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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG
11 DIE GLOBALEN HERAUSFORDE RUNGEN IN DER LANDWI RTSCHAFT

Eine der zentralen Aufgaben der Landwirtschaft ist widtweite Ertragssteigerung une
sicherung. Daher steht die Pflanzenziichtung aufgrund der wachsenden Weltbevdélkerung, ihre
Versorgung mit gesunder Nahrung und Energie sowie dem fortschreitenden Klimawandel in der
nachsten 50 Jahren vor enormen globalen Heraustorgen, die einen schnellen Verzicht auf

eine einzelne Technologien nicht erlauben. Diese Herausforderungen sind

- Mehr Menschen: Bis 2050 wird die Weltbevolkerung um 50 Prozent auf mehr als neun
Milliarden Menschen anwachsen und in den nachsten 40 Jaméssen sich die
landwirtschatftlichen Ertrage nahezu verdoppeln (Griine Gentechnik, KWS, 2010).

- Weniger Flache: Die landwirtschaftlich nutzbaren Flachen sind begrenzt und nicht beliebig zu
erweitern. Daher wird die pro Kopf verfligbare Ackerflache weiberehmen. Schon heute ist in
einigen Regionen wie in Asien, der Landmangel zu einem ernsten Problem geworden. Im
globalen Maf3stab wird sich die verfiigbare Flache von etwa einem halben Hektar je Einwohne!
auf weniger als ein Viertel Hektar bis zum Jahr 2028ingern (Griine Gentechnik, KWS,
2010).

- Weniger Wasser: Das Wasser ist eine knapper werdende Ressource und die Landwirtschatft i
verantwortlich fur etwa zwei Drittel des weltweiten SufRwasserverbrauchs und muss kinftig mit

weniger Wasser auskommen {(@e Gentechnik, KWS, 2010).

- Folgen des Klimawandels: Die Landwirtschaft muss sich zunehmend auf Wetterextreme wie
D¢rreperioden einstell en. Der AWel tklimar at
bis 220 Millionen Menschen von Dirren und dadtuvon Ernteausféllen betroffen sein werden

In anderen Regionen ist mit haufigeren Uberschwemmungen zu rechnen (Griine Gentechnik
KWS, 2010).

- Klimaschutz: Auch die Landwirtschaft muss dazu beitragen, den Ausstol3 klimarelevanter
Gase zu verringern. Aufflem soll Biomasse aus Pflanzen kunftig starker fur die
Energieerzeugung genutzt werden. Denn anders als fossile Energietrager wachsen Pflanzen ste
nach und ihre Nutzung ist nahezu klimaneutral: Es entweicht digM&Qge, die in der
Vegetationsphase penden wurde. Die Ernahrungssicherung der Weltbevolkerung ist dabei
insbesondere eine Frage der Produktivitdt. Die Pflanzenziichtung kann einen wesentliche
Beitrag leisten, die Produktivitat der landwirtschaftlichen Flachen zu steigern, denn das

Ertragspogénzial vieler Pflanzen ist noch nicht ausgeschopft. Die Erkenntnisse uber
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Zusammenhange und Wechselwirkungen zwischen wichtigen Pflanzeneigenschaften unc
Umweltbedingungen sowie die Erforschung denetischemMdglichkeiten und physiologischen
Prozesse bieten groRe Chancen auf weitere Produktivitatsfortschritte. AufRerdem soll die
Landwirtschaft in Zukunft verstarkt nachwachsende Rohstoffe produzieren (Grine hlaéqntec
KWS, 2010).

1.2 DIE GRUNE GENTECHNIK

Grine Gentechnik ist der Oberbegriff fir eine Reihe von Verfahren, mit denen bestimmte Gene
in das Erbgut von Pflanzenzellen eingebracht werden. Erst durch die Gentechnik wurde e:
maoglich, die Veranderung des Erbgutdirekt zu steuern und genetisches Material nicht nur
innerhalb einer Art auszutauschen, sondern auch zwischen vollig verschiedenen Organismet
Die Grine Gentechnik greift so auf neue Eigenschaften zu, die mit klassischer Ziichtung nicht zi
erreichen warenDie allgemeinen Ziele der Griinen Gentechnik unterscheiden sich kaum von
denjenigen herkdmmlicher Pflanzenzichtung. Meist geht es um eine Verbesserung de
Ertragspotentials, der Produktqualitat oder eine verbesserte Widerstandsfahigkeit gegel
SchadlingeKrankheiten, Herbizide, Hitze, Trockenheit oder Kélte. Ertragssteigerung kann eine
Chance fur die Grinen Gentechnik sein (Bundesamt fir Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit; 2010).

Seit 1996 haben Landwirte in den USA erstmals gentechnisch vesgirRitanzen auf ihren
Feldern angebaut. 2009 nutzten 14 Millionen Landwirte in 25 Landern der Welt solche Pflanzen.
Die Uberwiegende Mehrzahl der Betriebe, 13 Millionen, waren Kleinbauern in Entwicklungs
und Schwellenlandern. (Griine Gentechnik, KWS, 2010

International liegen umfangreiche Erfahrungen mit Freisetzungen von mehr als 100 Arten
gentechnisch veranderter Pflanzen worJahr 2009 wuchsen sie nach Industrieangaben auf 134
Millionen Hektar. Bezogen auf die weltweite Ackerflache von circa 1,4iaviilen Hektar sind

das ungefahr 1®rozent und etwa 2,7 Prozent der funf Milliarden Hektar landwirtschaftlich
genutzter Flache (Ackerflachen, Dauergrinland und Dauerkulturen)fastedem Vierfachen

der Gesamtflache der Bundesrepublik Deutschl@edt. wdtweite Anbau konzentriert sich auf
sechs Lander: USA (48 %, 64,0 von 170,4 Mio. ha), Argentinien (16 %, 21,4 von 32,5 Mio. ha),
Brasilien (16 %, 21,3 von 59,5 Mio. ha), Kanada (6 %, 8,4 von 158,7 Mio. ha), Indien (6 %, 8,2
von 45,1 Mio. ha), China (3 %,Bvon 140,7 Mio. ha) und sonstige (5 %, 7,2 von 115,5 Mio.
ha). Dort wachsen 95 Prozent aller weltweit angebauten gentechnisch veranderten Pflanzen. |
Nord- und Siidamerika sind das schon 88 %. Die Acker der EU hingegen sind bisher weitgehenc

frei von Genech-Anbau, obwohl in Spanien auf 0,1 % von 12,7 Miogkatechnisch veranderte
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Pflanzen ausgebracht werdefinternational Service for the Acquisition of Agsiotech
Applications 2009

Der kommerzielle weltweite Anbau beschrénkt sich hauptséchlich auf vier Pflanzenarten: Soja
(52 %; 69 Mio. ha), Mais (31 %; 42 Mio. ha), Baumwolle (12 %; 16 Mio. ha) und Raps (5 %; 7
Mio. ha). Die auf dem Markt fihrenden transgenen Eigenschaften sindzideleranz (62 %),
Insektenresistenz (15 %) sowie die Kombination von Herbizidtoleranz und Insektenresistenz (21
%) (International Service for the Acquisition of AgBiotech Applications2009. In der EU
entwickelt sich die landwirtschaftliche Nutzurder Grinen Gentechnik zurzeit gegen den
weltweiten Trend. Vor allem wegen der Anbauverbote in Frankreich und Deutschland gingen die
Anbauflachen fir gentechnisch verandertesvBis 2009 um etwa 15.000 auf nun mehr 94.000
Hektar zurlick. Der weitaus grof3ieil dieser Flachen liegt in Spanien. ABf-Mais entfallen
unverandert 22 Prozent der spanischen Maiserzeugung. Im Jahr 2010 sollen gentechnisc
veranderte Kartoffeln auf insgesamt 260 Hektar, verteilt auf Deutschland, Schweden und
Tschechien, angebaut wien Bundesverban®eutschePflanzenzichter, 2. In der EU sind

zwei gentechnisch veranderte Pflanzen zum Anbau zugelassen: Der Mais MON 810-des US
Unternehmens Monsansgeit 1998 und Marz 2010 die Gente€artoffel Amflora der BASF seit

1998.

1.3 WEIZEN

Mit der erstenAuslesevon Urformen dedVeizensim fruchtbaren Zweistrorahd begann vor

etwa 12.000 Jahren die Pflanzenziichtung. Uber Jahrtausende wurden die Werkzeuge d
Pflanzenziichtung weiterentwickelt, um besseoetenund hochwetigeres Saatgut zu erzeugen.
(Bundesveband Deutscher Pflanzenziichter, 2011

Weizen ist zusammen mit Mais und Reis das meist angebaute Getreide der Welt. Weizen ist ei
perfekter Lieferant von Eiweil3, Kohibydraten und Vitamin B. Er wird auf allen Kontiiten
mit Ausnahme der Antarktisultiviert (Die transGEN Datenbank, 201®Veizen erhalt eies der

grodten (12000 Mb) und komplexesten Genome unter den pflanzlichen und tierischen
Genomen. Das hexaploide Genom bestaig drei vollstandig verschiedenen Genomeams
Triticum urarty (A), aus Aegilops speltoide¢B) und ausAegilops tauschi(D), die auf42
Chromosomeverteilt sind Es ist 40 Mal groRer als das Reisd acht Mal als Mai&enom
(Gill et al, 2004)

Nach FAO (Food and Agriculture Organization of the United NatioAsigabe betrug die
globale Weizenproduktion in den Jahren 2008/2009 683,8 Millionen Tonnen und der Handel mit
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Weizen weltweit (Exporte) erreichte mit 139 Millionen Tonnen eine absoluten Rekorahdhe
gleichen Zeitraum. Die funf grof3ten und wichtigsten Anbauléander und Exporteure sind
Argentinien, Australien, Kanada, die EU und die Vereinigten Staaten von Ameoka @nd

Agriculture Organization of the United Natiqr)10).

Verbreitet ist vor alllm SommerweizenT{iticum aestivun Das Mehl wird flrBrot, vielerlei
Backwaren,und Weizenbier verwendefAuch wird der Rohstoff sowohl fur Starke, Kleie
(Ballaststoffe) als auch fur Futtermittel bendtzt. Weizen kann ebenso als Energiepflanze
(nachwachsende Rohstoffe) fur die Erzeugung von Bioethanol und Wéarme dienen. Die Starke
aus Weizenkdrnern wird in v@hiedenen industriellen Produkten, z.B. in der Papierindustrie

verwendet (Die transGEN Datenbank, 2010Teigwaren werden vor allem mit Hartweizen

(Triticum durum) hergestelit.

Bei Weizen wird bisher keine gentechnisoleranderte Sorte angebaut. Doch viele
Forschergruppen dberall auf der Welt beschéftigen sich damit. Die Ziele der
Gentechnikforschung am Weizen sind: Verbesserung der Trockentoleranz, Salzresistenz
Herbizidtoleram, Pilzresistenzund Virusresistenz; ebenso von Produkteigenschaften wie z.B.
eine veranderte Zusammensetzung der Inhaltsstoffe aber auch Waehstdrastragsteigerung

(Die transGEN Datenbank, 2010

Freisetzungsversuche mit gentechnisch verdndertem Weizen gibt es 419 in USA, 34 in der ELl
und in anderen Landern wie Kanada, Argentinien, Japan, China, Australien, Agypten und del
Schweiz(Die transGEN Datenbank, 2010

1.4 GENUBERTRAGUNGEN IN WEIZEN

1.4.1 Gewebekultursysteme

Die Gewebekultur als Grundlage zur Erzeugung transgener Pflanzen tragt auch zur genetische
Verbesserung des Weizens bei. Dabei mussen zuessthietene Strategien zur Etablierung
eines geeigneten vitro-Systems gepruft werden.

Obwohl auch in Weizem vitro-Techniken teilweise etabliert und gut untersucht sind, sind viele
der Faktoren, die die Bildung von embryogenem Kallus und die ansaidelle
Pflanzenregeneration regulieren, bis heute nicht verstanden. Solche Faktoren kdnnen de
Kulturmedium und die Kulturbedingungen, der Genotyp, das Ausgangsexplantat (Art des
Explantates, physiologischer Zustand des Explantates unddgerpflanze), sove deren
Interaktionen sein. Diese spielen alle eine wesentliche Rolle bei der erfolgreichen Regeneratiol
und Transformation des Gewebes (Feneedll, 1996; Rasc@auntet al, 1999).
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Zur Induktion von regenerativem Kallus wurden neben unreifen Emenyaits Isolate bzw.
Explantate auch unreife Infloreszenzen (OA&ms und Vasil, 1982), Blattbasen (Ahwga al,

1982), SproRRapikalmeristeme (Wernicke und Milkovits, 1986) sowie Antheren und Mikrosporen
(zur Ubersicht: Henry und DeBuyser, 1990) eingasddie Explantate, mit denen die hichste
Transformationsrate erhalten worden ist, sind unreife Embryonen @tasil 1993, Weeket

al. 1993, Beckeet al, 1994; Zhouet al, 1995; Altpeteret al, 1996a; Blechl and Anderson,
1996; Leckband and L6rZ,998; Jordan, 2000; Hubet al, 2002; Sykoroveet al, 2008),
isolierte Scutella unreifer Embryonen (Neletaal,, 1994; Barrcet al, 1997; Pastoret al, 2001,
RasceGauntet al 2001), embryogene Scutellarkalli (Vastlal, 1992; Ortizet al.,1996; Iseret

al., 1999; Fettig and Hess, 1999, Weeksal, 2000) und aus Mikrosporen entstandene Kalli
(Foling and Olesen, 2001). Die Regeneration aus Kallusgewebe verlauft entweder
organogenetisch oder Uber eine somatische Embryogenese bzw. EmhiyogllfScottet al.,

1990). Der Weg der somatischen Embryogenese bzw. Embryoidbildung wird far
Transformationsexperimente bevorzugt, da eine Chimarenbildung aufgrund des unizellularer
Ursprungs der somatischen Embryonen unwahrscheinlich ist (Haccius, \I&iBund Vasil,

1982; Vasil, 1987).

Das Entwicklungsstadium der Embryonen spielt eine sehr wichtige Rolle bei der Bildung von
embryogenem Kallus (Sears and Deckard, 1982; Maddbel, 1983; Heet al, 1986; Vasil

1987). Bei sehr jungen oder sehr altentwicklungsstadien findet keine Kallusbildung mehr
statt. Da das am besten geeignete Entwicklungsstadium vom Weizengenotyp abhangt, ist eir

Standardisierung von geeigneten Entwicklungsstadien nicht mdglich.

Die Orientierung des Weizenembryos auf dem Kulturmedium bestimmt, aus welchem Organ
sich der embryogene Kallus bildet. Befindet sich die axiale Oberflache im Kontakt mit dem
Medium, so bildet sich der Kallus aus dem Scutellum. Werden die Embryonen unigekehr
platziert, so bildet sich der Kallus aus dem EpiblastengHal, 1986). Aus der Literatur ist
bekannt, dass die Bildung von embryogenem Kallus durchschnittlich starker bei scutellarem als
bei epiblastischem Kallus ist. Dennoch soll eine unterschieliKallusinduktion der beiden

Organe in Abhéangigkeit vom Genotyp des Weizenembryos untersucht werden.

Bei den Veroffentlichungen Utber Weizentransformation der letzten Jahre Uberwiegt die
Verwendung des M$ediums (Murashige und Skoog, 1962, in einigen drélletwas
modifiziert) mit Zusatz unterschiedlicher Konzentrationen an-I2,4ind Saccharose als
Induktionsmedium. Auch das L3 Medium mit Zusatz unterschiedlicher Konzentrationen-an 2,4
D und Maltose wurde verwendet (Fettig and Hess, 1999; Hailzdy 2002.
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In der vorliegenden Arbeit wurden als Ausgangsexplantate unreife Wembnyonen
verwendet, da diese zur Erzeugung von embryogenem Kallus am erstens geeignet sietl (Scott
al., 1990).

1.4.2 Transformationstechniken

Die Vertreter derPoaceaeund insbesonder@/eizen galten noch lange Zeit nach der ersten
erfolgreichen Transformation von Tabak (Fraktyal, 1983; Zambrysket al, 1983) als nicht
transformierbar. Die Verbesserung des Weizens durch die Gentechnologie verlangt den Transfe

die Integration undlie Expression von Fremdgenen in geeignete regenerierbare Explantate.

Die verfugbaren Technologien und die verwendeten Methoden fur die Produktion transgenel
Getreidearten sind kompliziert, und ihre Leistungsfahigkeit ist gering. Aufl3erdem kdnnen
verschiedree Sorten derselben Getreideart und sogar verschiedene Exptersathen Sorte

sehr verschiedene Transformationsmethoden erfordern (Danilova, 2007). Zur Erzeugunc
transgener Weizenpflanzen kann man sich des indirekten Gentransfers und der direktel
Ubertragung von DNA bedienen. Fur die direkte Ubertragung kommen dieTREik (Lorz

et al, 1985; Heet al, 1994), die Elektroporation (Kl6&t al, 1993; Heet al, 1993; Sorokiret

al., 2000), die Silikoncarbidfasertechnik (Omirullehal, 1996; Brisile et al, 2000), die direkte
Pollentechnik (Chonget al, 1998; Zenget al, 1998) und die Partikelbeschuseder
Mikroprojektilbeschusstechnik (Kleiet al, 1992; Sanforaet al, 1993) in Frage.

Heutzutage haben sich tberwiegend zwei Transformationstechniken zur Erzeugung transgen:
Weizenpflanzen durchgesetzt. Eine davon ist die Partikelbeschusstechnik (Klein et al., 1992
Sanford et al., 1993). Mit ihr hatten Vasi al (1992) die ersten fel#in und stabil transgenen
Weizenpflanzen und daher die erste Getreideart Gber den Beschuss embryogener Kalli erhalte
Dieser biolistische Gentransfer hat mehrere entscheidende Vorteile: Der Beschuss jeder Al
Pflanze oder jeden Gewebes ist moglich, didiwand als Hauptproblem der meisten
Transformationsmethoden wird physikalisch tUberwunden, alle Genome in der Zelle kénnen
grundsatzlich erreicht werden und ein stabiler und transienter Gentransfer sind optional. Trotz
der Tatsache, dass es nicht mdglicthdge Anzahl der eingefiigten DNKRopien im Wirtsgenom

zu kontrollieren, und die Gro3e des Gens 10 kb tblicherweise nicht tbersteigt, ist seit langer Zei
diese Methode die zuverlassigste Transformationstechnik fir die Produktion von fertilen
transgenen Weenpflanzen (Vasiket al, 1992, 1993, Weekst al 1993, Beckeet al, 1994;
Nehraet al, 1994; Zhotet al, 1995; Altpetelet al, 1996a; Blechl and Anderson, 1996; O#diz

al., 1996; Pangt al, 1996; Barrcet al, 1997; Iseket al, 1999; Fettig ad Hess, 1999, Weelet

al.,, 2000; Pastoret al, 2001; Rasc@sauntet al, 2001; Huberet al, 2002; Sykoroveet al,
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2008; Pereiraet al, 2010). Die zweite Technik ist die indirekte Genubertragung Uber
Agrobacterium tumefacienspbwohl einkeimblattrige Pflanzen nicht zum natirlichen
Wirtsspektrum von Agrobakterien gehdren. Dennoch werden die Zellen einkeimblattriger
Pflanzen durctA. tumefaciensransformiert (Kumlehn and Hensel, 2009). Cheh@l (1997)

haben die ersten stabilen transgenen Weizemla erhalten, die durch die Inkubation von
unreifen Embryonen und embryogener Kalli miit tumefaciendgransformiert wurden. Die
Effizienz von gegenwartig machbar@grobacteriumbasierten Methoden im Weizen (Véual

2003, Huet al2003 Hensekt al 2009) mit den durch Partikelbeschumhaltenen Ergebnissen
vergleichbar. Gegenuber den direkten Techniken besitzt die indirekte Vorgehensweise divers
Vorteile: Hierzu gehort beispielsweise, dass in der Regel lediglich eine einzelne Genkopie in die
Zelle Gkertragen wird (Hooykaas und Schilperoort, 1992, Vasil, 1994).

Interessante Ergebnisse wurden durch eine Kombination der Mikroprojektilbeschusstechnik unc
des Agrobacteriuravermittelten Gentransfers erreicht. Diese Technologie, "agrolistic”, konnte
sich efizienter als die Mikroprojektilbeschusstechnik erweisen, weil die-K@ien, die in

Zellen Ubertragen werden, vorhersagbar sein kénnten (Hansen and Chilton, 1996). Eine andel
Kombination der Techniken ist der Gebrauch der Silikoncarbidfasertechnik mesamit der

Agrobacteriumvermittelten Transformation (Singh and Chawla, 1999).

1.4.3 Osmotische Behandlung

Beim Gentransfer durch Mikoprojektilbeschuss regulieren grundsétzlich drei Parameter die
Ubertragungsrate der DNA in das Explantat. Diese sind die Mikroprojektile mit der gefallten
DNA, die Beschussparameter und die Variabilitaten des Gewebes. Im Falléetzen
Parameters handelt es sich unter anderem um die Art des Explantats, osmotische Bedingung
des Explantatgewebes sowie der Auxintyp im Medium und dessen Konzentration-Gasto

et al, 1999).

Vain et al (1993) haben eine Steigerung der transienExpression und der stabilen
Transformation von Zellen aus Mais Suspensionskulturen mittels einer osmotischen Behandlun
vor und nach Beschuss festgestellt. AnschlieBend wurde von mehreren Arbeitsgrupper
gefunden, dass diese Behandlung auch eine Erlgohder transienten und stabilen
Transformation von Embryonenzellen im Weizen erzeugt. Es ist erwdhnenswert, dass in der
meisten der untersuchten Falle keine klare Beziehung zwischen transienter und stabile

Transformation festgestellt werden konnte (Pataaitt Khurana, 2001).

Die osmotische Behandlung erzeugt eine Plasmolyse der Gewebezellen. Dadurch wird ein
Verminderung der Verletzung der Zellen wéahrend des Beschusses ermdglichet(slgith993).
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Die am haufigsten verwendete osmotische Behandlurgnst4stindige Behandlung vor und

eine 16stindige Behandlung nach Beschuss auf dem Induktionsmedium, dem eine aquimolare
Mischung von Mannitol und Sorbitol (je 0,2 M und 0,5 M) oder nur Mannitol (0,4 M oder 1,0
M) zugesetzt werden. Diese Behandlung kennm a rshoetters) high osmotic treatmeit. Bei
einer anderen Behandlung unterwirft man das Gewebe einer hohen Zuckerkonzentratior
(Maltose oder Saccharossfhrend degesamten InduktionsperiodRaso-Gauntet al, 1999,

2001: 0,27 M Saccharose; Sparlend Jones, 2009: 0,27 M Saccharose;) oder erhoht die
Zuckerkonzentration wahrend der Yamd Nach dem Partikelbeschusson 2 % auf 20 %
(Bliffeld et al, 1999) oder von 3 % Saccharose plus 15 % Maltose (Pellegrimesth2002).

15 SELEKTION TRANSFORM IERTER INDIVIDUEN

Das DNA-Konstrukt oder Tragersystem (Plasmidvektortir) die Transformatiorbesteht aus
Promotore, kodierender Region Sglektionsgen, Reportegen und Nutzgen) und der
Terminationssequeniber das Selektion®der Reportergekann man @ transgenen Pflanzen

vom Wildtyp unterscheidenDie unter der Kontrolle konstitutiv exprimierender Promotoren
stehenderSelektiongene verleihen den transgenen Zellen, Organen oder Pflanzen Resistenz
gegenuber Herbiziden oder Antibiotikeiir Cerealien gniel3en die Herbizidresistenzen Vorzug

vor Antibiotikaresistenzen im Hinblick auf die daraus gewonmemschlichen Nahrungsmittel.

Es wird befirchtet, dassAntibioticaResistenzgened u r ¢ h Ahori zontvanl en
pathogenerBakterien aufgenommen werden, dalannnicht mehr bekampft werden kénnen.
Grundsatzlich ist die Aufnahme von DNA unter natirlichen Bedingungen mdoglich, vor allem
dort, wo bereits zersetztes pflanzliches Material auf gro3e Baktdeegen trifft: etwa im
MagenDarmTrakt von Menschen und Tieren, in der Humusschicht von Bdden oder bei
Fermentationsvorgangen. Der Einbau von Pflanzengenen in das Genom von Bakterien und dere
Expressionsind jedoch aul3erst seltene Ereignisse. Menschen verzehren taglich medinals
Billiarde (1.000.000.000.000.00&endi, die seit Jahrtausenden problemlos verdaut werden. Es
gibt keinen triftigen Grund zu der Annahme, dass ein in der Natur vorkommendes Gen, das nich
durch klassische Zichtung, sondern mittels Gentechnik inRflaeze Ubertragen wurde, nicht
ebenso problemlos verdaut werden soll{undesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit; 2010). Bundesamt fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit;
2010http://www.bvl.bund.de/DE/06_Gentechnik/gentechmi&de.html

Im Juni 2009 hat die EFSAE(ropean Food Safety Authofteinen zusammenfassenden
Uberblick zur Frage der Verwendung von Antibiotikaresistelazkergenen in genetisch

veranderten Pflanzen verdffentlicht, der auch ein gemeinsames wissensw®itiotachtens
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des GMOGremiums und des BIOHAremiums enthalt. Die Gremien sind zu dem Ergebnis
gelangt, dass negative Auswirkungen auf die menschliche Gesundheit und die Umwelt durch de
Transfer der beiden AntibiotikaresisteNMarkergenenptll (Kanamyin/NeomycinResistenz)

und aadA (Streptomycin/SpectinomyciResistenz) von G\Pflanzen auf Bakterien im
Zusammenhang mit der Verwendung BYlanzen den derzeitigen Erkenntnissen zufolge
unwahrscheinlich sind. In dem Gutachten enthaltene Unwéagbarkeiteradireingeschrankte
Maoglichkeiten zurickzufihren, die u. a. mit der Probenahme und dem Nachweis sowie mit der
Anforderungen bei der Einschatzung der Expositionswerte und mit der fehlenden Mdglichkeit
zusammenhéngen, transferierbare Resistenzgene einenrbest Quelle zuzuordnen. Zwei
Mitglieder des BIOHAZGremiums brachten Minderheitsauffassungen lber die Mdoglichkeit
schadlicher Auswirkungen von Antibiotikaresisteiarkergenen auf die menschliche

Gesundheit und die Umwelt zum Ausdru&ufopean Food Satfg Authority).

Der Avertikafie t Gemmttr adagegen regel m2Cig
Verwandtschaftsgrades in der Natur auf. Er ist damit auch fir gentechnisch verénderte Pflanze
zu erwarten, daher ist der Einsatz von HerbizidresisBezen als Sektionsmarker fir Hafer

und Hirse nicht geeignet, weil sie mit ihren jeweiligen wilden Verwand®idhafer und
Johnson GrasSorghum halipangdeichthybridisiererkdnnen(Vasil, 1994)

Mit Reportergenekdnnendie eingebrachten Gene einfackékannt(Danilova, 2007) und auch
die Funktionsfahigkeit und die Gewebespezifitat eines Prombtugeilt werden(Lee et al,
1995; Iser, 1995).

15.1 Selektionsgene fur Weizen

Die im Folgenden genannten Gene wurden bereits erfolgreich zur Selektion transgene

Weizenpfanzen eingesetzt:

1511 AntibiotikaresistenaViarker

Die Antibiotika Kanamycin, Geneticin (G418), Hygromycin und Paromomycin gehéren zu der
sog. Aminoglycosidgruppe. Sie wurden héufig in der Getrémd@sformation verwendet. Diese
Antibiotika binden an die 308ntereinheit des Ribosoms und verhindern somit die Translation

in Bakterien und in den Plastiden der PflanzenzelRazgacet al., 2004.

Nur die Gene, deren Produkte die Phosphorylierung von Aminoglylkotitiotika (Tenoveret
al., 1989) bewirken,wurden zur Selektion bei der Produktion von transgenen Pflanzen

verwendet.
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Die HygromycinPhosphotransferase, das Produkt llgsGensausE. coli (Van der Elzeret

al., 1985), verleihnt Resistenz gegentiber dem Antibiotikum Hygromycin. Dieses selektierbare
Markierungsgen wurde friher hauptsachlich zur Transformation von Reis eingesetzt (z.B.
Shimamotoet al, 1989), konnte aber in jingster Zeit ebenfalls in Weizen (@ttial, 1996;
Permingeatt al, 2003; Chung and Khurana, 2003; Migtal, 2004;) tb&ragen werden. Von

Nachteil ist jedoch die hohe Toxizitat von Hygromycin.

Das NeomycirPhosphotransferase (hpt 11)-Gen ausE. coli (Bevanet al, 1983; Herrera
Estrellaet al, 1983b) vermittelt Resistenz gegeniber den Antibiotika Kanamycin, Geneticin
(G418), Paromomycin und Neomycin. Es wurde bereits 1975 in der pflanzlichen Gentechnik
eingefuhrt (Hess, 1975; Hess, 1981). Gramineen besitzen natlrlicherweise schon eine hoh
Toleranz gegentber Kanamycin (Neletaal, 1994), deswegen ist dieses Antilatn weniger
nitzlich bei der Selektion von transformiertem Weizen, Gerste und Reis (Dekéwgterl 990;
Hauptmannet al, 1988). Dennoch konnten transgene Réighang et al, 1988), Mais

( D06 H adtdl,1992) und Weizenpflanzen (Vastial, 1991 Nehraet al, 1994, Viertelet al.,

1997; Chenget al, 1997; Haliloglu and Baenziger, 2003; Gopalakristehaal, 2003) nach
Selektion mit Kanamycin erhalten werden. Eine Selektion durch Geneticin fihrte sogar zu
hoheren Transformationsraten und einereriggeren Regeneration untransformierter
Weizenpflanzen (Nehret al, 1994) als eine analog durchgefihrte Transformation mittoiem

Gen (siehe unten) und einer Selektion durch PPT (Nattah 1994).

1.51.2 Herbizidresistenz Marker

Bei den derzeit kommerziell genutzten gentechnisch veranderten Pflanzen ist

Herbizidresistenz bei weitem dominierend.

Herbi zidresistente Pflanzen geh®°ren zu ei ne

besteht aus zwei Komponenten:
1. Einfihrung eines Gens, das die Pflangegen ein Breitbandherbizid unempfindlich macht.

2. Das zum eingefuihrten Resiste@en passende Komplementarherbizid, das nach Mdglichkeit
auf alle Pflanzen wirkt, indem es in den pflanzlichen Grundstoffwechsel eingreifit

Ausnahme der Pflanzen, diedileine gentechnisch vermittelte Resistenz verfligen.

Sulfonylharnstoffe oder Imidazolinone sind eine Klasse von Breitbandherbiziden, die die
AcetolatatSynthase (ALS) in Bakterien, Hefemd Pflanzen hemmen. Das AL8der AHAS

Enzym beteiligt sich an deri@ynthese der verzweigtkettigen Aminosauren Leucin, Isoleucin

10
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und Valin. Durch den Transfer des mutiertde-GensausReiswurden gegen diese Herbizide
resistente Weizenpflanzé®gawaet al, 2008; Kempet al, 2009) erhalten.

Glyphosat als aktiver B&andteil des Totalherbizids Round®p(Monsanto) hemmt die
pflanzliche 3EnolpyruvyltShikimat5-PhosphaSynthase (EPSPS), und damit die Biosynthese
der aromatischen Aminosauren Phenylalanin, Tyrosin und TryptopRasistenz gegen
Glyphosat wird durch Andeng der ZielStelle oder durch die Inaktivierung des Herbizids
erhalten. Der kombinierte Transfer eines mutierten EPS&% kodiert durclaroA-Gens aus
Agrobacterium tumefacien6P4Stamm (Barryet al, 1992; Kishoreet al, 1992) und eines
GlyphosatOxidoreduktaséGOX)-Gens(Barry et al, 1992) fuhrte zu einer Glyphos@esistenz

in transgenen Weizenpflanzen (Zhetwal, 1995), die auch fir die Selektion Verwendung findet
(Hu et al,, 2003).

Das am weitesten verbreitete Selektionssystem fiir transgetreid@pflanzen basiert auf
Bialaphos (L:Phosphinothricin), einem naturlichen Antibiotikum vorstreptomyces
hygroscopicug§Ogawaet al, 1973). Bialaphos ist ein Tripeptid aus zweAlaninmolekula

und einer der iGlutaminsdure verwandten Aminosaure Phosphinothricin (PPT). Der
antibiotische Effekt wird durch PPT vermittelt, das die Glutaminsynthetase hemmt, ein
Schlisselenzym bei der Umwandlung vorGlutamat zu EGlutamin in Pflanzenzellen. Die
Unfahigkeit zur Glutaminsynthese in Pflanzen fuhrt zur Stérung des gesamten
Aminosaurestoffwechsels und durch Anreicherung von Ammonium zur Hemmung der ATP
Synthese und schlie3lich zum Zelltod (Tachibagta al, 1986). Phosphinothricin (PPT,
Glufosinat) ist ie aktive Komponente in den der Totalherbiziden Bagtoechst), Libert§

(Fa. AgrEvo) und HerbiagMeiji Seika, Japan).

Die Gene bar aus Streptomyces hygroscopicU@hompson et al, 1987) bzw. pat aus
Streptomyces viridochromogen@&irauchet al, 1988; Wohlleberet al, 1988) codieren fur das
Enzym PhosphinothriciAcetyltransferase, das PPT und damit Bialaphos durch Acetylierung
inaktiviert. Zur Selektion von transgenem Weizen tiber PPT oder Bialaphos wurde bisher nur da
bar-Gen verwendet (z.B. Vdset al, 1992; Vasilet al, 1993; Beckeet al, 1994; Nehraet al,

1994; Weeket al, 1993; Isert al, 1999; Fettig and Hess, 1999; Hukeial, 2002; Wuet al,

2003; Patnaik and Khurana, 2003; Migical, 2004; Pellegrinesclet al, 2004).

Derzeit sind zwei dieser Herbiziderbizidresistenzsysteme verbreitet: RoundupReady
(Wirkstoff: Glyphosat) und LibertyLink (Wirkstoff: Glufosinat).

Wright et al (2001), Wenclet al(2003) und Gadaletet al. (2008) berichteten tber den Einsatz

eines nichtauf Antibiotika oder Herbizide gestitzten Selektionssystems, das auf dem
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Phosphomannodsomerasegen manA aus Escherichia coli basiert. Nur transgene
Weizenpflanzen, die die Phosphomannissenerase exprimieren, kdnnen das im Medium
erhaltene Mannosé-phosphat, das nicht als Kohlenstoffquelle fur die meisten PflaSzeten
genutzt werden kann, als Kohlenhydratquelle einsetzen, indem sie dieses in Fotpitosphat
umwandeln. Daher kénnen sich die Zellen, in denenndasAGen aktiv ist auf Mannose

haltigen Medien gezogen werden.

Weeks (2000) berichtete Uber die Verwendung von Cyanbiyiiatase cah-Gen als
Selektionsmarker fur die Weizen Transformation. Basdukt descah-Gens verleiht dem
transformierten Gewebe die Fgkeit, auf Cyanamid enthaltenden Medien durch Umwandlung
Cyanamid in Harnstoff (als Stickstoffquelle) zu wachggitht resistentd’flanzensterben bei

Applikation vonCyanamidschnell ab

1.5.1.3 Transgene Pflanzen ohne Selektionsgene

Es ist winschenswert, tramswe Pflanzen ohne die Verwendung von Selektionsgenen
herzustellen. Einerseits ist die Einfuhrung von zusatzlichen {38duenzen in Pflanzen
zumindest in Deutschland bei der Mehrheit der Verbraucher nicht akzeptiert, andererseits kénnt
es, wie schon oben ngefuhrt mdgliche Umweldus wi r kungen aufgru
Gentransfersin geben. Daher wird die Erzeug
erwogen. AuRerdem werden nach ldentifizierung der transgenen Zellen die Markergene in de
Regel nicht mehibendtigt. Daher gibt es eine Reihe von Forschungsanséatzen, entweder der
Gentransfer ohne Marker durchzufihren oder die Selektionsgene im Verlauf der Regeneratiol
von Pflanzen aus der Gewebekultur zu entfernen. Fur das erste Verfahren ist die PCR
Uberprifury aller regenerierter Pflanzen erforderlich, was nur im KleinstmaRstab mdglich ist;
anwendbar ist das markerfreie Verfahren auch, wenn es deutliche phanotypische Unterschiec
zwischen den transgenen und nithinsgenen Pflanzen gibt. Mit einer solchen hdetie
konnten Parmingeadt al. (2003) 23 (2,1 %) transgene Weizenpflanzen von 1106 Explantaten
erhalten, die durch die Mikroprojektilbeschusstechnik ohne selektierbares Markierungsgen
transformiert wurden. Zweitens koénnen Markeder Selektionsgene durabrtsspezifische
Rekombination entfernt werden. Ein solches System istcdaéoxRRekombinationssystem
(Odell et al, 1990), das erfolgreich bei Weizen eingesetzt wurde, um eine multiple Kopienzahl
des Ubertragenen Gens auf eine einzige zu reduziererag®avaet al, 1999). Eine dritte
Strategie zur Gewinnung von Markieeiem transgenen Weizen ist die Cotransformation, das
heil3t die Einbringung des Markamd des NutZ5en auf zwei verschiedenen Vektoren, die dann
gleichzeitig durch direkte DNAranser in Zellen eingefihrt werden. Obwohl
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Cotransformationsfrequenzen Uber 90 % bei Weizen (Altpeted, 1996b; Fettig and Hess,
1999; Scheyhing, 199%uber et al, 2002 berichtet wurden, war es schwierig, die beiden
eingefiuhrten Gene in den nachfolgend Generationen wieder zu trennen. Dies ist
wahrscheinlich auf die Einfigung von Transgenen in einen einzigen Locus oder in eng

miteinander verbundenen Loci zurtickzufihren (Altpetal, 2005b).

1.5.2 Reportergene

Die Reportergene helfen, die eingebrachtemeseinfacher zu erkennen (Danilova, 2007) und
auch die Funktionsfahigkeit und die Gewebespezifitdt eines Promotors zu bewerten dlee
1995; Iser, 1995).

Die ersten zwei Schritte einer genetischen Transformation sind die Einfihrung einer Genkassett
in die Rezipientenzellen sowie die Expression der eingebrachten Gene. Das Ergebnis dies
Ereignisse kann durch transiente Expression eines eingefiihrten Reportergens bewertet werde
Diese Expressionsanalysen erfordern keine Insertion des Transgens inirtagedm, und
werden haufig verwendet, um die Geroder PromotofFunktionsfahigkeit und die
Gewebespezifitat zu bewerten. Das ideale Reportergen kodiert flir ein Protein, vorzugsweise m
einer enzymatischen Aktivitat mit einem direkten oder indirektemtisacen Effekt, der einfach

und innerhalb einer angemessenen Ze#4&1 Stunden) nach der DNRBinfihrung zu
quantifizieren ist. Es ist auch anzustreben, dass das Reporterprotein eine geringe Hintergrunc
Aktivitat in Pflanzen zeigt, keinen Einfluss auf diflanzenentwicklung hat, relativ resistent
gegen Proteasen ist und Uber einen breiten Bereich veWgriten und Temperaturen stabil ist
(Bagaet al, 1999).In stabil transformierten Pflanzen wird durch die Aktivitat des Reportergens
wiederum die Analyseon Induzierbarkeit, Geweb®der Stadienspezifitat eines Promotirs

situ moglich (z.B. Schaaét al, 1995). Bei der Transformation von Gramineen kommt den

folgendenReportergenen eine grol3dedeutung zu:

1.5.2.1 Destruktive Nachweissysteme

Das ChlorampheniceAcetyltransferasegericat) aus demEscherichia coliTransposon Tn9
(Frommet al, 1985) kodiert eine Acetyltransferase welche das Antibioticum Chloramphenicol
acetyliert und es dadurch unwirksam macht. Sowohl enzymatische Tests als auch
immunochemische Analysen ermdoglichen es, die @&divitat bzw. die Menge des CAT
Proteins zu messen. (Hauptmaatral, 1988 und Chibbaet al, 1991 fir Weizen). Allerdings ist

der Nachweis der CA-Rktivitat zeitaufwandig und destruktiv.
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DasEschericha coli uidA- bzw. gusA-Gen, kodiert das Enzyrb-Glucuronidase (GUS), das die
hydrolytische Spaltung von-Brom-4-chlor-3-indolyl-b-D-Glucuronsaure, einem kinstlichen
Substrat katalysiert. Die dabei freigesetzten Indolylmonomere dimerisieren in Gegenwart vo
Sauerstoff zum wasserunldslichen blauen Indigo (Jeffeesa@t, 1987). Damit kann man das
Enzym qualitativ nachweisen und seine Aktivitat quantifizieren. Es ist das am héaufigsten
verwendete Reportergen zur Analyse der Prordetmktion und' Gewebespefitat in Pflanzen.

Bei erfolgreichen Weizeiransformationsarbeiten ist dasiidA-Gen bis heute das
meistverwendete Reportergen (Fettig and Hess, 1999; PermaiggaR003; Miticet al, 2004,
Chung and Khurana, 2003; Oszva&tal, 2008). Die quantitave Analyse erfolgt meist durch
einen fluorometrischen Nachweis desMéthylumbelliferons, das aus dem Substrat 4
Methylumbelliferytb-D-Glucuronid freigesetzt wird. Die Nachteile des GBgtems sind die
destruktive Wirkung des Nachweisverfahrens auf dadlen, die Tatsache, dass mehrere
Pflanzen nennenswerte endogene Glucuronidaseaktivitat besitzen, sowie mikrobielle

Verunreinigungen, die eine Repoetaleddgenakti v

Ein Oxo-Gen, das fir die Oxalddxidase kodiertwie das Weizen GermiGen (Simmond®t

al.,, 2004) als Reportergen verwendet werdeann. Die OxQGAktivitat kann durch ein
entstehendes, purpurfarbenes Prazipitat, das durch Oxidation “@mord-1-naphtol in
Gegenwart von bD, entsteht, histochemisch nachgewiesen werden. Der Nachweis der
Enzymaktivitat ist wiederum sowohl qualitativ als auch quantitativ nutzbar (arah 1995;
Zhanget al, 1996; Berna and Bernier 1997). Gunstig ist, dass die Entfernung von Chlorophyll
nicht erforderlich ist.

1.5.2.2  Nicht destruktive Nachweissysteme

1.5.2.2.1 Nicht destruktiver Nachweis unter Verwendung eines exogenen Substrats

Das Luciferasdreportergenuc aus der Feuerfliegéhotinus pyraligOw et al, 1987) bzwlux
ausVibrio harveyi(Konczet al, 187) ermdglicht einen sensitiven Nachweis der Aktivitat ohne
Zerstorung des Gewebes. Bei der Luciferiestalysierten Oxidation von BfLuciferin (ein
externes Substrat) zu Oxiluciferin unter AVerbrauch wird gelgrines Licht emittiert, das
direkt im Gevebe mit konfokaler Mikroskopie nachweisbar ist. dasGen wurde erfolgreich

zur stabilen Transformation von Weizen verwendet (Lonseladé, 1998; Harveyet al, 1999).

1.5.2.2.2 Nicht destruktiver Nachweis ohne exogenes Substrat

Dasgreen fluorecent proteifgfp)-Gen aus der Tiefseequakguoraea victoriastellt ein dem

LuciferaseGen ahnliches Reportersystem dar (Sheeal, 1995). Der entscheidende Vorteil
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gegeniber dem Lucifera§&ystem besteht darin, dass die Lichtemission des Proteins durch
ultraviolete oder blaue Anregung erfolgt und keine exogenen Substrate zugefuhrt werden
missen. Weiterhin ermdglicht dagfp-System eine qualitative und quantitative
Expressionsanalyse vom Zeitpunkt der Genulbertragung bis zur transgenen Pflanze. Da
synthetische griemfluoreszierende ProteiGFP)-Gen wurde von Pangt al.,1996 flur transgene
Weizenpflanzen verwendet. Dagnthetisch@fp-Gen hat eine 15€ach starkere Fluoreszenz als

das Wildtypgfp. Jordan (2000) berichtete tber die Verwendung eines modifizgffigBens als
sichtbarem Marker fur den Nachweis von transgev&nzenpflanzen auf der Grundlage der
GFPR-Expression alleinWeir et al, (2001) und Hubeet al, (2002 verwendeten ebenfaltp

als Reportergen in Weizen.

Die GeneR, C1 und B-peru aus Mais kénnen kodieren fur Anthocyanbildung, und erlauben so
wie dasgfp-System eine einfache optische Analyse der Promotoraktivitat (Lueivwag, 1990).

Der farbige Phanotyp ist vivo sichtbar und wahrend der gesamten Pflanzenentwicklung stabil.
Dieses MarkeiSystem bendtigt einen funktionierenden Anthocyan Biosynitésg in der
Wirtspflanze. Es ist fur Getreide wie Mais, Gerste und Weizen verwendbar @Iaé&nl1993;
Chawla et al, 1999; Gopalakrishnaet al, 2003; Doshiet al, 2007), jedoch wkt sich
Uberexpression der Anthocyanbildung negativ auf das Regenerationsverhalten in der
Gewebekultur aus (Chawt al, 1999).

1.6 PROMOTOREN

Promotorsequenzesind der Schlissel figie raumlichen, zeitlicheund quantitativenMuster
der (Trans)genexpressiorDies gilt natirlich auch fustabile Transformantenin denen das
Transgenallgegenwartigrorhanden ist (Hensel et g2011)

Die phanotypisché&Virkung einesTransgensst starkabhangig vorder Wahl desverwendeten
Promotors. Alledings hangt das Niveau der Expression vom Zelltyp, Entwicklungsstadium und
Umweltbedingungen ab (Hensel et al., 2011). Traneg verhalten sich nichtmmer
erwartungsgemanRveil sie nicht zwingend wie natirliche Gene exprimigerden(Bagaet al,
1999).Aufgrund derKomplexitatvieler Genome underRegulation ihrer Expressidst es von
Vorteil, Promotorerausgleichenodereng verwandte®flanzenarteriiir gentechnisch@wecke

zu verwenden (Baga et al., 1999). Manche Promotoren aus Monocotyledeigem eine
differentielle raumliche oder zeitlich&ontrolle der Expression in verschiedenen Getreidearten
(Furtado et al., 2009)Die Promotoren koénnen in zwei Gruppen eingeteilt werden, die
konstitutivenund die gewebsspezifischéhab. 1) Die konstitutiven Promotoren werden zur

Produktion von herbizig insekten oder pathogenresistenten Kulturpflanzen verwendet, in
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denen die Expression des Transgens in allen Geweben und Stadien der Pflanzenentwicklur
stattfinden muss. Die hocheffizienten Promotoreorden in der Regel von Genen, die
allgemeine zellulare Prozesse steuern, oder von viralen Genomen isoliere{BhgE99).Die
meistendergewebspezifischenPromotoren werdenim Korn exprimiert(Kumlehn and Hensel,
2009). Durch verschiedene Umweltflideen wie  Temperaturstress, hypoxische
Wachstumsbedingungen oder Pathogenbefall induzierbare Prombairenalle dasPotenzial

fur den Einsatz inder Entwicklung von Nutzpflanzen, die gegenliese verschiedenen

Stressbedingungen Resistenz zeigen s@Bagaet al, 1999).

In der vorliegenden Arbeit wurden z@eneszenassoziiertenExpression eines Isopentenyl
Transferaseijt)-Gens diePromotorenrSAG12 ausArabidopsis thaliangLohmanet al, 1994)
und HvS40 (Hordeumvulgare Seneszenzyler Gersteverwendet.Das SAG12Gen codiert fur
eine Cysteinprotease. Wichtig ist, daS&\G12 Seneszenspezifisch ist, aber nicht Blatt
spezifisch. Zuséatzlich zur Blattseneszenz wird das Gen in anderen seneszenten griinen Geweh
und Blitenorganen exprimiert (GandaAmasino, 1997). Die Expression ddsS40Gens aus
Gerste Hordeumvulgare in Fahnenblattern kansowohldurch Dunkelheit(Beckerund Apel
1993;KleberJankeandKrupinskg 1997) als auchm Zuge dematirlichenSeneszenz und durch
Pathogenbefall induziert werden (Krupinska al, 2002). Die Genexpressiorvon HvS40
korreliert mitdemRuckgang dephotosynthetischen EffizierHlumbecket al, 1996) undsteht
hauptséachlich im Zusammenhang mit dabbauder photosynthetischen Leistyrdie wahrend
derBlattseneszengtattfindet(Krupinskaet al, 2002). DasHvS40wurde alsSeneszenMarker
Gen furGerstevorgeschlagen.

Zur Verstarkung der Expression der in Konstrukten fur Getreide eingesetzten Promotoren
werden haufig Intronsequenzenievdas shrunkenintron | (Vasil et al, 1989) oder daadh

Intron 1 (Calliset al, 1987) aus Maispder EnhanceSequenzen verwendet. Enhancer gehéren
zum Bereich der Distarznabhangigen Ciactingelemente undliegen in der Regel
stromaufwarts vom Corelement des PromotorEnhancerwirken tber Transkriptionsfaktoren

als Regelelemente der Transkriptiétlanzlichelntrons wirken meist postranskriptionell Gber

eine Erhéhung der translationalen Aktivitdt der mRNA (Cadtigl, 1987; Mascarenhaet al.,
1990). Die Markierung#Reportergene, die in dieser Arbeit angewendet wurden, enthalten drei
Introns. DerUbiquitin-Promotor mitExon und Intron (Christensest al, 1992) ausZea mays
sowie das Intron deST-LS1-Gen ausSolanum tuberosurtEckeset al, 1986) und das Intron

des 70 kD Hitzeschockprotein (HSP70) afZisa mays zur Verstarkung deaMV 35S
PromotorsWahrend das STS1-Intron dazu dient, die Expression des Gens in Prokaryoten wie
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Agrobakterien zu verhindern, handelt es sich bei dem HSRtih um ein translationelles

Enhancerelement.

Tab. 1: Uberblick tiber die Promotoren, die in der vorliegenden Arbeit und auch schon frither in
Weizen verwendet wurden.

Promotor (Herkunft) Referenz Bemerkung

Konstitutive BAREXxpression mit konstant
Ubi-1 (Mais UBIQUITIN-1) Huberet al, 2002 hohem Niveau der Genexpression in jungen
metabolisch aktiven Geweben und Pollen

Konstitutivegfp-Expression. Bis zu 16fach

CaMV 35S(Cauliflower geringere Aktivitat in GetreiderF(ommet al,

Huberet al, 2002

Mosaic Virus) 1985; Hauptmanet al, 1987) verglichen mit
Tabak
SAG12 (Arabidopsi$ Sykorovaet al, 2008 | Seneszenassoziiert in Weizefrahnenblattern.

LeaderSequenzerund Polyadenylierung verbessern die Translatitudien an Eukaryonten
haben gezeigt, dass Stabilitat und Export der mRNA aus dem Kern und die Translations
Effizienz durch die 5' nichtodierendenLeaderS e g u e n z dosition nnd Hi® ebenfalls
nchtc odi er enden Ter mi nEndeider mBA kegnilesst wirel.rDie &Vaizer 6
Em 5" LeaderSequenz erhbhte die Genexpression inHRetoplasten um das Zehnfache, wenn
sie zwischen der@aMV 35SPromotor und dem ReportgusA platziert wurdg(Marcotteet al,

1989.

1.7 NUTZGENE IN DER WEIZ ENTRANSFORMATIO N

Die Ziele der gentechnischen Verbesserung von Weizen sind mit denen der konventioneller

Zichtung identisch: Qualitatsverbesserung und Ertragssteigerung stehen im Vordergrund.

1.7.1 Verbesserung des Nahrwerts

Zusatzlich zum Brennwert ist Weizen mit seinem hohenvei3gehalt eine wichtige
Eiweil3quelle fir die menschlichen Erndhrung: Reis, MaisWed&enliefern mehr als60 % der
Kalorien und Proteinefiir unser tagliches Leben (Gill et al., 200wWichtige Ziele der Weizen
Gentechniksind die Erh6hung deafornquaditat hinsichtlichdesEiweil3gehaltsdes Gehalts an
essentiellen Aminosaurewie Lysin und Tryptophan, der Erhdhung deochmolekularen
(HMW) Glutenineflr die Brotherstellung und die Modifizierung der Sté&&kesammensetzung
(Patnaik and Khurana, 2001; Godveal, 2009).

17



EINLEITUNG

Zur Verwendung als Beimischung im Tierfutter wurde zur Verbesserung der Verdaulichkeit und
der Verfugbarkeit von Phosphat und Mineralien das Phn@asegphyA ausAspergillus nigeiin
Weizen Ubertragen (Brch-Pedersewet al, 2000).

1.7.2 Resistenz gegen biotische Schadfaktoren und abiotische Stressfaktoren

Die Bekdmpfung von Schadlingen und Pathogenen ist stark auf Chemikalien angewiesen. Trot
einer deutlichen Steigerung des Pestizideinsatzes sind Erntevenludte letzten 40 Jahren
nicht signifikant zurickgegangen (Oerke, 2006). Weizen ist durch verschiedene Pathogene, wi
Viren, Bakterien und Pilze, sowie durch Schadlinge wie Insekten und Nematoden bedroht (Vasil,
1994, Oerke, 2006).

Dieser Umstand erfordiedie Erzeugung von Kultursorten mit erhdhter Resistenz gegeniber
diesen Schadorganismen sowohl durch konventionelle Ziichtung als auch durch gentechnische
Transfer von Nutzgenen. Zu diesen zéhlen Gene, did’RiProteine (pathogenesiselated
proteing kodieren undin Pflanzen als Reaktion aufmikrobielle Krankheitserregeoder
Schadinsekten induziewerden (Muthukrishnanet al, 2001). Der Transfer eines Trypsin
Inhibitor- (BTI-CMe) Gens aus Gerste, (Altpetet al., 1999) und eines LectiAgglutinin-

(gna) Gens aussalanthus nivaligStogeret al, 1999) in Weizen fuihrte in beiden Féllen zu einer
erhohten Resistenz gegen Schadinsekten (Altmttat, 1999, Stogeet al, 1999). Strategien
gegen phytopathogene Pilzinfektionen verursachte Krankheiterd, die die meisten
Ernteverluste zuriickzufuhren sind, wurderWieizen mit unterschiedlicheierfolg angewandt
(Leckband und Loérz, 1998; Fettig and Hess, 1999; Giteal, 1999; Bliffeld et al, 1999;
Clausenret al. 2000; Pellegrineschet al.,2001 Altpeteret al, 2005b). AuchVirus-Infektionen
verursachen grol3e Ertragsverluste (Burretval, 2009). So konnten transgene Weizenpflanzen
erzeugt werden, die eine holiResistenz gegen das GerstBtrichelmosaikVirus (BSMV)
zeigten (Zhangt al, 2001).

Durre ist einer der wichtigsterabiotischenStressfaktoren, der gravierenderluste in der
Landwirtschaft hervorruft. Verschiedenegentechnische Methoden zur Verbesserung der
Trockenheitstoleranz in Weizen wurden publiziert (Sahraetatl., 2003, Pellegineschiet al,
2004, Gruszka Vendruscoét al.,2007).
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1.7.3 Seneszenzverzbgerung als Strategie der Ertragssteigerung

1.7.3.1 Pflanzliche Seneszenz

Im Pflanzenreich kann man vier verschiedene Seneskgren unterscheiden: 1)
Monokarpische Seneszenz bedeutet daseMbsh der ganzen Pflanze nach der Fruohd
Samenreife(Nooden et al, 1997), wobei bei derannuellen Pflanzerwie Getreiden die
Remobilisierung aus seneszierenden Blattern (Source) den grof3ten Teil der Nahrstoffe fur di
Endospermbildung (Sink) liefe(Feller and Kleist 1986)2) Polykarpische Seneszenz: Unter
diesen Typ fallen die ausdauernden Stauden, Straucher und Baume mit einer periodischen und
der Regel synchronen Seneszenz und Abszission der Blatter (z.B. Laubbaume im herbstliche
Blattfall); (3) Sequenzielle Seneszenz der Blattorgane: Zu diesem Typ gehort die Blattalterung
vieler Nadelbdume, aber auch die von Phytomer zu Phytomer fortschreitende Seneszenz d
alteren Blattorgane bei moSherkeas zpd rs zx ih)esremaPd | |
der gesamten oberirdischen Pflanzenteile: Zu diesem Typ rechnet man die Kryptophyten, die
ihre Erneuerungsknospen unter der Erdoberflache tragen (Rhizomgeophyten, Zwiebelgeophytet
Schopferund Brennicke 2010)

Blattseneszenzist der letzte Abschnitt der Blattentwicklungund ein hoch koordinierter und
komplexer Prozessler als programmierter Zelltod (PCDprogrammed cell death) beschrieben
wird. Der programmierte Zelltod kann die ganze Pflanze oder nur einzelne Organe betreffen
(Quirino et al, 2000, Dangkt al, 2000).In Getreidenscheintdie Seneszenauf der Ebeneler
einzelnerBlatterinduziert zu weden (Gregersen et al., 2008); geht von den Mesophyllzellen

aus (Limet al, 2007). Sie unterliegt aber dem Einfluss vieler Umweltfaktoren (Durre, extreme
Temperaturen, NahrsteMangel, Beschattung und Infektion durch Pathogek&).wichtiger
Seneszezfaktorist der oxidative Stress, der die Alterung sowohl auslésen als auch férdern kann
(Beck und Scheibe, 2003; Mittlet al 2011). Endogen kann die Seneszenz durch Alterung oder
durch das Umschalten von der vegetativen auf die reproduktive Entwgclisgeldst werden,
wobei Phytohormone eine grofR3e Rolle spielen. Auxin, CytokinimgGibberellinenehmen in

ihrer Wirkung ab,Abscisinsaureund Ethylen, und wohl auch Jasmonalagegen zuzur
Ubersicht: Smart, 1994; Gan und Amasino, 1996, kinal, 2007). Wahrend der Seneszenz
kommt es durch Genexpression zu geordn&terdnderungerim Metabolismus undn der
Zellstruktur. Siekann in drei Stadien unterteilt werden. (1) Indiationsphase der Seneszenz
verbunden mit Wachstumsstop (Henset al 1993) (2) In der darauf folgenden
Reorganisationsphasebleiben Zellkern und Mitochondrien, die essentiell fir die Expression
Seneszenmduzierter Gene sind funktionell (Lirat al, 2007). Cer Grundstoffwechsdbleibt

aber bis zum Zelltod erhaltenum den Abba von Makromolekilen Starke, Proteinen,
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Chlorophyll und Nukleinsdurerynd den Export von Abbauprodukten und Mineralstoffen ins
Phloem zu gewahrleisten (Gregersen et al., 208 frihesten strukturellen Anderungen
finden in den Chloroplasten statt, darAuflésung der Grana und Bildung von Plastoglobuli.
Photosynthese wird durch den Katabolismus abgeldst (Gan and Amasino, 1997). Eine geeigne
Methode zur Verfolgung der Chloroplast8eneszenz ist die Messung des Chlorop¥ghlusts

und der photochenmiben Effizienz im et al, 2007. Da der Antennenkomplex von
Photosystem Il relativ viel Chlorophyll b enthalt, aul3ert sich der Abbau der Antennen zunéchst
in einer Verschiebung des Chlorophalb-Verhaltnisses zugunsten von Chloroplay(ISchopfer

und Brennicke 2010) Entsprechend ihres Proteinanteils in der Pflanzenzelle ist der Abbau der
Photosyntheseprotewohl das wichtigste Ereignider Seneszenavobei eine Verlagerung der
stickstoffhaltigen Abbauprodukte hauptsachlich in Hasn stattfindet(Gregersen et al., 2008).
Beim kleinkdrnigen Getreide wie Gerste, Weizen und Reis kann bis zu 90 % des aus der
dternden Pflanzenteilen exportierten Stickstoffs in das Korn transportiert weidien.
Reorganisationsphase ist bis zu einem bestimmten Zeitppokit (of no returp reversibel
(KleberJanke and Krupinska 1997, Thomas & Donnison 2000). (3) Edidphase fuhrt
letztlich zum Tod des seneszierenden OrgBesinell and Lamb 1997, Dargglal, 2000).

1.7.3.2 Seneszenassoziierte Gene

Wahrend der Seneszenz wird die Expression Senessspziierter Gene (SAGS) induziert oder
verstarkt(Lim et al, 2007).Die funktionelle Diversitatder SAGsspricht fur eine Feinregulation

der verschiedenenzellularen Aktivitaten zur kontrollierten Steuerung der Abbauprozesse
(Quirino et al, 2000).Mit Hilfe der MicroarrayTechnik sind mehr al800 Gene identifiziert
worden, de wahrend der Seneszenz in einem regulatorischen hochkomplexen Netzwerk

exprimiert werden(Lim et al, 2007).

Die SAGs werden in zwei Klassen eingeteilt. Klasse | reprasentiert seneszenzspezifische SAG:
deren mRNAs nur wahrend der Seneszenz auftré#®6.12 und HvS40-Gen gehéren zu dieser
Klasse. Die Klasse Il besteht aus SAGs, die bereits friih in der Blattentwicklung nachweisbar
sind, d.h. eine basale Expression aufweisen, die sich wahrend der Seneszenz erhdht. Die Analy
der SAG Promotorsequenz hargeben, dass die Regulierung der SAG Expression
multifaktoriell ist, d.h. dass die verschiedenen SAGs keine gemeinsamen Steuerelemsente (
Elemente) in ihren Promotorregionen haben (Gan and Amasino, 1997). Auch sind einige SAG:¢
fur potenzielle regulatasche Faktoren gefunden worden, die Komponenten der Signal
Wahrnehmung undTransduktion sind, wie Transkriptionsfaktoren und Rezeftmiiche
Kinasen [Lim et al, 2007).
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In der Analyse de3ranskriptomsson WeizenrFahnenblattern wurdensgesamt einige maert
Genegefunden, die wahrender Seneszenhochreguliert sind (Kajimurat al., 2010). Unter
diesenGenenkonnten140 funktionell zugeordnet werden (Gregerséml, 2008). Sie sindor
allem an abbauenderProzessenregulatorischen ProzesseBtressReaktionen Transport und
Sekundarstoffwechsel beteiligt. Ein Vergleidar Genexpressiofduster zwischerabiotische
und biotischeStressReaktionenund Blattseneszenzeigt zahlreicheUbereinstimmungenL{m
et al, 2007;BuchanarWollastonet al, 2005)

1.7.3.3  Molekulargenetische Strategiear Manipulation deBlattseneszenz

Die Blatter mit verzogerter Seneszenz odeay greetrPhanotyp haben eine langere aktive
Photosyntheseperiode und es wurde eine positive Korrelation zwischen ChlofBehalt 6der
visuelle Seneszenz) und Kornertrag sowie dem GeStigkstoffGehalt des Korns gefunden
(Gregersen et al., 20p&hanget al. (2006) zeigten, dass eine ertragreiche Weizensorte einen
verzogerten Abbau der Komponenten des photosynthetischen AppdateDaher gilt
Verzogerung des SeneszdpPlzanotyps als ein Zuchtziel. Wenn durch gezielte Zucht oder
genetische Manipulationen die Verlangerung der Zeit bis zur Reife erreicht werden kann, kdnnte
die Produktivitdt vermutlich angehoben werd&@reggersen teal., 2008. Es ist offensichtlich,
dass es eine genetische Grundlagevidmationenin Zeitablaufund Rate deBlattseneszenz in
Weizen gibt, jedoch ist die Manipulation des SenesRrozessesehr komplexGregersen et

al., 2008). Ein amleres Dilemma,das gelost werden muss, ist die verzbgerte Stickstoff
Remobilisierung und der damit geringere Esiméex (Gregersen et al., 2008obwohl die

verzogerte Seneszenz grundséatzlich zu einem hohen Kornertrag fuhren kann

Die Reaktion auf Veranderung der Umtyedowie die Entwicklung einer Pflanze wird durch
Hormone in komplexer Weise gesteudrdormonelle Steuerung spieib allen Phaserder
Blattseneszenz eine wichtige Rol(&im et al, 2007). Stark involviert sind hierbei die
Cytokinine, dieentscheidend Ibeder Regulierung der Proliferation und Differenzierung von
Zellen von Pflanzen sind. Sie sind auch an verschiedenen Wachstumd
Entwicklungsprozessen in Pflanzen beteiligt, wie z.B. die Verzégerung der Seneszenz unc
Ertragssteigerung (Sakakibara, 2Q0&jenerell werdendie CytokininBiosynthese und-
Homoostase fein durch eine interne Kontrolle und externe Faktoren wie andere Phytohormons
und anorganische Stickstoffquellen gesteuert (Sakakibara, 2006). Sie werden im Zytosol und de
Plastiden synthetisielund besitzen verschiedene Wirkorte in der Pflanze (Sakakibara, 2006).
Plastiden sind die wichtigsten subzellularen KompartimentedeerovoCytokininbiosynthese
(Sakakibara, 2006). Weit verbreitetatiirliche isoprenoid€ytokinine sind N°-(2-isopentent)-
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Adenin (iP), transZeatin (Z), cis-Zeatin (cZ) und dihydrozeatin (DX Unter ihnen sind die
wichtigsten Derivate tZ und iP sowie deremlykosidischeKonjugate. & nachPflanzenart
Gewebe undEntwicklungsstadium variieren sie stgfakakibara, 2006Pie biologisch aktiven
Cytokinine werden vonCytokinin-OxidasenDehydrogenasenCKXs) und durch Konjugation
mit Zuckerrestendurch GlykosyltransferasefUGTSs) inaktiviert (Werner and Schmiilling,
2009). In Ubereinstimmung mit der physiologischen Erkenntnis, dass die
Cytokininkonzentratiorwahrendder Blattseneszenz sinkhabenmolekulargenetische Analyse
ergeben, dasslie beteiligten Geneder Cytokininsynthese, ein€ytokininsynthaseund eine
AdenosinphosphdasopentenyTransferas€IPT), herunterregulieind dagegen di€ytokinin-

Oxidasehochreguliert wurde iseneszenteBlattern(Lim et al, 2007).

Die Gabevon exogenen Cytokininen verzdgert die BlattsenesZkeima et al, 2007). In vielen
Pflanzenarten steigt die Konzentration an Ethylen wahrend der Blattsenféispeet al, 2007)
Deshalb versuchen Zichtungsstrategien entwdskeiProduktion deiSeneszenzerzogernden
Cytokinine zu steigern odelie Bildung oder Wirkung des &eszenanduzierendercthylens zu
verringern (Gan and Amasino, 1997). brer Cytokininbiosynthesewird der ersteund
limitierende Schritt durch didPTs (IsopentenyTransferasenkatalysiert, die je nach den
Substraten als AdenosiPhosphatPTs oder tRNAIPTs bezeichnet werdefWerner and
Schmilling, 2009). Die ATP/AD#PTs sind fur die Synthese von-@tokininen undtrans
Zeatinen {Z) in Arabidopsisverantwortlich (Werner and Schmiilling, 200@)phingegenCis-

Zeatin €Z)- Cytokinine, die in einigen Pdhzenarten dominierende Cytokinimetaboliten sind,

in Arabidopsisausschlief3lich durch tRNAPTs synthetisiert werden (Werner and Schmiuilling,
2009). Es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression eines Isop&raasfdraseit)-

Gens ausAgrobacterium tumefacienseneszenzverzdogernd in transgenen Pflanzen wirkte
(Estruchet al, 1991). Bei einer konstitutiven Uberexpression ist jedoch problematisch, dass zu
hohe CytokiniRKonzentrationen in transgenen Pflanzen auch zu unerwiinschten Nekiemef

wie z.B. Bruch der apikalen Dominanz und verminderter Wurzelbildung fihren kdnnen. Erst
durch die Verwendung geeigneter Genkonstrukte konnte dieses Problem umgangen werden. Di
SAG12Promotor ist hoch seneszenzspezifisch und aktiviert die ExpregsioriPT erst zu
Beginn der Senes zpeim of,no etbré r ebeebchtder stA. Di
Cytokininbildung verzégerte Seneszenz resultiert wiederum in einer verminderten Aktivitat des
Seneszensgpezifischen Promotors, was eine Uberpktidun der Cytokinine verhindert. So
bildet sich eine autoregulatorische Schleife. Biae exogene CytokinkBehandlungdie
Blattseneszenz in einer Vielzahton einkeim und zweikeimblattrige Pflanzenarten

verlangsamen kanrkdnntedie Strategieder autoreglatorischenProduktion delCytokininedas
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Potenzial haben, di8eneszenm einem breiten Spektrum d@flanzen zu verzdgerfGan und
Amasino, 1995).So fuhrte der Transfer einept-Gens unter der Kontrolle deSAG12
Promotors zu einer deutlichen Verzagey der Blattseneszenz und einer vermehrten Bliten
Biomasse und Samenproduktion in transgenem Tabak (Gan and Amasino, 1995) und Reis (Lin
et al, 2002). In Salat (McCabet al, 2001), Brokkoli (Cheet al, 2001) und Weizen (Xt al,

2004a, b und Sykovaet al, 2008) kam es nur zur Verzdgerung der Blattseneszenz. In Mais
wurde keine Verzdgerung der Blattseneszenz, allerdings entwickelten sich beide Bluten in jeden
Ahrchen (Younggt al, 2004).

1.8 ZIELSETZUNG

Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit wae dn vitro Regeneration von argentinischen
Weizenpflanzen, wozu geeignete argentinische Genotypen hinsichtlich ihrer Kallusbildung und
anschlieBender Regeneration zur ganzen Pflanze durch ein Screening von Weizenvarietate
untersucht werden sollten. Am @ musste Uberprift werden, ob die erhaltenen Regenerate
fertil sind. Die argentinischen Sorten sind Standardsorten in meiner Heimat und wurden von de
staatlichen INTA (Instituto Nacional de Tecnologia Agropeclatiad zwei privaten

Saatzuchtfirmen (Craores Klein S.A. und José Buck S.A.) zur Verfligung gestellt.

Das zweite Ziel warmit dem Nutzgen transformierte Pflanzen erhaltenDie bestehenden
Transformationssysteme sind arbeitsintensiv und zeitaufwendig und fir die im ersten Tell
ausgewabhlte argeinische Weizensorte (Klein Brujo) existierte kein auf Partikelbeschusstechnik
basierendes Transformationssystem. Deswegen wurde in dieser Arbeit versucht, ein besser:

Transformationsprotokoll fir das gewahlte Kultivar zu etablieren.

Das dritte Ziel war der Versuch, den Senes#@mzess zu verzogern, um hohere KBrtrage erreichen
zu konnen. Dazu solltelurch die Ubertragung einelsopentenyTransferasésens mit Hilfe der

Partikelbeschusstechnik die Cytokininbiosynthese in WeiZdticdum aestivumL.) beeinflusst werden.
Hierzu sollte die proteincodierende Region despentenyTransferasésens aus Agrobacterium

tumefaciengingesetzt werden.
Uber den Einsatz eines entsprechenden Promotors sollten zwei Zielsetzungen verfelgt werd

Einerseits sollte es nach Transfer mit Hilfe debA-Gens Uberpruft werden, ob ddvS40Promotor, der

ein seneszenzspezifischer Promotor aus Gerste ist und daher aus der ndheren Verwandtschaft von Wei:
stammt,auch in Weizen funktionsfahig ist. Hi sollte die transiente und stabile Expression des Gens
ermittelt und mit dem Expressionsprofil des Promotors in Gerste verglichen wrtiererseits sollte

der HvS40Promotor und dadsopentenyltransferasegeén einem Transformationsvektor kombiniert

werden. AnschlieRend sollte nader Gewinnung transgener Pflanzen unterswgbtden, obdas
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Konstrukteinen Einfluss auf die Blattseneszditrer die verstarkte Biosynthese von Cytokinind als
Konsequenz davon wiederuauf die Ertragsleistunder Weizerpflanzen hatParallel dazu sollte auch
das SAG12ipt Konstrukt eingesetzt werden. D&AG12Promotor ausArabidopsisist ebenfalls ein
seneszenzspezifischer Promotor, mit dem schon Getreide wie Reet @lin2002), Mais (Younget al,
2004) und WeizeSykorovaet al, 2008) transformiert wurden.

Um die genannten Ziele verwirklichen und bewerten zu kdnnen, war es erforderlich, eine entsprechen
grof3e Zahl an transgenen Weizen zu erzeugen. Hierbei wurden als Rezipienten eine gut transformierba
argeninische Sommerweizenvarietat und eine Mo&smmerweizenvarietatT(iticum aestivumL.
Bobwhite) verwendet. Um die Auswirkungen der Genubertragung auf die Physiologie zu untersuchen,
mussten der Cytokiningehalt, der Chlorophyligehalt sowie die BiomasdeKornproduktion derjenigen

Pflanzen mit der hdchsten Fremdgenexpression getestet werden.
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2 MATERIAL UND METHODE N
2.1 MATERIALIEN
2.1.1 Bakterienstamme

2111 Escherichia coliStamme
Escherichia colDH5a (Hanahan 1983)

Genotyp: Ff80dacZDM15 D(lacZYA-argF)U169 deR recAl endAl hscR17(k’, Mk phoA
suE44 " thi-1 gyrA96 relAl

2.1.1.2 Kulturmedium farE. coli-Stamme

10 g LB Broth (DUCHEFA) wurden in 0J5H,0pigest gelost; Agar (bei Festmedium) 8 g/l; pH
8.0.

Nach dem Autoklavieen des Mediums (121 °C, 2 bar, 20 min) wurde Ampicillin in

entsprechender Konzentration zugegeben.

2.1.2 Pflanzenmaterial

2.1.2.1  Weizen(Triticum aestivumL.)

Zu den Experimenten dieser Arbeit wurden 23, davon 22 argentinische und eine-Modell
Sommerweizenvarietafl (iticum aestivunlL. Bobwhite SH 98 26) herangezogen. Tab. 2 gibt

einen kurzen Uberblick Uiber die verwendeten Kultivare.

Keimung und Anzucht der Spenderpflanzen erfolgten ganzjahrig im Gewéchshaus in 10 Liter
Plastikgefal3en, in die je 30 Karyopsen ausgesétlen. Als Substrat diente ein Gemisch aus 70

% Kompost und 30 % Lehm. Die Mindesttemperatur betrug 20 °C und die
Mi ndest bel euc ht un’g snPtlatzenhdne, diSdurcheein® Zusatmbeleuchtung
mit Quecksilberdampflampen gewéahrleistet wurder #wchentlichen Dingung wurde der
Vol Il d¢gnger AGabi PlusAn (N/P/K = 12/8/11) vV €
Bedarfsfall mit Netzschwefel 80WP (Stahler Agrochemie GmbH & Co, Stgelggénechten
Mehltau und Spritzungen mit Pirim8r (ICI, Frankfur) und Spruzﬁ (Neudorff GmbH,

Emmerthal) gegen saugende Insekten durchgefihrt.
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Tab. 2: Bezugsquellen der eingesetzten Sommerweizenvarietaten.

Namen der Weizenvarietaten Saatgutziichter

1-Buck Charrua (BCh) José Buck S.A.

2-Buck Poncho (BP) José Buck S.A.

3-Klein Cobre (KC) Criadores Klein S.A.

4-Klein Pegaso (KP) Criadores Klein S.A.

5-Klein Cacique (KCa) Criadores Klein S.A.

6-Klein Don Enrique (KDE) Criadores Klein S.A.

7-Klein Brujo (KB) Criadores Klein S.A.

8-Klein Escorpion (KE) Criadores Klein S.A.

9-Klein Volcan (KV) Criadores Klein S.A.

10-Klein Dragon (KD) Criadores Klein S.A.

11-Klein Estrella (KEs) Criadores Klein S.A.

12-Prointa Oasis (PO) Instituto Nacional de Technologia Agropecuaria
13-Prointa Elite (PE) Instituto Nacional de TechnologiaAgropecuaria
14-Don Ernesto Inta (DEI) Instituto Nacional de Technologia Agropecuaria
15-Prointa Imperia{PI) Instituto Nacional de Technologia Agropecuaria
16-Prointa Alazan (PA) Instituto Nacional de Technologia Agropecuaria
17-Prointa Granar (PG) Instituto Nacional de Technologia Agropecuaria
18-Prointa Federal (PF) Instituto Nacional de Technologia Agropecuaria
19Inta Huenpan (IH) Institut o Nacional de Technologia Agropecuaria
20-Prointa Puntal (PP) Instituto Nacional de Technologia Agropecuaria
21-ProintaBonaerense Remodén (PBR) Instituto Nacional de Technologia Agropecuaria
22-Prointa Cauquen. (PC) Instituto Nacional de Technologia Agropecuaria
23-129 Bobwhite SH 98 26 (Bw) CIMMYT, El Batan, Mexiko

2.1.2.2 Tabak

Nicotiana tabacumcv. Wisconsin 38 mitSAG12:GUSund SAG12:IPT (Gan and Amasino
1997) wurden als Positivkontrolle bei der Analyse transgener Weizenpflanzen verwendet. Sie

wurden von Richard Amasino (Universitat Madison) zur Verfiigung gestellt.

2.1.3 Nukleinsairen

2.1.3.1 Oligonukleotide

Synthetische Oligonu&otide als Primer fur die Polymerakettenreaktion wurden von der
Firma Metabiorinternational AG und MW&iotech AG bezogen.

Primer fur dasidA-Gens/ PCRProduktGrofie: 400 bp
PrimeruidAl ( 2 1 m@QT GGG AAA GCG CGT TAC AAG3 6

Schmelzpunkt It. Hesteller: 61,8 °C
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PrimeruidA2 ( 2 0 mieGG ATC CE@ GCA TAG TTAAA3 6 .
Schmelzpunkt It. Hersteller: 55,3 °C

Primer fur das Isopentenylransferaseift)-Gens/ PCRProduktGroR3e: 730 bp
Primeriptl ( 1 9 m&CC CAT G&A CCT GCATCTA3 ¢ .
Schmelzpukt It. Hersteller: 57,3 °C

Primeript2 ( 2 2 m@GQA)GCT GAG GGC TGG CGT AAC @G 0

Schmelzpunkt It. Hersteller: 69,6 °C

2.1.3.2 Fir die Transformation von Weizen verwendete Plasmide.

In Tabelle 3 gibt eine Ubersicht Uber die Plasmide, die in der vorliegendit Aum Einsatz

kamen.

Die PlasmidepS40GUS (Abb. 14) und pSG506 sind jeweils ein Derivat des Vektors
pBluescript Il Sk und des Vektors pUC 18 und enthalten dastausli (Jeffersoret al, 1987)
stammendeauidA- (bzw. gusA) Gen, jeweils unter der Kontrolle des in Pflanzen induzierbar
exprimiertenHvS40Promotors der Gerstélordeum vulgard..) (Becker and Apel (1993)) und
des SAG1zZPromotors auérabidopsis thaliangLohmanet al.,1994)

Das PlasmidpGFPBAR (Abb. 19) besizt neben dem selektierbaren Markierungsgandie
sythetische proteincodierende Sé&§fp-Region (Panget al., 1996). Dasbar-Gen stammt aus
Streptomyces hygroscopiy@hompsonet al, 1987) und steht unter der Kontrolle des in
Pflanzen konstitutiv exprirertenUbiquitin-Promotors mitexon und Intron (Christensest al,
1992) auZea maysDie S65TFgfp-Region enthalt das Intron des-£%1-Gens (codiert fiir eine
Komponente des wasseroxidierenden Kompledess Photosystems 1) aslanum tuberosum
(Eckesetal., 1986) aus dem Vektor pMON30049 (Parical., 1996), unter der Kontrolle eines
in Pflanzen konstitutiv exprimierte@aMV 358Promotors aus dem Blumenkohlmosaikvirus.
DemCaMV 358Promotor nachgeschaltet ist das Intron des 70 kD HitzeschockproteiR§@HS
ausZea maysWahrend das STS1-Intron dazu dient, die Expression des Gens in Prokaryoten
zu verhindern, handelt es sich bei dem HSRnf®@n um ein translationelles Enhancerelement.
Als Terminator fur beide Konstrukte dient die TerminationssequeszNopalinsynthasegens

ausAgrobacterium tumefaciens.

Das PlasmidpSG516 (Abb. 14) ist ein Derivat des Vektors pUC 18 und enthalt das

Isopentenyltransferase (ipHen ausAgrobacterium tumefacienfi et al, 1992) unter der
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Kontrolle des in Pflanzen b&8eneszenz induzierten SAGP2omotor aufrabidopsis thaliana

(Lohmanet al.,1994)

Tab. 3: Ubersicht tiber die Plasmide, die in der vorliegenden Arbeit zum Einsatz kamen.

Plasmid Resistenz (mg x1]) GroRe [kb] Verwendungszweck Referenz
- Transformation/ .
pS40GUS Ampicillin [100] 8,4 Konstruktion Krupsinskaet al, 2002
pSG506 Ampicillin [100] 7,6 Transformation Gan and Amasino, 1995
pGFPBAR Ampicillin [100] 8,8 Transformation Huber und Hess, 2002
pSG516  Ampicillin [100] 5.9 Transformation/ . 4 Amasino, 1995
Konstruktion
pS40IPT Ampicillin [100] 5,7 Transformation  diese Arbeit
214 Pflanzenkulturmedien
2.1.41 MS-Medium (Barcelo and Lazzeri, 1995, maodifiziert) zur Induktion, Kultur von

Weizenkallus un@smotischeBehandlung von unreifen Embryonen:

Zusammensetzung pro Liter:

Makroelemente:

Mikroelemete:
Fe-EDTA:
Vitamine:

Aminosauren:
Phytohormone:
Kohlenydrate

Verfestigungsamittel

BASTA® (Hoechst):

Mannit

pH:

1900 mg KNQ@; 1650 mg NHNO,; 440 mg CaGlx 2 H,0; 370 mg MgS@x 7
H,0; 170 mg KHPO,

19,9 mg MnSQ@x H,0; 8,6 mg ZnSEx 7 H,0; 6,3 mg HBO;; 0,83 mg KJ; 0,25
mg NaMoO, x 2 H,0; 0,025 mg CoGlIx 6 H,O; 0,025 mg CuSgx 5 H,O

37,3 mg NgEDTA, 27,8 mg FeSOx 7 H,O

100 mg myelnosit; 0,1 mg Thiamin HCI; 0,5 mg Nicotinsdure; 0,5 mg Pyridoxin
HCI; 2 mg Glycin

750 mg Glutamin; 150 mg Prolin; 100 mg Asparagin
1 mg (=5 puM) und 2 mg (= 10 uM) 22

30 g und 90 g Maltose

8 gPlantagar (Duchefa)

fallweise 4,0 mg Phosphinothricin (PPT) aus einer BASBtammlésung von 200
g x I PPT, vor dem Sterilfiltrieren zugegeben

91,08 g (=0,5 M)

5.8  (vor der Sterifiltritration mit NaOH)
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Sowohl die Mengen der folgenden Mikroelemente Mp¥®1,0 (0,118 statt 0,07 mM), ZnJO

X 7 H,O (0,053 statt 0,036 mM), 8BO; (0,102 statt 0,1@) als auch der Aminosauren (fur jede
doppelt Menge) wurden modifiziert. Als Kohlenhydrat wurde Maltose statt Saccharose
verwendet. Die Komponenten des Mediums wurden doppelt konzentriert sterilfiltriert (Media
Cap, Porengrdl3e 0,2 um, Microgon) und vor dem3en zur Verfestigung im Verhaltnis 1:1 mit
einer aufgekochten und auf ca. 50 °C abgekihlten Plantéigang gemischt. Der Bestandteil
Mannit wurde in osmotische Behandlung Medien bei Transformation von Weizen durch
Partikelbeschuss verwendet. Zur Bashung des Einflussesn Osmolaritat desS-Mediums

aufin vitro Kultur und TransformatignvurdenMedien mit unterschiedlichen Konzentrationen
von Maltose(3 %, und 9%) getestet. Das M$&ledium, das 30 oder 90 g Maltose enthalt, wurde
je nachdem M3 odévl9 genannt.

2142 L3-5 Medium (Jahneet al, 1991; modifiziert) zur Induktion und Kultur von
Weizenkallus unesmotischeiBehandlung von unreifen Embryonen:

Zusammensetzung pro Liter:

1750 mg KNQ; 450 mg CaGlx 2 H,O; 350 mg MgS®x 7 H,O; 200mg

Makroelemente:
KH,PQOy; 200 mg NHNO,

18,95 mg MnSQx H,0; 9,23 mg ZnSPx 7 H,0O; 5 mg HBO;; 0,75 mg KJ; 0,2¢

Mikroelemete:
mg NaMoO, x 2 H,O; 0,025 mg CoGIx 6 H,O; 0,025 CuSEx 5 H,0
Fe-EDTA: 37,3 mg NgEDTA; 27,8 mg FeSEOx 7 H,0

100 mg myelnosit; 10 mg Thiamin HCI; 1 mg Ascorbinsaure; 1 mg Nicotinsa
Vitamine: 1 mg pAminobenzoeséaure; 1 mg Pyridoxin HCI; 0,5 mgRzntothenat; 0,5 mg
Cholinchlorid; 0,2 mg Folsaure; 0,1 mg Riboflavin; 0,005 mg Biotin

Aminosauren: 750 mg Glutamin; 150 mg Prolin; 100 rAgparagin

10 mg Apfelséaure; 10 mg Citronensaure; 10 mg Fumarsaure; 5 mg

Organische Sauren: _
Natriumpyruvat

125 mg Cellobiose; 125 mg Fructose; 125 mg Mannose; 125 mg Rhamnose
Kohlenhydrate: _

mg Ribose; 125 mg Xylose; 30 g Maltose
Phytohormone: 1 mg(=5 uM) 2,4D
Verfestigungsmittel 2 g Gelrit€ (Roth):

fallweise 4,0 mg Phosphinothricin (PPT) aus einer BASBtammlésung von

BASTA® (Hoechst):
(Hoechst): . g x " PPT, vor dem Steriffiltrieren zugegeben

pH: 5.8
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Die Komponenten des Mediums wurden doppelt konzentriert sterilfiltriert (Media Cap, Porengrof3e 0,2
um, Microgon) und vor dem Giel3en zur Verfestigung im Verhaltnis 1:1 mit einer aufgekochten und auf
ca. 50 °C abgekuhlten Gelritgsung gemischt.

2.1.4.3 R1-Medium (Murashige und Skoog, 1962, modifiziert; Ahwh al, 1982) zur
Regeneration aus Weiz&ewebekulturen:

Zusammensetzung pro Liter:

Makroelemente: 1,9 g KNG; 1,65 g NHNO;3; 440 mg CaGlx 2 H,0; 370 mg MgSQx 7 H,O; 170

mg KH,PO,

Mikroelemente: 16,9 mg MnS@x H,0; 8,6 mg ZnSQx 7 H,0O; 6,3 mg HBO;; 0,83 mg KJ; 0,2!
mg NaMoO, x 2 H,0; 0,025 mg CoGlx 6 H,0; 0,025 mg CuSgx 5 H,0

Fe-EDTA: 37,3 mg NaEDTA; 27,8 mg FeSOx 7 H,O

Vitamine: 100 mg myelnosit; 10 mg Thiamin HCI; 1 mg Nicotinsaure; 1 mg Pyridebidl
(nach Gamborgt al., 1968)

Kohlenhydrate: 30 g Maltose

Phytohormone: 0,5 mg(= 2,22 phM)BAP; 0,05 mg= 0,25 uM)NAA

Gelrite: 249

BASTA®: 4,0 mg Phosphinothricin (PPT) aeimer BASTA-Stammlésung von 200 g %

PPT, vor dem Autoklavieren zugegeben

pH: 5.8 (vor dem Autoklavieren (121 °C, bar, 20 min))

Das Gelrite wurde doppelt konzentriert unter Erwarmen gel6st, mit dem doppelt konzentrierten
Medium gemischt undutoklaviert (121 °C, 2 bar, 20 min).

2.1.4.4  190-2-Medium (Zhuaret al, 1984) zur Bewurzelung der Regeneratpflanzen

Zusammensetzung pro Liter:

Makroelemente: 1 g KNG;; 300 mg KHPQ,; 200 mg MgS@x 7 H,O; 200 mg (NH).SO,; 100 mg
Ca(NG), x 4 H,0O; 40 mg KCI

Mikroelemente: 6 mg MnSQ x H,O; 3 mg ZnSQ@x 7 H,O; 3 mg HBO;; 0,5 mg KJ

Fe-EDTA: 37,3 mg NaEDTA; 27,8 mg FeSgx 7 H,O

Vitamine: 100 mg myelnosit; 1 mg Thiamin HCI; 0,5 qPyridoxin HCI; 0,5 mg Nicotiséure
Aminoséauren: 2 mg Glycin

Kohlenhydrate: 30 g Saccharose

Verfestigungsmittel 2 g Gelrit€ (Roth):
Aktivkohle: 10 g
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pH: 6.0 (vor dem autoklavieren (121 °C, bar, 20 min))

2.1.45 WH-Medium (Wagner und Hess, 1973) zur sterilen Anzucht von isolierten
Weizenembryonen und zur Regeneration\&eszenGewebekulturen:

Zusammensetzung pro Liter:

Makroelemente: 500mg Ca(NO3)2 x 4 H2Q125mg KNQ; 125 mg MgSQ@ x 7 H0O; 125 mg

KH,PO,

Mikroelemente: 3 mg MnSQ x H;O; 0,5 mg ZnS®x 7 HO; 0,5 mg HBO;; 0,025 mg NgMoO, x
2 H,O; 0,025 mg CuSgx 5 H,O

Fe-EDTA: 37,3 mg NaEDTA,; 27,8 mg FeSEx 7 H,O

Vitamine: 500 mg myelnosit; 0,250 mg Thiamin HCI; 1,25 mg Nicotinsaure; 0,250
PyridoxinHCI; 0,250 mgRiboflavin; 0,250 mg G&antothenat

Kohlenhydrate: 20 gSaccharose

Phytohormone: 0,100 mg(= 0,57 uM)Indolessigsaure

Caseinhydrolysat 500,000 mg
Aminosauren 7,5 mg Glycin

Verfestigungsmittel 8 gPlantagar (Duchefa):

BASTA®: fallweise 4,0 mg, Phosphinothricin (PPT) aus einer BASBtammldésung vol
200 g x I* PPT, vor dem Autoklavieren zugegeben

pH: 5.8 (vor dem Autoklavieren (121 °C, bar, 20 min))

215 Chemikalien und Enzynme

Die verwendeten Chemikalien und Enzyme wurden, soweit nicht anders vermerkt, von den

Firmen Duchefa, Fluka, Fermentas, Merck, Roth, oign& bezogen.
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2.2 METHODEN

2.2.1 Transformation von TRITICUM AESTIVUM..

2211 Anzucht des Pflanzenmaterials

Die Keimung und Anzucht der Weizenpflanzen erfolgte ganzjahrig im Gewéachshaus. Pro 10
Liter Plastikgefal? wurden 30 Karyopsen ausgeséat. Das Substrginkaitserde (50 % Torf, 40

% Kompost und 10 % Sand) und wurde ungediingt steril gedampft, anschlieRend mit
Langzeitdinger (N/P/K = 15/10/10) gemischt. Der-Yiért war 6,5. Eine Zusatzbeleuchtung

mit Quecksilberdampflampen gewahrte fir das ganze Jahr emgedibeleuchtungsstarke von

180 pmol n¥s’ in Pflanzenhohe. Die Mindesttemperatur betrug 20 °C. Im Bedarfsfall wurde mit
Netzschwefel 80WP (Stahler Agrochemie GmbH & Co, StagégenechtenMehltaugespritzt
Saugende Insekten wurden mit PirithofiCI, Frankfurt) und SpruZit (Neudorff GmbH,
Emmerthal) bekampft.

2.2.1.2 Bestimmung der Getreidewachstumsentwicklung nach der Zadoks Skala

Zur Verfolgung der Weizen Ontogenese wurde die Zadoks Skala (Zastold, 1974)
verwendetSie istdie umfassendste Skaundam einfachsterau verwenden. Sibeschreibt alle
Stufen des Getreidewachstumszyklus und beruht auf einem dezimalen Code von 10 bis 99, d¢

verschiedene Aspekte der Pflanzenentwicklung beriicksichtigt (Tab.9).

Die Bestimmung der Entwicklungsstadien rdigr Zadoks Skala war eine zuverlassigere und
praktischere Methode als die Tage nach der Blitezeit zu kontrollieren, wie es in
vorangegangenen Arbeiten zu diesem Thema ublich war (@kias und Vasil, 1982; Redway

et al, 1990; Varshney and fdeter, 20Q; Keresaet al, 2003, Ozgert al, 1998; Viertelet al,

1998; Talukdert al, 2004 ; Dage¢st ¢, 2008) . Di e Met hoc
sehr genau und ist stark vom Genotyp und den Bedingungen im Gewachshaus abhangig (Scott
al., 1990).

Tab. 4: Zadoks Skala (Zadokset al., 1974)

Code Description Code Description

0 Germination

0.0 Dry seed 38 Flag leaf ligule just visible

0.1 Start of imbibition 39 Flag leaf ligule just visible
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0.2

Imbibition complete

4.0

Booting

0.3

Radicle emergettom seed

41

Flag leaf sheath extending

0.4

Coleoptile emerged from seed

43

Boots just visible and swollen

0.5

Leaf just at coleoptile tip

45

Boots swollen

1.0 Seedling growth 47 Flag leaf sheath opening

10 First leaf through coleoptile 49 First awnsvisible

11 1 leaf unfolded 5.0 Ear emergence

12 2 leaves unfolded 51 First spikelet of ear just visible
13 3 leaves unfolded 53 Onefourth of ear visible

14 4 leaves unfolded 55 Onehalf of ear emerged

15 5 leaves unfolded 57 Threefourths of eaemerged
16 6 leaves unfolded 59 Emergence of ear complete
17 7 leaves unfolded 6.0 Flowering

18 8 leaves unfolded 61 Beginning of flowering

19 9 leaves or more unfolded 65 Flowering halfway complete
2.0 Tillering 69 Flowering complete

20 Main shootonly 7.0 Milk development

21 Main shoot and 1 tiller 71 Seed water ripe

22 Main shoot and 2 tillers 73 Early milk

23 Main shoot and 3 tillers 75 Medium milk

24 Main shoot and 4 tillers 77 Late milk

25 Main shoot and 5 tillers 8.0 Dough development

26 Main shoot and 6 tillers 83 Early dough (fingernail impression not held)
27 Main shoot and 7 tillers 85 Soft dough

28 Main shoot and 8 tillers 87 Hard dough

29 Main shoot and 9 or more tillers 9.0 Ripening
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3.0 Stem elongation 91 Seed hard (difficulto divide with thumbnail)
30 Pseudestem erection 92 Seed hard (cannot dent with thumbnail)
31 1°node detectable 93 Seed loosening in daytime

32 2"node detectable 94 Seed overipe; straw dead and collapsing
33 3“node detectable 95 Seed dormant

34 4* node detectable 96 Viable seed giving 58 germination

35 5"node detectable 97 Seed not dormant

36 6" node detectable 98 Secondary dormancy induced

37 Flag leaf just visible 99 Secondary dormancy lost

2.2.1.3 Gewebekulturen

2.2.1.3.1 Isolierung und Kultuunreifer Embryonen

Zur Kultur unreifer Weizenembryonen wurden unreife Karyopsen herange2égeschiedene
Methodenwerden verwendetum das Entwicklungsstadium vaBmbryoszu bestimmenEine
genauerdethode, um di&orn-Ontogeneseu erkennen, ist edje morphologischen Merkmale
desKorns nach deZadoksSkala (Tab. 4¢u UberprufenDie entspelzten Karyopsen wurden 15
min in einer 25t &mmehs ADgimeebesfl|l 2chenster.
in sterilem Wasser gewaschen. Unreife Ermobgn wurden unter dem Stereomikroskop
prapariert, indem die Karyopse oberhalb des Embryos aufgeschnitten und dieser unter leichter
Druck mit dem Skalpell auf die Spitze der Karyopse freigelegt wurde. Die so praparierten
unreifen Embryonen wurden zur Kalinduktion mit der embryonalen Achse nach unten auf
MS- oder L35-Medium (siehe 2.2.3.3.1/2) gelegt. Ihr Potenzial zur Bildung embryogener Kalli
wurde nach drei Wochen gepriift.

DomestosStammldsung: 10,5 % [v/v] NaOCI; 0,3 % (w/v) N&Os; 10 % (w/v) NaCl; 6 % (w/v) NaOH.

2.2.1.3.2 Entwicklungsstadien der unreifen Embryonen wahrend des Screenings

Wahrend des Screenings der 22 Weizenvarietdten wurde mit zwei Arten von

Ausgangsembryonen gearbeitet, die sich in Embryolange und Lange des Scutellums
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unterschieden (Talh). Die Entwicklungsstadien entsprechen den Entwicklungsstufen Il fur H
und IV fur B nach Heet al. (1986).

In dieser Phase wurde als Kulturmedium dasbtMedium (Jahne, 1991) verwendet, welches
2,4D enthdlt, ein synthetisches Auxin. Die praparierteneifiem Embryonen wurden zur
Kallusinduktion drei Wochen bei 25 °C und Dunkelheit kultiviert.

Fur die Regeneration wurde Kallus nicht alter als drei Wochen verwendet. Die Subkultur
erfolgte auf RIMedium (Murashige und Skoog, 1962, modifiziert, Ahejaal; 1982). Hierbei
wurde die Sprossbildung des embryogenen Kallus ausgewertet.

Tab. 5. Entwicklungsstadien der Weizenembryonen

Entwicklungsstadium Embryolénge Scutellumlange Scutellumaussehen
H @1,54 @1,30 Durchsichtig
w @e,23 @ Undurchsichtig

2.2.1.3.3 Emb r y o kambryouascu#)A

Die Kultur von Weizenembryonen wurde bei Karyopsen mit schwach entwickeltem Endosperm
dur c hgeempyorrésci®) A und um Analysen des Endosy
Nachkommenpflanze durchfihren zu kénnen. Karyopsen vansgenen Weizenpflanzen

wurden wie unter 2.2.1.3.1 oberflachensterilisiert (Sterilisationsdauer: 60 min) und gewaschen
Nach erfolgter Quellung im letzten Waschwasser (4 h) wurde der Embryo mit einem Schnitt vor
dem Scutellum von der Karyopse getrennt anfl WH-Medium (s. 2.1.4.5) in Replikaschalen

ausgelegt. Die gekeimten Embryonen wurden nach funf Tagen auf ein Bewurzelungsmedium (s

2.1.4.4) in 1000 ml GlasgefalRen umgesetzt und nach weiteren finf Tagen in Erde Uberfihrt. Die

Pflanzen wurden dazu in Blktbpfe Q: 9 cm) mit gesiebter autoklavierter Einheitserde

gesetzt. Die Akklimatisation erfolgte unter einer durchsichtigen Plastiktite zunachst fir 2 Tage
im Kulturschrank (25 °C, 16 h Photoperiode), dann im Gewachshaus, wo nach zwei weiterer

Tagen diePlastiktite entfernt wurde.

2214 Transformationvon Weizen durch Partikelbeschuss

2.2.1.4.1 Aufbereitung und Sterilisierung der Mikroprojektile

Es wurden 60 mg Goldpartikel (Durchmesser 0,6 und 1 pm; BioRAD) in 70 % Ethanol
aufgenommen und 10 min geschittelt. Nach Ab#egieren (ca. 10 s) in der Tischzentrifuge
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wurde der Uberstand verworfen und die Goldpartikel dreimal mit sterilem Wasser gewaschen

Anschlie3end wurden diese in 1 ml einer 50 %igen Glycerinlésung aufgenommen.

2.2.1.4.2 Beladung der Mikroprojektile

In 50 plhomogenisierter Goldsuspension wurden je 5 pl BM&ung (Konzentration 1 pg/ pl),
pipettiert und 1 min grindlich durchmischt und auf Eis gestellt. Durch die gleichzeitige Zugabe
von 20 pl einer 0,1 M Spermidinlésung und 50 pl einer 2,5 M ga6sung wure die Fallung

der DNA erreicht. Diese Suspension wurde 6 min vorsichtig durchmischt und anschliel3end 2(
min bei RT inkubiert (Jordan, 2000) und danach kurz abzentrifugiert. Der entstandene
Niederschlag wurde zweimal mit 250 ul 70 % [v/v] Ethanol gewascimehin 72 pl 98 % [v/V]
Ethanol aufgenommen. Pro Beschuss wurden @ pg PlasmidDNA, 250 ug Gold)der
Suspension eingesetzt.

2.2.1.4.3 Vorbereitung der Makroprojektile

Die Makroprojektile wurden 1 h in 70% [v/v] Ethanol oberflachensterilisiert, getrockneinutid daftir
vorgesehenen Halterungen eingesetzt. Die 6 pl-Gdé-Suspension (bei Kontrollen Geluspension)
wurde in die Mitte der Makroprojektile aufgetropft und die Trocknung der Goldsuspension unter
Sterilbank abgewartet.

2.2.1.4.4 Partikelbeschuss

SamtlicheTransformationsexperimente wurden mit der Partikelbeschusstechnik (Sanford et al.,
1993) durchgefihrt. Die Apparatur (PEB00/He, Russdfikkert, 1993) sowie alle
Zubehorteile wurden von der Firma BioRad, Miunchen, bezogen. Das Vakuum betrug 27 Zoll
Queckdbersaule. Dies entspricht einem Unterdruck von circa 915 hpa. Der Beschussdruck
wurde durchRupture Disksler Sollwerte 900 und 1350 psi (ca. 60000 und 87000 hpa) reguliert.
Helium der Reinheit 4.6 wurde fur den Beschuss verwendet. Die Abstande zwiselgemebe

und Stopping Screemetrugen 6,5; 9,5 und 12,5 cm (zur Vereinfachung im Folgenden als
Abstande 6, 9 und 12 bezeichnet), zwischen MakroprojektilStodping Screena. 3 mm und

zwischenRupture Disksind Makroprojektil ca. 10 mm.

2.2.1.4.5 Partikelbeschusvon unreifen Embryonen

Pro Beschuss wurden zwischen 25 und 30 unreife Embryonen prapariert und zur Kallusinduktior
auf M3, M9 oder L35-Medium ausgelegt. In Tabelle 6, 7 und 8 gibt eine Ubersicht (ber die
Behandlungen zur Optimierung der Transformatifiisenzen, die wahrend die
Cotransformation immer die pGFPBAR zuerst mit p&10S und pSG506 und danach mit den
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pS4CIPT und pSG516 ausprobiert wurden. Als osmotische Behandlung wurden die Embryonen
auf frisches Kallusinduktionsmedium mit 0,5 M Mannit wesgtzt. Diese osmotische

Behandlung wurde fur 4 bis 5 h vor und fiir 16 h nach dem Partikelbeschuss aufrechterhalten.

Zur weiteren Kultur wurden die Embryonen auf frisches Kallusinduktionsmedium ohne Mannit
uberfihrt. Nach drei Wochen auf dem Induktionsraedibegann die Selektion auf dem
Regenerationsmedium mit 4 mg/l PPT. Bei Bedarf wurden noh VEochen auf dem

Bewurzelungsmedium weiterkultiviert.

Tab. 6 Uberblick tber die Transformationsversuchenmit den Plasmiden pGFPBAR und pS4G
GUS. AD.0.BA.: Ohne osmotischeéBehandlung

. Kallusindutions- Abstand zwischen .
. Transformations- . Beschussdruck (psi) /
Medium variante anfang (Vorkultur) Zielgewebe und DurchmesserGoldpartikel (um)
(in Stunde) Abstoppgitter (cm) P H
1 6
0 (0.0.B))

2 9
3 6

0
4 9
5 6

20
6 9 1350/1,0

L3-5

7 6

72
8 9
9 6

96
10 9
11 6

120
12 9
13 6

0 (0.0.B))

14 9
15 6

0
16 9
17 6

20
18 9

M3 1350/1,0

19 6

72
20 9
21 6

96
22 9
23 6

120
24 9
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25 6
0(0.0.B.)
26 9
27 6
0
28 9
29 6
20
30 9
M3 1350/ 1,0
31 6
72
32 9
33 6
96
34 9
35 6
120
36 9

Tab. 7: Uberblick tiber die Transformationsversuchen mit den Plasmide pGFPBAR und pSG506.

. Kallusindutions- Abstand zwischen .
. Transformations-| : Beschussdruck (psi) /
Medium variante anfang (Vorkultur) Zielgewebe und DurchmesserGoldpartikel (um)
(in Stunde) Abstoppgitter (cm) P H
1 6
M3 2 96 9 1350/1,0
3 12
4 6
M9 5 96 9 1350/1,0
6 12

Tab. 8: Uberblick tiber die Transformationsversuchenmit den Plasmide pGFPBAR, pS4dPT und
pSG516.

Kallusindutions

, Durchmesser Abstand zwischen
. ransformations:  -anfang ) , Beschussdruck
Medium . . Goldpartikel Zielgewebe und .
variante (Vorkultur) (in m Abstoppgitter (cm) (psi)
Stunde) H PPy
1 6
2 0,6 9
3 12
M3 96 900
4 6
5 1,0 9
6 12
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7 6
8 06 9
M9 ° 96 - 900
10 6
11 1,0 9
12 12
13 6
14 06 9
M 3 o 96 - 1350
16 6
17 1,0 9
18 12
19 6
20 06 9
M9 ot 96 - 1350
22 6
23 1,0 9
24 12

2.2.1.4.6 Dokumentation der Fluoreszenzanalysesichtlichder gfpExpression

Die transiente und stabile Expression dgp-Gens wurde mit einem GFBcope (Leica
MZFLII), dessen Anregungsfilter BB90-550 nm (Leica), visualisiert und mit einer CED

Kamera (Zeiss Axio Cam) und dem gleichnamigen Computerprogramm dokumentiert.

2.2.1.4.7 Gewebekulturstrategie (von der Selektion des Kallus bis zur ExKutiar)

Entsprechend friheren Arbeiten (Scheyhing, 1999; Fettig, 1999, Huber 2002), sollten unreife
Embryonen oder Kalli nach Partikelbeschuss sowohl auf dem Induktionsmedium als auch au
dem Regenerationsmedium mit verschiedenen Konzentrationen an PhosphmdtRRdi)

selektiert werden.

Der Einsatz degyfp-Gens als Reportéselektierbares Markierungsgen ermoglicht es, das
transformierte Gewebe wahrend der ganzen Pflanzenentwicklung mikroskopisch zu verfolgen
So konnte man diejenigen Kalli, die schon stalgip-Expressionen zeigten, ungefahr zwei

Wochen nach Beschuss identifizieren.
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In den Tabellen 5, 6 und 7 beschriebenen Ansatzen wurden die Kalli jedoch auf ein
Induktionsmedium ohne Phosphinothricin gezogen, so dass es wahrend diesd¢ Fiasel)

keinen Selektionsdruck fur die Kalli gab. Zwischen acht und zehn Tag nach dem Beschuss
wurden die Scutellarkalli mit stabilegfp-Expression bewertet und gekennzeichnet. Nach drei
Wochen zeigten manche Kalli auf diesem Medium schon kleine Sprosse; sie wurdehgfp-
Expression in drei Gruppen unterteilt. Gruppe A enthielt Kalli und Sprosse mit stgipier
Expression, in Gruppe B kamen Kalli und Sprosse gffiExpressionen hatten, aber diese am
Ende der Phask verloren hatten und in Gruppe C befanden $@ili und Sprosse ohne
jeglichegfp-Expression (Abbildung 1).

Die Kalli der Gruppen A und B entwickelten sich in Petrischalen drei Wochen lang auf
Regenerationsmedium (R1 oder WH) ohne PPT (Phase R). Danach wurden Sprosse der Grup
A einzeln in Schnappdkelglaser mit dem gleichen Medium (Ph&eliberfiihrt und fur weitere

drei Wochen kultiviert. Diejenigen Sprosse, die keyfig Expressionen mehr zeigten und alle
entwickelten Sprosse der Gruppe B, wurden in Schnappdeckelglaser mit dem gleichen Mediun
aberjetzt mit PPT kultiviert (Phas€).

In der nachsten Phase wurden die Sprosse nach sechs Wochen auf R1 olfrdiihi,
entweder direkt in Erde gepflanzt, wenn sie schon ein gutes Wurzelsystem entwickelt hatten
oder zur Bewurzelung in ein Glasgefa? mi0-BBMedium ohne PPT fir GFPositiven Sprosse
(PhaseV) gegeben. Die GFRegativen Sprosse wurden in ein Glasgefall mit2:R@edium mit

PPT (Phas&) uUberfuhrt. Anschlieend wurden die Pflanzen, die ein gut ausgebildetes

Wurzelsystem hatten, nach zwei drei Wochen in Erde gesetzt.

Die Kalli und Sprosse der Gruppe C wurden in Petrischalen drei Wochen lang auf dem
Regenerationsmedium (R1 oder WH) nicht vereinzelt mit PPT weitergezogen-fBhdznn
wurden die Sprosse drei Wochen lang in Schnappdecketgl@it dem gleichen Medium
(PhaseT) gesetzt. Nach der Uberfilhrung der tiberlebenden in GlasgefaRe wurden die Sprosse fi
ein bis zwei Wochen auf PHTaltigem 1962-Bewurzelungsmedium kultiviert (Pha&s.

2.2.1.4.8 Exvitro-Kultur der Regeneratpflanzen

Regeneratpéinzen mit gut entwickeltem Wurzelsystem wurden in Plastiktépfe mit gedampfter
Einheitserde gesetzt und unter lichtdurchlassigen Plastiktiten als Verdunstungsschutz fur weiter
drei Tage, wie oben erwahnt, kultiviert. AnschlieBend wurden die Pflanzen im&c&haus
Uberfuhrt und dort weitere 3 Tage unter den Plastikhillen belassen. Anschliel3end erfolgte die

Kultur wie unter 2.2.1.1 beschrieben.
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Die Pflanzen der Gruppen B und C, die die Behandlung mit PPT uberlebt hatten, wurden in Erde
(ex vitro-Kultur) Uberfihrt und nach 2 und 3 Wochen nochmals mit einer BABGsung (3
mM PPT) 3 Mal mit einem Intervall von'6 Tage bespriht.

Embryonen- Phase

praparation

2

Partikelbeschuss

Induktion von embryogenem Scutellarkallusaus

unreifen Embryonen (3 Wocher)

Embryonen werden
weiterkultiert

Gruppe A

P
38

Ex vitro Kultur

Gruppe C

Regeneration vom Pflanzeraus embryogenem

o

Scutellarkallus (6 Wochen)

Bk

Bewurzelung von Sprosse (3 Wochen)

Uberfuihrung der regenerieten Pflanzen ins
Gewachshausda. 10-15Wochen)

Abb. 1: Gewebekulturstrategie. O: Osmotische Behandlung mit 0,5 MMannit: 4 h vor bzw. 16
nach dem Beschuss, nach 0, 20, 72, 96 und 120 Stunden des Anfangs der Scutellarkallusindt
(Vorkultur). PhaseK: 3 Wochen Kalluskultur ohne PPT. PhaseR: 3 Wochen Regeneration ohr
PPT in Petri Schalen. Phases: Regeneration dine PPT 3 Wochen in Schnappdeckelsglasern. Phe
P: 3 Wochen Regeneration mit PPT in Petri Schalen. Phade Regeneration mit PPT, 3 Wochen i
Schnappdeckelsglasern. Phasé: 0-1-2 Wochen Bewurzelung ohne PPT. Phade 0-1-2 Wocher
Bewurzelung mit PPT. Der Zeitraum der in vitro Kultur betragt zwischen Embryonenpraparation
und ex-vitro Kultur je nachdem 63, 77 oder 84 Tage.
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2.2.2 I solierung von Nukleinséuren
2.2.2.1 lIsolierung von PlasmiDNA ausE. coli:

2.2.2.1.1 Maxipraparation nach Sambrook et al., 1989

Zehn Mikrolitereiner Bakterienkultur in Glycerin oder einer Vorkultur des bendétigten Bakterienstammes
wurden in 50 ml LBMedium mit Antibiotikum (00 mg x ) gegeben und tiber Nacht bei 37 °C
geschdttelt.

Aus 40 ml der Uber Nacht gewachsenen Kultur wurden die Bakigmentrifugiert (5000 rpm,

10 min, 4 °C, Kuhlzentrifuge 5804 R, Rotor4Ad4, Eppendorf) und der Niederschlag in 1 ml
Losung | resuspendiert. Die alkalische Lyse der Zellen erfolgte durch Zugabe von 1,3 ml Losuncg
Il und einer Inkubation von 5 min auf EBurch Neutralisation mit 1,15 ml eiskalter Losung I
wurde die Lyse abgestoppt; danach wurde weitere 10 min auf Eis inkubiert, um Proteine unc
chromosomale DNA zu prazipitieren, wahrend die PladdiA in der Losung blieb. Durch
Zugabe von 1,35 ml Losunly und einer erneuten 3@in Inkubation auf Eis wurde dieser
Vorgang verstarkt. Die Abtrennung des Niederschlags erfolgte durch Zentrifugation (15000 rpm,
20 min, 4 °C, Kuhlzentrifuge 5804 R, RotordAd4, Eppendorf).

Der Uberstand wurde in frische, sterentrifugenrohrchen uberfiihrt und mit 5 miHbidest,

sowie 20 ml vergalltem, 96 % [v/v]Ethanol (RT) vermischt und zentrifugiert (10000 rpm, 30
min, 4 °C, Kuhlzentrifuge 5804 R, Rotor#44, Eppendorf). Die ausgefallte und sedimentierte
PlasmidDNA wurde im Vakuumbei RTgetrocknet und in 600 pl lsiing V aufgenommen, mit

12 pl RNaseLosung versetzt und 20 min bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde die- DNA
Loésung in ein Eppendorfgefal3 utberfuhrt und zur Entfernung von Proteinresten einer
Phenolextraktion unterworfen. Hierzu wurde die Ldésung mit 400Plenol versetzt und
gemischt, anschlielend die Phasen durch Zentrifugation getrennt. Die obere, wassrige Phase n
der DNA wurde in ein frisches Eppendorfgefald tberfihrt, mit 400 pl einer 1:1 [v/v] Mischung
Phenol/Chloroform versetzt und wie oben besdfen weiter behandelt. Die wassrige Phase
wurde erneut abgenommen, in ein frisches Eppendorfgefald Gberfihrt und mit 400 ul Chloroform
wie oben beschrieben behandelt. Wieder wurde die wassrige Phase in ein frische:s
Eppendorfgefald Gberfihrt und durch Zugaba 1 ml (dies entsprach dem 2,5fachen Volumen)
absolutem Ethanol (RT) be20 °C fur mindestens 20 min geféllt. Es folgte eine Zentrifugation
(14000 rpm, 15 min, 4 °C Kuhlzentrifuge 5804 R, Rotor F388.1, Eppendorf,) und das
Aufnehmen des Niederschlaigs20 pl Losung V.

Die PlasmidDNA wurde durch erneute Zugabe des-faéhen Volumens an eiskaltem Ethanol
gef a1l 1| t, was durch die Zugabe von bis zu 2
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Ethanolmenge erleichtert werden konntdach Waschen dedNiederschlags mit 70 %
[vivlEthanol (RT), wurde kurz (2 min) abzentrifugiert; nach Trocknung des Prazipitats im

Vakuum wurde die DNA in 150 pl sterilem,@ aufgenommen.

Losungen:

Lésung I: 25 mM Tris/HCI; 10 mM NgEDTA,; 50 mM Glucose; pH 8.0;; autoklavie

Lésung Il: 0,2 N NaOH; 1 % SDS (w/v); vor Gebrauch aus Stammldsungen frisch anzusetzten

Losung lII: 5 M Kaliumacetat; pH 4.8; autoklaviert

Losung IV: 10 M Ammoniumacetat; autoklaviert

Losung V: 10 mM Tris/HCI; 1 mM NgEDTA; pH 8.0; autoklaviert

Ldsung VI: 0,3 M Natriumacetat; autoklaviert

RNaseLo6sung: 10 mg x mt* DNasefreie, pankreatische RNase wurden in 10 mM Tris/HCI (pH 7.5), 15
NaCl gelost; die Losung wurde fur 15 min auf 100 °C erhitzt, dann langsam abgekunhlt;
RNaselL6sung wurdeén 1ml Aliquots portioniert und beR0 °C gelagert.

Phenol: Geschmolzenes Phenol, 0,1 % (w/v) Hydroxychinolin und 0,2 % [v/v] Mercaptoethanol
wurden mit dem gleichen Volumen anispuffer (1 M Tris/HCI; 0,1 M NaEDTA; pH 8.0)
gemischt. Die Phasentrennung wurde durch Zentrifugatior3 &8tor, 5000 rpm, 10 min)
beschleunigt. Die Phenolphase wurde zweimal mit TH€pufferausgeschuttelt und dann
Schnappdeckelglaser tberfihrt, Renolpufferiberschichtet whbei-20 °C aufbewahrt.

Chloroform: Chloroform : Isoamylalkohol im Verhaltnis 24 : 1 [v/v]

Phenol/Chloroform: Phenol : Chloroform : Isoamylalkohol = 25 : 24 : 1 [v/v]

2.2.2.1.2 Minipraparation nach Sambrook und Russel, (modifiziert)

Die Minipraparation wurde nach Sambrook und RusagllIsolierung von PlasmiBNA aus
E.coli durchgefiihrt (Sambrook und Russell, Molecular Cloning 2001, S. 1.32 1.34,

verandert).

Von einer Uber Nacht gewachsenemBKultur wurden 1,5 ml in ein 1;5l-Reaktionsgefafd
(Eppendorf) Uberfuhrt und@in zentrifugiert (L0000 rpm, 4 °C, Kuhlzentrifuge 5804 R, Rotor F
45-30-11, Eppendorf). Nach Verwerfen des Uberstandes wurde der Niederschlag jsh 100
Aufschlusslésung resuspendiert und ein gleiches VoluRtemnol/Chloroform/Isoamylalkohol
(25:24:1) zugegeben, um die Proteine der lysierten Bakterien aus der wassrigen Phase :
entfernen. Nach ca. halbminitigem intensiven Mischen wurde die Emulsion zentrifugiert (10000
rpm, 4 °C, 1 min, Kihlzentrifuge 5804 Rotr F 4530-11, Eppendorf) und die obere wassrige
Phase in ein neues Gefald Uberfuhrt. Dieser wurde ddach® Volumen an eiskaltem Ethanol

(96 % [v/v])) zugegeben und die DNA 2@in bei 120 °C geféllt. Durch anschlieRende
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Zentrifugation (14000 rpm, 1@in, 4 °C, Kuhlzentrifuge 5804 R, Rotor F-38-11, Eppendorf)
bildete die ausgefallte DNA dann einen Niederschlag, der nach Verwerfen des Uberstandes i
1 ml Ethanol (70 % [v/v]) gewaschen, dann-2® min an der Luft getrocknet und in ib

sterilem HOpqessaufgenommen wurde.

Da in dem Isolat noch die bakterielle RNA enthalten war, wurde nachfolgenden

Restriktionsansatzen immer RNase zugesetzt.

L6sung

AufschluBlésung 50 mM Tris/HCI, pH 8.0; 2,5 mM LICl; 62,5 mM NBDTA, 4 % (w/v) Triton %100

2.2.2.2  Extraktiongenomischer DNA ausriticum aestivuni.

Zur lIsolierung genomischer DNA wundd 00 bis 200 mg Weizenfahnenblatter in einem-2ml
EppendorfReaktionsgefald zusammen nditei Edelstahlkugeln (Durchmesser ca. 1 mm) in
flussigem Stickstoff schockgeien. AnschlieRend erfolgte die Zerkleinerung des
Pflanzengewebes in einer Kugelmuhle bei Maximalgeschwindigkeit (3 Die)Einsatze der
Kugelmihle wurdendabei in flissigem Stickstoff vorgekihtiNach Zugabe von
vorgewarmten (68C) Extraktionsptfer pro Reaktionsgefald wurden diese kraftig durchgemischt
und 1015 min bei 65°C, vorzugsweise bei Intervallschitteln, inkuhi®étach kurzem Abkuhlen

(1 min) bei Raumt emperatur wurden 650 ¢l C
und diese 5 mm lang durchmischt. Nach Zentrifugation (2 min, RT, 14000 rpm) wurde der
wassrige Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt. AnschlieRend wurde eine RNas
Behandl ung mit 10 eHuffeRRfliral@28 Miuiei® beie3g °C eldrchgefohrt. T E
Die F2l lung der DNA erfolgte durch Zugabe
Zentrifugation (510 min, RT, 14000 rpm) wurde der Uberstand entfernt, 1 ml Waschpuffer
zugegeben und nach 5 min gut gemischt. Bei Raumtemperatur wurde 2 min lang bei 24000 rp
nochmals abzentrifugiert. Nach Entfernung des Uberstands erfolgte ein letzter Waschschrit
durch Zugabe von 2 ml Ethanol (70 % [v/v]) und eine nochmalige Zentrifugation (2 min, RT,
14000 rpm). Der gewonnene Niederschlag wurde nach Trocknung bei Raumtantpa r i n

H.Ovidestaufgenommen.

Lésungen

Extraktionspuffer: Fir 10 mk1M Tris-HCI, pH 7,5; 13,8 mb M NacCl; 10 mi0,5 M EDTA, pH 8.0; 66,2 ml
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100 ml H2Opidest.

Waschpuffer 76% [v/v] Ethanol; 10 mM Ammoniumacetat.

2.2.2.3 Isolierung von GesarRRNA aus Weizen (nacBhomczynsket al, 1993 verandert)

Kleingeschnittenes, frisches oder B80 °C eingefrorenes Blattmaterial vom Fahnenblatt wurde
(ca. 100200 mg) in 2 ml Eppendorfgefal3e (runter Boden) gegeben. Anschlieffeddn drei
Edelmetallkugeln pro Probe (funf Proben pro (2x) Halter) zugegeben und in einen
Kugelmuhlenhalter gesteckt und beide in flissigem Stickstoff gefroren. Danach wurde der Haltel
in die Kugelmihle eingespannt und fest zugedreht. Die KugelmiuhldemiProben wurde bei
Maximalgeschwindigkeit fir 3 min in Betrieb genommen. Anschlie3end wurde nach Zugabe von
10facher Menge Extraktionspuffer 1 min durchmischt, 5 min bei RT inkubiert und wieder 1 min
durchmischt. Zu den lysierten Zellen wurde 0,2 ml @florm/1 ml Extraktionspuffer
zugegeben. Das Eppendorfgefal? wurde fir 20 s. per Hand heftig geschuttelt und 5 min bei R’
inkubiert. Nach einer 15 miBentrifugation (12000 rpm, 4 °C, Kuhlzentrifuge 5804 R, Rotor F
45-30-11, Eppendorf) erhielt man drei Pkas die obere farblose Phase, in der sich die Gesamt
RNA befindet, eine mittlere Interphase, die Proteine enthélt und eine untere Phenol/Chloroform
Phase. Die obere Phase wurde vorsichtig abgenommen und in ein frisches Eppendorfgefs
Uberfuihrt und die RNAmit 0,5 ml Isopropanol geféllt und 10 min bei RT inkubiert. Nach einer
10 min Zentrifugation (12000 rpm, 4 °C, Kihlzentrifuge 5804 R, Rotor-BO451, Eppendorf)
wurde die RNA mit 75 % Ethanol/DEPE20O gewaschen. Danach wurde diese 5 min (13000
rom, RT, B04 R, Rotor F 480-11, Eppendorf) erneut zentrifugiert, getrocknet und in DEPC
H20 gelost.

Ldsung

Extraktionspuffer: 9,5 g Guanidinthiocyanat; 3,1 g Ammoniumthiocyanat; 3,38mINatriumacetat, pH
Far 100 ml 5,0; 5 miGlycerin (100%); 38 ml Phenol pbt6; ergdnzen mit DEPEI,O

2.2.2.4  Bestimmung der Konzentration und Reinheit von Nukleinsduren

2.2.2.4.1 Photometrische Bestimmung

Zur Konzentrationsund Reinheitsbestimmung von DNAder RNA wurden wassrige DNA
bzw. RNALGsungen hergestellt, die dann spektralphotometrisch (Spektralphotome@s@U

Beckman) quantifiziert wurden.
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2.2.2.4.2 Bestimmung durch Vergleich mit DNMengenStandard

Die Konzentration kleiner Mengen an DNA (z.B. geschnittene P@Rlukte fir eine
Klonierung) wurde durch eine Abschatzung der DK@nzentration Uber die Fluoreszenz von
gebundenem Ethidiumbromid bestimmt, indem die Fluoreszenzintensitat der Fragmentifande a
einem Agarosegel mit den entsprechenden Banden des Grol3enstandards (GeneRuler 1kb DN

Ladder (Fermentasyerglichen wurde. Jede Bande enthalt eine definierte Menge an DNA.

2.23 DNA-Modifizierende Reaktionen

2.2.3.1 Restriktionsspaltung

Sowohl zur Spaltung von Plasd-DNA (1 Uni t pro g DNA) al
genomischer Pflanze NA (0, 32 Units pro e€g DNA) wurde!
) Restriktionsendonukleasen der Firma Fermentas und gelegentlich New England Biolabs
eingesetzt. Die Reaktion wde in dem jeweils mitgelieferten und firmenseitig empfohlenen
Puffersystem fur 26 h bei 37 °C fur PlasmiBDNA und 1418 h bei 37 °C fiur genomischer
PflanzerDNA durchgefiihrt. Zur Spaltung genomischer PflanB&A wurden zusatzlich ca. 2
Units RNase Tpro ug DNA verwendet.

2.2.3.2 Sticky eneligation

Zur Ligation wurde mit einem Vektor: Inséverhéltnis zwischen 1:1 und 1:3 im Reaktionsansatz
gearbeitet. Die eingesetzte DNMenge lag im Bereich 50 bis 300 ng. Um die Wasserstoffbriicken
zwischen den Basen kolider Enden zu l6sen, wurde die DNA 5 min bei 42 °C inkubiert. Es wurden 2 pl
Ligasepuffer und 2 pl 50% PEG Ldsung zugegeben, der Ansatz,@iidd auf 20 pl aufgefillt und mit 1

pl T4-DNA-Ligase versetzt. Die Reaktion erfolgte bei 16 °C Uber NachclhAefend wurde die Reaktion
durch 10 min Inkubation bei 65 °C im Wasserbad abgestoppt.

Ldsungen:

T4-DNA-Ligase 1 u x ur*;-20 °C (Fermentas)
Ligasepuffer (10fach konzentriert) (Fermentas)

50% PEG 50% (w/v) polyethylene glycol 4000
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2.2.4 Agarose Gelelektrophorese und Elution von DNAFragmenten

2.24.1  Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Nukleinsduren entsprechend ihres Molekulargewichts
wurden Agarosegele (0,8 % [w/v]; 1,0 % [w/v]) verwendet, denen\dsualisierung der
Nukleinsauren unter UNicht 0,2 pg x mt* Ethidiumbromid (Stammlésung: 10 mg x hl
H2Oqeion) zugesetzt worden waren. Die Nukleinsdurelésungen wurden im Verhaltnis 1:10 mit
Probenpuffer vermischt, um sie so auf das Gel aufzutragekdozoen. Zur ldentifizierung
spezifischer Fragmente wurde der GeneRuler 1 kb {DEiAgenstandard der Firma Fermentas
verwendet. Die Elektrophorese wurde in 1 x FRE&ffer bei einer Spannung von 13V/cm (50 bis
100 mA) durchgefiuhrt. Sollten DNRragmente >50®p analysiert werden, wurden Gele mit
hoheren Agarosekonzentrationen verwendet(bis zu 2,0 % (w/v) Zum Einsatz kam in diesern

Falle auRerdem ein 100 @ngenstandard (Fermentas).

Die Dokumentation der Agarosegele erfolgte nach beendeter Trennung der FReagmen

photographisch unter UVicht (e=306 nm Image Mast&VDS, Pharmacia Biotech)

LOsungen:

0,8 %, 0,1 % oder 2,0 % Seak®hE Agarose (Biowhittaker Molecular
Applications) in TAEPuffer; 0,2eg €l-1 Ethidiumbromid

50 x TAE-Puffer 242 gTris; 57,1 ml Eisessig; 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)

1 x TAE-Puffer 40 mM TrisAcetat; 1 mM EDTA

Probenpuffer 50% [v/v] Glycerin; 49,5% [v/v] TAEPuffer;0,5% [w/v] Bromphenolblau

Agaroselésung

2.2.4.2  Elution von DNAFragmenten aus den Agarosegelen

Um DNA-Fragmente zgewinnen, wurde die gewlnschte Bande aus dem Agarosegel isoliert.
Dazu wurde die DNA nach der Elektrophorese nach Ethidiumbromidfarbung auf einem
Leuchtschirm visualisiert und die gewlnschten DR&nden mit moglichst scharf
ausgeschnitten. Zur Gewinnungde DNA aus dem Agar osegé&reezavur
and Squeefe Met hode verwendet. Dazu wurde di-e al
Reaktionsgefald) mit einem Glaspistill (vorher mit Ethanol abgeflammt) zerstof3en und mit
gleichem Volumen Pheh Uberschichtet. Im Anschluss wurde das Gemisch in flissigem
Stickstoff kurz durchgefroren. Nach grindlichem Mischen wurde flirmib5 bei
Raumtemperatur abzentrifugiert (Kuhlzentrifuge 5804 R, Rotor-BO4bL, Eppendorf) und der

die DNA enthaltende Ubdend abgenommen. Die schwerere Agarose verblieb dabei in der
unteren Phenolphase. Zur weiteren Reinigung wurde die DNA mit

Phenol/Chloroform/lsoamylalkohol extrahiert und mit Isopropanol ausgeféllt. Nach dem

47



MATERIAL UND METHODEN

Waschen des Niederschlags mit 70 % [v/v] Ethamatde der Niederschlag getrocknet und in

20 pl sterilem HO aufgenommen.

2.25 Transformation von ESCHERICHIA COLI

2.2.5.1 Herstellung kompetentét. coli Zellen (nach Inouet al.,1990)

25 ml LB-Medium (DUCHEFA) wurde in einem 250 +Hrlenmeyerkolben mit einer
Einzelkolonie des betreffenddh coli D H 5-Stammes angeimpft und bis zum Erreichen einer
ODsoovon 0,6 fir 6 bis 8 Stunden bei 37 °C und 20§M geschiittelt. Dann wurden die Zellen
abzentrifugiert (5000 rpm, 10 min, 4 °C, Kihlzentrifuge 5804 R, Rotd+44, Eppendorf). Das
Zellpellet wurde in 80 ml TBPuffer (auf Eis gekuhlt) aufgenommen, 10 min auf Eis inkubiert
und anschlieRend erneut abzentrifugiert. Die Zellen wurden vorsin2ig ml TB-Puffer (0 °C)
resuspendiert und langsam unter leichtem Schwenken mit 1,5 ml DMSO versetzt. Nach-einer 1C
min Inkubation auf Eis wurde die Zellsuspension aliquotiert und in flussigem Stickstoff

eingefroren. Die Lagerung der kompeteriertoli-Zellen erfolgte bei70 °C.

Lésungen und Gerate:

LB-Medium Broth 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1 % (w/v) Tryton; 171,1 mM NaCl; pH 7,5 autoklaviert

TB-Puffer: Fir 1It 10,8 g MnCI2 x 4H20; 2,20 g CaCl2 x 2H20;18,65g KCI; 20 ml Pipes (0,5M, pH 6}jtzu.
H,0 sterilifiltriert und bei 4 °C gelagert

Spektrophotometer Beckman, DU650

2.2.5.2  Transformation kompetenter Zellen

Zur Transformation wurden pro Ansatz 200 pl tiefgefrorener kompetenter Zellen (siehe 2.2.5.1)
auf Eis aufgetaut. Nach Zugabe des Ligationsansatzes (siehe 2.2.3.2) erfolgte fir 30 min ein
Inkubation bei 0 °C. Die Aufnahme der DNA in die Bakterienzellen deudurch eine
Hitzeschockbehandlung fir 90 Sekunden bei 42°C erreicht. Anschliel3end wurde furztwa 1
min auf Eis gekuhlt. Nach Zugabe von 800 pl-Mgdium (ohne Antibiotikum) wurden die
Zellen bei 37 °C fur eine Stunde inkubiert und-18® UpM geschuttdl 100 pl eines jeden
Ansatzes wurden nachfolgend auf selektive Agarplatten ausplattiert und tGber Nacht bei 37 °C

inkubiert.

2.2.5.3 Analyse der Transformanten mit d&éue GetMethode

Zur Kontrolle der Transformation wurde die Blaugelmethode verwendet.
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Eine Kolonie wurde mit einem sterilen Zahnstocher abgenommen und in 20-RN&&e
suspendiert; von der Suspension wurde ein Kontrollausstrich auf enidaltti® mit 50 pug/mi
Ampicillin gemacht, 10 pblue gel juicewurden zugegeben, der Ansatz wurde kyezchittelt

und 30 min bei 65 °C inkubiert. Der Reaktionsansatz wurde durch Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt. Bei einer Gro3e des Inserts ab etwa 1 kb liel3en sich Kolonien, die Vektoren ohn
das gewulnschte Insert trugen, leicht von Kolonien mit rekoambéen Plasmiden unterscheiden.

Von diesen wurden Minipraparationen und anschlieRend Kontrollrestriktionen angefertigt.

Ldsungen:

TE-RNase 10 mM TrisHCI; pH 8,0; 1 mM EDTA; 100 pg/ml RNase A

Blue gel juice 5% (w/v) SDS; 0,02% (w/v) Bromphenolblau; 25%v] Glycerin; in TE l6sen.
2.2.6 Nachweis der Fremdgene

2.2.6.1  Southern blotAnalyse (Southern, 1975)

Nach Restriktionsspaltung und gelelektrophoretischer Auftrennung derfyBiginente wurde
im Agarosegel ohne Depurinierung der DNA entweder ein neutraler oder alkalischer Transfer
auf eine Nylonmembran durchgefihrt.

2.2.6.1.1 Neutraler Transfer

Zur Denaturierung wale die DNA fur 45 min in Denaturierungslésung sanft geschiittelt. Nach
dem kurzen Waschen des Agarosegels O4s,n wurde dieses zur Neutralisierung fir 30 min in

10 Volumina Neutralisierungspuffer | eingeweicht, nach Erneuerung des Puffers wurde 15 min
weiter geschuttelt. Der Transfer der DN#agmente aus dem Gel auf die Nylonmembran
(BiodyneB/ Pl usE un dN) éfolgte dsirbha<apillaikyzafieo(20 ok SSRuffer)

unter nicht denaturierenden Bedingungen tber Nacht bei RT. Nach erfolgtem Traumsiedve
Membran zur Neutralisierung und Entfernung von Salzen fir 5 min in 2xPR&€r gespult.
Entweder durch eine UBestrahlung bei 302 nm mit einer Energiemenge von 120 mJ oder 2
Stunden Backen bei 80 °C wurde die DNA an die Membran gebunden. iérste wurde bis

zu ihrer Verwendung in Folie eingeschweif3t und beAgelagert.

Ldsungen:

Denaturierungslosung 1,5 M HCI; 0,5 M NaOH
Neutralisierungspuffer I 1 M Tris (pH 7,4); 1,5 M NaCl
Transferpuffer 20 x SSC(3 M NacCl; 0,3 M NacCitrat, pH 7,0)
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2.2.6.1.2 Alkalischer Transfer

Das Prinzip des alklischen Transfers war ahnlich zu dem des neutralen Transfers wie in 2.2.6.

beschrieben.

Es gab folgende Unterschiede: Die Denaturierung der DNA fand fir 15 min in dem alkalischen
Transferpuffer statt. Danach wur@® min lang in frischem alkalischem Transferpuffer weiter
geschuttelt. Der Transfer der DNAragmente aus dem Gel auf die Nylonmembran erfolgte unter
denaturierenden Bedingungen. Die Membran wurde zur Neutralisierung und zur Entfernung vor

Salzen fur 15 nm in Neutralisierungspuffer Il gespdlt.

LOsungen:
Alkalischer Transferpufferr 0,4 N NaOH; 1 M NacCl
Neutralisierungspuffer Il 0,5 M TrisHCI (pH 7,2); 1 M NacCl

2.2.6.2  Nichtradioaktive Markierung der Sond@&NA

2.2.6.2.1 PCR Markierung von DN/&onden

Die PCRMarkierung wurde als eine Methode zur Herstellung von Bimtankierten Sonden
verwendet. Bei der PCR von pSHT oder pSG516 wurde 40 % des dTTP durch Bitfin
dUTP ersetzt.

2.2.6.2.2 DNA-Markierung nach Feinberg und Vogelstein, 1984 (modifiziert)

Die Markierung von Sonde®NA erfolgte in Form einer Markierung mit Biotihl-dUTP unter
Verwendung des Biotin DecaLabeDNA Labeling Kit der Firma Fermentas. Die DNA war das
PCRProdukt des pS40PT Plasmides, das aus dem Agarosegel eluiert (2.2.4.2) worden w
Das Gesamtvolumen eines jeden Markierungsansatzes betrug 50 ul. Die Zusammensetzung ul
Inkubationsdauer eines Markierungsansatzes entsprachen den Herstellerempfehlungen. Na
erfolgter Markierung wurde die Sond&NA direkt fur die Hybridisierung verendet oder bei

20 °C gelagert. AnschlieRend wurde die Markierungseffizienz (nach Roche Applied Science)

bestimmt.

2.2.6.3  Hybridisierung und Nachweis der Hybridisierung

Zur Absattigung freier Bindungsstellen wurde die Membran 45 min in Prahybridisierungslésung
(Drehofen) bei 40 °C geschwenkt. AnschlieBend wurde die denaturierte -Biatkierte

50



MATERIAL UND METHODEN

SondeRDNA zugegeben. Die eigentliche Hybridisierung erfolgte dann fur 18 bis 20 h, ebenfalls
bei 50 °C.

Zur Entfernung nicht spezifisch gebundener oder freier Sebdiéh wurde die Nylonmembran
nach der Hybridisierung fur 10 min bei RT in Waschlésung | geschwenkt. Danach wurde die
Membram in vorgewarmter Waschlosung Il in einer Hybridisierungsrohre bei 60 °C im

Drehofen gewaschen.

Losungen:

Prahybridisierungslosung: DIG Easy Hyb der Firma Roche
Waschlésung I 2x SSC; 0,1 % (w/v) SDS

Waschlésung Il 0,5x SSC; 0,1 % (w/v) SDS

Der Biotin-spezifische enzymgekoppelte Antikbrper war ein StreaptayiirConjugat von der
Firma Novagen. Nach einer immunologischen Detektiorhnacd e r Met hode vor
Prime DNA Labeling and Detection Starter K
erfolgte der Nachweis der Hybridisierung mit Hilfe von auf die Membran aufgelegten
Rontgenfilmen (Kodak >OMAT AR). Die Exposition dauerte jenach Starke der

Chemiluminiszenz zwischen 20 min und finf Tagen.

2.2.7 Nachweis der Fremdgenexpression

2.2.7.1 Reverse TranskriptadeolymeraseKettenreaktion (RIPCR) zum Nachweis voipt-
Transkript

Zuer st wurde aus der mRINA (2.2.2013) befarsdj cDNA nach dell. ¢
Revert H Minus Reverse Transcriptgdsermentas) Methode hergestellt. Die entstandene cDNA
wurde als Template fur die Polymerdsettenreaktion (PCR) mit dem Primigat (2.1.3.1)

verwendet.

2.2.7.2  Nachweis deb-GlucuronidaséAktivitat (GUS-Test)

2.2.7.2.1 Histochemischer Nachweis

Der histochemische Nachweis dérGlucuronidaséAktivitdt erfolgte ab 16 h nach dem
Beschuss von der Halfte der Organe (Blatter, Stangel, Wurzeln, Bliten undrKpgweils in
verschiedenen Entwicklungsstadiemd nach der Seneszenzinduktion der anderen Halfte

(2.2.8.1). Die Losung wurde durch ein kurzes Anlegen von Vakuum in die Blatter infiltriert;
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dann wurde zwei Tage lang in der Farbel6sung bei 37 °C inkulnd anschliel3end unter dem
Stereomikroskop (Stemi SV 11, Zeiss) ausgewertet. Das Material wurde vor der Auswertung zul

Entfernung von Chlorophyll fir ein bis zwei Tage bei 37 °C mit 70 % [v/v] EtOH behandelt.

L6sung

Farbeldsung 50 mM NaHPQO/Na,HPQ,;; 0,5 mM 5Bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-glucuronid Cycle
hexylammoniumsalz (Biosynth, Staad/Schweiz); 0,5 miF&(CN)]; 0,5 mM
K4 Fe(CN)]; pH 7.0

2.2.7.2.2 Fluorometrischer Nachweis

Kleingeschnittenes Blattmaterial von Weiz¢B0-100 mg) oder Tabakpflanzga00-200 mg)
wurde in einem Morser mit flissigem Stickstoff Gbergossen, mit einem Pistill pulverisiert und in
ein Eppendorfgef@aC mit 80 ¢l Extraktionspu
(EppendorfKiuhlzentrifuge, 10000 mii, 10 min) die Bhttreste sedimentiert worden waren,
wurde der Uberstand (= ProteéRohextrakt) in ein neues Eppend@éfaR Uberfuhrt und die
ProteinKonzentration unter Verwendung des BioRad Protein Assay FarbSioffentrats nach
Bradford (1976) bestimmt.

Ein Aliquot des ProtekrlRo hext r akt s, in dem 50 e€g Gesamt
Reaktionspuffer auf Eis auf ein Gesamtvol
wurde durch eine Inkubation bei 37 °C im Wasserbad gestartet. Die Probenahme erféigte nac
j eweil s 0, 15, 30 und 60 min, i ndem 100 ¢l
900 ¢l Stoppuffern vorbereitetes Eppendorf
Konzentration des freigesetzteAMethylumbelliferons (MU) im MiniFluoromeaer TKO 100
(Hoefer) bei einer Anregungswellenl&ange von 365 nm und einer Emissionswellenlange von 46(
nm bestimmt. Die Einstellung des mechanischen Nullpunkts erfolgte mit Stoppuffer, die
Kalibrierung auf den Skalenwert 500 mit einer 100 nM Lésung von W&toppuffer. Die

Enzymaktivitat wurde in pmol freigesetztes MU pro mg Protein und Minute angegeben.

Ldsungen
Extraktionspuffer: 50 mM NaHPO4 / Na2HPO<4uffer, pH 7,0; 10 mM Dithiothreitol (DTT);
1 mM EDTA; 0,1 % [w/v] Laurylsarcosin; 0,1 % [w/l]riton X-100
Reaktionspulffer: 1 mM 4-Methylumbelliferytb-D-glucuronid (vorgeldst in Dimethylformamid) in
Extraktionspuffer
Stoppuffer: 0,2 M Na2CO3
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2.2.8 Seneszentnduktion

2.2.8.1 Intransienten und transgenen pS3gds Pflanzen

Vor dem Nachweis der transienten Expression wd#-Gens wurde jeweils die Halfte der
verschiedenen Weize@rganen nach dem Beschuss fir vier Tage bei RT in Dunkelheit in einer

Lésung von 0,1 mM Methyljasmonat inkubiert, um die Seneszenz zu induzieren.

Die transgene Weizenfahnenblatter sowie der Wildtyp wurden zur Induktion der Seneszen:
verschiedenen Behandlungemterworfen (Tab.

Tab. 9: Uberblick tiber die Behandlungen, welchen die jungen Blatter unterworfen wurden.

Behandlung Bezeichnung
4 Tagedunkel Inkubation Dunkelheit
4 Tage dunkel Inkubation + 4 Tage dunkel Inkubation mit 1 mM Abscisinsaure (4 ABA + Dunkelheit
Nach Ernten mit ABA + Licht/Dunkel (16/8 h) ABA + Licht/Dunkel (16/8 h)
4 Tage dunkel Inkubation, nachdem sie durchSgiritze verletzt wurden Verwundung

2.2.8.2 Intransgenen pS4®T und pSG516 Pflanzen

Die frisch voll entwickelten abgeschnittenen Fahnenbléatter sowohl von transgenen als auch vol
Wildtyp-Weizenpflanzen wurden jeweils sofort in ein Schnappdeckelglas mit 1\Waster

gegeben.

Parallel dazu um den Einfluss des Benzylaminopurin (BAP), ein synthetisches Cytokinin, zu
beobachten, wurden voll entwickelte abgeschnittene Fahnenblatter von \Wileigpnpflanzen
jeweils in ein Schnappdeckelglas mit 1,5 ml (22,2 uM) BATRBung gegeben.

Das Glas wurde mit Parafilm mit= Lochern bedeckt und in einer Klimakammer sieben bis
zehn Tage bei 22 °C, 50 % relativer Luftfeuchtigkeit und 16 Stunden Licht und 8 Stunden
Dunkelheit aufbewahrt.

2.2.9 Chlorophyllbestimmung nach Porra et al., 1989

Die Chlorophyllextraktion wurde von den voll entwickelten abgeschnittenen Fahnenblattern am
Anfang sowie nach sieben bis zehn Tagen am Ende des Experiments durchgefiihrt. Dazu wurde
Blattscheiben mit 0,196 cnirlache mittels eines Korkbohres gestannd anschlieRend mit 995

e | -Dimé&thylformamid (DMF, Fluka) bei 4 °C Uber Nacht extrahiert. Die Absorption (A) des

Uberstandes wurde bei den Wellenlangen 646,8 nm, 663,8 nm und 750 nm photometrisct

53



MATERIAL UND METHODEN

bestimmt (Lamda 2, Perkin Elmer, UV/Vis Spectrometéberlingen). Die Berechnung der
Konzentrationen der Chlorophylieundbi n  e?grfolgtennactPorraet al.(1989).

2.2.10 Cytokinin -Analyse

Der in der vorliegenden Arbeit gemessene Hormongehalt der Proben entspricht der Menge de
direkt an die verwendeten Aktirper (AK) bindenden Cytokinine. Es wurden dabei die
biologisch aktiven Cytokinine (Werneet al. 2001) i also die freien Basen und die
Ribosidfraktioni detektiert. Aufgrund der z.B. bei Petegs al. (2000) oderSchaz(2003)
beschriebenen Kreuzreakti#it der eingesetzten AK kdnnen auch Konjugate, allerdings viel

schwacher gebunden und detektiert werden.

Die Analysengang zur Bestimmung des Cytokinin bestand aus drei Phasen, die Extraktion, di
Aufreinung und die CytokinkBestimung (Kompetitiven ELISAJAbb. 2) und wurde nach der
beschriebenen Methode von Heppner (2009) durchgefuhrt. Das Anfangsmaterial &&r d.
frischen Weizenblattern der transgenen und WildRflanzen, diesich in den Wachstumsstadien

73 bis 83nach der Zadoks Skaf@ab. 4) befaden.

2.2.11 Graphiken und Statistische Analyse

Die Graphiken wurden mit dem Programm SigmaPlot 10 und die Vektorkarten wurden mit dem

Programm SimVector 3.0 angefertigt.

Alle statistischen Tests wurden mit dem Statistikprogramm SPSS 13 durchgefihrt. Der Kruskal
Wallis (KW)-Test wurde fur nicht parametrische Daten sowie ONE WAY ANOVA fur
parametrische Daten eingesetzt, um mehr als zwei Stichproben miteinander zu vergleichen. Di
posthoc Tests wurden verwendet, um herauszufinden, ob sich zwei Stichproben voeeinand
signifikant unterscheiden. Digosthoc Tests wurden bei parametrischen Daten vom
Statistikprogramm durchgefuhrt. Bei nicht parametrischen Daten wurde ein-\Mammey U

Test mit zwei Messungen angewandt. AnschlielRend wurde die errechnete Signifikalemmi

manuell korrigierten Wert (Bonferroiorrektur nach Holm) verglichen

Der Mehrfeldertest wurde fur Haufigkeitsdaten eingesetzt. fwasthoc Vergleich wurde

anschlie3end ein Vierfeldertest mit Bonferrdrrektur nach Holm durchgefuhrt.
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PROBE
(FRISCHMATERIAL)

|

METHANOLISCHER EXTRAKT: EXTRAKTION
IN 90 % MeOH

!

1. REVERSED-PHASE CHROMATOGRAPHIE AN C18 -

|

WASSRIGER EXTRAKT: EINENGEN

|

SAUREFALLUNG

|

2. REVERSED-PHASE CHROMATOGRAPHIE AN C18 -

!

EXTRAKTION

EINENGEN BIS ZUR TROCKNE UND LOSEN IN PUFFER

|

AUFREINIGUNG

BESCHICHTEN DER PROBENPLATTE MIT AK UND
BLOCKIERUNG FREIER BINDUNGSSTELLEN MIT BSA -
LOSUNG

|

BINDUNG DES IN PROBE UND TRACER
BEFINDLICHEN ANTIGENS AN DEN AK

|

ENZYMAT . FARBREAKTION DES GEBUNDENEN TRACERS

|

PHOTOMETRISCHE QUANTIFIZIERUNG

|

CYTOKININGEHALT DER PROBE =
MENGE FREIER BASEN, RIBOSIDE

Abb. 2: Analysengang zur Bestimmung des Cytokinin

CYTOKININ -BESTIMMUNG
DURCH KOMPETITIVE
ELISA
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3 ERGEBNISSE

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, zuerst eine Untersuchung von 22 argentinische
Weizenvarietaten hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Kallusbildung aus Embryonen und
anschlieBender Regeneration ganzer Pflanzen durchzufihren. Danach sollte neffiir Ge
IsopentenyTransferase ausgrobacterium tumefaciens die argentinische Sommerweizen
Varietat Klein Brujo und in die amdétanische SommerweizenvarietBobwhite Gbertragen
werden. Das Gen sollte unter der Kontrolle des seneszenzinduzid#8AGPromotors
(Krupinskaet al. 2002) ausHordeum vulgareund des ebenfalls seneszenzinduzieB&12
Promotors (Gan & Amasino 1995)aus Arabidopsis thaliana exprimiert werden, um die
Biosynthese der Cytokinine in alternden Weizenblattern zu férdern, in der Hoffnung, damit die
Blattseneszenz, insbesondere des Fahnenblattes zu verzdgeptirhalen Fall konnte dies zu

einer Ertragssteigerung fuhren.

In einem Vorversuch wurde die Funktionsfahigkeit dieser Promotoren in Weizen uberpruift.

Dazu wurde dagidA-Gen fur BGlucuronidase (GUS) als Reportergen verwendet.

Als Reporter/selektierbaseMarkierungsgen wurde ein modifiziertegp pGFPBAR (Huber,
2002) verwendet, das unter der Kontrolle eines versta®eMV 35SPromotors (Panegt al,
1996) steht. Als weiteres Markergen wurde das -RSistenzgeibar unter der Kontrolle des

Mais Ubiquitin-Promotors (Christensen und Quail, 1996) eingesetzt.

Als weitere Vorarbeiten standen die Konstruktion einer Kassettéla840Promotor undpt-
Gen sowie die Optimierung des Transformationsnd Regenerationssystems auf dem
Programm, da die sehr niedrigen Transformationseffizienzen noch immer ein zentrales Problen

der Gentechnik am Weizen sind.

3.1 SCREENING VON WEIZENVARIETATEN

Eine effektive Gewebekult als Grundlage fur die Erzeugung transgener Pflanzen ist zur
genetischen Verbesserung des Weizens unabdingbar. Daflir missen zuerst verschiedel

Strategien zur Etablierung eines geeignatentro-Systems geprift werden.

Da ein Ziel der vorliegenden Arlvalie Transformation von argentinischem Weizen war, wurden
zuerst geeignete argentinische Genotypen hinsichtlich ihrer Fahigkeit zur Kallusbildung und

anschlielBenden Regeneration ganzer Pflanzen untersucht.

Schliel3lich wurde Uberpruft, ob die erhaltenesg@nerate fertil waren.
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3.2 VERSUCHE ZUR INDUKTI ON VON SCUTELLARKALL US

Das ideale Entwicklungsstadium der Embryonen ist etwa zwolf Tage nach der Anthese; bei seh
frihen oder spaten Entwicklungsstadien findet keine Bildung von embryogenem Kallus mehr
statt. Alerdings kann sich dieser Zeitraum, abhangig vom Genotyp auch geringfiigig verschieben
(OziasAkins 1982; Maddoclet al, 1983) Die Bestimmung ihrer Entwicklungsstadien wurde
mit der Zadoks Skala durchgef ¢hrt . tséhrgenaMet |
und ist stark vom Genotyp und den Bedingungen im Gewachshaus abhangigt(8l;at©90).
Gepruft wurde auch der Prozentsatz der Kallusproliferation aus der Scutellumoberflache.

Ein wichtiges Element fur den Erfolg der Kallusbildung ist danzentration von 2. Eine
hohe Konzentration unterdrg¢ckt das pveoociaue i t i
germinatioi ) , verursacht aber andererseits den .
Bei zu niedriger 2,40 Konzentration bildesich aber weder aus dem Scutellu®z{asAkins

1982; Maddockl983), noch aus dem Epiblastafie(1986 ein Kallus. Da viele Autoren gute
Erfolge mit Konzentrationen von 12 mg 2,4D/l erzielt hatten(OziasAkis, Lorz, Fettig,

Huber), wurde diese Konzeation auch in dieser Arbeit verwendet.

Mit der Kombination von zwei Entwicklungsstadien H und B efiispricht die Phase &% und

B entspricht die Phase ‘BB der Zadoks Skala (Abb. 3)) und zwei -B4Konzentrationen
konnten vier verschiedene Behandlungen mit jeder der argentinischen Weizensorter
durchgefiihrt werden (Tab. 10).

W Ny I
Abb. 3: Finf verschiedene Entwicklungsstadien unreifer
Weizenembryoner. Nr. 1 and 2 das Stadium W, &
reprasentieren das Stadium H.

Tab. 10: Mit den Buchstaben A bis D wurden die Kombinationen der
Entwicklungsstadien mit den 2,4D-Konzentrationen gekennzeichnet.

2,4-D [mg/1]

Embryolange ScutellumLange (mm) /

Entwicklungsstadiurr{

1 mgl/l 2 mg/l

(mm) Aussehen
H @1,54 @1,30 / Durchsichtig A C
@2,23 @2 / Undurchsichtig B D
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Tabelle 11 zeigt die Induktionsraten von embryogenem Kallus aus dem Scutellum unreifer

Embryonen bei den vier verschiedenen Behandlungen.

Insgesamt wurden hierfir 10091 unreife Embryonen verwendet: Bei der Behandlung A
erreichten vier Sorten (4; 7; 10 und 20) und bei der Behandlung C zwei Sorten (15 und 20)
Induktionsraten Uber 80 %. Bei der Behandlung B bildete keine der 22 Sorten awisrneheo

der ScutellurrOberflache embryogene Kalli. Bei der Behandlung D erreichte mit Ausnahme von

drei Sorten (14; 17 und 18, deren Scutellarkallus jeweils 53,7 %; 53,2 % und 89,3 % der

Oberflache ausmachten), keine die 50varke.

Bei den BehandlungeA und C bildeten- auRer Prointa Elite alle Sorten Scutellarkalli,
allerdings in unterschiedlichem Ausmal3. Der Unterschied der Scutellarkallugionsrate
zwischen Behandlung A und B war d@&h, zwischen C und D 2fa&ch, zwischen A und C 1,1
fach ®wie 0,7#fach zwischen B und D. Bei den Behandlungen B und D gab es dagegen bei
mehreren Sorten Misserfolge: In sechs Fallen bei der Behandlung B (Sorten 2; 3; 8; 13; 15 un
22) und in drei Fallen bei D (13; 15 und 16). Die Sorte Prointa Elite bildetdaig#rkeinen

Scutellarkallus unter den vier Bedingungen.

Durch einen Mehrfeldertest wurde ein héchstsignifikanter Unterschfed (017,5; p<0,001)
zwischen den vier Behandlung gefunden. Dewsthoc Vergleich zeigte signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungen A und B, C und D, A und C sowie den Behandlunge!
B und D.

Tab. 11: Ubersicht tber die Haufigkeit der Scutellarkallusinduktionsrate von 22 argentinische
Weizensorte bei den 4 Behandluren A, B, C und D. Die hervorgehobenen Zahlen entsprechen
jeweils den maximalen Induktionsratenfiir jede Behandlungsvariante U.E (Unreife Embryonen),
S.1. (Scutellarkallus Induktionsrate in Prozenten).

Behandlung A B Cc D

Sorte U.E. Anzahl S (%) U.E. Anzahl S (%) U.E. Anzahl S (%) U.E. Anzahl S (%)
1-BCh. | 137 620 | 79 468 | 120 483 | 87 35,7
2. BP. . 144 59,7 | 50 0o | 106 436 | 95 9,4
3-KC. . 122 205 | 80 0 | 164 101 | 101 8,6
4 KP. . 118 847 | 157 191 | &4 488 | 150 10,7
5-KCa. | 81 198 | 82 232 | 115 407 | 195 11,8
6-KDE. | 187 385 | 197 32 | 138 182 | 109 26,4
7-KB. . 165 848 | 128 336 | 153 725 | 92 35,9
8- KE. . 51 314 | 86 0 | 44 455 | 143 2.8
9- KV. . 186 683 | 215 88 | 96 633 | 110 15,4

58



ERGEBNISSE

10KD. | 119 857 | 131 313 | 64 761 | 102 29,4

11- KEs. 147 64,6 280 22,1 47 61,5 114 1.8

12- PO. 119 27,7 197 7.1 97 58 143 4,7

13 PE. 81 0 137 0 51 0 86 0

14- DEL. 182 57,1 128 13,3 117 55,6 58 53,7

15 Pl. 47 53,2 54 0 44 86,4 86 0

16 PA. 80 33,8 63 28,6 61 29,6 80 0

17-PG. 143 58,7 138 16,7 114 66,7 94 53,2

18 PF. 83 78,3 240 5,0 70 58,6 103 89,3

19-IH. 89 32,6 130 11,1 128 13,2 120 10

20- PP. 109 80,4 74 14,9 97 72,6 211 12

21-PBR. | 01 462 | 202 29 | 130 645 | 100 25

22-PC 130 31,5 40 0 78 30,8 95 10,5
Mitewert+sD | - 5274235 - - 144:137 - . 484+232 - 198+226
msgesamt | 2611 - 2888 T N B 7
3.2.1 Kallusproliferation aus der Scutellumoberflache

Nach drei Wochen Zellkultur wurde das Ausmald der Kallusproliferation in 4 Stufen prozentual
bonitiert (1<25%; 2, 260%; 3, 5175%; 4, 76100%, Abb. 4).

Insgesamt wurden 2618 unreife Embryonen untétsigei der Behandlung A, die von 30 % bis
84,4 %Kallusproliferationreichte, fielen von insgesamt 22 nur zwei Sorten (7 und 10) in die
Kategorie 4 (Kallusproliferation auf 76 bis 100 % der Scutellumoberflache), elf Sorten (1; 3; 4;
8; 15; 16; 18; 19; 21nd 22) proliferierten auf 2660 % der Scutellumoberflache (Kategorie 2)
und der Rest (2; 5; 6; 9; 11; 12; 14; 17 und 20) fiel in die Kategorie 3. Bei der Behandlung B, die
von 0 % bis 63,3 % reichte, fielen von insgesamt 17 Sorten 13 in die Kategbyié; 5(6; 7; 9;

11; 12; 18; 19; 20 und 21) und 4 Sorten in die Kategorie 3 (10; 14; 16 und 17). Nach der
Behandlung C, die von 25 % bis 71,2 % reichte, fiel von insgesamt 21 Sorten eine in die
niedrigste Kategorie 1 (8), 6 Sorten waren der KategoriezAardnen (1; 2; 3; 5; 19 und 22)

und der Rest der Kategorie 3 (4; 6; 7; 9; 10; 11; 12; 14; 15; 16; 17; 18; 20 und 21). Nach del
Behandlung D, die von 25 % bis 54,5 % reichte, gehérten zwei Sorten in die Kategorie 1 (8 unc
22), 15 zur Kategorie 2 {1, 9-12und 1821) und zwei zur Kategorie 3 (14 und 17).

Der Mehrfeldertest zeigte, dass es einen hochstsignifikanten UntersRied60; p<0,001)
zwischen den vier Behandlungen gab. pesthoc Vergleich zeigte eine signifikante Differenz
zwischen den Behandlungen A und B sowie den Behandlungen C und D. Es gab eine
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signifikante Korrelation zwischen der Scutellarkallnduktionsrate und der Kallusproliferation
aus der Scutellumoberflache in dBehandlunger (r = 0,56**) sowie C (r = 0,47*)Tabelle
12 veranschaulicht die Ergebnisse aus den 4 Behandlungen im Detail.

Wie bereits festgestellt, bildete die Sorte Prointa Eliertidupt keinen Scutellarkallus.

Abb. 4: Bonitierungskategorien fir die Kallusproliferation aus der Scutellumoberflache. a
Kategorie 1; b- Kategorie 2; ¢ Kategorie 3 und ¢ Kategorie 4.

Tab. 12: Ubersicht uber die Kallusproliferation aus der Scutellumoberflache vonunreifen
Embryonen von den 22 argentinische Weizensorte, nach den vier Behandlungsvarianten. Fett
gedruckte Zahlen entsprechen jeweils der maximalen Kallusproliferation nach jeder
Behandlungsweise. (P.O.: Proliferation der Oberflache)

Behandlung A B C D
Sorte P.O. P.O. P.O. P.O.
Anzahl '+ Anzahl ¢+ Anzahl ¢+ Anzahl

Kalli @) | Kall %) | Kall %) | Kall (%)
1-BCh. | 85 39 | 36 34 | 16 a8 | 34 333
2. BP. . 69 55 | 0 o | 17 49 | 30 45
3-KC. 1 31 | 0 0 | 39 389 | 30 35
4 KP. . 43 50 | 11 341 | 41 506 | 30 30
5-KCa. | 16 52 | 19 38 | 24 43 | 29 39
6-KDE. | 33 52 | 14 411 | 10 55 | 32 32,1
7-KB. . 64 770 | 13 404 | 50 712 | 28 48,2
8 KE. 12 300 | 0 0o | 10 25 | 30 25
9-KV. . 120 521 | 36 333 | 47 633 | 36 33,3
10KD. | 90 844 | 28 589 | 35 679 | 27 49,1
11-KEs. | 95 539 | 62 456 | 24 635 | 42 37,5
12P0. | 26 596 | 14 313 | 21 560 | 32 37,5
13 PE. 0 o i o0 o i o0 o i o 0
14DEl. | 32 633 | 17 529 | 53 693 | 22 54,5
15 PI. 25 8 | 0 o | 38 395 | 0 0
16PA. |7 429 | 18 625 | 18 438 | 0 0
17-PG. | 45 556 | 15 633 | 76 572 | 50 67
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18PF. | 32 469 | 22 375 | 23 565 | 39 37,9

19 H. 29 50,0 28 43,75 27 35,7 24 31,3

20- PP. 104 65,4 11 40,9 85 50,9 31 50

21- PBR. 5 40 33 33,3 22 47,7 20 43,8

22-PC. 10 30 0 0 21 39,6 24 25

Mitehwert=SD | o a6 - 314216 - 87+160 - 34,3+17,1
nsgesamt 954 . U e T e T T e T
3.2.2 Die vorzeitige Keimung unreifer Embryonen

Der Spross der isolierten und auf Nahrmedien kultivierten unreifen Embryonen keimt héufig
vorzeitig aus. Dies ist unerwtinscht, weil es den Embryo vom Medium abhebt (die Kultivierung
erfolgt ja mit der embryonalen Achse, also dem Spross, nach unten) und so die -Hamchon
Nahrstoffversorgung der Kalli unterbrechen kdnnte. Die Haufigkeit dereimen Keimung

steigt erwartungsgemaf mit dem Alter der Embryonen an und ist allgemein héher, wenn diesi

mit der axialen Seite aufs Medium gelegt werden (He, 1988).

Die Ansichten Uber die optimale Konzentration von -R4flr die Kallusbildung bei
gleichzétiger Hemmung der vorzeitigen Keimung differieren je nach Autor: @xlass and
Vasil (1982; 1983) und Het al. (1986) schlagen 2 mg/l vor, wahrend Maddetlal.(1983) von
1 mg/l als der optimalen Konzentration ausgehen. Zwar wachst der Kallus besséheren
Konzentrationen (2,5 oder 5 mg/l), aber die Regenerationsfahigkeit von Pflanzen vermindert

sich.

Deshalb wurde in dieser Arbeit neben der Kallusbildung auch die Anfalligkeit der 22 Sorten fur
vorzeitige Keimung untersucht. Die Tabelle 13 zeligt Ergebnisse fur die vier verschiedenen

Behandlungsweisen. Insgesamt wurden 10091 unreife Embryonen untersucht.

Je junger die unreifen Embryonen waren und je héher di® Xdnzentration im Medium war,

desto geringer war die Tendenz zur verfrihten Keign

Die unreifen Embryonen von Prointa Elite (Sorte 13) bildeten zwar keine embryogenen Kalli,

aber einige zeigten vorzeitige Keimung

Durch einen Mehrfeldertest wurde ein héchstsignifikanter Unterschiee ©85,7; p<0,001)
zwischen den vier Behandlungderausgefunden. Dgrosthoc Vergleich zeigte signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungen A und B, C und D, A und C sowie den Behandlunge
B und D. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass das Entwicklungsstadium H weniger

vorzeitigen Keimungneigteals das Entwicklungsstadium \ie hohere Konzentration an 204
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(2 mg/l) zeigte in beiden Entwicklungsstadien eine bessere Wirkung. Es gab eine negative,
geringfugige Korrelation zwischen der Scutellarkalloduktionsrate und der vorzeitige

Keimung unreifer Embryonen.

Tab. 13: Ubersicht Uber die Haufigkeit der vorzeitigen Keimung unreifer Embryonen von 2
argentinischen Weizensorte in Abhangigkeit von den Behandlungen. Die fett gedruckten Zahlen
entsprechen den maximalen Werten jeder Behandlungsuge. U.E (Unreife Embryonen), v. Keim
(verfrihte Keimung in %).

Behandlung A B C D
Sorte v. Keim. v. Keim. v. Keim. v. Keim.
U.E. Anzahl (%) U.E. Anzahl (%) U.E. Anzahl (%) U.E. Anzahl (%)
1BCh | 137 o | 79 0o | 120 o | 87 31,0
2-BP. | 144 63 | 50 660 | 106 0o | o5 5,7
3KC. | 122 238 | 80 275 | 164 o | 101 6,9
axp. | 118 34 | 157 270 | 84 0o | 150 232
5KCa. | 81 148 | 82 256 | 115 0 | 195 7,9
6-KDE. | 187 48 | 197 06 | 138 o | 109 151
7-KB. | 165 06 | 128 367 | 153 25 | 92 25,0
8KE. | 51 235 | 86 721 | 44 01 | 143 861
oKV. | 186 81 | 215 341 | 96 o | 110 77
10-kD. | 119 50 | 131 200 | 64 0o | 102 204
1L-KEs. | 147 o5 | 280 371 | 47 51 | 114 430
12P0. | 119 42 | 197 482 | o7 58 | 143 488
13PE. | 81 321 | 137 32 | s1 34 | 86 233
14DE. | 182 214 | 128 656 | 117 o | 58 0
5P 47 192 | 54 500 | 44 o | 86 0
16PA | 80 215 | 63 o | 61 1,1 | 80 0
17-PG. | 143 77§ 138 140 | 114 44 | o4 0
18PF. | 83 24 | 240 675 | 70 o | 103 2,9
19H | 89 23 | 130 292 | 128 04 | 120 0
20PP. | 100 239 | 74 784 | 97 268 | 211 977
21.PBR. | o1 88 | 202 284 | 130 129 | 100 375
22PC. | 130 69 | 40 675 | 78 128 | 95 36,8
MitewerssD | 114:94] 8872231 60:88 . 24,0+ 26,9
sgesam | 2611 - | 2888 T e T R
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3.2.3 Regeneration von Pflanzen aus embryogenem Scutellarkallus

Sorten und Behandlungen, bei denen keine embryogenen Kalli entstanden, sind hier nich
bertcksichtigt (z.B. die ganze Sorte 13 oder die SoBeRandlung B).

Fur die Regeneration von Weizenpflanzen wurden Kalli vb8@ten verwendet, die nicht alter
als drei Wochen waren. Die Subkultur erfolgte aufNRdium (Murashige und Skoog, 1962,
modifiziert nach Ahujaet al.; 1982). Dann wurden die Regmationsraten (Tab.14) und die
Anzahl der gebildeten Spross®fallus (Tab. 15) ausgewertet.

Fur diesen Versuch wurden insgesamt 2862 embryogene Scutellarkalli verwendet (Tab. 14).

Nach den Behandlungen A und C haben alle Sorten auf unterschiedlicee WRfiinzchen

regeneriert, wogegen bei den Behandlungen B und D manche Sorten keine Sprossen bildeten.

Mit Ausnahme der Sorte 5 (Behandlung A) regenerierten alle anderen Sorten zu Pflanzchen at
den Scutellarkalli mit mehr als 50 %, manche sogar mit 10@i@odie Sorten 7, 19 und 21. Bei
Behandlung C blieben nur drei Sorten (1, 10 und 11) unter 50 % Regenerationshaufigkeit, abe
keine erreichte 100 %.

13 von 14 Sorten bei Behandlung B und 14 von 18 Sorten bei Behandlung D zeigten eine
Regenerationshaufigkevon tber 50 %. Die Sorten 7, 9 und 12 bei Behandlung B und die

Sorten 7 und 9 bei Behandlung D wiesen sogar eine Regenerationshaufigkeit um 100% auf.

Aber es gab zwei Sorten (5 und 18) bei Behandlung B und eine Sorte (6) bei Behandlung D, di
niemals Sposse bildeten.

Durch einen Mehrfeldertest zeigte sich ein hdchstsignifikanter Unterschfeds (139,8;
p<0,001) der Regenerationshaufigkeit zwischen den vier Behandlungepof®boc Vergleich

wies signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungamd\ B, C und D sowie den
Behandlungen A und C auf. Es gab keine signifikante Korrelation zwischen der Scutellarkallus

Induktionsrate und der Regenerationshaufigkeit.

Der Prozentsatder Kultureffizienz (Anzahl regenierter KalAnzahl verwendeter unreifer
Embryonen x 100) hatwischenbzw. innerhalbder Sortervariiert. Die Sorte 7 erreichte mit

84,8 % die hochste Kultureffizienz bei der Behandlung A. Bei den Behandlungen B und D
hingegen befanden sich die niedrigsten Werte (Tabelle 14) zwischen den vier Behandlungen. Be
der Kultureffizienz wurde durch einen Mehrfeldertest ein hochstsignifikahteerschied X? =
1095,4; p<0,001) herausgefunden. Omysthoc Vergleich zeigte signifikante Unterschiede
zwischen den Behandlungen A und B, C und D, A und C sowie den Behandlungen B und D.
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Tab. 14: Ubersicht tiber die Regenerationshaufigkeit aus Scutalkalli von 21 argentinischen
Weizensorte nach den vier Behandlungyarianten A, B, C und D (Tab. 10. Die fett gedruckten
Zahlen entsprechen der maximalen und minimalen Regenerationsrate je Behandlung. SK.
(Scutellarkallus), RR. (Regenerationsrate aus Scellarkalli in Prozent), K.E. (Kultureffizienz).

Behandlungi A B C D

zahl

L SK.
RR. (%) K.E. (%)
0 ( ); An zahl

Sorte | K RR.(%) KE.(%).! ASK- RR. (%) K.E. (%) ! ASK- RR. (%) K.E. (%)
! n ! n

' Anzahl zahl

1-BCh. | 65 933 578 37 736 344 | 58 937 453 31 742 265

2BP. | 67 777 464 | 0 - . 46 579 252 9 555 52
3KC. | 25 613 126 O - - i 17 576 58 1 9 48 41
4KP. | 89 725 614 30 60 115 34 647 316 16 725 78
5KCa | 16 464 92 | 19 0 00 | 47 68 277 23 125 15
6KDE. | 45 733 282 | 50 666 213 | 25 68 124 | 29 0 0,0
7KB. | 108 100 848 | 43 100 336 | 98 763 553 | 33 100 359
§KE. | 16 788 247 | O - -1 20 65 206 4 50 14
oKV. | 100 963 658 | 19 100 88 | 46 952 603 | 17 100 154

10KD. | 75 97 831} 31 742 232 | 34 30 228 | 18 429 126
11 KEs. | 96 543 351 | 58 86 19 | 20 379 233 | 2 258 05
12PO. | 33 9444 262 | 14 100 71 | 42 727 4221 7 563 26
13PE. | 0 - N - S0 - o - 0

14DEIL | 101 923 527 | 17 812 108 | 42 917 510 | 31 871 468
15P. | 25 886 471 0 - 25 64 5531 0 - -

16PA | 27 857 200 18 563 161 | 18 888 263 | 0 - -

17.PG. | 75 657 386 23 562 94 | 56 665 444 | 48 529 281
18PF. | 58 931 729 | 12 0 00 | 32 833 488 78 666 595
190H. | 20 100 326 15 655 73 | 17 75 99 | 12 57,1 57
20PP. | 81 855 687 | 21 952 142 | 45 839 609 3 806 10
21LPBR.| 42 100 462 | 6 823 24 | 82 935 603 25 80 200

22PC. | 39 923 291 | 0 - - 24 791 244 10 666 7,0
witewertx| 833t 453! 637+ 126%i 720 363%! 594% 141
sp | 158 218 338 108 174 174 202 17,1
Insgesamt 1207 - - 413 - - 837 - - 405 - -

In Tabelle 15 zeigten die Sorte Klein Brujo (7) und Klein Dragon (10) bezlglich der
Sprossbildung bei der Behandlung A mit 9,5 der hdochsten Anzahl der gebildeten Sprosse pr
Kallus. Die Sorte Klein Cacique (5) hatte mit 1,8 den niedrigsten Wert.
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Bei der Behandlung B lagen die Werte zwischen 1,6 (Sorte 1) und 7,6 (Sorte 7), ebenso wie nacl
der Behandlung C (1,6 mit Sorte 14 und 7,6 mit Sorte 20), und nach der Behandlung D zwische!
1,7 (Sorte 1) und 6,0 (Sorte 20). Zwischen den Behandlungen gab es keiméhkasign
Unterschied K-W-Test: X2= 57,37 p7,3). Es wurde kein Zusammenhang zwischen
Sprossbildung und Regenerationsrate sowie zwischen Sprossbildung und Kallusproliferation au

der Scutellumoberflache gefunden.

Tab. 15: Ubersicht Uber den Mittelwert de Sprossbildung aus embryogenem Kallus von 21
argentinischen Weizensorte nach denier Behandlungsvarianten (Tab. 10. Die fett gedruckten

Zahlen entsprechen der maximalen und minimalen Spros&nzahl bei jeder Behandlungsvariante.

Scut. K. (Scutellarkallus).

Behandlungé A B C D
i ScutK. Sprosse i Scut.K. Sprosse i Scut.K. Sprosse i Scut.K. Sprosse
Sorte Anzahl Anzahl | Anzahl Anzanhl Anzahl Anzanhl Anzahl Anzahl
1- BCh. 65 2,1 37 1,6 58 2,7 31 1,7
2- BP. 67 7,9 0 - 46 5,6 9 4,4
3- KC. 25 53 0 - 17 53 9 2,9
4- KP. 89 2,9 30 2,6 34 5 16 1,8
5- KCa. 16 1,8 19 0 47 2 23 2
6- KDE. 45 6,1 50 6 25 6,4 29 0
7- KB. 103 9,5 43 7,6 98 5,6 33 5
8- KE. 16 7,5 0 - 20 6,6 4 4,6
9- KV. 100 6,8 19 4,2 46 8,3 17 6,4
10- KD. 75 9,5 31 4,5 34 1,7 18 4.8
11- KEs. 96 5,7 58 3,3 29 4,9 2 4.8
12- PO. 33 3,8 14 3,3 42 34 7 3,3
B I
14- DEI. 101 5,8 17 2 42 1,6 31 1,8
15 PI. 25 3,7 0 - 25 3,4 0 -
16- PA. 27 2,3 18 2 18 2,3 0 -
17- PG. 75 25 23 1,8 56 3,6 48 3,1
18 PF. 58 5,6 12 0 32 2,3 78 3,2
19 IH. 29 2,3 15 3,1 17 2 12 2,2
20- PP. 81 8,0 21 7.4 45 7,6 3 6,0
21- PBR. 42 29 6 6 82 2,1 25 2,4
22-PC | 39 4,2 0 - | 24 3,4 | 10 2,4
Miewetssp | - 5125 - 35£23! - 41220 -  31+18
insgesamt | 1207 S n3z - 87 -0 a5 -
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3.24 Kultur der Regenerate in Erde

Alle in vitro bewurzelten Regenerate konnten erfolgreich in Etdkujenommen werden.
Abbildung 5zeigt den gesamten Verlauf der Regenenain vitro (Abb. 5, ac) und in Erde

(Abb. 5 d, e). Sprosse, die schon aufadiumin vitro eine kraftige Wurzel entwickelt hatten,
wurden direkt in Erde eingesetzt. Diejenigen, die eine schwache oder keine Wurzel gebilde

hatten, wurden auf Bewurzelgsmedium (19@-Medium) tberfuhrt. Auch diese entwickelten

sich zu morphologisch normalen, fertilen Pflanzen.

Abb. 5 In vitro
Regeneration von Weizer
(a) Regeneration auf R1
Medium, (b) weiterer
Verlauf der Regeneratiol
im  Schnappdeckelgefaf:
(c) Bewurzelung auf 190
2-Medium (d) Regeneratt
N im Gewachshaus
| Versuchspflanze de
Varietat Brujo und (e) aus
den Samen gezoger
Kontrollpflanze derselber
Sorte.

3.3 SORTENAUSWAHL

Fur die Ubertragung eines Gens in eine argentinische Sommerweizenvariatet wurde die Sort
Klein Brujo ausgewahlt, weil sie eineedbesten Ergebnisse in den Behandlungsvarianten A und
C erzielte: Bei der Scutellarkallus Induktionsrate (84,8 % bzw. 72,5 %), bei Kallusproliferation
aus der Scutellumoberflache (77 % bzw. 71,2 %) und bei Regenerationshaufigkeit aus
Scutellarkalli (100 %bzw. 76,3 %), bedler Anzahl der gbildeten Sprosse pro Kallus Q&irden

die hochsten und bei der vorzeitigen Keimung (0,6 % bzwopche niedrigsten Werte erhalten.

3.4 DER EINFLUSS DES MEDIUMS

34.1 Medienfir die Induktion von Scutellarkallus

Zum Vergleich de Induktionsfahigkeit von Scutellarkallus der 22 Weizenvarietaten wurde
routinemanig das L-3-Medium (Jahneet al, 1991; modifiziert) verwendet. In neueren Arbeiten
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zur Transformation von Weizen wurde jedoch haufiger-Mklium (Murashige und Skoog
1962, n einigen Fallen modifiziert) als Induktionsmedium mit unterschiedlichen
Konzentrationen an 2B, Saccharose und Maltose verwendet (Cetial, 1996; Barroet al,
1999, 1998; RaseGauntet al, 1999; Alvarez, 2000; Jordan, 2000; Varshney antgbeiér,
2001).

Fur die Wahl des optimalen Mediums wurden zwei Medien auBdSis(Barcelo und Lazzeri,
1995, modifiziert) mit je zwei Kombinationen von Maltessd 2,4D-Konzentrationen, sowie
das L35 Medium, dessen Maltoseind 2,4D-Konzentration derBehandlungen A bzw. C
entspricht, geprift. Insgesamt wurden also sechs Medien gegiestet16). Versuchsobjekt
waren unreife Embryonen der Sorte Klein Brujo im Entwicklungsstadiuhti¢tbei wurden die
zwei Konzentrationen von 2/ innerhalb jedes Medms verglichen. Anschlie3end wurden
sowohl die 1 mg/l 24 als auch die 2 mg/l 2B Konzentrationen der drei Medien

untereinander verglichen.

Tab. 16: Uberblick tiber die Bezeichnung der sechs Medien

Maltose

9 g/l

Medien
L3-5 M3 M9
Auxin 2,4-D. : Auxin 2,4-D. : Auxin 2,4-D.
1mg/l 2mgll E 1mg/l 2mgll E 1mg/l 2mgll
39/l A c | E F o
i i
i i

Abbildung 6 zeigt die Induktionsraten von embryogenem Kallus aus dem Scutellum unreifer

Embryonen fir die sechs Varianten des Mediums.

Fur diesen Versuch wurden insgesamt 822 unreife Embryonen verwendet. Bei Verwendung de
Medien A, C, E, F, G und | die lag die durchschnittli@wtellarkalludnduktionsrate bes4,8
+12,1%; 72,5+ 12,6 %; 98,6 + 4,3 %; 42,2 51,3%; 87,7 + 6,7% und54,3 £ 16,5 % Die

Medien E bzw. F ergaben diéchstebzw. die geringste Induktionsrate.

Durch einen Mehrfeldertest wurde ein héchstsignifikanter Unterschiee: (151,2; p<0,001)
zwischen den sechs Behandlung herausgefunden. gosthoc Vergleich zeigé einen
signifikanten Unterschied zwischen den Behandlungen E und F sowie G &ighifikante
Differenzen zeigten sich hinsichtlich derAuxinkonzentration zwischen den Behandlungen A und
E, E und G sowie zwischen C und F bzw. C und I. Uber 80 % derll@dkadius Induktionsrate
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wurden mit den Medien A, E und G erhalten. Dies sind die drei Medien, deren Konzentration

120

g 100 _I_

& {‘ % Abb. 6: Vergleich der Scutellarkallus
£ 80 Induktionsrate (Mittelwert + SD) bei den sech
g Behandlungsvarianten (A, C, F G, H und )
2 oy von unreifen Weizenembryonen in
E Entwicklungsstadium H, und der
g oy Phytohormon-Konzentrationen 1 mg/l (helle
‘f.j Saulen) bzw. 2 mg/l (dunkle Saulen). D
3 2 StichprobengréfRen sind in der Graphik

. - . w angegeben.
A ¢ E F & I
Behandlungen

2,4-D 1 mg/l betragt.
3.4.2 Einfluss des Mediumsauf die Anzahl der Kalli auf der embryogenen Oberflache

Wie bei 32.1 wurde bei jedem unreifen Embryo nach dreiwéchiger Kultur auf den sechs Medien
festgestellt, wie viel der Scutellu@berflacte mit embryogenem Kallus bedeckt war. Der Anteil
der Kallusbildenden Oberflache wurde wie in Kapitel 3.1.2 beschrieben in vier Kategorien
aufgeteilt (Abb.7).

Insgesamt wurden 467 unreife Embryonen untersucht. Fur die Behandlung A, C, F, G, H und |
lag die Kallusproliferation aus der Scutellumoberflache Béi: 18,1 %; 71,2 + 6,4 %; 95,7 +

44,3 %; 61,6 + 14,9 %; 59,5 + 7,1 %und 64,5 + 10,6 %eweils (Abbildung 8. Bei Medium E
erreichte die Kallusproliferation der Scutellumoberflache tber 90 %, detdReswischen 59,5

% und 77 %.

Durch einen Mehrfeldertest wurde ein hochstsignifikanter Unterscbid: (54,4; p<0,001)
zwischen den exhs Behandlungen festgestellter anstlieRendeposthoc Vergleich zeigte
signifikante Unterschiede zwischen den Behandlungerdenit mg 2,4D/I Konzentration, das
heil3t zwischen A und E sowie E und Zwvischenden beiden Konzentrationen bei Verwendung
des gleichen Mediums gab es nur bei Behandlungen E und F eine signifikante Differenz.

Abb. 7: Kallusproliferation aus del
Scutellumoberflache. a auf M3-;
b- auf M9-Medium. Beide Bilder
zeigten 100% Kallusproliferation
aus der Scutellumoberflache.
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der

160
*kk

140 -
120
100 -

80 -

Abb. 8: Vergleich der mittleren
Kalluspr oliferation der
Scutellumoberflache (£SD) nach
sechs Behandlungen (A, C, E, F
G und I). StichprobengréRen sind

' n=14 = in der Graphik angegeben.
A C E F G

60 1

40

20 A

Kal l usproliferation

Behandlungen

3.4.3 Das Medium zur Vermeidung der vorzeitigen Keimung unreifer Embryonen

Parallel zur Scutellarkallumduktionsrate in den drei Medien wurde auch die Eignung des

Mediums zur Unterdriickundervorzeitigen Keimung untersucht.
Insgesamt wurden 822 unreife Embryonen fir diesen Verseretendet

Fur die Medien A, C, E, F, G und | lag die vorzeitige Keimungsratesratg@iei 2,2 %; 2,5 +
3,3%;55+17,1%;2+54%;25+4,4% und 19 + 8,9% (Abb.9).

Abb. 9: Vergleich der vorzeitigen
Keimungsrate (Mittelwert *SD)
bei der Verwendung der 6
verschiedenen Medien (A, C, E, F,
G und 1). Stichprobengrdé3en sind
in der Graphik angegeben.

c

Durch einen Mehrfeldertest wurde ein hochstsignifikanter Unterschied: (26,9; p<0,001)

25

k.

20 A

15

ey

A C E F

10 q

Vorzeitige Keimung [%]

Behandlungen

zwischen den sechs Behandlungen herausgefunderpdsghioc Vergleich zeigte signifikante
Unterschiede bei den Medien r2itmg 2,4D/I zwischen den Behandlungen C undulf3er bei

M3-Medium, war die vorzeitige Keimungsrate tendenziell bei der héhereD-Ednzentration

grofer.
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3.4.4 Das Medium im Hinblick auf die Regenerationsfahigkeit der SorteKlein Brujo

Als Ausgangsmaterial fir die Regenepatwurde Kallus deSorte Klein Brujoverwendet (vgl.
Abschnitt 32.3).

Abbildung 10 zeigt die Regenerationshaufigkeit aus Scutellarkalli und Abbildubgdig
Sprossbildung aus dem embryogenen Kallus bei den sechs verschiedenen Besaaitimben

120

100 — —

80

Abb. 10: Vergleich der
mittleren Regenerationsraten
aus Scutellarkallus (Mittelwert

60 -

Regenerationsrate des Scutellarkallus [%)]

w0 + SD) bei Verwendung der
sechs verschiedenen Medier
2 1 (A, C, E, F, G und 1.
StichprobengroéfRen sind in der
0 1= D= LA -2 Graphik angegeben.
A C E F G |

Behandlungen

Far diesen Versuch wurden insgesamt 447 Scutellarkalli verwendet. Fur die Behandlungen A, C
E, F, G und | lag die durchschnittliche Regenerationsrate bei jel@ll86; 76,3+ 22,7 %; 100

%; 72,1 + 7,1%; 55,7 = 24,5 %und 51,3 + 2,1 % Somit wurde mit Behandlung A (L35
Medium 1 mg 2,4D/l) und E (M3Medium 1 mg 2,4D/l) die maximale Regenerationsrate
erzielt, wahrend die Behandlung | (M@edium 2 mg/l) die minimale Regenerationsrate lieferte.

Durch einen Mehrfeldertest wae ein hochstsignifikanter Unterschied? (= 98,1; p<0,001)
zwischen den sechs Behandlungen herausgefundemdsthoc Vergleich zeigte signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungen A und C, E und F. SoisEhew den Behandlungen
A und G,E und G die 1mg/l 2,4D enthaltenpzw. zwischen C und tie 2 mg 2,4D/| enthalten

Parallel zur Regenerationsrate wurde auch die Menge an Sprossen festgestellt, die pro Kall
gebildet wurden. Fur die Behandlungen A, C, E, F, G und | die lag die durchscmmittl
Sprossbildungsrate des embryogeHKallus bei jeweil9,5 £ 6,4; 5,6 + 3,5; 4,5+ 3,4; 3,9 £ 2,5;

4,4 +25und2,9+21

Mit dem Medium | (Medium M9 2 m@,4-D/l) wurde die geringste, mit Medium A (Medium
L35 1 mg 2,4D /I) die héchste Sprossbildgsrate erhalten.

Durch einen KruskaWallis Test zeigte sich ein hochstsignifikanter Unterschi¢d=( 48,4;

p<0,001) zwischen den sechs Behandlubgr posthoc Vergleich zeigte nur signifikante

7C
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Sprossbildung des embryogenem Kallus
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Behandlungen

Abb. 11: Vergleich der mittleren
Sprossbildung desembryogenen
Kallus (Mittelwert + SD) bei
Anzucht auf sechs verschiedener
Medien (A, C, E, F, Gund I). (K-
W-Test:X?=74,2 p  <0,001).
StichprobengréRen sind in der
Graphik angegeben.

Unterschiede zwischen den Behandlungen A und C, sowie zwischen den Behandlungen A und

sowie A und G, die 1 mg 28/l erhalten, bzw. zwischen C und I, die 2 mg-R/erhalten.

Die Kultureffizienz der Behandlungen A, C, E, F, G und | betrugen jewe|& 846 %, 55,3 +
17,5 %; 98,6 + 2,1 %; 30,4 + 29,1 %; 48,8 £ 15,6 % und 27,8 + 9,3 % (RpbHier wurden
auchmit denBehandlungen A und E die maximalen Wevtn tber 80%erreicht. Dagegen

lagen dieKultureffizienzwertebei denBehandlungen F und | ugt 30 %.

Durch einen Mehrfeldertest wurde ein hochstsignifikanter Unterschied: (162,4; p<0,001)

zwischen den vier Behandlungen herausgefunden.pbsthoc Vergleich zeigte signifikante

Unterschiede zwischen den Behandlungen A und C, E und F sowid G Au3erdem wiesen
unter den 1 mg 2;®/l enthaltenden Medien den Behandlungen A und E, A und G, E und G

bzw. unter 2 mg 2;8/l enthaltenden Medien C und F sowie C und | auch einen signifikante

Unterschiede auf.

Nach der Analyse der sechs Beldlungen hinsichtlich der veschiedenen Paramatedendie

120

100
80 - }

60 -

Kultureffizienz [%]

40 A

20 +

n =121

n=
T

71

n=70

Abb. 12: Vergleich der
mittleren Kultureffizienz

(Mittelwert = SD)  Dbei

Verwendung der sechs
verschiedenen Medien (A, C,
E, F, G und ).
StichprobengrofRen sind in der
Graphik angegeben.

Behandlungen

E

F

71
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drei Behandlungen A, E und G fiir den Partikelbeschuss unreifer Embryonen ausgewabhilt.

3.5 KONSTRUKTION DES TRA NSFORMATIONSVEKTORS

3.5.1 Konstruktion der Nutzgenkassette

Im Plasmid pS49PT sollten derHvS40Promotor aus pS4QGUS (Krupsinskaet al, 2002) und
dasipt-Gen mit demmosTerminator aus pSG516 (Gan und Amasino, 1995) kombiniert werden.
Als HvS40Promotor wurden die ca. 2 kb grof3en stromaufwarts der das HuS4€in
kodierenden Region gelegene Behe beschrieben. Das HvS4otein ist im Zellkern
lokalisiert und wird besonders stark im Mesophyll wahrend der Blattseneszenz exprimiert
(Krupsinskaet al, 2002).

3.5.1.1 Das Plasmid pS4(PT

Als Ausgangsplasmid fur die Konstruktion diente der Vektor pSG5i6denSAG12Promotor

ausArabidopsis thaliangGan& Amasino 1995)das 0,7 khpt-Gen(Li et al. 1992)und den 0,3
kb des Polyadenylierungssignals dessTerminators (beide au&grobacterium tumefaciehs
beinhaltet. Zunachst wurde ddvS40Promotor mittels Restriktionsverdau dumdbol/Paelaus

pS40GUS ausgeschnitten, der d8AG12Pronotor ergtzen soll (Abbildung 1)3

Eine der beidenPael Schnittstellen in pS4GUS befindet sich an der Positiol2032
stromaufwartssom Transkriptionsstart dd3vS40Gens. Am anderen Ende befinden sich zwei
Ncol Erkennungsstellen an den Position@&6 und +29 riativ zum Transkriptionsstart. Die
Sequenz ab der zweitditol Schnittstelle bis zum Beginn dgasGens enthalt dadvS40Gen.

In der Position +29 befindet sich der Translationsstartii&10Gens, daher sollte das Plasmid

an dieser Stelle geschnittennden. Dies ergab ein 2 KBaelVNcol HvS40PromoterFragment

wobei die Bindungsstellen von den seneszenzspezifischen Transkriptionsfaktoren ab den
Transkriptionsstart bis zur Positie®l7 (Dahnhardt, 2003) erhalten geblieben sind.

An welchen der beideNool-Schnittstellen geschnitten wurde, wurde mittels Restriktionsanalyse
uberprift 8.5.2.

Anschlie3end wurde dieses Fragment in den Vektor pSG§igét| aus dem zuvor dSAG12
Promotor mittels derselben Restriktionsenzyme entfernt worden war. Das entstandene Plasmi
pS4CIPT war 5,69 kb groR3.
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540-Promoter

Fael Aol

os-Terminator ~ §AG12-Promoter ‘ ;pt SusTerminatur

FPae 1 Neal
Pael ANeol

l klebrige Enda -Ligation Pael-Ncol

540-Promoter os-T erminator

ipt

FPac 1 Meal

Abb. 13: Konstruktion des 5,69 kb pS46IPT Plasmids aus pS40GUS und pSG516. Beide
Plasmide wurden mit den RestriktionsendonukleasenPad und Ncol geschnitten. Die

proteincodierende Region de IsopentenytTransferase steht somit unter Kontrolle des

HvS40-Promotors aus Gerste

3.5.2 Uberprifung des Konstrukts mittels Restriktionsanalyse

Die beidenSAGPromotoren haben fast die gleiche GradfeS40 2053 bp gegeSAG12 2196
bp. Deswegen wurden nach Klonierung und TransformationBzozoli mit dem neuen Plasmid
beide Plasmide mitteldNcd/Sad-Verdau (Restriktionskarte Abb. 4) und anschlie@nder
Gelelektrophorese (Abb. Lbberpruft.

Die Restriktionskarte (Abb.6) und die Elektropherogramme (Abl¥)Izeigen die Schnittstellen

und Bandenmuster, die mit pSI@T nach Restriktion mit verschiedenen
Restiktionendonukleasen erhalten wurden, um die Richtigkeit des konstruierten Plasmids zu
Uberprifen. Durch Verdau niicdb2l (Abb. 1&) konnte z.B. bestétigt werden, dass die Position
+29 derNcol Schnittstelle, diedie Sequenz zwischen den beid€nd-Stellen (s. Abb. B) den
Translationsstart dellvS40Gens enthélt, noch erhalten war. Auf dem Plasmid befindet sich
eine der Erkennungsstellen vdEco52| an Position 17 relativ zum Transkriptionsstart des
HvS40Gens.
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Ncol/Sad

Ncol/Sad

S40-Promoter

a1

SAG12

Mol

ipt os-Terminator

S 1

ipt os-Terminator

Sere |

Fragment-Anzahl und -Léange

0,30 kb; 0,70 kb; 1,60 ki8,09 kb

Fragment-Anzahl und -Langen

0,32 kb; 0,73 kb; 4,84 kb

Abb. 14 Restriktionanalyse der beiden Plasmide. #: Gezeigt sind Ausschnitte au
Restriktionskarten der Konstrukte pS40-IPT und pSG516. Die erwarteten Fragmente und ihr
GroRe sind im Kasten aufgefihrt.

Ncol/Sad

< 0,75

Ncol/Sad

0,739

0329

Abb. 15 Restriktionanalyse:
Elektropherogramme der
Restriktionsansatze, Bahn 1lin a)
pS40IPT und in b) pSG516, beid

geschnitten mit der
Restriktionsendonukleasen
Ncol/Sacl Die entsprechend

Fragmentlangein kb ist jeweils links
des Gelstreifens angezeigt Als
Standard ist jeweils auf Bahn 2 (a, t
eine GeneRuler 1kb DNA Ladde
(Fermentas) aufgetragen.
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a S40-Promater ipt os- Terminator
Fragment-Anzahl und -Langen
U | 0,30 kb; 0,38 kb; 2,32 kb; 2,69 k
© R |
(2] Fael
= Soe T S 1
]
o
b
540-Promoter ipt os-Terminator
Fragment-Anzahl und -Langen
3 2,00 kb; 3,69 kb
E Pacl Mol
o}
©
o
C
S40-Promoter ipt os-Terminator
Fragment-Anzahl und -Langen
3 1,00 kb; 4,69 kb
= Mol Jbal
(o]
O
z
d
S40-Promoter ipt os-Terminator
Fragment-Anzahl und -Langen
°
O
zZ
S 0,30 kb; 0,38 kb; 0,72 ki4;,60 kb; 2,69 kb
o]
&L Sac | Sac |
o}
©
o
e
540 ipt o0s-Terminator
Fragment-Anzahl und -Langen
A - 0,02 kb; 0,06 kb; 0,29 kb; 0,53 kb; 0,90 kb; 3,95
— Fros52] Eros2l
% Ero 521 Aol
o]
(&]
LU

Abb. 16: Restriktionskarten der konstruierten Plasmide: &Gezeigt sind Ausschnitte aus de
Plasmid pS40PT. Die verwendeten Restriktionsschnittstellen sowie die erwarteten Fragmentc

sind jeweilsim Kasten angegeben.
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1 2
3,699 4,00
3 3.50
2,009 <200
S
i) [3)
®©
% <
o)
T @
o o
1z
2,50
<15
5
O
< <075
©
®© —
l) o
T 3
a <025 w
353

Ncol/Xbal

Abb. 17: Restriktionanalyse: Bahn 1
konstruiertes Plasmid, Bahn2
Molekulargewichtsstandard. ae:
Elektropherogramme des Plasmid
pS4CGIPT nach  entsprechender
Restriktionsverdau. Die
entsprechende Fragmentléangen kb
ist jeweils links des Gelstreifens
angezeigt Als Standard ist die
GeneRuler 1kb DNA Laddel
(Fermentas) (ad) und der Mass
Express DNA Forward Ladder Mix
(e) aufgetragen, Angaben sin
ebenfalls in kb.

Uberpriufung des Konstrukts mittels Southern BlotAnalyse

Um die Richtigkeit der konstruierten Plasmide zu uberprufen, wurderSsighern blot

Analysen unterzogefAbb. 18. Hierzu wurde spezifische, Biotihl-dUTP-markierteipt-Sonde

DNA eingesetzt. Tabelle 17 gibt eine Ubersicht tiber die verwendete Sonde, Restriktionsenzymt

und die zu erwartenden Fragmentlangen nach spezifisigheidisierung(Abb. 1&).

Tab. 17: Ubersicht Uber dieSouthern blotAnalysen der neukonstruierten pS4aPT und pSG516

Plasmide.
Plasmide Restriktionenzyme Sonde erwartetes Signalbei Fragmentlange'
pS4GIPT
Ncd/ Xbad S-ipt 1kb
pSG516
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Abb. 18: Southern blot
Analysen de:
neukonstruierten Plasmid
(pS401PT) (@ und
pSG516 (b) au
Anwesenheit desipt-Gens
Autoradiogramm nach
Hybridisierung gegen die
Biotin-11-dUTP-markierte
ipt-Sonde. Beide Plasmic
wurden mit Ncol und Xbal
verdaut. Bahn 2
GeneRuler 1kb  DNA
Ladder (Fermentas)
Molekulargewichtsangabe
jeweils in kb.

6,00
5,00

2,00

1,00 1,00

Southern blotAnalyse
Southern blotAnalyse

3.6 VERSUCHE ZUR TRANSFORMATION VON TRITICUM AESTIVUM L

3.6.1 Transfer desuidA-Reportergens

Zunachst wurde die Funktionsfahigkeit beider Promotoren in WeizeHili@tdes Reportergens
(uidA-Gen) geprift (Krupsinsket al, 2002,GanandAmasino 1995)

3.6.1.1 Die transiente Expression deslA-Gens in pS4@GUS

Die Plasmide pS4GUS (Krupsinskaet al, 2002) unl pGFPBAR (Huber, 2002) (Abb. 19
wurden zur Cotransformation durch Partikelbeschuss verschiedener OrgdBiétieie Stangel,
Wurzeln und Kérner, jeweils in verschiedenen Entwicklungsstadien verwendet. Zur Kontrolle

wurden auch Blatter und Korner von Gerste in verschiedenen Entwicklungsstadien eingesetzt.

Nach dem Beschuss wurde der Erfolg der Transformation dibeExpression degfp-Gens
geprift. Eine transiente Expression agp-Gens wurde ab 16 h nach dem Partikelbeschuss
festgestellt. Die Halfte der beschossenen Organe wurde, wie in 2.2.7.2.1 beschrieben
histochemisch auf GU&Kktivitat untersucht, um diéAktivitdt des uidA-Gens bewerten zu
konnen. Die andere Halfte wurde vor der histochemischen Untersuchigngn 2.2.8.1
beschriebemit Methyljasmonat zur Induktion der Seneszenz inkubiert. Die Tests erlaubten eine
rasche Beurteilung dartber, ob die FreDMA Uber den Partikelbeschuss in den Zellkern

gelangt war, und wie hoch die Aktivitat des Promotors war.
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Weder bei Weizen noch Gerste konnte in einer der ProbenFadfing beobachtet werden,

obwohl die transiente Expression @dgg-Gens aul3er bei altem Gewebe immer positiv war.

Ubiquitin Promoter | nos- Terminator ‘ 35SPromoter | S65T-9 | nos-Terminator

Exon | Intron bar hsp 70 intron

||ll:||||:

Abb. 19: Das Plasmid pGFPR\R.; Exon, Intron des Ubiquitin-1-Gen; bar: bar-Gen; 35S:
CaMV35S hsp 70 intron (Hitzeschockprotein ausZea may¥, S65T-gfp: Synthetischengfp-
Gen mit dem Intron des SFLS1-Gen ausSolanum tuberosumnos-Terminator: Termination

des Nopalinsynthasegens

3.6.1.2  Transfer des Konstrukts pS4&US indie Weizensorten KleiBrujo

Da die sehr geringen Transformationseffizienzen noch immer ein zentrales Problem der
Gentechnik an Weizen sind, sollte das Transformatiamal Regenerationssystem weiter

optimiert werden.

Die funf folgenden Parameter wwmal bertcksichtigt: Die Variation der Medien, der
Kallusinduktionsanfang, der Beschussdruck, der Goldpatfidiethmesser und der Abstand
zwischen Zielgewebe und Abstoppgitter. Die 0. g. Faktoren ergaben 36 verschiedene Variante

desTransformationsansatz€Bab. §. Scutellarkallusvurdeauf dem RiMedium regeneriert.

Bei den drei verwendeten Medien waren die Scutellark#tidsktionsrate und die
Regenerationsrate bei den meisten Transformationsvarianten niedriger als bei den nich
beschossenen unreifen Brgonen (s. 3.3.1 bzw. 3.3.4). Die Transformationsansatze 21 bis 24
mit M3-Medium sowie 33 bis 36 mit MMedium ergaben sowohl die hdchste Scutellarkallus
Induktionsrate, als auch die beste Regenerationsrate bzw. die beste Kultureftizigab. einen
postiven Effekt auf diese drei Parameter bei beiden -M&lien vom gestiegenen
Kallusinduktionsanfang (Vorkultur) und 9 cm als Abstand zwischen Zielgewebe und

Abstoppgitter.

Die hochsten Transformationseffizienzesi Verwendungler drei Medierwaren 1,9 %bei L3
5; 10% bei M3-Medium sowie 4,8 % bei M§edium (Tab. 18).

Die Pflanzen, die die Selektion durch PPT (Phosphinothricin) Uberléienhavurden in Erde
unter Gewachshausbedingungen uberfihrt. Die Mehrzahl der in EvagclygenerPflanzen
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zeigte jedah keinegfp-Expression. Von 37 Transformaten waren 28 (75, §fghegativ(Tab.
18) aber ihre PCRAnalyse desiidA-Gers war positiv.

Tab. 18: Ubersicht Giber Transformationsvarianten von Sommerweizen clein Brujo mit pS40-
GUS und pGFPBAR. Jeweils 2zwei Tansformationsvarianten gehdren zum gleichen
Kallusinduktionsanfang

Trahr?;‘(cj)irur:;t/ion besAcnhZ(;ashs!ena ?ﬁgtﬂ%ﬁggﬁ Regeneration:  Kultur- Mﬂan;formaﬂon& bes/?:rr]lf)aszlener.
variante Embryonen %) rate(%)  effizienz (%) nS;aFt)iv pg;:ifi)v effizienz (%) TEmb fryonent/
ranstormanten
1 87 | 312 | 320 | 100 | 0 i 0O ! 0 § 0
> | 155 | 316 | 286 | 90 | 0 | 0 | 0 0
3 | 87 | s06 | 114 | B8 i o o i o T,
4 116 65,6 18,4 12,1 0 0 0 0
5 | 186 | 403 - 120 - 48 | oo ________ o - o
6 76 711 1 0 i 00 o i o0 | o 0
L35 A L S S R S - S
7 78 59,0 5 21,7 5 12,8 0 5 0 5 0 5 0
8 | 104 | 760 | 253 | 192 | 2 i 0 | 19 | 52
o | 01 | 396 | 194 | 77 | oo i o o
100 17 | 50 i o | 00 i o0 i 0 | 0 | 0
1 71T e 4 T1as A T o i o o TV
12 74 35,1 0 0,0 0 0 0 0
Vitewer:sD | - | 49,1£166 153+1L,1 7059 - | - | - i .
nsgesamt | 1242 - T AR
3] 71 240 | 204 | 71 0 | 0 o 0
“i{ 76 | 40 | 0o | 00 {0 0o i o i o0
15 | - 18 | 210 | 400 | 84 | o | o | o i o
16 120 26,0 63 | 16 0 0 0 0
17 0 200 ¢ 335 286 | 96 | o o o T
18 9 | 49 | 178 | 82 | 0o ! 1 ! 10 | o8
T S B 24 | 508 | 38 { 0 { 1 . 11 | 8
20 102 72,6 21,6 15,7 0 0 o 0
21 | 168 | 696 | ! 573 | 399 & 13 1 24 1 a2
22 150 92,7 75,3 698 | 15 ! 0 0 | 10
23 1 9% | 798 | 532 | 425 | o i o o | o
241 160 | 988 | 506 | 50 2 i 0 i 12 | 80
Mitewert£SD | 664276 3504225 2414220 - Sl 1844 | -
nsgesamt | 1458 | - N _______ - 18 5 - - -
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25 74 19.0 500 | 95 0 0 0 0
26 i
82 570 383 | 218 0 0 0 0
27 ______________ B B I :r _____________________ r-TTT-T-== B rTTT TS T ST s s s
114 36,0 341 | 123 0 0 0 0
28 112 31,0 286 | 89 0 0 0 0
T - e, —_-e- l L P-=
178 49,4 398 | 197 0 0 0 0
Mo 30 123 63,4 462 | 293 0 1 0.8 123
L1 s 61,6 570 | 351 : 0 | 1 0,7 151
32 i
80 91,3 480 | 438 0 0 0 0
33 131 76,3 640 | 488 1 2 2,3 44
34 134 85,8 774 | 664 2 0 15 67
35 105 84,8 798 | 677 5 0 48 21
36 E
76 89,5 824 | 737 0 0 0 0
Mitewert£SD | - | 62,1+245 538+184:364+23( - | - | 08+15 | S
nsgesamt | 1360 | . S N C S

Drei Transformanten der Sommerweizenvariét@® r u(R1o %1, T1) wurden weiter gezogen;
sie stammten aus drei verschiedenen Transformationsanséatzen (Tab. 19)Q)Ale2drei

zeigten GFHFluoreszenz.

Tab. 19: Uberblick Uiber die drei Transformanten

Pflanzen Medium Transformationsvariante GFP-Fluoreszenz PCR-Analyse fir uidA-Gen
R1 . M3 21 ¥ ¥
T1 . M9 31 ¥ +
s1 M9 33 + +

3.6.1.3  Histochemische und FluoreszeAnalyse vorHvS40GUS-Pflanzen

Um das Verhalten des Gerstenpromotdw$S40im heterologen System Weizen bei Seneszenz
induzierenden Bedingungen (D&hnhardt, 2003) wie Dunkelheit, Abscisin&apli&ation und
Verwundung (wie in 2.2.7.3 beschrieben) zu untersuchen, wurden junge Blatter deg drel

Kontrollpflanzen entnommenund den jeweiligen Versuchsbzw. Kontrollbedingungen
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unterworfen. AnschlieRend wurden die Blatter histochemisch auf-&ki8itat untersucht
(Tab. 20).

Abb. 20: Elektropherogramm zur PCR
Analyse der To-Pflanzen beziglich de
uidA-Gens, Bahn 1 GeneRuler 1kb DN,
Ladder (Fermentas), Bahn 2R1, Bahn :
Wildtyp, Bahn 4 T1, Bahn 5 S1 und Bah
6 Plasmid pS46GUS (Positivkontrolle).

PCR Analyse

Tab. 20: Uberblick tiber die Induktion der GUS-Farbung in Gewebenjunger Blatter der drei T -
Pflanzendurch Seneszeninduzierende BedingungenABA (Abscisinsaure), K.(Kontrollpflanze) .

Externe Faktoren

Pflanze : Dunkelheit . ABA+Dunkelheit | ABA + Licht/Dunkel (16/8 h) |  Verwundung
R1 Mesc-)phyll.und i i i
| Epidermis. ; ! :
S1 Mesophyll und Stomatei Mesophyll Mesophyll und Stomata -

Mesophyll und

I Epidermis

Mesophyll und Stomatai - -

: | : | :

AulRerdem wurden von den dr&p-Pflanzenvoll entwickelte Blatter, Stangel, Wurzeln und
Bluten (Phase 669 der Zadoks SkaJaohne Induktion direkt der GUBarbung unterzogen.

Tabelle 21 zeigt die entsprechenden Ergebnisse.

Tab. 21: GUSFarbung in reifen Organen der drei To-Pflanzen und der Kontrolle (K).

Ohne Induktion

Pflanze Voll entwickelte Blatter Stangel Wurzel
RL | - - +-
S1 - - +/-
L - - -
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Nach Behandlung junger Blatter zeigten nur wenige Blattstiicke-&ktigitat. Zudem war die
GUSFarbung sehr uneinheitlich aber haufig an der Schnittkante der Blatter oder in der Néhe
von Infektionsherdendie in den meisten Fallen PiHnfektionen warenDie gefarbten Gewse

waren Mesophyll (Abbildung &), Epidermis (Abbildug 21b) oder Stomai@bbildung 2I).

Pflanzen. (a) Mesophyll (Pflanze T1) (b) Epidermis (Pflanze R1) (
Stomata (Pflanze S1) (d) Mesophyll an deBchnittkante (Pflanze S1

e .
Wm..‘v.,., ‘ 1 Abb. 21: Histochemischer GUSAKktivitatstest junger Bléatter von To-
"
und (e) Kontrollpflanzen.

Bei diesem Ansatz zeigten, anderes als erwartet, die voll entwickelten Blatter keine GUS
Aktivitat. Jedoch war eine solche in ganzen Wurzeln oder Wurzelspitzen dérodPélianzen
nachweisbaAbb.22a).

Parallel dazu wurden auch junge WekRliiten und Kérner (Phase 538 der Zadoks Skala)

(Tab.9) ohne Induktion der Seneszenz histochemisch untersucht (Tabelle 22).

- / .“ ;-..
./‘ ¥ }M 500 um \’\-ff —_—

Abb. 22 Histochemischer GUSAktivitatstest der Wurzeln von einer
To-Pflanze ohne Induktion.(a-b) Pflanze R1 und (¢ Kontrollpflanzen.

-: .
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Tab. 22: Uberblick liber die GUSFarbung verschiedener Blitenteile der drei Transformanten
sowie der Kontrollpflanze (K) n.u: nicht untersucht.

Ohne Induktion

! . ! : ! ! Spelzen
Pflanze  Fruchtknoten : Eizelle : Staubbeutel : Staubfaden : Pollen : P
: : ! ; + Deckspelzen| Vorspelzen
R1 + Lo - i + Lo + +
S1 + : - : + i + A + +
T1 ! + Conu + : + VA + +
K. | -

Die Fruchtknoten (Abb. 2a, 2® und 3&g), Filamente (Abb. 2b, 23c und 28), Deckspelzen
und Vorspelzen (Abb. 3, und 3h) zeigten starke GU&Kktivitat in allen dreiTo-Pflanzen.
Pollen war bei R1 (Abb.3b) negativ, bei S1 und T1 dagegen zur Hélfte positiv. Dies wurde als
Ausdruck der Hemizygotie gewertet (Ab3fR Entsprechendviesen die jungen Staubbeutel
von R1 keine GUSarbung (Abb. 2&b) auf. Hingegen waren die alten von S1 und T1 (Abb.
23c-d) deutlich positivDie Staubbeuteder Kontroll-Pflanzen wiesen keine GUSFarbung (Abb.

23i) auf. In der Abbildung 28kann man stke GUSAKktivitat auch im unreifen Korn erkennen.

In keiner der dreiTo-Pflanzen konnte eine nennenswerte GUWRtivitdt in den Blattern
nachgewiesen werden. Die Ergebnisse stimmen somit mit den-Fath8ngen der voll

entwickelten Blatter tiberein, die auch negativ waren (Tab. 23).

100 pm

SOﬂim
50 um 500 pm 100 pm

Abb. 23: Histochemischer GUSAKktivitat stest der Bliterieile von To-Pflanzen.

(a-c) Pflanze R1, ¢-h) Pflanze S1, und (i) Kontrollpflanzen. a) und b) junge Blite, c
Staubbeutel, d) Staubbeutel, €) jung&drner und Staubbeutel, f) Pollen, der Pfeil zeigt GUS
Aktivitéat, g) Fruchtknoten, h) Deckspelzen und Vorspelzen und i) Staubbeutel von Kontrol
Pflanze ohne GUSAKktivitat.
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