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Kurzfassung

Isoenzyme zur Charakterisierung von haploiden Regeneratpflanzen und
der Einsatz von Phosphataseinhibitoren zur Verbesserung der
Regeneration in vitro bei Apfel (Malus domestica Borkh.)

Die Ziele der vorliegenden Arbeit bestanden einerseits in der Erarbeitung und Anwendung
einer Methode zur frithzeitigen Charakterisierung von Regeneratpflanzen aus der Haploiden-
kultur und andererseits in der Verbesserung der In-vitro-Regeneration aus somatischen
Geweben bei Apfel. Als Marker fiir beide Teilaufgaben wurden Isoenzyme angewendet.

Zur Suche nach Markern fiir die Charakterisierung der Regenerate aus der Haploidenkultur
wurden zundchst acht Kreuzungsnachkommenschaften auf spaltende Isoenzyme untersucht.
In 14 betrachteten Enzymsystemen wurden zehn ungekoppelt vorliegende Loci gefunden.
Nach Uberpriifung ihrer gewebespezifischen Expression und der Stabilitit, die zu teilweisen
Einschriankungen in der Anwendbarkeit fiihrte, ergab sich eine donorabhingige Verfiligbarkeit
von einem bis sechs Markern.

Mit Hilfe der Isoenzymmarker konnten 125 von 136 gepriiften Antherenkulturlinien sowie
alle drei untersuchten Linien aus der Mikrosporenkultur als homozygot charakterisiert
werden. Fiir den endgiiltigen Homozygotienachweis in Regeneraten aus der In-situ-Partheno-
genese erwiesen sich die Marker als unzureichend; sie erlaubten jedoch die sichere Negativ-
selektion der unerwiinschten heterozygoten Pflanzen. Bei zwei von vier betrachteten Markern
traten in den Antherenkulturlinien signifikante Abweichungen vom erwarteten 1:1-Spaltungs-
verhiltnis auf. In 40 Antherenkulturlinien zeigten die Regenerate gametoklonale Variationen.
Die Ergebnisse werden im Hinblick auf den Einsatz der Regenerate in der Ziichtung dis-
kutiert.

Fiir die Etablierung von Markern, die Erkenntnisse liber die Regenerationsfahigkeit soma-
tischer Gewebe liefern konnen, wurden Isoenzymmuster von regenerierenden und nicht
regenerierenden Primdrexplantaten und sekundédren Kalli verglichen. Als gemeinsamer Mar-
ker fiir die getesteten Genotypen und Gewebearten wurden Intensitdtsunterschiede bei zwei
Banden der Sauren Phosphatase vermutet. Der Zusammenhang zwischen unauffilliger
Intensitit und vorhandenem Regenerationsvermdgen sowie zwischen erhohter Intensitdt und
fehlender Regenerationsbereitschaft wurde statistisch nachgewiesen.

Auf der Grundlage dieses Ergebnisses erfolgte die Priifung des Einflusses von Phosphatase-
inhibitoren, Proteinkinaseinhibitoren sowie der Phosphatkonzentration auf das Regenerations-
verhalten mehrerer Genotypen. Alle getesteten Phosphataseinhibitoren (Natriumfluorid,
Natriumvanadat, Endothall, L-p-Bromotetramisoloxalat) waren in bestimmten Konzen-
trationsbereichen in der Lage, die Regenerationsbereitschaft der Gewebe oftmals signifikant
zu erhohen. Proteinkinaseinhibitoren hingegen verzogerten das Einsetzen der Regeneration.
Auch die Phosphatkonzentration beeinflusste signifikant die Sprossbildung. Es zeigten sich
genotypabhiangige Optima, wéhrend absoluter Phosphatmangel und eine deutlich hohere
Konzentration eine hemmende Wirkung besaen. Die Ergebnisse werden in ihrer praktischen
und wissenschaftlichen Bedeutung fiir die Regulation pflanzlicher Regenerationsvorginge
diskutiert.

Schlagworter:  Malus domestica, Homozygotie, Phosphataseinhibitoren






Abstract

Isozymes for the characterisation of haploid regenerants and the
application of phosphatase inhibitors for the improvement of
regeneration in vitro in apple (Malus domestica Borkh.)

The objectives of the present study were the development and the application of a method for
the early characterisation of regenerants originated from haploid culture, and the improvement
of in vitro regeneration in somatic tissues in apple. For these purposes, isozymes were used as
markers.

In search of markers for the characterisation of the regenerants from the haploid culture, eight
progenies from controlled crosses were analysed for segregating isozymes. Ten unlinked loci
could be found in 14 enzyme systems. After investigating their tissue-specific expression and
stability, one to six loci could be used as markers in dependence on the donor genotype.

Using these markers, 125 of 136 lines regenerated by anther culture and all three of the tested
lines from microspore culture were characterised as homozygous. The markers proved as
insufficient for a definite evidence of homozygosity in regenerants from parthenogenesis in
situ but the negative selection of undesired heterozygous plants was possible. In the anther
culture-derived lines, distorted segregations for two of four markers tested were found.
Gametoclonal variation was observed in regenerants of 40 anther culture-derived lines. The
results were discussed with regard to the application of the regenerants in the breeding
process.

In order to find markers for the assessment of regeneration capacity in somatic tissues,
isozyme patterns of regenerating and non-regenerating primary explants and secondary calli
were compared. Differences in the intensity of two bands of acid phosphatase were supposed
to be a marker existing in all genotypes and tissues tested. The correlations between
inconspicuous intensity and existing regeneration ability as well as increased intensity and
missing regeneration ability could be proved statistically.

In result of these correlations, the effect of phosphatase inhibitors, protein kinase inhibitors
and phosphate concentration on the regeneration ability was investigated. Regeneration
capacity was often increased significantly by definite concentrations of all four phosphatase
inhibitors (sodium fluoride, sodium orthovanadate, endothall, L-p-bromotetramisole oxalate).
Shoot formation was delayed by the application of protein kinase inhibitors. Finally, there
was also a significant influence of phosphatase concentration on regeneration ability. In
dependence of the genotype, definite optima could be observed. Total lack of phosphate and
higher concentrations inhibited shoot regeneration. The practical and scientific importance of
the results for the regulation of regeneration processes in plants was discussed.

Keywords:  Malus domestica, homozygosity, phosphatase inhibitors
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Kapitel 1

Einleitung

Der Apfel ist in Europa die wichtigste Obstart im erwerbsméfigen Anbau. Wirtschaftliche
Gesichtspunkte, ein gestiegenes Umwelt- und Qualitdtsbewusstsein der Verbraucher sowie
Restriktionen bei der Anwendung von chemischen Pflanzenschutzmitteln fithren zu stetig
steigenden Anforderungen an neue Sorten. Damit neue Sorten eine Anbauchance erhalten
konnen, muss sich die Apfelziichtung an den Anforderungen der Produzenten und
Konsumenten orientieren. Im Apfelziichtungsprogramm des Instituts fiir Obstziichtung
Dresden-Pillnitz an der Bundesanstalt fiir Ziichtungsforschung an Kulturpflanzen besteht die
Zielstellung daher in der Kombination von jéhrlich gleichméfBig hohen Ertrdgen, hoher
duBerer und innerer Fruchtqualitit sowie Resistenz gegeniiber wirtschaftlich bedeutsamen

biotischen Schaderregern und abiotischen Schadfaktoren (FISCHER 1999).

Im Allgemeinen basiert die Apfelziichtung auf der Selektion von Genotypen mit gewiinschten
Merkmalen bzw. Merkmalskombinationen aus genetisch variablen Kreuzungspopulationen
sowie in der Verwendung der ausgelesenen Genotypen als Kreuzungspartner fiir weitere
Kreuzungskombinationen. Die Eigenschaften des Bearbeitungsobjektes zeigen jedoch den
konventionellen Zuchtmethoden Grenzen auf und schrinken deren Moglichkeiten ein. Der
lange Reproduktionszyklus mit einer {iber drei bis sechs Jahre andauernden juvenilen Phase,
die strenge Allogamie und nicht zuletzt die Pflanzengrofe fithren zu einem hohen Aufwand
an Zeit, Fliche und Personal und begrenzen somit den Umfang der zu selektierenden
Populationen.

Die sinnvolle Integration biotechnologischer Methoden in den Zuchtprozess konnten diesen
effektiver gestalten und neue Moglichkeiten zur Verbesserung der Sorten erschlieBen.
Beispielsweise konnen homozygote Pflanzen, die nach spontaner oder induzierter
Diploidisierung von Haploiden erhalten werden, in dreifacher Hinsicht in der Ziichtung
genutzt werden — als reine Linien, zur Erzeugung genetischer Variabilitdt und als selektierte
"Elite-Linien" (PELLETIER 1998). Gerade selektierte homozygote Linien zur Herstellung von
Fi-Hybriden, welche beim Apfel direkt als Klonsorten genutzt werden kdnnen, stellen ein
effizientes Elternmaterial fiir die Kombinationsziichtung dar, da sie die gewlinschten Gene

mit jedem Gameten weitergeben und somit gezielt der Selektion nutzbar gemacht werden
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konnen. Haploide bzw. DH-Pflanzen konnen neben ihrer hervorragenden Eignung fiir
cytologische Studien, die zum besseren Verstindnis des Ursprungs der Maloideae beitragen,
auch sehr gut fiir molekularbiologische Untersuchungen zur Erstellung genetischer Karten als
Voraussetzung fiir die markergestiitzte Selektion eingesetzt werden.

Wie bei anderen Kulturpflanzen werden auch bei Apfel grole Hoffnungen in gentech-
nologische Verfahren gesetzt, um eine Verbesserung der Eigenschaften zu erzielen. Ihre
Anwendung ermoglicht es, nur einzelne Gene wie beispielsweise monogen vererbende
Resistenzen, die oft in Wildarten anzutreffen sind, in den Kulturapfel zu iibertragen, ohne
dass eine Neukombination der Erbanlagen stattfindet. Auf diesem Wege konnten die
Riickkreuzungsgenerationen eingespart werden, die nach der Kreuzung mit der
entsprechenden Wildart notwendig sind, um negative Merkmale wie Kleinfruchtigkeit zu
eliminieren. Da die gewiinschten Resistenzgene noch nicht zum Transfer bereitstehen, sind
die Bemiihungen derzeit darauf konzentriert, Schutzmechanismen in Form der Fahigkeit zur
Bildung von pathogenabwehrenden Proteinen aus nicht verwandten Organismen wie
Bakteriophagen, mykoparasitischen Pilzen und Insekten in das Kulturapfelgenom einzubauen
(NORELLI et al. 1994, 2000a, b, BOREISZA-WYSOCKA et al. 1999, HANKE et al. 1999, 2000,
Ko et al. 1999, BOLAR et al. 2000).

Als weitere Moglichkeit, zeitaufwindige Riickkreuzungen nach Introgression einzelner
Merkmale z. B. aus Wildarten zu vermeiden sowie als gleichzeitige Alternative zum
Gentransfer bietet sich die In-vitro-Mutagenese und die anschlieBende Selektion der

gewiinschten Klone an (SCHUM et al. 1999).

Voraussetzung fiir die Nutzung biotechnologischer Methoden in der Apfelziichtung ist jedoch
deren effiziente Beherrschung und die hinreichende Kenntnis der Eigenschaften der regene-
rierten Pflanzen. In der vorliegenden Arbeit soll versucht werden, iiber die Entwicklung von
geeigneten Markern Mdglichkeiten zur Losung zweier damit in Verbindung stehender Fragen
zu untersuchen — der Charakterisierung von Regeneraten aus der Haploidenkultur und der

Verbesserung der Regeneration aus somatischen Geweben.
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Charakterisierung von Regeneraten aus der
Haploidenkultur

2.1 Einleitung

Versuche zur Erzeugung homozygoter Pflanzen bei Apfel wurden sowohl auf dem Weg der
In-vivo-Gynogenese nach Bestdubung mit Markerpollen (LESPINASSE und GODICHEAU
1980) als auch unter Nutzung verschiedener biotechnologischer Methoden realisiert (HOFER
und LESPINASSE 1996).

Die androgenetische Induktion von Regeneraten iiber die In-vitro-Kultivierung von Antheren
oder isolierte Mikrosporen stellt gegenwirtig die effizienteste Methode dar (HOFER 1995,
1997, HOFER et al. 1999a). Obwohl die Methodik bereits bei einer Reihe von Kultur-
pflanzenarten angewendet worden ist, sind viele Prozesse, die widhrend der In-vitro-
Kultivierung ablaufen, noch ungeklért. Untersuchungen haben gezeigt, dass nicht in jedem
Fall die gewiinschten homozygoten Regenerate aus den in der Regel haploiden Mikrosporen
entstehen. Embryoid- und Sprossbildungen kénnen auch von unreduzierten diploiden
Mikrosporen oder — bei der Antherenkultur — von diploidem sporophytischen Gewebe
ausgehen (ZHANG und LESPINASSE 1992, MEYER et al. 1993, ZHONG et al. 1995).

Bei der Methode der In-situ-Parthenogenese, die von RAQUIN (1985) fiir Petunia entwickelt
worden ist, sollen Eizellen durch Bestdubung mit Pollen von Malus-Arten, welche homozygot
ein dominantes Markergen fiir Anthocyaninpigmentierung tragen, angeregt werden, sich zu
parthenogenetischen haploiden Embryonen zu entwickeln. Der Pollen selbst wird vorher
durch Behandlung mit ionisierender Strahlung oder chemischen Agenzien in seiner Vitalitét
so eingeschrinkt, dass er noch in der Lage ist, einen Pollenschlauch auszubilden, die Bildung
generativer Kerne aber unterbleibt. Der prizise Mechanismus der Haploideninduktion ist
jedoch auch hier noch ungekldrt (ZHANG und LESPINASSE 1991), und es muss mit der
Bildung von Regeneraten unerwiinschten Ursprungs gerechnet werden. So konnen trotz
vorausgesetzter Pollensterilitdt zygotische Embryonen entstehen. Die Erfahrungen zu dieser
Problematik haben gezeigt, dass die resultierenden Sidmlinge nicht in jedem Fall die
Rotfarbung in Bléttern und Stédngel exprimieren miissen (VERDOODT et al. 1998). Das

Selektionskriterium "Rotfarbung" ist daher relativ unsicher. Weiterhin muss die Moglichkeit
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der versehentlichen Bestdubung und Befruchtung mit unbekanntem Pollen beachtet werden,
auch wenn die blilhenden Zweige ab dem Ballonstadium mit insektensicheren Netzen
versehen werden. Obwohl trotz der angenommenen Selbstinkompatibilitit in der Regel eine
Kastration erfolgt, konnen Selbstbefruchtungen nie vollstindig ausgeschlossen werden.
AuBlerdem wiére die Bildung von diploiden heterozygoten Regeneraten aus somatischen
Zellen der Samenanlage sowie aus unreduzierten weiblichen Gameten denkbar.

Aufgrund der verschiedenartigen Ursprungsmoglichkeiten der Regenerate sowie ihrer mittels
Durchflusszytometrie nachgewiesenen Polyploidie (GEYSEN et al. 2000, HOFER 1994, HOFER

und GRAFE 2000) ist eine genetische Analyse durch geeignete Marker erforderlich.

Bei Uberlegungen zur Nutzung homozygoter Regenerate in der praktischen Ziichtung und in
genetischen Studien wird von einer zufélligen Verteilung der Allele der heterozygoten Eltern-
oder Donorgenotypen auf die haploiden Regenerate ausgegangen sowie das Auftreten von
gametoklonaler Variation vernachldssigt. Verschiedene Untersuchungen, in denen die fiir den
Homozygotienachweis genutzten Marker diesbeziiglich analysiert wurden, ergaben jedoch
kontrdre Ergebnisse. So wurden Aufspaltungen molekularer Marker, die von den theoretisch
erwarteten Verhdltnissen abwichen, in DH-Populationen bei Mais (BENTOLILA et al. 1992,
MURIGNEUX et al. 1993a), Gerste (POWELL et al. 1986, GRANER et al. 1991, HEUN et al.
1991, THOMPSON et al. 1991, ZIVY et al. 1992, KLEINHOFS 1993), Broccoli (ORTON und
BROWERS 1985), Pfeffer (LEFEBVRE et al. 1995), Reis (GUIDERONI et al. 1989, GUIDERONI
1991, YAMAGISHI et al. 1996), Weizen (BJORNSTAD et al. 1993, HENRY et al. 1993),
Deutschem Weidelgras (HAYWARD et al. 1990) und Solanum chacoense (RIVARD und SABA-
EL-LEIL 1994) beobachtet.

Der Begriff "gametoklonale Variation" kennzeichnet genetische Variationen, die wihrend der
In-vitro-Kultivierung gametischer Gewebe entstehen konnen (EVANS et al. 1984). Unerwar-
tete Phianotypen unter androgenetischen Regeneraten wurden beispielsweise bei Gerste (SAN
NOEUM und AHMADI 1982), Raps (HOFFMANN et al. 1982), Reis (CHEN et al. 1983),
Nicotiana sylvestris (DE PAEPE et al. 1981) und Lycopersicon peruvianum (SREE RAMULU
1982) gefunden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte zundchst eine moglichst einfache Methode fiir den
Homozygotietest entwickelt werden, mit der die Regenerate aus der Antheren- und
Mikrosporenkultur sowie der In-situ-Parthenogenese in jedem Entwicklungsstadium, d. h.
auch schon wiahrend der In-vitro-Kultur, untersucht werden konnten. Da ein hinreichender

Umfang an Antherenkulturregeneraten verfiigbar war, bestand aullerdem erstmals bei Apfel
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die Moglichkeit, die Aufspaltungsverhiltnisse der Marker zu analysieren und Aussagen zum

Auftreten von gametoklonaler Variation zu treffen.

Aufgrund ihrer kodominanten Vererbung, ihres hohen Polymorphiegrades, ihrer bei Apfel gut
untersuchten Genetik (u. a. CHEVREAU et al. 1985, CHEVREAU und LAURENS 1987,
MANGANARIS und ALSTON 1987, 1988a, b, 1992a, b, ¢, 1997, WEEDEN und LAMB 1987)
sowie ihrer einfachen Handhabung sind Isoenzyme als Marker fiir die Untersuchungen
gewdhlt worden. Isoenzyme wurden bereits bei anderen Pflanzenarten erfolgreich fiir
genetische Analysen von Regeneraten aus der Haploidenkultur angewendet (Bul DANG HA
und PERNES 1982, ROUX und ROUX 1983, ORTON und BROWERS 1985, GUIDERONI et al.
1989, POWELL et al. 1990, FOISSET et al. 1993, BOHANEC et al. 1995).

2.2 Material und Methoden

2.2.1 Markerentwicklung

2.2.1.1 Spaltungs- und Kopplungsanalysen

Pflanzenmaterial

Zum Auffinden spaltender Isoenzymloci und zur Charakterisierung ihrer Vererbung wurden
folgende Kreuzungsnachkommenschaften aus dem Apfelziichtungsprogramm des Instituts fiir
Obstziichtung Dresden-Pillnitz, die mdglichst viele der in der Haploidentechnik bearbeiteten

Genotypen als Eltern enthalten sollten, genutzt:

'Alkmene’ x  Pi-AS 43,31
'Antonowka' x 'Alkmene'

'Piglos’ x 'Pilot'

'Pikant' x 'Remo’

'Pinova' x 'Piglos'

'Releika’ x 'Diilmener Rosenapfel'
'Releika’ x 'Rewena'

'Remo’ x 'Piros'

Der Stichprobenumfang pro Kreuzung betrug 10 bis 15 Nachkommen.

Isoenzymanalysen
In den Nachkommenschaften der oben genannten Kreuzungen wurden die Enzymsysteme

Diaphorase (DIA, E.C.-Nr. 1.6.4.3 nach IUB 1984), Endopeptidase (ENP, E.C.-Nr. 3.4.9.9),
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Esterase (EST, E.C.-Nr. 3.1.1.1), Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT, E.C.-Nr. 2.6.1.1),
Isocitrat-Dehydrogenase (IDH, E.C.-Nr. 1.1.1.42), Leucin-Aminopeptidase (LAP, E.C.-Nr.
3.4.11.1), Malat-Dehydrogenase (MDH, E.C. Nr. 1.1.1.37), Malisches Enzym (ME, E.C.-Nr.
1.1.1.40), Peroxidase (PRX, E.C.-Nr. 1.11.1.7), 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (PGD,
E.C.-Nr. 1.1.1.44), Phosphogluco-Isomerase (PGI, E.C.-Nr. 5.3.1.9), Saure Phosphatase
(ACP, E.C.-Nr. 3.1.3.2), Shikimat-Dehydrogenase (SKD, E.C.-Nr. 1.1.1.25) und Superoxid-
Dismutase (SOD, E.C.-Nr. 1.15.1.1) untersucht.

Extraktion

Zur Herstellung der Extrakte wurden die jiingsten Blitter des Friihjahrsaustriebes von
Freilandbdaumen genutzt. Eine Menge von 200 mg des frischen oder kurzzeitig bei —20 °C
gelagerten Pflanzenmaterials wurde zur Verhinderung von phenolischen Oxidationen mit
100 mg PVP-40 versetzt und in 1 ml Extraktionspuffer mittels Morser und Pistill homo-
genisiert.

Der Extraktionspuffer wies folgende Zusammensetzung auf (mod., pers. Mitt. CHEVREAU
und GALLET 1992):

100 mM Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
100 mM Dinatriumdihydrogenphosphat-Dihydrat
5 mM Thioharnstoff
14,3 mM Mercaptoethanol
146 mM Saccharose
I % Albumin
0,05 % Triton X-100; 0,05 %ige Losung

pH = 7,5 (eingestellt mit I N NaOH)

Die Homogenate wurden 1 h bei 4 °C und 35000 x g zentrifugiert, die Uberstinde in

Eppendorf-Tubs pipettiert und bis zur Verwendung bei —20 °C gelagert.

Elektrophorese

Die Trennung aller Enzymsysteme mit Ausnahme der GOT erfolgte durch Isoelektrische
Fokussierung (IEF) in einer DESAPHOR HF Kammer der Firma Desaga, Heidelberg. In der
Herstellung der Gele (265 x 110 x 0,3 mm) wurde nach der sogenannten Klapptechnik
(RADOLA 1980) verfahren, bei der die Gellosung auf eine GelBond-PAG-Folie (Fa.
Pharmacia) aufpolymerisiert wird. Die Acrylamidkonzentration betrug 7,5 % T / 3 % C.
Weiterhin beinhalteten die Gele 15 % Glycerol und 7,5 % der handelsiiblichen 40 %igen
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Servalytlosungen (Serva). Die Anteile der einzelnen Servalytarten an der gesamten

Servalytmenge war abhéngig vom jeweils zu untersuchenden Enzymsystem:

e ACP, DIA, ENP, IDH, 41 % Servalyt pH 4-7
LAP, ME, PGD, PGI, SKD: + 59 % Servalyt pH 3-10
e EST: 5 % Servalyt pH 3-10

+ 36 % Servalyt pH 6-9
+  59% Servalyt pH 2-11

e MDH : 100 % Servalyt pH 3-10
e PRX: 100 % Servalyt pH 2-11

Nach dem Entliiften wurden der Gellosung als Katalysator der Co-Polymerisation zwischen
Acrylamid und Bis 0,055 % TEMED und 0,055 % Ammoniumperoxodisulfat zugesetzt. Die
Gele konnten nach einer zweistiindigen Polymerisationsdauer der GieBBvorrichtung
entnommen und entweder sofort genutzt oder in einer Feuchtekammer fiir maximal sieben
Tage bei 4 °C bis zur Verwendung auftbewahrt werden.

Fir die Trennung wurden mit den entsprechenden Elektrodenfliissigkeiten getrinkte
Filterpapierstreifen auf die obere bzw. untere Gelkante aufgelegt. Der Anodenpuffer bestand
aus 25 mM L-Asparaginsdure und 25 mM L-Glutaminséure; der Kathodenpuffer aus 25 mM
L-Arginin, 25 mM L-Lysin und 2 M Ethylendiamin (KINSKOFER und RADOLA 1981).

Nach einer einstiindigen Vorfokussierung bei 200 V wurden jeweils 10 ul der Extrakte unter
Nutzung eines Silikonlochbandes fiir 54 Proben auf das Gel appliziert. Der Abstand der
Applikationsstelle zur Kathode betrug fiir die PRX-Trennung 4,5 cm, fiir MDH und EST 2 cm
sowie fiir alle anderen Enzymsysteme 1 cm.

Bei einer Begrenzung der Stromstirke auf 20 mA und der Leistung auf 8 W wurde die
Spannung wihrend des Probeneinlaufes und der Fokussierung schrittweise wie folgt erhoht:

1h-200V,0,5h-400V,0,5h-800V,0,5h-1200V,2h-1600 V.

Die Trennung des Enzymsystems GOT wurde mittels vertikaler Polyacrylamidgel-
elektophorese (PAGE) unter Nutzung von zwei verschiedenen Protokollen, die jedoch
identische Ergebnisse lieferten, realisiert.

Die im Rahmen der Spaltungsanalysen durchgefiihrten Trennungen sowie die Untersuchung
der Parthenogenese- und Antherenkulturregenerate des Donors 'Remo’ erfolgten an der
Abteilung fiir Angewandte Genetik der Universitit Hannover in DESAPHOR-VA-Kammern
(Fa. Desaga). Die 1,5 mm dicken Gele wiesen eine Trennstrecke von 15 cm auf. Die

Acrylamidkonzentration betrug 8 % T / 3 % C. Nach dem Entliiften wurden dem im
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Elektrodenpuffer gelosten Acrylamid 6,2 % TEMED und 5,6 % Ammoniumperoxodisulfat
zugegeben. Der Elektrodenpuffer bestand aus 125 mM Tris / 19 mM Borséure (STEGEMANN
et al. 1983). Pro Gel wurden 24 Probeauftragetaschen geformt, in die jeweils 20 ul Extrakt
pipettiert wurden. Nach zehnminiitigem Einlaufen bei 25 mA erfolgte die Trennung bei
50 mA pro Gel und maximal 400 V sowie einer Temperatur von 4 °C. Die Trenndauer betrug
4 h.

Fiir die Untersuchungen der GOT in androgenetischen Regeneraten des Donors 'Rene’, die am
Institut fiir Obstziichtung Dresden-Pillnitz durchgefiihrt worden sind, kam eine
Elektrophoresekammer des Typs Mini-Protean-1I (Fa. Bio-Rad) zum Einsatz. Gel- und
Pufferzusammensetzungen wurden in Anlehnung an LAURENS (1986) modifiziert. Die
Trennstrecke der diskontinuierlichen, 1 mm dicken Gele betrug 7 cm. Das Trenngel wies eine
Acrylamidkonzentration von 9,5 % T / 4,8 % C auf. Als Trennpuffer wurde 90 mM Tris /
90 mM Borséure / 2,75 mM EDTA pH 8,3 verwendet; auBlerdem beinhaltete das Trenngel
0,005 % Triton X-100. Zur Polymerisation wurden der Trenngellosung nach dem Entgasen
0,15 % Ammoniumperoxodisulfat sowie 0,04 % TEMED zugesetzt. Nach dem Einfiillen in
die GieBkiivette erfolgte eine vorsichtige Uberschichtung der Trenngelldsung mit etwas
entionisiertem Wasser, das nach der Polymerisation wieder entfernt worden ist. Die
anschlieBend auf das Trenngel gegossene Sammelgellosung bestand aus 4,1 % T / 4,8 % C
Acrylamid, 125 mM Tris/HCI pH 6,8, 0,005 % Triton X-100 sowie 0,13 % Ammonium-
peroxodisulfat und 0,05 % TEMED (zugegeben nach vorherigem Entgasen). Jedes Gel besal3
zehn Probetaschen. Als Elektrodenpuffer diente eine 1:4-Verdiinnung einer Stammldsung aus
0,9 M Tris / 0,9 M HCI / 27,5 mM EDTA pH 8,3. Pro Probetasche wurden 10 pl Extrakt
eingegeben. Um ein Vermischen mit dem Elektrodenpuffer zu verhindern und die Eingabe zu
erleichtern, waren die Extrakte vorher zusétzlich mit 5 % Saccharose und 5 % einer 0,02
%igen Bromphenolblauldsung angereichert worden. Da die Elektrophoresekammer keine
eigene Kiihlmoglichkeit aufweist, wurde sie nach dem Auftragen der Extrakte in eine
Styroporkiste mit Kiihlgelkissen, die auf —20°C vorgekiihlt worden waren, gesetzt. Die
Elektrophorese erfolgte bei 200 V und 20 mA fiir 110 min.

Farbung und Fixierung

Im Anschluss an die Trennung erfolgte die Fiarbung der Gele auf die verschiedenen
Isoenzyme. Fiir die Fokussiergele wurde die Methode der direkten Visualisierung mit
mehrfach hoherer Konzentration der Farbelosungen als normalerweise iiblich angewendet

(KINZKOFER und RADOLA 1983), da traditionelle Farbetechniken mit oft ldngeren
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Inkubationszeiten aufgrund moglicher Auswaschung und Diffusion der I[soenzyme im Gel fiir
derartig diinne Gele nicht geeignet sind. Nachfolgend sind die fiir die einzelnen Enzyme
genutzten Farbelosungen, die mit Hilfe eines Glasstabes iiber die Gele gestrichen wurden,

sowie die Inkubationsbedingungen angefiihrt:

ACP (modifiziert nach CHEVREAU 1984):

Férbelosung: 6 ml 0,5M Natriumacetat pH 5,0
100 mg a-Naphthylphosphat
100 mg Fast Garnet GBC
24 ml entionisiertes Wasser

Inkubieren: 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur

DIA (mod., pers. Mitt. CHEVREAU und GALLET 1992):

Farbelosung: 4 ml 0,2 M Tris/HCI pH 8,0
60 ul  2,6-Dichloroindophenol (1 %ig)
25 mg NADH

2 ml MTT (1 %ig)
14 ml entionisiertes Wasser

Inkubieren: 45 min im Dunkeln bei Raumtemperatur

ENP (modifiziert nach CHEVREAU 1984):

Férbelosung: 6 ml 0,25 M Tris/Maleinséure pH 3,3
50 mg BANA, gelost in 1ml Methanol
30 mg Fast Black K
12 ml entionisiertes Wasser

Inkubieren: 45 min im Dunkeln bei Raumtemperatur

EST (mod., pers. Mitt. CHEVREAU und GALLET 1992):

Férbelosung: 19 ml 0,2 M Tris/HCI pH 6,0
40 mg o-Naphthylacetat (fiir a-EST) oder
B-Naphthylacetat (fiir B-EST), geldst in
1 ml Aceton
50 mg Fast Blue RR

Inkubieren: 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur
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IDH (mod., pers. Mitt. CHEVREAU und GALLET 1992):

Férbelosung: 4 ml 0,2 M Tris/HCI pH 8,0
80 mg DL-Isocitrat
0,2 ml 0,4 M MgCl,
10 mg NADP
1 ml NBT (1 %ig)
0,1 ml  PMS (1 %ig)
15 ml entionisiertes Wasser

Inkubieren: 45 min im Dunkeln bei Raumtemperatur

LAP (mod., pers. Mitt. CHEVREAU und GALLET 1992):

Férbelosung: 24 ml 0,5 M Tris/Maleinsédure pH 5,4
30 mg L-Leucin-B-naphthylamid, geldst in
1 ml Aceton
50 mg Fast Black K

Inkubieren: 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur

MDH (modifiziert nach BOURNIVAL und KORBAN 1987):

Férbelosung: 3 ml 0,2M Tris/HCI pH 8,0
6 ml 1M L-Apfelsidure pH 8,0 (NaOH)
4 ml 0,1 MNaCl
20 mg NAD
2 ml NBT (1 %ig)
0,2 ml  PMS (1 %ig)

Inkubieren: 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur

ME (modifiziert nach WEEDEN und LAMB 1987):

Firbeldsung: 17 ml 0,1 M Tris / DL-Apfelsiure pH 7,2
6 ml 1M L-Apfelsiure pH 8,0
1 ml 0,4M MgCl,
5 mg NADP
2 ml  MTT (1 %ig)
0,1 ml Meldola Blue (1 %ig)

Inkubieren: 45 min im Dunkeln bei Raumtemperatur
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PGD (mod., pers.Mitt. CHEVREAU und GALLET 1992):

Férbelosung: 4 ml 0,1 M Tris/DL-Apfelsiure pH 7,2
30 mg 6-Phosphogluconat
5 mg NADP
2 ml  MTT (1 %ig)
0,1 ml Meldola Blue (1 %ig)
14 ml entionisiertes Wasser

Inkubieren: 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur

PGI (mod., pers. Mitt. CHEVREAU und GALLET 1992):

Férbelosung: 10 ml 0,2 M Tris/HCI] pH 8,0
50 mg D-Fructose-6-phosphat
0,5 ml 0,4 M MgCl,
5 mg NADP
I ml NBT (1 %ig)
0,1 ml PMS (1 %ig)
10 ml entionisiertes Wasser
50 U  Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase,
unmittelbar vor Inkubation zugeben

Inkubieren: 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur

PRX (mod., pers. Mitt. CHEVREAU und GALLET 1992):

Férbelosung: 6 ml 0,5M Natriumacetat pH 5,0
25 mg 3-Amino-9-Ethylcarbazol, gelost in
2,5 ml Dimethyformamid
21,5 ml entionisiertes Wasser
1 ml Wasserstoffperoxid (3 %ig), unmittelbar vor
Inkubation zugeben

Inkubieren: 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur

SKD (modifiziert nach TANKSLEY und RICK 1980):

Férbelosung: 20 ml 0,1 M Tris/HCI pH 7,5
50 mg Shikimisdure
7,5 mg NADP
I ml MTT (1 %ig)
0,4 ml PMS (1 %ig)

Inkubieren: 45 min im Dunkeln bei Raumtemperatur

11
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SOD (mod., pers. Mitt. CHEVREAU und GALLET 1992):

Férbelosung: 20 ml 0,05 M K/Na,-phosphat pH 7,5
20 mg NAD
2 ml NBT (1 %ig)
80 ul TEMED
2 mg Riboflavin

Inkubieren: 20 min im Licht (100 W) bei Raumtemperatur

Die Fixierung der Fiarbungen in den Fokussiergelen erfolgte in einer Losung aus 7 %

Essigsdure und 3 % Glycerol fiir 10 min.

Die Farbung der fiir die Darstellung der GOT an der Universitdt Hannover verwendeten

Polyacrylamidgele wurde wie folgt durchgefiihrt (modifiziert nach JAASKA 1981):

Umpuffern: 20 min. in 0,1 M Tris/HCI pH 7,5

Substratlosung: 34 ml 0,1 M Tris/HCI pH 7,5
05 g PVP-40
8,5 ml 0,2 M L-Asparaginsdure pH 7,5
2,5 ml 0,2 M a-Ketoglutarat pH 7,5
5 ml 0,1 M Ca(NO3)2

Inkubieren: 10-15 min im Dunkeln bei 37 °C; Losung abgie3en

Férbelosung: 50 ml 0,1 M Tris/HCI pH 7,5
100 mg o-Dianisidin, tetrazotiert

Inkubieren: bis zum Abschluss der Farbung im Dunkeln bei 37 °C
unter leichtem Schiitteln

Zur Fixierung wurden die Gele in einer Losung aus 70 % Ethanol und 1 % Glycerol fiir

mindestens 2 h belassen.

Die am Institut fiir Obstziichtung Dresden-Pillnitz genutzten diskontinuierlichen Polyacryl-
amidgele wurden mittels nachstehender Rezeptur auf GOT gefirbt (mod., pers. Mitt.
CHEVREAU und GALLET 1992):

Umpuffern: 5 min. in 0,1 M Tris/HCI pH 7,5

Férbelosung: 60 mg L-Asparaginsiure
30 mg a-Ketoglutarat
20 ml entionisiertes Wasser,
pH 8,0 mit 1N NaOH einstellen, Zugabe von
30 mg Fast Blue BB

Inkubieren: 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur
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Die Farbungen wurden in einer Losung aus 7 % Essigsdure und 3 % Glycerol fiir 10 min

fixiert.

Dokumentation und Auswertung der Gele

Zur Dokumentation wurden die IEF-Gele mehrere Tage bei Raumtemperatur getrocknet. Die
PAGE-Gele wurden sofort nach der Fixierung zwischen zwei Cellophanfolien auf eine

Glasplatte aufgezogen und ebenfalls bei Raumtemperatur getrocknet.

Bei Zymogrammen, die deutlich in mehrere Aktivititszonen eingeteilt werden konnten,
wurden diese, beginnend mit der der Anode am nichsten liegenden Zone, in aufsteigender
Reihenfolge mit arabischen Ziffern bezeichnet. Fiir die Benennung der einzelnen zu einer
Aktivitdtszone gehdrenden Banden sind Kleinbuchstaben gewéhlt worden, wobei die am
weitesten gewanderte Bande mit a, die néchstfolgende mit b usw. charakterisiert wurde.

Die fiir die Aktivitidtszonen kodierenden Gene erhielten die gleiche Bezeichnung. Die
Darstellung erfolgte dabei nach den von ALSTON et al. (2000) vorgeschlagenen Regeln in
kursiver Schrift. Konnte nicht gesichert werden, dass ein in dieser Weise benannter Locus
einem in der Literatur bereits beschriebenen gleichnamigen Locus identisch war, wurde die

Ziffer der eigenen Locusbezeichnung in Klammern gesetzt.

Zur Unterstiitzung der Auswertung und Beschreibung der Zymogramme in IEF-Gelen wurde

der mit Hilfe einer Spezialelektrode ermittelte pH-Gradient genutzt.

Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Spaltungsergebnisse erfolgte fiir jeden spaltenden Locus
mittels des y*-Testes, mit welchem die Ubereinstimmung des erhaltenen Gesamt-
aufspaltungsverhiltnisses mit dem theoretischen genetischen Aufspaltungsverhiltnis bei einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % gepriift wurde.

Fiir die Kopplungsanalyse ist das Programm JoinMap 2.0 (STAM 1993, STAM und VAN
OOLJEN 1995) verwendet worden, mit dem die Priifung der Kopplung zweier Loci anhand des
LOD-Wertes erfolgt. Der LOD-Wert ist der log;o aus dem Quotienten der Wahrscheinlichkeit,
die sich fiir die beobachteten Daten unter Annahme des Maximum-Likelihood-
Rekombinationswertes bei Kopplung der betrachteten Loci ergibt, und der Wabhr-
scheinlichkeit, die sich ergibt, wenn angenommen wird, dass die Loci nicht gekoppelt
vorliegen (MORTON 1955). Aufgrund der relativ geringen Anzahl der Loci wurde als
Grenzwert fiir die Signifikanz einer Kopplung ein LOD-Wert von 3,0 gewéhlt. Bei zwei Loci
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entspricht dieser Wert etwa der Wahrscheinlichkeit von 0,001 und weist bei Uberschreitung
auf Kopplung hin.

2.2.1.2 Gewebespezifische Expression und Stabilitiit der spaltenden Loci

Nach der Ermittlung der spaltenden Loci, die unter Nutzung von Extrakten junger
Freilandblatter erfolgt war, sollte gepriift werden, ob diese Loci auch in In-vitro-Geweben
exprimiert werden. In diesem Zusammenhang mussten auch Erkenntnisse zur Stabilitit der
Expression im Verlauf entwicklungsphysiologischer Prozesse und unter dem Einfluss
verschiedener Kultivierungsbedingungen gewonnen werden. Aus diesen Griinden wurde das
nachfolgend aufgefiihrte Pflanzenmaterial mindestens dreimal analysiert und die erhaltenen

Zymogramme untereinander sowie mit den Zymogrammen der Spaltungsanalysen verglichen:

(1) In-vitro-Sprosse; kultiviert auf den Sprossvermehrungsmedien S1 und S2,
frisch etabliert bzw. seit mehr als einem Jahr in Vermehrung, jeweils 2, 4
und 6 Wochen nach der letzten Subkultur extrahiert

(2) einzelne Blitter dieser oben genannten In-vitro-Sprosse, ebenfalls ent-
nommen 2, 4 und 6 Wochen nach der letzten Subkultur

(3) Blitter veredelter Freilandbdume wihrend des Knospenaustriebs, des
Triebwachstums sowie nach Triebabschluss entnommen

(4) sich 6ffnende Blattknospen vorgetriebener Reiser

(5) sekundidre Embryoide und Keimblitter, Adventivknospen und regenerierte
Sprosse, entnommen wihrend des Regenerationsprozesses in-vitro-kul-
tivierter Antheren

Als Spendergenotypen fiir die unter den Punkten 1-4 genannten Pflanzenmaterialien dienten
die Sorten 'Alkmene', 'Remo’, 'Releika’, 'Pinova' und 'Golden Delicious' sowie die Wildform
Malus robusta 'Persicifolia’. Die androgenetischen Regenerate (5) stammten von 'Alkmene’,
'Remo' und 'Releika’. Die Zusammensetzung der Sprossvermehrungsmedien S1 und S2 ist in
Kap. 3.2.1, S. 82 beschrieben.

Die Isoenzymanalysen sind nach der in Kap. 2.2.1.1 beschriebenen Methodik durchgefiihrt
worden. Lediglich die Mazeration der androgenetischen Regenerate erfolgte aufgrund der

geringen Gewebemengen mittels eines speziellen Stofels direkt in Eppendorf-Tubs.
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2.2.1.3  Donorspezifische Marker

Die Bestimmung der Marker fiir die in der Haploidentechnik genutzten Donorgenotypen
erfolgte auf der Grundlage der Ergebnisse der Spaltungsanalysen sowie der Testung der
gewebespezifischen Expression und der Stabilitdt. Dabei wurden fiir die Markerermittlung

folgende Kriterien zugrunde gelegt:

(1) Heterozygotie im Donorgenotyp
(2) Auspriagung der spaltenden Allele schon in In-vitro-Geweben

(3) Variationsfreiheit der Bandenmuster wéihrend des Durchlaufens verschie-
dener Entwicklungsstadien und -prozesse sowie infolge sich &ndernder
Kulturbedingungen

(4) monogen vererbende Isoenzyme werden gegeniiber digen bedingten
Isoenzymen bevorzugt

2.2.2 Homozygotietest

Material

Das zu testende Pflanzenmaterial wurde nach vorliegenden Protokollen mittels Antheren-
kultur (HOFER 1995, 1997), Mikrosporenkultur (HOFER et al. 1999a) sowie auf dem Weg der
In-situ-Parthenogenese mit nachfolgender In-vitro-Kultur der unreifen Embryonen (HOFER et
al. 1999b) von Frau Dr. Hofer, Institut fiir Obstziichtung Dresden-Pillnitz, erzeugt und fiir die

Untersuchungen zur Verfiigung gestellt.

Antherenkultur

Das aus der Antherenkultur stammende Pflanzenmaterial ist getrennt nach Genotypen in Tab.
2.1 zusammengestellt worden. Es umfasste einerseits die verschiedenen Entwicklungsstadien
des Regenerationsprozesses, die sich der Bildung eines Primérembryoiden anschlieBen
konnen, d. h. sekundédre Keimblétter bzw. sekunddre Embryoide, Adventivknospen und aus
diesen Strukturen unmittelbar regenerierte Sprosse. Andererseits wurden In-vitro-Ver-
mehrungssprosse, die aus den regenerierten Sprossen gewonnen worden waren, bewurzelte
Sprosse wihrend der Uberfiihrungsphase sowie auf eigener Wurzel stehende Pflanzen aus
Gewichshaus und Freiland untersucht. Auch Pflanzenmaterial, welches bereits als Edelreis

auf eine Unterlage veredelt worden war, wurde in die Untersuchungen einbezogen.



Tab. 2.1:  Antherenkulturregenerate fiir den Homozygotietest.

Die Anzahl der Linien entspricht der Anzahl der Primdrembryoide, aus denen die Regenerate hervorgegangen sind.

Donor Jahr der Anzahl der Anzahl der untersuchten Regenerate
Inkulturnahme Linien
Unmittelbar Sprosse aus Bewurzeltes Insgesamt
regenerierte In-vitro- bzw. veredeltes
Strukturen Vermehrung Material

Alkmene 1992 — 2000 68 154 835 11 1000
Alkmene x Delbard | 1995 1 0 15 0 15
Releika 1991 1 9 20 0 29
Remo 1991 — 1997 12 70 143 12 225
Remura 1997 — 2000 5 0 109 0 109
Rene 1995 — 1999 22 63 456 0 519
Pi-A- 5,164 1994 — 1997 19 23 379 5 407
Pi-A- 15,38 1995 1 22 0 22
Pi-A- 16,97 1994 1 1 13 0 14
Pi-A- 24,45 1994 — 1997 6 69 0 78
Summe 136 329 2061 28 2418

91

¢ TALIdVY
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Mikrosporenkultur

Aus der Mikrosporenkultur wurden drei verschiedene Linien des Donors 'Rene' (2/97,
128/1/11/98, 113/1/98) mit jeweils 106, 32 und 27 Regeneraten getestet. Bis auf eine Blatt-
probe aus dem Freiland bestand das Untersuchungsmaterial aus In-vitro-Vermehrungs-

Sprossen.

In-situ-Parthenogenese

Das auf dem Weg der In-situ-Parthenogenese erzeugte Pflanzenmaterial umfasste insgesamt
21 griinlaubige Regenerationslinien. Davon entfielen elf auf den Spendergenotyp 'Alkmene’
(A1/1, A3/1, A4/2, A9/2, A12/4, Al14/4, A18/3, A20/2, A21/1, A26/2, A34/1) , acht auf
'Piglos' (P3/4, P5/1, P5/4/1, P5/4/11, P7/1, P12/1, P13/1, P15/1) und zwei auf 'Remo' (R6/1,
R7/1). Die von 'Alkmene' und 'Piglos' abstammenden Linien waren 1993 erzeugt worden, die
beiden 'Remo'-Linien dagegen 1994.

Alle Linien wurden zunichst unter Verwendung von In-vitro-Sprossen getestet. Spéter
erfolgten in Abhidngigkeit von der Verfligbarkeit der Linien bis zu zwei weitere
Untersuchungen an jungem Blattmaterial aus Gewichshaus und Freiland. Dariiber hinaus
wurde — ebenfalls anhand junger Blitter — die Bestimmung der Isoenzym-Phinotypen des

Bestdaubers Malus pumila var. Niedzwetskyana durchgefiihrt.

Das unter den einzelnen Erzeugungsmethoden beschriebene Pflanzenmaterial wird, wenn
keine Unterscheidung notwendig ist, im Verlauf der weiteren Darlegungen unabhédngig vom
untersuchten Regenerations-, Vermehrungs- oder Erhaltungsstadium zusammenfassend als

'Regenerat' bzw. 'Regenerate’ bezeichnet.

Marker

Fiir die Untersuchung von Regeneraten aus der Antheren- und Mikrosporenkultur erschien die
Anwendung eines einzigen Markers als ausreichend, sofern dieser in jedem
Entwicklungsstadium ohne Einschrinkungen eine eindeutige Charakterisierung zulieB3. Fiir
die Regenerate von 'Alkmene’, 'Alkmene' x 'Delbard', 'Releika’, Pi-A-5,164 und Pi-A-16,97
wurden daher die monogen vererbenden Marker Enp oder Lap-1 gewéhlt. Da beide Loci in
gleicher Weise uneingeschrinkt fiir Pi-A-24,45 einsetzbar sind, wurde ein Grofiteil der
Regenerate dieses Donors durch beide Marker untersucht. Damit war es mdglich, die
Ubereinstimmung der Ergebnisse zu priifen.

Der ebenfalls monogene und stabile Marker Got-(1) stand erst nach Etablierung der

entsprechenden Trennmethodik am Institut fiir Obstziichtung im Jahr 2000 fiir den
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routinemdfigen Einsatz zur Verfligung. Aus diesem Grund musste die Charakterisierung der
Regenerate von 'Remo' und 'Rene' zunéchst mit Hilfe des digen kodierten Isoenzyms Mdh-(3)
durchgefiihrt werden. War mittels Mdh-(3) kein eindeutiges Ergebnis erzielt worden, erfolgte
— zundchst 1998 an der Universitit Hannover und ab 2000 am Institut fiir Obstziichtung —
eine Nachuntersuchung auf Got-(1) fir die Linien, die bis dahin iiberlebt hatten. Alle
Regenerate der Linien beider Donoren, die erstmals in den Jahren 2000 und 2001 zur
Charakterisierung bereit standen, wurden sowohl fiir Mdh-(3) als auch fiir Got-(1) getestet.
Dartiber hinaus wurde Mdh-(3) zusétzlich fiir die Testung einer Vielzahl von Regeneraten der

Donoren Pi-A-5,164 und Pi-A-24,45 eingesetzt.

Die Regenerate aus der In-situ-Parthenogenese wurden auf Grund ihrer vielféltigeren
potentiellen Entstehungsmoglichkeiten grundsétzlich mit allen fiir den betreffenden Donor-
genotyp zur Verfiigung stehenden Markern getestet, obwohl bei einigen nicht in jedem Fall
ein eindeutiges Ergebnis zu erwarten war. In Ergdnzung zu den heterozygoten Markern
erfolgte auBerdem die Priifung homozygoter Loci, um eventuell versehentliche Fremd-

bestdubungen erkennen zu konnen.

Einen zusammenfassenden Uberblick iiber die in Abhiingigkeit von Erzeugungsmethode und

Donorgenotyp untersuchten Loci gibt Tab. 2.2.

Tab. 2.2: Marker fiir den Homozygotietest in Abhingigkeit von Donorgenotyp und Erzeu-
gungsmethode der Regenerate.

Donor Regenerate der Regenerate der
Antheren- und In-situ-
Mikrosporenkultur | Parthenogenese

'Alkmene’ Lap-1 Did", Lap-1, Pgi-(2)*

'Alkmene' x 'Delbard' | Enp

'Piglos’ Acp-(1)°, Acp-(2)°, Enp,
Got-(1), Sod-(2)

'Releika’ Enp

'Remo’ Mdh-(3), Got-(1) Acp-(1)°, Did®, Got-(1),
Mdh-(3), Prx-3*

'Rene’ Mdh-(3), Got-(1)

Pi-A-5,164 Enp, Mdh-(3)

Pi-A-15,38 Enp

Pi-A-16,97 Enp

Pi-A-24,45 Enp, Lap-1, Mdh-(3)

Verwendung von jungen Bléttern aus Gewéchshaus und Freiland
Verwendung von austreibenden Freilandknospen
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Isoenzymanalysen

Aufgrund ihrer geringen GroBe wurden sekunddre Keimblitter und Embryoide, Adventiv-
knospen sowie die Mehrzahl der unmittelbar regenerierten Sprosse vollstindig fiir die
Extraktion verwendet. Von In-vitro-Vermehrungssprossen wurden zwei bis drei z. T. mit
Internodienstiicken kombinierte Blatter extrahiert, widhrend von bewurzeltem bzw. ver-
edeltem Material ein bis zwei der jiingsten Blitter entnommen wurden. Mit Ausnahme der
Mazeration der in geringeren Mengen zur Verfligung stehenden In-vitro-Geweben, die
wiederum direkt in Eppendorf-Tubs erfolgte, wurden die Isoenzymanalysen nach dem in Kap.

2.2.1.1 beschriebenen Protokoll durchgefiihrt.

2.2.3 Spaltung der Marker bei Antherenkulturlinien

Auf der Grundlage der fiir die Markerloci Enp, Got-(1), Lap-1 und Mdh-(3) im
Homozygotietest erzielten Ergebnisse sollte gepriift werden, ob die Regeneration innerhalb
der Antherenkultur zufillig erfolgte oder ob Unterschiede in der Regenerationsfiahigkeit der
Gameten vorlagen. Dazu wurden fiir jeden Locus die absoluten Haufigkeiten der bei den
einzelnen Linien beobachteten Phénotypen ermittelt und die Spaltungsdaten unter Ver-
wendung des y*-Testes mit dem theoretischen Spaltungsverhiltnis von 1:1 verglichen.

In den Test sind nur Linien einbezogen worden, deren Regenerate einen einheitlichen
Phénotyp fiir den betreffenden Marker gezeigt hatten, d. h. keiner gametoklonalen Variation

unterworfen waren.

2.2.4 Gametoklonale Variation bei Antherenkulturregeneraten

Das Auftreten von gametoklonaler Variation wurde anhand der drei am héufigsten
untersuchten Loci Enp, Lap-1 und Mdh-(3) gepriift. Einen wesentlichen Anteil der Daten
lieferten die Phinotypen, die fiir die einzelnen Regenerate im Verlauf der Homozygotie-
testungen erhalten wurden. Dariiber hinaus wurden die Regenerate, soweit eine ausreichende
Extraktmenge vorhanden war, zusétzlich an den nicht fiir den Homozygotietest genutzten
Loci getestet. Einen zahlenmiBigen Uberblick iiber das am jeweiligen Locus analysierte
Pflanzenmaterial vermittelt Tab. 2.3.

Im Mittelpunkt der Betrachtungen stand sowohl die Einheitlichkeit der Regenerate innerhalb

einer Linie als auch das Auftreten unerwarteter Phénotypen.



Tab. 2.3: Pflanzenmaterial fiir die Untersuchung zum Auftreten von gametoklonaler Variation an den Loci Enp, Lap-1 und Mdh-(3).
Donor Enp Lap-1 Mdh-(3)
Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl Anzahl
Regenerate | Linien Linien mit | Regenerate | Linien Linien mit | Regenerate | Linien Linien mit
insgesamt | mit einem | mehreren | insgesamt | mit einem | mehreren | insgesamt | mit einem | mehreren
Regenerat | Regene- Regenerat | Regene- Regenerat | Regene-
raten raten raten
'Alkmene’ 450 6 31 1000 19 49 1017 19 50
'Alkmene' x 'Delbard' 15 0 1 15 0 1 15 0 1
'Releika’ 29 0 1 29 0 1 29 0 1
'Remo’ 103 1 5 218 1 9 225 3 9
'Remura’ 47 0 2 109 0 5 109 0 5
'Rene’ 337 0 17 466 0 21 521 0 22
Pi-A-5,164 407 2 17 394 0 16 405 2 17
Pi-A-15,38 22 0 1 22 0 1 22 0 1
Pi-A-16,97 15 0 1 12 0 1 14 0 1
Pi-A-24,45 78 1 5 69 0 5 77 0 5
Summe 1503 10 81 2334 20 109 2434 24 112
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2.3 Ergebnisse

2.3.1 Markerentwicklung

2.3.1.1 Spaltungs- und Kopplungsanalysen

Hinsichtlich spaltender Loci ergab die Auswertung der Zymogramme die nachfolgend darge-

stellten Ergebnisse.

Diaphorase (DIA)

Die Diaphorase exprimierte innerhalb der pH-Grenzen 4,5 und 8,0 sehr komplexe, aber
homogene Bandenmuster. Es wurden nur zwei variierende Banden a und b identifiziert, von
denen angenommen wurde, dass sie die Allele @ und b eines Locus darstellen. Die
Kombination beider Allele ergab in den betrachteten Kreuzungen die Phianotypenklassen [ab]
und [b], die in Abb. 2.1 als Foto sowie in Abb. 2.2 schematisch dargestellt sind. Da sich
innerhalb der Nachkommenschaft von 'Releika’ [ab] x 'Rewena' [ab] keine Aufspaltung zeigte
und in den Populationen von 'Antonowka' x 'Alkmene' sowie 'Releika’ x 'Diilmener
Rosenapfel' keine [a]-Phinotypen auftraten, wurde angenommen, dass dieser Locus in

duplizierter Form vorliegt.

L Dia

b ab b ab ab ab ab ab ab b ab

Abb. 2.1: Aufspaltung am duplizierten Locus Dia mit den Phénotypen [ab] und [b].

Die innerhalb der Nachkommenschaften beobachteten Phénotypenklassen kénnen durch
verschiedene Allelkombinationen im Genotyp der Eltern kodiert werden (Tab. 2.4). Fiir die
Analyse der Spaltungsdaten wurden beide Gene in jeder moglichen Kombination sowohl

gekoppelt vorliegend als auch frei spaltend betrachtet. Da in jeder Kombination der Kreuzung
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'Alkmene' x Pi-A-43,31 signifikante Abweichungen auftraten, kann von einem gestorten
Spaltungsverhiltnis ausgegangen werden. Der signifikante y>-Wert in 'Releika' x 'Diilmener
Rosenapfel' lehnt in allen Kombinationen eine Unabhingigkeit beider Gene ab. Die y*-Werte
der vom Typ her dhnlichen Kreuzung 'Antonowka' x 'Alkmene' sowie die der Kreuzungen
'Piglos' x 'Pilot' und 'Remo' x 'Piros' bekriftigen diese Vermutung bzw. stehen ihr nicht
entgegen. Die signifikanten Abweichungen in der Nachkommenschaft von 'Pikant' x 'Remo’
konnen aufgrund der in 'Remo' x 'Piros' erzielten Werte ebenfalls als gestortes

Spaltungsverhéltnis interpretiert werden. Ein gekoppeltes Vorliegen beider Gene ist somit

wahrscheinlich.
+ + +
a n - a ab b n - ab b -
Acp-(1) Acp-(2) Dia
+ +
a ab ac bc ¢ - a ab b -
Enp Got-(1)
+ + +
b bc c - a ab b n - ab b -
Lap-1 Prx-3 Sod-(2)
+ +

ab ac b bc
Pgi-(2) Mdh-(3)
Banden 1 und 2 = Allel a
Banden 2 und 5 = Allel b
Banden 4 und 6 = Allel ¢
Bande 3 = Hybridbande

[ab], [ac], [bc]

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der beobachteten Phinotypen (ohne Sekundérbanden).



Tab. 2.4: Spaltungsdaten und genetische Interpretation fiir Dia.

Erwartetes

Phénotypen der Eltern Phénotypen in der Genotypen Y
Nachkommenschaft der Eltern® Verhiiltnis
[ab] [b]
'Alkmene' [ab] x Pi-A-43,31 [b] 1 9 ab, bb x bb, bb 1:1 ¢ 6,40 *
ab, ab x bb, bb 1:1 ° 6,40 *
3:1 © 22,53
'Antonowka' [ab] x 'Alkmene' [ab] 10 4 ab, bb x ab, bb 3:1 ° 0,10
1:3 ¢ 16.01  ***
ab, bb x ab, ab 3:1 ° 0,10
7:1 ° 3,31
ab, ab x ab, bb 3.1 ° 0,10
7:1 © 3,31
'Piglos' [b] x Pilot' [ab] 6 9 bb, bb x ab, bb 1:1 ¢ 0,60
bb, bb x ab, ab 1:1 ° 0,60
3:1 © 9,80 **
'Pikant' [b] x 'Remo' [ab] 12 3 bb, bb x ab, bb 1:1 ¢ 540 *
bb, bb x ab, ab 1:1 ° 540 *
3:1 ° 0,20
'Pinova' [b] x 'Piglos' [b] - 15 bb, bb x bb, bb - -

HSSINGIDYH €T
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Tab. 2.4: Fortsetzung.

Erwartetes

Phénotypen der Eltern Phénotypen in der Genotypen %
Nachkommenschaft der Eltern® Verhiltnis
[ab] [b]
'Releika' [ab] x 'Diilmener Rosenapfel' [ab] 8 7 ab, bb x ab, bb 3.1 ° 3,76
1:3 ¢ 6,42 *
ab, bb x ab, ab 31 ° 3,76
7:1 ¢ 16.01 ***
ab, ab x ab, bb 3.1 ° 3,76
7:1 ° 16.01 ***
'Releika’ [ab] x 'Rewena' [ab] 15 - ab, bb x aa, bb — b -
ab, bb x aa, ab _ be -
ab, ab x aa, bb _ b -
'Remo’ [ab] x 'Piros' [b] 8 6 ab, bb x bb, bb 1:1 ¢ 0,29
ab, ab x bb, bb 1:1° 0,29
3:1 ¢ 2,38

) Gen 1, Gen 2 x Gen 1, Gen 2
beide Gene gekoppelt

beide Gene frei spaltend

* signifikant bei p < 0,05

**  signifikant bei p < 0,01

k- gignifikant bei p < 0,001
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Endopeptidase (ENP)

In den Zymogrammen zeigte sich nur eine Farbezone mit drei Bandenpositionen, welche den
Allelen a, b und c eines spaltenden Locus Enp entsprechen (Abb. 2.3). In Kombination der
Allele konnten insgesamt fiinf Phanotypenklassen beobachtet werden (Abb. 2.2). Anhand der
in der Nachkommenschaft von 'Alkmene' x Pi-A-43,31 erhaltenen Phinotypen und der
vergleichsweise schwachen Intensitédt der a-Bande bei Pi-A-43,31 ist das Vorhandensein eines
zusdtzlichen Nullallels #» an diesem Locus wahrscheinlich. Die in Tab. 2.5 dargestellten
Spaltungsdaten sind mit einer monogen disomen Vererbung vereinbar. Die geringfiigige
signifikante Abweichung vom erwarteten Spaltungsergebnis in einer von sieben Spaltungen

('Alkmene' x Pi-A-43,31) kann fiir die Interpretation der Vererbung vernachléssigt werden.

-4

el

H-l-.‘.q..‘- Y

c ab ¢ ac c¢ ac bc bc bc bc bc
Abb. 2.3: Aufspaltung am Locus Enp mit den Phinotypen [ab], [ac], [bc] und [c].

Esterase (EST)

Da Esterasen substratspezifisch reagieren konnen, wurden zwei verschiedene Firbungen
durchgefiihrt, in denen entweder a-Naphthylacetat oder B-Naphthylacetat getestet wurde.
Beide Farbungen zeigten dhnliche, sehr komplexe Zymogramme, deren Banden iiber das
gesamte Gel hinweg exprimiert wurden. Unterschiede zwischen den Zymogrammen beider
Esterasen bestanden nur in der Intensitit und Schirfe der Banden. Der anodischen Gelseite
konnten vier Aktivitdtszonen zugeordnet werden, deren Banden unterschiedliche Aktivitdten
aufwiesen. Unterschiede im Bandenmuster waren nur in schwach gefdarbten Bereichen
erkennbar, die sich aber nicht durch genetische Aufspaltungen erkliren lieBen. Im
kathodischen pH-Bereich 9,0-11,0 priagten die EST-Typen zwei moglicherweise genetisch
spaltende Zonen mit diffusen Banden auf sehr schnell anfirbendem Hintergrund aus. Eine
mehrfache Modifikation der Gelzusammensetzung und der Farbemethodik bewirkte jedoch
keine optische Verbesserung der Zymogramme. Um Fehlinterpretationen zu vermeiden,

wurde auf eine genetische Analyse verzichtet.



Tab. 2.5: Spaltungsdaten und genetische Interpretation fiir Enp.

Erwartetes

Phénotypen der Eltern Phénotypen in der Genotypen X
Nachkommenschaft der Eltern | Verhiltnis
[a] [ab] ~ [ac]  [bc] [c]

'Alkmene' [c] x Pi-A-43,31 [a] - - 1 — 9 cc x an 1:1 6,40 *
'Antonowka' [ac] x 'Alkmene’ [c] — - 7 — 7 ac x cc 1:1 0
'Piglos' [ac] x 'Pilot' [ac] 4 - 8 - 3 ac x ac 1:2:1 0,27
"Pikant' [¢] x '/Remo' [c] - - - - 15 ce x cc - -
'Pinova' [a] x 'Piglos' [ac] 4 - 11 - - aa x ac 1:1 3,27
'Releika' [ab] x 'Diilmener Rosenapfel' [ac] 2 5 4 4 - ab x ac 1:1:1:1 1,77
'Releika' [ab] x '"Rewena' [c] - - 4 11 - ab x cc 1:1 3,27
'Remo' [c] x 'Piros' [ac] — - 8 — 6 cc x ac 1:1 0,29

*  signifikant bei p < 0,05
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Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (GOT)

Die im Gegensatz zu den anderen Enzymen mittels PAGE aufgetrennte GOT zeigte drei
Zonen. Die Zone mit der grofiten Mobilitdt, GOT-1, wies Variationen auf, welche einer
genetischen Analyse unterzogen und dem Locus Got-(1) zugeordnet werden konnten.
Insgesamt wurden drei verschiedene Phinotypen ausgeprigt (Abb. 2.2 und 2.4). Wihrend die
beiden einbandigen Muster den Allelen a bzw. b in homozygotem Zustand entsprachen,
verdeutlichten drei Banden den dimeren Charakter des Isoenzyms mit einer zusdtzlichen
mittleren Hybridbande im heterozygoten Zustand. Die in Tab. 2.6 aufgefiihrten Spaltungs-

daten verweisen auf eine monogen disome Vererbung.

—_—— ‘t Got-(1)

+

ab a ab b ab b ab b ab b

Abb. 2.4:  Aufspaltungen am Locus Got-(1) mit den Phénotypen [a], [ab] und [b].

Isocitrat-Dehydrogenase (IDH)

Alle Elterngenotypen sowie die F;-Familien waren durch ein einheitliches zwdlfbandiges
Muster gekennzeichnet, das bei monogener Vererbung durch das Vorhandensein gleicher
homozygoter Allele, oder — im Fall von digener Vererbung — durch eine entsprechende
Allelkombination, welche phénotypisch zu "fixierter Heterozygotie" fiihrt, hervorgerufen

worden sein kOnnte.

Leucin-Aminopeptidase (LAP)
Die Zymogramme der LAP zeigten fliinf Aktivititszonen. Im pH-Bereich 4,5-4,9 befanden
sich eng aneinanderliegend die Zonen 1 und 2. Die iibrigen Zonen konnten nur sporadisch und

mit sehr unterschiedlichen Intensititen im pH-Bereich 5,0-6,0 beobachtet werden.



Tab. 2.6: Spaltungsdaten und genetische Interpretation fiir Got-(1).

Erwartetes

Phénotypen der Eltern Phénotypen in der Genotypen X
Nachkommenschaft der Eltern Verhiiltnis
[a] [ab] [b]
'Alkmene' [b] x Pi-A-43,31 [b] - - 10 bb x bb - -
'Antonowka' [ab] x 'Alkmene' [b] - 10 5 ab x bb I1:1 1,67
'Piglos' [ab] x Pilot' [b] - 4 11 ab x bb 1:1 3,27
'Pikant' [ab] x 'Remo' [ab] 5 9 1 ab x ab 1:2:1 2,73
'Pinova' [b] x 'Piglos' [ab] - 5 9 bb x ab 1:1 1,14
'Releika' [b] x 'Diilmener Rosenapfel' [b] - - 15 bb x bb — -
'Releika’ [b] x 'Rewena' [ab] - 8 7 bb x ab 1:1 0,07
'Remo' [ab] x 'Piros' [ab] 5 6 3 ab x ab 1:2.:1 0,86

8¢C
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Fiir eine genetische Analyse war nur die Zone 1 geeignet (Abb. 2.5). Sie wies zwei Haupt-
bandenpositionen auf, von denen nach Vergleich der eigenen Zymogramme mit den
Ergebnissen der Untersuchungen von MANGANARIS und ALSTON (1992a) angenommen
wurde, dass sie den von den genannten Autoren beobachteten Allelen b und ¢ entsprechen.
Aufgrund sekundéirer Banden an der Position der jeweils anderen Hauptbande, die jedoch nur
bei hohen Enzymaktivititen exprimiert wurden, war eine exakte Zuordnung nur unter

Beriicksichtigung der Intensitdtsunterschiede zwischen beiden Bandenarten moglich.

T N W L L

bc b b b b bc b bc b b b
Abb. 2.5:  Aufspaltung am Locus Lap-1 mit den Phéanotypen [bc] und [c].

Die Allele bildeten drei verschiedene Phidnotypen in den Nachkommenschaften aus (Abb.
2.2). Mit Ausnahme der Kreuzung 'Piglos' x 'Pilot' verweisen die in Tab. 2.7 ersichtlichen
Spaltungsdaten auf eine monogen disome Vererbung. Der Genotyp 'Pilot' zeigte trotz
mehrmaliger Auftrennung keine Aktivitdit am Locus Lap-1. Auch unter Zugrundelegung von

Nullallelen bei Pilot' ist das Spaltungsergebnis in 'Piglos' x 'Pilot' nicht erklarbar.

Malat-Dehydrogenase (MDH)

Die Banden der MDH konnten drei Aktivitdtszonen zugeordnet werden. Die im pH-Bereich
5,0-5,7 gelegene Zone 1 zeigte sechs bis acht sehr eng aneinanderliegende Banden unter-
schiedlicher Intensitdt und Schérfe, welche auf Grund dieser Eigenschaften sehr schwer
zuzuordnen waren und deshalb keiner Spaltungsanalyse unterzogen wurden. MDH-2 war bei
allen Genotypen durch eine einheitliche Doppelbande gekennzeichnet. Lediglich die nahe der
Kathode (pH 8,8-9,2) gelegene dritte Zone wies sehr gut auswertbare Variationen auf, wobei

zwei Phanotypen mit jeweils zwei bzw. drei Banden beobachtet wurden (Abb. 2.2 und 2.6).



Tab. 2.7: Spaltungsdaten und genetische Interpretation fiir Lap-1.

Phénotypen der Eltern Phénotypen in der Genotypen Erwartetes Y
Nachkommenschaft der Eltern Verhiltnis
[b] [be] [c]
'Alkmene' [be] x Pi-A-43,31 [be] - 8 2 be x be 1:2:1 3,20
'Antonowka' [b] x 'Alkmene' [bc] 10 4 - bb x bc 1:1 2,57
'Piglos' [b] x 'Pilot' [?] 5 - 10 bb x ? ? —
'Pikant' [b] x 'Remo' [b] 14 - — bb x bb — _
'Pinova' [bc] x 'Piglos' [b] 10 4 - bc x bb 1:1 2,57
'Releika' [b] x 'Diilmener Rosenapfel' [bc] 8 7 — bb x bc 1:1 0,07
'"Releika' [b] x 'Rewena' [b] 15 - - bb x bb - -
'Remo' [b] x "Piros' [b] 14 - - bb x bb - -
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Dabei entspricht das zweibandige Muster dem Allel b, wéhrend der dreibandige Phénotyp als
heterozygot durch die Allele a und b interpretiert werden kann. Da auch innerhalb der
Nachkommenschaften, in denen beide Eltern Heterozygotie aufwiesen, nur diese beiden
beschriebenen Phénotypen aufgetreten waren, ist eine monogene Vererbungsweise, bei der
auch [a]-Phinotypen entstehen miissten, auszuschlieBen. Die in Tab. 2.8 ersichtlichen Spal-
tungsdaten sind dagegen durch das Vorhandensein zweier Gene erkldrbar, wobei ver-
schiedene elterliche Genotypen fiir die in den Nachkommenschaften beobachteten
Phénotypen kombiniert werden konnten. Bei der Analyse der Spaltungen wurde dabei
wiederum zwischen der gekoppelten und der frei spaltenden Variante unterschieden.
Aufgrund des signifikanten y>-Wertes in der Kreuzung 'Releika' x 'Rewena’, der
ausschliellich bei der Priifung der frei spaltenden Genotypenkombinationen auftrat, kann
Kopplung beider Gene angenommen werden. In Abhédngigkeit von der Kombination
bekréftigen die in den librigen spaltenden Nachkommenschaften erzielten Ergebnisse diese

Hypothese bzw. stehen ihr nicht entgegen.

. ananasfaniAR
Lofegeaftnch

ab b ab b ab b ababab b ab b

Abb. 2.6: Aufspaltung am duplizierten Locus Mdh-(3) mit den Phénotypen [ab] und [b].

Malisches Enzym (ME)
Alle Fi-Familien einschlielich der Eltern zeigten das gleiche 13-bandige Zymogramm. Als
mogliche Ursachen fiir die fehlende Variabilitit konnen wiederum Homozygotie oder

"fixierte Heterozygotie" in allen Kreuzungsnachkommenschaften genannt werden.



Tab. 2.8: Spaltungsdaten und genetische Interpretation fiir Mdh-(3).

Erwartetes

Phénotypen der Eltern Phénotypen in der Genotypen Y
Nachkommenschaft der Eltern® Verhiltnis
[ab] [b]
'Alkmene' [b] x Pi-A-43,31 [b] - 10 bb, bb x bb, bb - -
'Antonowka' [b] x 'Alkmene' [b] - 14 bb, bb x bb, bb - -
"Piglos' [b] x 'Pilot' [b] - 15 bb, bb x bb, bb - -
'Pikant' [b] x 'Remo’ [ab] 7 8 bb, bb x ab, bb 1:1 ¢ 0,07
bb, bb x ab, ab 1:1° 0,07
3:1 ¢ 6,42 *
"Pinova' [ab] x 'Piglos' [b] 10 5 ab, bb x bb, bb 1:1 >e 1,67
ab, ab x bb, bb 1:1° 1,67
3:1 ¢ 0,56
'Releika' [ab] x 'Diilmener Rosenapfel' [ab] 12 3 ab, bb x ab, bb 3:1 ° 0,20
1:3 ° 24,20 *x*
ab, bb x ab, ab 3:1° 0,20
7:1 ¢ 0,77
ab, ab x ab, bb 3:1° 0,20
7:1 ¢ 0,77
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Tab. 2.8: Fortsetzung.

Phinotypen der Eltern

Erwartetes

Phénotypen in der Genotypen Y
Nachkommenschaft der Eltern® Verhiiltnis
[ab] [b]
'Releika' [ab] x 'Rewena’ [ab] 10 5 ab, bb x ab, bb 3:1 ° 0,55
1:3 ° 13,89 ***
ab, bb x ab, ab 3:1° 0,55
7:1 ¢ 528 *
ab, ab x ab, bb 3.1 ° 0,55
7:1 ° 528 *
'Remo' [ab] x 'Piros' [ab] 13 1 ab, bb x ab, bb 3:1 ° 2,39
1:3 ° 34,38 ¥k
ab, bb x ab, ab 3:1° 2,39
7:1 ¢ 0,37
ab, ab x ab, bb 3.1 ° 2,39
7:1 ° 0,37

’ Gen 1, Gen 2 x Gen 1, Gen 2
beide Gene gekoppelt

beide Gene frei spaltend

* signifikant bei p < 0,05

*** - signifikant bei p < 0,001
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Peroxidase (PRX)

Peroxidaseaktivititen waren sowohl auf der anodischen als auch auf der kathodischen
Gelhiélfte sichtbar. Die unmittelbar an die Anode angrenzenden Banden der Zone 1 (pH-
Bereich 2,0-2,5) waren fiir eine fehlerlose Auswertung zu schwach ausgeprigt. Die
nichstfolgenden zwischen den pH-Punkten 3,0 und 3,5 liegenden Banden konnten zwei
verschiedenen Zonen zugeordnet werden. Zone 2 war bei allen Eltern und ihren
Nachkommenschaften einheitlich durch eine Bande gekennzeichnet. Variationen im
Bandenmuster traten dagegen innerhalb der dritten Zone auf, wobei drei verschiedene
Phéinotypen (Abb. 2.2 und 2.7) beobachtet werden konnten, die durch Spaltung der beiden
monomeren Allele ¢ und b unter Beteiligung eines Nullallels erklidrbar sind. Bis auf die
beobachtete signifikante Abweichung in der Nachkommenschaft von 'Alkmene' x Pi-A-43-31
entsprachen die Ergebnisse den erwarteten Spaltungsverhéltnissen, die einen monogenen

Erbgang verdeutlichen (Tab. 2.9).

— — T — Prx-3

ab a a a a ab a ab a a ab

Abb 2.7: Aufspaltung am Locus Prx-3 mit den Phénotypen [a] und [ab].

Zwei weitere Zonen zeigten sich bei pH 4,0 und 5,5 mit je einer nur teilweise vorhandenen
Bande unterschiedlicher Intensitit sowie zwei bis mehreren sehr schwachen Banden, die
jedoch ebenfalls nur gelegentlich sichtbar waren. Dariiber hinaus traten auf der kathodischen
Gelhilfte mehrere Banden auf, die nicht analysiert wurden, da sie bei einer Reihe von

Kreuzungsnachkommen nur eine sehr geringe Intensitit aufwiesen.



Tab. 2.9: Spaltungsdaten und genetische Interpretation fiir Prx-3.

Erwartetes

Phénotypen der Eltern Phénotypen in der Genotypen x
Nachkommenschaft der Eltern Verhiiltnis
[a] [ab] [b] [n]

'Alkmene' [a] x Pi-A-43,31 [ab] 10 — - - aa x ab 1:1 10 **
'Antonowka' [ab] x 'Alkmene' [a] 9 5 — ab x aa 1:1 1,14
'Piglos' [a] x 'Pilot' [a] 12 — — 3 an x an 3:1 0,20
'Pikant' [ab] x 'Remo' [ab] 5 7 3 - ab x ab 1:2:1 0,87
'Pinova' [a] x 'Piglos' [a] 15 — - aa X an — _
'Releika' [a] x 'Diilmener Rosenapfel' [a] 15 — — - aa x aa - -
'Releika' [a] x 'Rewena' [ab] 6 9 - - aa x ab I:1 0,60
'Remo' [ab] x 'Piros' [a] 4 10 — — ab x aa 1:1 2,57

**  signifikant bei p < 0,01
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6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (PGD)

Alle Eltern und die Nachkommenschaften der Kreuzungen zeigten zwolf eng beieinander
liegende intensive Banden im pH-Bereich 5,0-6,0. Wie im Fall der IDH konnten diese
invariablen Zymogramme durch das Vorhandensein gleicher homozygoter Allele bei
monogener Vererbung oder durch "fixierte Heterozygotie" bei digener Vererbung hervor-
gerufen worden sein. In Richtung Anode und Kathode angrenzende diffuse und schwache

Banden wurden trotz moglicher Variabilitét keiner Spaltungsanalyse unterzogen.

Phosphogluco-Isomerase (PGI)

Die Aktivititen der PGI erstreckten sich iiber einen pH-Bereich von 5,2-7,0 und konnten vier
Féarbezonen zugeordnet werden. Die der Anode am néchsten liegende Zone war bei allen
Elterngenotypen und den Nachkommenschaften durch den gleichen dreibandigen Phinotyp
gekennzeichnet. In der nichstfolgenden zweiten Zone zeigten sich insgesamt sechs
Bandenpositionen, die paarweise gruppiert von den drei Allelen a, b und ¢ kontrolliert
wurden, wobei sich die zweite Bande von Allel ¢ und die erste Bande von Allel b im
Zymogramm iiberlagerten. Allein oder in Kombination ergaben die Allele fiinf verschiedene

Phénotypen (Abb. 2.2 und 2.8).

b ac ab bc ab abbc bc ab b b

Abb. 2.8:  Aufspaltung am Locus Pgi-(2) mit den Phianotypen [ab], [ac], [b] und [bc].

Da die Bande an Position 3 nie allein bzw. in einem zweibandigen (homozygoten) Muster,
sondern stets in den heterozygoten Phanotypen auftrat, wurde auf eine dimere Struktur des
Isoenzyms mit Ausbildung eben dieser Hybridbande geschlossen.

Aufgrund der Lage der einzelnen zu den verschiedenen Allelen gehdrenden Banden und der
geringen Abstdnde zwischen den einzelnen Bandenpositionen ergaben sich keine unterschied-
lich positionierten Hybridbanden, so dass Bande 3 gleichzeitig die Hybridbande fiir die Phi-
notypen [ab], [ac] und [bc] darstellte.



Tab. 2.10: Spaltungsdaten und genetische Interpretation fiir Pgi-(2).

Erwartetes

Phénotypen der Eltern Phénotypen in der Genotypen X
Nachkommenschaft der Eltern | Verhiltnis

[ab] [ac] [b] [be] [c]
'Alkmene' [be] x Pi-A-43,31 [be] - - - 4 6 be x be 1:2:1 7,60 *
'Antonowka' [ab] x 'Alkmene' [bc] 3 4 2 5 - ab x bc 1:1:1:1 1,43
'Piglos' [b] x 'Pilot' [b] - - 15 - - bb x bb - -
"Pikant' [b] x '"Remo' [b] - - 15 - - bb x bb - -
'Pinova' [bc] x 'Piglos' [b] — - 7 8 - bc x bb 1:1 0,07
'Releika’' [bc] x 'Diillmener Rosenapfel' [bc] — - 9 1 5 bc x be 1:2:1 14,92 #**
'Releika' [bc] x '"Rewena' [be] - - 5 4 6 bc x be 1:2:1 3,27
'Remo' [b] x "Piros' [b] - - 14 - - bb x bb - -

* signifikant bei p < 0,05
**%  gignifikant bei p < 0,001

HASSINGHADYH €°¢

LE



38 KAPITEL 2

Die errechneten Signifikanzen in den Kreuzungen 'Alkmene' x Pi-A-31,31 und 'Releika’ x
'Diilmener Rosenapfel' konnten durch Gameten- bzw. Zygotenselektion bedingt sein (Tab.
2.10). Solche Abweichungen werden in der Spaltungsanalyse in Isoenzymuntersuchungen in
der Literatur hiufiger festgestellt. Die drei iibrigen Kreuzungen sind mit einem monogenen
Erbgang vereinbar. Als Arbeitshypothese soll zundchst an der monogenen Vererbung
festgehalten werden. Eine endgiiltige Kldrung ist nur an einem groferen Pflanzenmaterial
moglich.

Die beiden weiteren Farbezonen der PGI-Zymogramme waren fiir die Durchfiihrung von
Spaltungsanalysen ungeeignet. Zone 3 bestand in allen Pflanzen nur aus einer einzelnen
Bande. Die Variationen der weniger intensiv gefirbten Zone 4, in der sich entweder ein
dreibandiger oder ein einbandiger Phinotyp zeigte, konnten auf Grund der in Richtung

Kathode sehr stark abfallenden Intensitét nicht ausgewertet werden.

Saure Phosphatase (ACP)
ACP-Zymogramme wiesen nahezu iiber die gesamte Trennstrecke hinweg Aktivititen auf, die

besonders im pH-Bereich 4,5-5,5 zahlreich und eng beieinander lagen.

ab ab ab a a b a ab a b ab

Abb. 2.9:  Aufspaltung am Locus Acp-(2) mi den Phianotypen [a], [ab] und [b]. Der in Rich-
tung Anode angrenzende Locus Acp-(1) zeigt Phianotyp [a].



Tab. 2.11: Spaltungsdaten und genetische Interpretation fiir Acp-(1).

Erwartetes

Phénotypen der Eltern Phénotypen in der Genotypen X
Nachkommenschaft der Eltern Verhiiltnis
[a] [n]
'Alkmene' [n] x Pi-A-43,31 [a] 4 6 nn X an 1:1 0,40
'Antonowka' [a] x 'Alkmene' [n] 14 — aa x nn - -
'Piglos' [a] x 'Pilot' [a] 9 6 an x an 3:1 1,80
'Pikant' [n] x 'Remo’ [a] 10 5 nn X an 1:1 1,67
'Pinova' [n] x 'Piglos' [a] 8 7 nn X an 1:1 0,07
'Releika' [n] x 'Diilmener Rosenapfel' [a] 8 7 nn X an 1:1 0,07
'Releika’ [n] x 'Rewena' [n] - 15 nn x nn - -
'Remo' [a] x 'Piros' [a] 14 - an x aa - -
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Tab. 2.12: Spaltungsdaten und genetische Interpretation fiir Acp-(2).

Phinotypen der Eltern

Erwartetes

Phénotypen in der Genotypen Y
Nachkommenschaft der Eltern Verhiltnis
[a] [ab] [b] [n]

'Alkmene' [n] x Pi-A-43,31 [b] - - 10 - nn x bb - -
'Antonowka' [a] x 'Alkmene' [n] 14 - - - aa x nn - -
'Piglos' [a] x 'Pilot' [a] 12 - — 3 an x an 3:1 0,07
'Pikant' [ab] x 'Remo' [a] 6 9 - - ab x aa 1:1 0,60
'Pinova' [ab] x 'Piglos' [a] 7 4 4 — ab x an 2:1:1 0,07
'Releika' [a] x 'Diilmener Rosenapfel' [ab] 7 5 3 — an x ab 2:1:1 0,60
'Releika' [a] x 'Rewena' [n] 5 — - 10 an x nn I:1 1,67
'Remo' [a] x 'Piros' [ab] 7 7 - - aa x ab 1:1 0

114
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In diesem Bereich waren einige Variationen sichtbar, die jedoch nicht alle auf genetisch
spaltende Allele zuriickzufiihren waren. Nur die der Anode am néchsten liegenden Banden
schienen trotz geringerer Intensitdten flir eine genetische Analyse geeignet. Die Variationen
wurden auf das Vorhandensein zweier Loci Acp-(1) und Acp-(2), die mit ihren beobachteten
Phanotypen in den Abb. 2.2 und 2.9 dargestellt worden sind, zuriickgefiihrt.

Am Locus Acp-(1), der an pH 4,5 im Gel zu erkennen war, konnte mit unterschiedlicher, von
der Kreuzungskombination abhingigen Frequenz eine einzelne Bande beobachtet werden.
Unter der Voraussetzung der gleichzeitigen Existenz eines Nullallels » wurde angenommen,
dass diese Bande dem Allel a entspricht. Die Spaltungsdaten in Tab. 2.11 entsprechen dieser
Vermutung und verweisen auf einen monogenen disomen Erbgang.

Aus den Variationen an den nichstfolgenden zwei Bandenpositionen (pH 4,6-4,8) wurde auf
den zweiten Locus Acp-(2) mit den beiden aktiven Allelen @ und b sowie einem Nullallel n
geschlossen. Die in Tab. 2.12 angegebenen Frequenzen der auftretenden drei phanotypischen

Bandenmuster [a], [b] und [ab] verdeutlichen wiederum einem monogen disomen Erbgang.

Shikimat-Dehydrogenase (SKD)
Auch fiir die SKD konnte keine Spaltungsanalyse durchgefiihrt werden. Alle Kreuzungs-
nachkommenschaften wiesen ein zehnbandiges Zymogramm ohne Unterschiede in den

Bandenpositionen auf.

Superoxid-Dismutase (SOD)

Die SOD-Zymogramme umfassten eine Zone mit einem invariablen flinfbandigen Muster
sowie eine sich in Richtung Kathode anschlieBende zweite Zone, die durch eine oder zwei
intensive Hauptbanden bei pH 5,3 bzw. 5,4 charakterisiert war. Beide Bandenpositionen
wurden als die Allele @ und b interpretiert und bildeten die beiden beobachteten
Phinotypenklassen [ab] und [b], die in den Abb. 2.2 und 2.10 dargestellt sind. Allel a besal}
drei der Anode zugewandte schwéchere sekundidre Banden, die mit der ersten Zone
tiberlappten. Die Ergebnisse der Spaltungsanalyse sind in Tab. 2.13 aufgefiihrt und deuten
aufgrund der fehlenden Aufspaltung in der Nachkommenschaft von 'Releika’ x 'Rewena’
sowie der nicht vorhandenen [a]-Phdnotypen in der Kreuzung 'Releika'’ x 'Diillmener
Rosenapfel' auf einen digenen Vererbungsweg. Wie im Fall der spaltenden Isoenzyme Dia
und Mdh-(3) konnten mehrere elterliche Genotypenkombinationen flir die Ausprdagung der

Phénotypen in den Nachkommenschaften in Betracht gezogen werden.



Tab. 2.13: Spaltungsdaten und genetische Interpretation fiir Sod-(2).

Erwartetes

Phénotypen der Eltern Phénotypen in der Genotypen X
Nachkommenschaft der Eltern® Verhiltnis
[ab] [b]
'Alkmene' [b] x Pi-A-43,31 [b] - 10 bb, bb x bb, bb - -
'Antonowka' [ab] x 'Alkmene' [b] 5 9 ab, bb x bb, bb 1:1 ¢ 0,14
ab, ab x bb, bb 1:1° 0,14
3:1 ¢ 11,52 ***
'Piglos' [ab] x 'Pilot' [b] 6 9 ab, bb x bb, bb 1:1 ¢ 0,60
ab, ab x bb, bb 1:1° 0,60
3:1 ¢ 9,80  **
'Pikant' [ab] x 'Remo' [b] 7 8 ab, bb x bb, bb 1:1 >e 0,07
ab, ab x bb, bb 1:1° 0,07
3:1 ¢ 642 *
'Pinova' [b] x 'Piglos' [ab] 4 11 bb, bb x ab, bb 1:1 >e 3,27
bb, bb x ab, ab 1:1° 3,27
3:1 ¢ 18,69 ***
'Releika' [ab] x 'Diilmener Rosenapfel' [ab] 14 1 ab, bb x ab, bb 3.1 ° 2,69
1:3 ¢ 37,36 ***
ab, bb x ab, ab 3:1 ° 2,69
7:1 ¢ 0,47
ab, ab x ab, bb 3:1° 2,69
7:1 ¢ 0,47
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Tab. 2.13: Fortsetzung.

Phénotypen der Eltern Phénotypen in der Genotypen Erwartetes
Nachkommenschaft der Eltern Verhiltnis
[ab] [b]
'Releika' [ab] x 'Rewena' [ab] 15 - ab, bb x aa, bb - b
ab, bb x aa, ab _ b
ab, ab x aa, bb — b
"Remo' [b] x 'Piros' [b] - 14 bb, bb x bb, bb -

Gen 1, Gen 2 x Gen 1, Gen 2
beide Gene gekoppelt

beide Gene frei spaltend

* signifikant bei p < 0,05

**  signifikant bei p < 0,01

**% gignifikant bei p < 0,001

HASSINGIDYH €T

134



44 KAPITEL 2

SOD-1

b b b abab b b ab b ab b

Abb. 2.10: Aufspaltung am duplizierten Locus Sod-(2) mit den Phianotypen [ab] und [b].

Die Priifung auf freie Spaltung beider Gene ergab in allen fiinf spaltenden Nachkommen-
schaften signifikante Abweichungen von den erwarteten Verhéltnissen. Damit ist auch bei

diesem Isoenzym das Vorliegen einer Kopplung beider Gene sehr wahrscheinlich.

Die Priifung auf Kopplung der Loci ergaben fiir alle paarweisen Vergleiche jeder Population

LOD-Werte unter 3,0. Die Loci liegen somit ungekoppelt vor.

2.3.1.2 Gewebespezifische Expression und Stabilitiit der spaltenden Loci

Erwartungsgemdll wurden die Bandenmuster der spaltenden Loci aller Enzyme bei
Verwendung der jungen Blitter von Freilandbdumen wihrend des Knospenaustriebs mit der
hochsten Intensitdt ausgeprdgt. Ebenso intensive Bandenmuster konnten auch bei sich
offnenden Blattknospen vorgetriebener Reiser festgestellt werden, wobei hier jedoch bei
Acp-(1) und Acp-(2) relativ hohe Intensitdtsschwankungen zu verzeichnen waren, die die
Auswertung oftmals erschwerten. Mit fortschreitender Vegetationsperiode nahm die Intensitat
der Banden in Abhingigkeit vom Enzym zwar mehr oder weniger stark ab, die
genotypspezifischen Bandenmuster blieben jedoch erhalten. Mit Ausnahme der beiden ACP-
Isoenzyme konnte bei Extraktion der jiingsten, sich noch im Wachstum befindlichen Blétter
bis in den Spatsommer hinein deutliche und reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden. Nach
Triebabschluss hatten die Enzyme ihre Aktivitdt verloren, nur Mdh-(3) exprimierte noch

gelegentlich die genotypspezifischen Banden.

Die Untersuchung von unterschiedlichem In-vitro-Material ergab, dass Dia und Prx-3 als
Marker fiir diese Gewebe ungeeignet sind. Wahrend bei Dia das a-Allel nicht oder nur dulerst
schwach ausgeprigt wurde, zeigte Prx-3 an beiden Bandenpositionen keine Aktivititen. Die

genotypspezifischen Muster von Acp-(1) und Acp-(2) waren nur in sekundidren Embryoiden
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bzw. Keimblittern intensiv ausgeprigt. Alle anderen In-vitro-Gewebe zeigten fiir beide Loci
iiberwiegend nur duBerst schwache, kaum auswertbare Banden.

Die spaltenden Zonen der Enzyme ENP, GOT, LAP, MDH, PGI und SOD erwiesen sich, mit
gewissen Einschriankungen, als geeignet fiir die Untersuchung von In-vitro-Material. Die
hochsten Intensitdten waren wiederum bei sekunddren Embryoiden und Keimblittern sowie
bei Adventivknospen zu beobachten. Frisch regenerierte Sprosse sowie In-vitro-
Vermehrungssprosse zeigten, solange sie sich in gutem physiologischen Zustand befanden,
gut sichtbare und stabile Banden in den spaltenden Zonen. Glasigkeit der Regenerate
beeinflusste nur den Locus Pgi-(2) negativ, der in derartigen Geweben nur dullerst schwache
oder gar keine Banden ausbildete. In einer Reihe von sekunddren Embyoiden bzw.
Keimblittern, Adventivknospen, unmittelbar regenerierten und in-vitro-vermehrten Sprossen,
die optisch eine gute Vitalitit aufwiesen, konnte in den Zymogrammen der Zone MDH-3 eine
zusitzliche, zwischen den beiden Banden des b-Allels gelegene Bande beobachtet werden.
Diese Bande zeigte stets eine etwas geringere Intensitét als die Banden der beiden Allele und
iibte in keinem Fall einen Einfluss auf deren Auspragung auf.

Die Qualitdt der Zymogramme innerhalb einer Subkultur nahm mit zunehmendem Alter der
Sprosse ab. War die Analyse von vier Wochen alten Sprossen fiir die Mehrzahl der Isoenzyme
gut moglich, so waren nach sechs Wochen kaum noch Aktivititen vorhanden. Die Aktivitit
von Sod-(2) hing am deutlichsten vom Alter der Sprosse ab. Hier konnten zufriedenstellende
Intensitidten nur wihrend der unmittelbaren Sprossregeneration sowie nach zweiwdchiger
Subkulturdauer, d. h. wdhrend intensivsten Wachstums beobachtet werden. Die Analyse
einzelner Blitter erwies sich im Gegensatz zu der ganzer Sprosse als weniger glinstig, da die
genotypspezifischen Banden zwar vorhanden, aber oftmals deutlich schwécher bzw.
besonders im Falle der Entnahme nach vier- und sechswdchiger Subkultur {iberhaupt nicht
sichtbar waren.

Die Ndhrmedienzusammensetzung {ibte, ungeachtet der Art des In-vitro-Materials, keinen
Einfluss auf die quantitative und qualitative Bandenexpression der spaltenden Loci der ENP,
GOT, LAP, MDH, PGI und SOD aus. Ebenso bestanden keine Unterschiede zwischen frisch
etablierten In-vitro-Sprossen und solchen, die sich seit mehr als einem Jahr in Kultur
befanden.

Basierend auf den beschriebenen Beobachtungen ergaben sich fiir die Anwendung der Loci
als potentielle Marker hinsichtlich des zu untersuchenden Pflanzenmaterials die in Tab. 2.14

zusammengefassten Einsatzmdglichkeiten.
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Tab. 2.14 :

KAPITEL 2

Isoenzymloci und ihre gewebespezifischen Einsatzmoglichkeiten.

Locus Pflanzenmaterial Anmerkungen
Enp, alle In-vitro-Entwicklungsstadien Sod-(2) nur wihrend hochster
Got-(1), wihrend der Antheren- und Wachstumsintensitét des In-
Lap-1, Mikrosporenkultur einschlieBlich der | vitro-Materials
Mdh-(3), In-vitro-Vermehrung
Pgi-(2), Pgi-(2) nicht bei Glasigkeit
Sod-(2) regenerierende und sich vermehrende |des In-vitro-Materials
In-vitro-Sprosse wihrend und nach
der Kultur unreifer Embryonen bzw.
Kotyledonen im Anschluss an die
In-situ-Parthenogenese
junges Blattmaterial wihrend der
Uberfiihrungsphase sowie aus
Gewichshaus und Freiland
Dia, junges Blattmaterial aus Gewiachshaus
Prx-3 und Freiland
Acp-(1), unmittelbar austreibende Knospen aus | mehrere Proben pro Pflanze
Acp-(2) dem Freiland untersuchen

2.3.1.3 Donorspezifische Marker

Anhand der Ergebnisse der Spaltungsanalysen und der Untersuchungen zur gewebespezi-

fischen Expression und Stabilitdt der Loci wurden fiir die einzelnen Donorgenotypen die spe-

zifischen Marker ermittelt, die in Tab. 2.15 mit ihren phénotypischen und genotypischen Er-

scheinungsbildern im Donor und den sich daraus ergebenden moglichen Phénotypen im

Regenerat zusammenfassend dargestellt sind. Aufgrund der Heterozygotie des betreffenden

Isoenzyms standen pro Donor ein bis sechs Marker fiir den Homozygotietest zur Verfiigung.

Infolge der gewebespezifischen Expression und der Stabilitdt ergaben sich jedoch fiir Acp-(1),
Acp-(2), Dia, Pgi-(2), Prx-3 sowie Sod-(2) Einschrankungen in der Anwendung.




Tab. 2.15: Donorspezifische Marker fiir den Homozygotienachwesis.

Donor Locus Vererbung Allelzustand des Donors Phiinotyp des Regenerats
Phénotyp Genotyp homozygoter heterozygoter
Zustand Zustand
Alkmene Did* digen [ab] ab, ab [a] oder [b] [ab]
ab, bb [ab] oder [b] [ab]
Lap-1 monogen [be] bc [b] oder [c] [be]
Pgi-(2)° monogen [be] bc [b] oder [c] [be]
Alkmene x Delbard || Enp monogen [ac] ac [a] oder [c] [ac]
Piglos Acp-(1)° monogen [a] an [a] oder [n] [a]
Aep-(2F° monogen [a] an [a] oder [n] [a]
Enp monogen [ac] ac [a] oder [c] [ac]
Got-(1) monogen [ab] ab [a] oder [b] [ab]
Sod-(2)° digen [ab] ab, ab [a] oder [b] [ab]
ab, bb [ab] oder [b] [ab]
Releika Acp-(2)° monogen [a] an [a] oder [n] [a]
Did* digen [ab] ab, ab [a] oder [b] [ab]
ab, bb [ab] oder [b] [ab]
Enp monogen [be] bc [b] oder [c] [be]
Mdh-(3) digen [ab] ab, ab [a] oder [b] [ab]
ab, bb [ab] oder [b] [ab]
Pgi-(2) monogen [be] bc [b] oder [c] [be]
Sod-(2)° digen [ab] ab, ab [a] oder [b] [ab]
ab, bb [ab] oder [b] [ab]
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Tab. 2.15: Fortsetzung.
Donor Locus Vererbung Allelzustand des Donors Phiinotyp des Regenerats
Phénotyp Genotyp homozygoter heterozygoter
Zustand Zustand
Remo Acp-(1)° monogen [a] an [a] oder [n] [a]
Dia® digen [ab] ab, ab [a] oder [b] [ab]
ab, bb [ab] oder [b] [ab]
Got-(1) monogen [ab] ab [a] oder [b] [ab]
Mdh-(3) digen [ab] ab, ab [a] oder [b] [ab]
ab, bb [ab] oder [b] [ab]
Prx-3 monogen [ab] ab [a] oder [b] [ab]
Remura | Lap-I |monmogen | be] be  |[bloder[e] [be]
Rene | Got(I) ~  |monogen | [ab] ab  |[aoder[b] [ab]
Mdh-(3) digen [ab] unbekannt [a], [ab] oder [b] [ab]
Pi-A-5164 | Enp |momogen | [ac] ac  [aloder[c] [ac]
Mdh-(3) digen [ab] unbekannt [a], [ab] oder [b] [ab]
Pi-A-1538 | Enp |monogen | [ac] ac  laloder[c] [ac]
Pi-A-1697 | Enp |monogen | [ac] ac  laloder[c] [ac]
Pi-A-2445 | Enp |monogen | [ac] ac  [aloder[c] [ac]
Lap-1 monogen [be] bc [b] oder [c] [be]
Mdh-(3) digen [ab] unbekannt [a], [ab] oder [b] [ab]
®  nur junge Blitter aus Gewichshaus und Freiland
®  nicht bei Glasigkeit von In-vitro-Geweben
°  unmittelbar austreibende Knospen aus dem Freiland in mehreren Wiederholungen
d

wenn In-vitro-Material, dann nur wéhrend intensiven Wachstums
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2.3.2 Homozygotietest

Regenerate aus der Antherenkultur
Die Ergebnisse der im Homozygotietest gepriiften 2418 Regenerate, die von 136 Linien

abstammten, sind detailliert in Tab. 2.16 aufgefiihrt.

Tab. 2.16: Anzahl homozygoter und nicht charakterisierbarer Antherenkulturregenerate in
Abhingigkeit von Donor und Marker.

Donor Marker Anzahl der Regenerate
insgesamt homozygot nicht
untersucht charakterisier-

bar

Alkmene Lap-1 1000 1000 0

Alkmene x Delbard Enp 15 15 0

Releika Enp 29 29 0

Remo Mdh-(3) 225 163 62

Got-(1) 15 15 0

Remura Lap-1 109 109 0

Rene Mdh-(3) 504 257 247

Got-(1) 134 134 0
Pi-A-5,164 Enp 407 407 0
Mdh-(3) 405 230 175

Pi-A-15,38 Enp 22 22 0

Pi-A-16,97 Enp 14 14 0

Pi-A-24,45 Enp 78 78 0

Lap-1 69 69 0
Mdh-(3) 77 41 36

Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse, die bei den Doppel- bzw. Dreifachcharakteri-
sierungen einer Reihe von Regeneraten der Donoren 'Remo’, 'Rene', Pi-A-5,164 und Pi-A-
24,45 erzielt worden sind, erwiesen sich insgesamt 89,8 % der Regenerate als homozygot;
10,2 % konnten nicht eindeutig charakterisiert werden. Die nicht charakterisierbaren
Regenerate, die das phinotypisch heterozygote Bandenmuster [ab] fiir Mdh-(3) zeigten,
stammten von 18 Linien der Donoren 'Remo' und 'Rene' ab. Die nachfolgende Untersuchung
einzelner Regenerate von sieben dieser Linien ergaben Homozygotie fiir Got-(1). Somit
konnten insgesamt 125 der 136 Linien (91,9 %) als homozygot klassifiziert werden. Sieben

der elf verbleibenden Linien wiesen jedoch nicht nur die den Phénotyp Mdh-(3)-[ab]
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tragenden, nicht zuzuordnenden Regenerate auf, sondern auch homozygote, die durch

Mdh-(3)-[b] gekennzeichnet waren.

Regenerate aus der Mikrosporenkultur

Aufgrund der fiir die einzelnen Regenerate erhaltenen Ergebnisse, die in Tab. 2.17 aufgefiihrt
sind, erwiesen sich alle drei Linien als homozygot. Bezogen auf die insgesamt 165 Regenerate
waren 113 homozygot (68,5 %). Die restlichen 52 Regenerate (31,5 %) konnten nicht
eindeutig charakterisiert werden, da sie nur mittels des digenen Markers Mdh-(3) getestet

worden sind.

Tab. 2.17: Ergebnisse des Homozygotietests an Regeneraten aus der Mikrosporenkultur in
Abhingigkeit vom verwendeten Marker.

Linie Pflanzenmaterial Marker Ergebnis
2/97 52 In-vitro-Vermehrungssprosse | Mdh-(3) nicht charakterisierbar
53 In-vitro-Vermehrungssprosse Got-(1) homozygot
Mdh-(3) nicht charakterisierbar
1 Freilandpflanze Got-(1) homozygot
Mdh-(3) nicht charakterisierbar
128/1/11/98 |32 In-vitro-Vermehrungssprosse | Got-(1) | homozygot
Mdh-(3) 3 Sprosse homozygot,
29 Sprosse nicht
charakterisierbar
113/1/98 |27 In-vitro-Vermehrungssprosse | Got-(1) | homozygot
Mdh-(3) homozygot

Regenerate aus der In-situ-Parthenogenese

In Ergebnis der Isoenzymanalysen zur Charakterisierung der Regenerate aus der In-situ-
Parthenogenese wurden sechs von 21 getesteten Linien als homozygot eingestuft (Al/1,
A18/3, A20/2, P3/4, P13/1, R6/1; vgl. Tab. 2.18). Sie zeigten an den jeweiligen monogenen
Markern Enp, Got-(1), Lap-1 und Pgi-(2) homozygote Phénotypen. Der Einsatz von Dia,
Mdh-(3) und Sod-(2) ergab aufgrund der digenen Vererbungsweise sowohl homozygote als
auch heterozygote Bandenmuster. Wahrend der homozygote Phénotyp [b] die mittels der
oben genannten monogenen Marker erzielten Ergebnisse ergédnzte, durfte der heterozygote

Phinotyp [ab] nicht fiir die Charakterisierung verwendet werden.




Tab 2.18: Isoenzymanalysen bei Regeneraten aus der In-situ-Parthenogenese.
Linie Phinotyp am Markerlocus Hinweis auf Aussage
fehlerhafte des

Hinweis auf Hinweis auf Ergebnis nicht Bestaubung Tests
Homozygotie Heterozygotie interpretierbar

Al/l Lap-1-[b], Pgi-(2)- [b] Dia-[ab] homozygot

A3/1 Lap-1-[bc] Acp-(2)-[b], Prx-3-[ab] | heterozygot

A4/2 Lap-1-[bc] heterozygot

A9/2 Lap-1-[bc] heterozygot

Al12/4 Lap-1-[bc] heterozygot

Al4/4 Lap-1-[bc] heterozygot

Al8/3 Lap-1-[c], Dia-[b] homozygot

A20/2 | Lap-1-[b], Dia-[b], homozygot
Pgi-(2)-[b]

A21/1 Lap-1-[bc] heterozygot

A26/2 Lap-1-[bc] heterozygot

A34/1 Lap-1-[bc] heterozygot

P34 |Emp-[c], Got-()-[a]  Aep-(D-lal Aep-2-lal, | | homozygot

Sod-(2)-[ab]
P5/1 Enp-[c] Got-(1)-[ab] Sod-(2)-[ab] Pgi-(2)-[bc] heterozygot
P5/4/1 | Enp-[c], Sod-(2)-[b] Got-(1)-[ab] Sod-(2)- [ab] heterozygot
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Tab 2.18: Fortsetzung.

Linie Phéanotyp am Markerlocus Hinweis auf Aussage
Hinweis auf Hinweis auf Ergebnis nicht fehlerhafte des
Homozygotie Heterozygotie interpretierbar Bestaubung Tests

P5/4/11 Enp-[ac], Got-(1)-[ab] heterozygot

P7/1 Enp-[a], Got-(1)-[a] Sod-(2)-[ab] Mdh-(3)-[ab] heterozygot

P12/1 Enp-[a] Acp-(1)-[a], Acp-(2)-[a] | Mdh-(3)-[ab] heterozygot

P13/1 Enp-[c], Got-(1)-[b], homozygot
Sod-(2)-[b]

P15/1 Enp-[c] Got-(1)-[ab] Sod-(2)-[ab] Dia-[ab] heterozygot

R6/1 Acp-(1)-[n], Got-(1)-[b], Dia-[ab] homozygot
Mdh-(3)-[b]

R Mdr@3)fab] | Acp-2)[ab] | heterozygot

43
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Ahnlich wie die digenen Marker ergaben auch die beiden durch ein Nullallel gekenn-
zeichneten Loci Acp-(1) und Acp-(2) homozygote [n]- sowie nicht interpretierbare [a]-Phidno-
typen. Alle sechs Linien zeigten bei der Untersuchung weiterer, im Donor homozygot
vorliegender Loci kein zusitzliches unerwartetes Allel, so dass eine versehentliche Bestdu-
bung und Befruchtung mit Fremdpollen ausgeschlossen wurde.

Die Testung homozygoter Loci gab jedoch fiir sechs weitere Linien (A3/1, P5/1, P7/1, P12/1,
P15/1 und R7/1) trotz teilweiser Homozygotie der donorspezifischen Marker den Hinweis auf
Entstehung durch Befruchtung mit Fremdpollen. Fiir den Bestduber Malus pumila var.
Niedzwetskyana waren die Phinotypen Acp-(1)-[a], Acp-(2)-[b]l, Enp-[c], Got-(1)-[b], Lap-1-
[b], Mdh-(3)-[ab], Prx-3-[a] und Sod-(2)-[b] ermittelt worden. Damit wurde zumindest fiir
A3/1 die Befruchtung durch den Bestduber ausgeschlossen, da der in den Regeneraten fiir
Prx-3 gefundene Phénotyp [ab] nicht der Kreuzung 'Alkmene' x M. pumila var.
Niedzwetskyana entstammen kann. Fiir die Linien P7/1, P12/1, P15/1 und R7/1 hingegen war
der Ausschluss der Befruchtung durch M. pumila var. Niedzwetskyana nicht moglich. Ob
Bestduberpollen an der Entstehung der Linie P5/1 beteiligt war, konnte aufgrund fehlender
Kenntnis seines Phénotyps am Locus Pgi-(2) nicht beurteilt werden.

Neun Linien (A4/2, A9/2, A12/4, Al14/4, A21/1, A26/2, A34/1, P5/4/1, P5/4/11) wiesen an
mindestens einem der fiir den jeweiligen Donor relevanten monogenen Marker Heterozygotie
auf. Somit konnte eine Entstehung iiber In-situ-Parthenogenese und die daraus resultierende

Homozygotie der Regenerate ausgeschlossen werden.

2.3.3 Spaltung der Marker bei Antherenkulturlinien

Die Analyse der Phédnotypenverteilung fiir die Marker Enp, Got-(1), Lap-1 und Mdh-(3)
zwischen den Regenerationslinien sollte Aufschluss dariiber geben, ob die Gameten beziiglich
threr Regenerationsfahigkeit Selektionsfaktoren unterworfen sind, die Kopplung zu den
Markern aufweisen. Die Ergebnisse sind in Tab. 2.19 ersichtlich.

Das erwartete Spaltungsverhiltnis von 1:1 wurde uneingeschrinkt nur am Locus Enp
beobachtet; an den anderen drei Loci ergaben sich bei einzelnen Donoren signifikante
Abweichungen. Betroffen waren 'Rene' fiir Got-(1), 'Remura’ fiir Lap-1 und Pi-A-5,164 fiir
Mdh.(3). Die am Locus Mdh-(3) fiir alle Donoren bestehende Tendenz zur Bevorteilung von
Linien, welche durch den Phénotyp [b] gekennzeichnet sind, fiihrte in der Gesamtheit der
Linien zu einem UbermaR dieses Phiinotyps auf hochsignifikantem Niveau. Auch fiir Got-(1)

konnte fiir die Gesamtheit aller gepriiften Linien Signifikanz nachgewiesen werden.
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Tab 2.19: Phénotypenspaltung der Antherenkulturlinien fiir die Marker Enp, Got-(1), Lap-1
und Mdh-(3) mit Priifung auf Signifikanz.

Locus Donor Anzahl Phénotypen- v
Linien spaltung (1:1)
Enp Pi-A-5,164 17 6[a] : 11][c] 1,47
Pi-A-24,45 5 1[a] : 4]c] 1,80
Gesamt 22 7[a] : 15]c] 2,91
Got-(1) 'Remo’ 3 2[a] : 1[b] 0,33
'Rene’ 14 11[a] : 3[b] 4,57 *
Gesamt 17 13[a] : 4[b] 4,76 *
Lap-1 'Alkmene' 55 26 [b] : 29]c] 0,16
'Remura’ 4 4[b] : 0][c] 4,00 *
Pi-A-24,45 5 3[b] : 2][c] 0,20
Gesamt 64 33[b] : 31[c] 0,06
Mdh-(3) 'Remo’ 6 1 [ab] : 5[b] 2,67
'Rene’ 13 6 [ab] : 7[b] 0,08
Pi-A-5,164 9 1 [ab] : 8[b] 5,44 *
Pi-A-24,45 5 1 [ab] : 4]b] 1,80
Gesamt 33 9[ab] : 24 [b] 6,82 **

*  signifikant bei 0,01< p < 0,05
**  signifikant bei 0,001<p < 0,01

Der signifikanten Abweichung in 'Remura’ fiir Lap-/ wird jedoch keine Bedeutung
beigemessen, da es bei geringen Hiufigkeiten (n = 4) zur Verzerrung des y>-Wertes kommt.
Sinnvoll ist hier die Anwendung des Binoms (1/2 + 1/2)*. Sie ergibt fiir diesen Wert eine

Wahrscheinlichkeit von 1/16 = 0,0625 und ist damit nicht signifikant.

2.3.4 Gametoklonale Variation bei Antherenkulturregeneraten

Linien, von denen nur ein einzelnes Regenerat untersucht worden war, zeigten keine
unerwarteten Phianotypen. Dagegen konnten gametoklonale Variationen in 40 der 112 Linien,
von denen mehrere Regenerate betrachtet worden waren, festgestellt werden. Dabei waren
drei Linien an zwei Loci, die iibrigen an nur einem Locus betroffen. Sie stammtem von den
Donoren 'Alkmene’, 'Remo', 'Rene', Pi-A-5,164, Pi-A-16,97 und Pi-A-24,45 ab (Abb. 2.11).
Bei den Regeneraten von 'Alkmene' x 'Delbard', 'Releika’, 'Remura’ und Pi-A-15,38 wurden

keine gametoklonalen Variationen beobachtet.
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Abb. 2.11: Gametoklonale Variation in Antherenkulturlinien in Abhdngigkeit von Donor
und Locus. Es sind nur Donor x Locus-Kombinationen dargestellt, in denen
gametoklonale Variation beobachtet wurde.

Die gametoklonale Variation duBerte sich bei 39 Linien im Auftreten von unterschiedlichen
Phinotypen innerhalb der Linie am jeweils betrachteten Locus; die Linien waren somit durch
Inhomogenitit gekennzeichnet. Inhomogene Linien konnten fiir jeden Locus beobachtet
werden, unabhdngig davon, ob dieser im Donor durch Homo- oder Heterozygotie
gekennzeichnet war. Im Fall eines im Donor homozygot vorliegenden Isoenzyms wurden
neben Regeneraten, die den erwarteten gleichen Phédnotyp wie der Donor zeigten, auch
Regenerate mit einem unerwarteten Phénotyp gefunden. Von dieser Art der Inhomogenitét
waren insgesamt vier Linien am Locus Lap-1 betroffen. Obwohl alle Donoren dieser Linien
('Remo’, 'Rene', Pi-A-5,164 und Pi-A-16,97) Homozygotie fiir Allel b zeigen, wurden bei 16
der 114 Regenerate die Phanotypen [c] bzw. [bc] gefunden. Trat die Inhomogenitéit dagegen

an Loci auf, die im Donor heterozygot vorliegen, so zeigten die Regenerate einer Linie zwar
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keine grundsitzlich unerwarteten Phinotypen; es wurden jedoch beide Phénotypenklassen
beobachtet, die durch Aufspaltung der heterozygoten Allelkombination entstehen konnten.
Demnach hatten die betroffenen acht 'Alkmene'-Linien am Locus Lap-/ Regenerate mit den
Phénotypen [b] und [c] gebildet. Insgesamt 26 Linien von 'Remo', 'Rene', Pi-A-5,164 und Pi-
A-24,45 umfassten fiir Mdh-(3) Regenerate mit den Phénotypen [ab] und [b]. SchlieBlich
wiesen insgesamt vier Linien der Genotypen Pi-A-5,164, Pi-A-16,97 und Pi-A-24,45 am
Locus Enp Regenerate mit den Phénotypen [a] und [c] auf.

In einer weiteren Linie des Donors 'Rene' zeigte sich die gametoklonale Variation
dahingehend, dass alle untersuchten Regenerate fiir Lap-1 zwar einen einheitlichen Phanotyp
exprimierten, dieser jedoch nicht wie erwartet durch [b] sondern durch [c] gekennzeichnet

war.

Die Linien mit gametoklonaler Variation wurden in zwolf der 30 getesten Donor x Locus-
Kombinationen gefunden. Die betroffenen Kombinationen sind in Abb. 2.11 dargestellt. Die
Variabilitdt trat bevorzugt bei Linien phénotypisch heterozygoter Donor x Locus-
Kombinationen auf. Bei gesonderter Betrachtung der Loci zeigte sich fiir Enp und Mdh-(3)
der sehr deutliche Zusammenhang zum Phénotyp des Donors. An beiden Loci stammten die
Linien mit gametoklonaler Variation ausnahmslos von heterozygoten Donoren. Von den
Donoren, deren Linien Variabilitit fiir Lap-1 gezeigt hatten, wies dagegen nur 'Alkmene’'

Heterozygotie auf.

Wie in Abb. 2.11 weiterhin ersichtlich ist, ergab der Vergleich von Linien mit und ohne
Variation fiir die Loci unterschiedliche Ergebnisse. Die meisten der durch Variabilitét
gekennzeichneten Linien wurden am digenen Marker Mdh-(3) gefunden. Thr Anteil betrug
hier bei gemeinsamer Betrachtung aller Donoren 49,1 %. Bei 'Remo’' und Pi-A-5,164 wiesen
sogar mehr als die Hélfte der Linien Variabilitit auf. Demgegeniiber betrugen die Anteile der
Linien mit gametoklonaler Variation an den monogenen Loci Enp und Lap-I nur 17,4 bzw.

15,7 %.
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2.4 Diskussion

2.4.1 Markerentwicklung

2.4.1.1 Spaltungs- und Kopplungsanalysen

Beschreibungen von Enzympolymorphismen bei unterschiedlichsten Apfelgenotypen (u. a.
WEEDEN und LAMB 1985, BOURNIVAL und KORBAN 1987) bildeten die Grundlage fiir erste
Hypothesen zur Vererbung einiger Isoenzyme. In der Folgezeit wurden gezielte Vererbungs-
analysen unter Nutzung ausgewihlter Kreuzungsnachkommenschaften bei Malus domestica
sowie einigen Malus-Wildarten von mehreren Autoren in unterschiedlichem Umfang durch-
gefiihrt (CHEVREAU et al. 1985, 1999, CHEVREAU und LAURENS 1987, MANGANARIS und
ALSTON 1987, 1988a, b, 1992a, b, ¢, 1997, WEEDEN und LAMB 1987). Als Trennmethoden in
diesen Untersuchungen wurden die Stirkegel- und Polyacrylamidgel-Elektrophorese ver-
wendet. In der vorliegenden Arbeit wurden alle Enzyme mit Ausnahme der GOT mittels
Isoelektrischer Fokussierung dargestellt. Die erzielten Zymogramme sind teilweise mit denen
der genannten Autoren vergleichbar; es konnten jedoch auch Beobachtungen gemacht wer-
den, die in den bisherigen Veroffentlichungen nicht beschrieben worden sind.

Die Hauptursache der unterschiedlichen Ergebnisse besteht hochstwahrscheinlich in der
jeweils angewendeten Trennmethodik, aber auch eine unterschiedliche Vorgehensweise in der
Extraktherstellung konnte eine Rolle spielen. Weiterhin muss beachtet werden, dass fiir die
eigenen Spaltungsanalysen Kreuzungsfamilien genutzt worden sind, die von anderen Autoren
nicht untersucht wurden. Im folgenden soll nun niher auf die vorliegenden Literaturdaten im
Vergleich zu den eigenen Zymogrammen und deren genetischer Interpretation eingegangen

werden.

Die Polymorphismen in den sehr komplexen ACP-Zymogrammen werden in der Literatur auf
fiinf Loci zuriickgefiihrt. Das Gen ACP-1 mit zwei aktiven Allelen @ und b sowie einem
Nullallel 7 kodiert die Zone mit der hochsten Wanderungsgeschwindigkeit, die jedoch nur in
Extrakten von Kotyledonen nachgewiesen wurde (MANGANARIS und ALSTON 1988b). Eine
in Blattextrakten aktive angrenzende Zone mit den drei Allelen a, b und ¢ beschrieben
CHEVREAU (1984), LAURENS (1986) sowie CHEVREAU und LAURENS (1987), die die
Bezeichnung Acp-2 erhielt (ALSTON et al. 2000). Fiir diese Zone fanden CHEVREAU et al.
(1999) ein zusétzliches Nullallel. HEMMAT et al. (1994) verwiesen ohne nihere Angaben auf
die Existenz des dritten Acp-Gens, wihrend CHEVREAU et al. (1999) von Spaltungen fiir Acp-

4 bzw. Acp-5 unter Beteiligung von je zwei Allelen in einigen Kreuzungen berichteten.
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In den ebenfalls sehr komplexen eigenen ACP-Zymogrammen konnten nur die beiden der
Anode am nichsten liegenden Zonen analysiert und auf die Existenz zweier Loci mit den
Allelen a und n bzw. a, b und n zuriickgefiihrt werden. Ob diese beiden Loci den in der
Literatur beschriebenen entsprechen, kann trotz einiger Ahnlichkeiten beziiglich der
beobachteten Allele vor allem deshalb nicht gekliart werden, weil in den verschiedenen
Arbeiten unterschiedliche Genotypen untersucht wurden.

Innerhalb des sehr komplexen Bandenmusters der DIA war nur eine einzelne Zone mit
Polymorphismen vorhanden. WEEDEN und LAMB (1985) fanden bei der Charakterisierung
der Isoenzymphdnotypen von 54 Sorten ebenfalls nur eine einzige polymorphe Zone, die
jedoch im Gegensatz zu den in den eigenen Untersuchungen beobachteten ein- und
zweibandigen Phénotypen durch ein ein- und dreibandiges Muster gekennzeichnet war, was
auf eine dimere Struktur dieses Isoenzyms hindeutete. Zudem bestand ein Unterschied
beziiglich der Lage im Gel. Spaltungsanalysen von Nachkommenschaften, deren Eltern nicht
nur Kulturapfelsorten sondern auch Wildarten wie z. B. M. robusta bzw. interspezifische
Kreuzungsprodukte mit verschiedenen Resistenzen darstellten, ergaben vier polymorphe
Zonen, die durch jeweils ein Gen kodiert wurden (WEEDEN und LAMB 1987, CHEVREAU et
al. 1999). Beide Arbeiten bestdtigen die von WEEDEN und LAMB (1985) anhand der
erhaltenen Bandenmuster aufgestellte Vermutung der Existenz eines dimeren Isoenzyms.

Die fixierte Heterozygotie in der Kreuzung 'Releika’ x 'Rewena' sowie die fehlenden [a]-
Phinotypen in zwei weiteren Nachkommenschaften heterozygoter Eltern fiihrte zu der
Annahme eines Zwei-Locus-Systems. Im Gegensatz dazu gaben die von CHEVREAU et al.
(1999) erhaltenen Daten, die jedoch nur von zwei der insgesamt fiinf untersuchten
Nachkommenschaften stammten, keinen Hinweis auf digene Vererbung. WEEDEN und LAMB
(1987) fanden jedoch bei ihren Untersuchungen zwei verschiedene Isoenzyme, die als
dupliziertes Set aktive Hybriddimere bildeten. Insgesamt wurden nur sehr wenige Berichte
tiber pflanzliche Diaphorasen verdffentlicht, so dass es schwierig ist, duplizierte Loci in

diesem System zu identifizieren.

Das Isoenzymsystem ENP zeigte wie in der Literatur beschrieben (CHEVREAU et al. 1985,
LAURENS 1986, CHEVREAU und LAURENS 1987, MANGANARIS und ALSTON 1988b,
CHEVREAU et al. 1999) nur eine einzige Fiarbezone. Der Polymorphismus wurde auf ein
einzelnes Gen mit zwei Allelen (CHEVREAU et al. 1985, CHEVREAU et al. 1999), drei Allelen
(LAURENS 1986) bzw. vier Allelen (CHEVREAU und LAURENS 1987) zuriickgefiihrt. In
Abkommlingen von Wildarten konnten MANGANARIS und ALSTON (1988b) noch zwei
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weitere Allele dieses Gens feststellen. In allen Féllen stellte die Endopeptidase ein
monomeres [soenzym dar.

Mit Ausnahme der Kreuzung 'Alkmene' x Pi-A-43,31, deren Spaltung nur durch das
Vorhandensein eines Nullallels erkldrbar ist, fiir dessen Existenz es in der Literatur bisher
keine Hinweise gibt, stimmen die eigenen Ergebnisse gut mit denen aus der Literatur {iberein.
Ausgehend von der Lage und den Abstinden der Banden im Gel scheint auch hinsichtlich der
Allelbezeichnung Ubereinstimmung vorzuliegen. Bekriftigt wird diese Vermutung auBerdem
dadurch, dass die im Rahmen des Kap. 2.3.1.2 untersuchten Blattextrakte von 'Golden
Delicious' den Phénotyp [a] aufwiesen. CHEVREAU und LAURENS (1987) und MANGANARIS
und ALSTON (1988b) hatten bei ihren Untersuchungen fiir 'Golden Delicious' ebenfalls den

Phinotyp [a] gefunden.

Fiir Apfel beschrieben CHEVREAU (1984) und CHEVREAU et al. (1985) erstmals Esterase-Po-
lymorphismen. In Pollenextrakten fanden sie zwei Zonen, die von jeweils einem Gen (ES7T-/
und ES7-2) mit zwei bzw. drei Allelen einschlieBlich eines Nullallels kodiert wurden.
Allerdings wurde EST-2 nur beobachtet, wenn [-Naphthylacetat als Substrat in der
Férbelosung verwendet worden war. In Blattextrakten konnten CHEVREAU und LAURENS
(1987) innerhalb sehr komplexer Bandenmuster nur die Zone EST-1 auswerten.

Die umfangreichsten Studien iiber die Genetik der Esterasen bei Apfel wurden von
MANGANARIS und ALSTON (1992b) vorgelegt. Sie beschrieben neben dem schon bekannten
Gen EST-1 zwei weitere, in Blattextrakten aktive Gene, EST-3 und EST-4, mit jeweils zwei
kodominanten Allelen und einem Nullallel. AuBerdem wurden am Locus EST-1 zwei
zusdtzliche Allele gefunden. In neueren Untersuchungen wiesen CHEVREAU et al. (1999) das
ebenfalls in Blattextrakten aktive Gen EST7-5 nach. In den zitierten Arbeiten wird die
Vererbung iibereinstimmend als monogen beschrieben.

Im Gegensatz zu diesen z. T. mehrfach beschriebenen Loci konnten in den eigenen Arbeiten
keine Polymorphismen nachgewiesen werden, die genetisch auswertbar waren. Als Grund
muss neben dem Einsatz der Isoelektrischen Fokussierung als Trenntechnik die Moglichkeit
in Betracht gezogen werden, dass die Eltern der zahlenmdBig begrenzten Anzahl der
untersuchten Kreuzungen fiir die Loci homozygot waren und demzufolge keine Aufspal-
tungen in den Nachkommenschaften auftraten.

Neben den vorstehend diskutierten anodischen Zonen verwiesen MANGANARIS und ALSTON
(1992b) auf die Existenz kathodischer Banden. In den eigenen Untersuchungen wurden

ebenfalls derartige Banden, die offensichtlich zwei verschiedenen Zonen angehorten,
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beobachtet. Aufgrund mangelnder Schirfe auf schnell anfirbendem Hintergrund konnten sie
wie bei MANGANARIS und ALSTON (1992b) nicht ausgewertet werden. Demgegeniiber hatten
CHEVREAU et al. (1999) in einer von fiinf untersuchten Kreuzungen eine kathodische Esterase

erhalten, die durch ein aktives Allel und ein Nullallel gekennzeichnet war.

Auf Polymorphismen der GOT bei Apfel verwiesen zundchst CHYI und WEEDEN (1984).
Basierend auf den Bandenmuster-Phanotypen von 54 Apfelsorten sowie den Ergebnissen von
Spaltungsanalysen verschiedener Kreuzungsnachkommenschaften beschrieben WEEDEN und
LAMB (1985, 1987) zwei Loci, Aat-p und Aat-c, mit vier (a, b, ¢, d) bzw. drei (a, b, ¢)
Allelen. BOURNIVAL und KORBAN (1987) berichteten ebenfalls {iber zwei polymorphe
anodische Loci, von denen jedoch nur einer klare Bandenmuster zeigte. Dabei lieen die an
drei Bandenpositionen identifizierten Phidnotypen eine dimere Struktur des Isoenzyms
vermuten. Umfangreiche Vererbungs- und Kopplungsanalysen sowie die Charakterisierung
eines breiten Sorten- und Unterlagenspektrums zeigten insgesamt vier Aktivitdtszonen, von
denen drei jeweils durch die Gene GOT-1 (6 Allele — a, b, c, d, e, n), GOT-2 (3 Allele — a, b,
n) sowie GOT-4 (2 Allele — a, b) kodiert wurden (MANGANARIS und ALSTON 1987, 1988a,
1989). Neuere Spaltungsanalysen (CHEVREAU et al. 1999) bestitigten nicht nur die bereits
beschriebenen Vererbungsmodelle an den Loci GOT-1, GOT-2 und GOT-4, sondern die
Autoren berichteten weiterhin iiber Aufspaltungen an einem weiteren Locus 4at-5.

In den eigenen Untersuchungen konnte von drei entdeckten Aktivitidtszonen nur die mit der
groBten Mobilitdt ausgewertet und auf die Existenz eines Gens, welches mit Gor-(1)
bezeichnet wurde, zuriickgefiihrt werden. Es wird jedoch vermutet, dass das Gen Got-(1) eher
dem von MANGANARIS und ALSTON (1988a) als GOT-2 bezeichneten Locus als dem GOT-1-
Locus aus gleicher Veroffentlichung entspricht. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Kreuzungseltern waren in ihrer Herkunft sehr verschiedenartig. Daher ist das ausschliefliche
Vorkommen der Allele ¢ und b kritisch im Hinblick einer Ubereinstimmung der Loci Got-(1)
und GOT-1 mit sechs moglichen Allelen zu betrachten. Bei der Analyse von 61 Sorten waren
von diesen sechs Allelen zumindest die Allele a, b, ¢ und d in nahezu der gleichen Haufigkeit
(17,1-22,5 %) vertreten (MANGANARIS und ALSTON 1989). Obwohl in der zitierten Literatur
keiner der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Kreuzungseltern untersucht worden ist,
erhirten indirekte Vergleiche verwandter Genotypen die oben formulierte Vermutung. So ist
'Gloster 69' fiir GOT-1 durch cc und fiir GOT-2 durch ab gekennzeichnet. In den eigenen
Untersuchungen wies 'Piglos' — eine Mutante von 'Gloster 69' — am spaltenden Locus ab auf,

was der Allelkombination von 'Gloster 69' am Locus GOT-2 entspricht. Ahnliches konnte bei
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der Gegeniiberstellung von 'Golden Delicious' und 'Pinova', einem Kreuzungsprodukt von
'Clivia' x 'Golden Delicious', beobachtet werden. 'Golden Delicious' weist genotypisch die
Allele ae (GOT-1) sowie bn (GOT-2) auf (MANGANARIS und ALSTON 1987, 1989); fiir
'Pinova' wurde in den Kreuzungsanalysen bb gefunden.

Die im Vergleich zur Literatur abweichende Anzahl der beobachteten Aktivitdtszonen und die
daraus resultierende verdnderte Locusnummerierung konnten moglicherweise auf die Ver-
wendung unterschiedlicher Puffersysteme wéhrend der elektrophoretischen Trennung zurtick-

zufiuhren sein.

CHEVREAU et al. (1985) konnten in den sehr komplexen IDH-Zymogrammen von Pollen-
extrakten eine polymorphe Zone, die durch zwei Allele gekennzeichnet war, interpretieren.
Die Spaltungsdaten entsprachen am besten einer digenen disomen sowie einer tetrasomen
Vererbung. Auf der Grundlage von Arbeiten zur Identifizierung von Apfelsorten durch
Isoenzymphénotypen (WEEDEN und LAMB 1985), in denen zwei Gene, Idh-1 und Idh-2,
vermutet wurden, verdffentlichten WEEDEN und LAMB (1987) die Spaltungsdaten dieser
Gene in verschiedenen Kreuzungsnachkommenschaften. Sie stellten fest, dass das zweite
Isoenzym mit einer Untereinheit von Idh-1 interagierte, wobei sich zwischen beiden Genen
Hybriddimere und ein fixierter heterozygoter Phinotyp ausbildete. Somit konnten die
Beobachtungen am besten mit einem digen disomen Vererbungsmodell erkliart werden.
MANGANARIS (1989, zit. in CHEVREAU et al. 1999) verwies auf einen dritten Locus, IDH-3,
fiir den CHEVREAU et al. (1999) zwei Allele beschrieben.

Die in den eigenen Untersuchungen erhaltenen, ebenfalls sehr komplexen Bandenmuster
wiesen keine Polymorphismen auf. Als mogliche Ursachen konnen neben dem Einsatz der
anderen Trenntechnik entweder Homozygotie aller Eltern fiir das gleiche Allel oder "fixierte

Heterozygotie", die einem digenen Vererbungsmodell entsprechen wiirde, genannt werden.

Das Enzymsystem LAP ist fiir Apfel erstmals von CHEVREAU (1984) untersucht worden. In
Pollenextrakten wurden vier Banden nachgewiesen; Vererbungsanalysen wurden jedoch nicht
durchgefiihrt. In umfangreichen genetischen Studien an unterschiedlichen Geweben wiesen
MANGANARIS und ALSTON (1992a) sechs, z. T. gewebespezifische Aktivititszonen nach.
Vier von ihnen werden durch die Gene LAP-1, LAP-2, LAP-3 und LAP-4 mit insgesamt 17
Allelen kodiert. Wie in anderen Pflanzen, so z. B. in Prunus amygdalus (HAUAGGE et al.
1987) oder in Pisum sativum (WEEDEN und MARX 1987) zeigten die Isoenzyme einen

monomeren Charakter.
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Die eigenen Ergebnisse sind sehr gut mit denen von MANGANARIS und ALSTON (1992a)
vergleichbar. Wie in der zitierten Arbeit wurden bis zu fiinf Aktivititszonen in den
untersuchten Blattextrakten mit der typischen monomeren Enzymstruktur erhalten. Die besten
Aktivititen wurden ebenfalls in der Zone LAP-1 erzielt, LAP-3 war deutlich schwécher
ausgepragt und LAP-2, LAP-4 sowie LAP-6 verloren wéhrend der Lagerung vollstindig ihre
Aktivitdit. Die Spaltungen von sieben der acht Nachkommenschaften entsprechen dem
beschriebenen monogenen Erbgang. Lediglich die Aufspaltung in 'Piglos' x 'Pilot' konnte
nicht in dieser Weise erkldrt werden. Eine Ursache fiir diese Abweichung zu finden ist
schwierig, da 'Pilot' in mehreren Untersuchungen keine Aktivititen gezeigt hatte. Theoretisch
ist ein derartiges Spaltungsergebnis selbst unter Annahme von Nullallelen bei 'Pilot' nicht

moglich.

Im Gegensatz zu BOURNIVAL und KORBAN (1987), die bei der Testung mehrerer Sorten das
Enzym MDH als monomorph charakterisierten, beschrieben WEEDEN und LAMB (1987) unter
Verwendung anderer Sorten und eines anderen Puffersystems Polymorphismen in einer der
fiinf beobachteten Aktivitdtszonen (MDH-4). Anhand der Bandenmuster wurde auf eine
dimere Struktur geschlossen sowie Interaktionen zu einer weiteren, jedoch invarianten Zone
vermutet. Die These von einem verdoppelten Locus wurde auBerdem durch Untersuchungen
von Pollenextrakten gestiitzt. Dariiber hinaus zeigte eine der sieben untersuchten
Kreuzungsnachkommenschaften in der zweiten Aktivitdtszone einen weiteren Polymorphis-
mus, der sich im Vorhandensein bzw. Fehlen einer einzelnen Bande duBlerte. Da beide
Phanotypenklassen zu gleichen Teilen vertreten waren, wurde ein weiteres Gen, Mdh-2,
vermutet.

Zu dhnlichen Ergebnissen kamen STAMPAR et al. (1994), die Polymorphismen in Form von
ein- und dreibandigen Mustern in einer von vier Aktivititszonen erhielten. Die
Spaltungsanalysen gaben jedoch keinen Hinweis auf ein Zwei-Locus-System. Auf die
Existenz von zwei weiteren Genen, MDH-1 und MDH-3, verwies MANGANARIS (1989, zit. in
CHEVREAU et al. 1999).

Die im Rahmen dieser Arbeit analysierten IEF-Zymogramme zeigten im anodischen
Gelbereich zwar zwei Aktivititszonen, es konnten jedoch keine unterschiedlichen Muster
beobachtet werden. Variationen, die gut durch ein digenes Vererbungsmodell erklérbar waren,
traten nur im kathodischen Gelbereich auf. Der aufgrund der Position im Gel als Mdh-(3) be-
zeichnete kodierende Locus ist nicht mit dem von MANGANARIS (1989, zit. in CHEVREAU et
al. 1999) beschriebenen Locus MDH-3, der bei anodischer Auftrennung erhalten wurde, iden-

tisch. Bislang lagen zu kathodischen MDH-Aktivititen keine Berichte vor. Unter
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Beriicksichtigung der von ALSTON et al. (2000) vorgelegten Zusammenstellung aller bisher
bekannten Malus-Gene sowie der vorgeschlagenen Kriterien zur Benennung der Loci wére

die Bezeichnung Mdh-c sicherlich treffender.

In der Literatur ist nur ein polymorpher Locus des Enzyms ME mit zwei Allelen beschrieben
worden (WEEDEN und LAMB 1987, STAMPAR et al. 1994, CHEVREAU et al. 1999). WEEDEN
und LAMB (1987) vermuteten anhand mehrbandiger Muster Interaktionen zu mindestens
einem anderen Locus. Die Spaltungsdaten der anderen Autoren lassen auf einen rein
monogenen Erbgang schlieen. In allen drei Arbeiten beruht der Polymorphismus an diesem
Locus auf der Heterozygotie mindestens eines Elters, der als resistenter Zuchtstamm entweder
Erbgut verschiedener Wildarten (M. floribunda, M. purpurea und M. robusta) besitzt oder
direkt das unmittelbare Kreuzungsprodukt zwischen Sorte und Wildart darstellt. Demge-
geniiber zeigten alle Eltern, die Kulturapfelsorten reprdsentieren, mit Ausnahme von 'Rome
Beauty' den gleichen homozygoten Phéanotyp.

Es wird vermutet, dass die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Kreuzungen, die bis auf
einen Zuchtstamm ausschliefllich Sorten umfassten, wahrscheinlich auch durch diesen
homozygoten Phianotyp gekennzeichnet sind und es daher nicht méglich war, die polymorphe

Zone zu erkennen.

WEEDEN und LAMB (1987) beobachteten in Blattextrakten ein plastidenspezifisches sowie
zwei cytosolische PGD-Isoenzyme. Das plastidenspezifische Enzym zeigte vier verschiedene
Phinotypen, die von einem Kerngen Pgd-p kodiert wurden. Beide cytosolische Isoenzyme —
eines mit, das andere ohne Variationen — lieBen ecine dimere Struktur vermuten. Nach
Vergleichen mit Pollenextrakten lagen dem variablen eine monogene Vererbung und dem
invariablen eine digene Vererbung zugrunde. STAMPAR et al. (1994) fanden zwei polymorphe
Isoenzyme, die auf jeweils einen Locus zuriickgefiihrt wurden. Beziiglich der Allel- und
Phanotypenanzahl bestehen unter Beriicksichtigung der in den Kreuzungen verwendeten
Eltern starke Ahnlichkeiten zu den von WEEDEN und LAMB (1987) beschriebenen Loci.

Im Gegensatz zu den vorstehend angefiihrten Arbeiten wiesen die eigenen Zymogramme
keine Unterschiede im intensiv gefarbten und damit auswertbaren Gelbereich auf. Die von
den zitierten Autoren beschriebenen Phianotypen und Aufspaltungen fiir Pgd-p bzw. 6-PGD-1
waren in diesem Bereich nicht vorhanden, obwohl bei Beriicksichtigung der Elterngenotypen
Polymorphismen zu erwarten gewesen wiren. Stattdessen konnten nur andeutungsweise

Polymorphismen in sehr schwach gefiarbten Gelbereichen beobachtet werden. Es konnte
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moglich sein, dass es sich bei einer dieser Zonen um das plastidenspezifische Isoenzym
handelt, was durch die genutzte Extraktionsmethodik nur ungeniigend herausgelost wurde.

Das variable, von WEEDEN und LAMB (1987) beschriebene cytosolische Isoenzym sowie der
Locus 6-PGD-2 (STAMPAR et al. 1994) hingegen konnten sehr gut durch eine einzige Bande
im gut angefarbten Gelbereich vertreten sein. Alle in den zitierten Arbeiten als Eltern
genutzten Sorten hatten den gleichen homozygoten Phénotyp gezeigt; die Variationen waren
ausschlieflich auf Wildarten zuriickzufiihren gewesen. Da in den eigenen Kreuzungen mit
Ausnahme von Pi-A-43,31 ebenfalls Sorten genutzt wurden, liegt die Vermutung nahe, dass
alle Eltern die beschriebene Homozygotie aufweisen und daher keine Spaltung beobachtet
werden konnte. Dariiber hinaus konnte das invariable dreibandige cytosolische Isoenzym

(WEEDEN und LAMB 1987) ebenso in dem eigenen komplexen Zymogramm enthalten sein.

In der Literatur werden fiir das Isoenzymsystem PGI bis zu drei Farbezonen mit unter-
schiedlichen Angaben zu beobachteten Polymorphismen beschrieben. WEEDEN und LAMB
(1987) berichteten von zwei Isoenzymen, GPI-1 und GPI-2 mit je zwei Allelen, die den Loci
Gpi-p und Gpi-cl zugeordnet wurden. Beide Isoenzyme besal3en eine heterodimere Struktur.
Ein weiteres Isoenzym, GPI-3, war in jedem Genotyp der untersuchten Kreuzungen durch ein
invariantes dreibandiges Muster gekennzeichnet. Vergleichende Untersuchungen an Pol-
lenextrakten zeigten, dass fiir GPI-2 und GPI-3 jeweils duplizierte Loci kodieren. Am Locus
Pgi-2, der den Locus Gpi-c/ (WEEDEN und LAMB 1987) entspricht, erhielten CHEVREAU et
al. (1999) ebenfalls Aufspaltungen mit zwei beteiligten Allelen.

Demgegeniiber fanden BOURNIVAL und KORBAN (1987), CHEVREAU und LAURENS (1987)
sowie STAMPAR et al. (1994) bei allen untersuchten Genotypen nur monomorphe Muster, die
jedoch ebenfalls auf eine dimere Struktur des Isoenzyms (BOURNIVAL und KORBAN 1987,
CHEVREAU und LAURENS 1987) hindeuten. Die fehlenden Aufspaltungen in den Kreuzungs-
nachkommenschaften wurden durch das Vorhandensein eines duplizierten Genes erklart
(CHEVREAU und LAURENS 1987).

Aktivitdtszonen, deren Muster mit den Beobachtungen und Interpretationen der zitierten
Autoren vereinbar sind, wurden auch in den eigenen Kreuzungen gefunden (Zonen 1, 3 und
4). Aufgrund von Invarianz bzw. ungeniigender Aktivitdt erfolgte jedoch keine Spaltungs-
analyse.

Im Vergleich zu den Literaturangaben konnte erstmals ein Locus mit drei Allelen beschrieben
werden, der ebenfalls eine dimere Struktur aufweist und infolge seiner Position im Gel als
Pgi-(2) bezeichnet wurde. Abweichend von allen bisher veroffentlichten Daten wurden jedoch

Allele mit zwei Banden beobachtet.
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Die Frage, ob dieser Locus dem bereits bekannten gleichnamigen Locus (CHEVREAU et al.
1999) bzw. dem einer anderen beschriebenen Farbezone entspricht, oder ob es sich um einen
weiteren PGI-Locus handelt, kann aufgrund der unterschiedlichen Trennmethodik und der

unterschiedlichen untersuchten Genotypen nicht geklart werden.

Der édhnlich wie bei anderen Pflanzenarten auch bei Apfel sehr hohe Polymorphiegrad der
Peroxidasen wurde von MISIC et al. (1980a), VINTERHALTER und JAMES (1983, 1986),
MENENDEZ et al. (1986a, b) sowie QUARTA und ARONE (1987) im Rahmen von Arbeiten zur
Sorten- und Unterlagenidentifizierung beschrieben.

Zur Vererbung der Peroxidase-Isoenzyme wurden verschiedene Modelle vorgeschlagen.
Zunichst wurden sieben Bandengruppen, sechs anodische und eine kathodische, beobachtet
und die Vererbung von drei der anodischen Zonen untersucht (MISIC et al. 1980b). Dabei
wurde die Existenz von mindestens sieben eng gekoppelten polymorphen Genen mit je einem
aktiven und einem inaktiven Allel vermutet. CHEVREAU und LAURENS (1987) beschrieben
vier Gruppen im selben Gelbereich und schlossen auf eine digene Vererbung mit je drei
Allelen einschlieBlich eines Nullallels. BOURNIVAL und KORBAN (1987) berichteten von
einem Gen mit fiinf Allelen.

Auf der Basis zahlreicher kontrollierter Kreuzungen zwischen Sorten und Selektionen sowie
der Untersuchung sehr unterschiedlicher Wildarten und Unterlagen beschrieben MANGA-
NARIS und ALSTON (1992c, 1993) sechs anodische (PRX-1 bis PRX-6) und zwei kathodische
Zonen (PRX-7, PRX-8). Die gefundenen Phédnotypen wurden von mindestens acht Genen
kodiert. Die Analyse der Zonen PRX-2, PRX-3, PRX-4 und PRX-7 mit insgesamt zwolf
Allelen sowie drei Nullallelen verwiesen auf einen monogenen Erbgang. Erginzend dazu
wurden kiirzlich Spaltungsdaten von zwei Kreuzungen fiir einen zweiten kathodischen Locus
Prx-C2, welcher zwei Allele umfasst, veroffentlicht, die ebenfalls eine monogene Vererbung
vermuten lassen (CHEVREAU et al. 1999).

Die Zymogramme der eigenen Untersuchungen weisen groBe Ahnlichkeiten zu den
Beobachtungen der zitierten Autoren auf, auch wenn aufgrund zu geringer Aktivitdt die nahe
der Elektroden gelegenen Banden nicht ausgewertet wurden. Der anodische Gelbereich war
durch maximal fiinf Férbezonen gekennzeichnet; im kathodischen Bereich waren Banden
sichtbar, die deutlich zwei Zonen zugeordnet werden konnten. Die innerhalb der dritten Zone
gefundene Spaltung von zwei aktiven Allelen a und b sowie des Nullallels # entsprechen den
Ergebnissen, die von MANGANARIS und ALSTON (1992c¢) fiir PRX-3 beschrieben worden

sind. Es wurde daher angenommen, dass die Loci Prx-3 und PRX-3 identisch sind.
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Fiir die sich in den eigenen Kreuzungen als invariant erwiesene SKD liegen in der Literatur
nur begrenzte Angaben vor. Bei Analysen im Rahmen von Sortendifferenzierungen fanden
BOURNIVAL und KORBAN (1987) ebenfalls keine Polymorphismen. HEMMAT et al. (1994)
verwiesen dagegen auf einen Locus Skdh, fiir den die Untersuchung der Nachkommenschaft
einer Kreuzung von 'Fiesta' mit einem fiir dieses Gen heterozygoten Abkdmmling von M.
robusta eine 1:1-Spaltung unter Beteiligung der Allele a und b ergeben hatte. Offensichtlich
wurden jedoch weder in der vorliegenden Arbeit noch in der von BOURNIVAL und KORBAN
(1987) heterozygote Genotypen verwendet, in deren Nachkommenschaften Spaltungen zu

erwarten gewesen wéren.

Fiir das Enzym SOD sind bisher fiinf Aktivititszonen beschrieben worden (CHEVREAU und
LAURENS 1987, MANGANARIS und ALSTON 1997, CHEVREAU et al. 1999). Dabei ergaben
die Spaltungsanalysen der schnellsten Zone SOD-1 kontrire Ergebnisse. Wihrend
CHEVREAU und LAURENS (1987) aufgrund fehlender Aufspaltung der beiden beobachteten
Phénotypen in einigen Kreuzungen eine Vererbung mit Beteiligung zweier homoologer Gene
vermuteten, fanden MANGANARIS und ALSTON (1997), dass die Aktivitit dieser Zone —
ebenso wie die von SOD-3 und SOD-4 — durch nur ein Gen kodiert wird. Fiir zwei weitere
Loci, Sod-2 und Sod-35, liegen Informationen zu Aufspaltungen unter der Beteiligung von
zwei Allelen vor (CHEVREAU et al. 1999).

Die in den eigenen Untersuchungen gefundenen Zymogramme weisen beziiglich ihrer
Bandenmuster Ahnlichkeiten zu den in der Literatur beschriebenen Zonen 1 und 2 auf. Das
fiinfbandige Muster von SOD-1 entspricht sehr gut dem von CHEVREAU und LAURENS
(1987) sowie von MANGANARIS und ALSTON (1997) beobachteten heterozygoten Phénotyp.
Die Frage, ob diese Zone mit dem in der Literatur zitierten Locus Sod-1 iibereinstimmt, kann
trotz der Ahnlichkeiten der Bandenmuster aufgrund der Invarianz nicht eindeutig beantwortet
werden. Im Falle einer Ubereinstimmung wiirden die fehlenden Aufspaltungen jedoch die von
CHEVREAU und LAURENS (1987) postulierte These einer digenen Vererbung unterstiitzen.

In der zweiten Zone wurden wie in der Literatur (MANGANARIS und ALSTON 1997,
CHEVREAU et al. 1999) zwei Allele beobachtet, von denen die Bande b im Gegensatz zur
Bande a immer préasent war. Es ist moglich, dass der in der vorliegenden Arbeit analysierte
Locus Sod-(2) und der in der Literatur beschriebene Locus fiir die zweite Aktivitdtszone
identisch sind. Da fiir diesen Locus jedoch noch keine umfangreichen Vererbungsstudien

vorliegen, wurde auf die Ubernahme des Symbols Sod-2 verzichtet.
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In den 14 untersuchten Enzymsystemen konnten zehn Isoenzyme gefunden werden, deren
Polymorphismen auf die genetische Aufspaltung unterschiedlicher Allele der kodierenden
Loci zuriickzufiihren waren. Obwohl die Nachkommenschaften selbst als auch die je
Kreuzung analysierten Individuen zahlenmiBig relativ begrenzt waren, konnte aufgrund der
geringen Anzahl der erwarteten phanotypischen Klassen eine Interpretation der Spaltungen
erfolgen. Dabei entsprachen die Spaltungsdaten von sieben Isoenzymen einer monogenen
Vererbung, wihrend bei drei weiteren eine digene Kodierung zugrunde lag.

Die digene Vererbung der Isoenzyme Dia, Mdh-(3) sowie Sod-(2) ist sehr wahrscheinlich auf
den allopolyploiden Ursprung des Kulturapfelgenoms zuriickzufiihren, der mittels zytolo-
gischer (SAX 1933) und morphologischer (STEBBINS 1950) Studien sowie durch die Unter-
suchung phenolischer Verbindungen (CHALLICE 1981) und Isoenzymen (CHEVREAU und
LAURENS 1987, CHEVREAU et al. 1985) belegt worden ist. Einige Isoenzyme behielten im
Laufe der Evolution ihre duplizierte Kontrolle durch homdologe Gene bei, wihrend andere
die doppelte Expression durch "gene-silencing " verloren haben.

Von 80 Spaltungen, die insgesamt analysiert worden sind, konnte ein Ergebnis nicht erklart
werden ('Piglos' x 'Pilot', Lap-1); sechs weitere Spaltungen wiesen Stérungen in der
zahlenmédfigen Besetzung der erwarteten Phénotypenklassen auf, wobei allein vier auf die
Nachkommenschaft von 'Alkmene' x Pi-A-41,31 entficlen. Genetische Ursachen fiir die
Entstehung abweichender Spaltungsverhéltnisse konnen Selektionsprozesse am untersuchten
Locus selbst oder an einem gekoppelten unbekannten Locus sein. Die Selektion kann auf der
Ebene der Gameten oder der Ebene der Zygote stattfinden. Bei Gametenselektion zeigen die
Gameten eine unterschiedliche Lebensfahigkeit, die zu einer bevorzugten Fusion bestimmter
Gameten fiihrt. Zygotenselektion hingegen zeigt sich in einer unterschiedlichen Fitness der
verschiedenen Zygotengenotypen. Welche Art der Selektion den hier beobachteten gestorte
Spaltungsverhéltnissen zugrunde liegt, kann anhand der vorliegenden Daten nicht sicher
geklart werden. MANGANARIS und ALSTON (1987, 1997) diskutierten gametophytische

Selektion als Ursache fiir abweichende Spaltungsergebnisse in ihren Untersuchungen.

Zwischen den in dieser Arbeit beschriebenen Loci konnten keine Kopplungen gefunden
werden. Im Rahmen fritherer Untersuchungen zur Genetik der Isoenzyme sowie in Arbeiten
zur Erstellung einer genetischen Karte fiir Apfel sind jedoch einzelne Kopplungen (WEEDEN
und LAMB 1987, MANGANARIS und ALSTON 1988b) bzw. Kopplungsgruppen, die teilweise
auch mehrere Isoenzyme beinhalten (HEMMAT et al. 1994, CONNER et al. 1997, MALIE-
PAARD 1998, CHEVREAU et al. 1999) beschrieben worden. Eine Wertung des eigenen

Ergebnisses im Hinblick auf die Literaturdaten ist aufgrund der Unklarheiten beziiglich der
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Ubereinstimmung der Loci nicht moglich. AuBerdem sind in den Kopplungsgruppen mehrere
Isoenzyme lokalisiert, fiir die in dieser Arbeit keine Spaltungen gefunden wurden oder die
nicht Gegenstand der Spaltungsanalysen waren.

Die freie Spaltung der zehn untersuchten Isoenzyme ist fiir den Einsatz als Marker in der
Charakterisierung der Regenerate aus der Haploidenkultur jedoch als glinstig zu bewerten, da

somit ein grofBerer Teil des Genoms abgedeckt worden ist.

2.4.1.2 Gewebespezifische Expression und Stabilitiit der spaltenden Loci

Die Untersuchungen zu Polymorphismen sowie zur Genetik der Isoenzyme erfolgen unab-
héngig von der Pflanzenart an adulten Pflanzen aus dem Freiland, nicht jedoch an In-vitro-
Material, das von Kreuzungspopulationen in der Regel nicht vorhanden ist. Nahezu alle
Vererbungsstudien bei Apfel, die in Kap. 2.4.1.1 zitiert worden sind, wurden mit jungen Blét-
tern von Sdmlingen aus Gewdichshaus und Freiland oder von bereits veredelten Biumen
durchgefiihrt. Der Vorteil dieses Pflanzenmaterials besteht darin, dass es stets in
ausreichender Menge tiiber einen nicht allzu kurzen Zeitraum verfiigbar ist, sich relativ leicht
extrahieren ldsst und in vielen Fillen gute Aktivititen zeigt. Aus diesen Griinden wurde fiir
die eigenen Untersuchungen ebenfalls Blattmaterial adulter Biume genutzt. Zudem ist
Blattgewebe besser mit In-vitro-Material vergleichbar als beispielsweise Pollen, Bliiten-
knospen oder Rinde.

Um zu sichern, dass die spaltenden Isoenzymloci als Marker fiir den Homozygotietest in
moglichst allen Entwicklungsstadien der Regenerate, vor allem aber bereits wahrend der In-
vitro-Kultur eingesetzt werden konnen, mussten entsprechende Tests durchgefiihrt werden.
AuBlerdem waren Erkenntnisse liber den Zeitpunkt der Probennahme bei iiberfiihrten bzw.

veredelten Regeneraten im Verlauf der Vegetationsperiode notwendig.

Die Untersuchungen ergaben fiir die einzelnen Loci unterschiedliche Einsatzmoglichkeiten.
Enp, Got-(1), Lap-1, Mdh-(3), Pgi-(2) und Sod-(2) zeigten in allen getesteten Geweben die
gleichen Muster, wihrend Dia, Prx-3, Acp-(I1) und Acp-(2) nicht in In-vitro-Geweben
exprimiert wurden. Diese Loci sind somit nur als Marker bei bewurzelten bzw. veredelten
Regeneraten, welche in Gewichshaus oder Freiland kultiviert werden, einzusetzen.

Einige der erstgenannten Enzymloci werden auch in der Literatur bei Vergleich verschiedener
Gewebe von Sdmlingen und adulten Pflanzen als stabil eingeschétzt. So ist die in Bléttern
gefundene einzige Farbezone der ENP der Zone identisch, die in Kotyledonen gefunden

wurde (CHEVREAU und LAURENS 1987, MANGANARIS und ALSTON 1988b). Fiir GOT-1,
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GOT-2, LAP-1 und SOD-1 bis SOD-4 stellten MANGANARIS und ALSTON (1987, 1988a,
1992a, 1997) keine qualitativen Bandenunterschiede zwischen mehreren Geweben fest. Die
Enzyme ACP wund besonders PRX sind hingegen flir gewebespezifische und
entwicklungsphysiologische Variationen bekannt. Dies bestitigten auch fiir Apfel die
Untersuchungen von MANGANARIS und ALSTON (1988b, 1992c), die fiir PRX nicht nur
entwicklungs- und gewebespezifische Verdnderungen, sondern auch jahreszeitlich bedingte
qualitative Unterschiede beobachteten. Fiir DIA, MDH und PGI hingegen liegen fiir Apfel

keine gewebevergleichenden Untersuchungen anderer Autoren vor.

Die an fast allen interessierenden Loci im Zuge der saisonalen Blattalterung beobachtete
nachlassende Aktivitdt ist eine Eigenschaft der Isoenzyme, die schon hdufig beschrieben
wurde und die der Grund dafiir ist, dass Isoenzymanalysen in der Regel mit jungen
Pflanzenmaterial durchgefiihrt werden. WEEDEN und LAMB (1985) verglichen gezielt junge
Blitter, die wéhrend des Winters von vorgetriebenen Reisern und wéhrend des
Friihjahrsaustriebes gesammelt worden waren, mit voll entfalteten Blittern im Frithsommer
und stellten fest, dass die élteren Blétter zwar die gleichen Bandenmuster, aber eine deutlich
geringere Aktivitdt fiir die untersuchten Enzyme DIA, IDH, GOT, PGD, PGI und TPI
aufwiesen. Bei ihren Untersuchungen zur Genetik der LAP erzielten MANGANARIS und

ALSTON (1992a) mit jungen Bléttern die besten Ergebnisse.

Vergleichende Untersuchungen der Isoenzymmuster von Pflanzen, die unter normalen
Umweltbedingungen sowie unter In-vitro-Bedingungen wuchsen, sind in der Literatur ebenso
begrenzt vorhanden wie Vergleiche unterschiedlicher In-vitro-Gewebe selbst. FOISSET et al.
(1993) verwiesen darauf, dass androgenetisch erzeugte Embryoide von Raps vergleichbare

Isoenzymmuster wie Blattmaterial von im Freiland angebauten Pflanzen besitzen.

Die besonders guten Enzymaktivititen einzelner Kotyledonen bzw. ganzer Embryoide sowie
von Adventivknospen sind Ausdruck dafiir, dass in diesen Entwicklungsstadien sehr intensive
Stoffwechselvorginge stattfinden, die zu Differenzierung und Wachstum fiihren. Die deutlich
geringeren Aktivititen isoliert extrahierter In-vitro-Blétter gegeniiber Sprossextrakten ist
durch das Fehlen des meristematischen Gewebes der Sprossspitze, der Zone grofiter Wachs-
tumsintensitit, erklarbar.

Die mit zunehmender Subkulturdauer nachlassenden Aktivititen weisen Parallelen zu den
sinkenden Aktivitdten in Zuge der entwicklungsphysiologischen und jahreszeitlichen Alte-

rung der Freilandblétter auf. Gegen Ende der normalen Subkulturdauer von vier Wochen
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beginnt das Wachstum zu stagnieren. Das Absinken der Enzymaktivititen bis hin zum

volligen Erliegen ist vergleichbar mit dem Triebabschluss im Freiland.

Die Untersuchungen zur gewebespezifischen Expression und Stabilitit der spaltenden Loci
fiihrten zu Einschriankung in der Anwendbarkeit als Marker. Dennoch erscheinen die fiir jedes
Entwicklungsstadium nutzbaren Markers als ausreichend fiir eine frithzeitige Charak-

terisierung eines Grofteils der Regenerate.

2.4.1.3 Donorspezifische Marker

Auf der Grundlage der Heterozygotie konnten fiir alle Donoren ein bis sechs Isoenzymloci als
Marker fiir den Homozygotienachweis bestimmt werden. Unter Beriicksichtigunng der
Einschriankungen die sich aus der Genetik, der Gewebespezifik und der Stabilitdt der Loci
ergaben, weisen die Marker jedoch eine unterschiedliche Eignung auf.

Bezugnehmend auf die Genetik sind in der Anwendung die monogen vererbenden Marker
Acp-(1), Acp-(2), Enp, Got-(1), Lap-1, Pgi-(2) und Prx-3 den digenen vorzuziechen. Aus dem
phénotypischen Erscheinungsbild des Donors heraus konnte nicht nur seine genotypische
Allelkombination sicher bestimmt werden, sondern ein weiterer Vorteil dieser Marker besteht
darin, dass — bei Kodominanz beider Allele — fiir jedes Regenerat eine eindeutige Zuordnung
mdglich ist. Es konnen somit alle Regenerate sicher charakterisiert werden. Ist der Donor am
monogenen Markerlocus jedoch durch die Kombination eines aktiven Allels mit einem
Nullallel gekennzeichnet, so kann eine sichere Zuordnung nur fiir die Regenerate erfolgen, die
das Nullallel tragen. Mdgliche homozygote, durch den Phidnotyp des aktiven Allels
gekennzeichnete Regenerate, sind dagegen nicht vom Donor zu unterscheiden.
Demgegeniiber waren fiir die digenen Marker Dia, Mdh-(3) und Sod-(2) eindeutige Angaben
zu den im Donor vorliegenden genotypischen Allelkombinationen nicht moglich gewesen. Es
konnten nur fiir die im Rahmen der Spaltungsanalysen untersuchten Donoren 'Alkmene’,
'Releika’, 'Remo’ und 'Piglos' einige Allelkombinationen ausgeschlossen werden. Fiir 'Rene’,
Pi-A-5,164 und Pi-A-24,45 mussten alle moglichen Allelkombinationen in Betracht gezogen
werden, was zu unterschiedlichen Varianten des phénotypischen Erscheinungsbildes fiir
homo- bzw. heterozygote Regenerate fiihrte. Fiir die angenommene Allelkombination ab, bb,
aber auch fiir die Kombinationen aa, bb oder ab, aa, die in den Donoren 'Rene', Pi-A-5,164
und Pi-A-24,45 nicht auszuschlieBen sind, ist eine Zuordnung von [ab]-Regeneraten nicht
moglich, auch wenn sie tatsdchlich aus normalen, reduzierten Mikrosporen hervorgegangen

sind. Aus diesen beiden Griinden — einerseits der Unkenntnis der im Donor vorliegenden
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genotypischen Allelkombination und andererseits der mdglichen Zweideutigkeit der [ab]-
Regenerate — kann die Homozygotie eines Regenerates nur dann nachgewiesen werden, wenn
sein Phénotyp durch nur ein Allel gekennzeichnt ist. Alle [ab]-Regenerate miissen dagegen als
"nicht charakterisierbar" eingestuft werden.

Unter Beriicksichtigung der Ergebnisse der Untersuchungen zur gewebespezifischen
Expression und der Stabilitit der spaltenden Loci unterliegen die monogenen Marker Acp-(1),
Acp-(2), Pgd-(2) und Prx-3 sowie die digenen Marker Dia und Sod-(2) bestimmten
Einschrinkungen beziiglich der Anwendbarkeit. Es diirfen nur Gewebeproben untersucht
werden, in denen sie ohne Variationen ausgepriagt werden. Wahrend Acp-(1), Acp-(2), Dia
und Prx-(3) fiir die frithzeitige Untersuchung von In-vitro-Material vollig ungeeignet sind,
konnen Pgi-(2) und Sod-(2) unter bestimmten Voraussetzungen (keine Glasigkeit bzw.
intensives Wachstum) fiir derartige Regenerate eingesetzt werden.

Eine in jedem Entwicklungsstadium durchzufiihrende und stets eindeutige Aussagen
erbringende Charakterisierung ist somit nur mit den Markern Enp, Lap-I und Got-(1)
moglich. Da fiir jeden Donor mindestens einer dieser Marker zur Verfiigung steht, konnen alle
Regenerate auf Homozygotie getestet werden. Die anderen Marker konnen unter Beachtung

ihrer Nutzungseinschriankungen einer ergénzenden Untersuchung dienen.

2.4.2 Homozygotietest

Regenerate aus der Antheren- und Mikrosporenkultur

Die Untersuchung der androgenetischen Regenerate mit den monogenen Markern Lap-1, Enp
und Got-(1) einerseits und dem digenen Marker Mdh-(3) andererseits erbrachte teilweise
unterschiedliche Ergebnisse, fiir deren Interpretation die Genetik der Marker beriicksichtigt
werden musste.

Alle Regenerate, die flir Enp und Lap-1 getestet worden waren, wiesen Homozygotie fiir diese
Loci auf. Mdh-(3) hingegen zeigte erwartungsgemidll homozygote und heterozygote
Phinotypen. Aufgrund des duplizierten Locus konnten die heterozygoten Phinotypen sowohl
haploiden Ursprungs (Mikrospore) als auch diploiden Ursprungs (unreduzierte Mikrospore,
Antherenwand) sein. Folglich waren diese Regenerate nicht eindeutig charakterisierbar. Es
musste in einem solchen Fall das Ergebnis eines monogenen Locus betrachtet werden, um
eine endgiiltige Aussage zum Zygotiegrad des Regenerates bzw. der Regenerationslinie zu

erhalten.
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Da fiir die Regenerate der Donoren 'Remo' und 'Rene' die Marker Enp und Lap-1 infolge
Homozygotie nicht zu nutzen waren, erfolgte aus arbeitstechnischen Griinden zu einem
spateren Zeitpunkt der Nachweis der Homozygotie am Locus Got-(1) fiir die Linien, die
mittels Mdh-(3) nicht charakterisiert werden konnten. Dabei zeigte sich, dass alle
Primdrembryoide, aus denen die getesteten Regenerate gebildet worden waren, ihren

Ursprung in haploiden Mikrosporen hatten.

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse fliir den Homozygotienachweis
androgenetischer Regenerate basieren auf den bislang zahlenmiBig umfangreichsten
Untersuchungen bei Apfel. Sie sind gut mit Ergebnissen einer belgischen Arbeitsgruppe
vergleichbar, die fiir den Homozygotienachweis von Antherenkulturregeneraten S-Allele und
Mikrosatelliten als Marker einsetzte (VERDOODT et al. 1998, GEYSEN et al. 2000, KENIS und
KEULEMANS 2000). VERDOODT et al. (1998) wiesen bei 29 der 30 gepriiften Sprosse
Homozygotie nach, wéhrend als Ursprung fiir das heterozygote Regenerat entweder eine
unreduzierte Mikrospore oder sporophytisches Antherengewebe vermutet wurde. KENIS und
KEULEMANS (2000) fanden bei 25 von 26 Sprossen Homozygotie. Einige Sprosse und
androgenetische Kalli, die von GEYSEN et al. (2000) getestet wurden, waren ebenfalls
homozygot.

Die eigenen Ergebnisse zeigen, dass die zur Verfiigung stehenden monogenen
isoenzymatischen Marker sehr gut fiir eine frithzeitige Testung einer groBlen Anzahl
androgenetischer Regenerate bei Apfel geeignet sind. Die Untersuchung kann bereits an
Komplexen sekundéirer Embryoide unter Entnahme kleiner Gewebemengen (5 mg) erfolgen.
Es bietet sich damit die Moglichkeit fiir die Erfassung hinreichend groBer Datenumféinge fiir

genetische Studien im Rahmen der Androgenese.

Regenerate aus der In-situ-Parthenogenese

Aufgrund der an den untersuchten Isoenzymloci erhaltenen Bandenmuster wurden sechs der
21 Linien als homozygot charakterisiert. Dieses Ergebnis ist jedoch unter Beriicksichtigung
der verschiedenartigen Ursprungsmoglichkeiten, die den Regeneraten wahrend der In-situ-
Parthenogenese gegeben sind, sowie der im Vergleich dazu geringen Anzahl der
angewendeten Marker als vorldufig anzusehen. Die homozygoten Phénotypen der Markerloci
konnen sowohl durch die gewiinschte parthenogenetische Entwicklung der Eizelle oder
anderer haploider Zellen der Samenanlage als auch durch eine Selbstung hervorgerufen

worden sein.
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Mit den angewendeten Markern war jedoch die sichere Negativselektion von 15 hetero-
zygoten Linien moglich. Fiir sechs dieser Linien konnte versehentliche Befruchtung durch
Fremdpollen nachgewiesen werden. Fiir die {ibrigen neun Linien kann diese Ent-
stehungsvariante ebenfalls nicht ausgeschlossen werden; moglich sind jedoch auch
Selbstungen, oder bei einigen anderen auch die Regeneration aus diploidem sporophyischen

Gewebe.

VERDOODT et al. (1998) analysierten 15 iiber In-situ-Parthenogenese erzeugte Sprosse der
Donorsorte 'Idared' mit nur einem Marker, dem multiallelen Selbstinkompatibilititsgen S. EIf
Sprosse wurden aufgrund ihres homozygoten Phénotyps als homozygot klassifiziert, vier
Sprosse waren ungeachtet ihres griinen Erscheinungsbildes aus der Befruchtung der Eizelle
mit dem bestrahlten Markerpollen von 'Baskatong' hervorgegangen.

Die spétere Testung von je zehn Sprossen der Donoren 'Idared', 'Elstar’ und 'Delbard Jubilé'
mittels zehn bzw. elf SSR-Markern (KENIS und KEULEMANS 2000) zeigte hingegen fiir
keinen Spross ausschlieBlich homozygote Bandenmuster. Die Allelkombinationen verwiesen
entweder auf Selbstbefruchtung oder Befruchtung durch den Markerpollen; in manchen

Féllen wurden unspezifische Amplifikationsprodukte beobachtet.

Die Ergebnisse von KENIS und KEULEMANS (2000) bekréftigen die Vermutung, dass fiir eine
hinreichend sichere Charakterisierung aller Linien die zur Verfiigung stehenden
Isoenzymmarker nicht ausreichend waren. Somit erweist sich die Untersuchung der
verbliebenen sechs homozygoten Linien durch weitere Marker, wie z. B. Mikrosatelliten, als
notwendig. Mit steigender Anzahl sich homozygot zeigender Marker wichst die Wahr-
scheinlichkeit einer korrekten Aussage beziiglich des tatsdachlichen Zyotiegrades der Linien.

Die Isoenzyme sind dabei ein Teil der notwendigen bzw. moglichen Marker.

2.4.3 Spaltung der Marker bei Antherenkulturlinien

Abweichende Spaltungsverhéltnisse bei Nutzung verschiedener Markertypen sind héufig fiir
androgenetische Populationen beschrieben worden; eine Zusammenstellung geben FOISETT
und DELOURME (1996). Auf der Grundlage von Vergleichen der Markerspaltung
androgenetischer Populationen mit Spaltungsergebnissen, die in alternativ mittels der
Hordeum-bulbosum-Technik erzeugten DH-Linien (POWELL et al. 1990, SCHON et al. 1990,
KJAER et al. 1991, KLEINHOFS et al. 1993) sowie F,-Populationen, Riickkreuzungen und

Einkornramschen (GRANER et al. 1991, THOMPSON et al. 1991, BENTOLILA et al. 1992,
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FOISSET et al. 1993, MURIGNEUX et al. 1993a) erhalten worden sind, wird als eine mdgliche
Ursache die Wirkung von Selektion wihrend der In-vitro-Androgenese angenommen. In den
androgenetischen DH-Linien bzw. deren Nachkommenschaften waren nicht nur die meisten
abweichenden Spaltungsverhéltnisse festgestellt worden, sondern es hatte sich auch gezeigt,

dass diese spezifisch fiir dieses Pflanzenmaterial waren.

Wihrend der gametischen In-vitro-Selektion kann der Markerlocus entweder mit Majorgenen,
die das Verhalten bei der Antherenkultur beeinflussen, oder mit Letalfaktoren gekoppelt sein
(HAYWARD et al. 1990). So vermuteten HENRY et al. (1993) bei Weizen, dass das bevorzugte
Vorkommen des translocierten Chromosoms 1BL-1RS in Verbindung mit Majorgenen steht,
welche auf dem 1RS-Arm liegen und die Regeneration stimulieren. Demgegeniiber
charakterisierten DUFOUR et al. (2001) anhand gestorter Spaltungsverhiltnisse von AFLP-
Markern, die in verschiedenen Entwicklungsstadien der Mikrosporenembryogenese bei Mais
beobachtet wurden, sieben partielle androgenetische Letalfaktoren als mogliche selektiv

wirkende Gene.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Spaltungsanalysen hatten fiir die
Linien von 'Rene' fiir Got-(1) und Pi-A-5,164 fiir Mdh-(3) sowie fiir die Summe aller
gepriiften Linien an den Loci Got-(1) und Mdh-(3) signifikante Abweichungen vom erwar-
teten 1:1-Spaltungsverhiltnis ergeben. Aus dem fiir Got-(1) gestorten Gesamtspaltungs-
verhéltnis sollten jedoch keine verallgemeinernden Schlussfolgerungen gezogen werden, da
nur zwei Donoren betrachtet wurden und die 'Remo'-Linien eine deutliche zahlenmiBige
Uberlegenheit aufwiesen. Das hochsignifikante Gesamtspaltungsergebnis hingegen, welches
fiir Mdh-(3) erhalten wurde, ist auf die Signifikanz der fiir Pi-A-5,164 erzielten Spaltung und
die Tendenz zur Bevorteilung des [b]-Phinotyps bei 'Remo' und Pi-A-24,45 zuriickzufiihren.

Von diesen drei Donoren waren Linien, deren Probematerial sich zu einem groBen Teil aus
sekundidren Embryoiden, Adventivknospen und unmittelbar regenerierten Sprossen
zusammensetzte, untersucht worden. Einen betrachtlichen Anteil bildeten dabei Linien, die
teilweise nach der Regeneration oder wéhrend der Mikrovermehrung abstarben (pers. Mitt.
HOFER 1999). Das Untersuchungsmaterial der Linien von 'Rene', das eine nahezu
gleichmédflige Verteilung aufwies, bestand hingegen fast vollstindig aus In-vitro-Vermeh-
rungssprossen. Eine Testung der Phanotypenverteilung am Locus Mdh-(3) fiir Linien, die sich
in stabiler In-vitro-Vermehrung befanden oder schon bewurzelt bzw. veredelt worden waren,
zeigte eine gleichméfBige Phéanotypenverteilung (HOFER und GRAFE 2000). Daraus kann

geschlossen werden, dass wihrend der Regeneration der Phénotyp [b] bevorteilt ist; die
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Bevorteilung jedoch durch eine offensichtlich geringere Uberlebensrate dieser Linien spéter
wieder ausgeglichen wird. Das gestorte Spaltungsverhéltnis kann somit Ausdruck einer

Korrelation des Markers Mdh-(3) und einer spezifischen Phase der In-vitro-Androgenese sein.

Gestorte Spaltungsverhédltnisse in Markern, die fiir die Charakterisierung der Regenerate
eingesetzt werden, haben zunichst keinen direkten Einfluss auf die Nutzung der homozygoten
Regeneratpflanzen in der praktischen Ziichtung. Sie kdnnen jedoch dann von Bedeutung sein,
wenn der betreffende gestorte Marker mit dem Marker eines wichtigen agronomischen
Merkmals oder dem Gen selbst, das fiir dieses Merkmal kodiert, gekoppelt ist. Fiir Apfel sind
einige enge Kopplungen zwischen Isoenzymen und agronomisch bedeutsamen Merkmalen
bekannt. So liegen Kopplungen zwischen dem Gen GOT-1, das jedoch hochstwahrscheinlich
nicht dem in dieser Arbeit beschriebenen Gen Got-(1) entspricht (vgl. Kap. 2.4.1.1, S. 60),
und dem Selbstinkompatibilitdtslocus S (MANGANARIS und ALSTON 1987), zwischen dem
Gen Pgm-1, welches fiir ein Isoenzym der Phosphoglucomutase kodiert, und dem Schorf-
resistenzgen ¥y (MANGANARIS et al. 1994) sowie zwischen dem Isoenzym Lap-2 und dem
Mehltauresistenzgen P/,, (BATTLE und ALSTON 1996) vor. Aullerdem ist eine enge Kopplung
zwischen Enp und einem rezessiven Letalfaktor / beschrieben worden, welcher sich in
mangelndem Chlorophyllgehalt und schwachem Wurzelwachstum bei Sdmlingen zeigt und
deren baldiges Absterben bewirkt (MANGANARIS und ALSTON 1988b). Ob agronomisch
wichtige Merkmale ebenso wie einige hier gepriifte Markerloci von einer Gametenselektion
wiéhrend der In-vitro-Androgenese betroffen sind, kann erst der spétere Einsatz der

homozygoten Pflanzen im Zuchtprozess zeigen.

244 Gametoklonale Variation in Antherenkulturregeneraten

Zur Beschreibung der genetischen Variabilitdt, die oft in Regeneraten von Zell- und
Gewebekulturen beobachtet werden kann, prigten LARKIN und SCOWCROFT (1981) den
Begriff "somaklonale Variation". Infolge der Notwendigkeit, zwischen somatischen und
gametischen Geweben zu unterscheiden, fassten EVANS et al. (1984) genetische Variabilitit,
die bei der In-vitro-Kultivierung von Mikro- oder Megasporen entstehen kann, als
"gametoklonale Variation" zusammen, wihrend "somaklonale Variation" auf somatisches
Ausgangsgewebe bezogen wurde.

Gametoklonale Variation kann sowohl vorteil- als auch nachteilhaft fiir die Verbesserung der
Pflanzen sein. Um brauchbare homozygote Linien iiber androgenetische In-vitro-Kulturen zu

erhalten, ist es einerseits notwendig, dass die genetische Stabilitdt der Linien erhalten bleibt.
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Andererseits wird gametoklonale Variation auch als Quelle genetischer Variation angesehen
(EVANS und SHARP 1986), wobei ein Vorteil darin besteht, dass nur ein oder einige wenige
Merkmale im Genom gedndert werden, was durch konventionelle Zuchtmethoden oft nicht
erreicht werden kann. Jedoch hat sich in der Praxis gezeigt, dass nur in seltenen Fillen
agronomisch wertvolle Variationen in In-vitro-Kulturen erzeugt worden sind, die Pflanzen
stattdessen eine Reihe unerwiinschter genetischer Verdanderungen zeigten (VASIL 1988). Um
gametoklonale Variation verhindern oder nutzen zu konnen, ist es wichtig, den Grad der
Instabilitit zu kontrollieren (KARP 1989) sowie ihre Natur und die mdglichen Mechanismen
ihrer Entstehung zu kennen (KARP und BRIGHT 1985).

Gametoklonale Variationen, die sich beispielsweise in Verdnderungen in Morphologie und
Wachstum (STOER und ZSUFFA 1990, CHLYAH et al. 1990), Ertragsfaktoren (MORDEN et al.
1989, ROTINO et al. 1991), Resistenzverhalten (PICARD et al. 1990), Fertilitdt (SREE RAMULU
1982), Inhaltsstoffen (HEROUART et al. 1988) oder Isoenzym- und DNA-Bandenmustern (BUI
DANG HA und PERNES 1982, MURIGNEUX et al. 1993b, BOHANEC et al. 1995) zeigten,
wurden in vielen Pflanzenarten beobachtet. Sie konnen auf Verdnderungen in
Chromosomenzahl und -struktur, auf Anderungen im Kerngenom auf molekularer Ebene
sowie im Zytoplasma und auf epigenetischen Verinderungen basieren. Eine umfassende
Ubersicht zum Auftreten entsprechender Variationen bei verschiedensten Pflanzenarten ist in
LOGUE (1996) zu finden. Als Ursprung der in den Gewebekulturen beobachteten genetischen
Verdnderungen spielen sowohl Verdnderungen, die schon vor Etablierung der Gewebe-
kulturen im Donorgewebe existierten als auch Verdnderungen, die wihrend des Gewebe-
kulturprozesses selbst induziert wurden, eine Rolle (EVANS et al. 1984, MORRISON und
EVANS 1987). In beiden Féllen kénnen Verdnderungen in Form von Mutationen auftreten,
jedoch gelten die Bedingungen, die wahrend der Gewebekultur herrschen, als besonders
mutationsbegiinstigend. Eine relativ kurze Gewebekulturphase, in der die Regeneration oft
iiber eine direkte Embryoidbildung erfolgt, ist hdufig verbunden mit wenigen Variationen
(FINNIE et al. 1991, MURIGNEUX et al. 1993b). Demgegeniiber zeigen Regenerate, die aus
primdren Kallusgewebe entstanden sind, hédufiger gametoklonale Variationen (CHEN und
CHEN 1980, KUDIRKA et al. 1983).

Obwohl die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Regenerate ohne Kallusphase
gebildet worden sind, zeigte ein betrdchtlicher Teil der Linien innerhalb ihrer Regenerate an
mindestens einem der gepriiften Loci Variationen. DE PAEPE et al. (1981) beobachteten in
DH-Populationen von Nicotiana sylvestris, die ebenfalls {liber direkte Embryogenese

entstanden waren, eine starke Variabilitit in Blattmorphologie und Wuchsstirke. Ahnliche
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Berichte liegen liber somaklonale Variationen in Regeneraten, die iiber somatische Em-
bryogenese und kultivierte Meristeme erhalten worden sind, vor (ULLRICH et al. 1991,
BAILLIE et al. 1992).

Hinsichtlich des Erscheinungsbildes der beobachteten gametoklonalen Variationen standen
weniger unerwartete Phénotypen zahlenmifBig im Vordergrund, sondern vielmehr das
gleichzeitige Auftreten verschiedener Phinotypen innerhalb einer Regenerationslinie. Da alle
Regenerate einer Linie ihren Ursprung in einem einzelnen Primirembryoid haben, dessen
Genotyp und Phénotyp genau definiert ist, kann zumindest fiir die inhomogenen Linien
ausgeschlossen werden, dass die Variationen schon vor der In-vitro-Kultivierung der
Antheren entstanden sind. Die Moglichkeit der Entstehung von Regeneraten mit
unterschiedlichen Phianotypen pro Locus ergab sich aus dem Charakter und dem Verlauf der
Regeneration (HOFER 1995, 1997). Demnach kann das verdndernde Ereignis einerseits bereits
in einer einzelnen, sich zu einem sekundiren Embryoid entwickelnden Zelle des
Primédrembryoids hervorgerufen worden sein, wéhrend andere sich ebenfalls weiter-
entwickelnde Zellen unveridndert geblieben sind. Andererseits konnen die Verdnderungen
aber auch erst in Komplexen sekundédrer Embryoide stattgefunden haben.

Aus den Variationen der monogenen Marker Enp und Lap-1 konnen Riickschliisse auf die
Zeit der Entstehung im Hinblick auf die spontane Di- bzw. Polyploidisierung gezogen
werden. Unerwartete homozygote Muster bzw. unterschiedliche homozygote Regenerate
innerhalb einer Linie verweisen auf die Entstehung vor diesem Ereignis; die unerwartet

heterozygoten Phinotypen sind in bereits di- bzw. polyhaploiden Zellen gebildet worden.

Zu den Faktoren, die die Stabilitdt von Mikrosporen- und Antherenkulturen wéhrend der In-
vitro-Phase beeinflussen konnen, zdhlen neben dem Genotyp (FOROUGHI-WEHR und FRIEDT
1984, FINNIE et al. 1989, LOGUE et al. 1993), dem Alter der Antheren (HU und HUANG 1987,
XU 1990), der Liange der Kulturdauer (TING und GU 1990, FINNIE et al. 1991), dem
Ploidiegrad der Donoren (SNAPE et al. 1988, KARP 1989) und der Colchizinbehandlung
(FRANCIS und JONES 1989) mogliche mutagene Effekte bestimmter Substanzen der
Néhrmedien. Als Hauptausloser von somaklonalen und gametoklonalen Variationen gelten
dabei Hormone, die sich in unterschiedlichen Konzentrationen und Verhéltnissen zueinander
in den Medien befinden (JAIN et al. 1998, OLHOFT und PHILLIPS 1999); aber auch
Nukleotiden und ihren Abkémmlingen wie Thymidin und Adeninsulfat wird eine mutagene
Wirkung zugeschrieben (MORRISON und EVANS 1987). So beobachtete beispielsweise CHEN

(1986), dass das Auxin 2,4-D einen Einfluss auf die Chromosomenstabilitit in Antheren-
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kulturen bei Reis ausiibte; Thymidin und Adeninsulfat wurden als Ausloser der Variation in
DH-Pflanzen bei Tabak, die iiber Antherenkultur regeneriert worden waren, vermutet
(BROWN und WERNSMAN 1982). Fiir die Embryoidinduktion des hier getesteten
Pflanzenmaterials sind Ndhrmedien, die ebenfalls 2,4-D und Adeninsulfat enthielten, genutzt

worden (HOFER 1995, 1997).

WALBOT und CULLIS (1983, 1985) diskutierten als ausldsende Ursache genetischer Varia-
bilitdt Stressfaktoren. Sie vermuteten, dass sich das Pflanzengenom mit Verédnderungen seiner
DNA in bestimmten Regionen, die phanotypische Effekte haben konnen, an die neuen
Bedingungen anpasst, wenn die normalen physiologischen Antworten auf umweltbedingten
Stress erschopft sind. Gerade fiir die hdufigen Variationen des Markers Mdh-(3) konnte dieser
Aspekt eine mogliche Erklarung geben. Fiir naturgemid hochgradig heterozygote
Apfelpflanzen bedeutet Homozygotie, die zudem unter den unnatiirlichen Bedingungen der
In-vitro-Kultur hervorgerufen wurde, eine Stressbelastung. Die Riickkehr zum heterozygoten
Phinotyp in einigen wenigen, aber mdglicherweise wichtigen Regionen konnte die
Uberlebenschance der Regenerate verbessert haben. Die Tatsache, dass die Untersuchungen
von Regeneraten, die das eigentliche Regenerationsstadium iiberlebt hatten und sich bereits in
der Vermehrungsphase befanden, nicht mehr den urspriinglichen Phinotypeniiberschuss von
MDH-(3)-[b] zeigten (HOFER und GRAFE 2000, vgl. Kap. 2.3.3), unterstiitzt diese
Vermutung. Andererseits konnten die im Vergleich zu den beiden monogenen Markern ofter
am digenen Marker Mdh-(3) vorkommenden Variationen auch nur eine Folge des duplizierten

Locus sein, der die Chance einer phdnotypisch sichtbaren Verdnderung verdoppelt.

Gametoklonale Variationen, die an Isoenzymmarkern auftreten, sind — solange sie keinen
Einfluss auf ein wichtiges agronomisches Merkmal haben — fiir den Ziichter unbedeutend. Die
hier beschriebenen Variationen dieser Marker sind jedoch ein Hinweis darauf, dass
moglicherweise auch einige flir die Obstart Apfel ziichterisch wichtige Merkmale von
Variationen betroffen sein konnten, die wihrend oder kurz nach der Gewebekultur nicht
sichtbar bzw. erfassbar sind. Unabhingig davon, ob gametoklonale Variation in der
Apfelziichtung genutzt werden kann oder ob sie vermieden werden soll, — wofiir bislang keine
Erfahrungen vorliegen — ist es wichtig, ihr Auftreten kontrollieren zu kénnen. Als erster
Schritt dazu wiére eine Analyse der Gewebekulturphase hinsichtlich der Nadhrmedien-
bestandteile (2,4-D, Adeninsulfat), der Dauer und dem Charakter der Regeneration sowie des
Ploidiegrades der einzelnen Linien im Hinblick auf die Héufigkeit des Vorkommens

inhomogener Linien bzw. unerwarteter Phanotypen denkbar.
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2.5 Zusammenfassung

Fir die Suche nach Markern, die eine Charakterisierung von Regeneratpflanzen aus der
Haploidentechnik ermoéglichen sollten, sind zundchst acht Kreuzungsnachkommenschaften
auf spaltende Isoenzyme untersucht worden. In 14 betrachteten Enzymsystemen konnten zehn
ungekoppelt vorliegende Loci ermittelt werden. Nachfolgende Untersuchungen zur gewebe-
spezifischen Expression und zur Stabilitdt dieser Loci lieferten Erkenntnisse liber die An-
wendbarkeit in Bezug auf die verschiedenen Entwicklungsstadien der Regenerate sowie die
Art des zu entnehmenden Gewebes.

Unter Beriicksichtigung teilweiser Einschrankungen in Aussagekraft und Anwendung standen
pro Donorgenotyp ein bis sechs Marker fiir die Charakterisierung der Regenerate zur

Verfiigung.

Die Untersuchungen bestitigten fiir 125 der 136 gepriiften Antherenkulturlinien Homozy-
gotie. EIf Linien konnten nicht charakterisiert werden. Hinsichtlich der untersuchten
Regenerate erwiesen sich 89,8 % als homozygot, fiir 10,2 % war keine Zuordnung méoglich.
Alle drei mittels Mikrosporenkultur erzeugte Linien konnten als homozygot klassifiziert
werden. Mit Bezug auf die einzelnen Regenerate waren 68,5 % homozygot, fiir 31,5 % war
keine eindeutige Aussage mdglich. Von den 21 Regenerationslinien aus der In-situ-Partheno-
genese konnen sechs als vorldufig homozygot betrachtet werden. Anhand der Ergebnisse wird

auf die Eignung und die Anzahl der notwendigen Marker eingegangen.

Die Priifung der Aufspaltung von vier Markern in Antherenkulturlinien ergab fiir zwei
einzelne Marker x Donor-Kombinationen sowie fiir zwei Marker in der Gesamtheit der
untersuchten Donoren signifikante Abweichungen vom erwarteten 1:1-Spaltungsverhéltnis.
Weiterhin wurden in 40 von 112 Antherenkulturlinien gametoklonale Variationen beobachtet,
die sich im Auftreten der beiden mdglichen Phéanotypenklassen, aber auch in unerwarteten
Phinotypen am betrachteten Locus duBerten. Ursachen gestorter Spaltungsverhiltnisse und
gametoklonaler Variation sowie die Auswirkungen auf einen spéteren Einsatz der Regenerate

in der praktischen Ziichtung werden diskutiert.



Kapitel 3

Biochemische Charakterisierung und Beeinflussung der
Regeneration an somatischen Geweben

3.1 Einleitung

In den letzten Jahren ist eine bedeutende Anzahl Publikationen zur In-vitro-Regeneration tliber
Organogenese und/oder somatische Embryogenese an unterschiedlichen somatischen Gewe-
ben bei Apfel erschienen (u. a. SWARTZ et al. 1990, HANKE et al. 1991, KORBAN und CHEN
1992, WELANDER und MAHESWARAN 1992, DURHAM und KORBAN 1994, GERCHEVA et al.
1994, KEULEMANS und DE WITTE 1994, KOLOVA und STOYANOV 1994, YEPES und
ALDWINCKLE 1994, LIU et al. 1998, DIEKMANN et al. 1999). Dabei wurde nicht nur ein
breites Spektrum ziichterisch wertvoller Apfelgenotypen betrachtet, sondern die Unter-
suchungen waren auch auf solche regenerationsbeeinflussende Faktoren wie Art, Alter,
Vorbehandlung und Ausrichtung der Explantate, physikalische Kultivierungsbedingungen
oder Art und Konzentration bestimmter Ndhrmedienbestandteile gerichtet. Trotz der
Fortschritte, die dabei in der Regeneration des als schwierig geltenden Apfels erzielt wurden,
treten noch immer Probleme, auf, die sich gerade in der weitererfiilhrenden biotechnolo-
gischen Nutzung als nachteilig erweisen.

Obwohl unter Anwendung verschiedener Regenerationssysteme in einer Reihe obstbaulich
bedeutender Genotypen morphogenetische Prozesse induziert werden konnten, zeigen sich
deutliche Unterschiede in deren Regenerationsféahigkeit (JAMES et al. 1984, WELANDER 1988,
JAMES et al. 1988, KORBAN et al. 1992, HUANCARUNA PERALES und SCHIEDER 1993,
HANKE 1994, DIEKMANN et al. 1999). Dariiber hinaus ist der zahlenmédfige Umfang der in
den Transformationsexperimenten gebildeten Sprosse im Vergleich zur Regeneration auf
Medien, welche kein selektives Agenz beinhalten, relativ gering; die Genotypabhingigkeit
der Regeneration kommt dabei zusitzlich zum Tragen (HANKE 1999, DOLGOV et al. 2000).
Eine ebenfalls geringere Regenerationsfahigkeit ist beobachtet worden, wenn Explantate zur
Testung der Kombination In-vitro-Regeneration und In-vitro-Mutagenese (PREDIERI und
FASOLO FABRI MALAVASI 1989) bzw. zur gezielten Auslosung von mutagenen Effekten

(SCHUM et al. 1999) mit ionisierender Strahlung behandelt wurden.
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Seit langerem ist bekannt, dass fiir die Auslosung verschiedener Entwicklungs- und
Differenzierungsprozesse das Auxin/Cytokinin-Verhiltnis eine entscheidende Rolle spielt
(REINERT und BAJAJ 1977). Wiahrend hohe Auxin/Cytokinin-Verhiltnisse gewohnlich
Wurzelbildungen induzieren, fordern niedrige Auxin/Cytokinin-Verhiltnisse Sprossbil-
dungen. Mitttlere Auxin/Cytokinin-Verhiltnisse hingegen begiinstigen eine unorganisierte
zellulire Proliferation in Form der Kallusbildung. Uber die Mechanismen, mit denen die
Auxin/Cytokinin-Verhiltnisse diese Prozesse beeinflussen, ist jedoch wenig bekannt.
Ungekliart sind daher auch die Ursachen, die die groBe Variabilitit in der Regene-
rationsfahigkeit zwischen Pflanzenarten, Genotypen und Gewebearten hervorrufen. Die
entwickelten Regenerationsprotokolle basieren somit grofBtenteils auf Erfahrungswerten.
Doch die empirische Bestimmung von In-vitro-Kultivierungsbedingungen, die eine Mor-
phogenese erlauben, ist zeit- und kostspielig. Alternativ konnte ein besseres Verstdndnis der
Prozesse, die eine pflanzliche Regeneration ausldsen und kontrollieren, zu einer rationelleren
Losung von Regenerationsproblemen fithren. Einen ersten Schritt in diese Richtung stellen
biochemische und molekulare Vergleiche zwischen regenerationsfahigen und nicht re-
generationsfdhigen Zellen bzw. Geweben dar. Auf Grundlage dieser Vergleiche kdnnen
Marker entwickelt werden, die mit der Kompetenz zur Regeneration korrelieren. Mit ihrer
Hilfe konnen frither Aussagen {iber die regenerativen Eigenschaften der Kulturen getroffen
und damit gezielt empirisch erarbeitete Kultursysteme verbessert werden. Ebenso kénnten

Mechanismen, die der Differenzierung zugrunde liegen, identifiziert werden.

In einigen Regenerationssystemen krautiger Pflanzen ist die erfolgreiche Entwicklung und
Anwendung derartiger Marker bereits gezeigt worden. So fiihrte der Vergleich embryogener
und nicht embryogener Kalluskulturen bei der Erbse zur Identifizeirung eines Proteins, das
mit sehr frilhen Stadien der somatischen Embryogenese korreliert ist. Monoklonale
Antikorper, die gegen dieses Protein gerichtet sind, erlauben einen schnellen und sensitiven
Nachweis auch in wenigen Zellen (STIRN und JACOBSEN 1990, ALTHERR et al. 1993). Mit
Hilfe des Antikdrpers konnte aus verschiedenen Protoplastenfraktionen eine Fraktion mit
deutlich hoherem Regenerationspotential ausgelesen werden (KOONEN und JACOBSEN 1992).
In vergleichbaren RNA-Untersuchungen bei Mais wurde ein frithes embryo-spezifisches Gen
gefunden, das nur in embryogenen Suspensionen exprimiert wird (BELLMANN und WERR
1992). ABE und FUTSUHARA (1989) selektierten bei Reis hoher regenerative Kalli und
beschrieben Anderungen im PRX-Isoenzymmuster, die mit dem endogenen Auxingehalt der

Kulturen korrelierten und somit die Fahigkeit zur Sprossbildung erhdhten.
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In Untersuchungen von GRAFE und WRICKE (1998) konnte gezeigt werden, dass der Zusatz
von Phosphataseinhibitoren zum Néhrmedium die Sprossregeneration von Blattexplantaten
bei Apfel deutlich erhohte. Solche Untersuchungen sind geeignet, die molekularbiologischen
Ursachen fiir eine hohe In-vitro-Regeneration zu verstehen und damit praktisch nutzbar zu
machen.

Im nachfolgenden Kapitel soll die Regeneration an somatischem Gewebe von Apfel am
Beispiel von Primirexplantaten und subkultivierten Kalluskulturen im Hinblick auf die
Entwicklung von moglichen Markern und deren Anwendung fiir die Verbesserung der
Regenerationsleistungen untersucht werden. Aufgrund der relativ einfachen und kosten-
gilinstigen Untersuchungsmdglichkeiten (MOORE und DURHAM 1992) sowie der haufigen
Anwendung zur Beschreibung von In-vitro-Differenzierungsprozessen (u. a. SWARNAKAR et
al. 1986, COPPENS und GILLIS 1987, CHIBBAR et al. 1988, IQBAL et al. 1989, RAO et al.

1989) erfolgte die Charakterisierung der Regeneration mittels Isoenzymen.

3.2 Material und Methoden

3.2.1 Pflanzliches Material und In-vitro-Kultur

Donorpflanzenmaterial

Als Donormaterial fiir die Explantat- und Kalluskulturen dienten In-vitro-Sprosse der
Kulturapfelsorten 'Elstar', 'Gala', 'Golden Delicious', 'Pinova', 'Reka’, 'Remo' und 'Retina'
sowie der Wildart Malus robusta 'Persicifolia’. Die Kultivierung der In-vitro-Sprosse erfolgte
auf zwei verschiedenen Sprossvermehrungsmedien in Erlenmeyerkolben, die mit Aluminium-
folie verschlossenen waren. Fiir die Genotypen 'Elstar', 'Golden Delicious', 'Pinova' und M.
robusta wurde das Medium S1 verwendet, wihrend fiir 'Gala', 'Reka’, 'Remo' und 'Retina’
Medium S2 zum Einsatz kam.

Beide Medien setzten sich aus Makro- und Mikronéhrsalzen nach MURASHIGE und SKOOG
(1962), 2,2 uM BAP, 1 uM IBA, 1,4 uM GA; und 1,1 % Agar zusammen. Die Unterschiede
bestanden im Vitamingehalt und in der Art der Kohlenstoffquelle. Wéhrend S2 alle Vitamine
nach MURASHIGE und SKOOG (1962) und 3 % (w/v) Sorbitol beinhaltete, enthielt S1 als
Vitamine nur 1,2 pM Thiamin und 0,5 mM Inositol sowie 3 % Saccharose (w/v). Der pH-
Wert beider Medien wurde vor dem Autoklavieren auf 5,7 eingestellt.

Die Kultivierung der Sprosse erfolgte bei 23 °C und einem Tag/Nacht-Wechsel von 16/8 h.
Die Beleuchtungsstérke betrug 5000 Ix. Eine Subkultur dauerte vier Wochen.
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Explantat- und Kalluskulturen

Die Gewinnung der Explantate fiir die Etablierung der Primérexplantat- sowie der Kallus-
kulturen erfolgte drei Wochen nach dem letzten Umsetzen der In-vitro-Sprosse. Als
Explantatarten wurden etwa 4 x 4 mm groe Blattquadrate verwendet, die von den vier
jingsten voll entfalteten Bléttern gewonnen wurden, sowie 1 mm lange Stiicke der beiden
jingsten Internodien. Die Versuche zur Adventivsprossbildung am Primédrexplantat erfolgten
ausschlieBlich mit Blattexplantaten, wéhrend fiir die Herstellung der Kalluslinien in

Abhéngigkeit vom jeweiligen Versuch beide Explantatarten Verwendung fanden.

In Versuchen, in denen die Adventivsprossbildung am Primdrexplantat im Mittelpunkt stand,
wurden die mit der oberen Epidermis auf das entsprechende Medium gelegten Blattquadrate
bei 23 °C zundchst zwei Wochen volliger Dunkelheit und anschlieBend fiir die weitere Dauer
des jeweiligen Versuches dem oben beschriebenen Tag/Nacht-Wechsel ausgesetzt.

Explantate, an denen eine Kallusbildung induziert werden sollte, wurden vier Wochen lang
bei 24-stiindiger Dunkelheit und ebenfalls 23 °C kultiviert. Danach wurden die Kalli abge-
trennt und auf frischem Medium der gleichen Zusammensetzung nochmals vier Wochen zur
weiteren Kallusproliferation im Dunkeln belassen. Beginnend mit einer nochmaligen
Medienerneuerung erfolgte die Kultivierung innerhalb des eigentlichen Beobachtungszeit-
raumes im 16/8-stiindigen Tag/Nacht-Wechsel unter den beschriebenen Temperaturbe-

dingungen.

Als KulturgefiaBe fiir die Primirexplantate und fiir die Kalluskulturen dienten mit Alu-
miniumfolie verschlossene Glasrohrchen (Lidnge 95 cm, & 27 mm), die wihrend der

Gelierung des Ndahrmediums zur Vergroferung der Medienoberfldche schriag standen.

Auf die Zusammensetzung der fiir die Explantat- und Kalluskulturen verwendeten Nahr-

medien wird in der Beschreibung der jeweiligen Versuche eingegangen.

3.2.2 Isoenzymmuster in Regenerationssystemen

Regenerationssysteme
Die Eignung von Isoenzymen als Marker fiir Regenerationsvorginge wurde an Blatt- und
Internodienkalluslinien der Genotypen 'Pinova' und M. robusta sowie an Primérexplantaten

von 'Golden Delicious', 'Pinova' und M. robusta untersucht.
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Die Kultivierung der vier Varianten Kallusart x Genotyp erfolgte 16 Wochen lang (ohne
Kallusinduktions- und Kallusproliferationsphase) auf den Regenerationsmedien R1, R2, und
R3. Fiir die Primdrexplantate kamen die Medien R3 und R4 zum Einsatz. Der Kultivierungs-
zeitraum der Primdrexplantate betrug gerechnet vom Aufsetzen an 22 Wochen. Die Medien,
auf denen in unterschiedlichem MalBe Regenerationsvorginge ausgelost werden sollten,
unterschieden sich, wie in Tab. 3.1 ersichtlich, hauptsdchlich in der Hormonzusammenset-
zung sowie teilweise im Gehalt an Makro- und Mikrondhrsalzen. Der pH-Wert aller Medien

betrug 5,7 vor dem Autoklavieren.

Tab. 3.1: Zusammensetzung der Regenerationsmedien fiir die Explantat- und Kalluskul-

turen.
Substanz bzw. R1 R2 R3 R4
Substanzgruppe (Kallus) (Kallus) (Kallus und (Explantate)
Explantate)

Makro- und MS MS MS FeNa-EDTA

Mikronédhrsalze ¢2H,0: 1 x MS,
iibrige Salze:

0,5 x MS

Vitamine MS MS MS MS

BAP - - 4,4 uM -

IBA 0,5 uM - - 0,5 uM

NAA - 1,1 uM 2,7 uM -

TDZ 0,9 uM 2,25 uM - 0,9 uM

Saccharose 3% 3% 3% 3%

Agar 0,9 % 0,9 % 0,9 % 0,9 %

Die Bonituren zur Merkmalserfassung (s. Kap. 3.2.7, S. 90) erfolgten regelmiBig mit dem
Ende festgelegter Kultivierungsphasen. Die Gesamtkulturdauer der Kalluskulturen wurde in
die Kultivierungsphasen 0-4., 5.-8., 9.-12. und 13.-16. Woche untergliedert, wihrend fiir die
Primdrexplantate die Kultivierungsphasen 0.-6., 7.-10., 11.-14., 15.-18. und 19.-22. Woche

gewdhlt wurden.

Isoenzymanalysen

Wihrend der Bonituren wurden je nach Verfiigbarkeit des Materials ein bis zehn regene-
rierende sowie nicht regenerierende Kallusteile bzw. Primérexplantate als Probenmaterial fiir
die Isoenzymanalysen entnommen. Die Homogenisation der Kalli und der Primérexplantate

wurde in Eppendorf-Tubs unter Zusatz von PVP-40 und des Extraktionspuffers im Verhiltnis
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200 mg Kallus/100 mg PVP-40/1 ml Puffer vorgenommen. Die Zusammensetzung des
Puffers sowie die weitere Verfahrensweise in der Extraktherstellung sind in Kap. 2.2.1.1, S. 6

beschrieben.

Analysiert wurden die Enzyme Alkohol-Dehydrogenase (ADH, E.C.-Nr. 1.1.1.1), ACP, DIA,
EST, MDH und PRX. Die Auftrennung und die Farbung der Enzyme ACP, DIA, EST, MDH
und PRX erfolgte nach den ebenfalls in Kap. 2.2.1.1 dargestellten Methoden. Die ADH wurde
in gleicher Weise mittels IEF unter Verwendung von Gelen mit einem 59 %igen Anteil
Servalyt pH 3-10 und einem 41 %igen Anteil Servalyt pH 4-7 (bezogen auf die
Gesamtservalykonzentration) aufgetrennt und anschlieBend 30 min im Dunkeln bei
Raumtemperatur in folgender Losung gefdrbt (mod., pers. Mitt. CHEVREAU und GALLET
1992):

20 ml 0,2 M Tris / HCI pH 8,0
I5 mg NAD
2 ml NBT (1 %ig)
0,2 ml PMS (1 %ig)
2 ml Ethanol (96 %ig), kurz vor der Inkubation zugeben

Nach der Féarbung erfolgte eine zehnminiitige Fixierung in der fiir IEF-Gele vorgesehenen

Losung. (vgl. Kap. 2.2.1.1, S. 12).

3.2.3 ACP-Muster und Regenerationsfiahigkeit

Mit den nachfolgend beschriebenen drei Experimenten sollte der vermutete Zusammenhang
zwischen den Merkmalen Intensitit der Banden 4 und 5 der ACP-Muster und der

Regenerationsfahigkeit (s. Kap. 3.3.1) tiberpriift werden.

Experiment 1

In diesem Experiment sind die Regenerationsleistungen verschiedener Kultivierungsvarianten
von Primidrexplantaten mit der Hé&ufigkeit des Auftretens der unterschiedlichen
Intensitétstypen an den Bandenpositionen 4 und 5 verglichen worden. Als Donorgenotypen
kamen 'Golden Delicious' und 'Pinova' zum Einsatz, deren Explantate auf den Medien R3 und
R4 unterschiedlich lange mit bzw. ohne Umsetzen kultiviert wurden.

Pro Variante (Medium x Genotyp) wurden 60 Explantate aufgesetzt. Nach sechs Wochen
Kultivierungszeit erfolgte an den ersten 20 Explantaten die Datenerfassung beziiglich der

Regenerationsleistungen sowie die Untersuchung der ACP-Muster. Gleichzeitig wurden
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weitere 20 Explantate auf frisches Medium der gleichen Zusammensetzung liberfiihrt. Die
restlichen 20 Explantate verblieben auf ihrem alten Medium. Fiir die beiden letztgenannten
Explantatgruppen wurden die zwischen der siebenten und zehnten Woche erbrachten
Regenerationsleistungen bonitiert und die Explantate anschlieBend der ACP-Untersuchung

unterzogen.

Experiment 2

Dieses Experiment ist in zweifacher Wiederholung mit Primirexplantaten von 'Golden
Delicious', 'Pinova' und M. robusta durchgefiihrt worden. Ziel war neben dem wiederholten
Vergleich der Regenerationsleistungen mit der Haufigkeit der Bandenmustertypen innerhalb
einer Variante die Darstellung des unmittelbaren Zusammenhanges zwischen Regenerations-
fahigkeit und ACP-Muster bei Betrachtung jedes einzelnen Explantats.

Die Kultivierung erfolgte {iber zwei bzw. vier Wochen wiederum auf den Medien R3 und R4.
Der Stichprobenumfang pro Variante (Genotyp x Medium x Kultivierungsdauer) betrug 45
bis 51 Explantate. Am Ende der jeweiligen Kultivierungszeit wurden die Regenerations-

leistungen erfasst und die ACP-Muster der einzelnen Explantate analysiert.

Experiment 3

Anhand dieses dritten Experiments sollte gekldrt werden, inwieweit das Erscheinungsbild der
Banden ACP-4 und ACP-5 mit der Regenerationsfdhigkeit subkultivierter Kalluslinien
korreliert.

Von den Genotypen 'Pinova' und M. robusta wurden auf Medium R1 je 30 Blatt- und
Internodienkalli sowie auf Medium R3 30 Blattkalli angezogen. Nach vier Wochen
Regenerationszeit wurden die Kalli bonitiert und anschlieBend ihre ACP-Muster untersucht.
Dabei wurden die ersten 15 Kalli vollstidndig fiir die [soenzymanalyse verarbeitet.

Von der zweiten Hilfte der Kalli wurden jeweils drei, wenn moglich unterschiedliche, nach
optisch sichtbaren Gewebeunterschieden ausgewdhlte Teilstiicke extrahiert. Dabei wurden
von regenerierenden Gesamtkalli stets regenerierende sowie nicht regenerierende Regionen

selektiert.
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3.2.4 Einfluss von Phosphataseinhibitoren

3.2.4.1 Natriumfluorid und Natriumvanadat

Experiment 1

Das Experiment wurde mit Primdrexplantaten der Genotypen 'Elstar’, 'Gala', 'Golden Deli-
cious', 'Pinova', 'Reka’, 'Remo’, 'Retina', und M. robusta durchgefiihrt, um die Wirkung der
Phosphataseinhibitoren Natriumfluorid (NaF) und Natriumvanadat (Na;VO4) auf die
Adventivsprossbildung zu testen.

Je eine der beiden Substanzen wurde dem Medium R4 in den Konzentrationen 0,5, 1, 2.5, 5,
7,5, 10, 25, 50, 75 und 100 uM zugegeben. Dementsprechend erhielten die Medien die
Bezeichnungen F0,5 bis F100 sowie V0,5 bis V100. Als Kontrolle diente R4 ohne Inhibitor-
zusatz.

Zu zwei verschiedenen Zeitpunkten wurden auf allen Medien einschlieBlich der Kontrolle je
40 bzw. 20 Explantate aller Genotypen getestet. Da zu dem spidteren Zeitpunkt nur 20
Explantate untersucht worden waren, wurden die 40 zuerst aufgesetzten Explantate in zwei
Gruppen mit je 20 Explantaten geteilt. Damit bestand das Experiment aus drei
Wiederholungen pro Inhibitorbehandlung und Genotyp. Die Bonitur erfolgte nach sechs-

wochiger Kulturdauer.

Experiment 2

Der léngerfristige Einfluss verschiedener Konzentrationen der Inhibitoren NaF und Na3;VO,
auf die Adventivsprossbildng wurde an Primérexplantaten von 'Elstar, 'Gala', 'Golden
Delicious', 'Pinova’', 'Reka’, 'Remo' und 'Retina’ untersucht.

Als Grund- und Kontrollmedium diente wiederum R4, zu welchem bei den Inhibitorvarianten
entweder NaF oder Na;VO, in den Konzentrationen 5, 50 und 100 uM zugegeben wurde
(Medienbezeichnungen F5, F50, F100, V5, V50 und V100). Der Test wurde in drei
Wiederholungen angesetzt. Eine Variante (Genotyp x Medium) bestand aus zehn Explan-
taten. Aufgrund dieses relativ geringen Stichprobenumfangs wurde die Kontrollvariante dop-
pelt gefiihrt.

Die Datenerfassung erfolgte nach 6, 12 und 18 Wochen. Gleichzeitig fand zu den ersten

beiden Terminen eine Medienerneuerung statt.

Experiment 3
Dieses dritte Experiment mit NaF und Na3;VO; sollte kldren, ob die Substanzen auch auf die

Regeneration von Kalluskulturen einen fordernden Effekt ausiiben. Daher wurden Kallus-
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linien der Genotypen 'Elstar', 'Gala', 'Golden Delicious', 'Pinova', 'Reka’, 'Remo' und 'Retina’
acht Wochen lang wie in Kap. 3.2.1, S. 83 beschrieben auf Medium R1 etabliert und
anschlieBend einer 24-wdchigen Beobachtungsphase auf jeweils drei NaF- bzw. Na3VOq-
haltigen Medien sowie dem inhibitorfreien Grund- und Kontrollmedium R1 unterzogen.

Als Inhibitorkonzentationen wurden 5, 50 und 100 uM gewdhlt. Der Versuch enthielt zwei
Kontrollvarianten um eine relativ sichere Bezugsbasis zu haben. Der Stichprobenumfang pro
Variante und Wiederholung betrug in der Regel sechs Kalli. Auf Grund unzureichender
Kallusbildung konnten bei einigen Varianten von 'Reka' und 'Remo' jedoch nur vier oder fiinf
Kalli in die Verrechnung aufgenommen werden. Der Versuch ist insgesamt dreimal
durchgefiihrt worden. Die Erfassung der Regenerationsleistungen erfolgte nach 6, 12, 18 und
24 Wochen. Wihrend der Kultivierung wurden die Kalli nach zwolf Wochen auf frisches

Medium der gleichen Zusammensetzung umgesetzt.

3.2.4.2 Endothall

Zur Untersuchung des Einflusses des Phosphataseinhibitors Endothall auf die
Adventivsprossbildung wurden nacheinander zwei Experimente durchgefiihrt, die sich in dem
zu testenden Konzentrationsbereich unterschieden, im {ibrigen Versuchsaufbau jedoch gleich
angelegt waren.

Getestet wurden in drei Wiederholungen je zehn Explantate der Genotypen 'Elstar', 'Gala',
'Golden Delicious', 'Pinova', 'Reka’, 'Remo’ und 'Retina'. Zu Grundmedium R4, welches in
beiden Versuchen gleichzeitig als Kontrollmedium diente, wurden in Experiment 1 Endothall
in den Konzentrationen 1, 5, 25, 50 und 100 uM zugegeben. In Experiment 2 hingegen lagen
die getesteten Konzentrationen bei 0,05, 0,1, 0,5 und 1 uM. Die Kontrollvarianten lagen stets

doppelt vor. Die Bonituren erfolgten nach einer sechswochigen Kulturdauer.

3.2.4.3 L-p-Bromotetramisoloxalat

Als vierter Phosphataseinhibitor wurde die Substanz L-p-Bromotetramisoloxalat in seiner
Wirkung auf die Adventivsprossbildung von Priméirexplantaten getestet.

Die Kultivierung der Explantate, die wiederum von den Genotypen 'Elstar', 'Gala', 'Golden
Delicious', 'Pinova', 'Reka’, 'Remo' und 'Retina' stammten, erfolgte in den doppelt angelegten
Kontrollvarianten auf dem Grundmedium R4, dem in den Inhibitorbehandlungen 0,1, 0,5, 1,

5, 10 und 25 pM L-p-Bromotetramisoloxalat zugegeben worden waren. Der Versuch wurde
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mit je zehn Explantaten je Variante dreimal wiederholt und nach sechs Wochen mit der

Bonitur der Sprossbildungen beendet.

3.2.5 Einfluss von Proteinkinaseinhibitoren

Zur Untersuchung des Einflusses von Proteinkinaseinhibitoren auf die Adventivsprossbildung
wurden die Substanzen Myristoylated Proteinkinase C Peptide Inhibitor (Promega, Katalog-
Nr. V5691) und Proteinkinase Inhibitor from rabbit muscle (Sigma, Katalog-Nr. P5015)
verwendet, die aus praktischen Griinden in der angegebenen Reihenfolge als PKI 1 bzw.
PKI 2 bezeichnet worden sind. Die Konzentrationen betrugen 100 uM fiir PKI 1 und 5 uM fiir
PKI 2. Die Zugabe zum Grund- und Kontrollmedium R4 erfolgte aufgrund der Wéarme-
empfindlichkeit der Proteinkinaseinhibitoren nach dem Autoklavieren durch Sterilfiltration
bei einer Medientemperatur von etwa 40 °C.

In drei Wiederholungen wurden je fiinf Explantate der Genotypen 'Golden Delicious', 'Pinova'
und M. robusta aufgesetzt und acht Wochen lang auf dem entsprechenden Medium kultiviert.

Die Erfassung der Sprossbildungen erfolgte nach 4, 6 und 8 Wochen.

3.2.6 Einfluss der Phosphatkonzentration

Anhand von Explantaten der Genotypen 'Golden Delicious', 'Pinova' und M. robusta sollte
untersucht werden, inwieweit unterschiedliche Phosphatkonzentrationen des Néhrmediums
einen Einfluss auf die Adventivsprossbildung haben kénnen. Dazu wurden fiinf Medien ein-
schlieBlich das als Bezugs- und Kontrollvariante dienende Medium R4 getestet.

R4 enthdlt mit Ausnahme der eisenhaltigen Komponente FeNa-EDTAe2H,0 alle weiteren
Makro- und Mikrondhrsalze nach MURASHIGE und SKOOG (1962) in halber Konzentration.
Unter Zugrundelegung der MS-Originalrezeptur, in der das phosphatliefernde Salz Kalium-
dihydrogenphosphat (KH,PO,) in einer Konzentration von 1,25 mM vorliegt, betrug demnach
die Konzentration an KH,PO,4 im Medium R4 0,625 mM. Als vergleichsweise zu testende
Konzentrationsvarianten wurden 0, 0,313, 2,5 und 6,25 mM gewahlt; mit Ausnahme der
Nullvariante entsprechen diese einem Viertel, dem Doppelten bzw. dem Fiinffachen der
KH,PO4-Konzentration des MS-Mediums.

Eine Variante (Genotyp x Konzentration) besall einen Stichprobenumfang von 20 Explan-
taten in jeweils drei Wiederholungen. Die Bonitur des Experiments erfolgte nach sechs-

wochiger Kulturdauer.
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3.2.7 Datenerfassung und Auswertung

Erfassung der Regenerationsleistungen

Bei beiden Regenerationssystemen erfolgte zu festgelegten Boniturzeitpunkten die Zdhlung
der Sprosse mit Hilfe eines Stereomikroskops. Bei Kulturen, die iiber einen langeren Zeitraum
hinweg mehrmals bonitiert werden sollten, wurden bei der Bonitur der jeweiligen
Kultivierungsphase alle Sprosse wihrend der Zdhlung abgetrennt und verworfen. Somit
wurden nur die in einer Kultivierungsphase neu gebildeten Sprosse der Datenauswertung
zugrunde gelegt. Von dieser Vorgehensweise wurde nur im unter Kap. 3.2.5, S. 89
beschriebenen Versuch zur Untersuchung der Wirkung der Proteinkinaseinhibitoren
abgewichen, in dem zu den jeweiligen Boniturzeitpunkten keine Abtrennung der Sprosse
erfolgte, sondern die Summe aller bis dahin regenerierten Sprosse angegeben wurde.

Neben der pro Versuchsvariante zum jeweiligen Zeitpunkt gebildeten Summe aller Sprosse
diente als weiteres Vergleichskriterium fiir die Regenerationsfahigkeit die Regenerationsrate,
d. h. der prozentuale regenerierende Anteil der Kalli bzw. Primirexplantate an deren
Gesamtzahl. Wenn nétig, sind bei der Darstellung der Ergebnisse auch Angaben zur Anzahl

der von den regenerierenden Explantaten gebildeten Sprosse gemacht worden.

Isoenzymmarker fiir die Regenerationsfihigkeit

Um Isoenzymmarker fiir die Regenerationsfahigkeit zu finden, wurden die Isoenzymmuster
der einzelnen Proben zum jeweiligen Boniturzeitpunkt erfasst, wobei bei Varianten, in denen
Regenerationsvorginge stattfanden, zwischen regenerierenden und nicht regenerierenden
Explantaten bzw. Kallusteilen, die vom Gesamtkallus entnommen worden waren, unter-
schieden wurde. Pro Gesamtkallus wurde jeweils nur eine Gewebeprobe beriicksichtigt.
Zusitzliche Beriicksichtigung fanden auBerdem Anderungen des duBeren Erscheinungsbildes

der Kalli und Explantate.

ACP-Muster und Regenerationsfiahigkeit

Zur Priifung des vermuteten Zusammenhanges zwischen der Intensitit der ACP-Banden 4
und 5 und der Regenerationsfihigkeit der Explantate wurden in Experiment 1 zunéchst die
Merkmale Regenerationsrate und Anzahl Sprosse je regenerierendes Explantat der Hiufigkeit
des Auftretens der verschiedenen Bandenmustertypen variantenbezogen gegeniibergestellt.
AuBerdem wurden in Experiment 2 nochmals zu zwei Zeitpunkten die Regenerationsraten

und die Haufigkeiten der Bandenmustertypen betrachtet.
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Fir den in Experiment 2 durchgefiihrten statistischen Nachweis des Zusammenhanges
zwischen erhohter Bandenintensitit und fehlender Regenerationsbereitschaft bzw. zwischen
unauffilliger Bandenintensitit und vorhandenem Regenerationsvermdgen wurde der G-Test,
welcher die Unabhéngigkeit zweier diskreter ZufallsgroBen priift, unter Einbeziehung der
Korrektur von YATES (WEBER 1980) genutzt. Dazu sind die einzelnen Explantate zunichst

mittels einer Zwei-mal-Zwei-Tafel folgenden Merkmalskombinationen zugeordnet worden:

Regeneration vorhanden / Intensitét unauffillig (Bandenmustertyp 1)
Regeneration vorhanden / Intensitdt erhoht (Bandenmustertypen 2 und 3)
Regeneration nicht vorhanden / Intensitdt unauffillig (Bandenmustertyp 1)
Regeneration nicht vorhanden / Intensitédt erhoht (Bandenmustertypen 2 und 3)

AnschlieBend wurde anhand der korrigierten Feldhédufigkeiten die PriifgroBe G errechnet und
mit Hilfe des y’-Verfahrens bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % auf Signifikanz ge-
testet.

Der Test auf Unabhingigkeit der Merkmale Regenerationsfahigkeit und Bandenausprigung
bei Kalluskulturen (Experiment 3) wurde anhand der oben beschriebenen Verfahrensweise
mit Hilfe des G-Tests vollzogen. Dem Test wurde das Regenerationsvermogen der Kallus-

teilstiicke und deren ACP-Muster zugrunde gelegt.

Einfluss der Phosphataseinhibitoren

Wegen der groBlen Varianz in der Hohe der Sprossbildungen innerhalb der Explantate einer
Variante wurde die Summe der pro Wiederholung regenerierten Sprosse als Einheit fiir die
Auswertung betrachtet. Um eine bessere Angleichung an die Normalverteilung zu erreichen,
mussten die Originaldaten fiir die statistische Auswertung einer Transformation unterzogen
werden. Lagen Datenmengen vor, in denen hdchstens zehn Sprosse gebildet worden waren, so
wurde die Transformation \/X_|gewéihlt. Kam dabei der Wert 0 vor, kam die Transformation
V0,5+x ' zum Einsatz. Die Mehrzahl der Datenmengen zeigte jedoch eine groflere Variations-
breite. Diese Daten wurden normallogarithmisch transformiert. Trat dabei der Wert 0 auf, so
wurde zu jedem Beobachtungswert 1 hinzuaddiert (WEBER 1980). AnschlieBend sind je nach
Fragestellung die entsprechenden Varianzanalysen durchgefiihrt worden.

Zunichst wurde fiir die einzelnen Experimente der Einfluss der Faktoren "Konzentration" des
jeweiligen Inhibitors und "Genotyp" sowie deren Wechselwirkung untersucht, wobei die
Ergebnisse des Genotyps 'Retina' unberiicksichtigt blieben, da seine Werte z. T. stark von
denen der anderen Genotypen abwichen. In den Versuchen 2 und 3 zur Priifung des

langerfristigen Einflusses der Substanzen NaF und Na;VO, auf die Regeneration bei
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Primarexplantaten bzw. Kalluskulturen sind die Varianzanalysen fiir die einzelnen Kultivie-
rungsphasen getrennt durchgefiihrt worden.

Zur Klidrung der Frage, ob bestimmte Konzentrationen der Inhibitoren der bzw. den
Kontrollvariante(n) des jeweiligen Genotyps signifikant iiberlegen sind, wurden fiir die
einzelnen Genotypen die transformierten Sprosszahlen der Behandlungen nochmals in
Varianzanalysen verrechnet. Nachfolgend wurde(n) der bzw. die Mittelwerte der Kontrolle(n)
mit dem bzw. den Mittelwert(en) der Inhibitorbehandlungen mittels des Dunnet-Tests bei
Zugrundelegung der Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % verglichen. In den ldngerfristigen

Experimenten erfolgten diese Berechnungen getrennt nach Kultivierungsphasen.

Einfluss der Proteinkinaseinhibitoren

Die logarithmisch transformierte Summe der pro Wiederholung gebildeten Sprosse bzw. der
regenerierenden Explantate bildete die Versuchseinheit. Zu den einzelnen Boniturzeitpunkten
wurden Sprosszahlen bzw. die Anzahlen der regenerierenden Explantate mittels zwei-
faktoriellen Varianzanalysen (Behandlung, Genotyp) verrechnet. Mit Hilfe des Dunnet-Tests
erfolgte anschlieBend die Kldrung der Frage, welche Behandlungen sich bei einer 5%igen

Irrtumswahrscheinlichkeit signifikant von den Kontrollvarianten unterschieden.

Einfluss der Phosphatkonzentration

Nach logarithmischer Transformation der pro Wiederholung erzielten Sprosssummen erfolgte
zunichst wiederum eine zweifaktorielle Varianzanalyse, in der der Einfluss der Phosphatkon-
zentration und des Genotyps auf die Variabilitdt der Sprossanzahlen untersucht wurde.
AnschlieBend wurde fiir die einzelnen Genotypen wiederum mittels des Dunnet-Tests
festgestellt, welche Konzentrationen sich von der Bezugskonzentration 0,625 mM bei einer

Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % signifikant unterschieden.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Isoenzymmuster in Regenerationssystemen

Regenerationsfihigkeit der Priméirexplantate

Fiir die Auslosung regenerativer Prozesse erwies sich Medium R3 als ungeeignet. Nur in
einem Fall, bei M. robusta in der 22. Woche, konnte eine Sprossbildung registriert werden.
Medium R4 hingegen begiinstigte die Bildung von Adventivsprossen. Erwartungsgemal

waren bei allen drei Genotypen die hochsten Regenerationsraten zum ersten Boniturzeitpunkt
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nach sechs Wochen zu verzeichnen (Abb. 3.1). Tendenziell sank mit fortschreitender
Kulturdauer die Anzahl der regenerierenden Explantate, wobei auf Grund der zuvor erfolgten
Medienerneuerung zwischen der 11. und 14. bzw. der 19. und 22. Woche bei fast allen Va-
rianten ein leichter Anstieg im Vergleich zur vorherigen Bonitur beobachtet werden konnte.
Genotypisch bedingte Unterschiede im Regenerationsvermogen zeigten sich am deutlichsten
wihrend der ersten drei Bonituren. 'Pinova' und M. robusta lagen hier auf betrichtlich

hoherem Niveau als 'Golden Delicious'.
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O Golden Delicious B Pinova EM. robusta

Abb. 3.1: Regenerationsraten von Primirexplantaten der Genotypen 'Golden Delicious',
'Pinova' und M. robusta auf Medium R4 in Abhédngigkeit von der Kulturdauer.

Hinsichtlich der Anzahl der pro regenerierendes Explantat gebildeten Sprosse waren keine so
groBen Unterschiede wie bei Zugrundelegung der Regenerationsraten zwischen den
Genotypen und den Kultivierungsphasen zu verzeichnen. Regenerierende Explantate der drei
Genotypen bildeten mehrheitlich ein bis zweli, seltener drei Sprosse aus. Lediglich zwischen
der siebenten und zehnten Woche entwickelten sich an regenerierenden Explantaten als Folge

des verbrauchten Mediums weniger Sprosse.

Der unterschiedliche Einfluss, den die Medien auf die Sprossregeneration ausiibten, spiegelte
sich auch im &dufleren Erscheinungsbild der Explantate wider. Nach der anfinglichen
flichenméfBigen VergroBerung auf beiden Medien zeigten die Explantate unter Berlick-
sichtigung einiger genotypischer Unterschiede auf R4 ein deutlich vitaleres Aussehen als auf

R3. Die Explantate von 'Pinova' und M. robusta blieben bis einschlieBlich der dritten Kul-
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tivierungsphase vollstindig griin. Erst ab der vierten Kultivierungsphase konnten Ver-
braunungen der Adern, Rénder sowie einzelner Sektoren im Explantat sowie eine
zunehmende Austrocknung und Briichigkeit der Gewebe beobachtet werden, wobei M.
robusta stirker betroffen war als 'Pinova'. 'Golden Delicious' zeigte schon in der ersten
Kultivierungsphase vereinzelt braune Adern und Rénder, die Zunahme dieser Alterungs-
prozesse verlief mit steigender Kulturdauer jedoch langsam und auf niedrigem Niveau. Auf
R3 hingegen traten die Verdnderungen am Explantat vergleichsweise friither ein. Auch waren
sie hdufiger und in wesentlich stirkerem Malle — bis zum vollstindigen Absterben — zu
beobachten. Der Medieneinfluss zeigte sich auerdem in der Bereitschaft der Explantate, am
Rand (Schnittstelle) Kallus zu bilden. Auf R4 setzte die Kallusinduktion hdufiger und in
langeren Randabschnitten ein als auf R3. Die Kallusgewebe proliferierten jedoch auf beiden

Medien kaum, sie verhdrteten zunehmend zu kompakten, teilweise behaarten Gebilden.

Regenerationsfihigkeit der Kalluskulturen

Grundsatzlich fanden Sprossbildungen nur auf den Medien R1 und R2, aber nicht auf R3 statt.
Auf beiden die Regeneration ermdglichenden Medien waren jedoch sowohl Unterschiede
zwischen den Genotypen und Kallusarten als auch im zeitlichen Verlauf der Regene-
rationsfahigkeit zu beobachten. In Abb. 3.2 sind die Regenerationsraten dargestellt. Wéahrend
der Internodienkallus von M. robusta auf keinem Medium Sprosse bildete, lag der Anteil
sprossbildender Internodienkalli sowie die Anzahl der pro regenerierender Kallus gebildeten
Sprosse bei 'Pinova' zwischen der flinften und achten Woche sogar liber dem der Blattkalli.
Beziiglich der zeitlichen Dauer des Erhalts der Regenerationsfahigkeit war das Medium R2
unter Beriicksichtigung der jeweils geeigneteren Kallusart gilinstiger zu bewerten als R1. Bei
M. robusta erhohte sich auf R2 mit fortschreitender Kultivierungsdauer neben der
Regenerationsrate auch die Anzahl der pro regenerierender Kallus gebildeten Sprosse. War
nach vier Wochen im Mittel nur ein Spross pro regenerierender Kallus gezdhlt worden, so
wurden zwischen der fiinften und achten, der neunten und zwolften sowie der 13. und 16.
Woche je vier bis fiinf Sprosse gebildet. Im Vergleich dazu konnten auf R1 in den ersten drei

Kultivierungsphasen nur je ein bis zwei Sprosse pro regenerierender Kallus registriert werden.
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Regenerationsrate (%)

0.-4. 5-8. 9.-12. 13.-16. 0.-4. 5-8. 9.-12. 13.-16.
Kultivierungsphase (Woche)

Bl Pinova, Blattkallus OPinova, Internodienkallus
E M. robusta, Blattkallus OM. robusta, Internodienkallus

Abb. 3.2: Anteile regenerierender Kalli auf den Medien R1 und R2 in Abhéngigkeit von
Genotyp, Kallusart und Kultivierungsphase.

Der Medieneinfluss auf das duere Erscheinungsbild der Kalli war relativ gering. Das stirkste
Kalluswachstum zeigte sich auf R2, wobei sich die Kalli zwischen zwei Bonituren etwa um
das Dreifache vergroferten. Auf R1 und R3 wurden nur maximale Gréenzunahmen bis auf
das Doppelte erreicht. 'Pinova' zeigte auf allen Medien eine stirkere Kallusproliferation als M.
robusta, wobei die Internodienkalli stirker wuchsen als die Blattkalli. In Farbe, Ober-
flichenbeschaffenheit und Festigkeit konnten keine Unterschiede zwischen den Versuchs-
varianten festgestellt werden. Die Kalli zeigten eine unebene, mitunter kdrnige oder behaarte
Oberflache mit verschiedenen Zellkomplexen. Die Zellkomplexe innerhalb eines Kallus
wiesen oftmals verschiedene Farbungen auf; in der Regel waren sie gelbgriin sowie griin und
zeigten oftmals eine rote Pigmentierung. Mit fortschreitender Kulturdauer konnten zusitzlich
hell- bis dunkelbraune Zellkomplexe beobachtet werden. Trotz dieser sichtbaren Hetero-
genitit waren die Kalli schon zu Beginn der gesamten Kulturdauer durch eine hohe Festigkeit
gekennzeichnet und wirkten dadurch sehr kompakt. Die Sprossbildungen erschienen aus
griinen Zellkomplexen mit oftmals korniger Oberfliche. Eine Korrelation zur roten Pig-

mentierung bestand dabei nicht.
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Isoenzymanalysen
Zwischen den Isoenzymmustern beider Regenerationssysteme traten kaum Differenzen auf,

so dass sie im folgenden gemeinsam beschrieben werden.

Saure Phosphatase (ACP)

Sowohl in den Ausgangsgeweben als auch in den Explantat- und Kalluskulturen konnten
sieben Bandenhauptpositionen beobachtet werden, die durch Variationen in der Intensitét
gekennzeichnet waren. Die Intensitit der Banden im Ausgangsgewebe war an einigen
Positionen schwicher ausgeprigt. Im Gegensatz zu M. robusta zeigte die an Position 1
gelegene Bande bei 'Golden Delicious' und 'Pinova' sowohl im Ausgangsgewebe als auch in
den Geweben der Regenerationssysteme eine geringere Intensitit. Die Anzahl der
Hauptbanden blieb sowohl bei Explantaten als auch bei Kalluskulturen iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum hinweg konstant.

Dariiber hinaus wurden gelegentlich an mehreren Positionen im Gel zusétzliche, schwicher
gefarbte Banden in unterschiedlicher Anzahl exprimiert. Ein gehduftes Auftreten war bei den
Explantatkulturen in den ersten beiden Kultivierungsphasen bis zur zehnten Woche in dem an
Position 1 in Richtung Anode gelegenen Gelbereich zu verzeichnen.

In den kultivierten Geweben traten die bedeutendsten Unterschiede, die hauptsdchlich durch
differierende Intensititen bestimmt waren, an den Positionen 4 und 5 auf. Die Variationen
konnten drei Mustertypen zugeordnet werden, die im Vergleich zum Ausgangsgewebe in
Abb. 3.3 dargestellt worden sind. Typ 1 war gekennzeichnet durch scharfe Banden, deren
Intensitdt nie die der librigen Hauptbanden {ibertraf. Dieser Typ war mit dem Muster des
Ausgangsgewebes, in dem Position 4 eine geringere Intensitit als Position 5 aufwies,
vergleichbar. Dabei konnten an Position 4 eine oder zwei schmale Banden auftreten, die
oftmals sogar eine noch geringere Aktivitét als im Ausgangsgewebe besallen. In Typ 2 waren
an Position 4 zwei bis drei mitunter diffuse Banden mit erh6hter Intensitit zu beobachten. Die
Intensitét dieser zweiten bzw. dritten Bande erreichte dabei teilweise die Intensitdt der Bande
5, die entweder unverdndert oder im Vergleich zum Ausgangsgewebe mit ebenfalls erhdhter
Intensitdt vorlag. Typ 3 schlieBlich zeichnete sich an beiden Positionen durch je eine sehr
breite diffuse Bande von auffillig hoher Intensitdt aus, die oftmals nahezu ineinander

iibergingen.
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N

Ausgangs- Typ 1 Typ 2 Typ 3
gewebe

Abb. 3.3: Schematische Darstellung der ACP-Mustertypen in Primérexplantaten und Kal-
luskulturen im Vergleich zum Ausgangsgewebe.

Die Mustertypen standen offenbar in engem Zusammenhang mit der Regenerationsfahigkeit.
Auf Medium R3 zeigten alle Proben der Primérexplantate und Kalluskulturen mit Ausnahme
des einzigen regenerierenden Explantats (M. robusta) das Muster von Typ 3. Das Zymo-
gramm dieses regenerierenden Explantats hingegen entsprach Typ 1. Auf R1 und R2 konnten
die Typen 1 und 3 sowie auf R4 alle drei Typen beobachtet werden. Typ 1 trat auffdllig hidufig
bei regenerierenden Explantaten und Kalli, jedoch niemals bei nicht regenerierenden

Geweben auf.

Alkohol-Dehvydrogenase (ADH)

Blitter und Internodien von 'Golden Delicious' und 'Pinova' zeigten zwei schwach geférbte
Banden mit einer sekundiren Bande; bei M. robusta waren keinerlei Aktivititen zu
verzeichnen.

Demgegeniiber waren die Extrakte der Gewebe beider Regenerationssysteme durch eine
Erhohung der Bandenanzahl und -intensitdt gekennzeichnet. In Abhédngigkeit vom Genotyp
variierte die Anzahl intensiver bzw. schwicherer Banden zwischen drei und fiinf.

Bei den Primérexplantaten verringerte sich die Bandenanzahl auf R3 ab der zweiten
Kultivierungsphase (7.-10. Woche) bis zum Ende der gesamten Kultivierungsdauer bis auf

eine Bande bei 'Golden Delicious' und 'Pinova' sowie bis auf fiinf Banden unterschiedlicher
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Intensitdt bei M. robusta. Auf R4 setzte der Riickgang der Bandenanzahl erst vier Wochen
spéter ein.

Die Kalluskulturen von 'Pinova' zeigten unabhingig vom Medium und der Kallusart drei
intensive Banden und bis zu fiinf schwache, meist in Richtung Anode gelegene Banden. M.
robusta exprimierte finf intensive und bis zu acht schwichere Banden. Diese Bandenmuster
blieben fast iiber die gesamte Kulturdauer bestehen; erst am Ende, in der 16. Woche, war ein
Riickgang in Anzahl und Intensitét zu beobachten.

Weder bei Primérexplantaten noch bei den Kalluskulturen konnten Zusammenhénge zwischen

sichtbarer Regeneration und Isoenzymmuster festgestellt werden.

Diaphorase (DIA)

Differenziertes Ausgangsmaterial, Primédrexplantate und Kalli aller Genotypen bildeten auf
allen Medien zwolf intensive Hauptbanden mit mehreren schwécheren sekunddren Banden
aus. Die Zymogramme der Kalluskulturen blieben iiber den gesamten Beobachtungszeitraum
hinweg konstant. Die Explantate zeigten zur letzten Bonitur in der 22. Woche einen
deutlichen Riickgang der Bandenanzahl und -intensitdt. Unterschiede zwischen regenerie-

renden und nicht regenerierenden Geweben waren nicht vorhanden.

Esterase (EST)

Die Zymogramme der Primirexplantate und der Kalluskulturen wiesen liber 20 Banden
unterschiedlicher Intensitéit auf und waren anfangs auf allen Medien und bei allen Genotypen
nahezu identisch. Sie unterschieden sich kaum vom Ausgangsgewebe.

Die Primirexplantate von 'Golden Delicious' und 'Pinova' exprimierten ab der dritten
Kultivierungsphase (11.-14. Woche) medienunabhéngig weniger Banden; bei M. robusta
setzte die Verringerung der Bandenanzahl bereits in der zweiten Kultivierungsphase (7.-10.
Woche) ein. Bei den Kalluskulturen der beiden getesteten Genotypen 'Pinova' und M. robusta
hingegen lag bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes in der 16. Woche eine groBere
Konstanz der Zymogramme vor. Nur geringfiigig traten Intensitidtsunterschiede unter
Beibehaltung der Bandenanzahl auf.

Es zeigten sich keine Differenzen zwischen regenerierenden und nicht regenerierenden

Explantaten bzw. Kalli.

Malat-Dehydrogenase (MDH)

Ausgangsgewebe sowie Explantate und jiingere Kalli wiesen genotyp- und medienunabhéingig

auf der anodischen Gelseite elf bis zwolf eng aneinanderliegende Banden unterschiedlicher
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Intensitdt auf. Innerhalb der Priméarexplantate blieb dieses Muster iliber die gesamte
Beobachtungsperiode hinweg erhalten. Bei den Kalluskulturen hingegen setzte ab der dritten
Kultivierungsphase (9.-12. Woche) ein deutlicher Riickgang der Bandenanzahl und -intensitét
ein.

Auf der kathodischen Gelseite zeigten die Isoenzyme der Kalluskulturen im Gegensatz zu den
Explantaten ebenfalls einige Verdnderungen. Das Ausgangsgewebe war hier durch die fiir den
jeweiligen Genotyp charakteristischen Banden der im Kap. 2.3.1.1, S. 31 beschriebenen Zone
MDH-3 gekennzeichnet. Demnach wiesen 'Pinova' und M. robusta den dreibandigen
Phinotyp [ab] auf; 'Golden Delicious' trug die beiden Banden des Phinotyps [b]. Kalli von
'Pinova' exprimierten bis einschlieBlich der zwdlften Woche auf allen Medien nur das b-Allel.
Das a-Allel hingegen wurde erst wieder zur letzten Bonitur in der 16. Woche sichtbar. Bei
M. robusta waren die Variationen medienabhingig. Auf R1 wurde die a-Bande zwar {iber den
gesamten Beobachtungszeitraum hinweg ausgepigt, zeigte jedoch eine erheblich schwichere
Intensitét als die b-Doppelbande. Auf R2 und R3 konnte in den ersten beiden Kultivierungs-
phasen bis zur achten Woche entweder gar keine Bande oder nur die erste b-Bande in geringer
Intensitdt beobachtet werden, die a-Bande und die zweite b-Bande wurden erst wieder
zwischen der neunten und zwoélften Woche gebildet. Explantate behielten stets ihr geno-
typspezifisches Muster des Locus Mdh-(3) bei. AuBerdem trat bei allen Kalluskulturen und
einem Teil der Explantate auf der kathodischen Gelseite eine vierte, zwischen den beiden
Banden des b-Allels positionierte Bande auf.

Die beschriebenen Variationen gestatten keinen Riickschluss auf das Regenerationsvermogen.

Peroxidase (PRX)

PRX-Zymogramme beider Regenerationssysteme wiesen im Gegensatz zum Ausgangsge-
webe sowohl auf der anodischen als auch auf der kathodischen Gelseite zwei bis vier
zusdtzliche Bandenpositionen auf, sodass genotypabhéngig bis zu 18 Bandenpositionen beob-
achtet werden konnten.

Bei den Kalluskulturen blieben die Bandenmuster mehrheitlich bis zum Ende des Beob-
achtungszeitraumes bei allen Varianten mit gleicher Intensitét erhalten. Eine Ausnahme zeigte
sich jedoch beim Vergleich der regenerierenden und der nicht regenerierenden Blattkalli von
M. robusta. Die regenerierenden Kallusteile zeigten auf R1 und in noch stirkerem Mal3e auf
R2, wo die Regeneration auf die gesamte Beobachtungszeit bezogen hoher lag als auf R1, an
Position 16 eine deutlich hohere Intensitit als nicht regenerierendes Kallusgewebe.

Bei den Explantaten auf Medium R3 sowie bei nicht regenerierenden Explantaten auf R4

waren mit fortschreitender Kultivierungszeit immer stirker werdende Bandenverluste und
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Intensitatsminderungen zu erkennen. Dabei waren die Verdnderungen bei 'Golden Delicious'
im Vergleich zu 'Pinova' und M. robusta, die eine hohere Regenerationsbereitschaft besalen,
geringer ausgepragt. Das einzige auf R3 regenerierende Explantat (M. robusta) zeigte eben-
falls wie alle anderen auf R4 regenerierenden Explantate keine qualitativen und quantitativen

Bandenverluste.

3.3.2 ACP-Muster und Regenerationsfiahigkeit

Experiment 1

Die Explantate der beiden gepriiften Genotypen 'Golden Delicious' und 'Pinova' zeigten in
keiner der Bonitierungsvarianten auf Medium R3 sichtbare Regenerationen. Jedes Explantat
exprimierte das ACP-Muster des Typs 3, das durch sehr hohe Intensitéten an den Positionen 4

und 5 gekennzeichnet ist (Abb. 3.4).

Position
4 und 5

Abb. 3.4: ACP-Bandenmuster des Typs 3 bei Primirexplantaten ohne Regeneration auf
Medium R3.

Sprossbildungen wurden nur auf R4 ausgelost. Die Regenerationsleistungen wiesen deutliche
Unterschiede in Abhédngigkeit vom Genotyp und der Untersuchungsvariante auf (Tab. 3.1).
Die hochsten Regenerationsleistungen wurden bei 'Pinova' nach sechs Wochen erzielt, bei
'Golden Delicious' hingegen regenerierten die meisten Explantate erst zwischen der siebenten
und zehnten Woche nach vorherigem Umsetzen am Ende der sechsten Woche. Ohne
Medienerneuerung traten bei beiden Genotypen zwischen der siebenten und zehnten Woche

die wenigsten Regenerationsereignisse ein. In der Summe der Untersuchungsvarianten



betrachtet, lag das Regenerationspotential von 'Pinova' deutlich iiber dem von 'Golden

Delicious'.

Tab. 3.1: Regenerationsleistungen und relative Héufigkeiten der ACP-Bandenmustertypen
von Primérexplantaten der Genotypen 'Golden Delicious' und 'Pinova' auf Medium
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R4 in Abhéngigkeit von der Untersuchungsvariante (n = 20 Explantate).

Untersuchungs- | Genotyp Regenera- | Sprosse/ Relative Hiufigkeit der
variante tionsrate | regenerie- Bandenmustertypen (%)
(%) rendes
Explantat | Typ 1 Typ 2 Typ 3

0.-6. Woche 'Golden Del. 25,0 1,3 0 25,0 75,0

'Pinova"* 78,9 1,8 54,9 36,8 5,3
7.-10. Woche 'Golden Del. 50,0 1,9 25,0 25,0 50,0
mit Subkultur 'Pinova' 55,0 1,4 40,0 25,0 35,0
7.-10. Woche 'Golden Del.' 5,0 1,0 0 25,0 75,0
ohne Subkultur |['Pinova' 25,0 1,2 25,0 40,0 35,0

* n =19 Explantate

Bei der Untersuchung der Bandenmustertypen der auf R4 kultivierten Explantate konnten

neben dem Typ 3 auch die Typen 1 und 2, welche in Abb. 3.5 dargestellt sind, beobachtet

werden.

|

Position
4 und 5

Abb. 3.5: ACP-Muster der Typen 1 und 2 bei Primérexplantaten auf Medium R4.
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Es bestanden deutliche Unterschiede in den relativen Héaufigkeiten, die ebenfalls in Tab. 3.1
dargestellt sind. Hohe Regenerationsraten korrelierten mit einem geringen Anteil von
Regeneraten des Typs 3 sowie mit dem gehduften Auftreten von Typ 1. Unter Beriick-
sichtigung der Untersuchungsvariante und des Genotyps zeigten sich im Vergleich der
Hiufigkeiten des Typs 1 tendenzielle Ahnlichkeiten zu den jeweiligen Regenerationsraten.
Typ 2 zeigte weniger gro3e Unterschiede in den Héufigkeiten. Bei 'Golden Delicious' war der
Zusammenhang zwischen den Haufigkeiten des Typs 1 und den Regenerationsleistungen be-

sonders offensichtlich.

Experiment 2

Auf Medium R3, auf dem wiederum keine Regenerationen stattfanden, wurde ausnahmslos
nur der Bandentyp 3 festgestellt. Dagegen waren auf R4 Unterschiede sowohl in der Hohe der
Regenerationsraten als auch in der Haufigkeitsverteilung der Bandentypen zu verzeichnen,

die durch den Genotyp und den Boniturzeitpunkt bedingt waren (Tab. 3.2).

Tab. 3.2: Regenerationsraten und relative Héufigkeiten der ACP-Bandenmustertypen von
Primédrexplantaten der Genotypen 'Golden Delicious', 'Pinova' und M. robusta auf
Medium R4 in Abhéngigkeit vom Boniturzeitpunkt.

Genotyp Wieder-  Bonitur- Regene- Relative Hiufigkeiten der
holung  zeitpunkt rations- Bandenmustertypen (%)
(nach ... rate (%)
Wochen) Typ 1 Typ 2 Typ 3
'Golden Del.' 1 2 0 0 16,0 84,0
12,0 8,0 20,0 72,0
2 2 0 3,8 7,7 88,5
4 3,8 3,9 26,9 69,2
'Pinova' 1 2 0 12,0 32,0 56,0
4 48,0 52,0 36,0 12,0
2 2 0 12,0 32,0 56,0
4 38,5 38,5 423 19,2
M. robusta 1 2 0 0 0 100
4 38,5 32,0 32,0 36,0
2 2 0 0 0 100
4 44,0 38,5 30,8 30,7

Zwei Wochen nach dem Aufsetzen waren in der Gesamtheit der Explantate noch keine
Sprossbildungen sichtbar. Die klaren genotypabhidngigen Niveauunterschiede in der Hohe der

Regenerationsrate zeigten sich nach vier Wochen. Die Regenerationsrate von 'Golden Deli-
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cious' lag in beiden Wiederholungen auf deutlich niedrigerem Niveau als die von 'Pinova' und
M. robusta, die sich durch ein dhnliches Regenerationspotential auszeichneten.

In den gleichfalls in Tab. 3.2 ersichtlichen relativen Héufigkeiten der Bandenmustertypen
zeigten sich tendenzielle Beziehungen zu den Regenerationsraten. Der durch unauffillige
Intensitdten gekennzeichnete Typ 1 war nach zwei Wochen noch nicht bzw. zu einem im
Vergleich mit den anderen Mustern der jeweiligen Bonitierungsvariante in geringem Umfang
vertreten. Nach vier Wochen hingegen stiegen die Haufigkeiten von Typ 1 in der gleichen
genotypabhingigen Weise an wie die Regenerationsraten, wobei die Haufigkeit des Auf-
tretens der Hohe der Regenerationsraten sehr dhnlich war.

Demgegeniiber traten durch Typ 3 charakterisierte Explantate in entgegengesetzter Tendenz
weniger hiufig auf je mehr die Regenerationsrate anstieg. Sie waren nach zwei Wochen unter
Beachtung der genotypischen Unterschiede hédufiger als nach vier Wochen vertreten. Den
geringsten Anteil hatte 'Pinova' zu verzeichnen, den hochsten dagegen 'Golden Delicious'. Die
Haufigkeiten von Typ 2 nahmen bei beiden Kultivierungszeiten eine Mittelstellung ein. Thr
Anteil war jedoch nach vier Wochen mehr oder weniger deutlich hdher als nach zwei

Wochen.

Die Werte des G-Tests, bei dem als Nullhypothese die Unabhédngigkeit der qualitativen
Merkmale Regeneration und Bandenintensitit in ihren beiden Stufen vorhanden und nicht
vorhanden bzw. unauffillig (Bandenmustertyp 1) und erhéht (Bandenmustertypen 2 und 3)
zugrunde gelegt wurde, sind in Tab. 3.3 angegeben. Bei einem Freiheitsgrad betrigt der y°-
Wert fiir eine 5 %ige Irrtumswahrscheinlichkeit 3,84. In allen Varianten bzw. bei
Zusammenfassung mehrerer Varianten, in denen alle Werte von null verschieden waren,
ergab sich Signifikanz und damit die Ablehnung der Nullhypothese. Es besteht somit ein
Zusammenhang zwischen erhohter Bandenintensitdt und ausbleibender Regeneration bzw.

zwischen unauffalliger Intensitét und vorhandener Regenerationsbereitschatft.

Experiment 3
Die beiden Varianten der Untersuchungsmethodik ergaben unterschiedliche Ergebnisse in der

Haufigkeit der gefundenen ACP-Muster.

Kalli mit ACP-Untersuchung des Gesamtgewebes

Die Regenerationsleistungen waren abhingig vom Medium, dem Genotyp und der Kallusart.

Auf Medium R3, auf dem nur Blattkalli kultiviert wurden, fand keine Regeneration statt.



Tab 3.3: G-Werte fiir den Test auf Unabhangigkeit zwischen Regeneration und Bandenintensitét bei Primérexplantaten.

Medium | Kultur- Genotyp Merkmalskombination G-Wert
dauer Regeneration vorhanden Regeneration nicht vorhanden
(Wochen)
Intensitit Intensitit Intensitit Intensitit
unauffillig erhoht unauffillig erhoht

R3 2 'Golden Delicious' 0 0 0 51 -

'Pinova' 0 0 0 51 -
_____________________ Mrobusta {0 o0 | 0 S5t | - ]
R3 4 'Golden Delicious' 0 0 0 51 -

'Pinova' 0 0 0 51 -
_____________________ M robusta |} O 0 | O 5 o]
R4 2 'Golden Delicious' 0 0 2 49 -

'Pinova' 0 0 14 31 -
_____________________ M robusta _______J O O | O AT ]
R4 4 'Golden Delicious' 3 1 2 45 7,89 k%

'Pinova' 16 6 7 22 10,35  **
R S M. robusta | ______ 16 . 4 . 2 . 29 |- 27,52 X
R4 2+4 'Golden Delicious' 3 1 4 94 9,20  **

'Pinova' 16 6 21 53 12,10 ***
IR SR M robusta ] _____. 16 . 4 2 . 76 | 50,03 _F**
R3+R4 (2+4 'Golden Delicious' 3 1 4 196 12,63  ***

'Pinova' 16 6 21 155 33,36 kx*

M. robusta 16 4 2 178 73,34  ***

**  signifikant bei p < 0,01
**% gignifikant bei p < 0,001

Y0l

¢ THLIdVIA
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Auf R1 zeigte der Blatt- bzw. der Internodienkallus von 'Pinova' eine Regenerationsrate von
60,0 % bzw. 46,7 %. Die Blattkalli von M. robusta regenerierten auf R1 zu 6,7 %, wéhrend
die Regeneration bei Internodienkallus vollstidndig ausblieb.

Die ACP-Muster waren gekennzeichnet durch das alleinige Auftreten von Typ 3.

Kalli mit ACP- Untersuchung von drei ausgewihlten Gewebeproben

Die Regenerationsleistungen entsprachen weitgehend denen der Kalli, deren gesamtes
Gewebe extrahiert worden war, d. h. auf R3 waren keine Regenerationen zu verzeichnen, auf

R1 variierten die Regenerationsraten in Abhingigkeit von Genotyp und Kallusart (Tab. 3.4).

Tab. 3.4: Regenerationsleistungen und relative Haufigkeiten des ACP-Bandenmustertyps 1
in Kalluskulturen bei Untersuchung von drei ausgewéhlten Gewebeproben je
Kallus auf Medium R1 (n = 15).

Genotyp Kallusart Regenerations- Sprosse/ Relative Hiufig-
rate (%) regenerierender | keit des Typs 1
Kallus (%)
'Pinova' Blattkallus 77,3 2,0 533
Internodienkallus 53,3 3,6 73,3
M. robusta Blattkallus 13,3 1,0 26,7
Internodienkallus 0 0 0

Die Untersuchung der ACP-Muster ergab, dass in regenerierenden Varianten in unter-
schiedlichem Umfang Kalli vorhanden waren, bei denen mindestens eine der Gewebeproben
den Bandentyp 1 exprimierte (Tab. 3.4). Die auf R1 im Vergleich zu M. robusta hohere
Regenerationsfahigkeit beider Kallusarten von 'Pinova' war verbunden mit dem héufigeren
Vorkommen von Proben mit unauffélliger Aktivitit (Typ 1). Die Hohe der Regenerations-
raten der Blatt- und Internodienkalli von 'Pinova' waren jedoch umgekehrt proportional zur
Haufigkeit von Typ 1. Die in geringerem Umfang regenerierenden Internodienkalli wiesen
aber die hoheren Sprossanzahlen pro regenerierenden Kallus auf. In keinem Kallus der nicht
regenerierenden Varianten konnte Typ 1 beobachtet werden; diese Kalli waren in allen drei
Gewebeproben durch Typ 3 charakterisiert.

Der G-Test bestitigte sowohl fiir Blatt- und Internodienkallus von 'Pinova' als auch fiir die
Summe der Blattkalli beider Genotypen auf R1 den vermuteten Zusammenhang von
Regenerationsverhalten und Bandenintensitdt. Lediglich bei alleiniger Betrachtung des auf
gleichem Medium kultivierten Blattkallus von M. robusta konnte die Abhdngigkeit beider
Merkmale nicht statistisch gesichert werden (Tab. 3.5).




Tab 3.5:  G-Werte fiir den Test auf Unabhéingigkeit zwischen Regeneration und Bandenintensitit. Die Daten wurden aus jeweils drei
Teilstiicken von insgesamt 15 untersuchten Kalli pro Variante gewonnen.
Genotyp Medium  Kallusart Merkmalskombination G-Wert
Regeneration vorhanden Regeneration nicht vorhanden
Intensit:it Intensitit Intensitit Intensit:it
unauffillig erhoht unauffillig erhoht
'Pinova' R1 Blattkallus 9 4 2 30 10,95 ***
Internodienkallus 7 3 6 29 7,45  **
R3 Blattkallus 0 0 0 45 -
M. robusta R1 Blattkallus 1 2 3 39 0,89
Internodienkallus 0 0 45 -
R3 Blattkallus 0 0 0 45 -
'Pinova' R1 Blattkallus 10 6 5 69 20,31 ***
+ M. robusta

**  signifikant bei p < 0,01

Ik gignifikant bei p < 0,001
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3.3.3 Einfluss von Phosphataseinhibitoren

3.3.3.1 Natriumfluorid und Natriumvanadat

Experiment 1°

* Die Ergebnisse dieses Experiments sind in gestraffter Form in Plant Breeding 117, 563-566
(1998) verdffentlicht worden.

Unabhingig von der Konzentration konnten auf den meisten der NaF und NazVOq
beinhaltenden Medien die ersten Adventivknospen bereits reichlich zwei Wochen nach
Kultivierungsbeginn beobachtet werden. Demgegeniiber zeigten sich auf dem Kontroll-
medium die ersten Adventivknospen erst nach vier Wochen. Dariiber hinaus waren die
Explantate unter dem Einfluss der beiden Inhibitoren im Vergleich zur Kontrolle einem

verlangsamten Alterungsprozess unterworfen.

Im Allgemeinen iibten beide Inhibitoren einen positiven Einfluss auf die Adventiv-
sprossbildung aus. Die Gesamtanzahlen der Sprosse sind im Vergleich zur Kontrolle in Tab.
3.6 ersichtlich. Mit Ausnahme von 'Elstar' und 'Gala' regenerierten die anderen Genotypen in
einigen ('Reka') bis in allen Inhibitorbehandlungen ('Pinova', M. robusta) signifikant mehr
Sprosse als in der Kontrolle. Aber auch bei 'Elstar' und 'Gala' konnten erhdhte Sprossanzahlen
in den meisten Behandlungen erzielt werden.

Die Erhohung der Sprossertrige wurde dadurch erreicht, dass einerseits mehr Explantate
regenerierten (Abb. 3.6 und 3.7) und andererseits diese mehr Sprosse bildeten. So wurde z. B.
fiir 'Pinova' bei beiden Inhibitoren in iiber der Hilfte der Behandlungen eine Regenerations-
rate von 100 % festgestellt, wihrend bei der Kontrolle nur 75 bis 80 % der Explantate
regenerierten. Genotypen mit einer mittleren Regenerationskapazitit (40 bis 60 %) wie M. ro-
busta, 'Golden Delicious' und 'Reka' konnten ihre Regenerationsraten in einigen Behand-
lungen bis um die Hilfte erhhen. AuBerordentlich gute Ergebnisse wurden auch bei 'Retina’
und 'Remo’ erzielt, die in der Kontrolle mit 5 bzw. 25 % regenerierenden Explantaten durch
eine niedrige Regenerationskapazitdt charakterisiert waren. Mit Ausnahme von 'Elstar' und
'Gala' erhohten sich im Durchschnitt der anderen Genotypen bei vielen Konzentrationen die
Sprossanzahlen pro regenerierendes Explantat bis auf das Dreifache der Kontrolle. Beim
Vergleich der Ergebnisse iliber die Varianzanalyse wurde ersichtlich, dass die groBten

Unterschiede in der Sprossregeneration genotypbedingt waren (Tab. A.2 und A.3 im Anhang).



Tab. 3.6: Anzahl regenerierter Sprosse unter dem Einfluss verschiedener Konzentrationen von NaF und Na3;VO,4. Die Werte repra-
sentieren den Gesamtertrag aus drei Wiederholungen.

801

Behandlung Anzahl regenerierter Sprosse pro Genotyp

und

Konzentration Elstar Gala Golden Reka Remo Retina Pinova Malus

(M) Delicious robusta

Kontrolle 0 86 229 44 66 25 5 133 91

NaF 0,5 121 228 126 * 108 58 * 12 413 * 252 *
1 80 274 110 * 90 132 * 55 * 377 * 248 *
2,5 70 224 113 * 95 152 * 70 * 407 * 312 *
5 111 243 115 * 94 135 * 80 * 394 * 394 *
7,5 104 217 99 * 131 168 * 82 * 340 * 397 *
10 105 258 98 * 119 163 * 82 * 340 * 385 *
25 105 151 103 * 127 153 * 29 * 316 * 368 *
50 111 134 92 * 78 170 * 25 309 * 296 *
75 77 171 76 * 90 100 * 34 * 253 * 280 *
100 132 194 67 63 100 * 32 201 * 252 *

Na;VOs 0,5 126 241 98 * 93 86 * 9 372 * 338 *
1 100 254 89 * 90 75 * 13 394 * 356 *
2,5 85 225 108 * 95 74 * 16 362 * 290 *
5 123 273 98 * 88 98 * 32 % 554 * 379 *
7,5 151 254 130 * 90 83 * 20 472 * 379 *
10 152 231 103 * 98 92 * 25 475 * 303 *
25 145 251 107 * 89 100 * 20 514 * 345 *
50 118 175 105 * 91 132 * 19 586 * 301 *
75 169 200 88 * 97 104 * 16 496 * 276 *
100 158 254 55 65 45 23 320 * 270 *

*  signifikant besser als Kontrolle bei p < 0,05
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Abb. 3.6: Regenerationsraten von Primidrexplantaten verschiedener Genotypen in Ab-
hiangigkeit von der NaF-Konzentration nach sechswochiger Kulturdauer.
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Abb. 3.7: Regenerationsraten von Primidrexplantaten verschiedener Genotypen in Ab-
héngigkeit von der Na;VO4-Konzentration nach sechswochiger Kulturdauer.
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Dartiber hinaus konnte ein signifikanter Einfluss der Inhibitorkonzentration sowie dessen
Wechselwirkung mit dem Genotyp nachgewiesen werden. Na3VO; schien dabei einen
groBBeren genotypspezifischen Effekt zu haben als NaF. Wihrend bei 'Reka’, 'Remo’ und
'Retina’ weniger Sprosse mit NazVO4 gebildet wurden, war die Regeneration bei 'Gala',
'Elstar' und 'Pinova' héher bei Anwendung von NaF.

Ungeachtet der Unterschiede waren alle Konzentrationen in der Lage, die Adventiv-
sprossbildung in den meisten Genotypen positiv zu beeinflussen. In Abhdngigkeit vom
Genotyp, dem Inhibitor und der Konzentration konnten bestimmte Maxima in der
Sprossregeneration beobachtet werden. In den meisten Féllen lagen diese Maxima zwischen 5
und 10 pM. Der steigernde Effekt verringerte sich im allgemeinen jedoch bei Konzen-

trationen iiber 50 pM.

Experiment 2

Bei der liberwiegenden Mehrheit der Versuchsvarianten (Genotyp x Kultivierungsphase)
konnte durch den Zusatz von NaF oder Na3;VO, eine signifikante Steigerung der Spross-
ertrdge im Vergleich zu beiden oder mindestens einer der Kontrollen nachgewiesen werden
(Tab. 3.7). Lediglich bei den zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfiihrung stark mit endogenen
Bakterien infizierten Explantaten von 'Retina’ blieben die Inhibitoren wirkungslos.

Die Erhoéhung der Gesamtzahlen der pro Inhibitorvariante gebildeten Sprosse ergab sich
wiederum aus der Erhohung der Anzahl regenerierender Explantate (Tab. A.11) und aus der
vermehrten Sprossbildung an den regenerierenden Explantaten selbst.

Der regenerationssteigernde Effekt war in Abhédngigkeit vom Genotyp, der Kultivierungs-
phase und dem Inhibitor bzw. dessen Konzentration verschieden ausgeprigt. Bei den Geno-
typen 'Elstar', 'Gala', 'Golden Delicious' und 'Pinova' zeigten alle Konzentrationen beider
Inhibitoren die hochste Wirksamkeit wéhrend der ersten sechs Wochen der insgesamt 18-
wochigen Kultivierungszeit. Die Steigerungsraten nahmen im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollen mit zunehmender Kulturdauer kontinuierlich ab. Wihrend der dritten Kultivie-
rungsphase wurden nur noch bei der Hilfte der inhibitorbeinhaltenden Medien signifikant
hohere Sprossertrige beobachtet. Demgegeniiber zeigten die Kontrollen {iber die drei
Beobachtungsphasen hinweg keinen (‘Elstar', 'Golden Delicious') bzw. nur einen leichten

Riickgang ('Gala') der Regenerationsleistung.



Tab. 3.7:  Anzahl der an Primérexplantaten regenerierten Sprosse in Abhéngigkeit von der Kultivierungsphase und verschiedener NaF-
und Na3;VOs-Konzentrationen.
Genotyp Kultivie- Behandlung und Konzentration (uM)
rungsphase
(Woche) Kontrolle 1 | Kontrolle 2 NaF Na3;VO,
0 0 50 100 50 100
Elstar 0.-6. 28 25 67 4B 60 A8 47 B 64 4B 9p AB 54 AB
7.-12. 26 15 36 B 42 AB 42 B 41 B 41 B 30 B
13.-18. 29 21 29 36 42 B 48 B 46 B 34
0.-18. 83 61 132 AB 138 AB 131 4B 153 4B 179 AB 118 B
Gala 0.-6. 65 63 96 AB g9 AB 77 117 4B 103 4B 110 4B
7.-12. 62 68 65 77 78 104 4B 113 4B g2 A
13.-18. 56 57 79 74 68 9] AB 95 AB 74
0.-18. 183 188 240 AB 240 “B 223 AB 312 4B 311 AB 266 “B
Golden 0.-6. 22 22 46 B 72 AB g5 AB 61 AP 75 AB 61 4B
Delicious 7.-12. 20 20 38 AB 42 AB 67 AB 51 AB g2 AB 65 A
13.-18. 31 28 35 37 41 54 AB 44 B 53 AB
0.-18. 73 70 119 2B 151 AB 193 4B 166 “B 201 AB 179 AB
Pinova 0.-6. 85 87 119 AB 163 4B 169 AB 147 AB 262 AB 196 A8
7.-12. 67 72 101 AB 98 A 123 AB 116 AP 133 AB 127 AB
13.-18. 65 66 86 A 95 AB g9 AB 78 77 9] AB
0.-18. 217 225 306 AB 356 AB 381 AB 341 AB 472 AB 414 4B
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Tab. 3.7:  Fortsetzung.
Genotyp Kultivie- Behandlung und Konzentration (uM)
rungsphase
(Woche) Kontrolle 1 | Kontrolle 2 NaF Naz;VO,
0 0 50 100 50 100
Reka 0.-6. 21 21 58 AB 59 AB 37 AB 36 AB 58 AB 42 AB
7.-12. 46 38 95 AB 95 AB 56 B 74 AB 104 AB 47
13.-18. 77 71 109 B 92 62 110 B 146 4B 58
0.-18. 144 130 262 AB 246 4B 155 220 APB 308 AB 147
Remo 0.-6. 15 15 35 AB 39 AB 38 AB 32 AB 34 AB 31 AB
7.-12. 17 16 79 AB 56 AB 44 AB 40 AB 46 B 37 AB
13.-18. 18 14 g7 AB 62 AB 50 AB 44 4B 44 *B 37 B
0.-18. 50 45 201 AB 157 AB 132 AB 116 AB 124 AB 105 4B
Retina 0.-6. 5 8 3 0 5 1 6 20
7.-12. 9 1 0 1 8 1 3 7
13.-18. 2 0 0 0 4 0 0 3
0.-18. 16 9 3 1 17 2 9 30

signifikant besser als Kontrolle 1 bei p < 0,05
signifikant besser als Kontrolle 2 bei p < 0,05
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Am deutlichsten war der Riickgang der Regeneration bei 'Pinova' ausgeprigt. Hier trat bei den
Kontrollen zwischen der 13. und 18. Woche ein Riickgang der Sprosszahlen im Vergleich zu
den ersten sechs Wochen um etwa 25 % auf, wihrend bei den meisten Inhibitorvarianten
wesentlich hohere Riickgangsraten (bis zu 70 % bei 50 uM Na;VO,) zu verzeichnen waren.
Vollig anders reagierten die Genotypen 'Reka' und 'Remo' mit zunehmender Kultivierungszeit
auf die Inhibitorbehandlung. In Abhingigkeit von Inhibitorart und -konzentation trat eine
mehr oder weniger deutliche Steigerung der Regenerationsleistung im Vergleich zu den ersten
sechs Wochen ein. Beide Genotypen unterschieden sich jedoch im zeitlichen Regenerations-
verhalten ihrer Kontrollen. Wihrend bei 'Reka’ in der dritten Beobachtungsphase mehr als das
Dreifache der Sprosse als in der ersten Phase gebildet wurden, d. h. mit fortschreitender
Kulturdauer die Regenerationsfahigkeit deutlich zunahm, blieb sie bei 'Remo’ wéhrend der
drei Beobachtungsphasen gleich. Die Steigerungsraten im Vergleich zur dazugehorigen Kon-
trolle waren auch bei 'Reka' in der ersten Phase am hdchsten. Nur bei 'Remo’ erzielten die
Inhibitoren im Gegensatz zu den anderen Genotypen die hochste Effektivitét erst in der dritten
Beobachtungsphase.

Beide Inhibitoren besaflen eine genotypabhdngige unterschiedliche Wirksamkeit. Varianz-
analysen, die fiir jede Kultivierungsphase iiber alle Genotypen und die drei Konzentrationen
des jeweiligen Inhibitors durchgefiihrt worden waren, zeigten, dass Na;VO, in den ersten
zwoOlf Wochen genotypspezifischer wirkte als NaF (Tab. A.12 und A.13). Insbesondere
'Elstar’, 'Gala', 'Golden Delicious' und 'Pinova' sprachen besser auf Na3;VO, an.
Demgegeniiber ermoglichte NaF bei 'Remo' hohere Sprossertrage. Im allgemeinen wurde die
Varianz zwischen den Versuchsergebnissen der Inhibitorbehandlungen zu jedem
Boniturzeitpunkt jedoch stirker vom Genotyp als vom jeweiligen Inhibitor und dessen
Konzentration beeinflusst.

Obwohl die drei Konzentrationen beider Inhibitoren bei nahezu allen Genotypen eine
Zunahme der Regenerationsleistung bewirkten, waren insbesondere bei Na3VO, signifikante
Unterschiede zwischen den Konzentrationen zu verzeichnen, die am deutlichsten nach der
sechsten Woche hervortraten und mit steigender Kultivierungsdauer abnahmen (Tab. A.13).
Bei der Mehrzahl der Genotypen erwiesen sich zu allen drei Boniturzeitpunkten 50 pM als
optimal, wiahrend 100 uM die ungiinstigste Konzentration darstellte. Bei NaF hingegen
konnten bei Betrachtung der Gesamtheit der Genotypen nur in der sechsten Woche
signifikante Unterschiede zwischen den Konzentrationen beobachtet werden (Tab. A.12).
Aber auch bei diesem Inhibitor zeigten sich in der Mehrzahl der Varianten Genotyp X

Kultivierungsphase die Konzentrationen 5 und 50 uM {iiberlegen.



114 KAPITEL 3

Experiment 3

Die Zugabe von NaF bzw. Na;VO4 zum Nihrmedium wirkte sich bei der iiberwiegenden
Mehrzahl der Kalluslinien positiv auf die Sprossbildung aus. Die detaillierte Zusammen-
stellung der Ergebnisse beziiglich der pro Variante erzielten Sprosszahlen ist in Tab. 3.8 zu
finden.

Wenigstens an einem der Boniturzeitpunkte zeigten 71,4 % der Kalluslinien einen signifikant
hoheren Sprossertrag als die dazugehorige Kontrolle. 'Elstar' und 'Remo', deren Kontrollkalli
keinen bzw. nur einen Spross regenerierten, konnten erst durch die Inhibitorbehandlungen zur
Sprossregeneration angeregt werden. Bei den ebenfalls kaum regenerationsfahigen Kalli von
'Retina’ konnte zumindest mit 50 uM Na3;VO, eine verbesserte Regenerationsfahigkeit erzielt
werden. Auch das vergleichsweise niedrige Regenerationsvermdgen der Kontrollkalli von
'Golden Delicious' konnte durch die Inhibitorwirkung entscheidend verbessert werden und
erreichte somit Werte, die teilweise sogar liber denen von 'Pinova' lagen.

Die Hauptursache der oftmals signifikanten Erhoéhung des Sprossertrages liegt in der
Erh6éhung der Anzahl der sprossbildenden Kalli, deren prozentualen Anteile als Regene-
rationsraten in Tab. A.21 dargestellt sind. Eine gleichzeitige Erh6hung der Anzahl der pro
regenerierenden Kallus gebildeten Sprosse fand nicht in jedem Fall statt.

Die insgesamt positive Wirkungsweise beider Inhibitoren war gekennzeichnet durch
Unterschiede, die durch den Genotyp, die Kultivierungsphase und die Art des Inhibitors bzw.
dessen Konzentration hervorgerufen worden sind. Am héaufigsten setzte eine signifikante
Erhohung der Sprossregeneration bis zur ersten Bonitur in der sechsten Woche ein. Auch die
dritte Kultivierungsphase zeigte nach unmittelbar vorausgegangener Medienerneuerung zu
Beginn der 13. Woche besonders bei 'Golden Delicious', aber auch bei 'Gala' und 'Pinova' in
einigen Behandlungen einen signifikanten Regenerationsanstieg. Beziiglich der optimalen
Inhibitorbehandlung waren deutliche genotypische Unterschiede vorhanden. Wéihrend
beispielsweise 'Reka' mit 5 uM NaF die meisten Sprosse bildete, war diese Behandlung fiir
die anderen Genotypen weniger effektiv. 'Gala' und 'Pinova' reagierten sogar mit z. T.
signifikant niedrigerer Sprosszahl im Vergleich zur Kontrolle; die Kallusproliferation war
jedoch stark erhoht. Der gleiche Effekt trat bei 'Gala' nochmals bei der Behandlung mit 5 uM
Na3VOyq auf, die bei anderen Genotypen signifikant bessere Ergebnisse bewirkte. Fiir 'Elstar’,

'Gala' und 'Remo' erwies sich die Konzentration von 100 uM NaF als die giinstigste.



Tab. 3.8:  Anzahl der an Kalluskulturen regenerierten Sprosse in Abhéngigkeit von der Kultivierungsphase und verschiedener NaF- und
Na3;VO4-Konzentrationen.
Genotyp Kultivie- Behandlung und Konzentration (uM)
rungsphase
(Woche) Kontrolle NaF Na3;VO,
0 5 50 100 50 100
Elstar 0.-6. 0 5 7 A 18 A 20 28 A 4 A
7.-12. 0 11 2 20 A 11 4 7
13.-18. 0 5 9 30 A 14 13 A 10
19.-24. 0 3 0 15 A 6 2 5
0.-24. 0 24 18 A g3 A 51 47 A 64 A
Gala 0.-6. 140 52 123 157 91 212 A 175
7.-12. 20 25 93 A 101 » 32 57 A 35 A
13.-18. 67 32 89 124 A 88 128 A 85
19.-24. 17 12 35 38 25 5 3
0.-24. 244 121 340 420 A 236 402 A 298
Golden 0.-6. 11 22 30 37 A 40 77 A 45 A
Delicious 7.-12. 7 10 7 15 15 16 4
13.-18. 2 6 14 A 19 A 21 19 A 8
19.-24. 1 0 3 10 3 10 5
0.-24. 21 38 54 g1 # 79 122 A 62
Pinova 0.-6. 26 16 38 A 26 50 62 * 40 A
7.-12. 15 9 26 9 21 16 15
13.-18. 4 2 10 8 14 12 A 5
19.-24. 0 1 5 1 0 10 0
0.-24. 45 28 79 A 44 85 100 A 60
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Tab. 3.8: Fortsetzung.
Genotyp Kultivie- Behandlung und Konzentration (uM)
rungsphase
(Woche) Kontrolle NaF NazVO,
0 5 50 100 5 50 100
Reka 0.-6. 20 85 36 A 35 A 44 A 51 A 25
7.-12. 39 31 32 43 52 28 31
13.-18. 59 72 30 54 71 35 48
19.-24. 4 14 8 1 5 2 7
0.-24. 122 202 106 133 172 116 111
Remo 0.-6. 1 10 19 A 43 A g A 10 A 2
7.-12. 0 4 15 16 0 2 0
13.-18. 0 0 2 26 0 4 0
19.-24. 0 0 0 g A 0 0 0
0.-24. 1 14 36 A 93 A g A 16 A 2
Retina 0.-6. 1 1 2 0 0 9 A 0
7.-12. 0 0 0 0 0 3 0
13.-18. 0 0 0 0 0 5 0
19.-24. 0 0 0 0 0 0 0
0.-24. 1 1 2 0 0 17 A 0

signifikant besser als Kontrolle bei p < 0,05

signifikant schlechter als Kontrolle bei p < 0,05
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Von den Na;VOy4-Behandlungen war im Mittel aller Genotypen die Konzentration von 50 uM
die effektivste. Bei 100 uM Na3;VO,; wurden zwar in einigen Féllen noch hohere Sprosszahlen
als in der Kontrolle erzielt; im Vergleich zu anderen Behandlungen zeichnete sich jedoch eine
gewisse hemmende Wirkung ab.

Varianzanalytische Untersuchungen zur Abschitzung des Einflusses der drei Konzentrations-
stufen des jeweiligen Inhibitors, des Genotyps und der Wechselwirkung beider Faktoren
zeigten, dass auch innerhalb der Kalluskulturen die Variabilitdt der Sprossertrige zu jedem
Boniturzeitpunkt zu einem wesentlich groBeren Teil durch den Genotyp als durch die
Konzentration des Inhibitors bestimmt wurde (Tab. A.22 und A.23). Na;VO,4 wirkte bis zur
18. Woche wiederum wesentlich genotypspezifischer als NaF. Bis zu diesem Zeitpunkt lag
der Anteil der genotypbedingten Variation an der Gesamtvariation in Abhéngigkeit von der
Kultivierungsphase fiir NaF zwischen 53,8 und 64,2 %, fiir Na;VO,4 dagegen zwischen 82,3
und 88,1 %. Wéhrend der letzten Kultivierungsphase (19.-24. Woche) sank dieser genotyp-
bedingte Anteil bei NaF auf 32,6 % und bei NazVO4 sogar auf nur 25,6 %. Beide Werte lagen
damit jedoch auch zu diesem Zeitpunkt noch deutlich iiber den konzentrationsbedingten
Anteilen, die zu den vier Boniturzeiten GroBenordnungen zwischen 7,9 und 13,2 % (NaF) und

1,4 und 4,0 % (Na3;VOy,) aufwiesen.

3.3.3.2 Endothall

Experiment 1

Im ersten Versuch mit dem Phosphataseinhibitor Endothall, in Konzentrationen von 1 bis
100 um dem Medium zugesetzt, zeigte sich zwischen den Inhibitorvarianten eine sehr hohe
Variabilitit der Sprossertrige. Die Hauptursache lag im gewihlten Konzentrationsbereich
begriindet, dessen Einfluss um ein Mehrfaches grofer war als der des Genotyps bzw. der
Wechselwirkung beider Faktoren (Tab. A.24).

Bereits zwei Wochen nach dem Aufsetzen zeigten die Explantate konzentrationsbedingte
Unterschiede im duBeren Erscheinungsbild. Wahrend sie auf den Kontrollmedien und unter
dem Einfluss von 1 pM Endothall eine deutliche Flichenzunahme im Vergleich zur
urspriinglichen Gréf3e und eine geschlossene Kallusbildung am Rand aufwiesen, verringerten
sich bei 5 uM beide Effekte. Ab 25 uM traten keine ExplantatvergroBerungen und Kallus-
bildungen mehr auf. Demgegeniiber waren ab dieser Konzentration in zunehmendem Mal3e
starke Verbrdunungen am gesamten Rand sowie auf der Explantatfliche sichtbar. Mit
Ausnahme von 'Elstar' und 'Golden Delicious' starb bei den anderen Genotypen maximal ein

Drittel der Explantate bei 50 bzw. 100 uM ab.



Tab 3.9:

Anzahl regenerierter Sprosse unter dem Einfluss von Endothall in Konzentrationen von 0 bis 100 uM. Die Werte
reprisentieren den Gesamtertrag aus drei Wiederholungen mit je zehn Explantaten.

Konzentration (uM)

Anzahl regenerierter Sprosse pro Genotyp

Elstar Gala Golden Pinova Reka Remo Retina
Delicious
0  (Kontrolle 1) 29 89 33 117 31 7 2
0  (Kontrolle 2) 26 88 30 113 30 6 3
B B A TR 130 7487 agg AT I o B T
5 20 22 P 33 37 P 5 &P 2 P 1
25 5 (D 3 CD 3 CD 5 CD | D o CP 2
100 o P o €D o D o €D o P | D 0
A signifikant besser als Kontrolle 1 bei p < 0,05
i signifikant besser als Kontrolle 2 bei p < 0,05
¢ signifikant schlechter als Kontrolle 1 bei p < 0,05
D

signifikant schlechter als Kontrolle 2 bei p < 0,05
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Wie durch das dullere Erscheinungsbild der Explantate schon erkennbar, hatte die Anwen-
dung von Endothall in der Konzentrationsspannweite von 0 bis 100 uM auch sehr unter-
schiedliche Auswirkungen auf die Regeneration. Die Ergebnisse beziiglich der Sprossan-
zahlen sind in Tab. 3.9 ersichtlich, wihrend die Regenerationsraten der Versuchsvarianten in
Tab. A.28 zusammengefasst sind.

Durch Zugabe von 1 uM Endothall konnte die Sprossregeneration im Vergleich zur Kontrolle
bei flinf der sieben Genotypen signifikant erhoht werden; zudem wiesen die iibrigen beiden
Genotypen ebenfalls hohere Werte als die Kontrollen auf.

Die Steigerungsraten waren stark genotypabhéngig ausgeprigt. Die geringste mit rund 10 %
wiesen 'Gala' und 'Reka' auf. Das Maximum hingegen erreichte 'Remo’. Dieser Genotyp
regenerierte unter dem Einfluss von 1 uM Endothall die sieben- bis achtfache Sprossmenge
gegeniiber der Kontrolle. Der positive Effekt dieser Konzentration auf den Sprossertrag war
groBtenteils wiederum das Ergebnis vermehrter Sprossbildungen an einer gleichzeitig

grofBeren Anzahl regenerierender Explantate.

Experiment 2

Endothall-Konzentrationen im Bereich von 0,05 bis 1 uM fiihrten zu weitaus homogeneren
Sprossertragen als die im vorangegangenen Experiment gewihlten hoheren Konzentrationen.
Die Variabilitdt der Sprossertrige wurde signifikant durch den Genotyp allein sowie durch
dessen Wechselwirkung mit der Konzentration hervorgerufen. Der Hohe der Konzentration
hatte in diesem Bereich keinen signifikanten Einfluss auf die Sprof3regeneration (Tab. A.27).
Im Vergleich zu den Kontrollvarianten fiihrten einige bzw. alle Endothallbehandlungen bei
den Genotypen 'Elstar', 'Gala', 'Golden Delicious', 'Pinova' und 'Remo' zu einer signifikanten
Erhohung der Regenerationsleistung (Abb. 3.8). 'Reka' regenerierte im Vergleich zu den
Kontrollen in allen vier Endothallbehandlungen zwar ebenfalls mehr Sprosse; Signifikanz lief3
sich jedoch nur in zwei Fillen gegeniiber nur einer Kontrolle nachweisen. Keinen signifi-
kanten Einfluss hatte die Anwendung des Inhibitors hingegen auf 'Retina'.

Ein allgemeines Optimum fiir den gepriiften Konzentrationsbereich konnte aufgrund der
Unterschiede zwischen den Genotypen nicht ermittelt werden. Wéhrend bei 'Elstar' und
'Remo' sowie — mit der Einschrinkung der tiberwiegenden Nichtsignifikanz der Ergebnisse —
bei 'Reka' iiber alle Konzentrationen hinweg sehr einheitliche Sprossanzahlen erzielt wurden,
erhohten sich tendenziell die Werte bei 'Golden Delicious' und 'Pinova' mit steigendem
Endothallgehalt des Mediums. Demgegeniiber schienen die beiden niedrigeren Konzen-
trationen 0,05 und 0,1 uM bei 'Gala' einen deutlich giinstigeren Effekt zu haben als die beiden

hoheren.
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In Bezug auf die Kontrollwerte erwiesen sich die Endothallbehandlungen am effektivsten bei
'Remo' und 'Golden Delicious'. Beide Genotypen waren in der Lage, in den glinstigsten

Konzentrationen ihre Sprossregenerationen auf etwa das Fiinffache zu steigern.

Die insgesamt erhohten Gesamtsprossertrige waren wiederum bedingt durch die in Tab. A.29
dargestellten verbesserten Regenerationsraten sowie der Steigerung der Sprossanzahlen der
regenerierenden Explantate, wobei 'Pinova' mit einer nahezu gleichbleibenden sehr hohen
Regenerationsrate und durchschnittlich iiber neun Sprossen pro regenerierendes Explantat bei

0,5 und 1 uM das Maximum erreichte.

3.3.3.3  L-p-Bromotetramisoloxalat

Die Zugabe von L-p-Bromotetramisoloxalat in Konzentrationen von 0,1 bis 25 uM fiihrte zu
Sprossertrigen, deren Variabilitit zum iiberwiegenden Teil durch den Genotyp sowie in
deutlich geringerem Maf3e durch die Konzentration und die Wechselwirkung beider Faktoren

signifikant bestimmt wurde (Tab. A.30).

Im Vergleich zu den beiden Kontrollen bewirkte die Zugabe bestimmter Konzentrationen des
Inhibitors bei allen getesteten Genotypen mit Ausnahme von 'Retina’ eine gesteigerte
Regenerationsleistung. Im Allgemeinen erwies sich die mit 0,1 pM niedrigste Konzentration
sowohl beziiglich der Anzahlen der regenerierten Sprosse, die in Abb. 3.9 dargestellt sind, als
auch hinsichtlich der Regenerationsraten (Tab. A.32) als optimal. Mit zunehmender
Konzentration sanken beide Parameter ab. Eine Ausnahme bildete der Genotyp 'Pinova', bei
dem bei den Konzentrationen bis einschlieBlich 10 uM kein tendenzieller Riickgang der Re-
generationsleistung zu verzeichnen war.

Die Spannweite der Konzentrationen, die eine signifikante Erhohung der Regeneration
erlaubten, war stark vom Genotyp abhingig. Wéhrend bei 'Gala' nur 0,1 und 0,5 uM einen
signifikanten Anstieg der Sprossanzahlen bewirkten und ab 10 uM bereits eine signifikante
Verschlechterung der Regenerationsfahigkeit auftrat, zeigte sich bei 'Remo' trotz der mit
steigender Konzentration sinkenden Effektivitdt noch bei 25 pM eine signifikante Uber-
legenheit. Im Allgemeinen deutete sich ab 10 bis 25 uM eine hemmende Wirkung an. Wie
schon bei Zugabe von NaF, Na3VO; und Endothall zeigte sich auch bei L-p-
Bromotetramisoloxalat eine genotypabhingige unterschiedliche Effektivitdt hinsichtlich des

Steigerungsvermogens der Regenerationsleistung. Die hochste Steigerungsrate hatte wieder-
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um 'Remo' zu verzeichnen, bei dem sich die Sprossbildungen auf das Sechs- bis Siebenfache

erhohten.

3.34 Einfluss von Proteinkinaseinhibitoren

Unabhingig vom Genotyp zeigten die Explantate, die unter dem Einfluss der beiden Protein-
kinaseinhibitoren standen, im Gegensatz zu den Kontrollexplantaten bereits nach drei Wochen
erste Alterungserscheinungen. Die meisten waren gekennzeichnet durch eine blassgriine
Farbe und eine furchige Oberflache mit verdickten Blattadern. Auflerdem trat ab der vierten
Woche eine im Vergleich zu den Kontrollvarianten stirkere und im Verlauf der achtwochigen

Beobachtungszeit kontinuierlich anhaltende Kallusneubildung vom Rand her auf.

Zum ersten Boniturzeitpunkt vier Wochen nach der Inkulturnahme wiesen je nach Genotyp
ein bis zwei Drittel der Kontrollexplantate sichtbare Sprossregenerationen auf. Im Gegensatz
dazu zeigte keines der Explantate auf den inhibitorhaltigen Medien Sprossbildungen (Tab.
3.10). Erst zur zweiten Bonitur, d. h. sechs Wochen nach der Inkulturnahme, konnten die
ersten Sprossregenerationen auf diesen Medien nachgewiesen werden. Die Anzahl der zu
diesem Zeitpunkt unter dem Einfluss der Proteinkinaseinhibitoren regenerierenden Explantate
sowie die Anzahl der insgesamt gebildeten Sprosse lag jedoch stets unter den Kontrollwerten,;
fiinf der sechs Inhibitorvarianten waren in beiden Parametern signifikant schlechter.

Das Regenerationsverhalten zwischen der sechsten und achten Woche war in Abhingigkeit
von der Behandlung und vom Genotyp unterschiedlich ausgeprigt. Wéhrend in diesem
Zeitraum die Kontrollvarianten von 'Golden Delicious' und 'Pinova' nur noch einen bzw. zwei
neue Sprosse an den Explantaten bildeten, die schon zuvor Regenerationen gezeigt hatten,
war bei M. robusta nochmals eine deutliche Sprosszunahme zu verzeichnen. Einige dieser
Sprossneubildungen konnten an Explantaten beobachtet werden, die vorher noch nicht
regeneriert hatten. Ungeachtet der genotypbedingten Unterschiede wurden in beiden In-
hibitorbehandlungen zwischen der sechsten und achten Woche mehr Sprosse gebildet als in

den Kontrollvarianten, wobei einige Explantate erstmals zur Regeneration kamen.

In der achten Woche lag die Mehrzahl der Inhibitor x Genotyp-Kombinationen in beiden
gepriiften Merkmalen zwar noch mehr oder weniger deutlich unter den Kontrollwerten, die
Unterschiede waren jedoch bis auf eine Ausnahme nicht mehr signifikant. M. robusta hatte

unter dem Einfluss von Proteinkinaseinhibitor 2 sogar das Niveau der Kontrolle erreicht.



Tab. 3.10:

Kumulative Regenerationsleistungen von Primédrexplantaten unter dem Einfluss von Proteinkinaseinhibitoren im
Vergleich zur inhibitorfreien Kontrolle in Abhidngigkeit vom Boniturzeitpunkt. Die Werte repriasentieren die Summe aus
drei Wiederholungen mit je fiinf Explantaten.

Genotyp Proteinkinase- Anzahl regenerierter Sprosse nach Anzahl regenerierender Explantate nach
inhibitor
4 Wochen 6 Wochen 8 Wochen 4 Wochen 6 Wochen 8 Wochen
Golden ohne (Kontrolle) 6 11 12 5 8 8
Delicious PKI1 0o * 0 3 0 * 0 * 3
PKI2 0 * 4 9 0o * 4 * 6
Pinova  |ohne (Kontrolle) | 20 31 33| o 13 13 ]
PKI1 0 4 14 0 4 * 6
PKI2 0 2 10 * 0 1 6
M. robusta |ohne | o 20 31 s o N
PKI 1 4 * 16 0 3 * 4
PKI2 11 33 0 8 11

* signifikant schlechter als Kontrolle bei p < 0,05
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Kontroll- und Inhibitorvarianten unterschieden sich bei der Bonitur mit dem Stereomikroskop
hinsichtlich des Ursprungs der Sprossregeneration. Auf dem Kontrollmedium schienen sich
die Sprosse etwa zu gleichen Teilen direkt am Explantat sowie aus dem am Explantatrand
gebildeten Kallus zu entwickeln, wihrend die Sprosse unter Inhibitoreinfluss offensichtlich

ausschlieBlich aus dem stark proliferierenden Kallus wuchsen.

3.3.5 Einfluss der Phosphatkonzentration

Unterschiedliche KH,PO4-Konzentrationen im Ndhrmedium, die bei den Genotypen 'Golden
Delicious', 'Pinova' und M. robusta im Bereich von 0 bis 6,25 mM getestet wurden,
beeinflussten signifikant die Hohe der Adventivsprossbildung. Die genotypbedingte Varianz
der Sprossertrage war allerdings noch grofler als die durch die KH,POs-Konzentrationen
hervorgerufene (Tab. A.35).

Beziiglich der Gesamtzahlen der regenerierten Sprosse lagen die optimalen Konzentrationen
in Abhéngigkeit vom Genotyp bei 0,313 und 0,625 mM (Abb. 3.10). Phosphatfreies Medium
und Konzentrationen ab 2,5 mM hemmten groBtenteils signifikant die Sprossbildung.

Ein dhnliches Bild zeigte sich hinsichtlich der Regenerationsraten. Wie in Abb. 3.11
ersichtlich, wurden die hochsten Werte bei 'Golden Delicious' und 'Pinova' bereits bei einem
KH;PO4-Gehalt von 0,313 mM erzielt, fiir M. robusta lag das Optimum bei der
Kontrollkonzentration 0,625 mM. Bei dariiber liegenden Konzentrationen sank die
Regenerationsrate in Abhingigkeit vom Genotyp mehr oder weniger deutlich ab.

In der Anzahl der pro regenerierendes Explantat gebildeten Sprosse zeigten sich groflere
genotypabhingige Unterschiede. Wiahrend 'Pinova' das Optimum bei 0,625 mM erreichte
sowie hohere bzw. niedrigere Konzentrationen ein entsprechendes Absinken der Werte be-
wirkten, wies 'Golden Delicious' innerhalb der getesteten Konzentrationen die geringsten
Schwankungen mit einem Optimum bei 0,313 mM auf. Die regenerierenden Explantate von
M. robusta hingegen zeigten mit zunehmender Konzentration tendenziell mehr
Sprossbildungen, was den leichten Anstieg der Gesamtsprossanzahl bei 6,25 mM im
Vergleich zu 2,5 mM zur Folge hatte.

Hinsichtlich des &ulleren Erscheinungsbildes der Explantate waren im getesteten
Konzentrationsbereich keine Unterschiede festzustellen, wohl aber im Aussehen der Sprosse.
Im Vergleich zu den normal entwickelten Sprossen der Bezugskonzentration 0,625 mM

zeigten die Sprosse der iibrigen Medien mehr oder weniger starke Auffélligkeiten.
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Wihrend sie bei 0,313 mM nach anfanglich gehemmtem Wachstum keinen Unterschied mehr
zu den Sprossen der Bezugsvariante aufwiesen, blieben Sprosse, die gidnzlich ohne KH,PO4
regeneriert worden waren, klein und zeigten oft fadenformige Blétter. Sprosse, die sich unter
dem Einfluss von 2,5 mM KH,PO, gebildet hatten, waren ebenfalls schwécher und wuchsen
meist nicht weiter. Am negativsten wirkte sich die hochste KH,PO4-Konzentration aus, unter

deren Einfluss nur noch winzige, z. T. albinotische Sprosse beobachtet werden konnten.

3.4 Diskussion

3.4.1 Isoenzymmuster in Regenerationssystemen

Regenerationsleistungen

Um Verdnderungen im Isoenzymmuster der Regenerationssysteme "Primérexplantat" und
"subkultivierte Kalluskultur", die mit der Féhigkeit zur Regeneration im Zusammenhang
stehen konnten, zu finden, sollten zunédchst in den Versuchsvarianten in unterschiedlichem
Umfang Regenerationsvorginge ausgelost werden. Entscheidend dafiir war die Wahl der
verwendeten Nihrmedien und Genotypen. Die Nihrmedien mussten einerseits Regene-
rationen ermdglichen und andererseits Regenerationen verhindern; die Genotypen sollten iiber
ein unterschiedliches genetisches Regenerationspotential verfiigen. Hinsichtlich der Regene-
ration an Primdrexplantaten liegen vielfdltige Erfahrungswerte vor. So beruhte das Medium
R4, auf welchem Regenerationen stattfinden sollten, in leicht modifizierter Form auf einer
Rezeptur, die am Institut fiir Obstziichtung Dresden-Pillnitz fiir eine Reihe von Genotypen,
darunter 'Golden Delicious' und 'Pinova', erfolgreich getestet worden war (HANKE et al.
1991). 'Golden Delicious' hatte sich dabei durch eine mittlere und 'Pinova' durch eine hohe
Regenerationsbereitschaft ausgezeichnet. Von Medium R3 hingegen konnte aufgrund des
engen NAA/BAP-Verhiltnisses kein regenerationsfordernder Einfluss angenommen werden,
denn als regenerationsausldosend hatten sich bei Verwendung dieser beiden Hormone
Konzentrationsverhéltnisse erwiesen, die zu Gunsten von BAP weiter auseinander lagen
(JAMES et al. 1988, WELANDER 1988, PREDIERI und FASOLO FABRI MALAVASI 1989).
AuBerdem enthielt R3 die MS-Nihrsalze in voller Konzentration. Frithere Untersuchungen
hatten jedoch gezeigt, dass Varianten des MS-Mediums in halber Stérke sowie der Einsatz der
cytokinin-dhnlichen Substanz TDZ anstelle von BAP wesentlich effektiver sind (ELOBEIDY
und KORBAN 1988, HANKE et al. 1991).
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Berichte iiber Sprossregenerationen aus Kalluskulturen sind mehrheitlich durch geringe
Regenerationsraten gekennzeichnet (LIU et al. 1983, JAMES et al. 1984, DUFOUR 1990). Eine
vergleichsweise hohe Regenerationsrate (30 %) konnten nur JAMES et al. (1984) unter
Verwendung eines auxinfreien Mediums bei Internodienkalli der Unterlage M25 erzielen.
Aufgrund der geringeren positiven Erfahrungen mit diesem Kultursystem wurden drei Medien
— R1 und R2 als regenerationsfordernde und R3 als regenerationshemmendes Medium —
sowie nur die bei Primérexplantaten gut regenerierenden Genotypen 'Pinova' und M. robusta
eingesetzt.

Die in beiden Kultursystemen erzielten Ergebnisse entsprachen sowohl beziiglich der
gewidhlten Medien als auch der Unterschiede in der Regenerationsfdahigkeit der Genotypen
den Erwartungen. Die Regenerationsleistungen der Primédrexplantate von 'Pinova' und 'Golden
Delicious' stimmen gut mit den Ergebnissen von HANKE et al. (1991) iiberein. Fiir den sehr
gut regenerierenden M. robusta hingegen, der im Hinblick auf die Erweiterung des Geno-
typenspektrums in die Untersuchungen einbezogen worden war, ist kein Vergleich moglich,
da dieser erstmals getestet wurde.

Die im System der Kalluskulturen erzielten Ergebnisse haben gezeigt, dass fiir die Hohe der
Regeneration neben dem Medium und dem Genotyp das Ursprungsgewebe der Kalli eine
entscheidende Rolle spielt. Dabei scheint auch dieser Einflussfaktor stark vom Genotyp

abhdngig zu sein.

Isoenzymanalysen

Enzyme unterliegen im Verlauf von Differenzierungs- und Entwicklungsprozessen in
pflanzlichen Geweben gewissen Verdnderungen, die sich in der Aktivitdt und/oder im
Isoenzymmuster zeigen und somit die unterschiedliche Expression genetischer Information,
durch die Differenzierung und Entwicklung hervorgerufen werden, widerspiegeln (SCAN-
DALIOS 1969, 1974).

In diesem Sinn konnten in Abhdngigkeit vom Enzym in unterschiedlichem Malle Variationen
zwischen den Isoenzymmustern festgestellt werden. Sie ergaben sich aus der Kultivie-
rungsdauer, den Unterschieden zwischen Ausgangsgewebe und kultivierten Geweben sowie
der medien- und genotypabhédngigen Fihigkeit zur Regeneration, aber auch aus dem
Regenerationssystem.

Die oftmals beobachteten Unterschiede in der Bandenanzahl zwischen differenzierten und
nicht differenzierten Geweben zeigten sich nur bei den Enzymen ADH und PRX. In beiden
Féllen ging die Dedifferenzierung mit einer Erhéhung der Bandenanzahl -einher.

Untersuchungen von DEL GROSSO und ALICCHIO (1981) und BASSIRI und CARLSON (1978),
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die verschiedene Sdmlingsgewebe von Solanum melongena bzw. der Gartenbohne mit den
dazugehorigen Kallusgeweben verglichen, zeigten in den jeweiligen Kalluskulturen eine
erhohte Bandenanzahl bei verschiedenen Peroxidasen, Polyphenoloxidasen, der ACP und der
MDH. Bei Tabak konnten in Abhdngigkeit von der Kallusart sowohl mehr als auch weniger
MDH-Banden als im Ausgangsgewebe festgestellt werden, in jedem Fall waren jedoch
Unterschiede zwischen Kallus- und Ausgangsgewebe vorhanden (BASSIRI und CARLSON
1979).

Neben den relativ geringen Unterschieden, die sich zwischen differenzierten und un-
differenzierten Geweben ergeben hatten, waren auch die Unterschiede zwischen beiden
Regenerationssystemen nur gering. Als nahezu identisch erwiesen sich beide Kallusarten. In
der Literatur liegen hinsichtlich eines Vergleichs verschiedener Kallusarten unterschiedliche
Ergebnisse vor. Wihrend ARNISSON und BOLL (1974) sowie BASSIRI und CARLSON (1978)
bei der Gartenbohne nur wenige Unterschiede fanden, zeigten sich bei Tabak neben einigen
Ubereinstimmungen in der Position der Banden groBere Unterschiede in deren Anzahl
(BASSIRI und CARLSON 1979). Von sehr groen Unterschieden bei der Kichererbse berich-
teten IQBAL et al. (1989). Hier waren die Kalli in Position und Anzahl der Banden absolut
verschieden.

Eine Ursache fiir die beobachteten geringen Unterschiede bzw. die Ubereinstimmungen
konnte in der Nutzung von juvenilen In-vitro-Geweben als Donormaterial, das in Bléttern und
Internodien qualitativ identische Zymogramme aufwies, zu suchen sein. Als anderer Grund
konnten die Stoffwechselfunktionen der einzelnen untersuchten Enzyme genannt werden, die
offensichtlich nicht alle an Dedifferenzierungs- und Differenzierungsprozessen beteiligt zu

sein scheinen.

Einer der wenigen Unterschiede zwischen beiden Regenerationssystemen bestand im fritheren
Einsetzen des Abbaus enzymatischer Aktivitit fiir ADH, DIA, EST und PRX bei den
Explantaten, der sich in Banden- und Intensitdtsverlusten dulerte. Bei Beriicksichtigung des
duBeren Erscheinungsbildes der Explantate und Kalli ergab sich diese Beobachtung als Folge
eines unterschiedlich verlaufenden Alterungprozesses. Die Explantate wiesen bereits zum
frithesten Zeitpunkt des Aktivitatsriickgangs in der zehnten Woche erste sichtbare
Alterserscheinungen auf, wéhrend die Kalli noch eine deutliche Proliferation zeigten. Ein
Zusammenhang zwischen Aktivititsverlust und Regenerationsvermogen war jedoch nur bei
PRX insofern vorhanden, als dass regenerierende Explantate im Vergleich zu nicht
regenerierenden einem langsameren Abbau ihrer enzymatischen Aktivitit ausgesetzt waren.

Als Marker fiir die Vorhersage von Regenerationsereignissen ist diese Beobachtung jedoch
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nicht geeignet, da sie erst dann sichtbar hervortritt, wenn der iiberwiegende Teil der
Regenerationsvorgénge bereits stattgefunden hat. Eine vergleichsweise hohere Bandenanzahl
und -intensitdt konnte hochstens darauf hindeuten, dass das betreffende Regenerat seine
Regenerationsfihigkeit noch nicht endgiiltig verloren hat.

Ein &hnlicher indirekter Hinweis iiber noch zu erwartende Regenerationsleistungen bei
Kalluskulturen konnte moglicherweise aus den Zymogrammen der MDH abgeleitet werden.
Allerdings miissen sie sich dazu jedoch bereits in der Regeneration befinden, da dieselben
Zymogrammverianderungen auch bei nicht regenerierenden Kalli auftraten. Die Verringerung
der Enzymaktivitit auf der anodischen Gelseite und die gleichzeitige Intensitdtssteigerung
bzw. Wiederaktivierung der zu Locus Mdh-(3) gehorenden Banden Kkorrelierte mit
abnehmender Kallusproliferation bei gleichzeitig zunehmender Verhédrtung des Gewebes

einerseits und abnehmenden Regenerationsraten andererseits.

Berichte iiber direkte Zusammenhédnge zwischen bestimmten Isoenzymmustern und morpho-
genetischen Reaktionen in Gewebekulturen, die sowohl die Entstehung somatischer
Embryonen als auch Spross- und Wurzelbildungen iiber Organogenese umfassen, liegen von
verschiedenen Pflanzenarten vor. Am héufigsten wurden Verdnderungen im PRX-Muster
beschrieben (u. a. KEVERS et al. 1981, SWARNAKAR et al. 1986, KAY und BASILE 1987, ABE
und FUTSUHARA 1989, RAO et al. 1989), aber auch Variationen bei ACP (SWARNAKAR et al.
1986), EST (CHIBBAR et al. 1988) oder LAP (SRIVASTAVA und STEINHAUER 1981)
korrelierten mit Differenzierungsvorgéngen. In den eigenen Untersuchungen zeigten sich
Hinweise auf mdgliche Korrelationen zwischen der Expression einer zusitzlichen
kathodischen PRX-Bande und vorhandener Regenerationsfahigkeit der Kalli von M. robusta
sowie zwischen erhohter Intensitit der ACP-Banden 4 und 5 und nicht vorhandener
Regenerationsfahigkeit in Explantat- und Kalluskulturen bei allen getesten Genotypen. Da die
Intensitidtserhohung im ACP-Muster im Vergleich zur beschriebenen PRX-Bande nicht
genotypspezifisch in nur einem Regenerationssystem aufgetreten war, sondern eine gewisse
Allgemeingiiltigkeit zu besitzen schien, wurde sie zum Gegenstand weiterer Untersuchungen,

die den vermuteten Zusammenhang bestdtigen sollten.

3.4.2 ACP-Muster und Regenerationsfahigkeit

Saure Phosphatasen sind in Zellen allgemein préisent und wurden bei Pflanzen in Verbindung
mit der Zellwand (ARNISON und BOLL 1978), Dictyosomen und Plastiden (BORNMAN 1974,

zit. in DE und ROY 1984) beschrieben. Thre Funktion besteht in der Hydrolisierung von
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Phosphormonoesterbindungen von Alkyl- und Arylphosphatestern unter Abspaltung von
Phosphorsédure, das pH-Optimum liegt zwischen 4 und 6 (VAN ETTEN et al. 1974). Sauren
Phosphatasen wurden eine spezifische Rolle wihrend der Stratifizierung und Keimung von
Samen (RYCHTER et al. 1972, JOHNSON et al. 1973, MANGANARIS und ALSTON 1988b)
sowie wihrend der Autolyse von Zellen, der Xylemdifferenzierung und der Ligninsynthese
(DE und ROY 1984) zugeschrieben. Das Enzym wurde auch mit unterschiedlichen
Ergebnissen in Verbindung mit organogenetischen Prozessen in Kallusgeweben untersucht.
SWARNAKAR et al. (1986) beobachteten in Kalluskulturen von Solanum surattense eine
zusétzliche Isoenzymbande bzw. eine Erhohung der Enzymaktivitit kurz vor dem Erscheinen
von Sprossen bzw. Wurzeln. In sprossbildenden Kalluskulturen der Birke hingegen konnte
keine Verdnderung im ACP-Isoenzymmuster nachgewiesen werden (SRIVASTAVA und
STEINHAUER 1981). Bei Apfel fiihrte der Vergleich der ACP-Zymogramme regenerierender
und nicht regenerierender Explantate und Kallusgewebe zu der in Kap. 3.3.1 dargelegten
Vermutung zwischen ACP-Muster und Regenerationsvermogen.

Die Ergebnisse der moglicherweise erstmals in dieser Form durchgefiihrten Experimente, in
denen die Regenerationsraten mit den Héufigkeiten der verschiedenen Bandenmustertypen
verglichen sowie die Unabhingigkeit von Regenerationsfihigkeit und Bandenausprigung
statistisch gepriift wurde, bestdtigten den vermuteten Zusammenhang. Regenerierende
Explantate und Kallusgewebe weisen normale und damit unauffillige Intensititen der Bande
4 und 5 auf (Typ 1), starke Intensititen an beiden Positionen (Typ 3) deuten auf nicht
vorhandene Regenerationsfahigkeit. Der Bandenmustertyp 2, der jedoch nur bei Explantaten
beobachtet wurde, stellt eine Zwischenstufe mit unterschiedlichen Entwicklungsrichtungen
zwischen beiden Extremen dar. Bei Explantaten, die zum Zeitpunkt der Untersuchung — wie
beispielsweise kurz nach der Inkulturnahme — noch keine sichtbare Regeneration zeigen,
weist dieser Typ auf die ablaufende Reduzierung der ACP-Aktivititen und eine
bevorstehende Regeneration hin. Deutlich wird dies bei Vergleich der in Experiment 2 fiir die
Genotypen 'Golden Delicious' und 'Pinova' ermittelten Héaufigkeiten der Bandenmustertypen
und der Regenerationsraten, die in Tab. 3.2, S. 102 dargestellt worden sind. Die Summen der
in der zweiten Woche vorhandenen Typen 1 und 2 stimmten sehr gut mit den Regene-
rationsraten der vierten Woche iiberein. Vergleicht man weiterhin die Summen beider Typen
in der vierten Woche mit den in Experiment 1 fiir die sechste Woche gefundenen
Regenerationsraten, so kann &hnliches festgestellt werden. Die ACP-Muster konnen somit
sehr gut als Marker fiir das zu erwartende Regenerationsverhalten eingesetzt werden. Die fiir

M. robusta in Experiment 2 ermittelten Werte — trotz hoher Regenerationsrate in der vierten
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Woche waren in der zweiten Woche nur Explantate des Typs 3 vorhanden — zeigen jedoch
auch, dass im Prozess der Erlangung der Regenerationsfihigkeit zeitliche Unterschiede
bestehen, die auf den Genotyp zurlickzufiihren sind. Bei einem FEinsatz dieses Markers,
beispielsweise zur Testung der Regenerationseignung verschiedener Kultivierungs-
bedingungen im Vorfeld sichtbarer Regenerationen, miisste dieses unterschiedliche
genotypische Verhalten in der Wahl des jeweils geeigneten Untersuchungszeitpunktes be-
riicksichtigt werden.

Die andere Entwicklungsrichtung, die Typ 2 verkorpern kann, kam bei Explantaten, die schon
Sprosse regeneriert hatten, zum Ausdruck. Hier wies das Vorhandensein des Typs 2 auf den
Riickgang der Regenerationsfahigkeit hin. Dies wird anhand des Vergleiches der in Tab. 3.1,
S. 101 angegebenen Haufigkeitswerte der zehnten Woche mit den Regenerationsraten der
sechsten Woche unter Beriicksichtigung des zwischen beiden Bonituren verzeichneten Riick-

ganges der Regenerationsfahigkeit deutlich.

Im Regenerationssystem der Kalluskulturen sind in Abhéngigkeit von der Versuchs-
durchfiithrung unterschiedliche Ergebnisse erzielt worden. Die Untersuchung der kompletten
Kalli ergab auch bei vorhandener Regeneration nur den Bandentyp 3, wéhrend bei partiellen
Gewebeuntersuchungen auch Typ 1 gefunden werden konnte. Die Ursache ist in der
Inhomogenitit der Kalli zu suchen, die sich nicht nur optisch (vgl. Kap. 3.3.1, S. 95), sondern
auch in der unterschiedlichen Regenerationsfahigkeit der Teilkomplexe &ufBlerte. Regene-
rierende Kalli bildeten die Sprosse nur in abgegrenzten Regionen aus, die sich in der Regel
optisch vom iibrigen Kallusgewebe unterschieden. Das moglicherweise in den regene-
rierenden Regionen vorhandene ACP-Muster normaler Intensitit wurde somit bei der
Extraktion des gesamten Kallus von der starken Intensitét der nicht regenerierenden Regionen
tiberlagert. Bei einer Nutzung der ACP-Muster als Marker in Kalluskulturen sollten somit
nicht die Gesamtkalli sondern nur einzelne Gewebeproben pro Kallus untersucht werden.

Im Gegensatz zu den Explantaten wurde der Bandenmustertyp 2 nicht in den Kallusgeweben
gefunden. Der Grund hierfiir konnte in der subjektiven Selektion der untersuchten
Gewebeteile liegen, bei der entweder nur unmittelbar regenerierende Regionen mit oftmals
mehreren jungen Sprossen bzw. Sprossknospen oder nicht regenerierende Regionen, die sich

im Aussehen deutlich von den regenerierenden unterschieden, beriicksichtigt wurden.

Mit den Tests auf Unabhéngigkeit der Merkmalskombinationen, in denen die Nullhypothese
in nahezu allen zugrundegelegten Versuchsvarianten abgelehnt worden war, konnten die

beobachteten Zusammenhéinge zwischen Regenerationsraten und Hiufigkeiten der einzelnen
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Bandenmustertypen statistisch bekréftigt werden. Der Anteil der Explantate und Kallusteile,
die zum Untersuchungszeitpunkt trotz sichtbarer Regeneration hohe ACP-Intensititen bzw.
bei unauffilligen Intensitdten keine Regeneration zeigten, war sehr gering. Die Ab-
weichungen sind wahrscheinlich bedingt durch die zeitlich verschobene Abfolge des

Intensitatswechsels und des Sichtbarwerdens der Regenerate.

Die deutlichen Unterschiede, die sich zwischen den Medien in der Forderung bzw. Hemmung
der Regeneration der Primérexplantate ergeben haben, spiegelten sich auch im &dufleren
Erscheinungsbild der kultivierten Gewebe wider (vgl. Kap. 3.3.1, S. 93). Besonders gut
sichtbar waren die Unterschiede in der Alterung der Explantate, die auf R3 wesentlich friiher
und stérker in Erscheinung traten als auf R4. Alterndes Gewebe verliert die Fihigkeit zur
Zellteilung, die jedoch fiir die Bildung von Sprossmeristemen benétigt wird. Auf R3 traten
keine Regenerationen auf, das ACP-Muster war ausschlieBlich durch hohe Intensitdten der
Banden 4 und 5 geprégt. Diese Zusammenhinge weisen Parallelen zu den von DE und ROY
(1984) in subkultivierten Kalluskulturen von Vigna unquiculate beobachteten ACP-Mustern
auf. Mit der Bildung von teilungsunfihigen gestreckten, durch dichtes Cytoplasma und
verdickte Zellwiande charakterisierte Zellen sowie dem Beginn der Xylemdifferenzierung
sowie der Autolyse der Zellen trat eine neue intensive ACP-Bande gekoppelt mit der
Erhohung der ACP-Gesamtaktivitéit in Erscheinung. Unter Beriicksichtigung dieser und der
eigenen Beobachtungen konnte die Korrelation zwischen Regenerationsunfahigkeit und
erhohter Intensitit der Banden 4 und 5 als Folge zu schwacher oder nicht vorhandener

Zellteilungsaktivitit gesehen werden.

3.4.3 Einfluss von Phosphataseinhibitoren

Der aufgezeigte Zusammenhang zwischen der Aktivitit zweier ACP-Banden und der
Regenerationsfihigkeit fiihrte zu der Uberlegung, die Wirkung von Phosphataseinhibitoren in
Bezug auf die Regenerationsfahigkeit der Explantat- und Kalluskulturen zu testen. In der
Grundlagenforschung werden Inhibitoren von Phosphatasen und ihren Gegenspielern, den
Kinasen, zur Untersuchung von Signalketten genutzt. Phosphorylierungen von Proteinen und
Enzymen durch Kinasen sowie deren Dephosphorylierung durch Phosphatasen stellen
wichtige Regulationsmechanismen fiir die Aktivierung bzw. Deaktivierung dieser Ver-
bindungen dar. Reversible Phosphorylierungen kontrollieren somit fundamentale zelluldre
Prozesse wie Stoffwechsel, Kontraktionsfahigkeit, Membrantransport, Sekretion, Trans-

kription und Translation von Genen, Zellteilung oder Befruchtung (COHEN 1989). Sehr weit
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fortgeschritten sind die Untersuchungen des koordinierten Zusammenspiels von Phosphatasen
und Kinasen im Bereich der Humangenetik. Proteinphosphatasen und -kinasen werden z. B.
in  Verbindung mit der Signaltransduktion bei der Krebsentstehung und der
Wachstumskontrolle von Tumoren diskutiert (DAUM et al. 1994, BOHMER 1997, WITTING-
HOFER 1998). Dementsprechend spielen Inhibitoren dieser Enzyme eine Rolle bei der For-
derung bzw Hemmung von Krebsgeschwiilsten (SUGANUMA et al. 1990, KOVACH et al.
1992). Es ist daher denkbar, dass Phosphataseinhibitoren ebenso wie Proteinkinaseinhibitoren

eine Wirkung auf die Teilung und Differenzierung von Pflanzenzellen ausiiben kdnnen.

Wie die Versuche gezeigt haben, war es moglich, die Regenerationsfahigkeit sowohl der
Primérexplantate als auch der Kalluskulturen durch die Behandlung mit den Phosphatase-
inhibitoren innerhalb bestimmter Konzentrationsbereiche positiv zu beeinflussen. In vielen
Genotyp x Inhibitor x Konzentrations-Kombinationen konnten die Sprossertrige auf
signifikantem Niveau gegeniiber der Kontrolle gesteigert werden. Innerhalb der
Kalluskulturen wurde der Genotyp 'Elstar' iiberhaupt erst durch die Zugabe von NaF bzw.
Na3VO,4 zur Regeneration angeregt. Wie mit NaF und Na3;VO, in beiden Regenerations-
systemen veranschaulicht worden ist, kann die Wirkung der Inhibitoren auch iiber einen
langeren Zeitraum hinweg zur Erhohung der Sprossertrige ausgenutzt werden. Eine
wesentliche Rolle hinsichtlich der langanhaltenden positiven Wirkung spielt dabei sicherlich
auch die sichtbare deutliche Verzogerung des Alterungsprozesses der Gewebe im Vergleich
zu den Kontrollvarianten. Diese Beobachtung stellt gewissermallen die entgegengesetzte
Tendenz zur beobachteten schnelleren Alterung von Geweben auf regenerationshemmenden
Medien im Vergleich zu regenerationsfordernden Medien dar (vgl. Kap. 3.3.1, S. 93) und
bekriftigt demzufolge den in Kap. 3.4.1, S. 133 diskutierten Zusammenhang zwischen Re-

generationsunfahigkeit und moglichen Verlust der Teilungsfahigkeit infolge Alterung.

Nur in vergleichsweise wenigen Inhibitorvarianten wurden signifikant schlechtere
Regenerationsergebnisse als in den Kontrollen erzielt. Im ersten Endothallversuch waren
diese zuriickzufiihren auf eine zu hoch gewidhlte Konzentration, die bei deutlicher
Uberschreitung von 1 pM toxische Wirkungen auf die Explantate entfaltete. Demgegeniiber
kann die geringere Regenerationsfdhigkeit einiger Kalluslinien, die ausschlieBlich nur bei der
niedrigsten der gepriiften NaF- und Na3;VOy4-Konzentrationen (5 uM) zu verzeichnen war, die
Folge der moglicherweise zu starken Kallusproliferation und damit der Hemmung von
Differenzierungsvorgingen sein. Dieses Ergebnis deutet auf eine konzentrationsabhingige

unterschiedliche Wirkungsweise der Inhibitoren in den Kalluskulturen hin. Ahnliche
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Beobachtungen wurden von KOVACH et al. (1992) beschrieben. Die Autoren stellten bei
hoheren Konzentrationen verschiedener Phosphataseinhibitoren, u. a. auch bei Na3VOy, eine
mit der Hemmung der Tyrosin-Dephosphorylierung einhergehende Hemmung der Proli-
feration von Krebszellen fest, wiahrend mit niedrigeren Dosen eine leichte, aber konstante

Stimulierung der Koloniebildung und -grof3e stattfand.

Trotz der insgesamt positiven Wirkung auf die Regenerationsfahigkeit blieben genotyp-
bedingte Unterschiede erhalten. Sie duBerten sich einerseits in der Hohe der Maximal-
sprossertridge, andererseits aber auch in der Effektivitit der Inhibitorarten sowie in den
optimalen Konzentrationen der einzelnen Inhibitoren. 'Pinova', M. robusta und 'Gala' erzielten
sowohl ohne als auch mit Inhibitoren die hochsten Sprossanzahlen, wéhrend die anderen
Genotypen ein z. T. deutlich niedrigeres Regenerationspotential besal3en.

Bei Vergleich der Regenerationsleistungen, die unter dem Einfluss positiv wirkender
Inhibitorkonzentrationen erzielt worden sind, mit den Ergebnissen anderer Publikationen zu
Regenerationsexperimenten wird der fordernde Effekt der Phosphataseinhibitoren bestétigt.
Explantate von 'Golden Delicious' erreichten ohne Phosphataseinhibitoren stets Regenera-
tionsraten zwischen 25 und 60 % (DUFOUR 1990, HANKE et al. 1991, KORBAN et al. 1992,
DURHAM und KORBAN 1994). Bei Anwendung der Phosphataseinhibitoren lagen die
Regenerationsraten z. T. sehr deutlich iiber 60 %. Beim Genotyp 'Pinova', der in den
Untersuchungen von HANKE et al. (1991) bis zu 85 % regenerierende Explantate in den
besten Versuchsvarianten gezeigt hatte, bildeten oft alle Explantate Sprosse, wenn dem
Grundmedium NaF oder Na3VO, zugegeben worden war. Fiir die mehrfach resistenten
Genotypen 'Remo' und 'Reka' erzielten die vorstehend genannten Autoren nur niedrige
Regenerationsleistungen. In den hier beschriebenen Experimenten zeigte 'Reka’ ein hoheres
Regenerationsniveau auf dem Kontrollmedium, obwohl dieses nur geringfiigig von der von
HANKE et al. (1991) verwendeten Zusammensetzung abwich. Durch die Zugabe der
Phosphataseinhibitoren erhohten sich die Sprossertrdge dieser Explantate oftmals betrécht-
lich (vgl. Tab. 3.6, S. 108, Tab. 3.7, S. 111/112, Abb. 3.8, S. 120, Abb. 3.9, S. 122). Eine
weitere drastische Verbesserung der Sprossbildung konnte fiir die Explantate des Genotyps
'Retina’, der offensichtlich ebenfalls durch ein niedriges Regenerationspotential gekennzeich-
net ist, zumindest im ersten Experiment zur Priifung von NaF und Na3;VO, beobachtet
werden. Diese Ergebnisse fiihren zu der Vermutung, dass Phosphataseinhibitoren gerade in
Genotypen mit einem geringen Regenerationspotential sehr effizient wirken. Unter dem

Einfluss der Phosphataseinhibitoren konnten diese Genotypen oft das Niveau der Genotypen
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erreichen, die sich ohne Inhibitoren durch ein mittleres Regenerationspotential auszeichnen.

Ahnliche Tendenzen zeigten sich auch bei den Kalluskulturen.

Bei Betrachtung aller Experimente wiesen vergleichbare Varianten hinsichtlich des Re-
generationspotentials eine gute Reproduzierbarkeit auf. Unterschiedliche Aussagen beziiglich
der signifikanten Uberlegenheit der Inhibitorvarianten ergaben sich nur bei Vergleich der
beiden ersten Experimente mit den Substanzen NaF und Na3;VO, fiir die Genotypen 'Elstar’,
'Gala' und am deutlichsten fiir 'Retina’ (vgl. Tab. 3.6, S. 108, Tab. 3.7, S. 111/112). Als
Ursache hierfiir kann eine latente Verunreinigung des Pflanzenmaterials mit bakteriellen
Endophyten vermutet werden, die zwar kaum an den Donorsprossen, dafiir jedoch an den
Explantaten sichtbar war. Wihrend 'Gala' und 'Elstar’ nur im ersten NaF/Na3;VO4-Experiment
in geringem Ausmall betroffen waren, erwies sich 'Retina' im zweiten und dritten
NaF/Na;VOy4-Experiment sowie in den nachfolgenden Experimenten mit Endothall und L-p-
Bromotetramisoloxalat als sehr stark kontaminiert. Bakterielle Verunreinigungen kénnen zu
einer Verringerung der Multiplikationsrate in der In-vitro-Vermehrung und bei sehr starker
Konzentration sogar zum Tod der Kulturen fithren (LEIFERT et al. 1991). In den hier
beschriebenen Experimenten beeintrachtigten sie offenbar die Regenerationsfahigkeit, sodass
auch die Phosphataseinhibitoren keine oder nur eine eingeschrinkte Wirksamkeit besalen.
Mit Ausnahme des ersten NaF/Na3;VO4-Experiments ist der fehlende regenerationsfordernde
Einfluss der Inhibitoren bei 'Retina’ daher sicherlich eher als eine Folge der starken
bakteriellen Kontamination als einer genotypbedingten Unempfindlichkeit gegeniiber Phos-

phataseinhibitoren zu interpretieren.

Fiir die getesteten Phosphataseinhibitoren sind aus der Literatur spezifische Wirkungsbereiche
bekannt. Wahrend Na3;VO, eine hemmende Wirkung auf Tyrosin-Proteinphosphatasen
ausiibt, gilt NaF als Inhibitor von Serin/Threonin-Proteinphosphatasen (TONKS et al. 1989).
Vanadiumionen konnen jedoch auch Saure Phosphatasen (VAN ETTEN et al. 1974) und Alka-
lische Phosphatasen (LOPEZ et al. 1976) hemmen. Endothall, ein Herbizid, ist als Inhibitor
verschiedener Serin/Threonin-Proteinphosphatasen bekannt (LI und CASIDA 1992, LI et al.
1993). L-p-Bromotetramisol zeigte einen hemmenden Effekt gegeniiber der Alkalischen
Phosphatase (VAN BELLE et al. 1977, zit. bei KOVACH et al. 1992) sowie gegeniiber Tyrosin-
Proteinphosphatasen (KOVACH et al. 1992). In den Experimenten, die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrt worden sind, {ibten alle vier Inhibitoren einen vergleichbaren férdernden
Einfluss auf die pflanzliche Regeneration aus. Dieses Ergebnis konnte auf eine generelle

Wirkung von Phosphataseinhibitoren hindeuten.
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3.4.4 Einfluss von Proteinkinaseinhibitoren

Kinasen stellen als phosphorylierende Enzyme die Gegenspieler der dephosphorylierenden
Phosphatasen dar, d. h. sie {libertragen Phosphatreste des Adenosintriphosphats auf andere
Verbindungen, die dadurch aktiviert werden. Da die Hemmung von Dephosphorylierungen zu
einer Forderung der Regenerationsfahigkeit in den getesteten Geweben gefiihrt hatte, sollte
nun gepriift werden, ob die Hemmung von Kinaseaktivititen eine gegenteilige Wirkung
hervorruft.

Proteinkinaseinhibitor 1 gilt als spezifischer Inhibitor der kalzium- und phospholipidab-
hingigen Proteinkinase C (PROMEGA 2002), wéhrend Proteinkinaseinhibitor 2 die phos-
phorylierende Aktivitidt der cAMP-spezifischen Kinase hemmt (BROSTROM und KON 1974).
Ungeachtet dieser unterschiedlichen Spezifititen war ihr Einfluss auf das Erscheinungsbild
und die Sprossbildung der Explantate gleich. Wie bei den Phosphataseinhibitoren kdnnte dies
ein Hinweis auf ein breiteres Wirkungsspektrum der Substanzen sein.

Die Inhibitorvarianten unterschieden sich hinsichtlich des optisch sichtbaren Alterungs-
prozesses sowie der Fahigkeit zur Kallus- und Sprossbildung unter Beriicksichtigung der
Kultivierungszeit von den Kontrollvarianten. Einerseits schien das kultivierte Blattgewebe
schneller zu altern als auf dem Kontrollmedium, andererseits jedoch zeigten die Explantate
unter Inhibitoreinfluss eine stidrkere Kallusproliferation am Rand der Explantate. Diese
offensichtlich widerspriichliche Wirkung auf differenziertes und undifferenziertes Gewebe ist
— auch aufgrund fehlender Vergleichsmoglichkeiten — nur sehr schwer erklarbar. Eine Rolle
konnte jedoch die sich moglicherweise verdndernden Aktivititen der Inhibitoren spielen.
Beide Inhibitoren sind bei Raumtemperatur instabil. Denkbar wére es — wenn auch sehr
spekulativ —, dass sie nur eine kurze Zeit nach der Inkulturnahme der Explantate ihre volle
Wirkung entfalten konnten. Die voriibergehende Hemmung der Kinasen konnte indirekt
Regelmechanismen in Gang gesetzt haben, die zu einer Beglinstigung der Kallusproliferation
filhrten. Ein Absinken der Aktivitit konnte jedoch auch direkt zu einer effektiven
Konzentration gefiihrt haben, die eine vermehrte Bildung von undifferenziertem Gewebe
begiinstigt hat.

Das auf den Inhibitormedien im Vergleich zu den Kontrollvarianten verspitete Einsetzen der
Regeneration deutet ebenfalls auf eine zeitlich begrenzte Wirksamkeit der Inhibitoren hin.
Unter Inhibitoreinfluss konnten erst nach sechs Wochen die ersten Sprossbildungen bonitiert
werden, wihrend auf dem Kontrollmedium bereits nach vier Wochen Regenerationsvorginge
stattgefunden hatten. Die Unterlegenheit der Inhibitormedien wéhrend der ersten sechs

Wochen der Kultivierung zeigte sich deutlich in den nachgewiesenen signifikanten
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Unterschieden hinsichtlich der Anzahl der regenerierenden Explantate sowie der rege-
nerierten Sprosse.

Eine verstirkte Sprossbildung setzte erst zwischen der sechsten und achten Woche ein.
Aufgrund fehlender histologischer Untersuchungen ist die Beobachtung, dass die Sprosse nur
vom Kallus gebildet wurden, spekulativ. Das Blattgewebe, dessen Erscheinungsbild mit dem
der nicht regenerationsfdhigen Explantate auf Medium R3 vergleichbar war (vgl. Kap. 3.3.1,
S. 93), sowie die Tatsache, dass kein einziger Spross deutlich erkennbar aus diesem Gewebe
regeneriert wurde, erhoht jedoch die Wahrscheinlichkeit dieser Vermutung.

Ein gezielter Einsatz von speziellen biochemischen Inhibitoren im Rahmen von pflanzlichen
In-vitro-Regenerationsexperimenten kann dazu dienen, beteiligte Stoffwechsel- und
Regelmechanismen zu erkennen. Kiirzlich konnten MURCH et al. (2001) an Explantaten des
Johanniskrautes mittels Inhibitoren des Transports und der Wirkung von Indolaminen zeigen,
dass die Verschiebung des Gleichgewichts von Serotonin und Melatonin von grofer
Bedeutung fiir das endogene Auxin/Cytokinin-Verhiltnis und damit fiir die morphogenetische
Reaktion ist. Im vorliegenden Versuch spiegeln die mit den Proteinkinaseinhibitoren erzielten
Ergebnisse deutlich eine Hemmung der Sprossbildung bis zur sechsten Woche der Kul-
tivierung wider. Die Effektivitit der Proteinkinaseinhibitoren, die in Zusammenhang mit der
entgegengesetzten Effektivitit der Phosphataseinhibitoren zu sehen ist, bekréftigt somit die
Beteiligung von reversiblen Phosphorylierungen im Prozess der Regulierung von Re-
generationsvorgingen zumindest bei Apfel, moglicherweise jedoch auch bei der pflanzlichen
Regeneration im Allgemeinen. Die Ergebnisse stellen somit einen Ansatzpunkt fiir wei-
terfiihrende, detaillierte Untersuchungen hinsichtlich der Regulation von pflanzlichen Zell-
teilungs- und Differenzierungsprozessen dar, die neben ihrer wissenschaftlichen auch eine

erhebliche praktische Bedeutung haben konnen.

3.4.5 Einfluss der Phosphatkonzentration

In Gewebekulturen kann die Aktivitdit Saurer Phosphatasen unter anderem durch die
Konzentration des anorganischen Phosphats im Ndhrmedium beeinflusst werden. So stellten
beispielsweise ZINK und VELIKY (1979) in Zellkulturen einer Ipomea-Art die gesteigerte
Aktivitdt von zwei spezifischen Sauren Phosphatasen bei Phosphatmangel im Ndhrmedium
fest. Unter Zugrundelegung des Zusammenhanges zwischen der Aktivitit der ACP-Banden 4
und 5 und der Regenerationsfihigkeit somatischer Gewebe bei Apfel erschien es daher

denkbar, dass die Anderung der Phosphatkonzentration zu einer Variation des Regenerations-
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verhaltens fithren konnte. Die erhaltenen Ergebnisse bestétigten diese Vermutung. In
Abhiéngigkeit des betrachteten Kriteriums — Anzahl der gebildeten Sprosse oder Anzahl der
regenerierenden Explantate — erwiesen sich entweder die KH,PO4-Konzentrationen 0,313
oder 0,625 mM, die einem Viertel bzw. der Hilfte des KH,PO4-Gehaltes des MS-
Standardmediums entsprechen, als optimal, wobei sich deutliche genotypische Unterschiede
in der jeweiligen optimalen Konzentration zeigten. In der Summe der drei getesteten
Genotypen regenerierten die meisten Sprosse auf dem Kontrollmedium (0,625 mM KH,POy),
sodass dieses als das durchschnittlich giinstigste angesehen werden kann.

Der Einfluss von Makroelementen auf die Adventivsprossbildung bei Apfel ist in einer Reihe
von Arbeiten Gegenstand der Betrachtungen gewesen (WELANDER 1988, FASOLO et al. 1989,
PREDIERI und FASOLO FABRI MALAVASI 1989, HANKE et al. 1991). Die Arbeiten konzen-
trierten sich dabei fast ausschlieBlich auf die Testung von Grundmedien mit unter-
schiedlichem Gehalt an Makronédhrstoffen sowie auf die Variation in der Gesamtheit der
Komponenten. Von den einzelnen Nihrelementen ist in der Literatur nur Stickstoff
hinsichtlich seines Gesamtgehaltes und im Verhéltnis Ammonium- zu Nitrationen bei
gleichzeitiger Beibehaltung der anderen Medienkomponenten diskutiert worden. In
Abhingigkeit vom Genotyp zeigte die Reduktion des Stickstoffgehaltes entweder keinen oder
einen positiven Effekt auf das Regenerationsvermogen (FASOLO et al. 1989, PREDIERI und
FASOLO FABRI MALAVASI 1989). In beiden Arbeiten wurde eine Verschiebung des
Ammonium/Nitrat-Verhiltnisses zugunsten der Nitrationen als giinstig bewertet.

Hinsichtlich der Eignung verschiedener Grundmedien weisen die Ergebnisse z. T. Wider-
spriiche auf, wobei jedoch zu beachten ist, dass fiir die einzelnen Untersuchungen
unterschiedliche Genotypen und Hormonkombinationen bzw. -konzentrationen, die zu den
grundlegenden Einflussfaktoren zdhlen, genutzt worden sind. Wahrend WELANDER (1988)
und FASOLO et al. (1989) das Grundmedium N6 (CHU et al. 1975) gegeniiber dem LS-
Medium (LINSMAIER und SKOOG 1965) favorisierten, erzielten HANKE et al. (1991) auf N6
wesentlich schlechtere Ergebnisse als auf MS-Medium und seinen Variationen. Das MS-
Medium ist durch die gleichen Makronéhrstoffkomponenten und -konzentrationen wie das
LS-Medium gekennzeichnet, wihrend sich das N6-Medium vom LS- bzw. MS-Medium
durch niedrigere Konzentrationen an Stickstoff, Kalzium, Magnesium und Ammoniumionen
sowie durch hohere Kalium- und Phosphorgehalte unterscheidet.

Ein Vergleich der Ergebnisse der KH,PO4-Variation mit den Ergebnissen von HANKE et al.
(1991) erscheint aufgrund der Ahnlichkeiten beziiglich der untersuchten Genotypen, des

modifizierten MS-Grundmediums und der Ubereinstimmung im Hormongehalt naheliegend.
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In der zitierten Arbeit hatten sich die voll- und halbkonzentrierten MS-Medien in den
durchschnittlichen Werten fiir die Regenerationsrate und die pro Explantat gebildeten Sprosse
nicht unterschieden. Auf dem halbkonzentrierten MS-Medium, das nur in leicht verdnderter
Form als Grund- und Kontrollmedium fiir alle im Rahmen der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Versuche diente, reagierte jedoch die groBere Anzahl der Genotypen. Die in
Abb. 3.11, S. 126 veranschaulichten hoheren Regenerationsraten von 'Golden Delicious' und
'Pinova' bei noch geringerer KH,PO4-Konzentration (0,313 mM) zeigt Parallelen zu der bei
HANKE et al. (1991) beschriebenen breiten Eignung des halbkonzentrierten MS-Grund-
mediums. Andererseits erwiesen sich die beiden hochsten KH,PO4-Konzentrationen 2,5 mM
und 6,25 mM als ungiinstig. Auch hier deuten sich Ahnlichkeiten zu den von den vorstehend
genannten Autoren beobachteten schlechteren Ergebnissen auf dem N6-Medium an, dessen
KH,PO4-Konzentration bei 2,94 mM liegt. Es kann somit vermutet werden, dass eine Ursache
fiir die unterschiedliche Eignung von verschiedenen Grundmedien im KH;POs-Gehalt zu
suchen ist.

Die aufgezeigten Ergebnisse heben deutlich die Rolle dieses Salzes fiir den erfolgreichen
Ablauf von Regenerationsvorgéingen hervor. Obwohl die Substanz neben Phosphor mit
Kalium einen zweiten Hauptndhrstoff enthilt, kann ihre Wirkung dennoch dem Phosphor
zugeschrieben werden, da der groBte Teil des Kaliumbedarfs — im Kontrollmedium
beispielsweise 95,3 % — iiber die in ihrer Menge unveridnderte Komponente KNO; abgedeckt
wurde. Mangel an Phosphor fiihrt bei intakten Pflanzen infolge seiner Beteiligung am Aufbau
der Nukleoproteide zu Zellteilungsstorungen. Die geringeren Regenerationswerte und die
kleinen Sprosse konnen das Ergebnis derartiger Storungen sein. Andererseits konnen Pflanzen
bei einem Uberangebot an Phosphor die Spurenelemente Eisen und Kupfer nicht mehr
aufnehmen und entwickeln dadurch chlorotische Verfarbungen. Derartige Verfarbungen
zeigte auch ein Teil der Sprosse, die mit der hochsten der getesteten KH,PO4-Konzentrationen

(6,25 mM) regeneriert worden sind.

Im Zusammenhang mit reversiblen Phosphorylierungsprozessen im Rahmen der Krebsfor-
schung beim Menschen berichtete BOHMER (1997) von einem Membranlipid, einer
Phosphatidsdure, die als Aktivator einer Protein-Tyrosinphosphatase fungiert, die dadurch
ihre dephosphorylierende Wirkung entfalten und iiber die Blockierung eines Rezeptorsignals
die Zellteilung verhindern kann. Auch in Pflanzen sind Phospholipide am Membranaufbau
beteiligt. Phospholipide werden von der Pflanze sehr schnell nach Aufnahme des Phosphors
gebildet. Ahnliche Wirkungsmechanismen bei der Regulierung von Zellteilungsprozessen bei

Pflanzen im Zusammenhang mit Regenerationsvorgingen wiren aufgrund der gezeigten
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Beeinflussung der Adventivsprossbildung iiber die Phosphatkonzentration ebenfalls denkbar.
Die anhand der variierten Phosphatkonzentration erzielten Ergebnisse deuten somit ebenso
wie die mogliche Beeinflussung der Sprossbildung durch Phosphatase- und Protein-
kinaseinhibitoren auf die regulierende Rolle des Phosphatstoffwechsels bei Regenerations-

vorgdngen in somatischen Geweben bei Apfel hin.

3.5 Zusammenfassung

Blattexplantate von 'Golden Delicious', 'Pinova’ und M. robusta sowie Blatt- und
Internodienkalli von 'Pinova' und M. robusta wurden zunichst 22 Wochen auf zwei bzw. 16
Wochen auf drei unterschiedlichen Néhrmedien kultiviert. In regelmiBigen Abstéinden
erfolgte die Erfassung der Regenerationsleistungen der Genotyp x Medien-Varianten und die
Bestimmung der Isoenzymmuster fiir ACP, ADH, DIA, EST, MDH und PRX fiir ausgewéhlte
reprasentative regenerierende und nicht regenerierende Explantate und Kallusgewebe. Die
ndhrmedien- und genotypabhidngigen Regenerationsleistungen sowie die Aktivititen der
Enzyme verringerten sich in beiden Regenerationssystemen mit fortschreitender Kultivie-
rungsdauer. Unterschiede zwischen regenerierenden und nicht regenerierenden Geweben
ergaben sich fiir regenerierende Blattkalli von M. robusta hinsichtlich der Aktivitit einer
spezifischen PRX-Bande sowie fiir alle Explantate und Kallusgewebe im Hinblick auf die
Intensitit der ACP-Banden an den Positionen 4 und 5. An diesen ACP-Positionen konnten
drei verschiedene Bandenmustertypen beobachtet werden. Der vermutete Zusammenhang
zwischen unauffilliger Intensitit beider Bandenpositionen und vorhandener Regenerations-
fahigkeit bzw. erhohter Bandenintensitit und ausbleibender Regeneration konnte anhand
nachfolgender Vergleiche der Regenerationsraten und der Hiufigkeiten der Bandenmuster-
typen in verschiedenen Medien x Genotyp-Kombinationen in Explantat- und Kalluskulturen
bestitigt werden. Die Gegeniiberstellung der Regenerationsfahigkeit der einzelnen Explantate
und Kallusproben und ihrer jeweiligen Intensitit mittels des G-Tests erbrachte den sta-
tistischen Nachweis der Abhdngigkeit der Regenerationsfahigkeit von der Intensitit beider

ACP-Banden.

Dieses Ergebnis war Anlass zu priifen, ob die Zugabe von Phosphataseinhibitoren und
Proteinkinaseinhibitoren zum Grundmedium sowie eine im Grundmedium variierte
Phosphatkonzentration die Regenerationsfahigkeit beeinflussen kann. Zum Einsatz kamen die

Phosphataseinhibitoren NaF, Na;VO, (beide in Konzentrationen von 0,5-100 uM), Endothall
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(0,05-100 pM) und L-p-Bromotetramisoloxalat (0,1-25 uM) bzw. die Proteinkinase-
inhibitoren Myristoylated Proteinkinase C Peptide Inhibitor (Promega, 100uM) und Protein-
kinase Inhibitor from rabbit muscle (Sigma, 5 pM). Zur Anderung des Phosphatangebotes
wurde die Phosphatkomponente des MS-Mediums, KH;PO,, in Konzentrationen zwischen 0
und 6,25 uM zugesetzt.

Alle vier Phosphataseinhibitoren waren in der Lage, die nach sechs Wochen bonitierte
Sprossbildung der Primérexplantate bei der Mehrzahl der sieben bzw. acht getesteten
Genotypen im Vergleich zur inhibitorfreien Kontrolle signifikant zu erhéhen. Dabei wurden
in Abhéngigkeit von Genotyp und Inhibitor bestimmte Konzentrationsoptima beobachtet. Nur
Endothallkonzentrationen tiber 1 uM wirkten generell toxisch und hemmten oder verhinderten
die Sprossregeneration. Die ldngerfristige Anwendung von NaF und Na3VO,, die sowohl bei
Explantaten als auch bei Kalluskulturen von sieben Genotypen getestet worden war, zeigte
ebenfalls in vielen Genotyp x Konzentrations-Kombinationen einen signifikanten Anstieg der
Regeneration.

Im Gegensatz zu den Phosphataseinhibitoren hemmten beide Proteinkinaseinhibitoren in den
drei getesteten Genotypen die Adventivsprossbildung bis zur sechsten Kultivierungswoche
grofBtenteils auf signifikantem Niveau. Im Vergleich zu den Kontrollvarianten setzte die
Sprossbildung unter dem Einfluss der Proteinkinaseinhibitoren verspétet ein.

Auch die KH,;POs-Konzentration beeinflusste die Adventivsprossbildung aller drei Geno-
typen. Die Optimalkonzentrationen lagen bei 0,313 und 0,625 pM, wihrend sich das Fehlen

dieser Komponente sowie hohere Konzentrationen negativ auswirkten.

Die Ergebnisse konnten speziell im Hinblick auf den Einsatz der Phosphataseinhibitoren
einen Weg zur Verbesserung des Regenerationspotentials somatischer Gewebe bei Apfel
aufzeigen sowie im Allgemeinen zum besseren Verstdndnis der In-vitro-Regeneration bei

Pflanzen beitragen.
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Zusammenfassung

Das Interesse an der Nutzung biotechnologischer Methoden in die Apfelziichtung hat in den
letzten Jahren stark zugenommen. Die sinnvolle Integration in den Zuchtprozess hangt jedoch
von der Beherrschung der Methoden, ihrer Effizienz, der Anwendbarkeit auf ein moglichst
breites Spektrum interessierender Genotypen sowie der Kenntnis der Eigenschaften der
erzeugten Pflanzen ab. Das Ziel der Arbeit bestand darin, liber die Entwicklung geeigneter
Marker Moglichkeiten zur Losung zweier damit verbundener Problemkreise zu untersuchen —
der Charakterisierung von Regeneratpflanzen aus der Haploidenkultur und der Verbesserung

der Regeneration aus somatischen Geweben.

Anhand der genetischen Analyse verschiedener Kreuzungsnachkommenschaften konnten als
potentielle Marker fiir die Charakterisierung der Regeneratpflanzen zehn frei spaltende Iso-
enzymloci ermittelt werden. Nachfolgende Untersuchungen zur Stabilitit, der gewebespe-
zifischen Expression und zu ihrem Vorliegen in den einzelnen Donorgenotypen ergaben eine
genotypabhingige Verfiigbarkeit von einem bis zu sechs Markern.

Unter Verwendung dieser Marker wurde fiir 125 von 136 gepriiften Antherenkulturlinien und
fiir alle drei der untersuchten Linien, die iiber die Mikrosporenkultur regeneriert worden
waren, Homozygotie nachgewiesen. Fiir die Charakterisierung der 21 aus der In-situ-Par-
thenogenese stammenden Linien erwiesen sich die zur Verfiigung stehenden Marker aufgrund
der vielfdltigen Entstehungsmoglichkeiten der Regenerate als unzureichend. Sechs Linien
konnen jedoch unter dem Vorbehalt der notwendigen Untersuchung mit weiteren Markern als
vorldufig homozygot betrachtet werden.

In den Untersuchungen zur Homozygotie der Antherenkulturlinien konnten bei zwei von vier
betrachteten Markern signifikante Abweichungen vom erwarteten 1:1-Spaltungsverhiltnis
festgestellt werden. In 40 von 112 untersuchten Antherenkulturlinien zeigten die Regenerate
gametoklonale Variationen. Die Ergebnisse werden im Hinblick auf den Einsatz der Re-

generate im Zuchtprozess diskutiert.

Fir die Etablierung von Markern, die Erkenntnisse iiber die Regenerationsfihigkeit
somatischer Gewebe liefern konnen, wurden regenerierende und nicht regenerierende

Blattprimédrexplantate und sekundére Kalli, die von unterschiedlichen Genotypen und Néhr-
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medien stammten, hinsichtlich ausgewihlter Isoenzymmuster untersucht. Neben einer sehr
intensiv gefdarbten PRX-Bande, die jedoch nur in regenerierenden Blattkalli von M. robusta
exprimiert wurde, erwiesen sich die an den Positionen 4 und 5 gelegenen ACP-Banden als
Marker, die sowohl im Explantat- als auch im Kallusgewebe der untersuchten Genotypen
vorhanden waren. Der vermutete Zusammenhang zwischen unauffalliger Intensitdt beider
ACP-Banden und vorhandenem Regenerationsvermogen bzw. erhdhter Intensitit und
fehlender Regenerationsbereitschaft konnte statistisch nachgewiesen werden.

Basierend auf diesem Zusammenhang wurde der Einfluss von Phosphataseinhibitoren,
Proteinkinaseinhibitoren und der Phosphatkonzentration auf das Regenerationsvermdgen
mehrerer Genotypen gepriift. Alle vier Phosphataseinhibitoren waren in bestimmten
Konzentrationsbereichen in der Lage, die Regenerationsfdhigkeit der Gewebe auf oftmals
signifikantem Niveau zu erhohen. Thre Gegenspieler, die Proteinkinaseinhibitoren,
verzogerten dagegen das FEinsetzen der Regeneration und bewirkten, dass die
Regenerationsleistungen der gepriiften Genotypen bis zur sechsten Kultivierungswoche
mehrheitlich signifikant unter denen der inhibitorfreien Kontrollvarianten lagen. Ein
signifikanter Einfluss auf die Hohe der Regeneration konnte auch fiir die Phosphat-
konzentration des Nahrmediums nachgewiesen werden. Innerhalb der getesteten Konzen-
trationen zeigte sich ein eindeutiges Optimum zwischen 0,313 und 0,625 uM, wéhrend
absoluter Phosphatmangel sowie hohere Konzentrationen hemmend wirkten. Es wird auf die
Bedeutung der untersuchten Substanzen fiir die Regeneration bei Apfel hingewiesen sowie
ansatzweise ihre mogliche Bedeutung in der Regulierung der pflanzlichen Regeneration

diskutiert.
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Anhang

Tab. A.1: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na3;VOy-
Behandlungen auf die Anzahl der an Primérexplantaten gebildeten Adventiv-
sprosse.
Genotyp Varianzursache FG SQ MQ F-Wert
Elstar Behandlung 20 4,11 0,21 1,56
Wiederholung 2 0,23 0,11 0,86
Fehler 40 5,26 0,13
Gesamt 62 9,59

Gala Behandlung 20 2,26 0,11 2,80 **
Wiederholung 2 1,24 0,62 15,34 ***
Fehler 40 1,61 0,04
Gesamt 62 5,10

Golden Behandlung 20 4,46 0,22 6,32 K**E

Delicious Wiederholung 2 0,38 0,19 5,45 **
Fehler 40 1,41 0,04
Gesamt 62 6,25

Pinova Behandlung 20 7,20 0,35 22,49 ***
Wiederholung 2 0,15 0,01 0,71
Fehler 40 0,64 0,02
Gesamt 62 7,86

Reka Behandlung 20 2,37 0,12 2,22 *
Wiederholung 2 2,22 1,11 20,84 ***
Fehler 40 2,13 0,05
Gesamt 62 6,72

Remo Behandlung 20 13,48 0,67 4,43 Hx*
Wiederholung 2 0,81 0,40 2,65
Fehler 40 6,08 0,15
Gesamt 62 20,37

Retina Behandlung 20 79,24 3,96 8,08 F**
Wiederholung 2 0,16 0,08 0,17
Fehler 40 18,26 0,46
Gesamt 62 97,66

M. robusta Behandlung 20 7,03 0,35 21,08 ***
Wiederholung 2 0,15 0,07 450 *
Fehler 40 0,67 0,02
Gesamt 62 7,85

* signifikant bei p < 0,05
**  signifikant bei p < 0,01
*** signifikant bei p < 0,001
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Tab. A.2: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses des Genotyps und der NaF-
Konzentration (ohne 'Retina’ und Kontrollvariante) auf die Anzahl der an
Primérexplantaten gebildeten Adventivsprosse.

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert
Genotyp 6 56,46 9,41 186,54 ***
Konzentration 9 3,63 0,40 8,00 wk*
Wechselwirkung 54 6,91 0,13 2,54  kF¥*
Wiederholung 2 6,04 3,02 59,84 k**
Fehler 138 6,96 0,05

Gesamt 209 80,00

*i* signifikant bei p < 0,001

Tab. A.3: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses des Genotyps und der Na3;VOs-
Konzentration (ohne 'Retina’ und Kontrollvariante) auf die Anzahl der an
Primédrexplantaten gebildeten Adventivsprosse.

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert
Genotyp 6 87,16 14,53 420,86 ***
Konzentration 9 2,49 0,28 8,01  F**
Wechselwirkung 54 4,51 0,08 2,42  k¥*
Wiederholung 2 3,75 1,87 54,26 k**
Fehler 138 4,76 0,03

Gesamt 209 102,67

*i* signifikant bei p < 0,001
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Tab. A.4: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na3;VOq-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvarianten) auf die Anzahl der an
Primérexplantaten des Genotyps 'Elstar’ gebildeten Adventivsprosse in unter-
schiedlichen Kultivierungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase

(Woche)

0.-6. Behandlung 7 4,13 0,59 17,88 ***
Wiederholung 2 0,14 0,07 2,12
Fehler 14 0,46 0,03
Gesamt 23 4,73

7.-12. Behandlung 7 2,82 0,40 7,72 kE*
Wiederholung 2 0,29 0,15 2,82
Fehler 14 0,73 0,05
Gesamt 23 3,84

13.-18. Behandlung 7 1,75 0,25 322 *
Wiederholung 2 0,14 0,07 0,42
Fehler 14 1,09 0,08
Gesamt 23 2,98

0.-18. Behandlung 7 2,66 0,38 12,01 ***
Wiederholung 2 0,16 0,08 2,53
Fehler 14 0,44 0,03
Gesamt 23 3,26

* signifikant bei p < 0,05
**% gignifikant bei p < 0,001
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Tab. A.5: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na3;VOs-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvarianten) auf die Anzahl der an
Primérexplantaten des Genotyps 'Gala' gebildeten Adventivsprosse in unter-
schiedlichen Kultivierungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase
(Woche)
0.-6. Behandlung 7 1,15 0,16 14,58 ***
Wiederholung 2 0,01 0,01 0,55
Fehler 14 0,16 0,01
Gesamt 23 1,33

7.-12. Behandlung 7 0,97 0,14 13,13 ***
Wiederholung 2 <0,01 <0,01 0,03
Fehler 14 0,15 0,01
Gesamt 23 1,12

13.-18. Behandlung 7 0,76 0,11 3,50 *
Wiederholung 2 0,02 0.01 0,37
Fehler 14 0,44 0,03
Gesamt 23 1,22

0.-18. Behandlung 7 0,86 0,12 25,52 k¥
Wiederholung 2 <0,01 <0,01 0,34
Fehler 14 0,07 < 0,01
Gesamt 23 0,93

* signifikant bei p < 0,05
*k* signifikant bei p < 0,001
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Tab. A.6: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na3;VOs-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvarianten) auf die Anzahl der an
Primérexplantaten des Genotyps 'Golden Delicious' gebildeten Adventivsprosse
in unterschiedlichen Kultivierungsphasen.
Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert
rungsphase
(Woche)
0.-6. Behandlung 7 6,16 0,88 27,36 F**
Wiederholung 2 0,12 0,06 1,79
Fehler 14 0,45 0,03
Gesamt 23 6,73
7.-12. Behandlung 7 6,11 0,87 12,52 ***
Wiederholung 2 0,04 0,02 0,26
Fehler 14 0,98 0,07
Gesamt 23 7,12
13.-18. Behandlung 7 1,34 0,19 4,66 **
Wiederholung 2 0,10 0,05 1,22
Fehler 14 0,58 0,04
Gesamt 23
0.-18. Behandlung 7 3,80 0,54 13,35 ***
Wiederholung 2 0,03 0,02 0,43
Fehler 14 0,57 0,04
Gesamt 23 4,40

**  signifikant bei p < 0,01
**% gignifikant bei p < 0,001
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Tab. A.7: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na3;VOs-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvarianten) auf die Anzahl der an
Primérexplantaten des Genotyps 'Pinova' gebildeten Adventivsprosse in unter-
schiedlichen Kultivierungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase
(Woche)
0.-6. Behandlung 7 3,11 0,44 17,33 ***
Wiederholung 2 0,02 0,01 0,44
Fehler 14 0,36 0,03
Gesamt 23 3,49

7.-12. Behandlung 7 1,40 0,20 10,68 ***
Wiederholung 2 0,01 0,01 0,36
Fehler 14 0,26 0,02
Gesamt 23 1,67

13.-18. Behandlung 7 0,44 0,06 4,89 **
Wiederholung 2 0,01 0,01 0,57
Fehler 14 0,18 0,01
Gesamt 23 0,63

0.-18. Behandlung 7 1,58 0,23 17,86 ***
Wiederholung 2 0,01 0,01 0,57
Fehler 14 0,18 0,01
Gesamt 23 1,77

**  signifikant bei p < 0,01
**% gignifikant bei p < 0,001
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Tab. A.8: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na3;VO;-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvarianten) auf die Anzahl der an
Primérexplantaten des Genotyps 'Reka' gebildeten Adventivsprosse in unter-
schiedlichen Kultivierungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase

(Woche)

0.-6. Behandlung 7 3,83 0,55 44,83 x**
Wiederholung 2 0,01 0,01 0,53
Fehler 14 0,17 0,01
Gesamt 23 4,01

7.-12. Behandlung 7 3,22 0,46 36,19 ***
Wiederholung 2 0,01 0,01 0,61
Fehler 14 0,18 0,01
Gesamt 23 341

13.-18. Behandlung 7 2,15 0,31 25,51 ***
Wiederholung 2 <0,01 <0,01 0,15
Fehler 14 0,17 0,01
Gesamt 23 3,32

0.-18. Behandlung 7 2,27 0,32 48,13 ***
Wiederholung 2 0,01 < 0,01 0,38
Fehler 14 0,09 0,01
Gesamt 23 2,37

*k* signifikant bei p < 0,001
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Tab. A.9: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na;VO,-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvarianten) auf die Anzahl der an
Primdrexplantaten des Genotyps 'Remo' gebildeten Adventivsprosse in
unterschiedlichen Kultivierungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase
(Woche)
0.-6. Behandlung 7 3,30 0,47 26,77 *¥**
Wiederholung 2 0,11 0,05 2,99
Fehler 14 0,25 0,02
Gesamt 23 3,65

7.-12. Behandlung 7 6,89 0,98 10,99 H**
Wiederholung 2 0,28 0,14 1,57
Fehler 14 1,25 0,09
Gesamt 23 8,42

13.-18. Behandlung 7 8,62 1,23 10,76 ***
Wiederholung 2 0,05 0,03 0,22
Fehler 14 1,60 0,11
Gesamt 23 10,27

0.-18. Behandlung 7 5,94 0,85 25,84 kxx
Wiederholung 2 0,11 0,05 1,64
Fehler 14 0,46 0,03
Gesamt 23 6,50

*** signifikant bei p < 0,001
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Tab. A.10: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na;VO4-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvarianten) auf die Anzahl der an
Primédrexplantaten des Genotyps 'Retina’ gebildeten Adventivsprosse in unter-
schiedlichen Kultivierungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase

(Woche)

0.-6. Behandlung 7 4,28 0,61 0,92
Wiederholung 2 2,31 1,15 1,74
Fehler 14 9,29 0,66
Gesamt 23 15,88

7.-12. Behandlung 7 3,43 0,49 1,36
Wiederholung 2 0,63 0,32 0,88
Fehler 14 5,05 0,36
Gesamt 23 9,11

13.-18. Behandlung 7 1,07 0,15 1,03
Wiederholung 2 <0,01 <0,01 0,01
Fehler 14 2,09 0,15
Gesamt 23 3,16

0.-18. Behandlung 7 8,42 1,20 0,98
Wiederholung 2 3,44 1,72 1,40
Fehler 14 17,15 1,22
Gesamt 23 29,00




Tab. A.11: Regenerationsraten (%) von Primdrexplantaten verschiedener Apfelgenotypen wihrend definierter Kultivierungsphasen in
Abhiangigkeit von der Konzentration der Phosphataseinhibitoren NaF und NazVO,.
Genotyp Kultivie- Behandlung und Konzentration (uM)
rungsphase
(Woche) Kontrolle 1 | Kontrolle 2 NaF Na3;VO,
0 0 5 50 100 5 50 100
Elstar 0.-6. 33,3 40,0 56,7 56,7 53,3 66,7 76,7 53,3
7.-12. 30,0 26,7 53,3 56,7 36,7 53,3 56,7 433
13.-18. 30,0 26,7 433 36,7 433 53,3 53,3 40,0
0.-18. 53,3 63,3 80,0 76,7 70,0 76,7 96,7 80,0
Gala 0.-6. 70,0 63,3 76,7 73,3 70,0 70,0 83,3 76,7
7.-12. 60,0 60,0 70,0 83,3 70,0 70,0 76,7 70,0
13.-18. 53,3 53,3 63,3 76,7 70,0 63,3 60,0 60,0
0.-18. 93,3 100 90,0 90,0 90,0 100 93,3 96,7
Golden 0.-6. 43,3 43,3 53,3 66,7 70,0 60,0 63,3 66,7
Delicious 7.-12. 26,7 30,0 46,7 53,3 60,0 433 63,3 63,3
13.-18. 30,0 30,0 43,3 46,7 46,7 46,7 63,3 60,0
0.-18. 63,3 63,3 66,7 86,7 86,7 73,3 83,3 93,3
Pinova 0.-6. 76,7 73,3 80,0 100 86,7 96,7 100 96,7
7.-12. 66,7 63,3 83,3 83,3 80,0 93,3 86,7 90,0
13.-18. 66,7 63,4 73,3 76,7 80,0 73,3 76,1 83,3
0.-18. 93,3 80,0 96,7 100 93,3 100 100 100
Reka 0.-6. 433 36,7 66,7 56,7 56,7 63,3 70,0 66,7
7.-12. 63,3 53,3 80,0 60,0 60,0 90,0 96,7 76,7
13.-18. 70,0 63,3 80,0 56,7 56,7 80,0 93,3 66,7
0.-18. 86,7 90,0 96,7 90,0 90,0 100 100 86,7

DNVHNV

691



Tab. A.11:  Fortsetzung.
Genotyp Kultivie- Behandlung und Konzentration (uM)
rungsphase
(Woche) Kontrolle 1 | Kontrolle 2 NaF Naz;VO,
0 0 5 50 100 5 50 100
Remo 0.-6. 33,3 26,7 50,0 46,7 433 433 46,7 433
7.-12. 233 233 46,7 50,0 40,0 46,7 43,3 40,0
13.-18. 23,3 23,3 43,3 43,3 36,7 56,7 43,3 40,0
0.-18. 53,3 50,0 70,0 90,0 66,7 80,0 70,0 80,0
Retina 0.-6. 16,7 13,3 6,7 0 13,3 3,3 16,7 20,0
7.-12. 10,0 33 0 33 16,7 33 6,7 10,0
13.-18. 3,3 0 0 0 6,7 0 0 6,7
0.-18. 20,0 16,7 6,7 33 20,0 6,7 233 20,0

0LI

DNVHNV
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Tab. A.12: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses des Genotyps und der NaF-
Konzentration (ohne 'Retina’ und Kontrollvarianten) auf die Anzahl der an
Primdrexplantaten gebildeten Adventivsprosse in unterschiedlichen Kultivie-
rungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase

(Woche)

0.-6. Genotyp 5 10,40 2,08 97,02 ***
Konzentration 2 0,15 0,07 3,49 *
Wechselwirkung 10 1,36 0,14 6,36 ***
Wiederholung 2 0,03 0,02 0,71
Fehler 34 0,73 0,02
Gesamt 53 12,67

7.-12. Genotyp 5 6,06 1,21 32,83 ¥**
Konzentration 2 < 0,01 <0,01 0,05
Wechselwirkung 10 1,84 0,18 4,09 ***
Wiederholung 2 0,03 0,02 0,47
Fehler 34 1,26 0,04
Gesamt 53 9,20

13.-18. Genotyp 5 7,52 1,50 63,92 ***
Konzentration 2 0,13 0,06 2,70
Wechselwirkung 10 1,17 0,12 4,96 ***
Wiederholung 2 0,02 0,01 0,46
Fehler 34 0,08 0,02
Gesamt 53 9,63

0.-18. Genotyp 5 5,91 1,18 60,85 ***
Konzentration 2 0,03 0,02 0,93
Wechselwirkung 10 1,23 0,12 6,35 k**
Wiederholung 2 0,02 0,01 0,49
Fehler 34 0,66 0,02
Gesamt 53 7,86

* signifikant bei p < 0,05
*** signifikant bei p < 0,001




172 ANHANG

Tab. A.13: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses des Genotyps und der NazVOs-
Konzentration (ohne 'Retina’ und Kontrollvarianten) auf die Anzahl der an
Primdrexplantaten gebildeten Adventivsprosse in unterschiedlichen Kultivie-

rungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase

(Woche)

0.-6. Genotyp 5 18,60 3,71 161,36 ***
Konzentration 2 0,73 0,37 15,95 ***
Wechselwirkung 10 0,67 0,07 2,92  k¥*
Wiederholung 2 0,04 0,02 0,80
Fehler 34 0,78 0,02
Gesamt 53 20,77

7.-12. Genotyp 5 10,60 2,11 64,72 ***
Konzentration 2 0,91 0,45 13,92 ***
Wechselwirkung 10 0,84 0,08 2,59 *
Wiederholung 2 0,06 0,03 0,86
Fehler 34 1,11 0,03
Gesamt 53 13,48

13.-18. Genotyp 5 7,54 1,51 48,49 k**
Konzentration 2 0,45 0,23 7,29  **
Wechselwirkung 10 1,33 0,13 428  k¥*
Wiederholung 2 0,03 0,02 0,55
Fehler 34 1,06 0,03
Gesamt 53 10,41

0.-18. Genotyp 5 9,60 1,92 124,73 ***
Konzentration 2 0,74 0,37 24,18 ***
Wechselwirkung 10 0,64 0,06 4,16 ***
Wiederholung 2 < 0,01 <0,01 0,07
Fehler 34 0,52 0,02
Gesamt 53 11,51

* signifikant bei p < 0,05
**  signifikant bei p < 0,01
k- gignifikant bei p < 0,001
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Tab. A.14: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na;VOg-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvariante) auf die Anzahl der aus
sekunddren Kalli des Genotyps 'Elstar' regenerierten Sprosse in unter-
schiedlichen Kultivierungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase
(Woche)
0.-6. Behandlung 6 16,88 2,81 13,50 ***
Wiederholung 2 0,58 0,29 1,38
Fehler 12 2,50 0,21
Gesamt 20 19,96

7.-12. Behandlung 6 7,51 1,25 3,78 *
Wiederholung 2 0,69 0,35 1,05
Fehler 12 3,97 0,33
Gesamt 20 12,18

13.-18. Behandlung 6 10,45 1,74 4,04 *
Wiederholung 2 0,46 0,23 0,53
Fehler 12 5,17 0,43
Gesamt 20 16,08

19.-24. Behandlung 6 10,92 1,82 3,73 *
Wiederholung 2 0,35 0,18 0,36
Fehler 12 5,85 0,49
Gesamt 20 17,11

0.-24. Behandlung 6 23,59 3,93 26,83 H*x*
Wiederholung 2 0,66 0,33 2,25
Fehler 12 1,76 0,15
Gesamt 20 26,01

* signifikant bei p < 0,05
*#* - gignifikant bei p < 0,001
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Tab. A.15: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na;VOg-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvariante) auf die Anzahl der aus
sekunddren Kalli des Genotyps 'Gala' regenerierten Sprosse in unterschiedlichen

Kultivierungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase

(Woche)

0.-6. Behandlung 6 4,04 0,67 58,27 ***
Wiederholung 2 0,01 0,00 0,27
Fehler 12 0,14 0,01
Gesamt 20 4,17

7.-12. Behandlung 6 7,29 1,22 56,76 ***
Wiederholung 2 0,16 0,08 3,62
Fehler 12 0,26 0,02
Gesamt 20 7,71

13.-18. Behandlung 6 3,85 0,64 19,05 ***
Wiederholung 2 0,11 0,06 1,71
Fehler 12 0,40 0,03
Gesamt 20 4,37

19.-24. Behandlung 6 14,04 2,34 6,13 **
Wiederholung 2 1,49 0,74 0,19
Fehler 12 4,58 0,38
Gesamt 20 20,11

0.-24. Behandlung 6 3,22 0,54 26,90 ***
Wiederholung 2 0,03 0,01 0,73
Fehler 12 0,24 0,02
Gesamt 20 3,50

**  signifikant bei p < 0,01
ki* signifikant bei p < 0,001
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Tab. A.16: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na;VOg-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvariante) auf die Anzahl der aus
sekunddren Kalli des Genotyps 'Golden Delicious' regenerierten Sprosse in
unterschiedlichen Kultivierungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase
(Woche)
0.-6. Behandlung 6 8,08 1,35 6,10 **
Wiederholung 2 0,02 0,01 0,04
Fehler 12 2,65 0,22
Gesamt 20 10,75

7.-12. Behandlung 6 3,48 0,58 1,82
Wiederholung 2 0,31 0,16 0,49
Fehler 12 3,83 0,32
Gesamt 20 7,62

13.-18. Behandlung 6 7,64 1,27 7,11 **
Wiederholung 2 0,01 < 0,01 0,02
Fehler 12 2,15 0,18
Gesamt 20 9,80

19.-24. Behandlung 6 3,90 0,65 3,32 *
Wiederholung 2 0,95 0,48 2,43
Fehler 12 2,35 0,20
Gesamt 20 7,20

0.-24. Behandlung 6 8,05 1,34 4,51 *
Wiederholung 2 0,05 0,02 0,08
Fehler 12 3,57 0,30
Gesamt 20 11,67

*  signifikant bei p < 0,05
**  gsignifikant bei p < 0,01
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Tab. A.17: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na;VOg-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvariante) auf die Anzahl der aus
sekunddren Kalli des Genotyps 'Pinova' regenerierten Sprosse in unterschied-
lichen Kultivierungsphasen.
Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert
rungsphase
(Woche)
0.-6. Behandlung 6 3,79 0,63 45,58 ***
Wiederholung 2 0,02 0,01 0,86
Fehler 12 0,17 0,17
Gesamt 20 3,98
7.-12. Behandlung 6 2,80 0,47 5,42 **
Wiederholung 2 0,05 0,02 0,27
Fehler 12 1,03 0,09
Gesamt 20 3,88
13.-18. Behandlung 6 3,58 0,60 6,72 **
Wiederholung 2 0,33 0,17 1,86
Fehler 12 1,07 0,09
Gesamt 20 4,98
19.-24. Behandlung 6 3,11 0,52 2,02
Wiederholung 2 0,16 0,08 0,31
Fehler 12 3,08 0,26
Gesamt 20 6,35
0.-24. Behandlung 6 3,64 0,61 36,62 ***
Wiederholung 2 0,01 0,01 0,41
Fehler 12 0,20 0,02
Gesamt 20 3,85

**  signifikant bei p < 0,01
*#* - gignifikant bei p < 0,001
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Tab. A.18: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na;VOg-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvariante) auf die Anzahl der aus
sekunddren Kalli des Genotyps 'Reka' regenerierten Sprosse in unterschied-
lichen Kultivierungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase

(Woche)

0.-6. Behandlung 6 4,12 0,69 13,67 ***
Wiederholung 2 0,01 0,01 0,15
Fehler 12 0,60 0,05
Gesamt 20 4,74

7.-12. Behandlung 6 0,94 0,16 4,28 *
Wiederholung 2 0,17 0,08 2,27
Fehler 12 0,44 0,04
Gesamt 20 1,54

13.-18. Behandlung 6 2,05 0,34 431 *
Wiederholung 2 0,13 0,07 0,85
Fehler 12 0,95 0,08
Gesamt 20 3,13

19.-24. Behandlung 6 3,71 0,62 1,43
Wiederholung 2 1,62 0,81 1,87
Fehler 12 5,19 0,43
Gesamt 20 10,52

0.-24. Behandlung 6 1,13 0,19 444 *
Wiederholung 2 0,04 0,02 0,48
Fehler 12 0,51 0,04
Gesamt 20 1,68

* signifikant bei p < 0,05
*#* - gignifikant bei p < 0,001
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Tab. A.19: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na;VOg-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvariante) auf die Anzahl der aus
sekunddren Kalli des Genotyps 'Remo' regenerierten Sprosse in unterschied-
lichen Kultivierungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase

(Woche)

0.-6. Behandlung 6 18,40 3,06 36,19 ***
Wiederholung 2 1,47 0,73 8,68
Fehler 12 1,01 0,08
Gesamt 20 20,84

7.-12. Behandlung 6 8,45 1,41 2,87
Wiederholung 2 0,68 0,34 0,69
Fehler 12 5,90 0,49
Gesamt 20 15,03

13.-18. Behandlung 6 6,99 1,16 2,14
Wiederholung 2 0,22 0,11 0,20
Fehler 12 6,54 0,54
Gesamt 20 13,75

19.-24. Behandlung 6 2,29 0,38 4,00 *
Wiederholung 2 0,19 0,10 1,00
Fehler 12 1,14 0,10
Gesamt 20 3,62

0.-24. Behandlung 6 23,18 3,87 29,68 ***
Wiederholung 2 1,05 0,52 4,02
Fehler 12 1,56 0,13
Gesamt 20 25,79

* signifikant bei p < 0,05
*#* - gignifikant bei p < 0,001
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Tab. A.20: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener NaF- und Na;VOg-
Behandlungen (einschlieBlich der Kontrollvariante) auf die Anzahl der aus
sekunddren Kalli des Genotyps 'Retina’ regenerierten Sprosse in unterschied-
lichen Kultivierungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase

(Woche)

0.-6. Behandlung 6 3,04 0,51 6,21 **
Wiederholung 2 0,03 0,02 0,21
Fehler 12 0,98 0,08
Gesamt 20 4,05

7.-12. Behandlung 6 0,39 0,06 1
Wiederholung 2 0,13 0,06
Fehler 12 0,77 0,06
Gesamt 20 1,29

13.-18. Behandlung 6 0,77 0,13 1
Wiederholung 2 0,26 0,13 1
Fehler 12 1,53 0,13
Gesamt 20 2,56

19.-24. Behandlung 6 0 0 -
Wiederholung 2 0 0 -
Fehler 12 0 0
Gesamt 20 0 0

0.-24. Behandlung 6 6,90 1,15 6,32 **
Wiederholung 2 0,24 0,12 0,67
Fehler 12 2,18 0,18
Gesamt 20 9,33

**  signifikant bei p < 0,01




Tab. A.21: Regenerationsraten (%) von sekunddren Kalluslinien verschiedener Apfelgenotypen in Abhdngigkeit von der Konzentration der
Phosphataseinhibitoren NaF und Na;VO4 wéhrend definierter Kultivierungsphasen.

Genotyp Kultivie- Behandlung und Konzentration (uM)
rungsphase
(Woche) Kontrolle NaF Na3;VO,
0 5 50 100 5 50 100
Elstar 0.-6. 0 4,2 16,7 16,7 29,2 33,3 25,0
7.-12. 0 8,3 8,3 20,8 20,8 12,5 16,7
13.-18. 0 4,2 8,3 16,7 20,8 20,8 12,5
19.-24. 0 4,2 0 20,8 12,5 4,2 8,3
0.-24. 0 8,3 25,0 45,8 41,7 54,2 33,3
Gala 0.-6. 66,7 41,7 66,7 58,3 54,2 100 83,3
7.-12. 29,2 25,0 66,7 54,2 41,7 79,2 50,0
13.-18. 45,8 33,3 66,7 50,0 58,3 91,7 45,8
19.-24. 25,0 4,2 41,7 45,8 41,7 16,7 4,2
0.-24. 75,0 62,5 79,2 70,8 75,0 100 87,5
Golden 0.-6. 16,7 12,5 33,3 29,2 45,8 70,8 58,3
Delicious 7.-12. 16,7 8,3 25,0 25,0 29,2 41,7 8,3
13.-18. 4,2 12,5 20,8 20,8 33,3 45,8 16,7
19.-24. 4,2 0 4,2 16,7 8,3 12,5 12,5
0.-24. 29,2 16,7 50,0 50,0 54,2 79,2 62,5
Pinova 0.-6. 37,5 20,8 41,7 33,3 58,3 66,7 62,5
7.-12. 29,2 20,8 25,0 16,7 29,2 41,7 29,2
13.-18. 8,3 8,3 12,5 16,7 37,5 29,2 16,7
19.-24. 0 4,2 8,3 4,2 0 16,7 0
0.-24. 41,7 33,3 66,7 41,7 58,3 83,3 70,8

DNVHNV



Tab. A.21: Fortsetzung.
Genotyp Kultivie- Behandlung und Konzentration (uM)
rungsphase
(Woche) Kontrolle NaF Naz;VO,
0 5 50 100 5 50 100
Reka 0.-6. 40,0 73,3 60,0 33,3 60,0 86,7 60,0
7.-12. 33,3 80,0 46,7 60,0 80,0 73,3 66,7
13.-18. 33,3 93,3 40,0 53,3 60,0 60,0 66,7
19.-24. 6,7 46,7 20,0 6,7 20,0 6,7 20,0
0.-24. 60,0 93,3 80,0 66,7 100 100 100
Remo 0.-6. 5,6 16,7 16,7 22,2 22,2 27,8 5,6
7.-12. 0 5,6 27,8 11,1 0 11,1 0
13.-18. 0 0 11,1 11,1 0 5,6 0
19.-24. 0 0 0 11,1 0 0 0
0.-24. 5,6 16,7 33,3 27,8 222 33,3 5,6
Retina 0.-6. 4,2 4,2 4,2 0 0 12,5 0
7.-12. 0 0 0 0 0 4,2 0
13.-18. 0 0 0 0 0 8,3 0
19.-24. 0 0 0 0 0 0 0
0.-24. 4,2 4,2 4,2 0 0 16,7 0

DNVHNYV
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Tab. A.22: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses des Genotyps und der NaF-
Konzentration (ohne 'Retina’ und Kontrollvariante) auf die Anzahl der an
sekunddren Kalluslinien gebildeten Sprosse in unterschiedlichen Kultivie-

rungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase

(Woche)

0.-6. Genotyp 5 27,34 5,47 42,37 F**
Konzentration 2 3.90 1,95 15,11 ***
Wechselwirkung 10 6,05 0,60 4,69 ***
Wiederholung 2 0,90 0,45 349 *
Fehler 36 4,39 0,13
Gesamt 53 42,57

7.-12. Genotyp 5 27,53 5,51 16,84 ***
Konzentration 2 4,08 2,04 6,24 **
Wechselwirkung 10 7,40 0,74 227 *
Wiederholung 2 1,09 0,54 1,67
Fehler 36 11,11 0,33
Gesamt 53 51,22

13.-18. Genotyp 5 45,03 9,01 29,03 ¥**
Konzentration 2 9,57 4,78 15,42 ***
Wechselwirkung 10 6,36 0,64 2,05
Wiederholung 2 1,20 0,60 1,93
Fehler 36 10,55 0,31
Gesamt 53 72,70

19.-24. Genotyp 5 16,49 3,30 8,17 ***
Konzentration 2 4,42 2,21 5,48 **
Wechselwirkung 10 15,72 1,57 3,90 **
Wiederholung 2 0,29 0,15 0,36
Fehler 36 13,72 0,40
Gesamt 53 50,64

0.-24. Genotyp 5 30,30 6,07 48,39 w**
Konzentration 2 6,69 3,35 26,71 ***
Wechselwirkung 10 7,55 0,76 6,03 ***
Wiederholung 2 0,96 0,48 3,85 *
Fehler 36 4,26 0,13
Gesamt 53 4977

* signifikant bei p < 0,05
**  signifikant bei p < 0,01
*H* - gignifikant bei p < 0,001
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Tab. A.23: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses des Genotyps und der NazVOs-
Konzentration (ohne 'Retina’ und Kontrollvariante) auf die Anzahl der an
sekunddren Kalluslinien gebildeten Sprosse in unterschiedlichen Kultivie-
rungsphasen.

Kultivie- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

rungsphase

(Woche)

0.-6. Genotyp 5 40,84 8,17 147,28 ***
Konzentration 2 1,96 0,98 17,69 ***
Wechselwirkung 10 3,45 0,35 6,23  k**
Wiederholung 2 0,26 0,13 2,30
Fehler 36 1,89 0,06
Gesamt 53 48,40

7.-12. Genotyp 5 40,67 8,13 81,85 ¥**
Konzentration 2 1,20 0,60 6,03 **
Wechselwirkung 10 3,72 0,37 3,74  **
Wiederholung 2 0,41 0,21 0,21
Fehler 36 3,38 0,10
Gesamt 53 49,38

13.-18. Genotyp 5 60,98 12,20 103,40 ***
Konzentration 2 1,89 0,95 8,01 **
Wechselwirkung 10 2,17 0,22 1,84 *
Wiederholung 2 0,18 0,09 0,78
Fehler 36 4,01 0,12
Gesamt 53 69,23

19.-24. Genotyp 5 7,84 1,57 520 **
Konzentration 2 0,75 0,38 1,25
Wechselwirkung 10 9,17 0,92 3,04 **
Wiederholung 2 2,62 1,31 4,34 *
Fehler 36 10,25 0,30
Gesamt 53 30,64

0.-24. Genotyp 5 61,42 12,28 202,61 ***
Konzentration 2 1,75 0,87 14,41 ***
Wechselwirkung 10 3,33 0,33 5,50  Fx*
Wiederholung 2 0,44 0,22 3,62 *
Fehler 36 2,06 0,06
Gesamt 53 69,00

* signifikant bei p < 0,05
**  signifikant bei p < 0,01
*H* - gignifikant bei p < 0,001




Tab. A.24: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses des Genotyps und der Endothall-Konzentration im Bereich von 1 bis 100 uM
(ohne 'Retina' und Kontrollvarianten) auf die Anzahl der an Primirexplantaten gebildeten Adventivsprosse.

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert
Genotyp 5 9,17 1,83 26,72 **¥*
Konzentration 4 157,86 39,46 575,12 ***
Wechselwirkung 20 10,86 0,54 7,91 kx*
Wiederholung 2 0,07 0,04 0,53
Fehler 58 3,98 0,07

Gesamt 89 181,94

Hi* signifikant bei p < 0,001

Tab. A.25: Regenerationsraten (%) unter dem Einfluss verschiedener Endothall-Konzentrationen im Bereich von 0 bis 100 uM. Die Daten
reprasentieren den Mittelwert aus drei Wiederholungen mit je zehn Explantaten.

Konzentration (uM) Regenerationsrate (%)
Elstar Gala Golden Pinova Reka Remo Retina
Delicious
0 (Kontrolle 1) 33,3 73,3 433 90,0 53,3 10,0 15,0
0 (Kontrolle 2) 40,0 73,3 433 83,3 50,0 13,3 6,7
1 70,0 80,0 86,7 100 66,7 80,0 20,0
5 36,7 30,0 53,3 36,7 10,0 6,7 33
25 6,7 6,7 6,7 13,3 3,3 0 33
50 0 0 0 0 0 0 0
100 0 0 0 0 0 33 0

DNVHNV
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Tab. A.26: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses von Endothallkonzentrationen im
Bereich von 0 bis 100 uM auf die Anzahl der an Primérexplantaten gebildeten

Adventivsprosse.

Genotyp Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

Elstar Konzentration 6 30,30 5,05 129,45 ***
Wiederholung 2 0,12 0,06 1,54
Fehler 12 0,47 0,04
Gesamt 20 30,89

Gala Konzentration 6 49,49 8,25 167,84 ***
Wiederholung 2 0,10 0,05 0,97
Fehler 12 0,59 0,05
Gesamt 20 50,18

Golden Konzentration 6 39,15 6,53 124,96 ***

Delicious Wiederholung 2 0,09 0,05 0,87
Fehler 12 0,62 0,05
Gesamt 20 39,87

Pinova Konzentration 6 63,88 10,65 396,98 ***
Wiederholung 2 0,02 0,01 0,44
Fehler 12 0,32 0,03
Gesamt 20 64,23

Reka Konzentration 6 28,98 4,83 7,18  ¥¥*
Wiederholung 2 0,31 0,15 0,24
Fehler 12 1,13 0,09
Gesamt 20 30,41

Remo Konzentration 6 17,94 2,99 2,35  k¥*
Wiederholung 2 0,10 0,05 0,53
Fehler 12 0,86 0,07
Gesamt 20 18,90

Retina Konzentration 6 3,70 0,62 7,44 *
Wiederholung 2 0,41 0,20 2,46
Fehler 12 0,99 0,08
Gesamt 20 5,11

* signifikant bei p < 0,05
*Hk - gignifikant bei p < 0,001
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Tab. A.27: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses des Genotyps und der Endothall-
Konzentration im Bereich von 0,05 bis 1 uM (ohne 'Retina’ und Kontroll-
varianten ) auf die Anzahl der an Primérexplantaten gebildeten Adventiv-

sprosse.

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert
Genotyp 5 15,11 3,02 113,22 ***
Konzentration 3 0,15 3,02 1,86
Wechselwirkung 15 1,44 1,00 3,60  FE*
Wiederholung 2 0,07 0,03 1,30
Fehler 46 1,23 0,03

Gesamt 71 18,00

*i* signifikant bei p < 0,001
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Tab. A.28: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses von Endothallkonzentrationen im
Bereich von 0 bis 1 uM auf die Anzahl der an Primérexplantaten gebildeten

Adventivsprosse.

Genotyp Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

Elstar Konzentration 5 3,12 0,62 41,19 ***
Wiederholung 2 0,03 0,02 1,12
Fehler 10 0,15 0,02
Gesamt 17 3,30

Gala Konzentration 5 1,29 0,26 8,98 **
Wiederholung 2 0,11 0,06 1,94
Fehler 10 0,29 0,03
Gesamt 17 1,69

Golden Konzentration 5 8,12 1,62 32,25 F¥*

Delicious Wiederholung 2 0,03 0,02 0,33
Fehler 10 0,50 0,05
Gesamt 17 8,66

Pinova Konzentration 5 2,37 0,47 17,02 ***
Wiederholung 2 0,20 0,10 3,52
Fehler 10 0,28 0,03
Gesamt 17 2,85

Reka Konzentration 5 0,43 0,09 3,80 *
Wiederholung 2 0,16 0,08 3,49
Fehler 10 0,22 0,02
Gesamt 17 0,81

Remo Konzentration 5 10,89 2,18 14,80 ***
Wiederholung 2 0,22 0,11 0,76
Fehler 10 1,47 0,15
Gesamt 17 12,59

Retina Konzentration 5 2,49 0,50 1,46
Wiederholung 2 0,38 0,19 0,56
Fehler 10 3,41 0,34
Gesamt 17 6,28

* signifikant bei p < 0,05
**  signifikant bei p < 0,01
ki* signifikant bei p < 0,001




Tab. A.29: Regenerationsraten (%) unter dem Einfluss verschiedener Endothall-Konzentrationen im Bereich von 0 bis 1 uM. Die Daten
reprisentieren den Mittelwert aus drei Wiederholungen mit je zehn Explantaten.

Konzentration (uM) Regenerationsrate (%)
Elstar Gala Golden Pinova Reka Remo Retina
Delicious

0 (Kontrolle 1) 433 70,0 46,7 86,7 50,0 30,0 233
0 (Kontrolle 2) 50,0 73,3 50,0 80,0 533 23,3 26,7
0,05 63,3 933 76,7 83,3 63,3 70,0 26,7
0,1 63,3 933 83,3 933 63,3 56,7 6,7
0,5 63,3 70,0 76,7 83,3 60,0 60,0 23,3
1 66,7 80,0 90,0 86,7 70,0 73,3 40,0
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Tab. A.30: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener L-p-Bromotetra-
misoloxalat-Konzentrationen und des Genotyps (ohne 'Retina’ und Kontroll-
varianten) auf die Anzahl der an Primérexplantaten gebildeten Adventivsprosse.

Varianzursache FG SQ MQ F-Wert
Genotyp 5 36,96 7,39 264,68 ***
Konzentration 5 13,94 2,79 99,79 k**
Wechselwirkung 25 5,76 0,23 8,25 w*k
Wiederholung 2 0,11 0,05 1,89
Fehler 70 1,96 0,03

Gesamt 107 58,72

i* signifikant bei p < 0,001
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Tab. A.31: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses verschiedener L-p-Bromotetra-
misoloxalat-Konzentrationen auf die Anzahl der an Primirexplantaten gebil-
deten Adventivsprosse.

Genotyp Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

Elstar Konzentration 6 7,92 1,13 55,44 ***
Wiederholung 2 0,29 0,14 7,03
Fehler 12 0,29 0,02
Gesamt 20 8,49

Gala Konzentration 6 4,62 0,66 37,60 ***
Wiederholung 2 0,12 0,06 3,38
Fehler 12 0,25 0,02
Gesamt 20 4,99

Golden Konzentration 6 5,85 0,84 40,84 ***

Delicious Wiederholung 2 0,05 0,02 1,16
Fehler 12 0,29 0,02
Gesamt 20 6,19

Pinova Konzentration 6 1,88 0,27 3,88 K**®
Wiederholung 2 0,00 0,00 0,86
Fehler 12 0,20 0,01
Gesamt 20 2,08

Reka Konzentration 6 3,25 0,46 13,96 ***
Wiederholung 2 0,04 0,02 0,54
Fehler 12 0,47 0,03
Gesamt 20 3,76

Remo Konzentration 6 13,48 1,93 16,29 ***
Wiederholung 2 0,51 0,25 2,14
Fehler 12 1,66 0,12
Gesamt 20 15,64

Retina Konzentration 6 0,43 0,06 0,74
Wiederholung 2 0,10 0,05 0,62
Fehler 12 1,16 0,08
Gesamt 20

*k* - signifikant bei p < 0,001




Tab. A.32:

Regenerationsraten (%) unter dem Einfluss verschiedener L-p-Bromotetramisoloxalat-Konzentrationen. Die Daten reprisen-

tieren den Mittelwert aus drei Wiederholungen mit je zehn Explantaten.

Konzentration (uM)

Regenerationsrate (%)

Elstar Gala Golden Pinova Reka Remo Retina
Delicious

0 (Kontrolle 1) 40,0 70,0 40,0 40,0 50,0 13,3 0

0 (Kontrolle 2) 46,7 66,7 43,3 43,3 56,7 13,3 33
0,1 70,0 933 93,3 933 80,0 533 33
0,5 66,7 933 63,3 63,3 76,7 50,0 0

1 60,0 83,3 53,3 53,3 73,3 46,7 0

5 60,0 73,3 60,0 60,0 53,3 46,7 0

10 36,7 66,7 53,3 53,3 46,7 40,0 0
25 30,0 56,7 30,0 30,0 46,7 43,3 6,7

DNVHNV
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Tab. A.33: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses des Genotyps und der Protein-
kinaseinhibitor-Behandlung auf die Anzahl der an Primérexplantaten gebildeten
Adventivsprosse zu verschiedenen Boniturzeitpunkten.

Bonitur- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

zeitpunkt

4. Woche Genotyp 2 0,44 0,22 593 *
Behandlung 2 13,97 6,99 188,38 ***
Wechselwirkung 4 0,88 0,22 5,93  **
Wiederholung 2 0,01 <0,01 0,12
Fehler 16 0,59 0,04
Gesamt 26 15,89

6. Woche Genotyp 2 2,43 1,21 8,31 **
Behandlung 2 10,50 5,25 35,03 k**E
Wechselwirkung 4 2,20 0,55 3,77 *
Wiederholung 2 0,20 0,10 0,68
Fehler 16 2,34 0,15
Gesamt 26 17,67

8. Woche Genotyp 2 6,11 3,06 10,40 **
Behandlung 2 3,09 1,54 525 %
Wechselwirkung 4 2,10 0,53 1,78
Wiederholung 2 0,86 0,43 1,47
Fehler 16 4,70 0,29
Gesamt 26 16,86

* signifikant bei p < 0,05
**  signifikant bei p < 0,01
ki* signifikant bei p < 0,001
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Tab. A.34: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses des Genotyps und der Protein-
kinaseinhibitor-Behandlung auf die Anzahl der regenerierenden Primdrexplan-
tate zu verschiedenen Boniturzeitpunkten.

Bonitur- Varianzursache FG SQ MQ F-Wert

zeitpunkt

4. Woche Genotyp 2 0,13 0,06 529 *
Behandlung 2 9,20 4,60 380,77 ***
Wechselwirkung 4 0,26 0,06 5,29 **
Wiederholung 2 <0,01 <0,01 0,19
Fehler 16 0,19 0,01
Gesamt 26

6. Woche Genotyp 2 0,93 0,47 532 %
Behandlung 2 4,36 2,18 24,83 ¥¥*
Wechselwirkung 4 2,11 0,53 6,00 *
Wiederholung 2 0,24 0,12 1,35
Fehler 16 1,40 0,09
Gesamt 26 9,04

8. Woche Genotyp 2 0,62 0,31 1,97 **
Behandlung 2 1,98 0,99 6,28
Wechselwirkung 4 0,60 0,15 0,95
Wiederholung 2 1,05 0,53 3,33
Fehler 16 2,52 0,16
Gesamt 26 6,78

* signifikant bei p < 0,05
**  signifikant bei p < 0,01
ki* signifikant bei p < 0,001
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Tab. A.35: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses der KH,PO4-Konzentration und
des Genotyps auf die Anzahl der an Primdrexplantaten gebildeten Adventiv-

sprosse.
Varianzursache FG SQ MQ F-Wert
Genotyp 4 3,90 0,98 27,12 k**
Konzentration 2 10,65 5,32 148,09 ***
Wechselwirkung 8 2,21 0,28 7,70 kE*
Wiederholung 2 0,05 0,02 0,67
Fehler 28 1,01 0,04

Gesamt 44 17,82

i* signifikant bei p < 0,001

Tab. A.36: Varianzanalyse zur Ermittlung des Einflusses der KH,PO4-Konzentration auf

die Anzahl der an Primédrexplantaten gebildeten Adventivsprosse.

Genotyp Varianzursache FG SQ MQ F-Wert
Golden Konzentration 4 3,49 0,87 11,71 **
Delicious Wiederholung 2 0,22 0,11 1,46
Fehler 8 0,60 0,07
Gesamt 14 4,30
Pinova Konzentration 4 1,43 0,36 23,37 k**
Wiederholung 2 0,04 0,02 1,39
Fehler 8 0,12 0,02
Gesamt 14 1,59
M. robusta Konzentration 4 1,43 0,36 31,25 ***
Wiederholung 2 0,07 0,04 3,07
Fehler 8 0,09 0,01
Gesamt 14 1,59
Summe der | Konzentration 4 1,16 0,29 31,98 F**
Genotypen | Wiederholung 2 0,01 0,00 0,55
Fehler 8 0,07 0,01
Gesamt 14 1,24

**  signifikant bei p < 0,01
*Hk - gignifikant bei p < 0,001
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