukturgene der Flavonoid- und
Anthocyansynthese (Abb. 4) bei den Angiospermem sehr hnlich sind. Da dies besonders bel
der Anthocyansynthese der Fall ist, resultieren Unterschiede in Zusammensetzung und Gehalt
der Anthocyane elnerseits aus Mutationen im Strukturgen oder dessen Nichtvorhandensein im
Genom. Andererseits haben regulatorische Sequenzen einen grofen Einflul3, der aufgrund
seiner Komplexitdt und der zum Teil noch nicht erfolgten Klonierung der beteiligten Gene

erst ansatzweise bekannt ist. Interessant sind dabei die Unterschiede der sogenannte "frihen”
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Gene (pal, chs, chi, f3h) zu den "spaten” oder fur die Anthocyansynthese zustandigen Gene
(dfr, ans, fgt). So aktivieren z.B. die Gene myb305 und myb340 aus Antirrhinum majus die
Promotoren von PAL, CHI und FHT, wahrend CHS, DFR und ANS nicht betroffen werden.
Die CHS gpielt eine besonders Rolle, da sie as Schllsselenzym des Syntheseweges
wahrscheinlich einer eigenen Regulation unterliegt. Der nicht nachweif3are Einflul3 von
Regulatoren der Anthocyansynthese wie an2 oder jafl3 auf die CHS kann auch damit
begriindet werden, dal3 die von der CHS katalysierte Reaktion als Ausgangspunkt fir die
Synthese von Nebenprodukten angesehen werden kann, die unabhéngig von der
Anthocyansynthese sind. Ein weiteres Indiz fir die unterschiedliche Regulation ist der Effekt
von anl, an2 und anll auf die Transkription der "spéaten” Gene in Petunien, der bei "friihen”
Genen nicht beobachtet wird. AN2 agiert dabel als Transkriptionsfaktor, der im
Zusammenspiel mit AN1 und AN11 auf die Anthocyansynthese wirkt und starke funktionelle
Ahnlichkeit zur c1/pl1 Genfamilie aus Mais besitzt, die auch der MY B Regulatoren-Klasse
angehort (Quattrocchio et al. 1999). Die Regulatorgene jaf 13 aus Petunia und delila aus
A.majus zeigen funktionell und auf Sequenzebene Homologien zur rl/bl Genfamilie aus
Mais, die der bHLH (basic helix-loop-helix) Regulatorgenklasse angehtren (Quattrocchio et
al. 1998). Anl besitzt dagegen keine Homologien zu R1 und JAF13, beschreibt eine neue
Familie von bHLH-Proteinen und ist in der Lage, die Expression der DFR in Petunia zu
aktivieren (Spelt et al. 2000).

Da die beschriebenen Regulatoren oft nur in Verbindung wirken und zumeist mehrere Gene
betreffen, ist es schwierig, spezielle Farbvarianten durch gentechnische Methoden zu
erzeugen. Bislang sind nur Ansétze bekannt, die zur Synthese von Anthocyanen fuhren, oder
deren Gehalt in der Blite erhdhen. Eine Alternative bietet das durch den Locus difF codierte
Cytochrome bs, das die Aktivitéat der F3',5'H erhoht und somit einen hoheren Gehalt an
Delphinidinderivaten in der Blite bewirkt (de Vetten et al. 1999). Interessant ist dabei, dal3
andere Cyp 450-Enzyme mit dhnlicher Funktion wie beispielsweise die F3'H von dieser
Regulation nicht betroffen sind. Aul3erdem bietet die nur in den Bliten vorkommende
Expression von difF die Moglichkeit, gezielte Veranderungen der Anthocyanzusammen-
setzung zu erzeugen. Daneben waére die Isolation von blltenspezifischen Promotorsequenzen

bei der gezielten Auspragung von Merkmalen in der Blute sehr hilfreich.
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4.6 BlUtenar chitektur

Nach der Blltenfarbe stellt die Blitenstruktur den zweitwichtigsten Faktor bei der phéano-
typischen Beurteilung von Bliten dar. Wahrend Vorkommen von Kelch- und Kronblattern
und deren Anordnung zueinander wichtig sind, spielen Staub- und Fruchtblétter beztiglich des
Phanotypes zumeist nur eine untergeordnete Rolle. Die ndhere Untersuchung der
Blltenentwicklung zeigte den EinfluR von MADS-Box-Faktoren, deren Rolle bei der
Steuerung wichtiger Prozesse auch in Hefe und bei Tieren bekannt ist. Fir die Regulation der
Bl Utenentwicklung wurde das auf Untersuchungen an den Modellorganismen A. thaliana und
A. majus basierende ABC-Modell vorgeschlagen. Dabel ist die Funktion von A fir die
Auspragung von Kelchbléttern und die Funktion von C fir die Ausbildung von Fruchtbldttern
zustandig. Das Zusammenwirken von A und B fuhrt zur Entwicklung von Kronbl&ttern
wahrend B und C die Bildung von Staubbl&ttern bewirken. Mutationen jewells eines Faktors
bilden durch das Fehlen von je 2 Blitenorganen eine abnorme Blitenstruktur. Die
Identifizierung weiterer Gene (Im MADS-Box-Gene) revidiert das ABC-Modell und zeigt
eine komplexere Steuerung der Blutenentwicklung (Gutierrez-Cortines und Davies 2000). Die
Kenntnis der genauen Ablaufe ermoglicht dann vielleicht durch gezielte gentechnische
Eingriffe die Modifikation der BlUtenstruktur und damit die Erzeugung neuer Phanotypen.
Hilfreich sind dabel Erkenntnisse, die die Umwandlung von Blutenbléttern in Laubblé&tter
(Bowman et al. 1991) und, hier relevanter, von Laubbléttern in BlUtenbl&ttern erklaren (Pelaz
et al. 2001).
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5. Zusammenfassung

Da die Gentechnik und die Molekularbiologie fur die moderne Pflanzenziichtung in den
letzten Jahren enorm an Bedeutung gewonnen haben, besteht auch fur die Zichtung von
gartenbaulichen Nutzpflanzen ein Interesse am Einsatz dieser Methoden. Die erfolgreiche
Veranderung der BlUtenfarbe bei Petunia hybrida (Meyer et al. 1987) stellt den Anfang der
Transformation von Zierpflanzen mit einem konkreten und wirtschaftlich relevanten Ziel dar.
Die Ergebnisse dienen nicht nur der Grundlagenwissenschaft, sondern kdnnen auch von
Gartenbaubetrieben fir die wirtschaftliche Nutzung verwendet werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die grundiegenden Methoden und Techniken zur
Transformation von verschiedenen Pflanzen (vor alem Zierpflanzen) am Lehrstuhl
eingefuhrt. Als Transformationsmethoden wurden dabei das Agrobacterium tumefaciens-
System, die Partikel-Kanone und die "floral dip* Methode eingesetzt. Ein Verfahren zur
Klonierung von Binarevktoren und deren Ubertragung in A. tumefaciens wurde etabliert, mit
dessen Hilfe eine Reihe von am Lehrstuhl klonierten Genen in verschiedene Pflanzen
Ubertragen wurde. Neben dem haufig zur Selektion verwendeten Kanamycin-NPTII System,
wurde ein Bindrvektor mit einer auf Hygromycin basierenden Selektion kloniert. Dieser
Vektor kann fur nicht auf Kanamycin selektierbare Pflanzen (z.B. Pelargonium) oder fur die
Zweittransformation einer bereits mit einem anderen Selektionsmarker transformierten
Pflanze verwendet werden. Die erfolgreiche Hygromycin-Selektion bei Pelargonium wurde
anhand der GUS-Expression nachgewiesen.

Mit einer modifizierten Form der "leaf disc"-Transformation wurden Petunia, Osteospermum
und Pelargonium transformiert. Die "flora-dip"-Methode wurde zur Tranformation von
Arabidopsis thaliana verwendet. Auf Selektionsmedium regenerierte Pflanzen wurden mittels
PCR auf Integration der T-DNA Uberpruft und in vitro vermehrt. Die mit einem FHT
Antisense-Konstrukt transformierten Petunia-Pflanzen zeigten im Enzymtest eine deutlich
reduzierte Enzymaktivitdt, so dald von einer erfolgreichen Hemmung der FHT durch den
Antisense-Ansatz auszugehen ist.

Die Petalen einer genetisch definierten, weil3blihenden Linie von Matthiola incana wurden
als Testsystem fir die transiente Genexpression (Anthocyanbildung) in Blitenbl&tern mittels
Partikel-Kanone eingefihrt. Mit der gleichen Methode und einem ANS-Konstrukt
beschossene Petalen von Zantedeschia zeigten ein deutlich rote Farbung im Bereich der
aufgetroffenen Partikel. Es ist davon auszugehen, dald durch die Gen-Expression der
vermutete Block in der Anthocyan-Synthese behoben wird und es zur Bildung von

Pelargonidin-Derivaten kommt.
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5.1 Summary

Molecular biology and genetic engineering have become increasingly important for modern
plant breeding during the last years. This is why these methods are also very interesting for
the breeding of ornamental plants. The successful transformation of the flower color of a
Petunia hybrida mutant in 1987 (Meyer et al.) initiated the manipulation of ornamental plants
for specifically economic reasons. The results are not only important for basic research but are
also economically viable for ornamental breeders.

This study introduces the basic methods and techniques for the transformation of all kinds of
plants (above al ornamenta plants). The Agrobacterium tumefaciens-system, the particle gun
and the "floral dip"-technique were the methods used to transform plants. At our department
we established a method to clone binary vectors and to transform them into A. tumefaciens.
The so-established A. tumefaciens helped us to transform genes, that we had cloned in our
department, into different kinds of plants. Besides the Kanamycin-NPT Il system, which is
often used for selection, a binary vector was cloned with a selection based on hygromycin.
This vector can be used for plants (e.g. pelargonium) that are selectable but cannot be selected
on the basis of kanamycin or for the second transformation of plants aready transformed with
another selection marker. Successful gene delivery to pelargonium hypocotyls and expression
of the foreign genes was demonstrated by histochemical GUS-staining.

A modified form of the "leaf disc" method was used to tranform petunia, osteospermum and
pelargonium. The ‘floral-dip’ method was applied to transform Arabidopsis thaliana. With
the help of PCR-analysis, plants regenerated under selection conditions were surveyed to find
out whether a T-DNA integration has taken place. These plants were then multiplied in vitro.
Enzym tests with petunia plants that had been transformed with a FHT antisense-construct
showed a much reduced enzym activity. Thisiswhy it is most likely that FHT is successfully
stopped by the function of the antisense construct.

By means of a particle gun the petals of genetic defined white flowering mutant of Matthiola
incana were introduced as a test-system for the foreign gene expression concerning anthocyan
biosynthesis. Petals of zantedeschia bombarded through the same method with a ANS
construct showed a clearly red colouring in the areas where the particles had hit. It is most
likely that the possible block in the anthocyan synthesis is removed through the gen

expression and that therefore perlargonidin derivates are created.
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Anhang

7. Anhang

7.1 Nahrmedien

LB-Medium (Luria Broth)

Y EB-Medium:

7.2 Puffer

TE-Puffer

TBE-Puffer

2 x CTAB-Puffer

10 g Pepton
5 g Hefeextrakt

5 gNaCl
mit dH-0 auf 1l auffillen
pH 7,5

1 g Hefeextrakt

5 g Pepton

0,5gMgSO,

5 g Beefextrakt

5 g Zucker

mit dH,O auf 1l auffillen
pH 7,2

10 mM Tris-HCL pH 8,0
1mM EDTA pH 8,0

10,8 g Tris

5,5 g Borsaure

0,759 EDTA

mit dH,0O auf 1l auffillen
pH 8,0

2% CTAB

1%PVP

20mM EDTA

1,4 M NaCl

100 mM Tris-HCL, pH 7,5
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Anhang

7.3 Handlerverzeichnis

Die verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen

bezogen:

Zefa Laborservice (Miinchen) http://www.zef a-laborservice.de/|
Sigma-Aldrich (Deisenhofen) http://www.sial.com/|
Fluka (Neu-Ulm) http://www.fluka.de/|
Merck (Darmstadt) http://www.merck.de/|
Roth (Karlsruhe) http://www.carl-roth.de/|
Biorad (USA) http://www.bio-rad.conv|
Biozym (USA) http://www.biozym.com/|
Duchefa (Niederlande) http://www.duchefa.com/|
Qiagen (Hilden) ttp://www.giagen.com/
Schleicher & Schilll (Dassdl) http://www.s-und-s.de/|

Enzyme wurden soweit nicht anders beschrieben von folgenden Firmen bezogen:

MBI Fermentas (Litauen) http://www.fermentas.com/|

Promega (Mannheim) http://www.promega.com/|

Boehringer (Mannheim) http://bi ochem.boehringer-mannheim.com/|
Boehringer (Ingelheim) http://www.boehringer-ingel heim.com/|
Gibco/BRL (USA) http://www.lifetech.con|

Invitrogen (Niederlande) http://www.invitrogen.com/|

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) http://www.apbiotech.com/|

New England Biolabs (USA) http://www.neb.com/|
Stratagene (USA) http://www.stratagene.con/|
Roche (Schweiz) http://www.roche.conv|

Reaktionssysteme und Kits wurden soweit nicht anders beschreiben von folgenden Firmen

bezogen:
Clontech (USA) http://www.clontech.com/|
Invitrogen (Niederlande) http://www.invitrogen.com/
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Anhang

Qiagen (Hilden) http://www.giagen.com/|

MBI Fermentas (Litauen) http://www.fermentas.con/|

Boehringer (Mannheim) http://biochem.boehri nger-mannheim.com/|
Biorad (Mnchen) http://www.bio-rad.com/|

Gibco/BRL (USA) http://www.lifetech.conm/|

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) http://www.apbiotech.com/|

Samen der verwendeten Pelar gonium-Sorten wurden von folgenden Handlern bezogen:

Bruno Nebelung Pflanzenziichtung Freckenhorster Str.32
48351 Everswinkel
Tel: 02582/6700

Walz Solitudestr. 99
D-70499 Stuttgart
Tel: 0711/86009-0

http://www.wal z-samen.del

S+G (Norvatis) Alte Reeser Str. 95
D-47533 Kleve
Tel.: 02811/9940
Ivww.novartis-seeds.de|
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