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Pilgrim 

 

Pilgrim, how you journey on the road you chose 

to find out where the winds die and where the stories go. 

All days come from one day that much you must know, 

you cannot change what's over but only where you go. 

 

One way leads to diamonds, one way leads to gold, 

Another leads you only to everything you're told. 

In your heart you wonder which of these is true; 

the road that leads to nowhere, the road that leads to you. 

 

Will you find the answer in all you say and do? 

Will you find the answer in you? 

 

Each heart is a pilgrim, each one wants to know 

the reason why the winds die and where the stories go. 

Pilgrim, in your journey you may travel far, 

for pilgrim it's a long way to find out who you are. 

 

(Enya) 

 

 

 

 



   

 

 

Aus der vorliegenden Arbeit ging folgende Veröffentlichung im Rahmen einer 
Forschungskooperation hervor: 
 

ALMEIDA JRM, D’AMICO E, PREUSS A, CARBONE F, DE VOS CHR, DEIML B, MOURGUES F, 

PERROTTA G, FISCHER TC, BOVY AG, MARTENS S und ROSATI C (2007) Characterization of 

major enzymes and genes involved in flavonoid and proanthocyanidin biosynthesis during fruit 

development in strawberry (Fragaria × ananassa). Archives of Biochemistry and Biophysics submitted. 

 

 

Ein Beitrag zum Thema der vorliegenden Arbeit wurde von mir bei fol-
gendem Fachkongress in Form eines Posters präsentiert: 
 

„Induktion von Polyphenol-Resistenzfaktoren bei Erdbeere“,  

43. Gartenbauwissenschaftliche Tagung“, Potsdam, Deutschland, 22. - 24.02.2006 

 



   I 

 

Inhaltsverzeichnis Seite 
 
Abbildungsverzeichnis V 
Tabellenverzeichnis VI 
Abkürzungen VII 
 
A Einleitung 1 
A.1 Flavonoide und Proanthocyanidine – Biosynthese und Funktionen 1 
A.1.1 Allgemeine Flavonoidbiosynthese......................................................................................1 
A.1.2 Proanthocyanidinbiosynthese – Stand des Wissens........................................................4 
A.1.2.1 Struktur der Proanthocyanidine...................................................................................4 
A.1.2.2 Bildung von (+)-Catechin- und (-)-Epicatechinmonomeren.................................5 
A.1.2.3 Bildung von B-Typ Proanthocyanidin-Oligomeren und -Polymeren..................5 
A.1.2.4 Bildung von A-Typ Proanthocyanidinen...................................................................6 

A.1.3 Funktionen von Flavonoiden und Proanthocyanidinen................................................7 
A.1.4 Subzelluläre Organisation von Flavonoiden und Proanthocyanidinen.......................8 
A.1.5 Intrazellulärer Transport von Flavan 3-olen ....................................................................9 

A.2 Resistenzmechanismen der Pflanze 10 
A.2.1 Induzierte Resistenz durch biotische und abiotische Faktoren ..................................10 
A.2.2 Phenolische Inhaltsstoffe und Pathogenabwehr ...........................................................11 

A.3 Wachstumsregulatoren und Pflanzenstärkungsmittel 13 
A.3.1 Prohexadion-Ca.................................................................................................................13 
A.3.2 Milsana ................................................................................................................................14 

A.4 Die Erdbeere (Fragaria x ananassa) 15 
A.4.1 Botanik, Herkunft und wirtschaftliche Bedeutung der Erdbeere ..............................15 
A.4.2 Erdbeerzüchtung .................................................................................................................16 

A.5 Zielsetzung der Arbeit 17 
 
B Material und Methoden 19 
B.1 Material 19 
B.1.1 Erdbeer-Pflanzenmaterial ..................................................................................................19 
B.1.1.1 Erdbeerversuch 2004...................................................................................................19 
B.1.1.2 Erdbeerversuch 2005...................................................................................................20 

B.1.2 Pflanzenstärkungsmittel und Wachstumsregulatoren...................................................21 
B.1.2.1 Prohexadion-Ca............................................................................................................21 
B.1.2.2 Milsana .........................................................................................................................21 

B.1.3 Geräte ....................................................................................................................................21 
B.1.4 Firmen ...................................................................................................................................22 
B.1.5 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien ........................................................................22 
B.1.6 Reaktionssysteme und Kits................................................................................................24 
B.1.7 Enzyme und Proteine .........................................................................................................25 
B.1.8 Puffer und sonstige Lösungen ..........................................................................................25 
B.1.9 Bakterien- und Hefemedien ..............................................................................................26 
B.1.10 Bakterien- und Hefestämme..............................................................................................27 
B.1.11 Vektoren................................................................................................................................28 
B.1.12 Substrate, Cosubstrate und Radiochemikalien...............................................................29 

B.2 Methoden 29 
B.2.1 Molekularbiologische Methoden ......................................................................................29 
B.2.1.1 Präparation von Gesamt-RNA und mRNA...........................................................29 
B.2.1.1.1 Concert Plant RNA Reagent (Invitrogen)......................................................29 



   II 

 

B.2.1.1.2 Extraktion von Gesamt-RNA nach Manning (1991).......................................29 
B.2.1.2 Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsäuren .............................................30 
B.2.1.3 Northern Blot Analyse ................................................................................................31 
B.2.1.3.1 Vorbereitung und Blotten......................................................................................31 
B.2.1.3.2 Markierung der Hybridisierungssonde ................................................................31 
B.2.1.3.3 Hybridisierung und Signalgenerierung ................................................................31 
B.2.1.3.4 Signaldetektion und Auswertung..........................................................................31 
B.2.1.4 Reverse Transkription .................................................................................................32 
B.2.1.5 Polymerase Chain Reaction – Methoden (PCR) ....................................................32 
B.2.1.5.1 Synthetische Oligonukleotide ...............................................................................32 
B.2.1.5.2 Standard PCR...........................................................................................................32 
B.2.1.5.3 Colony-PCR .............................................................................................................33 
B.2.1.5.4 RACE-PCR ..............................................................................................................33 
B.2.1.6 Präparation von Plasmid-DNA.................................................................................35 
B.2.1.7 DNA-Sequenzierung ...................................................................................................35 
B.2.1.8 Klonierungen in Vektoren..........................................................................................36 
B.2.1.9 Transformation von Mikroorganismen ...................................................................36 

B.2.2 Proteinbiochemische Methoden.......................................................................................36 
B.2.2.1 Heterologe Expression in Hefe.................................................................................36 
B.2.2.2 Enzymaufarbeitung......................................................................................................37 
B.2.2.3 Bestimmung des Gesamtproteingehalts...................................................................37 
B.2.2.4 Synthese von radioaktiv markierten Flavonoiden..................................................37 
B.2.2.5 Standardenzymtest .......................................................................................................39 
B.2.2.5.1 Photometrisch gemessene Enzymtests ...............................................................39 
B.2.2.5.2 Enzymtests mit [14C]-markierten Substraten......................................................39 
B.2.2.5.3 Enzymtests mit nicht radioaktiv markierten Substraten..................................41 
B.2.2.6 Radioaktivitätsmessung ...............................................................................................41 

B.2.3 Chemische Methoden.........................................................................................................42 
B.2.4 Histochemische Untersuchungsmethoden.....................................................................42 
B.2.5 Computergestützte Analyse von DNA- und Aminosäuresequenzen .......................43 
 

C Ergebnisse 44 
C.1 Klonierung und Charakterisierung von Flavonoidgenen aus Erdbeere  
 (Fragaria x ananassa) 44 
C.1.1 Allgemeines Vorgehen........................................................................................................44 
C.1.2 Dihydroflavonol 4-Reduktase (DFR) ..............................................................................45 
C.1.2.1 Klonierung eines putativen full-length DFR cDNA-Klons....................................45 
C.1.2.2 Sequenzanalyse des DFR Klons ‚U1-1’....................................................................45 
C.1.2.2.1 Analyse von Sequenzmotiven...............................................................................45 
C.1.2.2.2 Homologieanalyse verschiedener DFR Sequenzen der Familie Rosaceae ......45 
C.1.2.2.3 Phylogenetische Analyse verschiedener DFR Sequenzen der ...........................
 Familie Rosaceae ........................................................................................................47 
C.1.2.3 Heterologe Expression des putativen DFR cDNA-Klons ..................................47 

C.1.3 Flavonolsynthase (FLS)......................................................................................................48 
C.1.3.1 Klonierung eines putativen full-length FLS cDNA-Klons......................................48 
C.1.3.2 Sequenzanalyse des FLS Klons..................................................................................49 
C.1.3.2.1 Analyse von Sequenzmotiven...............................................................................49 
C.1.3.2.2 Homologieanalyse verschiedener FLS-Sequenzen ...........................................49 
C.1.3.2.3 Phylogenetische Analyse verschiedener FLS Sequenzen.................................52 
C.1.3.3 Heterologe Expression des putativen FLS cDNA-Klons....................................52 

C.1.4 Leukoanthocyanidin 4-Reduktase (LAR)........................................................................53 



   III 

 

C.1.4.1 Klonierung eines putativen full-length LAR cDNA-Klons ....................................53 
C.1.4.2 Sequenzanalyse des LAR Klons ................................................................................54 
C.1.4.2.1 Analyse von Sequenzmotiven...............................................................................54 
C.1.4.2.2 Homologieanalyse verschiedener LAR Sequenzen...........................................54 
C.1.4.2.3 Phylogenetische Analyse verschiedener LAR Sequenzen ...............................57 
C.1.4.3 Heterologe Expression des putativen LAR cDNA-Klons...................................57 

C.1.5 Anthocyanidinreduktase (ANR) .......................................................................................59 
C.1.5.1 Klonierung eines putativen full-length ANR cDNA-Klons ...................................59 
C.1.5.2 Sequenzanalyse des ANR Klons ...............................................................................60 
C.1.5.2.1 Analyse von Sequenzmotiven...............................................................................60 
C.1.5.2.2 Homologieanalyse verschiedener ANR Sequenzen..........................................60 
C.1.5.2.3 Phylogenetische Analyse verschiedener ANR Sequenzen ..............................62 
C.1.5.3 Heterologe Expression des putativen ANR cDNA-Klons..................................62 

C.2 Untersuchung der Flavan 3-ol Biosynthese in unbehandelten Erdbeerblüten  
 und -früchten 64 
C.2.1 Genexpressionsstudie der ANR mittels Northern Blot Analyse................................64 
C.2.2 Enzymologische Untersuchung der LAR in Blüten- und Fruchtreifestadien..........65 
C.2.3 Lokalisierung der Flavan 3-ole mit DMAZA-Färbereaktionen..................................66 

C.3 Behandlung mit Pflanzenstärkungsmitteln und Wachstumsregulatoren 67 
C.3.1 Expression des ANR-Gens ...............................................................................................67 
C.3.2 Enzymologische Untersuchung der LAR.......................................................................69 
C.3.3 Wirkungen der Prohexadion-Ca-Behandlung auf die Pflanzen- und ...........................
 Fruchtentwicklung...............................................................................................................70 
 

D Diskussion 71 
D.1 Flavonoidbiosynthese in der unbehandelten Erdbeerfrucht 71 
D.1.1 Klonierung von Flavonoidgenen der Erdbeere.............................................................71 
D.1.2 Funktion und Substratspezifität........................................................................................73 
D.1.2.1 Dihydroflavonol 4-Reduktase....................................................................................73 
D.1.2.2 Flavonolsynthase ..........................................................................................................76 
D.1.2.3 Leukoanthocyanidin 4-Reduktase .............................................................................77 
D.1.2.4 Anthocyanidinreduktase..............................................................................................77 
D.1.2.5 Weitere Flavonoidenzyme ..........................................................................................78 

D.1.3 Flavonoidbiosyntheseweg in Erdbeerfrüchten ..............................................................78 
D.1.3.1 Flavonoid- und Proanthocyanidinverbindungen in Erdbeerfrüchten ...............78 
D.1.3.2 Lokalisierung von Flavan 3-olen und Anthocyanen  in der reifenden ..................
 Erdbeerfrucht................................................................................................................80 
D.1.3.3 Klonierungen ................................................................................................................80 
D.1.3.4 Entwicklungsspezifische Regulation der Flavonoidbiosynthese in .......................
 Erdbeerfrüchten ...........................................................................................................84 

D.2 Einfluss von Wachstumsregulatoren und Pflanzenstärkungsmitteln auf die 
 Flavonoidbiosynthese von Erdbeerpflanzen und –früchten 88 
D.2.1 Einfluss auf die Genexpression der ANR ......................................................................88 
D.2.2 Einfluss auf die Enzymaktivität der LAR .......................................................................89 
D.2.3 Einfluss auf das Pflanzenwachstum und Bedeutung für den Anbau ........................90 

D.3 Ausblick 92 
D.3.1 Nutzung molekularbiologischer Ansätze für die klassische Züchtung .....................92 
D.3.2 Ansätze mit Phytohormonen und Wachstumsregulatoren .........................................93 
D.3.3 Ungeklärte Fragen der Flavonoid- bzw. der Proanthocyanidin-Biosynthese ..........94 
D.3.3.1 Flavonoid 3’-Hydroxylase (F3’H) und Flavonoid 3’5’-Hydroxylase (F3’5’H)..94 
D.3.3.2 Entstehung der Proanthocyanidine ..........................................................................94 



   IV 

 

E Zusammenfassung 97 
E Summary 99 
 
F Literatur 101 
 
G Anhang 116 
G.1 BBCH-Codierung der phänologischen Entwicklungsstadien der Erdbeere  
 nach MEIER et al. (1994) 116 
G.2 Partiell degenerierte, genspezifische und genunspezifische Primer 117 
G.3 Nukleotidsequenzen und offene Leserahmen der full-length cDNA-Klone 119 
G.3.1 Dihydroflavonol 4-Reduktase .........................................................................................119 
G.3.2 Flavonolsynthase ...............................................................................................................120 
G.3.3 Leukoanthocyanidin 4-Reduktase ..................................................................................121 
G.3.4 Anthocyanidinreduktase...................................................................................................122 

G.4 Verwendete Sequenzen 123 
G.5 Sequenzmotive 125 
G.5.1 Dihydroflavonol 4-Reduktase .........................................................................................125 
G.5.2 Flavonolsynthase ...............................................................................................................127 
G.5.3 Leukoanthocyanidin 4-Reduktase ..................................................................................131 
G.5.4 Anthocyanidinreduktase...................................................................................................135 
 

Danksagung  
Lebenslauf  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   V 

 

Abbildungsverzeichnis 
Abb. 1:  Grundstruktur von Flavonoiden 1 
Abb. 2:  Schema der einzelnen Schritte der Flavonoidbiosynthese hin zu den  
 wichtigsten Flavonoidklassen 4 
Abb. 3:  Hypothetisches Schema zur Polymerisation bei der Bildung von  
 Proanthocyanidinen  6 
Abb. 4:  Schematisches Modell eines möglichen, als Metabolon organisierten, Seitenwegs  
 des Phenylpropanoidstoffwechsels 9 
Abb. 5:  Effekt von Prohexadion-Ca auf den Flavonoidmetabolismus in  
 Apfellaub  14 
Abb. 6:  Blüten- und Fruchtreifestadien nach der BBCH-Codierung der  
 phänologischen Entwicklungsstadien 19 
Abb. 7:  PCR-Klonierungsvektor pCR2.1-TOPO und Hefeexpressionsvektor  
 pYES2.1/V5-His-TOPO 28 
Abb. 8:  Klonierungsschema des DFR cDNA-Klons 45 
Abb. 9:  Phylogenetische Analyse der Dihydroflavonol 4-Reduktase Vertreter der  
 Familie Rosaceae, basierend auf Aminosäuresequenzen 47 
Abb. 10: Aktivität des heterolog in Hefe exprimierten cDNA-Klons U1-1 48 
Abb. 11: Klonierungsschema des FLS cDNA-Klons 49 
Abb. 12: Phylogenetische Analyse verschiedener Flavonolsynthasen,  
 basierend auf Aminosäuresequenzen 52 
Abb. 13: Aktivität des heterolog in Hefe exprimierten FLS cDNA-Klons 53 
Abb. 14: Klonierungsschema des LAR cDNA-Klons 54 
Abb. 15: Phylogenetische Analyse verschiedener Leukoanthocyanidin 4-Reduktasen,  
 basierend auf Aminosäuresequenzen 57 
Abb. 16: Aktivität des heterolog in Hefe exprimierten LAR cDNA-Klons 58 
Abb. 17: Gekoppelte Enzymreaktion für die Luteoliflavansynthese über Luteoforol, zur 
 Überprüfung der Aktivität des heterolog in Hefe exprimierten LAR cDNA-Klons 58 
Abb. 18: Klonierungsschema des ANR cDNA-Klons 59 
Abb. 19: Phylogenetische Analyse verschiedener Anthocyanidinreduktasen,  
 basierend auf Aminosäuresequenzen 62 
Abb. 20: Enzymtests des heterolog in Hefe exprimierten ANR cDNA-Klons  
 und verschieden hydroxylierten Anthocyandinsubstraten 63 
Abb. 21: ANR Genexpression in verschiedenen Blüten- und Fruchtreifestadien 64 
Abb. 22: LAR-Aktivität verschiedener Blüten- und Fruchtstadien 65 
Abb. 23: DMAZA-Färbung bei Früchten der verschiedenen Entwicklungsstadien 66 
Abb. 24: ANR Genexpression in verschiedenen Blüten- und Fruchtreifestadien  
 nach einer Prohexadion-Ca-Behandlung 67 
Abb. 25: ANR Genexpression in verschiedenen Blüten- und Fruchtreifestadien  
 nach einer Prohexadion-Ca- und Milsana-Kombinationsbehandlung 68 
Abb. 26: Vergleich der relativen Genexpressionen der Erdbeer-ANR aus  
 ‚Elsanta’, nach unterschiedlichen Behandlungen mit Wachstumsregulatoren  
 bzw. Pflanzenstärkungsmitteln 68 
Abb. 27: Vergleich der LAR-Aktivität unbehandelter und Prohexadion-Ca- 
 behandelter Blüten 69 
Abb. 28: Einfluss von Prohexadion-Ca auf das Pflanzenwachstum 70 
Abb. 29: Einfluss von Prohexadion-Ca auf die Fruchtentwicklung 70 
Abb. 30: Alignment der ‘substrate specificity determing region’ von DFRs aus  
 verschiedenen Vertretern der Rosaceae 75 
Abb. 31: Flavonoidbiosyntheseschema der Erdbeerfrucht 83 
 



   VI 

 

Tabellenverzeichnis 
Tab. 1: PCR-Klonierungsvektor pCR2.1-TOPO und Hefeexpressionsvektor  
 pYES2.1/V5-His-TOPO 28 
Tab. 2: Reaktionsansatz der Standard-PCR 33 
Tab. 3: Versuchsbedingungen der Enzymtests mit [14C]-markierten Substraten 40 
Tab. 4: Zusammensetzung der unterschiedlichen Laufmittel 42 
Tab. 5: Homologiematrix in Prozent der verschiedenen DFR Klone der Familie Rosaceae 46 
Tab. 6: Homologiematrix in Prozent verschiedener FLS Sequenzen 51 
Tab. 7: Homologiematrix in Prozent verschiedener LAR Sequenzen 56 
Tab. 8: Homologiematrix in Prozent verschiedener ANR Sequenzen 61 
Tab. 9: Detektierte Flavonoid- und Proanthocyanidinstoffklassen in Fragaria x ananassa 79 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



   VII 

 

Abkürzungen 

Abb.  Abbildung 
Acc.No  Zugangsnummer (accession number) 
ANR  Anthocyanidinreduktase 
ANS  Anthocyanidinsynthase 
Ap  Apigenin 
AS  Aminosäure 
BAW  n-Butanol-Eisessig-Wasser 
BBCH  Skala zur einheitlichen Codierung der phänologischen 
  Entwicklungsstadien mono- und dikotyler Pflanzen 
bp  Basenpaare 
BSA  Rinderserumalbumin (bovine serum albumin) 
C4H  Zimtsäure 4-Hydroxylase 
Cat  Catechin 
CAW  Chloroform-Eisessig-Wasser 
cDNA  complementary desoxyribonucleic acid 
CHI  Chalkonisomerase 
CHS  Chalkonsynthase 
CoA  Coenzym A 
Cy  Cyanidin 
dATP  Deoxyadenosin 5’-triphosphat 
DC  Dünnschichtchromatographie 
dCTP  Deoxycytidin 5’-triphosphat 
DFR  Dihydroflavonol 4-Reduktase 
DHK  Dihydrokämpferol 
DHM  Dihydromyricetin 
DHQ  Dihydroquercetin 
DMAZA  p-Dimethylaminozimtaldehyd 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
dNTP  Deoxyribonukleinsäuretriphosphat 
Dp  Delphinidin 
dpm  Zerfälle pro Minute 
dT  Deoxythymidin 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
ERI  Eriodictyol 
EtOH  Ethanol 
EtOAc  Ethylacetat 
F3’H  Flavonoid 3’-Hydroxylase 
F3’5’H  Flavonoid 3’,5’-Hydroxylase 
F3GT  UDP Glukose:Flavonoid-3-O-Glukosyltransferase 
F5GT  UDP Glukose:Flavonoid 5-O-Glukosyltransferase  
FHT  Flavanon 3-Hydroxylase 
FLS  Flavonolsynthase 
FNS I, II  Flavonsynthase I, II 
GSP  genspezifischer Primer 
HPLC  High Pressure Liquid Chromatography 
Km  Kämpferol 
Lu  Luteolin 
LCy  Leukocyanidin 
LDp  Leukodelphinidin 
LPg  Leukopelargonidin 



   VIII 

 

MeOH  Methanol 
mRNA  Boten(messenger)-Ribonukleinsäure 
My  Myricetin 
NAA  Naphtylessigsäure 
NaCl  Natriumchlorid 
NADP+  Nikotinsäureamid-adenin-dinukleotidphosphat 
NADPH  reduzierte Form des NADP+ 
NAR  Naringenin 
ORF  Open Reading Frame = offener Leserahmen 
PA  Proanthocyanidine 
PAL  Phenylalanin-Ammonium-Lyase 
PCR  Polymerase Chain Reaction 
PEG  Polyethylenglykol 
Pg  Pelargonidin 
PHF  Pentahydroxyflavanon 
ppm  Parts per Million 
ProCa  Prohexadion-Calcium 
PVP  Polyvinylpyrrolidon 
Qu  Quercetin 
RACE  Rapid Amplification of cDNA Ends 
RNA  Ribonukleinsäure 
rpm  Umdrehungen pro Minute (revolution per minute) 
rRNA  ribosomale Ribonukleinsäure 
Tab.  Tabelle 
Tris  Tris(Hydroxymethyl)aminomethan 
U Unit  Enzymaktivität (µmol Substratumsatz/min) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



    A Einleitung 1 

 

A Einleitung 

A.1 Flavonoide und Proanthocyanidine – Biosynthese und Funktionen 

Flavonoide sind eine wichtige Gruppe der sekundären Pflanzeninhaltsstoffe. Sie erfüllen eine 

Vielzahl von biologischen Funktionen in der Pflanzen- und Tierwelt und spielen eine bedeutende 

Rolle in der menschlichen Ernährung und Gesundheit (WINKEL-SHIRLEY, 2001; HARBORNE und 

WILLIAMS, 2001; FORKMANN und HELLER, 1999; TREUTTER, 2005; CROZIER, 2006). HARBORNE 

und BAXTER (1999) charakterisieren in ihrem „Handbook of Natural Flavonoids“ über 6000 

Flavonoidstrukturen. Die allgemeine Flavonoidbiosynthese ist chemisch, biochemisch und mole-

kularbiologisch weitgehend charakterisiert. Gentechnische Ansätze wurden vorgenommen, um 

fundierte Kenntnisse über die Synthese von Flavonoiden und deren Regulierung zu gewinnen 

(DAVIES und SCHWINN, 2003; KOES et al., 2005). 

 

A.1.1 Allgemeine Flavonoidbiosynthese 

Die wesentlichen Schritte der allgemeinen Flavonoidbiosynthese sind heute genetisch und bioche-

misch charakterisiert (Abb. 2; FORKMANN 1994; FORKMANN und HELLER, 1999). Inzwischen sind 

die meisten wichtigen Strukturgene und einige Regulatorgene kloniert und heterolog exprimiert 

worden (WINKEL-SHIRLEY, 2001). Flavonoide besitzen eine C6-C3-C6 Grundstruktur, die aus zwei 

aromatischen Ringen (A und B) und einem heterozyklischen Pyranring (C ) bestehen (Abb. 1). 
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45
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Abb. 1: Grundstruktur von Flavonoiden 
 

Die Vorstufen für die Synthese aller Flavonoide sind Malonyl-CoA und 4-Cumaroyl-CoA. Letz-

teres leitet sich von Phenylalanin her und entsteht durch die Wirkung der Phenylalanin-

Ammonium-Lyase (PAL), der Zimtsäure 4-Hydroxylase (C4H) und der 4-Cumarsäure:CoA Ligase. 

Chalkonsynthase (CHS) katalysiert die schrittweise Kondensation von drei Acetateinheiten von 

Malonyl-CoA mit 4-Cumaroyl-CoA zur Bildung von Tetrahydroxychalkon. Die CHS wurde erst-

mals aus Petersilie von KREUZALER et al. (1983) isoliert. Differential screening wurde verwendet, um 

einen cDNA Klon zu identifizieren. Chalkonisomerase (CHI) katalysiert die stereospezifische 
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Umsetzung der gelben Chalkone zu den entsprechenden farblosen Flavanonen mit 2S-

Konfiguration. Die erste CHI wurde aus Phaseolus vulgaris isoliert (MEHDY UND LAMB, 1987). Die 

Einführung einer Doppelbindung zwischen C-2 und C-3 bei Flavanonen führt zur Bildung von 

Flavonen. Zwei unterschiedliche Enzyme können diese Reaktion katalysieren: Flavonsynthase I 

(FNS I), eine 2-oxoglutaratabhängige Dioxygenase und Flavonsynthase II (FNS II), ein NADPH-

abhängiges Cytochrom P450 Enzym. Durch Einsatz der Differential Display PCR konnte die erste 

FNS II aus Gerbera hybrida kloniert werden (MARTENS UND FORKMANN, 1999). Eine FNS I wurde 

aus Petroselinum crispum kloniert und in Hefe exprimiert (MARTENS et al., 2001). Die Hydroxylierung 

von Flavanonen in Position drei führt zu Dihydroflavonolen. Durchgeführt wird diese Hydroxy-

lierung von der Flavanon 3β-Hydroxylase (FHT), einer 2-oxoglutaratabhängigen Dioxygenase. Die 

Methoden Differential Screening und Genetic mapping wurden verwendet, um einen cDNA Klon von 

Anthirrinum majus zu isolieren, der mit dem incolorata Locus korrespondiert (MARTIN et al., 1991). 

Dihydroflavonole sind Substrate für die Flavonol- und Flavan-3,4-diol Synthese. Letztere sind die 

direkten Zwischenprodukte in der Catechin-, Proanthocyanidin- und Anthocyanidinsynthese. 

Flavonolsynthase (FLS), eine weitere 2-oxoglutaratabhängige Dioxygenase, bildet aus Dihydro-

flavonolen Flavonole, indem sie eine Doppelbindung zwischen C-2 und C-3 einführt. Die FLS 

wurde zuerst aus Petunia isoliert. Dabei wurde die Dioxygenase-Homologie genutzt (HOLTON et al., 

1993b). Die Reduktion der Carbonylgruppe von Dihydroflavonolen in Position vier führt zu 

Flavan-3,4-diolen, auch Leukoanthocyanidine genannt. Die Reaktion wird von der Dihydroflavonol 

4-Reduktase (DFR) katalysiert. Sie benötigt NADPH als Kofaktor und gehört zur 3ß-Hydroxy-

steroid Dihydrogenase / DFR Superfamilie. Das Gen wurde zuerst aus Zea mays und Anthirrinum 

majus durch Transposon Tagging isoliert (MARTIN et al., 1985; O’REILLY et al., 1985). Ein Anthirrinum 

majus DFR Klon wurde genutzt, um ein homologes Gen aus Petunia zu isolieren (BELD et al., 1989). 

Die DFR kann auch eine zusätzliche Flavanon 4-Reduktase Aktivität (FNR) besitzen. Die FNR 

katalysiert die Reduktion von Naringenin zu Apiforol und von Eriodictyol zu Luteoforol (FORK-

MANN und HELLER, 1999). Sie benötigt ebenfalls NADPH als Kofaktor. Ebenso die Leukoantho-

cyanidin 4-Reduktase (LAR), die die Reduktion von Leukoanthocyanidinen in Position 4 zu 

Catechinen katalysiert. Dazu wird NADPH als Kofaktor benötigt. Das LAR-Gen wurde erstmals 

aus Desmodium uncinatum kloniert und der Isoflavonreduktase ähnlichen Gruppe der Reduktase-

Epimerase-Dehydrogenase (RED) Superfamilie zugeordnet (TANNER et al., 2003). Leukoantho-

cyanidine werden auch von der 2-oxoglutaratabhängigen Dioxygenase Anthocyanidinsynthase 

(ANS) benutzt, um Anthocyanidine zu bilden. In Zea mays wurde das A2 Gen und in Anthirrinum 

majus das Candica Gen kloniert. Beide können Leukocyanidin in Anthocyanidin umsetzen 

(MENSSEN et al., 1990; MARTIN et al., 1991). Anthocyanidine dienen als Substrate für die Antho-
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cyanidinreduktase (ANR), die die Bildung von 2,3-cis-Flavan 3-olen unter Verbrauch von NADPH 

katalysiert (XIE et al., 2003). Die ANR wird ebenfalls der Isoflavonreduktase ähnlichen Gruppe der 

Reduktase-Epimerase-Dehydrogenase (RED) Superfamilie zugeordnet. Ein Glykosylierungsschritt 

setzt Anthocyanidine zu Anthocyanidin 3-Glykosiden um. Dieser wird von der UDP Glyko-

sid:Flavonoid 3-O-Glukosyltransferase durchgeführt (F3GT). Dieses Gen wurde erstmals durch 

Transposon Tagging in Mais isoliert (FEDOROFF et al., 1984). Anthocyane können ebenso eine 

Glukosegruppe an der Position fünf besitzen, die von der UDP Glukose:Flavonoid 5-O-Glukosyl-

transferase eingeführt wird (F5GT). Spezifische Flavonoid B-Ring Hydroxylasen (F3’H und 

F3’5’H) katalysieren das Einfügen von Hydroxylgruppen in den Positionen 3’ und 5’. Diese beiden 

Enzyme gehören zur gleichen Cytochrom P450 Familie (HOLTON et al., 1993a). Beide sind Schlüs-

selenzyme in der Bestimmung der Blütenfarbe, da sie die Hydroxylierungsmuster des B-Rings 

kontrollieren und damit Einfluss auf die Absorptionsspektren ausüben (HOLTON UND TANAKA, 

1994). In Blütenextrakten definierter Genotypen von Petunia wurde eine Enzymaktivität bestimmt, 

die für die Hydroxylierung von Naringenin und Dihydrokämpferol in der 3’ Position verantwort-

lich waren (STOTZ et al., 1985). Ein Cytochrom P450 cDNA Klon mit F3’H Aktivität wurde erst-

mals aus Petunia isoliert. Konservierte Sequenzbereiche verschiedener Cytochrom P450 Mitglieder 

wurden genutzt, um degenerierte Oligonukleotidprimer abzuleiten. Damit wurden Cytochrom 

P450 Sequenzen aus Petunia mittels PCR Amplifikation isoliert. Klone von zwei unterschiedlichen 

P450 Genen mit F3’5’H Aktivität wurden kloniert und in Hefe exprimiert (HOLTON et al., 1993a). 

Durch eine Vielzahl weiterer glykosylierender, methylierender, acylierender und anderer Enzyme 

entsteht aus den Grundstrukturen eine Vielfalt an Flavonoiden. 
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Abb. 2: Schema der einzelnen Schritte der Flavonoidbiosynthese hin zu den wichtigsten Flavonoidklassen 
CHS – Chalkonsynthase, CHI – Chalkonisomerase, FHT – Flavanon 3-Hydroxylase, DFR – Dihydroflavonol 4-
Reduktase, ANS – Anthocyanidinsynthase, FGT – Flavonoid 3-O-Glykosyltransferase, FNS – Flavonsynthase, 
FNR – Flavanon 4-Reduktase, FLS – Flavonolsynthase, LAR – Leukoanthocyanidin 4-Reduktase, ANR – Antho-
cyanidinreduktase 
 

A.1.2 Proanthocyanidinbiosynthese – Stand des Wissens 

A.1.2.1 Struktur der Proanthocyanidine 

Die Grundgerüste der Proanthocyanidine bilden die Flavan 3-ole (+)-Catechin (2,3-trans-Stereo-

chemie) und (-)-Epicatechin (2,3-cis-Stereochemie). Die Proanthocyanidinstrukturen variieren je 

nach Stereochemie und Hydroxylierung der Flavan-3-ol-Starter- und Extensionseinheiten. Weiteren 

Einfluss hat der Grad der Polymerisierung und das Vorhandensein von Modifizierungen wie Ver-

esterungen der 3-Hydroxyl-Gruppe. Homo-oligomere Proanthocyanidine mit 2 (3’4’) B-Ring-

Hydroxylgruppen werden Procyanidine genannt. Generell ist die Verbindung der Monomerein-

heiten der Proanthocyanidine zwischen der 4-Position der upper unit und der 8-Position der lower 

unit. Es können aber auch alternative Bindungen zwischen C-4 der upper unit und C-6 der lower unit 

entstehen. Häufig ist die 3-Hydroxylgruppe der Flavan-3-ol-Einheiten mit Gallussäure verestert. 

(DIXON, 2005) 
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A.1.2.2 Bildung von (+)-Catechin- und (-)-Epicatechinmonomeren 

Die in vitro Biosynthese von 2,3-trans-(+)-Catechin wurde von STAFFORD und LESTER (1984) bei 

Zell- und Gewebekulturen von Ginkgo biloba und Pseudotsuga menziesii nachgewiesen. Die Dihydro-

flavonole im Anthocyaninbiosyntheseweg besitzen bereits die 2,3-trans-Stereochemie, die durch die 

Chalkonisomerase- und Flavanon 3-Hydroxylase-Reaktion eingeführt wird. Es wurde angenom-

men, dass Catechin aus Dihydroquercetin über eine Dihydroflavonol 4-Reduktase-Reaktion (DFR) 

und anschließende Leukoanthocyanidin 4-Reduktase-Reaktion (LAR) gebildet wird (TANNER et al., 

2003). Das BANYULS Gen aus Arabidopsis thaliana codiert ein Enzym, die Anthocyanidinreduktase 

(ANR), das Cyanidin zu 2,3-cis-(-)-Epicatechin umsetzt (XIE et al., 2003). Es wird ebenfalls der 

Isoflavonreduktase ähnlichen Gruppe der Reduktase-Epimerase-Dehydrogenase (RED) Super-

familie zugeordnet. 

 

A.1.2.3 Bildung von B-Typ Proanthocyanidin-Oligomeren und -Polymeren 

Es ist noch immer ungeklärt, ob der Kondensationsmechanismus zur Proanthocyanidinbildung 

enzymatisch oder nichtenzymatisch abläuft. Abbildung 3 zeigt verschiedene spekulative Bildungs-

mechanismen von Proanthocyanidinen. Chinonmethide oder Carbokationen, die sich aus Leuko-

anthocyanidinderivaten bilden, werden als Vorstufen der Extensionseinheiten der Proantho-

cyanidine angenommen. Anthocyanidine werden auch als potenzielle Substrate für die Proantho-

cyanidinpolymerisation betrachtet. Unter sauren Bedingungen sind Anthocyanidine hauptsächlich 

als Flavyliumionen vorhanden. Diese werden durch die Polyphenoloxidase (PPO) zu Chinon-

methiden und dann zu Carbokationen umgewandelt. Das nukleophile Epicatechin oder Catechin 

kann theoretisch das Carbokationderivat angreifen, um Proanthocyanidine zu bilden. (+)-Catechin 

wird als die Hauptstartereinheit der Proanthocyanidine betrachtet. 2,3-cis-(-)-Epicatechin ist die 

vorherrschende Extensionseinheit von oligomeren Proanthocyanidinen aber auch eine gängige 

Startereinheit. Spezies, die hohe Konzentrationen an Proanthocyanidinen aufweisen, haben alle 

auch eine starke ANR-Aktivität, was ein indirekter Beweis sein könnte, dass die ANR die not-

wendigen Monomere für die Proanthocyanidinproduktion liefern könnte (DIXON, 2005). Es wird 

angenommen, dass Flav-3-en-3-ole Zwischenprodukte der enzymatischen ANR Reaktion von 

Anthocyanidinen zu Flavan 3-olen sein könnten. Alternativ könnte das Flav-3-en-3-ol, das bei der 

Kondensation beteiligt ist, das Zwischenprodukt der ANR-Reaktion sein, das Anthocyanidin zu 

Flavan-3-ol konvertiert (XIE et al., 2004).  
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Abb. 3: Hypothetisches Schema zur Polymerisation bei der Bildung von Proanthocyanidinen (nach DIXON 
et al., 2005) 
 

 

A.1.2.4 Bildung von A-Typ Proanthocyanidinen 

Charakteristisch für die A-Typ Proanthocyanidine ist die Verknüpfung der upper unit bei C-2 mit 

dem Sauerstoff bei C-7 der starter unit und zusätzlich eine Verknüpfung zwischen C-4 der upper unit 

und der Position 6 oder 8 der lower unit. Vermutlich läuft die Verknüpfung zu C-4 der upper unit bei 

der Bildung der B-Typ Proanthocyanidine zuerst ab. A-Typ Proanthocyanidine können dann aus 

B-Typ Bestandteilen in vitro umgeformt werden (DIXON et al., 2005). 
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A.1.3 Funktionen von Flavonoiden und Proanthocyanidinen 

Flavonoide besitzen eine Vielfalt von Funktionen in der Natur. Die wichtigste Aufgabe über-

nehmen Flavonoide in ihrer Rolle als Pigmente. Sie sind für die Farbausprägung in Pflanzen-

organen, vor allem in Blüten und Früchten verantwortlich. Mit ihren verschiedenen Stoffklassen 

ermöglichen sie die Bildung einer Farbpalette von gelb, rot, violett bis blau. Die Ausprägung der 

Farbe ist aber auch von anderen Faktoren abhängig, wie Art, Modifikation, Konzentration und 

Mischung der unterschiedlichen Verbindungen. Ebenso entscheidend ist der pH-Wert in der 

Vakuole, die Copigmentierung mit Zimtsäuren, Flavonoiden, Metallen und Anthocyanen. Auch das 

Vorkommen von Stoffen anderer Pigmentklassen, wie zum Beispiel den Carotinoiden oder Chloro-

phyll, ist ausschlaggebend für die Farbausprägung (HARBORNE, 1995; DAVIES und SCHWINN, 1997; 

BROUILLARD und DANGLES, 1994). Die Blütenpigmente sind für das Anlocken von Bestäubern 

und die Verbreitung von Samen bei Blütenpflanzen von großer Bedeutung. Die Abwehr von 

abiotischen und biotischen Stressfaktoren ist eine weitere wichtige Aufgabe der Flavonoide 

(WINKEL, 1996). Die schützende Wirkung gegenüber erhöhter UV-B Strahlung (MERZLYAK et al., 

2002), bei mikrobiellen Attacken auf die Pflanze (MAYR et al., 1997) oder bei Angriffen durch 

Fraßfeinde konnte nachgewiesen werden. Flavonoide besitzen die Fähigkeit, Oxidationsprozesse 

aufzuhalten, indem sie das Pflanzengewebe effektiv vor Schädigungen durch reaktive Sauerstoff-

spezies schützen (HARBORNE und WILLIAMS, 2000). Ferner üben sie im menschlichen Körper 

verschiedene Schutzfunktionen aus. Als Antioxidantien besitzen sie entzündungshemmende, anti-

allergene, antivirale und krebsvorbeugende Eigenschaften (NIJVELDT et al., 2001). Viele von ihnen 

besitzen vaskuläre, östrogene oder zytotoxische tumorhemmende Aktivitäten (HARBORNE und 

WILLIAMS, 2000). 

Proanthocyanidine und monomere Flavan 3-ole sind in Früchten, Rinden, Blättern und Samen 

verschiedener Pflanzen zu finden. Ihre Hauptaufgabe ist die Abwehr von mikrobiellen Pathogenen, 

Insekten und anderen Fraßfeinden (HARBORNE und GRAYER, 1993). Sie wirken antimikrobiell, 

indem sie extrazelluläre mikrobielle Enzyme hemmen, benötigte Substrate für das mikrobielle 

Wachstum entziehen oder direkt, durch Hemmung der oxidativen Phosphorylierung, in den 

mikrobiellen Stoffwechsel eingreifen (SCALBERT, 1991). Proanthocyanidine können Metalle durch 

Komplexbildung binden. Die verringerte Bioverfügbarkeit von Spurenelementen, insbesondere 

Zink und Eisen, scheint eine antibakterielle Abwehrstrategie der Pflanze darzustellen (DIXON et al., 

2005). Ferner verleihen Proanthocyanidine u.a. dem Fruchtfleisch, Fruchtsäften, Tee und Wein 

Aroma und adstringierenden Geschmack (TAKOS et al., 2006). Sie können Wiederkäuer vor Blä-

hungen beim Verzehr von Futterpflanzen schützen, indem sie an Futtereiweiße binden und diese 

ausfällen (TANNER et al., 1995). Als Antioxidantien dienen sie der menschlichen Gesundheit, indem 
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sie vor Schädigungen durch freie Radikale und dadurch letztlich vor arteriosklerotischen Herz-

Kreislauferkrankungen bewahren. Klinische Studien belegen die Schutzwirkung von Catechin, 

Epicatechin und Gallocatechin gegen Magenkrebs (XIE et al., 2004). Die antikanzerogene Wirkung 

wurde auch in verschiedenen weiteren Studien geprüft (DIXON et al., 2005). Proanthocyanidine 

weisen entzündungshemmende, schmerzlindernde und krampflösende Wirkung auf den mensch-

lichen Organismus auf (DIXON et al., 2005). Weiterhin dienen die Proanthocyanidine aus Trauben 

als Sonnenschutzagenzien (BAGCHI et al., 2000). Der Wissensstand über die Bioverfügbarkeit und 

das Verstoffwechseln von Proanthocyanidinen im menschlichen Körper ist allerdings noch nicht 

hinreichend. Hier liegt ein wichtiger Ansatzpunkt zukünftiger Studien.  

 

A.1.4 Subzelluläre Organisation von Flavonoiden und Proanthocyanidinen 

Die Enzyme des Phenylpropanoid- und des Flavonoidbiosynthesewegs scheinen als Multienzym-

komplex (Metabolon) angeordnet zu sein, der den Stofffluss in spezifische Nebenwege kanalisiert 

(Abb. 4). So sind CHS, CHI, FHT und DFR in Arabidopsis an das Endoplasmatische Retikulum 

verankert. Membrangebundene P450 Proteine wie F3’H, C4H und IFS fixieren dabei vermutlich 

Multienzymkomplexe an das Endoplasmatische Retikulum (WINKEL-SHIRLEY, 2004). Für die Pro-

anthocyanidinbiosynthese könnte auch ein anderes Modell denkbar sein, bei dem alle Enzyme, bis 

hin zur Bildung der Flavan 3-ole, auf der zytoplasmatischen Seite des Endoplasmatischen Retiku-

lums oder der Vakuolmembran angesiedelt sind. Es wurde noch nicht bestätigt, ob sich die LAR 

oder die ANR auch auf diesen Membranen befinden. Allerdings konnte bewiesen werden, dass die 

Polymerisation von Proanthocyanidinen intakte Membranen voraussetzt (LEPINIEC et al., 2006 und 

enthaltene Referenzen). Obwohl Flavonoide an verschiedenen Stellen inner- und außerhalb der 

Zelle gefunden wurden, wurde lange Zeit angenommen, dass die Flavonoidbiosynthese ausschließ-

lich im Zytoplasma stattfindet. Neuere Studien belegen das Vorhandensein von Flavonoiden im 

Nukleus. In Arabidopsis konnten zwei Flavonoidenzyme im Nukleus lokalisiert werden. Das ist 

eventuell ein weiterer Hinweis, dass eine unterschiedliche Kanalisierung des Biosyntheseapparates 

stattfindet und die Bildung und die Deponierung von Sekundärprodukten innerhalb der Zelle 

reguliert (SASLOWSKY et al., 2005). 
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Abb. 4: Schematisches Modell eines möglichen, als Metabolon organisierten, Seitenwegs des  
Phenylpropanoidstoffwechsels  
Aus Winkel-Shirley (2004): Enzyme aus verschiedenen Seitenzweigen sind in gleichen Grautönen dargestellt; 
Enzyme die nur in diesem Seitenweg vorkommen weiß. Die Enzyme, die als multiple Isoformen vorkommen, sind 
mit einem Sternchen versehen. Die P450 Hydroxylasen C4H und F3’H sind integrierte Membranproteine. 
 

 

A.1.5 Intrazellulärer Transport von Flavan 3-olen 

Flavonoide können in unterschiedlichen Zellbereichen gebildet und gelagert werden. In der 

Vakuole werden Anthocyane, glykosylierte Flavonole und Proanthocyanidine gelagert. In der Zell-

wand polymere Phlobaphene und methylierte Flavonole (LEPINIEC et al., 2006). In Arabidopsis 

vermutet man drei Gene, die am Transport von Flavan 3-olen in die Vakuole beteiligt sind. Das 

TT12 Gen codiert einen Transporter, der eine hohe Homologie mit putativen „Multidrug and 

Toxic Compound Extrusion (MATE) Sekundärstoffwechseltransportern“ aufweist. AHA10 

codiert eine H+-ATPase, die ebenfalls an dem Proanthocyanidinstoffwechsel beteiligt ist. TT19 

codiert ein Glutathion S-Transferase (GST) ähnliches Protein. Die GST könnte am zytoplasma-

tischen Transport der Proanthocyanidine beteiligt sein, bevor diese dann durch ein Tonoplast-

Protein in die Vakuole eingeschleust werden. GST Aktivität ist immer mit dem Transport durch 

MRPs (Transporter auf dem Tonoplasten) gekoppelt, was vermuten lässt, dass beide Transport-

mechanismen in Arabidopsis stattfinden. In Tomaten wurden ein ähnlicher MATE Transporter und 

GST Gene identifiziert. In Mais liegt ein System mit MRP und GST Genen vor (LEPINIEC et al., 

2006; DIXON et al., 2005). 
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A.2 Resistenzmechanismen der Pflanze  

A.2.1 Induzierte Resistenz durch biotische und abiotische Faktoren 

Die Resistenz von Pflanzen bezeichnet die Widerstandsfähigkeit gegenüber Krankheiten und 

Schädlingen. Resistenzreaktionen von Pflanzen gegenüber Schadorganismen werden in verschie-

dene Typen eingeteilt. Bei Nichtwirtsresistenz sind alle Sorten und Genotypen einer Pflanzenart 

resistent gegenüber allen Rassen eines Pathogens. Dennoch kann es Pathogenen gelingen, die 

Nichtwirtsresistenz zu durchbrechen. Dabei wird zwischen einer kompatiblen und einer inkompa-

tiblen Interaktion unterschieden. Bei der kompatiblen Interaktion werden anfällige Pflanzen von 

virulenten Pathogenen infiziert. Die Pflanze stellt einen Wirt für das Pathogen dar. Bei der in-

kompatiblen Interaktion können Kultivare einer Pflanzenspezies gegenüber bestimmten Rassen 

eines Pathogens resistent sein. Man spricht in diesem Fall von einer Wirtsresistenz. Dabei kann 

zwischen einer rassenspezifischen und einer rassenunspezifischen Resistenz unterschieden werden. 

Einzelne Wirtsgenotypen können gegenüber bestimmten Stämmen oder Rassen des Pathogens 

resistent sein. Rassenspezifische Resistenzen beruhen meist auf nur einem oder sehr wenigen 

Genen. Bei der rassenunspezifischen Resistenz wird zwar Befall zugelassen, aber das Infektions-

geschehen stark verlangsamt. Solche Resistenzreaktionen beruhen auf einer Vielzahl polygen ge-

steuerter Resistenzmechanismen, die weitgehend unabhängig von den Pathogenrassen ausgelöst 

werden (PRELL, 1996). Bei allen Resistenzmechanismen werden Abwehrreaktionen im Pflanzen-

gewebe aktiviert. Dazu zählen die Hypersensitive Reaktion, die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies, 

Verstärkung der Zellwand, Bildung von Benzoe- und Salicylsäure, Akkumulation von Pathogen-

abhängigen PR-Proteinen, Lipoxygenasen und Phytoalexinen, sowie die Genaktivierung von 

Enzymen des Phenylpropanoidstoffwechsels (HAMMOND-KOSACK UND JONES, 1996). Die Resis-

tenzinduktion ist folglich ein Mechanismus bei dem endogene, genetisch festgelegte Abwehr-

mechanismen durch exogene Faktoren aktiviert werden. Die Pflanze startet ihre Pathogenabwehr 

noch vor der erfolgreichen Infektion. Exogene Stimulantien können sowohl abiotische, als auch 

biotische Stressoren sein, wie zum Beispiel UV-Licht, Ozon, Schwermetalle, Extremtemperaturen, 

Schadstoffe, mechanische Beschädigungen der Pflanzenorgane oder nichtpathogene Mikroorganis-

men (TREUTTER, 2000). Die Abwehrreaktion der Pflanze und somit induzierte Resistenz, wird in 

zwei Kategorien unterteilt (HAMMERSCHMIDT, 1999; PIETERSE UND VAN LOON, 1999). Die syste-

misch erworbene Resistenz (Systemic Acquired Resistance, SAR) kann durch Chemikalien oder 

nekrotisierende Mikroorganismen ausgelöst werden. Die induzierte systemische Resistenz (ISR) 

wird durch die Kolonialisierung der Rhizosphäre mit sogenannten wachstumsfördernden Rhizo-

bakterien oder arbuskulärer Mykorrhiza ausgelöst. Da die induzierte Resistenzreaktion die gesamte 

Pflanze schützt und somit systemisch wirkt, muss eine Signalübertragung stattfinden (NAKASHITA 
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et al., 2002; VERBENE, 2003). In den Modellorganismen Arabidopsis, Tabak oder Tomate finden bei 

einer SAR-Reaktion die Signalübertragung unter Beteiligung von Salicylsäure statt. Bei einer ISR-

Reaktion dagegen vermutlich über Jasmonsäure oder Ethylen (CONRATH et al., 2002). Die in den 

letzten Jahren gewonnenen Informationen über Resistenzmechanismen der Pflanzen können in 

einem modernen, zukunftsorientierten Pflanzenschutzkonzept intensiv genutzt werden. Ziel ist die 

Stärkung der Widerstandskräfte der Kulturpflanze und ein ausgewogenes Zusammenspiel zwischen 

kurativem und präventivem Pflanzenschutz. Die induzierte Resistenz ist Teil eines Pflanzenschutz-

konzeptes, das die pflanzeneigenen Abwehrmechanismen anfälliger Pflanzen gegenüber bakte-

riellen, pilzlichen und viralen Pathogenen unspezifisch steuert (LUCAS, 1999). Parallel zu den 

Forschungsarbeiten wurden von der Industrie verschiedene Pflanzenstärkungsmittel auf den Markt 

gebracht. Dazu zählen Bion der Firma Syngenta, sowie eine Reihe weiterer Produkte, deren 

Wirkung auf Inhaltsstoffe von Pflanzenextrakten (Milsana), Pilzen oder Bakterien beruht. 

 

A.2.2 Phenolische Inhaltsstoffe und Pathogenabwehr  

Flavonoide, die an der Pathogenabwehr beteiligt sind, können in zwei Gruppen unterteilt werden: 

bereits in der Pflanze präformierte Verbindungen und induzierte Abwehrstoffe. Induzierte Sub-

stanzen sind die direkte Antwort der Pflanze auf Beschädigungen, Infektionen und Stress. Manche 

werden auch konstitutiv gebildet, aber verstärkt nach Stressreaktionen. Präformierte Flavonoide 

werden während der normalen Pflanzenentwicklung gebildet. Sie sind oft in strategisch wichtigen 

Geweben gelagert, wo sie als Signal- oder Abwehrstoff eingesetzt werden können (TREUTTER, 

2005). TERRY et al. (2004) listen eine Reihe von konstitutiven oder induzierbaren Stoffen mit fungi-

zider Wirkung in verschiedenen Erdbeergeweben auf. Darunter Proanthocyanidine und Catechine 

als konstitutive Stoffe in Früchten verschiedener Reifestadien, die der Botrytisabwehr dienen sollen. 

Catechin soll bei Erdbeerblättern den Alternaria alternata-Befall hemmen. Die Flavan 3-ole Catechin 

und Epicatechin können schon vor einer Infektion in hohen Konzentrationen in verschiedenen 

Pflanzengeweben vorkommen. Sie sind in der Lage eine Vielzahl von Enzymen zu binden und 

somit zu inaktivieren. Die Inhibition von Lipoxygenasen ist besonders interessant. In befallenen 

Geweben konnte die Lipidperoxidation begrenzt, und dadurch die Bildung freier Sauerstoffspezies 

reduziert werden. Proanthocyanidine reagieren ebenso mit Proteinen. Aufgrund ihrer Bindung und 

der dadurch entstandenen irreversiblen Inaktivierung von Pflanzenviren, können sie diese mecha-

nisch an der Virusweiterleitung in proanthocyanidinhaltigen Geweben hindern. Dabei scheint der 

Polymerisationsgrad für die Fähigkeit zur Enzymhemmung entscheidend zu sein. Monomere 

zeigen nur schwache Effekte, während Tri- bis Pentamere den stärksten hemmenden Effekt auf 
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Pflanzenviren besitzen. Weiterhin können Proanthocyanidine Enzyme wie Cellulasen, Pektin-

methylesterasen, Polygalakturonasen und Cellulasen von pflanzenpathogenen Pilzen hemmen. 

Neben dem enzymhemmenden Effekt scheinen sie auch direkten Einfluss auf Pathogene auszu-

üben. Botrytis cinerea dringt in die Erdbeerblüte ein und bildet sein Mycelium im Blütenboden aus, 

wo es bis zur Fruchtreife quieszent bleibt. Die latente Hemmung des Pilzwachstums korreliert mit 

dem Proanthocyanidingehalt. Extrazelluläre Hydrolasen sind für die Pathogenese von Botrytis cinerea 

notwendig. Ihre Bindung an Proanthocyanidine und somit ihre Inaktivierung würde die Quieszenz 

erklären (SCHLÖSSER, 1993). JERSCH et al. (1989) zeigten, dass Proanthocyanidine in vitro die von 

Botrytis cinerea gebildeten Polygalakturonasen hemmen. Er konnte eine negative Korrelation zwi-

schen dem Proanthocyanidingehalt und dem Mycelwachstum von Botrytis cinerea in ‚Senga Sengana’ 

Früchten in weißen Fruchtstadien feststellen. In reifen Früchten sind noch immer 

Proanthocyanidine enthalten, jedoch verlieren sie ihren inhibitorischen Effekt – vermutlich auf-

grund höherer Polymerisation. Die pilzlichen Hydrolasen werden nicht länger inaktiviert und 

können sich nun ungehemmt im Pflanzengewebe ausbreiten. 

Auch HÉBERT et al. (2002) zeigten, dass Erdbeersorten mit höheren Konzentrationen freier oder 

gebundener Catechine, Epicatechine und Gallussäuren resistenter gegen Botrytis waren. TREUTTER 

et al. (1991) wiesen bei der Erdbeersorte ‚Hummi grandiosa’, die mit der Weißfleckenkrankheit 

(Mycosphaerella fragariae) infiziert war, knapp dreimal mehr Gesamt-Flavan 3-ol nach als die gesunde 

Kontrolle. Dabei ließ sich im kranken Gewebe und im Abgrenzungsgewebe eine höhere Anzahl an 

Flavanolen detektieren. Weiterhin hemmen Flavanole den Schorferreger Venturia inaequalis. MAYR 

et al. (1997) hemmten mit der Verbindung AOPP (L-2-aminooxy-3-phenylpropionic acid) die PAL 

Aktivität in Pflanzen der schorfresistenten Apfelsorte ‚Sir Prize’, die daraufhin nach erfolgter In-

okulation starke Schorfläsionen zeigte. Die Aufgabe von monomeren Flavonoiden, insbesondere 

Dihydroquercetin, bei der Abwehr von Fusarium in Gerste liegt in verschiedenen Mechanismen wie 

Crosslinking mikrobieller Enzyme, Hemmung von mikrobiellen Cellulasen, Xylanasen und Pekti-

nasen und Chelatbildung von Metallen, die für die Enzymaktivität notwendig wären. Die Bildung 

harter, kristalliner Strukturen, die eine physikalische Barriere für Pathogene darstellen, zählt dabei 

als weitere Abwehrreaktion (SKADHAUGE et al., 1997). BECKMANN (2000) beschrieb die Rolle von 

Flavonoiden verschiedener Pflanzen bei der Bildung von Periderm im Zusammenhang mit der 

Resistenz gegen die Welkekrankheit. Flavonoide sind neben anderen Abwehrstoffen in speziali-

sierten Zellen gelagert, aus denen sie ins befallene Gewebe, wie das Xylem, transportiert werden 

können. Dieses Entsenden ist wahrscheinlich auch an der Hypersensitiven Abwehrreaktion be-

teiligt und am programmierten Zelltod.  
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A.3 Wachstumsregulatoren und Pflanzenstärkungsmittel 

A.3.1 Prohexadion-Ca 

Der in Deutschland unter der Handelsbezeichnung Regalis vertriebene Wirkstoff Prohexadion-

Calcium ist im Kernobstanbau und Zierpflanzenbau zugelassen (BBA). Die chemische Bezeich-

nung dieses Wirkstoffes ist Calcium-3,5-dioxo-4-propionyl-cyclohexan-carboxylat (RADEMACHER, 

2005). Er wird den Acylcyclohexandionen zugeteilt. Prohexadion-Ca ist ein Strukturanalogon der  

2-Oxoglutarsäure und der Ascorbinsäure. Es bewirkt eine Enzyminhibition von löslichen 2-

Oxoglutarat-abhängigen Dioxygenasen im Biosyntheseweg der Gibberelline. Es wird damit in die 

Biosyntheseschritte von GA20 zu GA1 (3ß-Hydroxylase) und von GA1 zu GA8 (2ß-Hydroxylase) 

eingegriffen (GRIGGS et al., 1991; RADEMACHER, 2000). Somit wird die Bildung des aktiven GA1 

verhindert, was zu einer Wachstumshemmung führt (BROWN et al., 1998). Die Behandlung mit 

dem Wachstumshemmstoff zieht weit reichende Konsequenzen in der Kulturführung nach sich. So 

können durch den Einsatz von Regalis im Obstbau Schnittmaßnahmen deutlich reduziert werden. 

Pflanzenschutzmitteleinsätze können vermindert werden, da ein offeneres Kronenbild entsteht. 

Durch ein schnelleres Abtrocknen des Bestandes können Pilzinfektionen reduziert werden. Er-

höhter Lichteinfall ermöglicht eine bessere Fruchtqualität. Weiterhin führt Prohexadion-Ca zu einer 

Hemmung der Ethylenbiosynthese, was auf die Strukturähnlichkeit mit der Ascorbinsäure zurück-

zuführen ist (GROSSMANN et al., 1994). Durch die Hemmung der 2-Oxoglutarat-abhängigen Dioxy-

genasen kommt es auch zu Blockierungen und Umsteuerungen im Flavonoidbiosyntheseweg. In 

neueren Studien wurde ein Zusammenhang zwischen Prohexadion-Ca-Behandlungen und redu-

ziertem Befall durch Schadinsekten (PAULSON et al., 2005) und Pathogenen (BAZZI et al., 2003) 

festgestellt. Prohexadion-Ca verfügt jedoch über keine direkte fungizide, bakterizide oder insek-

tizide Wirkung. Deshalb musste davon ausgegangen werden, dass die resistenzfördernde Wirkung 

eine Folge des veränderten Flavonoidbiosynthesewegs ist (BUBÁN et al., 2003; RÖMMELT et al., 

1999). Untersuchungen fokussieren in erster Linie die Bekämpfung von Feuerbrand (Erwinia 

amylovora). Durch die Applikation von Prohexadion-Ca können Sekundärinfektionen nach der Blüte 

reduziert werden (RADEMACHER, 2003; RÖMMELT et al., 1999). Weiterhin wurden unterschiedliche 

Untersuchungen zur Resistenzförderung gegen Apfelschorf (Venturia inaequalis) durchgeführt. Eine 

experimentelle Reduzierung des Befalls wurde an Apfelsämlingen erzielt. Temperatur und Auf-

wandmenge von Prohexadion-Ca hatten direkten Einfluss auf die Resistenzwirkung (BAZZI et al., 

2003; COSTA et al., 2004). Erste Untersuchungen von behandelten Apfel- und Birnenblättern 

zeigten, dass Eriodictyol nicht mehr von der 2-Oxoglutarat-abhängigen Dioxygenase FHT in 

Dihydroquercetin umgewandelt werden kann (Abb. 5). Stattdessen wird es durch die DFR, die eine 
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zusätzliche FNR-Aktivität besitzt, zu dem instabilen und hochreaktiven Stoff Luteoforol 

(HALBWIRTH et al., 2002; FISCHER et al., 2003) und über eine Leukoanthocyanidin 4-Reduktase zu 

Luteoliflavan umgebaut (vgl. Abb. 5; PFEIFFER et al., 2006). GOSCH et al. (2003) bestätigten den 

Wirkmechanismus ebenfalls an weiteren Obstarten, wie Erdbeere, Weinrebe und Cranberry. 

RÖMMELT et al. (2003) konnten Luteoforol als antimikrobiellen Wirkstoff der Pathogenabwehr 

identifizieren. SPINELLI et al. (2005) bewiesen die hochaktive Wirkung von Luteoforol bei Kern-

obst gegen verschiedene Stämme von Erwinia amylovora, dem Feuerbranderreger bei Apfel, in Folge 

einer Prohexadion-Ca-Behandlung. Vermutlich wird Luteoforol während des Pathogenbefalls 

ausgeschüttet und hemmt die weitere Krankheitsentwicklung, indem es Pathogenzellen zerstört 

und eine hypersensitive Abwehrreaktion im befallenen Pflanzengewebe induziert. 
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Abb. 5: Effekt von Prohexadion-Ca auf den Flavonoidmetabolismus in Apfellaub (nach HALBWIRTH et al., 
2002) 
 

A.3.2 Milsana 

Milsana wird aus dem Sacchalin-Staudenknöterich (Reynoutria sacchalinensis) hergestellt. Es ist ein 

registriertes Pflanzenstärkungsmittel der Firma Schaette, das zur Vorbeugung gegen Echten Mehl-

tau und zur „Vitalitätssteigerung“ eingesetzt wird (Produktinfo BIOFA www.biofa-farming.de). 

Die resistenzinduzierende Wirkung von Milsana wurde besonders intensiv bei Cucurbitaceen 

untersucht. DAAYF et al. (1995 und 1996) demonstrierten, dass Milsana die Produktion pheno-

lischer Verbindungen in glykosylierter Form stimuliert. Die Akkumulation dieser Stoffe wurde mit 
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der Resistenz von Gurken gegen den Mehltauerreger Sphaerotheca fuliginea in Verbindung gebracht. 

Das bestätigt ihre Rolle als Phytoalexine, wenn sie in die aktive deglykolisierte Form überführt 

werden. FOFANA et al. (2002) zeigten, dass Milsana-behandelte Gurkenpflanzen signifikant 

weniger durch den oben genannten Mehltauerreger infiziert wurden als unbehandelte Kontrollen. 

Die induzierte Resistenz korrelierte mit erhöhten mRNA-Werten und Enzymaktivitäten der 

Chalkonsynthase (CHS) und Chalkonisomerase (CHI) sowie der Akkumulation verschiedener 

Flavonoidverbindungen in behandelten Pflanzen. ISEBAERT et al. (2002) erzielten eine starke 

Reduktion von Mehltau bei Tomaten, verursacht durch Oidium lycopersicum. Erste positive Ergeb-

nisse mit Milsana konnten auch bei der Bekämpfung von Rosenmehltau (Sphaerotheca pannosa var. 

rosae) erzielt werden (PASINI et al., 1997). 

 

 

A.4 Die Erdbeere (Fragaria x ananassa) 

A.4.1 Botanik, Herkunft und wirtschaftliche Bedeutung der Erdbeere 

Die Erdbeere zählt mit zu den wichtigsten Obstkulturen, deren Attraktivität am steigenden Pro-

Kopf-Verbrauch und der zunehmenden Anbaufläche in den letzten Jahren ersichtlich wird. Nach 

Äpfeln sind Erdbeeren das Obst mit der zweitgrößten Anbaufläche in Deutschland im Jahr 2005. 

Mit 13.400 Hektar hat die im Ertrag stehende Erdbeerfläche seit 1995 um 83% zugenommen. Die 

Erntemenge der Erdbeeren stieg sowohl wegen der stark vergrößerten Anbauflächen, als auch auf 

Grund der deutlich verbesserten Ernteerträge auf nahezu 147.000 Tonnen pro Jahr. Damit wurde 

2005 die bislang größte Erdbeerernte erzielt, mehr als doppelt so viel wie 1995 

(http://www.destatis.de). In Deutschland beträgt der jährliche Verbrauch an Erdbeeren etwa 

240.000 Tonnen, was einem Pro-Kopf-Verbrauch von 1,7 kg entspricht (http://www.wzw.tum.de-

/ob/buga_sommer). Die Erdbeere (Fragaria) ist eine Gattung der Unterfamilie der Rosoideae 

innerhalb der Familie der Rosengewächse (Rosaceae). Entgegen ihres Namens zählt die Erdbeere, 

aus botanischer Sicht, nicht zu den Beeren, sondern zu den Sammelnussfrüchten. Was allgemein als 

Erdbeerfrucht bezeichnet wird, ist ein angeschwollener Blütenboden. Die eigentlichen Erdbeer-

früchte sind die Achänen, die in die äußere Schicht des Blütenbodens eingebettet sind. Um 1750 

entstand die sogenannte Kulturerdbeere (Fragaria x ananassa) durch Kreuzungen der kleinfruchtigen 

Scharlacherdbeere aus Amerika (Fragaria virginia) mit der großfruchtigen Chileerdbeere (Fragaria 

chiloensis). Sie ist genau wie ihre Stammarten oktoploid (2n=56). Im Erwerbsanbau werden 

einmaltragende, kurztagabhängige Sorten mit verschieden gestaffelten Reifezeiten angebaut, um 
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möglichst lange den Frischmarkt beliefern zu können. Außerdem gibt es mehrmal tragende, so-

genannte remontierende Erdbeersorten. 

 

A.4.2  Erdbeerzüchtung 

Die Züchtung zur Verbesserung von Erdbeersorten ist schwierig. Viele Merkmale, wie Ertrag, 

Fruchtqualität, Pflanzengesundheit, insbesondere hohe Widerstandsfähigkeit gegenüber pilzlichen 

Schaderregern, leichte Pflückbarkeit, Eignung für die Konservierung und vor allem der Ge-

schmack, müssen in die Selektion einer erfolgreichen Erdbeersorte mit in Betracht gezogen werden. 

Als Züchtungsmethodik wird auch heute noch die Kombinationskreuzung eingesetzt. Es soll eine 

hohe Variabilität geschaffen werden, um aus dieser Vielfalt geeignete Individuen zu selektieren, 

vegetativ weiter zu vermehren und auf festgelegte Sortenmerkmale hin zu prüfen. Dabei ist die 

genetische Variation des Fragaria x ananassa Genpools sehr begrenzt. Eine weitere Erschwernis 

stellt die Oktoploidie der Hybridspezies dar. Pilzliche Pathogene verursachen die größten Schäden 

in der Erdbeerkultur. Aufgrund verstärkter Restriktionen bei der Anwendung von Pflanzenschutz-

mitteln hat die Resistenzzüchtung höchsten Stellenwert. Widerstandsfähigkeiten, die die momentan 

aktuellen Sorten nicht oder nur vermindert besitzen, können zum Beispiel durch Einkreuzung von 

Arten oder alten Sorten erreicht werden. Vor allem Resistenzen gegen die Bodenpilze Rote Wurzel-

fäule (Phytophthora fragariae), Rhizomfäule (Phytophthora cactorum) und Verticillium-Welke (Verticillium 

dahliae bzw. albo-atrum), gegen pilzliche Blattkrankheiten wie Mehltau (Sphaerotheca macularis), Weiss- 

und Rotfleckenkrankheit (Mycosphaerella fragariae und Diplocarpon earliana) und dem Grauschimmel 

(Botrytis cinerea), die im Erwerbsanbau große Schäden verursachen, stehen im Vordergrund der 

Züchtungsarbeit. Da bei der Kreuzung mit Arten oft wichtige Sorteneigenschaften (Fruchtgröße, 

Ertrag, Festigkeit der Früchte etc.) in der Nachkommenschaft verloren gehen, sind langwierige 

Rückkreuzungen notwendig, um gewünschte Sortenmerkmale wieder zu erlangen. Die Entstehung 

einer neuen Erdbeersorte dauert deshalb mindestens zehn Jahre. Das Selektionsprogramm gliedert 

sich in folgende Bereiche: Resistenztests unter kontrollierten Bedingungen, Tests zur Krankheitsan-

fälligkeit unter Freilandbedingungen, Beurteilung der Qualität und des Ertrages. Selektierte 

Zuchtklone für den Erwerbsanbau müssen bezüglich ihrer Fruchtqualität folgende Kriterien er-

füllen: attraktive, gleichmäßige Fruchtform, Fruchtgröße wie "Elsanta" und größer, Fruchtfarbe 

mittleres bis helles Rot, Festigkeit wie "Elsanta", gute Lagerfähigkeit, guter Geschmack (Zucker-

gehalt in BRIX > 9,0; pH-Wert 3,2 bis 3,6), Nüsschen tiefsitzend und Klone mit sehr früher bezie-

hungsweise sehr später Reifezeit (http://www.bafz.de). Das Einbeziehen moderner molekular-

biologischer Verfahren in die Erdbeerzüchtung erfolgt nur zögerlich. Erst kürzlich wurden die 
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ersten Ergebnisse zur Erstellung einer Genkartei von Erdbeeren veröffentlicht (HAYMES et al., 

2000; LERCETEAU-KOHLER et al., 2003). Zudem werden verlässliche Methoden zum Screenen von 

Bibliotheken von Krankheitsresistenzgenen erarbeitet. Theoretisch können bestehende Erdbeer-

sorten durch genetische Modifikation, zum Beispiel durch das Einbringen von Resistenzgenen, 

schneller verbessert werden. Jedoch ist die Verfügbarkeit von entsprechenden Genen und regulato-

rischen Sequenzen zur Verbesserung im Moment sehr begrenzt und das Erarbeiten dieser Informa-

tionen ist zeit- und kostenintensiv. Für viele Pflanzenarten, auch die Erdbeere, wurden 

Transformationsprotokolle entwickelt, die die Einführung neuer Gensequenzen in das Pflanzen-

genom ermöglichen. PUNJA (2001) gibt einen Überblick über bereits etablierte gentechnische Modi-

fikationen an verschiedenen Pflanzenarten, auch an Pflanzen mit verbesserter Krankheitsresistenz, 

die durch Einführung entsprechender Fremdgene erreicht wurden. Möglicherweise könnten neue 

Strategien, die die Einführung von Resistenzgenen und die Nutzung spezifischer Promotoren 

einbeziehen, in eine brauchbare Krankheitsresistenzstrategie für die kommerzielle Nutzung 

münden. Solange jedoch die öffentliche Haltung in Europa gegenüber genetisch veränderten Pflan-

zen skeptisch ist, wird die Einführung gentechnisch veränderter Erdbeeren erschwert sein. 

 

 

A.5 Zielsetzung der Arbeit 

Die Erdbeere zählt zu den wichtigsten Obstkulturen in Deutschland. Allerdings sind viele Stan-

dardsorten stark anfällig für Pilzkrankheiten. Da klassische Züchtungsmethoden sehr zeitintensiv 

sind, besteht Interesse, molekularbiologische Ansätze wie den Einsatz von Markertechnik in Züch-

tungsprogramme zu übernehmen. Gentechnische Modifikationen der Flavonoidbiosynthese bieten 

die Möglichkeit der gezielten Veränderung des Inhaltsstoffspektrums. Sie setzen detaillierte bio-

chemische und molekularbiologische Kenntnisse des zu verändernden Flavonoidmusters voraus. 

Zielsetzung dieser Arbeit ist die Erweiterung der bisherigen Kenntnisse über die Flavonoid-

biosynthese in Erdbeere (Fragaria x ananassa). Im Vordergrund stehen dabei Enzyme (FLS, LAR 

und ANR), die entscheidend an Mechanismen zur Bildung von Verbindungen (Flavonole, Flavan 

3-ole, Proanthocyanidine) beteiligt sind, die der Abwehr von abiotischen und biotischen Stressoren 

dienen und die gesundheitlich wichtige Inhaltsstoffe in der Erdbeere darstellen. Von ihnen sollten 

vollständige cDNA-Klone erstellt und heterolog in Hefe exprimiert werden. Die rekombinanten 

Proteine sollten auf ihre Aktivität und Substratspezifität hin getestet werden. 

Der zeitliche Verlauf der Flavan 3-ol Biosynthese sollte verfolgt und dabei der Einfluss des Wachs-

tumsregulators Prohexadion-Ca und des Pflanzenstärkungsmittels Milsana untersucht werden. 

Dies wurde im Fall der ANR über Northern Blot Analysen erreicht, im Fall der LAR über die 
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Untersuchung der Enzymaktivitäten. Prohexadion-Ca führt in anderen Kulturpflanzen (wie z.B. 

Malus) zu Änderungen der Flavonoidbiosynthese und zur Erhöhung des Abwehrpotenzials gegen 

verschiedene Pathogene (siehe Kapitel A.3.1). Milsana stimuliert die Synthese phenolischer Stoffe, 

die bei induzierten Resistenzmechanismen beteiligt sind (Kapitel A.3.2). 

Weiterhin stand die Lokalisierung der Flavan 3-ole im Erdbeerfruchtgewebe über den gesamten 

zeitlichen Verlauf der Fruchtreife im Blickpunkt. Dazu wurden Färbereaktionen mit dem selektiv 

Flavan 3-ol färbenden p-Dimethylaminozimtaldehyd (DMAZA) durchgeführt. 

Die erzielten Ergebnisse können für molekularbiologische Verfahren zur Optimierung der 

Flavonol- und Flavan 3-ol-Gehalte und zur Züchtung von Erdbeersorten mit gesteigerten Gehalten 

an wertgebenden gesundheitsfördernden, ernährungsphysiologisch wichtigen, Inhaltsstoffen ge-

nutzt  werden. 
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B Material und Methoden 

B.1 Material 

B.1.1 Erdbeer-Pflanzenmaterial 

Für die Etablierung und Durchführung der Klonierungen wurden Blüten- und Fruchtproben der 

Sorte ‚Korona’ verwendet, da diese eine Hauptsorte im Erwerbsanbau darstellt und anfällig für 

Botrytis cinerea ist. Auf einer Selbstpflückanlage wurde das Material gesammelt, als Mischproben in 

flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Abbildung 6 zeigt die verschie-

denen Blüten- und Fruchtreifestadien nach der BBCH-Codierung der phänologischen Entwick-

lungsstadien (G.1). Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Stadien der weiterentwickelten 

Blütenböden inklusive der Achänen als Frucht bezeichnet. 

 

58 60 61 65 67

71 73 Zwischen 73 und 80 81

85 87 89
 

Abb. 6: Blüten- und Fruchtreifestadien nach der BBCH-Codierung der phänologischen Entwicklungs-
stadien 
 

B.1.1.1 Erdbeerversuch 2004 

Zwischen Mai und August 2004 wurde der erste Erdbeerversuch durchgeführt. In der Versuchs-

anlage sollte dabei Grauschimmel - Befall vermieden werden. Deshalb wurden wöchentlich Pflan-

zenschutzmaßnahmen (Rovral 1,0 ‰, Euparen 2,5 ‰) vorgenommen. Um Infektionsbedingungen 

zu vermeiden, wurde eine Tropfbewässerung installiert. Für den Versuch wurden insgesamt 114 
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Pflanzen der stark für Botrytis anfälligen Sorte ‚Elsanta‘ im 13er Topf kultiviert. Es wurden drei 

Versuchsvarianten gewählt: Kontrolle (Wasserbehandlung, 57 Pflanzen), Prohexadion-Ca-Behand-

lung (200 ppm, 32 Pflanzen) und zusätzlich eine Kombinationsbehandlung mit Prohexadion-Ca 

(200 ppm) und Milsana (1,8 %, 25 Pflanzen). Im Vorfeld des Versuches wurden verschiedene 

phänologische Blüten- bzw. Fruchtentwicklungsstadien nach der BBCH-Codierung festgelegt, bei 

deren Erreichen der Mehrzahl der Blüten beziehungsweise der Früchte die Behandlungen durch-

geführt wurden. Dies war im Einzelnen im Makrostadium 6 „Blüte“ (BBCH 65), im Makrostadium 

7 „Fruchtentwicklung“ (BBCH 71 und 73) und im Makrostadium 8 „Fruchtreife“ (BBCH 81, 85 

und 87). Es wurden zwei Prohexadion-Ca-Behandlungen, mit je einem Tag Wartezeit zwischen den 

Applikationen, ausgeführt. Zwei bis drei Tage nach der letzten Behandlung erfolgte die Probe-

nahme. Genauso wurde bei der Kontrollvariante mit der Wasserbehandlung verfahren. Bei der 

Kombinationsbehandlung wurde am Tag nach der zweiten Prohexadion-Ca-Behandlung Milsana 

appliziert. Die Probenahme erfolgte auch in diesem Fall zwei Tage nach der letzten Behandlung. 

Bei den verschiedenen Probenahmeterminen wurden die einzelnen Blüten und Früchte den jewei-

ligen Entwicklungsstadien zugeordnet und gleiche Stadien als Mischprobe analysiert. Das geerntete 

Material wurde in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. 

 

B.1.1.2 Erdbeerversuch 2005 

Aus den Inhaltsstoffanalysen der Erdbeerproben des Versuches 2004 durch PUHL (persönliche 

Mitteilung, 2006) war erkennbar, dass die Flavonoidbiosynthese insgesamt erst nach dem Ballon-

stadium (BBCH 58) einsetzt. So konnten in Einzelproben des Ballonstadiums (BBCH 58) keinerlei 

Flavonoidverbindungen nachgewiesen werden. Deshalb wurde ein weiterer Versuch durchgeführt, 

bei dem Blüten der Sorte ‚Elsanta’ zu unterschiedlichen Zeitpunkten (BBCH 59 und 61) mit 

Prohexadion-Ca behandelt wurden.  

Jeweils 20 Blüten wurden im Ballonstadium (BBCH 59) bzw. bei vollständig geöffneten Blüten 

(BBCH 61) zweimal mit Prohexadion-Ca (200 ppm) in einem Abstand von zwei Tagen behandelt. 

Die Probenahme erfolgte, als die Blüten voll geöffnet waren bzw. sich in der Abblüte befanden 

(BBCH 65). Eine Kontrollvariante wurde genauso mit Wasser behandelt. Die Blüten der verschie-

denen Varianten wurden als Mischproben gesammelt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 

bei -80°C gelagert. 
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B.1.2 Pflanzenstärkungsmittel und Wachstumsregulatoren  

B.1.2.1 Prohexadion-Ca 

Prohexadion-Ca wurde von der Firma BASF bezogen. In allen Versuchen wurde eine Konzen-

tration von 200 ppm (0,2 g/l) verwendet. Die Spritzlösung wurde mit einer handelsüblichen Hand-

spritze appliziert. 

 

B.1.2.2 Milsana 

Milsana wurde von der Firma Schaette direkt bezogen und als 1,8 prozentige Spritzlösung (180 

ml/l) eingesetzt. 

 

B.1.3 Geräte 

Bio Imaging Analyzer BAS 1000 Fuji Photo (Tokyo, J) 

Biophotometer  Eppendorf (Hamburg, D) 

Brutschrank 3033 GFL mbH (Burgwedel, D) 

Brutschrank BE500  Memmert (Schwabach, D) 

Brutschrank IncuShake INCUCELL 111 MMM Medcenter (Hanau, D) 

Elektrophorese-System Mini-Sub Cell GT  BIORAD (Hercules, CA) 

Elektrophorese Spannungsquelle EPS 3500 Pharmacia Biotech (Uppsala, S) 

PCR Express  Hybaid (Ashford, UK) 

PhosphoImager Storm II Molecular Dynamics (USA) 

Reinstwassersystem HP 6UV / UF UF TKA-GmbH (Niederelbert, D) 

Thermoblock QBT2  Grant Instr. Ltd. (Cambridgeshire, UK) 

Thermomixer comfort Eppendorf (Hamburg, D) 

UV Transilluminator IL-350-K (254 nm)  Bachofer (Reutlingen, D) 

Varioklav Dampfsterilisator  H+P Labortechnik (Oberschleißheim, D) 

Werkbank LaminairTyp LB8C  Heraeus Instruments (Newtown, USA) 

Zentrifuge Biofuge pico  Heraeus Instruments (Newtown, USA) 

Zentrifuge Megafuge 1.0R Kendro Laboratory Products (Hanau, D) 

Zentrifuge Sigma 3K30C  Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) 

Zentrifuge Speedvac Vacuum Concentrator Bachofer (Reutlingen, D) 
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B.1.4 Firmen 

Die für die Arbeit benötigten Chemikalien, Enzyme, Kits u.a. wurden von folgenden Firmen be-

zogen: 

Amersham Biosciences (USA) http://www1.amershambiosciences.com 

Biorad (USA) http://www.bio-rad.com 

Duchefa (NL) http://www.duchefa.com 

Eppendorf (Köln, D) http://www.eppendorf.com 

Fluka (Neu-Ulm, D) http://www.fluka.de 

FMC Bioproducts (USA) http://www.bioproducts.com 

Invitrogen (UK) http://www.invitrogen.com 

Roth (Karlsruhe, D) http://www.carl.roth.de 

MBI Fermentas (St. Leon-Rot, Lit) http://www.fermentas.com 

Merck (Darmstadt, D) http://www.merck.de 

Peqlab (Erlangen, D) http://www.peqlab.de 

Promega (Mannheim, D) http://www.promega.de 

Roche (CH) http://www.roche.com 

Qiagen (Hilden, D) http://www.qiagen.com 

Sigma-Aldrich (Deisendorf, D) http://www.sigmaaldrich.com 

T.J. Baker (Deveneter, USA)  

Zefa Laborservice (München, D) http://www.zefa-laborservice.de 

 

B.1.5 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 

2-Butoxyethanol Sigma Aldrich  

2’-Desoxyribonucleosid-5’-triphosphate (dNTPs) MBI Fermentas  

2-Mercaptoethanol Sigma Aldrich  

4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfon-säure (HEPES) Roth  

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-ß-D galacto-pyranosid (X-Gal) Sigma Aldrich  

Agarose  FMC Bioproducts 

Ampicillin Sigma Aldrich  

Tetrabromophenolsulfonphthalein Bromphenolblau  Merck  

Calciumchlorid CaCl2  Sigma Aldrich  

Chloroform  Fluka  

D-Galaktose Roth  
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D-Glukose Duchefa  

p-Dimethylaminozimtaldehyd (DMAZA) Roth  

Dithiothreitol (DTT) Roth  

DNA-Längenstandards MBI Fermentas  

Ethanol T.J. Baker  

Ethidiumbromid (3,8-Diamino-5-ethyl-6- 

phenylphenanthridiniumbromid) 

Merck  

Ethylacetat Merck  

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma Aldrich  

Eisessig Merck  

Formaldehyd Sigma Aldrich  

Glasperlen (425-600 µm) Sigma Aldrich  

Glycerin Sigma Aldrich  

HCl Roth  

Hefeextrakt Fluka  

Isoamylalkohol Sigma Aldrich  

Isopropanol Fluka  

Isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranosid (IPTG) Sigma Aldrich  

Kaliumacetat Merck  

Kaliumchlorid Merck  

K2HPO4 Sigma Aldrich  

KH2PO4 Sigma Aldrich  

Kanamycin Duchefa  

Lithiumchlorid Sigma Aldrich  

Magnesiumchlorid Sigma Aldrich  

MOPS Sigma Aldrich  

N,N-Dimethylformamid Sigma Aldrich  

Natriumacetat Merck  

Natriumascorbat Sigma Aldrich  

Natriumchlorid Fluka  

Natriumcitrat Fluka  

Natriumhydroxid Fluka  

Pepton Fluka  

Phenol Sigma P-4682 gesättigt mit 0,1 M Citratpuffer, pH 4,3 Sigma Aldrich  
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Polyethylenglykol PEG 4000 Fluka  

PVPP Sigma Aldrich  

PVP 10 Sigma Aldrich  

PVP 40 Sigma Aldrich  

PVP 90 Fluka  

Rinderserum Albumin Fraktion V Fluka  

Saccharose Merck  

SDS (Natriumdodecylsulfat) Fluka  

Seesand, geglüht Merck  

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) Roth  

Triton X-100 Fluka  

Tryptophan Fluka  

Urea Fluka  

 

B.1.6 Reaktionssysteme und Kits 

Concert Plant RNA Reagent Invitrogen (UK) 

Expand TM High Fidelity PCR System Roche (CH) 

E.Z.N.A. Plasmid Miniprep - Kit Peqlab (Erlangen, D) 

Gene Images AlkPhos Direct Labelling and  

Detection System 

Amersham Biosciences (USA) 

High Pure PCR Purification - Kit Qiagen (Hilden, D) 

µMACS mRNA Isolation - Kit Miltenyi Biotec Inc.  

(Bergisch Gladbach, D) 

NucleoSpin PCR clean up Gel extraction - Kit Macherey-Nagel (Düren, D) 

TOPO TA Cloning - Kit Invitrogen (UK) 

pYes2.1 TOPO TA Cloning - Kit Invitrogen (UK) 

S.c. EasyComp  Transformation - Kit Invitrogen (UK) 
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B.1.7 Enzyme und Proteine 

M-MLV Reverse Transkriptase Promega  

Pfu DNA-Polymerase MBI Fermentas  

Restriktionsendonukleasen MBI Fermentas  

RNAse A Promega  

Taq DNA Polymerase MBI Fermentas  

Terminale Deoxynucleotidyl Transferase Promega  

T4 DNA Ligase MBI Fermentas  

 

B.1.8 Puffer und sonstige Lösungen 

Blaumarker 0,1 % Bromphenolblau, 30 % Glycerin, 69,9 % Wasser 

50bp DNA marker 10 % DNA Ladder (GeneRuler 50bp DNA Ladder,  

MBI Fermentas), 20 % Blaumarker, 70 % Wasser 

Lambda marker 10 % DNA Ladder (Lambda DNA/Eco47I,  

MBI Fermentas), 20 % Blaumarker, 70 % Wasser 

Ampicillin Stammlösung 100 mg/ml 

Kanamycin Stammlösung 50 mg/ml 

TAE-Puffer (1 %)  

Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

40 mM Tris, 40 mM Eisessig, 1 mM EDTA 

TBE-Puffer (1 %) 

Tris-Borsäure-EDTA-Puffer 

1 M Tris, 0,83 M Borsäure, 10 mM EDTA 

TE-Puffer (Tris-EDTA) 10 mM Tris, 1 mM EDTA 

Tris-HCl (pH 7,5) 121,1 g/l Tris-base, 70 ml/l HCl 

5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-ß- 

D-galactopyranoside (X-Gal Lösung) 

40 mg/ml N,N-Dimethylformamid 

Isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranosid 

 (IPTG) 

23,8 mg/ml deionisiertes Wasser 

TEK 50 mM Tris/HCl pH 7,4, 1 mM EDTA, 100 mM KCl 

TES-B* 50 mM Tris/HCl pH 7,4, 1 mM EDTA, 0,6 M Sorbitol 

2 mM DTT 

TEG* 50 mM Tris/HCl pH 7,4, 1 mM EDTA, 20% Glycerin 
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Hybridisierungspuffer 

für Northern Blot Analyse 

Hybridisierungspuffer aus AlkPhos Direct Labelling and  

Detection System der Firma Amersham Biosciences  

(USA) 0,5 M NaCl, 4 % (w/v) Blocking reagent aus  

AlkPhos Direct Labelling and Detection System der  

Firma Amersham Biosciences (USA) 

Primary Wash Puffer 

für Northern Blot Analyse 

2 M Harnstoff, 0,1 % (w/v) SDS, 50 mM Natriumphos- 

phat pH 7,0, 150 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 0,2 %  

(w/v) Blocking reagent aus AlkPhos Direct Labelling  

and Detection System der Firma Amersham Bio- 

sciences (USA) 

Secondary Wash Puffer 

für Northern Blot Analyse 

1 M Tris, 2 M NaCl 

20 x SSC 3 M NaCl, 0,3 M Na3Citrat, pH 7,0 

5 x MOPS Puffer 0,1 M MOPS pH 7,0, 40 mM Na-Acetat,  

5 mM EDTA pH 7,0 

DMAZA-Lösung 6 N HCl und EtOH im Verhältnis 1:1 mit  

0,1 % DMAZA 

Natriumborhydrid 100 mg NaBH4  in 1 ml H2O, 9 ml Isopropanol  

 

B.1.9 Bakterien- und Hefemedien 

Alle Medien wurden mit deionisiertem Wasser hergestellt und bei 121°C und 2 bar Druck autokla-

viert. Für Festmedien erfolgte eine Zugabe von 15 g Agar pro Liter. Antibiotika wurde bedarfs-

gerecht nach dem Abkühlen der Medien zugegeben. 

 

Medien für E. coli 

LB- Medium (pH 7) 10 g/l Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,58 g/l Natriumchlorid 

Zur Selektion: 1 µl/ml Ampicillin (100 mg/l) oder Kanamycin (50 mg/l) 

Zum Blau-Weiß-Screening: 1 µl/ml X-Gal 

Zur Induktion des lac-Promoters: 1 µl/ml IPTG 

SOC 20 g/l Pepton, 5 g/l Hefeextrakt, 0,6 g/l Natriumchlorid, 0,2 g/l  

Kaliumchlorid, 1 g/l Magnesiumchlorid, 3,5 g/l Glukose 
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Medien für S. cerevisiae 
SGI 1 g/l Pepton, 6,7 g/l Yeast Nitrogen Base, 0,02 g/l Tryptophan,  

20 g/l Glukose 

YPGA 10 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Pepton, 20 g/l Glukose, 0,2 g/l Adenin 

YPGE 10 g/l Hefeextrakt, 10 g/l Pepton, 5 g/l Glukose, 3 % Ethanol 

YPD 10 g Hefeextrakt, 20 g Pepton, 20 g Glukose 

 

B.1.10  Bakterien- und Hefestämme 

Escherichia coli 

Für die Transformationen wurden die E. coli Stämme TOP10 und TOP10F’ der Firma Invitrogen 

verwendet. Diese Stämme werden in Kombination mit dem Vektorsystem pCR2.1-TOPO oder 

pYES2.1 TOPO geliefert. Beide Stämme besitzen keine Resistenz gegen die Antibiotika Kana-

mycin und Ampicillin. Eine Deletion im β-Galaktosidase-Gen (lacZ) ermöglicht eine Selektion 

durch α-Komplementation (Blau-Weiß-Screening). Bei dem TOP10F’-Stamm ist weiterhin der Lac 

Repressor überexprimiert, so dass die Zugabe von IPTG zur Selektion erforderlich ist. 

 

Saccharomyces cerevisiae 

Zur heterologen Expression von Genen wurde der Hefestamm Saccharomyces cerevisiae INVSc1 der 

Firma Invitrogen verwendet. Er wird in Kombination mit dem Vektorsystem pYES2.1/V5-His- 

TOPO geliefert. Der Stamm besitzt eine endogene Cytochrom P450-Reduktase-Aktivität. Zur 

Selektion kann seine Auxotrophie für die Aminosäuren Histidin, Leucin und Tryptophan sowie die 

Base Uracil genutzt werden. 
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B.1.11 Vektoren 

Tab. 1: PCR-Klonierungsvektor pCR2.1-TOPO und Hefeexpressionsvektor pYES2.1/V5-His-TOPO 

Plasmid pCR2.1-TOPO pYES2.1/V5-His-TOPO 

Hersteller Invitrogen Invitrogen 

Größe 3900 bp 5900 bp  

Promotor Plac  PGal1 

Replikationsursprung f1  f1, 2µ 

Art high copy  high copy 

Selektionsmarker Ampicillin, Kanamycin  Ampicillin 

Transformation E. coli  E. coli, S. cerevisiae 

Klonierungstechnik Topoisomerase /  

TA cloning  

Topoisomerase /  

TA cloning 

Angestrebter Verwendungszweck  

der PCR Produkte 

Klonierung, Sequenzierung Expressionsstudien 

 

 

 
Abb. 7: PCR-Klonierungsvektor pCR2.1-TOPO und Hefeexpressionsvektor pYES2.1/V5-His-TOPO  
Abbildung aus http://www.invitrogen.com  
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B.1.12  Substrate, Cosubstrate und Radiochemikalien 

4-Cumaroyl-CoA W. Heller, GSF (Neuherberg, D) 

Kaffeoyl-CoA W. Heller, GSF (Neuherberg, D) 

[14C]- Dihydrokämpferol Eigensynthese am Lehrstuhl (Freising, D) 

[14C]- Dihydroquercetin Eigensynthese am Lehrstuhl (Freising, D) 

[14C]-Eriodictyol Eigensynthese am Lehrstuhl (Freising, D) 

[14C]-2-Malonyl-CoA American Radiolabeled (Bowling Green, USA) 

[14C]- Naringenin Eigensynthese am Lehrstuhl (Freising, D) 

2-Oxoglutarat Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) 

Eisensulfat Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) 

β-NADPH-Na4 Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) 

 

 

B.2 Methoden 

B.2.1 Molekularbiologische Methoden 

B.2.1.1 Präparation von Gesamt-RNA und mRNA 

B.2.1.1.1 Concert Plant RNA Reagent (Invitrogen) 

Für Klonierungen von Erdbeer cDNAs wurde das Concert Plant RNA Reagent der Firma 

Invitrogen verwendet. Damit konnte Gesamt-RNA in ausreichender Menge und Qualität isoliert 

werden. 

 

B.2.1.1.2 Extraktion von Gesamt-RNA nach Manning (1991) 

Die mit dem Concert Plant RNA Reagent erzielte Gesamt-RNA konnte für Northern Blot 

Analysen nicht verwendet werden, da sie noch zu viele Polyphenole und Zucker enthielt, die die 

Northern Blot Hybridisierung oder Detektion störten. Deshalb wurde für diesen Zweck Gesamt-

RNA nach einem modifizierten Protokoll von MANNING (1991) isoliert.  

Dazu wurden 500 mg gemörsertes Pflanzenmaterial mit 2,5 ml des Extraktionspuffers des Proto-

kolls in einem Zentrifugationsröhrchen homogenisiert und auf Raumtemperatur gebracht. 

Anschließend wurden 2,5 ml Phenol-Chloroform zugegeben und das Gemisch geschüttelt. Es 

folgte ein zehnminütiger Zentrifugationsschritt bei 20°C und 4000 x g. Die wässrige Oberphase 

wurde abgenommen und diese nochmal wie vorher mit 2,5 ml Phenol-Chloroform extrahiert. Die 
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abgenommene Oberphase wurde dann mit 3 Volumen 100 mM Natriumacetat pH 4,5 versetzt. 

Zum Fällen der Polysaccharide wurden 0,4 Volumen 2-Butoxyethanol zugegeben. Es wurde eine 

30-minütige Inkubation auf Eis angeschlossen, gefolgt von einem zehnminütigen Zentrifugations-

schritt bei 0°C und 4000 x g. Die Oberphase wurde abgenommen, ohne das gelartige Polysac-

charid-Pellet zu verletzen. Um die Nukleinsäuren auszufällen, wurde noch einmal 1 Volumen 2-

Butoxyethanol zugegeben und das Gemisch 30 Minuten auf Eis inkubiert, danach zehn Minuten 

bei 0°C und 4000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Nukleinsäure-Pellet 

drei Waschschritten unterzogen. Beim ersten Waschschritt wurde ein Puffer aus 0,2 M Tris, 10 mM 

Na2 EDTA (pH 7,6) und einem gleichen Volumenanteil 2-Butoxyethanol verwendet. Zum Pellet 

wurden 5 ml dieses Puffergemisches zugegeben und es folgte eine Zentrifugation für fünf Minuten 

bei 0°C und 4000 x g. Der Überstand wurde abgenommen. Der zweite Waschschritt wurde mit 5 

ml Puffer aus 70 % Ethanol und 0,1 M Kaliumacetat (pH 6,0) genauso durchgeführt. Der dritte 

Waschschritt erfolgte mit 5 ml 80 prozentigem Ethanol. Das Pellet wurde getrocknet und anschlie-

ßend mit 500 µl Reinstwasser gelöst. Ab diesem Schritt wurden als Reaktionsgefäße 2 ml Eppen-

dorf Reaktionsgefäße verwendet. Zur Trennung der RNA von DNA erfolgte eine 

Lithiumchloridfällung. Dazu wurde 1/3 Volumen 12 M Lithiumchlorid zugegeben, das Gemisch 

anschließend eine Stunde auf Eis inkubiert und zehn Minuten bei 4°C und 11600 x g zentrifugiert. 

Der Überstand wurde verworfen und das Pellet wurde zweimal mit je 1 ml 3 M Lithiumchlorid 

gewaschen. Dazu wurde jeweils fünf Minuten bei 4°C und 11600 x g zentrifugiert. Ein dritter 

Waschschritt wurde mit einem Puffer aus 70 % Ethanol und 0,1 M Kaliumacetat (pH 6,0) durch-

geführt. Der letzte Waschschritt erfolgte mit reinem Ethanol. Das Pellet wurde anschließend ge-

trocknet und in 50 µl Reinstwasser rückgelöst. Es folgte sowohl eine photometrische RNA-Kon-

zentrationsbestimmung als auch eine elektrophoretische Überprüfung. 

 

B.2.1.2 Reinigung und Konzentrierung von Nukleinsäuren 

PCR Produkte und Plasmide wurden mit dem PCR Purification Kit der Firma Qiagen gereinigt und 

bei Bedarf konzentriert. Gesamt-RNA wurde bei Bedarf mit einer EtOH-Fällung nach dem Stan-

dardprotokoll (SAMBROOK et al., 1989) konzentriert. 
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B.2.1.3 Northern Blot Analyse 

B.2.1.3.1 Vorbereitung und Blotten 

Bei Northern Blot-Analysen wurden 5 bis 10 µg mRNA eingesetzt und in einem  einprozentigen, 

6,6 Prozent Formaldehyd enthaltenden, Agarosegel unter denaturierenden Bedingungen bei 40 V 

für 3 bis 6 h elektrophoretisch aufgetrennt. Als Größenstandard wurde RNA-Marker (MBI 

Fermentas) verwendet. Die RNA wurde im modifizierten Standard-Blottingverfahren in 20 x SSC 

(SAMBROOK et al., 1989) auf positiv geladene Nylonmembranen Hybond-N+ (Amersham Bio-

sciences) transferiert und nach dem Trocknen der Membran durch Inkubation bei 80°C für 1 h 

fixiert. Marker- sowie 18S und 25S rRNA-Banden konnten, aufgrund des Ethidiumbromids, im 

Probenpuffer sowohl im Gel als auch auf der Membran im UV-Licht sichtbar gemacht werden. 

 

B.2.1.3.2 Markierung der Hybridisierungssonde 

Vor dem Markieren der Hybridisierungssonden wurden diese 5 Minuten bei 95°C denaturiert und 

anschließend nach Herstellerangaben mit dem AlkPhos Direct Labelling and Detection System der 

Firma Amersham Biosciences markiert. 

 

B.2.1.3.3 Hybridisierung und Signalgenerierung 

Die Hybridisierung und Signalgenerierung wurde ebenfalls mit dem Gene Images AlkPhos Direct 

Labelling and Detection System der Firma Amersham Biosciences nach Herstellerangaben durch-

geführt. 

 

B.2.1.3.4 Signaldetektion und Auswertung 

Die Detektion wurde mit dem PhosphoImager Storm II der Firma Molecular Dynamics und dem 

Programm Image Quant 5.0 ausgeführt. Die gescannten Northern Blots wurden anschließend mit 

dem Programm Quantity One der Firma Bio Rad quantitativ ausgewertet. 
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B.2.1.4 Reverse Transkription 

Die Reverse Transkription wurde mit der M-MLV Reversen Transkriptase der Firma Promega 

durchgeführt. Als Primer dienten der Oligo(dT) Primer oder der Adapter Primer (AP). Ersterer 

verfügt neben dem dT17-Bereich noch über einen zusätzlichen Adapterbereich, der für anschlie-

ßende PCR-Verfahren genutzt werden kann. Für die reverse Transkription und für das 3’-RACE-

Verfahren wurde entweder der oligo(dT) oder der AP-Primer verwendet, beim 5’-RACE-Verfahren 

ein genspezifischer Primer. Die cDNA-Synthese erfolgte nach Herstellerangaben. Es wurden 1 - 5 

µg Gesamt-RNA bei einem 25 µl Gesamtansatz verwendet. Die RNA wurde vor der cDNA-

Synthese 10 Minuten bei 70°C inkubiert und dann auf Eis gekühlt. Die Synthese selbst wurde bei 

42°C durchgeführt.  

 

B.2.1.5 Polymerase Chain Reaction – Methoden (PCR) 

B.2.1.5.1 Synthetische Oligonukleotide 

Alle in dieser Arbeit verwendeten synthetischen Oligonukleotide wurden von den Firmen 

Metabion (http://www.metabion.com) oder MWG Biotech (http://www. ecom.mwgdna.com) 

bezogen. Sie sind im Anhang G.2 aufgelistet. 

 

B.2.1.5.2 Standard PCR 

Für die PCR-Reaktionen wurden die Taq Polymerase (MBI Fermentas) und die im Anhang auf-

gelisteten Primer verwendet. Alle Komponenten der PCR-Ansätze sind der Tabelle 2 zu ent-

nehmen. Die PCRs wurden mit dem Gradiententhermozykler Hybaid Express (Hybaid) 

durchgeführt. Die PCR ist in drei Schritte unterteilt: Denaturierung (94°C, 1 Minute), Annealing (45 

- 60°C, 0.5 - 1 Minute) und Extension (72°C, 1 - 2 Minuten). Diese drei Schritte werden 30 bis 35-

mal wiederholt, mit einer anfänglichen einminütigen Denaturierung bei 94°C und einer abschlie-

ßenden zehnminütigen Extension bei 72°C. Optimierungen wurden bezüglich der Annealing-

temperatur oder –dauer, der MgCl2-Konzentration und der Template-Menge vorgenommen. Für 

Proofreading PCRs wurde die High Fidelity Polymerase der Firma Roche verwendet. Dabei wurde 

das Standardprotokoll den Herstellerangaben angepasst. 
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Tab. 2: Reaktionsansatz der Standard-PCR 

Konzentration Substanz Volumen 

 Steriles Wasser Ad 20 µl 

10 x Reaktionspuffer (ohne MgCl2) 2 µl 

25 mM MgCl2 1,2 µl 

10 mM dNTP-Mix 0,4 µl 

10 µM Primer Je 0,4 µl 

 Template cDNA 0,5 µl 

1 U/µl Taq Polymerase 0,25 µl 

 Gesamtvolumen 20 µl 

 

B.2.1.5.3 Colony-PCR 

Mit der Colony-PCR erfolgte eine schnelle Identifikation von Bakterienklonen, die ein Plasmid mit 

gewünschtem Insert enthielten. Der Reaktionsansatz entsprach dem der Standard-PCR. Anstelle 

der cDNA wurden Bakterienzellen der Klone mit einem sterilen Zahnstocher in den Reaktions-

ansatz überführt. Die Lyse der Bakterienzelle und somit die Freisetzung des Plasmids erfolgte bei 

einem anfänglichem dreiminütigen Denaturierungsschritt bei 94°C. 25 Zyklen waren für die 

Colony-PCR ausreichend. 

 

B.2.1.5.4 RACE-PCR 

Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) ist ein Verfahren zur Amplifikation fehlender 3’- oder 5’-

Enden aus cDNA-Fragmenten. Dabei handelt es sich um eine spezielle RT-PCR-Technik. Mithilfe 

von genspezifischen Primern, die anhand der bereits bekannten Sequenz konstruiert werden, 

können die fehlenden 5’-und 3’-Enden des Fragmentes durch PCR amplifiziert werden. Je nach-

dem, ob das 5’- oder das 3’-Ende gesucht wird, unterscheidet man zwischen dem 5’- und dem 3’-

RACE.  

 

3’-RACE 
Zur Generierung von 3’-Enden nutzt das 3’ RACE während der PCR den poly(A)-Schwanz der 

mRNA als Primer-Bindungsstelle. Die Durchführung erfolgte entsprechend dem Gibco BRL 3’-

RACE Protokoll. Bei diesem Verfahren wird ein oligo(dT) Adapter Primer (AP) für die Reverse 
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Transkription verwendet. Dieser Primer besitzt ein dT17-Ende, das sich an das Oligo(dA)-Ende 

anlagert und damit einen über- bzw. abstehenden 20 bp großen Adapteranteil. Spezifische cDNA 

wird mit einem genspezifischen Primer (GSP), der an eine bereits bekannte Region der Sequenz 

bindet, und einem an den poly(A)-Schwanz bindenden Adapterprimer amplifiziert. Falls notwendig 

wurde in einer zweiten Amplifikationsreaktion ein nested GSP verwendet, der etwas näher am 3’-

Ende liegt, und mit einem AUAP oder UAP Primer kombiniert. Somit wurde dem 3’ RACE die 

Spezifität eines zweiten Primers gegeben. 

 

5’-RACE 
Für das 5’-RACE wurde das Protokoll 5’-RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends 

(Version 2.0) von Gibco BRL verwendet. Das 5’-RACE nutzte einen genspezifischen Primer für 

die Synthese spezifischer cDNA durch Reverse Transkriptase. Danach wurde die cDNA mithilfe 

des MinElute PCR Purification Kits (Qiagen) von restlichen dNTP’s, Primern und Proteinen 

gereinigt. Ein homopolymeres A- oder C-tail wurde dann mit dem Enzym Terminale 

Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) am 3’-Ende der cDNA synthetisiert. In der Regel erzeugt 

dieses Enzym längere Oligo(dA)-, als Oligo(dC)-Enden (KATO et al., 1967), was sich bei der nach-

folgenden PCR nachteilig auswirken kann. Daher sollte im Regelfall das C-tailing dem A-tailing 

vorgezogen werden. Die tailing-Reaktion fand in einem PCR-kompatiblem Puffer statt. So konnte 

eine sofortige PCR-Amplifkation mit einem weiteren, weiter upstream liegenden, genspezifischen, 

Primer und einem Anchor Primer (AP) bei A-tailing oder einem Abridged Anchor Primer (AAP) 

bei C-tailing anschließen. Das an das Oligo(dC)-Ende der cDNA bindende Ende dieses Primers 

besteht aus 16 Nukleotiden mit zehn Deoxyguanidinen und sechs Deoxyinosinen. Die Ver-

wendung von Deoxyinosinen liegt darin begründet, dass ein ausschließlich aus Deoxyguanidinen 

bestehender Bindungsbereich gegenüber dem zweiten genspezifischen Primer (GSP 2) aus der 

ersten PCR, eine wesentlich höhere Schmelztemperatur besitzen würde. Daher könnte seine Ver-

wendung vermehrt zu unspezifischen Amplifikationen führen. Außer der bindenden Region besitzt 

AAP den gleichen - 20 Basenpaar großen - Adapteranteil wie AP. Falls notwendig, wurde nach 

einem Aufreinigungsschritt mit einem PCR Purification Kit eine weitere nested PCR angeschlossen. 

Diese wurde mit einem dritten genspezifischen Primer und dem AUAP oder UAP Primer durch-

geführt. Die Sequenz des AUAP oder UAP Primers entsprach dem Adapter von AAP oder AP. 

Die über 5’ RACE generierten cDNA Sequenzen waren maximal 600 bp lang. Für die Amplifika-

tion längerer Fragmente war ein schrittweises Vorgehen notwendig. Die RACE-PCRs entsprachen 

den Standard-PCRs, abgesehen von höheren Primerkonzentrationen (0,4 µM) und Zyklenzahlen 

(35 - 40). 
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RLM-RACE 
Das RLM-RACE wurde mit dem Gene Racer Kit der Firma Invitrogen nach Angaben des Herstel-

lers durchgeführt. RLM-RACE (RNA Ligase-Mediated Rapid Amplification of 5’ and 3’ cDNA ends) ist 

eine RACE-Technik, die sich grundlegend von den anderen RACE-Techniken unterscheidet. 

Notwendige Modifikationen werden bei der mRNA vorgenommen und nicht nach der cDNA-

Synthese durch tailing oder Ligation eines Adapters. mRNA-Moleküle mit einem vollständigen und 

undegradierten 5’-Ende besitzen eine 7-Methylguanosingruppe. Diese ermöglicht, dass ausschließ-

lich full-length mRNA, bzw. daraus synthetisierte cDNA, im weiteren Verlauf amplifiziert wird. Die 

7-Methylguanosingruppe wurde im Verlauf der posttranskriptionalen Modifikation eukaryontischer 

mRNA (Processing) über eine Triphosphatbrücke an das 5’-Ende angehängt (Capping). Beim RLM-

RACE wird die eingesetzte mRNA zunächst mit einer alkalischen Phosphatase (calf intestinal 

phosphatase, CIP) behandelt. Dieses Enzym entfernt frei zugängliche Phosphatgruppen am 5’-

Ende von Nukleinsäuren. Da die 7-Methylguanosingruppe das 5’-Ende vor Dephosphorylierung 

schützt, werden nur 5’-Enden von bereits degradierter mRNA dephosphoryliert. Durch eine 

Phenol-Chloroform-Extraktion werden die CIP entfernt. Anschließend werden die 7-Methyl-

guanosingruppen durch die Tabaksäure-Pyrophosphatase (Tobacco Acid Pyrophosphatase, TAP) 

entfernt. So blieben frei zugängliche Monophosphatgruppen an den 5’-Enden der mRNA zurück. 

An diese Phosphatgruppen wird, mithilfe der T4-RNA-Ligase, ein 44 Nukleotide langer RNA-

Adapter ligiert. Da die T4-RNA-Ligase nur 5’-Enden mit einer Monophosphatgruppe mit der 

Hydroxylgruppe des RNA-Adapters verbinden kann, werden nur full-length mRNAs mit einem 

Adapter versehen. Nach der Ligation des Adapters erfolgt die cDNA-Synthese mit einen 

genspezifischen Primer (GSP 1). Anschließend wird die cDNA mit einem weiteren genspezifischen 

Primer (GSP 2) und einem 23 Nukleotid großen Primer, dessen Sequenz homolog zu der Sequenz 

der äußeren 23 Nukleotide des RNA-Adapters ist, durch PCR amplifiziert. Falls notwendig kann 

eine nested PCR durchgeführt werden.  

 

B.2.1.6 Präparation von Plasmid-DNA 

Plasmid-DNA aus E.coli wurde mit dem E.Z.N.A. Plasmid Miniprep - Kit der Firma Peqlab nach 

Herstellerangaben präpariert. 

 

B.2.1.7 DNA-Sequenzierung 

Sequenzierungen wurden von MWG Biotech (http://www.ecom.mwgdna.com) vorgenommen. 
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B.2.1.8 Klonierungen in Vektoren 

Ligationen mit dem Klonierungsvektor pCR2.1TOPO und dem Hefetransformationsvektor 

pYES2.1/V5-His-TOPO (vgl. Kapitel B.1.11) wurden nach Herstellerangaben durchgeführt. 

 

B.2.1.9 Transformation von Mikroorganismen 

E. coli -Transformation 

Die verwendeten kompetenten TOP10F und TOP10F’-Zellen der Firma Invitrogen wurden nach 

Herstellerangaben mittels Hitzeschock transformiert. 

 

S. cerevisiae -Transformation 

Die Herstellung kompetenter Hefezellen und deren Transformation wurde mit dem S.c. Easy 

Comp Kit der Firma Invitrogen nach Herstellerangaben durchgeführt. 

 

B.2.2 Proteinbiochemische Methoden 

B.2.2.1 Heterologe Expression in Hefe 

Die Anzucht, Induktion und der Aufschluss der Hefezellen erfolgte nach einem Protokoll von 

POMPON et al. (1996). Dabei wurde je eine Kolonie einer transformierten Hefe in 25 ml SGI-

Medium angezogen und nach 16 Stunden in 250 ml YPGE überimpft. Bei einer Dichte von 

OD600 0,8 bis 1,2 (8 x 107 Zellen/ml) erfolgte die Induktion durch die Zugabe von 27 ml 20 

prozentiger Galaktose Lösung. Nach einer 12 bis 16 stündigen Inkubation wurden die Hefen 

geerntet. Die Hefezellen wurden 10 Minuten bei 5.000 x g zentrifugiert, nach kurzem Abtropfen in 

27 ml TEK-Puffer  resuspendiert und für 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend 

folgte ein weiterer fünfminütiger Zentrifugationsschritt bei 4.000 x g. Der Überstand wurde ver-

worfen. Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C bzw. auf Eis durchgeführt. Das Pellet wurde voll-

ständig in 2,5 ml eiskaltem TES-B* Puffer resuspendiert. Nach der Zugabe von 7,5 g Glasperlen 

wurden die Hefezellen durch kräftiges Schütteln aufgeschlossen. Dies erfolgte in 20 Zyklen von 30 

Sekunden Schütteln und 30 Sekunden Inkubation auf Eis. Eine Kontrolle des erfolgreichen Auf-

schlusses erfolgte mithilfe eines Lichtmikroskops. Nach dem kompletten Aufschluss wurden drei 

Waschschritte mit 5 ml TES-B* durchgeführt und die jeweiligen Überstände in einem frischen 

Falkon vereinigt. Zum Entfernen letzter Zellbruchstücke und Glasperlen, wurde ein weiterer 

zehnminütiger Zentrifugationsschritt bei 16.000 x g durchgeführt. Der klare Überstand wurde in 

einen 25 ml Messzylinder umgefüllt und falls erforderlich mit 20 Prozent Glycerin versetzt. Die 
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Probe wurde anschließend aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C bis zur 

weiteren Verwendung gelagert. 

 

B.2.2.2 Enzymaufarbeitung 

Die Enzymextrakte für die Enzymtests wurden mit einer abgewandelten Aufarbeitungsmethode 

nach DELLUS et al. (1997) hergestellt.  

Für den Extraktionspuffer wurde 0,1 M HEPES pH 7,5 bis zum Sieden erhitzt und danach unter 

Stickstoffdurchströmung abgekühlt. Unter ständigem Rühren wurden 1,5 % PEG 1500, 10 % 

Saccharose, 100 mM Na-Ascorbat und 25 mM CaCl2  zugegeben. 400 mg Pflanzenmaterial wurden 

mit 400 mg PVPP in flüssigem Stickstoff gemörsert. Anschließend wurden 4 ml Extraktionspuffer  

zugegeben. Nach vollständigem Auftauen wurde das Homogenat für 20 Minuten bei 20.000 U/min 

und 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 400 mg Dowex 1x2 pH 7,5 versetzt und 15 

Minuten auf Eis gerührt. Es folgte ein weiterer fünfminütiger Zentrifugationsschritt bei 15.000 

U/min und 4°C. Der Überstand diente als Enzymquelle und wurde direkt für die Enzymtests 

verwendet oder als Aliquots bei -70°C gelagert. 

 

B.2.2.3 Bestimmung des Gesamtproteingehalts 

Die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes nach BRADFORD (1976) wurde mit Rinderserum 

Albumin Fraktion V (BSA) als Eichsubstanz durchgeführt. 

 

B.2.2.4 Synthese von radioaktiv markierten Flavonoiden 

[14C]-markierte Flavonoide, die als Substrate für Enzymtests dienten, wurden nach Protokollen von 

BRITSCH und GRIESBACH (1985) und BRITSCH et al. (1992) synthetisiert. Rekombinante Proteine 

der Chalkonsynthase, Chalkonisomerase, Flavanon 3-Hydroxylase wurden aus entsprechenden 

Expressionsklonen hergestellt. 

 

Herstellung von [14C]-Naringenin und von [14C]-Eriodictyol 

Die Herstellung von [14C]-Naringenin und [14C]-Eriodictyol erfolgte mit einer abgewandelten 

Methode nach BRITSCH und GRISEBACH (1985). Ein Ansatz hatte ein Volumen von 250 µl. 50 bis 

100 Ansätze wurden für 60 Minuten bei 37°C in geschlossenen Reaktionsgefäßen inkubiert.  
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205 µl 0,1 M Tris pH 7,5 

20 µl rekombinante CHS-Aufarbeitung 

10 µl CHI-Aufarbeitung 

3,1 µl 0,24 mM Malonyl-CoA (entspricht 0,75 nmol)  

1,8 µl [14C]-Malonyl-CoA (entspricht 0,75 nmol) mit 110.000 dpm = 1830 Bq 

 

für [14C]-Naringenin: 10 ml 0,1 mM (0,1 nmol/µl) 4-Cumaroyl-CoA (entspricht 1 nmol)  

für [14C]-Eriodictyol: 10 ml 0,1 mM (0,1 nmol/µl) Kaffeoyl-CoA (entspricht 1 nmol) 

 

Nach der Inkubationszeit wurden die Reaktionen mit 200 µl Ethylacetat gestoppt. Die Reaktions-

gefäße wurden gut geschüttelt und anschließend für zwei Minuten bei 14.000 U/min zentrifugiert. 

Die Oberphasen wurden abgenommen und gesammelt. Diese Extraktion wurde nochmals wieder-

holt und alle Extrakte vereinigt. Zur Mengenbestimmung werden 10 µl, 20 µl, 30µl und 50 µl des 

Extraktes auf eine Dünnschichtchromatographieplatte mit Celluloseschicht aufgetragen und im 

Laufmittel CAW chromatographiert. Die Quantifizierung ist im Kapitel B.2.2.6 beschrieben. 

 

Herstellung von [14C]-Dihydrokämpferol und [14C]-Dihydroquercetin 

[14C]-Dihydrokämpferol und [14C]-Dihydroquercetin wurden mit einer abgewandelten Methode 

nach BRITSCH et al. (1992) aus [14C]-Naringenin und [14C]-Eriodictyol hergestellt. Zuerst wurde das 

in Ethylacetat gelöste [14C]-Naringenin oder [14C]-Eriodictyol im Reaktionsgefäß mit einer Vakuum-

zentrifuge bis zur vollständigen Trockene eingedampft. Dann wurden die einzelnen Bestandteile 

des Reaktionsansatzes zugegeben und 50 bis 100 Ansätze wurden für 60 Minuten bei 37°C in 

offenen Reaktionsgefäßen inkubiert. Ein Ansatz hatte ein Volumen von 200 µl. 

 

120 ml 0,1 M Tris pH 7,5 

20 µl 0,65 mM FeSO4 (entspricht 13 nmol) 

20 µl 0,1 M Na-Ascorbat (entspricht 2 µmol) 

20 µl 5,1 mM α-Ketoglutarat (entspricht 102 nmol) 

20 µl rekombinante FHT-Aufarbeitung 

für [14C]-Dihydrokämpferol : 30.000 dpm [14C]-Naringenin 

für [14C]-Dihydroquercetin : 30.000 dpm [14C]-Eriodictyol 

 

Die Reaktionen wurden, wie bei der Herstellung von [14C]-Naringenin und [14C]-Eriodictyol be-

schrieben, gestoppt und die radioaktiv markierten Substrate ebenso extrahiert. 
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B.2.2.5 Standardenzymtest 

B.2.2.5.1 Photometrisch gemessene Enzymtests 

Phenylalanin-Ammonium-Lyase-Test (PAL-Test) 

Im PAL-Test nach DANGELMAYR (1982) wurde die Umsetzung der Aminosäure Phenylalanin zur 

Zimtsäure gemessen. Hierfür wurden 12,5 mg Phenylalanin in 1 ml Puffer gelöst. 

Folgende Ansätze wurden in Falkonröhrchen pipettiert: 

- ad 2,8 ml Puffer: 0,1 M Tris HCl pH 8,8 

- 100 µg Gesamtprotein aus dem Enzymextrakt. 

Für die Kontrolle ohne Enzym wurde entsprechend mehr Puffer zugegeben. Der Ansatz wurde im 

Wasserbad bei 38 - 40°C vorgewärmt und durch Zugabe von 200 µl Phenylalanin-Lösung (5 mM 

im Reaktionsansatz) wurde die Reaktion gestartet. Zur Bestimmung des Nullpunktes der Reaktion 

wurde sofort 1 ml des Ansatzes in ein Eppendorfgefäß überführt, in dem 50 µl 5 N HCl zum 

Abstoppen der Reaktion vorgelegt waren. Nach kurzem Schütteln und Überführung in eine Quarz-

küvette wurde die Extinktion bei 252 nm, 257 nm, 263 nm (Absorptionsmaxima des Phenylalanins) 

sowie bei 280 nm und 290 nm (Absorptionsmaxima der Zimtsäure) am Photometer gemessen, um 

die Umsetzung des Phenylalanins zur Zimtsäure genau verfolgen zu können. Der restliche Ansatz 

wurde 60 Minuten bei 38 - 40°C im Wasserbad inkubiert. Es folgte eine weitere Messung wie bei 

der Messung der Nullpunktproben beschrieben. Zur Auswertung wurden die gemessenen Extink-

tionen bei 280 nm herangezogen, da bei dieser Wellenlänge nur noch die Zimtsäure absorbiert. 

Vom jeweiligen Wert, der nach 60 Minuten gemessen wurde, wurde der Wert der entsprechenden 

Nullprobe subtrahiert. Die Enzymaktivität ist innerhalb des Linearitätsbereichs für Zeit, Enzym-

menge und Substratkonzentration proportional der errechneten Differenz. 

 

B.2.2.5.2 Enzymtests mit [14C]-markierten Substraten 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Enzymtests mit [14C]-markierten Substraten durch-

geführt: 

 

1) Flavonolsynthase-Test (FLS-Test) 

2) Dihydroflavonol 4-Reduktase-Test (DFR-Test) 

3) Leukoanthocyanidin 4-Reduktase-Test (LAR-Test). 
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Da der Ablauf der Enzymtests weitestgehend identisch war, wird er einmal in allgemeiner Form 

dargestellt. Die unterschiedlichen Komponenten sind der Tabelle 3 zu entnehmen. 

Für die Enzymtests wurden [14C]-markierte Substrate (2500 dpm) verwendet. Ein Ansatz hatte 

folgende Komponenten: 

- ad 230 µl (bei 1 Kofaktor) bzw. ad 250 µl (bei 3 Kofaktoren) Puffer 

- Kofaktor(en) 

- je 25 - 50 µg Gesamtprotein aus dem Enzymextrakt oder aus der heterologen Expression. 

 

Die Reaktionsansätze wurden für 30 Minuten bei der entsprechenden Temperatur im Thermoblock 

inkubiert. Es folgte eine zweimalige Extraktion mit 200 µl EtOAc. Die entstandenen Oberphasen 

wurden abgenommen, vereinigt, vollständig auf eine Cellulose-DC-Platte aufgetragen und in einem 

geeigneten Laufmittel chromatographiert. Zur späteren Identifizierung der Banden wurden Stan-

dards (500 dpm im Falle radioaktiv markierter Substrate / Produkte), zumeist mögliche Reaktions-

produkte, mit auf die DC-Platte aufgetragen. Die Auswertung und Quantifizierung ist im Kapitel 

B.2.2.6 beschrieben. 

 

Tab. 3: Versuchsbedingungen der Enzymtests mit [14C]-markierten Substraten 

Enzym [14C]-markierte 

Substrate 

Puffer Kofaktoren und 

vorgeschaltete Enzyme 

Tempe-

ratur 

Laufmittel Standards 

FLS Dihydrokämpferol 0,1 M Tris HCl  
pH 7,25 

10 µl FeSO4 (10 nmol)            
10 µl Na-Ascorbat (1 nmol)                           
10 µl α-Ketoglutarat (50 nmol) 

25°C Forestal Kämpferol 

FLS Dihydroquercetin 0,1 M Tris HCl  
pH 7,25 

10 µl FeSO4 (10 nmol)            
10 µl Na-Ascorbat (1 nmol)                           
10 µl α-Ketoglutarat (50 nmol) 

25°C Forestal Quercetin 

DFR Dihydrokämpferol 0,1 M Tris HCl  
pH 7,5 

10 µl NADPH (0,1 mmol) 25°C CAW Leukopelar-
gonidin 

DFR Dihydroquercetin 0,1 M Tris HCl  
pH 7,5 

10 µl NADPH (0,1 mmol) 25°C CAW Leuko-
cyanidin 

LAR 

(+DFR) 

Dihydroquercetin 0,1 M Tris HCl  
pH 7,5 

10 µl NADPH (0,1 mmol)  
DFR 

25°C BAW Catechin 

LAR 

(+DFR) 

Eriodictyol 0,1 M Tris HCl  
pH 7,5 

10 µl NADPH (0,1 mmol)  
DFR  

25°C BAW  
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B.2.2.5.3 Enzymtests mit nicht radioaktiv markierten Substraten 

Anthocyanidinreduktase (ANR)-Test 

Im ANR-Test, verändert nach PUNYASIRI et al. (2004), wurde die Umsetzung von Pelargonidin zu 

Epiafzelechin bzw. von Cyanidin zu Epicatechin gemessen. 

Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen: 

- ad 500 µl Puffer: 0,1 M Kpi pH 5,5 

- Kofaktor: 50 µl 20 mM NADPH  

- Substrat: 50 µl Pelargonidinchlorid bzw. Cyanidinchlorid (jeweils 1 mg/ml EGME) 

- 100 µg Gesamtprotein aus dem Enzymextrakt oder aus heterologer Expression. 

 

Der Enzymtest wurde bei 45°C für 60 Minuten im Thermoblock inkubiert. Es folgte eine zwei-

malige Extraktion mit 500 µl EtOAc, wie in Kapitel B.2.2.4 beschrieben. Die vereinten Oberphasen 

wurden vollständig eingedampft, der Rückstand mit 30 µl MeOH wieder aufgenommen und mit 

Glaskapillaren auf die Cellulose-DC-Platten aufgetragen. Zur späteren Identifizierung der Produkt-

Banden wurde Epicatechin (1 mg/ml in MeOH gelöst) als Standard auf die DC-Platte aufgetragen. 

Die DC-Platten wurden im Laufmittel BAW chromatographiert. Zur Auswertung wurden die nach 

dem Lauf getrockneten Cellulose-DC-Platten mit 0,1 prozentiger DMAZA-Lösung besprüht. 

DMAZA bildet zusammen mit den Flavan 3-olen einen blau-türkisen Farbstoff. Die Platten 

wurden gescannt und das digitale Bild mit dem Programm Adobe Photoshop 6.0 optimiert. Mit 

dieser Methode ließen sich jedoch nur qualitative und halbquantitative Aussagen zur Enzymaktivi-

tät machen. 

 

B.2.2.6 Radioaktivitätsmessung 

Zur späteren Identifizierung der Banden wurden Standards (jeweils 500 dpm), zumeist mögliche 

Reaktionsprodukte, mit auf die DC-Platte aufgetragen. Zur Auswertung und Quantifizierung der 

radioaktiven Signale wurden die chromatographierten Dünnschichtplatten nach dem Trocknen auf 

Expositionsplatten (Phospho-Imager-Screen, Fujix) gelegt. Die Expositionsplatten wurden mit dem 

Bio Imaging Analyser Fujix BAS 1000 eingelesen und mit den Softwareprogrammen BAS Reader 2.21 

und TINA 2.0 ausgewertet. 
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B.2.3 Chemische Methoden 

Dünnschichtchromatographie 
Bei der dünnschichtchromatographischen Auftrennung wurden mit Cellulose beschichtete Glas-

platten der Firma Merck in folgenden Laufmittelsystemen benutzt: 

 

Tab. 4: Zusammensetzung der unterschiedlichen Laufmittel 

Laufmittel Komponenten (ml) 

CAW Chloroform    

50 

Eisessig 

45 

Wasser 

5 
BAW n-Butanol 

60 

Eisessig 

10 

Wasser 

20 
Forestal Eisessig 

90 

Salzsäure 

9 

Wasser 

30 
 

B.2.4 Histochemische Untersuchungsmethoden 

DMAZA-Färbereaktion auf Flavan 3-ole 
Flavan 3-ole (Afzelechin, Epiafzelechin, Catechin, Epicatechin) gehen mit dem aromatischen 

Aldehyd, dem p-Dimethylaminozimtaldehyd (DMAZA) eine äußerst empfindliche Reaktion ein, 

die auch als histologische Feucht-Reaktion bezeichnet wird. Die normalerweise ungefärbten Flavan 

3-ole werden in einen intensiv blau gefärbten Farbkomplex umgewandelt. So können sie im Pflan-

zengewebe lokalisiert oder auch im methanolischen Pflanzenextrakt nach dünnschichtchromato-

graphischer Auftrennung auf DC-Platten sichtbar gemacht werden. Hierfür werden die DC-Platten 

mit DMAZA-Lösung (6 N HCl und EtOH im Verhältnis 1:1 mit 0,1 % DMAZA) besprüht. 

Flavan 3-ole sind anschließend als blau-türkise Banden identifizierbar. 

Bei der Untersuchung der Verteilung der Flavan 3-ole in Erdbeerfrüchten verschiedener Reife-

stadien, wurden Früchte längs und quer ihrer Mittelachse mit einem Skalpell aufgeschnitten. 

Anschließend wurden sie mit oben genannter DMAZA-Lösung besprüht. Nach fünfminütiger 

Reaktionszeit wurden die Schnitte fotografisch festgehalten. 
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B.2.5 Computergestützte Analyse von DNA- und Aminosäuresequenzen 

Die Analyse von Sequenzierergebnissen erfolgte mit dem Programm ChromasPro  

(http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html). Sequenzrecherchen in der GenBank 

wurden mit den Programmen Blastn, Blastx und Blastp (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) durch-

geführt. Programme zum Erstellen von revers komplementären DNA-Sequenzen, zur Translation 

von DNA, zum Finden von Restriktionsstellen innerhalb von Sequenzen und Ähnlichem wurden 

über die Internetseite „A Pack of molecular Analysis Tools“ (http://www.mbs.adelaide.edu.au-

/bioinf/tools/) geladen und ausgeführt. Für DNA- und AS-Sequenzvergleiche wurden die Pro-

gramme MultAlign (Version 5.4.1; http://prodes.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html) und 

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) verwendet. Phylogenetische Untersuchungen wurden 

mit dem Programm Clustal X (Version 1.8) durchgeführt. 
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C Ergebnisse 

C.1 Klonierung und Charakterisierung von Flavonoidgenen aus Erdbeere 
(Fragaria x ananassa) 

C.1.1 Allgemeines Vorgehen 

Im Mittelpunkt des Interesses standen die Sequenzen der FLS, DFR, LAR und ANR aus der Sorte 

‚Korona’, die eine für Botrytis cinerea anfällige Hauptsorte im Erwerbsanbau ist. Die DFR wurde 

schon in einer Vorarbeit aus der Erdbeersorte ‚Thetis’ am Lehrstuhl kloniert (GOSCH, 2003). Die 

vorhandenen Sequenzinformationen konnten für die Klonierung der DFR aus der Sorte ‚Korona’ 

verwendet werden. Die Sequenzen der FLS, LAR und ANR waren zu diesem Zeitpunkt aus der 

Erdbeere noch nicht veröffentlicht. Für die Klonierung dieser Gene wurden degenerierte Primer 

anhand bekannter Gensequenzen und ESTs anderer Vertreter der Rosaceae entworfen. Die Isolie-

rung von Gesamt-RNA erfolgte aus Blütenböden und Früchten verschiedener Reifestadien. cDNA 

wurde mit dem, an den Poly(A)-Schwanz der mRNA bindenden, oligo(dT)-Primer hergestellt. Die 

erzielten Fragmente wurden in den PCR-Klonierungsvektor pCR2.1-TOPO inseriert, positive 

Klone detektiert, isoliert und anschließend sequenziert. Homologien der erhaltenen Sequenzen 

wurden durch einen Blastn und Blastx-Vergleich mit in der GenBank veröffentlichten Sequenzen 

ermittelt. Ausgehend von den klonierten Fragmenten wurden die FLS, LAR und ANR mittels 

RACE-PCR-Methoden um die noch fehlenden cDNA-Enden komplettiert. Anhand der neu er-

zielten und bereits bekannten Sequenzinformationen wurden den ganzen ORF umfassende end-to-

end-Primer entworfen. Die vollständigen putativen cDNAs von DFR, FLS, LAR und ANR aus der 

Sorte ‚Korona’ wurden im Rahmen dieser Arbeit erstmalig amplifiziert und in den Hefevektor 

pYES2.1/V5-His-TOPO kloniert. Positive Klone mit sense-Orientierung des Inserts bezüglich des 

Vektor-Promotors, wurden detektiert, isoliert und anschließend sequenziert. Eine Überprüfung auf 

DNA- und Aminosäureebene erfolgte über Blast und der Kontrolle des ORF. Nach heterologer 

Expression in Hefe wurde die Analyse der Funktionalität und der Substratspezifität des jeweiligen 

rekombinanten Proteins mit Enzymtests durchgeführt. 
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C.1.2 Dihydroflavonol 4-Reduktase (DFR) 

C.1.2.1 Klonierung eines putativen full-length DFR cDNA-Klons 

Ausgangspunkt war cDNA, die aus Früchten bei beginnender Rotfärbung gewonnen wurde. Mit 

den end-to-end-Primern 5FraDFR und 3.2FraDFR konnte ein full-length cDNA-Klon mit 1082 

Basenpaaren und einem 342 AS langen ORF amplifiziert werden.  

 

ATG         codierender Bereich TAG

3.2FraDFR

ATG         end-to-end-PCR TAG

5FraDFR

 
Abb. 8: Klonierungsschema des DFR cDNA-Klons 
 

C.1.2.2 Sequenzanalyse des DFR Klons ‚U1-1’  

C.1.2.2.1 Analyse von Sequenzmotiven  

Die DFR Aminosäuresequenz aus der Sorte ‚Korona’ zeigte die von Rossmann definierte Di-

nukleotid (NADPH/NADP)-Bindungsstelle GXXGXXG/A, beginnend bei G-14 (XIE et al., 

2004) (Kap. G.5.1).  

 

C.1.2.2.2 Homologieanalyse verschiedener DFR Sequenzen der Familie Rosaceae 

Die Sequenzidentität, der in der GenBank veröffentlichten DFR-Aminosäuresequenzen ist, wie zu 

erwarten, innerhalb der Familie der Rosaceen mit 77 bis 100 Prozent sehr hoch. Die aus der Erd-

beersorte ‚Korona’ klonierte DFR zeigt auf Aminosäureebene höchste Sequenzidentität zu drei 

bereits, beziehungsweise zwischenzeitlich veröffentlichten, DFR-Sequenzen aus Fragaria x ananassa 

(AccNo. AF029685, AY695812, AB201759)  mit 97  beziehungsweise 98 Prozent (Tab. 5).  
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Tab. 5: Homologiematrix in Prozent der verschiedenen DFR Klone der Familie Rosaceae 

AB201759 (Fragaria x ananassa), AY695812 (Fragaria x ananassa), AY227732 (Pyrus communis ‚Abbe Fetel’), AY227729 (Malus x domestica ‚Weirouge’), AF029685 (Fragaria x ananassa), 
D85102 (Rosa hybrida), U1-1 (Fragaria x ananassa ‚Korona’), AF117268 (Malus x domestica), AY227731 (Pyrus communis ‚Conference’), AY227730 (Pyrus communis ‚Pyrodwarf’), 
AY227728 (Malus x domestica ‚M9’). In der oberen rechten Seite sind die Homologien basierend auf den Nukleotidsequenzen (GenBank) dargestellt, in der linken unteren Hälfte die 
Homologien basierend auf den Aminosäuresequenzen. 
 

 AB201759 
Fragaria 

AY695812 
Fragaria 

AY227732 
Pyrus 

AY227729 
Malus 

AF029685 
Fragaria 

D85102 
Rosa 

U1-1  
Fragaria 

AF117268 
Malus 

AY227731  
Pyrus 

AY227730 
Pyrus 

AY227728 
Malus 

AB201759 
Fragaria 

 98 76 76 98 77 97 62 76 76 76 

AY695812   
Fragaria 

98  78 77 99 83 99 77 78 78 77 

AY227732     
Pyrus 

78 78  97 76 79 76 97 99 99 97 

AY227729      
Malus 

78 78 99  76 78 76 99 97 97 99 

AF029685 
Fragaria 

97 99 78 78  73 99 60 76 76 76 

D85102      
Rosa 

79 80 82 82 80  80 64 80 79 78 

U1-1      
Fragaria 

97 98 77 78 97 80  73 76 76 76 

AF117268   
Malus 

78 78 99 100 78 82 78  97 97 99 

AY227731 
Pyrus 

78 78 99 99 78 82 77 99  99 97 

AY227730 
Pyrus 

78 78 99 99 78 82 77 99 100  97 

AY227728 
Malus 

78 78 98 99 78 83 78 99 99 99  
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C.1.2.2.3 Phylogenetische Analyse verschiedener DFR Sequenzen der Familie Rosaceae 

Abbildung 9 zeigt die enge Verwandtschaft der verschiedenen bereits veröffentlichten DFR 

Aminosäuresequenzen aus Fragaria. Dabei bilden die Vertreter einer Gattung jeweils separate 

Cluster. Die AS-Sequenz des Malus x domestica M9 Klons mit der AccNo. AY227728 unterscheidet 

sich von denen der anderen beiden Malus-Klone. Ein Grund könnte in der generativen Ver-

mehrung der M9 Unterlagen zu finden sein.  

Rosa hybrida
D85102

Malus x domestica
AY227728

Malus x domestica
AY227729

Malus x domestica
AF117268

724

Pyrus communis
AY227731

Pyrus communis
AY227730

705

Pyrus communis
AY227732

472

414

1000

Fragaria x ananassa
AY695812

Fragaria x ananassa
AB201759

254

Fragaria x ananassa
AF029685

411

Fragaria x ananassa
U1-1

1000

1000

1000

 
Abb. 9: Phylogenetische Analyse der Dihydroflavonol 4-Reduktase Vertreter der Familie Rosaceae, basie-
rend auf Aminosäuresequenzen 
D85102 (Rosa hybrida), AY227728 (Malus x domestica ‚M9’), AY227729 (Malus x domestica ‚Weirouge’), AF117268 
(Malus x domestica), AY227731 (Pyrus communis ‚Conference’), AY227730 (Pyrus communis ‚Pyrodwarf’), AY227732 
(Pyrus communis ‚Abbe Fetel’), AY695812 (Fragaria x ananassa), AB201759 (Fragaria x ananassa), AF029685 (Fragaria x 
ananassa), U1-1 (Fragaria x ananassa ‚Korona’). Die Zahlen an den Verzweigungen zeigen die Anzahl der positiven 
Bootstrap Zyklen (total 1000). 
 

C.1.2.3 Heterologe Expression des putativen DFR cDNA-Klons 

Das Protein des heterolog in Hefe exprimierten cDNA-Klons U1-1 aus der Erdbeersorte ‚Korona’ 

zeigte eindeutig DFR-Aktivität (Abb. 10). Im Test wurde es mit dem, in einer früheren Arbeit 

klonierten, DFR-Klon aus der Erdbeersorte ‚Thetis’ verglichen. Die beiden Erdbeerklone setzten 

sowohl Dihydrokämpferol, als auch Dihydroquercetin als Substrat um und bildeten Leukopelar-

gonidin beziehungsweise Leukocyanidin. Der Klon U1-1 zeigte mehr Aktivität als der Klon aus der 

Sorte ‚Thetis’. 
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DHQ

(ERI)

(NAR)

DHK

LPel

Lcy

1 2 3 4 5 6

 
Abb. 10: Aktivität des heterolog in Hefe exprimierten cDNA-Klons U1-1 
Die Ansätze enthielten 50 µl Protein, die Inkubationszeit betrug 30 Minuten bei 25°C. Die Auftrennung erfolgte in 
CAW. 1 = Substrat [14C]-DHQ, 2 = Ansatz mit DFR aus ‚Thetis’ und [14C]-DHQ, 3 = Ansatz mit DFR U1-1 und 
[14C]-DHQ, 4 = Substrat [14C]-DHK, 5 = Ansatz mit DFR aus ‚Thetis’ und [14C]-DHK, 6 = Ansatz mit DFR U1-1 
und [14C]-DHK. (NAR und ERI) = Nicht umgesetzte Vorläufersubstrate aus der Substratsynthese.  
 

 

C.1.3 Flavonolsynthase (FLS) 

C.1.3.1 Klonierung eines putativen full-length FLS cDNA-Klons 

Mithilfe der rosenspezifischen FLS-Primer FLSRoVo und 3RoFLS1 konnten zwei Fragmente mit 

jeweils 1050 Basenpaaren Länge aus cDNA reifer Früchte kloniert werden. Sie besaßen einen 

offenen Leserahmen von 334 Aminosäuren bis zum Stopp-Codon. Die beiden Sequenzen unter-

schieden sich in vier Basenpaaren; auf Aminosäureebene gab es zwei Substitutionen. Der Vergleich 

mit der bereits bekannten Rosensequenz der Sorte ‚Kardinal’ (AccNo. AB038247) ergab das Fehlen 

von nur circa zehn Basen am 5’-Ende. Vom Fragment ausgehend wurden drei Primer für das 5’-

RACE (3FLSRACE, 3FLSRACE1, 3FLSRACE2) entworfen. 5’-RACE über C-tailing und die 

Primer 3FLSRACE1 und 3FLSRACE2 erbrachte ein Fragment der gewünschten Länge, das das 

Start-ATG enthielt und darüber hinaus einen 6 bp langen leader-Bereich. Die gesamte Sequenz war 

1257 bp lang. Die nach dieser Sequenzinformation entworfenen end-to-end-Primer 5FLS und 3FLS 

brachten einen full-length cDNA-Klon. Er war 1049 bp lang und hatte einen ORF von 336 AS.  
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ATG         codierender Bereich TAA

3RoFLS1

Klonierung Fragment      TAA

FLSRoVo

1. 5‘RACE

3FLSRACE1

AAP

ATG 2. 5‘RACE

3FLSRACE2

AUAP

ATG         end-to-end-PCR  TAA

3FLS

5FLS

 
Abb. 11: Klonierungsschema des FLS cDNA-Klons  
 

C.1.3.2 Sequenzanalyse des FLS Klons  

C.1.3.2.1 Analyse von Sequenzmotiven  

Die Erdbeer FLS Sequenz wurde mit anderen in der GenBank veröffentlichten FLS Sequenzen 

und am Lehrstuhl vorliegenden FLS Sequenzen mit dem Programm ClustalW verglichen. Die 

genannten Positionen beziehen sich auf die Erdbeersequenz und sind im Anhang (Kap. G.5.2) 

aufgeführt. Das von LUKAČIN et al. (2000) beschriebene konservierte Motiv, das zur Eisenbindung 

benötigt wird (H X D), befindet sich zwischen Position H-228 und D-230. Das zweite dazu be-

nötigte Histidin ist bei Position H-284. Das 2-Oxoglutarat bindende Motiv ist zwischen den 

Aminosäuren auf Position R-294 und S-296 zu finden (MARTENS et al., 2003). Die beiden Motive 

klassifizieren die amplifizierte Sequenz als 2-oxoglutaratabhängige Dioxygenase. 

 

C.1.3.2.2 Homologieanalyse verschiedener FLS-Sequenzen 

Im folgenden Kapitel wurden die genannten (Kap. C.1.3.2.1) FLS Sequenzen einer Homologie-

prüfung unterzogen. Die Zuordnung der verschiedenen Flavonolsynthasen zu den 2-ODD wurde 

von PRESCOTT UND JOHN (1996) veröffentlicht. Ein Multialignment wurde mit dem Programm 

ClustalW durchgeführt (Kap. G.5.2). Basierend auf diesem Alignment, konnten die charakte-

ristischen 2-ODD Sequenzbereiche auf der Erdbeer FLS-Sequenz bestimmt werden. Die Ergeb-

nisse der Nukleotid- und Aminosäuresequenzvergleiche sind in folgender Homologiematrix 
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dargestellt (Tab. 6). Die Homologierate der verschiedenen Flavonolsynthasen liegt zwischen 40 und 

100 Prozent auf Aminosäureebene. Die Erdbeer FLS zeigt auf AS-Ebene höchste Homologie zu 

den FLS-Sequenzen von Rosa hybrida (AccNo. AB038247) mit 93 Prozent und zu Malus x domestica 

(AccNo. AY965343, AF119095) mit 77 Prozent, die geringste Homologie zur FLS von Arabidopsis 

thaliana (AccNo. NM_148158) mit 41 Prozent. 
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Tab. 6: Homologiematrix in Prozent verschiedener FLS Sequenzen 

NM_148158 (Arabidopsis thaliana), AY230249 (Petroselinum crispum), AB038247 (Rosa x hybrida), AY965343 (Malus x domestica), AY221247 (Allium cepa), AB011796 (Citrus unshiu), 
AF240764 (Eustoma russelianum), AB078512 (Nierembergia sp.), X92178 (Solanum tuberosum), Z22543 (Petunia hybrida), Osteck (Osteospermum hybrida), Gerhyb (Gerbera x hybrida), 
DQ272591 (Antirrhinum majus), AB078965 (Eustoma grandiflorum), AY496932 (Ginkgo biloba), AF119095 (Malus x domestica), U84259 (Arabidopsis thaliana), U84260 (Arabidopsis 
thaliana), DQ087252 (Fragaria x ananassa). In der oberen rechten Seite sind die Homologien basierend auf den Nukleotidsequenzen (GenBank) dargestellt, in der linken unteren 
Hälfte die Homologien basierend auf den Aminosäuresequenzen. 
 

 NM_148158  AY230249 AB038247 AY965343 AY221247 AB011796 AF240764 AB078512 X92178 Z22543 Osteck Gerhyb DQ272591 AB078965 AY496932 AF119095 U84259 U84260 DQ087252 

NM_1481
58 

 48 38 45 43 48 49 49 49 49 47 46 41 48 44 46 64 61 39 

AY230249 46  60 66 56 58 63 63 61 65 67 70 60 72 41 56 55 58 68 

AB038247 40 68  76 64 55 57 53 50 60 57 67 58 70 40 62 52 57 92 

AY965343 43 66 77  67 65 66 65 63 67 66 67 65 66 50 99 58 58 78 

AY221247 41 67 65 64  55 55 55 55 57 64 63 56 68 41 55 51 55 64 

AB011796 48 70 68 67 71  57 56 54 60 55 65 57 69 41 53 57 62 67 

AF240764 48 75 71 69 69 69  59 58 63 62 71 60 98 49 53 55 60 69 

AB078512 41 74 68 67 68 70 77  61 73 61 68 61 73 39 50 54 60 68 

X92178 41 74 65 66 65 67 76 80  74 60 67 60 72 38 48 50 55 65 

Z22543 46 76 67 67 67 70 79 87 83  61 70 62 73 42 57 55 57 69 

Osteck 46 74 67 65 65 69 73 71 68 69  81 60 73 42 57 52 56 65 

Gerhyb 43 74 64 66 66 70 73 70 69 70 81  70 74 45 64 61 61 66 

DQ272591 46 73 69 60 67 69 74 76 74 77 74 74  72 43 54 52 56 68 

AB078965 48 74 70 69 67 68 98 77 75 78 72 72 73  47 66 64 64 70 

AY496932 37 48 47 49 51 51 46 47 45 46 49 48 47 45  39 38 42 48 

AF119095 43 66 77 99 64 67 69 67 66 67 65 66 66 69 48  51 56 76 

U84259 56 62 59 56 60 66 64 60 62 62 63 63 62 63 46 56  99 61 

U84260 56 62 59 56 60 66 64 60 62 62 63 63 62 63 46 56 100  61 

DQ087252 41 67 93 77 64 69 71 67 64 65 63 62 68 69 46 77 58 58  
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C.1.3.2.3 Phylogenetische Analyse verschiedener FLS Sequenzen  

Abbildung 12 zeigt die phylogenetische Analyse der verschiedenen Flavonolsynthasen. Die enge 

Verwandtschaft der Flavonolsynthasen zwischen Fragaria x ananassa (DQ087252), Malus x domestica 

(AY965343, AF119095) und Rosa hybrida (AB038247) ist gut ersichtlich. 
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Osteospermum hybrida

Gerbera hybrida

Antirrhinum majus DQ272591

Eustoma russelianum AF240764

Eustoma grandiflorum AB078965

Nierembergia sp. AB078512

Petunia hybrida Z22543

Solanum tuberosum X92178

Petroselinum crispum AY230249
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Arabidopsis thaliana U84260

Arabidopsis thaliana NM_148158

Ginkgo biloba AY496932

 
Abb. 12: Phylogenetische Analyse verschiedener Flavonolsynthasen, basierend auf Aminosäuresequenzen  
Gattungen, die mit der gleichen Farbe dargestellt sind, gehören der gleichen Familie an. Die Zahlen an den Ver-
zweigungen zeigen die Anzahl der positiven Bootstrap Zyklen (total 1000). AY221247 (Allium cepa), AB011796 
(Citrus unshiu), AB038247 (Rosa hybrida), DQ087252 (Fragaria x ananassa), AY965343 (Malus x domestica), AF119095 
(Malus x domestica), Osteospermum hybrida, Gerbera hybrida, DQ272591 (Antirrhinum majus), AF240764 (Eustoma 
russelianum), AB078965 (Eustoma grandiflorum), AB078512 (Nierembergia sp.), Z22543 (Petunia hybrida), X92178 (Solanum 
tuberosum), AY230249 (Petroselinum crispum), U84259 (Arabidopsis thaliana), U84260 (Arabidopsis thaliana), NM_148158 
(Arabidopsis thaliana), AY496932 (Ginkgo biloba).  
 

C.1.3.3 Heterologe Expression des putativen FLS cDNA-Klons 

Das rekombinante Protein des in Hefe heterolog exprimierten FLS cDNA-Klons zeigte eine 

schwache, aber eindeutig nachweisbare FLS-Aktivität. Es wurde sowohl das Substrat Dihydro-

kämpferol, als auch Dihydroquercetin akzeptiert. Nach der heterologen Expression in Hefe wurde 

ein Teil der rekombinanten Proteine mit und ein Teil ohne Zugabe von Glycerin, in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren. Frühere Arbeiten des Lehrstuhls belegen den hemmenden Einfluss des 

Glycerins auf die Enzymaktivität. Nur das rekombinante Protein, das ohne Zugabe von Glycerin 

verwendet wurde, zeigte FLS-Aktivität (Abb. 13). Die Enzymtests wurden ansonsten exakt gleich 

und synchron durchgeführt. 
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DHQ

DHK

Km

Qu

1 2 3 4

 
Abb. 13: Aktivität des heterolog in Hefe exprimierten FLS cDNA-Klons  
Die Ansätze enthielten 30 µg Protein, die Inkubationszeit betrug 30 min bei 25°C. 1 = Ansatz mit FLS und [14C]-
DHQ, 2 = Ansatz mit FLS und [14C]-DHK, 3 = Standards DHQ und Qu, 4 = Standards DHK und Km. Aus-
schnitt der DC nach Auftrennung in Forestal. 
 

C.1.4 Leukoanthocyanidin 4-Reduktase (LAR) 

C.1.4.1 Klonierung eines putativen full-length LAR cDNA-Klons 

Mit dem partiell degenerierten LAR-spezifischen Primer 5LAR7 in Kombination mit dem 

oligo(dT)Anchor Primer konnte ein circa 950 bp langes cDNA-Fragment aus großen grünen 

Früchten isoliert werden. Mit einer folgenden nested PCR mit dem partiell degenerierten LAR-

Primer 5LAR8 und dem oligo(dT)Anchor Primer wurde ein 839 bp langes Fragment mit einem 

ORF von 196 AS erzielt. Dieses enthielt das poly(A)+-Ende und einen trailer-Bereich von 211 bp 

nach dem Stopp-Codon. Das Fragment zeigte eine 84-prozentige Sequenzidentität zu der Malus x 

domestica LAR1 (AccNo. DQ139836) auf DNA-Ebene. Ausgehend von der gewonnenen Sequenz-

information wurden drei Primer für das 5’-RACE (LAR5’RACE1, LAR5’RACE2 und 

LAR5’RACE3) konstruiert. Beim ersten 5’-RACE-Ansatz, über C-tailing und die RACE-Primer 

LAR5’RACE2 und LAR5’RACE3, wurde ein 554 bp langes Fragment mit einem durchgehenden 

ORF von 179 AS gewonnen. Vor dem ATG-Start konnte zusätzlich ein 50 bp langer leader-Bereich 

isoliert werden. Die gesamte zur Verfügung stehende Sequenz hatte nun eine Länge von 1373 bp, 

inklusive leader- und trailer-Bereich. Mit den end-to-end-Primern 5LARfra und 3LARfra1 wurde ein 

full-length LAR cDNA-Klon erzielt. Er hatte eine Länge von 1286 bp und einen ORF von 358 AS 

(Abb. 14).  
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Abb. 14: Klonierungsschema des LAR cDNA-Klons  
 

 

C.1.4.2 Sequenzanalyse des LAR Klons  

C.1.4.2.1 Analyse von Sequenzmotiven  

Die Zuordnung der verschiedenen Leukoanthocyanidin 4-Reduktasen zu der Isoflavonreduktase 

ähnlichen Gruppe der Reduktase-Epimerase-Dehydrogenase Superfamilie und somit zur Klasse der 

Oxidoreduktasen, wurde von TANNER et al. (2003) veröffentlicht. Die LAR Aminosäuresequenz 

aus der Erdbeersorte ‚Korona’ zeigt die Dinukleotid (NADPH/NADP)-Bindungsstelle GXXGX-

XG/A beginnend bei Position G-20 (XIE et al., 2004). Ebenso das RFLP Motiv (T(v/i)KRFLP-

SEFGHD),  beginnend bei Position T-119, das ICCN Motiv (ICCNSIA(g/a/s)WPY), beginnend 

bei Position I-165 und THD Motive (THDIFI(n/k)GCQ) nach BOGS et al. (2005), beginnend bei 

Position T-281. 

 

C.1.4.2.2 Homologieanalyse verschiedener LAR Sequenzen 

Bereits in der GenBank veröffentlichte LAR-Sequenzen wurden, mithilfe eines Multialignments, 

verglichen, das mit dem Programm ClustalW erstellt wurde (G.5.3). Die Ergebnisse der Nukleotid- 

und Aminosäuresequenzvergleiche sind in folgender Homologiematrix dargestellt (Tab. 7). Die 

Sequenzidentität der verschiedenen Leukoanthocyanidin 4-Reduktasen liegt auf Aminosäureebene 

zwischen 45 und 100 Prozent. Die Erdbeer LAR zeigt auf AS-Ebene mit 76 Prozent höchste 
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Sequenzidentität zur LAR 2 (AccNo. AY830132) und mit 75 Prozent zur LAR 1 (AccNo. 

DQ139836, AY830131) von Malus x domestica. In folgender Tabelle sind alle bisher veröffentlichten 

LAR1 und LAR2 Klone aufgeführt. Die für die Klonierung verwendeten degenerierten Primer 

wurden so konzipiert, dass sowohl LAR1, als auch LAR2 Klone detektiert werden konnten. Da 

dies nicht erfolgte, gibt es Grund zu der Annahme, dass in der Erdbeere keine zweite LAR expri-

miert wird. 
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Tab. 7: Homologiematrix in Prozent verschiedener LAR Sequenzen 

BN000698 (Phaseolus coccineus), BN000697 (Pinus taeda), BN000696 (Hordeum vulgare), AY730617 (Lotus uliginosus), AJ550154 (Desmodium uncinatum), DQ087253 (Fragaria x ananassa), 
BN000702 (Vitis shuttleworthii), BN000700 (Gossypium raimondii), BN000695 (Gossypium arboreum), AY830131 (Malus x domestica), AJ865335 (Vitis vinifera), AJ865336 (Vitis vinifera), 
DQ129685 (Vitis vinifera), DQ139836 (Malus x domestica), BN000701 (Gossypium raimondii), BN000699 (Gossypium arboreum), AY830132 (Malus x domestica), AJ865334 (Vitis vinifera), 
DQ129686 (Vitis vinifera), DQ139837 (Malus x domestica). In der oberen rechten Seite sind die Homologien, basierend auf den Nukleotidsequenzen (GenBank), dargestellt, in der 
linken unteren Hälfte die Homologien basierend auf den Aminosäuresequenzen. 
 

 BN000698 BN000697 BN000696 AY730617 AJ550154 DQ087253 BN000702 BN000700 BN000695 AY830131 AJ865335 AJ865336 DQ129685 DQ139836 BN000701 BN000699 AY830132 AJ865334 DQ129686 DQ139837 

BN000698  48 45 68 60 58 52 56 56 54 60 52 59 61 49 49 54 49 53 63 

BN000697 45  40 38 32 41 44 41 41 37 53 43 52 53 39 40 37 40 50 52 

BN000696 50 46  43 38 46 51 44 43 43 56 50 55 56 43 42 47 43 54 61 

AY730617 67 49 51  57 50 47 46 45 44 58 47 57 60 46 44 44 43 54 60 

AJ550154 70 47 50 72  51 50 47 47 45 60 50 59 59 44 43 47 42 53 60 

DQ087253 61 49 55 62 59  51 52 52 61 63 50 61 73 47 46 75 51 59 77 

BN000702 62 52 55 59 61 64  52 52 57 98 97 98 66 49 46 59 55 62 66 

BN000700 58 52 55 58 57 66 65  97 52 64 52 63 67 49 48 51 45 56 67 

BN000695 58 53 55 58 57 66 65 98  51 63 51 62 68 50 48 51 45 56 68 

AY830131 62 50 58 61 60 75 68 66 67  67 57 66 100 44 43 85 46 58 92 

AJ865335 62 53 55 59 61 64 98 65 65 68  98 100 67 57 56 67 62 62 67 

AJ865336 62 53 55 58 61 64 98 65 66 68 99  98 66 45 44 54 54 63 66 

DQ129685 62 53 55 59 61 64 98 65 65 68 100 99  66 55 55 69 65 65 66 

DQ139836 62 50 58 61 60 75 68 66 67 100 68 68 68  55 54 91 61 61 92 

BN000701 50 45 52 54 53 55 57 58 59 56 57 56 57 56  97 48 54 64 57 

BN000699 50 46 53 55 53 55 57 58 59 56 57 56 57 56 97  44 52 64 57 

AY830132 62 49 61 62 61 76 66 65 66 90 66 66 66 90 58 58  46 58 99 

AJ865334 54 48 54 57 56 60 61 62 62 62 61 60 61 62 65 65 64  98 61 

DQ129686 54 49 54 57 56 60 61 62 62 62 61 61 61 62 65 65 64 98  61 

DQ139837 62 49 61 61 61 75 66 65 66 89 66 66 66 89 57 57 99 63 63  
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C.1.4.2.3 Phylogenetische Analyse verschiedener LAR Sequenzen  

Abbildung 15 demonstriert die phylogenetische Analyse der verschiedenen Leukoanthocyanidin 4-

Reduktasen. Die LAR aus Fragaria x ananassa zeigt eine enge Verwandtschaft zu den Leukoantho-

cyanidin 4-Reduktasen 1 und 2 aus Malus x domestica, was aufgrund der Zugehörigkeit zur gleichen 

botanischen Familie zu erwarten war.  
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Abb. 15: Phylogenetische Analyse verschiedener Leukoanthocyanidin 4-Reduktasen, basierend auf Amino-
säuresequenzen 
Gattungen, die mit der gleichen Farbe dargestellt sind, gehören der gleichen Familie an. Die Zahlen an den Ver-
zweigungen zeigen die Anzahl der positiven Bootstrap Zyklen (total 1000). AY730617 (Lotus uliginosus), AJ550154 
(Desmodium uncinatum), BN000698 (Phaseolus coccineus), AJ865335 (Vitis vinifera), DQ129685 (Vitis vinifera), AJ865336 
(Vitis vinifera), BN000702 (Vitis shuttleworthii), AY830131 (Malus x domestica), DQ139836 (Malus x domestica), 
AY830132 (Malus x domestica), DQ139837 (Malus x domestica), DQ087253 (Fragaria x ananassa), BN000700 (Gossypium 
raimondii), BN000695 (Gossypium arboreum), BN000701 (Gossypium raimondii), BN000699 (Gossypium arboreum), 
AJ865334 (Vitis vinifera), DQ129686 (Vitis vinifera), BN000696 (Hordeum vulgare), BN000697 (Pinus taeda). 
 

C.1.4.3 Heterologe Expression des putativen LAR cDNA-Klons  

Die rekombinanten Proteine des in Hefe heterolog exprimierten LAR cDNA-Klons zeigten ein-

deutig LAR-Aktivität. Dabei wurden sowohl Leukocyanidin, als auch das 3-Deoxyflavonoid 

Luteoforol als mögliche Substrate akzeptiert. Leukopelargonidin wurde geringfügig zu Afzelechin 

umgesetzt. Durch eine vorgeschaltete DFR-Reaktion mit dem heterolog exprimierten Protein des 

DFR-Klons U1-1, wurden die für die Enzymtests notwendigen, instabilen Substrate Leukocyanidin 

und Luteoforol im gleichen Ansatz vorsynthetisiert (Abb. 16). Dass genügend Substrat zur Ver-

fügung stand, ist aus dem Parallelansatz nur mit DFR (Abbildungen 16 und 17), ersichtlich. Dabei 

wurde jeweils eine Kontroll-DFR-Reaktion, ohne Zugabe von rekombinatem LAR-Protein, durch-
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geführt. Da im Dihydroquercetin Eriodictyolreste aus der Synthese vorhanden waren, konnte in 

diesem Test gleichzeitig über DFR / FNR-Aktivität Luteoforol aus Eriodictyol synthetisiert 

werden. Dieses dient als Substrat für die LAR, um Luteoliflavan zu bilden. Diese Reaktion wurde 

anschließend nochmal, wie in Abbildung 17 ersichtlich, nachgeprüft. 

 

(ERI)

1 2 3

DHQ

Luteoforol

Catechin

Luteoliflavan

LCy

 
Abb. 16: Aktivität des heterolog in Hefe exprimierten LAR cDNA-Klons 
Die Ansätze enthielten je 40 µl Protein, die Inkubationszeit betrug 30 min bei 25°C. Alle Ansätze mit [14C]-DHQ als 
Substrat. 1 = Substrat DHQ, 2 = Ansatz mit rekombinanten Protein von DFR U1-1, 3 = Ansatz mit rekombi-
nanten Protein von LAR und DFR U1-1. (ERI) = Nicht umgesetzte Vorläufersubstrate aus der Substratsynthese. 
Die Auftrennung erfolgte in BAW. 
 

ERI 

Luteoliflavan
Luteoforol

1 2 3 4

 
Abb. 17: Gekoppelte Enzymreaktion für die Luteoliflavansynthese über Luteoforol, zur Überprüfung der 
Aktivität des heterolog in Hefe exprimierten LAR cDNA-Klons 
Die Ansätze enthielten je 50 µg Protein, die Inkubationszeit betrug 60 min bei 25°C. Alle Ansätze mit [14C]-ERI als 
Substrat. 1 = Substrat [14C]-ERI, 2 = Ansatz mit rekombinanten Protein von DFR U1-1, 3 = Ansatz mit rekombi-
nanten Protein von DFR U1-1 und LAR, 4 = Ansatz ohne Proteinzugabe. Die Auftrennung erfolgte in CAW. 
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C.1.5 Anthocyanidinreduktase (ANR) 

C.1.5.1 Klonierung eines putativen full-length ANR cDNA-Klons 

Auf Grundlage bereits veröffentlichter ANR-Sequenzen und am Lehrstuhl klonierter und ex-

primierter cDNA-Klone aus Malus x domestica (TAKOS et al., 2006; HAN et al., 2005; KÜHNEL et al., 

2005), Vitis vinifera (TANNER et al., 2003; PFEIFFER et al., 2006), Phaseolus coccineus (TANNER et al., 

2003), Ginkgo biloba (SHEN et al., 2006), Medicago truncatula und Gossypium arboreum (beide TANNER et 

al., 2003), wurden partiell degenerierte ANR-Primer (5ANR1n, 5ANR2n, 3ANR1n und 3ANR2n) 

entworfen. Mit den Primern 5ANR2n und 3ANR2n konnte aus gelben Früchten, ein Fragment mit 

499 bp Länge und einem offenen Leserahmen von 166 AS erzielt werden. Von der Fragment-

sequenz ausgehend, wurden Primer für die RACE-PCR Methode abgeleitet (5’-RACEANR1, 5’-

RACEANR2, 5’-RACEANR3, 3’ANRRACE1 und 3’ANRRACE2). Das 3’-RACE mit dem Primer 

3ANRRACE1 ergab ein Fragment mit Poly(A)+-Ende. Die gesamte, nun zur Verfügung stehende 

Sequenz, war 1064 bp lang. Mehrere 5’-RACE-Versuche scheiterten. Deshalb wurde mit dem 

GeneRacer Kit ein 5’RLM-RACE Verfahren mit dem Primer 5ANRRACE1 getestet (Kap. 

B.2.1.5.4). Mithilfe dieses Verfahrens konnte, nach einer folgenden nested PCR, mit dem Primer 

5ANRRACE2 ein 206 bp langes Fragment inklusive Start-Codon und einer 97 bp langen leader-

Sequenz generiert werden. Aufgrund der gewonnenen Sequenzinformation, wurden die end-to-end-

Primer 5ANR2 und 3ANR1 entworfen, mit denen ein 1097 bp langer, full-length ANR-Klon, mit 

einen ORF von 340 AS, erzielt wurde.  

 

ATG         codierender Bereich TAG

3ANR2n

Klonierung Fragment      

5ANR2n

1. 3‘RACE      TAG

AP

3ANRRACE1

1. 5‘RLM-RACE

5‘Primer 
aus Kit

ATG         end-to-end-PCR  TAG
3ANR1

5ANR2

5ANRRACE1

ATG  2. 5‘RLM-RACE

5ANRRACE2

5‘Primer 
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Abb. 18: Klonierungsschema des ANR cDNA-Klons 
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C.1.5.2 Sequenzanalyse des ANR Klons  

C.1.5.2.1 Analyse von Sequenzmotiven  

Die Anthocyanidinreduktasen werden, wie von XIE et al. (2003 und 2004) beschrieben, ebenso wie 

die Leukoanthocyanidin 4-Reduktasen der Isoflavonreduktase ähnlichen Gruppe der Reduktase-

Epimerase-Dehydrogenase Superfamilie zugeordnet und gehören somit zur Klasse der Oxido-

reduktasen. Die ANR Aminosäuresequenz aus der Sorte ‚Korona’ zeigt die von Rossmann defi-

nierte Dinukleotid (NADPH/NADP)-Bindungsstelle GXXGXXG/A, beginnend bei G-17 (XIE et 

al., 2004). 

 

C.1.5.2.2 Homologieanalyse verschiedener ANR Sequenzen 

Ebenso wie bei der Leukoanthocyanidin 4-Reduktase wurden die bereits in der GenBank ver-

öffentlichten ANR-Sequenzen anderer Pflanzen mit einem Multialignment verglichen. Dieses 

wurde mit dem Programm ClustalW durchgeführt (Kap. G.5.4). Es wurden die gleichen Sequenz-

motive, wie bereits bei der Leukoanthocyanidin 4-Reduktase beschrieben, gefunden. Die charakte-

ristische Dinukleotid (NADPH/NADP)-Bindungsstelle GXXGXXG/A konnte auch auf der 

Erdbeer ANR-Sequenz, beginnend bei Position G-17, bestimmt werden. Die Ergebnisse der 

Nukleotid- und Aminosäuresequenzvergleiche sind in folgender Homologiematrix dargestellt (Tab. 

8). Die Sequenzidentität der verschiedenen Anthocyanidinreduktasen liegt zwischen 53  und 100 

Prozent auf Aminosäureebene. Die Erdbeer ANR zeigt auf AS-Ebene mit 98 bzw. 97 Prozent, 

höchste Sequenzidentität zu den zwischenzeitlich in der GenBank veröffentlichten Fragaria x 

ananassa  ANRs (AccNo. DQ664192, DQ664193) und mit 55 Prozent geringste Homologie zu der 

ANR von Ginkgo biloba (AccNo. AY750963). 
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Tab. 8: Homologiematrix in Prozent verschiedener ANR Sequenzen 

AY641729 (Camellia sinensis), BN000166 (Vitis vinifera), BN000165 (Gossypium arboreum), BN000164 (Phaseolus coccineus), AY830130 (Malus x domestica), AY750963 (Ginkgo biloba), 
DQ129684 (Vitis vinifera), DQ139835 (Malus x domestica), DQ099803 (Malus x domestica), AY184243 (Medicago truncatula), DQ438979 (Fragaria x ananassa), DQ664192 (Fragaria x 
ananassa), DQ664193 (Fragaria x ananassa). In der oberen rechten Seite sind die Homologien, basierend auf den Nukleotidsequenzen (GenBank) dargestellt, in der linken unteren 
Hälfte die Homologien, basierend auf den Aminosäuresequenzen. 
 

 AY641729 BN000166 BN000165 BN000164 AY830130 AY750963 DQ129684 DQ139835 DQ099803 AY184243 DQ438979 DQ664192 DQ664193 

AY641729  73 63 65 64 48 79 75 63 63 68 64 75 

BN000166 82  67 69 67 50 100 79 68 64 70 66 77 

BN000165 82 82  62 63 43 77 76 59 62 67 63 74 

BN000164 75 75 76  64 50 75 71 64 73 66 65 72 

AY830130 79 84 82 74  49 77 99 9864 75 80 83  

AY750963 57 58 59 57 59  57 60 46 48 53 50 58 

DQ129684 82 100 82 75 84 58  79 79 71 75 75 77 

DQ139835 79 84 82 73 99 59 84  99 70 81 82 83 

DQ099803 79 83 82 73 99 59 83 98  63 75 73 83 

AY184243 72 73 71 79 74 53 73 74 74  65 64 73 

DQ438979 75 76 77 72 81 55 76 81 81 71  94 98 

DQ664192 76 78 78 73 82 56 78 82 82 72 98  99 

DQ664193 75 77 78 73 82 56 77 82 82 72 97 99  
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C.1.5.2.3 Phylogenetische Analyse verschiedener ANR Sequenzen  

In Abbildung 19 ist die phylogenetische Analyse der verschiedenen Anthocyanidinreduktasen 

dargestellt. Die ANR aus Fragaria x ananassa zeigt eine enge Verwandtschaft zu den weiteren Ver-

tretern der Rosaceen (Malus x domestica). 

1000

751

1000

835

1000

528

578

830

Phaseolus coccineus
BN000164

Medicago truncatula
AY184243

Malus x domestica
AY830130

Malus x domestica
DQ099803

Malus x domestica
DQ139835

Fragaria x ananassa
784521

Vitis vinifera
BN000166

Vitis vinifera
DQ129684

Camellia sinensis
AY641729

Gossypium arboreum
BN000165

Ginkgo biloba
AY750963  

Abb. 19: Phylogenetische Analyse verschiedener Anthocyanidinreduktasen, basierend auf Aminosäure-
sequenzen 
Gattungen, die mit der gleichen Farbe dargestellt sind, gehören der gleichen Familie an. Die Zahlen an den Ver-
zweigungen zeigen die Anzahl der positiven Bootstrap Zyklen (total 1000). BN000164 (Phaseolus coccineus), 
AY184243 (Medicago truncatula), AY830130 (Malus x domestica), DQ099803 (Malus x domestica), DQ139835 (Malus x 
domestica), DQ664192 (Fragaria x ananassa), DQ438979 (Fragaria x ananassa), DQ664193 (Fragaria x ananassa), 
BN000166 (Vitis vinifera), DQ129684 (Vitis vinifera), AY641729 (Camellia sinensis), BN000165 (Gossypium arboreum), 
AY750963 (Ginkgo biloba). 
 

C.1.5.3 Heterologe Expression des putativen ANR cDNA-Klons 

Die ANR-Enzymaktivität rekombinanter Proteine, des in Hefe heterolog exprimierten ANR 

cDNA-Klons, wurde mit den Substraten Pelargonidin, Cyanidin und Delphinidin bestätigt (Abb. 

20). Alle drei Substrate wurden von dem cDNA-Klon umgesetzt. Das ANR-Reaktionsprodukt 

Epicatechin ist, mithilfe der DMAZA-Färbung, als türkisblaue Bande auf der DC-Cellulose-Platte 

sichtbar gemacht worden. 
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Abb. 20: Enzymtests des heterolog in Hefe exprimierten ANR cDNA-Klons und verschieden hydroxy-
lierten Anthocyandinsubstraten 
1-3 = Substrat Pelargonidin, 4-6 = Substrat Cyanidin, 7-9 = Substrat Delphinidin. Spuren (1, 4 und 7) = Kontroll-
reaktionen ohne Enzym. Spuren (2, 5 und 8) = Kontrollreaktionen mit Hefeproteinen, die mit leerem Vektor 
transformiert wurden. Spuren (3, 6 und 9) = Tests mit rekombinanter Fragaria ANR. 10 = Referenzen Epicatechin 
und Epigallocatechin. 11 = ANR Konkurrenzreaktion mit den Substraten Pelargonidin und Cyanidin. Epiafzelechin 
könnte evtl. von restlichem Cyanidinsubstrat überlagert sein. 
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C.2 Untersuchung der Flavan 3-ol Biosynthese in unbehandelten 

Erdbeerblüten und -früchten 

Um den zeitlichen Verlauf der Flavan 3-ol Biosynthese zu bestimmen wurde die ANR mittels 

Northern Blot Analyse und die LAR über die Quantifizierung der Enzymaktivität untersucht. 

Dafür wurden unbehandelte Früchte verwendet, um einen Vergleich zu Prohexadion-Ca- und 

Milsana-behandelten Varianten zu haben. Ferner wurden die Flavan 3-ole mit einer DMAZA-

Färbereaktion im Erdbeerfruchtgewebe lokalisiert.  

 

C.2.1 Genexpressionsstudie der ANR mittels Northern Blot Analyse 

Die ANR Expression in Erdbeerblüten und -früchten der Sorte ‚Elsanta’ wurde mit Northern Blot 

Analysen untersucht. Es wurde diese Standardsorte verwendet, da an ihr die gesamte Versuchs-

durchführung mit Pflanzenstärkungsmitteln und Wachstumsregulatoren durchgeführt wurde. Die 

hier dargestellte ANR Genexpression aus unbehandelten Kontrollpflanzen, wird in folgenden 

Kapiteln mit der behandelter Proben verglichen. Die Hybridisierung erfolgte mit der ANR cDNA 

der Sorte ‚Korona’. Wie Abbildung 21 zeigt, begann die ANR-Expression in unbehandelten Kon-

trollpflanzen bereits in der Blüte und hatte ihren Höhepunkt im BBCH Stadium 71, als der Blüten-

boden deutlich gewölbt war. Mit zunehmender Fruchtreife nahm die Expression wieder ab. In 

reifen Früchten war keine ANR-Expression mehr nachweisbar. Dieses Ergebnis korrelierte mit den 

Ergebnissen der histologischen DMAZA-Färbereaktionen auf Flavan 3-ole, der verschiedenen 

Fruchtreifestadien (Kap. C.4).  

 

1 2 3 4 5

A

B

ANR 

RNA 18S

1,08
1,73

1,24

0,54

n.m
.

Relative 
GenexpressionC

 
Abb. 21: ANR Genexpression in verschiedenen Blüten- und Fruchtreifestadien 
A. Northern Blot Analyse der Erdbeer ANR, in verschiedenen Blüten- und Fruchtreifestadien. Jede Spur enthält 7,5 
µg RNA. 1 = Blüte (BBCH 65), 2 = Blütenboden weiterentwickelt (BBCH 71), 3 = Kleine grüne Frucht (BBCH 
73), 4 = Große grüne Frucht (BBCH 81), 5 = Reife Frucht (BBCH 87).  
B. 18s RNA auf eine N+-Nylonmembran geblottet und wie A mit Ethidiumbromid gefärbt.  
C. Relative Genexpression der verschiedenen Blüten- und Fruchtreifestadien. n.m. = nicht messbar. 
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C.2.2 Enzymologische Untersuchung der LAR in Blüten- und Fruchtreifestadien 

Erste enzymologische Untersuchungen wurden mit Enzymaufarbeitungen von Blüten und Früch-

ten unterschiedlicher Entwicklungsstufen der Sorte ‚Korona’ durchgeführt. Im Mittelpunkt des 

Interesses stand die LAR-Enzymaktivität.  

LAR-Tests mussten, aufgrund der Instabilität ihrer Substrate, mit einer vorgeschalteten DFR-

Enzymreaktion durchgeführt werden und waren methodisch daher sehr anspruchsvoll. Abbildung 

22 zeigt die LAR-Aktivität verschiedener Blüten- und Fruchtstadien. Es gab eine hohe LAR-

Aktivität in der Blüte, die mit zunehmender Fruchtentwicklung schnell abnahm. Anders, als bei 

den, mit der Fruchtentwicklung und –reife abnehmenden Catechin- und Proanthocyanidinkon-

zentrationen, zeigte die LAR-Enzymaktivität einen unerwarteten Anstieg in späten Fruchtstadien.  

 

LAR-Aktivität verschiedener Blüten- und Fruchtstadi en

0

2

4

6

8

10

12

Blüte klein grün grün gelb Farbumschlag rot

Stadium

%
 U

m
sa

tz

 
Abb. 22: LAR-Aktivität verschiedener Blüten- und Fruchtstadien 
Die Ansätze enthielten je 15 µg Protein, die Inkubation betrug 30 min bei 25°C. Alle Ansätze mit [14C]-DHQ als 
Substratvorläufer sowie überschüssiger, rekombinanter DFR zur Substratproduktion. 1 = Vollblüte, 2 = Kleine 
grüne Frucht, 3 = Große grüne Frucht, 4 = Gelbe Frucht, 5 = Frucht beim Farbumschlag von weiß nach rot, 6 = 
Reife Frucht. Die Auftrennung erfolgte in BAW. 
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C.2.3 Lokalisierung der Flavan 3-ole mit DMAZA-Färbereaktionen 

Früchte der Stadien 73 bis 87, nach BBCH-Codierung, wurden längs- und quer geschnitten und mit 

DMAZA-Färbereagenz besprüht. Mit diesem Reagenz konnten die phytopathologisch relevanten 

Flavan 3-ole blau gefärbt werden (z.B. Catechin, Epicatechin). Nach fünf Minuten Reaktionszeit 

wurden die Färbungen fotografiert (Abb. 23). Die Schnitte bestätigten die in der Phenolanalytik 

von PUHL (persönliche Mitteilung, 2006) festgestellten Ergebnisse. Der Gehalt an Flavan 3-olen 

nahm mit zunehmender Fruchtreife kontinuierlich ab und ist zu der Biosynthese der Anthocyane 

zeitlich und räumlich komplementär. DMAZA gefärbte Flavan 3-ole fanden sich fast homogen in 

unreifen, grünen und weißen Früchten. In reifen, roten Früchten waren die Flavan 3-ole auf die 

Leitbündel und die Epidermis beschränkt. 
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Abb. 23: DMAZA-Färbung bei Früchten der verschiedenen Entwicklungsstadien 
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C.3 Behandlung mit Pflanzenstärkungsmitteln und Wachstumsregulatoren 

C.3.1 Expression des ANR-Gens 

Eine Prohexadion-Ca-Behandlung, wie in Kapitel B.1.2.1 beschrieben, bewirkte eine Verzögerung 

der ANR-Expression in der Blüte (Abb. 24). Dennoch nahm die Expression im Verlauf der 

Fruchtreife ab. Probe Nummer sechs stellt auf den beiden folgenden Northern Blots die jeweils 

unbehandelte Kontrolle aus der gleichen Aufarbeitung dar. Sie entspricht damit in den jeweiligen 

Abbildungen der Spur 1 im Abschnitt A. Die unbehandelte Kontrolle wurde auf allen Northern 

Blots aufgetragen, um die Ergebnisse der verschiedenen Blots und Hybridisierungen quantitativ 

miteinander vergleichen zu können. Nach einer Kombinationsbehandlung mit Prohexadion-Ca 

und Milsana zeigte sich eine verfrühte ANR-Expression, die ihren Höhepunkt in der Vollblüte 

besaß. Schon im Stadium des weiterentwickelten Blütenbodens fiel sie stark ab und nahm, wie bei 

den anderen Behandlungen, mit zunehmender Fruchtreife weiter ab (Abb. 25). Abbildung 26 zeigt 

die relative ANR-Expression der unterschiedlichen Behandlungsvarianten. Zu beachten ist, dass die 

RNA Banden am Rand, aufgrund der verschiedenen Waschgänge, schwächer sind, was aber 

methodisch nicht verhindert werden kann. 
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Abb. 24: ANR Genexpression in verschiedenen Blüten- und Fruchtreifestadien nach einer Prohexadion-
Ca-Behandlung 
A. Northern Blot Analyse der Erdbeer ANR in verschiedenen unbehandelten Blüten- und Fruchtreifestadien. Jede 
Spur enthält 7,5 µg RNA. 1 = Blüte (BBCH 65), 2 = Blütenboden weiterentwickelt (BBCH 71), 3 = Kleine grüne 
Frucht (BBCH 73), 4 = Große grüne Frucht (BBCH 81), 5 = Reife Frucht (BBCH 87).  
B. Northern Blot Analyse der Erdbeer ANR in verschiedenen Blüten- und Fruchtreifestadien nach einer 
Prohexadion-Ca-Behandlung. Jede Spur enthält 7,5 µg RNA. 1 = Blüte (BBCH 65), 2 = Blütenboden weiterentwi-
ckelt (BBCH 71), 3 = Kleine grüne Frucht (BBCH 73), 4 = Große grüne Frucht (BBCH 81), 5 = Reife Frucht 
(BBCH 87), 6 = Hybridisierungskontrolle und entspricht der (Spur 1) Blüte unbehandelt (BBCH 65) aus A.  
C. Auf N+-Nylonmembran geblottete 18S RNA, wie A mit Ethidiumbromid gefärbt.  
D. Relative Genexpression der verschiedenen Blüten- und Fruchtreifestadien. n.m. = nicht messbar. 
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Abb. 25: ANR Genexpression in verschiedenen Blüten- und Fruchtreifestadien nach einer Prohexadion-
Ca- und Milsana-Kombinationsbehandlung 
A. Northern Blot Analyse der Erdbeer ANR in verschiedenen unbehandelten Blüten- und Fruchtreifestadien. Jede 
Spur enthält 7,5 µg RNA. 1 = Blüte (BBCH 65), 2 = Blütenboden weiterentwickelt (BBCH 71), 3 = Kleine grüne 
Frucht (BBCH 73), 4 = Große grüne Frucht (BBCH 81), 5 = Reife Frucht (BBCH 87).  
B. Northern Blot Analyse der Erdbeer ANR in verschiedenen Blüten- und Fruchtreifestadien nach einer 
Prohexadion-Ca und Milsana-Kombinationsbehandlung. Jede Spur enthält 7,5 µg RNA. 1 = Blüte (BBCH 65), 2 
= Blütenboden weiterentwickelt (BBCH 71), 3 = Kleine grüne Frucht (BBCH 73), 4 = Große grüne Frucht (BBCH 
81), 5 = Reife Frucht (BBCH 87), 6 = Hybridisierungskontrolle und entspricht der (Spur 1) Blüte unbehandelt 
(BBCH 65) aus A.  
C. Auf N+-Nylonmembran geblottete 18S RNA, wie A mit Ethidiumbromid gefärbt.  
D. Relative Genexpression der verschiedenen Blüten- und Fruchtreifestadien. n.m. = nicht messbar. 
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Abb. 26: Vergleich der relativen Genexpressionen der Erdbeer-ANR aus ‚Elsanta’, nach unterschiedlichen 
Behandlungen mit Wachstumsregulatoren bzw. Pflanzenstärkungsmitteln 
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C.3.2 Enzymologische Untersuchung der LAR 

Die Inhaltsstoffanalyse von Proben aus dem Versuch 2004 gab den Anhaltspunkt, dass eine 

Prohexadion-Ca-Behandlung im Blütenstadium die Catechinproduktion beeinflusst (PUHL, persön-

liche Mitteilung, 2006). Catechine und Proanthocyanidine scheinen eine entscheidende Rolle bei 

Resistenzmechanismen gegen Grauschimmel (Botrytis cinerea) zu spielen. Es war davon auszugehen, 

dass die Flavonoidbiosynthese erst nach dem Ballonstadium (BBCH 58) einsetzt. Bei dem Versuch 

2005 (Kap. B.1.1.2) wurden deshalb Blüten der Sorte ‚Elsanta’, zu unterschiedlichen Zeitpunkten 

(BBCH 60 und 65), mit Prohexadion-Ca behandelt. Untersuchungen sollten zeigen, wann die 

Flavonoidbiosynthese einsetzt, und welche Wirkung Prohexadion-Ca ausübt.  
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Abb. 27: Vergleich der LAR-Aktivität unbehandelter und Prohexadion-Ca-behandelter Blüten 
Die Ansätze enthielten je 25 µg Protein, die Inkubationszeit betrug 30 min bei 25°C. Alle Ansätze mit [14C]-DHQ 
als Substratvorläufer, sowie überschüssiger, rekombinanter DFR zur Substratproduktion. Die Auftrennung erfolgte 
in BAW. 
 

Die Abbildung 27 zeigt die normale Entwicklung der LAR-Aktivität zwischen Ballonstadium und 

Vollblüte in unbehandelten Blüten. Eine Prohexadion-Ca-Behandlung während des Ballonstadiums 

führt zu einer Reduktion der LAR Aktivität, gemessen in der Vollblüte. Die LAR-Aktivität wird 

jedoch bei einem späten Behandlungszeitpunkt in der Vollblüte (BBCH 65) stark stimuliert. Falls es 

sich dabei um einen gut reproduzierbaren Effekt handeln sollte, wäre damit eine brauchbare 

Methode zur effizienten Steigerung der LAR-Aktivität und damit eventuell auch der Catechin- und 

Proanthocyanidin-Gehalte gefunden.  
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C.3.3 Wirkungen der Prohexadion-Ca-Behandlung auf die Pflanzen- und 
Fruchtentwicklung 

Nach einer Prohexadion-Ca-Behandlung stellte sich bei den Erdbeerpflanzen und -früchten ein 

wachstumsregulierender Effekt ein. So konnten ein deutlich reduzierter Wuchs, geringere Aus-

läuferbildung und eine dunklere Blattfarbe der Prohexadion-Ca-behandelten Pflanzen festgestellt 

werden. Weiterhin verlief die Fruchtentwicklung verzögert, der Fruchtbesatz war vermindert und 

die Nüsschen auf den Früchten dieser Variante waren vergrößert. Die Abbildungen 28 und 29 

verdeutlichen diese Phänomene. 

 

Prohexadion-Ca-behandelte Variante Wasserbehandelte Kontrolle

 
Abb. 28: Einfluss von Prohexadion-Ca auf das Pflanzenwachstum 
 

Prohexadion-Ca-behandelte Variante Wasserbehandelte Kontrolle

 

Abb. 29: Einfluss von Prohexadion-Ca auf die Fruchtentwicklung 
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D Diskussion 

D.1 Flavonoidbiosynthese in der unbehandelten Erdbeerfrucht 

Zu den Zielen der Erdbeerzüchtung zählen unter anderem, Sorten mit verzögerter Fruchtreife und 

erhöhter Krankheitsresistenz zu erzeugen. Von großem Interesse ist die Erforschung der Pilz-

krankheit Botrytis cinerea – dem Grauschimmel. An der Resistenz gegen Krankheitserreger sind Poly-

phenole maßgeblich beteiligt. Besonders im Hinblick auf die resistenz-vermittelnde Wirkung der 

Flavan 3-ole, sowie der UV-Schutz-verleihenden Wirkung der Flavonole, wurden drei bisher nicht 

klonierte Gene (FLS, LAR und ANR) als full-length cDNA-Klone isoliert und heterolog in Hefe 

exprimiert. Weiterhin wurde die DFR aus der Sorte ‚Korona’ kloniert und heterolog in Hefe expri-

miert. Sie wurde für kombinierte LAR-Enzymtests verwendet. Die Sequenzinformation der DFR 

aus der Sorte ‚Thetis’ stand bereits aus einer Vorarbeit zur Verfügung. Alle vier Gene sind an der 

Bildung von Flavonoiden in der Erdbeer-Frucht beteiligt, die im menschlichen Körper antioxidativ 

wirken. Mithilfe molekularbiologischer und biochemischer Untersuchungen dieser Gene und 

Enzyme, sollten die Hintergründe der Biosynthese wichtiger Erdbeerflavonoide, wie der Flavonole 

und Flavan 3-ole, aufgeklärt werden. Genexpressionsstudien zeigten einen Einblick in zeitliche und 

räumliche Regulationsmechanismen der Transkription der ANR. Biochemische Untersuchungen 

bestimmten die Eigenschaften der Enzyme, die an der Synthese der Flavonole und Flavan 3-ole 

beteiligt sind. Darauf basierend, und in Kombination mit bereits veröffentlichtem Hintergrund-

wissen, konnte ein allgemeines Bild des Flavonoidmetabolismus in Erdbeeren erstellt werden. Die 

Verfügbarkeit dieser Gene für eine wichtige Nahrungspflanze, wie der Erdbeere, eröffnet gute 

Möglichkeiten, die Biosynthese wichtiger Inhaltsstoffe in den Früchten zu verstehen, weitere mole-

kularbiologische Untersuchungen durchzuführen und dieses Wissen in moderne Züchtungs-

programme zu integrieren. 

 

D.1.1 Klonierung von Flavonoidgenen der Erdbeere 

Mittlerweile steht zu allen wichtigen Strukturgenen der Flavonoidbiosynthese ausreichend Sequenz-

information, in Form von ESTs, zur Verfügung, so dass relativ problemlos konservierte Regionen 

in der Sequenz identifiziert und partiell degenerierte Primer für die Klonierung abgeleitet werden 

können. Dies ermöglicht die Isolierung von cDNA-Fragmenten über PCR-Strategien, ohne das 

aufwendigere Anlegen einer cDNA-Bibliothek. Mit partiell degenerierten und genspezifischen 

Primern konnten cDNA-Fragmente der FLS und ANR und bereits zuvor (GOSCH, 2003) ein full-

length Klon der DFR isoliert werden. Im Fall der LAR konnte durch eine Kombination eines spezi-
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fischen, partiell degenerierten forward Primers und eines unspezifischen, an das Poly(A)+-Ende 

bindenden reverse Primers, ein cDNA Fragment mit komplettem 3’-Ende isoliert werden.  

RACE-Methoden dienten zur Isolierung der fehlenden cDNA-Enden von FLS, LAR und ANR. 

Die fehlenden 3’-Enden konnten über 3’-RACE problemlos generiert werden. Erhebliche Schwie-

rigkeiten brachte das 5’-RACE-Verfahren. Die umfassenden Einzelschritte dieser Methode ließen 

nur eine Isolierung eines Fragments, das kleiner als 1 kb war, zu. Weiterhin können hohe GC-

Gehalte am 5’-Ende von Genen, störende Sekundärstrukturen der mRNA und ineffiziente tailing-

Reaktionen Faktoren darstellen, die ein erfolgreiches Durchführen des 5’-RACE-Verfahrens ver-

hindern (FOX et al., 2000). Deshalb wurden die 5’-Enden der cDNAs von der FLS und LAR 

schrittweise, in zwei Runden 5’-RACE-Prozedur, generiert. Das jeweils neu erhaltene Fragment 

diente zur Konstruktion neuer, weiter upstream liegender, genspezifischer Primer für weitere 5’-

RACE-Runden. Da für die LAR Klonierung degenerierte Primer verwendet wurden, die so konzi-

piert waren, dass sowohl LAR1, als auch LAR2 Klone (bezüglich Malus) detektiert werden konnten, 

besteht Grund zu der Annahme, dass, neben der lediglich einen klonierten und heterolog ex-

primierten LAR, in der Erdbeere keine zweite LAR exprimiert wird. Da das Verfahren bei der 

Generierung des 5’ Endes der ANR erfolglos blieb, wurde auf ein anderes 5’-RACE-Verfahren 

zurückgegriffen. Hierbei wurden die notwendigen Modifikationen am 5’ Cap bei der mRNA vor-

genommen und nicht nach der cDNA-Synthese durch tailing oder Ligation eines Adapters. Da 

inzwischen die Zahl der klonierten Flavonoidgene ständig wächst, lässt sich feststellen, dass viele 

Gensequenzen, insbesondere innerhalb einer Art, auch an den 3’- und 5’-Enden, hohe Überein-

stimmungen aufweisen. Aus diesem Grund liegt die Überlegung nahe, ganz auf RACE-Methoden 

zu verzichten und die Klonierung von vollständigen cDNA-Enden mittels RT-PCR vorzunehmen. 

So konnte DEIML (2003) mithilfe eines an der leader-Sequenz der F3’5’H von Osteospermum an-

gepassten Primers, das vollständige 5’-Ende einer F3’H cDNA aus Gerbera generieren.  
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D.1.2 Funktion und Substratspezifität 

D.1.2.1 Dihydroflavonol 4-Reduktase 

Der im Rahmen dieser Arbeit gewonnene DFR cDNA Klon U1-1 aus Früchten, im Stadium des 

Farbumschlags von weiß nach rot der Sorte ‚Korona’, wurde heterolog in Hefe exprimiert. Das 

rekombinante Enzym verwendete sowohl Dihydrokämpferol, als auch Dihydroquercetin als Sub-

strat (Abb. 10). Eine in einer Vorarbeit klonierte DFR (GOSCH, 2003) aus reifen Früchten der Sorte 

‚Thetis’ zeigte eine hohe Substratspezifität für Dihydrokämpferol, ebenso eine DFR aus reifen 

Früchten der Sorte ‚Queen Elisa’ (ALMEIDA et al., 2007). Letztgenannte zeigte nur eine geringe 

Aktivität mit Dihydroquercetin, Eriodictyol oder Naringenin. Rekombinantes Protein von gleichen 

cDNAs der DFR aus ‚Thetis’ wurde von unterschiedlichen Arbeitsgruppen in Hefe exprimiert 

(GOSCH 2003, Seitz 2004). Enzymtests zeigten enorme Abweichungen in der Substratspezifität. 

Tests mit dem Klon der Sorte ‚Thetis’ im Rahmen dieser Arbeit und von der Arbeitsgruppe Stich in 

Wien durchgeführt, zeigten keine deutliche Präferenz für Dihydrokämpferol als Substrat (Abb. 10; 

GOSCH, 2003). SEITZ (2004) stellte eine tendenzielle Präferenz der DFR der Erdbeersorte ‚Thetis’ 

für Dihydrokämpferol fest, deren Früchte fast ausschließlich Pelargonidin- und nur wenig 

Cyanidinderivate akkumulieren. Mögliche Ursachen für derartige Unterschiede könnten in den 

Testbedingungen zu finden sein. So diskutierte GOSCH (2003) unterschiedliche Proteinextrak-

tionsmethoden, Lagerungsverfahren der Proteine (Glycerin), sowie andere Bedingungen der 

Enzymtests (Puffer und dessen pH Wert) als mögliche Ursachen für die unterschiedlichen Test-

ergebnisse. SEITZ (2004) zeigte, dass die rekombinante DFR der Sorte ‚Thetis’ aus einer Mischung 

von Dihydrokämpferol und Dihydroquercetin circa dreimal soviel Leukopelargonidin wie Leuko-

cyanidin synthetisiert. Vergleichbare Tendenzen zeigten sich auch, wenn zusätzlich Dihydro-

myricetin als weiteres Substrat angeboten wurde. Er konnte somit die von GOSCH (2003) fest-

gestellte hohe Substratspezifität für Dihydrokämpferol der Erdbeer DFR grundsätzlich bestätigen. 

Die DFR scheint auf die Reduktion von Dihydrokämpferol optimiert zu sein. Unter Konkurrenz-

bedingungen wird Dihydroquercetin deutlich schlechter und Dihydromyricetin kaum reduziert. 

SEITZ (2004) maß dem pH-Wert des Reaktionspuffer die größten Effekte bezüglich der gemesse-

nen Substratspezifitäten bei. Er stellte mit einem rekombinanten Protein der Osteospermum DFR, bei 

einem pH Wert von 7,5, im Vergleich zu pH 6,8 und 6,0, eine Verdoppelung an gebildetem Leuko-

pelargonidin im Verhältnis zu Leukocyanidin fest. Je höher der pH-Wert des Reaktionspuffers, 

desto höher war die in vitro gemessene Substratspezifität für Dihydrokämpferol und umgekehrt. 

Somit dürften die von GOSCH (2003) berichteten Unterschiede in der Substratspezifität von re-

kombinanten Proteinen gleicher cDNA Klone und die dazugehörigen Untersuchungen in dieser 

Arbeit, zu einem größeren Teil auf die unterschiedlichen pH Werte in den Enzymtests zurückzu-
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führen sein. DAVIES (1997) präferiert pH 6,8 für die Untersuchung der Substratspezifität, da dieser 

Wert den annähernd neutralen Bedingungen im Zytosol eher entspricht. Doch auch mit opti-

mierten Enzymtests, sollten Ergebnisse zur Definition von Substratspezifitäten aus in vitro Tests 

nicht unbedacht auf die Situation in planta übertragen werden. Die Reaktionsbedingungen der in 

vitro Enzymtests können die Situation in vivo nicht exakt nachahmen. Es wäre möglich, dass die 

klonierten DFR cDNAs aus den verschiedenen Sorten unterschiedliche Homologe der dfr 

Multigenfamilie in der Erdbeere darstellen, die zu verschiedenen Zeiten oder in verschiedenen 

Geweben exprimiert werden. Es wäre ferner möglich, dass die, aus vollreifen Früchten klonierten, 

DFRs aus ‚Queen Elisa’ und ‚Thetis’ mit der Anthocyanbiosynthese gekoppelt sind. Bei der aus der 

‚Korona’-Frucht beim Farbumschlag von weiß nach rot klonierten DFR dagegen, könnte es sich 

um ein Homolog handeln, das eine breitere Substratspezifität besitzt und somit unter anderem eine 

Bildung von unterschiedlich hydroxylierten Flavan 3-olen begünstigt. Solange nicht unterschied-

liche Homologe kloniert und charakterisiert werden, können keine abschließenden Aussagen über 

mögliche unterschiedliche Substratspezifitäten getroffen werden. Außerdem können in vitro Unter-

suchungen einzelner Enzymreaktionen nicht die Situation in der Pflanze widerspiegeln, wo noch 

undefinierbare Mechanismen wie zum Beispiel metabolic channeling stattfinden können. Ebenso 

könnten unterschiedliche Anthocyanmuster in den drei Sorten ‚Thetis’, ‚Queen Elisa’ und ‚Korona’ 

vorhanden sein. Um die DFR als Schaltpunkt der Flavonoidbiosynthese zu untersuchen, wäre es 

erforderlich, diverse DFR cDNAs aus den unterschiedlichen Reifestadien der Erdbeerfrucht zu 

klonieren und diese heterolog in der Pflanze zu exprimieren. Für genauere Aussagen müsste eine 

DFR aus Früchten später Reifestadien in Früchten früher Fruchtstadien, oder umgekehrt, oder 

konstitutiv, exprimiert werden.  

Solange die Substratspezifität der DFR nicht eindeutig belegt wird, muss weiterhin die Frage er-

örtert werden, ob die Dominanz der Pelargonidin-Derivate, im Vergleich zu den Cyanidin-

Derivaten, auf eben diese Substratspezifität der DFR oder eine schwache Aktivität der F3’H 

zurückzuführen ist. AHARONI et al. (2001) vermuteten, dass ein spezifischer Rückgang von Quer-

cetin, im Vergleich zu Kämpferol, in FaMYB1-überexprimierten Tabaklinien, auf eine Reduzierung 

der F3’H-Aktivität zurückzuführen ist. Allerdings konnte keine F3’H aus Erdbeere kloniert und 

genauer charakterisiert werden und somit nicht verifiziert werden, ob die F3’H unter dem Einfluss 

von FaMYB1 in FaMYB1 exprimierenden Pflanzen steht.  

JOHNSON et al. (2001) zeigten, dass die DFR Substratspezifität einiger Pflanzenarten, durch den 

Austausch einer einzelnen Aminosäure, verändert werden kann. Diese ist aber nicht allein für die 

Substratspezifität verantwortlich. Von den bekannten Erdbeer DFRs sind die jeweiligen AS-

Sequenzen der „Substrate specificity determining region“ (SSDR) laut JOHNSON et al. (2001) in 

Abb. 30 dargestellt. 
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Malus AY227729     KTVRKLVFTSSAGTVNVEEHQKPVYDESNWSDVEFCRSVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKY 177
Malus AF117268     KTVRKLVFTSSAGTVNVEEHQKPVYDESNWSDVEFCRSVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKY 177
Malus AY227728     KTVRKLVFTSSAGTVNVEEHQKPVYDESNWSDVEFCRSVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKY 177
Pyrus AY227731     KTVRKLVFTSSAGTVNVEEHQKPVYDESNWSDVEFCRSVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKY 177
Pyrus AY227730     KTVRKLVFTSSAGTVNVEEHQKPVYDESNWSDVEFCRSVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKY 177
Pyrus AY227732     KTVRKLVFTSSAGTVNVEEHQKPVYDESNWSDVEFCRSVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKY 177
Rosa D85102        KTVRRLVFTSSAGSVNVEETQKPVYNESNWSDVEFCRRVKMTGWMYFASKTLAEQEAWKF 177
Fragaria AY695812  KTVRRVVFTSSAGAVAI EEHRKEVYSENNWSDVVFCRKVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKF 179
Fragaria U1-1      KTVRRVVFTSSAGAVAI EEHRKEVYSENNWSDVVFCRKVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKF 180
Fragaria ‚Thetis‘  KTVRRVVFTSSAGAVAI EEHRKEVYSENNWSDVVFCRKVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWEF 180
Fragaria AB201759  KAVRREVFTSSAGAVAI EEHRKEVYSENNWSDVVFCRKVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKF 179
Fragaria AF029685  KTVRRLVFTSSAGAVAI EEHPKEVYSENNWSDVVFCRKVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKF 179

*:**: *******:* :**  * **.*.***** *** *********.*** **** ***:

121 134 167

Abb. 30: Alignment der ‘substrate specificity determing region’ von DFRs aus verschiedenen Vertretern 
der Rosaceae  
Die eingekasteten Sequenzen zeigen die Bereiche, die von konservierten Regionen flankiert werden (rote Buch-
staben). Die Aminosäuren sind in Anlehnung an Johnson et al. (2001) nummeriert und beziehen sich auf die dort 
angeführte Gerbera DFR. 
 

Die Erdbeer DFR Enzyme besitzen an Position 134 ein A (Alanin), was aber nach Angaben bereits 

erwähnter Ergebnisse die Dihydrokämpferol-Akzeptanz nicht beeinflusste. Alanin und Leucin sind 

sich strukturell und chemisch sehr ähnlich. Deshalb war dieses Ergebnis nicht überraschend. Nach 

FISCHER et al. (2003) akzeptiert die Malus DFR Dihydrokämpferol und Dihydroquercetin etwa 

gleichermaßen. Die Pyrus DFR bevorzugte Dihydroquercetin als Substrat und verwendete 

Dihydrokämpferol nur in geringem Ausmaß. Die Unterschiede in der Akzeptanz von Substraten 

war auffallend, da sich die Pyrus und Malus Sequenzen in nur wenigen Aminosäuren unterscheiden. 

Die von JOHNSON et al. (2001) identifizierten vier Aminosäuren, die die Substratpräferenz für 

Dihydrokämpferol ausmachen sollen, sind jedoch bei Malus und Pyrus identisch und erklären die 

unterschiedlichen Substratpräferenzen in diesem Fall nicht. Laut MARTENS et al. (2002) konnte die 

DFR aus Rosa x hybrida (AccNo. D85102) kein Dihydrokämpferol als Substrat verwenden. Di-

hydroquercetin und Dihydromyricetin wurden allerdings akzeptiert. Die Aminosäuresequenz der 

Rose unterscheidet sich in der SSDR in vier Aminosäuren von den anderen Rosaceen-Sequenzen. 

Die Überprüfung, ob diese Aminosäuren mit der Substratspezifität in Verbindung gebracht werden 

können, könnte mit gezielten Punktmutationen der erwähnten Aminosäuren durchgeführt werden. 
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D.1.2.2 Flavonolsynthase 

Das rekombinante Protein der in Hefe heterolog exprimierten Fragaria ‚Korona’ FLS cDNA, zeigte 

eine schwache, aber eindeutig nachweisbare FLS-Aktivität. Es wurde sowohl das Substrat Dihydro-

kämpferol als auch Dihydroquercetin akzeptiert. Die im Rahmen einer Kooperation mit der 

Arbeitsgruppe Rosati von ALMEIDA et al. (2007) klonierte und heterolog in Hefe exprimierte 

Fragaria ‚Queen Elisa’ FLS cDNA zeigte zusätzlich eine Nebenfunktion als FHT. Sie konnte 

Flavanone zu Dihydroflavonolen umbilden. Mit der, in dieser Arbeit klonierten, ‚Korona’ FLS 

wurden keine Nebenreaktionen mit Nicht-FLS-Substraten getestet. Nach ALMEIDA et al. (2007) 

zeigte die FLS aus ‚Queen Elisa’ eine Substratpräferenz für Dihydrokämpferol und Naringenin. Da 

sich mengenmäßig mehr Quercetin- als Kämpferolderivate in ‚Queen Elisa’ Früchten akkumu-

lieren, stellt sich die Frage, ob das Vorhandensein von Quercetin ausschließlich auf die FLS-

Reaktion mit Dihydroquercetin oder auf eine F3’H-Aktivität und somit eine Umsetzung von 

Kämpferol zu Quercetin zurückzuführen ist. In Früchten der Sorte ‚Korona’ sind die Flavonole 

Quercetin und Kämpferol zu gleichen Teilen vorhanden (unpubliziert). Ein interessanter Aspekt 

wäre hier die Prüfung potenziell unterschiedlich starker F3’H-Aktivitäten in den verschiedenen 

Erdbeersorten. Schon 2002 vermuteten PRESCOTT et al., dass die Arabidopsis FLS als FHT arbeitet 

und beide Enantiomere von Naringenin verwenden kann. WELLFORD et al. (2001) zeigten, dass 

rekombinante ANS von Arabidopsis thaliana aus Naringenin Dihydrokämpferol und zu geringem 

Umfang Kämpferol bilden kann. Multifunktionale FLS Gene besitzen auch Citrus unshiu und 

Petrosolinum crispum mit breiter Substratspezifität. Diese zeigte auch eine rekombinante ANS aus 

Gerbera. Dagegen verhielten sich die rekombinante FHT aus Petunia und die rekombinante FNS I 

aus Petroselinum viel selektiver (LUKAČIN et al., 2003; MARTENS et al., 2003). Folglich gehören ANS 

und FLS zu einer Gruppe von Dioxygenasen mit einer breiten Substratspezifität, während FNS I 

und FHT selektiver arbeiten und wie es scheint, eine separate Gruppe von Dioxygenasen bilden, in 

Übereinstimmung mit dem hohen Grad an Sequenzhomologie (MARTENS et al., 2003). Sequenz-

vergleiche weisen auf eine nähere Verwandtschaft der ANS zur FLS, als zur FHT hin. Es wäre 

möglich, dass sich die Multifunktionalität der FLS aus einer multifunktionalen Dioxygenase heraus-

entwickelt hat. Ebenso könnte die Evolution der FLS, der der FHT gefolgt sein.  
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D.1.2.3 Leukoanthocyanidin 4-Reduktase 

Das rekombinante Protein, der klonierten und heterolog in Hefe exprimierten LAR cDNA aus 

Fragaria, zeigte in vitro Umsatz von Leukocyanidin zu Catechin. Weiterhin besitzt die LAR eine 

Präferenz und somit eine höhere Aktivität bei 3’,4’-hydroxylierten Substraten. Neben Leuko-

cyanidin wurde Leukopelargonidin als Substrat verwendet, aber nur in Spuren zu Afzelechin um-

gesetzt. Die Erdbeer LAR ist auch in der Lage, das 3-Deoxyleukocyanidin Luteoforol zu dem 3-

Deoxycatechin Luteoliflavan umzusetzen. PFEIFFER et al. (2006) klonierten zwei LAR cDNAs aus 

Apfelblättern. Die rekombinanten Proteine setzten sowohl Leukocyanidin als auch Leukodelphini-

din um. Aber nur die Malus LAR2 konnte signifikant Leukopelargonidin als Substrat verwenden. 

Beide Malus LARs setzten Luteoforol zu Luteoliflavan um. Rekombinante Proteine, der von 

PFEIFFER et al. (2006) klonierten und heterolog exprimierten LAR1 und LAR2 cDNAs aus Vitis 

Blättern, akzeptierten alle drei Leukoanthocyanidine (Leukopelargonidin, Leukocyanidin und 

Leukodelphinidin) als Substrate. Auch bei Vitis sind beide LARs in der Lage, Luteoforol zu 

Luteoliflavan umzusetzen. Sowohl in Malus als auch in Vitis steht die breite Substratspezifität dem 

Vorhandensein von spezifischen und unterschiedlich hydroxylierten Flavan 3-olen gegenüber. In 

Vitis werden ausschließlich 3’4’- und 3’4’5’-hydroxylierte Flavan 3-ole (Catechin und Gallocatechin) 

gebildet. Da die Vitis DFR keine Substratpräferenz besitzt, könnte das Fehlen von 4’-hydroxy-

lierten Flavan 3-olen auf eine starke F3’H und F3’5’H-Aktivität zurückzuführen sein. In Malus 

konnten nur 3’4’-hydroxylierte Catechine detektiert werden. Das lässt auf eine starke F3’H-Aktivität 

schließen, mit Naringenin und Dihydrokämpferol als verwendete Substrate. Das gewonnene 3’4’-

hydroxylierte Leukocyanidin stellt eine Vorstufe von Catechin, Cyanidinglykosiden und Epicatechin 

dar.  

D.1.2.4 Anthocyanidinreduktase 

Das rekombinante Protein, der in Hefe heterolog exprimierten Fragaria ‚Korona’ ANR cDNA, 

konnte in vitro die Anthocyanidine Pelargonidin, Cyanidin und Delphinidin in die korrespon-

dierenden Flavan 3-ole mit gleicher Effizienz umwandeln und zeigte somit keine Präferenz betref-

fend der B-Ring-Hydroxylierung der Substrate. In vivo stehen der ANR aber, allen Anschein nach, 

Delphinidin und Pelargonidin nicht als Substrat zur Verfügung, so dass Epigallocatechin und 

Epiafzelechin in Erdbeerfrüchten nicht detektierbar sind. Als Ursache für das Fehlen von 

Epiafzelechin könnte eine sehr hohe F3GT-Aktivität in Betracht gezogen werden, was das Vor-

handensein von Pelargonidin-3-Glycosid andeutet. Der Mangel an 3’4’5’-hydroxylierten Produkten 

könnte auf eine sehr schwach ausgeprägte F3’5’H oder auf ihr Fehlen zurückzuführen sein. 

PFEIFFER et al. (2006) charakterisierten ANRs aus Vitis und Malus Blättern. Beide ANRs verwende-

ten, wie die Erdbeer ANR, die drei Anthocyanidine Pelargonidin, Cyanidin und Delphinidin als 
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Substrate und bildeten die entsprechenden Flavan 3-ole. In beiden Fällen stimmten die Ergebnisse 

der rekombinanten Enzyme mit den Enzympräparationen aus Apfel- und Weinblättern überein. 

Auch wenn die ANR eine breite Substratakzeptanz besitzt, kommen bei Apfel fast ausschließlich 

3’4’- hydroxylierte, bei Vitis 3’4’ und 3’4’5’- hydroxylierte Flavan 3-ole vor. Diese Diskrepanz, wie 

sie auch in der Erdbeere auftritt, sollte im Zusammenhang des gesamten Flavonoidmetabolismus 

betrachtet werden, was im Kapitel D.1.3.3 genauer erörtert wird. 

 

D.1.2.5 Weitere Flavonoidenzyme 

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe Rosati wurden des Weiteren rekombinante Proteine von 

Erdbeer FHT, ANS und F3GT cDNAs untersucht. Rekombinante Proteine der FHT und ANS 

zeigten höhere Aktivität mit 3’,4’-hydroxylierten Substraten. Die ANS erwies sich als trifunktionales 

Enzym, da sie Nebenaktivitäten als FHT und FLS besitzt. Sie konnte Flavanone direkt in Flavonole 

und Dihydroflavonole in Flavonole umwandeln. Die F3GT zeigte eine breite O-Glykosyltrans-

ferase-Aktivität bei Anthocyanidinen und Flavonolen. Sie besaß eine Präferenz für 3’,4’-hydroxy-

lierte Verbindungen, wie Cyanidin und Quercetin, akzeptierte aber auch 3’,4’,5’-hydroxyliertes 

Delphinidin (ALMEIDA et al., 2007). 

 

 

D.1.3 Flavonoidbiosyntheseweg in Erdbeerfrüchten 

D.1.3.1 Flavonoid- und Proanthocyanidinverbindungen in Erdbeerfrüchten 

In Erdbeerfrüchten konnten bisher die in Tabelle 9 aufgelisteten Flavonoid- und Proanthocyanidin-

verbindungen detektiert werden.  
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Tab. 9: Detektierte Flavonoid- und Proanthocyanidinstoffklassen in Fragaria x ananassa 

Stoffklasse 3’4’-hydroxyliert 4’-hydroxyliert 3’4’5’-

hydroxyliert 

Referenz 

Flavonole Quercetin* 

Qu-3-Galactosid 

Qu-3-Glucosid 

Qu-3-Glucuronid 

Qu-3-Xyloglucuronid 

Qu-3-Xylosylglucuronid 

Kämpferol* 

Km-3-Galactosid 

Km-3-Glucosid 

Km-3-Glucuronid 

Km-3-Xyloglucosid 

Km-3-Xyloglucuronid 

Km-3-Xylosylglucuronid 

Km-3-Xylosylglucosid 

Myricetin ALMEIDA et al., 2007 

KOSAR et al., 2004 

HÄKKINEN und TÖRRÖNEN, 2000 

HÄKKINEN et al., 1999 

HÄKKINEN et al., 1998 

MIKKONEN et al., 2002 

GIL et al., 1997 

SKUPIEN und OSZMIANSKI, 2004 

*DEIML, unveröffentlicht 

Leukoantho-

cyanidine 

Leukocyanidin   CO und MARKAKIS, 1968 

Anthocyane Cy-3-Glucosid 

1 weiteres Cy-Glykosid 

Cyanidin-3-Glycosid- 

Malonat 

Pg-3-Glucosid 

Pg-3-Arabinosid 

4 weitere Pg-Glykoside 

Pg-3-Rutinoside 

Pg-3- Glucosid-Malonat 

 KOSAR et al., 2004 

GOIFFON et al., 1999 

BAKKER et al., 1992 

GIL et al., 1997 

SKUPIEN und OSZMIANSKI, 2004 

ALMEIDA et al., 2007 

AABY et al., 2005 

Flavan 3-ole Catechin * 

Epicatechin * 

Afzelechin Gallocatechin STÖHR und HERRMANN, 1975 

SKUPIEN und OSZMIANSKI, 2004 

YAMADA et al., 1998 

CO und MARKAKIS, 1968 

ALMEIDA et al., 2007 

ISHIMARU et al., 1995 

* DEIML, unveröffentlicht 

Proantho-

cyanidine 

B3, B6 YAMADA et al., 1998 

ISHIMARU et al., 1995 

Dimere Qu-3-Glucuronid-Km-3-Glucosid 

Km-3-Glucosid-Km-3-Glucuronid 

Catechin(4α - 8) Pg-3-O-β-Glucopyranosid 

Epicatechin(4α - 8) Pg-3-O-β-Glucopyranosid 

Afzelechin(4α - 8) Pg-3-O-β-Glucopyranosid 

Epiafzelechin(4α - 8) Pg-3-O-β-Glucopyranosid 

Epicatechin-Epicatechin, Catechin-Catechin, Epicatechin-Catechin 

Epiafzelechin-Catechin, Epiafzelechin-Epicatechin 

Afzelechin-Catechin, Afzelechin-Epicatechin 

Epiafzelechin-Pg-3-Glucosid 

Afzelechin-Pg-3-Glucosid 

GIL et al., 1997 

FOSSEN et al., 2004 

LUNKENBEIN et al., 2006 

ISHIMARU et al., 1995 
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D.1.3.2 Lokalisierung von Flavan 3-olen und Anthocyanen  in der reifenden 

Erdbeerfrucht 

Die hohen Gehalte an Anthocyanen und geringe Mengen an Flavonolen und Flavan 3-olen in 

reifen Erdbeerfrüchten deuten auf eine Anreicherung der Anthocyane auf Kosten der genannten 

Stoffklassen hin. Während der Fruchtreife, sind schon die Abnahme des adstringierenden Ge-

schmackes, basierend auf Flavan 3-olen und Proanthocyanidinen, die Bildung von flüchtigen 

Aromastoffen, der Anstieg des Zuckergehalts, das Weichwerden und die kräftig rote Anthocyan-

pigmentierung der Früchte, Anzeichen für stoffliche Veränderungen. Die Verteilung der farbigen 

Anthocyane ist optisch leicht zu verifizieren, jedoch ist dies, für Flavan 3-ole, nicht direkt möglich. 

Da bisher keine Informationen über die Lokalisierung dieser Stoffe vorhanden waren, wurden 

Längs- und Querschnitte bei Früchten verschiedener Reifestadien, mit anschließender Färbung der 

Flavan 3-ole, mit DMAZA durchgeführt (Kap. B.2.4 und C.2.3). Flavan 3-ole gehen mit dem 

aromatischen Aldehyd, dem p-Dimethylaminozimtaldehyd (DMAZA), eine äußerst empfindliche 

Reaktion ein, bei der die, normalerweise ungefärbten Flavan 3-ole, in einen intensiv blau gefärbten 

Farbkomplex umgewandelt werden. Von den weißen zu den roten Fruchtstadien nahm die Flavan 

3-ol abhängige DMAZA-Färbung in allen Geweben bis auf die Leitbündel ab, während die Antho-

cyanfärbung anstieg. Die DMAZA-Färbung zeigte sich in weißen Fruchtstadien in Gefäß-, Epi-

dermis- und Fruchtinnengewebe und war bei reiferen Fruchtstadien auf die Leitgefäße limitiert. 

Dieser Aspekt könnte für eine entwicklungsspezifisch regulierte, gewebespezifische Anreicherung 

der Flavan 3-ole in Erdbeerfrüchten sprechen. JERSCH et al. (1989) belegten in diesem Zusammen-

hang eine negative Korrelation  zwischen Proanthocyanidingehalt und Pilzwachstum von Botrytis 

cinerea in Erdbeerfrüchten. 

 

D.1.3.3 Klonierungen 

Aus der Erdbeere konnten bisher, einschließlich dieser Arbeit, die CHS, CHI, FHT, DFR, ANS, 

F3GT, FLS, LAR und ANR erfolgreich kloniert und charakterisiert werden. Somit konnte die 

Entstehung aller bisher detektierten Flavonoidverbindungen in der Erdbeerfrucht nachvollzogen 

werden. FLS, LAR und ANR wurden das erste Mal aus Fragaria kloniert. Sie sind an der Bildung 

wichtiger Antioxidantien beteiligt, und werden als Resistenzfaktoren in Betracht gezogen. Gene 

konnten, wie in den vorherigen Kapiteln beschrieben, kloniert und die Genexpression und die 

Substratspezifitäten der entsprechenden Enzyme festgelegt werden. Mit der Klonierung und 

Charakterisierung der F3’H und der F3’5’H bleibt allerdings ein wichtiger Schritt zum vollständigen 

Verständnis des Hydroxylierungsmusters in Erdbeerfrüchten offen. Denn ohne eine Charakte-

risierung der F3’H ist es schwierig, genaue Aussagen über frühe Schritte der Flavonoidbiosynthese 
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zu machen. In Erdbeeren wurden bisher vor allem 4’- und 3’4’-hydroxylierte Vertreter der Stoff-

klassen Flavonole, Anthocyane und Flavan 3-ole bestimmt (Tab. 9). HÄKKINEN et al. (1998) de-

tektierten das 3’4’5’- hydroxylierte Myricetin, STÖHR und HERRMANN (1975) Gallocatechin in 

Erdbeerfrüchten. Da bisher keine Flavanone oder Dihydroflavonole detektiert wurden, kann 

spekuliert werden, dass nur Naringenin über eine PAL und CHS /CHI-Aktivität gebildet wird, da 

die Verwendung von Kaffeoyl-CoA als Substrat für die CHS nicht weit verbreitet ist. Ein funktio-

neller Beweis für die Verwendung von Kaffeoyl-CoA wurde bisher von SPRINGOB et al. (2000) in 

Ruta und von CHRISTENSEN et al. (1998) in UV- oder elicitorbehandelter Petersilie erbracht. Die 

FHT bevorzugt Naringenin als Substrat zur Bildung von Dihydrokämpferol. Somit scheinen 

Eriodictyol und Dihydroquercetin nicht direkt über eine CHS / FHT-Reaktion, sondern auch über 

eine F3’H-Reaktion gebildet zu werden; ebenso Dihydromyricetin über die entsprechende F3’5’H-

Reaktion. Allerdings scheint letzt genannte nur schwach exprimiert zu sein, da nur Spuren von 

Myricetin nachgewiesen werden konnten. Es könnte jedoch auch eine Spezifität der FLS für 4’- 

und 3’4’-hydroxylierte Substrate vorliegen. Flavonole kamen meist zu nahezu gleichen Anteilen als 

4’-hydroxylierte Kämpferol- und 3’4’-hydroxylierte Quercetinderivate vor. Myricetin fand sich nur 

in Spuren. Die mengenmäßige Verteilung der beiden Hauptflavonole variierte stark zwischen den 

analysierten Sorten. Dabei zeigten sowohl die Sorte, als auch das Anbaugebiet und die Anbau-

technik starken Einfluss auf die Flavonolmenge und -zusammensetzung. Ebenso erschwerten 

unterschiedliche Analysemethoden verschiedener Arbeitsgruppen den direkten Vergleich der er-

zielten Ergebnisse (HÄKKINEN, 2000; ALMEIDA et al., 2005; KOSAR et al., 2004; HÄKKINEN und 

TÖRRÖNEN, 2000; HÄKKINEN et al., 1999; HÄKKINEN et al., 1998; MIKKONEN et al., 2002; GIL et 

al., 1997; SKUPIEN und OSZMIANSKI, 2004). Die DFR besitzt vermutlich eine Substratpräferenz für 

Dihydrokämpferol. Damit kann das verstärkte Auftreten von Pelargonidinderivaten im Vergleich 

zu Cyanidinderivaten erklärt werden. Den Hauptanteil an Anthocyanen stellen die 4’-hydroxylierten 

Pelargonidinderivate (Pelargonidin-3-O-Glucoside, Pelargonidin-3-O-M;alonyl-Glucosid, Pelar-

gonidin-3-O-Arabinosid, Pelargonidin-3-O-Rutinosid). Nur zwei unterschiedliche Cyanidin-Gluco-

side konnten in Spuren nachgewiesen werden (KOSAR et al., 2004; GOIFFON et al., 1999; BAKKER 

et al., 1992; GIL et al., 1997; SKUPIEN und OSZMIANSKI, 2004; ALMEIDA et al., 2007). Flavan 3-ole 

waren hauptsächlich als 3’,4’-hydroxyliertes Catechin oder Epicatechin vorhanden und Proantho-

cyanidine als Di- oder Polymere beider Stoffe (STÖHR und HERRMANN, 1975; SKUPIEN und 

OSZMIANSKI, 2004; YAMADA et al., 1998; CO und MARKAKIS, 1968; DEIML, unveröffentlicht). Nur 

STÖHR und HERRMANN (1975) konnten 3’4’5’-hydroxyliertes Gallocatechin nachweisen. Weiterhin 

fand die Arbeitsgruppe von D’Amico heraus, dass Catechin hauptsächlich als terminal unit und 

Epicatechin als extension unit in Proanthocyanidinen der Erdbeerfrucht benutzt wird (ALMEIDA et 

al., 2007). Das weist darauf hin, dass in der Erdbeere die LAR das Schlüsselenzym in der Initiation 
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der Proanthocyanidine ist, während die ANR die Substrate für die Proanthocyanidin Oligo- und 

Polymersynthese bereit stellt. Die FLS, ANS und F3GT zeigten einen Anstieg der Transkript-

mengen bis zum Zeitpunkt des Farbumschlags von weiß nach rot. Danach wurde die FLS he-

runterreguliert, und die ANS und F3GT stark hochreguliert. Dadurch wird die Konkurrenz von 

Flavonolen, Flavan 3-olen und Anthocyanen in den reifen Fruchtstadien verdeutlicht, wie auch von 

TAKOS et al. (2006) für Malus beschrieben. Bisher konnte keine Flavonoid 3’- oder Flavonoid 3’5’-

Hydroxylase aus der Erdbeere kloniert und charakterisiert werden. Deshalb bleibt die Frage offen, 

welche Gene den Hydroxylierungsstatus regulieren. In frühen Fruchtstadien dominieren 3’4’-

hydroxylierte Flavonoide, in späten Fruchtstadien die 4’-hydroxylierten. Das Hydroxylierungs-

muster der Erdbeerflavonoide kann prinzipiell von verschiedenen Faktoren bestimmt werden, die 

zeitgleich oder getrennt voneinander auftreten. Zum einen wäre eine Substratspezifität der CHS 

(Kaffeoyl-CoA oder Cumaroyl-CoA) zu nennen. Die CHS kann theoretisch die beiden Substrate 

Kaffeoyl-CoA oder Cumaroyl-CoA verarbeiten, wobei die Verwendung von Kaffeoyl-CoA nicht 

sehr verbreitet ist. Sie würde so auf direktem Weg den Stofffluss Richtung ein- oder zweifach-

hydroxylierter Flavonoidverbindungen lenken. Weiterhin ist die bereits erwähnte Substratpräferenz 

der FHT für Naringenin vorhanden. Eine F3’H-Aktivität mit Flavanonen und / oder Dihydro-

flavonolen erklärt das in etwa mengenmäßig gleiche Vorhandensein von Quercetin und Kämpferol. 

Es scheint, dass die F3’5’H-Aktivität dagegen nur sehr schwach ausgebildet ist und die 4’-hydroxy-

lierten Substrate von der F3’H zu den entsprechenden Verbindungen umgesetzt werden. Eventuell 

dienen aber unerwarteterweise auch 4’-hydroxylierte Anthocyanvorstufen (Leukopelargonidin und 

Pelargonidin) oder Flavan 3-ole (Afzelechin oder Epiafzelechin) als Substrate für die F3’H. Dies 

könnte eine mögliche Erklärung sein, warum fast ausschließlich 3’,4’-hydroxyliertes Catechin und 

Epicatechin frei vorhanden sind. Allerdings konnten von FOSSEN et al. (2004) Afzelechin- und Epi-

afzelechin-enthaltende Dimere identifiziert werden und von STÖHR und HERRMANN (1975) Gallo-

catechin. Das bedeutet, dass nicht die gesamte Menge an 4’-hydroxylierten Flavonoidverbindungen 

durch die F3’H umgeleitet werden würde, sie aber dominierenden Charakter besäße. Hierzu 

müssen noch genauere Untersuchungen durchgeführt werden. Die bereits diskutierte, mögliche 

und ungewöhnliche, Substratpräferenz der DFR für Dihydrokämpferol würde für die Anreicherung 

von 4’-hydroxylierten Pelargonidinderivaten in der reifen Frucht sprechen. Ebenso muss die Ko-

existenz multipler (Iso)Enzyme in Betracht gezogen werden. Diese besitzen vermutlich unter-

schiedliche katalytische Eigenschaften, die räumlich und zeitlich reguliert werden und einzelne 

Endprodukte ansteigen lassen könnten (WINKEL, 2004). Es scheint, dass die frühe Aktivität der 

PAL, CHS, CHI, FHT und ANS der Bereitstellung von Substraten für die Bildung von Flavan 3-

olen dient, der späte Anstieg der Aktivität dann zur Bildung von Flavonolen und Anthocyanen. Die 

Transkriptmenge der DFR steigt während der Fruchtreife permanent an. LAR und ANR werden in 
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Blüten- und frühen Fruchtreifestadien exprimiert, um die Bildung von Flavan 3-olen und 

Proanthocyanidinen zu ermöglichen. Die späten Aktivitäten der FLS und F3GT dienen der Bildung 

von Anthocyanen und Flavonolen. Auffällig ist, dass Anthocyane in den reifen Früchten haupt-

sächlich in 4’-hydroxylierter Form vorkommen, die Verbindungen der Flavan 3-ole hauptsächlich 

in 3’4’-hydroxylierter Form. Flavonole kommen zu etwa gleichen Teilen als 3’- und 3’4’-

hydroxylierte Verbindungen vor und müssen schon vor der Bildung der Anthocyane als Copig-

mente zum Schutz der Anthocyane zur Verfügung stehen. Somit könnte auch eine zeitliche Be-

grenzung der F3’H-Aktivität ins Auge gefasst werden. 

 

Aufgrund der vorangegangenen Erläuterungen lässt sich folgendes Flavonoidbiosyntheseschema 

ableiten (Abb. 31). 

 

Cyanidin-3-Glucoside Pelargonidin-3-Glucoside
Pelargonidin-3-Arabinosid
Pelargonidin-3-Rutinosid

EpiafzelechinEpicatechin

PelargonidinCyanidin

GallocatechinAfzelechinCatechin

LeukodelphinidinLeukopelargonidinLeukocyanidin

MyricetinKämpferolQuercetin

DihydromyricetinDihydrokämpferolDihydroquercetin

PentahydroxyflavanonNaringeninEriodictyol
F3‘5‘H

F3‘H

F3‘H

F3‘H

F3‘H

F3‘5‘H

F3‘5‘H

F3‘5‘H

F3‘5‘H

F3‘H

F3‘H

F3‘H

FHT FHTFHT

DFR DFRDFR

ANSANS

F3GTs F3GTs

FLSFLS FLS

LAR LARLAR

ANR ANR

Abb. 31: Flavonoidbiosyntheseschema der Erdbeerfrucht 
Gepunktete Linien zeigen mögliche, nicht geprüfte Syntheseschritte. 
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D.1.3.4 Entwicklungsspezifische Regulation der Flavonoidbiosynthese in 

Erdbeerfrüchten 

Verschiedene Forschungsgruppen beschäftigten sich mit der Expression von Flavonoidgenen und 

Genen, die an der Reife von Erdbeerfrüchten beteiligt sind. Im Folgenden wird eine Zusammen-

fassung der bisherigen Forschungsergebnisse getroffen, bei der die eigenen Ergebnisse dieser 

Arbeit mit integriert und mit dem bisherigen Wissen verglichen werden. 

Nach Ergebnissen einer Forschungskooperation mit der Arbeitsgruppe Rosati (2007), zeigte die 

PAL ein zweiphasiges Expressionsmuster mit einem hohen Expressionsniveau in grünen Frucht-

stadien, einem Abfall im weißen Fruchtstadium und einem erneuten Anstieg bei Fruchtreife. PAL 

ist ein Schlüsselenzym zwischen Primär- und Sekundärstoffwechsel. Es katalysiert die Umsetzung 

der Aminosäure Phenylalanin zu Zimtsäure, die ein wichtiges Zwischenprodukt in der Flavonoid-

biosynthese ist. Derivate der Zimtsäure sind aber auch Vorstufen einer Reihe von Sekundärstoff-

wechselverbindungen, wie Lignine, Stilbene und Cumarine. Damit gibt die PAL nur geringen 

Aufschluss über die anschließende Flavonoidbildung. Nach ALMEIDA et al. (2007) zeigte auch die 

CHS ein zweiphasiges Expressionsmuster mit einem hohen Expressionsniveau in den grünen 

Fruchtstadien und das Maximum im Stadium des Farbumschlags von weiß nach rot. Die starke 

Hochregulation der CHS verdeutlicht ihre zentrale Rolle in der Flavonoidbiosynthese. WILKINSON 

et al. (1995) klonierte eine putative CHS mithilfe Differential Display. Die Expression der putativen 

CHS erfolgte mit einer RNA Gel Blot Analyse. Die Aktivität begann beim Farbumschlag von weiß 

nach rot und war in der reifen Frucht am höchsten. MANNING (1998) klonierte zwei unterschied-

liche putative CHS-Sequenzen mittels Differential Screening. Eine davon schien identisch mit der von 

WILKINSON et al. (1995) klonierten CHS. Beide CHS zeigten ein zweiphasiges Expressionsmuster 

mit einem Peak etwa eine Woche nach Vollblüte und einem zweiten zum Zeitpunkt des Farbum-

schlags von weiß nach rot. Die von AHARONI et al. (2000) untersuchte CHS zeigte ein einphasiges 

Profil mit einem Expressionsmaximum im Stadium des Farbumschlags. Ebenso verhielt sich die 

von ihm detektierte CHI. Der von ALMEIDA et al. (2007) ermittelte Verlauf der Transkriptmengen 

an CHI, FHT, ANS war ebenfalls zweiphasig, mit einem starken Anstieg in grünen Früchten und 

einem, zum Zeitpunkt des Farbumschlags von weiß nach rot. Nur die CHI zeigte anschließend eine 

geringfügige Herunterregulierung im reifen Fruchtstadium. Die Transkriptmenge der DFR nahm 

geringfügig, aber kontinuierlich, bis in die reifen Fruchtstadien, zu. Alle Gene zeigten ein frühes 

Expressionshoch, auch wenn Unterschiede in der Transkriptmenge in grünen Stadien vorhanden 

waren. Die von MANNING (1998) klonierten vier unterschiedlichen putativen FHTs zeigten ähn-

liche Expressionsmuster, ebenso die von AHARONI et al. (2000). Die DFR der Arbeitsgruppe 

Rosati (ALMEIDA et al., 2007) war auffällig, da sie sich nicht zweiphasig und somit anders, als die 
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von MOYANO et al. (1998) berichtet, verhielt. Da die DFR Enzyme von einer kleinen Multigen-

Familie codiert werden (MOYANO et al., 1998), wäre es möglich, dass die von Rosati klonierte DFR 

(aus cDNA der reifen Frucht) mit der Anthocyaninbiosynthese assoziiert ist, und dass andere, 

entwicklungsspezifisch regulierte, DFRs in Erdbeeren vorhanden sind, die dem zweiphasigen 

Expressionsmuster entsprechen. Die von MOYANO et al. (1998) klonierte putative DFR wurde 

zuerst in grünen Früchten detektiert. Es folgte eine Abnahme und wieder ein starker Anstieg der 

Expression beim Farbumschlag von weiß nach rot. Der erste Expressionspeak war vermutlich für 

die Proanthocyanidinakkumulation verantwortlich, der zweite Anstieg für die Bildung von Antho-

cyanen. Weiterhin stellten MOYANO et al. (1998) eine hormonelle Kontrolle der DFR durch Auxin 

fest, wie es schon bei anderen Erdbeergenen vermutet wurde (REDDY und POOVAIAH, 1990; 

REDDY et al., 1990; MEDINA-ESCOBAR et al., 1997). So konnte die Transkription in unreifen, 

grünen Früchten durch Entfernen der Achänen induziert werden. Diese Induktion konnte zum 

Teil durch eine Behandlung dieser Früchte mit NAA verhindert werden. FLS, LAR, ANR und 

F3GT zeigten bei Versuchen der Arbeitsgruppe Rosati ein konträres Transkriptionsmuster, mit 

einem geringeren relativen Expressionsniveau (ALMEIDA et al., 2007). LAR und ANR Gene hatten 

ähnliche Expressionsmuster, mit einer starken Expression in grünen Fruchtstadien und einem 

folgenden Abfall hin zu dem weißen Fruchtstadium. Es folgte ein zweites Expressionshoch bei 

Früchten beim Farbumschlag von weiß nach rot, signifikant stärker bei der LAR. In der Erdbeer-

frucht konnte, wie bereits in Kapitel D.1.1 beschrieben, nur eine LAR kloniert werden. Aufgrund 

des Primerdesigns, wäre allerdings eine Klonierung mehrerer unterschiedlicher LARs möglich 

gewesen. Deshalb muss in Betracht gezogen werden, dass in der Erdbeerfrucht möglicherweise 

keine weitere LAR  vorhanden sein könnte. Die klonierte LAR wurde über die gesamte Fruchtent-

wicklung exprimiert und die Substratspezifität der rekombinanten Proteine stimmte mit den ge-

bildeten Stoffen in planta überein. Somit war die Situation in der Erdbeerfrucht anders als zum 

Beispiel in Weintrauben (BOGS et al., 2005) oder Apfelfrüchten (TAKOS et al., 2006). In Wein-

trauben zeigten die beiden LARs unterschiedliche Expressionsmuster. LAR1 wurde circa sechs 

Wochen vor einsetzender Fruchtreife exprimiert und die Transkriptmenge nahm ab diesem Zeit-

punkt, zu einem niedrigen Expressionsniveau, kontinuierlich ab. LAR2 Transkripte hatten dagegen 

ihr Maximum bei einsetzender Fruchtreife und nahmen dann ab. In grünen Apfelfrüchten zeigte 

LAR1 zwei Expressionsspitzen, bei 48 und 62 Tagen nach der Blüte. Danach sank das Expres-

sionsniveau jeweils wieder. In roten Fruchtteilen war die Expression während der gesamten Frucht-

reife nahezu stabil und etwa halb so stark, wie der Maximallevel in grünen Früchten. Das 

Transkriptniveau von LAR2 war immer relativ niedrig (TAKOS et al., 2006). 

Die in Rahmen dieser Arbeit klonierte ANR besaß kein zweiphasiges Expressionsmuster und somit 

keinen späten Anstieg der Expression im Fruchtstadium des Farbumschlags von weiß nach rot. Sie 
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zeigte ihr Expressionsmaximum im Stadium des weiterentwickelten Blütenboden. Die Expression 

nahm mit zunehmender Fruchtreife ab. In der reifen Frucht war keine Expression mehr nachweis-

bar. Die ANR aus Malus zeigte ein ähnliches Expressionsmuster, wie die aus der Erdbeere 

‚Korona’. Das bedeutet, dass das Expressionsniveau mit zunehmender Fruchtreife sank (TAKOS et 

al., 2006). Ebenso verhielt sich die ANR aus Weinblättern (PFEIFFER et al., 2006). Die ANR Tran-

skriptmenge aus Weintrauben zeigte ihr Maximum circa sechs Wochen vor einsetzender Frucht-

reife, fiel dann ab und war bei einsetzender Fruchtreife bereits nicht mehr detektierbar (BOGS et al., 

2005). Die Überlegung, dass es sich bei den beiden ANR-Sequenzen aus Erdbeere nur um Homo-

loge handelt, konnte, aufgrund der hohen Sequenzidentität, verworfen werden. Bei den beiden 

Anthocyanidinreduktasen waren lediglich drei Aminosäuren ausgetauscht. Dennoch wurde mittels 

Southern Blot Analyse festgestellt, dass von der ANR in der Erdbeere zwei Genkopien vorliegen 

(ALMEIDA et al., 2007). Wahrscheinlich ist die ANR in den Sorten ‚Korona’ und ‚Queen Elisa’ 

unterschiedlich reguliert. Untersuchungen der FLS und F3GT zeigten einen Anstieg der Tran-

skriptmengen, bis hin zum Stadium des Farbumschlags von weiß nach rot. Die FLS wurde danach, 

im roten Fruchtstadium, stark herunterreguliert, die F3GT stark hochreguliert. Diese starke Ex-

pressionsreduzierung der FLS verdeutlicht den Wettbewerb zwischen Flavonolen, Flavan 3-olen 

und Anthocyanen in den Reifestadien (ALMEIDA et al., 2007). Der einphasige Anstieg der F3GT 

Expression stimmte mit Untersuchungen einer putativen F3GT von Manning (1998) überein. Nach 

AHARONI et al. (2000) nahm auch die Transkriptmenge der F3GT im reifen Fruchtstadium ab. Die 

von AHARONI et al. (2000) klonierte putative ANS zeigte einen konstanten Anstieg der Tran-

skriptmengen bis zum reifen Fruchtstadium. Dagegen zeigte die von ALMEIDA et al. (2007) klo-

nierte ANS einen kleinen Expressionspeak in kleinen grünen Früchten; die Transkriptmenge sank 

bis zum weißen Fruchtstadium und hatte ihr Maximum im Stadium des Farbumschlags von weiß 

nach rot. Laut ALMEIDA et al. (2007) zeigten sich auffallende Unterschiede bei der Expression von 

Genen, die bei der Synthese von Anthocyanen, beziehungsweise von Flavonolen und Flavan 3-olen 

beteiligt sind. Das kritische Stadium war das, der vollständigen Fruchtreife. Hier wurden FLS, LAR 

und ANR zu einem geringeren Maße herunterreguliert und Anthocyangene hochreguliert, um die 

Synthese von Pelargonidinderivaten auf Kosten der Flavonole und Flavan 3-ole zu begünstigen. 

Während der Fruchtreife korrespondiert dabei die Hochregulation der DFR und anderer 

Flavonoidgene hin zu den Anthocyanen, mit einem Anstieg der Enzymaktivität in Fruchtextrakten 

(HALBWIRTH et al., 2006; CHENG und BREEN, 1991). Parallelen zwischen PAL-Aktivität und 

Anthocyangehalt wurden von CHENG und BREEN (1991) berichtet. So zeigte die PAL einen ersten 

Aktivitätspeak in grünen Früchten, der  mit der Bildung anderer Flavonoide wie Proanthocyanidine 

und Polyphenole in frühen Fruchtentwicklungsstadien in Zusammenhang stand. Ein zweiter Peak 

wurde mit der Anthocyanakkumulation in den reifen Früchten in Verbindung gebracht. Laut 
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HALBWIRTH et al. (2006) besaß die CHS ihre maximale Enzymaktivität schon in der kleinen grünen 

Frucht, nahm dann während der Fruchtentwicklung konstant ab und nahm noch einmal, bei 

beginnender Fruchtreife, etwas zu. Die DFR verhielt sich zweiphasig, mit einem Maximum bei 

mittelgroßen grünen Früchten und einem weiteren Maximum in der reifen Frucht. Die FLS-

Aktivität konnte in frühen Fruchtstadien nicht detektiert werden. Erst in der weißen Frucht stieg 

die Aktivität und erreichte ihr Maximum beim Stadium des Farbumschlags von weiß nach rot. Die 

F3GT besaß ebenfalls ein zweiphasiges Aktivitätsmuster, mit Maxima in mittelgroßen grünen und 

in vollreifen Früchten. 

Die beobachteten Transkriptionsmuster der Strukturgene lassen, genau wie in anderen Pflanzen, 

auf die Aktion verschiedener Transkriptionsfaktoren schließen, die an der Regulation beteiligt sind 

(WINKEL-SHIRLEY, 2001). Diese Regulation könnte ein oder mehrere Gene betreffen oder im 

Extremfall könnten verschiedene Sets von Genen die Enzyme der einzelnen Biosynthesephasen 

codieren. Ein Set, das vermutlich die Flavan 3-ol- / Proanthocyanidinbiosynthese in frühen Ent-

wicklungsstadien reguliert, ein Set zur Steuerung der Flavonolsynthese in der reifen Frucht und ein 

Set für die Anthocyansynthese in den Stadien des Farbumschlags von weiß nach rot und der reifen 

Frucht (HALBWIRTH et al., 2006; ALMEIDA et al., 2007). Es scheint ähnlich Arabidopsis, Mais und 

Petunie, bei denen MYB-, MYC- und WRD-Typen von Transkriptionsfaktoren Komplexe bilden, 

die diese drei Äste der Flavonoidbiosynthese regulieren (LEPINIEC et al., 2006). Der schwache, aber 

stetige Anstieg der Expression von MYB1, während der Fruchtreife, ist mit dieser Hypothese 

vereinbar. MYB1 reduziert möglicherweise die Transkription, um die Anthocyangehalte während 

der Fruchtreife stabil zu halten und um die Stoffflüsse, zu den anderen Abflüssen der Flavonoid-

biosynthese, zu regulieren. Der inhibierende Effekt von MYB1 auf die Flavonoidbiosynthese zielt 

vermutlich auf die Verringerung des Expressionsniveaus der FLS und Proanthocyanidin-bildenden 

Gene in reifen Fruchtstadien (AHARONI et al., 2001). Hier sind noch genauere Untersuchungen 

notwendig. 
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D.2 Einfluss von Wachstumsregulatoren und Pflanzenstärkungsmitteln auf 
die Flavonoidbiosynthese von Erdbeerpflanzen und –früchten 

D.2.1 Einfluss auf die Genexpression der ANR 

Eine Prohexadion-Ca-Behandlung bewirkt eine Induktion der ANR-Expression bereits in der 

Vollblüte, im weiterentwickelten Blütenboden und in der kleinen grünen Erdbeerfrucht. Schon in 

der großen grünen Frucht liegt das Expressionsniveau der behandelten Frucht unterhalb dem der 

unbehandelten Kontrolle. Dennoch bleibt der Verlauf der Genexpression unverändert, wie bei der 

unbehandelten Kontrolle, mit stetiger Abnahme der Transkriptmenge, bei zunehmender Frucht-

reife (Kap. C.3.1). 

FISCHER et al. (2006) bestätigten eine Induktion der Genexpression und der Enzymaktivitäten 

verschiedener Flavonoidgene in Prohexadion-Ca-behandelten Apfelblättern. Demnach könnten 

durch die Prohexadion-Ca-Behandlung auftretende Verschiebungen der Polyphenolzusammen-

setzung für die Veränderungen der Genexpression durch Rückkopplungsmechanismen über 

Flavonoidkonzentrationen verantwortlich sein. So konnte im Prohexadion-Ca-behandeltem Apfel-

laub eine frühe, starke Induktion der Genexpression von CHS, FHT und DFR/FNR festgestellt 

werden. Der Effekt setzte bei der PAL erst später ein. Die FLS-Expression wurde nur schwach 

induziert, wohingegen die ANS Expression etwas abnahm. 

Bei der Kombinationsbehandlung mit Prohexadion-Ca und Milsana zeigte sich eine sehr starke 

Induktion der ANR-Expression zum Zeitpunkt der Vollblüte und im weiterentwickelten Blüten-

boden. Bereits in den grünen Fruchtstadien sank die ANR-Expression stark ab, sogar unter das 

Expressionsniveau der unbehandelten Kontrolle (Kap. C.3.1). Dieser frühe, starke Anstieg der 

Genexpression könnte auf die Wirkung von Prohexadion-Ca zurückzuführen sein, wie bereits beim 

behandelten Apfelblatt vorher erläutert (Fischer et al., 2006). Allerdings demonstrierten FOFANA et 

al. (2002) einen induzierenden Effekt von Milsana auf die Genexpression und Enzymaktivität von 

CHI und CHS. Damit war eine Resistenz gegen Mehltau an Gurkenpflanzen durch Anreicherung 

bestimmter Flavonoide verbunden. SCHNEIDER und ULLRICH (1994) bestätigten einen Anstieg der 

PAL-Aktivität nach Einsatz von Extrakten aus Reynoutria sachalinensis. Hier müssten noch weiterfüh-

rende Untersuchungen zur Klärung durchgeführt werden. 
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D.2.2 Einfluss auf die Enzymaktivität der LAR  

Der LAR-Aktivitätsverlauf wurde an unbehandelten Früchten der Sorte ‚Korona’ untersucht. Die 

Enzymaktivität war zweiphasig, mit einem zweitem Anstieg der Enzymaktivität in der reifen 

Frucht. Die biologische Funktion dieser späten erhöhten LAR-Aktivität ist noch unklar. 

Möglicherweise zeigt sich hier eine durch externe Faktoren verursachte erneute Enzymaktivität in 

der reifen Frucht. Diese könnte zum Beispiel durch Pflanzenschutzmitteleinsatz verursacht worden 

sein. Da mit zunehmender Fruchtreife Flavan 3-ol-Gehalte stark abnehmen, muss in Erwägung 

gezogen werden, dass dieses spät gebildete Catechin sofort in die Bildung von Proanthocyanidinen 

eingesetzt wird. Somit kann es nicht mehr als frei verfügbares Catechin detektiert werden. Deshalb 

sollte in weiteren Untersuchungen besonderer Augenmerk auf sich verändernde Gehalte von 

Proanthocyanidinen gelegt werden. Weiterhin wäre eine Rückreaktion von Catechin zu Leuko-

cyanidin in der reifen Frucht denkbar. Bei einer starken LAR-Aktivität in der reifen Frucht und bei 

Vorhandensein von NADP+ wäre eine Rückreaktion möglich. Das gebildete Leukocyanidin könnte 

dann über eine ANS-Reaktion zu Cyanidin verstoffwechselt werden. Dazu müsste Catechin frei 

verfügbar und nicht zu Proanthocyanidinen polymerisiert sein. 

Eine Prohexadion-Ca-Behandlung zu einem späten Behandlungszeitpunkt in der Vollblüte bei 

Pflanzen der Sorte ‚Elsanta’, führte zu einer Stimulation der LAR-Aktivität, in den untersuchten 

Proben dieses Stadiums. Eine Behandlung mit Prohexadion-Ca im Ballonstadium hingegen, ver-

ursachte eine Reduktion der LAR-Aktivität in Proben des Stadiums der Vollblüte (Kap. C.3.2). Falls 

diese Ergebnisse reproduzierbar wären, könnte so eine brauchbare Methode zur effizienten Steige-

rung der LAR-Aktivität und damit eventuell der Catechin- und Proanthocyanidin-Gehalte etabliert 

werden. PUHL konnte in den behandelten Proben beider Varianten geringere Mengen an Catechin, 

als in unbehandelten Proben feststellen (Persönliche Mitteilung, 2006). Durch die Prohexadion-Ca-

Behandlung werden die 2-oxoglutaratabhängigen Dioxygenasen FHT, ANS und FLS inhibiert. Es 

kommt so zu einem Umlenken der Flavonoidbiosynthese und der Bildung neuer Flavonoid-

verbindungen (FISCHER et al., 2003; HALBWIRTH et al., 2003; RÖMMELT et al., 2003). Somit stehen 

für Enzyme, die später im Flavonoidbiosyntheseweg wirken, weniger Substrate zur Verfügung. 

Nach dem Prinzip der negativen Rückkopplung versucht die Pflanze möglicherweise, diese Limi-

tierung durch erhöhte Enzymaktivitäten zu kompensieren. 

Mithilfe des Einsatzes von Pflanzenstärkungsmitteln (Milsana) und Wachstumsregulatoren (Pro-

hexadion-Ca) konnten Veränderungen in der Flavonoidbiosynthese in Erdbeerfrüchten und -blüten 

bewirkt und detektiert werden. Durch gezielten Einsatz von Prohexadion-Ca in der offenen Blüte 

konnte die LAR-Aktivität in Erdbeerblüten induziert werden. Catechin, als Baustein von Proantho-

cyanidinen, gilt als ein wichtiger Metabolit in der Resistenzausbildung gegen Pathogene, wie Botrytis 
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cinerea. Proanthocyanidine sind in der Lage die mazerierenden Enzyme von Botrytis cinerea zu 

hemmen (HILL et al., 1981; JERSCH et al., 1989; DI VENERE et al., 1998). SCHLÖSSER (1993) und 

JERSCH et al. (1989) führten die Stadienlatenz der jungen Erdbeerfrucht auf frühe, hohe 

Proanthocyanidingehalte zurück. Passend zu dieser Theorie sind die abnehmenden Proantho-

cyanidin-Gehalte bei zunehmender Fruchtreife (SCHERER et al., 1982; JERSCH et al., 1989; DI 

VENERE et al., 1998; HALBWIRTH, 2006). Durch den Einsatz von Prohexadion-Ca und Milsana 

konnte ebenfalls die ANR-Expression induziert werden. In beiden Fällen müsste in weiterfüh-

renden Arbeiten geprüft werden, ob eine Anreicherung von Catechin, Epicatechin oder entspre-

chender Proanthocyanidine stattfindet und ob damit die Quieszenz in den reifen Fruchtstadien 

hinausgezögert werden kann. Denn eine Steigerung der Flavan 3-ol-Gehalte, in ohnehin schon 

resistenten Fruchtstadien, bringt keinen zusätzlichen Nutzen, der den Aufwand (Arbeit, Material) 

rechtfertigen könnte. Der Behandlungszeitpunkt hat vermutlich ebenfalls einen Einfluss auf die 

Modifizierung des Catechingehaltes. Es scheint, dass Prohexadion-Ca allein die Botrytis- Resistenz 

nicht induziert. Durch Kombination mit Milsana konnte allerdings der Botrytisbefall reduziert 

werden (PUHL, 2006, persönliche Mitteilung). Die vielen Untersuchungen von Milsana an unter-

schiedlichen Kulturpflanzen zeigen generell vielversprechende Ergebnisse im Schutz vor pilzlichem 

Befall (FOFANA et al., 2002; WURMS et al., 1999; DAAYF et al., 2000; ISEBAERT et al., 2002; STEFFEK 

und ALTENBURGER, 2003).  

 

D.2.3 Einfluss auf das Pflanzenwachstum und Bedeutung für den Anbau 

Auf die Prohexadion-Ca-Behandlung reagierten die Erdbeerpflanzen mit reduziertem Wuchs, 

geringerer Ausläuferbildung und dunklerer Blattfarbe. Somit könnte in Erwerbsanlagen eine 

arbeitseffiziente Möglichkeit gefunden sein, die Ausläuferbildung ohne mechanische Maßnahmen 

zu limitieren. Weiterhin wurde die Fruchtentwicklung um bis zu fünf Tage im Vergleich zur un-

behandelten Kontrolle verzögert. Dies könnte einen Ansatz für eine Verschiebung der Erntezeit 

darstellen. Dabei müssten jedoch die Aufwandkosten einer Prohexadion-Ca-Behandlung, mit 

denen herkömmlicher Maßnahmen der Reifeverzögerung, verglichen werden. Allerdings ist dies 

noch keine umsetzbare Alternative, da Prohexadion-Ca keine Zulassung im Erdbeeranbau besitzt 

und ein Genehmigungsverfahren aus Kostengründen für den Hersteller wenig reizvoll ist. Die 

Verzögerung der Reifezeit lässt sich vermutlich auf gesteigerte Auxinkonzentrationen zurück-

führen, denn die Prohexadion-Calcium-behandelten Erdbeerfrüchte hatten deutlich vergrößerte 

Achänen, als die Kontrollfrüchte. Auxin, das von den Achänen gebildet wird, spielt eine wichtige 

Rolle im Wachstum der Erdbeerfrucht (NITSCH, 1950). Eine Gabe von synthetischen Auxin ver-
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zögert laut GIVEN et al. (1988) die Fruchtreife. Das Wachstum der Frucht hängt von einer konti-

nuierlichen Versorgung mit Auxin aus den Achänen ab. Allerdings scheint der Abfall des Auxin-

gehaltes während der Achänenreifung, die Fruchtreife auszulösen (ARCHBOLD und DENNIS, 1984). 

Auch MANNING (1994) bestätigt GIVEN et al. (1988), dass das Reifen der Erdbeerfrucht von Auxin 

reguliert wird. 

Laut REEKIE et al. (2003, 2005a, 2005b, 2006) besaßen Prohexadion-Ca-behandelte Erdbeerpflan-

zen reduzierte Pflanzenhöhen und Gesamtblattflächen, erhöhte Wurzel-Spross-Verhältnisse und 

verringerte spezifische Blattflächen. Diese Pflanzen verfügten über eine erhöhte Nettophotosyn-

theserate. Allerdings führte in diesen Versuchen eine Applikation mit Prohexadion-Calcium zur 

verstärkten Bildung von Tochterpflanzen, vor allem in vermarktungsfähiger Qualität. Es konnte 

mehr robuste Pflanzware mit verbesserter Anwachsrate und osmotischer Anpassung erzielt 

werden, die die Setzlinge auf Wasserstress anpasst. Ebenso wurde ein höherer Fruchtertrag und 

eine Ernteverfrühung erzielt. Laut BLACK (2006) reduzierten Prohexadion-Calcium-Behandlungen 

die Ausläuferanzahl um bis zu 50 Prozent. Es wurden Pflanzen mit erhöhter Anzahl an Wurzel-

hälsen und höhere Fruchterträge bei der Sorte ‚Selva’ erzielt. Es bleibt noch ungeklärt, warum in 

den Versuchen von Reekie et al. die Ausläuferzahl erhöht und die Fruchtreife verfrüht, bei den 

Versuchen von BLACK (2006) und den hier vorgestellten Versuchen, gegensätzliche Ergebnisse 

erzielt wurden. Mögliche Ursachen könnten in der Versuchsdurchführung liegen, wie unterschied-

liche Konzentrationen und Aufwandmengen von Prohexadion-Calcium. So wurde im Rahmen 

dieser Arbeit und bei BLACK (2006) die circa drei- bis vierfache Konzentration des Wirkstoffes 

verwendet. 
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D.3  Ausblick 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die cDNAs von FLS, LAR und ANR in Erdbeerfrüchten erst-

malig kloniert und exprimiert, die nun für weitere Forschungsarbeiten zur Verfügung stehen. Die 

Gene sind maßgeblich an der Bildung pflanzenstärkender und Resistenz-bildender Substanzen 

beteiligt. Somit sind sie auch als Merkmale in der klassischen Züchtung zu beachten. Sie tragen 

ebenfalls zum Erreichen von Züchtungszielen, wie Resistenz oder Toleranz gegen die wichtigsten 

Krankheiten und Schädlinge und somit zum Ertrag und zur Fruchtqualität durch wertgebende 

Inhaltsstoffe bei.  

 

D.3.1 Nutzung molekularbiologischer Ansätze für die klassische Züchtung 

Da transgene Sorten mangelnde Akzeptanz beim Verbraucher finden,  muss in Zukunft auf andere 

Züchtungsmethoden zurückgegriffen werden, die von Gesetzgeber und Verbraucher gleicher-

maßen legitimiert werden. Dabei können molekularbiologische Ansätze in klassische Züchtungs-

programme übernommen und so ein rascheres und effizienteres Vorgehen, zur Verbesserung von 

Sorten, ermöglicht werden. Eine Methode stellt MAS (marker assisted selection) dar. Frühe Selektionen 

mit molekularen Markern erlauben eine exakte Selektion von Sämlingen, lange bevor die gesuchten 

Merkmale durch klassische Züchtung untersucht werden könnten. Weiterhin kann der Einfluss von 

umweltbedingter Variation ausgeschlossen werden, der oftmals die phänotypische Beurteilung 

verfälscht. Vorselektionen zur Pathogenresistenz können vorgenommen werden, ohne Pathogene 

in den Bestand einführen zu müssen.  

Bei der Erdbeere (Fragaria x ananassa) wurden bereits viele Gene mit Relevanz für die Praxis klo-

niert und identifiziert. Verschiedene Studien zur Fruchtreife wurden durchgeführt. Dabei wurden 

Expressionsmuster von Genen, die an der Zellwandhydrolyse, am Weichwerden der Früchte be-

teiligt sind, untersucht. Dazu gehören die Pectat-Lyase (BENITEZ-BURRACO et al., 2003), Poly-

galacturonase (AHARONI und O’CONNELL, 2002; REDONDO-NEVADO et al., 2001), Pektin Methyl-

Esterase (AHARONI und O’CONNELL, 2002), Cellulasen (MANNING, 1998; HARPSTER et al., 1998; 

TRAINOTTI et al., 1999), Galaktosidasen (TRAINOTTI et al., 1999), Expansin (CIVELLO et al., 1999; 

HARRISON et al., 2001). Weiterhin wurden Flavonoidgene (MOYANO et al., 1998; MANNING, 1998; 

AHARONI et al., 2001; ALMEIDA et al., 2007; eigene Arbeit) und Gene, die an der Lignifizierung 

beteiligt sind, kloniert (BLANCO-PORTALES et al., 2002; AHARONI und O’CONNELL, 2002). Gen-

kartierungen mit dem Ziel, genomische Regionen zu bestimmen, die die Fruchtgröße, Zucker- und 

Säureproduktion, Konsistenz, Krankheitsresistenz und Fruchtfarbe bestimmen, wurden durch-

geführt. Datenbanken mit exprimierten Genen wurden entwickelt, mit dem Hauptziel wichtige 
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qualitätsbestimmende Gene zu identifizieren. Mit der Klonierung der FLS, LAR und ANR stehen 

drei weitere Flavonoidgene für molekulare Züchtungsansätze zur Verfügung. 

Nach einer erfolgreichen Klonierung können die gewonnenen Sequenzen für Transformationen in 

die Pflanze genutzt werden und in vivo, durch Methoden wie gene silencing oder Überexpression die 

klonierten Gene charakterisiert werden. Basierend auf den neuen, funktionell charakterisierten 

Fragaria cDNAs dieser Arbeit, wurden Southern Analysen durchgeführt, bei denen jeweils 

Genfamilien identifiziert werden konnten. Ferner wurden mit den cDNA Klonen der LAR, ANR 

und FLS in der AG Schwab silencing-Konstrukte erstellt, die eine weitere Aufklärung der Zu-

sammenhänge der Flavonoidbiosynthese in der Erdbeerfrucht ermöglichen werden.  

Mit RT-PCR Klonierung könnten unterschiedliche Allele identifiziert werden. Mit heterologer 

Hefeexpression und anschließender Enzymtests könnten unterschiedliche Substratspezifitäten 

getestet werden. Die cDNA-Sequenzen der Allele würden dann, durch Identifikation von Poly-

morphismen, der Herstellung von genetischen Markern zur Züchtung von Sorten mit bestimmten 

Inhaltsstoffen oder Stoffen zur Pathogenabwehr, dienen. Dabei können simple sequence repetition type 

Polymorphismen (SSR) (NEWCOMB et al., 2006; TARTARINI, 2003), Indels (insertions/deletions) oder 

SNP (single nucleotide polymorphism) als Marker verwendet werden, ebenso CAPS Marker (BARONI, 

2003; KUNIHISA, 2006). Zur Identifikation nützlicher Allele würde ein analytisches Screenen auf 

züchtungsrelevante Stoffwechselprodukte (z.B. Proanthocyanidine, Flavonole) von phäno- oder 

genotypisch auffallenden Erdbeersorten folgen, die für Unterschiede in der Biosynthese ver-

antwortlich sind und die erwünschten Eigenschaften (z.B. Pathogenresistenz) besitzen. Mit aus-

gewählten Genen könnten quantitative oder Allel-spezifische Genexpressionsanalysen durchgeführt 

werden. Eine neue Methode zur Klärung Allel-spezifischer Genexpression stellt dabei das von 

SCHAART et al. (2005) vorgestellte Pyrosequencing dar. Somit könnten Sortenunterschiede im Sekun-

därstoffwechsel herausgearbeitet werden. Enzymtests mit Pflanzenextrakten würden dabei Enzym-

aktivitäten und Substratspezifitäten klären.  

 

D.3.2 Ansätze mit Phytohormonen und Wachstumsregulatoren 

Durch den Einsatz des Wachstumsregulators Prohexadion-Ca und dem Pflanzenstärkungsmittel 

Milsana konnte deren Einfluss auf die Flavonoidbiosynthese in Erdbeerfrüchten detektiert 

werden. Mit verschiedenen Versuchsansätzen konnten Veränderungen der LAR-Enzymaktivität 

und der ANR-Genexpression festgestellt werden. Die erzielten Ergebnisse mit Prohexadion-

Calcium sind allerdings, wie bereits in Kapitel D.2.3 erörtert, für die Weiterverfolgung oder für den 

Praxiseinsatz nicht weiter relevant. Aufgrund vielversprechender Ergebnisse im Bereich der Patho-
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genabwehr, sollte in Zukunft mehr Aufmerksamkeit auf das Pflanzenstärkungsmittel Milsana 

gelegt werden (PUHL, persönliche Mitteilung, 2006; FOFANA et al., 2002; WURMS et al., 1999; 

DAAYF ET AL., 2000; ISEBAERT et al., 2002; STEFFEK und ALTENBURGER, 2003). 

 

D.3.3 Ungeklärte Fragen der Flavonoid- bzw. der Proanthocyanidin-Biosynthese 

D.3.3.1 Flavonoid 3’-Hydroxylase (F3’H) und Flavonoid 3’5’-Hydroxylase (F3’5’H) 

Bisher konnte keine Flavonoid 3’- oder Flavonoid 3’5’-Hydroxylase aus der Erdbeere kloniert 

werden. Eigene Versuche, die Flavonoid 3’-Hydroxylase zu klonieren, blieben ebenfalls erfolglos. 

Deshalb ist nach wie vor ungeklärt, welche Gene den Hydroxylierungsstatus in Erdbeerfrüchten 

regulieren. Wie bereits im Kapitel D.1.3.3 erörtert, scheint die F3’5’H-Aktivität nur sehr schwach 

ausgebildet zu sein. Die 4’-hydroxylierten Substrate werden vermutlich nur durch die F3’H-

Aktivität zu den entsprechenden Verbindungen umgesetzt. Welche als Substrate verwendet werden, 

wann und wo die F3’H exprimiert wird und wie viele Genkopien vorliegen, muss in weiteren 

Arbeiten geklärt werden. Versuche von AHARONI et al. (2001), die F3’H zu klonieren, und ihre 

Genexpression und Enzymaktivität zu prüfen, blieben erfolglos. Nach ihren Untersuchungen ließ 

die spezifische Reduktion von Quercetin, im Vergleich zu Kämpferol in FaMYB1-

überexprimierten Tabaklinien, eine Verminderung der Enzymaktivität der F3’H vermuten. Sie 

konnten den Einfluss von FaMYB1 auf die F3’H nicht testen, vermuteten aber, dass FaMYB1 

verschiedene Schritte in der späteren Flavonoidbiosynthese beeinträchtigt, indem mRNA Niveaus 

von Genen gesenkt wurden, deren Enzyme an der Bildung von Anthocyanen und Flavonolen 

beteiligt sind.  

 

D.3.3.2 Entstehung der Proanthocyanidine 

In den letzten Jahren wurden große Fortschritte in der Erforschung der Proanthocyanidinbio-

synthese erzielt. Die beiden Gene, Leukoanthocyanidin 4-Reduktase und Anthocyanidinreduktase, 

die für die Bildung der Proanthocyanidinmonomere Catechin und Epicatechin verantwortlich sind, 

konnten aus verschiedenen Pflanzen kloniert werden (PAOLOCCI et al., 2007; PFEIFFER et al., 2006; 

TAKOS et al., 2005; BOGS et al., 2005; XIE et al., 2003; TANNER et al., 2003); in dieser Arbeit auch 

die LAR und ANR von Erdbeeren. Weiterhin konnten die entsprechenden Enzymreaktionen 

nachgewiesen und Substratspezifitäten bestimmt werden. Rekombinante Proteine der Leukoantho-

cyanidin 4-Reduktase und Anthocyanidinreduktase katalysieren die Bildung von trans beziehungs-

weise cis Flavan 3-olen (LEPINIEC, 2006). Es kommen alle chiralen Zwischenprodukte der 
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Flavonoidbiosynthese, bis zu den Leukoanthocyanidinen, in 2,3-trans Stereochemie vor. Die Ent-

stehung der 2,3-cis Stereochemie der (-)-Epicatechin Extensionseinheit ist noch nicht nachgewiesen. 

Es wurden bereits wichtige Erkenntnisse in der Proanthocyanidin-Entstehung erzielt, wie die 

übliche Verknüpfung der Basiseinheiten, üblicherweise zwischen C4 der extension unit und C8 der 

starter unit. Dennoch bleibt weiterhin unklar, wie die Polymerisation der Proanthocyanidine abläuft. 

Wie bereits in Kapitel A.1.2.3 ausführlich beschrieben, wurden verschiedene Modelle dazu ent-

worfen (DIXON et al., 2004; TANNER et al., 2003; XIE UND DIXON, 2005). Kürzlich zeigten 

WELLMANN et al. (2006), dass die Anthocyanidinsynthase in der Lage ist, eine Dimerisation von 

Catechin, Cyanidin und Quercetin durchzuführen. Es scheint, dass Catechin ein weiteres Substrat 

für die Anthocyanidinsynthase ist. Es besteht Grund zu der Annahme, dass die ANS die Oxidation 

von Leukocyanidinen durchführt. So eine Funktion kommt theoretisch auch für die Leukoantho-

cyanidin 4-Reduktase oder Anthocyanidinreduktase in Frage. Ebenso bleiben grundlegende 

Mechanismen der Proanthocyanidinbiosynthese ungeklärt, wie zum Beispiel der Mechanismus, der 

den Stofffluss zwischen Anthocyanin- und Proanthocyanidinbiosyntheseweg regelt. Weiterhin ist 

unklar, ob die Leukoanthocyanidin 4-Reduktase oder die Anthocyanidinreduktase nur monomere 

Flavan 3-ole als Startereinheiten der Proanthocyanidinbiosynthese produzieren oder ob die Exten-

sionseinheiten auch von beiden Enzymen synthetisiert werden. Es muss untersucht werden, wie 

spezifisch der Polymerisationsprozess ist und wie die Stereochemie der Proanthocyanidinver-

knüpfung kontrolliert wird. Gibt es ein ANR-Enzym, das 2,3-trans-Flavan 3-ol aus Anthocyani-

dinen bilden kann? Ebenso muss die Möglichkeit in Betracht gezogen werden, dass die Proantho-

cyanidinpolymerisation nicht-enzymatisch abläuft und eventuell nur das Vorhandensein von 

Substrat und geeigneten physikalischen Bedingungen (pH-Wert der Vakuole) benötigt (XIE UND 

DIXON, 2005; DIXON et al., 2004).  

Die Enzyme des Phenylpropanoid- und des Flavonoidbiosyntheseweges scheinen als Multienzym-

komplexe organisiert zu sein. Diese leiten den Substratfluss durch spezifische, untergliederte Bio-

synthesewege. Für die Proanthocyanidinbiosynthese könnte ein Modell dargestellt werden, in dem 

alle Enzyme im Flavonoidbiosyntheseweg, die bis zur Bildung von Catechin und Epicatechin 

beteiligt sind, auf der zytoplasmatischen Seite des Endoplasmatischen Retikulums oder der 

Vakuolmembran lokalisiert sind. Ob die Leukoanthocyanidin 4-Reduktase oder Anthocyanidin-

reduktase diesem Enzymkomplex angehören, ist noch nicht bestimmt (LEPINIEC, 2006). Die 

genaue Lokalisierung von LAR- und ANR-Proteinen in der Zelle steht aus, ebenso die Zuordnung, 

wie viele Proteine beziehungsweise Gene für den Transport der Proanthocyanidin-Monomere zur 

Vakuole benötigt werden. Unklar ist, ob und wie Leukoanthocyanidine zur Polymerisation in die 

Vakuole transportiert werden. Es muss geprüft werden, ob es ein Enzymsystem in der Vakuole 
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gibt, das für die Polymerisation der Proanthocyanidine zuständig ist und ob dabei eine Polyphenol-

oxidase beteiligt ist. 

In verschiedenen Pflanzenfamilien werden die Strukturgene der Flavonoidbiosynthese von einem 

Komplex von Transkriptionsfaktoren mit MYB oder helix-loop-helix (HLH)-Bereichen und einem 

WD40 Protein reguliert (KOES et al., 2005). Mutationsanalysen bei Arabidopsis thaliana zeigten, dass 

die Gene, die an der Bildung von Anthocyanen, Proanthocyanidinen und Flavonolen beteiligt sind, 

spezifisch von den MYB-Transkriptionsfaktoren PAP1, PAP2, TT2 und MYB12 reguliert werden 

(MEHRTENS et al., 2005; NESI et al., 2001; BOREVITZ et al., 2000). Aus der Erdbeere konnten 

bisher nur zwei Regulatorgene kloniert und identifiziert werden. FaMYB1, das die Flavonoidbio-

synthese negativ reguliert (AHARONI et al., 2001) und das RAN-Gen (regulation of anthocyanin 

biosynthetic pathway), ein Del-ähnliches Regulatorgen (DENG UND DAVIS, 2001). Die Identifikation 

zusätzlicher Regulatorgene in der Erdbeere bleibt ein Ziel weiterer Untersuchungen, ebenso die 

Beantwortung der offenen Fragen der vorangegangenen Zusammenfassung. 

 

 



    E Zusammenfassung 97 

 

E Zusammenfassung 

 

Die Erdbeere (Fragaria x ananassa) zählt zu den wichtigsten Obstkulturen in Deutschland. Aller-

dings sind viele Standardsorten stark anfällig für Pilzkrankheiten wie zum Beispiel Botrytis cinerea, 

den Grauschimmel. An der Resistenz gegen pilzliche Schaderreger und der Abwehr von anderen 

biotischen und abiotischen Stressoren sind Flavan 3-ole, Proanthocyanidine und Flavonole maß-

geblich beteiligt. Ferner stellen sie in der menschlichen Ernährung gesundheitlich wichtige Inhalts-

stoffe dar.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurden von drei Strukturgenen, die die Synthese von Flavan 3-olen (LAR 

und ANR) beziehungsweise Flavonolen (FLS) betreffen, erstmalig full-length cDNA Klone isoliert. 

Zudem wurde anhand bekannter Sequenzen die cDNA der DFR kloniert. Alle Klone wurden 

heterolog in Hefe exprimiert und die Funktionalität, sowie die jeweilige Substratspezifität der re-

kombinanten Proteine, getestet. 

Die rekombinante FaDFR reduzierte sowohl Dihydrokämpferol zu Leukopelargonidin, als auch 

Dihydroquercetin zu Leukocyanidin. Die Funktionalität der rekombinanten FaANR wurde mit 

Anthocyanidinen als Substrat bestätigt. Pelargonidin wurde zu Epiafzelechin, Cyanidin zu Epicate-

chin und Delphinidin zu Epigallocatechin umgesetzt. Da Leukoanthocyanidine, die Substrate der 

LAR, instabil sind, wurde für die LAR-Enzymtests ein kombinierter Assay eingesetzt. Zunächst 

wurden mithilfe der rekombinanten DFR die Leukoanthocyanidine synthetisiert und im gleichen 

Assay anschließend die rekombinante FaLAR getestet. Die FaLAR setzte Leukocyanidin zu Cate-

chin und im geringeren Maße auch Leukopelargonidin zu Afzelechin um. Zudem konnte gezeigt 

werden, dass auch das 3-Deoxyleukocyanidin (Luteoforol) von der FaLAR als Substrat akzeptiert 

und zu Luteoliflavan umgesetzt wird. Die rekombinante FaFLS reduzierte erwartungsgemäß 

sowohl Dihydrokämpferol zu Kämpferol als auch Dihydroquercetin zu Quercetin. 

Der zeitliche Verlauf der Flavan 3-ol Biosynthese, während der Blüten- und Fruchtentwicklung, 

wurde im Fall der ANR über Northern Blot Analysen und im Fall der LAR über die Quantifizie-

rung der jeweiligen Enzymaktivitäten verfolgt. Parallel dazu wurde der Einfluss des Wachstums-

regulators Prohexadion-Ca, sowie des Pflanzenstärkungsmittels Milsana auf die Genexpression 

beziehungsweise Enzymaktivität untersucht. Von beiden Verbindungen ist bekannt, dass sie die 

Synthese phenolischer Inhaltsstoffe stimulieren können, die an induzierten Resistenzmechanismen 

beteiligt sind. 

Die Genexpression der ANR in unbehandelten Kontrollpflanzen begann bereits in der Blüte und 

hatte ihren Höhepunkt bei dem BBCH Stadium 71 (Blütenboden deutlich gewölbt). Mit zuneh-



    E Zusammenfassung 98 

 

mender Fruchtreife nahm die Expression wieder ab und war in reifen Früchten nicht mehr nach-

weisbar. Eine Prohexadion-Ca-Behandlung in den BBCH Stadien 65, 71 und 85 bewirkte eine 

Verzögerung der Genexpression während der Blütenentwicklung. Dennoch nahm die Expression 

im Verlauf der Fruchtreife ab. Nach einer Kombinationsbehandlung mit Prohexadion-Ca und 

Milsana zeigte sich eine verfrühte ANR-Expression, die ihren Höhepunkt in der Vollblüte besaß. 

Sie fiel im Stadium des weiterentwickelten Blütenbodens wieder stark ab. Wie bei den anderen 

Behandlungen, nahm die ANR-Expression dann mit zunehmender Fruchtreife weiter ab. Die 

Enzymaktivität der LAR war zweiphasig, mit einer sehr starken Aktivität zum Zeitpunkt der Voll-

blüte und einem zweitem Anstieg der Enzymaktivität in der reifen Frucht. Eine Prohexadion-Ca-

Behandlung zu einem späten Zeitpunkt in der Vollblüte führte zu einer gleichzeitigen Stimulation 

der LAR-Aktivität. Eine Behandlung mit Prohexadion-Ca im Ballonstadium (späte Knospe) hin-

gegen verursachte eine spätere Reduktion der LAR-Aktivität im Stadium der Vollblüte. 

Weiterhin stand die Lokalisierung der Flavan 3-ole im Erdbeerfruchtgewebe, über den gesamten 

zeitlichen Verlauf der Fruchtreife, im Blickpunkt. Dazu wurden Färbereaktionen mit dem selektiv 

Flavan 3-ole färbenden Reagenz p-Dimethylaminozimtaldehyd (DMAZA) durchgeführt. Der 

Gehalt an Flavan 3-olen nahm mit zunehmender Fruchtreife kontinuierlich ab und war zu der 

Biosynthese der Anthocyane zeitlich und räumlich komplementär. Dieses Ergebnis korrelierte mit 

den Ergebnissen der ANR-Genexpressionsstudie. DMAZA-färbbare Flavan 3-ole fanden sich fast 

homogen in der unreifen, weißen Frucht; dagegen in der reifen, roten Frucht auf die (weißen) 

Leitbündel und die Epidermis beschränkt. Dieser Verlauf beziehungsweise diese Lokalisierung 

stützt die Hypothese eines Flavan 3-ol-Schutzes der frühen Frucht und der Leitbündel in der reifen 

Frucht vor Botrytis cinerea Ausbruch. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit geben Aufschluss über den molekularbiologischen und biochemi-

schen Hintergrund der Flavonol- und Flavan 3-ol Biosynthese in Erdbeerblüten und -früchten und 

ermöglichen so eine weitere Aufklärung der Zusammenhänge der Flavonoidbiosynthese in Erd-

beeren. 

 

 

 

 

 

 

 

 



    E Zusammenfassung 99 

 

E Summary 

The strawberry (Fragaria x ananassa) is one of the main fruit crops in Germany. However, many 

standard varieties are highly susceptible to fungus diseases like Botrytis cinerea, the grey mold. Flavan 

3-ols, proanthocyanidins, and flavonols have a controlling interest to the resistance against fungus 

pathogens and the defense of abiotic and biotic stress situations. Moreover, they are health promot-

ing, important contents in the human diet. 

Within the scope of  this study  from three structural genes involved in the biosynthesis of  flavan 3-

ols (LAR and ANR) and flavonols (FLS) full-length cDNA clones were isolated for the first time. 

Furthermore, the cDNA of  the DFR was cloned on the basis of  already known sequence informa-

tion. All clones were expressed heterologous in yeast. The functionality and the respective substrate 

specificity of  the recombinant proteins were tested as well. 

The recombinant FaDFR reduced dihydrokaempferol to leucopelargonidin as well as dihydro-

quercetin to leucocyanidin. The functionality of  the recombinant FaANR was confirmed with 

anthocyanidins as substrates. Pelargonidin was converted to epiafzelechin, cyanidin to epicatechin, 

and delphinidin to epigallocatechin. Since leucoanthocyanidins, the substrates of  the LAR, are 

instable, a combined enzyme assay was applied for the LAR enzyme tests. First, leucoantho-

cyanidins were synthesized by the help of  the recombinant DFR and, in the same assay, the recom-

binant FaLAR was subsequently tested. The FaLAR converted leucocyanidin to catechin and in 

trace amounts leucopelargonidin to afzelechin. Besides, it could be demonstrated that FaLAR 

accepted the 3-deoxyleucocyanidin (luteoforol) as substrate to form luteoliflavan. The recombinant 

FaFLS reduced as expected dihydrokaempferol to kaempferol as well as dihydroquercetin to 

quercetin. 

The time course of the flavan 3-ol-biosynthesis during the flower and fruit development was 

followed by northern blot analysis in the case of the ANR and by quantification of the enzyme 

activities in the case of the LAR. In parallel, the influence of the growth regulator Prohexadion-Ca 

and Milsana, an inducer of plant defense reactions, on the gene expression or rather the enzyme 

activity, was investigated. Both compounds are known to stimulate the synthesis of phenolic com-

pounds involved in induced resistance mechanisms. 

The gene expression of the ANR in untreated control plants began already in the flower and 

reached its maximum at the BBCH stadium 71 (receptacle protruding from sepal whorl). With 

increasing ripeness the ANR expression decreased. No more detectable gene expression occured in 

fully ripened fruits. A Prohexadion-Ca treatment at BBCH stadiums 65, 71, and 85 induced a delay 

of the ANR expression in the flower. Nevertheless, the expression decreased during fruit ripening. 

A combined treatment with Prohexadion-Ca and Milsana showed an early ANR expression with 
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its maximum in full flower. It decreased strongly in the stadium of protruded receptacles. Like in 

the other treatments, the ANR expression decreased during fruit ripening. LAR showed a two-

phase enzyme activity with a strong activity at the time of full flower and a second increase of the 

enzyme activity in the fully ripened fruit. A treatment with Prohexadion-Ca late in the full flower 

led to a simultaneous stimulation of the LAR activity. However, a treatment with Prohexadion-Ca 

in the balloon stage caused a late reduction of the LAR activity in the stadium of a full flower. 

Furthermore, the localization of flavan 3-ols in strawberry fruit flesh during the time course of fruit 

ripening was pointed out. Staining reactions by treating fruit sections with selective flavan 3-ol 

staining reagent p-dimethylaminocinnamaldehyde (DMACA) were carried out. The content of 

flavan 3-ols decreased continuously during fruit ripening and was temporarily and spatially com-

plementary to the biosynthesis of anthocyanins. These results correlated with the results of the 

ANR gene expression study. DMACA stainable flavan 3-ols were almost homogenous in the un-

ripe white fruit and restricted to the vascular tissues in the ripe red fruit. This development or 

localization, respectively, supports the hypothesis of the protection of early fruits and of vascular 

bundles in ripe fruits against Botrytis cinerea infection by flavan 3-ols. 

The results of this study shed light on the molecular biological and biochemical background of the 

flavonol and flavan 3-ol biosynthesis in strawberry flowers and fruits and therefore enable a further 

explanation of the coherences of the Fragaria flavonoid biosynthesis. 
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G Anhang 

G.1 BBCH-Codierung der phänologischen Entwicklungsstadien der 

Erdbeere nach MEIER et al. (1994) 

 

Makrostadium 6: Blüte 

60  Erste Blüten (Primär- oder A-Blüte) offen 

61  Beginn der Blüte: etwa 10 Prozent der Blüten geöffnet 

65  Vollblüte: B- und C-Blüten geöffnet; erste Blütenblätter fallen ab 

67  Abgehende Blüte: Mehrzahl der Blütenblätter abgefallen 

 

Makrostadium 7: Fruchtentwicklung 

71  Blütenboden deutlich aufgewölbt 

73  Samen deutlich auf dem Fruchtgewebe erkennbar (Nüsschenstadium) 

 

Makrostadium 8: Fruchtreife 

81  Beginn der Fruchtreife: Mehrzahl der Früchte weiß gefärbt 

85  Früchte beginnen sich sortentypisch auszufärben 

87  Hauptpflücke: Mehrzahl der Früchte sortentypisch ausgefärbt 

89  2. Pflücke: Weitere Früchte sortentypisch ausgefärbt 
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G.2 Partiell degenerierte, genspezifische und genunspezifische Primer 

Partiell degenerierte Primer 
 
Genspezifität 
 

Name des Primers Nukleotid- oder Aminosäuresequenz Herkunft 

3LAR6 5’-GCCATCACCRTAGATWWGRAAC-3’ 
 

 

5LAR7 5’-GAGGTTTYTGCCBTCVGAGTTTGG-3’ 
 

 

LAR 

5LAR8 5’-GCAAYTCMATYGCHKCTTGGCC-3’ 
 

 

5ANR2n 5’-AAGTCTGCTTGTGTCATCG-3’ 
 

Fragaria x ananassa ANR 

3ANR2n 5’-CAGCTAGTACCTTTGAAACAGG-3’ 
 

Fragaria x ananassa 

 

Genspezifische Primer 
 
Genspezifität 
 

Name des Primers Nukleotid- oder Aminosäuresequenz Herkunft 

5FraDFR 5’-GCACTAACTAAAGCATGGG-3’ 
 

Fragaria x ananassa DFR 

3.2FraDFR 5’-GATAACTTCGACTGGATCGGAG-3’ 
 

Fragaria x ananassa 

FLSRoVo 5’-GGTAGAGAGAGTTCAAGACATTGC-3’ 
 

Rosa hybrida 

3RoFLS1 5’-GAGCCTTGTGAGCTCTGAGAC-3’ 
 

Rosa hybrida 

3FLSRACE1 5’-AGCAGTAGTTAATGGCAGAAGG-3’ Fragaria x ananassa 

3FLSRACE2 5’-GGTCGCTGAAATCAATGGTAGG-3’ Fragaria x ananassa 

5FLS 5’-CGAAAGAGTACAAGACATTTGCC-3’ Fragaria x ananassa 

FLS 

3FLS 5’-CCCTGCAGTAATCAATCAG-3’ Fragaria x ananassa 

LAR5’-RACE2 5’-GATCTGGAACTGATCCAACG-3’ Fragaria x ananassa 

LAR5’-RACE3 5’-CCAAGCAGCAATGGAGTTGC-3’ Fragaria x ananassa 

5LARfra 5’-CCGCAGGCAGCCATG-3’ Fragaria x ananassa 

LAR 

3LARfra1 
 
 
 
 
 

5’-GAGCAAACTATTACATTG-3’ Fragaria x ananassa 
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3ANRRACE1 5’-ACCACTGCCAAGCCACCTACC-3’ Fragaria x ananassa 

5ANRRACE1 5’-AGCATCAAAGCTCCCTTCATCG-3’ Fragaria x ananassa 

5ANRRACE2 5’-CGGCATAGCCCTTCTCTAGC-3’ Fragaria x ananassa 

5ANR2 5’-GCAAAGCTAGAGTTTAAGCC-3’ Fragaria x ananassa 

ANR 

3ANR1 5’-CCATGTAAACCAGGATCATAG-3’ Fragaria x ananassa 

 

Genunspezifische Primer 
 
Genspezifität 
 

Name des Primers Nukleotid- oder Aminosäuresequenz Herkunft 

AP 
 

GGCCACGCGTCGACTAGTACT(17)  

AAP GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGG
IIGGGIIG 
 

 

AUAP 
 

GGCCACGCGTCGACTAGTAC  

Oligo(dT) 
 

(TTT)10VN  

Oligo(dT) Anchor GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTT
TTTTTTTTTTV-Wobbles 
 

 

TOPO forward 
 

AGCTCGGATCCACTAGTAACG pCR®2.1-TOPO® 

TOPO reverse 
 

CCTCTAGATGCATGCTCGAG pCR®2.1-TOPO® 

pYes2_for 
 

CCCGGATCGGACTACTAGCAG pYes2.1V5-His-TOPO 

 

pYes2_rev 
 

GAGGGCGTGAATGTAAGCGTGAC pYes2.1V5-His-TOPO 
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G.3 Nukleotidsequenzen und offene Leserahmen der full-length cDNA-

Klone 

G.3.1 Dihydroflavonol 4-Reduktase 

    T   N   *   S   M   G   L   G   A   E   S   G   S   V   C   V   T   G      18 
   ACT AAC TAA AGC ATG GGG TTG GGA GCA GAA TCC GGA TCC GTT TGT GTG ACG GGC     54 
 GCACT AAC TAA AGC ATG GG   5FraDFR > 
    A   S   G   F   V   G   S   W   L   V   M   R   L   L   E   H   G   Y      36 
   GCC TCT GGT TTC GTC GGT TCA TGG CTC GTC ATG AGA CTC CTC GAG CAC GGC TAC    108 
  
    T   V   R   A   T   V   R   D   P   A   N   L   K   K   V   R   H   L      54 
   ACC GTC CGA GCC ACC GTG CGA GAC CCT GCT AAT TTG AAG AAG GTG AGA CAT CTG    162 
  
    L   E   L   P   Q   A   A   T   R   L   T   L   W   K   A   D   L   D      72 
   CTG GAG TTA CCA CAG GCG GCC ACG CGA CTG ACG CTG TGG AAG GCG GAC CTG GAC    216 
  
    V   E   G   S   F   D   E   A   I   K   G   C   T   G   V   F   H   V      90 
   GTC GAG GGA AGC TTT GAT GAA GCC ATT AAG GGC TGC ACC GGA GTG TTT CAT GTC    270 
  
    A   T   P   M   D   F   E   S   E   D   P   E   N   E   V   I   K   P     108 
   GCC ACG CCT ATG GAT TTC GAG TCC GAG GAC CCT GAG AAC GAA GTG ATA AAG CCA    324 
  
    T   I   N   G   M   L   D   I   M   K   A   C   L   K   A   K   T   V     126 
   ACA ATA AAT GGG ATG TTA GAC ATC ATG AAA GCA TGT CTC AAA GCA AAG ACA GTT    378 
  
    R   R   V   V   F   T   S   S   A   G   A   V   A   I   E   E   H   R     144 
   CGG AGG GTG GTG TTT ACA TCT TCG GCC GGA GCT GTC GCC ATT GAA GAG CAT CGA    432 
  
    K   E   V   Y   S   E   N   N   W   S   D   V   V   F   C   R   K   V     162 
   AAG GAG GTC TAC AGC GAA AAC AAC TGG AGC GAT GTT GTG TTT TGC CGG AAA GTA    486 
  
    K   M   T   G   W   M   Y   F   V   S   K   T   L   A   E   Q   A   A     180 
   AAG ATG ACT GGT TGG ATG TAT TTT GTA TCC AAA ACT CTA GCC GAG CAA GCA GCA    540 
  
    W   K   F   A   K   E   N   N   I   D   F   I   T   I   I   P   T   L     198 
   TGG AAG TTT GCC AAA GAA AAC AAC ATT GAT TTC ATT ACG ATT ATC CCA ACT CTT    594 
  
    V   I   G   P   F   L   A   P   S   M   P   P   S   L   I   S   G   L     216 
   GTA ATC GGT CCT TTT CTC GCG CCA TCT ATG CCA CCA AGC CTC ATA TCT GGA CTT    648 
  
    S   P   L   T   G   N   E   A   H   Y   G   I   I   K   Q   C   Q   Y     234 
   TCA CCA CTC ACT GGA AAT GAA GCT CAT TAT GGG ATT ATA AAG CAA TGC CAA TAC    702 
  
    V   H   L   D   D   L   C   Q   S   H   I   F   L   Y   E   H   P   K     252 
   GTT CAC CTA GAT GAT CTC TGC CAA TCT CAT ATA TTC CTC TAC GAG CAT CCG AAA    756 
  
    A   K   G   R   Y   I   C   S   S   H   D   A   T   I   H   D   I   A     270 
   GCC AAG GGC CGC TAC ATC TGT TCA TCA CAC GAT GCC ACG ATT CAC GAC ATT GCG    810 
  
    R   L   L   N   E   K   Y   P   K   Y   N   V   P   K   K   F   K   G     288 
   AGA TTG CTG AAT GAA AAA TAC CCC AAG TAT AAT GTT CCT AAG AAG TTC AAG GGC    864 
  
    I   E   E   N   L   T   N   I   H   F   S   S   K   K   L   K   E   M     306 
   ATT GAG GAG AAC TTG ACA AAT ATC CAT TTT TCT TCA AAG AAG CTG AAA GAG ATG    918 
  
    G   F   E   F   K   H   S   L   E   D   M   F   T   G   A   V   D   A     324 
   GGG TTT GAG TTC AAA CAC AGC TTG GAG GAC ATG TTT ACT GGG GCT GTT GAT GCT    972 
  
    C   R   E   K   G   L   L   P   L   P   Q   E   E   E   A   E   K   S     342 
   TGC AGA GAA AAG GGT CTG CTT CCA CTT CCC CAG GAA GAA GAA GCT GAA AAG AGC   1026 
  
    R   A   G   *   R   V   V   H   A   N   G   S   D   P   V   E   V   I     360 
   AGG GCT GGT TAG CGA GTG GTT CAT GCC AAT GGC TCC GAT CCA GTC GAA GT T ATC   1080 
                                < 3.2FraDFR  G ATA ACT TCG ACT GGA TCG GAG 
 
fett = Primer; > = forward Primer; < = reverse Prim er 
ATG = Startcodon; TAG = Stoppcodon 
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G.3.2 Flavonolsynthase 

    L   S   S   F   S   E   D   K   M   G   V   E   R   V   Q   D   I   A      18 
   CTT TCT TCT TTC TCA GAA GAT AAA ATG GGG GTA GAA AGA GTG CAA GAC ATT GCA     54 
                                         G GTA GAG AGA GTT CAA GAC ATT GC > FLSRoVo 
    S   T   I   S   E   D   T   I   P   A   E   Y   I   R   S   E   N   E      36 
   TCT ACA ATT TCC GAG GAC ACA ATC CCG GCG GAG TAC ATT AGG TCG GAG AAT GAG    108 
  
    Q   P   G   I   T   T   V   P   N   T   V   L   E   C   P   T   I   D      54 
   CAG CCG GGA ATC ACC ACC GTC CCT AAC ACA GTC CTC GAA TGC CCT ACC ATT GAT    162 
                                                           GGA TGG TAA CTA 
    F   S   D   P   D   E   E   K   L   L   K   Q   I   F   E   A   S   I      72 
   TTC AGC GAC CCT GAT GAG GAG AAG CTC CTC AAA CAA ATC TTC GAG GCC AGC ATC    216 
   AAG TCG CTG G  > 3FLSRACE2 
    D   W   G   M   Y   Q   I   V   N   H   D   I   S   N   E   A   I   S      90 
   GAC TGG GGC ATG TAC CAA ATC GTG AAC CAT GAC ATT TCC AAC GAG GCC ATA TCC    270 
  
    K   L   Q   A   V   G   K   E   F   F   E   L   P   Q   E   E   K   E     108 
   AAG TTA CAG GCC GTC GGA AAA GAG TTC TTT GAG CTC CCG CAG GAG GAG AAA GAG    324 
  
    V   Y   A   K   D   P   N   S   K   S   V   E   G   Y   G   T   F   L     126 
   GTT TAC GCA AAA GAT CCT AAC TCA AAG TCC GTG GAG GGT TAC GGT ACA TTT TTG    378 
  
    Q   K   E   L   E   G   K   K   G   W   V   D   H   L   F   H   K   I     144 
   CAG AAG GAA CTG GAA GGG AAG AAA GGG TGG GTG GAT CAT CTG TTC CAT AAG ATT    432 
  
    W   P   P   S   T   I   N   Y   R   F   W   P   K   T   P   A   S   Y     162 
   TGG CCA CCT TCT ACC ATT AAC TAC CGC TTT TGG CCT AAG ACT CCA GCT TCT TAC    486 
           GGA AGA CGG TAA TTG ATG AGC A  > 3FLSRACE1 
    R   E   A   N   E   E   Y   A   K   N   L   H   K   V   V   E   K   L     180 
   AGG GAA GCC AAT GAA GAG TAT GCA AAG AAT TTA CAC AAG GTG GTG GAG AAG CTA    540 
  
    F   K   L   L   S   L   G   L   G   L   E   A   Q   E   L   K   K   A     198 
   TTT AAA CTT TTA TCT TTG GGG TTA GGG CTT GAA GCA CAA GAA CTG AAG AAG GCA    594 
  
    I   G   G   D   D   L   V   Y   L   L   K   I   N   Y   Y   P   P   C     216 
   ATT GGT GGT GAT GAC TTG GTG TAC CTT CTC AAA ATC AAT TAC TAT CCG CCG TGT    648 
  
    P   R   P   D   L   A   L   G   V   V   A   H   T   D   M   S   A   L     234 
   CCC CGC CCT GAT CTT GCT CTT GGT GTG GTT GCC CAT ACT GAC ATG TCC GCC CTC    702 
  
    T   I   L   V   P   N   E   V   Q   G   L   Q   A   C   R   D   G   Q     252 
   ACC ATT CTC GTC CCA AAC GAA GTT CAG GGC CTC CAA GCT TGC CGC GAT GGC CAG    756 
  
    W   Y   D   V   K   Y   I   P   N   A   L   V   I   H   I   G   D   Q     270 
   TGG TAC GAT GTC AAG TAC ATC CCT AAT GCC CTA GTC ATC CAC ATT GGT GAT CAA    810 
  
    M   E   I   M   S   N   G   K   Y   R   A   V   L   H   R   T   T   V     288 
   ATG GAG ATA ATG AGC AAT GGA AAG TAC AGG GCT GTG CTG CAC AGA ACC ACA GTG    864 
  
    S   K   D   K   T   R   I   S   W   P   V   F   L   E   P   P   A   D     306 
   AGC AAA GAC AAG ACG AGA ATC TCC TGG CCT GTG TTT CTG GAA CCT CCG GCA GAC    918 
  
    Q   V   I   G   P   H   P   K   L   V   N   D   K   E   N   P   P   E     324 
   CAA GTA ATA GGG CCT CAC CCC AAG CTC GTT AAT GAT AAG GAG AAT CCA CCA GAG    972 
  
    Y   K   T   K   K   Y   S   E   Y   V   Y   N   K   L   N   K   M   P     342 
   TAC AAG ACC AAG AAG TAC AGC GAG TAT GTT TAC AAC AAG CTC AAC AAG ATG CCC   1026 
  
    Q   *   F   T   D                                                         347 
   CAG TAA TTT ACT GAT TGA TTA CTG CAG GGG GTG TCT CAG AGC TCA CAA GGC TC     1079 
              < GA CTA ACT AAT GAC GTC CC  3FLS 
                                          <  C AGA GTC TCG AGT GTT CCG AG  3RoFLS1 
 
fett = Primer; > = forward Primer; < = reverse Primer 
ATG = Startcodon; TAA = Stoppcodon 
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G.3.3 Leukoanthocyanidin 4-Reduktase 

    *   A   F   A   A   A   M   T   V   S   P   S   I   A   S   A   A   K      18 
   TAA GCC TTC GCA GCA GCC ATG ACG GTG TCA CCT TCT ATT GCC TCT GCT GCA AAG     54 
             C GCA GCA GCC ATG  5LARfra > 
    S   G   R   V   L   I   I   G   A   T   G   F   I   G   K   F   V   A      36 
   AGT GGC CGA GTC CTC ATT ATC GGC GCC ACC GGC TTC ATC GGC AAG TTC GTC GCC    108 
  
    E   A   S   L   D   S   G   L   P   T   Y   V   L   V   R   P   G   P      54 
   GAA GCC AGC CTC GAC TCC GGC CTT CCC ACT TAC GTC CTC GTC CGA CCC GGC CCG    162 
  
    S   R   P   S   K   S   D   T   I   K   S   L   K   D   R   G   A   I      72 
   TCT CGT CCT TCC AAG TCC GAC ACC ATC AAG TCC CTC AAA GAC AGA GGC GCC ATC    216 
  
    I   L   H   G   V   M   S   D   K   P   L   M   E   K   L   L   K   E      90 
   ATC CTA CAT GGG GTG ATG AGT GAT AAG CCA TTG ATG GAG AAG CTA CTG AAA GAG    270 
  
    H   E   I   E   I   V   I   S   A   V   G   G   A   T   I   L   D   Q     108 
   CAT GAG ATC GAG ATA GTC ATA TCA GCC GTG GGT GGT GCA ACA ATT CTA GAC CAG    324 
  
    I   T   L   V   E   A   I   T   S   V   G   T   V   K   R   F   L   P     126 
   ATC ACC CTA GTC GAA GCC ATT ACT TCT GTA GGA ACG GTC AAG AGG TTT CTG CCG    378 
  
    S   E   F   G   H   D   V   D   R   A   D   P   V   E   P   G   L   T     144 
   TCG GAG TTC GGG CAT GAC GTG GAC CGG GCC GAT CCG GTG GAA CCG GGT CTG ACC    432 
  
    M   Y   L   E   K   R   K   V   R   R   A   I   E   K   S   G   V   P     162 
   ATG TAT TTG GAG AAG CGC AAG GTG AGG CGT GCG ATT GAG AAG AGT GGG GTC CCT    486 
  
    Y   T   Y   I   C   C   N   S   I   A   S   W   P   Y   Y   D   N   K     180 
   TAC ACG TAT ATT TGT TGC AAT TCT ATT GCT TCT TGG CCC TAC TAT GAC AAC AAG    540 
                     <  CG TTG AGG TAA CGA CGA ACC LAR5’-RACE3 
    H   P   S   E   V   I   P   P   L   D   Q   F   Q   I   Y   G   D   G     198 
   CAT CCT TCG GAG GTT ATC CCA CCG TTG GAT CAG TTC CAG ATC TAC GGT GAT GGC    594 
                             <  GC AAC CTA GTC AAG GTC TAG LAR5’-RACE2 
    T   V   K   A   Y   F   V   D   G   P   D   I   G   K   F   T   M   K     216 
   ACG GTT AAA GCC TAC TTC GTC GAC GGC CCT GAT ATC GGA AAA TTC ACA ATG AAG    648 
  
    T   V   D   D   I   R   T   M   N   K   N   V   H   F   R   P   S   S     234 
   ACG GTG GAC GAC ATC AGA ACT ATG AAC AAA AAT GTT CAC TTT CGA CCT TCA AGC    702 
  
    N   L   Y   D   I   N   G   L   A   S   L   W   E   K   K   I   G   R     252 
   AAT TTA TAT GAT ATC AAT GGA CTT GCT TCA CTG TGG GAG AAG AAA ATT GGT CGC    756 
  
    T   L   P   K   V   T   I   T   E   N   D   L   L   T   M   A   A   E     270 
   ACC CTC CCA AAA GTT ACC ATA ACT GAG AAC GAC CTA TTG ACT ATG GCT GCA GAG    810 
  
    N   R   I   P   E   S   I   V   A   S   F   T   H   D   I   F   I   K     288 
   AAC CGT ATA CCA GAA AGT ATT GTA GCC TCG TTC ACT CAT GAT ATC TTC ATC AAA    864 
  
    G   C   Q   T   N   F   P   I   E   G   P   N   D   V   D   I   G   T     306 
   GGT TGT CAA ACC AAC TTC CCC ATT GAA GGT CCG AAT GAT GTT GAT ATA GGC ACT    918 
  
    L   Y   P   E   E   S   F   R   T   L   D   E   C   F   N   D   F   L     324 
   CTC TAC CCT GAA GAG TCT TTT AGG ACT TTG GAT GAG TGC TTC AAT GAT TTT CTT    972 
  
    V   K   V   G   G   K   L   E   T   D   K   L   A   A   K   N   T   A     342 
   GTC AAA GTT GGG GGG AAG CTA GAG ACT GAT AAA CTT GCC GCC AAG AAC ACG GCA   1026 
  
    A   V   G   V   E   P   M   A   I   S   R   L   L   V   P   E   E   H     360 
   GCG GTC GGA GTT GAA CCT ATG GCA ATA TCA CGG CTA CTT GTG CCT GAA GAA CAT   1080 
  
    S   I   S   *   S   P   K   T   L   S   C   Y   S   P   E   K   L   V     378 
   TCC ATA TCC TAA TCA CCA AAG ACA TTG TCC TGT TAC TCC CCA GAA AAG TTG GTT   1134 
  
    P   L   F   V   *   Q   S   H   V   Y   F   K   E   N   V   L   I   S     396 
   CCA CTA TTT GTT TAG CAG TCC CAC GTT TAC TTC AAA GAG AAT GTG CTA ATT TCA   1188 
  
    L   F   G   K   S   K   E   A   A   F   S   S   A   H   E   N   D   P     414 
   TTA TTT GGT AAA AGC AAG GAA GCT GCA TTT TCA TCT GCA CAT GAA AAT GAT CCA   1242 
  
    A   V   V   M   N   L   *   L   F   G   *   S   M   *                     428 
   GCT GTT GTT ATG AAC TTA TGA TTG TTT GGT TAA TCA ATG TAA TA                1286 
                                     < 3LARfra1 GT TAC ATT ATC AAA CGA G 
 
fett = Primer; > = forward Primer; < = reverse Primer  ATG = Startcodon; TAA = Stoppcodon 
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G.3.4 Anthocyanidinreduktase 

    *   S   C   S   *   V   S   M   S   T   T   Q   P   I   I   S   T   K      18 
   TAA AGC TGC AGC TGA GTT AGC ATG TCC ACC ACC CAA CCC ATC ATC TCA ACA AAG     54 
     G CAA AGC TAG AGT TTA AGCC 5ANR2 > 
    S   A   C   V   I   G   G   T   G   F   V   A   S   Q   L   I   K   L      36 
   TCT GCT TGT GTC ATC GGC GGC ACC GGC TTC GTG GCG TCT CAG CTA ATC AAG CTC    108 
  
    L   L   E   K   G   Y   A   V   R   T   T   V   R   D   P   D   N   L      54 
   TTG CTA GAG AAG GGC TAT GCC GTC AGA ACC ACT GTT AGA GAC CCA GAT AAT CTG    162 
   <  C GAT CTC TTC CCG ATA CGG C  5ANRRACE2 
    K   K   I   S   H   L   T   A   L   Q   E   L   G   E   L   T   I   F      72 
   AAG AAG ATC TCC CAC CTA ACA GCA CTA CAA GAG TTG GGA GAG CTA ACA ATA TTT    216 
  
    R   G   D   L   T   D   E   G   S   F   D   A   A   I   A   G   S   D      90 
   CGT GGG GAT TTA ACC GAT GAA GGG AGC TTT GAT GCT GCT ATA GCA GGT TCT GAT    270 
                   <  G CTA CTT CCC TCG AAA CTA CGA 5ANRRACE1 
    L   V   F   H   V   A   T   P   V   H   F   G   S   P   D   P   E   N     108 
   CTT GTT TTC CAT GTA GCC ACA CCA GTC CAC TTT GGC TCG CCG GAT CCA GAG AAC    324 
  
    D   M   I   K   P   G   V   Q   G   V   L   N   V   M   K   S   C   V     126 
   GAC ATG ATC AAG CCA GGA GTC CAA GGA GTA CTA AAC GTT ATG AAA TCA TGT GTG    378 
  
    K   A   K   T   V   K   R   V   V   L   T   S   S   A   A   A   V   T     144 
   AAA GCA AAA ACA GTT AAA CGA GTC GTT TTG ACA TCA TCA GCA GCT GCA GTA ACT    432 
  
    V   N   T   L   S   G   T   G   L   I   A   D   E   N   D   W   S   D     162 
   GTC AAT ACT CTT AGT GGA ACA GGC TTG ATT GCC GAC GAA AAT GAT TGG TCT GAT    486 
  
    V   E   F   L   T   T   A   K   P   P   T   W   G   Y   P   V   S   K     180 
   GTT GAG TTC TTG ACC ACT GCC AAG CCA CCT ACC TGG GGA TAT CCT GTT TCA AAG    540 
                   TGG TGA CGG TTC GGT GGA TGG > 3ANRRACE1 
    V   L   A   E   K   T   A   W   K   F   A   E   Q   N   N   I   D   L     198 
   GTA CTA GCT GAG AAG ACA GCA TGG AAA TTT GCT GAA CAA AAC AAC ATT GAT CTC    594 
  
    I   A   V   I   P   S   L   M   A   G   A   S   L   T   P   D   I   P     216 
   ATC GCT GTG ATC CCT TCT CTC ATG GCT GGT GCT TCT CTC ACT CCA GAC ATC CCC    648 
  
    S   S   I   G   L   A   T   S   L   I   T   G   N   E   F   L   I   N     234 
   AGC AGT ATA GGC CTC GCC ACG TCT TTA ATC ACA GGA AAT GAG TTC CTC ATA AAT    702 
  
    G   L   K   G   M   Q   M   L   S   G   S   I   S   I   T   H   V   E     252 
   GGC TTG AAA GGC ATG CAA ATG CTA TCA GGT TCC ATA TCC ATT ACA CAT GTG GAG    756 
  
    D   V   C   R   A   H   I   F   L   A   E   K   E   S   A   S   G   R     270 
   GAT GTC TGC CGA GCT CAT ATA TTT TTG GCA GAG AAA GAA TCT GCT TCT GGT CGG    810 
  
    Y   I   C   C   A   E   N   S   S   V   P   E   V   A   K   F   L   S     288 
   TAC ATA TGC TGT GCT GAA AAT AGT AGT GTT CCT GAG GTT GCA AAG TTC CTC AGC    864 
  
    K   R   Y   P   E   Y   K   V   P   T   E   F   G   D   F   P   S   K     306 
   AAA AGA TAT CCT GAA TAC AAA GTC CCG ACT GAG TTT GGA GAT TTT CCA TCC AAG    918 
  
    A   K   T   I   L   P   S   E   K   L   K   K   E   G   F   T   F   K     324 
   GCG AAG ACC ATA CTC CCC TCA GAA AAG CTT AAG AAG GAG GGG TTC ACT TTC AAG    972 
  
    F   G   I   E   D   I   Y   D   Q   T   V   E   Y   L   K   L   K   G     342 
   TTC GGG ATT GAA GAC ATA TAT GAC CAA ACT GTG GAG TAC TTG AAA CTT AAG GGG   1026 
  
    V   L   Q   N   *   T   *   K   A   G   G   L   T   L   F   N   Y   D     360 
   GTG CTG CAG AAC TAG ACC TAG AAA GCT GGT GGT CTC ACG TTG TTT AAC TAT GAT   1080 
                                                       < 3ANR1   C ATA CTA 
    P   G   L   H   E   G   R   A   R   V   P   *                             372 
   CCT GGT TTA CAT GAA GGG CGA GCT CGA GTC CCC TGA AG                        1118 
   GGA CCA AAT GTA CC  
 
fett = Primer; > = forward Primer; < = reverse Primer 
ATG = Startcodon; TAG = Stoppcodon 
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G.4 Verwendete Sequenzen 

Acc.No Herkunft Familie Funktion Referenz 
AB201759 Fragaria x ananassa Rosaceae DFR ADACHI Y et al. (2005)  

unveröffentlicht 
AY695812 Fragaria x ananassa Rosaceae DFR ALMEIDA JRM et al. (2004)  

unveröffentlicht 
AY227732 Pyrus communis Rosaceae DFR FISCHER TC et al. (2003) 
AY227729 Malus x domestica Rosaceae DFR FISCHER TC et al. (2003) 
AF029685 Fragaria x ananassa Rosaceae DFR MOYANO E et al. (1998) 
D85102 Rosa hybrida Rosaceae DFR TANAKA Yet al. (1995) 
U1-1 Fragaria x ananassa cultivar 

Korona 
Rosaceae DFR DEIML B et al. (2005)  

unveröffentlicht 
AF117268 Malus domestica Rosaceae DFR LEE JR et al. (1998)  

unveröffentlicht 
AY227731 Pyrus communis cultivar 

Conference 
Rosaceae DFR FISCHER TC et al. (2003) 

AY227730 Pyrus communis cultivar 
Pyrodwarf 

Rosaceae DFR FISCHER TC et al. (2003) 
 

AY227728 Malus x domestica cultivar 
M9 

Rosaceae DFR FISCHER TC et al. (2003) 
 

AF240764 Eustoma russellianum Gentianaceae 
 

FLS NIELSEN KM (2000) 
unveröffentlicht 

AB078965 Eustoma grandiflorum Gentianaceae FLS NODA N et al. (2004) 
AB078512 Nierembergia sp. Solanaceae FLS UEYAMA Y et al. (2002)  

unveröffentlicht 
Z22543 Petunia x hybrida Solanaceae FLS HOLTON TA et al. (1993) 
X92178 Solanum tuberosum Solanaceae FLS VAN ELDIK GJ et al. (1997) 
DQ272591 Antirrhinum majus Plantaginaceae FLS SCHWINN K et al. (2006) 
Osteck Osteospermum ecklonis Asteraceae FLS SEITZ C et al. (2002)  

unveröffentlicht 
Gerhyb Gerbera  hybrida Asteraceae FLS DEIML B et al. (2003)  

unveröffentlicht 
AY965343 Malus x domestica Rosaceae FLS HALBWIRTH H et al. (2005)  

unveröffentlicht 
AF119095 Malus x domestica Rosaceae FLS LEE JR et al. (1999)  

unveröffentlicht 
AB038247 Rosa hybrida cultivar 

Kardinal 
Rosaceae FLS TANAKA Y und YONEKURA K. 

(2003) unveröffentlicht 
AY221247 Allium cepa  Alliaceae FLS KIM S et al. (2003)  

unveröffentlicht 
AB011796 Citrus unshiu Rutaceae FLS MORIGUCHI T et al. (2002) 
AY496932 Ginkgo biloba Ginkgoaceae FLS PANG Y et al. (2003)  

unveröffentlicht 
U84259 Arabidopsis thaliana Brassicaceae FLS WISMAN E et al. (1998) 
U84260 Arabidopsis thaliana Brassicaceae FLS HARTMANN U und WEISSHAAR B 

(1997) unveröffentlicht 
NM_148158 Arabidopsis thaliana Brassicaceae FLS NCBI review 
AY230249 Petroselinum crispum Apiaceae FLS MARTENS S et al. (2003) 
DQ087252 Fragaria x ananassa cultivar 

Korona 
Rosaceae FLS DEIML B et al. (2005)  

unveröffentlicht 
AY730617 Lotus uliginosus Nelumbonaceae LAR YU M et al. (2004)  

unveröffentlicht 
AJ550154 Desmodium uncinatum Fabaceae LAR TANNER GJ et al. (2003) 
BN000698 Phaseolus coccineus Fabaceae LAR BOGS J et al. (2005) 
AJ865335 Vitis vinifera Vitaceae LAR1 BOGS J et al. (2005) 
DQ129685 Vitis vinifera cultivar Regent Vitaceae LAR1 PFEIFFER J et al. (2005)  

unveröffentlicht 
AJ865336 Vitis vinifera Vitaceae LAR1 BOGS J et al. (2005) 
BN000702 Vitis shuttleworthii Vitaceae LAR1 BOGS J et al. (2005) 
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AY830131 Malus x domestica Rosaceae LAR1 
putativ 

TAKOS AM et al. (2006) 

DQ139836 Malus x domestica Rosaceae LAR1 KÜHNEL C et al. (2005)  
unveröffentlicht 

AY830132 Malus x domestica Rosaceae LAR2 
putativ 

TAKOS AM et al. (2006) 

DQ139837 Malus x domestica Rosaceae LAR2 KÜHNEL C et al. (2005)  
unveröffentlicht 

DQ087253 Fragaria x ananassa cultivar 
Korona 

Rosaceae LAR DEIML B et al. (2006)  
unveröffentlicht 

BN000700 Gossypium raimondii Malvaceae LAR1 BOGS J et al. (2005) 
BN000695 Gossypium arboreum Malvaceae LAR1 BOGS J et al. (2005) 
BN000701 Gossypium raimondii Malvaceae LAR2 BOGS J et al. (2005) 
BN000699 Gossypium arboreum Malvaceae LAR2 BOGS J et al. (2005) 
AJ865334 Vitis vinifera Vitaceae LAR2 

putativ 
BOGS J et al. (2005) 

DQ129686 Vitis vinifera cultivar 
Regent 

Vitaceae LAR2 PFEIFFER J et al. (2005)  
unveröffentlicht 

BN000696 Hordeum vulgare subsp. 
vulgare 

Poaceae LAR BOGS J et al. (2005) 

AY169404 Camellia sinensis Theaceae LAR PARK JS et al. (2002)  
unveröffentlicht 

BN000697 Pinus taeda Pinaceae LAR BOGS J et al. (2005) 
AY641729 Camellia sinensis Theaceae ANR SINGH K et al. (2004)  

unveröffentlicht 
BN000165 Gossypium arboreum Malvaceae ANR TANNER GJ et al. (2003) 
BN000164 Phaseolus coccineus Fabaceae ANR TANNER GJ et al. (2003) 
AY184243 Medicago truncatula Fabaceae ANR TANNER GJ et al. (2003) 
BN000166 Vitis vinifera Vitaceae ANR TANNER GJ et al. (2003) 
DQ129684 Vitis vinifera cultivar 

Spätburgunder 
Vitaceae ANR PFEIFFER J et al. (2005)  

unveröffentlicht 
AY830130 Malus x domestica Rosaceae ANR 

putativ 
TAKOS AM et al. (2006) 

DQ099803 Malus x domestica Rosaceae ANR HAN Y et al. (2005)  
unveröffentlicht 

DQ139835 Malus x domestica Rosaceae ANR KUEHNEL C et al. (2005)  
unveröffentlicht 

DQ438979 Fragaria x ananassa cultivar 
Korona 

Rosaceae ANR DEIML B et al. (2005)  
unveröffentlicht 

AY750963 Ginkgo biloba Ginkgoaceae ANR SHEN GA et al. (2006) 
DQ664192 Fragaria x ananassa Rosaceae ANR ALMEIDA JRM et al. (2006) 

unveröffentlicht 
DQ664193 Fragaria x ananassa Rosaceae ANR ALMEIDA JRM et al. (2006) 

unveröffentlicht 
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G.5 Sequenzmotive 

Die Sequenzmotive wurden anhand von Alignments der entsprechenden Aminosäuresequenzen 

bestimmt, die mit dem Programm Clustal W erstellt wurden. 

 

G.5.1 Dihydroflavonol 4-Reduktase 

AY227729        ---MGS ESESVCVTGASGFI GSWLVMRLLEHGYTVRATVRDPTNQKKVKHLLDLPKAETH 57 

AF117268        ---MGS ESESVCVTGASGFI GSWLVMRLLEHGYTVRATVRDPTNQKKVKHLLDLPKAETH 57 

AY227728        ---MGS ESESVCVTGASGFI GSWLVMRLLEHGYTVRATVRDPTNQKKVKHLLDLPKAETH 57 

AY227731        ---MGS ESESVCVTGASGFI GSWLVMRLLEHGYTVRATVRDPTNQKKVKHLLDLPKAETH 57 

AY227730        ---MGS ESESVCVTGASGFI GSWLVMRLLEHGYTVRATVRDPTNQKKVKHLLDLPKAETH 57 

AY227732        ---MGS ESESVCVTGASGFI GSWLVMRLLEHGYTVRATVRDPTNQKKVKHLLDLPKAETH 57 

D85102          ---MAS ESESVCVTGASGFI GSWLVMRLLDRGYTVRATVRDPANKKKVNHLLDLPKAATH 57 

AY695812        -MGLGA ESGSVCVTGASGFVGSWLVMRLLEHGYTVRATVRDPANLKKVRHLLELPQAATR 59 

U1-1            SMGLGA ESGSVCVTGASGFVGSWLVMRLLEHGYTVRATVRDPANLKKVRHLLELPQAATR 60 

AB201759        -MGLGA ESGSVCVTGASGFVGSWLVMRLLEHGYTVRATVRDPANLKKVRHLLELPQAATR 59 

AF029685        -MGLGA ESGSVCVTGASGFVGSWLVMRLLEHGYTVRATVRDPANLKKVRHLLELPQAATR 59 

                   :.:** **********:*********::***********:* ***.***:**:* *: 

 

AY227729        LTLWKADLADEGSFDEAIQGCSGVFHVATPMDFESKDPENEVIKPTINGLLDI LKACQKA 117 

AF117268        LTLWKADLADEGSFDEAIQGCSGVFHVATPMDFESKDPENEVIKPTINGLLDI LKACQKA 117 

AY227728        LTLWKADLADEGSFDEAIQGCSGVFHVATPMDFESKDPENEVIKPTINGLLDI LKACQKA 117 

AY227731        LTLWKADLADEGSFDEAIQGCSGVFHVATPMDFESKDPENEVIKPTINGLLDI LKACQKA 117 

AY227730        LTLWKADLADEGSFDEAIQGCSGVFHVATPMDFESKDPENEVIKPTINGLLDI LKACQKA 117 

AY227732        LTLWKADLADEGSFDEAIQGCSGVFHVATPMDFESRDPENEVIKPTINGLLDI LKACQKA 117 

D85102          LTLWKADLAEEGSFDEAIKGCTGVFHVATPMDFESKDPENEVIKPTINGVLDI MQACLKA 117 

AY695812        LTLWKADLDVEGSFDEAIKGCTGVFHVATPMDFESEDPENEVIKPTINGMLDI MKACLKA 119 

U1-1            LTLWKADLDVEGSFDEAIKGCTGVFHVATPMDFESEDPENEVIKPTINGMLDI MKACLKA 120 

AB201759        LTLWKADLDVEGSFDEAIKGCTGVFHVATPMDFESEDPENEVIKPTINGMLDI MKACLKA 119 

AF029685        LTLWKADLDVEGSFDEAIKGCTGVFHVATPMDFESEDPENEVIKPTINGMLDI MKACLKA 119 

                ********  ********:**:*************.*************:***::** ** 

 

AY227729        KTVRKLVFTSSAGTVNVEEHQKPVYDESNWSDVEFCRSVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKY 177 

AF117268        KTVRKLVFTSSAGTVNVEEHQKPVYDESNWSDVEFCRSVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKY 177 

AY227728        KTVRKLVFTSSAGTVNVEEHQKPVYDESNWSDVEFCRSVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKY 177 

AY227731        KTVRKLVFTSSAGTVNVEEHQKPVYDESNWSDVEFCRSVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKY 177 

AY227730        KTVRKLVFTSSAGTVNVEEHQKPVYDESNWSDVEFCRSVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKY 177 

AY227732        KTVRKLVFTSSAGTVNVEEHQKPVYDESNWSDVEFCRSVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKY 177 

D85102          KTVRRLVFTSSAGSVNVEETQKPVYNESNWSDVEFCRRVKMTGWMYFASKTLAEQEAWKF 177 

AY695812        KTVRRVVFTSSAGAVAI EEHRKEVYSENNWSDVVFCRKVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKF 179 

U1-1            KTVRRVVFTSSAGAVAI EEHRKEVYSENNWSDVVFCRKVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKF 180 

AB201759        KAVRREVFTSSAGAVAI EEHRKEVYSENNWSDVVFCRKVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKF 179 

AF029685        KTVRRLVFTSSAGAVAI EEHPKEVYSENNWSDVVFCRKVKMTGWMYFVSKTLAEQAAWKF 179 

                *:**: *******:* :**  * **.*.***** *** *********.******* ***: 
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AY227729        AKENNIDFITIIPTLVIGPFL MPSMPPSLITGLSPILR NESHYGIIKQ GQYVHLDDLCLS 237 

AF117268        AKENNIDFITIIPTLVIGPFL MPSMPPSLITGLSPILR NESHYGIIKQ GQYVHLDDLCLS 237 

AY227728        AKENNIDFITIIPTLVIGPFL MPSMPPSLITGLSPILR NESHYGIIKQ GQYVHLDDLCLS 237 

AY227731        AKENNIDFITIIPTLVIGPFL MPSMPPSLITGLSPILR NESHYGIIKQ GQYVHLDDLCLS 237 

AY227730        AKENNIDFITIIPTLVIGPFL MPSMPPSLITGLSPILR NESHYGIIKQ GQYVHLDDLCLS 237 

AY227732        AKENNIDFITIIPTLVIGPFL MPSMPPSLITGLSPILR NESHYGIIKQ GQYVHLDDLCLS 237 

D85102          AKENNIDFITIIPTLVIGPFL MPSMPPSLITGLSPLTGNESHYSIIKQ GQFI HLDDLCQS 237 

AY695812        AKENNIDFITIIPTLVIGPFL APSMPPSLISGLSPLTGNEAHYGIIKQ CQYVHLDDLCQS 239 

U1-1            AKENNIDFITIIPTLVIGPFL APSMPPSLISGLSPLTGNEAHYGIIKQ CQYVHLDDLCQS 240 

AB201759        AKENNIDFITIIPTLVIGPFL APSMPPSLISGLSPLTGNEAHYGIIKQ CQYVHLDDLCQS 239 

AF029685        AKENNIDFITIIPTLVIGPFL APSMPPSLISGLSPLTGNEAHYGIIKQ CQYVHLDDLCQS 239 

                ********************* ********:****:  **:**.**** *::****** * 

 

AY227729        HI YLYEHPKAEGRYICSSHDATIHELVKMLREKYPEYNI PTKFKGIDDNLEPVHFSSKKL 297 

AF117268        HI YLYEHPKAEGRYICSSHDATIHELVKMLREKYPEYNI PTKFKGIDDNLEPVHFSSKKL 297 

AY227728        HI YLYEHPKAEGRYICSSHDATIHELVKMLREKYPEYNI PTKFKGIDDNLEPVHFSSKKL 297 

AY227731        HI YLYKHPKAEGRYICSSHDATIHELVKMLREKYPEYNI PTKFKGIDDNLEPVHFSSKKL 297 

AY227730        HI YLYKHPKAEGRYICSSHDATIHELVKMLREKYPEYNI PTKFKGIDDNLEPVHFSSKKL 297 

AY227732        HI YLYKHPKAEGRYICSSHDATIHELVKMLREKYPEYNI PTKFKGIDDNLEPVHFSSKKL 297 

D85102          HI YLYEHPKAEGRYICSSHDATIHEIAKL LKGKYPEYNVPTTFKGIEENLPKVHFSSKKL 297 

AY695812        HI FLYEHPKAEGRYICSSHDATIHDIAKLLNEKYPKYNVPKKFKGIEENLTNI HFSSKKL 299 

U1-1            HI FLYEHPKAKGRYICSSHDATIHDIARLLNEKYPKYNVPKKFKGIEENLTNI HFSSKKL 300 

AB201759        HI FLYEHPKAKGRYICSSHDATIHDIAKLLNEKYPKYNVPKKFKGIEENLTNI HFSSKKL 299 

AF029685        HI FLYEHAKAEGRYICSSHDATIHDIAKLLNEKYPKYNVPKKFKGIEENLTNI HFSSKKL 299 

                **:**:*.**:*************::.::*. ***:**:*..*** *::**  :******* 

 

AY227729        R EI GFEFKYSLEDMFVGAVDACRAKGLI PI PIPAEKTEAAEESNLVDVKVG- 348 

AF117268        R EI GFEFKYSLEDMFVGAVDACRAKGLI PI PIPAEKTEAAEESNLVDVKVG- 348 

AY227728        R EI GFEFKYSLEDMFVGAVDACRAKGLI PI PIPAEKTEAAEESNLVDVKAG- 348 

AY227731        R EI GFEFKYSLEDMFVGAVDACRAKGLI PI P--AEKTEAAEESNLVDVKVGG 347 

AY227730        R EI GFEFKYSLEDMFVGAVDACRAKGLI PI P--AEKTEAAEESNLVDVKVGG 347 

AY227732        R EI GFEFKYSLEDMFVGAVDACRAKGLI PI P--AEKTEAAEESNLVDVKVGS 347 

D85102          L ETGFEFKYSLEDMFVGAVDACKEKGLLPPPTERVEKQEVDESSVVRVKVTG 349 

AY695812        K EMGFEFKHSLEDMFTGAVDACREKGLLPLP----QEEETEKR-----RAG- 341 

U1-1            K EMGFEFKHSLEDMFTGAVDACREKGLLPLP----QEEEAEKS-----RAG- 342 

AB201759        K EMGFEFKHSLEDMFTGAVDACREKGMIPLP----QEEETEKR-----RAG- 341 

AF029685        K EMGFEFKHSLEDMFTGAVDACREKGLLPLP----QEEETEKR-----RAG- 341 

                 * *****:******.******: **::* *    : : .::      :.   

 

* = identische Aminosäure  : = konservierter Bereich  . = t eilkonservierter Bereich 

Rote Buchstaben  = identische Aminosäuren 

 

Graue Markierung: Rossmann Dinukleotid (NADPH/NADP)-Bindungsb ereich (X IE  et al. 2004) 

 



    G Anhang 127 

 

G.5.2 Flavonolsynthase 

Osteck          -------- MEFEK--------------VQKIASLSNLKGT IP SEFIRSENEQPAITTIH- 37 

Gerhyb          ----ALPH MEGKR--------------VQEIASLSNLKGT IP NDFIRSENEQPATTTIH- 41 

DQ272591        -------- MEGER--------------VQAIASLSKYADT IP SEFIRSENEQPAATTLR- 37 

AF240764        -------- MEVQR--------------VQEIASLSKVIDT IP AEYIRSENEQPVISTVH- 37 

AB078965        -------- MKVQR--------------VQEIASLSKVIDT IP AEYIRSENEQSVISTVH- 37 

AB078512        -------- MEVAS-------------RVQAIASLIKCMDT IP SEYIRSENEQPATTTLH- 38 

Z22543          -------- MKTAQGVSAT--LTMEVARVQAIASLSKCMDTIP SEYIRSENEQPAATTLH- 49 

X92178          -------- MKTIQGQSATTALTMEVARVQAISSITKCMDTIP SEYIRSENEQPAATTLQ- 51 

AY230249        -------- MEVER--------------VQAISKMSRCMDT IP SEYIRSESEQPAVTTMQ- 37 

AB038247        -------- MGVER--------------VQDIASAT-SKDT IP VEFIRSENEQPGITTVP- 36 

DQ087252        LSSFSEDK MGVER--------------VQDIASTI-SEDT IP AEYIRSENEQPGITTVP- 44 

AY965343        -------- MGVES--------------VE-RERES-NEGT IP AEFIRSENEQPGITTVH- 35 

AF119095        -------- MGVES--------------VE-RERES-NEGT IP AEFIRSENEQPGITTVH- 35 

AY221247        -------- MEVER--------------VQAIATLTANLGT IP PEFIRSDHERPDLTTYH- 37 

AB011796        -------- MEVER--------------VQAIASLSHSNGT IP AEFIRPEKEQPASTTYH- 37 

AY496932        -------- MAPTR--------------VQYVAESR--PQT IP LEFVRPVEERPINTTFND 36 

U84259          -------- MEVER--------------VQDISSSSLLTEA IP LEFIRSEKEQPAITTFR- 37 

U84260          -------- MEVER--------------VQDISSSSLLTEA IP LEFIRSEKEQPAITTFR- 37 

NM_148158       -------- MEVER--------------DQHKPPLSLQNNK IP ------------------ 20 

                        *                   :           **                   

 

Osteck          --GVTLEV PVI DLS---------HHDDQ--SLVDSISK ASKDWGIF QVVNHGI PNELISK 84 

Gerhyb          --GVLLEV PVI DLS---------HSDHQ--TLLASIAE ASRNWGIF QVVNHGI PSEVISK 88 

DQ272591        --GVVLEV PVI DLSD--------DFNEK--ILVKNISE ASRDWGIF QVVNHGI SNEVISK 85 

AF240764        --GVVLEV PVI DLS---------DSDEK--KIVGLVSE ASKEWGIF QVVNHGI PNEVIRK 84 

AB078965        --GVVLEV PVVDLS---------DSDEK--KIVGLVSE ASKEWGIF QVVNHGI PNEVIRK 84 

AB078512        --GVELQV PVI DLAPRVVGDEQHDHDDV--EVVKQIADASKEWGIF QVI NHGI PNDVIAD 94 

Z22543          --GVVLQV PVI DLR---------DPDEN--KMVKLIAD ASKEWGIF QLI NHGI PDEAIAD 96 

X92178          --GVVLEV PVI DISN-------VDDDEE--KLVKEIVE ASKEWGIF QVI NHGI PDEVIEN 100 

AY230249        --GVVLQV PVI DLGS-------SNNTEE--NLVELIAE ASREWGIF QVVNHGI PDDAIAK 86 

AB038247        --GTVLEC PII DFS---------DPDEE--KLLKQIFE ASTDWGMYQIV NHDI SNEAIAK 83 

DQ087252        --NTVLEC PTI DFS---------DPDEE--KLLKQIFE ASIDWGMYQIV NHDI SNEAISK 91 

AY965343        --GKVLEV PII DFS---------DPDEE--KLIVQITE ASSNWGMYQIV NHDI PSEVISK 82 

AF119095        --GKVLEV PII DFS---------DPDEE--KLIVQITE ASSNWGMYQIV NHDI PSEVISK 82 

AY221247        --GPVPEL PVI DLA---------NSSQE--NVVKQISE AAREYGIF QLVNHGI PNEVINE 84 

AB011796        --GPAPEI PTI DLD---------DPVQD--RLVRSIAE ASREWGIF QVTNHGI PSDLICK 84 

AY496932        DIGLGRQI PVI DMCS-------LEAPELRVKTFKEIAR ASKEWGIF QVI NHAI SPLLFES 89 

U84259          --GPTPAI PVVDLS---------DPDEE--SVRRAVVK ASEEWGLFQVVNHGI PTELIRR 84 

U84260          --GPTPAI PVVDLS---------DPDEE--SVRRAVVK ASEEWGLFQVVNHGI PTELIRR 84 

NM_148158       ---SSQNF PVVDLS---------NTNGE--LVARKVAK ASEEWGIF QVVNHGI PTELIRR 66 

                        * :*:          .           :  *: ::*::*: ** *.   :   

 

 

 

 

 

 



    G Anhang 128 

 

Osteck          LQKVGKEFFE-L PQEEKEVIAKPIGYQGVEGYGTKLQKEV-EG---KEGWVDHLFHRVWP 139 

Gerhyb          LQKVGKEFFE-L PQVEKESIAKPKGYDGVEGYGTKLQKEL-EG---KKGWVDHLFHRVWP 143 

DQ272591        LQKVGKEFFE-L PKEEKEFVAKTP-ESGIEGYGTILQKEV-EG---KKGWVDHLFHKIWP 139 

AF240764        LQEVGKHFFE-L PQEEKELIAKPEGSQSIEGYGTRLQKEV-DG---KKGWVDHLFHKIWP 139 

AB078965        LQEVGKHFFE-L PQEEKELIAKPEGSQSIEGYGTRLQKEV-DG---KKGWVDHLFHKIWP 139 

AB078512        LQKVGKEFFENVPQEEKELIAKTPGSNEIEGYGTSLQKEV-EG---KKGWVDHLFHKIWP 150 

Z22543          LQKVGKEFFEHVPQEEKELIAKTPGSNDIEGYGTSLQKEV-EG---KKGWVDHLFHKIWP 152 

X92178          LQKVGKEFFEEVPQEEKELIAKKPGAQSLEGYGTSLQKEI-EG---KKGWVDHLFHKIWP 156 

AY230249        LQKVGKEFFE-L PQQEKEVIAKPEGYQGVEGYGTKLQKEL-GG---KKGWVDHLFHIIW P 141 

AB038247        LQAVGKEFFE-L PHEEKEVYAKDPNSKSVEGYGTFLQKEL-EG---KKGWVDHLFHKIWP 138 

DQ087252        LQAVGKEFFE-L PQEEKEVYAKDPNSKSVEGYGTFLQKEL-EG---KKGWVDHLFHKIWP 146 

AY965343        LQAVGKEFFE-L PQEEKEAYAKPPDSGSIEGYGTKLFKEISEGDTTKKGWVDNLFNKIWP 141 

AF119095        LQAVGKEFFE-L PQEEKEAYAKPPDSASIEGYGTKLFKEISEGDTTKKGWVDNLFNKIWP 141 

AY221247        LQRVGKEFFQ-PPQEEKEVYATVPDSGSFEGYGTKLQKDL-EG---KKAWVDYLFHNVWP 139 

AB011796        LQAVGKEFFE-L PQEEKEVYSRPADAKDVQGYGTKLQKEV-EG---KKSWVDHLFHRVWP 139 

AY496932        LETVGKQFFQ-LPQEEKEAYACTGEDGSSTGYGTKLACTT-DG---RQGWSDFFFHMLWP 144 

U84259          LQDVGRKFFE-L PSSEKESVAKPEDSKDIEGYGTKLQKDP-EG---KKAWVDHLFHRIWP 139 

U84260          LQDVGRKFFE-L PSSEKESVAKPEDSKDIEGYGTKLQKDP-EG---KKAWVDHLFHRIWP 139 

NM_148158       LHKVDTQFFE-L PESKKEAVAKPANSKEIQGY---EMDDV-Q G---RRS---HI FHNLYP 115 

                *. *. .**:  *  :**  :         **          *   :..    :*: ::* 

 

Osteck          PSVINYHLWPKNPPSYRDINEQYTESLIGVANKLL GFLSNGLGLEENELKQGLGGEELIY 199 

Gerhyb          PSVINYQFWPKNPPSYRETNEEYTQMLIGVANKLF EFLSKGLGLEGHELKEGLGGEELTY 203 

DQ272591        PSAINYKF WPKNPPSYREANEEYTKKIRDVSDKLTNWLSLGLGIKGHELKAAMGGDDTIF 199 

AF240764        PSAINYQF WPKNPPAYREANEEYAKRLQLVVDNLFKYLSLGLDLEPNSFKDGAGGDDLVY 199 

AB078965        PSSINYQF WPKNPPAYREANEEYAKRLQLVVDNLFKYLSLGLDLEPNSFKDGAGGDDLVY 199 

AB078512        PSSINYRY WPKNPPSYREANEVYGKKLREVVDKIFKSLSLGLGLEAHEMKEAAGGDDIVY 210 

Z22543          PSAVNYRY WPKNPPSYREANEEYGKRMREVVDRIFKSLSLGLGLEGHEMIEAAGGDEIVY 212 

X92178          PSAINYRY WPKNPPSYREANEEYAKWLRKVADGIFRSLSLGLGLEGHEMMEAAGSEDIVY 216 

AY230249        KSAVNYNF WPNNPPLYREANEEYAVALRGVVDKLFEALSLGIGLEKHELKKASGGDDLIY 201 

AB038247        PSAINYCF WPKNPASYREANEEYAKNLHKVVEKLFKLLSLGLGLEAQELKKAVGGDDLVY 198 

DQ087252        PSTINYRF WPKTPASYREANEEYAKNLHKVVEKLFKLLSLGLGLEAQELKKAIGGDDLVY 206 

AY965343        PSVVNYQF WPKNPPSYREANEEYAKHLHNVVEKLFRLLSLGLGLEGQELKKAAGGDNLEY 201 

AF119095        PSVVNYQF WPKNPPSYREANEEYAKHLHNVVEKLFRLLSLGLGLEGQELKKAAGGDNLEY 201 

AY221247        EHKINYKF WPRNPPAYRKANEEYTKHLQVVVDKMHSYLSLGLGLESHVLKEAVGGDDLEY 199 

AB011796        PSSINYRF WPKNPPSYRAVNEEYAKYMREVVDKLFTYLSLGLGVEGGVLKEAAGGDDIEY 199 

AY496932        PSLRDFSK WPQKPSSYIEVT EEYSKGILGVLNKLLSALSISLELQESALKDALGGENLEM 204 

U84259          PSCVNYRF WPKNPPEYREVNEEYAVHVKKLSETLLGILSDGLGLKRDALKEGLGGEMAEY 199 

U84260          PSCVNYRF WPKNPPEYREVNEEYAVHVKKLSETLLGILSDGLGLKRDALKEGLGGEMAEY 199 

NM_148158       SSSVNYAF WPKNPPEYREVTEEFAKHAKQLAEEILGLLSEGAG----------------Y 159 

                    ::  **..*. *   .* :      : : :   ** .                    

 

 

 

 

 

 

 

 



    G Anhang 129 

 

Osteck          ML KINYYPPCPCPDLALGVVPHTDMSSITI LVPNEVQGLQVFRDDHWYDVAYIPNALIIH 259 

Gerhyb          MM KINYYPPCPCPELALGVVPHTDMSSLTI LVPNEVQGLQVFKDDHWYDVAYIPNALIIH 263 

DQ272591        LM KINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSFLTI LVPNEVQGLQVFRDEHWYDVKYIPNALIVH 259 

AF240764        LM KINYYPPCPRPDLALG-VAHTDMSAITVLVPNEVPGLQVYKDGHWYDCKYIPNALIVH 258 

AB078965        LM KINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSAITVLVPNEVQGLQVYKDGHWYDCKYIPNALIVH 259 

AB078512        LL KINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSYITI LVPNEVQGLQVFKDGHWYDVKYIPNALIVH 270 

Z22543          LL KINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSYITI LVPNEVQGLQVFKDGHWYDVKYIPNALIVH 272 

X92178          ML KINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSYITLLVPNEVQ---VFKDGHWYDVNYIPNAIIVH 273 

AY230249        ML KINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSAITI LVPNEVQGLQVHKDDHWYDVKYIPNALIIH 261 

AB038247        LL KINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSALTI LVPNDVQGLQACRDGQWYDVKYIPNALVIH 258 

DQ087252        LL KINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSALTI LVPNEVQGLQACRDGQWYDVKYIPNALVIH 266 

AY965343        LL KINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSTVTI LVPNDVQGLQACKDGRWYDVKYIPNALVIH 261 

AF119095        LL KINYYPPCPRPDLALGVVAHTDMSTVTI LVPNDVQGLQACKDGRWYDVKYIPNALVIH 261 

AY221247        LL KINYYPPCPRPNLALGVVAHTDMSSLTI LVPNEVPGLQVFKDDHWFDAKYIPNALICH 259 

AB011796        ML KINYYPPCPRPDLALGVVAHTDLSALTVLVPNEVPGLQVFKDDRWIDAKYIPNALVIH 259 

AY496932        EL KINYYPTCPQPEVAFGVVPHTDMSALTI LKPNDVPGLQVWKDEKWITAHYVPNALIIH 264 

U84259          MM KINYYPPCPRPDLALGVPAHTDLSGITLLVPNEVPGLQVFKDDHWFDAEYIPS AVIVH 259 

U84260          MM KINYYPPCPRPDLALGVPAHTDLSGITLLVPNEVPGLQVFKDDHWFDAEYIPS AVIVH 259 

NM_148158       LM KINYYRPCPEPDWVMGIKA HTDFNGLTLLI PNEIFGLQVFKEDRWLDVDYIYP AVIII 219 

                 :***** .** *: .:*  .***:. :*:* **: :    . :: :*    *:  *::   

 

Osteck          IGDQIEIM SNGKYKSVYHRTTVNKEKTRMSWPMFLEPPGEFEVGPIPKLIN-EENPPKYK 318 

Gerhyb          IGDQIEIL SNGKYKSVYHRTTVNKEKTRMSWPMFLEPPPEFEVGPIPKLIN-EANPSKYK 322 

DQ272591        IGDQIEIL SNGKYKAVFHRTTVNKKNTRMSWPVFLEPHPEFEVGPIPELVS-EESPSKYK 318 

AF240764        IGDQVEIMSNGKYKSVYHRTTVNKEKTRMSWPVFLEPPPDHEVGPIPKLVN-EENPAKFK 317 

AB078965        IGDQVEIMSNGKYKSVYHRTTVNKEKTRMSWPVFLEPPPDHEVGPIPKLVN-EENPAKFK 318 

AB078512        IGDQVEIL SNGKYKSVYHRTTVTKDKTRMSWPVFLEPPSEQEVGPIPKLVN-EANPPKFK 329 

Z22543          IGDQVEIL SNGKYKSVYHRTTVNKDKTRMSWPVFLEPPSEHEVGPIPKLLS-EANPPKFK 331 

X92178          IGDQVEIL SNGKYKSVYHRTTVNKYKTRMSWPVFLEPSSEHEVGPIPNLIN-EANPPKFK 332 

AY230249        IGDQIEIM SNGKYKSVYHRTTVNKDKTRMSWPVFLEPPPELLTGPISKLIT-DENPAKFK 320 

AB038247        IGDQMEVMSNGKFKAVLHRTTVSKDKTRI SWPVFLEPPPDHIIGPHPKLVNDKENPPKYK 318 

DQ087252        IGDQMEIMSNGKYRAVLHRTTVSKDKTRI SWPVFLEPPADQVIGPHPKLVNDKENPPEYK 326 

AY965343        IGDQMEIMSNGKYTSVLHRTTVNKDKTRI SWPVFLEPPADHVVGPHPQLVN-AVNQPKYK 320 

AF119095        IGDQMEIMSNGKYTSVLHRTTVNKDKTRI SWPVFLEPPADHVVGPHPQLVN-AVNQPKYK 320 

AY221247        IGDQLEIL SNGKYKSVLHRTTVNKEKSRMSWPVFCSPPGDTMIGPLPQLVN-DENPPKFK 318 

AB011796        IGDQIEIL SNGKYKAVLHRTTVNKDKTRMSWPVFLEPPADTVVGPLPQLVD-DENPPKYK 318 

AY496932        IGDQIQIL SNGKFKSVLHRSLVNKEKVRMSWPVFCSPPLDTVIGPLKELID-DSNPPLYN 323 

U84259          IGDQILRL SNGRYKNVLHRTTVDKEKTRMSWPVFLEPPREKIVGPLPELTG-DDNPPKFK 318 

U84260          IGDQILRL SNGRYKNVLHRTTVDKEKTRMSWPVFLEPPREKIVGPLPELTG-DDNPPKFK 318 

NM_148158       IGDQIMKMSNGRYNNVLHRALMDKKKTRMSSVVHIKPPYDMVVSHFP-------NSP--A 270 

                ****:  :***::  * **: : * : *:*  :. .*  :   .          . .    

 

 

 

 

 

 

 

 



    G Anhang 130 

 

Osteck          TKKYKDYVYCKLNKLPQRTNFMPIYNKIKHSYIHI CMYVYVRVVHVFVDLLECRFVRDIK 378 

Gerhyb          TKKFKDYVYCKLNKLPQR---MASQGRASRSPIR- ------------------------- 353 

DQ272591        TKKYKDYVYCKLNKIPQ------------------ ------------------------- 335 

AF240764        TKKYKDYAYCKLNKLPQ------------------ ------------------------- 334 

AB078965        TKKYKDYAYCKLFKLPQ------------------ ------------------------- 335 

AB078512        TKKYKDYVYCKLNKLPQ------------------ ------------------------- 346 

Z22543          TKKYKDYVYCKLNKLPQ------------------ ------------------------- 348 

X92178          TKKYKDYVYCKLNKLPQ------------------ ------------------------- 349 

AY230249        TKKYKDYVYCKLNKLPQ------------------ ------------------------- 337 

AB038247        TKKYSEYVYNKLNKIPQ------------------ ------------------------- 335 

DQ087252        TKKYSEYVYNKLNKMPQ------------------ ------------------------- 343 

AY965343        TKKYGDYVYCKINKLPQ------------------ ------------------------- 337 

AF119095        TKKYGDYVYCKINKLPQ------------------ ------------------------- 337 

AY221247        TKKYKDYAYCKINKLPQ------------------ ------------------------- 335 

AB011796        AKKFKDYSYCKLNKLPQ------------------ ------------------------- 335 

AY496932        ARTYREYKHRKINKLGQ------------------ ------------------------- 340 

U84259          PFAFKDYSYRKLNKLPLD----------------- ------------------------- 336 

U84260          PFAFKDYSYRKLNKLPLD----------------- ------------------------- 336 

NM_148158       AIILPSSSL-------------------------- ------------------------- 279 

                .    .                                                       

 

Osteck          LSILVLSYGKKKKK 392 

Gerhyb          -------------- 

DQ272591        -------------- 

AF240764        -------------- 

AB078965        -------------- 

AB078512        -------------- 

Z22543          -------------- 

X92178          -------------- 

AY230249        -------------- 

AB038247        -------------- 

DQ087252        -------------- 

AY965343        -------------- 

AF119095        -------------- 

AY221247        -------------- 

AB011796        -------------- 

AY496932        -------------- 

U84259          -------------- 

U84260          -------------- 

NM_148158       -------------- 

                               

 

* = identische Aminosäure  : = konservierter Bereic h   . = teilkonservierter Bereich 

Rote Buchstaben  = identische Aminosäuren 

Grüne Markierungen: Charakteristische 2-ODD Bereich e nach M ARTENS et al. (2003) 

Türkise Markierung: Charakteristische 2-ODD Bereich e nach L UKAČIN  et al. (2000)  

Gelbe Markierungen: Charakteristische 2-ODD Bereich e nach V AN ELDIK  et al. (1997) 

Graue Markierung: Charakteristische 2-ODD Bereiche nach W ELLMANN et al. (2002) 



    G Anhang 131 

 

G.5.3 Leukoanthocyanidin 4-Reduktase 

AY730617        -------------------------------MVST AAIP--------------PATAGRI 15 

AJ550154        -------------------------------MTVS GAIP--------------SMTKNRT 15 

BN000698        -------------------------------MVTS PTIP--------------SHTKARV 15 

AJ865335        -------------------------------MTVS -PVP--------------SP-KGRV 13 

DQ129685        -------------------------------MTVS -PVP--------------SP-KGRV 13 

AJ865336        -------------------------------MTVS -PVP--------------SP-KGRV 13 

BN000702        -------------------------------MTVS -PVP--------------SL-KGRV 13 

AY830131        -------------------------------MTVS SSLS--------------VAKNGRV 15 

DQ139836        -------------------------------MTVS SSLS--------------VAKNGRV 15 

AY830132        -------------------------------MTVS PSLS--------------VARNGRV 15 

DQ139837        -------------------------------MTVS PSLS--------------VTRNGRV 15 

DQ087253        --------------------------AFAAAMTVS PSIAS-------------AAKSGRV 21 

BN000700        -------------------------------MTVS -------------------VANGRV 10 

BN000695        -------------------------------MTVS -------------------VANGRV 10 

BN000701        ----------------------------MKSTHMN GSYPN-------------ESETGQT 19 

BN000699        ----------------------------MKSTQMN GSYPN-------------ESEAGQT 19 

AJ865334        ------------------------MTVLSVSTPPA PQAPP-------------AATGPRT 23 

DQ129686        ------------------------MTVLSVSTSPA PQAPP-------------AATGPRT 23 

BN000696        ------------------------------MAPCE ELQEE-------------VARSGPA 17 

BN000697        MACATDVARQFLPCVQPVPSSMGGETARSINLTCNGLSPPQPQYNAENNHDQDTTVATRV 60 

                                                                             

 

AY730617        LII GATGFMGQFVTKASLGFGRSTYLLLRPGP-LTPSKAAIVKSFQDRGAKVIHGVINDK 74 

AJ550154        LVV GGTGFI GQFITK ASLGFGYPTFLLVRPGP-VSPSKAVIIKTFQDKGAKVIYGVINDK 74 

BN000698        LII GATGFI GKFVTEASLLTAHPTYLLLRPPP-LVPSKDAIVKTFQEKGAMIIH GVINNK 74 

AJ865335        LIA GATGFI GQFVAAASLDAHRPTYI LARPGP-RSPSKANIFKALEDKGAIIVY GLINEQ 72 

DQ129685        LIA GATGFI GQFVAAASLDAHRPTYI LARPGP-RSPSKANIFKALEDKGAIIVY GLINEQ 72 

AJ865336        LIA GATGFI GQFVATASLDAHRPTYI LARPGP-RSPSKAKIFKALEDKGAIIVY GLINEQ 72 

BN000702        LIA GATGFI GQFVAAASLDAHRPTYI LARPGP-RSPSKAKIIKAHEDKGAIIVY GLINEQ 72 

AY830131        LIA GATGFI GRFVAEASLAAGQPTYVLVRPGP-LHPSKADTVKSFKDKGAIILH GLISDK 74 

DQ139836        LIA GATGFI GRFVAEASLAAGQPTYVLVRPGP-LHPSKADTVKSFKDKGAIILH GLISDK 74 

AY830132        LIV GATGFI GRFVAEASLAAGRPTYVLVRPGP-LHPSKADTVKSFKHKGAIILH GLISDK 74 

DQ139837        LIV GATGFI GRFVAEASLAAGRPTYVLVRPGP-LHPSKADTVKSFKHKGAIILH GLISDK 74 

DQ087253        LII GATGFI GKFVAEASLDSGLPTYVLVRPGP-SRPSKSDTIKSLKDRGAIILH GVMSDK 80 

BN000700        LIV GATGFI GRFVADASLDAGRPTYVLVRPSSGNQYSKDKVAKALRDRGAILLN GLANDK 70 

BN000695        LIV GATGFI GRFVADASLDAGRPTYVLVRPSSGNQYSKDKVAKALQDRGAILLN GLANDK 70 

BN000701        LVI GSSGFI GRFITE ACLDSGRPTYI LVRSSSN-SPSKASTIKFLQDKGAIVIY GSITDQ 78 

BN000699        VVI GSSGFI GRFITE ACLDSGRPTYI LVRSSSN-SPSKASTIKFLQDKGAIVIY GSITDQ 78 

AJ865334        LEV GASGFI GRFVAEASLSSGHPTYVLVRSSATTSSSKASTIKSLEDQGAILVT GSIGDK 83 

DQ129686        LVV GASGFI GRFVAEASLSSGHPTYVLVRSSATTSSSKASTIKSLEDQGAILVT GSIGDK 83 

BN000696        LIV GATGYI GRFVAEACLDSGRRTFI LVRPGN-ACPARAASVDALLRKGAFVVEGRVDGK 76 

BN000697        LII GATGFI GRFVAEASVKSGRPTYALVRPTT--LSSKPKVIQSLVDSGIQVVYGCLHDH 118 

                :  *.:*::*:*:: *.:     *: * *.      ::    .     *  :: *    : 

 

 

 

 



    G Anhang 132 

 

AY730617        E---LMVKILKDYEIDVVISLVGGGNLMDQRTLVD AIKSVKTVKRFLPSEFGHDTDRANP 131 

AJ550154        E---CMEKILKEYEIDV VISLV GGARLLDQLTLLEAIKSVKTI KRFLPSEFGHDVDRTDP 131 

BN000698        D---FVEKILKEHEIDI VISAI GAKSLLDQLILVE AMKSLKTIKRFLASEFGHDVDRADP 131 

AJ865335        E---AMEKILKEHEIDI VVSTVGGESILDQIALVK AMKAVGTIKRFLPSEFGHDVNRADP 129 

DQ129685        E---AMEKILKEHEIDI VVSTVGGESILDQIALVK AMKAVGTIKRFLPSEFGHDVNRADP 129 

AJ865336        E---AMEKILKEHEIDI VVSTVGGESILDQIALVK AMKAVGTIKRFLPSEFGHDVNRADP 129 

BN000702        E---SMEKILKEHEIDI VVSTVGGESILDQIALVK AMKAVGTIKRFLPSEFGHDVNRADP 129 

AY830131        T---LMEKMLREHEIEI VISAVGGATILDQITLVD AIAAVGTVKRFLPSEFGHDVDRADP 131 

DQ139836        T---LMEKMLREHEIEI VISAVGGATILDQITLVD AIAAVGTVKRFLPSEFGHDVDRADP 131 

AY830132        T---LMEKILREHEIET VISAVGGATILDQIALVE AIAAVGTVKRFLPSEFGHDVDRADP 131 

DQ139837        T---LVEKILREHEIET VISVVGGATILDQIALVE AIAAVGTVKRFLPSEFGHDVDRADP 131 

DQ087253        P---LMEKLLKEHEIEI VISAVGGATILDQITLVE AITSVGTVKRFLPSEFGHDVDRADP 137 

BN000700        E---LMVKLLKEHQIEI VISAL GGATILDQLSLVEAIHSAGTVKRFLPSEFGHDVDRADP 127 

BN000695        E---LMVKLLKEHQIEI VISAL GGATILDQLSLVEAIHSVGTVKRFLPSEFGHDVDRADP 127 

BN000701        E---FMEKVLREYKIEV VISAVGGESILDQFSLIE AIKNVNTVKRFVPSEFGHDID RAEP 135 

BN000699        E---FMEKVLREYKIEV VISAVGGESILDQLSLIE AIKNVNTVKRFVPSEFGHDID RAEP 135 

AJ865334        E---VMIEILRKYEIEV VISAVGGATILDQLTLAEAIKAVGSI KRFLPSEFGHDID RAEP 140 

DQ129686        E---VMIEILRKYEIEV VISAVGGATILDQLTLAEAIKAVGSI KRFLPSEFGHDID RAEP 140 

BN000696        DGKRSVETALRAHGIEV VISVMGGANILDQLGLIK AIQAAGTVKRFLPSEFGHDVDRARP 136 

BN000697        N---SLVKAIR--QVDV VISTV GGALIL DQLKIVDAIKEVGTVKRFLPSEFGHDVDRADP 173 

                     :   ::   :: *:* :*.  ::**  : . *:    ::***:.****** :*: * 

 

AY730617        VEPGLAMYKEKRLI RRLI EESGIPYTYICCNSIASWPYHDNCHPSKVPPPVDQFLIYGDG 191 

AJ550154        VEPGLTMYKEKRLVRRAVEEYGIPFTNICCNSIASWPYYDNCHPSQVPPPMDQFQIYGDG 191 

BN000698        VEPGLTMYKEKQLVRRVVEQSGVPYTNICCNSIASWPYYDNCHPSQLPPPLDQLQIYGHG 191 

AJ865335        VEPGLNMYREKRRVRQLVEESGIPFTYICCNSIASWPYYNNIHPSEVLPPTDFFQIYGDG 189 

DQ129685        VEPGLNMYREKRRVRQLVEESGIPFTYICCNSIASWPYYNNIHPSEVLPPTDFFQIYGDG 189 

AJ865336        VEPGLNMYREKRRVRQLVEESGIPFTYICCNSIASWPYYNNIHPSEVLPPTDFFQIYGDG 189 

BN000702        VEPGLNMYREKRRVRQLVEESGIPFTYICCNSIASWPYYNNIHPSEVLPPTDFFQIYGDG 189 

AY830131        VEPGLTMYLEKRKVRRSVETSGVPYTYICCNSIASWPYFDNTHPSEVLPPLDRFQIYGDG 191 

DQ139836        VEPGLTMYLEKRKVRRSVETSGVPYTYICCNSIASWPYFDNTHPSEVLPPLDRFQIYGDG 191 

AY830132        VEPGLTMYEEKRKVRRWVEKSGVAYTYICCNSIASWPYFDNTHPSEVLPPLDRFQIYGDG 191 

DQ139837        VEPGLTMYEEKRKVRRWVEKSGVAYTYICCNSIASWPYFDNTHPSEVLPPLDRFQIYGDG 191 

DQ087253        VEPGLTMYLEKRKVRRAIEKSGVPYTYICCNSIASWPYYDNKHPSEVIPPLDQFQIYGDG 197 

BN000700        VEPGLTMYKEKRQVRRLI EKLEIPYTYICCNSIASWPYHNNRHPSEVIPPLDHFEIYGDG 187 

BN000695        VEPGLTMYKEKRQVRRLI EKLEIPYTYICCNSIASWPYHNNTHPSEVIPPLDHFEIYGDG 187 

BN000701        VEPGLTMYEQKSKI RRQIEECGIPYSYICCNSIAAWPYHDNTHPADVLPPLDRFQIYGDG 195 

BN000699        VEPGLTMYEQKRKIRRQIEECGIPYSYICCNSIAAWPYHDNTHPTDVLPPLDRFQIYGDG 195 

AJ865334        VEPGLTMYMEKRKVRRFI EEAAIPYTYICCNSIAAWPYHDNTHPADVLPPLDRFHIYGDG 200 

DQ129686        VEPGLTMYMEKRKVRRFI EEAAIPYTYICCNSIAAWPYHDNTHPADVLPPLDRFHIYGDG 200 

BN000696        VGAGLGFYEEKRRVRRAAEAAGVPYTYICCNSIAGWPYFDNMHPSEVRPPLDRFQIYGDG 196 

BN000697        VEPALSFYIE KRKVRRAVEEAKIPYTYICCNSIAGWPYYYHTHPTELPPPKEQFEIYGDG 233 

                * ..* :* :*  :*:  *   :.:: *******. ***. : **:.: ** : : ***.* 

 

 

 

 

 

 



    G Anhang 133 

 

AY730617        TVK AYFVDGNDIGKFTMKAIDDIRTRNKNVHFRPPSNCYSINELASLWEKI I GRKI PRAI 251 

AJ550154        NTK AYFID GNDIGKFTMKTIDDIRTL NKNVHFRPSSNCYSINELASLWEKKI GRTLPRFT 251 

BN000698        NVK AYFVDGI DIGKFTMKVIDDVKTI NKNVHFRPSKNCYSINELASLGEMKI GRTI PRVT 251 

AJ865335        NVK AYFVAGTDIGKFTMKTVDDVRTLNKSVHFRPSCNCLNINELASVWEKKI GRTLPRVT 249 

DQ129685        NVK AYFVAGTDIGKFTMKTVDDVRTLNKSVHFRPSCNCLNINELASVWEKKI GRTLPRVT 249 

AJ865336        NVK AYFVAGTDIGKFTMKTVDDVRTLNKSVHFRPSCNCLNINELASVWEKKI GRTLPRVT 249 

BN000702        NVK AYFVAGTDIGKFTMKTVDDVRTLNKSVHFRPSCNCLNINELASVWEKKI GRTLPRVT 249 

AY830131        TVK AYFVDGTDIGKFTMKTVDDMRTINKNVHFRPPSNLYDI NGLASLWEKKI GRTLPRVT 251 

DQ139836        TVK AYFVDGTDIGKFTMKTVDDMRTINKNVHFRPPSNLYDI NGLASLWEKKI GRTLPRVT 251 

AY830132        TVK AYFVDGTDIGKFTIKTVDDIRTI NKNI HFRPPSNLYDI NGLASLWEKKI GRTLPRIT 251 

DQ139837        TVK AYFVDGTDIGKFTIKTVDDIRTI NKNI HFRPPSNLYDI NGLASLWEKKI GRTLPRIT 251 

DQ087253        TVK AYFVDGPDIGKFTMKTVDDIRTMNKNVHFRPSSNLYDI NGLASLWEKKI GRTLPKVT 257 

BN000700        SVK AYFVAGTDIGKFTMKTVDDIRTL NKSVHFRPACNFYNMNELAALWERKI RRTLPRVT 247 

BN000695        SVK AYFVAGTDIGKFTMKTVDDIRTL NKSVHFRPACNFYNMNELAALWERKI RRTLPRVT 247 

BN000701        TVK AYFVAGSDIGKFTVMSIDDDRTLNKTVHFQPPSNLLNMNEMASLWETKI GRVLPRVN 255 

BN000699        TVK AYFVAGSDIGKFTVMSIDDDRTLNKTVHFQPPSNLLNMNEMASLWETKI GRVLPRVT 255 

AJ865334        SVK AYFVAGTDIGKFTIETIN DDRTVNKSLHFRPPSNLVSI NELASLWEKKI GRTLPRVT 260 

DQ129686        SVK AYFVAGTDIGKFTIKTIN DDRTVNKSLHFRPPSNLVSI NELASLWEKKI GRTLPRVT 260 

BN000696        TVR AFFVAGTDIGKFTVKAAYDARSVNKAVHFRPACNLLSTNEMACLWESKI GRTLPRVT 256 

BN000697        SVK AFFVTGDDIGAYTMKAVDDPRTLNKSI HFRPPKNFLNLNELADIWENKI NRTLPRVS 293 

                ..:*:*: * *** :*:    * :: ** :**:*.  *  . * :* : *  * * :*:   

 

AY730617        ISADD LLAAAAENCIPGSI VAAFTHDIFI NGCQIN FTIDGPNDIEIGTLYPDEKFRCLEE 311 

AJ550154        VTADK LLAHAAENII PESI VSSFTHDIFI NGCQVNFSIDEHSDVEIDTLYPDEKFRSLDD 311 

BN000698        ISEDD LLAAAAENCIPQSI VASFTHDIFI KGCQVNFSIDGVDDVEISTLYPDEEFRSLED 311 

AJ865335        VTEDD LLAAAGENII PQSVVAAFTHDIFI KGCQVNFSIDGPEDVEVTTLYPEDSFRTVEE 309 

DQ129685        VTEDD LLAAAGENII PQSVVAAFTHDIFI KGCQVNFSIDGPEDVEVTTLYPEDSFRTVEE 309 

AJ865336        VTEDD LLAAAGENII PQSVVAAFTHDIFI KGCQVNFSIDGPEDVEVTTLYPEDSFRTVEE 309 

BN000702        VTEDD LLAAAGENII PQSVVAAFTHDIFI KGCQVNFSIDGPEDVEVTTLYPEDSFRTVEE 309 

AY830131        VTEDH LLALAADNRIPESI VASFTHDIFI KGCQVNFAVEGPHDVEVGTLYPGDSFRTLDE 311 

DQ139836        VTEDH LLALAADNRIPESI VASFTHDIFI KGCQVNFAVEGPHDVEVGTLYPGDSFRTLDE 311 

AY830132        ITENH LLALAAENRIPESI VASFTHDIFI KGCQVNFAVEGPRDVEVGTLYPGDSFRTLDE 311 

DQ139837        ITENH LLALAAENRIPESI VASFTHDIFI KGCQVNFAVEGPRDVEVGTLYPGDSFRTLDE 311 

DQ087253        ITEND LLTMAAENRIPESI VASFTHDIFI KGCQTNFPIEGPNDVDIGTLYPEESFRTLDE 317 

BN000700        VTEED LLSAAAENII PQSVVASFTHDIFI KGCQIN FPIEGPNETEACSLYPNEPFRTLDD 307 

BN000695        VTEED LLSAAAENII PQSVVASFTHDIFI KGCQIN FPIEGPNETEACSLYPNEPFRTLDD 307 

BN000701        ITEQD LLQRAQEMRIPQSVVAAI THDIFI NGCQIN FSLDKTTDVEVCSLYPNTSFRTIAE 315 

BN000699        ITEQD LLQRAQEMRIPQSVVAAI THDIFI NGCQIN FSLDKTTDVEICSLYPNTSFRTIAE 315 

AJ865334        VEEDD LLAAAAEMCIPESI VASFTHDIFI KGCQVNFSLDKPTDLEATSLYPEMQFRTIDE 320 

DQ129686        VEEDD LLAAAAEMRIPDSI VASFTHDIFI KGCQVNFSLDKPTDLEATSLYPEMQFRTIDE 320 

BN000696        LSKEE LLAMAAEDII PESI VASLTHDIFI NGCQTNFGIDGSRDIEISSLYPDIPFRTIDE 316 

BN000697        VSAED LVMIAKANFMPSSI VAALTHDIFI NGCQFKFPIQEPHHVEACELYPDIKYTTMED 353 

                :  :.*:  *    :* *:*:::******:*** : * ::   . :   ***   :  : : 

 

 

 

 

 

 



    G Anhang 134 

 

AY730617        CFKDFVPMTHDMN----------------VHVGTT ENNNR------------------KS 337 

AJ550154        CYEDFVPMVHDKIHAGKSGEIKIKDGKPLVQTGTI EEINKDIKTLVETQPNEEIKKDMKA 371 

BN000698        CYEDFAHMIEDNI-----------------HKGEH KITGT------------------KS 336 

AJ865335        CFGEYIVKIEEKQ-----------------PTADS AIANTG------------------P 334 

DQ129685        CFGEYIVKIEEKQ-----------------PTADS AIANTG------------------P 334 

AJ865336        CFGEYIVKMEEKQ-----------------PTADS AIANTG------------------P 334 

BN000702        CFGEYIVKIEEKQ-----------------PTADS AIANTG------------------P 334 

AY830131        CFDGFLLKLKDNLE------------LELLQEEED QKVSTEN-----------------T 342 

DQ139836        CFDGFLLKLKDNLE------------LELLQEEED QKVSTEN-----------------T 342 

AY830132        CFNDFLLKLKDN--------------LEPVHEEN- --VSTKN-----------------A 337 

DQ139837        CFNDFLLKLKDN--------------LEPVHEEN- --VSTKN-----------------A 337 

DQ087253        CFNDFLVKVGGKLE------------TDKLAAKNT AAVGVEP-----------------M 348 

BN000700        CFNDFVAKMKDEN---------------MKQSDEN TKQSNEIPPP-------------KP 339 

BN000695        CFNDFLAKMKDEN---------------MKQSDEN TKQSNEIPPP-------------KP 339 

BN000701        CFDDFAKKISDNEK---------------AVSKPV TASNTDIFVP-------------TA 347 

BN000699        CFDDSAKKISDNEK---------------AVSKPV TASNTDIFVP-------------TA 347 

AJ865334        CFDEFVEKIMGGQA---------------AAEK-- AAGKEGIVVP-------------AS 350 

DQ129686        CFDEFVEKIMGGQA---------------AAEK-- AAGKEGIVVP-------------AS 350 

BN000696        CFDDYARGLHLEE-----------------EAEES KKSNAP------------------- 340 

BN000697        FFQGYL----------------------------- ------------------------- 359 

                 :                                                           

 

AY730617        LVEVAPISAMG----- 348 

AJ550154        LVEAVPISAMG----- 382 

BN000698        VVEAVPIMASCGNIYE 352 

AJ865335        VVGMRQVTATCA---- 346 

DQ129685        VVGMRQVTATCA---- 346 

AJ865336        VVGMRQVTATCA---- 346 

BN000702        VVGMRQVTATCA---- 346 

AY830131        VVESRTVTATCA---- 354 

DQ139836        VVESRTVTATCA---- 354 

AY830132        VVESRAVTPTCA---- 349 

DQ139837        VVESRAVTPTCA---- 349 

DQ087253        AISRLLVPEEHSIS-- 362 

BN000700        VVEAFAITATCA---- 351 

BN000695        VVEAFAITATCA---- 351 

BN000701        KPEALAITAICT---- 359 

BN000699        KPEALAITAICT---- 359 

AJ865334        APDALVITATCA---- 362 

DQ129686        APDALVITATCA---- 362 

BN000696        MVEILAVYPTCA---- 352 

BN000697        ---------------- 

* = identische Aminosäure  : = konservierter Bereic h  . = teilkonservierter Bereich    

Rote Buchstaben  = identische Aminosäuren 

Grüne Markierungen: THD Motiv nach B OGS et al.  (2005) 

Türkise Markierung: ICCN Motiv nach B OGS et al.  (2005) 

Gelbe Markierungen: RFLP Motiv nach B OGS et al.  (2005)  

Graue Markierung: Dinukleotid (NADPH/NADP)-Bindungs stelle nach X IE  et al.  (2004) 



    G Anhang 135 

 

G.5.4 Anthocyanidinreduktase 

BN000164        -MATVKKIG---KKA CVI GGSGFMASCLVKQLLHKGYAVNTTVRDPDNAKKI SHLLALQS 56 

AY184243        -MASIKQIEIEKKKA CVI GGTGFVASLLI KQLLEKGYAVNTTVRDLDSANKTSHLIA LQS 59 

BN000166        --MATQHP-IGKKTA CVVGGTGFVASLLVKLLLQKGYAVNTTVRDPDNQKKVSHLLELQE 57 

DQ129684        --MATQHP-IGKKTA CVVGGTGFVASLLVKLLLQKGYAVNTTVRDPDNQKKVSHLLELQE 57 

AY641729        ---MEAQP-TAPKAA CVVGGTGFVAATLI KLLLEKGYAVNTTVRDPGNQKKTSHLLALKG 56 

BN000165        ---MASQL-VGTKRA CVVGGSGFVASLLVKLLLEKGFAVNTTVRDPDNQKKI SHLVTLQE 56 

AY830130        --MATQQP-ISKKTA CVVGGTGFVASLLVKLLLQKGYAVRTTVRDPDNHKKVSHLTALQE 57 

DQ099803        --MATQQP-ISKKTA CVVGGTGFVASLLVKLLLQKGYAVRTTVRDPDNHKKVSHLTALQE 57 

DQ139835        --MATQQP-ISKKTA CVVGGTGFVASLLVKLLLQKGYAVRTTVRDPDDRKKVSHLTALQE 57 

DQ438979        --MSTTQPIISTKSA CVI GGTGFVASQLI KLLLEKGYAVRTTVRDPDNLKKI SHLTALQE 58 

AY750963        MAPQAYPTAGQTTTV CVTGAAGFMASWLVKRLLEKGYI VHATVRDPENKAKVSHLLNLPG 60 

                            . .** *.:**:*: *:* **.**: *.:****   .  * ***  *   

 

 

BN000164        LGD- LNIFGADLTGERDFDAPIAGCELVFQLATPVNFASEDPENDMIKP AIS GVLNVLKA 115 

AY184243        LGE- LNLFKAELTIEEDFDAPISGCELVFQLATPVNFASQDPENDMIKP AIK GVLNVLKA 118 

BN000166        LGD- LKIFRADLTDELSFEAPIAGCDFVFHVATPVHFASEDPENDMIKP AIQGVVNVMKA 116 

DQ129684        LGD- LKIFRADLTDELSFEAPIAGCDFVFHVATPVHFASEDPENDMIKP AIQGVVNVMKA 116 

AY641729        SGN- LKIFRADLTDEQSFDTPVAGCDLVFHVATPVNFASEDPENDMIKP AIQGVVNVLKA 115 

BN000165        LGD- LKIFQADLTDEGSFDAPIAGCDLVFHVATPVNFASEDPENDMIKP ATQGVVNVLKA 115 

AY830130        LGE- LEIFAGDLTDEGSFDAPIAGCDLVFHVATPVNFASQDPENDMIKP AIQGVLNVLKS 116 

DQ099803        LGE- LEILAGDLTDEGSFDAPIAGCDLVFHVATPVNFASQDPENDMIKP AIQGVLNVLKS 116 

DQ139835        LGE- LEIFAGDLTDEGSFDAPIAGCDLVFHVATPVNFASQDPENDMIKP AIQGVLNVLKS 116 

DQ438979        LGE- LTIFRGDLTDEGSFDAAIAGSDLVFHVATPVHFGSPDPENDMIKP GVQGVLNVMKS 117 

AY750963        ATDR LKLFRAELCEDGSFDAAVAGCNGVFHVATPTEFMPKDPENDLIKP AIE GTLNVLKS 120 

                  : * :: .:*  : .*::.::*.: **::***..* . ***** :***. .*.:**:*: 

 

 

BN000164        CARVKGVKRVIL TSSAAAVTI NPVKDTGLVMDESNWTDVEFLNTAKPPTWGYPVSKALAE 175 

AY184243        CVRAKEVKRVIL TSSAAAVTI NELEGTGHVMDETNWSDVEFLNTAKPPTWGYPVSKVLAE 178 

BN000166        CTRAKSVKRVIL TSSAAAVTI NQLDGTGLVVDEKNWTDIE FLTSAKPPTWGYPASKTLAE 176 

DQ129684        CTRAKSVKRVIL TSSAAAVTI NQLDGTGLVVDEKNWTDIE FLTSAKPPTWGYPASKTLAE 176 

AY641729        CAKAGTVKRVIL TSSAAAVSI NKLNGTGLVMDESHWTDTEFLNSAKPPTWGYPLSKTLAE 175 

BN000165        CAKAKTVKRVVLTSSAAAVSI NTLDGTDLVMTEKDWTDIE FLSSAKPPTWGYPASKTLAE 175 

AY830130        CVKAKTVKRVVLTSSAATVSI NTLEGTGLVVDEKDWSDLEFLTNVKPPTWGYPASKTLAE 176 

DQ099803        CVKAKTVKRVVLTSSAATVSI NTLEGTGLVVDEKDWSDLEFLTNVKPPTWGYPASKTLAE 176 

DQ139835        CVKAKTVKRVVLTSSAATVSI NTLEGTGLVVDEKDWSDLEFLTNVKPPTWGYPASKTLAE 176 

DQ438979        CVKAKTVKRVVLTSSAAAVTVNTLSGTGLIADENDWSDVEFLTTAKPPTWGYPVSKVLAE 177 

AY750963        CTKVDSIKRVVVTSSAATVSI NNSSEQNQYIDESCWTDVNFLTSQKPPGWAYPVSKTLAE 180 

                *.:.  :***::*****:*::*  .  .    *. *:* :**.. *** *.** **.*** 

 

 

 

 



    G Anhang 136 

 

BN000164        KA AWKFAEENHIDLIT VIP ALTTGPSLTPDIPSSVGLATSLIT GNDFLIN-AL KGMQFLS 234 

AY184243        KA AWKFAEENNIDLIT VIP TLTI GPSLTQDIPSSVAMGMSLLTGNDFLIN-AL KGMQFLS 237 

BN000166        KA AWKFAEENNIDLIT VIP TLMAGSSLTSDVPSSIGLAMSLIT GNEFLIN-GMKGMQMLS 235 

DQ129684        KA AWKFAEENNIDLIT VIP TLMAGSSLTSDVPSSIGLAMSLIT GNEFLIN-GMKGMQMLS 235 

AY641729        KA AWKFAEENNINLIT VIP TLMAGPSLTADVPSSIGLAMSLIT GNEFLIN-GL KGMQMLS 234 

BN000165        KA AWKFAEENNIDLIT VIP SLMTGPSLTPIV PSSIGLATSLIS GNEFLIN-AL KGMQMLS 234 

AY830130        KT AWKFAEENNIDLIT VIP SLMAGPSLTPDVPSSIGLAMALIT GDDFLINMALKGMQMLS 236 

DQ099803        KT AWKFAEENNIDLIT VIP SLMAGPSLTPDVPSSIGLAMALIT GDDFLINMALKGMQMLS 236 

DQ139835        KT AWKFAEENNIDLIT VIP SLMAGPSLTPDVPSSIGLAMALIT GDDFLINMALKGMQMLS 236 

DQ438979          KT AWKFAEQNNIDLIAVIP SLMAGASLTPDIPSSIGLATSLIT GNEFLIN-GL KGMQMLS 236 

AY750963        QA ALKYAEEHSLDVVTVIP VLVVGPAVTPTVPSSVELALSLIT GDEFKMG-ALKGMQFVS 239 

                ::* *:**:: :::::*** *  *.::*  :***: :. :*::*: :* :. .:****::* 

 

 

BN000164        GSI SIT HVEDI CRAHIYVAENESSSGRYIVSAHSTSVPELAKFLSKRYPQYKVPTEFDDC 294 

AY184243        GSI SIT HVEDI CRAHIFVAEKESTSGRYICCAHNTSVPELAKFLSKRYPQYKVPTEFDDF 297 

BN000166        GSVSIA HVEDVCQAHIFVAEKESASGRYICCAANTSVPELAKFLSKRYPQYKVPTDFGDF 295 

DQ129684        GSVSIA HVEDVCQAHIFVAEKESASGRYICCAANTSVPELAKFLSKRYPQYKVPTDFGDF 295 

AY641729        GSI SIS HVEDVCRAHVFVAEKESASGRYICCAVSTSVPELAKFLNKRYPEYNVPTDFGDF 294 

BN000165        GSI SIT HVEDVCRAHVFLAEKESASGRYICSAVNTSVPELAKFLNKRYPDFKVPTDFGDF 294 

AY830130        GSI SIA HVEDVCRAHIFLA EKESASGRYICCAANTGVPELAKFLNKRYPQYKVPTEFGDF 296 

DQ099803        GSI SIA HVEDVCRAHIFLA EKESASGRYICCAANTGVPELAKFLNKRYPQYKVPTEFGDF 296 

DQ139835        GSI SIA HVEDVCRAHIFLA EKESASGRYICCAANTGVPELAKFLNKRYPQYKVPTEFGDF 296 

DQ438979        GSI SIT HVEDVCRAHIFLA EKESASGRYICCAENSSVPEVAKFLSKRYPEYKVPTEFGDF 296 

AY750963        GSI SLVHID DVCSAQIFLMEKPSAQGRYICFPVNTGIPQLAEFLSKRYPQYKVPTKFDDV 299 

                **:*: *::*:* *:::: *: *:.****  . .:.:*::*:**. ****:::***.*.*  

 

 

BN000164        PSKAKLTIS SEKLVKEGFSFKYGI EEIYDQTVEYLKNKGTLKN 337 

AY184243        PSKAKLIIS SGKLIKE GFSFKHSI AETFDQTVEYLKTQG-IK- 338 

BN000166        PPKSKLIIS SEKLVKEGFSFKYGI EEIYDESVEYFKAKGLLQN 338 

DQ129684        PPKSKLIIS SEKLVKEGFSFKYGI EEIYDESVEYFKAKGLLQN 338 

AY641729        PSKAKLILS SEKLTKEGFSFKYGI EEIYDQSVEYFKAKGILKN 337 

BN000165        PSKPKLIIS SEKLISE GFSFKYGI EEIYDQTVEYLKSKGLLK- 336 

AY830130        PSEAKLIIS SEKLIKE GFDFKYGI EEIYDQTVEYFKAKGLLQN 339 

DQ099803        PSEAKLIIS SEKLIKE GFDFKYGI EEIYDQTVEYFKAKGLLQK 339 

DQ139835        PSEAKLIIS SEKLIKE GFDFKYGI EEIYDQTVEYFKAKGLLQN 339 

DQ438979        PSKAKTILP SEKLKKEGFTFKFGI EDIYDQTVEYLKLKGVLQN 339 

AY750963        PATPKLTIS SQKLLDCGFSFKYGI EDIYDQAIEYMKTKGLLTC 342 

                *. .*  :.* ** . ** **..* : :*:::**:* :* :   

 

* = identische Aminosäure    : = konservierter Bereich. .= teilkonservierter Bereich  

Rote Buchstaben  = identische Aminosäuren 

Graue Markierung: Dinukleotid (NADPH/NADP)-Bindungsstelle nach Xie et al.  (2004) 
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