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Referat

Das GrafBrachypodium distachyomessen Kerngenom im Jahre 2008 vollstan-
dig sequenziert wurde, ist die neue monokotyle NMptlanze fir die Getreide-
arten der gemaRigten Breiten und somit fir die adagsorientierte Pflanzen-
forschung von gréf3ter Bedeutung. Bereits etabliB#generations- und Trans-
formationssysteme, die eine grundlegende Voraussgtiiir Modellpflanzen dar-
stellen, greifen jedoch bislang auf unreife Embemmls Explantate fir Kallus-
kulturen zuriick und sind somit stets auf Gewéachsaturen angewiesen. In der
vorliegenden Arbeit sollte eine neue Methode zwiukiion und Transformation
von Kalluskulturen aus Sprosssegmenten und dergeriReation zu vollstandi-
gen Pflanzchen etabliert und optimiert werden. Diegeren befasst sich ein Teil
der Arbeit mit dem Versuch ein Binarplasmid zu kévan, welches der Problem-
stellung entsprechend anhand eines Fusionsrepateins aus GFP und GUS
zukinftig den Nachweis von Transformationsereigmssrleichtern sollte.
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Einleitung

1 Einleitung

Durch gezielte Verdnderung der Erbinformation stattlerweile mdglich, Kul-
turpflanzen gezielt zu verbessern, indem der P8anB. Resistenzen gegen
Schadlinge, Herbizide, Trockenheit oder Kélte etwin werden oder, indem ihre
Produktivitat bzw. der Nahrstoffgehalt erh6ht wikhtscheidende Voraussetzung
dafur ist jedoch, dass zunéachst entsprechende Hissatiber das pflanzliche
Genom, Stoffwechselkreislaufe sowie Resistenz- o@eleranzmechanismen
erarbeitet werden, was insbesondere Uber die EHorgy der Funktion und Regu-
lation von Genen erfolgt (Muller-Rdber, 2008). Digaschieht zumeist anhand
von Modellpflanzen wie z.BArabidopsis thaliangdAckerschmalwand) odedry-
za sativa(Reis). Ausgehend von den dabei gewonnenen gruewidies Erkennt-
nissen lassen sich dann auch die spezifischen @elgetben bei anderen, wirt-
schaftlich z.T. bedeutenderen, auf genetischer &ptoch komplexer aufgebau-
ten Arten erforschen (Flavell, 2009). Dabei isbselerstandlich davon auszuge-
hen, dass sich unterschiedliche Arten im LaufeElerution, Domestikation und
der zielgerichteten Pflanzenziichtung unterschibddctwickelt haben und somit
auch bezuglich ihrer Eigenschaften und der enthpreten molekularen Mecha-
nismen verschieden sind, Analogien also mit zunelu®e Verwandtschaft eher
zu erwarten sind (Flavell, 2009).

Die weltweit am haufigsten angebauten Kulturpflanzind die Getreidearten
Mais, Reis, Weizen und Gerste. Diese zahlen zurlleader Suf3grasePpaceag
und sind einkeimblattrig (monokotyl), weshalb maieler Eigenschaften der
Ackerschmalwand, der bedeutendsten experimentéigaikeimblattrigen, diko-
tylen) Modellart, nicht ohne Weiteres UbertragenrkéChristiansert al, 2005).
Die biologischen Unterschiede zwischen einkeimbg#h und zweikeimblattri-
gen Pflanzen, die sich seit ca. 150 Millionen Jahreabhangig voneinander ent-
wickeln, sind also keinesfalls zu vernachlassigmunterscheiden sie sich grund-
legend beziglich zahlreicher morphologischer Eigeafien, aber z.B. auch im

Zellwandaufbau, der durch verschiedene Hauptstrpiitysaccharide und deren
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Verbindung sowie unterschiedliche Proteine, Pekting phenolische Verbindun-
gen charakterisiert ist (Carpita, 1996; Vogel umeddgj, 2009).

Um fur die Forschung die Licke zwischen Arabidopsisl den wirtschaftlich
bedeutenden Getreiden zu schliel3en, war es notgeeiie Modellpflanze fir
die Gruppe der Monokotyledonen zu finden. Somitdeuneben dem Genom von
Arabidopsisthaliana auch das von Rei€ryza sativa)vollstandig sequenziert
und diese als Modellpflanze etabliert (Drapeal, 2001). Dennoch ergaben sich
einige Nachteile, einerseits in Bezug auf die sgkri Wachstumsbedingungen,
andererseits auf die verhaltnismalig geringe Vedigmhaft zu den Getreidearten
der gemalRigten Breiten, die dem Triblrgticeae zugeordnet werden (Drapet
al., 2001). Reis ist ein semiaquatisches, tropisches @nd verfugt nicht Uber
einen Teil der relevanten Merkmale, die in anddBatreiden und auch Futter-
grasern aus der gemafigten Klimazone untersuchbeenhflusst werden sollen.
Wichtige Eigenschaften, die spezifisch an Grasexn gemafigten Breiten er-
forscht werden, sind zum Beispiel verschiedene demhresistenzen, Uber-
winterungs- und Frosttoleranzen, Vernalisation, Basennieren (einschlie3lich
Meristemruhemechanismus), Grasdeckenverhalten imdNdcherntebiochemie
von Silagen (Drapeet al, 2001). Aufgrund dieser Tatsachen erwies sich Risis
Modellpflanze fur die gemaRigten Kulturarten numvgegeeignet. Im Jahre 2001
wurde daraufhiBrachypodium distachyorin kleines, einjahriges Gras, als neue
Modellpflanze mit weit naherer Verwandtschaft zun d&riticeen diskutiert
(Draperet al, 2001; Vogel und Bragg, 2009).
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1.1 Brachypodium distachyon

Brachypodium distachyofB.distachyoh - abgeleitet vom griechischdmachys =
kurz, pédion = FuRchen undlistachyus= zweijahrig - gehoért zur Gattung der
Zwenken (Genaust, 1996). Die im Deutschen als Zege Zwenke bezeichnete
Pflanze (Abbildung 1) ist ein Wildgras der geméa&igKlimazone und gehoért zur
Unterfamilie Pooideae Anders als seine nachsten Verwandten Bvieexicanum,
B.sylvaticumoderB.pinnatumund auch im Widerspruch zu seiner deutschen Be-
zeichnung, isB.distachyorein einjahriges Gras. Es ist vorrangig im Mitteéme
raum und im Nahen Osten angesiedelt, aber auctieamfamerikanischen Konti-

nent und Asien wurden verschiedene Akzessionemgesé.

Das diploide Genom voB.distachyorist mit ca. 300 Mbp etwa 2,25-mal so grof3
wie das vonArabidopsis thalianaund 16mal kleiner als das der Gerste, die das
bislang bedeutendste experimentelle Modell der eB¥garten der gemaligten
Breiten darstellt. Es liegt in diploiden, tetraglen und hexaploiden Akzessionen
vor, die sich in GrolRe und Generationszeit unteisigm (Mockler, 2010). Die
diploide Form vorB.distachyonzu der auch die sequenzierte Inzuchtlinien Bd21
und Bd21-3 gehoren, besitzt 2n=10 Chromosomen (Qpiaa et al, 2008).

Eine Generationsdauer liegt fir die meisten Akzessi zwischen 10-18 Wochen
mit vorangegangener Vernalisation. Bei den spezielhzuchtlinien wie Bd21
und Bd21-3 kann unter Langtagbedingungen (20 htfiag) ohne Vernalisation
bereits nach acht Wochen Saatgut gewonnen werasge(Udnd Bragg, 2009). Im
Gewaéchshaus ist es moglich, 1.000 Pflanzen pro @tradter zu kultivieren. Im
Vergleich dazu sind es bei Weizen maximal 50 undRegs 36 (Mogel und Bragg,
2009). Somit liefert dieses Gras auf geringem Rausreichend Saatgut und Ma-

terial fur experimentelle Arbeiten.
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Abbildung 1: B.distachyonLinie Bd21-3
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1.2 Pflanzenzellkultur

Eine wichtige Voraussetzung fur die Etablierungeeineuen Modellart ist ein
funktionierendes Zellkultursystem und die Kompetetdizse Kulturen gentech-
nisch zu verandern und anschliel3end transgenezBflatiaraus zu regenerieren
(Christianseret al, 2005). Fur die Transformation und Regeneratiom Mono-
kotyledonen hat sich vor allem der Weg tber diarfénzellkultur, im speziellen
Kalluskulturen, als besonders geeignet erwiesendielairekte Neubildung von
Pflanzen aus Blattmaterial - im Gegensatz zu Dikoty- trotz vielfaltiger
experimenteller Ansatze bisher nur in wenigen Sg&itien gelungen ist (Hensel
et al, 2009). In Abbildung 2 sind die verschiedenen Wegeklonalen Vermehr-
ung von Pflanzen tber Zellkulturen gezeigt, wolsdgénd nur auf den in dieser

Arbeit verwendeten, rot gekennzeichneten Pfad néingegangen werden soll.

Node cutiure

e

formation

Pt Ditect Ay

~ embryoganasis )’f .

INDIRECT

Abbildung 2: Prinzipielle Methoden der klonalen Vermehrung von Pflanzen (Mikropropaga-
tion)

Der rote Pfad zeigt die in dieser Arbeit angewandt®dlethode Uber Kalluskulturen und soma-
tische Embryogenese. (George und Debergh, 2008)
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1.2.1 Kalluskulturen

Ein Kallus besteht aus undifferenzierten Zeller sich in unorganisierter Form
teilen und ein amorphes, zusammenhéngendes Gewdba.n vitro kann die
Kallusbildung - in vielen Fallen auch ohne Anwesahkion Licht - durch Kulti-
vierung von verschiedenen Explantaten einer Pflamfenvachstumsstimulieren-
dem Medium induziert werden, wobei dies nicht blera Gewebetypen mit
gleicher Effizienz gelingt und eine Dedifferenzieguder Zellen voraussetzt.
Diese Nahrmedien bestehen neben anorganischennSalre verschiedenen
organischen Verbindungen wie Zuckern, die als Kustieffquelle sowie zur Ge-
wahrleistung osmotisch vertraglicher Bedingungenotigt werden, und Vita-
minen. Das fir Tabak von Murashige und Skoog (136f)vickelte Kulturme-
dium (MS-Medium) gehort zu den bekanntesten Pflageeebekulturmedien
und findet — haufig in modifizierter Form - auch Kialluskulturen aus unreifen
Embryonen (uUE) von Getreiden wie Weizen, Gerste Tnticale Anwendung
(Henselet al, 2009). Als besonders foérderlich fur die aktivdlzdung und De-
differenzierung der Zellen erwies sich die Zugabe Wachstumsregulatoren oder
anderen Substanzen mit regulatorischen Effektefistiadig dedifferenzierte
Zellen lassen sich strukturell nicht ohne Weitetesm Gewebe zuordnen, aus dem
sie entstanden sind und besitzen z.T. die Pot@izywseder zu differenzieren und
spezialisierte Zellen zu bilden, aus denen wiedeganze Organe entstehen

kdnnen.

Bei Dikotylen ist die Auswahl an Pflanzenexplantafér die Kallusinduktion
sehr grol3, wobei sich gerade junges, teilungsaktd@vebe besonders gut eignet.
Bei den Getreiden hingegen, die zu den Monokotyledogehdren, ist die Wahl
von Ausgangsmaterial mit regenerativer Kompetener eauf Gewebeteile
zygotischer Embryonen, meristematischer Bereicher aghreifer Pollen be-
schrankt. Das Kalluswachstum kann hier meist nucldwergleichsweise hohe
Konzentrationen von synthetischen Auxinanaloga 2yeDichlorophenoxyessig-

saure (2,4-D) induziert werden. Oftmals ist dasli&gewebe nicht vollstandig
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undifferenziert und kann sich, abhéngig davon,\aelhem Explantat und unter
welchen Bedingungen es entstanden ist, im struktar&rscheinungsbild seiner
Oberflache, seiner Farbe, dem Grad der Verdichtumd) seinem morphogenen

Potential unterscheiden.

Die Neubildung von Pflanzen aus Kallusgewebe wisdRegeneration bezeichnet
und kann nach zwei unterschiedlichen Prinzipieraafieh. Zum einem kénnen
sich durch Organogenese aus meristematischem Kalkebe Blatter bzw.
Sprosse (Caulogenese) oder Wurzeln (Rhizogendsenbiaus denen sich spater
Pflanzen entwickeln. Die andere Moglichkeit ist &atwicklung von Pflanzen
aus somatischen Embryonen, die von einem embryogkatus durch somati-
sche Embryogenese gebildet werden kénnen. DiesdekReproduktion wird in
der Gewebekultur und genetischen Transformatiowrfaert, da sie besonders
effizient ist und die resultierenden Pflanzen aonédeinzelzelle zuriickgehen. (fur
weitere Informationen siehe: Kempken, Kempken utati@neyer, 2004; George,
2008; von Arnold, 2008)

1.2.2 Somatische Embryogenese

Bei der somatischen Embryogenese werden Embryoners@natischen Zellen
gebildet, die den zygotischen Embryonen morphotdggehr &hnlich sind. Erste
somatische Embryonen (sg) konnten 1958 durch Steetaal. und Reinert aus

Suspensionskulturen von Karottenzellen gewonnemeverSE kénnen entweder
direkt aus somatischen Zellen gebildet werden aurekt durch eine vorange-
gangene Kallusphase. Das Kallusgewebe, welchesgrinage ist SE zu bilden,
wird als embryogen bezeichnet und besteht aus fmg@genen Massen (PEM).

Unter Anwendung zur Verfigung stehender Methodedas embryogene Poten-
tial der Kalluskulturen in erster Linie von den G&pen bestimmt. Dies konnte
erfolgreich durch die Ubertragung der Fahigkeit gamatischen Embryogenese
von potenten auf sich verweigernde Genotypen raitteeuzung gezeigt werden

(Kielly und Bowley 1992). Aber auch epigenetischerahderungen und
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Umwelteinflisse spielen eine wichtige Rolle (Manti¥/asil und Vasil, 1987). Auf
zellularer Ebene betrachtet, wird der embryogemmma&weg in den dedifferen-
zierten Zellen durch Verdnderungen der Genexpnessio-olge von Auxinbe-
handlung induziert und hat die Bildung von Polaeitéin den Zellen zur Folge.
Aus denen kénnen sich PEM und spéater sk bildererdiigs sind nicht alle
Zellen des Ausgangsexplantates in der Lage, dieseiéklung zu vollziehen.
Gerade bei Getreiden ist diese Kompetenz auf Zéléschrankt, deren Ursprung
embryogener oder meristematischer Art ist, und nimmt zunehmendem Alter
und Differenzierungsgrad ab (Fehér, 2006). Nebemdevendigen Behandlung
mit Auxinen (meist 2,4-D) kann sich auch die Anwdsgt von Cytokininen for-
derlich auf die Induktion von s auswirken. In gem Spezies konnte auch ein
stimulierender Effekt von reduzierten Stickstofff@n oder der Art der Kohlen-

stoffquelle belegt werden.

Die Vorreifung von sE aus embryogenem Kallusgewatbelgt meist unter Aus-
schluss oder Reduzierung der Auxinkonzentratioiedium. Die anschliel3ende
Reifung der sE hat morphologische und biochemiguiderungen zur Folge. Es
kommt zur Umlagerung von Speicherprodukten, defeehzierung von Cotyle-
donen und es erfolgen die Unterdriickung der Keim(ibgrmanz) und der

Erwerb von Trockentoleranz (Thomas, 1993).

Die Regeneration von Pflanzen aus sE erfolgt ime@sgtz zur Kallusinduktion
grundséatzlich unter Anwesenheit von Licht. In masrchFallen kénnen dem
Medium zugesetzte Phytohormone stimulierend auKeéienung wirken, sie sind
jedoch nicht immer erforderlich. Dennoch fuhrt diaetwicklung von s nicht
zwangslaufig zur Regeneration von Pflanzen, dadseuwhabhangige Prozesse
sind und auch hier wieder der genetische und epigeme Faktoren sowie Um-
welteinflisse eine wichtige Rolle spielen. Der kdexp Prozess der somatischen
Embryogenese und die dabei vorliegenden Bedingungren sich ebenfalls auf
das Wachstum und die Uberlebensfahigkeit der geteifd kleinen Pflanzen aus.
So kann es mit steigender Kulturdauer zu somakdonghriationen zwischen den
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Regeneraten kommen (Larkin und Scowcroft, 1981iy. \feitere Informationen
siehe: Krautwig und Lorz, 1996, Kempken, Kempkemn 8tockmeyer, 2004;
Fehér, 2006; George, 2008; Torpe, 2008; von Arriz@38, )

In den letzten Jahren intensiver Forschung konmtieimge Gene identifiziert
werden, die spezifisch auf die somatische EmbryegerEinfluss nehmen. Die
Gene LAEFY COTYLEDON 1LEC1), LEAFY COTYLEDON 2LEC2 und
BABY BOOM(BBM) gehodren zu den bekanntesten und gut studierteserdie
Gruppe und kdnnen bei ektopischer Expression zataper Entwicklung von sk
auf vegetativen Gewebe fuhren (Lottnal, 1998; Stonet al. 2001; Boutilieret
al., 2002). Heidmann und Kollegen konnten aufbaueriddesen Erkenntnissen
die somatische Embryogenese und Regeneratioagsicum annuurdurch tran-
siente Expression voBBM induzieren undsomit schwer regenerierbare Sorten
dem Agrobacteriumvermittelten Gentransfer zuganglich machen (Hemmet
al., 2011).

1.2.3 Genetische Transformation

Es gibt mehrere Moglichkeiten transgene Pflanzererzeugen. Zu den bedeu-
tendsten Methoden z&hlt die biolistische Transfeionadie 1987 von Sanforek
al. entwickelt wurde. Dabei werden DNA-beschichtetetdpartikel - meist aus
Gold oder Wolfram - mit einer Partikelkanone in diellen geschossen. Nachtell
dieser Methode ist zum einen, dass die DNA oftmalkt stabil ins Genom integ-
riert wird und damit nur eine transiente Genexpogssrfolgt. Andererseits wird
aber auch ein vergleichsweise hoher Anteil an P8anerzeugt, bei denen sehr
viele und haufig auch unvollstandige Kopien derorekinanten DNA integriert
worden sind, was zu negativen Erscheinungen wide§ting durch genspezifi-
schen Transkriptabbau und/oder HypermethylierunghDi¢A oder Modifikation
der Histone am Genlocus fuhren kann (Meyer, 1995).

Eine weitere Methode ist der Gentransfer in Pratsigin, bei der zellwandlose
Zellen entweder unter Anwesenheit von Polyethyigkgl (PEG) oder durch
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Elektroporation die DNA-Molekile Uber die Zellmerabr aufnehmen (Lo6rz,

Baker und Schell, 1985). Hier kann es ebenfallslen unerwiinschten Effekten
wie bei der biolistischen Transformation kommens Qed3te Problem bei dieser
Methode stellt allerdings die anschlieRende Regeioer vollstandiger Pflanzen

aus den transformierten Protoplasten dar.

Der Agrobakteriuravermittelte Gentransfer hingegen zeichnet sichnetierch
hohe Effizienz stabiler Integration der Fremd-DNAi lvergleichsweise hohem
Anteil von Ereignissen mit einer oder wenigen inigen Kopien pro Zelle in
regenerierbares Gewebe aus und soll im Folgenden dgenauer beschrieben
werden (Travellat al, 2004).

1.2.4 Agrobacteriumvermittelter Gentransfer

Die Verwendung vonAgrobacterium tumefaciens (A.tumefaciemsacht sich
dessen natirliche Fahigkeit zunutze, einen TeiheseDNA in Pflanzenzellen
Ubertragen zu kdnnen. Fur das Bakterium selbdfibatdie Bildung von Tumoren
an der Pflanze zum Vorteil, in denen es leben uctd\sn speziellen, ausschliel3-
lich von den Bakterien verwertbaren, Aminosaureréklren kann, deren Produk-
tion ebenfalls nach Ubertragung bakterieller DNAwaen Pflanzenzellen liber-
nommen wird. Die Gene, die diese Reaktionen aus|dsgen auf einem 200 bis
800 kb grof3en Plasmid, dem Tumor induzierendemithéTi-Plasmid), welches
die auf dem in die Pflanzen zu Ubertragenden Tes+i3NA (T-DNA)-Abschnitt
gelegenen Gene fur die Tumorbildung und die Symethees 0.g. Aminosauren
sowie die Virulenzgenevir) tragt. Die Virulenzregion des Plasmides kodiért f
die Gene, die fur die Erkennung von Wundstellen dad Ausschneiden und
Ubertragen der T-DNA als Einzelstrang in den Wistwendig sind. Die T-DNA
wird von zwei Erkennungssequenzéeft(border= LB undright border = RB)
flankiert. Diese sind notwendig, damit nur diesarddch durch Endonukleasen
aus dem Plasmid herausgetrennt und in die Pflae#lenibertragen wird. Fir die

biotechnologische Anwendung dieses Transformati@iesis wirde das
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Vorhandensein der Ti-Gene fir die Tumorbildung ahel Synthese bakterieller
Aminosauren von Nachteil sein. Diese Gene wurdehab vom Ti-Plasmid ent-
fernt und durch die gezielt einzubringenden Gensenen ersetzt. Die Verwen-
dung von binéren Vektorsystemen ist heute Standeennik und ermdglicht die
Aufteilung dervir-Region und der modifizierten T-DNA auf zwei unt®dliche
Plasmide imAgrobacteriumwas dieKlonierungsschritte und das Einbringen der
Vektoren in das Bakterium erheblich erleichtert.

In der Natur infiziert das Bodenbakterium normaleise nur dikotyle Pflanzen,
da diese bei Verletzung phenolische Substanzerupi@@n, die von den Bakte-
rien erkannt werden und zur Anlagerung an die R#&armelle und Aktivierung der
vir-Gene fuhren. Die Optimierung der Methode und Zegabn Acetosyringon
bei der Transformation, sowie die Verwendung hypelenter Agrobakterien-
stamme, denen zusatzliche Kopien den Gentransfetidrender vir-Gene inte-
griert wurden, erméglichte es 1994 Reis als erstaakotyle Pflanze mit dieser
Methode zu transformieren (Hieit al, 1994). Auf Grundlage dieses technolo-
gischen Durchbruchs gelang es in den folgenderedahuch die meisten anderen
Getreidearten - wie zum Beispiel Mais, Weizen, G&ersd Triticale - stabil zu
transformieren (Ishidat al, 1996; Cheng, Fry und Pang, 1997; Tingay, McElroy
und Kalla, 1997; Henselt al, 2009).

1.3 Stand der Forschung -B.distachyonKalluskulturen und genetische
Transformation
Die Vorteile der seit 2008 vollstéandig sequenzierBe distachyorLinie Bd21
sind anspruchslose Wachstumsbedingungen, gerirlgeabBdarf, kurze Genera-
tionszeit, ein verhaltnismanig kleines, diploideen@m, Selbstbestaubung und die
vergleichsweise nahe Verwandtschaft zu @eticeen d.h. zu den in Mitteleuropa
vorwiegend angebauten Getreidearten. Dies mackesli@/ildgras, an dem nun
seit einigen Jahren geforscht wird, zu einer viepgeechenden Modellpflanze.
Eine essentielle Voraussetzung, Budistachyorals Modellpflanze zu nutzen, ist
die Erzeugung von transgenen Pflanzen. Grundlafje dend Zellkultursysteme,
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die die Herstellung von Pflanzen aus transformme#ellen - z.B. Uber die Ent-

wicklung embryogener Kalli - ermdglichen.

Ein gro3er Nachteil der Graserarten gegenuberyl&oPflanzen liegt darin, dass
es in der Regel nicht mdglich ist auf direkte Weisde z.B. an Blattrdndern von
Kalanchoeen oder Uber den Umweg einer Kallusbildwrey z.B. aus Blattseg-
menten von Tabak - aus differenziertem Gewebe zvide Blattstiicken oder eine
gewisse Entwicklung durchlaufende Sprossabschnitianzen zu regenerieren.
Aufgrund dessen mussen spezielle Zellen und Gewsb&ygoten, unreife Em-
bryonen (uE), unreife Pollen oder meristematiscipeossbereiche — z.T. bei
hohen Auxinkonzentrationen im Nahrmedium - kultitvieerden. Dies hat einer-
seits einen relativ hohen Arbeitsaufwand zur Falgd reduziert andererseits die

Menge an verwertbarem Material pro Pflanze.

Bisher sind zur multiplen Regeneration vBrdistachyorausschliel3lich Karyop-
sen oder uE verwendet worden (Bablek al, 1995; Draperet al, 2001;
Christianseret al, 2005; Vogel, Leong und Hayden, 2006; Vogel unti, AD07;
Vain et al, 2007; Pacuraet al, 2008).

Anfanglich wurden reife Kérner auf fir andere Grasdolgreich verwendeten
Medien (MS, LS, N6, R2) mit unterschiedlichen 2,4Dnzentrationen kultiviert
und die hervorgegangenen Kallustypen beschriebahléRet al, 1995). Bablak
und Kollegen (1995) beobachteten, dass sowohl HigoRormonkonzentration,
als auch die Nahrstoffzusammensetzung des Mediwse sder Genotyp des
Grases eine Auswirkung auf die Bildung von embryege Kallus (eK) hatte. Die
besten Ergebnisse (ca. 60% eK) konnten mit depidiph Inzuchtlinie B200 auf
LS-Medium (11,25 puM 2,4-D) erzielt werden, welchehsauch zu etwa 26% auf
N60 Regenerationsmedium zu fertilen Pflanzen ers¥c liel3 (Bablaket al,
1995). Draper und Kollegen (2001) arbeiteten hiegeait der polyploiden Linie
ABR100 und verwendeten die heute Ubliche Embryonkmk indem unreife

Kdrner 10-15 Tage nach der Anthese geerntet, dibrfonen heraus prapariert
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und mit dem Skutellum auf dem von Bablkeikal. (1995) beschriebenen LS und
N6 Kallusinduktionsmedium (mit 11,25 puM 2,4-D) ssclVochen kultiviert
wurden. Die isolierten Embryonen wurden in finf $dan unterschiedlicher
GroRRe unterteilt, fur die verschiedene Wachstunwyesdigkeiten, Ausbeuten
und morphologische Eigenschaften der Kalli beoketciwurden. Der als Typ I
bezeichnete eK (cremig-weil3, krimelig, trocken)afedie hochste Regenerati-
onsrate auf MSO und N60 Regenerationsmedium undenam effizientesten aus
0,3-0,7 mm grof3en uE gewonnen (J 45%) (Drapeai, 2001).

Draper und Kollegen transformierten den eK von ABRHurch Beschuss mit
Plasmid-DNA beschichteten Goldpartikeln und errenhEffizienzen von bis zu
sieben transgenen Pflanzen pro 1 g eingesetztertDedperet al, 2001). Der
Nachweis fur die erfolgreiche biolistische Transfation von diploiden Ak-
zessionen erfolgte durch die Forschungsgruppe unst@imsen (2005). Von der
Akzession BDR018 konnten 46 % der uE Kallus vom Tygilden, davon
wurden die im hohen MalRe embryogenen Kalli fur Barntikelbeschuss verwen-
det und eine Transformationseffizienz von 5,3% Mdalgigen Kalli erreicht, die

transgene Pflanzchen regenerierten (Christiaasah, 2005).

Aufgrund der Nachteile, die sich durch die bioistie Transformation ergaben
(siehe 1.2.3), wurde versucht dégrobakteriumvermittelten Gentransfer auch
fur B.distachyonzu etablieren. Vogel und Kollegen (2006) verdfiiehten das
erste Protokoll fur die Agrobacteriumvermittelte Transformation von
B.distachyon unter Verwendung des hypervirulenten Agrobaktet@nmes
AGL-1. Dem voran ging die Erzeugung von verschietelmzuchtlinien und die
Untersuchung der Kallusbildung und Regenerationgk#iit von 19 Akzessionen
und Inzuchtlinien aus reifen und unreifen Kérnevoodel, Leong und Hayden,
2006). Die Induktion von eK konnte bei der diplaidezuchtlinie Bd21 mit einer
Effizient von 2,9% aus reifen und 7,5% aus unrekénnern erfolgen. Allerdings
war nur der embryogene Kallus von den unreifen Ktin der Lage, Sprosse zu

regenerieren. Mit 75% konnte flr diese Linie (Bd2ldas beste
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Regenerationsergebnis der drei getesteten dipld&kmotypen erreicht werden
(Vogel, Leong und Hayden, 2006). Die Transformatraten des gebildeten eK
aus verschiedenen Linien reichten von 0,4-15%, weksh nur zehn von 19
Linien Uberhaupt als transformierbar erwiesen (Vogeong und Hayden, 2006).
Die hochste Transformationseffizienz einer diplaidenie konnte bei Bd21 mit
3,2% erreicht werden, solang der Kallus wenigerzalei Monate subkultiviert

wurde (Vogel, Leong und Hayden, 2006).

Im Juli 2006 wurde von denDOE Joint Genome Institutéie vollstandige
GenomsequenzierunBrachypodium distachyoangekindigt, die 2008 fir die
Inzuchtlinie Bd21 beendet wurde (Gilbert, 2006).\d#ddessen arbeiteten ver-
schiedene Forschungsgruppen an der Etablierungs eidechdurchsatz-
Transformationssytems mittefstumefaciensVogel und Hill (2007) und Vaiet
al. (2007)steigerten unabhangig voneinander unter Verwendehg kleiner un-
reifer Embryonen (<0,3mm) die Ausbeute von eK al#%zw. 68%. Sie erzeug-
ten dazu spezielle Inzuchtlinien, die sich durate ipute Transformierbarkeit und
hohe Embryogenitat der Kalluskulturen auszeichnet¥agel und Hill (2007)
verwendeten fur ihre Arbeiten die Inzuchtlinie Bei21die aus dem selben Saat-
gutbestand (Akzession Pl 254867) stammte wie dmieelBd21, aber sich den-
noch genetisch von dieser unterscheidet. Durchdrigigagige Co-Kultur der Kal-
li nach der Inokulation auf Filterpapier konnte Barchschnitt 36,5% eK erhalten
werden, der fertile transgene Regenerate hervdrt@atVeiterhin konnte beo-
bachtet werden, dass die Fertilitdt der regeneneRflanzen mit der Anzahl der
Subkultivierungen nach der Transformation abnahos diesem Grund erfolgte
der Transfer auf Regenerationsmedium so frih wiglictd (Vogel und Hill,
2007). Vain und Kollegen (2007) benutzen hingegéanPen (Bd21-TC) als
Donor fur die ug, die aus der Gewebekultur derd.iBd21 regeneriert wurden.
Nach der Inokulation wurde ebenfalls wie bei Vogeld Hill (2007) eine
Trockenphase eingefugt, die allerdings nur sieba@muidn betrug, darauffolgend

wurden die Kalli auf Festmedium Co-kultiviert (Vaiet al, 2007). Sie
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verbesserten somit die Transformationseffizienzegéfer der Elternlinie Bd21
um das 3-fache auf 17% unabhangig transgene Pfianea pro inokulierten eK

(Vain et al, 2007). Beide Forschungsgruppen steigerten dié atapembryogenen

Kalli, die fur die Transformation eingesetzt wurdémdem sie den Kallus aus
einem UE Uber mehrere Subkultivierungsschritteéetejlwobei mehr als zwei Tei-
lungen wiederum die Regenerationsfahigkeit derikatluzierte (Mogel und Hill,

2007). Rcurar und Kollegen (2008) verwendeten hingegenemgn Kallus pro

uE fir die Transformation, da sie die Vorkulturdaaaf 17 Tage reduzierten. Zu
diesem Zeitpunkt wurde eine erhdhte Transformaéfiizgenz beobachtet, die mit
der hohen Teilungsaktivitat der Zellen beim Ubegyarom uE zu Kallus-

gleichem Gewebe erklart wurde. Somit erreichteresie durchschnittliche Effi-

zienz von 55% stabil transformierter und pflanzgererierender Kalli der
diploiden Linie BDR018 (Ecuraret al, 2008).

Die bisher etablierten effizientesten Methodend&inAgrobacteriumvermittelten
Gentransfer vorB.distachyonbasieren auf uE als Ausgangsexplantat fur die
Kallusformation und haben den Nachteil, dass fé@rRereitstellung der uk konti-
nuierlich eine Vielzahl von Donorpflanzen, untemkollierten Umweltbeding-
ungen, angezogen werden mussen, um genugend Aosgfensl im richtigen
Stadium zu erhalten. Zudem ist die Praparationndezigen uE beB.distachyon
aul3erordentlich schwierig und erlaubt daher keigea3en Durchsatz. Anderer-
seits wird die langwierige Vermehrung von eK vomd&entransfer (Vairet al
2007, Vogel und Hill, 2007) als problematisch bdmigsomaklonaler Variation
angesehen. Die Gewinnung von eK aus Sprosssegmemdederen Transforma-
tion ist eine bisher noch nicht f@.distachyonetablierte Methode und soll den
Vorteil bringen, dass die reifen Kérner - ohne Gelhnghauskapazitat zu bendtigen
- platz-, zeit- und ressourcensparend in Klimamiifgnken ausgekeimt und die
jungen Sprosse daraufhin auf vergleichsweise diefatleise prapariert werden

kdnnen.
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In Vorversuchen im Rahmen einer Praktikumsarbeitnke bereits exemplarisch
gezeigt werden, dass die Induktion von eK aus Spemgnenten und die Regener-
ation von Pflanzen Uber somatische Embryogeneseéider Bd21-3 moglich ist
(Melzer, 2009). Hierfur wurde ein einfaches Kalhgiktionsmedium CIM ent-
wickelt, dem wahlweise 11,1 uM 2,4-D oder 22,2 uM-R zugeflgt wurden
(siehe Anhang Tabelle 14). Fur die RegenerationRflamzen tGber somatische
Embryogenese wurde dabei K4N-Medium verwendet (lelnmlet al, 2006).
Desweiteren konnte beispielhaft die ExpressionRigportergenes@fp und gus
nach Infektion mitA.tumefaciensn den Kalli, als auch in den daraus regenerier-
ten Pflanzen gezeigt werden. Hierfir wurden zwediinderte Protokolle von
Vogel und Hill (2007) und &uraret al. (2008) verwendet. Eine statistische Er-
fassung der Effizienzen beziiglich Gewinnung vonusid rK sowie der Trans-
formationseffizienz konnte aufgrund der geringeabnumféange nicht erfolgen.
Zudem konnten die erhaltenen Linien in der vorgegeh Zeit nicht mehr auf die
stabile Integration der T-DNA untersucht werden Ade 2009).

1.4 Ziel der Arbeit

Die Etablierung einer neuen TransformationsmethHaodamfassende funktionelle
Analysen von Genen und damit als Grundlage furktferschung von Entwick-
lungs- und Stoffwechselvorgangen anhand der Mottiefipe B.distachyonsetzt
ein zuverlassiges und effizientes Kallusinduktiomsd Regenerationssystem vor-
aus. Sprosssegmente sollen in diesem ZusammenlsmAtesnative zu unreifen
Embryonen als Ausgangsexplantat verwendet und igdlidverden. Potenzielle
Vorteile dieser Methode werden darin gesehen, di@assufwandige Bereitstellung
von im Gewéachshaus angezogenen Pflanzen unnotigund die einfache Prapa-
ration der Explantate einen vergleichsweise hohenclisatz erméglicht. Ziel
dieser Arbeit ist es daher, die im Rahmen einektReamsarbeit (, Transformation
von B.distachyordurch Agrobacteriumavermittelten Gentransfer in Sprossbasis-
Segmente” (Melzer, 200pkentwickelte und exemplarisch erprobte Methode zu
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reproduzieren, weiter zu optimieren und bezuglifficienz und Handhabbarkeit

ZU bewerten.

Gegenstand der Untersuchungen ist die Erzeugungyegdner Kalluskulturen
aus Sprosssegmenten und die Regeneration von €&tiEmziber somatische Em-
bryogenese. Durch Zugabe bzw. Variation einiger Konenten im Kallusinduk-
tionsmedium, bzw. die Anderung der GroRe der Setgnaoll zudem versucht
werden, die Praparation weiter zu vereinfachen ggil die Induktionsrate an

embryogenen und regenerierenden Kalli zu steigern.

Des Weiteren soll die Anwendbarkeit modifizierteot®kolle von Gerste, Mais
und B.distachyonfir den Agrobacteriumvermittelten Gentransfer in Spross-
segmentkallus getestet und transgene Pflanzengénaeuden. Durch Analyse der
Ti-Generation ausgewahlter, im Rahmen des Praktikennsugter primartrans-
gener Pflanzen, soll in diesem Zusammenhang deeBesvbracht werden, dass
die stabile Integration von Markergenen in das Gewon B.distachyonmittels
A.tumefaciensinter Verwendung von Sprosssegmentkallus als &edpe mog-
lich ist und diese funktionell aktiv sind.

Letzter Bestandteil der Arbeit ist die ErzeugunmgesiBinarplasmids, welches das
HYGROMYCINPHOSPHOTRANSFERAGEN und die Sequenz fiur ein Fusi-
onsprotein aussreen Fluorescense Proteumd B-Glucuronidase auf der T-DNA
tragt. Damit soll in zukinftigen Arbeiten die Detiek transgenexprimierender
Gewebe je nach Notwendigkeit anhand unterschiesllidtiachweisverfahren -

etwa zur Analyse des Expressionsprofils von Proneote ermdglicht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Pflanzenmaterial und -anzucht

Saatgut vorB.distachyonder Linie Bd21-3 wurde von J. Vogel zur Verfiigung
gestellt (Vogel und Hill, 2007). Die Pflanzchen wen eine Woche nach Aussaat
in Substrat 1 (Klasmann, D) pikiert und in 6 cm #@mit Substrat 2 (Klasmann,
D):Kompost:Sand (2:2:1) gesetzt. Fur zwei Wochemden sie bei Langtagbe-
dingungen (16 h Licht, 170 pmof sn®) und 22°C Tag/20°C Nacht im Gewéchs-
haus angezogen und anschlieBend in 13 cm Topféagepfgleiches Substrat).
Die weitere Kultivierung bis zum Abreifen des Sasiég erfolgt bei Langtagbe-
dingungen (16 h Licht, 170 pmof sn®) und 17°C Tag/15°C Nacht. Das Saatgut

wurde anschlieRend bei 4°C im Dunkeln gelagert.

Die aus den Kalluskulturen regenerierten Pflanzoherden, sobald sie Spross
und Wurzel besalRen, in 6 cm Topfe mit Substrat ipast:Sand (2:2:1)

ge-pflanzt und nach vier Wochen in 13 cm Topfe usetgad. Die Anzucht erfolgte

bei Langtagbedingungen (16 h Licht, 170 pmdl r&%) und 22°C Tag /20°C

Nacht bis zum Abreifen der Kdrner.

2.1.2 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide fur die Polymerase-Kettenreakt{(PCR) und Sequenzierung
der Plasmid-DNA wurden bei der Firma Metabion (Mieg, D) bestellt
(Tabelle 1).

Tabelle 1: Oligonukleotide mit Basensequenz

Bezeichnung Basensequenz

Bied475 5-TTT AGC CCT GCC TTC ATACG-3'
GH-Gfp-F1 5-GGT CAC GAA CTC CAG CAG GA-3'
GH-Gfp-R1 5'-GAC CAC ATG AAG CAG CAC GA-3
GH-Gfp-R2 5'-TAC GGC AAG CTG ACC CTG AA-3'
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GH-Hpt-F1 5'-GAT CGG ACG ATT GCG TCG CA-3'
GH-Hpt-R2 5'-TAT CGG CAC TTT GCATCG GC-3'
GH-NOS-R1 5-GCG CGC TATATTTTGTTT TC-3'

2.1.3 Bakterienstdmme

Fur denAgrobacteriumvermittelten Gentransfer wurde der hyperviruleAtetu-
mefaciensStammAGL-1 (Lazo, Stein und Ludwig, 1991) verwendet. Die Ver-
mehrung der Plasmide fur die Klonierung und derelel&ion erfolgte mi€.coli
DH10B (F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcBC) ®80dacZAM15 AlacX74 endAl re-
cAl dedR A(ara,leu)7697araD139galU galk nupG rpsL 1*)(Grantet al, 1990),

welcher von der Firma Invitrogen (D) bezogen wurde.

2.1.4 Plasmide

Fur die Erstellung des neuen Binarplasmids pBMZ&iéhe 2.2.1.2) wurden drei
unterschiedliche Ausgangsvektoren verwendet (pGF229Jbi-AB-M und
p6int-Ubi).

Der Vektor pGH129-2 dient im ersten Klonierungsgtlats Rickgrat und enthalt
die Sequenz demnhancedyreen fluorescent proteif-Glucuronidasd-usionspro-
teins egfp:gus unter der Kontrolle deblvS40-Promotors(S40P) ausHordeum
vulgare und desCaMV35S-Terminator (T 35S) aus demBlumenkohlmosaik-
Virus, dem noch der NOPALINSYNTHASE-Terminator (T NOS) aus
A.tumefaciengolgt (G. Hensel, unveroffentlicht) (Abbildung JulRerdem tragt
das Plasmid neben dem Replikationsurspr@aEl, fur die Vermehrung in
E.coli, ein Ampicillin-Resistenzgen (nicht dargestellt).

Sfil Sfil

a— ) — -

MCS S40P egfp:gus T35  TNOS

Abbildung 3: verwendeter Sequenzabschnitt des Vekte pGH129-2 von G. Hensel
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Der Vektor pUbi-AB-M ist ein generischer Zwischekt@ zur konstitutiven
Uberexpression von Genen. Er enthalt d81QUITIN-Promotor aus Mais mit 1.
Intron (UBI-1 P) und eineNOSTerminator. Dazwischen befindet sich emel-
tiple-cloning-site (MCS)mit Sfil-Restriktionserkennungssequenz zur Integration
von kodierenden Sequenzen(Abbildung 4). Der Vektadgt den Replikationsur-
sprung ColE1 und das Ampicillin-Resistenzgen fur die VermehrungE.coli
(nicht dargestellt) (DNA-Cloning-Service, Hambu,

S_ﬁ[ MCS .-S:ﬁI
Intron

Abbildung 4: verwendeter Sequenzabschnitt des Vekte pUbi-AB-M

Die Ruckgrat-Sequenz fur den Binarvektor, der ineiten Schritt entstehen soll,
liefert das Binarplasmid p6int-Ubi. Es tragt dakf GROMYCINPHOSPHO-
TRANSFERASEen fpt) mit dem St-LS1intron ausSolanum tuberosununter
der Kontrolle des MaidJBI-1 Promotors und den€aMV35STerminator, als
Selektionsmarker. Durch eiddCSam rechten Ende der T-DNA ist die Mdglich-
keit zur Integration der Expressionskassette gagé€Bbbildung 5). Neben dem
Replikationsursprun@olE1 fir die Vermehrung irfe.coli tragt das Binarplasmid
die pVSZ1Replikationssequenz fur die Amplifizierung AMtumefaciensund die
Resistenzgene gegen Spectinomycin und Streptonfyaiht dargestellt) (DNA-

Cloning-Service, Hamburg, D).

| Cs

LB Ubi-IP Tamen? hpt ey hpt T35s 1 I'RB
Intron 2x Sfil

Abbildung 5: T-DNA des Vektors p6int-Ubi
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Fur denAgrobacteriumvermittelten Gentransfer des Sprosssegmentkallusiev
das Binarplasmid pGH215 von Go6tz Hensel (IPK Gében, AG Pflanzliche
Reproduktionsbiologie) verwendet (Abbildung 6). &#&gt als Markergen die
Sequenz des synthetischgreen fluorescent proteins (sgfpyelches unter der
Kontrolle desUBI-1-Promotors steht und von deMOSTerminator begrenzt
wird. Als Selektionsmarker wird ddsY GROMYCINPHOSPHOTRANSFERASE-
Gen ohne IntrofHPT) unter Kontrolle des verstarkt&aMV35SPromotors und

demCaMV35S-Terminator verwendet.

LB 2X358 P HPT T 358 TNOS sgfp $om Ubi-1 P RB

Intron

Abbildung 6: T-DNA Sequenz des Binarvektors pGH21%on G. Hensel
2.1.5 Medien und Ldsungen

Die hergestellten Medien und Losungen sowie diRmhmen dieser Arbeit ver-
wendeten Chemikalien und Gerate sind im Anhangedufgt.
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2.2 Methoden
2.2.1 Klonierungsarbeiten
2.2.1.1 Allgemeine Techniken und verwendete Materialien

Vermehrung der Ausgangs- und Zwischenvektoren

Die Vektoren pGH129, Ubi-AB und pBM-152-2-1/2 wurdmittels Elektropora-

tion (siehe 2.2.1.1) in elektrokompetefieoli DH10BZellen eingebracht. Diese
wurden im LB-Flissigmedium mit 100 pg/Ampicillin bei 37°C im dunklen

Schuttelschrank (180 rpm) fir maximal 12 h — 24ihikert.

Isolierung der Plasmid-DNA

Die Plasmid-DNA wurde aus 2 ml Ubernachtschiitteéikubon E.coli DH10B mit
dem ,QIAprep Spin Minikit* (QIAGEN, D) nach ProtoKales Herstellers (Stand
2008) isoliert und bei — 20°C gelagert. Die DNA films Partikelbombardment
wurde mit dem ,QlAgen Spin Midikit“ (QIAGEN, D) aus0 ml Kulturvolumen

nach Herstellerprotokoll (Stand 1998) gewonnen.

Enzymatische Restriktion von Plasmid-DNA

Die Restriktion erfolgte mit Restriktionsendonuldea von Fermentas (D) nach
Herstellerangaben (2009). Die Enzyme wurden fUirblmei 75°C inaktiviert. Bei
Doppelspaltungen wurde die Menge Wasser um dasméaiudes zusatzlichen

Enzyms reduziert und der Tango-Puffer (Fermentasebvendet.

Auftrennung von Spaltungsfragmenten mittels Gelelekophorese

Nach dem Verdau wurden 2 pl Blaumarker zum Ansatzugefligt und diese auf
ein 0,8% (w/v) Agarosegel, mit 0,12 mg Ethidiumbrdnauf 400 ml 0,5xTBE,
aufgetragen. Die Gelelektrophorese fand horizomiad, 5xTBE Laufpuffer bei
170 V und je nach Fragmentléange bis zu 90 min.sigtGroRenstandard wurde

der ,Generule?™ DNA Ladder mix“ (Fermentas, D) verwendet.
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Eluierung von Plasmidfragmenten aus Agarosegelen

Die aus dem Gel geschnittenen DNA-Banden wurdendeit ,QIAquick Gel
Extraction Kit* (QIAGEN, D) nach HerstellerprotokalStand 2006) behandelt
und somit die Plasmidfragmente herausgelost.

Ligation der Plasmid-Fragmente

Die Ligation der vorab erzeugten Fragmente wurdsh riderstellerabgaben (,,Pu-
reExtreme-Protokolle”, Fermentas, Stand 2010) mitT#-Ligase (Fermentas, D)
durchgefluhrt. Lediglich die Inkubation wurde abwnd bei 12°C fur 12 h im
Thermocycler vorgenommen und die Ligase anschlgfen 65°C fur 10 min
inaktiviert. Im Falle einer,blunt-end“-Ligation wurde dem Ansatz PEG 4000
(Fermentas, D) laut Protokoll hinzugegeben, um\@idigbarkeit des Inserts in
der L6sung zu erhdhen, welches vor der Transfoomadurch Aufreinigung der
DNA mit dem ,PCR Purification kit“ (QIAGEN, D) wiesl entfernt wurde.

Plasmidtransfer in elektrokompetente Ecoli-Stamme durch Elektroporation

Der Transfer der Plasmid-DNA in elektrokompeteieoli-Stamme DH10B
nach Sambroolet al, 1989 hergestellt) erfolgte mit dem ,Gene Puldemiit
,Puls Controller Plus“ in 0,2 cm ,Gene Pulser* Kite® von Bio-Rad Laborato-
ries (D). Es wurden 1,5 pl Plasmid-DNA zu 50H10B-Suspension gegeben
und in eine gekuhlte Kivette pipettiert, an die R/4fur 4,8 — 5.0 ms angelegt
wurden. Danach wurde unverziglich 500 pl SOC-Medhinzugefiigt und alles
fur 60 min bei 37°C in 1,5 ml Reaktionsgefaf3en biktt. Anschlieliend wurden
100 pl der Suspension auf festes LB-Medium mit £@0ml Ampicillin (pBM-
152-2-1/2) oder 100 pg/ml Spectinomycin (pBM279s@attiert. Der verblei-
bende Rest wurde pelletiert, in 100 pl SOC-Mediesuspendiert und ebenfalls
auf einer Agarplatte mit LB-Medium mit Selektionsgestrichen. Die Kulturscha-
len wurden einen Tag bei 37°C inkubiert. Anschlrefevurden die Einzelkolo-
nien separat in 2 ml fluissigem LB-Medium mit Seiektangeimpft und bis
zul6 h bei 37°C und 180 rpm dunkel inkubiert. Ds®lierung der Plasmide
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erfolgte wie oben beschrieben. AnschlieRend wuidePtasmid-DNA routinege-
mafn durch Restriktion Uberprift und die veranderBareiche des Vektors

sequenziert.

Sequenzierung der Plasmid-DNA

Die partielle Sequenzierung der erstellten Vektardalgte durch LGC Genomics
GmbH (Berlin, D).

Biolistischer Gentransfer in Gerstenembryonen zur érifikation der
Vektorfunktionalitat
Fir den Nachweis, dass die klonierten Gene in an#enzelle funktionell aktiv
sind, wurde der erstellte Zwischenvektor (pBM218jath Partikelbombardment
in die Gerstenembryonen eingebracht. Zunachst wudge-2 mm grol3e, unreife
Embryonen aus Gerstenkaryopsen isoliert und atérfed1S-Medium mit 100 g/l
Saccharose einen Tag im Dunkeln bei 21°C vorkeltiviDie Préparation der
Mikroprojektile (0.6 Micron Gold 1652262, Bio-Radahoratories, D) und der
Beschuss erfolgten nach den Protokoll von KikkkrkKert, 1998) mit dem ,Bio-
listic PDS-1000/He Partikedelivery systefvon Bio-Rad Laboratories (D) mit
einem Helium-Druck von 600 psi.
Die Explantate wurden anschlie3end einen Tag b&C 4dn Dunkeln inkubiert
und am Binokularmikroskop ,Leica MZFL* mit einemlférset GFP Plant (Leica
Mikrosystems, D) auf GFP-Expression untersucht.cAbs3end wurde ein Gus-

Assay durchgefuhrt.

2.2.1.2 Klonierungsablauf

Fur die Klonierung wurden die Vektoren pGH129-2 bpldB-M und p6int-Ubi
verwendet (siehe 2.1.4). Ziel der Klonierung wae Hierstellung des Binarplas-
mids pBM279, dessen T-DNIipt als Selektionsmarker mBt-LStIntron enthalt.
Die Transkription desipt-Gens sollte durch detBl-1-Promotor mit 1. Intron
kontrolliert und durch deB5STerminator begrenzt werden. Das Fusionsreporter-
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gen @fp.gus sollte ebenfalls unter der Kontrolle einUBI-1-Promotors mit 1
Intron und eines35&-Terminators stehen. Der sich noch anschlieReNOS
Terminator konnte durch Restriktion nicht entfewgrden und wurde als nic
storendes Klonierungsartefain Kauf genommen. Die Klonierung erfolgte
zwei Saritten Gber einen Zwischenvektor (pBM152) undnsAbbildung7 und 8

schematisch dargeste

Klonierungsschritt 1: Erstellung des Zwischenvektors pBM152

Ubi-AB-M

Stul Minul
RY
MCS /i
_~'Sfil UBI-intP * TNOS Mcs
. Zpat on
pGH129-2 E -
Stul L~ Ascl e T
MY, NG el o
MCSZg 00 T 358
Zwischenvektor: pBM152
SfiL | | - Mcs Sfi
TNOS T 358 egfp:gus — UBI-intP
Intron

Abbildung 7: Klonierungsplan zur Erstellung des Zwischenvektos pBM152

Schematische Darstellung der Klonierungsschritte miverwendeten Restriktionsschnittsti-
len (‘k) und den dazugehorigen Enzymenrot) Stul, Mlul, Asd, Sfil. Es sind nur die ver-
wendeten Abschnitte der Vektoren gezeigt. Die genauBeschreibung der Vektoren befinde
sich in Abschnitt 2.1.2. MCS=multiple cloning site¢ LB=left border, RB=right border,
T=Terminator, P=Promotor, Sfil=durch Sequenzierung nachtraglich entdeckte Sfil-
Schnittstelle, > =verworfen
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Klonierungsschritt 2: Erstellung des Bindrplasmids pBM152

pBMISY
é ! ! a ,-HCS'l é
NOS~T 355 egfp:gus I A—— UBI -int P
"-._\.- Intron T
x“‘mn 2x8fil /,";
p6int-Ubi %u

LB UBLintP Topon?® hpt (orey  hpt T35S yr-oRB

Intron
Binidrplasmid: pBM279
Ky Ry Ky
yjil i AES i
LB  UBLintP T npt qug mpt T358 TNO} 358 egfpigus == UBI-inP RB

Intron
Abbildung 8: Klonierungsplan zur Erstellung des BinarplasmidspBM279

Schematische Darstellug der Klonierungsschritte mit verwendeten Restriktbnsschnittstd-
len (<‘§) und den dazugehérigen Enzymernrot) Sfil. Es sind nur die verwendeten Abschnitte
der Vektoren gezeigt. Die genaue Beschreibung deektoren befindet sich in Abschnitt2.1.4.
MCS=multiple cloning site LB=left border, RB=right border, T=Terminator, P=Promotor,
Sfil=durch Sequenzierung nachtraglich entdeckteSfil-Schnittstelle, @-=stelle an der keine
Restriktion durch Sfil stattfinden soll, =><=verworfen
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2.2.1.2.1 Erstellung des Zwischenvektors pBM152

Zuerst wurde das Plasmid pGH129-2 ®&iiti und Asd und pUbi-AB-M mit Stu
und Mlul entsprechend der Herstellerangaben gespalterfrrdgmente auf einem

Agarosegel aufgetrennt und eluiert (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Restriktionsfragmente von pGH129 und pJbi-AB-M mit Gelelektrophorese
aufgetrennt

1=pGH129-2 mit Stul und Asd gespalten; 2=pUbi-AB-M mit Stul und Mlul gespalten,
M=,Generuler DNA Ladder Mix"; Die rot umrandeten Be reiche (1:6028 bp; 2:1556 bp)
wurden unter UV-Licht aus dem Gel geschnitten und witer verwendet.

Das Grundgerust (6028 bp) des zu erstellenden hersektors bildet das Plas-
mid pGH129 und enthalt die Sequergfpegusdes Fusionsproteins (siehe 2.1.4).
Der 40SPromotor (946 bp) wurde durch die Restriktion emtf. Von dem Plas-
mid pUbi-AB wurde derUBI-1-Promotor mit 1.Intron (1556 bp) aus dem Gel
eluiert und fur die Ligation verwendet. Da das Enz$tul blunt endsbildet und
diese schwerer zu ligieren sind, wurde bei der tiogaPEG 4000 hinzugeflgt,
um die Verfigbarkeit des Inserts in der Losung tholkeen. Anschlielend wurde
das Polymer durch Aufreinigung mit dem ,PCR-Puatfibn Kit* wieder entfernt,

bevor die Transformation der elektrokompetentenoli DH10BZellen damit
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erfolgte, da es hier eine hemmende Wirkung hathMier Selektion auf ampicil-
linhaltigem Medium wurde von vier zufallig gewahmt&inzelkolonien die Plas-
mid-DNA isoliert und zur Kontrolle miEcoR/ gespalten. Die Auftrennung der
Fragmente erfolgte mittels Gelelektrophorese, ustetestellen, ob der gewiinsch-
te Vektor (pBM152) in einem der Klone enthalten wie veranderten Abschnit-
te der Plasmid-DNA, mit den entsprechenden Fraggnéfden, wurden anschlie-
Rend, mit den Oligonukleotiden GH-NOS-R1 x Biedthl (GH-GFP-F1 x GH-
GUS-R1 als Primer (Sequenz siehe 2.1.2), sequénzier

2.2.1.2.2 Uberprufung der Funktionalitat des ZwischenvektorspBM152

Bevor mit dem Zwischenvektor weiter gearbeitet veyrerfolgte die Uberprifung
der Funktionalitat des Fusionsproteins und des Btors. Daflir wurde der Vektor
pBM152 mittels Partikelbeschuss von Gerstenembryogsiegebracht und die
transiente Expression nach 24 h untersucht. Zwafstgte die Detektion der
GFP-Expression am Binokularmikroskop ,Leica MZFLitrdem Filterset GFP
Plant (Leica Mikrosystems, D) und anschliel3end wardie Embryonen mit dem

GUS-Assay ausgewertet (siehe 2.2.4.2).

2.2.1.2.3 Erstellung des Binarplasmids pBM279

Der zweite Schritt der Klonierung beinhaltete dieegration des Fusionsproteins
und desseJBI-1-Promotor und35STerminator in das Binadrplasmid p6int-Ubi.
Die Restriktion erfolgte an deBfil-Erkennungssequenzen beider Vektoren. Durch
die zusatzlich entdeckte Restriktionsschnittstelte dem 35STerminator in
pBM152 ist ein partieller Verdau notig, bei dem d&86 bp grofRe Fragment iso-
liert werden muss, welches noch dB&STerminator-Sequenz umfasst. Die
Restriktion wurde misfil fir 2 h bei 37°C statt den optimalen 50°C durdbige
und danach mittels Gelelektrophorese aufgetrenbbi{dung 10).
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Abbildung 10: Restriktionsansatz gelelektrophoretish aufgetrennt

1 = pBM152 partiell mit Sfil gespalten; 2 = p6int-Ubi vollstdndig mit Sfil gespalten, M =
GrolRenstandard ,Generuler DNA Ladder Mix"“; Die rot markierten Bereiche (1: 4686 bp; 2:
10618 bp) wurden unter UV-Licht aus dem Gel geschtien und weiter verwendet.

Die Spaltung des p6int-Ubi erfolgte nach ProtokDike in der Abbildung umran-
deten Fragmente wurden ausgeschnitten, eluiertzundJberpriifung nochmals
5 ul davon auf dem Gel aufgetragen. Da noch diurar@@&n anderer Gréf3e um
das Fragment von pBM152 zu erkennen waren (Abbgdiir), wurden die letzten

drei Schritte noch einmal wiederholt.
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Abbildung 11: Eluat der ausgeschnittenen FragmentéAbbildung 10) mit Gelelektrophorese
aufgetrennt.

Die rot umrandeten Fragmente wurden nochmals eluidgr da noch schwache Banden bei ca.
3000 bp zu erkennen sind.

Die beiden erhaltenen Fragmente wurden nach Pribtakiert. Die Elektropora-
tion vonE.coliDH10B wurde mit 1,5 pl Ligationsansatz durchgefuhrt. Badek-
tion erfolgte auf LB-Festmedium mit 100 pg/ml Speamycin. Es wurde durch-
schnittlich eine Kolonie pro Kulturplatte erhaltddie Plasmid-DNA der Klone

wurde zur Kontrolle misfil gespalten und mittels Gelelektrophorese aufgatren
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2.2.2 Pflanzengewebekultur

Alle Arbeitsschritte, aul3er die Quellung der Korngmurden unter sterilen

Bedingungen an der Reinwerkbank durchgefihrt.

2.2.2.1 Oberflachensterilisation und Keimung

Es wurden auf Grund von Kontaminationsproblemesalgedene Losungen zur
Oberflachensterilisation (OS) getestet. Es wurdemodl entspelzte Korner als
auch welche mit Spelze verwendet, wobei nur dekkaia Hinweis erfolgt, wenn
die Spelze nicht entfernt wurde. Hierfur wurden Hi@ner (20-66 Stick) von
B.distachyon(Linie Bd21-3) zuerst 12—-24 h in destilliertem \&&s gequollen.
Anschlie3end wurde das Wasser abgegossen, didigaviedsung (siehe Tabelle
2) und 2-3 Tropfen Tween 2QRoth, D) hinzugegeben. Das 15 ml Reaktionsge-
far wurde wéahrend der Behandlung gelegentlich gesckt und nach Ablauf der
Zeit wurde die Losung verworfen. Es folgten dreisdfaschritte mit autoklavier-
tem ddHO. Zum Schluss wurden die Korner auf Keimmedium {(Kadsgelegt
und bei 24°C im Dunkeln inkubiert. Nach 14 Tagendem die Keimrate und die
Anzahl an kontaminierten Karyopsen bestimmt.

Tabelle 2: Oberflachensterilisationsvarianten

Vorbehandlung  Behandlungsdauer OS-Mittel Behandlungsdauer
70% Ethanol 3 min 2,4% NaOCl 15 min
ohne 2,4% NaOCl 15 min
70% Ethanol 3 min 6,0% NaOClI 4 min
ohne 6,0% NaOCl 4 min
ohne 6,0% NaOClI 10 min
ohne 0,1% HgC} 5 min
ohne 0,1% HgC} 10 min
ohne 5,0% HO, 10 min
ohne 10,0% HBO, 10 min
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2.2.2.2 Praparation der Segmente und Kallusinduktion

Die Korner (mit/ohne Spelze) wurden anfanglich 6% NaOCI fur 4 min und
spater mit 6% NaOCI fur 10 min, wie in 2.2.2.1 besben, oberflachensterili-
siert. Fur die Kallusinduktion wurden Primarsprosea Keimlingen (im Folgen-
den als Sprosse bezeichnet) verarbeitet, die 8a&2,0,cm lang waren (gemessen
vom Korn bis zur Spitze der noch geschlossenendfuile). Abbildung 12 zeigt

exemplarisch den Versuchsaufbau.

proximal distal

%

akropetal

Spross1

= =

= T ¥ =

e Spross2
= [ J - [ - - = &

L J
distal ———~

Spross3 Spross 4
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Spross 4 Sprosss
T = = - T W Y W = ¥

. :"I w o - o
~ Spross6

Markierung am
Schalenboden

Abbildung 12: schematischer Versuchsaufbau fur di&allusinduktion

Die 0,3-0,5 mm diinnen Segmente wurden mit der zup8ze zeigenden Seite (distal) auf das
Kallusinduktionsmedium gelegt. Der Auflagebereich ér Segmente eines Sprosses wurde auf
dem Schalenboden markiert.

Auf sterilem, mit autoklaviertem Leitungswasser eflegchteten Filterpapier
wurde zuerst der Spross vom Korn abgelost und #eBeimd mit einem Skalpell
unter dem Stereomikroskop ,Stemi 2000-C* (Carl geA¢5, D) in Segmente
(Abbildung 13) zerteilt.
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0.3-0.5mm diinnes Segment 2-3mm langes, eingeschnittenes Segment

Abbildung 13: abgeltster Spross mit Schnittprofil ér verschiedenen ExplantatgrofZen

Die Praparation der Explantate erfolgte akropatader Karyopse beginnend. Die
Anzahl der geschnittenen Segmente variierte je haclge des Sprosses. Auf die
Verarbeitung des oberen Sprossdrittels wurde spateichtet, da gezeigt werden
konnte, dass dieser Bereich nicht fur die Bildung embryogenem Kallus geeig-
net ist. Die 0,3-0,5 mm dinnen Segmente wurdendemtdistalen Schnittflache
auf CIMg gelegt, die 2-3 mm grol3en Segmente wurden axidlder Seite) posi-

tioniert.

Mit den standardmaRig verwendeten, 0,3-0,5 mm durteeplantaten wurden
verschiedenen Varianten des Kallusinduktionsmedi(@i¥ig) getestet (Tabelle
3). Die Kulturschalen wurden bei 24°C im Dunkelseik fir 3-4 Wochen inku-
biert, anschlieRend auf frisches Medium transfetiad dort weitere vier Wochen

kultiviert.

Tabelle 3: Medienvarianten und -wechsel wahrend deKallusinduktion (KI)

Medium fir die ersten 3-4 Wochen Kl | Medienwechsel nach 3-4 Wochen Ki

CIMg+ 11,1 pM 2,4-B= CIMg(11) CIMg(11)
CIMg+ 22,2 pM 2,4-D = CIM(22) CIMg(22)
CIMg+ 40,00 UM 2,4-B= CIMg(40) CIMg(40)
CIMg(22) + 3 mM Glutamin CIMg(22) + 3 mM Glutamin

CIMg(22) mit MS-Salzen inkl. 20,61 mM NAOs CIMg(22) mit MS-Salzen inkl. 20,61 mM N0,

CIMg(11) CIMg (5) + 1,00 pM BAP
CIMg(11) CIMg(10) + 0,30 UM BAP
CIMg(11) CIMg(10) + 1,00 uM BAP
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CIMg(11) CIMg(10) + 3,00 uM BAP

CIMg(11) + 30 g/l Saccharose statt 30 g/l Malto] CIMg(11)+ 30 g/l Saccharose statt 30 g/l Maltose
CIMg(11) + 3,75 uM CuS® CIMg(11) + 3,75 uM CuS®

CIMg(22) + 3,75 pM CuS® CIMg(22) + 3,75 pM CuS®

2.2.2.3 Regeneration

Nach 7-8 Wochen Kallusinduktion konnten die geldédeKalli, die groRer als
3 mm waren, auf K4N-Regenrationsmedium (RM) tramsfe werden. Die An-
zahl an Kalli, die embryogene Strukturen oder ssohé Embryonen besal3en,
wurde notiert (eK). Sie wurden taglich fir 16 h B&PC mit Licht (125 umol m
251 und 8 h bei 23°C im Dunkeln inkubiert und nackidiochen auf frisches
Medium fur weitere 28 Tage Kultur gelegt. Danaclolgte wiederum eine Erfas-
sung aller eK. Nach der siebenwéchigen Regenesgiimse wurde die Anzahl

der regenerierenden Kalli (rK) sowie die der gedtidth Regenerate dokumentiert.
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2.2.2.4 Identifizierung des regenerierenden Bereiches

2.2.2.4.1 Visuelle Dokumentation der Kallusentwicklung untershiedlicher
Segmente

Um nachvollziehen zu kdnnen, welcher Bereich Kathisembryogenen Struktu-
ren hervorbringen kann, wurden jeweils zwei Sprasde3-0,5 mm dinne Seg-
mente, 2-3 mm lange, eingeschnittene Segmentdtgader im ganzen, einge-
schnitten auf CIM(11) im Dunkeln bei 28 °C kultiviert und in regeligen

Abstanden mit dem Binokular (Leica Mikrosystems,umd der ,,AxioCamHrc*

Kamera (Carl Zeiss AG, D) fotografiert und der dgahdrigen Software
Axiovision 3.0 verarbeitet. Nach 33 Tagen erfoldez Transfer auf RM. Die Re-

generationsphase erfolgte wie in 2.2.2.3 beschmiélrezwei Wochen.

2.2.2.4.2 Abhangigkeit der Kallusinduktion von der Sprosslang

Es wurden 110 Sprosse stichprobenartig von 0,7%f8,3.dnge vollstéandig in
0,3-0,5 mm dinne Segmente geteilt, je nach Verilkgiiavurden bis zu 9 Spros-
se einer Lange bearbeitet, wobei nicht fir jedegeagin Spross gefunden werden
konnte. Die Querschnitte wurden vom Sprossurspriakgopedal) aufsteigend
nummeriert und auf CIM211) bei 24°C im Dunkeln inkubiert. Die Position
(Segment Nummer x) der embryogenen Kalli wurdejédlen Spross nach funf

Wochen ausgewertet.

2.2.2.4.3 Mikroskopische Untersuchungen

Fur die mikroskopische Untersuchung der Kalluserkiung unterschiedlicher
Segmente wurden die Sprosse, wie in 2.2.2.2 befwn] bearbeitet und fur sie-
ben Tage auf CIM(11) bei 24°C im Dunkeln kultiviert. Die Fixierurder Seg-
mente und die Aufnahme am Rasterelektronenmikro¢R&M) sowie dem Kon-
fokalen Laser Scanning Mikroskop (Zeiss LSM 510 &eTarl Zeiss AG, D)
erfolgte durch T. Rutten (IPK Gatersleben, AG Stuuddle Zellbiologie).
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2.2.3 Gentransfer in Sprosssegmentkallus mittel&\..tumefaciens
2.2.3.1 Agrobakterienanzucht fur die Transformation

FiUr Variante 1 und 2a-2c (siehe 2.2.3.2.1-2.2.3@1&den die Agrobakterien in
einer Schiuttelkultur tGber Nacht angezogen. Zehnfligisiges MG/L-Medium
wurden mit 400 pl Glycerinkultur des hypervirulemtBakterienstamm#GL-1
mit dem Binarplasmid pGH-215 angeimpft und bei 28%@ 180 rpm im Schutt-
ler (Inforce HT Minitron, CH) dunkel tUber Nacht uliert. Die optische Dichte
wurde am nachsten Tag mit einem Photometer ben60Q0ODs0) bestimmt und
bei Bedarf mit MG/L-Medium auf den gewlnschten Végngestellt.

Die Agrobakterien fur die Transformationsvariantésighe 2.2.3.2.3) wurden aus
einer Glycerinkultur auf MG/L-Festmedium mit 100 #nGarbenicillin, 200 mg/I
Spectinomycin und 50 mg/l Rifampicin angeimpft umeli 28°C fur zwei Tage
inkubiert. Anschlielend wurde davon eine Koloni¢ d@r Impfése abgenommen
und auf einer frischen Kulturplatte mit Selektiamsgestrichen. Nach zwei Tagen
konnte der Bakterienrasen geerntet und in 11 mékindnslosung (lk) mit
0,5 mM Acetosyringon in einem 15 ml Falcon (Grejri@y durch Schitteln sus-
pendiert werden. Die Suspension wurde fur 0,52 kimnem Erlenmeyerkolben
mit Schikane bei 23°C und 180 rpm inkubiert und atdnwurde die optische
Dichte bei einer Wellenlange von 550 nm mif; lauf 0,8 eingestellt.

2.2.3.2 Agrobacteriumvermittelter Gentransfer

Fur die genetische Transformation mittAlsumefaciensvurden drei verschiede-
ne Protokolle miteinander verglichen. Die Vorkultler Kalli sowie die Selektion
erfolgten auf Kallusinduktionsmedium CPMEs wurden alle gebildeten Kalli
verwendet, die groRer als 2 mm waren. Lediglich lshekulations- und Co-
Kulturmedien und die Behandlung mit den Agrobalktenvurden durch die etab-
lierten Transformationsmethoden fir GerstenembnyofMariante 1) (Hensedt
al., 2009), das in Vorversuchen entwickelte Protokotl B.distachyonSpross-
segmentkallus (Variante 2a-c) angelehnt an Vogdlhifi. (2007) und Rcuraret
al. (2008) oder das von C. Kastner (IPK Gaterslebéh,FHlanzliche Reproduk-
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tionsbiologie) optimierte Verfahren fir Maisembrgon (Variante 3) (Hensedt
al., 2009) ersetzt. Fur alle Varianten wurde der hyipglente A.tumefaciens
StammAGL-1 mit dem Binarplasmid pGH-215 (2.1.4) verwendet|clves sgfp

als Reportergen unaptals Selektionsmarker tragt.

2.2.3.2.1 Anwendung eines modifizierten Protokolls fur unreie Gerstenembryonen
(Variante 1)

Der Ablauf der Transformationsvariante 1 ist in Abbng 14 schematisch darge-

stellt.
Variante 1
1 min 2x10 min
5060 waschen
Zﬂ Z1 ml:mr}ln ) CIM ZZ 23 ZJ
min 2d Co- . ey . =
Selektion bei 23°C Regeneration elC
= 5 sammeln | Inokula- Kul
3 Wochen Vorkultur I i+ dion o 120[1]‘!' I Medienwechsel aller 3 Wochen I Medienwechsel aller 3 Wochen
. | . e

al
> A T 1 T T T T T T
] N A MR TR AN NN NN N
CIMp(22) - stmettiys 22smpiTin | RM -1 matiive 150 meiTin
Kalli mit GFP/vital |:> K mit GFP

. Kalli > 2 mm -
Kalli ohne GFP - TIeEn
in Erde

CIMz(22)

Abbildung 14: Ablaufplan Transformationsvariante 1

Schematische Darstellung des Versuchsaufbauss-Z,= Kallusinduktion der Sprosssegmente,
Z,-Z,= Agrobacteriumvermittelte Transformation, Z,-Z;= Kallusinduktion mit Selektion, Zs-
Z,~= Regenerationsphase mit Selektion; CIM(22)= Kallusinduktionsmedium fir
B.distachyon CIM ¢ lig.= flussiges Inokulationsmedium fir Gerste, AGL-1= hypervirulenter
A.tumefaciensStamm mit pGH215, ODygo=optische Dichte bei 600 nm,
RM=Regenerationsmedium, eK= embryogener Kallus, ACS Acetosyringon, GFP= GFP-
Expression im Kallus Hyg= Hygromycin B, Tim=Timentin, roter Pfeil= fir die Transforma-
tion verwendet, hellgriiner Pfeil= nach Medienwechdeweiter kultiviert, schwarzer Pfeil=
verworfen, dunkelgriiner Pfeil= topfen.

Die geschnittenen Segmente wurden auf giB2) drei Wochen vorkultiviert. Die
entstandenen Kalli wurden zusammen in einere@i-Zellkulturplatte (Greiner, D)
(Kalli von einem Spross pro Kavitat) mit 3 ml Gerstinokulationsmedium
(CIMg) mit 0,5 mM Acetosyringon pro Kavitat gesammeliadach wurde das
Flussigmedium abgesaugt und die Kalli mit 300-5DQpernachtschiittelkultur
Agrobakteriensuspension (@ig=1,5-1,7) versetzt. Durch vorsichtiges Schwen-

ken sollte die Suspension gleichmal3ig um die Kaliteilt werden. Die Infiltrati-
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on erfolgte 1 min bei 500 mbar durch eine Diaphragompe MP 201 E (limvac,
D) im Exsikkator und anschlieBend 10 min unter Naldruck. Danach wurde die
Bakteriensuspension mit einer Pipette abgesaugl, fAsches CIM; hinzugege-
ben und fir 5-15 min inkubiert. Nach dem Abpipetie wurde dieser Schritt
wiederholt und noch einmal 3 ml frisches @it 0,5 mM Acetosyringon hin-
zugegeben. Die Kalli wurden darin bei 21°C im Dunkeo-kultiviert. Nach zwei
Tagen wurde das Medium abgesaugt und die Kalli fastes CIM(22)-
Selektionsmedium mit 50 mg/l Hygromycin B und 22§/Timentin gelegt und
bei 23°C ohne Licht inkubiert.

2.2.3.2.2 Anwendung eines modifizierten Protokolls fir unreit B.distachyon-
Embryonen (Variante 2a-2c)

Variante 2a

Abbildung 15 zeigt schematisch die Abfolge der ithsng transgener Regenera-
te aus Sprosssegmenten mit der Variante 2a.

Variante 2a Abtupfen

auf
Filterpapier
Zy 21 15 min G Z, Zs Z4
. : Tackula- 7 d CoKultu Selektion bei 23°C Regeneration eK
3 Wochen Vorkultur I tion I ZT“C e I Medienwechsel aller 3 Wochen I Medienwechsel aller 3 Wochen

1 N | wl

wl -
i S B R A I I I
[ I TR N SO O T A
L e —
Kalli mit GFP/vital |:> oK mit GFP

CIM(22)

Pflanzen

Kalli ohne GFP in Frde

Abbildung 15: Ablaufplan Transformationsvariante 2a

Schematische Darstellung des Versuchsaufbauss-Z,= Kallusinduktion der Sprosssegmente,
Z,-Z,= Agrobacteriumvermittelte Transformation, Z,-Z;= Kallusinduktion mit Selektion, Z5-
Z,~= Regenerationsphase mit Selektion; CIM(22)= Kallusinduktionsmedium fir
B.distachyon AGL-1= hypervirulenter A.tumefaciensStamm mit pGH215, ODy=optische
Dichte bei 600 nm, RM=Regenerationsmedium, eK= empogener Kallus, ACS= Acetosyrin-
gon, GFP= GFP-Expression im KallusHyg= Hygromycin B, Tim=Timentin, roter Pfeil= fir
die Transformation verwendet, hellgriner Pfeil= nath Medienwechsel weiter kultiviert,
schwarzer Pfeil= verworfen, dunkelgriiner Pfeil= togen.
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Die drei Wochen auf CIM22) vorkultivierten Kalli wurden in einer 24ell-
Zellkulturplatte (Greiner, D) (Kallus von einem $ps pro Kavitat) verteilt, mit
250-300 pul  Ubernachtschiittelkultur ~ Agrobakteriepsasion  (Olgy=1,0)
benetzt und 15 min inokuliert. Danach wurde diep®uasion mit einer Pipette
abgesaugt und der Kallus auf aschefreiem Filtegragibgetupft. Die Co-Kultur
erfolgte auf festem CICo-Kulturmedium mit 0,5 mM Acetosyringon dunkel
bei 21°C fur zwei Tage. Danach begann die Selektarf CIMg(22)-
Selektionsmedium mit 50 mg/l Hygromycin B und 22§/hlimentin bei 23°C
ohne Licht.

Variante 2b

Vorkultur und Inokulation erfolgten wie bei Vari@na (Abbildung 15) nur mit
einer ORye=1,7-2,0. Nach der Inokulation wurden die Kalli zud zweimal mit
1,5 ml autoklaviertem $O fur 15 min. gespluilt. Die Co-Kultur und anschlie@e
Selektion wurden nach dem Abtupfen der Kalli aufeffpapier, wie bei 2.2.3.2.2
beschrieben, durchgefuhrt.

Variante 2¢

Bei dieser modifizierten Methode wurden die Segmedt5 Wochen auf
CIMg(11) vorkultiviert. Die Inokulation mit der Agrobskiensuspension
(ODe05=0,6) erfolgte in einem 6 ml Kryo-Réhrchen (GrejnB). Die Kalli aller
Sprosse wurden hineingegeben und bis ca. 9/10 \d@iumit Agrobakteriensus-
pension aufgeflllt. Die Infiltration erfolgte 1 mibei 500 mbar durch eine
Diaphragmapumpe MP 201 E (limvac, D) im Exsikkatod anschlielRend wurde
die Inokulation 10 min unter Normaldruck bei geletliehem Invertieren fortge-
fuhrt. Danach wurde die Suspension dekantiert uledKalli auf aschefreiem
Filterpapier abgetupft. Die weitere Behandlung lgtt aquivalent zu Variante 2a
(siehe Abbildung 15).
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2.2.3.2.3 Anwendung eines modifizierten Protokolls fir unreie Maisembryonen
(Variante 3)

Abbildung 16 veranschaulicht das Transformatiorntesyder Variante 3.

Variante 3 Abmupfen
aufl
Filterpapier
Z, 2 8 Z, Z, Z, Zs
5 min 7d x = 3 =
3.6,5Wochen | Inokula-| 3d Co-Kultur | Ruhephase | ) Selektion bei 23 DC_ [ ) Regeneration eK )
Vorkultur - tion - 21°C ., bei23°C i)Ied:enwechseE aller 3 Wochen : Medienwechsel aller 3 Wochen
g ¥ i 5 I | I T 1T 1T 17T 1T 1T7
ce N TN N N NN SN NN N NN N
o oy CTM(11 3 2 - 7
CIMy(11) osantis | DD [CTV(11)- stopttoa-smmaitin | RM 35 mgtir isomerrin
Kalli mit GFP/vital |::> ¢K mit GFP

- Kalli > 2 mm P
Kalli chne GFP 2 ATAE
in Erde

Abbildung 16: Ablaufplan Transformationsvariante 3

Schematische Darstellung des Versuchsaufbause-Z,= Kallusinduktion der Sprosssegmente,
Z,-Z,= Agrobacteriumvermittelte Transformation, Z»-Z;= Ruhephase ohne Selektion,ZZ,=
Kallusinduktion mit Selektion Z,-Zs= Regenerationsphase mit Selektion; CIM(11)= Kallu-
sinduktionsmedium fiir B.distachyon IL ,= Infektionslésung fur Mais, AGL-1= hyperviru-
lenter A.tumefaciensStamm mit pGH215, OD;s=optische Dichte bei 550 nm, CCN=Co-
Kulturmedium fir Mais, RM=Regenerationsmedium, eK= embryogener Kallus, ACS= Ace-
tosyringon, GFP= GFP-Expression im Kallus Hyg= Hygromycin B, Tim=Timentin, roter
Pfeil= fur die Transformation verwendet, hellgriiner Pfeil= nach Medienwechsel weiter kul-
tiviert, schwarzer Pfeil= verworfen, dunkelgriiner Ffeil= topfen.

Die Kalli der geschnittenen Segmente wurden naéhb3Aochen Vorkultur auf
CIMg(11) in 6 ml Kryo-Roéhrchen (Greiner, D) gesammed. (30/R6hrchen) und
mit jeweils ca. 1-2 ml Suspension, aus Infektiossiiy und Agrobakterien
(ODsse= 0,8), geflllt. Die Rohrchen wurden mehrmals lamgsnvertiert. Nach
5 min. Inokulation wurde alles auf 7-10 Lagen #&ten aschefreiem Filterpapier
gegossen, leicht abgetupft und der Kallus auf eMais-Co-Kulturmedium mit
0,5 mM Acetosyringon gelegt. Nach drei Tagen Cotitubei 21°C im Dunkeln
erfolgte der Transfer auf CIpi11) ohne Hygromycin und mit 300 mg/I Timentin.
Nach weiteren sieben Tagen wurde der Kallus auf gf18)-Selektionsmedium
mit 50 mg/l Hygromycin B und 300 mg/lI Timentin tedariert und bei 23°C im

Dunkeln weiter kultiviert.
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2.2.3.3 Selektion und Regeneration

Die weitere Selektion erfolgte flr alle Varianteach drei Wochen auf frischem
CIMg mit 50 mg/l Hygromycin B und 300 mg/l Timentin k&4°C im Dunkeln.
Der Medienwechsel wurde aller 21 Tage vorgenomnabei wurden nur die
Kalli mitgefuihrt, die entweder eine GFP-Expressionter UV-Licht aufwiesen
oder noch vital aussahen. Die Anzahl der GFP-expranden Kalli wurde mit
dem Binokularmikroskop ,Leica MZFL“ und dem FiltetsGFP Plant (Leica
Mikrosystems, D) udberpruft und notiert, wobei kelnterschied zwischen
flachigem und punktuellem Signal und dem Aussehankalli gemacht wurde.
Sobald ein Kallus somatische Embryonen ausbildeterde er auf RM mit
25 mg/l Hygromycin B und 150 mg/l Timentin transéet und bei 16 h Licht
(125 pmol rif s)/Tag mit 25°C und bei 23°C in der Dunkelphase biktt. Die
Subkultivierung wurde alle drei Wochen vorgenommad mehrmals wiederholt.
Kleine regenerierte Pflanzen wurden ab circa 0,3Hhe inin vitro Container
(Greiner, D) mit RM (25 mg/l Hygromycin B und 15Q@fhTimentin) tberfuhrt.
Dieser Vorgang wurde bis zu 17 Wochen nach dersfoamation durchgefiihrt
und dann abgebrochen. Die Regenerate wurden, ssald/urzel und Spross

besalRen, in Erde gebracht (siehe 2.1.1).

2.2.3.4 Nachweis der GFP-Expression in den regenerierten RBihzchen

Den Pflanzchen wurden junge Blatter abgenommendimd.okalisation des ge-
bildeten GFP in den Frischpraparaten, mit HilfeesiiKonfokalen Laser Scan-
ning-Mikroskops (Zeiss LSM 510 Meta, Carl Zeiss A®,durch T. Rutten (IPK
Gatersleben, AG Strukturelle Zellbiologie), unteisiu Das GFP-Protein (B&=
512 nm) wurde mit einer Laser-Linie von 488 nm argeund die Emission mit
einem Bandpass-Filter von 505-530 nm detektiere. Aithentizitat des Fluores-
zenzsignals wurde durch eine photospektrometrigam@yse mit dem Meta-
Detektor bestétigt. Fur die Darstellung von Chldérgdpwurde die Probe mit einer
Laser-Linie von 488 nm angeregt und die rote Autmfészens von Chlorophyll
(Emax = 680 nm) mit einem Langpass-Filter von 650 nm g&san.
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2.2.4 Molekularbiologische Arbeiten

Das Saatgut der aus Transformationsvorversuchemrgemen Pflanzen wurde
ausgesat (siehe 2.1.1) und die Pflanzen bezidhier iTransgenitat untersucht.
Die To-Generation wurde durch dégrobacteriumvermittelten Gentransfer nach
Variante 2a gewonnen (2.2.3.2.2). Der hypervirdemtgrobakterienstamm
LBA4404/pSB1Komariet al, 1996) trug den Binarvektor pTwin GUS+HPT.GFP
von E. Kapusi (IPK Gatersleben, D) (Abbildung 1Adwbot somit die Moglich-
keit, dassgfpGen gekoppelt mit derilPT-Gen und unabhangig davon dass

Gen zu Ubertragen.

TWIN GUS+HFPT:GFP by Eszter Kapusi

LB Ubi-irtp |nron  HPT 135S tNOS  GFP ACTINp RB LB tNOS cUs Intron GUS  d3ssp RB

Intron

Abbildung 17: T-DNAs des Binarvektors pTwin GUS+HPTGFP

Die angezogenen Pflanzen wurden auf alle drei Reygene getestet. Der Nach-
weis wurde auf unterschiedlichen Wegen (Hygromglait-Test, GUS-Assay,
PCR und Southern-Blot) an jeweils 15 Individuen deiGeneration von vier

Primartransgenen gefuhrt und somit zusatzlich dgr&jation ermittelt.

2.2.4.1 Nachweis der Hygromycinresistenz in BlattsegmentefHY G-Test)

Fur den Hygromycin-Blatt-Test wurde jeweils einges Blattmittelstick von der
Pflanze abgeschnitten und bis zur Halfte in 2 nilsdiges MS-Medium mit
200 mg/l Hygromycin B und 0,1% (v/v) Tween®@etaucht. Die dafiir verwen-
dete 96erdeep-welPlatte wurde locker mit Adhasionsfolie umwickehdubei
21°C fir sieben Tage mit 16 h Licht (150 umofs&l) pro Tag inkubiert.
AnschlieRend wurden die Segmente aus dem Mediurong@en und die Hyg-

romycin-resistenten Individuen identifiziert.
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2.2.4.2 Histochemischer Nachweis degus-Expression (GUS-Assay)

Die Untersuchung auf vorhandegasExpression erfolgte durch den colorimet-
rischen Nachweis. Die Blatt- und Wurzelgewebeprolveurden mit 1,5 ml
X-Gluc-Losung in ein 2 ml Reaktionsgefald gegebed fim einen Tag bei 37°C
inkubiert. Danach wurde die Flussigkeit abgesaugd durch 96%igen (v/v)
Ethanol ersetzt und 2-3 h bei 60°C in einem Wasskifkubiert, um das Chloro-
phyll aus den Blattern zu I6sen. Danach wurde dhartel verworfen und durch
frisches ersetzt. Anschliel3end wurden die Probeh biau gefarbten Gewebebe-
reichen oder Zellen untersucht.

2.2.4.3 Isolierung genomischer DNA

Fur die DNA-Isolierung wurden zweimal 2 cm langange Blatter von der
Pflanze abgenommen und in einem 2 ml Save-Lock tRewgefald (Eppendorf,
D) mit Stahlkugel (@ 4 mm) in flissigem Stickstethgefroren. Das Blattmaterial
wurde mit einer Schwingmihle (Retsch, D) 2 min b&2 kHz zerkleinert und
vor dem Auftauen mit 800 ul Extraktionspuffer verseDie Proben wurden bis
zur vollstandigen Suspension gevortext. AnschlidBewurden 800 pl
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) hinzugbgn und wiederum 2 min
gevortext. Danach fand eine Zentrifugation fir 3irbei 5.000 rpm und Raum-
temperatur statt. Der entstandene Uberstand wuiti@iner Pipette abgesaugt
und in ein neues Reaktionsgefald Uberflhrt. Esdalige Zugabe von 80 ul 3 M
Natriumacetat (pH 5,2) und 800 pl Isopropanol. Reaktionsgefalie wurden ge-
schwenkt bis die Konzentrationsschlieren verschwandind die DNA bei
13.000 rpm fiir 10 min bei 4°C pelletiert. Der Ultarsl wurde vorsichtig dekan-
tiert, verworfen und 800 pul 70%iger (v/v) Ethanahz Pellet gegeben, mehrfach
invertiert und erneut bei 13.000 rpm fur 5 min B&C pelletiert. Danach wurde
das Ethanol erneut verworfen und das Pellet fur3@amin luftgetrocknet. Die
DNA wurde mit 100 pl R40 (40 ug/ml RNase in TE, @ resuspendiert, bei
37°C 1 h inkubiert und danach bei 4°C gelagert. Bestimmung der DNA-
Konzentration erfolgte photometrisch bei einer \&faiéinge von 260 nm.
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2.2.4.4 Polymerase-Kettenreaktion und Gelelektrophorese

Mittels der PCR sollte der Nachweis d#?T-Gensequenz erbracht werden. Hier-
fur wurde genomische DNA aus den jungen BlattemTgeseneration verwendet
(siehe 2.2.4.3). Es wurden die Oligonukleotide GHEG4F1 x GH-HYG-R2 in
der PCR verwendet (Sequenz siehe 2.1.2). DerennBaisglen spezifisch im
HPT-Gen und bilden bei der PCR-Reaktion im Thermocayela 707 bp grol3es
Fragment. Der PCR-Ansatz fur eine Probe setzt swh folgt zusammen
(Tabelle 4).

Tabelle 4 PCR-Mix

Reagenz Volumen [pl]
H,O (DNase und RNase frei) 13,20

5 x GoTaq Green Flexi Puffer (Fermentas, D) 4,00
forward Primer (10 pM) 0,20
reversePrimer (10 pM) 0,20

MgCl, (25 mM) (Fermentas, D) 1,12
dNTP’s (10 mM) (Fermentas, D) 0,20
Genomische DNA (20 ng/ul) 1,00

GoTaq DNA-Polymerase (5 u/ul) (Fermentas, D' 0,08
Endvolumen 20,00

Die Proben wurden auf Eis pipettiert und die PCR folgendem Programm im
Thermocycler durchgefiihrt (Diagramm 1).

Die gelelektrophoretische Trennung erfolgte furndi& bei 200V auf einem
0,8%-igem (w/v) Agarosegel in 0,5 x TBE LaufpuffBurch Zugabe von 0,12 mg
Ethidiumbromid zu 400 ml Gel konnte die DNA mit UNeht mit demImage-
Master VDS Gel Documentation Systémarmacia Biotech, USA) sichtbar ge-
macht und das Ergebnis als Bilddatei dokumentienden. Als Gréf3enstandard
diente die ,100 bp DNA Ladder” von Fermentas (D).
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95QCTemperaturverIauf im Thermocycler
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Diagramm 1: PCR-Programm des Thermocyclers fur diedmplifikation des HPT-Gens

2.2.4.5 DNA-Gel-Blot-Analyse
2.2.4.5.1 Digoxigenin (DIG)-Sonden Synthese

Die GFP-Hybridisierungssonden wurden mit dem ,PCR DIG Rrdynthesis
Kit“ von Roche (D) nach Anleitung des Herstellerstellt (Stand 2008). Als
templatediente das Binarplasmid pGH-215, was die Sequan&FP tragt. Als
Primer wurden pGH-GFP-F1 und pGH-GFP-R2 verwen®etr PCR-Ansatz
setzte sich wie folgt zusammen (Tabelle 5).

Tabelle 5: PCR-Ansatz fir DIG-Sonden Synthese mitRCR DIG Probe Synthesis Kit* von
Roche (D)

Reagenz Volumen [ul]
H.O (DNase und RNase frei) 33,25
PCR-Puffer mit MgGl 5,00
PCR DIG Probe Synthesis Mix (Roche, D 5,00
forward Primer 5,00
reversePrimer 5,00
Enzymmix (Roche, D) 0,75
Template DNA (pGH-215) (10-100 pg/ul) 1,00
Endvolumen 50,00
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Fur die Negativkontrolle wurde statt dem ,PCR DI@&®lbe Synthesis Mix" 5 pl
dNTP-Stocklésung hinzugegeben. Der Temperaturviemtaurhermocycler ist in
Diagramm 2 dargestellt.

Temperaturverlauf im Thermocycler
95°C
100
90
80

|
70’
/

|

|

1 72°C
| s0°C
0:30\ 0:45 1:15
—J
5:00 35 Zyklen 7:00

60

50

40

\
\
\
30 \
\
\
\

Temperatur °C

20
10

4°C o0

Zeit (min:sek)

Diagramm 2 PCR-Programm des Thermocyclers fir die BG-Sonden-Synthese

Von den insgesamt 50 pl Ansatz wurden nach der B@Rmit 2 pl Blaumarker
und 13 pl ddHO auf dem 0,8%-igem (w/v) Agarosegel aufgetrageshwie unter
2.2.4.4 beschrieben zur Kontrolle gelelektropheottiaufgetrennt. Der Rest der

Proben wurde bis zur weiteren Verwendung bei —2§¥l@gert.

2.2.4.5.2 Restriktion genomischer DNA mitHinD Il und gelelektrophoretische
Auftrennung der DNA-Fragmente

Die von frischem Blattmaterial isolierte genomisdbB8IA (2.2.4.3) wurde mit
HinDIIl (Fermentas, D) nach Herstellerangaben 12 h@éspHinDIIl schneidet
sequenzspezifisch genau einmal in der T-DNA nach stgfp (Abbildung 17). Fur
die Plasmidkontrolle wurde der pTwin GUS+HPT.GFPwendet. Die Restrikti-
onsansatze setzten sich, wie in Tabelle 6 und TEal@egezeigt, zusammen. Die
enzymatische Spaltung fand bei 37°C lGber Nacht stat
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Tabelle 6: Restriktionsansatz fir genomische DNA

Reagenz Volumen [ul]
ddH,O(DNase und RNase frei) 10
Puffer rot (Fermentas, D) 5
Enzym HinDIII) 5
Genomische DNA (1-2 pg/ul) 30
Endvolumen 50
Tabelle 7: Restriktionsansatz fur Plasmidkontrolle

Reagenz Volumen [pl]
ddH,O(DNase und RNase frei 25
Puffer rot (Fermentas, D) 5
Enzym HinDIII) 5
Plasmid DNA (1-2 pg/pl) 15
Endvolumen 30

Durch Inkubation bei 50°C fur 1 min wurde das Enzwraktiviert. Fir die gel-
elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmenteden zu den 50 pl Rest-
riktionsansatz 6 pl Blaumarker hinzugegeben, &lez gevortext und abzentri-
fugiert. Danach wurden die Proben auf Eis gelafgertsie in die Taschen eines
0,8%-igen (w/v) Agarosegels pipettiert wurden. Neder genomischen DNA der
potentiellen Transformanten und des Wildtyps wuttte Plasmidkontrolle sowie
4 ul ,DIG-Marker” (Roche, D) aufgetragen. Die Agftmung fand horizontal fur
1 h bei 100 V statt und wurde danach fur 23 h &V Zortgesetzt. Anschlie3end
wurde das Gel fir 15 min mit 0,25 M HCI und danacit ddH,O gespdult. Es
folgten zweimal 15 min Inkubation in DenaturierupgBer, ein Waschritt mit
ddH,O, zweimal 15 min Inkubation in Neutralisationsguffund abschliel3end
noch 10 min in 20xSSC. Alle Waschschritte wurderKimststoffschalen auf ei-
nem Wippschiittler (GFL, D) bei leichtem Schwenk&n,%/min) durchgeflhrt.
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2.2.4.5.3 Immobilisation aufgetrennter genomischer DNA auf eier Membran

Die ,Nitran N Blotting-Membran® (Whatman, D) wurde) min in ddHO inku-
biert und danach in 20xSSC fur 20 min geschwenkt. Aufbau des , TurboBlot-
ter'™ Systems* von Whatman erfolgte nach Abbildung 18.

Dowenweard Transfer

Prewet in transter buffer

———— Wick Cover

— Buffer Wick'

Buffer Tray
— M
ose Gl

Mytran SPC or N
Membrane

AL
— SRM

— Gy

— Stack Tray

Abbildung 18: TurboBlotter-Aufbau nach Whatman (Whatman, 2009)

Der Transfer erfolgte tber Nacht mit 20xSSC alsfhafier. AbschlieRend wurde
die DNA auf der Membran durch Inkubation fur 3GvsCrosslinker(Peglab, D)

mit 1200 pJoule/min kovalent gebunden.

2.2.4.5.4 Hybridisierung einer genspezifischen DNA-Sonde migenomischer DNA

Die Membran wurde mit der DNA-Seite nach innen epajin eine Hybridisie-

rungsrohre gelegt und mit 50°C vorgewarmten ,DIGyEdyb Puffer” (Roche, D)

Uberschichtet. Die R6hren wurden bei 50°C fur 8 keinem Hybridisierungsofen
(HB-1D, Techne, USA) bei standiger Rotation inkubie
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Die hergestellten DIG-Sonden wurden bei 100°C nmemi Wasserbad denaturiert
und auf Eis gelagert, 45 ul Sondenlésung wurde 25 &l 50°C warmem
,DIG-EasyHyb Puffer* gegeben und gegen den ,DIGyEag Puffer aus der
Vor-hybridisierung ausgetauscht. Die Membranen en ¢Hybridisierungsréhren
wurden Uber Nacht bei 50°C hybridisiert. Am nachskag wurden die Membra-
nen mit zweimal 2xSSC +0,1% (w/v) SDS bei Raumtemaipe gewaschen.
Anschlie3end folgten zwei 15-minutige Waschschrtie 0,1xSSC + 0,1% (w/v)
SDS bei 68°C unter standigem Rotieren.

2.2.4.5.5 Nachweis der Hybridisierung

Auch hier erfolgten alle Waschschritte unter Schieen und mit sauberen
Kunststoffschalen nach jedem Schritt. Zuerst wuditde5 min DIG-Waschpuffer
(Roche, D) hinzugegeben, danach mit 100 ml Blockiagung (Roche, D) fir 1-
2 h geschwenkt und anschliel3end 5 pl Antikdrpent(;BIG-FAB-Fragmente®,
Roche, D) in 50 ml Blocking-L6sung gemischt und diembran fur exakt 30 min
damit inkubiert. Es folgten zweimal 15 min mit DMBaschpuffer und 5 min in 40
ml Detektionspuffer. Anschlie3end wurde die Membrmaiit der DNA-Seite nach
oben zeigend, in eine saubere Klarsichtfolie gelegk 2 ml ,CSPDready to use”
(Roche, D) gleichmaRig darauf verteilt. Eingeschdm® Luftblasen wurden ent-
fernt und es erfolgte eine Inkubation bei Raumteape fir 5 min. Danach wur-
de die Uberschissige Flussigkeit herausgestrichdrdie Membran in einer ver-
schlieRbaren Klarsichthulle fir 10 min bei 37°Cublert.

In einer Dunkelkammer wurde ein ChemilumineszenefAmersham Hyper-
film ™ ECL, Amersham Biosciences, UK) auf die Membraregetnd fiir 30 min
belichtet. Die Entwicklung des Filmes erfolgte smde im Entwickler, bis die
Banden gut zu erkennen waren. Danach wurde dietiRea#turch Spulen mit
H,0O gestoppt und anschlie3end der Film fir 5 minenkxierldsung inkubiert.
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3 Ergebnisse
3.1 Klonierungsarbeiten

Ziel dieses Teils der Arbeit war die ErstellungesrBinarplasmids, welches die
Reportergensequenz fur das Fusionspragip:gusundhpt als Selektionsmarker
mit St-LSZ2Intron tragt. Beide Gene sollten jeweils unter entrolle einedJBI-

1-Promotors mit 1. Intron und ein85STerminators stehen.

Die Klonierung des Binarplasmids pBM279 erfolgte mvei Klonierungs-
schritten. Der erste Schritt beinhaltete den Austhudest0SPromotors vor dem
egfp:gusin pGH129-2durch denUBI-1-Promotor mit 1. Introraus pUbi-AB-M.

In Abbildung 19 ist das Ergebnis der Kontrollrddion der Plasmid-DNA der

selektierten Klone nach Transformation des Ligaproduktes dargestellt.

10000
N - -tv e

N

Abbildung 19: Kontrollrestriktion der Plasmid-DNA v on pBM152 mit ECORV

Fragmente der Plasmid-DNA der erhaltenen Klone (1-¥aus der Transformation mit dem
Ligationsprodukt aus Abbildung 9 (rot markierte Fragmente); M = GréRenstandard ,Gene-
ruler DNA Ladder Mix“, K = Kontrolle pGH129-2; Der rot markierte Klon besitzt die ge-
suchten FragmentgréRen 6063 bp, 1290 bp und 231 bp.
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Die Plasmid-DNA der Kolonie 3 zeigte das erwiinsdRéstriktionsergebnis. Die
Fragmentgrdl3en entsprachen denen des gesuchtems/ekiraufhin die Plasmid-
DNA mit den Oligonukleotiden GH-GFP-F1 x GH-GUS-Rfhd GH-Nos-R1 x
Bie475 zur Sequenzierung gegeben wurde. Die partigherprifung der Plas-
midsequenz bestatigte, dass UHEI-1-Promotor und sein Intron zusammen mit
der Ruckgratsequenz des pGH129-2 ligiert worderemakllerdings wurde auch
festgestellt, dass sich eine weitere bisher unbeka®fil-Schnittstelle zwischen
der egfp:gusSequenz und de®5STerminator befindet, was im folgenden Klo-

nierungsschritt einen partiellen Verdau notwendaghte.

Die Verifikation der Vektorfunktionalitat erfolgtedurch den Beschuss von
Gerstenembryonen mit Goldpartikeln, die mit dem sbhienvektor pBM152 be-
schichtet wurden. Die transiente Expression béeldde des Fusionsproteins wur-
de getestet. In Abbildung 20 ist zu erkennen, dasghl Zellen mit griiner Fluo-
reszenz als auch welche mit der typischen Blaufégbudie durch die X-Gluc-
Hydrolyse und anschlieende Oxidation des Reakiiroaisiktes entsteht, in den

Embryonen auftreten.

1

Abbildung 20: GFP- und GUS-Nachweis in Gerstenembmgnen

Aufnahme nach Partikelbeschuss mit pBM152; links: Kpression der GFP:GUS-
Fusionsproteins unter UV-Licht; rechts: histochemigsher GUS-Assay
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Im zweiten Klonierungsschritt sollte die erstelEgpressionskassette, bestehend
aus egfp:gusmit demUbi-1-Promotor und den35STerminator, durch partielle
Restriktion mit dem Enzyn®fil aus dem Zwischenvektor isoliert werden. An-
schlieBend sollte diese in den gedffneten Binaorgb®int-Ubi ligiert werden, der
u.a. eine Selektionsmarkerkassettgpt( und den Replikationsursprung des
Plasmids furA.tumefaciensenthalt. Die partielle Spaltung und Eluierung der
Fragmente konnte erfolgreich durchgefiihrt werddardings wurde keine Kolo-
nie mit dem gesuchten Vektor pBM279 durch Kontestriktion mitSfil identifi-

ziert. Lediglich der Ausgangsvektor p6int-Ubi kommachgewiesen werden
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3.2 Pflanzengewebekultur

Fur B.distachyonwurden bisher nur die Kallusinduktion und die ststie Em-
bryogenese aus unreifen Embryonen (UE) beschriéBablak et al, 1995;
Draperet al, 2001; Christianseet al, 2005; Vogel, Leong und Hayden, 2006;
Vain et al, 2008; Rcuraret al, 2008; Vogel und Hill, 2007). Die Verwendung
von Sprosssegmenten als Ausgangsmaterial fur dlesf@uktion und anschlie-
Rende Regeneration von Pflanzchen sollten zum evem von Gewachshaus-
kulturen unabhangige Methode darstellen und zurer@mddie aufwendige Prapa-

ration der sehr kleinen Embryonen ersparen.

3.2.1 Oberflachensterilisation und Keimung

Die Oberflachensterilisation (OS) ist eine wichtig&al3nahme, um den Verlust
der Kulturen durch Kontamination mit Mikroorganismeu verhindern. Ange-

lehnt an die intern verwendete OS-Methode von temeéiVeizenkaryopsen, die
fur die Isolierung von uE verwendet werden, erfelghfanglich die OS der ent-
spelzten, gequollenen Kdorner v8ndistachyormit 3 min Vorbehandlung in 70%
Ethanol, danach mit 2,4% NaOCI| fur 15 min und dedigem Spilen im

Anschluss. Es konnte im Laufe der Versuche festfjesterden, dass ein grol3er
Teil des Saatgutes nicht auskeimte und Kontaminaticauftraten. Somit wurde
es notwendig, verschiedene Mdglichkeiten der O®riiien, um eine geeignete

Methode fur die weiteren Experimente zu etablieren.

Die Koérner wurden wie unter 2.2.2.1 auf KeimmedigiKkM) angezogen, um

Kontaminationen ggf. besser zu erkennen. Dabetesigh Gberraschenderweise,
dass die Keimrate hoher war als auf Filterpapieiches bei friheren Versuchen
verwendet wurde. In Diagramm 3 ist die Keimrate ded prozentuale Befall des

Saatgutes mit Mikroorganismen dargestellt.
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Oberflachensterilisation
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Diagramm 3: Prozentuale Rate an ausgekeimten und ktaminierten Kérnern bei unterschiedlichen Oberflachensterilisationsmethoden

14 Tage nach Auslegen reifer Kérner auf KM bzw. Filerpapier und Anzucht bei 24°C ohne Licht.
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Als Null-Probe mitgefuhrte Karyopsen, die nur mitaklaviertem ddHO gespult
wurden, zeigten eindeutig die Anwesenheit von Bakte z.T. auch Hefen und
vor allem Pilzsporen. Diese beeintrachtigten auf8ardlie Keimfahigkeit des
Saatgutes, welches nach der OS teilweise bis z&18@skeimen konnte. Die
Ausdehnung der Inokulationsdauer bzw. Erh6hung Kiemzentration des OS-
Mittels fUhrte allgemein zu weniger Kontaminationeeduzierte allerdings meist
auch die Anzahl an auskeimenden Kornern. Eine idch& Reduktion der Keim-
fahigkeit des Saatgutes konnte zudem durch dierBtige Vorbehandlung mit
70% Ethanol beobachtet werden (Abbildung 21), digilder hinaus keine bessere
Oberflachensterilitat brachte.

Abbildung 21: Vergleich der Keimraten nach 4 min OSmit 6% NaOCI.

B.distachyonKérner nach sieben Tagen Keimung. links: 3 min Vobehandlung mit 70%
Ethanol; rechts: ohne Ethanol-Vorbehandlung.

Fur Koérner, die mit Spelze sterilisiert und ausgelurden, konnte eine durch-
schnittlich um ca. 1-2 Tage verzdgerte Keimung bebbet werden. Dennoch
wurde die Keimfahigkeit, vor allem bei langerer Q®d hoherer NaOCI-
Konzentration, weniger beeintrachtigt, als bei datspelzten Kornern und fuhrte
bei der starksten Behandlung (10 min 6% NaOCI) aot&minationsfreien Kei-
men.

Im Laufe der Anwendung der erfolgreich getestetedy @ur Bereitstellung des
Donormaterials fur die Kallusinduktion, kam es wdiin zu Kontaminationen.
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So musste von der 15minitigen Behandlung der datspeKérner mit 2,4%
NaOCI sowie der 4minltige mit 6% NaOCI Abstand ganen und die Inokula-
tion mit 6% NaOCI auf 10 min erhdht werden.

3.2.2 Kallusinduktion und Regeneration

Ziel der Versuche war zunéchst, die Reproduktion Kallusinduktion und
Regenration von Pflanzen aus SprosssegmenterBybstachyommit den zuvor
entwickelten Kallusinduktionsmedien CH{L1) und CIMs(22) (Rezeptur siehe
Anhang) und die Ermittlung der durchschnittlichensBeute an embryogenen
Kalli (eK), regenerierenden Kalli (rK) und Regertera In weiteren Experimen-
ten sollte versucht werden, die Standardkallusitidokmedien zu optimieren,
um die Gesamteffizienz des Systems zu erhdheniekanvurden dazu die
Medienkonzentrationen von Phytohormonen, Stickstoffd Kohlenstoffquellen
und von Kupfersulfat (Varianten siehe Tabelle 3gitéfhin wurde getestet, ob die
Verwendung dickerer Segmente bzw. die Nutzung va@mn&n mit Spelze als
Keimmaterial moglich ist, um den Arbeitsaufwandvaearingern. In Abbildung 22

ist der Versuchsablauf mit den Zeitpunkten der Batidnahme dargestellt.

Z Z Z Zs Z,
4 Wochen + | 3-4 Wochen | 3 Wochen | + 4 Wochen
Kallusinduktion w1 . Regeneration -
T F | | -
I | |
CIMg nach Variante K4N-Medium (RM)
N

embryogener embryogener regenerierender
Kallus an 7, Kallus an Z; Kallusan Z,

Abbildung 22: Schematischer Versuchsablauf fur di€@Optimierung der Kallusinduktion

Darstellung der Kallusinduktion und Regeneration ais Sprosssegmenten mit Zeitpunkten
der Medienwechsel (£) und der Datenaufnahme (farbige Pfeile); g=Kulturstart (préaparie-
ren der Segmente), Z=Transfer der Kalli auf frisches CIM g nach Variante, Z=Beginn der
Regenration auf RM, Zs=Transfer auf frisches RM, Z=Versuchsende (Auswertung der Re-
generation), eK an 2z enthalt die eK aus 2.
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Jeder verarbeitete Spross wurde als separate Waddeg angesehen, aus deren
Gesamtheit (n) die Berechnung der mittleren AnzahleK bzw. rK pro Spross
erfolgte. Der Bezug ,pro Spross” wurde gewahltdaaAnzahl an Segmenten pro
Spross variierte, wobei die Menge an eK, bzw. ri€tima gleich blieb. Dies konn-
te sonst aufgrund einer Verschiebung des Segmdhisdzerhaltnisses zu Lasten
der langeren Sprosse zu Fehlinterpretationen fihDer Vergleich von aus-
schlie3lich am selben Tag angefertigten Kultured daren Wiederholungen war
aufgrund des limitierten Ausgangsmaterials und dertustes einiger Kulturen
durch Kontamination technisch nicht moglich. Auss#im Grund wurde einheit-
lich fir alle Varianten die Gesamtzahl an veradiert Sprossen, unabhangig vom
Versuchstag, zu Grunde gelegt.

Die erhobenen Daten (eK und rK), aul3er der Anzahkegenerierten Pflanzchen,
wurden einem Signifikanz-Test mit der Software Sa@tat 3.0.1 nach Dunn’s
Methode (RO0,05) unterzogen. Die Berechnung der Standardabweg: des

Mittelwertes erfolgte mit Formel 1.

Formel 1: Standardabweichung des Mittelwertes

Ax=Standardabweichung des Mittelwertes, n=Probenumfag, x=Mittelwert

'_.i ?.1|:II =)

AF=- |

N m={m—1}

Auf die Angabe der Standardabweichung und Sigmizkatfung fir die Anzahl

gebildeter Regenerate wurde verzichtet, da dieundgliegenden Werte eine zu

hohe Varianz aufweisen.
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3.2.2.1 Reproduktion der Kallusinduktion und Regeneration

Die Bildung von embryogenem Kallusgewebe, dessemviEklung zu somati-
schen Embryonen und die Regeneration von vollsg@gmdiPflanzchen aus Spross-
segmenten konnte fur beide Kallusinduktionsmediéllg{11) und CIMs(22)
erfolgreich wiederholt werden (Abbildung 23).

Abbildung 23: Kallusinduktion und Regeneration vonB.distachyonaus Sprosssegmenten

a= Keimling mit ca. 1,2 cm langem Priméarspross, b®,3-0,5 mm diinne Sprosssegmente (J
ca. 1 mm), c= Kallus mit somatischen Embryonen, deremig-weil3er, krimeliger, embryoge-
ner Kallus (Typ II), e= Kalli von Sprosssegmenten af CIM g(11), f= regenerierende Kalli auf
RM, g= vollstandig regeneriertes Pflanzchen

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen @eiden Medienvarianten,
in Bezug auf Induktion von eK und der Menge an eKtfjestellt werden. Die An-
zahl an rK-bildenden Segmenten pro Spross schwamkieiden Fallen zwischen
null und vier, wobei ein und zwei rK pro Spross &éwfigsten auftraten. In
Tabelle 8 ist die Summe der im gesamten Versudnamen verarbeiteten Sprosse
und der daraus entstanden eK, rK und Regeneratie staren durchschnittliche

Anzahl pro Spross bzw. pro rK aufgelistet.
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Tabelle 8: Ausbeute der Kallusinduktion auf CIMg(11) und CIMg(22)

embryogenen Kalli (eK), regenerierenden Kalli (rK) und Regeneraten pro verarbeiteten
Spross zu unterschiedlichen Zeitpunkten Z(siehe Abbildung 22), in eK 2 sind die eK von
Z, enthalten.

Medium fir Kl CIMg(11) CIM;(22)
verarbeitete Sprosse (n 152 92
Sprosse mit eK Zin % 90,13 83,70
Segmente mit Kallus | Anzahl @ pro SprossAx | Anzahl @ pro SprossAx
eK 7, 182 1,20+0,08 107 1,16+0,11
eK Z; 260 1,71+0,09 157 1,71+0,13
rKZ, 191 1,26+0,08 112 1,22+0,10
Regeneration Anzahl @ pro Spross | Anzahl @ pro Spross
Regenerate an,Z 1259 8,28 727 7,90

Es ist zu sehen, dass nicht von jedem Spross egpmgo Kallus gewonnen wer-
den konnte, dennoch aber im Durchschnitt mit ca.Segmenten pro Spross fur
CIMg(11) gerechnet werden kann. Bei beiden Variantemmtidie Menge an eK
nach der Kallusinduktionsphaseo{Z,) auf RM (4-Z3) weiter zu. Jedoch sind
nicht alle der eK, die bis zum Zeitpunki &ntstanden sind, in der Lage im vorge-
geben Zeitraum (£ZZ,) Regenerate zu bilden. Diese Beobachtung kontéten-
teils auch bei den anderen Medienvarianten dern@g@tungsversuche gemacht

werden und wird daher spater nicht mehr gesondeghet.

3.2.2.2 Einfluss der 2,4-D-Konzentration im Kallusinduktionsmedium

In diesem Versuch sollte der Einfluss des Auxinagahs 2,4-D im CIM auf die
Bildung embryogener und regenerierender Kalli umnel Ahzahl an gebildeten

Pflanzen untersucht werden.
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Variation der 2,4-D-Konzentration

14

3 - 12
o 103
7] «
o g
& 2 -8 2
g &
©
3 6 3
S v
1 -4 5
w0
(7]

- 2

0 = = 0

bis Z2 CIMB(11) bis Z2 CIMB(22) bis Z2 CIMB(40) bis Z1 CIMB(22)
n=152 n=92 n=10 bis Z2 CIMB(11)
n=35

embryogener Kallus an Z3  ®regenerierender Kallus an Z4  ®Regenerate an Z4

Diagramm 4: Effekt des synthetischen Auxinanalogong,4-Dichlorphenoxyessigsaure

Dargestellt sind die embryogenen (eK) und regenerienden Kalli (eK) pro Spross (gelbe und
rote Saulen bezogen auf linke y-Achse) und die Anlaban gebildeten Regeneraten pro Spross
(grine Séulen bezogen auf rechte y-Achse). Die Ausitung erfolgte zu den Zeitpunkten 2
und Z, (siehe Abbildung 22). Die bei CIM in Klammern angegebene Zahl verweist auf die
2,4-D Konzentration (uM) im Medium. n=Anzahl an Wiederholungen (verarbeitete Sprosse),
*= signifikant verschieden zu CIMg(11) (P<0,05); #= signifikant verschieden zu CIM(22)
(P<0,05)

Diagramm 4 zeigt, dass mit steigender 2,4-D-Konagion tendenziell die Aus-
beute an rK abnimmt. Der Unterschied an rK pro Sgriet zwischen CIM211)

und CIMg(22) nur gering. Dieser wird bei CB¥0) zwar deutlicher, wobei je-
doch aufgrund des geringen Probenumfang und dezrh&tandardabweichung

keine Signifikanz nachgewiesen werden kann.

Ein eindeutiger Einfluss des 2,4-D-Gehaltes auf@esamteffizienz (Regenerate
pro Spross) konnte, bei gleichbleibender Konzeotmavahrend der Kallusinduk-
tion, nicht gezeigt werden. Allerdings konnten wér Variante, bei der nach, Z
die 2,4-D-Konzentration von 22 uM auf 11 uM gesenktrde, signifikant mehr
eK im Vergleich zu den Standardvarianten G(I1) und CIMs(22) gewonnen
werden und auch die Gesamteffizienz an Regenepateispross war im Mittel
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mit 13,7 deutlich héher. Zudem konnten bei diessiante ca. 94,4% der Sprosse
bis Z; eK bilden. Dies sind etwa 4,3% mehr gegeniberg{l¥) und rund 10,7%
mehr im Vergleich zu CIM(22).

3.2.2.3 Einfluss der BAP-Konzentration im Kallusinduktionsmedium

Anhand dieses Versuches sollte der Einfluss deskiByhs 6-Benzylaminopurin
(BAP) im CIMg ab dem Zeitpunkt Zbis % auf die Bildung embryogener und
regenerierender Kalli und die Anzahl an gebildd&anzen gezeigt werden.

Variation der 6-BAP-Konzentration

]

1,84 —i

Kallus pro Spross
1,71 4
S

ssoids oud ajeisusbay

N

0,90* —

0,91* —

bis Z2 CIMB(11) bis Z1 CIMB(10) bis Z1 CIMB(10) bis Z1 CIMB(10) bis Z1 CIMB(10)

n=152 bis Z2 CIMB(10) bis Z2 CIMB(5) bis Z2 CIMB(10) bis Z2 CIMB(10)
+ 0,3 uM BAP + 1 uM BAP + 1 uM BAP + 3 uM BAP
n=11 n=10 n=25 n=15

embryogener Kallus an Z3  ®regenerierender Kallus an Z4  ®mRegenerate an Z4

Diagramm 5: Effekt des Cytokinins 6-Benzylaminopurn

Dargestellt sind die embryogenen (eK) und regenernienden Kalli (eK) pro Spross (gelbe und
rote Sdulen bezogen auf linke y-Achse) und die Anaban gebildeten Regeneraten pro Spross
(grine Séaulen bezogen auf rechte y-Achse). Die Ausitung erfolgte zu den Zeitpunkten 2
und Z, (siehe Abbildung 22). Die bei CIM in Klammern angegebene Zahl verweist auf die
2,4-D Konzentration (uM) im Medium. n=Anzahl an Wiederholungen (verarbeitete Sprosse),
*= signifikant verschieden zu CIMg(11) (P<0,05)

Der Transfer der Kulturen zum Zeitpunks Zuf CIMg-Medium mit BAP flhrte
zu Nekrose an einigen Kalli. Wie Diagramm 5 zeigtdwdie geringste Ausbeute
an eK und rK pro Spross bei CHb) + 1 UM BAP erhalten. Dieser Unterschied
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ist gegentber der Referenz (1) signifikant. Die Addition von BAP fihrte
bei allen Varianten zu weniger Regeneraten pro sSprdwar konnte bei Anwe-
senheit von 1 uM BAP ein hoherer Mittelwert der lelv. rK, gegenuber des Ge-
samtmittelwertes aller verarbeiteten Sprosse fiMg(l1), festgestellt werden,
jedoch wurde im direkten Vergleich des parallel paréerten Standards
(CIMg(11)) weniger eK und rK erhalten. Diese Beobachtkognte fir zwei an

unterschiedlichen Tagen hergestellte Wiederholumgenacht werden.

3.2.2.4 Einfluss zusatzlicher Stickstoffquellen im Kallusirduktionsmedium

Die Bereitstellung zusatzlicher Stickstoffressoureghrend der Kallusinduktion
erfolgte durch Zugabe von 3 mM Glutamin bzw. 2G@8 NH;NO; zu
CIMg(22). Die sich daraus ergebende Auswirkung aufEhebryogenitat und
Regenerierbarkeit der Kalli ist in Diagramm 6 datgét.

Variation der Stickstoffquellen und -Konzentration

10
2 - 8
Py
1} [}
1%} Q
2 2
o L
n 6o
Q
(@] —
<4 5}
a
9 3
S 1 - 40
= wn
X g
?
R
0 =0
bis Z2 CIMB(22) bis Z2 CIMB(22) + bis Z2 CIMB(22) +
n=92 3 mM Glutamin 20,61 mM NH4NO3
n=14 n=15

embryogener Kallus an Z3  ®regenerierender Kallus an Z4  ®Regenerate an Z4

Diagramm 6: Effekt einer zusatzlichen Stickstoffquée in Form von Glutamin oder NH;NO;

Dargestellt sind die embryogenen (eK) und regenerienden Kalli (eK) pro Spross (gelbe und
rote Saulen bezogen auf linke y-Achse) und die Anlaban gebildeten Regeneraten pro Spross
(grine Séaulen bezogen auf rechte y-Achse). Die Ausitung erfolgte zu den Zeitpunkten 2
und Z, (siehe Abbildung 22). Die bei CIM in Klammern angegebene Zahl verweist auf die
2,4-D Konzentration (uM) im Medium. n=Anzahl an Wiederholungen (verarbeitete Sprosse);
#= signifikant verschieden zu CIM(22) (P<0,05)
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Wie zu erkennen ist, fuhrt die Verwendung von M&&amit 20,6 mM NENO;,
(entspricht der Originalkonzentration laut Muraghignd Skoog, 1962) zu einer
signifikant geringeren Ausbeute an eK im Verglemm Standard CIM(22).
Auch die mittlere Anzahl rK pro Spross ist mit 1002 geringer als beim Stan-
dard, kann jedoch mit dem verwendeten Probenumiiig als signifikant iden-
tifiziert werden. Die Zugabe von 3 mM Glutamin fténim Mittel zu ebenso viel
rK wie der Standard, besitzt aber eine héhere Gedtirrenz mit 9,1 Regenera-

ten pro verarbeiteten Spross.

3.2.2.5 Einfluss von CuSQ im Kallusinduktionsmedium

Die Zugabe von 3,75 uM CuQQ@um Kallusinduktionsmedium, welches zurtck-
gehend auf Murashige und Skoog (1962) nur 0,10 W8 enthalt, sollte die
Regenerationsfahigkeit der Kalli erhéhen. Diesersieh zeigt den Einfluss von
Kupfersulfat in CIMs(11) und CIMs(22) auf die Induktion embryogener Kalli und
deren Regeneration.

Variation der CuSO,-Konzentration

>
) - 6Q
g ]
o)
(%9} =
o =4
=1 ©
n - 4739
=) o
= wn
v 1l ge)
o
w
n

bis Z2 CIMB(11) bis Z2 CIMB(22) bis Z2 CIMB(11) bis Z2 CIMB(22)
n=152 n=92 + 3,75 uM CuS0O4 + 3,75 uM CuS0O4
n=8 n=10

embryogener Kallus an Z3  ®regenerierender Kallus an Z4  mRegenerate an Z4

Diagramm 7: Effekt von CuSQ,
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Dargestellt sind die embryogenen (eK) und regenenienden Kalli (eK) pro Spross (gelbe und
rote Saulen bezogen auf linke y-Achse) und die Anlaban gebildeten Regeneraten pro Spross
(grine Saulen bezogen auf rechte y-Achse). Die Ausktung erfolgte zu den Zeitpunkten %
und Z, (siehe Abbildung 22). Die bei CIM in Klammern angegebene Zahl verweist auf die
2,4-D Konzentration (uM) im Medium. n=Anzahl an Wiederholungen (verarbeitete Sprosse);
#= signifikant verschieden zu CIMs(22) (P<0,05)

Die Zugabe von 3,75 uM CuQ0n das Kallusinduktionsmedium reduziert die
mittlere Anzahl an eK und rK in Bezug zum adaquatsdium ohne zusatzliches
CuSQ (Diagramm 7). Der starke Unterschied zwischen damaviten CIM(11)
und CIMg(22) mit zusatzlichem CuSQrat durch die Praparation an zwei ver-
schiedenen Tagen und den geringen ProbenumfandBaitfe Varianten waren
aber auch gegeniiber dem jeweiligen parallel antygtfem Standard weniger effi-

zient in Bezug auf Kallusbildung (eK) und Regenerat

3.2.2.6 Einfluss der Art der Kohlenstoffquelle im Kallusinduktionsmedium

Eine haufig verwendete Kohlenstoffquelle fur Kaihguiktionsmedien ist der
Zweifachzucker Saccharose. In den hier bisher vedetn Kulturmedien Cly
waren 30 g/l Maltose enthalten und keine Sacchatos&olgenden wurde unter-
sucht, ob der Austausch der Maltose durch die lggeidlenge Saccharose eine

Auswirkung auf die Kallusinduktion hat.
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Variation der Kohlenstoffquelle
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bis Z2 CIMB(22) bis Z2 CIMB(22)
mit 30 g/l Maltose mit 30 g/l Sacchrarose
n=92 n=21
embryogener Kallus an Z3 mregenerierender Kallus an Z4 H Regenerate an Z4

Diagramm 8: Effekt von Saccharose

Dargestellt sind die embryogenen (eK) und regenernienden Kalli (eK) pro Spross (gelbe und
rote Saulen bezogen auf linke y-Achse) und die Anlaban gebildeten Regeneraten pro Spross
(grine Saulen bezogen auf rechte y-Achse). Die Ausktung erfolgte zu den Zeitpunkten %
und Z, (siehe Abbildung 22). Die bei CIM in Klammern angegebene Zahl verweist auf die
2,4-D Konzentration (uM) im Medium. n=Anzahl an Wiederholungen (verarbeitete Sprosse);
#= signifikant verschieden zu CIM(22) (P<0,05)

Anhand von Diagramm 8 kann man eindeutig erkendass unter Verwendung
von Saccharose als Kohlenstoffquelle so gut wie k& und rK gebildet wurde.
Der beobachtete Unterschied der Mittelwerte ishifiigant und konnte auch an-
hand der parallel angefertigten Vergleichsprobe Mattose gezeigt werden. Die
kultivierten Segmente wurden zum grof3ten Teil uAtewvesenheit von Saccharo-
se nekrotisch oder entwickelten einen zuerst sieokferierenden, runden Kallus,
der sich mit der Zeit stark verdichtete, gelb-oear@rbte und spater eine glatte
Oberflache besald und sein Wachstum einstellte.eDi€allus war nicht in der
Lage, Pflanzen zu regenerieren. Nur vereinzelt t@mie Bildung von cremig-
weilden, krimeligen Kallus auf den verdichtetenhgem Kalli beobachtet wer-
den. Insgesamt bildeten nur zwei Kalli von 21 Speoseinige wenige SE aus, von

denen einer drei Pflanzchen regenerierte.
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3.2.2.7 Einfluss der Explantatgréf3e

Neben der Optimierung von Medienkomponenten furkhéusinduktion wurde
die Segmentlange erhoht, um den praparativen Audwanverringern, da beo-
bachtet werden konnte, dass grofdtenteils nur msilklwei Segmente pro Spross
regenerierenden Kallus bilden. Die im Diagramm © @B-0,5 mm dinne Quer-
schnitte bezeichneten Segmente entsprechen denda&farihre Entwicklung
wurde mit der von 2-3 mm langen, ca. alle 0,5 mngeschnittenen Segmenten
verglichen (Abbildung 13).

Variation der Segmentlange
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0,3-0,5 mm dinne Querschnitte 2-3 mm lange,
n=92 eingeschnittene Segmente

n=42

embryogener Kallus an Z3 m regenerierender Kallus an Z4 = Regenerate an Z4

Diagramm 9: Effekt unterschiedlicher Segmentlangen

Dargestellt sind die embryogenen (eK) und regenenienden Kalli (eK) pro Spross (gelbe und
rote Sdulen bezogen auf linke y-Achse) und die Anaban gebildeten Regeneraten pro Spross
(grine Séulen bezogen auf rechte y-Achse). Die Ausitung erfolgte zu den Zeitpunkten 2
und Z, (siehe Abbildung 22). Die bei CIM in Klammern angegebene Zahl verweist auf die
2,4-D Konzentration (uM) im Medium. n=Anzahl an Wiederholungen (verarbeitete Sprosse);
#= signifikant verschieden zu 0,3-0,5 mm diinne Quschnitte (P<0,05)

Durch die 2-3 mm langen Explantate entstanden veerfiggmente pro Spross,
die kultiviert werden mussten, und die Praparagietang etwas schneller. Der

Kallus konnte aus den Schnittfurchen herauswachsenwar insgesamt grol3er
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als bei der Standardvariante (0,3-0,5 mm dinne $gbaitte). Aus Diagramm 9
geht hervor, dass die mittlere Anzahl eK und rK $pross bei den langeren, ein-
geschnittenen Segmenten gegeniuber dem Standandeyewar. Eine Signifikanz
des Unterschiedes konnte allerdings mit dem voréae Probenumfang nicht
nachgewiesen werden. Mit langeren Segmenten korai@erdem 88,10% der
verarbeiteten Sprosse big K bilden, wohingegen es bei den kirzeren nur
80,73% waren. Allerdings waren am Ende nur insge€gn®5% der Sprosse mit
gréReren Explantaten in der Lage bisPAlanzen zu regenerieren, bei dem Stan-
dard jedoch 76,09%.

Es konnte bei den langen Segmenten gezeigt weddes, zu 50% nur ein Seg-
ment pro Spross in der Lage war rK zu bilden undiZ8egmente pro Spross das
Maximum waren, wohingegen bei den dinneren Schnitte seltenen Fallen
(1,09%) bis zu vier Segmente pro Spross aus eKn®ditéen regenerierten
(Diagramm 10). Trotz zudem durchschnittlich wenigempro Spross konnten im

Mittel etwa gleich viele Regenerate pro Spross gewao werden.

Segmente pro Spross mit regenerierendem Kallus

1,09
v Tre
90 —— — 19,056 ————
80 T 2717 —
70 - B4 Segmente pro Spross mit rK
X 60 +—— ————— ——— m3 Segmente pro Spross mit rK
P 50,00 9 Pro Spross m!
° 50 1 2 Segmente pro Spross mit rK
€ 4. 4022 |
< 20 1 Segment pro Spross mit rK
20 - ®mkein Segment pro Spross mit rK
10 -
0 -
0,3-0,5 mm diinne 2-3 mm lange,
Querschnitte eingeschnittene Segmente
n=92 n=42

Diagramm 10: prozentuale Verteilung der Anzahl an 8gmenten pro Spross die rK gebildet
haben.
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Die Auswertung der rK erfolgte zum Zeitpunkt Z, (Abbildung 22). Die prozentuale Vertei-
lung ergibt sich aus allen Wiederholungen. n=Anzahlan Wiederholungen (verarbeitete
Sprosse). Die bei CIM in Klammern angegebene Zahl verweist auf die 2,4-Blonzentration

(UM) im Medium

3.2.2.8 Einfluss der Keimung mit Spelze auf die Kallusindukion

Die Korner vonB.distachyonliegen zwischen einer Hill- und einer Deckspelze.
Diese schutzen die inneren Blutenorgane und das ¥ar schadlichen Umwelt-
einflissen und wurden bisher vor dem Oberflachefisteren mihevoll per
Hand entfernt. Da diese Arbeit sehr viel Zeit inspruch nimmt und die Gefahr
besteht, dass man den kleinen Embryo dabei begth@dirde versucht darauf zu
verzichten und die Karyopsen mit Spelzen oberflastezil zu bekommen und
auf KM auskeimen zu lassen. Die Sprosse wurden destuunmittelbar vor der
Praparation von Korn und Spelze gelost und wiectibleiter behandelt (2.2.2.1).

Das grof3te Problem bei der Verwendung von nichdpatitten Kérnern, war das
haufige Auftreten von Kontaminationen. Dies konintspateren Versuchen durch
Ausdehnung der Oberflachensterilisationsdauer meérinwerden. Auffallig bei
der Praparation waren zudem teilweise braune Stelle den auskeimenden
Sprossen. Bei den daraus geschnittenen Segmentsanelen auf dem CIM
Medium nekrotische Bereiche, die in den meisteheR&um vollstandigen Ab-

sterben der Explantate fiuhrten.
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Keimung mit/ohne Spelze

Kallus pro Spross
ssoids oud ajeisusbay

bis 22 CIMB(11) bis Z2 CIMB(22) bis Z2 CIMB(11) bis 22 CIMB(22)
n=152 n=92 Keimung mit Spelze  Keimung mit Spelze
n=95 n=84

embryogener Kallus an Z3  mregenerierender Kallus an Z4  ®Regenerate an Z4

Diagramm 11: Effekt der Keimung mit Spelze

Dargestellt sind die embryogenen (eK) und regenenienden Kalli (eK) pro Spross (gelbe und
rote Saulen bezogen auf linke y-Achse) und die Anlaban gebildeten Regeneraten pro Spross
(grine Saulen bezogen auf rechte y-Achse). Die Ausktung erfolgte zu den Zeitpunkten %
und Z, (siehe Abbildung 22). Die bei CIM in Klammern angegebene Zahl verweist auf die
2,4-D Konzentration (uM) im Medium. n=Anzahl an Wiederholungen (verarbeitete Sprosse);
*= signifikant verschieden zu CIMg(11) (P<0,05); #= signifikant verschieden zu CIM(22)
(P<0,05)

Diagramm 11 zeigt, dass bei beiden Varianten £t 11,1 uM und 22,2 uM
2,4-D aus den Sprosssegmenten von ausgekeimteop&any mit Spelze weniger
eK und rK gewonnen werden konnten, als auf vergbcem Medium mit ent-
spelzten Kdrnern. Dieser Unterschied ,mit oder oBpelze” ist fur CIM(11)
signifikant. Die mittlere Anzahl an regenerierteftéRzchen pro rK ist mit 6,13-
6,56 fur alle Varianten in etwa gleich. Jedoch kenaurch die geringere Anzahl
an rK bei den Versuchen mit Spelze eine schlecldesamteffizienz an Regene-

raten pro Spross erzielt werden.
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3.2.3 Identifizierung des embryogenen Kallus-bildenden Syossbereiches

In den Vor- und Optimierungsversuchen wurde bediedctass nicht alle Berei-
che des Sprosses in der Lage sind embryogenensK@all) zu bilden. Demnach
galt es herauszufinden, an welcher Stelle sichreienerationsfahigen Kalli bil-
den und auf welches Gewebe diese Reaktion zurlicheri ist. Durch Kombina-
tion von Kultivierung und visueller Analyse wurde verschiedenen Ansétzen
versucht, diesen Ort zu identifizieren, um Schloiggrungen fur effektiveres

Praparieren zu ziehen.

3.2.3.1 Visuelle Dokumentation der Kallusentwicklung untershiedlicher
Segmente

Die visuelle Dokumentation der Kallusentwicklungtrdem Binokular erfolgte
im Verlauf von 33 Tagen Kallusinduktion zu funf Brinkten und abschliel3end
nach 14 Tagen Regeneration (2.2.2.4.1). Dies weirdeal fur 0,3-0,5 mm dinne
Querschnitte eines Sprosses, zweimal fur langgesthnittene Segmente eines
Sprosses und zwei ganze, eingeschnittene Sproksendatiert und im Folgen-
den dargestellt. Der obere Bereich der Sprossel(8), der ausschliel3lich aus
dem ersten Blatt und der Koleoptile bestand, wwateder Praparation abgetrennt
und verworfen, da er erfahrungsgemaf nicht zuruBddregenerierbarer Kalli

beitragt.

0,3-0,5 mm dilnne Segmente

@ Nach 7 Tagen Kallusinduktion
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Abbildung 24: Kallusentwicklung und Regeneration de ca. 0,3 — 0,5 mm diinnen Segmente
von einem Spross (1mal)
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Segmentenach 33 Tagen Kallusinduktion und 2 Wochen Kultur aif Regenerationsmedium.
Die Zerteilung und Nummerierung erfolgte akropetalam Embryo. Segmente ohne Kallus-
entwicklung wurden nicht auf RM transferiert. Vergr 6Rerung bei Regeneration 2-fach, au-
Ber Segment 11 0,8-fach

In Abbildung 24 sind die unterschiedlichen Kallysty zu erkennen, die sich aus
den verschiedenen Segmenten des Sprosses entwiSkgiment 1 und 2 stamm-
ten von dem im Korn zurlickgebliebenen Skutellume Begmente 3-12 wurden
in akropetaler Reihenfolge prapariert, bis in degrSenten 13 und 14 nur noch
die eingerollten ersten Blatter zu erkennen waBsgment 1, 7, 13 und 14 bilde-
ten durchsichtigen, schwammigen Kallus aus. Seg@eatund 10 zeigen hinge-
gen einen kompakten, festen Kallus, der eine eltegOberflache besitzt.
Keiner dieser Kallustypen wurde embryogen. Das Seqgml bildete den ge-
winschten Kallus Typ II, der cremig weif3 und kriignés$t (Draperet al, 2001).
Die Aufnahme nach 33 Tagen lasst an diesem Katusrggene Strukturen er-
kennen, aus denen nach 14 Tagen erste Sprosseragsmatischen Embryonen
regenerierten (SE), wie in Abbildung 24 (unten)sahen ist. Die Segmente 3-6
und 8 wurden unmittelbar nach dem Transfer aufusatiduktionsmedium nekro-
tisch und zeigten keine Kallusbildung.

Die genaue Zusammensetzung der Segmente aus dgehiedenen Geweben liel3
sich auf Grund der Reflektionen an den Schnitt#gchicht erkennen. Somit kann
nicht gesagt werden, aus welchem Gewebetyp deryempdne, regenerierende

Kallus Typ Il hervorgegangen ist.

2-3 mm lange, eingeschnittene Segmente

Ts

@ Nach 7 Tagen Kallusinduktion
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@ Nach 14 Tagen Kultur auf Regenerationsmedium
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Abbildung 25: Kallusentwicklung und Regeneration de ca. 2 — 3 mm langen, eingeschnitte-
nen Segmente von einem Spross (2mal)

Spross a und b nach 33 Tagen Kallusinduktion und ¥Vochen Kultur auf Regenerationsme-
dium. Die Nummerierung erfolgte aufsteigend von deiSprossbasis. VergroRerung 1,5fach,
auf3er Segment Nummer 3a und 3b 0,8fache

Auch bei den gro3eren Segmenten, die mehrmalssshgiten wurden, konnten
die unterschiedlichen Kallustypen beobachtet wer@hdrbildung 25). Die Ex-
plantate 3-5 beider Sprosse verhalten sich beKd#usentwicklung &hnlich. An-
fanglich konnte die Streckung des inneren SprossiBees beobachtet werden,
danach begann nach ein paar Tagen hauptsachlideraschnittenden eine un-
geordnete Teilung einiger Zellen. Die aulRere Hidlie, Koleoptile, verbraunte
bereits nach kurzer Zeit und schnirte den Kallus @n Ring in der Mitte ein.
Die Explantate 5a und 5b bestanden im Inneren msid#erem Blattgewebe und
bildeten den weichen, durchsichtigen Kallus. Segnidnund 2a entwickelten
zum Teil ebenfalls weichen Kallus und zum andenemde Strukturen mit der
glatten Oberflache. Von den jeweils funf Explamtab@dete nur das dritte soma-
tische Embryonen aus dem Kallus und regeneriertieinfolgenden 14 Tagen auf
RM kleine Pflanzchen. In Abbildung 25 ist ebenfalls sehen, dass die anderen
Kallustypen keine embryogenen Strukturen entwiekeltDer Kallus war nach
gleicher Kulturdauer grol3er als bei den dinnen ®egem und begann friher

erste Pflanzchen zu regenerieren.
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ganze, eingeschnittene Sprosse

@ Nach 18 Tagen Kallusinduktion
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Abbildung 26: Kallusentwicklung und Regeneration gazer, eingeschnittener Sprosse (Spitze
entfernt)
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Spross a und b nach 33 Tagen Kallusinduktion und BVochen Regeneration. Beide Aufnah-
men wurden mit 0,8-facher Vergrof3erung gemacht.

Wurde der gesamte untere Bereich des Sprossesnmih deil der ersten Blatter
verwendet und ca. alle 0,5 mm eingeschnitten, taldech an den Schnittstellen
Kallus, der aus den verschiedenen bereits oberhbelkenen Typen zusammen-
gesetzt war (Abbildung 26). Die Koleoptile verbréaureicht und entwickelte
nach ein paar Tagen durchsichtigen, weichen KaNizeh sieben bzw. 12 Tagen
Kallusinduktion hatten sich junge, chlorophyllfre®latter in der Mitte der
Sprossexplantate (ohne Spitze des Sprosses) gebiNeében diesen konnten
regenerierte Wurzelhéarchen und Wurzelspitzen séwnwgtze von sk identifiziert
werden. Nach 33 Tagen auf Kallusinduktionsmediumewalie neuen Blatter und
Wurzeln teilweise degeneriert und wurden von klejnegenig differenzierten s
umgeben. In den 14 folgenden Tagen auf RM proéfegider embryogene Kallus
weiter und bildete eine Vielzahl reifer somatisckgnbryonen, aus denen neue

Pflanzchen regenerierten (Abbildung 26 unten).

3.2.3.2 Abhangigkeit der Kallusinduktion von der Sprosslang

Beim Auskeimen des Saatgutes entwickeln sich ratibtSprosse gleich schnell
und bilden somit einen Pool mit unterschiedlichémden. Um zukinftig nicht zu
viel Material verwerfen zu mussen und ein Vielfaxiven dem auszulegen, was
am Ende mit der gewiinschten Sprosslange von 0/8&carbeitet werden kann,
wurde untersucht, wie sich die Sprosslange (gesaBpeoss bis zur Spitze der
Koleoptile) auf die Bildung von embryogenem Kall{gK) aus den 0,3-0,5mm
dinnen Segmenten auswirkt. Es galt festzustelletérmgere Sprosse ebenfalls in
der Lage sind, embryogenen Kallus zu bilden unevéhcher Position sich der
dafir kompetente Bereich befindet, um zukinftig ejemenfalls nur diesen

Bereich zu verwenden.
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Position der embryogenen Kalli in Abhangigkeit der Sprosslange

Entfernung vom Korn in cm fur 0,4 mm diinne Segmente

0 0,08 0,16 0,24 0,32 0,4 0,48 0,56 0,64 0,72 0,8 0,88 0,96 1,02 1,2 1,28 1,36
3,5 Il Il 1 1 Il Il 1 1 Il Il 1 1 Il Il 1 1 J

2,5 =

Sprosslange in cm
N
@
[ ] [ ]
[
[ ] [ ]
L 2
[ ]
{ X B J
[ ]
®
®
[ X ]

L5 o - — —
1 o35 o o o o
—° Lo |
1 ! s §
0,5
¢ Segment mit embryogenem Kallus
0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26
Segmentnummer

Diagramm 12: Position der embryogenen Kallus bildeden Segmente in Abhangigkeit der
Lange des jeweils verarbeiteten Sprosses

Aufgetragen sind die 0,3 — 0,5 mm diinnen Segmenterv0,75 bis 3,3 cm langen Sprossen die
nach finf Wochen Kallusinduktion embryogenen Kallusgebildet haben. Die Anzahl an ge-
schnittenen Sprossen variierte entsprechend der VEigbarkeit von 1-9 pro getesteter Spross-
lange und betrug insgesamt 110. Die Entfernung deBegmentpositionen vom Korn wurde
fur 0,4 mm diinne Segmente berechnet.

Wie man in Diagramm 12 sehen kann, sind die untétsa Sprosse von 0,75 bis
3,3 cm Lange in der Lage eK zu bilden. Gezeigt eerkionnte zudem, dass sich
die Position der Segmente, die zur Bildung von ekabigt sind, mit zunehmen-
der Sprosslange vom Korn weg verschiebt. Jedogh dieser Bereich zumeist in
der unteren Halfte des Sprosses und nie im obergtelDwelches nur aus den

ersten Blattern und der Koleoptile besteht.
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3.2.3.3 Mikroskopische Untersuchungen

Die mikroskopische Untersuchung eines jundgmlistachyorSprosses sollte
Auskunft Uber dessen Aufbau, die Lage der Gewebeteilungsaktiven Bereiche
geben, um die in den Abschnitten 3.2.3.1 und 223 machten Beobachtungen

interpretieren zu kénnen.

Abbildung 27: Sprosslangsschnitt vorB.distachyon

Der Spross wurde unmittelbar am Korn vom Embryo abgetrennt, langs 1 um diinn geschnit-
ten und mit Kristallviolett gefarbt;, mk= Mesokotyl, plg= priméres Leitgewebe, eK= Epiko-
tyl, pb= Priméarblatt, k= Koleoptile, sa= Sprossapex bp= Blattprimordium; asp= apikales
Sporssmeristem, gm= Grundmeristem, bb= Blattbasis

In Abbildung 27 ist der Langsschnitt eines ca. diage alten Sprosses zu sehen.
Auf der rechten Seite befindet sich das Mesokahi)(mit dem Priméarleitgewebe
(Ig), welches von der Koleoptile (k) und dem Skiutel (nicht dargestellt)
begrenzt wird. Die Koleoptile umhdillt die ersteraiér und besteht aus chloro-
phyllfreien, langestreckten, differenzierten Zellédas apikale Sprossmeristem,
das Grundmeristem, die Blattprimordien und die tBegen bestehen aus kleinen,
runden, dicht gepackten, wenig differenzierten uedungsaktiven Zellen
(Wagenitz, 2003; Nabors, 2007; Beck, 2010).
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Um die Gewebestruktur der kultivierten Segmente derén Reaktion auf Kallus-

induktionsmedium zu bestimmen, wurden einige Qummisie von unterschied-

lichen Positionen nach sieben Tagen auf g{IM) mit dem Rasterelektronen-
mikroskop betrachtet und von anderen senkrechtSdanittachse Dinnschnitte
angefertigt. Der friihe Zeitpunkt wurde gewahlt, omdglichst noch die urspring-
lichen Gewebe erkennen zu kdnnen. Morphologischaénderungen wéahrend der
Kultivierung der Segmente lieRen jedoch eine gerBestimmung des zellularen

Ursprunges der Kallusbildung nicht zu.

Brachypodium distachyon

Abbildung 28: Segmente mit Kallusentwicklung nach igben Tagen Kallusinduktion

links: Aufnahme mit dem Rasterelektronenmikroskop,rechts: vertikaler Schnitt eines Quer-
schnittes (10x)

In Abbildung 28 sind zwei Segmente mit amorphemivwaghstum im inneren

Teil des Querschnittes zu sehen. Der gebildeteuKaekichnet sich durch kleine,
nicht oder kaum gestreckte, undifferenzierte ZeHes, die sich - wie im linken

Bild zu sehen - intensiv teilen. Die aul3enliegeKd&optile besteht aus grof3en,
gestreckten Zellen, die keine Teilungsaktivitageei
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Brachypodium distachyon

Abbildung 29: Segmente mit Epidermisgewebe nach sienTagen Kallusinduktion

links: Aufnahme mit dem Rasterelektronenmikroskop,rechts: vertikaler Schnitt des oberen
Bereiches eines Querschnittes (10x)

Im linken Bild der Abbildung 29 ist ebenfalls dieok€optile und deren unveréan-
derte Schnittflache zu erkennen. Der obere kuppétiie Bereich wird von

Epidermisgewebe gebildet, darunter scheint sichukau entwickeln. Die rechte
Aufnahme zeigt ein anderes Segment, welches eleffpidermisgewebe nach
aulB3en geschoben hat, unter dem sich stark teiléteiag Zellen befinden. Im

Zentrum dieses Gebildes sind gestreckte, diffeegteziZellen zu erkennen.

Brachypoedium distachyon 400 ym ——

Abbildung 30: Segment mit totem Gewebe nach siebélagen Kallusinduktion

links: Aufnahme mit dem Rasterelektronenmikroskop von oben auf den Querschnitt, rechts:
vertikaler Schnitt eines Querschnittes (10x)
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Das linke Segment in Abbildung 30 besteht in dettdvthus Blattgewebe, welches
sich nach der Praparation noch gestreckt hat. Bisteson der réhrenférmigen

Koleoptile umgeben, die auch hier keine Verandezeigt. Es wurde kein Kallus

gebildet. Im rechten Bild sind ebenfalls angest¢bné altere Blatter zu erkennen.
An deren Schnittende haben sich einige Zellen amgeihn zu teilen, sind aber
vergleichsweise wenig teilungsaktiv und mehr ddferiert als der Kallus aus
Abbildung 28 und 29. Der mittlere Bereich bestald totem Gewebe.
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3.3 Gentransfer in Sprosssegmentkallus mittelé.tumefaciens

Um flir die neu entwickelte Regeneration &udistachyorSprosssegmentkallus
eine Methode fur die genetische Transformation tableren, bot es sich an,
bereits flur andere Explantattypen von Grasern bgeahransformationsproto-

kolle zu testen und spéater gezielt einzelne Pammzetvariieren.

In der vorliegenden Arbeit wurden daher die in Aebeitsgruppe ,Pflanzliche
Reproduktionsbiologie” (IPK Gatersleben) etablierterotokolle fir denAgro-
bacteriumvermittelten Gentransfer in unreife Embryonen (wBh Gerste bzw.
Mais zu Grunde gelegt (Hensatl al, 2009). Dartiber hinaus wurden drei Varian-
ten fur den Gentransfer in embryogenen Kallus dtis/an B.distachyonpubli-
zierten Protokollen abgeleitet ¢urar et al, 2008; Vogel und Hill, 2007). Die
Vorkultur, Selektionsphase und Regeneration erfolgtwie unter 2.2.3 beschrie-
ben - auf den fUB.distachyorSprosssegmente etablierten Medien €M) und
CIMg(22) sowie KAN-Medium (RM) (Rezeptur siehe Anhang).

3.3.1 Anwendung eines modifizierten Protokolls fur unreie
Gerstenembryonen (Variante 1)

Nach drei Wochen Vorkultur der Segmente auf g([&2) war es noch nicht mog-
lich, eindeutig die Kalli zu identifizieren, diecki spater zum Typ Il entwickelten
bzw. somatische Embryonen ausbilden. Deshalb wedier Kallus, der groRer
als 2 mm war, fur die Inokulation verwendet. Na@r thfektion mit den Agro-
bakterienund zwei Tagen in fllissiger Co-Kultur waren die IKa¢hr weich und
mit Flissigkeit vollgesaugt und besalien eine grhelFarbung. Die Kalli zeigten
auf CIMg(22)-Selektionsmedium kein Wachstum, farbten sibrarotz Anwe-
senheit von Hygromycin B nicht dunkelbraun bzw.veatz. Trotz Anwesenheit
des Antibiotikums Timentin blieben die Kalli mit Agpakterien kontaminiert und
wurden teilweise Uberwachsen. Lediglich ein Kallusn 94 verarbeiteten
Sprossen proliferierte nach einigen Wochen und gigee Fluoreszenz bei Anre-
gung mit UV-Licht auf. Nach Kultivierung auf RM bliéte sich ein chlorophyll-
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haltiger Spross, der aber mit dem Kallus durch éliiekontamination abstarb
(Abbildung 31). Bei anderen Kalli konnte keine GEMpression detektiert
werden. Diese Kulturen wurden deshalb neun Wocharh mder Inokulation

verworfen.

Abbildung 31: GFP-Nachweis im regenerierenden Kalls aus Transformationsvariante 1
(mit Pilzbefall)

Links: GFP-Expression von Kallus und Spross unter W—Licht, mit GFP-Plus-Filter (Lei-
ca); rechts: Hellfeld-Aufnahme

3.3.2 Anwendung eines modifizierten Protokolls fir unreik B.distachyon-
Embryonen (Variante 2a-2c)

Variante 2a

Auch in diesem Versuch konnten nach drei Wocherkitarr noch keine em-
bryogenen Strukturen identifiziert werden. Nach bekulation mit den Agro-
bakterien (Olgy= 1,0) wurde die tUberschissige Suspension aufpalpeer abge-
tupft. Wéahrend der Co-Kultur tberwuchsen die vefidnen Agrobakterien den
Kallus sehr stark, weshalb sie vor der Selektioasptkurz mit Timentin-haltigem
(300mg/l) HO (steril) gespult wurden. Dies konnte aber nichitgre Kontamina-
tionen verhindern und fihrt zum Absterben der K& konnte von 66 verarbei-

teten Sprossen kein Kallus mit GFP-Expression sxhaterden.
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Variante 2b

Aufgrund der Probleme mit den persistierenden Agktdrien in den vorange-
gangenen Versuchen und der Verwendung einer hoh&geobakteriendichte
(ODgo= 1,7-2,0) als in Variante 2a wurden die Kalli natgr Inokulation 15 min
mit sterilem HO gespult und danach auf Filterpapier abgetrockDet. Kalli
zeigten die erste Woche auf Selektion kein Wachstumd wurden teilweise
nekrotisch. Trotz des Spulens nach der Inokuldtemm es in der Selektionsphase
immer wieder zu Agrobakterienbewuchs. Nur vereinkehnten kleine Bereiche
mit GFP-Expression detektiert werden, die aber aufe der Zeit immer weniger
wurden. Von 118 verarbeiteten Sprossen konnten dgalli mit GFP-
exprimierenden somatischen Embryonen erhalten wefébildung 32). Durch
immer wiederkehrenden Agrobakterienbefall musstienkalli verworfen werden
bevor sie in der Lage waren Regenerate zu bilden.

Abbildung 32: GFP-Nachweis in somatischen Embryonerines Kallus aus Transformations-
variante 2b

Links: GFP-Expression des Embryos unter UV—Licht, nit GFP-Plus-Filter (Leica); rechts:
Hellfeld-Aufnahme
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Variante 2c

Aufgrund der geringen Erfolge der vorhergehendean3iormationsvarianten
wurde die Vorkultur auf 4-5 Wochen erhoht und dielde der Agrobakterien auf
0,6 bei 600 nm reduziert. Zusatzlich wurden dielikalrz bei 500mbar mit der
Suspension infiltriert. Es konnte beobachtet werdeie einige Kalli teilweise
schwarzbraune Stellen bekamen und sich anderedBerkingegen weiter teilten.
Eine GFP-Expression ist nach zwei Wochen in 26 nah 4,5 Wochen nur noch
in 16 Kalli von 128 Sprossen zu sehen gewesen. éideten elf Kalli eine
krimelige Struktur aus (Typ Il) und wurden daranfhach sieben Wochen Selek-
tion auf RM transferiert. Vor persistierenden Agakterien konnten nur zwei

Kalli bewahrt werden und Pflanzen regenerieren.

Abbildung 33: GFP-Nachweis in regenerierendem Kalla aus Transformationsvariante 2c

Links: GFP-Expression einiger Bereiche des Kallus nter UV—Licht, mit GFP-Plus-Filter
(Leica); rechts: Hellfeld-Aufnahme

Der in Abbildung 33 gezeigte Kallus bildete tUber Blanzen, von denen 40 in
Erde gebracht und unter den in 2.1.1 angegebengindgengen kultiviert wurden.

Frischblattproben von 25 Pflanzen werden mit demfdkalen Laser Scanning-
Mikroskop (Zeiss LSM 510 Meta, Carl Zeiss, D) alFRsExpression untersucht
(2.2.3.4). In allen getesteten Blattproben konrde Beporterprotein nachgewie-

sen werden.
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200044

Abbildung 34: GFP-Nachweis in der Frischblattprobeeines Regenerates aus Variante 2¢

Aufgenommen mit dem konfokalen Laser Scanning-Mikrekop, (Zeiss LSM 510 Meta, Carl
Zeiss AG, D). Anregungswellenlange= 488 nm, Bandp=iter (505-530 nm) fir GFP und
Langpass-Filter (680 nm) fur Chlorophyll, links: Emissionsspektrum der markierten Berei-
che der Epidermis mit dem dazugehdrigen Blattabschitt, rechts: grine Autofluoreszenz in
den Zellkernen und an der Zellmembran sowie rote Atofluoreszenz des Chlorophylis.

Abbildung 34 zeigt den Ausschnitt eines der unteltsen Blatter mit dem dazu-
gehdrigen Emissionsspektrum. Beide markierten Bkesiweisen eine erhdhte
Intensitat, bei der flur das GFP-Protein typischemdgsionswellenlange (512 nm),

auf. Die Zellmembranen und Zellkerne fluoreszidseronders stark.

Das regenerierte Pflanzchen des anderen Kallub stach der Uberfiihrung in
Erde ab. Somit konnte von 128 verarbeiteten Sprossg ein Kallus mit

mehreren Uberlebensfahigen Regeneraten gewonneenver

Seite | 87



Ergebnisse

3.3.3 Anwendung eines modifizierten Protokolls fir unreie

Maisembryonen (Variante 3)
Fir diese Methode wurden Kalli unterschiedlichete/ verwendet, um zu se-
hen, ob dies eine Auswirkung auf die Transforma@fiizienz hat, da aber auch
in diesem Versuch haufige auftretende Kontaminatiomit Agrobakterien- zum
Absterben von Explantaten fuhrten, kann keine Agssaur Abhangigkeit des
Gentransfers von der Dauer der Vorkultur getroffemden.

Auf dem Selektionsmedium wurde ein Grol3teil deslusglewebes nekrotisch.
Dennoch fingen bei einigen Kalli, ungefahr ein bwei Wochen nach der Co-
Kultur, kleine Bereiche an zu proliferieren. Zweob@¥ien nach der Infektion mit
den Agrobakterien konnte an fast jedem Kallus Gkpr&ssion detektiert wer-
den, die entweder kleine flachige Bereiche oddw&sse nur punktuell einzelne
Zellen umfassten (Abbildung 35). Im Laufe der Zwitluzierte sich jedoch die
Zahl der Kalli mit GFP-Expression oder sie warechhin der Lage zu proliferie-
ren, sondern verharrten in dem Entwicklungsstadidas, sie zum Zeitpunkt der
Inokulation erreicht hatten. Abbildung 35 zeigtigenKalli mit unterschiedlichen

Gewebestrukturen und GFP-Expression ca. sieben &¥aadich der Inokulation.

Abbildung 35: GFP-Nachweis in Kalli aus Transformatonsvariante 3.
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a—d: Kallus mit verbraunten und gesunden, embryogeen, GFP-exprimierenden Bereichen,
e+f: kompakter Kallus mit einzelnen GFP-exprimiererden Zellen, ohne Anzeichen von Tei-
lung oder embryogenem Gewebe

Die vitalen Bereiche der Kalli a-d zeigen eine insi®e griine Fluoreszenz unter
UV-Licht und besitzen eine krimelige Struktur. Wedlse sind schon erste somati-
sche Embryonen zu erkennen. Die Kalli e und f wemgenfalls GFP-Expression
auf, jedoch ist diese auf einzelne kleine Stelleschrénkt und das Kallusgewebe

ist grau, kompakt und wachst nicht mehr.

Von anfanglich 291 verarbeiteten Sprossen konmiegesamt 72 Kalli mit emb-
ryogenen Strukturen auf RM mit 25 mg/l Hygromycransferiert werden. Ein
Teil davon starb durch Kontaminationen mit Agrolesien trotz mehrfachen Spu-
lens mit Timentin und Medienwechsel im weiterentiuterlauf ab. Bis zum Ab-
bruch der Regenerationsphase 15-19 Wochen nachrdesformation konnten
insgesamt 205 Regenerate von 42 unabhangigen K#lliGFP-Expression in
Erde gebracht werden, wobei von einem Kallus mdxPf#&nzchen enthommen
wurden. Die Uberlebensrate, Fertilitit und Tranggerder Regenerate konnte
nicht mehr untersucht werden, da die fur experigleEniArbeiten zur Verfigung

stehende Zeit abgelaufen war.
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3.4 Molekularbiologische Arbeiten

Im Rahmen einer Praktikumsarbeit wurden schon ergégsuche zum
Agrobacteriumvermittelten Gentransfer inB.distachyorSprosssegmentkallus
durchgefuhrt (Melzer, 2009). Fur die Transformatwarde das Binarplasmid
pTwin GUS+HPT:GFP verwendet (Abbildung 17), welch#8T und sgfp auf
einer T-DNA undgusmit Intron auf einer anderen T-DNA tragt (2.2.4% Eonn-
ten insgesamt 22 Primartransgeng) (Mon neun unabh&ngigen Kalli gewonnen
werden. Der molekularbiologische Nachweis des ens konnte damals aus
Zeitgrinden nicht mehr erfolgen und wurde deshallRiahmen der hier vorlie-
genden Arbeit an jeweils 15 Nachkommen der erstene@tion (T) von zweli
Regeneraten aus unabhangigen Transformationsexg@dam(5 und 13) und zwei
Regeneraten (1 und 2), die aus dem selben Kalloisddge wurden, durchgefthrt.
Trotz der moglichen Verwandtschaft zweier Pflanagml im Weiteren von Linien
gesprochen. Die vier Linien wurden ausgewaéhlt, weih ihnen ausreichend
Saatgut zur Verfliigung stand. Die angezogenenflanzen zeigten keine morpho-
logischen Aufféalligkeiten und waren alle in der kageues Saatgut {)Tzu pro-
duzieren (Anzuchtbedingungen siehe 2.1.1).

3.4.1 Nachweis der Hygromycinresistenz in BlattsegmentefHY G-Test)

Um die hygromycinresistenten Nachkommen der ausigikeva Primartransgene
identifizieren zu konnen, wurde der HYG-Test dusdiigprt. Abbildung 36 zeigt
die Blattsegmente nach der Behandlung. Die rot ireddn Blattstiicke besitzen
entweder eine ausgeblichene Blattbasis oder sifiéllegs dunkel gefarbt und

werden als nicht resistent eingeordnet. Die UbriB&itsegmente sind teilweise
nur am oberen Ende, das sich nicht im Medium befaostbraun gefarbt und
sonst unverandert griin. Jene werden als resisteggstuft. Von 15 Nachkommen
wurden in Linie 1 neun, in Linie 2 elf, in LinieZwei und in Linie 13 elf anhand
der getesteten Blattsegmente als resistent gegehnlylgeomycin B identifiziert.

Der Wildtyp zeigt erwartungsgemal? keine Resistenz.

Seite | 90



Ergebnisse

Abbildung 36: Nachweis von HPT mittels Hygromycin-Batttest

Blattsticke der jeweils 15 Nachkommen (a-0) aus viemit LBA4404/pSB1 (pTwin

GUS+HPT:GFP) transformierten Linien nach sieben Tagn. Sie wurden zur Halfte in flissi-
gem MS-Medium mit 200 mg/l Hygromycin B fiir siebenTage kultiviert. Rot markierte Seg-
mente wurden als anfallig gegen Hygromycin B eingast; WT=Wildtyp

3.4.2 Histochemischer Nachweis degus-Expression (GUS-Assay)

Der Nachweis auf die GUS-Reportergenaktivitat im ddéachkommen erfolgte
Uber den histochemischen GUS-Assay. Nach der Inlarbdrischer Blatt-

segmente mit x-Gluc-Losung und dem HerausloserCidsrophylls konnte kei-
ne Blaufarbung des Gewebes nachgewiesen werdeh. diadWiederholung mit

Wurzelspitzen brachte kein positives Ergebnis.

3.4.3 Nachweis desHPT-Gens mittels PCR und Gelelektrophorese

Zusatzlich zu dem Nachweis der Expression von Hbtlfesdie Anwesenheit der
HPT-Sequenz durch ihre Amplifikation mittels PCR ustétzend gezeigt wer-
den. Die PCR mit den spezifisch in déPT-Sequenz bindenden Oligonukleoti-
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den und die anschlieRende gelelektrophoretischérefmung brachte das in den

Abbildung 37 dargestellte Ergebnis.
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Abbildung 37: Nachweis des mit PCR amplifiziertenHPT-Sequenzfragmentes (707 bp) mit-
tels gelelektrophoretischer Auftrennung.

Gelelektrophorese mit 0,8%igem (w/v) Agarosegel (02 mg/l Ethidiumbromid). Getestet
wurden die Nachkommen (T) a — o der Primartransgenen 1, 2, 5 und 13 ¢); WT= Wildtyp,
K=Positivkontrolle (stabil mit pTwin GUS+HPT:GFP tr ansformierte Gerstenpflanze), W=
Wasser, M= GrolRenstandard 100 bp DNA Ladder

Analog zum HYG-Blatt-Test konnten fir Linie 1 nedmnie 2 elf, Linie 5 zwei
und Linie 13 elf von jeweils 15 getesteten Pflanpesitiv aufHPT getestet wer-
den. Wasserprobe und Wildtyp zeigten keine BanDenPositivkontrolle und die
primartransgene Pflanze {jTbesitzen die gleiche Fragmentgrdl3e wie deren posi
tive Nachkommen (707 bp).
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3.4.4 DNA-Gel-Blot-Analyse

Der Nachweis fur die stabile Integration der T-DN#t HPT und sgfpin das
Pflanzengenom und deren Segregation in dgedneration wurde mit einem Gel-
Blot-Hybridisierungsexperiment gefuhrt. Die genochis DNA wurde mitHin-

DIIl enzymatisch gespalten und anschlieRend eineribligierung mit der DIG-

markierten Sonde gegen digfp-Sequenz durchgefuhrt (2.2.4.5). Das Ergebnis ist
in Abbildung 38 dargestellt.

- ~med oes “d
- 33T
——1 ehee & o - : B
I\-ﬂabcde-fghiiklmnoxﬁ'!']@_ abcdefgwrhi jkImno

Linie5 Linie 13
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labcdefgwrhi labcdefgwrthijkImno

Abbildung 38: Southern-Blot Analyse der T, Generation

Analyse der Nachkommen a-o der Linien 1, 2, 5 und3Lmit einer DIG-sgfp-Sonde; die rote
Linie verweist auf gleiche BandengréRen einiger Ingdiduen von Linie 1 und 2; M=DIG-
Marker II; WT=Wildtyp

Die Hybridisierung ergab, dass Linie 1 neun vonN&chkommen besitzt, die
jeweils eine Bande von ca. 9,5 kb Grof3e und einasestarkere von ca. 5,5 kb
aufweisen. Linie 2 besitzt neun Nachkommen mit eBende bei ungefahr 8 kb
und zwei Pflanzen mit dem gleichen Bandenmusterdieneun aus Linie 1. Li-

nie 5 besitzt zwei Nachkommen mit jeweils einer @amei ca. 6,5 kb und der
Southern von Linie 13 zeigt 11 Nachkommen die @aeade bei ungefahr 8 kb
und eine weitere bei 9,5 kb besitzen.
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3.4.5 Gegenuberstellung der Nachweisergebnisse

Der Vergleich der Ergebnisse der einzelnen Nacleveigigt, dass alle im
Southern-Blot positiv aufgdp getesteten Pflanzen auch bei der PCR und dem
Blatttest positiv auf das Vorhandensein BEST-Gens getestet werden konnten. In
allen untersuchten Nachkommen deg-Linien konnte jedoch keine GUS-

Expression nachgewiesen werden.

Tabelle 9: Zusammenfassung der Testergebnisse aug ®hne GUS-Assay.

+ = positives Testergebnis; -- = negatives Test@ilgnis; 1 = eine Kopie, 2 = zwei Kopien
d e f

Linie Test a b
HYG-
Blatttest
1 hpt- PCR
GFP-
Southern
HYG-
Blatttest
2 hpt- PCR
GFP-
Southern
HYG-
Blatttest
5 hpt- PCR| -- - - - - -
GFP-
Southern
HYG- +
Blatttest
13 | hpt- PCR| +
GFP- +
Southern| 2

h i j k I m n o

C
+
4+ - -
+
2

N+ + +
N+ + +

B+ o+ o+ [N+ +
P+ + + [N+ +
P+ + + [N+ +
B+ o+ o+ [N+ +
N+ + + [N+ +

N+ + +P++ +[P++ + [N++ + o

1
1
N+ + + [P+ +

N+ + +
N+ + +
N+ + +
N+ + +
N+ + +
N+ + +
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4 Diskussion und Ausblick
4.1 Klonierung

Fur die Entwicklung und Etablierung eines Transfationssystems fur Pflanzen-
zellkulturen ist die Verwendung von Selektionsmarkend Reportergenen unab-
dingbar. Als Selektionsmarker werden am haufigstetibiotika- oder Herbizid-
Resistenzen und als Reportergene histochemisch wdeell nachweisbare
Proteine, wie zum Beispiel: GUS$-Glucuronidase au&.coli, welches durch
Hydrolyse von X-gluc und der Oxidation des Reaktfmoduktes eine Indigo-
Blaufarung hervorruft), GFP (grin fluoreszierend@®otein der Tiefseequalle
Aequorea victorip oder DsRed (rot fluoreszierendes Protein drFP283
Scheibenkorallen der Speziescosomg, verwendet.

Die unterschiedlichen Testmethoden fur die Expogssier Reportergene - wie
Fluoreszenzmessung oder GUS-Assay - haben je naske#dung ihre Vor- und
Nachteile. So eignet sich zum Beispiel die GUS-&agonicht, wenn aus dem
transformierten Kallus noch Pflanzen regeneriertder sollen, da die Zellen
durch die Behandlung mit der X-Gluc-Lésung abgetdterden. Fur den Nach-
weis der Glucuronidase in Pflanzenexplantaten &t @US-Assay aber eine
empfindliche und zuverlassige Methode.

Die Vorselektion von GFP-exprimierenden Kalli natdr Transformation ist hin-
gegen eine praktikable Handhabung, wenn diese miailéviert werden sollen.
Allerdings ist es in manchen Pflanzengeweben, wim Beispiel in Blattern,
schwer die GFP-Expression ohne Emissionsmessungieniunter 2.2.3.3 be-

schriebenen Methode von Hintergrundfluoreszenzrearacheiden.

Die Binarplasmide, die fur bisherige Arbeiten zuerfigung standen, besalien
entweder nur diese Kombination, aus einem Selektiamker und einem Repor-
tergen oder enthieltadPT, gusund gfp, wobei aber nuHPT und gfp gekoppelt
vererbt werden undjus auf einer separaten T-DNA liegt (siehe 2.2.4 pTwin
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GUS+HPT:GFP), also partikular Ubertragen werdemk#&eses System wurde
urspringlich fir die Erzeugung von selektionsmdrken Pflanzen entwickelt.
Es birgt jedoch die Limitation, dass die Zellendenen nur die T-DNA mit dem
gusReportergen integriert wurde bei Hygromycin-Satakmicht tberleben und
im umgekehrten Falle der Nachweis v&gfp nicht die Anwesenheit vogus be-
deutet.

Dies wurde zum Anlass genommen einen Vektor zu iekén, der neben der
unabdingbaren Resistenz, hier die durch H&ST-Gen vermittelte Resistenz,
wahlweise den Nachweis Uber GUS-Assay und GFP-Bgme ermdglicht. Es
wurde hierflr eine translationale Fusioegip:gu3 der codierenden Sequenzen
desenhanced green fluorescent proté&ens und dep-Glucuronidase-Genger-

wendet.

Die Erstellung des Binarvektors sollte Uber den stiwenvektor pBM152 erfol-
gen, der zunéchst erfolgreich aus den AusgangsmaanpGH219-2 und pUbi-
AB-M erzeugt wurde. Dieser Vektor enthalt dagp:gusFusionsprotein, welches
von denUBI-1-Promotorund einem35STerminator reguliert wird. Um einen
negativen Einfluss daviCS und weiterer Basen zwischen Promotor und Protein
auszuschliel3en, wurde die Funktionalitat des Fggimteins im Kontext der oben
genannten. regulierenden Elemente anhand transiErpeession in Gerstenem-
bryonen untersucht. Einen Tag nach Partikelbescties&mbryonen konnte die
Expression vonegfp:gus visuell detektiert werden, was bedeutet, dass das
Fusionsgen erfolgreich in den Zellen transkribiert! translatiert wird und volle

Funktionalitat aufweist.

Im weiteren Verlauf der Arbeiten konnte durch pei# Restriktion des Zwi-
schenvektors das Fusionsprotein mit del-1-Promotor und35STerminator
isoliert werden. Diese Expressionskassette safitelen Binarvektor p6int-Ubi
integriert werden, auf dem sich dbpt-Selektionsmarkergen mit de®T-LS1

Intron unter der Kontrolle degBI-1-Promotors und deS€aMV35STerminators,
befindet. In der gegebenen Zeit konnten jedoch ekelifolonien mit dem
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gewinschten Ligationsprodukt pBM279 selektiert weardDie genaue Ursache
daflr ist nicht bekannt, es wird aber vermutetsd#ektor- und Insert-DNA nicht
im angestrebten Verhaltnis von 1:3 vorgelegen halbl@nnur eine grobe Ab-
schatzung der DNA-Konzentration anhand der Bandekestim Agarosegel mit
dem Grol3enstandard getroffen wurde. Weiterhin denkiire ein Defekt der
Fragmentenden durch die Auftrennung im Agarosegel. ldie Einwirkung von

UV-Strahlung, die zum Sichtbarmachen der DNA notlvgrwar. Eine schlechte
Kompetenz deE.coli-Zellen konnte durch eine Kontrolltransformatiort péint-

Ubi ausgeschlossen werden. Aus Zeitgriinden koneteVdrsuch im Rahmen
dieser Arbeit nicht noch einmal wiederholt werdeter die Erstellung des
Binarplasmids sollte mit hoheren DNA-Konzentrationend einem genauer ein-

gestellten Vektor-Insert-Verhaltnis méglich sein.
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4.2 Pflanzengewebekultur
4.2.1 Oberflachensterilisation und Keimung

Ein grof3es Problem bei der Verwendung reifer Kormer Gewéachshauskulturen
stellte die Kontamination mit Bakterien, Hefen wmat allem Pilzsporen dar, die
mit der anfanglich verwendeten Oberflachenstetibsa(OS) (2,4% (v/v) NaOCI
15 min), nicht verhindert werden konnte. Die zuéte Vorbehandlung mit 70%
(v/v) Ethanol wirkte sich dabei auffallig schlechtif die Keimrate aus. Die 3-
minutige Behandlung schien dabei ausreichend zo, sgn den Keimling zu
schadigen, obwohl unreife Gersten- und Weizenkagopebenfalls nach dieser
Methode vorbehandelt werden, um spéater die uE bemaypréparieren (Henset
al., 2009). Ursache fur diese Empfindlichkeit konnte dorangegangene Quel-
lung der Korner sein, wahrend der die Sprossspitde bereits nach aul3en schie-
ben kann und ungeschiitzt frei liegt. Von der Anwergdvon 0,1% (v/v) HgGl
fur 4 min wurde Abstand genommen, da dieses st@&eMittel sehr toxisch ist

und spezielle Vorsichtsmaflinahmen bei Umgang unsbEning erfordert.

Die OS fur 10 min mit 6% (v/v) NaOCI wird fir zukifige Versuche empfohlen.
Die Keimrate liegt flr entspelzte Korner zwar nef B0-80%, dies stellt aber im
Verhéltnis zum Material- und Zeitverlust bei ein€ontamination einen guten
Kompromiss dar, denn das Problem ist nicht alldmss Bakterien, Hefen und
Pilze auftreten, sondern die Kontaminationen oft each dem Verarbeiten und

einigen Tagen Kultur sichtbar werden.

4.2.2 Kallusinduktion und Regeneration

Grundlage fur die Etablierung eines neuen Transdtionssystems ist eine effi-
ziente Methode zur Gewinnung von embryogenen Klaliiigren, die eine mog-

lichst hohe Kompetenz zur Regeneration aufweiseennDein gutes Gewebe-
kultursystem erhoht die Wahrscheinlichkeit, dasshamach der stressintensiven
Behandlung mit Agrobakterien und der Selektion ngehtigend Regenerations-

potential vorhanden ist und somit eine Vielzahlpatativ transgenen Regenraten
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erhalten werden kann. Um dies zu erreichen wurdsuebt die Effizienz der
Kallusinduktion in Hinblick auf Embryogenitadt unde&enerierbarkeit durch

Variation diverser Parameter zu optimieren.

4.2.2.1 Reproduktion der Kallusinduktion und Regeneration

Grundlage fur die vorliegende Studie waren die onféld erarbeiteten Standard-
varianten CIM(11) und CIMs(22), mit denen die Methode zunéchst reproduziert
und die mittlere Ausbeute an eK und rK pro Sprassiteelt wurde. Es konnte
gezeigt werden, dass aus Segmenten julBgdistachyonSprdsslinge cremig-
weil3er, krimeliger Kallus gewonnen werden kann,dden aus reifen Karyopsen
und unreifen Embryonen entspricht. Dieser wurde518%erst durch Bablak und
Kollegen fur B.distachyonbeschrieben und von Drapet al. (2001) als Typ I
bezeichnet. Er beginnt sich nach ca. 3-4 Wochenaausrphem, wei3em, wei-
chem Kallus zu entwickeln. Vogel und Hill (2007)rkden mit der Inzuchtlinie
Bd21-3 nur von 5% der unreifen Korner eK gewinrf@ngegen bildeten - zudem
drei Wochen schneller - 94% der kleinen (<0,3 mmieilen Embryonen (uE)
embryogenen Kallus. Die Kallusentwicklung und Aldilong embryogener Struk-
turen schien auch bei den Sprosssegmenten etwgsataer von statten zu gehen,
als bei den uE. So konnten unter den gegebenemd@eaujen selten bereits nach
drei Wochen Kultur von Sprosssegmenten eK ausgemarien. Dies kann zum
einem an dem hoheren Differenzierungsgrad der Bigqiiea liegen, zusatzlich
konnte auch die Kultivierung bei 24°C statt den Wogel und Hill verwendeten
28°C die Ursache dafir sein. So konnten Vogel, gaord Hayden (2006) bereits
zeigen, dass sich der Kallus bei 28°C schnellewiekelt, als bei 22°C. Dennoch
konnten nach 7-8 Wochen auf Gifd1) und drei Wochen auf RM 90,1% der ver-
arbeiteten Sprosse eK bilden, was zwar vergleiciseMange dauerte, aber mit
der Effizienz der uk vergleichbar ist. Aul3erdem riken durch die Anfertigung
mehrerer Segmente pro Spross 1,7 eK und durchdwimB,3 Regenrate aus ei-
nem ausgekeimten Korn gewonnen werden. Somit isp&@er auch moglich ohne

lange Vorkulturdauer und Teilung des Kallus mels aur einen Kallus pro
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Embryo bzw. Spross fur dekgrobacteriuravermittelten Gentransfer bereitzustel-

len, der zur somatischen Embryogenese befahigt ist.

4.2.2.2 Einfluss der 2,4-D-Konzentration im Kallusinduktionsmedium

Das Auxinanalogon 2,4-D ist fur die Dedifferenzieguwon Pflanzengewebe und
die Induktion somatischer Embryogenese geeigndtgii-2006). Es wurde schon
in vielen Kulturen getestet und auch fir die Prdotukvon embryogenem (eK)
und regenerierendem Kallus (rK) aus unreifen EmieyobeiB.distachyorver-
wendet, wobei die besten Ergebnisse mit 11,25 pvVD2erzielt wurden (Bablak
et al, 1995; Draperet al, 2001, Christianseet al, 2005; Vogel, Leong und
Hayden, 2006; Vogel und Hill, 2007; Va@t al, 2007; Rcuraret al, 2008). Dies
deckt sich mit den hier beobachteten Tendenzers das Uber diesem Wert
liegender 2,4-D Konzentration die Haufigkeiten @ddung von eK und rK pro
Spross abnehmen. Diese Beobachtung lasst sichfdandickfiihren, dass 2,4-D
zwar die Kallusentwicklung stimuliert, aber der amgsierten Entwicklung der
undifferenzierten Zellen zu proembryogenen Massehasomatischen Embryonen
hemmt (Murashige, 1974). Die Ursache fir das uedbfizierte, verstarkte
Wachstum der Zellen erklart Endress mit der Hypéngieerung der DNA durch
das Auxin, welches die Zellen in eine sehr aktiveotische Phase versetzt
(Endress, 1994; Menesest al, 2005). Zugleich ist aber die Anwesenheit des
Auxins fur die Initiierung der somatischen Embryngse notwendig, wobei die
darauf folgende Reduktion der Auxinkonzentratioa Bildung von Polaritaten in
den Zellen zulasst und damit zur Entwicklung vomatschen Embryonen (SE)
fuhren kann (Fehér, 2006). Dieser Effekt und derterschiedliche
Differenzierungsgrad der Zellen verschiedener Segeneirde erklaren weshalb
im Mittel weniger Kalli bei hoheren Konzentrationeon 2,4-D embryogen sind,
die Anzahl aber generell nach dem Transfer auf RMiem kein 2,4-D enthalten
ist, zunimmt. Es ist also zudem denkbar, dass berlaNgerung der
Regenerationsphase generell eine héhere Rate amdKRegenraten erreicht

werden koénnte. Die meisten eK, rK und Regenratevprarbeiteten Spross aller
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Versuche konnten bei der Reduktion der 2,4-D-Kotrag¢ion in der Kallusinduk-

tionsphase gewonnen werden. Bei dieser Variantedevalie anfanglich hohe
2,4-D Konzentration (22 uM) ausgenutzt um die Credénzierung und Prolifera-
tion des Kallus zu beschleunigen, die HerabsetzlangAuxinkonzentration nach
drei Wochen auf die Halfte kam hingegen der Auslriflembryogener Strukturen
und der Regenerationsfahigkeit zugute (Murashigé4)

4.2.2.3 Einfluss der BAP-Konzentration im Kallusinduktionsmedium

Neben 2,4-D wurde das Cytokinin BAP in unterschain Konzentrationen auf
seinen Einfluss bei der Bildung von somatischen iyoren getestet. Die Ver-
wendung von BAP wurde schon durch Vogel und Koltetiee Embryonenkultu-
ren anB.distachyongetestet, dabei konnten aber nur fur Linie Bd2] wicht
Bd21, ein positiver Effekt auf die Bildung von elisaunreifen Embryonen ge-
zeigt werden (Vogel, Leong und Hayden, 2006). Sank® die Gruppe um Vogel
mit 1 uM BAP und 4,5 uM 2,4-D im Kallusinduktionsdiem im Vergleich zum
BAP-freien Medium mit 11,25 uM 2,4-D eine 7,5-fachigerung der Entwick-

lung von eK aus reifen Koérnern erzielen.

Die in etwa der von Vogel entsprechende Kombination 1 uM BAP und 5 pM
2,4-D fuhrte im Fall von Sprosssegmenten als Auggaxplantat im Vergleich zur
BAP-freien Standardvariante CH{L1) zu einer signifikant geringeren Bildung
von eK. Einerseits kdnnte durch die geringe 2,4-@hkentration die Dedifferen-
zierung der Explantate und Proliferation der Kalkniger erfolgreich gewesen
sein, andererseits wurde auch bei 0,3 uM BAP in g{10l) vergleichsweise we-
nig eK gewonnen, was einen negativen Effekt des 8A&Pdieser Konzentrati-
onskombination mit 2,4-D vermuten lasst. Die hohdvittelwerte an eK und rK
bei CIMg(10) mit 1 uM BAP bzw. 3 uM BAP koénnen nicht aulsdBAP zuriick-
gefuhrt werden, da der parallel durchgefihrte Steshcohne BAP wiederum
hohere Ausbeuten zeigte. Somit scheint diese Veebesg der Kallusinduktion

durch andere Faktoren, wie die Qualitat der verwesmd Sprosse hervorgerufen
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worden zu sein, was jedoch anhand der vorliegemien nicht abschlie3end
geklart werden kann. Die Wiederholung des VersuchegggrofReren Probenum-
fangen und mehreren unabhéangigen Wiederholungediéihoheren BAP Kon-

zentrationen ist daher zu empfehlen, um eindewgigessagen treffen zu kénnen.

4.2.2.4 Einfluss zusatzlicher Stickstoffquellen im Kallusirduktionsmedium

Die Verfuigbarkeit von Stickstoff, als wichtiger Basdteil komplexer organischer
Molekiile, ist ein essentieller Faktor in Pflanzehkumedien. Da in den verwen-
deten MS-Salzen (M 0238, Duchefa) Stickstoff auks@hch in Nitratform
(18,8 mM KNQ) vorhanden ist wurde ermittelt, welchen Effekt &utiche Ga-
ben von Ammoniumnitrat bzw. Glutamin haben. Diew&ndung der MS-Salze
entsprechend Originalrezeptur mit M#O; (20,6 mM; Murashige and Skoog,
1962) wirkte sich jedoch signifikant negativ aué dinzahl gewonnener eK aus.
Grund hierfir kénnte die toxische Wirkung von Amnadnsein, das sich im
Medium und im Pflanzengewebe anreichert, wenn drevandlung von Ammo-
nium in Aminosauren nicht schnell genug ablaufe Bkkumulation von Ammo-
nium bzw. Ammoniak kann zusatzlich noch durch NiReduktion verstarkt
werden, was zudem zu einer Anderung des pH-Weiitkg {George und de
Klerk, 2008). Weiterhin kann das Verhaltnis von N@u NH;" im Medium fur
verschiedenste Pflanzenarten und Gewebekulturezraghiedliche regulierende
Effekte haben und sich beispielsweise auf die Vimdseit von Phytohormonen
auswirken (George und de Klerk, 2008). Auch vonhauan Viertel und Hess
(1996) wurde das N:NH,4" Verhaltnis als mogliche Ursache fiir die Stimulatio
der somatischen Embryogenese bei kultivierten Wisizessapexen diskutiert.
Sie konnten in ihren Versuchen bei Verwendung désS-Mediums mit einem
NOs :NH,'-Verhaltnis von 89:11, mehr als 90% der Sprossagexenduktion
von eK anregen, wahrend es bei 64:36 im MSB-Medmumn 4-12% waren
(Viertel und Hess, 1996).

Seite | 102



Diskussion und Ausblick

Um genauer klaren zu kénnen, in welcher Menge ualdrize N@ und NH;" in
dem hier furB.distachyorentwickelten System die somatische Embryogenese am
besten begunstigt, missten entsprechend weiteseidlex durchgefiihrt werden.

Nach der Zugabe von Glutamin konnten zwar wenigelbe@bachtet werden, was
eventuell mit dem Absenken des pH-Wertes durchAdimahme der Glutamins
erklart werden kénnte, allerdings konnte der Umigiesd zum Standard nicht als
signifikant nachgewiesen werden und die Menge awak in etwa gleich. Die
leichte Zunahme der Regenrate pro Spross konnteiaah forderlichen Effekt
der Aminosaure auf die somatische Embryogeneseehnsew. Der verwendete
Probenumfang ist allerdings zu gering um eine ketekAussage Uber den Ein-
fluss von Glutamin treffen zu kénnen. Somit waresasvoll den Versuch in
einem grolBeren Umfang zu wiederholen und gegebelterduch héhere und

niedrigere Konzentrationen zu testen.

Um einer Anderung des pH-Wertes durch Aufnahme Wmivandlung verschie-
dener Substanzen vorzubeugen, kdnnte die PuffedasgMediums z.B. mit
2-(N-Morpholino)Ethansulfonsauf®ES) erfolgen (Hunault, 1985).

4.2.2.5 Einfluss von CuSQ im Kallusinduktionsmedium

Die Zugabe von 3,75 uM CuSCzum Kallusinduktionsmedium, welches ur-
sprunglich nur 0,1 puM CuSCenthalt, sollte die Regenerationsfahigkeit deriKal
erhohen. Purnhauser und Gyulai (1993) konnten féizéw und Triticale eine
erhebliche Zunahme an rK und Regeneraten durchtidddion 1-100 uM CuS©O
im Vergleich zu herkdmmlichem MS-Medium nachweis@&uch Vain et al.
(2008) beschrieben fiB.distachyondie Zunahme der Pflanzenregeneration tber
somatische Embryogenese um das Zwei- bis Dreifattiren Ergdnzung des
Kallusinduktionsmediums mit 0,6 mg/l Cus@= 3,75uM). Diese Ergebnisse
konnten im Rahmen dieser Arbeit nur zum Teil ehlreiwerden. Zwar zeigte die
Variante CIMs(11) + 3,75 uM eine héhere Anzahl an Regeneratemiaraber die
Menge an rK war im Mittel geringer als bei Gifd1) und somit war ebenfalls die
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Gesamteffizienz an Regeneraten pro Spross geriBges. Erklarung fir die ge-
ringere Ausbeute an eK und rK kann nicht gegebemleve Zwar kann Kupfer in
hohen Konzentrationen toxisch wirken, aber fiir tiier verwendete Cit
Konzentration wére das nicht zu erwarten. Bei Weinad Triticale nahm der
prozentuale Anteil der Kalli die Sprosse regen&iermit der Erhéhung des
CuSQ-Gehaltes im Kallusinduktionsmedium bis 10 puM zud uselbst mit
100 uM CuSQ@wurde nicht weniger rK erhalten als mit 0,1 uM rthauser, und
Gyulai, 1993). Es ist also denkbar, dass der leebhchtete Effekt nicht auf die
Variante selbst zuriickzufuhren ist. Aufgrund vonnkaminationen wurde der
Probenumfang stark dezimiert, wobei und Wiederhgdumnvon einigen Versuchs-
tagen ganz ausfielen. Zudem war wahrscheinlichfittagiesen Versuch verarbei-
tete Material von unzureichender Qualitat, da admhaus derselben Sprosscharge
angefertigte Standard eine unterdurchschnittlichelusinduktion zeigte und
Unterschiede zwischen den zu vergleichenden Vamanafalliger Natur gewesen
sein konnten. Es ist demzufolge notwendig den Effekh CuSQ anhand eines

aussagekraftigeren Probenumfanges nochmals zwsuaoken.

4.2.2.6 Einfluss der Art der Kohlenstoffquelle im Kallusinduktionsmedium

Ausgehend von bestehenden Protokollen zur Gewinruorg regenerierbaren
embryogenen Kalli aus reifen und unreifen EmbryonemB.distachyonBablak
et al, 1995; Vogel und Hill, 2007; Vaiet al, 2007) wurde Saccharose als Koh-
lenstoffquelle und Osmotikum getestet. Der Austhudsr Maltose durch die glei-
che Menge an Saccharose zeigte ein eindeutigebiiisg@Vahrend sowohl fir
3% (w/v) Saccharose (Bablak al, 1995; Vogel und Hill, 2007; Vaiat al, 2007)
als auch 3% (w/v) Maltose (Drapet al, 2001; Christiansewt al, 2005) im
Kallusinduktionsmedium die Bildung somatischer Eyamen aus Kalluskulturen
beobachtet werden konnte und Sidosdval. (2006) im Rahmen ihrer Optimie-
rung des Kallusinduktionsmediums fur Maiskeimnodigrier anderem Maltose
erfolgreich durch Saccharose ersetzten, hatte eiiedhdung von Saccharose in

den hier gefiuihrten Versuchen mit Sprosssegmentem atarken negativen Effekt
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und fihrte zu einer veranderten Kallusstruktur. ddueine parallel gefuhrte Ver-
gleichsprobe kann ausgeschlossen werden, dass diffe&t auf das Donor-
material zurlckzufuhren ist. Eine Erklarung furséieBeobachtung ware, dass der
schnellere hydrolytische Abbau von Saccharose aicdSke und Fructose durch
die Zellkulturen, starke osmotische Schwankungendrgerufen hat und somit
den Wasserhaushalt der Kalli storte (Navarro-Alsateal, 1994). Fur Blattbasis-
segmente von Hafer konnte ebenfalls die AbnahmReggeneraten pro Explantat
um 15% bei Verwendung von MS-Medium mit Sacchasiad dem L3-Medium
mit Maltose fur die Kallusinduktion beobachtet wemd(Glesset al, 1998).
Allerdings kann in diesem Fall auch die generelietschiedliche Komposition
der Medien der Grund flr diese Beobachtung gewssim was aber durch Gless
und Kollegen nicht genauer untersucht wurde. B.glistachyorSprosssegmente
ist in der hier getesteten Konzentration Sacchams&egensatz zu Maltose im

CIMg nicht geeignet eine effiziente Bildung von eK awghrleisten.

4.2.2.7 Einfluss der Explantatgrofe

Die Verwendung langerer Segmentschnitte sollteRiégparationszeit verkirzen
und den Arbeitsaufwand wéahrend der Medienwechselngzrn, da beobachtet
wurde, dass ein Grol3teil der geschnittenen diinegm8nte nicht in der Lage ist
embryogenen Kallus zu bilden. Die Zerlegung deioSge in drei bis finf 2-3 mm
lange Segmente kann eindeutig schneller durchgefignden und reduziert die
Anzahl der Segmente die kultiviert und transferigerden missen, um mindes-
tens das Dreifache. In Vorversuchen konnte oftnads Weiterwachsen des
Sprosses und der innenliegenden Blatter beobaalateten (Melzer, 2009). Das
Einschneiden der Explantate sollte somit den Kdndigls Sprossinneren mit den
Medienbestandteilen gewahrleisten, das WachstuchdzZertrennen des Zellver-
bundes unterbrechen und die Kallusentwicklung am zlesatzlichen Schnittfla-
chen insbesondere durch Akkumulation des longitldiransportierten Auxins
ermdoglichen. Diese Anforderungen konnten mit demcluigefihrten Schnitten

erfullt werden. Dennoch, die Verwendung 2-3 mm &n§egmente fuhrte im
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Vergleich zu den 0,3-0,5 mm dinnen zu weniger el t pro Spross. Diese
Beobachtung kann damit erklart werden, dass dezi@eder den regenerierenden
Kallus bildet sich nicht tGber den ganzen Sprossremist, sondern an einer be-
stimmten Stelle des Sprosses positioniert ist. Ddie Zerlegung des Sprosses in
viele kleine Explantate teilte sich die kompetend@me auf mehrere Segmente (bis
zu vier) auf, was bei den gré3eren Explantatennaufmax. zwei begrenzt war.
Trotz dessen bildete der Kallus von den langengesohnittenen Segmenten
schlie3lich im Durchschnitt ebenso viele RegengpradeSpross wie die Standard-
schnittvariante. Zwar war einer der Vorteile deswirkelten Kallusinduktions-
systems Uber Sprosssegmente, die Gewinnung melwrgbhangiger ek und rK
von einem verarbeiteten Spross ohne die TeilungKadisis, jedoch scheint der
Verzicht darauf - aufgrund der schneller von statehenden Praparation und
Subkultivierung - eine gute Alternative zu seineBibschatzung welche Variante
im Verhaltnis zum erhaltenen rK zeit- und matepalender ist, kann jedoch im
Rahmen dieser Versuche nicht festgestellt werdanhidrfir eine genaue Be-
darfsabschéatzung nétig ware. Selbiges ware flurBéiwertung der verwendeten
Sprosssegmente gegentber den unreifen EmbryonBezing auf Effizienz der
Induktion von eK und rK, den Arbeitsaufwand und démteil der Unabhangig-
keit von Donorpflanzen, die bei unreifen Embryors¢égis im Gewachshaus ver-
fugbar sein mussen, erforderlich. Um genaue Aussdgeiber geben zu kénnen,
welche Methode fur die Hochdurchsatzanwendung ge&sg ist, ist es sinnvoll

diese direkt in einem Versuchsaufbau miteinanderezgleichen.

4.2.2.8 Einfluss der Keimung mit Spelze auf die Kallusindukion

Ublicherweise werden die Kérner vor dem Auskeimen vhrer Spelze befreit,
dann gequollen und oberflachensterilisiert. Die saithe und zeitaufwendige Pro-
zedur der Entspelzung lasst sich nur per Hand iggdad Um dies zu umgehen,
wurde das Auskeimen der Kdrner mit Spelze durchgéfiind erst unmittelbar
vor der Verarbeitung wurden die Sprésslinge vonrkiand Spelze geldst. Erwar-

tungsgemalR traten mit der anfanglich verwendeten-M@®ode haufig
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Kontaminationen auf, da die Spelze die Benetzumsgkaenes mit dem OS-Mittel
behindert. Bei der Kallusinduktion auf C#{11) konnte eine signifikante Ver-
schlechterung der Bildung regenerationsfahiger ikelchgewiesen werden. Es
wird vermutet, dass dies aber nicht durch die Keignselbst hervorgerufen wird,
sondern durch andere Einflisse. Die braunen Fleakenan manchen Sprossen
zu erkennen waren konnten durch Staundsse zwistédreritlispelze und dem
Korn entstanden sein, bzw. durch verbliebenes O&Mida der Bereich unter
der Spelze fur Flussigkeiten schwerer zuganglictDieses nekrotische Verhalten
einzelner Bereiche scheint sich in der Kalluskulhegativ auf die anderen
Explantate ausgewirkt zu haben. Dies konnte auftdi@schen phenolischen
Exsudate der nekrotischen Zellen zurtckzufiihren. §2er Vorteil hingegen bei
der Keimung mit Spelze ist, dass der Embryo nioh$tark durch die OS in Mit-
leidenschaft gezogen wird und dadurch héhere Keéanrarzielt werden kénnen
(siehe 4.2.1). Um die Nekrose zu verhindern konmt@ zwei zusatzliche Wasch-
schritte mit ddHO nach der OS vornehmen und die Kdrner auf steriétarpa-
pier von Uberschissiger Flissigkeit befreien. Zm dellten Sprossen mit nekro-
tischen Stellen zuklnftig aussortiert werden, une d&eeintrachtigung der daraus
gewonnenen Explantate auszuschlie3en. Die Verwendom Antioxidantien, wie
Ascorbinséure im Kalluskulturmedium ware zusatztieimkbar, um die Oxidation

der Phenole zu unterdriicken.
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4.2.3 Identifizierung des embryogenen Kallus-bildenden Syossbereiches

Die aus den unterschiedlichen Segmenten entstamdealkistypen wurden be-

reits fir verschiedene Explantate von Blattern @miosslingen einiger Graser
beschrieben (Vasil und Vasil, 1986) und konntennests auch von Bablak und
Kollegen (1995) aus reifen Koérnern und Draper undlldégen aus unreifen

Embryonen vonB.distachyonauf Kallusinduktionsmedium induziert werden.
Ebenfalls wie von Bablakt al (1995 )und Drapeet al (2001) beobachtet, ent-
wickelte sich der cremig-weil3e Kallus, der in dexgk war sE zu bilden und
Pflanzen zu regenerieren, nach 3-4 Wochen aus zueichem, amorphem, weil3-

lich-transparentem Kallusgewebe.

Unabhéngig von der Sprosslange sowie der GrolRevelevendeten Segmente
befand sich der Bereich, an dem sich der cremidgs&ekrimelige, embryogene
Kallus (Typ Il) entwickelte, grundsatzlich in denteren Halfte des Sprosses.
Dennoch wurde gerade bei langeren Sprosslingernl(6&3,9 cm) deutlich, dass
sich proximal zu dem Bereich aus dem regenerierdfdius gebildet wurde, ein
Abschnitt befindet, der nicht in der Lage war entdggnen Kallus zu entwickeln
und sich dieser mit zunehmender Sprosslange ausdétenbei handelt es sich
aller Wahrscheinlichkeit nach um Segmente des Mugtsk das bei der Keimung
im Freiland die Sprossspitze aus der Erde schiloth die Keimung der Korner
im Dunkeln dehnt sich dieser also mit der Zeit eegtus und entfernt den Spross-
apex somit weiter vom Korn. Da sich jedoch auch elisten Blatter und die
Koleoptile strecken, verbleibt der Mesokotylbereichder unteren Halfte des
Primarsprosses. Eine Abhangigkeit der Ausbeutekapre Spross von der Lange
des Sprosses konnte in dieser Arbeit anhand desbgagn Probenumfangs nicht
festgestellt werden. Es ist jedoch nicht auszusBkln, dass sich auch der Bereich,
aus dem der eK gebildet wird, ebenfalls mit zunetoheen Alter des Keimes et-
was streckt. Dies musste in weiterfiuhrenden Studinexakteren Segmentdi-

cken und mehr Sprossen getestet werden.
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Der mit dem konfokalen Laserscanningmikroskop audgemene L&ngsschnitt
des Sprosses gibt Auskunft Gber die Gewebestrukidrden Differenzierungs-
grad der Zellen in den unterschiedlichen Bereictles Ausgangsmaterials. Be-
sonders gut geeignet flr die Kallusentwicklung sieitlngsaktive, ungestreckte
Zellen mit hohem Cytoplasmaanteil und kleinen Vd&npwelche den Zygoten
oder meristematischen Zellen sehr &hnlich sind é£e2006), bzw. meristemati-
sche Zellen selbst. Diese Voraussetzungen erfddesnSprossapikalmeristem, die
Basis der Koleoptile oder das darunterliegende Matyty die Blattprimordien
und die Blattbasen. Dies wird ebenfalls durch dignahmen mit dem Licht- und
Rasterelektronenmikroskop bestatigt und steht igeerzusammenhang mit der
beobachteten Entfernung der Segmente die eK bitdenKorn in Abhangigkeit
der Sprosslange. Die Zellen der Koleoptile und@esvebe der distalen Blattbe-
reiche zeigen keine Veranderung bei Kultivierund 24-D-haltigem Kallusin-
duktionsmedium. Infolge dieser Beobachtungen kaunsgeschlossen werden,
dass der untere Teil des Mesokotyls, die Koleofi#e. die oberen Bereiche der
Blatter Ursprung der embryogenen Kalli von Sprogssmten sind, da sie eine zu
starke Differenzierung aufweisen und somit wahrsdiod ihre Totipotenz bereits

verloren haben.

Die indirekte somatische Embryogenese aus unré&ifenweben von Spross- und
Blattsegmenten wurde unter anderem schon fir Sorghernicke und Brettell,
1980), Reis (Wernickeet al, 1981), Weizen (Wernicke und Millkovits, 1984),
Mais (Congeret al, 1987; Sidorowet al, 2006; Ahmadabadit al, 2007) Gerste
(Becher, Halberland und Koop, 1992), Hafer (Cheal, 1995) undMiscanthus«
giganteus(Holme und Petersen, 1996) beschrieben. Dabei evalsknfalls von
unterschiedlichen Bereichen mit mehr oder wenidiezienter Bildung von emb-
ryogenem Kallus berichtet. Holme und Petersen (L28&ten anhand vollis-
canthusx giganteus dass der Sprossapex von den verwendeten Spréssken

am meisten Kallus und zudem den gro3ten Anteilkahederte.
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Betrachtet man den strukturellen Aufbau d¥schypodiursSprosses in Abbil-
dung 27 genauer, erkennt man, dass die Blattprieordlie Blattbasis und die
jungen Blatter selbst, als noch teilungsaktives kadm differenziertes Aus-
gangsmaterial, fur die somatische EmbryogeneserageFkommen. So konnte
zum Beispiel auch die indirekte somatische Embrgege flr Sorghum, von ver-
schiedenen Explantaten der jungen Blatter gezesgtlen (Wernicke und Brettell,
1980). Jedoch nahm die Fahigkeit der gebildeteni Kallstandige Pflanzen zu
regenerieren mit dem alter der Gewebe bzw. ihreffef@nzierungsgrad ab. So
waren die basalen Blattbereiche der jingeren Bléifiredie Kallusinduktion ge-
eigneter als die alterer Blatter oder mehr dis&dégene Abschnitte (Wernicles
al., 1981; Wernicke und Milkovits, 1984; Bechatral, 1992; Chen et al., 1995).
Zudem wurde fir Sorghum gezeigt, dass nur aus elenlmsalen Regionen der
jungsten Blatter embryogener Kallus gewonnen werklann (Wernicke und
Brettell, 1980). Dieser Gradient der Fahigkeit eyolgenen Kallus zu bilden steht
im engen Zusammenhang mit dem Differenzierungsgesl Gewebes, welcher
bei Grasern von der Blattbasis zur Blattspitze mumi und auch im Langsschnitt
des jungerB.distachyorSprosses (Abbildung 27) zu erkennen war.

Eine genauere Identifikation des Ursprungs derefeltlie zur somatischen Emb-
ryogenese befahigten sind, kann allerdings nurtdseparate Kultivierung der
unterschiedlichen Gewebe erfolgen, was sich abgesachts des geringen Mal3s-
tabes als schwierig erweisen kdonnte. Zudem sinel géwisse Explantatgréf3e und
der daraus resultierende Zellverbund fir die Kélldsing und das Uberleben der
Kultur erforderlich. Durch die mikroskopische Urgechung zusatzlicher Langs-
schnitte von Keimen unterschiedlicheren Alters kénnweitere Erkenntnisse
Uber die Ausdehnung und Wanderung des Sprossakiatems und der umlie-
genden unreifen Gewebe gewonnen werden. Darauenlassh evtl. Schlussfol-
gerungen fur die Steigerung der Ausbeute und dineziteres Praparieren ablei-
ten. So ware es denkbar, dass sich der Sprossapecumehmendem Alter der
Sprosslinge weiter streckt und evtl. mehr Segmaungediesem Bereich gewonnen

werden konnen.
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4.2.4 Schlussfolgerung

Das zuvor eigens erarbeitete System zur RegenratiorPflanzen Uber indirekte
somatische Embryogenese aus SprosssegmenterB.distachyonkonnte im
Rahmen dieser Arbeit reproduziert und weiter e¢abiwerden.

Die Optimierung der Kallusinduktion bzw. die Inteztation der erlangten Ergeb-
nisse gestaltet sich, resultierend aus den z.inggr Probenumfangen, dem Aus-
fall von Wiederholungen durch Kontaminationen urd darianz innerhalb eines
Versuches als schwierig. Hinzu kommt, dass der iBerder hier verwendeten
jungen Sprosse an dem eK gebildet wird, relativnkigt und nur wenige Explan-
tate liefert. Somit wird die Ausbeute an eK undmt® Spross schon durch dessen
Anatomie begrenzt und hangt sehr stark von derefluftg des Sprossapex und

der umliegenden unreifen Gewebe auf die Segmente ab

Weiterhin liefern die Ergebnisse und gemachten Bebtungen wichtige Hin-
weise fur zukinftige Versuche zur Optimierung umdwndbarkeit des Regenera-

tionssystems in Hinblick auf Praparation, Effiziammd Vergleichbarkeit.

Resultierend aus allen Versuchen wird die OS dem&dfir 10 min mit 6%
NaOCI empfohlen. Die Verwendung von nicht entsgeizKornern ist denkbar,
sofern das Problem des Auftretens nekrotischeri@eean den Keimlingen ge-
l6st werden kann. Es ist zukinftig nicht mehr notdig die obere Halfte der
Sprosse, sowie das Mesokotyl fur die Kallusinduktmu verarbeiten, zudem
sollte die 2,4-D Konzentration wahrend der Kalldsiktion von 22,2 uM auf
11,1 uM reduziert werden. Die Kultivierung der Segite bei 28°C sollte getestet
werden, da hierfur eine schnellere Kallusentwicglwu erwarten ist und somit

die Kallusinduktionsphase verkirzt werden kdnnte.
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4.3 Gentransfer in Sprosssegmentkallus mittelé.tumefaciens

Dass embryogener Kallus (eK) aus unreifen Embryqjué) von B.distachyon
mittels A.tumefacienglenetisch transformiert werden kann und dieseemlLadge
ist wieder fertile Pflanzen zu regenerieren, wubgeeits durch einige Wissen-
schaftler gezeigt (Vogel, Leong und Hayden, 200&inét al, 2007; Vogel und
Hill, 2007; Pacuraret al, 2008;). In Vorversuchen konnte dies zudem exempla
risch auch fir Sprosssegmentkallus gezeigt werdéizer, 2009). Einige der
dabei entstandenen transgenen Pflanzen wurdenimé&tadieser Arbeit moleku-
larbiologisch analysiert (siehe Abschnitt 3.4). Bien hier verglichenen Proto-
kollen handelte es sich um Variationen bereits liegdbr Transformationsmetho-
den fir unreife GerstenBrachypodiumm und Maisembryonen (Vogel und Hill,
2007; Ricuraret al, 2008; Hensekt al, 2009). Der Vorteil der ausgewahlten
Transformationsmethoden von Gerste und Mais lagh ddass sie in der Arbeits-
gruppe (PRB, IPK Gatersleben) entwickelt wurden sonhit leicht durchgefihrt
werden konnten. Zudem konnten damit hohe Transfwomseffizienzen fur Gers-
te (20-86%) und Mais (0,5-24%) erreicht werden @#&tet al, 2009). Der Ver-
gleich der Varianten sollte zeigen, welche fir ¥erwendung von Kallus aus
Sprosssegmenten als Ziel flr dégrobacteriumvermittelten Gentransfer am

geeignetsten ist und spater als Grundlage fir veedptimierung dienen koénnte.

4.3.1 Vergleich der Transformationsvarianten

Die fur Gerstenembryonen erprobte Methode scham$prosssegmentkallus von
B.distachyonungeeignet zu sein. Zwar konnte ein Kallus vonvBdarbeiteten
Sprossen transformiert und auch regeneriert wemies,ist aber im Hinblick auf
die fur die Linie Bd21-3 veroffentlichte durchsctiinche Transformationsrate von
36,5% bei Verwendung von eK aus UE keine Grundfégein nutzbares System
(Vogel und Hill, 2007).

Die Grunde fur dieses schlechte Ergebnis kdnneersctiiedlich sein. Angefan-
gen bei der Komposition des Inokulations- und Cdtldmediums und der
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Vorkulturdauer bis hin zu der AgrobakteriendichBshandlungsdauer und dem
Selektionsbeginn. Da die Kalli auf Selektionsmedinicht, wie in den Varianten
2 und 3, verbraunten und keinerlei Wachstum melgte® wird vermutet, dass
sie bereits vor dem Kontakt mit Hygromycin abgdstor waren und nicht erst
durch die Selektion. Denkbar ist, dass der Kaliedldssige Co-Kultur nicht tole-
rierte, was auch schon fir uE von Weizen und HEiéideobachtet werden konnte
(Henselet al, 2009). Hinzu kommt die Belastung durch immerdei&ehrende
Agrobakterien, die den Kallus Gberwuchsen, was datlallen anderen Varianten
mehr oder weniger haufig auftrat und somit einemtigtischen Vergleich der

Transformationsraten unmdaglich machte.

Mit Variante 2a konnten trotz festem Co-Kulturmedikeine transgenen Kalli
erzeugt werden. Die Kalli wurden lediglich graudmmaund zeigten keinerlei
Wachstum. Dieses Phanomen konnte bis auf wenigaakusen ebenfalls bei
Variante 2b beobachtet werden und wurde auch séivoden Agrobacterium
vermittelten Gentransfer voBrachypodiurrKalluskulturen beschrieben (Vogel
und Hill, 2007). Die hier verwendeten Kalli wurdenr drei Wochen vorkulti-
viert. Einerseits wird vermutet, dass aktiv teilengellen fur die Agrobakterien
leichter zuganglich sind (Kartzke, Saedler und Mgy®90; Villemontet al,
1997), andererseits kdnnte die starke InfektionZadlien vermehrt hypersensitive
Reaktionen hervorgerufen haben. Da der Kallus aseaih Zeitpunkt noch ein
sehr geringes Volumen besitzt, ist es sehr wahislatlte dass der sogenannte
oxidative bursdurch Bildung von grof3en Mengen reaktiver Sau#fsgtezies den
gesamten Zellverbund vergiftet (Wojtaszek, 1997@¢kmdsen und der program-
mierte Zelltod sind haufig beobachtete ReaktiomeZellkulturen, die nach der
Inokulation und Co-Kultur mit Agrobakterien aufieet konnen und mafigeblich
die Produktion monokotyler, transgener Pflanzenirmn (de la Riveet al,
1998; Hansen, 2000). Die hypersensitive Reaktion Zidlen ist ein Schutz-
mechanismus der Pflanze vor Pathogenen, bei deiziemé Zellen geopfert

werden um die Ausbreitung der Pathogene zu verhin@e la Riveet al, 1998;
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Hansen, 2000). Das Auftreten von Nekrosen in Zuckekallus nach der Co-
Kultur mit A.tumefacienskonnte von Enriquez-Obregén und Kollegen (1997)
durch Zugabe verschiedener Substanzen (Ascorbinsaystein und Silbernitrat)
mit antioxidativer Aktivitat reduziert werden undlige in zuklnftigen Versuchen

auch furB.distachyorgetestet werden.

Die Reduktion der Agrobakteriendichte kénnte diebesserung der Transforma-
tion und Steigerung der Uberlebensrate der KallVamiante 2c bewirkt haben.
Zum Einem wurden die Kalli seltener Giberwachsen mach anderen konnten
mehr Kalli mit GFP-Expression erhalten werden. AdBen wurde 4-5 Wochen
alter Kallus fur die Inokulation verwendet, washsizusatzlich positiv auf das
Transformationsergebnis ausgewirkt haben kdonnteyetdager Kalli bereits nach

der Co-Kultur abgestorben waren und es zur Selektiansformierter Zellen

durch Hygromycin kommen konnte. Im Laufe der Kud#hang nahmen dennoch
die GFP-exprimierenden Zellen ab oder zeigten ke@teres Wachstum, was
zum einem den persistierenden Agrobakterien und anderen hypersensitiver
Reaktionen geschuldet sein kdnnte. Zudem warert ailtd Ausgangsexplantate
kompetent proliferierenden, krimeligen, embryogelkatius zu bilden. Letzteres
kommt daher, dass samtliche Segmente mit einenu&KglolRer als 2 mm fur die
Inokulation verwendet wurden und zu diesem Zeitpumkch nicht ersichtlich

war, ob es sich um Explantate handelte, die sjritder Lage waren embryogene
Strukturen zu entwickeln und Pflanzen zu regenemigsiehe Abschnitt 4.2.3 ).
Am Ende des Versuches konnten mit dieser Methodk aur zwei regenerieren-
de Kalli erhalten werden, was hauptsachlich peesestden Agrobakterien zuzu-
schreiben ist, die die Kulturen immer wieder Ubesigen. Nichts desto trotz
scheint die Reduktion der Agrobakteriendichte fig bhokulation und die Ver-

wendung é&lterer, groRerer Kalli eine Reduktion kgpersensitiven Reaktionen
bewirkt zu haben. Einer der beiden Uberlebendeii Kalr zudem in der Lage

Uber 40 Pflanzen zu regenerieren, von denen allgetBsteten GFP in den

Blattern exprimierten, was vor allem von einer piell effizienten Selektion
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und der guten Regenerationsfahigkeit des Sprosssegatlus nach der Trans-

formationsprozedur zeugt, wenn keine Kontaminatioraliegen.

Die meisten unabhangigen regenerierenden Kalligmmss mit GFP-Expression
(9 0,14) konnten mit der modifizierten Maistransfiationsmethode (Variante 3)
gewonnen werden. Die Kalli wurden nach der Co-Kuéitne Woche auf hygro-
mycinfreiem Kallusinduktionsmedium kultiviert undaven somit nicht sofort
dem Hygromycin ausgesetzt. Ubereinstimmend mit Beobachtungen von Vo-
gel und Hill (2007) setzte nach zwei Wochen aufrbggycinhaltigem Medium
ein starkes Verbraunen untransformierter Bereichgveas von einer funktionie-
renden Selektion zeugt. Kleine gesunde Bereichdifgnierten nach weiterer
Kultur und konnten spater embryogene Strukturenliffasenzieren. In fast allen
Fallen wiesen die sich weiterentwickelnden Sektiod-P-Expression auf, aber
auch umliegendes Gewebe ohne Markergenexpressiuoriekteilweise proliferie-
ren und blieb vital. Dies kbnnte an der Entgiftdags Mediums durch die benach-
barten transgenen Zellen liegen und wurde auch Wagel und Hill (2007)
beschrieben, weshalb die Selektion bis in die Reg@msphase hinein beibehal-
ten wurde. Dennoch ist ein molekularbiologischercliNeeis der erfolgreichen
Integration der T-DNA in den Regenraten notwendign nichttransgene
Regenerate ausschliel3en zu kénnen. AuRerdem muobsgeglart werden, wie
viele unabhangig transgene Regenrate pro Kallus Bpnoss gewonnen werden
konnten, um die Effizienz des Regenrations- undndi@mationssystems

abschétzen zu kdénnen.

Die Ursachen, fur das deutlich bessere Ergebnis,Marsmethode” gegeniber
den anderen getesteten Varianten, kdnnen vielfaéig, da sich die Zusammen-
setzung der Co-Kulturmedien stark unterscheidetr aloich die Vorkulturdauer,
die verwendete Agrobakteriendichte und die Inokoretdauer variiert wurden.

Die in allen Versuchen immer wieder, mehr oder genistark die Kalli Gber-

wachsenden Agrobakterien machen zudem eine eiggeAtissage unmaglich
und fuhrten auch innerhalb der Wiederholungen di€ssformationsvariante zu

Seite | 115



Diskussion und Ausblick

grofRen Schwankungen. So konnten in einigen Wiedlengen keine, in der bes-
ten allerdings im Mittel 0,55 rK pro Spross mit GERpression erhalten werden.
Demnach muss in zukinftigen Versuchen dieses Rrohle erstes, durch gerin-
gere Bakterienkonzentrationen wahrend der Inolaatund effizientere Ent-

fernung der Bakterien nach der Co-Kultur, elimihigerden.

Darauf aufbauend kénnen zusatzliche Experimentehdefiihrt werden, bei de-
nen durch schrittweise Veranderung einzelner Pawanaie Wirkung auf die
Transformationseffizienz nachvollzogen werden kdes bedarf weiter Optimie-
rung des Systems, um die von Vogel und Hill ererel86,5% Transformations-
effizienz pro eingesetzten embryogenen Kallus fd2B3 zu erreichen. Aller-
dings sollte beachtet werden, dass ein direktegl®feh der Effizienzen bedingt
durch die unterschiedlich gewahlten Explantate Badugssysteme (hier regene-
rierenden Kallus mit GFP-Expression pro verarberteSpross) nicht moglich ist
und dies demnach nur als Anhaltspunkt dient. Une &essere Vergleichbarkeit
herzustellen, musste zuvor die Anzahl an embryagétadli bestimmt werden,
die fur die Transformation verwendet wird, da sileliauf alle bestehenden Trans-
formationsprotokolle fir Bd21-3 beziehen (Mogel,obhg und Hayden, 2006;
Vogel und Hill, 2007; Bcurar et al, 2008). Nachteil dabei ist jedoch, dass die
Transformation so friih wie méglich durchgefuhrt @emr sollte und somit die
Bestimmung der embryogenen Kalli noch nicht méglar und auch im Gegen-
satz zu den Embryonen, wie unter 4.2.3 gezeigh aieht fur jedes Explantat zu
erwarten ist. Allerdings kénnen die in diesem Tagk Arbeit gewonnenen Er-
kenntnisse zukuinftig helfen, lediglich die kompétenSegmente zu préaparieren
und damit eine Vergleichbarkeit herzustellen. Birestere Alternative dazu ware
die parallele Anfertigung einer Vergleichskultuie ¢ediglich der Bestimmung der
durchschnittlich in dem Versuch zu erwartenden Ahzmn embryogenen, bzw.
regenerierenden Kalli dient und als Berechnungstiage fir die Trans-
formationseffizienz herangezogen wird.

Weiterhin sollte zuklnftig vermieden werden denlé&ihach der Transformation
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Uber einen zu langen Zeitraum auf Kallusinduktioedmm mit hohen 2,4-D
Konzentrationen zu kultivieren, da sich dadurchneeRegenerationsfahigkeit
vermindern kann. Zuséatzlich kénnen durch zu langéukdauer auf phytohor-
monhaltigem Medium verstarkt unerwiinschte somakéoNariationen auftreten
(Larkin und Scowcroft, 1981; von Arnold, 2008).

4.3.2 Schlussfolgerung

Von den hier getesteten Varianten konnten mit ddéspiion des Maisprotokolls
fur die Transformation voB.distachyorSprosssegmenten die meisten pflanzen-
regenerierenden Kalli mit GFP-Expression gewonnenden. Die Analyse der
Regenerate auf die Integration der T-DNA konnterdlhgs aus Zeitgriinden nicht
mehr erfolgen. Ein grof3es Problem bei allen Vaeargtellte bis zuletzt die Be-
lastung durch persistierende Agrobakterien und laigsame Entwicklung der
Kalli nach der Transformation dar. Somit wirdenterAnsatzpunkte fur die
weitere Verbesserung der Methode die Verwendungtziisher Antibiotika wie
Cefotaxime und grundlicheres Spilen nach der Toamsftion und Co-Kultur
sein, sowie die Ergdnzung des Selektionsmediumshdidekrose und Apoptose
reduzierende Komponenten wie DTT und L-Cystein,civelschon in dem Co-
Kulturmedium von Mais enthalten waren (Henstlal, 2009). Weitere Experi-
mente mit unterschiedlichen Vorkulturdauern undirorter Kallusinduktion
sind denkbar und konnten ebenfalls die Transfoonaffizienz und die Uber-
lebensrate an regenerationsfahigen Kalli steigbes Weiteren empfiehlt sich
ausschlief3lich die Verwendung von Explantaten,zdiesomatischen Embryoge-
nese befahigt sind, um zukiinftig eine Vergleichbdrkit anderen verdffentlich-
ten Transformationseffizienzen fur Bd21-3 zu gewgikten und den Arbeits- und

Materialaufwand zu reduzieren.
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4.4 Molekularbiologische Nachweise

Die molekularbiologischen Nachweise wurden anhaed Machkommen (i
bereits vorhandener transgener Linieny)(@urchgefiihrt. Letztere wurden im
Rahmen einer Praktikumsarbeit erzeugt und solltenauf das Vorhandensein der
TransgendHPT, sgfpundgusin jeweils 15 ihrer Nachkommen und deren Segre-

gation untersucht werden (Melzer, 2009).

4.4.1 Transgenitat der To-Generationen und generative Vererbung von
Transformationsereignissen

Die Analyse der Nachkommen auf ihre Transgenit@gie mittels Hygromycin-

Blatt-Test, GUS-Assay, PCR mit anschlieRender @klsmphorese und einem

DNA-Gel-Blot-Experiment.

Der Hygromycin-Blatt-Test zeigte eindeutige Resigen der Blattsegmente, bei
denen auch durch PCR mit anschlieRender Geleldidrepe der Nachweis er-
bracht wurde, dass didPT-Sequenz in der aus Blattproben isolierten DNA vor-
handen ist. Dies beweist, dass das gesuchte GagniPflanzenzellen vorhanden
ist, durch Transkription und anschlieende Tramslatlas Enzym Hygromycin-

phosphotransferase gebildet wird und auch funktiomeBlattgewebe aktiv ist.

Mit dem GUS-Assay konnte kein Nachweis fir das WJonknen von
B-Glucuronidase in den Blattern und Wurzelspitzesraeht werden. Da dagis
Reportergen beim verwendeten Binarvektor auf eseparaten T-DNA liegt, kann
es zwar unabhangig vatPT undsgfpin die Pflanzenzelle eingeschleust werden,
was jedoch nicht zwangslaufig der Fall ist und eiEseignisse nicht direkt durch
die verwendeten Selektionsbedingungen in Pflanmegesetzt werden kdnnen. In
den ausgewahlten Linien war offensichtlich keinéedmation beider T-DNAs

erfolgt.

Durch den Southern-Blot konnte die stabile Intagratier T-DNA mitHPT und

sgfpin das Pflanzengenom deg Uind dessen Vererbung anhand der Analyse der
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T1 gezeigt werden. Die verwendetgfpDIG-Hybridisierungssonde bindet dabei
nur in den unterschiedlich gro3en Fragmenten dapmechen DNA, wo die

T-DNA integriert wurde und fuhrt dann nach Anbinddes Antikorpers zu einem
Signal auf dem Chemilumineszenzfilm in Form eingrgarzen Bande. Je nach-
dem an wie vielen verschiedenen Stellen die T-Diegriert wurden, entstehen
mehrere Banden meist unterschiedlicher Grol3e. [Baseen stehen demnach fir
die Insertion der T-DNAs an verschiedenen StellanGenom. Liegen diese auf
dem Chromosom eng beieinander und werden dadusamwruen vererbt, spricht

man von einem Insertionsort.

In den Nachkommen der Linie 1 und 13 traten die @2dipanden in allen Fallen
grundséatzlich gemeinsam auf, weshalb von einer mmdten Vererbung der
Transgenkopien ausgegangen werden kann. Das bed#age zwei Kopien der
T-DNA auf dem gleichen Chromosom in unmittelbaréhi zueinander integriert

wurden, also nur ein Integrationsort vorliegt.

Die Banden der neun transgenen Nachkommen von Limet einer Gréf3e von
ca. 5,5 kb entsprechen ungefahr der Lange der T-DNAmMit sehr hoher Wahr-
scheinlichkeit durch Tandem-Integration aus minglestzwei Kopien entstanden
ist. Die grol3ere Bande besteht in diesem Fall smesreTeil der T-DNA und ei-
nem Abschnitt der davor liegenden genomischen DAI£grund der Starke der
unteren Bande lasst sich vermuten, dass es siclummaenehr als nur zwei integ-
rierte T-DNAs handeln kdnnte. Die Verwendung eiakternativen in der T-DNA
schneidenden Enzyms bei dem Restriktionsverdageleosmischen DNA konnte
dartiber Aufschluss geben, ob es sich tatsachlichummittelbar hintereinander-
liegende T-DNAs handelt oder dieses Fragment ni#lligidessen Grol3e besitzt.
Die 11 Nachkommen der Linie 13 sind hingegen eitigddoppelkopie-Pflanzen
mit einem Integrationsort die 2,75:1, also entspead Mendel (3:1) segregieren.

Nur zwei von 15 Tochterpflanzen der Linie 5 entteiel die gesuchtegf>

Sequenz, womit keine Segregation nach Mendel girliBer Grund fur diese
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Erscheinung ist eine chimare primartransgene Péladze zu einem Teil aus
transgenen Zellen und zum anderen aus nichttraasg&@ewebe bestand, wobei
und beide Sektionen an der Fortpflanzung betesmten (Donget al, 1993). Die
Entstehung von transgenen Chimaren wurde eberiallglie Agrobacterium
vermitteltete Transformation von Haferblattexplaeta beschrieben und kann
auftreten, wenn das Regenerat, nicht wie bei deratschen Embryogenese aus
nur einer Zelle entstammte sondern organogenetisdngprungs ist (Gasparet
al., 2008) oder das Transformationsereignis nur eiheih eines somatischen
Embryos betrifft. Die Ursache fur das Uberleberhttiansgener Bereiche kann
eine ineffiziente Selektion bzw. die Entgiftung ddediums durch die umliegen-
den transformierten Zellen sein (Kumlehn und Heriz@09).

Zwei Nachkommen der Linie 2 besalRen das gleichegtationsmuster der
T-DNA, wie die neun transgenen Nachkomnuam Linie 1. Die anderen neun
transgenen Pflanzen besal3en nur eine Kopie, dieasi@inem anderen Integrati-
onsort befand. Somit wurde nachgewiesen, dass ridi@gransgenen Pflanzen
der Linie 1 und 2 keine Klone, aber auch nichtstéihdig unabhangig sind. Beide
wurden aus dem selben Kallus regeneriert und egstwahrscheinlich, dass die
To der Linie 2 aus einem Zellverbund gebildet wusdelcher zum Teil aus Zellen
des Transformationsereignisses bestand, aus dem da@cPrimértransgene der
Linie 1 entsprungen ist. Der andere Teil hingegememt aus einem weiteren,

unabhangigen Transformationsereignis hervorgegangesein.

Damit zuklnftig die Regeneration Uber Organogersmssgeschlossen werden
kann, missten die somatischen Embryonen von umdeberKallusgewebe
befreit und separat auf dem Regenrationsmediunmviartt werden. Um zu ver-
hindern, dass chimare Pflanzen aus einem bereitelmnden Proembryo gebildet
werden, von dem nur einzelne Zellen transformiextden, muss der Gentransfer
durch die Agrobakterien vor der Differenzierung gardbryogener Massen erfol-
gen. Die Bildung der somatischen Embryonen ausneinaultizellularen Ur-
sprung kann hingegen nicht verhindert werden. DidaBnahmen werden jedoch
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nicht als erforderlich angesehen, da generativehkaomen pimartransgener
Pflanzen individuell ohnehin genetisch homogen sind damit das Problem der
Chiméarenbildung keine langfristigen Konsequenzetnsioh bringt.

4.4.2 Schlussfolgerung

Zusammenfassend kann man sagen, dass durcAgtebacteriuravermittelten
Gentransfer von Kallus aus Sprosssegmenten dechtime Linie Bd21-3 fertile
primartransgene Pflanzen erzeugt werden kbnnengé&liesteten Linien zeichnen
sich durch einfache Integrationsmuster der T-DNA, alie hauptsachlich in ge-
ringen Kopiezahlen und an einem Integrationsort@esoms vorliegen. Dies ist
fir den Agrobacteriumvermittelten Gentransfer typisch und erwinscht,zda
mehrere Transgen-Kopien unter anderem @Ganesilencingfihren koénnen
(Meyer, 1995; Vogel und Hill, 2007). Zudem ist imlFvon Einzelkopie-Linien
aufgrund der Mendel’'schen Segregation bereits j&flerte der ersten

Nachkommen bezuglich des Transgens homozygot.

Weiterhin konnte die Entstehung von chiméaren Regdee beobachtet werden.
Dieser eher ungewtinschte Effekt resultiert in etmegewohnlichen Segregation,
ahnlich derer ungekoppelter Insertionen (Kumlehd tfensel, 2009) und wird

daher ohne Southern-Blot-Analyse Ublicherweisetreckannt. Allerdings verliert

sich die chimére Eigenschaft in der ersten genematNachkommenschaft, da
diese Pflanzen ihren Ursprung in jeweils nur eifete (Zygote) haben, die allen-
falls homozygot, hemizygot oder azygot beziglich @iansgens, jedoch niemals

chimar sein kann.

Zusatzlich konnte an den Linien 1 und 2 gezeigidery dass es theoretisch mog-
lich ist, aus einem Kallus Primé&rtransgene mit e#feiedenen Integrationsmustern
zu regenerieren. Es sollte aber bevorzugt auf Bélden zurtickgegriffen werden,
die von ein und demselben Kallus nicht in unmitie#ls Nahe gebildet wurden,
um eine Chimarenbildung aus mehreren unabhangigaemsibrmationsereignis-

sen zu vermeiden.
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5 Zusammenfassung

Die Etablierung eines effizienten Transformationsd Regenerationssystems ist
fur Modellpflanzen von grundlegender Bedeutung kondnte furB.distachyon,
als nahe Verwandte ddriticeag unter Verwendung von embryogenen Kallus-
kulturen aus unreifen Embryonen bereits durch andeorschungsgruppen
erreicht werden (Bablat al, 1995; Drapeet al, 2001; Christianseat al, 2005;
Vogel, Leong und Hayden, 20063d@raret al, 2008; Vogel und Hill, 2007). Der
Nachteil der dazu verwendeten Explantate liegtan Bereitstellung des Donor-
materials. So mussen die Pflanzen fast Uber einemeypn Generationszyklus an-
gezogen und verfligbar gehalten werden und sichZeitpunkt der Materialent-
nahme im richtigen Stadium befinden. Dabei variieddem die Grol3e der
Embryonen innerhalb der Ahrchen, die von entscmeide Bedeutung fir die
Effizienz der Kallusentwicklung ist. Dies hat eineohen Ressourcenaufwand zur
Folge. Zudem ist die Praparation der Embryonenegigneten Stadium aufgrund
ihrer geringen Groéf3e aul3erordentlich schwierig.cBwerwendung von jungen
Sprosssegmenten fur die Induktion von embryogenetiu& sollten diese Pro-
bleme umgangen werden und die Etablierung eineemélethode fir die Rege-
neration und Transformation der neuen ModellpflaBzai#istachyorerfolgen. Die
Verwendung von Spross- und Blattsegmenten junggisSiinge fur die multiple
Pflanzenregeneration wurde bereits fur andere @desea wie Sorghum
(Wernickeet al, 1980), Reis (Wernicket al, 1981), Weizen (Wernicket al,
1984), Mais (Congeet al, 1987; Sidorowet al, 2006; Ahmadabadit al, 2007),
Gerste (Becheet al, 1992), Hafer (Cheet al, 1995) undMiscanthus x gigan-
teus(Holmeet al, 1996) etabliert.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeagsddie Bildung von embryo-
genem Kallus vom Typ Il aus 0,3-0,5 mm dinnen Sm@gmenten reproduzier-
bar ist und aus den gebildeten somatischen Embnyao#istandige Pflanzen
regenerieren konnen. Die Standardvariante mit 01M12,4-D im Kallus-

induktionsmedium (CIM) brachte eine Gesamteffizienz von durchschnittB¢h
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Regenraten pro Spross. Durch fortgesetzte Kultur Kdli auf Medium mit
11,1 uM 2,4-D-Konzentration - nach vorangegangenenWochen Kallusinduk-
tion (KI) mit 22,2 uM 2,4-D - konnte die hochste<amteffizienz aller getesteten
Varianten mit 13,7 Regenraten pro Spross errei@ntdan. Die Verwendung gro-
Berer, eingeschnittener Explantate und die Keindergkérner mit Spelze redu-
zierten im Durchschnitt die Ausbeute auf weniges alnen regenerierenden
Kallus pro Spross, erméglichten jedoch ein schresldPraparieren und senkten
damit den Arbeitsaufwand erheblich.

Die Untersuchung der verschiedenen Sprossabscleaitge, dass der fur die
somatische Embryogenese beféahigte Bereich sichzamehmender Lange des
Sprosslings weiter von dessen Ursprung entferriier anmer in der unteren
Halfte des Sprosses blieb. Die mikroskopischen tdotthungen weisen darauf
hin, dass der regenerierende Kallus aus dem Sppssswelcher das apikale
Sprossmeristem und die Blattprimordien umfasstjldetowird. Die Kompetenz
der unteren Bereiche junger Blatter und der Blaitbaur Bildung von embryo-
genem Kallus ist ebenfalls denkbar. Die Koleoptd#ere Blatter und der sich
unmittelbar am Korn befindliche Bereich des Mesgleotkonnten als Quelle

embryogener Kalli ausgeschlossen werden.

FUr denAgrobacteriumvermittelten Gentransfer in Kalli aus Sprosssegeren

konnte keine aussagekraftige Effizienz ermitteltdea, da durch persistierende
Agrobakterien in allen Varianten ein hoher Verlast Explantaten auftrat. Das
beste Ergebnis konnte jedoch durch Adaption destkéeisformationsprotokolls
erreicht werden, mit dem insgesamt aus 291 vetatkai Sprossen 42 unab-
hangige Kalli mit GFP-Expression gewonnen werdennke, die unter Selek-
tionsdruck in der Lage waren Pflanzchen zu regerami Es wurden insgesamt
205 Regenrate in Erde Uberfuhrt. Deren Analysel@giyration der T-DNA und

Unabhangigkeit der Regenrate aus einem Kallus koaflerdings im Rahmen

dieser Arbeit aufgrund der limitierten Zeitspanmehhmehr erfolgen.
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Zusammenfassung

Der Nachweis fur die stabile Integration der T-DMArch denAgrobacterium
vermittelten Gentransfer iB.distachyorSprosssegmentkallus und deren genera-
tive Vererbung konnte jedoch anhand deiGEneration von vier primartransge-
nen, aus Vorversuchen stammenden Pflanzen gefigidew. Es wurde gezeigt,
dass es sich umlgw-copy-Insertionen mit einem Integrationsort handelten vo
denen zwei nach den Mendel’'schen Gesetzen segesgiend zwei chimaren

Ursprungs waren.

In einem weiteren Teil dieser Arbeit sollte ein &iplasmid fur den
Agrobacteriumvermittelten Gentransfer erstellt werden, welckze&tlnftig die
Identifikation transformierter Gewebe Uber den Neeis zweier unterschiedli-
cher Reportergene ermdglicht. Der erste Schri#t, Elistellung des Zwischen-
vektors pBM152, verlief erfolgreich und es konnieeetransiente Expression des
Fusionsproteinsegfp:gus - reguliert durch denUBI-1-Promotor und einen
35STerminator - in Gerstenembryonen Uber den histmidshen GUS-Assay
und Anregung des Proteins mit UV-Licht nachgewieg@nden. Die Integration
dieser Expressionskassette in das Binarplasmid-pfin welcheshpt als Resis-
tenzgen unter der Kontrolle dddBIl-1-Promotors und de85STerminators
enthalt, konnte hingegen nicht erfolgreich beendetden.
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Anhang

Anhang

Medien und Losungen
Alle Medien und Ldésungen wurde, sofern nicht andergegeben, mit doppelt
destilliertem Wasser (ddi@) angefertigt.

Medien fur die Klonierungsarbeiten

Die Bakterienmedien wurden autoklaviert. Hitzeib#ta Komponenten wurden
sterilfiltirert (stf.) und nach den autoklavierengegeben. Die Zugabe von Anti-
biotika (stf.) erfolgte nach dem Abkuhlen der Meadje nach Selektionsresistenz-

gen der verwendeten Plasmide (2.1.4).

Tabelle 10:LB-Flissigmedium

LB Broth
LB Broth High Salt 25 g/l
pH 7,2
Tabelle 11: LB-Festmedium
LB Agar
LB Agar High Salt 35 g/l
pH 7,2

Tabelle 12:super optimal broth with catabolic repressor (SORedium

SOGMedium
Hefeextrakt 5,0 g/l
Trypton 20,0 g/l
KCl 2,5 mM
MgCl, 10,0 mM
MgSO, 10,0 mM
pH 9,5
Glucose stf (nach dem Autoklavieren). 20,0 mM
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Medien und Losungen

Medien fur Pflanzengewebekultur

Die Keimung der reiferB.distachyorKorner fur die Gewebekultur erfolgte auf
Keimmedium (KM). Die Sprossexplantate wurden fue déallusinduktion auf
CIMg, mit entsprechend in Klammern angegebener 2,4-BzKwotration in M,
kultiviert. Zusatzlich wurden je nach Versuch 3 n@®futamin, 3,75 mM CuSg)
0,3-3 uM 6-BAP hinzugefiigt oder MS-Salze mit 20/ MH;NO3 (M 0221)
bzw. 30 g/l Saccharose statt 30 g/l Maltose verwenDie Regenerationsphase
erfolgte auf KAN-Medium (RM). Alle Pflanzenkulturmiien (4fach konzentriert)
wurden steril filtriert (stf.) (0,22 um), die Phgelldésung (1,3fach konzentriert)
separat autoklaviert und erst unmittelbar vor deef3én der Platten beigemischt.
Die Einstellung des pH-Wertes erfolgte mit 1 N H@er 1 N KOH. Tabelle 14 ist
am Beispiel des Standards GJ(11) angegeben.

Tabelle 13: Keimmedium

KM
Gelrite 8,0 g/l
CaClb 5,0 mM

Tabelle 14: CIMg(11)-Kallusinduktionsmedium

CIM g(11)
MS-Salze modifiziert Nu.4: NHNO; frei (M 0238) 4,3 g/l
Maltose 30,0 g/l
Gamborg B5-Vitamine (1000x) 1,0 ml/l
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D) 11,1 uM
pH 5,8
Phytagel 3,04/
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Medien und Lésungen

Tabelle 15:K4N-Regenerationsmedium (Kumlehnret al, 2006)

K4-Makro Minerale (20x) 50,0 ml/l
K4-Mikro Minerale (1000x) 1,0 ml/l
Maltose 100 mM
Gamborg B5-Vitamine (1000x) 1,0 mi/l
Glutamin 1,0 mM
CuSQ 5H,0 4,9 uM
NaFe Ethylendiamintetraessigsa(E®TA) 75,0 uM
pH 5,8
Phytagel 3,04/

Tabelle 16: K4- Makro und Mikro Minerale (Kumlehn et al, 2006)

CaChL'7H,0 8,82
KH,PO, 6,8
KNO3 40,4
MnSQ, 7H,O 4,92
NH4NO; 1,6
_ KaMioMinerale (10009 fr100mifmg]

CoChL6H,0 2,4
CuSQ5H,0 2,5
H3:BO; 310,0
KJ 17,0
MnSQO, H,O 840,0
NaMoGO, 2H,0 12,0
ZnSQy 7H,O 720,0
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Medien und Losungen

Medien fur den Agrobacteriumvermittelten Gentransfer

Die Medien fur die Kalluskulturen wurden, wie imrvangegangen Abschnitt
beschrieben, hergestellt. Die Bakterienmedien wumgoklaviert und nach Ab-
kihlung auf ca. 50-60°C die Antibiotika zugegeben.

Tabelle 17:MG/L Bakterienmedium (Garfinkel und Nester, 1980)

MGI/L
Mannitol 5,0 g/l
Hefeextrakt 2,54/
Trypton 5,0 g/l
L-Glutaminsaure 1,0 g/l
KH,PO, 250,0 mg/l
MgSOx7 H,0O 100,0 mg/I
NacCl 100,0 mg/l
pH 7,0
Biotin (nach dem Autoklavierestf.) 1,0 pg/l
Mikroagar (fur Festmedium) 12,0 g/l

Tabelle 18:CIM g(11)-Co-Kulturmedium

CIM g(11)-Co
CIMg(11)-Kallusinduktionsmedium Siehe Tabelle 14
pH 5,8
Acetosyringon (nach dem Autoklavierstfi) 0,5 mM

Tabelle 19:CIM g(11)-Selektionsmedium

CIM g(11)-Sel

CIMg(11)-Kallusinduktionsmedium

Siehe Tabelle 14

pH

5,8

Hygromycin Bstf.

Timentinstf.

25 bzw. 50 mg/I
225 bzw. 300 mg/l
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Medien und Losungen

Tabelle 20:Gersten-Inokulationsmedium (Hensekt al., 2009)

CIM¢
MS Salze (M 0221) 4,30 g/l
Maltose (Duchefa) 30,00 g/l
Casein-Hydrolysat 1,00 g/l
Dicamba 2,50 mg/l
L-Prolin 0,69 g/l
Myo-Innositol 0,25 g/l
Thiamine-HCI 1,00 mg/l
pH 5,8
Cystein (nach dem Autoklavieratf.) 0,80 g/l
Acetosyringon (nach dem Autoklavierstf) 0,5 mM
Tabelle 21:Mais-Infektionslésung (Henselet al., 2009)
IL w
Chu (N6)-Salze 4,00 g/l
Chu (N6)—Vitamine (1000x) 1,00 ml/l
Glucose 36,00 g/l
Saccharose 68,40 g/l
2,4-D 6,75 uM
L-Prolin 0,70 g/l
pH 5,2
Acetosyringon (nach dem Autoklavierstf) 0,50 mM
Tabelle 22:Mais-Co-Kulturmedium (Hensel et al, 2009)
CCMy
Chu (N6)-Salze 2,049/
Saccharose 34,2 g/l
B5 Vitamine (1000x) 1,0 ml/I
2-(N-Morpholino)Ethansulfonsaure (MES) 0,5 g/l
CaCl 2,0 uM
Dicamba 20,0 uM
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Medien und Losungen

L-Prolin 2,94/l

pH 5,8

Acetosyringon (nach dem Autoklavierstf) 0,5 mM

Cystein (nach dem Autoklavieratf.) 0,4 g/l

Dithiolthreitol (DDT) (nach dem Autoklavieren stf.) 1,0 uM
Tabelle 23:K4N-Regenerationsmedium mit Selektion

RM-Sel

KsN-Regenerationsmedium

Hygromycin B 25 mg/l

Timentin stf. 150 mg/I
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Medien und Lésungen

Ldsungen fur molekularbiologische Arbeiten

Das MS-Flussigmedium wurde autoklaviert, ebensodeieLaurylpuffer und der

TE-Puffer (ohne RNase). Die Losungen wurden mit dalHngesetzt.

Tabelle 24:MS-Flussigmedium fiir HY G-Blatttest

MS-Salze mit MS-Vitaminen (M 0222) 4,4 g/l
Hygromycin B 0,2 g/l
pH 5,8

Tabelle 25:X-Gluc-Lésung fir GUS-Assay

X-Gluc 1,04/
Methanol 50,0 ml/I
EDTA(Nay) 10,0 mM
Ks[Fe(CN)] 0,5 UM
K4(Fe(CN)]- 3H,0 0,5 UM
NaPQ (pH=7) 0,1 mM
ddH,0 420,0 ml/l

15-20 min riihren

Tabelle 26: DNA-Extraktionspuffer

EDTA (pH 8,0) 0,5 M 20 ml/l
NaCl4 M 25 ml/l
N-Lauryl-Sarcosin 10g

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethHCI (pH 8,0) 1 M 100 ml/I
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Medien und Lésungen

Tabelle 27: TRIS-EDTA-Puffer mit RNase

EDTA (pH 8,0) 0,5 M 2 ml
TRIS-HCI (pH 8,0) 1 M 10 ml

RNase (10 mg/ml) (nach dem Autoklavieren) 400 pl

Tabelle 28: TRIS-Borat-EDTA-Puffer

H3BO3 89 mM
Na EDTA 2 mM
TRIS 89 mM

Tabelle 29: Blaumarker

Bromphenolblau 0,25¢
Glycerol 30,00 ml
Xylene cyanol 0,259
ddH,0 70,00 ml

Tabelle 30: Denaturierungspuffer

NaCl 87,7
NaOH 20,0

Tabelle 31:Neutralisationspuffer

NacCl 175,4
TRIS 11,8
TRIS-HCI 63,5
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Medien und Lésungen

Tabelle 32:20 x salziges Natrium Citrat

Na-Citrat 88,2
NacCl 63,5
pH 7,0

Tabelle 33:Maleinséurepuffer

Maleinséure 11,6
NaCl 8,8
NaOH 7,7
pH 7,5

Tabelle 34:Detektionspuffer

NaCl 5,8
NaOH 7,7
TRIS-HCI 12,1
pH 9,5

Tabelle 35:Waschpuffer

NaCl 5,8
NaOH 7,7
TRIS-HCI 12,1
pH 9,5

Tabelle 36 20% Natriumdodecylsulfat

Natriumdodecylsulfat

200
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Chemikalien

Chemikalien

Tabelle 37: Chemikalienliste

Chemikalie Hersteller
2,4-Dichlorphenoxyessigséaure (2,4-D) Duchefa
6-Benzylaminopurine (6-BAP) Duchefa
Acetosyringone Fluka
Ampicillin Duchefa
Biotin Merck
Bromphenolblau Sigma
CacCl, Roth
CacCl,- 2H,0 Sigma
Carbenicillin Duchefa
Casein Hydrolysat Duchefa
Chu-N6-Salze Duchefa
Chu-N6-Vitamine Duchefa
CoCl,-6H,0 Duchefa
CuSO,-5H,0 Duchefa
Cystein Sigma
DDT Sigma
Dicamba Duchefa
EDTA Roth
Ethanol (reinst/technisch) Roth
Ethidiumbromid Serva
Gamborg B5 Vitamine Duchefa
Gelrite Duchefa
Glukose Merck
Glutamin Sigma
Glycerol Duchefa
GoTag-Polymerase Fermentas
H,0, Roth
H3BOs Roth
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Chemikalien

Hefeextrakt Serva
HgCl, Sigma
Hygromycin B Roche
Iso-Propanol Roth
K3[Fe(CN)g Merck
K4Fe(CN)e] 3H,0 Merck
KCI Roth

KH PO, Sigma
KJ Roth
KNO; Sigma
LB Agar High salt Duchefa
LB Broth High salt Duchefa
L-Glutamin Duchefa
L-Prolin Duchefa
Maleinsaure Merck
Maltose Duchefa
Mannitol Duchefa
MES Duchefa
Methanol Roth
MgCl, 6H,0 duchefa
MgSO,- 7TH,O Sigma
MnSO, Sigma
Mikroagar Duchefa
MS-Salze (M 0221) Duchefa
MS-Salze mit MS-Vitaminen (M 0222) Duchefa
MS-Salze modifiziert Nu.4: NH,NOs frei (M 0238) Duchefa
Myo-Inositol Duchefa
Na EDTA Sigma
NaFeEDTA Duchefa
Na-Citrat Roth
NacCl Roth
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Chemikalien

NaMoO,- 2H,0
NaOCL (12%)
NaOH
NaPO,

Natriumacetat (C,H3sNaO,)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

NHNO;

N-Lauryl-Sarcosin

PEG 4000
Phytagel

RestriktionsendonukleasenAsd, EcoRV, HinDIII, Miul, Sfil, Stul)

Rifampicin
RNase
Saccharose
Spectinomycin
T4-Ligase
Thiamine-HCI
Timentin

TRIS
TRIS-HCI
Trypton

Tween 20
X-Gluc

Xylene Cyanol
ZnS0O,- 7THO

Duchefa
Roth

Roth
Serva
Roth
Serva
Sigma
Sigma
Fermentas
Sigma
Fermentas
Duchefa
Serva
Duchefa
Duchefa
Fermentas
Duchefa
Duchefa
Roth

Roth
Duchefa
Roth
Duchefa
Sigma

Duchefa
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Gerate

Gerate

Tabelle 38: Gerateliste

Gerat Hersteller Bezeichnung
Autoklav Steriltechnik AG Laboklav 10.0
Brenner Schutt Flammy S
Crosslinker peqLAB BLXE254
Feinwaage Sartorius AG BP61S
Hybridisierungsofen Techne Hybridiser HB-1D
Inkubationsschrank Heraeus Instruments B6
Klimaprufschrank Rubarth Apparate GmbH  Rumed
Klimaprufschrank Percival Cu-36L6D
,\K/I?Qr‘g’;‘f(')‘;s Laser Scanning o zeiss AG CLSM 510 META
Laborwaage Kern GJ
Magnetruhrer Heidolph Hei-Standard
Mastercyler Eppendorf AG ep gradient S
Membranpumpe Vacubrand ME4R/3.6
Mikroskop Kamera Carl Zeiss AG AxioCam HRc
pH-Meter WTW pH 538
Photometer ';Tﬁ BIE [FIETIEEE [ Ultraspec 3000
Reinwerkbank Heraeus Instruments HeraGuard
Schittelinkubator HT INFORS Minitron
Schwingmuhle Retsch MM 400
Sicherheitswerkbank Heraeus Instruments Hera save
Stereomikroskop Carl Zeiss AG Axiovert 200M
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Gerate

Stereomikroskop
Stereomikroskop
Thermomixer
Tischzentrifuge
Tischzentrifuge
Vortexer
Vortexer
Wasserbad

Wippschittler

Leica Mikrosystems
Carl Zeiss AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG

IKA

IKA

Grant

GFL

MZFL3

Stemi 2000-C

Thermomixer com-
fort

Centrifuge 5415 R
Centrifuge 5810 R
MS2 minishaker
Genius 3

Sub

3014
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