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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Ziel der Arbeit

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, von Arten bzw. Hybriden der Gattung Populus
haploide regenerationsfahige Kallusse zu erzeugen und in eine Erhaltungskultur zu
Uberfihren. Zudem sollten haploide Regenerate auf ihre Transformierbarkeit hin Uberprift
und als Pflanzenmaterial flr einen Transposon-Tagging-Ansatz bei Pappeln bereitgestellt

werden.

1.2. Populus - ein Modellsystem fir Forstbdume

Forstbdume als pragender Teil von Waldern haben einen hohen 6konomischen und
Okologischen Wert. Einerseits stellen die Walder die Ressourcen fiir eine Holzgewinnung
dar, wobei das Holz ein unverzichtbarer regenerativer Werk- und Brennstoff ist. Andererseits
sind Walder Okosysteme, die einen unersetzlichen Schutz vor Bodenerosion, Larm und
Immissionen leisten, zum Klimaschutz (CO,—Sequestrierung) und zur Wasserspeicherung
beitragen und den Menschen Erholung und vielen Tieren und Pflanzen Lebensrdume bieten.
Zudem gibt es bedeutsame biologische Facetten der Baumanatomie und —physiologie, die
nur anhand von Baumen selbst untersucht werden kénnen. Hierzu zahlen insbesondere die
Holzbildung, die saisonale Allokation und Deposition von Nahrstoffen, die Frostabhartung,
die iterative Entwicklung der komplexen Baumkrone und der Wechsel von der juvenilen zur
adulten Phase. Dieser komplexe Wechsel von juvenilem zu reifem Wachstum und die langen
Generationszeiten trugen dazu bei, dass die Domestikation der Forstbaume verglichen mit

der von Kulturpflanzen noch in den Kinderschuhen steckt (Taylor 2002).

Inzwischen gelang es Forst- und Holzbiologen mit Bezug auf die oben genannten
Baumeigenschaften zu rechtfertigen, dass Baume als Modellsysteme innerhalb der Botanik
angesehen werden sollten, und setzten durch, dass nach der Sequenzierung des Genoms
der allgemein anerkannten Modellpflanze Arabidopsis (The Arabidopsis Genome Initiative
2000) und des Genoms der monokotylen Modellkulturpflanze Reis (Oryza sativa L.) (Goff et
al. 2002) ebenfalls die Sequenzierung eines Forstbaumgenoms initiert wurde
(http://www.ornl.gov/ipgc/), um die forstliche Genomforschung zu beschleunigen. Ein
Individuum der Gattung Populus, der weibliche Klon P. trichocarpa ‘Nisqually-1’, wurde als

Modellbaum ausgewahlt. Allgemein werden als Grunde fir die Genomsequenzierung einer
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Pappelart deren schnelles Wachstum, ihr kleines Genom und ihr weitverbreiteter Einsatz in

den Forstwissenschaften und in der Forstindustrie angefuhrt.

Unter vielen Forst- und Holzwissenschaftlern (Chaffey 1999, Robinson 1999, Dinus et al.
2001, Van Raemdonck et al. 2001, Taylor 2002, Wullschleger et al. 2002, Confalonieri et al.
2003) sehen auch Bradshaw et al. (2000) in Populus das Baummodellsystem. Sie

beschrieben detailliert sowohl die Vorteile als auch die Nachteile der Pappel als Modellbaum,

die hier in Kurzform wiedergegeben werden:

Vorteile der Pappel

gut etablierte Zusammenarbeit zwischen den Pappelgenetikern, -physiologen und —
pathologen

reichhaltige genetische Variation in der Baummorphologie, -anatomie, und
physiologie sowie in der Empfindlichkeit gegentber biotischem und abiotischem
Stress in nattrlichen Populationen

leichte sexuelle Vermehrung und interspezifische Hybridisierung

enge Kopplung der physiologischen Eigenschaften und der Biomasseproduktivitat

gut charakterisierte molekulare Physiologie zur Erforschung der Signalbewegungen
grolRe Datensammlungen anatomischer, physiologischer und forstwirtschaftlicher
Eigenschaften und auf diesen Daten basierende Wachstums- und
Produktivitaitsmodelle

einfaches Klonen individueller Genotypen

kleines Genom: 550 Mio. Basenpaare in einem haploiden Chromosomensatz, d.h.
nur viermal groRBer als Arabidopsis aber ca. 40mal Kkleiner als relevante
Gymnospermen wie Kiefer, Fichte und Tanne

leichte Transformierbarkeit und Regeneration als Voraussetzung zur Erforschung von

Genfunktionen

Nachteile der Pappel

weltweit nur eine mittelmafige wirtschaftliche Bedeutung

Generationsintervalle von 4-10 Jahren

Pappeln sind zweihausig, eine Selbstung ist unmdglich

das rasche Wachstum fihrt schnell zu hohen Pflanzen, die viel Raum und spezielle
Mess- und Arbeitstechniken aul3erhalb der menschlichen Reichweite erfordern

fast keine Existenz von Stammb&aumen mehrerer Generationen, um z.B. QTLs gut

genealogisch verfolgen zu kénnen
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Die Gattung Populus L. zahlt zur Familie der Salicaceae, die mit weiteren 36 Familien nach
der derzeitigen kladistischen Analyse der Ordnung Malphigiales angehdren (Stevens 2003).
Nach der allgemein anerkannten Klassifikation von Eckenwalder (1996) sind 29 Arten in
sechs Sektionen in der Gattung Populus gruppiert. Es handelt sich weitgehend um
laubabwerfende Baumarten der gemafigten nordlichen Hemisphare. Sie sind zweihausig
und windbestdubend. Das schnelle Wachstum der Pappeln ist fur die Forst- und
Holzwirtschaft interessant. In Schnellwuchsplantagen (Kurzumtriebsplantagen) konnen
geeignete Klone ihre volle H6he von ca. 40m bereits in 20 Jahren erreichen. Heutzutage
werden Pappeln weltweit in Plantagen angebaut und hauptséachlich fiur Zellstoff und Papier,
Verpackungsmaterialien, Holzwerkstoffprodukte und zur Energieerzeugung genutzt. In
Deutschland wird ein verstarkter Einsatz von Pappelplantagen als Sonderkultur fir
Energieholz oder Biomasse geprift (Hofmann 1999) und derzeit vom Verbraucher-
ministerium mit dem Forderprogramm  "Nachwachsende Rohstoffe” unterstitzt

(http://iwww.verbraucherministerium.de)

1.3. Transposon-Tagging

Die funktionelle Genomforschung bedient sich verschiedener Ansatze, um Gene zu
identifizieren und ihre Funktion zu charakterisieren. In der Pappelgenomforschung wurden
hierfir neben der oben beschriebenen Genomsequenzierung bereits Uber 2100.000
Expressed-Sequenz-Tags von 18 cDNA-Banken sequenziert und annotiert (Jansson et al.
2003). Genhomologe (PTLF, Populus trichocarpa-Homolog von LEAFY; Rottmann et al.
2000) bzw. Genorthologe (PTAG2, P. trichocarpa-Ortholog von AGAMOUS; Brunner et al.
2000) wurden ebenso wie das Activation-Tagging (Busov et al. 2003) zur
Gencharakterisierung genutzt. Ein besonderes Interesse hat die forstliche Genomforschung
an den Holzeigenschaften und der Holzbildung, insbesondere der Lignin-Biosynthese.
Durch Uberexpression und Suppression von Genen, die Enzyme der Monolignol-
Biosynthese exprimieren, wurden Versuche durchgefiihrt, den Ligningehalt bzw. die
Ligninzusammensetzung so zu verandern, dass z.B. die Ligninentfernung bei der
Papierherstellung erleichtert wird (Baucher et al. 1998, Franke et al. 2000, Chen et al. 2001).

Das Abschalten (Knockout) von Genen, das in den Versuchsorganismen zu morphologisch
oder physiologisch detektierbaren Veranderungen fihren kann, stellt einen weiteren
gangigen Ansatz dar, die Funktion eines Gens anhand dieser Fehlfunktion abzuleiten. Dazu
werden T-DNAs ebenso wie bewegliche genetische Elemente (transponierende Elemente,

Transposons) in groRem Malstab als Werkzeuge in der Genomanalyse vieler Pflanzenarten
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eingesetzt (zusammengefasst in Walbot 1992, Lénneborg und Jansson 1993, Osborne und
Baker 1995, Maes et al. 1999).

Beim Transposon-Tagging wird die spezifische Eigenschaft transponierender Elemente, aus
einem DNA-Locus herausgeschnitten und in einen anderen Locus eingebaut zu werden,
genutzt. In einer Pflanze, die aktive transponierende Elemente im Genom tragt, kann ein
Allel auf diese Weise funktionsunféhig werden, wenn ein Transposon z.B. in ein Exon eines
Gens inseriert. Durch eine Selbstung, die in einigen Nachkommen zum homozygoten
Zustand des defekten Allels fuhrt, wird dann moglicherweise ein veranderter Phanotyp
hervorgebracht, was als Insertionsmutation oder Knockout-Mutation bezeichnet wird. In
manchen Pflanzenarten wie z.B. Kartoffel, Tabak und Pappel wurden bisher keine oder nur
unzureichend bewegliche genetische Elemente gefunden. Um das Transposon-Tagging
auch in diesen Pflanzenarten nutzen zu kénnen, wurde gepruft, ob Transposone z.B. aus
Mais in anderen Pflanzen funktionieren (Belzile und Yoder 1992, Chuck et al. 1993, James et
al. 1995, Lawrence et al. 1995, Greco et al. 2001, Scholz et al. 2001). Es konnte gezeigt
werden, dass Transposons nicht nur gentechnisch Ubertragen werden kénnen, sondern dass

sie auch in den heterologen Pflanzenarten transponieren.

So wurden bereits mit Transposons aus Mais in heterologen Pflanzen erfolgreich Gene
identifiziert und charakterisiert (Osborne und Baker 1995, Martienssen 1998). Verschiedene
Strategien, die den Zeitpunkt und die Frequenz der Transposititon kontrollieren, die Exzision
und Re-Insertion Uberwachen und die moglichst flachendeckend Insertionsmutanten
erzeugen, wurden von Sundaresan (1996) beschrieben. Weiter entwickelte Methoden wie
das Gene-Trapping, das eine Insertion eines Transposons in ein Gen aufzeigt und die

Selektion von Insertionsmutanten ermdglicht, wurde von Maes et al. (1999) beschrieben.

Viele auch wirtschaftlich relevante Arten der Gattung Populus gelten als leicht
transformierbar und regenerierbar. Parsons et al. (1986) berichteten erstmals von einer
reproduzierbaren Transformation in Populus. Sie setzten hierfur zwei Wildtypstamme von A.
tumefaciens als Transformationsvektoren ein. Fillatti et al. (1987) regenerierten die ersten
transgenen Pappeln (P.alba x P. grandidentata), denen mittels A. tumefaciens ein definiertes
Gen inkorporiert wurde. Diese Pflanzen exprimierten das aroA-Gen, das eine
Herbizidresistenz vermittelt. Weitere erfolgreiche Transformationen folgten bei vielen
Pappelarten und —hybriden (aufgelistet in Confalonieri et al. 2003).

Im gleichen Jahr, in dem von der ersten Transformation bei Pappeln berichtet wurde,

erklarten Baker et al. (1986), dass die Transposititon des Activator-Elementes (Ac) aus Mais
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in Tabak nachgewiesen wurde. Es war die erste Darstellung einer Transposition eines
pflanzlichen Transposons in einer Wirtspflanze. Funf Jahre spater beschrieben Howe et al.
(1991), dass Ac in Pappeln integrierbar ist und bald darauf, dass Ac aus dem urspringlichen
Ort in der T-DNA herausgeschnitten werden kann (Howe et al. 1994). Die Re-Integration von
Ac ins Pappelgenom wurde von Fladung (1999) durch Southern-Analysen nachgewiesen. Er
verwendete hierzu eine Doppelhybridisierung, d.h. die Southern-Blots, die bereits nach einer
Hybridisierung mit einer rolC markierten Sonde eine Exzision des Ac-Elementes erkennen

lieRen, wurden anschlieend mit Ac markierten Sonden rehybridisiert.

Voraussetzung eines erfolgreichen Transposon-Tagging ist, dass die Funktion eines
getroffenen Allels nicht durch das andere Allel (bei Diploiden) oder verwandte Gene ersetzt
werden darf, damit eine mdgliche durch den Knockout verursachte phénotypische Variation
ersichtlich wird. Wahrend der Funktionsersatz durch verwandte Gene oder Genduplikationen
nicht beeinflusst werden kann, gewahrleistet ein homozygoter Zustand des getroffenen
Gens, dass das andere Allel nicht exprimiert wird. Dies wird im Normalfall mittels Selbstung
erreicht; im Fall von Populus kann jedoch keine Selbstung durchgefihrt werden, well

Pappeln didzisch sind.

Ein Ausweg aus diesem Problem besteht in der Haploidisierung der Pappel. Wenn das zu
transformierende Pflanzenmaterial haploid ist, d.h. nur Uber einen einfachen
Chromosomensatz und folglich auch nur Uber ein Allel je Genort verflugt, reicht es aus,
dieses eine Allel funktionsunfahig zu machen, um eine mdgliche Insertionsmutation zu
erzeugen. Pappeln sind diploid (2n = 2x) und besitzen 38 Chromosomen (Gallego Martin et
al. 1987).

1.4. Erzeugung haploider Pappeln

Haploide Angiospermen bestehen aus Korperzellen, die die gametophytische
Chromosomenzahl, also die halbe Chromosomenzahl der Sporophyten haben. Sie stellen
einen Abbruch in der generativen Pflanzenentwicklung dar, in welcher gametophytische und
sporophytische Generationen alternieren. Monohaploide Pflanzen, aus den Gametophyten
diploider Sporophyten hervorgehend und allgemein als Haploide bezeichnet, sind meist
weniger vital als Diploide ihrer Art und kénnen keine Reduktionsteilung mehr durchlaufen,
entsprechen aber sonst normalen Pflanzen. Im Jahre 1922 berichteten Blakeslee et al.
erstmals von einer haploiden Gefal3pflanze, einem haploiden Stechapfel (Datura

stramonium). Von da an wurden Haploide in vielen Pflanzenarten gefunden. Der erste und
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bisher einzige Fund einer natirlich gewachsenen haploiden Pappel wurde von Tralau (1957)

beschrieben.

Seit der Entdeckung der Generierung haploider Pflanzen durch die Antherenkultur (Guha
und Maheshwari 1964) wurden Haploide gezielt erzeugt, um aus ihnen durch nachfolgende
Verdoppelung des Chromosomensatzes doppelhaploide Pflanzen zu erhalten. Diese rein
homozygoten Linien wurden erfolgreich in vielen Zichtungsprogrammen von Kulturpflanzen
eingesetzt (Jahne und LOrz 1995, Maluszynski et al. 2002). Doppelhaploide wurden ebenfalls
fur Zwecke der genetischen Kartierung, z.B. bei Raps (Cloutier et. al. 1995) und bei Gerste
(Toojinda et al. 2000), wie auch fir transgene Expressionsstudien bei Tabak verwendet
(Beaujean et al. 1998).

Neben der Erzeugung haploider Pflanzen aus den unreifen mannlichen Mikrogametophyten
wurden Haploide auch mittels Fruchtknoten- oder Samenanlagekultur aus den unreifen
weiblichen Makrogametophyten (Gynogenese) produziert (Keller und Korzun 1996). Die
Gynogenese hat aber den Nachteil, dass aus rein praktischen Griinden nur eine begrenzte
Zahl an Gametophyten isoliert und getestet werden kann. Hingegen erlaubt eine
Androgenese die Kultur einer unzéhlig grof3en Population genetisch unterschiedlicher Zellen.
Deshalb beschrankte sich diese Arbeit auf eine Regeneration aus dem unreifen méannlichen
Gametophyten, d.h. auf eine Pollenembryogenese. Zum besseren Verstandnis der

Pollenembryogenese folgt ein Uberblick tiber die Pollenreifung.

1.4.1. Pollenreifung

Einen allgemeinen Uberblick iiber die Pollenentwicklung geben Bedinger (1992) und
Reynolds (1997): In Angiospermen werden die Organe, die die mannlichen Sporen, die
Mikrosporen, bilden, Antheren genannt. Vier Antherenwandschichten (Epidermis,
Endothecium, Mittelschicht, Tapetum) umgeben den mit Flissigkeit geflllten Loculus, in
welchem die Pollenmutterzellen (Mikrosporozyten) aus einem sporogenem Gewebe gebildet

werden.

Abb. 1 fasst die dann folgende Pollenreifung (hier bei Mais) zusammen. Eingebettet in
Kallose (-1,3-Glucan), durchlaufen die Pollenmutterzellen (Abb. 1A) die Meiose und
produzieren Tetraden von Mikrosporen, welche noch von der Kallose umgeben sind (Abb.
1B). Die Kallose wird enzymatisch abgebaut, um vier einzelne Mikrosporen zu entlassen, die
in wenigen Tagen schnell wachsen und ihre auRere Zellwand (Exine) synthetisieren (Abb.

1C). Wahrend des weiteren Wachstums wandert der Zellkern zur Zellperipherie und mehrere
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kleine Vakuolen verschmelzen zu einer groBen (Abb. 1D,E). Die Mikrospore teilt sich
asymmetrisch in eine kleine generative Zelle und eine grol3e vegetative Zelle (Pollenmitose
I). Die generative ist von der vegetativen Zelle vollkommen umschlossen (Abb. 1F).
AnschlieRend wird die innere Zellwand (Intine) gebildet und Starke angereichert (Abb. 1G).
Die hier dargestellte Teilung der generativen Zelle in die beiden Spermazellen (Pollenmitose
1) findet bei der Pappel, wie bei den meisten Dikotyledonen, erst nach der Pollenkeimung im
Pollenschlauch statt (Rougier et al. 1991). Der Pollen schlief3t die Starkeakkumulation ab
(Abb. 1H), das Tapetum lost sich auf, die loculare Flissigkeit verschwindet und der Pollen
dehydriert, um von der Anthere als bizelluléres reifes Pollenkorn entlassen zu werden (Pacini
2000).

PR —
A Pollenmutterzelle B Tetrade haploider ’ C freie junge D mehrere kleine
Mikrosporen Mikrosporen Vakuolen
- — 4

Sperma-
zellen

H Starkeangereicherter G Starkeanreicherung, F vegetativer generative Zelle E Eine groRe
junger Pollen Wachstum der Intine Nukleus Vakuole

l Dehydrierung

Reifer Pollen

Abb. 1: Schematische Pollenreifung bei Mais (aus Bedinger 1992). Beschreibung im Text. Zu
beachten ist, dass hier bereits die Teilung der generativen Zelle wahrend der Pollenreifung
erfolgt (E). Beim Pappelpollen geschieht dies erst im wachsenden Pollenschlauch, also nach
der Pollenreifung.

Wenig ist Uber die Struktur und die Entwicklung des Pappelpollen bekannt. Zwar wurde der
binukleare Status des reifen Pollen schon 1952 (Nagaraj) festgestellt, auch wurde die
Pollenwandchemie in Verbindung mit Pollen-Stigma-Interaktionen hinsichtlich einer
Inkompatibilitat zwischen verschiedenen Pappelarten néher beleuchtet (Knox et al. 1972,
Ashford und Knox 1980, Villar et al. 1993) und die Assoziation von dem vegetativen Zellkern
mit der generativen Zelle (male germ unit, MGU) im reifen Pollen (Sun et al. 1988) und

wahrend des Pollenschlauchwachstums (Rougier et al. 1991) untersucht. Jiingstens wurden
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sogar Konzentrationen von Ostradiol (steriodales Ostrogen) an Pappelbliiten wahrend der
Pollenreifung gemessen und in Verbindung mit der Sexdetermination gebracht (Khallel et al.
2003). Aber weder wurde bisher die normale Pollenreifung, von der Pollenmutterzelle bis
zum reifen Pollenkorn, noch die androgenetische Entwicklung eines unreifen Pollens fir die

Gattung Populus bzw. generell fir Baumarten beschrieben.

1.4.2. Pollenembryogenese

Die normale Reifung eines Pollen kann unter bestimmten Umstanden abbrechen und in ein
androgenetisches Wachstum Ubergehen, das als Mikrosporen- oder Pollenembryogenese
bezeichnet wird. Sie wurde mittels Licht- und Elektronenmikroskopie untersucht und fir
einige Arten detailliert beschrieben, z.B. bei Tabak (Sunderland und Wicks 1973), bei Mais
(Barnabas et al. 1987), bei Weizen (Reynolds 1993), bei Gerste Kumlehn und Lérz (1999).

Fur Baumarten liegen keine Beschreibungen vor.

Welche der zahlreichen physiologischen Faktoren, die einen Einfluss auf eine Androgenese
haben konnen, wie Alter und Wuchsbedingungen des Donorbaumes, Behandlungen der
Antheren oder Mikrosporen, Mediumzusammensetzung und -konsistenz, Temperatur, Licht ,
Populationsdichte der unreifen Pollen oder Antheren und Présenz somatischen Gewebes
bedeutsam sind, ist fur jede Pflanzenart verschieden und kann nicht verallgemeinert werden.
Dennoch gibt es zwei konsistente Eigenschaften, die generell fir eine androgenetische
Induktion nétig sind (Reynolds 1997):

* Ein definiertes Stadium in der Pollenentwicklung

* Ein aulRerer Stimulus

Zur ersten Eigenschaft zeigte sich in den meisten untersuchten Embryogenesen
angiospermer Pflanzenarten, dass die Periode um die erste Pollenmitose herum (spate
uninukleare bis frihe binukleare) das entscheidende Stadium fir eine androgenetische

Induktion war (Rhagavan 1986).

Zum weitaus groRRten Teil basieren die Berichte Uber die Erzeugung haploider Pappeln auf
Antherenkulturen. In diesen Antherenkulturen wurden die Antheren aufgelegt, wenn in ihnen
freie (Zhu et al. 1980, Ho and Raj 1985, Kexian und Nagarajan 1990, Stoehr und Zsuffa
1990a, Baldursson et al. 1993) bzw. in Tetraden vorliegende (Mofidabadi et al. 1995, Kiss et

al. 2001) Mikrosporen enthalten waren. Es ist bei Populus noch nicht hinreichend untersucht,
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in welchem Stadium der Wechsel vom gametophytischen zum androgenetischen Wachstum
stattfindet.

Bezlglich des auferen Stimulus wurden allerlei Faktoren verwendet, um einem unreifen
Pollen den nétigen Impuls zur Kallus- und Embryobildung zu geben. Reynolds (1997) fasste
zusammen, dass Temperatur, sowohl Warme als auch Kalte, der meist verbreitete externe
Stimulus fur die Pollenembryogenese war (z.B. Kunz et al. 2000, Dias 2001, Sato et al.
2002). Ebenso hat ,Hunger" (eine geringe Versorgung mit Kohlenhydraten und Stickstoff)
Bedeutung erlangt (Touraev et al. 1996a, Hofer et al. 1999, Hu und Kasha 1999, Indrianto et
al. 1999). Daneben kamen auch Gamma-Strahlung und Ethanol (Pechan und Keller 1989)
und Chemikalien (Eady et al. 1995, Zheng et al. 2001) zum Einsatz. Fur alle Antheren- und
Pollenkulturen sollte auf jeden Fall die In-vitro-Uberfiihrung fiir sich als ein starker Stress
angesehen werden (Reynolds 1997). Die Isolation der Antheren bzw. des Pollen von der

Blutenknospe kann bereits ein Stimulus sein.

Im Gegensatz zur Antherenkultur ist die Pollenkultur nicht nur eine wichtige Technik in der
Kulturpflanzenziichtung, sondern auch in der Grundlagenforschung. Sie ermdglicht eine
Beobachtung der gametophytischen und androgenetischen Entwicklung von Pollen
(Kumlehn and Lorz 1999, Custers et al. 2000). Ferner ist es vorteilhaft, dass in einer
Pollenkultur eine erste Zellteilung beobachtet und somit friihzeitig in einem Genotypentest
auf Responsivitat hin untersucht werden kann. Kulturbedingungen wie Nahrstoffe,
Wachstumsregulatoren und pH-Wert des Mediums haben eine direkte Wirkung auf die
isolierten unreifen Pollenzellen und auch ein Transformationsansatz innerhalb der
Pollenkultur hat einen direkten Zugang ohne Beeinflussung eines umgebenden Gewebes.
Aulerdem wird die Gefahr einer Regeneration aus Antherengewebe wie sie flr Populus
berichtet wurde (Stoehr and Zsuffa 1990b, Wu and Nagarajan 1990) reduziert.

Teilweise ersetzte die Pollenkultur aufgrund ihrer héheren Produktivitdt die Antherenkultur
zur Produktion haploider und doppelhaploider Pflanzen. Vergleichende Studien bei Brassica
napus (Siebel and Pauls 1989), Hordeum vulgare (Hoekstra et al. 1992, Davies and Morton
1998) und Triticum aestivum (Holme et al. 1999) ergaben, dass Pollenkulturen
(Mikrosporenkulturen) vier- bis zehnmal mehr Embryonen erzeugen als Antherenkulturen.
Zudem erwies sich die Kultur isolierter Pollen bei Gerste auch weniger genotypenabhangig
als die Antherenkultur (pers. Mitteilung, Kumlehn 2003). Uber Pollenkulturen mit
Pappelpollen liegen bisher keine Studien vor. Uberhaupt ist die Pollenkultur bei Baumen

kaum eingesetzt wurden. Radojevic et al. (1999) berichteten von einem Ansatz zur
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Pollenkultur bei der Rosskastanie (Aesculus hippocastanum L.) und Hofer et al. (1999)

erhielten zwei diploide Pflanzen aus einer Pollenkultur beim Apfel (Malus domestica Borkh.).

1.4.3. Die haploide Pappelforschung

Vor flinfzig Jahren berichtete Tulecke (1953) von haploidem Gewebe, das sich aus isolierten
keimenden Pollenzellen vom Facherblattbaum (Ginkgo biloba L.) formte. Eine
weiterfihrende Regeneration wurde dabei jedoch nicht erzielt. Weitere Versuche, isolierten
Pollen verschiedener Baumarten zu kultivieren, waren nicht erfolgreich oder kamen nicht
Uber das Kallus-/Embryonalstadium hinaus (zusammemngefasst in Winton and Stettler 1974,
Laurain et al. 1993).

In der Pappelforschung waren Fremdbestdubung und Bestiubung mit hitzebehandelten
Pollen die ersten Experimente, die haploide oder doppelhaploide Pappeln hervorbrachten
(Kopecky 1960, Winton and Einspahr 1968). Die erfolgreiche Produktion in krautigen
Pflanzen (Nitzsche and Wenzel 1977) fuhrte in den 1970er und 1980er Jahren zu
intensivierten Studien an der Generierung haploider Forstbdume mit Hilfe unterschiedlicher
Methoden wie der Bestdubung mit bestrahltem Pollen (Stettler und Bawa 1971), der
Behandlung mit Toluidinblau nach der Bestdubung (Parthenogenese, lllies 1974), der
Antherenkultur (Wang et al. 1975) und der Fruchtknotenkultur (Wu und Xu 1984) (s. auch
Zusammenfassungen: Chen 1987, Baldursson and Ahuja 1996b). Die Antherenkultur war die
meist verwendete Methode, um haploide Pflanzen zu produzieren, und Populus-Arten und
ihre Hybriden (Zhu et al. 1980, Ho and Raj 1985, Stoehr and Zsuffa 1990a, Mofidabadi et al.
1995) waren neben Hevea (Chen et al. 1982) und Aesculus (Radojevic et al. 1989)

diejenigen, deren Pollen die Fahigkeit zur fortlaufenden Zellteilung zeigten.

Fasst man alle Veroffentlichungen zur Produktion von Haploiden bei Forstgehélzen
zusammen, sind die Ergebnisse verglichen mit denen von krautigen Kulturpflanzen
enttduschend und vernachlassigbar (Baldursson and Ahuja 1996b). Geringe Lebensfahigkeit
und friihe spontane Chromosomenverdoppelung wurden als Griinde fir den Mangel an stabil
haploiden Pappeln angesehen (Wu and Nagarajan 1990, Baldursson and Ahuja 1996a, Kiss
et al. 2001, Kiss 2002 pers. Mitteilung). Meines Wissens sind weltweit keine haploiden
Pappeln verfigbar. Folglich war es notwendig, haploide Pappeln fir einen Transposon-
Tagging-Ansatz selbst zu erzeugen. Zusatzlich sollten nach einer erfolgreichen Generierung
Haploider die Bedingungen fir eine langerfristige Aufrechterhaltung des haploiden Statusses

studiert werden.

10
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1.5. Aufgabenstellung

Folgende Kriterien wurden an das zu erzeugende haploide Pflanzenmaterial angelegt, um es

fur anschlieRende Transformationen zu verwenden:

» Fruhzeitige Verfugbarkeit der Kallusse fur eine Ploidieanalyse, um haploides Gewebe
vor einer eventuellen Diploidisierung identifizieren zu kénnen

e Gewabhrleistung der Transformierbarkeit und Regenerationsfahigkeit haploider
Kallusse

e Aufrechterhaltung der haploiden Stufe regenerierbarer Kalluslinien fir eine

langfristige in vitro-Kultur

Eine Kultur isolierter unreifer Pollen erlaubt die Generierung unabhangiger Kalluslinien und
deren Ploidieanalyse. Ebenso ist eine Transformation dieser Kallusse grundsatzlich maglich.
Somit erfullt die Pollenkultur die ersten beiden Kriterien im Gegensatz zu einer
Antherenkultur, welche die Isolation eines Genotypen und die Ploidieanalyse i.d.R. erst im
Stadium der Ausdifferenzierung, d.h. der Sprossbildung, zuléasst. Die Herausbildung von
kallosem Gewebe in einer Anthere kann nicht eindeutig einem gametophytischen oder
somatischen Ursprung zugeordnet werden. Neben den bereits unter 1.4.2. erwahnten
Vorteilen der Pollenkultur war dieses Argument ausschlaggebend, eine Pollenkultur zur

Erzeugung haploiden Pflanzenmaterials zu benutzen.

Mit der hier vorgelegten Arbeit sollte ein in vitro-Regenerationssystem aus isolierten unreifen
Pollen der Pappel etabliert werden. Ferner sollten wahrend der Entwicklung des Protokolls
folgende Gesichtspunkte, die einen Einfluss auf die Kultur haben kdnnten, untersucht

werden:

e Test mehrerer Genotypen auf deren Responsivitat

* Verwendung eines Induktionsmediums mit zwei verschiedenen Zusatzen an
Wachstumsregulatoren; einmal nur mit einem Cytokinin (BAP), das andere Mal mit
einem Cytokinin und einem Auxin (NAA)

e Einfluss der Kaltlagerung der Katzchen, der Zellvitalitatsrate und der
Populationsdichte

« Evaluierung verschiedener Initialbehandlungen zur Induktion der androgenetischen

Entwicklung von unreifen Pollen

11
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Zusatzlich sollte von aus der Pollenkultur hervorgegangenen Kallussen die Ploidie mittels
Durchflusscytometrie bestimmt und der haploide Ursprung diploider und polyploider Kallusse

anhand von Mikrosatelliten-Markern tberpriift werden.

Schlie3lich sollte die Transformierbarkeit regenerativer Kallusse unter Verwendung eines
35S-Ac-rolC Konstruktes geprift werden. Dieses Ac-Transposon-System wurde im Tabak
entwickelt (Spena et al. 1989). Das zwischen dem 35S-Promotor und rolC-Gen liegende Ac-
Transposon verhindert eine rolC-Expression. Eine Exzision des Transposons stellt eine rolC-
Aktivitat her. Geschieht dies wahrend der Blattentwicklung bilden sich scharf abgegrenzte
rolC-spezifische Sektoren, die sich hellgrin vom sonst dunkelgrinen Blatt aufgrund einer
reduzierten Chlorophyll-Pigmentierung hervorheben (Spena et al. 1989, Fladung et al. 1997).

Hellgrine Sektoren im Blatt markieren also putative Transpositions-Ereignisse.

12
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2. Material und Methoden

2.1. Pflanzenmaterial

Verschiedene Genotypen wurden hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit in einer Zellkultur
Uberprift. Untersuchungen sowohl zur Sterilisierbarkeit der Katzchen als auch zur Induktion
erster mitotischer Teilungen in unreifen Pollen wurden mit den in Tab. 1 aufgefuhrten

mannlichen Baumen der Gattung Populus durchgefiihrt:

Tab. 1: In Voruntersuchungen getestete Baume

Genotyp Ort Species
Aue 1 BuUnningstedt (Ammersbek) / Schleswig-Holstein P. nigra L. Hybride
Aue 2 BlUnningstedt (Ammersbek) / Schleswig-Holstein (Sektion Aigeiros)
Vorderdeich Hamburg
SU 115 Inst. f. Forstgenetik u. Forstpflanzenziichtung, P. tremula L.
GroRhansdorf (Sektion Populus)
Esch 14 Inst. f. Forstgenetik u. Forstpflanzenziichtung, P.tremula L. X
GroRhansdorf tremuloides Michaux
(Sektion Populus)
Balsampappel Waldsieversdorf / Brandenburg P. sp.
(Sektion Tacamahaca)

Die Genotypen SU 115 und Esch 14 stehen im Arboretum des Institutes fur Forstgenetik und
Forstpflanzenziichtung in GroBhansdorf bei Hamburg. Die weiteren ausgewahlten Baume
stehen an StralBen oder im freien Gelande. Alle Ba&ume waren ca. 20 bis 30 m hoch und
Blitenzweige wurden am 18.12.2000 fur Untersuchungen zur Gewebekulturtauglichkeit
beerntet. Die spateren Ernten an den Baumen 'Aue 1’ und 'Aue 2’ erfolgten am 01.03.2001,
18.12.2001 und 01.02.2002. Die Blutenzweige wurden entweder unter zu Hilfenahme einer
Leiter geschnitten oder mit einem per Katapult (ber die Aste geschossenen Seil
abgebrochen. Die Blitenzweige wurden mit ihren Schnittenden in Wasser bei einer

Temperatur von 4T im Dunkeln gelagert.

2.2. Chemikalien

Zur Medienherstellung wurden Chemikalien von folgenden Firmen verwendet: Fluka (Buchs,
CH), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim). Die

13
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Grundmedien MS (Murashige und Skoog 1962) und Woody Plant Medium (WPM, Lloyd and
McCown 1981) wurden als Fertigpulver (Duchefa, Haarlem, NL) eingesetzt.
Wachstumsregulatoren und Antibiotika wurden von Duchefa (Haarlem, NL) geliefert. Als
Mediumverfestigungsmittel wurden Agar Agar von Serva (Heidelberg) und Phytagel von
Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim) genutzt.

Sofern nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien fir die molekularbiologischen
Analysen von nachstehenden Firmen bezogen: Biomol (Hamburg), Fluka (Buchs, CH),
Gerbu (Gaiberg), Gibco BRL (Paisley, GB), Merck (Darmstadt), Riedel de Haen (Seetze),
Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim). Die Agarose
stammte von Peqlab (Erlangen).

Die verwendeten Restriktionsenzyme stammen von Roche Diagnostics (Mannheim).

2.3. Kulturmedien

Induktionsmedien :

Zur Induktion der Embryogenese bzw. Kallusentwicklung aus isolierten unreifen Pollenzellen
wurde als Basalmedium das Flussigmedium K99 (Kumlehn, unveréffentlicht, Tab. 2)
verwendet. In den Eignungsuntersuchungen traten teilweise Kontaminationen durch
Bakterien auf. Um eventuell erneut auftretende Bakterienkontaminationen zu verringern,

wurden die Antibiotika Cefotaxime und Amoxicillin zugesetzt.

Im Jahre 2001: K99-4B-CAx; K99 mit 1,0 mg-I"* BAP, 100 mg-I* Cefotaxime und 100
mg-I" Amoxicillin, pH 5,8.
Im Jahre 2002: K99-N4B-CAx K99 mit 1,0 mg-I* BAP, 0,2 mg-™ NAA, 100 mg-I*

Cefotaxime und 100 mg-I'l Amoxicillin, pH 5,8.

~-Hungermedium*
Das Fliussigmedium enthielt 0,4 M Maltose, 10 mM MES, 1 mM CacCl,, Mikroelemente WPM
und wurde auf pH 5,8 eingestellt (maodifiziert nach Kumlehn et al. 1999). Auch hier wurden

die Antibiotika Cefotaxime und Amoxicillin zu je 100 mg-I* zugesetzt.

Regenerationsmedien :
Zur Pflanzenregeneration wurden WPM und MS-Medium als Fertigpulver (Duchefa,
Haarlem, Niederlande) mit 0,6% Agar und unterschiedlichem Gehalt an

Wachstumsregulatoren bei pH 5,8 eingesetzt (siehe Tab. 3).

14
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Tab. 2: Zusammensetzung des Basalmediums K99 fiir die Induktion und der Basalmedien WPM
und MS fir die weiterfiihrende Regeneration.

Komponenten [mg "] K99 WPM MS
Makroelemente
NH4NO3 80 (1 mM) 400 (5 mM) 1650 (20,1 mM)
KNO; 2022 (20 mMm) / 1900 (18,8 mM)
K>SO, / 990 (5,68 mM) /
KH,PO, 340 (2,5 mM) 170 (1,25 mM) 170 (1,25 mM)
CaCl,*2H,0 441 (3 mM) 95,7 (0,65 mM) 441 (3 mM)
MgSO,4-7H,0 246 (1 mM) 370,1 (1,5 mM) 370,1 (1,5 mM)
NaFeEDTA 27,5 (75 pM) 36,7 (100 uM) 36,7 (100 uM)
Mikroelemente
MNnSO,+4H,0 11,2 (50 uM) 22,3 (130 uM) 16,9 (100 uM)
Hs:BO3 3,1 (50 um) 6,2 (100 pMm) 6,2 (100 uM)
ZnS0,47H,0 7,2 (25 pM) 8,6 (29,9 uM) 8,6 (29,9 uM)
Na,Mo0,-2H,0 0,12 (0,5 uM) 0,25 (1 pM) 0,25 (1 pM)
CuS04-5H,0 0,025 (0,1 pM) 0,25 (1 uMm) 0,025 (0,1 uM)
CoCl,-6H,0 0,024 (0,1 uM) / 0,025 (0,1 uM)
Kl 0,17 (1 uM) / 0,83 (5 uM)
Organika
Retinol 0,01 (0,04 uM)
Thiamin-HCI 1.0 (3 M) / !
Nicotinsaure 1,0 (8,1pM) 1 (3 uM) 0,1 (0,3 uMm)

. . 0,2 (0,5 uM) 0,5 (4,1 uM) 0,5 (4,1 uM)
Riboflavin
Ca-Pantothenat 1,0 (4,2 iM) ! !

a-rantothena 0,4 (0,9 uM) / /
Folsaure
Pyridoxin-HCI 1,0 (4,9 uM) / /

y . 0,02 ( 0,5 (2,4 uM) 0,5 (2,4 uM)
Cobalamin

i 2,0 (11,4 uM) / /

Ascorbinsaure
Calciferol 0,01(0,03 uM) / /
Biotin 0,01 (0,04 pM) / /
Cholinchlorid 1,0 (7,1 iM) / /

. } 0,02 (0,1 uM) / /
p-Aminobenzoesaure | / /
ggg][‘nositol 100 (560 puM) 2 (26,6 UM) 2 (26,6 UM)

100 (560 puM) 100 (560 puM)
Apfelsaure 40 (0,3 pM)
Zitronensaure 40 (0,1 pM)
Fumarsaure 40 (0,3 uM)
Natrium-Pyruvat 20 (0,2 pMm)
Glutamin 1,023 (7 mM)
Maltose+H,O 90 000 (250mM)
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Tab. 3: Zusammensetzung der Medien fur die Regeneration aus Kallussen (pH 5,8).

WPM WPM 368 WPM 367 | WPM 368-Malt | % MS 368
Grundmedium WPM WPM WPM WPM 0,5MS
BAP / 1mgI* 0,5mg-I" 1mgI* 1mgI*
NAA / 0,02 mg-I* 0,02 mg-I* 0,02 mg-I" 0,02 mg-I"
Maltose-H,0 / / / 49l /
Saccharose 209" 209" 20 g7 / 209"

2.4. Pollenkultur

2.4.1. Auswahl und Sterilisation der Katzchen

An Zweigen stehende Blutenknospen wurden in einer Klimakammer bei 22T und téglich 16

h Licht zum Austreiben angeregt (Abb. 2). Der Pollen der Katzchen wurde auf sein

Entwicklungsstadium hin mit einem Durchlichtmikroskop BH-2 (Olympus, Tokyo, Japan)

untersucht. Die Blutenkatzchen wurden geerntet, wenn das Tetradenstadium des Pollens

weitgehend durchlaufen war und einzellige Mikrosporen vorlagen. Zu dem Zeitpunkt war ein

Kéatzchen nahezu doppelt so lang wie seine Hullblatter (Abb. 2C). Jeweils ein bis drei

Katzchen wurden in einer Petrischale (Greiner, Frickenhausen) auf befeuchtetes Filterpapier

gelegt, die Petrischale mit Parafilm (American National Can, USA) versiegelt und bei 2T im

Dunkeln gelagert. Einen Tag vor der Isolation der unreifen Pollenkérner wurden die Katzchen

fur 10 min in 5%-igem Natriumhypochlorit (12% Chlorgehalt) und einem Tropfen Tween 80

(Sigma, St. Louis, USA) oberflachensterilisiert, zweimal mit sterilem Wasser gewaschen und

weiter bei 2C im Dunkeln gelagert.
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Abb. 2: A Blattknospe (1) und Blitenknospe (2) am Zweig. B Austreibende Blitenknospen.
C Geerntetes unreifes Katzchen.

2.4.2. Isolation unreifer Pollenzellen

Die Isolierungsschritte wurden mit gekihlten Geraten (4C) und gekihlten, auf Eis
gelagerten Medien durchgefihrt. Die sterilisierten unreifen Kétzchen wurden von ihren
Hullblattern befreit, geviertelt und mittels eines Homogenisators (Waring Micro Blendor,
Eberbach, Ann Arbor, USA), in 0,4 M Mannitol zweimal je 5 sec mit geringer Geschwindigkeit
(Einstellung ,low’) zerkleinert. Der Inhalt des Homogenisators wurde durch ein 100 um-Sieb
(Wilson, Nottingham, UK) gegossen, um die Pollen von den Geweberesten des

Blitenkatzchens zu trennen.

Das weitere Vorgehen verlief in den beiden Kulturjahren unterschiedlich:

Im Jahr 2001 wurde die gewonnene Pollen-Mannitol-Suspension in zwei 50 ml Réhrchen
durch zweimaliges Zentrifugieren (10 min bei 110 g und 4<) gereinigt. Eine Trennung der
vitalen von den toten Pollenzellen wurde mittels einer Dichtegradientenzentrifugation
getestet. Nach der zweimaligen Waschstufe wurde das Pellet in 2 ml Mannitol resuspendiert.
Die Suspension wurde entweder auf eine 4 ml 19% (w/v) Maltose-H,O-Lésung oder auf eine
Percoll-Lésung (20, 40 und 60% Percoll in Induktionsmedium) pipettiert und bei 100 g
zentrifugiert. Sowohl akkumulierte Pollen aus den Grenzschichten als auch innerhalb der
einzelnen Schichten wurden heraus pipettiert, erneut gewaschen und mikroskopiert. Zur
Uberprufung der Vitalitat wurden 100 pl Suspension unreifen Pollens mit einer Fluorescein-
diacetat-Losung (0,5 mg FDA /ml Aceton) (Widholm 1972) an einem Fluoreszenz-Mikroskop
(Olympus BH-2, Tokyo, Japan) tUberprift.
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Im Jahre 2002 wurde die Waschstufe verklrzt und vereinfacht: Auf die Isolation unreifer
Pollenzellen folgte anstatt der zweimaligen Zentrifugation eine Siebwaschung. Die in
Mannitol suspendierten unreifen Pollen wurden zuerst durch ein 100 um-Sieb gegossen,
anschlielend auf einem 15 pm-Sieb mit Mannitol gewaschen und in eine Petrischale (94 x
15 mm) gespllt. Diese Suspension wurde zentrifugiert und das Pellet in 40 mil
Hungermedium bzw. Induktionsmedium K99-N4B-CAx resuspendiert und in Petrischalen (60
x 15 mm) kultiviert.

Zur Ermittlung der Zelldichte und der Vitalitatsrate wurde die Anzahl der Zellen mit einem
Hamocytometer (Schreck, Hofheim) bestimmt. In acht Gro3quadraten mit einem Volumen

von jeweils 10™ ml wurden die vitalen und toten Zellen gezahlt und der Mittelwert gebildet.

2.4.3. Kultur unreifer Pollenzellen

In den Eignungsuntersuchungen wurde eine Halfte der unreifen Pollenzellenpopulation direkt
in das Induktionsmedium K99-4B-CAx und die andere Halfte fir 6 Tage in das
Hungermedium mit anschlieRendem Transfer ins Induktionsmedium Uberfihrt. Hierbei
wurden in den Populationen, die mit Hungermedium behandelt worden waren, mehr
Kallusbildungen gefunden als in den Populationen ohne diese Hungerbehandlung. Daraufhin
wurden die Versuche im Jahre 2001 mit dieser sechstdgigen Hungerbehandlung
durchgefiihrt. Die nach der Waschung erhaltenen Pellets wurden in 40 ml Hungermedium
resuspendiert und je 2 ml in 35 x 10 mm Petri-Schalen fir 6 bzw. 10 Tage bei 20T dunkel
gelagert. Nach erneutem Zentrifugieren wurde der unreife Pollen im Induktionsmedium K99-
4B-CAXx resuspendiert (35 x 10 mm Petri-Schalen) und fur vier bis acht Wochen bei 26T im

Dunkeln inkubiert.

Im Jahre 2002 wurde das Induktionsmedium zusatzlich mit einem Auxin (0,2 mg/ml NAA)
angereichert (K99-N4B-CAXx). Des weiteren wurde mit Populationen unreifen Pollens von 20
Katzchen (10 Katzchen je Donorpflanze) ein Vergleich verschiedener Initialbehandlungen
bezlglich der Ausbeute durchgefiihrt. Jeweils ein Viertel der Population unreifer Pollenzellen

eines Katzchens wurde einer der vier verschiedenen Initialbehandlungen unterzogen:

26T: Ohne Vorbehandlung: Induktionsmedium, 26°

6d 20T Hunger : Hungerbehandlung: 6d Hungermedium, 20C; danach
Induktionsmedium,26<C

6d 32T : Warmebehandlung: 6d Induktionsmedium, 32C; danac h
Induktionsmedium, 26C

6d 32T Hunger : Hunger- und Warmebehandlung: 6d Hungermedium, 32°C; danach
Induktionsmedium, 26C
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2.5. Agrobacterium -vermittelter Gentransfer

2.5.1. Verwendetes Genkonstrukt

Fur die Transformation wurde ein Genkonstrukt verwendet, dass das Ac-Transposon aus

Mais zwischen dem 35S-Promotor und dem rolC-Gen enthélt (Abb. 3).

Die Merkmale des verwendeten Genkonstrukts sind:

Agrobacterium tumefaciens-Stamm: GVv3101 Typ C58

Plasmid: pPCV002

Transferierte DNA-Sequenzen:
pg5 AmpR = AmpR-Gen (codiert ein Polypeptid fiir eine Ampicillin-
Resistenz) unter Kontrolle des beschnittenen Promoters des T, -DNA

Gen 5 aus Agrobacterium

Promotor: 35S = konstitutiver Promotor des Blumenkohl-Mosaik Virus
Transposon: Ac = Activator, Transposon aus Mais
Reporter-Gen: rolC = root locus C aus Agrobacterium rhizogenes

Selektionsmarker:  pnos-nptll = Neomycin-Phosphotransferase Il Gen unter Kontrolle des

nos-Promotors aus Escherichia coli

Ac (4563 bp)

JL E N EV‘ EV H N TR
| / |
pg5 Amp npt-l__nos

3550 bp 540 bp 1000 bp 2050 bp

Abb. 3: Struktur des 35S-Ac-rolC Genkonstrukts (Spena et al. 1989)
und Schnittstellen fir Ncol (N), Hindlll (H), Eco RI (E) und EcoRV (EV)
TL: linke T-DNA-Grenze. TR: rechte T-DNA-Grenze. Pfeile: Transkriptionsrichtung
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2.5.2. Transformation von regenerativen Kallussen

Die Transformation von regenerativen Kallussen der Schwarzpappelhybride erfolgte nach
der Blattabschnitt-Agrobacterium Co-Kultur Methode (Horsch 1985, Fladung et al. 1997).
Regenerative Kallusabschnitte und aufsitzende Adventivblatter bzw. -sprosse wurden mit
einer Ubernachtkultur von Agrobacterium tumefaciens fir zwei Tage auf WPM inkubiert.
Nach anschlieRender mehrmaliger Waschung in sterilem und mit Cefotaxime (500 mg-I™)
versetztem Wasser wurden die Kallusabschnitte auf die Regenerationsmedien WPM 368
und WPM 367 tberfilhrt, denen Kanamycinsulfat (50 mg-I™) zur Selektion transgener Zellen
und Cefotaxime (500 mg-I*) zum Abtéten verbleibender Agrobakterien zugesetzt wurden
(WPM 367KC, WPM 368KC). Jeweils nach ca. 4 Wochen wurden die Explantate auf das
gleiche Medium umgesetzt. Sich entwickelnde Sprosse wurden auf wachstums-
regulatorfreiem und mit Kanamycinsulfat- (50 mg-") und Cefotaxime (500 mg-™") -

versetztem WPM bewurzelt.

2.6. Bestimmung des Ploidiegrades

2.6.1. Mikroskopie von Metaphase-Chromosomen

Die Bestimmung der Chromosomenzahl von ,Aue 2’ erfolgte mikroskopisch (BH-2, Olympus,
Tokyo, Japan) in Metaphaseplatten an Wurzelspitzenquetschpraparaten nach Farbung mit
Orceinessigsaure. Die Chromosomenzahl von Populus nigra L. betragt 2n = 2x = 38
(Blackburn and Harrison 1924, Gallego Martin et al. 1987). Diese Chromosomenzahl wurde
fur die Donorbaume ‘Aue 1’ und ‘Aue 2’ bestatigt (Abb. 4).

Abb. 4: Zelle mit 38 kondensierten Chromosomen von ,Aue 2'.

2.6.2. Durchflusscytometrie

Der Ploidiegrad regenerierter Kallusse und Sprosse wurde durchflusscytometrisch bestimmt.
Blatt- oder Kallusabschnitte wurden mit einer Rasierklinge in einem Extraktionspuffer

(Partec, Munster) kleingeschnitten, um die Zellkerne der Farblésung (Partec, Minster)
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besser zuganglich zu machen. Die Lésung enthalt den Farbstoff DAPI, der spezifisch im
DNA-Doppelstrang interkaliert. Die gesamte Suspension wurde durch ein 30 um Nylonnetz
gefiltert, bevor der Ploidiegrad von ca. 5000 Zellkernen in einem Flowcytometer (CAll Cell
Analyzer, Partec, Minster) analysiert wurde. Von einem Gewebe, das nicht den diploiden
Grad aufwies, wurde mindestens eine zweite Probe analysiert. Haploide Kallusse bzw.
Pflanzen wurden monatlich tGberprift. Junge Bléatter von in vitro regenerierten Pflanzen der
Donorpflanze ,Aue 2’ wurden als diploider Standard sowohl extern (allein analysiert) als auch
intern (mit der Probe zusammen prapariert und analysiert) eingesetzt. Der G1-DNA-Peak am
Flowcytometer wurde auf Kanal 100 gesetzt. Eine Analyse von gemoérsertem Pollen

bestatigte, dass ein Peak auf Kanal 50 aus haploiden Zellen resultierte.

2.7. Molekularbiologische Analysen

2.7.1. Isolierung genomischer Pappel-DNA

Ca. 20 mg Blatt- bzw. Kallusgewebe wurden mit einer Schittelmuhle (Retsch, Hilden) nach
dem Protokoll von Ziegenhagen et al. (1993) homogenisiert. Die genomische DNA wurde
gemalR eines verkirzten CTAB-Protokolls (Dumolin et al. 1995) einschlie3lich einer
abschlieRenden Behandlung mit 0,5 pg RNAse (Roche Diagnostics, Mannheim) bei 37T fur
30 min extrahiert. Der DNA-Gehalt wurde mittels BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg)

bestimmt.

2.7.2. PCR-Analysen

Sieben Mikrosatellitenorte wurden mit Hilfe einer PCR-Reaktion untersucht: WPMS 4,
WPMS 6, WPMS 9 und WPMS 13 wie beschrieben von Van der Schoot et al. (2000). WPMS
14, WPMS 18 und WPMS 20 wie beschrieben von Smulders et al. (2001).

Jedes 25 pl PCR Reaktionsgemisch enthielt 1x PCR Reaktionspuffer, 1,6 mM MgCl,, 0,2 uM
von jedem Primer, 0,1 mM dNTP, 0,5 U Tag-DNA-Polymerase (Eurogentec, KéIn) und 20 ng
genomische DNA. Die PCR wurde sowohl in einem GeneAmp 9600 Thermal Cycler (Perkin-
Elmer, Applied Biosystems, Foster City, USA) als auch in einem Touch-Down TM Thermal
System (Hybaid Limited, Teddington, UK) mit den in Tab. 4 dargestellten Einstellungen
durchgefluhrt. Die Gene rolC und Ac in transformierten Regeneraten wurden mit Primern wie

beschrieben von Fladung et al. (1997) amplifiziert.
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Tab. 4: PCR-Bedingungen fiir folgende Genorte.

WPMS 4 WPMS 6, 9, 14, 18, WPMS 13, 20
Ac, rolC
Initialdenaturation 4 min bei 94C
Denaturation 5 s bei 94C 30 s bei 94C 30sbei94 C
Annealing 15 s bei 55T 30 s bei 60C 15 s bei 60C } 30 Zyklen
Extension 1 min bei 72<C 1 min bei 72<C 1 min bei 7 2C
Finalextension 10 min bei 72T mit anschlielendem A bkihlen auf 4C

2.7.3. Trennung und Farbung von PCR-Produkten fir M ikrosatelliten

Trennung und Farbung von PCR-Produkten in Polyacrylamid-Gelen wurden gemalf Streiff et
al. (1998) und der Modifizierung von Degen et al. (1999) vollzogen. ,Aue 2’ lief in jedem Gel
als heterozygoter Standard mit.

2.7.4. Trennung und Farbung von PCR-Produkten der  rolC- und Ac-Amplifikation

Die PCR-Produkte wurden mit einer 1,0% (w/v) Agarose-Gelelektrophorese (Gelpuffer:
0,5xTAE) getrennt, mit Ethidiumbromid geféarbt (0,25 pl/ml Farbelésung) und mit UV-Licht
visualisiert. In jedem Gel liefen PCR-Produkte von ,Aue 2’ als Negativkontrolle und des
transgenen Zitterpappelklons Esch5:35S-rolC#1 (Fladung et al. 1997) als Positivkontrolle

mit.

2.7.5. Southern-Blot-Analyse

Nach einem Verdau der genomischen DNA (30 pg) mit den Restriktionsenzymen EcoRI und
Hindlll erfolgte eine gelelektrophoretische Auftrennung im 1,5%-igen Agarosegel und ein
Transfer der DNA auf eine Biodyne A Nylonmembran (Pall Europe Ltd., Portsmouth, UK)
nach Maniatis et al. (1989). Die Hybridisierung und Chemolumineszenzreaktion erfolgte auf
Basis der nichtradioaktiven DIG-Oxygenin-Methode von Neuhaus-Url und Neuhaus (1993),
wobei die Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden wie beschrieben von Fladung und

Ahuja (1995) durchgefiihrt wurde. Die Expositionen erfolgten auf Rdntgenfilmen (Kodak).

2.8. Statistische Methoden

Statistisch analysierte Experimente wurden nach dem Zufallsprinzip durchgefuhrt. Zur
Analyse wurden nicht-parametrische Verfahren (Chi-Quadrat-Test nach McNemar, U-Test
nach Mann-Whitney, H-Test nach Kruskal-Wallis) eingesetzt, da bei den erhaltenen Daten

keine Normalverteilung angenommen werden konnte.
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3. Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Etablierung eines Regenerationssystems aus unreifen Pollenzellen

bei Populus zur Erzeugung haploider regenerativer Kallusse und deren Transformation.

3.1. Etablierung einer Pollenkultur bei Populus

3.1.1. Auswabhl eines geeigneten Genotyps als Donorp  flanze unreifer Pollen

Die auf ihre Gewebekulturtauglichkeit hin Uberpriften Pappelbdume besalRen folgende
Eigenschaften: Die Blutenzweige waren fir das Abschneiden oder Abbrechen erreichbar,
eindeutig einem Baum zuzuordnen (bei dicht stehenden Baumen besteht
Verwechslungsgefahr herabgefallener Blitenzweige) und mannlich.

Zusatzlich limitierten endogene Pathogene die Auswahl. Erst danach konnte das Potential
der Pollen zur Umstellung von der gametophytischen Entwicklung (Pollenbildung) zur
Entwicklung somatischen Gewebes (Mikrosporen-Embryogenese) getestet werden. Nach
der Prozessierung dreier Katzchen je Genotyp erwiesen sich Pollen der Genotypen ,Aue 1’
und ,Aue 2’ (Abb. 5 A, B) aufgrund von Zellteilungen in unreifen Pollen bzw. der Bildung
mehrerer Mikrokallusse im Induktionsmedium K99-4B-CAx als responsiv. Auch in einer
Kultur der Balsampappel wurden zwei Mikrokalusse festgestellt. Die Kulturen unreifer Pollen
der beiden Zitterpappeln Esch 14 und SU 115 waren durch starke Kontaminationen
gekennzeichnet. Beim Klon ,Vorderdeich’ wurden keine Zellteilungen gefunden (Tab. 5). Alle
weiteren Experimente wurden mit den Genotypen ,Aue 1’ und ,Aue 2’ fortgefuhrt, weil sie

beziglich Keimfreiheit und Responsivitdt am Besten abschnitten.

Tab. 5: Test auf Keimfreiheit und Reponsivitét bei 6 Genotypen

Genotyp Keimfreie Kulturen unreifer Pollen nach  Bildung von Mikrokallussen
der Sterilisation (Responsivitat)
Aue 1 2von 3 Ja
Aue 2 3von3 Ja
Vorderdeich 3von 3 Nein
SU 115 lvon3 Nein
Esch 14 Ovon3 Nein
Balsampappel 2von 3 Ja
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W bt 1

Abb. 5: A ,Aue 1’ und ,Aue 2’ innerhalb einer Pappelgruppe zwischen Weide und Bach.
B Katzchenentwicklung bei ,Aue 1'. Von oben nach unten: Katzchen zwei, sechs und 10 Tage
nach Aufstellen eines Zweiges mit geschlossenen Knospen bei Zimmertemperatur.

3.1.2. Isolation und Pollenaufreinigung

Die Isolation von unreifen Pollen wurde durch das Homogenisieren der Katzchen in einem
Mixer mit anschlieBendem Filtern erzielt. Die auf die Isolation folgende (bliche
Zellaufreinigung, d.h. die Trennung der vitalen von den toten Zellen bzw. Trennung
unterschiedlicher Pollenstadien, wurde mit Hilfe der Dichtegradientenzentrifugation (Maltose
bzw. Percoll) nicht erreicht. Die Dichte der 19%-igen Maltose Ldsung erwies sich als zu
gering; es bildete sich keine Zwischenschicht. Demgegenuber wurden an den
Grenzschichten im Mannitol/Percoll-Gradienten (Mannitol auf 20, 40 und 60% Percoll in
Induktionsmedium) Pollenzellen angereichert. Auch innerhalb einer Percollschicht traten

wolkige Zellansammlungen auf. Vitale und tote Zellen wurden unter zu Hilfenahme der FDA-
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Farbung in allen Schichten mit Ausnahme des Sediments gefunden (Abb. 6). Sie waren nicht

voneinander trennbar.

:'.'.ou?‘ @

Abb. 6: Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskopie des gleichen Bildes: Tote und vitale (griin
leuchtende) Pollenzellen. Oben ist die Spitze eines Pollenschlauchs zu sehen.

Deshalb wurde die gesamte isolierte Population ins Flissigmedium Uberflhrt. Das im Jahr
2002 eingefuhrte Spulen der isolierten Pollenzellen mit 0,4 M Mannitol auf einem 15 um-Sieb
verbesserte die Zellaufreinigung. Hierdurch konnten die in Losung Gibergegangenen Enzyme
und sonstigen aktiven Substanzen zerstdrter Zellen einfacher als durch Zentrifugation
entfernt werden. Das Herausfiltern kollabierter Zellen und Zellfragmente, die kleiner als 15
um waren, ermoéglichte eine bessere Beobachtung der Flussigkulturen (Abb. 7A). Die
Isolationen wurden durchgeflihrt, solange vitale Pollenzellen mit einem Anteil von mehr als

10% in den Kéatzchen zur Verfugung standen.

3.1.3. Induktion der Zellteilung und Androgenese

In der Pollenkultur mit Hungerphase wurden die ersten Zellteilungen frihestens einen Tag
nach Ende der Hungerphase im Induktionsmedium festgestellt. In der Kultur ohne
Hungerphase wurden Teilungen im Induktionsmedium K99-N4B-CAx innerhalb der ersten
Woche beobachtet (Abb. 7B). In Kulturen, die einer Initialtemperatur von 32T unterworfen
waren, wurden nach drei Tagen erste Zellteilungen bemerkt. Die sich weiter entwickelnden,
multizellularen Strukturen wurden in zwei Kallustypen unterschieden: In einen kompakten
Mikrokallus (Abb. 7C) und einen seltener vorkommenden, aus grofRen schlauchférmigen
Zellen bestehenden Mikrokallus (Abb. 7D). Dieser war haufig im Induktionsmedium K99-
N4B-CAXx, jedoch kaum im Induktionsmedium K99-4B-CAx zu finden. Das weitere Wachstum
des kompakten Mikrokallus mindete entweder in einen globularen festen Kallus oder in
einen Embryo (Abb. 7E). Der schlauchférmige Kallustyp entwickelte sich zu einem weichen,
teils leicht schleimigen und glasigen Kallus. In wenigen unreifen Pollenkulturen wurden
auRerdem Pollenschlauche gesehen, welche auf ein spéates Reifestadium von Pollenkdrnern
bei der Isolation hinwiesen (Abb. 7C). In den warmebehandelten Pollenkulturen wurde nicht

ein einziger Pollenschlauch entdeckt. Die Entwicklung von einer unreifen Pollenzelle bis zum
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Kallus mit einem Durchmesser von ca. 1 mm dauerte 4 bis 8 Wochen. Dann wurden die

Kallusse aus dem fliissigen auf das feste Medium uberfihrt.

Abb. 7: Isolierte unreife Pollenzellen, Kallus- und Embryobildung A Vitale Mikrosporen nach der
Isolation. B Erste Zellteilungen (Pfeile). C kompakter Mikrokallus zwischen kollabierten
Pollenzellen und Pollenschldauchen. D Kallus aus transparenten schlauchférmigen Zellen E
Embryo nach vierwochiger Kultur. F Embryo mit Adventivwurzeln und Kotyledonen nach
achtwochiger Kultur.  MalRstab: A 25um, B-D 100 pm, E 500 ym, F 1 mm

In den Pollenkulturen von 2001 entwickelten sich 112 Kallusse, die groRer als 1 mm waren.
Das sind im Durchschnitt 19 Kallusse je responsives Katzchen. Aus den Kulturen von 2002
gingen 1375 Kallusse hervor, die grof3er als 1 mm waren. Das sind im Durchschnitt 72
Kallusse je responsives Katzchen, also fast viermal mehr als im Jahre 2001. Die
Kallusausbeute der Pollenkulturen beider Jahre zeigt Tab. 6. Sowohl zwischen den
Kulturzeitraumen (2001 bzw. 2002) als auch zwischen den Genotypen wurde kein
signifikanter Unterschied nach dem U-Test gefunden. In beiden Jahren waren etwa die

Halfte der prozessierten Katzchen nicht responsiv.

3.1.4. Zellvitalitatsrate, Populationsdichte und Ka  Itlagerung

Im Jahr 2002 wurde geprtft, ob der Anteil vitaler Pollenzellen, die Populationsdichte und die
Lange der Kaltlagerung geernteter Katzchen einen Einfluss auf den Ertrag der Kultur unreifer
Pollenzellen hat. Nach der Isolation wurde die Anzahl aller unreifen Pollenzellen und der
vitalen unreifen Pollenzellen durch ein Hamocytometer abgeschéatzt. Ebenfalls wurde auf
diese Weise die Populationsdichte in der Kultur bestimmt, denn das isolierte Sediment aus

unreifen Pollenzellen eines jeden Katzchens war jeweils in einem Volumen von 40 ml
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resuspendiert (Tab. 7). Ein Einfluss von Pollenvitalitatsrate, Populationsdichte oder
Kaltlagerung auf die Kallusausbeute anhand der Daten von 38 Isolationen war nicht
erkennbar. Korrelationsdiagramme und Korrelationskoeffizienten sind in Abb. 8 dargestellt.

Ein linearer Zusammenhang bestand zwischen ihnen nicht.

Tab. 6: Zusammenfassung der Kallusinduktion

Donorpflanze Katzchen Responsive Kallusse Min-Max: Durchschnitt:
Kéatzchen (> 1mm) Kallusse / Kallusse /
responsives responsives
Kétzchen Katzchen
Jahr 2001
Aue 1 8 4 98 2-70 26
Aue 2 3 2 14 5-9 4
Insgesamt 11 6 112 2-70 19
2001
Jahr 2002
Aue 1 14 8 358 4-95 45
Aue 2 19 11 1017 2 -296 92
Insgesamt 33 19 1375 2-296 72
2002

Tab. 7: Zellvitalitatsrate und Populationsdichte

Zellvitalitatsrate Populationsdichte
Mittelwert* 44 % 3,7 x 10° Zellen / ml
Standardabweichung 19 % 2,4x 10° Zellen / ml

* Daten wurden bei 38 Pollenisolationen erhoben.

Nach einer sechswochigen Kaltlagerung (2<C) wurde in sechs Kéatzchen, in denen sich zu
Beginn mehr als 20% vitale unreife Pollenzellen befanden, mittels FDA-Test keine vitale
Zelle mehr gefunden. Ebenfalls wurden von im Februar/Marz geernteten Blltenreisern nach
einer sechswodchigen Dunkellagerung bei 4C im Wasse r keine vitalen Pollenzellen in neun
untersuchten Blitenknospen entdeckt. Diese waren zudem nicht mehr in der Lage unter
Licht und Warme auszutreiben. Ein Hinweis, dass die Regenerationsfahigkeit unreifer
Pollenzellen durch Kaltlagerung nicht tber den natirlichen Blitezeitpunkt der Pappeln
hinaus zu erhalten ist. Im Gegensatz zu den Blutenknospen trieben die Blattknospen nach

sechs Wochen noch aus.
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Abb. 8: Korrelationsdiagramme mit zugehdrigen Korrelationskoeffizienten: Anzahl erhaltener Kallusse
> 1 mm im Verhaltnis zur Populationsdichte, Pollenvitalitdtsrate und Zeit der Katzchen-
kaltlagerung.
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3.1.5. Initialbehandlungen in der Kultur unreifer P ollenzellen

Im Jahr 2002 wurden Populationen unreifer Pollenzellen von 20 Katzchen (jeweils 10 von
JAue 1’ und ,Aue 2’) isoliert und geviertelt. Jeweils ein Viertel einer Population wurde einer
der vier unter 2.4.3 beschriebenen Behandlungen (26<C; 6d 32T; 6d 26C Hunger; 6d 32C
Hunger) unterworfen. Die Populationen von sechs Katzchen generierten unter keiner der vier
Behandlungen einen Kallus. AuBerdem waren die Populationen vier anderer Katzchen
teilweise und die Populationen zwei weiterer Katzchen vollstandig mit Pilz oder Bakterien
kontaminiert. lhre Ausbeuten wurden nicht in den Vergleich einbezogen. Die Ergebnisse der
restlichen acht Populationen unreifer Pollenzellen sind in Tab. 8 zusammengefasst. Sowohl
die hungerbehandelten als auch die warmebehandelten Kulturen brachten eine hdhere
Ausbeute als die unbehandelten. Eine kombinierte Warme- und Hungerbehandlung fiihrte zu
den hochsten Kallusertragen. Allerdings bestand nach dem Signifikanztest von Kruskal und
Wallis zwischen einer und allen anderen Behandlungen kein signifikanter Unterschied. Ein
Vergleich der einzelnen Behandlungen untereinander mittels U-Test ergab, dass die
Kallusausbeute der Kulturen mit Warmebehandlung (6d 32TC) und mit kombinierter Warme-
Hunger-Behandlung (6d 32T Hunger) gegenudber der Ausbeute unbehandelter Kulturen
(26C) signifikant erhoht war.
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Tab. 8: Anzahl erhaltener Kallusse aus dem Vergleich verschiedener Initialbehandlungen

26C: Ohne Initialbehandlung: Induktionsmedium, 26°
6d 32<C: Warmebehandlung: 6 d Induktionsmedium, 32° C;
danach Induktionsmedium, 26<C
6d 20C Hunger: Hungerbehandlung: 6 d Hungermedium, 20<C;
danach Induktionsmedium, 26<C
6d 32<C Hunger: Hunger- und Warmebehandlung: 6 d Hu ngermedium, 32<C;
danach Induktionsmedium, 26C
Kultur unreifen 26T 6d 32C 6d 20C Hunger  6d 32C Hunger total
Pollens (Donor)
A19 (Aue 1) 8 19 16 19 62
A23 (Aue 2) 82 66 56 91 295
A26 (Aue 1) 1 19 3 71 94
A27 (Aue 2) 1 5 7 15 28
A30 (Aue 1) 5 15 3 6 29
A35 (Aue 2) 0 11 95 59 165
A36 (Aue 2) 1 22 80 93 196
A39 (Aue 1) 9 23 8 3 43
total 107 180 268 357 912

Die Kulturen von sechs unreifen Katzchen waren nicht responsiv. Sechs Kulturen unreifer Katzchen

wurden wegen Kontamination nicht in diesem Vergleich bertiicksichtigt.

30



Ergebnisse

3.1.6. Pflanzenregeneration

Die Ergebnisse der Pflanzenregeneration aus Kallussen und Embryonen fiur die Jahre 2001
und 2002 sind in Tab. 9 zusammengefasst. Embryonen wurden nur im Induktionsmedium

K99-4B-CAx mit anschlieRendem Transfer auf wachstumsregulatorfreies Medium gebildet.

Tab. 9: Zusammenfassung der Regenerationsergebnisse: Anzahl erhaltener Kallusse und in vitro-
Pflanzen aus den Kulturen der Jahre 2001 und 2002.

Kallusse Ergrinte Organ- In vitro-
Donorpflanze >1 Kallusse und differenzierung® Pflanzen®
(2 1mm) Embryonen® 9
Jahr 2001
Aue 1 98 35 (35%) 4 (4%) 1 (1%)
Aue 2 14 4 1
Insgesamt 2001 112 39 (35%) 5 (4%) 1 (0.9%)
Jahr 2002
Aue 1 358 185 (52%) 77 (21%) 3 (0,8%)
Aue 2 1017 330 (32%) 151 (15%) 12 (1,2%)
Insgesamt 2002 1375 515 (37%) 228 (17%) 15 (1,1%)

% In Klammern: Prozentualer Anteil des Wertes je Kallusanzahl > 1mm.

Im Jahr 2001 wuchsen Kallusse und Embryonen auf semifestem Regenerationsmedium
WPM ohne Wachstumsregulatoren heran. Ein Drittel der 112 Kallusse und Embryonen
wurden im Licht griin, einige Embryonen formten Kotyledonen und Wurzelhdrchen (Abb. 7F).
Eine Kultur auf wachstumsregulatorfreiem Medium resultierte in einer Vitrifikation und
Absterben der Kallusse und Embryonen. Funf der Kallusse bzw. Embryonen differenzierten
nach einem Transfer auf das Medium WPM 367 Adventivblatter oder Sprosse aus. Jedoch
regenerierten nur aus einem Kallus (M22-1c5) Pflanzen. Dieser regenerative Kallus M22-1c5
wurde auf WPM 367 fortlaufend alle vier bis sechs Wochen umgesetzt. Auf den
Kallusstiicken bildeten sich Kleinstsprosse mit eingewolbten schmalen Blattern (Abb. 9A und
B), die fur Pappeln nicht charakteristisch waren. Gelegentlich bildeten sich verlangerte
Sprosse mit langlichen pappeltypischeren Blattern (regenerierbare Sprosse, Abb. 9C),
welche sich zu Pflanzen entwickeln konnten (Abb. 9D). Diese Pflanzen waren langsam

wachsend und kleinwiichsig.

Im Jahre 2002 wurden alle hervorgegangenen 1375 Kallusse auf

wachstumsregulatorhaltigen semifesten Medien kultiviert. Mehr als ein Drittel von ihnen
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wurde unter Licht grin und ein Sechstel von ihnen differenzierte Organe wie Sprosse,
Adventivblatter oder Adventivwurzeln aus (Tab. 9). Zwischen den drei eingesetzten Medien
(WPM 368 2, MS 368, WPM 368 Maltose) zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der
Anzahl ergrinter Kallusse (Tab. 10). Die meisten transparenten Kallusse wurden braun und
starben ab, wenige bildeten einen griinen Kern, aus dem spater Sprosse etc. regenerierten.
Von den 228 Kalluslinien, die erste Organe ausdifferenzierten, wurden 104 Kalluslinien
ausgewahlt, mit denen die Regeneration fortgefihrt wurde. Die Auswabhlkriterien waren
intensive Grunfarbung, Blattbildung oder Sprossbildung (z. B. Linie FD25 in Abb. 10A) . Die
Sprosse wurden zur Bewurzelung auf wachstumsregulatorfreies WPM (berfuhrt. Dabei
bildeten 15 Linien Wurzeln aus (Abb. 10B). Bis zum Abschluss dieser Arbeit wurden acht
Linien in Erde Uberfuhrt, die unter 3.3. ndher beschrieben sind. Alle Linien besaf3en kleinere
Blatter und Stammhdohen als die gleichzeitig in Erde Uberfihrten Regenerate der Kontrolle
JAue 2. Zudem variierten sie untereinander in Wuchshéhe und Phénotyp (Abb. 11A). Zwei
Pflanzen der Kalluslinie M22-1c5 waren zum Abschluss der Arbeit bereits in der zweiten
Vegetationsperiode in Erde (Abb. 11B und C).

Abb. 9: Pflanzenregeneration in der Kultur unreifer Pollenzellen 2001: Regenerative Kalluslinie M22-
1c5. A, B Kleinstsprosse mit eingedrehten Blattern auf einem Kallus. C Regenerierbarer
Spross. D Drei Regenerate und Kontrolle ,Aue 2’ (links) vier Wochen nach Uberfiihrung in
Erde. MaR3stab: A-C 2 mm, D 5cm
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Tab. 10: Wirkung der Regenerationsmedien auf das Ergriinen der Kallusse in Licht.

WPM 368 1/2 MS 368 WPM 368 Maltose Summe
Aufgelegte Kallusse 451 484 440 1375
Ergrinte Kallusse 160 196 159 515
Aufgelegte Kallusse/
Ergriinte Kallusse 35% 40% 36% 37%

Abb. 10: Linie FD25:
A Regenerativer Kallus mit Adventivsprossen (Schalendurchmesser: 90 mm)
B Regenerat in vitro (H6he: ca. 20 mm).
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Abb. 11: A Phénotypische Variation der Regenerate aus den Pollenkulturen 2001 und 2002. Von links
nach rechts: FD 10, M22-1c5, FD27, FD 17, FD 19. B M22-1c5: Blattaustrieb im zweiten
Jahr. C M22-1c5 (links) im Vergleich zur gleichaltrigen Kontrolle Aue 2 zu Beginn der
zweiten Vegetationsperiode. Topfdurchmesser rund: 5 cm, eckig: 6 cm.
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3.2. Analyse des Ploidiegrades und der Zygotie

3.2.1. Bestimmung der Ploidiestufe erhaltener Kallu

Abb.

Durchflusscytometrie
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Channel

der DAPI-gefarbten DNA. Ein

Schwellenwert filterte kleine Signale

heraus (Pfeil). A Haploide

regenerative Kalluslinie M22-1¢5. B
Diploide Kontrolle ,Aue 2'. C M22-
1c5 und ,Aue 2’ in einer Probe zur

gleichen Zeit gemessen.

slinien mittels

Blattabschnitte des in vitro kultivierten Klons
JAue 2' dienten bei allen Analysereihen der
Durchflusscytometrie als Kontrollen
Eichen des diploiden Peaks (Kanal 100). Eine

Analyse gemorserten reifen Pollens ergab,

Zum

dass haploide Zellkerne einen Peak im Kanal
50 erzeugen. Aus Pollen und diploidem
Kontrollgewebe bestehende Proben, welche
gemeinsam  prapariert und gemessen
wurden, wurde genauso exakt der einfache
DNA-Gehalt

jeweiligen

und doppelte haploide

wiedergegeben wie bei einer
Einzelmessung (Abb. 12).

Die Ergebnisse der Ploidiestufenbestimmung
regenerierter Kalluslinien beider Jahre mittels
der Durchflusscytometrie sind in Tab. 11
zusammengefasst. Im Jahre 2001 wurde der
Ploidiegrad von neun Kalluslinien bestimmt:
Zwei Linien waren haploid, finf diploid, eine
war tetraploid und eine andere zeigte
Ploidiegrade von 2n und 4n. Eine der beiden
haploiden Kalluslinien diploidisierte innerhalb
von 6 Wochen nach der Erstmessung. Die
andere haploide Kalluslinie, M22-1c5, wird als
haploider regenerativer Kallus seit zwei
Jahren  auf
Medium (WPM 367) kultiviert (siehe 3.3). Des

Weiteren wurde der

wachstumsregulatorhaltigem

Ploidiegrad von 94
regenerativen Kalluslinien aus der Kultur
2002 analysiert. Sechzehn Linien waren
haploid, von denen sechs diploidisierten, eine

einging, zwei nach einjahriger Kultur ohne
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Sprossbildung verworfen wurden und sieben weiterhin in Kultur gefihrt werden (Tab. 12).
Die Diploidisierung der sechs Kallusse wurde 4-16 Wochen nach der ersten haploiden
Bestimmung festgestellt. Bisher konnten aus der Linien FD25 nnd FD83 haploide Pflanzen in

vitro regeneriert und in Erde Uberfihrt werden.

Tab. 11: Ploidiegrad von 103 durchflusscytometrisch analysierten Kalluslinien.

gesamt n n+2n 1,5n 2n 2n +4n 3n 4n
Anzahl Kallusse 9 2 5 1 1
(2001)
Anzahl Kallusse
(2002) 94 16 1 1 69 2 1 4
Insgesamt 103 18 1 1 74 3 1 5

Tab. 12. Bestehende haploide regenerative Kalluslinien und Ploidiegrade ihrer Entwicklungsstufen

(Stand August 2003)
Haploide regenerative Donor Ploidiegrade von
Kalluslinie in Erde Uberfuihrte
Sprossen Pflanzen in vitro Pflanzen
n 2n n 2n n 2n
M22-1c5 Kleinspross Aue 1 33 7 - - - -
M22-1c5 regenerier. Spross - 20 - 8 - 5
FD4 Aue 2 3 2 1 2 - -
FD21 Aue 2 7 - 2 - -
FD25 Aue 1 20 - 8 - 4 3
FD81 Aue 2 1 1 - - - -
FD83 Aue 2 2 1 - 1 2 1
FD84 Aue 2 1 1 - - - -

Aus den unbehandelten Kulturen gingen mehr Haploide hervor als aus den initialbehandelten
(Tab. 13). Bezogen auf die Gesamtanzahl der Kallusse > 1mm war der Anteil haploider
regenerativer Kallusse mit 7% in den unbehandelten Kulturen hdher als in den drei
initialbehandelten Kulturen, deren Anteil jeweils bei ca. 1% lag. Somit wurde zwar durch die
kombinierte Warme- und Hungerbehandlung die absolute Ausbeute an Kallussen erhdht, die
Erzeugung haploider Gewebe hingegen verringert. Ein statistischer Nachweis ist aufgrund
der geringen Anzahl von insgesamt 14 Haploiden nicht mdglich (eine Chi-Quadrat-

Einfachanordnung erfordert einen Mindestumfang von 20).
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Tab. 13: Verteilung der regenerativen Kallusse, die aus dem Vergleich der Initialbehandlungen im
Jahre 2002 stammen und deren Ploidiegrad bestimmt wurde.

'26T; ohne 6d 32C  6d 20C Hunger  6d 32 Hunger
Initialbehandlung

Gesamtanzahl

Kallusse >1mm 107 180 268 357
Regenerative Kallusse 12 14 17 26

Davon haploid 7 2 3 5

Anteil haploider
regenerativer Kallusse an % 1,1% 1,1% 0,6%
der Gesamtanzahl

3.2.2. Nachweis des haploiden Ursprungs mittels Mik  rosatelliten

Der molekularbiologische Nachweis des haploiden Ursprungs bei diploiden und polyploiden
Regeneraten einer Pollenkultur basiert auf der Heterozygotie des Donorbaums. Mit Hilfe von
Mikrosatelliten werden in der DNA der heterozygoten Donorpflanze Polymorphismen
identifiziert. Haploide und homozygote (doppelhaploide, multihaploide) Regenerate kénnen

dann aufgrund des fehlenden Polymorphismus erkannt werden.

Aus Kallus- bzw. Blattgewebe wurde nach dem verkirzten CTAB-Protokoll (Dumolin et al.
1995) genomische DNA in Mengen von 300 ng/ul bis 2000 ng/ul (durchschnittlich 900 ng/ul)
und in einer hohen Qualitat mit einem OD60/OD,go Verhaltnis von durchschnittlich 1,94 (Min-
Max 1,80-2,03) isoliert. Die DNA von den Donorbdumen ,Aue 1' und ,Aue 2’, von neun
Kalluslinien aus der Pollenkultur 2001 und von 68 Kalluslinien aus der Kultur 2002 wurden
analysiert. Darunter befanden sich acht haploide und unter diesen die vier regenerativen
Linien M22-1c5, FD4, FD21 und FD25. Einerseits dienten die Haploiden als homozygote

Kontrollen, andererseits sollte ihre Allelverteilung untersucht werden.

Von den sieben untersuchten SSR-Loci WPMS 4, WPMS 6, WPMS 9, WPMS 13, WPMS 14,
WPMS 18 und WPMS 20 waren alle bei den Donorbaumen heterozygot. Die allelischen
Kombinationen an diesen SSR-Loci waren bei ,Aue 1’ und ,Aue 2’ identisch. Abb. 13 gibt ein
Beispiel fur Geno- und Haplotypen der Donorbdume und der von ihnen abstammenden

regenerierten Kalluslinien am SSR-Locus WPMS 14.
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Der Ort WPMS 4 lieferte fur die Donorbaume nur eine Bande (Abb. 14) und innerhalb der
Regenerate wiesen einige diese Bande auf und andere nicht. Diese Aufspaltung deutete auf
ein  Nullallel hin und bestédtigte die Heterozygotie der Donorbaume an diesem
Mikrosatellitenort. Ein Nachweis der Homozygotie an diesem Ort war nur fur das Nullallel
(keine Bande) moglich, weshalb WPMS 4 nicht fur die Untersuchung des haploiden
Ursprungs eingesetzt wurde. Der Locus WPMS 6 zeigte unklare Bandenstrukturen (Abb. 15)
und wurde nicht weiter verwendet. Damit wurden funf Mikrosatelliten-Marker fir die

Untersuchung zum haploiden Ursprung der regenerativen Kalluslinien eingesetzt.

Die Auswertung der erhaltenen Allelverteilungen ergab, dass die acht Haploiden, 55
Diploiden, drei Tetraploiden und eine Aneuploide (zwischen 1n und 2n) in allen funf
untersuchten SSR-Loci genau eines der vaterlichen Allele je Mikrosatellitenort aufwiesen,
sich also eindeutig als Regenerate haploider Pollen erwiesen. Fir die nichthaploiden Linien
wurde entsprechend eine reine Homozygotie angenommen. Eine diploide Linie wies neben
vier homozygoten Loci mit WPMS 20 einen Ort auf, von dem kein Allel amplifiziert wurde.
Auch fir diese Linie wurde die Homozygotie angenommen. Interessanterweise traten bei
den Diploiden auch sechs Linien auf, die sowohl homozygote als auch heterozygote Loci
offenbarten. Fir diese Linien wurde ein haploider Ursprung verneint. lhre Allelverteilung ist in
Tab. 14 dargestellt.

Drei Diploide besaRRen an allen Loci die gleiche Allelkombination wie die Donorbaume. Der
Ursprung aus einer haploiden Pollenzelle wurde hier verneint. Aus keiner dieser Kalluslinien
regenerierten in der in vitro-Kultur Pflanzen. Eine der drei Linien ging ein. Die beiden
anderen bildeten wenige Sprosse aus, die jedoch nicht wurzelten. Diese Linien wurden nicht
weiterkultiviert. Tab. 15 zeigt die Allelverteilung von analysierten und erfolgreich in Erde

uberfuhrten Linien.

Zusammenfassend wird festgehalten, dass alle Haploiden genau ein Allel je Mikrosatellit
aufwiesen, so wie es von einem einfachen Chromosomensatz erwartet wurde. Von den 69
Di- und Tetraploiden waren neun nicht homozygot. Ihr Ursprung lag demnach nicht in einer

einzelnen haploiden Zelle. Einen Uberblick der gesamten Zygotieanalyse gibt die Tab. 16.
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Abb. 13: Polyacrylamid-Gel des SSR-Locus WPMS 14 von 29 Kalluslinien und der heterozygoten
Kontrolle ‘Aue 2’ (Pfeil). Zwischen den homozygoten Linien (jeweils eine Bande) sind zwei
mit heterozygoten Loci ersichtlich (Zwei Banden, Sterne)

/
k*“"‘-’-»-'w-ﬂw . ———— ~-"$
Aue 1

Abb. 14: SSR-Locus WPMS 4: Donorpflanze Aue 1 und 48 Kalluslinien.

Abb. 15: SSR-Locus WPMS 6: Donorbdume Aue 1 und Aue 2 und 46 Regenerate.

Tab. 14: Sechs diploide Kallusse aus der Pollenkultur, die sowohl homozygote (weil3) als auch
heterozygote (grau) Loci besitzen. Die beiden Allele 1 und 2 sind jeweils aufgefihrt.

Linie WPMS9 | WPMS 13 | WPMS 14 | WPMS 18 | WPMS 20 | Donor
M23-3 1 2 1 2 1 2 1 2 2 |Auel
FD 12 1 2 1 2 1 1 2 1 2 | Aue?2

FD 7 1 2 2 1 2 1 2 1 Aue 2
FD 35 1 2 2 2 1 2 1 Aue 2
FD 18 1 2 1 2 1 2 1 Aue 2
FD 40 2 1 2 1 2 1 2 | Aue?2
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Tab. 15: Allelverteilung der Linien, die mittels Mikrosatelliten analysiert und deren Pflanzen erfolgreich
in Erde Uberfuhrt wurden.

Linie WPMS9 | WPMS 13 | WPMS 14 | WPMS 18 | WPMS 20 | Donor
M22-1c5 1 2 1 2 1 Aue 1
FD6 1 1 2 2 2 | Aue?2
FD10 1 2 2 1 2 | Aue?2
FD17 1 1 1 2 1 Aue 2
FD19 1 2 1 2 1 Aue 2
FD25 1 1 2 1 2 | Auel
FD27 1 2 2 2 2 | Aue?2
Tab. 16: Zygotieanalyse an funf Mikrosatellitenorten bei 77 regenerativen Kalluslinien.
haploid diploid* tetraploid
Homozygote Loci 8 57* 3
Heterozygote Loci wie die Donorbaume - 3 -
Homo- und heterozygote Loci - 6 -
Insgesamt 8 66 3

*incl. einer Aneuploiden

3.2.3. Verteilung der vererbten Allele innerhalb de  r regenerierten Kalluspopulation

Innerhalb der analysierten Gruppe homozygoter Kallusse wurde die Haufigkeit der einzelnen
Allele bestimmt und mit der Chi-Quadrat-Einfachanordnung auf eine 1:1 Segregation hin
untersucht (Tab. 17). Wahrend am Locus WPMS 14 die Allelverteilung gegentber einer 1:1

Aufspaltung signifikant verschieden war (fir p < 0,05), war dieses am Locus WPMS 18 nicht
der Fall (X*>-Wert fur p < 0,05 ist 3,84). Sehr stark von der 1:1 Segregation verschieden war

der Ort WPMS 9. Dort trugen 51 von 68 untersuchten Kallussen das Allel 1. Betrachtet man
nur die Analyse des Mikrosatellitenortes WPMS 9 von den 15 Linien, die in vitro Pflanzen
ausbildeten (Tab. 18), trugen 13 Linien das Allel 1 und zwei das Allel 2.
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Tab. 17: Verteilung der vererbten Allele bei 68 regenerierten Kallussen, die jeweils ein Allel an allen
Mikrosatellitenorten aufwiesen und Uberprifung der erwarteten 1:1 Segregation mittels Chi-
Quadrat-Einfachanordnung. Allel 1 ist langer als Allel 2.

Allel WPMS9 WPMS13 WPMS14 WPMS18 WPMS 20

1 51 38 25 26 33
2 17 30 43 42 34
X2 17** 1 4,76* 3,76 0

* p < 0,05; signifikant verschieden
** p < 0,01; signifikant verschieden

Tab. 18: Verteilung der vererbten Allele bei den analysierten Regeneraten, die in vitro wurzelten bzw.
bereits in Erde Gberflihrt wurden.

Allel WPMS9 WPMS13 WPMS14 WPMS18 WPMS 20
1 13* 4 7 4 6
2 2* 11 8 11 9

* p £ 0,05; signifikant verschieden

Die x*—Einfachanordnung ist wegen Haufigkeiten kleiner als 5 nicht zulassig. Der exakte Test nach
Fisher und Yates ersetzt bei sehr kleinen Haufigkeiten und zwei Klassen die x°—Einfachanordnung,
erfordert allerdings ganze Zahlen. Wird die StichprobengréRe von 15 auf 14 und die gréRere
Haufigkeit um eins reduziert, kann der Test nach Fisher und Yates angewendet werden. Die erwartete
Haufigkeit ist dann 7 statt 7,5. Danach ist WPMS 9 signifikant von einer 1:1 Segregation verschieden.
Mit einer Erhdhung der Haufigkeit des Allels 1 von 12 auf 13 wird die Signifikanz noch gestérkt.

3.3. Aufrechterhaltung haploider regenerativer Kall uslinien in vitro

Es bedarf einer langfristigen Kultur haploider Linien, um diese Uber einen langeren Zeitraum
fur Transformationen bereitstellen zu kénnen. Der Aufrechterhaltung des haploiden Status
steht die Problematik der Autopolyploidisierung entgegen. Durch eine selektive Kultur
haploider regenerativer Kallusse und Sprosse, in der mittels regelmaRiger Uberpriifung der
Ploidiestufe nichthaploide Explantate entfernt werden, kann der haploide Status der Kultur
aufrecht erhalten werden, wenn eine spontane Polyploidisierung nur gelegentlich auftritt.

Zudem sollte sich eine Kalluslinie in vitro gut vermehren und stetig Pflanzen hervorbringen.
Unter den in Tab. 12 aufgefihrten haploiden regenerativen Kalluslinien kamen hierfur die
Linien M22-1c5, FD 25 und FD83 in Betracht, weil sie eine konstante Sprossregeneration
aufwiesen und von ihnen Pflanzen in Erde transferiert werden konnten. Die anderen Linien
schieden daher vorerst aus. Die Linie FD 4 war nicht vital trotz kurzzeitiger
Sprossregeneration mit anschlie@ender Bewurzelung. Vielfach starben einzelne Kallusse ab
und zwei Pflanzen konnten nicht erfolgreich in Erde Uberfihrt werden. Die drei Linien FD 21,

FD 81 und FD 84 bildeten bisher keine bewurzelten Sprosse.
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M22-1c5

Bei der haploiden regenerativen Kalluslinie M22-1c5 wurden Uber 80 flowcytometrische
Messungen an Kallus-, Spross- und Wurzelgewebe durchgefiihrt. Dabei fiel auf, dass 12
analysierte regenerierbare Sprosse und 8 Pflanzen in vitro einschlie3lich zweier Wurzeln
allesamt diploid (Abb. 9C und D) und ein Spross sogar triploid waren. Das deutet darauf hin,
dass fur M22-1c5 das Bewurzeln auf der haploiden Ebene nicht méglich ist. Deshalb konnte
in der Erhaltungskultur anhand dieser morphologischen Charakteristik putativ diploides
Gewebe, d. h. alle Kallusse auf denen regenerierbare Sprosse sal3en, ohne durchfluss-
cytometrische Bestimmung eliminiert werden.

Diese Charakteristik war jedoch fir den Umkehrschluss, haploides Gewebe anhand des
Sprossphanotyps zu erkennen, nicht hinreichend. Eine durchflusscytometrische Analyse von
40 regenerativen Kallussen mit Kleinsprossen, die die charakteristischen eingewolbten
Blatter trugen (Abb. 9A, B) und als haploid eingestuft wurden, enthillte, dass sieben von

diesen diploid waren.

Kallusse mit aufsitzenden Sprossen der Linie M22-1c5 sind gut in vitro vermehrbar und nach
Sprossbewurzelung gut in Erde tberflihrbar. Somit wurde fiir M22-1c5 eine selektive Kultur
wie folgt etabliert: Es werden nur kleine Kallusstiicke, die eine haploidtypische Morphologie
aufwiesen, vermehrt. Alle zwei bis drei Monate werden die Kallussticke mit Hilfe der
Durchflusscytometrie auf ihre Ploidiestufe hin Uberprift und gegebenenfalls diploide entfernt.
Dadurch gelang es, den haploiden Status der regenerativen Kalluslinie M22-1c5 bereits tber
zwei Jahre hinaus zu erhalten. Die zwei Pflanzen, die bereits in der zweiten
Vegetationsphase waren (Uberwinterung im Gewéachshaus > 0C), entwickelten etwas

groRere Blatter und erreichten eine Hohe von 7 bis 8 cm (Abb. 16).
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Abb. 16: Zweijahrige Pflanze der Linie M22-1c5 (Hbhe ca. 7 cm).

FD 25

Die regenerative Kalluslinie FD 25 wird seit dem September 2002 in der Propagations- und
Bewurzelungsphase gefuhrt. Ihr haploider Zustand erwies sich bisher als sehr stabil. Sieben
Kallusstiicke, Blatter von 31 teils bewurzelten Sprossen, und Wurzeln zweier Pflanzen
wurden auf ihre Ploidiestufe hin untersucht. Alle untersuchten Explantate der Kalluslinie
erwiesen sich als haploid. Nach Auflegen von Blattern einer regenerierten FD 25 auf
Regenerationsmedium wurden erneut Kallusse gebildet. Einer von drei dieser
~Sekundarkallusse" war nach durchflusscytometrischer Analyse diploid. Wie bei der Linie
M22-1c5 wurde auch bei dieser Linie durch regelmafige Ploidietiberprifung die Erhaltung
des haploiden Status gewahrleistet. FD 25 ist somit eine haploide regenerative Kalluslinie,
die im haploiden Zustand zur Pflanze regeneriert werden kann. Sie lie3 sich gut auf WPM
367 als regenerativer Kallus mit kleinen Sprossen kultivieren und vermehren. Wie bei M22-
1c5 regenerierten aus der Kalluslinie FD 25 auch Sprosse mit grol3eren und dunkelgriinen
Blattern, die bisher als doppelhaploid identifiziert wurden. Im Gegesatz zu den
doppelhaploiden wurde bisher bei haploiden Regeneraten weder in vitro noch in Erde ein

fortgesetztes Langenwachstum des Sprosses festgestellt (Abb. 17). Die Uberfiihrung der
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Doppelhaploiden in Erde bereitete keine Probleme, wogegen die haploiden Pflanzen nach

einigen Wochen abstarben.

Abb. 17: Doppelhaploide (links) und haploide Pflanze der Linie FD 25

FD 83

Von den drei hier beschriebenen Linien wird die regenerative Kallusline FD 83 seit
November 2002 in der Propagations- und anschlieBenden Bewurzelungsphase gefihrt. Bis
August 2003 wurde ihr haploider Status vierzehnmal Uberprift. Ein Kallusstiick mit Spross,
der spater als erster seiner Linie in Erde Uberfuhrt wurde, war doppelhaploid (Abb. 18). Die
Ubrigen zwolf Messungen an Kallusabschnitten und Blattern zeigten die haploide Stufe.
Hierunter fallen auch zwei weitere in Erde Uberfuihrte Pflanzen. FD83 liel3 sich als Kallus
ahnlich gut wie M22-1c5 und FD25 propagieren. lhre Kapazitat zur Spross- und
Wurzelbildung war jedoch bisher geringer als die der beiden anderen Linien.
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Abb. 18: Haploide (links) und doppelhaploide Pflanze der Linie FD 83
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Doppelhaploide Pflanzen in Erde

Neben den haploiden und doppelhaploiden Regeneraten der haploiden Linien wurden
zusatzlich funf weitere Linien (FD6, FD10, FD17, FD19, FD27) in Erde Uberfuhrt, die mit der
Mikrosatellitenanalyse als doppelhaploid identifiziert wurden (Abb. 19).

FD 17: kurze Internodien, Abwerfen alter Blatter

FD 19: rankender Wuchs FD 27: schmal ovale, eingedrehte Blatter; sehr
schwaches Langenwachstum

Abb. 19: Die doppelhaploiden Linien mit ihnren Besonderheiten. Die Linie FD6 ahnelt im Phanotyp der
Linie FD17.
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3.4. Genetische Transformation haploider Pappeln

3.4.1. Agrobacterium -vermittelter Gentransfer

Die haploiden regenerativen Kalluslinien M22-1c5 und FD25 wurden
Transformationsexperimenten unterzogen. Es wurde das Verfahren der ,Leaf-disc'-
Transformation angewendet, jedoch wurde zusatzlich zu Blatt- und Sprossabschnitten
Kallusgewebe mit Agrobakterien co-kultiviert. Das Transgenkonstrukt enthielt neben dem
Selektions-Gen npt-1l und dem Reporter-Gen rolC das Transposon Ac aus Mais. Der
Selektionsmarker codiert die Neomycin-Phosphotransferase |Il, ein kleines (25kD)
bakterielles Enzym, welches die Phosphorylierung einiger Aminoglycosid-Antibiotika, unter
anderen auch Kanamycin, katalysiert und sie dadurch inaktiviert. Ein Test an einigen
Kallusstiicken von M22-1c5 bestétigte die Toxizitat der Konzentration von 50 mg Kanamycin
pro Liter Medium. Die sowohl der Selektion als auch der Regeneration dienenden Medien
WPM 368KC und WPM 367KC wurden direkt nach der Co-Kultur eingesetzt. Zwei
Transformationsexperimente wurden jeweils an M22-1c5 und FD25 durchgefihrt. Das fur die
Transformation eingesetzte Gewebe bestand aus drei bis fiinf ca. 1 cm im Durchmesser
grol3en Kallusstiicken, die mehrfach geteilt wurden. Nach ca. 8-12 Wochen wurden kleine
wachsende Kallusse von den abgestorbenen Geweben isoliert und auf den gleichen Medien
weiterkultiviert, um einerseits die bereits eingesetzte Regeneration kleiner Kallusstiicke
fortzufihren und andererseits nicht-transgenes Gewebe, falls noch im Kallus vorhanden,

abzutoten. Hierbei wurden 15 putativ transgene Linien erhalten (Tab. 19).

Tab. 19: Anzahl der Transformationsexperimente und erhaltener putativ transgener Linien.

Klon Transformationsexperimente Putativ transgene Kalluslinien
M22-1c5 2 5
FD 25 2 10

3.4.2. Transgennachweis durch PCR und Ploidiegradt ransgener Linien

Vierzehn der 15 putativ transgenen Klone der Linien M22-1¢5 und FD25 und zusatzlich eine
nicht transgene Kontrolle (,Aue 2' oder FD25) wurden mittels PCR auf ihre Transgene rolC
und Ac hin untersucht. Wahrend unter den funf putativ transgenen M22-1c5-Klonen nur in
M22-1c5:35S-Ac-rolC#1 die Transgene rolC und Ac amplifiziert wurden, wurden in acht von
neun putativ transgenen FD25-Klonen rolC und Ac, und in einem nur rolC nachgewiesen

(Abb. 20A, B). Die Ergebnisse sind in Tab. 20 zusammengefasst.
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Abb. 20: Molekulare Analyse von FD25:35S-Ac-rolC transgenen haploiden regenerativen Kalluslinien.
PCR-Amplifikation von rolC (A) und Ac (B). M = Molekularer GréRenmarker.
- = Wasserkontrolle ohne DNA. C = nicht-transgene FD25.

Tab. 20: Linien, die nach der Transformation auf Selektionsmedien regenerierten.

Klon Ploidiestufe PCR-Nachweis PCR-Nachweis Ploidiestufe
regenerierter von rolC von Ac regenerierter
Kalluslinie Pflanzen

M22-1¢5:35S-Ac-rolC#1 In + + 2n
M22-1c5:35S-Ac-rolC#2 2n - - 2n
M22-1c5:35S-Ac-rolC#3 2n - - 2n
M22-1c5:35S-Ac-rolC#4 2n - - 2n
M22-1¢5:35S-Ac-rolC#5 2n - - 2n
FD25:35S-Ac-rolC#1 1n (2n)* + + n.v.
FD25:35S-Ac-rolC#2 In + + 1n
FD25:35S-Ac-rolC#3 1n + + 1n
FD25:35S-Ac-rolC#4 2n + + n.v.
FD25:35S-Ac-rolC#5 1n + + n.v.
FD25:35S-Ac-rolC#6 1n + - n.v.
FD25:35S-Ac-rolC#7 2n + + n.v.
FD25:35S-Ac-rolC#8 1n (2n)* + + n.v.
FD25:35S-Ac-rolC#9 1n (2n)* + + n.v.
FD25:35S-Ac-rolC#10 2n n.a. n.a. n.v.

n.a. = nicht analysiert
n.v. = zum Zeitpunkt der Ploidieanalyse nicht vorhanden
* kleiner diploider Peak
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3.4.3. Transgennachweis durch Southern-Blot

In Southern-Blot-Analysen wurde die Integration des Markergens rolC im Genom der
transformierten Regenerate M22-1c5:35S-Ac-rolC#1 und #2 untersucht. Die genomische
DNA wurde sowohl mit Eco RI als auch mit Hind Il restringiert, um die Kopienzahl des rolC-
Gens zu bestimmen. Die Schnittstellen sind in Abb. 3 zu sehen. In M22-1¢5:35S-Ac-rolC#1
wurde rolC gefunden, in M22-1c5:35S-Ac-rolC#2 nicht. Abb. 21 zeigt, dass sich in M22-
1c5:35S-Ac-rolC#1 genau eine Kopie des rolC Gens befand.

3.4.4. Ploidieanalyse und Regeneration transgener P flanzen

Die Ploidieanalyse enthillte, dass M22-1c5:35S-Ac-rolC#1 und vier FD25:35S-Ac-rolC
transgene regenerative Kalluslinien (#2, #3, #5, #6) haploid sind, andererseits vier M22-
1¢c5:35S-Ac-rolC  und drei FD25:35S-Ac-rolC transgene regenerative Kalluslinien
doppelhaploid. Die durchflusscytometrische Messung dreier FD25:35S-Ac-rolC Transgene
bildete zusatzlich zum haploiden Peak noch einen kleineren diploiden ab. In diesen
Kalluslinien konnte kein rein haploides Gewebe entdeckt werden. Funf M22-1c5:35S-Ac-
rolC#1-Pflanzen (Abb. 22), drei FD25:35S-Ac-rolC#2 und zwei -#3-Pflanzen wurden bereits
in Erde transferiert und durchflusscytometrisch gemessen. Die M22-1¢5:35S-Ac-rolC#1-
Pflanzen waren alle doppelhaploid, dagegen waren die funf Pflanzen, die aus
transformiertem FD25-Gewebe hervorgingen, haploid. Eine Aktivitat des Ac-Elementes, die
die Bildung hellgriiner Blattsegmente hervorrufen wirde, wurde bisher an Pflanzen dieser

Linie nicht beobachtet.

An einem Kallusabschnitt der Linie M22-1c5:35S-Ac-rolC#1 bildete sich eine haploide
Sprossvariante aus, deren Spross und Blatter deutlich kleiner waren als die typischen
kleinen haploiden Sprosse von M22-1c5 (Abb. 23). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit
konnten an der Sprossvariante keine molekularbiologischen Untersuchungen durchgefihrt

werden.
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Abb. 21: Southern-Blot-Analyse der Regenerate M22-1c5:35S-Ac-rolC#1 und M22-1¢5:35S-Ac-
rolC#2. Die Hybridisierung erfolgte gegen eine DIG-Oxygenin-markierte rolC-Gensonde
nach einer Restriktion mit den Enzymen Eco RI, Hind [ll Eco RV und Nco I. 23#1
Transformierte Linie M22-1c5:35S-Ac-rolC#1 23#2 Transformierte Linie M22-1¢5:35S-Ac-
rolC#2; + positive Pappelkontrolle Esch5:35S-rolC#1; — negative Pappelkontrolle ,Aue 2'.

Abb. 22: M22-1¢5:35S-Ac-rolC#1, transgene Abb. 23: M22-1c5:35S-Ac-rolC#1. Unten:
Pflanze. Typischer regenerativer Kallus. Oben:
Variante mit kleinen Sprossen und

Blattern. (beide ca. 1 cm breit).
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4. Diskussion

Mit der hier vorgelegten Arbeit wurde ein in vitro-Regenerationssystem aus isoliertem
unreifen Pollen in der Gattung Populus etabliert, welches eine vielversprechende Alternative
zur  Antherenkultur far die Generierung von haploidem und doppelhaploidem
Pflanzenmaterial in der Forstbiotechnologie bietet.

Des Weiteren wurden durch die erfolgreiche Transformation haploiden Gewebes mit
anschlielBender Regeneration transgener haploider Sprosse die ersten Schritte hin zu einem
Transposon-Tagging-Ansatz vollzogen, der die Isolierung durch T-DNA- oder Transposon-
getroffener Gene ermdglichen soll. Der Transposon-Tagging-Ansatz wird beziglich seiner
bendtigten Voraussetzungen und Umsetzbarkeit zur Genisolierung und Gencharakteri-
sierung diskutiert. Ein etabliertes Transposon-Tagging-System hétte eine grol3e Bedeutung

in der zukunftigen forstlichen Genomforschung.

4.1. Etablierung eines Regenerationssystems aus iso  lierten unreifen

Pappelpollen

Genotyp

Die Antherenkulturforschung bei Getreide und Futtergrasern war durch sporadische und
unvorhersehbare Ergebnisse charakterisiert, was sich erst mit der ldentifizierung hoch
responsiver Donorgenotypen anderte (Andersen et al. 1991). Durch sexuelle Hybridisierung
und eine nachfolgende Selektion konnten bei Grasern Gene akkumuliert werden, die eine
Mikrosporen-Embryogenese favorisierten (Halberg et al. 1990).

Eine sexuelle Hybridisierung und anschlieRende Selektion ist im Falle diézischer Arten wie
den Pappeln nicht moglich, so dass Baldursson und Ahuja (1996b) in ihrem Review Uber
Haploidie bei Forstpflanzen umfangreiche Genotypentests als einzig praktische
Herangehensweise vorschlugen, um einen fur systematische Experimente einsetzbaren Klon
zu identifizieren. Trotz einiger Ansatze, in denen mehrere Genotypen gleichzeitig in
Antherenkulturen verwendet wurden und Rickschlisse auf ihre Responsivitét zulieRen (Ho
und Raj 1985, Baldursson et al. 1993, Mofidabadi et al. 1995), wurde nur von einer
wiederholten Nutzung eines responsiven Donorbaumes fir die Erzeugung haploider
Pflanzen berichtet. Stoehr und Zsuffa (1990a) setzten fiir ihre Studien den P. maximowiczii-
Klon MD-1 ein, der sich zuvor in Untersuchungen von Ho und Raj (1985) als responsiv
herausgestellt hatte. Allerdings ist zu berlcksichtigen, dass die lange Reife zur Blihfahigkeit
von vegetativ vermehrten Pappeln (4-10 Jahre) eine entsprechend lange Vorbereitungszeit
anderer Forschungsgruppen erfordert, um diese responsiven Donorpflanzen bei sich

einzusetzen.
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Fir die vorliegende Studie konnte leider nicht auf einen bereits beschriebenen responsiven
Klon zurlickgegriffen werden. Die eigene Voruntersuchung an sechs Genotypen erbrachte
mit ,Aue 1' und ,Aue 2' zwei Baume, deren unreife Pollenzellen in der Pollenkultur
Mikrokallusse bildeten. Auch die Balsampappel brachte zwei Mikrokallusse hervor, wahrend
Kulturen der beiden Zitterpappelklone SU115 und Eschl4 unter der Kontamination mit
Bakterien und Pilzen litten und damit einer Feststellung ihres genetischen Potenzials zur
Androgenese nicht zugénglich waren. Fortlaufend wurden somit nur Kétzchen der beiden
Baume ,Aue 1’ und ,Aue 2’ in den Experimenten eingesetzt, was mit zwei Vorteilen einher
ging: Erstens existierte in vitro von ,Aue 2’ bereits ein Klon, der beziglich Phanotyp,
Wichsigkeit und in-Erde-Uberfihrung als Kontrolle genutzt werden konnte. Zweitens
bestand so die Méglichkeit, die gewonnenen Ergebnisse mit einer Antherenkultur von ,Aue 2’

(Deutsch et al. 2003) zu vergleichen.

Die Mikrosatellitenanalyse, die zur Bestimmung des haploiden Ursprungs diploider
Regenerate aus unreifen Pollenzellen der Schwarzpappelhybride eingesetzt wurde, lief
aufgrund gleicher Allele an den flunf untersuchten SSR-Loci vermuten, dass die beiden

Donorbaume ,Aue 1’ und ,Aue 2’ zu einem Klon gehoren.

Gleichfalls deutete die Mikrosatellitenanalyse an, dass auch bei Pappeln die Embryogenese
aus unreifen Pollenzellen zu einem Teil genetisch bestimmt ist. Die Untersuchung der
Allelverteilung bei 68 homozygoten Kallussen mittels der Chi-Quadrat-Einfachanordnung
ergab, dass am Locus WPMS 9 die Allelverteilung signifikant von einer 1:1-Segregation
verschieden ist (51:17). Die Pollen mit dem Allel 1 regenerierten besser als die mit dem Allel
2. Demnach stellt der SSR-Locus WPMS 9 einen potenziellen Marker fur das
Regenerationspotential der Donorbdume ,Aue 1’ und ,Aue 2’ dar. Méglicherweise markiert
WPMS 9 einen Chromosomenabschnitt, der generell einen groRen Einfluss auf die
Regeneration bei Populus besitzt. Auch die schiefe Allelverteilung der zwei SSR-Loci WPMS
14 und WPMS 18 liegen beiderseits dicht an der Signifikanzschwelle von 5%. Ein grél3erer
Probenumfang ware nétig gewesen, um zu klaren, ob sich auch hier die Allelverteilung
tatsachlich von der 1:1-Segregation unterscheiden und diese beiden Mikrosatelliten ebenfalls

einen genetischen Einflul auf die Kallusbildung oder Regeneration aufzeigen.

Isolation und Kultur unreifer Pollen

Die unreifen Pollenzellen wurden aus geviertelten Kétzchen isoliert. Dabei wurden zwei
verschiedene Aufreinigungen der Zellsuspensionen eingesetzt. Die im zweiten Jahr

eingefihrte Siebwaschung war schneller durchzufuhren als die vorher verwendete
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Zentrifugation und entfernte zudem kleine Zellreste, was die Beobachtung der unreifen
Pollenzellen verbesserte. Sie ist somit die zu bevorzugende Methode, wenn die vitalen
Pollenzellen nicht vom Rest der Katzchenzerkleinerung mit Hilfe der Dichtegradienten-
Zentrifugation getrennt werden kdnnen. Diese Methode wurde auch zur Mikrosporenisolation
bei Malus (Hofer et al. 1999) erfolgreich eingesetzt. Dabei wurde ebenfalls festgestellt, dass
die Pollenentwicklung in den eingesetzten Antheren unterschiedlich weit fortgeschritten war.
Auch Bueno et al. (1997) berichteten flr Antheren von Quercus suber eine asynchrone
Pollenentwicklung. Da auch in der vorliegenden Arbeit die unterschiedlichen
Pollenentwicklungsstadien nicht getrennt werden konnten, war Uber das geeignete Stadium

zur Induktion der Androgenese keine Aussage mdoglich.

Bei Pflanzengattungen wie Raps, Tabak, Gerste, Weizen und Reis sind Pollenkulturen
etabliert und fortlaufend Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen. In vielen
Protokollen dieser Pollenkulturen wird eine Stressbehandlung zur Induktion und/oder zur
Forderung der androgenetischen Entwicklung empfohlen (zsammengefasst bei Reynolds
1997, Pechan und Smykal 2001). Meist handelt es sich hierbei um Vorbehandlungen, d.h.
die Mikrosporen oder der unreife Pollen werden erst nach der Behandlung aus den Antheren

isoliert.

In der vorliegenden Arbeit wurden eine Kaltlagerung der Katzchen vor der Isolation und eine
Hungerbehandlung und/oder eine Warmebehandlung an isolierten unreifen Pollenzellen als
Stressfaktoren eingesetzt. Wahrend der Kaltlagerung ist es unwahrscheinlich, dass Kalte in
Form eines Schocks auf Pappelpollen wirkt. Pappelbliten reifen in Mitteleuropa um den
Frihlingsanfang und ca. zwei Wochen vor Blattaustrieb heran (Lefévre et al. 2001). In dieser
Zeit sind kalte Temperaturen und Froste von Natur aus gegeben und stéren nicht die
gametophytische Entwicklung. Allerdings koénnte die Kombination einer starken
Verlangsamung der Pollenentwicklung mit einer gleichzeitigen Begrenzung der
Nahrstoffversorgung des Katzchens, wie es bei einer Kaltlagerung isolierter Katzchen
vorliegt, durchaus ein Faktor zur Induktion der androgenetischen Entwicklung sein. Die
erhobenen Daten dieser Pollenkultur ergaben keine Korrelation zwischen der Kaltlagerung
der Katzchen und der Kallusausbeute. Die stark streuenden Kallusausbeuten je Kéatzchen
und die Tatsache, dass die Kulturen der Halfte aller prozessierten Knospen keine Kallusse
bildeten, gleich, ob eine kurze oder lange Kaltlagerung voranging, zeigen, dass fir ein
statistisch abgesichertes Ergebnis ein gréRerer Probenumfang noétig gewesen ware. Stoehr
und Zsuffa (1990a) setzten eine 4-tagige Kaltlagerung (4<C) von Kéatzchen an Zweigen von
P. maximowizcii einer erfolgreichen Antherenkultur voran, deren Einfluss auf die

Embryogenese mangels Vergleichsmoglichkeiten unklar blieb.
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Wahrend die Ergebnisse zur Kaltlagerung auf unterschiedlichen Katzchen basierten, war
dagegen der Vergleich verschiedener Initialbehandlungen an Populationen unreifer
Pollenzellen, isoliert aus acht Katzchen, katzchenunabhangig. Denn fir jede der drei
Initialbehandlungen und der nicht behandelten Kontrolle wurde jeweils ein Viertel der
Pollenpopulation eines Katzchens eingesetzt. Sowohl Wéarme- als auch Hungerbehandlung,
vor allem die Kombination der beiden, erhdhten die Kallusausbeuten. Allerdings war die
Erhdhung der Ausbeute nur fir die Kulturen mit Warmebehandlung und mit kombinierter
Warme- und Hungerbehandlung signifikant. Dies weist darauf hin, dass fir den
Stichprobenumfang die Streuung innerhalb der Werte zu grol3 war, als dass dieses Ergebnis
verallgemeinert werden darf. Eine Tendenz, wonach eine Warmebehandlung bzw. eine
kombinierte Hunger- und Warmebehandlung die Induktionsrate von Kallussen erhéht, ist
jedoch ersichtlich und reint sich in die Ergebnisse von Mikrosporenkulturen bei Raps
(Cordewener et al. 1998) bzw. Tabak ein (Touraev et al. 1996a). Auch bei Weizen wurde
dieser Zusammenhang gefunden (Touraev et al 1996b, Honicka 2002). Jedoch wurde auch
festgestellt, dass eine kombinierte Hunger- und Warmebehandlung verstarkt albine
Weizenpflanzen hervorbringt (Honicka 2002), was so weit fuhrte, dass das eigentlich zu
erreichende Ziel — die Produktion mdglichst vieler griiner Pflanzen — ins Negative umgekehrt

wurde. Eine Problematik, die bei Pappeln nicht besteht.

In vielen Protokollen von Antherenkulturen fir Forstpflanzen sind (Vor-) Behandlungen der
Antheren nicht erwahnt (Ho and Raj 1985, Chen 1987, Baldursson et al. 1993, Mofidabadi et
al. 1995), folglich war eine besondere Behandlung vor oder wahrend der Antherenkultur bei
Pappel nicht zwingend. Auch bei Getreide kann eine Antherenkultur im Gegensatz zur Kultur

isolierter Pollen ohne vorherige Stressbehandlung gelingen (Kumlehn, pers. Mitteilung).

Eine plausible Erklarung hierfir kdnnte sein, dass sich bei kultivierten Antheren zunachst
eine Phase reduzierter Nahrstoffversorgung ergibt, bis die Nahrsstoffe aus dem Medium den
Pollen erreichen. Einen ahnlichen Hungeraspekt wird der Verwendung von Maltose im
Kulturmedium zugesprochen (Indrianto et al. 1999). In planta wird der unreife Pollen gut mit
Saccharose versorgt. Ehe der Pollen nach der Isolation seine Kohlenhydrat-Erndhrung auf
Maltose umgestellt hat, ergibt sich eine Hungerphase. Dies entspricht der gleichfalls
kallusinduzierenden Kulturkondition ,26C’ (Kontrol [kondition ohne Initialbehandlung) im

vorliegenden Vergleich unterschiedlicher Initialbehandlungen.

Unter den wenigen, die auf eine Vorbehandlung bei Populus hinwiesen, waren es
Baldursson und Ahuja (1996b), die berichteten, dass eine Inokulation von P. trichocarpa-

Antheren bei 32<C fur 24-72 h vorteilhaft ist. Flr eine andere Baumart, die Korkeiche
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(Quercus suber), unterstrichen Bueno et al. (1997) die positive Wirkung einer
Warmebehandlung auf die Embryogenese in der Antherenkultur. Erst durch eine initiale
Warmebehandlung von 33 uber funf Tage wurde eine Embryogenese induziert. In der
meines Wissens nach bisher einzigen Pollenkultur bei Bd&umen, die Pflanzen hervorbrachte,
bei Malus domestica Borkh., wurden Hunger und Warme als Stressfaktoren eingesetzt

(Hofer et al. 1999). Die beiden erhaltenen Regenerate waren diploid (Hofer, pers. Mitteilung).

In der vorliegenden Arbeit wurde nicht nur die Kallusausbeute insgesamt ins Verhaltnis zur
Initialbehandlung gesetzt, sondern auch die Gesamtanzahl erhaltener regenerativer Kallusse
bzw. haploider regenerativer Kallusse (3.2.1). Hier zeigte sich sehr deutlich, dass die
Uberfiihrung ins Induktionsmedium ohne Warme- bzw. Hungerstress die meisten haploiden
Regenerate hervorbrachte. Somit regenerierten trotz geringerer Kallusausbeute mehr
Haploide aus den Populationen unbehandelter unreifer Pollenzellen als aus den
stressbehandelten Populationen. Ein entsprechendes Ergebnis wurde ebenfalls von Honicka
(2002) in Behandlungsexperimenten mit Weizenmikrosporen berichtet. Er stellte fest, dass
19 von 20 Pflanzen, hervorgegangen aus unbehandelten Mikrosporenkulturen, haploid
waren, wahrend Pflanzen, hervorgegangen aus kélte-, warme- und hungerbehandelten
Kulturen, hochsten zur Halfte noch haploid waren. Hier regte insbesondere die

Warmebehandlung die Diploidisierung an (27 von 41 Pflanzen waren diploid).

Kulturmedien und Wachstumsregulatoren

Isolierte unreife Pollen bzw. Mikrosporen werden Ublicherweise in flissigen Medien kultiviert,
z.B. bei Raps (Lionneton et al. 2001), Gerste (Castillo et al. 2001), Mais (Obert et al. 2000),
Reis (Guo and Pulli 2000) oder Weizen (Liu et al. 2002). Demgegentber bieten feste Medien
schlechtere Voraussetzungen fur eine Embryogenese (Jahne et al. 1994, Honicka 2002). Fur
die vorliegende Arbeit wurde eine Isolationsmethode mit anschlieBender Flussigkultur im
Labor etabliert. Hierbei wurden unter Verwendung des Induktionsmediums K99-B4-CAx mit
vorgeschalteter Hungerphase erste Zellteilungen erkannt, so dass bereits im Jahre 2001
nach der Einfilhrung der Methode und einem sicheren Handeln der einzelnen Isolations- und
Kulturschritte die ersten Experimente aufgenommen wurden. Weitere Medien wurden nicht
getestet. Da in Pappelantherenkulturen hauptsachlich MS als Basis des Induktionsmediums
eingesetzt wurde (Ubersicht in Baldursson und Ahuja 1996b), ist eine vergleichende
Untersuchung dieser beiden Medien flr weitere Isolationen empfehlenswert. Das Medium
K99 unterscheidet sich vom MS-Medium im Wesentlichen durch einen zwanzigfach

geringeren Ammoniumnitratgehalt und ein gré3eres Vitaminspektrum.
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Gleichfalls wére ein Vergleich von Wachstumsregulatoren hinsichtlich der Induktionsrate
aufschlussreich. Insbesondere die meist in Pappelantherenkulturen eingesetzten
Wachstumsregulatoren 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D) und Kinetin sollten mit den in

dieser Studie verwendeten Wachstumsregulatoren NAA und BAP verglichen werden.

Im Jahre 2001 wurde das Cytokinin BAP (4 uM) allein dem Induktionsmedium zugesetzt und
erwirkte eine Embryogenese unreifer Pollenzellen. Die fortgefuhrte Kultur auf
wachstumsregulatorfreiem Medium war jedoch erfolglos. Nur unter Zusatz von Auxin (NAA)
und Cytokinin (BAP) war es mdglich, die Regeneration lber Organogenese fortzufiihren.
Dieses Ergebnis bestatigt Baldursson et al. (1993), bei denen eine Embryogenese aus
unreifen Pappelpollen (P. trichcarpa, P. maximowiczii) auch auf wachstumsregulatorfreiem
Medium (WPM) abbrach. Sie folgerten, dass eine Embryogenese bei Pappeln von exogenen
Wachstumsregulatoren relativ unabhéngig ist und dass mit geringen Mengen an
Wachstumsregulatoren ausreichend Embryonen erzeugt werden konnten, ohne die
unerwunschte somatische Kallusbildung aus Antherenwénden anzuregen. Eine Problematik,

auf die spater (Kap. 4.4) noch eingegangen werden wird.

Induktionsrate

Wenn Uber ein Regenerationssystem berichtet wird, ist es Ublich, eine Induktionsrate in
Prozent anzugeben. Dabei ist es ublich, sich auf die Anzahl inokulierter Antheren zu
beziehen. Leider gibt es fir die Kallusinduktion keinen Standard. Bei Pappelantherenkulturen
wird z.B. die Anzahl der Kallusse nach verschiedenen Zeiten bestimmt. Die Zeiten reichen
von 3 Wochen (Kiss et al. 2001) bis zu 3 Monaten (Ewald et al. 1991) nach Aufsetzen der
Antheren. Teilweise wird Uberhaupt kein Zeitpunkt der Auswertung benannt (Stoehr und
Zsuffa 1990a). In allen Fallen ist die Zahlung der erhaltenen Kallusse oder Embryonen
zeitabhangig und das Produkt nicht genau definiert. In der vorliegenden Arbeit wurde als
Verhéltnisgrofle ,Anzahl der Kallusse mit einem Mindestdurchmesser von 1 mm pro
responsives Katzchen* eingefuhrt. Diese Verhaltnisgré3e ist von einem Zeitpunkt und somit
von der Geschwindigkeit der Kallusentwicklung unabhangig. Zusatzlich stellte der gewahlte
Mindestdurchmesser von 1 mm einen Bezug zur Kulturfihrung her. Er erfasste genau die
Kallusse, die vom Flissig- auf ein Festmedium uberfuhrt und weiterkultiviert wurden. Dies
fuhrte dazu, dass allerlei kleinere Kallusse, deren Wachstum aufgehort hatte, nicht in die

Zahlung einbezogen werden.

Im Jahr 2001 wurden 112 Kallusse und im Jahre 2002 1375 Kallusse mit einem

Mindestdurchmesser von 1 mm umgesetzt. Die zugehorigen Induktionsraten sind 19 bzw. 72
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Kallusse pro responsives Kéatzchen. Allerdings war der Probenumfang (6 und 19 responsive
Katzchen) im Verhéltnis zur hohen Variation der Ausbeute je responsives Kéatzchen (2 bis
296 Kallusse) zu gering, als das die ersichtlichen Unterschiede zwischen den
Kulturzeitrdumen statistisch bestatigt wurden. Nichtsdestotrotz deutet das Ergebnis an, dass
ein dem Medium zugesetztes Auxin, wie im Jahre 2002 geschehen, fir die Kallusinduktion

forderlich ist.

Weder die Vitalitatsrate noch die Populationsdichte unreifer Pollenzellen nach deren Isolation
korrelierten mit den Kallusausbeuten der responsiven Katzchen. Die Populationsdichte lag
dabei im Bereich zwischen 10° und 10° unreife Pollenzellen pro ml. Einige wenige Ansatze
mit Populationsdichten von 10° bis 10* brachten keine Kallusse hervor, wohingegen die
1000-fach dichteren Ursprungspopulationen Kallusse regenerierten (unveroffentlichte
Daten). Honicka (2002) beschrieb zwar fur Weizen, dass die Regenerationsrate einer
geringen Populationsdichte von 75 bis 600 Mikrosporen pro ml gegentber einer Ublichen
Dichte von 20000 Mikrosporen pro ml ungefahr doppelt bis dreimal so hoch lag, mit der
Tendenz, je geringer die Dichte desto hdher die Regenerationsrate. Da die Weizenpollen
jedoch mit unreifen Fruchtknoten co-kultiviert wurden, handelt es sich in diesem Fall nicht um

einen unabhangigen Populationseffekt.

Allgemein ist bemerkenswert, dass ungefahr die Halfte der prozessierten Katzchen nicht
responsiv waren. Die Populationen unreifer Pollenzellen dieser Katzchen waren nicht von
denen der responsiven Katzchen zu unterscheiden. Hinsichtlich der aufgezeichneten
Parameter Populationsdichte, Vitalitatsrate und Katzchenkaltlagerung wurden gleichfalls
keine Unterschiede festgestellt. Selbst wenn Fehler bzw. leichte Verénderungen, die die
Pollenzellen inaktivierten wie z.B. keine Kuihlung oder unterschiedliche Arbeitspausen
wahrend des Isolationsprozesses, bericksichtigt werden, hatte dieses nicht zu einem so
hohen Anteil nicht-responsiver Katzchen fihren durfen. Eine katzchenabhangige
Komponente, die die Regenerationsfahigkeit unreifer Pollenzellen beeinflusst, muss hier
angenommen werden und sollte in zukinftigen Studien naher untersucht werden. Z.B. ware
es hilfreich Merkmale zu definieren, die ein Katzchen und dessen Pollenpopulation detailliert
beschreiben, auBerdem die Katzchenposition am Zweig und den Zweig selbst zu bonitieren,

die Katzchenernte und das Isolationsverfahren zeitlich zu normieren etc. .
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Pflanzenregeneration

In Tab. 9 ist ersichtlich, dass neben der Kallusinduktion insbesondere der letzte
Regenerationsschritt, die Ausbildung langerer Sprosse und deren Bewurzelung, eine hohe
Hurde in der Pflanzenregeneration darstellte, auch wenn bei diesen Daten beriicksichtigt
werden muss, dass im Jahre 2002 nur knapp die Halfte der sich differenzierenden Kallusse
weiterkultiviert wurden. Formten im Jahre 2002 noch 17% der erhaltenen Kallusse Organe
aus, so entwickelten sich in vitro nur 1% der Kallusse zu ganzen Pflanzen. Diese
Regenerationsrate entspricht der Regenerationsrate mehrjahriger Experimente von Kiss et
al. (2001), die die Arbeiten von Mofidabadi et al. (1995) fortgesetzt hatten. Die Autoren
berichteten, dass bei einer Antherenkultur dreier P. nigra-Klone insgesamt 208
Pflanzenlinien aus 23183 acht Wochen alten Kallussen regenerierten. Das ergab eine
Regenerationsrate von 0,9% bzw. von 0,1%, 0,7% und 3,7% je Klon. Hierbei waren acht der
208 Linien haploid.

In einer Antherenkultur mit 4000 Antheren von ,Aue 2' im Jahre 2000 (Deutsch et al. 2003)
bildeten viele Antheren einen Kallus, jedoch ging insgesamt nur ein diploides Regenerat aus
ihnen hervor. Ein Vergleich mit der vorliegenden Pollenkultur ist trotz gleichen Genotyps nur
bedingt zulassig, da zu einer anderen Zeit und mit anderen Medien experimentiert wurde.
Ansonsten ist generell die Leistungsfahigkeit der Regenerationsprotokolle bei Pappeln
schwerlich zu vergleichen, weil die Daten in der Literatur auf unterschiedlichen Genotypen
basieren. Zusatzlich wurden Begriffe wie ‘Regenerationsfrequenz’ bzw. kallusproduzierende
Anthere’ [%] bezlglich der Gré3e oder des Entwicklungsstatus’ der Kallusse unterschiedlich

verwendet.

Die in diesen Experimenten haploid generierten und spater spontan diploidisierten Klone
weisen zwar einen sehr kleinen und untypischen Pappelphanotyp auf, jedoch ist dieser
Phéanotyp stabil und kann in einem Vergleich als Kontrolltyp eingesetzt werden. Vielleicht
wird sich die Kleinwlichsigkeit als ein Vorteil in der Kulturfihrung erweisen. Kleine Pflanzen
beanspruchen in Klimakammern und Gewéachshausern deutlich weniger Platz, so dass fur
einen systematischen Tagging-Ansatz mehr Pflanzen regeneriert und Kkultiviert werden

kénnen.

Ploidieanalyse

Blackburn und Harrison (1924) benannten zum ersten Mal die Chromosomenzahl von P.
nigra in diploidem Zustand mit 2n = 38. Generell sind die Chromosomen einer Pappel wegen

ihrer geringen GroRe in Metaphaseplatten nicht einfach zu z&ahlen, geschweige in eine
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Ebene fir eine gute Fotografie zu bringen (Fotografien, auf der die Chromosomen zéahlbar
sind, findet man in Gallego et al. (1987)). Sogar gravierende Bestimmungsfehler wurden von
Stettler und Bawa (1971) diskutiert. Sie nahmen an, dass das Bild eines haploiden
Chromosomensatzes in Kopeczky (1960) deutlich einen diploiden Chromosomensatz
darstellt, dessen Chromosomen sich nicht klar getrennt héatten. Folglich war die
mikroskopische Bestimmung in gréRerem Umfang bzw. eine saubere Differenzierung
zwischen haploid, aneuploid, mixoploid und diploid schwierig und auRerst zeitaufwendig.
Hier hat seit den 90er Jahren die Durchflusscytometrie Abhilfe geschaffen und sich als
schnelle und genaue Messmethode etabliert. Sie vermag den DNA-Gehalt tausender
Zellkerne einer préaparierten Gewebeprobe innerhalb weniger Minuten zu erfassen. Es gibt
zwei verbreitete DNA-Farbstoffe, die fir die Flowcytometrie eingesetzt werden: Das
Fluorochrom DAPI, das in AT-reiche Regionen der DNA interkaliert und den Intercalator
Propidiumiodid. Die DAPI-Farbemethode ist einfacher und schneller durchzufiihren als die
Propidiumiodid-Farbemethode, welche ihrerseits exaktere DNA-Gehalte bestimmt, wie ein
Methodenvergleich von Dolezel et al. (1998) demonstrierte. Fir eine relative Bestimmung,
wie im vorliegenden Fall die Bestimmung des Verhdltnisses der Ploidiestufe untersuchter
Proben zum diploiden Standard derselben Pflanzenart, ist die DAPI basierende Farbung

vorziglich einsetzbar.

Um haploide regenerative Kallusse zu erzeugen und ihre Ploidiestufe zu erhalten, galt es,
entsprechend friihzeitig die Ploidiestufe zu analysieren. Anhand 103 untersuchter Kallusse,
stellte sich heraus, dass nur 18% von ihnen zu diesem frihen Zeitpunkt haploid waren. Ein
Kallus zeigte gleichzeitig einen haploiden und einen diploiden Peak, was auf eine
Diploidisierung hinweisen kdnnte. Vorausgesetzt, dass die untersuchten Kallusse haploiden
unreifen Pollen entsprungen waren, mussten sich ihre Chromosomensétze sehr fruh,
vermutlich innerhalb der ersten Zellteilungen, verdoppelt haben. Flowcytometrisch
nachgewiesen diploidisierten sieben der 18 haploiden Kallusse innerhalb von 4-16 Wochen
in einem Ausmal3, dass ihr haploider Anteil nicht mehr detektiert wurde. Bis auf die Linie
FD25 neigten alle haploiden Linien mehr oder weniger dazu, diploides Gewebe zu bilden,

welches oft die Basis fur eine Sprossbildung war.

Zusatzlich wurden eine triploide und funf tetraploide Kalluslinien entdeckt, die jedoch keine
Sprosse formten. Bei der haploiden regenerativen Kalluslinie M22-1c5 wurde im Laufe der
Kultur auRerdem triploides und tetraploides Gewebe gefunden. Einerseits beginstigte
sicherlich eine relativ hohe Anzahl von mehr als 80 Plodiemessungen uber einen langen
Zeitraum von 20 Monaten das Aufspiren der Polyploidisierung in dieser Kalluslinie.

Andererseits wurde in cytogenetischen und molekularbiologischen Studien Giber somaklonale
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Variationen wahrend der somatischen Embryogenese von Laub- und Nadelbaumen (Son et
al. 1993, DeVerno 1995, Nkongolo und Klimazewska 1995, Isabel et al. 1996, Fourré et al.
1997, Roth et al. 1997, Ahuja 1998, Endemann et al. 2001) eine verdnderte
Chromosomenzahl und die Autopolyploidisierung als chromosomale Veranderungen am

haufigsten erwéahnt.

In der vorliegenden Studie erwiesen sich in vitro-Pflanzen von zwei der 7 haploiden
regenerativen Kalluslinien als haploid. Diese Zahlen bestatigen das von Baldursson und
Ahuja (1996a, b) zusammengefasste Ergebnis mehrerer Arbeiten, wonach die Generierung
haploider Pappelpflanzen nur wenig effizient war. Dort, wo auch Uber die Entwicklung von
Haploiden ex vitrum berichtet wurde (lllies 1976, Wu und Nagarajan 1990, Baldursson et al.
1993, Kiss et al. 2001), starben haploide Pappeln entweder ab oder diploidisierten. Dies
deutet an, warum eine Recherche von Fladung (pers. Mitt.) nach haploiden Pappeln keinen
Erfolg hatte und warum fir diese Arbeit gefordert wurde, nicht nur haploide Pappeln
respektive haploide regenerative Kallusse fur Transformationszwecke zu erzeugen, sondern

sie und ihren haploiden Status auch in einer in-vitro Kultur langfristig zu erhalten.

Fur die eingesetzten Pappeldonortypen und sicherlich auch als Orientierung flr andere

Pappel-Genotypen und Pappelarten lasst sich folgendes Zwischenergebnis festhalten:

Die hier vorgelegte Pollenkultur ist eine vielversprechende Alternative zur Antherenkultur im
Modellbaum Populus. Sie hat die Vorteile, die gametophytische und androgenetische
Pollenentwicklung beobachten zu kdnnen, friihzeitig die Responsivitat eines Genotyps
erkennen zu lassen und die Regeneration somatischen Gewebes weitgehend
auszuschlielBen. Mit Blick auf eine langfristige Kultur haploider regenerativer Pappellinien
sollte zu deren Erzeugung keine spezielle Behandlung vor und wahrend der Kultur
angewendet werden. Eine Behandlung hingegen sollte erfolgen, wenn eine héhere Ausbeute
doppelhaploider Regenerate erwinscht ist. Die Ergebnisse der hier vorgelegten
Untersuchungen tendieren in diesem Fall zu einer kombinierten Initialbehandlung von
Warme und Hunger.

In dieser Kultur bildeten sich drei haploide regenerative Kalluslinien, aus denen auch
haploide Pflanzen regenerierten. Sie sind klein, schwachwichsig und in ihrem Habitus

pappeluntypisch.
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4.2. Bestatigung des haploiden Ursprungs

In Antheren- und Mikrosporenkulturen bei Kulturpflanzen wie Weizen, Reis, Gerste, Tabak
oder Tomate werden diploide Regenerate als Doppelhaploide bezeichnet, obgleich sie nicht
auf einen haploiden Ursprung hin untersucht wurden. Selbst wenn die Regeneration
somatischer Zellen, z. B. in Mikrosporenkulturen, aufgrund einer vollstandigen
Mikrosporenisolation ausgeschlossen werden kann, bleiben doch einige Optionen wie
unreduzierte Mikrosporen, chromosomale Rekonstitutionen (rearrangements) oder
zusammengewachsene Kallusse zweier unreifer Pollenzellen (Chiméare), die eine

Regeneration von heterozygoten Diploiden, also Nicht-Doppelhaploiden, bewirken kénnen.

Regenerationssysteme zur Produktion Haploider in der Forstbiotechnologie brachten meist
Diploide hervor, nur wenige haploide Pflanzen wurden regeneriert (Baldursson und Ahuja
1996b). Die Bestimmung der Ploidiestufen in dieser Studie bekréftigte erneut diesen
Sachverhalt. Uber 80% regenerativer Kallusse besaRen ein Vielfaches des einfachen

Chromosomensatzes, so dass unklar war, ob deren Ursprung in haploiden Pollenzellen lag.

Ab Ende der 80er Jahre des letzten Jahrhunderts wurden Regenerate von Antherenkulturen
bei Baumen mittels Isoenzymanalysen untersucht (Stoehr und Zsuffa 1990b (Populus),
Muller-Starck und Jorgensen 1991 (Quercus), Baldursson et al. 1993 (Populus)), um die
Frage nach dem haploiden Ursprung bzw. dem doppelhaploiden Status der Regenerate zu
beantworten. Vor der Einfihrung der Isoenzymanalyse existierte keine Methode, die eine
Diskriminierung zwischen homozygoten Doppelhaploiden und heterozygoten Diploiden
erlaubte. Mittlerweile entwickelten sich Mikrosatelliten (SSR) zu einem eleganten Werkzeug
fur individuelle Identifizierungen, Vaterschaftsanalysen, Genomkartierungen und viele
weitere Anwendungen (Vendramin et al. 2003). Sie sind nicht nur aufgrund ihres héheren
Polymorphismus den Allozymen als Marker tberlegen, sondern auch wegen des geringeren
Materialeinsatzes, was eine friihzeitigere Analyse im in vitro-Regenerationsprozess
ermoglicht. Mikrosatelliten wurden in den letzten Jahren erfolgreich bei Eiche und
Obstgehdlzen zum Nachweis des haploiden Ursprungs genutzt. Gomez et al. (2001) setzten
3 SSR-Marker bei Quercus suber ein. Hofer et al. (2002) testeten sechs Mikrosatelliten bei
Malus, von denen zwei fir eine Homozygotiebewertung geeignet waren. Bouvier et al.
(2002) pruften 20 Mikrosatelliten bei drei Genotypen von Pyrus; vier bis sechs SSR-Marker
je Genotyp spiegelten die Heterozygotie der Donorpflanze wieder.
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In der vorliegenden Studie erwiesen sich finf der sieben untersuchten SSR-Loci (WPMS 9,
13, 14, 18, 20, entwickelt aus Populus nigra (Van der Schoot et al. 2000, Smulders et al.
2001)) bei den Donorgenotypen ,Aue 1' und ,Aue 2’ als polymorph und damit als geeignete
Genorte zur Uberpriifung auf Homozygotie. Diese funf SSR-Loci waren bei 68 von 77
analysierten Kallussen durchgehend homozygot, wobei ein Kallus am Mikrosatellitenort
WPMS 20 uberhaupt kein Allel aufwies. Fir diese 68 Kallusse konnte ein haploider Ursprung
angenommen werden, obgleich nicht alle 19 Chromosomen mit diesen Markern abgedeckt
wurden. Unter der Annahme, dass sich die Meiosen in den Pollenmutterzellen reguléar
vollzogen, ware ein Marker allein fur eine Aussage zur haploiden Herkunft ausreichend
gewesen. Der Einsatz mehrerer co-dominanter SSR-Marker (hier funf) erlaubt auch
irregulére Meiose-Ereignisse zu erfassen. Die Mikrosatellitenanalyse enthillte so ein Nullallel
am SSR-Locus WPMS 20 von einem diploiden Kallus, d.h. wahrscheinlich konnte ein Allel
aufgrund einer Mutation in einer Zielfrequenz fir die PCR-Primer nicht amplifiziert werden.
Ferner wurden irreguldre Meiose-Ereignisse an sechs diploiden Kallussen, die sowohl homo-
als auch heterozygote Loci trugen, festgestellt. Die Ursachen fir dieses Phanomen kdnnten
chromosomale Rekonstitutionen (rearrangements) wahrend der Diploidisierung (Weiss und
Maluszynska 2000), ein Zusammenwachsen zweier oder mehrerer Kallusse oder
unreduzierte Mikrosporen sein. Hervorzuheben ist die letzte Option des unreduzierten
Gameten. In ihrem Review Uber Polyploidie stellten Ramsey und Schemske (1998) fest,
dass in den von ihnen gefundenen Studien das durchschnittliche Vorkommen unreduzierter
Gameten bei Nichthybriden 0,56% und bei Hybriden 27% betrug. Unter Bericksichtigung
des Entwicklungsvorteils von Geweben diesen Ursprungs gegeniiber haploidem Gewebe, ist
ein Auftreten heterozygoter Regenerate selbst bei deutlich geringerem Anteil unreduzierter

Mikrosporen zu erwarten.

Fur die Kalluslinien, die in jedem untersuchten Mikrosatellitenort die gleiche Allelkombination
wie die Donorbaume aufwiesen, waére eine Regeneration aus somatischem Restgewebe
denkbar; gegen diese Annahme spricht jedoch, dass sich aus den drei Kalluslinien keine
Pflanzen entwickelten, obgleich ihr heterozygotes Erbgut einen erweiterten Genpool und
folglich bessere Voraussetzungen fiir eine Regeneration bot als der einfache
Chromosomensatz der Haploiden. AuRerdem sind die in vitro-Pflanzen, die aus Blattern der
Donorpflanze ,Aue 2’ regenerierten, ein Beleg dafur, dass generell ein
Regenerationspotential somatischer Zellen besteht. Daher sollte auch hier als Grund fir das
heterozygote Bild dieser drei Kallusse ein chimarer Zustand oder das Vorliegen

unreduzierter, d.h. genetisch rekombinierter Mikrosporen angefuhrt werden.
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In die Analyse wurden ebenfalls acht Haploide einbezogen, um ihre allelische Kombination
zu bestimmen. Zusatzlich wurde so ansatzweise ihre ,echte’, d.h. nicht-chimare Herkunft und
ihre numerisch korrekte Chromosomenzahl tberprift. Kallusse mit einem Chromosom mehr
oder weniger als dem haploiden Satz von 19 Chromosomen kénnen mit der verwendeten
Durchflusscytometrie-Methode (DAPI-Farbung) in Form eines schnellen Screenings nicht
von Haploiden unterschieden werden. Die Uberpriifung erbrachte nichts Auffalliges. Weder
fehlte ein Allel als Hinweis auf ein Nullallel oder fehlendes Chromosom noch erwies sich ein
SSR-Locus als heterozygot, was auf eine Chimare, eine genetische Rekonstitution oder ein
zusatzliches Chromosom hatte hinweisen koénnen. Ein zuséatzliches doppelt vorliegendes

Chromosom ware allerdings nicht mit der Mikrosatellitenanalyse detektierbar gewesen.

Ein jahrzehntelanger Anbau von Hybridpappeln, insbesondere Kreuzungen der heimischen
Schwarzpappel mit den amerikanischen Pappelarten P. deltoides Marsh. und P. trichocarpa
Torr & Gray, bewirkte eine weite Verbreitung von Hybridpappeln mit verwirrender
Formenvielfalt (Heinze 1999). Verbliebene heimische Schwarzpappelreste sind
moglicherweise von Hybridpappeln genetisch beeinflusst. Zur Bestimmung des
Hybridcharakters von ,Aue 1’ und Aue 2’ konnte ein SSR-Marker genutzt werden. Nach Van
der Schoot et al (2000) wird WPMS 4 nur bei P. nigra amplifiziert und nicht bei den
typischen Kreuzungspartnern P. deltoides und P. trichocarpa. Demzufolge bestatigte die
Analyse am SSR-Locus WPMS 4 (Abb. 14) den morphologisch bestimmten Hybridcharakter

der Donorbaume.

Cervera et al. (2001) gaben genetische Kopplungskarten fir P. nigra, P. deltoides und P.
trichocarpa heraus. In der Kopplungskarte fiir P. nigra befindet sich WPMS 9 auf der
Kopplungsgruppe VI und WPMS 13 auf der Kopplungsgruppe VIll. WPMS 6, 14, 18, und 20
sind dort noch nicht aufgefihrt. Die voranschreitenden Arbeiten am Pappelgenomprojekt
(International Poplar Sequencing Project; http://www.ornl.gov/ipgc/) werden gewiss die
Zuordnung aller Mikrosatelliten in naher Zukunft erméglichen. Wenn einmal die
Kopplungsgruppen den Chromosomen zugeordnet werden koénnen und 19 jeweils ein
anderes Chromosom markierende SSR-Marker bekannt sein werden, wird jedes
Chromosom auf Vorhandensein und Homozygotie hin Uberprift und eine sehr genaue

Aussage zum haploiden Ursprung getroffen werden kénnen.

Zusammenfassend wird festgehalten, dass bereits entwickelte Mikrosatelliten sich
hervorragend flir die Zygotieanalyse bei Populus eignen. Immerhin wurden neun von 69
analysierten nicht-haploiden Kallussen als heterozygot bestimmt, wobei eine somatische

Regeneration weitgehend ausgeschlossen werden konnte. AufRerdem markierte im
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vorliegenden Fall der Mikrosatellit WPMS 9 einen Chromosomenabschnitt, der fur die Kallus-

und Pflanzenregeneration bedeutsam war.

4.3. Transformation haploider regenerativer Kalluss e

Durch die vorliegende Arbeit wurde die Transformierbarkeit der haploiden regenerativen
Kalluslinien M22-1c¢c5 und FD25 bestatigt. In 10 von 15 auf kanamycinsulfathaltigem Medium
wachsenden Linien wurde ein Transgen nachgewiesen. Von diesen transgenen Linien
regenerierten mit M22-1¢5:35S-Ac-rolC#1, FD25:35S-Ac-rolC#2, #3 und #5 vier Linien, die

haploid waren und in denen sowohl Ac als auch rolC amplifiziert wurden.

Fir ein Transposon-Tagging werden im Gegensatz zum T-DNA-Tagging nur wenige
transgene Linien bendtigt, in denen erst durch viele Transpositionen die benoétigte hohe Zahl
an Insertionen im Genom erreicht werden. Mit dem hier genutzten Ac/rolC-System kénnten
aus den auffalligen hellgrinen Blattbereichen, welche eine putative Transposition markieren,
Pflanzen regeneriert und auf eine Mutation hin gemustert werden. In Transformationsstudien
unter Verwendung des 35S-Ac-rolC-Konstruktes an diploiden Zitterpappeln (P. tremula x
tremuloides) bildeten die Halfte der transgenen Linien hellgrine Flecken in sonst
dunkelgriinen Blattern aus und zeigten damit eine Ac-Transposition an (Fladung et al. 1997,

eigene unverodffentlichte Ergebnisse).

In den Blattern transgener Pflanzen der haploiden regenerativen Kalluslinien M22-1¢5:35S-
Ac-rolC und FD25:35S-Ac-rolC waren hellgriine Sektoren bisher nicht auffindbar, was jedoch
nicht bedeutet, dass keine Transpositionen stattfanden. Wahrend der Verfertigung der
vorliegenden Arbeit wurde nachgewiesen, dass das Ac-Element in Pflanzen der transgenen
Kalluslinien FD25:35S-Ac-rolC#2 und #3 transponierte (Fladung et al. pers. Mitteilung).
Vielleicht behinderte die helle grine Grundfarbe insbesondere bei den Haploiden das

Aufspiren dieser hellgriinen Segmente.

Es ist deutlich festzuhalten, dass der Transposon-Tagging-Ansatz so an dieser Stelle nicht
fortgesetzt werden kann. Es ware zu klaren, warum die erwartete rolC-Aktivitat im Blatt, die
Reduzierung des Chlorophyligehaltes, bisher nicht feststellbar war. Fortzufiihrende
Pflanzenregenerationen und Bonituren kénnen hier Aufschluss geben, wie auch weitere
Analysen der T-DNA-Insertionsorte. Mdoglicherweise fihrten unvollstdndige T-DNA-

Integrationen dazu, dass rolC nicht exprimiert werden konnte. Unvollstdndige
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Transformationen traten in 6 von 10 untersuchten transgenen Zitterpappeln auf (Kumar und
Fladung 2002).

Ebenso deuten die vier putativ transgenen Linien, M22-1c5:35S-Ac-rolC#2, #3, #4 und #5
und die Linie FD25:35S-Ac-rolC#6 daraufhin, dass wéahrend der T-DNA-Integration eine
chromosomale Rekonstitution nahe des Insertionsorts oder die Integration unvollstandig
stattgefunden haben kann. In den ersten vier Linien wurden trotz der Antibiotikumtoleranz
keine Fragmente der zu transferierenden Elemente Ac und rolC und in der Linie FD25:35S-

Ac-rolC#6 keine Fragmente von Ac amplifiziert.

4.4. Chancen des Transposon-Tagging-Ansatzes mit ha  ploiden regenerativen

Kalluslinien — ein Ausblick

Transponierbare Elemente mutagenisieren Gene, wenn sie in deren codierende oder
regulierende Regionen springen, was zu einem ,oss of function’- oder einem ,gain of
function’-Phanotyp fuhren kann, der die Funktion des Gens wiederspiegelt. Wahrend
Transposon-Tagging-Methoden in der funktionellen Genomforschung von Modell- und
krautigen Kulturpflanzen schon effektiv genutzt werden (Long et al. 1997, Martienssen 1998,
Weigel et al. 2000, Koprek et al. 2000, Meissner et al. 2000), fehlen derartige systematische
Studien an Baumen. Erst kirzlich wurde von Kumar und Fladung (2003) gezeigt, dass das
bewegliche Element Ac in Pappeln aktiv ist und oft in kodierende oder nahe kodierender
Regionen inseriert wird. Damit ist prinzipiell eine Transposon-Tagging-Option im Modellbaum

Populus gegeben.

Fir eine loss-of-function’-Strategie wurde mit der vorliegenden Arbeit ein
Generationssystem etabliert, das das fir diese Strategie nétige haploide Ausgangsmaterial
bereitzustellen vermag. Es wurde auch gezeigt, dass haploide regenerative Kallusslinien
transformierbar und haploid regenerierbar sind. Zusatzlich konnte durch eine selektive
KulturfGhrung der haploide Zustand regenerativer Kalluslinien aufrecht erhalten werden. Eine
Diploidisierung haploider transgener Regenerate scheint im weiteren Verlauf erforderlich,
denn nur diploidisierte Regenerate entwickelten sich mittelfristig in Erde weiter. Eine
kontrollierte Chromosomenverdoppelung nach der Regeneration transgener Linien ist also
winschenswert, um nicht von spontanen Ereignissen abhéngig zu sein. Somit ist ein

Transposon-Tagging-Ansatz grundsatzlich durchfuhrbar.
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Dennoch sind die in diesen Experimenten konkret erhaltenen transgenen und das
Transposon Ac tragenden haploiden Kalluslinien bisher nicht als Material fir den néchsten
Schritt im Transposon-Tagging-Ansatz geeignet. An ihnen wurden bis jetzt keine scharf
abgegrenzten hellgriinen Blattsegmente gefunden. Ein visuelles Erkennen solcher Segmente
zur Feststellung von Transpositionsereignissen ist im eingesetzten Ac/rolC-System jedoch
unerlasslich fir die Fortfihrung des Tagging-Ansatzes. Zudem ware es winschenswert,
wenn die Regenerate haploider Kalluslinien eine typische Wuchsform der Pappel besafien.
So waére es Uberlegenswert alternative Baumarten einzusetzen, wenn diese den Vorteil
hatten, als Haploide einen normalen Phanotyp zu besitzen und nicht diploidisiert werden zu
missen. In diesem Jahr veroffentlichten Chaturvedi et al. (2003) die Erzeugung von
normalwichsigen haploiden Neempflanzen (Azadirachta indica A.Juss.) aus einer

Antherenkultur, deren haploider Status auch noch nach drei Jahren bestatigt wurde.

Eine Kalluskultur birgt in sich die Option der somaklonalen Variation (Larkin und Scowcroft
1981). Bei Pappelarten ist vielfach von ihr berichtet worden (Lester und Berbee 1977,
Michler und Haissig 1988; Noh und Minocha 1990, Antonetti und Pinon 1993, Son et al.
1993, Fry et al. 1997). Neben genetischen Mutationen konnen auch epigenetische
Ereignisse, welche nicht die Genstruktur, sondern die Genexpression verandern, eine
somaklonale Variation verursachen (Meins 1983). Die haploiden regenerativen Kallusse
zeigten bisher einen stabilen Phéanotyp. Wenn nach Transformationen bzw. Transposon-
Exzisionen eine Variation auftritt, die nicht auf ein Gene-Tagging zurtickgefuhrt werden kann,
sollte die somaklonale Variation als mogliche Erklarung herangezogen werden. Die
somaklonale Variation wird im Wesentlichen ein Transposon-Tagging nicht beeintrachtigen,
sondern hochstens einige Analysen an Regeneraten mit nicht getroffenen Genen mehr

erfordern.

Neben diesen spezifischen Schwierigkeiten bestehen z.B. bei der Modellpflanze Arabidopsis
generell Probleme, mittels Gen-Knockout informative Phénotypen zu finden, die einen
direkten Hinweis auf die Genfunktion liefern (Bouché und Bouchez 2001). Diese sogenannte
Phéanotypenlucke erklaren sich Marsch-Martinez et al. (2002) durch die Tatsache, dass zwei
Drittel des Genoms dupliziert vorliegen (The Arabidopsis Genome Initiative 2000). Ca. 4000
Gene sind doppelt oder mehrfach vorhanden. Von diesen duplizierten Genen ist nicht zu
erwarten, dass sie einen Knockout-Mutationsphénotyp erbringen. Dies dirfte natirlich auch

fur das ungefahr finfmal gré3ere Pappelgenom gelten.

Innerhalb der Insertionsmutagenese stellt die dominante ,gain-of—function”-Strategie eine

Alternative zur rezessiven ,loss-of-function“-Strategie dar. Das hierzu zéhlende ,activation
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tagging“, erstmals als Genisolationsmethode fiir Pflanzen von Walden et al. (1994)
vorgeschlagen, inseriert stark aktivierende Sequenzen wie den CaMV 35S Promotor, um ein
Gen Uberzuexprimieren, wenn es in dessen Nahe inseriert wurde. Wichtige Vorteile einer
~gain-of—function“-Strategie (Weigel et al. 2000, Suzuki et al. 2001, Marsch-Martinez et al.
2002, Busov et al. 2003) gegeniber der Jloss-of-function’-Strategie bestehen darin, dass
dabei keine letalen Mutationen erzeugt werden und dass diploide Pflanzen verwendet
werden kénnen, ohne die langen Generationszyklen beriicksichtigen zu missen (Kumar und
Fladung 2003). Basierend auf einem sich selbst stabilisierenden Ac-Derivat und z.B.
antibiotikumsensitiven Exzisions-Markern, konnten aus den detektierten Gewebesektoren
Pflanzen regenerieren, die anschlieend auf einen veranderten dominanten ,gain-of-

function’-Phanotyp hin gemustert werden.

Von einer erst vor wenigen Jahren eingeflihrten neuen Methode — der RNA-Interferenz
(RNAI), auch RNA-induziertes ,gene silencing” oder post-transkriptionales ,gene silencing”
genannt und bei Pflanzen erstmals beschrieben in Waterhouse et al. 1998 — versprechen
sich Wissenschaftler (z.B. Cerutti 2003, Dawe 2003, Wang et al. 2003, Waterhouse und
Helliwell 2003) viele neue Erkenntnisse in der funktionellen Genomforschung. Sie gehen
davon aus, dass die Insertionsmutagenese bald ihre vorherrschende Stellung in der reversen
Genetik an die RNA-Interferenz abgeben wird. So werden z.B. Genduplikationen bei dieser

Methode kein Hindernis sein.

AbschlieRend bleibt festzuhalten, dass der Transposon-Tagging-Ansatz unter Verwendung
haploider regenerativer Kalluslinien durchfihrbar ist und als ein Werkzeug in der
funktionellen Genomforschung von Populus eingesetzt werden kann. Umso mehr, wenn
haploide Kalluslinien existieren, aus denen haploide oder doppelhaploide Pflanzen mit
normalem Phanotyp regenerieren. Dennoch ist deutlich zu unterstreichen, dass jlingere
Methoden wie das ,activation tagging“ oder die RNA-Interferenz den grof3en Vorteil haben,
auf normales diploides Pflanzenmaterial verschiedenster Genotypen zugreifen zu kénnen.

Eine intensive Suche nach Haploiden erscheint unter diesem Licht nicht lohnenswert.

Sollte jedoch im Rahmen anderer Untersuchungen wie der Erzeugung doppelhaploider
Pappeln fir Zichtungs- und Genomforschung ein geeignetes haploides regeneratives
Gewebe gefunden werden, ware ein Transposon-Tagging-Ansatz durchaus interessant und

lohnenswert.
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5. Zusammenfassung

In der funktionellen Genomforschung ist die Erzeugung von Knockout-Mutanten ein gangiger
Ansatz, um Gene zu isolieren und zu charakterisieren. Die hierfir verwendeten Systeme T-
DNA-Tagging und Transposon-Tagging konnen durch die Insertion einer T-DNA oder eines
Transposons in ein Gen dessen Expression stdren. Eine anschlieende Selbstung hat zum
Ziel, in einigen Nachkommen den homozygoten Zustand des defekten Allels zu erreichen
und einen darauf basierenden veranderten Phanotyp hervorzubringen, was als
Insertionsmutation oder Knockout-Mutation bezeichnet wird. Im Modellbaumsystem Populus
kann eine Selbstung nicht durchgefihrt werden, weil Pappeln ditzisch sind. Folglich ist eine
Homozygotie eines defekten Gens nicht auf diesem Wege mdglich. Die Haploidisierung der
Pappel stellt einen Lésungsansatz fur die fehlende Homozygotie dar. Im haploiden Genom
kann eine Insertion direkt eine Knockout-Mutation bewirken.

Seit mehr als drei3sig Jahren wird gelegentlich von der Erzeugung haploider Pappeln
berichtet. Hauptsachlich wurde dabei die Antherenkultur eingesetzt. Jedoch erbrachte eine
intensive Recherche im Jahre 1999, dass haploide Pappeln weltweit nicht verfligbar waren.
Mit der vorliegenden Arbeit wurde in den Jahren 2001 und 2002 eine Pappelpollenkultur

etabliert, die regenerierbares haploides und doppelhaploides Pappelgewebe erzeugte.

In Voruntersuchungen wurden bei zwei von sechs getesteten Genotypen erste Zellteilungen
in Kulturen isolierter unreifer Pollen beobachtet. Diese beiden Pappelbdume (LAue 1’ und
JAue 2') wurden als Pollenspender eingesetzt. Die Pollen wurden aus geviertelten unreifen
Pappelkatzchen isoliert. Es gelang nicht, verschiedene Pollenentwicklungsstadien mittels
Zucker- bzw. Percoll-Gradienten zu trennen. Dem im Jahre 2001 eingesetzten
Induktionsmedium K99-4B mit dem Cytokinin BAP (1,0 mg-I™") als einzigem Wachstums-
regulator wurde im Jahre 2002 noch das Auxin NAA (0,2 mg-™") zugesetzt. Das
Regenerationspotential des Jahres 2002 lag mit insgesamt 1375 Kallussen, die groRer als
1 mm waren (72 Kallusse / Katzchen), deutlich Uber dem des Jahres 2001 mit 112 Kallussen
(19 Kallusse / Katzchen), was aber aufgrund einer geringen Stichprobenzahl (6 respektive 19
Katzchen) und einer grof3en Streuung in der Ausbeute (2-296 Kallusse) statistisch nicht auf
das zusatzlich zugesetzte Auxin zuriickgefihrt werden konnte.

Im Gegensatz dazu ergab ein Vergleich verschiedener Initialbehandlungen an isolierten
Pollen, dass eine kombinierte Warme- und Hungerbehandlung Uber sechs Tage signifikant
die Kallusausbeute erhohte. Da dies aber auch gleichzeitig die Ausbeute an haploiden
Kallussen reduzierte, waren diese Behandlungen nur fiur die Erzeugung von

Doppelhaploiden vorteilhaft.
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Von 103 durchflusscytometrisch untersuchten Kalluslinien waren 72% diploid und 17%
haploid. Aber auch eine triploide und funf tetraploide Linien befanden sich darunter.
Letztendlich regenerierten in-vitro-Pflanzen aus sieben haploiden Kalluslinien. Von drei
Linien wurden erfolgreich diploidisierte Pflanzen in Erde Uberfuhrt. Haploide Pflanzen
entwickelten sich nach der Bildung weniger Blatter nicht weiter.

Mittels fuinf Mikrosatelliten wurde der haploide Ursprung 66 diploider und drei tetraploider
Kalluslinien uberprift. Die Donorbdume, deren Allelkombinationen identisch waren, dienten
als heterozygote Kontrollen. Die drei Tetraploiden und 57 Diploide waren in allen
Mikrosatellitenorten homozygot. Hier wurde von einem haploiden Ursprung ausgegangen.
Sechs Diploide zeigten sowohl homozygote als auch heterozygote Mikrosatellitenorte. Bei
ihnen wurden chimare Strukturen, chromosomale Rekonstitutionen oder unreduzierte
Mikrosporen als Ursprung angenommen. Drei diploide Kalluslinien waren heterozygot wie die
Donorbdume. Die Ableitung, dass sie aus somatischen Zellen regenerierten, wurde
bezweifelt, weil nicht wie bei den Donorbdumen Pflanzen regeneriert werden konnten.
Stattdessen wurde daraus geschlossen, dass fur diese Kalluslinien weitere genetische
Marker nétig gewesen waren, um die somatische Regeneration auszuschlief3en.

Die Mikrosatellitenanalyse brachte zudem hervor, dass am Mikrosatellitenort WPMS 9 die
Allelverteilung gegenlber einer erwarteten 1:1-Segregation signifikant verschieden war (flr
p < 0,01). Somit markierte WPMS 9 einen Chromosomenabschnitt, der fir die Kallusbildung
und Pflanzenregeneration bedeutsam war.

Mit dem hier erarbeiteten Protokoll fUr eine Kultur isolierter unreifer Pollen wird dem
Modellbaumsystem Populus eine vielversprechende Alternative in der Erzeugung haploider

und doppelhaploider Gewebe und Pflanzen angeboten.

Ferner wurde die Transformierbarkeit haploider Gewebe mit anschlieRender haploider
Regeneration nachgewiesen. Ein Agrobacterium-vermittelter Transfer des Genkonstruktes
35S-Ac-rolC bei den haploiden Linien M22-1¢5 und FD25 erzeugte mindestens 10 transgene
regenerative Kalluslinien, unter ihnen vier haploide, von denen auch Pflanzen in Erde
Uberfiihrt werden konnten. PCR-Analysen bestatigten die Transposition des Ac-Elementes.
Jedoch wurden die im rolC/Ac-System eine Transposition anzeigenden hellgrinen
Blattsegmente bisher nicht beobachtet. Sie sind fir das schnelle Auffinden von
Transpositionsereignissen notwendig.

Somit bleibt festzuhalten, dass ein Transposon-Tagging-Ansatz prinzipiell mit haploiden
regenerativen Kalluslinien in Populus durchfihrbar ist, auch wenn die erzeugten transgenen
haploiden Kalluslinien im Rahmen der vorliegenden Arbeit fur solch einen Ansatz weniger
geeignet waren, da die Transpositionsereignisse nicht visuell, d.h. schnell und einfach

detektiert werden konnten.
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