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Kurzfassung der Dissertation

Die beiden Orchideengattung@mcidium und Odontoglossum weisen im Vergleich zur Gattung
Phalaenopsis eine deutlich geringere Haltbarkeit auf und siathet auch kommerziell weniger
attraktiv. Die geringe Haltbarkeit der Bliten ishter anderem auf das Hormon Ethylen
zurtckzufihren, das eine wichtige Rolle bei dereSeanz der Pflanzen spielt. Die Sensitivitat
von Oncidium und Odontoglossum gegentber Ethylen wurde untersucht und sowohl die
Blutenrispen als auch die Topfpflanzen kénnen alsisiv eingestuft werden. Die Knospen und
Bluten der mit Ethylen behandelten Pflanzen fielemzeitig ab, die Blutenstangel und die

Blatter vergilbten.

Eine Mdglichkeit zur langfristigen Verbesserung Heltbarkeit von Bliten stellt die genetische
Transformation vor®ncidium andOdontoglossum mit dem mutierten Ethylenrezepteir1-1 aus
Arabidopsis thaliana unter Kontrolle eines blutenspezifischen Promotdas. Voraussetzung
dafir war zunachst die Etablierung eines effizierRegenerationssystems. Es konnte in dieser
Arbeit fur zwei Genotypen vorOncidium und sechs Genotypen vo@dontoglossum die
Regeneration von ,Protocorm like Bodies* (PLBs) tils®matische Embryogenese gezeigt

werden.

Sowohl die Blattspitzen als auch die PLBs wurden Alisgangsmaterial fir die genetische
Transformation mitteldA. tumefaciens herangezogen. Die Blattspitzen erwiesen sich ilst n
geeignet, da keine transformierten Sprosse regghewerden konnten. Der Ansatz der
Transformation von PLBs war vielversprechender. Thansformationsversuchen mit PLBs
wurden Transformationsraten von bis zu 1,1 % mih @& 1-1-Genund bis zu 2,7 % mit dem
gus-Gen erreicht. Insgesamt wurden aus den zahlreiih@nsformationsversuchen 93 GUS-
positive transgene Linien und drei transgene Limmeith erfolgreich integriertenetr1-1-Gen
nachgewiesen. Der Southern Blot konnte das Ergetusisler PCR-Analyse bestatigen.

In dieser Arbeit konnte erfolgreich sowohl ein =#ntes und zuverlassiges
Regenerationssystem als auch ein TransformatiolessysnittelsA. tumefaciens fir Oncidium

und Odontoglossum etabliert werden.

Stichwarter:Orchidaceae, Haltbarkeit, genetische Transformation, somagdeémbryogenese



Abstract of the Thesis

Oncidium and Odontoglosum orchid species have reduced display lives and tares
commerciallyless important thaRhalaenopsis. The reduced longevity of the flowers can be due
to the hormone ethylene which plays a major rolehi@ senescence process of plants. The
sensitivity of Oncidium und Odontoglossum towards ethylene was investigated and cut
inflorescences as well as potted plants have beavep sensitive to ethylene. The buds and
flowers of ethylene treated plants dropped eahlg,ftower stalks became yellow and chloroses
were expressed regularly over the whole leaves.

One approach to prolonging display life permaneisthy transformOncidium and

Odontoglossum with the ethylene receptor mutant getrd-1 from Arabidopsis under control of

a flower specific promoter; this should reducetisensitivity to exogenous ethylene. To achieve
this it will be necessary to establish an efficilmgeneration protocol using somatic

embryogenesis and a routiAgrobacterium tumefaciens-mediated transformation procedure.

Leaf tips as well as protocorm like bodies (PLB®revused as starting material for genetic
transformation withA. tumefaciens. No transgenic shoots were obtained from leaf, tigsile
PLBs of Oncidium and Odontoglossum were successfully transformed. Transformation
efficiencies up to 1.1 % were achieved with dtel-1 gene and up to 2.7 with tlgeis gene.
From the several transformation experiments 93 GddSitive transgenic shoots could be
verified and three transgenic shoots with integltadel-1 gene. The Southern blot analysis
could confirm the results from the PCR analysis.

In this study forOncidium und Odontoglossum an efficient and reliable regeneration system as
well as a successfuAgrobacterium tumefaciens-mediated transformation procedure was

established.

Keywords:Orchidaceae, display live, flower senescence, genetic engingesomatic

embryogenesis
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Einleitung

1 Einleitung

Orchideen sind aus dem blihenden Topfpflanzen+8eni nicht mehr wegzudenken. Darunter
haben die beiden Orchideengattun@®cidium und Odontoglossum zur Zeit deutlich geringere
Bedeutung als die Gattumipalaenopsis, die den absoluten Spitzenreiter darstelltNMELMANN

ET AL., 2006). Die Orchideen hatten in den Niederlanderdahr 2006 einen Umsatzwert von
257 Mio. €, wobeiPhalaenopsis mit einem Umsatz von 173,7 Mio. € die absatzstéarks
Zimmerpflanze war mit einem Aufwartstrend von 21if Vergleich zum Vorjahr (KBLAD
VOOR DEBLOEMISTERIJ, 21/2007). Die Gattun@ncidium konnte einen Umsatz von 4,8 Mio. €
mit einer Steigerung von 6,8 % zum Vorjahr aufweis@d bei derOdontoglossum-Hybriden

wurde mit einem Plus von 124,5 % ein Umsatz vorlVi@& erzielt.

Ein wesentlicher Grund fur diesen Unterschied in dferkaufszahlen der beiden Gattungen
Oncidium und Odontoglossum im Vergleich zuPhalaenopsis ist sicher die deutlich geringere
Haltbarkeit der Bluten der erstgenannten. Wahrand Rhalaenopsis im Schnitt 2-4 Monate
bluht, verbliherOncidium und Odontoglossum bereits nach drei bis vier Wochem(REINERV ..,

mindliche Mitteilung).

Die geringe Haltbarkeit der Bluten ist im Allgemem auf verschiedene Faktoren wie hohe
Temperaturen, Stress infolge des Transports oderggeLichtzufuhr zurlickzuflhren. In diesem
Zusammenhang stellten auch die Anwesenheit an@dl@nzen, die Ethylen produzieren, oder
andere Quellen fur exogenes Ethylen wahrend desspoats und der Lagerung eine mdgliche
Beeintrachtigung der Qualitat der Orchideen dahylen ist ein gasférmiges Hormon, das bei
einer Vielzahl an Stoffwechselprozessen in derrRgaeine wichtige Rolle spielt und unter
anderem fur die Seneszenz und damit flir das Abfaien Knospen und Bliten verantwortlich
ist. Die Sensitivitat gegeniber Ethylen bei versdenen Orchideenarten konnte bereits bei
Schnittblumen vorCymbidium und Phalaenopsis nachgewiesen werdendRAT ET AL., 1994,
PHILOSOPHHADAS ET AL., 2005). Auch der Einfluss von endogenem EthylendieifSeneszenz
der Bliten infolge einer Bestaubung wurde bei derchdeenartenPhalaenopsis und
Dendrobium ausfihrlich dokumentiert (JRAT ET AL., 1994, ZHANG ET AL., 1996,HUANG ET AL.,
1999,KETSA UNDRUGKONG, 1999,2000). Aus den bisherigen Untersuchungen kann ragawué
schliel3en, dass sich der Einfluss von Ethylen auwdkncidium und Odontoglossum durch eine
verminderte Pflanzenqualitat &uRern kann. Die @tatler Pflanze wird vor allem durch eine

schnellere Welke und das Abfallen von Knospen ulideB vermindert (WBLTERING UND VAN
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DOORN, 1988,HUANG, 1998, KETSA UND RUGKONG, 1999,2000,CHANG ET AL., 2003,LIN ET AL.,
2003).

Da das Problem des negativen Einflusses von exoagek¢hylen auf die Haltbarkeit
verschiedener Zierpflanzen bekannt ist, wurden én Wergangenheit einige Bestrebungen
unternommen, um einer frihen Seneszenz entgegeh&mv{HEYES UND JOHNSTON 1998,
HUANG ET AL., 2003,LIN ET AL., 2003, PHILOSOPHHADAS ET AL., 2005). Das Ethylenmolekul
muss an einen membrangebundenen Rezeptor bindear be der Zelle eine Reihe von
Reaktionen in Gang gesetzt werden, die zur SenestenPflanze fuhren kénnen. Durch das
Behandeln der Pflanzen mit chemischen Substanzemndden Ethylenrezeptor binden und ihn
damit blockieren, kdnnen die nachgeschalteten Reaki nicht starten und eine durch exogenes
Ethylen hervorgerufene Seneszenz kann unterbundemdew. Zu diesen Inhibitoren der
Ethylenrezeptoren gehéren Silberthiosulfat (STS)}Methylcyclopropen (1-MCP) und
Diazocyclopropen (DACP). Ein weiterer Wirkstoff idusammenhang mit der Hemmung der
endogenen Ethylenbiosynthese stellt die Verwenddeg Inhibitors der ACC-Synthase,
Aminooxy-Essigsaure (AOA), dar. Diese genannten Kegtaffe ermdglichen durch eine
Verzdgerung der Welke und das Verhindern des Adafallvon Knospen und BlutenRaT ET
AL. 1994 ,KETSA UND LUANGSUWALAI, 1996,ZHANG ET AL., 1996,HUANG ET AL., 1999,KETSA

UND RUGKONG, 2000) eine Verlangerung der Haltbarkeit.

1-MCP ist ein nicht toxischer Wirkstoff, der an de&ihylenrezeptor bindet und daher sehr
spezifisch und in geringen Konzentrationen wirkér Erfolg der Behandlung mit 1-MCP hangt
von der Konzentration, der Einwirkzeit, der Tempardoei der Behandlung und der Qualitat der
Pflanze ab (SLER UND SEREK, 1997,SEREK ET AL, 2006). Die Wirkung von 1-MCP auf die
Verlangerung der Haltbarkeit bei Orchideen wurdeeite beiPhalaenopsis (PORAT ET AL., 1994,
CHANG ET AL., 2003,LIN ET AL., 2003), Cymbidium (HEYES UND JOHNSTON 1998, PHILOSOPH
HADAS ET AL., 2005) und bei Schnittblumen va@ncidium (HUANG ET AL., 2003) getestet. Der
Einfluss von Ethylen und die Wirkung von 1-MCP weindbisher weder bei Blutenrispen noch

bei Topfpflanzen voi®dontoglossum und dessen Hybriden Uberpruift.

Wahrend die Behandlung der Pflanzen mit den obearggen Wirkstoffen bedingt durch den
Abbau der chemischen Substanzen lediglich eineflkstige Losung darstellt, ist mit Hilfe einer
genetischen Transformation die langfristige Verdéundg des Einflusses von exogenem Ethylen

auf eine verfrihte Seneszenz von Bluten mdglicih.dil gentechnische Transformation, die auf
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der Ubertragung, Integration und Expression vonmEr®NA in Pflanzen basiert, stehen
verschiedene Methoden des Gentransfers mit HilfePdetikelkanone, der Elektroporation oder
von Agrobacterium tumefaciens zur Verfiugung. Die heute oft bevorzugte Methode der
Gentransfer mit Hilfe vorA. tumefaciens wegen seiner hohen Effizienz und der gewlnschten
stabilen und "low copy" Integration des neuen Gen§&enom (RY ET AL., 2000,SHOU ET AL.,
2004, TRAVELLA ET AL., 2005, BHALLA ET AL., 2006). Das BodenbakteriurA. tumefaciens
besitzt die Fahigkeit, einen Teil seiner DNA, diegenannte T-DNA, die sich auf einem tumor-
induzierenden (Ti) Plasmid befindet, ins pflanzéicenom zu integrieren und dadurch die
Auspragung eines Tumors, so genannter Wurzelh&sgatu bewirken. Auf der T-DNA
befinden sich zum einem Gene, die fur an der Sgetlven Phytohormonen beteiligte Enzyme
kodieren und damit fur die Ausbildung des Tumorsamévortlich sind, und zum anderen Gene
fur die Opin-Synthese. Opine werden vntumefaciens katabolisiert und als Kohlenstoff- und
Stickstoffquelle genutzt. Aul3erhalb der T-DNA belem sich Gene fur den Abbau der Opine,
fur den Transfer der T-DNA vom Bakterium in diegsfkliche Zelle und fur die Integration ins
pflanzliche Genom. Die T-DNA wird beidseitig vomer jeweils 25 bp langen DNA-Sequenz,
den so genannten rechten und linken Bordersequebegnenzt, die fir das Auschneiden aus
dem Ti-Plasmid und die Integration der T-DNA insn@m notwendig ist, da diese grundsatzlich
beginnend mit der RB-Sequenz in die pflanzlicheledetransferiert wird (AMBRYSKI, 1992).
Da die Herstellung dieser Vektoren aufgrund ihredlZe relativ kompliziert und zeitaufwendig
ist, wurden binére Vektoren entwickelt dEkEmMA ET AL,. 1983, HbOD ET AL, 1986). Bei einem
bindren Vektor befindet sich die T-DNA mit dem geh auf einem zweiten kleineren Plasmid
und das Ti-Plasmid enthalt nur noch die Virulenggdbas zweite, kleinere Plasmid tragt das
Zielgen, das Ti-Plasmid hilft durch die Aktivitaedvir-Gene bei dem Transfer der T-DNA,
ohne dass die Information fiir die Ubertragung setbi in die Pflanze eingebaut wird. Der
Vorteil der Binarvektoren liegt in der geringen Ged und einer daher relativ einfachen
Handhabbarkeit. AuRerdem wurde der prokaryontigeiplikationsursprung inseriert, so dass
der Vektor inAgrobacterium und Escherichia coli vermehrt werden kann. Des weiteren wurden
aufgrund des unnétigen Energieverbrauchs die Opirtese- und die Tumor-induzierenden
Gene entfernt und dominant selektive Markergengediigt. Zwischen den Bordersequenzen
befinden sich ein Selektionsgen und ein Polylinkés Klonierungsstelle fur das Einfligen
weiterer Gene (BANDT, 2004, KEMPKEN UND KEMPKEN, 2004).

Die Infektion von Pflanzen miA. tumefaciens infolge der chemotaktischen Anlockung und

Expression der Virulenzgene erfolgt mit Hilfe vohemolischen Substanzen, die entweder auf
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natirliche Weise nach einer Verwundung des Gewahsgeschieden oder kinstlich in Form
von Acetosyringon bei der Transformation zugegetxenden. Die phenolischen Substanzen
werden vonA. tumefaciens erkannt und fiihren zur Expression digrGene, die die Ubertragung

der T-DNA in die pflanzliche Zelle einleiten.

Die Effizienz von Transformationssystemen ist afhris gering, weshalb es wichtig ist, die
wenigen transformierten Pflanzen von der Masse dmht transformierten frihzeitig
unterscheiden zu kdnnen. Ein erfolgreicher Gentearkann mit Hilfe von Selektionssystemen
ermittelt werden. Dabei wird zwischen negativer eBgbn, die auf Antibiotika- oder
Herbizidresistenzen beruht, und positiven Systemeiie auf der Expression von
wachstumsfordernden Proteinen basieren, untersami€BRANDT, 2001, MURMANN ET AL.,
2006). Erwinschte Selektionssysteme sind dominabekiive Systeme, bei denen nur
tatsachlich transgene Pflanzen regenerieren, di@aati in der Handhabung sind und den

Sicherheits- und Akzeptanziiberlegungen gerechtemefidEMPKEN UND KEMPKEN, 2004).

Eine genetische Transformation wurde @eicidium bereits beschrieben I@u ET AL., 2003,
2003, You ET AL., 2003, LI ET AL., 2005,), wahrend es z@dontoglossum bislang keine
wissenschaftlichen Arbeiten gibt.Au ET AL. (2003a) Ubertrugen mittel&.tumefaciens das
Markergen B-glucuronidase dusA) in Oncidium 'Sharry Baby'. Weitere Untersuchungen
beschaftigten sich mit der Ubertragung des "swepper ferredoxin-like protein’pflp). Dabei
wurde pflp als neuer Selektionsmarker fir die Transformanaih Hilfe von A. tumefaciens
eingesetzt, welches den Pflanzen zugleich eineh&H®esistenz gegentldenwinia carotovora
verlien (LAU ET AL., 2003, You ET AL., 2003). Neben denmA. tumefaciens-vermittelten
Gentransfer wurde auch der direkte Gentransfer dieeGenkanone béncidium 'Sharry Baby'
zur Ubertragung dgsflp-Gens angewendet (0 ET AL., 2003,L1 ET AL., 2005).

Ausgangsmaterial flr die eben aufgelisteten Unténsngen bildeten dabei so genannte
protocorm like bodies (PLBs). Die Regeneration vBhBs konnte beiOncidium Uber
somatische Embryogenese, bei dem sich aus eineatisgiren Zelle ein Embryo entwickelt, aus
Blattexplantaten von In-vitro-Pflanzen {EN ET AL., 1999, CHEN UND CHANG, 2001, 2002,
2003, 2003, 2004, Su ET AL., 2006) gezeigt werden. Des Weiteren konnten PLBs aus
Internodienabschnitten von GewachshauspflanzeRENCUND CHANG, 2000a) und Uber
Kallusbildung von WurzelsegmentenHEN UND CHANG, 2000, 2004) regeneriert werden. Bei

der Gattungddontoglossum wurde die Regeneration von PLBs noch nicht besbkn.
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Eine Moglichkeit zur Verlangerung der Haltbarkeiterd Bliuten von Oncidium und
Odontoglossum ist die Ubertragung des mutierten Ethylenrezeptirg-1 aus Arabidopsis
(WILKINSON ET AL., 1997,HALL ET AL., 2007) mittelsA. tumefaciens-vermittelten Gentransfers.
Dieser mutierte und damit veranderte Ethylenrezepfdhrt zu einer geringeren
Ethylensensitivitat. Dabei wird die Bindung des #mmolekuils an den Rezeptor reduziert und
damit die Signaltransduktion von Ethylen wie audhd Bthylenbiosynthese inhibiert By ET
AL., 1999). Der Ansatz der genetischen Transformatioh dem mutierten Ethylenrezeptor
etrl-1 wurde bereits erfolgreich béfetunia (WILKINSON ET AL., 1997, CLARK ET AL., 1999,
GUBRIUM ET AL., 2000, CELVENGER ET AL, 2004), Nelken (Bvy ET AL., 1999), Campanula
(SRISKANDARAJAH ET AL., 2007) undKalanchoe (SANIKHANI ET AL ., 2008) umgesetzt. Neben der
Beteiligung an der Seneszenz der Pflanze, spiblyl&t auch bei einer Vielzahl an weiteren
Prozessen, wie Pflanzenwachstum, Wurzelbildung Baénogenabwehr eine Rolle. Daher wird
dem mutierten Ethylenrezepter1-1 nicht der Ublicherweise verwendete konstitutivraxerte
CaMV 35S Promotor, sondern der blitenspezifiscloenBtorfbpl ausPetunia vorgeschaltet. In
transgenen Nelken konnte die Aktivitdt dieses Ptonso in den Petalen und jungen
Staubgefal’en nachgewiesen werdeovBET AL., 1999).

Der Promotor ist ein Teil des Gens, Uber den diévilt des Gens reguliert wird @PKEN
UND KEMPKEN, 2004). Er stellt den Bindungsbereich fir die Traiplonsfaktoren dar und
kontrolliert damit die Transkription. Aus diesemu@d ist die Auswahl des idealen Promotors
von grof3er Bedeutung. Der tiberwiegende Teil deteBlirgan-ldentitatsgene gehort zur Familie
der MADS Box-Gene, weshalb die Promotoren diesemeGallitenspezifische Eigenschaften
besitzen. Bei Orchideen gibt es bereits einige Wendichungen Utber die fir diese Arbeit
interessanten MADS-Box-Gene und deren Promotorea MADS-Box-Gene sind namlich bei
der Festlegung der Identitat der Blitenorgane esttiend dem ABC-Modell der
Blutenentwicklung beteiligt. L ET AL. (1993) waren die erste Arbeitsgruppe, die ein MPAD
Box-Gen aus der Orchidéeanda deborah isoliert hat. Seitdem wurden weitere Sequenzen von
MADS-Box-Genen au$halaenopsis equestris (TSAI ET AL., 2004), Oncidium '‘Gower Ramsey'
(Hsu ET AL, 2003) undDendrobium ‘Madame Thong-In' (¥ uND GoH, 2000) veroffentlicht. Es
konnte nachgewiesen werden, dass die MADS-Box-Gen@rchideen teilweise nicht nur
blutenspezifisch exprimiert werden, sondern auckegetativen PflanzenorganensAT ET AL.
(2004) beschrieben in ihrer Arbeit die Expressiam wier verschiedenen MADS-Box-Genen
ausPhalaenopsis equestris. Das GerPeMADSS (Accessionsnummer AY378148) gehdrt zu den
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B-Funktionsgenen und wird den Deficiens-like GemageordnetPeMADS5 wurde stark in den
Petalen, schwacher in Sepalen, Lippe und Sauleniahdim vegetativen Gewebe exprimiert.

Zielsetzung

Die beiden Orchideengattungéncidium und Odontoglossum sind aufgrund der geringeren
Haltbarkeit wirtschaftlich weniger bedeutend als @attungPhalaenopsis. Eine Mdoglichkeit
zur langfristigen Verbesserung der Haltbarkeit v@ncidium und Odontoglossum stellt die

genetische Transformation dar.

Die geringe Haltbarkeit der Bliten wird unter arserauf das Hormon Ethylen zurtickgefihrt,
das bei der Seneszenz der Pflanze eine grofRe $podlie. Aus diesem Grund wurde der Einfluss
von Ethylen und von dem Inhibitor des Ethylenreaeptl-MCP auf die Haltbarkeit von
Blutenstielen sowie Topfpflanzen v@ncidium und Odontoglossum untersucht. Der Nachweis,
dass Ethylen zu beschleunigter Alterung fuhrt uAddP in ethylenhaltiger Atmosphare die
Haltbarkeit verlangert, war Voraussetzung fur dew&ndbarkeit des transgenen Ansatzes der

vorliegenden Arbeit.

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Etabliag eines Transformationssystems von
Oncidium und Odontoglossum Uber einenA. tumefaciens- vermittelten Gentransfer zur
langfristigen Verlangerung der Haltbarkeit der Bliit Voraussetzung daflr war zunachst die
Etablierung steriler und genetisch identischer itmevSprosse von Oncidium und
Odontoglossum. Davon ausgehend sollte ein zuverlassiges undiezifes Regenerationssystem
von PLBs Uber somatische Embryogenese etabliertlemerim Anschluss daran bildete die
Entwicklung und Etablierung eines effizienten Tfangmationssystems fuOncidium und
Odontoglossum mittels A. tumefaciens-vermitteltem Gentransfer den Schwerpunkt diesd&rehr
Dieser etablierte Gentransfer wurde schlieRlich fdie Ubertragung des mutierten
Ethylenrezeptorstrl-1 ausArabidopsis thaliana, der zu einer geringeren Ethylensensitivitat
fuhrt, verwendet. Da Ethylen neben der Beteiligangler Seneszenz der Pflanze auch bei einer
Vielzahl an weiteren Prozessen eine Rolle spielyrde etrl-1 unter Kontrolle des
blutenspezifischen Promotofbpl aus Petunia in Oncidium und Odontoglossum uUbertragen
werden. Zur Uberprufung des Transformationserfélgsien GUS-Tests, PCR-Verfahren und

Southern Hybridisierung zur Anwendung.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Pflanzenmaterial

In dieser Arbeit wurden Vertreter aus zwei Gattungen Orchideen,Oncidium und
Odontoglossum verwendet. BeDncidium kamen die Sorten 'Sweet Sugar' und 'Sharry Baby'
zum Einsatz, wahrend es sich bei @ontoglossum-Hybriden um die Sorten 'Stirling Tiger',
Phoenix March '6513', Stefan Isler 'Lava Flow',rblzeli Isler’, Cambria 'Plush’, 'Nelly Isler’
und Margarete Holm 'Larkspur' handelte (Tab. 2.tbA2.1). Das Ausgangsmaterial fur die
In-vitro-Kultur und die Versuche zur Untersuchureg @lVirkung von Ethylen und 1-MCP auf
Blutenrispen und Topfpflanzen wurde freundlichesgeivon der Firma Valtl Raffeiner
(Bozen, Italien) zur Verfigung gestellt.

Tab. 2.1: Auflistung der verwendeten Gattungen und Gattungs-Hybriden von Oncidium und
Odontoglossum.

Bezeichnung Sortenname Gattung Hybride Kreuzung
ONO1 'Sharry Baby' Oncidium
ONO02 'Sweet Sugar' Oncidium
ODO01 'Stirling Tiger' Wilsonara Cochlioda x Odontoglossum x
Oncidium
0ODO02 Phoenix March'6513"' Odontioda Cochlioda x Odontoglossum
OoDO03 Stefan Isler 'Lava Flow' Burrageara Cochlioda x Miltonia x

Odontoglossum x Oncidium

OD04 'Hansueli Isler’ Odontocidium  Odontoglossum x Oncidium

ODO05 Cambiria 'Plush’ Vuylstekeara Cochlioda x Miltonia x
Odontoglossum

ODO06 'Nelly Isler' Burrageara Cochlioda x Miltonia x
Odontoglossum x Oncidium

oDO07 Margarete Holm 'Larkspur’  Odontoglossum
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M%ﬂw[c\ Holm

© 2008 EASYORCHIDS.CO.UK

Abb. 2.1: Bliten der verwendeten GattungenOncidium und Odontoglossum, sowie Gattungshybriden.
A: ONO1, B: ONO2, C: ODO01, D: ODO03, E: OD04, F: CGBH0G: OD06, H: ODO7 (Quelle:
www.eastorchids.co.uk).

2.1.2 Bakterienstamme

Agrobacterium tumefaciens

Fur den A. tumefaciens-vermittelten Transfer degus-Gens und desetrl-1-Gens aus
Arabidopsis thaliana mit dem fbp-Promotor aus Petunia hybrida wurden die
Agrobakterienstamme EHA105 @aD ET AL, 1986), LBA4404 (MWDEKEMA ET AL., 1983) und
AGLO (LAazo ET AL., 1991) verwendet. Diese Agrobakterienstamme unterdeh sich
bezuglich ihres Opin-Hintergrundes. EHA105 geharden Nopalin-Stammen in einem C58
chromosomalen Hintergrund, LBA4404 zu den Octogém®nen in einem TiAchb
chromosomalen Hintergrund und AGLO zu den Agropi@ssnen.

Escherichia coli

In dieser Arbeit fand folgendét. coli Stamm Verwendung:

ToplOF: F {lacl® Tn10 (Tef)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74
recAl araD139A(ara-leu)7697galU galK rpsL (Str) endAl nupG

Dieser Stamm wurde fiir die Vermehrung und Klonigraies Plasmides pCéR.1-TOPS
(Fa. Invitrogen) und pCAMBIA2300 (www.cambia.orggrwendet.
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2.1.3 Vektoren

pBEOZ210

Das Binarplasmid pBEO210 wurde von Dr. A. G. Bowydestellt (Bvy ET AL., 1999) und
freundlicherweise von Prof. Margrethe Serek zurfigung gestellt. pBEO210 enthalt
zwischen der linken und rechten Bordersequenz d@NA dasetrl-1-Gen ausArabidopsis
thaliana unter Kontrolle des blutenspezifischi#fapl-Promotors au®etunia sowie dasptll-
Gen, reguliert durch den 35S-Promotor (Abb. 2.2¢. Grol3e des Plasmids betragt 10.231 bp.

A
Clal
Hindl!  EeoRl Smal  Sall | BamHI
pAB2 La| Gant [Pass [ npn | w7 |Re
B Sall BamHI EcoRl EcoRl  Clal
pBEGE‘I Q I_FI'L||'_|‘| I atri-1 lTﬂCGI

Abb. 2.2:  T-DNA des Plasmids pBEO210 (Bvy ET AL ., 1999). Gent: Gentamycin-Resistenzgef5S.
Promotor des Cauliflower Mosaic Viruspptll: Kanamycin-Resistenzen,Trtr7: Terminator, Pfbpl:
blutenspezifischer Promotor aBstunia, etrl-1: mutierter Ethylenrezeptor adsabidopsis, Tnos. Terminator
der Nopalinsynthase.

pIBGUS

Das Plasmid pIBGUS wurde von Prof. Inge Broer hsetegJét und dankenswerterweise von
Prof. Hans-Jorg Jacobsen zur Verfugung gesteBBGRIS enthalt zwischen der linken und
rechten Bordersequenz der T-DNA dasAint-Gen sowie dasptll-Gen, dasgusAint-Gen
unter Kontrolle des 35S-Promotors und dgsll-Gen unter Kontrolle des nos-Promotors
(Abb. 2.3). DagyusAint-Gen besitzt ein Intron.

Das Plasmid hat eine Grél3e von 15.800 bp.
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Abb. 2.3:  Plasmidkarte des binaren Vektors pIBGUS:GmR: Gentamycin-ResistenzgeB5S Promotor
des Cauliflower Mosaic Viruspat: Phosphinotricin-ResistenzgenpspA: Terminator der Nopalinsynthase,
gusAint: Gen mit Intron fir dieg-Glucuronidase, nptll: Kanamycin-ResistenzgemosP: Promotor der
Nopalinsynthase.

pBl121

Das Plasmid pBI121 wurde von der Firma Clonteclyéstellt und freundlicherweise vom
Lehrstuhl fur Zierpflanzenbau der Technischen Ursitat Minchen zur Verfiigung gestellt.
pBI1121 enthélt zwischen der linken und rechten Bosdquenz der T-DNA dasis-Gen ohne
Intron sowie dasptll-Gen, dasgus-Gen unter Kontrolle des 35S-Promotors und ijatH-

Gen unter Kontrolle des nos-Promotors (Abb. 2.4).

Die Grof3e des Plasmids betragt circa 13.000 bp.
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RK2

NOS prom. oY Kiac

NPTIII 5

RK2

TetA s NPTIIl CDS

Fsti
NPTII CDS

Spht

RK2 TrlA
NOS term.

Hindtii
S
Fatl

Bambit Sact term. EcoRt
Smal

Abb. 2.4:  Plasmidkarte des bindren Vektors pBl121Tnos: Terminator der Nopalinsynthasgys: Gen fir
die p-Glucuronidase, 35S. Promotor des Cauliflower Mosaic Virugptll: Kanamycin-ResistenzgemosP:
Promotor der Nopalinsynthase

pCambia2300

Das Plasmid pCambia 2300 (www.cambia.org) wurdenfdécherweise von Prof. Traud
Winkelmann zur Verfligung gestellt. pCambia2300 &itthwischen der linken und rechten
Bordersequenz der T-DNA eine "multiple cloning s5iICS) sowie dasiptll-Gen, reguliert
durch den 35S-Promotor (Abb. 2.5). Die in der MG#haltenen SchnittstellelicoRI, Sacl,
Kpnl, Smal, BamHI, Xbal, Sall, Pstl und Hindlll sind so genannte "single cutter”, d.h. sie
schneiden nur an einer Stelle im Plasmid.

Das Plasmid hat eine Grol3e von 8.742 bp.

11
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T-BORDER (R}
LAC Z ALPHA

MCS
CAMV3ISS il

pVS1 Sta
NPTII
pCAMBIAZ300
POLYASITE — Frezte
TBORDER (L)
\ pVS1-REP
kanamycin (R
} by
pBR322 o pBR322 bom site

Abb. 2.5: Plasmidkarte des bindren Vektors pCAMBIAZ00. MCS: "multiple cloning site",nptll:
Kanamycin-GenCAMV 35S Promotor des Cauliflower Mosaic Virgaww.cambia.org)

pCR®2.1-TOPO

Das Plasmid pC®.1-TOPG (TOPO TA Cloning - Kit von Invitrogen) enthalt ein

Ampicillin-Gen (@mp) sowie dasptll-Gen, beidereguliert durch den 35S-Promotor. Dieser
linearisierte Vektor enthalt 3'-T-Uberhange an desertionsstelle, die innerhalb eines
Proteinfragments zur-Komplementation dep-Galaktosidase lokalisiert ist, und ermdglicht
damit ein "blau/weil3-Screening". Die Gr6l3e desrRids betragt 3.908 bp.

2.1.4 Medien

Pflanzenkulturmedien

Als Basismedium fu©ncidium und Odontoglossum wurde die Zusammensetzung der Makro-
und Mikroelemente von MRASHIGE& SKOOG (1962)in halber Konzentration verwendet. Die
in dieser Arbeit verwendete Mischung aus Vitamined anderen organischen Bestandteilen
ist in Tab. 2.2 ersichtlich. Weitere Standardzugalwearen 20 g/I| Saccharose, 1 g/l
Polyvinylpyrolidone-10, 0,25 g/l Pepton und 0,26N&HPO, x 2 HO. Der pH-Wert wurde
auf 5,8-6,0 eingestellt.

12
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Tab. 2.2: Zusammensetzung der Vitaminmischung fir ds Basismedium.

Substanz Konzentration Molaritat
[mg 1] [uM]
Myo-Inositol 100,0 554,94
Glycin 2,0 26,64
Nicotinsaure 0,5 4,06
Thiamin-HCI 1,0 0,30
Pyridoxin-HCI 0,5 2,43

Die Zusammensetzung der Kulturmedien fur die veestdnen Anwendungen ist den

entsprechenden Kapiteln der Methoden zu entnehmen.

Bakterienmedien

Das YEB-Medium wurde zur Anzucht vakgrobacterium tumefaciens verwendet, wahrend
fur die Kultur vonEscherichia coli sowohl das LB-Medium als auch das SOC-Medium zur
Anwendung kamen (Tab. 2.3). Die Selektion der Badmdolonien erfolgte durch Zugabe

von 50 mg/l Kanamycin.

Tab. 2.3: Zusammensetzung der Bakterienmedien YER,B und SOC.

Substanz YEB-Medium LB-Medium SOC-Medium
Pepton [wi/v] 0,5 % 1,0% 0,002 %
Hefeextrakt [w/v] 0,1 % 0,5% 0,5 %
NaCl [w/v] - 0,5 % 0,06 %
KCI [wiv] - - 0,02 %
MgSQO, [wiv] 0,05 % - 0,1 %
Fleischextrakt [w/v] 0,5% - -
Saccharose [w/V] 0,5% - -
Glukose [w/v] - - 0,35 %
pH 7,2 7,5 -

13
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2.1.5 Enzyme

Die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme sind ddy. Pa4 zu entnehmen.

Tab. 2.4: Restriktionsenzyme und DNA modifizierenddenzyme.

Enzym Hersteller

BamH| Fermentas

PshAl New England Biolabs
Pfu Polymerase Fermentas

Pstl Fermentas

RNase A Roche

Sl Fermentas

SAP (shrimp alkaline phosphatase) Roche

T, DNA-Ligase Fermentas

Taq Polymerase Fermentas

2.1.6 Oligonukleotide

Die in dieser Arbeit verwendeten synthetischen @ligleotide (Tab. 2.5) wurden von der

Firma MWG (Ebersberg, http://ecom2.mwgdna.com) gemo

14
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Tab. 2.5: Sequenzen der Oligonukleotide zum Nachwseverschiedener Zielgene.

Zielgen Name Primersequenz Annealing- Produkt-
temperatur gréiRe
[°C] [bp]
Promotor vorPeMADSH ProlPeMADSS5_s 5'-GGGAAATTGATTGGGATGTG-3'
Pe MADS5Pro2_as | 5'-TCTCTCTCCCCTGAAAGCAA-3' 60 889
Promotor vorPeMADSS mit Restriktionsenzymen ProlPeMADS5b_s| 5'-CTGCAGGGGAAATTGATTGGGATGTG-3'
PeMADS5Pro2b_as | 5-GTCGACTCTCTCTCCCCTGAAAGCAA-3' 60 901
PeMADSH ProPeMADS5_ as 5'-AGGGCTGCAGAAATCAGCTA-3' 60 1.139
Primer aus Promotd?eMAD S5 flr die PeMADS5Pro3 s 5'-GTCAAACAGAGGGGTCCTCA-3' 60
Sequenzierung
PCR-Amplifizierung des Fragments Promofopl | fopletrl-1 s 5'-TGTGGTGAAAGAAAAACTCGAC-3'
undetrl-1 aus pBEO210 fbpletrl-1_as 5'-CACGGCTGATTTCTTCACAA-3' 64 1.027
PCR-Amplifizierung des Fragments PromotdProlPeMADS5 s 5'-GGGAAATTGATTGGGATGTG-3'
PeMADSS undetrl-1 aus pBEO210 fbpletri-1_as 5'-CACGGCTGATTTCTTCACAA-3' 60 1.477
Agrobakteriengenom PicA_s 5'-ATGCGCATGAGGCTCGTCTTCGAG-3'
PicA_as 5'-GACGCAACGCATCCTCGATCAGCT-3' 63 550
GUS-Gen GUs1 5'-CCTGTAGAAACCCCAACCCG-3'
GUS2 5'-TGGCTGTGACGCACAGTTCA-3' 66 952
nptll-Gen nptll_s 5'-ATGACTGGGCACAACAGACA-3'
nptll_as 5-AATATCACGGGTAGCCAACG-3' 62 620
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2.2 Untersuchung des Einflusses von Ethylen auf die Seszenz

2.2.1 Untersuchung der Wirkung von Ethylen und 1-MCP aufBlitenrispen

Als Ausgangsmaterial fur diese Untersuchung wurfdenlie GattungOncidium Blitenrispen

von ONO1 und ONO2 verwendet. Bei d@uontoglossum-Hybriden handelte es sich um
Blutenrispen von OD03, OD05, OD06 und ODO07 (Kaf@..D. Zum Nachweis des Effektes
von Ethylen und 1-MCP, dem Inhibitor des Ethyleegnrs, auf die Haltbarkeit von
Blutenrispen wurden diese in einer 0,05 m3 gasdithGlaskammer Ethylen mit einer
Konzentration von 1,0 (+ 0,2) pLLausgesetzt. Wahrend der Dauer des Versuchs befande
sich die Blutenrispen in mit Wasser geflllten Rélerc.

Zunachst wurde die Halfte der Blitenrispen mit 1#MCorbehandelt. Dazu wurden sie in
luftdicht verschlossenen Glaskammern (0,05 m3)20@ nL L 1-MCP fiir sechs Stunden bei
Raumtemperatur behandelt, indem dem 1-MCP-Pulvempaar Tropfen Wasser zugegeben
wurden und dadurch der Wirkstoff gasférmig freidesewvurde. Die Kontrollpflanzen

befanden sich fir dieselbe Zeitdauer in einer veossenen und mit Raumluft gefillten

Glaskammer.

Nach dieser Vorbehandlung wurden die Glaskammem efiie Stunde geliftet. Die
Blutenstande wurden darauf randomisiert in dendicifiten Glaskammern verteilt. Diese
wurden verschlossen und bei 20°C unter einer Pkotoge von 16/8 Stunden durch eine
Beleuchtung mit weiBen Leuchtstoffrohren bei 20 im s* gehalten. Eine gasdichte
Glaskammer wurde mit Ethylen beigemischter Raunbefteiner Konzentration von 1,0 (+
0,2) pL L* begast, das durch ein einfaches DiffusionsverfalfLveITH 1978,Abb. 2.6)

ermoglicht wurde, wahrend die zweite GlaskammemiiRaumluft versorgt wurde. Die aus
der Glaskammer austretende und mit Ethylen veeséRaumluft wurde durch einen mit
Kaliumpermanganat (KMng) geflillten Erlenmeyerkolben gefuhrt. Das Ethylemd an das

Kaliumpermanganat und wurde dadurch nicht an dieniRaft im Versuchsraum abgegeben.

Die Konzentration an Ethylen in der gasdichten aasmer wurde taglich mittels
Gaschromatographen (Perkin-Elmer, GC Voyager FFKG3Rerkin Elmer, Markham,
Ontario, Canada), der mit einem Photoionisatioreddet ausgestattet ist, ermittelt. Als
Tragergas wurde N(40 mL mir') verwendet, der Injektionsdruck betrug 69 kPa, @fen-
und die Saulentemperatur jeweils 60°C.
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Bonitiert wurden taglich die Anzahl an Bliten undhdspen und deren Erscheinungsbild,
sowie die Anzahl der Tage bis zur Welke der Bligegentber der entsprechenden Kontrolle.
Bei ONO1 wurde der Ethylenversuch nur einmal duetiligrt, bei OD03, OD04, ODO05,
ODO06 und ODO07 zweimal und bei ONO2 dreimal. Fuefe&Genotypen wurden jeweils acht
Blutenstiele, d.h zwei pro Behandlungsvariante esedzt.

R /N

L !

Ethylen || Glaskammer Ll L KMnO,

Abb. 2.6:  Versuchsaufbau zur Untersuchung der Wirkung von Ethylen und dem Inhibitor des
Ethylenrezeptors 1-MCP auf Blutenrispen. Mit Hilfe einer Pumpe wurde der Raumluft Ethylem eéiner
Konzentration von 1,0 (+ 0,2) pLbeigemischt und kontinuierlich der gasdichten Géasiner zugefiihrt. Am
anderen Ende der Glaskammer wurde die mit Ethyknsetzte Raumluft in einen mit Kaliumpermanganat
(KMnQ,) geflllten Erlenmeyerkolben abgefiihrt. Das Ethytemdete an das Kaliumpermanganat und wurde
dadurch nicht an die Raumluft des Versuchsraumegsizen.

2.2.2 Untersuchung der Wirkung von Ethylen und 1-MCP aufTopfpflanzen

Dieser Untersuchung dienten Topfpflanzen als Auggianaterial. Fir die Gattur@ncidium
wurde ONO2 verwendet und bei d&dontoglossum-Hybriden kamen OD04 und OD05 zum
Einsatz (Kap. 2.1.1).

Wie bereits bei der Untersuchung der Blutenrisp@p( 2.2.1) beschrieben, wurde die Halfte
der Pflanzen mit 1-MCP vorbehandelt. Fiir die Beggsmit 200 nL [* 1-MCP fiir sechs
Stunden bei Raumtemperatur wurde bei den Topfpdlangine Wachstumskammer von
0,66 m® verwendet. Die Kontrollpflanzen kamen imeeizweite, mit Raumluft geflllte

Wachstumskammer.

Nach dem Beliiften wurden die Topfpflanzen zufalhigzwei Klimakammern von jeweils
21 m3 verteilt. Dort wurden sie unter denselbeniBgahgen wie die Blltenrispen gehalten.
Nur die Behandlung mit Ethylen wurde auf eine aad&Weise durchgefihrt. Die

Ethylenkonzentration in der  Wachstumskammer  wurdeweirnal taglich
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gaschromatographisch ermittelt und daraufhin wudie Differenz zur gewlnschten
Konzentration von 1,0 (+ 0,2) pLLan purem Ethylen eingespritzt.

Bonitiert wurde taglich die Anzahl an Knospen, affa und welken Bliiten sowie die Anzahl
der Tage bis zur Welke der ersten und letzten Bldtesatzlich wurde rein visuell das
Erscheinungsbild, in erster Linie Vergilbungen Béittern und Stangeln, erfasst. Fur jeden
Genotypen wurde der Ethylenversuch zweimal mit jisavevanzig Topfpflanzen, d.h funf

pro Behandlungsvariante durchgefthrt.

2.3 Entwicklung von In-vitro-Kulturtechniken

Die folgenden Arbeiten wurden unter sterilen Bedmgen an einer Werkbank mit
horizontalem Luftstrom durchgefihrt. Alle benétigtArbeitsmaterialien, Kulturmedien und
Chemikalien wurden vor ihrer Verwendung autoklaviekntibiotika sind thermolabile

Substanzen, weshalb sie sterilfiltriert und nac deutoklavieren dem Medium zugegeben

wurden.

Die In-vitro-Kulturen wurden bei 20 + 1°C und einefricht/Dunkel-Rhythmus von
16/8 Stunden kultiviert, wobei die Beleuchtung duweeil3 fluoreszierende Leuchtstoffrohren

mit einer Stérke von ca. 20 pmol2ra* erfolgte.

2.3.1 Etablierung steriler Sprosskulturen

Als Ausgangsmaterial fur die Etablierung einer lme+Kultur wurden die Seitensprosse der
Pseudobulben der in Kap. 2.1.1 beschriebenen Gesmot®?NO1 und ONO02 der Gattung
Oncidium und ODO1 bis ODO07 dépdontoglossum-Hybriden verwendet.

Fur die sterile Sprossspitzenkultur wurde zunadiestKnospe des Seitensprosses freigelegt,
indem die &ul3ersten Blatter der Pseudobulben anhtferrden. Die Oberflache der 3-5 mm
grof3en Knospe wurde sterilisiert, indem sie fur mken in eine 1,5 %ige NaOCI-Losung
mit ein paar Tropfen Tween 20 zur Reduzierung deer@lachenspannung getaucht wurde.
Anschlieend wurde die Knospe dreimal mit sterilahMasser gewaschen, um das

Pflanzengewebe schadigende NaOCI wieder zu entferne

Nun galt es das Meristem, bzw. die Sprossspitzerbéi handelt es sich um ein Meristem,

das von Blattprimordien umhdllt ist - aus der Kne$@rauszupraparieren. Dazu wurden die
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aulBeren Hullblatter weitestgehend entfernt und fdégelegte Sprossspitze auf ein mit
4,4 uM BAP und 0,5 uM IBA versetztes Basismediunshn®URASHIGE & SKOOG (1962,
Kap. 2.1.4) aufgelegt. Die Sprossspitzen wurdeRetrischalen von 5 cm Durchmesser mit

ca. 10 ml Medium kultiviert.

Die Sprossspitzen wurden alle vier Wochen auf déreseMedium subkultiviert. Nach drei
Monaten wurden die aus den Sprossspitzen entstand®prosse vereinzelt und auf ein
Medium Uberfihrt, das zusatzlich noch 2,9 uM ;G&athielt. Von diesem Zeitpunkt an
wurden die Sprosse alle drei Monaten in gammabdsrarunden GefalRen aus Polypropylen
(Fa. LAB Associates) mit ca. 100 ml Medium subkusrt.

2.3.2 Vermehrung von In-vitro-Sprosskulturen

Zur Ermittlung eines optimalen Sprossvermehrungsumesl wurden die Makronahrsalze
nach MJRASHIGE & SkOOG (1962) des Basismediums zum Teil aufgedoppelt esowi
verschiedene Auxine und Cytokinine in unterschawr Konzentration getestet (Tab. 2.6).
Drei Monate alte Sprosse wurden vereinzelt, auf dikermehrungsmedien in
gammabestrahlten runden Gefal3en aus PolypropykenlL@&B Associates) mit ca. 100 ml
Medium uberfuhrt und bei der nachsten Subkulturhndiei Monaten bonitiert. Ermittelt
wurde die Vermehrungsrate, die als Anzahl Sproasé einer Kulturdauer von drei Monaten
bezogen auf die eingesetzte Anzahl an Sprosseregin definiert wurde, und visuell die
GroRe der einzelnen Sprosse aufgeteilt in drei d€lasKlein (< 1,5 cm), Mittel (1,5 bis
3,0 cm) und Grol3 (> 3,0 cm).

Das Basismedium fir die Mikrovermehrung ist Kadl.2.zu entnehmen, die besonderen
Zuséatze sind in Tab. 2.6 aufgelistet. Die Verwergdder Medienabkirzungen bezog sich auf
die verwendeten Inhaltsstoffe: demnach steht BB#iP, | fir IAA und N fir NAA. Die 1 in
der Medienbezeichnung bezog sich auf die Verwendwey MS-Salze in voller

Konzentration, wahrend 1/2 auf die halbe Konzeitnagerweist.
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Tab. 2.6: Konzentration der MS-Salze un Zuséatze devermehrungsmedien fur die In-vitro-Kulturen.

Substanz 1/2BI 1BN 1/2BN
MS-Salze 1/2 x 1x 1/2 x
BAP [uM] 0,9 8,8 8,8
NAA [uM] - 54 54
IAA [uM] 1,1 - -
Agar [%] 0,8 0,8 0,8

2.3.3 Bewurzelung und Akklimatisierung im Gewachshaus

Die Bewurzelung der In-vitro-Sprosse erfolgte aafndBasismedium mit 0,8 % Agar ohne
jegliche Hormonzusatze. Als Kulturgefale wurdenderem gammabestrahlte runde Gefalde

aus Polypropylen (Fa. LAB Associates) mit ca. 100Mtedium verwendet.

Die Akklimatisierung der bewurzelten In-vitro-Spsesan Ex-vitro-Bedingungen erfolgte im
Gewachshaus unter einem Folienzelt. Die WurzelnSgeosse wurden zunachst mit Wasser
von den Medienresten befreit und dann auf das &wsubstrat der Fa. Raffeiner (hergestellt
von der Fa. Slingerland) tberfuhrt. Das Betriebsgab bestand schatzungsweise aus 80 %
Pinienrinde fein (7-15 mm), 10 %hagnum-Fasern, 10 % Schaumstoffflocken und 10 %
Pflanzenperlite (KEIN, 2007).

Sofort nach dem Pikieren wurden die Sprosse mit Démger Peters Professional Grow Mix
(21-07-21, Fa. Scotts) in einer Konzentration vgn % angegossen. Die Sprosse wurden die
ersten vier Wochen jede zweite Woche und daraué jtbche gediingt. Die Kultur der
Pflanzen erfolgte bei einer Temperatur von 18-20N&ch vier Wochen unter dem Folienzelt
wurden die akklimatisierten Pflanzen langsam alftgtlu

2.3.4 Regeneration von PLBs aus Blattmaterial

Fur die Regeneration aus Blattmaterial von ONO102NODO01, OD04, OD05 und ODO06
wurden verschiedene Medien hinsichtlich ihrer Eifetét zur Induktion von PLBs getestet.
Die Medien bestanden wiederum aus dem Basismedikap. (2.1.4) nach MRASHIGE &

SKOoO0G (1962) mit verschiedenen Zusatzen, die in TabaRfgelistet sind. Die Verwendung

der Medienabkirzungen bezog sich auf die verwendetiealtsstoffe: demnach steht T fur
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TDZ, | fur IAA und B fir BAP. Die 1 in der Medienkeichnung bezog sich auf die
Mengenangabe von 1 mg/l und A, bzw. G auf die \&igengsmittel Agar, bzw. Gelrite.

Tab. 2.7: Zugaben zum Basismedium nach MRASHIGE & SKOOG (1962, Kap. 2.1.4) in den Versuchen
zur Regeneration von PLBs.

Substanz T1G T1A T1I1G B1G
BAP [uM] - - - 4,4
TDZ [uM] 4,5 4,5 4,5 -
IAA [uM] - - 5,7 -
Agar [%] - 0,8 - -
Gelrite [%] 0,4 - 0,4 0,4

Als Ausgangsmaterial fur diese Versuche dientem@ & mm breite Blattstreifen und 1 und
2 cm lange Blattspitzen von In-vitro-Sprossen. Ben Blattstreifen wurde die Blattspitze
verworfen und das restliche Blatt Uber die Blatsaclhinweg in Streifen geschnitten. Die
Explantate wurden sowohl abaxial als auch adaxibtlas Medium aufgelegt und in volliger
Dunkelheit oder im Licht/Dunkel-Rhythmus von 16/&i1&len bei 20°C und 24°C kultiviert.
Die Explantate wurden vierwdchentlich fur zwei liei Monate auf demselben Medium

subkultiviert.

Jede Versuchsfrage wurde dreimal mit jeweils 30 l&xpten pro Behandlungsvariante

wiederholt. Die Auswertung erfolgte jeweils 30, 460, 75 und 90 Tagen nach

Versuchsbeginn. Folgende Parameter wurden zur &kumgy der Induktion von PLBs

herangezogen:

— die Regenerationsrate, d. h. die Anzahl Blattexplanmit Regeneration bezogen auf die
gesamte Anzahl an Blattexplantaten multipliziert d&@m Faktor 100.

- die mittlere Anzahl Regenerate pro regenerierendepiantat, d. h. die gesamte Anzahl

an Regeneraten bezogen auf die Anzahl Blattexptama Regeneration.

2.3.5 Regeneration von Sprossen aus der Flussigkultur

Fur die Flussigkultur wurden die aus Blattmaterigenerierten PLBs verwendet, die mit
einem Skalpell zerhackt und im Basismedium untegabe von 4,5 uM TDZ (T1) und
alternativ. von 1,4 pM TDZ (T03) kultiviert wurderBei der Flussigkultur kamen

Weithalserlenmeyerkolben von 100 ml zur Anwenduinyg,die 0,5 g Frischmasse an
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zerhackten PLBs und 20 ml an Flissigmedium gegeialen. Die Kolben wurden im
Licht/Dunkel-Rhythmus von 16/8 Stunden bei 20°Onhpaament bei 100 rpm geschuttelt.

Fur jeden Genotypen wurde der Regenerationsveiaueliissigmedium zweimal mit jeweils
40 Weithalserlenmeyerkolben wiederholt. Die Auswegt erfolgte zweimal wochentlich tGber
einen Zeitraum von sechs bis acht Wochen. Dabedevwan jedem Termin jeweils drei
Weithalserlenmeyerkolben fiir die Auswertung herangen. Jedes Gefal3 wurde mit einem
100 um dichten Siebgewebe aus Polypropylen (FalaNgaesiebt, um die PLBs vom
Flissigmedium zu trennen. Anschliel3end wurden diésPzur Ermittlung der Frischmasse
gewogen. Nach einer Woche im Trockenschrank beC508irde das Trockengewicht der
PLBs erfasst.

Folgende Parameter wurden zur Beurteilung des getg Mediums fur die Regeneration
von PLBs herangezogen:
- die Frischmasse

— die Trockenmasse

Die Regeneration von PLBs zu Sprossen erfolgtedbeiSubkultur der PLBs, nach drei bis
vier Wochen in Flissigmedium (Kap. 2.3.3). Fur Riegeneration von Sprossen wurde das
Basismedium unter Zugabe von 0,4 % Gelrite (TOG)veadet. Die PLBs wurden zerhackt
und jeweils 0,5 g wurden in Petrischalen von 5 carddmesser mit ca. 10 ml Medium
Uberfuhrt und im Licht/Dunkel-Rhythmus von 16/8 &len, wobei die Beleuchtung durch
weil fluoreszierende Leuchtstoffrohren mit eineir& von ca. 20 pmol Bs* erfolgte. Die

Raumtemperatur betrug 20°C.
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2.4 Agrobacterium tumefaciens-vermittelter Gentransfer

2.4.1 Kultur, Anzucht und Aufreinigung der Agrobakterien

Die Kulturen vonA. tumefaciens wurden in Form von Glycerindauerkulturen (250 ul
Bakteriensuspension + 337 ul 80 % Glycerin) bei’@B@elagert. Fur die fortwédhrende
Benutzung vorA. tumefaciens wurden die einzelnen Bakterienstamme mit einerfdsg alle
drei Wochen auf neues YEB-Medium ausgestrichen uiber Nacht bei 28°C wachsen
gelassen. Diese Platten wurden zum Animpfen der Ulhkdie Transformation verwendet,
da hiermit ein schnelles Wachstum vantumefaciens gewahrleistet werden konnte. Je nach
verwendetem Vektor wurden bei der Anzucht folgeKaazentrationen an Antibiotika zur

Selektion zugegeben:
pIBGUS 50 mg/lI Kanamycin und 20 mg/l Rifampicin
pBl121 50 mg/lI Kanamycin und 20 mg/l Rifampicin
pBEO210 50 mg/l Kanamycin, 20 mg/lI Rifampicin ur@lr@g/l Streptomycin

Die Kulturen vonA. tumefaciens wurden bei einer Temperatur von 28°C unter Schmitte
(170 rpm) Uber Nacht inkubiert. Am Tag der Transfation wurden die Bakterien durch eine
Zentrifugation fir 10 Minuten von 3.000 g bei Ramperatur vom Bakterienmedium
getrennt. Das Pellet wurde in flissigem Basismedi(lRap. 2.1.4), dem 100 pM
Acetosyringon zugefigt wurde, resuspendiert. DiBséteriensuspension wurde fur die

Transformation verwendet.

2.4.2 Transformation von Blattspitzen mittels Agrobacterium tumefaciens

Als Ausgangsmaterial fur die Transformation wurdeom lange Blattspitzen von In-vitro-
Sprossen verwendet. Um die optimale Vorkulturdaeermitteln, wurden die Blattspitzen
adaxial auf das Regenerationsmedium T1G (Kap. Raifgelegt und fir 1, 14 und 28 Tage
im Dunkeln bei 24°C kultiviert. Zur Transformatiomwurden die Explantate unter
gelegentlichem Schiutteln in der Bakteriensuspen@i@p. 2.4.1) mit einer Dichte (QR)

von 0,5 fur 30 Minuten inkubiert.

Nach dem Trocknen auf sterilem Filterpapier wurdén Blattspitzen adaxial auf dasselbe
Medium der Vorkultur gegeben und fir drei Tage imnkeln bei 24°C mifA. tumefaciens
kokultiviert. Nach der Kokultur wurden die Explatgan sterilem Wasser unter Zugabe von

500 mg/l Cefotaxim gewaschen, auf sterilem Filtpipa getrocknet und auf das
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Selektionsmedium T1G/300 (Kap. 2.4.4) adaxial defgfe Dieser Versuch wurde fir die
Genotypen ONO2 und ODO01 zweimal mit jeweils 1002418 Blattspitzen wiederholt.

2.4.3 Transformation von PLBs mittels Agrobacterium tumefaciens

Drei bis vier Wochen alte zerhackte PLBs (0,2 ¢ der Flissigkultur (Kap. 2.3.3) bildeten
das Ausgangsmaterial fir diese Art der TransforonatDie Vorkultur erfolgte abhangig von
dem jeweiligen Versuch auf dem Basismedium mit odiene 0,4 % Gelrite bei einer
Temperatur von 20°C im Dunkeln oder in einem Libhtikel-Rhythmus von 16/8 Stunden
(Tab. 2.8).

Die Verwendung der Abkirzungen fur die Transformadiversuche (Tab. 2.8) bezogen sich
auf die Kulturform und der Behandlungen wahrend Transformation: demnach steht f fur

Festmedium, fl fir Flassigkultur, U fir Ultraschahd V fur Vakuuminfiltration.

Die PLBs mit der Vorkultur auf Festmedium (Tf undvdil, Tab. 2.8) wurden unter
gelegentlichem Schutteln in einer Bakteriensuspensmit einer Olgy von 1,0 fir
30 Minuten inkubiert. Danach wurden die PLBs alds#dbe Medium der Vorkultur aufgelegt
und fur drei Tage im Dunkeln bei 20°C nAittumefaciens kokultiviert. Im Anschluss an die
Kokultur wurden die PLBs in sterilem Wasser untargabe von 500 mg/l Cefotaxim
gewaschen und auf das Selektionsmedium TO0G/300 .(Kag.4) umgesetzt. Der
Transformationsversuch auf Festmedium (Tf) wurdamal mit den Genotypen ONO2 und
ODO01 (Tfl bis Tf4) und viermal zum Vergleich derr®&pen ONO1, ONO2, ODO1 und
ODO04 (Tf5 bis Tf8) mit jeweils funf Petrischalen n Durchmesser) pro Behandlung
wiederholt.

Als nachste Versuchsfrage wurden die TransformatioRlussigkultur und auf Festmedium
unter Verwendung von ONO02 miteinander verglicherivgil, Tab. 2.8). Dabei wurde
zunachst vor allem auf die beiden Medienvariangst ¥ersus fllissig wahrend der Vorkultur,
Kokultur und Selektion geachtet (Tfvsfll bis Thayfl Dieser Transformationsversuch wurde
dreimal mit jeweils 16 Petrischalen (5 cm Durchneessind 16 Weithalserlenmeyerkolben
pro Behandlung (Tab. 2.9) wiederholt.
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Tab. 2.8: Darstellung der verschiedenen Parametelif die einzelnen TransformationsversucheTf: Transformation auf Festmediuifivsfl: Transformation auf Fest-

vs. FlussigmediunilflU: Transformation in Flissigmedium mit Ultraschalibadlung,TflV: Transformation in Flissigmedium mit Vakuumingition.

Vorkultur Kokultur Kultur nach Trafo
Bezeichnung | Versuchs- Genotypen Tage  Medium Licht/Dunkel | Tage  Medium ODggo  Licht/Dunkel
nummer flussig/fest flussig/fest
Tf Tl ONO02 / OD01 7 fest Dunkel 3 fest 1,0 Dunkel festes Medium, im Licht
T2 ONO02 / OD01 7 fest Dunkel 3 fest 1,0 Dunkel festes Medium, im Licht
Tf3 ONO02 / OD01 7 fest Dunkel 3 fest 1,0 Dunkel festes Medium, im Licht
Tf4 ONO02 7 fest Dunkel 3 fest 1,0 Dunkel festes Medium, im Licht
Tf5 ONO1/ON02/0D01/0OD04| 7 fest Dunkel 3 fest 1,0 Dunkel festes Medium, im Licht
T6 ONO1/ON02/0D01/0D04| 7 fest Dunkel 3 fest 1,0 Dunkel festes Medium, im Licht
Tf7 ONO01/ON02/0D04 7 fest Dunkel 3 fest 1,0 Dunkel festes Medium, im Licht
T8 ONO01/ON02/0D04 7 fest Dunkel 3 fest 1,0 Dunkel festes Medium, im Licht
Tfvsfl Tfvsfll ONO2 7 flussig/fest Licht/Dunkel 2/3  flussig/fest 0,1/1,0 Licht/Dunkel | Siehe Tab. 2.9
Tfvsfl2 ONO2 7 flussig/fest Licht/Dunkel 2/3  flussig/fest 0,1/1,0 Licht/Dunkel | Siehe Tab. 2.9
Tfvsfl3 ONO02 7 flissig/fest Licht/Dunkel 2/3  flussig/fest 0,1/1,0 Licht/Dunkel | Siehe Tab. 2.9
Tfvsfl4 ONO02 7 flissig/fest Licht/Dunkel 2/3  flussig/fest 0,1/051,0 Licht/Dunkel | Siehe Tab. 2.10
Tfvsfl5 ONO02 7 flissig/fest Licht/Dunkel 2/3  flussig/fest o,1/0,51,0 Licht/Dunkel | Siehe Tab. 2.10
TflU TflUl ONO2 3 flissig Licht 2 flissig, 0,1 Licht festes Medium, im Licht
TflU2 ONO02 3 flissig Licht 2 Ultraschall- 0,1 Licht festes Medium, im Licht
THU3 ONO2 3 fliissig Licht p  behandlung Licht festes Medium, im Licht
TV TfiV1 ONO02 3 flissig Licht 2 flissig, 0,1 Licht festes Medium, im Licht
TflV2 ONO02 3 flissig Licht 2 Vakuum- 0,1 Licht festes Medium, im Licht
V3 ONO2 3 flissig Licht o Infiltration ) Licht festes Medium, im Licht
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Tab. 2.9: Darstellung der verschiedenen Parameteiif die Transformation sversuche Tfvsfll bis Tfvsfl3
(Tab. 2.8) des Vergleichs der verschiedenen Kultulmasen in flissigem und auf festem Medium.

Tfvsfl-A Tfvsfl-B Tfvsfl-C Tfvsfl-D
Vorkultur 7 Tage Flussig- 7 Tage Flussig- 7 Tage Flussig- 7 Tage festes Medium
medium im Licht medium im Licht medium im Dunkeln | im Dunkeln
Kokultur 2 Tage Flussig- 2 Tage Flussig- 2 Tage Flussig- 3 Tage festes Medium
medium im Licht medium im Licht medium im Dunkeln | im Dunkeln
Selektion 3 Wochen flissig, festes Medium festes Medium festes Medium
dann festes Medium

Bei den Transformationsversuchen Tfvsfl4 und T#vs{Tab. 2.8) wurde neben dem
Vergleich des flissigen mit dem festen Medium vod mach der Transformation zusatzlich
die Dichte (ORoyo) der Bakteriensuspension wahrend der Inkubatiornieve Bei dieser
Untersuchung wurden die PLBs in Flussigkultur mitee Bakteriensuspension der Dichte
(ODgog) 0,1 und 0,5 fur zwei und drei Tage Kokultur inlert Die Inkubation der PLBs auf
Festmedium hingegen fand bei einer BakteriendiDi®so) von 1,0 statt (Tab. 2.10). Dieser
Transformationsversuch wurde zweimal mit jeweilsPHrischalen (5 cm Durchmesser) und
10 Weithalserlenmeyerkolben pro Behandlung wiederho

Tab. 2.10: Darstellung der verschiedenen Paramatefir die Transformationsversuche Tfvsfl4 und

Tfvsfl5 (Tab. 2.8) des Vergleichs der verschiedeneulturphasen in flissigem und auf festem Medium
mit zusétzlicher Variation der Bakteriendichte (ODgq).

Tfvsfl-E Tfvsfl-F Tfvsfl-G Tfvsfl-H Tfvsfl-I

Vorkultur | 7 Tage Flussig- | 7 Tage Flussig- 7 Tage Flussig- 7 Tage Flissig- 7 Tage festes Me-
medium im Licht | medium im Licht | medium im Licht | medium im Licht | dium im Dunkeln

Kokultur 2 Tage Flussig- | 2 Tage Flussig- 3 Tage Fliussig- 3 Tage Flussig- 3 Tage festes Me-
medium im Licht | medium im Licht | medium im Licht | medium im Licht | dium im Dunkeln
bei ODyy 0,1 bei ODsyc 0,5 bei ODsy 0,1 bei ODsyc 0,5 bei ODsoc 1,0

Selektion | festes Medium festes Medium festes Medium festedile festes Medium

Bei der Transformation in Flussigmedium TflU (T&®8B) wurde nach dem Zugeben der
Bakteriensuspension eine Ultraschallbehandlung 4fi kHz durchgefiihrt, wobei die
Behandlungsdauer bei 5, 10, 30 und 60 Sekundemlaglransformation in Flissigmedium
TflV (Tab. 2.8) wurde mit Hilfe der Vakuuminfiltretn bei 400 mm Hg durchgefuhrt, bei der
nach dem Zufuhren der Bakteriensuspension fur and® 4 Minuten ein Vakuum angelegt
wurde. Nach der Kokultur von zwei Tagen wurdenPli€8s der Transformationsversuche in

sterilem Wasser unter Zugabe von 500 mg/l Cefotagewaschen und erneut auf das
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Basismedium mit 0,4 % Gelrite Uberfuhrt. Die beideansformationsversuche wurden mit
dem Genotypen ONO2 dreimal mit jeweils vier Weisiealenmeyerkolben pro Behandlung
wiederholt.

Die  Transformationsversuche wurden mit verschieden&kombinationen an
Bakterienstimmen und entsprechenden Vektoren defighg. Die unterschiedlichen

Kombinationen sind in Tab. 2.11 aufgefuhrt.

Tab. 2.11: Kombination der Bakterienstamme mit etsprechenden Vektoren (Kap. 2.1.3).

Name Kombination
EHA/etr EHA105 mit pBEO210
AGLO/etr AGLO mit pBEO210
EHA/gus EHA105 mit pBI121
LBA/gus LBA4404 mit pBl121
EHA/gus2 EHA105 mit pIBGUS
LBA/etr LBA4404 mit pBEO210

2.4.4 Selektion und Regeneration transgener Pflanzen

Ermittlung der geeigneten Konzentrationen des selgken Agens

Die Untersuchung der geeigneten Konzentration anakgcin wurde auf festem Medium

(Tab. 2.12) in einem Versuch mit jeweils 30 Blaitizgn pro Behandlung mit dem Genotypen
ONO2 durchgefiihrt. Bei der Ermittlung der geeigneteonzentration an Kanamycin in

Flissigmedium (Tab. 2.12) wurde der Versuch mit @enotypen ONO2 und ODO0O1 zweimal
mit je zwanzig Weithalserlenmeyerkolben pro Behandlwiederholt. Zweimal die Woche

wurden jeweils drei dieser zwanzig Weithalserlenenkglben fir die Ermittlung der Frisch-

und Trockenmasse der PLBs herangezogen.
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Tab. 2.12: Zusammensetzung der Medien fir die Ermtlung der geeigneten Konzentration an
Kanamycin zur Selektion. T1G: Tab. 2.7; T03: Kap. 2.3.2.
0 mgl/l 50 mg/l 100 mg/I 200 mg/I 300 mg/l 500 mg/l
Kanamycin| Kanamycin| Kanamycin| Kanamycin| Kanamycin| Kanamycin
festes Medium T1G/0 T1G/100 | T1G/200 | T1G/300 | T1G/500
Flissigmedium T0O3/0 T03/50 T03/100 T03/200 T03/300
Ein weiterer Versuch befasste sich mit dem Verplei’gon dem in den

Transformationsversuchen verwendeten Cefotaxim dedh alternativen Antibiotikum
Timentin. Diese beiden Antibiotika verhindern einsdvachsen voA. tumefaciens wahrend
der Kulturphase nach der Transformation. Die dendiMa TOG (Kap. 2.3.5) zugegebenen
Konzentrationen an Cefotaxim und Timentin sind Tath3 zu entnehmen. Die Konzentration
an Kanamycin betrug 300 mg/l. Die Wirkung der Amttta Timentin und Cefotaxim wurde

mit ONO2 in einem Versuch mit je sechs Petrischdfeom Durchmesser) pro Behandlung

untersucht.
Tab. 2.13: Zusammensetzung der Medien zur Inhibieing des Auswachsens von AgrobakterienTim:
Timentin, Cef: Cefotaxim.
Ceffl 0 mgll 250 mg/I 500 mg/I

Tim

0 mgl/l S1 S2 S3

250 mg/l S4 S5 S6

500 mg/l S7 S8 S9

Die Untersuchung der Selektionswirkung von Mannagede durchgefuhrt, um auf eine
Moglichkeit Antibiotika-freier Selektion zurtickgfen zu kdnnen. Mannose kann von der
Pflanze nicht verwertet werden. Wird die Pflanze fRhosphomannose-Isomerageni(

transformiert, so kann Mannose in einen fur dieaife metabolisierbaren Zucker
umgewandelt und von dieser verwertet werden. Die Medium TOG (Kap. 2.3.5) zusatzlich

zur Saccharose zugefugten Konzentrationen an Marsiod in Tab. 2.14 aufgeflhrt.

Die Selektionswirkung von Mannose wurde fir die @gpen ONO1, ONO2, ODO1 und
ODO04 untersucht. Dabei wurden vier Wochen alte Pe®&$hackt und jeweils 0,5 g wurden
auf die Petrischalen ausplattiert. Der Versuch wugthmal mit je zehn Petrischalen (5 cm

Durchmesser) pro Genotypen und Konzentrationssiufehgefthrt.
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Tab. 2.14: Zugaben an Mannose im Medium TOG (Kap.3.5) zur Untersuchung der Selektionswirkung.

MO M10 M20 M30
Mannose [g/l] 0 10 20 30

Selektionsbedingungen der Transformationsversuche

Die Ermittlung der geeigneten Konzentration deslgelen Agens Kanamycin erfolgte durch
dessen Zugabe ins Medium in den in Tab. 2.12 aiifgefn Konzentrationen. Ein
Auswachsen vor\. tumefaciens wahrend der Kulturphase wurde durch den Zusatz5@th

mg/I Cefotaxim verhindert.

Die Regeneration transgener PLBs aus den Blatespizfolgte auf dem Selektionsmedium
T1G/300 (Tab. 2.12) unter Zugabe von 500 mg/l Gediot. Die Selektion transgener PLBs
bei Verwendung zerhackter PLBs in Flissigmediumgégen erfolgte auf T03/300
(Tab. 2.12) unter Zugabe von 500 mg/l CefotaxinanBgene Sprosse aus der Transformation
von PLBs konnten auf dem Selektionsmedium TOG/&d@%em hormonfreiem Festmedium
unter Zugabe von 300 mg/l Kanamycin und 500 mgfio@&im, regenerieren. Sobald die
ersten Sprosse vereinzelt werden konnten, wurdeKdieentration des selektiven Agens

Kanamycin auf 100 mg/I reduziert.

Bei Oncidium und Odontoglossum erfolgte die Selektion transgener PLBs direkt im
Anschluss an die Kokultur. Die Explantate wurderle avier Wochen auf dem

Selektionsmedium subkultiviert, bis nach einem &albJahr der abschliel3ende
histochemische GUS-Test erfolgte und die Anzahl pletativ transgenen Sprosse/PLBs
vermerkt wurde. Von diesem Zeitpunkt an wurdenmagh bereits entwickelte griine Sprosse

weiterkultiviert.

2.4.5 Histochemischer GUS-Test

Die Untersuchung der transformierten BlattspitzBhBs und Sprosse auf Integration und

Funktion des Ubertragenen Reporterggusserfolgte nachEBFFERSON(1987).

Die Explantate wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgef#gieben und die GUS-Farbeldsung

(Tab. 2.15) wurde bis zur vollstandigen Bedeckuegselben hinzupipettiert. Zur besseren
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Infiltration der Farbelésung in das Gewebe wurdeeeeinminlitige Vakuumbehandlung
durchgefuhrt. Danach wurden die Explantate tibehNaei 37°C inkubiert.

Tab. 2.15: Zusammensetzung der GUS-Farbelésung

GUS-Farbelésung:

2,0 mM X-Gluc
0,05 M NaPQ-Puffer (pH 7,0)
0,5 mM K-Ferrycyanat
0,5 mM K-Ferrocyanat
0,5% Triton X-100
H,O dest.

Nach der Inkubation wurde die Farbelésung durch@@en Ethanol ersetzt, der zu einer
Extraktion des Chlorophylls fuhrte. Anhand der Béabung von Zellen konnte die Aktivitat
derp-Glucuronidase in exprimierenden Bereichen nachgssvi werden.

2.4.6 Auswertung von Transformationsversuchen

Die Bewertungskriterien fur den GUS-Test bei deariBformation von Blattspitzen sind im
Folgenden angeflhrt:

— prozentualer Anteil an Blattspitzen mit ,,spots“dblgefarbte Zellen)

— Anzahl ,spots” (blau gefarbte Zellen) je Blattspitgemittelt Gber die Explantate mit

Spots*

Die Bewertungskriterien fur den GUS-Test bei danBformation von PLBs umfassten:
— prozentualer Anteil an Explantaten mit ,spots” (bigefarbte Zellen) der untersuchten
PLBs

— Anzahl ,spots” (blau gefarbte Zellen) je PLB gemiittiiber die Explantate mit ,spots”

Dargestellt wurden jeweils die Mittelwerte und diStandardabweichungen eines

Transformationsversuches. Die statistischen Beraulpgn werden in Kap. 2.6 beschrieben.

Bei der Transformation von PLBs berechnete sich Tiansformationseffizienz aus der
Anzahl mittels PCR-Technik ermittelter transgengmoSse bezogen auf die zu Beginn

eingesetzte durchschnittliche Anzahl an PLBs miigigyt mit dem Faktor 100. Fur die
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Transformation der PLBs wurden fir jede Wiederhglysweils 0,2 g PLBs aus der
Flissigkultur zerhackt und transformiert. Nach dévkultur wurden diese 0,2 g auf
Selektionsmedium ausplattiert und zunachst fur Wexchen darauf kultiviert. Im Anschluss
daran wurden durchschnittich 60 PLBs aus der ztea Zellmasse ausgewahlt und
weiterkultiviert. Diese durchschnittlich 60 PLBsedten bei allen Transformationsversuchen
pauschal als zu Beginn eingesetzte Anzahl an PauFg]ie sich die Transformationseffizienz

bezog.

FUr jede Versuchsfrage der untersuchten Transfawnmsxhethoden wird im Ergebnisteil
exemplarisch  die  Auswertung des histochemischen -Gé&tss fur eine
Versuchswiederholung herangezogen. Die weiteren  degvimlungen einer

Transformationsvariante werden im Anhang tabeltaridargestellt.

Das Ergebnis des Nachweises der Integration desirgmhten Gens mittels PCR-Analyse
wird anhand aller durchgefihrten Wiederholungen eriVersuchsfrage tabellarisch
dargestellt. Fur jeden Transformationsversuch wurdeweils die Anzahl ermittelter

transgener Linien (TL) und die Transformationsééiz (TE) ermittelt.
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2.5 Molekularbiologische Methoden
2.5.1 lIsolierung von Nukleinséuren

Isolierung der Gesamt-DNA aus Pflanzen

Es wurden drei Methoden zur Isolierung der genon@scDNA aus Blattmaterial von
Oncidium ONO2 verglichen.

Die erste Methode beruhte auf dem DNeasy Plant Minivon Qiagen laut Angaben des
Herstellers, die zweite ist eine modifizierte CTMRthode nach GeN ET AL. (1998), die
speziell furPhalaenopsis entwickelt wurde. Als dritte Methode wurde das féaren nach
DOROKHOV UNDKLOCKE (1997) angewendet.

Die DNA-Isolierung wurde fiir jede angefuhrte MetbBodermal mit Blattmaterial wiederholt.

Die Vorgehensweise nactHEN ET AL. (1998) wird im Folgenden beschrieben:

e 300 mg von in flissigem Stickstoff gemorsertem ttaterial wurden mit 1 ml
vorgeheiztem Extraktionspuffer (Tab. 2.17) bei 653€30 min erwarmt

e Zugabe von 3,5 ml Phenol:Chloroform:lsoamylalkolfa#:23:1) und Inkubation fur
30 min bei 0°C unter gelegentlichem Schiitteln

* Die Losung wurde bei 4°C und 4.000 g fur 5 min aérgiert

e Zugabe desselben Volumens an Isopropanol und Lagdém 1 h bei -20°C

« Nach einer Zentrifugation bei 4°C und 10.000 g #& min wurde der Uberstand
verworfen

* Das Pellet wurde in 300 ul gekihlten TE-Puffer (Tak6) und 1 pl RNAse (2U/ul)
gel6st und fur eine Stunde bei 37°C erwarmt

* Nach Zugabe von 30 pl 3 M NaOAc und 1 ml absolutdkohol wurde die Lésung far
20 min bei 12.000 g zentrifugiert

» Das DNA-Pellet wurde in 300 ul gekuhltem EthanoWwgschen und fir 20 min bei
12.000 g zentrifugiert

* Das Pellet wurde luftgetrocknet und anschliel3ertDi ul TE-Puffer (Tab. 2.16) gel6st
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Tab. 2.16: Zusammensetzung des TE-Puffers

TE-Puffer
10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
1 mM EDTA

Tab. 2.17: Zusammensetzung des CTAB-Extraktionsptgrs

CTAB-Extraktionspuffer

1% (w/iv) Cetyltrimethylammonium bromide
100 mM Tris-HCI (pH 8,0)
1,4 M NaCl
20 mM EDTA

0,1 % (viv) B-Mercaptoethanol

Die Isolierung der Gesamt-DNA aus BlattmaterialmBorokHOV UND KLOCKE (1997) wird

im Folgenden beschrieben:

e 20 mg von in flussigem Stickstoff gemérsertem Pfmmaterial wurden 400 ul
Extraktionspuffer (Tab. 2.18) und 20 ul RNase (I@ml) zugegeben und gut gevortext

 Die LOosung wurde fir 15 min bei 65°C inkubiert umdbei das Reaktionsgefald
gelegentlich geschwenkt, um das Absetzen von Gewmebhermeiden

e Zugabe von 200 ul kaltem 5 M Kaliumacetat und Ird¢idn fir 10 min im Eisbad

« Nach Zentrifugation fir 20 min bei 12.000 g wurd@®0 pl Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal tberfihrt, 500 pl kaltes Isopropangegeben und vermischt

* Nach Sichtbarwerden der DNA-Faden (nach maximalmi®) wurde fir 10 min bei
12.000 g zentrifugiert

» Das DNA-Pellet wurde mit 1 ml kaltem 70%igen Ethlageewaschen, zentrifugiert und im
Vakuum fur 5 bis 10 min getrocknet

e Zugabe von 50 pAqua dest. und Inkubation bei Raumtemperatur bis zum Lésen de

Pellets

33



Material und Methoden

Tab. 2.18: Zusammensetzung des Extraktionspuffersach DOROKHOV UND KLOCKE (1997)

Extraktionspuffer hach DoOROKHOV UND

KLOCKE (1997)

200 mM
250 mM
25 mM
0,5%

Tris-HCI (pH 7,5)
NaCl

EDTA

SDS

Isolierung der Gesamt-RNA aus Pflanzen

Es wurden vier Methoden zur RNA-Isolierung vergiiohZum einem wurde das Kit der Fa.

Invitek nach Angaben des Herstellers verwendet uwoin anderen kamen RNA-
Isolierungsverfahren nach WILHARDT (2002), YU UND GOH (2000) und KRIEG (1996) zur

Anwendung. Die RNA-Ausbeute wurde photometrisch. (Eppendorf, Biophotometer)

ermittelt.

Die RNA-Isolierung wurde fur jede angefuhrte Methodiermal mit Blitenmaterial von

Topfpflanzen de®ncidium-Genotypen ONO2 wiederholt.

Das Protokoll nach MHLHARDT (2002) wurde wie folgt angewendet:

100 mg von in flussigem Stickstoff gemorsertem AEnmaterial wurden mit 1 ml der

Denaturierungslésung (Tab. 2.19) gut gemischt

Dem Lysat wurden 100 pl 2 M Natriumacetat (pH 4,0)ml Phenol und 200 pl

Chloroform zugegeben

Nach 15 min auf Eis wurde die Lésung fur 20 min 32000 g zentrifugiert

Die wassrige Phase wurde in ein neues Gefal3 uberiitd dasselbe Volumen an

Isopropanol zugegeben

Nach 10 min Zentrifugation bei 12.000 g wurde deBelP gewaschen, getrocknet und in
50 ul 0,1 % DEPC-Wasser (mit DiethylpyrocarbondtdreleltesAqua bidest.) gelost
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Tab. 2.19: Zusammensetzung der Denaturierungslésagn

Denaturierungslésung:

4 M Guanidinisothiocyanat
25 mM Natriumcitrat (pH 7,0)

0,5 % (w/v) N-Laurylsarcosin

0,1M B-Mercaptoethanol

Das Verfahren nachYunDp GoH (2000) wird im Folgenden beschrieben:

e 100 mg mit Hilfe von flissigem Stickstoff gemahlem@flanzenmaterial wurde 1 ml des
Extraktionspuffers (Tab. 2.20) zugegeben und fumib bei 65°C erwarmt

« Das Homogenisat wurde fur 20 min bei 12.000 g #egiert

* Die wassrige Phase wurde mit demselben Volumenhdor&orm:Isoamylalkohol (24:1,
v/v) versetzt und fur 1 min bei 12.000 g zentritrgi

e Zugabe von 0,25 Volumen an 10 M Lithiumchlorid ufentrifugation fir 10 min bei
12.000 g

e Das Pellet wurde mit Ethanol gewaschen und in 50,1.P6 DEPC-Wasser gelost

Tab. 2.20: Zusammensetzung des Extraktionspuffersach Yu unD GoH (2000)

Extraktionspuffer nach Y u UND GoH (2000):

2% (viv)  B-Mercaptoethanol

2 % (wW/v) Hexadecyltrimethyl-Ammonium Bromid

100 mM Tris (Tris(Hydroxymethyl) — AminomethanHCI (pH 7,5)
20 mM EDTA
2M NaCl

1% (w/v) Polyvinylpyrolidone-30

Die RNA-Isolierung nach KIEG (1996) dauerte, wie im Folgenden erlautert, degg&.

TAG 1:
e Der XTA-Puffer (Tab. 2.21) wurde hergestellt und 10 min bei 80-90°C homogenisiert.
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Dem mit Hilfe von flissigem Stickstoff gemorsertétflanzenmaterial wurden 3,5 ml/g
Pflanzenmaterial XTA-Puffer (Tab. 2.21) und 110guRroteinase K (20 mg/ml, Sigma)
zugegeben und fir 1,5 h bei 42°C inkubiert

Nach Zugabe von 280 pl/g Gewebe 2 M Kaliumchlorigdde die Losung fir 20 min bei
6.000 g zentrifugiert

Dem Uberstand wurde 1/3 des Volumens 8 M Lithiuragtl zugegeben und bei 4°C

Uber Nacht inkubiert

Tab. 2.21: Zusammensetzung des XTA-Puffers

XTA-Puffer:
3,5 mllg -Minimum XT Puffer" (Tab. 2.22)
2,0% Polyvinylpyrolidone 30
1,0% Dithiothreitol
1,0% Nonylphenolethoxylat (NP-40)

Tab. 2.22: Zusammensetzung des Minimum XT-Puffers

Minimum XT-Puffer:
1% SDS (Natriumdodeylsulfat)
1% Natriumdeoxychlorat
5mM EDTA
0,2M di-Natriumtetraborate decahydrate (Borax)

TAG 2:

Der Uberstand wurde nach 20 min Zentrifugation ®6800 g verworfen und das Pellet
wurde in 4 ml 2 M Lithiumchlorid gewaschen

Nach einer Zentrifugation fir 10 min bei 6.000 grdeidas Pellet in 2 ml 10 mM Tris-
HCI (pH 7,5) resuspendiert

Inkubation fiir 10 min auf Eis und Zentrifugatiorm fiD min bei 6.000 g

Dem Uberstand wurde 1/10 Volumen 2 M Kaliumacetajegeben, fur 15 min auf Eis
inkubiert und fur 10 min bei 6.000 g zentrifugiert

Zugabe von 1,5 Volumen an Isopropanol zum Uberstamtdie RNA wurde tiber Nacht

bei - 20°C préazipitieren gelassen
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TAG 3:

* Die Losung wurde bei Raumtemperatur fir 30 min8@00 g zentrifugiert

* Das Pellet wurde in Ethanol gewaschen, getrockndtin 100 ul 0,1 % DEPC-Wasser
resuspendiert

Isolierung der Plasmid-DNA audscoli

Zur Isolierung der Plasmid-DNA auscoli wurde das Kit E.Z.N.A. Plasmid Miniprep der
Firma Peglab laut Angaben des Herstellers verwerfdlst Ausgangsmaterial wurden 5 ml
UNK einer Bakterienkolonie verwendet.

2.5.2 PCR-Methoden

Standard PCR

Fur Standard PCR-Techniken wurdeaq DNA Polymerase (Firma MBI Fermentas)
verwendet. Ein Ansatz bestand jeweils aus 10 xigi$ Puffer (Tab. 2.24), 2 mM dNTPs,
2,5 pmol Primer, 1-10 ng DNA und 0,5 Thg Polymerase. Die PCR wurde mit einem
Gradiententhermocycler Hybaid Express durchgefidwdbei folgende Bedingungen aus
Tab. 2.23 routinemaf3ig angewendet wurden.

Die aus den transgenen Blattspitzen und PLBs ekélten Sprosse wurden mit Hilfe von
PCR-Technik mit spezifischen Primern (Tab. 2.5) bdertion des gewtinschten Gens ins
pflanzliche Genom uberprift. Die verwendeten Prinagnplifizierten zum einem ein
Fragment aus dem Zielgemirl-1 oder gus, und zum anderen ein Fragment aus dem
Selektionsgemptll und demA. tumefaciens-Hintergrund. Die PCR-Analyse mit den vier
eben genannten Primerpaaren wurde zweimal fir jepletenziell transgenen Spross

wiederholt.
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Tab. 2.23:  Darstellung der PCR-Bedingungen

Temperatur [°C]  Zeit [min] Zyklen

Denaturierung vor dem ersten Zyklus 94 5
Denaturierung 94 1

Annealing 40-65 1 30-40
Elongation 72 2
Abschlie3ende Elongation 72 10
Endtemperatur 18 -

Tab. 2.24: Zusammensetzung des 10 x Williams Puffer

10 x Williams Puffer:

100 mM Tris pH 8,3
500 mM KCI
20 mM MgC}
0,01 % Gelatine

Colony-PCR

Mit der Colony-PCR wurden Bakterienkolonien auf Anwesenheit eifdasmids mit
gewilnschtem Insert Uberprift. Die Bakterienkolomemden mit einem sterilen Zahnstocher
in den Standard-PCR-Ansatz Uberfuhrt. Fir @atony-PCR waren 25 Zyklen ausreichend.

Die Temperatur bei der Annealing-Phase lag bei 55°C

Sicky end-PCR

Die dticky end-PCR erzeugte PCR-Produkte mit kohadsiven Enden, ziie den
vorhergesehenen Restriktionsschnittstellen komehtitaren (£NG, 1998, Abb. 2.7). Diese
Methode bendtigte zwei verschiedene Primerpaareieseimit der Sequenz der
Restriktionsschnittstelle und eines ohne (Tab.. 2% PCR wurde fir jedes Primerpaar in
einem eigenen Reaktionsgefald durchgefiihrt. Darawtlen die PCR-Produkte aus beiden
GefalRen gemischt, fur 5 min denaturiert und beinRamperatur wieder hybridisiert, wobei
nun ungefahr 25 % der PCR-Produkte ein kohasivede Biir die Ligation mit einem
Restriktionsenzym geschnittenen Vektor besalRen. diérsticky end-PCR wurde der
Standard-PCR-Ansatz verwendet und es waren 25 @yklsreichend. Die Temperatur bei

der Annealing-Phase lag bei 55°C, und es wurdeRfun®NA Polymerase verwendet.
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Abb. 2.7:

5'-ACTCG 3 5'-CTAGACTCG 3
3 5 ¥ 3
& - 3 5 3
3 TTAGG-S 3 TTAGCTCGA-5
template DNA
i
PCR

B-ACTCG AATCG-3' B-CTAGACTCG———-= AATCGAGCT-3'
< gy [T || o O —— TTAGC-5' ¥-GATCTGAG C===-=TTAGCTCGA-5

]

mixture of PCR products, denaturation and reanealing,
every combination should appear to 25%

B-ACTCG——— e AATCG-3' B-CTAGACTCG———-= AATCGAGCT-3'
F-TGAG G == mcmmas TTAGCS ¥-GATCTGAGC===-=TTAGCTCGA-5

§-CTAGACTCG——-—- AATCGAGCT-3'

I-TGAGC-—=—-TTAGC-5'

5-ACTOG————- AATCG-3'

Y-GATCTGAGC——-——- TTAGCTCGA-S

Primerpaare, Tab. 2.5), bereit fur die Ligation (ZENG, 1998).

2.5.3 Gelelektrophorese

Die DNA und die PCR-Produkte wurden in einem 1 igegarosegel elektrophoretisch
aufgetrennt. Die Agarose (Firma Seakem) wurdeXnTAE-Puffer (Tab. 2.25) geldst und mit
1,0 pg/ml Ethidiumbromid versetzt. Der DNA und de@R-Produkten wurden 1/5 ihres
Volumens Ladepuffer (Tab. 2.26) zugegeben. Die tEdpkorese wurde bei 90 V, 15 mA und

15 W durchgefuhrt.

Ablauf der sticky end-PCR in zwei verschiedenen Reaktionsgefalen (zweergchiedene

Zur Ermittlung der Fragmentgrof3en wurden der 50 MINA-L&ngenmarker und der

L DNA/Eco 471 Langenmarker der Firma MBI Fermentashn Angaben des Herstellers

verwendet.

Tab. 2.25: Zusammensetzung des TAE-Puffers

TAE-Puffer:

40 mM
20 mM Eisessig
1mM  EDTA

Tris-Ac (pH 7,5)
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Tab. 2.26: Zusammensetzung des Ladepuffers

Ladepuffer:
30 % Glycerin
0,25 % Bromphenolblau

mit H,O dest. aufflillen

2.5.4 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma MWGt8h (Ebersberg,

http://mwww.mwg-biotech.com) durchgefihrt.

2.5.5 Analyse von DNA- und Aminosauresequenzen

Die Analyse und Bearbeitung von Sequenzierergebniseurde mit Hilfe der Programme
Chromas 155  (http://technelysium.com)  und DNA  Club(http://molbiol-
tools.ca/molecular_biology_freeware.htm) durchgefiiNachforschungen tber die Funktion
und Homologien von Gensequenzen erfolgten in deB@ek mit dem Programm "BLAST
sequence alignment search tool" vom National CdoteBiotechnology Information (NCBI,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Abgleichungen von DNAnd Aminosauresequenzen wurden
mit dem Programm ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Bdcustalw/index.html) durchgefuhrt.
Die Ableitung von spezifischen Primern erfolgte mdem Programm Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_wwcgi). Restriktionskarten  fur die
Klonierungsarbeiten  wurden mit Hilfe des Programm&EBcutter V2.0
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) erstell

2.5.6 Southern Hybridisierung

Die erfolgreiche Integration des Zielgens und dedsepienzahl im Pflanzengenom wurde

mit Hilfe der Southern Hybridisierung nachgewiesen.

Restriktionsverdau und Gelelektrophorese

Jeweils 10 pg Gesamt-DNA wurden 20 Units der RdginsenzymePstl, PshAl und BamHI
zugegeben und bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Distif@ionsenzymePstl und PshAl
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wurden aufgrund ihrer Eigenschaft gewahlt, nur éneennungssequenz in der T-DNA des
Plasmides zu besitzeBamHI schnitt hingegen inmitten der Sonde. Nach degabe von 1/5
ihres Volumens an Ladepuffer (Tab. 2.26) wurde résringierte DNA in einem 1 %igem
Agarosegel aufgetrennt. Die Elektrophorese wurdelB6 V durchgefuhrt. Zur Ermittlung
der Fragmentgréfen wurden zum einem die mit Bimtigereicherte Kombination der Marker
Lambda DNA-Hindlll und ®X174 DNA-Haelll (Fa. New England Biolabs) und zum
anderem der DIG-labeled DNA Molecular-Weight Markiér(Fa. Roche) nach Angaben des

Herstellers verwendet.

Southern Transfer

Nach Auftrennung der DNA wurde das Gel fur 10 mn0i25 M HCI bei Raumtemperatur
geschwenkt. Anschliel3end erfolgte erst fur zweitaimin die Denaturierung und dann fir
wiederum zweimal 15 min die Neutralisierung in demweiligen Losungen (Tab. 2.27).
Anschliel3end wurde das Gel fur 10 min mit 20 x $®8eckt.

Tab. 2.27: Zusammensetzungen der Denaturierungs- drNeutralisierungslésung, sowie von 20 x SSC

Denaturierungslésung: Neutralisierungslésung: 20 $£SC:
0,5M NaOH 0,5M Tris-HCI (pH 7,5) | 3,0 M NaCl
1,5M NacCl 1,5M NaCl 0,3 M Na-Citrat (pH 7,0)

Der Transfer der DNA auf eine Nylonmembran Hybond(Ra. GE Healthcare) erfolgte mit
einem Vakuumblotter (Fa. Bio Rad). Das Agarosegaide auf die Nylonmembran gegeben
und fir 90 min bei 5 in Hg mit 10 x SSC geblottet.

Daraufhin wurde die Nylonmenbran mit dem anhaften@el nach unten auf 10 x SSC
getranktes Filterpapier (Fa. Whatman) gegebenriiaigyte eine dreiminttige Belichtung mit
UV-Licht von 302 nm auf einem Transilluminator (FBio Rad). Anschliel3end wurde die
Nylonmenbran mit Bidestwasser gewaschen, in Fitgigr getrocknet und bis zur
Hybridisierung bei 4°C gelagert.

Biotin-Markierung der DNA

Die Herstellung von Biotin-markierten Sonden erfelgit dem NEBIJt Phototop& Kit (Fa.
New England Biolabs) nach den Angaben des Herstelles wurde eine Biotin-markierte
Sonde fiur die Detektion desarl-1-Gens angefertigt. Als Ausgangsmaterial diente das
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spezifische Primerpaar fbpetrl-1 s und fbpetrl-ITab. 2.5), das ein Fragment aus dem
Promotorfbpl und dem Gesetr1-1 aus dem Vektor pBEO210 amplifizierte.

DIG-Markierung der DNA

Die Herstellung von DIG-markierten Sonden fur deveiten in dieser Arbeit angefertigten
Southern Blot erfolgte mittels PCR nach AngabenHestellers (Fa. Roche). Es wurde eine
DIG-markierte Sonde flir die Detektion detsl-1-Gens und desptll-Gens angefertigt. Als
Ausgangsmaterial dienten die spezifischen Primeepaias Tab. 2.5.

Hybridisierung

Die Nylonmembran wurde zuné&chst mit der Hybridismgslosung der Firma New England
Biolabs fur 60 min bei 68°C prahybridisiert. Ansefdlend wurde die Biotin-markierte Sonde
fur 5 min denaturiert und zur Hybridisierungslosumgzugefiigt. Diese Losung wurde zur
Membran gegeben, worauf die Hybridisierung Gberhtldei 68°C im Hybridisierungsofen

(Fa. Labnet ProBlot) erfolgte. Nach der Hybridismeyg wurde die Membran zuerst zweimal 5
min in Low Stringency Puffer und darauf zweimal Binm High Stringency Puffer (Tab. 2.28)

gewaschen, um nicht hybridisierte Sonden zu ergfern

Tab. 2.28: Zusammensetzungen der Low und High Strojency Puffer

Low Stringency Puffer: High Stringency Puffer:
2 X SSC 0,5x SSC
0,1% SDS 0,1% SDS

Nach dem Waschen wurde die Membran in Waschlosuregesiibriert, indem folgende
Inkubationsschritte durchgefihrt wurden:

5 min in 15 ml Blocking-L6sung (Tab. 2.29)

5 min in der Antikorper-Losung (Tab. 2.29)

zweimal 5 min in 77 ml Waschlésung | (Tab. 2.29)

5 min Inkubation mit biotinierter alkalischer Phbgpase (Tab. 2.29)

5 min in 77 ml Blocking-L6sung (Tab. 2.29)

zweimal 5 min in 77 ml Waschlésung Il (Tab. 2.29)

42



Material und Methoden

Tab. 2.29: Zusammensetzungen der Wasch-, Blockingnd Antikdrper-Losung, sowie der biotinierten
alkalischen Phosphatase
Waschlosung |: Waschlésung II: | Blocking-Lésung:| Biotinierte Antikorper-Losung:
Alkalische
Phosphatase:
0,5 % SDS 100 mM Tris 5% SDS 7,7 pl biotinierte, 7,7 ul Streptavidin
Ikalische Phosphatase -
1,7 mM NaHPO, | 100 mM NaCl 17 mM NaHPQ, | 2" @!SChe FOSPRIASE 7 7 i Blockinglosung
7,7 ml Blockinglosung
0,8 mM NaHPO, 10 mM MgCh 8 mM NaHPO,
12,5 mM NacCl (pH 9,5) 125 mM NacCl
(pH 7.5) (pH 7,2)
Detektion

Die Detektion wird im Folgenden erlautert:
e Zugabe von 38,5 ul CDPstar in 3,85 ml CDP-Star p§3#fer (Fa. New England Biolabs)
* Verteilen der Losung auf der Membran und fur 5 benRT inkubieren lassen

* Entfernen von Uberschissiger Flussigkeit und merezweiten Plastikfolie verschliel3en

Anschlie3end wurde die Membran bei der Durchfihrdeg ersten Southern Blots mit dem

Chemilmager (Fa. Alpha Innotech) fur zweimal 45 té@hichtet und digital dokumentiert.

Bei der zweiten Southern Blot Analyse wurde dielén Plastikfolie befindliche Membran fur
30 bis 60 min auf einem X-Ray Film (Hyperfillh Fa. Amersham Biosciences) exponiert.
Der Rontgenfilm wurde abschlie3end in einer Dun&edlner entsprechend den Angaben des

Herstellers (Fa. Tetanal) entwickelt und fixiert.

2.5.7 Klonierungen und Transformation von Vektoren

Restriktion

Beim ,Verdau® von DNA mit Restriktionsendonukleas@mtstehen linearisierte DNA-
Grole.

Restriktionsenzyms weisen die Fragmente definienden auf.

Fragmente charakteristischer Je nach Erkgssaquenz des eingesetzten

Die Versuche wurden mit Restriktionsenzymen demgiMBI Fermentas nach Angaben des

Herstellers durchgefihrt.
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Gelelution

Die praparative Gelelektrophorese dient der Ddwstglunterschiedlicher Bandenmuster. Die
Auftrennung von Fragmenten bestimmter GroRe augneimmit Restriktionsenzymen

restringierten Plasmid zielt auf die Isolierung dewiinschten DNA ab.

Die DNA-Fragmente gewtnschter Gré3e wurden untar d&/-Transilluminator aus ,Low
melting” Agarosegelen ausgeschnitten und mit deral@tuSpin Il Kit der Firma Macherey -

Nagel nach Angaben des Herstellers eluiert.

Dephosphorylierung von Vektoren

Die Dephosphorylierung von 5'-Phosphatgruppen degatisierten Vektors erfolgte
anschlieBend nach der Linearisierung desselberhdiliece Zugabe von 1 U SAP (shrimp
alkaline phosphatase) fur 30 Minuten bei 37°C. Inséhluss wurde erneut 1 U SAP zugefligt
und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach dieser Behiang wurde die Reaktion durch
Erhitzen auf 65°C fur 15 Minuten abgebrochen. Afis@end wurde eine Aufreinigung mit
dem Nucleo Spin Il Kit der Firma Macherey - Nagelch Angaben des Herstellers

durchgefuhrt.

Ligation
Die Ligation wurde mit DNA-Mengen in den Verhaltsem der folgenden Formel

durchgefuhrt:
ng Vektor x bp Insert

X 3 = ng Insert
bp Vektor

Die Ligation der Plasmid-DNA mit dem Insert erfagnit Hilfe der T-Ligase und dem 10 x
Ts-Ligase-Puffer entsprechend der Angaben des HienstéFirma MBI Fermentas) entweder
bei 22°C fur 3 Stunden oder bei 14°C Uber Nacht.

Transformation vork. coli

Die verwendeten chemisch kompetenten TOP10F'-ZelenFirma Invitrogen wurden nach

Angaben des Herstellers transformiert.

Transformation vo\. tumefaciens

Die Transformation von Plasmid-DNA in kompetentdlele von A. tumefaciens wurde mit
dem Elektroporator ECM 395 der Firma BTX bei einéhls von 1,0 kV fir 5-6 ms
durchgefuhrt.
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Herstellung kompetenterA. tumefaciens Zellen

Die Elektroporation stellt eine einfache und repmdrbare Methode mit hohen

Transformationsraten zur Ubertragung von PlasmiddDNh kompetente Bakterien

(A. tumefaciens oder E. coli) dar. Die Herstellung elektrokompetenter Bakteridar

Bakterienstiamme EHA105 und LBA4404 erfolgte nadggndem Protokoll:

* 4 ml einer gut gewachsenen UNK wurden zum Animpfem 400 ml LB-Medium
verwendet

* Die Bakteriensuspension wurde bei 28°C und 180 jgzu einer Okyo von 0,4 bis 0,5
wachsen gelassen

» Die Bakteriensuspension wurde fur 10 min auf Eikugé und fir 10 min bei 4°C und
4.000 g zentrifugiert

e Das Pellet wurde dreimal mit einer kalten HEPEStin@s (200 ml, 1 mM, pH 7,5)
gewaschen und in 5 ml HEPES-Glycerin-L6sung (1 npW, 7,5, 10 % Glycerin)
resuspendiert

* Nach erneuter Zentrifugation wurde das Pellet i0 80 der HEPES-Glycerin-Losung

aufgenommen, in 50 ul Aliquots portioniert und b8D°C eingefroren

Transformation kompetenter A. tumefaciens Zellen

» Die kompetenten Bakterienzellen wurden auf Eis etafigt, mit 10-50 ng Plasmid-DNA
vermischt und in die vorgekuihlte Kivette pipettiert

» die Elektroporation wurde bei 1,0 kV fir 5-6 mschgefuhrt

» Sofort wurde 500 ul vorgewarmtes (28°C) LB-Mediuogegeben, vermischt und in ein
Reaktionsgefald Gberfuhrt

» Die Suspension wurde fir 2 h bei 28°C und 200 rpschittelt und dann auf LB-
Medium mit selektiven Antibiotika (Kap. 2.4.1) alespiert

* Nach 2-3 Tagen bei 28°C sollten einzelne Koloniachgen

Klonierung des Vektors pCambiaPeMADS5etr1-1

Die Klonierung des Vektors pCambiaPeMADS5etrl1-Dblgte in zwei Schritten. Zunachst
wurde der Promotor von PeMADS5 a®balaenopsis equestris mittels sticky end-PCR
(Kap. 2.5.2) amplifiziert, wobei den Enden des Aifif@dtes die Sequenzen der
RestriktionsschnittstelleRstl und Sall hinzugefiigt wurden. Fur d&icky end-PCR wurden
die spezifischen Primerpaare ProlPeMADS5 und PMABRXSS5b (Tab. 2.5) verwendet.
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Gleichzeitig wurde das Plasmid pCambia2300 mitteiiser Doppelrestriktion mit den
RestriktionsenzymerPstl und Sall und dem 10 x Puffer O fir eine Stunde bei 37°C
restringiert. AnschlieBend wurden die restringiétteasmid-DNA und das Amplifikat aus der
sticky end-PCR bei 22°C fiir 3 Stunden ligiert undBncoli transformiert. Die Uberpriifung
der gewunschten Kolonie erfolgte mittetslony-PCR (Kap. 2.5.2) mit dem spezifischen
Primerpaar ProlPeMADS5b (Tab. 2.5) der vorangegaargticky end-PCR.

Der zweite Schritt bestand in der Klonierung desl1l-1 Gens aus pBEO210 in
pCambiaPeMADS5. Dazu wurde zunachst das Plasmidnp@@eMADS5 mitBamHI
linearisiert und mit der shrimp alkalinen PhospbatdSAP) dephosphoryliert, um das
Religieren des linearisierten Vektors ohne Einbmgludes gewtlnschten Fragments zu
verhindern. AnschlieRend wurde pBEO210 BémHI restringiert und nach der Extraktion
desetrl-1 Gens aus dem Gel, wurden das Insert und der Vékioi4°C lber Nacht ligiert
und in E. coli transformiert. Die Uberprifung der gewiinschten Kaoerfolgte mittels
colony-PCR (Kap. 2.5.2) mit dem spezifischen sense-PritneiPeMADS5_s (Tab. 2.5) aus
dem Promotor PeMADS5 und dem antisense-Primer ifbjletas au®trl-1. Somit konnte

die Kolonie mit dem Insert in der richtigen Oriemnting ausgewahlt werden.

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe dBsogramms Minitab 15. Es wurden
mehrfaktorielle Varianzanalysen mit einer Irrtumbwazheinlichkeit voro = 5% errechnet.
Fir den Vergleich der Mittelwerte wurde der BonbmirTest mit einer

Irrtumswahrscheinlichkeit voa = 5% herangezogen.

Die Darstellung der Daten erfolgte graphisch odeelarisch. Dabei wurden die Mittelwerte
sowie die Standardabweichungen dargestellt. Belidégmn von signifikanten Unterschieden
wurden solche mit unterschiedlichen Buchstaben meigchnet. Sofern es zwischen den
einzelnen Versuchswiederholungen keine signifikartt@terschiede gab, wurden die Daten
gemittelt und in einer Grafik oder Tabelle darghiste
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchungen zum Einfluss von Ethylen und 1-MCP &f die Seneszenz

Die Rolle von Ethylen bei der Seneszenz @ntidium wurde bisher nur bei Schnittblumen
untersucht. BeDdontoglossum hingegen wurde bisher keine Untersuchung zum &&saeflzon
Ethylen durchgefuhrt. Aus diesem Grund war es Zstawootig, den Einfluss von Ethylen und
1-MCP auf die Alterung von Bliten und der gesanittanze bei beiden Orchideengattungen

und deren Hybriden zu erforschen.

3.1.1 Untersuchung der Wirkung von Ethylen und 1-MCP aufBlitenrispen

Die Wirkung von Ethylen und 1-MCP auf die Alterungn Blitenstielen wurde erfasst,
indem die Tage bis zur Welke der Bliten ermittaltden (Kap. 2.2.1).

Die Haltbarkeit der Blutenstiele verhielt sich ladien Genotypen &hnlich. Die Begasung mit
1 pL L Ethylen filhrte zur schnellsten Welke, darauf fefgtiie unbehandelte Kontrolle und
die mit 1-MCP vorbehandelten Blutenstiele unterfldss von Ethylen (Abb. 3.1). Die
langste Haltbarkeit wiesen die mit 1-MCP vorbehédede Blutenstiele in Raumluft auf.
Einzig bei OD03 waren die Platze zwei und drei anestht und bei OD06 wiesen die mit
1-MCP vorbehandelten Blitenstiele unter Einflusa ¥#ihylen die langste Haltbarkeit auf.
Die mit 1 pL L Ethylen begasten Bliitenstiele wiesen, abhangig @emotypen, Symptome
der Welke bereits vier bis sechs Tage nach demnBedes Versuchs auf. Die Knospen
konnten sich nicht mehr zur Bliten entwickeln uneleh ab. Blutenstiele ohne
Ethylenbegasung hingegen begannen 2,5 bei OD03,hi$age bei OD0O7 spater zu welken
als jene unter Einfluss von Ethylen. Durch die \&réndlung mit 1-MCP trat die Seneszenz
der Blutenstiele spater ein, wobei dies mit einer2édgerung von drei bis acht Tagen bei den
Genotypen ONO1 und ODO7 bei der zusatzlichen Bdhagdnit Ethylen besonders deutlich
war (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: Einfluss von Ethylen auf die Haltbarkeitder Blitenstiele von ONO1, ON0O2, OD03, OD05, OD06
und ODO7 in Tagen mit und ohne Vorbehandlung mit 20 nL L™ 1-MCP bei 20 °C fiir 6 h und unter
Einwirkung von O (Kontrolle) oder 1 uL L™ Ethylen. Dargestellt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen. Bei ONO1 stammen die Datsnemem Versuch, bei OD03 bis OD07 aus zwei
unabhéngigen Versuchen und bei ONO2 aus drei ungieén Versuchen.

Die Standardabweichung war zum Teil sehr hoch, @a Hhltbarkeit der Blutenrispen
zwischen den Versuchen stark variierte. InnerhalbseVersuches hingegen waren die Daten
sehr ahnlich. Bei ONO1 fehlt die Standardabweichuoldstandig, da hier nur ein Versuch
mit zwei Wiederholungen gezeigt wird, bei dem gahHaltbarkeit der Blitenstiele identisch

verhielt.

Das Vergilben der Stangel der Einzelbliten @ntidium und Odontoglossum konnte als ein
weiteres Merkmal fiir die Seneszenz beobachtet wefdese Seneszenzerscheinung zeigte
sich unter Einfluss von Ethylen bereits nach eitésdrei Tagen, abhangig vom Genotypen.
Im Vergleich dazu wirkten die Kontrolle und die miHtMCP vorbehandelten Blitenstiele viel

frischer und vitaler (Abb. 3.2). Dieses Merkmal deirrein visuell erfasst.
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1 ppm Ethylen 1 ppm Ethylen
+ 1 MCP

o Kontrolle Kontrolle 1 ppm Ethylen 1 ppm Ethylen
ﬁ + 1 MCP + 1 MCP

Abb. 3.2: Blitenstiele von ONO2 (A) und ODO7 (B) miiund ohne Vorbehandlung mit 200 nL L*
1-MCP bei 20 °C fiir 6 h und unter Einwirkung von Ooder 1 pL L™ Ethylen nach 7 Tagen.
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3.1.2 Untersuchung der Wirkung von Ethylen und 1-MCP aufTopfpflanzen

Bei den Topfpflanzen wurden wiederum die Tage hisi Beginn der Welke (Welke der
ersten Blite) und bis zur Welke der letzten Bliitaittelt (Kap. 2.2.2).

Die Dauer der Haltbarkeit zeigte bei den Topfpflembei den verschiedenen Behandlungen
dieselbe Reihenfolge wie bei den Blitenrispen (AbB). Auch hier fuhrte die Begasung mit
1 pL L* Ethylen am schnellsten zur Welke, darauf folgtenkbntrolle und die mit 1-MCP
vorbehandelten Blitenstiele unter Einfluss von EthyDie langste Haltbarkeit wiesen die
mit 1-MCP vorbehandelten Pflanzen in Raumluft &ié mit Ethylen behandelten Pflanzen
ohne 1-MCP zeigten nach zwei Tagen bei ONO2 big Viagen bei ODO04 erste
Welkeerscheinungen (Beginn Welkephase 1), wahrander unbehandelten Kontrolle die
Pflanzen ein bis vier Tage spater welkten. Dureh\tbhrbehandlung mit 1-MCP konnte trotz
der Einwirkung von Ethylen eine Verlangerung deitlbkeit um zwei bis sieben Tage
erzielt werden. Bei Raumluft betrug die Verzégeraieg Beginns der Welke ebenfalls zwei
bis sieben Tage.

Der Zeitraum von der Welke der ersten bis zur égtBIlte war zwischen den verschiedenen
Genotypen und Behandlungen sehr variabel (Abb. Big) mit 1-MCP behandelten Pflanzen
wiesen unter Einwirkung von Ethylen mit bis zu secdhagen durchgangig die kirzeste
Zeitspanne auf, wahrend der Zeitraum bis zur Wbkieden unbehandelten Kontrollpflanzen

mit bis zu 15 Tagen bei ON0O2 am langsten dauerte.

N
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T 20+ § Welkephase 2| @ 20 Welkephase 2
g \ g X \
= 15 =1
g g
% 10 \mEEL N
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K-1-MCP K+1-MCP E-1-MCP E+1-MCP K-1-MCP K+ 1-MCP E-1-MCP E+1-MCP

Abb. 3.3: Einfluss von Ethylen auf die Haltbarkeitder Topfpflanzen von ONO2 (A) und OD04 (B) eines
Versuches mit und ohne Vorbehandlung mit 200 nL [} 1-MCP bei 20 °C fiir 6 h und unter Einwirkung
von 0 oder 1 pL L* Ethylen. Behandlungen: Kontrolle mit und ohne 1-MCP (K +MCP), 1 uL L* Ethylen
mit und ohne 1-MCP (E +/- 1-MCP). Welkephasen:Welke der 1. Blite und 2 — Welke der letzten Bliite.
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Die Entwicklung der Knospen hin zu Bluten wurde den mit Ethylen begasten Pflanzen
durch die schnelle Welke unterbunden, wahrend éeindit 1-MCP vorbehandelten Pflanzen

eine Weiterentwicklung beobachtet werden konnte.

Bei den Topfpflanzen konnte als ein weiteres Metlkdexr Seneszenz ein Abwerfen von
vergilbten Knospen und verblihten Bliten beobachted erfasst werden. Die Pflanzen
begannen unter Einwirkung von Ethylen als erstessiian und Bluten abzuwerfen, gefolgt
von der unbehandelten Kontrolle und den 1-MCP bebléen Pflanzen mit Ethylenbegasung
wie am Beispiel von ONO02 in Tab. 3.1 ersichtlichrdviDieses Merkmal konnte auch bei
ODO04 und ODO5 in ahnlicher Weise beobachtet werden.

Tab. 3.1: Prozentualer Anteil abgeworfener Knospe und Bliten bei Topfpflanzen von ON0O2 mit und
ohne Vorbehandlung mit 200 nL L* 1-MCP bei 20 °C fiir 6 h und unter Einwirkung von Ooder 1 pL L™
Ethylen. Behandlungen: Kontrolle mit und ohne 1-MCP (K +MCP), 1 pL L* Ethylen mit und ohne 1-MCP

(E +/- 1-MCP). Prozentuale Angaben in Bezug auf @esamtzahl an Knospen und Bliten zu Beginn des
Versuches.

Tage
Behandlung | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
E - 1-MCP 0O 0 O O O O 5 46 84 89 100
E + 1-MCP O 0 0 O O O O O O 3 6 10 26 74 100
K-1-MCP 0O 0 O O O 0O 0O 4 20 49 67 81 94 100
K+i-MCP | 0O 0 O O O O O O O O 0 1 2 16 38 51 78 100

Bei den Versuchen mit Topfpflanzen waren die Waikelgeinungen bei den mit Ethylen
behandelten Genotypen ziemlich homogen verteilt il gesamte Pflanze zu beobachten.
Die einzelnen Pflanzen zeigten zeitgleich die Welken Knospen und Bliten. Die
Topfpflanzen wiesen allerdings nicht nur verwelkieospen und Bliten auf, sondern auch
die Blatter begannen nach ein paar Tagen zu vergil&hlorosen waren Uber das gesamte
Blatt zu beobachten, wie in Abb. 3.4 dargestetltAsich dieses Merkmal wurde rein visuell

erfasst.

Die Untersuchungen des Einflusses von Ethylen uMICP auf die Seneszenz von Bliten
haben sowohl bei den Versuchen mit Blutenrisperaath mit Topfpflanzen eine deutlich
beschleunigte Seneszenz bei den mit Ethylen beg@siedium und Odontoglossum gezeigt.
Der Wirkstoff 1-MCP hingegen wirkte hemmend auf Aleerung von Bliten.
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1 ppm Ethylen 1 ppm Ethylen + 1-MCP Kontrolle Kontrolle + 1-MCP

Abb. 3.4: Topfpflanzen von ONO2 mit und ohne Vorbkandlung mit 200 nL L™ 1-MCP bei 20 °C fiir 6 h
und unter Einwirkung von 0 oder 1 pL L™ Ethylen nach 10 Tagen.

3.2 Entwicklung von In-vitro-Kulturtechniken

3.2.1 Etablierung steriler Sprosskulturen

Als Basis fur die Durchfihrung von Regenerationsd dransformationsversuchen war die

Etablierung steriler, homogener und genetisch idemér Sprosskulturen zur Schaffung

reproduzierbarer und vergleichender Versuchsbediggu notwendig. Aus diesem Grund

wurden zu Beginn der Arbeit In-vitro-Sprosse aus 8eitenknospen der Pseudobulben von
Topfpflanzen etabliert und klonal vermehrt.

Es wurden von jedem Genotypen abDscidium und Odontoglossum (Kap. 2.1.1) sterile
Sprosskulturen aufgebaut. Allerdings war dabeikdablierungsrate an sterilen Sprossen sehr
unterschiedlich. Wahrend ONO1 und ONO2 mit%,/bzw. 79 % an sterilen Sprossen eine
sehr hohe Etablierungsrate aufwiesen, zeigten @u®ntoglossum-Hybriden ein sehr
heterogenes Bild mit Anteilen von 14 % bei OD02&#s% bei OD05 (Abb. 3.5). Der Anteil
an Sprossspitzen, die Kontaminationen aufwieseit sich mit 0 % bei OD07 bis maximal
29 % bei OD02 in Grenzen. Die Rate an Sprossspithere Entwicklung hingegen lag bei
ONO2 mit 7 % bis hin zu 64 % bei ODO01 deutlich hthe
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Abb. 3.5: Prozentuale Darstellung der Etablierungsteriler Sprosskulturen der Genotypen ON01, ONO2,
ODO01 bis OD0O7 aufgeteilt auf die prozentualen Ant& steriler Sprosse, kontaminierter Sprosse und
Sprosse ohne Entwicklungn: OD01 = 14, OD02 = 14, OD03 = 25, OD04 = 27, OB@8, OD06 = 14, OD07
=17, ONO1 =18, ONO2 = 14.

3.2.2 Vermehrung von In-vitro-Sprosskulturen

Die Subkultur der In-vitro-Sprosse erfolgte alleidMonate, wobei die Sprosse immer auf
frisches Medium derselben Zusammensetzung Uberfiilniden. Die Sprosse wurden beim
Teilen visuell immer in drei Gro3enklassen eindeté& (ab 3 cm), M (1,5 - 3 cm) und K (<

1,5 cm). In Abb. 3.6 und Abb. 3.7 wurde daher zivst den Vermehrungsraten, die fir
mittelgroRe (M) und kleine Sprosse (K) erzielt wemgd unterschieden. Die Sprosse der

GroRRenklasse G wurden nicht weiter vermehrt, sandef Bewurzelungsmedium Uberfihrt.

Die Vermehrungsraten der Sprosse mittlerer Grof@sskl lagen allgemein mit bis zu 3,3
etwas hoher als jene der kleinen mit bis zu 2,8.was jedoch kein Medium fur alle

Genotypen am besten geeignet (Abb. 3.6 und Abb. 3.7

Die Vermehrungsraten der mittelgrof3en Sprosse seniesich bei den Genotypen ONO1,
ONO02, OD01 und ODO04 auf den verschiedenen Medisnnalht signifikant verschieden
(Abb. 3.6). Es konnte dargestellt werden, dassQtlentoglossum-Hybriden OD03, OD04

und ODO06 etwas hohere Vermehrungsraten aufwieseatieDncidium-Genotypen.
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Abb. 3.6: Einfluss der Medien 1/2Bl, 1BN und 1/2BN(Tab. 2.6) auf die Vermehrungsraten der
mittelgrol3en Sprosse (M) der Genotypen ONO1, ONOZ)DO01, OD03, OD04, ODO05 und ODO06 nach drei
Monaten Kultur bei 20°C. Angegeben sind die Mittelwerte und die Standardatiwegen aus drei
Subkulturen. Mit verschiedenen Buchstaben gekenhmete Balken unterscheiden sich nach dem Bonferron
Test mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit varr 0,05 innerhalb der Genotypen signifikant.

ODO03, OD05 und ODO06 lieRen signifikante Unterschidakei der Vermehrungsrate der
verschiedenen Medien beobachten. Wahrend ODO3esmifMedium mit den Phytohormonen
BAP und NAA und MS-Salze in halber Konzentratio/28N) deutlich die hdchste Rate mit
3,2 erkennen liel3, waren bei OD05 das BAP- und Nwakige Medium mit MS-Salzen in

voller Konzentration (1BN) mit 2,3 und bei ODO06 theiden Medien 1BN und 1/2BN mit 3,2
am besten geeignet (Abb. 3.6).

Bei den Vermehrungsraten der Sprosse kleiner Gki@sse wurden nur bei ODO04
signifikante Unterschiede zwischen den Medien detbjtwobei 1BN als bestes Medium
abschnitt (Abb. 3.7). Bei allen anderen Genotyp&0Q ONO02, OD01, OD03, OD05 und
OD06 waren die Unterschiede zwischen den Mediender Vermehrungsrate zu

vernachlassigen.

Tendenziell vermehrten sich di@©ncidium-Genotypen auf dem Medium mit der
Hormonkombination BAP und IAA und MS-Salze in halB®nzentration (1/2BI) am besten,
wéahrend bei OD01, OD03 und ODO06 eine leichte Staiggder Vermehrungsrate von bis zu
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0,4 im Vergleich zu den anderen Medien bei 1/2BN srhohter BAP-Konzentration

beobachtet werden konnte.
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Abb. 3.7: Einfluss der Medien 1/2BI, 1BN und 1/2BNTab. 2.6) auf die Vermehrungsraten der kleinen
Sprosse (K) der Genotypen ONO1, ONO2, OD01, OD03,004, OD05 und ODO06 nach drei Monaten
Kultur bei 20°C. Angegeben sind die Mittelwerte und die Standardatiwmgen aus drei Subkulturen. Mit
verschiedenen Buchstaben gekennzeichnete Balkemrsoheiden sich nach dem Bonferroni Test mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 innerhallb @enotypen signifikant.

3.2.3 Bewurzelung und Akklimatisierung im Gewéachshaus

Die Bewurzelung der In-vitro-Sprosse erfolgte aafndBasismedium mit 0,8 % Agar ohne
jegliche Hormonzusatze. Es wurden dazu Sprosseevelet, die bereits eine Lange von
mindestens drei Zentimeter aufwiesen und qualit@iive gut entwickelte Pflanze mit
mindestens drei Blattern darstellten. Die Kultuelauauf diesem oben genannten
Bewurzelungsmedium betrug drei Monate und nachedieZeitraum erfolgte bei allen

Genotypen eine Bewurzelung zu 100 %.

Das Substrat der Fa. Raffeiner (hergestellt vonFa@erSlingerland) konnte in der Arbeit von
KLEIN (2007) sehr gute Akklimatisierungsraten zwischerufd 100 % erzielen und wurde
daher bei der Akklimatisierung vo®ncidium und denOdontoglossum-Hybriden in der

vorliegenden Arbeit verwendet.
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3.2.4 Regeneration von PLBs tber somatische Embryogenese

Die Ermittlung der optimalen Bedingungen fir diegBeeration von PLBs béncidium und

Odontoglossum ist fiir die Etablierung eines Transformationssysté/oraussetzung. Neben
der Schaffung und Verwendung eines moglichst homege Ausgangsmaterials sind
aul3erdem ein geeignetes Medium zur Induktion voBsPlind optimale Kulturbedingungen
notwendig. Unter Berticksichtigung dieser Aspekteden zum einen die Orientierung und
GroRe des Ausgangsmaterials, zum anderen versaeieMedien mit unterschiedlichen
Verfestigungsmitteln und verschiedene Kulturbedimgen wie Belichtung und Temperatur
untersucht. Zur Erfassung der Effizienz der veesgbnen Bedingungen wurden die
Regenerationsrate sowie die Anzahl regeneriert&sRiro Explantat erfasst (Kap. 2.3.2.).

Bei der Ermittlung der optimalen Kulturbedingungamurden 1 cm lange Blattspitzen
verwendet. Zunachst wurde die Belichtung untersuehtsprechend den Angaben voRe®

ET AL. (1999) wurden die Blattexplantate anfanglich beeeai Licht/Dunkel-Rhythmus von
16/8 Stunden kultiviert. Da bei diesem Licht/Dunk&lythmus keine Regeneration stattfand,
wurde versucht, eine PLB-Induktion im Dunkeln zuielen. Der Verzicht auf Licht in der
Anfangsphase flhrte zu sehr guten Regenerationsnatshalb die Blattexplantate fur zwei
bis drei Monate (bis zur Induktion der ersten PLBs)Dunkeln kultiviert und erst dann in
den Licht/Dunkel-Rhythmus von 16/8 Stunden ubetfidmrden. Auch der Vergleich der
Qualitat der regenerierten PLBs in den verschieddreamperaturstufen zeigte eindeutig ein

besseres Wachstum unter 20°C im Vergleich zu 24°C.

Zur Untersuchung des Einflusses der Gelierungsimitgar und Gelrite im TDZ-haltigen
Medium auf die Effizienz der Bildung von PLBs wundals Ausgangsmaterial 1 cm lange
Blattspitzen verwendet. Sowohl bei der Regenerataie als auch bei der mittleren Anzahl
Embryonen pro Explantat lieBen sich beim mit Gelxerfestigten Medium hdhere Werte
erzielen als bei der Verwendung von Agar. Bei eimamswahrscheinlichkeit von = 5 %

erwies sich der Einfluss des Verfestigungsmitteldiedium als signifikant (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: Regenerationsrate und mittlere Anzahl PBs pro Explantat (1 cm Blattspitze) von ON02 auf
Gelrite (T1G) und Agar (T1A) nach 90 Tagen.Dargestellt sind Mittelwerte und die Standardab¥veigen
aus drei unabhangigen Versuchen.

Fur eine optimale Regenerationsrate ist das Ausyaatgrial von entscheidender Bedeutung.
Aus diesem Grund wurden zum einen die Orientierund zum anderen die Grof3e des
Ausgangsmaterials bei ONO2 und ODO1 untersucht.dBeiOrientierung wurde zwischen
adaxialer und abaxialer Auflage aufs Medium vomrillangen Blattspitzen unterschieden, bei
der GroRRe und Art der Explantate zwischen 2 undrbbreiten Blattstreifen und 1 cm langen
Blattspitzen (Abb. 3.9e).

2 mm S mm abaxial adaxial

Abb. 3.9: Induktion von PLBs bei zwei verschiedeneBlattspitzen von ONO2 in Dunkelheit bei 20°C nach
acht Wochen (a und c) und nach drei Monaten Kultur(b und d). Vergleich der Orientierung und GréRe

der Blattexplantate von ONO2 nach drei Monaten (e)Die Balken stellen einen cm - GroRRenstandard dar.
adaxial: adaxial aufgelegte 1 cm Blattspitzeaxial: abaxial aufgelegte 1 cm lange BlattspitZemm: 5 mm
breite Blattstreifen2 mm: 2 mm breite Blattstreifen.
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Die Untersuchung der Orientierung zeigte bei deaxed aufgelegten Blattspitzen von ONO2
jeweils an den Spitzen der Blatter und nicht an &shnittkanten sowohl die hochste
Regenerationsrate als auch die grof3te Anzahl ansP&bb. 3.9, Abb. 3.10). Die
Regenerationsrate unterschied sich allerdings nsigmifikant von der bei den abaxial
aufgelegten Blattspitzen und den 5 mm Blattstredgezielten. Auch bei der Anzahl PLBs

waren keine signifikanten Unterschiede zwischenwdgachiedenen Explantaten zu ermitteln.
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Abb. 3.10: Einfluss der Explantatart, -groRe und ©Orientierung auf die Regenerationsrate (A) und
mittlere Anzahl PLBs je regenerierendem Explantat B) von ON02 und ODO1 auf T1G (Tab. 2.7) nach 90
Tagen.adaxial: adaxial aufgelegte 1 cm lange Blattspitzalvaxial: abaxial aufgelegte 1 cm lange Blattspitzen,
5 mm: 5 mm breite Blattstreifen2 mm: 2 mm breite Blattstreifen. Dargestellt sind Mitterte und die
Standardabweichungen aus zwei unabhangigen Vensudhi¢é verschiedenen Buchstaben gekennzeichnete
Balken unterscheiden sich nach dem BonferroniTéseimer Irrtumswahrscheinlichkeit van= 0,05 innerhalb
der Genotypen signifikant.
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Bei ODO1 wurden bei den 1 cm Blattspitzen sowoalldichsten Regenerationsraten als auch
mit bis zu 15,9 PLBs die grof3te Anzahl regenend?leBs beobachtet (Abb. 3.9, Abb. 3.10).
Die Werte der Blattspitzen unterschieden sich fikpmt von jenen der 2 und 5 mm
Blattstreifen. OD01 wies mit 70 % regenerierendepl&ntate eine doppelt so hohe Rate im
Vergleich zu 35 % bei ONO2 auf. Auch bei der Anzaihlregenerierenden PLBs je Explantat
waren die 1 cm langen Blattspitzen - adaxial undxath auf das Medium aufgelegt - von
ODO01 deutlich denen von ONO2 Uberlegen. Bei bei@G@motypen konnte eine beinahe
identische Rangfolge fir die Orientierung und GrdBe Explantate beobachtet werden: auf
die adaxial aufgelegten Blattspitzen folgten dievadl aufgelegten und die 5 mm breiten
Blattstreifen. Die niedrigste Regenerationsrate Andahl an PLBs je Explantat wiesen die 2
mm breiten Blattstreifen auf. Nur bei der AnzahlBRBLwar diese Reihenfolge bei ODO1 bei

den Blattstreifen vertauscht.

Aufgrund der guten Regenerationsrate und der hémaahl PLBs der adaxial aufgelegten
1 cm langen Blattspitzen wurde diese Explantatathafir die weiteren Versuche zur
Untersuchung der verschiedenen Medien hinsichitictr Effizienz zur Induktion von PLBs

herangezogen.

Bei der Regeneration von PLBs wurden zwischen daschiedenen Genotypen und den
untersuchten Medien grof3e Unterschiede in der iBffiz festgestellt (Abb. 3.11). Die
Regenerationsraten variierten zwischen den verdehan Genotypen sehr stark. Die beste
Regeneration wiesen ONO2 und ODO1 mit bis zu 882&, 79 % auf, gefolgt von ONO1 mit
bis zu 35 % und ODO5 mit bis zu 22 %. Die Genoty@®04, und OD06 waren durch sehr

schwache Regenerationsraten von maximal 8 % geketmet.

Zwischen den untersuchten Medien konnten teilwsigaifikante Unterschiede festgestellt
werden (Abb. 3.11). Kein Medium erzielte bei alleéanotypen die hochste Regenerationsrate,
und es zeigten sich auch Unterschiede innerhalb beéd&ten GattungerOncidium und
Odontoglossum. ONO1, OD01 und ODO5 regenerierten am besten aui Medium mit
4,5 UM TDZ (T1G), wahrend die zusatzliche Zugabe 5@ uM IAA (T1I1G) bei ONO2 und
ODO06 die Regeneration verbessern konnte. Das Me8iL@ (4,4 UM BAP) wies bei OD04
und ODO5 eine ahnlich gute Regeneration von PLBsné&l die beiden Alternativmedien.
Bei ONO1 war das Medium B1G am zweitbesten geejgmitirend die restlichen Genotypen
auf B1G im Vergleich zu T1G und T1I1G wenige big gaine PLBs bildeten (Abb. 3.11).
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Da auf dem Medium T1G bei den meisten Genotypemdlohisten Regenerationsraten erzielt

wurden, wurde dieses Medium fir die weiteren Vansugerwendet.
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Abb. 3.11: Einfluss der Medien T1G, B1G und T1I1G Tab. 2.7) auf die Regenerationsraten an
Blattspitzen der Genotypen ONO1, ON02, OD01, OD0OHDO05 und ODO06 nach 90 TagerAngegeben sind
die Mittelwerte und die Standardabweichungen au®izunabhangigen Versuchen. Mit verschiedenen
Buchstaben gekennzeichnete Balken unterscheidern siach dem Bonferroni Test mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit voa = 0,05 innerhalb der Genotypen signifikant.

Ein weiterer wichtiger Aspekt bei der Regeneratish auch die mittlere Anzahl an
regenerierten PLBs je Explantat. Wiederum warenosbwwischen den Genotypen als auch
bei den Medien Unterschiede festzustellen (Ab2)3.Die groldte Anzahl an PLBs je
regenerierenden Explantat konnte auf dem Medium Bé&Gbachtet werden, ausgenommen
bei den beiden Genotypen OD04 und ODO06. Als Spitztan erwies sich hierbei OD01 mit
bis zu 10,9 PLBs je Blattspitze, gefolgt von ONQBDO05 und ONO1 mit jeweils 8,4, 4,7 und
2,9 PLBs. Die beiden Genotypen OD04 und ODO06 liefmrsatzlich zu geringen
Regenerationsraten auch eine niedrige Anzahl aanezgerten PLBs je Explantat beobachten.
Bei ODO04 regenerierten auf B1G im Schnitt 1,2 PuBsl bei OD06 auf T111G 0,3 PLBs je
regenerierendem Explantat.
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Anzahl PLBs je regenerierendem Explantat

Abb. 3.12: Einfluss der Medien T1G, B1G und T1I1G Tab. 2.7) auf die mittlere Anzahl PLBs je
regenerierendem Explantat der Genotypen ONO1, ON020D01, ODO04, ODO05 und ODO06 bei der
Regeneration von Blattspitzen nach 90 Tagen.Angegeben sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen aus zwei unabhangigen Vensudhié verschiedenen Buchstaben gekennzeichnete
Balken unterscheiden sich nach dem Bonferroni finétséiner Irrtumswahrscheinlichkeit van= 0,05 innerhalb
der Genotypen signifikant.

3.2.5 Regeneration von Sprossen aus der Flussigkultur

Fur die Flussigkultur wurden die aus Blattmaterigenerierten PLBs verwendet, die mit
einem Skalpell zerkleinert wurden. AnschlieRenddeuar0,5 g Frischmasse an zerkleinerten
PLBs in 20 ml Flussigmedium in Weithalserlenmeydska auf einem permanent laufenden
Schuttler kultiviert.

Die Untersuchung der Regeneration von PLBs in kjls#ur erfolgte firOncidium mit
ONO02 und farOdontoglossum mit OD0O1. Anhand dieser beiden Genotypen wurdeeimal
wochentlich die Frischmasse und die TrockenmassddmeMedien mit 1,4 uM TDZ (T03)
und 4,5 uM TDZ (T1) erfasst. Ziel dieser Untersuthwar dieses Regenerationssystem

spater bei einerA. tumefaciens-vermittelten Gentransfer zu verwenden.

Zwischen den Wiederholungen wurden keine signifi@arinterschiede festgestellt, weshalb
die Ergebnisse in einer Grafik zusammengefasst evurdda die Versuche einen sehr
ahnlichen Verlauf und damit sehr ahnliche Daterwgasen, sind die Standardabweichungen

in den Grafiken kaum bis gar nicht zu erkennen.
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Die in Abb. 3.13 dargestellten Vermehrungsraten eleeg sich aus der zweimal
woOchentlichen Ermittlung der Frischmasse, die asf Ausgangsgewicht von 0,5 g zu Beginn

des Versuches bezogen wurde.
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Abb. 3.13: Einfluss der Medien T03 (1,4 uM TDZ) undT1 (4,5 uM TDZ) auf die Vermehrungsrate von
PLBs der Genotypen ONO02 (A) und ODO1 (B) in Flusslgiltur bezogen auf die FrischmasseAngegeben
sind die Mittelwerte und die Standardabweichunges drei unabhéangigen Versuchen bei ON0O2 und aus zwe
unabhéngigen Versuchen bei ODO1.

Bei der Zunahme an Frischmasse lie3en sich zwisdbBerbeiden verwendeten Medien T03
und T1 sowohl bei ONO2 als auch bei ODO1 keine isigmten Unterschiede feststellen
(Abb. 3.13). Zwischen den beiden Genotypen wurdeiogh signifikant unterschiedliche
Entwicklungen der Vermehrungsraten beobachtet. @#hbei ONO2 nach dem 10. Tag des
Versuches die exponentielle Phase der Vermehruggnoe war bei ODO1 eher ein linearer
Anstieg zu verzeichnen. Am 28. Tag des Versucheschte ON02 beim Medium T1 den

Hohepunkt der Vermehrung und ging in die statior@tnase tber, wahrend bei TO3 bis zum
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Ende des Versuches immer noch eine positive Enluwigkder Vermehrung festzustellen war.
Bei ODO1 hingegen war bis zum letzten Tag des \@rss ein leichter Anstieg in der

Vermehrungsrate zu beobachten.

Der prozentuale Anteil an Trockenmasse zeigt baéiddme Genotypen ONO2 und ODO1

Veranderungen im Verlauf der Kultur der PLBs (Tal2). Zun&chst wurde ein exponentieller
Zuwachs an Trockenmasse ermittelt, der bei ONO2 dd¢ bzw. 10 Tagen entsprechend der
Medien TO3 und T1 seinen H6hepunkt erreichte. BeDDwurde nach 24, bzw. 21 Tagen
der hochste Trockenmassegehalt erreicht. Diesesebhiy deckt sich mit den

Vermehrungsraten der Frischmasse, bei dem auch OBIO®D01 den hdchsten Punkt der
Wachstumskurve erreichte. Nach den jeweiligen Hihkfen im prozentualen Zuwachs an

Trockenmasse erfolgte ein Absinken der Werte.

Wahrend die Werte der prozentualen Anteile an Tenokasse sich bei beiden Genotypen
kaum unterschieden (Tab. 3.2), zeigten sie deneawdn sehr unterschiedliche Verlauf bei
den Vermehrungsraten (Abb. 3.13).

Tab. 3.2: Einfluss der Medien T03 (1,4 uM TDZ) undT1 (4,5 uM TDZ) auf den prozentualen Anteil an

Trockenmasse (% TM) von ONO02 und ODOl1.Angegeben sind die Mittelwerte aus drei unabhamgige
Versuchen bei ONO2 und aus zwei unabhéangigen Vieesubei ODO1.

Tage
0 3 7 10 14 17 21 24 28 31

ONO02| TO3 TM [%] | 5,78 8,34 941 1431 1481 125 11,46 6,92 6,78 96,3
T1 TM[%] | 6,13 8,57 9,06 13,22 1252 1121 9,65 7,51 738 763
ODO01| TO3 TM [%] | 3,53 5,10 972 11,33 11,80 12,53 12,66 13,00 11,90,31
T1 TM[%] | 3,49 5,93 8,72 11,31 1149 11,49 13,13 12,75 11,830,45

Der Vergleich der Vermehrungsraten liel3 sowohl der Frischmasse als auch beim
prozentualen Anteil an Trockenmasse keine sigmfi&a Unterschiede zwischen den beiden
untersuchten Medien TO3 und T1 erkennen (Abb. 3TAB, 3.2). Aus diesem Grund wurde
fur die nachfolgenden Versuche zur Untersuchung Selektionsbedingungen und die
Transformationsversuche das Medium mit der gergmgekonzentration an TDZ (T03)
verwendet. Das Medium TO3 wurde sowohl fir die Regation vonOncidium ONO1 und
ONO02 als auch von debdontoglossum-Hybriden OD0O1 und OD04 herangezogen. Die PLBs
in Flassigkultur wurden alle drei Wochen subkulinj da sie sich dort gemafl der
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Vermehrungskurve in der exponentiellen Phase befamehd auch der prozentuale Anteil an
Trockenmasse sehr hoch war (Tab. 3.2).

Die Regeneration der zerkleinerten PLBs aus desskdlultur zu Sprossen war ein wichtiger
Schritt fur die Etablierung des Transformationssyst, da namlich nicht nur Blattspitzen,
sondern auch zerkleinerte PLBs aus der Flussigkulach mehrtagiger Vorkultur zur
Transformation herangezogen wurden. Die Regeneratiolgte auf dem Basismedium nach
MURASHIGE & SKOOG (1962) mit 0,4 % Gelrite ohne jegliche Hormonzueatzie Effizienz
dieses Mediums wurde in der Diplomarbeit vonek (2007) untersucht. In seiner
Untersuchung regenerierten auf dem mit Gelriteegtiten Medium bis zu 75 Sprosse pro
0,2 g bei ONO2 und bis zu 34 Sprosse pro 0,2 @bxl1.

3.3 Agrobacterium tumefaciens-vermittelter Gentransfer

3.3.1 Selektionsbedingungen

Um eine effektive Selektion transgener Zellen béeiohzeitiger Eliminierung nicht-
transgener Zellen zu gewahrleisten, wurde die gettgKonzentration des selektiven Agens
Kanamycin ermittelt. In der vorliegenden Arbeit werfur die Selektion das Markergeptll,
das eine Resistenz gegen das Antibiotikum Kanamyewirkt, verwendet. Reguliert wurde
nptll durch einennptll nos-Promotor. In dieser Arbeit wurden zur Etehling eines
effizienten  Transformationssystems  verschiedene nsfoamationsprotokolle — mit
unterschiedlichem Ausgangsmaterial verwendet. Aesetn Grund wurde die geeignete
Konzentration sowohl fur die Transformation dertBlgitzen und PLBs auf festem Medium

als auch der PLBs in Flissigmedium ermittelt.

Bei der Untersuchung der geeigneten Konzentration Kanamycin wurden bei den
Blattspitzen von ONO02 die Regenerationsrate und Alizahl PLBs (Kap. 2.3.4) als
Bewertungskriterien nach 60 Tagen Kultur im Dunkk&rangezogen. Beim Vergleich der
Regenerationsraten auf den Medien mit unterscloieeih Konzentrationen an Kanamycin
zeigte sich sehr deutlich eine Abnahme an regeesden Explantaten bei zunehmender
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Konzentration an selektivem Agens (Abb. 3.14). Dilemnte durch den signifikanten

Unterschied zwischen 0, 100 und 200 zu 300 und a0 Kanamycin statistisch belegt
werden. Auch bei der Anzahl PLBs je regenerieren@iaplantat konnte mit zunehmender
Konzentration an Kanamycin eine deutliche Abnahmeesgenerierenden PLBs verzeichnet
werden. Die Regenerationsraten der PLBs auf Mednitn300 und 500 mg/I Kanamycin

unterschieden sich signifikant von der Kontrolld G/0, Tab. 2.12). Allerdings gab es keine
signifikanten Unterschiede von 100 und 200 mg/l #&agcin zu 0, 300 und 500 mg/l

Kanamycin.

Die Konzentration von 300 mg/l Kanamycin im Mediwres das gewinschte Ergebnis auf
(Abb. 3.14). Sowohl die Regenerationsrate als aliehPAnzahl an PLBs je regenerierendem
Explantat war deutlich eingeschrankt und trotzddiebken die Blattspitzen vital. Aus diesem
Grund wurde das Medium T1G/300 fur die weiteren n§farmationsversuche bei der

Selektion eingesetzt.
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Abb. 3.14: Einfluss von Kanamycin auf die Regenerainsrate und die Anzahl PLBs je regenerierendem
Explantat von 1 cm langen Blattspitzen des Genotyp@NO02 nach 60 Tagen im DunkelnMedien: Zugabe
von 0 bis 500 mg/l Kanamycin (T1G/0 bis T1G/500bT2.12). Angegeben sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen aus einem Versuch mit jewgds Blattspitzen. Mit verschiedenen Buchstaben
gekennzeichnete Balken unterscheiden sich nachBietierroni Test mit einer Irrtumswahrscheinlichkein o

= 0,05 signifikant. Die kleingeschriebenen Buchstabbeziehen sich auf die Regenerationsrate, die
grof3geschriebenen auf die Anzahl PLBs je regeraritam Explantat.
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Bei der Ermittlung der geeigneten Konzentrationkamamycin bei den zerkleinerten PLBs
von ODO1 in Flussigkultur als Ausgangsmaterial fdie Transformation wurde die
Vermehrungsrate bezogen auf die Frischmasse diE&#s als Bewertungskriterium
herangezogen (Kap. 2.3.5). Die Vermehrungsrateregesti bei allen verwendeten
Konzentrationen an Kanamycin im Medium bis zum $agpen an, danach gab es deutliche
Unterschiede in der Wachstumskurve zu beobachtdib.(215). Wahrend die Kontrolle
(TO3/0) nach vier Wochen eine Vermehrungsrate vdn difwies, fielen die Raten der
Medien mit 50, 100 und 200 mg/l Kanamycin (Tab2.dleutlich niedriger, aber mit 1,7
gleich aus. Bei einer Konzentration von 300 mg/h&aycin im Medium konnte mit einer
Vermehrungsrate von 1,3 nach vier Wochen wiederimm geringerer Wert verzeichnet

werden, der sich signifikant von den anderen Medmerschied.

Die Konzentration von 300 mg/l Kanamycin im Mediufihrte auch bei der Kultur in
Flissigmedium zum gewulnschten Ergebnis (Abb. 32E).Vermehrungsrate der PLBs war
deutlich eingeschrankt und trotzdem blieb ein T™aial. Aus diesem Grund wurde das

Medium T03/300 fur die weiteren Transformationsuelge zur Selektion eingesetzt.
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Abb. 3.15:  Einfluss von Kanamycin auf die Vermehrugsrate des Genotypen ODO1 in Flussigkultur
bezogen auf die Frischmasse bei Verwendung der Meati mit 0 bis 300 mg/l Kanamycin (T03/0 - T03/300,
Tab. 2.12).Angegeben sind die Mittelwerte und die Standaraadimungen aus zwei unabhangigen Versuchen.
Mit verschiedenen Buchstaben gekennzeichnete Vdent28. Tag unterscheiden sich nach dem Bonferresi T
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit van= 0,05 signifikant.
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Aufgrund der Ubereinstimmung der optimalen Konzatitn von 300 mg/l Kanamycin
sowohl bei den Blattspitzen auf festem Medium alshabei den zerkleinerten PLBs in
Flissigkultur, wurde diese Konzentration auch bei 8elektion transformierter PLBs auf

festem Medium eingesetzt.

Zur Selektion wurde dem Medium das selektive Ag€asamycin zugegeben. Als weitere
Zugabe wurde dem Medium das Antibiotikum Cefotakimzupipettiert, das ein Auswachsen
von A. tumefaciens wahrend der Kulturphase nach der Transformatiohindern sollte. Als

Alternative wurde Timentin im Vergleich zu Cefotaxuntersucht.

Die dem hormonfreien Medium TOG (Kap. 2.3.5) zudmgen Konzentrationen an
Cefotaxim und Timentin sind Tab. 2.13 zu entnehni@®e Konzentration an Kanamycin
betrug 300 mg/l. Wie erwartet schnitt das Medium &# Kontrolle, am schlechtesten ab.
Bereits nach drei Wochen waren die PLBs @otumefaciens iberwachsen. Nach 15 Wochen
waren auch zwei der sechs Petrischalen mit Medi@n(Z50 mg/l Cefotaxim) mitA.
tumefaciens tberwachsen. Die restlichen vier Petrischalenterigis zum Ende des Versuchs
nach 6 Monaten kein Auswachsen des Bakteriums. Rl@teren Kombinationen an
Antibiotika im Medium zeigten kein Auswachsen vantumefaciens. Dieser Versuch zeigte
demnach die gute antibakterielle Wirkung von TinmenBereits bei einer Konzentration von
250 mg/l (S4) konnte das Wachstum vAntumefaciens gehemmt werden, wahrend bei
derselben Menge an Cefotaxim (S2) zwei der sechssé€lelen ausfielen. Alle weiteren
Medien (S3, S5-S9) zeichneten sich durch noch lKenzentrationen an Antibiotika aus.
Demnach konnte ein Medium mit 250 mg/l Timentin gauhd der guten Wirkung dem
bisherigen Medium mit 500 mg/lI Cefotaxim vorgezogesrden.

Kanamycin ist aufgrund seiner Eigenschaft als Aatikum ab dem Jahr 2008 in Europa als
Selektionsgen nicht mehr zugelassen. Aus diesemdGnwurde in dieser Arbeit auch eine
Mdoglichkeit der positiven Selektion, die Selektiamkung von Mannose, untersucht.
Abb. 3.16 zeigt, dass mit zunehmender KonzentraiomMannose (0, 10, 20 und 30 g/l) im
hormonfreien Medium TOG (Kap. 2.3.5), die Regenematder zerkleinerten PLBs zu
Sprossen eingeschrankt war. Die PLBs verfarbteh simehmend braun und starben ab.
Daher wurde die Selektionswirkung bei einer Koneaian von 30 g/l Mannose im Medium
als gut befunden und konnte fur Transformationswdrs mit dem entsprechenden Vektor

angewendet werden.
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Abb. 3.16: Selektionswirkung von Mannose in den Karentrationen 0 (a), 10 (b), 20 (¢) und 30 g/l (d)eb
PLBs von ONO2 nach vier Wochen Kultur.Medium: TOG (Kap.2.3.5).

3.3.2 Transformation der Blattspitzen von Oncidium und Odontoglossum

Die Regeneration von PLBs aus Blattspitzen @maidium und Odontoglossum erzielte zum
Teil sehr hohe Raten (Kap. 3.2.4), weshalb die Sfmmmation dieser Blattspitzen als erstes
Verfahren des Gentransfers untersucht wurde. Dagtdlitzen wurden fur 1, 14 und 28 Tage
vorkultiviert, da die Bildung von PLBs erst nacihnein Monat begann. Zur Untersuchung der
Effizienz dieser Transformationsmethode wurdenBlatspitzen zunachst mit EHA105 und
dem Plasmid pIBGUS (Kap. 2.1.3) transformiert, deser Vektor dagus-Gen fur den
histochemischen GUS-Test beinhaltete und damit aliss Uber einen moglichen

Gentransfer und seine Effizienz liefern konnte.

Die Auswertung des histochemischen GUS-Tests ebgal©NO02 eine optimale Vorkultur
von 14 Tagen, gefolgt von 28 Tagen (Tab. 3.3). Betagiger Vorkultur wurden sowohl die
meisten Explantate mit ,spots®, den Bereichen mdS=Expression, als auch die hdchste
Anzahl an ,spots” je Explantat beobachtet. Die Aegwng des histochemischen GUS-Tests
sechs Wochen nach der Transformation liel3 bei Mnkulturen (1, 14 und 28 Tagen) mit
6,7 zu 5,3, 8,5 zu 8,1, bzw. 7,7 zu 7,2 ,spots'Bjattspitze hohere Werte als nach vier
Wochen ermitteln. Aufgrund der guten Ergebnissedeutie Vorkultur von 14 und 28 Tagen

bei weiteren Versuchen mit anderen Vektoren beilbaha

Bei OD0O1 waren einige Unterschiede in der Auswegtumrach vier und sechs Wochen
(Tab. 3.3) zu beobachten. So wurden die 14 und &g Workultivierten Blattspitzen nach
vier Wochen mit 71 % Explantaten mit ,spots” gleighit bewertet und damit besser als die
eintagige Vorkultur mit 58 %. Bei der Anzahl ,spbjs Blattspitze im Mittel lag jedoch die
28-tagige Vorkultur mit 9,5 ,spots” vor den andeifggiden Behandlungen, unterschied sich

jedoch nur von der eintdgigen Vorkultur signifikaBechs Wochen nach der Transformation
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wurden bei der eintdgigen Vorkultur Uberraschendesey mehr Explantate mit GUS-
Expression beobachtet als bei der 14- und 28-tagipekultur. Bei der Anzahl an ,spots*” je
Blattspitze im Mittel hingegen konnte die Vorkultwon 14 Tagen mit 9,6 ,spots” als beste
Vorkulturdauer bewertet werden. Auch bei OD01 wuadégrund der guten Ergebnisse nach
vier Wochen die Vorkultur von 14 und 28 Tagen fig deiteren Transformationsversuche
beibehalten.

Tab. 3.3: Auswertung des histochemischen GUS-Tests der Transformation von
Blattspitzenexplantaten von ONO2 und ODO1 mit EHA18 und pIBGUS vier und sechs Wochen nach der
Transformation. Dargestellt sind die Mittelwerte eines Versuches mi 24 und die Standardabweichungen
der Anzahl ,spotsfe Blattspitze (gemittelt Uber die Explantate ngipgts”). Als spots werden die blau geféarbten
Zellen bezeichnet. Die Anzahlen ,spots” pro Blaitisg die mit verschiedenen Buchstaben gekennzeiadind,
unterscheiden sich nach dem Bonferroni Test mérdimtumswahrscheinlichkeit van= 0,05 signifikant.

4 Wochen nach Transformation 6 Wochen nach Tramstoon
Vorkultur [Tage] 1 14 28 1 14 28
ONO02
Explantate mit ,spots” [%] 67 71 56 27 39 34

Anzahl ,spots* je Blattspitze 5,3+1,4*> 8,1+40° 7,2+28 |6,7+21* 85%36° 7,724
(gemittelt Uber die Explantate
mit ,spots”)

ODO01
Blatter mit spots [%] 58 71 71 34 27 22
Anzahl ,spots* je Blattspitze 3,8 +1,0° 7,7+41® 95+32°|35+12* 96+36° 68+28

(gemittelt Uber die Explantal
mit ,spots*) We

Die Abbildungen des histochemischen GUS-Tests vadw02 (Abb. 3.17) zeigten die
Lokalisierung der GUS-positiven Zellen genau an Béattspitzen. Da an den Blattspitzen
auch vorwiegend die Regeneration von PLBs statfinAbb. 3.9) und damit die
Regeneration von transgenen Zellen zu PLBs zu &wavar, war dieses Ergebnis als sehr

positiv fur die weiteren Transformationsversuchdewerten.

In weiteren Transformationsversuchen von Blattgpitzvurden ONO2 und ODO01 mit den
Agrobakterienstammen EHA105, AGLO und LBA4404 miend Vektor pBEO210
transformiert, der den mutierten Ethylenrezeptol-1 unter Kontrolle des blitenspezifischen
Promotorsfbp enthielt. Aus Mangel an Blattspitzen musste aef ghrallele Transformation
mit dem Reportergegus verzichtet werden. Aus diesem Grund konnte keirS&G@st zur

Uberprifung der Etablierung und Effizienz der Tfansation angefertigt werden.
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Abb. 3.17: Histochemischer GUS-Test bei den Blatt#gen von ONO2 vier Wochen nach der
Transformation mit EHA105 und pIBGUS. A: 1 Tag Vorkultur, B + C: 14 Tage Vorkultur, D: ZBage
Vorkultur. Die Blaufarbung zeigt die Bereiche mityS-Expression (,spots").

Die Regeneration von PLBs aus transformierten &biten erfolgte erst nach einem halben
Jahr und war damit sehr langwierig. Die Entwicklur@n mdglichen transgenen Sprossen
erfolgte bei keiner der Blattspitzen auf Selektrorgium, da die regenerierten PLBs nach
Abtrennen von der Blattspitze und Auflegen der Plddskt auf das Selektionsmedium
abstarben. Die aus den Blattspitzen regeneriertéds Rvurden daher nicht mit Hilfe von
PCR-Technik auf Insertion des gewinschten Gens pit@nzliche Genom Uberpruft.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde diese Transfoonamhethode nicht weiter optimiert,
sondern nach Alternativen (Kap. 3.3.3, Kap. 3.8é5ucht.

3.3.3 Transformation der PLBs von Oncidium und Odontoglossum auf Festmedium

Die Transformation von PLBs auf Festmedium stellie zweite grol3e Versuchsreihe als
Alternative zu der Transformation von Blattspitztar. Auch hier war das Ausgangsmaterial,
PLBs aus der Flussigkultur, aus den Regeneratiosistleen mit Blattmaterial (Kap. 3.2.4)
und die erfolgreiche Vermehrung dieser PLBs in s$iimedium (Kap. 3.2.5) in
ausreichender Menge vorhanden.
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Zunéchst wurden die beiden Agrobakterienstamme EBAMd LBA4404 mit den Vektoren
pIBGUS und pBI121 (EHA/gus, LBA/gus und EHA/gus2aiX 2.1.3) mit dem Reportergen
gus in Versuchen mit PLBs der Genotypen ONO2 und ONUfl bis Tf4, Tab. 2.8)
verwendet. Die Dauer der Vorkultur von sieben Taggantierte sich an den Arbeiten von
LIAU ET AL. (2003a, 2003b).

Die Auswertung des histochemischen GUS-Tests liel3AQNO2 bei allen Auswertungen
einen deutlich héheren Anteil an GUS-positiven BExrphten beobachten (Tab. 3.4). Das
Ergebnis von LBA/gus (LBA4404 mit pBI121) war miiner GUS-Expression von 25 %
nach sechs Monaten signifikant von der Kontrollavisoden beiden Vektoren pBIl121
(EHA/gus) und pIBGUS (EHA/gus2), bei denen der Awgikterienstamm EHA105
verwendet wurde, verschieden. Demnach erzielte Bigkterienstamm LBA4404 beim
Genotypen ONO02 deutlich mehr GUS-positive PLBs umel? damit auch hohere

Transformationsraten erwarten.

Beim Genotypen ODO1 hingegen unterschieden sichvelischiedenen Versuchsvarianten
nicht signifikant (Tab. 3.4). Die Kontrolle und dieit der Kombination EHA/gus2 (EHA105
mit pIBGUS) transformierten Explantate lieBen ke@&S-Expression beobachten. Jene
PLBs, die mit dem Vektor pBI121 und den Agrobalkdestammen EHA105 und LBA4404
(EHA/gus und LBA/gus) transformiert wurden, zeigteingegen GUS-positive Zellen. Der
prozentuale Anteil GUS-positiver Zellen war bei #@mbination LBA/gus etwas hoher als
bei EHA/gus. Damit erwies sich der Agrobakteriemsta LBA4404 auch bei ODO1 als gut
geeignet fur die Transformation von PLBs auf Fesliona.

Wahrend bei ONO2 bis zum letzten GUS-Test nach ssé¢bnaten GUS-positive PLBs
nachgewiesen werden konnten, war dies bei ODOletateh Auswertungstermin nicht mehr
maoglich. Insgesamt wurde jedoch ein Riuckgang deilnvon blau gefarbten Zellen bei
beiden Genotypen im Verlaufe des Versuchs beobialfdab. 3.4).

Im Anschluss an die Untersuchung der geeigneten fmation von Agrobakterienstamm
und Vektor wurden die PLBs mehrerer Genotypen imghégch transformiert. FO®ncidium
wurden die Genotypen ONO1 und ONO02 und@dontoglossum OD01 und OD04 untersucht.
Zur Transformation wurde der Agrobakterienstamm UBB4 mit den Plasmiden pBI121
(LBA/gus) und pBEO210 (LBA/etr, Kap. 2.1.3) aufgdurder guten Ergebnisse des
histochemischen GUS-Tests verwendet.
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Tab. 3.4: Auswertung des histochemischen GUS-Testsis Versuch Tfl von PLBs auf Festmedium (Tfl

bis Tf4, Tab. 2.8) von ON0O2 und OD01 mit EHA105 und.BA4404 mit pBI121 (EHA/gus und LBA/gus,
Tab. 2.11), bzw. EHA105 mit pIBGUS (EHA/gus2, Tab2.11) zwei, vier und sechs Monate nach der
Transformation. Dargestellt sind die Mittelwerte mit n = 20 und dsandardabweichungen der Anzahl
»Spots” je Explantat (gemittelt Uber die Explantaté ,spots”). Als ,spots” werden die blau gefamtgellen
bezeichnet. Die Anzahlen ,spots* je Explantat, dit verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet sind,
unterscheiden sich nach dem Bonferroni Test mireimtumswahrscheinlichkeit vom = 0,05 signifikant. Der
histochemische GUS-Test der Wiederholung Tf2 befirsich im Anhang (Tab. 6.8).

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
% .Spots” je Expl. % .Spots” je Expl. % .Spots” je Expl.
ODO01 Kontrolle 0? 0,0+0,0? 0° 0,0+0,0*? 0° 0,0+0,0?
EHA/gus 11° 30+0,0°? 10° 1,0+0,0° 0? 0,0+0,0°?
LBA/gus 43° 2,7+0,7°% 17° 33+16° 0° 0,0+0,0?
EHA/gus2 0° 0,0+0,0°? 0° 0,0+0,0°? 0° 0,0+0,0°?
ONO02 Kontrolle 0? 0,0+0,0°? 0? 0,0+0,0°? 0? 0,0+0,0°?
EHA/gus 80” 109+41° | 30° 1,7+0,3° 7° 1,0+0,0°

LBA/gus | 100°  8,6+4,0°" 39° 1,9+04° 25° 26+1,7°
EHA/gus2 | 67° 71+19° 25" 1,6+0,4° 3° 1,0+0,0°"

Bei der Auswertung des histochemischen GUS-Testh aavei und vier Monaten zeigten
sich signifikante Unterschiede zwischen den Kofgrolund den transformierten PLBs von
ONO1, ONO02, ODO1 und ODO04, wéahrend der prozentuadeil GUS-positiver PLBs
zwischen den transformierten Genotypen sehr ahmkigh (Tab. 3.5). Nach sechs Monaten
wurden hingegen signifikante Unterschiede der beidgenotypen ONO2 und ODO1
verglichen mit ONO1 und der Kontrollen beim prozetén Anteil an GUS-positiven PLBs
beobachtet. Wahrend bei der Auswertung nach zwetivier Monaten noch alle Genotypen
ahnlich hohe GUS-Expressionen aufzeigten, nahm pdezentuale Anteil GUS-positiver
Zellen im Verlauf des Versuches bei ONO1 und ODedtlith ab bis nach sechs Monaten
keine, bzw. nur noch eine 9 %-ige GUS-Experssiatihgewiesen werden konnte. Die beiden
Genotypen ONO2 und ODO1 erzielten nach sechs Monaiieé 23 %, bzw. 22 % positiv
gestesteter PLBs eine sehr hohe GUS-Expression 8Tab
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Tab. 3.5: Auswertung des histochemischen GUS-Testsis Versuch Tf5 von PLBs auf Festmedium (Tf5
bis Tf8, Tab. 2.8) von ONO1, ON02, OD01 und OD04 miBA4404 und pBI121 (LBA/gus, Tab. 2.11) zwei,
vier und sechs Monate nach der Transformation.Dargestellt sind die Mittelwerte mit n = 20 und die
Standardabweichungen der Anzahl ,spots* je Exptafggemittelt Gber die Explantate mit ,spots”). Als
»Spots” werden die blau gefarbten Zellen bezeichbé Anzahlen ,spots” je Explantat, die mit versatenen
gekennzeichnet
Irrtumswabhrscheinlichkeit voa = 0,05 signifikant. Der histochemische GUS-Testdtei Wiederholungen Tf6,
Tf7 und Tf8 befindet sich im Anhang (Tab. 6.9, TGO und Tab. 6.11).

Buchstaben

sind,

unterscheiden

sidlch dem  Bonferroni

Test mit einer

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
% .Spot” je Expl. % ,Spot” je Expl. % .Spot” je Expl.
ONO1 Kontrolle 0°? 00+0,0° 0°? 0,0+0,02 0° 0,0£0,0?
ONO2 Kontrolle 0°? 0,0+0,0° 0°? 0,0+0,02 0°? 0,0+0,0°
0ODO01 Kontrolle 0°? 00+0,0° 0°? 0,0+0,02 0° 0,0£0,0?
0OD04 Kontrolle 0° 0,0+0,0° 0°? 0,0+0,02 0° 0,0+0,0°
ONO1 LBA/gus 50 ° 2,4+0,8°2 17° 1,0+0,02 0°? 0,0+0,0°
ONO2 LBA/gus 65 ° 29+1,4° 23° 30+2,0°2 23° 20+1,0?
0ODO01 LBA/gus 50 ° 55+2,6° 25° 31+14°2 22" 1,5+0,6°
ODO04 LBA/gus 55" 30+£1,1° 23° 23+0,8° 9 1,0+0,0°

Bei der Transformation von PLBs auf Festmedium wursechs Monate nach der
Transformation eine Integration des gewinschtensGas pflanzliche Genom mittels PCR-
Technik nachgewiesen (Tab. 3.6). Das @efh-1 wurde bei den Versuchen Tfl, Tf2, Tf3 und
Tf4 (Tab. 2.8) erfolgreich ins Genom von ONO2 mibes Transformationseffizienz von
1,1 %, 0,6 %, 0,4 % und 0,1 % integriert. In vier &inf transgenen Linien aus Tf1, Tf2 und
Tf3 wurde die Kombination EHA/etr (EHA105 mit pBEQ® und bei der transgenen Linie
aus Tf4 die Kombination LBA/etr (LBA4404 mit pBEO®)Lfir die Transformation der PLBs
verwendet. Dagus-Gen wurde nur beim Versuch Tf1 mit einer Transfationseffizienz von

2,2 % beim Genotypen ONO2 nachgewiesen. Die dakewvendete Kombination aus
Agrobakteriumstamm und Vektor war LBA/gus (LBA446%t pBI121). Eine Uberprifung

der Insertion desptll-Gens wurde durchgefuhrt und konnte erfolgreichchgewiesen

werden.

Die erfolgreiche Integration voeir1-1 war bei den Versuchen Tf1, Tf2 und Tf3 mit Hilfesd
Agrobakterienstamms EHA105 (EHA/etr) und beim Velsdf4 durch LBA4404 (LBA/etr)
zu beobachten, wobei die Transformationseffizieaz BHA/etr mit bis zu 1,1 % deutlich
Uber dem Ergebnis von LBA/etr mit 0,1 % lag (Tal6)3Dasgus Gen wurde mit Hilfe des
Vektors LBA/gus (LBA4404 mit pBI121) erfolgreichsrpflanzliche Genom integriert. Aus
diesen Ergbnissen liel3 sich schlielen, dass depbagterienstamm EHAL105 fur die

Transformation des Plasmides pBEO2&31(1) besser geeignet war, wohingegen fur die
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Ubertragung des VektorpBl121 der Agrobakterienstamm LBA4404 als erfolgneir

ermittelt wurde.

Tab. 3.6: PCR-Nachweis der transgenen Linien (TLund der Transformationseffizienz (TE) aus den
Versuchen Tfl bis Tf4 (Tab. 2.8) von ONO2 und OD04echs Monate nach der TransformationDargestellt
sind die durchschnittliche Anzahl eingesetzter PI(Bsz. PLBs, Kap. 2.4.6), die Anzahl mit PCR getést
PLBs und jeweils die Anzahl transgener Linien (Tiod die Transformationseffizienz (TE) fur die zv@&ene
etr1-1 undgus. Die Kombination Agrobakteriumstamm (Agro.-Stamumnj Vektor ist in Tab. 2.11 ersichtlich.

Versuch Genotyp Agro.-stamm Anz. Anz. getest. etrl-1 gus
+ Vektor PLBs PLBs TL  TE[%] | TL  TE[%]
Tf1 ONO2 EHA/etr 180 2 2 1,1 - -
AGLO/etr 180 2 0 0,0 - -
LBA/etr 180 4 0 0,0 - -
EHA/gus 180 10 - - 0 0,0
LBA/gus 180 2 - - 4 2,2
EHA/gus2 180 0 - - - -
ODO01 EHA/etr 180 0 - - - -
AGLO/etr 180 0 - - - -
LBA/etr 180 0 - - - -
EHA/gus 180 0 - - - -
LBA/gus 180 0 - - - -
EHA/gus?2 180 0 - - - -
Tf2 ONO2 EHA/etr 180 4 1 0,6 - -
AGLO/etr 180 1 0 0,0 - -
LBA/etr 180 1 0 0,0 - -
EHA/gus 180 1 - - 0 0,0
LBA/gus 180 1 - - 0 0,0
EHA/gus?2 180 0 - - - -
ODO01 EHA/etr 180 0 - - - -
AGLO/etr 180 0 - - - -
LBA/etr 180 0 - - - -
EHA/gus 180 0 - - - -
LBA/gus 180 1 - - 0 0,0
EHA/gus?2 180 0 - - -
Tf3 ONO02 EHA/etr 240 2 1 0,4 - -
AGLO/etr 240 0 - - - -
LBA/etr 240 0 - - - -
ODO01 EHA/etr 240 0 - - - -
AGLO/etr 240 0 - - - -
LBA/etr 240 0 - - - -
Tf4 ONO02 EHA/etr 1.080 9 0 0,0 - -
AGLO/etr 1.080 7 0 0,0 - -
LBA/etr 1.080 7 1 0,1 - -
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Bei Untersuchung destr1-1-transgenen Sprosse von ONO02 mittels PCR-Analg$erten die
spezifischen Primer fur das Getnl1-1 ein Amplifikat von 1.027 bp, beim Nachweis vaptl|

ein Amplifikat von 620 bp und bei PCR-Amplifikatioeines Agrobakterien-spezifischen
Fragments keine Bande (Abb. 3.18). Dies lieferte Machweis der erfolgreichen Integration
von etrl-1 und nptll ins pflanzliche Genom, ohne Ruckstande vantumefaciens. Das
Primerpaar PicA (Tab. 2.5) fir den Nachweis desoBgkterien-spezifischen Hintergrundes
wurde zuvor bereits bei den in dieser Arbeit verdetan Agobakterienstamme EHA105,
LBA4404 und AGLO mittelsolony PCR positiv getestet.

100 bp ! b . i

200 bp
300 bp
400 bp 550 bp
500 bp | 820 bp /
00 bp

700 bp —_- 1077 by - / e

800 bp / R =

800 bp
1000 bp4—— —

M 1a 2a 3a 4a 5a K M 1b 2b 3b 4b 5b K * M 1c Z2¢ 3¢ 4c 5¢ K

Abb. 3.18: PCR-Analyse aus DNA-Proben potenziell insgener Sprosse von ON0O2 sechs Monate nach
der Transformation. a) PCR-Amplifikation destr1-1-Fragments, b) PCR-Amplifikation degtll-Fragments c)
PCR-Amplifikation eines Agrobakterien-spezifischémagments. la,b,c: aus Versuch Tfl (Tab. 3.6) mit
EHA/etr (Tab. 2.11), 2a,b,c: aus Versuch Tfl mitAetr, 3a,b,c: aus Versuch Tf2 mit EHA/etr, 4a,lmos
Versuch Tf3 mit EHA/etr, 5a,b,c: aus Versuch Tf4 hisA/etr (Tab. 2.11).

Das Erscheinungsbild dieser finf mittels PCR adsidgen getesteten Linien zeigte sich
entsprechend der nicht-transformierten PLBs norrded, PLBs wurden entsprechend der
langen Entwicklungsdauer vo@ncidium alle drei Monate subkultiviert. Am Ende der
vorliegenden Arbeit mal3en die transgenen Sprossdnmah einen Zentimeter, ein paar

Ausnahmen sogar bis zu drei Zentimeter (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19: Transgene Sprosse aus einem transformten PLB aus Versuch Tf2 mit der Kombination
EHA/etr (EHA105 mit pBEO210, Tab. 2.11) ein Jahr nah der Transformation. Der Becherrand hat einen
Durchmesser von 11,5 cm.

Die Southern Blot-Analyse diente zum Nachweis detedration des Transgens ins
Pflanzengenom und der Untersuchung der Anzahl rietiegr Genkopien im Genom. Die
genomische DNA vorOncidium wurde mit den sechs Basenpaar RestriktionsenzyPsgn
und PshAl verdaut, die eine singuldre Schnittstelle im Ril&s besitzen. Die untersuchten
transgenen ONO2-Linien aus den Versuchen Tfl, T8 0f4 (Tab.2.8) zeigten eine
erfolgreiche Integration des Transgens auf und tendamit das PCR-Ergebnis aus Tab. 3.6
bestéatigen (Abb. 3.20). Bei allen untersuchten dnnwurde da®trl-1 Gen jeweils einmal
integriert. Bei den Linien 1b bis 4b aus Abb. 3d&utete die leichte Variation der Banden in

der GroR3e auf unterschiedliche IntegrationsorteTd®BiNA hin.
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Abb. 3.20: Nachweis der Integration destrl-1-Gens in die genomische DNAtrl-1-transgener ONO2-
Pflanzen mittels Southern Blot Analyse.a) Verdau der genomischen DNA mistl, b) Verdau der
genomischen DNA miPshAl, M: Marker, 1a,b: aus Versuch Tfl (Tab. 3.6) BlA/etr (Tab. 2.11), 2a,b: aus
Versuch Tf1 mit EHA/etr, 3a,b: aus Versuch Tf3 Ei{A/etr, 4a,b: aus Versuch Tf4 mit LBA/etr (Tabl2P).

Mit dem RestriktionsenzyrBamHI wurde eine weitere Southern Blot Analyse durdtige
(Abb. 3.21). Dabei wurde die verdaute DNA sowoht demetr1-1-Gen als auch mit dem
nptll-Gen detektiert. Dieser Southern Blot wurden deh Sprossen 1, 2 und 4 aus Abb. 3.20

wiederholt.

Das RestriktionenzynBamHI schnitt inmitten der Sonde, weswegen bei eineguaren
Insertion der T-DNA destr1-1-Gens eine Bande bei 4,7 kb und bei > 5,2 kb zaeen war.
Die transgenen Sprosse 1 und 2 wiesen zusatzlickeizBande bei 4,7 kb eine Bande bei 17
kb auf (Abb. 3.21a). Der transgene Spross 4 zegteeine Bande bei 4,7 kb auf und bei der

untransformierten Kontrolle wurde kein Signal déitk.

Die Southern Blot Analyse mit deptll-Sonde zeigte die zu erwartenden Banden und damit
dasselbe Bild wie zuvor mit detr1-1-Sonde (Abb. 3.21b) und bestétigte damit das Erngebn

der Untersuchung.
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Abb. 3.21: Nachweis der Integration degtr1-1-Gens (a) und desiptll-Gens (b) in die genomische DNA
etr1-1-transgener ONO2-Pflanzen mittels Southern Blot Anlgse. M: Marker, C: Kontrolle, 1: aus Versuch
Tfl (Tab. 3.6) mit EHA/etr (Tab. 2.11), 2: aus MaB Tfl mit EHA/etr, 4a,b: aus Versuch Tf4 mit LEBAY/
(Tab. 2.11).

Bei der Transformation von PLBs der Genotypen ONONO2, ODOl1 und ODO04 auf
Festmedium (Tf5 bis Tf8, Tab. 2.8) konnte die Inétign desetrl-1 Gens ins pflanzliche
Genom mittels PCR-Technik nicht nachgewiesen wer@ab. 3.7). Das Markergegus
hingegen wurde bei einigen Explantaten aus denu¢be Tf5, Tf6, Tf7 und Tf8 erfolgreich
ins Pflanzengenom integriert. Der Genotyp ONO2 wurdt einer Effizienz von bis zu 2,7 %,
ODO01 bis zu 1,3 % und ODO04 bis zu 1,0 % beim Védrstis, bzw. Tf6 mit dengus-Gen
transformiert. Wiederum wurde auch in dieser Vensveihe dasnptll-Gen haufiger
nachgewiesen. Einzig beim Genotypen ONO1 regenenideine Sprosse und daher konnte
keines der untersuchten drei Gene mittels PCR-Tlkammittelt werden.
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Tab. 3.7: Nachweis transgener Linien (TL) und der Tansformationseffizienz (TE) mittels PCR-
Technik bei vier Wiederholungen Tf5 bis Tf8 der Transformation auf Festmedium (Tab. 2.8) von ONO1,
ONO02, ODO01 und OD04 mit LBA4404 und pBI121 (LBA/gus bzw. pBEO210 (LBA/etr) sechs Monate
nach der Transformation. Dargestellt sind die durchschnittliche Anzahl epefeter PLBs (Anz. PLBs, Kap.
2.4.6), die Anzahl mit PCR getesteter PLBs und jeweie Anzahl transgener Linien (TL) und die
Transformationseffizienz (TE) fir die zwei Geme#r1l-1 und gus. Die Kombination Agrobakteriumstamm

(Agro.-Stamm) und Vektor ist in Tab. 2.11 ersiatli

Versuch Genotyp Agro.-stamm Anz. Anz. getest. etrl-1 gus
+ Vektor PLBs PLBs TL  TE [%] TL  TE[%]
Tf5 ONO1 LBA/gus 30 0 - - - -
LBA/etr 300 0 - - - -
ONO02 LBA/gus 300 11 - - 8 2,7
LBA/etr 300 2 - - - -
OoDO01 LBA/gus 300 9 - - 4 1,3
LBA/etr 300 0 - - - -
0oD04 LBA/gus 300 5 - - 3 1,0
LBA/etr 300 0 - - - -
Tf6 ONO1 LBA/gus 300 0 - - - -
LBA/etr 300 0 - - - -
ONO02 LBA/gus 300 17 - - 4 1,3
LBA/etr 300 4 - - - -
OoDO01 LBA/gus 300 8 - - 3 1,0
LBA/etr 300 0 - - - -
0oD04 LBA/gus 300 10 - - 3 1,0
LBA/etr 300 0 - - - -
Tf7 ONO1 LBA/gus 300 0 - - - -
LBA/etr 300 0 - - - -
ONO02 LBA/gus 300 16 - - 1 0,3
LBA/etr 300 1 - - - -
0oD04 LBA/gus 300 4 - - 1 0,3
LBA/etr 300 0 - - -
T8 ONO1 LBA/gus 300 0 - - - -
LBA/etr 300 0 - - - -
ONO02 LBA/gus 300 3 - - 1 0,3
LBA/etr 300 0 - - - -
OoD04 LBA/gus 300 0 - - - -
LBA/etr 300 0 - - - -
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3.3.4 Vergleich der Transformation auf Fest- und in Flisggmedium

Bei den weiteren Transformationsversuchen wurde Thiansformation von PLBs in
Flissigkultur und auf Festmedium verglichen. Daleirden zunachst in den Versuchen
Tfvsfll, Tfvsfl2 und Tfvsfl3 (Tab. 2.8) die Mediearianten fest versus flissig bei der
Vorkultur, Kokultur und Selektion (Tab. 2.9) undedkffizienz der Agrobakterienstamme
EHA105 und LBA4404 (EHA/gus, EHA/etr, LBA/gus, LBétf, Tab. 2.11) untersucht. In
den Versuchen Tfvsfl4 und Tfvsfl5 (Tab. 2.8) wurdeasatzlich die Dichte (Ofgy) der
Bakteriensuspension wahrend der Inkubation undDdieer der Kokultur von zwei bis drei
Tagen variiert (Tab. 2.10). Es wurden fur die Velm Tfvsfl4 und TfvsflS der
Agrobakteriumstamm LBA4404 mit den Plasmiden pBligid pBEO210 (LBA/gus und
LBA/etr, Tab. 2.11) verwendet. Als Ausgangsmatefialdie Transformationsversuche Tfvsfl

wurden zerkleinerte PLBs dé&ncidium-Genotypen ONO2 herangezogen.

Die Auswertung des histochemischen GUS-Tests zéigieden Kontrollen des Versuches
Tfvsfll (Tab. 2.8) keinerlei GUS-Expression (Tal8)3 Die Behandlung Tfvsfl-D (Tab. 2.9),
bei der die PLBs auf Festmedium vorkultiviert, kitikiert und selektiert wurden, wies
deutlich die hochste GUS-Expression auf. Bei EHA/Qetrug der prozentuale Anteil GUS-
positiver PLBs nach sechs Monaten immer noch 28n& hei LBA/gus mit signifikantem

Unterschied zu den anderen Behandlungen 20 %. Bimmllungen Tfvsfl-B und Tfvsfl-C,

bei denen die PLBs nach der Kokultur im Licht, bzwa Dunkeln zur Selektion auf
Festmedium plattiert wurden, lie3en deutlich mehiS3oositive PLBs als Variante Tfvsfl-A
beobachten, bei der die PLBs zusatzlich drei Wocherflissigen Selektionsmedium
geschittelt wurden. Die GUS-Expression war zwischdasfl-B und Tfvsfl-C nicht

signifikant verschieden. Den geringsten Anteil Gpt&&itiver Explantate mit bis zu 25 %

nach zwei Monaten wies die Behandlung Tfvsfl-A auf.

Beim Vergleich der GUS-Expression der beiden Agktdér@enstamme wurden bei den
Auswertungen nach zwei und vier Monaten bei LBA44(Q48A/gus) die hoheren
prozentualen Anteile an GUS-positiven PLBs nachgsen, wahrend nach sechs Monaten
tendenziell EHA105 (EHA/gus) eine hohere GUS-Exgimsaufwies (Tab. 3.8).

Die Unterschiede bei der Anzahl ,spots* je Explantavischen den verschiedenen
Behandlungsvarianten waren nach vier und sechs tdonaicht signifikant und damit

insgesamt zu vernachlassigen (Tab. 3.8).
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Tab. 3.8:

Auswertung des histochemischen GUS-Testgus Versuch Tfvsfll des Vergleiches der
Transformation von PLBs in Flissig- und auf Festmeiim (Tab. 2.8) von ON02 mit EHA105, bzw.
LBA4404 und pBI121 (EHA/gus und LBA/gus, Tab. 2.11)zwei, vier und sechs Monate nach der
Transformation. A bis D: verschiedene Transformationsbehandlungenifvsfl, Tab. 2.9. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit n = 20 und die Standardabweichungen Anzahl ,spots* je Explantat (gemittelt Gbee di
Explantate mit ,spots®). Als ,spots* werden die blgefarbten Zellen bezeichnet. Die Anzahlen ,sp¢s”
Explantat, die mit verschiedenen Buchstaben gela@cinzet sind, unterscheiden sich nach dem Bonfefrest
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit vam = 0,05 signifikant. Es wurden jeweils die Behamgdjen A-D mit
demselben Vektor, bzw. der Kontrolle miteinandergliehen. Der histochemische GUS-Test der zwei
Wiederholungen Tfvsfl2 und Tfvsfl3 befindet sich Amhang (Tab. 6.12 und Tab. 6.13).

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
% .Spot” je Expl. % .Spot” je Expl % ,Spot” je Expl
ONO2  A/Kontrolle| 02 00+0,0° 0°? 0,0+0,0° 0° 0,0+0,0?
B/Kontrolle | 0° 0,0+0,0° 0° 00+0,0° 0° 0,0+0,0°
C/Kontrolle | 0°? 0,0+0,0? 0° 00+0,0° 0° 0,0+0,0?
D/Kontrolle| 0° 0,0+0,0° 0° 00+00° 0° 0,0+0,0°
A/EHA/gus | 25° 36+0,7° 3° 1,0+0,0 2 5P 57+1,3°2
B/EHA/gus | 70° 6,1+1,6° 18" 46+1,0° 13 41+08°
C/EHA/gus | 65° 56+1,6° | 13" 34+1,0° 13 35+1,6°
D/EHA/gus | 60° 51+1,9"™ 33° 25+1,1° 28 ° 25+1,3°
A/LBA/gus | 25° 26+0,8°" 5° 25+0,4°2 2° 2,0+0,0°?
B/LBA/gus | 60" 99+33° 28" 45+1,0° 13° 39+0,72
C/LBA/gus | 65°  12,3+3,0° | 25° 6,1+1,4°2 17° 42+0,9°
D/LBA/gus | 90° 38+19" 50 © 1,0+0,0° 20° 1,3+06°

Bei den Versuchen Tfvsfll bis Tfvsfl3 des Vergleishder Transformation von PLBs in

Flussigkultur und auf Festmedium konnte die Integnades gewinschten Geas1-1 ins

pflanzliche Genom mittels PCR-Technik nicht nachigesen werden (Tab. 3.9). Dggs-Gen
hingegen wurde bei einigen Explantaten der Behawgdhariante Tfvsfl-D (Tab. 2.10), der
Transformation von PLBs auf Festmedium, aus dersidren Tfvsfll, Tfvsfl2 und Tfvsfl3

(Tab. 2.8)

erfolgreich

ins

Pflanzengenom

integriertBeim

Vergleich  der

Transformationseffizienz fallt auf, dass der Agrdieaenstamm LBA4404 (LBA/gus) mit bis
zu 8,8 % bessere Raten aufwies als EHA105 (EHA/qus)is zu 6,3 %. Dasptll-Gen
wurde bei den Versuchen Tfvsfll, Tfvsfl2 und Tfastind dort vor allem bei der Behandlung
Tfvsfl-D, die der Transformation von PLBs auf Festhum entspricht, nachgewiesen.

Bei der Behandlungsvariante Tfvsfl-A, bei der dleBB zuséatzlich drei Wochen in flissigem

Selektionsmedium geschittelt wurden, konnte kerf@geeiche Integration des Markergens

gus nachgewiesen werden (Tab. 3.9).
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Tab. 3.9: Nachweis transgener Linien (TL) und defTransformationseffizienz (TE) mittels PCR-Technik

bei den Versuchen Tfvsfll bis Tfvsfl3 (Tab. 2.8) deVergleiches der Transformation von PLBs in Flusgj-

und auf Festmedium von ONO02 sechs Monate nach derrdansformation. Tfvsfl-A bis Tfvsfl-D:
verschiedene Transformationsbehandlungen, TabDa@estellt sind die durchschnittliche Anzahl eisgtzter
PLBs (Anz. PLBs, Kap. 2.4.6), die Anzahl mittels P @etesteter PLBs und jeweils die Anzahl transgener
Linien (TL) und die Transformationseffizienz (TEJirfdie zwei Geneetrl-1 und gus. Die Kombination
Agrobakteriumstamm und Vektor ist in Tab. 2.11&8ich.

Versuch Behandlung Vektor Nr. Anz. getest. etrl-1 gus
PLBs PLBs TL TE [%] TL TE [%]

Tfvsfll Tivsfl-A EHA/gus 240 0 - - - -

LBA/gus 240 0 - - - -

EHA/etr 240 0 - - - -

LBA/etr 240 0 - - - -

Tfvsfl-B EHA/gus 240 0 - - - -

LBA/gus 240 0 - - - -

EHA/etr 240 1 0 0,0 - -

LBA/etr 240 2 0 0,0 - -
Tfvsfl-C EHA/gus 240 3 - - 0 0,0
LBA/gus 240 7 - - 0 0,0

EHA/etr 240 0 0 0,0 - -

LBA/etr 240 1 0 0,0 - -

Tfvsfl-D EHA/gus 240 0 - - - -
LBA/gus 240 9 - - 2 0,8

EHA/etr 240 0 - - - -

LBA/etr 240 0 - - - -

Tfvsfl2 Tfvsfl-A EHA/gus 240 0 - - - -

LBA/gus 240 0 - - - -

EHA/etr 240 0 - - - -

LBA/etr 240 0 - - - -

Tfvsfl-B EHA/gus 240 0 - - - -

LBA/gus 240 0 - - - -

EHA/etr 240 1 0 0,0 - -

LBA/etr 240 0 - - - -

Tfvsfl-C EHA/gus 240 0 - - -
LBA/gus 240 1 - - 0 0,0

EHA/etr 240 3 0 0,0 - -

LBA/etr 240 4 0 0,0 - -
Tfvsfl-D EHA/gus 240 10 - - 2 0,8
LBA/gus 240 12 - - 3 1,3

EHA/etr 240 1 0 0,0 - -

LBA/etr 240 2 0 0,0 -

Tfvsfl3 Tivsfl-A EHA/gus 240 0 - - - -

LBA/gus 240 0 - - - -

EHA/etr 240 0 - - - -

LBA/etr 240 0 - - - -

Tfvsfl-B EHA/gus 240 0 - - - -

LBA/gus 240 0 - - - -

EHA/etr 240 8 0 0,0 - -

LBA/etr 240 2 0 0,0 - -
Tfvsfl-C EHA/gus 240 10 - - 0 0,0
LBA/gus 240 5 - - 0 0,0

EHA/etr 240 0 - - - -

LBA/etr 240 0 - - - -
Tfvsfl-D EHA/gus 240 19 - - 15 7,9
LBA/gus 240 23 - - 21 9,6

EHA/etr 240 0 - - - -

LBA/etr 240 1 0 0,0 - -
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Der histochemische GUS-Test liel3 bei den Kontrotlea Versuches Tfvsfl4 (Tab. 2.8), bei
dem die Dichte (OB der Bakteriensuspension wahrend der Inkubatidersacht wurde,
keinerlei GUS-Expression beobachten (Tab. 3.10¢. Behandlung Tfvsfl-I (Tab. 2.10), bei
der die PLBs auf Festmedium vorkultiviert, kokukitt und selektiert wurden, wies an allen
Auswertungsterminen mit bis zu 82 % die hochste @&Xfression auf. Alle anderen
Behandlungsvarianten Tfvsfl-E bis Tfvsfl-H, bei éen in Flissigmedium vor- und
kokultiviert wurde, die Kokultur zwischen zwei bdrei Tagen und die Bakteriendichte
(ODsog) von 0,1 bis 0,5 variierte, unterschieden sichhingignifikant in den prozentualen
Anteilen GUS-positiver PLBs. Einzig die Variantev3fl-F, bei der die Kokultur zwei Tage
und die Bakteriendichte 0,5 betrug, zeigte einehtehthere GUS-Expression als Tfvsfl-E,
Tivsfl-G und Tfvsfl-H.

Beim Vergleich der Anzahl ,spots” je Explantat usthieden sich die Behandlungen Tfvsfl-
E bis Tfvsfl-I nicht signifikant voneinander (T&k.10).

Tab. 3.10:  Auswertung des histochemischen GUS-Tsstaus Versuch Tfvsfl4 des Vergleiches der
Transformation von PLBs in Flissig- und auf Festmeiim (Tab. 2.8) von ON02 mit EHA105, bzw.
LBA4404 und pBI121 (EHA/gus und LBA/gus, Tab. 2.11)zwei, vier und sechs Monate nach der
Transformation. F bis I: verschiedene Transformationsbehandlungeniivsfl, Tab. 2.10. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit n = 20 und die Standardabweichungen Anzahl ,spots* je Explantat (gemittelt Gbee di
Explantate mit ,spots®). Als ,spots* werden die blgefarbten Zellen bezeichnet. Die Anzahlen ,sp¢s”
Explantat, die mit verschiedenen Buchstaben gela@cinzet sind, unterscheiden sich nach dem Bonfefrest
mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit van= 0,05 signifikant. Der histochemische GUS-Test\dkederholung
Tfvsfl5 befindet sich im Anhang (Tab. 6.14).

2 Monate 4 Monate 6 Monate

Anzahl Anzahl Anzahl
% .Spot” je Expl. % .Spot” je Expl % .Spot” je Expl

ONO02 E / Kontrolle 0° 0,0+0,0° 0° 0,0+0,0° 0° 0,0+0,0°
F / Kontrolle 0 0,0+0,0° 0 0,0+0,0° 0 0,0+0,0°
G / Kontrolle 0° 0,0+0,0° 0° 0,0+0,0° 0° 0,0+0,0°
0 0 0
0 0 0

H / Kontrolle a 0,0+0,0? a 0,0+0,0° & 0,0+0,0?
| / Kontrolle a 00+0,0°2 a 0,0+0,0° a 00+0,0°2
E/LBA/gus | 50° 62+1,6" 18° 47+16° 17° 32+1,0°
F/LBA/gus | 60° 54+1,9° 23" 47+1,7° 22" 55+1,2°
G/LBA/gus | 35° 63+1,6" 25° 6,3+1,4°" 20° 45+09°"°
H/LBA/gus | 35° 34+0,8"° 30° 65+1,3° 18° 43+15"
|/LBA/gus | 82° 26+12° 33" 22+12°" 32° 34+19"
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Die Integration des gewtnschten Getrd-1 konnte bei den Versuchen Tfvsfl4 und Tfvsfl5
(Tab. 2.8) des Vergleiches der Transformation vooB< in Flussigkultur und auf
Festmedium erneut nicht nachgewiesen werden (Tab).3asgus-Gen hingegen wurde bei
den Versuchen Tfvsfl4 und Tfvsfl5 jeweils bei degiandlungsvariante Tfvsfl-l und damit
bei der Transformation von PLBs auf Festmedium lgréich mittels PCR-Technik
amplifiziert. Die Transformationseffizienz betrugibrfvsfl4 2,0 % und bei Tfvsfl5 4,0 %.
Eine unvollstandige Ubertragung der T-DNA, die duden Nachweis desptll Gens bei
mehreren Explantaten als jenen mit Zielgen belegirde;, konnte auch bei dieser

Versuchsreihe aufgezeigt werden.

Tab. 3.11: Nachweis transgener Linien (TL) und derTransformationseffizienz (TE) mittels PCR-
Technik bei den Versuchen Tfvsfl4 und Tfvsfl5 (Tab2.8) des Vergleiches der Transformation von PLBs
in Flussig- und auf Festmedium von ONO2 zwei, viaund sechs Monate nach der TransformationTfvsfl-E
bis Tfvsfl-I: verschiedene Transformationsbehandem Tab. 2.10. Dargestellt sind die durchschoitdi
Anzahl eingesetzter PLBs (Anz. PLBs, Kap. 2.4.6¢ Anzahl mittels PCR getesteter PLBs und jeweiés d
Anzahl transgener Linien (TL) und die Transformaseffizienz (TE) fir die zwei Gengirl-1 und gus. Die
Kombination Agrobakteriumstamm und Vektor ist inbT@.11 ersichtlich.

Versuch Behandlung Vektor Nr. Anz. getest. etrl-1 gus
PLBs PLBs TL TE [%] TL TE [%]
Tfvsfll Tfvsfl-E LBA/gus 300 0 - - - -
LBA/etr 300 1 0 0,0
Tvsfl-F LBA/gus 300 0
LBA/etr 300 0
Tvsfl-G LBA/gus 300 0 -
LBA/etr 300 5 0 0,0
Tfvsfl-H LBA/gus 300 0
LBA/etr 300 0 -
Thvsfl-I LBA/gus 300 19 6 2,0
LBA/etr 300 0 -
Tfvsfl2 Tivsfl-E LBA/gus 300 1 - 0 0,0
LBA/etr 300 2 0 0,0 -
Tfvsfl-F LBA/gus 300 0 -
LBA/etr 300 1 0 0,0 -
Tfvsfl-G LBA/gus 300 1 - - 0 0,0
LBA/etr 300 3 0 0,0 -
Tfvsfl-H LBA/gus 300 2 - 0 0,0
LBA/etr 300 1 0 0,0 - -
Tivsfl-I LBA/gus 300 23 - 12 4,0
LBA/etr 300 2 0 0,0

Die Versuche Tfvsfl, bei denen die Transformatioon WLBs in Flussigkultur und auf
Festmedium verglichen wurde, zeigten eindeutigs adie Transformationseffizienz bei der
Transformation von PLBs auf Festmedium am héchsten(Tab. 3.8, Tab. 3.10). Der Erfolg
dieser Behandlung wurde sowohl durch den histockemen GUS-Test als auch mittels PCR-
Technik bestatigt (Tab. 3.9, Tab. 3.11).
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3.3.5 Transformation der PLBs von Oncidium und Odontoglossum in Flissigkultur

Die weiteren Versuche konzentrierten sich auf detumefaciens-vermittelten Gentransfer
von PLBs in Flussigkultur mit Hilfe einer Ultrasdhehandlung oder einer
Vakuuminfiltration. Die Transformation von PLBs Hilssigkultur stellte aus der Sicht des
Anwenders eine sehr einfache und schnelle Methadel@hs Ausgangsmaterial, PLBs aus
der Flussigkultur, war aus den Regenerationsveesuafit Blattmaterial (Kap. 3.2.4) und die
erfolgreiche Vermehrung dieser PLBs in Flussigmed{iap. 3.2.5) in ausreichender Menge

vorhanden.

Transformation mit Hilfe der Ultraschallbehandlung

Mit Hilfe einer zusétzlichen Ultraschallbehandlungrde versucht, PLBs in Flissigkultur zu
transformieren und dadurch die Transformationszaterhdhen. Die Parameter der Versuche
TflU (Transformation flissig mit Ultraschall) sindler Tab. 2.8 zu entnehmen. Die
Behandlungsdauer der Ultraschallbehandlung wurd®ni, 10, 30 und 60 Sekunden variiert.

Fir diese Untersuchung wurde @cidium-Genotyp ONO2 verwendet.

Die Dauer der Ultraschallbehandlung wirkte sich ngigant auf das Ergebnis im
histochemischen GUS-Test aus (Tab. 3.12). Mit zometder Behandlungsdauer wurden
auch mehr blau gefarbte Zellen erfasst (Abb. 3.Z23bei unterschied sich nach zwei
Monaten die Versuchsvariante ohne Ultraschallbelagdim prozentualen Anteil GUS-
positiver Zellen signifikant von der 30 und 60 Se#ten andauernden Behandlung. Weder die
Behandlungen von 5 und 10 Sekunden mit 35 %, bd&wbodblau gefarbter PLBs, noch jene
von 30 und 60 Sekunden mit 65 %, bzw. 60 % positxedS-Expression unterschieden sich
signifikant voneinander. Damit zeigte sich nach izwklonaten eine optimale
Ultraschallbehandlung von 30 Sekunden, die laut destochemischen GUS-Test eine
deutlich bessere Transformationsrate erwarten Nea@h vier und sechs Monaten liel3en sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Bdhagsdauern beobachten. Der
prozentuale Anteil an GUS-positiven Explantaten yetoch mit bis zu 18 % deutlich
geringer als nach zwei Monaten. Die mit Ultraschdldehandelten Kontrollen
(KO/K5/K10/K30/K60) unterschieden sich an allenidkeswertungsterminen aufgrund ihrer
fehlenden GUS-Expression signifikant von den and&ehandlungen.
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Tab. 3.12:  Einfluss einer Ultraschallbehandlung aufdas Ergebnis des histochemischen GUS-Tests aus
Versuch TflU3 (n = 20, Tab. 2.8) von ONO2 mit LBA4@4 und pBI121 (LBA/gus) zwei, vier und sechs
Monate nach der Transformation. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standamd@ichungen der Anzahl
»Spots” je Explantat (gemittelt Gber die Explantaiét ,spots”). Als spots werden die blau gefarbtellen
bezeichnet. Die Anzahlen ,spots* je Explantat, dit verschiedenen Buchstaben gekennzeichnet sind,
unterscheiden sich nach dem Bonferroni Test mierelrrtumswahrscheinlichkeit voa = 0,05 signifikant.
KO/K5/K10/K30/K60: Kontrolle mit 0, 5, 10, 30 undd6Sekunden Ultraschallbehandlung. Der histochergisch
GUS-Test der beiden Wiederholungen TflUl und Tfté®indet sich im Anhang (Tab. 6.4 und Tab. 6.5).

2 Monate 4 Monate 6 Monate

Anzahl Anzahl Anzahl
Behandlungsdauer [s] [%] ,spot‘je Expl. [%] ,spot‘je Expl. [%] ,spot*je Expl.

KO/K5/K10/K30/K60 0? 0,0 £0,0° 0? 0,0 £0,0° 0? 0,0+0,0°

0 10°  35+1,1° 5P 20+0,7 7° 23+0,6
5 35 23+06° 5° 35+1,1° 13" 5314
10 40 18+0,7 8" 47+08 12° 39%07
30 65° 52+15 8" 53+1,3% 18" 54+16
60 60° 48+14° 13" 44+13 18" 49+14

]

Abb. 3.22:  Histochemischer GUS-Test der PLBs von O sechs Monate nach der Transformationa)
und b) ONO2 mit EHA105 und pBI121, ¢) ONO2 mit EH)SL und pIBGUS. Die Balken zeigen einen
Langenstandard von 0,5 cm.

Der Nachweis auf Insertion des gewunschten Gengiilaszliche Genom mittels PCR-
Technik ergab bei der Transformation mit Hilfe d#traschallbehandlung keine Integration
der Geneetr1-1 undgus ins pflanzliche Genom. Die Insertion dell-Gens wurde bei den

Versuchen TflU2 und TflU3 teilweise mittels PCR-Ayse nachgewiesen.
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Transformation mit Hilfe der Vakuuminfiltration

Der Einfluss einer Vakuuminfiltration wurde in emeweiteren Transfromationsversuch mit
Flissigkulturen von PLBs gepruft. Die Kontrollen O)K1/K2/K4) unterschieden sich an
allen drei Auswertungsterminen aufgrund ihrer falEn GUS-Expression signifikant von
den anderen Behandlungen (Tab.3.13). Die transtotem PLBs mit und ohne

Vakuuminfiltration (0, 1, 2 und 4 Minuten) lieReerilder zweiminutigen Behandlungsdauer
eine geringfligig hohere GUS-Expression beobacldase Beobachtung konnte allerdings

nicht statistisch belegt werden.

Tab. 3.13:  Einfluss einer Vakuuminfiltration auf den histochemischen GUS-Test aus Versuch TflV8
(n =20, Tab. 2.8) von ONO2 mit LBA4404 und pBI12{LBA/gus) zwei, vier und sechs Monate nach der
Transformation. Dargestellt sind die Mittelwerte und die Standamd@ichungen der Anzahl ,spots” je
Explantat (gemittelt Gber die Explantate mit ,spptals spots werden die blau gefarbten Zellen ednget. Die
Anzahlen ,spots” je Explantat, die mit verschiedemaichstaben gekennzeichnet sind, unterscheidamsich
dem Bonferroni Test mit einer Irrtumswahrscheirkieih vono = 0,05 signifikant. KO/K1/K2/K4: Kontrolle mit

0, 1, 2 und 4 Minuten Vakuum Infiltration. Der lishemische GUS-Test der beiden Wiederholungen TflV2
und TfIV3 befindet sich im Anhang (Tab. 6.6 und T&kY).

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
Behandlungsdauer [min]  [%] ,spot‘je Expl. [%] ,spot‘je Expl. [%] ,spot‘je Expl.
KO/K1/K2/K4 0® 0000 0* 00+00° 0*® 0000
0 45° 52+17  3° 1,0+0,0° 5° 2,7+08
1 55 50%15  5° 25+0,4 7° 50+0,5
2 70°  6,9+14 20° 45+%22* 10° 38%07
4 55° 64+17 20° 38#+14 8" 52 +1,6

Bei der Transformation mit Hilfe einer Vakuuminfdtion konnte bei keiner Wiederholung
und Behandlung die Integration der Gestel-1 und gus ins Genom mittels PCR-Technik
nachgewiesen werden. Eine Uberprifung der Insediesnptll-Gens wurde durchgefihrt
und nur bei der vierminitigen Vakuum Infiltratioreilm Versuch TflV1l nachgewiesen.

Moglicherweise wurde die T-DNA bei diesem Explamtat teilweise ins Genom integriert.
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3.4 Vergleich verschiedener DNA- und RNA-Isolierungsmétoden

Die DNA-Isolierung erfolgte in groiem Umfang zuefdifizierung transgener Sprosse. Aus
diesem Grund wurden mehrere DNA-Isolierungsverfahverglichen, um eine mdglichst

einfache und schnelle Methode zu etablieren, die kohe Ausbeute an DNA liefert.

Die Ergebnisse der DNA-Isolierungen aus In-vitr@tBhaterial von ONO02 mit den
verschiedenen Verfahren (Kap. 2.5.1), mit dem kit Birma Qiagen, nachdROKHOV UND
KLOCKE (1997) und ®EN ET AL. (1998) sind in Tab. 3.14 dargestellt. Die dettllmesten
Ergebnisse mit einer geringen Standardabweichungdemu mit dem Verfahren nach
DOROKHOV UND KLOCKE (1997) mit einer durchschnittlichen DNA-AusbeutenviO5 g / g
Frischmasse erzielt. Die DNA-Ausbeuten der Isohgayverfahren nachHEN ET AL. (1998)
und mit dem Kit der Firma Qiagen fielen mit 55, bAV pg / g deutlich niedriger aus. Die
Standardabweichung der Methode naclelCET AL. (1998) war aul3erdem etwas hoher als
jene des Kits und nachdRokHOV UNDKLOCKE (1997).

Die DNA-Isolierung nach DrRokHOV UND KLOCKE (1997)wurde als sehr gut im Vergleich
zu den anderen beiden untersuchten Methoden befuddesie zum einem eine sehr hohe
DNA-Ausbeute lieferte und zum anderen einfach, stthnpreisglinstig und ohne
gesundheitsschadliche Chemikalien durchgefuhrt @ekdbnnte (Tab. 3.14).

Tab. 3.14: Vergleich der DNA-Ausbeuten der verschigenen DNA-Isolierungsverfahren aus In-vitro-

Blattmaterial von ONO2. Dargestellt sind die Einwaage zu Beginn der Isotigr die einzelnen Werte aus vier
Isolierungen in pg/g Frischmasse, der Mittelwed die Standardabweichungidh.: Wiederholung.

Kit (Qiagen) DDROKHOV UND CHEN ET AL.

KLOCKE (1997) (1998)
Einwaage [mq] Wdh. 100 20 300
DNA-Ausbeute Wdh.1 21 118 58
[mg DNA/ g Frischmasse] Wdh.2 11 110 40
Wdh.3 18 105 73
Wdh.4 17 88 46
Mittelwert 17+2,1 105+ 6,3 55+79
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Orchideen besitzen einen hohen Gehalt an phenehs8hbstanzen und Polysacchariden, die
die Isolierung der RNA aus Bluten-, Knospen- unatBhaterial erschweren. Aus diesem

Grund wurden verschiedene RNA-Isolierungsmethodémhae Eignung untersucht.

In Tab. 3.15 sind die Ergebnisse der IsolierungRA aus Blutenmaterial von ONO2 mit
den verschiedenen Verfahren (Kap. 2.5.1), mit dend& Firma Invitek, nach MHLHARDT
(2002), YU UND GOH (2000) und KRIEG (1996) dargestellt. Die hochste Ausbeute erzidte
Verfahren nach MHLHARDT (2002) mit durchschnittlich 218 pg RNA / g Frischsse. Die
Ertrdge der Ubrigen lIsolierungsverfahren fielen dutchschnittlich 190, 167 und 90 pg/g
Frischmasse entsprechend dem Kit der Firma Invideky Verfahren nadkrIEG (1996) und
dem Protokoll nach ¥ uND GoH (2000) niedriger aus.

Zu beachten waren allerdings die hohen Standardebwegen bei Verwendung des Kits und
der Verfahren nach WHLHARDT (2002) und Y uND GoH (2000). Die Standardabweichung
der RNA-Isolierung nach KEG (1996) hingegen war deutlich niedriger, und diethode
lieferte damit stabilere Ertrage (Tab. 3.15).

Tab. 3.15: Vergleich der RNA-Ausbeute der verschiszhen RNA-Isolierungsverfahren aus der Blite

von ONO2-Topfpflanzen.Dargestellt sind die Einwaage zu Beginn der Isoligt die einzelnen Werte aus vier
Isolierungen in pg/g Frischmasse, der Mittelwed die Standardabweichung.

Kit (Invitek) MUHLHARDT YUUNDGOH KRIEG (1996)

(2002) (2000)
Einwaage [mq] wdh. 30 100 100 1.000
RNA-Ausbeute Wdh.1 30 107 51 122
[ug RNA / g Frischmasse] Wdh.2 330 266 67 191
Wdh.3 133 190 176 167
Wdh.4 268 307 67 187
Mittelwert 190 + 67 218+ 44 90 + 29 167 £ 16
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3.5 Kilonierung des Promotors PeMADSS5 und destrl-1-Gens in pCambia

Der Promotor des bereits vorhandenen Vektors pBBO&Ammt ausPetunia hybrida.
Aufgrund der Tatsache, daBgtunia mit der Orchidee nur sehr weit entfernt verwarsdy i
konnte es fur die Expression des Gens von Vorggil, svenn der Promotor, der das Zielgen
induziert, aus dem Orchideengenom entstammt. Eiterge Grund fir die Konstruktion
eines neuen Vektors war die Verwendung eines Ptiesnbei dem zuerst das jeweilige Gen
und dann der Selektionsmarker Ubertragen wird, wamvollstandige Ubertragungen der

T-DNA bereits friihzeitig ausgemerzt werden kdnnen.

Fur die Konstruktion des neuen Vektors pCambiaPel@B&rl-1 wurden zum einem der
Promotor des MADS-Box-GerReMADSb ausPhalaenopsis equestris und zum anderen der
mutierte Ethylenrezeptoetrl-1 von Arabidopsis thaliana aus dem bereits vorhandenen
Vektor pPBEO210 bendtigt. Die Klonierung des VektpBambiaPeMADS5etrl-1 erfolgte in
zwei Schritten. Die Sequenz der PromotorregionMA®S-Box-Gens (Accessionsnummer
AY496050) war bereits bekannt und somit konnterzigigehe Primer fur die Amplifikation
des Promotors Uber PCR-Technik abgeleitet werdap. dewiinschte Promotorsequenz
konnte allerdings erst amplifiziert werden, als datisense Primer aus dem kodierenden
Bereich des MADS-Box-GerRReMADSS abgeleitet wurde.

Mit den geeigneten Primern ProlPeMADS5 s und Prod286 as wurde ein 1.139 bp
groRes Amplikon amplifiziert, das zuséatzlich zu deromotorsequenz auch noch ein
Fragment kodierenden Bereiches enthielt. Zur Ulidupg der gewiinschten Sequenz wurde
das Amplikon inE. coli kloniert, die Plasmid-DNA isoliert und diese seagiert. Der
Vergleich des Amplikons mit der Sequenz aus dereflzdnk ergab eine sehr gute
Ubereinstimmung bis zur Base 950. Nach dieser Basenten einige Unterschiede
beobachtet werden (siehe Abb. 3.23), die aufgruner anangelnden Sequenziergenauigkeit
ab circa 800 bp laut dem Anbieter (MWG Biotechgtabel sind.
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Amplikon  ---------- AAGGGT CCCTCAGGGAAGCTCTCTGAAG 50
Pe MADS5 ATTTGGTA! AAGGGTCCCTCAGGGAAGCTCTCTGAAG 120
khkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkk*x*x*%x
Anpl i kon AGTTTAGAAGGCCTCAGTGAAAAATTTTTTTACCACCCCTCTCCATGGCCGT GAGGGGTA 110
PeMADS5 AGTTTAGAAGGCCTCAGTGAAAAATTTTTTTACCACCCCTCTCCATGGCCGT GAGGGGTA 180
khkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhhhhkhkhkhhkhkhkhhkhhkhhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkxkx*x*%x
Anpl i kon GATTTTATAGAAAATGACTATAAGGATGCTTAGCT GGCCAATTGAGAGCT TAGCCCCACT 170
PeMADS5 GATTTTATAGAAAATGCCTATAAGGAT GCT TAGCT GGCCAATTGAGAGCT TAGCCCCACT 240
Ampl i kon GCTTAGGT GTCAAACAGAGGGEGT CCTCAGCTCAATTCGAGCTGAGGTGGCCTCTTGGCAT 230
PeMADS5 GCTTAGGT GTCAAACAGAGGGEGT CCTCAACTCAATTCGAGCT GAGGTGECCTCTTGGCAT 300
Ampl i kon GAATTTGGGT TCTAACCATGTGGGGEGECTCACGGT TTTGAGCTTTAGCTTGGGT TAAGGTG 290
Pe MADS5 GAATTTGGGT TCTAACCATGTGGGGEGECTCACGGT TTTGAGCTTTAGCTTGGGT TAAGGTG 360
Ampl i kon GTTAACCAAGACTTGAACCATGGT TAAGGT TTATGATGCTTAGTAAAAATGACATCATAG 350
Pe MADS5 GTTAACCAAGACTTGGACCATGGT TAAGGT TTATGATGCTTAGTAAAAATGACACCATAG 420
Anpl i kon AGTTTAGACATGI GGTATGACAAGTACATTGATTTAACCTCCTTATTATCTCTTTAAAAG 410
Pe MADS5 AGTTTAGACATGT GGTATGACAAGTACATTGATTTAACCTCCTTATTATCTCTTTAAAAG 480
khkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhkhhhhkhhhhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkxk*x*%
Anpl i kon CTTTTTTCAAAAATTTACCCATGCGATAAATATCAAGCCTAACCATGGGT TGATGACTGG 470
PeMADS5 CTTTTTTCAAAAATTTACCCATGCGATAAATATCAAGCCTAACCATGGGT TGATGACTGA 540
khkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhkhhkhhhkhkhkhhkhkhkhkhhhhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkx*x*%x
Anpl i kon CTTGGAACTCAACCCTAGGGT CTAAGGT GAGT CAAGGTAGAGCTCATTTGACCATACCAA 530
PeMADS5 CTTGGAACT CAACCCTAGGGT CTAAGGT GAGT CAAGGTAGAGCTCATTTGACCATACCAA 600
khkkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkhhkhkhhkhkhkhhhkhkhkhkhkhkhhkhhkhhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk*x*%x
Ampl i kon GCTTAATTGGT TTGGATTTGGT CATAAGT CCAAAATGGTGT TCATGACCAAATCTTGTGT 590
PeMADS5 GCTTAATTGGT TTGGATTTGGT CATAAGT CCAAAATGGTGT TCATGACCAAATCTTGIGT 660
Ampl i kon TTGGECTAGGT TAGGCATGT CAATTGGCCCACATGT CTAAACCACATGT TCCATTTCGCT 650
Pe MADS5 TTGEECTAGGT TAGGCATGT CAATTGGCCCACATGT CTAAAGCACATGT TCCACTTCGCT 720
Ampl i kon TTCACAGAGAAGGAAATCACTTTCACTTAGGGAAACTTTAGCTTTTGCAATCTCTCCCTA 710
Pe MADS5 TTCACAGAGAAGGAAATCACTTTCACTTAGGGAAACTTTAGCTTTTGCAATCTCTCCCTA 780
Anpl i kon AAGTGGAATTCCTTCTTCGTCTTCATCTTCTTCATCCGCTCCTCTCCACAACATCCAGIC 770
Pe MADS5 AAGTGGAATTCCTTCTTCCTCTTCATCTTCTTCATCCGCTCCTCTCCACAGCATCCAGTC 840
khkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk,k *hkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkk*x*x **k*k*k*k*k*k*x*%x
Anpl i kon TCCACTAACTGCCTCTTTATCACTTTAAAAATCCCTCCTTTTTCACTTTCTACGTATGCG 830
PeMADS5 TCCACTAACTGCCTCTTTATCACTTTAAAAATCCCTCCTTTTACACTTTCTACGTATGCG 900
khkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhkhkhkhhkhhkhhkhkhhkhkhkkhkk*x **khk*kk*kkk*kkkk*x*x*x*x*%x
Anpl i kon GGCCTTCACCACCCATTGAATTGTAGAACACGACTTTGI TGCCT TTCACGCCGAGAGAGA 890
PeMADS5 G- CCTTCACCACCCATTGAATTGTAGAACACGACTTTGITGCCT TTCAGGCCGAGAGAGA 959
* Kkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhk*x*x **k*kkkkk*x*k*x*%x
Ampl i kon GGGAGAGGCAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAAGT TGAATTTGT GGCTGAAAGTAGCTA 950
PeMADS5 GGGAGAGGCAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAG - - - TGAATTTGT G CTGAAGGAAGCTA 1014
Ampl i kon AACGCEEEGET TCGAGCGAAT GCCCGAGAGGTAAGAT CAGAATCAGAAGAATGGAAATTCC 1010
Pe MADS5 A- - - GCEEEGT GGAGCGAAT GEEG- AGAGCGAAGATAGAGATAAAGAAGATAGAGAATCC 1070
Ampl i kon AACAGCCAG- CAAGTACCGTATTCAAAGAGGCGACCTGG- ATCATGAATATGCTAAAGGA 1068
Pe MADS5 AACAAGCAGGCAAGTAACGT AT TCAAAGAGGCGACT TGGGATCATGAAGAAGGCAGAGGA 1130
Anpl i kon ACTCACAG- GCTCTGCGACGCC- - ACTCTCAACTAA- ATATCTTTCAGCTCCG: - - - - - 1118
Pe MADS5 ACTCACAGT GCTCTGCGACGCTCAACTCTCACTCATCATCT TCTCAAGCT CCGGCAA! 1190
kkkkkhkkhkkk *kkkkkkkkkkk*x *kkkk k% * * % % * *kkkkk*k
Amplikon AGCKIACGIANCCCACEINS- - - - - - AAGGCCAATTCCACACTGECGECGITACCTATGIG 1170
Pe MADS5  TCCACAGACGT TAAAGATATAGT TGAGAGGT - ACCAAAATG 1249
* % % * * k k k% * % * % * % % % % *%k **k%k % * %

Abb. 3.23:  ClustalW Alignment der Nukleotidséduresegenzen der Promotorregion und des MADS-Box-
Gens PeMADS5 mit der Sequenz des Uber ProlPeMADS5 s und ProPeNDS5_as amplifizierten
Amplikons von Phalaenopsis equestris. Die Primersequenzen ProlPeMADS5_s und ProPeMADS$ndsot,

die Primersequenz PeMADS5Pro2b_as ist blau undBaginn der Gensequenz gelb hinterlegt. Die Sterne
geben eine Ubereinstimmung der Nukleotide beidgu&ezen an.
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Aus der soeben beschriebenen Plasmid-DNA wurde imene zweiten Schritt die
Promotorregion mit den Primern ProlPeMADS5b_s uetIARDS5Pro2b _as (Abb. 3.23)
mittels sticky end-PCR amplifiziert, wobei den Enden des Amplikons e di
RestriktionsschnittstelleRstl und Sall hinzugefugt wurden. Diese beiden Restriktionsemzy
wurden aus der "multiple cloning site" des PlasmmSambia 2300 ausgewé&hlt und
ermoglichten den Einbau des Promotors in der gentiRichtung. Der amplifizierte Promotor
umfasste zusammen mit den Restriktionsstellen 9010e GréRe des Amplikons wurde

mittels Agarose-Gelelektrophorese bestatigt.

Gleichzeitig wurde das Plasmid pCambia 2300 mitteises Doppelverdaus mit den
RestriktionsenzymerPstl und Sall restringiert. Ein Teil des Restriktionsverdaus reei

gelelektrophoretisch aufgetrennt und die Fragméfigiberpruift.

Anschliel3end wurden das restringierte pCambia-Rthemd das Amplikon aus deticky
end-PCR miteinander ligiert. Fir die Ligation wurden areifacher Uberschuss an Insert-
DNA verwendet. Der Erfolg deE. coli Transformation wurde mittelsolony-PCR mit den
spezifischen Primern der vorangegangestasky end-PCR Uberprift. Aus der gewtlinschten

Kolonie wurde die Plasmid-DNA isoliert und mit dédlamen pCambiaPeMADSS5 versehen.

Der nachste Schritt bestand in der Klonierung d#sl-1-Gens aus pBEO210 in
pCambiaPeMADSS5. An beiden Enden @ad-1-Gens befand sich die SchnittsteBamHl,

die auch in der "multiple cloning site" des Vekt@€ambia 2300 vorzufinden war. Aus
diesem Grund wurde zunéchst das Plasmid pCambiaP&8Amit BamHI gedffnet und
dephosphoryliert. Gleichzeitig wurde der Vektor gBEO mitBamHI restringiert und der
Ansatz wurde mit einem Langenmarker als Kontrolké @in Gel aufgetragen. Nach dem
Ausschneiden der Bande des1-1-Fragments aus dem Gel wurde dieses aufgereinigt.
Aufgrund der geringern Ausbeute an DNA wurden diggereinigten Fragmente aus

verschiedenen Restriktionsansatzen eingedampftiamdt der DNA-Gehalt erhoht.

Nach diesen Vorbereitungen wurden die restringiefésmid-DNA pCambiaPeMADS5 und
das aufgereinigtetr1-1-Fragment Uber Nacht bei 14°C ligiert. Fur die Liga wurde ein
dreifacher Uberschuss an Insert-DNA verwendet. Alis@end wurde der Ligationsansatz in
E. coli transformiert. Die Uberpriifung der gewiinschtendda erfolgte mittelsolony-PCR
mit dem spezifischen sense-Primer aus dem ProrRedMAD S5 (ProlPeMADSS s, Tab. 2.5)
und dem antisense-Primer aafisl-1 (fbpetrl-1_as, Tab. 2.5). Dadurch wurde die Kaamit
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dem Insert in der richtigen Richtung ausgewahle Giro3e des Amplikons wurde mittels

Agarose-Gelelektrophorese bestétigt. Aus der Kelanit den gewinschten Eigenschaften
wurde nach einer UNK das Plasmid isoliert und segiggt. Der Ubergang zwischen der

Promotorsequenz und deer1-1-Gen war dabei von besonderer Bedeutung, weshalb di
Primer fir die Sequenzierung so gewahlt wurdens dier Ubergang noch im genauen

Sequenzierbereich lag.

Der Vergleich des PromotoBeMADS5 und desetrl-1-Gens mit der Sequenz des neu
konstruierten Vektors pCambiaPeMADS5etrl1-1 ergaie eiehr gute Ubereinstimmung bis
zur Base 1000. Nach dieser Base wurden einige shftiexde beobachtet (Abb. 3.24), die
aufgrund einer mangelnden Sequenziergenauigkairad 800 bp laut dem Anbieter (MWG
Biotech) tolerierbar sind. Der antisense Primer Zmplifizierung des Promotors wurde in
der nachfolgenden Abbildung Abb. 3.24 grin untdri®jes zeigte den exakten Einbau des
sticky end-Produktes. Die grau unterlegte Basenabfolge zedgten Bereich der "multiple
cloning site". Die RestriktionsschnittstelgamHI wurde gelb unterlegt und wies auf den
Beginn desetrl-1-Gens hin. Mit dem Vergleich der Sequenzen in AbB4 wurde der
Ubergang des Einbaus des Promotors ReMADS5 und desetrl-1-Gens gezeigt und die

erfolgreiche Klonierung bewiesen.
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Pr onot or PeMADS5 AGGT B CAACACACEEEIEENEA /CT CAATTCGAGCTGAGGTGGECCTCTTGGCATGAAT 240
Sequenzi erung  sesseessssssesssesseeseoeas GGACCTAGCTGAG TGGC- TCTTGGCATGA- T 29
* kkkkkkk kkhkkk kkkkkkkkkkk *x
Pr onot or PeMADS5 TTGGGTTCTAACCAT GT GGGGGCT CACGGT TTTGAGCT TTAGCT TGGGT TAAGGTGGTTA 300
Sequenzi er ung TTGGGTTCTAACCAT GT GGGGGCT CACGGT TTTGAGCT TTAGCT TGGGT TAAGGTGGTTA 89
khkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhhhhhhhhkhkhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkk*x*x*%x
Pr onot or PeMADS5 ACCAAGACTTGGACCAT GGT TAAGGT TTAT GATGCTTAGT AAAAAT GACACCATAGAGTT 360
Sequenzi er ung ACCAAGACTTGAACCAT GGTTAAGGT TTATGATGCTTAGTAAAAAT GACATCATAGAGTT 149
Pr onot or PeMADS5 TAGACATGTGGTATGACAAGTACATTGATTTAACCTCCTTATTATCTCTTTAAAAGCTTT 420
Sequenzi er ung TAGACATGT GGTATGACAAGTACATTGATTTAACCTCCTTATTATCTCTTTAAAAGCTTT 209
Pr onot or PeMADS5 TTTCAAAAATTTACCCATGGGATAAATATCAAGCCTAACCATGGGT TGATGACTGACTTG 480
Sequenzi er ung TTTCAAAAATTTACCCATGGGATAAATATCAAGCCTAACCATGGGT TGATGACTGGCTTG 269
Pr onot or PeMADS5 GAACTCAACCCTAGGGT CTAAGGT GAGT CAAGGTAGAGCTCATTTGACCATACCAAGCTT 540
Sequenzi er ung GAACTCAACCCTAGGGT CTAAGGT GAGT CAAGGTAGAGCTCATTTGACCATACCAAGCTT 329
Pr onot or PeMADS5 AATTGGTTTGGATTTGGT CATAAGT CCAAAAT GGT GTTCATGACCAAATCTTGTGTTTGG 600
Sequenzi er ung AATTGGTTTGGATTTGGT CATAAGT CCAAAAT GGTGTTCATGACCAAATCTTGTGTTTGG 389
khkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhkhkhkhkhkhkhhkhhkhkhkhkhkhhhhhhhkhhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk*x*%x
Pr onot or PeMADS5 GCTAGGT TAGGCATGT CAATTGGCCCACATGT CTAAAGCACATGT TCCACTTCGCTTTCA 660
Sequenzi er ung GCTAGGT TAGGCATGT CAATTGGCCCACATGT CTAAACCACATGT TCCATTTCGCTTTCA 449
khkkhkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhkkhkk*x *hkkkkkhkhkk*x*x **k*k*k*k*k*x*x*x*%x
Pr onot or PeMADS5 CAGAGAAGGAAATCACT TTCACT TAGGGAAACT TTAGCTTTTGCAATCTCTCCCTAAAGT 720
Sequenzi er ung CAGAGAAGGAAATCACT TTCACT TAGGGAAACT TTAGCT TTTGCAATCTCTCCCTAAAGT 509
khkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhkhhkhkhhhkhhkhkhkhkhkhkhhkhhhkhhhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkkkkkkk*x*%x
Pr onot or PeMADS5 GGAATTCCTTCTTCCTCTTCATCTTCTTCATCCGCTCCTCTCCACAGCATCCAGTCTCCA 780
Sequenzi er ung GGAATTCCTTCTTCGTCTTCATCTTCTTCATCCGCTCCTCTCCACAACATCCAGTCTCCA 569
Pr onot or PeMADS5 CTAACTGCCTCTTTATCACTTTAAAAATCCCTCCTTTTACACTTTCTACGTATGCGGCCT 840
Sequenzi er ung CTAACTGCCTCTTTATCACTTTAAAAATCCCTCCTTTTTCACTTTCTACGTATGCGGCCT 629
Pr onot or PeMADS5 TCACCACCCATTGAATTGTAGAACACGACT TTGITGCCT T TCAGGEEEAGAGAGAGGATC 900
Sequenzi er ung TCACCACCCATTGAATTGTAGAACACGACT TTGITGCCT T TCAGGGECAGAGAGA- - - - - 684

L R R R R R

GGGAGAGGCAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAAGT GAAT T TGT GCT GAAGGAAGCT AAGGGEGEGEGT GGAGGGAAT GGGGAGAGGCAAGA
TTGGAGATAAAGAAGATAGAGAAT CCAACAAGCAGGCAAGT AACGT AT TCAAAGAGGCGACT TGGGAT CATGAAGAGGCAGAGGAATC
ACAGT GCTCTGCGACGCTCACTCTCACTATCATCT TCTCAAGCT CCGCGAGGTAGCTGATTTCT TGCGGECCCTAAGGCGAATTCCATC

ACACTGGCCGCCGT TACTAGT
etrl-1 GGATCCTCTTCTCCGATCAATTCTTCCCAAGTAAGCTTCTTCTTCCTCGATTCTCTCCTC 60
Sequenzi er ung GGATCCTCTTCTCCGATCAATTCTTCCCAAGTGAGCTCCTTCTTC- TCGATTCTCTTCTC 1028
khkkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk*x **k**x **kkkk*k*x*x **k*k*k*k*k*k*x*x*x **%
etril-1 AGATTGTTTCGTGACTTCTTTATATATATTCTTCACTTCCACAGTTTTCTTCTGTTGTTG 120
Sequenzi er ung AGATCGTATCAGGACTTCTT- ATTTAT- TTCCTCACTTCCACAGTTTTCTTCTGTTGT- G 1085
*kkk*k*k *k*k k% kkkhkkkhkkhkkhkk *k*k K*kk k*khkk K*khkkkkkkhkkhkkkhkkkkkkkkkkkkkkkk*x *x
etrl-1 TCGTCGATCTCAAATCATAGAGATTGATTAACCTAATTGGTCTTTATCTAGTGTAATGCA 180
Sequenzi erung CCGCCCATCTCAAATCCATCAGATCGATTAACCTTATTGG CTTTAACCAATGTAATGCA 1144
**k % k*kkkkkkkk*kx kkkk Khkhkkhkkkkhkkhkkk k*kkkk*k k*kkk*k *x *k *kkkkkkk*%x
etrl-1 TCGTTATTAGGAACTTTAAATTAAGATTTAATCGT TAATTTCATGATTCGGATTCGAATT 240
Sequenzi erung CC- TTAT- ACGAACTT- AAATTAAAATT- AATC- CTAATTCCA- GAATCGAATC- - AATT 1196
etrl-1 TTACTGTTCTCGAGACTGAAATATGCAACCTATTTT- TTCGTAATCGT TGTGAT- CGAAT 298
Sequenzi erung TT- CCGGTCTCTAAACTAAAA- - TGCCACCCATTTTGITCGAAATCAGTGTGATACAAAT 1253
etrl-1 TCGATTCTTCAGAATTTATAGCAATTTTGATGCTCATGATCTGTCTACGCTACGTTCTCG 358
Sequenzi erung ACT A - - - - m oo m e 1257

Abb. 3.24: ClustalW Alignment der Nukleotidsduresegenzen der Promotorregion des MADS-Box-
GensPeMADSS5 und desetr1-1-Gens aus pCambiaPeMADS5etr1-1Die Primersequenz PeMADS5Pro3_s ist
rot, die Primersequenz PeMADS5Pro2b_as (Kap. 2i4t@yin und die SchnittstelgamHI gelb hinterlegt. Der
grau unterlegte Bereich ist eine nicht bekannteu€er des Vektors. Die Sterne geben eine Ubereimstirg
der Nukleotide beider Sequenzen an.
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4 Diskussion

Die Orchideengattunge@ncidium und Odontoglossum sind aufgrund ihres weiten Spektrums
an Blutenfarben und -formen attraktive Zierpflanegihgrol3em 6konomischen Potential. Der
Seneszenzprozess beginnt unter anderem wegen 8weesitivitdtt gegenuber Ethylen
allerdings sehr schnell im Vergleich zu andererhigi@engattungen. Die klassische Zichtung
ist gerade bei den langsam wachsenden Orchideen mmtaufwendig, weshalb der
A. tumefaciens-vermittelte Gentransfer eine gute Alternative Zklassischen Zichtung
darstellt. Die Transformation vadncidium mittels A. tumefaciens wurde bereits von1au ET

AL. (2003a, 2003b) und &U ET AL. (2003) beschrieben. Neben der Etablierung eines
Transformationssystems unter Einsatz von visug#ldeerbaren ReportergeneniAL ET AL .,
2003a, 2003b, ®U ET AL., 2003) hatten die Untersuchungen auch die Merkmdisgserung
erhohte Resistenz gegenulgewinia carotovora (LIAU ET AL., 2003b, You ET AL., 2003) zum
Ziel. Bei Odontoglossum wurden bislang keine wissenschaftlichen Untersogho tber
einen Gentransfer durchgefuhrt. In der vorliegend&rbeit wurden Oncidium und
Odontoglossum erstmals mit dem Ziel der Verbesserung der Blia&hhrkeit transformiert.
Damit wurde die Grundlage geschaffen, die Haltbader Bliten dieser Orchideengattungen

zu verlangern.

Der Transformation zugrunde liegt ein effizientesgBnerationssystem. Die Regeneration
von PLBs vonOncidium tGiber somatische Embryogenese konnte bereits aitedlantaten
von In-vitro-Pflanzen (@eN ET AL. 1999,CHEN UND CHANG 2001,2002,2003,, 2003, 2004,

SU ET AL. 2006) gezeigt werden. Des Weiteren wurde die Regéoa von PLBs aus
Internodienabschnitten von GewachshauspflanzeReNCUND CHANG 2000) und Uber
Kallusbildung von WurzelsegmentenHEN UND CHANG 2000, 2004) beschrieben. Bei der
Gattung Odontoglossum wurde die Regeneration von PLBs noch nicht besbkn. Die
Bestrebung dieser Arbeit war die Etablierung undti®prung dieser bisherigen

Regenerationsprotokolle fir ausgewahlte GenotyperOncidium und Odontoglossum.

In den folgenden Kapiteln werden die Untersuchungam Einfluss von Ethylen, die
Etablierung von sterilen  Kulturen, einem effiziante Regenerations- und
Transformationssystem bis hin zur molekularen Asalgler transgenen Sprosse beschrieben

und diskutiert.
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4.1 Untersuchungen zum Einfluss von Ethylen auf die Se&szenz

Ethylen ist ein gasférmiges Hormon, das bei einel2déhl an Stoffwechselprozessen in der
Pflanze eine wichtige Rolle spielt und unter andefér die Seneszenz und damit fur die
Welke und das Abfallen von Knospen und Bluten vevartlich ist. Die Untersuchung des
Einflusses von Ethylen auf die Alterung von Bliterd der gesamten Pflanze war ndtig, um
die Rolle dieses Hormons bei der Seneszenz®aeidium und Odontoglossum zu klaren.
Eine Sensitivitdt gegentber exogenem Ethylen kobeteits bei den Orchideengattungen
Cymbidium (HEYES UND JOHNSTON 1998, PHILOSOPHHADAS ET AL., 2005), Phalaenopsis
(PORAT ET AL., 1994, GIANG ET AL., 2003, LN ET AL., 2003) undOncidium (HUANG ET AL.,
2003) nachgewiesen werden. In den vorliegenden u¢ben wurden die Bedingungen
bezuglich der Konzentration an Ethylen wahrendsifr@ansportes oder bei der Lagerung von
Zierpflanzen nachgestellt. Das Ergebnis dieser tdntdung war entscheidend fur die weitere
Vorgehensweise dieser Arbeit. Nur bei einer Sengiti gegenuber Ethylen ist eine
Transformation vor©Oncidium und Odontoglossum mit dem mutierten Ethylenrezepteir1-1

ausArabidopsis zur Verlangerung der Blutenhaltbarkeit sinnvoll.

Die Seneszenz der Blutenrispen aul3erte sich iredlgstersuchung im Welken der Bliiten,
im Vegilben von Bliten und Blitenstangel und im &bdn von Bliten und Knospen
(Abb. 3.2). Ethylen beschleunigte den Prozess @gre§zenz. Die mit 1 pLLbegasten
BlUtenstiele zeigten, abhangig vom Genotypen, ajpmmannte Symptome bereits vier bis
sechs Tage nach Beginn des Versuches. Mithilfer afloebehandlung der Blutenstiele mit
1-MCP wurde bei den hier untersuchten Orchideer ®arlangerung der Haltbarkeit von
drei bis acht Tagen erzielt (Abb. 3.1). Eine ahnigchnelle Seneszenz und deren Effekte
infolge der Einwirkung von Ethylen konnten aucbrRBK ET AL (1995a) bei verschiedenen
Schnittblumen wieAlstroemeria, Antirrhinum und Dianthus beobachten. Dabei wurde die
Haltbarkeit von 1-MCP behandeltedstroemeria, Antirrhinum und Dianthus ebenfalls um

zwei bis dreieinhalb Tage verlangert.

Eine hemmende Wirkung von 1-MCP bezuglich der Smsres wurde bei vielen Ethylen
sensitiven Schnittblumen nachgewiesen, wie die Dnsanfassung von YWKINS UND

MILLER unter www.hort.cornell.edu/department/faculty  watkinsidéime/index.htm

modifiziert von $REK ET AL (2006), zeigt.
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Eine weitere Reaktion auf die Begasung mit Ethylerar die Hemmung der
Weiterentwicklung der Knospen zu Bluten. Nur bearewoll entwickelte Knospen
entwickelten sich zu Bliten. Die Entwicklung dengen Knospen wurde unterbunden und
die meisten von ihnen fielen ab (Tab. 3.1). Blitets ohne Vorbehandlung mit 1-MCP
begannen in Raumluft 2,5 bis 9,5 Tage spater zkemehls unter Einfluss von Ethylen. Ein
Ethylen-freies Umfeld konnte als forderlich fur diatwicklung der Knospen im Vergleich zu
den mit Ethylen begasten Blutenstielen nachgewigsaden. Auch die noch geschlossenen
Knospen der mit 1-MCP vorbehandelten Blitenstigieviekelten sich fir einen langen
Zeitraum von bis zu acht Tagen zu Bliten. Diesevieiklung der mit 1-MCP vorbehandelten
Knospen war auch unter Einfluss von Ethylen nicleeibtrachtigt. Bei den 1-MCP
vorbehandelten Blitenstielen wurde auch ein spsitened vermindertes Abfallen von
Knospen und Bliten beobachtet (Tab. 3.1). Die gehtenEntwicklung der Knospen unter
Einfluss von Ethylen wurde auch bei Schnittblumesn WPhlox (PORAT ET AL., 1995)
beschrieben. Durch die Vorbehandlung der Blltelestien Phlox mit 1-MCP wurde ein
Abfallen von Bliten und Knospen vollig unterbundéuni3erdem 6ffneten sich die Knospen
zu Bluten, die Anzahl gedéffneter Bliten verglichrrt den nicht behandelten Blutenstielen in
Raumluft verhielt sich &hnlich wie bei den in diesebeit erzielten ErgebnissendRAT ET
AL., 1995). Auch beBegonia, Antirrhinum und Chamelaucium (SEREK ET AL, 1994, 1995a,
1995b) konnte das Abfallen von Knospen und Blutercld das Behandeln der Schnittblumen

mit 1-MCP vermieden werden.

Die verschiedenen hier untersuchten GenotyperQrandium und Odontoglossum reagierten
unter Einfluss von Ethylen in &hnlicher Weise, auann sich die Dauer der Haltbarkeit der
vorbehandelten Blutenstiele von drei bis acht Tagemas unterschied. Eine Ausnahme
bildete hierbei der Genotyp ODO07, der durch diebétandlung mit 1-MCP eine acht Tage
langere Haltbarkeit der Blutenrispen aufwies undiitlalen besten Schutz vor exogenem
Ethylen erkennen lie3 (Abb. 3.1). Von variierendéngebnissen bei der Verlangerung der
Haltbarkeit von 1-MCP behandelten Sorten und Ggtnrgemessen in Tagen wurde auch in
friheren Untersuchungen berichtet. Die Haltbar#eit Bliten vonCymbidium wurde durch
die Vorbehandlung mit 1-MCP, abhangig vom Genotyp®m sechs bis zu neunzehn Tagen
verlangert (HYES UNDJOHNSTON 1998), wahrend b&ncidium eine Verlangerung von zwei
Tagen erzielt wurde (BANG ET AL., 2003). Im Gegensatz zu den Ergebnissen diedmzitAr
in der die Haltbarkeit der Blltenstiele auch in R&uft verlangert werden konnte, wurde bei

14 verschiedenen australischen Schnittblumen d/otbehandlung mit 1-MCP keine
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Verlangerung der Haltbarkeit beim Fehlen von Ethgegasung erzielt (MCNISH ET AL,
2000). Das Ergebnis der Untersuchung voscNISH ET AL. (2000) mit Schnittblumen fihrte
zu der Uberlegung, dass die Gattunetidium und Odontoglossum auch endogen Ethylen
produzieren kénnten. Die Vorbehandlung der Bliielesimit 1-MCP schitzten diese auch in
der Raumluft vor friihzeitigen Seneszenzerscheinungel3erdem wurde in der mit Raumluft
geflllten Klimakammer geringe Konzentrationen amytgn mittels Gaschromatographen
gemessen. Die Annahme der endogenen EthylenprodubiOncidium und Odontoglossum
wird von mehreren Arbeiten unterstlitzt, die sich dé@m Einfluss von endogenem Ethylen
auf die Seneszenz der Bluten infolge einer Bestdgibbei den Orchideengattungen
Phalaenopsis und Dendrobium (PORAT ET AL., 1994, ZHANG ET AL., 1996, HUANG ET AL.,
1999,KETSA UND RUGKONG, 1999,2000)beschétftigten. Nach der Bestdubung kommt es zu
einem enormen Anstieg der Ausschittung endogenrgeas und damit zur Welke der Bllte.
Dies bedeutet, dass Orchideen im Allgemeinen entesy&thylen produzieren und wahrend
des Transports oder der Lagerung dieses Hormorchitgsn. Stress fordert lautBALES
(1973) die endogene Produktion von Ethylen beieviePflanzen. Eine stressbedingte
Ausschittung von Ethylen bedingt durch die simtdier Bedingungen eines Transports
konnte beispielsweise bei Rosen, sowohl Schnit-aach Topfrosen, nachgewiesen werden
(MULLER ET AL., 2000).

Bei der Untersuchung der Wirkung von exogenem Etihuf Topfpflanzen vo@ncidium
und Odontoglossum welkten die Bliiten der Kontrolle unter Einflussnvéh pL L* Ethylen
nach zwei bis vier Tagen und verhielten sich daiiarlich den Blitenstielen (Abb. 3.3).
SEREK UND SISLER (2001) beschrieben vergleichbare Ergebnisse befpflanzen von

Campanula und Schlumbergera.

Sowohl HeYES UND JOHNSTON (1998) als auch IN ET AL. (2003) beschrieben bei
Phalaenopsis eine Reduktion der Welke von Bluten und Knospetemuginfluss von Ethylen
aufgrund einer Vorbehandlung mit 1-MCP. Bei der étbvon LN ET AL. (2003) wurde
versucht, die Bedingungen wéahrend des Transporthzoatellen und bei den hier
untersuchtenPhalaenopsis konnte infolge des Stresses eine erhdhte Ausscigitizon
endogenem Ethylen festgestellt werden. Die mit IPMM@rbehandelteRhalaenopsis zeigten
im Vergleich zu den unbehandelten eine VerlangedergHaltbarkeit von bis zu acht Tagen.
Dieses Ergebnis entspricht dem dieser Untersuctheigler die Haltbarkeit der Topfpflanzen
durch die Behandlung mit 1-MCP unter Einfluss voinyien um zwei bis sieben Tage

verlangert werden konnte.
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Die Wirkung von 1-MCP geht aufgrund der Synthesa weuen Ethylenrezeptoren nach
einem bestimmten Zeitraum, durchschnittlich nach @is sieben Tagen, verlorene(&k
UND SISLER, 2001). Diese neuen Ethylenrezeptoren werden disdiCP nicht mehr blockiert,
weshalb es interessant ware, die Behandlung miCRMu wiederholen, um maglicherweise

eine weitere Verlangerung der Haltbarkeit von Bilza erzielen.

Das Vergilben der Stdngel der Einzelbliten und ddéatter von Oncidium und

Odontoglossum konnte als ein weiteres Merkmal fur die Senestmubachtet werden. Diese
Seneszenzerscheinung zeigte sich unter EinflussBtbylen bei den Bliten bereits nach
einem bis drei Tagen und bei den Blattern nach mgrsieben Tagen. Im Vergleich dazu
wirkten die Kontrolle und die mit 1-MCP vorbehartéel Blitenstiele viel frischer und vitaler

(Abb. 3.2). Dieses Merkmal wurde rein visuell estas

In der vorliegenden Arbeit wurde die SensitivitébnvOncidium und Odontoglossum
gegeniiber exogenem Ethylen bestéatigt. Neben ddrukten Welke unter Einfluss von
Ethylen zeigten die Blutenrispen und Topfpflanzarcha Vergilbungen an Stangeln und
Blattern. Die inhibierende Wirkung von 1-MCP, dethibitor des Ethylenrezeptors, wurde
ebenfalls erfolgreich demonstriert.

4.2 Entwicklung von In-vitro-Kulturtechniken

Die Etablierung steriler, homogener und genetisgdéntischer Sprosskulturen war eine
Voraussetzung, um reproduzierbare und vergleicheN@esuchsbedingungen fur die
Durchfiihrung von Regenerations- und Transformatierssichen zu schaffen. Aus diesem
Grund wurden zu Beginn der Arbeit In-vitro-Sprossels den Seitenknospen der
Pseudobulben von Topfpflanzen etabliert und kloreainehrt. Leider gab es zu den hier
untersuchten Orchideengattungen bisher keine Mafiithungen zur Beschreibung der
Inkulturnahme von Meristemen oder SprossspitzefENDND CHANG (2000a) beschrieben in
ihrer Arbeit die Etablierung steriler Sprosse ubBelventivsprossbildung oder somatische
Embryogenese an 5 mm langen Internodiensegmentenfgrikd der hohen

Kontaminationsgefahr durch endogene Pathogene im LagtgefaRen war diese Art der

Etablierung steriler Sprosskulturen nicht winschems
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Uber die Kultur von Sprossspitzen der Seitenbulvemrden von jedem Genotypen
erfolgreich sterile Sprosskulturen etabliert. Dalear die Etablierungsrate an sterilen
Sprossen sehr unterschiedlich. Wahré@wtidium eine sehr hohe Etablierungsrate aufwies,
variierten die Raten deddontoglossum-Hybriden (Abb. 3.5 Ursache dafir ist vermutlich
der heterogene genetische Hintergrund der versehesd Hybriden, wie in Tab. 2.1

dargestellt.

4.2.1 Regeneration von Protocorm Like Bodies (PLBS)

Ein effizientes und reproduzierbares Regeneraty@tss) ist Voraussetzung fir die
genetische Transformation mitteds tumefaciens. Nur bei einem System mit einer hohen
Anzahl regenerierender Zellen ist eine ausreich&uderscheinlichkeit fir eine Regeneration
aus transformierten Zellen gegeben. Aus diesem dswurde nach der Etablierung steriler
Sprosskulturen an einem In-vitro-Regenerationsaystgearbeitet, das eine hohe
Regenerationsrate und eine hohe Anzahl an phéasotypiormalen Sprossen pro Explantat
erzielte. Die Regeneration von so genannten protodike bodies (PLBs) war zuvor bei
Oncidium zum einen Uber die somatische Embryogenese ati®iantaten von In-vitro-
Pflanzen (GEN ET AL. 1999,CHEN UND CHANG 2001,2002,2003, 2003, 2004,SU ET AL.
2006), zum anderen uber Internodienabschnitte v@m&Bhshauspflanzen €N UND CHANG
2000a) und Uber Kallusbildung von Wurzelsegment€re UND CHANG 2000b, 2004)
gezeigt worden. Bei der Gattu@pontoglossum war die Regeneration von PLBs noch nicht

beschrieben.

Die Regeneration von PLBs Uber somatische Embryeggewurde bereits bBhalaenopsis,
Doritaenopsis und auch Oncidium mit Hilfe von histologischen Aufzeichnungen
nachgewiesen (€N ET AL., 1999,PARK ET AL., 2002, CHEN UND CHANG, 2006). Aufgrund
der bisherigen Untersuchungen wurde auch in ddiegenden Arbeit von ausgegangen, dass
PLBs somatischen Embryonen entsprechen.

Aufgrund dieses Vorwissens wurde an einem Regeoprsatystem von PLBs gearbeitet. Die
Ermittlung der optimalen Bedingungen fir die Regatien von PLBs stlitzte sich zunachst
auf die Arbeiten von @EN ET AL. (1999),CHEN UND CHANG (2001,2002,2003x, 20038, 2004)
und SU ET AL. (2006).Nach den eben genannten Arbeiten wurden die Exgikamh einem
Licht/Dunkel-Rhythmus von 16/8 Stunden kultivieth der vorliegenden Arbeit konnte

allerdings bei diesen Kulturbedingungen keine Regaion beobachtet werden. Der Verzicht
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auf Licht in der Anfangsphase hingegen fiihrte Zu gaten Regenerationsraten, weshalb die
Explantate fur zwei bis drei Monate (bis zur Indaktder ersten PLBs) im Dunkeln kultiviert
und erst dann in den Licht/Dunkel-Rhythmus von 18t8nden tberfihrt wurden. In der
Arbeit von Kuo ET AL. (2005), in der somatische Embryonen aus Blattnahte/on
Phalaenopsis regeneriert wurden, wurde ebenfalls in den erbieiden Monaten auf Licht
verzichtet. Erst dann wurden die Explantate beeminLicht/Dunkel-Rhythmus von 16/8
Stunden kultiviert. In weiteren Untersuchungen veurdPhalaenopsis fur zwei Wochen
(TANAKA UND SAKANASHI, 1980) undDoritaenopsis fur eine Woche (RRk ET AL., 2002b)
erfolgreich im Dunkeln inkubiert. ARk ET AL. (2002a) untersuchten in ihrer Arbeit die beste
Belichtungsintensitat fir die Regeneration von PlaBs Blattsegmenten vdPhalaenopsis
und fanden heraus, dass die geringste untersualieh@ingsstarke von 10 pmol3s’ die

hdchste Regenerationsrate bewirkte.

4.2.2 Ausgangsmaterial fir die Regeneration von PLBs

Die nachsten Optimierungsschritte lagen in der Aaldvdes geeigneten Ausgangsmaterials
fur die Induktion der PLBs. Beim Vergleich von 2dus mm langen Blattstreifen und abaxial
und adaxial aufs Medium aufgelegten 1 cm Blattgpitzeigten die adaxial aufgelegten
Blattspitzen sowohl die hochste Regenerationsrate3®% bei ONO2 und 70 % bei OD0O1

als auch die grofite Anzahl an PLBs je regeneriemndxplantat mit 6,3, bzw. 15,9

(Abb. 3.10 und Abb. 3.9). Dieses Ergebnis deckh siehr gut mit der Untersuchung bei
Oncidium '‘Gower Ramsey' (@N UND CHANG, 2002), bei der ebenfalls die Orientierung und
GroRe von Blattexplantaten untersucht wurde. Diech langen adaxial aufgelegten

Blattspitzen lieBen auch in deren Untersuchunghdiehste Regenerationsrate und gréf3te
Anzahl an PLBs beobachten. Im Vergleich zu der iggdnden Arbeit war die

Regenerationsrate voncidium '‘Gower Ramsey' mit 75 % mit ODO1 vergleichbar,
allerdings doppelt so hoch wie ONO2. Beim Vergledgr Anzahl PLBs je regenerierendem
Explantat befindet sici©oncidium '‘Gower Ramsey' mit 10,7 im Mittelfeld von ONO2 und
ODO01. Diese Werte zeigen, dass die Regenerati@mskain PLBs wahrscheinlich abhéangig

vom Genotypen sehr unterschiedlich sein kdnnen.

Da bei der Untersuchung v@ncidium '‘Gower Ramsey' (@=N UND CHANG, 2002) zwischen
den Positionen des Blattes - Blattspitze bis Bédih - unterschieden wurde, kénnen die

Regenerationsraten der 5 mm breiten Blattstreifan bedingt mit den Ergebnissen der
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vorliegenden Arbeit verglichen werden. Beim Vergteider Regenerationsraten der
verschiedenen Blattexplantaten fallt allerdings, alass nicht nur in dieser Arbeit, sondern
auch bei GeN UND CHANG (2002) bei den 5 mm breiten Blattstreifen einetli#ugeringere
Regenerationsrate erzielt werden konnte als beildem langen Blattspitzen.HEN ET AL.
(1999) verwendeten als Ausgangsmaterial auch 5 meiteb Blattstreifen, aus deren
Schnittflachen sich so genannte "nodular massestclidcheinende, kugelige Strukturen)
bildeten, die sich spater zu PLBs weiterentwickelf®ie Weiterentwicklung dieser "nodular
masses" zu PLBs konnte in der vorliegenden Arbethtn beobachtet werden. Bei
Epidendrum radicans konnte die Regeneration dieser "nodular masses" an
Internodienabschnitten ebenfalls nachgewiesen werdee Weiterentwicklung derselben zu
PLBs konnte allerdings meistens gar nicht auf3erdeen Medium mit 0,45 uM TDZ zu
einem sehr geringen Teil beobachtet werdeRE(CET AL. 2002). RRK ET AL. (2002b)
verglichen beiDoritaenopsis die Regeneration von 1 und 5 mm breiten Blatteineund
erzielten, im Gegensatz zu der vorliegenden Arbsgi, den 1 mm breiten Blattstreifen
deutlich héhere Regenerationsraten als bei den Sbneiten Blattstreifen. Dies kann durch

den Unterschied in der Gattung bedingt sein.

In der Arbeit von KO ET AL. (2005) bildeten sich PLBs vor allem an den Sc¢f@ahen der
Blattexplantate, wahrend in dieser Arbeit die Regaton vor allem auf der adaxialen
Blattseite der Blattspitzen erfolgte (Abb. 3.9).eBér bevorzugte Regenerationsort konnte

auch bei GEN UND CHANG (2002) aufgezeigt werden.

4.2.3 Medienzusammensetzungen fir die Regeneration und ¥aehrung

Die Medienzusammensetzung kann entscheidend dienRegfionsraten vo®ncidium und
Odontoglossum beeinflussen. Bei einer Wahrscheinlichkeit wor 5 % gab es signifikante
Unterschiede bei den Verfestigungsmitteln Gelrited UAgar im Medium. Sowohl die
Regenerationsrate als auch die mittlere Anzahl Eoren pro Explantat waren beim mit
Gelrite verfestigten Medium deutlich hoher (AblB)3 Dieses Ergebnis ist vermutlich auf die
bessere Verflugbarkeit der Medienbestandteile in Bdlrite verfestigten Nahrbdden
zurtckzufihren (HANG ET AL., 1995). Eine weitere Hypothese fir diese hdheren
Regenerationsraten von Explantaten auf mit Gelutrfestigtem Medium wére ein
hemmender Effekt des Agars @KLENBACH UND WERNICKE, 1978) oder das Vorhandensein

102



Diskussion

von unerwinschten Bestandteilen im Agar aufgrund\iabilitdt der Zusammensetzung
(GEORGE 1993) und der geographischen HerkunfcfGH, 1991).

Als weiterer Optimierungsschritt wurde die Hormogabe im Medium untersucht. Dazu
wurden verschiedene Cytokinine alleine und in Kamabon mit einem Auxin verwendet.
Ohne Hormonzugabe erfolgte keine Regeneration vaBsP Keine Kombination an
Phytohormonen im Medium erzielte bei allen Genotydee beste Regeneration von PLBs,
und es zeigten sich auch Unterschiede innerhalb beéten GattungerOncidium und
Odontoglossum (Abb. 3.11 und Abb. 3.12). Da auf dem Medium mBk 4M TDZ bei den
meisten Genotypen sowohl die hochsten Regeneradtemsals auch die hochste Anzahl
PLBs je Explantat erzielt werden konnte, wurde eBe$ir die Transformationsversuche
herangezogen. BeiHEN UND CHANG (2001, 2003) und&ET AL. (2006) wurde beDncidium
sogar eine Regeneration von bis zu 40 % bei Bi&ttsp auf einem Medium ohne jegliche
Hormonzugabe nachgewiesen. Bei den Arbeitelabaenopsis (PARK ET AL., 2002aKuo

ET AL., 2005) konnte allerdings auch keine Regeneratof hormonfreiem Medium
beobachtet werden. Eine optimale RegenerationdrateBlattstiicken vonPhalaenopsis
erfolgte bei einer Hormonzugabe von 88,8 uM BAPs wme enorm hohe Konzentration an
Cytokinin darstellt, und 5,4 uM NAA. Bei geringeroizentrationen von 13,3 uM BAP und
2,7 uM NAA konnte keine Regeneration beobachtetiei(RRARK ET AL., 2002a). Aus diesen
Ergebnissen kann geschlossen werden, dass in degemden Arbeit mit 4,4 uM BAP die
zu geringe Konzentration zu mangelnder Regenerggdithrt haben kann, wahrend das viel
starker wirkende TDZ in derselben Konzentratiorb (dM) zu guten Ergebnissen flhrte.
Diese These stlitzen auch ArbeitenRinalaenopsis (Kuo ET AL., 2005) undDoritaenopsis
(PARK ET AL., 2002b), bei denen die Zugabe von 4,4 uM BAP tréecinahernd gleich hohe

Regenerationsraten aufzeigen konnte wie 4,5 uM TDZ.

Meist werden zur Induktion der somatischen Embrpege Auxine verwendet. So
berichteten REMAKERS ET AL (1995), dass 45 % der Arten in deren evaluierten
Veroffentlichungen auf Auxinzugabe im Medium reatga. Gu (2004) gab an, dass die
somatische Embryogenese bei Uber 80 % der verbifetein Protokolle Gber die Zugabe von
Auxin alleine oder in Kombination mit Cytokininemf@gte. Die meist verwendeten Auxine
waren dabei 2,4-D und NAA @EMAKERS ET AL., 1995). Das in dieser Arbeit verwendete
TDZ gehort dazu im Vergleich zur Gruppe der Pheredu seine Wirkung ahnelt aber der

eines Cytokinins. TDZ wurde bisher sehr erfolgreiobi der Regeneration somatischer
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Embryonen eingesetzt A&RI UND RASHID, 2004a, 20048, PANINA ET AL ., 2004,ZHANG ET AL.,
2005).

Die Bildung von PLBs wird unter Zugabe von Auxinbei Orchideen im Allgemeinen
gehemmt (BEN UND CHANG, 2001, 2006), wahrend Cytokinine diese fordernv@d in der

vorliegenden Arbeit als auch nach&d uUND CHANG (2001) konnte das Hormon TDZ in einer
Konzentration von 4,5 pM als optimal fincidium nachgewiesen werden. Auch bei
Phalaenopsis fuhrte TDZ in den Konzentrationen 0,5 bis 13,5 M einer sehr guten
Regenerationsrate, wahrend die Zugabe der Auxind Nder 2,4-D im Medium zu einer
starken Abnahme der Bildung von PLBs fuhrte)(<€T AL., 2005, GIEN UND CHANG, 2006).

Die Beobachtung der Regeneration von PLBs @asidium nach bereits 20 bis 40 Tagen
(CHEN UND CHANG, 2001, 2002, 2003, 2006y ET AL., 2006) steht im Gegensatz zu den
Ergebnissen dieser Arbeit, in der die Bildung vomatischen Embryonen frihestens nach 60
Tagen beobachtet werden konnte. Einige Genotypmichten mit bis zu 120 Tagen deutlich
langer. Dieser Unterschied konnte allerdings aaef\dirschiedenen verwendeten Genotypen
zurtckzufihren sein, dennu&ET AL. (2006) beschrieben eine verzégerte Regeneration
somatischer Embryonen um 10 bis 20 Tage beim Gpaont@ncidium 'Sweet Sugar', der

auch hier Anwendung fand.

Fur alle in dieser Arbeit untersuchten Genotypen @ocidium und Odontoglossum wurde
ein Protokoll zur Regeneration von PLBs Uber sosuhe Embryogenese etabliert. Bei den
Genotypen ONO2 und ODO01 war das verwendete Prdtdkesonders effizient und

reproduzierbar.

Die regenerierten PLBs aus Blattspitzen wurden lirsstgmedium kultiviert. Dabei wurde
das zur Regeneration verwendete Medium mit 4,5 M Tnd zum Vergleich ein Medium
mit niedrigerer Konzentration von 1,4 uM TDZ eing&s. Mit diesen Medien wurde nach
vier Wochen bei der Frischmasse eine Vermehrurgsran 2,5 bei ODO1 bis zu 6,0 bei
ONO2 beobachtet (Abb. 3.13). Der prozentuale Andmil Trockenmasse verhielt sich bei
beiden Genotypen wahrend der Wachstumskurve ahrdehODO1 wurde der Hohepunkt
nur etwas spater erreicht (Tab. 3.2). Dieser dgutfiohere Zuwachs an Trockenmasse im
Vergleich zur Frischmasse bei OD01 zeigt eine geriftinlagerung von Wasser und

flissigem Medium der Zellen.
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Die Zunahmen an Frischmasse unterschieden sich b¥iengleich der beiden
Konzentrationen an TDZ im Medium nicht wesentliélblp. 3.13), weshalb das Medium mit
1,4 uM TDZ aufgrund des mutagenen Potenzials voerti@ften hohen Konzentrationen von
TDZ bevorzugt wurde. BeVanda (MALABADI ET AL ., 2004) wurde nachgewiesen, dass der
langere Einfluss von TDZ sich negativ auf das Eesuimgsbild und die Entwicklung von
PLBs und Sprossen auswirkte. Die PLBs entwicketieh zu verb&nderten und verformten
Sprossen. Eine ahnliche Entwicklung konnte auch Ba&mbus (8iGH ET AL., 2001)

beobachtet werden.

Die Untersuchung der besten Konzentration an TDZdfé& Subkultur und Vermehrung der
PLBs von Oncidium 'Gower Ramsey', allerdings auf festem Medium, I8 hochste
Frischgewichtszunahme bei 1,4 uM TDZ im Medium aren (GEN ET AL, 1999). Bei
Phalaenopsis wurden die Vermehrungsraten von PLBs auf festemditvie und in
Flassigkultur verglichefPARK ET AL., 2002). Die Kultur auf festem Medium konnte mirtex
durchschnittlichen Vermehrungsrate von 17,0 nacér WWochen ein deutlich besseres
Ergebnis als in Flussigkultur (Vermehrungsrate ¥8) verzeichnen. KEN UND CHANG
(2006) hingegen erzielten bé&halaenopsis auf TDZ-haltigem festem Medium bei der
Konzentration von 4,5 uM eine Vermehrungsrate bemoguf die Frischmasse von 3,1 im
Vergleich zu 2,2 bei 0,4 uM TDZ nach 45 Tagen Kulawer. Die Vermehrungsraten
zerkleinerter PLBs votepidendrum (CHEN ET AL., 2002) lagen nach neun Wochen bezogen
auf die Frischmasse bei 9,6 auf festem Medium M TDZ.

Die Entwicklung von PLBs zu Sprossen konnte ®@ecidium (CHEN ET AL., 1999,CHEN UND
CHANG, 2000a, 2000b) auf hormonfreiem Medium nach disi \oer Wochen und bei
Phalaenopsis nach sechs bis acht WochenufKEeT AL., 2005, GIEN UND CHANG, 2006)
beobachtet werden. Die Eignung des hormonfreien iltesl bezlglich der
Sprossentwicklung wurde auch in der Diplomarbeib Wo.eIN (2007) bestatigt und daher

wurde es in dieser Arbeit verwendet.

Die Vermehrung von Sprossen erfolgte auf festemitdedunter Zugabe von 0,9 bis 8,8 uM
BAP und 1,1 uM IAA oder 5,4 uM NAA. Keines der vamdeten Medien konnte bei allen in
dieser Arbeit untersuchten Genotypen vOncidium und Odontoglossum die hochsten
Vermehrungsraten erzielen. Tendenziell vermehrdle allerdingsOncidium besser auf dem
Medium mit 0,9 uM BAP und 1,1 uM IAA (1/2BI) ur@ddontoglossum auf 8,8 uM BAP und
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54 UM mit MS-Salzen in halber und voller Konzetitna (1/2BN, bzw. 1BN, Tab. 2.6,
Abb. 3.7 und Abb. 3.6). Digddontoglossum-Hybriden konnten auf3erdem etwas hohere

Vermehrungsraten aufweisen &scidium.

Die Vermehrung von In-vitro-Sprossen wurde in déshér genannten wissenschaftlichen
Arbeiten nicht vorrangig untersucht, da als besteméhrungsmethode die Vermehrung von
embryogenem Kallus in Betracht gezogen wurde. BiRaHMAN ET AL. (2005) untersuchten
verschiedene Auxin- und Cytokininkonzentrationem Yermehrung von In-vitro-Sprossen
von Oncidium taka. Dabei erzielte diese Arbeitsgruppe eine Vermefstate von 9,4 auf
einem MS-Medium unter Zugabe von 8,8 UM BAP undiB¥tNAA, das dem Medium 1BN
der vorliegenden Arbeit entspricht. Allerdings warBe hier erzielten Vermehrungsraten von
bis zu 3,3 in derselben Kulturzeit nicht anndhesndhoch wie bei RAHMAN ET AL. (2005).
Die unterschiedlichen Vermehrungsraten koénnen aig Gattung Oncidium taka
zurtckzufiihren sein. Die Unterschiede in den Vemnagsraten unterschiedlicher Gattungen
und Gattungshybriden konnten namlich auch in ddragenden Arbeit aufgezeigt werden.

4.2.4 Bewurzelung von Sprosskulturen

Die Bewurzelung der In-vitro-Sprosse erfolgte ies#ir Arbeit auf hormonfreiem Medium
und es konnte eine Bewurzelungsrate von 100 % érivérwendeten zweéncidium- und
den sieberOdontoglossum-Genotypen (Kap. 2.1.1,Kap. 3.2.3) erzielt werddoch CHEN
UND CHANG (2000b) konnten eine Wurzelbildung von Sprossen @mcidium ‘Gower
Ramsey' auf hormonfreiem Medium nach zwei bis dkachen verzeichnen. Ebenfalls
konnte auch auf Medium unter Zugabe von 2,7 uM NA#ch zwei bis drei Wochen
Wurzelinduktion beOncidium ‘Gower Ramsey' und 'Sweet Sugar' beobachtet weéian
ET AL., 1999, GIEN UND CHANG, 2000a). BeOncidium taka wurde die hdchste Wurzelanzahl
pro Spross auf einem Medium unter Zugabe von 8,1 NWWA erreicht (RAHMAN ET AL .,
2005).

Es wurde in dieser Arbeit erfolgreich ein In-vitRwetokoll zur Etablierung, Regeneration,
Vermehrung und Bewurzelung von den hier untersuciaeei Oncidium und sieben

Odontoglossum- Hybriden etabliert. Bei den Genotypen ONO2 und OB@r das verwendete
Protokoll besonders effizient und reproduzierbaei Ben restlichen Genotypen konnen

einzelne Schritt noch optimiert werden.
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4.3 Agrobacterium tumefaciens-vermittelter Gentransfer

Bei Oncidium wurde der indirekte Gentransfer mittedgrobacterium tumefaciens bereits
erfolgreich angewandt (hu ET AL., 20037, 2003, You ET AL, 2003). Neben dem
A. tumefaciens-vermittelten Gentransfer wurde auch der direktent@amsfer uber die
Genkanone bebncidium 'Sharry Baby' angewendet@¥ ET AL., 2003,L1 ET AL., 2005). Bei
der Orchideengattun@dontoglossum wurden bislang keine wissenschaftlichen Arbeiteari

eine genetische Transformation veroffentlicht.

Die heute bevorzugte Methode ist der GentransfeHilfe von A. tumefaciens wegen seiner
hohen Effizienz und der gewtinschten stabilen komdcopy Integration des neuen Gens im
Genom (RY ET AL., 2000,SHOU ET AL., 2004, TRAVELLA ET AL ., 2005,BHALLA ET AL ., 2006).
Aus diesen Grunden wurde auch in der vorliegenddreifder indirekte Gentransfer mittels

A. tumefaciens angewendet.

Aufgrund der Aufgabenstellung, der Verlangerung ldattbarkeit der Bliten vo®ncidium
und Odontoglossum, wurde der mutierte Ethylenrezepteirl-1 aus Arabidopsis thaliana
(WILKINSON ET AL. 1997, HALL ET AL. 1999) unter Kontrolle des blitenspezifischen
Promotorsfbpl ausPetunia hybrida Gbertragen. Der Ansatz der genetischen Transfasmat
mit dem mutierten Ethylenrezeptetrl-1 wurde bereits erfolgreich b&etunia (WILKINSON

ET AL., 1997,CLARK ET AL., 1999,GUBRIUM ET AL., 2000,CELVENGER ET AL, 2004), Nelken
(Bovy ET AL., 1999), Campanula (SRISKANDARAJAH ET AL., 2004) und Kalanchoe
(SANIKHANI ET AL., 2008) umgesetzt und fihrte bei den Pflanzen zuregsingeren
Ethylensensitivitat.

4.3.1 Transformationsmethode

Die Regeneration von PLBs aus Blattspitzen @ntidium und Odontoglossum war sehr
effizient und reproduzierbar (Kap. 3.2.4), weshadi Transformation dieser Blattspitzen als
erstes Verfahren dés tumefaciens-vermittelten Gentransfers untersucht wurde.

Im GUS-Test (Abb. 3.17) zeigte sich die Lokalisreguder GUS-positiven Zellen genau an
den Blattspitzen von ONO2 und ODO01, wo auch vorerepdie Regeneration von PLBs
stattfand (Abb. 3.9). Die Regeneration von PLBsdarstransformierten Blattspitzen erfolgte
allerdings erst nach einem halben Jahr und wartdsehr langwierig. Die Entwicklung von

potenziell transgenen Sprossen erfolgte bei kadeeBlattspitzen auf Selektionsmedium, da
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die regenerierten PLBs nach Abschneiden der Biattspind Auflegen der PLBs direkt auf
das Selektionsmedium abstarben. Die aus den Bla#gspregenerierten PLBs wurden nicht
mit Hilfe von PCR-Technik auf Insertion des gewilitsa Gens ins pflanzliche Genom

Uberprift, da sie vorher abstarben.

Bisher wurde bei keiner wissenschaftlichen Arbeg @dransformation von Blattspitzen bei
Oncidium untersucht, sondern immer PLBs als Ausgangsmhtiéniaden A. tumefaciens-
vermittelten Gentransfer herangezogengt.AL., 2005,LIAU ET AL., 2003y, 2003, YOU ET
AL., 2003). Aufgrund des Vorwissens dieser Untersuchunges der Literatur und der
Ergebnisse dieser Arbeit wurde die Transformation Blattspitzen nicht weiter optimiert,
sondern nach Alternativen (Kap. 3.3.5) gesucht.

Eine Alternative zur Transformation von Blattspitzgellte die Transformation von PLBs dar.
Dabei wurde deA. tumefaciens-vermittelte Gentransfer fur PLBs in Flussigkulals auch
auf Festmedium untersucht. Die Transformationsnuethder PLBs auf Festmedium (Tf,
Tab. 2.8) orientierte sich an den Arbeiten vomauL ET AL. (2003a, 2003b). Die
Transformation von zerkleinerten PLBs in Flussigkulwar aus der Sicht des Anwenders
eine sehr einfache und schnelle Methode. Aus dieSeamd befassten sich die Versuche
Tfvsfl (fest versus flissig, Tab. 2.8) mit dem Meigh der Transformation von PLBs in
Flissigkultur und auf Festmedium. Dabei wurden ém &/ersuchen bei den verschiedenen
Behandlungen der Transformation auf die Medienwéeia fest versus flussig bei der
Vorkultur, Kokultur und Selektion (Tab. 2.9) undfalie Agrobakterienstdmme EHA105 und
LBA4404 (EHA/gus, EHA/etr, LBA/gus und LBA/etr, TaR.11) geachtet. In den weiteren
Versuchen wurden zusatzlich die Dichte @p der Bakteriensuspension wahrend der

Inkubation und die Dauer der Kokultur von zwei thigi Tagen untersucht (Tab. 2.10).

In den bisherigen wissenschaftlichen Arbeiten zwan$formation vonOncidium wurden
zerkleinerte PLBs als Ausgangsmaterial verwendanstormiert wurden diese aber nicht in
Flassigkultur, sondern auf Festmediuma(LET AL., 2003, 2003, YoU ET AL., 2003,LI ET
AL.,2005). Aus diesem Grund kénnen die Ergebnisse digstrsuchungen nicht mit dieser

Arbeit verglichen werden.

Bei anderen Pflanzengattungen wurden embryogenssigKulturen zurA. tumefaciens-
vermittelten Transformation herangezogen. Eine Igméeche Transformation von

Suspensionskulturen wurde bgiomoea (Yu et al., 2007),Bromus (NAKAMURA UND
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ISHIKAWA, 2006), Lycopersicon (VELCHEVA ET AL., 2005) oderTriticum aestivum (WEIR ET

AL., 2001) durchgefihrt. Diese Untersuchungen zeigteass deine Transformation in
Flissigkultur mdoglich ist. In der vorliegenden Aitbewurde daher mittels
Ultraschallbehandlung und Vakuuminfiltration versyjc die Transformation von

zerkleinerten PLBs in Flussigkultur zu optimier&@ap. 3.3.5).

Die Verwendung von PLBs als Ausgangsmaterial fle diransformation mittels
A. tumefaciens wurde in der vorliegenden Arbeit als effizientest@ariante aufgezeigt
(Tab. 3.6, Tab. 3.9, Tab. 3.11). Die erfolgreichranBformation von PLBs wurde bereits bei
Oncidium, Cymbidium und Phalaenopsis (BELARMINO UND Mii, 2000, LIAU ET AL., 2003,
2003, YOU ET AL., 2003,CHIN ET AL., 2007) beschrieben. Damit erwiesen sich PLBs nicht
nur beiOncidium, sondern auch bei anderen Orchideengattungernimalgedversprechendes

Ausgangsmaterial flr deh tumefaciens-vermittelten Gentransfer.

4.3.2 Die Vorkultur

Die Dauer der Vorkultur von PLBs auf Festmediunentierte sich an llau ET AL. (2003,
2003), wahrend diese bei den PLBs in Flussigkultur gnetshend der zuvor untersuchten
Regenerationskurve (Kap. 3.2.4) von einem bis siebegen variiert wurde. Die Vorkultur
von Explantaten vor der Inokulation n#ft tumefaciens fihrte bei vielen Pflanzengattungen
zu einer deutlich héheren Transformationseffizi€dmcQ ET AL., 1993, ROBICHON ET AL,
1995). Dies beruht wahrscheinlich auf die bessedrerttagung der T-DNA, wenn die Zellen
sich in einem aktiven Zellteilungsprozess befin@énLEMONT ET AL., 1997), der wahrend
der Vorkultur beginnt. Der Vergleich der Transfotioa mit und ohne Vorkultur zeigte bei
vorkultivierten Phalaenopsis-Protokormen sehr deutlich eine Verbesserung in der

Transformationseffizienz (MHIBA ET AL., 2005).

4.3.3 Die Inokulation und Kokultur

In der vorliegenden Arbeit wurde der Suspensionresidh der Inokulation mif. tumefaciens
Acetosyringon zugegeben. Die Zugabe von Acetosgnngahrend der Inokulation aktiviert
bekanntermafen diér-Gene vonA. tumefaciens und leitet die Ubertragung der T-DNA in
die Pflanzenzelle ein BCHEL ET AL., 1985). Orchideen haben die Fahigkeit, eigenstandig
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phenolische Verbindungen zu produzieren, wie belspeise bebendrobium nachgewiesen
wurde (YU ET AL., 2001). Der fordernde Effekt von Acetosyringon wéitr@ler Inokulation
wurde bei der Transformation verschiedener Orcimdatungen wi€ncidium, Cymbidium,
Dendrobium oder Phalaenopsis beschrieben (BLARMINO UND Mii, 2000, MSHIBA ET AL.,
2005, LAU ET AL., 2003, 2003, MEN ET AL., 2003,Y0U ET AL., 2003,CHIN ET AL., 2007).
Aus den Beobachtungen der vorangegangenen Ardetendarauf geschlossen werden, dass
die von Orchideen produzierten phenolischen Substamicht fir die Aktivierung devir-

Gene ausreichen oder nach einer mehrtagigen Varkuiltht mehr produziert werden.

Wahrend in bisherigen Arbeiten @ncidium (LIAU ET AL., 2003, 20033, YOU ET AL., 2003)
und Dendrobium (YU ET AL., 2001,MEN ET AL., 2003) wie auch in der vorliegenden Arbeit die
PLBs auf Festmedium mit dek. tumefaciens-Suspension 30 Minuten inokuliert wurden,
dauerte die Inkubation bei anderen Orchideengattungeitaus langer. BeCymbidium
erfolgte eine Inokulation mitA. tumefaciens fur 7 Stunden (6N ET AL., 2007), bei
Phalaenopsis dauerte diese Phase sogar bis zu zehn StundamMBio unD Mii, 2000,
MISHIBA ET AL., 2005). Diese Arbeiten zeigen die unterschiedlichemspriche der
verschiedenen Orchideengattungen bei der Transtmmanit A. tumefaciens. Die Dauer der
Kokultur bei der Transformation von PLBs auf Fesfinen wurde von den Arbeiten von
LIAU ET AL. (2003a, 2003b) unddU ET AL. (2003) Ubernommen, die bei dertumefaciens-
vermittelten Transformation vo®ncidium eine Kokultur von drei Tagen als forderlich
befanden. Derselbe Kokulturzeitraum von drei Tageimde auch beCymbidium (CHIN ET
AL.,2007),Dendrobium (YU ET AL., 2001) undPhalaenopsis (MISHIBA ET AL., 2005,SUAHRIL
UND Mit, 2006) erfolgreich verwendet.

Die zerkleinerten PLBs in Flussigkultur wurden naetn Vorkultur fir zwei bis drei Tage mit
der A. tumefaciens-Suspension kokultiviert (Tab. 2.9, Tab. 2.10). Dleiswertung des
histochemischen GUS-Tests ergab bei allen durchgefii Versuchen Tfvsfl signifikante
Unterschiede zwischen den Behandlungen (Tab. 3a®, 3.10). Alle Behandlungen, bei
denen die PLBs in Flussigmedium vor- und kokultivieurde, und die Kokultur zwischen
zwei bis drei Tagen variierte, zeigten eine deltfjeringere GUS-Expression auf als bei den
auf Festmedium kokultivierten PLBs. BePhalaenopsis wurde eine embryogene
Suspensionskultur zur Transformation mittaélgumefaciens herangezogen (M4HIBA ET AL.,
2005;SUAHRIL UND M, 2006). Die Inkubation in Flussigkultur dauerte @er Arbeit von und
SUAHRIL UND M1l (2006) bis zu zehn Stunden, wobei sich eine ziedge Inokulation als

optimal herausstellte. AnschlieRend wurden dieeteluf Festmedium plattiert und drei Tage

110



Diskussion

kokultiviert. Diese Untersuchung vorAiRIL UND Mil (2006) zeigte sehr schon, dass eine zu
lange Inokulation in  FlUssigkultur sich negativ auflie Regeneration und
Transformationseffizienz auswirkte. 18MiBA ET AL. (2005) hingegen inokulierten die
Phalaenopsis-Protokorme in Flussigkultur flr sieben Stunden.sémieRend wurden die
Protokome auch fir drei Tage auf Festmedium kokalt. Im Gegensatz zu der
vorliegenden Arbeit wurden dighalaenopsis-Suspensionen bereits nach der Inokulation auf
Festmedium plattiert. Die Transformationseffiziem#z dem Agrobakterienstamm EHA101
lag mit bis zu 1,9 % (MHIBA ET AL., 2005) annahernd beim hier erzielten Ergebnis der
Transformation auf Festmedium. Dieses Ergebnistvdaiguf hin, dass in der vorliegenden
Arbeit die zu lange Kokultur in Flissigmedium beindvarianten Tfvsfl-A bis Tfvsfl-C und
Tfvsfl-E bis Tifvsfl-H (Tab. 3.8, Tab. 3.10) sich glitherweise negativ auf die

Transformationseffizienz ausgewirkt haben konnte.

4.3.4 Der Agrobakteriumstamm

Die Auswertung des histochemischen GUS-Tests densformation von PLBs auf
Festmedium ergab bei ONO2 und ODO1 einen deutlidhefen Anteil an GUS-positiv
getesteten PLBs beim Bakterienstamm LBA4404, ddr damit fir die Transformation von
PLBs auf Festmedium als geeignet erwies (Tab.3.49D04 zeigte beim
Agrobakteriumstamm LBA4404 nach sechs Monaten ing&ch zu ONO2 und ODO1 den
geringsten prozentualen Anteil an GUS-positiven ®LBei ONO1 konnte zu diesem
Zeitpunkt keine GUS-Expression nachgewiesen werd&ab. 3.5). Dieses Ergebnis
verdeutlichte die genotypischen Unterschiede ber de tumefaciens-vermittelten
Transformation. Auch beiCymbidium wurden genotypische Unterschiede bei der
Transformationseffizienz mit einegus-Gen bei einem Gentransfer mittels tumefaciens
beobachtet (@IN ET AL., 2007). Es ist daher notwendig, fir jeden Genotypmus

Transformationsprotokoll zu optimieren.

Im Gegensatz zum histochemischen GUS-Test erwiels bei der PCR-Analyse der
Bakterienstamm EHA105 zum groR3ten Teil als effimeritr die Integration ins pflanzliche
Genom im Vergleich zu LBA4404 (Tab. 3.6). Dies desikh mit dem Ergebnis vonAu ET

AL. (2003 a), die beim Vergleich dieser beiden Agrobakhstamme auch bei EHA105 mit
4,4 % eine deutlich hohere Transformationseffizieazhwiesen als bei LBA4404 mit 1,2 %.

Der Agrobakterienstamm EHA105 ist wegen seiner Bupagenz als sehr effizient bekannt
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(HooD ET AL, 1993). Weitere Untersuchungen zur Transformation @ocidium 'Sherry
Baby cultivar OM8' zeigten eine Transformationsrab@ 3,4 %, bzw. 2,4 % mit EHA105
(LIAU ET AL., 2003, YOU ET AL., 2003) und waren damit mit dem Ergebnis der vorheigs
Arbeit vergleichbar. Auch bei Phalaenopsis wurde ein Unterschied in der
Transformationseffizienz bei Verwendung verschielerBakterienstdamme beobachtet
(BELARMINO UND Mi, 2000). Dabei wies LBA4404 eine deutlich hohere

Transformationseffizienz als EHA101 auf.

Bei der Transformation mit dem Plasmid pBEO210 wuardbei jedem Versuch niedrigere
Transformationsraten erzielt als mit pBl121. Diaéssk sich mdglicherweise mit der kirzeren
zu Ubertragenden Genlange apis-Gens aus pBI121 im Vergleich aArl-1 aus pBEO210
begriinden. Die Lange des Gasatsl-1 betragt 4.481 bp im Vergleich zu den 1.812 bp des
gus-Gens. Die Effizienz von Vektoren kann aufgrundeghmunterschiedlichen Aufbaus mit
Markergenen, Zielgenen, Promotoren, Terminatorerd wter vir-Region oder den
Replikationsursprung auf dem ,backbone” variier€ENPKEN UND KEMPKEN, 2004).

Mit der Kombination des Plasmides pBEO210 und demproBakterienstamm AGLO
regenerierten in der vorliegenden Arbeit keine sggmen Sprosse. BBiianthus hingegen
wurde mit dem Vektor pPBEO210 in AGLO eine Transfatimnseffizienz von 5,8 % erzielt
(Bovy ET AL., 1999). Auch beiCampanula war es mdoglich mit Hilfe dieser Vektor-
Agrobakteriumstamm-Kombination transgene Pflanzanemzielen (8ISKANADARAJAH ET
AL.,2007). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dasagtebakterienstamm AGLO oder der
Vektor pBEO210 bei den hier transformierten Orchigattungen Oncidium und
Odontoglossum nicht effizient arbeitete oder das Transformatosokoll entsprechend

optimiert werden muss.

4.3.5 Selektion

Die Integration von Fremd-DNA ins Pflanzengenonolgtf nur in wenigen Zellen, weshalb
die Identifizierung transgener Zellen von groRed®&edung ist. Transgene Zellen werden
durch den Transfer von Markergenen, meistens Aotiks- oder Herbizidresistenzgenen,
identifiziert. Die Unterscheidung transgener vochhitransformierten Zellen sollte einerseits
zuverlassig und zum anderem zu einem maoglichstefriBeitpunkt stattfinden, damit der

Arbeitsumfang der nach der Transformation folgen@®webekultur nicht zu grofd wird.

112



Diskussion

Aul3erdem sollte die Entwicklung von Chimaren, beneh ein Teil der Zellen nicht transgen
ist, vermieden werden @MANN, 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurde fur die Selektidas Markergemptll, das eine Resistenz
gegen das Antibiotikum Kanamycin bewirktR@EEY ET AL., 1983), verwendet. Um eine
effektive Selektion transgener Zellen bei gleictiger Eliminierung nicht-transgener Zellen
zu gewabhrleisten, wurden die geeigneten Konzeatrati des selektiven Agens Kanamycin
ermittelt. Da verschiedene Transformationsprot@kerwendet wurden, war es nétig, die
geeignete Konzentration fur Blattspitzenexplant®eBs auf festem Medium und PLBs in
Flissigmedium zu ermitteln. Die Konzentration vd@03ng/l Kanamycin im Medium wies
sowohl bei den Blattspitzen (Abb. 3.14) als auchdasm PLBs in Flussigkultur (Abb. 3.15)
das gewinschte Ergebnis auf: die Regeneration waifikant eingeschrankt. Aufgrund
dieses Ergebnisses wurde angenommen, dass dieiaecgeeignete Konzentration fur die
PLBs auf Festmedium darstellte. Es konnte visuebbachtet werden, dass sich die
eingesetzte Dosis an Kanamycin nicht negativ aef Eintwicklung und den Wachstum

transgener Pflanzen auswirkte.

Die in dieser Arbeit ermittelte letale Dosis an Karycin konnte mit keiner anderen
wissenschatftlichen Arbeit der Gattu@gcidium verglichen werden, da in den Pubblikationen
Uber die Transformation vorOncidium zur Selektion das Antibiotikum Hygromycin
eingesetzt wurde (hu ET AL., 2003, 2003, YOU ET AL., 2003,L1 ET AL., 2005). Zur Gattung

Odontoglossum gab es bisher keinerlei wissenschaftlichen Arbeite

Der Vergleich mit anderen Orchideengattungen zeigéss die in dieser Arbeit ermittelte
geeignete Selektionskonzentration von 300 mg/l Keyan hoher war als beispielsweise bei
Dendrobium mit 200 mg/l (W ET AL., 2001) oderCymbidium mit 100 mg/l (YANG ET AL.,
1999). Die hier ermittelte geeignete KonzentratonKanamycin war auch im Vergleich zu
anderen Zierpflanzen weitaus hoher. Betunia wurde zur Selektion transgener Sprosse eine
Konzentration von 20 mg/l (B_NG ET AL., 2007), beiPelargonium von 50 mg/l (B ASE ET

AL., 1998), beiDianthus von 150 mg/l (BEToPA ET AL, 2001) und beiCampanula von

100 mg/l Kanamycin (SSKANADARAJAH ET AL., 2007) eingesetzt.

Kanamycin konnte in der vorliegenden Arbeit erfeigh als Selektionsagens eingesetzt
werden. Im Gegensatz dazu zeigten die Ergebnisse Twansformationsversuchen bei
Cymbidium und Dendrobium Kanamycin als nicht geeignet fur die Selektion eptitll

transgener Pflanzen §@ ET AL., 2007,CHIAET AL., 1994).
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Das Antibiotikum Cefotaxim wird eingesetzt, um efuswachsen vonA. tumefaciens
wahrend der Kulturphase nach der Transformatiomezhindern. Cefotaxim ist ein sehr weit
verbreitetes Antibiotikum zur Unterdriickung voA. tumefaciens, da es bei einer
Untersuchung von zehn verschiedenen Antibiotika dis effektivste gegen den
A. tumefaciens-Stamm LBA4404 getestet wurde H&KELFORD UND CHLAN, 1996).
Cefotaxim ist ein kostspieliges Antibiotikum, dashohen Konzentrationen eingesetzt wird,
weshalb in der vorliegenden Arbeit die AlternatiVamentin im Vergleich zu Cefotaxim
untersucht wurde. Der Vergleich der beiden Antikmteigte, dass ein Medium mit 250 mg/I
Timentin (Kap. 2.4.4) aufgrund der guten Wirkungdugeringeren Kosten dem bisherigen
Medium mit 500 mg/lI Cefotaxim vorgezogen werdenrkén Dieses Ergebnis deckt sich mit
den Untersuchungen VOrHENG ET AL (1998) und MUERBY ET AL. (1997), die Timentin als
vergleichbar effektiv in der Unterdrickung des Aastsens vonA. tumefaciens zu
Cefotaxim nachwiesen. Im Gegensatz zur UntersuchrongGHENG ET AL (1998), wurde in
der vorliegenden Arbeit kein Auswachsen vén tumefaciens nach Uberfiihren der
transgenen Sprosse auf Antibiotika-freies Mediumbaehtet.

Timentin wurde beispielsweise bereits erfolgreiehnelargonium (BOASE ET AL, 1998) und
Dianthus (EsToPA ET AL, 2001) eingesetzt. Die Bewurzelung der transgeneasSe war bei
den beiden genannten Untersuchungen auf Mediuniimentin im Vergleich zu Cefotaxim-

haltigen Medium sogar besser.

Kanamycin ist aufgrund seiner Eigenschaft als Aatikum als selektives Agens wegen der
mangelnden Akzeptanz in der Offentlichkeit nichiviegnscht. Aus diesem Grund wurde in
dieser Arbeit auch eine Mdoglichkeit der positiveslektion, die Selektionswirkung von

Mannose, untersucht. Mannose kann von der Pflanza werwertet werden. Wird die

Pflanze mit dem Gen fur Phosphomannose-Isomepsi¢ {ransformiert, so kann Mannose
in einen fur die Pflanze metabolisierbaren Zuckergawandelt und von dieser verwertet
werden. In den hier vorliegenden Versuchen konate geutlich gezeigt werden, dass mit
zunehmender Konzentration an Mannose (0, 10, 20 3thay/l) im Medium TOG (siehe

Kap.2.3.5), die Regeneration der zerkleinerten PLBRs Sprosse eingeschrankt war
(Abb. 3.16). Die PLBs verfarbten sich zunehmendubrand starben ab. Daher wurde die
Selektionswirkung bei einer Konzentration von 30 MAnnose im Medium bestétigt und
konnte fiur weitere Versuche mit einem geeigneterktdfe angewendet werden. Eine

Selektion potentiell transgener Sprosse lUber Mamagrde erstmals VOnOBRSBO ET AL
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(1999) und MGROTTO ET AL (2000) bei der Zuckerriibe, bzw. bei Mais untensumd als
effizientes  positives  Selektionssystem nachgewieseDie Transformation  mit
Phosphomannose-lsomerageni) als Selektionsgen wurde beispielsweise Taienia mit
einer letalen Konzentration von 20 g/ll @1 AL., 2007), beiDianthus mit 4 bis 6 g/l (BANG

ET AL., 2005) oder beiMalus mit bis zu 10 g/l (BGENHARDT ET AL, 2006) erfolgreich
durchgefuhrt. Diese Arbeiten zeigen, dass die ge¢ggKonzentration an Mannose mit 30 g/l
in der vorliegenden Arbeit hoher lag. Allerdings nka man an den geeigneten
Konzentrationen der verschiedenen Pflanzen seless die Toleranz gegentiber Mannose

sehr unterschiedlich ist.

Das fur die Transformation mit dem Gen Phosphomseyisomerase pfn) benétigte
Plasmid wurde von der Firma Syngenta konstruiedt paientiert. Flr die Durchfihrung von
Versuchen mit diesem Plasmid pNOV2819 an offengiichnstitutionen ist es nétig, eine

Nutzungsvereinbarung mit der Firma Syngenta zutetnef

4.3.6 Transformation mit Hilfe der Ultraschallbehandlung

Die Dauer der Ultraschallbehandlung wirkte sich ngigant auf das Ergebnis des
histochemischen GUS-Tests aus. Mit zunehmender rigifln@agsdauer wurden auch mehr
blau gefarbte Zellen erfasst (Tab. 3.12). Eine male Ultraschallbehandlung von 30
Sekunden lieR gemadlR dem histochemischen GUS-Tese dileutlich bessere
Transformationsrate erwarten. Der Nachweis aufrtiseder gewinschten Gestrl-1 und
gus ins pflanzliche Genom mittels PCR-Technik ergdberdings bei der Transformation mit
Hilfe der Ultraschallbehandlung keine Integratiar @-DNA.

Ein wichtiger Parameter der Ultraschallbehandlwsiglie Dauer des UltraschallsRiTk UND
FINER (1997) testeten die Dauer der Ultraschallbehandlung 1-100 Sekunden und
beobachteten mit steigender Dauer eine proporttodahahme an verwundeten Zellen und
damit verbunden eine hohere transiente Transfoomst@te. Diese Beobachtung wurde wie
in der vorliegenden Arbeit auch behalaenopsis (CHAN ET AL., 2003), Dendranthema (DA
SILVA, 2005) undEucalyptus (GONZALEZ ET AL., 2002) gemacht. Allerdings kann eine langere
Ultraschallbehandlung  die  Zellen  betrachtlich  sofpgid und damit die
Regenerationsfahigkeit beeintrachtigeoeRSBO UNDBRUNSTEDT, 1992,DA SILVA , 2005). In
der vorliegenden Arbeit konnte eine Beeintrachtgyder Regenerationsfahigkeit durch eine

Ultraschallbehandlung nicht beobachtet werden. rdilgs konnte bei langeren
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Behandlungsdauern als 60 Sekunden, wie hier maxamgewandt, eine verminderte

Regeneration auftreten &N ET AL., 2003,DA SILVA , 2005).

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Ultraschallbehiamg ist die Wahl der Behandlung vor
oder wahrend der Inokulation nAt tumefaciens. Wie in der vorliegenden Arbeit wurde bei
TRICK UND FINER (1997, 1998) die Ultraschallbehandlung nach der abeg der
Bakteriensuspension zum Gewebematerial durchgefBleitEucalyptus (GONZALEZ ET AL.,
2002) wurde die Ultraschallbehandlung vor und wétireler A. tumefaciens-Inokulation
verglichen. Dabei fihrte nur die Ultraschallbehandl vor der Inokulation zu einer
signifikanten Verbesserung der Transformationsieifiz. Bei Phalaenopsis (CHAN ET AL.,
2003) undDendranthema (DA SiLvA, 2005) wurde die Ultraschallbehandlung auch vor der
Inokulation mitA. tumefaciens durchgefiihrt und es konnte dadurch eine deutlebasserte

Transformationsrate nachgewiesen werden.

4.3.7 Transformation mit Hilfe der Vakuuminfiltration

Die Auswertung des histochemischen GUS-Tests warTbensformationsversuchen mit
Hilfe einer Vakuuminfiltration von 1, 2 und 4 Mirart vielversprechend (Tab. 3.13) und liel3
bessere Transformationsraten als bei der transéoreni Kontrolle (O Minuten) erwarten. Bei
der Uberprifung der Sprosse mittels PCR-Technik daujedoch keine erfolgreiche

Integration der gewiinschten Gestel-1 odergus nachgewiesen.

Die Dauer der Vakuuminfiltration ist ein wichtigdParameter fur die Effizienz der
Transformation. BeCoffea (CANCHE-MOO ET AL, 2006) undMusa (ACERETGESCOFFIE ET
AL.,2005) erzielte eine vierminutige, Heens (MAHMOUDIAN ET AL ., 2002) eine 20-minltige
und beiPinus (CHARITY ET AL., 2002) eine funfminitige Vakuuminfiltration deutlitiessere
Transformationsraten als die Kontrolle. Die Behandsdauern der eben genannten
wissenschaftlichen Arbeiten waren gleich lang wie ingste Vakuuminfiltration dieser
Arbeit (4 Minuten) oder langer. Dies zeigt, dasg @ehandlungsdauern dieser Arbeit
moglicherweise zu kurz waren und aufgrund dessanek&ansgenen Sprosse ermittelt

werden konnten.

Die Vakuuminfiltration erfolgte gemaR der vorliegem Arbeit nach der Inokulation mit
A. tumefaciens. Die Untersuchungen in der Literatur zur genegsciransformation mit
Vakuuminfiltration hatten keine verminderte Regatien zur Folge (BARITY ET AL., 2002,
MAHMOUDIAN ET AL., 2002, ACERETGESCOFFIE ET AL, 2005, CANCHE-MOO ET AL, 2006).
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Auch in den hier durchgefihrten Versuchen konnia&®&eeintrachtigung der Entwicklung
von vakuuminfiltrierten Explantaten im Vergleich zien nicht-transformierten Kontrollen

beobachtet werden.

Bei Raphanus und Phaseolus wurde einA. tumefaciens-vermittelter Gentransfer in einer
Kombination von Ultraschallbehandlung und Vakuunftirstion erfolgreich durchgefuhrt
(LIU ET AL., 2005,PARK ET AL., 2005). Dabei wurde nach der Inokulation des Geweahies
A. tumefaciens eine Ultraschallbehandlung von finf Minuten voleo, gefolgt von einer
funfminttigen  Vakuum Infiltration. Diese Kombinatio erzielte sehr gute
Transformationsraten und konnte daher auch in vegitelransformationsversuchen mit

Explantaten vor®ncidium und Odontoglossum untersucht werden.

4.3.8 Molekulare Analysen

Bei der Transformation von PLBs auf Festmedium wuethe Integration des gewunschten
Gens ins pflanzliche Genom mittels PCR-Technik gaghesen (Tab. 3.6). Das Geinl-1
wurde bei den Versuchen Tfl, Tf2, Tf3 und Tf4 ggfeich ins Genom von ONO2 mit einer
Transformationseffizienz zwischen 0,1 % und 1,1rfiegriert. Die Insertion degus-Gens
erfolgte bei allen drei Genotypen ON02, OD01 und0@[nit einer Transformationseffizienz
von bis zu 2,7 %, 1,3 % und 1,0 % (Tab. 3.6, Tab) 3nit dem Agrobakterienstamm
LBA4404. Beim Genotypen ONO1 regenerierten keineo§ge und daher konnte keine PCR-
Analyse durchgefiihrt werden. Die in der vorliegandebeit erzielten Transformationsraten
fur dasgus-Gen decken sich sehr gut mit dem Ergebnis vaw ET AL. (2003a), die bei
Oncidium 'Sherry Baby cultivar OM8' eine Transformationsraton 1,2 % mit dem

Agrobakterienstamm LBA4404 erzielten.

Bei beiden Versuchsreihen des Vergleiches der Toamation von PLBs in Flussigkultur
und auf Festmedium konnte die Integration des geuwliten Genstrl-1 ins pflanzliche
Genom mittels PCR-Technik nicht nachgewiesen werd&ab. 3.9, Tab. 3.11). Die
erfolgreiche Integration degus-Gens hingegen wurde wiederholt bei den Behandlunge
Tfvsfl-D und Tfvsfl-I, die sich entsprachen, begjtDieses Ergebnis zeigte eindeutig, dass
die Transformationseffizienz bei der Transformatam PLBs auf Festmedium am hochsten
war. Der Erfolg dieser Behandlung wurde sowohl Huden histochemischen GUS-Test als
auch mittels PCR-Technik bestéatigt.
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Die Southern Blot-Analyse diente zum Nachweis detedration des Transgens ins
Pflanzengenom und der Untersuchung der Anzahlrietégr Genkopien im Genom. Die fur
den Verdau der genomischen DNA verwendeten seckenpaar Restriktionsenzynfstl
und PshAl wurden danach ausgewahlt, dass sie nur eine Bukgssequenz in der T-DNA
besitzen und daher sollte in Hohe der PlasmidgeifieHybridisierungssignal zu erkennen
sein. Die nachste Schnittstelle des Enzyms lieBeehalb der Plasmid-DNA zufallig verteilt
im Genom vonOncidium. Daher liefert die ins Pflanzengenom integriert® NA Banden
variabler Grol3e von Plasmid- und pflanzlicher DNBR®i vier transgenen Linien (Tab. 3.6)
wurde die erfolgreiche Integration des Getrd-1 mit dem blutenspezifischen Promotbp
nachgewiesen (Abb. 3.20). Die grol3en Fragment&dathern Blots entstanden aufgrund der
gro3en Entfernung zur nachsten Schnittstelle datebeRestriktionsenzyme. Der Southern
Blot l&sst auf eine singulére Integration des Tgans schlie3en, auch wenn es bei der Grol3e
des Fragments sehr schwer abschéatzen ist. Digdefdhweichung in der Grol3e der Banden
beim Verdau mitshAl deutete bei den Linien 1b bis 4b aus Abb. 3.20usterschiedliche
Integrationsorte der T-DNA hin.

Der Verdau der genomischen DNA mit den RestrikiemzymenPstl und PshAl war
aufgrund der GroRRe der Banden nicht optimal, wéskale weitere Southern Blot Analyse
mit dem RestriktionsenzyrBamHI durchgefiihrt wurde (Abb. 3.21). Das Restriktionpgm
BamHI besal? eine Schnittstelle inmitten der Sondehaesbei einer singularen Insertion der
T-DNA desetr1-1-Gens eine Bande bei 4,7 kb und bei > 5,2 kb zwaeen war. Zwei der
drei untersuchten transgenen Linien wiesen eirgkiatsingulare Integration des Transgens
etrl-1 auf und bestétigten damit das Ergebnis des e&vethern Blots. Bei der transgenen
Linie 4 hingegen konnte nur eine der beiden notwgemdBanden nachgewiesen werden, was
auf eine partielle Integration des Plasmides pBHEDB&Ihdeutete. Die vierte im ersten
Southern Blot als transgen bestatigte Linie konnteler Wiederholung miBamHI nicht
getestet werden, da nicht gentigend DNA vorhanden wa

LIAU ET AL. (2003x) wiesen in ihrer Arbeit bei der molekularen Untetsung mittels
Southern Blots bei sechs zufallig gewahlten Gerentygine singulare Insertion dgss-Gens
nach. Bei einer weiteren Untersuchung zur Transftion von Oncidium 'Sherry Baby
cultivar OM8' wurde da®flp-Gen in einer Kopienzahl von ein bis dreimal im Gmn
nachgewiesen (hu ET AL., 2003). Die Arbeitsgruppe WU ET AL. (2003) hingegen zeigte
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eine singulare Integration dg¥flp-Gens bei funf unabhangigen transgenen Linien von
Oncidium 'Sherry Baby cultivar OM8' auf.

Eine partielle Integration oder eine Zerstérung Veflen der T-DNA kann haufig beobachtet

werden, da die T-DNA typischerweise entweder ieiitwollen Lange oder als abgeschnittene
Molekule ins Genom integriert wird £FIRA ET AL., 2004). Eine partielle Integration des

Plasmides pBEO210 wurde entsprechend der vorliegebatersuchung auch bdealanchoe

bl ossfeldiana nachgewiese(SANIKHANI ET AL ., 2008).

Bei allen Transformationsversuchen der vorliegenfldreit wurde nachgewiesen, dass eine
grof3e Anzahl von Pflanzen nur ein Teil der T-DNAsdptll Gen, trug. Wahrend bei alteren
Binarvektoren wie dem hier verwendeten Vektor pBE@®er Selektionsmarker neben der
rechten Bordersequenz platziert ist, befindet $ieh neueren Entwicklungen der Marker
neben der linken Bordersequenz (www.cambia.org)didalbertragung der T-DNA an der
rechten Border beginnt dBuck ET AL., 2000), wird dadurch die Regeneration von Pflanzen
vermieden, die nur den Selektionsmarker und nicg peweilige Gen integriert haben.
Mehrere Arbeitsgruppen beschétftigten sich bereitsder Theorie, dass auch nur Teile des
Vektors ins pflanzliche Genom integriert werden ké@m (/AN DER GRAAFF ET AL., 1996,
WENCK ET AL., 1997, ,DE BUCK ET AL., 2000), da es vorher zu einem Abbruch der Ubertrggun
der T-DNA kommen kann. Ein weiterer Grund fur deel Waufigeren Nachweis dewptll-
Gens im Vergleich zu den Genetrl-1 und gus kann aufgrund eines falsch positiven
Ergebnisses der PCR enstanden sein. Die Verifizgerdieser Annahme ist allerdings
aufgrund mangelnder DNA-Ausbeuten nicht mdglich.

4.4 Vergleich der DNA- und RNA-Isolierunsverfahren

DNA wurde in erster Linie isoliert, um die Uberttagy der gewiinschten Gene ins
pflanzliche Genom potenziell transgener Sprossehzageisen. Die Methode nach
DOROKHOV UND KLOCKE (1997) erzielte im Vergleich mit den beiden andeRrotokolle

hohe DNA-Ausbeuten. Aufgrund der einfachen und stten Durchfihrung ist dieses
Verfahren empfehlenswert (Tab. 3.14). Ein weitdferteil ist die geringe Einsatzmenge an

Gewebematerial zu Beginn der Isolierung, da nichtner genigend Ausgangsmaterial
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vorhanden ist. Diese Methode stellt aul3erdem eafe preisgunstige Variante der DNA-

Isolierung dar.

Die Qualitat der mit der Methode nacloRoKHOV UND KLOCKE (1997) isolierten DNA war

sehr gut, diese konnte fur den Southern Blot vedsewerden.

Die Isolierung von RNA wurde untersucht, um beieeibintersuchung der Genexpression der
transgenen In-vitro-Kulturen auf ein effizienteglueproduzierbares Verfahren zurtickgreifen

zu koénnen.

Beim Vergleich der verschiedenen RNA-Isolierungdmoden wurde das Verfahren nach
MUHLHARDT (2002) als jenes mit den hochsten Ausbeuten betdtaChab. 3.15). Einziger
Nachteil des Verfahrens waren die hohen Standargiabungen beim Vergleich der
Ausbeuten aus den einzelnen Isolierungen. Dielstatiethode war jene naclrRKG (1996).
Vergleicht man allerdings die Einwaage zu Beginn Idelierung, erkennt man, dass beim
Verfahren nach KIEG (1996) genugend Pflanzenmaterial vorhanden seirs,nums diese Art
der Extraktion durchfiihren zu kénnen. Ein weitd¥achteil dieses Verfahrens ist auch der
Zeitaufwand, der mit drei Tagen Bearbeitungszethdals sehr zeitintensiv und langwierig zu

beurteilen war.

4.5 Klonierung von pCambiaPeMADS5etr1-1

Die Klonierung eines neuen Vektors enstand ausUterlegung, dass der Promotor des
bereits vorhandenen Vektors pBEO210 aus der Pesmmmte und aufgrund der weit
entfernten Verwandschaft zu Orchideen die Befumiptlbestand, dass er in Orchideen
schlecht oder nicht spezifisch genug exprimiert delr Ein weiterer Grund war die
Verwendung eines Plasmides, bei dem zuerst dasiligsveGen und dann der
Selektionsmarker tbertragen wird. Es wird somit Aafireten von Kanamycin-resistenten
Pflanzen vermieden, die aufgrund eines Abbrucheslérevon der RB ausgehenden DNA-
Ubertragung nur den Selektionsmarker enthaltem OER GRAAFF ET AL., 1996, WENCK ET
AL.,1997,DE BUCK ET AL., 2000).

Aufgrund der Notwendigkeit eines blitenspezifiscReamotors wurde das MADS-Box-Gen
PeMADS5 und dessen Promotor (Accessionsnummer AY496059)Taml ET AL. (2004) fur

weitere Untersuchungen herangezogen. Dieses MAD&Em wird in den Petalen stark und
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in den Sepalen, der Lippe und der Saule schwéacipeinaert. Weder im Stangel noch Spross,
Blatt oder Wurzel konnte PeMADSS5 in Expressionsgsel nachgewiesen werdernsATET
AL., 2004). Der Promotor dieses Gens sollte sich dakbar gut als blitenspezifischer

Promotor eignen.

Fur die Konstruktion des neuen Vektors pCambiaPel@B&rl-1 wurde zunachst die
Promotorregion von PeMADS5 mittedicky end-PCR (Z£NG, 1998) amplifiziert und in das

restringierte Plasmid pCambia 2300 ligiert (pCarReisIADS5). Diesticky end-PCR von

ZENG (1998) wurde bereits erfolgreich zur Amplifizierumgn Genen und Teilen von Genen
mit angehangten Restriktionsschnittstellen furklenierung in Protein Expressionsvektoren
oder Hefevektoren verwendet @vH ET AL., 2001, SHIH ET AL., 2002). Dieses Verfahren
erlaubte das Anhangen von zwei verschiedenen R@stigschnittstellen in einem PCR-

Ablauf und war daher sehr einfach und effektiv.

Im né&chsten Schritt wurde dag1-1-Gen aus pBEO210 in die "multiple cloning site" von
pCambiaPeMADSS kloniert. Das Ergebnis war der néaktor pCambiaPeMADS5etrl1-1.
Zur Uberprifung des korrekten Einbaus des Promotoid des Genstrl-1 wurde der
Bereich des Promotors ber1l-1 sequenziert. Bis zur Base 1000 ergab die Sequenge
eine sehr gute Ubereinstimmung. Nach dieser Basdenueinige Unterschiede beobachtet
(Abb. 3.24), die aufgrund einer mangelnden Seqeaegenauigkeit ab ungefahr 800 bp laut
dem Anbieter (MWG Biotech) tolerierbar sind. Mit deVergleich der Sequenzen in
Abb. 3.24 wurde der Ubergang des Einbaus des PovsausPeMADS5 und desetrl-1-

Gens gezeigt und die erfolgreiche Klonierung begnes
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4.6 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden erstmaliy Regenerationssystem und der
A. tumefaciens-vermittelte Gentransfer flOdontoglossum entwickelt und etabliert. Die
beiden Orchideengattunge®ncidium und Odontoglossum wurden mit dem mutierten
Ethylenrezeptoetr1-1 ausArabidopsis unter Kontrolle des blutenspezifischen Promotbps
aus der Petunie transformiert. Aus den Transfooonatiersuchen wurden transgene Sprosse
regeneriert. Damit wurde die Grundlage geschafigie, Haltbarkeit der Bliten dieser

Orchideengattungen langfristig und dauerhaft ziangern.

Das erfolgreiche Transformationsprotokoll stelle dasis fiir weitere Optimierungsschritte
dar. Anhand des bisherigen Protokolls konnen awBerdieitere Gene oder Promotoren
mittels A. tumefaciens-vermittelten Gentransfers ins Pflanzengenom vamcidium und
Odontoglossum Ubertragen werden. Zum einem konnte ein blltenspezer Promtor aus
den jeweiligen Gattunge®ncidium und Odontoglossum zur gezielteren Expression von
etrl-1 in den neuen Vektor pCambiaPeMADS5etrl-1 (Kap. XBniert werden. Das
vorliegende Transformationsptotokoll konnte aul3erdeeispielsweise zur Transformation

von Genen im Zusammenhang mit der Blutenfarbe vedeewerden.

Die in der vorliegenden Arbeit mit dem mutiertenhfénrezeptoretrl-1 erfolgreich
transformiertenOncidium-Sprosse stellen das Ausgangsmaterial dar, dasalkiermehrt,
bewurzelt und ins Gewachshaus Uberfihrt werden .kdlawh entsprechender Kulturzeit
konnen die bluhenden Pflanzen auf ihre Ethylensein&t und damit Expression des
mutierten Ethylenrezeptor®trl-1 Uberprift werden. Zusatzlich koénnten die in der
vorliegenden Arbeit erhaltenen trangen@mcidium-Sprosse fur Expressionsstudien der

Funktion des Promotofbp aus der Petunie in Orchideen herangezogen werden.

Der neue Transformationsvektor pCambiaPeMADS5etrlann in  weiteren
Transformationsversuchen untersucht werden. Zuranegollte die spezifische Expression
von etrl-1 in den Blitenorganen der Orchide@mcidium und Odontoglossum und die

Funktion uns Expression des Promotors PeMADSS5 ssfarwerden.
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5 Zusammenfassung

Die beiden Orchideengattungedncidium und Odontoglossum haben deutlich geringere
Bedeutung als die Gatturighalaenopsis. Ein wesentlicher Grund fur diesen Unterschied in
den Verkaufszahlen der beiden Gattungacidium und Odontoglossum im Vergleich zu
Phalaenopsis ist sicher die deutlich geringere Haltbarkeit Bé&iten. Die geringe Haltbarkeit
der Bliten ist unter anderem auf das Hormon Ethyernickzufihren, das eine wichtige
Rolle bei der Seneszenz der Pflanzen spielt. Isetie Zusammenhang stellt auch die
Anwesenheit anderer Pflanzen, die Ethylen prodemiewahrend des Transports und der
Lagerung eine mdgliche Beeintrachtigung der Quadié Orchideen dar. Die Sensitivitat von
Oncidium und Odontoglossum gegeniber Ethylen wurde untersucht und sowohl die
Blutenrispen als auch die Topfpflanzen kénnen afssisiv eingestuft werden. Die Knospen
und Bluten der mit Ethylen behandelten Pflanzeleriesorzeitig ab, die Blutenstangel und
die Blatter vergilbten. Die Begasung mit 1 p[* Ethylen fiihrte zur schnellsten Welke,
darauf folgten die unbehandelte Kontrolle und di¢ TAMCP vorbehandelten Blitenstiele
und Topfpflanzen unter Einfluss von Ethylen. Der ri8ioff 1-MCP hingegen wirkte

hemmend auf die Alterung von Bliten.

Eine langfristige Verbesserung der Haltbarkeit vamcidium und Odontoglossum kdnnte
durch die genetische Transformation mittéls tumefaciens erzielt werden. Bei dem zu
transformierenden Gen handelte es sich um den rmrtieEthylenrezeptortrl-1 aus
Arabidopsis thaliana unter Kontrolle des blutenspezifischen Promotiiygl aus Petunia
hybrida. Voraussetzung dafir war zunachst die Etablierueghes effizienten
Regenerationssystems. Es konnte in dieser Arbeiz\iei Genotypen vor©Oncidium und
sechs Genotypen vabdontoglossum die Regeneration von ,Protocorm like Bodies” (PLBs
Uber somatische Embryogenese gezeigt werden. Dieadaixialer Seite auf das Medium
aufgelegten Blattspitzen regenerierten im Allgerapiram besten im Dunkeln auf TDZ-
haltigem Medium, das durch Gelrite verfestigt wurBé&e Regenerationsraten und mittleren
Anzahlen an PLBs waren sehr heterogen. Die hoch&egenerationsraten erzielten

Oncidium 'Sweet Sugar' und d@dontoglossum-Hybride 'Stirling Tiger' mit 83, bzw. 79%.

Sowohl die Blattspitzen als auch die PLBs wurden/falsgangsmaterial flr die genetische
Transformation mittelsA. tumefaciens herangezogen. Die Blattspitzen erwiesen sich nicht
geeignet, da keine transformierten Sprosse regehesierden konnten. Der Ansatz der

Transformation von PLBs war vielversprechenderTiansformationsversuchen mit PLBs
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auf Festmedium wurden Transformationsraten von zwus1,1 % mit demetrl-1-Gen
(EHA105 mit pBEO210und bis zu 2,7 % mit deigus-Gen (LBA4404 mit pBI121) erreicht.
Beim Vergleich der verwendeten Agrobakterien-Stammearden beim GUS-Test mit
LBA4404 mehr transgene Sprosse detektiert, beiR{&R-Analyse zeigte EHA105 einen
hoheren prozentualen Anteil transgener Explantatgesamt wurden aus den zahlreichen
Transformationsversuchen 93 GUS-positive transdemien und funf transgene Linien mit
erfolgreich integriertenetr1-1-Gen mittels PCR-Analyse nachgewiesen. Bei drei fdef
transgenen Linien wurde ein Southern Blot durchigefiind diese Untersuchung konnte das

Ergebnis aus der PCR-Analyse bestétigen.

Der zuséatzlich neu konstruierte Vektor pCambiaPeNsABrrl-1, bei dem der mutierte
Ethylenrezeptoetrl-1 unter die Kontrolle des blutenspezifischen PromoReMADSS aus

Phalaenopsis equestris eingebracht wurde, steht fiir weitere Versuchevasfiigung.

In dieser Arbeit konnte erfolgreich sowohl ein =®=#ntes und zuverlassiges
Regenerationssystem als auch ein Transformatioessyanittels A. tumefaciens fir

Oncidium und Odontoglossum etabliert werden.
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Breeding, 24.-28.08.2008, Brishane, Australien.

135



Anhang

Materialien

Tab. 7.1: Gerateliste

Gerat Hersteller, Model

Autoklav Fedegari

Bio-lImaging-Analyzer Fuji Photo, BAS 1000

Brutschrank Memmert, Be500; GFL mbH, 3033; MMM Medcenter

GmbH, Incushake INCUCELL 111
Digitalkamera Kanon

Elektrophorese-Spannung Pharmacia Biotech, EPS 3500

Elektrophorese-System Biorad, Mini-Sulf’ Cell GT

Mikroskop Zeiss

Reinstwassersystem TKA-GmbH, TKA-Lab HP 6UV/UF

Thermocycler Hybaid

Waage Sartorius

Werkbank Kendro Laboratory Products, Lamiraifyp LB48C
Zentrifuge Eppendorf, 5415C; Kendro Laboratory Products, Biefu

fresco, Megafuge 1.0 R

Tab. 7.2: Materialien

Material Hersteller
Plastikverbrauchsmaterial Sarstedt
Spritzen Braun
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Tab. 7.3: Chemikalien

Chemikalie Lieferant
Acetosyringon Sigma
Agar Duchefa
Agarose Seakem
BAP Duchefa
Beefextrakt Sigma
Bromphenolblau Merck
Cefotaxim Duchefa
Chloroform Fluka
DNA-Langenstandard MBI Fermentas
dNTP’s MBI Fermentas
EDTA Sigma
Eisessig Merck
Enzyme MBI Fermentas
Ethidiumbromid Merck
Ethylen Linde
GA; Duchefa
Gelrite Duchefa
Glukose Duchefa
Glycerin AppliChem
Glycin Duchefa
HCI Merck
Hefeextrakt Fluka
Hepes Fluka
IAA Duchefa
IPTG Sigma
Isoamylalkohol Merck
Isopropanol Merck
Kanamycinsulfat Duchefa
1-MCP Agro Fresh Inc.
MgSOy Merck
B-Mercaptoethanol Merck
MS Makro- und Mikrosalze Duchefa
Myo-Inositol Duchefa
NAA Duchefa
NaOCh Nierle
NaOH Merck
NacCl Duchefa
Nicotinsaure Duchefa
Pepton Duchefa
Phenol Sigma
PVP Duchefa
Pyridoxin-HClI Duchefa
Saccharose mg:gt
SDS Duchefa
TDZ

. Duchefa
Thlamln-HCI Fluka
Triton X-100 Pharmacia Biotech
Tris Merck
Tween 20 Sigma
X-Gal Duchefa
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Transformationsversuche

Transformation mit Hilfe der Ultraschallbehandlung

Tab. 7.4: Auswertung des histochemischen GUS-Testsles Versuches TflUl mit Hilfe der
Ultraschallbehandlung (Tab. 2.8) von ONO2 mit LBA484 und pBI121 (LBA/gus) zwei, vier und sechs
Monate nach der Transformation. Dargestellt sind die Mittelwerte mit n = 20 der Ahk ,spots” je Explantat
(gemittelt Gber die Explantate mit ,spots”). Alpgts” werden die blau gefarbten Zellen bezeichnet

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
Behandlungsdauer [s] [%] ,spot‘je Expl. [%] ,spot‘je Expl. [%] ,spot‘je Expl.

0 25 3.4 13 3,8 0 0,0
5 45 4.6 20 3,9 0 0,0
10 35 54 19 2,7 0 0,0
30 40 6,6 13 3,6 0 0,0
60 50 5,5 5 1,0 4 4.5

Tab. 7.5: Auswertung des histochemischen GUS-Testsles Versuches Tflu2 mit Hilfe der
Ultraschallbehandlung (Tab. 2.8) von ONO2 mit LBA484 und pBI121 (LBA/gus) zwei, vier und sechs
Monate nach der Transformation. Dargestellt sind die Mittelwerte mit n = 20 der Ahk ,spots” je Explantat
(gemittelt Gber die Explantate mit ,spots"”). Alpgts” werden die blau gefarbten Zellen bezeichnet

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
Behandlungsdauer [s] [%] ,spotje Expl [%0] .spot* je Expl [%] ,spot“je Expl

0 10 3,5 0 0,0 7 3,5
5 35 2,4 0 0,0 0 0,0
10 40 1,8 8 4,3 10 5,0
30 65 52 13 3,8 15 4.4
60 60 4,8 0 0,0 11 3,8

Transformation mit Hilfe der Vakuum Infiltration

Tab. 7.6: Auswertung des histochemischen GUS-Testies Versuches TflV2 mit Hilfe der Vakuum
Infiltration (Tab. 2.8) von ONO2 mit LBA4404 und pBI121 (LBA/gus) zwei, vier und sechs Monate nach
der Transformation. Dargestellt sind die Mittelwerte mit n = 20 der A&ht ,spots” je Explantat (gemittelt Uber
die Explantate mit ,spots*). Als ,spots” werden dilau gefarbten Zellen bezeichnet

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
Behandlungsdauer [min] [%]  ,spot‘je Expl [%] ,spot‘je Expl [%] ,spotje Expl
0 25 8,4 3 1,0 0 0,0
1 20 5,8 0 0,0 0 0,0
2 45 7,1 8 3,3 10 4,2
4 25 7,0 15 3,3 9 6,5

138



Anhang

Tab. 7.7: Auswertung des histochemischen GUS-Testies Versuches TflV3 mit Hilfe der Vakuum
Infiltration (Tab. 2.8) von ONO2 mit LBA4404 und pBI121 (LBA/gus) zwei, vier und sechs Monate nach
der Transformation. Dargestellt sind die Mittelwerte mit n = 20 der A&hi ,spots” je Explantat (gemittelt Gber
die Explantate mit ,spots”). Als ,spots” werden dilawu gefarbten Zellen bezeichnet

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
Behandlungsdauer [min] [%0] ,Spot‘je Expl [%] ,spot‘je Expl [%] ,spot‘je Expl
0 5 7,0 3 1,0 0 0,0
1 10 7,5 0 0,0 22 4,8
2 20 3,5 0 0,0 25 59
4 10 45 3 3,5 - -

Transformation auf Festmedium

Tab. 7.8: Auswertung des histochemischen GUS-Testus Versuch Tf2 von PLBs auf Festmedium
(Tab. 2.8) von ONO2 und OD01 mit EHA105 und LBA4404mit pBI121 (EHA/gus und LBA/gus,
Tab. 2.11), bzw. EHA105 mit pIBGUS (EHA/gus2, Tab2.11) zwei, vier und sechs Monate nach der
Transformation. Dargestellt sind die Mittelwerte mit n = 20 der Ak ,spots” je Explantat (gemittelt Gber die
Explantate mit ,spots®). Als ,spots* werden die bigefarbten Zellen bezeichnet.

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
% ,Spot” je Expl. % ,Spot” je Expl. % ,Spot” je Expl.
OoD01 Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
EHA/gus 40 4,0 20 15 0 0,0
LBA/gus 90 6,0 40 4,0 22 2,8
EHA/gus2 40 3,3 10 10 17 5,3
ONO02 Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
EHA/gus 40 9,3 40 7,3 13 3,3
LBA/gus 60 6,5 40 4,0 17 1,8
EHA/gus2 50 11,0 30 6,3 0 0,0
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Tab. 7.9: Auswertung des histochemischen GUS-Teseus Versuch Tf6 von PLBs auf Festmedium
(Tab. 2.8) von ONO1, ONO2, OD01 und OD04 mit LBA44Dund pBI121 (LBA/gus, Tab. 2.11) zwei, vier
und sechs Monate nach der TransformationDargestellt sind die Mittelwerte mit n = 20 der &ht ,spots” je
Explantat (gemittelt Gber die Explantate mit ,spgptéls ,spots” werden die blau gefarbten Zellerzbighnet.

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
% ,Spot” je Expl. % ,Spot” je Expl. % ,Spot” je Expl.
ONO01 Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
ONO02 Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
OoD01 Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
OD04 Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
ONO1 LBA/gus 10 1,5 13 4,8 0 0,0
ONO02 LBA/gus 65 7,5 25 3,3 23 2,0
ODO01 LBA/gus 55 4,1 25 3,1 22 15
OoD04 LBA/gus 65 4,8 23 2,3 4 1,5

Tab. 7.10: Auswertung des histochemischen GUS-Tests Versuch Tf7 von PLBs auf Festmedium
(Tab. 2.8) von ONO1, ONO2, OD01 und OD04 mit LBA44Dund pBI121 (LBA/gus, Tab. 2.11) zwei, vier
und sechs Monate nach der TransformationDargestellt sind die Mittelwerte mit n = 20 der &ht ,spots” je
Explantat (gemittelt Gber die Explantate mit ,spptéls ,spots” werden die blau gefarbten Zellerzbighnet.

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
% .Spot” je Expl. % ,Spot” je Expl. % .Spot” je Expl.
ONO1 Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
ONO02 Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
OoD04 Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
ONO1 LBA/gus 0 0,0 0 0,0 0 0,0
ONO02 LBA/gus 96 4,6 35 1,0 12 3,0
OD04 LBA/gus 85 5,3 0 0,0 5 1,0

Tab. 7.11: Auswertung des histochemischen GUS-Testais Versuch Tf8 von PLBs auf Festmedium
(Tab. 2.8) von ONO1, ONO0O2, OD01 und OD04 mit LBA44Dund pBI121 (LBA/gus, Tab. 2.11) zwei, vier
und sechs Monate nach der TransformationDargestellt sind die Mittelwerte mit n = 20 der A&ht ,spots” je
Explantat (gemittelt Gber die Explantate mit ,sgptéls ,spots” werden die blau gefarbten Zellerzbighnet.

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
% .Spot” je Expl. % ,Spot” je Expl. % .Spot” je Expl.
ONO1 Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
ONO02 Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
OD04 Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
ONO1 LBA/gus 10 50 40 1,0 6 1,0
ONO02 LBA/gus 50 6,0 18 1,6 7 1,0
OD04 LBA/gus 45 4,4 25 2,4 8 1,2

140



Anhang

Vergleich der Transformation auf Fest- und in Hdisedium

Tab. 7.12: Auswertung des histochemischen GUS-Testgus Versuch Tfvsfl2 des Vergleiches der
Transformation von PLBs in Flissig- und auf Festmeiim (Tab. 2.8) von ON02 mit EHA105, bzw.
LBA4404 und pBI121 (EHA/gus und LBA/gus, Tab. 2.11)zwei, vier und sechs Monate nach der
Transformation. A bis D: verschiedene Transformationsvarianten ¥dwsfl, Tab. 2.9. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit n = 20 der Anzahl ,spots* je Exptah (gemittelt Uber die Explantate mit ,spots).sAl
»Spots” werden die blau gefarbten Zellen bezeichnet

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
% ,Spot” je Expl. % ,Spot” je Expl % ,Spot” je Expl
ONO02 A / Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
B / Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C / Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
D / Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
A/ EHA/gus 0 0,0 0 0,0 0 0,0
B / EHA/gus 10 4,5 18 7,7 7 6,3
C / EHA/gus 5 1,0 18 6,3 8 52
D / EHA/gus 55 2,6 28 4,1 27 1,0
A/ LBA/gus 0 0,0 0 0,0 0 0,0
B/ LBA/gus 0 0,0 8 7,0 13 4,5
C / LBA/gus 10 1,0 18 51 8 3,4
D / LBA/gus 80 54 45 54 20 1,3

Tab. 7.13: Auswertung des histochemischen GUS-Testsus Versuch Tfvsfl3 des Vergleiches der
Transformation von PLBs in Flissig- und auf Festmeiim (Tab. 2.8) von ON02 mit EHA105, bzw.
LBA4404 und pBI121 (EHA/gus und LBA/gus, Tab. 2.11)zwei, vier und sechs Monate nach der
Transformation. A bis D: verschiedene Transformationsvarianten ¥dwsfl, Tab. 2.9. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit n = 20 der Anzahl ,spots* je Exptah (gemittelt Uber die Explantate mit ,spots).sAl
~Spots” werden die blau gefarbten Zellen bezeichnet

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
% ,Spot” je Expl. % ,Spot” je Expl % ,Spot” je Expl
ONO02 A/ Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
B / Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
C / Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
D / Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
A/ EHA/gus 10 15 0 0,0 3 55
B / EHA/gus 20 2,5 10 3,5 3 3,5
C / EHA/gus 15 1,3 8 3,3 3 1,0
D / EHA/gus 35 2,7 20 1,8 22 1,8
A/ LBA/gus 20 2,5 5 6,0 2 3,0
B/ LBA/gus 15 2,7 13 3,7 5 4,0
C / LBA/gus 25 2,4 13 3,6 5 2,3
D / LBA/gus 65 3,7 50 1,0 17 1,0
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Tab. 7.14: Auswertung des histochemischen GUS-Testgus Versuch Tfvsfl5 des Vergleiches der
Transformation von PLBs in Flissig- und auf Festmemim (Tab. 2.8) von ONO02 mit EHA105, bzw.

LBA4404 und pBI121 (EHA/gus und LBA/gus, Tab. 2.11)zwei, vier und sechs Monate nach der
Transformation. F bis I: verschiedene Transformationsvarianten Vérsfl, Tab. 2.10. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit n = 20 und die Standardabweichungen Anzahl ,spots* je Explantat (gemittelt Gbee di
Explantate mit ,spots®). Als ,spots* werden die bigefarbten Zellen bezeichnet.

2 Monate 4 Monate 6 Monate
Anzahl Anzahl Anzahl
% .Spot” je Expl. % .Spot” je Expl % .Spot” je Expl
ONO02 E / Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
F / Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
G / Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
H / Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
| / Kontrolle 0 0,0 0 0,0 0 0,0
E / LBA/gus 20 4,3 5 2,5 7 6,0
F / LBA/gus 40 2,8 8 3,3 2 6,0
G / LBA/gus 35 4,4 10 2,8 0 0,0
H / LBA/gus 40 51 15 4,0 11 4.4
| / LBA/gus 65 2,8 20 1,3 10 15
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