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Einleitung 1

1 Einleitung
1.1 Signaltransduktion durch Calcium

Die pflanzliche Signaltransduktion basiert, wie Untersuchungen der letzten Jahre
gezeigt haben, keineswegs auf der Interaktion jeweils zweier Molekile; vielmehr
stehen verschiedene Signaltransduktionskaskaden miteinander in
Wechselwirkung und ergeben eine Art von Signaltransduktionsnetz (Genoud und
Métraux, 1999; Mgller und Chua, 1999), in welchem intrazellularem Calcium eine
Schlisselrolle  zugesprochen wird (Trewavas und Malho, 1998). Die
Calciumionenkonzentration pflanzlicher Zellen unterliegt einer komplexen
Regulation durch Calciumkandle in den Membranen nahezu samtlicher
intrazellularen Kompartimente (,Calciumhomdostase®; Webb, 1996; Muir et al.,
1997; Pineros und Tester, 1997; White, 2000; Fox und Guerinot; Harper, 2001;
Miedema et al., 2001). Sie betragt in ungestref3ten Zellen etwa 100 nM im Cytosol,
1 mM in der Vakuole (Webb, 1996) und, nach Messungen von Plieth (Universitat
Kiel, personliche Mitteilung) im Apoplasten unter 50 uM. Die cytosolische
Calciumionenkonzentration ([Ca®*]) kann sich infolge einer groRen Anzahl
verschiedener, abiotischer und biotischer Umgebungsfaktoren sowie endogener
Signale andern (Webb et al., 1996; Sanders et al., 1999; Knight und Knight, 2001;
Rudd und Franklin-Tong, 2001).

Calciumbindende Proteine, wie Calmodulin (Snedden und Fromm, 1998; Zielinski,
1998) wund calcium- oder calmodulinabhéangige Enzyme (Proteinkinasen,
Calrineurin; Sheen, 1996; Sopory und Munshi, 1998; Kudla et al., 1999; Harmon et
al., 2000; Anil und Rao, 2001; Cheng et al., 2002) scheinen ubiquitar und an den
physiologischen Reaktionen auf derartige Signale beteiligt zu sein.

Dies hat zu der  ,Calciumhypothese®  geflhrt, nach  welcher
Konzentrationsanderungen der intrazellularen und insbesondere der cytosolischen
Calciumionen fur die Transduktion der Signale in physiologische Antworten

notwendig seien.
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Die Funktion von Calcium als ,Signalmolekil® wird intensiv (McAinsh und
Hetherington, 1998; Trewavas und Malho, 1998; Malho, 1999; Trewavas, 1999;
Sanders et al., 1999; Knight, 2000; Reddy, 2001) und kontrovers (Plieth, 2001;
Sanders et al.,, 2002) diskutiert. Ein Schwerpunkt dieser Diskussion wird am
Beispiel von Spaltéffnungen deutlich: Auxin fihrt zum Offnen, ABA zum SchlieRen
der Spaltoffnungen, beide Phytohormone aber verandern die
Calciumionenkonzentration im Cytosol der Schlief3zellen (Schroeder et al., 2001).
Die Frage, inwieweit und auf welche Weise verschiedene physiologische
Antworten durch ein- und dasselbe Signalmolekul - Calcium - reguliert werden
konnen, konnte bislang nur teilweise beantwortet werden.

Eine der Vorstellungen hierzu geht von der Beobachtung aus, dald sich die
Calciumreaktionen in ihrer zeitlichen Kinetik unterscheiden (Malho et al., 1998):
Singulare Erhéhungen der Calciumionenkonzentration (Spikes) unterscheiden sich
in ihrer Amplitude und Dauer, repetitive Spikes (Oscillationen) in der Frequenz der
Calciumpeaks. Diese ,Calciumsignaturen® konnten fur den auslésenden Stimulus
spezifisch sein und diesen kodieren.

Ein Modell von Putney (1998), das auf experimentellen Befunden von DeKonick
und Schulman (1998) basiert, beschreibt die modgliche Dekodierung von
Calciumoszillationen duch die Interaktion von Calcium, Calmodulin und calcium-
calmodulinabhangiger Proteinkinase Il (CaM-Kinase Il). Die CaM-Kinase Il besitzt
acht Untereinheiten mit jeweils einer Bindestelle fur calciumaktiviertes Calmodulin.
Die Calmodulinbindung fuhrt zur Autophosphorylierung und Aktivierung des
Molekdls, in deren Folge Fremdproteine phosphoryliert werden konnen (Dupont
und Goldbeter, 1998). Je hoher der Autophosphorylierungsgrad ist, desto
langsamer dissoziiert das Calmodulin (,calmodulin trapping“), wodurch die Aktivitat
des Enzyms zwischen zwei Calciumspikes erhalten bleiben kann (,short term
molecular memory®). Bei kurzerer Dauer des Spikes ist eine hohere Frequenz der
Oszillation erforderlich, um die maximale Aktivitat zu erreichen, die danach mit
einer niedrigeren Frequenz aufrecht erhalten werden kann. Die Dekodierung von
Calciumoscillationen mit Hilfe von CaM-Kinasen in Pflanzen ist seit dem Nachweis
einer CaM-Kinase in Tabak (Liu et al., 1998) denkbar.
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Calciumoscillationen wurden bislang jedoch nur fir wenige pflanzliche Systeme
beschrieben (Evans et al., 2001), beispielsweise fur Pollenschlauche (Cai et al.,
1997; Franklin-Tong et al., 1997; Holdaway-Clarke et al., 1997; Messerli und
Robinson, 1997; Malho, 1998; Franklin-Tong, 1999; Malho et al., 2000) und
Schlie®zellen (McAinsh et al., 1995; Allen et al., 1999; Blatt, 1999; Allen et al.,
2000; Allen et al., 2001). Bei den meisten Calciumreaktionen in Pflanzen handelt
es sich um singulre, transiente Erhéhungen der [Ca®']. (Gilroy et al., 1993). Der
Nachweis einer Signalfunktion dieser Erhohungen erfordert entweder die
kinstliche Induktion der Calciumsignatur in Abwesenheit des Stimulus, der diese
Signatur natirlicherweise auslést, oder die Hemmung der Entstehung der
Calciumsignatur bei Einwirken des Stimulus.

Die letztgenannte Strategie wurde oft unter Verwendung von Calcium®inhibitoren®
verfolgt; diese beeinflussen jedoch selbst die zellulare Calciumhomdostase
(Polisensky und Braam, 1996; Lewis und Spalding, 1998; Plieth, 2001). Die Worte
Heilbrunns, ,Calcium macht alles® (Malho, 1999), sind somit nach wie vor
umstritten. Der Anstieg der [Ca®*]. ohne eine Signalfunktion des Calciums kdnnte
dennoch physiologisch relevant sein, da Calcium auf Membranen generell

stabilisierend wirken kann (Marschner, 1995).

1.2 Die Beteiligung cytosolischer Calciumionen an der
Kaltesignaltransduktion

Die Frosttoleranz vieler Pflanzen der gemaligten und kalten Klimazonen kann
sich bei mehrtagiger Temperaturexposition zwischen 0 °C und +10 °C erhdhen
(Kalteakklimatisation, Brunold et al., 1996). Eine solche Kalteakklimatisation setzt
die Perzeption der Temperatur und deren Transduktion in physiologische
Reaktionen voraus. Das Phytohormon Abscisinsdure (ABA), die [Ca?']. und das
Cytoskelett konnten an der Transduktion des Kaltesignals beteiligt sein und als

Bestandteile eines Kaltesignaltransduktionsnetzes miteinander interagieren.
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ABA und Kaltesignaltransduktion

In den ersten Tagen der Kalteakklimatisation von Weizen findet sich ein
transienter Anstieg der endogenen ABA-Konzentration (Blum und Sinmena, 1995;
Abromeit 1996; Cowan et al., 1997). Die Verhinderung der ABA-Biosynthese mit
dem Carotinoidbiosynthesehemmstoff Norflurazon (Abromeit und Dorffling, 1994;
Abromeit, 1996) sowie die Applikation von ABA (Flores und Dorffling, 1990; Heino
et al., 1990; Gau et al., 1993; Dallaire et al., 1994) weisen auf die Notwendigkeit
dieses Anstiegs fur die Frosttoleranzsteigerung hin.

Die ABA-defiziente Arabidopsis-Mutante aba-1 laldt sich nicht kalteharten,
entwickelt nach Applikation von ABA aber eine hohere Frosttoleranz. Die ABA-
insensitive Arabidopsis-Mutante abi-1 zeigt erwartungsgemal’ keine erhdhte
Frosttoleranz nach ABA-Applikation, a3t sich aber dennoch kalteharten (Thomas
et al., 1997). Das abi-1-Gen kodiert fur eine Proteinphosphatase und besitzt die
Sequenz fur eine Calciumbindestelle (Leung et al., 1994, Meyer et al., 1994). Dies
spricht fur die Existenz von ABA-abhangigen und ABA-unabhangigen,
calciumregulierten Kaltesignaltransduktionswegen, schlie3t die Existenz eines
ABA- und calciumregulierten Kaltesignaltransduktionsweges aber nicht aus.
Verdnderungen der [Ca®']. durch ABA sind in SchlieBzellen nachgewiesen
worden, und die Beteiligung dieser Veranderung an der Regulation der
Spaltéffnungen qilt als evident (Allen und Sanders, 1996; Allen et al., 1998;
Hetherington et al., 1998; Allen et al., 1999). Gehring et al. (1990) beschreiben
eine ABA-induzierte Erh6hung der [Ca2+]C in Maiskoleoptilen von 240 nM auf
320 nM, die mit dem calciumsensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 (1.3)

gemessen wurde.

Calcium und Kaltesignaltransduktion

Knight et al. (1991) zeigten, dal} ein Kalteschock einen singularen, transienten
Anstieg der [Ca2+]C in Tabak induziert. Campbell et al. (1996) fanden, ebenfalls in
transgenen Tabakkeimlingen, bei Kuhlung der Wurzeln Calciumoszillationen in

den Kotyledonen.
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Die cytosolische Expression von Apoaequorin im Bereich des Tonoplasten mittels
Membranproteinfusion zeigte in Arabidopsis-Keimlingen, dal} die kalteschock-
induzierte Erhdhung der [Ca?'], sowohl durch einen Einstrom (ber die
Plasmamembran als auch durch eine Freisetzung aus der Vakuole zustande
kommt (Knight et al. , 1996). Monroy und Dhindsa (1995), DeNisi und Zocchi
(1996) und Polisensky und Braam (1996) postulierten aufgrund von Experimenten
mit Calciumkanalhemmstoffen ebenfalls einen kalteinduzierten
Calciumioneneinstrom aus dem Apoplasten. Jian et al. (1999) kamen durch
Antimonatfallung und nachfolgende elektronenmikroskopische Untersuchung zu
dem Schlufl, dall ein Kalteschock von Winterweizen die Calciumionen-
konzentration sowohl im Cytosol als auch im Zellkern ansteigen laft.
Kalteinduzierte Veranderungen der [Ca®*]. von Arabidopsis hangen weniger von
der Temperatur als vielmehr von der Temperaturrate ab (Plieth et al., 1999), und
kalteschockinduzierte Veranderungen der [Ca®']. in derselben Spezies sind
zelltypspezifisch (Kiegle et al., 2000).

Desweiteren verandert die Kalteakkimatisation nachfolgende kalteschock-
induzierte Calciumsignaturen in Arabidopsis-Keimlingen (Knight et al., 1996;
Knight und Knight, 2000). Medicago-Zellen in Suspensionskultur, die mit
Calciuminhibitoren inkubiert wurden, lieRen sich weniger kalteakklimatisieren als
nichtinkubierte Zellen (Monroy et al., 1993).

Cytoskelett und Kaltesignaltransduktion

Niedrige Temperaturen beeinflussen nicht nur die [Ca®*']., sondern auch die
Organisation des Cytoskelettes (Woods et al., 1984). Wang und Nick (2001)
beschreiben eine kalteschockinduzierte Fragmentierung der Mikrotubuli in
Weizenwurzelzellen, die in kalteakklimatisierten und in ABA inkubierten Pflanzen
geringer ausfallt. In Protoplasten von Medicago-Zellen aus Suspensionskultur fuhrt
Kalte zu einem Influx des Radioisotops “°Ca, der nach Inkubation mit den
Aktinfilamenthemmstoffen Jasplakinolid und Cytochalasin-D geringer bzw. erhéht
ausfallt (Orvar et al., 2000). Aufgrund dessen wird die mogliche Regulation der
Aktivitat von Calciumkanalen in der Plasmamembran durch Veranderungen der

Organisation der Aktinfilamente diskutiert.
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Mazars et al. (1997) beschreiben eine Erhéhung der kalteinduzierten [Ca®']. in
Apoaequorin exprimierenden Protoplasten von Nicotiana nach Inkubation mit
Cytochalasin-D, was ebenfalls auf die Interaktion zwischen Kalte, Aktinflamenten
und [Ca*']c hinweist. Ergebnisse von Sangwan et al. (2001) sprechen fiir die
physiologische Relevanz einer solchen Interaktion: In intakten Brassica-
Keimlingen fuhrte die Destabilisierung von Aktinfilamenten durch Latrunculin-B
sowie die Erhohung der intrazellularen Calciumionenkonzentration durch den
Calciumionophor A23187 zu einer Aktivierung des kalteinduzierbaren ,BN115%
Promotors und einer Erhdhung der Frosttoleranz.

Nach Ergebnissen von Yokota et al. (2000) hat hingegen die [Ca**]. einen EinfluR
auf die Organisation des Cytoskelettes: Eine [Ca®"]. im mikromolaren Bereich und
calciumaktiviertes Calmodulin wirden die Aktivitat eines filamentdses Aktin
bindenden Proteins in Lilium-Pollenschlauchen inhibieren. Hwang und Lee (2001)
folgern aus Untersuchungen mit verschiedenen Hemmstoffen, dall in
Schlie®zellen von Commelina die ABA-induzierte Depolymerisierung der
Aktinfilamente durch Calcium, Proteinkinasen und Proteinphosphatasen reguliert

wird. Eine solche Calciumregulation wird auch von Grabski et al. (1998) postuliert.

1.3 Methoden zur Bestimmung der Calciumionen-
konzentration

Die intrazellulare Calciumionenkonzentration kann mit calciumsensitiven
Mikroelektroden und Calciumindikatoren bestimmt werden. Die Calciumindikatoren
sind nichtinvasiv. und ermdglichen Messungen unter physiologischen
Bedingungen. Sie lassen sich in drei Gruppen einteilen: calciumsensitive
Fluoreszenzfarbstoffe, fluoreszierende Proteine und lumineszierende
Photoproteine (Nuccitelli, 1994).

Calciumsensitive Fluoreszenzfarbstoffe
Eine Gruppe calciumsensitiver Fluoreszenzfarbstoffe wird bei einer bestimmten
Wellenlange zur Fluoreszenz angeregt und emittiert Licht im Spektralbereich einer

anderen Wellenlange (single-excitation-single-emission dyes).
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Bei ungleichmaliiger Verteilung dieser Farbstoffe kann die Fluoreszenzintensitat
die Farbstoffkonzentration anstatt der Calciumionenkonzentration widerspiegeln
(Roos, 2000). Zur Gruppe dieser Farbstoffe gehdren Fluo-3 und Calcium Green-1
(beide von Molecular Probes, Niederlande). Ratiometrische, calciumsensitive
Fluoreszenzfarbstoffe werden entweder bei einer Wellenlange zur Fluoreszenz
angeregt und emittieren im Spektralbereich zweier Wellenlangen, oder umgekehrt,
und ermoglichen die Quantifizierung der Calciumionenkonzentration. Indo-1
(Molecular Probes, Niederlande) ist ein solcher ratiometrischer Farbstoff.
Calciumsensitive Fluoreszenzfarbstoffe kénnen in Form von
Acetoxymethylesterderivaten (AM-Ester) in die Zelle eingebracht werden. Diese
diffundieren durch die Plasmamembran in das Cytosol und werden dort von
zelleigenen Esterasen in eine membranimpermeable und photoaktive Form
uberfuhrt (Haugland, 1996). In pflanzlichen Zellen kann der AM-Ester jedoch nach
Eintritt in die Zelle unzureichend lysiert und in der Vakuole akkumuliert werden
(Nagel-Volkmann, 1997). Zellwandgebundene Esterasen konnen den Farbstoff
bereits im Apopasten abspalten und dadurch den Eintritt in die Zelle verhindern
(Zhang et al., 1998).

Fluoreszierende Proteine

Miyawaki et al. (1997) konstruierten ein ,Cameleon® genanntes Fusionsprotein, in
dem ein ,cyan fluorescent protein® (CFP) Uber ein Linkerpolypeptid aus
Calmodulin und einem Calmodulinbindepeptid mit einem ,yellow fluorescent
protein“ (YFP) verbunden ist. Die Calciumionenbindung an die Calmodulindomane
bewirkt eine Konformationsanderung und - bei Anregung mit UV-Licht - einen
erhohten ,fluorescence resonance energy transfer (FRET) zwischen CFP und
YFP, der ratiometrische Fluoreszenzmessungen und die Bestimmung der
Calciumionenkonzentration ermoglicht (Miyawaki, 2000). Nakai et al. (2001)
konstruierten einen ahnlichen Calciumsensor auf der Basis nur eines GFPs. Ein
Nachteil dieser Calciumsensoren besteht in der pH- und Chloridsensitivitat der
Fluoreszenzproteine, deren Minimierung experimentell verfolgt wird (Miyawaki et
al., 1999; Tsien und Miyawaki, 2000; Plieth, 2001).
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Rekombinante Aequorintechnik

Die dritte Gruppe schliel3lich umfallt die lumineszierenden Photoproteine, von
denen sich das Aequorin zur Bestimmung der Calciumionenkonzentration in
Pflanzen etabliert hat. Aequorin ist ein 21 kDa grolRes Protein aus der
Tiefseequalle Aequorea victoria (Murbach & Shearer), das aus dem Apoprotein
Apoaequorin, dem Chromatophor Coelenterazin sowie intramolekular
gebundenem  Sauerstoff besteht. Coelenterazin ist ein Derivat des
3,7-Dihydroimidazo[1,2-«<]pyrazin-3-ons. Apoaequorin besitzt drei Calcium-
bindestellen.

Die Bindung von mindestens zwei  Calciumionen  bewirkt eine
Konformationsanderung, infolge derer Coelenterazin zu Coelenteramid oxidiert,
Kohlendioxid freigesetzt und blaues Licht emittiert wird (Wellenlange: 465 nm;
deshalb auch als ,blue “fluorescent” protein“ bezeichnet). Liegt bei dieser Reaktion
Aequorin gegeniber Calcium im UberschuR vor, so ist die Intensitdt des
emittierten Lichtes der Calciumionenkonzentration (nichtlinear) proportional. Dies
ermoglicht die Messung der Calciumionenkonzentration mittels Luminometer,
Bildverstarkerrohre und CCD-Kamera (Shimomura, 1995; Ohmiya und Hirano,
1996). Knight et al. (1991) beschrieben zum ersten Mal die heterologe Expression
von Apoaequorin in einer Pflanze (Nicotiana). Die Inkubation mit Coelenterazin
rekonstituierte Aequorin in vivo und ermoglichte die Bestimmung der cytosolischen
Calciumionenkonzentration Diese sogenannte ,rekombinante Aequorintechnik® hat
gegenuber den anderen Calciumindikatoren mehrere Vorteile: MelRprobleme
durch Autofluoreszenz entfallen, da Aequorin lumineszent und nicht fluoreszent
ist. Das Signal-Hintergrund-Verhaltnis ist aufgrund geringer endogener
Lumineszenz hoch. Durch Verwendung von Coelenterazinderivaten laf3t sich die
Lumineszenzintensitat variieren. Diese bleibt von Chlorid- und anderen Anionen
unbeeinfluf3t. Calciumionenkonzentrationsmessungen sind im Bereich von 10 nM
bis 10 uM maoglich (Plieth, 2001).
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1.4 Problemstellung und Zielsetzung

Apoaequorin wurde bislang in folgenden Pflanzen exprimiert: Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh. (Knight et al., 1996; Polisensky und Braam, 1996), Glycine max (L.)
Merr. (Mdller et al., 2000), Lycopersicon esculentum L. (Moyen et al., 1998),
Nicotiana plumbaginifolia Viviani (Knight et al., 1991), Nicotiana tabacum L.
(Takahashi et al., 1997), Phaeodactylum tricornutum Bohlin (Falciatore et al.,
2000), Physcomitrella patens (Hedw.) Bruch & Schimp (Russell et al., 1996) und
Solanum tuberosum L. (C. Plieth, Universitat Kiel, personliche Mitteilung).
Dementsprechend sind Messungen der [Ca®"]. mittels rekombinanter
Aequorintechnik Uberwiegend in dikotyledonen und in keinen monokotyledonen
Pflanzen durchgefuhrt worden, mit der Folge, da® die mogliche Beteiligung
intrazellularen Calciums an physiologischen Antworten, die fir monokotyledone
Pflanzen spezifisch sind, bislang wenig untersucht geblieben sind.

Beispielsweise wurde die [Ca®*]. in Weizenkoleoptilen bislang nur von Felle (1988)
mit calciumsensitiven Mikroelektroden und von Gehring et al. (1990) mit dem
nichtratiometrischen Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 (1.3) gemessen. Weizen und
Weizenkoleoptilen sind in Hinblick auf Kalteakklimatisationsprozesse intensiv
(Dorffling et al., 1997; Nagel-Volkmann, 1997), kalteinduzierte Veranderungen
ihrer [Ca®*]. aber bislang, zumindest nach gegenwértigem Kenntnisstand, nicht
mittels rekombinanter Aequorintechnik untersucht worden. Daruber hinaus sind
Koleoptilen ein  Modellsystem zur Untersuchung des auxininduzierten
Streckungswachstums (Boysen-Jensen,1913; Went, 1928; Luthen, 1995), bei dem
unbekannt ist, ob die Auxinwirkung auf Veranderungen der [Ca®']. beruht
(Saunders, 1990).

Aus diesem Zusammenhang ergab sich die Zielsetzung dieser Arbeit: die
Herstellung transgener, Apoaequorin exprimierender Weizenpflanzen zur
Messung mdglicher Veranderungen der [Ca®']. unter dem EinfluR von Kalte und

Phytohormonen.
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Folgende Teilziele bedingten den experimentellen Rahmen der Arbeit:

e Herstellung transgener Sommer- und Winterweizenpflanzen mit stabiler,
konstitutiver und gewebeunspezifischer Apoaequorinexpression im Cytosol,

o Herstellung transgener Winterweizenzellsuspensionen mit entsprechender
Apoaequorinexpression,

« Lokalisation der Luminesenzverteilung in den transgenen Pflanzen,

o Etablierung eines Systems zur bildlichen Darstellung von Calciumreaktionen in
Echtzeit,

« Messung méglicher Verdnderungen der [Ca®*]. durch Kalteeinwirkung in
unterschiedlichen Pflanzenteilen,

e Messungen zum Einflul} einer Kalteakklimatisation auf mdgliche
kalteinduzierte Veranderungen der [Ca®'].,

« [Ca*]--Messung in Hinblick auf die mégliche Regulation von Calciumkanalen
durch Aktinfilamente,

« Messung mdglicher Veranderungen der [Ca®*]. durch ABA in Keimlingen und

Auxin in Koleoptilsegmenten.

Die Resultate sollten insbesondere den Vergleich mit kalteinduzierten
Calciumreaktionen in dikotyledonen Pflanzen und mit den Ergebnissen bisheriger,

fluoreszenzmikroskopischer [Ca®*].-Messungen in Weizen ermdglichen.
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2 Material

2.1 Organismen

2.1.1 Pflanzenmaterial

Folgende Weizengenotypen (Triticum aestivum L.) wurden verwendet:
Winterweizen: Florida,

Deutsche Sortenliste 1998, Bundessortenamt, Postfach

610440, Hannover, Deutschland. Bezugsquelle: Firma

Hans Schweiger & Co, Feldkirchen 3, 85368 Moosburg.
Sommerweizen:  Veery-5,

Zuchtlinie des CIMMYT Mexiko. Bezugsquelle: CIMMYT,

PO Box 60326, TX77205 Houston, USA.

2.1.2 Bakterienstamm

Als Wirtsstamm der Vektoren wurde der E.coli-Stamm DH5a verwendet
(Hanahan,1983). Bezugsquelle: Invitrogen GmbH, Technologiepark Karlsruhe,

Emmy-Noether Strasse 10, 76131 Karlsruhe, Deutschland.

2.2 Vektoren

Folgende Vektoren wurden flr die Klonierung und Transformation verwendet:

pP7AQ (A.J. Trewavas, University of Edinburgh, Grof3britannien)

Enthalt die 672 bp lange Apoaequorin-Komplementardesoxyribonukleinsaure
(cDNA, Prasher et al., 1987) unter der Kontrolle des 35S-Promotors im binaren
Vektor pART7 (Gleave, 1992).

pUbi.cas (D. Becker, Universitat Hamburg, Deutschland)
Ein Derivat des binaren Vektors pUC19 (Vieira und Messing, 1982) mit dem Mais
Ubiquitin-Promotor ubi1, (Christensen et al., 1992) und dem Terminator des

Nopalinsynthasegens nos von Agrobacterium tumefaciens (Dhaese et al., 1983).
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pTA7001 (N.-H. Chua, The Rockefeller University, USA. Aoyama und Chua, 1997)
Das Plasmid basiert auf pBI101 und ermoglicht die induzierte Expression eines
inserierten Gens durch Applikation von Glucocorticoiden, z.B. Dexamethason. Es
enthalt ein trans- und ein cis-Element. Das trans-Element enthalt den 35S-
Promotor des Blumenkohlmosaikvirus, den chimaren Transkriptionsfaktor GVG
und die Poly(A)-Additionssequenz der Erbsen-Ribulosebisphosphatcarboxylase/
oxygenase (RUBISCO)-Untereinheit  rbcs-E9. GVG  bestent aus  der
Hormonbindedomane des Maus-Glucocorticoidrezeptors, der DNA-Bindedomane
des Hefe-Transkriptionsfaktors GAL4 und der transaktivierenden Domane des
Herpesvirusproteins VP16. Das cis-Element enthalt sechs Kopien der Hefe-GAL4-
Upstream-Aktivatorsequenz  (UAS), die TATA-Box des 35S-Promotors,
Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme Spel und Xhol, und die Poly(A)-
Additionssequenz der Erbsen-RUBISCO-Untereinheit rbcs-3A. Das Plasmid

enthalt Resistenzgene gegen die Antibiotika Kanamycin und Hygromycin.

pUbiAeq (im Rahmen dieser Arbeit konstruiert)
Das Plasmid basiert auf pUbi.cas, in welches die Apoaequorin-cDNA aus p7AQ

inseriert wurde.

PTA.Aeq (im Rahmen dieser Arbeit konstruiert)
Das Plasmid basiert auf pTA7001, in welches die Apoaequorin-cDNA aus p7AQ

inseriert wurde.

pCalNeo (Barcelo et al., 1994)
Das Plasmid enthalt das Neomycinphosphotransferasegen npt/ll unter der
Kontrolle des 35S-Promotors und verleiht Resistenz gegenuber dem Antibiotikum

Kanamycin und dessen Derivaten.

P35SPAT (P. Eckes, Bayer CropSciences, Deutschland)

Das Plasmid enthalt das Phosphinothricinacetyltransferasegen (bar-Gen) unter
der Kontrolle des 35S-Promotors und verleiht Resistenz gegenuber
Phosphinothricin (PPT), der wirksamen Komponente des Herbizids BASTA®
(Aventis, Hoechst AG, Deutschland).
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2.3 Antikorper

Polyklonale Maus-Antikérper gegen Apoaequorin wurden von A.J. Trewavas,
Edinburgh, Grof3britannien, zur Verfligung gestellt. Monoklonale Maus-Antikérper
gegen Apoaequorin wurden von der Firma Chemicon International, Fischbacher
Weg 3a, 65719 Hofheim, Deutschland, bezogen. Polyklonales Gesamtserum von
Ratten, Mausen und Meerschweinchen, die nach Standardprotokoll gegen
rekombinantes Apoaequorin (Molecular Probes, Niederlande) immunisiert
wurden, wurde von der Firma Pineda (Bitterfelder StralRe 19, 12681 Berlin,

Deutschland) bezogen.

2.4 Wasser

Wasser wurde mit Aufbereitungsanlagen der Firma Millipore (USA) gereinigt und,
sofern erforderlich, durch Autoklavieren (120 °C, 2x10° Pa, 20min) oder Filtration

(Rotilabo®-Spritzenfilter PVDF 0,22 um, Carl Roth, Deutschland) sterilisiert.
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3 Methoden

3.1 Erzeugung transgener Weizenpflanzen

3.1.1 Klonierung

Apoaequorin-cDNA wurde aus p7AQ restringiert und Uber die Sall und Smal-
Schnittstellen in pUbi.cas sowie Uber die Spel und Xhol-Schnittstellen in pTA7001
ligiert. Die resultierten Konstrukte wurden als pUbiAeq und pTA.Aeq bezeichnet.
Die Restriktion und Ligation der Plasmide erfolgte unter Verwendung von
Restriktionsendonukleasen, thermosensitiver alkalischer Phosphatase sowie T4-
DNA-Ligase von Gibco BRL Lifesciences, Deutschland, entsprechend den
Herstellerangaben und wurde elektrophoretisch Uberprift. Die Elektrophorese
erfolgte in Agarosegelen (1 % low EEO-Agarose, Applichem, Deutschland) in Tris-
Borsaure-EDTA-Puffer (0,5 %, nach Sambrook et al., 1989) bei einer Spannung
von 50V. Es wurde der Langenmarker ,Lambda DNA/Eco130I(Styl),16“ (MBI
Fermentas, Deutschland) verwendet. Plasmidfragmente wurden mittels
,GenElute™ Agarose Spin Columns* (Sigma-Aldrich, Deutschland) aus dem Gel
eluiert.

Fir die Klonierung wurden kompetente E. coli-Zellen (Stamm DHS5a, Hanahan,
1983) verwendet. Die Transformation der Zellen erfolgte mittels Calciumchlorid-
und Temperaturbehandlung, und die Extraktion der Plasmide aus den Zellen
mittels Midi-Praparation mit anschlieRender Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol-
Extraktion und Isopropanol- und Ethanolfallung (beides nach Sambrook et al.,
1989; Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol von Carl Roth, Deutschland). pTA7001
sowie pTA.Aeq - low copy-Plasmide - wurden mittels Anionenaustauschsaule
(Plasmid Maxi Kit, Qiagen, Deutschland) entsprechend den Herstellerangaben aus
E.coli isoliert und gereinigt. Die Konzentration der isolierten Plasmide wurde

photometrisch nach Sambrook et al. (1989) bestimmit.
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3.1.2 Stabile Transformation von Triticum aestivum L.

Sommerweizen (Triticum aestivum L. cv. Veery) und Winterweizen (Triticum
aestivum L. cv. Florida) wurde mit den Konstrukten pUbiAeq und pTA.Aeq mit
und p35SPAT
kotransformiert. Die Transformation erfolgte biolistisch (Sanford und Klein, 1987),
modifiziert nach Becker et al. (1994).

jeweils einem der beiden Selektionsmarker pCalNeo

3.1.2.1 Pflanzenanzucht

Winterweizen wurde in dampfsterilisierter Erde (70 % Komposterde, 30 % Sand)
angezogen, 14 Tage nach Aussaat fur 8 Wochen vernalisiert und anschlief3end
weiterkultiviert. Bei Sommerweizen entfiel die Vernalisation. Es herrschten die

folgenden Kulturbedingungen:

Anzucht und Weiterkultivierung

Vernalisation

Ort Klimakammer Klimakammer
Temperatur (Tag/Nacht) |18 °C /14 °C 2°C/2°C
relative Luftfeuchte 60 % 60 %

Beleuchtung

16 h bei etwa 200 ymol m™ s™
Lampentyp:
Silvania Cool White F96T12CW1500, 215W

8 h bei etwa 200 ymol m?s™
Lampentyp:
Violax Na V-T Super Osram, 400w

Die Pflanzen wurden regelmaRig mit ,Wuxal Top N 12:4:6 + Spurenelemente®

(Aglukon, Deutschland) gedlngt.

3.1.2.2 Isolierung unreifer Weizenembryonen

Unreife Embryonen (etwa 14 Tage nach der Bestaubung) wurden aus den Ahren

isoliert, oberflachensterilisiert und mit dem Skutellum nach oben auf
Induktionsmedium (Zusammensetzung dieses und der folgenden Medien im
Anhang) fur 2 Tage bei 25 °C im Dunkeln kultiviert. Die Oberflachensterilisation
Ethanol (70%,

Natriumhypochlorid (1 %) plus Mucasol (0,5 %, Brand, Deutschland) flr 20 min

erfolgte durch sequentielle Inkubation mit 1 min) und

und anschlief3endes funfmaliges Waschen mit Wasser.
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3.1.2.3 Biolistische Transformation

Vier Stunden vor der Transformation wurden die Embyonen auf Osmotikmedium
(sieche Anhang) transferiert. Die Plasmid-DNA wurde an Goldpartikel
(PartikelgroRe 0,4-1,2 um, Heraeus, Deutschland) prazipitiert. Dazu wurden 5 pg
Plasmid-DNA, 2 mg Goldpartikel (0,1-1,2 um Durchmesser, Biorad, Deutschland)
in 50 pl Wasser, 50 pl Calciumchloridlésung (2,5 M) und 20 pyl Spermidinldésung
(0,1 M, basisch, Sigma-Aldrich, Deutschland) miteinander vermengt, die
Suspension 15 min auf Eis gestellt, die Goldpartikel anschlie3iend abzentrifugiert
(5s, 4000 g) und in 250 pl Ethanol resuspendiert. 3,5 yl dieser Suspension
wurden verwendet, um die DNA mittels Partikelkanone (Modell ,PDS 1000/He",
Biorad, Deutschland) in die Skutelli von 30 Embryonen einzubringen. Die
Embryonen wurden 20h nach erfolgtem Partikelbeschuld zurick auf
Induktionsmedium Uberfuhrt. Durch Weiterkultivieren der Embryonen auf
Induktionsmedium (3 Wochen bei 25 °C im Dunkeln) wurde die Entwicklung von

Calli mit somatischen Embryonen induziert.

3.1.2.4 Selektion und Regeneration

Der Kultur auf Induktionsmedium folgte eine 2 bis 3-wdchige Kulturphase auf
Selektionsmedium (je nach verwendetem Selektionsmarker mit 150 mg/l
Kanamycin, Applichem, Deutschland, 2 mg/l PPT, Aventis/Hoechst, Deutschland,
oder 30 mg/l Hygromycin, Boehringer, Deutschland) bei 25 °C im Dunkeln, eine 2-
bis 6-wodchige Kulturphase auf Regenerationsmedium bei 25°C im Licht
(Selektionsagens wie beim Selektionsmedium), und eine 2- bis 6-wdchige
Kulturphase auf Transfermedium bei 25 °C im Licht (jeweils 200 pmol m? s™, von
der Lampe ,Silvania Cool White FO6T12CW1500 215W*;, Medien siehe Anhang).
Regenerierte Pflanzen wurden ausgetopft und nach 10 bis 14 Tagen durch
Bespruhen nach folgendem Schema selektiert. Kanamycinselektion: 2,5 %
Kanamycin, 2 mal in 1-wo6chigem Abstand. BASTA-Selektion: 150 mg/l PPT, am 4.
Tag 200 mg/l PPT, am 11. Tag 250 mg/l PPT. Hygromycin-Selektion: Keine
Selektion der Regenerate. Samtliche Spruhlésungen enthielten Tween-20 (0,1 %).
Die Uberlebenden, potentiell transgenen Regenerate wurden bis zur Ahrenreife
weiterkultiviert (3.1.2.1) und molekular analysiert (3.2).
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3.1.3 Etablierung transgener Zellsuspensionen

Unreife Embryonen der mit pUbiAeq und pCalNeo transgenen Winterweizenlinie
,28% (Triticum aestivum L. cv. Florida, F1-Generation) wurden wie fur die
biolistische  Transformation  beschrieben  (3.1.2.2) isoliet und auf
Induktionsmedium in vitro kultiviert. Die erhaltenen Kalli wurde in flUissiges
L3-Medium (Lazzeri et al., 1991; siehe Anhang) mit 2mgl" 2,4-Dichlor-
phenoxyessigsaure (2,4-D, Merck, Deutschland) uberfihrt und kontinuierlich bei
25 °C im Dunkeln geschiuttelt. Die entstandene Zellsuspension wurde im gleichen
Medium unter Selektionsdruck (125 mg "' Gentamycin, Applichem, Deutschland)

weiterkultiviert, und das Medium wurde regelmafdig ausgetauscht.

3.2 Molekulare Analyse (potentiell) transgener
Weizenpflanzen

3.2.1 Isolierung genomischer DNA und Southern Blot-Analyse

Die Isolierung pflanzlicher, genomischer DNA fur die Southern Blot-Analyse
(Southern 1975) erfolgte aus dem jungsten Blatt mittels Phenol-Chloroform-
Extraktion modifiziert nach Dellaporta et al. (1983). Die Extrakte wurden zusatzlich
durch Ribonuklease A-Verdau (RNAse A, Applichem, Deutschland) mit
anschlie3ender Isopropanol- und Ethanolfallung gereinigt (Sambrock et al., 1989).
25 ug isolierter DNA wurden restringiert (Restriktionsendonukleasen von MBI
Fermentas, Deutschland, sowie von Promega, GroRbritannien), in Agarosegelen
(0,8 % Agarose MP, Applichem, Deutschland, in 0,5 % Tris-Borsaure-EDTA-Puffer
nach Sambrook et al., 1989) bei einer Spannung von 50V elektrophoretisch
aufgetrennt, denaturiert und neutralisiert, und kapillar auf eine positiv geladene
Nylonmembran (Hybond N, Amersham Pharmacia Biotech, Germany) transferiert,
die mit Dextransulfatpuffer plus Heringssperma-DNA (Sigma-Aldrich, Deutschland,
Sauter, 1997) geblockt wurde. Die ssDNA wurde mit **P-markierter Apoaequorin-
oder Ubiquitin-DNA hybridisiert, und die Membran mittels Phosphorimaging
analysiert (BAS reader, model BAS-1000, Fuijifilm, Japan. Software: PCBAS 2.09,
Raytest, Deutschland).
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Als Langenmarker fir die Agarose-Gelelektrophorese wurde der GréRenstandard
,Lambda DNA/Eco130I(Styl),16“ (MBI Fermentas, Deutschland) verwendet.

Die Synthese *P-markierter DNA erfolgte mittels randomisierter Primermarkierung
(Prime It Il Kit, Stratagene Europe) des Sall/Smal-Fragmentes von p7AQ oder des
Sall/Bgll-Fragmentes von pUbi.cas mit o-[**P]-dCTP (3000 und 6000 Ci mmol™,
Amersham-Pharmacia Biotech, Deutschland). Uninkorporierte Nucleotide wurden
uber eine Sephacrylchromatographiesaule (Amersham Micro-S-300 HR Colum,
Amersham Pharmacia Biotech, Deutschland) entfernt.

Die DNA pUbiAeg-transformierter Pflanzen wurde mit EcoRI und Xbal (oder Sacl)
zusammen und jeweils einzeln restringiert . Die Korestriktion ergibt ein aus ubi7-
Promotor, Apoaequorin-cDNA und nos-Terminator bestehendes Fragment und
ermoglicht die Kontrolle der vollstandigen Integration. Die Einzelrestriktionen
ermdglichen die Ermittlung der Anzahl der integrierten Kopien. Als Kontrolle wurde
unrestringierte DNA verwendet. Die DNA pTA.Aeg-transformierter Pflanzen wurde

einzeln sowie zusammen mit Spel und Xhol restringiert.

3.2.2 Isolierung von Gesamt-RNA und Northern Blot-Analyse

Die Isolierung pflanzlicher, genomischer RNA erfolgte aus dem jlingsten Blatt mit
-1 Rlzol-Reagenz“ (Gibco BRL Lifesciences, Deutschland) entsprechend den
Herstellerangaben. Jeweils 10 pug Gesamt-RNA wurden elektrophoretisch
aufgetrennt (1% Agarose-Gel in 1-fach konzentriertem Morpholino-
propansulfonsaure (MOPS)-Puffer mit 6 % Formaldehyd, Sambrock et al., 1989),
und die Apoaequorin-Botenribonukleinsaure (mMRNA) wurde wie bei der Southern
Blot-Analyse (3.2.1) auf eine Nylonmebran geblottet und mit einer ,radioaktiven®
DNA-Sonde detektiert. Die Gesamt-RNA wurde unmittelbar nach der Isolation
aufgetrennt und geblottet. Verwendete GefalRe und Losungen wurden, soweit
moglich, mit Diethylpyrocarbonat (0,01 % g x V"', Applichem, Deutschland)
behandelt. Als Langenmarker flr die Agarose-Gelelektrophorese wurde die ,0.24-
9.5 Kb RNA Ladder” (Gibco BRL Lifesciences, Deutschland) verwendet.
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3.2.3 Proteinbiochemische Nachweise

3.2.3.1 in vitro-Expressionsanalyse

Ein Nachweis der Expression von Apoaequorin in Regeneraten und deren
Nachkommenschaft basierte auf der calciumvermittelten Lumineszenz von
Aequorin und erfolgte mit einem in vitro-Lumineszenzassay modifiziert nach
Knight et al. (1997).

0,1 g (Frischgewicht) des jlingsten Blattes einer Pflanze wurden in flissigem
Stickstoff schockgefroren, mittels Schwingmuihle (Model ,MM2¢ Retsch,
Deutschland) homogenisiert und in 400 ul Rekonstitutionspuffer (50 mM
Trishydroxymethylaminomethan (Tris), 500 mM Natriumchlorid, 10 mM
Ethylenglycol-bis(2-aminoethyl)-tetraessigsaure (EGTA), 5mM 2-Mercapto-
ethanol, 0,1 % g x V"' Rinderserumalbumin, pH 7.4) resuspendiert. Die Proben
wurden bei 16600 g fur 5 min zentrifugiert, und der Uberstand wurde mit 2,5 uM
Coelenterazin (Nanolight, USA) fur 4 h bei 25°C im Dunkeln inkubiert.
Rekonstituiertes Aequorin wurde durch Injektion von 100 uyl Calciumchlorid-
l6sung (250 mM) ,entladen“ (3.2.3.5) und das emittierte Licht wahrenddessen
luminometrisch detektiert (Luminometer-Modell ,Lumat LB 9501%, Berthold,
Deutschland).

Die Apoaequorinexpression in Zellsuspensionen wurde mit einem abgewandelten
in vitro-Lumineszenzassay getestet. Bei diesem wurden 400 pl Zellsuspension in
L3-Medium (siehe Anhang) mit 5 yM Coelenterazin flir 4 h bei 25 °C inkubiert,
rekonstituiertes Aequorin durch Injektion von 400 pl Calciumchloridlosung (2 M in
20 % Ethanol) ,entladen und das emittierte Licht wie beim zuvor beschrieben in
vitro-Lumineszenzassay detektiert.

Mit Hilfe der Analyse der transienten Expression wurde die Funktionalitat der
Konstrukte pUbiAeq und pTA.Aeq (2.2) in Weizen vor der ersten in vitro-
Kulturphase (3.1.2.3) getestet. Dazu wurden die Embryonen wie beschrieben mit
dem jeweiligen Konstrukt und zusatzlich mit den Transkriptionsfaktoren C1 und R

aus Zea mays (Lloyd et al., 1992) kotransformiert.



Methoden 20

C1 und R induzieren die Anthocyanbiosynthese, wodurch sich transformierte
Zellen violett verfarben und die visuelle Ermittlung der Anzahl an
Transformationsereignissen ermodglichen. Ein bis zwei Tage nach der
Transformation (nach Erreichen einer hinreichenden Anzahl violett gefarbter
Zellen) wurden pTA.Aeqg-transformierte Embryonen flir 24 h auf Induktionsmedium
(siehe Anhang) mit Dexamethason (100 uM; Negativkontrolle: 0,1 % Ethanol)
inkubiert (Aoyama und Chua, 1997). Mit pUbiAeq transformierte Embryonen
wurden nicht auf diese Weise inkubiert. Anschlieend wurde die Expression des
Apoaequorins mit Hilfe des in vitro-Lumineszenzassays uberpruft. Die
Luminometercounts, die innerhalb eines 10 s-MeRintervalls integriert wurden
(abzuglich des Luminometerhintergrundes), wurden zur eingesetzten Gesamt-
proteinmenge und zur eingesetzten Anzahl der Transformationsereignisse in

Bezug gesetzt.

3.2.3.2 Dot Blot-Analyse
Mit Hilfe der Dot Blot-Analyse wurde die Spezifitat der primaren Antikdrper (2.3)

gegen Apoaequorin getestet. Wie bei der in vitro-Expressionsanalyse (3.2.3.1)
wurden aus Wurzel- und Blattmaterial die wasserloslichen Proteine isoliert und
diese in Rekonstitutionspuffer - in diesem Fall ohne Rinderserumalbumin - geldst.
Der Gesamtproteingehalt wurde nach der Methode von Bradford (1976) unter
Verwendung des ,Biorad Microassay“ (Biorad, Deutschland) bestimmt, und jeweils
5 ug Protein wurden auf eine Polyvinylidendifluoridmembran (Hybond P,
Amersham Pharmacia Biotech, Deutschland) entsprechend den
Herstellerangaben transferiert.

Die Membran wurde mit Milchpulverlésung (5 % g x V™' fettarmes Milchpulver in
,1 BST*-Puffer nach Sambrock et al., 1989: 0.1 M Tris, 1.5 M Natriumchlorid, 0.5 %
Tween-20, pH 8.0) geblockt, nachfolgend mit dem primaren und sekundaren
Antikérper in einer Verdiinnung von 1:1000 bis 1:5000 (V x V! in TBST-Puffer) fiir
jeweils 45 min bei 22 °C inkubiert und jeweils vorher und nachher mit TBST-Puffer
gewaschen. Peroxidasemarkierte sekundare Antikorper ermoglichten die
Detektion von Signalen mittels Chemilumineszenzreaktion (,Horseradish
Peroxidase“-markierte Antikdrper, “ECL Plus Western Blotting Detection System”

und “Hyper Film ECL”, Amersham Pharmacia Biotech, Deutschland).
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3.2.3.3 Western Blot-Analyse

Mit Hilfe der Western Blot-Analyse wurde die Expression des Apoaequorins
molekular nachgewiesen. Das Gesamtprotein wurde wie flr die Dot Blot-Analyse
(3.2.3.2) extrahiert und quantifiziert, 24 yg in 8 pl Wasser aufgenommen und mit
2 ul 5-fach konzentriertem » 1 1is-Glycin-Natriumdodecylsulfat(SDS)“-Elektro-
phoresepuffer nach Sambrook et al. (1989) versetzt. Die Proben wurden nach der
Methode von Laemmli (1970) in denaturierendem Polyacrylamidgel
(diskontinuierlich: 4 % Sammelgel, 12 % Trenngel) elektrophoretisch aufgetrennt
und mittels ,Semidry“-Apparatur (Biotec Fischer, Deutschland) elektrisch auf eine
Polyvinylidendifluoridmembran (Hybond P, Amersham Pharmacia Biotech,
Deutschland) transferiert. Der Proteintransfer auf die Membran wurde mittels
Ponceaufarbung (0,2 % in 3 % Trichloressigsaure) kontrolliert, und die Membran
anschlielend, wie fur die Dot Blot-Analyse beschrieben (3.2.3.2), detektiert. Als
GrolRenstandard wurde der ,Full Range Rainbow 10.000 - 250.000“-Marker

(Amersham Pharmacia Biotech, Deutschland) verwendet.

3.2.3.4 Immunolokalisation

Die Immunolokalisation wurde leicht modifiziert nach Quader et al. (1986)
ausgefuhrt. Wurzelspitzen (5mm Lange) drei Tage alter, etiolierter Keimlinge
wurden in Paraformaldehydlésung (1 %) in ,MSB“-Puffer (100 mM Piperazin-1,4-
bis(2-ethylsulfonsaure) (PIPES), 5mM EGTA, 5mM MgSO4, pHG6,8) mit
5 % Dimethylsulfoxid (DMSO) fur 1 h bei Raumtemperatur fixiert, und
verbleibendes Aldehyd nach grundlichem Waschen mit 1:2 mit Wasser
verdinntem MSB-Puffer mit Natriumborhydrid reduziert. Die Zellwande wurden mit
einem Enzymgemisch aus 1 % Zellulase (aus Trichoderma viridae, Boehringer,
Deutschland), 1 % Pektinase (aus Aspergillus niger, 3200 units/mg, Serva,
Deutschland) und 2 % Driselase (Sigma-Aldrich, Deutschland) in MSB-Puffer,
pH 5,6, fur 10 min angedaut.

Danach wurden die Segmente gequetscht, um kleinere Gewebefragmente und
einzelne Zellen zu erhalten. Anschlielend erfolgte flr 1 h eine Lipidextraktion mit
5% DMSO, 0,05 % Triton X-100 und 0,05 % Oktylphenoxypolyethoxyethanol
(Nonidet oder Igepal, Sigma-Aldrich, Deutschland) in MSB-Puffer.
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Die Proben wurden mit einem primaren Antikdrper gegen Aequorin (Verdinnung
1:200) Uber Nacht und mit einem sekundaren, fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
markierten Antikorper (Verdunnung 1:80, Sigma-Aldrich, Deutschland) fir 1 h
inkubiert. Zwischen den Behandlungen wurden die Proben mit 1:2 mit Wasser
verdiunntem MSB-Puffer gewaschen. Die Detektion der Proteine erfolgte
fluoreszenzmikroskopisch mit einem Konfokal-Laser-Scanning-Mikroskop (TCS-
4D, Leica-Microsystems Deutschland) unter Verwendung eines Argon-Krypton-
Lasers (Anregung bei 488 nm, Emission bei 520-560 nM Wellenlange).

3.2.3.5 Bestimmung der cytosolischen Apoaequorinkonzentration

Die Sprosse von drei Tage alten, etiolierten Keimlingen wurden wie bei der
Dot Blot-Analyse (3.2.3.2) in Rekonstitutionspuffer homogenisiert und der
Gesamtproteingehalt pro Frischgewicht nach der Methode von Bradford (1976)
unter Verwendung des ,Biorad Microassay“ (Biorad, Deutschland) bestimmt. Der
Apoaequoringehalt der Gesamtproteine wurde durch Rekonstitution einer
definierten Menge Gesamtproteins mit einem Uberschul an Coelenterazin
(Nanolight, USA) und anschlieBender Luminenszenzintensitatsmessung mittels
Luminometer (Modell ,Lumat LB 9501¢ Berthold, Deutschland) bestimmt. Die
ungefahre cytosolische Aequorinkonzentration lie3 sich nach Kalibrierung
desselben Luminometers (Luminometercounts gegen Aequorinkonzentration)
unter Verwendung von rekombinantem Aequorin (Molecular Probes, Niederlande)

errechnen.

3.3 Physiologische Experimente an transgenem Weizen

3.3.1 Bestimmung der [Ca**]. mittels heterologer Apoaequorin-
expression

3.3.1.1 in vivo-Rekonstitution von Aequorin

Transgenes, Apoaequorin  exprimierendes  Pflanzenmaterial wurde in
Coelenterazin oder cp-Coelenterazin inkubiert und dadurch in vivo Aequorin bzw.
cp-Aequorin rekonstituiert. Die Inkubationsbedingungen richteten sich nach den
Erfordernissen der Experimente und sind in den jeweiligen Versuchs-

beschreibungen angegeben.
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3.3.1.2 Lumineszenzdetektion

Die Lumineszenz rekonstituierten Pflanzenmaterials wurde mit verschiedenen

Luminometern und bildgebenden Verfahren detektiert, die im folgenden aufgeflhrt

und in den Beschreibungen der einzelnen Experimente angegeben sind.

,, Tubeluminometer*

(Model ,Lumat LB 9501° Berthold, Deutschland).

Dieses Luminometer ermoglichte die Einbringung von Proben in
Kunststoffrohren (75 mm Hohe, 12 mm Durchmesser, Referenznr. REF55.476,
Sarstedt, Deutschland), deren untere 2,5 cm vor dem Photomultiplier plaziert
werden. Die Réhrchen konnten weder bellftet noch perfundiert werden, und es
konnte ein fixes Flussigkeitsvolumen von 100 pl injiziert werden. Das minimale
MefRintervall betrug 0,1 s.

,Boxluminometer”

(Photomultiplier-Model ,9892A*, EMI, Grol3britannien)

Dieses Luminometer ermoglichte die Messung von Proben in Petrischalen, in
die wahrend der Messung Losungen beliebigen Volumens injiziert werden
konnten. Das minimale MeRintervall betrug 0,1 s.

,,Perfusionsluminometer*

(Plieth et al., 1999; Photomultiplier-Model ,,9892A° EMI, Gro3britannien)
Dieses Luminometer ermdglichte die simultane Detektion von Licht und
Temperatur unter aeroben Bedingungen. Diese wurden entweder durch
Belluftung oder durch permanenten Austausch der Ldsung (Perfusion) im
Probengefald aufrechterhalten. Als Probengefalle dienten wahlweise
Photometerkuvetten (12,5 X 12,5 X 45mm) oder 50 ml-Zentrifugenrdhrchen
(Cellstar PP-Rohrchen Nr. 227.261, Greiner, Deutschland). Das minimale
MeRintervall betrug 0,1 s.

Bildverstéarkerrohrengekoppelte CCD-Kamera

(Campbell et al., 1996; Model ,Photek 216", Photek, Grobritannien)

Die Messungen wurden in einem lichtdichten Gehause in Petrischalen
durchgefuhrt und erfolgten mittels eines Makroobjektives (50 mm, f=2.8), der
Kombination dreier Mikrokanal-Bildverstarkerrohren mit einer CCD-Kamera,
und der Software "IFS32, Version 4.06“ (Photek, Grof3britannien).
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Diese ermdglichte das Auszahlen einzelner Photonen in definierten Arealen
abgespeicherter Bilder. Die Proben konnten auf einem Peltierelement plaziert
und wahrend der Messung auf bis zu -10 °C gekuhlt werden.
o Bildverstarkerréhre

Die Messungen wurden in planen Glaskuvetten in einem lichtdichten Raum
durchgefuhrt und erfolgten mittels eines Makroobjektives (60 mm, f=1.0) und
der Kombination einer Mikrokanal-Bildverstarkerrohre der ersten Generation
mit einer analogen Videokamera (Panasonic, Deutschland). Videobilder
wurden mit einer AD-Wandlerkarte  digitalisiet und mit der
Bildverarbeitungssoftware ,Giotto, Version 1.12“ (Dr. Georg Dittie, Dittie
Thermografie Bonn, Deutschland, www.videoastronomy.org) analysiert.

3.3.1.3 Quantifizierung der [Ca®*].

Bei der Quantifizierung der [Ca®']. wurde die pro Zeitintervall gemessene
Lumineszenz-intensitat zur jeweils verbleibenden Lumineszenzkapazitat in Bezug
gebracht. Die Lumineszenzkapazitat wurde durch Entladung der Probe am Ende
des Experimentes ermittelt (durch Applikation von 1 M Calciumchlorid in 10 %
Ethanol, beides Endkonzentrationen). Dies ermdglichte die Berechnung der [Ca®*].

unabhangig von zwischen den Proben variierenden Aequoringehalten.

a) Gleichung nach Knight et al. (1997)
Bei Rekonstitution des Apoaequorins mit Coelenterazin (Nanolight, USA) wurde
zur Berechnung der [Ca?®']. die bei Knight et al. (1997) aufgefilhrte Gleichung

verwendet:
N NS S
p[Ca”]c = 0,332588(-log K)+5,5593; mitK= 4 —,

wobei L die gemessenen Luminometercounts pro Sekunde und Lpmax die
verbleibende Lumineszenzkapazitat bezeichnet. Um L zu erhalten, wurde bei
einem n Sekunden andauenden MefRintervall die Anzahl der Counts durch n
dividiert. Lmax ist gleich der Summe aller L nach dem jeweiligen Mel3intervall und
umfaldt damit sowohl die Counts der nachfolgenden Melintervalle als auch die der

Entladung.
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K wird auch als ,relative Lumineszenz® bezeichnet, wahrend die ,absolute
Lumineszenz® den Quotienten aus L im Zahler und der Summe samtlicher Counts
im Nenner beschreibt, zu der auch die Counts vor dem jeweilgen MeRintervall
gehoren (Plieth 2001).

b) Gleichung nach Model B von Allen et al. (1977)

Bei Rekonstitution des Apoaequorins mit dem Coelenterazinderivat cp-
Coelenterazin (Molecular Probes, Niederlande) wurde zur Berechnung der [Ca®].
die Gleichung des Models B von Allen et al. (1977) verwendet. Bei Aequorin und
cp-Aequorin  folgt die Abhangigkeit der Lumineszenzintensitat von der
Calciumionenkonzentration einer sigmoiden Funktion (Shimomura et al., 1993),
die mit dieser Gleichung beschrieben werden kann; sie ist dadurch bei
Calciumionenkonzentrationen unterhalb von 100 nM genauer als die lineare
Gleichung von Knight et al. (1997).

L 1+K[Ca™]
L 1+K,, + K, [Ca™]

max

Daraus folgt:

(ca*] WC/L )+ LT, )%k, —1I-y@/L,.)]

mol/l K,

L und Lmax entsprechen der Gleichung von Knight et al. (1997). Model B postuliert,
dall jede Calciumbindestelle des Aequorins sich in einem sogenannten T- und
einem R-Zustand befinden kann. Nur im R-Zustand kann Calcium gebunden
werden. Krr ist die Gleichgewichtskonstante fur das Verhaltnis von Bindestellen
im T-Zustand zu Bindestellen im R-Zustand (Ktr=[T]/[R]). Kk ist die Konstante fur

die Assoziation eines Calciumions mit einer Bindestelle im R-Zustand.
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Die Konstanten Ktgr und Kgr wurden durch Anpassung des Models B an die
,Eichkurve® (L/Lmax gegen Calciumionenkonzentration) von Shimomura et al.
(1993) mit Hilfe des Computerprogramms ,Sigma Plot* (Version 7.1, SPSS

Science, USA) flur cp-Aequorin berechnet. Sie betrugen:

Ktr
Kr

57
2,6 x 107

Die lineare Regressionsanalyse der von Shimomura gemessenen L/Lmnax-Werte
gegen diejenigen, die mittels Model B (mit den auf der Basis der bei Shimomura
angegebenen Calciumionenkonzentrationswerten berechneten Konstanten)
errechnet wurden, ergab einen Korrelationskoeffizienten von R2=0,999. Die

Gleichung lautet somit:

(€] _ WL/ L) + L/ Ly ) <571 /L, )

mol/l 26000000

Die Konstanten fur ,natives“ und hcp-Coelenterazin wurden ebenfalls berechnet,

jedoch nicht zur Bestimmung der [Ca®*]. verwendet. Sie betrugen:

Derivat KTR KR R?
natives Coelenterazin 96 1x 10" 0,99
hcp-Coelenterazin 51,39 | 2,25x 10" | 0,96

3.3.2 Experimente zum EinfluR der Temperatur auf die [Ca*].

3.3.2.1 Pflanzenmaterial

Samtliche physiologischen Experimente wurden mit Winterweizen (Triticum
aestivum L. cv. Florida) durchgefuhrt, der mit pUbiAeq transgen war und

Apoaequorin exprimierte (Linie ,28%, F1-Generation).
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3.3.2.2 Messung kilte(schock)induzierter Verianderungen der [Ca®*].

FUr Experimente an Keimlingen wurden Karyopsen oberflachensterilisiert (durch
10 min Inkubation mit 1% Natriumhypochlorid mit 0,1% Tween-20 und
anschlieBendem grundlichen Waschen mit Wasser), uber Nacht in gut beltftetem
Wasser gequollen, erneut oberflachensterilisiert und auf mit Wasser befeuchtetem
Keimpapier fur drei bis funf Tage bei 25 °C im Dunkeln oder im Licht ausgekeimt.
Die Kutikula wurde optional mit Siliziumcarbidpulver (1200 mesh, K. Schriever,
Deutschland) aufgerauht, und die Keimlinge wurden in toto in 2,5 bis 10 uM
Coelenterazinlosung (Nanolight, USA) fur 4 h bei 25 °C im Dunkeln inkubiert, um
funktionelles Aequorin zu rekonstituieren. Das Coelenterazin war in Puffer gelost
(,Standardpuffer. 1 mM  2-Morpholinoethansulfonsaure  (MES), 0,1 mM
Kaliumchlorid, 0,1 mM Calciumchlorid und 0,1 mM Magnesiumchlorid, pH 6.2) und
die Losung beluftet. Bei Experimenten an Pflanzenteilen (Wurzeln, Koleoptilen,
Blatter) wurden diese erst isoliert und danach rekonstituiert (siehe auch 3.3.3 und
3.34).

Fur Experimente an Aleurongewebe wurden Karyopsen transversal halbiert und
die embryofreie Halfte weiterverwendet. Nach Entfernung der &ulleren
Perikarpschichten wurden diese, wie fur die Keimlinge beschrieben (siehe oben),
oberflachensterilisiert und gequollen, indem sie mit der angeschnittenen Flache
auf sterilem, mit Wasser angefeuchtetem Filterpapier, oder sterilen, mit Wasser
durchsetzten Glaskugelchen fur drei Tage bei 25 °C im Dunklen inkubiert wurden.
Danach wurde das starkehaltige Endosperm entfernt und auf diese Weise das
Aleurongewebe isoliert. Das isolierte Aleurongewebe wurde in 10 uM
Coelenterazin in bellftetem MES / 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethan-
sulfonsaure (HEPES)-Puffer (1 mM MES, 1 mM HEPES, 0.1 mM Kaliumchlorid,
5 mM Calciumchlorid, pH 7.0) rekonstituiert.

Bei Messungen mit dem Tubeluminometer wurde die Lumineszenz eines
einzelnen Keimlings detektiet und wahrend der Messung Wasser
unterschiedlicher Temperatur hinzupipettiert. Die Messung wurde dabei fur 1-2 s
unterbrochen. Im Perfusionsluminometer lagen 1 bis 3 Keimlinge plan auf einer
vertikal ausgerichteten, hohlen Kupfer- oder Edelstahlplatte, deren Temperatur
durch Perfusion mit Wasser reguliert und parallel mit der Lumineszenzintensitat
detektiert wurde (Plieth et al., 1999).
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FiUr eine Kalteschockbehandlung wurde die Perfusion unterbrochen und + 2 °C-
kaltes Wasser in die MeRkammer injiziert. Keimlinge oder deren Pflanzenteile
wurden wahrend der Messung kontinuierlich mit belGftetem Standardpuffer,
isoliertes Aleurongewebe mit beliftetem MES/HEPES Puffer mit einem pH-Wert
von 5.0 perfundiert. Fur Aufnahmen mit der CCD-Kamera lagen die Keimlinge auf
mit Wasser befeuchtetem Filterpapier in einer Kunststoffpetrischale, deren
Temperatur durch ein Peltierelement reguliert wurde. Fur Aufnahmen mit der
Bildverstarkerrohre befanden sich die Keimlinge in einer Glaskivette, in die
Wasser oder Standardpuffer unterschiedlicher Temperatur hinzupipettiert wurde.
Am Ende eines Experimentes wurde das Pflanzenmaterial wie beschrieben
,entladen“ und die [Ca?*], berechnet (3.3.1.3).

3.3.2.3 Versuche zum EinfluB einer Kalteakklimatisation auf kalteinduzierte

Veranderungen der [Ca2+].

Keimlinge wurden wie beschrieben (3.3.2.2) angezogen und weitere 6 bis 10 Tage
bei 4°C im Dunkeln kultiviert. Die [Ca?']-Messungen erfolgten im
Perfusionsluminometer wie bei den Versuchen zu kalteinduzierten Veranderungen
der [Ca®*]c in nichtakklimatisierten Keimlingen (3.3.2.2). Die Inkubation mit
Coelenterazin erfolgte jedoch bei 4°C, um eine Adaptation an hohere

Temperaturen zu vermeiden.

3.3.2.4 Versuche zum EinfluB des Cytoskelettes auf kalteinduzierte

Veranderungen der [Ca2+].

Die Messungen erfolgten wie bei den ubrigen Versuchen zu kalteinduzierten
Veranderungen der [Ca?']. mit dem Perfusionsluminometer (3.3.2.2), jedoch ging
der Messung eine Cytochalasin-D-Inkubation (20 uM, Sigma-Aldrich, Deutschland)
voraus. Erfolgte die Inkubation vor der Messung, wurde das Pflanzenmaterial
wahrend der Messung perfundiert. Erfolgte die Inkubation im Verlauf der Messung

durch Injektion, wurde nicht perfundiert, sondern bellftet.
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Es wurden Keimlinge und isolierte Wurzeln verwendet. Entsprechende
Lumineszenzintensitatsmessungen wurden zusatzlich an Zellsuspensionen mit
dem Tubeluminometer durchgeflihrt, wobei 100 yl Cytochalasin-D-Lésung
(100 uM in L3-Medium) zu 400 uyl Zellsuspension injiziert wurden, ohne die

Messung zu unterbrechen.

3.3.2.4.1 Sichtbarmachung von Aktinfilamenten in Weizenwurzelzellen

Um die depolymerisierende Wirkung des Cytochalasin-D gegentber
Aktinflamenten zu kontrollieren, wurden Keimlinge fur 4 h in Cytochalasin-D
(20 yM) sowie fur 4h in DMSO (0,1 %, Negativkontrolle, beide Ansatze in
Standardpuffer) inkubiert und anschlief3end die Aktinfilamente nach der Methode
von Sonobe und Shibaoka (1989) sichtbar gemacht. Dazu wurden die Wurzeln
basal abgeschnitten und zur Proteinvernetzung fur 30 min in 100 uM
Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimidester in Puffer (100 mM PIPES, 10 mM
EGTA, 5mM Magnesiumsulfat, 0,025 % Triton X-100, pH 6.8) inkubiert.
Anschlielend wurden die Wurzeln mit 1:2 mit Wasser verdinntem MSB-Puffer
(3.2.3.4) gewaschen, die apikalen 5 mm der Wurzeln abgeschnitten und fur 5 min
in 8 nM Rhodamin-Phalloidin in 1:2 mit Wasser verdunntem MSB-Puffer inkubiert.
Die Aktinverteilung in der Zelle wurde mit Hilfe eines Konfokal-Laser-Scanning-
Mikroskopes (TCS-4D, Leica Microsystems Deutschland) unter Verwendung eines
Argon-Krypton-Lasers untersucht (Anregungslicht 520-560 nM;

Emission: > 620 nm Wellenlange).

3.3.2.5 Messung hitzeinduzierter Veranderungen der [Ca2+]c

Die Messungen erfolgten wie bei den Versuchen zu den kalteinduzierten
Veranderungen der [Ca*] mit dem Perfusionsluminometer (3.3.2.2). Die
Keimlinge wurden unterschiedlichen Temperaturregimen ausgesetzt: Erhitzung,

Erhitzung und nachfolgende Kihlung, sowie Kuhlung und nachfolgende Erhitzung.
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In  einem Kontrollexperiment wurde Uberpruft, ob die Temperatur die
Lumineszenzintensitat des Aequorins selbst beeinfluit. Dazu wurde
rekombinantes Aequorin (Molecular Probes, Niederlande) in Puffern definierter
Calciumionenkonzentration (Calcium Calibration Buffer Kit 2, Molecular Probes,
Niederlande) gelost, die Lumineszenz mit dem Perfusionsluminometer gemessen,
und wahrenddessen abwechselnd erhitzt und gekuhlt, danach ,entladen“ und
schlieBlich die [Ca?*], mit der Formel nach Knight et al. (1997; 3.3.1.3) berechnet.
Der Puffer befand sich in einer Kammer aus zwei Objekttragern, die der hohlen
Edelstahlplatte auflag, wodurch der Temperaturgradient zwischen Platte und
Puffer derselbe war wie bei den Messungen hitzeinduzierter Veranderungen der

[Ca?*] zwischen Platte und Keimling.

3.3.3 Experimente zum EinfluR von Abscisinsiure auf die [Ca®*].
von Weizenkeimlingen

Die Experimente zum EinfluR von ABA auf die [Ca®?']. erfolgten mit dem
Perfusionsluminometer wie zuvor beschrieben (3.3.2.2). Die [Ca®']. drei Tage
alter, etiolierter Weizenkeimlinge , 6 bis 12 Tage alter, ergrinter Weizenpflanzen
und isolierter gruner Blatter wurde ermittelt, wahrend und nachdem 100 uM +-ABA
(ABA, Fluka, Deutschland) hinzugegeben wurden. Die Rekonstitution der
ergrinten Pflanzen erfolgte unter reduziertem AuRendruck, um die Permeation der

Coelenterazinldsung in die Interzellularen des Blattgewebes zu gewahrleisten.

3.3.4 Experimente zum EinfluB von Auxin auf die [Ca**]. von
Weizenkoleoptilen

Karyopsen wurden oberflachensterilisiert (durch 10-min Inkubation mit 1 %
Natriumhypochlorid mit 0,1 % Tween-20 und anschliellendem, grundlichen
Waschen mit Wasser), uber Nacht in gut bellftetem Wasser gequollen, erneut
oberflachensterilisiert, und auf mit Wasser befeuchtetem Keimpapier fur drei Tage

bei 25 °C im Dunkeln ausgekeimt.



Methoden 31

Die Koleoptilen wurden mit Siliziumcarbidpulver (1200 mesh, K. Schriever,
Deutschland) aufgerauht oder unbehandelt gelassen, die apikalen 5 mm
abgeschnitten und die oberen 10 mm der Restkoleoptile als Segment auf eine
Nadel aufgefadelt. Vier bis acht solcher aufgefadelten Koleoptilsegmente wurden
in einer Photometerkuvette (12,5 x 12,5 x 45mm) mit 10 yM Coelenterazin oder
10 yM cp-Coelenterazin fur 15 bis 30 min bei 25 °C im Dunkeln inkubiert und
unmittelbar anschlieend fur die Lumineszenzintensitatsmessung verwendet.
Wahrend der (cp)-Coelenterazininkubation befanden sich die Segmente in
beltftetem Puffer (,Auxinpuffer: 1 mM MES, 0,1 mM KCI, pH 6,2), der wahrend
der Messung mit dem Perfusionsluminometer (3.3.1.2) entweder bellftet oder
perfundiert wurde.

Wahrend der Lumineszenzintensitatsmessung wurde IAA (Sigma-Aldrich,
Deutschland) in einer Endkonzentration von 10 uM hinzugegeben. Am Ende eines
Experimentes wurde das Pflanzenmaterial wie beschrieben (3.3.1.3) ,entladen®
und die [Ca®*]c mit der Formel nach Knight et al. (1997) fiir Aequorin und der
Formel von Allen et al. (1977) fur cp-Aequorin (3.3.1.3) berechnet.

3.3.4.1 Messung des auxininduzierten Streckungswachstums von Weizen-

koleoptilen

In einem Kontrollexperiment wurde die Wirksamkeit des wahrend der
Lumineszenzintensitatsmessungen  hinzugegebenen Auxins anhand von
Messungen des auxininduzierten Streckungswachstums von Weizenkoleoptilen
getestet. Die Isolierung und Behandlung (Aufrauhung, Rekonstitution) der
Koleoptilsegmente erfolgte auf die gleiche Weise wie fiir die [Ca®*]-Messung bei
Auxineinwirkung (3.3.4), mit dem Unterschied, dal® vier 5 mm-Koleoptilsegmente
aus der Region unmittelbar unterhalb der apikalen 5 mm auf eine Nadel
aufgefadelt wurden, so dal} sie eine ,Koleoptilsaule“ bildeten. Das Wachstum
dieser Saule wurde mit dem Winkelgeber eines mechanischen Auxanometers
(Tode und Lathen, 2001) registriert. Die Messungen erfolgten in bellftetem
Auxinpuffer (3.3.4).
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3.4 Computergestitzte Berechnungen

Die Berechnung der [Ca®']. erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms ,Excel*
(Version 2000, Microsoft, USA). Statistische Analysen wurden mit ,Winstat*
(Version 1999.1, R.Fitch Software, Deutschland) und ,Statistica“ (Version 6,
StatSoft, USA) durchgefuhrt, Grafiken mit ,Origin“ (Version 5, Microcal, USA)
erstellt. Ein mit ,Acrobat” (Version 5, Adobe, USA) generiertes Dokument dieser

Arbeit befindet sich auf der ,Compact Disc“ im Anhang.
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4 Ergebnisse
4.1 Erzeugung und Analyse transgener Weizenpflanzen

Die Restriktionsanalyse der Konstrukte pUbiAeq und pTA.Aeq (3.1.1) wies die
vollstandige Integration der Apoaequorin-cDNA in beiden Plasmiden nach.

Beide Plasmide - pUbiAeq und pTA.Aeq - ermoglichten die transiente Expression
des Apoaequorins in Skutellumgewebe von Winterweizen (3.2.3.1). Nach
pUbiAeg-Transformation wurden innerhalb eines 10 s-Mefintervalls
760 Luminometercounts pro 1 uyg Gesamtprotein bzw. 95 Luminometercounts pro
1 Transformationsereignis gemessen. Nach pTA.Aeg-Transformation und
Dexamethasoninkubation betrug der MelRwert 17 Counts pro 1 uyg Gesamtprotein
bzw. 3 Counts pro 1 Transformationsereignis. pTA.Aeqg-transformierte, mit 0,1 %
Ethanol inkubierte Skutelli (Negativkontrolle) produzierten 3 Counts pro 1 ug
Gesamtprotein bzw. 0,7 Counts pro 1 Transformationsereignis. Untransformierte
Embryonen waren nicht Iumineszent (Countangaben abzuglich des
Hintergrundes).

Von 2137 isolierten und mit pTA.Aeq transformierten Embryonen (3.1.2) wurden
45 Pflanzen regeneriert, die sich in der Southern Blot-Analyse (3.2.1) als nicht
transgen erwiesen. Von 18000 isolierten und mit pUbiAeq transformierten
Embryonen wurden 52 Pflanzen regeneriert, von denen 13 mit pUbiAeq transgen
waren: 10 Winterweizenpflanzen, 4 mit Kanamycin- und 6 mit BASTA®-Resistenz,
und 3 Sommerweizenpflanzen, 2 mit Kanamycin- und 1 mit BASTA®-Resistenz
(Tabelle 4.1).

Tabelle 4.1: Transgene Weizenlinien (Nummern), aufgeschliisselt nach Sorte und Resistenz

Resistenz gegen
Sorte 2R

Kanamycin BASTA®

Florida (Winterweizen) 2,4,24,43 5, 6, 25, 28, 34, 39

Veery (Sommerweizen) 49, 51 45
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Southern Blot- und Northern Blot-Analysen (3.2.2) bestatigten die Integration
(Abb. 4.1) und Transkription (Abb. 4.2) der Apoaequorin-cDNA in den 13
lumineszierenden Regeneraten. In den Ubrigen selektionspositiven Regeneraten
konnte keine Apoaequorin-DNA oder -RNA nachgewiesen werden.

Dot Blot- und Western Blot-Analysen sowie Immunolokalisationen zeigten eine
Die
Expression funktionellen Apoaequorins in samtlichen Linien bis hin zur F4-

Kreuzreaktivitat der Antikorper. in vitro-Expressionsanalyse wies die
Generation sowie in der Zellsuspension nach.

In vivo produzierte ein drei Tage alter, etiolierter Keimling, dessen Apoaequorin
mit 5 yM Coelenterazin zu Aequorin rekonstituiert wurde, typischerweise 3000
Luminometercounts per 3 s-Integrationsintervall (Hintergrund: 50 Counts/3s,
3.3.1.2) und 200 Millionen Counts

insgesamt (Gesamtsumme der Counts nach ,Entladung®, 3.3.1.3).

gemessen im Perfusionsluminometer,
Wurzeln, Koleoptilen und Blatter der Weizenkeimlinge waren lumineszent, wie
Messungen mittels bildverstarkerrohrengekoppelter CCD-Kamera (3.3.1.2) zeigten
(Abb. 4.3). Die Intensitdt des emittierten Lichtes ermdglichte die vergrolerte
Darstellung einzelner Bereiche des Keimlings, beispielsweise von Koleoptil- und
Wurzelspitzen (Abb. 4.3). Das emittierte Licht war mit bloRem Auge zu sehen.

Der Apoaequoringehalt des Sprosses eines drei Tage alten, etiolierten Keimlings
betrug 0,3 £ 0,05 ng pro 1 ug Gesamtprotein, bei einem Gesamtproteinanteil von

6 £ 0,4 ug pro 1 mg Frischgewicht (n=3).
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Abb. 4.1 Southern Blot-Analyse der Integration der Apoaequorin-cDNA in das Genom pUbiAeg-transformierter
Weizenregenerate (3.2.1). Vorhandenen Banden weisen die Integration nach. Die Nummern kennzeichnen die
Regenerate, ,e“ eine Einzel- und ,d“ eine Doppelrestriktion. Hybridisierung mittels *2p_markierter Apoaequorin-ssDNA

(Sall/Smal-Fragment aus p7AQ; 2.2).
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Negatv. 2 4 5 6 24 25 28 34 39 49 51  sss.
kontrolle Arabi-
(Florida) dopsis

Abb. 4.2 Northern Blot-Analyse der Apoaequorin-mRNA in pUbiAeg-transformierten
Weizenregeneraten (3.2.2). Die Nummern kennzeichnen die Regenerate. Hybridisierung mittels
¥p_markierter Apoaequorin-ssDNA (Sall/Smal-Fragment aus p7AQ; 2.2). Positivkontrolle:
Arabidopsis mit Apoaequorinexpression unter der Kontrolle des 35S-Promotors.
Zusammenstellung verschiedener Blots.

etiolierter Keimling griine Keimlinge

225 Photonen 225 Photonen

Koleoptilen

225 Photonen

Abb. 4.3 Lumineszenzbilder Apoaequorin  exprimierenden  Winterweizens  (Triticum
aestivum L. cv. Florida, Linie 28), aufgenommen mittels bildverstarkerrohrengekoppelter
CCD-Kamera. Hellfeldbilder (grau) sind mit Integrationsbildern (Falschfarben) des durch
Entladung emittierten Lichtes Uberlagert.
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4.2 Der EinfluB der Temperatur auf die [Ca**]c von Weizen

4.2.1 Die Wirkung einer schnellen Temperaturabsenkung
(Kilteschock) auf die [Ca**].

Der EinfluR eines Kalteschocks auf die [Ca®"].von Winterweizen (Triticum
aestivum L. cv. Florida, Linie 28) wurde in zwei experimentellen Ansatzen
untersucht (3.3.2.2).

Im ersten Ansatz wurde zu etiolierten Keimlingen, die bei +20 °C in leeren
Kunststoffrohren inkubiert wurden, Wasser unterschiedlicher Temperatur pipettiert
und wahrenddessen die Lumineszenzintensitdt gemessen. Diese Behandlung
verursachte einen sofortigen Anstieg der [Ca®**]. (Abb. 4.4): Innerhalb des 3 s-
Integrationsintervalls des Luminometers stieg die [Caz"]C auf ein Maximum an,

welches umso hoher ausfiel, je niedriger die Temperatur des hinzugegebenen

Wassers war.
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Abb. 4.4 [Ca2+]c-Anstieg in etiolierten Winterweizen-keimlingen (Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie 28)
nach Applikation von Wasser mit einer Temperatur von +4, +8, +12 und +16 °C (,Temperaturschock®)
bei 0 min. Dargestellt sind das arithmetische Mittel und der Standardfehler von 10-20 MeRwerten; nicht
sichtbare Fehlerbalken befinden sich innerhalb der Dimension des jeweiligen Datenpunktes. [Ca2+]c-Messung
mittels rekombinanter Aequorintechnik.
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Die [Ca*']. stieg ebenfalls bei +20°C und damit ohne Kalteeinwirkung an
(Abb. 4.5). Dies konnte auf den mechanischen Stimulus durch die Wasserzugabe
zurtckzuflhren sein, wie mittels Bildverstarkerrohre gezeigt werden konnte: Die
mechanische Stimulation der Koleoptile eines Weizenkeimlings durch Biegen mit

einer Impfése fuhrte zu einem unmittelbaren Lumineszenzanstieg (Abb. 4.6,

digitalisierter Videofilm| ,mechanostimulus.avi“|auf der ,Compact Disc“ im Anhang).
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Abb. 4.5 [CaZ+]c—Anstieg in etiolierten Winterweizenkeimlingen (Triticum aestivum L. cv.
Florida, Linie 28), hervorgerufen durch Applikation von Wasser (+20 °C, Kontrolle)
bei 0 min. Dargestellt sind das arithmetische Mittel und der Standardfehler von 10
MeRwerten; nicht sichtbare Fehlerbalken befinden sich innerhalb der Dimension des
jeweiligen Datenpunktes. [Ca2+]c-Messung mittels rekombinanter Aequorintechnik.

Koleoptile unstimuliert Koleoptile mechanisch stimuliert

O

Abb. 4.6 Lumineszenzanstieg in Apoaequorin exprimierendem, etioliertem
Winterweizenkeimling (Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie 28) durch mechanischen
Stimulus. 0,02-Sekunden-Integrationsbilder des emittierten Lichtes des unstimulierten
Keimlings (links) und wahrend des Biegens von dessen Koleoptile (rechts). Der Ort des
Lumineszenzanstiegs ist weil’ eingekreist. Aufnahme mittels Bildverstarkerrohre.
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Die [Ca®*]. der Keimlinge vor der Applikation (,Grundkonzentration“) lag in allen
Fallen zwischen 50 nM und 100 nM und wurde durch die Applikation auf Werte
von 1500 nM bei +4 °C, 1300 nM bei +8 °C, 1200 nM bei +12 °C, 700 nM bei
+16 °C und 500 nM bei +20 °C erhoht (arithmetische Mittel, auf Hunderterpotenz
gerundet, Abb. 4.7). Dies entspricht einem Anstieg der [Ca?']. um bis zu 2400 %
(bei +8 °C). Die relative Veranderung der [Ca*']. ist bei +4 °C niedriger als bei
+8 °C, da die Grundkonzentration der fur die +4 °C-Applikation verwendeten
Keimlinge hoher als die der Ubrigen war. Die Regressionsanalyse im Bereich von
8 °C bis 20 °C zeigt eine hochsignifikante, lineare Korrelation zwischen der
Temperatur des hinzugegebenen Wassers und der relativen Veranderung der
[Ca?']. (R2=0,999, Abb. 4.7).

1,6 — 3000
—o= X y = 3867 - 177 x
L ~ R2=0,999
14 - — 2500
~ 1.2 - Ng
= = 2000
% 1,0 g * §|
£ 08} o> 1500
8 —— g
= 0.6 — © 1000
0,4} g
= 500
)
0,2 9 %
0’0 2 L 1 12 1 0 1 1 1 1 L
(] 4 8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
Temperaturschock (°C) Temperaturschock (°C)

Abb. 4.7 [Ca2+]c-Anstieg in etiolierten Winterweizenkeimlingen (Triticum aestivum L. cv. Florida,
Linie 28) nach Applikation von temperiertem Wasser. Dargestellt sind das arithmetische Mittel und
der Standardfehler der Maximalwerte der [Ca®‘]. (linke Grafik, n=10-20) und deren relativer
Verénderung ([Ca2+]C:nachApplikation [Ca2+]<:1vorApplikation_1 100'100, rechte Graﬂk) Die relative
Veranderung ist mit der Temperatur linear korreliert (R?=0,999, mit ,X* markierter Wert blieb
unberiicksichtigt). [Ca2+]c-Messung mittels rekombinanter Aequorintechnik.

Im zweiten experimentellen Ansatz wurde das Pflanzenmaterial mit bellftetem
Puffer perfundiert, bevor es durch Zugabe von +2 °C-temperiertem Wasser einem
Kalteschock ausgesetzt wurde (3.3.2.2). Wie im vorhergehend beschriebenen
Versuch erfolgte als Reaktion auf den Kalteschock ein sofortiger Anstieg der
[Ca®*]. (Abb. 4.8). Im Gegensatz zu diesem wurde der maximale Wert jedoch erst
nach dem ersten 3 s-MeRintervall des Luminometers erreicht und war - bei

etiolierten Keimlingen - mit 650 + 17,4 nM weniger als halb so hoch.
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Die Maximalwerte bei den etiolierten Keimlingen und isolierten Koleoptilen sowie
bei grinen Keimlingen und isolierten, grunen Primarblattern ebenso wie die der
Zellsuspensionen unterschieden sich nicht voneinander. Isoliertes Aleurongewebe
hingegen zeigte mit einem Maximalwert von nur 300 + 10,8 nM einen deutlich
geringeren Anstieg der [Ca*']. (Varianzanalyse mit LSD-Methode, a = 0,01), die
darUber hinaus anschlieBend langsamer sank. Drei min nach dem Kalteschock
betrug die [Ca?']. des Aleurongewebes noch 163 + 23,2 nM, wihrend diese bei

Keimlingen, Primarblattern und Koleoptilen nur 85 + 7,5 nM betrug.
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Abb. 4.8 Kalteschockinduzierter [CaZ+]C-Anstieg in Winterweizen (Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie 28),
hervorgerufen durch Applikation von +2 °C kaltem Wasser bei 0 min. Dargestellt sind das arithmetisches
Mittel und der Standardfehler von 5-10 Mef3werten; nicht sichtbare Fehlerbalken befinden sich innerhalb der
Dimension des jeweiligen Datenpunktes. [Ca2+]C-Messung mittels rekombinanter Aequorintechnik.
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Der bei Eintreten eines Kalteschocks in Keimlingen unmittelbar erfolgende Anstieg
der [Ca®']. (vergleiche Abb.4.4 und Abb.4.8) lieR sich ebenfalls mittels
Bildverstarkerrohre beobachten (Abb. 4.9, Videodatei| ,kaelteschock.avi“ |auf der

,Compact Disc“ im Anhang). Wurde ein etiolierter Keimling mit +2 °C kaltem

Wasser Uberflutet, pflanzte sich die Lumineszenz entlang der Koleoptile mit
steigendem Wasserpegel fort. Nach dem anfanglichen Kalteschock leuchtete die

Koleoptile nach. Die Wurzeln reagierten entsprechend (nicht dargestellt).

Abb. 4.9 Lumineszenz der Koleoptile eines Apoaequorin exprimierenden, etiolierten
Winterweizenkeimlings (Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie 28) im Verlauf eines Kalteschocks.
Der Keimling wurde durch Applikation von +2 °C kaltem Wasser innerhalb von 8 s Uberflutet. Jedes
Einzelbild zeigt die Lichtemission innerhalb eines 0,02-s-Integrationsintervalls zum angegebenen
Zeitpunkt ab Beginn der Kalteschockbehandlung. Nur die Koleoptile ist abgebildet. Die Kreise
kennzeichnen MeRartefakte (sog, ,hot pixels“). Lumineszenzmessung mittels Bildverstarkerrohre.

4.2.2 Die Wirkung langsamer Temperaturabsenkung auf
die [Ca®'].

In einem weiteren experimentellen Ansatz (3.3.2.2) wurden etiolierte Keimlinge mit
bellftetem Puffer perfundiert, kalteexponiert und die Lumineszenzintensitat sowie
die Temperatur parallel gemessen. Auf diese Weise konnten Veranderungen der
[Ca?*]. in Abhangigkeit von der Temperatur und der Temperaturrate (°C s™') erfalt

werden.
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Das Kuhlen eines Keimlings von +20 °C auf +8 °C innerhalb weniger Sekunden
- ein Kalteschock - verursachte den aus den zuvor beschriebenen Versuchen
(4.2.1) bekannten sofortigen Anstieg der [Ca®*].. Der maximale Wert der [Ca®*],
wurde bereits vor Erreichen des Minimalwertes der Temperatur erreicht (Abb.
4.10a). Wahrend des Andauerns dieser ,Minimaltemperatur® sank die
[Ca?*]. kontinuierlich und erreichte beim Ansteigen der Temperatur auf +20 °C den
Wert, der vor dem Kalteschock bestand (die ,Grundkonzentration®).

Dies impliziert, daR der kalteinduzierte Anstieg der [Ca®*]. von der Veranderung
der Temperatur Uber die Zeit, der Temperaturrate, abhangig sein kdnnte. Das in
Abb. 4.10b dargestellte Ergebnis bestatigt dies: Bei langsamerem Kihlen (mit
einer Temperaturrate von -0,05°C s”' anstatt -0,29 °C s™) stieg die [Ca®]
langsamer auf ihren Maximalwert (innerhalb von 8 min ansatt von 1 min), der
niedriger ausfiel (100 nM anstatt 300 nM). Sequentielles Kihlen (Abb. 4.10c), erst
mit niedriger Temperaturrate (-0,03 °C s™), dann mit hdéherer Temperaturrate
(-0,26 °C s™), filhrte entsprechend zu zwei Erhéhungen der [Ca*]., von denen der
Maximalwert der zweiten schneller (innerhalb von 1 min antatt von 5 min) erreicht
wurde und héher ausfiel (210 nM und 110 nM). Bei einer Temperaturrate von nur
0,005 °C s™' konnte auf +8 °C gekiihlt werden, ohne daR sich die [Ca®']. in ihrer
Hohe veranderte (Abb. 4.10d). Von +8°C wurde - ohne vorherige
Temperaturerhohung - die Temperatur in zwei Stufen auf +2 °C gesenkt: erst mit
einer Temperaturrate von -0,06 °C s, dann von -0,05 °C s™'. Dies fiihrte zu zwei
zeitgleichen Anstiegen der [Ca®].

Abb. 4.11 zeigt die polynomische Abhangigkeit (r=-0,85) zwischen den
kalteinduzierten Maximalwerten der [Ca®*]. und der jeweiligen Temperaturrate. Die
Temperaturraten kamen experimentell durch Kuihlung auf unterschiedliche
Temperaturen zustande, wodurch die Maximalwerte der [Ca?*]. sowohl von der
Temperaturrate als auch von der aboluten Temperatur beeinfludt worden sein
konnen. Die multiple Regressionsanalyse (a=0,01) ergab eine starkere
Abhangigkeit zwischen [Ca?'] und Temperaturrate (Fpartiell, Temp.rate = -0,86) als
zwischen [Ca®*]. und Temperatur (rpartietl, Temp. = -0,67).

Die [Ca®']. in der Koleoptile und den Wurzeln desselben Keimlings anderte sich im
Verlauf einer Kalteexposition nahezu simultan, wie Messungen mittels CCD-
Kamera (3.3.1.2, 3.3.2.2) zeigten (Abb. 4.12). Die Calciumreaktion war dabei in

der Koleptile und den Wurzeln gleichermalien von der Temperaturrate abhangig:
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Das zweistufige Kuihlen (zu erkennen an der zweiten Erniedrigung der
Temperaturrate) fuhrte zu einem korrespondierenden, zweiten Ansteigen der
[Ca?'],, die nach dem Kiihlen nochmals geringfiigig anstieg.
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Abb. 4.10 [Ca®™], in etioliertem Winterweizenkeimling (Triticum aestivum L. cv. FIorlda Linie
28) in Abhéangigkeit von Temperatur und Temperaturrate (Temp.rate). a) Die [Ca®™"], steigt zu
Beginn des +8 °C-Kalteschocks und sinkt
b) Vergleichsweise langsame Kiihlung (-0,05°C s™ anstatt -0,29 °C s™ wie bei a)) fiihrt zu
einem langsameren und geringeren Anstieg der [Ca®"].. c) Elne zweite Kihlung mit héherer
Klhlrate fuhrt zu einem weiteren, hdheren Anstieg der [Ca . d) Bel hoher Temperaturrate
(-0,005 °C s ) kénnen +8 °C erreicht werden, ohne dal} die [Ca ] ansteigt. Die sich
anschlielende, stufenweise Kuhlung auf +2 °C mit niedrigerer Temperaturrate flihrt zu einem
korrespond|erenden Ansteigen der [Ca *le. Darstellung typischer Ergebnisse von 5 bis 10
[Ca "-Messungen mittels rekombinanter Aequorintechnik.

im Verlauf der welteren Kalteexposition.
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Abb. 4.11 Maximalwerte der kalteinduzierten [Caz"]C etiolierter Winterweizenkeimlinge
(Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie 28) in Abhangigkeit von der Temperaturrate. Die Kuhlung
begann bei einer Temperatur von 21 °C bis 25 °C, und die Pflanzen waren vor der Messung keinen
niedrigeren Temperaturen ausgesetzt. Dargestellt sind die MelRwerte voneinander unabhangiger
Versuche sowie die Regressionskurve und der Korrelationskoeffizient fur die angegebene

polynomische Funktion.
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Abb. 4.12 [Ca®™"], in etioliertem Winterweizenkeimling (Tr/t/cum aestivum L. cv. Florida, Linie 28) in
Abhéangigkeit von der Temperaturrate. Links: [Ca “lc in verschiedenen Arealen der intakten
Pflanze. Rechts: Falschfarbenbild des integrierten Lichtes derselben Pflanze (nach Entladung,
3.3.1.3). Die Einrahmungen markieren die fir die Messung verwendeten Areale: Col= Koleoptlle
ColUp= Koleoptile, apikal; ColLow=Koleoptile, basal; Roots=Wurzeln, Root1,2=Wurzel1,2. [Ca e
Messung mittels rekombinanter Aequorintechnik und bildverstarkerréhrengekoppelter CCD-

Kamera.
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Eine weitere Eigenschaft der kalteinduzierten Veranderung der [Ca®']. wird in
Abb. 4.13 gezeigt. Die Temperatur wurde stufenweise reguliert, mit abnehmender
Temperatur, aber annahernd konstanter Temperaturrate. Wie bereits in
Abb. 4.10a gezeigt wurde, hing auch in diesem Experiment die Kinetik des [Ca*'].-
Peaks von der Temperaturrate der jeweiligen Kuhistufe ab. Die Amplitude des
[Ca?']-Peaks stieg jedoch im Verlauf der Kiihlung mit jeder weiteren Stufe an.
Dies deutet auf eine Art von Sensibilisierung der Pflanze gegenuber Kalte hin.
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Abb. 4.13 Sensibilisierung: Das stufenweise Kihlen bei anndhernd konstanter Temperaturrate
(dT dt'1) fuhrt zu einem stufenweisen Ansteigen der [Ca*]. im etiolierten Winterweizenkeimling
(Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie 28). Typisches Ergebnis von 5 [CaZ+]C-Messungen mittels
rekombinanter Aequorintechnik.

Im Gegensatz dazu schienen wiederholte Kalteperioden, im Sinne von sich
abwechselnden, repetitiven Kalte- und Warmephasen (Abb. 4.14a), die Pflanze zu
desensibilisieren: Die Amplitude des [Ca®*'|.-Peaks war mit jeder der
nachfolgenden Kaltephasen geringer. Zu beachten ist, da® die Warmephasen nur
halb so lange andauerten wie die 20-minutigen Kaltephasen. Folgten die
Kaltephasen unmittelbar aufeinander (Abb. 4.14b), sank die Amplitude des [Ca®"].-
Peaks wahrend der ersten vier Kalteperioden, um dann jeweils konstant zu
bleiben. Dartber hinaus liel3 sich eine solche Desensibilisierung infolge von
Kalteperioden durch eine Refraktarphase reduzieren (Abb. 4.14c): Wurde die
desensibilisierte Pflanze 20 min lang einer Temperatur von 22 °C ausgesetzt,
fiilhrte die nachfolgende, weitere Kiihlung zu einem [Ca®*']--Peak, dessen
Amplitude héher war als die des [Ca®*]--Peaks wahrend der letzten Kiihlung vor

der Refraktarphase.
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Abb. 4.14d zeigt, wie die durch Kalteperioden induzierte Desensibilisierung durch
eine Kuhlung mit sinkender Temperatur und sinkender Temperaturrate
kompensiert werden konnte. Die Amplitude des [Ca®'].-Peaks nahm mit jeder
weiteren Kuhlung nicht etwa ab (wie bei den in den Abb. 4.14a-c dargestellten

Versuchen), sondern sie stieg sogar an.
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Abb. 4.14 Desensibilisierung: a) Bei aufeinanderfolgende Kalteperioden steigt die [Ca2+]C bei jedem
wiederholten Kiihlen an, wobei sich die Amplitude des [Ca2+]c-Peaks verringert. b) Nach einer
solchen Verringerung der Amplitude bleibt diese konstant. ¢) Eine Refraktarphase verringert, und,
d), Kiihlen mit sinkender Temperatur und sinkender Temperaturrate (dT dt'1) kompensiert die durch
repetitives Kihlen hervorgerufene Desensibilisierung. Darstellung typischer Ergebnisse von jeweils
5 bis 10 [Ca2+]c-Messungen mittels rekombinanter Aequorintechnik in etiolierten
Winterweizenkeimlingen (Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie 28).
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4.2.3 Der EinfluB einer Kalteakklimatisation auf kalteinduzierte
Verianderungen der [Ca®*].

Die kalteinduzierten Veranderungen der [Ca®*]c von kalteakklimatisierten,
etiolierten Weizenkeimlingen (3.3.2.3) unterschieden sich von denen nicht-
akklimatisierter Keimlinge (3.3.2.2) in dreierlei Hinsicht. Zum einen bestand keine
signifikante Korrelation zwischen [Ca®']. und Temperaturrate (Abb. 4.15). Zum
anderen blieb die [Ca®*]. bei Temperaturraten kleiner als -0,5 °C s unterhalb von
200 nM. Und zum dritten konnte, im Gegensatz zu nichtakklimatisierten
Keimlingen, eine biphasische Calciumreaktion auf den Kaltestimulus beobachtet
werden (Abb. 4.16): Nach dem anfinglichen Ansteigen der [Ca®*'],, das vor
Erreichen des Minimalwertes der Temperatur erfolgte und mit dem Verlauf der
Temperaturrate korrespondierte (Abb. 4.10a), schloR sich ein zweiter [Ca®*].-Peak
an. Dieser bildete sich unmittelbar nach Erreichen des ,Temperaturminimums® bei
konstant niedriger Temperatur (Temperaturrate =0 °Cs™), und die [Ca®']. fiel

hoher oder niedriger als die des vorhergehenden, ersten [Ca®*].-Anstiegs aus.
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Abb. 4.15 Maximalwerte der Kkalteinduzierten [Ca2+]c kalteakklimatisierter, etiolierter
Winterweizenkeimlinge (Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie 28) in Abhangigkeit von der
Temperaturrate. Die Kiihlung begann bei einer Temperatur von 21 °C bis 25°C. Dargestellt sind die
MeRwerte voneinander unabhangiger Versuche sowie die Regressionskurve und der
Korrelationskoeffizient flr die angegebene polynomische Funktion.
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Abb. 4.16 Biphasische Calciumreaktion kalteakklimatisierter, etiolierter Winterweizenkeimlinge
(Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie 28) auf einen Kaltestimulus. Nach einem ersten, durch das
Kihlen ausgeldosten Calciumpeak sinkt oder steigt die [Ca2+]C unmittelbar anschlie®end bei
konstant niedriger Temperatur. Reprasentative Ergebnisse. [Ca2+]c-Messungen mittels
rekombinanter Aequorintechnik.

4.2.4 Die Beteiligung des Cytoskelettes an kalteinduzierten
Verianderungen der [Ca®*].

In einem experimentellen Ansatz zur Untersuchung der moglichen Beteiligung des
Cytoskelettes an der kilteinduzierten Veranderungen der [Ca®']. (3.3.2.4) wurde
Winterweizen (Tritcum aestivum L. cv. Florida, Linie 28, 3.3.2.1) mit dem
Aktinfilamenthemmstoff =~ Cytochalasin-D  (Endkonzentrationen: 10 und 20 yM)
behandelt. Dies flhrte weder in etiolierten Keimlingen noch in isolierten Wurzeln
zu einer Veranderung der [Ca?"]. (Abb. 4.17). Der transiente, biphasische Anstieg
des arithmetischen Mittels der [Ca®'], von Zellen in Suspension (Abb. 4.17) ist
statistisch nicht signifikant (U-Test nach Mann-Whitney, a = 0,01).

Die Inkubation desselben Pflanzenmaterials mit Cytochalasin-D (10 uM, 4 h)
fuhrte zu keiner Veranderung der Calciumreaktion auf einen Kalteschock (U-Test
nach Mann-Whitney, a = 0,01). Etiolierte Keimlinge reagierten nach Cytochalasin-
D-Inkubation auf einen Kalteschock mit einem Anstieg der [Ca®']. auf einen
Maximalwert von 720 + 88,3 nM, isolierte Wurzeln mit 1562 + 239,4 nM
(Bestimmung der [Ca*]. unter Verwendung von cp-Coelenterazin) und
Zellsuspensionen mit 1238 £89,7 (Abb. 4.17). Die Applikation von
Dimethylsulfoxid (DMSO, 0,1%, Negativkontrolle) hatte weder unmittelbar noch in

Hinblick auf den nachfolgenden Kalteschock einen EinfluR auf die [Ca®']..
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Abb. 4.17 [Ca2+]c in Winterweizen (Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie 28) unter dem Einfluf
des Aktinfilamenthemmstoffes Cytochalasin-D. Links: Cytochalasin-D-Applikation (10 uM und
20 uM). Rechts: Kalteschock nach Cytochalasin-D-Inkubation (20 uM, 4 h). Abgebildet sind das
arithmetische Mittel und der Standardfehler von 5-10 MeRwerten. Nicht sichtbare Fehlerbalken

befinden sich

innerhalb der

Dimension des

jeweiligen Datenpunktes.

Messung mittels

rekombinanter Aequorintechnik unter Verwendung von Coelenterazin, bei den Wurzeln von cp-

Coelenterazin.
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Nach der Inkubation von Weizenwurzeln mit Cytochalasin-D (10 uM) konnten in
den Zellen der Wurzelinitialzone nur noch Aktinfilamentfragmente beobachtet
werden (Abb. 4.18).

Abb. 4.18 Aktinverteilung in Winterweizenwurzelzellen (Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie
28). a) Aktinflamente in Zellen aus der Wurzelinitialzone (unbehandelt, ohne DMSO);
b) Aktinfilamente in Zellen aus der Wurzelinitialzone nach 4 h Inkubation mit 0,1 % DMSO
(Kontrolle); c) Aktinverteilung in Zellen aus der Wurzelinitialzone nach 4 h Inkubation mit
10 uM Cytochalasin-D; d) Rhizodermiszellen und Wurzelhaar nach 4 h Inkubation mit 10 uM
Cytochalasin-D. Visualisierung mittels Rhodamin-Phalloidin-Farbung und konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie.
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4.2.5 Hitzeinduzierte Verianderungen der [Ca*].

Wurden etiolierte Winterweizenkeimlinge (Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie
28) abwechselnd Hitze und Kalte ausgesetzt (3.3.2.5), nahm deren
Lumineszenzintensitat sowohl wahrend der Kalte- als auch wahrend der
Hitzeexposition zu. Die Berechnung der [Ca®"]. ergab ahnliche Maximalwerte fur
den hitze- wie fur den kalteinduzierten Anstieg (250 nM, Abb. 4.19). Das Erhitzen
von Aequorin (Molecular Probes, Niederlande) in 100 nM Calciumionenpuffer
(3.3.2.5) in vitro fuhrte ebenfalls zu einem Ansteigen der Lumineszenzintensitat
(Abb. 4.20a) bzw. der errechneten Calciumionenkonzentration (Abb. 4.20b) auf
einen Maximalwert von 250nM. Die hitzeinduzierte Zunahme der
Lumineszenzintensitat in den Keimlingen korresponsierte damit mit der erhdhten
Lichtfreisetzung des Aequorins. Die transiente Zunahme der Luminszenzintensitat
in den Keimlingen unmittelbar nach dem Kuhlen von +40 °C auf +22 °C hingegen
reprasentierte einen tatséchlichen Anstieg der [Ca®']..

Die Temperaturabhangigkeit des Aequorins - hohere Lumineszenzintensitat bei
hoheren Temperaturen - bestand auch im Temperaturbereich von +2 °C bis
+22 °C und war um Zehnerpotenzen geringer (Abb. 4.20). Kalteinduzierte
Erhéhungen der [Ca®*]. sind somit keine bona fide-Interpretationen, sondern

tatsachlich existent.
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Abb. 4.19 Errechnete [CaZJ']C in etioliertem Winterweizenkeimling (Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie
28) in Abhangigkeit von Temperatur und Temperaturrate. a) Sequentielles Erhitzen und Kiihlen; b)

sequentielles Kuhlen und Erhitzen. Reprasentative Ergebnisse. Messungen mittels rekombinanter
Aequorintechnik.
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Abb. 4.20 a) Lumineszenzintensitdt von rekombinantem Aequorin; b) errechnete

Calciumionenkonzentration von 100 nM Calciumionenpuffer (3.3.2.5) im Verlauf sequentiellen
Erhitzens und Kihlens.

4.3 Der EinfluB von Phytohormonen auf die [Ca**]c von
Weizen

4.3.1 Abscisinsaure

Dem in 3.3.3 beschriebenen Versuchsaufbau entsprechend wurden etiolierte
Keimlinge, ergrunte Keimlinge und isolierte, grune Blatter mit 100 yM ABA
behandelt. Die ABA-Applikation fuhrte zu keinen mel3baren Veranderungen der
[Ca®*]. (Abb. 4.21). Zur Kontrolle wurde am Ende des jeweiligen Experimentes das
Pflanzenmaterial

einem Kalteschock ausgesetzt,

der jedes Mal zu einem

Ansteigen der [Ca?"]. fiihrte (nicht dargestellt)

[Ca™], (nV)

100
Abb. 4.21 [Ca®], von Winterweizen
(Triticum aestivum L. cv. Florida, Linie
28) unter dem Einflu von 100 uM ABA
75k (Applikation  bei 0 min). Kreise
= 5@:&";; symbolisieren  etiolierte  Keimlinge,

Taiaial @

Daa
8,78 AN BLBAY
LulAl~ﬂmFI“““I|

30
Zeit (min)

punktierte Dreiecke grine Keimlinge
und kleine Dreiecke isolierte, grine
Blatter. Abgebildet sind das
arithmetische Mittel und der
Standardfehler der Mef3werte (n = 10).
Messung mittels rekombinanter
Aequorintechnik.
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4.3.2 Auxininduziertes Streckungswachstum

Die  Applikaton von 10 puyM  Indolessigsaure  (IAA) zu isolierten
Weizenkoleoptilsegmenten (3.3.4) fuhrte zu einer deutlichen Wachstumsreaktion,
aber keiner meRbaren Veranderung der [Ca?'].

Nach der Isolierung der Koleoptilsegmente sank die Wachstumsrate zunachst auf
0 um cm™' s, Etwa 10 min nach IAA-Applikation stieg sie an, um dann zu sinken
und wieder anzusteigen (Abb. 4.22). Die maximale Wachstumsrate betrug nach
IAA-Zugabe 0,42 + 0,065 umcm™” s und nach Applikation von Pufferldsung
(Negativkontrolle) 0,003 + 0,0013 pym cm™ s™. Innerhalb von 90 min wuchs die
Koleoptilsdule um 0,02 + 0,021 mmcm™ bei der Negativkontrolle und um

1,3 mm cm™" nach IAA-Zugabe.
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Abb. 4.22 Wachstum isolierter Koleoptilsegmente von Winterweizen (Triticum aestivum L. cv.
Florida, Linie 28) nach Inkubation mit Coelenterazin und Applikation von Indolessigsaure (10 uM).
Darstellung eines reprasentativen Mel3ergebnisses.

Der Mittelwert der [Ca?*], steigt nach IAA-Applikation kontinuierlich an (Abb. 4.23).
Tatsachlich besteht zwischen der [Ca®']. mit einem Wert von 33 £ 5,9 nM zum
Zeitpunkt der |AA-Applikation und von 40+7,4nM 40 min nach der I|AA-
Applikation kein signifikanter Unterschied (U-Test nach Mann-Whitney, a = 0,01).
Daruber hinaus verlauft die Kurve der Negativkontrolle nahezu parallel. Die 1AA-
Applikation fihrte auch in Segmenten von Koleoptilen, deren Kutikulapermeabilitat
durch Siliziumcarbidbehandlung erhéht wurde (3.3.4.1), zu keiner Anderung der
[Ca®"]..
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Zur Kontrolle wurde am Ende des jeweiligen Experimentes das Pflanzenmaterial

einem Kalteschock ausgesetzt, der jedes Mal zu einem Anstieg der [Ca®']. fiihrte

(nicht dargestellt).
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Abb. 4.23 [Ca®™], isolierter Koleoptiisegmente von Winterweizen (Triticum aestivum L.
cv. Florida, Linie 28) unter dem EinfluR von Indolessigsaure (IAA, 10 uM, Applikation bei 0 min).
Ausgefillte Kreise symbolisieren IAA-behandelte Koleoptilen, leere Kreise IAA-unbehandelte
Koleoptilen (Kontrolle) und Rauten Koleoptilen, deren Kutikula vor der IAA-Applikation mit
Siliziumcarbid aufgerauht wurden. Abgebildet sind das arithmetische Mittel und der Standardfehler
der MeRwerte (N = 6-12). Messung mittels rekombinanter Aequorintechnik unter Verwendung von

cp-Coelenterazin.
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5 Diskussion

5.1 Erzeugung und Analyse transgener Weizenpflanzen

Die dargestellten Daten zeigen, dal® Messungen der cytosolischen, freien
Calciumionenkonzention ([Ca®*'],) mittels rekombinanten Apoaequorins in
Sommer- und Winterweizen und damit - zumindest nach gegenwartigem
Kenntnisstand - zum ersten Mal in einer monokotyledonen Pflanze mdglich sind.

Die regenerierten Weizenlinien (mit konstitutivem Promotor in pUbiAeq, 2.2) sind,
wie bis zur F4-Generation nachgewiesen wurde, stabil transgen und ermdglichen
aufgrund der gewebeunspezifischen Apoaequorinexpression [Ca?*].-Messungen in
unterschiedlichen Pflanzenteilen, wie Wurzeln, Blattern und Koleoptilen (Abb. 4.3).
Erhéhungen der Lumineszenzintensitat in vivo konnten daruber hinaus mit einer
zeitlichen Auflésung von 0,02 Sekunden als Echtzeitvideo bildlich dargestellt

(Abb. 4.6 und Abb. 4.9) und mit blokem Auge wahrgenommen werden.

Transformationseffizienz

Von 18000 beschossenen Embryonen konnten 54 selektionspositive und 13
Apoaequorin exprimierende Pflanzen regeneriert werden (4.1) Das ergibt eine
vergleichsweise niedrige Transformationseffizienz von 0,3 Prozent; die fur die
biolistische Transformation von Weizen publizierten Werte liegen sonst bei etwa
1 Prozent (Becker et al., 1994; Altpeter et al., 1996; Takumi und Shimada, 1996;
Iser et al., 1999).

Die Haufigkeitsverteilung der Basentripletts (,codon bias“, Kurland, 1991) der
verwendeten Apoaequorin-cDNA (Prasher et al., 1987) ist der des Weizengenoms
(Wada et al, 1992) ahnlich, wodurch im Wirtsorganismus genugend
aminoacylierte tRNAs flr die Translation des Transkripts zur Verfigung gestanden
haben sollten. Tatsachlich bestatigten die Ergebnisse die Expression des
Apoaequorins (4.1).

Die selektionspositiven Regenerate (3.1.2.4) wurden in Hinblick auf die mdgliche
Apoaequorinexpression analysiert (3.2.3.1). Der Nachweis der Integration der
Apoaequorin-cDNA in das Weizengenom erfolgte ausschliellich bei Regeneraten,

die sich zuvor auf diese Weise als Apoaequorin exprimierend erwiesen hatten.
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Dadurch kénnen Silencingphanomene (Kooter et al., 1999) als Ursache fur die
niedrige Transformationseffizienz nicht ausgeschlossen werden.

Als weitere Ursache konnte eine Negativselektion wahrend der in vitro-
Kulturphase durch das Apoaequorinprotein selbst erwogen werden: Bei hoher
Apoaequorinkonzentration wirden so viele Calciumionen gebunden werden, dal}
dies fur die Zelle letal ware. Mit 13 Apoaequorin exprimierenden Pflanzen von 54
selektionspositiven Regeneraten betragt die Kotransformationsrate von
Apoaequoringen und Selektionsmarker 24 Prozent und ist damit vergleichsweise
niedrig; diese betragt bei der biolistischen Transformation von Weizen sonst
typischerweise 75 Prozent (D. Becker, Universitat Hamburg, personliche
Mitteilung). Eine solche niedrigere Kotransformationsrate ware bei der
beschriebenen Negativselektion zu erwarten.

In Anbetracht einer in vivo Calciumpufferkapazitat von 5 mM bis 50 mM (Plieth et
al, 1997; Plieth und Hansen, 1998) multe der Apoaequorinanteil an den Iéslichen
Gesamtproteinen ungefahr 6 bis 60 % betragen, um die [Ca?']. zu verringern
(basierend auf einer standardisierten, 5x5x15 uM grof3en Zelle mit 10 % Cytosol,
dem gemessenen Proteinanteil von 6 ug Gesamtprotein pro 1 mg Frischgewicht
einer Dissoziationskonstante fur Calcium-Aequorin von 1 uM und einer
Calciumpufferkapazitat von 5 mM). Die Expressionsstarke von Promotoren wird oft
anhand der Aktivitat des unter der Kontrolle des jeweiligen Promotors exprimierten
Enzyms B-Glucuronidase verglichen (GUS-Assay; Holtorf et al., 1995), quantitative
Angaben zu exprimierten Proteinmengen sind dagegen selten. Schenk et al.
(2001) beschreiben flr die Expression mittels Ubiquitinpromotor einen ,Green
Fluorescent Protein“-Anteil an den I6slichen  Gesamtproteinen von
Zuckerrohrblattern von 0,34 % - eine Angabe, die wegen des in unterschiedlichen
Wirtsorganismen unterschiedlichen Codongebrauchs (,codon usage®, Kooter et
al., 1999) jedoch nicht auf Weizen tbertragen werden kann.

Die Negativselektion durch Calciumionenbindung wahrend der in vitro-Kulturphase
ist damit nicht auszuschlielen, jedoch unwahrscheinlich, wenn die in vivo
Calciumpufferkapazitat einen Wert von 50 mM aufweist (Plieth et al, 1997; Plieth
und Hansen, 1998).
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Apoaequorinkonzentration im transgenen Weizen

In den transgenen Linien betrug der Apoaequorinanteil am Gesamtprotein nur
0,07 % (errechnet anhand des gemessenen Apoaequoringehaltes von
0,3ng/1pug Gesamtprotein; 4.1), was einer Apoaequorinkonzentration von
ungefahr 14 nM  entsprichtt Diese im Vergleich zur genannten
Calciumpufferkapazitat geringe Apoaequorinkonzentration erklart, warum trotz
Calciumionenbindung an die Aequorinmolekiile die [Ca®*]. mittels rekombinanter
Aequorintechnik akkurat bestimmt werden kann.

Die ,absolute Lumineszenz®, das Verhaltnis zwischen Luminometercounts per
Integrationsintervall und samtlichen verfugbaren Counts (3.3.1.3), unterschritt in
unstimulierten Pflanzen mit einer [Ca?*]. von 100 nM den Wert von 2 x 10 (bei
einem 3 s-Integrationsintervall, Daten nicht gezeigt). Somit waren - bei
gleichbleibender Ca?*-Grundkonzentration - mehr als 500 Integrationsperioden
erforderlich, um 1 % des verfugbaren Aequorins zu entladen. Dies bedeutet, dal
die [Ca*]--Messungen auch einige Stunden nach der Aequorinrekonstitution
(3.3.1.1) durchgefuhrt werden konnen.

5.2 Der EinfluB der Temperatur auf die [Ca**]. von Weizen

5.2.1 Die Wirkung schneller Temperaturabsenkung (Kalteschock)
auf die [Ca®'].

Kalteschockinduzierte Veranderungen der [Ca®']. in monokotyledonen Pflanzen
wurden - zumindest nach gegenwartigem Kenntnisstand - bislang nur in
Reiskeimlingen mittels Calciumisotopen- (**Ca; DeNisi und Zocchi, 1996) und
Fluoreszenzfarbstoffmessungen (Fluo-3, 1.3; Kitigawa und Yoshizaki, 1998)
nachgewiesen. Der beobachtete Calciumioneneinstrom in die Zelle wurde in
beiden genannten Studien in Form von relativen Werten angegeben. Mit Hilfe des
Apoaequorin exprimierenden Weizens ist es nun moglich geworden,

Verdnderungen der [Ca®*]. zu quantifizieren.

Korrelation zwischen [Ca®*]. und Umgebungstemperatur
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit (4.2.1) zeigen deutlich, daR die [Ca**]. von
Weizenkeimlingen von der Umgebungstemperatur abhangt (Abb. 4.7, lineare

Korrelation zwischen Temperatur des Kalteschocks und Maximalwert der [Ca?*].).
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AuRerdem bestimmt die Art des Kalteschocks die Veranderung der [Ca?']c mit:
Wahrend die Applikation von +2°C-kaltem Wasser zu etiolierten
Winterweizenkeimlingen die [Ca*']. auf einen Wert von beinahe 1600 nM
ansteigen lie® (Abb. 4.4), fihrte der Austausch des Umgebungspuffers
perfundierter Keimlinge mit +2 °C-kaltem Wasser zu [Ca®‘]--Werten um die
600 nM (Abb. 4.8). Der Unterschied zwischen den beiden beschriebenen
Experimenten besteht in der Starke des mechanischen Stimulus wahrend der
Kalteschockbehandlung, der im ersten Experiment (Abb. 4.4) hoher war und - wie
Kontrollexperimente zeigten (Abb. 4.5) - allein zu einem Ansteigen der [Ca®*]. auf
einen Wert von beinahe 600 nM fuhrte. In Mesophyllprotoplasten von Nicotiana
wurde ein mechanisch induzierter Anstieg der [Ca?']. auf 10 uM nachgewiesen
(Haley et al., 1995). Ding und Pickard (1993) beschreiben, dal’, umgekehrt, auch
die Temperatur die Aktivitat mechanosensitiver Kanale beeinflussen kann.

Der Vergleich der in dieser Arbeit flir Weizenkeimlinge beschriebenen,
kalteschockinduzierten [Ca®*]. mit fiir Arabidopsis angegebenen Werten (Kiegle et
al., 2000) =zeigt eine Gemeinsamkeit und einen Unterschied in der
Calciumreaktion: Die Maximalwerte der [Ca?*]. (1600 nM) sind in den konstitutiv
Apoaequorin  exprimierenden Keimlingen beider Spezies gleich, die
Calciumreaktion klingt in Weizen aber eher ab (Minimalwert der [Ca®"]. in Weizen
nach 3 min und in Arabidopsis nach 80 min). Die Ergebnisse dieser Experimente
lassen sich jedoch nur bedingt miteinander vergleichen, wie die unterschiedlichen

Maximalwerte der [Ca®*]. in Weizenkeimlingen zeigen (siehe oben).

Gewebespezifische Calciumreaktion

Die Calciumreaktion auf einen Kalteschock war bei etiolierten Weizenkeimlingen
und deren Koleoptilen und Wurzeln, bei grinen Weizenkeimlingen und deren
Blattern sowie bei Zellen in Suspensionskultur gleich ([Ca?'].-Maximalwert:
600 nM, Abb. 4.8) In Aleurongewebe hingegen wurde nur eine [Ca?*] von 300 nM
erreicht, und die [Ca®**]; war 3 min nach dem Kalteschock mit 160 nM doppelt so
hoch wie in den anderen Pflanzenmaterialien (4.2.1, Abb. 4.8). Wenn es sich auch
beim Aleurongwebe - dem Namen entsprechend - um ein Gewebe und bei den
anderen Pflanzenmaterialien entweder um Zellen, Organe oder Pflanzenteile
handelt, so 4Rt der Unterschied in der [Ca®']--Kinetik doch eine

gewebespezifische Calciumreaktion auf den Kalteschock erkennen.
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Einzelne Zellen missen mit einem vergleichsweise hdheren Anstieg der [Ca®'].
reagiert haben, um die [Ca*]. insgesamt zu erhdhen.
Eine gewebespezifische Calciumreaktion konnte auch in Wurzeln von Arabidopsis

nachgewiesen werden (Kiegle et al., 2000).

5.2.2 Die2Wirkung langsamer Temperaturabsenkung auf die
[Ca™'].

Bei dem in Abb. 4.10a dargestellten Temperaturverlauf handelt es sich insofern
um einen Kalteschock, als die Temperatur um mehrere Grad Celsius pro Sekunde
gesenkt wurde. Im Gegensatz zu den in den Abb.4.4 und 4.8 dargestellten
Messungen erfolgte dieser Kalteschock jedoch ohne zusatzlichen mechanischen
Stimulus. Das Ergebnis ist eine differierende, charakteristische Kinetik der
Calciumreaktion, bei der die [Ca**]. nach einem anfanglichen, transienten Anstieg
wahrend der gesamten Kuhlperiode (20 min) erhdht blieb. Dies relativiert die in
Hinblick auf das Sinken der [Ca®"] nach dem Kalteschock beschriebenen
Unterschiede zwischen Weizen und Arabidopsis (7.2.1); diese kénnten auf einer

unterschiedlich langen Kalteexposition basieren.

Abhingigkeit der [Ca**]. von Temperatur und Temperaturrate

Aus der Abb. 4.10 ist ersichtlich, dal} nicht nur ein Kalteschock, sondern auch das
langsame Kiihlen ein Ansteigen der [Ca?']. verursachte. Kilteinduzierte
Calciumantworten waren, wie die Abb. 4.11 und die multiple Regressionsanalyse
(4.2.2) zeigen, hauptsachlich von der Anderung der Temperatur Uber die Zeit, in
diesem Fall der Kuhlrate, und weniger vom Betrag der Temperatur abhangig. In
Weizenkeimlingen stieg die [Ca®']. durch Kiihlen mit einer Temperaturrate von
weniger als -0,005 °C s™' an (die Kiihlrate muRte hdher als +0,005 °C s™ sein).
Dies bedeutet, dall die Temperatur um mehr als 18 °C pro Stunde sinken muf},
um eine Veranderung der [Ca®*]. zu bewirken — ein in natura seltenes Ereignis.
Abb. 413 und 4.14 zeigen, wie das Zusammenwirken von Temperatur und
Temperaturrate zur Sensibilisierung und Desensibilisierung der Pflanzen
gegenuber Kalte beitragt. Dieses Phanomen der Sensibilisierung und

Desensibilisierung wurde ebenfalls in Arabidopsis beobachtet (Plieth et al., 1999).
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Es laldt sich damit erklaren, dal} die Aktivitat einwartsgerichteter Calciumkanale
von der Kuhlrate abhangig und von der Temperatur unabhangig, und diejenige
auswartsgerichteter Calciumpumpen von der Kihlrate unabhangig und von der
Temperatur abhangig ist (Plieth, 1999).

Die Abhangigkeit der [Ca®*]c von der Temperaturrate wurde von Minorsky
(Minorsky, 1989) postuliert und von Plieth et al. (1999) fur Arabidopsis
beschrieben. Sie weist darauf hin, dal} sich aus der Calciumabhangigkeit einer
kalteschockinduzierten Genexpression, wie sie fur die cas-Gene in Medicago
(Monroy und Dhindsa, 1995) oder die TCH-Gene in Arabidopsis (Polisensky und
Braam, 1996) beschrieben wurde, weder auf die Bedeutung von Calcium fur die
Kéltesignaltransduktion noch auf die Notwendigkeit der Expression der

entsprechenden Gene flur die Kélteakklimatisation schliel3en laft.

Homogenitat der Kaltesensitivitat

Abb. 4.12 zeigt, dal® die [Ca*']. in Wurzeln und Koleoptilen von Weizenkeimlingen
durch Kalte gleich schnell ansteigt, was auf die gleiche Sensitivitat von
Weizenwurzeln und -koleoptilen gegenuber Kalte hinweist. Campbell et al. (1996)
postulieren dagegen einen Sensitivitatsunterschied fur die Wurzeln und Blatter von

Nicotiana-Pflanzen.

5.2.3 Der EinfluB einer Kalteakklimatisation auf kalteinduzierte
Verianderungen der [Ca®*].

Arbeiten von Puhakainen et al. (1999) an Reis und von Jian et al. (1999) an
Weizen weisen darauf hin, dal® Kalte die Aktivitdt der Calcium-ATPase in
kalteakklimatisierten Pflanzen weniger verringert als in nichtakkimatisierten.
Basierend auf dem Modell von Plieth (1999; 5.2.2) kdnnten demzufolge die Uber
Calciumkanale eingestromten Calciumionen nach erfolgter Kalteakklimatisation
schneller zurtick in den Apoplasten gepumpt werden, und eine kirzer andauernde

Erhohung der [Ca?']. wére zu vermuten.
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Dies war nach einem Kaltestimulus jedoch nicht der Fall (Abb. 4.16 im Vergleich
mit Abb. 4.10a). Die [Ca?*]. akklimatisierter Weizenkeimlinge stieg - ohne eine
weitere Senkung der Temperaturrate - nach dem ersten Maximum vielmehr ein
zweites Mal an. Der zweite [Ca®*].-Peak fiel dabei entweder niedriger oder héher
aus als der erste.

Eine derartige biphasische Reaktion wird auch fur Arabidopsis beschrieben (Plieth
et al., 1999; Knight und Knight, 2000). Knight und Knight (2000) folgern auf der
Basis von Experimenten an Arabidopsis-Pflanzen mit einer Apoaequorin-
expression im Bereich des Tonoplasten (Knight et al.,, 1996) unter Verwendung
von Calciuminhibitoren, daB der zweite [Ca®']--Peak eine vakuolare
Calciumionenfreisetzung reprasentieren und eine Kalteakklimatisation zu einer
Erhdéhung derselben flhren wirde. Fur Weizen wirde dies bedeuten, dal} die
kalteinduzierte Erhohung der [Ca®']. in nichtakklimatisierten Weizenkeimlingen
ohne oder mit geringer Beteiligung einer Calciumionenfreisetzung aus der
Vakuole, in kalteakklimatisierten Keimlingen hingegen mit einer solchen
Beteiligung zustande kame - eine Erwagung spekulativer Natur. Gleichwohl
unterstitzen die biphasische Kinetik (Abb.4.16) und die bei niedrigen
Temperaturraten (-0,8 °C s™") vergleichsweise niedrige [Ca?*]. (200 nM, 4.2.3, Abb.
4.15) die Schlulffolgerung des Einflusses einer Kalteakklimatisation auf

kalteinduzierte Veranderung der [Ca®*]. in Winterweizen.

5.2.4 Der EinfluR des Cytoskelettes auf kalteinduzierte
Verianderungen der [Ca®*].

Die Applikation des Aktinfilamenthemmstoffes Cytochalasin-D veranderte die
[Ca®*]. weder in etiolierten Winterweizenkeimlingen und deren isolierten Wurzeln,
noch in Weizenzellsuspensionen (Abb. 4.17). Die Inkubation von Weizen-
keimlingen mit Cytochalasin-D hatte ebenfalls keinen EinfluR auf die
nachfolgende, kalteschockinduzierte Calciumreaktion (Abb. 4.17). Die Wirksamkeit
des Cytochalasin-D wurde anhand der Fragmentierung von Aktinfilamenten in
Zellen der Wurzelinitialzone kontrolliert und bestatigt (Abb. 4.18).
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Diese Ergebnisse weisen darauf hin, da} die Aktivitdt von Calciumkanalen in
Weizen von Aktinfilamenten unbeeinflut reguliert wird. Kalteschockinduzierte
Calciumreaktionen erfolgen danach ebenfalls unabhangig von Aktinfilamenten.

Die Ergebnisse widersprechen damit den in 1.2 dargestellten experimentellen
Befunden von Mazars et al. (1997) und Orvar et al. (2000). Mazars et al. (1997)
beschreiben eine Erhdhung der kélteinduzierten [Ca?'] nach Inkubation mit
Cytochalasin-D in Protoplasten von Nicotiana und Orvar et al. (2000) eine
entsprechende Erhohung der [Ca®*]. in Protoplasten von Medicago. Dieser
Widerspruch in den Ergebnissen kénnte jedoch auch darauf zurtickzufihren sein,
dall zum einen mit Protoplasten und - in dieser Arbeit - zum anderen mit intakten
Zellen und in toto gearbeitet wurde. Akashi et al. (1990) beschreiben, dal} die
kortikalen Mikrotubuli von Protoplasten von Nicotiana durch Kalte depolymerisiert
werden, und dal® diese Depolymerisation in  Anwesenheit der
Zellwandkomponenten Extensin oder Poly-L-Lysin sowie nach Beginn der
Zellwandbildung unterbleibt. Die physiologische Funktion der Aktinfilamente und
des Ubrigen Cytoskelettes in Hinblick auf die Interaktion mit Kalte und [Ca*'].

bedarf somit noch eingehender Prifung.

5.2.5 Hitzeinduzierte Verianderungen der [Ca*'].

Die in 4.2.5 dargestellten Ergebnisse weisen die Temperaturabhangigkeit der
Lumineszenzintensitat des Aequorins nach, durch welche hitzeexponierte
Weizenkeimlinge ohne einen tatsachlichen Anstieg der [Ca®*]. starker
lumineszierten (Abb. 4.19 und Abb. 4.20). Hitze veranderte die [Ca®*], somit nicht.
Das Senken der Temperatur von +40 °C auf etwa +20 °C fUhrte jedoch zu einem
transienten Anstieg der [Ca®**].. Dieser Anstieg der [Ca®*'] korrespondierte mit
einer negativen Temperaturrate und bestatigt damit die zuvor diskutierte (5.2.2)
Abhangigkeit der [Ca®*], von der Temperaturrate.

Gong et al. (1998) inkubierten Apoaequorin exprimierende Nicotiana-Keimlinge bei
Hitze, maRen anschlieBend eine erhéhte [Ca®*]. und interpretierten diese als
hitzeinduziert. Wie die oben dargestellten Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, konnte
der [Ca®*]--Ansteig in Nicotiana jedoch ebenfalls durch die Temperaturabsenkung

zustande gekommen sein.
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Larkindale und Knight (2002) fanden in Arabidopsis einen Anstieg der [Ca®'].
ebenfalls nicht zu Beginn oder wahrend, sondern ausschlieBlich nach der
Hitzeexposition.

Unabhangig davon weisen Untersuchungen, bei denen Calciumantagonisten
verwendet wurden (Gong et al., 1998; Trofimova et al., 1999; Larkindale und
Knight, 2002), auf die mogliche Beteiligung intrazellularen Calciums an der
Entstehung von Hitzetoleranz hin.

5.3 Der EinfluB von Phytohormonen auf die [Ca**]. von
Weizen

5.3.1 Abscisinsaure

Die [Ca®"]. von etiolierten Weizenkeimlingen, ergriinten Weizenkeimlingen und
isolierten, grinen Weizenblattern blieb nach ABA-Applikation (10 uM) unverandert.
ABA-induzierte Verdnderungen der [Ca®**]. wurden bislang iibwerwiegend in
Schliel3zellen beobachtet (1.2). Gehring et al. (1990) beschreiben eine Erhdhung
der [Ca®**]c durch ABA in Maiskoleoptilen, die mit dem nichtratiometrischen
Fluoreszenzfarbstoff Fluo-3 (1.3) gemessen wurde.

Strel3induzierte und kalteinduzierte Erhdhungen des endogenen ABA-Gehaltes
werden gewdhnlich in ganzen Blattern oder Blattsegmenten gemessen (Cowan et
al., 1997). Eine Untersuchung von Daeter und Hartung (1995) dagegen weist ABA
in verschiedenen Geweben von Hordeum-Blattern nach und beschreibt die ABA-
Akkumulation in der Epidermis und im Mesophyll gestref3ter Blatter. Wenn die
kalte- und ABA-induzierte Steigerung der Frosttoleranz (Abromeit und Dorffling,
1994) calciumabhangig ware, wiirde dies somit eine Veranderung der [Ca®']. in
mehreren Zellen verschiedener Blattgewebe vermuten lassen, und die Moglichkeit
der Detektion einer derartigen Veranderung mittels rekombinanter Aequorintechnik
ware gegeben. Die in dieser Arbeit beschriebene, ausbleibende Anderung der
Lumineszenzintensitéit wiirde damit einer konstanten [Ca?*]. nach ABA-Applikation
entsprechen. Dies steht in Widerspruch zu Wu et al. (1997), die einen
Kaltesignaltransduktionsweg fur Arabidopsis postulieren, bei dem ABA cyclische
Adenosindiphosphat-Ribose (cADP-Ribose) und cADP-Ribose die [Ca®].

ansteigen laft.
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Selbst wenn ABA die [Ca®*]. nicht erhéht, ist dennoch ein calciumabhangiger ABA-
Signaltransduktionsweg im Rahmen der Kalteakklimatisation denkbar, wie
Untersuchungen von Kim et al. (2003) nahelegen: Calcium reguliert die Aktivitat
einer Proteinkinase (CIPK3) in Arabidopsis, die wiederum die ABA-induzierte
Genexpression reguliert. Alles in allem bedarf es somit noch weiterer
Untersuchungen zur Beteiligung der [Ca?']. an der Transduktion von ABA-

Signalen.

5.3.2 Auxininduziertes Steckungswachstum

Indolessigsaure (10 uM) induziert Wachstum, aber keine Veranderung der [Ca?*].
von Weizenkoleoptilsegmenten (4.3.2, Abb. 4.22 und Abb. 4.23).

Auxininduziertes Streckungswachstum von Weizenkoleoptilen kénnte dennoch
insofern calciumabhangig sein, als polarer Auxin- und Calciumtransport in der
Koleoptile miteinander gekoppelt sein koénnten (Gross und Sauter, 1987,
Saunders, 1990).

Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen hat Felle (1988)
mit calciumselektiven Mikroelektroden in Maiskoleoptilzellen [Ca2+]c—OsciIIationen
nach Applikation des synthetischen Auxins 2,4-Dichlorphenoxyessigsaure (2,4-D,
1 UM) gemessen (Periode der Oscillation: 30 min). Steffens und Luthen (2000)
beschreiben das Anschwellen von Protoplasten aus Maiskoleoptilen nach
Auxinapplikation. Die in jener Studie verwendeten Protoplasten entstammten
verschiedenen Geweben der Koleoptile, woraus geschlossen werden kann, dal}
der Uberwiegende Anteil verschiedener Zelltypen in der Koleoptile auf Auxin
reagiert. Auf den transgenen Weizen und die hier dargestellten Ergebnisse
ubertragen wirde dies bedeuten, dal® insbesondere mit der rekombinanten
Aequorintechnik, mit der die Calciumreaktion mehrerer Zellen gemessen wird,
auxininduzierte Veranderungen der [Ca®']. erfat werden kénnen. Ayling und
Clarkson (1996) konnten mit dem calciumsensitiven Fluoreszenzfarbstoff Indo-1
(1.3) auxininduzierte Veranderungen der [Ca®]. von Tomatenwurzelhaaren nur

unter unphysiologischen Bedingungen feststellen.
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Die Messung kélteinduzierter [Ca®*‘]--Anderungen wurde an etiolierten
Weizenkeimlingen durchgefuhrt, deren Primarblatt von der Koleoptile eingehullt
war (3.3.2.1, 3.3.2.2 und 4.2.2). Experimente an Zucchinihypokotylen (Butler et al.,
1998) mit Aktinfilamenthemmstoffen weisen auf die Beteiligung des Cytoskelettes
am polaren Auxintransport hin. Vor dem Hintergrund der Diskussion um die
Regulation von Calciumkanalen durch Aktinfilamente (1.2, 5.2.4) ware damit eine
Interaktion von Auxin und moglicher Calciumreaktion und von Kalte und
Calciumreaktion denkbar. Diese Uberlegung wird durch Ergebnisse von Yang und
Poovaiah (2000) gestutzt, die eine posttranskriptionale Regulation der Aktivitat des
ZmSAUR1-Proteins durch Calmodulin nachweisen konnten. ZmSAUR1 wird in
Maiskoleoptilsegmenten auxininduziert exprimiert, und die Calmodulinregulation
der Proteinaktivitat ist calciumabhangig. Experimente mit Calciuminhibitoren
weisen ebenfalls auf die mogliche Beteiligung von Calcium an der
Auxinsignaltransduktion hin (Kalra und Bhatla, 1998; Yuasa et al., 1998; Cho und
Hong, 1996). Der im Rahmen dieser Arbeit erbrachte Nachweis, dal}
Indolessigsaure zu keiner Veranderung der [Ca®"]. in Weizenkoleoptilen fiihrt
(siehe oben), schliel3t eine solche ,Kreuzreaktion® von mdoglicher auxin- und

kalteinduzierter Calciumreaktion jedoch aus.

5.4 Zusammenfassende Diskussion

Die Charakteristika der kalteinduzierten Calciumreaktion in Weizen (5.2) sind mit
denen in Arabidopsis (Plieth et al., 1999) vergleichbar und weisen auf einen
konservierten Mechanismus der Calciumhomoostase in dikotyledonen und
monokotyledonen Pflanzen hin.

Die ,unnatlrlich hohe Kuhlrate von 18 °C pro Stunde, die fur kalteinduzierte
Veranderungen der [Ca®']. erforderlich ist, 1aBt die physiologische lIrrelevanz
derartiger Calciumreaktionen vermuten.

Aus der nach Einwirken des Aktinflamenthemmstoffes Cytochalasin-D
unverandert bleibenden [Ca®*]. (5.2.4) kann keineswegs geschlossen werden, dafl
das Cytoskelett an der Regulation von Calciumkanalen nicht beteiligt ware.
Vielmehr bedarf es hierzu noch eingehenderer Untersuchungen mit

Mikrotubulihemmstoffen.
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Die ausbleibende Detektion einer Calciumreaktion nach ABA-Applikation (5.3.1)
konnte auf die Verwendung der rekombinanten Aequorintechnik zur [Ca®"].-
Messung zurlckzufuihren sein, mit welcher mogliche Calciumreaktionen einzelner
Zellen nicht erfalt werden kbénnen. Demgegenuber zeigt die nach
Indolessigsaureapplikation einsetzende Wachstums-, aber unterbleibende
Calciumreaktion (5.3.2) deutlich, daly das auxininduzierte Streckungswachstum
von Weizenkoleoptilen keiner Veranderung der [Ca?*]. bedarf.

Die gewebeunspezifische Expression des Apoaequorins in den transgenen
Weizenpflanzen ermdglicht [Ca?'].-Messungen in verschiedenen Pflanzenteilen
(5.1). Dadurch 1aRt sich die [Ca®']c in Hinblick auf viele verschiedene
Umgebungsfaktoren und endogene Signale untersuchen und mit denen
dikotyledoner Pflanzen vergleichen (1.4). Die Ahnlichkeit der kalteinduzierten
Calciumreaktionen in Weizen und Arabidopsis empfehlen jedoch die
Konzentration auf physiologische Reaktionen, die fur monokotyledone Pflanzen
spezifisch sind.

Die mdgliche Beteiligung intrazellularen Calciums an der
gibberellinsaureinduzierten a-Amylasesynthese in Aleurongewebe ist
beispielsweise erst wenig untersucht worden. Untersuchungen unter Verwendung
von Calciuminhibitoren und der Mikroinjektion von Calmodulin (Gilroy, 1996) sowie
Messungen der [Ca®*]. mit Fluoreszenzfarbstoffen (Bush und Jones, 1987; Bush,
1996) weisen auf eine solche Beteiligung hin. Mit Hilfe der rekombinanten
Aequorintechnik  konnte die Rolle intrazellularen Calciums an der
gibberellinsaureinduzierten a-Amylasesynthese in Hinblick auf die mogliche
Wechselwirkung mit ABA (Jacobsen et al., 1995) und der Phospholipase D
(Ritchie et al., 2002) eingehender untersucht werden.

Die Moglichkeit cytosolischer Calciumionenmessungen in den Koleoptilen und
Wurzeln des transgenen Weizens (Abb. 4.3) erdffnet Perspektiven in Hinblick auf
Untersuchungen zur mdoglichen Regulation gravitropen Wachstums durch
Calcium. Eine solche Funktion von Calcium wird intensiv diskutiert (Sinclair und
Trewavas, 1997) und durch neue Calciumionenmessungen an Arabidopsis
bekraftigt (Plieth, 2002).
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6 Zusammenfassung

Die cytosolische Calciumionenkonzentration ([Ca®*]c) von Pflanzen kann sich infolge
einer groRen Anzahl verschiedener abiotischer und biotischer Umgebungsfaktoren
sowie endogener Signale andern. Dies hat zu der nicht unumstrittenen
»Calciumhypothese® gefuhrt, nach welcher derartige Calciumreaktionen fir die
Transduktion der Signale in physiologische Antworten notwendig seien.
Calciumionenkonzentrationen kénnen u.a. mit der rekombinanten Aequorintechnik
gemessen werden, bei welcher das aus der Tiefseequalle Aequorea victoria
(Murbach & Shearer) stammende Protein Apoaequorin in einem Organismus
heterolog exprimiert und durch Inkubation mit dem Luminophor Coelenterazin zu
Aequorin  rekonstituiert wird. Aequorin luminesziert bei Calciumbindung
(Emissionswellenlange: 465 nm) und ermoglicht damit die Messung der
Calciumionenkonzentration. Die rekombinante Aequorintechnik wurde bislang
uberwiegend in dikotyledonen und nicht in monokotyledonen Pflanzen verwendet, mit
der Folge, dal’ die mogliche Beteiligung intrazellularen Calciums an physiologischen
Antworten, die fir monokotyledone Pflanzen spezifisch sind, wenig untersucht
geblieben sind.

In der vorliegenden Arbeit wurden transgene, Apoaequorin exprimierende Sommer-
und Winterweizenpflanzen (Triticum aestivum L. cv. Veery, cv. Florida) sowie
Winterweizenzellsuspensionen (Triticum aestivum L. cv. Florida) hergestellt, deren
Apoaequorinexpression cytosolisch, gewebeunspezifisch und konstitutiv ist. Von
18000 biolistisch transformierten Embryonen wurden 52 Pflanzen regeneriert, von
denen 13 mit dem Apoaequoringen stabil transgen waren.

Die Pflanzen der transgenen Linien ermdglichten quantitative Messungen der [Ca®*].
mittels Luminometern sowie die bildliche Darstellung der [Caz"]C mittels
bildverstarkerrohrengekoppelter CCD-Kamera in ganzen Keimlingen, Wurzeln und
Koleoptilen und deren apikaler Bereiche sowie in isoliertem Aleurongewebe. Darlber
hinaus wurde ein Imagingsystem etabliert, mit dem Erhohungen der
Lumineszenzintensitat in den Pflanzen mit einer zeitlichen Auflosung von 0,02
Sekunden als Echtzeitvideo bildlich dargestellt werden konnten. Erhéhungen der

Lumineszenzintensitat waren mit bloRem Auge sichtbar.
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Die cytosolische Apoaequorinkonzentration des transgenen Weizens betrug etwa
1,4 x 10 mol I'". Im Vergleich mit einer in vivo-Calciumpufferkapazitat von bis zu
5x102mol I"  erklart dies, warum trotz Calciumionenbindung an die
Aequorinmolekiile die [Ca**]. akkurat bestimmt werden kann.

Kalteinduzierte Calciumreaktion wurden an transgenen Winterweizenkeimlingen
untersucht. Das Kuhlen von Keimlingen von +20 °C auf +8 °C innerhalb weniger
Sekunden - ein Kalteschock - verursachte einen charakteristischen, transienten
Anstieg der [Ca*]., bei welchem die [Ca**], einen maximalen Wert bereits vor dem
Minimalwert der Temperatur erreichte. Die Kinetik der Calciumreaktion auf schnelles
und langsames Kuhlen sowie die multiple Regressionsanalyse unter Verwendung
der [Ca?*].-Maximalwerte zeigten, dal der kalteinduzierte Anstieg der [Ca**], von der
Veranderung der Temperatur Uber die Zeit, der Temperaturrate, und weniger von der
Temperatur selbst abhédngt. Die [Ca®*]. stieg ab einer Kiihlrate von +0,005 °C s™ an.
Das bedeutet, daly die Temperatur um mehr als 18 °C pro Stunde sinken muf}, um
eine Veranderung der [Ca®*]. zu bewirken — ein in natura seltenes Ereignis.
Desweiteren konnte gezeigt werden, dal} repetitive Kaltephasen die Keimlinge
gegenuber Kalte desensibilisieren und das stufenweise Kuhlen diese sensibilisieren.
Kalteinduzierte Calciumreaktionen waren gewebespezifisch.

Die Kalteakklimatisation der Keimlinge fuhrte zu einer veranderten, biphasischen
Calciumreaktion auf Kalte, bei der die [Ca®']. ein zweites Mal anstieg. Mechanische
Stimuli fuhrten zu einer ahnlichen Calciumreaktion wie ein Kalteschock. Die in dieser
Arbeit dargestellten Ergebnisse zu kalteinduzierten Calciumreaktionen in Weizen
werden mit denen dikotyledoner Pflanzen verglichen und in Hinblick auf ihre
physiologische Relevanz diskutiert.

Die Fragmentierung von Aktinflamenten in  Winterweizenwurzelzellen und
Winterweizenzellen in Suspensionskultur durch Inkubation mit Cytochalasin-D fihrte
weder zu einer Veranderung der [Ca**], noch zu einer veranderten Calciumreaktion
auf einen Kalteschock.

Auxin (1 x 10° mol I'") induzierte in isolierten Koleoptilsegmenten von Winterweizen
ein Streckungswachstum, aber keine Veranderung der [Ca?*].. Abscisinsaure fiihrte
in Keimlingen und isolierten grinen Blattern ebenfalls zu keiner Veranderung der
[Ca®].. Die Bedeutung dieser ausbleibenden Calciumreaktionen fur die mdgliche
Regulation der Aktivitat von Calciumkanalen durch das Cytoskelett sowie in Hinblick

auf die Signaltransduktion der beiden verwendeten Phytohormone wird diskutiert.
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8 Anhang

In vitro-Kulturmedien:

Induktionsmedium: MS,,,-Medium + 2mg/l 2,4-D
Osmotikmedium: Induktionsmedium  + 0,7 M (239,5 g/l) Saccharose
Selektionsmedium: Induktionsmedium  + optional:

150 g/l Kanamycin

2 mg/l PPT

30 mg/l Hygromycin

Regenerationsmedium: Selektionsmedium mit nur 0,1 mg/l 2,4-D

Transfermedium: 0,5-fach konzentriertes MS,;,-Medium ohne Hormonzusatz
und Selektionsagens

MSin-Medium
Makrosalze: Endkonzentration
NH4NO;3 1650
KNO; 1900
CaCl, 2 H,0 440 mg I
MgSO, 7 H,O 370
KH,PO, 170
Mikrosalze:
H;BO; 6,2
MnSO, H,0O 11,2
ZnSO4 7 H20 5,8
Na,MoO, 2 H,O 0,25 mg I
CaCl, 6 H,O 0,025
CuS0O, 5H,0 0,025
KJ 0,75
“Fe-Na-EDTA”:
Na,EDTA (, Titriplex*) 37,3 mg I
FeSO, 7 H,O 27,8
Maltose 30 g I
pH 56-5,8
Gelrite 0,3 %
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L3-Medium (nach Lazzeri et al., 1991)

Das Medium wurde unter Verwendung der unten aufgefihrten 10- bis 1000-fach

konzentrierten Stammlésungen (,10x“ bis ,1000x“) folgendermallien zusammengestellt:

L3-Makrosalze (10x)

100 ml

L3-Mikrosalze (1000x) 1ml
“FeNa-EDTA” (500x) 2 ml
Inositol (500x) 2ml
Aminosauren (40x) 25 ml
Vitamine (1000x) 1 mi
Maltose 50 ¢
H20 auffiillen auf 11
pH 56-5,8
Gelrite 0,3 %
Stammlésungen:
ﬁﬁ"{\’;’)" osalze (10x) 20 Inositol (500x)
4aNOs 0g e 1
KNO; 175 g myo-Inositol 50 mg ml
KH2PO, 209 Aminosé&uren (40x)
MgSO, . 7 H0 359 Glutamin 159
CaCly . 2 H,0 459 Prolin 39
H20 1600 mi Asparagin 29
L3-Mikrosalze (1000x) H20 500ml
MnSOs . H20 159 Vitamine (1000x,
(oder: MnSO, . 4 H0 2,59) Nicotinséu(re ) 01g
HsBOs 059 Thyamin 1 g
Zn8S0s . 7 H0 0,759 Pyridoxine 01g
Kl 00759 H0 100 m
Naz;MoOy4 . 2 H,O 0,025 g
CuS0O4.5H20 0,0025 g
CoCl; . 6 HO 0,0025 g
H.O 100 ml
“Fe-Na-EDTA” (500x)
Na,EDTA 3,739
FeSO4 7 H,0 2,78¢g
H>0O 200 ml
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