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ssp. Subspezies

t Tonne

Tab. Tabelle

Tris Tris (hydroxymethyl)-aminomethan
Tween® 20 Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat
a. N. Uber Nacht

UHO Universitat Hohenheim

Vv Volt

Ws Wurzelspitze

M... Mega (10°)

m... Milli (107%)

u... Mikro (10°)

n... Nano (10®)

p... Piko (107?)
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1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einleitung
1.1.1 Botanik

Mais Zea mays L. (Abb. 1.1 a) gehért zu den wichtigsten Kulturarten der heutigen Zeit und ist
ein sogenannter Modellorganismus der Forschung. Es handelt sich um eine monokotyle C4-
Pflanze, welche der Familie der Suligraser, Gramineae (Poaeae) zugeordnet wird. Mais ist
eine annuelle mondzische Pflanzenart, bei der die mannlichen Blitenstdnde (Fahnen) am
oberen Teil der Pflanze gebildet werden und die weiblichen Blitenstdnde (Kolben) am
unteren und mittleren Teil der Pflanze an den Blattachseln (Raven et al., 2006; Strable &
Scanlon, 2009; DMK, 2011). Desweiteren hat Mais (2n = 20) einen DNA-Gehalt von 4,75-
5,63 pg und das Mais-Genom besteht aus 2292-2716 Mbp (Arumuganathan & Earle, 1991).

Alle angebauten Kulturformen gehéren der Art Zea mays L. an, welche eine sehr hohe
Vielfalt aufweist (Abb. 1.1 b). Maissorten lassen sich vor allem anhand der Kornform in
mehrere Gruppen unterteilen, wobei Zahnmais (dent) und Hartmais (flint) im Anbau die
wichtigste Rolle spielen (DMK, 2011).

Abbildung 1.1 Mais (Zea mays L.)
a lllustration mit ménnlichen und weiblichen Blitenstadnden (von O. W. Thomé, 1885)
b Vielfalt der Art Zea mays L. (K. Weller, 2006)

Eine Besonderheit moderner Maispflanzen ist, dass sie zwar hochspezialisiert sind, jedoch
ohne menschliches Zutun, nicht fahig sind sich zu verbreiten (Jugenheimer, 1976).

1.1.2 Geschichte

Mais stellt ein beeindruckendes Beispiel fiir die Evolution der Kulturpflanzen dar und wird
haufig auch als Geschenk der Indianer bezeichnet (Brandenberg, 1976; Becker, 1993). Wie
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in Abb. 1.2 dargestellt hat Mais seine Urspriinge in Mexiko, wo Ureinwohner Vorformen des
heutigen Mais schon bereits vor Uber 6000 Jahren kultivierten (Matsuoka et al., 2002). In
Europa wurde Mais im Jahre 1493 durch Kolumbus eingefiihrt, wobei die Bedeutung des
Anbaus in Deutschland erst seit 1950 zunahm (Becker, 1993). Betrachtet man die Menge an
Veréffentlichungen, sowie die Anzahl an Forschern, die sich friiher, wie heute mit Mais
beschéftigen, so zahlt Mais zu den am besten erforschten Kulturpflanzen unserer Zeit.

P,

Abbildung 1.2 Mais als Beispiel fiir die Evolution der Kulturpflanzen (L. Houser, 1938)

Uber die Abstammung des urspriinglichen Mais gibt es mehrere Theorien, wobei bis zur
Mitte der 1990er Jahre vor allem zwei Theorien vorherrschten. Zum einen entwickelte Beadle
bereits 1939 die Theorie, dass Mais eine domestizierte Form von Teosinte (Zea mays ssp.
parviglumis) ist (Beadle, 1939). Zum anderen besteht die sogenannte ,Tripartite“-Theorie,
welche vor allem durch Mangeldorf und Reeves (1938) gepragt wurde. Hier geht man davon
aus, dass Mais aus einer Wildform entstand und Teosinte hingegen das Ergebnis einer
Kreuzung aus Mais und Gamagras (Tripsacum dactyloides L.) ist. Spater wurde vor allem
durch Eubanks (1995) die Theorie aufgestellt, dass Mais mdglicherweise aus einer Kreuzung
von Gamagras und Teosinte entstand. Betrachtet man die aktuelle Literatur, so scheint vor
allem die von Beadle geprégte ,Teosinte-Theorie“ (Mais = domestizierte Form von Teosinte)
am wahrscheinlichsten (Doebley, 1994; Bennetzen et al., 2001; Doebley, 2004).

1.1.3 Anbau und Verwendung von Mais

Neben Weizen und Reis ist Mais eine der am haufigsten angebauten und somit wichtigsten
Kulturpflanzen. Betrachtet man die weltweite Maisproduktion, so wird der Hauptanteil von ca.
80 % als Futtermittel (65 %) bzw. Nahrungsmittel (15 %) verwendet. Hauptproduzent sind mit
einem Anteil von ca. 40 % (~330Mt) die USA (FAO, 2006; FAO, 2009).

Wie bereits 1976 bei Jugenheimer beschrieben, weist Mais ein grofles Spektrum an
Verwendungsmdoglichkeiten auf (Jugenheimer, 1976). So wird Mais vor allem aufgrund des
hohen Starkegehalts als Vieh-Futtermittel eingesetzt. Desweiteren ist Mais ein wichtiges
Grundnahrungsmittel und wird hierfir in vielfaltigster Weise verarbeitet Auf3erdem findet
Mais wiederum aufgrund des hohen Starkegehalts in vielen industriellen Prozessen (Papier,
Biokunststoff, Chemikaliensynthese) Anwendung. Eine deutliche Zunahme kann heutzutage
in der Verwertung von Mais zu Bioethanol und zu Biogas verzeichnet werden (FAO, 2006;
DMK, 2011).
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1.1.4 Maisziichtung allgemein

Mais ist ein klassisches Objekt der Zichtungsforschung und wird vor allem als Hybridsorte
geziichtet und angebaut. Diese Zuchtmethodik lasst sich in drei Schritte aufteilen:
1. Erzeugung homozygoter Elternlinien, 2. Testkreuzungen und Selektion geeigneter Linien,
3. Kreuzung der Elternlinien und Selektion der Hybridsorte. Meist ist der erste Schritt, d. h.
die Entwicklung der Inzuchtlinien die aufwendigste Phase der Hybridzichtung. (Becker,
1993). Am schnellsten kénnen homozygote Linien Uber die sogenannte Doppelhaploiden-
Technik erzeugt werden (Devaux & Pickering, 2005). Mittels dieser Technik kénnen aus
einer segregierenden Population homozygote, heterogene Linien ohne aufwendige Riick-
kreuzungen erstellt werden (Lee & Tracy, 2009). Es wird angenommen, dass der Fortschritt
im Bereich der Maisziichtung mit der Entwicklung von doppelhaploiden (DH)-Linien deutlich
voranschreiten wird (Geiger & Gordillo, 2009). Auch das Interesse der groRen Zichterfirmen
an der DH-Technik hat in den letzten Jahrzehnten deutlich zugenommen. Da zur Erzeugung
Doppelhaploider vor allem in den Ablauf der Befruchtung und des Zellzyklus der
Maispflanzen eingegriffen wird, sollen diese Prozesse zunéchst genauer geschildert werden.

1.2 Lebenszyklus von Zea mays L. und Bildung der Folgegeneration

Der Lebenszyklus einer Maispflanze beinhaltet den Wechsel zwischen diploider sporo-
phytischer Phase und haploider gametophytischer Phase. Uber eine meiotische Teilung
entstehen aus der diploiden Mikrosporenmutterzelle haploide Mikrosporen (Pollenkérner).
Die Pollenkérner durchlaufen schlieBlich zwei mitotische Teilungen aus denen pro Pollen-
korn ein dreizelliger mannlicher Gametophyt hervorgeht. Dieser beinhaltet die vegetative
Zelle, sowie zwei Spermazellen, welche den generativen Teil bilden (Abb. 1.3 a). Auf der
weiblichen Seite entstehen Uber Meiose aus der diploiden Megasporenmutterzelle vier
haploide Megasporen, von denen jedoch drei degenerieren. Aus der nicht degenerierten
Megaspore entwickelt sich Uber zwei mitotische Teilungen der achtkernige Embryosack
(Abb. 1.3 b), welcher den reifen weiblichen Gametophyten darstellt. Der Embryosack besteht
aus drei Antipoden, zwei Synergiden, der Eizelle (mit Synergiden = Eiapparat), sowie der
zweikernigen (Polkerne) Zentralzelle, oder auch Embryosackkern.

Antipoden -

N, 3{ {
“ 7 Nucellus

\

Vegetativer Zellkern L"‘." g, - Polkerne
Spermazellen ;_‘ 1 i
Eizelle — {7 77 = 7]
WAL o Synergiden
{ 0/}

Abbildung 1.3 Schematische Darstellung der reifen Gametophyten (GréRenverhéltnis nicht gleich)

a mannlicher Gametophyt (am Beispiel von Arabidopsis, nach McCormick, 2004)
b weiblicher Gametophyt (nach Diboll & Larson, 1966)
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Sind beide Gametophyten gereift, erfolgt die sogenannte doppelte Befruchtung und
anschlielende Entwicklung des diploiden Samen (Abb. 1.4). Erreicht ein Pollenkorn die
Staubfédden, so bildet die vegetative Zelle den sogenannten Pollenschlauch aus. Sobald
dieser den Embryosack erreicht, werden die zwei Spermazellen meist in eine der beiden
Synergiden entleert. Darauffolgend verschmilzt eine Spermazelle mit der Eizelle und bildet
die sogenannte Zygote. Die andere Spermazelle dagegen verschmilzt mit den Polkernen und
es entsteht der triploide Endospermkern. Durch die darauffolgenden mitotischen Teilungen
entsteht aus der Zygote der Embryo und aus dem Endospermkern das Endosperm. Erst mit
Beginn der Samenkeimung setzt der Embryo seine Entwicklung fort und wéchst zu einem
neuen Sporophyten heran. Somit kann der Lebenszyklus wieder von vorn beginnen (Jensen,
1973; Nultsch, 2001; Candela & Hake, 2008; Luttge et al., 2010).

Abbildung 1.4 Doppelte Befruchtung bei Mais

Entwicklung des Maiskorns nach doppelter Befruchtung und Bildung von Embryo und Endosperm (veréndert nach Sabelli &
Larkins, 2009). gelb = Pollenschlauch mit Spermazellen; rot = Polkerne der Zentralzelle, bzw. Endosperm; griin = Eizelle, bzw.
Zygote, bzw. Embryo

1.3 Zellzyklus

Mit der Samenkeimung beginnt ein neuer Lebenszyklus. Die Keimung wird nach der
Quellungsphase zunachst mit einer Zellstreckungsphase gestartet. Darauffolgend beginnen
Wachstum und Entwicklung der neuen Pflanze (Littge et al., 2010). Die Pflanzenentwicklung
ist durch unbestimmtes Wachstum und wiederholte Organogenese charakterisiert und somit
mit sténdiger Zellteilung verbunden (Dewitte & Murray, 2003). Hierflir durchlaufen die Zellen
der bereits im Embryo angelegten Meristeme den sogenannten Zellzyklus.

1.3.1 Ablauf und Phasen des Zellzyklus

Der Zellzyklus wird in vier Phasen aufgeteilt (Gi-Phase, S-Phase, G,-Phase und Mitose)
welche in Abbildung 1.5 schematisch dargestellt sind. Der Zyklus beginnt mit der Bildung
einer Zelle und endet mit der Zellteilung und somit der Entstehung von zwei Tochterzellen.
Die G4-Phase (G = Gap = Liicke) ist vor allem durch Zellwachstum, sowie RNA- und Protein-
synthese charakterisiert. Darauffolgend gehen die Zellen entweder in die ndchste Phase
Uber, oder sie bleiben in der sogenannten Go-Phase und differenzieren sich zu Gewebe-
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zellen. Geht die Zelle in die S-Phase Uber, so wird hier die gesamte DNA der Zelle repliziert
(S = Synthese). Nach erfolgreicher DNA-Replikation durchlauft die Zelle die sogenannte G-
Phase, in der sie vor allem weiter an GroRe zunimmt und die Synthese von RNA und
Proteinen fortsetzt. In der G- und G,-Phase werden auRerdem die Zellorganellen vermehrt.
Auf die Go-Phase folgt dann die Mitose, d. h. die Teilung der Zelle und somit Entstehung von
zwei Tochterzellen. Innerhalb des Zellzyklus werden die Ubergénge zwischen den einzelnen
Phasen an Kontrollpunkten vor allem durch sogenannte Schlisselproteine (Cycline)
gesteuert. Ein wichtiger Kontrollpunkt (in Abb. 1.4 durch roten Pfeil hervorgehoben) ist bspw.
der Ubergang von der G;-Phase zur S-Phase bzw. Gy-Phase (Alberts et al., 2001; Nultsch,
2001; Luttge et al., 2010).

Abbildung 1.5 Phasen des Zellzyklus
(nach Luttge et al., 2010)

1.3.2 Mitose

Auch die Mitose von Pflanzenzellen kann in mehrere Phasen aufgeteilt werden und wird im
Folgenden genauer beschrieben. Die einzelnen Phasen werden jedoch nur zur
Charakterisierung der Mitose genutzt, die Mitose selbst verlauft normalerweise ohne Stopps.
Nach der Interphase (G4-Phase bis G,-Phase des Zellzyklus; Abb. 1.6 a) geht die Zelle in die
Prophase der Mitose Uber (Abb. 1.6 b + c). Die Schwesterchromatiden der Chromosomen
werden durch fortlaufende Kondensation stark verkirzt. Gleichzeitig wird mit dem Aufbau
des Spindelapparats an den Polkappen (= Mikrotubuli-organisierende Zentren) begonnen.
Dieser besteht aus vielen Mikrotubuli-Untereinheiten. Hierbei werden Kinetochor- und
Polmikrotubuli unterschieden. Die Kinetochormikrotubuli sind am einen Ende mit den
Zellpolen und am anderen Ende mit den Kinetochoren der Chromosomen (jede Chromatide
besitzt ein Kinetochor) verbunden. Die Polmikrotubuli dagegen sind am einen Ende mit
einem Pol verbunden und das andere Ende ragt in die sogenannte Aquatorialebene. Die
Kernhille wird langsam aufgelést. Das Ende der Prophase bzw. die Prometaphase
(Abb. 1.6 d) ist erreicht, wenn die Kernhille komplett aufgelést ist. In der Metaphase
(Abb. 1.6 e) ist der Spindelapparat vollstandig ausgebildet und die Chromosomen in der
Aquatorialebene angeordnet. Darauffolgend werden die Schwesterchromatiden in der
Anaphase (Abb. 1.6 f) endgliltig voneinander getrennt und durch das Zusammenspiel von
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Kinetochor- und Polmikrotubuli an die entgegengesetzten Pole der Zelle transportiert. In der
Telophase (Abb. 1.6 g + h) haben die Chromatiden, bzw. Tochterchromosomen die Zellpole
erreicht, der Spindelapparat wird aufgeldst. Aulerdem beginnen die Chromosomen sich zu
dekondensieren und eine neue Kernhille wird gebildet. Die Mikrotubuli bilden nun an der
Aquatorialebene den Phragmoplasten und es entsteht durch das Anlagern und Ver-
schmelzen von Golgi-Vesikeln die Zellplatte. Ist die Zellplatte vollstandig ausgebildet, ist die
Mitose abgeschlossen und die Tochterzellen gehen in die Interphase Uber (Abb. 1.5 i)
(Baskin & Cande, 1990; Nultsch, 2001; Littge et al., 2010).

Abbildung 1.6 Ablauf der Mitose bei Pflanzen

(am Beispiel von Roggen = lichtmikroskopische Aufnahmen, aus Nultsch, 2001)
a Interphase; b + ¢ Prophase; d Prometaphase; e Metaphase; f Anaphase; g + h Telophase;
i Interphase

1.4 Doppelhaploidentechnik

Als Haploide bezeichnet man Pflanzen, die die Chromosomenzahl von Gametophyten
aufweisen. Es handelt sich um autonome Pflanzen, die aus einer Gametenzelle entstanden
sind. Haploide, welche aus diploiden Pflanzen entstanden sind, bezeichnet man auch als
Monoploide. Bei haploiden Pflanzen bilden sich jedoch aufgrund der Tatsache, dass keine
,hormale“ Meiose stattfinden kann, keine Sporen. Somit sind haploide Pflanzen meist steril
(Hess, 1992; Khush & Virmani, 1996). Zum Einsatz der Pflanzen in der Zichtung missen
aus den Haploiden daher durch Verdopplung des Chromosomensatzes fertile Doppel-
haploide hergestellt werden.

1.4.1 Kurze Geschichte der Doppelhaploidentechnik

Ein wichtiger Meilenstein in der Geschichte der DH-Technik war die Beobachtung der ersten
naturlich auftretenden Haploiden bei Datura stramonium durch Belling und Blakeslee 1922.
Darauffolgend wurde bei vielen Pflanzenspezies Uber das Auftreten von Haploiden berichtet
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(Khush & Virmani, 1996). Die ersten haploiden Maispflanzen wurden durch Stadler und
Randolph bereits im Jahre 1929 beobachtet (Randolph, 1932). Wichtige Pionierarbeit
leisteten auRerdem die Studien von Blakeslee und Avery durch den Einsatz von Colchicin
die Induktion der Chromosomensatzverdopplung bei Pflanzen kinstlich hervorzurufen
(Blakeslee & Avery, 1937). Eine der ersten DH-Linien bei Mais konnte bereits 1952 durch die
Injektion von Colchicin in das Epikotyl junger haploider Keimlinge erzeugt werden (Chase,
1952). Im Laufe des letzten Jahrhunderts wurden fur verschiedene Pflanzenspezies viele
Methoden zur kinstlichen Erzeugung Haploider und Doppelhaploider entwickelt, welche im
folgenden Kapitel kurz allgemein und dann speziell fur Mais geschildert werden.

1.4.2 Allgemeine Vorgehensweise

Zur Erzeugung Doppelhaploider eingesetzte Techniken lassen sich in zwei Schritte aufteilen:
1. Erzeugung von haploidem Gewebe, oder haploiden Pflanzen (1n) aus heterozygoten
Eltern; 2. Aufregulierung der Chromosomensétze im haploiden Gewebe, bzw. der haploiden
Pflanzen, um doppelhaploide Pflanzen (2n) zu erhalten (Baenziger, 1996).

Bei den meisten Pflanzenarten ist die Frequenz spontan auftretender Haploider relativ
gering. Jedoch gibt es verschiedene Protokolle, um Haploide gezielt zu erzeugen. Diese
Protokolle lassen sich in in-vitro- und in-vivo-Techniken unterteilen. Bei der in-vitro-Technik
kénnen entweder Uber Androgenese oder Gynogenese Haploide erzeugt werden. Andro-
genese erfolgt durch die Kultur von Antheren oder isolierten Mikrosporen. Diese Technik
kommt aufgrund der relativ einfachen Handhabung bei vielen Pflanzenspezies zum Einsatz.
Jedoch sind die Mdglichkeiten zur Herstellung ausreichend grof3er Zahlen Haploider zum
Einsatz in der Zuchtung bis auf einige Ausnahmen begrenzt. Desweiteren gibt es hier starke
genotypische Unterschiede innerhalb einer Pflanzenspezies. Bei der Gynogenese werden
Zellen aus dem weiblichen Gametophyten (&hnlich der Parthenogenese) zur Embryo-
entwicklung stimuliert. Diese Technik findet z. B. bei Allium cepa L. und Beta vulgaris L.
Anwendung. Jedoch wird Gynogenese aufgrund relativ geringer Effizienz eher selten zur
Produktion von Haploiden verwendet. Bei der in-vivo-Technik kommt es aufgrund von inter-
spezifischen oder intergeneren Kreuzungen zur Chromosomeneliminierung bzw. Partheno-
genese. Ein gutes Beispiel fur interspezifische Hybridisierung ist das sogenannte Bulbosum-
System bei Gerste. Nach Bestaubung von Hordeum vulgare L. mit Hordeum bulbosum L.
findet zwar eine Befruchtung statt, aber (meist) die Bulbosum-Chromosomen werden frih in
der Embryonalentwicklung eliminiert. Die nur bedingt lebensfahigen Embryonen werden
dann in vitro Gber die ,embryo rescue“-Technik zu haploiden Pflanzen kultiviert. Ein Beispiel
fur intergenerische Hybridisierung ist die Bestdubung von Weizen mit Maispollen. Hier
kommt es ebenso zur Eliminierung der Maischromosomen und haploide Pflanzen kénnen
Uber embryo rescue herangezogen werden (Khush & Virmani, 1996; Kasha, 2005; Forster et
al., 2007; Dunwell, 2010).

Bei der Erzeugung von Doppelhaploiden findet, nachdem in den haploiden Zellen wahrend
der S-Phase alle Chromosomen verdoppelt wurden, keine Zellteilung statt. Somit entstehen
Zellen mit jeweils zwei identischen Chromosomensatzen. Dies kann entweder spontan durch
Vorgdnge wie Endomitose, Endoreduplikation oder Kernfusion auftreten, oder durch
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kiinstliche Induktion hervorgerufen werden. Bei den meisten Pflanzen, ebenso bei Mais, ist
wie bei der Entstehung Haploider auch das Auftreten von spontaner Verdopplung des
Chromosomensatzes relativ gering, bzw. auch stark vom jeweiligen Genotyp abhangig.
Daher werden zur Produktion fertiler DH-Pflanzen Techniken zur kinstlichen Aufregulierung
des Chromosomensatzes benétigt. In der Literatur zur Erzeugung von DH-Pflanzen findet
man verschiedene Mdglichkeiten zur Verdopplung von Chromosomenséatzen mittels
Chemikalien, oder auch durch Anwendung physikalischer Verfahren. Die eingesetzte
Methode ist dabei jeweils auch von der Technik der Haploiden-Erzeugung abhangig. Bei der
in-vitro-Kultur von Antheren oder Mikrosporen kann die Behandlung bereits nach der ersten
mitotischen Teilung des Pollenkorns erfolgen. Bei der in-vitro-Kultur von Eizellen, bzw.
embryo rescue oder auch bei der in-vivo-Haploideninduktion ist dagegen der Embryo der
frhest mdgliche Behandlungszeitpunkt. Die Behandlung in vivo erméglicht viele Optionen,
wie z. B. die Behandlung von Saatgut, Wurzeln, Keimlingen, oder Pflanzen. Die meisten
Methoden, sowohl in vitro, als auch in vivo verwenden jedoch Colchicin als Mitosehemmer
(Kasha, 2005; Segui-Simarro & Nuez, 2008).

1.4.3 Erzeugung doppelhaploider Maispflanzen
1.4.3.1 Haploideninduktion

Die meisten Mais-Genotypen zeigen in der Gewebekultur nur eine geringe Regenerations-
fahigkeit. Daher spielt bei Mais vor allem die in-vivo-Haploideninduktion eine Rolle (Geiger,
2009). Auch hier gibt es theoretisch zwei Mdglichkeiten zur Erstellung Haploider: Zum einen
die Erzeugung von paternalen Haploiden mittels der 1969 entdeckten ig (indeterminate
gametophyte)-Mutation (Kermicle, 1969) und zum anderen die Induktion von maternalen
Haploiden (Birchler, 1994). In der Maisziichtung wird hauptséchlich die Technik zur Induktion
maternaler Haploide eingesetzt. Diese Technik wurde vor allem durch die Entdeckung der
ersten Inducer-Linie, Stock6, (Coe & Sarkar, 1964) ermdglicht und in den letzten Jahr-
zehnten immer weiter entwickelt. Wie in Abbildung 1.7 dargestellt, werden hierbei Kolben der
Genomdonor-Pflanzen mit Pollen einer Inducer-Linie bestiubt. Uber einen Mechanismus,
der noch nicht genau aufgeklart ist, entstehen hierbei zwischen 1-10 % haploide K&rner
(Réber, 1999).

Abbildung 1.7 Vorgehensweise zur Induktion von maternalen Haploiden
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Die meisten der heutzutage eingesetzten Inducer-Linien leiten sich von Stock6 ab (Eder &
Chalyk, 2003). Laut Literatur ist derzeit die Inducer-Linie RWS die effektivste. Diese entstand
aus einer Kreuzung der russischen Linie KEMS und der franzésischen Linie WS14 und
erreicht eine durchschnittliche Induktionsrate von 8 % (Lasherme & Beckert, 1988;
Shatskaya et al., 1994; Réber et al., 2005).

Bevor die Haploiden zur Zichtung eingesetzt werden kénnen, muissen diese zunachst
selektiert werden. Neben den typischen Merkmalen haploider Pflanzen, wie z. B. der
verringerte Wuchs gibt es jedoch noch zuverldssigere Methoden. Dies kann Uber
verschiedene Mechanismen entweder Gber Korn-, oder Keimlings-Marker erfolgen, welche
bei Mais am besten entwickelt sind (Dunwell, 2010). Der wohl am effektivsten wirkende
Marker ist hier der ,purple-embryo” Korn-Marker (Nanda & Chase, 1966). Um diesen Marker
einsetzen zu kénnen, muss die Inducer-Linie homozygot fir das R7-nj-Gen sein (Familie von
Transkriptionsfaktoren, die die Expression des Anthocyanin-Pigments steuern; Li et al.,
2001). Der Genomdonor (d. h. die bestdubte Pflanze) dagegen muss farbloses Saatgut
produzieren. Haploides Saatgut zeigt ein gefarbtes Endosperm (immer triploid) und einen
farblosen Embryo. Erhalt man Saatgut mit sowohl gefarbtem Endosperm, als auch geféarbtem
Embryo (R7-nj ist dominant), ist es diploid und Resultat einer normalen Entwicklung einer
befruchteten Zygote (Geiger, 2009).

1.4.3.2 Aufregulierung des Chromosomensatzes

Da bei Mais vor allem die in-vivo-Haploideninduktion eingesetzt wird und desweiteren die
in-vitro-Kultur bei Mais relativ kompliziert ist, werden im Folgenden nur in-vivo-Systeme
behandelt. Wie zuvor erwéhnt wird bei den meisten Techniken Colchicin zur Aufregulierung
der Chromosomenséatze eingesetzt. Daher soll das Alkaloid im Folgenden noch einmal
genauer betrachtet werden.

Colchicin

Colchicin ist ein Alkaloid der Herbstzeitlosen Colchicum autumnale L., das aber auch in
anderen Pflanzen der Liliaceae-Familie vorkommt. In der Zytologie zur Beobachtung von
Chromosomen hat der Einsatz von Colchicin zu einem deutlichen Fortschritt geftihrt (Dustin,
1978). Relativ frih wurde Colchicin auch in Studien zur Erhéhung des Ploidiegrades in
Pflanzen eingesetzt (Blakeslee & Avery, 1937; Eigsti, 1938). Colchicin verhindert den Aufbau
des Spindelapparats durch Depolymerisation der Mikrotubuli (Bindung an Tubulin), was zur
Verhinderung der Zellteilung und zu sogenannten C-Mitosen fuihrt (Levan, 1938). Nach der
Regeneration der Zellen weisen diese den doppelten Chromosomensatz auf.

In den letzten Jahrzehnten wurde der Einsatz von Colchicin in der Mais DH-Technik als
Standardmethode etabliert. Es ist jedoch bekannt, dass Colchicin spezifisch an den Spindel-
apparat von Saugetierzellen bindet. Aufgrund der geringeren Affinitat zu Pflanzenspindeln ist
hier im Gegensatz zu Sdugern eine bis zu 1000fach hoéhere Konzentrationen zur
Depolymerisierung der Mikrotubuli nétig (Bajer & Molé-Bajer, 1986; Morejohn et al., 1987;
Caperta et al., 2006). Aufgrund dessen werden zur Erzeugung von Doppelhaploiden grofie
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Mengen an Colchicin eingesetzt. Dies fuhrt zu einer enormen Kostensteigerung und vor
allem zu einer erhdhten Gefahr fir den Anwender.

Alternativen zu Colchicin

Es sind viele Chemikalien bekannt, die in Pflanzenzellen zu einer Hemmung der Mitose
fihren kénnen, so agieren z. B. ein Viertel aller Herbizide als Mitosehemmer (Dustin, 1978;
Sharma, 1990; Breviario & Nick, 2000; Nick, 2000). Einige dieser Chemikalien zeigten sich
vor allem in der Gewebekultur auch bei Mais als relativ effektiv bezilglich der Aufregulierung
von Chromosomenséatzen (Hansen et al., 1998; Wan et al., 1991). Doch auch die
depolymerisierende Wirkung von extremen physikalischen Reizen auf die Mikrotubuli-
Organisation von Pflanzenzellen ist bekannt (Nick, 2000) . Relativ friih wurden Experimente
z. B. mit Temperaturextremen durchgefiihrt, aber auch der Einsatz von Lachgas fiihrte zu
einer Chromosomensatz-Verdopplung in haploiden, sowie diploiden Maiszellen (Randolph,
1932; Chu et al., 1992; Kato, 2002; Kato & Birchler, 2006).

1.5 Ziel dieser Arbeit

Betrachtet man die aktuelle Literatur, so l&sst sich erkennen, dass die Doppelhaploiden-
technik in der Mais-Hybridzichtung bereits in vielen Landern als Standardmethode etabliert
werden konnte. Jedoch weist die Technik immer noch ein deutliches Optimierungspotential
auf, wenn man z. B. die Gesamtausbeute von insgesamt ca. 1 % (jeweils 10 % Ausbeute an
Haploiden, bzw. Doppelhaploiden) in einem Standard-Zuchtprogramm betrachtet
(persdnliche Mitteilung, Monguzzi, F., 2010). Die Verbesserung der Haploideninduktion und
der Aufdopplungseffizienz kénnte somit zur Optimierung der Methodik beitragen. Neben der
Effizienzsteigerung kénnten jedoch auch die Kosten der DH-Entwicklung durch z. B. den
Einsatz effektiverer Mitosehemmer gesenkt werden. Desweiteren ist die Verwendung der
Technik vor allem durch den vorwiegenden Einsatz des Alkaloids Colchicin aufgrund der
hohen Toxizitat fir den Anwender nicht immer wiinschenswert. Aufgrund dessen und
aufgrund der teilweise schlechten Infrastruktur bezliglich des Umgangs mit Gefahrstoffen
kann die Methodik noch nicht in allen L&ndern als Standard genutzt werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Ermittlung und optimale Nutzung von effektiven
und / oder vor allem mindergiftigen Colchicin-Alternativen fir die DH-Technik bei Mais.
Hierflr wurden folgende Haupt-Schritte durchgefiihrt:

9 Beurteilung von méglichen bekannten Colchicin-Alternativen aus dem Bereich der
Chemikalien, sowie Entwicklung und Beurteilung von physikalischen Behandlungs-
Methoden mittels eines geeigneten Test-Systems

@ Bestimmung geeigneter Bedingungen und Optimierung der Behandlung von
haploidem Pflanzenmaterial mit potenziellen Colchicin-Alternativen

9 Hochdurchsatz-Screening einer Chemikalien-Bibliothek, um neue Colchicin-
Alternativen zu identifizieren.
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2. Material

2.1 Pflanzenmaterial

211 Zea mays L.

Bei Experimenten zur Mitoseinhibition von Maispflanzen wurde hauptséchlich Saatgut der
Inzuchtlinie A188 (Abb. 2.1 a) verwendet. Desweiteren kam fir Keimversuche Saatgut der
Inzuchtlinie KYS (Abb. 2.1 b) zum Einsatz. Fir die Experimente an haploidem Pflanzen-
material wurde eine Mischung von haploidem Saatgut verwendet (Abb. 2.1 c). AuRerdem
wurde bei Experimenten zur Untersuchung der Haploideninduktion Saatgut einer transgenen
Inducerlinie (Abb. 2.1 d) verwendet. Diese Inducerlinie (RWS) wurde von F. Rdber entwickelt
und zahlt derzeit zu einer der effektivsten Inducerlinien (Réber et al., 2005). Durch Trans-
formation mit einem 35S::GFP Konstrukt (J. Birchler) exprimiert die Inducerlinie konstitutiv
das Gen fur das griin fluoreszierende Protein (GFP).

Abbildung 2.1 Maissaatgut
a A188; b KYS; ¢ Haploidenmix; d RWS 35S::GFP

Saatgut der beiden Inzuchtlinien stand an der Universitdt Hohenheim zur Verfiigung.
AulRerdem wurde das Saatgut der transgenen Inducerlinie (RWS 35S::GFP) dankens-
werterweise von Jim Birchler (University of Missouri, Columbia) zur Verfugung gestellt.
Dieses Saatgut (A188; KYS; RWS 35S::GFP) konnte in ausreichender Menge in den
Gewachshdusern des Instituts vermehrt werden. Nur die Menge an haploidem Saatgut war
limitiert, da dieses nicht selbst hergestellt werden konnte, und daher von der Versuchsstation
Eckartsweiher zugekauft wurde.
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2.1.2 Arabidopsis thaliana cv. Columbia

Fur die Experimente mit Arabidopsis-Pflanzen kam ausschlieBlich Saatgut der transgenen
Linie GFP::MAP4-MBD (Granger & Cyr, 2001) zum Einsatz (Abb. 2.2).

Abbildung 2.2 Arabidopsissaatgut (GFP::MAP4-MBD )
Bild ist stark vergréRert, der schwarze Balken zeigt ~1 mm

Diese Linie (cv. Columbia) exprimiert ein Fusionsprotein aus der Mikrotubuli-bindenden
Doméane (MBD) des Mikrotubuli-assoziierten Proteins 4 (MAP4) und GFP. Das transgene
Saatgut wurde freundlicherweise von Sabine Miiller (Universitat Tubingen) zur Verfiigung
gestellt und konnte im S1-Gewdachshaus des Instituts in ausreichender Menge vermehrt
werden.

2.2 Chemikalien
2.2.1 Einzelchemikalien

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sowie deren
Bezugsquellen aufgelistet. Wenn nicht anders erwdhnt, wurden alle gebrauchsfertigen
Lésungen mit zweifach deionisiertem Wasser (ddH,O) angesetzt. Wenn Chemikalien von
verschiedenen Quellen bezogen wurden, wurde zuvor die gleichwertige Wirksamkeit
Uberprift und konnte in allen Fallen bestatigt werden.

Chemikalie Hersteller /Bezugsquelle
Daishin-Agar Duchefa
Amiprophosmethyl (APM) Duchefa
Benzylaminopurin (BAP) Duchefa

Borséaure Roth

Colchicin Sigma / Duchefa
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth

Eisessig Roth

Ethanol abs. Roth

Ethanol vergallt UHO
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Hersteller / Bezugsquelle

EDTA Roth
Gibberellinsaure (GA3;) Duchefa
Glycerin Roth

Glycin Roth

Griseofulvin VWR: Alfa Aesar
Hydroxyharnstoff Sigma
Hydroxychinolin Merck
Karminessigsaure UHO

Koffein Merck

L-Asparagin VWR: Sigma Chemie
Mannit Merck

MS-Salze Duchefa

Myo-Inositol Duchefa
Natriumhypochlorit VWR: Prolabo
Nikotins&ure Duchefa

Oryzalin VWR: Ehrenstorfer GmbH / Duchefa
Pronamid VWR: Prolabo

Pyridoxin Duchefa

Saccharose Duchefa

Thiamin Duchefa

Trifluralin VWR: Ehrenstorfer GmbH
Tris Roth

Tween® 20 Roth

E133 Th. Geyer

2.2.2 Chemikalien-Bibliothek

Neben den zuvor aufgefiihrten Chemikalien wurde in der vorliegenden Arbeit zuséatzlich noch
die LATCA-Bibliothek (library of active compounds on Arabidopsis, Cutler, 2008) verwendet.
Der Aufbau der LATCA-Bibliothek wird in Abbildung 2.3 genauer dargestellt. Die Abbildung
zeigt, dass die Bibliothek aus mehreren Komponenten (~3600) besteht, welche einerseits
aus anderen kommerziell erhaltlichen Chemikalien-Bibliotheken (Chembridge, LOPAC,
Spectrum und Maybridge) stammen. Andererseits beinhaltet die LATCA-Bibliothek
chemische Verbindungen, welche Bestandteil von z. B. Herbiziden oder anderer fir
Forschungszwecke eingesetzter Substanzen sind. Fir den Grofteil dieser Substanzen
konnte bereits eine aktive Wirkung auf Pflanzen (im speziellen auf Arabidopsis) nach-
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gewiesen werden (Cutler, 2008). Die Substanzen sind alle als 2 mM Stock (aul3er Platte Nr.
45, hier sind Substanzen als 5 mM Stock) in DMSO gel6st. Diese Stocklésungen (pro
Substanz 12 ul) sind auf 47 Stk. 96-Well Platten verteilt. Pro Platte sind die Spalten eins und
zwolIf jeweils leer. Die Platten sind mit Aluminium-Klebefolie dicht verschlossen und werden
bei -80° C gelagert.

Chembridge (10K)  LOPAC (1.2K) Spectrum (2K) Maybridge (50K)  Herbizide Su‘ggti;egzeen

BiRi @ /ii
2238
+
9, .
o2
.4

1580 100 900

| oo o o s o~
l e W W W W W W W
l PN SN PN PN PN PN PN PN

/
LATCA (~ 3,6k auf 47 Platten)

Abbildung 2.3 Aufbau der LATCA-Bibliothek

verdndert nach Cutler, 2008, Chembridge, LOPAC, Spectrum und Maybridge = kommerziell erhéltliche Chemikalien-
Bibliotheken. Oberer Teil zeigt jeweils die Quellen (mit Anzahl) der LATCA-Substanzen und im unteren Teil sind die LATCA-
Platten (gesamte Bibliothek = 47 Platten mit insgesamt ~3600 Substanzen) schematisch dargestellt

Die LATCA-Bibliothek wurde freundlicherweise von Sean Cutler (University of California,
Riverside) zur Verfligung gestellt. Jedoch war Platte Nr. 19 nicht lieferbar, so dass im
Rahmen der vorliegenden Arbeit die Platten 1-18, sowie 20-47 eingesetzt wurden.

2.3 Medien / Puffer

Medium Reagenzien / Bedingungen

LATCA-Pipettiermedium 0,5 X MS-Salze
146 mM Saccharose (5 %)
ddH,O
0,1 % Daishin-Agar
pH-Wert 5,8
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Medium Reagenzien / Bedingungen
Maismedium 1 X MS-Salze
(= abgesndertes MS-Medium 438 mM Saccharose (15 %)
laut Campenot et al., 1992; 18 M Myo-Inositol
persénliche Mitteilung A. Thiemann, 62 mM Nikotinsaure
Universitat Hamburg) 103 mM Pyridoxin

133 mM Thiamin

150 mM Glycin

53 M L-Asparagin

23 mM BAP

0,7 % Agar

ddH,O

pH-Wert 5,8

BAP und L-Asparagin wurden erst nach dem Autoklavieren hinzu gegeben.

Puffer Reagenzien

5 X TBE-Puffer (laut Sambrook & Russell, 2001) 1M Tris
1 M Borséaure
20 mM EDTA

2.4 Gebrauchsfertige Losungen
CyStain® UV Precise P (Partec)
CyStain® UV Ploidy (Partec)

DNA Control UV (Partec)

Sheath Fluid (Partec)

Cleaning Solution (Partec)

2.5 Gerate / Verbrauchsmaterial / Software

Neben der Standardausristung des Labors wurden zuséatzlich folgende Gerate, Verbrauchs-
materialien sowie Computer-Software eingesetzt.

Gerat Hersteller / Bezugsquelle
Data-Logger Lascar electronics
Digitalkamera Canon
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Gerit Hersteller / Bezugsquelle
Druckbehalter Sartorius
Durchflusszytometer CAll Partec

Exsikkator Nalgene

Fluoreszenzbinokular mit Kamera DC200
Klimaschrank

Kryowasserbader

Mehrkanal-Pipetten 10 pl und 300 pl
Membranpumpe

Mikroskop Ortholux mit Kamera
Reinstwasseranlage

RITA®-System

Saatgutstempel

Saatgutwanne

Stemi SV6 mit Fluoreszenzeinrichtung
Sterile Arbeitsbank

Thermoprinter

Tischautoklav

Vortex Genie 2

Zentrifuge 3K12

Zentrifuge 5415C

Verbrauchsmaterial

Leica (Universitat Tibingen)
Percival
Thermo
Eppendorf
Neuberger
Leitz

Millipore
Vitropic
Werkstatt UHO
Werkstatt UHO
Zeiss

Prettl

Sony

HMC

Bender Hobein
Sigma
Eppendorf

Hersteller / Bezugsquelle

10 L Pflanz-Eimer
300 pl e-Tips
96-Well Platten

Alte Prapariernadel
Aussaattopfe
Celltrics Filter 50 ym
Euflor-Aussaaterde
Keimpapier
Keimprifpapier
Komposterde

Kunststoffbecher mit Deckel (rechteckig)

16

UHO

Eppendorf

Greiner

UHO

UHO

Partec

UHO

Schleicher & Schdll
Roth

eigene Herstellung UHO
Huhtamaki
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Verbrauchsmaterial

Hersteller / Bezugsquelle

Kunststoffbecher mit Deckel (rund)
Osram Quecksilberdampflampe HBO100
Petrischalen aus Glas

Sample Tubes fiir Zytometer
Sicherheitsklingen

Silver seal

TipTub-Reagenztrog

Software

Huhtamaki
Partec / Hirrlinger
Roth

Sarstedt / Partec
Roth

Greiner

Eppendorf

Hersteller / Bezugsquelle

Office-Paket
Dpac

IM50
Photoshop
EasyLog USB
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3. Methoden

3.1 Standard-Methoden
3.1.1 Sterilisation von Medien, L6sungen und ddH,0

Fur Arbeiten, die unter sterilen Bedingungen durchgeflihrt werden sollten, wurden die
verwendeten Medien, L&sungen, Verbrauchsmaterialien bzw. das Wasser vor Gebrauch
sterilisiert. Dies geschah entweder durch Autoklavieren (20 min, 120° C) bzw. bei
hitzeempfindlichen Inhaltsstoffen durch Sterilfiltrieren. Aulerdem wurden, wenn mdglich,
sterile Verbrauchsmaterialien gekauft.

3.1.2 Umgang mit transgenem Pflanzenmaterial
3.1.2.1 Transgener Mais

Zur Entsorgung von transgenem Maissaatgut und transgenen Maiskeimlingen, wurden diese
autoklaviert (20 min, 120° C). Bei transgenem Pflanzenmaterial wurden die generativen
Pflanzenteile (Fahnen und Kolben) ebenfalls autoklaviert. Die vegetativen Pflanzenteile
wurden getrocknet und konnten Uber den herkémmlichen Kompostmdill entsorgt werden
(pers. Mitteilung Richter, Tibingen). Desweiteren wurde das Saatgut der transgenen
Inducerlinie (RWS 35S::GFP) in regelmaligen Abstédnden anhand von Stichproben auf
Vorhandensein des Reportergens (GFP) visuell getestet. Hierfir wurden die Keimlinge
(Spross- und Wurzelspitzen) im Stemi SV6 unter UV-Licht betrachtet und mit Keimlingen des
Wildtyps (A188) verglichen (Abb. 3.1) Aul3erdem dienten transgene Wurzeln (in Glycerin bei
-20° C) zusétzlich als Positivkontrolle zur Uberpriifung der Funktionalitét der Fluoreszenz-
einrichtung. Es konnte im Verlauf der vorliegenden Arbeit beobachtet werden, dass das
GFP-Signal der transgenen Maiswurzeln bei Lagerung in Glycerin, -20°C Uber mehrere
Wochen stabil blieb.

Sprofl3spitzen Wurzelspitzen

sichtbares Licht

RWS 35S::GFP A188 N WS 355::GFP

UV-Licht

Abbildung 3.1 GFP-Signal transgener Maiskeimlinge
links SproRspitzen, rechts Wurzelspitzen. Das obere Bild zeigt jeweils A188 (Kontrolle, linker Bildteil) bzw. RWS 35S::GFP
(rechter Bildteil) unter sichtbarem Licht. Im unteren Bild sind die Spross- bzw. Wurzelspitzen jeweils unter UV-Licht dargestellt.
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3.1.2.2 Transgene Arabidopsis

Aufgrund der geringen GréRe (vgl. Abb. 2.2) und der elektrostatischen Aufladung von
Arabidopsissaatgut, war bei Arbeiten im Labor / im Gewachshaus besondere Vorsicht
geboten. Alle Pflanzenreste, Aussaaterde, Einmalverbrauchsmaterialien, sowie nicht mehr
bendétigtes Arabidopsissaatgut wurden durch Autoklavieren entsorgt. Behéltnisse und
Geréate, die mit Saatgut in Berlhrung kamen, wurden grindlich mit EtOH ab-/ausgewischt.
Die hierfir verwendeten Tlcher wurden ebenfalls autoklaviert. Ebenso wie bei transgenem
Mais, wurden auch bei neu vermehrtem Arabidopsissaatgut regelmafiig Stichproben unter
UV-Licht auf Vorhandensein des GFP-Signals Uberprift.

3.1.3 Entsorgung von Chemikalien

Bei allen Gefahrstoffen, die in dieser Arbeit verwendet wurden, wurde auf korrekte
Entsorgung geachtet. Gerate und Gefélle, die mit giftigen Chemikalien (wie bspw. Colchicin)
in Kontakt kamen, wurden griindlich mit EtOH abgewischt. Die hierflr verwendeten Tcher,
sowie Einmal-Verbrauchsmaterial (wie bspw. Keimprifpapier), das mit geféhrlichen
Chemikalien in Kontakt kam, wurden tber den Chemikalien-Abfall (Feststofftonne) entsorgt.
Aulerdem wurden Chemikalien, sowie Waschwasser in dafiir gekennzeichneten Kanistern
gesammelt und ebenfalls Gber den Chemikalienabfall entsorgt. Einzige Ausnahme bildeten
hier die 96-Well Mikrotiterplatten, in denen transgene Arabidopsis-Keimlinge behandelt
wurden. Diese konnten, aufgrund der geringen Chemikalienmenge, durch Autoklavieren
entsorgt werden (pers. Mitteilung W. Beyer, S1-Sicherheitsbeauftragter, Universitat
Hohenheim).

3.2 Keimung und Vermehrung von Saatgut
3.2.1 Keimung und Vermehrung von Maissaatgut
3.2.1.1 Keimung von Maissaatgut

Um optimale Keimbedingungen zu erhalten, wurden zunachst mit Saatgut der Inzuchtlinien
A188 und KYS verschiedene Keimtests durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass das Saatgut
sowohl im Licht, als auch im Dunkeln gut keimte. Desweiteren wurden die besten Ergebnisse
bei 26° C erreicht. AuRerdem konnten, verglichen zu KYS-Saatgut, mit A188-Saatgut hdhere
Keimraten beobachtet werden. Daher wurde fir die spateren Experimente als Standard
A188-Saatgut (bzw. spater haploides Saatgut) bei 26° C im Dunkelinkubator angekeimt.
Hierfir wurde das Saatgut, in Abhangigkeit vom experimentellen Ablauf, fiir unterschiedliche
Dauer entweder in Keimpapierrollen (Abb. 3.2 a) oder auf Keimprifpapier / Keimpapier in
Kulturbechern (Abb. 3.2 b und c) angekeimt. Hierbei wurde jeweils so viel dH,O
hinzugegeben, bis das Keimpapier / Keimprifpapier mit Wasser gesattigt war.
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© D.Stéckle

Abbildung 3.2 Keimung von Mais-Saatgut
a in Keimpapierrolle; b auf Keimprifpapier in Kulturbecher und ¢ auf Keimpapier in Kulturbecher

Zur Ankeimung in Keimpapierrollen (Abb. 3.2 a) wurde das Saatgut auf autoklaviertem
Keimpapier ausgelegt, dieses eingerollt und die Keimpapierrolle in einen Messbecher
gestellt. Zur Vermeidung von Verdunstung wurde der Messbecher mit einer Plastiktite
verschlossen. Bei der Ankeimung auf Keimprifpapier (Abb. 3.2 b) wurde das Saatgut auf
das gefaltete Keimpapier in Kunststoffbecher gelegt und diese anschliellend verschlossen.
Bei der letzten Variante wurde das Saatgut, wie in Abbildung 3.2 c dargestellt, auf
Keimpapier in Becher gelegt. Darauffolgend wurde ein weiteres mit dH,O gesattigtes
Keimpapier auf das Saatgut gegeben und zuletzt der Becher verschlossen (Stéckle, 2010).
Um einerseits Pilzentwicklung und andererseits Verdunstung mdoglichst gering zu halten,
wurden in die Deckel der Kunststoffbecher kleine Lécher gestochen.

3.2.1.2 Vermehrung von Maissaatgut

Das Saatgut wurde bis zu einer Woche in einer Keimpapierrolle angekeimt (Abb. 3.3 a).
AnschlieBend wurden die Keimlinge im Gewéchshaus in Aussaattdpfe mit Aussaaterde
gepflanzt (Abb. 3.3 b). Nach ca. zwei Wochen erfolgte dann das Umtopfen der Keimlinge in
10 L Eimer mit Komposterde (Abb. 3.3 c¢). Hier wurden die Pflanzen bis zur Kolbenreife
kultiviert.

Abbildung 3.3 Kultivierung von Maispflanzen
a Keimlinge in Keimpapierrolle bzw. b in Aussaattépfen; c junge Maispflanze in 10 L Eimer
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Zu Beginn der Bliite wurden zur Steigerung der Narbenfadenbildung (persénliche Mitteilung
M. Stanke, B. Devezi) die Spitzen der Kolbenansatze abgeschnitten. Die Kolbenansatze
(Abb. 3.4 a) wurden darauffolgend, zur Verhinderung von Fremdbestdubung, mit Plastiktlten
bedeckt. Desweiteren wurden die Fahnen (Abb. 3.4 b) zur Verhinderung unkontrollierter
Pollenausschuttung in Pergamintiten gesteckt. Sobald reifer Pollen und ausreichend
Narbenfdden gebildet waren, erfolgte die manuelle Bestdubung der Kolbenansatze
(Abb. 3.4-c). Das heildt, reifer Pollen wurde in der Pergamintite gesammelt und auf die
Narbenfaden gestaubt. Hierbei wurde pro Pflanze nur ein Kolben bestaubt, die restlichen
Kolben wurden vor dem Bestduben entfernt. Die Bestdubung wurde bis zu dreimal
wiederholt und die unreifen Kolben bis zum Abernten in den Pergamintiiten belassen.

Abbildung 3.4 Vermehrung von Mais-Saatgut
a Kolbenansatz; b Fahne; c bestaubter Kolbenansatz und d reife Kolben zur Trocknung

Abgeblihte Fahnen wurden schlie3lich abgeschnitten. PflanzenschutzmalRnahmen wurden
je nach Bedarf durchgefihrt (N. Koéster, bzw. D. Stabenow). Erst nach Abblihen und
Abtrocknen der Pflanzen wurden die Kolben geerntet und auf einem hierfir eigens
angefertigten Nagelbrett (Abb. 3.4 d) gesammelt und bei RT getrocknet. Zuletzt wurde das
Saatgut von den Kolben getrennt, gezahlt und bis zur weiteren Verarbeitung im Saatgut-
Klhlraum bei 4° C gelagert.

3.2.2 Keimung und Vermehrung von Arabidopsissaatgut
3.2.2.1 Saatgut-Sterilisation

Aufgrund der Tatsache, dass die Experimente mit Arabidopsis-Keimlingen in Fllissigmedium
und daher unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt werden sollten, musste das hierfir
verwendete Saatgut zundchst sterilisiert werden. In Abhangigkeit von der spéteren
Versuchsdurchfihrung wurde die benétigte Saatgut-Menge zuvor mit Hilfe einer Feinwaage
in 2 ml Probenréhrchen abgewogen. Die anschlieRend beschriebenen Arbeiten (auller die
Zentrifugationsschritte) wurden unter einer sterilen Arbeitsbank durchgefuhrt. Es wurde 1 ml
einer mit sterilem ddH,O auf 7 % verdinnten Natriumhypochlorit-Lésung (NaOCI) zum
Saatgut hinzu pipettiert (vgl. Abb. 3.5 a). Das Saatgut wurde dann fur 10 min (Weber, 2010)
durch mehrmaliges Invertieren und Vortexen in der Lésung inkubiert (vgl. Abb. 3.5 b). Nun
folgte zum Sedimentieren des Saatguts ein Zentrifugationsschritt bei maximaler
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Geschwindigkeit (16.000 x g) fiir etwa 15 s (Abb. 3.5 c). Darauffolgend wurde der Uberstand,
unter Vermeidung von Saatgutverlusten, vorsichtig abpipettiert und zum Waschen des
Saatguts 1 ml steriles ddH,O hinzu pipettiert. Nach mehrmaligem Invertieren erfolgte ein ca.
15 s dauernder Zentrifugationsschritt bei maximaler Geschwindigkeit. Zuletzt wurde der
Uberstand wieder vorsichtig abpipettiert. Dieser Waschschritt wurde insgesamt drei- bis
finfmal durchgefiihrt und das sterile Saatgut, je nach anschlielender Verwendung, entweder
in sterilem Wasser, in EtOH, oder in sterilem Pipettiermedium durch Vortexen suspendiert
(Vgl. Abb. 3.5 d).

Abbildung 3.5 Sterilisation von Arabidopsis-Saatgut
a abgewogenes Saatgut in 7 % NaOCI; b Saatgut in NaOCI suspendiert; ¢ sedimentiertes Saatgut und
d Saatgut gleichmé&Rig in Pipettiermedium suspendiert

3.2.2.2 Saatgut-Vermehrung

Sterilisiertes Arabidopsissaatgut (vgl. 3.2.2.1) wurde in sterilem ddH,O suspendiert und auf
Petrischalen mit MS-Medium verteilt (Abb. 3.6 a oben). Anschlielend wurde eine drei- bis
viertdgige Stratifikation bei ~ 4° C im Kuhlschrank durchgefuhrt. Darauffolgend wurden die
Petrischalen in den Kulturschrank Uberflihrt (22° C, 16 h Licht) und bis zur Keimung des
Saatguts dort belassen (ca. eine Woche, fir Keimlinge mit Keimblattern) (Abb. 3.6 a unten
bzw. 3.6 b oben, fir Keimlinge mit ersten Blattern). Nun wurden die Petrischalen ins
Gewachshaus Uberfiihrt und die Keimlinge nach einem Tag in Aussaattopfe mit Aussaaterde
pikiert. Es wurden bis zu finf Keimlinge pro Topf pikiert (s. a. Abb. 3.6 b unten). Zur
Vorbeugung der Eiablage von Schadinsekten und somit des Befalls mit beispielsweise
Thripsen, wurde auflerdem Sand auf die Erde gestreut (personliche Mitteilung S. Mller,
Universitat Tubingen). Desweiteren wurden die Pflanzen (Abb .3.6 c links) bis zur Schoten-
reife gegossen, um Verminderung der Keimféhigkeit des neu gebildeten Saatguts zu
verhindern. Jeweils die reifen Schoten (vgl. Abb. 3.6 ¢ rechts) wurden in 2 ml Proben-
réhrchen vorsichtig gesammelt und schlieRlich im Inkubator (26° C) getrocknet. Nach
Trocknung (ein bis zwei Wochen) erfolgte die Saatgutsduberung. Hierflr wurde das Saatgut-
Schotengemisch Uber ein Teesieb mehrmals gefiltert, bis die groben Pflanzenreste entfernt
waren. SchlieBlich wurde das Saatgut mittels Thermopapier (aus Sony Thermoprinter, zur
Vermeidung von statischer Aufladung) in 2 ml Probenréhrchen Gberfihrt und bis zur weiteren
Verwendung in einer lichtdichten Box bei RT aufbewahrt.
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Abbildung 3.6 Vermehrung von Arabidopsis-Saatgut

a sterilisiertes Saatgut (oben) bzw. Keimlinge (unten) auf MS-Medium; b Keimlinge mit
ersten Blattern (oben) bzw. pikierte Keimlinge (unten); ¢ Pflanze kurz vor Schotenreife
(links), Ausschnitt (rechts) zeigt reife Schoten (Pfeile)

3.2.2.3 Ubertragung und Keimung von Arabidopsissaatgut in 96-Well Platten

Zur gleichmaRigen Verteilung (5-10 Samen pro Well) von Arabidopsissaatgut in 96-Well
Platten kamen zwei Methoden zum Einsatz. Zum einen wurde das Saatgut mit einem eigens
daflr aus Edelstahl angefertigten ,Saatgutstempel“, und zum anderen durch eine Multikanal-
Pipette Ubertragen.

Bei der ersten Methode wurde das sterilisierte Saatgut in EtOH suspendiert, in eine
,Saatgutwanne® (Abb. 3.7 a) geschittet und unter der sterilen Arbeitsbank durch Verdunsten
des EtOH getrocknet. Darauffolgend wurde der Saatgutstempel auf ein feuchtes Filterpapier
getupft und anschlieBend vorsichtig in die Saatgutwanne auf das gleichmaRig verteilte
Saatgut gedrickt (Abb. 3.7 b). Danach wurde das Saatgut in eine mit je 100 pl
Pipettiermedium pro Well befiillite 96-Well Platte Uberfuhrt. Falls in ein Well weniger als funf
Samen (Uberfuhrt wurden, erfolgte das nachtréagliche Ubertragen von Saatgut mit einem

einzelnen Edelstahlpin.

Abbildung 3.7 Ubertragung von Arabidopsissaatgut mittels Saatgut-Stempel
a Saatgutwanne mit sterilisiertem Saatgut; b Saatgutstempel mit Saatgut (Weber, 2010)

Bei der zweiten Ubertragungstechnik wurde das Saatgut zunéchst abgewogen (je 96-Well
Platte ca. tausend Samen), sterilisiert und in Pipettiermedium suspendiert. Darauffolgend
wurde das Saatgut in einen TipTub-Reagenztrog mit Pipettiermedium (pro Platte 5 ml)
geschuttet und gleichmaRig verteilt (Abb. 3.8 a). Anschlieend wurden mittels Multikanal-
Pipette und 300 pl e-Tips (Eppendorf) je Well 50 ul Saatgut-Pipettiermedium-Gemisch
pipettiert (Abb. 3.8 b). Darauffolgend wurden pro Well nochmals 50 pl Pipettiermedium hinzu
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pipettiert. Auch hier wurden bei Wells, die unter finf Samen aufwiesen nachtraglich Samen
hinzugefligt. Hier erfolgte das nachtragliche Ubertragen jedoch mittels einer Pipettenspitze.

b

Abbildung 3.8 Ubertragung von Arabidopsissaatgut mittels Multikanal-Pipette
a Tip Tub Reagenztrog mit Saatgut in Pipettiermedium verteilt; b Saatgut-haltiges Pipettiermedium in 300 pl e-Tips

Bei beiden Methoden wurden die mit Saatgut bestlickten 96-Well Platten mit drucksensitiver
,Silver seal“ Aluminiumklebefolie dicht verschlossen und je nach experimentellem Plan fir
zwei bis vier Tage zur Stratifikation des Saatguts im Kihlschrank (~ 4° C) inkubiert. Nach der
Stratifikation erfolgte die sechs- bis siebentdgige Keimung im Kulturschrank (22° C, 16 h
Licht).

3.3 Behandlung des Wurzelspitzenmeristems von Maiskeimlingen mit
potenziellen Colchicin-Alternativen

3.3.1 Allgemeine Vorgehensweise

Zur Inhibition der Mitose und somit einer Verdopplung des Chromosomensatzes, sollten
verschiedene Methoden zunachst am Wurzelspitzenmeristem drei Tage alter Maiskeimlinge
(A188) getestet werden. Das Saatgut wurde hierfir, wie in 3.2.1.1 beschrieben, in
Kunststoffbechern auf Keimprifpapier angekeimt. Die Behandlungsmethoden lassen sich
aufgrund ihrer Eigenschaften in chemische und physikalische Methoden unterteilen und
werden nachfolgend beschrieben.

Nach der jeweiligen Behandlung erfolgte entweder die qualitative Auswertung am Mikroskop
(3.5.1), die quantitative Auswertung am Durchflusszytometer (3.5.2), oder die Beurteilung der
Regenerationsfahigkeit der behandelten Pflanzen. Fir die qualitative Analyse wurden die
Wourzelspitzen nach Behandlung abgetrennt und in frischem 3 + 1 (= drei Teile EtOH abs. +
ein Teil Eisessig) G. N. bei -20° C aufbewahrt. Fir die quantitative Analyse und die
Bestimmung der Regenerationsféhigkeit wurden die Keimlinge in frische Becher auf frisches
mit dH,O geséttigtes Keimprifpapier umgesetzt und zur Regeneration im Dunkelinkubator
bis zur jeweiligen Auswertung weiterkultiviert.

3.3.2 Behandlung mit Chemikalien

Fir die Auswahl der moglichen Alternativ-Chemikalien wurden vor allem Literaturquellen
durchsucht. Sowohl aus é&lteren, als auch aus aktuellen Publikationen sind Chemikalien
bekannt, welche bei Sadugerzellen und / oder in verschiedenen Pflanzenspezies (unter
anderem auch in Mais) zu einem Mitoseblock und somit teilweise zur Verdopplung des
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Chromosomensatzes in den behandelten Zellen fiihren. Viele dieser Substanzen kamen
aufgrund hoher Toxizitat (z. B. Podophyllotoxin) bzw. des zu hohen Preises (z. B. Vinca-
Alkaloide) nicht als Colchicin-Alternativen in Frage.

Aus den mindergiftigen, preisglnstigeren, bzw. auch seltener erwdhnten Chemikalien wurde
eine kleine Auswahl an Substanzen mit teilweise verschiedenem Wirkmechanismus
getroffen und an Maiswurzeln getestet. Fiir eine bessere Ubersicht sind diese Chemikalien
und deren Eigenschaften in der Tabelle 3.1 a aufgefihrt. In Tabelle 3.1 b werden aullerdem
fur jede Chemikalie einige Literaturquellen, die die Auswahl der Chemikalien beeinflusst
haben, sowie die Herstellung der jeweiligen Stock-Lésungen und die jeweilige Aufbewahrung
kurz zusammengefasst. Bei den Chemikalien, die als Stocklésung angesetzt wurden, wurde
zur Herstellung der spéter eingesetzten Arbeitskonzentration die jeweilige Menge an Stock-
I[6sung in ddH,0 gel6st.

Tabelle 3.1 Chemikalien, die zur Behandlung von Wurzelspitzen eingesetzt wurden

a Eigenschaften der Chemikalien

Gefahrensymbole (CHEMIE.DE Information Service GmbH, 2011) werden so, wie die Chemikalien erworben wurden,
noch nach alter EU-Kennzeichnung dargestellt

Synonyme Molare Summenformel
Chemikalie (je 4 Beispiele Masse (NCBI, 2011)
NCBI, 2011) [g-mol-1]

Gefahrensymbol

Tokunol M
Amiprophosmethyl  Amiprofosmethyl 304 30
(APM) BAYntn80 ’ C11H47N20O4PS
NTN 2975

gesundheitsschadlich

Condylon
Colchicin Clellzlon) 399,43
Colchineos

Colchisol

Ca22H25NOg

sehr giftig .

Fulvicin
Grisactin
Grisefuline
Grisovin

Griseofulvin 352,77

C47H17ClOs

Hydroxycarbamide
Hydrea
Droxia 76,05 CH4N20,

Litalir

Hydroxyharnstoff

giftig

8Hydroxyquinolin
Oxine
Phenopyridine
Bioquin

8-Hydroxychinolin 145,16

CgH/NO

gesundheitsschadlich
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Koffein

Oryzalin

Pronamid

Trifluralin

Methyltheobromine

Guaranine
Mateina
Thein

194,19 CgH10N4O>

Surflan
Dirimal

Ryzelan 346.36

C12H18N4OBS

Benzenesulfon-

amide

Propyzamide
KERB
Clanex
Caswell

256.13 C12H11CI2NO

Treflan
Agreflan
Crisalin

Nitran

335,28 C13H16F3N304

b Beispiele fiir Literaturquellen, sowie Herstellung und Lagerung der Chemikalien

Chemikalie

Amiprophosmethyl
(APM)

Colchicin

Griseofulvin

Hydroxyharnstoff

Hydroxychinolin

Koffein

Oryzalin

Pronamid

Trifluralin

Bsps. Literaturquelle(n) Stocklésung

(Kiermayer & Fedtke, 1977;
Morejohn & Fosket, 1984;
Falconer & Seagull, 1987;

Wan et al., 1991)

(Wan et al., 1989; Gayen et

2 mM in DMSO

12,5/ bzw. 25 mM

al., 1994; Saisingtong et al., .
1996; Barnabas et al., 1999) [0 GlRAC)
(Dustin, 1978; Schiavo et al., 2 mM in DMSO

1980)

(Pan et al., 1993; Lee et al., .
1996; Dolezel ef al., 1999) 220 MMin ddH,0
0,04 % in ddH,0

L,Standardchemikalie® im
(erwarmt)

Labor

(Becerra & Carmona, 1983;

Hepler &Bonsignore, 1990; -
Galatis & Apostolakos, 1991)
(Morejohn et al., 1987,
Murthy et al., 1994; Kermani
et al., 2003)

(Akashi et al., 1988; Wan et
al., 1991; Beaumont &
Widholm, 1993;)
(Lignowski & Scott, 1972;
Zhao & Simmonds, 1995;
Zlesak et al., 2005)

2 mM in DMSO

2 mM in DMSO

2 mM in DMSO

26

gesundheitsschadlich

umWeItgeféhrlich

gesundheitsschadlich
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IXng
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Aufbewahrung

-20°C

4° C bis zu sechs
Wochen

-20° C
4°C
4°C

immer frisch

angesetzt in
ddH,O

-20°C

-20° C

-20° C
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Zur Behandlung mit den in Tabelle 3.1 aufgefiihrten Chemikalien wurden die Maiskeimlinge
auf Keimprifpapier, welches mit der jeweiligen Chemikalien-Lésung getrankt war
(mindestens 1 ml Inhibitorlésung pro Keimling), gelegt (Vgl. Abb. 3.9 a). Es wurde genau
darauf geachtet, dass die Wurzelspitzen Kontakt zum Keimprufpapier und somit zum
Mitoseinhibitor hatten (Vgl. Abb. 3.9 b).

Abbildung 3.9 Behandlung von Maiswurzeln mit Chemikalien
a Ubersicht der Keimlinge auf mit Inhibitor getrénktem Keimpriifpapier, b Detailansicht WS mit Kontakt zum Keimpriifpapier

Zur Inkubation der Maiskeimlinge in den verschiedenen Chemikalien wurden die Kultur-
becher in den Dunkelinkubator (26° C) gestellt und die Keimlinge fiir die jeweilige
Versuchsdauer in der Chemikalienlésung inkubiert. Nach der jeweiligen Inkubationszeit
wurden die Keimlinge dreimal mit dH,O gewaschen.

3.3.3 Behandlung mit physikalischen Methoden

Neben den Chemikalien wurden auch physikalische Methoden zur Blockade der Mitose an
drei Tage alten A188-Keimlingen getestet. Diese Methoden lassen sich wiederum in drei
Gruppen aufteilen.

3.3.3.1 Behandlung bei erhéhtem atmospharischem Druck

Aus Publikationen aus dem Bereich der Fisch- und Amphibienforschung ist bekannt, dass
bei Behandlung mit erhéhtem atmosphérischem Druck eine Veranderung des Ploidiegrades
erreicht werden kann (z. B. Reinschmidt et al., 1979; Foisil & Chourrout, 2008). Ebenso
konnte bei Untersuchungen an Lolium rigidum L. nach Druckbehandlung eine Veradnderung
der Mikrotubuli-Organisation festgestellt werden (Cleary & Hardham, 1993). Aufgrund dieser
Tatsachen, sollte durch Druckbehandlung von Maiskeimlingen versucht werden, eine
Verédnderung der Mikrotubuli-Organisation und somit eine Blockade der Mitose zu erreichen.
Der experimentelle Aufbau der Druckbehandlung ist in Abbildung 3.10 dargestellt.

Die Kulturbecher mit drei Tage alten Maiskeimlingen wurden (ohne Deckel) in die
Druckkammer gestellt. Anschlieend wurde die Kammer dicht verschlossen und mittels einer
Pumpe ein erhéhter Druck im Innern des Gefaldes aufgebaut und durch VerschlieRen der
Ventile konstant gehalten. Am eingebauten Manometer der Druckkammer (schwarzer Pfeil)
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konnte der Innendruck im Gefal} Uberprift werden. Zur Beendigung der Druckbehandlung
konnte die Luft durch Offnen des Ventils abstrémen und das DruckgefaR geéffnet werden.

”Druckabbau
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Abbildung 3.10 Behandlung von Maiswurzeln unter erh6htem atmosphéarischem Druck
Maiskeimlinge in Kulturbecher (Detail) werden in Druckkammer gestellt, diese verschlossen

und Druck aufgebaut

3.3.3.2 Behandlung im elektrischen Feld

Ziel dieses Versuches war es, die Mikrotubuli der Maiszellen durch Anlegen eines
elektrischen Feldes zu depolymerisieren. Hierfir wurden die Maiskeimlinge, wie in
Abbildung 3.11 gezeigt, in eine mit 1 X TBE-Puffer gefiillite Elektrophorese-Kammer gelegt.
AnschlieRend wurde die Kammer verschlossen und lber die Elektroden ein elektrisches Feld

aufgebaut.

Abbildung 3.11 Behandlung von Maiswurzeln in einem elektrischen Feld
Dargestellt sind drei Tage alte A188-Keimlinge in Elektrophorese-Kammer mit TBE-Puffer;

- = Anode; + = Katode

3.3.3.3 Behandlung bei Temperaturextremen

Vor allem aus é&lter datierten Publikationen ist bekannt, dass Pflanzen-Mikrotubuli durch
Temperaturextreme depolymerisiert werden kénnen (Sax, 1937; Dermen, 1938; Nick, 2000).
Bereits 1932 konnte Randolph bei Maiskeimlingen durch Behandlung bei erhéhten
Temperaturen eine Veranderung im Ploidiegrad erreichen (Randolph, 1932). Daher sollte in
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dieser Arbeit untersucht werden, ob die Behandlung von Maikeimlingen mit Temperatur-
extremen als Alternativbehandlung fur Colchicin eingesetzt werden kann. Hierfir wurden drei
Tage alte A188-Keimlinge sowohl bei erhdhten (Hitzeschock), als auch bei niedrigen
Temperaturen (Kalteschock) inkubiert. Die genaue Vorgehensweise wird nachfolgend fiir die
jeweiligen Temperaturextreme beschrieben.

Hitzeschock

In Abhangigkeit von der bendtigten Temperatur, wurden die Keimlinge zum einen in den
Kulturbechern im Dunkelinkubator inkubiert (37° C). Zum anderen wurden die Keimlinge fir
Behandlungstemperaturen Uber 37° C in den Kunststoffgefallen in einem Wasserbad
inkubiert. Die Temperaturverldufe konnten mit einem Data-Logger protokolliert und wahrend
des Experiments mittels Thermometer Gberpruft werden.

Kélteschock

Fir Inkubationstemperaturen von 6° C - 11° C wurden die Keimlinge im Kuhlschrank
inkubiert. Aufgrund der Temperaturschwankungen im Kuhlschrank, wurde zum Erhalt
gleichbleibender Temperaturen innerhalb des Kunststoffgefalies, dieses zusatzlich in eine
Styroporbox mit Kiihlakkus gestellt. FUr die Behandlungstemperaturen unter 6° C wurden die
Becher mit den Keimlingen in ein Kryowasserbad gestellt.

3.4 Methoden zur Erzeugung von Maispflanzen mit aufreguliertem
Chromosomensatz

Die neu gewonnenen Erkenntnisse (d. h. mdgliche Colchicin-Alternativen) aus den
Experimenten an Maiswurzeln sollten spater zur Behandlung von Maiskeimlingen eingesetzt
werden. Hierfir mussten zunachst verschiedene Inkubationstechniken getestet werden,
welche im Folgenden aufgelistet sind. Nach jeder Behandlung wurden die Maiskeimlinge
dreimal mit dH,O gewaschen und je nach anschlieRender Versuchsauswertung entweder auf
Keimprufpapier weiterkultiviert, oder in Aussaaterde gepflanzt.

3.4.1 Vorbehandlung des Maissaatguts / der Maiskeimlinge

Vor der eigentlichen Behandlung mit dem jeweiligen Mitoseinhibitor wurden zunachst
verschiedene Vorbehandlungen, mit dem Ziel die Effizienz der Inhibitorbehandlung zu
verbessern, durchgefiihrt.

3.4.1.1 Ansétze zur synchronen Keimung des Saatguts

Um einheitlichere Ergebnisse zu erzielen, wurde das Maissaatgut fur unterschiedliche Dauer
(24, bzw. 48 h) entweder auf mit dH,O getranktem Keimprifpapier oder direkt in dH,O
vorgequollen. Als weitere Synchronisationsmethode wurde das Saatgut auf Keimpapier im
Kuhlschrank (~6° C) inkubiert.
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3.4.1.2 Verletzen

Je nach Entwicklungsstadium der zu behandelnden Keimlinge, wurden verschiedene
Techniken getestet. Bei ein bis zwei Tage alten Keimlingen wurde das Perikarp um den
Embryo (vgl. Abb. 3.12 a) entfernt. Bei drei bis vier Tage alten Keimlingen wurde die
SproRspitze abgetrennt (vgl. Abb. 3.12 b).

Abbildung 3.12 Verletzung von Keimlingen

a ein bis zwei Tage alte Keimlinge; b drei bis vier Tage alte Keimlinge.

Jeweils links unverletzt und rechts verletzt. Die Pfeile markieren die Stelle, an der die
Keimlinge verletzt wurden.

3.4.1.3 Vakuum

Um die Inhibitoraufnahme im Zielgewebe zu erhéhen, wurden die Maiskeimlinge im
jeweiligen Inhibitor nach Anlegen eines Vakuums inkubiert. Hierflir wurden die Keimlinge in
mit der jeweiligen Behandlungslésung gefillten Bechern in einen Exsikkator gestellt.
Darauffolgend wurde der Exsikkator dicht verschlossen und schliellich ein Vakuum
aufgebaut (vgl. Abb. 3.13). Zuséatzlich konnte die Inhibitoraufnahme indirekt durch Anfarben
der jeweiligen L6sung mit dem Farbstoff Brillantblau (E133) Gberprift werden.

Abbildung 3.13 Vorbehandlung von Maiskeimlingen mit Vakuum

3.4.2 Behandlung von Maissaatgut

Aufgrund der Tatsache, dass spéter die gesamte Maispflanze Zellen mit verdoppeltem
Chromosomensatz enthalten sollte, wurde versucht, das Saatgut direkt im jeweiligen Inhibitor
keimen zu lassen. Hierfir wurde das Saatgut mit, oder ohne Vorbehandlung (als
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Vorbehandlungen wurde das Saatgut in dH,O vorgekeimt) auf mit Inhibitor getrénktes
Keimprufpapier in Becher gelegt. AnschlieRend erfolgte die Inkubation im Dunkelinkubator
(26° C) fur die jeweilige Versuchsdauer.

3.4.3 Behandlung von Maiskeimlingen

Fur die Behandlung von Maiskeimlingen kamen drei verschiedene Methoden zum Einsatz.
Diese werden im Folgenden kurz dargestellt.

3.4.3.1 Inkubation auf Keimprifpapier

Bei dieser Variante wurde wie bei der Behandlung von Maiswurzeln (Abb. 3.9) verfahren. Die
Keimlinge wurden auf mit Inhibitor getrédnktes Keimprifpapier (Kontakt der Ws zum
Keimprufpapier) in Becher gelegt und bei 26° C inkubiert.

3.4.3.2 Direkte Inkubation im Inhibitor - Flasche

Die Keimlinge wurden bei dieser Behandlungsvariante in Schott-Flaschen direkt in der
jeweiligen Inhibitor-Lésung inkubiert. Hierbei wurde die Menge an Inhibitor so gewahlt, dass
alle Keimlinge komplett in der Chemikalien-Lésung eingetaucht waren. Die Flaschen wurden
verschlossen und in den Dunkelinkubator (26° C) gestellt.

3.4.3.3 Direkte Inkubation im Inhibitor mit Bellftung - RITA-System

Als dritte Inkubationsmethode zur Behandlung von Maiskeimlingen wurde das RITA-System
(récipient & immersion temporaire automatique, VITROPIC S.A.) gewahlt. Dieses System
wird eigentlich zur temporaren Immersion von Explantaten in der Gewebekultur eingesetzt
(vgl. Abb. 3.14 a). In der vorliegenden Arbeit wurde das System dazu verwendet, die
Inhibitor-Lésung in regelmafligen Abstdnden zu bellften. Ziel war hier die Vitalitdt der
Keimlinge durch Vermeidung von teilweise anaeroben Bedingungen zu erhdhen. Bei jeder
Versuchsvariante wurden die Maiskeimlinge in den unteren Teil eines RITA-Gefalies gelegt
und komplett mit Inhibitorlésung bedeckt. Die RITA-Gefélie wurden dicht verschlossen und
in regelmaRigen Abstdnden wurde, je nach Experiment, fir verschiedene Dauer Luft in die
RITA-Geféale und somit die Inhibitor-Lésung gepumpt (Abb. 3.14 b).

Luft

Abbildung 3.14 a Das RITA-System
Schema der eigentlichen Verwendung des RITA-Systems, verandert nach: VITROPIC S.A.
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Abbildung 3.14 b Das RITA-System
Verandertes RITA-System zur ,Beluftung” der Inhibitorlésung bei Behandlung von Maiskeimlingen

3.5 Auswertung der Mitoseinhibition

Zur Bewertung der Wirkung der verschiedenen Behandlungen kamen zwei Methoden zum
Einsatz. Zum einen die mehr qualitative Auswertung am Mikroskop und zum anderen die
quantitative Auswertung am Durchflusszytometer. Zusatzlich kam zur Bewertung von
behandelten Pflanzen noch die visuelle Charakterisierung morphologischer Verdnderungen
zum Einsatz.

3.5.1 Qualitative Auswertung am Mikroskop
3.5.1.1 Aufbau des Mikroskops

Fur die Auswertung der Wurzelspitzenpréparate wurde ein Durchlichtmikroskop (Leitz
Ortholux) verwendet (vgl. Abb. 3.15), welches zur Dokumentation der Ergebnisse Uber eine
Filmkamera mit einem Bildschirm und Thermoprinter verbunden wurde.

Abbildung 3.15 Ortholux Mikroskop mit Kamera und Bildschirm

3.5.1.2 Herstellung von Wurzelspitzen-Praparaten

Die Maiswurzeln wurden zur Fixierung der Zellen in 3 + 1 bei -20° C . N. inkubiert. Hier
konnten die Wurzeln bis zur Auswertung gelagert werden. Zur Herstellung von Meristem-
Praparaten wurde der vorderste Teil der Wurzelspitze (leicht gelblich) mit einem scharfen
Skalpell abgetrennt und auf einen Objekttrager gelegt. Darauffolgend wurde ein Tropfen
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Karminessigsdure (KES) auf das Praparat gegeben und der Objekttrdger auf einem
Heizblock (~50° C) erwadrmt. Die Karminessigsdure wurde kurz aufgekocht und wenn nétig
ein weiterer Tropfen hinzu pipettiert. Um die Chromosomen besser anzufarben wurde eine
alte Prdpariernadel (Kattermann, 1930) in die aufkochende KES-L&sung gehalten. Nach
kurzem Abkuhlen wurde dann vorsichtig, ohne die Wurzelspitze zu verschieben, ein
Deckglas aufgelegt und das Wurzelspitzenmeristem gequetscht (Daumen und Radierende
eines Bleistifts). Uberschiissige KES wurde mit einem Filterpapier abgesaugt und das
Praparat unter dem Mikroskop begutachtet. Bei zu dicken Préparaten, d. h. zu vielen
Zellschichten Ubereinander, erfolgte ein weiteres vorsichtiges Quetschen. Falls der
Hintergrund des Préparats zu stark geférbt war, konnte dieser durch Essigsdure (45 %)
etwas entfarbt werden. Um die Chromosomen besser zu erkennen, wurde zusatzlich ein
Grunfilter in den Beleuchtungsstrahlengang des Mikroskops eingefiihrt.

3.5.1.3 Bestimmung der Mitoserate

Zur Auswertung der qualitativen Wirkung der jeweiligen Mitoseinhibitoren wurde die
Mitoserate in den Wurzelspitzenmeristemen bestimmt. Hierzu wurde das Praparat an
mehreren Stellen meanderférmig betrachtet (Vergrofierung: 250 x) und jeweils die
Gesamtzahl der Zellen und die Zahl der Zellen in Mitose bestimmt. Der Quotient aus
Gesamtzahl der Zellen durch Zellen in Mitose ergab hier die Mitoserate. Desweiteren wurden
die Zellen hinsichtlich anormaler Formen vor allem in Bezug auf die Chromosomen
durchmustert.

3.5.2 Quantitative Auswertung am Durchflusszytometer

Zur quantitativen Bewertung der Wirkung einzelner Inhibitor-Behandlungen kam die
Durchflusszytometrie zum Einsatz. Hier wurde der Ploidiegrad von behandelten
Pflanzenteilen an einem Partec CAll Durchflusszytometer (Abb. 3.16) bestimmt.

R

Abbildung 3.16. Partec CAIll Durchflusszytometer mit PC

3.5.2.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Ein Durchflusszytometer besteht aus folgenden Komponenten: Probennehmer, Messkuvette,
Lichtquelle mit verschiedenen Filtern, Detektor (Photomultiplier), sowie der Datenanalyse
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(Computer). Die Durchflusszytometrie kommt fiir vielfaltige Messungen zum Einsatz, eine
davon ist die im Rahmen dieser Arbeit angewandte Bestimmung des Ploidiegrades. Das
Prinzip des Durchflusszytometers ist in Abbildung 3.17 schematisch dargestellt. Zellkerne
der zu untersuchenden Pflanze werden aus den Zellen extrahiert und schlieBlich mit einem
Fluoreszenzfarbstoff (DAPI, interkaliert in DNA) gefarbt. Uber den Probennehmer werden die
Zellkerne mit Hullstrom (Abb. 3.17-1) umgeben und durch hydrodynamische Fokussierung
(Abb. 3.17-2) einzeln durch die Messkuvette (Abb. 3.17-3) gepumpt. In der Messkuvette
passieren die Zellkerne einen UV-Lichtstrahl, welcher die Fluoreszenz von DAPI anregt
(Abb.3.17-4). Das von jeder Zelle emittierte Fluoreszenzsignal wird von den Detektoren
gemessen und am Gerat in ein elektrisches Signal umgewandelt. Das Signal jedes Zellkerns
wird in Abhé&ngigkeit von seiner Intensitat, d. h. der DNA-Menge, am Zytometer in einem
bestimmten Kanal angezeigt, wodurch bei Messung mehrerer tausend Zellkerne ein
Histogramm entsteht (eine typische Messung von ca. 8000 Zellen dauert ca. 2 min). Dieses
Histogramm kann schlief3lich an einen Computer gesendet und mittels der Software Dpac
genauer analysiert werden (Abb. 3.17-5) (Dolezel, 1991; Ulrich & Ulrich, 1991; Yanpaisan et
al., 1999; Rothe, 2007).

- Detektor
. ->Umwandler
->Computer —

i

Abbildung 3.17 Prinzip des Durchflusszytometers

Mit Fluoreszenzfarbstoff angefarbte Zellkerne werden im Probennehmer mit Hullstrom umgeben (1). Hierdurch werden die
Zellkerne uber hydrodynamische Fokussierung (2) einzeln durch eine Messkuvette gepumpt, wo sie den Erreger-Lichtstrahl (3)
passieren. Durch Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs emittiertes Licht wird detektiert und in elektrische Signale umgewandelt
(4). SchlieBlich werden die Daten an einen Computer Ubertragen und ausgewertet (5).

3.5.2.2 Zur Bestimmung des Ploidiegrades eingesetztes Pflanzenmaterial

Aufgrund der Tatsache, dass zum einen im Zytometer keine Metaphasenchromosomen
gemessen werden kénnen (Planchais et al., 2000), und zum anderen die Aufdopplungsrate

34



Methoden

bestimmt werden sollte, wurden die Pflanzen nach Behandlung mindestens fir ca. 20-24 h
weiter kultiviert. Je nach Versuchsaufbau und experimenteller Fragestellung wurden zur
Bestimmung des Ploidiegrades verschiedene Pflanzenteile eingesetzt. Bei Verwendung von
Wurzelspitzen wurde pro Pflanzen jeweils ca. 5 mm der Primdrwurzel eingesetzt. Auch zur
Bestimmung des Ploidiegrads mittels SproRapikalmeristems (SAM) wurde jeweils, wie in
Abbildung 3.18 dargestellt, ca. ein 5 mm groRer Bereich samt SAM heraus préapariert.

Abbildung 3.18 Darstellung des SAM-Bereichs
Links ist ein Keimling mit herausprépariertem SAM-Bereich dargestellt;
die rechte Abbildung zeigt einen vergréfRerten Querschnitt des préparierten SAM

Desweiteren kamen bei Messungen von Sprofispitzen pro Pflanze ca. 5 mm
Pflanzenmaterial zum Einsatz. Wurde zur Ploidiegradbestimmung Blattmaterial eingesetzt,
so wurde pro Pflanze ein ca. 1 cm? groRes Blattstiick verwendet. Bei Wurzelmessungen
konnten alle Pflanzen einer Variante in einem Pool gemessen werden. Bei SAM und
Sprof3spitzen wurden je nach Versuchsfrage zwei bis finf Pflanzen gepoolt gemessen. Nur
bei Blattmessungen wurde jede Pflanze einzeln gemessen

3.5.2.3 Probenaufbereitung

Zum Extrahieren von Zellkernen aus Pflanzengewebe k&nnen entweder Pufferldsungen
selbst hergestellt, oder als gebrauchsfertige Lésungen gekauft werden.

Aufgrund der Tatsache, dass mit selbst hergestellten Pufferlésungen laut Otto (1990) keine
guten Messergebnisse erreicht werden konnten (Ergebnisse nicht dargestellt) wurden alle im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiuihrten Messungen mittels Partec-L6sungen durchgefuhrt.
Hier standen zwei Puffer-Varianten (beide mit DAPI als Farbstoff) zur Auswahl: zum einen
Cystain UV Precise P (zweistufig mit getrennter Extraktions- und Farbelésung) und zum
anderen Cystain UV Ploidy (einstufig mit Extraktions-und Farbelésung in einem Ansatz). Im
Laufe der Versuche wurden beide Kits mehrere Male miteinander verglichen. Da sich hier
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Messergebnissen zeigten, wurde spéter, aus
Griinden der einfacheren Handhabung und geringerer Kosten, nur noch der Puffer Cystain
UV Ploidy verwendet, fir den im Folgenden die Probenaufbereitung geschildert wird.

Die Vorgehensweise war bei allen Pflanzengeweben gleich: Das Pflanzenmaterial wurde in
einer Glaspetrischale in 500 pl der Pufferlésung mittels einer scharfen Sicherheitsklinge
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sorgfaltig (jedoch nicht langer als eine Minute, um die Zellkerne nicht zu schadigen)
,zerhackt’. Anschlielend wurde die Extraktlésung zur Abtrennung der Pflanzenreste Uber
einen 50 mm Celltrics-Filter (Partec) in ein Probenréhrchen tberfihrt. Die Petrischale wurde
dann mit 500 pl Pufferldsung ausgespllt, welche auch Uber den Filter in das Probenréhrchen
Uberflhrt wurden. Zuletzt wurde 1 ml der Pufferldsung zum Spilen des Filters hinzupipettiert,
so dass ein Endvolumen von 2 ml Kernextrakt erhalten wurde. Je nach Probenumfang
konnte das Volumen auch verringert werden (bei wenig Pflanzenmaterial z. B. nur 1 ml) bzw.
konnte der Kernextrakt mit Puffer verdiinnt werden.

3.5.2.4 Ablauf der Messung

Vor der eigentlichen Messung musste das Geréat zundchst kalibriert werden (Partec GmbH,
1995). Zum einen wurde die Einstellung der Lampe (Osram HBO100) vor jeder Messung
Uberprift (Ausleuchtung des Sichtfensters). Zum anderen konnte der Probenfluss Uber eine
Farbeldésung Uberprift und falls nétig in die Mitte des Lichtstrahls platziert werden. Dann
erfolgte die Feineinstellung des Gerédtes mittels geeichter Fisch-Erythrozyten-Lésung
(Partec). Hier wurde das Gerat so eingestellt, dass ein cv-Wert (Variationskoeffizient) unter
3, bzw. optimalerweise im Bereich bis 2 erreicht wurde. Der Variationskoeffizient hing hier
von der Peakform ab, d. h. schmale und normalverteilte Peaks lieferten auch einen guten cv-
Wert. Dies konnte Uber den gain (Verstarkung des Signals), den Probenfluss und Uber
leichte Veradnderung der Lampenausleuchtung erreicht werden. Abbildung 3.19 zeigt
beispielhaft das Histogramm eines DNA-Standards, nach Justierung der Gerateeinstellung,
die Peaks haben hier jeweils einen cv-Wert von 1,65 % (Peak 1) bzw. 1,92 % (Peak 2).

1 26 51 76 101 126 151 176 201 226
Fluoreszenzintensitat / DNA-Menge

Abbildung 3.19 Histogramm des DNA-Standards nach optimaler Justierung des Geréates
X-Achse = Fluoreszenzintensitat / DNA-Menge, Y-Achse = Zellkerne

Darauffolgend wurden fir den gesamten Messverlauf mittels einer unbehandelten
Kontrollpflanze die Kanéle der Peaks festgelegt, d. h. der gain und der Schwellenwert und im
Anschluss nicht mehr veradndert. Aulier bei langerer Messung (Peaks ,wandern®
erfahrungsgemal durch Erhitzen des Geréats weiter nach links) konnten die Werte mittels
dieser Kontrollpflanze nachjustiert werden. Gemessen wurde immer linear, d. h. bei Ein-
stellung des ersten Peaks auf Kanal 50 wiesen Zellen, die bei Kanal 100 detektiert wurden
die doppelte Menge an DNA auf. Gute Messergebnisse konnten bei einer Durchflussrate von
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100 Partikeln pro s erreicht werden. Je nach Versuchsfrage wurden zwischen 1000 bis 8000
Partikel pro Probe gemessen. Nach jeder Probe wurden die Daten auf den Computer
Ubertragen und notiert. AuBerdem wurde vor jeder neuen Probe, zur Vermeidung von
Falschpositiven, die Messkuvette mit ddH,O gespilt. Am Ende eines Messdurchlaufs wurden
aus den Daten asci-Files erstellt, welche spéater mittels Excel in Histogramme umgewandelt
wurden.

3.5.3 Morphologische Charakterisierung von Pflanzen, die mit Inhibitor
behandelt wurden

Um bei der Behandlung von Maispflanzen einen mdglichst frihen und umfangreichen
Eindruck Uber die Wirkung einzelner Inhibitoren und Behandlungsvarianten zu bekommen,
wurde die visuelle Charakterisierung von morphologischen Verdnderungen hinzugezogen.
Auflerdem konnte hierdurch fir die spatere durchflusszytometrische Messung von Blatt-
material (wenn nicht anders erwahnt) zur Verminderung des Probenumfangs eine
Vorselektion von sogenannten ,aufgedoppelten® Pflanzen getroffen werden. Eine ,auf-
gedoppelte” Pflanze zeigte im Vergleich zur Negativkontrolle folgende morphologischen
Merkmale (vgl. a. Abb. 3.20):

<2 Verdickungen im Bereich des SAM

o gestauchter Wuchs (s. a. Abb. 3.20 a + b)

2 meist ,wachsige” und dickere Blatter (s. a. Abb. 3.20. c)
2 Zunahme der Blattbreite, jedoch Abnahme der Blattldnge

Abbildung 3.20 Morphologie von ,,aufgedoppelten* Pflanzen
a linker Topf Negativkontrolle; mittlerer und rechter Topf ,aufgedoppelte* Pflanzen; b direkter Vergleich
zwischen Negativkontrolle (links) und ,aufgedoppelter” Pflanze (rechts); ¢ ,wachsiges* Blatt

3.6 Ermittlung weiterer Colchicin-Alternativen mittels Hochdurchsatz-
Screening der LATCA-Bibliothek

Um neben den aus der Literatur bekannten Substanzen weitere potenzielle Colchicin-
Alternativen aufzudecken, kam neben den in 3.3 und 3.4 beschriecbenen Methoden
zusétzlich noch ein Hochdurchsatz-Screening der LATCA-Bibliothek (vgl. 2.2.2) zum Einsatz.
Dieses Hochdurchsatz-Screening von ~3600 Substanzen sollte in 96-Well Platten durch-
gefuhrt werden und lies sich schon allein aufgrund der benétigten Keimlingsanzahl und der
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Keimlingsgrofle nicht mit Maiskeimlingen durchfihren. Um die Anzahl der mdéglichen
Colchicin-Alternativen einzugrenzen, wurde daher zunachst Arabidopsis thaliana L. als
Testpflanze ausgewahlt. Es wurde die transgene Linie GFP::MAP4-MBD eingesetzt, die vor
allem im Bereich der Wurzeln unter UV-Licht ein starkes Fluoreszenzsignal zeigt.

3.6.1 Behandlung von A. thaliana Keimlingen mit LATCA-Substanzen

Zum Screening der LATCA-Platten wurde Saatgut der transgenen Linie GFP::MAP4-MBD fur
sieben Tage in 96-Well Platten angekeimt (vgl. 3.2.2). Die Platten wurden vor Zugabe der
LATCA-Substanzen unter einem Stereomikroskop begutachtet. Falls in einem Well
Kontaminationen auftraten, bzw. zu wenige Keimlinge vorhanden waren, wurde auf ein Well
der Spalte eins oder zwolf ausgewichen. Oder es wurden die Keimlinge, wenn nétig,
vorsichtig mit einer Uhrfederpinzette gleichmafig ,umverteilt” (d. h. aus Wells mit sehr vielen
Keimlingen wurden Keimlinge in Wells mit sehr wenigen Keimlingen tberfuhrt).

Die LATCA-Platten wurden (verschlossen) unter der sterilen Arbeitsbank aufgetaut und zur
Vermeidung von Kontaminationen zwischen den einzelnen Wells kurz zentrifugiert.
Darauffolgend wurde je 1 yl pro Substanz (= Endvolumen 25 yM; empfohlen von Cultler,
2008) der jeweiligen LATCA-Platte mittels Multikanal-Pipette 1:1 auf die Platte mit den
Arabidopsis-Keimlingen Ubertragen (s. a. Abb. 3.21).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12\

Abbildung 3.21 Pipettierschema der LATCA-Platten
Roter Kasten zeigt LATCA-Substanzen und griine Késten (Spalte 1 und 12) zeigen ,Ausweichs®- bzw. Kontrollwells.

Die restlichen Wells (bis zu 16 Stk., wenn keine Kontaminationen auftraten und pro Well
genug Keimlinge vorhanden waren) dienten als Kontrollen. Negativkontrollen waren hier zum
einen Wells mit unbehandelten Keimlingen, sowie Wells, bei denen 1 pyl DMSO hinzu
pipettiert wurde. Als Positivkontrollen dienten Wells mit Keimlingen, die mit 25 yM Oryzalin
(depolymerisiert Mikrotubuli in Arabidopsis Wurzeln, s. a. Baskin et al,, 1994) behandelt
wurden. Falls eine Platte insgesamt zu wenig Keimlinge und / oder zu viele Kontaminationen
aufwies, so wurde diese nicht zum Screening eingesetzt und entsorgt.

Die fertig pipettierten Platten wurden mit silver seal verschlossen und zur Verteilung der
chemischen Substanzen im jeweiligen Well etwas geschuttelt. AnschlieRend erfolgte ein
kurzer Zentrifugationsschritt, um zu gewahrleisten, dass alle Keimlinge komplett mit der
jeweiligen Lésung umgeben waren. Bei jeder Screeningplatte wurden die Keimlinge dann fir
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ca. 24 h im Kulturschrank (22 ° C; 16 h Licht) inkubiert. Auch die LATCA-Platten wurden mit
silver seal verschlossen, kurz zentrifugiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
gelagert.

3.6.2 Auswertung der LATCA-Platten

Als Screening-Merkmal diente das Vorhandensein (kein Effekt), bzw. das Nichtvorhanden-
sein des Fluoreszenzsignals (Inhibition) vor allem im Bereich der Wurzelspitze. Die
Abnahme, bzw. das Verschwinden des Fluoreszenzsignals diente als Indiz fir eine
erfolgreiche Mikrotubuli-Depolymerisation der behandelten GFP::MAP4-MBD Keimlinge und
somit als Hinweis auf potenzielle Mitose-Inhibitoren. Die Auswertung der 96-Well Platten
erfolgte immer ~24 h nach Zugabe der LATCA-Substanzen. Aufgrund der geringen GréR3e
der Arabidopsis- Keimlinge wurde zur Detektion des GFP-Signals ein Fluoreszenzmikroskop
mit geeignetem Filterset bendtigt. Abbildung 3.22 zeigt vergleichend jeweils links die
Ausbeute des GFP-Signals (gelb) nach Anregung und Emission mit einem Filterset, welches
dafur optimiert wurde, gleichzeitig mdglichst keine Chlorophyll-Fluoreszenz zu zeigen. Im
rechten Bildteil ist dagegen ein Filterset dargestellt, bei dem das gesamte GFP-Signal (gelb)
mittels breitem Sperrfilter angezeigt wird.

@
|

Effizienz / Transmission [%]
@
i

Abbildung 3.22 Vergleich der Detektion von GFP mit unterschiedlichen Filtersatzen
(verandert nach Carl Zeiss Microlmaging GmbH, 2011)
links = Schmalband-Filter mit geringer Signalausbeute; rechts = Breitband-Filter mit hoher Signalausbeute

Mit einem Breitband-Filter ist es also méglich, das ganze ,Emissionsspektrum” von GFP und
somit mdglichst viel des Fluoreszenzsignals der Keimlinge zu detektieren. Da ein Breitband-
Filter fir das Mikroskop im Institut nicht zur Verfigung stand, mussten die LATCA-Platten im
Institut der Kooperationspartnerin S. Miiller in Tubingen durchgefuhrt werden. Hier konnten
aullerdem mit einer mit dem Mikroskop (Filter: Leica-GFP1 Anregungsfilter 425/60 nm und
Sperrfilter 480 / Breitband nm) verbundenen Kamera Livebilder der Wells hergestellt und
somit die Arabidopsis-Keimlinge unter sichtbarem Licht und unter UV-Licht dokumentiert
werden.
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3.7 Untersuchung der Haploideninduktion

Die Mais-Doppelhaploidentechnik besteht, wie in 1.4 beschrieben, aus zwei Schritten,
welche beide noch Optimierungspotential aufzeigen. Aufgrund der Tatsache, dass der
Mechanismus der Haploideninduktion nicht genau bekannt ist (Eder & Chalyk, 2002), kénnte
ein besseres Verstandnis dieses Mechanismus mdglicherweise zu einer Verbesserung der
Technik beitragen. Daher sollte neben den zuvor erwdhnten Methoden, die alle zur
Optimierung des zweiten Schrittes der Doppelhaploiden-Technik dienten, in einem
zusatzlichen Experiment der Mechanismus der Haploideninduktion genauer untersucht
werden. Der Versuchsaufbau wird im Folgenden anhand von Abbildung 3.23 genauer
beschrieben. Die beschriebene Vorgehensweise konnte freundlicherweise bei S. Scholten
(Universitat Hamburg) erlernt werden.

Abbildung 3.23 Untersuchung des Mechanismus der Haploideninduktion

a Bestdubung mit Pollen der transgenen Inducerlinie RWS 35S::GFP; b ,Kolbenernte® 1-2 Tage nach
Bestaubung; c Isolieren der ,Scheibchen®; d ,Scheibchen” in Mannitldsung; e isolierte ,Linsen* auf
Maismedium

Es wurden Kolben mit ausreichend gebildeten Narbenfaden von ,kastrierten® A188-Pflanzen
mit reifem Pollen der transgenen Inducerlinie RWS 35S::GFP bestaubt (Abb. 3.23 a). Als
Kontrollen wurden zudem A188 Kolben (Negativkontrolle), bzw. RWS 35S::GFP Kolben
(Positivkontrolle) geselbstet. Nach 24 bzw. 48 h erfolgte dann die ,Kolbenernte“. Die
geernteten Kolben wurden grindlich mit 70 % EtOH abgewischt. Unter der sterilen
Arbeitsbank wurden dann Hullblatter und Narbenfaden entfernt (Abb. 3.23 b). Darauffolgend
wurden die Kolben mit einem scharfen Skalpell in ca. 2 cm groRe Stlicke geschnitten und
hieraus pro Kornansatz das Nucellusgewebe mit Embryo isoliert (Abb. 3.23 c). Hierfur wurde
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je ein Kolbenstiick mit Wuchsrichtung nach oben unter eine Stereolupe gelegt und mit einer
Pinzette fixiert. Die restlichen Kolbenstiicke wurden bis zur Verarbeitung in einem Kultur-
becher gesammelt, bei dem zur Verhinderung der Austrocknung im Deckel ein befeuchtetes
Stlick Zellstoffpapier angeklebt war. Darauffolgend wurde pro Kornansatz jeweils mit einer
scharfen Skalpellklinge, um das Gewebe nicht zu quetschen, im ~40° Winkel ein ,Scheib-
chen® herausgeschnitten (vgl. Detail Abb. 3.23 c). Die ,Scheibchen® wurden bis zur weiteren
Verarbeitung mit der Schnittkante nach unten in einer Petrischale mit Mannit-Lésung (650
mM, ~730 mOsmol/L) gesammelt (Abb. 3.23 d). Aus diesen ,Scheibchen® wurden schliellich
mittels zweier Pinzetten ,Linsen“ welche das Nucellusgewebe und Embryo enthalten, isoliert
und auf Platten mit Maismedium gelegt (Abb. 3.23 e).

Die isolierten Nucellus-Linsen wurden dann auf den Platten mit Maismedium bei 22° C im
Kulturschrank kultiviert. RegelmafRig wurden die Explantate unter der Stereolupe mit UV-
Licht betrachtet und das Vorhandensein, bzw. Nichtvorhandensein von GFP-Fluoreszenz
dokumentiert.
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4. Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bestimmung von méglichen Colchicin-Alternativen die in
der Doppelhaploidentechnik bei Mais eingesetzt werden koénnen. Die im Folgenden
beschriebenen Experimente lassen sich in vier Gruppen aufteilen. Im ersten Teil sind die
Ergebnisse der Versuche zusammengefasst, bei denen potenzielle Colchicin-Alternativen
mittels Behandlung von Maiswurzelspitzen bewertet und die Behandlungsparameter weiter
optimiert wurden. Der zweite Teil beinhaltet alle Experimente, bei denen die Inkubation von
Maiskeimlingen optimiert, die Alternativen aus dem ersten Teil weiter bewertet und
schliel3lich Haploide zur Erzeugung von Doppelhaploiden mit diesen Alternativen behandelt
wurden. Im dritten Teil werden die Ergebnisse eines Hochdurchsatz-Screenings dargestellt,
durch welches weitere Colchicin-Alternativen bestimmt werden sollten. Im vierten und letzten
Teil werden die Ergebnisse eines zuséatzlichen Experimentes dargestellt, bei dem der
Mechanismus der Haploideninduktion genauer untersucht werden sollte.

4.1 Ermittlung von potenziellen Colchicin-Alternativen durch Behandlung
von Mais-Wurzelspitzen

Um Erkenntnisse Uber potenzielle Colchicin-Alternativen zu gewinnen, wurden zunachst
Behandlungen am Wurzelspitzenmeristem von Maiskeimlingen durchgefiihrt. Die Mais-
keimlinge wurden wie in 3.3 beschrieben behandelt und die Methoden zunéchst qualitativ
und spater quantitativ bewertet. Alle, in diesem Abschnitt beschriebenen Experimente
wurden mit drei Tage alten Keimlingen der Linie A188 durchgefihrt.

4.1.1 Behandlungsparameter und qualitative Auswertung am Mikroskop

Es wurden Quetsch-Praparate von Wurzelspitzen am Mikroskop hinsichtlich des Auftretens
unterschiedlicher Mitosestadien und vor allem Anzahl von Metaphasen (C-Mitosen) aus-
gewertet. In der Abbildung 4.1 werden beispielhaft Wurzelspitzenpraparate (a Negativ-
kontrolle; b mit Mitoseinhibitor behandelt) gezeigt, die wie in 3.5.1.2 beschrieben hergestellt
wurden.

Abbildung 4.1 Quetschpraparate von Wurzelspitzenmeristemen
a Negativkontrolle; b Behandlung mit Mitoseinhibitor, VergroRerung jeweils 250 X

42



Ergebnisse

Abb. 4.1 a zeigt das Quetsch-Praparat eines unbehandelten Wurzelspitzenmeristems.
Typisch ist hier zum einen das Auftreten unterschiedlicher Mitosephasen und dass sich zum
anderen der Grof3teil der Zellen in der Interphase (weil3er Kreis) befindet. In Abb.4.1 b ist das
Quetsch-Praparat eines Wurzelmeristems nach erfolgreicher Behandlung mit Mitoseinhibitor
dargestellt. Kennzeichnend ist hier, dass sich sehr viele Zellen vor allem in der Metaphase
(d. h. C-Mitose, weilder Kreis) befinden.

4.1.1.1 Bestimmung einer geeigneten Positivkontrolle

Um spater Aussagen Uber die Effizienz einzelner Behandlungen hinsichtlich Mitoseblock und
mdoglicher Aufdopplung des Chromosomensatzes treffen zu kénnen, musste zunachst eine
zuverléssige Positivkontrolle bestimmt werden. Hierfir wurden Wurzeln mit Hydroxychinolin
(HQ) bzw. Colchicin behandelt.

Hydroxychinolin

Es wurden die Wurzelspitzen drei Tage alter Keimlinge fiir unterschiedliche Zeiten (1; 2; 4; 5;
6; 8; 10; bzw. 20 h) bei unterschiedlichen Temperaturen (auf Eis, im Kihlschrank, bei RT)
und in verschiedenen Konzentrationen von Hydroxychinolin (0,02 bzw. 0,04 %) mit
Vorbehandlung (18 h 2,5 mM Hydroxyharnstoff) bzw. ohne Vorbehandlung inkubiert.

Hierbei stellte sich heraus, dass bei keiner Behandlungsvariante mit Hydroxychinolin
ausreichende Mitoseraten (d. h. v.a. C-Mitosen) erzielt werden konnten. Die Préparate von
Wurzelspitzen, die mit HQ behandelt wurden zeigten teilweise nur leicht erhéhte Mitoseraten
(z. B. bei Behandlung mit 0,04 % HQ: nach 2,5 h 15 %; nach 5 h 19 %; nach 10 h 20 % bzw.
0. N. 13 %), oder die Préparate waren von denen der Negativkontrolle (~ bis zu 10 %
Mitosestadien) nicht zu unterscheiden. Aus diesem Grund wurde die Behandlung der
Wurzeln mit Hydroxychinolin als Positivkontrolle ausgeschlossen.

Colchicin

Wurzelspitzen drei Tage alter Maiskeimlinge wurden fir die Dauer von 2; 4; 6; 8; 16; bzw.
22 h in unterschiedlichen Konzentrationen von Colchicin (0,25; 0,5; 0,625; 1; 1,25; 2,5; bzw.
25 mM) inkubiert.

Bei allen Colchicinbehandlungen konnten im Vergleich zur Negativkontrolle erhéhte
Mitoseraten detektiert werden. Einige Behandlungsvarianten, vor allem langere Inkubations-
dauer als 8 h und / oder héhere Colchicinkonzentration als 2,5 mM konnten nicht richtig
ausgewertet werden. Diese Varianten fihrten verstérkt zu Zellen, bei denen der Zellinhalt,
bzw. die Chromosomen wie aufgequollen oder ,zerfressen“ aussahen, bzw. auf den ersten
Blick Zellen in Interphase glichen. Abbildung 4.2 zeigt im Vergleich ein Préparat von
Wurzelspitzen nach Behandlung mit etwas zu hoher Colchicinkonzentration von 2,5 mM (a)
bzw. mit deutlich zu hoher Konzentration von 25 mM Colchicin (b). Bei andeutungsweise zu
hoch konzentriertem Colchicin sind teilweise noch ,normale“ C-Mitosen zu erkennen (weilder
Kreis) und teilweise schon Zellen mit aufgequollenem Inhalt (roter Kreis). Betrachtet man
dagegen die Zellen mit deutlich zu hoch gewahlter Inhibitorkonzentration, so kénnen nur
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noch Zellen mit aufgequollenem Inhalt bzw. solche Zellen detektiert werden, die
Interphasezellen dhneln.

Abbildung. 4.2 Mikroskopische Praparate von Zellen nach Inibitorbehandlung
Zellen nach Behandlung mita 2,5 mM Colchicin; bzw. b 25 mM Colchicin
VergroRerung jeweils 400 X

Aufgrund der Tatsache, dass die Werte der Mitoseraten zwischen den Praparaten und auch
innerhalb eines Praparats stark schwankten, dienten diese Werte nur zur Orientierung.
Abb 4.3 zeigt beispielhaft den Vergleich zwischen Praparaten unbehandelter Wurzeln und
Praparaten von Wurzeln die mit 0,5 bzw. 1 mM Colchicin behandelt wurden. Hierbei wurde
einmalig von je ca. 400 Zellen die Mitoserate bestimmt. Es lasst sich ein Trend hin zu
achtstiindiger Inkubation in 1 mM Colchicinldsung erkennen.

S
3 mNK
©
?
2 EmCol. 0,5mM
=
mCol. 1mM

Inkubationsdauer [h]

Abbildung 4.3 Vergleich der Mitoseraten bei unbehandelten und mit Colchicin behandelten Wurzeln
X-Achse = Inkubationsdauer [h], y-Achse = Mitoserate [%],

grin = Negativkontrolle, hellrot = 0,5 mM Colchicin, dunkelrot = 1 mM Colchicin

Nach Betrachtung mehrerer Préparate der verschiedenen Behandlungsvarianten vor allem
zwischen 1 mM und 2,5 mM Colchicin fir 4, bzw. 8 h zeigte sich letztendlich, dass die
héchsten Mitoseraten und somit meisten Zellen mit sogenannten C-Mitosen bei einer
Behandlungsdauer von acht Stunden in 1,25 mM konzentriertem Colchicin erreicht wurden.

Diese Bedingungen wurden daher in den folgenden Experimenten (auf3er anders erwahnt)
als Positivkontrolle festgelegt.
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Als weiteres Merkmal fir die Funktionalitdt der Positivkontrolle Colchicin konnte bei
behandelten Keimlingen eine starke Verdickung im Bereich der Wurzelspitze detektiert
werden. Die Abbildung 4.4 zeigt eine unbehandelte Wurzel (a) und im Vergleich dazu eine
Wurzel, die nach Colchicinbehandlung (b) eine starke Verdickung aufweist.

Abbildung 4.4 Wurzelspitzen nach Behandlung
a Negativkontrolle; b nach Behandlung mit Colchicin

4.1.1.2 Qualitative Bewertung der potenziellen Alternativ-Chemikalien und
Bestimmung der optimalen Inkubationsbedingungen

Ziel dieser Versuchsreihe war die Beurteilung der mdglichen Alternativ-Chemikalien im
Hinblick auf das Potenzial zur Mitoseinhibition verglichen mit den Kontrollen (ddH,O, bzw.
Colchicin). Desweiteren sollten fir jede Chemikalie die optimalen Behandlungsparameter
durch qualitative Bestimmung des Mitoseblocks festgelegt werden. Hierfir wurden drei Tage
alte Keimlinge wie in 3.3.2 beschrieben mit den Chemikalien unter den nachfolgend
aufgelisteten Bedingungen behandelt:

APM (fir 4; 6; 8 h; bzw. 16 h in 2; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80; bzw. 200 pM)
Griseofulvin (fir 4; bzw. 8 h in 25; 50; 60; 70; 80; 100; bzw. 200 um)
Koffein (fir 5; bzw. 8 h in 2,5; 5; bzw. 10 mM)

Oryzalin (fur 4; bzw. 8 hin 2,5; 5; 10; 20 uM)

Pronamid (fur 8 h in 5; 10 bzw. 20uM)

Trifluralin (fir 8 h in 2,5; 5; 10; 20; 40; bzw.80 uM)

Kontrollen (ddH,O und 1,25 mM Colchicin)

OO0V OY

Durch Auswertung von Quetsch-Praparaten behandelter Wurzeln lieken sich fur jede
Chemikalie die Bedingungen bestimmen, welche die héchsten Mitoseraten mit den
wenigsten Anteilen an abnormen Zellen (vgl. Abb. 4.2) aufwiesen. Diese Ergebnisse, das
heil’t die Behandlungsoptima fir einzelne Chemikalien, sowie deren Effizienz im Hinblick auf
Mitoseraten sind in Tabelle 4.1 aufgelistet. Zuséatzlich wurde dokumentiert, welche
Chemikalien, wie die Positivkontrolle Colchicin, zu Verdickungen im Bereich der Wurzel-
spitzen behandelter Maiskeimlinge fuhrten (Vgl. auch Abb. 4.4 b). Nach Behandlung mit
Griseofulvin und Koffein konnten auch unter optimalen Bedingungen (80 uM bzw. 5 mM) nur
relativ geringe Anzahlen von C-Mitosen detektiert werden. Im Gegensatz dazu fiihrten die
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Herbizide APM, Oryzalin, Pronamid und Trifluralin (zwischen 10 yM und 40 uM) alle zu
erhdhten Mitoseraten in behandelten Wurzelmeristemen. Jedoch kam es bei diesen
Chemikalien, wie schon bei der Positivkontrolle Colchicin beschrieben, bei héheren
Konzentrationen bzw. l&ngeren Inkubationsdauern, als die als Optimum fest-gelegten Werte
zu ,abnormen Zellen® (vgl. auch Abb. 4.2). Desweiteren zeigte sich, dass nur eine
Behandlung mit den Herbiziden zu Wurzelverdickungen (vgl. Abb. 4.4 b) fihrte. Alle
Chemikalien zeigten, wie auch die Positivkontrolle, die besten Werte bei einer Inkubations-
dauer von acht Stunden.

Tabelle 4.1 Ergebnisse der qualitativen Auswertung von Chemikalienbehandlungen

Chemikalie Be?i?r:igmzsen Mitoserate Wurzelverdickungen
APM 8 h, 40 pM ++ +
Griseofulvin 8 h, 80 uM +- ]
Koffein 8h, 5mM *l- )
Oryzalin 8 h, 20 uM A +
Pronamid 8 h, 10 uM ** +
Trifluralin 8 h, 40 uM o N

4.1.1.3 Qualitative Bewertung der physikalischen Methoden und Bestimmung der
optimalen Inkubationsbedingungen

Neben den Chemikalien wurden auch die physikalischen Methoden qualitativ im Hinblick auf
das Potential als Mitoseinhibitor zu wirken, bewertet. Es wurden drei Tage alte Keimlinge wie
in 3.3.3 beschriebenen unter den nachfolgenden Bedingungen inkubiert:

2 Druck (1; 2; 4; 8; 16; 32 h bzw. 3 d bei 4 bar)

Elektrisches Feld (2; 10; 15; 20; 30 min bzw. 5,5 h bei 100 bzw. 300 V)

Hohe Temperatur (5; 10; 15; 20; 30; 40 min bzw. 1; 2; 8; 16 h bei 37; 40; bzw. 45° C
Niedrige Temperatur (8; 16h bzw. 3; 5d bei 2; 4; bzw. 11°C)

Hohe + niedrige Temperatur (20 bzw. 40 min bei 37° C + 3 d bei 6° C; bzw. fir 3 d
bei 6° C + 20 bzw. 40 min bei 37° C)

2 Kontrollen (ddH,O und 1,25 mM Colchicin)

0000

Nach Auswertung von Quetsch-Préaparaten zeigten die Wurzelspitzenmeristeme weder nach
Anwendung von erhdhtem atmosphéarischem Druck, noch nach Inkubation in einem
elektrischen Feld einen erhdhten Anteil an Zellen in Metaphase. Bei der Behandlung mit
elektrischem Strom sind die Keimlinge abgestorben. Auch eine Behandlung bei einer
Temperatur von 37° C fihrte nicht zu einer Erhéhung der Mitoserate. Die Praparate der
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Wurzeln, die bei héheren Temperaturen (40° C) behandelt wurden, konnten aufgrund von
abnormen Zellen nicht genau bewertet werden. Daher wurde dieses Experiment zusatzlich
noch mittels Durchflusszytometer im Hinblick auf den Anteil der Zellen mit 2, 4 bzw. 8 C-
Gehalt ausgewertet (vgl. 4.1.2.2).

Die einzige physikalische Methode, die zu einem detektierbaren Anstieg der Mitoseraten
fuhrte, war die Behandlung bei niedrigen (2 - 6° C) Temperaturen. Hier zeigten alle
Keimlinge eine Wachstumsverzégerung und in seltenen Fallen konnten auch Wurzel-
verdickungen festgestellt werden.

4.1.2 Quantitative Bewertung der méglichen Alternativ-Behandlungen aus 4.1.1

In 4.1.1 wurde die Wirkung der Chemikalien und der physikalischen Methoden qualitativ
bewertet und die optimalen Behandlungsparameter anhand von Mitoseindex und Auftreten
abnormer Zellen ermittelt. Um eine bessere Aussagekraft zu erreichen, sollten diese
Ergebnisse auferdem mittels quantitativer Messung des Ploidiegrades behandelter
Wurzelspitzen am Durchflusszytometer bestédtigt werden. Hierfir wurden bei jeder zu
testenden Inhibitorbehandlung je zehn Maiskeimlinge mindestens in drei unabhangigen
Experimenten behandelt und im Anschluss pro Variante je ein Pool der zehn Wurzelspitzen
gemessen. Pro Probe wurden 8000 Partikel gemessen und die Anteile der Zellen mit dem
jeweiligen C-Gehalt dokumentiert. In Abbildung 4.5 werden beispielhaft Histogramme von
A188 Wurzeln dargestellt, wie sie bei der Negativkontrolle, d. h. nicht erfolgtem Mitoseblock
(Abb. 4.5 a) bzw. bei der Positivkontrolle (Colchicin) und somit erfolgreichem Mitoseblock
auftraten (Abb. 4.5 b). Die Pfeile weisen jeweils auf den Chromatingehalt der Zellen (2; 4;
bzw. 8 C) hin.
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a Fluoreszenzintensitat / DNA-Menge b Fluoreszenzintensitat / DNA-Menge

Abbildung 4.5 Beispiele fiir die durchflusszytometrische Bestimmung des DNA-Gehalts in Mais-Wurzelspitzen
a Negativkontrolle = kein erfolgter Mitoseblock; b Positivkontrolle = erfolgreicher Mitoseblock
X-Achse = Fluoreszenzintensitat / DNA-Menge, Y-Achse = Zellkerne

Aufgrund der Tatsache, dass es sich um die Messung von Meristemen und somit Zellen im
Zellzyklus und desweiteren um einen Pool von je zehn Wurzeln handelt ist das Auftreten von
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Zellen mit unterschiedlichem C-Gehalt typisch. Erwartet wurde bei nicht erfolgter
Aufdopplung des Chromosomensatzes ein Verteilungsmuster wie in Abbildung 4.5 a, d. h.
Zellen mit 2 C (nach Mitose), bzw. Zellen mit 4 C (nach Synthesephase bzw. vor Mitose).
Hier wurden keine Zellen mit 8 C-Gehalt erwartet, der Peak lasst sich als Hintergrund-
rauschen erklaren, bzw. kam zustande, wenn zwei Zellen mit 4 C-Gehalt gleichzeitig den
Lichtstrahl passierten. Bei erfolgreicher Verdopplung des Chromosomensatzes wurde ein
Histogramm wie in Abbildung 4.5 b erwartet, bei dem vor allem Zellen mit 4 C-Gehalt (=
Mischung aus Zellen mit verdoppeltem Chromosomensatz nach Mitose und Zellen mit nicht
verdoppeltem Chromosomensatz nach Synthesephase) und Zellen mit 8 C-Gehalt (= Zellen
mit verdoppeltem Chromosomensatz nach Synthesephase, bzw. vor Mitose) auftraten. Der
Peak der Zellen mit 2 C-Gehalt wurde erwartet, da es sich zum einen um nicht
synchronisierte Zellen und zum anderen um Zellen unterschiedlicher Wurzeln handelte,
jedoch sollte er deutlich geringer ausfallen, als bei der Negativkontrolle.

4.1.2.1 Chemikalien

Alle Chemikalien fihrten, wie in 4.1.1.2 beschrieben, zu einem leichten (Griseofulvin und
Koffein) bzw. deutlichen (APM, Oryzalin, Pronamid und Trifluralin) Anstieg des Mitoseindex
im Meristem behandelter Maiswurzeln. Daher wurden fir die quantitative Bestimmung der
Effizienz alle Chemikalien weiter untersucht. Es wurden in den drei Durchlaufen jeweils zehn
drei Tage alte Keimlinge pro Variante (Kontrollen und Chemikalien) unter den aus 4.1.1.2 als
optimal bestimmten Bedingungen fir 8 h behandelt. Vor der jeweiligen Messung am
Zytometer erfolgte nach Beendigung der Inhibitorbehandlung eine ca. 22 h dauernde
Regenerationsphase.

Um einen besseren Uberblick Uber die Ergebnisse zu erhalten, wurde auf die Darstellung
einzelner Histogramme verzichtet. Stattdessen wurden die Messungen der drei Versuchs-
durchldufe zusammengefasst und jeweils der Mittelwert des Anteils der Zellen mit jeweiligem
C-Gehalt als Balkendiagramm in Abbildung 4.6 dargestellt.

Betrachtet man den Anteil der Zellen mit 8 C-Gehalt und vergleicht die Chemikalien mit den
Kontrollen (Negativkontrolle: 8 %; Positivkontrolle: 37 %) so zeigt sich, dass alle Chemikalien
mit Ausnahme von Griseofulvin (11 %) zu einer deutlichen Erhéhung des Anteiles der Zellen
mit 8 C-Gehalt fuhrten. Bei den Behandlungen mit Koffein und Trifluralin zeigten im
Durchschnitt 20 %, bzw. 22 % der Zellen einen 8 C-Gehalt. Am deutlichsten war die
durchschnittliche Zunahme der Zellen mit 8 C-Gehalt bei den Behandlungen mit den
Herbiziden APM (31 %); Oryzalin (35 %) und Pronamid (32 %).

Bei genauerer Betrachtung der Verteilung der Zellen mit jeweiligem C-Gehalt weisen
aullerdem die drei Herbizide APM, Oryzalin und Pronamid ein &hnliches Verteilungsmuster
der Zellen (d. h. niedrige Anteile mit 2 C- und 4 C- Gehalt und hohe Anteile mit 8 C-Gehalt)
wie die Positivkontrolle Colchicin auf, weshalb diese Substanzen fir die weiteren Versuche
als mdgliche Colchicin-Alternativen in Betracht gezogen wurden.
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Negativ- Colchicin APM Griseofulvin Koffein Oryzalin Pronamid Trifluralin
kontrolle (1,25 mM) (40 uM) (80 uM) (5 mM) (20 pM) (10 pM) (40 pM)
Anteil der Zellen mit 2C [%] 19 9 8 13 17 4 6 12
Anteil der Zellen mit 4C [%] 49 24 26 50 48 21 18 26
m Anteil der Zellen mit 8C [%] 8 37 31 11 20 35 32 22

Abbildung 4.6 Quantitative Auswertung der Behandlung von Maiswurzeln mit potenziellen Colchicin-Alternativen

X-Achse = Behandlungsvarianten, Y-Achse = Anteil der Zellen [%]

4.1.2.2 Physikalische Methoden

Nur solche physikalische Methoden, die bei der Auswertung am Mikroskop einen Mitose-
block zeigten, bzw. nicht am Mikroskop bewertet werden konnten, wurden auch am
Durchflusszytometer bewertet.

Behandlung bei 40° C

Wie in 4.1.1.3 geschildert, konnten die Behandlungen der Maiskeimlinge bei 40° C nicht am
Mikroskop ausgewertet werden, daher erfolgte hier auch eine Messung am Durchfluss-
zytometer. Hierbei lieferten die Behandlungsvarianten (5; 10; 20; bzw. 40 min bei 40° C) alle
anndhernd die gleichen Werte (s. a. Abb. 4.7 a). In Abbildung 4.7 b ist exemplarisch das
Histogramm einer Behandlung bei 40° C (20 min) dargestellt. Aus den Balkendiagrammen
und dem Histogramm lasst sich erkennen, dass die Behandlung der Keimlinge bei 40° C im
Vergleich zur Negativkontrolle keine Erhdhung der Zellzahl mit 8 C-Gehalt bewirken konnte
und das Verteilungsmuster der Zellen mit unterschiedlichem C-Gehalt dem der Negativ-
kontrolle gleicht.

Zellen mit 2C [%] Zellen mit 4C [%] ®Zellen mit 8C [%]

Anteil der Zellen [%]

Abbildung 4.7 a Durchflusszytometrische Ergebnisse der Behandlung mit hohen Temperaturen
Anteile der Zellen mit jeweiligem C-Gehalt, X-Achse = Behandlungsvarianten, Y-Achse= Anteil der Zellen [%]
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Abbildung 4.7 b Durchflusszytometrische Ergebnisse der Behandlung mit hohen Temperaturen
exemplarisches Histogramm nach Behandlung fiir 20 min bei 40° C, X-Achse = Fluoreszenzintensitat / DNA-
Gehalt, Y-Achse = Zellkerne

Kélte

Durch Auswertung von Wurzelspitzenpréparaten am Mikroskop zeigte die Behandlung von
drei Tage alten Keimlingen bei niedrigen Temperaturen zwischen 2 und 6° C teilweise einen
Anstieg der Mitoserate. Um auch hier genauere Aussagen Uber die quantitative Wirkung
treffen zu kénnen, wurden diese Experimente zusatzlich am Durchflusszytometer aus-
gewertet.

Die Ergebnisse der Messungen bei einer Kéltebehandlungen von drei Tagen (Abb. 4.8)
zeigten teilweise einen leichten Anstieg des Anteils der Zellen mit 8 C-Gehalt (im Schnitt: bei
4° C 14 % und bei 6° C 16 %). Doch auch hier glich das Verteilungsmuster der Anteile der
Zellen mit unterschiedlichen C-Gehalten stark dem der Negativkontrolle (Abb. 4.8. a und
Abb. 4.8 b links). Desweiteren konnten die l&ngeren Inkubationszeiten (vor allem aufgrund
technischer Probleme mit dem Zytometer) nicht genau ausgewertet werden. Jedoch konnten
bei genauerer Betrachtung der Keimlinge keine weiteren Verdickungen im Bereich der
Wurzeln detektiert werden und nach mehrtagiger Kélteinkubation waren die Maiskeimlinge
nicht mehr sehr vital. AuBerdem zeigte z. B. auch eine Messung nach dreitdgiger Inkubation
bei 4° C ein Histogramm typisch fur Aneuploide, d. h. Zellen, bei denen nicht der gesamte
Chromosomensatz verdoppelt wurde (Abb. 4.8 b rechts).

Aufgrund dieser Ergebnisse, d. h. keine gute Effizienz der Aufdopplung bzw. kein voll-
standiger Mitosestopp bei langerer Inkubation, sowie eine verringerte Vitalitdt der Keimlinge,
wurde auch diese physikalische Methode nicht weiter als Colchicin-Alternative in Betracht
gezogen.
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Abbildung 4.8 Quantitative Bewertung der Behandlung bei niedrigen Temperaturen

a Verteilung der Zellen mit jeweiligem C-Gehalt, X-Achse = Kontrollbehandlungen (ddH,O, bzw. 1,25 mM Colchicin) und
Kaltebehandlungen (bei 4° C, bzw. 6° C); Y-Achse = Anteil der Zellen [%)]

b Beispielhistogramme: links = ,typisches* Histogramm nach Kéltebehandlung (6° C); rechts ,atypisches” Histogramm nach
Kaltebehandlung (mit aneuploiden Zellen), X-Achse = Zellzahl, Y-Achse Fluoreszenzintensitdt / DNA-Gehalt

4.1.3 Optimierungsversuche

Die Ergebnisse der vorangegangenen Versuche zeigten, dass die Herbizide APM, Oryzalin
und Pronamid bei Behandlung von Maiswurzeln eine ahnlich starke mitosehemmende
Wirkung wie Colchicin erzeugten. In den folgenden Experimenten wurde nun versucht, die
Effizienz dieser drei Chemikalien Uber unterschiedliche Ansétze zu erhdéhen. Da diese
Chemikalien im Vergleich mit Colchicin ein &hnliches Verteilungsmuster der Zellen mit
unterschiedlichen C-Gehalten lieferten, wird in den folgenden Grafiken, auller bei den
Ergebnissen der Synchronisationsexperimente, nur noch auf den Anteil der Zellen mit 8C-
Gehalt naher eingegangen.

4.1.3.1 Optimale Konzentration und optimale Inkubationszeit

Aufgrund der Tatsache, dass die optimalen Inkubationsparameter durch mikroskopische
Auswertungen festgelegt wurden, sollten zunachst verschiedene Konzentrationen und
Inkubationsdauern fur jede Chemikalie (Positivkontrolle eingeschlossen) quantitativ
ausgewertet werden. In Abbildung 4.9 sind die Mittelwerte der Zellen mit 8 C-Gehalt aus je
drei Messungen fur die Konzentrationsvarianten und in Abbildung 4.10 die Zeitvarianten
grafisch dargestellt.
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Abbildung 4.9 Quantitative Analyse verschiedener Inhibitor-Konzentrationen
X-Achse = Behandlungsvarianten: griin = Negativkontrolle; rot = Colchicinbehandlungen; hellblau = APM-Behandlungen;
mittelblau = Oryzalinbehandlungen; dunkelblau = Pronamidbehandlungen, Y-Achse = Anteil der Zellen mit 8 C-Gehalt [%)]

Es lasst sich erkennen, dass die bisher als optimal angenommenen Behandlungsparameter
im GroRen und Ganzen bestatigt werden konnten. Die einzigen Ausnahmen bei den
Konzentrationsvarianten traten hier bei der Positivkontrolle Colchicin und bei der Behandlung
mit Pronamid auf. Bei Colchicin zeigte die Messung von Wurzeln, die mit 12,5 mM behandelt
wurden, einen leicht erhéhten Anteil an 8 C-Zellen. Die mikroskopische Auswertung bei
dieser Konzentration zeigte jedoch einen erhéhten Anteil an abnormen Zellen. Das Gleiche
gilt beim Vergleich von Wurzeln, die mit 10 bzw. 100 yM Pronamid behandelt wurden. Auch
hier erwies sich die niedrigere Konzentration als effizienter vor allem im Hinblick auf das
Auftreten von abnormen Zellen.

40
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Abbildung 4.10 Quantitative Analyse verschiedener Inkubationszeiten
X-Achse = Behandlungsvarianten: griin = Negativkontrolle; rot = Colchicinbehandlungen; hellblau = APM-Behandlungen;
mittelblau = Oryzalinbehandlungen; dunkelblau = Pronamidbehandlungen, Y-Achse = Anteil der Zellen mit 8 C-Gehalt [%]
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Beim Vergleich der verschiedenen Inkubationsdauern war die einzige Abweichung vom
Optimum bei APM zu erkennen (héchster Wert bei 16 h Inkubation). Jedoch ist auch hier zu
erwahnen, dass bei der mikroskopischen Auswertung bei einer Inkubation von 16 h mehr
abnorme Zellen, als bei einer Inkubation von 8 h auftraten.

Im Hinblick auf Konzentration und Inkubationsdauer konnten fir die Behandlung von
Wurzelspitzen jeweils die Aussagen der mikroskopischen Auswertung bestatigt und somit fir
jede Chemikalie die optimalen Inkubationsbedingungen erreicht werden.

4.1.3.2 Zugabe von Detergenzien

Es wurde der Ansatz verfolgt, die Aufnahme der Chemikalien in das Wurzelspitzenmeristem
durch eine Zugabe von Detergenz zu erhdhen, um somit eine mdgliche Steigerung der
Effizienz der Chemikalien zu erzielen.

Hierfir wurden drei Tage alte Keimlinge mit den Kontrollen (ddH,O, bzw. 1,25 mM Coilchicin)
sowie den Chemikalien APM (40 yM); Oryzalin (20 pM) und Pronamid (10 yM) jeweils mit
und ohne Zugabe von Tween®20 fir 8 h behandelt. In Abbildung 4.11 sind jeweils pro
Variante aus drei Versuchsdurchlaufen die Mittelwerte des Anteils der Zellen mit 8 C-Gehalt
dargestellt. Beim Vergleich der einzelnen Werte war zu erkennen, dass sich durch die
Zugabe von Tween®20 keine Steigerung der Effizienz der einzelnen Chemikalien erzielen
lies. Bei Colchicin, APM und Oryzalin waren die Werte ohne Zugabe von Detergenz jeweils
héher. Bei Pronamid wurden mit und ohne Zugabe von Detergenz die gleichen Werte
erreicht, jedoch zeigten diese bei Tween®-Zusatz eine hohere Standardabweichung. Auch
der Wert bei der Negativkontrolle mit Zugabe von Detergenz lag noch im Bereich der
~hormalen“ Abweichung (Werte bis ~10 % wurden haufig fur die Negativkontrolle detektiert).
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Abbildung 4.11 Vergleich Inhibitor +/- Tween®20
X-Achse = Behandlungsvarianten: griin = Negativkontrolle; rot = Colchicinbehandlungen; hellblau = APM-Behandlungen;
mittelblau = Oryzalinbehandlungen; dunkelblau = Pronamidbehandlungen, Y-Achse = Anteil der Zellen mit 8 C-Gehalt [%]
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Das Experiment wurde auflerdem noch mit dem L&sungsmittel DMSO (1 %) durchgefihrt.
Da auch hier keine Erhdhung der Zellen mit 8 C-Gehalt erreicht werden konnte, wurde auf
die Darstellung der Daten an dieser Stelle verzichtet.

Es konnte bei Behandlung von Wurzelspitzen keine Erhéhung der Effizienz der einzelnen
Chemikalien durch Zugabe von Detergenz erreicht werden.

4.1.3.3 Synchronisation

Aufgrund der Tatsache, dass Hydroxyharnstoff (HU) Zellen im Zellzyklus stoppen und somit
synchronisieren kann, wurden drei Tage alte Keimlinge vor dem Mitoseblock mit HU
behandelt. Ziel war es, die Zellen zu synchronisieren, um die Ausbeute des Mitoseblocks, d.
h. die Effizienz des Mitoseinhibitors zu erhdhen. In diesem Versuch wurden zwei
Hydroxyharnstoff-Konzentrationen getestet (2 yM und 2 mM HU) und der Mitoseblock mit
den Kontrollen (ddH,O und Colchicin), sowie stellvertretend fir die drei Herbizide mit
Pronamid durchgefiihrt. Zunachst wurden die Maiskeimlinge fir 18 h in ddH,O; 2 uM HU,
bzw. 2 mM HU inkubiert. Nach einem vierstiindigen Recovery-Schritt erfolgte dann ein
vierstindiger Mitoseblock. Zusétzlich wurden als Referenz Keimlinge ohne HU-Behandlung
startend mit dem vierstlindigen Recovery-Schritt fir 8 h mit den Kontrollen und Pronamid
behandelt.

Das Ziel dieses Versuches war die Verbesserung des Mitoseblocks durch Synchronisation
von Zellen. In der Abbildung 4.12 sind die Anteile der Zellen mit 2 C; 4 C, bzw. 8 C-Gehalt
dargestellt.
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Abbildung 4.12 Behandlung von Maiswurzeln Hydroxyharnstoff (2u M, bzw. 2mM fir 18 h)
X-Achse = Behandlungsvarianten, Y-Achse = Anteil der Zellen ( mit 2; 4; 8 C-Gehalt) [%]

Betrachtet man die Werte der Behandlungen mit Mitoseinhibitor (Colchicin, bzw. Pronamid),
so lasst sich erkennen, dass jeweils die achtstiindige Inkubation ohne HU-Block die héchste
Ausbeute an Zellen mit 8 C-Gehalt (31 %, bzw. 30 %), bzw. den geringsten Anteil der Zellen
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mit 2 C-Gehalt (8 %; bzw. 5 %) lieferte. Wenn man die Anteile der Zellen mit jeweiligem
C-Gehalt nach vierstindigem Mitoseblock mit und ohne vorheriger HU-Behandlung
vergleicht, so ergaben sich bei Colchicinbehandlung keine deutlichen Unterschiede zwischen
den drei Behandlungsvarianten. Betrachtet man die Ergebnisse der Pronamidbehandlung, so
zeigte sich bei den HU-Behandlungen eine Abnahme des Anteils der Zellen mit 2 C-Gehalt
und eine Zunahme des Anteils der Zellen mit 8 C-Gehalt, wobei unter Einbeziehung der
Standardabweichungen, die Unterschiede zur Behandlung ohne HU-Block relativ gering
ausfallen.

Zusatzlich wurde eine weitere Versuchsvariante durchgefiihrt, bei der kein Recovery-Schritt,
sondern ein achtstindiger Mitoseblock direkt im Anschluss an die HU-Behandlung
durchgefihrt wurde. Die Auswertung konnte jedoch aufgrund technischer Probleme mit dem
Durchflusszytometer nicht fur alle drei Durchgdnge erfolgen. Bei einzelnen Messungen
zeigte sich jedoch, dass jeweils die Behandlungen ohne HU-Block héhere Werte der Zellen
mit 8C-Gehalt erzielten, als die Behandlungen mit HU-Block. Aufgrund dessen wurde auf
eine weitere Versuchswiederholung verzichtet.

4.1.3.4 Kombinationen

In diesem Abschnitt werden die Experimente dargestellt, bei denen versucht wurde die
Effizienz der Herbizide APM, Oryzalin und Pronamid durch Kombination mit anderen
Behandlungen zu erhéhen.

Kombination von chemischen Substanzen

Die Herbizide APM, Oryzalin und Pronamid zeigten, dass sie die Mitose in Maiswurzeln
ahnlich effizient stoppen, wie Colchicin. Daher wurde nun versucht diese Wirkung durch
verschiedene Kombinationen der drei Herbizide zu erhdhen. Es wurden jeweils zehn 3 Tage
alte Keimlinge mit den folgenden Varianten, sowie als Kontrollen mit ddH,O, bzw. 1,25 mM
Colchicin, in drei unabhangigen Versuchsdurchlaufen fiir 8 h behandelt:

40 uM APM

20 pM Oryzalin

10 uM Pronamid

40 uM APM + 20 yM Oryzalin
40 uM APM + 10 pM Pronamid Joweils

. . gleichzeitig im
40 uM APM + 20 pM Oryzalin + 10 yM Pronamid selben Ansatz
20 uM Oryzalin + 10 uM Pronamid

O 00000

Die Mittelwerte des Anteils der Zellen mit 8 C-Gehalt wurden aus den drei
Versuchsdurchldufen ermittelt und sind in der Abbildung 4.13 zusammengefasst. Vergleicht
man die Werte nach Behandlung mit nur einer Substanz (APM: 31 %; Oryzalin: 35 %;
Pronamid: 32 %) mit den Werten, bei denen die Herbizide kombiniert wurden (zwischen 27
und 31 %); so lasst sich erkennen, dass durch die Kombinationen der Herbizide keine
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Steigerung des Anteils der Zellen mit 8 C-Gehalt erreicht werden konnte. Bei genauerer
Betrachtung lasst sich erkennen, dass jede Kombination verglichen mit den Werten der
Leffektiveren® Einzelbehandlung eher zu einer leichten Abnahme der Zellen mit 8 C-Gehalt
fuhrte.

Anteil der Zellen mit 8C-Gehalt (%)

Abbildung 4.13 Kombination von Herbiziden

X-Achse = Behandlungsvarianten: griin = Negativkontrolle; rot = Colchicinbehandlung; hellblau = APM-Behandlung; mittelblau =
Oryzalinbehandlung; dunkelblau = Pronamidbehandlung, lila = verschiedene Kombinationen der drei Herbizide, Y-Achse =
Anteil der Zellen mit 8 C-Gehalt [%]

Physikalische Behandlung + chemischer Inhibitor

In den vorangegangenen Experimenten (4.1.1.3 und 4.1.2.2) wurde gezeigt, dass eine
Inkubation von Keimlingen bei niedrigen Temperaturen zu einem leichten Anstieg des Anteils
von Zellen mit 8 C-Gehalt fiihrte, jedoch nur so gering, dass diese Methode nicht weiter als
Colchicin-Alternative verfolgt wurde. Es wurde aber beobachtet, dass diese Behandlung zu
einem Wachstumsstopp der Keimlinge und somit mdglicherweise zu einer Art
Synchronisierung der Zellen fiihrte. Daher sollte nun untersucht werden, ob die Wirkung der
Herbizide APM, Oryzalin bzw. Pronamid durch vorhergehende dreitdgige Inkubation der
Keimlinge bei niedrigen Temperaturen (4 bzw. 6° C) erhéht werden kann. Das Ergebnis, das
heilRt der Anteil der Zellen mit 8 C-Gehalt, dieses Experiments (drei Durchfihrungen
gemittelt) ist in Abbildung 4.14 dargestellt.
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Anteil der Zellen mit 8C-Gehalt (%)
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Abbildung 4.14 Kombination der Inhibitorbehandlungen mit vorhergehender Kalteinkubation
X-Achse = Behandlungsvarianten: griin = Negativkontrollen; rot = Colchicinbehandlungen; hellblau = APM-Behandlungen;
mittelblau = Oryzalinbehandlungen; dunkelblau = Pronamidbehandlungen, Y-Achse = Anteil der Zellen mit 8 C-Gehalt [%)]

Die Ergebnisse belegen, dass eine vorgeschaltete Kélteinkubation nicht zu einer Erhéhung
der Verdopplungs-Effizienz der einzelnen Substanzen fiihrte. Es liel? sich vielmehr erkennen,
dass eine Kéltebehandlung die Effizienz der Mitoseinhibitoren verringert hatte.

4.1.4 Uberpriifung potenzieller Colchicin-Alternativen

Durch die vorherig beschriebenen Versuche konnte gezeigt werden, dass die Herbizide
APM, Oryzalin und Pronamid ebenso wie Colchicin in Maiswurzeln zu einer Erhéhung des
Anteiles der Zellen mit 8 C-Gehalt fiihrten. Desweiteren zeigten die Wurzeln nach
Behandlung mit diesen Herbiziden Verdickungen (vgl. Abb 4.4 b). Nach den in 4.1.3
durchgefiihrten Optimierungsversuchen sollte nun Uberpriift werden, ob die Herbizide APM,
Oryzalin, bzw. Pronamid tats&chlich Colchicin-Alternativen darstellen. Hierzu wurden die
Eigenschaften der drei Chemikalien noch einmal genauer mit denen von Colchicin
verglichen. Zunachst wurde Uberprift, ob die Wurzeln / Pflanzen nach Beendigung der
Behandlung mit dem jeweiligen Mitoseinhibitor Uberlebten bzw. morphologische
Ahnlichkeiten mit den Keimlingen nach Colchicin-Behandlung zeigten. Hierfir wurden die
behandelten Keimlinge nach Beendigung des Mitoseblocks weiter kultiviert und die weitere
Entwicklung nach drei Tagen nochmals dokumentiert.

Alle Keimlinge waren nach Behandlung mit den Chemikalien (Colchicin, APM, Oryzalin bzw.
Pronamid) noch vital. AuRerdem kam es bei den meisten Keimlingen zum ,Auswachsen® der
Verdickungen im Bereich der Wurzel (vgl. auch Abb. 4.15 a). Die Einzige Ausnahmen
zeigten hier Keimlinge, die mit Oryzalin behandelt wurden. Bei diesen konnte nicht immer ein
Langenwachstum dokumentiert werden. Verglichen mit Keimlingen der Negativkontrolle
zeigten alle Keimlinge, die mit Colchicin, APM, Oryzalin, bzw. Pronamid behandelt wurden,
stark verdickte Sprosse (Abb. 4.15 b)
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Abbildung 4.15 Wurzeln und Sprosse nach Behandlung mit Mitoseinhibitoren
a ,Auswachsen” der Verdickungen (Pfeil) im Bereich der Wurzel nach drei Tagen;
b Vergleich zwischen behandelten (links) und unbehandelten (rechts) Sprossen

Als Uberblick werden in Tabelle 4.2 Eigenschaften von Colchicin mit denen der drei
Herbizide verglichen.

Tabelle 4.2 Vergleich der Eigenschaften von Colchicin, APM, Oryzalin, bzw. Pronamid

Effizienz Regenerationsfahigkeit Preis pro L
(Zellen mit 8 C [%]) behandelter Keimlinge Gebrauchslésung [€]

Inhibitor

Colchicin (1,25 mM) 37 * 13,00
APM (40 pM) 31 + 1,65
Oryzalin (20 uM) 35 - 0,35
Pronamid (10 uM) 32 + 5,50

Im Hinblick auf die Effizienz, d. h. Anzahl der Zellen mit 8 C-Gehalt konnten die hdchsten
Werte mit Colchicin erreicht werden (37 %). Auch die Behandlungen mit den Herbiziden
erwiesen sich als vergleichsweise effizient (31-35 %). Betrachtet man die Regenerations-
fahigkeit der Keimlinge, bzw. der behandelten Wurzeln, so zeigten sich nur nach Oryzalin-
behandlung einige Ausfalle. Bei einem weiteren wichtigen Punkt, namlich den Kosten pro
Liter gebrauchsfertiger Inhibitorlésung lieR sich erkennen, dass alle drei Herbizide
(0,35 - 5,50 €/ L) deutlich kostengiinstiger waren als Colchicin (13 €/L).

4.2 Behandlung von Maiskeimlingen mit Colchicin-Alternativen (aus 4.1)

In Abschnitt 4.1 wurden Experimente durchgefiihrt, die durch Behandlung von Wurzelspitzen
mdgliche Colchicin-Alternativen aufdecken sollten. Hier konnte gezeigt werden, dass die
Herbizide APM, Oryzalin und Pronamid in Maiswurzeln zu einer Erhéhung des Anteils der
Zellen mit 8 C-Gehalt fihrten und mdgliche Colchicin-Alternativen darstellen (Hantzschel &
Weber, 2010). Diese Herbizide sollten nun zur Aufdopplung der Chromosomensétze in
Maiskeimlingen eingesetzt werden.
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4.2.1. Versuche zur Optimierung der Inkubationsbedingungen

Um spéater haploide Maiskeimlinge mit den mdéglichen Colchicin-Alternativen APM, Oryzalin
und Pronamid behandeln zu k&nnen, mussten hierfiir zundchst geeignete Inkubations-
bedingungen ermittelt werden. Die Versuche wurden vor allem aus Kostengriinden zunéchst
mit diploiden Maiskeimlingen (A188) durchgefihrt. Es wurden verschiedene Vor-
behandlungen und Inkubationstechniken getestet.

4.2.1.1 Vorbehandlung des Maissaatguts / der Maiskeimlinge

Es wurden verschiedene Vorbehandlungen getestet mit dem Ziel, die Effizienz der Inhibitor-
behandlung zu erhdhen. Hierbei wurde entweder das Maissaatgut, oder die Maiskeimlinge
mit den im Folgenden aufgefiihrten Methoden behandelt

Synchrone Keimung

Die Ansatze, die Keimung des Saatguts mittels Vorquellung, bzw. Kaltebehandlung zu
synchronisieren, bzw. zu verbessern zeigten im Vergleich zu unbehandeltem Saatgut keine
Verénderung.

Verletzen

Die Inhibitoraufnahme kénnte durch mechanisches Verletzen des Korns / Keimlings erhéht
und so die Effizienz der Behandlung verbessert werden. Beim Vergleich der Aufdopplungs-
raten von verletzten mit nicht-verletzten Keimlingen konnte bei keiner Versuchsvariante ein
signifikanter Unterschied detektiert werden. Aulerdem zeigte sich, dass die
Regenerationsfahigkeit bei verletzten Keimlingen deutlich niedriger war und zusatzlich war
die Anfalligkeit gegen Pilzbefall erhéht. Aufgrund dieser Beobachtungen wird im Folgenden
auf die Darstellung der ,Verletzungsvarianten® verzichtet. Diese Technik wurde spéter bei
der Behandlung von Haploiden nicht eingesetzt.

Vakuum

Eine weitere Mdbglichkeit, die Effizienz der Inhibitorbehandlung zu steigern, kénnte die
erhdhte Aufnahme durch Vorbehandlung mittels Vakuum sein. In Vorversuchen war ermittelt
worden, dass die Vakuumbehandlung keinen negativen Einfluss auf die Vitalitat hatte. Zur
besseren Visualisierung der Infiltration von Geweben, wurden den Inkubationslésungen der
Farbstoff E133 (Brillantblau) zugesetzt. Hier zeigte sich, dass die Aufnahme der Lésung vor
allem im Bereich der Wurzel durch eine Vorbehandlung mit Vakuum gesteigert werden
konnte (vgl. Abb. 4.16). Kontrollen (Abb. 4.16 a) zeigten im Vergleich zu Keimlingen, die mit
Vakuum behandelt wurden (Abb. 4.16 b) eine geringere Blaufarbung, d.h. schlechtere
Infiltration.
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©J.Weber ©J.Weber

Abbildung 4.16 Effizienz der Infiltration von Maiskeimlingen im Vakuum
a Keimling ohne Vakuumbehandlung; b mit Vakuum behandelter Keimling
Intensitat der Blaufarbung verdeutlicht den Grad der Infiltration.

Darauffolgend wurden jeweils zehn Maiskeimlinge in drei unabhdngigen Versuchs-
durchfiihrungen mit (60 min bei -800 mbar) und ohne vorheriger Vakuumbehandlung fir 6 h
in ddH,O bzw. Colchicin inkubiert. Die Keimlinge wurden dann in Kulturgefalte gepflanzt und
bis zur Messung weiterkultiviert. Die Ergebnisse zeigten keine Verbesserung der Auf-
dopplung, weshalb der Ansatz nicht weiter verfolgt wurde.

4.2.1.2 Behandlung von Maissaatgut - Keimversuche

Eine mdglichst frihe Behandlung mit Mitoseinhibitoren kénnte in vielen Zellen des
Sprofliapikalmeristems (SAM) zu einer angestrebten Verdopplung des Chromosomensatzes
fuhren. Saatgut wurde deshalb direkt auf Keimpapier mit Colchicin, sowie den Herbiziden
APM, Oryzalin und Pronamid und als Negativkontrolle ddH,O fir eine Dauer von 96 h
angekeimt. Einschlielich der Negativkontrolle keimte nicht jedes Korn. Alle in Inhibitor
inkubierten Keimlinge zeigten, wie in Abbildung 4.17 a dargestellt, im Vergleich zur Negativ-
kontrolle (Abb. 4.17 b) ein stark verzdégertes Wachstum. Der Bereich der Wurzelspitze war
stark verdickt, zudem war das Langenwachstum stark reduziert und sie verbraunten.

Abbildung 4.17 Keimung von Maissaatgut auf Inhibitor
a Keimung auf Colchicin; b Negativkontrolle

60



Ergebnisse

Desweiteren zeigte die durchflusszytometrische Bestimmung des DNA-Gehalts der
Wurzelspitzen dieser Keimlinge, dass der 8 C-Gehalt im Vergleich zur Negativkontrolle (im
Schnitt 6 %) nur geringflgig erhdéht war (Colchicin: 15 %; APM: 14 %; Oryzalin: 15 %;
Pronamid:12 % (Stéckle, 2010).

Daraufhin wurde eine weitere Versuchsvariante durchgefiihrt, bei der das Saatgut vor der
96 h Inkubation mit Inhibitoren zwei Tage vorgekeimt wurde. Nur gekeimtes Saatgut wurde
fir die Inhibitorbehandlungen eingesetzt. Nach der 96 h Behandlung wurden jeweils flnf
Keimlinge /Gruppe nach eintagiger ,Regeneration” ohne Inhibitor in Erde eingepflanzt. Bei
Pools von finf Keimlingen je Gruppe wurde der DNA-Gehalt in Wurzel; SAM und
Sprofl3spitze bestimmt. In Abbildung 4.18 sind jeweils die Mittelwerte aus drei Versuchs-
durchlaufen fiir den Anteil der Zellen mit 8 C-Gehalt dargestellt.

3500 T oo
30% F---—mmmm e e e
25%

20%

Wurzelspitze

15% SAM

m SproBspitze
10%

Anteil der Zellen mit 8C-Gehalt [%]

5%

0%

Negativkontrolle 1,25 mM Colchicin 40 uM APM 20 uM Oryzalin 10 pM Pronamid

Abbildung 4.18 8C-Gehalt in Wurzel, SAM und SproRspitze nach Keimung auf Inhibitor
X-Achse = Behandlungsvarianten, Y-Achse = Anteil der Zellen mit 8 C-Gehalt [%]

Es ist zu erkennen, dass die Ergebnisse zwischen den einzelnen Messungen sehr stark
variierten (Standardabweichung bis zu 15 % bei Oryzalin) und die Aussagekraft der
Ergebnisse somit relativ gering ist. Teilweise war das Hintergrundrauschen der Proben so
hoch, dass die Messungen nicht ausgewertet werden konnten. Vergleicht man jedoch die
Mittelwerte der Inhibitorbehandlungen mit denen der Negativkontrolle, so lassen sich keine
starken Unterschiede erkennen. Im Bereich der Wurzelspitzen lag bspw. der Anteil der
Zellen mit 8 C-Gehalt bei der Negativkontrolle im Schnitt um 9 % und bei den Inhibitor-
behandlungen zwischen 9 und 12 %. Betrachtet man die Werte im SAM und in den
Sprol3spitzen, so konnte hier der gréte Unterschied im SAM der Kontrollen (ddH,O 5 %;
Colchicin 15%) detektiert werden, welcher jedoch mit 10 % immer noch deutlich gering
ausfiel.

Desweiteren wurde festgestellt, dass alle Keimlinge, die ins Gewachshaus Uberfiihrt wurden,
nach ca. zwei Wochen abgestorben waren. Auch Herabsetzen der Inhibitorkeimung auf 24 h
fuhrte zu ahnlichen Ergebnissen (nicht dargestellt). Aus diesen Grinden (geringe Vitalitat,
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geringer 8 C-Gehalt, sowie stark schwankende Ergebnisse) wurde eine Keimung auf
Inhibitor als mégliche Behandlung ausgeschlossen.

4.2.1.3 Vergleich von Inkubationsmethoden

Aufgrund der Tatsache, dass eine Keimung auf Inhibitor und somit Saatgutbehandlung
ausgeschlossen wurde, sollte nun die geeignete Inkubationstechnik zur Behandlung von
Keimlingen ermittelt werden. Hierfir kamen drei Techniken in Frage. Eine Inkubation der
Keimlinge auf mit Inhibitor getrédnktem Keimpapier, eine Inkubation direkt im Inhibitor (in
Schott-Flaschen), sowie eine Inkubation direkt im Inhibitor mit Beliftung (RITA-System).
Diese Techniken wurden zunachst im Hinblick auf Vitalitdt der Keimlinge miteinander
Verglichen. Es wurden in Anlehnung an die ,Hohenheimer Methode“ (Eder & Chalyk, 2003)
jeweils vier Tage alte Keimlinge verwendet.

Bei Behandlung der Keimlinge auf mit Inhibitor getranktem Keimpapier konnte eine hohe
Vitalitdt von meist 100 % erreicht werden. Die Inkubation vier Tage alter Keimlinge direkt in
Inhibitor ohne Beluftung (d. h. in Schott-Flaschen) fihrte zu einer stark herabgesetzten
Vitalitédt. Auch Ansatze, die Vitalitdt der Keimlinge durch Zusatz von GA; zur Inhibitorlésung
zeigten keine deutliche Wirkung. Wurde zur Inkubation das RITA-System eingesetzt (d. h.
Inkubation direkt im Inhibitor, mit Bellftung) so konnte eine Vitalitdét von 100 % erreicht
werden.

Zwei Inkubationstechniken (Keimpapier, RITA) zeigten im Hinblick auf Vitalitdt optimale
Werte und wurden im Folgenden hinsichtlich der Effektivitdt Chromosomensatze in
Maiskeimlingen zu verdoppeln untersucht. Die Inkubation in Schott-Flaschen wurde aufgrund
der schlechten Vitalitat der behandelten Keimlinge nicht weiter verfolgt.

Aufgrund der Tatsache, dass eine mdoglichst frihe Behandlung angestrebt wurde, wurden
ein, zwei, bzw. drei Tage alte Keimlinge (15 Stk. Pro Variante) jeweils fiir 8 h auf Keimpapier
bzw. im RITA mit ddH,O bzw. 1,25 mM Colchicin inkubiert. Die gewaschenen Keimlinge
wurden nach kurzer ,Regeneration (ein oder zwei Tage) auf Keimpapier fur finf Tage in
Erde kultiviert. Anschliefend folgte die durchflusszytometrische Bestimmung des DNA-
Gehalts im SAM-Bereich der Keimlinge. Es wurden die SAMs gleichbehandelter Keimlinge
gepoolt (zwei-funf Meristeme) gemessen. Die Messungen dienten einer qualitativen
Abschatzung (Aufdopplung mdglich ja/nein). Hierbei wurden die Histogramme der
Behandlungen mit denen der Negativkontrollen hinsichtlich der H6he des 8 C-Peaks
verglichen. Dann wurde der Anteil der Pflanzen bestimmt, die eine deutliche Zunahme der
Zellen mit 8 C-Gehalt (mindestens 20 %) aufwiesen. In Abbildung 4.19 a sind die Anteile der
Pflanzen nach Colchicin-Behandlung auf Keimpapier, bzw. im RITA-System dargestellt.
Abbildung 4.19 b zeigt beispielshaft das Histogramm einer Negativkontrolle, bzw. von SAMs
mit nicht-verdoppeltem Chromosomensatz und zum Vergleich dazu zeigt Abbildung 4.19 ¢
ein Histogramm von SAMs, die Zellen mit verdoppeltem Chromosomensatz aufwiesen.
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Abbildung 4.19 Vergleich der Colchicin-Behandlung von Maiskeimlingen auf Keimpapier bzw. im RITA-System

a Anteile der Pflanzen mit erhohtem 8C-Gehalt bei Colchicin-Behandlung ein-, zwei-, bzw. drei Tage alter Keimlinge auf
Keimpapier (rosa) bzw. im RITA-System (rot), X-Achse = Keimdauer [d], Y-Achse = Anteil der Zellen mit 8 C-Gehalt [%]

b Histogramm unbehandelter Keimlinge, bzw. nach nicht-erfolgter Verdopplung der Chromosomensétze;

¢ Histogramm behandelter Keimlinge und Verdopplung der Chromosomensatze vieler Zellen

X-Achse = Fluoreszenzintensitat / DNA-Gehalt, Y-Achse = Zellkerne

Keimlinge der Negativkontrolle, sowohl auf Keimpapier, als auch bei RITA-Behandlung
wiesen keine erhéhten Werte fir den Anteil der Zellen mit 8 C-Gehalt auf (vgl. auch
Abbildung 4.19 b). Eine spontane Aufdopplung konnte ausgeschlossen werden. Auch die
SAMs von Keimlingen, die auf Keimpapier inkubiert wurden zeigten, bis auf eine einzige
Ausnahme bei Behandlung drei Tage alter Keimlinge, keinen Anstieg der Zellen mit
8 C-Gehalt. Durch die Messungen von SAMs der Keimlinge, die im RITA mit Colchicin
inkubiert wurden konnten bei allen Behandlungsvarianten vermehrt Zellen mit 8 C-Gehalt
detektiert werden (22 — 49 % der Pflanzen). Am effektivsten zeigte sich hier die Behandlung
zwei Tage alter Keimlinge, bei denen 49 % der gemessenen SAMs einen deutlichen Anstieg
der Zellen mit 8 C-Gehalt zeigten (s. a. Abbildung 4.19 c).

Es konnte somit gezeigt werden, dass die RITA-Technik im Vergleich zur Inkubation auf
Keimpapier deutlich effizienter im Hinblick auf die Erhdhung des Anteils der Zellen mit
8 C-Gehalt ist. Diese Technik wurde als Inkubationsmethode zur Behandlung von
Maiskeimlingen ausgewahlt und sollte weiter optimiert werden.
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4.2.2 Optimierung der Keimlingsbehandlung im RITA-System

Die RITA-Inkubationsmethode sollte in einem weiteren Schritt optimiert werden. Hierfir
wurden Maiskeimlinge mit 1,25 mM Colchicin (Positivkontrolle) oder mit ddH,O (Negativ-
kontrolle) behandelt.

4.2.2.1 Schnelltest zur Uberpriifung der RITA-Behandlung mittels SAM-Messung

Es sollte zun&chst untersucht werden, wie frih nach Inkubation der Keimlinge im RITA-
System eine Aussage Uber die Effizienz einzelner Behandlungsvarianten mdéglich ist. Hierflr
wurden zwei bzw. vier Tage alte Maiskeimlinge fir 8 h im RITA mit ddH,O bzw. 1,25 mM
Colchicin behandelt. AnschlieRend wurden die Keimlinge gewaschen und auf frische
Faltenfilter mit dH,O gelegt. Dann erfolgte ein, zwei, bzw. drei Tagen nach Behandlung die
DNA-Messung im Durchflusszytometer nach Praparation des SAM-Bereichs. Bei colchicin-
behandelten Keimlingen erfolgte eine Vorselektion solcher Keimlinge, die einen
»2aufgedoppeltem” Habitus (vgl. auch 3.5.1) zeigten. In Abbildung 4.20 wird jeweils die
Aufdopplungsrate, das heil3t die Pflanzen bei denen der Anteil der Zellen mit 8 C-Gehalt bei
mindestens 20 % lag, dargestellt.

100% [-=================mm-mmme—oo oo
80%

60%

40%

Aufdopplungsrate [%]

20%

0%

1. Tag 2. Tag 3. Tag

Zeitpunkt der Messung

Abbildung 4.20 Vergleich verschiedener Messzeitpunkte zur durchflusszytometrischen
Bestimmung des DNA-Gehalts im SAM-Bereich ©J.Weber
X- Achse = Messzeitpunkt, Y-Achse = Aufdopplungsrate [%]

Einen Tag nach der Colchicinierung wurde nur bei 49 % der Pflanzen ein erhéhter Anteil von
Zellen mit 8 C-Gehalt nachgewiesen. Zwei Tage nach der Colchicinbehandlung konnte bei
73 % der Pflanzen ein erhdhter 8 C-Gehalt bestimmt werden. Eine Uberprifung der
Behandlungsparameter konnte somit zwei Tage nach Behandlung durch Messung des DNA-
Gehalts behandelter Pflanzen mittels Préparation des SAM-Bereichs erfolgen.

4.2.2.2 Bestimmung des optimalen Inkubationszeitpunktes

In 4.2.1.3 konnte die hochste Aufdopplungsrate bei Behandlung zwei Tage alter Keimlinge
erreicht werden (vgl. Abb. 4.19 a). Dieser Behandlungszeitpunkt sollte daher mit einem
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spateren Zeitpunkt, d. h. vier Tage nach Keimung verglichen werden. Hierflr wurden jeweils
50 zwei- bzw. vier Tage alte Keimlinge fir 8 h im RITA-System mit / ohne Colchicin
behandelt. Anschliefend wurde der Prozentsatz der Pflanzen, die bei SAM-Messung (je zwei
Meristeme gepoolt) einen Anteil von Zellen mit 8 C-Gehalt von mindestens 20 % aufwiesen
bestimmt und in Abbildung 4.21 zusammengefasst. Bei keiner Behandlungsvariante ohne
Colchicin konnte eine spontane Aufdopplung beobachtet werden.

100%
80%
60%

40%

20%

Aufdopplungsrate [%]

0%

Keimdauer [d]

Abbildung 4.21 Vergleich der Behandlung zwei, bzw. vier Tage alter Keimlinge
X-Achse = Keimdauer, Y-Achse = Aufdopplungsrate [%]

Bei Betrachtung der Aufdopplungsraten der Inkubationszeitpunkte lieR sich erkennen, dass
diese nach Behandlung zwei Tage alter Keimlinge (82 %) im Vergleich zur Behandlung vier
Tage alter Keimlinge (40 %) héher ausfielen. Daher wurde fir die Behandlung von Haploiden
dieser Inkubationszeitpunkt festgelegt.

4.2.2.3 Vergleich von BelUftungszeitrdumen

Durch die Beluftung der Inhibitorldsung wurden die Keimlinge einerseits neu mit Inhibitor
umspllt und teilweise anaerobe Bedingungen konnten verhindert und somit die Vitalitéat der
Keimlinge gewahrleistet werden. Andrerseits konnte durch das Aufwirbeln der Ldsung in
einzelnen Féllen die tatsachliche Inkubationsdauer im Inhibitor verfalscht werden, da die
Keimlinge mdglicherweise wahrend der Beluftung keinen direkten Kontakt zur jeweiligen
Lésung mehr hatten. Daher sollte die Bellftung (Dauer pro Zyklus, Zykluszahl) weiter
optimiert werden, ohne jedoch die Vitalitdt der Keimlinge zu verringern. Hierfir wurden
folgende Varianten durchgefihrt und die Keimlinge spater im Hinblick auf Vitalitat bewertet:

S 15 minproh

S 5minproh

2 Gesamtbeliftung von 15 min in drei Zyklen a 5min
S 1minproh

Bei allen aufgeflhrten BellUftungsvarianten konnte eine Vitalitédtsrate von 100 % erreicht
werden (Stockle, 2010). Zur Gewdhrleistung einer mdglichst durchgehenden Inhibitor-
behandlung, wurde daher die geringste Bellftungsdauer (1 min pro h) als optimal bewertet.

65



Ergebnisse

4.2.3 Behandlung von Haploiden

In den vorangegangenen Versuchen wurden mittels Behandlung von Maiswurzeln die
Herbizide APM, Oryzalin und Pronamid als potenzielle Colchicin-Alternativen identifiziert.
Desweiteren konnte mit dem RITA-System eine geeignete Methode zur Behandlung von
Maiskeimlingen entwickelt und optimiert werden. Im Folgenden sollte diese Methode zur
Behandlung haploider Maiskeimlinge mit Colchicin-Alternativen eingesetzt werden.

4.2.3.1 Behandlung haploider Keimlinge mit Colchicin-Alternativen

In drei unabhdngigen Versuchsdurchldufen wurden jeweils 50 zwei Tage alte haploide
Maiskeimlinge fur eine Dauer von 8 h im RITA-System (1 min pro h Bellftung) behandelt.
Folgende Varianten wurden durchgefihrt:

Negativkontrolle
1,25 mM Colchicin
40 uM APM

20 yM Oryzalin

10 yuM Pronamid

O0000

Pro Ansatz wurden die Keimlinge in 200 ml der jeweiligen L&sung vollstdndig untergetaucht.
Zur Auswertung wurde die Effektivitdt der Behandlung, sowie die Vitalitat der Keimlinge
ermittelt.

Vitalitat der behandelten Keimlinge

Zur Beurteilung der Vitalitdt der behandelten Keimlinge wurden diese nach Beendigung der
Behandlung in KulturgefaRe mit Aussaaterde gepflanzt. Darauffolgend wurde im Vier-Blatt-
Stadium der Anteil sich entwickelnden Pflanzen pro Variante ermittelt. Die Mittelwerte der
Vitalitat sind in Abbildung 4.22 dargestellt.

Die hdchste Vitalitdt zeigten die Keimlinge der Negativkontrolle (82 %). Aufgrund der
Kulturbedingungen im Gewachshaus war diese relativ gering. Die héchste Vitalitdt nach
Inhibitorbehandlung zeigten die Pflanzen, die als Keimlinge mit Colchicin behandelt wurden
(80 %). Bei den Colchicin-Alternativen zeigten die Keimlinge der Pronamid- (71 %) und APM-
Behandlungen (68 %) noch relativ gute Vitalitatsraten. Bei Oryzalin-Behandlung waren utber
die Halfte der Pflanzen (Vitalitat 45 %) abgestorben.
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80 +--- I ________________________________________________

60 f---
50 +--1

40 +---

Vitalitat [%]

30 1--1

20 1--1

10 +---

Negativkontrolle 1,25 mM Colchicin 40 uM APM 20 pM Oryzalin 10 pM Pronamid

Abbildung 4.22 Vitalitat haploider Maiskeimlinge nach Behandlung im RITA-System
X-Achse = Behandlungsvarianten: grin = Negativkontrolle; rot = Colchicinbehandlung hellblau = APM-
Behandlung; mittelblau = Oryzalinbehandlung; dunkelblau = Pronamidbehandlung, Y-Achse = Vitalitat [%]

Aufdopplungseffizienz nach Inhibitorbehandlungen

Die Effektivitat der einzelnen Behandlungen haploider Keimlinge mit Inhibitoren im RITA-
System wurde im Vier-Blatt-Stadium durch DNA-Bestimmung von Blattmaterial im
Durchflusszytometer ermittelt. Hierfir wurden bei allen drei Versuchsdurchldufen pro
Variante von allen Pflanzen einzeln die Anteile der Zellen mit jeweiligem C-Wert bestimmt.
Damit konnten die Pflanzen entweder als nicht aufgedoppelt (also Haploide), Chiméaren (d. h.
Pflanzen, die sowohl n-, als auch 2n-Chromosomensatze aufwiesen) und aufgedoppelte
Pflanzen eingestuft werden. In Abbildung 4.23 ist jeweils beispielhaft ein Histogramm einer
Haploiden, einer aufgedoppelten Pflanze und einer Chimére dargestellt. Haploide Pflanzen
wiesen zwei Peaks auf (Zellen mit C- und 2 C-Gehalt; Abb. 4.23 a). Bei aufgedoppelten
Pflanzen lielRen sich wiederum nur zwei Peaks detektieren (Zellen mit 2 C und 4 C-Gehalt
Abb. 4.23 b). Chimare Pflanzen dagegen zeigten drei Peaks (Zellen mit C-, 2 C- und 4 C-
Gehalt; Abb. 4.23 c).

300 T--------=-—--m———m - 300 T-------===—--————— -~ 300 T--------=—mmm———m— -
250 f--f----=—mmmm——mmm - 250 f---mmmmmmmmmm—mmm o 250 f----mmmmmmmmm—mmm oo
200 f--f--------mmmmmm - 200 f-------mmmmmm——mmm - 200 f-------mmmmmm—mmm oo
150 +--f---=-----—mmm - 150 f+---==—-==—=—=—————————- 150 f+---==—=-f-=—=—-- -
100 +--f----fp------- - 100 100 f+---===-fr-—mmm -
50 +--f---Booooooo 50 50 f--f---dbe e
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Abbildung 4.23 Beispiele fiir Histogramme nach Behandlung haploider Maiskeimlinge im RITA-System
a Histogramm einer haploiden Pflanze (typische Negativkontrolle); b Histogramm einer ,aufgedoppelten® Pflanze; ¢ Histogramm
einer Chimare, X-Achse = Fluoreszenzintensitat / DNA-Gehalt, Y-Achse = Zellkerne
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Fir jeden der drei Versuchsdurchlaufe wurden jeweils die Anteile der chimaren und
aufgedoppelten Pflanzen in Bezug auf alle behandelten Keimlinge (d. h. 50 Stk. = 100 %)
bestimmt. Die Mittelwerte sind je Variante in Abbildung 4.24 dargestellt. Als Chimaren
wurden nur solche Pflanzen eingestuft, bei denen der dritte Peak (= Zellen mit 4 C-Gehalt)
mindestens 15 % der Gesamtzellzahl ausmachte. Bei den Negativkontrollen konnten in allen
Versuchsdurchlaufen weder aufgedoppelte, noch chimare Pflanzen detektiert werden, d. h.
eine spontane Aufdopplung konnte ausgeschlossen werden. Der Vergleich der vier
Inhibitorbehandlungen lie3 erkennen, dass sowohl die meisten aufgedoppelten Pflanzen
(27 %) als auch die meisten Chimaren (16 %) nach Colchicinbehandlung auftraten. Bei
Behandlung mit den Colchicin-Alternativen zeigte APM den héchsten Anteil aufgedoppelter
Pflanzen (3 %) aufgedoppelte Pflanzen und Chiméren (4 %). Bei den Herbiziden Oryzalin
und Pronamid wurden jeweils 1 % aufgedoppelte Pflanzen, bzw. Chiméren detektiert.

40 e
35 fmmmmm oo
30 fo-----mmmm-oode- R LR LR TR TR
25 - R
20 - R

15 ----------- - - -

Anteil Pflanzen [%]

10 +-----------—- | - e

= T

.

Negativ-
kontrolle

1,25 mM
Colchicin

40 uM APM

20 uM
Oryzalin

10 uM
Pronamid

mAufgedoppelte Pflanzen 0 27 3 1 1

Chimaren 0 16 4 1 1

Abbildung 4.24 Ergebnisse der Behandlung haploider Maiskeimlinge mit Colchicin-Alternativen im RITA-System
X-Achse = Behandlungsvarianten, Y-Achse = Anteil Pflanzen [%], dunkelrot = aufgedoppelte Pflanzen, hellrot = Chimaren

4.2.3.2 Optimierungsversuche zur Behandlung mit APM

Bei den Colchicin-Alternativen war eine APM-Behandlung von haploiden Maiskeimlingen am
effektivsten im Hinblick auf die Erzeugung aufgedoppelter Pflanzen. Daher wurde in den im
Folgenden beschriebenen Experimenten versucht die Effektivitdt der APM-Behandlung
weiter zu erhéhen. Zum einen wurden verschiedene Konzentrationen getestet. Zum anderen
wurde auflerdem der Ansatz verfolgt, die Effektivitdt durch kurze Inkubation in hoch
konzentriertem Inhibitor, bzw. durch lange Inkubation in niedrig konzentriertem Inhibitor zu
erhdéhen (Stockle, 2010). Da nur wenig haploides Saatgut zur Verfligung stand, wurde pro
Ansatz jeweils nur ein Versuchsdurchlauf durchgefiihrt.
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Konzentrationen

In diesem Ansatz wurde getestet, ob die an Wurzelspitzen als optimal bestimmte APM-
Konzentration von 40 uM zur Behandlung von haploiden Maiskeimlingen geeignet war, bzw.
weiter optimiert werden konnte. Es wurden jeweils 20 zwei Tage alte Maiskeimlinge mit
20 uM, 40 uM, 60 uM und 80 uM APM fir 8 h im RITA-System behandelt. Als Negativ- bzw.
Positivkontrolle dienten Ansatze mit ddH,O bzw. 1,25 mM Colchicin. Nach Beendigung der
Behandlung wurden alle Keimlinge in KulturgefalRe mit Aussaaterde gepflanzt. Im Vier-Blatt-
Stadium erfolgte dann die Bestimmung des DNA-Gehalts aus Blattmaterial von
Einzelpflanzen und somit Bestimmung der Effizienz der einzelnen Behandlungen. In
Abbildung 4.25 sind die Ergebnisse, d. h. der Anteil aufgedoppelter Pflanzen, sowie
Chimaren dargestellt.

40 o mAufgedoppelte Pflanzen = Chiméaren

35 oo - oo

20 t-----------J

15 f---------- - -

Anteil Pflanzen [%]

10 t-----------

Negativkontrolle 1,25 mM 20 uM APM 40 uM APM 60 uM APM 80 uM APM
Colchicin

Abbildung 4.25 Anteile aufgedoppelter und chimarer Pflanzen nach veranderter APM-Konzentration
X-Achse = Behandlungsvarianten, Y-Achse = Anteil Pflanzen [%], dunkelrot = aufgedoppelte Pflanzen, hellrot = Chimaren

Bei unbehandelten Keimlingen zeigten sich weder aufgedoppelte Pflanzen, noch Chimaren
und somit keine spontane Aufdopplung. Am effektivsten zeigte sich die Colchicinbehandlung
(35 % aufgedoppelte Pflanzen und 30 % Chiméren). Bei den APM-Behandlungen konnten
bei einer Konzentration von 80 uM 5 % aufgedoppelte Pflanzen und 5 % Chimaren
beobachtet werden. Jedoch waren die Behandlungen mit den Konzentrationen 60 uM bzw.
40 uM APM (je 5 % Chiméaren) weniger effektiv, als die niedrigste Konzentration von 20 yM
APM (5 % aufgedoppelte Pflanzen).

Abhéngigkeit der APM-Konzentration und Inkubationszeit

In einem weiteren Ansatz wurde untersucht, ob die APM-Behandlung durch Variation der
Inkubationsdauer bei verschiedenen APM-Konzentrationen verbessert werden konnte.
Hierflr wurden jeweils 50 haploide Keimlinge in folgender Weise behandelt:
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2 Negativkontrolle

2 4hin2,5mM Colchicin, bzw. 80 yM APM

2 8hin 1,25 mM Colchicin, bzw. 40 uM APM
2 16 hin 0,625 mM Colchicin, bzw. 20 yM APM

Die Auswertung erfolgte wiederum durch die Bestimmung des DNA-Gehalts in Blattmaterial
der Einzelpflanzen (Vier-Blatt-Stadium) und in Abbildung 4.26 sind jeweils die Anteile an
aufgedoppelten Pflanzen und Chiméren dargestellt. Die Behandlung mit 20 yM APM fir 16h
konnte aufgrund von technischen Problemen nicht ausgewertet werden. Die Negativ-
kontrollen zeigten wie erwartet weder aufgedoppelte, noch chimare Pflanzen. Am
effektivsten erwies sich eine 16 stindige Inkubation in 0,625 mM Colchicin (12 %
aufgedoppelte Pflanzen). Der Anteil an chimaren Pflanzen lag bei 22 %. Die APM-
Behandlungen von 4 h bzw. 8 h erzeugten keine doppelhaploiden Pflanzen.

m Aufgedoppelte Pflanzen Chimaren

25 e e e e e e e
20 f---mmmmmmmmm e B
15 fmmmmmmmmmmm e B

10 m-mmmmmmmmmmmmmmme oo RSN .

Anteil Pflanzen [%]

Negativkontrolle 4 h 2,5 mM 8h1,25mM 16h 0,625 mM 4 h 80 uM APM 8 h 40 uM APM
Colchicin Colchicin Colchicin

Abbildung 4.26 Behandlung haploider Maiskeimlinge mit verschiedenen Colchicin und APM-Varianten
X-Achse = Behandlungsvarianten, Y-Achse = Anteil Pflanzen [%], dunkelrot = aufgedoppelte Pflanzen, hellrot = Chiméaren
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4.3 Ermittlung weiterer Colchicin-Alternativen mittels Screening der
LATCA-Bibliothek

Ziel des Screenings der LATCA-Bibliothek war es, neue Colchicin-Alternativen aufzudecken.
Es sollten Substanzen detektiert werden, welche eine Depolymerisation der Mikrotubuli, d. h.
durch  Hemmung der Spindelbildung bei der Zellteilung eine Verdopplung des
Chromosomensatzes verursachen. Das Screening wurde mittels einer transgenen
Arabidopsis thaliana Linie (GFP::MAP4-MBD) durchgefiihrt. Bei intakter Mikrotubuli-
Organisation wurde ein deutliches GFP-Signal und bei Depolymerisation der Mikrotubuli eine
Abschwachung des GFP-Signals erwartet.

4.3.1 Ermitteln der optimalen Screeningparameter

Bevor das Screening durchgefiihrt werden konnte, mussten zunéchst geeignete Screening-
parameter bestimmt, optimiert und getestet werden.

4.3.1.1 Ubertragung und Keimung von Arabidopsissaatgut in 96-Well Platten

Aufgrund der Tatsache, dass das Screening in 96-Well Platten durchgefiihrt werden sollte,
wurde eine zuverldssige Methode zur einheitlichen Dosierung des Saatguts, benétigt. Hierfur
wurden zwei Methoden miteinander verglichen: Ubertragung des Saatguts mittels
Saatgutstempel bzw. durch Multikanal-Pipette (Weber, 2010).

Bei Ubertragung des Saatguts in 96-Well Platten mittels Stempel konnte keine genaue
Dosierung erzielt werden. Diese Methode konnte deshalb nicht beim LATCA-Screening
verwendet werden.

Die Ubertragung mittels Multikanal-Pipette erwies sich jedoch als sehr zuverldssig und
effizient in der Dosierung. Durch das vorherige Abwiegen des Saatguts konnte die Menge
pro Platte genau definiert werden. Desweiteren wurde eine gleichmaRige Verteilung des
Saatguts im Tip-Tub-Reagenztrog durch die Suspendierung der Samen in 0,1 % Agar
gewahrleistet. Diese Methode wurde fiir das LATCA-Screening eingesetzt.

4.3.1.2 Bestimmung des Tausendkorngewichts von Arabidopsissaatgut

Fur eine 96-Well Platte wurden pro Well zwischen 5-10 Samen, d. h. insgesamt ca. 1000
Samen bendtigt. Um flir die Dosierung des Saatguts ca. 1000 Samen abwiegen zu kénnen,
wurde das Tausendkorngewicht (TKG) von Arabidopsissaatguts mit ~14 mg bestimmt
(Weber, 2010). Zur Kompensation von Pipettierverlusten wurde im Screening fiir jede Platte
15 mg Saatgut mittels einer Feinwaage abgewogen.

4.3.1.3 Uberpriifung des Screening-Merkmals (GFP-Fluoreszenz)

Die transgenen Arabidopsis-Pflanzen enthalten ein Fusionsprotein aus GFP und MAP4 und
somit einen permanenten Fluoreszenzmarker fir Mikrotubuli. Durch Substanzen, welche
Mikrotubuli depolymerisieren wirden auch die Mikrotubuli-assoziierten Proteine in der Zelle
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verteilt und somit auch die wahrnehmbare GFP-Fluoreszenz verringert werden. Der Verlust
von Fluoreszenz dient als Indikator zum Auffinden von méglichen Colchicin-Alternativen im
Screening. Aufgrund der Tatsache, dass Oryzalin standardmallig in der Arabidopsis-
Forschung zur Depolymerisation von Mikrotubuli eingesetzt wird, wurde es als Positiv-
kontrolle verwendet.

In  einem Kontrollexperiment wurde bestétigt, dass die GFP-Fluoreszenz von
A. thaliana GFP::MAP4-MBD durch achtstiindige Inkubation mit 20, 40 bzw. 80 yM Oryzalin
unterdrickt wurde. Bei mikroskopischer Betrachtung unbehandelter Keimlinge konnte die
hdchste Fluoreszenz im Bereich von Wurzelspitzen detektiert werden. In Abbildung 4.27 a ist
eine Wurzel der Negativkontrolle unter UV-Licht dargestellt. Die Auswertung der Keimlinge,
die mit Oryzalin behandelt wurden zeigte bei allen Konzentrationen eine deutliche Abnahme
des GFP-Signals. Bei Keimlingen, die mit 20 yM Oryzalin behandelt wurden, war die

Fluoreszenz fast vollstdndig verschwunden. Nur noch im vordersten Bereich der Wurzel-
spitze konnte ein GFP-Signal detektiert werden (Abb. 4.27 b). Die Konzentrationen 40 und
80 pM Oryzalin flihrten zu einer vollstandigen Inhibition des Fluoreszenzsignals in den
behandelten Keimlingen (Abb. 4.27 c).

Abbildung 4.27 Verlust der GFP-Fluoreszenz in Wurzelspitzen von Arabidopsis-Keimlingen (GFP::MAP4-MBD)
unter UV-Licht betrachtet
a Negativkontrolle; b nach Behandlung mit 20 uM Oryzalin; ¢ nach Behandlung mit 40 bzw. 80 uM Oryzalin

Somit konnte zum einen Oryzalin als Positivkontrolle bestédtigt werden und zum anderen,
dass mittels des Screenings Substanzen, die Mikrotubuli depolymerisieren durch Abnahme,
bzw. Verschwinden des GFP-Signals detektiert werden kénnen.

4.3.2 Durchfiihrung des LATCA-Screenings

Durch die vorangegangen beschriebenen Ergebnisse konnte das Screening-Merkmal
(GFP-Fluoreszenz ja / nein) sowie die Positivkontrolle (fast vollstdndige Abnahme der
GFP-Fluoreszenz bei 20 um Oryzalin) bestéatigt werden. Aufgrund der Tatsache, dass die
LATCA-Substanzen bei einer Konzentration von 25 uM eingesetzt werden sollten, wurde
auch die Positivkontrolle in dieser Konzentration verwendet.
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Das Screening wurde in mehreren Stufen durchgefiihrt, startend mit einer eher ,groben®
Auswertung aller Screeningplatten bis hin zur genauen Charakterisierung von ,positiven Hits"
(= potenzielle Wirkstoffe). Im Folgenden werden die Ergebnisse der einzelnen Screening-
stufen dargestellt.

4.3.2.1 Erste Screening-Stufe

Sieben Tage alte Keimlinge wurden in allen LATCA-Platten getestet. Nach ~24 h Inkubation
erfolgte die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop. Hierbei wurden alle Keimlinge unter
sichtbarem Licht und unter UV-Licht betrachtet und mit Kontrollen verglichen. Zum einen
wurden Verdnderungen der Fluoreszenz, verglichen mit der Negativkontrolle, aufgezeichnet
und alle Keimlinge, die sich von denen der Negativkontrolle unterschieden fotografiert
(beispielhaft eine Wurzelspitze pro Well). Zum anderen wurden morphologische
Verédnderungen, wie das bei Keimlingen der Positivkontrolle typische Auftreten von
,2geschwollenen® Wurzeln dokumentiert. In Abbildung 4.28 sind Bilder von den am h&ufigsten
vorkommenden Fallen jeweils unter sichtbarem Licht und unter UV-Licht dargestellt.

Abbildung 4.28 Beispiele fiir hdufig vorkommende Fille nach Behandlung von Arabidopsis-Keimlingen mit LATCA-
Substanzen,

obere Reihe = Keimlinge unter sichtbarem Licht, untere Reihe = Keimlinge unter UV-Licht

a ,negative” Substanz; b und ¢ “positive” Substanz mit Inhibition des GFP-Signals (b), bzw. ,Anschwellen* der Wurzeln (c)

Abbildung 4.28 a zeigt Wurzeln, wie sie typisch fur die Negativkontrolle, bzw. ,negativen®
(keine Veranderung des Fluoreszenzsignals) Substanzen vorkamen. Kennzeichnend ist hier
ein deutliches GFP-Signal, welches am stérksten im Bereich der Wurzelspitze zu sehen ist.
Abbildung 4.28 b dagegen zeigt Wurzeln bei denen nach Behandlung mit einer ,positiven
Substanz® (d. h. mdéglicher Mitosehemmer) kein GFP-Signal im Bereich der Wurzel
beobachtet werden konnte. In Abbildung 4.28 c ist ein Beispiel flir eine ,positive“ Substanz
dargestellt, bei der die Wurzeln nach Behandlung zwar eine deutliche Schwellung, jedoch
immer noch ein starkes GFP-Signal zeigten.
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AulRerdem traten auch weniger haufige Falle auf, bei denen kein eindeutiger Effekt sichtbar
wurde, da entweder die Substanz selbst fluoreszierte, oder sogar zu einer Verstarkung des
Fluoreszenzsignals flihrte. Abbildung 4.29 a zeigt eine fluoreszierende Substanz und in
Abbildung 4.29 b sind Wurzeln von Keimlingen dargestellt, die nach LATCA-Behandlung
eine verstarkte Fluoreszenz zeigten.

Abbildung 4.29 Beispiele fiir selten vorkommende Félle nach Behandlung von
Arabidopsis-Keimlingen mit LATCA-Substanzen

a stark fluoreszierende Substanz;

b Keimlinge mit erhéhter Fluoreszenz

Anhand der beschriebenen Merkmale wurden die Substanzen in ,positive“ und ,negative”
Substanzen unterteilt. Positive Substanzen waren hier alle Substanzen, die in einem oder
mehreren Keimlingen zu einer leichten, oder deutlichen Abnahme des Fluoreszenzsignals
und / oder zu ,geschwollenen Wurzeln fuhrten. Hierbei galten auch solche Substanzen als
,positiv’, die nur in einem Teil der Wurzel die Fluoreszenz verringerten. Als ,negative“
Substanzen wurden alle Substanzen eingeordnet, die entweder zu keiner Veranderung oder
Verstarkung der Fluoreszenz flihrten, oder selbst fluoreszierten. Nach Auswertung aller
Platten konnten 439 Substanzen als ,positiv‘ bewertet werden. Diese Substanzen, d. h. die
Position auf der LATCA-Platte, sind in Tabelle 4.3 aufgelistet. Es lasst sich erkennen, dass
auf den Platten 1 - 47 (ohne Platte 19) zwischen 1 und 20 ,positive* Substanzen detektiert
wurden. Die einzige Ausnahme stellte hier die LATCA-Platte Nr. 15 dar, hier konnten nur
,negative“ Substanzen detektiert werden. Die meisten ,positiven* Substanzen wurden auf
Platte Nr. 34 (20 Stk.) und die wenigsten auf Platte Nr. 21 (eine Substanz) detektiert.

Aufgrund der hohen Anzahl der ,positiven“ Substanzen wurde auf eine Wiederholung des
Screenings der gesamten Bibliothek verzichtet und die 439 Substanzen im nachsten
Screeningschritt ndher tUberpruft.
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Tabelle 4.3 ,,Positive“ LATCA-Substanzen nach der ersten Screening-Stufe
Angezeigt werden jeweils eine fortlaufende Nummer, bzw. die LATCA-Position der jeweiligen Substanz

LATO01_2E 41 LAT004_7A 81 LAT008_9C 121 LATO11_9G 161 LAT020_10F 201 LAT026_11E 241 LAT029_10E 281 LAT035_5A 321 LAT039 8A 361 LAT044_4E 401 LAT030_4B
LAT001_3C 42 LAT004 7C 82 LATO08 9E 122 LATO11_10H 162 LAT0O21_8F 202 LAT027_3C 242 LAT029_10H 282 LAT035 5D 322 LAT039 9B 362 LAT044_11A 402 LAT030_6G
LAT001_6D 43 LATO04 7H 83 LATO08_9F 123 LATO12 2F 163 LAT022 3B 203 LAT027_4C 243 LAT029_11A 283 LAT035_5F 323 LAT039_10E 363 LAT045 2H 403 LAT030_7B
LAT001_6C 44 LAT004 8D 84 LATO008_11G 124 LATO12 3E 164 LAT022 5G 204 LAT027_4E 244 LAT029_11F 284 LAT035_6C 324 LAT040_2F 364 LATO45 3A 404 LAT030_7C
LATO01_7F 45 LATO04 9F 85 LATO09 3B 125 LATO12 4D 165 LAT022 7D 205 LAT027_5A 245 LATO31_3A 285 LAT035 6E 325 LAT040_3D 365 LAT045_4A 405 LAT030_7D
LAT001_8D 46 LATO04_11D 86 LATO09 4A 126 LATO12 4E 166 LAT022 7F 206 LAT027_5G 246 LATO31_3B 286 LAT035_7A 326 LAT0O40_3F 366 LAT045_8B 406 LATO30_7E
LAT001_8H 47 LATO05 2A 87 LAT009 4C 127 LATO12_10F 167 LAT022 8F 207 LAT027_6E 247 LATO31_4B 287 LAT035 7E 327 LAT040_6F 367 LAT045_9F 407 LAT030_8C
LATO01_ 9D 48 LAT005 2H 88 LATO09 4D 128 LATO12_10H 168 LAT022 9A 208 LAT0O27_6F 248 LAT031_4E 288 LAT035 8D 328 LAT040_7F 368 LAT045 10E 408 LATO30_8E
9 LAT001_9G 49 LAT005 4F 89 LATO09 4E 129 LATO12_11C 169 LAT022_11D 209 LAT027_6G 249 LATO31_4F 289 LAT0O35 8E 329 LAT040_8D 369 LAT045_10G 409 LAT030_8G
10 LATO01_9H 50 LATO05 5A 90 LATO09_5A 130 LATO12_11F 170 LAT022_11G 210 LAT027_7A 250 LATO31_5B 290 LAT035_8G 330 LAT040_8H 370 LAT046_2F 410 LAT030_11D
11 LATO01_10A 51 LAT005_7G 91 LATO09_5E 131 LAT013_3B 171 LAT023 3D 211 LAT027_7F 251 LATO31_5F 291 LATO35 9B 331 LAT040_9D 371 LAT046_2H 411 LATO30_11F
12 LATO01_10B 52 LATO005_9E 92 LATO09 5F 132 LAT013_3D 172 LAT023 3E 212 LAT027_8A 252 LAT031_7B 292 LAT035_9D 332 LAT040_11C 372 LAT046_3E 412 LAT032_5D
13 LATO01_10H 53 LAT005_10G 93 LATO09 6F 133 LAT013_5C 173 LAT023 5B 213 LAT027_8B 253 LAT031_7C 293 LATO35 9G 333 LAT040_11H 373 LAT046_4E 413 LAT032_6B
14 LATO01_11A 54 LAT006_2B 94 LATO09_7A 134 LAT013_7G 174 LAT023 6B 214 LAT027_9E 254 LATO31_7E 294 LATO35_10A 334 LAT041_3F 374 LAT046_5A 414 LAT032_6G
15 LATO01_11B 55 LAT006_5F 95 LATO09 8D 135 LAT013 8D 175 LAT023 6C 215 LAT027_9F 255 LAT031_8C 295 LATO35_11E 335 LAT041_4E 375 LAT046_6A 415 LAT032 9G
16 LATO01_11C 56 LAT006_8H 96 LATO09 9B 136 LATO13 9B 176 LAT023 7A 216 LAT027_11A 256 LAT031_8D 296 LATO36_2A 336 LAT041_4H 376 LAT046_6B 416 LAT032_9H
17 LATO01_11F 57 LAT006_9C 97 LAT009_10C 137 LATO13_10F 177 LAT023_7D 217 LAT027_11B 257 LAT031_8G 297 LAT036_2E 337 LAT041_8G 377 LAT046_6C 417 LAT032_10A
LAT002 2B 58 LATO006_11C 98 LAT009_10F 138 LAT013 11D 178 LAT023_7G 218 LAT028 3B 258 LATO31_9A 298 LAT036_2G 338 LAT042 2G 378 LAT046_6D 418 LAT032_10C
19 LAT002 7C 59 LAT007_2B 99 LATO009_10G 139 LATO14_3E 179 LAT023_8D 219 LAT028 5D 259 LAT0O31_9C 299 LAT036_3E 339 LAT042 4A 379 LAT046_6E 419 LATO32_11A
20 LATO02 9A 60 LATO07_2E 100 LATO09_11E 140 LATO14_4D 180 LAT023 8E 220 LAT028 5F 260 LATO31_11E 300 LATO36_5B 340 LAT042 6E 380 LAT046_6F 420 LAT034_2H
21 LATO02_10F 61 LAT007_2F 101 LATO10_2E 141 LAT014_5D 181 LAT023 9B 221 LAT028 8H 261 LAT033 2A 301 LATO36_5D 341 LAT042_8A 381 LAT046_6G 421 LAT034_4B
22 LAT002_11C 62 LATO07_4B 102 LATO10_2H 142 LATO14_5G 182 LAT023 9H 222 LAT028 10G 262 LAT033_2B 302 LAT036_5E 342 LAT042 8C 382 LAT046_7A 422 LAT034 5G
23 LAT002_11E 63 LAT007_5G 103 LATO10_3B 143 LATO14_5H 183 LAT024 2B 223 LAT028_11C 263 LAT033_2C 303 LAT036_5F 343 LAT042 8D 383 LAT046_7F 423 LATO034_6A
24 LAT002_11H 64 LAT007_6G 104 LATO10_4A 144 LATO14_7F 184 LAT024 3A 224 LAT029 2B 264 LAT033_3B 304 LAT036_5H 344 LAT042 8E 384 LAT046_8D 424 LAT034_6B
25 LAT003 2D 65 LATO07_7A 105 LATO10_4H 145 LAT014_8B 185 LAT024_4B 225 LAT029 2D 265 LAT033_4B 305 LAT036_6A 345 LAT042 _8F 385 LAT046_8F 425 LAT034_6C
26 LATO03_2G 66 LATO07_7F 106 LATO10_5A 146 LATO14_8E 186 LAT024_5E 226 LAT029 2E 266 LATO33_9A 306 LAT036_7G 346 LAT042_8H 386 LAT046_9C 426 LAT034_6E
27 LATO03_3B 67 LAT007_9E 107 LATO10_7B 147 LAT014_8G 187 LAT024_6A 227 LAT029 2G 267 LAT033_9B 307 LAT036_9E 347 LAT043_2C 387 LAT047_2B 427 LATO34_6F
28 LATO03_5C 68 LAT007_9G 108 LATO10_8A 148 LAT014_9B 188 LAT024 7E 228 LAT029 2H 268 LAT033 9C 308 LATO36_10B 348 LAT043_5D 388 LAT047_2C 428 LAT034_6H
29 LATO03_7D 69 LAT007_9H 109 LATO10_10C 149 LATO16_6E 189 LAT024 8A 229 LAT029 3B 269 LATO33 9E 309 LATO36_11H 349 LAT043_5F 389 LAT047_4F 429 LATO34_7A
30 LAT003 7G 70 LATO007_11A 110 LATO10_11C 150 LATO16_7E 190 LAT024_8B 230 LAT029 3C 270 LATO33_9H 310 LAT037_2G 350 LAT043_5G 390 LAT047_5C 430 LAT034_7C
31 LAT003 7H 71 LAT007_11B 111 LATO10_11H 151 LAT0O16_8D 191 LAT024_8H 231 LAT029 3G 271 LATO33_10E 311 LAT037_3E 351 LAT043 6E 391 LAT047_6F 431 LAT034_7F
32 LAT003 8C 72 LATO07_11F 112 LATO11_2E 152 LATO16_8E 192 LAT024_10F 232 LAT029 4D 272 LAT033_11D 312 LAT037 8D 352 LAT043_7H 392 LAT030_2B 432 LAT034_7H
33 LAT003 8E 73 LAT008 2B 113 LATO11_3E 153 LATO16_10F 193 LAT025 2E 233 LAT029 5H 273 LAT035_2B 313 LAT037_10F 353 LAT043_8A 393 LAT030_2D 433 LAT034_8G
34 LAT003 9F 74 LATO08_2F 114 LATO11_4B 154 LATO16_11D 194 LAT025 4D 234 LAT029 6B 274 LAT035_2C 314 LAT037_10H 354 LATO43_9A 394 LATO30_2E 434 LATO34_8H
35 LAT003_10D 75 LAT008 3D 115 LATO11_5H 155 LATO17_2F 195 LAT025 6E 235 LAT029 6G 275 LAT035 2E 315 LAT038 3C 355 LAT043 9E 395 LAT030_2G 435 LAT034_9B
36 LAT003_11C 76 LAT008_4C 116 LATO11_6C 156 LATO17_6A 196 LAT025_8F 236 LAT029 7D 276 LAT035_2F 316 LAT039_2G 356 LATO043_10A 396 LATO30_3A 436 LAT034_9C
37 LATO03_11E 77 LAT008 4H 117 LATO11_7H 157 LATO18_6A 197 LAT025 9C 237 LAT029 8D 277 LAT035 2G 317 LAT039_3G 357 LAT043_10D 397 LAT030_3B 437 LAT034_10F
38 LAT004_4C 78 LATO08_6A 118 LATO11_8A 158 LATO18_8F 198 LAT025 9F 238 LAT029 8E 278 LATO35 3E 318 LATO39_4A 358 LAT044 2A 398 LAT030_3E 438 LATO034_10H
39 LAT004 5G 79 LAT008_7D 119 LATO11_8F 159 LATO18_9E 199 LAT025_11D 239 LAT029 8H 279 LATO35 3F 319 LAT039 4C 359 LAT044 2E 399 LAT030_3G 439 LAT034_11E
40 LATO04_6E 80 LAT008 8D 120 LATO11_9D 160 LAT020_7G 200 LAT026_4E 240 LAT029 9A 280 LAT035 4G 320 LAT039 _5H 360 LAT044_4C 400 LATO30_4A
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4.3.2.2 Zweite Screening-Stufe

Im zweiten Screeningschritt wurden alle 439 ,positiven“ Substanzen dreimal an sieben Tage
alten Arabidopsis-Keimlingen getestet. Um Pipettierfehler (d. h. Verwechslung der
Substanzen) méglichst zu vermeiden, bzw. die Verteilung der Substanzen zu vereinfachen,
wurde auf eine Randomisation verzichtet und jede Substanz dreimal auf derselben Platte
getestet. Somit wurden die 439 Substanzen auf insgesamt 17 Platten (16 Platten a 27
Substanzen + eine weitere Platte mit den restlichen 7 Substanzen) verteilt. Hier wurden die
Platten W1-W16 (W = Wiederholungsplatte) nach dem Pipettierschema in Abbildung 4.30 a
bestiickt. Leere Wells bedeuten hierbei immer unbehandelte Keimlinge, d. h. Negativ-
kontrollen. Falls in einem Well Kontaminationen auftraten, konnte auch auf ein ,leeres® Well
ausgewichen werden.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 " 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A|1..406 [ 9...414 (17...422(25...430| 1...406 | 9...414 [17...422(25...430( 1...406 | 9...414 |17...422(25...430( A Al 433 Oz 433 Oz 433 Oz 363 363 363 leer leer leer [A
B( 2...407 |10...415|18...423|26...431( 2...407 (10...415|18...423|26...431| 2...407 (10...415(18...423|26...431| B B| 434 DMSO 434 DMSO 434 DMSO 364 364 364 leer leer leer |B
C|3...408 | 11...416|19...424|27...432 3...408 [11...416|19...424|27...432| 3...408 [11...416(19...424|27...432| C C| 435 leer 435 leer 435 leer 365 365 365 leer leer leer [C
Df 4...409 |12...417|20...425| NK [4...409 [12...417|20...425| NK 4...409 |12...417|20...425] NK D D| 436 leer 436 leer 436 leer 366 366 366 leer leer leer [D
E[ 5...410 |13...418/|21...426| Oz 5...410 |13...418[21...426( Oz 5...410 |13...418|21...426 Oz E E| 437 leer 437 leer 437 leer 367 367 367 leer leer leer |E
F|6...41114...419|22...427| DMSO | 6...411 [14...419|22...427| DMSO | 6...411 [14...419(22...427| DMSO | F F| 438 leer 438 leer 438 leer 368 368 368 leer leer leer |F
G| 7..412|15...420|23...428| leer |7..412|15...420|23...428| leer |7...412[15...420|23...428| leer (G G| 439 leer 439 leer 439 leer 369 369 369 leer leer leer |G
H| 8...413|16...421|24...429| leer |8...413|16...421|24...429( leer |8...413|16...421(24...429| leer [H Hl NK leer NK leer NK leer leer leer leer leer leer leer |H

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

a ’ b
Abbildung 4.30 Pipettierschema der zweiten Screening-Stufe
a Platten W1-W16; b Platte W17
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Bei Platte W17 (Abb. 4.30 b) waren, da nur sieben Substanzen getestet wurden, noch viele
Jleere“ Wells vorhanden, so dass die ,positiven Substanzen aus der LATCA-Platte Nr. 45
hier ein zweites Mal getestet werden konnten, da in Platte PW14 50 uM versehentlich statt
25 uM pro Substanz eingesetzt wurden.

Die Auswertung erfolgte wie in der ersten Screening-Stufe ca. 24 h nach Zugabe der
LATCA-Substanzen. Jedoch wurde die Wirkung der einzelnen Substanzen mit einem
Boniturschema (0-4) bewertet:

0 =100 % Fluoreszenz der Wurzel und des Keimlings

1 =100 % Fluoreszenz der Wurzel und des Keimlings, sowie “geschwollene” Wurzeln
2 = Wurzeln mit bzw. ohne Fluoreszenz

3 = Ein grélerer Anteil der Wurzeln zeigte keine Fluoreszenz

4 = Alle Wurzeln ohne Fluoreszenz

00000

Substanzen, welche nach diesem Boniturschema bei mindestens zwei von drei
Behandlungen die Note 3 oder 4 zeigten wurden als ,positiv‘ eingestuft. Aulierdem wurden
weitere Substanzen, die z. B. in jeder Behandlung die Boniturnote 1 oder héher erhielten als
Kandidaten betrachtet.

Nach Auswertung der 17 Platten zeigte sich, dass 78 Substanzen als eindeutig ,positiv und
96 Substanzen als Kandidaten bewertet werden konnten. Die 78 ,positiven* Substanzen sind
in Tabelle 4.4 aufgefihrt.

Tabelle 4.4 ,,Positive“ LATCA-Substanzen nach der zweiten Screeningstufe
Angezeigt werden jeweils eine fortlaufende Nummer, die Position auf der jeweiligen LATCA-Platte und die LATCA-ID

LATCA- LATCA- LATCA- LATCA-

Nr. Position LATCA ID Nr. Position LATCA ID Nr. Position LATCA ID Nr. Position LATCA ID
1 LATO001_6C 35 21 LATO10_10C 787 41 LATO35_5A 2745 61 LAT030_6G 2359
2 LAT001_9D 60 22 LATO12_4E 901 42 LAT035_6C 2755 62 LAT030_7B 2362
3 LATO01_11A 73 23 LATO13_8D 1012 43 LATO35 9D 2780 63 LAT030_7C 2363
4 LAT001_11C 75 24 LATO14_5H 1072 44 LAT035 9G 2783 64 LAT030_7D 2364
5 LAT002_7C 123 25 LAT022_8F 1734 45 LAT036_7G 2847 65 LAT032 9G 2543
6 LATO002 9A 137 26 LAT024_7E 1885 46 LATO37_3E 2893 66 LAT032 9H 2544
7 LAT002_11C 155 27 LAT024_8A 1889 47 LAT038 3C 2971 67 LAT032 _10A 2545
8 LAT002_11E 157 28 LAT024_8B 1890 48 LAT039 5H 3004 68 LAT032 _10C 2547
9 LAT002_11H 160 29 LAT025_2E 1925 49 LATO039_9B 3030 69 LATO34_4B 2658
10 LATO03_2D 164 30 LAT025_9C 1979 50 LAT042_8F 3266 70 LAT034_5G 2671
11 LAT003_2G 167 31 LAT027_4E 2101 51 LAT045 2H 3460 71 LAT034_6A 2673
12 LAT003_8C 211 32 LAT027_5G 2111 52 LAT046_2F 3538 72 LAT034_6C 2675
13 LAT003_11C 235 33 LAT027_6F 2118 53 LAT046 2H 3540 73 LATO034_6E 2677
14 LAT004_5G 271 34 LAT029_2D 2244 54 LAT046_3E 3545 74 LAT034_6F 2678
15 LATO04_7A 281 35 LAT029 3C 2251 55 LAT046 6C 3567 75 LAT034_7C 2683
16 LATO07_2E 485 36 LAT029 6G 2279 56 LAT046 9C 3591 76 LATO034_7F 2686
17 LATO07_9H 544 37 LAT029_8E 2293 57 LAT047_2B 3614 77 LATO34_8H 2696
18 LAT008_3D 572 38 LATO31_4E 2421 58 LAT030_2G 2327 78 LAT034_9B 2698
19 LAT008_4C 579 39 LATO033_2C 2563 59 LAT030_3B 2330

20 LAT009_4A 657 40 LATO035_2C 2724 60 LATO30_3E 2333

4.3.2.3 Dritte Screening-Stufe

In der zweiten Screening-Stufe konnten 78 LATCA-Substanzen als ,positiv’ bewertet
werden. Diese kénnten als Fluoreszenzinhibitoren und somit mdglicherweise depolymerisie-
rend auf Mikrotubuli wirken. In einer dritten Screening-Stufe sollten diese 78 Substanzen
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noch genauer charakterisiert werden. Ein Ausbleiben von Fluoreszenz kénnte auch durch
Verlust an Vitalitdt der Keimlinge zustande kommen. Die Vitalitdt der Keimlinge nach
Behandlung mit allen 78 Substanzen sollte daher Uberprift werden. Jede Substanz wurde
viermal auf vier unabhangigen Platten mit einer Inkubationsdauer von ~24 h nach folgendem
Pipettierschema (Abb. 4.31) getestet. Zur Vermeidung von Pipettierfehlern erfolgte keine
vollstadndige Randomisation.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A NK  [LATOD1_6C [LAT002_9A |LATO07_OH |LATO22_8F [LATO27_6F [LAT030_6G |LATO32 OH |LAT034_7C |LATO35_9G [LATO46_2F | DMSO |A

B 0z [LATOO1_11A[LAT003_11C|LAT008_3D |LAT024_7E [LATO29_2D [LAT030_7B |LAT033 2C |LAT034_7F |LATO36_7G [LATO46_2H NK B

c| DMSO [LAT001_11C{LAT003 2D |LAT008_4C |LATO24_8A [LAT029_3C [LAT030_7C |LAT034 4B |LATO34_8H |LATO37_3E [LATO46_3E oz c

D|  NK  |LAT001_9D |LATO03_2G [LAT009_4A [LAT024_8B |LAT029_6G |LATO30_7D [LATO34_5G [LAT034_9B [LAT038_3C |LATO46 6C | DMSO [D

E[ 0z  [LAT00211C[LAT003 BC [LATO10_10C|LATO25 2E [LAT029_8E |LATO31_4E |LATO34_6A |LATO35_2C |LATO39_SH |LATO46_9C N |E

F| DMSO |LAT002_11E|LATO04_SG [LATO12_4E [LAT025 9C |LAT030_2G |LATO32_10A|LATO34_6C [LATO35_5A [LAT039 9B |LAT047_28 oz F

G| NK  |LAT002_11H|LATO04_7A |LATO13 8D [LAT027_4E |LAT030_38 |LATO32_10C|LATO34_6E [LATO35_6C [LAT042_8F leer oMso |G

H| 0z  |LAT002_7C |LATOO7_2E [LATO14_5H [LAT027_5G |LATO30_3E |LAT032 9G [LATO34_6F [LAT035 9D [LATO45_2H leer leer  [H

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Abbildung 4.31 Pipettierschema der dritten Screening-Stufe
Angezeigt wird jeweils die Position der Substanzen in der LATCA-Bibliothek

Nach Beendigung der Inkubation wurden die Substanzen aus jedem Well vorsichtig
abpipettiert und die Keimlinge dreimal mit sterilem ddH,O gewaschen und in frischem
Pipettiermedium ohne Inhibitoren in den Platten kultiviert. Nach vier Tagen erfolgte eine erste
Auswertung. Es wurden alle vier Platten, wie in Abbildung 4.32 gezeigt, fotografiert und die
Keimlinge in jedem Well unter einem Mikroskop begutachtet. Zu diesem Zeitpunkt konnten
keine eindeutigen Aussagen Uber die Vitalitdt der Keimlinge gemacht werden, da sich
teilweise auch unbehandelte Keimlinge noch nicht entwickelt hatten (Abb. 4.32 Ausschnitt
oben). Deutlich zu beobachten war in einigen Wells, dass die Keimlinge griine Blatter hatten
und ein starkes Wachstum zeigten (Vgl. Abb. 4.32 Ausschnitt unten).

Abbildung 4.32 Beispiel fiir eine Platte der dritten Screening-Stufe vier Tage nach Behandlung
mit den LATCA-Substanzen
= Platte Nr. 1 von unten fotografiert, daher nicht alle Keimlinge sichtbar, Ausschnitt oben zeigt

Keimlinge einer Negativkontrolle; Ausschnitt unten zeigt weit entwickelte Keimlinge, nach Behandlung
mit LATCA-Substanz
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Zur Uberprifung der Vitalitait wurden die Keimlinge auf Erde umgepflanzt und im
Gewachshaus kultiviert. Hierfir wurde jeweils die Halfte der Keimlinge (Platten 1 + 2) auf
Aussaaterde gelegt und die andere Hélfte der Keimlinge fur drei Tage weiter in den Platten
kultiviert (Platten 3 + 4) und dann ebenfalls auf Erde gelegt. Hierbei wurde pro
Behandlungsvariante jeweils ein Kulturgefdl3 mit den Keimlingen aus allen vier Platten
(Abb. 4.33 a) bestlickt. Desweiteren wurden die Kulturgefalie so auf Euroschalen
angeordnet, dass eine einfache Zuordnung zur friheren Plattenposition und somit zur
LATCA-Substanz mdéglich war (s. a. Abb. 4.33 b).

Die Keimlinge wurden bis vor Samenreife mindestens zweimal pro Woche fotografiert. Vor
der Samenreife wurde der Habitus der Pflanzen aller Gruppen bewertet. Die Pflanzen
wurden danach verworfen.

Keimlinge
aus
Platte 3

Abbildung 4.33 Verteilung von Keimlingen einzelner Behandlungen der dritten LATCA Screening-Stufe auf
Aussaaterde

a Skizze eines Kulturgeféles, d. h. einer Variante; b Anordnung der Tépfchen, Position des Toépfchen = Position der
Behandlung auf einer 96-Well-Platte

Pro Kulturgefal® wurde an zwei Terminen dokumentiert, bei welcher Versuchsdurchfiihrung
(Platte 1 — 4) Pflanzen gebildet wurden. Am ersten Termin, ca. vier Wochen nach
Behandlung mit den LATCA-Substanzen, wurde ermittelt, bei welcher Substanz sich
Pflanzen entwickeln konnten. Am zweiten Termin, ca. acht Wochen nach Behandlung mit
den LATCA-Substanzen, wurde gezahlt, bei welcher Behandlung Pflanzen bis zur Bliten-
bildung heranwuchsen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.5 zusammengefasst.

Schaut man auf die Werte der Kontrollen so lasst sich erkennen, dass bei den
Negativkontrollen (ddH,O, bzw. DMSQO) im Schnitt bei drei von vier Behandlungen Pflanzen
gebildet wurden bzw. Pflanzen zur Blitenbildung heranwuchsen. Betrachtet man hingegen
die Werte der Positivkontrolle Oryzalin, so konnte sich nach keiner Behandlung aus den
Keimlingen eine Pflanze entwickeln. Fasst man nach Behandlung mit LATCA-Substanzen
die Werte der zweiten Evaluation (Blutenbildung) zusammen, so zeigt sich, dass:

bei 10 Substanzen aus allen Platten,

bei 18 Substanzen aus drei Platten,

bei 23 Substanzen aus zwei Platten,

bei 14 Substanzen aus einer Platte,

bzw. bei 13 aus keiner Platte Pflanzen bis zur Blitenbildung heranwuchsen.

OO0 000
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Tabelle 4.5 Anzahl der Versuchsdurchfiihrungen, bei denen 4, bzw. 8 Wochen nach Behandlung mit
den LATCA-Substanzen Pflanzen / Pflanzen bis zur Bliitenbildung heranwuchsen

LATCA-Substanz Pflanze Bliute LATCA-Substanz Pflanze Blite LATCA-Substanz Pflanze Blite

LAT001_6C 4 4 LAT024 8A 3 3 LAT034 6A 1 1
LATOO1_11A 0 0 LATO024 8B 4 2 LATO034 6C 2 1
LAT001_11C 1 0 LAT025 2E 4 2 LATO034 6E 4 3
LATO01_9D 2 0 LAT025 9C 3 2 LATO34 6F 2 2
LAT002_11C 0 0 LATO027 4E 4 4  LATO034 7C 4 4
LAT002_11E 4 4 LATO27 5G 1 1 LATO34_7F 4 4
LAT002_11H 4 3 LAT027 6F 3 1 LATO34_8H 4 3
LAT002_7C 0 0 LAT029 2D 4 3 LAT034 9B 3 2
LAT002_9A 3 2 LATO029 3C 1 1 LAT035_2C 4 2
LAT003_11C 4 3 LAT029 6G 3 3 LATO35 5A 4 4
LAT003_2D 1 0 LAT029 8E 0 0 LATO35 6C 4 2
LATO03 2G 4 4 LATO030 2G 4 3 LATO035 9D 2 2
LATO003_8C 4 4  LATO030 3B 0 0 LATO035 9G 3 2
LATO04 5G 4 3 LATO030_3E 3 3 LAT036_7G 2 1
LATO04 7A 4 4  LATO030 6G 4 2 LATO037 3E 1 1
LATO07 2E 4 4  LATO030 7B 1 1 LATO038 3C 2 2
LATO007_9H 0 0 LAT030_7C 1 1 LAT039 5H 2 1
LATO008_3D 1 0 LAT030_7D 2 2 LATO039 9B 3 2
LATO08_4C 3 3 LATO31_4E 4 3 LAT042_8F 1 0
LATO09_4A 3 3 LATO032_10A 3 2 LATO045 2H 4 1
LATO10_10C 4 3 LAT032_10C 1 1 LAT046_2F 2 2
LATO12_4E 4 3 LAT032 9G 2 2 LATO046 2H 3 2
LATO13_8D 3 2 LATO032 9H 1 1 LAT046_3E 2 0
LATO14_5H 3 3 LAT033 2C 3 2 LAT046_6C 2 2
LAT022_8F 3 3 LATO034 4B 3 3 LATO046_9C 2 2
LAT024_7E 1 0 LAT034 5G 3 2 LATO047 2B 1 1
NK @ 3,1 2,8

DMSO @ 32 26

0z @ 0 0

Summiert man hier alle Behandlungen, bei denen bei mindestens zwei (oder mehr) der
Durchfiihrungen Pflanzen bis zur Blitenbildung heranwuchsen, so bleiben von den LATCA-
Substanzen noch 51 als mdgliche Colchicin-Alternativen Ubrig.

4.4 Untersuchung des Mechanismus der Haploideninduktion

Der erste Schritt der DH-Technik bei Mais, namlich die Haploideninduktion, kann durch
héhere Induktionsraten die Effektivitédt der Methode verbessern. Hier kénnte aulerdem die
Aufklarung des Induktions-Mechanismus zur Verbesserung beitragen. Daher wurde in einem
zusatzlichen Experiment versucht, den Mechanismus genauer zu untersuchen. Hierflr
wurden Kolben der Linie A188 mit Pollen einer transgenen Inducer-Linie (mit GFP-Marker)
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bestdubt, Nucellus-Explantate isoliert, auf Medium kultiviert und unter UV-Licht betrachtet.
Hierbei wurde erwartet, dass nach erfolgreicher Befruchtung der Zentralzelle bei allen
Explantaten ein GFP-Signal im Endosperm zu sehen sein sollte. Aulerdem wurden die
folgenden Falle, in Abhangigkeit vom Induktionsmechanismus, erwartet:

S bei keiner, bzw. nicht erfolgreicher Befruchtung der Eizelle kein GFP-Signal im
Bereich des spateren Embryo,

< bzw. nach erfolgreicher Befruchtung der Eizelle ein GFP-Signal in der Zygote /
Embryo, welches bei Chromosomenelimination im Verlauf der Kultur verschwindet

Bei den meisten Explantaten zeigte sich bei Betrachtung unter sichtbarem Licht bereits kurz
nach der lIsolation und Kultivierung auf Maismedium eine Grélkenzunahme in Form von
Kallus (s. a. Abb. 4.34).

»

-

4

14 Tage nach Isolation

1 Tag nach Isolation 5 Tage nach Isolation

Abbildung 4.34 Kulturverlauf von ,,Maislinsen*

Bei Betrachtung der Explantate unter UV-Licht konnten, egal zu welchem Zeitpunkt nach der
Isolation, verschiedene Varianten in Bezug auf das Vorhandensein eines GFP-Signals
beobachtet werden. Bei Explantaten der Negativkontrolle (A188 geselbstet) konnte, wie
erwartet kein GFP-Signal, sondern nur Eigenfluoreszenz detektiert werden (Abb. 4.35 a).
Hingegen zeigten Explantate der Positivkontrolle (RWS 35S::GFP geselbstet) alle ein
gleichmalig verteiltes GFP-Signal (Abb. 4.35 b). Bei Explantaten von A188 Kolben, die mit
transgenem Pollen bestdubt wurden, konnten hingegen die folgenden Falle beobachtet
werden:

2 Explantate, die vor allem, wie die Negativkontrolle Eigenfluoreszenz zeigten (Abb.
4.35 c).

2 Explantate, bei denen eine deutliche Zunahme an Fluoreszenz detektiert wurde (Abb.
4.35 d).

Die Starke der Fluoreszenz im zweiten Fall war hier deutlich hdher, als die Eigenfluoreszenz
der Negativkontrolle, jedoch auch geringer, als das Signal der Positivkontrolle. Desweiteren
war das Signal relativ gleichmaRig tber das Explantat verteilt und es konnten somit keine
punktuellen Signale (z. B. im Bereich der Zygote) detektiert werden. Somit konnte mittels der
Explantate nicht verfolgt werden, ob sich das Fluoreszenzsignal im Bereich der Zygote, bzw.
des spateren Embryos verandert.
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Abbildung 4.35 Isolierte ,,Maislinsen“ unter UV-Licht betrachtet.
a Negativkontrolle (A188 geselbstet); b Positivkontrolle (RWS::GFP geselbstet); c und d A188XRWS::GFP mit Eigenfluoreszenz
(c) bzw. mit deutlicher Fluoreszenzzunahme (d)

Desweiteren konnte nicht immer eine zuverlassige Bestdubung durchgefiihrt werden (keine
synchrone Blite, schlechte Pollenbildung), so dass die bisher erlangten Ergebnisse keine
Schlisse auf einen moglichen Mechanismus zu lieBen. Weitere detaillierte Experimente
konnten aus zeitlichen Griinden nicht durchgefiihrt werden.
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5. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Effizienz der Doppelhaploidentechnik bei Mais
vor allem durch die Ermittlung von Colchicin-Alternativen fir die Verdopplung des
Chromosomensatzes haploider Pflanzen zu verbessern. Diese Alternativen sollten sich vor
allem durch verminderte Toxizitat fur Anwender und Umwelt auszeichnen, so dass ein
Einsatz der DH-Technik z.B. auch in Ladndern mit schlechter Infrastruktur beziglich der
Gefahrgutentsorgung erleichtert wird. Hierfir wurden zundchst durch die Behandlung von
Wurzelspitzen diploider Keimlinge mdgliche Alternativ-Behandlungen evaluiert. Im zweiten
Teil wurden die Parameter zur Inkubation mit Inhibitoren optimiert und auf haploide
Maiskeimlinge angewandt. Zur Entdeckung neuer ,Mitoseblocker” wurde im dritten Teil der
Arbeit mittels Hochdurchsatz-Screening eine Bibliothek chemischer Substanzen (LATCA) mit
A. thaliana durchmustert. Und im vierten Teil wurde der Mechanismus der Haploiden-
induktion untersucht, um somit mdglicherweise Verbesserungsmdglichkeiten flir den ersten
Schritt der DH-Technik aufzeigen zu kénnen.

Aufgrund der Tatsache, dass sich die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten
Experimente somit in vier Hauptkomplexe aufteilen lassen, werden diese im Folgenden
jeweils getrennt diskutiert.

5.1 Bestimmung mdglicher Colchicin-Alternativen durch die Behandlung
von Maiswurzeln

Um mdgliche Alternativ-Behandlungen zur Hemmung der Mitose und somit Verdopplung von
Chromosomensétzen in Maispflanzen schnell und effektiv beurteilen zu kdnnen, wurde
zunachst ein geeignetes Test-System bendétigt. Es zeigte sich, dass das Wurzelspitzen-
meristem von Maiskeimlingen hierzu gut geeignet ist. Zum einen stehen Wurzeln schnell und
in ausreichender Menge zur Verfigung. Zum anderen kann man durch Behandlung eines
Meristems, welches als Charakteristikum eine hohe Zellteilungsaktivitat aufweist (Raven et
al., 2006), leicht Mitosehemmer detektieren. Desweiteren eignet sich die Behandlung des
Wourzelmeristems sehr gut, da Wurzeln das Aufnahmeorgan der Pflanze darstellen (Richter,
1998) und somit einfach durch Chemikalien erreichbar sind. Als Test-System wurden die
Wurzeln von Keimlingen der diploiden Linie A188 ausgewahlt. Es wurde davon
ausgegangen, dass Methoden, die in Diploiden die Mitose hemmen auch in Haploiden einen
vergleichbaren Effekt zeigen wirden. AufRerdem konnte das Saatgut in ausreichender
Menge selbst vermehrt werden, was bei haploidem Saatgut nicht der Fall war. Mit diesem
Test-System wurden physikalische Methoden und chemische Substanzen als mdgliche
Colchicin-Alternativen evaluiert. Als Positivkontrolle fir einen erfolgreichen Mitoseblock
wurde Colchicin eingesetzt, das sehr effektiv wirkte. Aulerdem wurde ein direkter Vergleich
zwischen Colchicin und mdéglichen Alternativen mdoglich. Maiskeimlinge wurden mit einer
Konzentration von 1,25 mM Colchicin behandelt (Pan et al., 1993).
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Behandlung mit Chemikalien

Als mégliche Colchicin-Alternativen konnten verschiedene chemische Substanzen basierend
auf einer Literatursuche ausgewahlt werden (vgl. Tab. 3.1). Es wurden hierfir Substanzen
aus alteren Literaturangaben (Koffein); selten erwahnte Chemikalien (Griseofulvin), sowie
relativ haufig in der Literatur erwdhnte chemische Substanzen (APM, Oryzalin, Pronamid und
Trifluralin) ausgewahlt, welche vor allem bei anderen Pflanzenarten, teilweise jedoch auch
schon bei Mais (Gewebekultur) einen polyploidisierenden Effekt gezeigt hatten (z. B. Schiavo
et al., 1980; Galatis & Apostolakos, 1991; Wan et al.,, 1991). Ein wesentliches Auswahl-
kriterium war eine geringere Toxizitat fur Mensch, Tier und Umwelt im Vergleich mit
Colchicin. Hier kam vor allem die Toxizitdt per se (d. h. laut Gefahrenkennzeichnung) in
Betracht, sowie die Toxizitdt durch die eingesetzte Konzentration, und die Spezifitat fur
Sauger- bzw. Pflanzenspindeln. Somit wurden Substanzen wie z. B. Podophyllotoxin
aufgrund der hohen Toxizitat, oder Vinka-Alkaloide vor allem aufgrund ihres hohen Preises
nicht in Betracht gezogen.

Durch Bestimmung des Mitoseindex behandelter Wurzelspitzen wurden die Substanzen
evaluiert. Alle getesteten Kandidaten erzeugten eine leichte bis starke Erh6hung des Anteils
mitotischer Zellen im Vergleich zu unbehandelten Wurzeln.

Bei der Bestimmung des Anteils von Zellen behandelter Wurzelspitzen mit erhéhtem
Chromatingehalt im Durchflusszytometer konnte fur Griseofulvin keine deutliche
Verdnderung des Anteils der Zellen mit 8 C-Gehalt festgestellt werden. AuRerdem wird bei
dieser Substanz eine fruchtschadigende Wirkung vermutet (Gillick & Bulmer, 1972), weshalb
sie nicht weiter eingesetzt wurde.

Behandlungen mit Koffein fiihrten zwar zu einer Erhdhung der Zellen mit 8 C-Gehalt,
verglichen mit der Colchicin-Behandlung waren die Werte jedoch relativ gering. Aul3erdem
war die bendtigte Konzentration dieser Behandlung mit 5 mM relativ hoch. Desweiteren
kénnte die Wirkweise von Koffein, welches vor allem bei der Bildung des Phragmoplasten
die Golgi-Vesikel blockiert (Lopez-Saez et al., 1982) und damit sehr spat im Verlauf der
Mitose eingreift, ein Grund fir die relativ geringe Effizienz bei der Verdopplung des
Chromosomensatzes sein. Koffein wurde daher in der vorliegenden Arbeit nicht weiter als
Colchicin-Alternative betrachtet.

Die Behandlung von Maiswurzeln mit Trifluralin erhdhte den Anteil an Zellen mit 8C-Gehalt.
Jedoch war auch hier, wie bei Koffein-Behandlung die Effizienz verglichen mit Colchicin
relativ gering. Ahnliche Ergebnisse, d. h. geringe Aufdopplungsraten beschrieben auch Wan
et al. (1991) bei Behandlung von haploidem Maiskallus mit Trifluralin. Aufgrund dieser
Ergebnisse und weil Trifluralin zum einen fir Wasserorganismen sehr toxisch ist und zum
anderen der Verdacht auf krebsférdernde Wirkung besteht (Kang et al., 2008), wurde diese
Substanz nicht weiter eingesetzt.

Im Gegensatz hierzu standen die Ergebnisse nach einer Behandlung mit APM, Oryzalin und
Pronamid. Bei allen drei Herbiziden wurden vergleichbare Werte, wie nach einer Colchicin-
Behandlung erreicht. Alle drei Chemikalien zeigten das Behandlungsoptimum bei 8 h und
wirkten bereits in sehr geringen Konzentrationen (10 uM — 40 uM). AulRerdem zeigten alle
Keimlinge nach Chemikalien-Behandlung, mit einigen Ausnahmen nach Oryzalin-
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Behandlung, deutliche Regeneration der behandelten Wurzeln. Auch Upadhyaya & Noodén
(1977) sowie Bajer & Molé-Bajer (1986) beschrieben bereits, dass diese Herbizide einen
dhnlichen Wirkmechanismus wie Colchicin aufweisen. Vergleicht man die Kosten fiir einen
Liter Gebrauchslésung und die Toxizitdt von APM, Oryzalin, bzw. Pronamid mit Colchicin, so
erwiesen sich alle drei Herbizide als deutlich kostenglinstiger und mindergiftig als Letzteres.
Desweitern unterstreichen mehrere Studien (Bartels & Hilton, 1973; Morejohn & Fosket,
1984; Bajer & Molé-Bajer, 1986; Hugdahl & Morejohn, 1993), dass die Herbizide keine
Affinitat zu Spindeln tierischen Ursprungs (Frosch, Rind, Schwein) besitzen, bzw. diese nicht
depolymerisierten. Somit wére einerseits der Einsatz dieser Substanzen deutlich weniger
geféhrlich fir den Anwender, als Colchicin und andererseits durch eine hdhere Affinitat zu
Pflanzenspindeln méglicherweise auch effektiver. Basierend auf den erzielten Ergebnissen
an Maiswurzeln kénnten APM, Oryzalin und Pronamid eine Alternative zu Colchicin sein
(Hantzschel & Weber, 2010).

In mehreren Versuchen wurde getestet, ob sich die Wirkung der drei méglichen Colchicin-
Alternativen noch weiter verbessern lieR. Zugabe von Detergenzien wie Tween®20 oder dem
Lésungsmittel DMSO zeigte keine Wirkung. Méglicherweise war die Aufnahmekapazitat der
Wurzeln per se schon erreicht.

Synchronisation von Zellen mit Hydroxyharnstoff (HU) kénnte die Effektivitdt des Mitose-
blocks erhéhen. Entsprechend der Arbeiten von Lee et al. (1996), Dolezel et al. (1999) sowie
Carvalho et al. (2002), wurde eine Inkubation mit HU fiir 18 h durchgefiihrt. Anschlief3end an
einen Recovery-Schritt folgte eine vierstiindige Behandlung mit einem Mitoseinhibitor. Nach
Behandlung der Maiswurzeln mit Hydroxyharnstoff wurde kein deutlich héherer Anteil
aufgedoppelter Zellen gegentiber Colchicin, bzw. Pronamidbehandlung beobachtet, weshalb
dieser Ansatz nicht weiter verfolgt wurde. Eine mdégliche Begriindung fiir diese Ergebnisse
kénnte sein, dass die Behandlungsparameter nicht optimal gewéhlt wurden. So kénnte z. B.
die HU-Behandlung mit 18 h, oder die Recovery-Zeit von 4 h zu lange gewesen sein.
Méglicherweise ist die Effektivitdt der HU-Behandlung auch vom jeweiligen Genotyp
abhangig, was jedoch im Rahmen der vorliegenden Arbeit aus zeitlichen Griinden nicht mehr
getestet werden konnte.

Neben Hydroxyharnstoff erwies sich eine Kaltebehandlung in einer Studie von Olszewska et
al. (1990) an Vicia faba L. als teilweise synchronisierend auf die Zellen des Wurzel-
meristems. Aufgrund dessen und da auch in dieser Arbeit nach Kaltebehandlung ein
Wachstumsstopp der behandelten Maiswurzeln festgestellt werden konnte, wurde versucht
die Effektivitdt von Mitoseinhibitoren durch eine vorherige Kéltebehandlung zu verbessern.
Es zeigte sich, dass bei Colchicin, sowie bei APM, Oryzalin und Pronamid durch eine
Kaltevorbehandlung der Anteil der Zellen mit 8 C-Gehalt nicht erhéht werden konnte.
Teilweise fuhrte die Kéltebehandlung sogar zu einer Verringerung der Mitoseinhibition. Eine
Ursache kénnte sein, dass die Maiskeimlinge zu kélteempfindlich waren und Zellen nach der
Kéltebehandlung nicht weiter im Zellzyklus fortschreiten konnten.

Durch eine kombinierte Behandlung mit den Mitoseinhibitoren APM, Oryzalin und Pronamid
kénnte ebenfalls eine Erhéhung der Verdopplungsrate der Chromosomensatze erreicht
werden. Es zeigte sich jedoch, dass die einzeln angewandten Substanzen eine héhere
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Ausbeute an Zellen mit 8 C-Gehalt bewirkten. Eine mégliche Begrindung kdnnte sein, dass
die Chemikalien aufgrund ahnlicher Wirkmechanismen die gleichen Bindungsstellen nutzen
und dadurch als Antagonisten wirken (Murthy et al., 1994). Ein mdglicher L6sungsansatz, um
zu testen, ob sich die Effektivitdt der Chemikalien durch Kombination noch verbessern liel3,
wére z. B. eine sukzessive Anwendung der Substanzen.

Physikalische Methoden

Bei den physikalischen Methoden kamen erhdhter atmosphérischer Druck, eine Behandlung
im elektrischen Feld, sowie die Inkubation der Keimlinge unter Temperaturextremen zum
Einsatz.

Erhohter Druck auf HelLa-Zellen bewirkte eine Depolymerisierung der Spindeln (Salmon et
al. 1976). Desweiteren konnten vor allem in der Amphibien- und Fischforschung (Griffiths,
1941; Reinschmidt et al., 1979; Zhang & Onozato, 2004; Foisil & Chourrout, 2008) durch
erhdhten atmosphéarischen Druck Verdnderungen des Ploidiegrades erreicht werden. Daher
sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit getestet werden, ob sich ein solcher Effekt auch
bei Behandlung von Maiskeimlingen erreichen ldsst. Nach Bestimmung des Mitoseindex
behandelter Wurzelspitzen zeigte sich jedoch, dass erhdhter atmosphéarischer Druck (2 h bis
mehrere Tage) keine Erhéhung von mitotischen Zellen erzeugte. Eine mdégliche Ursache
hierfir wére z. B., dass die Starke des Uberdrucks mit 4 bar zu gering war, um die
Mikrotubuli zu depolymerisieren. Mdoglich wéare auch, dass die Mikrotubuli zwar
depolymerisiert wurden, aber nach Beendigung der Behandlung wieder polymerisierten und
somit keine Hemmung der Mitose stattfand.

Die Behandlung von Keimlingen im elektrischen Feld kénnte ebenfalls einen Effekt auf die
Mikrotubuli-Architektur haben. In den durchgefuhrten Experimenten konnte keine Erhéhung
der Chromosomenzahl beobachtet werden. Vielmehr starben die Keimlinge nach der
Behandlung ab. Aufgrund der geringen Uberlebensrate der Keimlinge wurde dieser Ansatz
nicht weiter verfolgt.

Aufgrund der Tatsache, dass bspw. Randolph (1932), Sax (1937) und Dermen (1938) bei
Mais durch Anwendung von Temperaturextremen Verdnderungen der Mikrotubuli-
Organisation, bzw. Erhéhung der Ploidiestufe erreichten, wurde diese Behandlung als
mdgliche Colchicin-Alternative in Betracht gezogen. Bei Behandlung der A188 Wurzelspitzen
mit erhéhten Temperaturen konnten in der vorliegenden Arbeit jedoch keine verdoppelten
Chromosomensétze detektiert werden. Aul3erdem zeigte sich die Vitalitdt der Keimlinge (bei
Temperaturen ab 40° C) stark beeintrachtigt. Einzig eine Behandlung bei niedrigen
Temperaturen zwischen 4 und 6 ° C fur drei Tage zeigte einen erhéhten Mitoseindex und bei
Messungen des DNA-Gehalts extrahierter Zellen im Zytometer einen leichten Anstieg von
Zellen mit 8 C-Gehalt. Die Effizienz der Behandlung war gering und es wurden aneuploide
Zellen entdeckt. Dass Kalte depolymerisierend auf Mikrotubuli wirkt war bekannt (Nick,
2000). Vielleicht war die Wirkung zu gering, bzw. regenerierten die Mikrotubuli, so dass kein
Mitoseblock, bzw. kein vollstandiger Mitoseblock zustande kam.

Keine der getesteten physikalischen Methoden konnte aufgrund der erzielten Ergebnisse als
Colchicin-Alternative eingesetzt werden. Mdglicherweise kénnten die Behandlungen noch
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weiter optimiert werden, bzw. eine Kombination unterschiedlicher physikalischer Reize zur
Depolymerisation der Mikrotubuli fihren. Hierfir missten die Methoden an mehreren Mais-
Genotypen und vor allem an haploidem Pflanzenmaterial getestet werden.

Ein weiterer Ansatz zu Verdopplung von Chromosomenséatzen kénnte der Einsatz einer
Druckbehandlung mit Distickstoffmonoxid (Lachgas) sein. So erzeugten Kato und Birchler
(Kato, 2002; Kato & Birchler, 2006) bei Behandlung von haploiden und diploiden
Maispflanzen mit Lachgas diploide bzw. tetraploide Pflanzen.

5.2 Behandlung von Maiskeimlingen mit Colchicin-Alternativen

Nach Behandlung von Wurzelspitzen konnten die Herbizide APM, Oryzalin und Pronamid als
mogliche Colchicin-Alternativen identifiziert werden (Hantzschel & Weber, 2010). Diese
sollten daher zur Behandlung von Maiskeimlingen eingesetzt werden. Zuvor mussten jedoch
zunéchst geeignete Inkubationsbedingungen zur Behandlung von Maiskeimlingen ermittelt
werden. Dies erfolgte vor allem aus Kostengrinden durch Behandlung von diploidem
Pflanzenmaterial und teilweise nur mit den Kontrollen (ddH,O und Colchicin).

Vorbehandlung

Es wurden verschiedene Ansétze verfolgt, die Effizienz der Colchicinbehandlung durch
Vorbehandlung des Saatguts bzw. der Maiskeimlinge zu erhéhen. Als mdgliche
Vorbehandlungen wurden Kaltebehandlung, Vorquellen des Saatguts, Verletzen des
Saatguts / Keimlings, bzw. Vakuuminfiltration evaluiert.

Eine Synchronisation der Keimung konnte weder durch eine Kéltebehandlung, noch durch
Vorquellen des Saatguts erreicht werden. Auch durch eine Verletzung des Saatguts
(Entfernung des Perikarps) bzw. des Keimlings (Spro3spitze, Gayen et al. (1994)) mit dem
Ziel das Sprofiapikalmeristem (SAM) leichter fiir Colchicin zugdnglich zu machen, zeigte in
der vorliegenden Arbeit keine Verbesserung der Ausbeute von Zellen mit aufgedoppeltem
Chromosomensatz. Durch die Verletzung sank hingegen die Vitalitdit der Keimlinge.
Aufgrund dessen und aufgrund des erhdéhten Aufwands durch eine Vorbehandlung, wurde
daher diese Methode spéter nicht zur Behandlung von haploidem Maissaatgut eingesetzt. Im
Allgemeinen koénnte eine Verbesserung der Vorbehandlung, wie z. B. geringere Verletz-
ungen eine Verbesserung der Colchicin-Wirkung mit sich bringen. Um diese Mdglichkeiten
zu testen, misste ein gréRerer Probenumfang an haploidem Saatgut eingesetzt werden. Die
nétige Saatgutmenge stand im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht zur Verfligung.
Denkbar wére hier zum Beispiel auch eine Vorbehandlung des Saatguts, bzw. der Keimlinge
mit Ultraschall.

Bei Vakuuminfiltration konnte gezeigt werden, dass die L&sung besser vom Keimling
aufgenommen wurde. Nach Behandlung von Keimlingen mit Colchicin mit und ohne
vorgeschaltete Vakuuminfiltration konnte das Experiment aufgrund verschiedener
technischer Probleme nicht genau ausgewertet werden. Nach einer visuellen Bonitur
konnten jedoch keine Unterschiede zwischen den Varianten festgestellt werden, weshalb
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dieser Ansatz nicht weiter verfolgt wurde. Um die Vakuuminfiltration genauer bewerten zu
kénnen missten jedoch noch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Keimung in einer L6sung mit Inhibitor

Aufgrund der Tatsache, dass Stammzellen des SAM auch in Gameten differenzieren
(Jackson, 2009), wurde versucht, so friih wie méglich eine Verdopplung des Chromosomen-
satzes durchzufihren. Hierfir wurde Saatgut zunachst direkt in Gegenwart des Inhibitors
angekeimt. In diesem Experiment konnte nicht entschieden werden, ob die beobachtete
geringe Keimrate auf den Inhibitor selbst, oder auf das Saatgut zurtckzufihren war. Daher
wurde darauffolgend das Saatgut vorgekeimt, bevor es mit dem Inhibitor behandelt wurde.
Nach 96 h Inkubation zeigte sich bei allen behandelten Keimlingen im Vergleich zur
Negativkontrolle ein extrem gestauchtes Wachstum. Bei Bestimmung des Chromatin-Gehalts
der Zellen aus Wurzel, SAM und Sprof3spitze der verschiedenen Behandlungen konnte eine
leichte Zunahme der Zellen mit 8 C-Gehalt verglichen zur Negativkontrolle detektiert werden.
Diese Zunahme fiel jedoch vergleichsweise gering aus und die Messwerte zeigten aullerdem
sehr hohe Standardabweichungen. Somit zeigte sich Keimung von Samen auf einem
Inhibitor als relativ ineffizient im Hinblick auf die Erzeugung von Zellen mit 8 C-Gehalt. Die
Beobachtungen, dass alle Keimlinge nach Auspflanzen in Erde abstarben, legt den Schluss
nahe, dass durch die Keimung auf einem Inhibitor irreversible Schaden im Keimling
verursacht wurden. Die Beobachtungen zeigten, dass eine Keimung auf Inhibitor nicht zur
Erzeugung von Doppelhaploiden geeignet war.

Vergleich von Behandlungsmethoden

Zur Behandlung von Maiskeimlingen wurden drei verschiedene Methoden verglichen. Die
Behandlung auf mit Inhibitor getrédnktem Keimpapier, die Inkubation in Schott-Flaschen direkt
in einer Lésung mit Inhibitor und die Inkubation in einer Inhibitorlédsung, die regelmafig im
RITA-System beluftet wurde. Nach Auswertung der Ergebnisse zeigte sich, dass Keimlinge
auf Keimpapier, sowie im RITA-System nahezu 100 % vital waren. Nach Behandlung in
Schott-Flaschen hingegen konnten nur sehr geringe Vitalitdtsraten detektiert werden. Auch
die Zugabe von Gibberellinsaure zur jeweiligen Behandlungslésung konnte die Vitalitat nicht
verbessern. Aullerdem berichten Huang & Lloyd (1999), dass Gibberellin eine stabilisierende
Wirkung auf Mikrotubuli haben kann und somit wére eine mégliche Hemmung des Inhibitors
nicht ausgeschlossen gewesen. Es ist davon auszugehen, dass die geringe Vitalitat in
Schott-Flaschen auf die teilweise anaeroben Bedingungen zurlickzufihren war. Die
Beluftung der Inhibitorlésung im RITA-System konnte die Vitalitat der Keimlinge im Vergleich
zu Flascheninkubation deutlich erhéhen. Ahnliche Beobachtungen berichteten auch schon
Aalders & Hall (1963) bei Colchicinbehandlung von keimenden Blaubeer-Samen.

Anschlielend sollte die Effektivitdt durch Vergleich der Anteile der Zellen mit 8 C-Gehalt
nach Behandlung der Keimlinge auf Keimpapier bzw. im RITA-System evaluiert werden. Hier
erwies sich die Behandlung im RITA-System als deutlich effektiver. Die relativ geringe
Ausbeute an Zellen mit 8 C-Gehalt nach Inkubation auf Keimpapier kénnte sich dadurch
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erklaren lassen, dass hier nur die Wurzeln im direkten Kontakt mit dem Inhibitor standen und
der Transport in den Bereich des SAM nicht hinreichend war.

Optimierung der RITA-Inkubation

Da die RITA-Behandlung beim Vergleich der Inkubationsmethoden am effektivsten war,
sollte diese Methode weiter optimiert werden. Hierfir musste zunachst ein geeignetes
System zur Evaluierung entwickelt werden. Zellen des SAM erwiesen sich als besonders gut
geeignet. Es zeigte sich, dass bereits zwei Tage nach Behandlung bei Messungen des SAM-
Bereichs eine Aussage Uber eine mdgliche Verdopplung des Chromosomensatzes getroffen
werden konnte. Diese Methode kénnte daher auch in der DH-Maiszichtung eingesetzt
werden, um Inkubationsbedingungen mit Inhibitoren mdglichst frih bewerten zu kénnen.
Eine ,Abschatzung® von mdglichen Verdopplungsraten kann sehr friih in der Keimlings-
entwicklung vorgenommen werden.

Beim Vergleich verschiedener Inkubationsstartpunkte zeigte sich, dass eine Behandlung
zwei Tage alter Keimlinge mit einem Inhibitor effektiver war, als eine Behandlung von vier
Tage alten Keimlingen (vgl. ,Hohenheimer Methode* bei Eder & Chalyk, 2003). Damit konnte
im Rahmen der vorliegenden Arbeit weiteres Optimierungspotential der Colchicinbehandlung
an sich aufgezeigt werden.

Desweiteren zeigte sich, dass beim Herabsetzen der Bellftungsdauer auf 1 min pro h kein
Verlust an Vitalitat detektiert und somit eine vollstdndige Inkubation der Keimlinge im
Inhibitor gewéhrleistet werden konnte.

Inhibitor-Behandlung haploider Keimlinge

Nach Bestimmung der Inkubationsparameter durch Behandlung diploider Maiskeimlinge
erfolgte nun die Inhibitor-Behandlung haploider Keimlinge. Um die Aussagekraft zu erhéhen
wurden pro Behandlungsvariante jeweils 50 Keimlinge eingesetzt.

Beim Vergleich der Vitalitatsraten behandelter Maiskeimlinge konnten nach Colchicin-
Behandlung annéhernd die Raten unbehandelter Keimlinge erreicht werden. Nach Herbizid-
behandlung hingegen waren die Vitalitédtsraten deutlich herabgesetzt. Dies kénnte daran
liegen, dass Colchicin an sich fir Pflanzen weniger ,schadlich® wirkte. Herbizide dagegen
wurden dafir entwickelt, die Vitalitdt von Pflanzen herabzusetzen und zeigten daher eine
spezifischere Wirkung als Colchicin. Aulerdem ware mdglich, dass die Herbizide zusétzlich
in andere Stoffwechselprozesse der Pflanzen eingriffen und dadurch die Vitalitédt herab-
setzen konnten.

Die Effektivitdt der Behandlung, d. h. die Aufdopplung des Chromatins wurde durchfluss-
zytometrisch an Blattmaterial im Vier-Blatt-Stadium bestimmt. Um Aussagen Uber tatséchlich
»2aufgedoppelte* Pflanzen treffen zu kénnen, wurden die Blatter von jeder Pflanze einzeln
gemessen. In Tabelle 5.1 sind jeweils der Anteil der aufgedoppelten Pflanzen an der
Gesamtzahl der eingesetzten Pflanzen (50) sowie zusétzlich der Anteil aufgedoppelter
Pflanzen an den Uberlebenden Pflanzen dargestellt. Bei unbehandelten Pflanzen konnte in
der vorliegenden Arbeit nie eine ,spontane® Aufdopplung beobachtet werden. Die meisten
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»=aufgedoppelten“ Pflanzen lieferte die Behandlung mit Colchicin. Nach Behandlung mit den
Herbiziden konnten nur wenige Pflanzen mit aufgedoppeltem Chromosomensatz detektiert
werden. Jedoch streuten die Messungen der drei Wiederholungen stark. Beispielsweise
lieferte die erste APM-Behandlung keine aufgedoppelten Pflanzen, dagegen wurde in der
dritten Wiederholung in 8 % der Pflanzen das Chromatin verdoppelt. Im Vergleich zu den
Herbiziden waren die Anteile der aufgedoppelten Pflanzen nach Colchicinbehandlung in der
Gesamtzahl, wie in der Zahl der Uberlebenden Pflanzen mit Abstand am hdchsten.

Tabelle 5.1 Anteile an aufgedoppelten Pflanzen nach Behandlung von Haploiden

Anteil an der Gesamtzahl [%)] Anteil an liberlebenden Pflanzen [%]
1.Durchf. 2.Durchf. 3.Durchf. Mittel | 1.Durchf. 2.Durchf. 3.Durchf. Mittel

Colchicin 38 24 18 27 49 30 24 34
APM 0 2 8 3 0 3 11 5
Oryzalin 2 2 0 1 5 4 0 3
Pronamid 0 2 0 1 0 2 0 1

Die hohen Abweichungen zwischen den einzelnen Wiederholungen k&énnten darauf
zurlckzufiihren sein, dass die eingesetzte Individuenzahl von 50 Keimlingen pro
Behandlungsvariante zu gering war. Wegen der limitierten Menge haploiden Saatguts,
konnten zum Testen mdglichst vieler Varianten jedoch nur 50 Kérner / Gruppe eingesetzt
werden.

Desweiteren zeigte sich im spateren Kulturverlauf, dass nur bei colchicinierten Pflanzen eine
Bestdubung durchgefihrt werden konnte. Die ,Sterilitdt* kdnnte mit einem unvollstadndigen
Aufdoppeln im SAM erklart werden. Die Bestimmung des Chromatingehaltes im SAM stellte
deshalb nur eine Abschéatzung dar.

Somit konnten hier die Ergebnisse der Wurzelspitzenbehandlungen nicht bestatigt werden.
Eine mogliche Begriindung hierflir wére, dass die Herbizide eine spezifischere Wirkung auf
Wurzelzellen haben. Oder aber die an diploiden Wurzeln ermittelten Inkubationsparameter
waren zur Behandlung von haploiden Keimlingen nicht optimal. Jedoch konnte auch bei
»Optimierungsversuchen® mit APM die Frequenz aufgedoppelter Pflanzen nicht erhéht
werden, wobei auch hier die Zahl behandelter Individuen / Gruppe relativ gering war.

Die Herbizide APM, Oryzalin und Pronamid kénnten als Colchicin-Alternativen fir die DH-
Technik eingesetzt werden, da sie bei Behandlung von Wurzeln (Chromosomensatz-
verdopplung) effektiv waren. Darlber hinaus sind sie weniger toxisch als Colchicin. Eine
Behandlung von héheren Individuenzahlen Haploider ware sinnvoll, um das tatsdchliche
Potential der Herbizide als mdgliche Colchicin-Alternativen noch genauer zu Uberprifen. Die
Effektivitat der Behandlungen durch Kombination mit anderen Parametern kdnnte sich weiter
erhdhen lassen. Denkbar wére hier z. B. eine geeignete Vorbehandlung der Keimlinge oder
auch die Kombination mit anderen Mitosehemmern, die einen anderen Wirkmechanismus
zeigen und somit die Ausbeute aufgedoppelter Chromosomensatze steigern kdnnten.
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AulBerdem ware es mdglich, z. B. durch Behandlung der Infloreszenzmeristeme mit den
Herbiziden Doppelhaploide zu erzeugen.

Aufgrund der Tatsache, dass im Verlauf der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte,
dass auch die Behandlung mit Colchicin noch Optimierungspotential aufweist, wéare es
denkbar, durch erhéhte Effektivitat die bendtigten Konzentrationen von Colchicin zumindest
zu verringern. AulRerdem ware auch der Einsatz von mindergiftigen Colchicin-Derivaten
denkbar (Heberle-Bors, 2011).

5.3 Hochdurchsatz-Screening einer Chemikalien-Bibliothek zur Ermitt-
lung weiterer Colchicin-Alternativen

Durch die Behandlung von Maiswurzeln konnte nur eine relativ geringe Anzahl von
mdglichen Colchicin-Alternativen getestet werden. Desweiteren bewirkten die drei
potenziellen Colchicin-Alternativen APM, Oryzalin und Pronamid bei Behandlung von
haploiden Maiskeimlingen nur eine geringe Aufdopplungsrate. Um weitere chemische
Substanzen zu entdecken, wurde eine Chemikalien-Bibliothek (LATCA) mittels transgener
Arabidopsis thaliana Keimlinge auf Colchicin-Alternativen durchmustert. Die LATCA-
Bibliothek wurde vom Kooperationpartner S. Cutler unentgeltlich zur Verfligung gestellt.
Diese Bibliothek enthalt viele Substanzen, bei denen bereits eine biologische Aktivitat bei
Arabidopsis bzw. S. cerevisiae nachgewiesen wurde (Cutler, 2008). Kommerziell erhéltliche
Bibliotheken (Maybridge, Chembridge, LOPAC, Spectrum) kosten mehrere tausend Dollar.

A. thaliana wurde als Testpflanze ausgewahlt, weil die geringe GréRe der Keimlinge die
gleichzeitige Behandlung mehrerer Individuen in einem Well bei geringen Behandlungs-
Volumina von ca. 100 uyl ermdglichte. DarUber hinaus konnte das Saatgut einfach produziert
werden.

Durch Behandlung von Keimlingen mit den LATCA-Substanzen sollten Substanzen entdeckt
werden, die eine depolymerisierende Wirkung auf Mikrotubuli zeigen. Dieser Effekt konnte
Uber die Inhibition des Fluoreszenzsignals aufgedeckt werden.

Das Screening wurde in drei Screening-Stufen aufgeteilt, um schrittweise mdgliche
Colchicin-Alternativen genauer zu charakterisieren. In der ersten Screening-Stufe wurden
alle LATCA-Substanzen einmal getestet. Alle Substanzen die zu einer leichten bis starken
Abnahme der Fluoreszenz und / oder zu einer Schwellung der Wurzeln fiihrten, wurden als
positiv gewertet. Nach der ersten Screening-Stufe konnten 439 Substanzen identifiziert
werden. Zugunsten einer detaillierten Analyse wurde auf eine Wiederholung des Gesamt-
Screenings verzichtet. In diesem Schritt konnte nicht ausgeschlossen werden, dass
Kandidaten Ubersehen wurden, denn das Screening wurde nur mit einer Konzentration
(25 pM / Substanz, Cutler, 2008) durchgefiihrt. So zeigte sich z. B., dass Colchicin aufgrund
der geringen Konzentration in diesem Screening nicht als positive Substanz detektiert wurde.
Das Ziel der ersten Screening Stufe war das Auffinden von hoch effektiven Substanzen, das
heillt von Substanzen, die im Gegensatz zu Colchicin schon bei geringeren Konzentrationen
Pflanzenmikrotubuli depolymerisieren.
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Somit wurden die 439 Substanzen in der zweiten Screening-Stufe durch dreimaligen Test
genauer bewertet. Hier wurden nur solche Substanzen als positiv eingestuft, die in
mindestens zwei Wiederholungen bei dem Grofteil der behandelten Keimlinge zur Inhibition
der Fluoreszenz fuhrten. Hierbei konnte die Anzahl der Substanzen weiter auf 78 verringert
werden. Alle 78 Substanzen verursachten eine starke Inhibition des Fluoreszenz-Signals,
d. h. sie kénnten einen depolymerisierenden Effekt auf Mikrotubuli besitzen. Jedoch konnte
nicht ausgeschlossen werden, dass der Verlust bzw. der Fluoreszenz durch andere Effekte
hervorgerufen wurde. Ein Absterben der Keimlinge wiirde zum selben Resultat fihren.

Daher wurden in der dritten Screening-Stufe jeweils in vier Durchfihrungen nochmals
Keimlinge mit den verbliebenen 78-Substanzen behandelt, um Aussagen Uber die Vitalitat
der Keimlinge treffen zu kénnen. Nach Beendigung der Inkubation wurden die Keimlinge in
den 96-Well Platten weiterkultiviert. Hier zeigten sich jedoch auch innerhalb der
unbehandelten Kontrollen Unterschiede im Entwicklungsgrad, sowie der Blattfarbung, so
dass eine eindeutige Auswertung nicht méglich war. Deshalb wurden die Keimlinge auf
Aussaaterde gelegt und bis zur Blute weiterkultiviert. Hier wurde bewertet, bei wie vielen
Versuchsdurchfiihrungen je Variante aus den Keimlingen Pflanzen regenerierten und bei wie
vielen Behandlungen Pflanzen bis zur Blute heranwuchsen. Es zeigte sich auch bei
unbehandelten Keimlingen nicht immer eine Uberlebensrate von 100 %. Was zum einen
durch mechanische Verletzung und zum anderen durch die lange Kultivierung in den 96-Well
Platten, bzw. den Kulturbedingungen im Gewéachshaus begriindet werden kénnte. Nach der
Auswertung der Vitalitdt konnten bei allen Kontrollbehandlungen (ddH,O, bzw. DMSO)
mindestens bei zwei von vier Durchfihrungen Pflanzen bis zur Blite heranwachsen. Legte
man diesen Wert als ausreichende Vitalitatsrate fest, so konnte nach Behandlung mit den
LATCA-Substanzen bei 51 Substanzen diese Rate bestimmt werden, welche somit als
Colchicin-Alternativen eingesetzt werden kénnten.

Durch die bisherigen Ergebnisse des LATCA-Screenings kénnen noch keine Aussagen Uber
die Effektivitdt der einzelnen Substanzen beziglich der Aufdopplung von Chromosomen-
satzen getroffen werden. Daher miissen noch weitere Behandlungen mit diesen Substanzen
durchgefuhrt werden, bei denen dann durch z. B. Messungen am Durchflusszytometer
bestimmt wird, nach welcher Behandlung tatsachlich eine Erhéhung der Ploidiestufe erreicht
werden kann. AuRerdem mussen fur die daraus verbliebenen Substanzen durch Ermittlung
der optimalen Konzentrationen und genauerer Betrachtung der Eigenschaften, bzw. des
Wirkmechanismus die Kosten pro L und vor allem die Toxizitat fir Mensch und Umwelt noch
einmal genauer betrachtet werden.

5.4 Untersuchung des Mechanismus der Haploideninduktion

Auch die Verbesserung des ersten Schritts der Doppelhaploidentechnik, d. h. die
Bestdubung mit Pollen einer Inducer-Linie kann die Ausbeute an Doppelhaploiden deutlich
erhéhen. Zur Entwicklung von verbesserten Inducer-Linien kénnte daher ein besseres
Verstandnis des zugrundeliegenden Mechanismus beitragen. Zwei Theorien sollen den
Mechanismus der Haploideninduktion erklaren, zum einen die Bildung von Haploiden durch
keine bzw. unvollstédndige Befruchtung (Chalyk et al., 2003) und zum anderen die Bildung
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von Haploiden nach Befruchtung gefolgt von Chromosomenelimination (Zhang et al., 2008;
Li et al., 2009).

Dieser Mechanismus sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit in einem zusatzlichen
Experiment untersucht werden. Basierend auf dem Vorhandensein (erfolgreiche
Befruchtung), bzw. Nichtvorhandensein (unvollstandige, bzw. keine Befruchtung) eines GFP-
Signals im Bereich der Zygote nach Bestdubung mit transgenem Pollen sollten Aussagen
Uber den Befruchtungsmechanismus getroffen werden.

Nach bisherigem Ergebnisstand konnten jedoch nur Explantate beobachtet werden, bei
denen eine leichte Fluoreszenz Uber das ganze Explantat verteilt auftrat. Es ware mdglich,
dass die Bestdubung technisch nicht richtig funktioniert hat. Andrerseits wére es jedoch auch
denkbar, dass durch die Explantatgréle das Fluoreszenzsignal von Einzelzellen nicht
detektiert werden konnte. Die Isolation der Eizelle / Zygote kénnte mdglicherweise die
Beobachtung des GFP-Signals verbessern. Eine weitere Mdglichkeit, den Mechanismus
genauer zu untersuchen ware die Entwicklung eines Markers, der selektiv z. B. in der Zygote
exprimiert wird.

Ravi & Chan (2010) konnten bei Arabidopsis durch Veranderung der Zentromere Haploide in
relativ hoher Frequenz erzeugen. Der Einsatz dieser Technik wéare auch zur Erzeugung
neuer Inducerlinien und somit zur Verbesserung der DH-Technik bei Mais denkbar.

5.5 Schlussfolgerung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Doppelhaploiden-
Technik bei Mais noch weiter optimiert werden kann. Dies ist zum einen durch die effektivere
Nutzung von Colchicin, oder aber durch den Einsatz von Colchicin-Alternativen méglich.
Aulerdem konnten nach dem Screening der LATCA-Bibliothek 51 Substanzen identifiziert
werden, die potenzielle Colchicin-Alternativen darstellen.
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6. Zusammenfassung

In der Maiszichtung stellt die Doppelhaploidentechnik eine zeitsparende Alternative
gegenlber der herkdbmmlichen Erzeugung homozygoter Linien dar. Die DH-Technik lasst
sich in zwei Schritte unterteilen: 1.) die Induktion von maternalen Haploiden durch
Bestdubung mit sogenannten Inducerlinien und 2.) die Aufregulierung der Chromosomen-
satze zur Erzeugung von Doppelhaploiden durch die Behandlung mit einem Mitosegift.
Insgesamt kénnen bei jedem Schritt zwischen 1 - 10 % Haploide bzw. Doppelhaploide
erzeugt werden. Dies zeigt somit noch ein deutliches Optimierungspotential auf. Zum einen
ist der Mechanismus der Haploideninduktion noch nicht vollstdndig geklart und die
Induktionsraten sind teilweise stark vom jeweiligen Genotyp abhéngig. Zum anderen wird zur
Aufregulierung der Chromosomensatze immer noch sehr haufig das im Speziellen fir
Sauger hochtoxische Alkaloid Colchicin eingesetzt. Aufgrund seiner geringen Spezifitat fur
Pflanzenspindeln wird eine relativ hohe Menge an Colchicin benétigt, was die Anwendung
teuer und vor allem fir den Anwender gefahrlich macht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Doppelhaploiden-Technik bei Mais durch die
Bestimmung von mindergiftigen und mdéglichst effizienten Colchicin-Alternativen zu
verbessern. Hierfir wurden folgende Arbeitsschritte durchgefuhrt:

® Beurteilung von moglichen Colchicin-Alternativen durch Behandlung von
Wourzelspitzen (chemische Substanzen, physikalische Methoden).

® Optimierung der Inkubationsparameter zur Behandlung von Haploiden mit Colchicin-
Alternativen.

® Ermittlung neuer Colchicin-Alternativen Uber Hochdurchsatz-Screening einer
Chemikalien-Bibliothek.

® Untersuchung des Mechanismus der Haploideninduktion.

Bei der Behandlung von Wurzelmeristemen konnte gezeigt werden, dass die drei Herbizide
APM, Oryzalin und Pronamid als Colchicin-Alternativen eingesetzt werden koénnen.
Verglichen mit Colchicin weisen sie alle eine deutlich geringere Toxizitat fur Sduger auf.
Aulerdem ware ihr Einsatz durch die deutlich geringer benétigten Konzentrationen auch
kosteneffizienter als eine Colchicinbehandlung. Nach Behandlung Haploider konnten jedoch
bisher mit keiner Alternativbehandlung Doppelhaploide erzeugt werden.

Die Behandlungsparameter fir Colchicin konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit weiter
optimiert werden. So zeigte sich durch die Bellftung der Behandlungslésung ein deutlicher
Anstieg der Keimlingsvitalitdt. AuRerdem konnten nach der Behandlung zwei Tage alter
Keimlinge die meisten Keimlinge mit verdoppeltem Chromosomensatz erzeugt werden.
Aufgrund der vielversprechenden Eigenschaften der Herbizide APM, Oryzalin und Pronamid
sollten weitere Experimente durchgefuhrt werden, sobald gréRere Mengen an haploidem
Saatgut zur Verfigung stehen.
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Das Screeningverfahren der LATCA-Bibliothek unter Verwendung einer transgenen
Arabidopsis thaliana Linie zeigte sich als &uRerst effektiv zur Ermittlung von
Mitoseinhibitoren. Nach Durchfiihrung des Screenings von ~3600 chemischen Substanzen in
drei Stufen konnten 51 Kandidaten von Colchicin-Alternativen ermittelt werden. Diese
Substanzen sollten durch Behandlung von haploiden Maiskeimlingen genauer evaluiert
werden. Denkbar wéare auch das Screening weiterer Bibliotheken zur Entdeckung von
Mitoseinhibitoren.

Durch ein besseres Verstandnis des Mechanismus der Haploideninduktion kénnte diese
Technik verbessert und somit der Einsatz von Colchicin eingeschrankt werden. Anhand der
bisherigen Ergebnisse kdnnen jedoch keine Aussagen uUber den Mechanismus der
Haploideninduktion getroffen werden. Das eingesetzte Testsystem sollte daher noch weiter
optimiert werden.

Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass die Effizienz zur Erzeugung doppelhaploider
Maispflanzen durch den Einsatz von Colchicin-Alternativen verbessert werden kénnte.
Aulerdem konnten nach einem Screening von ~3600 chemischen Substanzen mittels
A. thaliana 51 Chemikalien als potenzielle Mitoseinhibitoren detektiert werden.
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6. Summary

In maize breeding the production of inbred lines using doubled haploids constitutes a time-
saving alternative compared to conventional procedures. The DH-technique can be divided
into two separate steps 1.) induction of maternal haploids through the pollination of a desired
genotype with pollen of a so-called inducer-line and 2.) doubling of chromosome sets to
produce doubled haploids using mitotic inhibitors. Overall, each step yields approximately 1 -
10 % of haploids or doubled haploids, respectively. This shows the technique still has room
for improvement: The mechanism of haploid induction is not fully understood and in addition
induction rates are genotype dependent. Most often the highly toxic alkaloid colchicine is
used for doubling chromosome sets of haploids. Because of its low efficiency on
microtubules of plants a relatively high concentration of colchicine is needed. Consequently,
its application is expensive and above all poses a high risk for the user.

The present study is aimed at optimizing the DH-technique in maize by defining less toxic
and efficient colchicine-alternatives. This work was organized as follows:

@ Evaluation of possible colchicine-alternatives by treating root tips (chemical
substances, physical methods).

® Optimizing treatment conditions of haploids with colchicine-alternatives.
Discovery of new substances by high-throughput-screening of a chemical library.

Analysis of the mechanism of haploid induction.

By treating root tips of diploid seedlings it was shown that three herbicides APM, oryzalin,
and pronamide may be used as colchicine-alternatives. Compared to colchicine they are all
less toxic to mammals. Furthermore, lower concentrations are required, i.e. the herbicides
were more cost-efficient than colchicine. However, after the treatment of haploid seedlings
no doubled haploids were produced by colchicine-alternatives

In this study, treatment parameters for colchicine were further optimized. For instance, it was
shown that aeration during treatment can improve the viability of seedlings. Furthermore, an
increased proportion of seedlings with doubled chromosome sets could be obtained when
two day old seedlings were treated. Regarding the promising properties of the herbicides
APM, oryzalin, and pronamide experiments should be performed if larger quantities of
haploid seeds become available.

The screening system developed for the LATCA-library using a transgenic line of Arabidopsis
thaliana is a highly effective system for discovering mitotic inhibitors. After screening ~3600
substances 51 candidates of colchicine-alternatives were discovered. Those substances
should be further evaluated by treating haploid maize seedlings. Using this approach, other
libraries are available for screening for mitotic inhibitors.
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Summary

A better understanding of the mechanism of haploid induction could lead to an improvement
of the DH-technique and therefore a decrease of colchicine usage. However, regarding the
results obtained so far the mechanism of haploid induction cannot be clarified. However, this
system can be further optimized.

This study has shown that the efficiency of generating doubled haploids in maize breeding
may be improved by using -colchicine-alternatives. Furthermore, by screening 3600
biologically active compounds with A. thaliana 51 chemicals were discovered which are
putative mitotic inhibitors.
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