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Zusammenfassung
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Weltweit zahlt Trockenstress zu den wichtigsten ertragslimitierenden Faktoren der
Gerste, die mit einer Anbauflache von rund 49 Millionen ha nach Weizen, Mais und Reis
global zu den wichtigsten Nutzpflanzen z&ahlt. Trockenstressresistente Genotypen sind
daher von grof3er Bedeutung, insbesondere da ein grof3er Teil der Anbauflachen in
semiariden beziehungsweise ariden Gebieten, wie beispielsweise im mittleren Westen
Amerikas und in Zentralasien, zu finden ist. Polyamine, wie Spermin und Spermidin,
spielen im Zusammenhang mit einer verbesserten Toleranz gegeniber Trockenstress
eine zentrale Rolle. Anhand der Gerste (Hordeum vulgare) sollte daher der Einfluss des
Polyamins Spermin im Hinblick auf die Vermittlung von Trockenstresstoleranz
untersucht werden. Da Polyamine zum SchlieRen von Stomata filhren, stand dabei die
Untersuchung der Regulation von Schlief3zellen im Vordergrund. Die Wirkung extern
applizierten Spermins war konzentrationsabhangig und reversibel. Inhibitoren der
Polyaminoxidase (PAO) und Fanger von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), wie
beispielsweise Guazatinacetat und Ascorbinséaure, verhinderten den Prozess des
Stomataschlusses. Dies deutete darauf hin, dass Spermin entweder direkt oder indirekt
die Bildung von H.O, oder anderer reaktiver Sauerstoffspezies beeinflusst oder zur
Veranderung von Ca?"-permeablen Kanalen fiihrt. Basierend auf Ergebnissen aus
elektrophysiologischen Versuchen mit pflanzlichen lonenkanélen, wurde die Hypothese
aufgestellt, dass Spermin mdglicherweise die freie zytosolische Ca?*-Konzentration
([Ca**]ey) verandert und damit indirekt Uber den sekundaren Botenstoff Ca?* als
Regulator von K*-Kanélen in Schlie3zellen agiert. Dies kénnte wiederum einen Einfluss
auf die Trockenstresstoleranz von Gerste haben. Daher wurde die Auswirkung von
Polyaminen auf die [Ca?']: untersucht. Diese Arbeiten wurden an der Modellpflanze
Arabidopsis thaliana durchgefiuihrt, da [Ca?'].+-Reporterlinien vorlagen und in dieser
Pflanze Mechanismen der Ca?'-Signalwege bereits bekannt sind. Die Ca?'-
Reporterproteine Aequorin und Yellow Cameleon wurden genutzt, um [Ca?]y in
Ganzpflanzen, in Pflanzenteilen und in einzelnen Schliel3zellen zu analysieren. In
Ganzpflanzen konnten nach einer Behandlung mit Spermin biphasische Verénderungen
der [Ca?'].: beobachtet werden. Dabei konnten [Ca?'].: Veranderungen sowohl im
Spross als auch in der Wurzel nachgewiesen werden. In Schlie3zellen, die Spermin
ausgesetzt waren, zeigten sich dagegen Veranderungen der [Ca?*]¢ in Form von Ca?*-
Oszillationen. Auf Basis dieser Ergebnisse wird postuliert, dass Spermin an
Veranderungen der [Ca?*].: beteiligt ist und auf diesem Weg einen entscheidenden

Einfluss auf die Trockenstresstoleranz von Pflanzen hat.
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Zur weiteren Aufklarung der Rolle von Spermin wurden zwei putative Sperminsynthasen
(HVSPMS1 und HvVSPMS2) und eine Spermidinsynthase (HvSPDS) in Gerste
identifiziert. Ergebnisse von Expressionsanalysen deuten darauf hin, dass vor allem die
Sperminsynthasen an der Trockenstresstoleranz beteiligt sind. Um deren Rolle in vivo
zu untersuchen, wurden diese Gene kloniert, und es wurden transgene Gerstelinien
erzeugt, in denen diese uUberexprimiert oder mittels RNAi herunterreguliert sind. Diese

Linien stellen die Basis fiir weiterfilhrende Arbeiten dar.
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Drought stress is one of the most important factors limiting the yield of barley worldwide,
which, after wheat, maize and rice, is one of the world's most important crops with around
49 million hectares. Drought-resistant genotypes are therefore of great importance,
especially as much of the land is found in semi-arid and arid areas, such as the Midwest
and Central Asia. Polyamines, especially spermine and spermidine, play a central role
in the context of improved tolerance to drought stress. The aim of this work was therefore
to investigate the involvement of the polyamine spermine in drought stress tolerance of
barley (Hordeum vulgare). Since polyamines cause the closure of the stomata, the study
focused on the regulation of guard cells. The effect of externally applied spermine was
concentration-dependent and reversible. Inhibitors of polyamine oxidase (PAO) and
reactive oxygen species scavengers (ROS), such as guazatine acetate and ascorbic
acid, respectively, prevented the process of stomatal closure. This suggested that
spermine influences, either directly or indirectly, the formation of H,O, and other reactive
oxygen species or that it may modulate Ca?*-permeable channels. Based on results from
electrophysiological experiments on plant ion channels, it was hypothesized that
spermine may alter the free cytosolic Ca?* concentration ([Ca?*]c,:) and thus act indirectly
via the second messenger Ca?* as a regulator of K* channels in guard cells. This in turn
could have an impact on drought stress tolerance of barley. Therefore, the effect of
polyamines on [Ca?'].,: was investigated. This work was carried out on the model plant
Arabidopsis thaliana, since there were [Ca?*].,: reporter lines available, and in this plant
mechanisms of Ca?* signaling are already known. The Ca?* reporter proteins aequorin
and yellow cameleon were used to analyze [Ca?']y: in whole plants, in plant parts, and
in individual guard cells. In whole plants, biphasic changes of [Ca?"]ox were observed
after treatment with spermine. In this case [Ca?'].,: changes were detected both in the
shoot and in the root. However, in guard cells exposed to spermine, changes in [Ca?*]cy
were observed in the form of Ca?* oscillations. On the basis of these results, it is
postulated that spermine is involved in alterations of [Ca?']ex and in this way has a

decisive influence on the drought tolerance of plants.

In this work, two putative spermine synthases (HvSPMS1 and HvSPMS2) and one
spermidine synthase (HvSPDS) were identified to further clarify the role of polyamines
in barley. Results of expression analyses suggest that the spermine synthases in
particular are involved in drought stress tolerance. To study their role in vivo, the genes

were cloned, and transgenic barley lines were produced in which they were
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overexpressed or down-regulated by RNAi. These lines are the basis for further

investigations.
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1  Einleitung

1.1 Gerstenpflanzen unter Stress

In den letzten 40 Jahren hat Trockenheit weltweit mehr Menschen betroffen als jede
andere Naturgefahr. Trockenheit tritt in fast allen Regionen der Erde auf und ist eine
Naturerscheinung mit unterschiedlicher Dauer, Intensitat, regionaler Ausdehnung und
damit auch regionaler Auswirkung. Kommt es zu Dirre, ist die Landwirtschaft der erste
und am starksten betroffene Sektor (FAO, 2018). Verringerte Niederschlagsmengen,
Zunahme von Hitzewellen und Dirrezeiten (Parry et al. 1999; Ciais et al. 2005)
beeinflussen unmittelbar die Erntemenge und -qualitat von Getreide. Zu den
Hauptgetreidegattungen zéhlen unter anderem Weizen, Reis, Mais, Gerste sowie Hafer,
Quinoa und Hirse. Vor allem in Entwicklungslandern, wie zum Beispiel Agypten,
Tunesien, Indien und Pakistan werden auf Basis von Modellrechnungen zur
Klimaentwicklung Ertrage durch abiotische Stressfaktoren wie Trockenheit, extreme
Temperaturen, Versalzung und Mangel an Verflgbarkeit von Nahrstoffen bis zum Jahr
2020 um 50% sinken (Wang et al. 2003; Bita et al. 2013). Durch den Klimawandel wird
es zu einer Zunahme von Durren mit einer gehéuften Schwere und Dauer kommen
(FAO, 2018). Dies fuhrt, neben starken ©kologischen Auswirkungen auf die
Landwirtschaft, auch zu sozialen und ©6konomischen Problemen, wie massiven
Hungersnoten, Migration, Verschlechterung von natirlichen Ressourcen und einer
reduzierten Wirtschaftsleistung. Trockenheit zéhlt daher zu den wichtigsten Stressoren

von Pflanzen im landwirtschaftlichen Bereich weltweit.

Wahrend ihrer kompletten Entwicklung ist die Gerste, wie alle Pflanzen,
unterschiedlichen Stressoren ausgesetzt. Eine Einteilung erfolgt in biotische und
abiotische Stressoren. Die biotischen Stressoren konnen die Konkurrenz verschiedener
Pflanzen untereinander sein (Allelopathie) als auch die negativen Effekte durch zum
Beispiel Tierfral3 oder Schadlingsbefall. Beides kann eine hemmende Wirkung auf
einzelne Pflanzen haben und zu Entwicklungsverzogerung wéhrend der Keimung,
Wachstumsverzégerung bzw. Wachstumsminderung oder zu morphogenetischen
Auswirkungen fiihren. Neben biotischem Stress durch den Befall mit Phytopathogenen
wie zum Beispiel dem Gelbverzwergungs-Virus oder Mehltau (Blumeria graminis), aber
auch durch Schadlinge wie Wurzelnematoden und Blattlause, verursachen vor allem die
genannten abiotischen Faktoren Trockenheit, NA&hrstoffmangel und Versalzung
WachstumseinbuBen und Ertragsverluste. Phasen mit unterdurchschnittlichen

Niederschlagen fihren zu Trockenstress innerhalb der Pflanze. Die Menge an
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verfliigbaren Wasser in der Rhizosphére fallt dann unter die, fur die betreffende Pflanze,
erforderliche Wassermenge um ein effizientes Wachstum und die Biomasseproduktion
aufrechtzuerhalten (Deikmann et al. 2012). Der Wassermangel kann sich auf eine
Vielzahl von physiologischen Prozessen auswirken, unter anderem auf die
Photosynthese oder die Mineralstoffaufnahme. Durch eine vermehrte Produktion von
reaktiven Sauerstoffspezien (ROS) kommt es zu oxidativen Stress und durch eine
Veranderung der Spaltéffnungsweite wird zum Beispiel der Gasaustausch beeintrachtigt
(Kar 2011). Spaltéffnungen sind Poren in Blattern, die von zwei parallel orientierten
Zellen gebildet werden und zum Gasaustausch dienen. Diese sogenannten
SchlieRzellen bilden zusammen mit den haufig vorkommenden und besonders
gestalteten Nebenzellen den Stomakomplex (Frey und Lésch 2010). Die Nebenzellen
sind indirekt an der Funktion der Schlie3zellen beteiligt, indem sie diesen reversibel
Kalium fir die Stomatadffnung bereitstellen. Befinden sich die Stomata auf der
Blattunterseite, nennt man sie hypostomatisch; amphistomatisch sind sie bei einer
Verteilung sowohl auf der Blattober- und -unterseite, sowie epistomatisch wenn die
Stomata nur auf der Blattoberseite liegen (Bresinsky et al., 2008). Je nach Aufbau sind
verschiedene Stomatatypen zu unterteilen. Der Mnium-Typ zeigt weitgehend
unverdickte Zellwdnde und kommt z.B. bei Moosen und Farnen vor. Bei
Amaryllispflanzen ist der Rucken unverdickt bei einer stark verdickten Bauchwand
(Amaryllideen-Typ). Der Helleborus-Typ besitzt ungleichmaflig verdickte Zellwande
(viele Dikotyledone) und viele Poaceae, wie zum Beispiel die Gerste, besitzen
hantelférmige Schlief3zellen mit einer stark verdickten Mitte (Gramineen-Typ) (Bresinsky
et al., 2008). Die ungleichmaRige Verdickung der Zellwande der Schlie3zellen fiihrt bei
verandertem Innendruck (Turgor) zu einer Veranderung der Gestalt der Zellen. Sinkt der
Turgor der beiden Schlie3zellen, bewegen sich diese aufeinander zu und fliihren zum
Stomataschluss. Steigt der Turgor an, bewegen sich die Schliel3zellen durch ihre
Gestaltdnderung auseinander (Bresinsky et al., 2008). Der Wassermangel kann
weiterhin dazu fuhren, dass die Zellteilung, das Stammwachstum und die
Wurzelzellproliferation gehemmt werden (Gill et al. 2010). Das Absenken des
Bodenwasserpotentials, fuhrt zur Verringerung des Pflanzenwasserpotentials innerhalb
der Pflanze. Um die Aufrechterhaltung des Gewebewasserpotentials zu gewahrleisten,
erfolgt einerseits eine Erhdhung der Wasseraufnahme und andererseits die
Einschrankung des Wasserverlusts (Antunes et al. 2018). Auch eine Versalzung des
Bodens verursacht ein Absenken des osmotischen Potentials in der Bodenlésung und
fuhrt damit zu Wasserstress in der Pflanze. Bei osmotischen Stress kommt es innerhalb
der Pflanze, wie auch bei reinem Trockenstress, ebenfalls zum Absenken des

Wasserpotentials. Die meisten dadurch betroffenen zellularen Prozesse, welche durch
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Trockenheit und Salzstress verursacht werden sind, gleich. Neben dem osmotischen
Stress verursachen hohe Salzkonzentrationen im Boden zudem auch ionischen Stress.
Die Akkumulation der beiden lonen Na* und CI fihrt zum Beispiel zur vorzeitigen
Seneszenz der Blatter (Munns et al. 2008). Das Hauptproblem stellt die erhhte Na*-
Konzentration im Zytosol dar, was hauptsachlich zur Inhibierung von kaliumabhéngigen
Enzymen fuhrt (Maathuis 2009, Maathuis et al. 2014). Die Hauptstrategien der Pflanzen,
mit Trockenheit und dem daraus resultierenden Wassermangel umzugehen, sind Flucht
(Escape), Vermeidung (Avoidance) und Toleranz (Zhang 2007, Levitt 1980). In
Abhangigkeit vom Einsetzen, der Dauer und der Intensitat kommt es zu komplexen
Auswirkungen des Stressors auf die Pflanze. Nach Einwirken eines Stressors wird die
Pflanze zunachst in eine Alarmphase gehen, und es kommt zu charakteristischen
Veranderungen, wie z.B. zur Minderung des Wachstums (Romero-Puertas et al. 2013).
Kommt es zur Uberschreitung eines fir die jeweilige Pflanze spezifischen
Toleranzbereichs, kann dies zur akuten Schadigung bis zum Absterben flhren. Im
Anschluf3 an diese erste Alarmphase kommt eine Resistenzphase mit Restitution und
Hardening. In dieser Widerstandsphase hat die Pflanze eine erhdhte Widerstandskraft
gegen den Stressor, das heil3t es kann zu spezifischen und/oder unspezifischen
Abwehrreaktionen (Resistenz) kommen. Im Ergebnis ist die Pflanze angepasster an den
Stressor. Bei andauernder Einwirkung des Stressors kommt es zur Ermidungsphase,
und es kénnen chronische Schaden an den Pflanzen auftreten. Dieses Stresskonzept
ist sowohl abhéngig von den einzelnen Stressoren als auch von den einzelnen Pflanzen,
auf welche der Stressor wirkt (Littge et al. 2010). Ist die Pflanze generell unfahig, den
wahrgenommenen Stress zu umgehen, kann dieser letal wirken. Die Bewéltigung des
Stresses in der zweiten Phase kann durch Flucht (Escape) erfolgen. Mit Hilfe dieser
Strategie entgeht die Pflanze der schadigenden Auswirkung des z. B. Trockenstresses
durch einen angepassten Phanorhythmus (Basu et al. 2016). Auch das Uberstehen von
langeren wasserarmen Perioden durch morphologische Umwandlung der Blatter und
des Sprosses zu Wasserspeichern ist bei einigen sukkulenten Pflanzenarten mdglich.
Die erhthte Widerstandsfahigkeit (Resistenz) kann durch eine Vermeidungsstrategie
(Avoidance) oder dem Ertragen des Stresses (Toleranz) erfolgen (Levitt 1980). Die
Vermeidungsstrategie beruht in einer verbesserten Wasseraufnahme unter anderem
durch die Ausbildung eines tief verzweigten Wurzelsystems oder der Uberdauerung in
Form von Samen und an vor Austrocknung geschiitzten Orten (z.B. Geophyten) (Muller
et al. 2011, Frey und Ldsch 2010). Des Weiteren kdnnen Schaden durch Trockenstress
vermieden werden, durch die Minderung des Wasserverlustes und durch eine effektive
Wasserspeicherung. Das Entstehen eines niedrigen Wasserpotentiales kann durch den

Abscisinsaure (ABA) induzierten Stomataschluss, Uber Reaktionen wie das Blattrollen
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sowie einer angepassten Blattepidermisstruktur wie Verkorkung und Haarbildung
erfolgen (Osmolovskaya et al. 2018). Die Beschrankung der Transpiration durch eine
Verdickung der Cuticula und die verminderte Anzahl von Spalt6ffnungen (Stomata) pro
Flache sind zusatzliche wichtige Parameter, um ein zu starkes Verdunsten von Wasser
und in Folge dessen ein Welken von Blattern zu verhindern. Halt der Trockenstress
allerdings fur einen langeren Zeitraum an sind die Vermeidungsstrategien teilweise nicht
effektiv genug, um das Pflanzenwachstum und die Produktivitdt aufrechtzuerhalten.
Dann erfolgt die Entwicklung einer Austrocknungstoleranz durch eine osmotische
Anpassung wie z. B. der Akkumulation von kompatiblen geldsten Stoffen und dem
Schutz von Proteinen und einer Stabilisierung der Zellwéande. Des Weiteren kénnen die
Erweiterung der antioxidativen Kapazitat durch ROS-Entgiftung und ein angepasster
Stoffwechsel erfolgen (Verslues et al. 2016). Die Toleranz fihrt zum langfristigen

Uberleben und zur Produktion von Nachkommen einer Art (Frey und Losch 2010).

Die Zichtung trockenstresstoleranter Getreidesorten steht aufgrund von
ErtragseinbuBen durch klimatisch verursachten Trockenstress im Fokus der
Zichtungsforschung. Trockenstress durch Friihjahrs- und Sommertrockenheit wahrend
der Zeit der Blute und Samenfillung fuhrt zu geringeren Ernten mit weniger und
kleineren Kdrnern mit schlechterer Qualitat. Im Vergleich zu Weizen ist Gerste eine
generell sehr trockenstresstolerante Getreideart. Sie zeichnet sich durch ihre genetische
Vielfalt und die sehr hohe Toleranz einzelner Genotypen gegenlber abiotischem Stress
aus. Sie zahlt zur Familie der Siuf3graser (Poaceae). Das Genom ist diploid (2n = 2x =
14 Chromosomen). Als altestes Kulturgetreide wird Gerste weltweit neben Reis, Mais
und Weizen als viertwichtigste Kulturpflanze zum Anbau genutzt. Die prognostizierte
Erntemenge fur Gerste 2018/19 liegt bei 139 Mio t, hinter Weizen mit 730 Mio t und Reis
mit 498 Mio t (USDA Foreign Agricultural Service). Heute genutzte Sorten gingen
wahrscheinlich aus der zweizeiligen Wildgerste Hordeum vulgare L. ssp. spontaneum
(C. Koch) Thell hervor. Eine Kultivierung begann vor etwa 10.000 Jahren im Bereich des
fruchtbaren Halbmondes. Weitgehend erhalten hat sich die hohe genetische und
phéanotypische Diversitat der Gerste vor allem in den Ursprungsgebieten (Wang et al.
2015). Die Verbreitung der Gerste erstreckt sich weltweit neben den gemaRigten
Klimazonen auch auf Gebiete mit semiaridem und aridem Klima, wie beispielsweise
Zentralasien und Nordafrika (FAO, 2018). Wéahrend in Deutschland fur einjahrige
Sommergerste oder Uberjahrig als Wintergerste tiefgriindige und gut durchfeuchtete
Bdden zur Verfugung stehen, ist der Anbau in von Trockenperioden beeinflussten Zonen
gepragt von haufigem Wassermangel. Dies beeinflusst unter anderem die
Samenentwicklung und fuhrt zu schlechteren Ernten und verminderter Néhrstoffqualitat

der Korner. Durch die globalen Folgen des Klimawandels kommt es mittlerweile auch in
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Deutschland immer héaufiger zu Trockenperioden im Sommer und dadurch zu
Ertragsverlusten auch im Gerstenanbau. Laut Deutschem Bauernverband (DBV) kam es
durch den anhaltend trockenen Sommer 2018 zu einem Riickgang der Getreideernte in
Deutschland von 26 Prozent. Dies entspricht einem Rickgang von durchschnittlich 48
auf 36 Millionen Tonnen. Die angebaute Wintergerste wird hier vor allem als Tierfutter
verwendet. Die weniger ertragreiche Sommergerste wird unter anderem zur Herstellung
von Bier, aber auch fur Graupen und gelegentlich fir Mehl genutzt (Bothmer et al. 2003).
In dieser Arbeit wurde mit der Sommergerstensorte Golden Promise gearbeitet. Diese
Sorte besitzt wirtschaftlich keine Bedeutung mehr, dient jedoch als Modellsorte in
genetischen und funktionellen Analysen, da sie eine hohe Transformationseffizienz

besitzt und sich damit zur Erstellung transgener Linien eignet (Hensel et al. 2008).

1.2 Trockenstressresistenz und SchlieBzellregulation

Durch die zunehmende Verknappung weltweiter Wasserressourcen stellt Wasser den
global wichtigsten limitierenden landwirtschaftlichen  Produktionsfaktor  dar.
Trockenstressresistenz, durch welche Pflanzen gegeniber der schadlichen Wirkung von
Trockenheit teilweise oder ganz geschiitzt sind, ist somit essentiell fur viele Pflanzen.
Dies geschieht, indem die Pflanzen sich morphologisch und/oder physiologisch
anpassen und damit der schadigenden Einwirkung des Wassermangels entgegentreten.
Um die Wirkung des Trockenstresses, wie zum Beispiel den erhdhten Turgorverlust, zu
vermeiden, haben Pflanzen eine angepasste Osmoregulation entwickelt. Einige
Pflanzen vermeiden Trockenstress mittels Uberdauerungsorganen. Dazu uiberstehen sie
im Samenstadium langer andauernde Trockenphasen und verringern bzw. vermeiden
damit Verluste durch Austrocknen (Leprince et al., 1993). Verstarktes Wurzelwachstum
(Tiefwurzler, Mykorrhiza) sowie ein angepasster Entwicklungszyklus sind weitere
Moglichkeiten von Pflanzen, Trockenstress zu vermeiden. Des Weiteren kann die
intrazellulare Einwirkung von Trockenstress durch eine angepasste Stressreaktion
mittels Bildung von Stressproteinen (z.B. Hitzeschockproteine) oder einer Veranderung
der Membranlipide erfolgen (Landi et al., 2019). Sinkt die Bodenfeuchte aufgrund von
Wassermangel, reagieren Pflanzen wenn ein kritisches Wasserpotential erreicht ist. Der
stomatare Widerstand wie auch der Abscisinsdurespiegel erhdhen sich, die
Transpirationsrate und die Photosyntheserate nehmen ab. Durch die Abnahme der
Transpiration kommt es gleichzeitig zum Anstieg der Temperatur in der Pflanze
(Monteith et al. 1996). Die Anpassung der Photosynthese an die Temperaturverhaltnisse
ist eine zuséatzliche Strategie, um Trockenstress zu uberstehen. Eine physiologische

Anpassung an Trockenheit stellen Cs-Pflanzen und CAM-Pflanzen (CAM =
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Crassulacean Acid Metabolism) dar. Wahrend der Calvin-Zyklus und die CO,-Fixierung
in C4-Pflanzen raumlich voneinander getrennt sind, ist es in CAM-Pflanzen eine zeitliche
Trennung voneinander. Die Fixierung des CO- und die Umwandlung in Malat finden nur
in der Nacht durch Offnung der Stomata statt. Tagsuber bleiben die Spaltéffnungen
geschlossen, verhindern damit die erhohte Verdunstung, und das aus dem Malat
freigesetzte CO, wird in den Calvin-Zyklus tberfuhrt (Leegood 2013). Gerste zahlt zu
den Cs-Pflanzen, in welchen die Photosyntheseleistung wahrend Trockenphasen
reduziert ist, da die Spaltéffnungen zur Verringerung von Wasserverlust geschlossen

sind.

Chemische Signale aus der Wurzel und verénderte Wasserpotentiale im Spross fuihren
nach einem Austrocknen des Bodens zu unterschiedlichen Signalen, welche den
Offnungsgrad der Stomata beeinflussen. Zudem 6ffnen sich Stomata in Reaktion auf
blaues Licht, um den Gasaustausch zwischen der Pflanze und der Atmosphare zu
gewabhrleisten. Wird die in der Plasmamembran lokalisierte H*-ATPase durch Blaulicht
aktiviert, fihrt dies zum Transport von Protonen unter Hydrolyse von ATP Uber die
Plasmamembran aus der Zelle in den Apoplasten. Fir den Transport eines H* ist ein
ATP notig, welches aus der Photophosphorylierung oder der
Atmungskettenphoshorylierung stammt. Die Plasmamembran wird durch diesen
Vorgang hyperpolarisiert (Shimazaki et al., 2007; Marten et al., 2010). Aufgrund der
Hyperpolarisation entsteht ein elektrischer Gradient, welcher einwartsgerichtete,
selektive K*-Kanale aktiviert und den Einstrom von K* induziert (Lebaudy et al., 2008).
Dieser Einstrom fuihrt zur Akkumulation von K* und den Gegenionen CI, Nitrat und Malat.
Gleichzeitig werden K* und CI Uber die im Tonoplasten lokalisierte K*/H*-Antiporter
NHX1 und NHX2 sowie Uber vakuolare Chloridkanale in die Vakuole transportiert (Inoue
et al. 2017). Eine Alkalisierung des Zytoplasmas wird dadurch verhindert, dass
Phosphoenolpyruvat durch die PEP-Carboxylase in Oxalessigsaure uberfihrt wird,
welche dann durch die Malat-Dehydrogenase und NADPH zu Malat reduziert wird. Das
Wasserpotential der Schliel3zellen verringert sich schlief3lich durch die Akkumulation der
lonen, was zur Aufnahme von Wasser in die Vakuole fiihrt. Dieser Wasserinflux lasst
den Turgor steigen und es kommt zur Offnung der Stomata (Inoue et al., 2010; Marten
et al., 2010).

Abscisinsdure (ABA) als wichtiges Phytohormon wahrend Trockenstress spielt eine
wichtige Rolle in der Regulation der Schliezellen. Kommt es aufgrund von
Wassermangel zu einer zellularen Dehydrierung, fuhrt dies zum Anstieg der
Konzentration des Phytohormons ABA im Blatt und zu einer Alkalisierung des Zytosols.

Durch den Anstieg der Konzentration von ABA, welches in den Schliel3zellen
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synthetisiert wird, kommt es zur Aktivierung einer komplexen Signalkaskade mit Ca?*-
abhangigen und Ca?*-unabhéangigen Signalwegen, welche den Verschluss der Stomata
induzieren und damit den Transpirationsverlust verringern. Die Signalwege werden
wiederum durch verschiedene Signalintermediate aktiviert, wie zum Beispiel
Wasserstoffperoxid oder  Stickstoffmonoxid. ~ABA induziert einerseits den
Stomataschluss an bereits offenen Schlie3zellen, hemmt aber andererseits auch die
lichtinduzierte Offnung der SchlieRzellen. Die Offnung durch Blaulicht wird durch ABA
auf drei unterschiedliche Arten unterdrickt. Erstens kommt es durch ABA zu einer
beschleunigten Freisetzung von lonen aus den Schlie3zellen. Dies geschieht tiber eine
Aktivierung von Anionenkanalen des S- und R-Types sowie auswarts gerichteten K*-
Kanalen (Jarzyniak et al. 2014). Zweitens wird durch ABA die Expression von K*-
Kanalgenen verringert, indem es zu einer Inaktivierung von AKS-Transkriptionsfaktoren
(ABA-responsive Kinase Substrate) mittels Phosphorylierung durch OST1 (Open
Stomata 1), einer durch ABA aktivierten Proteinkinase, in SchlieBzellen kommt
(Takahashi et al., 2013, 2016). Durch Endozytose kommt es drittens zur Verlagerung
von KAT1 aus dem Plasmalemma in Kompartimente der Endomembran. Dadurch
reduziert sich die Abundanz des K*i,-Kanals im Plasmalemma weiter (Sutter et al. 2007).

1.3 Die Rolle von Calcium in Pflanzen

Calciumionen (Ca?*) zahlen zu den wichtigsten intrazellularen sekundaren Botenstoffen
(Berridge et al. 2000). Als Pflanzennahrstoff ist Ca?* essentiell fir Wachstum und
Entwicklung. Als zweiwertiges Kation ist es wichtig fur den strukturellen Aufbau der
Zellwand und von Membranen. In der Zellwand liegt es als Ca?*-Pectat vor und bindet
so Pectin-Polymere aneinander. Des Weiteren dient es als Gegenkation von
organischen und anorganischen Anionen in der Vakuole. Eine wesentliche Rolle spielt
Ca?* zudem als sekundarer Botenstoff im Zytosol und in Organellen (Knight et al., 1997).
Eine voriibergehend erhohte Konzentration von freiem zytosolischen Calcium ([Ca?*]qy)
ist an vielen Signaltransduktionsmechanismen in Pflanzen beteiligt und stellt z.B. ein
frihes Element der Aktivierung von Signalnetzwerken bei durch Pathogene ausgeldstem
biotischem Stress dar (Thor und Peiter 2014; Stab und Ebel 1987; Nirnberger et al.
1994; Tavernier et al. 1995). Aber auch andere physiologische Stimuli bewirken eine
transient erhohte [Ca?*]... So fiihren abiotischer Stress, wie Salz, Trockenheit und Kélte
(Knight et al. 1997, 1991), aber auch Pflanzenhormone, Beriihrung, Fraf3schaden
(Knight et al. 1991; Moyen et al. 1998; Kiep et al. 2015) und oxidativer Stress (Price et
al. 1994, Clayton et al. 1999) zu erhohten [Ca?'].-Werten. Diese Ca?*-Signale steuern

eine Vielzahl von nachgelagerten Prozessen. Die Veranderungen der [Ca?*]c,: haben
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ihren Ursprung in der Vakuole und anderen internen Speichern oder im Apoplasten. Die
angrenzenden Membranen besitzen Ca?"-Kanale und -Transporter, welche zur
Aufrechterhaltung der zytosolischen Ca?-Homoostase dienen. Mit 100 nM ist die
Konzentration von freiem zytosolischen Ca?* in der unstimulierten pflanzlichen Zelle im
Vergleich zum Apoplast oder der Vakuole mit Werten von mehr als 1 mM sehr gering.
Die genannten auf3eren oder endogenen Reize kdnnen in der Zelle zu einem schnellen
Anstieg der [Ca?'].,: fihren, was ein intrazellulares Signal als Reaktion auf den Reiz
darstellt. In Abhangigkeit vom auslésenden Stimulus konnen verschiedene [Ca?]cy-
Reaktionen auftreten. So konnten sowohl einzelne Erh6hungen der Ca?*-Konzentration,
als auch langanhaltende, zyklisch auftretende Ca?*-Signale (Ca?*-Oszillationen)
beobachtet werden. Ca?*-Oszillationen koénnen sich in der Frequenz der einzelnen,
hintereinander auftretenden Spikes in Abhangigkeit von au3eren Reizen unterscheiden
(Malho et al. 1998, Allen et al. 1999, 2001). Das heif3t, dass in Abhangigkeit vom auf3eren
Reiz mittels stressspezifischer Ca?*-Signatur durch spezifische Ca?*-sensitive Proteine
eine spezifische Antwort erfolgen kann (McAinsh und Hetherington 1998). Osmotischer
Stress als aulRerer Reiz fihrt zum Beispiel in der Modellpflanze Arabidopsis zum Anstieg
der [Ca?'].«. Dieser ist essentiell fur die Expression trockenstressinduzierter Gene
(Knight et al. 1997).

Eine Aktivierung des Ca?*-Einstroms Uber die Plasmamembran kann in Pflanzen auch
durch Trockenstress hervorgerufen werden. Fir Arabidopsis wurde gezeigt, dass der
OSCA1-Kanal eine wichtige Funktion in der Registrierung von Trockenstress und dem
osmotisch induzierten Ca?*-Einstrom Uber die Plasmamembran einnimmt (Yuan et al.
2014). Expressionsanalysen zeigten eine Promotoraktivitat in Schlie3zellen und
Wourzeln. In oscal-Mutanten wurden auf osmotischen Stress geringere Ca?*-Signale in
Schlie3- und Wurzelzellen detektiert als im Wildtyp. Ebenso konnten eine verminderte
Regulation der Transpiration und ein vermindertes Wurzelwachstum bei osmotischem

Stress beobachtet werden (Yuan et al. 2014).

1.4 Generierung von zytosolischen Calciumsignalen

Eine Voraussetzung fir Ca?-Signale ist die Ca?-Homoostase, die einen Ausgleich
zwischen dem hohen Ca?*-Bedarf z.B. fir die Stabilitat der Zellwand (Conn et al. 2011)
einerseits und dem niedrigen Ca?-Spiegel im Zytosol andererseits herstellt. Die
Generierung von zytosolischen Ca?-Signalen entsteht durch ein komplexes
Zusammenspiel von Ca?"-Kanalen, -Pumpen und -Transportern welche den Ca?*-
Einstrom (Influx) und -Ausstrom (Efflux) koordinieren. Die Veradnderung von

zytosolischen Ca?*-Konzentrationen wird daher durch zwei gegensatzlich verlaufende
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Reaktionen verursacht; zum einen durch den Einstrom von Ca?" durch lonenkanile
entlang eines elektrochemischen Gradienten und zum anderen durch den aktiven
Ausstrom des Ca?* mittels Pumpen (Ca?*-ATPasen) und Ca?'/H*-Antiporter (Sanders et
al. 2002). Durch die Aktivierung von Ca?*-Kanalproteinen erfolgt der Ca?*-Einstrom tber
die Zellmembranen. Je nach Zelltyp und Gewebeart gibt es unterschiedliche
lonenkanaltypen. Eine Einteilung kann erfolgen in spannungsabhangige oder
spannungsunabhangige, ligandenabhangige oder dehnungsaktivierte Ca?'-Kanale
(Dodd et al. 2010). Glutamatrezeptoren (GLRSs), als nicht selektive Kationenkanéle, sind
ein Beispiel fur Regulatoren des Ca?'-Einstroms (Davenport 2002). Es wird
angenommen, dass GLRs wichtig fir die Ernahrung der Pflanze mit Ca?* sind, sowie bei
der Vermittlung von Ca?-Reaktionen bei Kaltestress und in der systemischen
Reizleitung eine Rolle spielen (Kudla et al. 2010). Der als TPC1 (Two Pore Channel)
benannte calciumpermeable Kanal in der Membran der Vakuole spielt eine Rolle in der
SchlieRzellregulation von Arabidopsis in Reaktion auf externes Ca?* (Peiter, 2011). Seit
einiger Zeit ist zudem bekannt, dass TPC1 an der Bildung systemischer Ca?*-Signale
beteiligt ist. Versuche an Arabidopsispflanzen zeigten, dass durch Blattfral® der Raupe
Spodoptera littoralis neben Ca?*-Signalen im befallenen Blatt auch ein weiteres,
systemisches Signal ausgelost wird. Dieses systemische Signal konnte in TPC1-
Mutanten nicht mehr dokumentiert werden (Kiep et al. 2015). Der Ausstrom von Ca?*
aus dem Zytosol in den Apoplast oder in intrazellulare Organellen erfolgt gegen einen
elektrochemischen Gradienten und verbraucht Energie. Der Efflux erfolgt tiber Ca?*-
ATPasen vom P-Typ und durch Ca?"/H*-Antiporter (Sanders et al. 2002). Wahrend die
Antiporter den Ausstrom des Ca?* mit niedriger Affinitat und hohem Umsatz regulieren,
erfolgt der Ca?*-Ausstrom Uber die ATPasen mit hoher Affinitat und niedrigem Umsatz.
Dies lasst darauf schlieRen, dass die Antiporter die Ca?'-Konzentration nach einer
stressinduzierten Erhéhung wieder auf wenige Mikromolar reduzieren, wahrend die
ATPasen wichtig dafir sind, die niedrigen Ca?*-Konzentrationen wahrend Ruhephasen
aufrechtzuerhalten (Kudla et al. 2010).

Die erhOhten Ca?*-Konzentrationen wahrend eines Ca?*-Signals werden durch Ca?*-
bindende Proteine mittels EF-Hand-Domanen erkannt (Sanders et al. 2002). Diese Ca?*-
Sensoren vermitteln die Umsetzung der in den spezifischen Ca?*-Signaturen
enthaltenen Information in downstream-Antworten, wie Proteinphosphorylierungen oder
transkriptionelle Anderungen. Die Ca?*-Sensoren werden in vier Klassen eingeteilt.
Calmoduline (CaMs) sind in tierischen und pflanzlichen Organismus hoch konserviert,
wahrend Calmodulin-dhnliche Proteine (CMLs), Ca?"-abhangige Proteinkinasen
(CDPKs) und Calcineurin B-ahnliche Proteine (CBLSs) pflanzenspezifisch sind (Tuteja et
al. 2007). Die Spezifitat der Ca?*-Signale wird bestimmt durch deren Signatur und



1 Einleitung 22

Lokalisation; unterschiedliche Stresseinwirkungen auf die Pflanze bedingen
unterschiedliche Stresssignaturen (Webb et al. 1996). So verursacht Salzstress haufig
eine biphasische Ca?*-Antwort, bestehend aus einer anfanglichen transienten Erh6hung
und einer nachfolgenden Oszillation. Im Gegensatz zu Salzstress bewirkt Kéltestress
lediglich eine monophasische Erhéhung der [Ca?*].: (Kiegle et al. 2000). In diesen
Experimenten wurden jedoch ganze Pflanzen analysiert, die aus nicht synchronisierten
Zellen zusammengesetzt sind. Nach den mathematischen Modellierungen von Dodd et
al. (2006) besteht eine Beziehung zwischen den Veranderungen der [Ca*'].: einer
einzelnen Zelle und denen der gesamten Pflanze. Die Studie zeigte, dass die Ca?'-
Signatur der Gesamtpflanze mdglicherweise auf bestimmte definierte Ca?*-Oszillationen
einzelner Zellen zurtickzufthren ist. Die Herkunft aus unterschiedlichen Ca?*-Speichern
ermoglicht eine weitere Erhéhung der Spezifitat der Ca?*-Signale. So kann das Signal
aus extrazellularen Speichern wie der Zellwand kommen oder aber auch aus
intrazellularen Speichern innerhalb der Zelle. Membranassoziierte Ca?*-Sensoren sind

in der Lage, diese ortlichen Ca?*-Veranderungen zu dekodieren (Kudla et al. 2010).

Letztendlich fuhrt eine Anderung der Konzentration des sekundaren Botenstoffes Ca?*
zur Antwort auf unterschiedliche Einwirkungen auf die Pflanze durch zum Beispiel
Aktivierung reizspezifischer Transkriptionsfaktoren und dadurch zur Regulation von
stressaktivierten Genen. Als weitere Antwort kann die Bildung von regulatorischen
Molekdilen induziert werden. Hierzu zahlen pflanzliche Hormone wie ABA, Ethylen oder
Jasmonsaure (White et al. 2003; Dodd et al. 2010).

1.5 Vorkommen und Biosynthese von Polyaminen

1678 wurden von Antoni van Leeuwenhoek erstmals mikroskopisch Phosphatkristalle
aus einer Verbindung, welche aus menschlichem Samen extrahiert wurde,
nachgewiesen. Spater erhielt sie aufgrund ihres Ursprungs die Bezeichnung Spermin.
Durch die hohe Polaritat und Wasserloslichkeit sowie die hohe Oxidationsempfindlichkeit
an der Luft gelang eine Isolierung und damit die Aufklarung der kompletten Struktur erst
im Jahr 1924 (Geneste und Hesse 1998). Spermin gehdrt zur Gruppe der Polyamine,
welches kleine gesattigte, offenkettige oder zyklische organische Polykationen sind. Sie
sind bei physiologischem pH-Wert positiv geladen und besitzen zwei oder mehrere

primére Aminogruppen (-NH>) (Abb.1).
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Abbildung 1: Strukturformeln der Polyamine. Rote Markierungen kennzeichnen die
Grundstruktur des Putrescin, blaue Markierungen zeigen die Aminopropylteile welche an die
Grundstruktur des Putrescin angehangt werden, um die entsprechenden Polyamine zu bilden.
Grafik aus Tiburcio et al. 2014, veréndert.

Sie kommen in nahezu allen Organismen, einschliel3lich Bakterien, Tieren und Pflanzen
vor (Hussain et al. 2011). Eine Ausnahme hiervon stellen einige extrem halophile
Archaebakterien, wie Halobacterium und Halococcus, dar (Hamana et al. 2009). Durch
ihre positive Ladung konnen Polyamine mit negativ geladenen Molekilen, wie zum
Beispiel Nukleinsduren, Proteinen, Phospholipiden und Zellwandkomponenten
interagieren (Martin-Tanguy et al.2001; Kakkar und Sawhney 2002). In Pflanzen sind
Polyamine sowohl als freie basische Verbindung als auch in konjugierter Form zu finden.
Die in Pflanzen am haufigsten vorkommenden Polyamine sind Spermidin und Spermin,
sowie das Diamin Putrescin. Daneben kdénnen auch noch weitere Polyamine, wie
Cadaverin, Thermospermin oder Norspermin, vorkommen. Der Biosyntheseweg von
Polyaminen in Pflanzen unterscheidet sich von dem in Tieren darin, dass es in Pflanzen
zwei Vorstufen gibt. Ausgehend von Ornithin und Arginin ist in Pflanzen der erste Schritt
die Decarboxylierung der beiden Aminosauren via Arginin- und Ornithindecarboxylase
(ADC, ODC) zum Diamin Putrescin. Der Stoffwechselweg liber die ADC besteht aus drei
aufeinander folgenden enzymatischen Schritten. Zunéchst erfolgt die Katalyse von L-
Arginin mittels ADC zu Agmatin, nachfolgend die Umwandlung von Agmatin mittels
Agmatiniminohydrolase zu N-Carbamoylputrescin und anschlieRend die Bildung von
Putrescin durch die N-Carbamoylputrescinamidohydrolase. In der Modellpflanze
Arabidopsis thaliana konnte kein Gen gefunden werden, welches fir das Enzym ODC
kodiert, so dass die Putrescinsynthese in dieser Pflanze ausschlieZlich Gber den ADC-
Weg erfolgt (Hanfrey et al. 2001).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4021140/#B61
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4021140/#B38
http://link.springer.com/article/10.1007%2Fs00425-008-0772-7#CR50
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Der nachste Schritt in der Polyaminbiosynthese ist die Umwandlung von Putrescin zu
Spermidin  durch die Spermidinsynthase (SPDS). Die hierfir notwendigen
Aminopropylgruppen werden durch die S-Adenosylmethionindecarboxylase aus S-
Adenosylmethionin (SAM) erzeugt. Spermidin wird dann durch eine Sperminsynthase
(SPMS) bzw. eine Thermosperminsynthase (TSPMS) in Spermin oder Thermospermin
umgewandelt. Auch in diesem Schritt wird decarboxyliertes S-Adenosylmethionin als
Aminopropyldonor genutzt (Kusano et al. 2008, Liu et al. 2015, Alcazar et al. 2006, Abb.
2).

Die Oxidation der Polyamine kann tber die kupferhaltige Aminoxidase (CuAO) sowie die
Polyaminoxidase (PAO) erfolgen (Abb. 2), wobei erstere eine hohe Affinitat flr die
Oxidation der primaren Aminogruppen von Putrescin und Cadaverin aber eine geringe
Affinitat fur Spermin und Spermidin besitzt (Moschou et al. 2012). Die Polyaminoxidase
katalysiert die Oxidation der sekundaren Aminogruppen von Spermin und Spermidin
(Tavladoraki et al. 2012). In beiden Fallen entsteht neben weiteren Reaktionsprodukten
H20- (Tiburcio et al. 2014).

In Menschen und anderen S&ugetieren fuhrt ein Fehlen bzw. eine Reduzierung der
Bildung von Spermin zu schwerwiegenden Defekten. Das Snyder-Robinson Syndrom,
hervorgerufen durch eine Mutation im menschlichen SPMS-Gen, resultiert in einer
reduzierten Sperminsynthaseaktivitat und verursacht neben geistiger Behinderung auch
Skelettdefekte, Hypotonie und Bewegungsstérungen. Sowohl in Menschen als auch in
Mausen ist das SPMS-Gen auf dem X-Chromosomen (Xp22.1 Region) lokalisiert. Der
Versuch, transgene Knockout-Mause ohne SPMS zu erzeugen, fihrte zu nicht

lebensfahigen Tieren (lkeguchi et al. 2006).
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Abbildung 2: Biosynthese (A) und Abbau (B) von Polyaminen. Griine Pfeile zeigen
den pflanzlichen, blaue Pfeile den bakteriellen und rote Pfeile den tierischen Stoffwechselweg.

Grafik aus Kusano et al. 2008.
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1.6 Die Rolle von Spermin in der Stresstoleranz von Pflanzen

In Pflanzen wird Polyaminen eine Vielzahl von Funktionen wéahrend der Antwort auf
biotischen und abiotischen Stress zugeordnet (Kusano et al. 2008; Alcazar et al. 2010).
Anderungen der Polyaminkonzentration wurden wahrend Trocken-, Salz- und
Kaltestress, sowie durch Belastung mit Schwermetallen oder UV-Strahlung
nachgewiesen (Bouchereau et al. 1999; Alcazar et al. 2006; Groppa und Benavides
2008; Alcazar et al. 2010). In Gerste konnte nach einer Inokulation mit dem Pathogen
Blumeria graminis eine Erhdhung der Polyamingehalte um bis zu 268% fir Putrescin
und 246% fiur Spermin nachgewiesen werden (Walters et al. 2003). Ausgeldst werden
diese Veranderungen hauptsachlich durch eine angepasste Polyaminbiosynthese, aber
auch durch die Oxidation von Polyaminen mittels Polyaminoxidasen. So stieg sowohl die
Aktivitat der ADC und ODC, als auch die der PAO und DAO in den mit Blumeria graminis
befallenen Gerstepflanzen (Walters et al. 2003). Die Interaktion von Polyaminen mit
pflanzlichen Hormonen wie ABA, sowie die Beteiligung von Polyaminen an
verschiedensten molekularen Prozessen wird diskutiert. Hierzu zahlen die Signalgebung
Uber reaktive Sauerstoffspezien (ROS), die Beeinflussung von lonenkanalaktivitaten, die
Generierung von Stickstoffmonoxid (NO) oder die Ca?*-Homoostase (Alcazar et al.
2010). Putrescin und Spermidin sind, nachgewiesen durch Knockout-Experimente,
essentiell fur Hefe (Saccharomyces cerevisiae) und Pflanzen (Hamasaki-Katagiri et al.
1998; Imai et al. 2004b; Urano et al. 2005). So konnte in Arabidopsis spdsl-1 spds2-1
Doppelmutanten nach einer Phase des kontinuierlichen Wachstums der Keimblatter und
der Achsenverlangerung keine weitere  Entwicklung beobachtet werden.
Spermidinsynthasen scheinen eine wesentliche Aufgabe in der Zellproliferation wéhrend
der Embryogenese zu spielen. Ob die Lethalitat allerdings bedingt ist durch das Fehlen
der Spermidinsynthase oder einer Anhaufung des Polyamins Putrescin, bleibt offen.
Auch das komplette Fehlen von Putrescin fuhrt zu nicht lebensfahigen Pflanzen (Urano
et al. 2005). Wird in Arabidopsispflanzen die Arginindecarboxylase tberexprimiert, fuhrt
dies zu einer erhohten Konzentration von Putrescin. Diese Pflanzen zeigen einen
verminderten Wuchs und ein spéter einsetzendes Blihen, welches auf eine verminderte
Gibberellinkonzentration zuriickzufuhren ist. Dies deutet darauf hin, dass ein, durch
biotischen oder abiotischen Stress, erhdhter Putrescingehalt einen Einfluss auf den
Gibberellinmetabolismus hat (Alcazar et al. 2005). Wahrenddessen fiihrt das Fehlen von
Spermin bei Pflanzen lediglich zu unterschiedlich ausgepréagten Funktionsstérungen, wie
erhohter Anfalligkeit gegen osmotischen Stress (Imai et al. 2004a). Spermin und
Spermidin induzieren die Stickstoffmonoxidproduktion in Arabidopsis (Moschou et al.
2008). Die der Sperminproduktion zugrundeliegende Sperminsynthase zeigt in

Experimenten zum Nachweis von stressinduzierten Genen eine deutlich erhohte
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Expression in stresstoleranteren Genotypen (Gonzalez et al. 2011). In transgenen
Arabidopsispflanzen, welche die Sperminsynthase Uberexprimieren und damit eine
erhOhte Konzentration von Spermin aufwiesen, konnten Gonzalez et al. (2011) zudem
eine verbesserte Resistenz gegeniber dem Befall mit dem bakteriellen Pathogen
Pseudomonas viridiflava beobachten. Im Weiteren konnten Yamaguchi und Kollegen
(2006) zeigen, dass Knockoutpflanzen von Arabidopsis thaliana, deren Synthese von
Spermin und Thermospermin inhibiert war, hochsensitiv auf Salzstress reagierten. Die
Applikation von 1 mM Spermin konnte diese Sensitivitat riickgangig machen, wahrend
die Zugabe von Thermospermin keinen Einfluss auf die Salztoleranz hatte.
Thermospermindefiziente Arabidopsispflanzen zeigen allerdings einen verminderten
Wuchs des Sténgels, was darauf hindeutet, dass Thermospermin fir die Entwicklung
der Pflanze nétig ist (Kakehi et al. 2008). Zudem entwickeln diese Pflanzen dickere
Blattadern, da es zu einer Zunahme von Gefalizellen in den Blattern kommt (Clay und
Nelson, 2005). Auch in Reis konnte durch die Uberexpression von SAMDC bzw. ADC
und einer dadurch erhdhten Konzentration von Spermin und Spermidin eine erhéhte
Salzstresstoleranz (Roy und Wu 2002) oder Trockenstresstoleranz beobachtet werden
(Capell et al. 2004). Einen weiteren Hinweis fir eine Beteiligung von Spermin an
Stresstoleranzmechanismen der Pflanze fanden Liu et al. (2004) an Weizen. Wurde bei
einer trockentoleranten Weizensorte mit Polyethylenglykol (PEG) 6000 Trockenheit
simuliert, konnte ein signifikanter Anstieg von freiem Spermin und Spermidin gemessen

werden. In trockensensitiven Weizen hingegen stieg nur der freie Putrescingehalt an.

Darluber hinaus gibt es viele Berichte, insbesondere aus der Tierphysiologie, dass vor
allem Spermin mit funktionell unterschiedlichen Ionenkandlen und Rezeptoren
interagiert (Williams et al. 1997). Damit zusammenhangend konnte die beschriebene
Sensitivitdt von Arabidopsis spms-Knockoutmutanten gegeniber Trocken- und
Salzstress dadurch erklart werden, dass intrazellulare Polyamine einwarts gerichtete
Kaliumkanéle in der Plasmamembran von SchlieRzellen blockieren (Liu et al. 2000).
Darlber hinaus zeigten Dobrovinskaya et al. (1999) in Gerste, dass Polyamine vakuolare

Kationenkanale blockieren kénnen.

1.7 Sperminsynthase als Produzent von Spermin in Pflanzen

Synthetisiert wird Spermin durch die Aminopropyltransferase Sperminsynthase, welche
weit verbreitet ist und in Tieren, Pflanzen und Pilzen zu finden ist. Friihere Annahmen,
dass es keine Sperminsynthase in Bakterien gibt, konnten widerlegt werden. E. coli und
viele andere Bakterien enthalten nur Putrescin und Spermidin. Mittlerweile konnten aber

zum Beispiel innerhalb einiger Actinobakterien sowie in Bakterien der Ordnungen
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Clostridiales und Bacilliales Sperminsynthasen gefunden werden (Hamana und
Matsuzak 1987; Hosoya et al. 2004). Wahrend Spermidinsynthasen und Spermidin
ubiquitar in Pilzen zu finden sind, hat die Sperminsynthase lediglich eine begrenzte
Verbreitung innerhalb von Pilzen und wurde bisher nur in Hefe gefunden (Nickerson et
al. 1977). Tierische und pflanzliche Zellen enthalten beide Aminopropyltransferasen,
Spermidin- und Sperminsynthase. In Pflanzen scheint die Sperminsynthase auf die
Bedecktsamer (Angiospermen) begrenzt zu sein. Pflanzliche Aminopropyltransferasen
bestehen aus einer Gruppe von Enzymen, die eine Aminopropylgruppe auf einen
Propylaminakzeptor Ubertragen. Als Donor verwenden Aminopropyltransferasen
decarboxyliertes S-Adenosylmethionin. Wéhrend die Spermidinsynthase Putrescin als
Akzeptor verwendet, um Spermidin zu produzieren, wird sowohl von der
Sperminsynthase als auch der Thermosperminsynthase Spermidin als Akzeptor genutzt.
Dadurch entsteht entweder Spermin oder Thermospermin. Die Lokalisation der
Spermidin- und Sperminsynthasen konnte im Zytosol und im Nukleus von Pflanzenzellen
beobachtet werden (Belda-Palazén et al. 2012). Die Sperminsynthase besitzt eine
dimere Struktur, welche wahrscheinlich fur die Aktivitat wichtig ist. Zuséatzlich ist eine N-
terminale AdoMetDC-ahnliche Doméane mit moglicher zusatzlicher regulatorischer
Funktion vorhanden (Pegg et al. 2009).

Neben den héufig beobachteten Polyaminen Putrescin, Spermidin und Spermin konnten
auch andere Polyamine, wie Cadaverin oder Thermospermin, in lebenden Organismen
gefunden werden. Thermospermin wurde erstmals in dem thermophilen Bakterium
Thermus thermophilus entdeckt und spater auch in Halobacterium cutirubrum,
Agrobacterium tumefaciens oder in Paracoccus denitrificans nachgewiesen (Oshima
1979; Carteni-Farina et al. 1985; Hamana et al. 1989 und 1990). Thermospermin ist ein
Strukturisomer von Spermin und wird aus Spermidin mittels Thermosperminsynthase
synthetisiert. Beide Polyamine Uben im Stoffwechsel unterschiedliche Funktionen aus
und sprechen unterschiedlich auf biotischen und abiotischen Stress an (Mitsuya et al.
2009; Naka et al. 2010). Wahrend zum Beispiel Thermospermin eine wichtige Rolle bei
der Xylementwicklung in Pflanzen spielt, ist Spermin nicht essentiell fir die Ausbildung
des Phéanotyps, wie Versuche mit spms-Mutanten in Arabidopsis thaliana zeigten (Imai
et al. 2004b). Eine acaulis5 (acl5)-Arabidopsismutante, welche kein Thermospermin
produziert, wurde erstmals 1997 durch Hanzawa und Kollegen isoliert, und es wurde
gezeigt, dass ein Fehlen von Thermospermin zu einer verminderten Ausbildung des

Sprosses flhrte.
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1.8 Hypothesen und Ziele dieser Arbeit

In der Literatur konnte an verschiedenen Pflanzen bereits gezeigt werden, dass
Polyamine in Verbindung mit verbesserter Toleranz gegenlber abiotischen
Stressfaktoren wie zum Beispiel Trockenheit stehen. Bezugnehmend auf Arbeiten an
Arabidopsis (Alcazar et. al 2006, Yamaguchi et al. 2006) wurde zu Beginn dieser Arbeit
postuliert, dass Polyamine auch in der monokotyledonen Pflanze Gerste einen positiven
Einfluss auf die Trockenstresstoleranz haben kdénnten. In der Modellpflanze Arabidopsis
thaliana reagierten vor allem Sperminmangel-Mutanten hypersensitiv auf Trockenstress
und erhdhte Salzkonzentrationen im Boden. Daher ist ein Ziel dieser Arbeit, die Rolle
des Polyamins Spermin wahrend Trockenstress in Gerste zu untersuchen. Dazu sollten
putative Sperminsynthasen in Gerste gefunden und deren Rolle unter Trockenstress
durch Expressionsanalysen und in pharmakologischen Ansétzen untersucht werden.
(Abb 3. (1)). Da sich ABA und Spermin gegenseitig beeinflussen kénnten und damit beide
die Ca?-abhangige Signaltransduktion modulieren wirden, sollte im Weiteren die
mdogliche Veranderung der [Ca?"]¢: durch Spermin in unterschiedlichen Pflanzenteilen
der Gerste bestimmt werden (Abb. 3 (II)). In einem weiteren Ansatz sollte in
Stomataversuchen geklart werden, ob es einen tatsachlichen Zusammenhang zwischen
Spermin und ABA sowie der [Ca?'].,: auf die Salz- und/oder Trockentoleranz der Gerste
gibt (Abb. 3 (l11)).

Zum Erreichen der genannten Ziele wurden [Ca?'].-Messungen an gesamten Pflanzen
und an einzelnen Pflanzenteilen durchgefiihrt. Dazu sollten unterschiedliche
Analysemethoden, basierend auf den Reporterproteinen Aequorin und Yellow Cameleon
3.6 (YC 3.6) eingesetzt werden. Der Nachweis des Einflusses der Polyamine,
insbesondere von Spermin, auf die Stresstoleranz der Gerste sollte in hydroponischen
Versuchen geklart werden. Der Einfluss auf den Stomataschluss sollte mittels Bioassays

an einzelnen Schlie3zellen untersucht werden.

Um die Grundlagen der Biosynthese und Wirkung von Spermin in Gerste zu analysieren,
sollten daneben mdgliche Sperminsynthasen in Gerste charakterisiert werden. Hierzu
sollten transgene Gerstenpflanzen erstellt werden, anhand deren in Folgeprojekten
geprift werden sollte, ob die Stresstoleranz von Gerste durch Erhéhung der

Sperminkonzentration verbessert bzw. durch deren Verringerung reduziert wird.
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Abiotischer Stress

| (Trockenheit/Salz) | ™\
Modulierung von Ca2*-permeablen
Kandlen

Il
l
‘ Anderungenvon [Ca?*] |
P N\ -
| in SchlieBzellen |
d |

Na+/K+ Stomata-
Homoostase schluss I
Salz- Trocken-
toleranz toleranz

Abbildung 3: Hypothese zur Einflussnahme von Spermin auf die abiotische
Stresstoleranz von Gerste. | - Einfluss von Spermin auf abiotischen Stress, Il - Einfluss von
Spermin auf [Ca?*]ey, Il - Einfluss von Spermin auf die Trocken- und Salzstresstoleranz
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2

2.1

Material und Methoden

Software und Datenbanken

Zur Erstellung dieser Arbeit wurden folgende Datenbanken, Internetdienste und im

Internet verfigbare Programme verwendet:

¢

BLAST (Basic Local Alignement Search Tool) gegen die NCBI (National Center
for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine) Datenbanken
(Altschul et al.,, 1990 & 1997) diente dem Vergleich von Protein- oder
Nukleotidsequenzen mit homologen Genen, Proteinen oder ESTs (expressed

sequence tags).

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi

Multalin (Multiple sequence alignment with hierarchical clustering) (Corpet, 1988)

wurde fir den Vergleich von mehreren Sequenzen genutzt.

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin

Das Programm MEGAS5 (Tamura et. al, 2011) wurde zur Erstellung von

Stammb&umen angewendet.

Die Prosite-Datenbank (Falquet et al. 2002) wurde zum Auffinden konservierter

Motive in den Proteinsequenzen verwendet.

http://www.expasy.org/tools/scanprosite

Zum Ubersetzen einer Nukleotidsequenz in die entsprechende Proteinsequenz
wurde das Emboss Transeq Tool (EMBL-EBI 2015) benutzt.

http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss transeq

Unter Verwendung von Primer3 (Rozen et al., 2000) wurden Oligonukleotid-

Primer entworfen.

http://primer3.ut.ee/

Das Programm Webcutter 2.0 wurde zum Auffinden mdéglicher Schnittstellen von

Restriktionsendonukleasen in Nukleotidsequenzen genutzt.

http://rna.lundberqg.qu.se/cutter2

Die Suche nach SPMS Sequenzen in Gerste ermoglichten folgende

Datenbanken:


http://rna.lundberg.gu.se/cutter2
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0 Barleyl-Datenbank (Shen et al. 2005)
http://www.plexdb.org/plex.php?database=Barley

o0 GabiPD (GABI-Primardatenbank am Max-Planck-Institut fir Molekulare

Pflanzenphysiologie, Potsdam)

https://www.gabipd.org

o The IPK Crop EST Database (Leibniz-Institut fir Pflanzengenetik und

Kulturpflanzenforschung (IPK), Gatersleben)

http://pgrc.ipk-gatersleben.de/est

2.2 Materialien

2.2.1 Chemikalien, Enzyme und Kits

Chemikalien, Enzyme und Kits mit Daten von Herstellern und Katalognummer sind im
Anhang dargestellt (Anhang, Tab. 2, 4, 5)

2.2.2 Oligonukleotide

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon

(Ebersberg, Deutschland) hergestellt und sind im Anhang aufgelistet (Anhang, Tab. 7)

2.2.3 Pflanzen
Die Versuche der vorliegenden Arbeit wurden mit Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. sowie

mit Hordeum vulgare cv. Golden Promise, cv. Tadmor und cv. Scarlett durchgefiihrt.
Neben dem Wildtyp der beiden Pflanzen wurde zudem mit transgenen Linien gearbeitet,

welche in den betreffenden Kapiteln jeweils noch einmal genannt werden.

2.3 Anzuchtmethoden

2.3.1 Bakterienanzucht
Fur die Herstellung von Plasmidkonstrukten wurde der Escherichia coli Stamm E10

(Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) verwendet. E. coli wurde in Terrific Broth (TB) oder
Luria-Bertani Medium (LB) mit entsprechender Selektion tiber Nacht bei 37°C kultiviert.
Agrobacterium tumefaciens Stamme wurden in Yeast Extract Broth (YEB) bzw. in
Agrobacterium Minimal Medium (AB) fir 2 Tage bei 28°C ebenfalls mit entsprechender
Selektion kultiviert. Eine Ubersicht iiber die jeweiligen Selektionsantibiotika ist in Tabelle

6 (Anhang) angegeben.


https://www.gabipd.org/
http://pgrc.ipk-gatersleben.de/est
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2.3.2 Anzucht von Arabidopsis thaliana auf Erde
Arabidopsispflanzen wurden in einem Gemisch aus Einheitserde ED73 (Einheitserde

Werkverband, Sinntal-Altengronau, Deutschland) und Vermiculit (Kammlott, Erfurt,
Deutschland) im Verhaltnis 2:1 (v/v) kultiviert. Aul3erdem wurde dem Erde/Vermiculit-
Gemisch Biomukk (Eco Bio Systems, Tonisvorst, Deutschland) nach Herstellerangaben
zugesetzt, um einem moglichen Befall mit Trauermiicken vorzubeugen. Arabidopsis-
Samen wurden direkt auf die Erde gesét und zwei Tage bei 4°C im Dunkeln stratifiziert.
Die Anzucht erfolgte in einem Klimaschrank (AR75, Percival Scientific, Perry, 1A, USA)
bei einer Lichtintensitat wahrend der Tagesperiode (16 h) von 100-150 umol m?2s™. Die
Temperatur betrug 22°C am Tag und 18°C in der Nacht; die relative Luftfeuchtigkeit
betrug 65%.

2.3.3 Anzucht von Arabidopsis thaliana in Hydrokultur
Arabidopsis-Samen wurden zunéchst eine Minute mit 70% Ethanol und anschlie3end

funf Minuten mit Hypochloritldsung (4% NaClO; 0,02% Triton X-100) gewaschen. Es
folgten vier Waschschritte mit sterilem deionisierten Wasser. Anschlieend wurden die
Samen in 24-Lochplatten mit halbkonzentriertem Murashige & Skoog — Medium (Y/>-MS-
Medium, pH 5,8), welches 0,25 g /L Saccharose enthielt, Uberfiihrt. Zum Stratifizieren
wurden die mit Parafilm verschlossenen Platten in Aluminiumfolie gewickelt und fur zwei
Tage bei 4°C dunkel inkubiert. Im Anschluss wurden die Platten aus der Aluminiumfolie
genommen. Die Kultivierung der gekeimten Pflanzen erfolgte unter Langtagbedingungen
in einem Klimaschrank (AR75, Percival Scientific) mit 16 h Licht / 8 h Dunkelheit bei 22°C

und 150 umol m2 s, Die relative Luftfeuchte im Pflanzenschrank betrug 65%.

2.3.4 Anzucht von Hordeum vulgare auf Erde
Die Gerstenpflanzen wurden fir die Versuche soweit nicht anders angegeben in

Kunststofftopfen mit einem Durchmesser von 24 c¢cm und einem Volumen von 5,4 |
kultiviert. In die Topfe wurde 2 kg Einheitserde ED73 gemischt mit Perlit (Verhaltnis 3:1
viv) geflllt. Samen der zweizeiligen Sommergerstensorte Golden Promise wurden
zunachst fur drei Stunden in einer 1 mM CaSO4-L&sung inkubiert, danach fiir zwei Tage
bei 4°C stratifiziert und anschlieRend rund 2 cm tief in Erde ausgeséat. Pro Topf wurden
jeweils 3 Samen ausgesat. Alle zwei Tage wurde bis zur maximalen Wasserkapazitat
gewassert; Uberschissiges Wasser konnte abflie3en. Die Diingung erfolgte mit einem
NPK-Flussigdinger (WUXAL NPK 8-8-6, Wilhelm Haug, Ammersbach, Deutschland)
und wurde ab sechs Wochen nach der Keimung alle zwei Wochen durchgefuhrt. Dabei
wurden pro Topf 100 ml einer Lésung von 2 ml Flussigdinger I H,O gegossen. Die
Pflanzen wurden in einem Klimaschrank (AR75, Percival Scientific) oder, zur Anzucht

von Spenderpflanzen zur Herstellung transgener Gerstenpflanzen, in einer begehbaren
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Klimakammer (Siemens, Minchen) kultiviert. Die Beleuchtung hatte eine Intensitat von
600-700 pmol m2 st mit einem Tag-Nachtrhythmus von 16 zu 8 h. Die Temperatur
betrug 18°C am Tag und 14°C in der Nacht; die relative Luftfeuchtigkeit betrug 65%. Die
spatere Kultivierung der transformierten Pflanzen erfolgte in klimatisierten
Gewachshauskammern unter vergleichbaren, aber weniger eng kontrollierbaren

Wachstumsbedingungen mit automatischer Bewasserung.

2.3.5 Anzucht von Hordeum vulgare in Hydrokultur

Zur Anzucht der Gerstenpflanzen fir die Versuche in Hydrokultur wurden die Samen drei
Stunden in einer 1 mM CaSO0as-L6sung vorgequollen, anschlielend zwei Tage bei 4°C
stratifiziert, und dann auf mit Wasser angefeuchtetem Papier bei Raumtemperatur im
Dunkeln zum Keimen gebracht. Drei Tage nach erfolgter Keimung erfolgte der Transfer
in die mit 1,2 L Nahrlésung (Anhang Tab. 8) gefillten und mit einer Belliftung versehenen
HydrokulturgefalBe. In einem GefaR befanden sich jeweils 9 Pflanzen. Um
Toxizitatserscheinungen zu verhindern, wurde die Nahrlésung zunachst %-konzentriert
angesetzt und nach drei Tagen gegen unverdinntes Medium ausgetauscht. Um eine
mdglichst konstante Nahrstoffverfigbarkeit zu gewahrleisten, wurde das Medium nach
weiteren drei Tagen gewechselt. Nach einwdchigem Wachstum der Pflanzen auf
unverdinntem Medium wurden PEG 6000 bzw. NaCl zugesetzt. NaCl wurde in einer
Konzentration von 50 mM, 100 mM bzw. 150 mM zugegeben. Fir die PEG-
Konzentration wurden isoosmotische Bedingungen zu den jeweiligen osmotischen
Potenzialen der entsprechenden NaCl-Losungen mittels Osmometer bestimmt. Somit
ergaben sich Endkonzentrationen fir das PEG 6000 von 8%, 14,8% bzw. 16%. Vierzehn
Tage nach Zugabe von NaCl und PEG erfolgte die Ernte der Gerstenpflanzen. Spross-
und Wurzelsystemléange wurden durch Bestimmung der Lange der langsten Wurzel bis
zum Beginn des jungsten Blattes gemessen. Die Bestimmung der Trockenmasse von
Spross und Wurzel erfolgte nach zwdlfstindiger Trocknung der Pflanzenteile bis zur

Gewichtskonstanz im Trockenschrank bei 90°C.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 RNA-Extraktion

Die Expression der Sperminsynthase-codierenden Gene wurde in Blattern und Halm von
Gerste untersucht. Die Ernte erfolgte drei Tage nach Keimung der Samen und danach
im 14-tdgigen Rhythmus. Das Pflanzenmaterial fur alle anderen Versuche bestand aus
Blattern und wurde entsprechend dem Versuchsziel zu den angegebenen Zeiten

geerntet. Zur Isolierung von RNA wurde das zu untersuchende Pflanzenmaterial
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geerntet und in flissigem Stickstoff gemdrsert. 100 mg des gemorserten
Pflanzenmaterials wurden in 1,5 ml Reaktionsgefal3e abgewogen, und die Gesamt-RNA
wurde mit dem Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) nach
Angaben des Herstellers isoliert. Die erhaltene RNA wurde bis zur weiteren Verwendung
bei -80°C gelagert. Die Quantifizierung der Nukleinsduren erfolgte mit Hilfe eines
Mikroliter-Spektralphotometers (Nanodrop ND-2000c, ThermoFisher, Henningsdorf,
Deutschland).

2.4.2 Reverse Transkription

Die cDNA-Synthese erfolgte unter Verwendung der reversen Transkriptase SuperScript
[I' (ThermoFisher). Bei Nutzung der cDNA zur Amplifikation von Fragmenten fur
Klonierungsexperimente wurden 2 ul Oligo-dT2s-Primer (50 uM) und 1 pl dNTPs (je 10
mM) zusammen mit 1-2 ug Gesamt-RNA in ein steriles PCR-Reaktionsgefal? gegeben
und mit sterilem, deionisiertem Wasser auf 12 pl aufgeflillt. Das Gefafld wurde 5 Minuten
bei 65°C inkubiert und dann sofort auf Eis gestellt. Jeweils 4 pl des 5x First Strand Buffer
(Thermo Fisher), 1 pyl DTT (0.1 M) und 1 yl RNaseOUT (ThermoFisher) wurden dem
Reaktionsgefald zugegeben. Nachdem die Proben geschuttelt und kurz anzentrifugiert
wurden, erfolgte eine zweiminltige Inkubation bei 42°C. Ein pl der reversen
Transkriptase (200 Units) wurde hinzugegeben. Danach folgten zwei
Inkubationsschritte, 90 Minuten bei 65°C, danach 15 Minuten bei 70°C. Zur Reaktion
wurde dann 1 pyl RNase A gegeben, und die Reaktion wurde 20 min bei 37°C inkubiert.
Zum Schluss wurde 29 pl deionisiertes Wasser zugegeben und die erhaltene cDNA
entweder sofort weiterverwendet oder bei -20°C aufbewahrt. Sollte die cDNA fur
guantitative Analysen genutzt werden, wurde statt der Reversen Transkriptase
SuperScript I und Oligo-dT24s-Primern die Reverse Transkriptase M-MulLV
(ThermoFisher) und dNs-Primer verwendet. Auch hier erfolgte die Synthese nach

Herstellerangaben des Kits.

2.4.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung der cDNA von HvSPMS1 und HvSPMS2 wurden 2,5 pl des RT-
Ansatzes in einer Standard-PCR-Reaktion nach Herstellerangaben eingesetzt. Die
Annealingtemperatur wurde an die verwendeten Primer angepasst (siehe Anhang Tab.
7).
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H>O 31,0 ul
5x Phusion HF Puffer 10,0 pl
10 mM dNTPs 1,0 pl
10 uM Vorwarts-Primer 2,5l
10 uM Ruckwarts-Primer 2,5 ul
cDNA 2,5 ul
Phusion hot start DNA Polymerase 0,5 ul
Gesamt 50,0 pl

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler (Biometra, Géttingen, Deutschland)
mit folgenden Parametern durchgefihrt.

Schritt Prozess Zeit Temperatur

1 initiale Denaturierung 30 sec 98°C

2-31 Denaturierung 10 sec 98°C
Annealing 30 sec Tm -5°C
Elongation 1 min kb1 72°C

32 finale Elongation 5 min 72°C

2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Analyse der DNA-Proben aus der PCR wurde ein 1%-iges (1 g L'!) Gel aus Agarose
in TAE-Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA) hergestellt. Das Gel wurde
in der Mikrowelle erhitzt und mit 0,02 uyl SybrSafe DNA Gel Stain (ThermoFisher) pro ml
Gel versetzt. Die Ansétze aus der PCR wurden zunachst mit einem 6x Probenpuffer
(30% (v/v) Glycerin, 0,25% (0,25 g L) Bromphenolblau) versetzt und dann je 10 pl auf
das Gel aufgetragen. Bei konstanter Spannung von 100 V wurden die einzelnen
Fragmente durch Gelelektrophorese aufgetrennt. Um die Gré3e der DNA-Fragmente zu
analysieren, wurde ein 1 kb-Marker (New England Biolabs) verwendet.

2.4.5 lIsolierung und Reinigung von DNA aus Agarosegelen

Die Aufreinigung des PCR-Produkts, welches mit einem Skalpell aus dem Gel
ausgeschnitten wurde, erfolgte mittels eines Kits (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System; Promega, Madison, USA) nach Herstellerangaben. Die gereinigte DNA wurde

entweder sofort weiterverwendet oder bei -20 °C aufbewahrt.
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2.4.6 A-Tailing

Die Volllangen-DNA-Fragmente wurden in den Plasmidvektor pGEM-T (Promega)
mittels TA-Klonierung eingeflgt. Hierzu wurde zunéchst mit folgender Reaktion ein A-

Uberhang an das Fragment angeftigt:

PCR-Produkt 7,5 ul
4 mM dATP (final 0.2 mM) 0,5ul
10 x Tag-Puffer 1,0 pl
Tag (Homemade) 1,0ul
Total 10 pl

Die Inkubation wurde fiir 20 min bei 72°C in einem PCR-Thermocycler durchgefiuhrt. Die
Ligation erfolgte unmittelbar danach, um einen Verlust des A-Uberhanges zu vermeiden.

2.4.7 Ligation

Die Ligation des Vektors mit dem Insert wurde in einem sterilen Eppendorfgefald
durchgefihrt. Es wurden 100 ng Vektor eingesetzt.

Ligationsansatz:

Ligase Puffer 2 pl
Vektor (100 ng) pl
Insert (* ng) pl
T4 DNA Ligase 1yl
Mit Wasser auffillen auf 20 pl

*: ng Insert = (100 ng Vektor x 1580 bp (Lange des cDNA Inserts) / 5500 bp (Lénge des
Vektors)) x 3

Die Inkubation erfolgte tiber Nacht bei Raumtemperatur oder fir mehrere Tage bei 4°C.
Kurz vor der Transformation wurde die Reaktion durch eine zehnminditige Inkubation bei

65°C gestoppt.

2.4.8 Transformation elektrisch kompetenter Zellen

Die Transformation von E. coli erfolgte mit Hilfe eines Elektroporators (2510, Eppendorf,
Hamburg, Deutschland). Fir jede Transformation wurden 2 pl des Ligationsansatzes

(entsprechend 20 ng Plasmid-DNA) verwendet. Diese wurden mit 60 pl kompetenter
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Bakterienzellen gemischt und vorsichtig in eine eisgekihlte Elektroporationskivette (2
mm Elektrodenabstand, PEQLAB, Erlangen, Deutschland) pipettiert. Die Transformation
wurde bei 2500 V durchgefuhrt. AnschlieBend wurden sofort 400 pl SOC-Medium
(Anhang Tab. 10) in die Kuvette gegeben. Die Bakteriensuspension wurde danach in ein
Reaktionsgefald tberfihrt und eine Stunde bei 37°C (A. tumefaciens fir 2 h bei 28°C)
und 200 U min?t in einem Inkubator kultiviert. Nach der Vorinkubation wurden die
Bakterien auf einer Agarplatte mit LB-Medium (fiir E. coli, 50 pg ml* Ampicillin, Anhang
Tab. 9) bzw. einer YEB-Platte (fir A. tumefaciens, Anhang Tab. 12) ausgestrichen und
Uber Nacht bei 37°C (E. coli) bzw. 28°C (A. tumefaciens) inkubiert.

2.4.9 Kolonie-PCR

Zum Nachweis der erfolgreichen Transformation wurde eine Kolonie-PCR durchgefihrt,
fur die die Bakterienkolonien einen Tag nach dem Ausstreichen direkt im PCR-Ansatz
verwendet wurden. Hierfir wurden Primer genutzt, die jeweils an den Vektor und das
Insert binden. Der PCR-Ansatz wurde nach Angaben des Herstellers (Go Tag DNA
Polymerase, Promega) durchgefihrt. Die Annealingtemperatur wurde an die

verwendeten Primer angepasst (Anhang Tab. 7).

2.4.10 Aufreinigung von Plasmiden

Durch die Kolonie-PCR konnten erfolgreich transformierte Kolonien identifiziert werden.
Diese wurden in flussiges LB-Medium uberfuihrt und tber Nacht bei 37°C schuttelnd
inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde anschlieRend mit Hilfe des Wizard Plus SV Miniprep
Purification Kit (Promega) nach Herstellerangaben aufgereinigt und deren Konzentration

am Nanodrop-Spektralphotometer gemessen.

Zur Gewinnung gréf3erer Mengen an Plasmid-DNA wurden Plasmidkonstrukte mit der
gewiinschten Insertion aus Flussigkulturen mit dem Midiprep-Kit Nucleo Bond Xtra

(Macherey-Nagel, Berlin, Deutschland) nach Herstellerangaben gereinigt.

2.4.11 Restriktionsverdau

Ein Restriktionsverdau von isolierter Plasmid-DNA oder PCR-Fragmenten und Vektor
erfolgte nach Herstellerangaben der jeweils genutzten Restriktionsenzyme unter
Verwendung des empfohlenen Puffers und der beschriebenen Reaktionsbedingungen.
Die verwendeten Enzyme sind in Tab. 4 im Anhang aufgelistet. Die Isolierung der
verdauten DNA-Fragmente erfolgte anschlieRend Uber eine Agarosegelektrophorese
wie in Kapitel 2.4.4 beschrieben. Die Isolierung und Reinigung erfolgte mittels Wizard

SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) wie beschrieben in 2.4.5.
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2.4.12 Dephosphorylierung
Zur Dephosphorylierung wurden 30 ul Plasmid-DNA mit 3,5 pl 10x TSAP-Puffer und 2 pl

TSAP (Thermosensitive Alkaline Phosphatase, Promega) gemischt. Die Reaktion
erfolgte bei 37°C fur 15 min und bei 74°C fur weitere 15 min. Die dephosphorylierte DNA
wurde mittels Kit (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega) aufgereinigt.

2.4.13 Sequenzierung

Zur Sequenzierung nach Sanger et al. (1977) wurde das BigDye Sequenzier-Kit (ABI
PRISM BigDye Terminator V1.1 Cycle) eingesetzt (Platt et al. 2007).

Sequenzier-Reaktion:

5x Puffer 2,0 ul
Plasmid (200 ng) ul
3,2 uM Primer 2,0 ul
Big Dye 0,5 ul
Mit Wasser auffullen auf 10,0ul

Die Amplifikation der DNA wurde in einem TPersonal Thermocycler (Biometra,
Gottingen, Deutschland) nach der Methode von Platt et al. 2007 durchgefiihrt. Im
Anschluss an die Sequenzier-Reaktion erfolgte die Fallung der DNA. Daflur wurden 10
pl des PCR-Produkts mit 1 yl EDTA (125 mM, pH 8), 1 ul Na-Acetat (3 M) und 25 pl
Ethanol (100%) fur 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die gefallte
DNA 45 Minuten bei 14000 U min und 4°C zentrifugiert (5415R, Eppendorf). Das Pellet
wurde mit 60 pl Ethanol (70%) gewaschen und erneut bei 14000 U min?t und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet bei 80°C zehn Minuten
getrocknet.  Die  Ergebnisse  der elektrophoretischen  Auftrennung  der
Fluoreszenzfarbstoff-markierten DNA-Proben konnten mittels der Software Sequence

Scanner v1.0 (Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) ausgewertet werden.

2.4.14 Generierung der HYySPMS1- und HYSPMS2-
Uberexpressionskonstrukte

Zur Uberexpression der Gene HvVSPMS1 und HvSPMS2 wurde deren kodierende
Region aus Gerste-cDNA amplifiziert und in den Vektor pUbi-AB (DNA Cloning Service,
Hamburg, Deutschland) kloniert. Der Vektor und das amplifizierte Fragment wurden mit
BamHI-HF (NEB) verdaut und wie oben beschrieben aufgereinigt, dephosphoryliert und

ligiert. Die jeweiligen Expressionskassetten wurden dann in die Sfil-Schnittstelle des
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binaren Vektors pLH7000 (DNA Cloning Service) subkloniert (Abb. 4) und die
vorbereiteten Agrobakterien wie in 2.4.8 beschrieben damit transformiert.

LB 1158bp RB

Abbildung 4: Konstrukt fir die Uberexpression von HYSPMS1 und HYSPMS2. LB
und RB: Linke und rechte Grenzsequenz; p35S und t35S: 35S-Promotor bzw. -Terminator des
Blumenkohlmosaikvirus; bar: Phosphinotricin-Acyltransferase (Basta-Resistenz); SPMS1/2:
SPMS1 oder SPMS2 cDNA,; Nos-T: Terminator der Nopalinsynthetase.

2.4.15 Generierung der HYSPMS1- und HvSPMS2-RNAi-Konstrukte

Fur die RNAI-Konstrukte wurde zunachst ein 201 bp bzw. 125 bp grof3es Fragment der
cDNA von HvSPMS1 bzw. HvSPMS2 mit Primern flr die Restriktionschnittstellen
BamHI/AscHI (RNAi-antisense) bzw. Spel/Kpnl (RNAi-sense) in einer PCR (2.4.3)
amplifiziert und Uber die eingefligten Schnittstellen in den Vektor pStarling
(http://www.pi.csiro.au/rnai/vectors.htm#pSTAR)  kloniert.  Der  Vektor  wurde
anschlielend mit Hindlll verdaut, und die gesamte Expressionskassette wurde in den
Vektor pUbi-AB kloniert. Danach erfolgte ein Restriktionsverdau des pUBI-AB-SPMS-
RNAI Vektors mit Sfil, und die gesamte Expressionskassette wurde in den bindren
Vektor pLH7000 kloniert (Abb. 5).

LB «— — RB
201bp 201bp
125bp 125bp

Abbildung 5: RNAi-Konstrukt flr die Suppression der Expression von HvSPMS1
und HYSPMS2. LB und RB: Linke und rechte Grenzsequenz; p35S und t35S: 35S-Promotor
bzw. -Terminator des Blumenkohimosaikvirus; bar: Phosphinotricin-Acyltransferase (Basta-
Resistenz); AS: antisense-SPMS1/2 (Konstrukt 1: 201 bp, Konstrukt 2: 125 bp); S: sense-
SPMS1/2 (Konstrukt 1: 201 bp, Konstrukt 2: 125 bp); CRE intron: verbindet Antisense- und
Sense-Sequenzen; Nos-T: Terminator der Nopalinsynthetase.
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2.4.16 Agrobacterium tumefaciens-vermittelte Transformation von Gerste

Folgende Medien wurden verwendet:
- Kulturmedien fir Bakterien: YEB, LB, SOC

- Kulturmedien fur Pflanzengewebe:
1. Kallusinduktion ohne Antibiotika (C-)
2. Kallusinduktion mit Antibiotika (C+)
3. Ubergangsmedium (Sprossinduktion) (T)
4. Regenerationsmedium (Wurzelinduktion) (R)

Eine Auflistung aller verwendeten Medien findet sich im Anhang (Tab. 9-14).

2.4.16.1 Ernte und Isolierung unreifer Gersteembryonen

Die Ernte unreifer Kérner erfolgte 12-14 Tage nach der Anthese (EC Stadium 69).
Zunachst wurden zwischen 10 und 12 Ahren geerntet und 100 unreife, noch griine
Korner gesammelt. Hierbei wurden nur Korner aus der Mitte der Ahre genutzt. Die
Sterilisation der Korner erfolgte durch funfmindltiges Schutteln in 70%-igem Ethanol.
Nach dem Abgiel3en des Ethanols Uber ein Sieb wurden die Kérner mittels 3% NaOCI
(3 g L'Y) und einem Tropfen Tween20 fiir 20 min weiter sterilisiert. Nachdem die Losung
erneut mit Hilfe eines Siebes entfernt wurde, erfolgte eine Neutralisation mit sterilem
Wasser, dessen pH-Wert zuvor mit 1M HCI auf 3,0 eingestellt wurde. Nach erneutem
Entfernen der Losung wurde weitere zweimal mit Wasser gesplilt und die sterilisierten
Gerstenkdrner anschlieend auf Eis aufbewahrt. Alle weiteren Schritte erfolgten unter
sterilen Bedingungen in einer Sterilbank. Zwanzig sterile Gerstenkdrner wurden auf eine
sterile Petrischale gegeben und mit Hilfe eines Stereomikroskops (Stemi SV11; Carl
Zeiss, Jena, Deutschland) mittels Skalpell und Pinzette aufgeschnitten. Die embryonale
Achse wurde entfernt. Der so préparierte unreife Embryo wurde auf eine Petrischale mit
Induktionsmedium zur Kallusbildung gelegt, so dass das Scutellum nach oben zeigte
(Abb. 6).

Abbildung 6: Ablauf der Gerstentransformation. Praparation des Scutellums und Bildung
von Spross und Wurzel aus transformiertem Kallus mittels unterschiedlichen Kulturmedien. a:
Scutellum, b: Kallushildung aus transformiertem Scutellum, c: Ergrinen des Kallus, d:
Sprosshildung aus transformiertem Kallus
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2.4.16.2 Vorbereitung und Transformation der Agrobakterien

Zunachst erfolgte eine Kultivierung der Bakterien (Agrobacterium tumefaciens, Stamm
ABL) bei 28°C uber Nacht in 100 ml LB-Medium mit 25 pg ml?t Rifampicin und
25 pg ml? Carbenicillin in einem Erlenmeyer-Kolben, der mit 200 U min* geschiittelt
wurde. Danach erfolgte eine Zugabe von weiteren 300 ml LB-Medium, und die Bakterien
wurden fir 4 h bei 200 U min geschuttelt. Die Vorkultur wurde bis zu einer ODgoo vVon
0,3-0,5 wachsen gelassen. Anschlieend wurde die Bakterienkultur 20 min auf Eis
gelagert, in ein 500 ml Zentrifugationsgefal® tberfiihrt und 15 min bei 4000 g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das verbliebene Pellet in 400 ml
eiskaltem Wasser resuspendiert und erneut fir 15 min bei 4000 g und 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde wiederum verworfen und das Pellet in 30 ml eiskaltem Wasser
resuspendiert, in eine Blaudeckelflasche Uberfihrt und mit 50 ml eiskaltem Wasser
aufgefillt. AnschlieBend wurde wie beschrieben 4-6-mal mit 50 ml eiskaltem Wasser und
abschlieRend mit 50 ml 10%-igem Glycerin gewaschen. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet in 2 ml 10%-igem Glycerin resuspendiert. Daraus wurden 60pl-Aliquots
in 1.5 ml Eppendorf-Gefal3e abgefllt. Die Aufbewahrung bis zur weiteren Nutzung
erfolgte bei -80°C.

Fur die Transformation wurden 0,5 pl Plasmid-DNA zu 50 ul der aliquotierten
Agrobakteriensuspension pipettiert. Diese Ldsung wurde geschittelt und ohne
Blasenbildung in Elektroporationsklvetten transferiert (2 mm Elektrodenabstand,
PEQLAB, Erlangen, Deutschland). Nach der Elektroporation bei 2500 V wurde die
Kivette entnommen, und es wurden sofort 300 pL SOC-Medium zugegeben. Die
Bakteriensuspension wurde in 2 ml Eppendorfgefal3e tberfihrt und 2 h bei 28°C und
100-200 U min? inkubiert. Je 50 pl der transformierten Agrobakterien wurden auf eine
YEB-Platte ausgestrichen und die Platten mit Parafilm verschlossen. Es folgte eine
Inkubation fur 2-3 Tage bei 28°C. Drei bis vier einzelne Kolonien wurden auf frische
Platte ausgestrichen und weitere zwei Tage bei 28°C inkubiert. Einzelne Kolonien
wurden mit einer Impfése abgenommen und in 1 ml 15%-igem Glycerin (v/v) gelost. Die
Zellen wurden bis zur weiteren Verwendung zunachst in flussigen Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C aufbewahrt.

2.4.16.3 Transformation von Gerstenembryonen mit Agrobacterium
tumefaciens

Am Tag vor der Gerste-Transformation wurden 200 pl der Agrobakteriensuspension
(gelost in 15%-igem Glycerin) in einem Erlenmeyerkolben mit 10 ml YEB-Medium

(inklusive 25 pg ml? Rifampicin, 25 pug mil* Carbenicillin und 25 pg ml* Spectinomycin)
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transferiert und Gber Nacht bei 28°C auf einem Schiittler (120-150 U mint) im Dunkeln

inkubiert.

Je 25 der préparierten Embryonen wurden auf eine Petrischale gelegt, und je 200 pl der
Agrobakteriensuspension wurden auf die Embryonen getropft. Danach wurden die
Embryonen umgedreht, so dass das Scutellum nach unten zeigte. Nach 40 min wurden
die inokulierten Embryonen auf neue Petrischalen, welche Kallusinduktionsmedium
(C-) enthielten, transferiert und 2 Tage im Dunkeln inkubiert, um das Wachstum von Kalli
anzuregen. Zehn der sich entwickelten Kalli (Abb. 6) wurden auf frische Platten mit
Kallusinduktionsmedium (C+), welche nun Antibiotika enthielten (50 ug mlt Hygromycin,
150 pg ml? Ticarcillin und 150 pg ml? Clavulansaure), umgesetzt und zwei Wochen bei
24°C im Dunkeln inkubiert. Durch die Zugabe der Antibiotika konnte eine Selektion von
transformiertem Gewebe vorgenommen werden. Putativ transgene Kalli zeigten
schnelles Wachstum, wohingegen sich untransformierte Kalli braun farbten und das
Wachstum einstellten (Abb. 7).

untransformierter Kalli putativ tra

Abbildung 7: Kalli auf Kallusinduktionsmedium. Links: untransformierter Kallus;
rechts: putativ transgener Kallus.

Die Umsetzung der gewachsenen Kalli auf frische (C+) Platten erfolgte in zweiwdchigem
Rhythmus. Hierbei wurden die Kalli mit einem Skalpell in kleinere Stlicke geschnitten,

um eine maoglichst grof3e Anzahl transformierter Pflanzen zu erhalten.

2.4.16.4 Gewebekultur — Induktion von Spross- und Wurzelbildung

Nach sechs Wochen wurden bis zu 10 Kalli auf tiefe Petrischalen umgesetzt, welche
Sprossinduktionsmedium enthielten. Die Schalen wurden anschlieBend in einen
Gewebekulturschrank (A1000, Conviron, Winnipeg, Kanada) gestellt und unter
folgenden Bedingungen kultiviert: 16/8 h Licht/Dunkelheit, 150 pmol m2s?, 22/18°C,
65% relative Luftfeuchtigkeit). Die Petrischalen wurden in den ersten drei bis vier
Wochen mit einem dinnen Papiertuch abgedunkelt. In den anschlielenden zwei
Wochen bildeten sich erste griine Bereiche. Kalli mit mindestens einem Blatt von ein bis
zwei Zentimetern Lange wurden dann in neue tiefe Petrischalen mit

Wourzelinduktionsmedium gesetzt und weitere 3-4 Wochen im Gewebekulturschrank
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unter Licht angezogen. Entwickelte Pflanzen mit einer Sprosslange von drei bis vier
Zentimetern und einer Wurzel wurden vorsichtig in kleine tiefe Glaser umgesetzt, welche
12 ml des C+-Kallusinduktionsmediums enthielten und mit Parafilm abgedeckt wurden.
Transformierte Pflanzen bildeten ein starkes Wurzelsystem aus und wurden in Erde
umgesetzt, sobald die Sprosse die Abdeckung der Glaser berihrten. Die in Tdpfe
transferierten Pflanzen wurden in einer Gewachshauskabine weiterkultiviert. Die
Anzucht transformierter Gerstenpflanzen bis zur Samenreife erfolgte wie in Abschnitt
2.3.4 beschrieben.

2.4.17 Expressionsanalyse der Sperminsynthase- und Spermidinsynthase-
Gene in Gerste

Die Expressionsanalyse von HYSPMS1, HYSPMS2 und HvSPDS Uber den kompletten
Entwicklungszyklus der Gerste wurde mit der Sorte Golden Promise durchgefiuihrt. Daflir
wurden die Pflanzen wie unter Kapitel 2.3.4 fur die Anzucht von Spenderpflanzen zur
Herstellung transgener Gerste beschrieben angezogen und Pflanzenmaterial zu den
festgelegten Zeitpunkten geerntet. Der Versuchszeitraum lag zwischen drei und 119
Tagen und umfasste mehrere Entwicklungsstadien, beginnend vom 1-3 Blatt-Stadium
Uber Bestockung, Schossen, Ahrenschieben, Bliite, bis zur Reife und dem Absterben
der Pflanze.

Zur Bestimmung der Expression von HvYSPMS1, 2 und HvSPDS unter Trockenstress
wurden die Pflanzen zunéachst wie unter 2.3.4, hier in Mitscherlich-GefalR3en, angezogen.
Die Pflanzen der Sorte Tadmor als Trockenstress-tolerante Sorte, Scarlett als
Trockenstress-sensitive Sorte und Golden Promise als Kontrollsorte wurden fur diesen
Versuch genutzt. Trockenstress wurde induziert durch Aussetzen der Bewéasserung und
damit einhergehendem Austrocknen des Bodens. Kontrollen ohne Trockenstress
wurden weiter bewassert. Die Bestimmung des Bodenwassergehaltes erfolgte durch
Wiegen der Topfe. 100% Bodenwassergehalt wurde durch Wiegen von mit Wasser
gesattigten Boden bestimmt, 0% Bodenwassergehalt durch Wiegen nach 5 Tagen
Trocknung bei 80°C. Pflanzenmaterial wurde bei einem Bodenwassergehalt von 40%
(T1), 20% (T2) sowie 10% (T3) geerntet.

Sowohl im Versuch zur Bestimmung der Expression in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien als auch im Trockenstressversuch wurde Blattmaterial genutzt.
Beide Versuche wurden zweimal wiederholt. Es wurde aus dem Blattmaterial RNA
isoliert und eine cDNA-Synthese durchgefuhrt wie in Abschnitten 2.4.1 und 2.4.2
beschrieben. Die Transkriptabundanz der zu untersuchenden Gene wurde mittels gRT-

PCR unter Verwendung Gen-spezifischer Primerpaare ermittelt. In allen Versuchen
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wurde von je drei Pflanzen Blattmaterial entnommen. Die cDNA zur Quantifizierung der

Genexpression wurde zunachst 1:20 verdinnt und folgender PCR-Ansatz pipettiert:

H20 1,5 ul
POWER SYBR Green PCR Mix 12,5 ul
5 uM Vorwarts-Primer 0,5 ul
5 uM Ruickwarts-Primer 0,5 ul
Template (verschiedene cDNA-Verdinnungen oder Wasser (Kontrolle) 5,0 ul
Gesamt 20,0 ul

Die PCR-Reaktionen wurden in einem Thermocycler (Eppendorf Realplex S4) mit

folgenden Parametern durchgefihrt:

Schritt Prozess Zeit Temperatur

1 initiale Denaturierung 10 min 95°C

2-41 (40x) Denaturierung 15 sec 95°C
Annealing 30 sec 60°C
Elongation 30 sec 72°C

42 Denaturierung 1 min 95°C

43 (70x) Schmelzkurve 10 sec + 0,5°C je 55-95°C

Zyklus

Die Genexpressionswerte wurden auf die Expression von Actin2 (AY145451) oder
GAPDH (glyceraldehyde-3 phosphate dehydrogenase, DQ196027) als interne Kontrolle
normalisiert, und die Effizienz der verwendeten Primerpaare wurde anhand von
Verdiunnungsreihen bestimmt. Die Bestimmung der Schmelzkurven aller innerhalb der
PCR entstandenen PCR-Produkte erfolgte im Anschluss. Damit konnten PCR-Artefakte
von den spezifischen PCR-Produkten unterschieden werden, da PCR-Artefakte durch
ihre andere Lange verdnderte Schmelztemperaturen haben. Die Berechnung der
relativen Transkriptgehalte erfolgte mittels der Ct-Werte fur die ausgewahlte cDNA-

Verdinnung der jeweiligen zu untersuchenden Proben relativ zur Kontrolle.
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2.5 Physiologische Methoden

2.5.1 Messung der stomataren Leitfahigkeit mittels Porometer

Um den Effekt von Spermin auf die Transpiration zu untersuchen, wurden
Gerstenpflanzen wie unter 2.3.4 beschrieben fiir die Anzucht von Spenderpflanzen zur
Herstellung transgener Gerste angezogen. Fur den Versuch wurden Pflanzen 2 Wochen
nach der Keimung untersucht. Die Pflanzen wurden mit 10 ml einer 1 mM Spermin-
HCl/Tween20 (1 Tropfen) Losung bespriht. Die Kontrollpflanzen wurden mit 10 ml einer
Wasser/Tween20 (1 Tropfen) Ldsung bespriht. Des Weiteren gab es eine
Kontrollvariante, die nicht bespriht wurde. Zwei Stunden nach dem Einsprihen der
Pflanzen wurde an drei Blattern jeder Pflanze die stomatére Leitfahigkeit mit Hilfe eines
AP-4 Porometers (Delta-T Devices, Cambridge, UK) gemessen. Insgesamt wurden die
Messungen an drei Replikaten pro Versuchsglied und an drei aufeinanderfolgenden
Tagen durchgefinhrt.

2.5.2 Messung der Blattflachentemperatur mittels Infrarotkamera

Mittels einer Warmebildkamera (Flir T650sc mit 25°-Objektiv, Flir, USA) wurde die
Oberflachentemperatur der Blatter von Gerstenpflanzen ermittelt. Daftr wurden die
Gerstenpflanzen verwendet, die auch in Porometermessung analysiert wurden (Kapitel
2.5.1). Warmebildaufnahmen wurden jeweils vor dem Besprihen und zwei Stunden
nach dem Bespriihen mit den unterschiedlichen Lésungen (2.5.1) durchgefihrt. Zur
Auswertung wurde das Programm Flir Tools (Version 4.1) genutzt und mittels zufallig

gewahlten Messpunkten die Temperaturen ermittelt.

2.5.3 Stomata-Bioassays

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte wie in 2.3.4 beschrieben. Pro Versuch wurden von
drei verschiedenen Gerstenpflanzen je drei voll entwickelte Blatter geerntet und einzelne
Streifen der Blattepidermis von jedem Blatt prapariert. Dazu wurden Epidermisstreifen
mittels Skalpell und Pinzette von der abaxialen Blattseite abgezogen und in einem
Puffer, welcher die Offnung der Stomata initiiert (10 mM MES-KOH (pH 6.15), 50 mM
KCI, 50 uM CacClz), zwei Stunden unter den gleichen Lichtbedingungen wie die der
Spenderpflanzen inkubiert. AnschlieRend wurden verschiedene Polyamine, ABA oder
H.0, in den angegebenen Konzentrationen zugegeben und die Epidermisstreifen fir
weitere 2 Stunden inkubiert. Als Kontrollen wurden gleiche Mengen an Losungsmitteln
(Wasser oder Ethanol) zugegeben. Fur die Messung der stomataren Offnungsweite
wurden die behandelten Epidermisstreifen auf Objekttrager gelegt, die zuvor mit

Offnungspuffer befeuchtet wurden, und mit einem Deckglas abgedeckt. Pro
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Versuchsglied wurden mindestens 30 Stomata von jedem Epidermisstreifen unter dem
Mikroskop vermessen. Hierzu wurde ein Axioskop (Carl Zeiss) mit 40x Objektiv, Kamera
(Axiocam HRc, Carl Zeiss) und zugehdriger Software (AxioVision online measurement
tool, Carl Zeiss) eingesetzt. Die Messungen wurden an drei Epidermisstreifen
durchgefuhrt und die Versuche dreimal an unterschiedlichen Tagen wiederholt. Diverse
Inhibitoren und ein Antioxidans wurden eingesetzt, um den Wirkmechanismus von
Spermin auf die Spaltéffnungsweite zu untersuchen. Guazatinacetat diente zur
Inhibierung der PAO; Ascorbinsdure wurde genutzt, um reaktive Sauerstoffspezies
abzufangen, welche durch die Applikation von Spermin gebildet werden.
Diphenyleneiodoniumchlorid (DPI) wurde als NADPH Oxidase-Inhibitor eingesetzt. Alle
Substanzen wurden nach der Préaparation der Epidermisstreifen in den Puffer zur
Offnung der Stomata appliziert. Nach zwei Stunden wurde Spermin zum Medium
gegeben, die Epidermisstreifen weitere zwei Stunden inkubiert und die

Spaltéffnungsweite anschlieRend unter dem Mikroskop gemessen.

2.5.4 Farbeverfahren zum Nachweis von ROS

Zur Analyse der Spermin-induzierten ROS- und Oz -Produktion in Schliel3zellen wurden
die Epidermisstreifen auf unterschiedliche Weise gefarbt. Zur Visualisierung von H;0O;
wurde der Farbstoff 3,3'-Diaminobenzidin (DAB-HCI, Sigma, St. Louis, MO, USA)
genutzt. Epidermisstreifen wurden wie unter 2.5.3 beschrieben prapariert. Spermin
wurde in verschiedenen Konzentrationen zugegeben und fur 2 Stunden inkubiert, und
die behandelten Streifen wurden in eine 1 mg ml* DAB-HCI-Losung transferiert. Die
Infiltration erfolgte fur 30 oder 60 Minuten unter Vakuum bei Raumtemperatur. Danach
wurde zunachst die DAB-Farbeldsung mit Ethanol ausgewaschen und anschlieRend mit
kochendem Ethanol (99 %) das Chlorophyll entfernt. Zum Nachweis von O wurde
Nitroblau-Tetrazolium (NBT) in der Konzentration 1 mg ml* verwendet. Die Farbezeit
betrug in diesem Fall eine Stunde. Die Bildung von O3 zeigte sich durch Blaufarbung,
die von H>0O; als rotlich-braune Farbung. In beiden Fallen wurden die Epidermisstreifen
auf einen Objekttrager gelegt und Bilder am Mikroskop (Axioskop, Carl Zeiss)
aufgenommen. Eine weitere Farbung zur Visualisierung von H;O: erfolgte mit dem
sensitiveren Farbstoff ~ 2',7-Dichlorfluorescin  Diacetat  (H.DCF-DA). Die
Epidermisstreifen wurden ebenfalls wie in 2.5.3 beschrieben fur zwei Stunden in
Offnungspuffer inkubiert. AnschlieBend wurden 50 uM H.DCF-DA zum Medium
hinzugegeben und die Epidermisstreifen weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde der Uberschissige Farbstoff mit deion. Wasser ausgewaschen,
und die Fluoreszenz wurde am Mikroskop (Axio-Observer Z.1, Carl Zeiss, Filterset 38

HE Anregung 450-490nm, Emission 500-550nm, Anregung mit 488nm Laser) mit
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angeschlossener Kamera (AxioCam MRm, Carl Zeiss) aufgenommen und mittels

AxioVision-Software quantifiziert.

2.5.5 Analyse der zytosolischen Calciumkonzentration an kompletten
Pflanzen mittels Luminometer

Zur Bestimmung der freien zytosolischen Ca?*-Konzentration an kompletten Pflanzen
wurden Gersten- bzw. A. thaliana-Pflanzen genutzt, welche das APOAEQUORIN-Gen
unter Kontrolle des ZmUBI- bzw. des CaMV-35S-Promoters exprimieren. Die Bindung
von Ca?" an Aequorin fuhrt zur Oxidation der prosthetischen Gruppe, Coelenterazin,
wodurch Lumineszenz entsteht. Diese kann mit Hilfe von Lumineszenzdetektoren

gemessen werden kann.

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte wie unter 2.3.4 beschrieben, jedoch unter Kurztag-
Bedingungen mit einem Tag/Nacht Rhythmus von 14h/10h. Die transgenen
Gerstenpflanzen, welche das APOAEQUORIN-Gen konstitutiv exprimierten, wurden drei
Tage in Flussigmedium (Anhang Tab. 8) angezogen. Zur Rekonstituierung von
Apoaequorin zu Aequorin wurden die zu untersuchenden Pflanzen tber Nacht in 10 uM
Coelenterazin-Losung (Stammlosung: 1 mM in Methanol) inkubiert. Am Tag der
Untersuchung wurden 500 ul Wasser in Luminometerréhrchen (Sarstedt) gegeben und
je eine Pflanze pro Réhrchen tberfuhrt. Die Pflanzen wurden ungefahr zwei Stunden im
Dunkeln inkubiert, um Auswirkungen durch das Umsetzen zu vermeiden. Die
Aequorinlumineszenz wurde mit einem Sirius-2 Luminometer (Titertek-Berthold,
Pforzheim, Deutschland) detektiert. Nach Beginn der Messung wurde zunachst
abgewartet, bis sich die Lumineszenz auf Ebene der Grundlinie stabilisiert hatte.
AnschlieBend erfolgte die Injektion des jeweiligen Stimulus. Die Lumineszenzwerte
wurden in einem Messintervall von 0,2 sek aufgezeichnet. Die Entladung des
verbliebenen Aequorins erfolgte durch eine Zugabe einer Losung aus 2 M CacCl; und
20% Ethanol. Das Volumen der Entladel6sung entsprach dem Volumen der sich bereits
im Luminometerréhrchen befindlichen Losung. Die Berechnung der [Ca?*].: erfolgte wie
in Rentel und Knight (2004) beschrieben.

2.5.6 Makroskopische bildliche Darstellung der zytosolischen
Calciumkonzentration mittels Photonenzahlkamera

Die Messung der [Ca?*].tin einzelnen Pflanzenteilen erfolgte ebenfalls mittels Aequorin-
Lumineszenz. Die Keimlinge wurden in flissigem Y/,-fach konzentriertem MS-Medium
angezogen, welches zuséatzlich 2,5 g L'* Saccharose enthielt. Die Anzucht der Keimlinge
erfolgte in 24-Loch-Platten unter den in 2.3.3 beschriebenen Bedingungen zur Anzucht

von Arabidopsispflanzen. Die Rekonstituierung der Pflanzen erfolgte tGiber Nacht. Dafir
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wurden 100 pl einer 10 uM Coelenterazinlésung pro Loch gegeben und die Pflanzen
darin im Dunkeln 16 h inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Losung abgenommen und
durch 100 pl Wasser ersetzt, die Pflanzen in Spross und Wurzel separiert und die
einzelnen Pflanzenteile weitere zwei Stunden im Dunkeln inkubiert. Zur Messung
wurden die Pflanzenteile separat auf mit Wasser gefillte Petrischalen gelegt. Die
Lumineszenz wurde mit einer hochaufldésenden photonenzahlenden Kamera
(HRPCS218; Photek, St Leonards on Sea, UK) aufgenommen, die Uber eine
bildverstarkende CCD-Kamera (ICCD218; Photek) und einen Controller (HRPCS4;
Photek) verfligte. Die Kamera befand sich in einer Dunkelkammer (DB-2, Photek). Die
Signalerfassung und -verarbeitung erfolgte mit der Software IFS32 (Photek). Die
Photonen wurden in einem Intervall von 200 ms erfasst. Nach jeder Behandlung der zu
untersuchenden Pflanzenteile wurde das verbliebene Aequorin entladen. Hierflr wurden
die Pflanzenteile mit einer Entladelésung, welche aus 1 M Calciumchlorid (CaClz) und
10% Ethanol bestand, geflutet und die Aequorinlumineszenz dabei erfasst. Die

Auswertung erfolgte nach Ende des jeweiligen Experimentes.

2.5.7 Messung der zytosolischen Calciumkonzentration an einzelnen
Schliel3zellen

A. thaliana Col-0 Pflanzen, welche stabil das Gen des Ca?*-Indikatorproteins YC 3.6
exprimierten, wurden freundlicherweise von Karin Schumacher (Universitat Heidelberg)
bereitgestellt. Fur die Ca?*-Messungen an einzelnen SchlieRzellen wurden die Pflanzen
vier bis sechs Wochen in einem Erde-Vermiculit-Gemisch (2:1) kultiviert. Die Kultivierung
erfolgte in einem Anzuchtschrank (ATC26; Conviron, Winnipeg, MB, Canada) unter
Kurztagbedingungen (Tag/Nachrhythmus 10 h/14 h, 150 umol Photonen m2s?) bei einer
mittleren relativen Luftfeuchte von 65%. Die Praparation der Epidermisstreifen erfolgte
in Anlehnung an die Beschreibung von Allen et al. (1999). Grline, voll entwickelte Blatter
wurden mittels medizinischem Spriihkleber (Hollister, Libertyville, IL, USA) auf
Deckglaschen geklebt. Die untere Epidermis zeigte dabei zum Glas. Nach einer kurzen
Trocknungszeit anschlieBend mit einer scharfen Rasierklinge das obere
Pflanzengewebe abgeschabt, so dass nur noch die untere Epidermis auf dem
Deckglaschen verblieb. Die so vorbereiteten Epidermisstreifen wurden zwei Stunden in
Inkubationspuffer [10 mM MES-KOH (pH 6,15, filtersterilisiert), 50 mM KCI (autoklaviert),
50 uM CacCl; (autoklaviert)] unter denselben Bedingungen wie die Pflanzen inkubiert
(Abb. 8).
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Abbildung 8: Methodischer Ablauf zur Calciummessung an Schliel3zellen. A.
Praparation der Epidermisstreifen mittels Rasierklinge. B. Fixierung in der Messkammer. C.
Messung von Ca?*-Signalen.

Das Deckglaschen mit der praparierten Epidermis wurde in eine Perfusionskammer
gespannt (RC-26G; Warner Instruments, Hamden, CT, USA) und diese mit 360 pl
Inkubationspuffer beflllt. Zur Analyse des [Ca?'].--abhangigen Verhaltnisses der
Fluoreszenzintensitat von CFP (cyan fluoreszierendes Protein) und YFP (gelb
fluoreszierendes Protein) wurde ein inverses Fluoreszenzmikroskop (AxioObserver, Carl
Zeiss) genutzt. Als Anregungslichtquelle diente eine LED mit 445 nm und einem 434/14
nm Filter. Die Fluoreszenz von CFP und YFP wurde durch einen 78 HE ms Filtersatz
(Carl Zeiss) getrennt, in welchem der Langpassfiter LP 530 nm durch einen
Bandpassfilter BP 542/27 nm ausgetauscht war, um Chlorophyll-Autofluoreszenz zu
minimieren. Die Aufnahme der Bilder erfolgte durch zwei digitale Kameras
(AxioCamMRm V.3, Carl Zeiss), welche mit einem Adapter verbunden waren, der eine
Mehrfachaufnahme mit unterschiedlichen Emissionsfiltern erméglichte. Die Analyse
wurde mit Hilfe des Physiologie-Moduls der AxioVision Software (Version 4.8.2, Carl
Zeiss) durchgefuhrt (Abb. 8). So konnte von den vorher im Programm festgelegten und
markierten einzelnen Schlie3zellen die Intensitat der Fluoreszenz der CFP- und YFP-
Kandle simultan aufgenommen werden. Die Verhaltniswerte wurden durch Division der
Intensitat von YFP zu CFP bestimmt. In Standardexperimenten wurden die Zellen
zunachst 10 Minuten in einem Intervall von 20 s beobachtet und anschlieRend 5 Minuten
in einem Intervall von 5 s. Nach diesen 15 Minuten wurden die zu untersuchenden
Substanzen, wie Spermin oder ABA, vorsichtig hinzu pipettiert. Zellen, welche keine

Reaktion auf einen Stimulus zeigten, wurden von der spateren Analyse ausgeschlossen.

2.6 Statistische Auswertung

Um statistisch signifikante Unterschiede zwischen Mittelwerten zweier unabh&ngiger
Stichproben nachzuweisen, wurde zunachst sichergestellt, dass die Daten der

Stichproben einer normalverteilten Grundgesamtheit entstammen (Shapiro Wilk Test)
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bzw. es genligend grolRe Stichprobenumfange gab. Signifikante Unterschiede zwischen
zwei Mittelwerten wurden angenommen, wenn der Signifikanzwert p 0,05 (signifikant),
bzw. 0,01 (hochsignifikant) unterschritt (t-Test). Fur die Ermittlung von Unterschieden
zwischen mehreren Mittelwerten wurde nach Anwendung einer Varianzanalyse der
Tukey-Kramer Test (p<0,05) durchgefihrt. Fir die Auswertungen wurde das
Softwarepaket SigmaPlot genutzt.
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3  Ergebnisse

3.1 Rolle von Spermin bei abiotischem Stress

3.1.1 Einfluss von Sperminapplikation auf die Salz- und
Trockenstresstoleranz von Gerstenpflanzen

In hydroponischen Kulturen wurde die Toleranz von Gerstepflanzen gegenlber
Salzstress (NaCl) und osmotischem Stress (PEG 6000) getestet. Parallel dazu wurde in
den hydroponischen Kulturen der Effekt von extern appliziertem Spermin wahrend des
Trocken- beziehungsweise Salzstresses untersucht. Die Pflanzen aller Varianten
entwickelten sich bis zum Dreiblattstadium. Der Zuwachs der Sprosslange zwischen 7.
und 21. Tag nach der Keimung wies keinen Unterschied zwischen den Kontrollpflanzen
und den Pflanzen, die mit verschiedenen PEG-Konzentrationen behandelt wurden, auf
(Abb. 9a). Zusatzlich wurde untersucht, ob der Zusatz von Spermin zu den mit PEG
behandelten Pflanzen einen Einfluss auf die Pflanzen hatte. Nur in der Kombination von
8% PEG und Spermin konnte ein signifikanter Einfluss in Form von vermindertem
Sprosszuwachs beobachtet werden. Die weiteren Kombinationsbehandlungen von
Spermin und PEG hatten keinen Einfluss auf das Sprosslangenwachstum. Der Zuwachs
der Wurzeln wurde dagegen signifikant durch die Behandlung mit PEG-Konzentrationen
in Hohe von 14,6% und 16% beeinflusst (Abb. 9a). Die Kontrollpflanzen zeigten einen
durchschnittlichen Zuwachs der Wurzelsystemlange von 43 cm. Der Wurzelzuwachs
sank um rund 50% bei Zugabe von 14,8% oder 16% PEG. Der Zusatz von 1 mM Spermin
zur hydroponischen Kultur beeinflusste den Wurzelzuwachs lediglich in der Kombination
8% PEG und Spermin signifikant. In den Kombinationsbehandlungen 14,6% PEG bzw.
16% PEG und Spermin konnte kein signifikanter Effekt auf das Wurzelwachstum durch

die zusatzliche Gabe von Spermin beobachtet werden.

Ein Einfluss von Spermin konnte aber auf die Trockenmasse der Pflanzen nach
Beendigung des Versuches beobachtet werden (Abb. 9b). Die PEG-Behandlung fuhrte
in allen drei Konzentrationen zu einer Verringerung der Trockenmasse von Spross und
Wurzel. Wurden die Pflanzen mit PEG behandelt, sank die Trockenmasse der Wurzeln
um durchschnittlich 43% in allen drei PEG-Varianten. Die zusatzliche Applikation von
Spermin fuhrte zu einer nochmaligen Reduktion der Trockenmasse um 64% (8% und
14,8% PEG). Auch in den Trockenmassen des Sprosses zeigte sich dieser Verlauf (Abb.
9b). Die Behandlungen mit PEG verringerten die Trockenmasse um durchschnittlich
60%. Die Zugabe von Spermin fihrte hier ebenfalls zu einer nochmaligen Verringerung

der Trockenmasse um durchschnittlich 85%.
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Abbildung 9: Wachstum einer hydroponischen Gerstenkultur unter Zusatz von
PEG 6000 (8 %, 14,8 %, 16 %) und 1 mM Spermin zum Medium. Zuwachs zwischen 7-
21 Tagen nach der Keimung A) von Spross- und Wurzellange und B) Spross- und
Wurzeltrockenmasse. C) Phanotyp der behandelten Pflanzen im Vergleich zur Kontrolle 21 Tage
nach der Keimung. Balken repréasentieren Mittelwerte (+ SF) von drei Pflanzen pro Behandlung.
Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit * = P < 0.05, * = P < 0.01, *** = P < 0.001.
Schwarze Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zwischen PEG-behandelten Pflanzen und
Kontrollpflanzen. Rote Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Spermin-
behandelten und -unbehandelten Pflanzen der jeweiligen PEG-Konzentrationen.

Die Abbildung 9c zeigt Gerstepflanzen nach Beendigung des Versuches. Die Pflanzen
zeigten eine deutlich gelbe bis braune Verfarbung der Wurzeln bereits finf Tage nach
der Applikation von 1 mM Spermin (Abb. 9c), wéhrend die Wurzeln der Kontrollpflanzen
und der mit PEG behandelten Pflanzen eine typisch weilie Farbung zeigten. Die Zugabe

von Spermin lield zudem einen schleimigen Film um die Wurzeln entstehen.
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In einem weiteren Experiment wurden Gerstenpflanzen durch die Zugabe von 50, 100
und 150 mM NaCl einem Salzstress ausgesetzt. Zusatzlich wurde wiederum 1 mM
Spermin zugesetzt. Untersucht wurde, ob es einen signifikanten Unterschied zwischen
den einzelnen NaCl-Konzentrationen mit und ohne Sperminzugabe gibt. Der Zuwachs
des Sprosses der Kontrollpflanzen lag im Durchschnitt bei 12 cm (Abb. 10a). Die Zugabe
von NaCl in den unterschiedlichen Konzentrationen fuhrte zu keiner signifikanten
Veranderung des Sprosszuwachses im Vergleich zur Kontrolle. Die zuséatzliche Gabe
von Spermin fuhrt zu keiner Veranderung des Sprosszuwachses im Vergleich zu den mit
NaCl-behandelten Pflanzen. Bei den Wurzeln konnte ein um rund 40% verringerter
Zuwachs bei der Behandlung der Gerstenpflanzen mit 150 mM NaCl beobachtet werden.
Die Konzentrationen 50 mM und 100 mM hatten keinen signifikanten Einfluss auf das
Wurzelwachstum. Die Zugabe von Spermin wirkte sich signifikant negativ auf den
Wurzelzuwachs von Pflanzen aus, welche mit 100 mM NaCl behandelt wurden. Einen
weiteren Einfluss auf die mit 50 mM und 150 mM NaCl-behandelten Pflanzen konnte fir
die Kombinationsbehandlung mit Spermin nicht nachgewiesen werden. Der Salzstress
fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung der Sprosstrockenmasse. Die Kombination
aus Salzstress und Spermin fuhrte im Vergleich zu den mit NaCl-behandelten Pflanzen
ebenfalls zu keiner signifikanten Veranderung in der Trockenmasse des Sprosses. Die
Trockenmasse der Wurzeln wurde lediglich durch 150 mM NacCl signifikant um 34%
reduziert (Abb. 10b). Eine Kombination aus NaCl und Spermin ergab keine signifikanten
Veranderungen im Vergleich zu den NaCl-behandelten Pflanzen. Auch in diesem
Versuch wiesen die Versuchspflanzen nach dem Zusatz von Spermin zum Medium eine
gelbliche Verfarbung der Wurzeln auf (Abb. 10c).
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Abbildung 10: Wachstum einer hydroponischen Gerstenkultur unter Zusatz von
NaCl (50, 100, 150 mM) und 1 mM Spermin zum Medium. Zuwachs zwischen 7-21
Tagen nach der Keimung A) von Spross- und Wurzellange und B) Spross- und
Wourzeltrockenmasse. C) Phanotyp der behandelten Pflanzen im Vergleich zur Kontrolle 21 Tage
nach der Keimung. Balken reprasentieren Mittelwerte (+ SF) von vier Pflanzen pro Behandlung.
Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit * = P < 0.05, ** = P < 0.01, ** = P < 0.001.
Schwarze Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zwischen NaCl-behandelten Pflanzen und
Kontrollpflanzen. Rote Sternchen zeigen signifikante Unterschiede zwischen den Spermin-
behandelten und -unbehandelten Pflanzen der jeweiligen NaCl-Konzentrationen.

Da sich in diesen Versuchen eine negative Auswirkung von Spermin auf das
Wurzelsystem zeigte, wurde in weiterfihrenden Experimenten die Wirkung von Spermin

bei Applikation zum Spross betrachtet.
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3.1.2 Einfluss von Sperminapplikation auf die Blattflachentemperatur und
die stomatare Leitfahigkeit von Gerstenpflanzen

Um einen mdglichen Einfluss von Spermin auf die Transpiration und damit auch auf die
Trockenstresstoleranz zu analysieren, wurden sieben Tage alte Gerstenpflanzen mit
einer 1 mM Sperminlésung bespriht und die Transpiration im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollpflanzen und mit Wasser besprihten Pflanzen untersucht. Die
stomatare Leitfahigkeit wurde sowohl vor dem Versuch als auch zwei Stunden nach
Bespruhen der Pflanzen mittels Porometer gemessen, Versuchsbeginn war jeweils 10
Uhr. Untersucht wurden jeweils funf Priméarblatter (Abb. 11). Zu Beginn des Versuchs
lagen die Leitfahigkeitswerte in den Primarblattern in allen drei Versuchsvarianten auf
vergleichbarem Niveau. Im Mittel bewegten sich diese Werte zwischen 117 und 124
mmol m2 s, Nach der Behandlung zeigten sich signifikant veranderte Werte nur in den
mit Spermin bespriihten Gerstenpflanzen. Die stomatéare Leitfahigkeit sank hier in den
Primarblattern um 39% und war damit signifikant geringer als bei Gerstenpflanzen, die

unbehandelt blieben oder ausschlie3lich mit Wasser bespriiht wurden.
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Abbildung 11: Messung der stomataren Leitfahigkeit von Gerstenprimarblattern
mittels Porometer. Die Pflanzen wurden nicht behandelt (Kontrolle), mit Wasser + Tween20
bespriiht (Wasser) oder mit 1 mM Spermin-HCI-Lésung + Tween20 bespriht (Spermin). Die
Versuche wurden an sieben Tage alten Gerstenpflanzen vorgenommen und an drei aufeinander
folgenden Tagen mit vergleichbarem Ergebnis wiederholt. Die stomatare Leitfahigkeit wurde
jeweils vor Beginn des Versuches (schwarze Balken) und zwei Stunden nach der jeweiligen
Behandlung (graue Balken) gemessen. Balken reprasentieren Durchschnittswerte (+ SF) von funf
Pflanzen pro Behandlung und drei MeRtagen. Verglichen wurden jeweils die einzelnen
Behandlungen mit der Kontrolle; signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit * = P < 0.05,
** =P <0.01, ** =P < 0.001.
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Die Blatttemperatur ist mit der Transpiration negativ korreliert und stellt damit eine
weitere einfach zu erfassende Grof3e zur Messung der Wasserhaushalts von Pflanzen
dar (Abb. 12b). Nach dem Bespriuhen mit Wasser oder mit Sperminldsung war die
Oberflachentemperatur der Primarblatter rund 0,5°C héher als die der Kontrollpflanzen.
(Abb. 12a). Interessanterweise machte es keinen Unterschied, ob die Pflanzen mit
Spermin oder lediglich mit Wasser behandelt wurden. Die anhand der
Porometermessungen ermittelten Unterschiede der Behandlungen zur Kontrolle in der

stomataren Leitfahigkeit konnten durch Thermographie nicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 12: Fotografische Aufnahme von Gerstenpflanzen mittels
Infrarotkamera zur Messung der Oberflachentemperatur der Priméarblatter.
Die Temperatur der Primarblatter der unbehandelten Kontrolle, der mit Wasser besprihten und
der mit einer 1 mM Spermin-Lésung bespriihten Pflanzen wurde vor Beginn des Versuchs und
nach 2 h mittels Infrarotaufnahmen ermittelt. Signifikante Unterschiede der Behandlungen zur
Kontrolle sind gekennzeichnet mit * = P < 0.05, ** = P < 0.01, *** = P < 0.001. B) Beispielhaftes
Falschfarbenbild zur Ermittlung der Oberflachentemperatur der Pflanzen (links) und
entsprechende fotografische Aufnahme (rechts).

3.1.3 Einfluss von Polyaminapplikation auf die Spalt6ffnungsweite von
Gerstenblattern

Aufgrund des beobachteten Einflusses von Spermin auf die Transpiration sollte in den
nachfolgenden Versuchen die direkte Wirkung von Polyaminen auf die Stomata
untersucht werden. In einem initialen Versuch wurden Epidermisstreifen von
Gerstenblattern der Sorte Golden Promise isoliert, unter Licht fur zwei Stunden in Puffer,
welcher die Offnung der Stomata fordert, inkubiert und anschlieBend mit verschiedenen
Polyaminen behandelt. Nach der Behandlung mit Putrescin, Spermidin oder Spermin

konnte eine signifikante Reduktion der Spaltéffnungsweite beobachtet werden. Den
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starksten Effekt erzielten Spermidin und Spermin mit einer Reduktion um 62 und 68%
im Vergleich zur wasserbehandelten Kontrolle (Abb. 13a).

Der Einsatz unterschiedlicher Sperminkonzentrationen zeigte, dass bereits 10 uM
ausreichend fiur das vollstdndige SchlielRen der Stomata waren. In der Kontrollvariante
waren die Spaltéffnungen 6,2 pm gedoffnet; bereits 5 uM Spermin reduzierte die Offnung
um 47%. Eine weitere Erh6hung der Sperminkonzentration flhrte zu einer weiteren
Reduzierung der Spaltoéffnungsweite um 63 und 67% auf Werte zwischen 2,0 und 2,3
um (Abb. 13b).
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Abbildung 13: Einfluss von Polyaminen auf die Spalt6ffnungsweite von
Gerstenblattern. Epidermisstreifen wurden von vier bis sechs Wochen alten Blattern der
Gerstensorte Golden Promise isoliert, und die Weite der Spalt6ffnungen wurde nach vierstiindiger
Inkubation in Offnungspuffer, davon zwei Stunden in der jeweiligen Versuchslésung unter dem
Mikroskop gemessen. A) Behandlung der Epidermisstreifen mit unterschiedlichen Polyaminen
(10 uM Putrescin, Spermidin, Spermin). B) Behandlung mit unterschiedlichen
Sperminkonzentrationen. Daten sind Mittelwerte und Standardfehler aus drei unabhéangigen
Experimenten mit jeweils n > 30. Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit * = P < 0.05,
* =P <0.01, ** =P <0.001.

Die ermittelten Werte zeigten einen deutlichen Einfluss von Polyaminen, insbesondere
Spermin, auf die Weite der Spaltéffnungen. In einem anschlieRenden Versuch wurde
untersucht, ob sich Sorten, welche als unterschiedlich trockenstresssensitiv beschrieben
sind, in dieser Reaktion unterscheiden. Dazu wurden von den Sorten Scarlett
(trockenstresssensitiv) und Tadmor (trockenstresstolerant) Epidermisstreifen isoliert und
diese, wie zuvor fur Golden Promise beschrieben, mit 10 uM Spermin inkubiert. Nach
zweistundiger Inkubation mit Spermin zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Sorten hinsichtlich der Spermin-induzierten SchlieBung der

Stomata (Abb. 14). Beide Kontrollen wiesen ahnliche Offnungsweiten wie zuvor bei
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Golden Promise gemessen auf; die Werte lagen zwischen 6,0 um bei Scarlett und 6,1
pm bei Tadmor. Spermin verringerte die Weite der Spaltéffnungen um 50% bei Scarlett
und um 57% bei Tadmor.
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Abbildung 14: Einfluss von Spermin auf die Spalt6ffnungsweite unterschiedlicher
Gerstensorten. Die Spaltéffnungsweite wurde anhand isolierter Epidermisstreifen von
Gerstenpflanzen der Sorten Scarlett und Tadmor nach vierstiindiger Inkubation in Offnungspuffer,
davon zwei Stunden in Offnungspuffer mit 10 pM Spermin, unter dem Mikroskop gemessen. Als
Kontrollen dienten Epidermisstreifen, welchen die gleiche Menge Wasser zugegeben wurde.
Gezeigte Daten sind Mittelwerte und Standardfehler aus drei unabhéngigen Experimenten mit
jeweils n > 30. Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit * = P < 0.05, ** = P < 0.01, ***
=P <0.001.

Es ist bekannt, dass das SchlieBen von Stomata unter Trockenstress durch das
Phytohormon ABA induziert wird. Da auch Spermin ein Schliel3en bewirkte, sollte eine
magliche Interaktion beider Stoffe untersucht werden. Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse
einer Behandlung von Gersteepidermisstreifen mit je 10 pM ABA, Spermin oder einer
Kombination beider Substanzen. Es kam zu einem Schliel3en der Stomata, wenn diese
mit 10 uM ABA inkubiert werden. Eine Spermininkubation allein fihrte zu einem
tendentiell, aber nicht signifikant starkeren Schlie3en. Es konnte keine additive oder
synergistische Wirkung einer Kombination der beiden Substanzen beobachtet werden;
die Offnungsweite entsprach der von Spermin-behandelten Zellen. Die Kontrollen

zeigten in allen drei Versuchsvarianten ahnliche Spalt6ffnungsweiten.



3 Ergebnisse 60

mmm Kontrolle
—= 10uM jeweilige Lasung

*hk

Spaltéffnungsweite in im
-9

Spermin ABA Spermin/ABA

Abbildung 15: Einfluss von ABA und Spermin auf die Offnungsweite der Stomata
von Gerstenpflanzen. Die Spalt6ffnungsweite wurde an Epidermisstreifen von vier bis sechs
Wochen alten Bléattern der Gerstensorte Golden Promise gemessen. Dargestellt ist die Weite der
Spaltoéffnung nach vierstiindiger Inkubation in Offnungspuffer, davon zwei Stunden in
Offnungspuffer mit 10 pM Spermin, 10 uM ABA sowie Spermin und ABA in Kombination. Als
Kontrolle dienten Epidermisstreifen, denen die entsprechende Menge Wasser (Kontrolle fur
Spermin) beziehungsweise Ethanol (Kontrolle fur ABA) appliziert wurde. Daten sind Mittelwerte
und Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten mit jeweils n > 30. Signifikante
Unterschiede sind gekennzeichnet mit * = P < 0.05, ** = P < 0.01, ** = P < 0.001.

Es stellte sich die Frage, ob der Spermin-induzierte Stomataschluss transient oder
dauerhaft ist. Die Reversibilitat des Stomataschlusses wurde daher tiber einen Zeitraum
von insgesamt funf Stunden untersucht. Hierflir wurden wiederum Epidermisstreifen
nach zweistiindiger Inkubation in Offnungspuffer mit 10 uM Spermin behandelt, und
nach einer weiteren zweisttindigen Inkubationszeit wurde die Weite der Stomatadffnung
gemessen. Danach erfolgten weitere Messungen nach 60, 120, 180, 240 und 300
Minuten (Abb. 16). Zu Beginn (Zeitpunkt t = 0 min) wurden Offnungsweiten von 6,3 pm
fur die Epidermisstreifen der Kontrolle und 5,8 um fir die mit Spermin behandelten
Epidermisstreifen ermittelt. Nach einer Stunde waren die Stomata der behandelten
Epidermisstreifen noch 3,6 pm gedffnet. Es zeigte sich, dass eine maximale SchlieRung
der Stomata durch Spermin nach einem Zeitraum von 120 Minuten erreicht wurde (2,6
um). AnschlieRend 6ffneten sich die Spaltéffnungen wieder von 4,3 um (180 min) tber
4,8 um (240 min) zu 6,2 um (300 min). Die mit Wasser behandelte Kontrolle zeigte keine
Verringerung der Spaltéffnungsweite, sondern insbesondere in den ersten zwei Stunden
eine geringe Tendenz zu starkerer Offnung, so dass zu Ende des Versuchs die Stomata

8,5 um gedffnet waren.
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Abbildung 16: Zeitlicher Verlauf der durch Spermin induzierten SchlieBung der
Stomata von Gerstenpflanzen. Epidermisstreifen wurden von vier bis sechs Wochen alten
Gerstenpflanzen (cv. Golden Promise) isoliert und die Spaltéffnungsweite nach vierstindiger
Inkubation in Offnungspuffer (davon zwei Stunden in Offnungspuffer mit 10 pM Spermin) iiber
einen Zeitraum von funf Stunden unter dem Mikroskop gemessen. Als Kontrollen dienten
Epidermisstreifen, welchen die gleiche Menge Wasser zugegeben wurde. Daten sind Mittelwerte
und Standardfehler aus drei unabhéngigen Experimenten mit jeweils n > 30.

Die bisher beschriebenen Versuche wurden mit freiem Spermin durchgefiihrt, welches
als 10 puM Losung in Wasser einen pH-Wert von 9,3 besitzt. Im Offnungspuffer lag der
pH-Wert der Sperminlésung bei 6,21 und damit etwas hoher als der des
Inkubationspuffers selbst. Um einen mdglichen Beitrag des pH-Wert zum Spermin-
induzierten Stomataschluss zu testen, wurde die Spaltéffnungsweite nach Behandlung
der Epidermisstreifen mit Inkubationspuffer von unterschiedlichen pH-Werten
gemessen. Es zeigte sich, dass alleine durch den pH-Wert des Inkubationspuffers
Veranderungen in der Stomataweite auftraten (Abb. 17a). In einer Pufferldsung mit pH-
Wert 6,15 betrug die Spaltéffnungsweite 5,6 um. Eine Erhéhung des pH-Werts auf 7,0
fuhrte zu einer Reduzierung der Offnung auf 4,1 um; bei pH 9 waren die Stomata nur
noch 2,8 um geoéffnet. Abbildung 17¢ zeigt exemplarische Stomata der unterschiedlichen
Behandlungen. Deutlich erkennbar ist die Verminderung der Offnungsweite in den mit
pH 7 und pH 9 behandelten Spaltéffnungen gegeniiber der Kontrolle, die mit pH 6,15

behandelt wurde.

Aufgrund des Effektes hoher pH-Werte wurde die Reaktion der Schliel3zellen auf 10 pM
Spermin-HCI mit pH 6,15 in Pufferldsung untersucht. Dieser pH-Wert ist dem in der
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Zellwand herrschenden ahnlich. Interessanterweise fihrten sowohl Spermin als auch
Spermin-HCI in gleicher Weise zu einer verminderten Spalttffnung, mit einer tendenziell
starkeren Wirkung von Spermin-HCI. Die Werte fur Spermin lagen bei 3,2 um, fir
Spermin-HCI bei 2,7 um gegenuber der Kontrolle, die bei 6,2 pm lag. Damit kann
ausgeschlossen werden, dass der Spermin-induzierte Stomataschluss auf einen reinen

pH-Effekt zurtickgefiihrt werden kann.
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Abbildung 17: pH-Wert Abh&ngigkeit der durch Spermin induzierten Schlielung
der Stomata. Epidermisstreifen wurden von vier bis sechs Wochen alten Gerstenpflanzen (cv.
Golden Promise) isoliert und die Spaltéffnungsweite nach vierstiindiger Inkubation, davon zwei
Stunden in A) Offnungspuffer mit unterschiedlichen pH-Werten (pH 6,15, 7 oder 9), und B)
Spermin oder Spermin-HCI (je 10 pl in Offnungspuffer, pH 6,21 bzw. 6,15) unter dem Mikroskop
gemessen. Als Kontrollen dienten Epidermisstreifen, welchen die gleiche Menge Wasser
zugesetzt wurde. Daten sind Mittelwerte und Standardfehler aus drei unabhangigen
Experimenten mit jeweils n > 30. C) Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit * = P <
0.05, ** =P <0.01, ** =P < 0.001.

3.1.4 Einfluss von Inhibitoren der Polyaminoxidase auf die
spermininduzierte Schliefung der Stomata von Gerstenpflanzen

In den vorangegangenen Experimenten konnte gezeigt werden, dass die untersuchten
Polyamine und speziell Spermin in der Lage sind, Spalt6ffnungen der Gerstensorte

Golden Promise zu schlieRen. Dieser reversible Prozess konnte auch fir die Sorten
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Scarlett und Tadmor gezeigt werden. Zudem konnte kein additiver oder synergistischer
Effekt mit ABA beobachtet werden. Die Versuche mit unterschiedlichen pH-Werten
legten die Vermutung nahe, dass der Prozess des Spermin-induzierten
Stomataschlusses pH-Wert abhangig ist. Dies konnte aber ausgeschlossen werden.
Weitere mogliche Komponenten der Sperminwirkung sollten in den folgenden
Versuchen analysiert werden.

Zunachst wurde untersucht, ob die Katabolisierung des Spermins durch
Polyaminoxidasen (PAOs) eine Rolle spielt. Hierzu wurden Epidermisstreifen neben
Spermin mit dem PAO-Inhibitor Guazatinacetat inkubiert (Abb. 18a). Guazatinacetat
alleine wirkte sich nicht reproduzierbar auf die stomatare Offnungsweite aus. Der
Inhibitor hatte jedoch einen deutlichen Effekt auf die Spermin-induzierte SchlieRung der
Stomata. Wahrend auch hier wieder Spermin zu einem Stomataschluss fuhrte, wurde
diese Reaktion verhindert, wenn der Inkubationspuffer zusatzlich Guazatinacetat
enthielt. Dieses Ergebnis zeigt, dass der PAO-vermittelte Abbau essentiell fur den
Spermineffekt ist.

In einem weiteren Ansatz wurde der Effekt der PAO-Hemmung auf den ABA-induzierten
Stomataschluss getestet. Interessanterweise zeigte Guazatinacetat eine vergleichbare
Wirkung wie bei Spermin (Abb. 18b). Wie erwartet fuhrte ABA allein zum
Stomataschluss, wéahrend Guazatinacetat die ABA-induzierte SchlieBung verhinderte.
Dieses Ergebnis zeigt, dass PAOs eine essentielle Rolle in der Reaktion auf ABA
spielen.
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Abbildung 18: Einfluss des Polyaminoxidase-Inhibitors Guazatinacetat auf die
Spermin-induzierte SchlieBung der Stomata. Epidermisstreifen wurden von vier bis
sechs Wochen alten Gerstenpflanzen (cv. Golden Promise) isoliert und die Spalt6ffnungsweite
nach vierstindiger Inkubation, davon zwei Stunden mit Spermin, ABA oder der jeweiligen
Kombination mit Guazatinacetat, gemessen. A) Behandlung der Epidermisstreifen mit Spermin,
Guazatinacetat oder einer Kombination aus beiden. B) Inkubation der Epidermisstreifen mit ABA,
Guazatinacetat oder einer Kombination aus beiden. Daten sind Mittelwerte und Standardfehler
aus drei unabhangigen Experimenten mit jeweils n > 30. Signifikante Unterschiede sind
gekennzeichnet mit * = P < 0.05, ** = P < 0.01, ** = P < 0.001.

Spermin wird neben der Sperminoxidase auch durch das Enzym PAO oxidiert. Bei
diesem Schritt entsteht neben 4-Aminobutanal oder (3-Aminopropyl)-4-Aminobutanal
auch 1,3-Diaminopropan und H202 (Cona et al. 2006; Fig. 2). Die Bildung von H202
durch Sperminoxidation fiihrt zu der Frage, ob die Bildung von ROS an der
Stomataantwort gegenliber externem Spermin beteiligt ist. Zur Untersuchung der Rolle
von ROS beim Spermin-induzierten Stomataschluss wurde dem Puffer Ascorbinsaure
zum Abfangen der ROS zugesetzt. Ascorbinsaure alleine hatte keinen Einfluss auf die
Offnungsweite (Abb. 19). Ohne Ascorbinsaurezugabe fiihrte eine Behandlung mit 10 pM
Spermin wie erwartet zu einer Reduzierung der Spaltéffnungsweite. Die Zugabe von 1
mM Ascorbinsdure verringerte diese Reaktion, so dass die Weite der Spaltéffnungen 4,7
um betrug. Eine Erhéhung der Ascorbinsaurekonzentration auf 5 mM fihrte zu keiner

weiteren Hemmung der Schlie3ung.
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Abbildung 19: Einfluss von Ascorbinsaure auf die Spermin-induzierte SchlieBung
der Stomata. lIsolierte Epidermisstreifen von vier bis sechs Wochen alten Gerstenpflanzen (cv.
Golden Promise) wurden mit unterschiedlichen Ascorbinsdurekonzentrationen mit und ohne 10
MM Spermin inkubiert. Die Spaltéffnungsweite wurde nach vierstiindiger Inkubationsdauer, davon
zwei Stunden mit Spermin und der entsprechenden Konzentration Ascorbinsdure, unter dem
Mikroskop gemessen. Daten sind Mittelwerte und Standardfehler aus drei unabhangigen
Experimenten mit jeweils n > 30. Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit * = P < 0.05,
** =P <0.01, ** =P <0.001.

Eine weitere Quelle von ROS sind membranstéandige NADPH Oxidasen. Der Effekt von
Ascorbat auf den Spermin-induzierten Stomataschluss konnte daher auf eine Aktivitat
dieses Enzyms hinweisen. Daher wurde in einem weiteren Experiment der Effekt des
NADPH Oxidase-Inhibitors Diphenyleniodoniumchlorid (DPI) untersucht (Abb. 20). Die
Inkubation mit 10 um DPI allein fiihrte zu einer leichten, aber signifikanten Reduktion der
Spaltéffnungsweite. Eine Sperminbehandlung fuhrte zu einer SchlieBung um 53%. Eine
Kombination von DPI und Spermin flihrte zu einem tendenziell geringeren
Spaltéffnungsschluss, dies war aber nicht signifikant. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Inhibierung der NADPH-Oxidase kaum einen Einfluss auf den Spermin-vermittelten

Stomataschluss von Gerste hat.
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Abbildung 20: Einfluss des NADPH Oxidase-Inhibitors

Diphenyleniodoniumchlorid (DPI) auf die Spermin-induzierte SchlieBung der
Stomata. Isolierte Epidermisstreifen von vier bis sechs Wochen alten Gerstenpflanzen (Golden
Promise) wurden zwei Stunden mit 10 puM DPI und 10 pM Spermin inkubiert. Die
Spaltéffnungsweite wurde nach insgesamt vier Stunden Inkubation in Offnungspuffer, davon zwei
Stunden mit Spermin, DPI oder einer Kombination aus Spermin und DPI unter dem Mikroskop
gemessen. Daten sind Mittelwerte und Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten mit
jeweils n > 30. Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit * = P < 0.05, ** = P < 0.01, ***
=P <0.001.

3.1.4.1 Nachweis reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) nach
Sperminbehandlung bei Gerstenpflanzen

Die vorhergehenden Inhibitorexperimente deuteten auf eine Beteiligung reaktiver
Sauerstoffspezies am Spermin-induzierten Stomataschluss. In einem nachsten Schritt
sollten diese direkt nachgewiesen werden. Die Akkumulation von Superoxidradikalen
sollte durch Farbung mit Nitroblau-Tetrazolium (NBT) visualisiert werden. Es konnten in
den nicht mit Spermin behandelten Kontrollen intensivere Superoxidradikalfarbungen
beobachtet werden (Abb. 2l1a); mit Spermin behandelte Epidermisstreifen zeigten
jedoch interessanterweise keine blaue Farbung (Abb. 21b). Dieses Ergebnis deutet auf

eine verminderte Entstehung oder einen Abbau von Superoxidradikalen durch Spermin.
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Abbildung 21:. Farbung von Superoxidradikalen in Epidermisstreifen mittels
Nitroblau-Tetrazolium (NBT). Epidermisstreifen wurden insgesamt vier Stunden in
Offnungspuffer inkubiert, davon zwei Stunden mit A) Wasser als Kontrolle oder B) 10 uM Spermin.
Anschlielend wurden die Epidermen eine Stunde in einer NBT-LOosung zum Féarben von
Superoxidradikalen inkubiert.

Um eine mogliche H202-Produktion in Schlie3zellen durch die Applikation von Spermin
zu untersuchen, wurden Epidermisstreifen mit dem H.O»-Indikator 3,3-Diaminobenzidin
(DAB) angefarbt. Es konnten jedoch keine visuellen Unterschiede zwischen
sperminbehandelten und Kontrollproben detektiert werden, wobei
Sperminkonzentrationen von 10 - 1000 uM getestet wurden (Abb. 22). Dies kdnnte unter

anderem an einer unzureichenden Sensitivitat der DAB-Methode liegen.
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Abbildung 22: Farbung von H2O; in Epidermisstreifen mittels 3,3-Diaminobenzidin
(DAB). Epidermisstreifen, wurden insgesamt vier Stunden in Offnungspuffer inkubiert, zwei

Stunden davon mit den jeweiligen Sperminkonzentrationen. Im Anschluss erfolgte die Farbung
von H202 mit DAB fir 0, 30 oder 60 Minuten.

Um die Produktion von H20: in Schliel3zellen mit héherer Sensitivitéat zu untersuchen,
wurden Experimente mit dem sensitiveren fluoreszierenden ROS-Farbstoff 2°,7-
Dichlorodihydrofluorescein Diacetat (H.DCFDA) durchgefihrt. Als Positivkontrolle wurde
zunéchst der Effekt von H.O, untersucht. Wie erwartet verringerten 10 uM H»O, die
stomatére Offnungsweite von 6,4 auf 4,1 um (Abb. 23a). Die Zugabe von H,O, erhohte
parallel die DCFDA-Fluoreszenz der Schlie3zellen um das 1,5-fache. Erwartungsgeman
fuhrte auch Spermin zu einer SchlieBung der Stomata (3,4 um). Daneben bewirkte
Spermin eine Erhéhung der DCFDA-Fluoreszenz in den Schliel3zellen in gleichem Male
wie die H.O.-Behandlung (Abb. 23b). Das Ergebnis deutet auf eine Beteiligung der

Produktion von H>O, durch PAOs in der Regulation der Spaltéffnungsweite.
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Abbildung 23: Wirkung von Spermin und H.O.auf Spaltéffnungen und Fluoreszenz
der Schliel3zellen nach Farbung mit 2',7'-Dichlorofluorescein Diacetat (H.DCFDA).
A) Behandlung der Epidermisstreifen mit 10 uM Spermin oder H202. Epidermisstreifen wurden
insgesamt vier Stunden in Offnungspuffer inkubiert, davon zwei Stunden mit Spermin oder H20.
Die Spaltoffnungsweite wurde unter dem Mikroskop gemessen. B) Relative Fluoreszenz der
jeweiligen mittels H2DCFDA gefarbten Epidermisstreifen. Daten sind Mittelwerte und
Standardfehler aus drei unabhéangigen Experimenten mit jeweils n > 30. Signifikante
Unterschiede sind gekennzeichnet mit * = P < 0.05, ** = P < 0.01, ** = P < 0.001.

3.1.4.2 Beteiligung von extrazellularem Calcium an der Spermin-
induzierten SchlieBung von Stomata

Fir eine Reihe von Stimuli ist bekannt, dass eine Erhohung der [Ca?*]c,: durch Ca?*-Influx
fur die Auslosung des Stomataschlusses notwendig ist. Dies wurde fir Spermin mit dem
Ca?*-Chelator Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-tetraessigsaure (EGTA) getestet.
Inkubation der Epidermisstreifen in EGTA-haltigem Medium verhinderte den durch
Spermin induzierten Stomataschluss teilweise (Abb. 24). Spermin reduzierte die
Offnungsweite um 57%, Spermin in Kombination mit EGTA bewirkte nur eine
Reduzierung der Spaltéffnungen um 21%. Eine Behandlung mit EGTA verhinderte die
durch Spermin induzierte Stomataschlielung jedoch nicht komplett. Dies deutet darauf
hin, dass die Freisetzung von Ca?" aus internen Speichern, wie dem ER, der Vakuole
oder den Mitochondrien hier ebenfalls eine Rolle spielen kdnnte oder dass der Prozess
teilweise Ca?*-unabhangig ist.



3 Ergebnisse 70

£
3
£
2
‘o
2
S 4
c
= .
z .
2
o
(%]
0 T : .
N AN <>
<O (((\ O
\(\0(\\' QQQ < 6\\(\\6
o°

Abbildung 24: Einfluss des Calciumchelators EGTA auf die SchlieBung der
Stomata nach Sperminapplikation. Die Epidermisstreifen wurden zunachst zwei Stunden
in Offnungspuffer inkubiert. Die Spaltéffnungsweite wurde nach weiteren zwei Stunden Inkubation
mit Spermin, EGTA oder der Kombination von Spermin und EGTA unter dem Mikroskop
gemessen. Daten sind Mittelwerte und Standardfehler aus drei unabhangigen Experimenten mit
jeweils n > 30. Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit * = P < 0.05, ** = P < 0.01, ***
=P <0.001.

3.2 Einfluss von Spermin auf zytosolische Calciumkonzen-
trationen in Pflanzen

Um eine mogliche Rolle von Spermin in der Ca?*-Signaltibermittlung zu untersuchen,

wurden Gersten- und Arabidopsispflanzen auf unterschiedlichen Ebenen analysiert.

3.2.1 Einfluss von Spermin auf die zytosolische Calciumkonzentration
intakter Gerstenpflanzen

Da Spermin zum SchlieBen von Stomata, einer haufig durch [Ca?]: gesteuerter
Reaktion, fuhrt, und dieser Prozess durch EGTA inhibiert wurde, wurde untersucht, ob
Spermin einen Einfluss auf die [Ca?*].,: von Gerstepflanzen hat. [Ca?*].-Messungen sind
bei Gerste bisher nicht beschrieben. Fir die Messung wurden transgene
Gerstenkeimlinge der Sorte Golden Promise verwendet, die das Apoaequorin-Gen unter
Kontrolle des ZmUbi-Promoters exprimierten. Apoaequorin wurde mit Coelenterazin zu

Aequorin rekonstituiert. Die Messung der Ca?*-abhéngigen Aequorin-Lumineszenz
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wurde mit einer auf einer Dunkelkammer montierten Photonenzahlkamera durchgefihrt.
Um die Funktionalitdt des Aequorins zu Uberprifen, wurde ein Kalteschock (0°C) durch
Absenken der Temperatur der Tragerplatte, auf welcher sich die zu untersuchenden
Pflanzen befanden, appliziert. Dieser fiihrt bei Arabidopsispflanzen zu einem sofortigen
[Ca?']e-Signal (Knight et al 1996). Hierbei konnte sowohl im Spross als auch in der
Wurzel eine Lumineszenz detektiert werden (Abb. 25). Eine bereits vor dem Kéalteschock
auftretende Lumineszenz wurde wahrscheinlich durch den mit dem Umsetzen in die
Dunkelkammer verbundenen Berihrungsreiz verursacht. Nach einer kurzen
Regenerationsphase (120 s) sank diese Fluoreszenz wieder ab. Mit Beginn des
Kalteschocks (T 120 s) zeigte sich vor allem im Spross ein Anstieg der [Ca?*]¢y. In der

Wurzel wurde eine geringere Reaktion auf den Kalteschock als im Spross beobachtet.

Sekunden
0-100 100-120 120-300 300-600 600-900

Spross

Wurzel

niedrige [Ca?'].,, > hohe [Ca?'].

Abbildung 25: Aequorin-basierte Messung der [Ca?']¢,: nach Kalteschock an 7
Tage alten Gerstekeimlingen. Die Keimlinge wurden einem Kalteschock von 0°C ab
Zeitpunkt 120 s unterzogen. Die Messung der Aequorin-Lumineszenz erfolgte tUber einen
Zeitraum von 15 Minuten mittels einer Photonenzéhlkamera. Die Abbildungen zeigen kumulative
Falschfarbenbilder der [Ca?*]cyt Uiber die angegebenen Zeitraume.

Der Einfluss von externem Spermin auf die [Ca®'].,: von Gerstekeimlingen sollte in
verschiedenen Ansatzen untersucht werden. Im ersten Ansatz wurden die Keimlinge auf
eine Petrischale gelegt und Spermin in einer Konzentration von 1 mM aufgespriht (Abb.
26). Diese Behandlung verursachte einen sofortigen Anstieg der [Ca?*]oy in den Wurzeln
(Abb. 26a,b). Der Beginn der Reaktion konnte nicht aufgezeichnet werden, da die
Messung erst nach dem Bespriihen gestartet werden konnte. Das Signal fiel zunachst
schnell und daraufhin langsamer ab und war zum Ende der Messung nach 24 Minuten
noch erhéht. Im Spross konnte lediglich unmittelbar nach der Behandlung eine minimale
Reaktion beobachtet werden. Uber den weiteren Messzeitraum zeigte sich im Spross

keine erhohte [Ca?*]y.
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Abbildung 26: Aequorin-basierte Messung der [Ca?]¢,: nach Applikation von 1 mM
Spermin zu 7 Tage alten Gerstekeimlingen. Die Messung der Aequorin-Lumineszenz
erfolgte Uber einen Zeitraum von 24 Minuten mit einer Photonenzéhlkamera. A) Kumulative
Falschfarbenbilder des mit Spermin behandelten Keimlings. B) Verlauf der Lumineszenz nach
Besprihen der Keimlinge mit Spermin.

Die relativ geringe Sensitivitat der Photonenzéhlkamera sowie die Grole der
Gerstenpflanzen erschwerten eine weitergehende Analyse der Spermin-induzierten
[Ca?']ci-Reaktion. Daher wurden weitere Untersuchungen an Apoaequorin-
exprimierenden Arabidopsis thaliana durchgefiihrt. Die Grof3e der Keimlinge erlaubte die
Messung der Lumineszenz in einem Rohrchenluminometer, welches eine wesentlich
hohere Sensitivitat als die photonenzihlende Kamera besitzt.
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3.2.2 Einfluss von Spermin auf die zytosolische Calciumkonzentration
intakter Arabidopsis thaliana-Samlinge

Zunachst wurde die Veranderung der [Ca?],: durch  verschiedene
Sperminkonzentrationen an sieben Tage alten Apoaequorin-exprimierenden
Arabidopsiskeimlingen analysiert. Abbildung 27 zeigt, dass intakte Keimlinge mit einem
[Ca?']ci-Anstieg auf extern appliziertes Spermin reagieren. Die Hohe der Veranderung
der [Ca?*].y: Stieg mit ansteigender Sperminkonzentration an. Die Reaktion erfolgte direkt
auf die Sperminapplikation. Zeigten die Keimlinge bei Konzentrationen von 0,1 mM und
1 mM Spermin nur einen schnellen Anstieg ihrer [Ca®].:, so konnte bei einer
Sperminkonzentration von 10 mM nach dem beobachteten schnellen Anstieg innerhalb
der ersten 60 s ein weiterer langsamer Anstieg der [Ca?'].,: gemessen werden. Die
Basislinie war bei allen Sperminkonzentrationen zum Ende der Messung (500 s) noch
erhoht. In der Wasserkontrolle wurde keine wesentliche Reaktion gemessen. Da ab einer
Konzentration von 1 mM Spermin groRRe Veranderungen in der [Ca?']e: beobachtet

wurden, wurde diese Konzentration fir die folgenden Versuche verwendet.
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Abbildung 27: Reaktion der [Ca?']cx 7 Tage alter Arabidopsiskeimlinge in
Abhéangigkeit der Sperminkonzentration. Die Keimlinge wurden bei T=60 sec mit 0,1, 1
oder 10 mM Spermin oder Wasser als Kontrolle behandelt. Die Messung der Aequorin-
Lumineszenz erfolgte Uber einen Zeitraum von 500 Sekunden an einem Luminometer. Die Daten
sind Mittelwerte und Standardfehler (grau hinterlegt) von jeweils drei biologischen
Wiederholungen gemessen an drei verschiedenen Tagen.
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Der Spermin-induzierte Stomataschluss wurde durch Hemmung der Polyaminoxidase
mittels Guazatinacetat inhibiert (Abb. 18). Es wurde daher untersucht, ob dies mit einer
Anderung des Spermin-induzierten Ca?*-Signals einhergeht. In Abbildung 28 ist die
Reaktion der [Ca?']., auf 1 mM Spermin in Kombination mit Guazatinacetat dargestellt.
Die Keimlinge wurden vor dem Versuch 30 Minuten in 5 mM Guazatinacetat inkubiert.
Die Hemmung der PAO fiihrte zu keiner Veranderung der [Ca?']-Antwort auf externes
Spermin im Vergleich zu nicht inhibierten Keimlingen. Die erste, unmittelbar auf Zugabe
von Spermin folgende Erhohung [Ca?*]c,: betrug 0,28 uM. Die [Ca?']., kehrte bis zum
Ende der Messung nicht auf die urspringliche Basislinie zurtick, wie dies auch bei nicht
inhibierten Pflanzen der Fall war (Abb. 27).
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Abbildung 28: Aequorin-basierte Messung der [Ca®‘]cy: nach Vorinkubation mit
Guazatinacetat und Applikation von 1 mM Spermin zu 7 Tage alten
Arabidopsiskeimlingen. Die Vorinkubation der Keimlinge erfolgte jeweils 30 Minuten vor der
Messung in 5 mM Guazatinacetat. Die Messung der Aequorin-Lumineszenz wurde Uber einen
Zeitraum von 250 Sekunden an einem Luminometer durchgefiihrt. Daten sind Mittelwerte und
Standardfehler von jeweils drei biologischen Wiederholungen gemessen an drei verschiedenen
Tagen. Kontrollpflanzen wurden mit Wasser behandelt.

Da nachgewiesen wurde, dass Ascorbinsdure eine Hemmung des Spermin-induzierten
Stomataschlusses bewirkt (Abb.19), sollte nun untersucht werden, ob dies auch fir
Spermin-induzierte Ca?*-Signale zutrifft. Abbildung 29 zeigt die Ergebnisse von
Versuchen an intakten Arabidopsiskeimlingen, welche vor Sperminapplikation in
Ascorbinsaure inkubiert wurden. Sowohl bei einer Konzentration von 1 mM (pH 3) als
auch 5 mM (pH 6) Ascorbinsaure war die maximale [Ca?*]c,: nach Applikation von 1 mM
Spermin nicht veréndert. Die Einstellung des pH-Wertes der Ascorbinséure (5 mM) auf

pH 6 fuhrte dazu, dass die erste Phase der Reaktion auf 1 mM Spermin deutlich héher
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ausfiel als bei der Vorinkubation in 5 mM Ascorbinséure mit pH 3. Auch hier erfolgte eine
sofortige Antwort auf das extern applizierte Spermin; ein zweiter Anstieg konnte jedoch
nicht beobachtet werden.

0,6
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0,5 ; :  —— Ascorbinsdure 5mM pHé
: Ascorbinsaure 1mM pH3
0,4 1 = — Ascorbinsaure 5mM pH3

uM Ca2+
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Abbildung 29: Aequorin-basierte Messung der [Ca?']cy: nach Vorinkubation mit
Ascorbinsdure mit unterschiedlichen pH Werten und Applikation von 1 mM
Spermin zu 7 Tage alten Arabidopsiskeimlingen. Die Vorinkubation der Keimlinge mit
Ascorbinsdure erfolgte jeweils 30 Minuten vor der Messung. Die Messung der Aequorin-
Lumineszenz wurde Uber einen Zeitraum von 250 Sekunden an einem Luminometer
durchgefiihrt. Daten sind Mittelwerte und Standardfehler von jeweils drei biologischen
Wiederholungen gemessen an drei verschiedenen Tagen.

Der Ca?-Chelator EGTA inhibierte den Spermin-induzierten Stomataschluss teilweise
(Abb. 24), was auf eine Beteiligung von externem Ca?" hinweist. Daher wurde
untersucht, ob auch die durch Spermin induzierte Anderung der [Ca?*]¢ abhangig von
externem Ca?*ist. Durch die Inkubation der Arabidopsiskeimlinge in 10 mM EGTA (pH
7) wurde der Reaktionsverlauf abgeschwacht (Abb. 30). Sowohl die erste Reaktion auf
1 mM Spermin als auch die zweite Phase waren geringer als im Versuch ohne EGTA-
Vorinkubation. Im Gegensatz zu EGTA-freier Inkubation war das Ausgangsniveau der

[Ca?']eyt nach ca. einer Minute wieder erreicht.
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Abbildung 30: Aequorin-basierte Messung der [Ca?']cy: nach Vorinkubation mit
EGTA und Applikation von Spermin (1 mM) =zu 7 Tage alten
Arabidopsiskeimlingen. Die Vorinkubation der Keimlinge erfolgte 30 Minuten vor der
Messung in 10 mM EGTA (pH 7). Die Messung der Aequorin-Lumineszenz wurde lber einen
Zeitraum von 250 Sekunden an einem Luminometer durchgefiihrt. Daten sind Mittelwerte und
Standardfehler von jeweils drei biologischen Wiederholungen gemessen an drei verschiedenen
Tagen. Kontrollpflanzen wurden mit Wasser behandelt.

3.2.3 Einfluss von Spermin auf die zytosolische Calciumkonzentration
von Spross und Wurzel in Arabidopsis thaliana

Aufgrund der Ergebnisse mit Gerste (Abb. 26), in denen eine unterschiedliche Reaktion
der [Ca?*]c,t von Spross und Wurzel gefunden wurde, sollte nun untersucht werden, ob
Spermin einen unterschiedlichen Einfluss auf Ca?*-Signale in Spross und Wurzel von
Arabidopsis hat. Eine Trennung der Keimlinge in Spross und Wurzel zeigte einen
Unterschied im Reaktionsverlauf beider Pflanzenteile. Bei dem mit 1 mM Spermin
behandelten Spross konnte nur eine Reaktionsspitze beobachtet werden (Abb. 31a). Die
Antwort der Wurzel ahnelte dagegen dem biphasischen Verlauf von kompletten
Keimlingen (Abb. 31b), wobei hier der zweite Anstieg der [Ca?"]o« klrzer und hoher
verlief als im Versuch mit kompletten Pflanzen (Abb. 27). Es konnte zun&chst ein
schneller Anstieg detektiert werden. Im Anschluss kam es zu einem weiteren Anstieg mit
einem durchschnittlich 100 Sekunden andauernden Verlauf. Danach verringerte sich die
[Ca?'].,: wieder, bis eine Basislinie erreicht war, die Gber der vor der Sperminapplikation

lag.
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Abbildung 31: Aequorin-basierte Messung der [Ca?*]cyt nach Sperminapplikation
zu in Spross und Wurzel getrennte 7 Tage alte Arabidopsiskeimlinge. Applikation
von 1 mM Spermin erfolgte separat zu A) Spross und B) Wurzel. Die Messung der Aequorin-
Lumineszenz wurde Uber einen Zeitraum von 250 Sekunden an einem Luminometer
durchgefiihrt. Spross und Wurzel wurden zwei Stunden vor der Messung geteilt. Daten sind
Mittelwerte von jeweils drei biologischen Wiederholungen gemessen an drei verschiedenen
Tagen.

Da die [Ca?'].: in separierten Sprossen und Wurzeln unterschiedlich auf Spermin
reagierte, wurde das raumliche Auftreten des Ca?'-Signals mit Hilfe der
Photonenzéahlkamera analysiert. Sieben Tage alte Arabidopsiskeimlinge wurden dazu
mit Coelenterazin rekonstituiert. Nach Erhalt einer stabilen Basislinie der Lumineszenz
wurden die Keimlinge mit einer 1 mM Sperminldsung bespriht, so dass die Pflanzen
komplett in der Losung lagen. Unmittelbar nach Zugabe des Spermins zeigte sich bei
allen Keimlingen ein Anstieg der zytosolischen Ca%'konzentration der Wurzeln und in

sehr geringem MalR auch im Spross (Abb. 32a). Diesem ersten Anstieg folgte 1,5



3 Ergebnisse 78

Minuten nach Sperminzugabe eine zweite Erh6hung der Lumineszenz in der Wurzel.
Eine dritte Veranderung der Lumineszenz konnte in einem Zeitraum von funf bis zwanzig
Minuten nach der Sperminzugabe im Spross beobachtet werden. Nach 23 Minuten
waren sowohl im Spross als auch in der Wurzel die Lumineszenzwerte auf Hohe des
Ausgangswertes (Abb. 32b) zuriickgegangen. Diese Reaktionen wurden anhand von
Falschfarbenbildern visuell dargestellt (Abb. 32a). Deutlich zu sehen ist ein Anstieg der
Lumineszenz in den ersten 100 Sekunden sowohl im Spross als auch in der Wurzel,
gefolgt von den beiden zu unterschiedlichen Zeiten detektierten Anstiegen in Wurzel und

Spross.
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Abbildung 32: Aequorin-basierte Messung der [Ca?']cyt nach Sperminapplikation
(1 mM) an 7 Tage alten Arabidopsiskeimlingen. Der komplette Keimling wurde mit
Spermin behandelt. Die Messung der Aequorin-Lumineszenz erfolgte Uber einen Zeitraum von
25 Minuten mit einer Photonenzéhlkamera. A) Falschfarbenbilder des behandelten Keimlings. B)
Lumineszenz getrennt nach Spross und Wurzel. Das Experiment wurde dreimal mit
vergleichbarem Ergebnis wiederholt.
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In einem n&chsten Schritt sollte ein moglicher Zusammenhang zwischen Wurzel- und
Sprosssignal untersucht werden. Hierzu wurde die Pflanze zwei Stunden vor der

Messung mittels Skalpell in Wurzel und Spross getrennt.
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Abbildung 33: Aequorin-basierte Messung der [Ca?"]cytnach Sperminapplikation (1
mM) an 7 Tage alten, in Spross und Wurzel getrennten, Arabidopsiskeimlingen.
Die Messung der Aequorin-Lumineszenz erfolgte Uber einen Zeitraum von 25 Minuten mit einer
Photonenzahlkamera. Die Keimlinge wurden vor der Behandlung in Spross und Wurzel geteilt,
anschlieBend mit Spermin behandelt und die Lumineszenz aufgezeichnet. A) Falschfarbenbilder
des behandelten Keimlings, B) Lumineszenz von Spross und Wurzel. Das Experiment wurde
dreimal mit vergleichbarem Ergebnis wiederholt.

Auch hier konnte ein sofortiger Anstieg der Lumineszenz in Wurzel und Spross
unmittelbar nach Sperminapplikation gemessen werden (Abb. 33). Anschlieend
erfolgte ein zweiter Anstieg in der Wurzel. Dieser glich jenem von intakten Keimlingen
(Abb. 32) und war nach zehn Minuten wieder nahe dem Ausgangsniveau. Im Gegensatz
zu den Versuchen mit Ganzpflanzen war ein Anstieg der Lumineszenz im Spross nach
10-15 min aber nicht zu beobachten. Im Spross konnte lediglich der friihzeitige Anstieg
innerhalb der ersten Minute nach Sperminzugabe beobachtet werden; nach einer Minute
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fiel die [Ca?'|sx wieder auf das Ausgangsniveau zuriick. Auch in kumulativen
Falschfarbenbildern ist im Spross keine Veranderung der [Ca?'].,: nach der ersten
sofortigen Reaktion auf die Sperminapplikation beobachtbar (Abb. 33a). Dies deutet auf
ein durch Trennung von Spross und Wurzel unterbundenes Ca?*-Signal hin.

3.2.4 Einfluss von Spermin auf zytosolische Calciumkonzentrationen von
Schliel3zellen

Spermin bewirkte ein SchlieBen von Stomata (3.1.3). Daher stellte sich die Frage, ob
Spermin spezifisch in SchlieRzellen zu einer Reaktion der [Ca?*]cy fUhrt. Fir Messungen
der [Ca?*]c,: auf zellularer Ebene wurden transgene Pflanzen mit dem fluoreszierenden
ratiometrischen Ca?*-Reporter Yellow Cameleon (YC) 3.6 (Nagai et al. 2004) verwendet.
Messungen an Schliel3zellen von Gerste stellten sich jedoch aufgrund einer sehr hohen
Autofluoreszenz als nicht machbar heraus (Daten nicht gezeigt). Aus diesem Grund
wurden diese Messungen an Arabidopsis thaliana durchgefiihrt. Einzelne Schliel3zellen
zeigten innerhalb von funf Minuten nach Applikation von 1 mM Spermin eine starke
Reaktion der [Ca?'].y, die sich in einer Abnahme der ECFP-Fluoreszenz und einer
Zunahme der EYFP-Fluoreszenz aullerte (Abb. 34a-c). Testreihen mit einer
Versuchsdauer von 1,5 h nach Sperminapplikation zeigten, dass die Ca?'-
Veranderungen nicht langer als 15 Minuten anhielten (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 34: Ratiometrische Messung der [Ca®]c: in SchlieRzellen 5 Wochen
alter Arabidopsispflanzen nach Sperminapplikation (1 mM). A) Relative [Ca?]|eyt
(Verhaltnis von YFP- und CFP-Fluoreszenz) einer mit Spermin behandelten Schliel3zelle, B) YFP-
und CFP-Fluoreszenzintensitat des Yellow Cameleon-Indikators der behandelten Zelle. Die Zelle
wurde 10 min mit einem 20 s Messintervall untersucht, gefolgt von 5 min mit einem 5 s Intervall.
Zum Zeitpunkt O erfolgte die Sperminapplikation. C) Falschfarbenbilder der relativen [CaZ*]cyt der
untersuchten SchlieRzelle.

Aufgrund der Schwankungen zwischen einzelnen Zellen und Versuchen (Daten nicht
gezeigt) wurden zunéchst einige Testreihen gemessen, um optimale Bedingungen zu

ermitteln. Hierbei wurde die Auswirkung von unterschiedlichen Inkubationszeiten
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analysiert. Wurden die Epidermisstreifen zwei Stunden vor der jeweiligen Messung
prapariert, zeigten die einzelnen Zellen eine starke Neigung zu spontanen [CaZ']cy-
Oszillationen (Abb. 35a). Die Praparation am Tag vor der jeweiligen Messung mit einer
Inkubation der Epidermisstreifen tiber Nacht in Inkubationspuffer fiihrte bei der Mehrzahl
der untersuchten Zellen zu stabileren Basislinien und ermoglichte eine klare Trennung
von spontanen Veranderungen der [Ca?']¢«von denen, die durch die externe Applikation
von Spermin induziert wurden (Abb. 35b). In beiden Varianten erfolgte eine Reaktion auf
1 mM Spermin unmittelbar nach der Zugabe. Alle weiteren Versuche wurden aufgrund
der stabileren Messergebnisse mit Praparaten durchgefuhrt, die zuvor 24 h in

Inkubationspuffer inkubiert wurden.
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Abbildung 35: Ratiometrische Messung der [Ca?']¢,: an SchlieBzellen 5 Wochen
alter Arabidopsispflanzen nach Sperminapplikation (1 mM) (2 h Inkubationszeit
oder Ubernachtinkubation). Die Zellen wurden 10 min mit einem 20 s Messintervall
untersucht, gefolgt von 5 min mit einem 5 s Messintervall. Zum Zeitpunkt O erfolgte die
Sperminapplikation. A) Typische Messung der Spermin-induzierten [Ca2*]c,--Antwort an funf
Zellen eines Epidermisstreifens; jede Linie reprasentiert eine Zelle. Die Préparation des
Epidermisstreifens erfolgte zwei Stunden vor der Messung. B) Typische Messung einer Spermin-
induzierten [Ca?*]c-Antwort an sechs Zellen eines Epidermisstreifens. Hier erfolgte eine
Ubernachtinkubation der praparierten Epidermisstreifen. Die Experimente wurden in drei
biologischen Wiederholungen mit jeweils n=15 durchgefuhrt.

In weiteren Versuchen mit unterschiedlicher Sperminkonzentrationen von 10 uM bis 1
mM konnte gezeigt werden, dass die [Ca?],-Antwort der SchlieRzellen
konzentrationsabhangig ist. Je héher die Sperminkonzentration war, umso héher war
sowohl die Anzahl der reagierenden Schliel3zellen, als auch die Amplitude der Reaktion.

Wahrend bei 10 uM Spermin nur anhaltend gering erhohte [Ca?']c-Konzentrationen fiir



3 Ergebnisse 83

die Dauer von ein bis zwei Minuten beobachtet werden konnten, zeigten sich bei einer
Behandlung mit 100 pM Spermin unmittelbar nach der Applikation deutliche Peaks (Abb.
36a,b). Diese Erhohung konnte in rund 65% der behandelten Schliel3zellen detektiert
werden. Bei einer Sperminapplikation in Hohe von 1 mM zeigte sich eine noch
deutlichere schnelle Veranderung im [Ca?*]cy:, wobei hier bei ca. 90% der analysierten
SchlieRzellen eine Reaktion zu beobachten war (Abb. 36¢).
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Abbildung 36: Ratiometrische Messung der [Ca?']¢, an SchlieBzellen 5 Wochen
alter Arabidopsispflanzen nach Sperminapplikation. Die SchlieRzellen wurden 10 min
mit einem 20 s Messintervall untersucht, gefolgt von 5 min mit einem 5 s Messintervall. Zum
Zeitpunkt O erfolgte die Sperminapplikation in verschiedenen Konzentrationen. Jede Linie
reprasentiert eine Schliezelle. [Ca?*]ey-Antwort auf A) 10 uM Spermin, B) 100 uM Spermin und
C) 1 mM Spermin. Die Experimente wurden in drei biologischen Wiederholungen mit jeweils n=15
durchgefuhrt.

Um zu klaren, ob die Ca?"-Antwort auf externes Spermin direkt durch das Spermin
ausgeldst wird oder ob H»O; eine Rolle spielt, wurde Ascorbinsdure als Antioxidans
eingesetzt, mit dessen Hilfe gebildetes H.O, abgefangen werden sollte, wie zuvor bei

SchlieRzellmessungen (Abb. 19). Epidermisstreifen wurden 15 Minuten vor
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Sperminapplikation in  Ascorbinsédure-enthaltendem  Puffer  inkubiert.  Eine
Vorbehandlung mit 5 mM Ascorbinsaure beeinflusste die Spermin-induzierte [Ca?*]ey-
Reaktion (Abb. 37a). Die Amplitude der Reaktionsspitzen lag dabei deutlich unter der
von nicht mit Ascorbinsaure behandelten Zellen. Auch eine Vorinkubation mit 1 mM
Ascorbinsaure verminderte die Hohe der Reaktionsspitzen, jedoch in geringerem MalRe
(Abb. 37b). Die Ergebnisse legen nahe, dass die Reaktion auf extern appliziertes

Spermin ganz oder teilweise durch die Bildung von H,O; ausgeldst wird.
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Abbildung 37: Ratiometrische Messung der [Ca?*]cyt in SchlieRzellen 5 Wochen
alter Arabidopsispflanzen nach Vorinkubation mit Ascorbinsédure und
Sperminapplikation (1 mM). Die Zellen wurden 6 min mit einem 20 s Messintervall
untersucht, gefolgt von 4 min mit einem 5 s Messintervall. Zum Zeitpunkt O erfolgte die
Sperminapplikation (1 mM). Jede Linie reprasentiert eine Schlie3zelle. Epidermisstreifen wurden
vor dem Versuch 15 min inkubiert in A) 5 mM Ascorbinsaure und B) 1 mM Ascorbinsaure. Die
Experimente wurden in drei biologischen Wiederholungen mit n=15 durchgefuhrt.

Veranderungen der [Ca?]¢: kOnnen sowohl abhangig von der Ca?-Freisetzung aus
intrazellularen Speichern als auch vom Ca?*-Einstrom aus dem Apoplasten (ber die
Plasmamembran sein. Durch die Nutzung des Ca?*-Chelators EGTA sollte untersucht
werden, inwieweit die durch Spermin induzierte Anderung der [Ca?*]c: in SchlieRzellen
abhangig vom Ca?*-Einstrom ist. Dazu wurden die vorbereiteten Epidermisstreifen 15
Minuten vor Beginn der Messung entweder mit 5 mM oder mit 1 mM EGTA inkubiert. Bei
einer Inkubation der Epidermisstreifen mit 1 mM EGTA reagierten die untersuchten
Zellen nur noch gering auf 1 mM Spermin (Abb. 38a). Lediglich in vier von sechs Zellen
konnte eine sehr geringe Reaktion registriert werden. Die Reizantwort erfolgte innerhalb
einer Minute nach Sperminzugabe und dauerte maximal 30 Sekunden. Bei einer

Konzentration von 5 mM EGTA wurde keine direkte Reaktion auf Spermin verzeichnet
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(Abb. 38b). Der Ca?*-Chelator EGTA war somit in der Lage, das [Ca?']c.-Signal auf
Spermin in Schlie3zellen vollstandig zu unterbinden, was auf eine essentielle Rolle des
Ca?*-Einstroms aus dem Apoplasten in der Bildung dieses Signals hinweist.

A Aratio=0,5 B Aratio=0,5
—_\;\—— - TT—— e ——
S
— B e F’_’_—_—\‘\&—_______
r——?-ﬁ_ﬁ__ﬁ‘_‘_-/--______m_____.__
_—————_\—\“—‘-‘L ]
(R —
- ]
-
- Ty
-10 -5 0 5 10 -10 5 0 5 10
Minuten nach Applikation Minuten nach Applikation

Abbildung 38: Ratiometrische Messung der [Ca?*]cyt in SchlieRzellen 5 Wochen
alter Arabidopsispflanzen nach Vorinkubation mit EGTA und Sperminapplikation
(1 mM). Die Zellen wurden 6 min mit einem 20 s Messintervall untersucht, gefolgt von 4 min mit
einem 5 s Messintervall. Zum Zeitpunkt O erfolgte die Sperminapplikation (1 mM). Jede Linie
reprasentiert eine Schlie3zelle. A) Vorinkubation mit 1 mM EGTA, B) Vorinkubation mit 5 mM
EGTA. Die Experimente wurden in drei biologischen Wiederholungen mit n=15 durchgefihrt.

Die Zugabe von 1 mM EGTA zu Zellen, welche sich inmitten einer Reaktion auf 1 mM
Spermin befanden, verkirzte die Dauer der [Ca?'].~Reaktion stark (Abb. 39a-b).
Dauerte die Reizantwort ohne EGTA im Schnitt 90 Sekunden, war diese Zeit durch
EGTA-Gabe um 60% auf zirka eine halbe Minute verkirzt. Dies zeigt, dass das Spermin-

induzierte Ca?*-Signal einen fortwahrenden Ca?*-Einstrom erfordert.
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Abbildung 39: Ratiometrische Messung der [Ca®*]cyt an SchlieRzellen 5 Wochen
alter Arabidopsispflanzen nach Sperminapplikation und Zugabe von EGTA

wahrend der [Ca?*]cyt-Antwort. Die Zellen wurden 10 min mit einem 20 s Messintervall
untersucht, gefolgt von 5 min mit einem 5 s Messintervall. Zum Zeitpunkt O erfolgte die
Sperminapplikation (1 mM). [Ca?*]eyt Antwort auf A) 1 mM Spermin einer ausgesuchten Zelle eines
Epidermisstreifens, B) Zugabe von 1 mM EGTA (Zeitpunkt markiert durch Pfeil) zu einer auf 1
mM Spermin reagierenden Zelle. Die Experimente wurden in drei biologischen Wiederholungen
mit n=9 durchgefihrt.

3.3 ldentifizierung und Analyse von Sperminsynthasen in
Gerste

3.3.1 Identifizierung zweier Sperminsynthasen und einer
Spermidinsynthase in Gerste

In Kooperation mit Sebastian Pietack (Institut fir Pharmazie, MLU Halle-Wittenberg)
wurde eine Datenbanksuche (Auflistung siehe Kapitel 2.1) nach mdoglichen
Sperminsynthasen in Gerste durchgeflihrt. Als Vorlagesequenzen dienten die
Sperminsynthasesequenzen aus Arabidopsis thaliana (At), Glycine max (Gm), Oryza
sativa (Os), Triticum aestivum (Ta) sowie Zea mays (Zm). Die Suche ergab mehrere
unterschiedliche Genmodelle, die vermutlich fir Aminopropyltransferasen kodieren.
Unter diesen Sequenzen konnten durch Klonierung und heterologe Genexpression zwei
Sperminsynthasen und eine Spermidinsynthase in Gerste identifiziert werden. Durch

Enzymtests konnte deren Aktivitat auch in vitro nachgewiesen werden (Pietack 2019).

Die héchste Sequenziibereinstimmung mit den bekannten Sperminsynthasen konnte fir
den cDNA-Klon FLbaf92k17 gefunden werden (BLAST). Diese Sequenz wurde aus

Gerste-cDNA Kloniert. Durch Sequenzierung konnten 1158 bp dieses Klons bestatigt
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werden (HvYSPMS1). Fur putative Spermidinsynthasen wurde der cDNA-Klon flbaf61p21
mittels Datenbankrecherche gefunden. AnschlieBend wurde aus Gerstenpflanzen
MRNA isoliert und mittels degenerierter Primer nach weiteren passenden Sequenzen fur
mogliche Spermin- oder Spermidinsynthasen in Gerste gesucht. Damit konnte noch eine
weitere mogliche Sperminsynthase (HvSPMS2) mit einer Lange von ebenfalls 1158 bp
gefunden werden. Eine mdgliche Thermosperminsynthase konnte nicht gefunden
werden. Der Vergleich der Proteinsequenzen von HYSPMS1 und HYSPMS2 (Abb. 40)
zeigte die Ubereinstimmungen der beiden Sperminsynthasen zueinander (78%
Identitdt). Ein Vergleich der Proteinsequenzen der Sperminsynthasen mit der

Spermidinsynthase zeigte eine ldentitéat von lediglich 52%.
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Abbildung 40: Vergleich der Proteinsequenzen der Sperminsynthasen HvSPMS1
und HYSPMS2 und der Spermidinsynthase HvSPDS. Analyse mit Hilfe des Programms
Multalin. Rote Markierungen kennzeichnen gleiche oder funktional &hnliche Aminosauren aller
drei Proteine, blaue Markierungen stehen fir gleiche oder ahnliche Aminosauren von zwei
Proteinen, schwarze Aminoséauren zeigen keine Ubereinstimmung.

Mit Hilfe eines Vergleichs bekannter Spermin- und Spermidinsynthasen der Pflanzen
Arabidopsis thaliana (At), Glycine max (Gm), Oryza sativa (Os), Triticum aestivum (Ta)
sowie Zea mays (Zm) mit den aus Gerste identifizierten Proteinsequenzen konnten
konservierte Aminosauremotive, die in allen analysierten Sperminsynthasen vorliegen,
nachgewiesen werden. Die gefundenen Aminosauresequenzen in Gerste wurden mit
bekannten Aminosauresequenzen aus unterschiedlichen Pflanzen (Rodriguez-Kessler
et al. 2010) verglichen, sodass fur die gefundenen Spermin- und Spermidinsynthasen in
Gerste ebenfalls spezifische Aminosaureverdnderungen in SPMS sowie konservierte
Aminosauren, die zur Bildung der Put-Bindungsstelle in SPDS beitragen, markiert
werden konnten (Abb. 41).
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Abbildung 41: Sequenzvergleich von SPMS- und SPDS-Proteinen. Analyse mit Hilfe
des Programms Multalin, Markierungen nach Rodriguez-Kessler et al. 2010. Substrat- und Co-
Substrat-Bindungsstellen grau umrandet, Spezifische Aminosaureveranderungen in SPMS rot
umrandet, eindeutige und konservierten Aminosauren, die zur Bildung der Put-Bindungsstelle in
SPDS beitragen, sind blau umrandet. Arabidopsis thaliana (At), Glycine max (Gm), Hordeum
vulgare (Hv), Oryza sativa (Os), Triticum aestivum (Ta), Zea mays (Zm).

Um Homologien zwischen den einzelnen Aminopropyltransferasen darzustellen, wurde
ein phylogenetischer Baum von Spermidin-, Spermin- und Thermosperminsynthasen mit
Hilfe des Programms MEGAS angefertigt (Abb. 42). Ein Vergleich der Sequenzen aus
Gerste mit denen aus Reis, Weizen und Mais zeigt, dass die gefundenen
Gerstensperminsynthasen (HvSPMS1, HYSPMSZ2) sich in die Gruppe der monokotylen
Sperminsynthasen einordnen, wahrend die gefundene Spermidinsynthase (HvSPDS1)

der Gruppe der monokotylen Spermidinsynthasen zugeordnet werden kann.
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Abbildung 42: Phylogenetischer Baum von SPMS- und SPDS-Proteinen. Erstellt mit
dem Programm MEGADS. Arabidopsis thaliana (At), Glycine max (Gm), Hordeum vulgare (Hv),
Oryza sativa (Os), Triticum aestivum (Ta), Zea mays (Zm)

3.3.2 Expressionsanalysen der Spermidinsynthase- und
Sperminsynthase-codierenden Gene in Gerste und Arabidopsis
thaliana

3.3.2.1 Datenbankrecherchen

Um die Rolle von Spermin- und Spermidinsynthasen in der Pflanze zu untersuchen,
wurde die Expression der Gene zu verschiedenen Entwicklungsstadien in silico
analysiert. Fir Arabidopsis wurde die Online-Datenbank Genevestigator
(https://lwww.genevestigator.com/gv/plant.jsp) herangezogen. Die erhaltenen Daten
zeigten, dass das Gen der Sperminsynthase, AtSPMS, in Arabidopsis in allen
Entwicklungsstadien exprimiert wird und dass vor allem in der Seneszenz die Expression
deutlich ansteigt (Abb. 43). Das Gen der Thermosperminsynthase, AtACL5, wird
dagegen durchgehend auf niedrigem Niveau exprimiert. Die Gene beider

Spermidinsynthasen, AtSPDS1 und 2, zeigten Schwankungen in ihrer Expression.


https://www.genevestigator.com/gv/plant.jsp
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Abbildung 43: Expressionsmuster von Polyaminsynthase-codierenden Genen in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien von Arabidopsis thaliana. Grafik wurde mit
der Genevestigator Datenbank erstellt. Dargestellt sind: AtSPMS (rot), AtACL5 (blau), AtSPDS1
(grin) und AtSPDS2 (orange). Gezeigte Stadien von links: gekeimte Samen, Keimlinge, junge
Rosette, reife Rosette, Schossen, junge Blite, reife Blite, Blite mit Schoten, reife Schoten,
Seneszenz der Pflanze.

Genevestigator wurde ebenfalls fir die Analyse der Gene in Gerste verwendet (Abb. 44).
Die Expressionsdaten fir HvSPMS1, HvSPMS2 und HvSPDS zeigten ebenfalls
deutliche Schwankungen im Entwicklungszyklus der Pflanze. Wéahrend HvSPDS (rot)
vor allem wahrend der Keimung stark exprimiert wird, zeigte HYSPMS1 (griin) einen
tendenziellen Anstieg der Expression in den ersten Tagen nach der Keimung. Das Gen
der zweiten putativen Sperminsynthase, HYSPMS2 (blau), wird durchgehend auf einem

niedrigeren Niveau exprimiert.
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Abbildung 44: Expressionsmuster von Polyaminsynthase-codierenden Genen in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien der Gerste. Grafik wurde mit der
Genevestigator-Datenbank erstellt. Dargestellt sind: HvSPMS1 (grin), HvSPMS2 (blau),
HvSPDS (rot). Gezeigte Stadien von links: gekeimte Samen, Blattentwicklung, Bestockung,
Schossen, Ahrenschieben, Bliite, Fruchtbildung bis Reife.

3.3.2.2 Expression der Spermidinsynthase- und Sperminsynthase-
codierenden Gene der Gerste Uber einen kompletten
Entwicklungszyklus

Wurde das Expressionsmuster von HvSPMS1, HYSPMS2 und HvSPDS mittels gRT-
PCR uber einen kompletten Entwicklungszyklus ermittelt, zeigten sich auch hier
Schwankungen (Abb. 45). Wahrend des 1-3 Blattstadiums (Tag 7) und wéhrend des
Bestockens (Tag 21) war die Expression von HYSPMS1, HYSPMS2 und HvSPDS gering.
Im Anschluss erhéhte sich die Expression von HYSPSM1 und HYSPMS2 und blieb bei
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HvSPMS2 konstant leicht erhdht, wahrend HvYSPMS1 starker schwankte. Auch bei
HvSPDS kam es zu leichten Schwankungen wahrend der Entwicklung. Wurden bis drei
Tage nach der Keimung noch erhdhte Expressionsraten beobachtet, so sank die
Expression wahrend des Bestockens (Tag 21) und Schossens (Tag 35) auf niedrigste
Werte. Zur Zeit des Ahrenschiebens und der Blite (Tag 49-63) sowie der Milchreife des
Korns, lagen die Expressionswerte wieder hoher und sanken, im Gegensatz zu
HVSPMS1 und 2, wahrend der Seneszenz (Tag 119) wieder ab.

8
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mmm HvSPMS2 BBCH Stadien
¢ || === HvSPDS o Keimung
10-13 1-3 Blattstadium
21-29 Bestockung
30-39 Schossen
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0 - 92-99 Absterben

3 7 21 35 49 63 77 91 105 119
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Abbildung 45: Relative Expression von HvSPMS1, HvSPMS2 und HvSPDS in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien von Gerstenpflanzen (cv. Golden
Promise). Messung erfolgte an Blatt- und Sprossmaterial mittels qRT-PCR (ber einen
Entwicklungszyklus von 119 Tagen; als Referenzgen diente GAPDH. Daten zeigen Mittelwerte
und Standardfehler aus 3 biologischen Wiederholungen. Die Tabelle der BBCH Stadien gibt eine
Ubersicht tiber die phanologischen Entwicklungsstadien der Gerste.

3.3.2.3 Expression der Spermidinsynthase- und Sperminsynthase-
codierenden Gene der Gerste wahrend Trockenstress

In Kooperation mit dem Institutsbereich Pflanzenphysiologie der Universitat Halle-
Wittenberg (Prof. Dr. Humbeck) wurde die Expression der Sperminsynthase- und
Spermidinsynthase-codierenden Gene wahrend Trockenstressbedingungen analysiert.
Abbildung 46 zeigt die Ergebnisse der Expressionsanalysen unter verschiedenen
Stressintensitaten. Die quantitativen gRT-PCR-Werte wurden normalisiert zum

Referenzgen Actin, relativ zur ungestressten Kontrolle. Es konnte beobachtet werden,
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dass in einer friihen Phase des Stresses (T1) mit Bodenwassergehalten von 40% keine
Unterschiede in der Expression von HYSPMS1, HYSPMS2 und HvSPDS zu beobachten
waren. Ab einem Wassergehalt des Bodens von 20% konnte ein signifikanter Anstieg
der relativen Expression von HYSPMS1 gemessen werden. In einer spaten Phase des
Trockenstresses mit Bodenwassergehalten von 10% stieg insbesondere die relative
Expression von HvSPMS1, aber auch die von HvSPMS2. In allen Phasen des
Trockenstresses wurde keine Veranderung der Expression der HvSPDS festgestellt.

Dies deutet auf eine primare Rolle der Sperminsynthasen der Gerste wahrend

Trockenstress.
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Abbildung 46: Expression von HvSPMS1, HvSPMS2 und HvSPDS wahrend
Trockenstress in Gerste (cv. Golden Promise) relativ zur ungestressten Kontrolle.
Messung erfolgte an Blattmaterial mittels gRT-PCR, als Referenzgen diente Actin. B)
Wassergehalte des Bodens in den Trockenstressstadien T1-T3. Daten sind Mittelwerte und
Standardfehler aus drei unabhéngigen Experimenten mit jeweils n = 5. Verglichen wurden jeweils
die einzelnen Behandlungen mit der Kontrolle; signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit
*=P <0.05, * =P <0.01, ¥ =P < 0.001.

3.3.3 Erstellung von SPMS-Uberexpressoren und Herunterregulierung der
SPMS-Expression in Gerstenpflanzen — Ergebnisse der
Transformation

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen die Annahme nahe, dass Spermin als Regulator von
SchlieRzellen fungiert und Sperminsynthasen damit eine Rolle wahrend Trockenstress
in Gerste spielen. Diese Annahme wurde durch die erhdhte Expression bei

Trockenstress gestitzt. In einem Folgeprojekt sollte daher anhand transgener
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Gerstepflanzen der Effekt einer Erhdhung und einer Reduzierung der Expression der
HvSPMS-Gene untersucht werden. Zur Erstellung dieser Linien wurden zum einen zwei
RNAi-Konstrukte zum Knockdown wund zum anderen zwei Konstrukte zur
Uberexpression der Gene kloniert. Mittels Agrobacterium tumefaciens-vermittelter
Transformation wurden Embryos unreifer Kérner mit diesen Konstrukten transformiert.
Uber einen Gewebekulturschritt wurden transgene Pflanzen regeneriert. Insgesamt
konnten 34 Pflanzen mit dem HvSPMS1-Uberexpressionskonstrukt und 52 Pflanzen mit
dem HvSPMS2-Uberexpressionskonstrukt stabil transformiert werden. Bei den RNAI-
Konstrukten wurden fir das erste Konstrukt 36 und fur das zweite Konstrukt 50 Pflanzen
erhalten. Wurden fir die Uberexpressoren 80 und 110 Scutelli mit Agrobakterien
transformiert, so mussten fir die Suppression 400 und 470 Scutelli transformiert werden.
Die Transformationseffizienz lag somit in den Knock-down Linien deutlich unter denen

der Uberexpressoren (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1: Effizienz der Transformation von Gerste fir HvSPMS1- und HvSPMS2-
Uberexpressoren und RNAi-Knock-down-Linien. Anzahl transformierter Scutelli und
erzeugter Pflanzen, und die sich daraus ergebene Effizienz der Transformation mit den
unterschiedlichen Konstrukten.

Konstrukt Scutelli  Pflanzen Effizienz bzgl. Pflanzen
Uberexpression SPMS1 80 34 42%
Uberexpression SPMS2 110 52 47%

RNAi Knockdown SPMS1 und

SPMS2 (R1) 470 36 8%

RNAi Knockdown SPMS1 und

SPMS2 (R2) 400 50 13%

Eine Behandlung der transgenen Pflanzen mit dem Herbizid Basta ermdglichte die
Identifikation der transgenen Gerstenpflanzen (Abb. 47c¢). Weitergehende
Untersuchungen hinsichtlich der Homozygotie, der Expression der HYSPMS-Gene und
der Polyamingehalte wurden in einem sich anschlieRenden Projekt durchgefihrt. In
diesem sollte anhand der transgenen Pflanzen auch der mogliche Einfluss der

Sperminsynthasen wahrend Trockenstressphasen analysiert werden.
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Abbildung 47: Regeneration und Selektion von transgenen Gerstenpflanzen. A)
Sich aus Kallus entwickelnde Pflanze auf Sprossmedium in Petrischale. B) Transgene Pflanze
(HvSPMS1 Uberexpressor) in Erde. C) Selektion von transgenen Pflanzen mittels Basta-

Resistenz. Oberes griines Blatt transgen, unteres weil3es Blatt von nicht transformierter Wildtyp-
Gerste.
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4 Diskussion

4.1 Tragt das Polyamin Spermin zur Trocken- und
Salzstresstoleranz von Gerste bei?

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle des Polyamins Spermin in der Trocken- und
Salzstresstoleranz in Gerste zu untersuchen. Um abiotischem Stress, wie Trockenheit,
hohen Temperaturen, Verletzung, Versalzung oder Schwermetallvergiftung zu
begegnen, haben Pflanzen eine Vielzahl von Mdglichkeiten entwickelt, eine gewisse
Toleranz gegeniber den Stressoren aufzubauen. Trockenstress durch Wassermangel
auBert sich in einer Verringerung des Blattwasserpotentials und des Turgordruckes
ebenso wie einem SchlieBen der Stomata. Zudem fuhrt Trockenstress langfristig zu
verringertem Zellwachstum und einer reduzierten Biomasse. Hierbei spielen Reaktionen
innerhalb der Pflanze eine wichtige Rolle, welche die Photosyntheserate, den
Chlorophyligehalt, die lonenaufnahme und die Assimilatverteilung beeinflussen.
Trockenstress in Pflanzen fuhrt zudem zur Anreicherung von ROS und damit zu
oxidativen Schaden auf zellularer Ebene, woraus eine Inaktivierung von Enzymen,
Proteinabbau und Ungleichgewicht im lonenhaushalt resultieren kénnen (Hussain et al.
2018). Durch Stress kommt es in Pflanzen zudem zur Bildung und Anhéufung von
Proteinen mit fehlerhafter Faltung im endoplasmatischen Retikulum. Fir Spermin konnte
in Arabidopsis gezeigt werden, dass es die Antwort auf diese fehlerhafte Proteinbildung
induziert (Sagor et al. 2015).

Salzstress fuhrt zu sofortigen, durch den osmotischen Stress bedingten, Schaden wie
zum Beispiel WachstumseinbufRen, wahrend der ionische Stress zu langfristigen
Schéaden fiuhrt. Diese resultieren aus einer vermehrten Anreicherung von Natrium- und
Chloridionen (Munns et al. 2008). Toleranz gegen Stressoren bedeutet, dass die
pflanzlichen Funktionen auch auf Kosten zum Beispiel des Wachstums aufrechterhalten
werden. Polyamine scheinen hierbei eine entscheidende Rolle zu spielen. Dies zeigt sich
in der Veranderung der Genexpression einzelner Polyaminsynthasen (Rangan et al.
2014) oder anderer Enzyme der Polyaminbiosynthese wie SAM, SAMDC, ODC oder
ADC. Cucumis sativus Mutanten mit einer erh6hten SAMDC-Expression oder einer
herunterregulierten ADC- und ODC-Expression zeigten wahrend Salzstress gesteigerte
Spermidin- und Sperminkonzentrationen sowie verringerte Putrescinkonzentrationen. In
Keimlingen konnte so die Hemmung des Pflanzenwachstums unter Salzstress gemildert
werden (Li et al. 2011, Takahashi et al. 2017b). Auch fir Arabidopsis wurde gezeigt,

dass Spermin essentiell fur die Toleranz gegentber Trocken- und Salzstress ist.
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ACL5/SPMS Mutanten zeigten eine Hypersensitivitat gegen hohe Salzgehalte und
Trockenheit (Yamaguchi et al 2007). Dieser Phénotyp konnte durch die exogene
Applikation von Spermin behoben werden; Putrescin oder Spermidin hatten hingegen
keinen Einfluss. Um einen moglichen positiven Einfluss endogener beziehungsweise
exogener Erhdhung von Spermin auf Trocken- und Salzstress in Gerste nachzuweisen,
wurden in dieser Arbeit Gerstepflanzen in Hydrokultur osmotischem Stress und

Salzstress ausgesetzt; in Erdkultur wurde Trockenstress appliziert.

Wahrend Trockenstress in Erdkultur konnte in Gerstenpflanzen fur die in dieser Arbeit
gefundenen beiden Sperminsynthase-Gene (HvVSPMS1 und 2) eine gesteigerte
Expression gezeigt werden. Auch fir SPMS-Gene in Arabidopsis und Reis konnte
bereits eine trockenstressinduzierte Expression gezeigt werden (Hanzawa et al. 2002,
Do et al. 2013). Damit geht unter anderem eine erhdhte Konzentration internen Spermins
einher. Dies kann vor Zellschaden durch oxidativen Stress schiitzen. Die durch Spermin
induzierte Toleranz gegen oxidativen Stress kann sowohl durch die Aktivierung eines
enzymatischen und als auch auf nicht-enzymatischen Weg geschehen (Seifi et al. 2019).
Eine Mdglichkeit, in den enzymatischen Weg einzugreifen, besteht in der Beeinflussung
der Aktivitat der Superoxiddismutase (SOD) durch Spermin (Todorova et al. 2016, Nahar
et al. 2016, Fu et al. 2014). Die Superoxiddismutase sorgt dafir, dass die durch Stress
entstehenden reaktiven Sauerstoffspezien umgebaut werden und so kein schadigender
oxidativer Stress in der Zelle entsteht. Hierflr katalysiert sie die Disproportionierung des
Superoxidanion-Radikals zu H>O, und O,. Durch die Spermin induzierte veranderte
Aktivitdt von SOD kommt es zum Beispiel in Keimlingen der Mungbohne zu einer
gesteigerten Toleranz gegentber hohen Temperaturen und Trockenstress (Seifi et al.
2019). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine Sperminapplikation mit einer
veranderten Aktivitat von CAT, Glutathion S-Transferase und Glutathion Reduktase
einhergeht. Auf nicht-enzymatischen Weg reguliert Spermin die Homdoostase von
Ascorbinsaure und Glutathion und reduziert somit eine Akkumulation von Trockenstress-
induzierten ROS (Ha et al. 1998).

In einen weiteren Ansatz dieser Arbeit wurden in Hydrokultur kultivierten Gerstepflanzen
osmotischem Stress ausgesetzt. Hierbei sollte die Wirkung einer externen Applikation
von Spermin auf die Stresstoleranz untersucht werden. Um Trockenstress in
Hydrokulturversuchen zu simulieren, ist die Wahl eines geeigneten Mediums und
Osmotikums von grol3er Bedeutung. PEG 6000, welches im Rahmen dieser Arbeit
verwendet wurde, ist eine Substanz mit groRem Anwendungsbereich. An vielen
verschiedenen Pflanzen wie Arabidopsis, Mais, Reis und Gerste wurden bereits
Versuche mit PEG 6000 als Simulator fir Trockenstress vorgenommen (Wu und
Cosgrove 2000; Biswas et al. 2002; Szira et al. 2008; Bengough et al. 2011; Habte et al.
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2014). Aufgrund seines hohen Molekulargewichtes wird PEG nicht von der Pflanzenzelle

aufgenommen und beeinflusst somit nicht den Metabolismus der Pflanze.

Nach Munns (1993) ist das Wachstum von unter Stress stehenden sich entwickelnden
Blattern ein sehr sensitiver Indikator, um den Einfluss von Stress auf die Pflanze zu
messen. Durch Trockenstress kommt es zu einem verminderten Ertrag durch eine
reduzierte Assimilationsrate und die Reduktion der produktiven Blattflache. Des
Weiteren beeinflusst auch die Verteilung des assimilierten Kohlenstoffs in
photosynthetisch nicht aktive Pflanzenteile die Ertragsbildung (Chaves et al. 2002). In
der vorliegenden Arbeit konnte in dem 14-tagigen Versuch kein Unterschied im Zuwachs
der Sprosse zwischen Kontrollpflanzen und gestressten Pflanzen beobachtet werden. In
allen Varianten mit durch PEG-induziertem osmotischem Stress konnte aber eine
reduzierte Sprosstrockenmasse beobachtet werden. Die Diskrepanz zwischen
gleichbleibenden Sprosszuwachs und reduzierter Trockenmasse kdnnte damit erklart
werden, dass es wahrend des Versuches zu einer gelblichen Verfarbung der Blatter von
PEG-behandelten Pflanzen kam. Dieses erste sichtbare Zeichen der Seneszenz, der
oxidativen Degradierung von Chlorophyll durch Akkumulation von ROS in seneszenten
Blattern, ist auch gekoppelt mit einer Reduzierung der Photosyntheserate, Verlust von
Antioxodantien und einer Verdnderung in der Zellstruktur was wiederrum zu einer
Gewichtsreduktion bei zunéchst gleichbleibender Grof3e der Blatter fihrt (Munné-Bosch
et al. 2004). Das Wurzelwachstum und die Wurzeltrockenmasse wurden jedoch beide
durch den osmotischen Stress beeinflusst und zeigten gegeniber den Kontrollpflanzen
verminderte Werte. So konnte trotz ausbleibenden Unterschieden im Sprosszuwachs
bei PEG-behandelten Pflanzen im Vergleich zur Kontrolle angenommen werden, dass
eine Stressreaktion der Gerste auf moderaten osmotischen Stress stattgefunden hat.
Ein steigendes Verhaltnis von Wurzel zu Spross als Zeichen der Stressvermeidung
konnte bereits unter anderem fur Weizen und Reis unter Trockenstress gezeigt werden
(Magrin et al. 1991; Xu et al. 2015). In den Versuchen der vorliegenden Arbeit konnte
jedoch kein gesteigertes Wurzel/Spross-Verhéltnis der gestressten Gerstepflanzen

beobachtet werden.

Auch die Behandlung der Gerstenpflanzen mit NaCl fihrte im Spross zu keinem
unterschiedlichen Wachstum zwischen den mit Salz gestressten und den
Kontrollpflanzen. Das Wurzelwachstum und die Trockenmassen der Wurzeln zeigten
wiederum verminderte Werte in Reaktion auf den Stress. Um die Mdglichkeit zur
Wasseraufnahme aus tieferen Bodenschichten aufrecht zu erhalten, kann die
Durchwurzlungstiefe bei gestressten Pflanzen hoher sein als bei optimal mit Wasser
versorgten Pflanzen (Sharp und Davies 1985). Dieser Effekt ist in Hydrokultur so nicht

nachweisbar, da die Wasserverfugbarkeit nicht eingeschrankt ist. Neben dem



4 Diskussion 99

osmotischen Stress kommt es durch den Salzstress auch zu toxisch hohen
Natriumkonzentrationen im Zytosol. 2007 zeigten Zhao und Kollegen, dass die externe
Applikation von Polyaminen den einwarts gerichteten Strom von K* und vor allem von
Na* in Zellen der Wurzel von Gerstenpflanzen inhibiert. So konnte durch exogenes
Spermidin die Na*-Konzentration der Wurzel und des Sprosses signifikant verringert
werden. Die Aufnahme der Natriumionen aus dem Wurzelraum in die Pflanzenzelle
erfolgt Uber verschiedene Transporter und lonenkanale (Deinlein et al. 2014). Als
Reaktion darauf kommt es in der Pflanze zur verstarkten Genexpression z.B. des in der
Plasmamembran lokalisierten Na*/H* Antiporters SOS1. Dies fuhrt zum Export von
Natrium in den Apoplasten. Weiterhin kann die Kompartimentierung des Natriums in der
Vakuole erfolgen. Hierfir werden verstarkt die Gene fur Tonoplasten-lokalisierte
Transporter (z.B. NHX1 und NHX2) exprimiert (Apse et al. 1999, Shi et al. 2000). Auch
Polyamine spielen bei der Kontrolle des Kationentransports eine Rolle. So reduziert zum
Beispiel Putrescin die Akkumulation von Natrium- und Chloridionen in verschiedenen
Organen von Atropa belladonna (Ali 2000). Dies ist wahrscheinlich auf die Beeinflussung
sowohl vakuolarer und Plasmamembran-lokalisierter H*-Pumpen als auch von Ca?*-

Pumpen in der Plasmamembran zurlickzufiihren (Pottosin et al. 2014).

Dass Polyamine sowohl SV- (TPC1-) als auch FV-Kanédle der Vakuole blockieren
kénnen, konnte bereits gezeigt werden (Briiggemann et al. 1998, Dobrovinskaya et al.
1999). Die Blockierung der SV-Kanale erfolgt spannungsabhéangig. Den grof3ten Effekt
hat Spermin, gefolgt von Spermidin und Putrescin. SV-Kanale werden durch die
Zunahme des [Ca*].: aktiviert, mit einer geringeren Affinitat auch durch Mg?*.
Gleichzeitig werden FV-Kanale durch [Ca?*]¢:und Mg?* inhibiert. Spermin reguliert auch
vakuolare Ca?*/H*-Austauscher (CAX) (Pottosin et al. 2014). So konnte in Arabidopsis-
Doppelmutanten (acl5/SPMS) eine Hochregulierung von CAX-Genen beobachtet
werden. Die Erhohung der [Ca?*]oy fUhrt schlieRlich zum Schutz vor dem Einstrom von
Na* und K* in das Zytoplasma. Des Weiteren aktiviert sie den Na*/K*-Einstrom in die
Vakuole und die dortigen Kompartimentierung sowie die Unterdriickung des Ausstroms
von Na*/K* aus der Vakuole (Yamaguchi et al. 2006; Kusano et al. 2007a, b). Somit
kénnen Polyamine als Regulatoren fir die zellulare Kationenhomdostase agieren.

In den Trockenstressversuchen an Gerste in dieser Arbeit konnte in Hydrokulturen an
den gestressten Pflanzen kein positiver Effekt durch die exogene Behandlung mit
Spermin beobachtet werden. In allen Fallen kam es zur Ausbildung eines schleimigen
Filmes um die Wurzeln, welche sich zudem gelblich verfarbten. Dies kann auf eine
mikrobielle Besiedlung zuriickgefuhrt werden, welche durch die absterbenden Wurzeln
bedingt ist. Diesen Einfluss kénnte Spermin und seine Abbauprodukte durch seine

beschriebene toxische Wirkung auf die Wurzeln ausgeldst haben (Pegg 2013).
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Wahrend die Expression der HvSPMS in den vorliegenden Versuchen durch
Trockenstress induziert wurde, konnte keine Veranderung der Expression der HYSPDS
festgestellt werden. Dies deutet auf eine starkere Rolle der Sperminsynthasen in der
Gerste wahrend Trockenstress. Die Wichtigkeit des Vorhandenseins von Spermin bei
verringerter Wasserverfugbarkeit zeigten ebenfalls transgene Gerstenpflanzen mit einer
Uberexpression bzw. Herunterregulierung von Sperminsynthasen, die in der
vorliegenden Arbeit generiert wurden. Die Uberexpression der SPMS2 fiihrte zu einer
verringerten Transpirationsrate, wahrend eine RNAIi-vermittelte Herunterregulierung der
SPMS2 zu einer erhdhten Transpirationsrate im Vergleich zum Wildtyp flhrte. Auch
konnte in den SPMS2-Uberexpressoren wahrend Trockenstress ein hoherer
Chlorophyllgehalt gemessen werden, der mit einer verbesserten Photosyntheseaktivitét
einhergeht (Khan 2017).

Eine wichtige Rolle in der Seneszenz scheint vor allem HvSPMSL1 in Gerste
zuzukommen. So zeigten Messungen an zwei Gerstenkultivaren wahrend der
Seneszenz, dass vor allem in der trockentoleranten Sorte Tadmor dessen Expression
wahrend der spaten Seneszenz weitaus hoher ist, als in der als trockensensitiven Sorte
Scarlett (Sandra Bohme, Arbeitsgruppe Prof. Humbeck, Pflanzenphysiologie Martin-
Luther-Universitat Halle-Wittenberg, personliche Mitteilung).

Um einen moglichen Einfluss von Spermin auf die oberirdischen Organe der
Gerstenpflanzen zu untersuchen, wurden die stomatére Leitfahigkeit und die
Blattflachentemperatur untersucht. Unter der stomatéaren Leitfahigkeit ist die Abgabe von
Wasserdampf durch die Stomata pro Zeit und Flache zu verstehen. Man kann damit
direkt den Offnungsgrad der Stomata fur Wasserdampf und CO, bestimmen (Buckley
2017). Ist die Pflanze Trockenstress ausgesetzt, schlie3en sich die Stomata der Blatter,
und der damit verbundene Transpirationsstop reduziert den Wasserverbrauch. In den
vorliegenden Versuchen konnte beobachtet werden, dass eine externe Applikation von
Spermin die stomatére Leitfahigkeit von Gerstenbléttern reduziert. Dass Polyamine
indirekt an der SchlieRzellregulation durch Inhibierung der Aktivitdit von
einwartsgerichteten K*-Kandlen beteiligt sind, wurde bereits von Liu und Kollegen (2000)
gezeigt. Der indirekte Effekt wird Uber die Beteiligung von zytoplasmatischen
Komponenten, wie die Erhthung des freien zytosolischen Ca?* durch Polyamine, erklart.
Polyamine wirken spezifisch bei der Abgabe ins Zytosol, was auf eine intrazellulare
Lokalisation des Polyamin-Targets hinweist. Weiterhin wurde gezeigt, dass Spermin,
welches positiver geladen ist als Spermidin, keinen starkeren Einfluss auf den K*-Kanal
hat. Dies wiederum lasst darauf schlieRen, dass der Polyamineffekt auf K*-Kanéle kein
reiner Ladungseffekt ist. Eine Beteiligung an der Regulation aufwartsgerichteter K*-

Kandale konnte in dieser Studie nicht gefunden werden (Liu et al. 2000). Auch eine
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Anpassung an Salzstress durch Polyamine erfolgt mittels verringerter Stomataweite und
damit einer geringeren Transpiration und reduziertem Wasserverlust (Cavusoglu et al.
2007). Eine verminderte Transpiration fihrt unter anderem zu einer reduzierten Kiihlung
des Blattes, und die Oberflachentemperatur des Blattes steigt an (Shahenshah und
Isoda 2010). Da eine enge Korrelation zwischen Transpiration und
Oberflachentemperatur von Blattern besteht, wurden die Pflanzen vor und nach den
Porometermessungen mittels Infrarotkamera fotografiert und die Oberflachentemperatur
der Blatter ermittelt. Wird durch Trockenheit die Transpiration unterbrochen, kann es
durch die damit entstehende héhere Blatttemperatur auch zu Hitzeschaden der Blatter
kommen. Der kritische Bereich zum Absterben der Blatter liegt in Kulturpflanzen laut
Blum (1985) zwischen 45 und 55°C. Die durch externe Applikation von Spermin
reduzierte stomatére Leitfahigkeit von Gerstenblattern in der vorliegenden Arbeit ging
interessanterweise nicht mit einer gesteigerten Blattoberflachentemperatur einher; es
konnte kein Unterschied zwischen mit Wasser oder mit Spermin behandelten Blattern
beobachtet werden. Der fehlende Einfluss von Spermin auf die
Blattoberflachentemperatur kdnnte zum einen an der Messmethodik liegen, zum
anderen konnen dafur die Umstande des Gewachshauses ursachlich gewesen sein.
Durch den steten Zustrom von Frischluft kann es durch Verwirbelung an den Blattern zu

veranderten Blattoberflachentemperaturen gekommen sein.

Da die durch Spermin verénderte stomatére Leitfahigkeit darauf schlieen liel3, dass
Spermin an der SchlieRzellregulation beteiligt ist, wurden im Anschluss stomatéare
Bioassays an praparierten Epidermisstreifen vorgenommen. Der gesamte auch als
stomatarer Komplex genannte Spaltéffnungsapparat wird aus den Schlie3zellen und den
haufig vorkommenden Nebenzellen gebildet. Durch den Innendruck der beiden
SchlieRzellen wird die Stomataweite reguliert. Mit Erh6hung des Innendrucks kommt es
zu einer Aufweitung der Spaltéffnung; sinkt der Innendruck bewegen sich die
SchlieRzellen aufeinander zu, und es kommt zum Schluss der Spaltéffnung. Nach
Franks et al. (1998 und 2001) kann der Innendruck zum Beispiel in Vicia faba von 1 auf
bis zu 4 MPa ansteigen. Beeinflusst wird der Turgor durch osmotisch aktive Substanzen,
deren Konzentration unter anderem durch Transport- und Biosynthesemechanismen
reguliert werden kann. Neben Kalium als Hauptosmotikum ist auch das Kation Ca?* an
der Regulierung der Stomata6ffnung beteiligt. Die vakuolare Kaliumkonzentration kann,
je nach (")ffnungsweite der Stomata, zwischen 100 und 600 mM variieren. Anionen
werden zur Kompensierung der elektrischen Ladung benétigt. Neben organischen sind
auch anorganische Anionen wie CI beteiligt. Der Transfer von Kalium erfolgt tber
Kaliumkanale (Dreyer et al. 2011). Die Regulation dieser Kaliumkanale kann durch Ca?

und den pH-Wert erfolgen, sowie, wie oben beschrieben, durch Polyamine.
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In den fUr diese Arbeit vorgenommenen Versuchen mit Gersteepidermisstreifen konnte
gezeigt werden, dass alle Polyamine die Spaltéffnungsweite in Gerstenpflanzen
reduzieren. Obwohl alle Polyamine zu einer signifikanten Verringerung der
Spaltéffnungsweite fuhrten, zeigte sich der grof3te Effekt bei Spermin, gefolgt von
Spermidin. Den geringsten Einfluss hatte die externe Applikation von Putrescin. Es
wurde jedoch kein Unterschied in der durch externes Spermin induzierten Reduktion der
Spaltéffnungsweite bei unterschiedlich trockentoleranten Gerstensorten beobachtet.
Nach Yamaguchi et al. (2006) kann der durch Spermin induzierte Stomataschluss unter
anderen damit erklart werden, dass Spermin die Aktivitat einiger lonenkanale, wie z.B.
Ca?*-permeabler Kanale, moduliert. Dies konnte zum Anstieg der [Ca?']e,: fihren und
den oben genannten einwarts gerichteten K*-Strom durch die Plasmamembran
inaktivieren. Dadurch kommt es letztlich zum Stomataschluss. Ein vollstéandiger Schluss
der Stomata, so dass beide SchlieRzellen keinen Spalt mehr bildeten, konnte in keinem
Versuch beobachtet werden. Dies lasst sich mdglicherweise durch die Methodik
erklaren, durch welche die Mesophylizellen von der Epidermis entfernt wurden. Im
Gegensatz zu den SchlieRzellen wurden die Epidermiszellen grof3tenteils durch die
Praparation geschadigt, da diese Uber Plasmodesmen mit den Mesophylizellen
verbunden sind. Diese sind jedoch notwendig, um einen ausreichend hohen Gegendruck
aufzubauen und damit die Schliel3zellen zusammen zu pressen. Dies deckt sich mit
verschiedenen Literaturangaben zu Experimenten an Schliezellen. So fihrte in
Commelina communis 1 mM ABA zu einem Spalt6ffnungsschluss von lediglich 87%
gegeniiber der Offnungsweite ohne ABA (Trejo et al. 1993).

Da in der vorliegenden Arbeit sowohl ABA als auch Spermin zur Reduzierung der
Spaltéffnungsweite bei Gerste fuihrten, wurde untersucht, ob es einen additiven oder
synergistischen Effekt zwischen diesen beiden Substanzen gibt. Wurden Spermin und
ABA zusammen zu den praparierten Epidermisstreifen gegeben, konnte kein
zusatzlicher Effekt beobachtet werden. Dies kann damit erklart werden, dass 10 uM
Spermin allein zu einem fast vollstandigen Schluss der Stomata fiihrte. Die Kombination
aus ABA und Spermin in einer Konzentration von 10 uM konnte damit nicht zu einer
weiteren Reduzierung der Spaltdéffnungsweite fiihren. In weiterfiihrenden Experimenten
misste eine mdgliche Wechselwirkung mit geringeren Konzentrationen der beiden

Substanzen getestet werden.

Der Spermin-induzierte Stomataschluss war nicht dauerhaft, sondern transient. Dies
l&sst zum einen den Schluss zu, dass die durch externe Applikation von Spermin
induzierte SchlieBung der Stomata moglicherweise auf einem indirekten Weg, zum
Beispiel Uber die Bildung von ROS, ausgeltst wird. Zum anderen kann aber auch eine

Insensitivierung nicht ausgeschlossen werden.



4 Diskussion 103

Bereits 2008 beschrieben An et al. einen indirekten Einfluss von Polyaminen auf
SchlieRzellen. So induzierten sowohl Putrescin, Spermidin als auch Spermin durch
gesteigerte Konzentrationen an ROS in den Schliel3zellen das Schliel3en der Stomata
von Vicia faba. Die Entstehung von ROS in Pflanzen geschieht durch
Photosyntheseprozesse und Atmung permanent. Erh6hte ROS-Produktion kann durch
unterschiedlichste Umwelteinfliisse bedingt sein. So kommt es durch Trockenstress,
Salzstress, hohe oder niedrige Temperaturen sowie Nahrstoffmangel oder
Pathogenbefall zu einer gesteigerten ROS-Produktion und -Akkumulation. Wird mehr
ROS akkumuliert als abgebaut, fihrt dies zu oxidativem Stress, welcher in der Folge zu
DNA-Schaden, Schaden an Proteinen und Lipiden und letztendlich zum programmierten
Zelltod fuhren kann (Tripathy et al. 2012). ROS ist in der Pflanze auch als Signalmolekdl
an der Reaktion auf biotischen oder abiotischen Stress beteiligt. Da es sehr spezifische
Antworten auf die unterschiedliche ROS-Arten gibt, liegt die Vermutung nahe, dass es
unterschiedliche Mechanismen und Sensoren zur ROS-Erkennung gibt. In Pflanzen
kann dies Uber nicht identifizierte Rezeptorproteine erfolgen, Uber Redox-sensitive
Komponenten einschlieZlich Transkriptionsfaktoren oder durch die direkte Hemmung
von Phosphatasen (Tripathy et al. 2012).

Der Anstieg von ROS in Schlie3zellen konnte durch Aminoxidasen, wie die
Polyaminoxidase oder die kupferhaltige Aminoxidase, verursacht werden (Pandey
2017). Bisherige Studien stutzen die Annahme, dass die Biosynthese der Polyamine
intrazellular stattfindet. So zeigen Untersuchungen in Reis die Lokalisation des
OsSPMS1-Proteins im Nukleus, der Plasmamembran, sowie im Zytosol (Tao et al.
2018). In Arabidopsispflanzen konnte fir SPDS-Proteine in den meisten Geweben eine
Lokalisation im Zytosol und Nukleus beobachtet werden (Belda-Palazén et al. 2012).
Durch Transport in den extrazellularen Raum und dem dortigen Abbau der Polyamine
durch die in der Zellwand lokalisierte PAO (Kaur-Sawhney et al 1981, Ghuge et al 2015)
resultiert die Freisetzung von H>O, sowie im weiteren Verlauf auch die Produktion von
OH—-Radikalen (Wang et al. 2019). Die Oxidation der Polyamine erfolgt Uber zwei
unterschiedliche Klassen von Aminoxidasen. Die kupferhaltigen Aminoxidasen (CuAOSs)
oxidieren bevorzugt Diamine (Putrescin und Cadaverin) und katalysieren dabei
hauptséachlich ihre Oxidation an priméaren Aminogruppen, wodurch 4-Aminobutanal,
H.O. und Ammoniak entstehen. Die pflanzlichen CuAOs werden in zwei Gruppen
unterteilt. Die erste Gruppe umfasst CuAOs, die typischerweise extrazellulare Proteine
sind und die ein N-terminales Signalpeptid enthalten. Die zweite Gruppe umfasst
CuAOs, welche in Peroxisomen lokalisiert sind und ein C-terminales peroxisomales
Zielsignal 1 enthalten (Wang et al. 2019). Die flavinhaltigen Polyaminoxidasen (PAOS)

oxidieren bevorzugt Spermidin und Spermin. Auch diese kdnnen in zwei Gruppen
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unterteilt werden. Die erste Gruppe der PAOs ist fir den terminalen Katabolismus und
damit der Zersetzung der Polyamine Spermidin und Spermin verantwortlich und fuhrt
durch die Oxidation von Spermin zu N-(3-aminopropyl)-4-Aminobutanal bzw. durch die
Oxidation von Spermidin zu 4-Aminobutanal. Weitere Nebenprodukte dieser Reaktionen
sind H>O, und 1,3-Diaminopropan (DAP) (Cona et al. 2006, Tiburcio et al. 2014). Die
zweite Gruppe der PAOs katalysiert den Ruickkopplungsweg in welchen Spermin zu
Spermidin umgewandelt wird bzw. Spermidin zu Putrescin. Weitere Nebenprodukte

dieser Reaktion sind 3-Aminopropanal and H>O, (Wang et al. 2019).

Die Uberexpression von ZmPAO in Tabak induziert den programmierten Zelltod in
Wurzeln (Moschou et al. 2008). Ebenso konnte bei Tabakpflanzen gezeigt werden, dass
PAO-uberexprimierende Pflanzen eine erhthte Toleranz gegenuber biotischem Stress
durch Befall mit Pseudomonas syringae pv tabaci oder Phytophthora parasitica var

nicotianae hatten (Moschou et al. 2009).

Wurde in den Stomataversuchen der vorliegenden Arbeit die Oxidation von Spermin
durch den Einsatz von Guazatinacetat, einem Inhibitor der Sperminoxidase, verhindert,
konnte die Wirkung von extern appliziertem Spermin auf die Spalt6ffnungsweite
aufgehoben werden. Guazatinacetat ist ein nicht-systemisch wirkendes, aliphatisches
Fungizid, welches in der Landwirtschaft verwendet wurde um, speziell Getreide, vor
Pilzbefall wie zum Beispiel mit Fusarium ssp. zu schutzen. Die Wirkung kommt
hauptsachlich durch die Inhibierung der Lipidbiosynthese und einer Membran-
destabilisierung im Pilz zustande (Dreassi et al. 2007). Als starker Inhibitor der
Polyaminoxidase-Aktivitat wurde Guazatinacetat bereits in verschiedenen Pflanzen, wie
Mais, Tabak, Arabidopsis und Weinreben eingesetzt, um sowohl die Oxidation von
Polyaminen als auch deren Rickkopplungsweg zu blockieren. Damit hat das Fungizid
allerdings auch starke  Nebenwirkungen. Bei Langzeitanwendungen in
Arabidopsispflanzen konnte eine Wachstumshemmung von Keimlingen oder auch eine
Chlorose beobachtet werden (Atanasov et al. 2016). Allerdings gibt es Unterschiede in
der Guazatinacetat-Toxizitdt zwischen Monokotyledonen und Dikotyledonen. Eine
mdgliche Erklarung konnte, wie auch bei Auxinherbiziden beobachtet, die
unterschiedliche Translokation, Perzeption und der unterschiedliche Abbau des
Guazatinacetats sein (Kelley et al. 2007). Einhergehend mit der Blockierung der
Oxidation von Polyaminen wird auch die Bildung von H>O, gehemmt (Atanasov et al.
2016). Bei Reis wurde so nachgewiesen, dass das durch die Polyaminoxidase gebildete
H20: essentiell fir die Keimung ist. In diesen Versuchen konnte auch gezeigt werden,
dass Guazatinacetat zwar effektiv die H.O2-Produktion hemmt, aber kaum die von Oz
(Chen et al. 2016). Der Effekt von Guazatinacetat in der vorliegenden Arbeit kdnnte somit

auch auf die Hemmung der H>O2-Bildung zurtickzufiihren sein.
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Zhang et al. (2001) zeigten, dass der durch H>O, verursachte Stomataschluss durch
Applikation des Radikalfangers Ascorbat verhindert wird. In den in dieser Arbeit
vorgenommenen Versuchen verhinderte Ascorbinsaure die durch Spermin induzierte
StomataschlieBung teilweise. Unter den in Pflanzen gefundenen Antioxidantien ist
Ascorbinsaure das am héaufigsten vorkommende. Seine Konzentration in der Pflanze
kann zwischen 10 und 300 mM liegen (Smirnoff et al. 2000). Ascorbinsaure wird durch
die Ascorbatperoxidase zum Umwandeln von H,O; in Wasser befdhigt. Damit ist
Ascorbinsaure in der Lage, Superoxid- und Hydroxylradikale abzufangen (Chen und
Gallie 2004). Die nur teilweise Hemmung der Spermin-induzierten Schlieung der
Spaltéffnung durch Ascorbinsaure deutet auf weitere Wege hin, wie Spermin zum

Stomataschluss fuhren kann.

Zum Nachweis der Bildung von H,O, wurden die Epidermisstreifen zunachst mit 3,3 -
Diaminobenzidin (DAB) angefarbt, welches durch H.O- eine braune Farbe annimmt. Da
eine Braunfarbung in den praparierten Epidermisstreifen nicht beobachtet werden
konnte, wurde der Nachweis mit dem sensitiveren Farbstoff H.DCFDA wiederholt. Die
durch Spermin verursachte Akkumulierung von H>O, konnte damit deutlich gezeigt

werden.

Eine weitere Quelle von ROS sind Plasmamembran-gebundene NADPH-Oxidasen,
welche Superoxidradikale bilden und in der Umgebung von lonenkanalen der
Plasmamembran lokalisiert sind (Keller et al., 1998). Pflanzliche NADPH-Oxidasen
werden von RBOH (respiratory burst oxidase homolog) -Genen kodiert.
Superoxidradikale (O2) sind das primére Produkt der Reduktion von Singulett
Sauerstoff. Sie sind sehr instabil und reagieren schnell zum stabileren H.O, weiter -
spontan oder mittels Superoxid-Dismutasen (SOD) enzymatisch katalysiert (Fridovich,
1997). Durch die Produktion von ROS ist die NADPH-Oxidase auch an der Aktivierung
von Ca?*-Kanalen und damit am Anstieg des [Ca?'].: beteiligt (Kwak et al. 2003; Desikan
et al. 2004; She et al. 2004). In Arabidopsis wurden zwei ROS-produzierende NADPH-
Oxidase-Gene in SchlieBzellen gefunden, AtrbohD und AtrbohF. In Versuchen mit
AtrbohD/F-Doppelmutanten wurde gezeigt, dass sowohl die durch ABA induzierte
SchlieBung der Spaltéffnungen inhibiert war, als auch die Produktion von ROS (Kwak et
al. 2003). Damit wurde ein Einfluss von ROS als sekundarer Botenstoff der Schlie3zelle
in der Signalleitung durch ABA belegt. Der NADPH-Oxidase-Inhibitor DPI konnte in den
Versuchen der vorliegenden Arbeit den durch Spermin induzierten Stomataschluss nicht
verhindern. DPI inhibiert die NADPH-Oxidase und damit die Entstehung von
Superoxidradikalen. Ein  Abbau der durch die NADPH-Oxidase generierten
Superoxidradikale durch Polyamine wurde bereits gezeigt (Papadakis et al. 2005). Die

Farbung der Epidermisstreifen mittels NBT zeigte in den vorliegenden Versuchen
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deutlich eine reduzierte Akkumulation von Superoxidradikalen, wenn der
Epidermisstreifen mit Spermin behandelt wurde. Dieses Ergebnis deutet auf eine
verminderte Entstehung oder einen Abbau von Superoxidradikalen durch Spermin, was
mit dem Abbau der durch die NADPH-Oxidase generierten Superoxidradikale durch
Polyamine erklart werden kdnnte (Papadakis et al. 2005). Die verminderte Akkumulation
von Superoxid zeigt, dass Spermin direkt als Radikalféanger agieren kann. Es gibt noch
andere Wege, Uber die Spermin vor oxidativen Schaden schitzen kann. So kann es
durch die Bindung an DNA zu deren Konformationsanderung kommen und die DNA
dadurch weniger anfallig fur die Oxidation gemacht werden. Ebenso fihrt die Bindung
von Spermin an RNA zu einer geanderten Konformation und verstéarkt damit selektiv die

Wechselwirkungen mit anderen Molekilen in der Zelle (Katz et al. 2017).

Interessanterweise wirkt sich Spermin damit entgegengesetzt auf die Bildung von ROS
aus. Einerseits erniedrigend durch Abbau von Superoxidradikalen, andererseits
erhdhend durch Generierung von H;O-. In dieser Arbeit hatte Spermin keine hemmende
Wirkung auf den ABA-induzierten Stomataschluss, der von NADPH-Oxidasen abhangig
ist. Dies konnte zu einen auf eine erhdhte Bildung von Superoxid zurtickgefuihrt werden,
die die Kapazitdt von Spermin Uberschritt. Andererseits kdnnten Polyaminoxidasen
(PAO) neben NADPH-Oxidasen direkt an der ABA-Reaktion beteiligt sein. Durch die
Versuche mit dem PAO-Inhibitor Guazatinacetat, dem ROS-Scavenger Ascorbinsaure
sowie mittels der Farbungen der Epidermisstreifen konnte gezeigt werden, dass die
Wirkung des extern applizierten Spermins auf die Stomata zumindest teilweise auf eine
indirekte Wirkung des Polyamins, durch die Bildung von HO. uber die PAO,
zuriickzufuihren ist. Ein Effekt weiterer Abbauprodukte der PAO kann aber nicht

ausgeschlossen werden.

Der pH-Wert ist ein essentieller Faktor fir den Ablauf vieler biochemischer Reaktionen.
Die meisten Proteine funktionieren zum Beispiel nur in einem sehr engen pH-Bereich.
Extreme pH-Bedingungen koénnen zur Denaturierung und Inaktivierung der
Proteinfunktion fiihren. Eine genaue Regulation des pH-Wertes ist daher fir die
Sicherstellung der korrekten Funktion von Proteinen wichtig (Garcia-Moreno. 2009). In
SchlieRzellen spielt der pH-Wert eine Schllsselfunktion in der Regulierung der
Offnungsweite (Geilfus 2017). Das SchlieRen der Stomata ist assoziiert mit der
Freisetzung von K* aus der Vakuole und dem Ausstrom von K* (Uber die
Plasmamembran. Der apoplastische pH-Wert hat einen direkten Effekt auf
einwartsgerichtete K*-Kanale sowie auf Anionenkandle in der Plasmamembran von
Schlie3zellen (Liu et al. 2000). In hyperpolarisierten Schlief3zellen fuhrt die apoplastische
Ansauerung zur Hemmung der K*-Aufnahme und in depolarisierten Schlief3zellen flhrt

sie zum verstarkten K*-Ausstrom (Roelfsema et al. 2008). Dem K*-Ausstrom geht ein
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Ca?*-Einstrom Uber die Plasmamembran voraus, resultierend in der Erhdhung des freien
zytosolischen Ca?*. Es wird angenommen, dass es einen synergistischen Effekt von
erhohten zytosolischen pH-Werten und der Erhohung der [Ca?']e gibt, welches die
Plasmamembran der Schlie3zellen depolarisiert (Irving et al. 1992).

Wurden in dieser Arbeit Gersteepidermisstreifen mit Inkubationspuffer unterschiedlichen
pH-Wertes behandelt, wurde mit steigendem pH-Wert eine Reduzierung der stomatéren
Offnungsweite beobachtet. In der Vergangenheit wurde bereits eine saurebedingte
Offnung von Stomata gezeigt (Jinno et al. 1982; Bittisnich et al. 1987).Verschiedene
Stressoren wie Versalzung, Trockenheit oder Pilzbefall fihren zu einem Anstieg des pH
im Apoplasten (Geilfus 2017). Die apoplastische Protonenkonzentration sinkt nur
temporar. Wahrend Trockenheit fuhrt die Alkalisierung des Apoplasten dazu, dass ABA
in seine Anionenform dissoziiert wird (Hartung 1983, Slovik et al., 1995). Als nun
vorliegende schwache Saure verbleibt ABA im alkalischen Apoplasten in der Umgebung

der SchlieRzellen und wird dort akkumuliert. Dies flhrt zur SchlielBung der Stomata.

In der vorliegenden Arbeit wurden Versuche zum Spermin-induzierten Stomataschluss
mit freiem Spermin durchgefiihrt, welches in Inkubationspuffer bei einer Konzentration
von 10 uM einen pH-Wert von 6,21 besal3. Dies fuhrte zum Schlie3en der Stomata. In
Experimenten mit Spermin-HCI, welches in Inkubationspuffer einen pH-Wert von 6,15
aufwies, konnte beobachtet werden, dass Spermin auch bei diesem physiologischem
pH-Wert zum Stomataschluss fiihrt. Dies zeigt, dass der Effekt von Spermin nicht allein
auf einen erhohten pH-Wert zurtickzufuihren ist. Durch eine Stimulierung der H*-ATPase
durch Spermin (Cogo et al. 2018) kann es dennoch zur Erhdhung des zytosolischen pHs
kommen, was zu einer Erhéhung des freien zytosolischen Ca?* flihren kann. Spermin ist
das am starksten positiv geladene Polyamin, wodurch es starker in Wechselwirkung mit
anderen Molekulen oder Proteinen gehen kann. Die Wirkung des Spermins ist weiterhin
abhangig vom H*-Transport in Pflanzenzellen (Pandolfi et al. 2010, Dutra et al. 2013,
Pottosin et al. 2014). Der Einfluss auf das Membranpotential, ob hyperpolarisiert bei
geringen Sperminkonzentrationen oder depolarisiert bei hohen
Sperminkonzentrationen, ist moglicherweise an die H*-ATPase-Aktivitat gekoppelt
(Pottosin et al. 2014). Spermin hat durch seinen hohen Grad an positiver Ladung einen
groReren Einfluss auf die P-Typ H*-ATPase-Aktivitdt und den H*-Fluss in Pflanzenzellen
als Spermidin und Putrescin (Garufi et al. 2007, Pandolfi et al. 2010, Pottosin et al. 2014).
Die Alkalisierung des Zytosols hétte dann als vorgelagertes Signal einen Einfluss auf

[Ca?*]ee und der Anstieg des [Ca?*]c,: wiirde dann zum SchlieBen der Stomata fiihren.
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4.2 Interaktion von Polyaminen und Calcium

Ca?* spielt eine wesentliche Rolle als intrazellularer Botenstoff (White et al. 2003).
Pflanzen haben effiziente Mechanismen entwickelt, um die freie Ca?*-Konzentration im
Zytosol auf einem gleichbleibend niedrigen Niveau zu halten. Die Konzentration von
freien Ca?" im Zytosol liegt in der Regel zwischen 70 und 150 nM, wahrend sie im
Apoplasten bis zu 1 mM betragen kann (Dodd et al. 2006, Medvedev 2018). Durch
unterschiedliche Stressoren ausgeltste Signale werden von spezifischen Rezeptoren
und Ca?*-permeablen Kanalen registriert. Durch den schnellen Einstrom von Ca?* in das
Zytosol und damit der lokalen Erhéhung der [Ca?*]c,: kommt es zur zellularen Antwort auf
eine Vielzahl von Reizen aus der Umwelt, wie biotischen und abiotischen Stressen, als
auch auf unterschiedliche Anforderungen bezlglich der Entwicklung von Pflanzen
(Sanders et al. 2002, McAinsh und Pittmann, 2009). In Schliel3zellen von Arabidopsis
verursachen verschiedene Reize, wie ABA, Kélte oder H.O,, Ca?*-Signale in Form von
Spikes und Oszillationen im Zytosol (Allen et al. 2001). Der Anstieg des [Ca?']cy: aktiviert
unterschiedliche lonenkanéle und verursacht dadurch den Schluss der Stomata (Blatt et
al. 1990; Gilroy et al. 1990). Die Regulierung des [Ca?*]y ist somit ein wichtiger Faktor
in der Toleranz gegen Trockenstress.

Wahrend Polyamine eine Reihe von Kationenkanélen blockieren (Dobrovinskaya et al.
1999, Liu et al. 2000) und damit den Ca?*-Einstrom beeinflussen, kdnnte durch
Polyaminoxidation entstehendes H>O> Kanéle in der Plasmamembran, welche fir den
Einstrom des Ca?" wichtig sind, beeinflussen (Pei et al. 2000). Damit haben Polyamine
potentiell entgegengesetzte Effekte auf Ca?*-Stréme.

Wie unter 4.1 besprochen, wird Spermin durch die Polyaminoxidase oxidiert, wobei unter
anderem H.0O, entsteht, welches einen Anstieg der [Ca?] initiieren kann. Es wurde
daher in einem Versuch an Gersteepidermisstreifen untersucht, ob extrazellulares Ca?",
dass als wichtige Quelle fur den [Ca?*]o-Anstieg dient, fur die durch Sperminapplikation
verursachte SchlieBung der Spaltoffnungen erforderlich ist. Experimente mit dem Ca?*-
Chelator EGTA zeigten, dass ein Abfangen von externem Ca?" die durch Spermin
induzierte StomataschlieBung teilweise verhindert, jedoch nicht vollstandig. Dies deutet
auf eine Beteiligung Ca?*-unabhangiger Prozesse oder von Ca?*, welches aus internen

Speichern wie dem ER, der Vakuole oder den Mitochondrien freigesetzt wird.

Einen weiteren Hinweis darauf, dass Polyamine und Ca?" interagieren, geben Versuche
mit Arabidopsis-Doppelmutanten mit einem Mangel an Spermin und Thermospermin.
Diese sind hypersensitiv gegentiber erhéhten Konzentrationen von NaCl und KCI. Des
Weiteren zeigen diese Pflanzen ein vermindertes Wachstum auf Ca?*-Mangel-Medium.

Es wurde vermutet, dass es durch das fehlende Spermin zu einer unausgeglichenen
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Ca?-Homoostase kommt; die Hypersensitivitdt der Mutanten gegentiber NaCl konnte
durch eine Behandlung mit Ca?*-Kanalblockern vermindert werden (Yamaguchi et al.
2006).

Um zu untersuchen, ob Spermin zu Veranderungen der [Ca?'].,: in ganzen Pflanzen
fuhrt, wurden in der vorliegenden Arbeit erstmals [Ca?'].+-Messungen an Gerste
durchgefuhrt. Wurde Spermin auf einen mit Aequorin transformierten Gerstenkeimling
appliziert, konnten mittels Photonenzahlkamera Veranderungen der zytosolischen Ca?*-
Konzentration in der Wurzel beobachtet werden; im Spross konnten nur sehr schwache
Anderungen registriert werden. Die Pflanze Gerste erwies sich jedoch aus mehreren
Grinden fur die Beobachtung Spermin-induzierter Veranderungen der [Ca®]q: als
ungeeignet. Zum einen stellte die Bereitstellung von Pflanzenmaterial ein Problem dar.
Die Anzahl der stabil transformierten Pflanzen war beschrankt, und die Vermehrung und
somit die Gewinnung einer ausreichenden Menge an Samen war zeitintensiv. Zum
anderen variierte die Lumineszenz in Spross und Wurzel stark, und es war schwierig,
stabile Signale zu erhalten. Konnten in einem Experiment Reaktionen in allen Organen,
wenn auch im Spross nur sehr geringe, detektiert werden, zeigte sich in der
darauffolgenden Wiederholung keine Reaktion oder nur eine in den Wurzeln. Daher
wurden weitere Untersuchungen zu Spermin-induzierten Ca?*-Signalen an Aequorin-
transformierten Arabidopsispflanzen durchgefuihrt. Neben einer besseren Verfligbarkeit
von Saatgut der Reporterlinie war die Anzucht weniger zeitintensiv, und die Experimente
waren methodisch einfacher und reproduzierbarer. Wurden Arabidopsispflanzen mit
Spermin behandelt, zeigten sich in Abhangigkeit der Sperminkonzentration
unterschiedlich starke [Ca®*]ci-Antworten. Dass die Hohe der [Ca?*].+-Veranderung von
der Starke des externen Stimulus abhangt, ist von anderen Stimuli bekannt.
Dosisabhangige Ca?'-Signale wurden zum Beispiel bei unterschiedlichen
Salzkonzentrationen, H,O, aber auch hohen Temperaturen oder Ozon beobachtet (Bose
et al. 2011). In Arabidopsispflanzen wurde nach einer Sperminapplikation eine
biphasische Reaktion der [Ca?']: beobachtet. Ein erstes Signal zeigte sich in der
Wurzel, ein zweites Signal trat spater im Spross auf. Auch unter Sauerstoffmangel
konnen zwei aufeinander folgende Ca?*-Signale beobachtet werden. Zunachst kann ein
schneller Anstieg der [Ca?*],: beobachtet werden, gefolgt von einem zweiten langsamen
Anstieg der [Ca?'],: Uber mehrere Stunden (Sedbrook et al. 1996). Dahingegen zeigt
sich die Antwort auf Salzstress lediglich mit einer einzelnen Veranderung der [Ca?]eyt
(Tracy et al. 2008). Dass nach einer Separation von Wurzel und Spross lediglich die
Ca?*-Signale in der Wurzel detektiert werden konnten und das zweite Signal im Spross
fehlte, kénnte ein Hinweis darauf sein, dass Spermin neben einem lokalen Ca%*-Signal

auch ein systemisches Signal in der Pflanze auslést. Auch zu Wurzelspitzen von
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Arabidopsis lokal applizierter Salzstress initiiert ein systemisches Ca?*-Signal (Gilroy et
al. 2016). Das Ca?*-Signal breitete sich in dieser Reaktion von der Wurzel ausgehend
uber den Spross im gesamten Keimling aus. Salzstress induziert dabei neben Ca?*- auch
ROS-Wellen. Die ROS-Wellen werden durch die Plasmamembran-lokalisierte NADPH-
Oxidase RBOHD (Respiratory Burst Oxidase Homolog D) katalysiert und diffundieren
durch den Apoplasten. Dies aktiviert ROS-sensitive Ca?*-Kanale in der
Plasmamembran, welche dann Ca?" in das Zytosol leiten. Dieser Anstieg von [Ca%']cy
aktiviert TPC1-Proteine welche dann entweder direkt oder indirekt die Freisetzung von
Ca?" aus der Vakuole vermitteln. In TPC1-Knockoutmutanten ist das erste Ca?*-Signal
auf  wahrgenommenen  Salzstress nicht verandert; allerdings ist die
Ausbreitungsgeschwindigkeit des systemischen Signals stark reduziert (Gilroy et al.,
2016). Einen Einfluss auf die Salztoleranz hat diese Verringerung aber nicht. Lediglich
in TPC1-Uberexpressoren konnte eine erhthte Salztoleranz gezeigt werden. Es wird
daher angenommen, dass es ein Zusammenspiel mit weiteren systemischen
Signalwegen gibt. Diese konnten elektrischer oder auch hormoneller Natur sein. Die
Freisetzung von Ca?" aus der Vakuole konnte zum Beispiel zu einer weiteren ROS-
Produktion durch Aktivierung von NADPH-Oxidasen fiihren. Ein lokales Signal, in
diesem Fall NaCl, kann damit zunachst zur Erhéhung von zytosolischen freiem Ca?* und
ROS fihren, welche im lokalen Gewebe, auf welches der Stress einwirkt, zur
Membrandepolarisation bzw. -repolarisation fihrt. Dies l6st neben ROS- und Ca?*-
Wellen zum Beispiel auch elektrische Wellen aus. Es kommt in der Folge zu einer
Akkumulierung von ROS im Zielgewebe, wo die Stressantwort stattfindet (Gilroy et al.
2016, Evans et al. 2006).

Systemische [Ca?'].+-Veranderungen in Arabidopsis werden auch durch den Frafl von
Spodoptera littoralis Raupen an Blattern ausgeltst. Kiep et al. (2015) zeigten erstmalig,
dass der Raupenfral3 neben einer unmittelbaren Reaktion am befallenen Blatt auch ein
systemisches Ca?*-Signal auslost. Dieses zweite Signal breitete sich innerhalb weniger
Minuten vom urspringlich befallenen Blatt auf benachbarte Blatter aus, wo es dem

Stimulus entsprechende AbwehrmaRRnahmen auslésen kann.

Fur Polyamine konnte gezeigt werden, dass sie die Plasmamembran durchqueren und
dadurch in unterschiedlichem Ausmald depolarisieren (Potossin et al. 2014). Die
Aufnahme von Polyaminen Uber die Plasmamembran erfolgt Uber verschiedene
Transportwege. Diese Wege konnen kanalvermittelt und transportervermittelt sein
(Pistocchi et al. 1998). Auch kann die Polyaminaufnahme durch Ca?* stimuliert werden;
hohe externe Ca?*-Konzentrationen hemmen jedoch die Polyaminaufnahme (Antognoni
et al. 1994). Die Polyaminaufnahme geschieht selektiv fir Polyamine gegen

anorganische Kationen; Polyamine teilen ihre Transportwege nicht mit anderen Kationen
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(Potossin et al. 2014). Die unterschiedliche Depolarisation durch die verschiedenen
Polyamine (Spermin > Spermidin > Putrescin) hangt wahrscheinlich mit der Richtung der
Netto H*-Strome zusammen, welche durch die einzelnen Polyamine induziert werden
(Potossin et al. 2014). Dies hangt wiederum mit dem direkten Einfluss auf H*-Pumpen
zusammen. Zum einen konnen die H*-ATPase Pumpen gehemmt oder aktiviert werden,
was entweder zu einem H*-Einstrom (Spermin) oder H*-Ausstrom (Putrescin) fuhrt. Der
H*-Gradient beeinflusst wiederum die in der Plasmamembran lokalisierte Ca**-
Transporter Aktivitat; fur zwei H*-Protonen wird ein Ca?*-lon ausgetauscht (Beffagna et
al., 2000, Tun et al. 2006; Bose et al. 2011).

Fur Spermin konnte dartber hinaus eine konzentrationsabhangige Beeinflussung der
H*-Pumpe nachgewiesen werden. Bei hohen Sperminkonzentrationen (1 mM) kommt es
zur Hemmung, wahrend niedrige Konzentrationen (0,1 mM) eine vorriibergehende
Stimulierung zur Folge hat (Potossin et al. 2014). In den vorliegenden Versuchen wurde
mit hohen Sperminkonzentrationen gearbeitet, was eine Hemmung der H*-Pumpe
verursachen kénnte. Wurden in Versuchen an Erbsen (Pisum sativum) Ca?*-Kanale mit
Inhibitoren blockiert, wurde ebenfalls der H*-Fluss gestort. Dies weist auf ein
Zusammenspiel von Ca?* und H* hin (Potossin et al. 2014). Wenn also in den Versuchen
an Gerste die H*-Pumpen durch die hohen Spermingehalte gehemmt werden, miisste
dies auch Auswirkungen auf die Ca?-Flusse haben. Da aber trotz der hohen
Sperminkonzentration Spermin-induzierte Ca?*-Signale gefunden wurden, kann die
Hauptaktivitat von Spermin nicht in der direkten oder indirekten Blockierung von Ca?*-
Flissen liegen. Alternativ konnte Spermin durch Anreicherung im Apoplasten und der
dortigen Oxidation die ROS-Akkumulation beeinflussen. Auch als Reaktion auf
Trockenstress kommt es unter anderem zu einer erhdhten Konzentration von
Polyaminen und ihrer Verlagerung in den Apoplasten (Moschou et al. 2009). Dort erfolgt
dann die Oxidation der Polyamine durch die PAO, die Entstehung von H2O und daraus
Hydroxylradikalen welche den Ca?*-Einstrom aktivieren (An et al. 2008; Moschou et al.
2008), wobei die Hohe der apoplastischen H,O.-Konzentration von der PAO abhangig
ist. Gesteigerte Aktivitdten der PAO resultieren in hohen Konzentrationen von H.O, und
kénnen damit den programmierten Zelltod auslésen, wahrend moderate Aktivitaten der
PAO und damit auch die moderate Akkumulation von H»O; zur Expression von
Trockenstress-induzierten Genen fuhrt (Moschou et al. 2008). In den vorliegenden
Versuchen wurde die Entstehung von ROS dber Spermin durch Ascorbinsaure
abgefangen. Dies fuhrte sowohl in ganzen Pflanzen als auch in einzelnen Schliel3zellen
dazu, dass das durch Spermin ausgeloste zytosolische Ca?*-Signal in seiner Hohe
abgeschwéacht wurde. Ebenso fihrte die Inhibierung der Polyaminoxidase zu einer

Reduzierung der [Ca?*].-Veranderung.
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In  Gerstenpflanzen blockieren oder hemmen zytoplasmatische Polyamine bei
physiologischem pH-Wert ladungsabhéngig den schnellaktivierenden vakuolaren
Kationenkanal (fast-activating vacuolar channel, FV-Kanal) (Dobrovinskaya et al. 1999).
Hierbei zeigten die verschiedenen Polyamine unterschiedliche inhibitorische Wirkung.
Wahrend Spermin bereits in Konzentrationen von einigen uM eine inhibitorische Wirkung
zeigt, sind es fir Spermidin einige hundert uM und fir Putrescin Konzentrationen im
Bereich von einigen mM. Unter ungestressten Bedingungen enthalten Zellen der Blatter
von Gerste 50-100 uM Putrescin und Spermidin. Flr Spermin liegen die Gehalte bei 10-
30 uM (Briiggemann et al. 1998). Die unbekannte Lokalisation muss hierbei allerdings
bertcksichtigt werden. Jede Verdnderung dieser Konzentrationen beeinflusst die
Aktivitat des FV-Kanals. Die Modulierung von lonenkanélen durch Polyamine kann durch
deren direkte Bindung an Kanalproteine und anderer, der Membran zugehdrigen
Komponenten erfolgen (Briggemann et al. 1998). Eine Inhibierung auch des
langsamaktivierenden Kanals (slow-activating vacuolar channel, SV-Kanal) aus der
Wurzel von roten Riben beschreiben Dobrovinskaya et al. (1999). Dieser dient der
Freisetzung von K* und Ca?* aus der Vakuole in das Zytoplasma, wéahrend der FV-Kanal
eine hohe Selektivitat fir K* aufweist, aber nicht permeabel fir Ca?* ist (Dobrovinskaya
et al. 1999). Somit kann das Polyamin Spermin den Strom von Kationen uber die
Blockierung von SV und FV-Kanalen verhindern. TPC1, ein vakuolarer, Ca?*-permeabler
SV-Kanal spielt in der systemischen Ca?*-Signalisierung eine wichtige Rolle. Fir
Spermin konnte damit ebenfalls eine systemische Signalwirkung auf Ca?*-Fliisse tber
die Membran postuliert werden. Die Relevanz von systemischen wirkenden Spermin ist
aber noch nicht geklart. Die nachfolgenden Prozesse und der genaue Mechanismus
dieser systemischen Sperminsignale mussen weiter untersucht werden. Zudem ist
unklar, ob diese Prozesse bei externer Applikation von Spermin, wie in dieser Arbeit

praktiziert, eine Rolle spielen.

4.3 Sperminsynthasen in Gerste und Arabidopsis

Phylogenetische Vergleiche unterschiedlicher Spermin- und Spermidinsynthasen
zeigten, dass sich Spermin- und Spermidinsynthasen evolutionar unabhangig
entwickelten, jedoch enger verwandt sind als die Sperminsynthase und das ACL5-Gen,
welches fur die Thermosperminsynthase kodiert (Belda-Palazon et al. 2012). Das
Vorhandensein des Exons Il in pflanzlichen Sperminsynthasen und insbesondere der
Exons IV und XI in Monokotyledonen ist ein besonderes Merkmal, um die Abgrenzung
zur Spermidinsynthase vornehmen zu kdnnen. Ein Vergleich der Proteinsequenzen von
bereits gefundenen Spermin- und Spermidinsynthasen in verschiedenen Pflanzen zeigt

Bereiche mit ausschlieBlich in Sperminsynthasen konservierten Aminosauren, mit
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ausschlielich in Spermidinsynthasen konservierten Aminosauren und Aminosauren, die
sowohl in Spermin- als auch in Spermidinsynthasen in gleicher Anordnung vorliegen
(Rodriguez-Kessler et al. 2010). Die Anzahl von Sperminsynthasen unterscheidet sich
bei einzelnen Pflanzenarten. Wahrend zum Beispiel in Arabidopsis thaliana nur eine
Sperminsynthase (AtSPMS) gefunden wurde, sind es in Zea mays (ZmSPMS1, 2) und
Oryza sativa (OsSPMS1, 2) zwei (Pegg et al. 2010, Rodriguez-Kessler et al. 2010). In
der vorliegenden Arbeit wurden auch fir Gerste zwei Sperminsynthasen (HYSPMS1, 2)
gefunden. In Kooperation mit Sebastian Pietack (Institut fur Pharmazie, MLU Halle-
Wittenberg) wurden fir HYSPMS1 und 2 10 Introns mit unterschiedlicher Lange sowie
11 gleich lange Exons gefunden (Pietack 2019). Dies deckt sich mit Literaturangaben
zur Anzahl der Introns und Exons in Sperminsynthasen. So konnten auch fir die
Sequenzen der Sperminsynthasen aus Reis und Mais jeweils 10 Introns und 11 Exons
nachgewiesen werden (Rodriguez-Kessler, et al. 2010). Ein Unterschied zu SPMS-
Genen in Dikotyledonen ist, dass solche in Monokotyledonen ein zusatzliches Exon
enthalten, welches eine PEST-reiche Region am C-Terminus kodiert. Diese ist
wahrscheinlich an der Kontrolle des SPMS-Proteinabbaus in Monokotyledonen beteiligt
(Rodriguez-Kessler et al. 2010).

Stellt man bekannte N-Aminopropyltransferasen unterschiedlicher Organismen
gegenuber, lassen sich zwei voneinander abgrenzende Gruppen bilden. Die eine
Gruppe bildet die SPMS/SPDS-Gruppe und die zweite die ACL5-Gruppe. In der ersten
finden sich die Spermin- und Spermidinsynthase &hnlichen N-Aminopropyltransferasen
und in der zweiten Gruppe die der in Arabidopsis thaliana gefundenen ACL5-
Thermosperminsynthase ahnlichen N-Aminopropyltransferasen (Knott et al. 2007). Die
in Gerste gefundenen Sperminsynthasen lassen sich in die Gruppe der SPMS/SPDS
einordnen. Prinzipiell sind die Sperminsynthasen der SPMS/SPDS-Gruppe eng
verwandt mit Spermidinsynthasen. Die Aminopropyltransferasen der ACL5-Gruppe
zeigen nur eine geringe Sequenzidentitdt zu Enzymen der SPMS/SPDS-Gruppe
(Hanzawa et al. 2000; Panicot et al. 2002). Ein Sequenzvergleich der Proteine von
HvSPMS1 und HVSPMS2 zeigte eine Sequenzidenditat von 78% zueinander. Zu den

bekannten SPMS-Proteinsequenzen aus Reis und Mais sind es 76-84%.

Die phylogenetische Einordnung der gefundenen HvSPMS1 und 2 in die Gruppe der
Sperminsynthasen wird durch enzymatische Aktivitatstests bestétigt, in welchen gezeigt
wurde, dass beide SPMS-Proteine eine deutliche und ausschlieRliche SPMS-Aktivitat
besitzen (Pietack 2019).

Eine Promotoraktivitat des Spermidinsynthase-Gens und der beiden Spermidinsynthase
Gene kann wahrend unterschiedlichster Entwicklungsstadien von Arabidopsis thaliana

beobachtet werden. Die Expression der AtSPMS zeigt einen tendenziellen Anstieg mit
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zunehmenden Alter, und vor allem in der Seneszenz ist die Expression deutlich erhdht.
Fur die AtSPDS kann wahrend der Keimung eine gesteigerte Expression beobachtet
werden. Eintrage in Datenbanken und die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen fir
Gerste ein dhnliches Expressionsmuster fiir die HyYSPMS- und die HYSPDS-Gene. Auch
hier kann fur die HYSPDS1 eine gesteigerte Expression wahrend der Keimung gezeigt
werden. Die Expression der beiden HYSPMS schwankt Giber den Entwicklungszeitraum
und steigt zur Seneszenz etwas an. Eine verzdgerte Blattalterung ist mit erhdhten
Spermingehalten in der Pflanze assoziiert (Sobieszczuk-Nowicka, 2017). Die niedrigsten
Expressionswerte der HYSPMSs wurden hier wahrend des Bestockens und Schossens
gemessen. Da transgene Gerste mit Uberexpression von HvSPMS-Genen eine
verminderte Anzahl an Bestockungstrieben zeigt (Khan 2017), kann angenommen
werden, dass Spermin wahrend dieser Phase in Gerstenpflanzen eine regulatorische
Funktion Ubernimmt. Ein Zusammenhang zwischen Polyaminen und verschiedenen
Phasen der Entwicklung von Pflanzen wurde oft diskutiert. So wird deren Beteiligung an
der Embryogenese, Organentwicklung, BlUtenbildung und der Entwicklung der Frucht
sowie der Blattseneszenz beschrieben (Kusano et al., 2008). Ebenso wird eine
Wechselwirkung zwischen Polyaminen und Pflanzenhormonen wie Gibberellinen, Auxin
und Ethylen beschrieben (Alcazar et al., 2010). Versuche an Weizen zeigten eine
Erhohung der Kornfullrate und des Korngewichtes, wenn die Pflanzen mit externen
Spermin behandelt wurden (Liu et al. 2013). Fir Arabidopsispflanzen konnte gezeigt
werden, dass externe Polyamingaben die Blite férdern (Applewithe et al. 2010).

Die Expression der einzelnen Polyaminsynthasen in Arabidopsis thaliana ist individuell
von aulReren Einflissen abhangig. So ist die Expression von AtSPDS1 erhdht durch
Trockenheit und ABA, die von AtSPDS2 durch Cytokinin, wahrend die Expression von
AtSPMS durch Trockenheit, Hitze und ABA induziert wird (Kusano et al. 2015). Wurden
die Pflanzen Salzstress unterzogen, zeigte sich eine gesteigerte Promotoraktivitat der
AtSPMS in allen Organen auf3er Kotelydonen (Sagor et al. 2011). In Arabidopsispflanzen
wird des Weiteren die Expression von ACL5 durch Auxin induziert (Hanzawa et al. 2000,
2002). Eine eingehendere Untersuchung, auch auf zellspezifischer Ebene, des
Expressionsmusters von Genen des Polyaminstoffwechsels der Gerste sollte
Gegenstand weiterfihrender Arbeiten zur Aufkldrung der genauen Funktion von

Polyaminen in dieser Pflanze sein.
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4.4 Transformation von Gerste zur Analyse der Bedeutung
von SPMS-Genen

Die Erzeugung transgener Gerstenpflanzen kann Uber verschiedene Wege erreicht
werden. Als Transformationsmethoden dient zum Beispiel der direkte DNA-Transfer in
isolierte Protoplasten, die mittels Partikelbeschuss-vermittelte Ubertragung von DNA,
sowie die Agrobakterien-vermittelte Transformation. Jede dieser Methoden bendtigt
bestimmte Voraussetzungen zur erfolgreichen Erzeugung transgener Pflanzen. So ist
fur die Protoplastenmethode die Langzeitetablierung von embryogenen
Suspensionskulturen nétig, und oft sind die Regenerate unfruchtbar und weichen
phanotypisch von nicht transgenen Pflanzen ab (Davey et al. 1991; Rhodes et al. 1988).
Allen genannten Methoden gemein ist die Etablierung einer effizienten Gewebekultur als
Grundvoraussetzung zur Erzeugung transgener Pflanzen. Die Anzucht der
Gerstenpflanzen erfolgte in dieser Arbeit im 14-tdgigen Rhythmus. Dies war nétig, da
sich die Embryonen nur in einem sehr kleinen Zeitrahmen von funf bis sieben Tagen in
einem fur die Transformation geeigneten Stadium befanden. Die Ernte der unreifen,
grinen Embryonen erfolgte 12-14 Tage nach der Anthese. Eine Ernte vor oder nach
diesem Zeitraum resultierte in einer verminderten Anzahl sich entwickelnder transgener
Kalli und daraus entstehender transgener Pflanzen. Konnten dennoch griine Pflanzen
regeneriert werden, zeigten diese oft eine schlechte Bewurzlungsrate, das Umsetzen
der Pflanzen vom Medium in Erde wurde nicht vertragen, und die Pflanzen starben ab
(Daten nicht gezeigt). Ein Befall der Spenderpflanzen mit biotischen Stressoren wie
Blattlausen oder Thripsen musste ebenfalls verhindert werden. Trat ein Befall auf, wurde
dieser zwar mit chemischen Behandlungsmitteln effektiv bekdmpft, aber dies fiihrte auch
zur Produktion von Embryonen mit verringerter Kompetenz zur Transformation (Daten
nicht gezeigt). Diesen Effekt konnten bereits Bartlett und Kollegen beobachten (Bartlett
et al. 2008). Ein ahnlich enger Zeitrahmen galt auch fir die Kalluskultur. In der Regel
entwickelten sich die Kalli drei bis sechs Wochen nach der Co-Kultivierung mit
Agrobakterien. Aus diesen Kalli konnten meist griine, vitale Sprosse regeneriert werden,
welche auch auf dem entsprechenden Wurzelinduktionsmedium eine starke
Bewurzelung zeigten. Manchmal dauerte die Kallusbildung auch l&nger, jedoch konnten
daraus meist keine Pflanzen regeneriert werden. Dass eine verlangerte
Kalluskulturphase zur Haufung von somatischen Mutationen und damit zur Albinobildung

oder zu nicht-fertilen Pflanzen flihrt, zeigten bereits Lemaux et al. (1999).

Prinzipiell ist die monokotyledone Gerste kein naturlicher Wirt von Agrobacterium
tumefaciens und damit auch weniger aufnahmefahig beziglich der Agrobakterium-

vermittelten Transformation. Begrenzt ist diese Methode zudem von der starken
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Genotypabhangigkeit. Erste Versuche mit Agrobakterien erfolgten mit dem
Gerstekultivar Golden Promise (Tingay et al., 1997). Versuche mit anderen Kultivaren,
wie australischen Kultivaren (Murray et al., 2004) oder einigen nordischen Kultivaren
(Tiidema und Truve, 2004) zeigten eine wesentlich geringere Effizienz. In unseren
Versuchen konnten SPMS1- und SPMS2-Uberexpressoren in Gerste mit einer Effizienz
von 42% bzw. 47% erzeugt werden. Fur die RNAi-vermittelte Herunterregulierung von
SPMS1 und SPMS2 lag die Effizienz deutlich niedriger mit 7% bzw. 12%. Dass die
Effizienz von Agrobakterien-vermittelter Transformation schwankt, ist bekannt und in
diversen Literaturangaben zu finden. So wurden Werte von 2,6-6,7% (Shrawat et al.
2007), 2-12% (Matthews et al. 2001), 4,4-9,2% (Murray et al. 2004) und 21,7% (Hensel
et al. 2008) beschrieben. Die deutlich geringere Transformationsrate der RNAi-Pflanzen
konnte ein Hinweis darauf sein, dass Spermin wahrend der friithen Entwicklung in Gerste

eine wichtige Rolle spielt.

Die transgenen Gerstenpflanzen wurden nach erfolgreicher Anzucht in Erde zur
Samenreife gebracht, geerntet und in einem Folgeprojekt zur weiteren genotypischen
und phanotypischen Analyse verwendet. Dieses zeigte, dass die SPMS-Uberexpression
zu reduzierter stomatarer Leitfahigkeit fihrt, wahrend die Knockdown-Pflanzen erhdhte
Werte aufwiesen (Khan, unveroffentlicht), was die Experimente mit extern appliziertem

Spermin in dieser Arbeit bestatigte.
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Anhang

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien mit Angabe des Herstellers und
Katalognummer

Substanz Formel oder Firma/Katalog Nr.
Abkirzung
3,3 Diaminobenzidin DAB Carl Roth CN75.1
Tetrahydrochlorid
2,7-Dichlordihydrofluorescein- H.DCFDA ThermoFisher
diacetat
2,4-Dichlorphenoxyessigsaure 1-NAA Sigma-Aldrich (Fluka)
3,6-Dichlor-2- Dicamba Duchefa Biochemie B.V.,
methoxybenzoesaure Harleem, Niederlande
Agar-Agar,Kobe | (C12H1800)n Sigma-Aldrich 5210.2
Agarose C12H1809 Biozym Scientific 840004
Ampicillin Natrium C16H18N3O4SNa Duchefa A0104
Borsaure BH303 Sigma-Aldrich 15665
Calciumchloriddihydrat CaCl, * 2H,0 Sigma-Aldrich 31307
Calciumnitrat Ca(NOs), Sigma-Aldrich C2786
Coelenterazin C26H21N303 Carl Roth 4094,3
D(+)-Glucose CeH120s6 Carl Roth HN06.2
Dimethlysulfoxid C2HeO3 Duchefa D1370
D-Mannitol CeH1O6 Sigma-Aldrich M1902
Diphenyleneiodonium Chlorid DPI Sigma-Aldrich D2926
EDTA dinatriumsalzdihydrat 10H14N2NaO3; .2H,O | Carl Roth 8043.1
Eisen(ll)-chlorid FeCls Sigma-Aldrich (Fluka)
Essigsaure C2H40: Laborchemie Apolda
579-94-2

Ethanol C2HsO Carl Roth K928.4
Ethylenglycol-bis(aminoethyl EGTA Sigma-Aldrich (Fluka)
ether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure
Fleischextrakt Sigma-Aldrich X975.1
Formaldehyd Lésung CH20 Sigma-Aldrich F8775
Guazatine Acetat Sigma-Aldrich 37915
Isopropanol CsHsO Carl Roth T910.1
Kaliumchlorid KCI Duchefa PO515

Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 Fluka 60220
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Kaliumhydroxid

Kaliumiodid

L-Arginin

L-Glutamin

L-Prolin

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat Heptahydrat
Mangansulfat Monohydrat
Methanol

MES (2-[N-Morpholino]
ethanesulfonicsaure)hydrat
Murashige & Skoog Medium
(Basal Salt Mixture) M0221
Murashige & Skoog Medium
(ohne NH4NO3) M0238
myo-Inositol

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat
Natriumhypochlorit (12%)
Natriummolybdat Dihydrat
Nitroblau Tetrazoliumchlorid
Polyethylenglycol
Phyto-Agar

Putrescin

Saccharose

Salzsaure

Spermin

Spermin-HCI

Spermidin

SYBR® Safe - DNA Gel stain

Thiamin-HCI
Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan

Triton X-100

Tween 20

KOH

Kl

CsH14N4O>
CsH10N20s3
CsHoNO>

MgCl.

MgSO. + 7H,0
MnSO4 x H20O
CHsOH
CsH13NO4S - xH-O

MS

MS-NH4NOs3

CsH1206

NaCl

NaH>PO4
C12H2sNaO4S
NaClO

Na:MoO4 x 2 H20
NBT

PEG6000

CsH12N>
C12H22011

HCI

C1oH26N4
CioH26N4 + 4HCI
C7H19N3

Cle17C|N4OS x HCI
TRIS

C14H220(C2H40),
CsgH114026

Sigma-Aldrich (Fluka)
AppliChem

Carl Roth
Sigma-Aldrich (Fluka)
Sigma-Aldrich (Fluka)
Fluka 63068

Fluka 63140

Merck

Merck

Sigma-Aldrich M2933

Duchefa M0221

Duchefa M0238

Sigma-Aldrich (Fluka)
Carl Roth 3957.1
Sigma-Aldrich (Fluka)
Carl Roth 2326.2
Carl Roth

Honeywell Riedl-de Haén
Carl Roth

Fluka 95904

Duchefa P1003
Sigma P7505

Carl Roth 4621.1
Merck

Sigma S3256

Sigma S1141

Sigma S0266

Thermo Fisher Sientific
(Invitrogen)

Duchefa Biochemie B.V.
Carl Roth

Sigma-Aldrich (Fluka)
Carl Roth
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Zinksulfat Heptahydrat

ZnS04 X 7 H20

Merck

Tabelle 3: Verwendete Antibiotika mit Angabe der Arbeitskonzentration

Antibiotika | Hersteller Selektion In* | Arbeitskonzentration**
von
Ampicillin Duchefa E. coli Wasser 100 pg ml?t
Biochem.
B.V.
Carbenicillin Duchefa | A. tumefaciens | Wasser 25 pug mit
Biochem. (AGL-1)
B.V.
Hygromycin Carl Roth H. vulgare Gerste: 50 pg mi?
A. thaliana Arabidopsis: 20 ug mi?
Kanamycin Sigma- E. coli E. coli: 50 ug ml?
Aldrich A. tumefaciens Agrobakterium: 50 pug ml?
Rifampicin Sigma- A. tumefaciens A DMSO 100 pug mlt
Aldrich
Spectinomycin Duchefa E. coli Wasser E. coli: 25 pug ml?
. . . -1
Biochem. A tumefaciens Agrobakterium: 25 pg ml
B.V.
Streptomycin Sigma- E. coli Wasser 10-50 pg mi?
Aldrich (TOP10)
Tetracycline Sigma- E. coli 50% 10 pg mi?
Aldrich (XL1-Blue) Ethanol
Ticarcillin Duchefa | A. tumefaciens A Wasser 150 pg ml?t
Biochem.
B.V.

* Antibiotika welche in Wasser oder 50 % Ethanol gelst werden, sind vorher steril filtriert
**Typische Arbeitskonzentration kénnen variieren fir die verschiedenen Organismen

und Plasmide
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Tabelle 4: Verwendete Enzyme mit Herstellerangabe und Katalognummer

Enzyme

Firma/Katalog Nr.

verwendet fur

Ascl

BamHI-HF

DNase | (RNase-frei)

Go Tag DNA polymerase
HINDIII

Kpnl

M-MuLV Reverse
Transcriptase RNase H-
Phusion® High-Fidelity
DNA-Polymerase
RNAse A MBI

Sfil

Spel

SuperScript Il Reverse
Transcriptase

T4 DNA Ligase

TSAP (Thermosensitive

alkaline phosphatase)

Xmal

New England Biolabs
(NEB) R0558S

New England Biolabs
(NEB) R3136S
Omega Bio-tek Inc,
Norcross, USA
Promega M3175

New England Biolabs
(NEB) R0104sS

New England Biolabs
(NEB) R3142S

New England Biolabs
(NEB) M0253S

Finnzymes F-540S

Fermentas EN0531

New England Biolabs
(NEB) R0123S

New England Biolabs
(NEB) R0133S

Invitrogen 108064-022

New England Biolabs
(NEB) M0202S

Promega M9910

New England Biolabs
(NEB) R0180S

spezifische Hydrolyse von
DNA Fragmenten

spezifische Hydrolyse von
DNA Fragmenten

Hydrolyse von DNA bei
der Isolation von RNA
Screening PCR

spezifische Hydrolyse von
DNA Fragmenten

spezifische Hydrolyse von
DNA Fragmenten

cDNA Synthese

PCR-Amplifikation

RNA-Hydrolyse nach
cDNA-Synthese

spezifische Hydrolyse von
DNA Fragmenten

spezifische Hydrolyse von
DNA Fragmenten

cDNA-Synthese

Ligation von DNA
Fragmenten

Dephosphorylation von
DNA

spezifische Hydrolyse von
DNA Fragmenten



Anhang

138

Tabelle 5: Verwendete Kits mit Herstellerangabe und Katalognummer

Kit

Firma/Katalog Nr.

DNeasy Plant Mini kit

NucleoBond Xtra Midi Plasmid DNA
Purification kit

Spectrum™ Plant Total RNA kit
Wizard Gel Clean-Up and Purification

System

Wizard Plus SV Miniprep DNA
Purification kit

Qiagen 69104
Macherey-Nagel 740410.10

Sigma-Aldrich STRN50
Promega A9282

Promega A1460

Tabelle 6: Verwendete Bakterienstamme und deren Selektion

Stamm

Spezies

Firma

Selektion, Konzentration

Topl0

E. coli

XL1-Blue | E. coli

GVv3101

AGL-1

A. tumefaciens

A. tumefaciens

Invitrogen Darmstadt | Streptomycin

No0.C4040 50 pg mli?

Stratagene, San Tetracyclin

Diego, USA 10 pg mlt

laborinterner Stock Rifampicin,Carbenicillin
25 pg ml?t
Streptomycin, Strectomycin
50 pg ml?t

Dr. Imani, Universitat | Rifampicin,Carbenicillin

GielRen

25 pug mit
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Tabelle 7: Verwendete Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz von 5' nach 3'

Amplifizierung der Gesamtsequenz

SPMS1 _F

SPMS1 R

AAAAAAGGATCCATGGAGGGTGGAGGCGCAAG

AAAAAAGGATCCCTAGGAAGCGGTGATAGCGCTGTC

Amplifizierung der Gesamtsequenz

SPMS2 _F

SPMS2 R

AAAAAAGGATCCATGGAGGGTGGAGACGTAAGAA

AAAAAAGGATCCCTAAGCGGTAAGAATTTCACTGTG

Amplifizierung der Gesamtsequenz

SPDS _F

SPDS R

GAGATGATTACCCACCTTCC

CTTTCCCTCTGTCTACGCTA

RNAi-Konstrukt 1

SPMS1/2_1_F

SPMS1/2_1 R

AAAAAAACTAGTGGCGCGCCGAAATGTTTCTGCAGCG-
GCAGT

AAGGTACCGGATCCAAGCTTGATTGTTGAAGTACTGC-
GCTTTGC

RNAi-Konstrukt 2

SPMS1/2 2 F

SPMS1/2_2 R

AAAAAAACTAGTGGCGCGCCTCAGATCCAATTGGGCC-
AGCC

AAGGTACCGGATCCAAGCTTAGATGTGTGTGCAGCCA
CATACTTT

Uberexpression-Konstrukt 1
pLH7000_F

SPMS1 _oe F

pUBI-AB_F

pUBI-AB_R

pLHE000_F

pLHBE000_R

TCATGTGTTGAGCATATAAGAAACC

ATGGAGGGTGGAGGCGCAAG

TTGATCTTGATATACTTGGATGATGG

CCCATCTCATAAATAACGTCATGC

TCATGTGTTGAGCATATAAGAAACC

TTTCACGCCCTTTTAAATATCC

Uberexpression-Konstrukt 2
pLH7000_F

SPMS2 oe F

pUBI-AB_F

pUBI-AB_R

pLHE000_F

pLH6000_R

TCATGTGTTGAGCATATAAGAAACC

GTCCTTGTGCTTGATGGTATTGT

TTGATCTTGATATACTTGGATGATGG

CCCATCTCATAAATAACGTCATGC

TCATGTGTTGAGCATATAAGAAACC
TTTCACGCCCTTTTAAATATCC




Anhang

140

qRT-PCR
SPMS1_rt_F

SPMS1_rt R

GCTACTAAAGATGGACGAGAGATGAG

CTTCACTGGTTTCGCCGTTG

gRT-PCR
SPMS2_rt_F

SPMS2_rt_R

CAACTTCCTGGCACCCATAAA

CTGGTTCTGCTGATGTTTCCTCT

qRT-PCR
SPDS_rt_F

SPDS_rt R

CGCCTACCAGGAGATGATTACC

AGGGAAGAACTGCTTGGACACA

Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Eurofins MWG Operon

(Ebersberg, Deutschland) hergestellit.

Tabelle 8: Zusammensetzung der Gerstennéhrldsung (vollkonzentriert)

Makronahrstoffe: 2,5 mM Ca CaClxx 2 H.O
0,25 mM N NH4NO3
0,5mMMK K2SOq4
0,6 mM Mg MgCl.x 6 H.0
0,1 mM P KH2PO4
2,0 mM Si Silizium (NazSiOs3)

Mikronéhrstoffe: 0,5 uM Mn MnSO4x H,O
1,0 uM B H3sBO3
0,5 uM 2Zn ZnS0O4x 7 H20
0,2 yM Cu CuSO04x 5 H.0
0,3 mM Fe Fe(ll)-EDTA

(C1oH12FeNaOs)
0,01uM Mo (NH4)6M07024

Die pH-Wert Einstellung erfolgte mittels NaOH auf 5,8.
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Tabelle 9: Zusammensetzung des LB-Mediums

Substanz Konzentration

Trypton 1%
Hefeextrakt 0,5%
NacCl 10 mM
Agar 2%

Das LB-Medium wurde 20 min bei 121°C autoklaviert. Nach dem Abkuhlen auf 60°C
wurden 50 pg mlt Ampicillin (aus 50 mg mI* Stock) hinzupipettiert und danach je 25 mi
des LB-Mediums in Petrischalen gefiillt. Die Platten wurden 30 min unter einer Sterilbank
getrocknet und anschliel3end bei 4°C aufbewahtrt.

Tabelle 10: Zusammensetzung des SOC Mediums

Substanz Konzentration

Trypton 2%
Hefeextrakt 0.5%
NacCl 10 mM
KCI 2.5mM
MgSO4 10 mM
Glucose 10 mM

Das SOC Medium wurde 20 min bei 121°C autoklaviert, und nach einer Abkuhlzeit wurde
eine sterile Lo6sung bestehend aus 20 mM MgSO4 und 20 mM Glucose hinzugefiigt. Das

Medium wurde in Aliquots bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung aufbewabhrt.
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Tabelle 11: Zusammensetzung der Kulturmedien zur Anzucht transgener Kalli
Kallus Kallus Spross Wurzel
Substanz Induktions- | Induktions- | Induktions- | Induktions-
medium medium medium medium
(C) (C+) (T) (R)
mg L? mg L? mg L? mg L1
MS Salze 4300 4300 2700 2700
(Duchefa M0221) (NH4NOg3-frei) | (NHsNOz-frei)
CuSO0s4 x 5H,0 1,2 (5 uM) 1,2 (5 uM) 1,2 (5 uM) 0,6 (2,5 uM)
Maltose 30000 30000 20000 20000
Thiamine-HCI 1 1 0,4 0,4
Myo-Inositol 250 250 100 125
Caseinhydrolysat 1000 1000 500
L-Prolin 690 690 345
Dicamba 2,5 2,5
(3,6-Dichlor-2-
methoxybenzoeséure)
NH4sNOs3 165 165
Glutamin 750 750
2,4-D 2,5
(2,4-Dichlorphenoxy-
essigsaure)
Ticarcillin + 150 150 150
Clavulanséaure
Hygromycin B bei 0,05 0,05 0,05
binarem Vektor
pLH6000
Bialaphos bei bindrem 5 2,5 2,5
Vektor pLH7000

(Harwood et al. 2009)

Alle Medien wurden mit 6 g L* Agar versehen, und der pH-Wert der einzelnen Losungen

wurde vor

dem Autoklavieren (21 min bei

121°C) auf 5,9 eingestellt.

Das

Sprossinduktionsmedium wurde auf einen pH-Wert von 5,6 eingestellt. Nach dem
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Abkihlen wurden den Medien unter sterilen Bedingungen die bendtigten Antibiotika

zugegeben.

Tabelle 12: Zusammensetzung des YEB-Mediums zur Kultivierung der
Agrobakterien

Substanz Konzentration
Fleischextrakt 5gL?
Hefeextrakt 1glL?

Caseinhydrolysat 5¢gL?

Saccharose (D+) 5¢gL?

MgSO4x 7H20 0,49 gL?

Agar 20gL?

Das Medium wurde autoklaviert (121°C, 21 min), und nach erfolgtem Abkihlen wurden
die Antibiotika zugeflgt (Rifampicin (Rf25) und Carbenicillin (Cb25) (Stock 25 mg L?)

sowie Streptomycin (Sp50) und Strectomycin (Sm50) (Stock 50 pg ml?) mit jeweils
500ul).

Tabelle 13: Zusammensetzung des LB-Mediums zur Kultivierung der
Agrobakterien

Substanz Konzentration
NaCl 10gL?
Hefeextrakt 5gL?
BactoTryphan 20gL?

Auch hier wurde das Medium autoklaviert (121°C, 21 min) und mit Antibiotika versetzt.
Die bendttigten Antibiotika waren in diesen Fall: Rifampicin (Rf25) und Carbenicillin
(Cb25) mit jeweils 250pl (Stock 25 pg ml?).
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Tabelle 14: Zusammensetzung des SOC Mediums far
Agrobakterien

Substanz Konzentration
Trypton 20gL?
Hefeextrakt 5gL?
NacCl 0,58¢gL*
KCl 0,18 gL?

elektrokompetente

Nach dem Autoklavieren (121 °C, 21 min) wurde 10 ml 2M MgSO4 und 20 ml 1M Glucose

hinzugefgt.

Tabelle 15: Zusammensetzung des Flissigmediums
Arabidopsispflanzen

Substanz Konzentration

MS + Vitamine 22glL?

Saccharose 10gL?

zur Anzucht von
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