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Zusammenfassung

Mit dieser Arbeit wurde ein Modellsystem fir die Entwicklung transgener
Kichererbsen (Cicer arietinum L.) beschrieben. Fir die Etablierung des
Systems wurde der A. tumefaciens Stamm EHA 105 mit dem binaren Plasmid
plBgus, welches ein gus uidA - und ein pat -Gen tragt, verwendet. Beide Gene
werden von einem 35S CaMV Promotor angetrieben.

Fur eine spatere Anwendung wurde das Stilbensynthasegen aus Vitis vinifera
(vst 1), welches von der Firma Bayer zur Verfigung gestellt wurde, in den
bindrern Pflanzentransformations-Vektor pGPTV Ubertragen. Das neue
Konstrukt (pHK vst) enthalt das vst-1 - Gen unter dem induzierbaren vst-
Promotor und ein bar-Gen unter der nos-Promotor Kontrolle

Die reifen, dekapitierten Embryonen wurden einer Ultraschall-unterstitzten,
Agrobakterien-vermittelte ~ Transformationsmethode  unterzogen  (SAAT-
Methode: Trick & Finer, 1998)

Die Regeneration der Pflanzen erfolgte tUber eine Induktion multipler Sprosse
mittels 10 puM Thidiazuron (TDZ) wéahrend der Co-Kultur auf MS-Medium. Far
die Elongation der induzierten Sprof3knospen wurde die TDZ Konzentration in
den folgenden Subkulturen auf demselben Medium verringert [10uM -
1pM].Zeitraum von vier Wochen. Die Selektion erfolgte auf MS-Medium mit 2.3
MM Kinetin und 3 mg/lI Phosphinothricin (PPT). Der Selektionsdruck wurde tber
5 mg/l PPT auf 10 mg/l PPT gesteigert. Es wurde ferner versucht, eine
Regeneration an protoplastenburtigen Kalli zu induzieren, dies jedoch ohne
Erfolg.

Die transgenen Sprosse wurden auf eine nicht transgene Unterlage gepfropft
und kamen im Gewachshaus zur Samenreife. Eine Bewurzelung der Sprosse
auf IBA supplementiertem MS-Medium mit 15 mg/l PPT war ebenso moglich.
Die Wurzeln der bewurzelten Pflanzen waren aber vergleichsweise schwach,
was die Pflanzen anfélliger machte.

Beide Markergene wurden in der T; und T, exprimiert. Fur weitere
Untersuchungen konnten homozygote, transgene Linien entwickelt werden. Die
Pflanzen waren resistent gegentber 600 mg/l PPT, welches in Form eines
Leaf-Paint-Assays mit dem Totalherbizid BASTA? appliziert wurde.

Die Integration der Transgene erfolgte Uber PCR, einen radioaktiven
Phosphiothricin-Acetyl-Transferase-Assay und gus-Assays .
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Abstract

In this studies a model system for the development of transgenic chickpea
(Cicer arietinum L.) has been presented. For the establishment of the system
the binary plasmid pIB-gus, harbouring a gus uidA - and a pat -gene was used
in the Agrobacterium tumefaciens strain EHA 101. Both genes are driven by a
35S CaMV promoter. Simultaneously the antifungal stilbensynthase gene from
Vitis vinifera (vstl) was inserted in the binary plant transformation vector
pGPTV bar. The new plasmid pHK vst contains the vstl gene under its own
promoter and the selectable marker gene (bar) under a nos-promoter.

Decapitated mature chickpea embryo explants were transformed by Sonication
Assisted Agrobacteria - mediated gene Transfer (SAAT: Trick&Finer, 1998).
Regeneration of plants was possible via multiple shoot induction on MS-
medium containing 10 uM Thidiazuron (TDZ) during co-culture. It was essential
to subculture the induced shoot buds on decreasing concentrations of TDZ
[SuM - 1uM] for elongation of shoot buds. The regenerated shoots were
cultured on MS - medium supplemented with 3 mg/l PPT with 2.3 uM Kinetin for
selection. The selection pressure was subsequently increased up to 10 mg/I
PPT on the same medium. Regeneration of plants were also tried from
protoplast derived calli, however this system of plant regeneration failed. The
transgenic shoots were established on soil through grafting on non transgenic
root stock. Rooting was also achieved on IBA supplemented MS-medium
having 15 mg/l PPT. The induced roots were comparatively weaker than the
grafting ones. Both marker genes were expressed in T1 and T2 plants. The
transgenic plants showed resistance in leaf paint assays on even up to 600
mg/l PPT. The transgenic homozygous plants were screened and grown in the
green house for further studies. The integration of transgenes into the plant
genome was confirmed through PCR, radioactive phosphiothricin-acetyl-
transferase-assay and gus-assays in the progenies.
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1 Einleitung

Die Kichererbse, engl. ,chickpea®, (Cicer arietinum L.), ist ein
Schmetterlingsblutler. Diese Familie umfal3t etwa 600 - 700 Gattungen und
18000 Arten. Die Gattung Cicer umfal3t etwa 40 Arten, von denen Cicer
arietinum L. die einzige Art ist, die landwirtschaftlich genutzt wird. Bis auf die
letzten 15 Jahre wurde an C. arietinum vergleichsweise wenig Zichtungsarbeit
geleistet. Neben dem heute verfligbaren, zertifizierten Saatgut werden in weiten
Bereichen auch noch lokale Varietaten angebaut. Grundséatzlich ist Cicer
arietinum L. in zwei Typen zu unterteilen, den kabuli - und den desi - Typ. Der
in dieser Arbeit verwendete Samen des kabuli - Typs hat eine helle Testa und
ist etwa so grof3 wie eine europdaische Erbse (Pisum sativum L.). Desi - Typen
haben Uberwiegend eine dunkle Testa und sind meist erheblich kleiner als
kabuli -Typen. In der Samenfarbe gibt es bei Cicer arietinum L. allerdings
erhebliche Variationen, so dal3 diese nicht allein zur Charakterisierung
herangezogen werden kann. Der desi -Typ wird Uberwiegend in Indien
angebaut, kabuli - Typen sind dort eher die Seltenheit. Im restlichen
Anbaugebiet wozu West-Asien, Ost-Afrika, der Mittelmeerraum und Mittel- und
Sudamerika zéahlen, werden fast ausschlief3lich kabuli - Typen angebaut.

1.1 Die Bedeutung von Kichererbsen (Cicer arietinum L.)

Die Kichererbse ist neben anderen Koérnerleguminosen in Landern mit
niedriger Fleischproduktion von grof3em Interesse fur die menschliche
Erndhrung. Als symbiontische Stickstofffixierer sind diese Pflanzen zudem in
der Lage, auf marginalen Béden zu wachsen und sie weisen eine relative
Trockenresistenz auf. Diese Eigenschaften kommen nicht zuletzt auch einer
extensiven Landwirtschaft zugute. Weltweit liegen die Ertrdge an Kichererbsen
hinter Bohnen und Erbsen. Die Ernteertrdge von Kichererbsen stagnieren aber
in den letzten funf Jahren (FAO Statistik, 1999). In Abb.1 sind die
Produktionsmengen ausgewahlter Kornerleguminosen in verschiedenen
Regionen dargestellt. In Asien, dem Nahen Osten und Indien haben die
Kichererbsen einen erheblichen Anteil an den Gesamtproduktionsmengen.
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Abb. 1 Ernteertrdge, Kornerleguminosen, (FAO Statistik, 1999)

Menge [t]

Naher Osten
Australien

Lateinamerika und Karibik

Bezogen auf die Anbauflachen (Abb. 2) wird deutlich, dal3 im Nahen Osten die
Kichererbsen auf einer weit gré3eren Anbauflache von 1,546,919 ha angebaut
werden, als die tbrigen aufgezéhlten Kérnerleguminosen.

Abb. 2 Anbauflache fiir Kichererbsen (FAO Statistik, 1999)

Anbauflache [ha]

Naher Osten
Australien

Lateinamerika und Karibik

Der Anbau dieser ertrags starkeren Arten ist jedoch in weiten Teilen des Nahen
Ostens nicht moglich, da die Niederschlage nicht ausreichen. Somit bieten
allein die Kichererbse und die Linse die Mdglichkeit, auch unter ungtinstigen
landwirtschaftlichen Bedingungen proteinreiche Nahrungspflanzen anzubauen.
Die Ertrage von Kichererbsen ( Abb. 3) im Nahen Osten stehen denen der drei
Ubrigen aufgefihrten Kornerleguminosen um bis zu 50% nach, dies steht im
Gegensatz zu den Anbauflachen (Abb. 2)



Abb. 3 Hektar- Ertrdge von Kornerleguminosen im Anbaugebiet
Naher Osten und Syrien.
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Die bereits aufgefiihrten Faktoren wie die ehemals weitverbreitete Verwendung
lokaler Varietaten und der Anbau auf Boden, auf denen nur Kichererbsen und
Linsen wachsen, sind eine Erklarung dafir. Heute besteht aber ein weltweites
Bestreben, sich ziichterisch der Probleme anzunehmen und die Sortenstabilitat
zu sichern (Kumar et al., 1998).

Ein weiterer Punkt ist die Winteraussaat und die damit verbundene, eigentliche
Problematik.

1.2 Problematik

Im Folgenden wird nur auf die Probleme des Nahen Osten eingegangen,
da diese Arbeit im Rahmen eines Projektes mit dem ICARDA (International
Center of Agricultural Research in Dry Areas) angefertigt wurde. Um eine
Ertragssteigerung erzielen zu konnen, wurden die traditionellen
Aussaatzeitpunkte von Februar/Marz auf die Monate November/Dezember
vorverlagert. Der Grund liegt darin, dal3 die Niederschlage von November bis
Februar zwischen 60 mm und 80 mm liegen, ab Marz fallen diese rapide auf
unter 40 mm. Eine Voraussetzung fur die Winteraussaat war die Zuchtung von
kihletoleranten Sorten, da die Temperaturen in den Anbaugebieten von
November bis Marz zwischen 5°C und 10°C liegen. Unter diesen Bedingungen
konnen die kuhletoleranten Pflanzen mehr Blattmasse bilden, und sind mit
Beginn des warmen Frihlings bereits in der Blute. Bis zum Erntezeitpunkt im
Mai/Juni (traditionell Juni/Juli) sind die klimatischen Bedingungen dann optimal
fur die Hulsenfullung. Dies fuhrt dazu, daR die Ertrdge der Wintersaaten
zwischen 50 - 100 % Uber der Frihjahrsaussaat liegen (Pala & Mazid.,1992;
K.B. Singh, 1996).
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Der Nachteil dieser Anbauform ist jedoch, dafld gerade die Feuchte und Kihle
optimale Bedingungen fir phytopathogene Pilze darstellen. Das Hauptproblem
ist eine Infektion der Kichererbsen mit Ascochyta rabiei und der daraus
resultierenden ,Ascochyta Blight". Wahrend der traditionellen Frihjahrsaussaat
waren die Resistenzeigenschaften der damaligen Sorten ausreichend, weil die
jahreszeitlichen Bedingungen fur den Pilz unglnstig waren. Eine
Vorverlagerung der Aussaat schafft nun aber zwangslaufig die Voraussetzung
fur den Pilz, die Resistenzen zu durchbrechen. Ascochyta besitzt eine hohe
pathogene Variabilitat, die sich in unterschiedlichen Schadbildern an Cicer
arietinum ausdrtickt. Auf diese Weise konnten unterschiedliche Pathotypen
definiert werden (Reddy & Siham, 1984; Singh & Pal, 1993). Durch DNA-
Fingerprints an vier verschieden Untersuchungsbezirken in einem Feld konnte
Morajane et al. (1994) die genetische Variabilitat von A. rabiei zeigen. In 50
Isolaten wurden 7 verschieden Haplotypen gefunden. Die genetische
Variabilitaét war innerhalb eines Untersuchungsbezirkes gréRRer als zwischen
verschiedenen Bezirken. Aul3erdem wurden an einer Blattlesion mehr als ein
Haplotyp gefunden.

Dies zeigt, dalR Mischinfektionen mit verschiedenen Pathotypen sehr
wahrscheinlich sind. Diese Wahrscheinlichkeit wird umso gréf3er, je starker der
Pathogendruck ist. Der Gebrauch des Wortes Resistenz in einigen
Publikationen bezieht sich im Zusammenhang mit Ascochyta rabiei aber immer
nur auf einen bestimmten Pathotyp und dessen Wechselwirkung mit Cicer
arietinum L., eine absolute Resistenz gibt es nicht. Die Sorte ILC-482 ist
resistent gegeniber zwei von drei Pathotypen von A. rabiei (ICARDA Isolate).

Weite Teile der Anbauflachen Syriens sind heute bereits von Ascochyta
betroffen. Ein steigender Pathogendruck fiihrte in der jingsten Vergangenheit
zu gravierenden Ernteausfallen, so dal3 die Aussaatperiode wieder in das
Frahjahr verlagert werden mufite. Mit dieser Einschrankung ist ein wichtiger
Faktor zur Intensivierung und Ertragssteigerung in den betroffenen Gebieten
weggebrochen.

Durch konventionelle Zichtungsarbeit ist es den Pflanzenziichtern gelungen
Sorten hervorzubringen, die ein hohes Mal3 an Toleranz gegenuber Ascochyta
rabiei besitzen. Da fur das Toleranzniveau der Pflanzen mehrere Gene
verantwortlich sind, welche interallelisch miteinander agieren, ist aber die
Vererbung der Resistenzeigenschaften nur schwer nachzuvollziehen (Dey &
Singh, 1993). Bisher reichen die Toleranzeigenschaften auch nicht aus, um
wieder die Vorteile der Winteraussaat voll nutzen zu kdnnen.

Wenn keine hinreichenden Resistenzen innerhalb einer Art gefunden werden
kénnen, so ergeben sich zwei Mdglichkeit:



1) ,Weite Kreuzungen*

~Weite Kreuzung“ mit Gattungsverwandten, die die gewiinschten Eigenschaften
tragen. Innerhalb der Gattung Cicer sind die Arten C. judaicum, C. pinnatifidum
und C. bijugum resistent gegentber A. rabiei. Bisher sind aber nur
interspezifische Kreuzungen mit fertilen Nachkommen zwischen C. arietinum
und C. echinospermum und C. reticulatum gelungen. Diese beiden Arten sind
nicht gegen A. rabiei resistent, jedoch kuhletolerant (Singh et. al. 1990; 1995).
Solche Ansatze der Pflanzenzichtung sind aber mit gro3en Schwierigkeiten
verbunden, da mit dem Uberschreiten der Artgrenzen oft auch sexuelle
Inkompatibilitaten und reduzierte Fertilitdt einhergehen.

2) Gentransfer

Beim Gentransfer werden einzelne Gene in das Genom der Pflanze
eingebracht, Art und Gattungsgrenzen spielen dabei keine Rolle. Bezlglich der
Auswahl der einzubringenden Gene gibt auch keine Beschrankung auf das
Pflanzenreich.

1.3 Resistenzmechanismen in Cicer arietinum L.

In der Literatur sind potentielle Resistenzmechanismen beschrieben,
welche nicht immer mit dem Toleranzniveau der jeweiligen Sorten korrelieren.
So induziert Ascochyta rabiei in den Kultivaren ILC-1929 und ILC-3279 in
gleichem Malde 3-1,3-Glucanase- und saure-Chitinase-Aktivitat (Vogelsang &
Barz, 1992;). Da ILC - 3279 jedoch ein deutlich hdheres Toleranzniveau
gegeniber der suszeptiblen ILC - 1929 besitzt, kdnnen diese Eigenschaften
also zumindest nicht die alleinige Ursache fur die relative Resistenz von ILC-
3279 sein. Im Unterschied zu diesen Ergebnissen induziert A. rabiei sowohl bei
der resistenten Sorte E 100Y als auch bei der suszeptiblen Sorte PB-7 die
Expression einer edogenen Chitinase. Bei E 100Y ist aber die Chitinaseaktivitat
etwa doppelt so hoch wie bei PB-7 (Nehera et al., 1994). Ob mit der
Chitinaseaktivitat noch eine andere Resistenzeigenschaft gekoppelt ist, wie
etwa die Expression von Phytoalexinen, wurde nicht beschrieben.

1.4 Produkte des Sekundéarstoffwechsels in der
Resistenzentwicklung

Phytoalexine sind pflanzliche Abwehrstoffe, die nach einer Infektion in
den betreffenden Bereichen akkumuliert werden. Die Phytoalexine der
Leguminosen sind meist Isoflavonoide, also in ihrem Grundgerist sehr ahnlich.
Die Biosynthese von Flavonoiden, Stilbenen und Chalkonen stellen die
Grundgeruste fiur die Synthese von Phytoalexinen. Fur Kichererbsen sind
wenigstens zwei dem Flavonoidstoffwechsel entstammende Substanzen
bekannt, Medicarpin und Maackiain, welche durch A. rabiei induzierbar sind
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(Weigand et. al.,, 1985). Die Prasenz einer Chalkonsynthase ist ebenfalls in
Cicer arietinum L. auf DNA-Ebene nachgewiesen (Ichinose et al., EMBL-
Datenbank, siehe Literaturteil).

Der Isoflavonstoffwechsel, ausgehend vom Chalkon, fihrt UGber diverse
Zwischenstufen tber die Pterocarpane zu den oben genannten Phytoalexinen.
Eine Stilbensynthase ist jedoch im Repertoire des Cicer arietinum L. Genpools
nicht vorhanden. Sie ist aber unter anderem innerhalb derselben
Pflanzenfamilie in der Erdnul3, Arachis hypogeae (Ingham J.L., 1960) und im
nicht verwandten Wein, Vitis vinifera (Langcake P., 1986). anzutreffen. In
diesen Arten wird die Stilbensynthase ebenfalls durch Pilzinfektionen induziert.
Die Substrate fur die Stilben- oder Resveratrol Synthase sind p-Malonyl-SCoA
und p-Cumaryl-SCoA, welche in allen Pflanzen vorkommen und ebenfalls das
Substrat der Chalkonsynthase darstellen (Rupprich & Kindl, 1978). Die beiden
Schlisselenzyme nutzen dieselben Substrate, fihren aber zu grundlegend
unterschiedlichen Phytoalexinen.

Erstmals wurde innerhalb der Leguminosen ein Phytoalexin in Erbsen Pisum
sativum L. nach einer Infektion mit Sclerotina fructicola nachgewiesen
(Cruikshank & Perrin, 1960). Es handlte sich dabei um ein Pterocarpanderivat,
so wie auch die Phytoalexine Maackiain und Medicarpin aus C. arietinum L.,
und es wurde Pisatin genannt.

Weigand et al. (1985) zeigten einen deutlichen Anstieg des Isoflavongehalts bei
ILC-1929 und ILC-3279 nach einer Infektion mit A. rabiei. Die Bildung der
Phytoalexine Maackiain und Medicarpin bei ILC-3279 war jedoch signifikant
hoher als bei ILC-1929, bei der lediglich Medicarpin in einem vergleichsweise
geringen Male gebildet wurde. Dies korreliert auch mit den
Resistenzeigenschaften im Feld. Ein Hinweis darauf, dal3 Maackiain in
Kichererbsen ein wichtiger Stoff zur Pathogenabwehr ist, wird dadurch gezeigt,
dalR die Fahigkeit zur Infektion von C. arietinum durch den Pilz Nectaria
haematococca mit der Fahigkeit zur Maakiaindetoxifikation, korreliert ist (Covert
et al. 1996). Diese Fahigkeit wird durch die Gene MAK 1 und MAK 2 codiert,
deren Genprodukt, eine Flavoprotein-mono-oxygenase, Maackiain in la-
Hydroxy-Maackiain umwandelt. Ein drittes Gen, MAK 3, codiert flr ein Enzym
welches Maackiain in ein 6a-Hydroxy-Maackiain umwandelt. Das MAK 3 Gen
korreliert nicht mit der Virulenz von Nectaria haematococca in Kichererbsen
(Sarah F, 1996). Aus einem Wildstamm von A. rabiei konnte eine l6sliche
Flavoprotein-mono-oxygenase isoliert werden, diese wandelt ebenfalls
Maackiain in la-Hydroxy-Maackiain um (Tenhaken et. al., 1991).



1.5 Biotechnologische Ansatze

Das Einbringen von Genen aus anderen Genpools zur
Resistenzvermittiung und Qualitatsverbesserung in Kulturpflanzen ist heute die
Schnittstellen der konventionellen Zuchtung und der Gentechnik (Kahl et al.,
1994). Zum einen bieten die Methoden der Molekularbiologie heute die
Moglichkeit, Pflanzenfamilien auf molekularer Ebene zu charakterisieren
(Udupa et al., 1999) und so gezielt nach Resistenzgenen in Pflanzen zu
suchen. Zum anderen schreitet die Gentechnik mit neuen Protokollen zur
Transformation von Nutzpflanzen weiter fort, bedarf aber der molekular
charakterisierten, entsprechenden Resistenzgene.

Fir  Pilzinfestationen  stehen  mittlerweile  eine  Reihe  potentiell
resistenzvermittelnder Gene zur Verfigung, die teils bakteriellen, teils
pflanzlichen Ursprungs sind. Hier ist zwischen jenen Genen zu unterscheiden,
die fur direkt fungitoxisch wirkende Enzyme codieren und solchen, die in den
Sekundéarstoffwechsel der Pflanze eingreifen und die Phytoalexinsynthese
bestimmen. Ein Beispiel fir direkt wirkende Fremdgene ist die Ubertragung
eines Chitinasegens aus der Bohne in Tabak und Raps Pflanzen mit daraus
resultierenden, verbesserte Resistenzeigenschaften gegeniber dem Bodenpilz
Rhizoctonia solani (Broglie et.al. 1991).

Nachdem das Stilbensynthase-Gen aus Vitis vinifera ,vst 1* kloniert worden ist
(Melchior & Kindl, 1990), bietet es die Moglichkeit, den Sekundarstoffwechsel in
transgenen Pflanzen zu verandern.

Die Integration des Stilbensynthase-Gens aus Vitis vinifera fuihrte zu einer etwa
50%igen Befallsreduktion an transgenem Tabak ( Hain et al. 1993). Auch in Reis
(Stark-Lorenzen et al. 1997), und Weizen (Leckband & Lo6rz, 1998) fuhrt eine
Integration des Stilbensynthasegens zu verbesserten Resistenzeigenschaften
gegeniber Pilzkrankheiten.

1.6 Mogliche Interferenzen und zu erwartender Nutzen
vst 1 transgener Cicer arietinum Pflanzen.

Der pflanzliche Sekundarstoffwechsel stellt eine sehr komplexe
Vernetzung einzelner biochemischer Reaktionswege dar. Die Folgen einer
Integration Sekundarstoffwechsel beinflussender Fremdgene a3t sich nur
ansatzweise voraussehen. So liegt auf der Hand, dal3 es bei dem gleichzeitigen
Vohandensein von Chalkon- und Stilbensynthase, beide werden transkriptional
reguliert, eine Substratkompetition geben wird. Fur beide Enzyme sind p-
Malonyl-SCoA und p-Cumaryl-SCoA die Eingangsmolekdle. Inwieweit durch die
gleichzeitige Induktion der beiden Gene eine Substratknappheit auftreten kann,
ist im einzelnen nicht vorauszusehen. Denkbar wére, dal} sich die Prasenz der
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Stilbensynthase in Kichererbsen negativ auf die Syntheseleistung der Pflanze
in Bezug auf Maackiain und Medicarpin auswirken kdnnte.

Die Toleranz einzelner Cicer arietinum Sorten gegeniber einigen Pathotypen
von Ascochyta rabiei ist aber offenbar auch an die Phytoalexine Maackiain und
Medicarpin gebunden. Ein Nachlassen der Produktion dieser Phytoalexine
konnte diesbeziglich negative Auswirkungen haben.

So filhrte in Tabak die Uberexpression der Stilbensynthase unter einem
konstitutiven CaMV 35S Promotor neben der 50%;gen Befallsreduktion, auch zu
einer Veranderung der Blutenfarbe und zu mannlicher Sterilitat. Es wurde das
Stilbensynthase-Gen mit dem eigenen induzierbaren Promotor und mit dem
CaMV-35S-Promotor verglichen. Ein vor den Stilbensynthasepromotor
geschalteter Vierfach-Enhancer fihrte ebenfalls zu einer hdheren Expression
der Stilbensynthase gegeniuber dem Promotor ohne Enhancer. Auch hier wurde
eine Veranderung der Blutenfarbe beobachtet, es gab aber fertile
Nachkommen (Fischer R. et al., 1997).

Da die Virulenz vieler Pathogene auf ihre  F&higkeit zur
Phytoalexindetoxifikation zurtickzufiihren ist, konnte das Auftreten eines
zusatzlichen neuen Phytoalexins in der Ascochyta rabiei / Cicer arietinum
Interaktion zu einer Verbesserung der Resistenzeigenschaften in Kichererbsen
fuhren.

Vor diesem Hintergrund ist die Transformation von Kichererbsen mit der
Stilbensynthase ein sinnvoller Ansatz. Klarheit tUber die Auswirkungen des
Stilbensynthase-Gens in Kichererbsen kénnen nur transgene Pflanzen und ihre
Nachkommenschatft liefern.

1.7 Ziele der Arbeit

Vorangiges Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine robuste und
reproduzierbare Methode zur gentechnischen Veranderung von Kichererbsen
zu entwickeln. FUr die Arbeiten sollte im Rahmen des Projektes mit dem
ICARDA eine relevante Sorte verwendet werden. Die Sorte ILC 482 ist
kihletolerant und gegenuber zwei von drei A. rabiei Isolaten (ICARDA)
resistent. Es handelt sich dabei um einen kabuli-Typ. Zwei Techniken sollten
auf ihre Anwendbarkeit an Kichererbsen tberprift werden:

-Erstens ein Protoplastensystem mit der Madoglichkeit des direkten
Gentransfers.

-Zweitens ein Agrobakterien-vermittelter Gentransfer auf der Basis einer
direkten Organogenese.



Fur die Verbesserung der Resistenzeigenschaften von Kichererbsen
gegeniiber A. rabiei sollte ferner die Voraussetzungen fur die Ubertragung des
Stilbensynthase-Gens aus Vitis vinifera L., ,vst 1“ in das pflanzliche Genom
geschaffen werden. Dazu sollte das vstl- Gen mit einer
Phosphinothricinresistenz als selektierbarem Marker kombiniert und dieses
Konstrukt in einem bindren Vektor flr den Agrobakterien-vermittelten
Gentransfer bereitgestellt werden.

AulB3erdem sollten Grundlagen fir einen Co-Transfer von zwei binaren
Plasmiden aus einem Agrobakterium erarbeiten werden, von denen nur eines
den Selektionsmarker tragt. Eine erfolgreiche Co-Transformation wirde die
Mdoglichkeit erschlie3en markerfreie transgene Pflanzen Uber Auskreuzungen
zu erhalten.



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien

1-Naphtylessigsaure (NAA)
2,4-Dichloro-Phenoacetic Acid (2,4-D)
6-Benzylamino-Purin (BAP)
Acetosyringon

Alginat

CaCl, x 2H,0

Cellulase Onozuka R-10 (1,0/mg)
Combactam

CTAB ( Haxadecyl Tri-Methylammonium)
D (+) Saccharose

D(+)-Saccharose

D-Glucose Monohydrat
Di-Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,)
D-Mannitol

DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDTA (Dinatriumsalz-Dihydrat)

EDTA

Formaldehydlésung, min. 37 % z.A.
Gamborg B 5, Vitamin Mixtur
Gentamycinsulfat

Hefeextrakt

Kaliumhexacyanoferrat (K;(Fe(CN)g))
Kanamycinsulfat

Kinetin

Macerozym R-10 (Pectinase 0,6 U/mg)
MES (2-(N-Morpholino)ethane H,O sulfonic acid)
MS-Medium (Micro und Macro Elemente)
MS-Medium, Microsalz Mixtur
MS-Medium, Vitamin Mixtur
Natriumchlorid (NacCl)
Natrium-Dihydrogenphosphat (NaH,POy,)
Natriumhypochlorit (NaOCI) 12 %
Pectolyase (3,0 U/mg)

Pepton aus Casein, tryptisch verdaut (Trypton)
Plant-Agar

ppt (Glufosinate-Ammonium)
Thidiazuron,
(1-Phenyl-3-(1,2,3,-thioazol-5-yl)-Harnstoff)
Ticarcillin

Triton X-100

X-Glc A-Cyclohexylammoniumsalz,
(5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-glucuronat)

10

Mr=186,21, Sigma N-0646
Mr=221,6, Sigma D-8407
Mr=225,3, Sigma B-9355
Mr=196,20; Roth

A-0682

Mr=147,02, Roth 5239
Serva 16419

Pfizer

Mr=364,64 Sigma
Mr=342,30, Roth 4661.2
Mr=342,30; Roth
Mr=198,17; Duchefa
Mr=141,96, Riedel-de Haen
Mr=182,18, Roth 4175
Mr=78,10; Serva
Mr=372,24; Roth
Mr=372,24, Fluka 03680
Mr=30,03; Merck

Duchefa

Mr=694-723; Fluka

Roth

Mr=329,20

Mr=582,60; Duchefa
Mr=215,20; Serva

Serva 28302

Mr=213,85; Biomol
Duchefa

Duchefa

Duchefa

Mr=58,44

Mr=137,99; Riedel-de Haen
Mr=74,45; Roth

Sigma P-3026

Roth

Duchefa

Mr=198,16; Riedel-de Haen

Mr=220,20; Duchefa
Duchefa
Fluka

Mr=521,80; Duchefa



2.2 Medien und KulturgefalRe

Die im einzelnen aufgefuhrten Pflanzenmedien wurden jeweils in
Volumina < 500 ml autoklaviert, um ein Karamelisieren des Zuckers zu
vermeiden. Grol3ere Volumina erhdhten die Autoklavierzeiten auf Gber 90 min.,
da die Abkihlphase entsprechend langer dauert, was sich in einer
Dunkelfarbung der Medien bemerkbar machte. Alle in dieser Arbeit
verwendeten Phytohormone wurden stets mitautoklaviert (Herstellerangabe),
ebenso die Standardvitamine der Pflanzenmedien. Sterilfiltrierte Antibiotika und
Phosphinothricin wurden erst bei einer Temperatur von » 40°C zugegeben. Die
Bakterienmedien wurden in 1l Volumina autoklaviert, Antibiotika wurden
ebenfalls bei Temperaturen < 40°C zugegeben.

Fur die ersten 4 Subkulturen wurden Petrischalen verwendet, diese wurden
entsprechend der Explantatgrole mit maximal 20 Explantaten in der
Anfangsphase bestlckt. Fur die Co-Kultur wurde ein Filterpapier auf das
Medium gelegt. Fur die weitere Kultur wurden Pflanzencontainer
10cmx10cmx10 cm verwendet (Duchefa), diese wurden mit 100-150 ml
Medium gefillt und mit maximal 16 Explantaten bestlckt.

2.2.1 Pflanzenmedien

Die nachfolgenden Medien wurden mit den dem jeweiligen
Gewebekulturstadium entsprechenden Phytohormonen supplementiert. Den
Festmedien wurde 8 g/l Plant-Agar zugesetzt. Ferner wurde den Medien nach
dem Autoklavieren Ticarcillin (3-Lactamantibiotikum) gegen Gramnegative
Bakterien und Combactam (R-Lactamaseinhibitor) zugesetzt. Fir die
1.Subkultur 150 mg/l Ticarcillin und 100 mg/l Combactam, fur die weiteren
Kulturen 100 Ticarcillin und 50 mg/l Combactam. Ticarcillin wird zwar von
Duchefa mit dem R-Lactamaseinhibitor Calavulansdure vertrieben, eine
zusatzliche Supplementierung mit Combactam verlangert aber die Wirksamkeit
des Antibiotikums im Medium (personliche Mitteilung Andre de Kathen).

MS-Medium (Murashige & Skoog, 1962)

MS-Macrosalze 4,42 g/l
MS-Microsalze 1q/l
MS-Vitamine 0,149/
Saccharose 20 g/l
MES 14l

ph 56-58
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Co-Kulturmedium

MS-Macrosalze 4,42 all
MS-Microsalze 1g/l
MS-Vitamine 0,1 a/l
Saccharose 15 g/l
Glucose 15 g/l
MES 1/

ph 56-58

Dieses Medium wurde zur Cokultur der Explantate benutzt.

2.2.2 Bakterienmedien

YEP Medium
Hefeextrakt 10 g/l
Trypton 5 g/l
NaCl 5 g/l
ph 7
FaCIMedium
Hefeextrakt 5all
Trypton 20 g/l
NacCl 580 ma/l
KCI 186,4 mg/l
MgSo, x 7H,O 2,4 g/l
MqgCl, x 6H,0 2,0 g/l
Glukose 3,6 g/l Filtersterilisiert nach Auotkl.
LB Medium
Hefeextrakt 10 a/l
Trypton 5all
NacCl 10 g/l
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MS-Cokultur Medium

MS-Macrosalze 4,42 all
MS-Microsalze 1g/
MS-Vitamine 0,14l
Saccharose 20 g/l
MES 19/l
Actosyringone 100 uM
ph 56-5,8

2.3 Pflanzenmaterial

Als Material fur die vorliegende Arbeit diente Saatgut von Cicer arietinum
L. der Sorte ILC 482 vom kabuli Typ. Dieses Saatgut wurde vom ICARDA zur
Verfligung gestellt. Diese Sorte zeichnet sich durch ein hohes Mal3 an Toleranz
gegenuber dem phytopathogenen Pilz Ascochyta rabiei aus. Neben der durch
konventionelle Ziichtung verbesserten Toleranz gegeniber Ascochyta ist diese
Sorte auch kuhletolerant und besonders ertragreich.

2.4 Sterilisation des Saatqutes

Die Samen wurden entsprechend der fir das jeweilige Experiment
erforderlichen Menge abgewogen und einer optischen Kontrolle auf
Beschadigungen der Samenschale unterzogen. Defekte oder beschadigte
Samen wurden aussortiert. Die Samen wurden dann fir 1 min. in 70% Ethanol
geschwenkt und anschlief3end fur 10 min. in Natriumhypochlorit belassen. Nach
dieser Zeit wurde das Hypochlorit abgegossen und es wurde mit etwa dem
doppelten Volumen des Saatgutes 3 x mit sterilem, demineralisierten Wasser
gespult. Das Saatgut wurde dann fur 2h in dem etwa vierfachen Volumen
Wasser belassen. Nach diesen zwei Stunden wurde das Wasser erneut
ausgetauscht und die Samen quollen tGber Nacht.

2.5 Bakterien

In der nachfolgenden Tabelle sind alle in dieser Arbeit verwendeten
Bakterienstamme aufgezahlt. Die im Rahmen dieser Arbeit mit einem neuen
Plasmid ausgestatteten Stamme sind mit einem Stern ,* “ gekennzeichnet.
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Bakterien- Stamm Plasmid Antibiotikares
itenz Med.-
Konz. [mg/l]

E. coli * NM 522 pGEM-3zf+ |30 Kan/ 100

vst 1 Amp

E. coli * NM 522 pGPTV bar |30 Kan/ 100
Amp

E. coli * NM 522 pHKvst 1 30 Kan/ 100
Amp

Agrobacterium tmefaciens *  |EHA 105 |pHKvst 1 50 Kan

Agrobacterium tmefaciens EHA 101 |pIBgus 50 Kan / 40
Gent

Agrobacterium tumefaciens * | C58C1 pHKvst 1 50 Kan

Agrobacterium tumefaciens * |C58C1 pRi|pHKvst 1 100 Kan

15834

Agrobacterium rhizogenes * | R 1000 pHKvst 1 100 Kan

Agrobacterium tumefaciens C58C1

Agrobacterium tumefaciens C58C1 Ya Ya

15834 pRi
Agrobacterium rhizogenes R 1000 Y Ya

2.5.1 Bakterienanzucht

Angeimpft wurde immer mit 200m Glycerin-Stock auf 25 ml Medium. Die
Kulturen wurden in 100 ml Erlenmeyerkolben mit 25 ml Medium @. N.
angezogen. Antibiotika wurden dem Medium aus eingefrorenen
Stammldsungen jeweils frisch zugegeben.

2.5.1.1 E. coli

Fur die Vektorkonstruktion pHK vst wurde der E. coli Stamm NM 522
verwendet. Die Kultur erfolgte G. N. bei 37°C in LB-Medium. Fur die weitere
Verwendung wurden die Bakterien bei 3000 x g abzentrifugiert, der Uberstand
wurde dekantiert und anschlielRend mit einer Pipette quantitativ entfernt.

2.5.1.2 Agrobacterium

Agrobakterien wurden Uber Nacht bei 28°C in YEP angezogen.
Agrobakterium ist ein Bodenbakterium, welches bei htheren Temperaturen als
28°C seine tumorinduzieren Plasmide (Ti oder Ri) sowie das binare Plasmid
verlieren kann.
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Fur die weitere Verwendung wurden die Bakterien bei 3000 x g abzentrifugiert,
25 ml in einem 50 ml Falcon Tube, bei 4°C. Fir die Transformation von
Pflanzen wurde das YEP Medium quantitativ entfernt. Anschlie3end wurde das
Bakterienpellet duch Anschlagen gelockert und schlieBlich mit MS-Medium,
welches mit 100nM Acetosyringon supplementiert wurde, auf eine ODggp Von 1
- 1,1 eingestellt. Das Acetosyringon dient der Aktivierung der vir - Gene auf
dem Ti Plasmid, dieses steuert die Ubertragung der T-DNA in das
Pflanzengenom (Stachel et al., 1985; Delzer et al., 1990 )

2.6 Gewebekultur

2.6.1 Protoplasten

In Anlehnung an das Protokoll zur Isolation von Protoplasten aus Pisum
sativum (Lehminger Mertens, R. 1989) wurde ein Protokoll fiir Kichererbsen
entwickelt ( Kiesecker, H. 1996).

Enzym Mix : - 1% MES
0,1 % BSA
8 mM CacCl,
geldst in H,O deion.
pH 5,5

Darin werden gelst:
- 5% Cellulase
- 2 % Macerozym
- 0,1 % Pectolyase
Einstellen der Osmolaritdt von 470 mOs/kg mit

Mannitol
Mannit-Lésung: 0,4 M Mannitol
0,1 % MES
pH 5.6
Seewasser - 23 g/l Synthetisches Seesalz (Aquarienbedarf)
W5 Loésung - 100 mM NaCl
100 mM CacCl;
5mM KCI
0.1 % MES
pH 5.7, 520 mOs/kg durch Mannitolzugabe
02 M CaCl,- - 50 mM CacCl,
Lésung - 0,1 % MES
pH 5,7, 520 mOs/kg
Losung 1 - 50 mM CaCl ,
- 0,1% MES
pH 5,7, 520 mOs/kg
Losung 2 - 10 mM CaCl
- 0,1 % MES

pH 5,7, 520 mOs/kg
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Na-alginat - 2 % w/v Na-alginat, gelost in Mannit - Lésung
L6sung
CaCl, - Agar - 20 mM CacCl,, gel6st in Mannit - Lésung
- 1% Agar
Kulturmedium - Gamborgs B5 Komlettmedium (GAMBORG et al.,
(flussig) 1968)
0,1 % MES

1,5 % Saccharose
Je 0,5 mg/l NAA, BAP, 2.4 D
pH 5,7, 520 mOs/kg

Explantatpraparation von 3-4 Tage alten Sprossen
Klimabedingungen: 20-23°C, 16h Licht / 8 h dunkel

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)
10)

Entnahme der Sprof3spitze bis 2 mm unterhalb des Hakens von etwa 50
Sprossen. Sammeln der Explantate in 4°C Seewasser

Submerses Zerschneiden der Explantate mit Hilfe einer Rasierklinge in
einer Glaspetrischale. Dabei ist darauf zu achten, dal} das Gewebe nicht
gequetscht wird. Das Gewebe sollte in etwa 2 mm grof3e Stiicke
zerschnitten werden, dabei sollte wiederholt das Seewasser abgesaugt
und durch frisches ersetzt werden. Es mul3 dabei zugig gearbeitet werden.

Seewasser absaugen und das Gewebe unverziglich in eine 9 cm
Plastikpetrischale mit 10 ml Enzymmix Uberfuhren.

Inkubation bei 20 - 23 °C, dunkel, fir ca 4 h bei 50 rpm auf einem
Horizontalschiittler.

Aufnehmen der Protoplastensuspension mit Hilfe einer Weithalspipette
und Reinigung Uber Nylonsiebe ( 250-, 100-, 60 uM Maschenweite).
Nachspulen der Inkubationspetrischale und der Siebe erfolgt mit 0,2 M
CaCl; Lsg.

Aufteilen der Protoplastensuspension in zwei 50 mi Falcon® Tubes,
eventuell mit zusatzlichen CaCl, Lsg. auf 50 ml auffiillen. Zentrifugation
bei 4°C, 8 min, 60 x g.

Uberstand abgieRen und Protoplasten in 6 ml Mannitol-Lésung und 12 ml
0,2 M CacCl,-L8sung resuspendieren. Protoplastensupension dann auf vier

15 ml Falcon® Tubes aufteilen

Zentrifugieren, 5 min, 50 x g. Uberstand mit Pasteurpipette vorsichtig
abheben. 3 ml Mannit-L6ésung und 6 ml 0,2 M CaCl,-Lésung zugeben und
Pellet vorsichtig resuspendieren.

Schritt 9 wiederholen und dabei die Lebendzellzahl bestimmen.

Protoplasten-Pellets in jeweils 5 ml W5 Ldsung resuspendieren und auf
Eis far 30 min lagern. b Von hier ab stehen die Protoplasten flr den
direkten Gentransfer via PEG (Nicolaisen & Poulson, 1993, Béhmer P.,
1995) oder Elektroporation (Puonti-Kaerlas et al.; 1992, Mitchell et al.,
1997) zur Verfugung.
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Alginateinbettung

1) Zentrifugation der in W5 LOésung zwischengelagerten Protoplasten, 5 min
bei 50 x g und 4°C. Den Uberstand vollstandig abnehmen. 12 ml 4°C
Mannit-Losung zugeben und das Pellet resuspendieren.

2)  Zellzahl auf 4 x 10° / ml Protoplasten einstellen

3) Gleiches Volumen wie in 2 an Alginat-L6sung zugeben um final auf eine
Zelldichte von 2 x 10° / ml zu gelangen.

4) Jeweils 500 pl der Protoplastensupension aus Schritt 3 auf CaCl,
Agarplatten geben und zu einer mdglichst dinnen Scheibe zerlaufen
lassen.

5) Nach 1 Stunde bei Raumtemperatur die Alginatscheibe mit Losung 1
Uberschichten und fur eine weitere %2 Stunde inkubieren.

6) Die Alginatscheibe im Ganzen oder geviertelt in 9 cm Petrischalen mit 5
ml Kulturmedium Uberfihren.

7)  Dunkelkultur bie 26°C. Medienwechsel alle 7 Tage, dabei nur jeweils die
Halfte des Mediums austauschen.

Kalluskultur

1) Auflésen der Alginatmatrix mit 20 mM Na-Citrat Losung ohne Osmotikum.
Dies erfolgt auf einem Schiittler fir 10 min bei 50 rpm.

2) Uberfihren der Kalli auf Festmedium, Gamborgs B5, 2 % Saccharose
plus Phytohormone. Kultur zun&chst in Schwachlicht 16 h.

2.6.2 Direkte Organogenese (multiple SproR3induktion)

Die Gewebekultur besteht aus vier Stufen, die in ihrer zeitlichen Abfolge
und Dauer etwas variieren konnen. Entscheidend ist dabei oft der
Entwicklungsstand der Explantate, nicht das Alter der Kultur.

1. Transformation und Co-Kultur

2. Sprofinduktion, multiple SprofRbildung

3. Elongation der Sprosse unter selektiven Bedingungen

4. Bewurzelung oder Pfropfung der T, Pflanzen und spéaterer
Transfer in Erde.

Die Wurzel und die SproR3spitze werden vom Embryo entfernt und der Embryo
wird am Konnektiv vom Kotelydo abgebrochen. Die so behandelten Embryonen
werden wie unter (2.6.2) beschrieben transformiert. Nach der Cokultur und der
Antibiotikabehandlung wurden die Explantate fur 7-9 Tage auf MS-2 nM TDZ
bei 21°C im Licht (16 / 8nh Rhythmus) in Petrischalen, 8,5 cm Durchmesser,
kultiviert. Anschlieend wurden die Explantate von nekrotischem Gewebe
befreit und nur der basale Sprofiteil ohne die Axillarmeristeme wurde auf MS
1nM TDZ subkultiviert. Nach drei Wochen wurde dann die auf MS-Medium mit
3 mg/l PPT und Kinetin 2,32 nM ( 0,5 mg/l) umgesetzt. Nach drei bis vier
Wochen wurden die PPT-resistenten Explantate auf frisches Medium, 3 mg/l
PPT und 2,32 nM Kinetin Uberfiihrt. Die daraus entstandenen Sprosse wurden
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abgeschnitten und auf Medium mit 2,46 nM (0,5 mg/l) IBA zur Bewurzelung und
5 mg/l PPT uberfuhrt. Ein Teil der Sprosse wurde auf eine nichttransgene
Unterlage (ILC 482) gepfropft (2.6.6). Die sprof3proliferierenden Explantate
wurden auf MS-Medium mit 2,32 nM Kinetin und 10 mg/l PPT weiterkultiviert.

2.6.2.1 Agrobacterium tumefaciens vermittelte
Transformation

Fur die Transformation wurden oberflachensterilisierte, reife Samen
verwendet. Diese wurden nach der Sterilisation Uber Nacht in demin. Wasser
gequollen. Der Samen wurde dann mittels Skalpell zwischen den Kotelydonen
aufgebrochen. Der Embryo verblieb dabei zunachst an einem der Kotyledonen.
Zur Dekapitierung wurde die Skalpellklinge in die Agrobakteriensuspension
(2.5.1.2,5.14) getaucht, um diese zu benetzen. Auf diese Weise erfolgt
unmittelbar mit der  Verwundung des Pflanzengewebes  eine
Bakterieninokulation. Nachdem auch der Wurzelpol abgeschnitten worden ist,
wurden die Explantate vom Kotelydon entfernt und in Agrobakteriensuspension
gesammelt und fur etwa 2h inkubiert. Anschliel3end wurden sie beschallt (2.6.3)
oder direkt auf Filterpapier abgetupft und auf Co-Kulturmedium tberfuhrt.

Die Co-Kulturzeit betrug 3-4 Tage bei 21°C im Dunkeln. Nach der Co-Kultur
wurden die Explantate gewaschen und fir 0,5h in 200 mg/I Ticarcillin inkubiert,
um die im Gewebe befindlichen Agrobakterien unter Kontrolle zu bringen.
Anschlieend wurden die Explantate auf Filterpapier abgetupft und auf
SprofRinduktionsmedium ohne Filterpapierunterlage weiterkultiviert

2.6.3 SAAT-Methode

SAAT (Sonication Assisted Agrobacterium mediated Transformation) dieser
Begriff wurde von Trick und Finer (1997) ins Leben gerufen. Sie zeigten an
ultraschallbehandelten Sojakotyledonen, dafd Ultraschall dazu geeignet ist,
Verwundungen an pflanzlichem Gewebe zu verursachen. Verwundungen sind
als die Grundvoraussetzung fur einen Agrobakterien-vermittelten Gentransfer
anzusehen, da von den verwundeten Zellen phenolische Substanzen
freigesetzt werden. Diese konnen die Virulenzgene in Agrobakterien
aktivieren(Stachel et al., 1985).

Dieser Effekt sollte genutzt werden, um die Transformationseffizienz an
Kichererbsenembryonen zu erhéhen. Dazu wurden die Explantate nach der
Dekapitierung in glaserne Gewebekulturréhrchen mit Aluminiumdeckel (D 2,5
cm, H 8 cm) Uberfuhrt und in mit 5ml Agrobakteriensuspension beschallt.
Anschliel3end wurden sie fir eine Stunde in der Suspension belassen und dann
wie unter (2.6.3) beschrieben co-kultiviert. Die Routinetransformationen fur die
Ubertragung des vst 1-Gens wurden mit dem Gerat der Firma Bandelin
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durchgefihrt, da das Gerat T490 DH eine freundliche Leihgabe der Firma Elma
war und nicht fur die gesamte Zeit zur Verfligung stand.

2.6.3.1 Ultraschallgerat

Ein Ultraschallgerat moduliert eine hochfrequente Wechselspannung, die
dann Uber einen piezoelektrischen Ultraschallwandler in eine Schwingung
umgewandelt wird. Als Ultraschallwandler dient ein Sinterkeramikschwinger,
welcher in dem Rhythmus der Wechselspannung seine Form andert. Dieser
Wandler Ubertrdgt die Schwingung dann auf beliebige Bauteile, die dann
ihrerseits eine akustische Welle erzeugen, den Ultraschall. In dem in dieser
Arbeit verwendeten Wasserbad-Ultraschallgerat wird die Schwingung auf eine
Wanne ubertragen. Die Welle setzt sich dann in dem Medium Wasser fort.

Bei den verwendeten Wasserbadultraschallgeraten wird die Schwingung auf
eine mit Wasser geflllte Edelstahlwanne lbertragen. Die Explantate werden
also nicht direkt beschallt, die Schallwellen gelangen Uber das Medium Wasser
an das Probengefal3. Abh&ngig von der Materialbeschaffenheit des Gefal3es
setzt sich die Schallwelle im Inneren des Probengefél3es fort. Entsprechend
den phyikalischen Gesetzen der Reflektion an Grenzflachen zu anderen
Medien ist es wichtig, den Anstellwinkel der der Schallguelle zugewandten
Seite moglichst bei 90° zu halten. Innerhalb der Wanne baut sich innerhalb von
Sekundenbruchteilen eine ,Stehende Welle* auf, mit einer Wellenldnge von
etwa 3 cm. Da sich die Amplitude bei 1,5 cm befindet, ist es wichtig, daf3 die
Agrobakteriensuspension im Gefald eine Hohe von wenigstens 2 cm hat. Da
sich die Explantate unter der Schalleinwirkung standig bewegen, und wahrend
der Beschallung das Probengefald in der Eintauchtiefe verandert wird, kann so
eine homogene Beschallungsintensitat gewéahrleistet werden.

LEISTUNGS- FA.: BANDELIN FA.: ELMA
MERKMAL SONOREX RK 255S | T 490 DH
Arbeitsfrequenz 35 kHz 40 kHz
HF-Spitzenleistung 200 W 240 W
max. Schallleistung 100 W 100 W
bzw.Schallleistungs-dichte

Bei der HF-Spitzenleistung handelt es sich um die maximal vom Ultraschall-
Generator erzeugte Leistung.

Die maximale Schallleistung bzw. Schallleistungsdichte gibt die an der
abstrahlenden Flache tatsachlich abgegeben Leistung an und ist somit fur die
durchgefuhrten Versuche mal3geblich. Es ist dabei zu beachten, dal3 die
Fullmengen der Wasserbader immer gleich sein missen. Die Proben sind tber
den an der Wanne befindlichen Schallképfen zu positionieren.

Durch die Mdglichkeit der Einstellung der verschiedenen Beschallungsstufen ist
die HF Leistung bei dem Gerat T490 DH variabel. Die in den Versuchen
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verwendeten Intensitatsstufen 2, 5 und 9 entsprechen laut Herstellerangaben
den Schallleistungen 22, 70 und 100 W. Aus dieser ins gesamte Medium
abgegebenen Energie wurde der Anteil berechnet, der in dem Probevolumen (5
ml) wirkt: 2750 ml / 5 ml = 550.

Stufe 2: 22 W /550 = 0,040 W
Stufe 5: 70 W /550 =0,127 W
Stufe 9: 100 W /550 = 0,182 W

Fur das Bandelin Gerat gilt 4500 ml /5 ml = 900
Nicht variabel: 100 W /900 =0,111 W
Dies entspricht in etwa der Stufe 5 des Gerates T490 DH

Da neben der Intensitat auch die Expositionszeit variiert wurde, kann hier von
einer Beschallungsarbeit [Ws] gesprochen werden, Leistung in [W]) X Zeit [s].

2.6.4 Co-Kultur

Nach der Transformation wurden die Explantate auf Filterpapier
abgetupft. Wahrend der Explantatpraparation wurden die bereits préaparierten
Explantate in Agrobakteriensuspension zwischengelagert, in dieser Zeit haben
die Agrobakterien Gelegenheit, sich in das Pflanzengewebe hineinzubewegen.

Wahrend der Pr&paration und der Co-Kultur wurde das Explantat mit TDZ
bereits  zur  Sprof3proliferation  angereqgt. Die  Verwendung von
Wachstumsregulatoren wéahrend der Co-kultur erhéht bei Pisum die
Transformationsfrequenz (Schroeder et al., 1993; de Kathen & Jacobsen,
1995).

Die Co-Kulturbedingungen stellen einen Kompromif3 zwischen den
Bedurfnissen der Bakterien und der Explantate dar. Als optimal erwies es sich,
ein Filterpapier zwischen Medium und Explantat zu legen. Dieses verhindert ein
Uberwachsen der Explantate mit Agrobacterium und verbessert so die
Bedingungen flur die Explantate, die andernfalls leicht verbraunen. Die Co-
kulturzeit betrug 3-4 Tage bei 21°C im Dunkeln. Am Ende der Co-Kulturzeit
wurden die Explantate gewaschen und fir 0,5h in 200 mg/I Ticarcillin inkubiert.
Anschlieend wurden die Explantate auf Filterpapier getrocknet und auf
Medium (ohne Filterpapierunterlage) gelegt.
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2.6.5 Selektion

Zur Selektion der transformierten Explantate wurde Phosphinothricin
(PPT) in Konzentrationen zwischen 1 mg/l und 15 mg/l eingesetzt.

Das pat-Gen aus Streptomyces viridochromogenes und das bar-Gen aus
Streptomyces hygroscopicus weisen grof3e Sequenzhomologien auf. Beide
Gene vermitteln eine Resistenz gegenuber dem Glutamatsynthetase-Hemmer
Bialaphos. Bialaphos wird ebenfalls von Streptomyces hygroscopicus gebildet,
es ist ein Strukturanalogon zu Glutaminsaure. Die synthetischen Analoga zu
Bialaphos sind Phosphinothricin (PPT) oder auch synonym Glufosinat.

Abb. 4 PPT, ein Strukturanalogon zu Glutamat

CH3
‘ HO N~ o
HO — P — O C
| |
CH2 CH2
| |
CH2 CH2
| |
H— C — NH2 H— C — NH2
| |
PN AN
o OH o OH
PPT Glutaminsdure

Der Wirkmechanismus von pat und bar ist identisch, beide Gene sind in der
Lage, Phosphinothricin Uber eine Acetylierung zu detoxifizieren und sind
gleichwertig in der Pflanzengentechnik als Selektionsmarker einzusetzen
(Wehrmann et al., 1996).

Abb. 5 Detoxifizierungsreaktion des Phosphinothricins

CHy CHg
\ \
HO — P = O HO — P = O
\ \
C"“z QC-COA CTz
CHop > CH,
| |
H— C — NH2 H— C— NH— Ac
\ \
¢ A c AN
o] OH o OH
PPT mMw: 181,13 AC-PPT mw: 224,17

PPT ist hitzelabil und wurde daher dem Pflanzenmedium nach dem
Autoklavieren bei einer Temperatur unter 40°C zugegeben.
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2.6.6 Pfropfung

Da eine spontane Bewurzelung der abgeschnittenen Sprosse auf
hormonfreiem Medium nicht erfolgte, wurden die putativ transgenen Sprosse
auf eine nicht transgene Unterlage gepfropft. Fur die Pfropfung wurden » 1 cm
lange Sprosse vom SproRRklon abgeschnitten und bis zu einer Lange von » 3
cm auf Medium mit 0,5 Kinetin weiterkultiviert. Die Medien wurden zuséatzlich
mit 5 - 10 mg/l PPT supplementiert.

Diese elongierten Sprosse wurden mit einer Rasierklinge im basalen Teill
zweiseitig schrag angeschnitten. AnschlieBend wurde ein » 7-Tage alter
nichttransgener Keimling innerhalb des ersten Nodus dekapitiert. In diese, den
Nodus teilende Schnittflache wurde ebenfalls mit einer Rasierklinge ein etwa 5
mm tiefer Keil geschnitten. Der Pfropfling, dessen Schnittflachen etwa den
gleichen Winkel wie der Keil im Unterbau haben sollte, wird dann in diesen Keil
geschoben. Eine Fixierung des Pfropflinges mit einem Faden ist unbedingt
erforderlich. Steriles Arbeiten ist in dieser Phase nur noch von geringer
Bedeutung, die Produktionssterilitat eines handelsiblichen Nahgarns ist
ausreichend. Zur Fixierung wird eine Schlaufe um den oberen Teil des
Stumpfes gelegt, welche, nachdem der Pfropfpling moglichst dicht schlieRend
eingeschoben worden ist, zugezogen und verknotet wird. Dadurch wird
verhindert, dafd der ausgeschnittene Keil sich durch Austrocknung der Basis
und spateres Wundkalluswachstum weitet und der Pfropfling herausfallt, ehe er
in einer festen Verbindung mit dem Vaskularsystem der Unterlage steht.

Die Pfropflinge missen noch solange in einem Tischgewachshaus
(Hobbybereich des Gartnereibedarfs) mit entsprechend hoher Luftfeuchte in
der Klimakammer verbleiben, bis die Wundflache verheilt ist. Dann wird eine
behutsame Akklimatisierung durchgefihrt, indem die Pflanzen zunachst mit
dem Tischgewéchshaus in das S1 Gewachshaus gebracht werden, wo sie sich
vor allem an die niedrigere Luftfeuchte anpassen mussen. Wichtig ist, dal3 der
Faden spatestens nach der Uberfuhrung des Pflanze in das Gewéachshaus
entfernt wird.

2.6.7 Bewurzelung

Fir eine direkte Bewurzelung wurde dem Medium 0,5 mg/l - 2mg/l IBA
zugesetzt. Desweiteren wurde das Medium mit 5 - 15 mg/l PPT supplementiert.

2.7 Co-Transformation

2.7.1 Tumorinduktion mit A. tumefaciens C58C1

Zur Tumorinduktion wurde der Agrobakterienwildstamm C58C1
verwendet. Dieser Stamm tragt ein nicht entwaffnetes Ti-Plasmid und ist somit
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in der Lage, an Pflanzen ein Tumorwachstum zu induzieren. Dieser Stamm
wurde zuséatzlich mit dem bindren pHK vst Plasmid ausgestattet. Es sollte
zunachst die Mdglichkeit einer Ubertragung von zwei T-DNA’'s aus einem
Agrobakterium nachgewiesen werden. Ein weiteres Ziel war, das pHK vst
Konstrukt einer funktionalen Kontrolle zu unterziehen. An diesem sollte
Uberpriift werden, ob das bar-Gen nach der Ubertragung in die Pflanze intakt,
das heil3t funktionsfahig ist. Der Nachweis erfolgte Utber einen PAT-Assay
(2.8.4).

Die Bakterieninokulation wurde mit G.N Kulturen des genannten A. tumefaciens
Stamms durchgefiihrt. Es wurden dazu unter Gewachshausbedingungen 7
Tage alte Keimlinge herangezogen. Die Inokulation erfolgte durch ein mit
Agrobakteriensuspension benetztem Skalpell im basalen Teil des Epikotyls,
etwa 1 cm Uber der Erdoberflache.

2.8 Nachweis der Transformationsmarker

2.8.1 Transiente gus-Expression

Im Anschluld an die Cokultur wurden die Explantate mit
Equilibrierungspuffer gewaschen und und fir 3-4h in Substratpuffer bei 37°C
inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Substratpuffer abgenommen und
durch Ethanol (70%) ersetzt. Der gus-Test wurde entsprechend der
Expressionsstarke gestoppt, um ein Auslaufen des Farbstoffes aus den Zellen
in den Interzellularraum zu verhindern. Ziel war es, einzelne
Transformationsereignisse moglichst so zu lokalisieren, dal3 die Farbkristalle im
Cytoplasma zu sehen waren. Dies traf fur die vergleichenden Studien der
unterschiedlichen Ulraschallbedingungen zu.

Wurde nur eine qualitative Aussage bendtigt, so wurden die Explantate . N. in
Substratpuffer inkubiert. Dies traf fur die Nachkommenschaftsanalysen zu, da
hier auch schwach exprimierende Gewebeproben (Blatter) mit erfal3t werden
sollten.

2.8.2 Stabile gus-Expression

Der gus-Assay wurde mit den gleichen Reagenzien und unter den
gleichen Bedingungen angesetzt, unter denen auch die transiente gus-
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Expression untersucht wurde. Als ,stabil transformiert* galt prinzipell alles, was
langer als 10 Tage nach der Transformation gemessen wurde. Der Terminus
.otabil* wird in dieser Arbeit nur bei den Ultraschallexperimenten der
.rransienten Expression“ gegenibergestellt. Fur die To, und deren
Nachkommenschaften eribrigt sich eine derartige Differenzierung, da es sich
hierbei in jedem Fall um eine stabile Integration handelt. Im Gegensatz zum
direkten Gentransfer, bei dem das Transgen als doppelstrangige DNA mittels
Vektor Uber zuféllige Ereignisse in den Kern gelangt, mufld bei einem
Agrobacterium-vermittelten Transfer von einer stabilen Integration zum
Zeitpunkt der Expression ausgegangen werden. Dies erklart sich aus der
Tatsache, dall vom Bakterium einzelstrangige DNA gezielt in den Kern
Ubertragen wird. Fur die Translation ist aber die Doppelstrangigkeit die
Grundvoraussetzung. Die Gene auf der T-DNA konnen also erst translatiert
werden, wenn sie in das pflanzliche Genom integriert worden ist und der
komplementare DNA-Strang der T-DNA ergénzt wurde.

2.8.2.1 Zur Durchfidhrung der gus-Assays bendtigte
Puffer:

Phosphatpuffer: 0,1 M NaH>PO,4
0,1 M Nap,HPO,

Zugabe von NaHPO, zu NaH,;PO, bis ein pH-Wert von 7 erreicht ist ( zu
NaH,PO4 wird etwa das doppelte Volumen Na,HPO, zugegeben)

Prefixpuffer: P Phosphatpuffer + 2% v/v Formaldehyd(37%)

Equilibrierungspuffer: b Phosphatpuffer + 0,5 mM Ks(Fe(CN)g)
10 mM Na,EDTA
0,1 % (v/v) Triton X-100

gus-Puffer: P Equilibrierungspuffer + 0,5 mg/ml X-Glc A

2.8.3 Leaf-Paint-Assay

Fur den Leaf-Paint-Assay wird das Totalherbizid BASTA® in einer
entsprechenden Verdinnung (300-600 mg/l) mit Hilfe eines Pinsels auf das
Blatt aufgetragen, dieses Blatt wird dann entsprechend markiert. BASTA®
enthalt 200 g/l Posphinotricin. Dieses Herbizid findet eine breite Anwendung in
der Landwirtschaft. Da das Herbizid innerhalb der Pflanze nur bedingt
transportiert wird, kann es lokal begrenzt auf den Blattern appliziert werden.

Das Herbizid wird auf die Blattoberflache aufgetragen, durch Tropfenbildung
und anschlielende Verdunstung besteht immer die Mdglichkeit der lokalen
Konzentrationserhbhung. Das Herbizid sollte also nicht bei hohen
Gewéchshaustempraturen aufgetragen werden.
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2.8.4 Phosphinothricin Acetyl Transferase -Assay
Um die Expression der Phosphinothricin-detoxifizierenden Gene pat und

bar nachweisen zu kdnnen, wurde ein Enzymaktivitatstest durchgefuhrt. Die
Phosphinothricin-Acetyltransferasen befinden sich im Cytoplasma, sie behalten
ihre Aktivitdt nach einem Gewebeaufschlul3 bei und kénnen so fir einen
Enzymtest eingesetzt werden.

Losungen:
Extraktionspuffer : 50 mM TRIS-HCL

1 mM PMSF (geldst in Isopropanol)
3 g/l BSA ( Fettsaurefrei)

300 mg/l  Dithiotreitol, DTT

2 mM Na-EDTA (0,5 M stock, ph 8)

Chromatographie:

MIX: 300 ml 1-Propanol

200 ml 25% NH4OH L6sung

Chromatographie

Platten: TLC Platten, Silica 60F,54, 20 x 20 cm,

Schichtstérke 0,25 mm Merck,(Artikel.Nr.: 5715)

Protokoll:

1.

Homogenisieren von 20 - 30 mg Blattmaterial in Extraktionspuffer, 1m Puffer
pro 1mg Blattmaterial.

. Abzentrifugieren des Rohextraktes in einem Eppendorf Cap fur 5 min bei

4°C und 10000 x g.

. Abnehmen des Uberstandes
. Auf 20 nl Rohextract aus Schritt 3. werden 2 -ml Glufosinat-NH; und 3 -ni

“C-AcetylCoA ( entsprechend 50 mCi/mmol) gegeben

. Inkubation fir 45 min bei 37°C
. Zentrifugieren, 1 min 10000 x g
. 3-6 n des Uberstandes aus 6. auf die Chromatographieplatte pipettieren,

dies in 1 -m Schritten, um den Auftrag moglichst auf einen Punkt zu
konzentrieren % dies fuhrt zu scharferen Banden.

. Nach 2-3 Stunden werden die Chromatographieplatten aus der Kammer

genommen und luftgetrocknet. (unter einem Abzug, da beim Offnen der
Kammer Ammoniak frei wird)

. Die radioaktiv markierten Reaktionsprodukte werden via Autoradiographie

(Film: Kodak biomax ML) sichtbar gemacht. Expositionszeit betragt zwischen
12-48 Stunden bei -80°C.
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2.9 Molekulare Nachweismethoden an Pflanzen

von

Fur die molekularen Nachweise wurde die genomische DNA nach der
Doyle & Doyle, (1990) modifizierten CTAB Methode

( Murray & Thompson, 1980 ) isoliert.

2.9.1 Isolation genomischer DNA aus Kichererbsenblattern

Losungen und Puffer:

CTAB-Puffer:

3

% CTAB

1,4 M NaCL
0,2 % [3-Mercaptoethanol
20 mMEDTA
100 mM Tris-HCI pH 8,0
0,5 % PVP-40 (I6slich)
CTAB und 3-Mercaptoethanol wurden nach dem Autoklavieren zugegeben

24:1 Chlorophorm-Isoamylalkohol Mix

23 ml Chloroform

1

ml Iso-Amylalkohol

Waschpuffer
76 % Ethanol Abs.
10 mM Ammoniumacetat

RNase A
10 pg/ul  Stocklésung in ddH,O

TE-Puffer + RnaseA

10 mM Tris-HCI, ph 8,0

1

mMEDTA

10 pg/ml  RnaseA

DNA-Isolationsprotokoll:

1)
2)

3)
4)

5)
6)

7

8)
9)

10)

11)

150 - 200 mg moglichst junges Blattmaterial (etwas mehr als ein
Kichererbsenblatt)

Zermoérsern in  flussigem Stickstoff und anschlieBend in 2 ml
Eppendorftubes tberfuhren.

800 puL CTAB-Puffer (60°C vorgewarmt) zugeben und sehr gut mischen.

800 ul Chlorophorm-Isoamylalkohol Mix zugeben, vorsichtig aber gut
mischen

zentrifugieren, 10 min, 12000 rpm (1300 x g) bei Raumtemperatur

Wassrige Phase in frisches Gefal3 geben (Schritt 5 und 6 wiederholen bis
wassrige Phase klar ist)

2/3 Volumen Isopropanol ( - 20°C) zugeben und schwenken bis die DNA
sichtbar prazipitiert.

zentrifugieren, 10 min, 12000 rpm (1300 x g) bei Raumtemperatur

Uberstand abgieBen und in 200ul Waschpuffer das Pellet vom Rand
|6sen.

Waschpuffer entfernen und das Pellet in 200 pl TE-Puffer + RNaseA
inkubieren, 30 min. Bei 37°C 30 min inkubieren.

100 pl 7,5 M NH4Ac und 750 ul Ethanol abs. zugeben und gut mischen
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12) zentrifugieren, 10 min, 12000 rpm (1300 x g) bei Raumtemperatur
13) Uberstand abgielRen und Pellet in 100-250 pl ddH,O resuspendieren
14) Fur PCR die DNA 10 min. auf 60°C inkubieren.

2.9.2 PCR

Die PCR Reaktionskomponenten wurden in ein dinnwandiges 0,2 ml
Reaktionsgefald (Eppendorf) auf Eis pipettiert. Die PCR wurde dann in einem
Biometra Trio Thermoblock durchgefihrt.

2.9.2.1 gus-PCR

Nachgewiesen wurde ein 952 bp Fragment aus dem gus-Gen des
pIBgus Vektors. Die Ansatze waren standardmalfig wie folgt:

X M- H,0 reinst
25 m---—--- 10 x PCR-Puffer (Klentherm)
1,0 m--—--—-- MgCl, 25 mM
1,0 m--—--—-- je dNTP 20 mM
1.0 m------ je Primer (10 pmol/m)
0,13 U----- Klentherm (10U / m)
»50  ng------ Template DNA
25 m----- Gesamtvolumen

Primer:
gus A 10: 5-CCTGT AGAAA CCCCA ACCCG-3

qus A 769: 5’-TGGCT GTGAC GCACA GTTCA-3’

Programm:
94°C 60"
94°C 90”
65°C 90”
72°C 2" -—---- 30 Zyklen
72°C %
4°C ¥

2.9.2.2 vst 1 PCR

Fur den Nachweis der Integration des vst1-Gens wurden mit einer
Demo-Version des Programmes ,Vector NTI* (O 1994-1997 InforMax, inc.) die
aufgefihrten Primer generiert. Die Oligosynthese wurde bei Firma Carl Roth
Gmbh + Co, Karlsruhe in Auftrag gegeben.
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Abb. 6 vst 1 - Genarchitektur mit Primerbindungsstellen

Hind 111 (1901) Intron (1797-2153)
|

Primer RT-vst1, sense (1710) ‘\ Primer RT-vst1 antisense (2302)

START (1619k
Primer vstl, int,A (1513)

| Primer vstl,int, B (2151)

| STOP (2760) BamH | (3820)

Eco RI (2) vstl Promotor

662 bp

611 bp

Die Primer vst 1, int, A /B binden an Position 1658-1682 bp (Primer B) und
2296-2320 bp ( Primer A) des vst 1 Gens, bei einer PCR entsteht also ein 662
bp langes Produkt. Aufgrund ihrer Bindungsstellen (eine davon liegt mit den
letzten drei Basen des 3’-Endes im Intron) sind diese Primer nicht RT-PCR

tauglich.

Es wurde ein zweites Primerpaar generiert, mit welchem die Transkription des
vst 1-Gens nach Induktion auf mMRNA Ebene nachgewiesen werden konnte. Die
Primer RT-vst 1, sense / antisense binden an Position 1710bp und 2321bp des
vstl-Gens, sie flankieren das Intron und sind somit RT-PCR tauglich. Auf DNA
Ebene liefern diese Primer ein 611 bp Fragment, auf mMRNA ebene ein um die
IntrongréRe kleineres 255 bp Fragment. Die Flankierung des Introns wurde
vorgenommen, da so eventuelle DNA-Kontaminationen nach der RNA Isolation
anhand der Fragmentlangen tberprift werden kdénnen.

Ansatz pro PCR-Reaktion:

X Mo H,O reinst
25 m---- 10 x PCR-Puffer (Klentherm)
1,0 m--—-- MgCl, 25 mM
1,0 m--—-- je dNTP 20 mM
1.0 m------ je Primer (10 pmol/m)
0,13 U---- Klentherm (10U / m)
»50  ng------ Template DNA
25 m------ Gesamtvolumen

Primer vst 1, int:
vst 1int, A: 5-TTATA AATAC CCAAC ACTCA CACCC-3

vstlint, B: 5-CTTCT TGATC ATTGA TTTGT CACCT-3

Primer RT-vst 1:
RT-vst 1, antisense: 5-TCTTTAAGAGCCTTCAATGC-3’

RT-vst 1, sense: 5’- TCTACCAGTCTGATTATGCTGA-3’
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Programm:

94°C 2
94°C 90”
60°C 90"
72°C 2'-—---- 30 Cyclen
72°C %
4°C ¥

2.10 Klonierung des bindren Vektors pHKvst 1

2.10.1 Bakterientransformation

Die Klonierungs- und Transformationsvektoren wurden Uber eine
Elektroporation (Wirth R. 1989) in die Bakterien E. coli und A. tumefaciens
Ubertragen. Diese Methode setzt voraus, dal3 das Medium, in welchem sich die
Bakterien zum Zeitpunkt des elektrischen Pulses befinden, keine
Ladungstrager enthalt. Ist dies nicht gewéhrleistet, so zerbirst die Kivette
aufgrund eines zu hohen Stromflusses. Daher werden die Bakterien
elektrokompetent gemacht, indem sie mehrfach in Glycerin gewaschen und
abschlie3end darin resuspendiert werden.

2.10.2 Kompetente Bakterien

1) Einzelkolonie von LB-Festmedium in 2x10 ml LB-Medium (YEP fir
Agrobacterium) mit entsprechenden Antibiotika animpfen. 20 Stunden bei
28°C auf einem Schittler inkubieren.

2)  AnschlieBend 200 ml LB-Medium mit den Ubernachtkulturen animpfen
und far 3-5 Stunden bei 28°C auf einem Schdttler inkubieren. (ODggo 0 0,4
-0,5)

3) Bakterien bei 4 °C und 3000 x g abzentrifugieren ( SS 34 Réhrchen) und
anschlieRend in 100 ml 4°C kaltem, 10% Glycerin resuspendieren. Diesen
Schritt wiederholen.

4) Pelletieren und in 10 ml 10% Glycerin resuspendieren. Diesen Schritt
wiederholen.

5) Pelletieren und in 5 ml 10% Glycerin resuspendieren und in 1 ml Aliquots
aufteilen.

6) Aliquots pelletieren und in 100 pl 10% Glycerin aufnehmen. Fir den
sofortigen Gebrauch die Bakterien auf Eis lagern. Andernfalls die Aliquots
bei -80°C fur max. 6 Monate lagern.

2.10.3 Elektroporation

Die Transformation erfolgte mit einem Gene Pulser® (Bio Rad GmbH).
Die verwendeten 2mm Kivetten stammt von der Firma BTX. Alle Medien und
Geratschaften, auch der Kuvettenhalter wurden auf 4°C gekuhlt. Die unter
2.10.2 hergestellten Bakterien A. tumefaciens oder E. coli wurden entweder
direkt nach der Herstellung verwendet und auf Eis zwischengelagert, oder als
Kryostamm (-80°C) aufgetaut und dann auf Eis kuhl gehalten.
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Der Elektroporator wurde auf 2,5 kV, 25 nFD und 10 Ohm eingestellt
(modifiziertes Bio Rad Protokoll). Die Entladungszeit (Puls) sollte etwa 4,5 ms
betragen. Eine wesentlich kiirzere Zeit deutet auf zu hohe Salzkonzentrationen

in der DNA oder den kompetenten Bakterien hin.

1) 40 m kompetente Bakterien mit 2-4ng DNA mischen und in die Klvette
pipettieren. Sicherstellen, daf3 sich die Bakterien in einem Tropfen am
Boden der Kuvette befinden.

2) Kuvette in den Elektroporator einfihren und unverztglich elektroporieren.

3) Unverzuglich nach dem Puls 1 ml 4°C kaltes SOC Medium in die Klvette
pipettieren und die Bakterien darin verdinnen.

4) Bakterien in der Kivette fur 10 min auf Eis belassen

5) Bakteriensuspension in 2 ml Eppendorf-cap geben und fur 1h bei der

entsprechenden Temperatur ( 28°C fur A.tumefaciens oder 37°C fur
E. coli) inkubieren.

6) Verdiunnungsreihen der verschiedenen Elektroporationsansatze, 10 110°
Zund 10 anlegen.

7) Jeweils 100m der Elektroporationsansatze, einer Kontrolle ohne DNA und
einer nicht gepulsten Kontrolle der kompetenten Bakterien ausplattieren.
Dazu entsprechende Anzahl von LB-Platten mit und ohne den
entsprechenden Antibiotika bereitstellen. Das Ausplattieren mit einem
Drigalskispatel erfolgt solange, bis die Platten trocken sind. Die Inkubation
erfolgt bei 28°C oder 37°C, entsprechend dem jeweiligen Bakterienstamm

2.10.12 beschriebenen

2.10.4 Elektroporation der unter

Ligationsansatze.

Mit den Ligationsansatzen L 1 und L 2 wurden jeweils zwei Elektroporationen
von E. coli NM 522 durchgefuhrt. Die Geréteeinstellung entspricht der unter
2.10.3.

Ansatz L11 L1.2 L21 L2.2
Komp. Bakterien [m] 40 40 40 40
DNA aus 2 4 2 4
Ligationsansatz [m]

Von den vier Ansatzen wurden jeweils 100 und 500 m auf LB-Platten mit 50
mg/l Kanamycin ausplattiert. Verdinnungsreihen wurden nicht angelegt, da
nach der Ligation nicht mit einer sehr hohen Transformationsfrequenz zu
rechnen war.
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Desweiteren wurde eine Kontrolle von elektroporierten Bakterien ( ohne
Plasmid) auf eine LB-Platte mit Kanamycin und eine LB-Platte ohne Kanamycin
ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C.

An den auf Selektionsmedium gewonnen Kolonien wurde dann eine
Plasmidpraparation entsprechend 2.10.6 durchgefiihrt, anschlieBend ein
Restriktionsverdau (Sambrook et al., 1989):

3n DNA
1n Puffer R*
Im Hind Il
5n H-O

Inkubation 2 h bei 37°C in einem Inkubator. Dieser Verdau wurde dann auf
einem Agarose-Gel aufgetrennt (Sambrook J., 1989), sein fur das Plasmid
spezifisches Bandenmuster wurde dann mit dem zu erwartenden verglichen.

2.10.5 Lagerung

Die in 2.10.3 gewonnenen Bakterien wurden von einer Einzelkolonie
Uber Nacht in 3-4 ml LB- bzw. YEP-Flussigmedium vermehrt. Aus dieser Kultur
wurden dann 2 ml, bei Agrobakterien 3ml, fur eine Plasmidpraparation (2.10.6)
eingesetzt. Der Rest wurde zum Animpfen von 25 ml in einem 100 ml
Erlenmeyerkolben verwendet. Dieser wurden dann bis zu einer ODgyp > 1
kultiviert. Die Bakteriensuspension wurde dann in einem Verhaltnis 2:1 mit
Glycerin 86% vermischt und in 2 ml Kryocaps der Firma Nalgene bei -80°C
gelagert.

2.10.6 Plasmidpraparation

Fur die routinemaRigen Kontrollen der Transformationsvektoren in den
Agrobakterienstammen wurden die Bakterien in 3-4 ml des entsprechenden
Mediums angezogen. Anschlielend erfolgte eine Plasmidpraparation aus den
Bakterien (Birnboim & Doly, 1979). Fur die Klonierung wurden gré3ere Plasmid-
Mengen mit einem entsprechenden Kit der Firma Quiagen gewonnen und
aufgereinigt.

2.10.7 L6sungen

Lsg.A: 15 mM Tris-Cl pH 8,0, 10 mM EDTA, 50 mM Glucose,
2 mg/ml frisches Lysozym zusetzen

Lsg.B: |0,2M NaOH, 1% SDS

Lsg.C: |3 M NaOAc, pH 4,8

Lsg.D: 10,1 M NaOAc, pH 7,0, 0,05 M Tris-Cl pH 8,0
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2.10.8 Durchfihrung

1) 2 ml der Ubernachtkultur in 2 ml Eppendorf-cap pipettieren und 5’ in
Laborzentrifuge  zentrifugieren.  Uberstand  quantitativ  entfernen.
® Bei Agrobakterien das Pellet in 1 ml der Bakteriensuspension erneut
resuspendieren und Schritt 1 wiederholen.

2) Pellet vorsichtig in 200 ni Lsg.A aufnehmen und 15’ bei RT. stehen lassen
3) 400 m Lsg.B zugeben, gut mischen
4) 300 m Lsg.B zugeben, gut mischen und 15 min auf Eis stellen.

5) 10’ zentrifugieren, den Uberstand in 1,5 ml Eppendorf-cap lberfiihren und
erneut 10’ zentrifugieren

6) 800 m Uberstand abnehmen, in 1,5 ml Eppendorf-cap tiberfiihren und mit
600 m Isopropanol (-20°C) fallen.

7) 10 zentrifugieren, Uberstand verwerfen, Reste mit Pipette vom Pellet
vollstandig entfernen.

8) Pelletin 200 m Lsg.D vollstandig aufnehmen, gut mischen und vollstandig
l6sen

9) 400 m abs. EtOH zugeben, mischen
10) 10’ zentrifugieren, EtOH vollstandig entfernen, Pellet trocknen.

11) Pellet in 50 M TE 10/0,1 + 1 m RNAse ( 1lmg/ml) aufnehmen.
® Fur Ligation nur in Reinst-H,O + 1 ml RNAse aufnehmen.

2.10.9 DNA Aufreinigung

Nach dem Restriktionsverdau wurden die elektrophoretisch
aufgetrennten DNA-Fragmente auf dem UV-Leuchttisch aus dem Gel so knapp
wie moglich ausgeschnitten, in 1,5 ml Eppendorf-caps (Tara) Uberfihrt und
gewogen. Die in der Agarosematrix befindliche DNA muf3te nun fir die Ligation
aufgereinigt werden.

Die Aufreinigung der DNA erfolgte mit dem Aufreinigungs Kit, Easy Pure®
(Biozym Diagnostik GmbH). Es wurde genau nach dem mitgelieferten Protokoll
gearbeitet. Die einzelnen Komponenten sind nicht ndher beschrieben, es kann
daher nicht naher auf das dem Kit beiliegende Protokoll eingegangen werden.
Prizipiell handelt es sich um ein Glasmilchverfahren, bei dem die DNA unter
bestimmten Pufferbedingungen an die Glaskugeln gebunden, anschliel3end
gewaschen und abschlieend wieder unter bestimmten Pufferbedingungen von
den Glaskugeln gel6st wird.

Nach der Aufreinigung der DNA wurden diese direkt fur die Ligation eingesetzt.
Die DNA wurde dazu in autoklaviertem, zweifach deionisiertem H,O
aufgenommen.
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2.10.10 Aufbereitung des vst 1 Gens

Das Stilbensynthase Gen wurde von der Firma Bayer in dem bindren
Pflanzenvektor pPCV001 (Konzc & Schell, 1986) als pVE5" zur Verfligung
gestellt. Das binéare Plasmid tragt als Pflanzenmarker ein npt 1I-Gen, es sollte
zur besseren Selektierbarkeit in Pflanzen mit einem bar-Gen kombiniert
werden. Die nachfolgenden Klonierungsschritte waren erforderlich, um das
vst 1-Gen in den Pflanzenvektor pGPTV bar (Becker et al., 1992)
einzuklonieren. Die Kassette in pVE5+ besteht aus einem 1,3 kb grof3en 4x
Enhancer (Enhancersequenzen des 35S RNA Promotors) und dem 3,8 kb
gro3en vst 1-Gen inclusive dem induzierbaren vst 1-Promotor, einem Intron
und dem Terminator. Flankiert wird sie von zwei BamH1
Restriktionsschnittstellen, so dalR prinzipiell beide Orientierungen moglich sind.
Das Plasmid wurde in E.coli NM 522 via Elektroporation transformiert (
entsprechend 2.10.3).

Das vst 1-Gen wurde dann uber die Eco Rl / Bam HI Site aus der pVE5+
Kassette herausgeschnitten und in die Multiple Cloning Site von pGEM-3zf+
einkloniert. Innerhalb dieser Multiple Cloning Site befindet sich neben der
Bam H1 eine Xba 1 Site. Uber diese Schnittstellen kann das vst 1-Gen an
Stelle des gus-Gens in den pGPTV bar Vektor (Becker D., 1992) einkloniert
werden.

Fur die Suche geeigneter Schnittstellen stand die Sequenz des aus Vitis
vinifera klonierten und mit dem Enhancer kombinierten vst1 zur Verfligung
(Hain et al. 1993). Es wurde zunéchst darauf verzichtet, den Enhancer mit in
den binéren Vektor zu Ubernehmen, da dieser Enhancer zu einer verstarkten
Expression in Tabak fuhrte (Fischer R, 1997). Eine verstarkte Expression
konnte aber zu einer mannlichen Sterilitat in Kichererbsen fuhren.

Dies hatte zwei weitere Vorteile, zum einen war der zu kloniernende Bereich
nur noch 3,8 kb grof3 und zum anderen war so eine Polarisierung des vst 1
Gens zwischen der flankierenden Eco Rl und Bam HI Site moglich.

EcoRI Hind 111

Bam HI Va1 Bam Hi
enhancer

PVES+

Das vst 1 Gen wurde dann uber die Eco RI / Bam HI Schnittstelle in die Multiple
Cloning Site des pGEM-3zf" Vektor (Yanish-Perron et al., 1985) der Firma
Promega kloniert .
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Aus diesem Vektor wurde das vstl Gen lber EcoRIl / Xbal wieder
herausgeschnitten. Es wurde dann Uber diese Schnittstellen in den pGPTV bar
Vektor an Stelle des gus-Gens eingefiigt.

1 Vst 1 1
Eco RI Bam HI
0 I 38kb | =am

Eco RI
Smal
Bam HI
Xbal
Sa |
Pst |
Hind 11

2.10.11 Aufbereitung des pGPTV Bar Vektors

Es handelt sich bei diesem Vektor um ein Bin 19 Derivat, welches
zwischen der linken und rechten Border ein promotorloses uid A-Gen und ein
bar-Gen enthalt. Der Vorteil dieses binaren Vektors besteht vor allem darin,
dafl3 sich das zu Ubertragende Strukturgen nahe der Linken Border der T-DNA
befindet und so zuerst tibertragen wird. Wird die Ubertragung aus irgend einem
Grund unterbrochen, so wird bevorzugt der selektierbare Marker nicht mit
Ubertragen. Dies verhindert, dal3 unter Umstanden Pflanzen resistent
gegenuber dem selektiven Agenz sind, jedoch das Strukturgen nicht tGbertragen
wurde (Becker et al., 1992). Auf dem Plasmid befindet sich ein
Kanamycinresistenzgen aus E. coli zur Selektion in Bakterien und ein RK 2
Origin zur Replikation. Fur die Klonierung wurde der binére Vektor zuné&chst in
E. coli NM 522 transformiert, da er sich hier schneller amplifizieren und
isolieren |aRt. Die EcoRI / Xbal Site ermoéglicht es, das gus-Gen
herauszuschneiden und tber diese Sites das vst 1 Gen einzufligen.

2.10.12 Ligation des vst 1 Gens mit dem pGPTV Body

Beide Ligationspartner, der pGPTV bar-Vektor und das vst 1-Insert
wurden dber Eco RI / Xba | geschnitten. Es handelt sich hier um ungleiche
Enden, der Vektor kann sich also nicht ohne Insert schliel3en.

Xbal

Eco RI bar

PTV
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Insert ( vst 1) und Vektor sollten in einem 4:1 Verhéltnis, vorliegen (Sambrock
J., 1989). Da das Insert mit 3,8 kb etwa ein Drittel des Vektors mit 11,5 kb
ausmacht, ist eine Schatzung der Floureszenzintensitat der Ethidiumbromid
gefarbten Banden auf dem UV-Tisch schwierig. Es wurden daher zwei Ansatze
gefahren, um etwa das geforderte 4:1 Verhaltnis einzustellen.

Ansatz L1 L2
vst 1 1 [m] 10 10
pGPTV [ni] 5 2,5
Puffer [m] 4 4
H,O [n] Ya 2,5
Ligase T4 [ni] 1 1

Die Ligation wurde Uber Nacht bei 14°C durchgefihrt.

2.10.13 Glycogenféllung
Um das Ligationsprodukt fiir eine Elektroporation nutzen zu kénnen,
wurde die DNA direkt nach der Ligation geféllt und in die Bakterien
elektroporiert. Das Risiko des DNA-Abbaus durch kontaminierende DNAsen
wurde so minimiert.

Die beiden 20 m Ligationsansatze L1 und L2 wurden folgendermalden
aufbereitet.

1) + 1 mGlycogen

2) +3nLiCl8 mM

3) 129 n EtOH abs.

4) 30’ bei -80°C inkubieren

5) 10’ bei 13000 RPM (15100 x g) zentrifugieren

6) Uberstand abpipettieren und 100 EtOH 70% zugeben
7) 5'in Laborzentrifuge zentrifugieren

8) Uberstand abnehmen und Pellet trocknen lassen

9) Pelletin 10m 2 fach deion. H,O lésen

Die DNA kann nun zur Elektroporation verwendet werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Gewebekultur

Die in dieser Arbeit duchgefuhrten Gewebekulturarbeiten beschranken
sich auf den Versuch, ein Protoplastensystem fir Cicer arietinum zu entwickeln
und auf die Meristemkultur pra-existierender Meristeme zur direkten
Organogenese.

Das Protoplastensystem zur Regeneration von Pflanzen basiert letztendlich auf
der Sprof3induktion an protoplastenbuirtigem Kallusmaterial, welches im Idealfall
auf eine Einzelzelle zurtckzufihren ist. Alle von einem Kallus stammenden
Sprosse sollten demnach einen Klon darstellen. Dies trifft jedoch nur zu, wenn
ein Zusammenwachsen benachbarter Kalli vermieden werden kann. Der so
erhaltene Kallus stellt zu Beginn der Kultur ein unorganisiertes Gewebe dar, an
dem uber entsprechende Phytohormongaben eine Organogenese oder eine
somatische Embryogenese induziert werden kann. Das fir die Protoplastierung
verwendete Material kann einerseits aus Suspensionskulturen stammen oder
aus komplexen pflanzlichen Geweben direkt isoliert werden.

Bei der Verwendung pflanzlicher Organe gibt es die Mdglichkeit, aus bereits
vorhandenen Meristemen Sprosse zu regenerieren. Uber geeignete
Phytohormongaben kdnnen die Meristeme dazu angeregt werden, Uber den
physiologischen Status hinaus Sprol3proliferation zu betreiben.

Die Entstehung von Adventivorganen (Wurzel oder Sprof3) aus epidermalen
Zellschichten ist ebenfalls mdglich und kann auch parallel zu der
meristematischen SproR3proliferation stattfinden. Adventivorgane sind in der
Regel nur durch entsprechende Phytohormongaben induzierbar.
Charakteristisch ist, dal} diese Organe zunéchst keine Verbindung zum
Vaskularsystem besitzen.

3.1.1 Protoplasten

Ziel war es, ein Regenerations- und Transformationssystem ftr Cicer
arietinum zu entwickeln. Dazu wurden die Regenerationsprotokolle fur Pisum
sativum nach Bohmer (Bohmer et al., 1995) und fir Vicia faba cv. Mythos
(Tegeder et al., 1995) auf Kichererbsen angewendet. Bis dato liegt kein
Protokoll zur Sprof3regeneration aus protoplastenbirtigen Kalli fur Cicer
arietinum vor, trotzdem wurde die Protoplastenkultur zu Beginn der Arbeit
favorisiert, da hier bereits positive Ergebnisse in Bezug auf die Regeneration
von transgenen Ty Erbsen (Pisum sativum) vorlagen ( Bohmer P., 1995).

Als Basismedium diente Gamborgs B5 Medium mit 2% Saccharose. Die
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Induktion von Sprof3knospen erfolgt an Pisum sativum durch die Applikation
von 10uM TDZ Uber einen Zeitraum von 16 - 22 Wochen.

Es wurden vier TDZ Konzentrationen (2,5-,5-, 7,5 - und 10 pM TDZ) mit funf
NAA Konzentrationen (5,3-,4-,0,5-,0,05und O pM) kombiniert. Pro
Kombination wurden 200 Kalli eingesetzt, insgesamt 4000 Kalli. Alle Kalli
entstammten einer Protoplastenisolation und wurden unter identischen
Bedingungen kultiviert.

Dieser Versuch wurde nach drei Subkulturen (3 Monaten) abgebrochen, da das
Kallusmaterial in allen Ansatzen weich und braun wurde. Eine morphologische
Veranderung, die auf die Entstehung von SprolR3knospen hindeutet, so wie sie
von Bohmer an Erbsen beschrieben wird, konnte an den untersuchten
Kichererbsenkalli nicht beobachtet werden.

Tab. 1 Protoplastendaten

Pflanzenmaterial 3-4 Tage alte, griine Sprosse
Mazerationsvolumen 10 ml, in 9 cm Petrischale
Ausbeute 6-10°/ 10 ml

Ausbeute/g Frischgewicht 12-20 x 10°

Plating efficiency * 1-1,3 %

Die in diesem Versuchsansatz gewdahlten Phytohormonkombinationen und -
konzentrationen reprasentieren nur ein kleines Spektrum der Mdoglichkeiten.
Der Grund dafir, dald mit dem Protoplastensystem nicht weitergearbeitet
wurde, ist nicht direkt auf dieses Experiment zurickzuflhren. Vielmehr waren
es die Ergebnisse aus der Protoplastenarbeit an Pisum sativum. Hier war die
Pollenproduktion  der  Priméregenerate  erheblich  reduziert, eine
Nachkommenschatft blieb bisher aus (de Kathen et al. 1998).

3.1.2 Thidiazuron induzierte multiple Sprosse an dekapitierten
Embryonen (Meristemkultur)

Da eine direkte Organogenese an protoplastenbirtigen Kalli unter den
gewéhlten Bedingungen nicht beobachtet werden konnte, wurde mit komplexen
Geweben weitergearbeitet. Reife Embryonen besitzen bereits eine
ausdifferenzierte Sprof3anlage. Durch die Dekapitierung und die damit
gebrochene Apikaldominanz treiben die Axillarsprosse auch ohne den Einsatz
von Phytohormonen aus. Die Verwendung von TDZ fihrte dazu, dal3 sich an
der Embryoachse in der Nahe der Schnittflache multiple Sprofdmeristeme
bildeten. Dazu ist bereits ein einmaliger Puls mit 10mM TDZ Uber die Zeit der
Co-Kultur ausreichend. Multiple Sprofimeristeme entwickeln sich aber nur bei
langer andauernder Kultur auf TDZ supplementierten Medien.

! Plating efficiency: Anteil der auf Festmedium wachsenden Kalli bezogen auf die Zahl der
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Unter der Wirkung von 2nM, 5uM und 10 nM TDZ bildeten sich mit
zunehmender TDZ-Konzentration immer kompaktere multiple Sproldmeristeme
aus. Wurde eine Konzentration von 10nM TDZ jedoch lber einen Zeitraum von
vier Wochen beibehalten, so konnte keine SprofRelongation beobachtet werden.

Tab. 2: Thidiazuroneffekte auf die Induktion von multiplen
SproRmeristemen und die Elongation der daraus hervorgehenden

Sprosse

10 uM TDZ |5 uyM TDZ |2 uM TDZ

Entwicklung eines +++ ++ +
multiples Sprol3meristem
SproRelongation der - + ++

multiplen Sprosse
Die Bonitierung der multiplen Sprofbildung erfolgte im gegenseitgen Vergleich
der Explantate, da die SproBknospen nicht zéhlbar sind: Die Explantate konnten
aber eindeutig in drei Entwicklungsklassen eingeteilt werden.

Die Bonitierung der Sprolielongation erfolgte ebenfalls im gegenseitigen
Vergleich: ,-“ bedeutet, dal’ hier keine Elongation statt fand, ,+“ Zeichen stehen
fur den Unterschied in der Elongation.

Dieser Versuch zeigte, dall mit 10nM TDZ ein sehr kompaktes multiples
SprolRmeristem im apikalen Teil des Embryos entsteht.

Fur die weitere Kultur wurde nach der Co-Kultur auf 10nM TDZ-Medium die
TDZ-Konzentration verringert, um eine spatere Elongation der Sprosse nicht zu
inhibieren.

3.2 Ursprung der SprofRregeneration

Bei der Regeneration transgener Pflanzen ist der Ursprung der
Sproldregeneration zumindest mitentscheidend daflir, ob es sich bei den
Regeneraten um Chiméaren oder um genetisch homogene Pflanzen handelt.
Von Kar et al. (1996) wird ein multizellularer Ursprung und von Fontana et al.
(1993) eine neoforme, wundinduzierte Sprol3regeneration angenommen. Beide
arbeiteten mit reifen, dekapitierten Embryonen von Cicer arietinum, allerdings
nicht unter identischen Bedingungen und dartberhinaus mit verschiedenen
Sorten.

Unter den in dieser Arbeit gewahlten Bedingungen wurde erneut Uberpruft,
welches der Ursprung der sich an den dekapitierten Embryonen entwickelnden
Spro3meristeme sein konnte. Die in diesem Abschnitt gewonnenen Daten
missen abschlieRend zusammen mit den aus den Expressionsdaten der an
transgenen Pflanzen gewonnen Erkenntnisse gemeinsam diskutiert werden.

eingebetteten Protoplasten.
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Die Anatomie der Embryoachse von uber Nacht gequollenen Samen von ILC
482 ist in der folgenden Abbildung dargestellt.

Abb. 7 Langsschnitt durch einen Embryo

50 fache Vergrol3erung eines Langsschnittes
durch einen reifen Embryo. Die Pfeile
markieren die Lateralmeristeme (Lat.1 und
Lat.2) und den apikalen Dom. Der Balken
entspricht 1 mm. Im oberen Teil befindet
sich links neben dem Apikalmeristem
vermutlich ein weiteres Lateralmeristem
(Pfeil) , dieses wird aber bei der
Dekapitierung in den Uberwiegenden Féallen
entfernt.

Tr.Bl.= Tragblatt; Lat. = Lateralmeristem
Ap. Merist. = Apikalmeristem

Es wurden 21 Embryonen der Kabuli-Sorte ILC 482 entsprechend der unter
Abb. 7 dargestellten Weise geschnitten und miroskopisch ausgewertet.

Tab. 3 Entfernungen der Lateralmeristeme von der Spitze des Embryos

n=21 Abstand zur Spitze in [mm]
Apikalmeristem 0,5
Lat. 1 0,7
Lat. 2 1

Bei der Routinetransformation wird die Sprof3spitze entfernt, dies ist in Abb. 8
dargestellt. Mit dem bloien Auge ist es allerdings unmoglich, an allen
Embryonen exakt an einer anatomisch definierten Stelle zu schneiden, wie zum
Beispiel oberhalb des untersten Lateralmeristems (hier Lat 2. genannt) Die
Schnitte streuen um einen Mittelwert. Es sollte nun tberprift werden, in wieweit
dies eine Auswirkung auf die Regeneration hat, bzw. auf die Homogenitat der
Explantate.
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Abb. 8 Embryo vor und nach der Dekapitierung

Der entfernte Teil entspricht etwa der lange von 1 mm (15 x).

Nach der Dekapitierung wird der Wurzelpol ebenfalls entfernt und anschliel3end
wird der Embryo vom Kotyledo abgebrochen. Die verbliebenen
Lateralmeristeme sind bei der Routine nicht mit dem bloRBen Auge
auszumachen. Die SchnittfiUhrung verlauft bei der Routine vermutlich auch nicht
immer im rechten Winkel zur Sprof3achse.

Abb. 9 Darstellung der Lateralsprolfmeristeme eines dekapitierten
Embryos

Aufsicht auf ein aus den Lateral-
meristemen sprol3proliferierendes
Explantat. Lat2. und Latl sind
eindeutig die beiden unteren
Lateralmeristeme. Lat -1 liegt rAumlich
Uber diesen Lateralsprossen. Da bei
Lat -1 aber das Tragblatt zu erkennen
ist, wird es sich bei diesem Sprof3 nicht
um einen Adventivsptold handeln

Um retrospektiv zu Uberprifen, wo der Schnitt fir die Dekapitierung gesetzt
wurde, wurden die Spro3entwicklung von 90 Explantaten nach der
Dekapitierung untersucht. Die sich weiterentwickelnden Lateralspromeristeme
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geben dabei indirekt Aufschlul3 dariber, wo der Schnitt am Uber Nacht
gequollenen Embryo gesetzt wurde.

Wiurde der Schnitt tiefer als 1mm und damit bei dem gro3ten Teil der
Embryonen unterhalb des untersten Lateralmeristems (Lat. 2) gesetzt, so
wirde bei einem groB3en Teil der Embryonen kein Lateralmeristem (ubrig
bleiben.

Beobachtungszeitpunkt 1 ist der Status direkt nach der Co-Kultur von vier
Tagen. Zu diesem Zeitpunkt waren die Lateralsprof3knospen unter einem
Binokular gut zu erkennen. Beobachtungszeitpunkt 2 ist nach sechs Tagen,
hier strecken sich die Lateralsprosse, die Schnittflache trocknet ein und wird
von der Epidermis Gberwachsen.

Abb. 10 SproRentwicklungskinetik

(%]

Beob.-Zeitp. 1 Beob.-Zeitp. 2

Beobachtungszeitpunkt 1: Vier Tage nach Dekapitierung
Beobachtungszeitpunkt 2: Sechs Tage nach Dekapitierung

An Beobachtungszeitpunkt 1 betrug der Anteil sprof3proliferierender Explantate
66%, 44% der Explantate hatten ein -, 22 % der Explantate zwei
Lateralmeristeme.  An  Beobachtungszeitpunkt2  nimmt die  Zahl
sprof3proliferierenden Explantate zu, die Sprol3meristeme sind hier bereits 1mm
grof3 und aufgrund ihrer Morphologie eindeutig als Lateralsprosse ansprechbar.
Moglicherweise ist der Zuwachs durch eine Rekonstitution stark verwundeter
Meristeme hervorgerufen worden. Dies lie3 sich aber nicht belegen. Fir
Adventivsprosse waren die Sprosse zu diesem Zeitpunkt aber schon zu
komplex, wie dies in Abb. 11 zu erkennen ist. Es ist also davon auszugehen,
dald in 2/3 der Féalle oberhalb des untersten Lateralmeristems geschnitten
wurde.
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Abb. 11 Langsschnitt durch ein multiplen Sprof3klon

Langsschnitt durch ein vier Wochen
altes Explantat. Die Wundflache
(Wundfl.) wird von dem sich
entwickelnden Lateralsprof3 (Lat.-Spr.)
Uberwachsen. Eine Verbindung der
Sprosse zum Vaskularsystem ist gut
sichtbar.

In Abb. 11 ist auch die Uberwachsung der Wundflache durch den sich
entwickelnden Lateralsprof3 gut zu erkennen.

3.3 Gentransfer in pflanzliches Gewebe

Im weiteren Verlauf der Gewebekultur kam es darauf an, die Zielgewebe
des Gentransfers entsprechend in ihrer Entwicklung zu férdern und die nicht
transgenen Zellen in ihrer Entwicklung zu bremsen. Hier besteht der direkte
Zusammenhang des Gewebekultursystems und der Transformationsmethode.
Wichtig ist dabei, dafl bekannt sein sollte, welche Bereiche der
Transformationsexplantate  transformationskompetent sind. Um  dies
herauszuarbeiten, wurde in der vorliegenden Arbeit ein 3-Glucuronidase Gen
(gus, uidA) verwendet, welches ein Intron tragt und somit nur von einem
eukaryontischen Organismus exprimiert werden kann (Vancanneyt et al. 1990).
Uber einen entsprechenden Test wurden dann die Zellen lokalisiert, welche das
Gen exprimierten.

3.3.1 Lokalisierung der transienten gus-Expression

Hier wurden an den Explantaten die Bereiche lokalisiert, in welchen gus-
Expression direkt nach der Co-Kultur ausgemacht werden konnte. Die
Expression des Reportergens in den ersten 4-5 Tagen nach der Transformation
kann wieder verloren gehen, daher wird der Begriff ,transiente Expression®
verwendet. Es wurde aber postuliert, dal3 die transient exprimierenden
Bereiche jene Bereiche sind, an denen spater auch mit stabiler Expression zu
rechnen ist (Jansen B.-J. et al.,1989; Villemont et al., 1997). Ferner sollte damit

untersucht werden, ob diese transiente Expression in
regenerationskompetenten Bereichen lokalisiert ist. Wie in den zu sehen, gibt
es zwei prominente Bereiche der transienten

gus-Expression an der Schnittstelle.
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Abb. 12 Transiente gus Expression an dekapitierten Embryonen

Oben links und rechts: Die Explantate zeigen guUS-Expression in den
Tragblattern (Tr.-Bl.) und in den Lateralsprossen (Lat.)
Unten links: Querschnitt parallel zur Oberflache der Schnittflache nach

der Dekapitierung (wie oben rechts). Deutlich ist die guS-Expression im
Lateralmeristem und im Tragblatt.

Unten rechts: gus-exprimierender Bereich direkt an der Schnittflache.
Die Bruchstelle an der sich ursprinlich das Kotyledo befand, zeigt

ebenfalls gus-Expression. Mit Ax. ist der Ort bezeichnet an dem sich das
verbliebene Axillarmeristem befindet (Hier nicht sichtbar).

Abb. 13 Aufsicht auf dekapitierten Embryo mit transienter qus-
Expression

Tr. GUS-Expr.

(20 x ), Wr. = Wundrand

In Abb. 13 ist ein in allen Embryonen wiederzufindendes Expressionsmuster
transienter gus-Expression zu sehen.
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Diese beiden Beobachtungen grenzen den Ursprung transgener Sprosse
indirekt ein. Transgene Sprosse konnen nur dort entstehen, wo mit hoher
Wahrscheinlichkeit Transformationsereignise stattfinden. Diese Ergebnisse
waren insofern hilfreich und wichtig, als dal3 so der Bereich definiert werden
konnte, welcher in der Gewebekultur zur Sprof3regeneration angeregt und
gefordert werden sollte.

3.4 Transformation mit der SAAT Methode

In dem vorangegangen Abschnitt wurden die Lateralmeristeme als
Ursprungsort fir die Entstehung transgener Sprosse favorisiert. Als Alternative
zu der vergleichsweise grobmechanischen Verwundung mittels Skalpell wurde
untersucht, ob eine homogene Verwundung des gesamten Explantates durch
eine Ultraschallbehandlung mdglicherweise die Transformationseffizienz
erhdhen konnte.

Fur die Auswertung nach der US-Behandlung wurden die an der Schnittflache
des dekapitierten Embryos auftretenden gus-exprimierenden Zellen gezéahlt und
mit den Zellen der unbehandelten Kontrolle verglichen. Die Versuche wurden in
einer Diplomarbeit (Andreas Spotter, 1999) im Rahmen dieser Dissertation
durchgefuhrt. Es wurde besonderes Augenmerk auf die Erfassung zellularer
gus-Expressionsereignisse gelegt. Fur die Darstellung wurden dann die
Einzelereignisse an allen Explantaten aufsummiert.

Es zeigte sich, daR mit steigender Ultraschallarbeit (Arbeit wird hier im
physikalischen Sinn verstanden) die transiente Expression abnimmit.

44



Das Produkt aus Leistung [W] x Zeit [s] ergibt die an den Explantaten
verrichtete Ultraschallarbeit [Ws] Die Reihenfolge der Experimente in den
Abbildungen 14 und 15 entspricht der verrichteten US-Arbeit.

Tab. 4 Experimente nach der Ultraschallarbeit geordnet

Expositionszeit [min]|2min  [4min  |[2min  [4min |2min |4 min
Geréateeinstellung Stufe 2 | Stufe 2 | Stufe 5 | Stufe 5 | Stufe 9 | Stufe
9

US-Arbeit 5 10 15 31 22 44
[Ws]

Abb. 14Summe gus-positiver Zellen nach der US-Behandlung (SAAT) i

1400 +

1200 - .
I Experiment 1

1 Experiment 2

1000 - I Experiment 3

800

600 -+

400 ~

Summe GUS positiver Zellen

200

K1
K2
2min/2

4min/2
2min/5
2min/9
4min/5
4min/9

Die Experimente 1-3 reprasentieren die Daten dreier unabhéngiger Experimente mit
gleichem Versuchsaufbau.
K1: Negtivkontrolle, K2: nicht SAAT.

Die Kinetik zeigt eine transiente gus-Expression, die bis auf 2min/Stufe 2,
deutlich unterhalb der der nichtbeschallten Probe K2 liegt. Die erhaltenen
Daten sind sehr inhomogen, zeigen jedoch tendenziell eine Abnahme der
transienten Expression mit steigender Ultraschallarbeit am Explantat. Abb. 15
zeigt die stabile Expression des gus-Gens in vier Wochen alten Explantaten.
Die Praparation und Kultur erfolgte nach dem in ,Material und Methoden*
beschriebenen Protokoll.

" Die Abbildungen 14 und 15 beruhen auf Daten welche in einer Diplomarbeit im Rahmen dieser
Arbeit gesammelt und ausgewertet wurden ( Spotter, 1999).
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Abb. 15 Stabile gus Expression an Explantaten nach vierwochiger
Gewebekultur.
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Hier ist der prozentuale Anteil stabil gus-exprimierender Explantate dargestellt. Fir die
Bonitierung wurden die gus-exprimiereden Explantate in drei Klassen eingeteilt:
1-10 —, 11-100 — und 101-300 gus - Expressionsspots

K1: Negativkontrolle, K2: nicht SAAT behandelt.

Die Explantate (Abb: 15) wurden vier Wochen unter nichtselektiven
Bedingungen kultiviert. Dies ist der Zeitraum nach dem die Explantate
standardmafig auf Selektionsmedium ( 3mg/l PPT) Uberfihrt werden. Der der
transienten Expression zugrunde liegende Effekt hat sich in den stabilen
Expressionsergebnissen in Bezug auf die exprimierenden Zellen bzw. Bereiche
teilweise umgekehrt. In jedem Fall liegen die Werte fir die stabile Expression
der beschallten Proben deutlich tGiber denen der Kontrolle.

3.4.1 Anwendung der SAAT Methode zur Transformation von reifen
Embryonen

Ziel war es nun, die unter 3.4 beschriebenen Auswirkungen der
Beschallung auf die Erhdhung der Transformationseffizienz der Embryonen
direkt in das Regenerationsprotokoll zu integrieren. Das unter 3.4.1.1
beschriebene Experiment war ein Vorversuch fur die nachfolgenden
Routinetransformationen mit dem vst 1-Gen. Das Experiment wurde mit dem
35 kHz Ultraschallbad der Firma Bandelin durchgefihrt.
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3.4.1.1 Beschallung mit 40kHz

Es wurden 150 Explantate fir 2 min auf Stufe 5 ( » 15 Ws ) beschallt. Aus
diesen Explantaten wurden innerhalb von vier Monaten acht 3 PPT resistente
Sprol3klone generiert. Die daraus gewonnen Sprossen werden in dieser Arbeit
naher charakterisiert.

Bei einer hoheren Beschallungsintensitat ( 4 min. Stufe 9 » 44 Ws) konnte Uber
einen Zeitraum von 6 Monaten aus 75 Explantaten ein 5 mg/l PPT resistenter
Sprol3klon regeneriert werden. Dieser Klon exprimierte in weiten Teilen des
Gewebes gus, war allerdings stark vitrifiziert. Uber weitere drei Subkulturen auf
MS-Medium mit 0,5 mg/l Kinetin gelang es schlieBlich, Uber klonale
Propagation nicht vitrifizierte Sprosse zu regenerieren. Diese exprimierten das
gus-Gen in der Wurzelspitze und in den Blattern.

Es gelang aber nicht, die daraus abgeleiteten Sprosse in Erde weiter zu
kultivieren.

3.4.1.2 Beschallung mit 35 kHz

Der unter 3.4 beschriebene Effekt der Ultraschallbehandlung auf die
Expression des gus-Gens lie3 sich mit dem 35 kHz Gerat reproduzieren. Die
Explantate wurden nach der Beschallung mit EHA 101 (Hood et al., 1986) -pIB
gus vier Tage co-kultiviert. Mit diesem Gerat konnte die Ultraschallarbeit nur
Uber die Expositionszeit variiert werden. Es war eine Abnahme der transienten
gus-Expression in der Reihenfolge 30, 60, 120 Sekunden zu beobachten.
Lediglich die 30 sekiindige Expositionszeit zeigte einen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle, welcher sich bei dieser Analyse in der gus-
Expression der gesamten Oberflache ausdriickte.

Abb. 16 Stabile gqusExpression _an Explantaten mit und ohne SAAT-
Behandlung

Links: 30 Sekunden mit 35 kHz beschallt
Rechts: Unbeschallt

Es sollte nun der Effekt der SAAT Behandlung auf die Selektion mit 3 mg/l PPT
4 Wochen nach der Co-Kultur Uberpruft werden. Die Durchfihrung entspricht
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der Explantatbehandlung, wie sie unter 2.6 fir den Agrobacterium- vermittelten
Gentransfer beschrieben ist. Die Beschallung wurde fir 2 min vorgenommen;
angegeben sind die Zahlen der sprof3proliferierenden Explantate der 4.-und
5.Subkultur, also vor und nach dem ersten Selektionsschritt. Fur die nicht
beschallten ebenfalls Agrobacterium inokulierten Kontrollen wurden die Lateral-
(Lat.) und die Axillarmeristeme (Axill) verwendet.

Tab. 5:SAAT behandelte Expantate auf Selektionsmedium: Vergleich zu

nicht nichtbeschallten Explantaten

4.Sub, Uberlebende |Prozentsatz tiberlebender

3 mg/l PPT |Explantate Explantate
K1 Lat. 116 5 4,31
K1 Axill. 204 11 5,39
K2 Lat. 256 22 8,59
K2 Axill. 343 26 7,58
SAAT 1.1 410 86 20,98
SAAT 1.2 343 84 24,49
SAAT 2.1 464 103 22,20
SAAT 2.2 331 60 18,13
SAAT 3.1 702 260 37,04
SAAT 3.2 459 135 29,41
SAAT 3.3 196 81 41,33
Uber alle SAAT Gruppen: 2905 809 27,85

K1 und K2 sind zwei unabhangige Kontrollen, von einer Person préapariert.
SAAT 1-3 sind drei unabhangige Experimente; von zwei bzw. drei Personen prépariert.

Der Prozentsatz der auf PPT-Medium Uberlebende Explantate ist analog den
gus-Expressionsdaten aus Abb. 15 als ein Mal3 fur die stabile Expression des
Transgens zu sehen.

3.5 Regeneration und Selektion von mutmaflich

transgenen Sprosse

Fur die Regeneration von Cicer arietinum Uber Meristemkulturen sind
Literaturdaten vorhanden z.B. (Islam et al., 1995) ebenso ist eine Fulle von
Literaturdaten Uber somatische Embryogenese z.B. (Sagare et al., 1995,
Dineshkumar et al., 1995) verflugbar, so dal3 die Regeneration heute offenbar
kein besonderes Problem mehr darstellt. Fir die Transformation mittels
Agrobacterium tumefaciens konnte aber auf kein Protokoll zurlckgegriffen
werden, welches als Beweis fir die Funktionstlchtigkeit eine
Nachkommenschaftsanalyse zeigte. Uber transgene Primaregenerate wurde
aber bereits von Fontana et al. (1993) und Kar et al. (1996) berichtet.
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3.5.1 Gewebekulturstadien der, dber A. tumefaciens (SAAT)
transformierten, transgenen Kichererbsen.

Die mittels der SAAT Methode erhaltenen primaren Regenerate wiesen
nach vier Wochen ohne Selektion in der ersten Subkultur unter selektiven
Bedingungen, (3 mg/l PPT), immer eine sektorielle gus - Expression auf. Die
erste Transformationsexperimente wurden vier Wochen im selben Medium auf
0,5 mg/l Kinetin und 3 mg/l PPT selektiert. Ein Durchwachsen der
Agrobakterien konnte dabei nicht beobachtet werden. In Abb. 17 ist die
Effizienz der PPT Selektion anhand der Verbrdunung der Explantate gut zu
erkennen.

Abb. 17 Selektion Uiber vier Wochen auf 3 mg/l PPT

Aufsicht auf Explantate die sich
erstmalig fur vier Wochen auf
3 mg/l PPT Medium mit 0,5
mg/l Kinetin befanden. Die
nicht transgenen Explantate
sind zu diesem Zeitpunkt
bereits vollstandig verbraunt.
Transgenes Material proliferiert
unter diesen Bedingungen.

In  den folgenden Transformationsexperimenten wurde die erste
Selektionsphase auf 2 Wochen verkirzt, um den PPT-resistenten Explantaten
bessere Ausgangsbedingungen zu schaffen. Die absterbenden Explantate
beinflussen das Medium durch die Abgabe phenolischer Substanzen negativ.

In Abb. 18 ist ein chlorophylifreies, nicht voll ausdifferenziertes Organ zu sehen.
Aufgrund des Vorhandenseins der DriUsenhaare, welche bei Cicer arietinum
Uberwiegend an der Blattoberseite oder aber an jungen Keimlingen zu
beobachten sind, handelt es sich hier vermutlich um einen Sprof3. Ein solches
Explantat sollte also nicht verworfen werden, vor allem dann nicht, wenn es
unter selektiven Bedingungen entstanden ist.

49



Ergebnisse

Abb. 18 qus Epression an spro3proliferierendem Explantat

gus-Expresion an einem nicht ausdifferenzierten Organ eines unter 3
mg/l PPT verbrdunten Priméarexplantates. Das chlorophylllose Organ
zeigt Drisenhaare an der Oberflache.

Abb. 19 gus-Expression an Sprofmeristem

Der abgebildete Sprof3 stammt aus einem unter 3mg/l PPT stark
verbrauntem Bereich eines priméren Sprosses des Mutterexplantates.

Oben rechts: VergroRerung gus-exprimierender Schlie3zellen des

abgebildeten Explantates. Unten links: Sektorielle gus-Expression in
den Epidermiszellen des abgebildeten Explantates.

In Abb.19 sind an einem Sprol3 gus- positive Schlie3zzellen zu erkennen. Es ist
auffallig, dal’ diese transformierten Zellen in einem Gewebeverbund von nicht
gus exprimierenden Zellen liegen. Das Vorhandensein von Schlie3zellen ist als
Hinweis flr eine intakte Struktur der Epidermis anzusehen. Es sind aber
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auch Bereiche zu finden, in denen ein gréRerer zusammenhéangender Bereich
von Epidermiszellen eine sektorielle gus-Expression aufweist.

Nach sechs Wochen auf 3 mg/l PPT war die Entwicklung der gus
exprimierenden Sprof3teile weiter fortgeschritten. Es sind deutlich Blattanlagen
zu erkennen, die Epdermis ist mit Driisenhaaren besetzt und mit Schlie3zellen
durchsetzt. Das gus-Expressionsmuster hat sich ausgeweitet, es ist aber auch
hier wieder zu beobachten, dal3 die Schlie3zellen préaferenziell gus - Expression
zeigen.

Abb. 20 Chimére Sprol3regenrate

A: Unter der Wirkung von 10 mg/l PPT ist der obere Teil des Sprosses
ausgeblichen, der untere bis dahin noch grine Teil zeigte QuS-
Expression.

B: Aus dem selben Explantat entstehen 10 mg/l PPT resistente Sprosse
und solche die dem Selektionsdruck nicht standhalten.

Es handelte sich hierbei offensichtlich um einen chiméren Sprol3. Bei allen
weiteren Kulturen war zu beobachten, dal3 die Regeneration von Sprossen
unter selektiven Bedingungen immer von der Basis eines bis dahin resistenten
Sprol3klons ausging.
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Abb. 21 SproRregeneration von der Basis eines nicht ausreichend PPT
resistenten Sprosses

Regeneration eines 10 mg/l PPT
resistenten Sprosses (griin) aus
der Basis eines bis dahin 3mgl/l
PPT resistenten Sprof3klons.

3.6 Wurzelinduktion / Pfropfung

Durch die Uberfiihrung der Sprosse in ein auxinhaltiges Medium wurden
im basalen Teil des Sprosses Adventivwurzeln induziert. Wéahrend bei desi
Kichererbsen die Wurzelinduktion an direkt von den sprossproliferierenden
Explantaten stammenden Sprossen spontan geschieht, ist diese bei kabuli
Typen nach einer TDZ induzierten Sprol3regeneration, zumindest bei ILC 482,
nur durch die Supplementierung des Mediums mit IBA hervorzurufen.

Abb. 22 Unter selektiven Bedingungen bewurzelter SproR3

Auf 0,5mg/l IBA und 5 mg/l PPT bewurzelter Sprof3.

Durch die Erhéhung der IBA Konzentration von 0,5 mg/l (Kar et al., 1996) auf 2
mg/l (9,8 nM) konnte die Qualitat der Adventivwurzeln verbessert werden. Dies
zeigte sich in einer kraftigeren Wurzel und dem Auftreten mehrerer
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Adventivwurzeln direkt am Sprof3. Im weiteren Verlauf wurde der
Selektionsdruck der Sprosse auf 15 mg/l PPT im Bewurzelungsmedium
gesteigert, um das Resistenzniveau der Sprosse besser einschéatzen zu
kénnen. Auch unter diesen Bedingungen konnte eine Wurzelbildung induziert
werden. Von 15 dieser unter 15 mg/l PPT bewurzelten Sprosse bildeten aber
nur zwei Samen. Die Ubrigen Pflanzen sind vermutlich auf grund des zu
schwachen Wurzelsystems vertrocknet.

3.6.1 gus-Expression an bewurzelten Sprossen

Die Bewurzelung der in der Arbeit weiter charakterisierten Pflanzen
erfolgte auf Medium mit 5 mg/l PPT mit 2,46 niM/l IBA. Zwei von 20 Sprossen
bildeten unter diesen Bedingungen Wurzelstdcke.

Von diesen Explantaten wurdén jeweils die Wurzelspitze und ein Blatt fir einen
gus-Assay eingesetzt. Beide Pflanzen waren in Blatt und Wurzel gus - positiv.
Die Pflanzen 1.1 und 2.2 vertrockneten noch vor der Samenreife. Die
SproR3spitze der Pflanze 2.2, konnte aber auf eine nicht transgene Unterlage
gepfropft werden und wurde in dieser Arbeit als Pflanze 8 weiter analysiert.

Abb. 23 gus Expression an Blatt und Wurzel einer bewurzelten Pflanze

A: gus-exprimierende Wurzel, die Expression ist Uberwiegend in Zellen des
Vaskularsystems und in der Wurzelspitze anzutreffen. B: gQUS-Expression in
einem Blatt, auch hier ist die Expression in den Zellen des Vaskularsystems am
intensivsten. Die VergroRerung zeigt aber, dafl auch Mesophylizellen gus
exprimieren.
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Im Blatt ist die gus-Expression vor allem im Vaskularsystem anzutreffen. Bei
starkerer VergrolRerung zeigen jedoch auch die Parenchymzellen des von der
Epidermis befreiten Blattes gus-Expression.

Die von den sprol3proliferierenden Explantaten abgeernteten voll entwickelten
Blatter wiesen ein chimares gus-Expressionsmuster auf.

Abb. 24 Sektorielle gus-Expression an ausdifferenzierten Blattern der
SproR3klone

Dargestellt sind Sprosse aus der Gewebekulturphase. Die gus-Expression ist in
den verschiedenen Explantaten unterschiedlich intensiv. Der vergrol3erte
Ausschnitt deutet auf einen chiméren Charakter des Explantates hin.

3.7 To Pflanzen ( plBqus) in der Gewachshausphase

Nach einer kurzen Abh&artungsphase zeigten die Pflanzen eine normale
Entwicklung im Gewachshaus bis hin zur Blutenanlage. In diesem Stadium
blieben die Pflanzen dann aber fir drei Monate arretiert. Der Aufbau der
Blattmasse war jedoch nicht davon betroffen. Alle sieben selektierten und
regenerierten Pflanzen wiesen in zwei unterschiedlichen Gewéchshausern eine
etwa synchrone Entwicklung auf, der Aussaatzeitpunkt viel dabei nicht ins
Gewicht.

Tab. 6 Zeitliche Entwicklung der mutmalfilich transgenen Regenerate

Gewachshaus 1 Gewachshaus 2
Pflanze 1.1 21 [22[3 [8* 11 [13 [14
getopft Nov 98 Nov 98 Januar Dez 98
99
Blute Febr 99 Febr 99 Marz 99 Febr 99
Samenreife | 03/99 Marz 99 Mai 99 Maérz 99
bis auf 2.2

" Die Pflanze 2.2 muBte daher vor der Samenreife auf eine nicht transgene Unterlage gepfropft
werden und wird hier nocheinmal als Pflanze 8 reprasentiert, siehe 3.6.1
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Die Pflanzen 1.1, 2.1 und 8 (2.2), sowie Pflanze 3 reprasentieren drei
unabhangige Klone. Die Pflanzen 11, 13 und 14 sind einem der ursprunglichen
acht sprol3proliferierenden Klone zuzuordnen.

3.7.1 gus-Expression

Alle Ty Pflanzen wiesen eine nicht homogene gus Expression auf. Oft ist
die gus-Expression auch nur bei einer VergrofRerung ( 20 fach) zu erkennen, da
einzelne blaue Zellen mit dem bloBen Auge nicht auszumachen waren.
Einheitlich ist jedoch, daf3 auch hier immer das Vaskularsystem, bzw. die
Geleitzellen gus exprimieren.

Die gus Expression in der unter 5 mg/l PPT Selektionsdruck induzierten Wurzel
an Pflanze 1.1 blieb Uber die gesamte Vegetationszeit bestehen. Das gesamte
Wuzelsystem, also auch die spater entstandenen Seitenwurzeln exprimierten
gus.

Tab. 7 gus Expression an Blattern verschiedener Tq Pflanzen

Pflanze 1.1 |21 |2.2* |3 8 |11 |13 |14
gus Expressionan |4+ [+ |4+ |+ |+ |- + |+
Blattern

In Abb. 25 sind die unterschiedlichen Expressionsmuster an den Blattern zu
erkennen. Es gibt zwei Typen von Mustern: Bei dem ersten Typ ist die gus-
Expression scharf gegen den nicht exprimierenden Bereich abgegrenzt, wie
z.B. bei Pflanze 14. Innerhalb dieses Bereichs ist die Expression dann
homogen. Der Uberwiegende Teil der Pflanzen zeigt jedoch eine diffuse
Blaufarbung, die durch eine Verteilung der gus-positiven Zellen im
Gewebeverbund hervorgerufen wird. Die Expression ist nicht auf einen
bestimmten Zelltyp wie den der Stomata beschrankt.
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Abb. 25 Expressionsmuster in Blattern verschiedener Ty Pflanzen

To Blattexplantate nach GUS-Assay
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gus-Expression an verschiedenen Bléat-tern der jeweiligen Pflanzen.
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Als weiteres Organ wurde die Blute der To Pflanzen auf gus Expression
untersucht. Wie auf Abb. 26 zu sehen, ist die gus Expression im Kelch und in
den Antheren anzutreffen. Die Blltenblatter wiesen nur sehr selten und dann
nur in den Geleitzellen gus Expression auf. In den Antheren exprimierten
ebenfalls nur die Geleitzellen der Siebréhren. Die Expression ist in den
Konnektiva am intensivsten. Nachdem die Pollen frei prapariert wurden, zeigt
sich, dal3 es sich bei den exprimierenden Zellen nicht um den Pollen selbst
handelt.

Abb. 26 gus Expression in Blite (Antheren) und Samen

A: gus-Expression in den Antheren einer T, Pflanze (Pflanze 14). B:
Kontrollpflanze, ohne gus-Expression. C: Der Pollen exprimiert nicht, der Pfeil
zeigt auf gus-exprimierendes Gewebe. D: Die Theken und der darin enthaltene
Pollen (Pfeil) zeigen keine gus-Exprssion, blau ist lediglich das Konnektivum. E:
gus-Expression in dem Kotyledo eines transgenen T; Samens.

Wie aus Tab. 8 ersichtlich ist, zeigen alle der potentiell transgenen Pflanzen
(bis auf Pflanze 11) gus Expression in der Blite. Um ein MalR fur eine
eventuelle Korrelation der gus Expression in den Bluten und der Entstehung
transgener Ti-Pflanzen zu finden, wurde bei der Auswertung der prozentuale
Anteil der gus positiven Antheren an der Gesamtzahl ermittelt. Die Blite und
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auch der unreife Samen wurden als zu wertvoll fur eine weitere Untersuchung
angesehen, da mit einer solchen Analyse ein Teil der moglichen transgenen
Nachkommenschaft hatte geopfert werden mussen. An den Kelchblattern
befinden sich aber nach der Samenbildung noch die vertrockneten, mehr oder
weniger vollstandigen Reste der Blute. Wie sich zeigte, ist die Glucuronidase
ein derart stabiles Enzym, dald es durch eine Trocknung nicht zerstort wird,
sondern sich unter den Bedingungen des gus-Assays rekonstituiert.

Es wurden nun die trockenen Blitenreste an den Hulsen fur weitere Analysen
genutzt. Die Negativkontrolle (Bliten einer nicht transformierten Pflanze) sind
eindeutig negativ. Da aber die Bliten nicht immer vollstandig erhalten
geblieben sind, wurde ein Grenzwert fur die Auswertung gesetzt. Es ist nur
jener Anteil der Pflanzen dargestellt, der noch 7 Antheren besitzt.

Tab. 8 gus - Expression in den Bliten bzw. Konnektiva der To Pflanzen

Pflanze 11 8* 11 13 14 | Kontr.

n= 7 29 4 44 36 12
Prozentualer Anteil gus|88%|85% 0 |66%|50%| O
exprimierende Antheren pro Pflanze

Die Pflanzen 2.1 und 3 hatten zu diesem Zeitpunkt noch keine abgereiften
Bluten.

3.7.2 Leaf Paint - Assays

Die Leaf Paints an den T, Pflanzen wurden mit 200 mg/l und 300 mg/l
PPT (BASTA®) in wassriger Losung durchgefiihrt.
Tab. 9 Leaf-Paint-Assay Ergebnisse

Pflanze | 1.1 | 21 | 22 | 3 11 | 8¢ | 13 | 14
gus Expr. + + + + - + + +
LP1 + + + + - + + -
200mg/!I
LP 2 + + + + - + + -
200mg/!
LP3 + + + + - + + -
300mg/I

Es ist hier eine weitgehende Korrelation mit den Ergebnisen des GUS-Assays
zu sehen. Die Ergebnisse der in dreifacher Wiederholung durchgefihrten ,Leaf
Paints” sind fur Pflanze 11 und auch fur Pflanze 14 immer negativ ausgefallen.

Fur die T; zeigte sich, dald mit dem Leaf Paint die Gefahr falsch positiver
Ergebnisse auszuschliel3en ist, sofern die Konzentration nicht unter 200 mg/l
PPT liegt. Der Anteil der transgenen Nachkommenschaft bleibt auch unter

"Siehe 3.6.1.
58



einer Belastung von 600 mg/I BASTA® gran, wie in der folgenden Abb. 27 zu
ersehen ist.

Abb. 27 Leaf-Paint- Assay an transgenen T, Pflanzen der
To Pflanzen 13 und 14

An allen hier dargestellten Leaf Paint - Assays wurden links und rechts der Blattspreite
zwei unterschiedliche Phosphinothricinonzentrationen ( 300 mg/I und 600 mg/l) auf die

Blatter appliziert. A,C,E: T; Nachkommenschaft der Pflanze 14. B,D,F: T,
Nachkommenschaft der Pflanze 13.

3.7.3 gus-PCR

Es wurde hier die Verla3lichkeit einer PCR an T, -Pflanzen anhand der
spateren Analyse der Nachkommenschaft untersucht. Dazu war zu prifen

inwieweit persistierende Agrobakterien die PCR-Ergebnisse falsch positiv
beeinflussen kdnnten.
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Abb. 28qgus PCR T,, Gel A:

123 4 567 829

Spur 1 ----- 100 bp MW-Marker
Spur 2 ----- Pflanze 1.1,
Spur 3 ----- Pflanze 14
Spur 4 ----- Pflanze 2.2
Spur 5 ----- Pflanze 2.1
Spur 6 ----- Kontrollpflanze
Spur 7 ----- A.tumefaciens
952 bp EHA_ 105 pIB-gus
Spur 8 Positiv Kontr.Pisum
Spur 9 ----- Wasserprobe
Abb. 29 qus PCR Ty, Gel B
1 2 3 4 5
Spur 1 ------- Pflanze 3
Spur 2 ------- Pflanze 13
952bp  Spur 3 ------- Pflanze 11
Spur 4 ------- Pflanze 8*
Spur 5 ------- 100 bp MW-Marker

3.7.4 Phosphinothricin Acetyl Transferase - Assay

Die Expression des Markergens allein tUber einen Leaf Paint-Assay zu
bestatigen, erschien nicht aussagekraftig genug. Daher wurde die Expression
des pat-Gens weiter Uber einen Enzymassay (PAT-Assay) mit dem Rohextrakt
aus Blattexplantaten der Ty - Pflanzen untersucht.

Abb. 30 PAT-Assay an To-Pflanzen

22 11 14 13 21 8 3 AcCoA 2xpos.
Kontr.
el EE T ET J
Saw ’ . 2 ﬁ Ac-PPT

vy

" Siehe 3.6.1
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Die im Leaf Paint-Assay erhaltenen Daten konnten mit dem PAT-Assay
bestatigt werden, bis auf Pflanze 14. Es zeigte sich, dal3 mit dem Leaf Paint die
Gefahr falsch positiver Ergebnisse zu vernachlassigen ist, sofern die
Konzentration Uber 200 mg/l PPT liegt.

3.8 T, Pflanzen (pIBqgus)

Die unter 3.7 prasentierten Daten geben lediglich Auskunft dartber, ob
ein Agrobakterien-vermittelter Gentransfer in das Pflanzengenom stattgefunden
hat. Die Analyse der Nachkommenschaft gibt jedoch einen Aufschluld dartber,
ob bei den Priméarregeneraten auch die Keimbahn transformiert wurde, da nur
dann die in das Pflanzengenom integrierten Fremdgene in die
Nachkommenschaft weitergegeben werden kdnnen.

3.8.1 gus-Expression

Die gus-Expression in den Blattern der T; Pflanzen weist ein
Expressionsmuster auf, wie dies auch schon fur die Ty Pflanzen (Abb. 25)
beschrieben wurde. Es zeigten sich einzelne blaue Zellen sowie Uber diffus im
Blatt verteilte blauen Zellen, bis hin zu stark exprimierenden Blattern. Es konnte
jedoch keine scharf abgegrenzte sektorielle Expression beobachtet werden.
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Abb. 31 gus Expression in den Blattern von T, Pflanzen

u,
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Pflanze 3.1 ist gus positiv.Die hier gezeigte T, der Pflanze 13 zeigt ebenfalls in
allen drei Blattern 13.1, 13.2 und 13.7 gus-Expression; in 13.7 ist dies aber auf
dem Bild nicht zu erkennen. Pflanzen 14.5 und 14.7 zeigen keine gus
Expression

Wahrend die Pflanzen 2.1, 3, 8 und 13 das gus-Gen in die Nachkommenschaft
weitergegeben haben, sind alle Nachkommen der Pflanze 14 im gus - Assay
negativ.

Tab. 10 qus Genexpression in den T; Nachkommen

Mutterpflanze (To) 2.1 3 8 14 13
Stichprobenumfang n=1 n=1 n=>56 n=22 n=32
gus-Expression auf  die + + - +
Nachkommenschaft bezogen

Von den Pflanzen 3.1, 13 und 14 wurden die in der nachfolgenden Tabelle
aufgefiihrten T, Pflanzen stellvertretend fur alle analysiert.

Tab. 11 In der PCR 3.8.3und im PAT-Assay 3.8.4 getestete Pflanzen

13.1
+

13.2. |145. 147 14.1
+ - - -

3.1
+

13.7
+

Pflanze
gus Expression:

3.8.2 Leaf Paint

Die Leaf Paint’'s wurden mit 300 mg/l und mit 600 mg/l Phosphinothricin
(BASTA® ) durchgefihrt. Die transgene T; ist gegeniiber beiden
Konzentrationen unempfindlich. Bis auf Pflanze 3.1 gibt es keine Intermediate,
welche 300 mg/l PPT tolerieren und gegeniber 600 mg/l sensitiv sind. Die
Pflanze 3.1 ist, wie sich spéter herausstellte in ihrer Konstitution stark
geschwacht gewesen und ist spater eingegangen, vermutlich durch Wurzelfraf3
von Trauermuickenlarven.

Tab. 12 pat Genexpression in den T; Nachkommen

Mutterpflanze (Ty) 2.1 3 8 14 13
Stichprobenumfang n=1 n=1 n=>56 n=22 n=232
pat-Expression auf die + + - +
Nachkommenschaft

bezogen

3.8.3 gus PCR

Die positiven PCR Ergebnisse belegen, dal} die entsprechenden T; Pflanzen
transgen sind. Bei der Nachkommenschaft sollte davon ausgegangen werden,
dal3 keine persistierende Agrobakterien die PCR Ergebnisse beeinflussen
kénnen. Diese muf3ten sonst Uber das Saatgut weitergegeben worden sein.
Literatur, die diese Mdoglichkeit der Ubertragung von A. tumefaciens bestatigt,
wurde nicht gefunden.
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Abb. 32 gus PCR T, Pflanzen

Spur: 1 2 3 4 5 6 7 8
Oben: 100bp (3.1 13.7 |13.1 |13.2. |145. (147 |141
Ladder
Unten: 100bp H,O | Pos.
Ladder Kontr. | Kontr.

3.8.4 PAT Assay
Der Pat Assay zeigt, dal3 das pat-Gen in allen untersuchten Pflanzen der

T1 exprimiert wird.
Abb. 33 Phosphinothricin Acetyl Transferase Assay an T, Pflanzen

145 147

13.1 13.7 AcCoA 2 x pos. Kontr]
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3.8.5 Segregationsanalyse der T; Pflanzen

In der geselbsteten Nachkommenschatft der T Pflanzen muf3 im Idealfall,
wenn eine Kopie des Gens integriert wurde, von einer Segregation des
Fremdgens von 3:1 ausgegangen werden. Die Integration zweier Kopien wirde
in einer 15:1 Segregation resultieren. Da die Gene gusAint und pat auf dem
Konstrukt nur 100bp voneinander entfernt sind, sind sie als absolut gekoppelt
anzusehen. Die Integration eines Genes fiihrt aber nicht zwangslaufig zu einer
gleichmafigen Expression in der Nachkommenschaft. Es ist von daher kein
Widerspruch, wenn sich die Uber den gus-Assay und Leaf Paint-Assay
gewonnen Daten nicht decken.

Daten fUr eine Segregationsanalyse der Nachkommenschaft wurden bisher nur
an den Pflanzen 8, 13 und 14 erhoben. Fir die Nachkommenschaft der Pflanze
14 erdbrigt sich aber eine solche Analyse, da alle T;-Pflanzen bei allen
Analysen eindeutig negativ waren. Der Chi-Quadrattest ist nur fur den Fall der
Ablehnung der Nullhypothese aussagekréftig (Sachs L., 1992). Es kommt also
darauf an, ob die 15:1 Aufspaltung abgelehnt wird.

3.8.6 Segregationsanalyse der transgenen Nachkommenschatft.

3.8.6.1 T, Pflanzen

Bei den Primarregeneraten (To) handelt sich um hemizygote Pflanzen, da
Homozygotie nicht vorkommen kann.

Tab. 13 Zu erwartende Aufspaltung bei der Inteqration einer Kopie der
Markergene

To=+0x+0
Gameten + 0
+ +/+ | +/0 Die gus - exprimierenden Genotypen sind grau

unterlegt. Eine quantitative Auswertung der gus -
Expression ist nicht mdglich. Unterschiede

0 o/+ | 0/0 zwischen homo- und hemizygoten Pflanzen
kénnen daher nicht festgestellt werden.

Das eigentliche Spaltungsverhéltnis (Genotypenaufteilung) ist 1:2:1, daraus
ergibt sich ein 3:1 Verhaltnis fir die Merkmalsauspragung der Markergene, da
dominante Expression tber einen 35S Promotor vorliegt.

Werden zwei Kopien der T-DNA in das Pflanzengenom integriert, so entspricht
die Segregation dem folgenden Schema:

65



Ergebnisse

Tab. 14 Zu erwartende Aufspaltung bei der Integration zweier Kopien der
Markergene

T0:+1OX+20

Gameten +, +5 +. 0 +, 0 00

+1 +2 o/ H1 42 [+ 0/ +1 42 |+20/ 414+, (00/ +1 +

+.0 +1+,/+,0 |[+,0/+,0 |+,0/+,0 |[00/+,0

+,0 +1+,/+,0 [+,0/+,0 |+,0/+,0 [00/+,0

00 +,+,/00 [+, 0/00 |+,0/00 (00/00

Die gus - exprimierenden Genotypen sind grau unterlegt.
Die transgenen Nachkommen werden entsprechend zusammengezahlt, es
ergibt sich daraus eine 15:1 Aufspaltung beziglich der gus - Expression. Bei
einer engen Kopplung zweier Kopien auf dem selben Chromosom ist der
Erbgang an Crossing over Haufigkeiten gebunden, dies wurde nicht untersucht.

Tab. 15 Chi-Quadrattest fiir eine 15:1 Seqgreqgation

Planze 8, gus Gen Planze 13, gus Gen
Ho= 15:]1 Ho=| 15:|1
Stichprobenumfang 56 Stichprobenumfang 32
beobachtet 38 18 beobachtet] 26 6
erwartet] 52,5 3,5 erwartet] 30 2
beob.-erwartet| -14,5 14,5 beob.-erwartet -4 4
2 2
(beob. - erwart.) 4.00 60,07 (beob. - erwart.) 0,53 8.00
erwart. erwart.
x> =| 64,08/P=0,0001 x? =| 8,53|P=0,0035
Kritischer Wert, 1FG 3,84]a=0,05 |[Kritischer Wert, 1FG 3,84]a=0,05
Planze 8, pat Gen Planze 13, pat Gen
Ho= 15:]1 Ho=| 15:|1
Stichprobenumfang 56 Stichprobenumfang 32
beobachtet 33 23 beobachtet] 29 3
erwartet] 52,5 3,5 erwartet] 30 2
beob.-erwartet| -19,5 19,5 beob.-erwartet -1 1
2 2
(beob. - erwart.) 724] 108,64 (beob. - erwart.) 0,03 0.50
erwart. erwart.
x % =| 115,89|P=0,001 x%=| 0,53|P=0,46
Kritischer Wert, 1FG 3,84|a=0,05 |[Kritischer Wert, 1FG 3,84|a=0,05

Fur Pflanze 8 wird Hp= 15:1 abgelehnt. Im Umkehrschlul® kann nur eine 3:1
Segregation vorliegen. Bei Hy = 15:1 liegt Pflanze 13 aber nur in Bezug auf die
Segregation des pat Gens unterhalb des kritischen Wertes.
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Es ist also eher davon auszugehen, dal3 es sich bei Pflanze 8 um die
Integration einer Kopie handelt als bei Pflanze 13. Aus diesem Grund wurde mit
Pflanze 8 in 3.9.1 weitergearbeitet.

3.9 T, Pflanzen

3.9.1 Homozygote Pflanzen

Ziel war es das Transgen homozygot in einer Pflanze vorliegen zu
haben. Fir weiterfihrende Untersuchungen (Kreuzungen) ist es wichtig, daf3
die Nachkommen nicht mehr segregieren.

Fur die folgende Untersuchung ist also bei jeder T, Pflanze der Linie 8 mit den
Genotypen GG (P=1/4), GX (P=2/4) und XX (P=1/4) zu rechnen. ,G" steht flr
das gus-Gen und X* fur das auf dem homologen Chromosom nicht
vorhandene gus-Gen. Da die nicht transgenen Nachkommen transgener Eltern
durch einen GUS-Assay diskriminiert werden kdnnen, gibt es nur noch die
beiden Mdglichkeiten homozygot dominant (P=1/3) und heterozygot (P=2/3).
Die homozygoten Pflanzen sind gesucht. Die Frage ist: Wie hoch ist die
Wahrscheinlichkeit bei den in Tab 16. angegebenen Stichprobenumfangen
eine homozygote Linie richtig zu klassifizieren? Das Auftreten nur einer gus-
negativen Pflanze in der Nachkommenschaft bestétigt dabei einen hemizygoten
Elter, eine Statistik ertibrigt sich daher fur die hemizygoten Pflanzen. Die in Tab
16 aufgefiihrten P-Werte errechnen sich aus der nachfolgenden Formel .

1
.. Ka "
@0 K,= Zahl der gus-positiven Nachkommen (T,).

&40

P =

1+2

Tab. 16 Stichproben zur Findung homozygoter Pflanzen

T, Pflanze a gus positive Nachkommen (T'2) | Stichprobenumfang | P=

8.37. 14 49 0,99

8.4 13 29 0,99

8.17 10 12 hemizygot
8.49 13 28 0,99

8.32 6 7 hemizygot
8.30 6 12 hemizygot
8.40 10 12 hemizygot
8.12 8 8 0,83

8.41 7 33 0,99

8.36 0 4 neg. Kontr.

Die StichprobengréRe der ausgebrachten Samen war wenigstens 15, es sind aber nicht

" Die Formel wurde von Herrn Dipl. Math. Michael Weichert hergeleitet (LG Bioinformatik UNI-
Hannover).
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immer alle Samen gekeimt.
Pflanze 8.36 war nach der T; Analyse bereits als homozygot rezessiv klassifiziert, sie diente
hier als Kontrolle.

3.9.2 Uberprifung der Linie 14 auf ein Abschalten der Markergene

Zuachst wurden die Nachkommen der Pflanze 14 nocheinmal Uber eine
PCR auf das Vorhandensein des gus-Gens untersucht. Um auszuschliel3en,
dal nur homozygot rezessive Pflanzen untersucht werden, wurden 57 T,
Pflanzen von 16 verschiedenen T; Pflanzen dieser Linie analysiert.
Tab. 17 Fiur die Analyse verwendete T; Pflanzen

Gruppe T, Pflanzen T, Pflanzen
je T, Pflanze
A 14.8 14.10 14.19 e5T,=15
B 14.13 14.14 14.15 e5T,=15
C 14.16 14.17 14.18 e5T,=15
D 14.9 14.11 14.12 edT,=12*

nicht alle fiinf Samen sind zur Keimung gekommen.

Es wurde jeweils eine DNA-Extraktion von allen Pflanzen einer Gruppe
durchgefuhrt. Der Nachweis eines gus - PCR Produktes in den Sammelproben
ware ausreichend, um die Weitergabe des Reportergens in die
Nachkommenschaft zu belegen.

Abb. 34 qus - PCR an den DNA-Sammelproben aus

] 2 3 4 5 6 7 8 910

\ornd
Nl

Spur 1: 100 bp Marker; Spur 2-5: Gruppe A-D; Spur 5: H,O Kontrolle;
Spur 7-9: 1:10, 1:20, 1:30 Verdiinnung einer Positivkontrolle (genomische
DNA einer transgenen Pflanze der Linie 8 (8.19.6)

Die DNA-Konzentrationen der genomischen DNA Sammelproben und der
positiven Kontroll-DNA wurden dber eine Gelabschatzung einander
angeglichen. AnschlieRend wurde die Kontroll-DNA in drei Schritten verdinnt

68



(1:10, 1:20, 1:30), um sicherzustellen, dald eine einzige positive Pflanze in der
Sammelprobe auch héatte nachgewiesen werden konnen. Da eine 1:20
Verdinnung der Kontroll-DNA noch ein PCR-Produkt liefert, ist dies
sichergestellt. Es zeigt sich, dal3 in keiner der T, Nachkommen der Ty Pflanze
14 das gus - Gen vorkommt. Damit ist ein Abschalten des Genes in der T;
auszuschliel3en.

3.10 Klonierung des vst 1Gens in pGPTV bar

Fur die Ubertragung des vstl Gens in Cicer arietinum Uber einen
Agrobakterium vermittelten Gentransfer muf3te das Gen in ein binares Plasmid
pGPTV bar (Becker D., 1992), kloniert werden. Dazu wurde das im pGPTV
Vektor befindliche promotorlose gus-Gen herausgeschnitten und durch das
vst1 -Gen ersetzt. Das so entstandene Ligationsprodukt wurde Uber eine
Elektroporation in den E. coli Stamm NM 522 transformiert und amplifiziert.

Elektroporationsdaten zur Bakterienelektroporation

Kolonien / 100 m des ausplattierten Kolonien / 500 m des ausplattierten
Elektroporationsansatzes Elektroporationsansatzes
L1.1 51 34
L1.2 69 142
L21 29 n.d. wegen Kondenswassers
L22 19 > 150

Abb. 35 Kontrollverdau der Ligationsansétze

1 2 3 4 5 6 7 Spur 1: M4 MW-Marker

Spur 2, 3, 4: Hind Il Verdau der Plasmide
aus den Elektoporationsanséatzen L 1.1

Spur 5, 6, 7: Hind lll Verdau der Plasmide
aus den Elektroporationsansatzen L 2.2

Da sich sowohl in dem vst 1-Gen als auch in dem pGPTV bar Vektor eine Hind
[l Schnittstelle befindet, sind nach einem Hind Ill Verdau zwei Banden zu
erwarten. Ohne die Integration des vst1l Gens wirde durch einen Hind Il
Verdau lediglich eine Linearisierung des pGPTV Vektors erfolgen.

Entsprechend entsteht nach einem Hind Il Verdau ein 13,099 kb und ein 2,254
kb grol3es Fragment. Diese Fragmente sind obigem 0,8% Agarosegel auch zu
sehen.
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Da die Klonierung des vst 1-Gens in den Transformationsvektor von grofl3er
Bedeutung fur die Pflanzentransformation ist, wurde zur Bestatigung ein
Doppelrestriktionsverdau mit den Enzymen EcoR | und Hind lll in dem
Ligationsprodukt durchgefihrt.

Abb. 36 Doppelverdau des Ligationsproduktes pGPTV bar—vst 1

Spur 1: M4 Marker

Spur 2: EcoR I.

Spur 3: Hind Ill Verdau

Spur 4 und 5: EcoR I/ Hind lll,
Spur 6: unverdautes Plasmid.

pHK vst” Eco RI Hind Il Eco RI/ Hind Ill unverdaut
Verdau
Erwartete 15,353 kb 13,099 kb 11,2 kb 15,4 kb
Banden 2,254 kb 2,254 kb

1,899 kb

Das 1,0 % Agarose Gel zeigt das erwartete Bandenmuster und bestétigt so die
Integration des vst 1 Gens in den pGPTV bar Vektor anstelle des gus Gens.

Abb. 37 Pflanzentransformationsvektor pHKvst 1

Sl | (15051)
Xba | (15026) | Hind 111 (2)
\ /
BamH I (15020)\\  /  Pnos
\\\\ y /

STO P
vstl (%)

~

Hind 11l (13101)

Byl (579)

o bar
—_ BamH | (1202)

.

Intron \ Byl 11 (1976)
LB
Promotor from vitis vinifera Bgl 11 (2549)

EcoR | (11202) pHK vst

15353 bp
RB
Byl 1 (10950)

RK2 ori

kanR E.coli

* Die Fragmentlangen wurden einem Internetdokument entnommen, da es sich um einen nicht
sequenzierten Vektor handelt, basiert die Karte auf Restriktionsfragmentlangen.

(ftp://ftp.genome.ad.jp/db/ncbi/vector—ig/lUNCOMPLETABLE/PGPTVbar.SEQ).
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3.10.1 Etablierung einer vst 1 PCR
Fur die Analyse der das vst 1-Gen tragenden Cicer arietinum Pflanzen
wurde ein entsprechendes PCR-Protokoll fir zwei verschiedene Primerpaare
entwickelt. Wie aus 2.9.2.2 hervorgeht, bindet der Primer B des vst1, int
Primerpaares im Intron. Das Primerpaar RT-vst 1 flankiert hingegen das Intron
und ist somit auch fur eine RT-PCR tauglich.

Abb. 38 VST 1 PCR

Spur 1: 100 bp MW-Marker
Spur 2: Genomische DNA aus
Cicer arietinum mit dem RT-
1 23 4 56 vst 1 Primerpaar
Spur 3: PCR-Produkt von pHKVSt 1
Plasmid DNA mit dem RT-
vst 1 Primerpaar
Spur 4. Genomische DNA aus
Cicer arietinum mit dem vst 1,
- - i int Primerpaar
Spur 5: PCR-Produkt von pHKVSt 1
Plasmid DNA mit dem Vst 1, int
Primerpaar
Spur 6: H,O Kontrolle

Die Primerpaare binden nicht unspezifisch an die genomische DNA aus Cicer
arietinum. Beide Primerpaare liefern aber ein klares PCR-Produkt von dem
pHK vst 1 Plasmid. Wie zu erwarten, liefert das Primerpaar RT-vst 1 ein um 51
bp kleines Produkt, als das vst 1 int Primerpaar.

3.11 Transformation der Agrobakterien

3.11.1 Transformationsvektor EHA 105

Mit den Plasmiden Abb. 35, Spur 3 und 4 wurde der Agrobacterium
tumefaciens Stamm EHA 105 via Elektroporation transformiert. Jeweils zwei
Agrobakterienkolonien, die nach Elektroporation auf Selelektivmedium
gewachsen waren, wurden mit Hind Il verdaut.
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Abb. 39 Kontrollverdau nach Elektroporation von Agqrobacterium
tumefaciens EHA 105

Spur 1 und 2: Hind Il - Kontrollverdau der
Agrobakterien - Elektroporationen mit dem
zuvor in Abb. 35, Spur 3 uberpriften
Plasmid.;

Spur 3 und 4: Hind Il - Kontrollverdau der
Agrobakterien - Elektroporationen mit dem
zuvor in Abb. 35, Spur 4 uberpriften
Plasmid.;

Spur 5: M4 MW-Marker.

3.11.2 Weitere rekombinante Agrobakterienstamme mit pHK vst

Fur die Transformation der nachfolgenden Bakterienstdmme wurde auf
weitere Restriktionsverdaus verzichtet, da die Vektorarchitektur hinreichend
belegt wurde. Es wurde stattdessen eine PCR-Analyse durchgefiihrt. Nach
einer erfolgreichen Transformation via Elektroporation wachsen auf den 100
mg/l Kanamycinplatten nur Bakterienkolonien, welche das auf dem pHK vst
lokalisierte Kanamycinresistenz-Gen aus E.coli tragen. Diese Kolonien wurden
gepickt und in Flussigkultur vermehrt.

Abb. 40 VST 1 PCR zur Kontrolle der Agrobakterienstamme

Spur 1 - 4 PCR-Produkte von vier unabhéngigen Transformanden des

A. tumefaciens Stammes C58C1, pHKuvst.

Spur 5: PCR-Produkt aus E. coli, NM 522 pHKvst

Spur 6: PCR-Produkt von A. tumefaciens, EHA 105 pHKuvst welcher fur die Cicer
arietinum Transformationsroutine verwendet wurde.

Spur 7: PCR-Produkt von A. rhizogenes, R 1000 pHKvst 1

Spur 8 und 9: Zwei unabhéngige Kolonien von A.tumefaciens, C58 C1 RIi
pHKvst 1

Spur 10: 100bp DNA Ladder
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Die amplifizierten Banden entsprechen den zu erwartenden Grof3en von 662
bp. Spur 1-4 G.N. Kulturen in 10 ml YEP Medium, Spur 5-7 Glycerinstocks
ODsgoo> 1, Spur 8 und 9 direkt von der Platte gepickte Kolonien von 2mm
Durchmesser, wovon ein Teil zum Animpfen von 1 ml YEP benutzt wurde. Die
untersuchten Bakterienstamme enthalten demnach alle das pHKvst 1 Plasmid.
Eine routinemallige Kontrolle der Transformationsstamme ist somit ebenfall via
PCR moglich.

3.12 Co-Transformation

Die in der beschriebenen Weise durchgeflhrten Tumorinduktionen an im
Licht gekeimten Keimlingen haben eine Erfolgsqoute von 90 %. Das
Tumorwachstum erstreckt sich dann lber einen Zeitraum von drei Wochen.
Dann sind die Tumoren grof3 genug, um sie fur molekulare Nachweise zu
nutzen. Fur die folgenden PCR und PAT-Assays wurden junge, zwei Wochen
alte und Uber vier Wochen alte Tumoren verwendet.
Abb. 41 Tumorwachstum nach einmaliger Inokulation im basalen Teil des

Keimlings

Die blauen Pfeile markieren Tumorwachstum in den Verzweigungen der
SproRachse. Diese sind nicht durch eine Verwundung induziert, da die
Inokulationsstelle wesentlich tiefer liegt (Inok. Stelle).

Interessanterweise entsteht nicht nur an der Inokulationstelle des jungen
Keimlings ein Tumor, sondern auch in den Verzweigungen des Sprosses.
Dieses Transformationsereignis ist demnach offenbar nicht wundinduziert.
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3.12.1 vst1PCR

Es wurde von einer Pflanze aus drei Tumoren und von einem Blatt, an
dem kein Tumor wuchs, DNA isoliert. Fur die PCR wurden die Primer vst 1 A
und B verwendet. Wie Abb. 42 zeigt, konnte in allen drei Tumoren das vst 1-
PCR-Produkt amplifiziert werden. Ebenso lieferte aber auch das Blatt ein vst 1-
PCR-Produkt.
Abb. 42 vst 1 PCR an Tumorgewebe

1 2 3 4 5 6

Spur 1-3: Tumoren

Spur 4: Blatt
Spur 5: 100 bp MW-Marker

Die Tumoren an den Gewéachshauspflanzen sind nahezu unter
Freilandbedingungen gewachsen und nicht, wie dies bei in vitro Kulturen der
Fall ist, unter Antibiotikakontrolle. Es wurde daher davon ausgegangen, daf3
sich die Agrobakterien in hoher Dichte in dem Tumorgewebe, moglicherweise
aber auch in der Pflanze befinden. Die Amplifikation der vst 1 PCR-Produkte
aus Blattmaterial bei gleichzeitiger Phosphinothricinsensitivitdt der Blatter
bestatigt diese Annahme.

74



3.12.2 Phosphinothricin Acetylase -Assay

Da der pHK vst Vektor neben dem vst 1-Gen auch ein bar-Gen enthalt,
wurde ein PAT Assay an dem Rohextrakt von vier verschiedenen Tumoren
durchgeftihrt. Drei davon waren jung (drei Wochen nach der Inokulation) einer
alt (» sechs Wochen nach der Inokulation)

Abb. 43 PAT-Assay an Pflanzentumoren

] 2 3 4 5 6 7 Spur 1-3: Junge Tumoren
Spur 4: Alter Tumor
. . . . . Ac-CoA Spur 5: Ac-CoA
. . . . Spur 6 und 7: Positivkontrolle
v - - ' Ac-PPT

w

Yoo ow

Es zeigt sich, dal3 alle vier Tumoren das bar Gen exprimieren. Die
Enzymaktivitat ist, wie auf der Abb. 43 zu sehen, bei den jungen Tumoren 1-3
etwa gleich. Der altere Tumor exprimiert deutlich starker.

Damit kann gezeigt werden, dal3 eine Co-transformation des Ti- und des
bindres Plasmids, unter den beschriebenen Bedingungen effizient durchgefiihrt
werden kann.
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4 Diskussion

4.1 Protoplasten

Die Protoplastenkultur wurde zu Beginn der Arbeit favorisiert, da hier
bereits positive Ergebnisse flr die Regeneration von transgenen Erbsen (Pisum
sativum) vorlagen ( Bohmer Planta. et al., 1996). Im Nachfolgenden kann
gezeigt werden, dal3 das an Kichererbsen adaptierte Protokoll durchaus die
Grundvoraussetzungen fur einen direkten Gentransfer bietet.

Methode nach Bohmer an Erbsen | Kichererbse
Pflanzenmaterial Etiolierte sekundare Sprosse aus | 3-4 Tage alte,
Embryovorkultur. Nach grine Sprosse
Lehminger-Mertens, (1989)
Mazerationsvolumen 6 ml, in 6 cm Petrischale 10 ml, in 9 cm
Petrischale
Ausbeute 1-2 x 10°% 6 ml 6-10° / 10 ml
Ausbeute/g Frischgewicht | 10 - 20 x 10° 12-20 x 10°
Plating efficiency’ 1,4-3,3 % 1-1,3 %
Transformationsrate 0,03 % ?
Sprossinduktionsrate  an | 0,000043 % ?
transgenen Kalli

Bei der Isolation von Protoplasten aus dem Hypokotyl von Kichererbsen
konnten Ausbeuten von 1-7,6 x 10° Protoplasten pro Gramm Frischgewicht
erzielt werden, mit einer Vitalitdt von 80 % (Sagare & Krishnamurthy, 1991).
Eine Regeneration von Sprossen aus diesen protoplastenburtigen Kalli war
Sagare und Krishnamurthy aber nicht gelungen. Da flr Cicer arietinum bis dato
kein Protokoll zur Sprof3regeneration aus protoplastenburtigen Kalli vorliegt,
wurden die Regenerationsprotokolle fir Pisum sativum nach Bohmer und fir
Vicia faba cv. Mythos (Tegeder et al., 1995) auf Kichererbsen angewendet
(Kiesecker, 1996). An Cicer arietinum fuhrte diese Art der Sprof3induktion aber
bereits nach drei Monaten dazu, dal3 der Kallus weich und braun wurde. Eine
morphologische Veranderung, die auf die Entstehung von Sprol3knospen
hindeutet, so wie sie von BOHMER et al., (1995) fir Erbse gezeigt wird, konnte
an Kichererbsen nicht beobachtet werden.

Das Protokoll von Tegeder, bei dem eine Sprof3induktion innerhalb von 7-8
Monaten erfolgt, konnte ebenfalls nicht auf die Kichererbsen Ubertragen
werden, da auch hier der Kichererbsenkallus weich und braun wurde. Generell
wurde entschieden, dal3 diese Protokolle zu langwierig waren.

*Plating efficiency: Anteil der auf Festmedium wachsenden Kalli bezogen auf die Zahl der
eingebetteten Protoplasten. BOHMER bezog sich nicht auf die Protoplasten sondern auf die in
Flissigphase gewachsenen Mikrokalli vor dem Transfer auf Festmedium.
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Das beschriebene Protoplastenisolationsprotokoll fiur Kichererbsen sowie die
Einbettungs- und Kulturtechnik als solche lieRen sich aber direkt auf Pisum
sativum ( Himstedt, 1998) und Lens culinaris (Halbach, 1998) Ubertragen.

Von einer weiteren Optimierung wurde nicht zuletzt vor dem Hintergrund der
sich ergebenden Fertilitatsprobleme der Ty Pflanzen transgener Erbsen in der
eigenen Arbeitsgruppe Abstand genommen. Ein weiterer wichtiger Punkt
bestand aber darin, dal3 die Kichererbsenliteratur bis 1999 nur wenige
Protokolle fir somatische Organogenese aufweist. Barna & Wakhulu (1994)
beschreiben die SproRbildungskompetenz von auf 25 uM 2.4 D und 10 uM BAP
generierten Kalli, welche aus der Embryoachse, unreifen Blattern und dem
basalen Teil der SproR3spitze stammen. Kallus aus Kotyledonen, dem
Hypokotyl, dem Epikotyl und dem apikalen Teil der Sprof3spitze eignen sich
nach ihren Untersuchungen nicht zur Sprol3regeneration.

Ob es sich dabei um eine tatsachliche de novo Regeneration handelt ist
allerdings schwer zu sagen, da praformierte Meristeme maoglicherweise auch
wéahrend einer Kallusphase regenerativ bleiben. Die Tatsache, dal3 zum Teil
auch die Gewebe, welche einen groRen Anteil meristematischen Gewebes
besitzen Sprosse, innerhalb der Kallusphase regenerieren, deutet auf diese
Problematik hin.

4.2 Direkte Organogenese und Agrobacterium
tumefaciens vermittelter Gentransfer.

Zu Beginn dieser Arbeit lag zum Thema Kichererbsentransformation nur
eine Publikation von Fontana et al. (1993) vor. Dort werden transgene Ty -
Pflanzen vorgestellt, welche tber einen Agrobakterien vermittelten Gentransfer
gewonnen wurden. Eine transgene Nachkommenschaft gab es nicht, wurde
zumindest nicht gezeigt. Kar et al.(1996) zeigten eine Transformationsmethode
Uber einen Agrobakterien-vermittelten Gentransfer in Kichererbsen. Auch in
dieser Publikation zeigten nur Ty Pflanzen Transgenitat. In beiden Arbeiten fehlt
also der notwendige Nachweis der stabilen Weitergabe des jeweiligen
Transgens auf die folgenden Generationen. Obwohl in der Publikation (Kar et
al., 1996) ausdrucklich betont wird, dal3 diese Pflanzen bereits Hllsen trugen,
wurde spater keine transgene Nachkommenschatft publiziert.

Kar et al. (1996) beziehen sich in ihrer Arbeit auf Fontana et al. (1993) und, wie
im Folgenden dargestellt, gibt es Gemeinsamkeiten in den Ansatzen und
Ergebnissen. Diese werden mit den Ergebnisen der hier vorliegenden Arbeit
verglichen.
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Protokoll nach Fontana et al.(1993)

1 Material Reife Embryonen aus 0. N. gequollenen Samen. Lokale Varietat
(Consortio Provinciale, Rome, Italy), daher vermutlich kabuli.

2 Expl. Praparation | Dekapitierung der Sprof3spitze (1mm)

3 Agrobakterien - | 48 h auf Festmedium

Kultur

4 Inokulation 20 min Inokulation in Bakteriensuspension (1 % 5x10%/ml), MS-
Flissigmedium hormonfrei

5 Co-Kultur 3 Tage auf MS-Medium mit 1,0 mg/l (4,65 nmM) Kinetin

6 Kultur MS-Medium mit 1,0 mg / | (4,65 nM) Kinetin

7 Sprof3reg. nach 3 Wochen

8 Selektion Sprosse aus Schritt 6 werden auf MS- Medium mit 1 mg/l Kinetin
+ 50 mg/l Kanamycin Uberfihrt.

9 Bewurzelung nach weiteren drei bis vier Wochen auf MS-Medium mit 0,5 mg/l (
2,85 nM) IAA, ohne weitere Selektion

Die Sprol3regenerationsfrequenz liegt bei 40 - 50 %.

Protokoll nach Kar et al. (1996)

1 Material Reife Embryonen aus 0. N. gequollenen Samen. Sorten ICCV-
1, ICCV-6 ( kabuli Typ) und eine nicht charakterisierte, lokale
desi Varietat

2 Expl. Praparation | Dekapitierung der Sprof3- und Wurzelspitze

3 24 h Vorkultur MS-Medium mit vierfach Microsalzen, 3,0 mg/l (13,31nM) BAP
und 0,004 mg/l (0,021 nivl) NAA. (SR-Medium genannt)
4 Agrobakterien - | 24 h Flussigkultur
Kultur
5 Inokulation / 24 h Inokulation von 50 Explantaten in 10 ml

Bakteriensuspension ( 1x10%/ml), SR-Fliissig, 0,004 mg/l NAA
und 3 mg/l BAP

6 Co-Kultur 72 h auf halbfestem SR-Medium, 0,004 mg/l NAA und
3 mg/l BAP

7 Kultur/Selektion SR-Medium 0,004 mg/l NAA und 3 mg/l BAP mit 500 mg/l
Cefotaxim und 25 mg/l Kanamycin

8 Sprof3reg. nach 3 Wochen

9 Selektion Sprosse aus Schritt 8 werden auf SR- Medium 0,004 mg/l NAA
und 3 mg/l BAP mit 50 mg/l Kanamycin tberfuhrt.

10 | Subkulturen dreimalige Wiederholung des Schrittes 9

11 |Bewurzelung MS-Medium mit 0,5 mg/l ( 2,46nM) IBA, ohne weitere Selektion

Die Sprol3regenerationsfrequenz liegt bei 95 % flr die lokale Varietat (desi-Typ)
, Zwischen 60% ICCV-1, 70% ICCV-6 (kabuli- Typen)
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Diese Arbeit

1 Material Reife Embryonen aus . N. gequollenen Samen. Sorten ILC 482
(ICARDA)
2 Expl. Praparation Dekapitierung der SproRspitze
3 Agrobakterien - | U.N. Flussigkultur
Anzucht
4 Inokulation / 2 h Inokulation in Bakteriensuspension (OD 600 » 1x109/ml) in

SR-Medium mit 10 uM TDZ , 100mM Acetosyringone,
Ultraschallbehandlung, anschlieend 1h Inokulation

5 Co-Kultur 4 Tage auf SR-Medium mit 10 uM TDZ, Explantate auf
Filterpapier

6 Kultur 1. Sub MS-Medium 2 pM TDZ, 150 mg/l Ticarcillin, 50 mgl/l
1 Woche Combactam).

7 2. Sub. MS-Medium 1 pM TDZ, 100 mg/l Ticarcillin, 50 mgl/l
3 Wochen Combactam).

8 3. Sub. MS-Medium 2,32 nmM Kin, 100 mg/l Ticarcillin, 50 mgl/l
2-3 Wochen Combactam, 3 mg/l PPT

9 4. Sub. MS-Medium 2,32 nmM Kin, 100 mg/l Ticarcillin, 50 mgl/l
2-3 Wochen Combactam, 3 mg/l PPT

10 | Subkulturen im 2-3 | MS-Medium 2,32 nM Kin, 100 mg/l Ticarcilin, 50 mgl/l
wochigem Combactam, 5 mg/l PPT ansteigend bis 15 mg/l

Medienwechsel
12 |Bewurzelung von|MS-Medium 9,8 nM IBA, 100 mg/l Ticarcillin, 50 mg/l
Sprossen ab Schritt | Combactam, 5 mg/l PPT fir 2 Subkulturen. Mit steigendem
10 in obiger Tabelle | Resistenzniveau der Mutterkulturen bis 15 mg/l PPT

13 | Pfropfung von | MS-Medium 2,32 nmM Kin, 100 mg/l Ticarcillin, 50 mg/l
Sprossen ab Schritt | Combactam, 5 mg/l PPT. Mit steigendem Resistenzniveau der
11 Mutterkulturen bis 15 mg/l PPT ansteigend.

Oder Pfropfung der Sprosse aus der Bewurzelungsphase.

Die Sprof3regenrationsfrequenz liegt bei durchschnittlich 50-70%.

4.3 Methodenverqgleich

Die Art der Explantatpraparation ist in allen drei Arbeiten, soweit dies
den Publikationen zu entnehmen ist, etwa gleich. Die kabuli-Typen zeigen in
dieser, in Fontana et al. (1993) und auch in Kar's et al. (1996) Arbeit nach der
Dekapitierung etwa vergleichbare Regenerationsfrequenzen von 50-70%. Die
desi-Varietdt in Kar's et al. (1996) Arbeit liegt deutlich darlber. Diese
unterschiedliche SproR3proliferationskapazitat wird auch von Brandt & Hess
(1994) an Sprol3spitzenmeristemen der kabuli-Sorte ICCV-6 und der desi-Sorte
Annigeri gezeigt. Zur klonalen Vermehrung teilte BRANDT die
SproR3spitzenmeristeme fortwahrend und bekam pro Explantat 90 Sprosse aus
Annigeri und 50 Sprosse aus ICCV-6 .

Die jeweiligen Inokulationsbedingungen unterscheiden sich allerdings
voneinander, wobei eine 24h Inokulation, wie sie von Kar et al. (1996)
praktiziert wird, den grof3ten Unterschied macht. Fontana et al. (1993)
inokuliert mit hormonfreiem Medium. Ultraschall wird nur in dieser vorliegenden
Arbeit angewandt.

79



Diskussion

In allen drei Arbeiten werden wahrend der Co-Kultur Cytokinine verwendet. Kar
et al. (1996) verwendet zusatzlich ein Auxin in einer sehr schwachen
Dosierung. In der vorliegenden Arbeit wird TDZ verwendet. TDZ hat neben
einer starken Cytokinin- moglicherweise auch eine Auxinwirkung, dies wird von
Gill & Saxena (1992) aufgrund einer TDZ abhangigen Induktion somatischer
Embryogenen an unreifen Blattern vermutet. In dieser Arbeit konnte aber nur
eine Cytokininwirkung anhand der Sprof3induktion und der geringen Elongation
beobachtet werden.

Fir die weitere Kultur werden die Hormonzusammensetzungen und -
konzentrationen bei Fontana et al. (1993) und Kar et al. (1996) nicht gedndert.
In der vorliegenden Arbeit wird die TDZ-Konzentration auf 1niM verringert. Mit
dem Beginn der Selektion wurde auf 0,5 mg/l Kinetin gewechselt. Diese
Konzentration ist nur halb so stark wie die von Fontana verwendete. Der
Wechsel auf Kinetin war in dieser Arbeit notwendig, um eine Elongation der
Sprosse zuzulassen.

Der wesentliche Unterschied in den drei Arbeiten bezieht sich auf die Selektion.
Der Selektionsdruck der nach 3 Wochen mit 50 mg/l Kanamycin in Fontanas et
al. (1993) Arbeit ausgeubt wird, ist in etwa vergleichbar mit den in der
vorliegenden Arbeit eingesetzten Bedingungen. Diese Aussage kann anhand
der Uberlebenden Explantate nach der Selektion getroffen werden: 10% bei
Fontana et al. (1993), zwischen 5 und 8 % in dieser Arbeit. Der Schwerpunkt
liegt also eher in der Selektion Uber verschiedene Subkulturen hinweg. Kar et
al. (1997) steigern gegenuber Kar et al. (1996) die Zahl der Subkulturen um
eine auf funf bis sechs Selektionsschritte mit 50 mg/l Kanamycin. Die Sprosse
werden von Kar et al. (1996) an den Verzweigungen abgeschnitten und wieder
mit dem Medium in Kontakt gebracht. Fur eine Kanamycinselektion an Erbsen
schlagen Grant et al. (1998) eine Re-Selektion bei der Bewurzelung vor: Die
Wurzeln nicht transgener Sprosse verbraunen in Kanamycinmedium. Fontana
et al. (1993) bewurzelten die Sprosse nach nur einem Selektionsschritt ohne
Kanamycin. Kar et al. (1996) bewurzelten ebenfalls ohne Kanamycin, sie
fuhrten aber mehrere Selektionsschritte durch.

Im Gegensatz zu dieser Arbeit zeigen Fontana et al. (1993) und Kar et al.
(1996) keine transgenen Nachkommen der transgenen Kichererbsen.

4.3.1 Regeneration

Das Pflanzenmaterial von Fontana et al. (1993) wurde als ,lokale
Varietat* beschrieben, es handelt sich also offenbar nicht um zertifiziertes
Saatgut. Da in Italien aber hauptsachlich kabuli Typen angebaut werden, ist
hier eine groRere Ahnlichkeit zu ILC 482 zu vermuten. Kar et al. (1996, 1997)
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verwenden zertifiziertes Saatgut der Sorten ICCV-1, ICCV-6 (kabuli) und eine
lokale desi Varietat.

Die Phytohormonzusammensetzung von 3 mg/l BAP und 0,004 mg/ | NAA fuhrt
bei den von Kar et al. (1996, 1997) verwendeten Sorten zu einer Verzweigung
der entstehenden Sprosse (Kar et al., 1996). Die von Kar et al. (1996)
beobachtete Verzweigung wird auch von Kartha et al., (1981) beschrieben. Es
ist jedoch nicht klar, um welche Sorte es sich in jener Arbeit handelte. Hohe
Cytokiningaben (10 nM BAP = 2,3 mg/l) fihren bei Kartha et al. (1981) zu
multipler Spro3induktion an Apikalmeristemen, das weitere Wachstum ist aber
durch  hohe Cytokininkonzentrationen reduziert. Charakteristisch  fur
Kichererbsen ist bei Kartha et al. (1981) die haufige axillare Verzweigung eines
Sprosses (10 Verzweigungen an einem 5 cm Sprof3). Diese Aussage trafen die
Autoren im direkten Vergleich mit andern Kornerleguminosen. Parallelen dazu
konnten auch in dieser Arbeit beobachtet werden, eine hohe Cytokiningabe (10
nmM TDZ) tber einen l&angeren Zeitraum verringert die Sprof3elongation. Durch
TDZ sind die Verzweigungen sehr gestaucht und am Mutterexplantat nur
schwer zu erkennen. Erst wenn in den proliferierenden Sprossen die
Tragblatter als solche erkennbar werden, kann die Anatomie der stark
gestauchten SprofRRachse nachvollzogen werden. Die unter Selektionsdruck
entstehenden Sprosse hatten in dieser Arbeit ihren Ursprung entweder in
einem Nodus oder in der Basis eines Sprosses (Abb 21). Auch Polisetty et al.
(1997) beobachten in Kichererbsen eine deutliche Verringerung der
SproRRelongation und Verlangsamung des SproBwachstums bei ansteigenden
BAP Konzentrationen.

Fontana et al. (1993) nehmen eine Adventivspro3bildung an, sie diskutieren
eine wundinduzierte, neoforme Sprof3entwicklung.

Fontana et al. (1993) geben als Optimum fiir die Sprol3regenerationsfrequenz
eine Dekapitierungstiefe von etwa 1 mm unterhalb des Apex an. Wie in dieser
Arbeit herausgearbeitet wurde, liegen im Embryo eines 4. N. gequollenen
Samens die beiden unteren LateralsproRmeristeme etwa einen Millimeter
unterhalb der Apex. Unterhalb dieses Bereichs beschreiben Fontana et al.
(1993), eine Inhibition der Regeneration. Eine Sprof3proliferationsfrequenz von
40 - 50 % (Fontana et al., 1993) konnte bedeuten, dal3 Fontana tiefer
geschnitten hat, als es Kar et al. (1996) taten und als es in dieser Arbeit
durchgefiihrt wurde. , Tiefer” ist hier relativ zur Anatomie der verwendeten Sorte
zu sehen. In einer Diplomarbeit (Spotter, 1999) wurde aus versuchstechnischen
Grunden so tief geschnitten, dafd im Querschnitt keine Tragblatter mehr an den
Explantaten von ILC 482 Embryonen zu sehen waren. Dies fuhrte zu einer
Regenerationsfrequenz von etwa 10 % gegenluber sonst 50 -60%. Der
beobachtete Effekt war nicht auf die Ultraschallbehandlung zurtickzufuhren, da
die der SAAT Methode unterzogenen Proben beziglich der Sprof3proliferation
sogar Uber der Nullkontrolle lagen. Das Ausschlielen von Tragblattern am
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Explantat fuhrt zwangslaufig dazu, daf sich keine Lateralmeristeme mehr an
der Embroyachse befanden.

Die embryonale Anatomie der Sprol3achse entspricht der des augewachsenen
Sprosses, wobei vom Apex basalwarts die Differenzierung voranschreitet. Im
Apex befindet sich die Embryonalzone (0 - 0,02 mm), daran schliel3t sich die
Differenzierungszone an (0,02 -0,04 mm). Hier finden sich die ersten
Auslaufer der Procambiumstrédnge, welche Bestandteil des Meristemringes
sind. Am Ubergang zwischen Determinierungs - zur Differenzierungszone
befinden sich die Blattprimordien, welche basalwars ausdifferenzieren. Die
Differenzierungszone reicht von 0,04 - 25 mm unterhalb des Sprof3scheitels
(Sitte et al., 1991). Bei einem reifen Embryo ist die Differenzierungszone
entsprechend gestaucht (Abb 9). Die Anatomie der Lateralsprosse entspricht
wiederum der der Sprof3achse.

4.4 Transformation

In dieser Arbeit wurden etwa 1 mm des Apex entfernt und der
dekapitierte Embryo wurde mit Agrobakterien inokuliert. An dem Embryo
verblieben ein bis zwei zwei Lateralprimordien. Die Lateralprimordien wurden
als der Ursprung fir die Regeneration transgener Sprosse angesehen
(Abschnitt 3.2).

Da die Transformationskompetenz stark mit der Zellteilungsfrequenz korreliert
(de Kathen & Jacobsen, 1995), erfullen nach dem Brechen der Apikaldominanz
die Lateralsprosse eine der Bedingungen fur einen A. tumfaciens vermittelten
Gentransfer, namlich dal3 sie teilungsaktiv sind. In diesem Zusammenhang
zeigten Colin et al. (1997) einen schnellen Anstieg der Cytokininkonzentration
in den Lateralsprossen von Kichererbsen nach der Dekapitierung der
Sprol3spitze 7-8 Tage alter Keimlinge. Bereits nach einer lag-Phase von 2-3
Stunden, welche durch BAP auf 1-2 Stunden verklrzt werden konnte, stieg die
endogene Cytokininkonzentration in den Lateralmeristemen. Dies fihrte zu
einem beschleunigtem Wachstum der Lateralsprossmeristeme (Colin et al.
1997). Auxine hemmen diesen Prozess der durch Dekapitierung bedingten
Steigerung der endogenen Cytokininkonzentration in Phaseolus vulgaris L.
(Bangerth, 1994).

Als eine weitere Grundvoraussetzung wird die Aktivierung der Virulenzgene
durch eine Verwundung an der Pflanze angesehen (Zupan & Zambryski, 1995).
Escudero & Hohn (1997) zeigen, dal3 Agrobacterium auch in nicht verwundete
Tabakblatter eindringen kann. Sie spruhen vir aktivierte Agrobakterien (200uM
Acetosyringon) auf die Blatter und beobachten spater
Transformatinsereignisse. Sie gehen von einem Eindringen der Bakterien Gber
die Stomata aus.
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal die Tumorinduktion in
Axillarmeristemen nicht wundinduzierbar sein muf3 (Abb 41). Es ist also auch
denkbar, dal3 Zellen der Lateralmeristeme der dekapitierten Embryonen ohne
eine direkte Verwundung des Meristems transformiert werden konnen.

4.5 Co-Transformation mit Tumor induzierendem
Agrobakterium C58C1 pHKvst 1

Die Inokulationen der keimenden Pflanzen mit dem Tumor
induzierenden Stamm C58C1 im basalen Teil des sich streckenden Epikotyls
zeigt, dal3 die Agrobakterien in den Nodi entsprechend teilungsaktive Zellen
vorfinden. Neben der Verwundungsstelle sind dies die einzigen Orte, an denen
Tumorwachstum stattfindet. Die Co-Transformation zweier T-DNAs aus einem
Agrobakterium wurde von Depiker et al. (1985) gezeigt. Die Ubertragung zweier
T-DNAs aus einem Vektor (binaren Plasmid) in Pflanzen unter nicht selektiven
Bedingungen wurde von Hamill et al. (1987) mit Agrobacterium rhizogenes und
einem entwaffneten binaren Plasmid gezeigt. In der vorliegenden Arbeit zeigten
vier von vier untersuchten Tumoren die Integration des Markergens in den
Tumorzellen tUber den PAT-Assay. Da das bar-Gen von einem viralen 35S
CaMV Promotor (eukaryontisch) angetrieben wird, sind die Bakterien nicht in
der Lage, die Phosphinothricin Acetyltransferase zu exprimieren. Durch das
Tumorwachstum ist die Integration der Ti Gene hinreichend belegt. Auch in
einem der Blatter der Tumorpflanze wurde das vstl Gen via PCR
nachgewiesen, obwohl hier kein Tumorwachstum zu verzeichnen war. Da die
Blatter der Tumorpflanzen auch im Leaf-Paint-Assay negativ waren, die Pflanze
also offensichtlich nicht pat exprimierte, konnte das PCR-Signal nur von
persistierenden Agrobakterien stammen.

4.6 Expressions- und Transformationschimaren

Durch alle Phasen der Regeneration und auch an den
Nachkommenschaften wurden unterschiedliche Expressionsmuster des gus
Gens nach dem GUS-Assay beobachtet. Sowohl die Primarregenerate der
SproRRexplantate als auch die Nachkommenschaften zeigten Unterschiede im
Expressionsmuster auf. Dies kann einen direkten genetischen Hintergrund
haben, dann dirften die entsprechenden Gene in bestimmten Bereichen
(Gewebespezifitdt) nicht exprimiert werden. Es ist aber auch mdglich, dal’ es
sich um chimare Sprosse handelt, was als wahrscheinlicher anzusehen ist.

Grundsatzlich gibt es keine Literaturdaten, die belegen kdnnen, welches das
tatsachliche Ursprungsgewebe fir die Entstehung transgener Primarregenerate
in Kérnerleguminosen ist. FUr diese Arbeit wurden prinzipiell zwei Moglichkeiten
in Betracht gezogen: Entweder es findet eine Regeneration aus bereits
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bestehenden Meristemen statt, oder es entstehen Adventivsprosse aus
epidermalen- oder subepidermalen Zellen, die die Teilungsfahigkeit
wiedererlangt haben.

Die ersten Uberzeugenden Untersuchungen beziglich der Entstehung von
chimaren Pflanzen wurden an einer Zierpflanze gemacht, Kohleria ,Orange
Glow"“, Gesnariaceae. Fur die Sortenbildung im Zierpflanzenbau spielt die
Mutationszuchtung eine wichtige Rolle, da mit ihrer Hilfe ein grof3eres Spektrum
an Variabilitdt erzielt werden kann. Da diese Pflanzen oft vegetativ vermehrt
werden, stellt sich nicht die Frage der Heritabilititt der neu erwobenen
Merkmale. Am Beispiel Kohleria (Geier T., 1989) konnte gezeigt werden, daf}
ein epidermales Mutationsereignis, welches mit hoher Wahrscheinlichkeit
singulér ist, unterschiedliche Auswirkungen auf den Phénotyp der sich
entwickelnden Pflanze hat. Dies richtet sich nach der Lokalisation des
Mutationsereignisses. Geier verwendet hier den Begriff Periclinalchimére fur
Pflanzen, bei denen alle Zellen einer Zellschicht verandert sind, die Pflanze
jedoch nicht genetisch homogen ist. Ein Adventivsprofd ist also nicht
zwangslaufig genetisch homogen, dies konnte von Schmdlling & Schell (1993)
an Blattscheibenregeneraten aus Tabak gezeigt werden, diese wurden mit A.
rhizogenes transformiert, welche ein Pps-rolC Gen trugen. Dieses Gen
bewirkte eine Chlorophylldefizienz in transformierten Zellen. Sie beobachteten,
dall 6.5% der regenerierten Sprosse periclinale Transformationschiméren
waren. Desweiteren konnten sie beobachten, dal3 unter Selektionsdruck
selbstbefruchtete, transformations-periclinalchimare Pflanzen transgene
Nachkommenschaften hervorbrachten. Dies flhren sie darauf zurtick, daf3
transgene Zellen des L3 (zweite Subepidermale Zellschicht) in die bei Tabak
regenerative L2 Zellschicht einwandern kénnen. Die L1 Zellschicht ist die
Epidermis (meristematisch), L2-L3 sind Mesophylizellen (Schmilling & Schell,
1993).

Mit der Analyse der gus-Expression in den Bluten in der vorliegenden Arbeit
wurde gezeigt, dal3 Pflanze 14 (50 %) den geringsten Anteil gus-exprimierender
Bllten aufweist. Auch die Pflanzen 8 (85%) und 13 (66%) zeigen nicht in 100 %
der Bliuten gus-Expression, sie lieferten aber transgene Nachkommen. Pflanze
14 Dbrachte im Gegensatz zu den Pflanzen 8 und 13 keine transgenen
Nachkommen hervor. Eine Korrelation der gus-Expression mit der transgenen
Nachkommenschatft ist aber nicht daraus abzuleiten, da die gus-Expression der
transgenen Pflanzen starken  Schwankungen unterliegt. Bei den
gus-exprimierenden Zellen in den Antheren handelt es sich offenbar um
diploides Gewebe.
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Abb. 44: Geier T., (1989)
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In einer weiterflihrenden Arbeit transformierten Geier et al. (1996) Kohleria
Internodalsegmente mit einem gus-Gen tragenden Vektor Gber Agrobacterium
tumefaciens. Sie stellten dabei fest, dal3 die Basis von glandularen Trichomen
in Kohleria ein hohes regeneratives Potential bei gleichzeitiger geringer
Suszeptibilitat gegentber Agrobacterium tumefaciens besitzen. Die Basis der
glanduléaren Trichome befindet sich wie auch die der Schliel3zellen in der ersten
epidermalen Zellschicht. Geier et al. (1996) beschreiben eine effiziente
Adventivsprof3bildung an den Internodalsegmenten. Der Ursprungsort der
Sprof3bildung sind die Trichome, diese werden von Geier et al. (1996) als
homogen transgen angesehen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dal’3 Schliel3zellen teilweise die
einzigen gus exprimierenden Zellen in grof3eren Epidermisbereichen sind.
Dieses Ph&nomen trat in unserer Arbeitsgruppe auch bei protoplastenburtigen
transgenen Erbsen auf und wurde von Petra Bohmer im Rahmen ihrer
Dissertation beschrieben. Dies wurde als eine Expressionschimére verstanden,
da die Pflanze aus einem einzigen transgenen Protoplasten regeneriert wurde.
Sektoriell exprimierten aber auch Epidermiszellen gus, was auf die Vermehrung
urspringlich einer transformierten Epidermiszelle hindeutet.

Geier et al. (1996) beschreiben weiterhin, dafd sich an den Schnittflachen der
Internodalsegmente nach drei Wochen Adventivsprosse bilden (2,5 mM IAA,
2,5 nM BAP). Da Kichererbsen ebenfalls Trichome besitzen, stitzt diese
Beobachtung Fontana’'s et al. (1993) Aussage Uuber eine neoforme,
wundinduzierte  Sprof3induktion.  Die  Bildung von  dominierenden
Adventivsprossen neben praformierten Meristemen der Explantate wéahrend
des ersten Selektionsschrittes gilt aber dennoch als sehr unwahrscheinlich
aufgrund der Apikaldominanz, die von den existierenden Meristemen ausgeht..
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Da in der vorliegenden Arbeit die ausdifferenzierten Blatter und auch die
Sprof3kulturen wéhrend der Selektion eindeutig einen chimaren Charakter
aufweisen, ist auch in diesem Zusammenhang eher von einem einzelnen
Transformationsereignis in einem praexistierenden Meristem auszugehen.

Eine AdventivsprofR3entwicklung wiirde also mit hoher Wahrscheinlichkeit erst in
den Subkulturen der multiplen SproRRkulturen, bzw. den abgetrennten
Sprossen, einsetzen. Dieser Prozel3 ware analog der Entstehung von
Adventivwurzeln an transgenen Sprossen unter selektiven Bedingungen. MC
Hughen & Jordan (1989) zeigen an Uber somatische Organogenese
regeneriertem Flax (Linum usitatissimum L.), daf3 sie aus chimaren Pflanzen
Uber eine zweite Zellkulturphase, unter entsprechenden selektiven
Bedingungen, stabil transgene Pflanzen regenerieren konnten. Dies war zuvor
an den Chimaren nicht mdéglich. Moglicherweise ist dieser Effekt auch in der
vorliegenden Arbeit zum Tragen gekommen. Im Gegensatz zu Fontana et al.
(1993) und Kar et al. (1996) wurde die Selektion in dieser Arbeit stringenter
betrieben. Polisetty et al. (1997) beschreibt anhand histologischer Studien die
Entstehung von ,Protuberanzen“ an der Basis bereites elongierter Sprosse. Der
Begriff Protuberanzen drickt vermutlich aus, dafl3 hier die Epidermis aufbricht.
Diese entstehen in der Epidermis und wachsen zu Sprossen aus. Es handelt
sich dabei um Adventivsprosse, praexistierende Meristeme als Ursprung
werden von Polisetty et al. (1997) histologisch ausgeschlossen. Murthy et al.
(1996) sprechen bei einer 10 uM TDZ induzierten Sprof3regeneration ebenfalls
von Adventivsprossen. Die Entwicklung findet ohne Kallusphase innerhalb von
2-3 Wochen statt. Es handelt es sich hierbei um Regenerate aus der
~hypocotyledonary notch* Region. Unklar ist, was der Autor damit meint.
Kichererbsen sind hypogaische Keimer, dald heil3t, das Epikotyl streckt sich bei
der Keimung. Entsprechend ist das Hypokotyl nur ein sehr schmaler Bereich
von 1-2 mm zwischen Epikotyl und der Wurzel, in welchem sich das
Vaskularsystem umorientiert. Flankiert wird es von den Konnektiva zu den
Kotyledonen. Mdéglicherweise ist dieser Bereich als ,Hypokotylkerbe“ gemeint.
Chandra et al. (1993) kénnen keine SprolRentwicklung an Hypokotylsegmenten
induzieren, im Gegensatz zu Sprol3spitzen und Cotyledonarnodien als
Ausgangsgewebe.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten Uber die Expression des gus-Gens
zeigen, dal3 auch die Nachkommenschaften keine homogene Expression
aufweisen. Es handelt sich also bei den Nachkommenschaften um
Expressionschimaren, da die Keimzellen der Mutterpflanzen transgen gewesen
sein mussen. Lediglich Pflanze 14 war offenbar eine Chimére, da sie in der Ty
gus-Expression zeigte, diese Eigenschaften aber nicht in die Folgegeneration
Ubertragen wurden. Damit zeigt sich, dal3 das gus-Gen unter dem 35S
Promotor nur bedingt tauglich ist, um Aussagen Uber den genetischen Zustand
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der T, Pflanzen zu geben, da die an den T, Pflanzen gemachten
Beobachtungen auch fiur die T; gelten.

Waéhrend der Zellkultur kann nicht zwischen den verschiedenen Chiméarentypen
unterschieden werden. In Anbetracht der Explantatanzahl pro Transformation
wird auch eine Adventivsprossbildung nur schwer zu finden sein. Bei Pflanzen
mit niedrigen Regenerationsraten sollte also das Gewicht auf eine effiziente
Selektion gelegt werden. Ob der Ursprung der erhaltenen transgenen Pflanzen
direkt im Primarexplantat liegt oder ob eine zweite Regeneration
(AdventivsproBbildung) wahrend der folgenden Gewebekulturphasen
stattfindet, ist nicht so sehr von Belang.

Verschiedene Faktoren wie der Ort der Integration im pflanzlichen Genom und
Methylierungen der Gene oder ihrer Promotoren, sowie die Zahl der integrierten
Genkopien und die Transkriptionsstarke der Promotoren, unter denen das
Fremdgen trankribiert wird, bestimmen die Expression der Fremdgene (Matzke
& Matzke, 1998). Die auch in dieser Arbeit verwendeten 35S Promotoren aus
dem Cauliflower Mosaic Virus (gus- und pat-Gen des plBgus Vectors) und der
aus Agrobacterium tumefaciens stammende nos-Promotor (bar-Gen des pHK
vst Vektors) kdnnen bei Mehrfachintegrationen im pflanzlichen Genom durch
Methylierung transkriptional abgeschaltet werden (Matzke et al., 1989; Park et
al., 1996). In dieser Arbeit konnte bis in die T, kein Abschalten der Fremdgene
beobachtet werden, was demnach fir die Integration nur einer Kopie der
Ubertragenen T-DNA spricht. Da aber in der T-DNA des pIB gus Vektors zwei
35S Promotoren in unmittelbarer Nachbarschaft liegen, kénnte dies
moglicherweise die Ursache fur die chimaren Expressionsmuster in den
Nachkommenschaften sein. In den T, Pflanzen gibt es sicher Uberlagerungen
der beschriebenen Mdoglichkeiten bezuglich sektorieller gus-Expression. Es
kann sich sowohl um Expressionschiméren als auch um echte Chiméaren
handeln, ein Kombination beider Mdglichkeiten ist dabei nicht auszuschliel3en.
Chareonporwanwattana et al. (1999) zeigen das Abschalten einer transgenen
Chitinase in Kombinaion mit einem hpt-Gen (Hygromycinresistenz) in Reis.
Beide Gene standen unter der Kontrolle eines 35S Promotors. Zwei wéahrend
dieser Untersuchungen von Chareonporwanwattana et al. (1999) detektierte
endogene, induzierbare Chitinasen wurden nicht abgeschaltet. Ferner wurde
von Chareonporwanwattana et al. (1999) herausgearbeitet, daf3 es sich bei
dem Mechanismus, der zur Abschaltung fuhrte, um einen transkriptionalen
Mechanismus handelte.

In Erdnissen fihrt die geleichzeitige Integration mehrerer Hillproteingene des
TSWV (Tomato Spotted Wilt Virus) bereits in der To zu einem Abschalten des
Gens, nur Einzelintegrationen fuhren zu einer Expression in den
Primaregeneraten ( Yang et al., 1998).
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4.7 Ultraschallbehandlung (SAAT)

In allen drei Publikationen, die sich mit der SAAT-Methode befassen
(Trick & Finer, 1997,1998; Meurer et al., 1998) wird derselbe Geratetyp eines
Wasserbad-Ultraschallgeréates eingesetzt, namlich das Gerat PC5 von der
Firma L&R Manufacturing Company. Dieses Gerat arbeitet mit einer Frequenz
von 55kHz und besitzt zwei Schallkdpfe. Bei diesem Gerat ist die Leistung nicht
variabel. Finer und Meurer et al. (1998) haben die geleistete Beschallungsarbeit
also nur tber die Zeit variieren konnen. Weitere Leistungsmerkmale lie3en sich
nicht in Erfahrung bringen. Das Gerét der Firma Elma arbeitet mit 40 kHz und
hat nur einen Schallkopf. Dies ist aber fir die Homogenitat des Schallfeldes
irrelevant, da sich ohnehin nach wenigen Sekundenbruchteilen eine stehende
Welle aufbaut und so ein ebeso homogenes Schallfeld entsteht wie dies bei
zwei Schallkopfen der Fall ist ( Dr. Jung von Firma Elma, pers. Mitteilung).

Die Kernaussage der durchgefiuihrten Experimente mit dem Wasserbad-
Ultraschallgerat (T490) in der vorliegenden Arbeit liegt in dem Verhaltnis der
transienten zur stabilen Transformationsrate. Zunachst wurden die Parameter
fur eine optimale transiente Expression ermittelt. Es wird deutlich, dal3 die
transiente Expression mit steigender Intensitat und mit langerer Expositionszeit
abnimmt. Dies ist vermutlich auf die Stérungen im Proteinsyntheseapparat
zurliickzufihren. Lediglich die Versuche 2min/Stufe 2 und 4min/Stufe 2 liegen
uber der unbeschallten Kontrolle.

Es ware zu prifen, ob sich die transiente Expression bei einer Verringerung der
Expositionszeit und/oder einer Beschallung auf Stufe 1 noch steigern liel3e.
Diese Versuche wurden nicht durchgefuhrt, weil sich im weiteren Verlauf der
Experimente eine negative Korrelation von transienter zu stabiler Expression
zeigte. Es wurde deutlich gemacht (Abb. 15), da3 nach 28 Tagen auf nicht
selektivem Medium die stabile gus-Expression an den Explantaten um den
Faktor zwei Uber der der unbeschallten Positivkontrolle liegen. Hinzu kommt,
dal3 innerhalb der absoluten Prozentsatze gus-exprimierender Explantate das
Verhéltnis der Explantate mit >10-100 gus exprimierender Bereiche (Foki) zu
denen mit < 10 deutlich zunimmt.

Wie bereits diskutiert, ist fur die Argobakterien-vermittelte Transformation eine
Verwundung zumindest die Grundvoraussetzung fur die Penetration des
Pflanzengewebes und die Aktivierung der vir Gene in Agrobacterium. Einer der
in der zeitlichen Abfolge ersten Effekte des Ultraschalls ist zweifelsfrei die
Verwundung. So zeigten Trick & Finer (1997), dal3 die Ultraschallbehandlung
eines Soja Kotyledos fur 2 Sekunden ausreicht, um gegentber einem nicht
beschallten Kotyledo eine signifikant hohere Transformationseffizienz zu
erzielen. Santarém et al. (1998) zeigten im Anschluf3, dal3 eine Erhéhung der
Expositionszeit auf 5 bzw 10 Sekunden keine Steigerung der transienten
Expression mehr bringt.
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Abb. 45 Mikroverwundung an Ultraschallbehandeltem Sovya (Glycine max)

Kotelydo

Trick & Finer, Plant Cell Reports (1998) 17:756
B: Ohne Ultraschallbehandlung; H: 10s, 50 kHz beschallt ( Balken = 10um)

Bei der Beschallung dekapitierter Embryonen ist bereits eine Verwundung
gesetzt. In einer Diplomarbeit (Spoétter, 1999) konnte gezeigt werden, dal3
dennoch der Ultraschall einen additiven Effekt sowohl auf die transiente, als
auch auf die stabile Expression hat. Die transiente Expression liel3 sich durch
eine 4-tagige Co-Kultur gegenuber einer 3-tagigen nochmals steigern. In dieser
Arbeit konnte dartberhinaus gezeigt werden, dal3 auch das Resistenzniveau
gegenuber 3 mg/l PPT durch eine Ultraschallbehandlung gesteigert werden
konnte. Es ist damit belegt, dal3 die Transformationseffizienz bezogen auf das
Gesamtexplantat erhéht werden konnte. Die gewahlten Parameter der
Ultraschallbehandlung wirken sich nicht nachteilig auf die Sprol3regeneration
aus. Meurer et al. (1998) sehen keine Steigerung der stabilen gus-Expression
durch eine Ultraschallbehandlung der Kotyledonarnodi von Soja an den daraus
entstehenden Regeneraten. Zur Optimierung der Methode beschallte man die
Nodi fur 6, 60 und 600 Sekunden. Bei einer Beschallungszeit von 600
Sekunden ist die gus-Expression 10 Tage spater am hochsten, die
Uberlebensrate ist aber erheblich eingeschrankt. Die Gruppe entschied sich
daraufhin fir eine Beschallungszeit von 6 Sekunden mit der niedrigsten gus-
Expression, aber der héchsten Vitalitéat der Explantate. Dies deckt sich nicht mit
den in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen einer negativen Korrelation der
Expositionszeit zur Ultraschallarbeit. Moglicherweise sind die
Leistungsunterschiede der Gerate zu grof3, so dal3 andere Effekte zum Tragen
kommen.

In der vorliegenden Arbeit wurden nur die Embryonen beschallt. Diese weisen
nach 11 Tagen bei einer 30 sek. Beschallung eine deutlich hohere gus-
Expression in der Epidermis auf als die nicht beschallte Agrobacterium
transformierte Kontrolle (Abb 16). Beschallungszeiten von 60 und 120
Sekunden fuhren zu einer Abnahme der Expression.

Direkt vergleichen lassen sich die gewonnenen Daten aus Finers, Meurer et al.
(1998) und dieser Arbeit nicht, weil hier mit unterschiedlichen Organen
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(Geweben) unterschiedlicher Arten sowie unterschiedlichen Geréaten gearbeitet
wurde.

Die eigenen Arbeiten haben gezeigt, dal3 es sich bei der Optimierung der SAAT
Methode fur den jeweiligen Explantattyp und Spezies nur um eine empirische
Annéherung handeln kann. Bis auf die technischen Parameter der Beschallung
ist das gesamte System sehr inhomogen. Die Embryonen variieren allein in
Grol3e und Anatomie betrachtlich. Die hohe Varianz, welche sich innerhalb der
unterschiedlichen Beschallungsversuche ergab, ist ein Mal3 fur die
Inhomogenitat.

Trick & Finer (1998) regenerieren transgene Sojabohnen aus embryogenen
Kulturen. Bei einer Mel3reihe der transienten gus-Expression in Abhéngigkeit
von der Expositionszeit (0 / 1/ 3/ 10/ 30/ 100 und 300 Sekunden) ist ein
Anstieg der transienten Expression bis 30 Sekunden Beschallung angegeben.
Danach fallt der Anteil gus-exprimierender Zellen an der Oberflache wieder
langsam ab. In der Publikation wird leider kein Bezug zur stabilen Expression
hergestellt, wie dies in der vorliegenden Arbeit der Fall ist.

4.8 Erstellung von plBqgus transgenen Kichererbsen

Es wurde gezeigt, dal3 eine Verwundung an den Lateralmeristemen
mittels Skalpell die SproRentwicklung nicht nachhaltig beeintrachtigt. Kar et al.
(1997) stellen transgene Kichererbsen Uber ein ,particle bombardement* her.
Das Protokoll zur Induktion multipler Sprosse an dekapitierten Embryonen ist
dabei gleich geblieben. Beschossen werden dabei die durch die Dekapitierung
freigelegten Lateralmeristeme. Auch dies ist ein zufalliger Prozess, der von
dem Vorhandensein der Lateralsprosskospen in der N&he der Schnittebene
abhangt, andernfalls wirden diese nur unzureichend von Partikeln getroffen
werden. Durch den Partikelbeschu? werden in den Lateralmeristemen
Verwundungen gesetzt, bevor die Partikel in einer Zelle gebremst werden. Da
Kar et al. (1997) aber primare transgene Pflanzen bekommen, kann die
Verwundung nicht so massiv sein, dal3 die Spro3entwicklung inhibiert wird.

Bei dem Agrobakterien-vermittelten Gentransfer gibt es in der Schnittebene
zwei Bereiche, die préaferenziell gus transient exprimieren: Zum Einen ein
kreisférmiger Bereich in der Schnittflache und zweitens die lateralen
Sprof3primordien in den Achseln der Tragblatter.

Die Regenerationsdaten zeigen, dal3 mit hoher Wahrscheinlichkeit die
Entstehung multipler Sprosse von den existierenden Meristemen, also den
Seitenspro3meristemen ausgeht. Diese Annahme steht im Einklang mit dem
gus-Expressionsmuster der Sprosse aus der Gewebekultur (Abb 24), welches
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nach der Theorie Geiers (1989) auf ein einziges Transformationsereignis im
SproR3scheitelmeristem zurtckzufihren ist.

Die in der N&ahe der Schnittflache befindliche Lateralsprossknospen sind in
einer exponierten Position, da die Tragblatter den Lateralsprof3 nicht mehr
umschlieBen. Zum einen kann eine spontane Transformation angenommen
werden, moglicherweise wird aber auch mit dem Skallpell eine Verwundung an
diesem Organ gesetzt. Eine hinreichende Verwundung der
LateralsproRknospen durch Ultraschall wird aber ebenfalls fir wahrscheinlich
gehalten. Ein  weiterer Ultraschalleffekt ist die Stimulation der
Proteinbiosynthese (Joersboe, 1990), was moglicherweise mit einem
beschleunigtem Zellzyklus und eventuell auch mit einer ho6heren
Integrationskompetenz fur Fremd-DNA einhergeht.

Aus einem Beschallungsversuch (2 min, bei Stufe 5 und 40 kHz entsprechend
15 Ws) gingen acht zunéchst 3mg/l PPT resistente Sprosse von insgesamt 150
Explantaten hervor. Dies entspricht einer Transformationsrate von 5,3 Prozent.
Bis dahin wurden » 2000 Explantate konventionell, das heifl3t ohne Ultraschall
prapariert. Aus diesen Explantaten gab es keine SproRRklone, die unter
selektiven Bedingungen proliferierten, stabile gus-Expression konnte aber auch
an diesen Explantaten beobachtet werden.

Aus einem weiteren Transformationsexperiment bei dem die Beschallung fur 4
min, bei Stufe 9 ( 44 Ws) durchgefihrt wurde, konnte ein sprof3proliferierender
Klon aus 75 Explantaten auf 5 mg/l PPT Medium etabliert werden, dies
entspricht einer Transformationsrate von 1,3 % (spétter 1999). Hier mul3
allerdings angemerkt werden, dal3 versuchsbedingt unter fir die Regeneration
suboptimalen Bedingungen dekapitiert wurde. Bezogen auf diesen Versuch hat
die Regenerationsrate nicht unter der Beschallung gelitten, sie lag im Mittel
sogar uber der Rate der nicht mit Agrobakterien inokulierten und unbeschallten
Kontrolle. Dieser Klon war aber stark vitrifiziert und konnte bis zum Zeitpunkt
der Fertigstellung der Arbeit noch nicht weitervermehrt werden.

4.9 Analysetechniken

4.9.1 Leaf paints-Assays zur schnellen Charakterisierung der
mutmallich transgenen Pflanzen und deren Nachkommenschaft.

Die durchgefuihrten Analysen und die detaillierten Beschreibungen der Ty
Pflanzen dienten der Etablierung geeigneter Nachweisverfahren der Uber
Agrobakterien transformierten Kichererbsen. Anders als bei den ,genes of
interest” kann die Expression des Reportergens einfach, aber verbunden mit
der irreversiblen Fixierung des Untersuchungsmaterials nachgewiesen werden.
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Bis auf Pflanze 11 waren alle beschriebenen T, Pflanzen gus positv. Es gab
beziglich der Expression in den Blattern keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Pflanzen, die nicht auch innerhalb der Varianz der Stichproben
von einer Pflanze liegen kénnten. Die PCR Ergebnisse korrelieren mit den gus-
Assay Ergebnissen mit Ausnahme von Pflanze 14. Pflanze 14 war im GUS-
Assay immer positiv, ist aber in der gus PCR negativ. Die PCR als molekularer
Nachweis fur die Transgenitat der transformierten Ty Pflanzen steht immer im
Verdacht, falsch positive Ergebnisse zu liefern. Dies ist damit zu begrinden,
dafld in den Ty Pflanzen noch immer Agrobakterien persistieren, welche den
Transformationsvektor tragen, der dann die Matrize fiur die PCR liefern kénnte.
Trotz eines ausreichenden Antibiotikaeinsatzes Uber die gesamte Zeit der
Gewebekultur sind die Bakterien vermutlich nicht vollstandig zu eliminieren.
Sobald eine Subkultur langer als vier Wochen dauert, ist die Gefahr eines
massiven Durchwachsens der Agrobakterien sehr hoch. Derart lange
Kulturphasen sind auch erst nach der dritten Subkultur und unter dem Einsatz
eines 3-Lactamase-Inhibitors moglich.

Matzk et al. (1996) konnten an transgenen Tabak T, Pflanzen zeigen, dal3 die
Agrobakterien in der Pflanze persistieren. In der Blite und dem reifen Samen
der Tabakpflanzen konnten aber keine Agrobakterien nachgewiesen werden.

Die konventionelle PCR ist nicht geeignet, zwischen dem im Bakterium auf dem
binaren Vektor befindlichen Gen und dem im Pflanzengenom integrierten Gen
zu differenzieren. Dal3 die Pflanze 14 im GUS-und PAT-Assay positiv und in
der PCR negativ war, ist nur so zu erklaren, dal3 es sich hier um eine sektorielle
Chimare handelte. Die Tatsache, dal3 ein grof3er Teil der Pflanze 14 gus
exprimierte, erklart zumindest leichter, als dies bei Pflanze 11 der Fall ist, wie
der Sprof3 die vor der Pfropfung durchgefiihrten Selektionsschritte bis hin zu 10
mg/l PPT Uberstehen konnte. Pflanze 11 ist auf ganzer Linie negativ. Offenbar
ist der kompakte Sprof3klon in der Lage, das PPT in einer Konzentration von 10
mg/l an der Basis vollstandig zu detoxifizieren oder nicht zu transportieren. Da
der Leaf Paint durchaus auch falsch negative Ergebnisse liefern kann, wurde
dieses Ergebnis noch einmal durch einen PAT-Assay bestatigt.

4.10 T, Pflanzen

Der endgultige Nachweis einer Transgenitat ergibt sich aus der stabilen
Weitergabe und Expression des Transgens in der Nachkommenschaft. Die
Agrobakterien werden in Tabak mit sehr hoher Sicherheit nicht Gber den
Samen in die nachste Generation Ubertragen (Matzk, 1998), dies wurde von
der selben Arbeitsgruppe auch fur Raps und Zuckerriiben bestatigt.

Erst die T; Pflanzen konnten somit einen eindeutigen Nachweis der
Transgenitat und damit der Aussagekraft der an den T, Pflanzen
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durchgefiihrten Tests liefern. Da die Ty Pflanzen nicht alle zur gleichen Zeit zur
Samenreife kamen, konnte nur ein Teil der Nachkommenschaft analysiert
werden, Pflanze 8, 13 und 14 lieferten ausreichend Samenmaterial um
entsprechend aussagekraftige Ergebnisse zu bekommen. Die gesamte T, der
Pflanze 14 ist im gus-Assay und im Leaf Paint mit 300mg/l (Mc Cabe et al.,
1999) und 600 mg/l negativ, diese Aufwandmenge liegt weit Uber der, die sonst
in der Literatur zum Testen von transgenen Pflanzen eingesetzt wird. Zwei der
T, Pflanzen, 14.5 und 14.7 wurden im PAT-Assay und in der PCR Uberpruft.
Diese beiden Pflanzen waren eindeutig negativ und die Ergebnisse korrelieren
mit denen der gus-Assays und den Leaf Paints. Da auch die PCR an den
Sammelproben der T, Pflanzen negativ war, ist sichergestellt, dal3 es sich bei
Pflanze 14 (T,) eine Transformationschiméare handelte.

Die T; der Pflanzen 2, 3, 8 und 13, also 2.1, 3.1, 8.1, 13.1 und 13.7 stellten sich
sowohl im gus-Assay als auch im Leaf Paint als positiv dar. Dies konnte im
PAT-Assay und mittels gus-PCR bestatigt werden.

Damit konnte hinreichend bewiesen werden, dall die als Schnelltests
anzusehenden PAT-Assays und die Leaf Paints gut geeignet sind, mit sehr
hoher Sicherheit richtige Ergebnisse zu liefern. Ein &hnlicher Schnelltest mit
erneut in Kultur genommen Blattexplantaten unter einem Selektionsdruck von 5
mg/I PPT wird von Wang & Waterhouse (1997) vorgestellt.

Aus den GUS-Assays und den Leaf Paints ergaben sich Spaltungsverhéltnisse,
die einem fur die Integration eines Gens zu erwartenden Verhaltnis von 3:1
entsprechen.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Korrelation von Leaf Paint und GUS-Assay.
Wenn der Leaf Paint positiv ist, konnen zwar unterschiedliche
Expressionsstarken des Reportergens beobachtet werden, es ist aber
auszuschliel3en, dal3 bei einem aktiven gus-Gen der Leaf Paint negativ ist. Im
Umkehrschlul3 zeigt der positive Leaf Paint mit hoher Sicherheit den
transgenen Charakter der jeweiligen Pflanze an.

4.11 Pfropfung

Die aus der Gewebekultur stammenden Sprosse lassen sich auf
zweierlei Weise fir die Uberfuhrung in den Boden vorbereiten: Entweder der
Sprol3 wird gepfropft oder er wird bewurzelt. Der Vorteil der Pfropfung liegt in
einem schnelleren Wachstum. Der Vorteil der Bewurzelung in
Selektionsmedium hingegen stellt weitestgehend den transgenen Charakter der
Sprosse sicher. Pflanze 11 und 14 sind gepfropft worden. Pflanze 1.1 und 2.2
wurden bewurzelt. Wie in Abb. 23 2zu sehen, exprimieren die in
Selektionsmedium entwickelten Wurzeln gus. Auffallend ist dabei, dal3 hier das
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Wurzelspitzenmeristem das gus-Gen stark exprimiert. Dies ist ein Zeichen
daftr, dal3 hier ein homogen transgenes Organ regeneriert wurde, da alle
Zellen der Wurzel von diesem Meristem stammen.

Die Wurzel entspringt dem basalen Teil der regenerierten Sprosse, nachdem
diese vom selektierten SprofRklon abgetrennt und in Wurzelinduktionsmedium
dberfuhrt wurden. Es handelt sich hierbei um Adventivwurzeln. Da unter
selektiven Bedingungen nur resistente Zellen proliferieren kénnen, ist zu
schliel3en, daf’ die Epidermis und mehrere subepidermale Schichten transgen
sind, da die Wurzelentwicklung nur in einem intakten Gewebeverbund ablaufen
kann. Dies ist theoretisch auch an einem chiméren Sprol3 moéglich. Solche
chimaren Sprosse erliegen aber dem folgenden, starkeren Selektionsdruck
(Grant et al., 1998). Phosphinothricin wird von den Zellen nicht symplastisch
transportiert, ein auf die Applikationsstelle begrenzter Leaf Paint ware sonst
nicht moglich. Da durch die Bildung einer Wurzel ein starkerer
Wassertransportstrom zustande kommt, wird aber das Phosphinothricin Gber
das Vaskularsystem zu allen Gewebeteilen transportiert. Dadurch werden das
Phosphinothricin, so wie auch die Pflanzennahrstoffe, systemisch in der
Pflanze verteilt. Der Vorteil der Bewurzelung unter selektiven Bedingungen liegt
darin, daR die Bildung einer Wurzel und das Uberleben in Selektionsmedium
nur einer solchen Pflanze mdglich ist, die das Phosphinothricin detoxifizieren
kann.
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5 Ausblick

Zum Zeitpunkt der Fertigstellung der Arbeit befanden sich mit pHK vst
transformierte Primarregenerate bereits auf 5 mg/l PPT supplementiertem
Medium. Fur molekulare Nachweise waren die Sprosse aber noch nicht grof3
genug, aulRerdem wirde auch hier erst die T;-Generation von Bedeutung sein.

Mit dem in dieser Arbeit vorgestellten Transformationssystem sollen zunachst
Pflanzen mit dem Stilbensynthasegen ausgestattet werden.

AnschlieBend sollen Expressionsstudien und Auswirkungen auf die
Resistenzeigenschaften an diesen transgenen Pflanzen und ihrer
Nachkommenschaft untersucht werden. Die in der Einleitung beschriebenen
Wechselwirkungen zwischen Pathogen und Wirt gelten in ahnlicher Weise
auch fur symbiontische Bakterien wie Rhizobien. So zeigten Swelim et al.
(1997) unterschiedliche Nodulationskompetenz von drei verschiedenen
Rhizobienstammen an verschieden Leguminosen, von denen einige gar nicht
nodulierten. Singh & Rupela (1998) zeigen einen Genort in C. arietinum ,kabuli®
welcher fur die nicht-Nodulation verantwortlich ist. Stevenson et al. (1997) zeigt
einen hoheren Gehalt an Medicarpin und Maackiain in den Wurzeln Fusarium
infizierter ~ Kichererbsen. Inwieweit eine nicht-Nodulation mit dem
Phytoalexingehalt der Wurzeln korreliert ware zu prifen, insbesondere welche
Auswirkungen das durch die Stilbensynthase exprimierte Phytoalexin
Resveratrol auf die Nodulation hat.

Die Ultraschallbehandlung hat einen starken positiven Effekt auf die
Transformationseffizienz kompakter Gewebe, dieser |aRt sich aber nicht in
gleichem Malie fur die direkte Organogenese nutzbar machen. Trick & Finer
(1998) konnten aber transgene Sojabohnen (Glycine max) Uber eine SAAT
Behandlung embryogener Suspensionskulturen regeneriern. Es wird daher fur
die Zukunft angestrebt, embryogene Kulturen auch an Kichererbsen zu
entwickeln. Protokolle zur Regeneration sind in der Literatur vorhanden (Kumar
et al.,, 1994; Suhasini et al.,1994; Sagare et al., 1995; Dineshkumar et al.,
1995)%, um diese dann ebenfalls Gber die SAAT-Methode zu transformieren.

Die Mdglichkeit eines Co-Transfer zweier T-DNAs aus einem Bakterium sollte
weiter untersucht werden. Eine T-DNA sollte dabei nur mit einem selektierbaren
Marker, die andere nur mit dem ,gene of interest® ausgestattet sein. Die
Integration beider T-DNAs wirde mit groRer Wahrscheinlichkeit nicht in enger
Nachbarschaft auf einem Chromosom erfolgen. Eine spatere Trennung der
Transgene konnte also Uber konventionelle Zichtung und Selektion mittels
molekularer Marker erfolgen. Es wurden sich so moglicherweise markerfreie
transgene Pflanzen herstellen lassen.
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