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Abstract

Die echte Kamille (Matricaria chamomilla L., Asteraceae) findet als Heilpflanze der Pharmazie schon seit Jahr-
hunderten ihre Verwendung. Die Pflanze bietet ein umfangreiches Wirkungsspektrum, welches nicht zuletzt zu
einem Gutteil den Flavonoiden zugeschrieben werden kann. Allen voran die Flavone Apigenin und Luteolin, aber
auch Flavonole wie Quercetin ermoglichen der Kamille entzindungshemmend, heilend und krampflésend zu
wirken.

Die Produktion dieser Flavonoide in der Pflanze ist weitgehend untersucht und die beteiligten Enzyme der Wis-
senschaft bereits bekannt. AuRerdem ist die Kenntnis der Flavonoidmenge und Art verschiedener Pflanzenor-
gane schon seit ldangerem Teil der Literatur. Diese Arbeit ermoglicht es, die Synthese der Flavonoide, mittels
Genexpressionsanalyse der wichtigsten Enzyme, zu untersuchen, um die Ergebnisse in weiterer Folge mit den
tatsachlich enthaltenen Flavonoiden in Korrelation zu bringen.

Fur diese Masterarbeit wurden Proben von zwei verschiedenen Individuen (Bona 11/18 und Degumilla 8) in drei
verschiedenen Reifestadien der Blite (jung, mittel, alt) genommen. Dieses Vorgehen beantwortet Fragen nach
Individuenunterschiede und mdgliche Flavonoidabweichungen, in Abhangigkeit zur Blutenreife. Fur die Genex-
pressionsanaylse der zehn unterschiedlichen, fir die Flavonoidsynthese wichtigen, Gene wurde die Methodik
der gPCR Analytik verwendet. Die Untersuchung der Proben auf die enthaltenen Pflanzenstoffe erfolgte mithilfe
der HPLC-Technik.

Die Durchfiihrung der Untersuchung an zwei verschiedenen Individuen bestatigt erhebliche Sortendiversitat, so-
wohl in Bezug auf die Genexpression der Enzyme, als auch auf das Inhaltsstoffmuster der Flavonoide. Apigenin
wird als mengenmaRig wichtigstes Flavon eindeutig identifiziert und dieses mit der Expression der beteiligten
Enzyme fir die Synthese in Korrelation gebracht. Es wird ein definitiver Abfall der Enzymexpression mit zuneh-
mender Reifung der Bllte beobachtet. Weiters wurden drei Glykosyltransferasen auf mogliche Zusammenhange
mit Flavonoidglycosylierung untersucht. Die Ergebnisse bestdtigten den Zusammenhang der Expression dieser
Enzyme mit den Flavonoidmustern. Der genaue Zusammenhang muss aber in weitergehenden Untersuchungen
noch festgestellt werden. Die beiden Transkriptionsfaktoren MYB und WDA40 sind bekanntermalien fir die Ex-
pression einiger Flavonoidgene verantwortlich. Hier konnten die Ergebnisse allerdings keinen Uberzeugenden
Hinweis darauf liefern.

Weiterflihrende Forschung mit anderen Individuen oder weiteren Pflanzen aus der Familie der Asteraceaen wa-
ren sinnvoll. AuRBerdem bietet diese Arbeit die Moglichkeit weiterfiihrender Investigation der beteiligten Enzyme,
mithilfe von Enzymtests oder weiterer Analysen der gefunden Flavonoide Gber Massenspektrometrie (MS).



Abstract (English)

The true chamomile (Matricaria chamomilla L., Asteraceae) has been used as a medicinal plant in pharmacy for
centuries. The plant offers an extensive spectrum of effects, which can be attributed in no small part to the
flavonoids. First and foremost the flavones apigenin and luteolin, but also flavonols such as quercetin enable
chamomile to have an anti-inflammatory, healing and antispasmodic effect.

The production of these flavonoids in the plant has been widely studied and the enzymes involved are already
known to science. In addition, knowledge of the flavonoid amount and type of different plant organisms has
been part of the literature for some time. This work makes it possible to investigate the synthesis of flavonoids
by means of gene expression analysis of the most important enzymes, in order to subsequently reconcile the
results with the flavonoids actually contained.

For this master thesis, samples were taken from two different individuals (Bona 11/18 and Degumilla 8) at three
different stages of flower maturity (young, medium, old). This approach answers questions about individual dif-
ferences and possible flavonoid deviations depending on flower maturity. For the gene expression analysis of the
ten different genes important for flavonoid synthesis, the methodology of gPCR analysis was used. The samples
were analysed for the plant substances they contained using the HPLC technique.

The analysis of two different individuals confirmed considerable varietal diversity, both with regard to the gene
expression of the enzymes and the content pattern of the flavonoids. Apigenin is clearly identified as the most
important flavone in terms of quantity and this is correlated with the expression of the enzymes involved for
synthesis. A definite decrease in the enzyme expression is observed as the flower matures. For glycosilation of
flavonoids, three candidate glycosyltransferases were analyzed. From their expression pattern it is indeed very
likely that they are responsible for flavonoid glycosilations. However, further research is needed here. The tran-
scription factors MYB and WD40 are said to contribute to flavonoid gene expression. However, here the correla-
tion in expression to flavonoid genes is not so convincing.

Further research with other individuals or other plants from the Asteraceae family would be useful. In addition,
this work offers the possibility of further investigation of the enzymes involved, with the help of enzyme tests or
further analyses of the flavonoids found via mass spectrometry (MS).
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1 Einleitung

1.1 Die echte Kamille

Die echte Kamille (Matricaria chamomilla L., Abb. 1) gehort der Familie der Asteraceae (Korbblitler) an und ist
mit ihrer positiven Wirkung auf den Kérper als Arzneipflanze nicht mehr wegzudenken. Die urspriinglich in Std-
und Osteuropa beziehungsweise Vorderasien beheimatete Pflanze ermoglicht durch ihr breit gefachertes Spekt-
rum an Inhaltsstoffen den Einsatz bei zahlreichen Leiden.?

1.1.1 Aussehen

Die heute Uberwiegend in Kulturen gezogene Kamille wird bis
zu 0,5m hoch und zdhlt zu den einjahrigen Pflanzen. Den BIu-
tenkopf bilden gelbe Rohrenbliten, umgeben von weillen Zun-
genbliten. Auf dem sonst kahlen Stdngel stehen vereinzelt

wechselstandig 2-3fach gefiederte Blatter.!

1 1 2 | n h a |tsstoffe Abb. 1 Kamillenpflanze der Sorte “Bona”, Individuum
T “BO11/18“

Als eine der Hauptkomponenten im Inhaltsstoffmuster wird nach européischem Arzneibuch das dtherische Ol als
qualitatsbestimmender Faktor monographiert (Mindestgehalt 0,4% bezogen auf die getrocknete Droge).2 Neben
dem enthaltenen Chamazulen (Abb. 2). welches fiir die charakteristische blaue Farbung des Ols verantwortlich

ist, ist als wichtigste Komponente das a-Bisabolol (Abb. 3) und dessen Derivate anzufiihren.?

H4C Ch,

CHj,

Abb. 2 a-Bisabolol? Abb. 3 Chamazulen®

Abseits des dtherischen Ols ist vor allem der hohe Flavonoidgehalt der Kamille fiir die Wirkung mitverantwortlich.
Qualitativ hochwertige Droge enthalt zumindest 2-3% an Gesamtflavonoiden.® Das europédische Arzneibuch

schreibt einen Mindestgehalt von 0,25 % Apigenin-7-glucosid vor.? Uber 35 Verbindungen wurden identifiziert,
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u.a. Apigenin und dessen Derivate, Luteolin, Rutin, Quercetin oder Hyperosid um nur einige wenige Beispiele zu

nennen. In dieser Arbeit wird der Schwerpunkt auf den Apigeningehalt (vorwiegend in Zungenbliten) gelegt.!

Weitere wichtige Inhaltsstoffe der Arzneipflanze bilden Phenolcarbonsauren, wie die Methoxyzimtsaure in meh-
reren Derivaten, die Kaffeesdure oder Chlorogensdure. AufRerdem enthalten sind Sesquiterpenlactone (Guaja-

nolide) wie Matricin oder Matricarin und auch Schleimstoffe.?

1.1.3 Wirkung und Anwendung

Die Wirksamkeit von KamillenblUten-Extrakten wurde in mehreren kontrollierten klinischen Studien bereits be-
legt. Wie bei den meisten pflanzlichen Extrakten beruht diese auf dem Zusammenspiel der verschiedenen ent-

haltenen Komponenten.!

Eine antiphlogistische Wirkung konnte in vitro an der Hemmung der Lipoxygenase bzw. der Cyclooxygenase und
in vivo an Versuchen mit Nagern nachgewiesen werden. Durch diese entzindungshemmenden Eigenschaften
findet die Kamille innerlich ihren Einsatz bei gastrointestinalen Beschwerden wie Blahungen, Gastritis oder
Krampfen. AuRerliche Indikationen sind Entziindungen im Mund- und Rachenbereich, im Anal- und Genitalbe-
reich, bei Sonnenbrand, Geschwiren oder oberflachlichen Wunden. Der Pflanze wird ein beruhigender, verdau-

ungs- und wundheilungsférdernder und krampflésender Effekt zugeschrieben.!

Zu den haufigsten Darreichungsformen zadhlen Teeaufgisse, Destillate oder Extrakte aus den KamillenblUten.
Phytopharmaka sind als Monopréparate oder in Kombination mit anderen Drogen am Markt erhaltlich. Als Bei-

spiele sind Kamillosan in verschiedenen Darreichungsformen, Iberogast, Kamillan, euceta Gel, u.v.m zu nennen.!

1.2 Flavonoide

Flavonoide sind eine in Pflanzen vorkommende Stoffgruppe, welche sich vom 2-Phenylchroman ableitet. Den
Grundkorper bildet Flavan, ein C15-GerUst. Der Name stammt aus dem lateinischen ,flavus” (=gelb) ab, wel-
cher die Aufgabe vieler Stoffe dieser Gruppe in den Pflanzen andeutet, namlich die Farbung der Bluten und

Frichte.?

1.2.1 Struktur der Flavonoide

Flavonoide sind also Derivate des 2-Phenylchromans (Abb. 4). Sie bestehen in der Regel aus drei Ringen, wobei
Ring A und Ring B aromatisch sind und unterschiedliche Substitutionsmuster vorweisen kénnen. Ring C kann
aullerdem in unterschiedlichen Oxidationszustanden vorliegen. Flavonoide kénnen ferner nicht nur frei, son-
dern auch in Verbindung mit Zuckern bestehen, wobei hier die Art der Verknipfung eine wesentliche Rolle

spielt. Anhand dieser genannten Unterscheidungskriterien kann eine Einteilung erfolgen (Abb.5 bis Abb. 10).°



Abb. 4 Grundkérper Flavan®

Unterschiedliche Oxidationsstufen (Ring C)

Flavanon 3 Flavanonol
2 &
8 1 |
; O 5
2 3
6 3
5 71
@]
Abb. 5 Flavanon’ Abb. 6 Flavanonol®
Flavon Flavonol
Abb. 7 Flavon?® Abb. 8 Flavonol*®

Es kdnnen noch zahlreiche weitere Flavonoidderivate, wie Isoflavonoide, Anthocyanidine etc. unterschieden

werden, die im Rahmen dieser Arbeit keine Rolle spielen und daher nicht weiter erértert werden.



Unterschiedliche Substituenten (Ring A, B)

OH OH
OH
HO @)
HO 0
OH
OH O OH O
Abb. 9 Flavon Apigenin! Abb. 10 Flavonol Quercetin!?

Mégliche Glykosylierungen

Die Verzuckerung der Flavonoide differenziert eine O-glykosidische Verknlpfung (am Sauerstoff verbunden) vor-
rangig an den Positionen 3, 7, 4° (Abb. 11) und eine C-glykosidische (am Kohlenstoff verknipft; auch Glykosyle
genannt) weitgehend an den Positionen 6 und 8 (Abb. 12).°

Abb. 11 Apigenin-7-Glucosid®® Abb. 12 Glycosyl Vitexin'

1.2.2 Pharmakologie der Flavonoide

Die Wirkung der Flavonoide auf den Korper wurde pharmakologisch bereits umfassend untersucht und deren
positive Wirkung mehrfach bestéatigt. Diese Stoffgruppe trumpft mit seinen zahlreichen Einsatzgebieten in der
Medizin auf. Aus pharmakokinetischer Sicht betrachtet, werden Flavonoide nur in recht geringem Ausmal3 ab-
sorbiert und werden folgedessen nur zu einem Bruchteil im Kérper wirksam. Vor allem die an Zucker gebundenen
Verbindungen kénnen vom Kérper nur schwer aufgenommen werden, wahrend die vom Zucker abgespaltenen
Aglyka eine bessere Resorption erfahren. Es konnten unter anderem eine antiatherosklerotische, spasmolyti-
sche, entziindungshemmende und durchblutungsfordernde Wirkung festgestellt werden. Die genauen Wirkme-
chanismen sind zum Teil noch nicht ganz geklart, die bereits erworbenen Erkenntnisse lassen aber hauptsachlich

auf mediatorenhemmende Eigenschaften schlieRen.®



Die Produktion von entzindungsférdernden Mediatoren, wie TNF-a oder Interleukine, wird durch Flavonoide
Uber mehrere Angriffswege gehemmt. Daraus ergibt sich dann unter anderem ein antithrombotischer Effekt,
welcher die Durchblutung und die Herzgesundheit fordert. Den Flavonoiden wird auRerdem die Modulation der
NO-Produktion und die damit verbundene Relaxation der glatten Muskulatur zugesprochen, was wiederum die

vasoprotektive Wirkung unterstreicht.'®

1.2.3 Flavonoide in der Kamille

Das in der Kamille am haufigsten vorkommende Flavonoid ist das Flavon Apigenin und dessen Glucoside, vor
allem Apigenin-7-glucosid. Folglich spielt die enthaltene Menge dieser Metaboliten eine wichtige Rolle bei der
Qualitdt der Droge. Das Arzneibuch sieht eine Mindestmenge von 0,25% Apigenin-7-glucosid, bezogen auf die
getrocknete Gesamtdroge vor.? Vorhanden sind auBerdem das Flavon Luteolin und das Flavonol Quercetin, auf
welche im Zuge dieser Arbeit auch eingegangen wird. Weitere, durch HPLC- Chromatographie charakterisierte,
phenolische Inhaltsstoffe kénnen der folgenden Abbildung (Abb. 13) entnommen werden. 6

Substance R, R, R+ R4 Rs Ry MW  Source
ref.
Apigenin H OH H OH OH H 270 14,9, 10]
Apigenin-7-0-fl-glucoside H oHn H O-glu OH H 432 [4,10)
Apigenin-7-O-apiosyl-glucoside H OH H O-glu-apio OH H 564 4]
Apigenin-7-O-glucosyl-6-acetate H O H O-glu-6*ac OH H 474 [5,6,9]
Apigenin-7-O-glucosyl-2* -acetate H O H O-glu-2*ac OH H 474 [5,6)
Apigenin-7-O-glucosyl-2" 3" -diacetate H OH H O-glu-2* 3*-diac OH H 516 [8.11]
Apigenin-7-O-glucosyl-3* 4" -diacetate H OH H O-glu-3* 4" -diac OH 11 516 [8,11]
Luteohn H OH H OH OH OH 286 [4, 10]
Luteolin-7-O-f-glucoside H OH H Oglu OH (818} 448 4
Luteolin-4*-0O-fi-glucoside 8 OH H OH Oglu  OH 448 4]
Luteolin-7-O-f-rutinoside H OH H O-rut OH OH 594 [4]
6-Hydroxy-luteolin-T-glucoside n on ol O-glu OH OH 464 [4]
Quercetin OH OH H OH OH OH 302 [4]
Quercetin-7-0-fi-glucoside Orl OH H O-glu OH OH 464 [4]
Quercetin-3-0-fi-rutinoside O-rut on  H OH OH OH 610 (4]
Quercetin-3-0-fi-galactoside O-gal OH H Ol OH OH 464 [4]
Patuletin OH OH OCH, OH OH  OH 32 [4)
Patuletin-7-O-ff-glucoside OH OH  OCH, O-glu OH OH 494 [4]
Isorhamnetin OH o u OH OH OCH; 316 [4]
Isorhamnetin -7-0-fi-glucoside OH OH H O-glu OH OCH; 478 [4]
Chrysoenol-7-0-fi-glucoside 11 OH 1 O-glu OH OCH, 462 [4]
Jaceidin OCH; OB OCH; OH OH OCH, 360 [7
Chrysosplenol OCHs 01 OCH; OCH,; Ol OH 360 7]
Eupatoletin OH OH OCH, OCH; on OH 360 [7]
Spinacetin OH O OCHs OH oIt OCH; 346 [7]
Axillarin OCH3 OH OCH; OH OIl OH 346 (7]
Eupalitin OH OH OCH, OCH; OH H 30 [7]
Chrysosplenetin OCII, OH  OCIly OCH; Ol OCH; 374 [7,10]
Astragalin O-glu OH H OH OH OH 286 [10]

Abb. 13 Phenolische Inhaltsstoffe von Kamillenbliiten'é

Welchem Organ die Produktion der jeweiligen Flavonoide zugesprochen werden kann, ist schon mehrfach un-
tersucht und belegt worden. Das Flavon Apigenin bildet das erste nachgewiesene Flavonoid in der Kamille und
wurde 1914 erstmalig isoliert. In den weilen Zungenbliten wurden Apigenin und seine Glykoside, Luteolin und
dessen Glykoside und noch weitere lipophile Flavone gefunden. Fiir die Rohrenbliten ergibt sich ein differentes
Bild: Diese enthalten auRerdem Patuletin und Quercetin, im Gegensatz zu den Zungenbliten aber so gut wie kein

Apigenin. Luteolin konnte, als eines der wenigen Flavonoide, in allen Pflanzenteilen nachgewiesen werden. v’
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Sowohl in der Literatur, als auch bei den Ergebnissen spater, ist zu sehen, dass es sehr groRe Unterschiede im
Inhaltsstoffmuster zwischen verschiedenen Individuen der Kamillenpflanze gibt. So ist es beispielsweise moglich,
dass eine agyptische Sorte wesentlich mehr Quercetin enthalt, als andere. Ein anderer Faktor, der eine entschei-
dende Rolle in der Menge der enthaltenen Flavonoide spielt ist, die Ernte und die Art der weiteren Verarbeitung
des Pflanzenmaterials. So konnte festgestellt werden, dass wildwachsende Kamille sich in ihrem Inhaltsstoffmus-
ter signifikant unterscheidet von Proben aus dem Glashaus. Unterschiede ergeben sich auRerdem, abhangig vom
verwendeten Ausgangsmaterial, also ob dieses trocken, gefroren oder frisch ist. Diese Tatsachen erklaren die oft

unterschiedlichen Angaben zu Flavonoidinhaltsstoffen der Kamille in der Literatur.?’

1.3 Flavonoidsynthese in Pflanzen

Wie der folgenden Abbildung (Abb. 14 Flavonoidsynthese in Pflanzen'8) entnommen werden kann, verlauft die
Biosynthese der Flavonoide in Pflanzen schrittweise ab und wird von verschiedenen Enzymen katalysiert. Aus
den Ausgangssubstraten p-Coumaroyl-CoA (Phenylpropanweg) und Malonyl-CoA (Polyketidweg) wird durch das
Enzym Chalconsynthase (CHS) Naringeninchalcon gebildet. Die stereospezifische Ringbildung wird in weiterer

Folge durch das Enzym Chalconisomerase (CHI) katalysiert.'8

Das nun gebildete Naringenin bildet einen generellen Ausgangspunkt fiir zahlreiche Flavonoide, wie Flavonole,
Anthocyanin, Procyanidine, Flavone oder Isoflavone. Die fiir diese Masterarbeit wichtigen Biosyntheseschritte
bilden auf der einen Seite den Weg in Richtung der Flavone Uber die Flavonsynthasen (FNS | + 1) und auf der
anderen Seite den Weg zu den Flavonolen. Letzterer Biosyntheseweg erfolgt Gber Dihydrokaempferol durch die

Flavanon-3-hydroxylase (F3H) und weiter zu den Flavonolen (ber die Flavonolsynthase (FLS).'®
Auf die Synthese weiterer Metabolite wird in dieser Arbeit nicht eingegangen.

Zahlreiche Flavonoide liegen auRerdem in glucosylierter Form vor, wie Apigenin-7-glucosid. Um einen Einblick in
die Verzuckerung zu erhalten bzw. Rickschlisse auf die flr diese Vorgdange wichtigen Enzyme zu treffen wurden
auBerdem drei verschiedene Glycosyltransferasen (GT1, GT2, GT3) hinsichtlich ihrer Expression in der Pflanze

untersucht.

Fir die Produktion einzelner Enzyme sind Transkriptionsfaktoren wichtig, die fiir eine Regulation der genetischen
Aktivitat entscheidend sind. Sie regen die Expression spezifischer Gene an und ermdglichen so ein optimales

Zusammenspiel der Enzyme fir eine reibungslose Synthese der Flavonoide.®

Transkriptionsfaktoren sind in allen Zellen vorhanden, sowohl im aktiven, als auch im inaktiven (konstitutiven)
Zustand. Normalerweise sind mehrere Transkriptionsfaktoren an einer Aktivierung der Transkription beteiligt.®®
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Faktoren (MYB und WD40), welche beide in der Kamille aktiv sind, unter-

sucht, ob und in welchem AusmaR die Expression die gesamte Flavonoidsynthese kontrolliert.
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1.4 Fragestellung

Fur die folgende Arbeit wurde die Genexpression einiger, fir die Flavonoidsynthese in der Kamille, wichtiger
Enzyme untersucht. Die Genkandidaten fiir die einzelnen Enzyme und Transkriptionsfaktoren sind im Vorfeld der
Masterarbeit in RNA-Seq Daten der Kamillenbliten identifiziert worden. Auf die Identifizierung wird in dieser

Arbeit nicht weiter eingegangen, da sie nicht im Rahmen dieser Masterarbeit durchgefihrt wurde.

Es ergibt sich im Folgenden die Fragestellung, wie die Genexpression der Kandidatengene in den verschiedenen
Blitenteilen und im jungen Blatt der Kamille ablauft und inwiefern die Genexpressionslevel der Enzyme mit der
tatsachlich enthaltenen Menge an Flavonoiden in der Kamillenpflanze korreliert. Fir diese Arbeit wurde die echte
Kamille in zwei Genotypen untersucht, den Sorten Bona (BO11/18) und Degumill (DEG8). Die Probennahme der
Blutenkdpfe erfolgte in drei verschiedenen Reifestadien: junge Blitenkopfe (Rohrenbliuten noch grin), mittlere
Blutenkopfe (einige Reihen an Rohrenbliten bereits aufgebliht) und alte Blitenkopfe (Rohrenbliten voll entwi-

ckelt, teilweise schon verbliht).

Die Blltenkopfproben wurden ferner in Réhrenbliten und Zungenbliten unterteilt, eine Probe junger Blatter
bildete den Referenzwert. Dies resultiert in gesamt 14 Proben, bei welchen einerseits mittels gPCR die Genex-
pressionslevel zehn verschiedener Enzyme und andererseits mittels HPLC der tatsachliche Gehalt an Flavonoiden
bestimmt wurden. Die folgende Arbeit soll die Méglichkeit bieten, Rickschlisse auf den Flavonoidgehalt in ver-
schiedenen Reifestadien bzw. Blitenteilen zu ziehen und diese im Verhéltnis zur Genexpression der einzelnen
Enzyme zu betrachten. Es wird aullerdem versucht, die Frage nach den flr die Genexpression wirklich essentiel-

len Enzymen zu beantworten und Vermutungen Uber Kontrolle durch Transkriptionsfaktoren anzustellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Die Kamillenpflanzen

Das Ausgangsmaterial fir diese Genexpressionsstudie bildeten zwei verschiedene Individuen der echten Kamille
der Sorten ,,Degumill” (DEGS8) und ,,Bona“ (BO11/18), in dieser Arbeit haufig nur mit D beziehungsweise B abge-
kirzt. Die Pflanzen wurden in einem Klimaschrank Heraeus Votsch HB0714, unter den in Tabelle 1 angefiihrten

Bedingungen gezogen.

Tab. 1 Wachstumsbedingungen der Kamillepflanzen

Tag Nacht
16 Stunden 8 Stunden
20°C Temperatur 10°C Temperatur
60% Luftfeuchtigkeit 60% Luftfeuchtigkeit

Sofern erforderlich, wurden die Kamillenpflanzen mit Dinger oder gegen Schadlinge, wie Mehltau oder Lause,
behandelt.

2.2 Probennahme

Flr die Versuche wurden von verschiedenen Pflanzenteilen, aus drei unterschiedlichen Reifestadien der Bliite,

Proben (Tab. 2) gezogen. (Abb. 15 Blitenkopfe in verschiedenen Reifestadien)

Tab. 2 Proben

Pflanzenteil Individuum Entnommene Probenmenge

Junge Blltenkopfe DEG8 2 Blutenkopfe (ca. 80-100mg)
Mittlere Bliitenkdpfe DEG8 2 Blutenkopfe (ca. 80-100mg)

Alte Blitenk&pfe DEGS8 2 Blutenkopfe (ca. 80-100mg)

Junge Zungenbliten DEGS8 Von 5-6 Blutenkopfen (ca. 15-20mg)
Mittlere Zungenbllten DEGS8 Von 5-6 Blutenkopfen (ca. 15-20mg)
Alte Zungenbliten DEGS8 Von 5-6 Blutenkodpfen (ca. 15-20mg)
Blatter DEGS8 2-3 Blatter (ca. 10-15mg)

Junge Blltenkopfe BO11/18 2 Blutenkopfe (ca. 80-100mg)
Mittlere Bliitenkopfe BO11/18 2 Blutenkopfe (ca. 80-100mg)
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Alte Blitenk&pfe BO11/18 2 Blutenkopfe (ca. 80-100mg)

Junge Zungenbliten BO11/18 Von 5-6 Blitenkopfen (ca. 15-20mg)
Mittlere Zungenbliiten BO11/18 Von 5-6 Blutenkdpfen (ca. 15-20mg)
Alte Zungenbliten BO11/18 Von 5-6 Blutenkopfen (ca. 15-20mg)
Blatter BO11/18 2-3 Blatter (ca. 10-15mg)

Abb. 15 Blutenkdpfe in verschiedenen Reifestadien
(links: junges Reifestadium, mittig: mittleres Reifestadium, rechts: altes Reifestadium)

Fir diese Arbeit ergibt sich somit ein Probenumfang von 14 Proben. Diese wurden unter geschiitzten Bedingun-
gen entnommen und verarbeitet, um den Kontakt mit RNAsen moglichst gut zu unterbinden. Die Blutenkopfe
wurden von den Zungenbliten und dem griinen Blitenboden befreit. Bei den Blattern wurde darauf geachtet,

dass diese jung und frisch sind beziehungsweise in der Nahe eines Blutenkopfes gewachsen sind.

Unmittelbar nach der Probennahme wurden die Pflanzenteile in zuvor vorbereitete sterile 2ml Eppis Uberfihrt,
in welchen sich jeweils 2 Metallkigelchen befanden. Ein sofortiges Eintauchen in flissigen Stickstoff stellte den

Erhalt des zu extrahierenden RNA-Materials sicher.

Anschliefend wurden die Proberdhrchen, mithilfe von bereits vorgekiihlten Adaptern, in die Retschmuhle ge-

bracht. Die Vermahlung des Pflanzenmaterials fand bei 30Hz statt und dauerte eine Minute.

2.3 RNA

Die Ribonukleinsdure (RNA) spielt eine wichtige Rolle bei der Transkription und der Translation, beides wichtige
Vorgange bei der Synthese von Proteinen. Die RNA ist im Gegensatz zur DNA einstrangig und unterscheidet sich
zudem in der Zusammensetzung der Nucleotide und der angehingten Zucker.?° Ribonukleinsduren kénnen je
nach ihrer biologischen Aufgabe in finf Klassen unterteilt werden: ribosomale RNAs (rRNA), Boten-RNAs (mRNA),
Transfer-RNAs (tRNA), kleine nucledre RNAs (snRNAs) und kleine interferierende RNAs (siRNA). Fir diese Arbeit
wurde die gesamte RNA extrahiert, wobei die rRNA mit 90-95% den Hauptbestandteil der vorhandenen RNA in
der Zelle bildet.??
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Das Ar

beiten mit RNA erfordert besondere Vorsichtsmallnahmen, da diese im Vergleich zu DNA sehr anfallig

gegenlber spontaner und durch RNAsen enzymatisch katalysierter Hydrolyse ist. Diese RNAsen kommen ubiqui-

tdr in der Zelle vor und sind sehr widerstandsfahig gegeniiber Hitze. Diese besonderen Vorkehrungen liegen vor

allemi

m kontaminationsfreien Arbeiten mit einem gesonderten Satz an Gerdten oder Chemikalien im Umgang

mit dem Genmaterial.?!

2.3.1 RNA-Extraktion

Die Zugabe von RNAse Inhibitoren wie DEPC (Diethylpyrocarbonat) garantiert eine RNAse freie Herstellung der

Losungen. Die Extraktionen der RNA aus den frisch vermahlenen Proben wurden mit dem RNeasy Plant Mini Kit

(Qiage

i A

10.
11.

12.

13.

n) durchgefihrt:

Pro Tube wurden 450ul Puffer RLT und 5ul beta-Mercaptoethanol dazu pipettiert - gut mischen (Vortex).
Das Lysat wurde auf ein ,Lilac“-Saulchen Gbertragen.

Die Zentrifugation erfolgte bei 15000 rpm fiir 2 Minuten.

Der Uberstand wurde vorsichtig in ein frisches Sammelréhrchen pipettiert, wobei das Pellet im Eppi ver-
blieb.

230ul Ethanol absolut (=0,5 ml des Volumens) wurden dazu gegeben und mittels auf und ab pipettieren
vermischt.

Die Probe wurde danach auf ein dafiir vorgesehenes Saulchen Ubertragen und bei 10000 rpm fir 15 Se-
kunden erneut zentrifugiert.

Die Flussigkeiten wurden nach jedem Waschschritt aus dem Eppi verworfen (die RNA befand sich auf dem
Sdulchen).

700ul Puffer RW1 wurde hinzugefiigt und dann bei 10000 rpm fiir 15 Sekunden zentrifugiert.

500ul Puffer RPE wurde hinzugefiigt und dann bei 10000 rpm fiur 15 Sekunden zentrifugiert.

500ul Puffer RPE wurde hinzugefigt und dann bei 10000 rpm fir 2 Minuten zentrifugiert.

Das Sdulchen wurde in ein neues Sammelréhrchen Uberfihrt und erneut fir 2 Minuten bei 15000 rpm
zentrifugiert, um eine vollstandige Trocknung der Proben zu garantieren.

Das Sdulchen wurde in ein frisches Eppi Gbertragen, 30ul Wasser direkt auf die Sdule pipettiert und kurz
inkubiert.

Abschliefend wurde bei 10.000 rpm fir 1 Minute zentrifugiert.

2.3.2 Qualitatskontrolle und Bestimmung der RNA-Konzentration

In eine

m nachsten Schritt wurde die Menge der RNA mithilfe von UV-Spektroskopie bestimmt. Diese Vermessung

passierte im Nanodrop (DeNovix). Eine Extinktionseinheit (Ezs0) entspricht einer Menge von ungefahr 40ug RNA.

Qualitativ hochwertige RNA-Praparationen haben ein Verhaltnis von E260 zu E280, das zwischen 1,7 und 2,0

liegt.??
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Zu Beginn wurde der Leerwert bestimmt, indem 1ul Wasser (HPLC-Qualitat) auf die Sensoroberflache pipettiert
wurde. Danach wurden die Proben durch Pipettieren von je 1ul einzeln vermessen. Zwischen den Einzelmessun-

gen wurde die Sensoroberfldche mit einem Papiertuch gereinigt.

2.3.3 Qualitatskontrolle am Agarosegel

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der RNA-Qualitat wird mittels Gelelektrophorese durchgefihrt. Es soll-
ten im Idealfall zwei diskrete Banden fiir die 18S und 28S rRNA aufscheinen, um eine intakte Praparation aufzu-
zeigen. Sind diese Banden nicht deutlich zu erkennen, so ist die RNA mit hoher Wahrscheinlichkeit bereits abge-
baut worden. Ist dagegen Fluoreszenz im oberen Bereich der Banden zu sehen, deutet diese auf enthaltene DNA

hin, welche, falls gewiinscht, mit DNAse | entfernt werden kann.?

Auf ein 1,4%-iges Agarosegel, in dem bereits der Fluoreszenzfarbstoff enthalten war, wurden von jeder Probe 4
ul aufgetragen. Als Referenz wurden sowohl ein 1kbp molekulare Leiter, als auch ein 100bp molekulare Leiter
aufgetragen. Die Elektrophorese lief bei 120V fir 50 Minuten. Unter der Dunkelhaube wurden mit Hilfe von

Blaulicht die Gele aufgenommen.

2.4 cDNA-Synthese

Die Herstellung von cDNA (copy DNA) meint die Synthese des Komplementdrstranges zur RNA. Man kommt somit
wieder zu einer doppelstrangigen DNA (cDNA), die sich durch PCR vervielféltigen ldsst und sich von genomischer

DNA durch das Fehlen der Introns auszeichnet.?

Die wichtigsten Schritte bestehen im Binden eines Primers an die RNA, welcher den Startpunkt der Erststrang-
synthese fir die Reverse Transkriptase (RT) signalisiert und somit eine DNA-Kopie der RNA entsteht. Dem Reak-
tionsgemisch ist haufig ein RNAse Inhibitor zugesetzt, um eine sichere und reproduzierbare cDNA-Synthese zu

gewshrleisten.?3

Fir diese Arbeit wurde die Erstrangsynthese mithilfe des RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kits (Thermo

Scientific) durchgefiihrt. Das vollstandige Protokoll hierfir ist im Anhang zu finden.

2.4.1 DNA-Verdau

In einem ersten Schritt wurde die DNA aus den Proben vollstdndig verdaut, um die Qualitat der RNA zu steigern
und eine cDNA-Synthese Uberhaupt erst zu ermoglichen. Dies erfolgte in einem 10ul Ansatz mit 1pug RNA, der
1ul DNAse | zugesetzt wurde. Der Ansatz wurde 30 Minuten bei 37°C inkubiert. AnschliefRend wurde 1l 50mM
EDTA zupipettiert und nochmals fiir 10 Minuten bei 65°C inkubiert. Damit war der Ansatz fur die weitere cDNA-
Synthese vorbereitet. Durch diesen Schritt wurden aufRerdem alle Proben auf gleiche RNA-Konzentration von
100ng/ul eingestellt.
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2.4.2 cDNA-Synthese

Es wurden im Anschluss laut Protokoll folgende Reagenzien in dieselben ReaktionsgefaRe pipettiert:

11ul Probe
+ 1ul zufallige Hexamerprimer (“Random Hexamer Primer”)

+ 4 ul 5x Reaktionspuffer
+ 1 pl Ribolock RNAse Inhibitor (20U/pl)
+ 2 ul 10mM dNTP Mix

+ 1 pl RevertAid M-MpuLV RT (200U/uL)

Gesamtvolumen: 20 ul

Die Erststrangsynthese fand im PCR-System ProFlex 96Well Cycler (Applied Biosystems) bei 25°C fir 5 Minuten,
gefolgt von 60 Minuten bei 42°C und abschlieRend noch 5 Minuten bei 70°C, statt.

2.5 Ausgewahlte Gene und Primersequenzen

In einem vorhergehenden Projekt, das RNASeq von Kamille beinhaltet hat, wurden in den Sequenzen Kandida-

tengene fur die Flavonoidbiosynthese identifiziert und Primer daflr entwickelt (Tab. 3)

Fir eine relative Quantifizierung der Ergebnisse ist es notig, einen Referenzwert heranzuziehen. Diese stellen in
der Praxis haufig sogenannte housekeeping-Gene dar (beispielsweise 185 rRNA), welche in jeder lebenden Zelle
einer Pflanze in ungefahr gleicher Hohe exprimiert werden. Dieses Referenzgen wird aus der gleichen Nuklein-
saureprobe amplifiziert. FUr diese Arbeit wurde das 26SrRNA als Referenzgen herangezogen, um spater die ge-

wonnenen Ergebnisse darauf zu beziehen (Tab. 3).%4
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Tab. 3 Primersequenzen der Kandidatengene und des Referenzgens (die Annealingtemperatur fiir alle Primerkombinationen lag bei 61°C)

Enzym Primer 1 (5°-Sequenz) Primer 2 (3°-Sequenz) Fragmentlange (bp)
Chalconsynthase AGAACACCCCAATCTAGCCC TCTTTTGGATCGCTCACCCT 216
Chalconisomerase TGAACCAACAATGACAGCCG TGGGGCTGATTACCAACTCA 254
Flavanon 3-Hydroxylase ATGAATCTTGCATGGTGGGC GCTCCACTCAAACGAATGCA 268
Flavonolsynthase TCCAGTGATCGACCTTAGCC GCAGAAGGTGGCCAAATGAT 299
Flavonsynthase AACTCGCTATGGTCCGCTAA TGCCAAGAAGCTCAACTGTG 229
Glycosyltransferase 1 CAGGGGAAGCCTCAAGAAGA | CGTCCTCAGGCCTTACAGAA 278
Glycosyltransferase 2 CAGGGGAAGCCTCAAGAAGA | CGTCCTCAGGCCTTACAGAA 276
Glycosyltransferase 3 GTGATGGAAAACCGTTGGCT CCCACCCGATCACTTTACCT 284
Transkriptionsfaktor MYB AAATGGTCTCAGATTGCGGC GTGTCGGTGTTTTCGTGACT 310
Transkriptionsfaktor WD40 | GACGTGGATAACAATGGGGC | TTCCACAACAGGCAAAGTCG 271
Referenzgen 26S rRNA CCGACCGACCTTGATCTTCT GAGGGAAACTTCGGAGGGAA | 242

2.6 Quantitative PCR (qPCR)

2.6.1 Generelles gPCR-Protokoll

Die Methodik der PCR wird herangezogen, um DNA in multiplen Zyklen, zu vervielfachen. Diese wird, erganzt
durch einen Fluorimeter, zur quantitativen PCR, auch real-time PCR genannt, weil es dadurch maoglich ist, nach

jedem Zyklusschritt die Menge der DNA zu messen.?>

Die gPCR ist charakterisiert durch den hohen Informationsgehalt, der aus dieser Methodik gewonnen werden
kann. Im Gegensatz zu einer gewdhnlichen PCR, bei welcher ausschlieRlich am Ende des PCR-Zyklus die Menge
an PCR-Produkt gemessen wird, ist es bei der real-time PCR moglich, den Zyklus-Zeitpunkt zu ermitteln, bei wel-
chem die Amplifikation der cDNA einen vorgegebenen Grenzwert Uberschreitet. Je groRer die Menge des zu
vervielfachenden Ausgangsproduktes ist, desto hoher ist die Fluoreszenz und je kleiner damit die Zyklus-Zahl, bei

der ein gewisser Schwellenwert (threshold) tiberschritten wird. Diese Zyklus-Zahl wird als Ct-Wert bezeichnet.?

Wahrend der gesamten Genexpressionsstudie wurde der Rotor-Gene q 2Plex (Qiagen) verwendet. Die gesamte

Auswertung der gPCR-Laufe erfolgte mit der Rotor Gene Software 2.1.0.9.
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Far die gPCR wurde ein 10ul Ansatz pipettiert. Der Ansatz enthielt 2ul EvaGreen Solis HRM Mastermix (Solis
Biodyne), je 200nM Primer, ergdnzt durch ddH,0 auf 9ul. Danach wurde 1ul cDNA Verdinnung 1:16 zupipettiert.

Zu Beginn wurde der Ansatz fur 14 Minuten bei 95°C inkubiert, um die Polymerase zu aktivieren. Das Programm
des Thermocycler bestand aus 45 Zyklen. Die Denaturierung erfolgte bei 95°C fiir 30 Sekunden, die Anlagerung
bei 61°C fir 30 Sekunden und die Elongation bei 72°C fir eine Minute.

In jedem Lauf wurde das Referenzgen mitgefiuhrt.

2.6.2 qPCR-Effizienzbestimmung

Die Durchfihrung einer gPCR-Effizienzbestimmung ist unumganglich, um die anschlielende Auswertung der Er-
gebnisse zu ermdglichen und die Korrektheit der Resultate zu garantieren. Im besten Fall nimmt die Effizienz den
Wert von 100% ein, was eine ideale Amplifikation, also die exakte Verdoppelung der DNA nach jedem Zykluslauf,

implizieren warde. In der Praxis, ist ein Effizienzwert zwischen 90 % und 110 % tolerabel.?®

Far diese Arbeit wurde folgende Methode der Bestimmung gewahlt: zuerst wurden die Proben innerhalb von
Genotypen und Organen gepoolt, um Unterschiede zwischen den Proben auszuschalten. Aus den resultierenden
sechs gepoolten Proben (DBK, DZB, DBL, BBK, BZB und BBL) wurde eine Verdiinnungsreihe mit vier Verdiinnungs-
schritten erstellt. Die Verdinnung fand im Verhaltnis 1:4 statt.

Die gPCR wurde mit obigem Protokoll (2.6.1) durchgefiihrt. Danach wurde mit der Regressionsgeraden die Effi-
zienz bestimmt (Abb. 16). Die Effizienz lag zwischen 82% (GT3) und 105% (MYB).

el . - Cycling A.Green (Page 1):
"~ ; R=0,99828
| R"2=0,99657
A B R e S S e e e M=-3,389
' B=29,219
2 e e S S R A o i A el e Ao F R S """""""""""""""""""""""""""" Efficiency=0,97

Concentration

Abb. 16 beispielhafte gPCR-Effizienzbestimmung (1CHS BK)

Der gesamte Prozess der Probenaufbereitung und die tatsachliche Durchfiihrung der gPCR-Laufe erfolgte unter
Einhaltung der MIQE-Guidelines.?’
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2.6.3 Auswertung der Genexpression

Die Daten der Genexpression wurden in Excel nach der §Ct-Methode normalisiert. Dabei wird der Ct-Wert des
Referenzgens vom Ct-Wert des untersuchten Gens abgezogen und um die Primereffizienz korrigiert. Da das Re-
ferenzgen im Vergleich zu den Zielgenen sehr hoch exprimiert ist, sind die Angaben in mRNA untersuchtes Gen
pro Million 265 mRNA (ppm).28 Die oft verwendete 58Ct-Methode wurde deshalb nicht angewendet, weil es

durch die extrem unterschiedliche Expression schwierig war, sich auf ein Organ als Referenz zu einigen.

Die statistischen Berechnungen erfolgte in R 4.0.5 ®unter Rstudio (1.3.1093).%°

2.7 HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

Um Rickschlisse aus den Ergebnissen der Genexpressionsanalyse auf die Flavonoidbiosynthese zu treffen,
wurde die tatsdchlich vorhandene Flavonoidzusammensetzung und -menge der einzelnen Pflanzenteile mittels

Hochleistungsflissigchromatographie (HPLC; High Performance Liquid Chromatography) bestimmt.

Unter Chromatographie wird allgemein ein Trennungsprozess verstanden, bei dem sich die zu untersuchende
Probe in zwei Phasen, einer stationaren und einer mobilen, verteilen soll. Diese Verteilung findet, je nach ange-
wandter Methode, in einer Trennsaule oder einem Bett statt. Wahrend die stationare Phase in diesem chroma-
tographischem Bett ruht, stromt die mobile Phase, in welcher sich das Probengemisch befindet, vorbei und er-

maoglicht den einzelnen Komponenten der Probe eine Wechselwirkung mit den Phasen.3!

Affinitatsabhdngig werden manche Substanzen starker durch die stationdre Phase zurlickgehalten, als andere,
was in verschiedenen Retentionszeiten resultiert. Dieses bevorzugte Bindungsvermdgen wird mithilfe des Ver-
teilungskoeffizienten K ausgedriickt.3! Die zeitlich differente Elution der einzelnen Substanzgruppen resultiert in
einem Chromatogramm, auf welchem die Abszisse die Zeit und die Ordinate die Starke des Signals zeigen. Die
Peakhohen bzw. Peakflachen erlauben in weiterer Folge eine Vorhersage lber die Konzentration der Analyten in

der Probe.3?

Als stationdre Phase fungieren in der Regel feste und pordse Tragermaterialien, welche mit einem Flissigkeitsfilm
bedeckt sind. Wahrend in der Gaschromatographie eine gasformige mobile Phase (Stickstoff, Wasserstoff) ein-
gesetzt wird, finden bei einer Flissigchromatographie (LC; Liquid Chromatography) verschiedenste Flissigkeiten

ihre Anwendung.3?

Im Vergleich zur klassischen LC, ermdglicht die HPLC durch ihre deutlich erhdhte Trennleistung, eine Trennung
bereits kleinster Substanzmengen. Diese Trennleistung kann auf der einen Hand erzielt werden durch eine sehr
kleine PartikelgroRe der stationdren Phase und auf der anderen Hand durch eine Hochdruckpumpe, welche die

mobile Phase durch die Saule presst.3?
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2.7.1 Flavonoidextraktion

Die Flavonoidextraktion aus den getrockneten Pflanzenteilen erfolgte laut folgendem Protokoll:33

Die Probe wurde zuerst in der Schwingmihle (MM30, Retsch) vermahlen und danach 500mg in ein 10ml Glasge-
fak eingewogen. Dann wurde die eingewogene Probe mit 5 ml 70% Methanol versetzt und im Ultraschallbad bei
60°C fir 20 Minuten extrahiert. Nach der Extraktion wurde in einen 5 ml MaRkolben filtriert und bis zur Marke
mit 70% Methanol aufgefullt. Die geringe Masse der Blitenteile und die fehlende Blitenmenge der Pflanzen
limitierte die Probennahme, weshalb die zugegebene Methanolmenge an die tatsdchliche Einwaage der Proben
angepasst wurde (Tab. 4).

Tab. 4 HPLC-Einwaagen

Probe Einwaage Methanol Probe Einwaage Methanol
DIBK 0,0551g 5,5 ml BJBK 0,0600g 6,0 ml
DMBK 0,0549¢g 5,5 ml BMBK 0,0533g 5,3ml
DABK 0,0523g 5,2 ml BABK 0,0527g 5,3ml
DJzB 0,0191g 1,9 ml BJZB 0,0095¢g 1,0 ml
DMZB 0,0297g 2,9 ml BMZB 0,0191g 1,9 ml
DAZB 0,0500g 5,0 ml BAZB 0,0216g 2,1 ml
DBL 0,0046¢g 0,5ml BBL 0,0045¢g 0,5 ml

2.7.2 Protokoll HPLC

Flr die Messungen wurde eine HPLC-Apparatur Shimadzu Nexera XR verwendet. Dieses HPLC-Gerate war aufge-
baut aus einer Pumpe LC-20AD, einem Autosampler SK-20A, einem Degassing Unit 20Asg, einem Systemcontrol-
ler SCL-40, dem Saulenofen CTO-20AC und einer Durchflusszelle (Diode Array Detector) SPD-M20A. Die fiir eine
Ergebnisauswertung nétige Software, war LabSolutions Version 5.97. Das Injektionsvolumen der Proben betrug
10 pl und die Auswertung der Ergebnisse erfolgte bei 335nm Wellenldnge. Die Auftrennung der gesamt 14 Pro-

ben fand unter folgenden Bedingungen statt.3*

» Saule: C18 (250 x 4,6 mm id, 5 um PartikelgroRe

> Flussrate: 1.5 ml/min.

» Losungsmittel
o A:H20 +0,1% Essigsaure
o B:Acetonitril

» Gradient:
o 0-15min. 25%
o 15-20 min. 25-35%
o 20-25 min. 35-55%
o 25-30 min. 55-60%

22



3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, die Genexpression der Gene, die fir einen Teil der Flavonoidsynthese in der Kamille
verantwortlich sind, zu analysieren, um anschlieRend die gewonnenen Ergebnisse mit der tatsachlich vorhande-
nen Flavonoidzusammensetzung zu vergleichen. Die Experimente wurden an zwei verschiedenen Individuen
durchgefiihrt (DEG8 und BO11/18) und von drei Altersstadien der Blite und dem jungen Blatt genommen, was
Ruckschlisse auf mogliche Sortendiversitaten und altersbedingte Unterschiede im Inhaltsstoffmuster bzw. in der

Genexpression zulieR.

Es wurden Daten von zehn Genen gewonnen, wobei finf davon fiir die Synthese der Flavonoidaglykae essentiell
sind. Die andere Halfte bilden drei Kandidatengene fir die Verzuckerung (Glykosidasen) beziehungsweise zwei
Transkriptionsfaktoren, die im Zusammenhang mit der Flavonoidbiosynthese entscheidend sind. Parallel dazu
wurden die Flavonoide mit HPLC analysiert und vor allem die Flavone Apigenin, Luteolin und deren Glykoside,

nachgewiesen.

3.1 Qualitat und Konzentration der RNA

Die gewonnen RNA-Konzentrationen waren allgemein zufriedenstellend (Tab. 5). Das Verhaltnis 260/280 war

lediglich bei der Probe DEG8 JBK ein Ausreil3er, was sich auch spater bei der Ergebnisauswertung niederschlug.

Tab. 5 Ergebnisse Nanodropvermessung

Sample Sample Name Konzentration [ng/ul] 260/280 260/230

1 DEGS8 JBK 1146.985 2.12 2.23
2 DEG8 MBK 957.116 2.04 2.35
3 DEGS8 ABK 410.774 2.07 1.76
4 DEGS8 JZB 232.444 2.08 1.17
5 DEG8 MZB 260.358 2.06 0.66
6 DEGS8 AZB 106.892 2.06 1.08
7 DEGS Blatt 438.112 2.09 1.81
8 BO11/18 JBK 594.872 2.07 2.25
9 BO11/18 MBK 962.585 2.03 143
10 BO11/18 ABK 616.316 2.06 2.15
11 B011/18 JZB 356.586 2.08 1.06
12 B011/18 MZB 262.264 2.07 0.64
13 BO11/18 AZB 216.722 1.97 1.63
14 BO11/18 Blatt 479.675 2.1 1.89
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Die Blitenkopfe und die Zungenbliten der Bonaproben zeigten die zu erwarteten Banden im Bereich von ca. 1
bzw. 3 kbp (Abb. 17). Fir DEG8 Bliutenkopfe im mittleren und altem Stadium waren die Ergebnisse nach der
ersten RNA-Extraktion nicht befriedigend. Diese wurden noch einmal extrahiert und im Gel aufgetrennt (siehe
Abb. 18). Die jungen Zungenbliten zeigten sich in der Fragmentierung wesentlich schwacher als die mittleren
und alten Zungenbliten. Fir die Blatter zeigte sich sowohl in Bona, als auch in Degumill die Bande bei 1 kbp, die

zweite Bande ist durch andere Banden nur unklar zu sehen. Die Fragmentierung war fir die Blatterproben zwar

nicht ideal, aber die Qualitat war fur die darauffolgenden Schritte ausreichend.

Abb. 17 Agarosegel RNA-Qualitat 1

Abb. 18 Agarosegel RNA-Qualitat 2
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3.2 Genexpression der Enzyme

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden bereits Kandidatengene fiir die Flavonoidbiosynthese in der Kamille identifi-
ziert. Deren Expression wurde in dieser Arbeit an verschiedenen BlUtenbestandsteilen und dem jungen Laub-
blatt untersucht. Als Referenzgen fungierte 26S rRNA. Da diese Uberaus hoch exprimiert war ist die Ergebnis-
darstellung in Kopien pro Million 26SrRNA Kopien angegeben.

3.2.1 Enzym 1 Chalconsynthase

Chalconsynthase
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Abb. 19 Genexpression Chalconsynthase (RB ... Rohrenbliiten, ZB ... Zungenbliten, LB ... erstes Laubblatt)

Die Chalconsynthase war generell starker in BO11/18 exprimiert, wobei sich aber auch das Expressionsmuster
deutlich von DEGS8 unterschied (Abb. 19).

In BO11/18 war die Chalconsynthase in den jungen Reifestadien immer am hdchsten exprimiert und nahm signi-
fikant Uber mittel zu alt ab. In den Réhrenbliten war die Expression am hochsten, wahrend sie in Zungenbliten
in mittleren und alten Stadien signifikant geringer war als in den Réhrenbliiten. Die Chalconsynthase war im

jungen Laubblatt nur etwa halb so hoch exprimiert wie in den Rohrenbluten.

Bei der DEGS zeigte sich ein anderes Expressionsprofil. In den Rohrenbliten schien die Expression im mittleren
Alter am hochsten zu sein, wahrend in den Zungenbliten ein abfallendes Muster zu beobachten war. Die Blatter

exprimierten dieses Enzym in sehr geringer Menge.
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3.2.2 Enzym 2 Chalconisomerase

Chalccnisomerase
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Abb. 20 Genexpression Chalconisomerase (RB ... Rohrenbliiten, ZB ... Zungenbliiten, LB ... erstes Laubblatt)

Das Genexpressionsmuster des zweiten Enzyms Chalconisomerase war dem des ersten Enzyms sehr dhnlich
(Abb. 20). Einzig die Anzahl der Genkopien war um ein zehnfaches héher zu beobachten. Auch hier war im Indi-
viduum BO11/18, unabhéngig vom Pflanzenteil, ein alt-jung Gefélle zu beobachten. Die Blatter der BO11/18 ex-
primierten dieses Gen starker als die Blatter von DEGS8. Betrachtet man die Genkopien in DEGS, so war in den
mittleren Rohrenbliten und in den jungen Zungenbliten die hochste Menge an Chalconisomerase zu finden.
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3.2.3 Enzym 3 Flavanon-3-hydroxylase

Flavanon-3-hydroxylase
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Abb. 21 Genexpression Flavanon-3-hydroxylase (RB ... R6hrenbliiten, ZB ... Zungenbliiten, LB ... erstes Laubblatt)

Das dritte Enzym Flavanon-3-hydroxylase ist wie im Punkt 1.3 Flavonoidsynthese in Pflanzen beschrieben das
erste Enzym am Syntheseweg Richtung der Flavonole. Dieses Enzym war sowohl in Réhren- als auch in Zungen-
bliten in nennenswerter Hohe exprimiert (Abb. 21). Das Expressionsmuster der Rohrenbliten zeigte in beiden
Individuen einen Anstieg mit dem BlUtenalter. Die Zungenbliiten lieRen kein eindeutiges Muster erkennen. Im
Individuum BO11/18 stach ein Abfall im mittleren Blitenalter heraus. In DEGS8 zeigten die jungen Zungenbliten
eine niedrigere Expression als die mittleren und alten Zungenbliten. Die Flavanon-3-hydroxylase wurde in den

Blattern unabhangig vom Individuum zu einem geringen Teil exprimiert.
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3.2.4 Enzym 4 Flavonolsynthase

Flavonolsynthase
Alter . jung . mittel . alt

B011/18 DEGS

20001

1500

1000
N 1 ] == [ o .
RB B LB RB B LB

Abb. 22 Genexpression Flavonolsynthase (RB ... Rohrenbliiten, ZB ... Zungenblliten, LB ... erstes Laubblatt)

copies per million 265 rRNA [ppm]

In einem zweiten Schritt der Flavonolsynthese spielt die Flavonolsynthase eine wichtige Rolle (siehe 1.3 Flavono-
idsynthese in Pflanzen). Die Expression dieses Enzyms war, im Vergleich zur Flavanon-3-hydroxylase, ausgespro-
chen hoch (Abb. 22). Das Muster der BO11/18 zeigte in den Réhrenbliten ein ganzlich anderes Bild, als das
vorhergehende Enzym. Hier konnte wieder eine abfallende Genexpression mit steigendem Alter beobachtet wer-
den. Die Zungenbliten hingegen zeigten ein dhnliches Bild wie vorher, namlich einen nennenswerten Abfall der

Genexpression im mittleren Alter.
Das Individuum DEGS zeigte ein sehr ahnliches Genexpressionsmuster wie bei der Flavanon-3-hydroxylase. Die

Genkopien stiegen mit dem Alter der Rohrenbliten an, wahrend in den Zungenbliten die jungen Proben wenig

Flavonolsynthase vermuten lieRen.
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3.2.5 Enzym 5 Flavonsynthase

Flavonsynthase
Alter . jung . mittel . alt
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Abb. 23 Genexpression Flavonsynthase (RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliiten, LB ... erstes Laubblatt)

copies per million 265 rRNA

Das Enzym Flavonsynthase ist fur die Synthese der Flavone, im konkreten Fall der Kamille fir die Herstellung von
Luteolin oder Apigenin und dessen Glykoside verantwortlich. Wie bereits aus der Literatur hervorgeht, werden
diese Flavonoide vorwiegend in Zungenbliten produziert, ferner in den Réhrenbliten oder Blattern.'” Vor allem
im Individuum BO11/18 war klar ersichtlich, dass dieses Enzym vor allem in den eben diesen Zungenbliten ex-
primiert wurde, in besonderer Intensitat in den jungen Proben. Hervorzuheben ist hier auch die Anzahl der
mRNA-Kopien, die im Vergleich zu den vorigen Enzymen rigoros hoch ausfiel (Abb. 23).

Auch in DEGS8 war ein Trend in Richtung der Zungenbliten zu verzeichnen, wenn auch nicht so ausgepragt. We-

der in RohrenblUten, noch in Blattern wurde die Flavonsynthase in nennenswerter Menge exprimiert.
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3.2.6 Glycosyltransferasen 1 bis 3
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Abb. 24 Genexpression Glycosyltransferase 1 (RB ... Réhrenbliiten, ZB ... Zungenbliiten, LB ... erstes Laubblatt)
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Abb. 25 Genexpression Glycosyltransferase 2 (RB ... Réhrenbliiten, ZB ... Zungenbliiten, LB ... erstes Laubblatt)
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Glycosyltransferase 3
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Abb. 26 Genexpression Glycosyltransferase 3 (RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliiten, LB ... erstes Laubblatt)
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Die Ergebnisse der drei Kandidaten fur Glycosyltransferasen werden hier aufgrund der sehr dhnlichen Expression
der ersten beiden Glycosyltransferasen gemeinsam vorgestellt. Um eventuell Rickschlisse auf die Glykosylie-
rungen treffen zu kénnen, wurden im Zuge dieser Arbeit drei verschiedene Glykosyltransferasen auf ihre Expres-

sion hin untersucht. (siehe 1.3 Flavonoidsynthese in Pflanzen).

Die erste und die zweite Transferase GT1 (Abb. 24) und GT2 (Abb. 25) schienen zwar, unabhangig vom Indivi-
duum, in Réhrenbliten aktiv zu sein, aber weder in den Zungenbliten noch in den Blattern eine Funktion zu
erflllen. AulRerdem ist anzumerken, dass die Anzahl der mRNA-kopien nicht von betrachtlichem Ausmal war.
Lediglich das Jung-Alt-Gefélle war im Individuum BO11/18 wieder sehr gut erkennbar und auch das Genexpres-

sionsmuster der DEG8 liefs dhnliche Schlussfolgerung zu.

Das Ergebnis der dritten Glycosyltransferase war wesentlich signifikanter. Diese schien in allen Pflanzenteilen
und auch in beiden Individuen fir die Verzuckerung mitverantwortlich zu sein. Diese Erkenntnis lieR aber nicht
darauf schlieRen, dass einzig dieses Enzym fir die Glycosylierungen verantwortlich ist, vielmehr ist GT3 (Abb. 26)

offensichtlich daran beteiligt.

Im Individuum DEG8 war ein Jung-Alt-Anstieg zu beobachten. Die Blatter exprimierten diese Transferase eben-

falls in einem nennenswerten AusmaR.
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3.2.7 Transkriptionsfaktoren MYB und WD40

Transkriptionsfaktor MYB
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Abb. 27 Genexpression Transkriptionsfaktor MYB (RB ... Rhrenbliiten, ZB ... Zungenbliiten, LB ... erstes Laubblatt)
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Abb. 28 Genexpression Transkriptionsfaktor WD40 (RB ... Réhrenbliiten, ZB ... Zungenbliiten, LB ... erstes Laubblatt)



Wie unter 1.3 Flavonoidsynthese in Pflanzen bereits beschrieben, sind Transkriptionsfaktoren fir die Kontrolle
der Genexpression bzw. fir die Aktivierung der Transkription essentiell. Fir diese Arbeit wurden zwei verschie-
dene Faktoren MYB und WD40 untersucht, um Uberlegungen zu deren Mitbeteiligung bei der Genexpression

der Enzyme anzustellen.

Allgemein betrachtet, wiirde man vermuten, dass das Genexpressionsmuster eines Transkriptionsfaktors mit
dem der Enzyme korrelieren misste. Eine hohe Expression dieses Faktors, zieht also auch eine hohe Expression
des betroffenen Gens nach sich. Paradoxerweise zeigten die gewonnenen Ergebnisse fiir MYB aber das genaue
Gegenteil (Abb, 27). Der Faktor wurde, sowohl in BO1/18, als auch in DEG8 in den jungen Rohrenbliten weniger
stark exprimiert, als in den alteren Proben. Fir die Zungenbliten ergab sich ein kurioses Genexpressionsmuster.

In BO11/18 war der Faktor im mittleren Altersstadium am hochsten, in DEG8 im niedrigstem AusmaR exprimiert.

Fir den Transkriptionsfaktor WD40 liel§ sich im ersten Individuum das gleiche Muster erkennen (Abb. 28). Im Fall
von DEGS8 war in Rohren- und in Zungenbliten ein Jung-Alt-Gefalle erkennbar.

3.2.8 Ergebnisdarstellung in PCA-Biplots

Um die Ergebnisse vertieft hinsichtlich einer Individuenunterscheidung zu beurteilen, wurden aulRerdem PCA-
Biplots angefertigt. PCA steht fir principal components analysis zu deutsch Hauptkomponentenanalyse, welche
ein zentrales statistisches Verfahren darstellt. Ziel ist es, eine groRe Menge an Daten auf sogenannte Hauptkom-

ponenten zu reduzieren und diese grafisch darzustellen.®®

Die folgenden PCA-Biplots zeigten zum einen die Daten der beiden Individuen vermischt, um die Unterschiede
in den einzelnen Pflanzenorganen darzustellen. Dabei zeigte sich, dass sich die Zungenbliten sehr deutlich in
ihrem Expressionsprofil von Réhren- und Laubblatt unterschieden (Abb. 29). Zum anderen wurden die Daten der
Rohrenbliten, Zungenbliten und Blatter in den beiden Individuen unterschieden (Abb. 30 bis Abb. 32). Dabei

zeigten sich hier sehr deutliche Unterschiede zwischen den beiden Genotypen.

Die wichtigste Information, die aus diesen Analysen gezogen werden konnte, ist der deutliche Unterschied zwi-
schen DEG8 und BO11/18. Die Pfeile wiesen zu einem Gutteil in Richtung des zweiten Individuums BO11/18, in
welchem die Gene in wesentlich erheblicherer Menge gefunden wurden. Im Biplot der Zungenbliten und der
Blatter war der Individuenunterschied wesentlich besser ersichtlich, als in den Rohrenbliten, in welchen sich die

Verteilung der Gene doch recht divers zeigte.
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Abb. 30 PCA-Biplot der Réhrenbliiten (die groRen Kreise zeigen die Postitionen der Gruppenzentroide an)
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Abb. 31 PCA-Biplot der Zungenbliiten (die groRen Kreise zeigen die Postitionen der Gruppenzentroide an)
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Abb. 32 PCA-Biplot Blatter (die groRen Kreise zeigen die Postitionen der Gruppenzentroide an)
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3.3 Flavonoidzusammensetzung

3.3.1 Gruppierung der Flavonoide

Die Proben wurden mit HPLC/UV untersucht. Die Ergebnisdarstellung beruht auf der Relation der Peakflachen
einzelner Flavonoide zur Gesamtflache aller Flavonoide eines Laufes (= einer Probe).

Aufgrund der UV-Spektren konnten die Flavonoide deutlich erkannt werden (Gesamtflavonoidgehalt). Insgesamt
wurden sieben Apigeninderivate und drei Luteolinderivate (die Aglyka jeweils in dieser Aufstellung mit inkludiert)
aufgrund ihrer Spektren gruppiert. Diese beiden Gruppen sind Flavone und wurden nach ihrer Stellung in der
Biosynthese auch zusammengefasst betrachtet. Auerdem war noch eine Gruppe von Flavonoiden mit unge-
wohnlichem Spektrum mit einem maximalen UV-Peak bei 328 nm zu sehen. Alle anderen als Flavonoide erkannte
Substanzen wurden ebenfalls als Gruppe subsummiert.

3.3.2 Gesamtflavonoidgehalt

Gesamtflavonoide
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Abb. 33 Gesamtflavonoidgehalte der beiden Individuen und einzelnen Fraktionen in Relation zum jungen Blatt von DEGS8 (RB ... Réhrenbliten, ZB ...
Zungenbliten, LB ... Laubblatter)
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Als Referenzpunkt wurde das Blatt mit der niedrigsten standardisierten Peakflache gewahlt (junges Laubblatt von
DEGS). Innerhalb von B08/11 waren die Flavonoide in den Rohrenbliten und im Laubblatt um das etwa 4-fache
gegeniiber dem DEGS Blatt erhoht (Abb. 33). Die Flavonoide in den Zungenbliten waren im Mittel um etwa das
21-fache hoher.

In der DEG8 waren die Rohrenbliten um etwa das 3-fache, die Zungenbliten um das 15-fache gegenlber dem
Blatt erhoht.

3.3.3 Flavongehalt

Flavone
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Abb. 34 Flavongehalt der beiden Individuen und einzelnen Fraktionen (RB ... Rhrenbliiten, ZB ... Zungenbliiten, LB ... Laubblatter)

Die Flavone machten in Bezug auf den Gesamtflavonoidgehalt vor allem in den Zungenbliten den Lowenanteil
in der Kamille aus (Abb. 34). Das Muster war, mit Ausnahme des AusreiRers junge Rohrenbliten bei DEGS, bei
beiden Genotypen gleich. In den Laubblattern war der Anteil der Flavone an den Gesamtflavonoiden im Mittel
bei 47%, der Anteil in den Rohrenbliten mit Ausnahme des AusreiRers (56%) bei ca. 20%.
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3.3.4 Gehalt an Apigenin und Apigeninglykosiden

Apigenin + Apigeninglykoside
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Abb. 35 Gehalt an Apigenin + Apigeninglykoside der beiden Individuen und einzelnen Fraktionen (RB ... R6hrenbliiten, ZB ... Zungenbliten, LB ... Laub-
blatter)

Wiederum gab es zwischen den Genotypen kaum Unterschiede (Abb. 35). Die Apigeninderivate waren in den
Zungenbllten zu ca. 80% und in den Laubblattern im Mittel mit 38% vorhanden. In den Réhrenbliten hingegen
war der Gehalt mit im Mittel 4,9% sehr niedrig.
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3.3.5 Gehalt an Luteolin und Luteolinglykoside

Luteolin + Luteolinglykoside
Alter . alt . jung . mittel
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Abb. 36 Gehalt an Luteolin und Luteolinglykoside der beiden Individuen und einzelnen Fraktionen (RB ... Réhrenbliiten, ZB ... Zungenbl(ten, LB ...
Laubblatter)

304

Yo

Die Luteolinderivate zeigten zu den Apigeninderivaten ein komplementares Bild, relativ hohe Mengen in den
Rohrenbliten (im Mittel 19,5%) und kaum nennenswerte Mengen in den Zungenbliten (<1%). Interessant war
das junge Laubblatt, das bei DEG8 gar keine Luteolinderivate ausbildete, bei B011/18 aber etwa 7%. (Abb. 36)
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3.3.6 Flavonoide mit einem UV-Maximum bei 328nm

Flavonoid mit max. UV bei 328nm
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Abb. 37 Flavonoide mit max. UV bei 328nm der beiden Individuen und einzelnen Fraktionen (RB ... Réhrenbliiten, ZB ... Zungenbliiten, LB ... Laubbl&t-
ter)

In den Auswertungen der Chromatogramme recht auffallig prasentierten sich drei Peaks mit einem UV-Maximum
von 328nm (Abb. 37). Auch nach sorgfiltiger Literaturrecherche konnte dieser keinem Flavonoid eindeutig zu-
geordnet werden. Diese unbekannte Komponente war in BO11/18 Rohrenbliten, unabhangig vom Alter mit im
Mittel 50% in groRen Mengen vorhanden. In den Zungenbliiten war der Gehalt dieser Flavonoide mit 8,6% da-
gegen relativ gering. Im jungen Laubblatt gab es einen sehr groRen Unterschied zwischen den Genotypen. Wah-
ren der Gehalt in BO8/11 mit 10% sehr hoch ausfiel, waren in der DEG8 keine Flavonoide dieser Gruppe vorhan-
den.
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3.3.7 Andere Flavonoide

andere Flavonoide

Alter . alt . jung . mittel

B011/18

DEGS

401

%

20_ III
RB 7B LB

RB 7B

LB

Abb. 38 Nicht gruppierbare Flavonoide der beiden Individuen und einzelnen Fraktionen (RB ... Réhrenbliten, ZB ... Zungenbllten, LB ... Laubblatter)

Auffallend war bei der Gruppierung der nicht zuordenbaren Flavonoide der mit 51% (B08/11) und 57% (DEGS)
sehr hohe Anteil im jungen Laubblatt. In den Rohrenbliten lag der Anteil im Mittel bei 25%, in den Zungenbliten

bei 12%. (Abb. 38)
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3.3.8 PCA-Biplot HPLC Ergebnisse

Auch flr die Ergebnisse der HPLC-Analyse wurde ein PCA-Biplot angefertigt. (siehe 3.2.2 Ergebnisdarstellung in
PCA-Biplots) Aus dieser Darstellung konnte die Verteilung der einzelnen Glykoside von Apigenin in den beiden
Individuen sehr gut herausgelesen werden. Das Individuum BO11/18 enthielt, wie bereits erwahnt, wesentlich
mehr an qualitdtsbestimmendem Apigenin-7-Glykosid, wahrend die Sorte Degumilla mehr an Apigenin-6-Glyko-
sid und Apigenin-4-Glykosid beinhaltete. (Abb. 39 und Abb. 40)
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Abb. 39 PCA-Biplot Flavonoide, Farbe nach Genotyp
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Abb. 40: PCA-Biplot Flavonoide, Farbe nach Typ des Blattes (LB ... junges Laubblatt, RB ... Réhrenbliten, ZB ... Zungenbliten)
3.4 Korrelation der Ergebnisse

Im Folgenden wird versucht, den Zusammenhang zwischen den Ergebnissen der Genexpression und der chemi-

schen Analytik zu erértern.

Far die Diskussion dieser folgenden Korrelationen wurden die Ergebnisse der beiden Individuen zusammenge-
fasst und nur zwischen den Blitenteilen unterschieden, da in diesen vor allem die Unterschiede im Flavonoid-
muster sehr deutlich zu erkennen waren. Fir die Laubblatter wurden keine Korrelationen berechnet, da die

Stichprobenzahl (n = 4) dafiir zu gering war.
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3.4.1 Korrelationen der Rohrenbliten
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Abb. 41 Heatmap der Korrelationen zwischen den Kandidatengenen (Varl) und den Flavonoiden (Var2) in den Réhrenbliiten

CHS und CHI zeigten nur schwache bis mittlere Korrelationen zu den Flavonoiden (Abb. 41). F3H war hoch positiv
mit ,lut.1“ und ,api6’ korreliert, sehr ahnlich den Korrelationen von FNS und den Flavonoiden. Die Kandidaten fur
Glykosylierungen GT1 und GT2 zeigten keinerlei Auffalligkeiten, wahrend GT3 hoch positiv mit ,type_others4’
und stark negativ mit ,lut2’, ,type_328 3’, type_others5’ und ,api7’ korrelierte. Die beiden Transkriptionsfakto-
ren MYB und WDA40 hatten ein dhnliches Muster, wobei aber die Korrelationen von MYB schwaécher als fir WD40

ausfielen. Das Muster entsprach ziemlich exakt dem von GT3.
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3.4.2 Korrelation der Zungenbliten
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Abb. 42 Heatmap der Korrelationen zwischen den Kandidatengenen (Varl) und den Flavonoiden (Var2) in den Zungenbliten

In den Zungenbliten waren CHS und CHI zwar im Muster dhnlich mit den Flavonoiden korreliert, aber in der
Intensitdt der Korrelation doch deutlich unterscheidbar (Abb. 42). CHS korrelierte stark positiv. mit
,type_others1’, wahrend CHS sehr stark positiv mit ,type_328 2‘korrelierte. Die drei nachfolgenden Gene F3H,
FLS und FNS bildeten wiederum einen Block ahnlicher Korrelationen mit leicht unterschiedlichen Intensitaten.
GT1 und GT2 waren sich ebenfalls dhnlich im Muster, aber sehr unterschiedlich in ihrer Intensitat. GT3, MYB und
WD40 bildeten — wie schon bei den Réhrenbliten einen gemeinsamen Block mit stark positiver Korrelation zu

den beiden Apigeninderivaten ,apil.api7glu’ und api2’.
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4 Diskussion

Diese Arbeit gibt einen ersten Einblick in die Synthese von Flavonoiden in der Kamille (Matricaria chamomilla)
Die Schltsselenzyme fir die Produktion dieser sekundaren Pflanzenstoffe werden in unterschiedlichem Ausmal3,
abhangig von Individuum, Pflanzenteil und Blutenalter, von der Pflanze produziert. In der folgenden Diskussion
werden die wichtigsten Erkenntnisse zur Expression dieser Gene und der damit verbundene tatsachliche
Flavonoidgehalt in Einklang gebracht. Weiters werden verschiedene Thesen aufgestellt, die mithilfe von gefun-
dener Literatur untermauert und begriindet werden. Probleme, die sich im Rahmen dieser Masterarbeit ergeben
haben werden beleuchtet und in weiterer Folge Losungsanséatze erarbeitet. Zuletzt wird noch auf mogliche wei-

terfihrende Forschung, welche sich aus diesen Ergebnissen aufzwingt, eingegangen.

Die Sortenunterschiede sind nicht nur hinsichtlich der Genexpression, sondern auch in der Menge und Art der
enthaltenen Flavonoide eklatant. Die Proben des Individuums BO11/18 enthalten vor allem im Hinblick auf die
Blatter eine wesentlich hohere Genexpression der Schliisselenzyme und demnach auch mehr Flavonoide. Gene-

rell prasentieren sich die gewonnenen Erkenntnisse aus diesem Individuum eindeutiger, als in DEGS8.

Eine Literaturrecherche zum Thema Flavonoide ergab, dass bei der Untersuchung von Flavonoiden in der Konigs-
kerze (Verbascum plomoides) folgende Ergebnisse erzielt werden konnten: In der Entwicklung der Blite steigt
der Flavonoidgehalt, wahrend in der BlUtezeit zwar Schwankungen zwischen den Pflanzen auftraten, die Flavono-
idmenge aber keiner signifikanten Ab- oder Zunahme unterlagen.3® Fir die hier untersuchte Kamille ergibt sich
ein differentes Bild. Die BllUten enthalten im jungen BlUtestadium, vor allem in Bezug auf Apigenin, erheblich
mehr Flavone. Die Menge dndert sich danach im mittleren und alten Stadium aber nicht nennenswert. Ein Jung-
Alt-Gefalle kann zwar bei der Genexpression beobachtet werden, was den Rickschluss zuldsst, dass die Kamille
im Laufe ihres Reifezyklus die Synthese der Flavonoide stark einzuschrdnken scheint, diese aber nicht abgebaut

werden.

Die Verteilung der Flavonoide in den einzelnen Pflanzenteilen, ist schon mehrfach untersucht und belegt worden.
Die durch diese Arbeit erhaltenen Ergebnisse in der Flavonoidmenge decken sich restlos mit den in der Literatur
zu findenden Angaben. Den Gutteil der Flavonoide in der Kamille machen Flavone aus, allen voran das Apigenin
und das Luteolin und die zugehorigen Gykoside. Das zentrale Flavonoid Apigenin und dessen Glykoside sind vor-
rangig in Zungenbllten enthalten, wahrend sich der Gehalt in den Réhrenbliten als verschwindend gering er-
weist. Fir Luteolin ergibt sich folgendes Muster: Die gefundene Menge ist im Vergleich zwar nichtig, aber den-
noch vorhanden und im Muster, dem des in der Literatur nachzulesendem, gleich. Der Gehalt ist in R6hrenbliten

und Blattern hoher als in Zungenbliiten, aber in jedem Pflanzenorgan nachzuweisen.!”

Eine eindeutige Korrelation lasst der Syntheseweg fir die Flavone inklusive der Schlisselenzyme Chalconsyn-

thase, Chalconisomerase und Flavonsynthase mit der Menge an gefundenem Apigenin zu. Die fur die Produktion
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dieses sekundaren Pflanzenstoffes erforderlichen Enzyme sind in den jungen Zungenbliiten rigoros hoch expri-
miert, ein Bild welches sich auch in der Apigeninverteilung der Zungenbliten widerspiegelt. Diese Beobachtun-

gen sind vor allem im Individuum BO11/18 von nennenswertem Charakter.

Die gewonnenen Ergebnisse lassen Vermutungen Uber die Verzuckerung der Flavonoide in der Kamille zu. Die
drei untersuchten Glycosyltransferasen zeigen in GT1 und GT2 ein recht dhnliches Genexpressionsverhalten. Vor
allem in den Réhrenbliten scheinen diese beiden mitverantwortlich fir eine Verzuckerung zu sein. Im Fall von
Glycosyltransferase 3 kann eine eindeutige Mitbeteiligung in allen Pflanzenorganen bei der Verzuckerung fest-
gestellt werden. Dieses Enzym zeigt in DEGS8 einen signifikanten Jung-Alt-Anstieg, was die Annahme zulasst, dass
eine Verzuckerung der Flavonoide in diesem Individuum erst spater passiert. Aufgrund der Ergebnisse kann man
vermuten, dass alle drei Glycosyltransferasen an der Flavonoidbiosynthese beteiligt sein dirften. Allerdings steht
dazu aber ein direkter Nachweis noch aus.

Das gefundene Flavonoid bei 328nm l&sst einige Fragen offen. Auch nach intensiver Literaturrecherche konnte
diesem Peak kein eindeutiges Flavonoid zugeordnet werden. Die Uberlegungen dazu gingen erst in Richtung
Quercetin oder Patuletin, welche sich aber beide in anderen Retentionszeiten duRern wirden.® Schlussendlich
wurde die Suche nach dieser Verbindung aufgegeben, weitere Untersuchungen wiirden den Rahmen dieser Ar-
beit Uberziehen.

Diese Arbeit untersucht zwei verschiedene Transkriptionsfaktoren MYB und WDA40. Sie bilden zwei der wichtigs-
ten Transkriptionsfaktorfamilien in hdheren Pflanzen und regulieren die gesamte Genexpression der Synthese
zahlreicher Pflanzenstoffe. Ihre Rolle in der Regulation der Flavonoidsynthese wurde bereits untersucht. Sie kon-
nen sowohl repressorische, als auch aktivierende Funktionen ibernehmen.3”38 Genau diese repressorische, also
hemmende Wirkung auf die Flavonoidsynthese kann in den Experimenten beobachtet werden. Die Expression
von MYB ist in beiden Individuen in den alten Pflanzenteilen am hdchsten, was eine Transkriptionsrepression der
Schlisselenzyme impliziert. Fir WD40 ist im Individuum DEGS8 ein simultanes Verhalten zu beobachten, wahrend
in BO11/18 ein Jung-Alt-Gefélle herrscht. Auch hier ist somit wieder eine starke Sortendiversitat zu beobachten.

In BO11/18 nimmt WD40 eine aktivierende Funktion auf die Genexpression ein.

Im Rahmen dieser Arbeit sind einige Probleme aufgetreten, welche im Folgenden ausgearbeitet werden sollen.
Allen voran ist zu nennen, dass einige genommene Proben auch nach mehrmaliger Beprobung leider keine or-
dentlich schlUssigen Ergebnisse liefern konnten. Hier ist vor allem die Probe der jungen Blitenkdpfe im Indivi-
duum DEGS8 anzufuhren. Diese wurde gesamt drei Mal beprobt und untersucht. Obwohl die Menge an enthalte-
ner RNA erfolgversprechende Ergebnisse in Aussicht stellte, konnten die gPCR-Laufe nicht zu 100% Uberzeugen.
Moglich ist auch, dass die teilweise widerspriichlichen Daten ausschlieRlich auf die starke Sortendifferenz zu-
rickzufthren sind. Eine nochmalige Beprobung und Untersuchung hatte aber einen deutlichen Mehraufwand

mit sich gezogen. Ein weiterer Punkt dagegen war, dass die fir diese Arbeit verwendeten Kamillepflanzen nach
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den Wochen der gPCR-Laufe am Zenit ihrer Lebensdauer angelangt waren. Fir eine angemessene Ergebnisdar-
stellung bzw. eine Auswertung reichten dennoch die Proben des Individuums BO11/18 und die restlichen Alters-

stadien und Pflanzenteile von DEGS aus.

Dieser Punkt bringt uns zu der nachsten Herausforderung, die diese Masterarbeit mit sich bringt. Die Sortenun-
terschiede sind gravierend, was die Auswertung erheblich erschwert. Solch eine Sortendiversitat ist auch in der
Literatur nachzulesen. Demnach spielen Faktoren, wie Anbaugebiet, dort herrschende Klimabedingungen und
die Art des Anbaus eine zentrale Rolle.'” Die fiir diese Arbeit beprobten Individuen DEG8 und BO11/18 wurden
fur diese Experimente zwar simultan im Glashaus gezogen, es ist dennoch von sehr starken genetischen Unter-

schieden auszugehen.

Flr eine Ergebnisauswertung von gPCR-Daten wird in der Regel die Delta Delta Ct Methode herangezogen. Die
erhaltenen Daten werden auf einen Standard, zum Beispiel ein housekeeping Gen, normalisiert. Danach findet
eine weitere Normalisierung auf ein anderes Gen statt, um noch mehr Informationen bzw. Klarheit in den Ergeb-
nissen zu gewinnen.?® Fur die Daten dieses Projektes wurden die Werte im ersten Schritt auf das housekeeping
Gen 26SrRNA normalisiert und im Anschluss eine nochmalige Normalisierung auf die Proben der Blatter versucht.
Leider ergab diese Methodik keine brauchbaren Ergebnisse, da es zwischen den Organen so eklatante Unter-
schiede gab, dass sich kein Organ als echte Referenz angeboten hatte. Folgedessen war es sinnvoll die Delta Ct

Methode als optimales Vorgehen zu wahlen.

Diese Arbeit eroffnet viele Moglichkeiten fir weitere Forschungsarbeit. Ein moglicher Ansatz ist die Untersu-
chung von noch mehr Individuen, um die festgestellte Sortendiversitat noch weiter zu investigieren. Von beson-
derem Interesse dahingehend ist auch, in welcher Form eventuell Kreuzungen stattgefunden haben, die diese
Individuenunterschiede méglicherweise erklaren wirden. Die Untersuchung von anderen Pflanzen der Korbbl(t-
ler oder ein direkter Vergleich mit anderen Pflanzenfamilien bietet eine weitere Option fir weiterfihrende For-

schung.

Die Flavonoidsynthese in Pflanzen ist zwar weitestgehend gut bekannt, bezlglich ihrer Regulation sind dennoch
einige Fragen offen, die es noch zu beantworten gilt. Eine investigative Forschung in diese Richtung wird haufig
durch die Probleme der Pflanzenziichtung limitiert.3” Es gilt hier noch weiter zu forschen, um die Genexpression

und ihre Kontrolle durch Transkriptionsfaktoren vollends zu verstehen.

In Anbetracht der gewonnenen Erkenntnisse aus der durchgeflhrten Chromatographie, ware es sinnvoll die ge-
fundenen Flavonoide zweifelsfrei mithilfe einer Massenspektrometrie zu identifizieren. Diese Methodik wirde
den Rahmen dieser Arbeit sprengen, ware aber durchaus von groRem Interesse, um auch das gefundene unbe-
kannte Flavonoid zu identifizieren. Aulerdem wiirde das die Moglichkeit bieten, weitere Eindriicke Uber die Ver-
teilung der sekunddren Pflanzenstoffe in den einzelnen Pflanzenorganen in unterschiedlichen Altersstadien zu

gewinnen.
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Eine weitere Untersuchung der Enzymaktivitat der fir die Flavonoidsynthese wichtigen Schlisselenzyme wurde
laut Literatur bereits in der Rose oder der Kartoffelpflanze versucht.?® Solche Enzymtests wiaren auch fir die
Ergebnisse dieser Masterarbeit eine wertvolle Erganzung. AuRerdem wurden alle HPLC-Experimente mit getrock-
netem Pflanzenmaterial durchgefiihrt. Um weitere Daten zu sammeln und diese mit den gewonnen vergleichen
zu kénnen, wirde eine Durchfihrung der Chromatographie mit frischem Pflanzenmaterial in jedem Fall Sinn

machen.
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5 Anhang

5.1 cDNA-Synthese Protokoll

feied assmans w0 pasugon: |
‘BN [\
7 05 U1 Yy enbasgns oy EEpdwE s pasn 5| ampow
uogIEas sERyIE YO puegs 1Ry sy o 7 Aeuy
“BUNTION, LDRIEE) Dl B304 3U1J0 011 UEWR SU0W
BSLGRLD J0U PNOYS BATNIL LORIER SESULMAE YO
PUELS 154} J0 SINIA 81| “H0db 10 w0 U Aoanp pesn
0 UED SISSUAS YN PUENS (511 84 0 fonpaxd By |
WNO2 PUERS 15114 0 uonEagdury 80 11

papUELILINR §) 7,0~ ‘abesns sebuny 104 e sun
UENy) =554 10) 1,07~ 18 PEIIE 10 SUDEINHEE HDg W pesn
Apoaap &g ued prpoad vogoes) UoRdUDSURS SEKENEd SY)
g
3 7,04 1= Sunsay fq vogoss sy AEUIWE] 9
TG O EN PSRRI 20 UED SRR
oroE S BRI WY RS X4 N
"D 18 I 1 AQ pEmO0) 3, 5T 18 UIW 5 Ky
spEgnou| “sssyus pawud JEWEEaY WoPUES Jog
0L 18 U (g 10 S|Egnou ‘srEeyuls
w02 pewnud syroads-susbl jo B4 pjofijo oy
Ay abinyuso pue At ap

~F wri

gz | swnon ERL
| Grmo0zh Ly ATwHY ey

¥z I NP PR O

(i
L [E) gLy SSENY ¥
) 1SN UOGETY NG

a0 pagEpa S susuodwcs Bamoo 2 pey ¢
B UD ¥DRG [ By oayd pUE UMoD
Ul ‘301 U0 [Py UL G 10§ .59 1 SEqnOUl puE
Ayaug ebnuuas 'Apual e ‘sampngs Lepuciss
SUEIUCT K0 -0 © ey e B Euapdn T

suohoess Gumap

Juanbasns pUB SEYILAS PUENS-PUCISS 1) YN
puens ey aiemuat of yiyw paegos yo B | esn =

Tt M1 dEIE-0e) @ )0 s (BN

S| 58 YR puBils 151y aeisust oy (vided
4o B s - Gu | oy e o Bl 5 - Bu g s =
fnuenb vy

pamdand 5g

PIMOUS W 900 J0 SiUIES Meu 8 ‘SINaoa SIg ) WG
papei5iap J0 UCEIU UB 51 SHUE] YN J0 Bussaws
Ay YN S S4B SE SEUEI SR oy djg|Bwnadite
B9 PNOYS PUED Wi ERE BUL 1IR30 0 pAISpEI0D
SN BUL Y IR0dEn 20| 0 SrERioudanos)
=8 spuen dieys =8 medde W S5T PUE S W0

{1 “Bunsens apiwosg wripwa ] pewopy SERORGAIaR
i asouetie Buunieuap 51 pouEw UowRLDD

150U 2 SRS w00 o oud Rubai vy sseesy

Hpjenb sjdwes iy

‘BSESUEL

BRI o) SpEpdwE) B 5B Wy peredasd Byl EsM) p
"UDRRRE Ly oopRy|ouRLd S e BwEry
(1) wssifie Bunepuyn @ 4o soussqe sy u) SU0ED
waEp Y. Sureay Buunp sszipapdy yvy “uml ()

10§ 7,59 18 SHEGRow pue v L3 W 05 7 | PPV E

U Oy D, LE 1B SBgro)

Wiy jo Bl | sod nag-asmy ') aseng o N | ey wow e e .

g a1 A4lJ-EEESINU EN
nuw LTSN suy-e5E | B5E]
iy Frfipy wm Jagng wosie=y )1
Bl WY

¥l | swnon Eap

RLETE BeL-SSESINU JIEEN

Bund

toewd 02-51 opaeds-susd a0
T mud | ssuy

L JBIWEYEH WOpUEY AT

s &)1 o) ofg
Bl 5g- Bd LoD WY ooeds o -~
6igp-Bdoy | wNHwIvIOdD | ey

G g - Gu | W [E30

300 PE|EIU Sy ) 331 U0 3N} SRy
-SEESNU 'EUBES B o sjuebiea) Guwopny sy ooy |

B UD RIS I B0
suEuadwed ayl sBruusd Ageeg pue aw Bueeg By

sisaguig YN PUELS Jand
S71030.L0ud

AN ERL-EENY B O Pl
suopeiedasd yiyy wouy yyg Awousd jo Esoway

BiUS sEydUDs LR SESRR B 0} 10R0ER M0

- 14 Joj SWEodwod B SSpNpU) DI L0goead (Sum
-1d) puuca B uwopsad siEwny YN 0 SUNOWE S081
BADUE Of (| F5OM34) S-Sy '] SSEN( LW palEal
1) UED i ‘SESUIUIE YD O 0L UOISURLEILCD YK
J0 U B0 1SN Y BIEjdWE] ‘SUDIEINOE Y0d-1Y 104
UL %5,{ PO L pgad B J0 saysaw o

A pamoyp) W @yl j0 vatEwdnaxd joueys g parouws)
B0 UED SUBUIWEIICD BOB) | "IEIERI SEAYIME YN B
Gugyu mose 0} ppusud puB OUBYE SUD BB ‘S)jES
F0 a0 JETU YN PEULING N S UM BE0 0| SOENNS
5| SPIEW PUBPUEYS A PERBI0E] YN JEINIES [E10L

WNY EjEpiuwE

"unEa uonduIsues,
aaisnad ay| Buunn pesop Apyfin sagn) e daey asn
i pou uaym paeas uubn suesudwon iy pEdasy .
“SRSENY 40 KIae 3yl walp yiY e of (1
2y papu0ad] JPGU FENY o OGN 6N
L ok
em fuenb yboy Bupnou ‘'sualiess sau-asepy s .
“Kpusnbay) s=aob
sfuBy SEEEN J0 FIUN0S UOWLADD B 5 UMS 58
‘musfiesy g pue vy Buipusy vsum saaoif JBay, .
“BIBE]
BER-GERS[NU DEYLIBD B8N M0 DEIYLAE YO
1 pasn &g o) 5dg apedyd pue sagR] 1B SR0-0430 ¢
TUOREUILIETUCD STENM PIONE 0} SUNIEPUSILILLICOS! [EJ8UEE)
“MELIDAN LS
fiemnge) fue W punoy peuwELCS sges by e
Y 'y ey A papeufiap Bg UBD WK w2 Wb
-Jrg jo ssaUuis Jog Enuessa a® Aubag pue fund yiy

uoyEUpLE0D asEaaNuOqU Buiploay
S310N LNV LY

<afiminys Jebuny 1o 9,0 B YN e
daEnd ), 0F- T8 PRUDIS B0 PINDUS 10 By J0 SWSUGWE I

F0VE0LS

“siEveammy Bugpnpa

‘suEBteE UDNETIUGHY U) 3q0ud B BB 88N X0y YNP
PUELS JE1Y QU PREKTIC B USRI SS000SEANU PHEGE)
APANIBOME IO pUE JSNDEpEy UDIEIRIWE Yy
JESY 50 SISAUIUAS YHIJD PURS PUCOSS M) ESDI OSjE
51| "I SWHBA.I0 40 U FEdway B 58 pasn Ao
0 UED WalshE 5] ylm pErsaLuls YR PUELS 1Ry
055 04 dn sanesadus 12 uonepeibap way

wha spepud Ajangoegs T Su Y pairddns iougiyu)
BEENY p $I0T00R o TPILSIIE QUS| WSS B |
T EL

) dn YN 0 ey 1) SIGEINS S| PUE 0,05-2F

18 fpanoe suEE SWATUE By | eeEidUDRURg SEEAA
JUPT 0 PRIBCWOD RIAOE H SSENY JSA0) BB LIRe
(Lo} ssEvdsue) | SsiEnay Pryuasay 5850 I By
“SEENILE] YN JEI0) 10 WA WO YN PURIS J81) J0
BERRUIE WSS 1) WHISAE SiEiua B 9 | SEayIMS
W [PUBRS 1511 g PUEAEY o PYIUEEG DULEY | 8L

NOLLdMDS30

suanysuz Eyfuny p@ uhy pazuoyne fyjeng

“Bunies apiuasg wnipys jaye 36 sswete 5| uo
janpasd dq g wewiward B pegeiaual siewd pguoo
PUE WY HOJYD jonuea o By o) Gusn gd-1y

SISATYNY 20 JLVHALLETD

ESTLEE |MESTL<T DAL ST BT

e e G S0 WhR FOGe e

e e W 4 AL HOD ey

e e T D1 g Ve Py
T | e | WA ol g Sy woparg

) RL [ ]
T T AL O JUNP AW

] ALOARE

s o5 OB L O T N ST

o ) DU g
mgrg uoEeay X5
Ll R LA e P e ]
mm maa
.3
WHOT PUROE 150 4 PRLEAEY
14 JHL 40 S1NINO4MOD

QLU T I D25 DT M
19
Il

D02- 18 2umg
" ayeg Andx3 e
S0 QL Z2IME
™
sisaypuig YNQI puBlg Jsild pryliassy
JAYRUBIDG DUy |
ROLLYIWED AR L2N00dd
JIdILHNIID2S

ouwlay |

50
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Abb. 44 Protokoll cDNA Synthese 2



5. 2 Ausgewahlte Beispiele grafische Darstellung Genexpressionsanalyse
5.2.1 Chalkonisomerase (2 CHI)

Abb. 45 Enzym 2 DEG8 gPCR log

2 3 4 s 6 7 8 9 10 M 2 13 4 15 16 M 18 19 220 21 2 25 24 25 26 27 28 2 N N 2 B/ U B B 7 B W O & £ & 4 &
Cycee

Abb. 46 Enzym 2 BO11/18 gPCR log

Abb. 47 Enzym 2 DEGS linear Abb. 48 Enzym 2 BO 11/18 gPCR linear
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5.2.2 Flavanon-3-Hydroxylase (3F3H)

Abb. 51 Enzym 3 DEG8 gPCR linear Abb. 52 Enzym 3 BO11/18 gPCR linear
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5.2.3 Flavonolsynthase (4FLS)

12 3 4 5 & T 8 9 10 M 12 13 4 15 16 7 18 19 220 21 2 2 224 2B 26 2 28 22 N N R 3 U B B F B WV 0 4 £ £ 4 &
Cyce

Abb. 55 Enzym 4 DEG8 gPCR linear Abb. 56 Enzym 4 BO11/18 gPCR linear
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5.2.4 Flavonsynthase (5 FNS | + 11)

12 3 4 s & T 8 98 10 M 12 13 4 15 16 7 18 19 20 21 2 28 224 2B 26 2 28 2 N N R 3 U B B F B W 0 4 2 £ 4 &
Cyce

Abb. 58 Enzym 5 BO11/18 qPCR log

Abb. 59 Enzym 5 DEG8 gPCR linear Abb. 60 Enzym 5 BO11/18 gPCR linear
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5.2.5 Glycosyltransferase 3 (8 GT3)

Norm._ Fiuaro.

t 2 3 4 5 & 7 8 9 10 M @ 13 M 15 6 7 18 19 20 2 2 A 4 25 % 2 28 2 W N R® B/ MU B B ¥ B N 0 4 £ £ 4 &
Cyce

2% 26 2 28 20 20 N 2 33 M 3B/ B W W W 40 4 42 4 4 4

8% 65 %3%

Abb. 63 Enzym 8 DEG8 gPCR linear Abb. 64 Enzym 8 BO11/18 gPCR linear
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5.3 Ergebnisse gPCR Effizienzbestimmungen
5.3.1 qPCR Effizienz Chalconsynthase (1CHS)

275+4-

gl G e e

24,5
24

23,5

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99828

R*2=0,99657

M=-3,389

B=29,219

Efficiency=0,97

Concentration

Abb. 65 En

zym 1 DEG8 BK gPCR Effizienz

28

27,5

27

cT
]
wn

26

25,5

25

24,5

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99696

R"2=0,99393

M=-3,189

B=31,733

Efficiency=1,06

Concentration

Abb. 66 En

zym 1 DEG8 ZB qPCR Effizienz

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99764
R"2=0,99528
M=-3,161
B=30,797
Efficiency=1,07

Concentration

Abb. 67 En

zym 1 BO11/18 ZB gPCR Effizienz
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S5 N O Y Uy U U S Y Uy Uy U U U L e P D D S e e e D e S e D Cycling A.Green (Page 1):
31,2 : R=0,84400
L~ R"2=0,71234
Bl s R e R T A T AR T s e s s e S i s o i e s L s oL M=-2,152
TR S S e T R R CE S G, S L R RS LS SO SO L A S S S B=34,210
: Efficiency=1,92
30,6 : cy
30,4
5 30,24
30 4
29,8
29,6
29,41
29,2
29
28,81
Concentration
Abb. 68 Enzym 1 DEGS Blatter gPCR Effizienz
K e T T T e T LT E S — Cycling A.Green (Page 1):
; R=0,99060
0,5 - - - - e R R"2=0,98128
' M=-3,807
L e et el bbb B=34,987
: Efficiency=0,83
29,5

27,5

Concentration

Abb. 69 Enzym 1 BO11/18 Blatter gPCR Effizienz

5.3.2 qPCR Effizienz Chalconisomerase (2CHI)

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,992%8

R"2=0,98602

M=-3,097

B=24725

Efficiency=1,10

Concentration

Abb. 70 Enzym 2 DEG8 BK qPCR Effizienz
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Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99595

23

225 RA2=0,89192
M=-3,178
22 B=24,741

21,51 Efficiency=1,06
b e e e
(20,5 Jemonsimon sman snen sne R SR S SR i b S R S R s S R s M s M e e R s R R S S e e e d S SR SR R e it
b St et e TP
L T T T e T b Cr T C
19
18,5
E R e T
LT T T T

Concentration

Abb. 71 Enzym 2 BO11/18 BK qPCR Effizienz

Y 7| Cycling A.Green (Page 1):
o R R R R Rt R A R R R R R R R R R R Rt R i~ R=0,99943
26,5 - T R i | R*2=0,99885
{ | M=3,118
T osmossosoonsosossssssosossoossossonsooooees i-1 B=28,709

0 A A P O S S RS 1 _ | Efficiency=1,09

DR R S S I S R S I o S S IR

25
5245
24 ]
235 |
23
225 |
22 Ja
215

Concentration

Abb. 72 Enzym 2 DEG8 ZB gPCR Effizienz

Py

b A3 S
254 - T e
2451
24 4
23,5 o e e e e T e e e e e e S e e
B B T T
-3 ..

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99520

"""" R*2=0,99042

______ M=-3,587
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Efficiency=0,90

. S AT T
2054 - ncimmmnneme s e s e e e s e e s i s e s s e e e e e min e e e i e m
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i
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Abb. 73 Enzym 2 BO11/18 ZB gPCR Effizienz
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7.3 E B

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99938

Concentration
Abb. 74 Enzym 2 DEG8 Blatter qPCR Effizienz
ot e R A R A AT A A e A A TR A ) T=-| Cycling A.Green (Page 1):
29 ] A .| R=0,99775
R"2=0,99551
28,51 M=-3,342
28 B=31,003
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275+ =
274 T
#2665 - i m oo nocoiesoesonoecoeoetheseiiiioe
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O S S S S S S S TS SIS S G B B B e S S s S S T R S S B A S e S S S e S S S S S S S s e S e S S S ST es
255 - e R T

25 cesniini e :

245 ]
244~
235
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Abb. 75 Enzym 2 BO11/18 Blatter gPCR Effizienz

5.3.3 gPCR Effizienz Flavanon-3-hydroxylase (3F3H)

24
235 ]
23

5 215
21
20,5
20 4
195 |

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99842
R"2=0,99684
M=-3,104
B=25,899
Efficiency=1,10

Concentration

Abb. 76 Enzym 3 DEG8 BK qPCR Effizienz
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Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99811
R"2=0,99622
M=-3,125
B=26,664
Efficiency=1,09

Concentration

Abb. 77 Enzym 3 BO11/18 BK qPCR Effizienz

28 Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99930
275 R*2=0,99979
27 M=-3,805
26,5 B=29,923
26 Efficiency=0,83
255
25
=
24,5
24
23,51
231

22,5
224
21,5

Concentration

Abb. 78 Enzym 3 DEG8 ZB gPCR Effizienz

285 1T% M T Cycling A.Green (Page 1):
D8 1T e e s e e oo o e e ey e e e e S e e e 1 BT

: ¢ | R"2=0,99025
255 L ocm o S e s s e T ETTERRS | M=3,072

H .| B=27,727
B s A R S R A R A A A R A S AR AR A AR AT 17| Efficiency=1,12

k

H

Concentration

Abb. 79 Enzym 3 BO11/18 ZB gPCR Effizienz
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284-------
27,5

274 T

26,5} s s s

26
42554
Q

25 |

2451
24 |
235
23
2251

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99428

R*2=0,98859

M=-3,312

B=30,161

Efficiency=1,00

Concentration

Abb. 80 Enzym 3 DEG8 Blatter qPCR Effizienz

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99503

---{ R*2=0,99008
M=-3,534
B=32,510
Efficiency=0,92

Concentration

Abb. 81 Enzym 3 BO11/18 Blatter gPCR Effizienz

5.3.4 qPCR Effizienz Flavonolsynthase (4FLS)

24

235 -m e TR

23

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99742

R*2=0,99485

M=-3,739

B=26,043

Efficiency=0,85

Concentration

Abb. 82 Enzym 4 DEG8 BK qPCR Effizienz
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- T
235

19,5 4
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Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99539

R*2=0,99080

M=-3,700

B=26,106

Efficiency=0,86

Concentration

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99575
R*2=0,99153
M=-4,117
B=31,935
Efficiency=0,75

Concentration

Abb. 84 Enzym 4 DEG8 ZB gPCR Effizienz
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D65 L e s S e A S R A S N SN S SR R
. E T S S e
245 |
24
Q
2354
23]
2254

21,5

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99811

R"2=0,99622

M=-3,931

B=30,555

Efficiency=0,80

Concentration

Abb. 85 Enzym 4 BO11/18 ZB gPCR Effizienz
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2551

25 |
5245 ]

24 |

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99712

R*2=0,99425

M=-2,959

B=29,497

Efficiency=1,18

Concentration

Abb. 86 Enzym 4 DEG8 Blatter qPCR Effizienz

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99578
R"2=0,99158
M=-3,742
B=31654
Efficiency=0,85

Concentration

Abb. 87 Enzym 4 BO11/18 Blatter gPCR Effizienz

5.3.5 gPCR Effizienz Flavonsynthase (5bFNS)

T TTTTEETERRRRPREERRRE :
26,5 oo e
26} T i

25,5

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99793

R*2=0,99586

M=-3,085

B=28,743

Efficiency=1,11

Concentration

Abb. 88 Enzym 5 DEG8 BK gPCR Effizienz
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215

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99933

R*2=0,99867

M=-4515

B=32,027

Efficiency=0,67

Concentration

Abb. 89 Enzym 5 BO11/18 BK qPCR Effizienz

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99575
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B=32,418
Efficiency=0,66

Concentration

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99699
R"2=0,993%9
M=-3,382
B=27,701
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Abb. 91 Enzym 5 BO11/18 ZB gPCR Effizienz
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e e E Cycling A Green (Page 1):
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Abb. 92 Enzym 5 DEG8 Blatter qPCR Effizienz

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99997
R*2=0,99994
M=-4,008
B=33,753
Efficiency=0,78

Concentration

Abb. 93 Enzym 5 BO11/18 Blatter gPCR Effizienz

5.3.6 qPCR Effizienz Glycosyltransferase 1 (6GT1)

2 e P s, Cycling A.Green (Page 1):
0 [ 20t SN b T i | R=0,99838
: R"2=0,99677
265 F------mmmm e TN e T 1---1 M=-2969
i . B=28,886
2 R R R R R e e R e R R AR Efficiency=1,17
25,5 - e
L T T T Ty EE TR
-
R
b Ty
P e e T
D R e SEEEEE R,
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Concentration

Abb. 94 Enzym 6 DEG8 BK qPCR Effizienz
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13 Cycling A.Green (Page 1):
L8 et o e =0,99767
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24 e r
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L
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Abb. 95 Enzym 6 BO11/18 BK qPCR Effizienz

34 1
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3154 -
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O 31
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20,54 - e

28,5

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99526
R*2=0,99054
M=-3,588
B=35,971
Efficiency=0,90

mhkek. ]

Concentration

Abb. 96 Enzym 6 DEG8 ZB gPCR Effizienz
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O L R SR
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R*2=0,99852

M=-1,829

B=31,430
Efficiency=2,52

[= XV TRy ey s

Concentration

Abb. 97 Enzym 6 BO11/18 ZB gPCR Effizienz
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CcT

Cycling A.Green (Page 1):
R=1,00000

R*2=1,00000
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Concentration
Abb. 98 Enzym 6 DEG8 Blatter qPCR Effizienz
F 2 T Cycling A.Green (Page 1):
B R R R A R R R R A AR AR R e e e R=1,00000
O T e B e e B T N T T T e e R*2=1,00000
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28,1 TR e oot Efficiency=2,01
5 ] '
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Abb. 99 Enzym 6 BO11/18 Blatter gPCR Effizienz

5.3.7 qPCR Effizienz Glycosyltransferase 2 (7GT2)
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26,51
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255
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245
24 |
235
23
225

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99543

R*2=0,99088

M=-2,776

B=28,813

Efficiency=1,29
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Abb. 100 Enzym 7 DEG8 BK gPCR Effizienz
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Cycling A.Green (Page 1):
=0,99803
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M=-4218
B=30,510
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Abb. 101 Enzym 7 BO11/18 BK gPCR Effizienz
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---------------------- Cycling A.Green (Page 1):

R=1,00000
R*2=1,00000
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Abb. 102 Enzym 7 DEG8 Blatter qPCR Effizienz

T B e e s Efficiency=4417 64

Cycling A.Green (Page 1):
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Abb. 103 Enzym 7 BO11/18 Blatter gPCR Effizienz
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5.3.8 qPCR Effizienz Glycosyltransferase 3 (8GT3)
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Abb. 104 Enzym 8 BO11/18 BK gPCR Effizienz
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Abb. 106 Enzym 8 BO11/18 ZB gqPCR Effizienz
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Cycling A.Green (Page 1):
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B=32,020
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Abb. 107 Enzym 8 DEG8 Blatter qPCR Effizienz
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Abb. 108 Enzym 8 BO11/18 Blitter gPCR Effizienz

5.3.9 qPCR Effizienz Transkriptionsfaktor MYB (9MYB)

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99268

R"2=0,98542

M=-3,021

B=29,572

Efficiency=1,14
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Abb. 109 Enzym 9 DEG8 BK gPCR Effizienz
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Cycling A.Green (Page 1):
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B=28,746

Efficiency=0,90
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Abb. 110 Enzym 9 BO11/18 BK gPCR Effizienz
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Cycling A.Green (Page 1):
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Abb. 111 Enzym 9 DEG8 ZB gPCR Effizienz

Cycling A.Green (Page 1):
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Efficiency=0,87
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Abb. 112 Enzym 9 BO11/18 ZB gPCR Effizienz
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Abb. 113 Enzym 9 BO11/18 Blatter gPCR Effizienz

5.3.10 qPCR Effizienz Transkriptionsfaktor WD40 (10WD40)
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Abb. 114 Enzym 10 DEG8 BK gPCR Effizienz
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Abb. 115 Enzym 10 BO11/18 BK gPCR Effizienz

73




M A R T T R e 71 Cycling A.Green (Page 1):
' . | R=0,99709
995 L SR e e E L T L L D L S L T N S S NN O RA2=0/ 99419
o M=-2,324
o s s g e g A A D D S D e s e e s L s ._| B=31,069
: i | Efficiency=1,69

Concentration

Abb. 116 Enzym 10 BO11/18 ZB qPCR Effizienz

5.4.11 qPCR Effizienz housekeeping Gen (265rRNA)

T | T T T g T e T e e e e e e e Cycling A.Green (Page 1):
: : R=0,99910
8f-----e- R R M S R e M S R R S R G R R R R"2=0,99821
: M=-2,976
) e = A B=5,160
o . SO ...._. B, oo o o Efficiency=1,17

Concentration

Abb. 117 housekeeping Gen DJBK gPCR Effizienz

18 F
174
164---
151
1844---
134
121
114
104
9..
L3
7.- ' ' ' '

e e T T

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,99147
R*2=0,98302
M=-5,366
B=17,024
Efficiency=0,54

cT

Concentration

Abb. 118 housekeeping Gen DMBK gPCR Effizienz

74




b= = =
& " | & & : T
2 i 2 2 : Vi
a ! a a ; ]
= ! = = y ]
o 2 o 8 o % : Vo
L, i L et 2 ow =3 : I
(GRS i G1W " QLS ] H T
woa oW F & oM 3W o H .
LEg98 o) 1288 ¢C iRgrgs : P
E&e RSB ERS LS8 E8enlE _ b
c02“2ﬁ“. S e =1 [0 S Dy e
) (L) [T o noan A= B=) ) [} [
Se&=ow| = Sad=miw = o) ® v -
S I i
VoA i
Voaoa '
G e
oo i
¥oao "
W oy iy @ _a__s 1l w
FRaE: 25 = w 1 1 T i~
' ' ' e ' ' ' i =)
oA : el I © - I
- R R H : N
R H : R
o ON S th Vo : Vo
¥ o i . Vo
oaon o N : g 5 e
oo A . B ® Vo
TR R R R o ' i = [

A I T T Voo ' 2 15 P
oo Vo : 8 8 T
B e E st e s prty R et TR s 5 B R A g
R R N / o 3 A
PR I Vo : ' o
A Vo . X T R
Won oy ota R : ' T
' ' ' ' ' ' ' ' ' X ' ' ' '
R I Vo : X TR
- I B Vo : ! i
VoA T : ! Vo
P Vo : ! Vo ey
oo o A Vo . ! Vo
DI ] i 7 ~ : I S 1%
| e St b ix: - 1-ta e H N (TR
PR 2 : \ S i« N Ve
Voo s : : il = @ -t g S A B
P VO m v oo G N ' =] ‘N Vo
PR Al S S &= ! v & -
PR R A A B w ' b 1o i
' ' [N ' o ' [ ' ' ' ' o : w oo '
R A T R R A T &) ! o R
PR (R A O B (=% ' Ww Vo
o R e S N A R =2 X S T R
N VoG R vt o ~ ' @ TR
' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' o 1§ ' ' ' '
PR R MW muma R g : 3 Pl
AR gEam mdEgh < : c mEy
i f HEF S B EESE 7} ' 7} P W
A B ETETEEEERE i~ : © i
' ' ' ' 1 ' ' ' l ' ' ' ' X I 1 1

T s e e et T h e S ) g : £

PR W R AN EuRdn = o ! =%
07 A T T T S O T S O S S ¥ ] © 3 H
o o g ! g i
oo Wk Ay ik b o % Voo
PO T T T SO O T S U O O S (S ja} : n Y
PR S S-S e N - S 3 ' 3 i
e 2 + 2 e
-0 M0~ OW Y DN - OO © v - o
NN - - - - - - - = - m ~ m - -

12 — 12 —

Qo el

Qo el

< <

75

Concentration

Abb. 121 housekeeping Gen DMZB gPCR Effizienz



21

18
17 4

CcT

Cycling A.Green (Page 1):
=0,99814
R*2=0,99629
M=-6,010
B=21,463
Efficiency=0,47

Concentration

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,97759
R*2=0,95568
M=-5175
B=17,721
Efficiency=0,56

Concentration

CcT

Cycling A.Green (Page 1):
R=0,97489

R"2=0,95041

M=-4,136

B=13,926

Efficiency=0,74

Concentration

Abb. 124 housekeeping Gen BJBK gPCR Effizienz

76




= = =

& v r ¢ ¢ ¢ 5 o & T & 5 0 o5 n &

= owomon w8 = oG o® a8 =

& oo e oW o; on b & @ o5 & onoR &

= LR E R 33 = HOE 3 o8 B o4 =

g IO B g gk BOf o3 W 5 =

® o &5 5B oB kB B oE 4 Eow Gl o5 ox @ ono E 3 Py

O m. i i . . : : : Ownd _W. : i | i : : 6%1 w.

<S8 e vogow @ B o84 < 5% @ 8 & ooy b < =9

W.MO.%M% Lok E B &3 o Mm.w g BoEod o8 W oA W.mm.wwm

SR B S S 2 - 0| won R 4 2 R

L A o | PR AR SR R P RS I SodYSel o i SadfTe

Se=mw|: | o fr - Sek=mw S =miw e
% § P8 5ot BB e : " F .
'R " : : :
wow o oB B on oKk X : : 3 ;
wow BB B oK : : ] :

N R AT L I, S Y : ] '

I T T R T © : ! i [
' ' ' ' ' ' ' = 1 -
@ % . op B8 < c :
oW R 0 2 2 :
G 6 o0 on g £ :
L A B b ;
A i 5 ; - g
' H H ' o ' - O - e
I 5 : :

N : : :
T : : N . :
o : S L T T L o I @ c P ]
o : 2 pia i (il et | SRR o i v K
G : S i g
o : & v = & : ]

' ' ' w ' ' ' c_._u i '
L ; po % : "
X : S A & : ]
o : [ poou g & : :
@ : Gl PG W SR _
' ' ' ~ ' ' ' ' ™ ' '
gy " = P g % : :
: ; s - T I 2 i '
" " @ T & : :
; : 3 S T G : m

L F © foe & N : !

' 1 1 1 " ' ' ) ) mu ' ' ' ) nnuHD ' '
@ £ 9 op o8 o8 8w & 9 = N s | :

e OB OB % OE X E X3 o B = g |
Eow R R on oK oE & R ¥ a Poa B n 4 ; 3
' ' ' ' ' ' ' ' ' ' 3 ' ' ' ' ' =] '
e 2 e 2 ® -~
- o o~ ] o o w0 ~ w w - [l o~ -~ o (=2} (=} v
- = e = e E - e e = = % ~ -

12 = 12 =
Q Hel
Q Qo
<C <C

77

Concentration

Abb. 127 housekeeping Gen BJZB gPCR Effizienz



= = =
& 9 & B | & ) |
g & R T T g :
bt ok O . < '
3 13 ' ' ' ' ' <
8 8 A 8 Gl o
= = RO A 59 Py
5o & oEoaowom I o
<83 <5 PR B B W <8888 !
o S o I I . a2l |
=X 28 A £3eTGEl !
Sod 5o So ) I :
ST M LR =1 ST P P R e | e 0 3 A Bl ) (L] B=
S N S R R R S - Sew=mw| | : =
: : - A : e :
: ! R I ! R !
: 1 A ! oo :
: 1 I ! oo :
] : voBoa i ! o :
L a2l - =iy ey S I I ] - N S 1--4a
1 ! CT = : e : ]
' b > ' ' ' ' b ' ' ' ' T
: ; VoA ! o :
: 1 v ! oo :
i - : P 5 : P :
2 2
: = ! o = ! P :
: s ; ¢ @ : b o b
' - ' ' ' - ' ' ' '
' < : . < : R '
: 8 ! d ] ! oo :
B e o X y =) g . . v -
| o : : T o H oA :
: : : ! o o) :
: ; : ! i :
: ! ! s :
: ] o kS N el ;
5 - ata o i c i /R ] h ©
T e ‘N ! 2 : o g : =
Voo R = . N H R R \
' ' ' 1 ' ' L= ' M” ' ' 1 ' '
o ] o ! b ; o '
P ! 5 A e : oo :
HERHER I A 5 ! [} ' HERE 1
' ' ' ' ' ' o ' o ' ' ' ' '
' ' ' ' ' ' N ' o ' ' ' ' ' '
B B : s : DY ! A !
B g G ) @ ! & : %o a N !
R R : 5 : ] : oo :
R ; O ! © ! G o w B :
" ' ' ' ' ' ' MQ ' nma ' ) ' ' ' ' '
' ' ' = i b 0 ] f = \ ' ' ' B
BB S BRIy S S sy a W A 3 N R e AR A =
Vo ' [ ' o ' = [7] ' ' ' ' ' ' ' [T} ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' '
O ] ] . T [ roLoH owoa Bow X owo o5
\d T R R S S S ' % ' ' ' ' ' ' % ' ' ' ' ' ' ' ' ' '
SRR ] 3 . L <] g% e g f W oW
Nagerrewny © % T e © ~ © » n MESEERILUdEE
10 1 i 10
Q Hel
Q Qo
<C <C

78

Concentration

Abb. 130 housekeeping Gen BBL gPCR Effizienz



6 Literaturverzeichnis

1 Blaschek, et. Al: Wichtl — Teedrogen und Phytopharmaka: Matricariae flos 405-408 (2015)
2 Europaéisches Arzneibuch: Monographie Kamillenbliten Matricariae flos 2968-2970 (8. Ausgabe 2015)

3 Abb. 1 Bisabolol: https://de.wikipedia.org/wiki/(%E2%80%93)-%CE%B1-Bisabolol#/media/Da-
tei:(%E2%80%93)-alpha-Bisabolol_Structural_Formula_V1.svg (November 2021)

4 Abb. 2 Chamazulen: https://de.wikipedia.org/wiki/Chamazulen#/media/Datei:7-ethyl-1,4-dimethylazu-
lene_200.svg (November 2021)

5 Habermehl G, Hammann P, Krebs H, Ternes W: Naturstoffchemie: 7 Flavonoide 467-483 (3 Auflage 2008)

6 Abb. 3 Flavan:https://www.researchgate.net/figure/The-molecular-structure-of-the-flavan-nucleus-Substi-
tuents-present-on-ring-C-define_figl 309519634 (November 2021)

7 Abb .4 Flavanon: https://de.wikipedia.org/wiki/Flavonoide##/media/Datei:Flavanone_num.svg (November
2021)

8 Abb. 5 Flavanonol: https://en.wikipedia.org/wiki/Flavanonol#/media/File:Flavanonol_num.svg (November
2021)

9 Abb. 6 Flavon: https://de.wikipedia.org/wiki/Flavone#/media/Datei:Flavon_num.svg (November 2021)

10 Abb. 7 Flavonol: https://en.wikipedia.org/wiki/Flavonols#/media/File:Flavonol_num.svg (November 2021)
11 Abb. 8 Apigenin: https://de.wikipedia.org/wiki/Apigenin#t/media/Datei:Apigenin.svg (November 2021)

12 Abb. 9 Quercetin: https://de.wikipedia.org/wiki/Quercetin#/media/Datei:Quercetin.svg (November 2021)
13 Apigenin-7-Glucosid: https://www.medchemexpress.com/Apigenin-7-glucoside.html (November 2021)
14 Glykosyl-Vitexin: https://de.m.wikipedia.org/wiki/Datei:Vitexin.png (November 2021)

15 Anderson M, Markham K, Clifford M, Brown J.E.: Flavonoids Chemistry, Biochemistry and Applications: 6 Di-
etary Flavonoids and Health — Broadening the Perspective 331-339 (2006)

16 Mulinacci, N., Romani, A., Pinelli, P. et al. Characterization of Matricaria recutita L. Flower extracts by HPLC-
MS and HPLC-DAD analysis. Chromatographia 51, 301-307 (2000)

79



17 Frank R, Schilcher H: Chamomile Industrial Profiles: Chapter 4.1.2: Active Chemical Constituents of Matri-
caria chamomilla L. Syn. Chamomilla recutita L Flavonoids 64-69 (2005)

18 Yonekura-Sakakibara K, Higashi Y, Nakabayashi R: Frontiers in plant sience: The Origin and Evolution of Plant
Flavonoid Metabolism (August 2019)

19 Knippers R: Molekulare Genetik: Kap. 13 Transkription von Eukaryoten-Genen. Signaltransduktion und Regu-
lation genetischer Aktivitat 369 (9. Auflage 2006)

20 Knippers R: Molekulare Genetik: Transkription, Translation und der genetische Code 49 (2006)

21 Jansohn M: Gentechnische Methoden — Eine Sammlung von Arbeitsanleitungen fiir das molekularbiologi-
sche Labor: Kap. 4.1 Arbeiten mit RNA 131-136 (4. Aufage, 2007)

22 Jansohn M: Gentechnische Methoden — Eine Sammlung von Arbeitsanleitungen fir das molekularbiologi-
sche Labor: Kap. 4.4 Qualitatskontrolle und Lagerung der RNA-Praparation 149-151 (4. Aufage, 2007)

23 Knippers R: Molekulare Genetik: Kap. 10 Klonieren und Sequenzieren — Genombibliotheken 308-311 (9. Auf-
lage 2006)

24 Jansohn M: Gentechnische Methoden — Eine Sammlung von Arbeitsanleitungen fir das molekularbiologi-
sche Labor: 5.2.3.3 Quantifizierung von Zielnukleinsduren 178-179 (4. Aufage, 2007)

25 ThermoFisher Scientific: Real Time PCR (qPCR Basics) https://www.thermofisher.com/at/en/home/life-sci-
ence/pcr/real-time-pcr/real-time-pcr-learning-center/real-time-pcr-basics/essentials-real-time-pcr.html (Ok-
tober 2021)

26 Cepin, U: Biosistemika Blog: Understanding gPCR efficiency and why it can exceed 100% (11/2017)
27 Bustin A, Benes V, Garson J, Hellemans J, Huggett J, Kubista M, Mueller R, Nolan T, Pfaffl M, Shipley G: Clini-
cal Chemistry, Volume 55, Issue 4: The MIQE Guidelines: Minimum Information for Publication of Quantitative

Real-Time PCR Experiments 611-622 (April 2009)

28 ThermoFisher Scientific: https://www.thermofisher.com/at/en/home/life-science/pcr/real-time-pcr/real-
time-pcr-learning-center/real-time-pcr-basics/absolute-vs-relative-quantification-real-time-pcr.html#4 (No-
vember 2021)

29 R Core Team. R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Compu-
ting, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/ (2021)

80


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yonekura-Sakakibara+K&cauthor_id=31428108
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Higashi+Y&cauthor_id=31428108
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Nakabayashi+R&cauthor_id=31428108

30 RStudio TeamR. Studio: Integrated Development Environment for R. RStudio, PBC, Boston, MA URL
http://www.rstudio.com/ (2020)

31 Steinhilber D, Dominik A: Instrumentelle Analytik — Kurzlehrbuch und kommentierte Originalfragen fir Phar-
mazeuten: Kap 14 Grundlagen der Chromatographie 138-149 (2.Aufage 2002)

32 Ehlers E: Analytik Il = Kurzlehrbuch Quantitative und instrumentelle pharmazeutische Analytik: 12.5.2 Me-
thoden der Flissigchromatographie 432-434 (9. Auflage 1999)

33 Kashchenko, N.I.; Olennikov, D.N. Russian Journal of Bioorganic Chemistry: 43, 783-789 (2017)

34 Xie, X.Y., Chen, F.F.; Shi, Y.P. Simultaneous Determination of Eight Flavonoids in the flowers of Matricaria
chamomilla by High Performance Liquid Chromatography. Journal of AOAC International 97 778-783 (2014)

35 Statistikguru Hauptkomponentenanalyse: https://statistikguru.de/spss/hauptkomponentenanalyse/einstieg-
2.html (November 2021)

36 Hein S: UNTERSUCHUNGEN UBER DIE FLAVONOIDE UND SAPONINE IN VERBASCUM—ARTEN, INSBESONDERE
IN DEN BLUTEN VON VERBASCUM PHLOMOIDES (1959)

37 Zhang S, Yang J, Hongquan L, Chiang V, Fu Y: Cooperative Regulation of Flavonoid and Lignin Biosynthesis in
Plants; Critical Reviews in Plant Sciences, 40:2, 109-126 (2021)

38 Xiaojuan Yin, Tiantian Wang, Min Zhang, Yibing Zhang, Muhammad Irfan, Lijing Chen & Li Zhang: Role of core
structural genes for flavonoid biosynthesis and transcriptional factors in flower color of plants, Biotechnology &
Biotechnological Equipment, 35:1, 1214-1229 (2021)

39 Knott J: Biochemische Untersuchungen zur Flavonoidbiosynthese bei Rose und Kartoffel (2003)

81



7 Abbildungsverzeichnis

Abb. 1 Kamillenpflanze der Sorte “Bona”, Individuum “BOL1/18" ......couiiiiieieee e 6
ABD. 2 Q-BISADOIOIR ...ttt 6
ADD. 3 ChamazUIEN® ... oottt 6
ABD. 4 GrundKOIPEr FIAVANG ... e 8
ADD. 5 FIAVANONT ..ottt 8
ABD. B FIAVANONOIE ..ottt 8
ABD. 7 FIAVONT ...ttt ettt 8
ABD. 8 FIAVONOIIO L. 8
ADD. G FlaVOn ADIGENINTY L .o e 9
ADbD. 10 FIaVONOI QUETCETINTZ. ..ottt ettt ettt 9
Abb. 11 APIZENIN-7-GIUCOSIA .. .o e 9
ADBD. 12 GlYCOSYI VITEXINI ... ettt 9
Abb. 13 Phenolische Inhaltsstoffe von KamillenblUten®. ... ..o 10
Abb. 14 Flavonoidsynthese in PIlanzent®.. ... ... 12
Abb. 15 Blutenkopfe in verschiedenen Reifestadien

(links: junges Reifestadium, mittig: mittleres Reifestadium, rechts: altes Reifestadium)..........ccccceveen. 15
Abb. 16 beispielhafte qPCR-Effizienzbestimmung (TCHS BK) ......ooiiiiiiiiiiiiieiie e 20
Abb. 17 Agarosegel RNA-QUAITET L ...ooviiiiiiiiieii et ettt e e e st a e e e e abe e e e eaaes 24
Abb. 18 Agarosegel RNA-QUAITET 2 ...cuviiiiiiii ettt et e e st e e et e e e e 24
Abb. 19 Genexpression Chalconsynthase (RB ... Rdhrenbliten, ZB ... Zungenbliten, LB ... erstes Laubblatt)...... 25

Abb. 20 Genexpression Chalconisomerase (RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliten, LB ... erstes Laubblatt) ... 26

Abb. 21 Genexpression Flavanon-3-hydroxylase

(RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliten, LB ... erstes Laubblatt).........ccoooiiiiiiiiiiecceecce e 27
Abb. 22 Genexpression Flavonolsynthase (RB ... Réhrenbliten, ZB ... Zungenbliten, LB ... erstes Laubblatt)..... 28
Abb. 23 Genexpression Flavonsynthase (RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliiten, LB ... erstes Laubblatt)........ 29
Abb. 24 Genexpression Glycosyltransferase 1

(RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliten, LB ... erstes Laubblatt) ......ccooovoeeeeeiieeeeeeee e 30
Abb. 25 Genexpression Glycosyltransferase 2

(RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliten, LB ... erstes Laubblatt).......coceieieiiieiiie i 30
Abb. 26 Genexpression Glycosyltransferase 3

(RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliten, LB ... erstes Laubblatt) ..o 31
Abb. 27 Genexpression Transkriptionsfaktor MYB

(RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliten, LB ... erstes Laubblatt)........cooeeiiiiiiiiiii e, 32
Abb. 28 Genexpression Transkriptionsfaktor WD40

(RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliten, LB ... erstes Laubblatt).........cccoooiiiiiii i 32
Abb. 29 PCA-Biplot aller Proben (die groRen Kreise zeigen die Postitionen der Gruppenzentroide an).............. 34
Abb. 30 PCA-Biplot der Rohrenbliten (die groRen Kreise zeigen die Postitionen der Gruppenzentroide an)..... 34
Abb. 31 PCA-Biplot der Zungenbliten (die grolRen Kreise zeigen die Postitionen der Gruppenzentroide an)..... 35
Abb. 32 PCA-Biplot Blatter (die groRen Kreise zeigen die Postitionen der Gruppenzentroide an) ...................... 35

82



Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.

Abb.

Abb.

Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

33 Gesamtflavonoidgehalte der beiden Individuen und einzelnen Fraktionen in Relation zum jungen Blatt

von DEGS8 (RB ... Rohrenbliuten, ZB ... Zungenbliten, LB ... Laubblatter) ........coooeviiviiiiiiiieeeee 36
34 Flavongehalt der beiden Individuen und einzelnen Fraktionen

(RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliten, LB ... Laubblatter) ........ccoviiiiie e, 37
35 Gehalt an Apigenin + Apigeninglykoside der beiden Individuen und einzelnen Fraktionen

(RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliten, LB ... LAUBDBIGTLEr) c.v.coiiiiiiiiiee e 38
36 Gehalt an Luteolin und Luteolinglykoside der beiden Individuen und einzelnen Fraktionen

(RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliten, LB ... LAUDDIATLEr) c...coooiiiiiii e, 39
37 Flavonoide mit max. UV bei 328nm der beiden Individuen und einzelnen Fraktionen

(RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbliten, LB ... LAUDDBIGTLEr) cv.ooiiiiiiiiiee e 40
38 Nicht gruppierbare Flavonoide der beiden Individuen und einzelnen Fraktionen

(RB ... Rohrenbliuten, ZB ... Zungenbliten, LB ... LAUDDIATLEr) ..o, 41
39 PCA-Biplot Flavonoide, Farbe Nach GENOTYD c....coiiuiiiiiiiiie e 42
40: PCA-Biplot Flavonoide, Farbe nach Typ des Blattes

(LB ... junges Laubblatt, RB ... Rohrenbliten, ZB ... Zungenbllten) ........c.ccoooviiiiiiiieiceeec e 43
41 Heatmap der Korrelationen zwischen den Kandidatengenen (Varl) und den Flavonoiden (Var2)

IN AN RONTENDITLEN Lottt ettt et e et e et e et eesabeeeabea e 44
42 Heatmap der Korrelationen zwischen den Kandidatengenen (Varl) und den Flavonoiden (Var2)

IN BN ZUNGENDIULEN 1oiiiiiiii ettt e e e st e e et e e e e e e e s eabeeeeeans 45
43 ProtoKOIl CDNA SYNTNESE ....viiiiiiiee et e e 50
44 ProtokOll CDNA SYNTNESE 2 ..o 51
45 ENZYM 2 DEG8 GPCR IO . uvviiiieiiie ettt ettt e s et e e e st e e et e e e e sabaeeeeaes 52
46 ENZYM 2 BOL1/L8 GPCR IO .. viieeeeeeeeee e e 52
47 ENZYM 2 DEG8 [INBAI w.vviiiiiiiie e e e et 52
48 ENzym 2 BO 11/18 QP CR NI ..evii it 52
49 ENZYM 3 DEG8 GPCR IO . uvviiieeiiie ettt ettt ettt e e et e ettt e e e st e e et e e e s eabae e e 53
50 ENzymM 3 BOL1/18 GPCR IOZ .. .e e e 53
51 ENzZyM 3 DEG8 QPCR IIN@AT ....vvviiieiiiie e 53
52 ENzym 3 BOL1/18 GPCR lIN@AT ... ueiiieiiiciee e e 53
53 ENZYM 4 DEG8 QPCR IOZ ..vveiiiiiiiii ettt ettt e et e et e e e e 54
54 ENzym 4 BOL1/18 QPCR IOZ .. .e e 54
55 ENZYM 4 DEG8 QPCR IIN@AT ....vvviiiiiiiiieecee e e 54
56 ENzym 4 BOL1/18 GPCR HIN@AT ... .oeiiiiiiiie e 54
57 ENZYM 5 DEG8 QPCR IOZ ..vveiiiiiiei ettt e ettt e 55
58 ENZYyM 5 BOLL/18 GPCR IOZ .. v e 55
59 ENZYM 5 DEGS8 GPCR IIN@AT ....uvviiieiiiiee e 55
60 ENzym 5 BOLL/18 GPCR lINEAT ... .eiiiiiiciie et 55
61 ENZYM 8 DEG8 QPCR IOZ ..vveiiiiiiiieiee ettt et 56
62 ENZyM 8 BOLL/18 GPCR IOZ .. v 56
63 ENZYM 8 DEGS8 GPCR IIN@AT ....ivvieieciiieeeeeee et 56
64 ENzym 8 BOLL/18 GPCR lIN@AT ... .eiiiiiiiieie it 56
65 ENzym 1 DEG8 BK QPCR EffiZIENZ ...viiviiiiiiiiie ettt 57
66 ENzym 1 DEG8 ZB GPCR EffiZIENZ 1uviiiiiiiiiieie ettt 57



Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

67 Enzym 1 BO11/18 ZB QPCR EffiZIENZ...ccveiiieieioeiee e 57
68 Enzym 1 DEGS8 BIGtter PCR EffiZiENZ c.covvveiiieieie e 58
69 Enzym 1 BO11/18 Blatter qPCR EffiZI@Nz......cooiiiieiei e 58
70 Enzym 2 DEG8 BK QPCR EffiZIBNZ..uvviiiiieiiic e 58
71 Enzym 2 BO11/18 BK PCR EffiZI@NZ1..ccuviiiieiiiiie e 59
72 Enzym 2 DEGS8 ZB QP CR EffiZIENZ c..ivviiiiiiiee e 59
73 Enzym 2 BO11/18 ZB QPCR EffiZi@NzZ...cceeiiieicecee e 59
74 Enzym 2 DEG8 BIatter PCR EffiZiENzZ ..c.vvviiiiiiiie e 60
75 Enzym 2 BO11/18 BIatter qPCR EffiZI@Nz......cooiiiieiei e 60
76 ENzym 3 DEG8 BK QPCR EffiZIBNZ..uvviiiiieiiiie et 60
77 Enzym 3 BO11/18 BK GPCR EffiZIENZ..ci i, 61
78 Enzym 3 DEGS8 ZB P CR EffiZIENZ c..vviiiiiieiiei e 61
79 Enzym 3 BO11/18 ZB QPCR EffiZi@NZ...ccueeiieiiecee e 61
80 Enzym 3 DEGS8 BIAtter QPCR EffiZIENZ ..ciiiiiiiiiicieie e 62
81 Enzym 3 BO11/18 Blatter PCR EffiZieNz....cccveieiiieee e 62
82 ENzym 4 DEG8 BK QPCR EffiZIENZ ...ciiiiiiiiiiec e 62
83 Enzym 4 BO11/18 BK QPCR EffiZIENZ....cicvieiceieeceee e 63
84 Enzym 4 DEGS8 ZB QPCR EffiZIENZ ..ociviiiiiiiiii e 63
85 Enzym 4 BO11/18 ZB GPCR EffiZI@NZ...ueciiiieeceeieeeecee e 63
86 Enzym 4 DEGS8 BIatter QPCR EffiZIENZ ..oooiiiiiiiie e 64
87 Enzym 4 BO11/18 Blatter qPCR EffiZI@NZ...ccviiieii e 64
88 ENzym 5 DEG8 BK QPCR EffiZIENZ ..ccvvviiiiiiiie ettt 64
89 Enzym 5 BO11/18 BK QPCR EffiZi@NZ....ecviiieiieeiceeeee e 65
90 Enzym 5 DEG8 ZB qPCR EffiZI@NZ ..ociiiiiiiieie e 65
91 Enzym 5 BO11/18 ZB qPCR EffiZI@NZ....iiiviiiceeiceee e 65
92 Enzym 5 DEGS8 BIAtter QPCR EffiZIENZ ..ooiiiiiiiiiie e 66
93 Enzym 5 BO11/18 Blatter PCR EffiZi@Nz......ccveieeiieee e 66
94 Enzym 6 DEG8 BK QPCR EffiZIENZ ...ccviiiiiiiiie e 66
95 Enzym 6 BO11/18 BK QPCR EffiZIENZ....cciviiiceieeceee e 67
96 ENzym 6 DEG8 ZB QPCR EffiZIENZ ..ociiiiiiiiiii e 67
97 Enzym 6 BO11/18 ZB GPCR EffiZI@NZ....eieeeieiceeeeeee e 67
98 Enzym 6 DEGS8 BIatter QPCR EffiZIENZ ..oooiiiiiiiie e 68
99 Enzym 6 BO11/18 BIGtter qPCR EffiZI@NZ...ccviiieii e 68
100 Enzym 7 DEG8 BK QP CR EffiZIENZ..cciiiiiiiiiiiie et 68
101 Enzym 7 BO11/18 BK QPCR EffiZi@NZu...iiiiiiiieieeieee e 69
102 Enzym 7 DEGS8 BIatter qPCR EffiZI@Nz ....ccoviiiiiiiee e 69
103 Enzym 7 BO11/18 BI&tter qPCR EffiZi@NzZ....cveiieieiieeeeee e 69
104 Enzym 8 BO11/18 BK QPCR EffiZI@NZ....eciiiiieiieeeeeeeeee e 70
105 Enzym 8 DEG8 ZB QPCR EffiZIENZ ..eiiiiiiiiiiiiii e 70
106 Enzym 8 BO11/18 ZB QPCR EffiZI@NZ....eiieiiiiiiieieee e 70
107 Enzym 8 DEGS8 BIatter qPCR EffiZI@Nz ....ccoivviiiiiiiee e 71
108 Enzym 8 BO11/18 Blatter PCR EffiZieNz.....ccveeieeeeeeee e 71
109 Enzym 9 DEG8 BK QPCR EffiZIENZ..eiiiiiiiiiiiiie e e 71



Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.
Abb.

110 Enzym 9 BO11/18 BK GPCR EffiZIENZ....iiiiiiiiiieeceeeeeeeeee e 72
111 Enzym 9 DEG8 ZB QP CR EffiZI@NZ ..eiiiiiiiieiieiei e 72
112 Enzym 9 BO11/18 ZB qPCR EffiZI@NZ....ciceieiiieeeeeeceeeeee e 72
113 Enzym 9 BO11/18 Blatter gPCR Effizi@Nz....c.veiieeieieeceeeeee e 73
114 Enzym 10 DEG8 BK gPCR EffiZIENZ...cvvviiiiiiic e 73
115 Enzym 10 BO11/18 BK QPCR EffiZI@NZ..ccuviiiiiiiiie et 73
116 Enzym 10 BO11/18 ZB GPCR EffiZI@NZ..cceveiieiiicececeeeeeee e 74
117 housekeeping Gen DIBK gPCR EffiZIENZ........coiiiiiiiii e 74
118 housekeeping Gen DMBK gPCR EffiZi@NZ......ccoiiiiiiiiiiei e 74
119 housekeeping Gen DABK qPCR EffiZIE@NZ.......iiiiiiiieiiiei e 75
120 housekeeping Gen DJZB qPCR EffiziENzZ.......viiiiiiiiiiii e 75
121 housekeeping Gen DMZB qPCR EffiziENz......cccoiuiiiiiiiiiiccc e 75
122 housekeeping Gen DAZB qPCR EffiZiENz.......ccoiiiiiiiiii e 76
123 housekeeping Gen DBL gPCR EffiZIENZ ...covviiiiiiiiiccie e 76
124 housekeeping Gen BIBK qPCR EffiZIENZ.......viiiiiiiiiiiii e 76
125 housekeeping Gen BMBK qPCR EffiZi@Nz.......cooviiiiiiiii e 77
126 housekeeping Gen BABK gPCR EffiZI@NZ ......coiiiiiiiiiii e 77
127 housekeeping Gen BJZB qPCR EffiZIENZ ..cc.vviiiiiiiiiciie e 77
128 housekeeping Gen BMZB gPCR EffiZIENZ ....vviiiiiiiiiiiic e 78
129 housekeeping Gen BAZB qPCR EffiZIBNZ ...vvviiiiiiii e 78
130 housekeeping Gen BBL qPCR EffiZiENzZ........cooiiiiiiiiiieei e 78

85



