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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Das Langstreckenhormonsignal Abscisinsiiure

Seit den frithen Achtzigerjahren ist bekannt, dass die Blattleitfahigkeit von Pflanzen durch
stomatdre SchlieBreaktionen sogar dann verringert werden kann, wenn das Wasserpotential
der Blétter nicht beeinflusst ist. Solche Situationen koénnen bei einer beginnenden
Stressreaktion, beispielsweise bei einem gerade eintrocknenden Boden, auftreten. Blackman
und Davies (1985) konnten dies in ,,split-root* Experimenten untersuchen. Hierbei wurde eine
Wurzelhélfte gut bewéssert, was zu einem hohen Blattwasserpotential fiihrte, wihrend die
andere Wurzelhilfte Trockenstress ausgesetzt wurde. Solche Situationen treten am
natiirlichen Standort dann ein, wenn die oberen Bodenschichten einzutrocknen beginnen,
jedoch tiefer gelegene Bereiche noch gut mit Wasser versorgt sind.

Davies und Mitarbeiter (Davies & Zhang 1991) konnten zeigen, dass ein chemischer
Signalstoff im Xylem als Wurzel-Spross-Stresssignal transportiert wird und in den Zielzellen
der oberirdischen Pflanzenorganen eine Wirkung hervorruft. Dieser Signalstoff wurde
eindeutig als das pflanzliche Stresshormon Abscisindure (ABA) identifiziert. In
weiterfiihrenden Untersuchungen konnte die Rolle der ABA als Wurzel-Spross-Stresssignal
vielfach bestétigt werden (Neales et al. 1989, Schurr et al. 1992, Hartung et al. 1999, Davies
et al. 2000) und gilt heute als gesichert.

Abscisinsdure-Strome werden in Pflanzen durch die unterschiedlichsten Umwelteinfliisse
verstirkt oder abgeschwicht. Ein Uberblick iiber die Faktoren, welche Bildung und Intensitt
des ABA-Langstreckensignals beeinflussen, gibt Abbildung 1. Die ABA-Biosynthese in den
Wurzeln (3) kann sowohl durch Bodentrockenheit als auch Salzstress oder einem alkalischen
Boden-pH verstirkt werden (Hartung & Jeschke 1999). ABA in der Bodenldsung (1) ist von
Bedeutung fiir die Aufrechterhaltung der Hormonhomoostase in der Wurzel (Slovik et al.
1995). Fiir den Langstreckentransport der ABA ist der ABA-Gehalt im parenchymatischen
Gewebe des Sprosses (5) relevant. Eine ABA-Rezirkulation (9, Wolf et al. 1990) {iber das
Phloem (10, Jeschke et al. 1997a) kann ebenfalls zu einer Anreicherung der ABA im
Wurzelgewebe fithren. Zu den stressrelevanten Umweltfaktoren zéhlen die Bodentrockenheit,
der pH-Wert der Bodenlosung, die Bodenstruktur sowie pH-Gradienten zwischen dem

Apoplasten und dem Symplasten in Wurzel, Spross und Blatt.
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Abb. 1-1 Schematische Darstellung der ABA-Stréme in einer gestressten Pflanze. Das Wurzelsystem
dieser Modellpflanze ist zweigeteilt. Die linke Wurzelhilfte befindet sich in trockenem Boden, die
rechte Wurzelhélfte ist ausreichend mit Wasser versorgt. Die Nummerierung weist auf die Faktoren
hin, welche die Bildung und auch Intensitit des ABA-Signal im Xylem sowie Phloem beeinflussen.
Die Pfeile deuten an, wie sich die einzelnen Faktoren unter Trockenbelastung oder Wieder-
bewisserung verandern (T Zunahme, | Abnahme). (g: Blattleitfihigkeit [mol m-2 s-1])

1.2 Transport von ABA-Konjugaten in den Fernleitungsbahnen

In der Literatur der letzten 10 Jahre wurde immer haufiger berichtet, dass im Xylemsaft
gestresster Pflanzen neben freier ABA auch ein erhohter ABA-Konjugat-Gehalt nachweisbar
ist (Tab. 1-1). Bano et al. (1993, 1994) fanden erstmals einen Anstieg konjugierter ABA im
Xylemsaft trockengestresster Sonnenblumen und Reispflanzen. Der Konjugat-Gehalt war um

das 5-fache bei den Reispflanzen und um das 2-fache bei den Sonnenblumen gegeniiber der
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freien ABA erhoht. Bano und Coautoren entdeckten ebenfalls konjugierte Phaseinsdure und

Dihydrophaseinsdure im Xylemsaft gestresster Pflanzen.

Tab.1-1 Der Gehalt an freier und gebundener ABA im Xylemsaft verschiedener Pflanzenspezies, die
unterschiedlichen Stressbedingungen ausgesetzt waren. * Bano et al. 1993; ® Bano et al. 1994; ©
Hartung & Jeschke 1999; D Jeschke et al. 1997a; ¥ Fort et al. 1998.

Spezies Stressbehandlung freie ABA gebundene Verhiltnis
[nM] ABA  ABA/ABA-
[nM] Konjugat
Reis” Kontrolle 7211  73%75 0.1
trockengestresst 92+3 499 + 75 0.2
wiederbewissert 52+ 12 87 +5.7 0.6
Sonnenblume”® Kontrolle 10£0.6 120£0.6 0.1
trockengestresst 252+7.5 5461104 0.5
wiederbewissert 32£05 145£22 0.2
Anastatica Kontrolle 3.7 0.2 16.1
hierochuntica © 250mM NaCl + 40mM CaCl, 42.9 33.9 1.3
Mais" Kontrolle 309+6.1 04+0.1 77
single-rooted plants 41404 1.0£02 4
Betula Kontrolle 31+17 15+ 16 2.1
pendula® trockengestresst 829 +267 263 £63 3.2

Salzstress kann ebenfalls zu einem Anstieg der ABA-Konjugat-Konzentration im Xylemsaft
filhren. Eine betrachtliche Erh6hung der Xylem-ABA-GE-Konzentration wurde von Grimmer
(1993; zitiert von Hartung & Jeschke 1999) in der winteranuellen Wiistenpflanze Anstatica
hiérochuntica nachgewiesen. Anastatica-Pflanzen wurden einem Salzstress ausgesetzt, wie er
auch am natiirlichen Standort im Boden besteht. Das Verhéltnis freie ABA zu konjugierter
ABA verringerte sich von 16.1 zu 1 in den Kontrollpflanzen auf 1.3 zu 1 in den salzbelasteten
Pflanzen.

Ein erhohter ABA-GE-Gehalt war auch im Xylemsaft von Maispflanzen nachweisbar, deren
Versorgung nur iiber eine einzelne Hauptwurzel erfolgte (Jeschke et al. 1997b). Blatter dieser

Pflanzen litten unter Wassermangel, obwohl ihre Wurzeln ausreichend mit Wasser versorgt
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waren. Das Verhiltnis ABA zu ABA-GE in den Kontrollpflanzen lag bei 77 zu 1. Bei den
Pflanzen mit nur einer Hauptwurzel war das Verhéltnis auf 4 zu 1 erniedrigt.

Fort et al. (1998) kultivierten Keimlinge von Betula pendula in einem ,,split-root“-System,
wobei eine Wurzelhilfte bewissert, die andere einem Trockenstress ausgesetzt wurde.
Wurden beide Wurzelhidlften nicht bewéssert, konnte neben dem Anstieg der freien ABA
auch eine Zunahme der ABA-GE-Konzentration im Xylem beobachtet werden.

Jeschke et al. (1997a) gewannen sowohl Xylem- als auch Phloemsaft (Tab. 1-2) von Ricinus
communis L., welcher nur unzureichend mit Phosphat versorgt wurde. Ein solcher
Phosphatmangel lie den ABA-GE-Gehalt im Xylem um den Faktor 3.1 ansteigen. Schon bei
den Kontrollpflanzen enthielt der Phloemsaft einen 64-fach héheren ABA-GE-Gehalt im
Vergleich zum Xylemsaft. Bei den Phosphatmangelpflanzen war die Phloem-ABA-

Konzentration nochmals um das 1.8-fache angereichert.

Tab. 1-2 ABA- und ABA-GE-Konzentration im Xylem und Phloem von Ricinus communis L. unter
Phosphatmangel (Jeschke et al. 1997b).

Xylem Phloem
Behandlung freie ABA gebundene freie ABA gebundene
[nM] ABA [nM] ABA
[nM] [nM]
Kontrolle 180 £ 40 1.4£0.3 1800 = 100 90 +30
Phosphatmangel 1100 + 800 44+03 8300 £ 2300 160 £ 30

Ein erhohter ABA-GE-Gehalt konnte auch im Xylem von Rizinuspflanzen bei
ausschlieBlicher Blattdiingung beobachtet werden. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in
einem stickstofffreien Medium, nur die Blétter wurden regelméfig mit Ammonium oder
Nitrat bespriiht (Hartung et al. 1999). Es zeigte sich, dass nach einer Ammonium-Behandlung
die ABA-GE-Konzentration im Xylem stirker anstieg als nach Bespriihen mit Nitrat.

Diese Hinweise lassen auf eine weite Verbreitung der ABA-Konjugate im Xylemsaft
verschiedener Pflanzen schlieen. Sobald ein &duBlerer Stressstimulus auftritt, wird
offensichtlich neben der ABA auch ihr Konjugat verstirkt im Xylem zu den oberirdischen

Sprossteilen transportiert.
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1.3 Die Struktur der ABA-Konjugate

Munns & King (1988) schlossen aus ihren Untersuchungen, dass freie ABA im Xylem
trockengestresster Weizenpflanzen nicht als Wurzel-Sprosssignal in Frage kommt. Die von
ihnen gefundene Xylem-ABA-Konzentration war zu gering, um die stomatédre Leitfahigkeit
zu beeinflussen. Nachdem jedoch der Xylemsaft fiir einige Tage bei —20°C lagerte und dann
abgeschnittenen Blittern appliziert wurde, konnte eine Hemmung der Transpiration
beobachtet werden. Spéter entdeckten Munns et al. (1993) das gleiche Phdnomen im
Xylemsaft trockengestresster Gerstenpflanzen. Diese Beobachtungen fiihrten zu der
Schlussfolgerung, dass die Lagerung des Saftes zu einer Aggregation kleiner Molekiile mit
geringer physiologischer Aktivitdt zu einer polymeren Komponente mit hoher Aktivitat fiihrt.
Folglich wird ABA in den Fernleitungsbahnen nicht als einzelnes Molekiil, sondern auch in
einer komplexierten Form transportiert. Die chemische Natur dieses Komplexes ist bis heute
unbekannt. ABA konnte an Zuckermolekiilen gebunden sein oder an einer unbekannten
Komponente, wie sie Netting et al. (1992) in dem von ihm gefundenen ,,ABA-Addukt“
postulierte.

Mit Hilfe der Hochleistungsfliissigkeitschromatografie (HPLC) untersuchten Hansen &
Dorffling (1999) den Gehalt an ABA-Konjugaten im Xylemsaft trockengestresster
Sonnenblumen. Der Xylemsaft von Kontrollpflanzen enthielt 5 ABA-Konjugate, der von
salzgestressten Pflanzen noch ein sechstes. Einige dieser Konjugate lieBen sich nicht durch
eine alkalische Hydrolyse spalten, sondern nur enzymatisch mittels einer B-D-Glucosidase.
Das am haufigsten im Xylem gestresster Sonnenblumen nachgewiesene Konjugat war der

ABA-Glucoseester mit einer B-D-glucosidischen Bindung.

1.4 ABA-Glucoseester

Kurz nach der Entdeckung und Isolierung der freien ABA aus Baumwollfriichten (Okhuma et
al. 1963) wurden auch ihre Metabolite chemisch charakterisiert (Milborrow 1970). Der ABA-
Glucoseester war das erste identifizierte Hormonkonjugat der ABA. In unreifen
Lupinenfriichten (Koshimizu et al. 1968) und spéter in Hagebutten konnte sein natiirliches

Vorkommen nachgewiesen werden.
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Abb. 1-2 Bildung und anschlieBender Katabolismus der Abscisinséure in pflanzlichen Geweben. Der
ABA-Metabolismus kann auf oxidativem Wege {iiber die 8’-Hydroxy-ABA zur Bildung von
Phaseinsdure und Dihydrophaseinsédure erfolgen. In geringem Mal} wird auch die 7°-Hydroxy-ABA
gebildet. Durch eine Konjugierung mit Glucose wird das Phytohormon ebenfalls inaktiviert.

Bildungsort der ABA in den hoheren Pflanzen sind Wurzeln sowie das Mesophyll der Blitter.
Reife Friichte und Samen sind ebenfalls Syntheseorte der ABA. Ein Absinken des
Gewebewasserpotenzials ist Stimulus fiir eine Neusynthese. Zwei Synthesewege stehen hier
zur Diskussion. In der &lteren Literatur wird der direkte Weg {iber den Terpenoid-
Sekundirstoffwechsel als der Hauptweg beschrieben (Neill and Horgan 1984, Zeevaart und
Creelman 1988). Aus Mevalonsdure iiber Isopentyl-Diphosphat wird ABA direkt hergestellt.
Der zweite, indirekte Weg lauft iiber den Abbau der Carotinoide, wobei die Xanthophylle
Violaxanthin und Xanthoxin als Vorstufen gelten (Milborrow 2001).

In beiden Synthesewegen ist der letzte Umwandlungsschritt die Oxidation des Abscisyl-
Aldehyds, der unmittelbaren Vorstufe der ABA. Das hierfiir notwendige Enzymsystem ist ein
Molybdoenzym, die Aldehydoxidase (Abb. 1-2, Zimmer & Mendel 1999, Koshiba et al.
1996).
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Fiir den ABA-Abbau bzw. ihre Inaktivierung sind ebenfalls verschiedene Wege bekannt
(Abb. 1-2). Der oxidative Abbauweg beginnt mit der Einflihrung einer Hydroxylgruppe am
C8’-Atom der S-(+)-ABA mit Hilfe des Enzyms ABA-8’-Hydroxylase, einem Mitglied der
Familie der Cytochrom-P450-Monooxygenasen (Zeevaart und Creelman 1988, Cutler et al.
2000). Die entstandene 8’-Hydroxy-ABA ist ein instabiles Zwischenprodukt. Sehr schnell
erfolgt der Ringschluss zwischen dem 8’- und 2’-Kohlenstoffatom, wobei das stabile
Endprodukt Phaseinsdure entsteht. Die Phaseinsdure und die durch einen weiteren
Reduktionsschritt gebildete Dihydrophaseinsdure sind die Hauptmetabolite des ABA-Abbaus
vieler Pflanzen. Eine Hydroxylierung der Methylgruppe am C7’-Atom fiihrt zur Bildung der
weniger hdufig auftretenden Nigellinsdure (7°-Hydroxy-ABA, Cutler et al. 2000). Durch die
Konjugierung des ABA-Molekiils mit Glucose ist ebenfalls eine Inaktivierung moglich.
Hierbei findet entweder eine Veresterung mit ihrer Carboxylgruppe statt (ABA-GE) oder der
Zucker wird glycosidisch an das C1’-Atom gebunden (ABA-G, Boyer und Zeevaart 1982).
Dieses C1°-Glucosid ist sehr instabil. Eine spontane Umwandlung zum ABA-GE konnte von
Milborrow (1988) beobachtet werden. Phaseinsédure und Dihydrophaseinsdure konnen ebenso
wie ABA mit Glucose konjugiert werden (Netting et al. 1992).

Die oxidative ABA-Metabolisierung findet im Cytoplasma unter der Beteiligung einer
Cytochrom-P450-abhédngigen Monooxygenase statt (Betz et al 1993, Krochko et al. 1998).
Der synthetische Wachstumsverzogerer Tetcyclacis hemmt das Cytochrom-P450, das fiir die
Hydroxylierung der ABA zur 8’-Hydroxy-ABA notwendig ist. Zeevaart et al. (1988) lielen
abgeschnittene Xanthium-Blatter {iber ihre Xylemgefdfle Tetcyclacis aufnehmen. Die Blitter
wurden einer 5-stiindigen Trockenperiode ausgesetzt und anschlieBend wiederbewissert.
Tetcyclacis zeigte keinen Effekt auf die stressbedingte ABA-Akkumulation im Blattgewebe.
Nach der Wiederbewédsserung ging der ABA-Gehalt langsamer auf sein Ausgangsniveau
zuriick als in Bléttern ohne Tetcyclacis-Vorbehandlung. Ebenso wurden nur geringe Mengen
Phaseinséure gefunden, dafiir ein iiberraschend hoher Gehalt an ABA-GE. Tetcyclacis
verlangsamt somit den oxidativen Abbau der ABA, wobei eine erhohte Biosynthese der ABA
ausreichend Substrat fiir die Konjugierung liefert.

Das an der Konjugatbildung des ABA-GE beteiligte Enzymsystem wurde von Lehmann und
Schiitte (1980) als eine Glycosyltransferase beschrieben. Erstmals konnte mit diesem
Enzymsystem in Anwesenheit von UDP-Glucose konjugierte ABA gebildet werden.

Durch Konjugatbildung kann der Phytohormonspiegel in Pflanzen beeinflusst werden. Haufig
unterscheiden sich Konjugat und freie Form durch eine verdnderte, meist verminderte

biologische Aktivitdt. Jedoch sind Konjugationsvorgiange ihrem Prinzip nach reversibel, was
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bedeuten konnte, dass in Form von Hormonkonjugaten angelegte Reserven wieder
mobilisierbar sind. Fiir die Phytohormonklassen Auxine, Cytokinine und Gibbereline gibt es
Belege, die auf eine reversible Konjugatbildung hinweisen (Schliemann 1991, Sembdner et al.
1994). Der physiologisch als unwirksam geltende ABA-GE wird zum groBlen Teil in der
Vakuole kompartimentiert (Kaiser et al. 1985, Lehmann und Glund 1986) und somit
irreversibel aus dem ABA-GE-Pool entfernt. Stresseinwirkungen koénnen offenbar keine
ABA-Freisetzung aus vakuoldr abgelagerten Konjugaten induzieren. Eine Spaltung des ABA-
GE wire aber im Apoplasten denkbar (Zeevaart und Boyer 1984).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Aus der Tatsache, dass im Xylem verschiedener Pflanzen ein erhdhter ABA-GE-Transport
unter Stressbedingungen stattfindet, leiten sich eine Reihe bislang unverstandener Fragen ab.
Um zu kléren, ob der ABA-GE als Wurzel-Spross-Stresssignal angesehen werden kann,
wurden Untersuchungen an Wurzeln, Sprossen und Blittern von Mais-, Bohnen- sowie
Gerstenpflanzen durchgefiihrt.

Ein verstirkter ABA-GE-Import ins Xylem muss nicht ausschlieBlich auf eine stressbedingte
Neusynthese in der Wurzel zuriickzufiihren sein. Im Falle der freien ABA wurde durch Slovik
et al. (1995) in einem mathematischen Modell errechnet und experimentell durch Hartung et
al. (1996) bestitigt, dass zur Aufrechterhaltung eines Gleichgewichts zwischen Boden und
Wurzelgewebe eine 1 nM ABA-Konzentration im Boden notwendig ist. Aus diesem Grund
wurden Bodenproben in unmittelbarer Ndhe der Wurzeln von landwirtschaftlichen
Nutzpflanzen untersucht. Damit sollte gekldrt werden, ob ABA-GE tatsichlich in der
Bodenldsung vorhanden ist und in welchem Konzentrationsbereich er vorliegt.

Hose et al. 2001 konnten fiir den Transport der freien ABA einen apoplastischen ,,Bypass-
Fluss durch den gesamten Zellwandapoplasten der Wurzel nachweisen. Da Hormonkonjugate
meist hydrophiler und auch grofler als die freie ABA sind, wire es denkbar, dass lipophile
Barrieren wie Wurzelexodermis bzw. -endodermis den Transport von ABA-GE zum
Zentralzylinder beeinflussen. Mithilfe der von Freundl et al. (1998) beschriebenen

Saugtechnik sollte dieser Transport an dekapitierten Maiswurzelsystemen erforscht werden.
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Bei der Beladung des Xylems muss der im Wurzelsymplast gebildete ABA-GE in das Xylem
und somit in den Apoplasten freigesetzt werden. Dieser Aspekt sollte durch
Effluxexperimente mit isolierten Wurzelstelen und -rindensegmenten untersucht werden.

Bis heute ist noch wenig erforscht, ob sich die Intensitit des ABA-Signals aus der Wurzel
wiahrend der Passage durch das Sprossxylem verdndert. Abscisinsdure ist eine schwache
Sdure, die sich in alkalischen Kompartimenten nach dem Anionenfallenprinzip anreichert
(Daeter 1994, Slovik et al. 1995). Besitzt das Cytosol des Xylemparenchyms einen hoheren
pH-Wert als der Apoplast, wére eine Umverteilung der freien ABA in das Parenchym des
Sprosses denkbar. Dadurch konnte es zu einer Abschwichung des aus der Wurzel
stammenden Signals kommen. Im Falle des ABA-GE erscheint dies eher unwahrscheinlich.
Der experimentell ermittelte Permeabilititskoeffizient liel erkennen (Baier et al. 1990), dass
Mesophyllmembranen nahezu impermeabel fiir den ABA-Glucoseester sind. Bei den
Plasmamembranen des Wurzelkortex war dieser Koeffizient noch um den Faktor 10 geringer
(Gratzer, 1993). Ein Perfusionsexperiment mit Bohneninternodien und Maismesokotylen
sollte klaren, ob ABA-GE tatsdchlich verlustfrei im Xylem transportiert wird.

Mit Hilfe des Transpirationsstroms kann ABA-GE bis in den Blattapoplasten gelangen. Zwei
verschiedene Mechanismen konnten hier wirksam werden, um einen ABA-GE-Anstau im
Apoplast zu vermeiden. Einmal wire es denkbar, dass spezifische Transporter im
Plasmalemma der Mesophyllzellen einen Import des ABA-GE in den Symplasten
ermdglichen. Somit wire zwar die Aufnahme gewéhrleistet, aber die Frage nach der Funktion
als Stresssignal bliebe ungekldrt. Schlieflich werden einmal gebildete Konjugate in der
Vakuole irreversibel kompartimentiert. BekanntermaBlen enthélt der Blattapoplast neben
Mineralien auch Proteine und Enzymsysteme (Dietz 1997). Zu diesen Enzymen zéhlen auch
extrazelluldre Glucosidasen (Holden und Rohringer 1985), wovon schon einige in Gerste,
Mais und Reis charakterisiert und isoliert wurden (Li et al. 1989, Nematollahi und Roux
1999, Akiyama et al. 1998). Durch eine Spaltung des ABA-Zuckeresters und der damit
verbundenen Freisetzung der ABA wiren zwei offene Fragen geklért. Freie ABA kann im
Gegensatz zu ihrem Konjugat Plasmamembranen gut passieren. Aus dem physiologisch
unwirksamen Konjugat konnte so die aktive Form freigesetzt werden, die nun auf Stomata
oder Meristeme wirkt. In Gerstenprimarblittern wurde von Wichert (1998) eine apoplastische
Glucosidaseaktivitit nachgewiesen. Als weiteres Ziel dieser Arbeit sollte eine genauere

Charakterisierung dieser extrazelluldren 3-D-Glucosidase erfolgen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Pflanzenmaterial und Kulturmethoden

Zea mays Karyopsen cv. Garant FAO 240 wurden von der Firma Asgrow (Bruchsal, FRG)
bezogen. Von der Kleinwanzlebener Saatzucht (Einbeck, FRG) stammte die Sorte Helix. Das
verwendete Gersten-Saatgut (Hordeum vulgare L. cv. Gerbel) ist eine Wintergerstensorte, die
zwischen 1982 und 1988 in der Europdischen Union zugelassen war. Bei den verwendeten
Bohnensamen handelte es sich um die Art Phaseolus coccineus L. (Weille Riesen, FRG).

Gersten- sowie Maiskaryopsen wurden auf mit 0.5 mM CaSO, angefeuchtetem Zellstoff 4-5
Tage im Dunkeln bei 25°C vorgekeimt. Die Maiskeimlinge entwickelten in dieser Zeit eine
bis zu 10 cm lange Primirwurzel, die Koleoptilen waren im Mittel 3 cm lang. Die
Gerstenkeimlinge wiesen etwas kiirzere Koleoptilen auf und das Wurzelsystem bestand aus 3-
4 gleichlangen Wurzeln von 5-7 cm Lénge. Einige dieser Keimpflanzen wurden in beliifteter
Hydrokultur oder Luftkultur fiir weitere 8 Tage angezogen. Die hierfiir verwendete
ungepufferte Nahrlosung besall einen pH-Wert von 5.5 und war beziiglich ihrer Nidhrelemente

modifiziert nach Pirson und Seidel (1950):

Makronahrelemente 1.5 mM KH,POy4
2.0 mM KNO;
1.0 mMCacCl,
1.0 mM MgSQOy4

Mikrondhrelemente 18 pM FeNaEDTA
8.1 uM H3BO4
1.5 uM MnCl,

Die Keimlinge wurden auf 100 ml oder 1.8 I Hydrokulturtépfe gesetzt. Beim Mais wurden die
Keimlinge am Mesokotyl, bei der Gerste am unteren Ende der Koleoptile mit Schaumstoff
umwickelt und in Bohrungen speziell angefertigter PVC-Abdeckungen befestigt. Die
Pflanzen standen anschlieend im Gewéachshaus unter einer Quecksilberdampflampe (Osram,
Miinchen, FRG), die zusitzlich zum Tageslicht 200 pmol m™ s™ lieferte. Der Tag-Nacht-
Rhythmus war auf 16 zu 8 h eingestellt, parallel dazu betrug der Temperaturwechsel 25°C
und 17°C. Um Maiskeimlinge in Luftkultur anzuziehen, wurde ein 1 m? grof3er, abgedunkelter
Behilter benotigt. In Bohrungen des Deckels konnten die Keimlinge mit Schaumstoff

befestigt werden. Der Boden des Containers enthielt 20 1 Néhrlosung, die mittels eines
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Zerstdubers (Defensor; Axair, Niirnberg, FRG) auf die Wurzel gespriiht wurde. Die
Gesamtspriihzeit pro Tag umfasste 10 Stunden und war gleichmifig auf 24 Stunden verteilt.
Um die Salztoleranz der Maissorte Helix zu testen, wurden Maiskaryopsen in
Quarzsandkultur unter verschiedenen Salzstressbedingungen 22 Tage im Gewichshaus
kultiviert. Die Kontrollpflanzen wurden mit normaler Pirson & Seidel (P&S)-Néhrlosung
gegossen. Salzstress wurde in zwei verschiedenen Konzentrationen appliziert (P&S plus 50
mM NaCl und P&S plus 100 mM NaCl). Des Weiteren wurden vorgekeimte Maispflanzen
zunichst vier Tage in einem P&S-Medium mit 50 mM NacCl kultiviert. Anschlieend wurde
die Salzkonzentration auf 100 mM NacCl fiir weitere 4 Tage erhoht. Mit Gerstenkeimlingen,
die ebenfalls einem Salzstress ausgesetzt werden sollten, wurde genauso verfahren.

Fiir Effluxexperimente mit Wurzelsegmenten wurden Zea mays Samen in grof3en Petrischalen
auf mit 0.5 mM CaSOy durchtranktem Zellstoff ausgelegt. Sieben Tage befanden sich die
Maissamen in einem abgedunkelten Klimaschrank, der einen Temperaturrhythmus von 12h /
21°C und 8h / 16°C vorgab. Jeden zweiten Tag wurde ein eventueller Feuchtigkeitsverlust
durch Bespriihen mit CaSO4-Losung ausgeglichen.

Mais- als auch Bohnenpflanzen wurden fiir Untersuchungen an Sprosssegmenten bendtigt.
Maiskaryopsen (Zea mays L. cv. Helix, Kleinwanzlbener Saatzucht AG, Einbeck, FRG)
wurden in mit Quarzsand gefiillten Topfen ausgelegt, mit P&S-Nahrlosung gegossen und fiir
5 Tage bei 25°C im Dunkeln kultiviert. Die Anzucht im Dunkeln rief eine Etoilierung hervor,
was sich beim Mais in einem verstarkten Wachstum des Mesokotyls dulerte. Bevor diese
vorgekeimten Pflanzen im Gewéchshaus (Quecksilberdampflampe: 200 pmol m? s
Tag/Nacht: 16 / 8 h und 25 / 17°C) fiir weitere 7 Tage wachsen konnten, mussten die
Mesokotyle (6.0 = 1.0 cm) mit Holzstében stabilisiert werden. Bei den Mesokotylen war
wihrend dieser Anzuchtsperiode kein weiterer Lingenzuwachs zu verzeichnen. Allerdings
kam es zu einer Anthocyaneinlagerung, was die vormals weilen Mesokotyle rot verfarbte.
Oberhalb des Mesokotyls entwickelten sich drei bis vier Folgeblitter. Bohnensamen
(Phaseolus coccineus L., Weille Riesen, FRG) wurden zunidchst auf mit 0.5 mM CaSO,4
getrinktem Zellstoff 4 Tage im Dunkeln bei 25°C vorgekeimt. Die Keimlinge entwickelten
ca. 1 cm lange Hauptwurzeln. Sie wurden ebenfalls in Quarzsandkultur fir 10 Tage im
Gewichshaus angezogen. In dieser Zeit wuchsen die ersten Internodien bis zu einer Lénge
von 8.8 = 1.5 cm. Einige Mais- und Bohnenkeimlinge wurden mit NaCl angereicherter P&S-
Nahrlosung gegossen (4-5 Tage 50 mM NaCl, danach 100 mM NaCl) und damit einem

Salzstress ausgesetzt.
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Interzellulire Waschfliissigkeit (IWF oder apoplastische Waschfliissigkeit) konnte aus
Primérblattern von Gerste gewonnen werden. Fiir die Anzucht wurden Gerstenkaryopsen auf
Erde ausgelegt und 10 Tage regelmdfig mit Wasser gegossen. Durch Zugabe von NaCl (50

mM oder 100 mM) zum GieBwasser wurden Salzstressbedingungen simuliert.

2.1.1 Bestimmung der Oberfliche von Wurzelsystemen und Wurzelsegmenten

Um Aussagen iiber Wasser- oder Stofffliisse durch Pflanzenwurzeln zu treffen, muss die
Wurzeloberflache bekannt sein. Die Oberflaichen konnten mittels eines computergesteuerten
Videosystems ermittelt werden (DIAS: Delta-T Image Analysis System; Delta-T Devices;
Cambridge, UK). Das dazugehorige Softwareprogramm bestimmte die Flache der jeweiligen
Objekte (= Anzahl der dunklen Pixel) durch den Vergleich mit dem hellen Hintergrund, also
den Leuchttisch, auf dem das Objekt lag. Der Kontrast zwischen Wurzeln und Hintergrund
konnte durch ein 1-miniitiges Anfarben mit Methylviolett (0.25 mM, Sigma, Deisenhofen,
FRG) verstirkt werden. Neben der Geridtekalibrierung wurde =zusidtzlich zu jeder
Oberflachenbestimmung ein Draht mit bekannter Oberflaiche mitbestimmt, um damit einen
Korrekturfaktor zu erhalten (Ottmann und Timm 1984, Harris und Campbell 1989, Ebert et al.
1991). Aus der projizierten Fliche und der Annahme einer zylindrischen Gestalt lie sich die
Oberfldache der Wurzeln errechnen (2r-1-w; r = Zylinderradius, 1 = Zylinderlange).

Die Oberflichen von 3 cm langen Wurzelzentralzylinder- sowie Wurzelrindensegmenten
sollte ebenfalls ermittelt werden. Der Kontrast zwischen Wurzelsegment und Hintergrund
wurde durch ein 30-sekiindiges Anfdarben der Segmente mit Methylviolett erhdht. Die
Oberfldche des Zentralzylinders errechnete sich ebenfalls unter Annahme einer zylindrischen
Gestalt. Beim Wurzelrindensegment entspricht die innere Oberflidche die des Zentralzylinders,

welche zu der gemessenen dulleren Oberfldche addiert wurde.

2.2 Mikroskopie

2.2.1 Licht- und Fluoreszenzmikroskopie
Handquerschnitte von Maiswurzeln (Zentralzylinder und Rinde), Maismesokotylen sowie von

ersten Bohneninternodien wurden licht- und fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
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Bei einem Axioplan-Fluorenszenzmikroskop (Zeiss, Oberkochen) diente als Anregungsquelle
eine Quecksilberdampflampe (HBO 50 W, Osram, Miinchen FRG), aus deren Linienspektrum
durch vier verschiedene Filtersitze (Zeiss, Oberkochen, FRG) Anregungswellen von 365,
395-440, 450-490 und 546 nm wahlweise zur Verfiigung standen. Durch weitere Long-Pass-
Filter war es moglich, Fluoreszenzlicht ab 397, 470, 520 sowie 590 nm zu beobachten. Ein
Bildaufzeichnungsgerit (Seescan; Intas, Gottingen) ermoglichte die Bildvisualisierung auf
einem angeschlossenen Farbmonitor sowie die digitale Bildspeicherung.

Fiir die Durchlichtmikroskopie wurde ein Leitz Diaplan Mikroskop (Leitz, Wetzlar, FRG)
verwendet. Mittels eines speziellen tubusformigen Aufsatzes (Leitz Periplan, 10x / 18, TL 160
mm; Leitz, Wetzlar, FRG) konnte eine Spiegelreflexkamera montiert und somit

Gewebeschnitte dokumentiert werden.

2.2.2 Sudan-III Fiarbung

Der lipophile Farbstoff Sudan III (Merck, Darmstadt, FRG) eignet sich gut zum
Sichtbarmachen von den auf Zellwinden gelagerten Suberinlamellen. Die Farbelosung wurde
nach Gerlach (1984) hergestellt. Mit 92%igem Ethanol (v/v) wurde eine gesittigte Sudan-II1-
Losung hergestellt, diese dann mit dem gleichen Volumen an Glycerin (AppliChem,
Darmstadt, FRG) vermischt. Die Mischung wurde auf Handschnitte, die sich auf einem
Objekttrager befanden, getropft und fiir 10 min auf eine auf 70°C erhitzte Heizplatte gelegt.
Vor der mikroskopischen Untersuchung wurden die Querschnitte griindlich mit Glycerin /

Wasser (1:1, (v/v)) gewaschen.

2.2.3 Toluidinblau-Farbung

Der basische Farbstoff Toluidin-Blau-O (Chroma Gesellschaft Schmid & Co, Stuttgart, FRG)
farbt Zellwinde pflanzlicher Gewebe in unterschiedliche Blautdne, wobei hellere bis tiirkise
Blautone bei stark verdickten Zellwédnden auftreten. Vor allem Zellwidnde von Steinzellen,
Sklerenchymzellen oder Xylemelementen treten dadurch markant zum Vorschein.
Querschnitte wurden mit Toluidin-Blau-Losung (0.5% (w / v)) auf Objekttrigern fiir 5-7 min

gefdrbt, anschlieBend die tiberschiissige Farbechemikalie mit Wasser weggespiilt.
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2.3 Analytische Methoden

2.3.1 Bestimmung von ABA mittels ELISA

2.3.1.1 Prinzip der Methode

Die aulerordentliche Spezifitdt von monoclonalen Antikdrpern ist hervorragend geeignet, um
ABA-Konzentrationen bis zu 2-10"® mol (Harris and Outlaw, 1990) nachzuweisen. Diese
Tatsache findet ihre Anwendung in einem spezifischen immunologischen Test namens ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assey; Weiler, 1986). Die Methode beruht auf einer
kompetitiven Bindungsreaktion an einen monoklonalen ABA-Antikorper, der auf einer
speziellen Testplatte gebunden ist. Der zu messende ABA enthaltende Extrakt wird
zusammen mit einer definierten Menge Tracer (= Antigen: ABA gebunden an alkalische
Phosphatase) in die Reaktionsgefdfle einer Mikrotestplatte gegeben. In diesem Fall sind ABA
und Tracer Antigene, die um Antikorperbindungsstellen konkurrieren. Nach Zugabe von
farblosem p-Nitrophenylphosphat (Substrat) entsteht durch die Phosphataseaktivitit

gelbgefirbtes p-Nitrophenol, welches fotometrisch bestimmt wird.

2.3.1.2 Durchfithrung des ELISA-Testes

2.3.1.2.1 Beschichtung der Mikrotestplatten

Die Vertiefungen der Testplatte wurden zuerst mit RAMIG (= Rabbit Anti Mouse Immuno
Globulin; Sigma, Deisenhofen, FRG; 5mg in 20 ml 50 mM NaHCOs;-Puffer, pH 9.6)
beschichtet. Nach einer Inkubationszeit von 24 h bei 4°C wurde das restliche, nicht an der
Platte haftende Immunoglobulin abgegossen. Im nichsten Schritt kam es zur Uberschichtung
mit einem zweiten, fiir (+)-ABA spezifischen, monoklonalen Antikérper (0.5 mg in 20 ml 50
mM NaHCOs-Puffer, pH 9.6; Prof. Dr. E. Weiler, Universitit Bochum, Weiler 1986). Nach
einer weiteren 24-stiindigen Inkubation bei 4°C wurde tiberschiissiger Antikdrper abgegossen

und anschlieend die Platte zweimal mit Permutitwasser gewaschen.

2.3.1.2.2 Durchfithrung und Berechnung der Messung

Auf die vorbeschichtete Testplatte wurden 50 pl Tris-Puffer pro Népfchen vorgelegt und
darauf jeweils 100 ul der eventuell mit Tris-Puffer (1 mM MgCl,, 150 mM NaCl, 50 mM
Tris-HCI, pH 7.8;) verdiinnten Proben, der Eichlosungen und Tris-Puffer (By) nach folgendem
Schema pipettiert:
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Tab. 2-1 Pipettierschema der Mikrotestplatten

By: 100 pl Tris-Puffer

0.01; 0.02; 0.05; 0.1; 0.2; 0.5; 1; 2; 100 pmol ABA in 100 pl Tris-Puffer = Eichldsungen
1 —32: 100 pl der zu messenden Proben

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 02 |1 9 17 |25 1 9 17 |25 By (02 [A
B By |05 |2 10 18 26 |2 10 18 |26 |[Bp |05 |B
C Bo 1.0 |3 11 19 |27 3 11 19 |27 |Bo 1.0 |C
D By |20 |4 12 120 |28 |4 12 120 (28 |By (20 |D
E 0.01 [100 |5 13 21 29 5 13 21 29 0.01 |100 |E
F 0.02 |By |6 14 |22 |30 |6 14 |22 30 10.02 |By |F
G 0.05 |By |7 15 |23 31 7 15 23 31 0.05 By |G
H 0.1 |By |8 16 |24 |32 8 16 |24 (32 0.1 |By |H

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

Nach einer Inkubationszeit von 1 h bei 4°C wurden 50 pl frisch angesetzte Tracer-Losung
(kovalent an ABA gebundene alkalische Phosphatase; 80 ul Tracer in 11.95 ml Tris-Puffer +
0.1% Gelatine; Prof. Dr. E. Weiler, Universitit Bochum, Weiler 1986) in jede Vertiefung
gegeben. Die Testplatte wurde weitere 3 h im Kiihlschrank aufbewahrt und anschliefend
zweimal mit Permutitwasser gewaschen. Nach Zugabe von farblosem p-Nitrophenylphosphat
(200 pl pro Vertiefung; 58 mg / 58 ml 1M Diethanolaminpuffer pH 9.8 + 0.5 mM MgCl,)
inkubierte die Testplatte 1 h bei 37°C, worauf die schon oben erwdhnte Gelbfarbung entstand.
Je intensiver diese Gelbfarbung auftrat, desto mehr Tracer war gebunden, umso weniger ABA
befand sich in der Probe. Am Fotometer (405 nm, BIO-RAD Microplate Reader Model 550;
BIO-RAD Laboratories GmbH, Miinchen, FRG) wurden die Extinktionen der Proben
bestimmt. Aus den Extinktionswerten wurde zunichst die %-Bindung (= der prozentuale
Anteil an gebundener ABA) errechnet.
Errore =Exsn 100 20— Bindung
EBO — Enss

E\s = Extinktion der nicht spezifischen Bindung. Bei einer ABA-Konzentration von 100

pmol sollten alle ABA-Antikorper mit ABA besetzt sein. Der Exsg-Wert ist ein
Korrekturfaktor

Ey = Extinktion in Anwesenheit des Tracers

E,. .. = Extinktion der Probe bzw. der Eichlosung
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Eine sigmoide Eichkurve ergab sich aus der Auftragung der ABA-Konzentration der
Eichlsungen gegen ihre %-Bindungswerte und anschlieBender linearer Regression. Uber die
errechneten %-Bindungswerte konnte im linearen Teil der Eichkurve der jeweilige (+)-ABA-

Gehalt der Probe ermittelt werden.

2.3.1.3 Probenaufarbeitung

Waissrige Extrakte wie im Falle der Bodenproben (2.4.5) oder Versuchsmedien (2.7.2) wurden
mit 1 N HCI auf pH 3.0 angesduert und dreimal gegen eine dquivalente Menge Ethylacetat
(Applichem, Darmstadt, FRG) ausgeschiittelt. Da bei pH 3 fast alle ABA-Molekiile im
protonierten Zustand vorliegen, gehen 99% aller Molekiile nach dreifachem Ausschiitteln in
die organische Phase iiber. Die vereinigten organischen Phasen konnten unter reduziertem
Druck im Speed Vac Concentrator eingedampft werden. Der Riickstand wurde in 300 pl Tris-
Puffer (1 mM MgCl,, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH 7.8) gelost und bis zur ABA-
Bestimmung bei —25°C gelagert.

Zur Bestimmung des Gehalts an gebundener ABA, also ABA-GE, wurden die wissrigen
Phasen mit Natronlauge (Endkonzentration 1N NaOH, im Dunkeln, 1 h bei 25°C) versetzt.
Hierbei erfolgte die Spaltung der B-glucosidischen Bindung, wobei ABA aus dem
Glucoseester freigesetzt wurde. Den Abbruch der Reaktion erreichte man durch Zugabe von
konzentrierter HCl, wobei der pH wieder auf 3 absank. Erneut wurde dreimal gegen
Ethylacetat ausgeschiittelt, dann bis zur Trockne eingeengt und in 300 pl Tris-Puffer
aufgenommen. Diese Proben wurden ebenfalls in Eppendorfgefiale bis zur ELISA-Messung
im Gefrierschrank gelagert.

Gewebeproben (2.5.1, 2.5.2, 2.7.2, 2.8.2) wurden in fliissigem Stickstoff zermdrsert und 24 h
mit Iml 80% Methanol (v/v) bei —25°C extrahiert. Nach der Zentrifugation (4000 Upm, 10
min) konnte der iiberstehende Extrakt leicht entfernt werden. Das Zentrifugat wurde erneut
fiir eine 24-stiindige Nachextraktion mit Iml Methanol iiberschichtet. Die spiter vereinigten
methanolischen Uberstinde wurden mit C;s-Kartuschen (SEP-PAK C,3-Cartridges; Millipore
Corp., Milford, USA) gereinigt, um sie von storenden phenolischen Substanzen und
Pigmenten zu befreien. Nach Entfernen des Methanols im Vakuum wurde die verbliebene
wassrige Phase mit HCI auf pH 3 angesduert und erneut, wie oben beschrieben, gegen
Ethylacetat ausgeschiittelt. Als nichstes erfolgte das Ausschiitteln gegen dquivalente Mengen
Ethylacetat. Wurzelexudate bzw. Xylemséfte sowie apoplastische Waschfliissigkeit wurden

nicht aufgereinigt, sondern direkt mit Tris-Puffer auf ein Mindestvolumen von 120 pl
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(Einzelmessung) oder 230 pl (Doppelmessung) eingestellt. Zur Bestimmung des ABA-GE-
Gehaltes wurden die Proben geteilt, eine Hilfte direkt fiir den Test verwendet, die andere

einer alkalischen Hydrolyse unterzogen.

2.3.2 ICP-AE-Spektroskopie

Fiir die Bestimmung der Gesamtgehalte vieler Elemente in pflanzlichen Geweben eignet sich
die Atomemissionsspektroskopie (AES) mit einem induktiv gekoppelten Plasma (ICP) als
Anregungsquelle. Blatt- und Wurzelproben von salzgestressten Maispflanzen aber auch
Kontrollpflanzen wurden nach entsprechender Vorbehandlung (Trocknen, Mahlen) einer
HNOs-Nassveraschung unterworfen. Die Veraschung erfolgte bei 170°C fiir 10 h, wobei ca.
100 mg Probenmaterial mit 1 ml suprareiner Salpetersdure (65%) in Quarzgldser gegeben
wurde, die in Teflonbehiltern eingepasst waren (Schramel et al. 1980). Auf diese Weise
aufgeschlossene Proben konnten anschlieBend mit einem ICP-Spektrometer (Jobin Yvon 70,
Software Version 3.34, Jobin Yvon Instruments S.A. GmbH, Grasbrunn, FRG, mit ange-
schlossenem automatischen Probenwechsler Gilson 222, IBM-PC und Drucker) gemessen
werden, wobei die Elemente entweder simultan oder nacheinander bestimmt wurden. Die
Angaben der Elementgehalte erfolgte im ppm (mg kg Trockengewicht).

In Xylemsiften von salzgestressten Maispflanzen sollte der Natriumgehalt gemessen werden.

Die Xylemsaftproben wurden in 2.5 ml 6%iger HNOj; aufgenommen.

2.4 Untersuchung von Bodenproben

2.4.1 Entnahme der Bodenproben

Mit Hilfe eines Piirckhauer-Erdbohrstocks wurden Bodenproben aus der unmittelbaren Néhe
des Wurzelwerks von landwirtschaftlichen Nutzpflanzen entnommen. Die Standorte wurden
so gewihlt, dass ein Vergleich zwischen zwei Bodentypen hinsichtlich ihres ABA- bzw.
ABA-GE-Gehaltes, ihrer Wasserkapazitit und ihrer Boden-pH-Werte mdoglich war. Die
Gesamttiefe der entnommenen Bodenproben betrug 50 cm. Abschnitte von 5-10 cm Lénge

wurden bis zur Aufarbeitung im Labor in KunststoffgefdBen bei —25°C gelagert.
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2.4.2 Beschreibung der Standorte

Wiirzburg und seine ndhere Umgebung werden geographisch dem Géuland und somit dem
Stiddeutschen  Schichtstufenland zugeordnet. Das Friankische Géuland stellt eine
Beckenlandschaft dar, deren Umrahmung aus dem Spessart, der Rhon und dem Steigerwald
besteht. Die Untergrundgesteine dieser Landschaften bildeten einstmals horizontale Schichten
von Buntsandstein, Muschelkalk und Keuper (Gesteine der Trias), die bereits in der Jurazeit
herausgeschoben, schriggestellt und teilweise abgetragen wurden. Daher ist der Boden der
Ackerflidchen an der B19 in Richtung Giebelstadt nebst seinem Lossgehalt auch durch den im
Untergrund liegenden Muschelkalk geprigt. An diesem Standort wurden Bodenproben von
einem Sonnenblumen-, Mais- und Roggenfeld entnommen (Abb. 2-1 A-C). Weitere Proben
von einem Kartoffel-, Weizen- und Sonnenblumenfeld wurden in unmittelbarer Néahe zur
Ortschaft Gambach im Landkreis Main-Spessart gesammelt (Abb. 2-1 D-F). Die Erde dieser
Ackerfliache wies durch ihre rétliche Farbe auf einen hdheren Anteil an Buntsandstein hin. Im
hinteren Steinbachtal von Wiirzburg beginnt ein geschotterter Waldweg (Gockersgraben), der
durch einen Fichen-Buchen-Mischwald fiihrt. Vereinzelte Fichtenbestinde durchsetzen das

Waldbild. Der Boden eines solchen Bestandes wurde ebenfalls untersucht.

2.4.3 Bestimmung des pH-Wertes im Bodenwasser

Da die pH-Wertbestimmung in einer Aufschlimmung des Boden mit reinem Wasser weniger
gut reproduzierbar ist, wurde eine 0.01 M CaCl,-Losung verwendet. Zwar liegen die
Messungen im allgemeinen um 0.6 pH-Einheiten tiefer als jene mit reinem Wasser, jedoch
werden so die Verhiltnisse im Boden besser wiedergegeben (Gisi, 1990). Daher wurden 2g
Boden in einem Zentrifugenglas mit der 2.5-fachen Menge an CaCl,-Losung versetzt und die
Aufschlimmung nach 10 min abzentrifugiert. Der pH-Wert der {iberstehenden Losung konnte

mit einer Mikro-pH-Electrode ermittelt werden.
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Abb. 2-1 Standorte der Bodenprobenentnahmen: A-C sind Abbildungen von Ackerflichen an
der Bundesstrafle 19 in Richtung Giebelstadt, D-E zeigen landwirtschaftliche Nutzflidchen bei
der Ortschaft Gambach im Landkreis Main-Spessart. (A: Sonnenblumen-, B: Mais-, C:
Roggen-, D: Sonnenblumen-, E: Kartoffel-, F: Weizenfeld).
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2.4.4 Wasserkapazitit und Wassergehalt des Bodens

Die Bestimmung der maximalen Wasserkapazitit erfolgte mit 5g frischer Bodenprobe, die
iiber Nacht im Trockenschrank bei 105°C eintrocknete. Nachdem die Probe im Exsikkator
abgekiihlt war, konnte das Trockengewicht bestimmt werden. Zur Ermittlung des
Nassgewichts wurde die getrocknete Bodenprobe in einen Trichter mit feuchtem Filterpapier
gegeben und mit Wasser aufgeschlammt. Boden mit einem hohen Tonanteil drainieren nur
sehr langsam, deshalb wurden, um Verdunstung zu vermeiden, der Trichter sowie das
Becherglas, in das der Trichter gestellt wurde, mit Parafilm abgedeckt. Jeweils nach 24
Stunden wurde die Probe gewogen, bis kein weiterer Gewichtsverlust zu verzeichnen war.
Die Wasserkapazitit errechnet sich mit der Formel:

(Frischgewicht — Trockengewicht)

: 100 = Wasserkapazitdt in %
Trockengewicht

Den Wassergehalt des Bodens in % der maximalen Wasserkapazitét erhdlt man aus dem Ver-
héltnis:

(Frischgewicht — Trockengewicht)

- - 100 = Wassergehalt in der maximalen Wasserkapazitét
(Nassgewicht — Trockengewicht)

2.4.5 Aufarbeitung der Bodenproben fiir den ELISA-ABA-Test

Vor der Extraktion der Bodenproben wurden alle erkennbaren Wurzelsegmente entfernt. Eine
in 5 ml 0.01 M CaCl,-Losung aufgeschlammte Bodenprobe extrahierte iiber Nacht bei 4°C.
Der wiissrige Uberstand wurde abdekandiert, die Probe nochmals mit 3 ml CaCl,-Lésung
gewaschen und anschlieBend zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde mit dem vorherigen
Uberstand vereinigt und, wie unter 2.3.1.3 beschrieben, weiterverarbeitet. Da besonders der
ABA-GE-Gehalt der Bodenproben von Interesse war, musste nach dem Ausschiitteln der

freien ABA eine alkalische Hydrolyse mit der wissrigen Phase durchgefiihrt werden.

2.5 Untersuchungen zum Trocken- und Salzstress bei Maispflanzen

2.5.1 Austrocknungsexperiment
Intakte 11 Tage alte Maispflanzen, die je 7 Tage sowohl aeroponisch als auch hydroponisch

angezogen waren, wurden in einen Klimaschrank (21°C, 30% Beliiftung) zur Austrocknung
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gehiangt. Kontrollpflanzen wurden sofort geerntet, d.h. das Frischgewicht bestimmt und
Wurzeln sowie Blitter separat tiefgefroren. Mit den fiir die Austrocknung bestimmten
Pflanzen wurde nach bestimmten Zeitpunkten (30 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h) genauso verfahren.
Einige Pflanzen beider Kulturmethoden wurden nach der 5 h anhaltenden Austrocknung
wiederbewissert und nach weiteren 21 h geerntet. In den gefrorenen Gewebeproben konnte

nach ihrer Aufarbeitung (2.3.1.3) der ABA-GE-Gehalt mittels ELISA bestimmt werden.

2.5.2 Einfluss von Salzstress auf das Maiswachstum

Um die Salztoleranz der Maissorte Helix zu testen, wurden Maiskaryopsen in
Quarzsandkultur unter verschiedenen Salzstressbedingungen 22 Tage im Gewichshaus
kultiviert. Kontrollpflanzen wurden mit normaler P&S-Néhrlosung gegossen. Salzstress
wurde in zwei verschiedenen Konzentrationen appliziert (P&S plus 50 mM NaCl und P&S
plus 100 mM NacCl). Nach 8 Tagen wurde tiglich der Sprosszuwachs gemessen und nach
weiteren 14 Tagen fand die Pflanzenernte statt. Die vom Sand befreiten Wurzeln wurden nach
dem Bestimmen ihres Gewichts und ihrer Gesamtlinge sofort in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Beim Spross wurden die Etagen der Blitter abgezéhlt, die Blétter der Lénge
nach geteilt, eine Hélfte bis zur Gewichtskonstanz eingetrocknet und die andere Halfte
schockgefroren. Trockene Blattproben wurden einer ICP-Bestimmung (2.3.2) zugefiihrt, die

schockgefrorenen Gewebeproben auf ihren ABA bzw. ABA-GE-Gehalt getestet (2.3.1.3).

2.6 Wasser- und Stofffliisse durch Wurzelsysteme

2.6.1 Theorie

Waurzeln erfiillen neben der Verankerung der Pflanze die lebenswichtige Aufgabe der Wasser-
und Néhrstoffaufnahme, deren Selektion und anschlieBende Weiterleitung zu oberirdischen
Pflanzenorganen. Hierbei spielen Wasser- und Stofffliisse durch Zellmembranen und ganze
Gewebe eine wichtige Rolle. Die treibende Kraft dieser Fliisse entsteht durch Druck- und
Konzentrationsgradienten oder durch die Beteiligung aktiver Transportprozesse. Mit dem
Wasserfluss werden im Wasser geloste Nahrstoffe zwangsweise durch den Massenfluss

mitgerissen (,,solvent-drag®); umgekehrt kann aktiver Nahrstofftransport einen Wasserfluss
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nach sich ziehen. Folgende Flussgleichungen beschreiben zum einen den Wasserfluss iiber
eine Barriere (Jyv;), zum anderen den Teilchenfluss (Js) (Steudle und Tyerman 1983, Steudle

1993):

dV S A 1
) = T =L,(P-ocAr)= L,P - L,0RT(c]~c,) (Gleichung 1)
= hydraulischer — osmotischer Fluss
dn P )
Jy==—g= Rll-c) + (-0)ed, + J] (Gleichung 2)

= Diffusionsfluss + solvent drag + aktive Komponente

Die Paramenter:

J,, [m*m?s™ radialer Volumenfluss = Wasserfluss

A [m*] Oberflache des Kompartiments

Voo[m’] Volumen des Kompartiments

t [s] Zeit

L, [m s"'MPa™'] hydraulische Leitfahigkeit einer Barriere

P [MPa] hydrostatische Druckdifferenz = (Pinnen-Pausen)
o, [1] Reflexionskoeffizient der Barriere ,s’

R [Jmol ' K™'] allgemeine Gaskonstante

T [K] absolute Temperatur

Jy [molm™s™] Teilchenfluss

n, [mol] Stoffmenge des geldsten Stoffes ,s’

P [m s Permeabilititskoeffizient der Barriere fiir ,s’
c;, [mol m’] Konzentration des Stoffes ,s’ innen (Xylem) bzw. auflen (Medium)
c, [molm™] Konzentration des Stoffes in der Barriere

Den Volumenfluss bzw. Wasserfluss iiber Barrieren, z.B. Zellmembranen oder durch
Zellwandstrukturen wie im Falle der Exo- oder Endodermis in der Wurzel, beschreibt
Gleichung 1. Konventionsgemif haben Fliisse aus Kompartimenten ein positives Vorzeichen.
Den Volumenfluss erhdlt man nach Abzug der hydraulischen Druckkomponente vom
osmotischen Fluss. Der Teilchenfluss (Gleichung 2) beinhaltet drei Komponenten, wobei der

erste Term auf der rechten Seite den Diffusionsfluss (Fick’sches Diffusionsgesetz) darstellt.
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Die Kopplung von Wasser- und Teilchenfluss wird auch ,solvent drag“ genannt und
beschreibt den zweiten Term. Ein dritter Beitrag zum Teilchenfluss hat seine Ursache in
aktiven Transportvorgdngen der Teilchen ,s’. Stoffe konnen auf diese Weise auch gegen einen

Konzentrationsgradienten durch eine Barriere, z.B. mittels Carrier, transportiert werden.

2.6.2 Saugapparatur

Um Wasser- und Stofftransporte durch Wurzeln zu studieren, konnte durch die Erzeugung
eines kiinstlichen Unterdrucks ein Transpirationssog durch ein dekapitiertes Wurzelsystem
simuliert werden. Mit Hilfe einer Saugapparatur wurden Xylemséfte von verschiedenen
Pflanzen gewonnen und analysiert (Abb. 2-3).

Ein am Mesokotyl dekapitiertes Maiswurzelsystem wurde mit diesem Sprossabschnitt mittels
einer Silicondichtung (Blend-a-scon; Blend-a-med Forschung, Schwalbach, FRG) und einer
Schraube druckdicht an eine Kapillare in einem Plexiglasblock befestigt. Das Wurzelsystem
befand sich wihrend der gesamten Versuchsdauer in einem Becherglas mit definiertem
Néahrmedium. Um anaerobe Bedingungen zu vermeiden, wurde das Medium stindig
vorsichtig durchliiftet. Mit Hilfe einer Membranpumpe (KNF Neuberger, Freiburg, FRG)
konnte in der Kapillare ein Unterdruck bis zu -0.1 MPa erzeugt werden. Durch ein
Nadelventil und ein Manometer lie3 sich dieser subatmosphérische Druck fein regeln. Da das
dekapitierte Wurzelsystem in direktem Kontakt mit der Kapillare stand, setzte sich eine
Sogwirkung bis in das Wurzelsystem fort. Auf diese Weise konnte ein Transpirationssog,
vergleichbar dem unter natiirlichen Bedingungen, simuliert werden, wobei Wasser durch die
Wurzel in die Kapillare flieBen konnte. So gewonnener Xylemsaft wurde mit einer 100 pl
Spritze (Hamilton, Bonaduz, Schweiz) nach bestimmten Zeitabschnitten geerntet, sofort
gewogen und spiter auf seinen ABA- bzw. ABA-GE-Gehalt untersucht (2.1.1.3). Nur
diejenigen Xylemsaftproben wurden in die Auswertung aufgenommen, die von einem
konstanten Wasserfluss durch das Wurzelsystem stammten. Dies war nach 20 bis 30 min der
Fall. Der Wasserfluss wurde aus dem Gewicht der Xylemsaftfraktion, dem Zeitintervall und
der Wurzeloberfliche ermittelt (Gl. 1). Der Abscisinsdurefluss errechnete sich aus der

transportierten ABA-Menge pro Zeiteinheit und Wurzeloberfldche (Gl. 2)
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2.6.3 Radialer Transport von ABA-GE und ABA

Fiir diesen Versuch mussten Maiskeimlinge aus der Luftkultur vorsichtig in 100 ml P&S-
Nahrlosung enthaltende Hydrokulturtopfe umgesetzt werden. Kurz iiber dem Mesokotyl
wurden die Sprosse abgetrennt und das verbliebene Mesokotyl an die oben beschriebene
Saugapparatur befestigt. Die Wurzeln der aeroponischen sowie hydroponischen Kultur
wurden wéhrend der gesamten Versuchsdauer (220 min) mit Druckluft umspiilt. Mit Hilfe des
Manometers konnte der auf das abgeschnittene Wurzelsystem angelegte Unterdruck auf -
0.045 MPa reguliert werden. Nach 20 min erreichte der Wasserfluss durch das Wurzelsystem
einen konstanten Wert. Nun konnte der Xylemsaft in einem 20-miniitigem Intervall
gesammelt und gewogen werden. Eine Zugabe von 100 nM ABA-GE (Apex Organics,
Honiton, UK) ins AuBenmedium erfolgte 80 min nach Versuchsbeginn. Die Xylemséfte
wurden anschlieend fiir die ABA- sowie ABA-GE-Bestimmung mit Tris-Puffer verdiinnt
und tiefgefroren.

Von salzgestressten und in Hydrokultur angezogenen Maispflanzen wurde ebenfalls der
Xylemsaft gewonnen. Ein Vorversuch zeigte, dass die Wurzeln wéhrend des Experiments ein

salzfreies Medium bendtigten, da sonst die Xylemsaftausbeute zu gering war. Bei einigen
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Pflanzen wurde vor Beginn des Experiments die Hauptwurzel entfernt. Dadurch war ein
hoherer Wassereinstrom in das Xylem der Wurzeln zu erwarten. Da aus der ICP-Bestimmung
der Na-Gehalt im Xylemsaft von salzgestressten Maispflanzen im Durchschnitt 10 mM
betrug, wurde in einem weiteren Versuch auch das Auflenmedium mit 10 mM NaCl

angereichert.

2.6.4 Die spezifische Wirkung verschiedener ABA-Analoga auf Jy,

Um eine detailliertere Beschreibung der strukturellen Wirkspezifizitdt der Abscisinsdure auf
den radialen Wasserfluss (Jy;) durch Pflanzenwurzeln zu erhalten, wurden (+)- und (-)-ABA
sowie neun ABA-Metabolite, -Vorstufen und am 8’-C-Atom modifizierte ABA-Derivate
getestet (3.2.3, Tab 3-8). Als Pflanzenmaterial wurden 12 Tage alte hydroponische
Maiswurzelsysteme verwendet. Die Pflanzen wurden mit dem Mesokotyl druckdicht an eine
Saugapparatur fixiert (2.6.2). Die Wurzeln befanden sich wéhrend der gesamten
Versuchsdauer in durchliifteten und abgedunkelten 500 ml Becherglisern. Bei einem
Unterdruck von -0.06 MPa wurde der steady-state Wasserfluss fiir 1 h in 10-miniitigen
Abstdnden bestimmt und die entnommenen Xylemsaftproben fiir spatere ELISA-Messungen
tiefgefroren. Anschliefend wurde jeweils ein in Tabelle 3-8 aufgefiihrtes ABA-Analogon in
einer Endkonzentration von 100 nM zur Néhrlosung gegeben. In 10 min-Intervallen wurde
der Xylemsaft so lange gesammelt, bis Jy; wieder einen konstanten Wert annahm. Die
Xylemsaftproben der Analoga, die den radialen Wasserfluss verdnderten, wurden ebenfalls

einer spateren ELISA-Bestimmung zugefiihrt.

2.7 Effluxexperimente mit Maiswurzelsegmenten

2.7.1 Priparation der Wurzelstiicke

Nach sieben Tagen besaflen die auf Zellstoff angezogenen Zea mays-Keimlinge eine
Primérwurzelldnge von 5-7 cm. Etwa 0.5 cm unter der Austrittsstelle der Wurzel aus dem
Maiskorn wurde die Wurzel abgeschnitten und von dieser Stelle an abwirts das
Wurzelrindengewebe vom Zentralzylinder durch Herausziehen des Zentralzylinders getrennt.

Von der Wurzelrinde sowie vom Zentralzylinder wurden auf Hohe der Wurzelhaarzone 3 cm
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lange  Segmente  abgeschnitten, die = Wurzelspitze  jeweils  verworfen. Das
Wurzelrindensegment wurde nochmals der Lange nach halbiert. Sechs auf diese Weise

praparierte Wurzeln wurden pro Versuchsansatz verwendet.

Abb. 2-3 Wurzelsegmente in Kristallisations-
schalen: In der linken Schale befinden sich
Wurzelstelen, rechts Wurzelrindenparenchym-
zylinder.

2.7.2 Versuchsdurchfiihrung

Die Segmente des Zentralzylinders und der Wurzelrinde wurden getrennt in 3 ml
Waschpuffer (WP, Zusammensetzung siche Tab. 2-2) enthaltende Kristallisationsschalen
tiberfiihrt (Abb. 2-2). Um Zytoplasma und weiteres zerstortes Pflanzenmaterial griindlich zu
entfernen, wurde dreimal in 10-miniitigem Abstand der Waschpuffer erneuert, dann mit 3 ml
Versuchsmedium (VM, Zusammensetzung siehe Tab. 2-3) gespiilt. Dem Versuchsmedium
wurde nun ABA, Tetcyclacis und NaCl in verschiedenen Konzentrationen und
Kombinationen zugesetzt und 3 ml zu den jeweiligen Wurzelsegmenten pipettiert. Die
Kristallisationsschalen wurden mit Parafilm als Verdunstungsschutz abgedeckt und fiir 24 h

im Klimaschrank bei 21°C im Dunkeln aufbewahrt.

Tab. 2-2 Zusammensetzung des Waschpuffers (WP)

BSA 0,2% (W/v)
CaClz 2 mM

KCl 3 mM
K,;HPO, 1 mM
MES 25 mM
PVP 40 0,2% (w/v)

Der pH-Wert wurde mit 6N KOH auf 6.0 eingestellt. An jedem Versuchstag wird dem WP
frisch Ascorbinsdure und Cystein in einer Endkonzentration von 2 mM zugesetzt.
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Tab. 2-3 Zusammensetzung des Versuchsmediums (VM)

CaClZ 2 mM
KCl1 6 mM
KoHPO, 2 mM
KNO; 1,5 mM
MES 25 mM
MgSO4 1 mM
Glucose 1 mM
Penicillin G 100 U/ml

Der pH-Wert wurde mit 6N KOH auf 6.0 eingestellt. Glucose wurde erst vor Versuchsbeginn
dem Medium zugesetzt.

Nach dem Inkubieren im Klimaschrank wurde das ABA-enthaltende VM gegen ABA-freies
VM ausgetauscht, wobei die Zusammensetzung des jeweiligen Versuchsansatzes
beriicksichtigt werden musste. Zunéchst wurde dreimal mit je 3 ml ABA-freiem VM gespiilt,
dann erneut 3 ml freies Medium hinzugefiigt. Die mit Parafilm abgedeckte Schale wurde
erneut liber einen definierten Zeitabschnitt im Dunkeln bei 21°C aufbewahrt. Nach einer
Dauer von 10, 20, 30, 50, 70, 90 und 120 Minuten wurden die Versuchsmedien jeweils in ein
Reagenzglas iiberfiihrt. Um an den Wurzeln haftende ABA oder ABA-GE nicht als Verlust
verbuchen zu miissen, wurde jeweils mit 1 ml freiem Medium gespiilt und dieses ebenfalls
gesammelt. Somit erhielt man pro Ansatz 4 ml Inkubationsmedium, das fiir einen ELISA-
ABA-Test aufgearbeitet wurde. Neben der freien ABA sollte auch der Gehalt an gebundener
ABA ermittelt werden. Ebenso wurden die getrennten Gewebesegmente auf ihren jeweiligen
Gehalt an gebundener und freier ABA untersucht. Die dazu ndétigen Aufarbeitungsschritte

sind unter Punkt 2.3.1.3 zusammengefasst.

2.8 Wasser- und Stoff-Fliisse durch Sprossabschnitte

2.8.1 Bestimmung der inneren Oberfliche von Xylemgefifien

Handquerschnitte von 20 Maismesokotylen und ersten Bohneninternodien wurden mit
Toluidinblau geféarbt (2.2.3) und unter einem Lichtmikroskop vermessen. Mit Hilfe eines
skalierten Okulars konnten alle Xylemgefdae, die einen Durchmesser grofer als 6.3 pm
besallen, ausgezdhlt sowie der innere Durchmesser bestimmt werden. Um die innere
Oberfliache einer Xylemkapillare zu berechnen, wurde eine zylindrische Form angenommen,

wobei ihre Linge der des Mesokotyl bzw. Internodiums entsprach.
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2.8.2 Bestimmung der Wasserfliisse durch Xylemgefifie

Mit Hilfe des Hagen-Poiseuilleschen Gesetzes kann anndhernd der Wasserflusses (Jy) durch

XylemgetaBe in Sprossen beschrieben werden (Nobel 1991, Lambers et al. 1998):

AV TR*
Jy=——==(
At 8nl

)YAp (Gleichung 3)

Der Wasserfluss ist hierbei proportional zum Volumenanteil AV pro Zeitintervall At. Dies
wiederum entspricht der hydrostatischen Druckdifferenz (Ap), dem Radius (R) der
Xylemkapillare in der vierten Potenz geteilt durch die Lénge der Kapillare und der Viskositét
der Fliissigkeit (fiir Wasser bei 20°C gilt n = 1,00 mPa s™'). Geht man davon aus, dass die
gesamte Innenfliche aller Xylemkapillaren zweier verschiedener Sprosse gleich ist, dann ist
laut Gleichung 3 der Wasserfluss im Spross mit wenigen aber groBen Xylemgefdaen

wesentlich hoher als bei einem Spross mit vielen kleinen Gefal3en.

2.8.3 Saugtechnik

Die verschiedenen Sprossabschnitte (Mesokotyl bzw. erstes Bohneninternodium) wurden mit
einer Schnittfliche an der Saugapparatur (2.6.2) fixiert, die andere war in unbeliiftete
Anzuchtndhrlosung getaucht. Beim Maismesokotyl konnte durch einen geringeren Unterdruck
(-0.005 MPa) anndhernd das gleiche Xylemsaftvolumen gewonnen werden wie beim ersten
Bohneninternodium, das mit -0.02 MPa gesaugt wurde. Nach Erreichen des steady-state-
Wasserflusses wurde der Xylemsaft fiir eine Stunde in Intervallen von 10 min gesammelt.
AnschlieBend wurde das Auflenmedium je nach Versuchsansatz:

A) Kontrolle: die Nahrlosung wurde nicht ausgetauscht
B) 100 nM ABA, pH 5.8

C) 100 nM ABA-GE, pH 5.8

D) 100 nM ABA, 100 mM NaCl, pH 5.8

E) 100 nM ABA, 10° M tetcyclacis, pH 5.8

F) 100 nM ABA, pH 7.0 (10 mM MOPS/KOH-Puffer)
G) 100 nM ABA, p =-0.02 (nur Mesokotyl)

H) 100 nM ABA, p =-0.04 (nur Internodium)

durch eine verdnderte P&S-Néhrlosung ausgetauscht und fiir weitere 80 min durch den
Sprossabschnitt gesaugt. Bei Versuchsansatz G) und H) wurde zusédtzlich der Unterdruck
erhoht. Die Xylemséften sowie die Gewebe wurden auf ihren ABA- bzw ABA-GE-Gehalt
untersucht (2.3.1.3).
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2.9 Hydrolyse von ABA-Glucoseester durch apoplastische Waschfliissigkeit

aus Maiswurzeln

2.9.1 Gewinnung apoplastischer Waschfliissigkeit

Abgetrennte Wurzeln von in Hydrokultur angezogenen 11 Tage alten Maiskeimlingen wurden
in Gaze (Maschenweite 0.7 mm) gewickelt, in ein Becherglas 1mM CaCl2 iiberschichtet und
in einen Exsikkator 20 min im Vakuum infiltriert. Die entgasten Interzellularen waren nun
fliissigkeitsgefiillt. Die infiltrierten Wurzeln wurden griindlich mit Zellstoff getrocknet, locker
in perforierte Plastikzentrifugeneinsdtze (Zentrifugengldser mit Siebeinsatz) gegeben, um
danach fiir 30 Minuten bei 2000 Upm und 4°C zu zentrifugieren. Durch die Zentrifugation
kam es zur Entleerung der Interzelluaren. Die so gewonnene apoplastische Waschfliissigkeit
(intercellular washing fluid, IWF) sammelte sich unterhalb der Siebeinsidtze und konnte hier

entnommen werden.

2.9.2 Bestimmung der Enzymaktivitiit der B-D-Glucosidase
B-Glucosidasen sind Enzyme, die stereoselektiv B-verkniipfte Glucoside hydrolytisch spalten.
Ihre Lokalisation in pflanzlichen Geweben kann sowohl intra- als auch extrazelluldr sein. Als
Standardnachweisagens diente das Substrat p-Nitrophenyl-B-D-Glucopyranosid (p-NPG;
Sigma, Deisenhofen, FRG). Die Aktivitdt der B-D-Glucosidase wird iiber die Freisetzung von
p-Nitrophenol aus dem Substrat gemessen. Verwendete Losungen:

Substratlosung 200 mg p-NPG in 1 ml Dimethylformamid

Reaktionslosung Iml Substratlésung in 39 ml Citratpuffer (100 mM, pH 4.6)

Stopplosung 200 mM Na,COs3
Es wurden 10 pl IWF verwendet, diese auf 400 ul Reaktionsvolumen mit Reaktionslosung
aufgefiillt und in einem 1,5 ml Reaktionsgefd bei 37°C inkubiert. Nach 1 h wurde die
Reaktion durch Zugabe von 1 ml 200 mM Na,COs auf Eis abgestoppt. Diese Alkalisierung
inaktivierte das Enzym, und durch Deprotonierung des freigesetzten p-Nitrophenols entstand
ein gelber Farbumschlag. Die Enzymaktivitit konnte durch die Absorption der Lésung bei
405 nm fotometrisch bestimmt werden. Die Umrechnung der Extinktionsédnderung in eine

Substratumsatzrate erfolgte iiber den molaren Extinktionskoeffizienten fiir p-Nitrophenol:

£ =18300 /mol ' cm™' (Del Campillo & Shannon 1982)

p—Nitrophenol (405nm)
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2.9.3 Hemmung der B-D-Glucosidase durch ABA-Glucoseester

Die Beeinflussung der p-NPG-umsetzenden Aktivitit der B-D-Glucosidase durch ABA-GE
wurde durch eine kompetitive Hemmungsreaktion bestimmt, wobei die p-NPG-Konzentration
(0.66 mM) wihrend des Versuchs konstant gehalten, die ABA-GE-Konzentration hingegen
verandert (0 - 5 mM) wurde. Fiir einen Reaktionsansatz wurden jeweils 370 pl Reaktions-
16sung, 10 ul IWF und ABA-GE (ABA-GE Stammlosung 0.1M: 0, 4, 8, 12, 16, 20 ul) in 1.5
ml Eppendorfgefia3e pipettiert und mit 100 mM Citratpuffer, pH 4.6 auf ein Endvolumen von
400 pl aufgefiillt. Die weitere Durchfithrung des Enzymtests erfolgte in Anlehnung an 2.8.2.

2.10 Hydrolyse von ABA-Glucoseester mittels IWF aus Gerstenblittern

2.10.1 Gewinnung apoplastischer Waschfliissigkeit

Fiir diesen Versuch wurden Gerstenkeimlinge (Hordeum vulgare, L. cv. Gerbel) einer
zwischen 1982 und 1988 in der Europdischen Gemeinschaft zugelassenen Wintergerstenart
verwendet. Die 10-tdgige Anzucht der Samen im Gewédchshaus geschah in mit Erde gefiillten
Tontépfen. Nur die Primérblitter der Gerstenkeimlinge mit einer Lange von 6 - 7 cm wurden
zur Gewinnung der apoplastischen Waschfliissigkeit verwendet. Die Gewinnung erfolgte in
der gleichen Weise wie schon bei den Maiswurzeln beschrieben (2.9.1). Der IWF wurde

unmittelbar nach seiner Ernte in fliissigem Stickstoff tiefgefroren, dann bei -80°C aufbewahrt.

2.10.2 ABA- und ABA-GE-Gehalte in Xylem und IWF von Gerste

Da unter Stressbedingungen neben der freien ABA auch ABA-GE in groBeren Mengen im
Xylem des Sprosses zu den Blittern transportiert wird (Bano et al. 1993, 1994), sollte in
diesem Versuch der Gehalt beider Substanzen im Xylem mit dem im Blattapoplasten
verglichen werden.

Fiir die Xylemsaftgewinnung wurde eine Anzucht der Gerstenkeimlinge in Hydrokultur
durchgefiihrt. Salzstressbedingungen wurden durch Zusatz von 50 oder 100 mM NaCl im
P&S-Nihrmedium eingestellt. Im Alter von 11 Tagen wurden die Keimlinge mit ihrem
dekapitierten Wurzelsystem in eine Saugapparatur eingespannt. Die einstiindige

Xylemsaftgewinnung erfolgte wie unter 2.8.2 dargestellt. Zur Apoplastensaftgewinnung
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wurden Gerstenkaryopsen in Erdkultur fiir 10 Tage angezogen. Salz wurde in den oben
genannten Konzentrationen dem Giellwasser zugefiigt.
Gerste der Sorte Gerbel zeigte eine gute Salztoleranz, denn selbst eine Behandlung mit 100

mM NaCl rief keine gravierenden Wachstumshemmungen hervor.

2.10.3 Hydrolyse von ABA-GE durch apoplastische Enzyme

IWF wurde zeitabhédngig (0, 60, 240 min) mit ABA-GE bei Raumtemperatur inkubiert. Um
eine Endkonzentration des Glucoseesters von 10° M zu erhalten, wurden pro 100 pl IWF 10
ul ABA-GE (10° M) pipettiert. Die Inkubation wurde zunichst durch Zugabe von 1 ml
destilliertem Wasser gestoppt. Es folgte ein Ansduern mit 0.1 N HCIl auf pH 3.0 und
anschlieBend dreimaliges Ausschiitteln mit Ethylacetat. Die Ethylacetatphasen wurden fiir
eine ABA-Bestimmung weiter verarbeitet (2.3.1.3).

Die Abhingigkeit der Hydrolyserate von der ABA-GE-Konzentration wurde ebenfalls
getestet. Auf 100 pl Apoplastensaft wurden ABA-GE in den Konzentrationen 10™ bis 107° M
pipettiert und fiir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Der Abbruch der Reaktion sowie die
weitere Aufarbeitung der Proben erfolgte wie oben beschrieben.

Bei beiden Experimenten wurde der endogene ABA-Gehalt des Apoplastensaftes durch
Kontrollansidtze ohne Zugabe von ABA-GE ermittelt und spdter von den gemessenen

Probenwerten subtrahiert.

2.10.4 Proteinbestimmung in Blattrohextrakt und IWF

Der Proteingehalt wurde mit dem Bio-Rad Proteintest (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, FRG) bestimmt. Er beruht auf einer Bindung des Farbstoffs Coomassie-Brilliant-
Blau G-250 an basische und aromatische Aminoséuren, wobei sich das Absorptionsmaximum
des Farbstoffs verschiebt (465 nm ohne Protein, 595 nm mit Protein). Fiir den Mikroansatz
wurden zu 200 pl Biorad-Reagenz 10 ul IWF oder 1 pl Rohextrakt pipettiert und mit
destilliertem Wasser auf 1 ml aufgefiillt. Nach einer 5-miniitigen Inkubation bei 21° C konnte
die Absorption bei 595 nm am Spektralfotometer (Uvicon 830; Bio-Tek Kontron Instruments,
Neufahrn, FRG) abgelesen werden. Gleichzeitig erfolgte eine Standardisierung des
Nachweises mit Rinderserum-Albumin (Bovine Serum Albumin, BSA) in einer

Konzentration zwischen 1 und 100 pg pro Ansatz (Probenvolumen maximal 800 pl). Mit
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Hilfe dieser Standards wurde eine Eichgerade erstellt und aus dieser die Proteinkonzentration

der Proben abgeleitet.

2.11 Charakterisierung der apoplastischen B-D-Glucosidase

2.11.1 pH-Profil der Enzymaktivitat

Um die pH-Abhéngigkeit des Aktivitdtsmaximums der B-D-Glucosidase zu ermitteln, wurden
Kaliumphosphat-Pufferldsungen (250 mM) mit unterschiedlichen pH-Werten (3.5, 4.0, 4.5,
4.8, 5.0, 5.2, 5.4, 5.6, 5.8, 6.0, 6.5, 7.0, 8.0) bendtigt. Je pH-Wert-Ansatz wurden 378 pul
Phosphatpuffer des entsprechenden pH-Werts mit 12 pl IWF und 10 pl Substratlosung in
einem 1.5 ml Eppendorfgefal versetzt. Die fiir 1 h bei 37°C stattfindende Enzymreaktion
wurde mit 1 ml Natriumcarbonat-Losung (200 mM) auf Eis abgestoppt. Anschlieend wurde

der Substratumsatz fotometrisch bei 405 nm bestimmt.

2.11.2 Molekulargewichtsbestimmung mittels Gelfiltration

Die Auftrennung der Proteine im Gersten-IWF erfolgte {iber eine Superose 12 HR 10/30 Gel-
filtrationsdule (Pharmacia). Die verwendete ,,Fast Protein Liquid Chromatography,, (FPLC)-
Anlage der Firma Pharmacia bestand aus folgenden Elementen: Pump P - 500, Single Path
Monitor UV - 1 mit Control Unit und Optical Unit sowie Fraction Collector FRAC - 100.
Nachdem die Saule mit 30 ml Elutionspuffer (50 mM Tris/Acetat-Puffer pH 7) bei einer
Flussrate von 0.5 ml/min dquilibriert war, wurde 0.5 ml reiner IWF geladen. Das Sammeln
der in 30-sekiindigem Abstand eluierten Fraktionen (0.25 ml) begann 15 min nach
Probeninjektion. Um die Fraktion mit dem grofSten Gehalt an extrazelluldrer Glucosidase zu
bestimmen, wurde der unter 2.9.2 beschriecbene Enzymtest verwendet. Da bei der
Gelfiltrationsmethode eine Verdiinnung um den Faktor 3 (Rehm 1996) auftritt, wurde das
eingesetzte Probenvolumen auf 50 pl erhoht.

Eine Eichung der Siule erfolgte mit den Standardproteinen: Myoglobin 17 kDa,
Chymotrypsinogen 25 kDa, Albumin 47 kDa, Katalase 232 kDa, Ferritin 440 kDa,
Thyroglobulin 670 kDa. Das Auftragen der logarithmierten molekularen Massen der

Eichproteine gegen das durch drei FPLC-Lédufe ermittelte Elutionsvolumen ergab eine
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Eichgerade. Aus der resultierenden Geradengleichung konnte das Molekulargewicht der
apoplastischen B-D-Glucosidase bestimmt werden. Zugrundegelegt wurde dabei das
Elutionsvolumen bzw. diejenige Fraktionsnummer, in der die hochste B-D-

Glucosidaseaktivitdt nachgewiesen werden konnte.

2.11.3 Isoelektrischer Punkt der B-D-Glucosidase

Bei der Isoelektrischen Fokussierung (IEF) erfolgt eine Trennung amphoterer Substanzen
(Peptide, Proteine) im elektrischen Feld aufgrund ihrer verschiedenen isoelektrischen Punkte
(pI-Werte). Zundchst wird zwischen zwei Elektroden ein stabiler pH-Gradient aufgebaut,
wozu ein Gemisch aus niedermolekularen Tragerampholyten mit unterschiedlichen pI-Werten
verwendet wird. Der pH-Gradient weist an der Anode sein saures Ende und an der Kathode
sein alkalisches Ende auf. Wird ein Protein diesem System zugesetzt, wandert es im
elektrischen Feld zu der Stelle im pH-Gradienten, an der seine Nettoladung Null ist. Somit
konzentriert dieses Verfahren das Protein an seinem isoelektrischen Punkt, weshalb dieser
Vorgang auch namensgebend fiir diese Methode ist. Unterschiede der pI-Werte von 0.01 pH-
Einheiten reichen bereits zur Trennung aus (Kleber 1997).

Die friiher iiblichen Rohrchengele mit 16slichen Ampholyten werden heute hiufig durch das
Immobilin-System (Pharmacia) ersetzt. Dieses System weist eine hohere Stabilitidt der pH-
Gradienten auf, was durch eine in der Polyacrylamidmatrix (4%) kovalente Fixierung der
Gradienten gewihrleistet ist. Die ,Immobiline Dry Strips*“ (pH 3-10, Lange 18 cm;
Pharmacia, Freiburg, FRG), bestechend aus einem Polyesterfilm und aufgebrachter
Polyacrylamidmatrix, sind zudem leichter in ihrer Handhabung als Rohrchengele. Diese
weisen eine wesentlich hohere Fragilitit bei der Beladung mit solubilisierten Proteinproben
auf.

In der Regel werden Proteine aus pflanzlichen Geweben oder Séften vor einer Fokussierung
mit wassrigem Phenol extrahiert sowie ethanolisch gefdllt und somit aufkonzentriert. Dieser
Vorgang wirkt denaturierend auf Proteine, was im Falle des IWF vermieden werden sollte, da
sonst die Detektion der B-D-Glucosidase nicht mehr mdglich ist. Aus diesem Grund wurde
ebenfalls auf Harnstoffzusatz im Lyse- sowie Rehydrierungspuffer verzichtet.

Lysepuffer 14% 5.6 g CHAPS
210 mM 1.358 g Tris
40 ml H,O (ultrapur)
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Rehydrierungspuffer 14% 3.5 g CHAPS
Spuren von Bromphenolblau
25 ml H,O (ultrapur)

Zu 300 pl frisch gewonnenen IWF wurde 28 ul Lysepuffer, 20 pul Rehydrierungspuffer sowie
7 ul DTT (1IM) und 1,75 ,,IPG-Buffer* (Pharmacia) pipettiert. Die Probenapplikation auf den
trockenen Immobilin-Strips erfolgte in Keramikschiffchen, nachdem die Schutzfolie von den
Strips entfernt und sie mit der Acrylamidschicht nach unten hineingelegt wurden. Die ca. 20 h
wihrende Fokussierung erfolgte iiber Nacht bei 16°C im IPGphor (Pharmacia) nach einem
automatisierten Protokoll:

12h  Rehydrierung

lh 500 V
lh 1000 V
5h15 8000V

Die Vollstindigkeit des Laufes war daran zu erkennen, dass sich das Bromphenolblau aus
dem Gelstrip an der Anode konzentrierte. Sofort im Anschluss an die Fokussierung wurden
die 18 cm langen Gelstrips in 0.5 cm Abschnitte geteilt und jeweils in 400 pl Reaktionslosung
(2.9.2) fiir 1h bei 37°C eluiert. Nach Abstoppen der Reaktion auf Eis wurde die
Enzymaktivitit des Uberstands bei 405 nm fotometrisch bestimmt. Jeder Abschnitt
reprasentierte einen Teil des pH-Gradienten. Dem im Enzymtest einem fotometrisch
ermittelten Aktivitdtsmaximum konnte somit ein bestimmter pH-Wert, respektive pl-Wert,

zugeordnet werden.

2.12 Vorversuche zur Reinigung der -D-Glucosidase

2.12.1 Einfluss von Losungsmitteln und anderen Substanzen auf die Stabilitiit der B-D-
Glucosidase

Jedes Enzym besteht aus einer Polypetidkette mit einer spezifischen Aminosduresequenz, die
zu einem kompakten dreidimensionalen Proteinmolekiil gefaltet ist. Die Stabilitdt dieser drei-
dimensionalen Struktur kann durch Lésungsmittel und Salze beeinflusst werden. Einige Salze
und Losungsmittel fordern die Stabilitéit eines Enzyms, andere denaturieren dieses und wieder
andere eigenen sich besser, um Proteine von Chromatographiesdulen zu eluieren. Diese
Kenntnis ist wichtig bei der Entwicklung eines effizienten Reinigungsschemas fiir ein

bestimmtes Enzym. Daher wurden die in Tabelle 2-4 aufgefiihrten Substanzen beziiglich ihrer
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stabilisierenden Wirkung auf die apoplastische B-D-Glucosidase getestet. Als Standard-

enzymtest wurde der unter 2.9.2 beschriebene Enzymaktivitétstest verwendet.

Tab. 2-4 Auflistung aller getesteten Substanzen beziiglich ihres stabilisierenden Einflusses auf die
apoplastische 8-D-Glucosidase.

Substanzen Konzentration Vorinkubation
Glucose 100, 200, 250 mM -

50, 100 mM 30 min bei 37°C
Puffer: Acetat: 0.2 M, Citrat/Phosphat: 0.1/0.2 M -

Succinat: 0.2 M, pH 3.8, 4.8, 5.8
Natriumacetat: 0.2 M, pH 5.4; Citrat-|-
Phosphat: 0.1/0.2 M, pH 5.4; Kalium-
phosphat 0.2 M, pH 5.4; Succinat: 0.2 M, pH
5.4; Citrat: 0.2 M, pH 4.6

Einwertige Methanol: 1%, 2% 30 min bei 37°C

Alkohole Ethanol: 1%, 2%

Zweiwertige Kationen MgCl,, CdCl,, MnCl,, ZnCl,, CuAcetat: 0.5 | 30 min bei 21°C
mM

Anionen KCI, KNOs, K»SOy4: 50 mM 1 hbei 21°C
KCl, KNO;3, K,S04: 100 mM 1 hbei 37°C
CaCl,, MgCl,, MgSQ,, FeSO,4: 100 mM 1 hbei 37°C

NaCl 10, 20, 30, 40, 50, 100 mM 1 hbei 37°C

Protease-Inhibitoren EDTA 5,10 mM 1 hbei 37°C

Pefabloc 5 mM -

2.12.2 Siulenchromatografische Reinigung

2.12.2.1 Anionentauscherchromatografie

Die hierfiir verwendete Anlage (Biocad/Sprint) ist eine weiterentwickelte FPLC-Anlage und
beruht auf der 1989 von PerSeptive Biosystems (Wiesbaden, FRG) eingefiihrten
Perfusionschromatografie. Die sehr effiziente Trennung von nicht membrangebundenen
Proteingemischen basiert im wesentlichen auf der Entwicklung von neuartigem
Saulenmaterial. Die Matrixpartikel verfiigen tiber diffusionszugingliche Poren, wodurch eine
vergroflerte Oberfldche entsteht und die Interaktion von Protein und Losungsmittel mit der
Matrix erhoht wird. Durch die Automatisierung der Perfusionschromatografieanlage kann die
Pufferzusammensetzung oder ein beliebiger Elutionsgradient softwaregesteuert moduliert
werden. Die zur Proteinfraktionierung verwendete Sdule war eine Sml HiTrap Q Séule

(Pharmacia, Freiburg, FRG), die mit einer Matrix vom Typ Q Sepharose gepackt war. Dieser
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Matrixtyp ist ein starker Anionenaustauscher, bedingt durch die positive Ladung [-CH;-
N'(CH3)3] quartéirer Aminogruppen, an die negativ geladene Proteine binden kdnnen.
Generell wird bei der Ionenaustauscherchromatografie (IC) die Wechselwirkung zwischen
entgegengesetzt geladenen Partikeln ausgeniitzt. Auf diese Weise konnen Proteine durch
elektrostatische Wechselwirkung an eine Matrix binden. Diese Matrix kann positiv geladene
(Anionenaustauscher) oder negativ geladene Gruppen (Kationentauscher) tragen. Ausmal} und
Starke der Bindung eines Proteins an einen lonenaustauscher hingt von der Ionenstérke und
dem pH des Puffers, dem isoelektrischen Punkt des Proteins und der Dichte der Ladung auf
der Matrix ab. Vorteile dieser Methode liegen darin, dass das geladene Probenvolumen ein
Mehrfaches des Sdulenvolumens betragen kann, der Reinigungsfaktor hoher liegt als bei einer
Gelfiltration und die geladene Probe aufkonzentriert wird. Bei mehrstufigen Reinigungen
bietet es sich an, eine IC an den Anfang zu stellen, da hinterher die Probe in einem kleineren
Volumen vorliegt und von storenden Extraktbestandteilen befreit ist.

Pufferlosung A: 20 mM Tris-Acetat, pH 8.1
Pufferlosung B: 20 mM Tris-Acetat, pH 8.1, 1 M NaCl

Die Flussrate betrug wihrend der gesamten Fraktionierung 5 ml/min. Gleichzeitig bestimmte
ein UV-Detektor den Proteingehalt der Proben bei 280 nm. Zundchst wurde die Sdule mit 10
ml Pufferlosung A dquilibriert. Es folgte die Beladung der Saule mit IWF, der im Verhéltnis
1:1 mit 40 mM Tris-Acetat-Puffer verdiinnt wurde. Je nach eingesetztem IWF-Volumen (1, 5,
10 oder 15 ml) wurde die Dauer der Siulenbeladung angepasst (30 sec, 2, 4 oder 6 min).
Proteine, die nicht an die Matrix banden oder nur schwach interagierten, wurden anschlieBend
durch Waschen mit dem Bindepuffer (= Pufferlosung A, 10 ml) entfernt. Diejenigen Proteine,
die am Matrixmaterial anhafteten, konnten mit einer 30 mM Salzstufe eluiert werden, wobei
Pufferlosung B automatisch mit Pufferldsung A verdiinnt wurde. Da Proteine unterschiedlich
stark an die Matrix binden, bewegen sich Proteine mit geringerer Affinitdt schneller durch die
Sdule als solche mit hoherer Affinitit. Am Ende einer Fraktionierung muss das
Sadulenmaterial von jeglichen Proteinbestandteilen befreit werden, daher wurde der Salzgehalt
auf 1 M erhoht und anschliefend die Sdule erneut mit Pufferlosung A beladen. Wahrend der
gesamten sdulenchromatografischen Trennung wurden 0.5 ml-Fraktionen in einem
eiswassergekiihlten Probensammler aufgefangen und mittels des in 2.9.2 beschriebenen

Enzymtests auf B-D-Glucosidaseaktivitit tiberpriift.
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2.12.2.2 Batch-Verfahren zum raschen Testen von Chromatografiematerialien

2.12.2.2.1 Hydroxyapatit

Die Hydroxyapatit (HA) - Chromatografie zeigt bei sauren Proteinen gute
Trenneigenschaften. Insbesondere gilt dies fiir {iber IC vorgereinigte Proteingemische. Die
Chromatografie mit HA trennt saure Proteine nach anderen Prinzipien als ein
Ionenaustauscher. Bei HA handelt es sich um ein Calciumphosphatmineral [Cas(PO4);(OH);],
das Proteine iiber zwei Mechanismen binden kann:

(1) Bei basischen Proteinen kommt es zu einer elektrostatischen Wechselwirkung zwischen
den Aminogruppen-(NH, )-Gruppen des Proteins und der negativen Oberflichenladung (-
PO43 7) des Minerals.

(2) Saure Proteine bilden iiber ihre Carboxylgruppen (-COO") Komplexverbindungen mit den
Ca*"-Ionen des Minerals.

Basische Proteine eluiert man entweder mit 0.1 - 0.3 M Losungen von einwertigen Anionen
(CI, F,, SCN") oder mit niedrigen Konzentrationen (1-3 mM) zweiwertiger Kationen (Ca®’,
Mg®"). Im ersten Fall erfolgt die Elution wie bei einem Kationenaustauscher; im zweiten Fall
kommt es zum Verdringen der oberflichengebundenen Proteinaminogruppen durch das
Binden der zweiwertigen Kationen an das Phosphat des Hydroxyapatits. Zur Elution von
sauren Proteinen sind Fluorid- oder Phosphatsalzlosungen (0.05 - 0.15 M) notwendig, nicht
aber ClI' oder zweiwertige Kationen. Der Grund liegt darin, dass F~ oder Phosphat die
Carboxylgruppen des Proteins vom Calcium des Minerals verdrangen. Zweiwertige Kationen
verstirken sogar die Bindung saurer Proteine an Hydroxyapatit.

Aquilibrierungs-, Binde- bzw Waschpuffer: 10 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6.8
Elutionspuffer: 100 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6.8

200 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6.8

300 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6.8

400 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6.8

Fiir das Batch-Verfahren wurden 250 mg pulverisiertes Hydroxyapatit (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Miinchen, FRG) mit 5 ml Aquilibrierungspuffer versetzt, geschiittelt und
sedimentiert. Ein zweiter Aquilibrierungsschritt erfolgte durch die Zugabe von weiteren 5 ml
Puffer. Nach erneuter Sedimentation und Verwerfen des Uberstands wurde das Sediment im
folgenden Bindeschritt mit 0.25 ml IWF und 2.25 ml Phosphatpuffer (10 mM, pH 6.8)
versetzt. Nach kriftigem Schiitteln und 5-miniitiger Sedimentbildung bei Raumtemperatur
wurde der Uberstand abgenommen und Aliquots fiir eine Enzymbestimmung auf Eis gelagert.

Der Riickstand wurde nun mit 2 ml Waschpuffer versetzt. Auch hier wurde nach dem
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Sedimentieren ein Teil vom Uberstand zur Enzymbestimmung zuriickgehalten. Nun erfolgte
die vierstufige Elution, wobei die Konzentration des Kaliumphosphatpuffers schrittweise
erhoht wurde. Die Sedimentationsdauer betrug jeweils 5 min und von jedem Uberstand
wurden Proben auf Eis gelagert. Unmittelbar an die Fraktionierung schloss sich die
Enzymaktivititsbestimmung an (2.9.2, Probenvolumen 50 pl). Dieses Verfahren erlaubte eine
schnelle Aussage, ob das Protein tatsdchlich an das Sdulenmaterial band, die Bindung durch
Waschen des HA gelost wurde und bei welcher Phosphatpufferkonzentration das Protein
eluierte. Die einzelnen Fraktionen wurden ebenfalls einer eindimensionalen SDS-PAGE

zugefiihrt (2.12.3.1).

2.12.2.2.2 Affinititsbestimmung der B-D-Glucosidase an Concanavalin A-Sepharose

Das Lektin Concanavalin A (Con A, aus Canavalia ensiformis) ist ein Protein, das reversibel
an o-D-mannopyranosidische und a-D-glucopyranosidische Zuckerreste von Glycoproteinen
bindet. Bei neutralem pH-Wert liegt Con A als Tetramer vor, wobei jede Untereinheit eine
Bindungsstelle fiir Mn?" und Ca®" besitzt. Die tetramere Struktur ist nur bei hoher Ionenstirke
stabil, weshalb den Puffern bei chromatografischen Trennungen NaCl zugesetzt wird.

Das Lektin Con A ist kovalent an eine Sepharose-Matrix, bestehend aus Agarose, gebunden.
Proteine, die an diese Con A-Sepharosematrix adsorbieren, konnen mit Methylmannose
eluiert werden. Hierbei konkurriert der Zucker um die Bindungsstellen des Con A und
verdrdngt die gebundenen Glycoproteine.

Bindepuffer: 50 mM NaAcetat pH 5.2
500 mM NaCl
1 mM MnCl,
1 mM CaClz
Elutionspuffer: 50 mM NaAcetat pH 5.2
500mM NacCl
1 mM MnCl,
1 mM CaClz
100, 200, 300, 400 oder 500 mM Methylmannose

Zur Affinititsbestimmung der B-D-Glucosidase an Con A wurde 1 ml Con A-Sepharose
(Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, FRG) mit 10 ml Bindepuffer in einem Reagenzglas
versetzt. Nach dem Sedimentieren der Gelmatrix wurde der Uberstand verworfen und erneut
mit 10 ml Bindepuffer gewaschen. Zum &dquilibrierten Gelmaterial (Sediment) wurden 500 pl
Bindepuffer gegeben, kriftig geschiittelt und anschlieBend 400 pl dieses Gemisches mit 100
ul IWF in einem eisgekiihlten 1.5 ml Eppendorfgefdl gemischt. Wiederum wurde bis zur



Material und Methoden 39

Sedimentbildung gewartet und 50 pl vom Uberstand auf B-D-Glucosidaseaktivitit getestet
(2.9.2). Bevor die Fraktionierung der an die Sdulenmatrix gebundenen apoplastischen
Proteine durchgefiihrt wurde, musste die Con A Sepharose mit 400 pl Bindepuffer gewaschen
werden. Der Uberstand wurde auf Enzymaktivitit getestet und anschlieBend verworfen. Es
folgte eine flinfstufige Elution, wobei nacheinander jeweils 400 ul Elutionspuffer (100, 200
und 500 mM Methylmannose) mit dem Gelsediment vermischt, kriftig geschiittelt und fiir
einige Zeit stehen gelassen wurden. Unmittelbar im Anschluss an die Fraktionierung wurden

die auf Eis gelagerten Uberstiinde auf B-D-Glucosidaseaktivitit gepriift.

2.12.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

2.12.3.1 Eindimensionale SDS-PAGE

Die eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine effiziente
Methode, um Proteine entsprechend ihrer apparenten GroBe zu trennen. Sie wurde zur
Analyse der Proteinzusammensetzung der Fraktionen 1im Anschluss an die
sdulenchromatografische Trennung der apoplastischen Proteine sowie nach dem HA-Batch-
Verfahren verwendet.

Das anionische Detergenz SDS (Sodiumdodecylsulfat) bindet an hydrophobe Regionen der
Proteine und versieht diese anndhernd proportional zu ihrer Grof8e mit negativen Ladungen.
SDS denaturiert die Proteine, besonders nach vorheriger Reduktion mit Mercaptoethanol oder
DTT, wund unterbindet Protein-Protein-Wechselwirkung (Quartérstruktur). Bei der
Elektrophorese wandert der SDS-Protein-Komplex im elektrischen Feld zum Plus-Pol.
Wihrend der Wanderung trennt der Molekularsiebeffekt einer pordosen Polyacrylamidmatrix
die SDS-Protein-Komplexe nach ihrem Stockesschen Radius und damit nach ihrer apparenten
molekularen Masse (M;) auf.

Zur Auftrennung der Proteine der chromatografischen Fraktionen wurde das
diskontinuierliche Lammli-System mit Tris-Glycin-Puffer verwendet (Laemmli 1970). Ein
Sammelgel (6% Acrylamid, pH 6.8) tiberschichtet ein Trenngel (12% Acrylamid, pH 8.8).
Zur Denaturierung der Proteine wurden die Proben im gleichen Volumen Probenpuffer gelost
und fiir 1 min auf 95°C erhitzt. Im Sammelgel wurden die Polypeptide auf eine enge
Startzone konzentriert und anschliefend im 12.5%igen Trenngel in einem diskontinuierlichen

Tris-Glycin-Puffersystem aufgetrennt. Zur Abschitzung der Molekulargewichte wurde
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jeweils parallel zu den Proben ein Standardpolypeptidgemisch (Molekulargewichtsmarker)

mitgefiihrt.

Trenngel (12,5% (w/v) Acrylamid)

12.16% (w/v) Acrylamid
0.34% (w/v) Bisacrylamid

25% (v/v) 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8

0.03% (v/v) TEMED

0.45% (v/v) AMPS (10% (w/v)

Sammelgel (6% (w/v) Acrylamid)

5.84% (w/v) Acrylamid
0.16% (w/v) Bisacrylamid

25% (v/v) 1.5 M Tris-HCI, pH 6.8

0.03% (v/v) TEMED

1% (v/v) AMPS (10% (w/v)

Probenpuffer (2-fach)

125 mM Tris-HCI, pH 6.8
10 mM DTT

2.3% (w/v) SDS

10% (v/v) Glycin

0.01% (w/v) Bromphenolblau

Reservoirpuffer
14.4% (w/v) Glycin
3% (w/v) Tris

0.1% (w/v) SDS

Marker (Novex, Marker 12)
Myosin

3-Galactosidase
Phosphorylase b
Albumin (Rind)
Glutamindehydrogenase
Lactat-Dehydrogenase
Carboanhydrase
Trypsininhibitor
Lysozyme

Aprotinin

2.12.3.2 Zweidimensionale PAGE

200.0 kDa
116.3 kDa

97.4 kDa
66.3 kDa
55.4kDa
36.5 kDa
31.0kDa
21.5kDa
14.4 kDa
6.0 kDa

Bei der zweidimensionalen Gelelektrophorese kommt neben der Auftrennung nach der

apparenten molekularen Masse (M;) von Proteinen der isoelektrische Punkt als zweites

Trennkriterium hinzu. Das Verfahren

erlaubt

damit

die

Analyse

komplexer



Material und Methoden 41

Proteinmischungen, wodurch die Polypeptidzusammensetzung eines Gewebes noch deutlicher
in hochdominante und mittelhdufige Proteine unterschieden werden kann.

In der 1. Dimension wurden die Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt (2.10.3) fokussiert.
In der unmittelbar darauffolgenden 2. Dimension konnten sich die fokussierten Proteine in
einem SDS-Polyacrylamid-Gel nach ihrer GroBe auftrennen. Zunichst mussten die
,»Immobilin-Strips* in SDS-Ladepuffer fiir 10 min dquilibriert werden. Slabgelkassetten, die
bereits mit Trenngel (12%) gefiillt waren, wurden nun mit Sammelgel (6%) iiberschichtet.
Anschliefend wurde auf das Sammelgel der ,,Strip* gelegt und durch Agarose-Losung mit
dem Gel verklebt. Das zur Elektrophorese verwendete ISO DALT-System wies die
Besonderheit auf, dass die Slabgelkassetten vertikal inseriert werden konnten und die
Elektrophorese iiber Nacht durchfiihrbar war. Zweidimensionale Gele weisen im Gegensatz
zu eindimensionalen keine Banden auf, sondern Proteinflecken, die ebenfalls mit
Silberfarbung sichtbar wurden.

Aquilibrierungspuffer
50 mM Tris-HCI pH 6.8
6 M Harnstoff
30% (v/v) Glycerin
2% (w/v) SDS
Spuren von Bromphenolblau
200 ml H,O dest.
1 mM DTT
Agarose-Losung
25 mM Tris-HCI, pH 6.8
192 mM Glycin
2% SDS
0.5% (w/v) Agarose
Spuren von Bromphenolblau
100 ml H,O dest.

2.12.3.3 Silberfirbung von Polyacrylamidgelen (nach Blum et al. 1987)

Die Silberfarbung ist eine sehr empfindliche Methode (< 5 ng Protein), um Proteinbanden in
Polyacrylamidgelen zu detektieren. Vor dem Farben wurden die Proteine im Gel fixiert, also
denaturiert und ausgefillt. Dann erfolgte eine Sensibilisierung, wobei das in Spuren
eingelagerte Thiosulfat den Kontrast der spateren Farbung verstédrkt. Die eigentliche Farbung
beruht auf einem Proteinnachweis mit Silbernitrat. Silberionen (Ag") bilden hierbei Komplexe
mit Glutaminsdure-, Asparaginsiure-, und Cystein-Resten der Proteine. Im anschliefenden
Entwicklungsschritt mit alkalischem Formaldehyd kommt es zur Reduktion der Ag'-Ionen zu

elementarem Silber, wodurch die Proteinbanden im Gel sichtbar werden. Die chemischen
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Feinheiten dieser Reaktion sind noch unbekannt. Die Intensitédt der Proteinbanden hdngt dabei
von der Proteinmenge sowie der Art des Proteins ab. Bei Entritt der gewiinschten Farbung
wurde der Entwicklungsprozess durch Zugabe einer Stopplosung beendet. Zum Abschluss
wurde das Gel mit einer methanolischen (50%) Glycerinlésung (3%) behandelt, um beim
Trocknen die Gefahr des Zerreiflens zu verringern. Zwischen zwei Zellophanfolien gespannt

konnte das Gel uber Nacht trocknen.

Fixieren 50% (v/v) Methanol

12% (v/v) Essigsdure

0.02% (v/v) Formaldehyd 1 x 15 min
Waschen 50% (v/v) Ethanol 3 x 10 min
Sensibilisieren 0.02% (w/v) Na,S,0; * 5 H,O 1 x 1 min
Waschen H,O 3 x 20 sec
Féarben 0.2% (w/v)  AgNO;

0.075% (v/v) Formaldehyd 1 x 15 min
Waschen H,O 1 x 20 sec
Entwickeln 6% (W/v) Na,COs

0.02% (v/v) Formaldehyd
0.0004% (W/V) Na28203 *5 HzO
bis zum Sichtbarwerden der Banden

Waschen H,O 1 x 20 sec
Stoppen 50% (v/v) Methanol

12% (v/v) Essigsdure 1 x 10 min
Trocknen 50% (v/v) Methanol

3% (v/v) Glycerin iiber Nacht

2.13 Datenauswertung

In der Regel wurden alle aufgefiihrten Experimente mindestens dreimal wiederholt. Das
Stichprobenmittel sowie die jeweilige Standardabweichung der Stichprobe (0n.;) wurde
berechnet. Der Stichprobenumfang n, die Anzahl der Replikationen, ist in der Legende der

jeweiligen Abbildung oder Tabelle angegeben
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3 ERGEBNISSE

3.1 Untersuchungen zum Vorkommen und der Herkunft des ABA-GE

Salzstress kann ebenso wie Trockenheit eine ABA-Akkumulation in der Pflanze ausldsen.
Salze wirken aufgrund ihrer osmotischen Effekts im AuBlenmilieu (Bodenldsung) dhnlich wie
eine physiologische Trockenheit (Munns 1993). Daher ist es naheliegend, dass bei der
hormonellen Antwort auf diese Stressfaktoren das Hormon Abscisinsdure beteiligt ist.
Hinweisen aus der Literatur zufolge (Bano et al. 1993, 1994) enthilt das Stresssignal aus der
Wurzel neben einem erhohten Gehalt an freier ABA auch vermehrt das Hormonkonjugat
ABA-Glucoseester. Fiir ABA konnten Hartung et al. (1996) zeigen, dass die ABA-
Konzentration in der Bodenldsung einen wichtigen Beitrag zur Hormonhomdostase in der
Waurzel leistet. Die Stirke des in Wurzeln gebildeten und via Xylem transportierten ABA-
Signals kann somit durch die externe Bodenkonzentration aber auch durch Biosynthese
beeinflusst werden. Ob der ABA-Glucoseester-Gehalt im Xylem ebenfalls von externer oder

endogener Herkunft ist, sollen die im folgenden dargestellten Ergebnisse klédren.

3.1.1 Wurzeln und Bléitter von Zea mays

3.1.1.1 Trockenstress

Elf Tage alte intakte Maispflanzen aus Luftkultur sowie Hydrokultur wurden in einen
Klimaschrank zur Austrocknung gehédngt (2.5.1). Im Zeitraum zwischen 0 und 5 Stunden
wurden die intakten Pflanzen geerntet, ihre Wurzeln und Blitter getrennt, gewogen, extrahiert
und mittels ELISA der ABA-GE-Gehalt dieser Gewebe bestimmt.

Wurzelsysteme von hydroponischen Maispflanzen hatten bereits nach 1 h 90% (11 = 4%)
ihres Gewebewassers verloren (Abb. 3-1). In den folgenden 4 h war keine weitere Abnahme
zu verzeichnen. Wurzeln aus Luftkultur besaen nach der 1-stiindigen Austrocknung noch die
Hilfte ihres Gewebewassers (44 * 19%). Insgesamt verlief die Wasserabgabe an die
umgebende Raumluft langsamer, da erst nach 3 h das Niveau der hydroponischen Wurzeln
erreicht wurde. Beim Vergleich der Gewebewasserverluste der Blétter war kein Unterschied
zwischen beiden Anzuchtsformen zu erkennen. In beiden Féllen sank nach 1 h der

Gewebewassergehalt auf einen Wert, der auch in den folgenden 4 h zwischen 20 und 40% lag.
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Abb. 3-1 Vergleich der Wassergehalte von (A) Primarwurzeln und (B) Blattern von Zea mays L. aus
Luftkultur und Hydrokultur nach einem bis zu 5 Stunden wéhrenden Austrocknen. Zum Zeitpunkt 0
min wurden intakte Pflanzen in eine Klimakammer bei 21°C gehingt. Das Frischgewicht der

turgenszenten Blatter und Wurzeln wurde als 100% angenommen. MW x SD, n = 3 Primirwurzeln
bzw. Folgeblatter.

Um zu vermeiden, dass eine Zunahme der ABA-GE-Gehalte in Wurzeln sowie Blittern auf
einen reinen Aufkonzentrierungseffekt zuriickzufiihren ist, wurde der jeweilige Wasserverlust
bei der Berechnung der Gewebekonzentrationen mit einbezogen.

In Primérwurzeln beider Anzuchtsmethoden stieg der ABA-GE-Gehalt gleichermalen (Abb.
3-2 A). Nach der 5-stiindigen Austrocknung war der Gehalt um den Faktor 2.1 bei Luftkultur
und 2.4 bei Hydrokultur gegeniiber dem Gehalt ungestresster Wurzeln (0.92 + 0.51
Luftkultur; 0.82 £ 0,23 Hydrokultur) erhoht. Bei Blittern beider Kulturen kam es zu einem
deutlichen Anstieg ihres ABA-GE-Gehaltes nach der dritten Austrocknungsstunde (Abb. 3-2
B). Am Ende der fiinften Stunde zeigten Blétter der Hydrokultur eine deutliche Erhhung um
den Faktor 6.0 gegeniiber ungestressten Blittern. Aeroponische Blitter wiesen nur eine 1.9-
fache Zunahme auf. Beim Vergleich der zeitlichen Zunahme von Wurzel-ABA-GE-Gehalten
mit Blattgehalten (Abb. 3-2 C, D) war besonders bei der Hydrokultur zu erkennen, dass die
Wurzelgehalte bis zur dritten Austrocknungsstunde iiber denen der Blitter lagen. Die
Metabolisierung von ABA zu ABA-GE in Wurzeln verlief in dieser Zeitspanne somit
schneller als in den Blittern. Nach 5 h Trockenstress war jedoch die Blatt-ABA-
Konzentration gegeniiber den Wurzeln um den Faktor 1.6 bei der Luftkultur und um den

Faktor 2.0 bei der Hydrokultur erhoht. Dieser deutliche Anstieg konnte auf eine nun verstirkt
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ablaufende Metabolisierung der freien ABA in den Blittern oder Deponierung von aus den

Wurzeln stammenden ABA-GE herriithren.
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Abb. 3-2 Abscisinsdureglucoseester-Gehalte in Primirwurzeln sowie Blittern von Zea mays L. aus
Luftkultur und Hydrokultur im Verlauf einer bis zu 5 h anhaltenden Austrocknung. Der ABA-GE-Ge-
halt der ungestressten Kontrollen ist zum Zeitpunkt 0 h angegeben. (A) Vergleich der trockengestress-
ten Wurzeln beider Kulturmethoden. (B) Vergleich der trockengestressten Blétter beider Anzuchten.
(C) Vergleich der gestressten Wurzeln mit Bldttern aus Luftkultur. (D) Vergleich der gestressten
Wurzeln mit Bléttern aus Hydrokultur. MW £ SD, n = 3 Primérwurzeln oder Folgeblitter.

Im Anschluss an die 5-stiindige Austrocknung folgte eine 16 Stunden andauernde
Wiederbewisserung. Nach dieser Bewidsserung waren die Pflanzen so weit regeneriert, dass
sie wieder ihr Ausgangsgewicht besaflen. Der ABA-GE-Gehalt in den Wurzeln beider
Kulturmethoden sank auf den Gehalt der Kontrollpflanzen (Tab. 3-1). Bei den Bléttern war
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jedoch ein weiterer Anstieg der ABA-GE-Konzentration zu verzeichnen; gegeniiber dem 5 h

Niveau um das 4.8-fache bei Luftkultur und um das 5.2-fache bei Hydrokultur.

Tab. 3-1 Abscisinsdureglucoseester-Gehalte in Primdrwurzeln sowie Bléttern von Zea mays L. aus
Luftkultur und Hydrokultur. Zum Zeitpunkt Null sind die ungestressten Kontrollen aufgefiihrt. Mit
zunehmender Dauer (5 h) des Trockenstresses steigen die Gewebegehalte. Im Anschluss an die 5-
stiindige Austrocknung erfolgte eine Wiederbewidsserung. MW = SD, n = 3 Primédrwurzeln oder
Folgeblatter.

Wurzeln Blatter

Austrocknungsdauer  Luftkultur Hydrokultur  Luftkultur Hydrokultur
[pmol g" Fg'] [pmol g Fg''] [pmolg" Fg'] [pmolg Fg']

0Oh 09x0.5 0.8£0.2 1.7£1.2 0.7x0.1

5h 1.9+£0.2 20£0.7 32+£03 4.0%0.6
Wiederbwisserung

16 h 0.6x0.1 1.3£0.7 153+6.8 21.0£6.5

3.1.1.2 Salzstress

Aus der Literatur war ersichtlich, dass sich verschiedene Maisvarietdten stark in ihrer
Salztoleranz unterscheiden. Bei der verwendeten Maissorte Helix lagen diesbeziiglich keine
Daten vor. Daher war es notwendig, den Einfluss des Stressfaktors Salz zu testen, um die
Bedingungen fiir spatere Untersuchungen zu ermitteln.

Maispflanzen der Sorte Helix wurden in Sand kultiviert und téglich mit NaCl-haltiger
Nahrlosung (Kontrolle, 50 mM, 100mM) bewissert. Morphologische Verdnderungen, die das
Wurzel- bzw. Sprosswachstum betrafen, waren nach 23 Tagen Salzbehandlung deutlich zu
erkennen. Ab dem 15. Tag nach Anzuchtsbeginn trat erstmals ein Unterschied im
Sprosslangenwachstum auf (Abb. 3-3 A). Die ungestressten Maispflanzen waren bei
Versuchsende gegeniiber den salzbehandelten Pflanzen um den Faktor 1.8 (50 mM NaCl) bis
2.8 (100 mM NaCl) groBer. Dieser Groenunterschied spiegelte sich auch in der Anzahl der
Blattetagen wider. Die Kontrollpflanzen entwickelten innerhalb der Anzuchtsperiode flinf
Blétter, 50 mM salzgestresste Pflanzen vier und bei 100 mM Salzstress wurden nur drei
Blitter gebildet (Abb. 3-3 B). Somit war auch das Sprossfrischgewicht bei den
Kontrollpflanzen (8.2 = 1.3 g) um das 3.2-fache gegeniiber den 50 mM salzgestressten
Maispflanzen (2.6 + 0.4 g) und um das 7.4-fache gegeniiber den mit 100 mM NaCl
behandelten Pflanzen (1.1 £ 0.3 g) deutlich erhoht. Aus Abbildung 3-3 C wird ersichtlich,
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dass sich bei den Wurzeln mit zunehmender Salzbelastung sowohl die Lange (Kontrolle: 25.7
+ 3.5; 50 mM NaCl: 20.4 £+ 0.8; 100 mM NaCl: 11.8 = 2.3) als auch das Frischgewicht
(Kontrolle: 3.7 = 1.0; 50 mM NaCl: 1.4 £ 0.4; 100 mM NaCl: 0.8 £ 0.1) verringerte. Im
allgemeinen wird jedoch durch Salinitdt das Sprosswachstum stérker beeintriachtigt als das der
Wurzel (Shalhevet et al. 1995). Eine Tatsache, die dieses Experiment bestitigte. Die
Kontrollpflanzen wiesen ein Spross-/Wurzel-Verhéltnis von 2.2/1 auf. Nach der Salzbelastung

mit 100 mM NaCl sank das Verhiltnis auf 1.3/1.
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Die mittels ICP gemessenen Elementgehalte der Blétter sind in Tab. 3-2 aufgefiihrt. Bei den
Elementen S, Mg, Fe und Mn war eine deutliche Abnahme mit steigender Salzkonzentration
in der Néhrlosung zu beobachten. Der Phosphorgehalt der Blitter blieb in etwa gleich.
Salzstress hatte somit keinen Phosphatmangel zur Folge. Der Borgehalt verdoppelte sich
zunichst bei einer Salzkonzentration von 50 mM, fiel jedoch bei 100 mM NaCl unter den
Wert der Kontrollpflanzen ab.
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Tab. 3-2 Elementgehalte der Blitter von 23 Tage alten Maispflanzen aus Sandkultur. Der P&S-
Néahrlosung wurde NaCl in zwei verschiedenen Konzentrationen (50 mM, 100 mM) zugefiigt. Alle
Angaben besitzen die Einheit mg kg Trockengewicht. MW + SD, n = 3 Pflanzen.

Kontrolle 50 mM NacCl 100 mM NaCl

Makronelemente S 12059.3 £470.8 12509.3 £561.9 764.3 £ 172.6
P 13793.0 £424.7 15838.7 £ 467.6 13428.0 £371.6

Mikronelemente Mg  8042.3 +186.28 7176.0 £ 541.2 4903.7 £ 628.2
Ca 19780.6£1917.3  12653.0 £ 984.0 6521.0 £410.0
K 162966.7 £7694.4 108370.0 £+ 6164.4 72080.0 £ 7375.2

Fe 334.8 £ 29.79 257.5+19.1 172.62 £ 14.7
Spurenelemente Mn 486.5+16.7 505.7+15.0 242.0+3.5
Zn 103.8 £9.7 417.2+14.7 223.0+3.0
B 68.8 £ 27.7 153.8 £26.8 183+3.2
Al 98.5t7.7 189.5£21.7 1353t 14.2

Andere Elemente Na 354.8 £ 18.6 68206.7 £ 6085.9 110415.0 £ 11945.0

Allgemein ist bekannt, dass eine steigende Na'-Konzentration im AuBenmedium zu einer
eingeschriankten K'-Aufnahme bei Glycophyten fiihrt. Salzstress 1ost somit einen
Sekundirstress in Form von K'-Mangel aus (Kreeb, 1996). Abbildung 3-4 ldsst erkennen,
dass der Natriumgehalt in den Bléttern mit zunehmender Salzkonzentration um den Faktor
311 anstieg, gleichzeitig der Kaliumgehalt um das 2.2-fache sank. Kontrollpflanzen wiesen
einen starken Gradienten beziiglich ihres Na'-Gehaltes von den ilteren zu den jiingeren
Blittern auf, wobei beim jiingsten Blatt der Na'-Gehalt auf 50% reduziert war. Die mit
Salzstress belasteten Pflanzen enthielten in allen Blattetagen einen erhdhten Na'-Gehalt. Der
K'-Gehalt wies nur bei den mit Salz behandelten Pflanzen einen Gradienten von alten zu
jungen Blittern auf. Die #ltesten Blitter enthielten etwa doppelt soviel K™ im Vergleich zu
den jiingsten. Salzstress beeintrichtigt ebenfalls die Ca**-Aufnahme aus dem Boden (Cramer,
1994). Bei einer Salzkonzentration von 100 mM im AuBenmedium entsprach der Ca*-Gehalt
nur noch ein Drittel von dem der Kontrollpflanzen. Bei den Kontrollen sowie bei den
salzbelasteten Pflanzen war eine stete Zunahme der Ca®’-Gehalte mit steigendem Blattalter zu

finden.
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Abb. 3-4 Blattgehalte an Calcium, Kalium und Natrium von in Sand kultiviertem Mais. Salzstress
wurde durch mit NaCl-angereicherte Nahrlosung (50, 100 mM) appliziert. MW = SD, n = 3 Pflanzen.

Unmittelbar vor der Pflanzenernte wurde die Blattleitfadhigkeit mit einem Porometer
bestimmt. Hier =zeigte sich ebenfalls ein Zusammenhang zwischen reduzierter
Blattleitfahigkeit und NaCl-Gaben in der Nihrlosung (Abb. 3-5). Im Vergleich mit den
Kontrollpflanzen betrug die Blattleitfahigkeit der salzgestressten Pflanzen nur die Hilfte.
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Abb. 3-5 Blattleitfahigkeit von Maispflanzen ohne und mit Salzstress. MW £ SD, n = 3 Pflanzen.
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Salzstress ist neben Trockenheit ein weiterer Faktor, welcher die ABA-Biosynthese
beeinflusst (Lachno & Baker 1986; Wolf et al. 1990; Degenhardt et al. 2000). Aus Abbildung
3-6 A und B wird ersichtlich, dass ABA sowie ABA-GE in Wurzel- und Blattgewebe mit
zunehmender Salzkonzentration im GieBwasser anstiegen. In den 100 mM salzgestressten
Wurzeln war die ABA um den Faktor 2.4 und ABA-GE um den Faktor 1.8 erhdht. Stets war
die ABA-Konzentration um den Faktor 3-5 hoher als die des Glucoseesters. Bei den Bléttern
zeigte sich ein anderes ABA-ABA-GE-Verhiltnis, denn in allen drei Ansédtzen waren beide
Gehalte in etwa gleich hoch. Schon 50 mM NaCl in der Bodenlosung liel den ABA bzw.
ABA-GE-Gehalt um 1.9 respektive 2.3 ansteigen. Bei der Erhohung auf 100 mM NaCl kam
es zu keinem weiteren Anstieg. Eine Verteilung des ABA-GE in den einzelnen Folgebléttern
einer Maispflanze ist in Abbildung 3-6 C dargestellt. Bei den Kontrollpflanzen war der Gehalt
im jiingsten und im é&ltesten Blatt am niedrigsten. Blatter mittleren Alters enthielten hohere
ABA-GE-Konzentrationen. In salzgestressten (100mM) Maispflanzen nahm der ABA-GE-
Gehalt von alten zu jungen Blittern ab. Der hochste ABA-GE-Gehalt war im &ltesten Blatt

feststellbar.
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350 1 paBaGE 350 + OABA-GE
300 300 -
o 250 "o 250
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5 WHontrolle ¢ Abb. 3-6 ABA- sowie ABA-GE-Gehalte
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in Wurzeln (A) und Blattern (B) von
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zunehmenden Salzstress ausgesetzt wa-
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— Blatt darstellt. MW £ SD, n = 3.
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3.1.2. Einfluss von Salzstress auf Xylem-ABA- und ABA-GE-Gehalte in Gerste

Gerstenkeimlinge wurden in einem Hydrokulturmedium mit 50 und 100 mM NacCl kultiviert.
Nach 11 Tagen war eine deutliche Wachstumshemmung der Wurzeln vor allem bei den 100
mM NaCl gestressten Gerstenpflanzen zu beobachten (Tab. 3-3). Mittels der in Material und
Methoden (2.6.2) beschriebenen Saugtechnik konnte Xylemsaft von dekapitierten
Wurzelsystemen dieser Pflanzen gewonnen werden (p = -0.045 MPa, Saugdauer 2 h,
Perfusionsmedium ohne NaCl). Der radiale Wasserfluss durch die Wurzelsysteme verringerte
sich schon bei den mit 50 mM NaCl gestressten Wurzeln um den Faktor 2.2 (Tab. 3-3).
Bestimmungen der ABA- bzw. ABA-GE-Gehalte in den jeweiligen Xylemsdften lieBen
erkennen, dass ihr Gehalt mit zunehmendem Salzstress anstieg. Die Behandlung mit 100 mM
NacCl erhohte die freie ABA nur um das 1.7-fache (Abb. 3-7). Die Freisetzung von ABA-GE

aus dem Xylemparenchym ins Xylem stieg um das 3.4-fache.

Tab. 3-3 Der Einfluss von Salzstress auf das Wurzelwachstum von Gerstenkeimlingen sowie auf den
radialen Wasserfluss (Jy). MW % SD, n = 5 Wurzelsysteme.

Kontrolle 50 mM NacCl 100 mM NaCl
Fg[g] 0.23 +£0.09 0.18 +0.04 0.14 + 0.02
Oberfliche [10™* m?] 159412 13.0+22 9.5+ 1.1
Jv[10° ms™] 6.7+23 3.1+12 33+1.3

1,0
OABA

0,8 - B ABA-GE
_ Abb. 3-7 Transport von ABA- und ABA-GE
e aus dem parenchymatischen Wurzelgewebe
" 0:6 1 I in das Xylem von Gerstenkeimlingen. Die
4"‘ Keimlinge wurden in Hydrokultur mit unter-
o schiedlicher Salzbelastung angezogen. Bei
g 0,4 1 einem subatmosphéarischen Druck von —0.045
& MPa konnte Xylemsaft mittels einer Saug-

apparatur gewonnen werden. MW + SD, n =
0.2 1 4 Pflanzen.
0,0 T i T

0 50 100
NaCl [mM]
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3.1.3 Der ABA-GE-Gehalt in Bodenlésungen

Wissrige Bodenextrakte (pH 7.1 - 7.8) von landwirtschaftlichen Flichen bei Wiirzburg
wurden auf ihren ABA-GE- und ABA-Gehalt untersucht. Legt man die Annahme zugrunde,
dass zum Zeitpunkt der Probenentnahme ABA-GE véllig gelost in der Bodenlosung vorlag,
so reichten die ABA-GE-Konzentrationen von 0.4 nM (unter Sonnenblume im kalkhaltigen
Boden) bis zu 35 nM (unter Sonnenblume im buntsandsteinhaltigen Boden). Der ABA-GE-
Gehalt der Bodenlosung lag immer iiber dem der freien ABA (Minimum: 0.1 nM, Maximum:
4.7 nM). Die einzige Ausnahme bildete der Boden des Fichtenbestandes, wo in der obersten
Schicht 54 nM ABA detektiert wurde. Schon Hartung et al. (1996) belegten, dass saure
Boden, wie im Fall des Standorts unter Fichten (pH 4), hohe ABA-Konzentrationen in der
Bodenlésung enthalten. Ebenfalls in Ubereinstimmung mit Hartung et al. (1996) konnte
weder eine kontinuierliche Ab- noch Zunahme der freien ABA mit zunehmender Bodentiefe
gefunden werden. Dagegen wurde eine abnehmende ABA-GE-Konzentration mit
zunehmender Bodentiefe bei 5 von 6 Feldern beobachtet (Tab. 3-4).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sich mit zunehmender Bodentrockenheit die ABA-
GE-Konzentration in der Bodenlésung erhohte (Abb. 3-4). Im Vergleich zur freien ABA stieg
die ABA-GE-Konzentration um den Faktor 6 an. Die gestrichelten Linien in Abbildung 3-8
sollen aufzeigen, dass dieser Anstieg nicht auf einen reinen Aufkonzentrierungseffekt

zuriuckzufihren ist.

Tab. 3-4 ABA-GE-Konzentrationen (nM) in Bodenwasserproben zweier Bodentypen in Abhingigkeit
zur Bodentiefe (cm). Kalkhaltiger Boden stammte von landwirtschaftlichen Nutzflichen an der
Bundesstrafle 19; rétlicher, buntsandsteinreicher Boden war von Feldern nahe der Ortschaft Gambach
(Landkreis Main-Spessart) entnommen.

kalkhaltiger Boden buntsandsteinhaltiger Boden
Bodentiefe Sonnenblume Mais Roggen  Sonnenblume Kartoffel Weizen
[cm]
2.5 0.7 5.2 0.9 34.9 16.1 5.4
25.0 0.5 4.0 1.1 14.1 13.7 3.6

45.0 0.4 2.8 0.6 3.0 0.52 10.3
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Abb. 3-8 ABA- und ABA-GE-Konzentrationen in der Bodenlosung landwirtschaftlicher Felder bei
Wiirzburg, aufgetragen als eine Funktion der Bodenwasserkapazitit (WK [%]). Die gestrichelten
Linien zeigen die berechnete Aufkonzentrierung von ABA-GE bedingt durch eine Verdunstung des
Bodenwassers. MW t SD, n = 6 Bodenproben.

3.2. Transportstudien durch Wurzelsysteme

3.2.1 Der radiale Transport von ABA-GE

Der radiale Transport von gelosten Substanzen durch eine Wurzel wird insbesondere durch
apoplastische Barrieren beeinflusst. Eine solche Barriere stellt beispielsweise die Endodermis
dar, deren radiale und tangentiale Wénde unterschiedlich starke Inkrustierungen (Suberin)
sowie Auflagerungen (Cellulose) aufweisen konnen. Eine Exodermis ist eine Hypodermis, die
durch Caspary’sche Bénder in ihren radialen Zellwdnden gekennzeichnet ist (Enstone &
Peterson 1998, Zimmermann & Steudle 1998). Um diese Barrierefunktionen genauer
studieren zu konnen, wurden Maiswurzeln in zwei verschiedenen Anzuchtsbedingungen
kultiviert. Im Falle der aeroponischen Kultur entwickelten die Maiswurzeln (Freundl et al.
1998) sowohl eine Endodermis als auch eine Exodermis. Bei der Hydrokultur blieb die
Exodermisbildung aus. Elf Tage alte Maispflanzen, die sieben Tage nach ihrem viertigigen
Vorkeimen in Hydrokultur verbrachten, erreichten ein Frischgewicht von 0.9 + 0.1 g und eine

Wurzeloberfliche von 66.9 + 21.4 cm*> (MW * SD, n = 6). Gleichaltrige Pflanzen aus
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Luftkultur wiesen ein Frischgewicht von 1.0 £ 0.4 g auf und eine Wurzeloberfldche von 93.6
+ 324 cm* (MW % SD, n = 6). Pflanzen beider Kulturmethoden wurden am Mesokotyl
dekapitiert und druckdicht an eine Saugapparatur (2.6.2) befestigt. Bei einem Unterdruck von
-0.045 MPa wurde ein konstanter Wasserfluss vom umgebenden Medium in die Xylemgefalie
und anschlieBend in die Kapillare der Apparatur induziert. Nach 80 min wurde dem

Aullenmedium ABA-GE in einer Konzentration von 100 nM zugefligt.

10

10

A B 100 nM ABA-GE
—— ABA
8+ 8 1 —O—ABA-GE
— 100 nM ABA-GE E
z 67 Z 6
£ 5
2 2
0. . . . . 0 . : : : :
0 40 80 120 160 200 240 0 40 8 120 160 200 240
time [min] time [min]
14
D
12 |
— 10 -
£ E
B z -1
e - 6 1 100 nM ABA-GE §§
s ¥
2 4
‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 0 : : : : :
0 40 80 120 160 200 240
0 40 80 120 160 200 240
time [min]

time [min]

Abb. 3-9 Radialer Transport von ABA-GE in 11 Tage alten Maiswurzeln, die (A) hydroponisch oder
(B) aeroponisch angezogen wurden. Auf die dekapitierten Wurzelsysteme wurde mittels der Saug-
apparatur ein Unterdruck von -0.045 MPa ausgeiibt und somit ein Xylemsaftfluss durch die Wurzeln
hervorgerufen. In 20-miniitigen Intervallen wurde dieser gesammelt und auf seinen ABA- sowie
ABA-GE-Gehalt getestet. Den Wasserfluss durch beide Wurzelsysteme stellen die Grafiken (C) und
(D) dar. MW = SD, n = 5 dekapitierte Wurzelsysteme.

Bei hydroponisch angezogenen Maispflanzen konnte ein endogener ABA-Gehalt im
Xylemsaft von 0.2 bis 0.4 nM (Abb. 3-9 A) ermittelt werden. Obwohl 80 min nach
Versuchsbeginn ABA-GE dem externen Medium appliziert wurde, trat eine Abnahme des
Glucoseestergehalts in den nidchsten 60 min auf. In der selben Zeitspanne war eine Zunahme
der freien ABA-Konzentration im Xylem von 1.1 nM auf 8.0 nM zu verzeichnen, was einen
Anstieg des ABA-Flusses (Japa) um den Faktor 2.2 + 0.3 zur Folge hatte (Tab. 3-5). Freundl
et al. (1998) wiesen nach, dass ein verstirkter radialer Transport von freier ABA ebenfalls

Einfluss auf den radialen Wasserfluss in der Wurzel nimmt. Diese Korrelation war im Falle



Ergebnisse 55

der hydroponischen Wurzel auch deutlich sichtbar. Mit dem Anstieg der ABA-Konzentration
im Xylem erfolgte gleichzeitig eine Zunahme des radialen Wasserflusses von 5.7 auf 8.4 107

m s, also um den Faktor 1.5 + 0.2 (Abb. 3-9 C, Tab. 3-5).

Tab. 3-5 Vergleich der ABA-Fliisse (Jaga [10™° mol m™ s™]), ABA-GE-Fliisse (Jaga.ge [10™° mol m™
s']) und Wasserfliisse (Jy; [10° m s']) in Maiswurzeln aus Hydrokultur mit Luftkultur. Die Fliisse
wurden vor und nach Zugabe von ABA-GE zum AuBenmedium der dekapitierten Wurzelsysteme aus
der ermittelten Konzentration im Xylem und dem Xylemsaftvolumen berechnet. MW + SD, n = 5
dekapitierte Wurzelsysteme.

Hydrokultur Luftkultur
JaBA JABA-GE Jvr JaBA JABA-GE Jvr
vor Zugabe 102+£6.0 92£54 5719 11.0x£5.1 52£29 5.0%0.5
nach Zugabe 286 £7.8 - 84124 94+32 46+33 58x08

Faktor der Zunahme 22+03 1.0+05 15%0.2 1.0£05 1.0x05 1.0x0.5

Zum Vergleich wurde dasselbe Experiment mit Maispflanzen aus Luftkultur durchgefiihrt.
Die Wurzelsysteme dieser Pflanzen besaBlen in ihrer Hypodermis Caspary’sche Bénder
entlang der gesamten Wurzelhaarzone bis etwa 3 cm oberhalb der Wurzelspitze (Freundl et
al., 2000). Die endogene ABA-Konzentration im Xylem (2.2 — 4.6 nM, Abb. 3-9 B) war im
Mittel um den Faktor 11 hoher als bei Wurzeln aus Hydrokultur, die keine Exodermis
aufwiesen. Nachdem ABA-GE zum AuBenmedium gegeben wurde, konnte in den
Xylemsaftproben keine signifikante Zunahme der freien ABA (2.3 — 5.2 nM) gemessen
werden. Die Konzentration des ABA-GE schwankte zwischen 1.1 — 2.6 nM. Nach 100 min
war eine leichte Abnahme des ABA-GE zu verzeichnen. Dennoch konnte das
Hormonkonjugat wihrend der gesamten Versuchsdauer im Xylemsaft nachgewiesen werden.
Die Zugabe des Glucoseesters hatte bei aeroponischen Wurzeln keinen Einfluss auf den
Wasserfluss (Abb. 3-9 D). Der Jaga sowie Japa.ge blieb ebenfalls vor und nach der Zugabe
des ABA-GE auf dem selben Niveau (Tab. 3-5).

3.2.2 Salzstress und der radiale Transport von ABA und ABA-GE

Elf Tage alte Maispflanzen, in Hydrokultur angezogen, waren einem Salzstress von 100 mM
NaCl im Nahrmedium ausgesetzt. Es sollte am intakten Wurzelsytem untersucht werden, ob
diese Stressbelastung zu einem erhohten Transport von ABA und dessen Konjugat aus dem

Wurzelparenchym in das Xylem fiihrt. Die salzbelasteten Pflanzen besaBlen sowohl ein um
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den Faktor 1.6 geringeres Frischgewicht (Kontrolle: 1.0 + 0.2 g; salzgestresste Pflanzen 0.6 £
0.1 g) als auch eine um diesen Faktor geringere Wurzeloberfliche (Kontrolle: 89.9 + 16.2 10™
m?; salzgestresste Pflanzen 55.3 = 7.1 10 m?). Die dekapitierten Wurzelsysteme wurden an
einer Saugapparatur  befestigt. Die Xylemsaftgewinnung erfolgte bei einem
subatmosphérischen Druck von -0.06 MPa. Bei einigen Kontroll- sowie salzgestressten
Pflanzen wurde die Hauptwurzel entfernt. Um zu gewihrleisten, dass die nach einer Stunde
gewonnene Xylemsaftmenge der aus intakten Wurzelsystemen entsprach (Tab 3-6), musste
der Unterdruck bei den abgeschnittenen Wurzelsystemen auf —0.03 MPa reduziert werden.
Eine Ausnahme bildete der Versuchansatz mit salzgestressten Pflanzen, deren Hauptwurzel
entfernt und zusétzlich das Perfusionsmedium mit 10 mM NaCl angereichert war (Tab. 3-6:
SAS). Hier war das Xylemsaftvolumen im Vergleich mit allen anderen Versuchansitzen um
den Faktor 2.4 niedriger. Unabhéngig davon, ob Wurzelsysteme intakt oder dekapitiert waren,
zeigten salzbelastete Wurzeln einen 3.9 bis 7.4-fach hoheren ABA-Transport aus dem
parenchymatischen Gewebe ins Xylem (Tab. 3-6).

Einen deutlich verstirkten ABA-GE-Transport wiesen die Wurzelsystemen auf, deren
Hauptwurzel abgetrennt und das Perfusionsmedium mit 10 mMNaCl angereichert war (Abb.
3-10: SAS). Der Transport war hier um das 4.3-fache hoher als bei Kontrollpflanzen, deren
Hauptwurzel ebenfalls abgeschnitten waren (KA). Beim Vergleich der intakten Wurzelsyteme
(K) ohne und mit Salzstress (S) wurde ABA-GE bei den salzbelasteten Wurzelsystemen um
den Faktor 3 vermehrt ins Xylem transportiert. Bei Wurzelsystemen mit fehlender
Hauptwurzel (KA, SA) war ein um 1.8-fach verstirkter ABA-GE-Transport ebenfalls bei
denen mit Salzbelastung (SA) zu beobachten.

Tab. 3-6 Mittels einer Saugapparatur gewonnener Xylemsaft aus dekapitierten Maiswurzelsystemen
sowie dessen Gehalt an freier ABA bezogen auf das Frischgewicht der Wurzel und die Versuchsdauer.
Die Versuchsdauer betrug 1 h, der angelegte Unterdruck war —0.06 MPa bei intakten Wurzelsystemen
und —0.03 MPa bei solchen, deren Hauptwurzel entfernt wurde (*). K = Kontrollpflanzen; KA =
abgeschnittene Kontrollpflanzen; S = 100 mM salzgestresste Pflanzen; SA = salzgestresste (100 mM)
Pflanzen mit abgetrennter Hauptwurzel, SAS = salzgestresste (100 mM) Pflanzen mit abgetrennter
Hauptwurzel, die zusétzlich 10 mM NaCl im Perfusionsmedium enthielten. MW + SD, n = 4 Pflanzen.

K KA* S SA* SAS*

Xylemsaft [pl] 118.1+14.8 97.4+26.7 123.1+38.8 121.1£57.3 47.7+10.6
ABA[pmol g'Fg'h'] 0.17+0.05 0.12+0.04 0.67+024 0.84+0.37 0.89+0.27
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0,9

Abb. 3-10 Die ABA-GE-Effluxrate ins

0,8 1 Xylem dekapitierter Wurzelsysteme. Der
0,7 - Xylemsaft wurde mit Hilfe einer Saug-
0,6 1 apparatur bei einem Unterdruck von -0.06
0,5 1 MPa (K, S) oder —0.03 MPa (KA, SA, SAS)
0.4 1 nach 1 h gewonnen. K = Kontrollpflanzen;
0,3 1 KA = abgeschnittene Kontrollpflanzen; S =
0,2 4 100 mM salzgestresste Pflanzen; SA = salz-
0,1 'j i gestresste (100 mM) Pflanzen mit abgetrenn-
K KA S

ABA-GE [pmol g Fg" h™]

0,0 -

ter Hauptwurzelspitze; SAS = salzgestresste
SA SAS

3.2.3 Die spezifische Wirkung von ABA-Vorstufen, -Metaboliten und -Analoga auf Jv,
Mit Hilfe der in 2.8.2 beschriebenen Saugtechnik wurde der Einfluss einiger ABA-Vorstufen,
-Metabolite und -Analoga auf den radialen Wasserfluss in Maiswurzelsystemen untersucht.
Die getesteten Substanzen sind in Tabelle 3-8 aufgefiihrt. Neben dem natiirlich
vorkommenden (+)-Enantiomer der ABA wurde auch (-)-ABA getestet sowie die direkte
Vorstufe der (+)-ABaldehyd und dessen (-)-Enantiomer. Die zweite Gruppe an
Testsubstanzen bestand aus ABA-Metaboliten, wozu die (+)-8’-Hydroxymethyl-ABA, die (-)-
Phaseinsdure und das ABA-Konjugat ABA-Glucoseester zihlt. Bei der (+)-8’-
Hydroxymethyl-ABA handelt es sich um ein stabiles Analogon der (+)-8’-Hydroxy-ABA,
dem ersten ABA-Metaboliten des oxidativen Abbaus und direkte Vorstufe der Phaseinsiure.
Die anderen Analoga zeichnen sich durch Modifikationen am 8’-C-Atom aus, wo Ethylen-
sowie Acetylen-Gruppen eingefiihrt sind.

Alle Analoga, die einen Einfluss auf die hydraulische Leitfdhigkeit der Wurzel aufwiesen,
wurden im ELISA auf eine Kreuzreaktion mit dem ABA-Antikorper getestet. Da der optimale
Messbereich bei einer Konzentration von 1 nM liegt, wurden die Analoga entsprechend
verdiinnt. Eine Kreuzreaktion erfolgte ausschlieBlich mit 8’-Hydroxymethyl-ABA (25%ige
Erkennung).

Die Wasser- und ABA-Fliisse vor und nach Zugabe der verschiedenen Analoga sind in

Tabelle 3-9 zusammengefasst.
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Tab. 3-8 ABA-Analoga, die auf ihre Wirkung auf Jy, getestet wurden.

Analogon Strukturformel MW Literatur
[g mol™]
(+)-ABA ~ 264.3 Dunstan et al. 1992
*) on Loy Freundl et al. 1998
O
(-)-ABA PN 264.3 Dunstan et al. 1992
(')O e OH oo Hose et al. 2000
(+)-Abscisyl-Aldehyd ~ 248.3 Hays et al. 1996
“ (oH <|3Ho
(¢]
(-)-Abscisyl-Aldehyd 248.3 Hays et al. 1996
) O\ X
B " cho
(-)-Phaseinséure J}\Séi% 280.3  Balsevich et al. 1994
Q) AN
o 2:3 COOH
(+)-8’-Hydroxymethyl-ABA ;o= 294.3 Rose et al. 1997
XN
(+)O o COOH
(+)-8’-Methylen-ABA 4 276.3 Abrams et al. 1997
+ ',,\ N
( )O OH COOH
(+)-8’-Acetylen-ABA 3 274.3 Rose et al. 1997
) NN Cutler et al. 2000
OH  CooH
o
(1)-8’-Acetylen-ABA Q 274.3 Rose et al. 1997
CHE
o COOH
(1)-8’-Acetylen-ABA- N 288.3 Rose et al. 1997
Methylester >
(%) Cm D
o COOCH;
(£)-ABA-Glucoseester © NP 426.5 Hogge et al. 1993

Sauter und Hartung
2000
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Tab. 3-9 Das Verhiltnis der Wasser- (Jy) sowie ABA-Fliisse (Jaga) nach und vor Zugabe der ABA-
Analoga, sowie der Zeitraum nachdem ein konstanter Wasserfluss erreicht wurde. (MW= SD, n = 4).

Jynach / Jyvor steady-state Jy  Japanach / Jagavor

Zugabe der nach  Zugabe Zugabe der

Analoga der Analoga Analoga

[min]

(H)-ABA 224106 130 19.0 + 7.4
(+)-Abscisyl-Aldehyd 25105 130 522+19.3
(-)-Abscisyl-Aldehyd 33+0.7 250 0.6+0.4
(+)-8’-Hydroxymethyl-ABA 2510.7 130 12104
(1+)-8’-Methylen-ABA 22403 130 124+6.5
(+)-8’-Acetylen-ABA 2.810.6 250 10.8 £3.8
(1)-8’-Acetylen-ABA 29108 310 1291+ 6.6
(£)-8’-Acetylen-ABA methyl ester 0.9 0.1 - -
(-)-Phaseinsiure 1.0+ 0.0 - -
(-)-ABA 1.0+ 0.0 - -
(3)-ABA-Glucoseester 22+0.6 250 6.8+£25

Der ABA-Effekt (Tab. 3-9, Abb. 3-11)
Die Zugabe von (+)-cis-trans-ABA erhohte den Wasserfluss um den Faktor 2.2. Gleichzeitig
konnte ein ABA-Einstrom ins Xylem beobachtet werden. Das kiinstliche Enantiomer (-)-cis-

trans-ABA hatte keinen Einfluss auf die hydraulische Leitfahigkeit der Wurzeln.

ABA-Derivate, die keine spezifische Wirkung auf Jy zeigten (Tab. 3-9, Abb. 3-12)
Ahnlich wie bei der (-)-ABA hatte die Zugabe von Phaseinséure oder (+)-8’-Acetylen-ABA-

Methylester keine Auswirkung auf den radialen Wasserfluss in der Maiswurzel
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5 Abb. 3-11 Die Wirkung von 100 nM (+)-
T o4 B und (-)-ABA auf den radialen Wasser- (Jyt)
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Abb. 3-12 Der Einfluss von 100 nM Phaseinsdure sowie (1) 8’-Acetylen-ABA-methylester auf den
radialen Wassertransport in Maiswurzelsystemen getestet in einem Saugexperiment. Experimentelle
Details sind in der Legende zu Abb. 3-11 beschrieben. MW + SD, n =4.
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Der Effekt von (+)- und (-)-ABaldehyd (Tab. 3-9, Tab. 3-13)

Beide Enantiomere stimulierten den radialen Wasserfluss. Im Falle des (+)-Abscisyl-
Aldehyds war ein Anstieg um den Faktor 2.5 + 0.5 zu verzeichnen. Dieser Effekt sowie der
zeitliche Verlauf war vergleichbar mit dem der (+)-ABA. Der (-)-ABaldehyd 16ste zwar einen
Wasserflussanstieg um das 3.3 £ 0.7-fache aus, Gleichgewichtsbedingungen wurden aber erst
250 min nach Zugabe erreicht. Wurde (+)-Abscisyl-Aldehyd eingesetzt, konnte eine
gleichzeitige Erhohung der (+)-ABA-Konzentration im Xylem gemessen werden. Selbst 5 h
nach Zugabe von (-)-Abscisyl-Aldehyd ins Medium blieb die (+)-ABA-Konzentration im

Xylem unveréndert.
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Abb. 3-13 Der Einfluss von 100 nM (+)- und (-)-ABaldehyd auf den radialen Wassertransport in
dekapitierten Maiswurzelsystemen getestet in einem Saugexperiment durch Anlegen eines
hydrostatischen Unterdrucks von —0.06 MPa. MW = SD, n =4.

ABA-Analoga mit Modifikationen am 8’-C-Atom und ihr Einfluss auf Jy (Tab. 3-9, Abb.
3-15 A-H). (+)-8’-Hydroxymethyl-ABA erhohte den radialen Wasserfluss um das 2.5-fache.
Obwohl dieses Analogon zu 25% vom ABA-Antikérper erkannt wurde, war in den

Xylemsaftproben kein signifikanter Anstieg von ABA-Aquivalenten zu verzeichnen. (+)-8’-
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Acetylenn-ABA forderte den radialen Wasserfluss iiber einen langeren Zeitraum (250 min)
als (+)-8’-Methylen-ABA (130 min). Der Flussanstieg war nahezu gleich. Nach Zugabe
beider Analoga zum Medium stieg die ABA-Konzentration im Xylem an. Das Racemat (+)-

8’-Acetylen-ABA zeigte eine dhnliche physiologische Aktivitit wie das (+)-Enantiomer.
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Abb. 3-15 ABA-Analoga modifiziert am 8’-C-Atom und ihr Einfluss auf den radialen Wassertransport

(A,C,E,G). Jaga t stellt den gleichzeitig auftretenden ABA-Fluss ins Xylem dar (B,D,F,H). MW + SD,
n=4.
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ABA-GE und sein Einfluss auf Jy (Tab. 3-9, Abb. 3-14)

Wie schon unter 3.3.1 aufgezeigt, war auch bei diesem Versuch nach ABA-GE-Gabe ins
Medium eine Forderung des radialen Wassertransportes (Anstieg um den Faktor: 2.2) und
gleichzeitige Erhohung der (+)-ABA-Konzentration im Xylem zu beobachten. Da sich der
Anstieg {liber einen Zeitraum von 250 min erstreckte, kann die Wirksamkeit des ABA-GE mit

der von (+)-8’-Acetylen-ABA verglichen werden.
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Abb. 3-14 Der Einfluss von ABA-GE auf den radialen Wassertransport (A) in der Wurzel. Japa t stellt
den gleichzeitig auftretenden ABA-Fluss ins Xylem dar (B). MW £ SD, n = 4.

3.3 Apoplastische B-D-Glucosidase-Aktivitiit in Maiswurzeln

Die interzellulire Waschfliissigkeit (IWF) von in Hydrokultur angezogenen Maiswurzeln
wurde mit Hilfe des Substrats p-Nitrophenyl-8-D-Glucopyranosid (p-NPG) auf B-D-
Glucosidaseaktivitit getestet. Durch eine zeitabhidngige Inkubation bei 37°C (Abb. 3-15 A)
konnte eine Glucosidaseaktivitit nachgewiesen werden, die innerhalb von 60 min
kontinuierlich zunahm.

Abbildung 3-16 B stellt die Hemmung der Hydrolyseaktivitdt durch ABA-Glucoseester dar.
Mit 5 mM ABA-GE wurde die Hydrolyse des Substrats p-NPG (0.66 mM) auf 52% reduziert.
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Abb. 3-16 A) Zeitabhingigkeit der Hydrolyse von p-NPG. Zur Bestimmung der B-D-Glucosi-
daseaktivitdt in Abhdngigkeit von der Zeit wurde jeweils 10 ul IWF des Wurzelapoplasten 15, 30, 60
und 150 min mit dem Substrat p-NPG inkubiert. (MW + SD, n = 4). B) Kompetitive Hemmung der B-
D-Glucosidase durch gleichzeitige Inkubation mit ABA-GE (0 — 5 mM) und dem Substrat p-NPG
(0.66 mM). MW £ SD, n = 3.

3.4 Der Efflux von ABA-GE und ABA aus kortikalen und steldren Geweben

der Wurzel

Um ins Xylem zu gelangen, muss der im Wurzelsymplast gebildete Ester aus den
Xylemparenchymzellen in den Apoplast freigesetzt werden. Dies wurde an 7 Tage alten und 3
cm langen Wurzelsegmenten, die in Wurzelkortex und Stele separiert waren, untersucht. Die
Trennung der Gewebe erfolgte direkt an der Endodermis, welche meistens zerriss und partiell
an Zentralzylinder und Kortexgewebe haften blieb. Aus Tabelle 3-10 wird ersichtlich, dass
Rindensegmente ein grofleres Frischgewicht sowie eine grofere Oberfliche aufwiesen. Die

Wurzelstelen besallen dagegen einen hoheren Anteil an Trockenmasse.

Tab. 3-10 Vergleich von 3 cm langen Wurzelrinden- mit Zentralzylindersegmenten. Da jeweils sechs
Segmente bei einem Versuchsansatz verwendet wurden, reprisentieren alle Daten immer die Summe
aus diesen sechs Segmenten. MW * SD, n = 84 Versuchsansitze.

FG TG FG/TG in % Oberflache
[10° g] [10° g] [10™ m?]
Wurzelrindensegmente 146.3+20.3 102+2.6 7014 82+1.0

Zentralzylindersegmente 272147 3.0x£0.6 11.5+33 25104
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Abb. 3-17 Freisetzung des ABA-Glucoseesters aus steldren und kortikalen Segmenten in ein hormon-
freies Medium. Jeweils sechs Segmente wurden pro Versuchsansatz verwendet und fiir 24 h mit 5 nM
ABA (A), 50 nM ABA (B), 50 nM ABA plus 10° M Tetcyclacis (C) und 50 nM ABA plus 10° M
Tetcyclacis plus 100 mM NaCl (D) vorinkubiert und anschlieend in ein hormonfreies Medium
uberfiithrt. MW = SD, n = 3.

Wurzelrinden- und Stelensegmente wurden in getrennten Gefdlen 24 h mit 5 nM ABA, 50
nM ABA, 50 nM ABA plus Tetcyclacis und 50 nM ABA plus Tetcyclacis plus 100 mM NaCl
inkubiert. Nach der anschlieBenden Uberfiihrung der Gewebe in hormonfreies Medium wurde
der Efflux des Hormonkonjugats und der freien ABA aus dem Gewebe bestimmt. Abbildung
3-17 zeigt, dass ungeachtet der unterschiedlichen Behandlungen Stelensegmente mehr ABA-
GE ans Medium abgaben als Rindensegmente. Dies war besonders deutlich bei der
Vorinkubation mit 10” M Tetcyclacis, welches den oxidativen Abbau der ABA verringert und
gleichzeitig die ABA-GE-Bildung fordert (Zeevaart et al., 1988). Uberraschenderweise
verringerte eine Behandlung mit 100 mM NaCl die Freisetzung von ABA-GE ins Medium.

In Abbildung 3-18 werden die endogenen ABA-GE-Spiegel vor und nach dem
Effluxexperiment dargestellt. Nach der Vorinkubation mit ABA enthielten die Segmente des
Zentralzylinders mehr ABA-GE als die der Wurzelrinde. Den hochsten ABA-GE-Gehalt

besallen steldre Segmente, die mit 50 nM ABA und Tetcyclacis vorbehandelt waren. Dieses
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Ergebnis stimmt gut mit dem in Abbildung 3-17 dargestellten erhohten Efflux ins
hormonfreie Medium {iberein. Der geringe stelire ABA-GE-Gehalt nach der Vorbehandlung
mit 100 mM NaCl, 50 nM ABA und Tetcyclacis (Abb 3-18 A) erklart somit auch die niedrige
Freisetzungsrate. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Beladung der Segmente mit
ABA die Konjugatbildung forderte, besonders bei gleichzeitiger Hemmung des oxidativen

Abbaus. Diese Konjugatbildung fand verstarkt im steldren Gewebe statt.

604 A M Kortex 6o{ B M Kortex
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‘1.? 50 - o 50 -
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Abb. 3-18 ABA-GE-Gehalte in kortikalen und steldren Gewebesegmenten vor (A) und nach (B) einem
Effluxexperiment. (A) Nach einer 24-stiindigen Beladung mit 5 nM ABA (1), 50 nM ABA (2), 50 nM
ABA plus 10° M Tetcyclacis (3) und 50 nM ABA plus 10° M Tetcyclacis plus 100 mM NaCl (4). (B)
Nach dem 120-miniitigen Efflux in ein hormonfreies Medium.

Ein dhnliches Ergebnis findet man bei der Betrachtung der freien ABA im Gewebe sowie
beim Efflux ins hormonfreie Medium. Aus Abbildung 3-19 wird ersichtlich, dass die
Zentralzylinder sowohl verstirkt ABA aufnehmen als auch abgeben. Jedoch zeigte hier die

Behandlung mit Salz einen deutlicheren Effekt auf den ABA-Efflux als beim ABA-GE.
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3.5 Langstreckentransport durch Sprossabschnitte

Es ist wenig darliber bekannt, ob die aus den Wurzeln stammende und im Xylem
transportierte ABA sowie deren Konjugat verlustfrei durch den Spross weitergeleitet werden.
Jeschke et al. (1997 a, b) als auch Jokhan et al. (1999) haben gezeigt, dass signifikante
Mengen beider Botenstoffe aus dem Spross in die Blitter umverteilt werden konnen. Somit
befindet sich im Xylem oberhalb eines Nodiums eine deutlich geringere Konzentration beider
Botenstoffe. Um eine eventuelle Beteiligung des parenchymatischen Sprossgewebes an der
Modulation des ABA- bzw. ABA-GE-Signals im Xylem aufzuzeigen, wurden
Perfusionsexperimente (2.8.2) mit Bohneninternodien und Mesokotylsegmenten von
etiolierten Maispflanzen durchgefiihrt. Hierbei wurde das verwendete Perfusionsmedium so

verdndert, dass verschiedene Stresssituationen simuliert werden konnten.



Ergebnisse 68

3.5.1 Sprosswachstum und anatomische Parameter

Um ABA-Flisse aus dem umgebenden Parenchym in die Xylemgefifle bestimmen zu
konnen, wurde die innere Oberflache der leitenden Xylemgefd3e bendtigt. Die Leitfahigkeit
der Sprosse und Mesokotyle hingt stark vom Radius der leitenden Gefa3e ab. Eine detaillierte
anatomische Untersuchung war deshalb notwendig.

Etiolierte Maiskaryopsen zeigten ein verstiarktes Mesokotylwachstum. Nach fiinf Tagen im
Dunkeln erreichten die Mesokotyle im Mittel eine Lange von 6.0 £ 1.0 cm, ein Frischgewicht

von 0.21 £ 0.03 g und ihr Durchmesser betrug ca. 2 mm (Tab. 3-11).

Tab. 3-11 Vergleich von etiolierten Maismesokotylsegmenten mit ersten Bohneninternodien. MW +
SD, n = 48 Mesokotylsegmente, n =54 Internodien.

Fg Lange Durchmesser

[g] [em] [em]
Mesokotyl 0.21+£0.03 6.0£1.0 0.22 £ 0.03
Internodium 0.72+0.18 88t 1.5 0.30 £ 0.04

Die anatomische Struktur eines Mesokotylsegments dhnelte sehr stark der einer Maiswurzel.
Obwohl es sich beim Mesokotyl um einen Sprossabschnitt handelte, war im Querschnitt ein
Zentralzylinder erkennbar (Abb. 3-20 A und B) sowie eine sekundédr suberinisierte
Endodermis. Im Zentralzylinder entsprach die Anordnung von Phloem und Xylem ebenfalls
der in einer Wurzel (Abb. 3-20 A2, B2). Allerdings konnte beim Mesokotyl verstarkt
sklerenchymatisches Gewebe an der Peripherie des zentralen Markgewebes beobachtet
werden und einige Lakunen.

Das erste Internodium der Bohnenpflanzen wurde ebenfalls verwendet. Dieses besall nach der
10-tagigen Anzucht im Gewdéchshaus eine durchschnittliche Lénge von 8.8 £ 1.5 cm. Das
Frischgewicht war um das 3.4-fache hoher als das der Mesokotyle und auch der mittlere
Durchmesser von 3 mm war um den Faktor 1.4 grof3er.

Querschnitte zeigten die typischen anatomischen Details eines Sprosses. So konnten im Mittel
15 + 2 ringformig angeordnete Leitbiindel bei 20 Internodien ausgezéhlt werden (Abb. 3-20
C). Es handelte sich dabei um kollateral offene Leitbiindel. Phloem und Xylem wurden durch
ein faszikuldres Kambium getrennt. Auch der Markstrahlenbereich, der oftmals nur sehr
schmal ausgebildet war, wurde von einem sekundidren interfaszikuliren Kambium

durchzogen, und somit war ein geschlossener Kambiumring vorhanden.
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Um die zelluldire Dimension des Xylems zu ermitteln, wurden die mit Toluidinblau
angefdrbten Sprossquerschnitte mikroskopisch ausgewertet. Gefédlle, die kleiner als 6 ym im
Durchmesser waren und zudem keine deutliche Anfarbung ihrer Zellwdnde aufwiesen,
wurden vernachldssigt. Die Bestimmung der Xylemgefdfradien war Voraussetzung fiir die
Berechnung der inneren Oberflidche aller Gefdfle sowie von deren Gesamtvolumen (Tab. 3-

12).

Tab. 3-12 Vergleich des Xylems von etiolierten Maismesokotylesegmenten mit ersten
Bohneninternodien. Die Anzahl sowie Dimensionen der Xylemgefdle wurden mikroskopisch
bestimmt. MW £ SD, n = 20.

Bohneninternodium Maismesokotyl

Anzahl der Xylemgefille 205 £ 46 619

Anzahl kleinerer Gefil3e 191 + 40 519

Radius: 6.3 -21.3 10°m

Anzahl groBerer Gefille 1410 10£1

Radius: 22.5-51.310°m

Durchschnittlicher GefaBradius [m] 144£1410°m  124£1310°m

Gesamte innere Oberfliche der GefiBBe [m?] 145.3 + 50.6 10° m?> 29.1 + 3.1 107 m?
Gesamtvolumen der Gefialle [m?] 104+ 4.510° m? 2.8+0.410° m?

Die Anzahl der Xylemgefde im Bohneninternodium {iberstieg die des Maismesokotyls.
Andererseits war eine deutlich hohere Anzahl an MetaxylemgefiBen mit groflen
Durchmessern bei den Mesokotylen zu finden. Die gesamte innere Oberfldche aller
XylemgefaBe der Mesokotylsegmente war um das 5-fache geringer als bei den Internodien.
Das Gesamtvolumen der Xylemelemente der Internodien iibertraf das der Mesokotyle um den

Faktor 3.7.

3.5.2 Saugexperimente mit Maismesokotylsegmenten und ersten Bohneninternodien

Bohneninternodien oder Maismesokotylsegmente wurden druckdicht an einer Saugapparatur
befestigt. Wéhrend der Saugperiode wurde ein Unterdruck von -0.02 MPa beim
Bohneninternodium und -0.005 MPa beim Mesokotylsegment angelegt. Dieser Unterdruck
bewirkte einen longitudinalen Wasserfluss Jy durch das jeweilige Segment, wie er in einer

transpirierenden Pflanze vorstellbar ist. Die jeweiligen Wasserfliisse der Kontrollen und von
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Segmenten, die mit ABA-GE im Auflenmedium gesaugt wurden, sind in Tabelle 3-13

aufgefiihrt.

Tab. 3-13 Abscisinsdurefluss (Japa) aus dem Xylemparenchym in die Leitungsgefie des Xylems
sowie der Wasserfluss (Jy) durch das erste Bohneninternodium und etiolierte Maismesokotylsegment.
Durch beide Segmente wurde in zwei Versuchsansidtzen iiber 120 min ein ABA-freies P&S-
Néahrmedium (pH 5.8) perfundiert. Beim zweiten Versuchsansatz wurden 40 min nach Beginn das
Saugmedium auf 100 nM ABA-GE eingestellt. MW + SD (n= 6).

Kontrolle ABA-GE
JaBA Jv JaBA Iy
[10"molm™?s']  [10°m*s"]  [10"”molm?s™]  [10°m?s™]
Bohne 1.10 £ 0.39 0.12 +£0.03 1.62 +£0.56 0.09 £ 0.01
Mais 0.85+0.27 0.13+0.04 1.06 £ 0.39 0.14 £0.05
40 16
A 14 C
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Abb. 3-21 Zeitlicher Verlauf der ABA-Konzentrationsédnderung im Xylem (A, B) sowie ABA-Fliisse
(C, D) aus dem parenchymatischen Sprossgewebe ins Xylem von 8.8 cm langen ersten
Bohneninternodien (A, C) und 6.0 cm langen Maismesokotylen (B, D). Das Perfusionsmedium besaf}
einen pH-Wert von 5.8. In einem zweiten Ansatz wurde dem Medium ABA-GE bis zu einer
Endkonzentration von 100 nM zugesetzt. MW * SD, n = 6.
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Wihrend der Passage von ABA-freiem Medium durch Sprosssegmente kam es zu einem
ABA-Efflux aus dem umgebenden parenchymatischen Gewebe in das Perfusionsmedium.
Dies resultierte in einer Xylem-ABA-Konzentration von 3.9 = 1.8 nM bei den
Mesokotylsegmenten und 15.3 *+ 3.4 nM bei den Bohneninternodien. Wurde ABA-GE (100
nM) dem Perfusionsmedium zugefiigt, konnte ebenfalls freie ABA im Xylem gemessen
werden (Abb. 3-21 A, B). Der ABA-Fluss (Jaga) aus dem parenchymatischen Gewebe des
Sprosses in das Xylem wurde berechnet aus der gemessenen ABA-Konzentration im Xylem,
dem Xylemsaftvolumen, den Saugintervallen (in Sekunden) und der gesamten inneren
XylemgefiBoberfliche. Bei beiden Sprosstypen lag Jaga im Mittel bei 1 pmol m? s™ (Tab. 3-
13, Abb. 3-21 C,D).

160 160
140 | A 100nMm ABA 1404 C 100 nM ABA
120 - L { { 120 - ¢
= ] -|— T { I | ) i -
< 100 1 + T 100
< 80 { T < 80 - E i
2 60 2 60 {
40 - 40 -
20{s5%¢ 20 - .
0 T T T T T T 0+ ¢ & - T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Zeit [min] Zeit [min]
200 200
B D
—_ 150 i 100 nM ABA-GE —_ 150 i 100 nM ABA-GE
s [1]1] s ool
O 100 - I T O 100 - ‘ T T
2 [ Il : Feryly
m m
< 50 < 50
0+—o—o—o— T T T T 0+—o9 o9 T T T T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Zeit [min] Zeit [min]

Abb. 3-22 Anderung der ABA- bzw- ABA-GE-Konzentrationen wihrend der Passage durch ein erstes
Bohneninternodium (A, B) und etioliertes Maismesokotyl (B, D). Die Konzentrationsangaben
beziehen sich auf die externe Zugabe des jeweiligen Botenstoffes, wobei diese als 100% angenommen

wurde. MW £ SD, n=5.

Eine Konzentration von 100 nM ABA konnte schon oftmals im Xylem trockengestresster
Pflanzen nachgewiesen werden (Fort et al. 1998). Daher wurde 40 min nach Versuchsbeginn

das Perfusionsmedium auf diese Konzentration eingestellt. Bei beiden Sprosssegmenttypen
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war eine Verzogerung um 30 bis 40 min zu beobachten, bevor die ABA-Konzentration des
Xylems die Konzentration des extern applizierten Mediums erreichte (Abb. 3-22 A, C). Nach
Versuchsende konnte auch im parenchymatischen Gewebe des Bohneninternodiums eine
Erhéhung des ABA-Gehaltes (47.8 + 8.6 pmol g’ Fg') um den Faktor 3 gegeniiber den
Kontrollsegmenten (16.0 + 4.5 pmol g' Fg') gemessen werden. Wurde ABA-GE dem
AuBlenmedium zugefiigt (100 nM Endkonzentration), so erreichte der geerntete Xylemsaft
schon innerhalb der ersten 10 min nach Zugabe die ABA-GE-Konzentrationen des
Perfusionsmediums (Abb. 3-22 B, D).

Eine Tetcyclacisvorbehandlung der Segmente wurde gewihlt, um den oxidativen Abbau der
ABA, die moglicherweise wihrend der Saugperiode in das das Xylem umgebende
parenchymatische Gewebe iibertritt, zu vermeiden (Daeter & Hartung 1990). Tatsdchlich
konnte in diesem Fall eine Erhdhung des Gewebe-ABA-Gehaltes (69.8 + 17.4 pmol g-1 Fg-1)
um den Faktor 4.4 gegeniiber den Kontrollen festgestellt werden. In weiteren
Versuchansidtzen wurde Salzstress, eine Xylem-pH-Erhohung (pH 7) und verstarkter
Transpirationsstrom simuliert (Tab. 3-14). Bei all diesen Behandlungen konnte eine Zunahme
des ABA-Flusses aus den parenchymatischen Zellen in die Xylemelemente beobachtet

werden (Tetcyclacis: + 61%, 100mM NaCl: +109%, pH 7.0: +150 %, -0.04 MPa: +175%).

Tab. 3-14 Abscisinsdure-Fliisse (Japa) ins Xylem aus dem umgebenden Parenchym des ersten
Bohneninternodiums sowie der longitudinale Wasserfluss Jy durch ein solches Segment.
Subatmosphérische Driicke von -0.02 und -0.04 MPa wurden fiir 40 min angelegt. MW = SD, n = 5.

Perfusionsmedien Jv JaBa JaBA
[10°m*s?]  [10"? mol m™?s™] % Erhohung

Kontrolle, pH 5.8 0.12+£0.03 1.03 £ 0.42 0

10° M Tetcyclacis, pH5.8  0.16 + 0.003 1.66 + 0.54 61

100 mM NacCl, pH 5.8 0.16 £0.05 2.16 £ 0.36 109

pH 7.0 0.16 £ 0.003 2.58 £0.37 150

p -0-04, pH 5.8 0.41 £0.01 2.89+0.77 181

Als Voraussetzung fiir die Kalkulation von Jaga und Jy musste sowohl die Menge des
durchgesaugten Mediums als auch die ABA-Konzentration konstant sein. Da dies innerhalb
von 40 min nur bei den internodialen Segmenten der Fall war, wurde eine Berechnung von

Transportparametern fiir die Maismesokotylsegmente nicht vorgenommen.
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Wurde mit 100 nM ABA perfundiert, war eine zusitzliche Erhohung des Xylemsaft-ABA-
Gehaltes zu verzeichnen. Bei der Tetcyclacisbehandlung zeigte sich dieser Effekt besonders

deutlich (+ 100 £ 38%), wéhrend Salzstress, erhohter pH sowie Wasserfluss weniger wirksam

waren (100 mM NaCl: + 32 + 20%, pH 7.0: + 16 £ 20%; Abb. 3-23).
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Abb. 3-23 Der Einfluss von 10° M Tetcyclacis, 100 mM NaCl und pH 7 auf die im Xylem von ersten
Bohneninternodien transportierte ABA-Menge. Das Perfusionsmedium wies einen pH von 5.8 auf
oder wurde durch Zugabe von MOPS-KOH-Puffer auf 7 erhoht. Vierzig Minuten nach
Versuchsbeginn (im Fall von Tetcyclacis waren es 60 min) wurde das externe Medium auf 100 nM
ABA eingestellt. Die Angaben erfolgen in % der externen ABA-Konzentration. MW £ SD, n=5.
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3.6 ABA-GE und die hydrolytische Aktivitiit in Gerstenblatt-IWF

Untersuchungen von Hansen und Dorffling (2000) zufolge ist das haufigste ABA-Konjugat
im Xylemsaft trockengestresster Sonnenblumen der ABA-Glucoseester. Ein verstirkter
Xylemtransport dieses ABA-Konjugates ldsst die Frage aufkommen, welche Funktion der aus
den Wurzeln stammende ABA-GE im Blattapoplasten besitzt. Baier et al. (1990) konnten
aufzeigen, dass der Permeabilititskoeffizient des ABA-GE fiir Plasmamembranen des
Mesophylls sehr gering ist (10" ms™) und somit eine direkte Aufnahme durch Diffusion
unwahrscheinlich erscheint. Abscisinsdure-Glucoseester gilt als ein Endmetabolit der ABA
(Kaiser et al. 1985), der keine physiologische Wirkung auf Stomata oder Meristeme besitzt.
Holden und Rohringer (1985) wiesen durch 2-D-Elektrophorese extrazellulire Glucosidasen
im Apolastensaft von Gerste nach. Diese Entdeckung lie vermuten, dass durch eine
apoplastische Glucosidaseaktivitit ABA aus dem Konjugat freigesetzt werden konnte. Freie
ABA gelangt schlieflich in die Mesophyllzellen und kann dort physiologisch aktiv werden. In
diesem und den folgenden Abschnitten 3.7 bis 3.9 werden die Versuchsergebnisse zu der oben

dargelegten Fragestellung aufgezeigt.

3.6.1 ABA- und ABA-GE-Gehalte in Xylemsaft und IWF von Gerstenkeimlingen

Von dekapitierten Wurzelsystemen 11 Tage alter Gerstenkeimlinge, die ohne und mit einer
Salzbelastung (50 mM, 100 mM NaCl) in Hydrokultur angezogen waren, wurde Xylemsaft
gewonnen. Mittels ELISA konnte die ABA- sowie ABA-GE-Konzentration in den
Xylemsiften ermittelt werden. Aus den erhaltenen Daten war abzulesen, dass der ABA-
Transport im Xylem sowie der des Konjugats mit zunehmendem Salzstress anstieg (Abb. 3-
24 A).

Freie ABA wurde im Konzentrationsbereich von 1.8 + 0.6 nM (Kontrolle) bis 5.8 + 0.4 nM
(100 mM NaCl) nachgewiesen. Die gefundenen Konjugatkonzentrationen reichten von 0.3
nM (Kontrolle) bis 1.3 nM (100 mM NaCl). Daraus ergab sich ein ABA/ABA-Konjugat-
Verhiltnis von 4-7. Untersuchungen von Hansen und Dorfling (1999) bestitigten, dass ABA-
GE den Hauptanteil der im Xylem transportierten ABA-Konjugate darstellt.

IWF aus Primérbliattern von Gerstenkeimlingen, die unterschiedlicher Salzbelastung
ausgesetzt waren, wies dhnliche ABA-Konzentrationen (1.5 £ 0.4 nM bis 4.6 = 0.5 nM, Abb.
3-24 B) auf wie der Xylemsaft. Obwohl Salzstress den ABA-GE-Gehalt im Xylem verstirkte,
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lag die extrazellulire ABA-GE-Konzentration sogar bei einer Salzbelastung von 100 mM

unter 0.2 nM. Das ABA/ABA-Konjugat-Verhéltnis im Blattapoplasten lag somit bei 22-32

(Abb. 3-24 C).
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Abb. 3-24 ABA- und ABA-GE-
Konzentrationen im Xylemsaft (A)
sowie Blatt-IWF (B) von 11 Tage
alten Gerstenkeimlingen, die mit
unterschiedlichen  NaCl-Konzen-
trationen belastet wurden. (C) stellt
das gefundene ABA/ABA-GE-
Verhiltnis im Xylemsaft sowie
IWF dar. MW £ SD, n = 5.

3.6.2 Hydrolyse von ABA-GE durch apoplastische Enzyme

Die Resultate des obigen Abschnittes lassen die Existenz einer hydrolytischen Enzymaktivitat

gegeniiber dem ABA-Konjugat im Gerstenblatt-IWF vermuten. Aus diesem Grund wurde

ABA-GE (10 M) mit IWF (pH 6.5) vermischt und fiir 1 h oder 4 h inkubiert. Abbildung 3-

25 zeigt eindeutig, dass ABA-Glucoseester hydrolysiert wurde und ein Anstieg der freien

ABA mit zunehmender Inkubationsdauer zu verzeichnen war.
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In welchem Ausmall der ABA-GE-Gehalt im IWF einen Einfluss auf die Hydrolyserate der
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extrazelluldren Glucosidase nimmt, konnte mit einer Konzentrationsreihe ausgetestet werden.

Intrazellulire Waschfliissigkeit wurde mit ABA-GE-Konzentrationen im Bereich von 10™ bis
10" M inkubiert und anschlieBend die Freisetzung der ABA ermittelt. Ab dem nanomolaren
Bereich, welcher die natiirlich vorkommenden ABA-GE-Konzentrationen in einer Pflanze

widerspiegelt, konnte bis zu 40% freigesetzte ABA nachgewiesen werden (Tab. 3-15).

Tab. 3-15 Freisetzung von ABA aus ABA-GE mittels extrazelluldrer Glucosidase. Intrazelluldre
Waschfliissigkeit (100 pul) wurde fiir 1 h mit unterschiedlichen ABA-GE-Konzentrationen inkubiert

und anschlieBend die freie ABA analysiert. MW £ SD, n = 3.

eingesetzter ABA-GE freigesetzte ABA freigesetzte ABA

ABA-GE  [mol pro 100ul [10™" mol pro 100ul  in % der eingesetzten
[mol I'']  Versuchsansatz] ~ Versuchsansatz] ABA-GE-Konzentration

107 10° 2.61+0.52 0.003 +0.001

10° 107 2.60 £ 0,26 0.03 £ 0.00

10°° 10" 0.99 £ 0,05 0.10 +0.00

107 10" 0.23+0,11 0.23+0.11

10° 10" 0.16 £0,03 1.57 £0.29

107 10" 0.03 £0.01 3.35+1.34

1070 10" 0.04 £ 0.01 40.50 + 14.46
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3.6.3 Proteinbezogene B-D-Glucosidase Aktivitit in Blattrohextrakt und IWF

Um zu zeigen, dass ein signifikanter Anteil der B-D-Glucosidaseaktivitit des Gesamtblattes
im Apoplast lokalisiert ist, wurde eine Protein- und Aktivititsbestimmung mit
Blattrohextrakten sowie mit Blatt-IWF durchgefiihrt. Die Aktivitdtsbestimmung erfolgte mit
dem Standardtest (2.9.2, 0.66 mM p-NPG als Substrat), der Proteingehalt wurde mit dem Bio-
Rad-Proteintest (2.10.4) bestimmt. Im IWF betrug die B-D-Glucosidaseaktivitdt 5.77 + 0.73
nmol mg™' Protein™ s (MW % SD, n = 5), hingegen im Blattrohextrakt nur 0.36 + 0.02 nmol
mg'1 Protein” s (MW = SD, n = 5). Daraus ergab sich eine 16-fache Anreicherung dieser

spezifischen Aktivitdt im IWF gegentiber dem Blattrohextrakt.

3.7 Stabilitit der B-D-Glucosidase

3.7.1 Stabilititstests mit Losungsmitteln, Salzen und anderen Substanzen

3.7.1.1 Glucose

Polyhydrische Alkohole wie z.B. Zucker werden oftmals eingesetzt, um kéiltelabile Enzyme
zu stabilisieren, aber auch zum Schutz gegen thermische Denaturierung. Um den Einfluss von
Glucose auf die B-D-Glucosidase-Aktivitdit zu ermitteln, wurde dem Standardenzymtest
(2.9.2) 100, 200 und 250 mM Glucose zugesetzt. Schon bei 100 mM Glucose konnte eine
Aktivititssteigerung von 89% gegeniiber der Kontrolle gemessen werden (Abb. 3-26 A).

Der mogliche Schutz vor thermischer Destabilisierung wurde in einem weiteren
Versuchsansatz durch eine 30-miniitige Vorinkubation (37°C) getestet. Der vorinkubierte
Kontrollansatz zeigte einen Aktivititsverlust um 53% gegeniiber der Kontrolle aus der
Direktmessung. Dieser Verlust konnte durch Zugabe von Glucose (50 mM sowie 100 mM)
auf 24 — 28% reduziert werden.
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Abb. 3-26 Einfluss des Zuckers Glucose auf B-D-Glukoseaktivitit. A) Hydrolyserate bei
unterschiedlichen Glucosekonzentrationen (100, 200, 250 mM). B) Hydrolyserate, nach einer 30-
miniitigen Vorinkubation bei 37°C in Anwesenheit von 50 und 100 mM Glucose. MW = SD, n =4.

3.7.1.2 Pufferlosungen
Der zur Standardbestimmung der Enzymhydrolyseraten verwendete Citrat-Puffer (pH 4.6, 0.2
M) wurde durch andere Puffer ersetzt (Abb. 3-27). Bei pH 5.8 konnte bei allen eingesetzten

Pufferl6sungen die grofite Hydrolyseaktivitdt bestimmt werden.
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3.7.1.3 Einwertige Alkohole

Niedrige Konzentrationen (unter 20%) einwertiger Alkohole werden ebenfalls hiufig zur
Stabilisierung von Proteinen eingesetzt. Andererseits dienen Alkohole auch als Losungsmittel
von Effektoren. Wurde zum Standardenzymtest zusdtzlich Methanol und Ethanol (1 - 2%)
pipettiert, konnte weder eine Erhohung noch Erniedrigung der Hydrolyseaktivitit beobachtet
werden (Abb. 3-28). Eine Vorinkubation bei 37°C erbrachte dasselbe Ergebnis.
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3.7.1.4 Aligemeine Wirkung von Salzen auf Proteine

In Abhéngigkeit von ihrer Konzentration beeinflussen Salze zunichst die elektrostatischen
und die unpolaren Wechselwirkungen von Proteinen. Liegen die Konzentrationen unterhalb
0.1 M verindern Salze hauptsichlich die Art der Oberflichenladung. So ist es beispielsweise
moglich, in einem Puffer von geringer lonenstirke unlosliche Proteine durch Salzzugabe
besser zu solubilisieren. In der Regel werden die elektrostatischen Krifte durch den Zusatz
von 0.1 - 0.2 M Salz neutralisiert. Hohere Salzkonzentrationen neutralisieren nicht nur die
elektrostatischen Kréfte an der Proteinoberfliche. Sie wechselwirken auch mit
Strukturelementen der Proteine, oder modifizieren die Struktur der Losungsmittel, oder
bewirken beides zusammen. Als Folge sind Struktur und Stabilitit der Proteine stark

beeinflusst.

3.7.1.4.1 Natriumchlorid

Die Enzymaktivitit der B-D-Glucosidase wurde in Gegenwart unterschiedlicher NaCl-
Konzentrationen bestimmt. Zunichst erfolgte bei 37°C eine Vorinkubation der interzelluldren
Waschfliissigkeit mit NaCl-Konzentrationen von 10 bis 500 mM. Mit diesen Ansédtzen wurde
anschliefend eine Bestimmung der Enzymaktivitit durchgefiihrt. Aus Tabelle 3-16 wird
ersichtlich, dass die Enzymaktivitdten unabhédngig von den eingesetzten Salzkonzentrationen
im Bereich des Kontrollansatzes (0 mM NaCl) lagen.

Wird NaCl in diesen Konzentrationen dem Elutionsmedium wéhrend einer Anionentauscher-
Chromatografie zugefiigt, sollte somit keine NaCl-vermittelte Inhibierung der B-D-

Glucosidase auftreten.
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Tab. 3-16 Empfindlichkeit der B-D-Glucosidase gegeniiber NaCl. 20 pl-Ansitze mit je 10 pl IWF und
unterschiedlichen NaCl-Konzentrationen wurden zusammengegeben. Nach einer Stunde bei 37°C
wurden die Ansétze mit 380 ul Substrat-Losung (0.66 mM p-NPG in Citratpuffer, 2.8.2) aufgefiillt
und die enzymatische Aktivitit der B-D-Glucosidase bestimmt. Eine Normierung auf 100% erfolgte
anhand der Kontrolle (0 mM NaCl). MW + SD, n= 3.

NaCl [mM] 0 10 20 30 40 50 100

Hydrolyseaktivitit [%] 100+5 102+9 99+5 94+3 99+5 93+2 100%9

3.7.1.4.2 Zweiwertige Kationen

Des Weiteren wurde die B-D-Glucosidase-Aktivitdt in Gegenwart verschiedener zweiwertiger
Kationen untersucht. Es zeigte sich, dass Cadmium (0.17 £ 0.01 pmol ul” s7']) sowie Zink
(0.17 + 0.08 pmol pl™ s7']) die Aktivitit auf etwa 55% des Kontrollwertes (0.32 + 0.01 pmol
ul™! s7) reduzierten und Kupfer (0.12 + 0.01 pmol ul” s]) die Aktivitit auf 38% absinken
lie (Tab. 3-17).

Tab. 3-17 Einfluss zweiwertiger Kationen auf B-D-Glukosidase-Aktivitdt. IWF (10 pl) und 10 pl der
Chloridsalze der Kationen Magnesium, Cadmium, Mangan und Zink sowie Kupferacetat wurden
zundchst 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde 380 ul Substratlosung zugefiigt und die
Hydrolyseaktivitit der B-D-Glucosidase bestimmt. Eine Normierung auf 100% erfolgte anhand der
Kontrolle. MW £ SD, n = 3.

Kation” [0.5 mM] Kontrolle Mg2+ cd™ Mn”" Zn”* Cu™

Hydrolyseaktivitdt [%] 100 +2 93+4 553 953 53+2 382

3.7.1.4.3 Die Anionen Chlorid, Nitrat und Sulfat

In einem weiteren Versuchsansatz sollte liberpriift werden, ob die Anionen Chlorid, Nitrat
und Sulfat die Hydrolaseaktivitét beeinflussen. Zunichst wurde der Standardenzymtest mit 50
mM Kaliumchlorid, Kaliumnitrat oder Kaliumsulfat angereichert. Die erhaltenen
Aktivitdtsraten waren im Bereich der Kontrolle ohne Salzzusatz angesiedelt. Eine 30-miniitige
Vorinkubation des IWF bei Raumtemperatur mit den oben genannten Salzen erbrachte in der
anschlieBenden Aktivititsbestimmung dasselbe Ergebnis. Wurde die Salzkonzentration auf
100 mM erhoht, war sowohl beim Versuchsansatz mit Salz als auch bei der einstiindigen
Vorinkubation bei 37°C eine Erniedrigung der Hydrolyserate gegeniiber den Kontrollen zu
beobachten (Abb. 3-29). Am stérksten beeinflusste Nitrat die Enzymaktivitét. Es kam zu einer
auf 40 — 50% erniedrigten Hydrolyserate (Abb. 3-29 A). Da Chlorid und Sulfat die
Enzymaktivitit anndhernd in gleicher Weise herabsetzten, wurde ein weiterer Versuchsansatz

mit diesen Anionen, aber variierenden Gegenionen, angesetzt.
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Abb. 3-29 Einfluss verschiedener Anionen auf die Hydrolase B-D-Glucosidase. A) IWF (10 pl)
wurden mit 10 pl der Salze KCl, K,SO,4 und KNOj in einer Endkonzentration von 100 mM versetzt
und direkt dem Standardenzymtest zugefiihrt. Bei einem zweiten Ansatz inkubierte der IWF zunéchst
mit dem jeweiligen Salz fiir 1h bei 37°C. B) Unter Verwendung der Salze MgSQO,4, MgCl,, CaCl, und

FeSO, wurden ebenfalls wie unter A) beschrieben zwei Versuchansétze durchgefiihrt. MW £ SD, n =
3.

Aus diesem und dem vorhergehenden Versuchsansatz konnte geschlossen werden, dass bei
den Chloriden die Hydrolyseaktivitit in der Reihenfolge der Gegenionen K*, Mg*" und Ca**
abnimmt. Bei den Sulfatsalzen war Magnesium ungefihr gleichzusetzen mit Kalium; Fe*'-
Ionen fiihrten zu einer fast kompletten Inhibierung der B-D-Glucosidase (Abb. 3-29 B).
Bemerkenswertes zeigte das Ergebnis mit Magnesiumsulfat. Nach der Vorinkubation war der
Salzansatz doppelt so aktiv verglichen mit der Kontrolle. Dies konnte auf eine thermische

Stabilisierung der B-D-Glucosidase durch Magnesiumsulfat schlieBen lassen.

3.7.1.5 Protease-Inhibitoren

Zur Verhinderung der Proteolyse eines Enzyms wéhrend der Aufreinigung setzt man haufig
Protease-Inhibitoren zu. Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) eignet sich gut zur
Verringerung der Aktivitit von Metalloproteasen. Intrazellulire Waschfliissigkeit wurde
deshalb mit 5 und 10 mM EDTA versetzt, fiir 1 h bei 37°C inkubiert und anschlieBend eine
Aktivitatsbestimmung durchgefiihrt. Wurde der Kontrollansatz als 100% angenommen, so
war beim Ansatz mit 5 mM EDTA keine Aktivitit mehr zu finden, bei 10 mM EDTA noch
35%. EDTA inaktiviert somit die 3-D-Glucosidase, was vermuten lasst, dass es sich bei der B3-
D-Glucosidase um ein Metallenzym, dessen Aktivitit beispielsweise von Zn®>" abhingig ist,
handeln konnte (Suelter 1990). Als Serin-Protease-Inhibitor wurde Pefabloc in einer
Konzentration von 5 mM eingesetzt. Hierbei war ebenfalls eine leichte Inaktivierung von 13%

gegeniiber der Kontrolle zu verzeichnen.
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3.8 Chromatografische Reinigung der 3-D-Glucosidase

3.8.1 Anionentauscherchromatografische Reinigungsverfahren

Bei diesem Chromatografie-Verfahren wurde mit einer Anionentauscher-Matrix (Q-
Sepharose) gearbeitet, die eine Proteinfraktionierung bei pH 8 ermdglichte (2.12.2.1). Da die
isoelektrischen Punkte (pI) der B-D-Glucosidase im Bereich zwischen 6.4 und 7.4 lagen
(3.9.3), war anzunehmen, dass bei pH 8 das Protein vollig deprotoniert vorlag. Der
verwendete IWF wurde mit Tris-Acetat-Puffer (pH 8.1, 40 mM) im Verhéltnis 1:1 verdiinnt
und iiber eine Ladeschleife auf die Sédule gebracht. Mit 10 ml einer 20 mM Tris-Acetat-
Pufferlosung wurde die Sédule gewaschen und anschlieBend mit 30 mM NaCl-haltiger
Pufferlosung eluiert, wobei die Flussrate 5 ml pro min betrug. Nach erfolgter Fraktionierung
wurde der NaCl-Gehalt im Elutionspuffer auf 1 M erhoht, womit der Reinigungsvorgang
endete. Das Sammeln der Fraktionen erfolgte mittels eines eisgekiihlten Kollektors. Vom 0.5
ml groBBen Probenvolumen wurden 50 pl entnommen, um damit den Enzymaktivititsnachweis
zu fiihren (2.9.2.).

Es wurden vier Fraktionierungen mit jeweils unterschiedlichen Mengen IWF (1, 5, 11 und 16
ml) durchgefiihrt. Das Enzym band gut an den starken Anionenaustauscher Q-Sepharose und
konnte schon frith im Salzgradienten beim Erreichen einer Salzkonzentration von etwa 30
mM NaCl (siehe Pfeil in Abb. 3-30) eluiert werden. Der Enzymtest erbrachte maximale
Aktivitdaten im Bereich der Fraktionen 36 bis 42 (Abb. 3-31).
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Abb. 3-30 Verlaufsprotokoll einer Perfusionschromatografie mit Sml IWF am starken Anionenaus-

tauscher Q-Sepharose. Ein UV-Detektor bestimmte den Proteingehalt der Fraktionen bei 280 nm. Der
Pfeil soll den Elutionszeitpunkt der 3-D-Glucosidase aufzeigen.
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Abb. 3-31 Perfusionschromatografie mit vier verschiedenen IWF-Volumina (A: 1 ml, B: 5 ml, C: 11
ml, D: 16 ml). Die Extinktionsmessungen nach Inkubation der einzelnen Fraktionen mit p-NPG-
Substrat zeigen Enzymaktivitdtsmaxima in Fraktion A: 38, B: 36, C: 40 und D: 41.

In der Regel wurden die Fraktionen, die das Aktivitdtsmaximum enthielten (30 bis 55), und
einige Fraktionen aus dem Bereich mit 1M NaCl einer denaturierenden Polyacrylamidgel-
elektrophorese unterzogen. Anhand des im silbergefarbten SDS-Polyacrylamidgel (12 %)
erkennbaren Proteinmusters sollte die B-D-Glukosidase einer spezifischen Bande zugeordnet
werden. Dies war nicht moglich, da viele apolastische Proteine dhnliche apparente
Molekulargewichte aufwiesen. Im Gel trat ein Reihe von relativ schwachen Banden im
Bereich zwischen 50 bis 70 kDa auf. Aus diesem Grund wurde das anfianglich in die
Fraktionierung eingesetzte IWF-Volumen von 1ml auf 5, 11 und spiter 16 ml erhoht.
Trotzdem konnte keine eindeutige Identifizierung im Gel vorgenommen werden, was
vermuten ldsst, dass der Gehalt an B-D-Glukosidase im IWF sehr gering ist und vor der
chromatografischen Reinigung eine Aufkonzentrierung des IWF erfolgen sollte. Der
Aktivitdtswert der einzelnen Fraktionen multipliziert mit dem Fraktionsvolumen und
anschlieBender Aufsummierung aller Fraktionswerte ergab eine eluierte Gesamtaktivitit.
Wurden geringe Volumen IWF (1 ml und 5 ml) auf die Séule geladen, iiberstieg die eluierte
Gesamtaktivitit deutlich die eingesetzte Aktivitdt (1 ml IWF: 196%; 5 ml: 378%). Dies
konnte darauf zuriickzufithren sein, dass inhibitorische Proteine oder kleinmolekulare
Effektoren (z.B. anorganische Ionen) entweder frither als das Enzym von der Séule eluieren
oder in spéteren Fraktionen vorliegen. Erfolgte die Beladung mit IWF-Volumina von 11 und
16 ml, war die Wiederfindungsrate auf 11-20 % gesunken. Da eine Umpufferung des IWF

nicht ohne grofBen Aktivititsverlust moglich war, wurde IWF direkt auf die
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Chromatografiesdule gebracht. Dabei wire es denkbar, dass zu viele Fremdionen in das
System eingefiihrt wurden und einen Teil der zur Verfiigung stehenden Bindungsstellen
blockierten, was zum gemessenen Aktivitatsverlust flihrte.

Zusammenfassend kann dennoch gelten, dass die Anionentauscherchromatographie mit Q-
Sepharose eine Moglichkeit zur Aufkonzentrierung und auch Teilreinigung des Enzyms
darstellt. Das Enzym band reversibel an das Sdulenmaterial. In reproduzierbarer Weise konnte

ein Aktivititsmaximum bei der Fraktionierung bestimmt werden.

3.8.2 Kompetitive Hemmung der B-D-Glucosidase in den aktivsten Fraktionen der
Anionentauscherchromatographie

Die anionenchromatografisch gewonnene B-D-Glucosidase sollte mittels eines kompetitiven
Hemmungsexperiments auf ihre spezifische ABA-GE-Hydrolyseaktivitit getestet werden.
Dazu wurden Proben der relevanten Fraktionen von zwei sédulenchromatografischen
Auftrennungen (11 ml und 16 ml) zusammen mit 5 mM ABA-GE und 0.66 mM Substrat (p-
NPGQG) fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert. Parallel dazu erfolgte ein Kontrollansatz nur mit p-
NPG. Anschliefend wurde die Extinktion der Proben fotometrisch ermittelt. Eine Hemmung
der Enzymaktivitat durch das Hormonkonjugat ABA-GE konnte bei beiden Fraktionierungen
beobachtet werden. Im Fall der Fraktionierung von 11 ml IWF (Abb. 3-32 A) lag die
Inhibierung der Hydrolyserate zwischen 41.7 und 74.4%, wobei die stirkste Hemmung in
Fraktion 38 gefunden wurde. Dies korrelierte allerdings nicht mit der maximalen
Hydrolyseaktivitit. Die Inhibierung der aktiven Fraktionen des 16 ml-Laufes (Abb. 3-32 B)

war nur im Bereich zwischen 14.4 und 35.8% angesiedelt.
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Abb 3-32 Hemmung der partiell gereinigten B-D-Glucosidase durch ABA-GE. Von zwei
verschiedenen Anionentauscher-Laufen mit 11 ml (A) und 16 ml (B) IWF wurden die aktivsten
Fraktionen ausgewihlt und durch gleichzeitiges Versetzen mit 5 mM ABA-GE und 0.66 mM p-
Nitrophenol-3-D-Glucopyranosid (p-NPG) einem Test auf kompetitive Hemmbarkeit unterzogen. Als
Kontrollansatz diente eine Inkubation nur mit Substrat p-NPG.
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3.8.3 Test von Chromatografiematerialien im Batch-Verfahren

3.8.3.1 Hydroxyapatit

Mittels eines Batch-Verfahrens sollte ausgetestet werden, ob die im IWF enthaltene
Glucosidase an das Tragermaterial Hydroxyapatit reversibel binden kann. Ein
Kaliumphosphatpuffer (10 mM, pH 6.8) diente zum Aquilibrieren des pulverisierten
Hydroxyapatits. Danach erfolgte die Bindung der IWF-Proteine an das Tragermaterial und
daran anschlieBend ein Waschschritt (2.12.2.2.1). Die Elution wurde mit Kaliumphosphat-
puffer im Konzentrationsbereich zwischen 100 - 400 mM durchgefiihrt. Nach all den
genannten Schritten wurden Proben fiir eine fotometrische Bestimmung der B-D-
Glucosidaseaktivitit entnommen. Aus Abbildung 3-33 wird ersichtlich, dass das
apoplastische Enzym relativ gut an das Tridgermaterial band, da auch beim Waschen kaum
eine Ablosung erfolgte. Nach dem Eluieren mit 100 mM Kaliumphosphatpuffern konnten
60% der auf das Triagermaterial aufgebrachten Enzymaktivitét erhalten werden, nach dem 200
mM Elutionsschritt waren es noch 28%. Die summierten Hydrolyseraten der Uberstéinde des
Waschvorgangs und der Elution ergaben in etwa die eingesetzte Enzymaktivitit. Die
Hydroxyapatit-Chromatografie konnte somit als ein mdglicher Teilreinigungsschritt erachtet
werden. Jedoch zeigte das anschlieBend durchgefiihrte eindimensionale SDS-Page, dass in
den relevanten Fraktionen von 100 und 200 mM Kaliumphosphat neben dem gesuchten

Enzym auch andere IWF-Proteine eluierten.
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Abb 3-33 Verteilung der B-D-Glucosidase bei der Fraktionierung an Hydroxyapatit. 250 pl IWF
wurden zusammen mit 2.25 ml Bindepuffer auf dquilibriertes Hydroxyapatit gegeben. Nach erfolgter
Sedimentbildung wurden 50 pl des Uberstandes mit dem Substrat p-NPG inkubiert und die
Hydrolyserate der B-D-Glucosidase bestimmt. Bei allen folgenden Schritten wie Waschen und
Eluieren mit 100, 200, 300 und 400 mM Kaliumphosphatpuffer wurde genauso verfahren. Die
Hydrolyseaktivititen sind in relativer Einheit [pmol pl” s'] angegeben. MW + SD, n = 6, zwei
Versuche mit je drei Replikanten.
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3.8.3.2 Adsorption der B-D-Glucosidase an Concanavalin A-Sepharose

Bei der Affinitatschromatografie spielen Lektine eine wichtige Rolle. Kovalent an Matrizen
(z.B. Sepharose) gekoppelte Lektine bilden eine Affinitdtsmatrix, die in einem Batch-
Verfahren auf ihre Tauglichkeit zur Adsorption eines gesuchten Proteins getestet werden
kann. Concanavalin A (Con A) ist ein Lektin bzw. Protein, das reversibel Zuckerreste von
Glucoproteinen bindet. Da apoplastische Proteine oftmals in glycosylierter Form vorliegen,

wurde Con A-Sepharose auf ihre Eignung zur Reinigung der B-D-Glucosidase getestet.
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Abb 3-34 Verteilung der B-D-Glucosidase bei der Fraktionierung an Con A-Sepharose. 100 pul IWF
wurden mit 400 pl Bindepuffer dquilibrierter Con A-Sepharose gemischt (2.12.2.2.2). Nach erfolgter
Sedimentbildung wurden 50 pl des Uberstandes mit dem Substrat p-NPG inkubiert und die
Hydrolyserate der B(-D-Glucosidase bestimmt. Bei allen folgenden Schritten wie Waschen und
Eluieren mit 100, 200 und 500 mM Kaliumphosphatpuffer wurde genauso verfahren. Die
Hydrolyseaktivititen sind in relativer Einheit [pmol pl" s™'] angegeben. MW + SD, n=6

In Abbildung 3-34 sind die einzelnen Schritte des Batch-Verfahrens zusammengefasst. Zu
IWF wurde mit Bindepuffer dquilibrierte Con A-Sepharose gegeben und nach erfolgter
Sedimentbildung der Uberstand auf Enzymaktivitit getestet. Im Uberstand konnte eine
Hydrolyseaktivitit (0.043 pmol pl”' s™) detektiert werden (23 % der eingesetzten Aktivitit:
0.186 pmol pl' s = 100%), was auf eine unvollstindige Adsorption des Enzyms schlieBen
lieB. Nach dem anschlieBenden Waschen der Affinitdtsmatrix konnten ebenfalls 0.018 pmol
ul' st (18 % der Ausgangsaktivitit) im Uberstand gemessen werden. Bei den
Elutionsschritten mit Methylmannose 16ste sich bei 100 mM der groBite Teil der Proteine
(0.060 pmol pl™' s =32 %), aber auch die Fraktionierungen mit 200 und 500 mM erbrachten
positive Aktivititsbestimmungen (200 mM: 15 %; 500 mM: 6 %). Die summierten
Hydrolyseraten der Uberstinde des Waschvorgangs und der Elution ergaben wie beim

Hydroxyapatit-Batch-Verfahren in etwa die eingesetzte Enzymaktivitit. Als effizienter

Reinigungsschritt ist die Affinitditschromatografie mit Con A-Sepharose eher ungeeignet.
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3.9 Charakterisierung der apoplastischen 3-D-Glucosidase

3.9.1 pH-Profil
Die pH-Abhéngigkeit 3-D-Glucosidaseaktivitdt wurde in Kaliumphosphat-Pufferldsungen mit
unterschiedlichen pH-Werten untersucht. Abbildung 3-35 veranschaulicht eine typische

Optimumskurve mit einem Maximum bei pH 5.5 und einer Schulter bei pH 5.
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Abb. 3-35 pH- Abhingigkeit der B-D-Glucosidase. IWF von 10 Tage alten Gerstenprimérblattern
wurde mit dem Substrat p-NPG fiir 1 h bei unterschiedlichem pH-Wert inkubiert. Die hochste
Aktivitit konnte bei pH 5.5 nachgewiesen werden; sie wurde auf 100% gesetzt. MW = SD, n = 12.

3.9.2 Abschitzung der molekularen Masse der B-D-Glucosidase

Die Auftrennung apoplastischer Proteine nach ihrem apparenten Stockesschen Radius erfolgte
mittels Gelfiltration mit anschlieBender Aktivititsbestimmung (2.9.2) in den einzelnen
Fraktionen. Auf diese Weise konnte diejenige Fraktion identifiziert werden, welche die grofite
Hydrolyseaktivitit gegeniiber dem Substrat p-NPG aufwies (Abb. 3-36). Insgesamt wurden
12 Gelfiltrationsldufe durchgefiihrt, wobei 1 mal Fraktion 49, 8 mal Fraktion 50 und 3 mal
Fraktion 51 die Hauptaktivitdt enthielten. Da Fraktion 50 mit 67 % am héiufigsten die hochste
Aktivitit zeigte, konnte liber die mit Eichproteinen zuvor erstellte Eichgerade auf die

apparente molekulare Masse (Mr) von 51 kDa geschlossen werden.
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Abb. 3-36 Trennung von 500 ul IWF {iber eine Superose-12-Gelfiltrationssdule mit anschlieBender

Identifizierung der Enzymaktivitidt in den gewonnenen Fraktionen. MW t+ SD, n = 12 Gelfiltra-
tionslaufe.

3.9.3 Bestimmung des isoelektrischen Punktes der 3-D-Glucosidase

Die Kenntnis des isoelektrischen Punktes (pl) eines Enzyms gibt zum einen Richtlinien fiir
die Anwendung der Ionenaustauscherchromatografie. Beispielsweise lassen sich die meisten
Proteine mit einer Anionentauscher-Matrix bei pH-Werten oberhalb ihres pl fraktionieren.
Zum anderen kann mit dieser Mecthode ermittelt werden, ob die extrazellulare B-D-
Glucosidase mehrere Isoformen aufweist. Ein Hinweis diesbeziiglich war schon bei der
Bestimmung des pH-Optimums ersichtlich, da eine zweite Schulter gefunden wurde (3.9.1).
Abbildung 3-37 zeigt eindeutig, dass im isoelektrisch fokussierten IWF drei Isoformen der B-
glukosidischen Hydrolase enthalten waren. Ihre pI-Werte konnten aufgrund der Kenntnis des
im verwendeten Immobilin-Streifen enthaltenen pH-Gradienten (3-10) den pH-Werten 6.4,

7.0 und 7.4 zugeordnet werden.
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Abb. 3-37 Isoelektrische Fokussierung der extrazelluldren 3-D-Glucosidase in Gerstenprimérbléttern.
Die in 300 pl IWF enthaltenen Proteine wurden auf einen Immobilin Dry Strip (Pharmacia, Uppsala)
mit einem pH-Gradienten von 3 - 10 aufgebracht und fiir 18 h fokussiert. AnschlieBend wurde der
Strip in 0.5 cm Stiicke unterteilt und die Enzymaktivitdt mit dem Substrat p-Nitrophenol-B-D-
Glucopyranosid (p-NPG) bestimmt. MW £ SD, n = 4.

3.9.4 Zweidimensionale Trennung der IWF-Proteine

Die zweidimensionale Trennung von Proteinen ist eine Technik, die zur Analyse komplexer
Proteingemische von O’Farrell 1975 entwickelt wurde. In der ersten Dimension (IEF) erfolgt
die Trennung der Proteine nach ihrem isoelektrischen Punkt, widhrend in der zweiten
Dimension (Diskelektrophorese, Laemmli 1970) eine Auftrennung nach der Molmasse
geschieht.

Zunichst wurde eine Phenolféllung mit IWF-Proben (1 ml) von ungestresster und mit 100
mM NaCl-gestresster Gerste durchgefiihrt. Die auf Immobilin Dry Strips aufgebrachten
Prézipitate (2.11.3) waren nach einer 18-stiindigen Fokussierung in den Streifen fixiert.
AnschlieBend wurden die Streifen dquilibriert und mit einer Agarose-Losung an ein 12%iges
SDS-Gel geheftet. Es folgte eine Elektrophorese iiber Nacht. Mit einer Silberfirbung wurden
die Proteinflecken im Gel sichtbar.

Zwei-D-Gele mit IWF von ungestressten Gerstenprimarblittern wiesen insgesamt nur sehr
wenige Proteinflecken auf, wobei die meisten im pH-Bereich zwischen 6 und 8 anzutreffen
waren. Da ein Marker zusammen mit den Streifen auf das Gel geladen wurde, konnte diesen

Proteinflecken ein apparentes Molekulargewicht zwischen 50 und 66 kDa zugeordnet werden
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(Abb. 3-29 Kontrolle). Dies bestdtigte zum einen die Kenntnis, dass viele denaturierte IWF-
Proteine ein Molekulargewicht zwischen 10 und 60 kDa aufweisen (Dietz 1997). Zum
anderen sind die Proteinflecken an der Stelle im Gel lokalisiert, wo man das Enzym B-D-
Glucosidase aufgrund ihres Molekulargewichts (51 kDa) und ihrer pl-Werte (6.4 - 7.4)
erwarten wiirde. Eine genauere Identifizierung war jedoch noch nicht moglich.

Untersuchungen von Wichert (2000) zeigten, dass Salzstress die B-D-Glucosidase-Aktivitat
im Blattapoplasten um das 7-fache ansteigen ldsst. Dies konnte auf eine erhohte Biosynthese
des Enzyms hindeuten, was im 2-D-Gel groBere Proteinflecken hervorrufen miisste.
Alternativ konnte das vorhandene Enzym unter Salzstress eine deutliche Aktivierung
erfahren. Beim Vergleich der 2-D-Gele von Kontroll-IWF mit dem salzgestresster Gerste war
eine Verstarkung der Proteinflecken im Bereich zwischen 50 und 66 kDa erkennbar (Abb. 3-
29). Zusitzlich traten weitere Proteinflecken im pH-Intervall 6.5 bis 8 mit einer Molmasse
von ungefdhr 20 kDa in Erscheinung. Allgemein fiihrt Salzstress zu einer Erhdhung des
Proteingehalts im Apoplast, insbesondere das Salzstressprotein Osmotin wird bei hohen
NaCl-Konzentrationen akkumuliert (Dietz 1997, Kreeb 1996). Es liegt in verschiedenen
Isoformen vor und seine molekulare Masse variiert von 25 bis 50 kDa. Eine salzbabhédngige
Steigerung der Enzymaktivitdt lie§ sich auch bei verschiedenen sauren Hydrolasen und die

gujacolabhingige Peroxidase feststellen (Ramanjulu et al. 1999).
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Abb. 3-38 Zweidimensionale Auftrennung von Blattapoplasten-Proteinen aus unbelasteten und mit
100 mM NaCl gestressten Gerstenpflanzen. Es wurde jeweils 1ml IWF mit Phenol gefillt und
isoelektrisch fokussiert. In der anschlieBenden zweiten Dimension wurden die Proteine in einer SDS-
Gelelektrophorese nach ihrer apparenten molekularen Masse aufgetrennt. Die Fiarbung erfolgte mit
Silbernitrat.
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4 DISKUSSION

4.1 Die Beteiligung des ABA-GE am Wurzel-Spross-Stresssignal

Hormonkonjugate, wie ABA-Glucoseester, sind Produkte der Biotransformation von
Phytohormonen in pflanzlichen Geweben. Diese Biotransformation ist ein wichtiger
Mechanismus der Hormonhomdoostase in pflanzlichen Zellen, die neben der Konjugation auch
durch Transport und anschlieBender Metabolisierung aufrechterhalten wird. Der Katabolismus
pflanzlicher Hormone kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. Im Falle der Abscisinsdure
konnen durch einen oxidativen Abbau die physiologisch unwirksamen Metabolite
Phaseinsdure (PA) und Dihydrophaseinsdure (DPA) entstehen. Indolessigsdaure wird ebenfalls
oxidativ in 3-Methylenoxindol umgewandelt. Durch chemische Verdnderungen erfahren auch
Gibberelline eine Umwandlung in physiologisch weniger aktive Formen. Adenosin wird
durch eine oxidative Spaltung aus Zeatin freigesetzt. Einen alternativen Mechanismus der
Biotransformation pflanzlicher Hormone stellt die kovalente Verkniipfung mit
niedermolekularen Verbindungen wie Zucker, Aminosduren und Peptide dar. Diese
konjugierten Formen sind in der Regel physiologisch inaktiv. Sie werden in den Vakuolen der
Pflanzenzellen angereichert, wo sie beachtliche Konzentrationen erreichen konnen. Einmal in
der Vakuole deponiert, repridsentieren sie einen inaktiven Pool, da ihre hydrophilen
Eigenschaften einen erneuten Transport iiber den Tonoplasten ins Cytoplasma der Zelle
verhindern. Kaiser et al. (1985) konnten eine starke Kompartimentierung des ABA-GE und
anderer noch nicht identifizierter alkalistabiler ABA-Konjugate in den Vakuolen des
Mesophylls von  Gerstenbldttern aufzeigen. Diesbeziigliche Untersuchungen mit
Suspensionszellen von Lycopersicon esculentum bestdtigten die stressinduzierte vakuolidre
Anreicherung des ABA-GE (Lehmann und Glund 1986).

Phytohormonkonjugate dienen auch als Transportformen beim Langstreckentransport im
Xylem. Als Haupttransportform der Cytokinine gilt das Zeatinribosid (Fusseder et al. 1992;
Bano et al 1993, 1994; Kamboj et al. 1998). Gibberelline liegen hauptsachlich als Glucose-
Konjugate vor und konnten in dieser Form im Blutungssaft von Bidumen (Dathe und
Sembdner 1978; Dathe et al. 1982) nachgewiesen werden. Uber eine Translokation von
Auxin-Konjugaten im Xylem liegen keine Hinweise vor.

Da in den letzten 10 Jahren immer haufiger ABA-Konjugate im Xylemsaft gestresster

Pflanzen nachgewiesen wurden (siche 1.2), stellte sich die Frage, ob der ABA-GE



Diskussion 93

moglicherweise ein weiteres Wurzel-Spross-Stresssignal darstellt. Zu Beginn dieser Arbeit
war nicht bekannt, woher der im Xylem auftretende ABA-GE stammt, ob externe oder interne
Quellen hierbei eine Rolle spielen. Ebenso wenig war der radiale Transport innerhalb der
Wurzel zu den Xylemelementen der Stele untersucht. Beim Transport innerhalb des Sprosses
konnten mogliche Verluste ins angrenzende parenchymatische Gewebe auftreten. Dariiber
hinaus sollten Untersuchungen kldren, welche Funktion der mit dem Xylemstrom in den
Blattapoplasten gelangte ABA-GE besitzt. Anhand des Schemas in Abbildung 4-1 werden im
Folgenden Faktoren, welche die Bildung und den Transport des ABA-GE in einer Pflanze

beeinflussen konnen, aufgezeigt.

C Blatt

Bz Sr
!

Phloem Xylem Palisaden- Stoma
A Wurzel parenchym
= ABA-GE
= ABA
; — Xylem
@ RB-D-Glucosidase — Phioem

(0 ABC-Transporter

VR
Exodermis Endodermis  Xylem
Rhizodermis Kortex Perizykel

Abb. 4-1 Eine schematische Darstellung der Herkunft, des Transportweges und des Schicksals des
ABA-GE in einer vegetativen Pflanze. Die Pfeile verdeutlichen den Fluss des ABA-GE (rot) und
freier ABA (blau) in der Wurzel (A), dem Spross (B) und dem Blatt (C). Im Text wird auf die
Nummerierung in den einzelnen Ausschnitten Bezug genommen. Die extrazellulire B-D-
Glucosidaseaktivitit ist durch einen hellgriinen Kreis dargestellt; den vermuteten ABC-Transporter in
den Plasmamembranen des Xylem- und Palisadenparenchyms kennzeichnet ein hellblaues Oval. Die
Zellwandverdickungen der Exo- und Endodermis heben sich durch eine Gelbférbung von den grauen
Zellwdanden ab. Im Blatt sind ausschnittsweise ein Leitblindel, ein Querschnitt durch das
Palisadenparenchym und ein einzelnes Stoma abgebildet. Die Farbgebung entspricht der in der
Waurzel. Gz : Geleitzelle; Sr: Siebrohre; Tr: Tracheide.
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4.1.1 Der radiale Transport des ABA-GE in der Wurzel

4.1.1.1 Herkunft des ABA-GE

Fiir das Wurzelwachstum und ihre Entwicklung ist ein bestimmter Phytohormon-Gehalt in
der Bodenlosung notwendig (Miiller et al. 1989). Die Aufnahme externer Pflanzenhormone
aus dem Boden und deren Transport zu oberirdischen Pflanzenteilen konnen das
Sprosswachstum beeinflussen. Frankenberger und Arshad (1995) fassten solche aus dem
Boden stammenden hormonellen Stimuli in einem detaillierten Uberblick zusammen.

Im Xylemsaft detektierbarer ABA-GE kann aus externen, aber auch internen Quellen
stammen. Freie ABA wurde schon durch Hartung et al. (1996) im Bodenwasser in einem
Konzentrationsbereich zwischen 0.8 bis 4.3 nM nachgewiesen. In Bodenproben, die unter
verschiedenen landwirtschaftlichen Nutzpflanzen entnommen wurden, war ebenfalls eine
ABA-GE-Konzentration der Bodenlosung zwischen 0.4 nM bis zu 35 nM ermittelbar. Der
ABA-GE-Gehalt lag immer iiber dem der freien ABA. Im Gegensatz zur freien ABA
(Hartung et al. 1996) konnte eine Abnahme der ABA-GE-Konzentration mit zunehmender
Bodentiefe und wachsendem Abstand von der Wurzel festgestellt werden. Der gleichzeitig
beobachtete Anstieg des Bodenwassergehaltes konnte dieses Phdnomen teilweise erkldren
(3.1.3).

Ob ABA-GE unter Stressbedingungen auch endogen verstirkt im Wurzelgewebe gebildet
wird, sollte ein Austrocknungsexperiment zeigen (siehe 3.1.1.1). Intakte Maispflanzen aus
Luftkultur und Hydrokultur wurden zu diesem Zweck in eine Klimakammer zum
Austrocknen gehéngt. In den Primdrwurzeln beider Anzuchtsmethoden stieg der ABA-GE-
Gehalt mit zunehmender Austrocknungsdauer. Nach einer dreistiindigen Austrocknungsdauer
war der ABA-GE-Gehalt in den Primadrwurzeln aus Luftkultur um den Faktor 2.6 bzw. 2.2 bei
den Primdrwurzeln aus Hydrokultur angestiegen. Daraus konnte geschlossen werden, dass
ABA-GE,y sowohl extern aus dem Boden stammt (Abb. 4-1: 1,2 und 3) als auch aus einer
stressbedingten Neusynthese im Wurzelgewebe hervorgehen konnte (Abb. 4-1: 4).

In beiden Féllen stellte sich die Frage nach dem Transportweg zu den Fernleitungsbahnen im
Zentralzylinder. Die physikalisch-chemischen Eigenschaften des Glucoseesters erlauben im
Gegensatz zur ABA keine freie Diffusion iiber Plasmamembranen (Baier et al. 1990). Wird
ABA-GE aus dem Boden in den Wurzelapoplasten aufgenommen, dann miisste dieser auf

apoplastischem Wege innerhalb der Wurzelrinde zur Stele transportiert werden.
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4.1.1.2 Apoplastische Barrieren und ihr Einfluss auf den radialen Transport
konjugierter ABA in der Wurzel

Exodermis und Endodermis gelten anatomisch als Abschlussgewebe. Die innerste Zellschicht
des Wurzelkortex wird durch die Endodermis gebildet, die in ihren radialen Zellwdnden
,»Caspary’sche Bénder* aufweist (Caspary 1866). Ein solches Band beschrinkt sich auf einen
Teil der Zellwand (Primidrwand) und besteht aus Lignin und Suberin. Bereits durch das
Vorhandensein dieses Caspary’schen Bandes ist eine apoplastische Barriere in diesem
Bereich voll ausgebildet (Peterson 1988). Es handelt sich dabei um eine Endodermis des
primdren Stadiums. Im sekunddren Stadium wird der Zellwand dieser Zellen eine
Suberinlamelle aufgelagert, der im tertidren Stadium weitere Celluloseschichten mit
Inkrustierungen aus Suberin und Lignin folgen. Oftmals erscheinen Zellen des tertidren
Stadiums im Querschnitt u-formig, da die Celluloseauflagerung nicht allseitig stattfindet. Im
duBeren Bereich des Wurzelkortex kann sich die unmittelbar an die Rhizodermis angrenzende
Zellschicht zu einem weiteren Abschlussgewebe, der Hypodermis, umbilden. FEine
Hypodermis, die ebenfalls in ihren radialen Wanden Caspary’sche Bander aufweist, wird auch
als Exodermis bezeichnet. Nur 9 % der liber 200 untersuchten Angiospermenarten bilden
keine Exodermis (Permulla et al. 1990, Peterson und Permulla 1990). Bereits wenige mm
hinter dem Wurzelapex kann es zur Ausbildung von Exo- und Endodermis kommen, wobei
sich hédufig das exodermale vor dem endodermalen Band entwickelt (Enstone und Peterson
1992).

Eine Stimulation der Endo- und/oder Exodermisbildung kann durch Trockenheit oder niedrige
Temperaturen ausgeldst werden (North und Nobel 1991, Clarkson et al. 1987). Bei der
Luftkulturmethode wurden Maiswurzeln mit einem feinen Nahrlosungsaerosol bespriiht, was
die Bildung einer Exodermis stimulierte (Zimmermann und Steudle 1998). Maispflanzen aus
Hydrokultur wiesen dagegen keine Suberinisierung der Hypodermis auf (Freundl et al. 1998).
Wasser und auch Nihrstoffe konnen in der Wurzel auf apoplastischem oder symplastischem
Weg zu den Fernleitungsbahnen gelangen. Apoplastische Barrieren sind héaufig
physiologische Scheiden, wodurch die Aufnahme sowie Passage des Wassers und der darin
gelosten Nihrsalze kontrolliert werden konnen. Dies bedeutet aber keine vdllige
Impermeabilitidt der Barrieren; vor allem unter stark transpirierenden Bedingungen ist die
Endodermis fiir Wasser durchldssig. Durch das Anlegen eines hydrostatischen
Druckgradienten kann der Wasserfluss durch dekapitierte Maiswurzeln stimuliert werden
(Steudle und Peterson 1998). Hydrostatische Druckgradienten sind in der Regel stéirker als

osmotische Gradienten. In diesem Fall erfolgt der Wassertransport hauptséchlich im
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Wurzelapoplast, wogegen osmotische Gradienten einen symplastischen und in geringem
Malfe apoplastischen Transportweg bewirken (Steudle 1994).

Die Ionenaufnahme der Wurzel ist dagegen deutlich durch apoplastische Barrieren wie Exo-
und Endodermis beeinflusst. Auf diese Weise ist eine gezielte Néhrstoffaufnahme und der
Ausschluss toxischer Substanzen moglich (Peterson 1987, Enstone und Peterson 1998). Liegt
eine Exodermis vor, so gelangen Nahrsalze frither in den Symplast als beim alleinigen
Vorhandensein einer Endodermis. Hier ist ein apoplastischer Transport im Wurzelkortex bis
zur Endodermis moglich. Ein ungekoppelter Wasser- und Teilchenfluss konnte fiir
Néhrelemente wiederholt nachgewiesen werden. Bei einem verstirkten radialen Wasserfluss
durch die Wurzel entsteht eine Verdiinnung der Néhrstoffkonzentration im Xylem (Freundl
1998).

Das Pflanzenhormon Abscisinsdure ist in seiner protonierten Form lipophil. Dies erleichtert
die Diffusion durch Plasmamembranen (Baier et al. 1990) und ermdglicht die Passage durch
suberinisierte Barrieren mittels ,,solvent drag® (Hose et al. 2001). Aufnahmeexperimente mit
[""C]ABA lieBen eine erniedrigte ABA-Aufnahme bei Maiswurzeln mit einer Exodermis
erkennen (Freundl et al. 2000). Wurden transpirierende Bedingungen simuliert, konnte ABA
beide apoplastische Barrieren mittels dem ,,solvent-drag® des Wassers iiberwinden. Dieser
apoplastische Bypass zeigte, dass der radiale ABA-Transport in der Wurzel anders als bei den
Néhrsalzen verlauft. AuBlerdem war keine Verdinnung der ABA trotz gesteigertem
Wasserfluss im Xylem festzustellen. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu den Autoren
Jackson et al. (1996) und Else et al. (1994, 1995, 2001), die einen reinen symplastischen
Transport der ABA postulieren. Ein solcher Transportweg hitte eine Verdiinnung der ABA-

Konzentration im Xylem nach steigenden Wasserflussraten zur Folge.

4.1.1.3 ABA-GE-Transportstudien durch dekapitierte Maiswurzelsysteme

Durch Anlegen eines Unterdrucks (2.6.2) konnen Wasser- und Teilchen-Fliisse durch
dekapitierte Wurzelsysteme erzeugt werden. Verwendet man hierbei Wurzeln aus zwei
verschiedenen Kulturmethoden (Hydrokultur und Luftkultur), koénnen eventuelle
Barrierefunktionen beim apoplastischen Transportweg erkennbar werden.

Zunichst wurde ein subatmosphérischer Druck auf das Mesokotyl hydroponisch angezogener
dekapitierter Maiswurzelsysteme angelegt, um, wie in einer transpirierenden Pflanze, einen
radialen Wasserfluss (Jy;) durch die Wurzel ins Xylem zu erzeugen. Nach 80 min wurde das

AuBenmedium auf 100 mM ABA-GE eingestellt. Vor Zugabe des ABA-GE lag seine
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Konzentration im Xylem zwischen 1.2 und 2.4 nM. Uberraschenderweise fiel sie in den
folgenden 60 min nach der Zugabe bis unter die Nachweisgrenze ab. Gleichzeitig konnte ein
Anstieg der freien ABA im Xylemsaft von 1.1 nM auf 8.0 nM gemessen werden. Der ABA-
Fluss (JaBa, 2.6.1) nahm nach Zugabe des ABA-GE um den Faktor 2.2 zu. Mit dem Anstieg
der ABA-Konzentration im Xylem erfolgte gleichzeitig eine Zunahme des radialen Jy, um
den Faktor 1.5.

In der Literatur finden sich viele Belege, dass ABA die hydraulische Leitfdhigkeit des
Wurzelsystems (Lp;) verdndert, wodurch der radiale Wasserfluss beeinflusst wird. In
Publikationen wurde dieses Thema sehr hiufig kontrovers diskutiert. Autoren wie Markhart et
al. (1979) und Fiscus (1981) belegten eine reduzierte Lp, bei hydrostatischen Driicken von 5
bar und hohen ABA-Konzentrationen (0.2 mM). Andererseits wurde eine stimulierte
hydraulische Leitfdhigkeit nach externer ABA-Applikation bei verschiedenen Pflanzenarten
gefunden (Glinka 1977, Ludewig et al. 1988, Zhang et al. 1995, Freundl et al. 1998, 2000).
Erklarbar ist dadurch die Zunahme des radialen Wasserflusses beim oben beschriebenen
Experiment mit hydroponischen Wurzeln.

Dasselbe Experiment wurde ebenfalls mit Wurzelsystemen aus Luftkultur durchgefiihrt.
Wihrend der gesamten Versuchsdauer lag die ABA-Konzentration im Xylem zwischen 2.2
und 5.2 nM. Die ABA-GE-Zugabe nach 80 min hatte weder Einfluss auf die Konzentration
der freien ABA noch auf die des ABA-GE (1.1 - 2.6 nM). Der radiale Wasserfluss ins Xylem
blieb unbeeinflusst.

Bei den Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen beider Saugexperimente darf eine wichtige
Eigenschaft des ABA-GE nicht auler Acht gelassen werden. Der Permeabilitdtskoeffizient
der Plasmamembranen fiir ABA-GE ist im Gegensatz zur freien ABA sehr gering (Baier et al.
1990). Im Falle der hydroponisch kultivierten Wurzelsysteme kann ABA-GE mit dem
extrazelluldr einstromenden Wasser in den Wurzelapoplasten gelangen (Abb. 4-1: A2). Der
Symplast ist fiir das Konjugat aufgrund des niedrigen Permeabilititskoeffizienten nicht
zuginglich. Die Erhohung der ABA im Xylem ldsst auf eine enzymatische Spaltung des
Konjugates schlieBen (Abb. 4-1: Al). Aus dem Konjugat freigesetzte ABA kann mit dem
»solvent-drag® des Wassers bis in die Fernleitungsbahnen gelangen. Die
Konzentrationsabnahme des ABA-GE im Xylem zeigt zum einen, dass die Endodermis fiir
das Konjugat eine apoplastische Barriere darstellt. Zum anderen deutet sie auf einen
symplastischen Transport des in der Wurzel endogen vorhandenen ABA-GE hin (Abb. 4-1:
A4). Die abnehmende ABA-GE-Konzentration kann durch einen Verdiinnungs-Effekt, wie

Jackson und Koautoren ihn postulieren, erkldrt werden. Substanzen, die dem symplastischen
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Transportweg folgen, werden bei verstdrkter Transpiration verdiinnt. Tatsdchlich war ein
Anstieg des radialen Wasserflusses nach der Freisetzung der ABA aus dem Konjugat zu
beobachten.

Bei den Wurzeln aus Luftkultur konnte keine Erhohung der ABA,y; nach Glucoseesterzugabe
zum AuBlenmedium gemessen werden. Aufgrund der apoplastischen Barriere Exodermis
gelangte der ABA-GE nicht in den Wurzelapoplasten (Abb. 4-1: A3) und konnte durch
extrazelluldre Glucosidase nicht gespalten werden. Die Verdiinnung des ABA-GE,y, trat nicht
auf, da der radiale Wasserfluss wéihrend der gesamten Versuchsdauer unverandert blieb.

Diese Versuche machen deutlich, dass Exo- und Endodermis eine effektive Barriere fiir den
hydrophilen ABA-GE darstellen. Aus der Gleichung des radialen ABA-Flusses (2.6.1) in der
Wurzel ldsst sich der Reflektionskoeffizient os (Freundl et al. 1998) ableiten. Der
Reflektionskoeffizient oy ist ein Mal} fiir die selektive Permeabilitét einer Barriere fiir Wasser
und darin geldste Stoffe. Maximal kann o5 den Wert 1 annehmen. In diesem Fall wire die
Barriere ideal semipermeabel. Nur Wasser, nicht aber der geloste Stoff, kann sie passieren.
Dies trifft vor allem auf groB3e, hydrophile oder geladene Molekiile (z.B. Salze und Zucker)
zu. Auch der ABA-GE zeichnet sich durch solche Eigenschaften aus, weshalb ein s von 1
angenommen werden kann. Da ABA-GE im Xylem unter Stressbedingungen ansteigt, muss
endogen synthetisierter Glucoseester auf dem symplastischen Weg durch den Kortex in die

Stele gelangen.

4.1.1.4 Apoplastische B-D-Glucosidase-Aktivitit in Maiswurzeln

Die Bezeichnung und das Konzept ,,Apoplast geht auf den Forstbotaniker Miinch (1930)
zuriick, der in seiner Druckstromtheorie deutlich zwischen den Kompartimenten Symplast
und Apoplast unterscheidet. Der Symplast bestand fiir ithn aus allen Protoplasten eines
Gewebes, die durch Plasmamembranen vom ,nicht-lebendigen Raum, oder Apoplast
genannt, separiert sind. Canny (1995) untergliedert diesen extrazelluldren Raum noch weiter
in das Xylemlumen, den Zellwandapoplasten und den Interzellularraum. Dies ist notwendig,
da beim Transport von Stoffen innerhalb dieser R&ume unterschiedliche physikalische
Parameter herrschen. Beispielsweise folgen Wasser- und Teilchenfliisse im Xylem dem
Hagen-Poiseuille’schen Gesetz (2.8.2, 4.1.2), wogegen im Zellwandapoplasten und in den
Interzellularrdumen die Diffusion eine grofe Rolle spielt. Das spezifische Milieu des

Apoplasts wird durch den Export von Stoffen aus dem Symplast sowie durch Umweltfaktoren
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beeinflusst. Die Konzentration von anorganischen Ionen und Metaboliten wie Aminosduren,
Zuckern und organischen Sduren unterscheidet sich deutlich von der im Protoplast (Mimura et
al. 1992; Dietz 1997). Der pH-Wert liegt zwischen 5-7, wobei Stressbedingungen wie
Trockenheit (Wilkinson und Davies 1997), Salinitit und ebenso Pflanzenhormone (z.B. [AA,
Gibberelline: Aloni et al. 1988) Verdnderungen hervorrufen. Auf dem sekretorischen Wege
gelangen Proteine aus der Zelle in den Apoplasten. Dabei handelt es sich um lytische, z.T.
essentielle Enzyme, die entweder vollig gelost vorliegen oder ionisch und kovalent an die
Zellwand gebunden sind (Dietz 1997). Extrazelluldre Glucosidasen zéhlen zu diesem
Enzymtypus. Aus Gerste (Li et al. 1989), Reis (Akiyama et al. 1998), Mais (Nematollahi und
Roux 1999) und reifen Kirschen (Gerardi et al. 2001) konnten sie isoliert und charakterisiert
werden.

Da beim oben beschriebenen Saugexperiment eine ABA-Anreicherung im Xylem der
dekapitierten Maiswurzeln nach Zugabe von ABA-GE zum AuBlenmedium gefunden wurde,
lag die Vermutung nahe, der Wurzelapoplast konnte Ort der enzymatischen Spaltung des
ABA-GE sein. Um dies zu bestitigen, musste zundchst apoplastische Waschfliissgkeit aus
hydroponischen Wurzeln gewonnen werden. Mit einem speziellen Enzymtest (2.9.2) konnte
tatsdchlich Glucosidaseaktivitit in der interzelluldiren Waschfliissigkeit (IWF) nachgewiesen
werden. Bei ldngeren Inkubationszeiten mit dem Substrat (p-NPG) war eine Zunahme der
Hydrolyse zu beobachten. Ein kompetitives Hemmungsexperiment sollte nun zeigen, ob der
ABA-GE selbst als Substrat dienen kann. In diesem Fall wurde Glucoseester zusammen mit
dem fiir den Nachweis verwendeten Substrat zum IWF gegeben. Eine deutliche Hemmung auf
52% der Ausgangsaktivitit trat bei einer allerdings hohen ABA-GE-Konzentration von 5 mM
auf. Trotzdem ldsst dieses Experiment auf eine gewisse Spezifitit der im Wurzelapoplast

lokalisierten Glucosidase fur ABA-GE schlief3en.

4.1.1.5 Xylembeladung mit ABA-GE

Der Langstreckentransport von Assimilaten, Wasser, anderen Néhrstoffen sowie vielen
Phytohormonen erfolgt in den Fernleitungsbahnen des Phloems und Xylems. Die Beladung
der Fernleitungsbahnen findet entweder in der Wurzel, wie im Falle des Xylems, oder den
Bléttern (Phloem) statt. Im Gegensatz zu den Siebelementen des Phloems stehen die
Xylembahnen nicht {iber Plasmodesmen mit dem sie umgebenden Parenchym in Verbindung,
wodurch eine Emboliegefahr verringert werden soll. Der eigentliche Beladungsmechanismus

mit Ionen aus den Xylemparenchymzellen in die angrenzenden Gefdle ist noch nicht
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eindeutig geklart. Es ist denkbar, dass spezielle Xylemparenchymzellen, auch Transferzellen
genannt, an diesem Beladungsvorgang beteiligt sind. Sie grenzen direkt an die toten
Xylemelemente und weisen an den Kontaktstellen Zellwandprotuberanzen auf. Dabei handelt
es sich um vielfiltige Auswiichse der Zellwand gegen das Zellinnere, die mit dem
Plasmalemma ausgekleidet sind. Auf diese Weise wird die zum Stoffaustausch befdhigte
Oberfliche betrachtlich vergroBert. Die Tatsache, dass durch Wurzeldruck der
Fernleitungstransport auch ohne transpirierende Oberfliche moglich ist, macht aktive

Transportvorgénge tiber die Plasmamembranen des Xylemparenchyms wahrscheinlich.

4.1.1.5.1 Effluxexperimente mit isolierten Wurzelrinden- und Wurzelstelensegmenten
Wird endogen gebildeter ABA-GE symplastisch innerhalb des Wurzelkortex bis zur Stele
transportiert, muss dieser fiir die Beladung des Xylems in den Apoplasten freigesetzt werden.
Mit isolierten Wurzelstelen und -kortexsegmenten sollte diese Freisetzung in Form von
Effluxexperimenten getestet werden (2.7). Das umgebende Medium kann hierbei mit dem
Wurzelapoplasten gleichgesetzt werden. In 4 verschiedenen Versuchsansidtzen wurden die mit
ABA vorbeladenen Segmente in hormonfreies Medium {iberfiihrt und anschliefend ihr ABA-
GE-Efflux ins Medium bestimmt (3.4). Bei einer Vorinkubation mit 5 nM ABA gaben die
Wurzelstelen mehr ABA-GE als Rindensegmente ans Medium ab. Die Vorinkubation mit 50
nM ABA liell den Unterschied deutlicher hervortreten. In einem weiteren Versuchsansatz,
wobei mit 50 nM ABA und Tetcyclacis inkubiert wurde, war der Efflux aus den steldren
Segmenten am stirksten. Tetcyclacis hemmt den oxidativen Abbau der ABA, wobei
gleichzeitig die Bildung des ABA-GE gefordert wird (Zeevaart et al. 1988).
Uberraschenderweise konnte durch eine zusitzliche Behandlung mit 100 mM NaCl kein
deutlicher Unterschied zwischen den beiden Gewebetypen gefunden werden. Eine Erkldrung
fiir diesen offensichtlichen Widerspruch folgt am Ende dieses Abschnittes. Ungeachtet des
letzten Versuchansatzes zeigte dieses Experiment, dass ein stirkerer ABA-GE-Efflux in den
Apoplasten iiber die Membranen des Xylemparenchyms stattfindet.

Die Gehalte an freier ABA und ABA-GE im Gewebe der jeweiligen Segmenttypen lieferten
eine Erkldrung fiir den niedrigen ABA-GE-Efflux beim Versuchsansatz mit 100 mM NaCl.
Nach der 24-stiindigen Vorinkubation mit ABA enthielten alle Stelensegmente der 4
Versuchsanséitze mehr ABA als die Wurzelrindensegmente. Deutlich erh6ht war der ABA-

Gehalt bei den Versuchsansitzen mit 50 nM ABA und Tetcyclacis sowie mit 50 nM ABA,
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Tetcyclacis und 100 mM NaCl. In beiden Fillen war auch der Efflux an freier ABA ins
hormonfreie Medium gegeniiber den anderen Versuchsansdtzen verstarkt.

Die ABA-GE-Gehalte beider Segmenttypen zeigten eine dhnliche Verteilung in den Geweben
wie bei der freien ABA. Im Vergleich zu den Kortexsegmenten war ebenfalls eine
Anreicherung mit ABA-GE in den steliren Segmenten zu finden. Die Inkubation der
Segmente mit freier ABA ldsst erkennen, dass die Konjugatbildung verstdrkt in der
Wurzelstele stattfindet. Eine Ausnahme bildete die Vorbehandlung mit 100 mM NaCl, 50 nM
ABA und Tetcyclacis. Hier war der ABA-GE-Gehalt in den Stelen deutlich geringer, was
auch den niedrigeren ABA-GE-Efflux ins hormonfreie Medium erklart.

4.1.1.5.2 Die Salztoleranz der Maissorte Helix

Obiges Ergebnis flihrte zur Annahme, dass eine 100 mM NaCl-Konzentration, welche die
ABA-GE-Glycosyltransferase (1.4) im steliren Gewebe offensichtlich hemmt, im intakten
Wurzelgewebe nicht in die Xylemgeta3e der Stele gelangt. Es ist bekannt, dass die meisten
Getreidearten relativ salzsensitiv sind. Thre Wurzeln besitzen Strategien, um hohe
Salzkonzentrationen im Wurzelsymplasten zu vermeiden. Die Plasmamembranen der Wurzel
verfiigen iiber eine mehr oder weniger ausgeprigte Na'/K'-Selektivitit, welche einen
Ausschluss des Natriumions bewirkt. Membranen, die reich an Glycolipiden sind, weisen eine
erhohte Loslichkeit fiir das Cl'-Ion in der Lipidschicht auf. Im Gegensatz dazu reduzieren
Phosphatidylcholine den Chlorid-Influx iiber die Plasmamembran (Lambers et al. 1998).
Durch einen verstirkten aktiven Transport konnen Na™ und CI” wieder aus dem Cytoplasma
entfernt werden. Die Synthese niedermolekularer, fiir die Zelle unschadlicher organischer
Stoffe (z.B. Prolin) ermoglicht die Aufrechterhaltung des osmotischen Potenzials trotz
erhohter apoplastischer NaCl-Konzentration. Osmotin, ein Salzschockprotein (26 kDa), wird
verstiarkt bei Salzbelastung gebildet und nach Beendigung des Salzstresses schnell
metabolisiert. Signalgeber fiir die Synthese ist das Pflanzenhormon ABA. Eine spezifische
Isoform des Osmotins unterstiitzt die Salztoleranz der Pflanzenzelle (Kreeb 1996).

Da in der Literatur keine Angaben zur Verfiigung standen, musste die Salztoleranz der
verwendeten Maissorte Helix zunéichst tiberpriift werden. In einem spéteren Saugexperiment
mit intakten Maiswurzeln sollte der ABA-GE-Efflux aus dem steldren Gewebe ins Xylem
unter realistischen Salzstressbedingungen getestet werden.

Eine NaCl-Konzentration von 100 mM schrinkte zwar das Wachstum der Maiskeimlinge ein,

lieB aber keine &duBerlichen Mangelsymptome oder Schidden erkennen (3.1.1.2). Diese
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Wachstumshemmung kann durch verschiedene ineinandergreifende Faktoren ausgelost
werden. Beispielsweise wird ABA als Signalgeber fiir Abwehr- bzw. Toleranzmechanismen
in der Wurzel verstiarkt gebildet (Lachno und Baker 1986; Degenhardt et al. 2000). Schon
eine Konzentration von 50 mM NaCl hatte einen klaren Anstieg der ABA und ihres
Konjugats ABA-GE im Blatt zur Folge. Bei den Wurzeln war der ABA-Anstieg deutlicher als
der des Konjugats, was durch einen schnelleren Abtransport im Xylem erklédrt werden konnte.
Unter Stressbedingungen kann der Gehalt an ABA-Konjugaten im Xylem den der freien ABA
tibersteigen (1.2). Eine weitere Erkldrung flir diesen Befund konnte eine verstirkte
Metabolisierungsrate der ABA in den Blittern sein. Als Folge dieser ABA-Erhdhung war die
Blattleitfahigkeit der salzbelasteten Pflanzen herabgesetzt, was Auswirkungen auf die CO;-
Fixierung und das Wachstum hat. Betrachtet man den Mineralhaushalt, so traten bei den
wichtigsten Kationen Na, K™ und Ca®" charakteristische Verinderungen auf, die schon haufig
bei salzbelasteten Pflanzen nachgewiesen wurden (Cramer 1994; Fortmeier und Schubert
1995). Der Calcium- sowie Kaliumgehalt sank, wihrend der Natriumgehalt mit zunehmender
Salzbelastung in den Bléttern anstieg. Als Indiz fiir die Natrium-Toxizitdt wird das
Kalium/Natrium-Verhéltnis herangezogen, da Natrium die Aktivitdt von Kalium-abhingigen
Enzymen beeintrichtigt (Jeschke 1984). Das K'/Na'-Verhiltnis in Blittern war tatsichlich
mit zunehmender Salzbelastung erhoht. Rodriguez et al. (1997) wiesen dies ebenfalls bei
salzgestressten Maiswurzeln nach. Kontrovers sind die Meinungen, ob Na' oder CI
schidlicher fiir den pflanzlichen Stoffwechsel ist. Eine Enzyminaktivierung durch Chlorid
zeigen Untersuchungen von Levitt (1980) und Gimmler et al. (1984). Andererseits konnen
hohe Na'-Konzentrationen Ca*'-Ionen an der Plasmamembran verdringen (Rengel 1992;
Fortmeier und Schubert 1995), was zu verdnderten Permeabilititseigenschaften der
Membranen fithrt. Als Folge kann es zu Ca®’- und K'-Leckstrdmen in den Apoplasten
kommen und somit ein lonenungleichgewicht entstehen, welches ebenfalls das
elektrochemische Membranpotential beeintrichtigt.

Fiir weitere Experimente wurde eine Anzucht mit einer 100 mM NaCl Salzbelastung im
Hydrokulturmedium gewéhlt, da selbst bei dieser Salzkonzentration keine sichtbaren

Mangelsymptome auftraten.

4.1.1.5.3 Perfusionsexperimente mit intakten Maiswurzelsystemen
Mit salzgestressten Maispflanzen sollte die Translokation des ABA-GE ins Xylem im

intakten Wurzelsystem untersucht werden. Befanden sich die Wurzeln wihrend des Versuchs
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in ihrem NaCl-haltigen Anzuchtsmedium (100 mM), konnte kein Xylemsaft gewonnen
werden. Die durch NaCl reduzierte hydraulische Wurzelleitfahigkeit bei Mais wurde von
Azaizeh und Steudle (1991) und Azaizeh et al. (1992) sowohl auf der Ebene des
Wurzelgewebes als auch zellulir untersucht. Sie fanden, dass ein Ca®’-Zusatz zum
Kulturmedium diesen Salzeffekt kompensieren kann. Der Austausch des Saugmediums gegen
ein NaCl-freies Medium wurde dem obigen Verfahren vorgezogen. Allerdings konnten selbst
unter diesen Bedingungen nur geringe Volumina an Xylemsaft geerntet und damit
ausschlieBlich eine NaCl-Bestimmung durchgefiihrt werden. Bei den ungestressten Pflanzen
lag der NaCl-Gehalt im Xylem bei 0.07 mM, bei den 100 mM salzgestressten
Wurzelsystemen waren es 10 mM.

Um zusitzlich den ABA-GE-Gehalt im Xylem messen zu konnen, musste das obige
Saugexperiment modifiziert werden. Eine Entfernung der Hauptwurzelspitze sollte das Xylem
fiir das Perfusionsmedium besser zuginglich machen. Auf diese Weise konnte mit einem
geringeren hydrostatischen Unterdruck ausreichend Xylemsaft gewonnen werden. Dem
Perfusionsmedium wurde wéhrend der gesamten Versuchsdauer weder ABA noch ABA-GE
zugefiigt. Falls ABA-GE im gewonnenen Xylemsaft nachweisbar war, musste dieser aus dem
Xylemparenchym stammen. Bei den Kontrollpflanzen konnte in etwa der gleiche Gehalt an
ABA und ABA-GE gefunden werden. Die Vorbehandlung mit Salz liel den ABA und ABA-
GE-Efflux aus dem Gewebe ansteigen. Wurde das Perfusionsmedium zusitzlich mit 10 mM
NaCl angereichert, also eine Konzentration, die im Xylem von mit 100 mM NaCl gestressten
Maispflanzen nachweisbar war, konnte der ABA-GE-Efflux aus dem Gewebe nochmals um
den Faktor 2.6 gesteigert werden. Damit wird deutlich, dass Salzstress tatsdchlich den ABA-
GE-Efflux aus dem Xylemparenchym ins Xylem stimuliert.

4.1.1.5.4 Mechanismus der Xylembeladung mit ABA-GE

Der Mechanismus, der fiir einen solchen ABA-GE-Transport liber das Plasmalemma der
Xylemparenchymzellen verantwortlich ist, bleibt ungeklért. Grundsétzlich kommen Diffusion
und katalysierter Transport in Frage. Nachdem sich der Permeabilititskoeffizient der
Plasmamembran fiir ABA-GE als sehr gering erwies (Baier et al. 1990), erscheint ein
diffusiver Transport eher unwahrscheinlich. Der verstirkte ABA-GE-Efflux aus steldrem
Gewebe deutet auf eine hohere Permeabilitidt der Xylemparenchymmembranen fiir ABA-GE
hin. Saugexperimente mit salzgestressten Maiswurzelsystemen stiitzen diese Hypothese.

Natriumionen erhdhen ihrerseits die Permeabilitit von Membranen in Maiswurzeln (Cramer
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1994), was die verstirkte ABA-GE-Abgabe ins Xylem gegeniiber den Kontrollen erkldren
wiirde.

Der alternativ spezifisch katalysierte Transport iiber die Membran konnte durch Vertreter der
ABC-Transporter vermittelt werden (Abb. 4-1: AS5). ABC-Transporter nutzen die
freiwerdende  Energie aus der ATP-Hydrolyse, um  Stoffe gegen einen
Konzentrationsgradienten iiber Membranen zu pumpen. Im Gegensatz zu den bisher
bekannten Transportprozessen, in denen Substanzen durch sekundér-aktiven Transport gegen
einen Gradienten transportiert wurden, erfolgt hier ein ATP-getriebener primér-aktiver
Transport. Charakteristisch ist die hohe Substratspezifitit und entsprechend des
transportierten Stoffes gibt es eine gro3e Varietit an Transportern fiir Peptide, Zucker, Lipide,
Schwermetalle, Alkaloide, Steroide und Glutathionkonjugate (Martinoia et al. 1993) u.s.w..
Einige Transporter sind auf den Import von Stoffen in den Symplasten spezialisiert, andere
hingegen fiir den Export aus dem Cytoplasma in den Apoplasten oder das Vakuolenlumen
verantwortlich (Theodoulou 2000). Abbildung 4-2 verdeutlicht den Aufbau eines ABC-
Transporters.

Unterschieden wird zwischen einer transmembranen Doméne, die aus 12 a-Helices besteht,
und der an der Peripherie zum Cytoplasma hin lokalisierten ATP-bindenden Doméne. Die o-
Helices sind fiir die Tunnelbildung und Substratspezifitit verantwortlich. An der ATP-
bindenden Doméne findet die energieliefernde ATP-Hydrolyse statt (Higgins 1992).

Wegen der Grofle und Hydrophilie des ABA-GE ist die freie Diffusion {iber Membranen
duBerst unwahrscheinlich. Da ABC-Transporter Glutathion-Xenobiotika-Konjugate durch
Membranen schleusen konnen (Martinoia 1993, Heldt 1996), diirfte im Fall des ABA-GE die
MolekiilgroBe keine Einschrankung bedeuten. Ebenso kann das Milieu innerhalb des Tunnels
ausreichend hydrophil sein. Sidler et al. (1998) konnten belegen, dass der im Plasmalemma
lokalisierte Transporter AtPGP1 in Wurzel und Spross von Arabidopsis thaliana an der
hormonalen Regulation von Entwicklungsprozessen beteiligt ist. Ebenso scheint nach
vorldufigen Untersuchungen von Enrico Martinoia (Neuchatel, CH, personliche Mitteilung)
der TAA-Aspartatkonjugat-Transport in den Apoplasten durch einen ABC-Transporter

vermittelt zu werden.
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Abb. 4-2 Struktureller Aufbau eines typischen ABC-Transporters. Der transmembrane Teil besteht aus
2 * 6 amphiphile o-Helices. Die peripheren ATP-bindenden Doménen liegen an der
cytoplasmatischen Seite der Plasmamembran. Der Pfeil an dem Loop zwischen der jeweils 4. und 5.
a-Helix soll die noch nicht vollig geklérte Interaktion zwischen beiden ATP-bindenden Doménen
markieren (nach Higgins 1992).

4.1.1.6 Radialer Transport verschiedener ABA-Analoga und ihr Einfluss auf Jy,

Die regulatorische Funktion des Stresshormons Abscisinsdure auf den Wasserhaushalt der
Pflanzen zeigt sich bei den Bléittern auf stomatdrem Niveau. Eine Erhohung der hydraulischen
Leitfahigkeit (Lp;) lieB sich fiir Wurzeln nachweisen (Glinka 1980; Zhang et al. 1995,
Quintero et al. 1999). Hose et al. (2000) konnten mittels Zell- sowie Wurzeldrucksonde und
Saugexperimenten darlegen, dass die Stimulierung der Lp, sowohl auf Zell- als auch auf
Wurzelebene spezifisch fiir ABA war. Andere Phytohormone wie Indolessigsdure, Cytokinine
oder Gibberelline hatten keinen Einfluss. Um die Spezifitit dieses ABA-induzierten
Phidnomens noch detaillierter zu betrachten, wurden mittels der Saugtechnik ABA-Vorléufer,
Metabolite (z.B. ABA-GE) und weitere Analoga mit ihren (+)- und (-)-Enantiomeren an
dekapitierten Maiswurzelsystemen getestet (3.2.3).

Tatsdchlich war das hochreine (-)-Enantiomer der ABA ohne jede Wirkung. Dagegen lief3
(+)-ABA den radialen Wasserfluss durch das Wurzelsystem ansteigen. Dieser ausschlieBlich
durch das (+)-Isomer hervorgerufene Effekt konnte schon bei der Keimung von Kressesamen
(Gusta et al. 1992) und einigen Genexpressions-Assays (Walker-Simmons et al. 1992, Wilen
et al. 1993) beobachtet werden.

Eine starke Stimulierung der Lp, konnte ebenfalls nach Zugabe von (+)-8’-Hydroxymethyl-

ABA zum AuBlenmedium registriert werden. Bei diesem Analogon handelt es sich um ein
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stabiles Derivat der (+)-8’-Hydroxy-ABA, dem ersten ABA-Abbauprodukt und Vorlaufer der
Phaseinsdure. Walker-Simmons et al. (1997) konnten zeigen, dass (+)-8’-Hydroxy-ABA die
Bildung von LEA-Proteinen in Weizen stirker induzierte als (+)-ABA. Wihrend der Reifung
von Brassica napus-Embryonen konnte von Zou et al. (1995) eine &hnlich stimulierende
Wirkung von (+)-ABA und (+)-8’-Hydroxy-ABA auf die Lipid- und Oleosin-Synthese
nachgewiesen werden. Dies konnte zu der Annahme verleiten, dass nicht (+)-ABA, sondern
deren erstes Abbauprodukt den eigentlichen physiologischen Stimulus darstellt. Gegen eine
solche Annahme spricht der Befund von Hose et al. (2000), da nach einer Vorbehandlung der
Maiswurzeln mit Tetcyclacis eine Verstirkung der ABA-Wirkung festzustellen war. Der
Wachstumshemmstoff Tetcyclacis verhindert die Hydroxylierung der 8’-Methylgruppe der
ABA (Daeter und Hartung 1990). Somit kann nur (+)-ABA als Effektor gelten. Beide
Substanzen, (+)-ABA wie auch ihr Metabolit (+)-8’-Hydroxy-ABA, scheinen im Falle der Lp,
gleichermaflen physiologisch aktiv zu sein. Unterstiitzt wird dies durch die Tatsache, dass
nach (+)-8’-Hydroxymethyl-ABA-Gabe zum Wurzelmedium kein (+)-ABA-Anstieg im
Xylemsaft gefunden wurde.

Phaseinsdure gilt allgemein als physiologisch inaktiv (Walton 1983), und erwartungsgeméif
blieb auch der radiale Wassertransport in der Wurzel unbeeinflusst. Als weiterer Metabolit der
ABA wurde ABA-GE getestet. Wie schon frither gezeigt (4.1.1.3), steigt nach der ABA-GE-
Gabe der ABA-Gehalt im Xylem und gleichzeitig erhoht sich Lp,. Dieser Befund bestirkt die
Annahme, dass eine enzymatische Spaltung wihrend des radialen Transportes durch die
Wurzel stattfindet und ABA aus dem Konjugat freigesetzt werden kann.

Als direkter Vorldufer der ABA wird der Abscisyl-Aldehyd in den letzten Jahren kontrovers
diskutiert (Walker-Simmons 1989, Milborrow 2001). Einige Publikationen weisen Xanthoxal
als Vorldaufermolekiill aus (Cowan 2000). Bei den Saugexperimenten mit (+)-Abscisyl-
Aldehyd wurde neben der Stimulierung des Jy; ein starker Anstieg der (+)-ABA im Xylem
beobachtet. Dieser Anstieg konnte durch eine Oxidation des Aldehyds wéhrend der Passage
durch das Kortexgewebe erkldrt werden. Es ist bekannt, dass sich der Aldehyd sehr leicht,
sogar durch Autooxidation, in ABA umwandeln kann (Willows und Milborrow 1992). Der im
Xylem detektierbare ABA-Gehalt lag {liber der extern applizierten (+)-Abscisyl-Aldehyd-
Konzentration. Endogen gebildeter (+)-Abscisyl-Aldehyd konnte moglicherweise zu (+)-ABA
oxidiert werden und auf diese Weise der Xylem-(+)-ABA-Gehalt zusitzlich ansteigen. Dieses
Saugexperiment klirte nicht eindeutig, ob der (+)-Abscisyl-Aldehyd selbst als direkter

Stimulus gelten kann.
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Uberraschenderweise 16ste (-)-Abscisyl-Aldehyd ebenfalls eine Jv,-Erhohung aus, jedoch
blieb der (+)-ABA-Gehalt im Xylem unbeeinflusst. Gusta et al. (1992) konnten bei der
Keimung von Kressesamen keine Konvertierung von (-)-Abscisyl-Aldehyd zu (-)-ABA
messen. Hétte diese Umwandlung tatséchlich stattgefunden, sollte dennoch Jy, nicht
ansteigen, da (-)-ABA keine Wirkung zeigte. Der Aldehyd selbst beeinflusst Lp, und kann
somit als physiologisch wirksam gelten.

Weitere Substanzen, die auf diese Weise ausgetestet wurden, waren am 8’-C-Atom chemisch
verandert. Die (+)-8’-Methylen-ABA, die ()-/(+)-8’-Acetylen-ABA und der (+)-8’-Acetylen-
ABA-Methylester finden als Wachstumsregulatoren praktische Anwendung (Abrams et al.
1997). Das modifizierte 8’-C-Atom jedes dieser Analoga behindert die Oxidation durch das
Enzym ABA-8’-Hydroxylase. Das Analogon (+)-8’-Acetylen-ABA erwies sich sogar als
irreversibler Inhibitor der ABA-8’-Hydroxylase (Cutler et al. 2000). AuBer dem (%)-8’-
Acetylen-ABA-Methylester  stimulierten alle anderen 8’-Analoga den radialen
Wassertransport und besallen, im Vergleich zur (+)-ABA, eine iiber einen ldngeren Zeitraum
anhaltende Wirksamkeit.

Wie auch schon andere durch ABA regulierte Prozesse zeigten, werden kleine Verédnderungen
der ABA-Molekiilstruktur ohne Funktionsverlust toleriert. Ein Beleg hierfiir sind die nicht
natiirlich vorkommenden am 8’-C-Atom modifizierten Analoga. Einen Hinweis auf die Rolle
der Stereochemie gibt das ABA-Molekiil selbst, denn nur das (+)-Enantiomer war effektiv.
Die freie Séuregruppe am 1-C-Atom ist ebenfalls fiir die Signalgebung relevant. Die
Veresterung mit Glucose (ABA-GE) oder eine Methylierung ((x)-8’-Acetylen-ABA-
Methylester) inaktivieren das ABA-Molekdil.

4.1.2 Der ABA-GE-Transport im Spross

Die physiologische Bedeutung der freien ABA als Wurzel-Spross-Stresssignal war Thema
vieler Publikationen der letzten 15 Jahre (Wolf et al. 1990: Lupinus albus; Davies & Zhang
1991; Peuke et al. 1994: Ricinus communis; Asch et al. 1995: Oryza sativa; Jeschke et al.
1997b: Zea mays; Hartung und Jeschke 1999). Das ABA-Signal aus der Wurzel muss hierbei
nicht ausschlielich auf eine Neusynthese zurlickzufiihren sein, sondern kann teilweise aus
der Rezirkulation iiber das Phloem herriihren (Wolf et al. 1990, Zhong et al. 1996; Abb. 4-
1:B; 4-3: A). Wurden Rizinuspflanzen unzureichend mit Phosphat versorgt (Jeschke et al.
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1997a) oder Ammonium nur liber eine Blattdiingung zugefiihrt (Hartung et al. 1999), dann

war zusédtzlich ein verstirkter ABA-GE-Phloemtransport zu beobachten.
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Abb. 4-3 Schematische Darstellung der ABA- (rot) sowie ABA-GE-Fliisse (blau) im gesamten Spross
(A) und ausschnittsweise innerhalb eines Nodiums (B). Tr: Tracheide; Sr: Siebrohre; Gz: Geleitzelle.

Schon eine geringe Abnahme des Wasserpotentials im Boden kann von der Wurzelspitze
erfasst werden (Zhang und Davies 1987, 1989; Hose et al. 2001), wodurch eine ABA-
Neusynthese ausgelost wird. Abscisinsdure kann anschlieBend tliber die Xylemleitgefdafle zu
Bléttern und Meristemen gelangen, um dort eine entsprechende Stressreaktion hervorzurufen.
Der radiale Transport innerhalb der Wurzel wurde kiirzlich im Detail von Freundl et al. (1998,
2000) untersucht. Faktoren, die bei der ABA-Translokation sowie -Verteilung in den Bléttern
von Bedeutung sind, belegten die Autoren Daeter und Hartung (1990), Wilkinson und Davies
(1997) und Hartung et al. (1998). Der ABA-Langstreckentransport innerhalb des Xylems ist
dagegen noch wenig erforscht.

Jeschke und Hartung (2000) und Jokhan et al. (1999) konnten zeigen, dass sich das ABA-
Signal oberhalb eines Nodiums abschwichte, da die Blitter als ABA-Senke wirken kdnnen
(Abb. 4-3, A). Ob jedoch auch Verluste oder Schwankungen innerhalb des Internodiums
entstehen, ist noch unbekannt. Dies sollten Perfusionsexperimente klidren, wobei ABA- und
ABA-GE-haltige Pufferlosungen durch Bohneninternodien und etoilierte Maismesokotyle

gesaugt wurden. Bedingungen, wie sie unter Stress zu beobachten sind (erhohte ABA-, ABA-
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GE- und NaCl-Konzentration im Xylem sowie eine Alkalisierung des Xylemsafts), wurden
zusitzlich simuliert.

Die Ergebnisse machten deutlich, dass ABA innerhalb des internodialen Transportes in das
umgebende Gewebe umverteilt wird, ABA-GE dagegen nicht (Abb. 4-3: B). Wurde ein
hormonfreies Medium verwendet, konnte eine Freisetzung der ABA aus dem Parenchym ins
Xylem beobachtet werden. Dies war auch dann der Fall, wenn das Perfusionsmedium mit 100
nM ABA angereichert war. Andererseits scheint beim Durchsaugen eines solchen Mediums
ein nicht unerheblicher Teil in das Xylemparenchym der Bohneninternodien und
Maismesokotyle {iberzutreten. Eine Verzdgerung von 30 - 40 min war zu beobachten, bis die
Xylem-ABA-Konzentration das externe Niveau erreichte. Wiahrend dieser Zeit war
demzufolge ein 35-maliger Volumenaustausch in den Xylemgefdaflen der Bohneninternodien
und ein 106-maliger bei den Maismesokotylen zu beobachten. Die Perfusion freier ABA
resultierte in einem um den Faktor 3 erhdhten ABA-Gewebegehalt. In diesem Fall stellen die
Zellen des Xylemparenchyms eine Senke fiir ABA dar. Dagegen blieb der ABA-GE-Gehalt
im Xylemparenchym unverdndert, obgleich ABA-GE dem Perfusionsmedium zugesetzt
wurde. Aufgrund der hydrophilen Eigenschaften des ABA-GE und dem geringen
Permeabilititskoeffizienten (Baier et al. 1990) erfolgte der Transport im Xylem verlustfrei.
Ein verstirkter ABA-Efflux in das Xylem von Bohneninternodien und Mesokotylen konnte
auch dann beobachtet werden, wenn ABA im angrenzenden Parenchym akkumulierte.
Erreicht wurde dies durch die Behandlung mit dem Hemmstoff Tetcyclacis, der den
oxidativen ABA-Abbau unterbindet. Beim Bohneninternodium konnte eine Japa-Erh6hung
aus dem Gewebe in das Xylem von 61% gegeniiber den Kontrollen beobachtet werden. Bei
einer Vorbehandlung mit 100 mM NaCl war Japa um 109% angestiegen und eine
Alkalisierung auf pH 7 fiihrte zu einer 150%igen Erhdhung. Dass unter Stressbedingungen
der apoplastische pH um mehr als eine pH-Einheit ansteigt, konnten Wilkinson und Davies
(1997) und Bacon et al. (1998) zeigen. In Ubereinstimmung mit dem ,,Anionenfallen-Prinzip*
(Hartung und Slovik 1991), wobei sich das ABA-Anion in alkalischen Kompartimenten
anreichert, war der ABA-Efflux in das alkalisierte Milieu des Xylems verstérkt.

Wird durch eine Erhohung des Unterdrucks auf die apikale Schnittfliche des
Bohneninternodiums der Wasserfluss durch das Xylem erhoht, so war eine verstirkte
Anreicherung von ABA im hormonfreien Perfusionsmedium zu beobachten (Japa-Anstieg um
181 % gegeniiber den Kontrollen). Dies konnte bedeuten, dass niedrige Xylem-ABA-
Konzentrationen teilweise durch ABA aus Sprossen respektive Internodien erhéht werden

konnen.
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Bei einer Perfusion von 100 mM ABA fand ein ABA-Efflux aus dem Gewebe ins Xylem nur
bei gleichzeitiger Tetcyclacisbehandlung statt. Die im Gewebe akkumulierte ABA scheint
einen geniigend steilen Konzentrationsgradienten {iber die Plasmamembran der
Xylemparenchymzelle aufzubauen. Salz oder ein alkalischer pH waren hier weniger wirksam.
Mit diesen Untersuchungen konnte demonstriert werden, dass die Xylemparenchymzellen der
Bohneninternodien und Maismesokotyle an der Modulation des Wurzel-Spross-Stresssignals
beteiligt sind. Bei der freien ABA konnte ein Austausch zwischen dem angrenzenden
Xylemparenchym und den Fernleitungsbahnen aufgezeigt werden (Abb. 4-3: B).

Dieser stindige Wechsel von Import und Export iiber die Plasmamembranen der
Xylemparenchymzellen wird durch einen hohen Permeabilititskoeffizienten fiir ABAH
erleichtert (Tab. 4-1). Im Gegensatz dazu verweilt der ABA-GE wihrend des internodialen
Langstreckentransportes in den Xylemgefd3en (Abb. 4-3: B). Da im Xylemsaft keine B-D-
Glucosidase nachweisbar war, kann gefolgert werden, dass das ABA-GE-Signal aus der

Wurzel unveridndert zu den oberirdischen Pflanzenteilen gelangt.

Tab. 4-1 Permeabilititskoeffizienten des Plasmalemmas verschiedener Zelltypen fir ABAH. Die
Bestimmung der Koeffizienten erfolgte iiber eine Efflux-Kompartimentanalyse. *Valerianella locusta,
Baier et al. (1988); ®Valerianella locusta, Daeter und Hartung (1990); < °Zea mays, Jovanovic et al.
(1992); EPhaseolus vulgaris, Jovanovic et al. (1992); *Zea mays, Gratzer (1993); “Phaseolus vulgaris,
Gratzer (1993); "Plantago major, Baier und Hartung (1991); 'Phaseolus coccineus, Sauter 2001. Die
Berechnung des P,*®* der Xylemparenchymplasmamembranen im Spross erfolgte aufgrund folgender
Annahmen: Jaga = 1.1 pmol m? s'l,cytosolischer pH = 7.2; cytosolische ABAH-Konzentration: 0.12
umol m”; pH des Xylemsaftes = 5.8; ABA-Konzentration im Xylem: 10 pmol m™.

Permeabilititskoeffizient Pg

[10° ms™]

Plasmalemma
SchlieBzelle 12.9
Mesophyllzelle 3.308
Wurzelrindenzelle 0.26¢
0.78"
0.50
0.70°
2.17°
Siebrohre 90"

Xylemparenchymzelle im Spross 1100'
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4.1.3 Das Schicksal des ABA-GE im Blatt

ABA-Konjugate reichern sich in pflanzlichen Geweben mit zunehmendem Alter und wihrend
einer Stressperiode (3.1.1) iiberwiegend in den Vakuolen der Mesophyllzellen an und werden
so irreversibel dem Stoffwechsel entzogen (1.2). Andererseits konnte eine Vielzahl
publizierter Studien der letzten 10 Jahre aufzeigen, dass ABA-Konjugate ebenfalls im
extrazelluliren Kompartiment Xylem nachweisbar sind. Ein verstdrkter Transport im Xylem
wurde beispielweise bei Trockenstress beobachtet (Bano et al. 1993, 1994, Hansen und
Dorffling 1999). Falls ABA-GE ein weiteres hormonales Stresssignal aus der Wurzel
darstellt, dann miisste zundchst aus dem physiologisch inaktiven Glucoseester ABA
freigesetzt werden. Eine enzymatische Spaltung kann nur im Blattapoplast stattfinden, denn
wie bei der Wurzel ist eine Aufnahme des ABA-GE in den Symplast unwahrscheinlich (Abb.
4-1:C). Durch eine extrazellulire B-D-Glucosidase konnte diese enzymatische Freisetzung
katalysiert werden.

B-Glucosidasen sind bei Prokaryonten sowie Eukaryonten weit verbreitet und werden mit
mindestens drei verschiedenen biologischen Prozessen in Verbindung gebracht. (1) Den
Abbau toter Biomasse bewerkstelligen Bakterien wund Pilze. Hierbei spielen
Zellwandglucosidasen, die Zellulose hydrolisieren, eine wichtige Rolle. Wiahrend der
Fruchtreife bewirken solche apoplastischen Hydrolasen auch einen Abbau der Zellwidnde
(Gerardi et al. 2001). (2) Fiir die Pathogenabwehr der Pflanzen sind intrazellulire
Glucosidasen von Bedeutung. Kommt es bei einem Herbivorenbefall zu Gewebeverletzungen,
wird in einigen Spezies ein toxischer sekundérer Pflanzenstoff aus nichttoxischen,
glykosidisch gebundenen Vorstufen freigesetzt (Nikus und Jonsson 1999; Sue et al. 2000). (3)
Eine weitere Gruppe von Glucosidasen ist an der Phytohormonhomdostase beteiligt, wobei
aus unwirksamen Glycosiden erneut aktive Phytohormone entstehen (Brzobohaty et al. 1993;
Sembdner et al. 1994; Kleczkowski und Schell 1995).

Ein erster Hinweis auf eine extrazellulire ABA-GE-Glukosidase-Aktivitit beziiglich ABA-
GE ergab der Vergleich des ABA/ABA-GE-Verhiltnisses im Xylemsaft (4-7) von
Gerstenwurzeln und der interzelluliren Waschfliissigkeit (22-23) aus Gerstenprimérbléttern.
Die ABA-GE Konzentration im IWF war um den Faktor 5-8 niedriger als im Xylemsaft
(3.6.1). Wichert (1997) fand mit zunehmendem Salzstress im Kulturmedium von
Gerstenpflanzen eine Erhohung der extrazelluliren Enzymaktivitit um den Faktor 7.
Hinweise auf die Substratspezifitit der B-D-Glucosidase erbrachten kompetitive
Hemmungsexperimente mit verschiedenen Hormonkonjugaten sowie unterschiedlichen ABA-

GE-Konzentrationen. Im Vergleich zu anderen getesteten Hormonglycosiden erwies sich der
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ABA-GE als stirkster Kompetitor. Mit 5 mM ABA-GE konnte die Enzymaktivitdt um 43-
45% reduziert werden (Wichert, 1997). Nach einer Inkubation des IWF mit unterschiedlichen
ABA-GE-Konzentrationen (10 - 107" M) wurde die prozentuale Freisetzungsrate der ABA
bestimmt. Eine Hydrolyserate bis zu 40% war im nanomolaren Bereich zu beobachten. Dieser
Konzentrationsbereich spiegelt die physiologisch relevanten ABA-GE-Konzentrationen in
einer Pflanze wider.

Pflanzliche B-Glucosidasen befinden sich in den unterschiedlichsten Zellkompartimenten.
Proteinkorper bestimmter prokambialer Zellen von Prunus serotina enthalten eine Amygdalin-
Hydrolase (Swain et al. 1992). Plastiden besitzen ebenfalls hydrolytische Aktivitdt (Nisius et
al. 1988; Cicek und Esen 1998). Eine Linamarin-spezifische B-Glucosidase ist in den
Zellwianden des Blattmesophylls von Phaseolus lunatus L. lokalisiert (Frehner und Conn
1987). Die Bestimmung der 3-D-Glucosidase-Aktivitit bezogen auf den Gesamtproteingehalt
in Blattrohextrakt und IWF von Gerste sollte die Frage nach ihrer Lokalisation im Apoplasten
klaren. Tatsdchlich enthielt der IWF eine 16-fach hohere spezifische Aktivitit im Vergleich
zum Rohextrakt. Die schonende Methode (2.9.1) der IWF-Gewinnung reduziert cytosolische
Verunreinigungen auf unter 0.5% (Mimura et al. 1990). Allgemein ist bekannt, dass
interzelluldre Waschfliissigkeit eine Reihe von Glucosidasen enthdlt. Holden und Rohringer
(1985) entdeckten 10 Proteinpositionen bei einer zweidimensionalen Gelelektrophorese mit
Gerstenblatt-IWF, welche alle hydrolytische Aktivitdt gegeniiber dem Substrat p-Nitrophenyl-
B3-D-Glucopyranosid (p-NPG) zeigten.

Zur ndheren Charakterisierung der B-D-Glucosidase aus dem Gerstenblattapoplasten wurde
eine isoelektrische Fokussierung durchgefiihrt. Im nativen Gel der ersten Dimension konnten
mit dem Substrat p-NPG drei [soformen nachgewiesen werden. Die isoelektrischen Punkte
lagen zwischen 6.4 und 7.4. Leah und Mitarbeiter (1995) fanden in keimenden Gerstensamen
ebenfalls drei Isoformen einer B-D-Glucosidase, die alle eine katalytische Wirksamkeit
gegeniiber kurzkettigen Oligosacchariden aufwiesen. Die apparente molekulare Masse (M;)
dieser Glucosidase lag bei 60 kDa, im Falle der Gerstenblatt-IWF-Glucosidase waren es 52
kDa. Eine zellwandgebundene B-Glucosidase in Reiskeimlingen weist eine dhnliche M; von
56 kDa und ein pH-Optimum bei 4.5 auf (Akiyama et al. 1988). Der optimale pH-Bereich fiir
die apoplastische Glucosidase aus Gerste lag bei pH 5.5. Diese Daten weisen auf strukturelle
Ahnlichkeiten innerhalb der groBen Familie der Glukosidasen hin. Die Substratspezifitiit der
einzelnen Hydrolasen ist in vielen Féllen noch unbekannt. Fiir die im Apoplast von
Gerstenprimérbléttern lokalisierte B-D-Glucosidase konnte gezeigt werden, dass der ABA-GE

als Substrat dienen kann.
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Welche Bedeutung dem aus der Wurzel stammende ABA-GE im Blatt zukommt, wird in
Abbildung 4-4 dargestellt.

Eine Neusynthese der ABA beginnt in den Blittern erst, nachdem das Blattwasserpotential so
weit gesunken ist, dass der Turgordruck dem Wert Null nahe kommt. Stomata reagieren
jedoch bereits bei beginnender Bodenaustrocknung wenige Minuten nach Stressbeginn. In
diesem Fall weist das Blattwasserpotential noch keine Verdanderung auf (Henson et al. 1989,
Davies und Gowing 1999). Bei milden Stressbedingungen ist daher der ABA-Import aus den
Wurzeln von groBer Bedeutung (Abb. 4-4: A). Uber das Xylem, das in direkter Verbindung
mit dem Blattapoplast steht, gelangt ABA zu den SchlieBzellen. Der primédre Wirkort der
ABA scheint an der AuBBenseite der SchlieBzellenmembran lokalisiert zu sein (Hartung 1996,
Wilkinson und Davies 1997).

Palisaden- Leit- Palisaden-
parenchym blandel parenchym
Trockenstress Normale Bedingungen
pH 7.2 pH 6.4

Stoma Stoma

Abb. 4-4 Eine schematische Darstellung eines Blattquerschnittes mit Leitbiindel, Parenchym und
Stomata. Die Herkunft und der Transport von ABA und ABA-GE wird durch Pfeile gekennzeichnet
(ABA-GE: blau, ABA: rot). Auf die Intensitit der ABA bzw. ABA-GE-Fliisse deuten die
unterschiedlichen Groflen der Pfeile hin. Eine extrazelluldire Enzymaktivitit ist durch einen hellgriinen
Kreis dargestellt.
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Aus der Wurzel stammende ABA wird nach einem Postulat von Slovik et al. (1995) wéhrend
des apoplastischen Transportes im Blattmesophyllgewebe nach dem Anionenfallenprinzip
umverteilt (Abb. 4-4 B). Dieser Intensitéitsverlust des ABA-Signals an den Stomata konnte
durch den ebenfalls in den Blattapoplast ilibergetretenen ABA-GE und dessen Hydrolyse
(Abb. 4-4 C) abgeschwicht werden.

Bei Trockenstress kann es zu einer Alkalisierung des Extrazellularraumes um eine pH-Einheit
kommen (Wilkinson 1999). Eine Umverteilung der freien ABA ist in diesem Fall erschwert
(Abb. 4-4 D). Aus dem umliegenden Mesophyllgewebe kann ein zusitzlicher ABA-Efflux in
den etwas alkalischeren Apoplast stattfinden (Abb. 4-4 E; Hartung et al. 1988; Bacon et al.
1998). Stresssituationen verstidrken ebenfalls den ABA-GE-Import aus den Wurzeln (siehe
3.1.1.1 und 3.6.1). Fiir die apoplastische B-D-Glucosidase (Abb 4-4 F) bedeutet dies eine hohe
Substratkonzentration. Allerdings verringert ein leicht alkalischer pH (7.2) die
Hydrolyseaktivitét, da das in vitro gefundene pH-Optimum der IWF-B-Glucosidase bei pH
5.5 liegt. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass das Enzym in vivo ein etwas
verdndertes pH-Optimum aufweist. Gerade bei mildem oder beginnendem Trockenstress
konnte zusétzlicher ABA-GE aus der Wurzel die Signalwirkung unterstiitzen, denn die
Biosynthese der freien ABA ist aufgrund des unverdnderten Blattwasserpotenzials noch nicht
gestartet. Ebenso diirfte die Alkalisierung des Blattapoplasts noch so schwach sein, dass die

hydrolytische Spaltung des ABA-GE zunédchst nicht beeintrichtigt ist.

Kriterien, die definitionsgemé fiir ein Stresshormon gelten, sind eine stressinduzierte
Neusynthese gefolgt von einer erhohten Ausschiittung bzw. Anreicherung und dem
anschliefenden Auslosen von physiologischen sowie biochemischen Reaktionen in den
jeweiligen Zielgeweben. Abscisinsdure erfiillt all diese Kriterien und kann somit als
Stresshormon gelten. Thr Einfluss auf die stomatére SchlieBbewegung unter milden
Stressbedingungen ist weitreichend untersucht und setzt voraus, dass das in der Wurzel
gebildete ABA-Signal tliber das Xylem zu den Bléttern transportiert wird. Der ABA-GE selbst
wird als physiologisch inaktiv erachtet, wodurch das Kriterium der Wirksamkeit nicht erfiillt
ist. Dennoch konnte eine erhdhte Bildung des ABA-GE in den Wurzeln bei Trocken- und
auch Salzstress beobachtet werden (3.1.1.1 und 3.1.1.2). Der dadurch verstirkte Transport in
den Fernleitungsbahnen (Bano et al. 1993, 1994; Jeschke und Hartung 1999) wurde auch in
dieser Arbeit wiederholt bestétigt. Wiahrend der Translokation im Xylem des Sprosses treten
im Gegensatz zur freien ABA (3.5.2) keine Leckstrome in das umgebende Gewebe auf.

Nachdem der ABA-GE den Blattapoplasten erreicht hat, muss zunédchst durch die
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extrazellulire B-D-Glucosidaseaktivitit die Freisetzung der ABA aus dem Konjugat
gewihrleistet sein. Erst dann kann eine physiologische Reaktion in den Zielzellen (z.B.
Mesophyllzellen oder Stomata) ausgelost werden.

Die eingangs gestellte Frage nach der Wurzel-Spross-Stresssignalwirkung des ABA-GE lasst
sich nun wie folgt beantworten: Der unter Stressbedingungen im Xylem verstarkt
transportierte ABA-GE kann in Kombination mit der extrazelluldren B-D-Glucoseaktivitit im

Blatt das ABA-Langstreckensignal stabilisieren und auch intensivieren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Im Xylemsaft gestresster Pflanzen ist neben freier ABA auch ein erhohter ABA-GE-Gehalt
nachweisbar. Hierbei ist von Bedeutung, ob externe oder interne Faktoren an der Bildung
dieses ABA-GE-Signals beteiligt sind. Der Transportweg des ABA-GE durch Wurzeln und
seine Freisetzung in das Xylem sollte ebenfalls durch Untersuchungen an isolierten
Wurzelsystemen geklirt werden. Ferner ist ein Teil dieser Arbeit dem Langstreckentransport

des ABA-GE im Sprossxylem und seinem Schicksal im Blattapoplast gewidmet.

e Trockenstress fithrt zu einer um den Faktor 1.8 bis 2.4 verstdrkten ABA-GE-Synthese in
Maiswurzeln. In der Bodenldsung unter verschiedenen Getreidearten war eine ABA-GE-

Konzentration bis zu 35 nM nachweisbar.

e Transportstudien mit isolierten Wurzelsystemen lassen keinen lateralen Transport von
externem ABA-GE in das Xylem erkennen. Dies gilt besonders fiir acroponisch angezogene
Maiswurzelsysteme, da die hydrophoben, apoplastischen Barrieren Exo- und Endodermis fiir
den ABA-GE unpassierbar sind. Bei hydroponisch kultivierten Wurzelsystemen war eine
Zunahme der freien ABA im Xylem von 1.1 nM auf 8.0 nM nach Zugabe von ABA-GE ins
AuBlenmedium zu beobachten. Gleichzeitig mit dem Anstieg von ABA,, erfolgte eine
Zunahme des radialen Wasserflusses um den Faktor 1.5. Dies ldsst vermuten, dass ABA-GE
in den Apoplast der Wurzelrinde von hydroponisch angezogenen Wurzeln gelangen kann,

dort jedoch von apoplastischen Enzymen hydrolisiert wird.

e Tatséchlich ist in IWF aus Maiswurzeln eine B-D-Glucosidase-Aktivitdt nachweisbar. Sie
kann durch ABA-GE auf fast 50% gehemmt werden, was auf eine gewisse Substratspezifitit
des Enzyms gegeniiber ABA-GE hindeutet. Auf diese Weise freigesetzte ABA wird
anschlieBend symplastisch sowie apoplastisch mit dem ,solvent-drag“ des Wassers
transportiert. Der Transport von endogen gebildetem ABA-GE kann daher nur auf
symplastischem Weg erfolgen.

e Experimente mit isolierten Wurzelstelen- und Wurzelkortexsegmenten zeigten stirkere
ABA-GE-Effluxraten aus stelirem im Vergleich zu kortikalem Gewebe. Die Bildung und eine

um den Faktor 5 erhohte Freisetzung des ABA-GE ist bei einer gleichzeitigen Hemmung des
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oxidativen ABA-Baus am stirksten. Der -eigentliche Transportmechanismus in die

Xylemgetife ist noch unbekannt. Eine Beteiligung von ABC-Transportern wire denkbar.

e Die Stimulierung der hydraulischen Leitfahigkeit von Wurzeln (Lp;) ist fiir (+)-ABA
spezifisch und wurde mit elf verschiedenen ABA-Analoga eingehender untersucht. (+)-ABA,
(+)- und (-)-Abscisyl-Aldehyd, (+)-8’-Hydroxymethyl-ABA, (+)-8’-Methylen-ABA sowie
(+)-8’-Acetylen-ABA fiihrten zu einer Stimulierung des radialen Wasserflusses durch
hydroponisch angezogene Maiswurzelsysteme. (-)-ABA, Phaseinsdure und (+)-8’-Acetylen-
AB-Methylester zeigten keinen Effekt. Wurde das externe Medium jeweils mit (+)-Abscisyl-
Aldehyd, (+)-8’-Methylen-ABA, (+)-8’-Acetylen-ABA und ABA-GE angereichert, war eine
ABA,y-Zunahme zu beobachten. Obwohl (+)-8’-Hydroxymethyl-ABA und (-)-Abscisyl-
Aldehyd die Lp, erhohten, passierten sie die Wurzel ohne Verdnderung der ABA,y -
Konzentration. Wie bei anderen ABA-regulierten Prozessen scheint auch bei der Lp, die
Stereochemie eine Rolle zu spielen. Dennoch konnen kleine strukturelle Verdnderungen am

ABA-Molekiil toleriert werden. Dies bewiesen die am 8’-C-Atom modifizierten Analoga.

e Uber den Langstreckentransport des ABA-GE im Xylem des Sprosses ist bisher nur wenig
bekannt. Deshalb wurde das Xylem von Bohneninternodien und etiolierten Maismesokotylen
mit einem Medium perfundiert, das stressbedingte ABA- bzw. ABA-GE-Konzentrationen
(100 nM) widerspiegelt. Der ABA-GE passierte beide Sprosssegmente ohne Veridnderung.
Innerhalb von 10 min erreichte die ABA-GE,y-Konzentration das Niveau des externen
Mediums. Im Gegensatz dazu war eine Verzogerung von 30-40 min bei ABA,, zu
beobachten.

Wurde ABA-freies Medium verwendet, konnte eine ABA-Freisetzung aus dem angrenzenden
Parenchym in das Xylem nachgewiesen werden. Beim Bohneninternodium fiihrte diese
Freisetzung zu einem Anstieg von ABA,y; auf 13 - 23 nM, beim Maismesokotyl waren es 1 -
6 nM. Der ABA-Fluss war bei beiden Segmenttypen etwa 1 pmol m™ s'. Dieser Fluss wurde
fiir eine Berechnung des Permeabilititskoeffizienten (Papan) fiir die Plasmamembranen des
Sprossparenchyms bendtigt. Die Plasmamembranen des Xylemparenchmys erwiesen sich als
sehr gut permeabel fir ABAH. Thr Papan (1.1:10° ms™) ist der hochste aller bis heute
untersuchten Membrantypen.

Der ABA-Efflux aus dem Parenchym beider Segmenttypen konnte gesteigert werden, wenn

die Gewebe mit Tetcyclcis, einem alkalischen Puffer oder 100 mM NacCl perfundiert wurden.
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Eine anschliefende Anreicherung des jeweiligen Perfusionsmediums mit 100 nM ABA

beeinflusste obigen ABA-Efflux nur wenig.

e Die Bedeutung von extrazelluliren Enzymen im Blattapoplast wird ersichtlich beim
Vergleich des ABA-zu-Konjugat-Verhéltnisses im Xylemsaft von Gerstenkeimlingen (4-7)
und dem IWF aus den jeweiligen Primérbléttern (22-32). Das Auffinden einer 16-fachen
Anreicherung der spezifischen Aktivitdt im IWF gegeniiber dem Blattrohextrakt untermauerte
die extrazelluldre Lokalisation der B-D-Glucosidase. Die pH-Abhingigkeit des Enzyms zeigte
ein Aktivitdtsmaximum bei pH 5.5 und eine Schulter im pH-Bereich 5.0. Dies deutete auf
mogliche Isoformen des Enzyms hin, die mittels einer isoelektrischen Fokusierung auch
bestitigt wurden. Der IWF aus Gerstenprimérblittern enthielt mindestens drei Isoformen,
deren isoelektrische Punkte im Bereich zwischen 6.4 und 7.4 lagen. Das durchschnittliche

apparente Molekulargewicht von 51 kDa wurde mittels Gelfiltration bestimmt.

Abscisinsdure-Glucoseester kann nach diesen Untersuchungen nicht mehr ausschlieBlich als
Endmetabolit der Abscisinsdure gelten. Der unter Stressbedingungen im Xylem verstérkt
transportierte ABA-GE triagt in Kombination mit der extrazelluldren B-D-Glucoseaktivitit zu

einer Stabilisierung und Intensivierung des ABA-Langstreckensignals bei.
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6 SUMMARY

Under stress conditions ABA-GE concentration in the xylem can rise substantially to levels
that are even higher than of free ABA. The clarification whether external or internal sources
can amount for this ABA-GE-signal in the xylem was one objective of this present study.
Another field of interest was to obtain knowledge about how ABA-GE is transported within
the roots and released from the symplast to the xylem vessels. Furthermore the fate of ABA-
GE during long distance translocation in the stem and after having arrived the leaf apoplast

has also been investigated.

e Drought stress conditions increased ABA-GE-synthesis by 1.8- up to 2.4-fold in roots. The

soil solution under different crops contained ABA-GE in concentrations up to 35 nM.

e Transport experiments with isolated maize root systems made it seem rather unlikely that
the conjugate is translocated in significant amounts from the soil solution to the xylem
elements. Especially in aeroponically grown maize roots external conjugated ABA cannot be
dragged with the water flow across the hydrophobic exo- and endodermis. Both tissues seem
to be good barriers for ABA-GE. Hydroponically grown maize roots showed a decline in
ABA-GE,y while a simultaneous increase of free ABA,y from 1.1 nM up to 8.0 nM was
detected. As soon as ABA,y rose, the radial water flow (Jy;) through the root system
increased by a factor of 1.5 suggesting that external ABA-GE can enter the apoplast and be

cleaved by apoplastic enzymes.

e Indeed, intracellular washing fluid of maize roots contained a B-glucosidase activity, which
could be inhibited by ABA-GE. The inhibition reached almost 50 % implying that ABA-GE
can serve as a substrate of extercellular B-glucosidases in maize cortical tissues. The released
free ABA can than be translocated symplastically as well as apoplastically by solvent drag.

Hence, translocation of endogenous ABA-GE must occur in the symplast.

e Experiments with isolated cortical and stelar root segments revealed an up to 5-fold higher
ABA-GE efflux rate from stelar than from cortical tissues. Formation and release of ABA-GE

were highest under conditions that inhibited oxidative ABA degradation. The mechanism of
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release into the xylem elements is still unknown; it may include the action of ABC-

transporters.

e Transport experiments with eleven different ABA-analogues were performed to highlight
the structural requirements for the hormonal regulation of root hydraulic conductivity (Lp;).
(+)-ABA, (+)- and (-)-abscisyl aldehyde, (+)-8’-hydroxymethyl ABA, (+)-8’-methylene and
(+)-8’-acetylene ABA stimulated radial water transport through hydroponically grown maize
root systems. (-)-ABA, phaseic acid and (+)-8’-acetylene methyl ABA proved to be
ineffective. When root systems were perfused with either (+)-abscisyl aldehyde, (+)-8’-
methylene-, (+)-8’-acetylene-ABA or ABA-glucose ester an apparent increase of free ABA in
the xylem sap was detected. The analogues (+)-8’-hydroxymethyl ABA and (-)-abscisyl
aldehyde passed the cortex of maize roots without changing the ABA,y, however, stimulating
Lp:. As seen in other ABA-regulated processes stereochemistry is important. Concerning root
Lp; (-)-ABA proved to be ineffective. Nevertheless small alterations to the structure of ABA
are tolerated. The unnatural analogues modified at the 8’-carbon atom can even stimulate

longer lasting responses compared to (+)-ABA.

e Very little information is available about the fate of ABA and ABA-GE during its long
distance xylem transport through stems. The xylem of first internode of runner bean and of
etiolated maize mesocotyl segments was perfused with media containing abscisic acid (ABA)
or abscisic acid glucose ester (ABA-GE) in concentrations as they occur under stress
conditions (100 nM). ABA-GE passed through the internode and mesocotyl segments
unchanged. Within 10 min the concentration of ABA-GE,y; rose to a level similar to that in
the external perfusion medium. By contrast, 30 to 40 min passed before the concentration of
ABA,y reached the external level.

When ABA-free media were used, ABA was released from the xylem parenchyma to the
xylem vessels resulting in an ABA,y of 13 - 23 nM (runner bean internode) or 1 - 6 nM
(maize mesocotyl). Calculation of the ABA flow to the xylem exposed to be 1 pmol m?s” in
both stem segments. This flow rate was used to estimate the permeability coefficient of stem
parenchyma plasma membranes for undissociated ABAH. It turned out to be highest Papan
(1.1-10° ms™) of all cell types investigated until present.

The ABA efflux from stem and mesocotyl parenchyma into the xylem could be increased

when the tissues were treated with tetcyclacis but also by changing the pH from its normal
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value of about pH 6 to pH 7 and by adding 100 mM NacCl to the perfusion medium. If 100 nM
ABA was added to the perfusion medium the above treatments had only small effects on the

ABA-efflux from the tissues into the xylem.

e The action of enzymes that cleave hormone conjugates in the leaf apoplast became evident
comparing the ratios of free ABA/conjugated ABA in the xylem sap (4-7) of barley and
intracellular washing fluids of barley leaves (22-32). The specific activity of the B-glucosidase
was enriched 16-fold in IWF as compared to crude leaf extracts confirming its extracellular
compartmentation. The pH-dependency of the enzyme revealed a maximum activity at pH 5.5
and a pronounced shoulder was seen at pH 5.0 indicating the existence of isoforms. Indeed, an
isoelectric focusing confirmed the occurrence of at least three isoforms of B-glucoside
hydrolases in intercellular washing fluid of barley leaves with isoelectric points between 6.4

and 7.4. The average apparent molecular mass of 51 kDA was determined by gel filtration.

In conclusion, the results presented in this study support the idea that ABA-GE can not be
considered exclusively as a final metabolite of ABA. While stress conditions intensify the
ABA-GE-concentration in the xylem, ABA-GE must be discussed as an additional stress

signal that stabilises and intensifies the ABA long-distance signal.



Abkiirzungen

7 ABKURZUNGEN

ABA Abscisinsédure

ABA,y ABA im Xylem

ABA-GE Abscisinsdure-B-D-Glucopyranosylester
ABA-GE;y, ABA-GE im Xylem

Abb. Abbildung

AMPS Aminopersulfat

BSA Rinderserumalbumin

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

E Extinktion

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

Fg Frischgewicht

FPLC fast protein liquid chromatography

h Stunde

HA Hydroxyapatit

IWF Interzelluldre Waschfliissigkeit oder apoplastsiche Waschfliissigkeit
JaBA Radialer ABA-Fluss durch eine Wurzel [mol m> s'l]
Jvr Radialer Wasserfluss durch eine Wurzel [m? m> s'l]
Lp; Hydraulische Leitfahigkeit der Wurzel [m gt MPa'l]
kDa Kilodalton

M Molaritét

min Minute

MOPS 3-(n-Morpholino-)propansulfonsiure

MW Mittelwert

MPa Megapascal = 0.1 bar

Mr apparente molekulare Masse

mS Millisiemens

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

pH negativ dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration

pl

isoelektrischer Punkt
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p-NPG
ppm

S

SD
SDS
Tab.
TEMED
Tet
Tris

U min™
% vIv

% w/v

p-Nitrophenol-3-D-Glucopyranosid
parts per million

Sekunde

Standardabweichung &,
Sodiumdodecylsulfat

Tabelle
N,N,N’,N’-Tetramethyldiamin
Tetcyclacis
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan
Umdrehungen pro Minute
Volumenprozent

volumenbezogenes Gewichtsprozent
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