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Einfluss von In-vitro-Kultivierung auf epigenetische Muster am
Modellsystem Petunie

Die Ergebnisse — kurzgefasst

In mehreren Studien wurden phanotypische Veranderungen nach der In-vitro-Passage festgestellt.
Oft gehen diese Verdnderungen auch mit Anderungen epigenetischer Marker, wie einem Verlust von
DNA-Methylierung einher. Verlust von DNA-Methylierung korreliert im Allgemeinen mit Chromatin-
Auflockerung, wodurch Elemente wie DNA-Transposons aktiviert werden kénnen und eine Reihe von
nicht vorhersehbaren Folgeeffekten auslosen konnen. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, zu testen
ob In-vitro-Kultivierung auch in Petunien somaklonale Variabilitat auslést. Zu diesem Zweck wurden
die rotbliihende P. exserta und die weillbliihende P. hybrida 'Mitchell' gekreuzt, um eine Population
zu erzeugen, die sich flir die Untersuchung der somaklonalen Variation anhand der
Blitenphanotypen eignet. Nach der [In-vitro-Kultivierung haben wir mehrere Variationen des
Blutenphanotyps, wie Grofle, Farbe und Muster, festgestellt. Die aus der F2-Generation stammende
Linie 266-5-4 produzierte sowohl rote als auch weilRe Blliten an verschiedenen Zweigen derselben
Pflanze, wobei die roten Bliiten einen héheren pH-Wert aufwiesen als die weiRen Bliten. Die RM18-
Linie aus der F1-Population zeigte eine "sektorierte Bllte", wobei sich das Expressionsniveau der die
Blutenfarbe bestimmenden Gene anderte. Weitere Experimente sind geplant, um zu untersuchen,
ob den beobachteten Phanotypvariationen eine epigenetische Kontrolle zugrunde liegt.

Versuchsfrage und Versuchshintergrund

Die In-vitro-Vermehrung ist eine gangige Methode im Gartenbau. Nach der In-vitro-Kultivierung
werden jedoch immer wieder Verinderungen des Phinotyps, wie seit langem bereits von Olpalmen
bekannt, beobachtet. So beschrieben ONG-ABDULLAH ET AL. (2015), dass In-vitro-vermehrte Olpalmen
veranderte epigenetische Muster am retroviralen Element ,karma“ zeigten, v.a. eine DNA-
Hypomethylierung. Hervorzuheben ist, dass der Verlust von CG- und CHG-Methylierung mit der
Aktivierung von transposablen Elementen (TEs) einhergeht (HIROCHIKA 1993; ONG-ABDULLAH ET AL.
2015), welche daraufhin ungezielt in andere Bereiche des Genoms integrieren und eine Reihe von nicht
vorhersehbaren Folgeeffekten auslésen konnen.

Auch Petunienziichter berichten von einer Vielzahl von Pflanzen, die nach In-vitro-Vermehrung
phanotypische Veranderungen zeigten. Ziel dieser Arbeit ist die Quantifizierung der somaklonalen
Variabilitdat, welche wahrend und nach der Kallus-Regeneration von In-vitro-kultivierten Petunien
auftreten kann. Weiterhin werden Anderungen der Genexpression untersucht und beschrieben sowie
bliten-phanotypische Merkmale wie Farbung mit physiologischen Veranderungen wie Bliten-pH-Wert
beschrieben.
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Ergebnisse im Detail

Wie erwartet, waren wenige Runden der Kallus-Subkultivierung ausreichend, um phéanotypische
Verdnderungen zu beobachten. Zunachst galt es, durch Kreuzung einer Petunien-Wildart (P. exserta)
und einer in der Zichtung haufig verwendeten Hybridart (P. hybrida 'Mitchell') die Verschiebung des
Flavonol-Anthocyanin Gleichgewichts auszubalancieren. Neben der rotblihenden P. exserta und der
weiBbliihenden P. hybrida 'Mitchell' zeigten sowohl die (P. exserta & x 9 P. hybrida 'Mitchell') als auch
die (P. hybrida 'Mitchell' & x Q P. exserta) Bliten mit weiRem Hintergrund und hellrosa Randring
(Abbildung 1). Zur weiteren Erhéhung der Variabilitdt wurden die Nachkommen der F1 Generation
erneut miteinander gekreuzt, um Ausgangsphanotypen zu erzeugen, die ndher an der Eltern-Pflanzen
liegen (Abbildung 1).

exserta und der weiflbliihenden P. hybrida 'Mitchell'. Bliitenphdnotypen der F1 Generation: links, (P. exserta 4 x & P.
hybrida  Mitchell’ ), mitte, (P. hybrida  Mitchell” 4 x £ P. exserta) sowie rechts, F2 Generation (P. exserta & x £ P.
hybrida  Mitchell” ) x (P. hybrida  Mitchell” 2 x £ P. exserta).

Fiir beide Populationen erschien das Kriterium des Ausbalancierens des Flavonol-Anthocyanin
Gleichgewichts erfiillt, so dass beide Populationen der F1 und acht ausgewahlte Individuen der F2
Generation (hauptsachlich weiR, hauptsachlich rot oder z.B. geadert) in In-vitro-Kultur genommen
wurden. Nach der Kultivierung mit dem RM-Medium tber mehrere Runden zeigte eine Linie (RM18)
aus unserer F1-Sammlung den Phanotyp sektorierter Bliten (Abbildung 2). Die Bliite entwickelte eine
gestreifte oder sektorierte Region mit dunklerer roter Farbe, obwohl die GroRe oder Anzahl der
Sektoren von Blite zu Blite variiert (Abbildung 2). Wir haben weitere Untersuchungen zur
Genexpression mit mehreren Kandidatengenen, die an der Auspragung der Blitenfarbe beteiligt sind,
durchgeflihrt. Neben der Expression bereits bekannter P. exserta und P. hybrida 'Mitchell' typischer
Gene (MYB-FL als Treiber der Flavonol-Synthese und AN2 als Treiber der Bliitenfarbe) unterschied sich
das Expressionsniveau eines Kandidatengens (MT) zwischen der sektorierten und der nicht-
sektorierten Bliitenblattregion deutlich (Abbildung2). Hervorzuheben ist, dass das Gen MT am 3‘-Ende
direkt an ein Transposon grenzt (BOMBARELY et al, 2016). Die unterschiedliche Expression von MT im
farbigen bzw. farblosen Teil der gleichen Bliite gibt einen Hinweis auf veranderte Transposon Aktivitat
nach In-vitro-Kultivierung.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung durchgefiihrter Experimente. Oberficichersterilisierte Blattstiicken wurden zur
Erzeugung von Kallus-Kulturen In-vitro inkubiert, nach mehreren Runden der Kallus-Subkultivierung differenziert und
akklimatisiert, anschlieffend zur Bliite herangezogen und bonitiert. Bliitenphdnotypen der In-vitro-vermehrten F1
Generation (links). Im rechten Panel wurde mittels RT-qPCR die Genexpression von Schliisselgenen der Bliitenfarbensynthese
gemessen, wobei sektorierte Bliitenbldtter (sek-2) direkt mit nicht-sektorierten Teilen der gleichen Bliite verglichen wurden,
bzw. zwei gleichmdfig leicht gefiirbte Bliiten mit farbigen, sektorierten Bliiten der gleichen Pflanze verglichen wurden. Die
nicht-sektorierten Bereiche dienen jeweils als Referenz.

In unserer F2-Sammlung [ & (P. exserta § x $ P. hybrida 'Mitchell') x % (P. hybrida 'Mitchell' 3§ x ¢
P. exserta)] erhielten wir Linien mit unterschiedlichen Bliitenfarbintensitdten. Ausgewahlte F2-Linien
wurden dann in mehreren Runden In-vitro kultiviert und anschlieBend zu Sublinien regeneriert. Aus
einer der weillblitigen Linien (266-5) erhielten wir Unterlinien mit unterschiedlicher BlitengréRe und
-gewicht (266-5-4 groRe Bliite, 266-5-3 kleine Blite — Abbildung 3). In der Zwischenzeit produzierte die
Linie 266-5-4 sowohl rote als auch weiRe Bliten auf verschiedenen Zweigen derselben Pflanze. Wir
beschlossen, diese beiden Linien hinsichtlich der Farb-/GréoRenvariationen genauer zu untersuchen.
Es wurde berichtet, dass der pH-Wert bei Petunien mit der Blitenfarbe in Verbindung steht. Daher
haben wir die Blitenblatter mit verschiedenen Farben aus diesen Linien einer pH-Wert-Messung
unterzogen. Der pH-Wert der roten Bliite wurde signifikant hoher gemessen als der der weiRen Blite
(Abbildung 3).
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Abbildung 3: (Links) Nach der In-vitro-Vermehrung produzierte die Linie 266-5-4 aus der F2-Sammlung sowohl weif3e als
auch rote Bliiten an verschiedenen Zweigen derselben Pflanze. (C) Die Linie 266-5-4 und die Linie 266-5-3 wiesen
unterschiedliche Bliitengréfie/Gewicht auf (rechts oben) sowie unterschiedliche Bliiten-pH-Werte (rechts unten). Der
Rohextrakt aus den Bliitenbldttern der Linien 266-5-4 (rot, grof3 - RG / weif3, grof8 - WG) und 266-5-3 (weif3, klein - WK) wurde
fiir die pH-Messung verwendet. Rote Bliiten wiesen einen héheren pH-Wert auf als weifSe Bliiten.

Kultur- und Versuchshinweise

Sorten:

Eltern-Linien: P. exserta, P. hybrida ‘Mitchell’

F1 Generation: (P. exserta & x Q P. hybrida ‘Mitchell’) und (P. hybrida ‘Mitchell’ & x Q P. exserta)

F2 Generation: [ (P. exserta (3 x Q P. hybrida ‘Mitchell’) x @ (P. hybrida ‘Mitchell’ & x @ P. exserta)]

Pflanzung:

Oberflachensterilisierte Blattstiickchen wurden auf verschiedenen Medien mit Pflanzenhormonen
kultiviert, um die Kallusbildung Gber mehrere Runden in Klimalichtschranken mit konstantem Licht
(50 umol/(s'-m?)) und einer Temperatur von 22°C zu inkubieren. Die Pflanzchen wurden dann in Erde
umgesetzt und im Gewachshaus bei Langtag (16 Stunden Licht), 25-22°C (Tag) / 22-20°C (Nacht) und
100 pmol/(s:m?) angezogen. Die etablierten F1- und F2-Linien wurden durch Stecklinge
weitervermehrt. Bei den Linien mit variablem Bliitenphanotyp wurden die Stecklinge direkt vom
phanotypischen Zweig entnommen.

Behandlungen:

Nach der Etablierung der F1- und F2-Populationen wurden die Blitenphanotypen Uberprift. Mehrere
Linien mit unterschiedlichen Blitenphanotypen wurden fiir die In-vitro-Kultur ausgewahlt. Die In-vitro-
Kultivierung erfolgte durch die Induktion der Kallusbildung aus Blattstiicken. Fiir die optimale Kallus-
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Induktion, Erhaltung und anschlieBende Bewurzelung wurden verschiedene Medientypen und
Pflanzenhormonkonzentrationen getestet.

Die Subkultur des Kallus wurde alle 2-4 Wochen mit einem Medium durchgefiihrt, das NAA und BAP
enthielt. Wahrend der Subkultur wurde ein Teil des Kallus auf ein Medium ohne zusatzliche
Pflanzenhormone lbertragen, um Pflanzchen zu induzieren. Nachdem die Pflanzchen gekeimt waren,
wurden sie zur weiteren Regeneration in den Boden gebracht.

Die Genexpressionsanalyse wurde mit RT-gPCR durchgefiihrt. Die interessierenden Blitenblatter
wurden herausgeschnitten und fir die RNA-Extraktion und cDNA-Synthese verwendet. Mehrere
Kandidatengene fiir die Bestimmung der Blitenfarbe wurden fiir die gPCR ausgewahlt.

Fiir die pH-Messung wurden nur die Blitenblatter fir die Rohextraktion mit MiniQ-Wasser verwendet.
Die pH-Messung wurde entweder unter unkontrollierten Bedingungen (Raumtemperatur) oder unter
kontrollierten Bedingungen (auf Eis) durchgefiihrt.

Kritische Anmerkungen

Die phinotypischen Anderungen in unserem Versuch sind nach der Identifikation stabil auf
Folgegenerationen in vegetativer Vermehrung weitergegeben worden, auch wenn die Auspragung des
Phanotyps von Bliite zu Bliite variiert. Interessant aus unserer Sicht ist die genetische Anordnung eines
differentiell expremierten Blitenfarbengens unmittelbar neben einem Transposon. Die Weitergabe an
mehrere Folgegenerationen lasst einen epigenetischen Effekt zunachst unwahrscheinlich erscheinen,
jedoch deutet die unterschiedlich starke Auspragung des Effekts der farbigen BlUtensektoren auf
andauernde Transposon-Aktivitat. Es sollten sich nun molekularbiologische Analysen von DNA-
Methylierung, Histon-Modifikationen und kleinen regulatorischen RNAs anschlieRen, um die
beobachteten Effekte molekular erklaren zu kénnen.

Literatur:

BOMBARELY, A., MOSER, M., AMRAD, A., BAO, M., BAPAUME, L., BARRY, C. S., BLIEK, M., BOERSMA, M. R., BORGHI, L., BRUGGMANN, R., ET
AL. (2016). Insight into the evolution of the Solanaceae from the parental genomes of Petunia hybrida. Nature plants, 2(6),
16074. H1TPS://D0OI.ORG/10.1038/NPLANTS.2016.74

HIROCHIKA, H. (1993). Activation of tobacco retrotransposons during tissue culture. The EMBO journal 12, 2521-2528.

ONG-ABDULLAH, M., ORDWAY, J.M., JIANG, N., O0l, S.-E., KOK, S.-Y., SARPAN, N., AzimI, N., HASHIM, A.T., ISHAK, Z., AND RosLlI, S.K., ET
AL. (2015). Loss of Karma transposon methylation underlies the mantled somaclonal variant of oil palm. Nature
525, 533-537.

51 Helena Victoria Hey, Ta-Fang Lin, Stefan Ehrentraut | Fachhochschule Erfurt, Forschungsstelle fur
gartenbauliche Kulturpflanzen (FGK), Forschungsgruppe , Epigenetik” | Stefan.Ehrentraut@fh-erfurt.de |


https://doi.org/10.1038/nplants.2016.74

