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1. Einleitung 
 

Im Jahr 1963 wurde zum einen die Substanz Abscisin II aus jungen Baumwollfrüchten iso-

liert, die Abscission der Früchte von der Mutterpflanze bewirkte. Parallel wurde Dormin ent-

deckt, das die Knospenruhe der Buche förderte. Die chemische Struktur der beiden Substan-

zen war identisch. Seit 1967 wird diese Verbindung als Abscisinsäure (ABA) bezeichnet 

(Addicott und Carns 1983). Der ursprünglich beschriebenen Phytohormonfunktion bei Blatt-

abfall und Knospenruhe konnten bald viele weitere hinzugefügt werden. Abscisinsäure 

kommt ubiquitär in der Pflanze vor und ist an der Regulation grundlegender physiologischer 

und entwicklungsbiologischer Prozesse beteiligt (Hetherington und Quatrano 1991, Davies 

1995, Quatrano et al. 1997). Neben der Vermittlung der Reaktion auf Trockenstress durch 

Schließen der Spaltöffnungen (Shinozaki und Yamaguchi-Shinozaki 1997, Netting 2000) 

gehören auch die Anpassung an Kälte und hohe Salzkonzentrationen dazu (Shinozaki und 

Yamaguchi-Shinozaki 1996, 2000, Tabaeizadeh 1998).  

Weiterhin spielt ABA eine bedeutende Rolle bei der Samenentwicklung, die sowohl die 

Beeinflussung der Embryoentwicklung und –reifung als auch die Akkumulation von Spei-

cherstoffen, insbesondere Speicherproteinen, die Ausbildung der Austrocknungstoleranz und 

der Samenruhe und die Verhinderung vorzeitiger Keimung einschließt (Kermode 1990, Black 

1991, Rock and Quatrano 1995, McCarty 1995, Marion-Poll 1997, Leung and Giraudat 1998, 

Holdworth et al. 1999). 

 

1.1. Aspekte der Samenentwicklung 

Bevor auf die Funktion von ABA im Samen genauer eingegangen wird, soll die Samenent-

wicklung in Angiospermen kurz umrissen werden. 

Die Embryogenese höherer Pflanzen erfüllt mehrere Funktionen. Zum ersten dient sie der 

Ausprägung der Meristeme und der Musterfestlegung für die spätere Pflanzenentwicklung, 

zum zweiten der Differenzierung der primären Pflanzengewebetypen. Außerdem werden spe-

zielle Speicherorgane als Nährstoffreservoire für Samen- und Keimlingsentwicklung ausge-

bildet und die Grundlage für die Samenruhe geschaffen (Goldberg et al. 1994). 

Der Lebenszyklus der Blütenpflanzen ist durch den Wechsel zwischen haploider (game-

tophytischer) und diploider (sporophytischer) Phase gekennzeichnet (West und Harada 1993, 

de Jong et al. 1993, Goldberg et al. 1994, Mordhorst et al. 1997). Die haploide Phase beginnt 

mit der Differenzierung von Pollen (männlicher Gametophyt) und Embryosack (weiblicher 

Gametophyt) nach vorangegangenen meiotischen und mitotischen Teilungen der Vorläufer-
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zellen. Während der Befruchtung verschmilzt ein männlicher Gamet mit dem haploiden Kern 

der Eizelle, wodurch ein diploider Zygotenkern entsteht. Das Ergebnis der Verschmelzung 

des zweiten Pollenkerns mit den polaren Kernen der Zentralzelle des Embryosacks ist ein 

triploider Endospermkern. Aus dem Endospermkern und dem Rest des Embryosacks wird das 

sekundäre Endosperm gebildet, das der Ernährung des Embryos dient. Später wird dieses 

entweder in ein Speichergewebe umgewandelt, das der Embryo vor oder im Verlauf der Kei-

mung aufbraucht oder es wird sekundär zurückgebildet. Nach der Befruchtung entwickelt sich 

aus der Zygote der Embryo. Die befruchtete Eizelle, deren Polarität durch die Lage im 

Embryosack festgelegt ist, teilt sich meistens asymmetrisch in eine kleine apikale und eine 

große basale Zelle. Aus der großen basalen Zelle entwickelt sich der Suspensor. Dieser dient 

bis zum Herzstadium dem Nährstofftransport in den Embryo durch Verankerung mit dem 

umgebenden Embryosack und dem Eizellengewebe. Die oberste Zelle des Suspensors, die 

Hypophyse, kann an der Bildung des Wurzelmeristems beteiligt sein (onagrader oder Crucife-

rentyp, siehe Übersichtsartikel Mordhorst et al. 1997). 

Aus der apikalen Zelle entwickelt sich der eigentliche Embryo. Durch weitere Teilungen 

entsteht ein globulärer Embryo. Ein wichtiges Ereignis in der Embryoentwicklung ist der 

Übergang vom globulären Stadium mit radialer Symmetrie zum Herzstadium mit bilateraler 

Symmetrie. In diesem Stadium werden die Positionen der Kotyledonen und der Embryoachse 

festgelegt. Nach ihrer Bildung entwickeln sich durch Zellteilungen und Zellelongation 

Torpedo- und Kotyledonenstadium.  

Die eigentlichen morphogenetischen Ereignisse finden zeitlich im ersten Viertel der 

Samenentwicklung statt. Spätere Stadien der Embryogenese dienen der Akkumulation von 

Speicherstoffen und der Vorbereitung des Embryos auf die Samenruhe und –keimung 

(Bewley und Black 1994). 

Der Einfluss des maternalen Gewebes während der Samenentwicklung ist nicht genau defi-

niert (Kermode 1990). Bisher wurden keine maternalen Gene identifiziert, die Oogenese oder 

Musterbildung im frühen Embryo beeinflussen (de Jong et al. 1993). Es wird postuliert, dass 

der Sporophyt dazu dienen könnte, die Entwicklung des Embryos durch Nährstoffversorgung 

und räumliche Fixierung solange zu unterstützen, bis er vollausgebildet ist und genügend 

Reserven für eine erfolgreiche Keimung und nachfolgende Keimlingsentwicklung angerei-

chert hat (Kermode 1990). Diesem Einfluss könnten sowohl genetische als auch biomecha-

nische Faktoren zugrunde liegen, die an Musterbildung und Regulation der Zellexpansion 

beteiligt sind (Lindsey und Topping 1993). 
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Eine bedeutende Rolle spielt der Übergang zwischen embryonaler und postembryonaler 

Entwicklung, der speziesabhängig ist und bisher nicht genau definiert werden kann. 

Die Samenentwicklung, -anzahl und -qualität sind abhängig sowohl von inneren Faktoren 

wie zum Beispiel Hormonen als auch von Umweltfaktoren wie Wasser, Temperatur, Nah-

rungs- und Lichtangebot. 

Die Samenentwicklung lässt sich in drei Perioden einteilen. Während der ersten Periode 

finden Zellteilungen statt, Trockengewicht und Zellgröße sind gering. Im Verlauf der Zellex-

pansion, die charakteristisch für die zweite Periode ist, nimmt das Frischgewicht des gesam-

ten Samens rapide zu und der Wassergehalt ist hoch. Danach steigt durch Akkumulation von 

Speicherstoffen das Trockengewicht des Samens, während sich das Frischgewicht kaum ver-

ändert. Die dritte Periode ist durch graduelle Reduktion des Wassergehaltes und damit durch 

Abnahme des Frischgewichtes gekennzeichnet. Gleichzeitig nimmt der Chlorophyllgehalt ab. 

In dieser Phase kommt es zur Ausprägung der Austrocknungstoleranz (Norton und Harris 

1975, Kermode 1990). 

 

1.2. Aspekte der somatischen Embryogenese 

Frühe Stadien zygotischer Embryonen sind in der Regel schwer zugänglich, sodass gezielte 

physiologische und zellbiologische Eingriffe technisch schlecht zu realisieren und zu analy-

sieren sind. Außerdem müssen bei Untersuchungen zygotischer Embryonen immer maternale 

Einflüsse in Betracht gezogen werden. Aus diesen Gründen wurde u. a. der Etablierung und 

Untersuchung von somatischen Embryogenesesystemen viel Aufmerksamkeit gewidmet 

(Zimmermann 1993, Emons 1994, Dudits et al. 1995, Mordhorst et al. 1997). 

Unter in vitro Bedingungen können sich somatische Embryonen entweder direkt ohne 

intermediäre Kallusbildung aus differenzierten somatischen Zellen auf der Oberfläche diffe-

renzierter Gewebe oder aus Protoplasten bzw. Mikrosporen entwickeln. Eine weitere 

Möglichkeit ist eine Embryobildung auf indirektem Weg über Kallus- oder Suspensionskultu-

ren (Willliams und Maheswaran 1986). In somatischen Embryogenesesystemen gelang es, 

tatsächlich Embryonen unabhängig von maternalen Einflüssen zur Entwicklung zu bringen. 

Dieser Fakt wird häufig als Beweis herangezogen, dass das maternale Gewebe keinen unmit-

telbaren Einfluss auf die Embryoentwicklung hat (Kermode 1990). 

Somatische Zellen, die sich nach ihrer Dedifferenzierung zu Embryonen entwickeln kön-

nen, werden als embryogene Zellen bezeichnet. Embryogenese-kompetente Zellen sind die 

begrenzte Zahl der Zellen (eines Explantats oder eines Kallusaggregates, der Protoplasten, 

Mikrosporen oder Suspensionszellen), die abhängig von den Gewebekulturbedingungen zur 
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Embryoentwicklung kommen. Im Verlauf der somatischen Embryogenese lassen sich unter-

schiedliche Prozesse unterscheiden. Die Dedifferenzierung der Zellen des Explantats wird 

häufig durch die Applikation hoher Auxinkonzentrationen eingeleitet. Die Embryoentwick-

lung selbst findet nach der drastischen Reduzierung der Hormonkonzentration statt. Daneben 

spielen andere Hormone wie Abscisinsäure und Cytokinine sowie osmotische Bedingungen, 

Nährstoffversorgung und Salzkonzentrationen eine bedeutende Rolle (Emons 1994). 

Dedifferenzierung bedeutet, dass die Zellen ihre spezialisierte Funktion aufgeben und 

wieder teilungsaktiv werden. Für den Erfolg der Embryogenese ist wichtig, dass kleine cyto-

plasmareiche Zellen entstehen, die häufig das Ergebnis inäqualer Zellteilungen sind. Diese 

Form der Zellteilung ist aber keine notwendige Voraussetzung zur Bildung embryogener 

Zellen (Emons 1994). Nach einer Anzahl von Zellteilungen ohne Zellwachstum bilden sich 

globuläre vielzellige Strukturen. Embryogene Zellen sind in der Lage Nahrungsreserven zu 

akkumulieren. Eine ausgeprägte Zelladhäsion zwischen den Tochterzellen ermöglicht ihre 

interzelluläre Kommunikation. Der Aufbau der Zellwand ist wichtig für den kontrollierten 

Prozess der Zellelongation. Weitere Grundlagen sind die korrekte Festlegung der Zell-

teilungsebene und der Grad der Zellexpansion, der durch die Eigenschaften der Zellwand 

bestimmt wird (Taiz 1984, Fry 1986, 1993). Dabei könnten verschiedene Induktoren, unter 

anderem Pflanzenhormone wie Cytokinine und Auxine, eine Rolle spielen. 

In einer Reihe von Systemen wurden morphologische und biochemische Untersuchungen 

durchgeführt, um Übereinstimmungen und Unterschiede zwischen zygotischer und somati-

scher Embryogenese zu dokumentieren. Dabei wurde die somatische Embryogenese bei Möh-

ren (Daucus carota) besonders intensiv untersucht (Zimmermann 1993). Die morphologische 

Entwicklung der somatischen Embryonen zu globulärem, Herz-, Torpedo- und Kotyledo-

nenstadium ist der zygotischen Embryogenese vergleichbar. Neben der Übereinstimmung 

morphologischer Charakteristika wurden in somatischen und zygotischen Embryonen ver-

schiedener Spezies wie zum Beispiel Möhre (Daucus carota L., Hatzopoulos et al. 1990, 

Wurtele et al. 1993, Higashi et al. 1998), Raps (Brassica napus L., Crouch 1982) und Baum-

wolle (Gossypium hirsutum L., Shoemaker et al. 1987) häufig ähnliche Proteinmuster nach-

gewiesen. Die samenspezifischen Speicherproteine der jeweiligen Spezies traten auch in 

somatischen Embryonen auf, meist jedoch zeitlich früher determiniert als in zygotischen 

Embryonen und in geringerer Menge (Crouch 1982, Shoemaker et al. 1987). Dodeman et al. 

(1998) berichteten von qualitativen Unterschieden in Proteinmustern zygotischer und somati-

scher Möhrenembryonen, obgleich morphologische Unterschiede nicht gefunden wurden. 
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Diese Unterschiede reflektieren zum einen die Bedeutung der Gewebekulturbedingungen 

für die Entwicklung somatischer Embryonen und zum anderen die biologische Variabilität. 

Zimmermann (1993) führte aus, dass in späten Stadien der somatischen Embryogenese die 

Synchronität häufig abnimmt, während in frühen Stadien vor allem in Protoplastenkulturen 

eine hohe Synchronität erzielt wird (Dudits et al. 1991). Toonen et al. (1994) zeigten, dass 

sich somatische Embryonen aus morphologisch unterschiedlichen Einzelzellen entwickeln 

können. Yasuda et al. (2000) bestätigten diese Ergebnisse und fanden zusätzlich, dass die 

Embryoentwicklung über verschiedene Zwischenstufen morphologischer Stadien ablaufen 

kann. Somatische Embryonen sind zumeist größer und vielzelliger als zygotische Embryonen 

(Mordhorst et al. 1997). Zellen somatischer Embryonen zeigten in Untersuchungen von 

Taylor und Vasil (1996) eine höhere Variabilität in der Organellenzusammensetzung als 

zygotische Embryonen, besaßen jedoch alle Charakteristika embryogener Zellen. 

Auf einen weiteren entscheidenden Unterschied zwischen somatischer und zygotischer 

Embryogenese soll hier explizit hingewiesen werden. Im Gegensatz zur zygotischen Embryo-

genese gehen somatische Embryonen häufig nicht in den Zustand der Ruhe über. Ihre Ent-

wicklung ist durch eine kontinuierliche Frischgewichtszunahme gekennzeichnet. 

Aufgrund der aufgeführten Übereinstimmungen können somatische Embryogenesesysteme 

als Modell für die zygotische Entwicklung dienen. Da abgesehen von der Embryogenesein-

duktion die Übereinstimmungen in frühen Stadien der somatischen und zygotischen Embryo-

genese am ausgeprägtesten sind, lassen Untersuchungen früher Stadien der somatischen 

Embryogenese Rückschlüsse auf frühe Entwicklungsprozesse während der zygotischen 

Embryogenese zu. Dadurch kann das Problem der schlechten Zugänglichkeit dieser Stadien 

umgangen werden. Größere Mengen an Material für biochemische Analysen können erzeugt 

werden. Außerdem findet die somatische Embryogenese unabhängig von maternalen Einflüs-

sen statt. Wirkstoffe können exogen appliziert werden, um ihre Bedeutung für die Embryo-

entwicklungen zu untersuchen. Dabei sollte jedoch, soweit möglich, immer versucht werden, 

die Ergebnisse durch vergleichende Untersuchungen zygotischer Embryonen zu überprüfen. 

 

1.3. ABA und Samenentwicklung 

1.3.1. ABA-Biosynthese und ABA-Mutanten 

Im folgenden soll genauer auf die entwicklungsphysiologische Rolle von ABA während 

der Samenentwicklung eingegangen und die ABA-Biosynthese zuerst kurz umrissen werden. 

Abscisinsäure ist ein Sesquiterpenoid, das in höheren Pflanzen durch Spaltung von C40-

Epoxycarotinoidverbindungen entsteht. Ausgehend von Pyruvat und Glyceraldehyd-3-Phos-
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phat (Lichtenthaler et al. 1997, Lichtenthaler 1999) wird in Chloroplasten D-1-Deoxy-Xylu-

lose-5-Phosphat (DOXP) gebildet (Arigoni et al. 1997). Über mehrere Zwischenschritte, 

deren Natur noch nicht vollständig aufgeklärt ist, entsteht Isopentenyl-Pyrophosphat (IPP). 

Der weitere ABA-Biosyntheseweg ist eng mit der Carotinoidbiosynthese (Abb. 1) verknüpft, 

die durch Cunningham und Gantt (1998) zusammengefasst wurde. 

Die Bildung des Phytohormons ABA geht von 9-cis-Neoxanthin aus, das aus Violaxanthin 

entsteht. Diese Verbindung wird durch eine 9-cis-Epoxycarotinoid-Dioxygenase in zwei C20-

Einheiten – Xanthoxin – gespalten. Durch Quin und Zeevaart (1999) wurde nachgewiesen, 

dass diese Reaktion der geschwindigkeitslimitierende Schritt der ABA-Biosynthese ist. Der 

Hauptweg der ABA-Synthese setzt sich mit der Bildung von ABA-Aldehyd aus Xanthoxin 

fort, woraus letztendlich ABA entsteht (Liotenberg et al. 1999, Cutler und Krochko 1999, 

Zeevaart 1999). 

Die Reaktionsschritte bis zur Bildung des Xanthoxins finden in den Chloroplasten statt. 

Xanthoxin wird ins Cytosol transferiert und dort zu ABA umgewandelt (Liotenberg et al. 

1999, Cutler und Krochko 1999). 

Der Katabolismus von ABA beginnt zum überwiegenden Teil mit der Hydroxylierung zu 

8’-Hydroxy-ABA, woraus spontan oder enzymatisch Phaseinsäure entsteht, die zu Dihydro-

phaseinsäure reduziert wird (Cutler und Krochko 1999). Die Bildung von ABA durch Konju-

gation, vor allem mit Glucose, ist die häufigste Form der Inaktivierung. 
 

In den vergangenen Jahren wurden immer mehr ABA-defiziente und ABA-insensitive 

Mutanten verschiedener Spezies isoliert (Merlot und Giraudat 1997, Koornneef et al. 1998). 

ABA-insensitive Mutanten synthetisieren normale bis höhere Mengen an ABA (Koornneef et 

al. 1984), aber der Signalübertragungsweg von der Hormonperzeption zur Reaktion ist 

gestört. Die möglichen Signaltransduktionswege wurden durch Leung und Giraudat (1998), 

Himmelbach et al. (1998) sowie durch Grill und Himmelbach (1998) dargestellt und sollen in 

diesem Kontext nicht näher betrachtet werden. 

Phänotypische Unterschiede bezüglich Aufhebung der Samenruhe und vorzeitiger Kei-

mung sowie ungenügende Adaptation an Stressbedingungen insbesondere Trockenstress 

ermöglichten die Selektion ABA-defizienter Mutanten von Arabidopsis thaliana (Koornneef 

und Jorna 1982), Kartoffel (Quarrie 1982), Tomate (Tal und Nevo 1973), Mais (Fong et al. 

1983a) und Nicotiana plumbaginifolia (Rousselin et al. 1992, Marion-Poll et al. 1993). ABA- 

defiziente Mutanten weisen einen stark reduzierten ABA-Gehalt auf. Der Phänotyp korreliert 

mit der vorhandenen ABA-Menge (Tal und Nevo 1973, Neill und Horgan 1985) und ist durch 

exogene ABA-Gabe normalisierbar. ABA-defiziente Mutanten konnten zur Aufklärung der 
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              Syntheseweg         Mutante  Spezies  Literatur 

Pyruvat + Glyceraldehyd-3-P 
↓ 

D-1-deoxy-Xylulose-5-P 
↓ 

Isopentenylpyrophosphat (IPP) 
IPP-Isomerase     ↓ 
GGPP-Synthase   ↓ 

↓ 
Geranylgeranylpyrophosphat 

(GGPP) 

Phytoensynthase ↓ 
↓ 

Phytoen 
Phytoen- 
desaturase            ↓ 

Phytofluen 
↓ 

ζ−Carotin 
ζ−Carotin- 
desaturase           ↓ 

Neurosporin 
↓ 

Lycopin 
Lycopin- 
β-cyclase           ↓ 

β-Carotin 
β-Carotin- 
hydroxylase        ↓ 

Zeaxanthin 
 

Zeaxanthin-               (Violaxanthin- 
epoxidase          ↓↑      deepoxidase) 

 
Violaxanthin 

↓ 
9-cis-Neoxanthin 

9-cis -Epoxy- 
carotinoid-          ↓ 
dioxygenase 

Xanthoxin 
↓ 

ABA-Aldehyd 
 
 
↓ 
 
 

ABA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
vp2, vp5              Zea mays 
 
 
w3                       Zea mays 
 
 
vp9                      Zea mays 
 
 
 
 
 
 
ps (=vp7)               Zea mays 
al  (=y3)                 Zea mays 
 
 
aba1                      Arabidopsis thaliana 
aba2                      Nicotiana plumbaginifolia 
 
 
 
 
 
notabilis                 Lycopersicon esculentum 
vp14                       Zea mays 
 
aba2                      Arabidopsis thaliana 
 
aba3                      Arabidopsis thaliana 
aba1                      Nicotiana plumbaginifolia 
flacca                    Lycopersicon esculentum 
sitiens                    Lycopersicon esculentum 
droopy                   Solanum phureja  
nar2a                     Hordeum vulgare 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fong et al. 1983a) 
Hable et al. 1998 
 
Fong et al. 1983a) 
 
 
Fong et al. 1983a) 
 
 
 
 
 
 
Fong et al. 1983a) 
 
 
 
Marin et al. 1996 
 
 
 
 
 
 
Burbidge et al. 1999 
Schwartz et al. 1997b), 
Tan et al. 1997 
Schwartz et al. 1997a) 
 
Schwartz et al. 1997a) 
Leydecker et  al. 1995 
Lichtenthaler et al. 1997, 
Marin et al. 1996 
Quarrie 1982 
Schwartz et al. 1997a) 

 

Abb. 1. ABA-Biosyntheseweg und bereits klonierte Enzyme nach Liotenberg et al. (1999). Darstellung der 
ABA-Biosynthesemutanten und der blockierten enzymatischen Schritte der Synthese. 
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ABA-Biosynthese genutzt werden (Abb. 1). Die bekannten Mutanten weisen keine vollstän-

dige Blockade der ABA-Biosynthese auf. Durch Untersuchungen der ABA-defizienten To-

matenmutanten flacca und sitiens konnte die Existenz eines alternativen ABA-Biosynthese-

weges über ABA-Alkohol nachgewiesen werden (Linforth et al. 1987, Taylor et al. 1988, 

Rock et al. 1991). 

Da die Nicotiana plumbaginifolia Mutanten aba1 und aba2-1s (aba2) in den Untersuchun-

gen zur ABA-Funktion während der frühen somatischen Embryogenese eingesetzt wurden, 

sollen beide Mutanten näher charakterisiert werden. aba2 wurde nach Insertionsmutagenese 

unter Verwendung des autonomen Activator-Transposons von Mais als frühkeimende Mutan-

te isoliert (Marion-Poll et al. 1993). Die Nachkommenschaft zeigte verringerte Samenruhe, 

geringe Wuchshöhe sowie eine erhöhte Sensitivität gegenüber Wasserstress. Der ABA-Gehalt 

war stark verringert (Audran et al. 1998). Durch Marin et al. (1996) wurde das durch „Trans-

poson-Tagging“ betroffene Gen kloniert und als Zeaxanthinepoxidase charakterisiert. Die 

Pflanzen enthielten erhöhte Mengen an Zeaxanthin. Durch Analyse der Protein- und mRNA-

Muster konnte gezeigt werden, dass das Enzym hauptsächlich in Blättern, in geringerem 

Umfang aber auch in Wurzeln und Samen exprimiert wird. Während der Samenentwicklung 

wurden die höchsten mRNA-Mengen kurz vor Mitte der Samenentwicklung nachgewiesen 

(Audran et al. 1998). Durch Überexpression der Zeaxanthinepoxidase konnte die Samen-

keimung verzögert werden. In Pflanzen mit antisense ABA2 mRNA-Expression hingegen sank 

der ABA-Gehalt drastisch ab, und die Pflanzen zeigten einen mutantenähnlichen Phänotyp 

(Frey et al. 1999). 

Auch die ABA-Biosynthesemutante aba1 von Nicotiana plumbaginifolia konnte bezüglich 

des Defektes in der ABA-Synthese charakterisiert werden (Leydecker et al. 1995). In dieser 

Mutante ist die Biosynthese des Molybdäncofaktors der ABA-Aldehydoxidase gestört, sodass 

die Umwandlung von ABA-Aldehyd in ABA nicht katalysiert werden kann. Diese Pflanzen 

weisen wie aba2 einen stark reduzierten ABA-Gehalt auf. Die Molybdäncofaktormutation 

beeinflusst neben ABA-Aldehydoxidase auch Xanthindehydrogenase. Für Nitratreduktase, die 

ebenfalls den Molybdäncofaktor zur Katalyse benötigt, wurde Überexpression nachgewiesen 

(Leydecker et al. 1995). Die Beeinflussung mehrerer Enzymaktivitäten durch diese Mutation 

erschwert die Interpretation der Daten in Bezug auf ABA-Mangeleffekte. 

 

1.3.2. ABA-Akkumulation während der Samenentwicklung 

Die Samenentwicklung ist ein komplex regulierter Prozess, bei dem verschiedene Hor-

mone zusammenspielen (Evans 1994, Rock und Quatrano 1995). So verändern sich während 
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der unterschiedlichen Phasen der Samenentwicklung die Konzentrationen von Auxinen, 

Cytokininen, Gibberellinen und Abscisinsäure. Da im folgenden Erkenntnisse zur ABA-

Funktion während der Embryogenese, Samenentwicklung und -reifung dargestellt werden 

sollen, wird zunächst die Veränderung der ABA-Konzentration während dieser Entwick-

lungsprozesse betrachtet. 

In den meisten Geweben liegt der endogene ABA-Gehalt zwischen 10 und 50ng g-1 Frisch-

gewicht entsprechend 4x10-8 bis 2x10-7M (Walton und Li 1995). Wesentlich erhöhte ABA-

Gehalte (bis 10-6M) wurden in sich entwickelnden Samen und ruhenden Knospen gefunden. 

Im Verlauf der Samenentwicklung finden große Veränderungen des ABA-Gehaltes statt. 

Innerhalb weniger Tage steigt der Gehalt auf das 100fache an, um während Reifung und Aus-

trocknung wieder auf geringere Werte zu fallen. An diesem Prozess können Synthese, Meta-

bolismus und Import beteiligt sein (Walton und Li 1995). 

Der starke Anstieg des ABA-Gehaltes erfolgt in der ersten Hälfte der Samenentwicklung 

(Rock und Quatrano 1995). In der Mitte der Samenentwicklung besitzen Samen sowohl einen 

hohen ABA-Gehalt als auch die höchste ABA-Sensitivität (Kermode 1990). Während des 

Überganges zu späteren Embryogenesestadien erreicht der ABA-Gehalt maximale Werte, 

wobei teilweise zwei Maxima beobachtet werden - eines maternalen und eines zygotischen 

Ursprungs. Finkelstein (1994) fand, dass maternale ABA für die Samenentwicklung notwen-

dig ist. In reifenden und ruhenden Samen nehmen der ABA-Gehalt und die ABA-Sensitivität 

ab, das Austrocknungssignal kommt vom Embryo selbst (Karssen et al. 1983, Koornneef et 

al. 1989, Kermode 1990, Rock und Quatrano 1995). Ein ähnlicher Verlauf der ABA-Akku-

mulation wurde durch Imai et al. (1995) für Nicotiana tabacum beschrieben. 

 

1.3.3. ABA-Effekte während der Samenentwicklung 

Diese drastischen Änderungen der ABA-Menge lassen auf wichtige Funktionen des Hor-

mons während der Samenentwicklung schließen. Eine Reihe von experimentellen Untersu-

chungen bestätigten diese Überlegungen.  

ABA ist maßgeblich an der Induktion der Synthese und Akkumulation von Speicherprotei-

nen beteiligt. Diese Funktion wurde durch Untersuchungen an isolierten Embryonen verschie-

dener Spezies belegt (Kermode 1990). Die Induktion der Speicherproteinsynthese und –akku-

mulation in isolierten unreifen Embryonen durch exogene ABA wurde für Sojabohne (Glyci-

ne max L., Ackerson 1984, Eisenberg und Mascarenhas 1985, Bray und Beachy 1985), Raps 

(Brassica napus L., Crouch und Sussex 1981, Finkelstein et al. 1985), Senf (Sinapis alba L., 

Fischer et al. 1987) und Luzerne (Medicago sativa L., Xu et al. 1990) gezeigt. Die Induzier-
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barkeit und die dafür notwendige ABA-Konzentration hängen vom Entwicklungsstadium der 

isolierten Embryonen ab (Kermode 1990). Durch Applikation des ABA-Biosyntheseinhibitors 

Fluridon wurde die Speicherproteinsynthese in isolierten Embryonen von Luzerne (Xu und 

Bewley 1995) und Senf (Fischer et al. 1987) verhindert. Auch in vivo konnte eine Korrelation 

zwischen endogenem ABA-Gehalt und dem Beginn der Speicherstoffakkumulation herge-

stellt werden (Ackerson 1984, Finkelstein et al. 1985, Kermode 1990, Rock und Quatrano 

1995). Für verschiedene ABA-defiziente Mutanten von Arabidopsis thaliana wurde kein 

Zusammenhang zwischen ABA-Defizienz und Speicherproteinsynthese gefunden (Zeevaart 

und Creelmann 1988). Samen transgener Nicotiana tabacum Pflanzen mit samenspezifisch 

immunmoduliertem ABA-Gehalt (Phillips et al. 1997) enthielten im Vergleich zum Wildtyp 

keine „protein bodies“ und weniger Ölkörper. Leps (1998) konnte zeigen, dass Embryonen 

von Pflanzen mit hohem Antikörpergehalt kaum Legumin mRNA akkumulierten. 

In Samen ABA-defizienter Mutanten wurden geringere Mengen an LEA–Proteinen (late 

embryogenesis abundant) nachgewiesen (Merlot und Giraudat 1997). Auch für eine andere 

Gruppe von Proteinen, die Dehydrine, die vermutlich im Zusammenhang mit der Austrock-

nungstoleranz der Samen eine Rolle spielen, wurde eine ABA-abhängige Akkumulation der 

mRNA unabhängig von Wasserstress gefunden (Kermode 1990, Close 1996). 

Die Regulation der Expression der entsprechenden Gene durch ABA fassten Skriver und 

Mundy (1990) sowie Busk und Pagès (1998) zusammen. 

Nicht nur die Reserveprotein- sondern auch die Stärkeakkumulation wird in Samen durch 

ABA beeinflusst (Schussler et al. 1984). 

Weiterhin spielt ABA eine bedeutende Rolle bei der Ausbildung der Samenruhe und der 

Verhinderung vorzeitiger Keimung. Nachweise wurden durch in vitro Inkubation isolierter 

Embryonen in Gegenwart von ABA erbracht (Kermode 1990). Frühe und späte Stadien iso-

lierter Rapsembryonen keimten gut unter in vitro Bedingungen, Embryonen mittlerer Stadien 

hingegen schlecht (Xu et al. 1990). Ähnliche Ergebnisse wurden für verschiedene andere 

Pflanzenarten erzielt (Kermode 1990). Der Einfluss von ABA auf die Ausbildung der Samen-

ruhe und Verhinderung der Keimung konnte auch an ABA-defizienten und ABA-insensitiven 

Mutanten demonstriert werden (Rock und Quatrano 1995, Koornneef et al. 1998). Viviparie 

konnte ebenfalls durch samenspezifische Immunmodulation des ABA-Gehaltes durch 

Expression von anti-ABA Einzelketten-Antikörpern (scFv) erzeugt werden (Phillips et al. 

1997). 

Im Zusammenhang mit der Verhinderung der vorzeitigen Keimung wurde ein stabilisie-

render ABA-Einfluss auf die Zellwand (Schopfer und Plachy 1985) und die Verhinderung der 
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Keimwurzelelongation (Karssen 1976, Groot und Karssen 1992, Hilhorst und Downie 1995) 

gezeigt. 

Während der Samenentwicklung finden hauptsächlich anabolische Prozesse statt. Die 

Hemmung reservemobilisierender Enzyme wie α-Amylase, Malatsynthase und Isocitratlyase, 

sowie zellwandabbauender Enzyme wie Endo-β-Mannanase durch exogene ABA wurde 

nachgewiesen (Kermode 1990). 

Auch die Chlorophyllbiosynthese in Samen wird durch ABA beeinflusst. So fanden Le 

Page-Degivry et al. (1987) einen Zusammenhang zwischen ABA-Gehalt und Chlorophyllbio-

synthese in Apfelkotyledonen. Lichtenthaler und Becker (1970) postulierten einen ABA-

Einfluss auf die Induktion der Thylakoidbildung und daraus resultierend eine verringerte 

Isoprenoidbiosynthese. Vivipare Samen immunmodulierter Pflanzen enthielten ebenfalls 

größere Mengen Chlorophyll als der Wildtyp (Phillips et al. 1997). 

 

1.3.4. Strategien der ABA-Funktionsanalyse 

Zur Untersuchung der ABA-Funktion während der Embryogenese werden verschiedene 

Versuchstrategien eingesetzt. Dazu gehören Untersuchungen isolierter zygotischer 

Embryonen und somatischer Embryonen. Verglichen wurden Wildtyp, ABA-Biosynthese-

Mutanten und transgene Pflanzen, in denen die Hormonfunktion durch Expression von 

Einzelketten-Antikörpern immunmoduliert wird. Diese Strategien liefern in 

unterschiedlichem Umfang Daten über die Embryoentwicklung und besitzen Vor– und 

Nachteile bezüglich ihrer Anwendbarkeit insbesondere auf frühe Stadien der Embryogenese. 

Ein Ansatz ist die in vitro Kultur isolierter zygotischer Embryonen unterschiedlicher Ent-

wicklungsstadien. Diese Methode erlaubt Variationen des Nährstoff- und Wirkstoffangebotes 

im Kulturmedium. Es können Aussagen zur Lebensfähigkeit der Embryonen, Speicherpro-

teinakkumulation und zum Übergang zwischen Samenentwicklung und Keimung getroffen 

werden. Einflüsse des osmotischen Potentials des Kulturmediums, der ABA-Applikation oder 

eines ABA-Biosyntheseinhibitors können getestet werden (Fischer et al. 1987, Xu et al. 1990, 

Xu und Bewley 1995). Die Nachteile der Untersuchungen an isolierten zygotischen 

Embryonen liegen vor allem in der Materialverfügbarkeit. Weiterhin ist der ABA-Gehalt 

isolierter Embryonen niedriger als in vivo, sodass keine Aussagen zur Situation in planta 

gemacht werden können (Kermode 1990, Bewley und Black 1994). 

Eine weitere Möglichkeit ist die Untersuchung der ABA-Funktion in somatischen Embryo-

genesesystemen. Dieser Ansatz sollte Ereignisse in frühen Stadien der Embryogenese simu-

lieren können, da zwischen zygotischen und somatischen Embryonen in vielen Parametern 
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große Ähnlichkeiten festgestellt wurden (Zimmermann 1993). Auch somatische Embryonen 

synthetisieren und akkumulieren ABA (Hatzopoulos et al. 1990). Das System erlaubt sowohl 

die Applikation von Wirkstoffen als auch Mediummodifikationen wie zum Beispiel pH und 

Osmolarität. Die Embryoentwicklung kann unabhängig von maternalen Einflüssen verfolgt 

werden. Nachteil des Systems ist, dass trotz großer Ähnlichkeiten auch Unterschiede zur 

zygotischen Embryogenese bestehen. ABA-Gehalte in somatischen Embryonen sind geringer 

als in zygotischen Embryonen. Die Biosynthese einiger samenspezifischer Proteine (LEA) 

und die Reserveproteinakkumulation werden früher angeschaltet und die akkumulierten 

Mengen sind geringer (siehe auch 1.2.). Somatische Embryonen gehen nicht in einen 

Ruhezustand über. Obwohl gerade frisch isolierte Mesophyllprotoplasten eine hohe Synchro-

nität zeigen (Dudits et al. 1991), nimmt diese im Verlauf der in vitro Kultivierung ab (Zim-

mermann 1993).  

Wie bereits unter 1.3.2. beschrieben, konnten in den letzten Jahren zahlreiche ABA-defi-

ziente Mutanten isoliert werden (Merlot und Giraudat 1997). Durch Untersuchungen definier-

ter Mutanten wurde es möglich, die ABA-Funktion in Pflanzen unabhängig von exogener 

Wirkstoffapplikation bzw. Biosynthesehemmung durch Inhibitoren zu untersuchen (Koorn-

neef et al. 1998). Als Nachteil der Mutanten ist zu werten, dass gewebespezifische Effekte 

nicht isoliert untersucht werden können, da der Mutanteneffekt in der ganzen Pflanze wirksam 

ist. Außerdem sind pleiotrope Effekte zu berücksichtigen, die auf das gestörte Hormonverhält-

nis zurückzuführen sind (Evans 1984). Der ABA-Gehalt in den defizienten Mutanten ist zwar 

stark reduziert, dennoch sind immer noch geringe ABA-Mengen vorhanden, die für die 

Steuerung ABA-regulierter Prozesse ausreichend sein könnten. 

Durch die Applikation von ABA-Biosyntheseinhibitoren wie Fluridon kann ABA-Mangel 

erzeugt werden. Der Vorteil der biochemischen Beeinflussung unter Verwendung von ABA-

Biosyntheseinhibitoren ist, dass Zeitpunkt und Dauer der Applikation wählbar sind (Kermode 

1990). Allerdings muss berücksichtigt werden, dass die Wirkung des Inhibitors, der frühe 

Schritte der Carotinoidbiosynthese hemmt, auch unspezifische Effekte wie Zerstörung der 

Chloroplasten im Licht sowie Stoffwechselveränderungen hervorruft (Zeevaart und Creelman 

1988). 

In jüngerer Zeit wurde durch die Möglichkeit der Immunmodulation eine neue Methode 

verfügbar. Dabei wird die Verfügbarkeit von ABA in der Zelle durch intrazelluläre Expres-

sion eines anti-ABA Einketten-Antikörpers (scFv), der das Phytohormon spezifisch bindet, 

blockiert (Artsaenko et al. 1995, Phillips et al. 1997). Durch Antikörperbindung wird ABA 

direkt inaktiviert, während in Mutanten oder nach ABA-Biosyntheseinhibitorapplikation Bio-
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syntheseweg oder Funktion von Präkursoren beeinflusst werden (Artsaenko et al. 1999). Da 

die Expression des Antikörpers in transgenen Pflanzen unter die Kontrolle spezieller Promo-

toren gestellt werden kann, ist eine zeitliche und räumliche Veränderung der ABA-Verfüg-

barkeit in der Pflanze möglich. Der Vorteil dieses Ansatzes liegt somit in der Möglichkeit der 

gezielten organ- und entwicklungsspezifischen Veränderung der ABA-Verfügbarkeit.  

 

1.4. Zielstellung der Arbeit 

Obgleich die Regulation später Prozesse der Embryoentwicklung und -reifung durch ABA 

gut dokumentiert ist, sind ABA-Einflüsse in der frühen Embryogenese nicht bekannt. Da in 

vitro Embryogenese experimentellen Zugriff auf frühe Embryogenesestadien garantiert, liefert 

die direkte somatische Embryogenese von Nicotiana plumbaginifolia ein geeignetes Experi-

mentalsystem zur Untersuchung der ABA-Funktion in frühen Prozessen der Embryodifferen-

zierung. Nach Zellteilungsinduktion durch hohe Auxin- und Cytokininkonzentrationen diffe-

renzieren in vitro kultivierte Mesophyllprotoplasten im moderaten Hormonregime ohne inter-

mediäre Kallusbildung mit relativ hoher Synchronität zu somatischen Embryonen, die zu 

Ganz-Pflanzen regenerieren. Durch morphogenetische Kriterien und biochemische Parameter 

kann die Differenzierung zu definierten Embryostadien bei nativem ABA-Gehalt embryoge-

nese-kompetenter Zellen des Wildtyps, bei artifiziellem ABA-Mangel oder nach exogener 

ABA-Applikation zu den Embryogenesesystemen vergleichend analysiert werden. Artifiziel-

ler ABA-Mangel embryogenese-kompetenter Zellen kann gentechnisch durch konstitutive 

Expression eines anti-ABA-Einzelketten-Antikörpers in transgenen Nicotiana plumbaginifo-

lia Pflanzen erzeugt werden, ist genetisch in Zellen der ABA-Biosynthesemutanten von Nico-

tiana plumbaginifolia aba1 und aba2 fixiert oder kann biochemisch durch Applikation des 

ABA-Biosyntheseinhibitors Fluridon zur in vitro Embryogenese produziert werden. Die 

Effizienz der drei Versuchsstrategien zur artifiziellen Erzeugung von ABA-Mangel ist durch 

Bestimmung des endogenen ABA-Gehaltes in definierten Zellkulturstadien des Embryo-

genesesystems zu prüfen. Nach Applikation exogener ABA zu unterschiedlichen in vitro 

Systemen kann der Nachweis der ABA-Funktion durch Normalisierung der Embryodifferen-

zierung erbracht werden. 

Parallele Parameterbestimmungen während der Samenentwicklung ermöglichen Analogie-

schlüsse zur Entwicklung zygotischer Embryonen. 
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2.  Material und Methoden 
 
2.1. Material 

 
2.1.1.  Pflanzenmaterial 

Nicotiana plumbaginifolia cv. Viviani  (Np) (Dr. A. Müller, Institut für Kulturpflanzenfor-

schung und Pflanzengenetik (IPK) Gatersleben) 

Nicotiana plumbaginifolia aba1 Mutante (Leydecker et al. 1995) und aba2-1s (aba2) Mutante 

(Marion-Poll et al. 1993) (A. Marion-Poll, Institut National de la Recherche Agronomique 

Versailles, Frankreich) 

 

2.1.2.  Vektoren zur Pflanzentransformation 

pGSGluc1 Specr  (Saito et al. 1990) 

binärer Vektor Fragmente (Hind III) enthaltend aus den Vektoren: 

pRTRA7/3   (Artsaenko et al. 1995) 
CaMV35S-Promotor – Leguminsignalpeptid – anti-ABA scFv – c-myc-tag – KDEL – CaMV35S Terminator  

pRTRA15   (Fiedler et al. 1997) 
CaMV35S-Promotor – Leguminsignalpeptid – anti-Oxazolon scFv – c-myc-tag – KDEL – CaMV35S 

Terminator 

 

2.1.3.  Bakterien 

Agrobacterium tumefaciens-Stämme: pGV 2260 in C58C1  (Deblaere et al. 1985) 
      EHA 101 in C58  (Hood et al. 1986) 
 

2.1.4.  Enzyme 

Cellulase “Onozuka R-10” (Serva, Heidelberg), 1% 

Macerozym R-10 (Serva), 0,4% 

Die Enzyme wurden in der angegebenen Konzentration in K3, 0,5M Saccharose gelöst. Die 

Enzymlösung wurde sterilfiltriert (Porengröße 0,2µm) und vor Gebrauch 1:1 (v/v) mit dem 

gleichen Medium verdünnt. 

 

2.1.5.  Antibiotika 

Ampicillin (Roth, Karlsruhe) 
 Stammlösung:   10mg ml-1, Endkonzentration: 100µg ml-1 
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Carbenicillin (Duchefa, Haarlem, Niederlande) 
Stammlösung:   25mg ml-1, Endkonzentration: 100µg ml-1 

Betabactyl* (Ticarcillin) (SmithKline Beecham, München) 
Stammlösung: 100mg ml-1, Endkonzentration: 250µg ml-1 

Kanamycin (Duchefa) 
 Stammlösung:   10mg ml-1, Endkonzentration:   50µg ml-1 

Rifampicin (Duchefa) 
Stammlösung:   25mg ml-1, Endkonzentration: 100µg ml-1 

Spectinomycin (Duchefa) 
 Stammlösung:   50mg ml-1, Endkonzentration: 100µg ml-1 (Agro-Bakterien) 
Alle Antibiotika wurden sterilfiltriert. 

 

2.1.6.  Pflanzenhormone und andere Wirkstoffe 

(RS)-cis, trans Abscisinsäure (Sigma Chemicals Co., St. Louis, USA) 
Stammlösung: 0,4mg ml-1, Endkonzentration: 0,4µg ml-1 (1,5µM), Lösungsmittel 
(LM): Wasser, Anlösen in 1N NaOH 

6-Benzylaminopurin (Sigma) 
Stammlösung: 0,4mg ml-1, Endkonzentration: 1µg ml-1 (Blattscheiben), Endkonzen-
tration für Zellkultur siehe 2.2.4., LM: Wasser, Anlösen in 1N HCl  

α-Naphthylessigsäure (Sigma) 
Stammlösung: 0,4mg ml-1, Endkonzentration: 0,1µg ml-1 (Blattscheiben), Endkonzen-
tration für Zellkultur siehe 2.2.4., LM: Wasser, Anlösen in 2% KOH 

 

Alle Hormone wurden sterilfiltriert. 
 

Fluridon (1-Methyl-3-Phenyl-5(3-Trifluoromethyl)-Phenyl)4.(1.4)-Pyridinon (Duchefa) 
Stammlösung: 0,33mg ml-1, Endkonzentration: 0,33µg ml-1 (1µM), LM: Dimethylsul-
foxid (DMSO) 

 

2.1.7.  Antikörper und Konjugate 

anti-c-myc monoklonaler Antikörper 9E10 (Munroe und Pelham 1986) 
anti-Maus IgG Antikörper (Kaninchen, Sigma) 
anti-hsp17 Antikörper (Dr. R. Manteuffel, IPK Gatersleben) 
anti-Tabakglobulin Antikörper (Dr. R. Manteuffel, IPK Gatersleben) 
anti-Maus IgG-Peroxidase (POD) Konjugat (Sigma) 
anti-Kaninchen-Peroxidase Konjugat (Serva) 
anti-Maus IgG-Alkalische Phosphatase (ALP) Konjugat (Boehringer, Mannheim) 
anti-Kaninchen-Alkalische Phosphatase Konjugat (Boehringer) 
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2.1.8.  Proteinmarker 

SeeBlueTM Pre-Stained Standard (Novex, San Diego, USA) 
ChemiBlotTM Molecular Weight Markers (Chemicon International, Temecula, USA) 

 

2.1.9.  Andere Reagenzien und Kits  

Acrylamid/Bisacrylamid-Stammlösung (Roth) 
Bio-Rad Protein Assay (BioRad) 
“ECL western blotting analysis system” (Amersham, Braunschweig) 
Glycerol (Roth) 
D-Mannitol (Serva) 
Natriumhypochlorit (Roth) 
Nitro Blue Tetrazolium (NBT)/ 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphat, p-Toluidinsalz 
(BCIP) (Schleicher und Schüll, Dassel) 
p-Nitrophenylphosphate (Boehringer) 
Rinderserumalbumin (Biogene, Berlin) 
Saccharose (GIBCO BRL, Paisley, UK) 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva) 
Tris HCl (GIBCO BRL) 
Triton X-100 (Roth) 
Tween 20 (Serva) 
ZincFormal-Fixx (Life Science International, Frankfurt) 

 

2.1.10.  Medien 

CPY-Medium:   0,1% Hefeextrakt, 0,5% Trypton, 0,5% Saccharose,  
2mM MgSO4 (pH 7,2) 

CBY-Medium:   CPY, 2% Bactoagar 
 

Murashige/Skoog-Flüssigmedium (MS-Flüssigmedium, Murashige und Skoog 1962): 
    4,405g l-1 MS (Mikro- und Makroelemente inklusive Vitamine, 
    Duchefa), 3% Saccharose (pH 5,8) 
MS Festmedium:   MS Flüssigmedium, 1% Agar (pH 5,8) 
¼ MS:    ¼ MS (Mikro- und Makroelemente), ohne Saccharose (pH 5,8) 
 

0oW-Medium (modifiziertes MS-Medium, Tewes et al. 1991) 

Zusammensetzung:  CaCl2 x 6H2O     661,0mg l-1 
 MgSO4 x 7H2O    740,0mg l-1 
 KH2PO4     170,0mg l-1 
 FeSO4 x 7H2O        27,8mg l-1 
 Na2EDTA       37,3mg l-1 
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 H3BO4          6,2mg l-1 
 MnSO4 x 4H2O      22,3mg l-1 
 ZnSO4 x7H2O         8,6mg l-1 

KJ          0,8mg l-1 
CoCl2 x 6H2O       25,0µg l-1 
CuSO4 x 5H2O      25,0µg l-1 
Na2MoO4 x 2H2O    250,0µg l-1 

m-Inosit     100,0mg l-1 
Thiamin·HCl       10,0mg l-1 
Nicotinsäure         1,0mg l-1 
Pyridoxin·HCl         1,0mg l-1 

 

Succinat 1M, pH 5,8, sterilfiltriert: 

    Bernsteinsäure    118,0g l-1 

    KOH      112,0g l-1 

    NH4Cl        53,0g l-1 

 

KNO3 1M, sterilfiltriert 

0oW-Flüssigmedium:  3% Saccharose, 0,2 oder 0,4M Mannit, pH 5,8 
0oW-Festmedium:   1% Saccharose, 1% Agar, 20mM Succinat,  

10mM KNO3, pH 5,8 
 

K3-Medium (Nagy und Maliga 1976, modifiziert durch A. Tewes, IPK Gatersleben) 
 

Zusammensetzung:  NH4NO3      240,0mg l-1 
NaH2PO4      150,0mg l-1 
(NH4)2SO4      130,0mg l-1 
KNO3     2400,0mg l-1 
MgSO4 x 7H2O     250,0mg l-1 
CaCl2 x 6H2O      880,0mg l-1 
FeSO4 x 7H2O       27,8mg l-1 
Na2EDTA        37,3mg l-1 

H3BO4           3,0mg l-1 
MnSO4 x 4H2O       10,0mg l-1 
ZnSO4 x7H2O          2,3mg l-1 
KJ         77,0µg l-1 
CoCl2 x 6H2O        25,0µg l-1 
CuSO4 x 5H2O       25,0µg l-1 
Na2MoO4 x 2H2O     250,0µg l-1 

m-Inosit      100,0mg l-1 
Thiamin·HCl        10,0mg l-1 
Nicotinsäure          1,0mg l-1 
Pyridoxin·HCl          1,0mg l-1 

D-Xylose      250,0mg l-1 

Bromkresolpurpur  2,0mg l-1 

 



  Material und Methoden 

 18 

K3-Flüssigmedium 1:   0,5M Saccharose 
K3-Flüssigmedium 2:   3% Saccharose, 0,4M Mannit, pH 5,8 (vor Verwendung mit 

 steriler 2% KOH eingestellt) 
 
Alle Medien wurden durch Autoklavieren sterilisiert. Die entsprechenden Hormone und Anti-
biotika sowie Succinat und KNO3 wurden nach Abkühlung auf 60°C zugesetzt. 
 

2.1.11.  Puffer und Lösungen 

Blocklösung: Roti-Block (Roth), 1:10 (v/v ) mit Wasser verdünnt 
Carbonatpuffer: 50mM Na2CO3, pH 9,6 
Globulinextraktionspuffer: PBS-Puffer, 0,5M NaCl, 5mM EDTA, 1mM PMSF 
Phosphate gepufferte Saline (PBS): 8mM Na2HPO4, 2mM KH2PO4, 150mM NaCl, pH 7,5 

Proteinextraktionspuffer I:  50mM Tris⋅HCl, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS, 
0,1% (v/v) Mercaptoethanol, pH 7,6 

Proteinextraktionspuffer II : PBS-Puffer, 0,1% (w/v) SDS, 0,1% (v/v) Mercaptoethanol,  
 pH 7,5 
SDS-Probenpuffer:  10% Glycerol, 2% SDS, 5% Mercaptoethanol, 62,5mM Tris, 

Bromphenolblau 

Sammelgelpuffer:  100ml: 6.06g Tris⋅HCl, 0,4g SDS, pH 6,8 

SDS-Elektrophoresepuffer: 1l: 3,03g Tris⋅HCl, 1g SDS, 14,4g Glycerol, pH 8,4 

Trenngelpuffer:  100ml: 18,16g Tris⋅HCl, 0,4g SDS, pH 8,8 

Transferpuffer:   25mM Tris⋅HCl, 192mM, Glycin, 20% Methanol, 0,1% SDS 

Tris/Saline:   10mM Tris⋅HCl, 154mM NaCl 

Tris/Saline/Triton:  20mM Tris⋅HCl, 154mM NaCl, 0,5% Triton 
W5-Puffer: 125mM CaCl2, 154mM NaCl, 54mM KCl, 5,55mM Glukose, 

pH 5,8; autoklavieren 

 

2.1.12.  Andere Materialien und Geräte 

ECL-Filme HyperfilmTM ECLTM (Amersham) 
Filme (Fujichrome Velvia, Tokyo, Japan) 
Filterpapier Gel Blotting Paper GB003 (Schleicher und Schüll) 
Historesin (Leica, Heidelberg) 
Mikrotiterplatten Falcon 3915 Pro-bindTM Assay Plate (Becton Dickinson, New Jersey, USA) 
Nitrocellulose-Membranen BA 85 (Schleicher und Schüll) 
Petrischalen (Greiner, Frickenhausen) 
Sterilfilter (0,2µm, Heinemann Labortechnik GmbH, Duderstadt) 
 
Axioskop (Zeiss, Oberkochen), MC 80 Kamerazubehör 
Cytoplast Telaval 31 (Zeiss) 
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ELISA Reader Dynatech MR 7000 (Dynex Technologies, Denkendorf) 
Homogenisator RW 16 Basic (IKA Labortechnik, Stauffen) 
Mikrotom (Leica) 
Pflanzenkulturschrank Persival Scientific I-35LLVL (CLF Analytische Laborgeräte, Emers-
acker) 
Wasserbad Haake W19/DC1 (Haake, Karlsruhe) 
Zentrifugen: Biofuge Fresco (Heraeus, Osterode) 

Biofuge 22R, Schwingrotor HAS 4.100 (Heraeus) 

 

2.2.  Methoden 

2.2.1.  Anzucht- und Wachstumsbedingungen für Pflanzen 

Pflanzenkulturschrank 21°C, 16h Licht 
Pflanzenkulturraum  22°C, 16h Licht 
Phytokammer   18°C, 16h Licht, 95% Luftfeuchtigkeit 
Gewächshaus   16h Licht 

 

2.2.2.  Pflanzentransformation 

Die Transformation von Nicotiana plumbaginifolia Wildtyp-Pflanzen erfolgte durch Agrobac-

terium tumefaciens vermittelten Gentransfer (Conrad et al. 1998). Blattstücke in vitro kulti-

vierter Pflanzen wurden steril entnommen, 48h auf MS-Mediumplatten mit Naphthylessig-

säure (NAA) und 6-Benzylaminopurin (BA) inkubiert und mit Agrobakterien, die das entspre-

chende Konstrukt enthielten, durch Benetzen infiziert. Die Agrobakterien wurden in 5-10ml 

CBY-Medium mit den entsprechenden Antibiotika für 48h (28°C, Schütteln) vorkultiviert und 

1:50 in flüssigem MS-Medium verdünnt. Nach 48h Kokultivierung wurden die Blattstücke 

auf MS-Medium mit NAA, BA, Kanamycin (Kan) und Ticarcillin (Ti) transferiert. Nach 4 

Wochen wurden die Explantate auf frisches Medium umgesetzt und bis zur Sprossbildung im 

Dunkeln im Pflanzenanzuchtraum gehalten. Die Wurzelbildung an Sprossen wurde durch 

Umsetzen auf hormonfreies Medium und durch Belichtung gefördert. Die Pflanzen wurden 

ins Gewächshaus oder in die Phytokammer überführt. 

 

2.2.3.  Pflanzenanzucht und -kultivierung 

Samen der einzelnen Linien wurden in Natriumhypochlorit (12%, 1:5,6 verdünnt) 5min steri-

lisiert, mit ausreichend sterilem destilliertem Wasser gewaschen und auf ¼ MS-Platten mit 

oder ohne Antibiotikum ausgelegt. Die Keimung erfolgte im Pflanzenkulturschrank. Die 

Keimlinge wurden entweder auf modifiziertem MS-Medium (0oW siehe 2.1.10.) im Pflanzen-
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anzuchtraum weiterkultiviert oder in der Phytokammer auf Erde angezogen.  

 

2.2.4.  Segregationsanalyse 

Die Samen der TG1-Generation wurden einer Segregationsanalyse unterzogen. Dazu wurden 

die Samen der transgenen Linien wie unter 2.2.3. beschrieben auf Kan-haltigem Medium an-

gekeimt und nach 8 Wochen die Segregation durch Bestimmung des Verhältnisses zwischen 

kanamycin-resistenten und kanamycin-sensitiven Keimlingen ermittelt. 

 

2.2.5.  in vitro Kultivierung von Protoplasten  

  (Protokoll A. Tewes, IPK Gatersleben) 

2.2.5.1. Protoplastierung 

An der Oberfläche verwundete Blätter in vitro kultivierter Pflanzen wurden 2h auf 15mM 

CaCl2 inkubiert. Die Verdauung der Zellwände erfolgte 16h bei 21°C in Cellulase und Maze-

rozym haltigem K3-Medium (0,5M Saccharose). Danach wurde die Zellsuspension 1h vor-

sichtig geschüttelt. Die Protoplasten wurden mittels eines Siebes (80µm) von unverdautem 

Blattmaterial getrennt und durch Zentrifugation (10min bei 76xg, 15°C) gesammelt. Die flo-

tierenden Protoplasten wurden abgenommen und 2x mit W5-Puffer (10ml, 5ml) gewaschen. 

Die gereinigten Protoplasten wurden in K3-Medium (2mg l-1 NAA, 1mg l-1 BA) aufgenom-

men, gezählt (Thoma-Zählkammer) und je 6 ml Protoplastensuspension in einer Dichte von 

7x104 Zellen ml-1 ausplattiert. 

 

2.2.5.2. Somatische Embryogenese 

Nach 3 Tagen erfolgte eine 1:1 Verdünnung der in vitro kultivierten Protoplasten mit K3-Me-

dium (0,02mg l-1 NAA, 0,2mg l-1 BA). Am 6. Tag der in vitro Kultivierung wurden die Zellen 

für den Mediumaustausch in sterile Zentrifugenröhrchen überführt, der Überstand abpipettiert 

und die sedimentierten Zellen in frischem K3-Medium (0,02mg l-1 NAA, 0,2mg l-1 BA, 2mM 

Succinat) aufgenommen. Weitere Verdünnungen der in vitro Kultur mit 0oW-Medium 

(0,02mg l-1 NAA, 0,2mg l-1 BA, 10mM Succinat, 0,4M Mannit) erfolgten am 10. und am 14. 

Tag. 17 Tage nach Kulturbeginn wurde mit 0oW-Medium (0,02mg l-1 NAA, 0,2mg l-1 BA, 

10mM Succinat, 0,2M Mannit) verdünnt. Das Verhältnis der Verdünnung der in vitro Zell-

kultur war abhängig von ihrem Entwicklungsstand. Die Überführung der Zellstrukturen auf 

Festmedium (0oW-Medium, 1mg l-1 BA, 20mM Succinat, 10mM KNO3, 1% Saccharose) 

erfolgte bei guter Entwicklung der Kultur nach 21 Tagen der in vitro-Kultivierung. Bei ersten 
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Anzeichen von Ergrünung wurden die Strukturen auf hormonfreies Festmedium transferiert. 

Allen Kulturen wurde Ticarcillin zugesetzt. Die transgenen Linien wurden in Gegenwart von 

Kanamycin kultiviert. Die Zugabe von ABA erfolgte ab 0., 3., 6. oder 10. Tag der in vitro 

Kultivierung. Der ABA-Biosyntheseinhibitor Fluridon wurde ab 10. Tag verwendet. Angaben 

im Text beziehen sich immer auf den jeweiligen Kulturtag, nicht auf Tage nach der 

Wirkstoffzugabe. 

 

2.2.5.3. Bestimmung der Regenerationseffizienz 

Zur Bestimmung der Regenerationseffizienz wurde am 21. Kulturtag die Anzahl globulärer 

Strukturen in 0,5ml der in vitro Zellkultur lichtmikroskopisch bestimmt. Die ermittelte 

Anzahl wurde unter Berücksichtigung des Verdünnungsregimes (siehe 2.2.5.2.) ins Verhältnis 

zur Ausgangszelldichte (7x104 Protoplasten ml-1) gesetzt. Die Regenerationseffizienz wurde 

in Prozent angegeben. 

 

2.2.5.4. Gewinnung von Zellkulturmaterial für biochemische Untersuchungen 

Protoplasten wurden nach dem 2. Waschschritt in W5-Puffer (siehe 2.2.5.1.) durch Zentrifu-

gation gesammelt. Zellen am 3. Kulturtag wurden 1:1 mit W5-Puffer verdünnt und nach 

Zentrifugation bei 156xg gewonnen. Zellkulturmaterial nach 6, 10, und 14 Tagen der in vitro 

Kultivierung wurde durch Sedimentation erhalten. Globuläre Strukturen am 21. Kulturtag 

wurden durch Filtration vom Medium getrennt. Die Strukturen des 14. und 21. Kulturtages 

wurden 2x mit W5-Puffer gewaschen. Alle Proben wurden nach Frischgewichtsbestimmung 

in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei –80°C gelagert. 

 

2.2.6.  Samengewinnung 

Zur Isolation von Samen unterschiedlicher Stadien wurden in ca. 2cm großen Blüten die An-

theren entfernt. Nach 2 Tagen wurden die Blüten mit dem Pollen der gleichen Pflanze be-

stäubt (0 DAP). Samenkapseln wurden nach 4, 8, 12, 16, 20 und 24 DAP geerntet. Die Samen 

wurden in flüssigen Stickstoff überführt und bei –80°C gelagert. 

 

2.2.7.  Hitzeschock-Behandlung 

Mit Protoplasten und Zellkulturstadien wurden Hitzeschockexperimente durchgeführt. Dabei 

wurde der Einfluss von ABA auf die Hitzeschockantwort getestet.  

Protoplasten wurden, wie unter 2.2.5.1. beschrieben, isoliert und in K3-Medium (0,02mg l-1 
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NAA, 0,2mg l-1 BA) aufgenommen. Folgende Proben wurden vorbereitet: frisch isolierte Pro-

toplasten, Protoplasten 24h ohne ABA, 24h 1,5µM ABA und 21h ohne ABA + 3h 1,5µM 

ABA. Die Inkubation erfolgte im Pflanzenkulturschrank. Für die Stressbehandlung wurden 

die Proben 15min bei 41°C im Wasserbad, 3h bei 21°C im Pflanzenkulturschrank und 1,5h 

bei 41°C (Wasserbad) inkubiert. 

Zum Nachweis der Hitzestressantwort in Abhängigkeit von der Entwicklung wurden Zellkul-

turproben differenter Entwicklungsstadien (3, 6, 10, 14 und 21 Tage der in vitro Kultivierung) 

wie folgt stressbehandelt: 15min 41°C (Wasserbad), 3h 21°C (Pflanzenkulturschrank), 3h 

41°C (Wasserbad).  

Der 21. Kulturtag wurde für die Untersuchung des Einflusses von ABA auf die Stressantwort 

gewählt. Die ABA-Behandlung erfolgte wie für Protoplasten und die Hitzestressbehandlung 

wie für Zellkulturstadien beschrieben. 

In allen Fällen wurde eine unbehandelte Probe als Kontrolle mitgeführt. 

 

2.2.8.  Proteinextraktion, -auftrennung und -nachweis 

2.2.8.1. Proteinextraktion 

Alle zur Extraktion verwendeten Proben wurden mit Hilfe eines Homogenisators zerkleinert. 

Blattmaterial wurde im Verhältnis 1:4 (w/v) mit Proteinextraktionspuffer I extrahiert, 30min 

geschüttelt und 8min 13700xg zentrifugiert. Das Pellet wurde nochmals extrahiert und Über-

stand 1 und 2 vereinigt.  

Zellkulturmaterial wurde 1:1 (w/v) mit Proteinextraktionspuffer I extrahiert. Im weiteren 

wurde verfahren wie für Blattmaterial beschrieben. 

Für den Nachweis von hsp17-Proteinen in Protoplasten wurden diese in SDS-Probenpuffer im 

Verhältnis von 1:3 (w/v) extrahiert, die Extrakte 30min geschüttelt, zentrifugiert (8min 

13700xg) und 3min bei 100°C gekocht. 

Für die Untersuchung der Akkumulation von hsp17, Tabakglobulinen und anti-ABA scFv 

während der Samenentwicklung wurden Samen unterschiedlicher Entwicklungsstadien im 

Verhältnis 1:10 (w/v) in Proteinextraktionspuffer II extrahiert. 

Die Tabakglobulinextraktion erfolgte unter Verwendung des Globulinextraktionspuffers im 

Verhältnis 1:200 (w/v) unter Zusatz von PolyclarAT. 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Extrakte erfolgte nach Bradford (1976).  
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2.2.8.2. Gelelektrophorese und Western Blot 

Proteinlösungen entsprechender Konzentrationen (1-20µg) wurden mit SDS-Probenpuffer 

versetzt und für 3min auf 100°C erhitzt. Die verschiedenen Proteinextrakte bestimmter 

Proteinkonzentration wurden elektrophoretisch auf einem 12,5%igen Polyacrylamidgel 

(Laemmli 1970) aufgetrennt und anschließend unter Verwendung von Transferpuffer elektro-

phoretisch auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Membran wurde 4h bei Raum-

temperatur mit Roti-Block-Lösung abgesättigt und anschließend kurz mit Tris/Saline ohne 

Triton gewaschen. Die Inkubationszeit für den primären Antikörper betrug 1h. Als primäre 

Antikörper wurden eingesetzt: anti-c-myc (Maus, Verdünnung: 1:40), anti-hsp17 (Maus bzw. 

Kaninchen, Verdünnung: 1:1000) und anti-Tabakglobulin (Kaninchen, Verdünnung 1:1000 

für Samentabakglobulin). Die Antiserumverdünnung erfolgte in Tris/Saline 1% BSA, 0,5% 

Tween 20. Im Anschluß wurde die Membran 3x 10min in Tris/Saline/0,5% Triton und 1x 

10min in Waschpuffer ohne Detergenz gewaschen. Für den Proteinnachweis mittels Chemi-

lumeneszenz wurden anti-Maus-POD (1:10000) oder anti-Kan-POD (1:3000 in Tris/Saline + 

1% BSA + 0,05% Tween 20) als sekundäre Antikörper eingesetzt. Nach Wiederholung der 

Waschschritte wurde das markierte Protein mit Hilfe des ECL-Systems nach Entwicklung des 

Filmes nachgewiesen. Für den kolorimetrischen Nachweis wurden die entsprechenden ALP-

Konjugate in Kombination mit dem Substrat NBT/BCIP verwendet.  
 

Zur semiquantitativen Bestimmung des anti-ABA scFv-Gehaltes in Zellstrukturen differenter 

Entwicklungsstadien wurde gereinigter scFv (Conrad et al. 1998) zur Erstellung einer Eich-

kurve im linearen Konzentrationsbereich verwendet. Dabei wurde der Schwärzungsgrad des 

Signals auf dem Film unter Verwendung des TINA-Programms (Raytest Isotopenmeßgeräte 

GmbH, Straubenhardt) zur Ermittlung der Eichkurve verrechnet und die entsprechenden scFv-

Quantitäten der Probenextrakte interpoliert.  

 

2.2.9.  ABA-ELISA 

Für die quantitative Bestimmung des ABA-Gehaltes wurde Probenmaterial im Verhältnis 

1:50 mit 80%igem Aceton (Blätter, Samen) bzw. 1:4 mit 100%igem Aceton (Zellkulturmate-

rial) extrahiert. Die experimentelle Durchführung des ABA-ELISA ist bei Artsaenko et al. 

(1995) beschrieben. Zum Beschichten der Mikrotiterplatten wurde ein Kaninchen–anti-Maus 

IgG Antiköper, verdünnt 1:5000 in Carbonatpuffer, verwendet und die Platten 16h bei 4°C 

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit Wasser wurde der Maus anti-ABA monoklonale 

Antikörper 15-I-C5 (10µg ml-1 verdünnt in PBS/0,5% Tween20) für 16h (4°C) zugegeben. 
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Die Platte wurde 3x mit Wasser gewaschen und anschließend Proben und definierte Konzen-

trationen einer Standard (±) cis,trans-ABA-Lösung (1-50ng) sowie ABA-ALP-Konjugat (ver-

dünnt 1:666 in PBS/0,5% Tween20) aufgetragen. Nach 16h (4°C) Inkubation wurde 3x mit 

Wasser gewaschen. Als Substrat für die Enzymreaktion wurde p-Nitrophenylphosphat (1g l-1 

in Carbonatpuffer) in die Vertiefungen gegeben und nach 1h Inkubation bei 37°C die Absorp-

tion bei 405nm am Mikrotiterplattenmeßgerät Dynatech MR 7000 vermessen. Als Standard 

wurden Dreifachproben von 1-50ng ABA auf jeder Platte mitgeführt. 

 

2.2.10.  Chlorophyll- und Carotinoidanalyse  

Blatt-, Samen- und Zellkulturmaterial wurde unter flüssigem Stickstoff homogenisiert und 

100mg Homogenat im gefrorenen Zustand eingewogen. Zellkulturmaterial früher Stadien (0d 

– 21d) wurde direkt mit dem Extraktionsmittel homogenisiert. Extrahiert wurde mit 1ml 

(Blattmaterial), 0,6ml (Zellkulturmaterial) oder 0,4ml (Samenmaterial) Aceton (4°C, 100% + 

10µM KOH) in mehreren Extraktionsschritten. Die Extrakte wurden zentrifugiert (5min bei 

13700xg, 4°C), die Überstände vereinigt und nochmals zentrifugiert (10min, 13700xg, 4°C). 

Die Chlorophyllgehaltsbestimmung erfolgte am Beckmann Spektrophotometer. Die Caro-

tinoide wurden mittels HPLC aufgetrennt (Kruse et al. 1995). 

 

2.2.11.  Histologische Untersuchungen 

Zur lichtmikroskopischen Evaluierung der Ultrastruktur von Zellstrukturen später Stadien der 

somatischen Embryogenese wurden embryogene Strukturen in ZincFormal Fixx (4h RT, 

davon 1h Vakuumentlüftung, 12h 4°C) fixiert. Danach wurden die Zellstrukturen in einer 

aufsteigenden Alkoholreihe, beginnend bei 50%, jeweils 1h pro 10%-Stufe entwässert. Die 

Proben wurden anschließend nach Vorschrift des Herstellers in Historesin eingebettet. Die 

Schnitte (Dicke 5µm) wurden mit Toluidinblau gefärbt und anschließend im Lichtmikroskop 

analysiert und fotografiert. 
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3. Ergebnisse 
 

3.1. Transgene Pflanzen mit stabiler konstitutiver scFv-Antikörperexpression 

Durch Immunmodulation der ABA-Funktionen konnte in transgenen Nicotiana tabacum 

Pflanzen mit konstitutiver anti-ABA scFv-Antikörperexpression ein veränderter Phänotyp 

erzeugt werden (Artsaenko et al. 1995). Die transgenen Pflanzen zeigten typische ABA-Man-

gelsymptome. Sie welkten unter Gewächshausbedingungen, hatten kleinere wellige Blätter, 

wiesen gestörte Apikaldominanz auf und zeigten verändertes Seneszenzverhalten (Artsaenko 

1996). An transgenen Pflanzen mit samenspezifischer Expression des anti-ABA scFv-Anti-

körpers wurden Anomalien der Samenentwicklung gepaart mit Viviparie während der späten 

Samenentwicklung nachgewiesen (Phillips et al. 1997). Pflanzen mit hoher konstitutiver anti-

ABA scFv-Expression bildeten zum Teil keine Samen aus. Vermutlich war die Samenent-

wicklung vollständig gestört. Die Samenkeimung war ebenfalls beeinflusst (Artsaenko 1996). 

Um den Einfluss von ABA auf frühe Prozesse der Embryogenese zu untersuchen, wurden 

transgene Pflanzen mit konstitutiver anti-ABA scFv-Expression erzeugt, die das Ausgangs-

material für die Etablierung somatischer Embryogenese von Nicotiana plumbaginifolia bilde-

ten. Für die Herstellung dieser transgenen Pflanzen wurde die Expressionskassette des Vek-

tors pRTRA7/3 (Artsaenko et al. 1995) verwendet. Die gentechnisch veränderten Pflanzen 

wurden mit RAP bezeichnet. Dabei bewirkt der CaMV 35S-Promotor eine ubiquitäre Expres-

sion in allen Geweben. Die N-terminale Signalpeptidsequenz vor dem anti-ABA scFv-Struk-

turgen führt zum Transport des transgenen Proteins in das endoplasmatische Retikulum. Die 

C-terminale KDEL-Sequenz bewirkt als ER-Retentionssignal Akkumulation des Transgen-

produktes im ER. Der c-myc-Tag wird zum Nachweis des Fremdproteins in der Pflanze genutzt. 

Durch Western Blot Analysen von Proteinextrakten aus Blättern der Primärtransformanden 

(Tab. 1) konnte das anti-ABA scFv in allen Pflanzen nachgewiesen werden, wobei die Höhe 

der Expression variierte (Daten nicht gezeigt). Im Unterschied zu Nicotiana tabacum RA-

Pflanzen, in denen der anti-ABA scFv-Antikörperanteil am extrahierten Protein zwischen 0,4 

und 6,8% betrug (Conrad und Fiedler 1998), akkumulierten Nicotiana plumbaginifolia Pflan-

zen (Primärtransformanden) maximal 1,3% anti-ABA scFv am extrahierten Protein. Trans-

gene Nicotiana plumbaginifolia Pflanzen zeigten wie Nicotiana tabacum RA-Pflanzen 

(Artsaenko et al. 1995) einen welkenden buschigen Phänotyp (Abb. 2). Pflanzen mit einem 

Fremdproteinanteil um 1% des extrahierten Proteins waren selbst unter Phytokammerbedin-

gungen nur sehr schwer zu kultivieren und produzierten keine oder nur wenige Samen. 
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Tab. 1. Anzahl der transgenen 
Pflanzen in der TG0- 
(Primärtransformanden), 
TG1- und TG2-Genera-
tion. TG0- bzw. TG1-
Linien stellen die Anzahl 
der Pflanzen dar, deren 
Samen zur Anzucht der 
Pflanzen der jeweils fol-
genden Generation ver-
wendet wurden. 

 
 
 

Transgene Pflanzen RAP Np9 

Konstrukt pRTRA7/3 

(Artsaenko et al. 1995) 

pRTRA15 

(Fiedler et al. 1997) 

Promotor CaMV 35S CaMV 35S 

scFv-Antikörper anti-ABA anti-Oxazolone 

TG0 110 45 

 116 29 TG1 

TG0-Linien 29 6 

 61 14 TG2 

TG1-Linien 2 2 

 

 

 
 

Abb. 2. Phänotypischer Vergleich zwischen Nicotiana plumbaginifolia Wildtyp-Pflanze (WT) und transgener 
RAP-Pflanze (RAP). Die transgene Pflanze zeigt eine deutlich veränderte Apikaldominanz und kleinere 
wellige Blätter. 

 

In der TG1-Generation konnten in einigen Fällen für die Nachkommen einer Primärtrans-

formande ähnliche Expressionshöhen nachgewiesen werden, während andere Linien eine 

erhebliche Instabilität der Transgenexpression aufwiesen (Abb. 3). Für die Segregationsanaly-

sen wurden 6 Linien der ersten Gruppe ausgewählt und durch Ermittlung des Verhältnisses 

von kanamycin-resistenten zu kanamycin-sensitiven Keimlingen 2 potentiell homozygote 

Pflanzen selektiert (Tab. 2). 



  Ergebnisse 

 27 

 

  
 

 

 

Abb. 3. Expressionsnachweis des Transgens in Pflanzen der TG1-Generation unter Kontrolle des CaMV 35S-
Promotors. A, B: Expression des anti-ABA scFv in Blättern der Nachkommen der Primärtransforman-
den RAP 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 40, 41, 42 und 43. Samenextrakte von anti-ABA scFv exprimierenden 
Pflanzen wurden als Positivkontrolle (P), Wildtyp Blattextrakte als Negativkontrolle (WT) verwendet. 
C: Expression des anti-Oxazolon scFv in Blättern von Nachkommen der Primärtransformanden 25, 40 
und 41. Der Blattextrakt der Primärtransformande Np9-40 wurde als Positivkontrolle (40) verwendet. 
15µg Protein pro Bahn wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Der Nachweis erfolgte unter Verwendung 
des monoklonalen anti-myc-Antikörpers und einem anti-Maus IgG-POD Konjugat (A, B) mittels 
Chemilumineszenz oder kolorimetrisch unter Verwendung eines anti-Maus IgG ALP-Konjugates (C). 

 

Wie durch Western Blot Analyse von Blatt- und Zellkulturproteinextrakten nachgewiesen 

werden konnte, war die anti-ABA scFv Expression in Nachkommen der potentiellen Homo-

zygoten RAP13/2 instabil. Der scFv-Gehalt in den einzelnen Pflanzen war sehr unterschied-

lich. Der anti-ABA scFv-Gehalt nahm nach mehreren in vitro Kulturpassagen ab oder war 

nicht mehr nachweisbar. Entsprechende Zellkulturstadien der in vitro Embryogenese lieferten 

keine reproduzierbaren Daten der scFv-Akkumulation (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz 

dazu erwies sich die Linie RAP40/7 als stabil. Der rekombinante Antikörper wurde sowohl in 

allen Nachkommen und allen in vitro kultivierten Pflanzen nach mehrmaliger Passage (Abb. 

8) als auch in Zellkulturstadien der somatischen Embryogenese (3.5.1.) stabil akkumuliert. 

Deshalb wurde diese Linie für alle weiteren Untersuchungen verwendet. 

Um durch Transgenexpression verursachte Effekte unabhängig von der spezifischen Anti-

körperaktivität zu erfassen, wurden transgene Pflanzen hergestellt, die einen Einzelketten-

Antikörper gegen das nichtpflanzliche Hapten Oxazolon unter Kontrolle des CaMV 35S- 

Promotors exprimierten. Analog dem anti-ABA scFv bestand die Expressionskassette aus 

CaMV 35S-Promotor, Signalpeptid, scFv-Sequenz, KDEL-ER-Retentionssignal und c-myc- 

Tag. Aus den überwiegend hochexprimierenden Primärtransformanden (Tab. 1) wurden 
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Tab. 2. Selektion potentiell homozygoter Pflanzen mittels Segregationsanalyse 

TG1-Pflanze/ Anzahl Samen/ Segregation 
Transgene 

Pflanzen 
TG0-Pflanze 

 
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 

Potentielle 

Homozygote 

13 1  /   100 /   2,1:1             200 /   2,1:1  

2  /   100 / 95:1                300 /   4,9:1  

3  /   100 /   3,6:1             200 /   3,3:1  

 

13/2 

RAP 

40 1  /   100 /   2,6:1  

2  /   100 /   4,2:1  

3  /   100 /   2,0:1             200 /   3,4:1  

4  /   100 /   2,7:1             200 /   2,9:1  

7  /   100 /  -                    300  / 46,5:1            100 /  -  

       7/1  /  100 /  -  

       7/2  /  100 /  - 

 

 

 

 

40/7 

 

Np9 41 1  /   100 /   2,2:1             100 /   4,2:1  

2  /   100 /   3,7:1             100 /   3,2:1  

3  /   100 /   3,0:1             100 /   2,8:1  

4  /   100 /  -                    100 /  - 

5  /   100 /  -                    100 /  - 

 

 

41/4 

 

41/5 

 

 

 

 
 

Abb. 4. Segregationsanalyse der transgenen Linie Np9-41. Die Samen der TG1-Generation spalten entweder im 
Verhältnis von 3:1 in kanamycin-resistente und kanamycin-sensitive Keimlinge auf (3 = 1 homozygot 
transgene Pflanzen + 2 heterozygot transgene Pflanzen, 1 = homozygot nicht transgene Pflanzen) oder 
die Keimlinge sind alle kanamycin-resistent und die TG1-Pflanze ist somit potentiell homozygot. Die 
Nachkommen der Pflanzen Np9-41/2 und 3 spalteten im Verhältnis 3:1 auf, während die Nachkommen 
der Pflanze Np9-41/4 alle kanamycin-resistent waren. 
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6 Linien für die Selektion homozygoter Linien eingesetzt und zwei potentiell Homozygote 

gefunden (Tab. 2, Abb. 4). 

 

3.2. Charakterisierung in vitro kultivierter Pflanzen des Wildtyps, der transgenen 

Linien Np9-41/4 und RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemutanten 

3.2.1.  Morphogenetische Charakterisierung 

Synchronität und Effizienz der Zelldifferenzierung während der somatischen Embryogene-

se hängen maßgeblich von der Qualität des Blattmaterials ab, das für die Isolierung von Pro-

toplasten verwendet wird. Um möglichst homogenes Blattmaterial einsetzen zu können, 

wurden transgene Pflanzen der selektierten homozygoten Linien sowie des Wildtyps und der 

ABA-Biosynthesemutanten aba1 and aba2 steril unter in vitro Gewebekulturbedingungen an-

gezogen und passagiert. 

Steril ausgelegte Samen des Wildtyps keimten nach ungefähr 20 Tagen, während Samen 

der transgenen Linie RAP40/7 bereits nach 11 bis 12 Tagen und Samen der ABA-Biosyn-

thesemutante aba1 bzw. aba2 nach 6-15 Tagen bzw. nach 8 Tagen keimten. 
 

 

Abb. 5. Phänotypischer Vergleich zwischen in vitro  kultivierten Pflanzen des Wildtyps, der transgenen Linie 
RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemutanten aba1 und aba2 im Alter von 4 Wochen. Die anti-ABA-
scFv exprimierende Linie zeigt wie auch aba1 und aba2 ein verändertes Wachstumsverhalten im 
Spross- und im Wurzelbereich, die Hauptwurzel fehlt. 
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In vitro kultivierte anti-Oxazolon scFv exprimierende Pflanzen der Linie Np9-41/4 unter-

schieden sich weder im Keimungsverhalten noch phänotypisch vom Wildtyp (Daten nicht 

gezeigt). 

Im Gegensatz dazu zeigten transgene Pflanzen, die den anti-ABA scFv-Antikörper konsti-

tutiv exprimierten, deutliche morphologische Veränderungen. Im Vergleich zum Wildtyp 

hatten sie kleinere Blätter, die Hauptwurzel fehlte. Nach etwa 4 Wochen begannen RAP40/7-

Pflanzen aus dem Rossettenstadium auszuwachsen (Abb. 5). Während aba1-Pflanzen in abge-

schwächter Form einen ähnlichen Phänotyp wie RAP-Pflanzen aufwiesen, war dieser bei 

aba2 Pflanzen noch deutlicher ausgeprägt.  

 

3.2.2. Biochemische Charakterisierung 

Der Phänotyp der Pflanzen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie RAP40/7 und der 

ABA-Biosynthesemutanten ließ Differenzen im Pigmentgehalt im Vergleich zum Wildtyp 

vermuten. Die Bestimmung der Chlorophyll- und Carotinoidgehalte mittels HPLC-Analyse 

bestätigte diese Beobachtung. Blätter der Pflanzen der ABA-Biosynthesemutanten aba1 und 

aba2 sowie der transgenen Linie RAP40/7 enthielten deutlich höhere Mengen an Chloro-  

phyll a als der Wildtyp (Abb. 6). Unter Phytokammerbedingungen produzierten aba1 und 

aba2 große Mengen Chlorophyll a, während sich Wildtyp- und RAP40/7-Pflanzen kaum 

unterschieden. Ähnliche Tendenzen waren auch für die Carotinoidgehalte nachweisbar (Daten 

nicht gezeigt). Wie bereits durch Marin et al. (1996) gezeigt, war der Zeaxanthinanteil am 

Gesamtcarotinoid-Gehalt in aba2-Pflanzen hoch und betrug unter allen Anzuchtbedingungen 

zwischen 24 und 51%. 

Weiterhin wurde das Pflanzenmaterial durch Bestimmung des ABA-Gehaltes charakteri-

siert. Die ABA-Gehalte in Blättern in vitro kultivierter Pflanzen des Wildtyps, der Kontroll-

linie Np9-41/4 und der ABA-defizienten Mutanten waren nicht signifikant unterschiedlich, 

während Pflanzen der transgenen Linie RAP40/7, wie bereits von Artsaenko et al. (1995) für 

RA-Pflanzen nachgewiesen, deutlich höhere ABA-Mengen akkumulierten. Unter Phytokam-

merbedingungen enthielten Blätter der ABA-Biosynthesemutanten aba1 und aba2 geringere 

ABA-Mengen als der Wildtyp wie bereits von Marin et al. (1996) und Leydecker et al. (1995) 

gezeigt. Den höchsten ABA-Gehalt wiesen Blätter der transgenen Linie RAP40/7 auf (Abb. 7). 

Das anti-ABA scFv bzw. anti-Oxazolon scFv wurde in allen für die somatische Embryo-

genese eingesetzten in vitro Pflanzen der Linie RAP40/7 bzw. Np9-41/4 stabil exprimiert. Der 

scFv-Gehalt in Blättern in vitro kultivierter Pflanzen wurde nach jeder Kulturpassage mittels 

Western Blot Analyse kontrolliert (Abb. 8). 
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Abb. 6. Vergleichende Analyse des Chlorophyll a-

Gehaltes von Wildtyp, anti-ABA scFv ex-
primierender Linie (RAP40/7) und ABA-
Biosynthesemutanten aba1 und aba2 unter 
in vitro  oder Phytokammerbedingungen 
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Abb. 7.  Vergleichende Analyse des ABA-Gehal-
tes in Blättern von Wildtyp-, Np9-41/4-, 
RAP40/7-, aba1 und aba2-Pflanzen unter 
in vitro  oder Phytokammerbedingungen 

 

 
 

 

 

 

Abb. 8. Expression des anti-ABA scFv bzw. anti-Oxazolon scFv in Blättern in vitro  kultivierter Pflanzen. A: 
Nachweis der stabilen anti-ABA scFv-Akkumulation in verschiedenen in vitro  kultivierten Pflanzen der 
Linie RAP40/7. B: Nachweis der stabilen anti-Oxazolon scFv-Akkumulation in verschiedenen in vitro 
kultivierten Pflanzen der Linie Np9-41/4. Die 2. Kulturpassage ist mit (*) gekennzeichnet. 15µg Protein 
pro Bahn wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Samenextrakte anti-ABA scFv exprimierender Pflan-
zen wurden als Positivkontrolle (P), Wildtyp Blattextrakte als Negativkontrolle (N) verwendet. Der 
Nachweis erfolgte unter Verwendung des monoklonalen anti-myc-Antikörpers und einem anti-Maus 
IgG-POD-Konjugat durch Chemilumineszenz. 

 

 

 

 

 

 



  Ergebnisse 

 32 

3.3. Einfluss von ABA auf die Entwicklung somatischer Embryonen 

3.3.1. Morphogenetische Veränderungen somatischer Embryonen unter ABA-Mangel- 

 bedingungen 

ABA-Mangel wurde in in vitro kultivierten Zellen durch drei unterschiedliche Versuchs-

strategien erzeugt. Erstens wurde durch intrazelluläre Expression des anti-ABA scFv die 

ABA-Funktion gentechnisch in transgenen Zellen immunmoduliert. Zweitens wurden die 

Nicotiana plumbaginifolia ABA-Biosynthesemutanten aba1 und aba2 eingesetzt. Drittens 

wurde der ABA-Biosyntheseinhibitor Fluridon zur Erzeugung von ABA-Defizienz in Wild-

typkulturen verwendet. 

Mesophyllprotoplasten der transgenen Linien RAP40/7 und Np9-41/4 und der ABA-Bio-

synthesemutanten aba1 und aba2 wurden zur Entwicklung somatischer Embryonen unter 

identischem Nährstoff- und Hormonregime wie Protoplasten des Wildtyps in vitro kultiviert 

und der Verlauf der Embryoentwicklung vergleichend analysiert. Die dokumentierten mor-

phologischen Charakteristika resultieren aus der Bonitierung von 50 Wildtypkulturansätzen, 

die als Kontrollen mitgeführt wurden, 18 Kulturansätzen der transgenen Linie RAP40/7 und 

17 bzw. 18 der ABA-Biosynthesemutanten aba1 und aba2. Die Entwicklung der Protoplasten 

der transgenen Linie Np9-41/4 zu somatischen Embryonen wurde in 11 Kulturansätzen unter-

sucht. 

In Übereinstimmung mit dem durch Borisjuk et al. (1998) beschriebenen somatischen Em-

bryogenesesystem für Nicotiana plumbaginifolia regenerierten in vitro kultivierte Mesophyll-

protoplasten des Wildtyps in den ersten 1 – 2 Tagen nach ihrer Isolierung die Zellwand und 

wiesen bereits am dritten Tag zahlreiche inäquale Zellteilungen auf (Abb. 9). Bis zum 6. Kul-

turtag bildeten sich 4 - 8 zellige Strukturen. Dabei wurde die Transition differenzierter soma-

tischer Zellen zu teilungsaktiven embryogenen Zellen durch die anfänglich hohen Auxin- und 

Cytokininkonzentrationen im Kulturmedium induziert. Nach Transfer der Zellkultur zu 

niedrigeren Hormonkonzentrationen entwickelten sich um den 10. Tag präglobuläre Zell-

strukturen, aus denen dichte globuläre Embryoide hervorgingen (14d). Bereits nach 21 Tagen 

der in vitro Kultivierung ließen sich dichte Einzelstrukturen mit protodermartigem Abschluss 

finden. Nach Überführung der Zellkultur auf Festmedium entwickelten sich dichte abge-

schlossene Strukturen (Abb. 11), die über ein Sprossstadium zu Ganz-Pflanzen regenerierten. 

Durch histologische Untersuchungen der Zellstrukturen (Abb. 12) konnte gezeigt werden, 

dass globuläre Embryoide (50d) embryogene Zentren enthielten, die von geordneten Zell-

strukturen umgeben waren. Obgleich im Zellkultursystem zahlreiche Protoplasten direkt zu 

globulären Embryoiden differenzierten, traten auch einige differenzierte Strukturen auf, die 
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mehr als ein embryogenes Zentrum enthielten. Demzufolge trat neben vorrangig direkter 

somatischer Embryogenese auch sekundäre Embryoentwicklung an bereits geformten 

embryogenen Strukturen auf (Daten nicht gezeigt). Zellstrukturen wurden auch elektronen-

mikroskopisch untersucht. Dazu wurde das Gewebekulturmaterial in ERL (Epoxy Resin Low 

Viscosity) Epoxidharz eingebettet und mit Uranylacetat und Bleiacetat kontrastiert. In elek-

tronenmikroskopischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass embryogene Zentren 

von kleinvolumigen Zellen in gerichteter Anordnung umgeben waren, die viele Amyloplasten 

enthielten (Abb. 13 A1, A2). In embryogenen Zentren wurde Xylemdifferenzierung gefunden 

(Abb. 13 A3). 

Die somatischen Embryonen der anti-Oxazolon scFv exprimierenden Kontrolllinie entwi-

ckelten sich morphogenetisch ähnlich wie der Wildtyp (Abb. 10). Die in vitro Zellkultur der 

Linie Np9-41/4 war jedoch insgesamt heterogener als die Wildtypkultur, da vermehrt 

abnorme und abgestorbene Zellen auftraten. 

 

 

 
 
Abb. 9.  Entwicklung somatischer 

Embryonen in der Wildtyp in 
vitro  Zellkultur. 
0d – Protoplasten; 1d – be-
ginnende Zellwandregenera-
tion; 3d – Zweizellstadium; 
6d – 8-Zellstadium; 10d – 
präglobuläre Strukturen; 14d, 
17d, 21d – Differenzierung 
zu kompakten Strukturen, 
Ausbildung globulärer Em-
bryonen; 50d – globuläre 
Strukturen mit Protoderm. 
Zellkulturstadien des 3., 6. 
und 14. Kulturtages behan-
delt mit dem Zellwandfarb-
stoff Calcofluor White (Sig-
ma, 0,1%), fluoreszenzmi-
kroskopische Aufnahmen 
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Seite 34: Abb. 10. Morphogenetische Analyse der Entwicklung somatischer Embryonen des Wildtyps, der anti-
Oxazolon scFv-Antikörper exprimierenden Kontrolllinie Np9-41/4, der anti-ABA scFv 
exprimierenden Linie RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemu tanten aba1 und aba2. 
Verglichen werden Zellstrukturen des 21. Tages der in vitro Kultivierung mit und ohne ABA-
Komplementation (+ABA). Wildtyp- und Np9-41/4-Strukturen weisen kompakte Strukturen 
auf unabhängig von ABA-Behandlung. Im Gegensatz dazu sind die Zellstrukturen der Linie 
RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemu tanten aba1 und aba2 locker, zeigen zahlreiche 
phyllopodium-artige Auswüchse und liegen in größeren Verbänden vor. Nach ABA-
Komplementation treten deutlich kompaktere Einzelstrukturen auf. 

 

In vitro kultivierte Mesophyllprotoplasten der transgenen Linien RAP40/7 und der ABA-

Biosynthesemutanten aba1 und aba2 entwickelten bis zum 10. Tag der somatischen Embryo-

genese dem Wildtyp vergleichbare Zellstrukturen. Ab dem 10. Tag der in vitro Kultivierung 

wurden jedoch morphologische Veränderungen der Zelldifferenzierung bonitiert. Sowohl im 

RAP40/7- als auch im aba1- und aba2-System (Abb. 10) traten die Zellstrukturen meist nicht 

einzeln, sondern in ungeordneten kettenförmigen Verbänden auf und setzten sich aus großvo-

lumigen, abnorm geformten Zellen zusammen. Um den 21. Kulturtag lagen Zellstrukturen 

vor, die nicht durch Protoderm abgeschlossen waren, sondern phyllopodium-ähnliche Aus-

wüchse besaßen. Derartige Zellaggregate konnten noch um den 50. Kulturtag beobachtet 

werden (Abb. 11). Die Zytologie der Zellstruktur vermittelt den Eindruck von losen ungeord-

neten Zellverbänden aus großen unförmigen Zellen (Abb. 12). Diese Strukturen enthielten nur 

sehr vereinzelt embryogene Zentren, die im Gegensatz zum Wildtyp von Zellen in ungerich-

teter Anordnung umgeben waren. Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Zellstruktu-

ren zeigten ebenfalls nur wenige embryogene Zentren in vorrangig kallösen Zellmassen. 

Embryogene Zellen waren stärker vakuolisiert als in embryogenen Zentren des Wildtyps. Die 

kallösen Zellen enthielten große Vakuolen, wenige Amyloplasten und zahlreiche Peroxyso-

men (Abb. 13 B1, B2). 

Alle homozygoten transgenen Linien wurden aufgrund ihrer Kanamycinresistenz selek-

tiert. Um abzusichern, dass sich nur transgene Zellen in der in vitro Kultur entwickelten, 

wurde die in vitro Kultivierung der transgenen Linien auf kanamycin-haltigem Medium 

durchgeführt. Adäquate Kontrollen mit Wildtypzellkulturen waren nicht möglich, da Appli-

kation gleicher Antibiotikumkonzentration zur Hemmung der Zellteilungen führte (Daten 

nicht gezeigt). Da die transgene Kontrolllinie Np9-41/4 wie die immunmodulierte Linie 

RAP40/7 kanamycin-resistent war, wurde sie als Kontrolle von Kanamycineffekten auf die 

Entwicklung somatischer Embryonen gewertet. In Np9-41/4-Kulturen verlief die somatische 

Embryogenese in der Gegenwart von Kanamycin ähnlich dem Wildtyp (Abb. 10). 



  Ergebnisse 

 36 

 

 
Abb. 11. Morphogenetischer Vergleich von Zellstrukturen am 50. Tag der in vitro Kultivierung. A: Wildtyp 

dichte globuläre Strukturen mit protoderm-ähnlichem Abschlussgewebe; B: RAP40/7, C: aba1 und D: 
aba2 – lose durchscheinende kettenförmig angeordnete Strukturen; E: Wildtyp+ABA – keine Unter-
schiede zu den korrespondierenden nichtbehandelten Stadien; F: RAP40/7, G: aba1 und H: aba2 
komplementiert mit ABA – Strukturen dem Wildtyp vergleichbar. ABA-Konzentration 1,5µM ab 10. 
Kulturtag, Balken = 1mm 

A E

B F

C G

D H
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Abb. 12. Zytologie der Zellkulturstadien am 50. Tag der in vitro Kultivierung. A: Wildtyp – dichte Struktur mit 
embryogenem Zentrum, B: Wildtyp + 1µM Fluridon - große unorganisierte Kalluszellen, C: RAP40/7 
- Merkmale von ABA-Defizienz, vergleichbar dem Fluridon-behandelten Wildtyp, große unförmige 
Zellen in kettenförmigen unorganisierten Zellstrukturen, D: RAP40/7 + 1,5µM ABA - dichtere Zell-
anordnung, embryogenes Zentrum. Balken = 100µm. 

 

Durch Zugabe des ABA-Biosyntheseinhibitors Fluridon zu in vitro Wildtypkulturen sollte 

ebenfalls ABA-Mangel erzeugt werden. Fluridonapplikation erfolgte ab 10. Kulturtag. Die 

ersten morphogenetischen Veränderungen wurden bereits am 14. Tag der Zellkultur sichtbar. 

Die Zellstrukturen setzten sich aus großen unförmigen Zellen zusammen und zeigten phyllo-

podium-artige Auswüchse. Im weiteren Zellkulturverlauf wurden komplexe Verbände aus 

großen unförmigen Zellen in ungerichteter Anordnung beobachtet (Abb. 12). Da DMSO zur 

Lösung von Fluridon Verwendung fand und andere Autoren Förderung von Zellteilung und 

Kallusbildung durch 0,2-7% DMSO zeigten (Hahne und Hoffmann 1984, Srinivasan und 

Vasil 1986, Qureshi et al. 1989), wurde in Kontrollversuchen getestet, ob das Lösungsmittel 

die Zelldifferenzierung beeinflusst. DMSO (0,1% Endkonzentration) hatte keinen Einfluss auf 

die somatische Embryoentwicklung (Daten nicht gezeigt). Die verwendete Fluridonkonzentra-

tion wurde in Vorversuchen ermittelt. Bereits durch Applikation von 1µM Fluridon konnten 

ABA-Mangeleffekte in der Zelldifferenzierung beobachtet werden, die in etwa den Zellstruk-

turen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie und der ABA-Biosynthesemutanten vergleich-

bar waren (Abb. 12). Höhere Fluridonkonzentrationen führten zur Ausbildung abnormer 

Strukturen und zum vorzeitigem Absterben der Kulturen (Daten nicht gezeigt). 
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Seite 38: Abb. 13. Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Zellstrukturen somatischer Embryonen 
am 50. Tag der in vitro Kultur. Wildtyp – A1: kleine cytoplasmareiche embryogene 
Zellen, A2: Zellen aus dem Grundkallus mit vielen Amyloplasten, A3: höher differen-
zierte Struktur mit Xylemelementen. RAP40/7 – B1: embryogene Zellen, stärker vakuo-
lisiert als embryogene Wildtypzellen, B2: große aberante Zellen aus dem Grundkallus 
mit Peroxysomen und wenigen Amyloplasten, B3: RAP40/7+ABA Zellen im Grund-
kallus mit Amyloplasten. Als Grundkallus werden Strukturen bezeichnet, die das em-
bryogene Zentrum umgeben. ABA (1,5µM) wurde ab 10. Kulturtag appliziert. n – Nu-
kleus, v - Vakuole, w - Zellwand, p - Plastid, a - Amyloplast, pe - Peroxysom, * - Mito-
chondrium, xy - Xylem  

 

Der morphogenetische Vergleich der somatischen Embryogenese des Wildtyps und im-

munmodulierter Linie oder ABA-Biosynthesemutanten zeigt deutlich, dass ABA-Mangel in 

frühen Stadien der Embryogenese die Ausbildung globulärer Strukturen beeinträchtigt. Der 

Zeitpunkt der ABA-Wirkung ist zwischen dem 10. und 14. Tag der in vitro Kultivierung zu 

fixieren. Zwischen den Zellstrukturen der immunmodulierten Linien, der ABA-defizienten 

Mutanten und fluridonbehandelter Wildtypkulturen sind kaum phänotypische Unterschiede 

feststellbar. Somit hat die Immunmodulation der ABA-Funktionen einen vergleichbaren 

Effekt wie genetisch oder durch ABA-Biosyntheseinhibitor verursachte ABA-Defizienz. 

 

3.3.2. Normalisierung ABA-defizienter Zellkulturen durch ABA-Komplementation 

Die morphogenetischen Unterschiede in der Entwicklung somatischer Embryonen in Wild-

typ- und ABA-defizienten Zellkulturen indizierten, dass ABA-Mangel Prozesse der frühen 

Embryogenese beeinflusst. Daher sollte untersucht werden, ob Komplementierung des Kultur-

mediums mit ABA zur Normalisierung der Embryoentwicklung der immunmodulierten Linie 

und der ABA-Biosynthesemutanten aba1 und aba2 unter in vitro Kulturbedingungen führte. 

Außerdem sollten der optimale Zeitpunkt der ABA-Applikation und die optimale ABA-Kon-

zentration für die Komplementation der Defekte bestimmt werden. 

Die Entwicklung der somatischen Embryonen der transgene Linie RAP40/7 sowie der 

ABA-Biosynthesemutanten aba1 and aba2 konnte durch ABA-Applikation [1,5x10-6M (±)-

ABA] zum Kulturmedium normalisiert werden. 

Dabei war der Zeitpunkt der ABA-Applikation entscheidend für die normalisierende Wir-

kung von ABA auf die Embryodifferenzierung während der in vitro Zellkultur. Wurden die 

Zellkulturmedien am Tag 0 oder 3 der in vitro Kultivierung mit ABA supplementiert, trat eine 

Hemmung der Zellteilungsaktivität auf. Die Entwicklung ging nicht über das 2 - 8 Zellsta-

dium hinaus. ABA-Applikation am 6. Kulturtag bewirkte Entwicklung wildtypähnlicher 

Embryonen bei geringer Regenerationseffizienz (Daten nicht gezeigt). Eine Normalisierung 

der Entwicklung somatischer Embryonen der transgenen anti-ABA scFv exprimierenden 
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Linie und der ABA-Biosynthesemutanten aba1 und aba2 mit wildtypähnlicher Regenera-

tionseffizienz (Tab. 3) wurde durch ABA-Komplementierung ab 10. Tag der in vitro 

Kultivierung erreicht. Eine Konzentration von 1,5x10-6M (±)-ABA erwies sich als optimal. 

Bei 10fach höheren ABA-Konzentrationen traten verstärkt abnormale Strukturen auf, das 

Wachstum somatischer Embryonen wurde gehemmt (Daten nicht gezeigt). 

In Zeit und Konzentration optimal ABA-behandelte Zellstrukturen wiesen morphologische 

Charakteristika des Wildtyps auf (Abb. 10, 11). Der morphogenetische Effekt von exogen 

applizierter ABA wurde zwischen dem 17. und 21. Kulturtag deutlich sichtbar. Zellstrukturen 

der Linie RAP40/7 und der Mutanten aba1 und aba2, die unter diesen Kulturbedingungen 

differenzierten, bildeten weniger phyllopodium-artige Auswüchse. Später wurden die em-

bryogenen Strukturen kompakter und waren aus kleinvolumigen Zellen in gerichteter Anord-

nung zusammengesetzt, wie für die anti-ABA scFv exprimierende Linie RAP40/7 gezeigt 

werden konnte (Abb. 12). Außerdem traten in den somatischen Embryogenesesystemen der 

transgenen Linie RAP40/7 und der Mutanten aba1 bzw. aba2 vermehrt Einzelstrukturen auf, 

die durch protoderm-ähnliches Gewebe abgeschlossen wurden (Abb. 11). 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass sich embryogene Zentren der 

immunmodulierten Linie nach ABA-Applikation nicht von unbehandelten Zellstrukturen 

unterschieden (Daten nicht gezeigt). Kallöse Strukturen wurden jedoch durch kleine Zellen 

gebildet, die im Vergleich zu unbehandelten Zellstrukturen der transgenen Linie weniger 

Vakuolen hatten und wie die Kalluszellen des Wildtyps größere Mengen Amyloplasten ent-

hielten (Abb. 13 B3). Im Vergleich zu unbehandelten Strukturen wurden nach ABA-Behand-

lung keine Peroxysomen gefunden. 

Die Entwicklung globulärer Strukturen erfolgte nicht synchron in der ABA-behandelten in 

vitro Zellkultur. Neben differenzierten globulären Strukturen traten intermediäre Zellstruktu-

ren mit bereits gerichteter Zellanordnung auf. 

Die ABA-Komplementierung von Wildtypkulturen führte zur geringfügig beschleunigten 

Entwicklung differenzierter globulärer Embryonen (Daten nicht gezeigt). In elektronenmikro-

skopischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass ABA-Applikation von Wildtypkul-

turen keine Veränderungen der Ultrastruktur im Vergleich zu unbehandelten Kulturen (Abb. 

17) bewirkte (Daten nicht gezeigt). In späteren Stadien war jedoch ein wachstumshemmender 

Effekt des Phytohormons zu verzeichnen (Abb. 14), der zu einem Wachstumsstop führte. Die 

Kultur verbräunte; Blattregeneration wurde nicht oder nur vereinzelt beobachtet. 
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Abb. 14.  Vergleich der Regeneration des Wildtyps und der Kontrolllinie Np9-41/4, der anti-ABA scFv 
exprimierenden Linie RAP40/7 und der ABA-defizienten Mutanten aba1 und aba2. A: Wildtyp 
+/-ABA – Hemmung der Weiterentwicklung globulärer Strukturen zu Pflanzen durch ABA, B: 
Np9-41/4 +/-ABA – wie Wildtyp, C: RAP40/7 +/-ABA – Förderung der Regeneration durch 
ABA-Komplementierung, D: aba1, E: aba2 jeweils +/-ABA – wildtyp-ähnliche Regeneration 
durch ABA-Komplementierung. Alternierend; linker Kolben ohne ABA, rechter Kolben nach 
ABA-Komplementation ab 10. Tag. 

 

Durch Komplementierung des Zellkulturmediums mit 1,5x10-6M (±)-ABA, beginnend am 

10. Tag der in vitro Kultur, wurde eine Normalisierung der Embryoentwicklung erreicht. Zell-

strukturen der transgenen Linie RAP40/7 und der ABA-defizienten Mutanten aba1 bzw. aba2 

differenzierten zu kompakten Embryonen, die zeitgleich wie Wildtypembryonen zu Ganz-

Pflanzen regenerierten. Überoptimale ABA-Konzentrationen in Wildtypzellkulturen führten 

dagegen zur Hemmung von Wachstum und Regeneration der Embryonen. 
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3.4. Quantitative Charakterisierung der Entwicklung somatischer Embryonen 

3.4.1. Regenerationseffizienz der in vitro Zellkulturen 

Die Entwicklung somatischer Embryonen in den unterschiedlichen Systemen wurde nicht 

nur durch morphogenetische Bonitierung sondern auch durch Bestimmung der Regenerations-

effizienz und der Embryomasse (3.4.2.) charakterisiert. 

Die Regenerationseffizienz wurde ermittelt, um Unterschiede im Regenerationsverhalten 

der in vitro Kulturen zu erfassen. Dazu wurde am 21. Kulturtag die Anzahl der differenzierten 

Zellstrukturen bestimmt und zur Anzahl der Protoplasten ins Verhältnis gesetzt, mit der die in 

vitro Zellkultur gestartet wurde (vgl. 2.2.5.1.). Die Regenerationseffizienz ist somit der 

prozentuale Anteil Protoplasten, die bis zum 21. Kulturtag zu Zellstrukturen differenzierten. 

Der 21. Kulturtag wurde für die Bestimmung gewählt, da sich die Zellkulturen noch im 

Flüssigmedium befanden und zu diesem Zeitpunkt eine visuelle Auswertung ermöglichten. 

Außerdem garantierten Zellpassagen im Flüssigmedium die konstante Anzahl von 

Zellstrukturen pro Verdünnungsschritt. Bei Passagierung von Zellstrukturen auf Festmedium 

war dieses nicht gewährleistet. Die Anzahl differenzierter Zellstrukturen am 21. Kulturtag 

variierte zwischen den individuellen Kulturansätzen. Darüber hinaus wurde eine 

Abhängigkeit von der untersuchten Linie ermittelt (Tab. 3). 

Die Regenerationseffizienz der untersuchten in vitro Zellkulturen des Wildtyps, der trans-

genen Linien und der ABA-Biosynthesemutanten lag zwischen 4 und 18,6%. Im Durchschnitt 

entwickelten sich in Wildtypzellkulturen mehr Protoplasten zu embryogenen Strukturen als in 

den in vitro Kulturen der transgenen Linien Np9-41/4 bzw. RAP40/7 und der ABA-Biosyn-

thesemutanten. 

Die durchschnittliche Regenerationseffizienz unbehandelter und ABA-behandelter Wild-

typkulturen unterschied sich kaum. Nach ABA-Behandlung entwickelten sich in zwei 

Ansätzen weniger und in zwei anderen mehr embryogene Strukturen. Das Regenerationsver-

halten in Wildtypzellkulturen wurde bis zum 21. Kulturtag offenbar nicht durch ABA-Appli-

kation beeinflusst. Die ABA-behandelten RAP40/7- und Np9-41/4-Zellkulturen enthielten im 

Durchschnitt geringfügig weniger differenzierte Strukturen als die korrespondierenden unbe-

handelten Kulturen. Im Gegensatz dazu wirkte sich die Präsenz von ABA in aba1-Zellkultu-

ren positiv auf das Regenerationsverhalten aus. Die Regenerationseffizienz ABA-behandelter 

aba1-Kulturen erreichte wildtypähnliche Werte. 

Die Applikation des ABA-Biosyntheseinhibitors Fluridon zu Wildtyp- und Np9-41/4-Zell-

kulturen führte zur Verringerung der Anzahl differenzierter Zellstrukturen. 
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Tab. 3. Regenerationseffizienz des Wild-
typs, der transgenen Linien und 
der ABA-Biosynthesemutanten 
am 21. Kulturtag. Die Regenera-
tionseffizienz wurde aus dem 
Verhältnis der Protoplastenan-
zahl zu Kulturbeginn und der 
Anzahl differenzierter Strukturen 
am 21. Kulturtag ermittelt. Sie ist 
in Prozent angegeben. Die Rege-
nerationseffizienzen wiesen er-
hebliche Unterschiede in den in-
dividuellen Ansätzen eines Kul-
tursystems auf. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Linie Kulturtag und Behandlung 

 21d 21d+ABA 21d+Flur 

WT 18,6% 13,9%  
 12,7% 11% 10,2% 
 7,5% 8,1% 5,7% 
 10,5% 13,5%  
 9,5%   
Mittelwert 11,8% 11,6% 8,0% 
    
Np9-41/4 8,9% 8,5% 5,1% 
 7,3% 6,5% 6,7% 
 9,9% 7,7% 7,1% 
Mittelwert 8,7% 7,6% 6,3% 
    
RAP40/7 4,4% 4,8%  
 12,7% 13%  
 13,5% 10,5%  
Mittelwert 10,2% 9,4%  
    
aba1 8,1% 11,1%  
 10% 13,4%  
Mittelwert 9,05% 12,25%  

 

Die Ermittlung der Regenerationseffizienz machte deutlich, dass das Regenerationsverhalten 

von mehreren Faktoren abhing. Zum einen wurde die Entwicklung differenzierter Strukturen 

durch ABA-Mangel negativ beeinflusst. Zum anderen bewirkte die Akkumulation eines scFv-

Antikörpers in den Zellen eine Erniedrigung der Regenerationseffizienz. Die ABA-Appli-

kation zu in vitro Zellkulturen der transgenen anti-ABA scFv exprimierenden Linie RAP40/7 

beeinflusste die Qualität nicht aber die Quantität der Entwicklung somatischer Embryonen. 

 

3.4.2. Zunahme der Embryomasse während der in vitro Kultivierung 

Während der somatischen Embryogenese entwickelten sich aus Protoplasten embryogene 

mehrzellige Strukturen. Da dieser Prozess mit der Zunahme der Masse der Zellstrukturen ein-

herging, kann die Entwicklung der Zellstrukturen in den untersuchten Systemen durch Be-

stimmung des Frischgewichtes verfolgt werden. Das Frischgewicht wurde auf die zu Beginn 

der Kultivierung eingesetzte Zellzahl bezogen und eine Regenerationseffizienz von 100% an-

genommen. 

Im Verlauf der somatischen Embryogenese nahm das Frischgewicht der Embryonen aller 

untersuchten Linien zu (Abb. 15). Bei Einsatz gleicher Anzahl an Protoplasten für die in vitro 

Zellkultur traten bis zum 6. Kulturtag keine signifikanten Unterschiede im Frischgewicht der 
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Zellstrukturen der unterschiedlichen Systeme auf. Danach zeigte das Wildtypembryogenese-

system den größten Anstieg der Embryonenmasse und war den anderen Systemen bis zum 14. 

Kulturtag überlegen. Zwischen dem 14. und 21. Tag wiesen die Kulturen der ABA-Biosyn-

thesemutante aba1 den größten Frischgewichtszuwachs auf, während für aba2 und RAP40/7 

die geringste Massezunahme bis zum 21. Kulturtag gefunden wurde. 
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Abb. 15.  Frischgewichtszunahme somatischer Embryonen während der in vitro  Kultivierung. Frischgewichte 
wurden pro Zellkulturaliquot bestimmt. Die dargestellten Werte beziehen sich auf die am Tag 0 einge-
setzte Zellzahl. Der Berechnung wurde eine Regenerationseffizienz von 100% zugrundegelegt. 

 

Der Einfluss der ABA-Komplementation auf die Entwicklung der Zellstrukturen wurde 

auch durch Veränderung des Frischgewichtes widergespiegelt. Nach Mediumkomplementa-

tion mit ABA war das Frischgewicht am 21. Kulturtag von Wildtyp- und aba1-Kulturen 

höher als von unbehandelten Zellkulturen. ABA-behandelte Kulturen der transgenen Linie 

Np9-41/4 hatten im Vergleich zu unbehandelten Zellkulturen ein geringeres Frischgewicht, 

während RAP40/7 und aba2 keine signifikanten Frischgewichtsdifferenzen in Abhängigkeit 

von der ABA-Applikation aufwiesen.  

Die Behandlung von Wildtypkulturen mit dem ABA-Biosyntheseinhibitor Fluridon führte 

im Vergleich zu allen anderen Kulturen zu geringerem Frischgewicht am 14. Kulturtag. Bis 

zum 21. Kulturtag stieg das Frischgewicht stark an und erreichte höhere Werte als die korres-

pondierende unbehandelte Zellkultur. Das Frischgewicht von Np9-41/4-Kulturen war nach 

Fluridonbehandlung geringfügig niedriger als in unbehandelten oder ABA-komplementierten 

Kulturen. 
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Da die tatsächliche Regenerationseffizienz weit unter 100% lag und sowohl vom unter-

suchten System als auch von den applizierten Wirkstoffen abhing (Tab. 3), korrelierte die 

Frischgewichtsentwicklung nur bedingt mit den morphogenetischen Beobachtungen. 

Auf der Basis der tatsächlichen Regenerationseffizienzen der untersuchten Systeme (Tab. 3) 

konnte die Masse des einzelnen Embryonen am 21. Kulturtag berechnet werden (Abb. 16). In 

diesem Bezugssystem spiegelt sich der Einfluss des Immunmodulations-, des Mutations- oder 

Fluridon-bedingten ABA-Mangels auf das Frischgewicht realistischer wider. Zellstrukturen 

der ABA-Biosynthesemutante aba1 hatten ein signifikant höheres Frischgewicht im Ver-

gleich zu Wildtyp-, Np9-41/4- und RAP40/7-Zellstrukturen.  
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Abb. 16.  Kalkulation der Embryomasse am 21. 
Tag der in vitro Kultur auf Basis der 
realen Regenerationseffizienz (Tab. 3). 
Die Berechnung der dargestellten Mittel-
werte erfolgte unter Einbeziehung der 
Regenerationseffizienz in Form der am 
21. Kulturtag tatsächlich vorhandenen 
globulären Strukturen und der Frischge-
wichte der Kulturen, deren Regenera-
tionseffizienz bestimmt wurde. 

 

Während sich die Masse von Wildtypembryonen durch ABA-Behandlung nicht veränderte, 

wiesen aba1-Embryonen eine deutlich verringerte Masse auf. Die Zellstrukturen der transge-

nen Linien RAP40/7 und Np9-41/4 hatten eine erhöhte Masse.  

Fluridonbehandlung führte in Wildtyp- und Np9-41/4-Zellkulturen zu einer deutlichen Zu-

nahme der Masse der Einzelstrukturen.  

Der Einfluss von ABA-Defizienz wird sowohl bei Betrachtung der Masse der Zellstruktu-

ren der ABA-defizienten Mutante aba1 als auch der fluridonbehandelten Wildtyp- und 

Np9-41/4-Kontrollkulturen sichtbar. Die Frischgewichtsdaten korrelieren mit der Zellmor-

phogenese während der Embryoentwicklung. Die großen ungeordneten Zellverbände von 

aba1-Zellkulturen wiesen im Vergleich zu den kompakten Einzelstrukturen nach ABA-

Komplementation wesentlich höhere Frischgewichte auf. Fluridonbehandlung von Wildtyp- 

und Np9-41/4-Zellkulturen führte zu aba1-vergleichbaren Zellstrukturen und auch diese 

hatten im Vergleich zu unbehandelten Kulturen erhöhtes Frischgewicht. In RAP40/7-

Zellkulturen war die Korrelation zwischen ABA-Defizienz und Frischgewicht nicht eindeutig 

herzustellen, da das Frischgewicht der Zellstrukturen nach ABA-Behandlung größer war. 
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3.5. Entwicklungsabhängige Regulation der Transgenexpression 

3.5.1. Transgenexpression während der somatischen Embryogenese 

Da die Stärke der Immunmodulation vom anti-ABA scFv-Gehalt in den transgenen Zellen 

abhängt, wurde die Akkumulation des Transgens in unterschiedlichen Stadien der somati-

schen Embryogenese mittels Western Blot Analyse untersucht. 

Die Akkumulation des anti-ABA scFv konnte in allen untersuchten Stadien der in vitro 

Zellkulturen der konstitutiv exprimierenden Linie RAP40/7 nachgewiesen werden. Mittels 

Western Blot Analysen wurden Proteinextrakte definierter Zellkulturstadien aus 6 unabhängi-

gen Kulturansätzen überprüft. Nicht in jedem Falle konnten alle Stadien eines individuellen 

Kulturansatzes untersucht werden. Die Menge des transgenen Proteins variierte in Abhängig-

keit vom Entwicklungsstadium der Zellstrukturen. Während frisch isolierte Protoplasten nur 

geringe Antikörpermengen aufwiesen, wurden in in vitro Zellkulturstadien bis 21. bzw. 28. 

Kulturtag steigende Mengen des Antikörpers akkumuliert. In Zellkulturstadien der Kulturtage 

28 bis 65 verringerte sich die exprimierte Antikörpermenge, nahm jedoch zum Zeitpunkt der 

Pflanzenregeneration wieder zu (Daten nicht gezeigt). Die anti-ABA scFv-Akkumulation in 

Abhängigkeit vom Zellkulturstadium wird in Abb. 17 (A) gezeigt. 
 

 
 

 

 

Abb. 17.  scFv-Expression der transgenen Linien während der somatischen Embryogenese. A: Expression des 
anti-ABA scFv-Antikörpers unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors in Zellkulturstadien der trans-
genen Linie RAP40/7 während der in vitro Kultivierung. B: Expression des anti-Oxazolon scFv unter 
Kontrolle des CaMV 35S-Promotors in Zellkulturstadien der transgenen Kontrolllinie Np9-41/4. 
Elektrophoretische Auftrennung von 5µg (A) bzw. 1µg (B) Proteinextrakt der Kulturtage 3, 6, 10, 14, 
21, 28 und 35 pro Bahn. Samenextrakte anti-ABA scFv exprimierender Pflanzen wurden als Posi-
tivkontrolle (P) verwendet. Nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran wurde der anti-ABA scFv 
bzw. anti-Oxazolon scFv mit Hilfe des anti-myc Antikörpers und des anti-Maus IgG POD Konjugates 
nachgewiesen. ABA-Behandlung (1,5µM ab 10. Kulturtag) ist mit (*), Fluridonbehandlung (1µM ab 
10. Kulturtag) mit (°) gekennzeichnet. 
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Offenbar ist die Transgenakkumulation außerordentlich anfällig gegenüber Störungen im 

Zellkulturverlauf. Zwischen dem 14. und 28. Kulturtag variierte die akkumulierte Antikörper-

menge zwischen den individuellen Kulturansätzen stark. In Zellkulturstadien einiger Kulturen 

wurden große Mengen des Transgens akkumuliert, während in Zellkulturstadien anderer Kul-

turansätze kein Antikörper nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt). 

ABA-Behandlung der RAP40/7-Kultur ab 10. Tag der in vitro Kultivierung beeinflusste 

die Akkumulation des anti-ABA scFv. Auch hier wurden Unterschiede zwischen den indivi-

duellen Kulturansätzen gefunden. Nach ABA-Applikation nahm die Menge des Antikörpers 

bis zum 21. Kulturtag stark zu. In späteren Zellkulturstadien wurden geringere Mengen des 

anti-ABA scFv nachgewiesen. Im Vergleich zu unbehandelten korrespondierenden RAP40/7-

Zellkulturstadien akkumulierten ABA-behandelte Zellstrukturen am 14. Kulturtag geringere 

oder annähernd identische Mengen des Antikörpers, zwischen dem 21. und 65. Kulturtag 

größere und zum Zeitpunkt der Regeneration geringere Antikörpermengen (Daten nicht 

gezeigt). 

Die anti-ABA scFv-Akkumulation konnte auch in Blättern regenerierter Pflanzen nachge-

wiesen werden (Daten nicht gezeigt). 

Die semiquantitative Analyse der scFv-Akkumulation in den Zellstrukturen eines Kultur-

ansatzes ergab einen anti-ABA scFv-Anteil von 0,17% (Protoplasten) bis zu etwa 2% 

(21d+ABA) des extrahierten Proteins (Tab. 4). 
 

Tab. 4. Prozentualer Anteil des anti-ABA scFv-
Gehaltes am extrahierten Protein von 
Zellstrukturen der anti-ABA scFv expri-
mierenden Linie RAP40/7. 1,5µM ABA 
wurden ab 10. Kulturtag appliziert. 

 

 

 

 

 

 

 

Tag der in vitro  

Kultivierung 

Akkumulation des anti-

ABA scFv in % 

extrahiertes Protein 

0d 0,17 

3d 0,5 

6d 1,2 

10d 1,7 

21d 1 

21d +ABA 2,05 

Das anti-Oxazolon scFv wurde in allen untersuchten Zellkulturstadien der Kontrolllinie 

Np9-41/4 akkumuliert (Abb. 17B). Die Akkumulation des rekombinanten anti-Oxazolon scFv 

verlief vergleichbar der anti-ABA scFv-Akkumulation. Bis zum 21. Tag wurden steigende 

Mengen des anti-Oxazolon scFv angereichert. Die Akkumulation blieb bis zum 28. Kulturtag 

auf diesem hohen Niveau und fiel zum 35. Kulturtag wieder ab. 
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Im Gegensatz zur anti-ABA scFv-Akkumulation traten bis zum 21. Kulturtag kaum 

Schwankungen zwischen den individuellen Kulturansätzen bzw. in Abhängigkeit von der 

ABA-Behandlung auf. Am 35. Kulturtag akkumulierten ABA-behandelte Zellkulturstadien 

höhere Antikörpermengen. 

Fluridonbehandlung führte zur verringerten Akkumulation des anti-Oxazolon Antikörpers 

ab dem 21. Kulturtag. Am 35. Tag der in vitro Kultivierung konnte kein Antikörper nachge-

wiesen werden. 

Durch die Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die anti-ABA scFv- bzw. anti-

Oxazolon scFv-Akkumulation obgleich vom Zustand der Zellkultur abhängig, vorrangig 

entwicklungsabhängig reguliert wurde. 

 

3.5.2. Gewebespezifische anti-ABA scFv-Akkumulation in Pflanzen 

Der anti-ABA scFv-Antikörper wurde in Pflanzen der Linie RAP40/7 in nahezu allen Ge-

weben exprimiert. Die höchste Akkumulation des Transgens wurde in sich entwickelnden 

Geweben gefunden (Abb. 18). 
 

 
 

 

Abb. 18.  Akkumulation des anti-ABA scFv in Geweben transgener Pflanzen der Linie RAP40/7. Alle Proben 
stammten von einer vollständig entwickelten Pflanze zu Blühbeginn. Getestet wurden junge (jB), 
mittlere (mB) und alte (aB) Blätter, unterschiedliche Entwicklungsstadien der Blüte (B1 – 8mm, B2 – 
15mm, B3 – 25mm, B4 – vollentwickelte Blüte, S1 – S3 – Blüten 1-3 Tage nach Bestäubung), Haupt- 
(Hw) und Nebenwurzel (Nw) sowie der Stängel (St). 10µg Proteinextrakt pro Bahn wurden mittels 
SDS-PAGE aufgetrennt. Samenextrakte anti-ABA scFv exprimierender Pflanzen wurden als 
Positivkontrolle (P), Wildtyp Blattextrakte als Negativkontrolle (N) verwendet. Im Western Blot 
wurde die scFv durch anti-myc Antikörper und anti-Maus IgG Peroxidase Konjugat mittels 
Chemilumineszenz nachgewiesen.  

 

So zeigten sowohl Blütenstadien unterschiedlicher Entwicklung als auch Nebenwurzeln 

die höchste Akkumulation, während in jungen und mittleren Blättern im Stängel und in der 

Hauptwurzel geringere Antikörpermengen nachgewiesen wurden. In alten Blättern wurde das 

anti-ABA scFv nicht akkumuliert. 
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3.6. Akkumulation von Stärke und Speicherproteinen in somatischen Embryonen 

Im Verlauf der Samenentwicklung werden Reservestoffe wie Stärke, Proteine und Öle ge-

speichert. Da ABA die Akkumulation von Reservestoffen beeinflusst (Kermode 1990), wurde 

der Stärkeakkumulation in Abhängigkeit von ABA-Mangel untersucht. 
 

 

Abb. 19. Stärkeakkumulation in somatischen Embryonen des 21. Tages der in vitro  Kultivie-
rung. Wildtyp – dichte globuläre Struktur mit hohem Stärkeanteil in den zentralen 
Zellen, Wildtyp behandelt mit 1µM Fluridon – geringe Stärkemenge, RAP40/7 – 
Zellstruktur mit deutlich verringerter Stärkeakkumulation im Vergleich zum Wild-
typ, kleine Amyloplasten, RAP40/7+ABA (1,5µM, ab Tag 10) – vermehrte Stärke-
akkumulation im Zentrum des Embryos, aba1: Zellstruktur mit geringer Stärke-
speicherung. Zellstrukturen wurden in einem Eisessig/Ethanol-Gemisch (1:3) fixiert, 
Quetschpräparate mit Lugol`scher Lösung behandelt und mikroskopisch im Dunkel-
feld analysiert. 

 

Stärkeakkumulation konnte in Zellstrukturen des 21. Kulturtages nachgewiesen werden 

(Abb. 19). Dabei zeigten die immunmodulierte Linie RAP40/7 und die ABA-Biosynthese-

mutante aba1 Differenzen in der Speicherstoffakkumulation im Vergleich zum Wildtyp. 

Während das kompakte Zentrum des Wildtypembryos, charakterisiert durch kleinvolumige 

Zellen, in diesem Stadium große Mengen an Stärke akkumulierte, enthielten Strukturen der 

transgenen Linie RAP40/7 wesentlich geringere Stärkemengen. Dagegen wiesen Strukturen 

der transgenen Linie, die in Gegenwart von ABA kultiviert wurden, verstärkte Speicherung 
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auf. Stärkeakkumulation wurde auch in elektronenmikroskopischen Untersuchungen von 

Zellstrukturen des Wildtyps und der transgenen Linie RAP40/7 am 50. Kulturtag 

nachgewiesen (vgl. Abb. 13). In diesem Entwicklungsstadium waren Amyloplasten jedoch 

nicht in Zellen embryogener Zentren lokalisiert. Zellstrukturen der anti-ABA scFv 

exprimierenden Linie enthielten weniger Amyloplasten als der Wildtyp und RAP40/7 nach 

Normalisierung durch ABA. Diese Beobachtung bestätigte eine Normalisierung der 

morphogenetischen Entwicklung von Zellstrukturen der immunmodulierten Linie durch 

ABA-Komplementation auf ultrastrukturellem Niveau. 

Dass ABA-Mangel tatsächlich für die verringerte Stärkeakkumulation verantwortlich war, 

wurde auch durch Untersuchung von Zellstrukturen der ABA-Biosynthesemutante aba1 und 

des fluridonbehandelten Wildtyps des 21. Kulturtages gezeigt. In beiden Fällen konnten 

geringere Stärkemengen nachgewiesen werden. 
 

Speicherproteinakkumulation wurde in Zellstrukturen aller untersuchten Linien ab 10. Kul-

turtag gefunden (Daten nicht gezeigt). Nach ABA-Komplementation der ABA-defizienten 

Linien deutet sich eine Verschiebung des Untereinheitenmusters des Legumins an. In Wildtyp 

und ABA-komplementierten Zellstrukturen wird vorrangig die größere Untereinheit des 

Legumins gebildet (Daten nicht gezeigt). 

 

3.7. Entwicklungsabhängige Induzierbarkeit kleiner Hitzeschockproteine in somati- 

schen Embryonen 

Die Induzierbarkeit und Expression kleiner Hitzeschockproteine während der somatischen 

Embryogenese wurden aus zwei Gründen untersucht. Zum einen werden kleine Hitzeschock-

proteine konstitutiv in späten Stadien der Samenentwicklung exprimiert und sind deshalb für 

Embryonen in Reifestadien typisch (Wehmeyer et al. 1996, Waters et al. 1996). Zum anderen 

wurden für somatische Embryonen HSP-Expressionsmuster gefunden, die für bestimmte 

Entwicklungsstadien charakteristisch sind (Zimmermann et al. 1989, Györgyey et al. 1991). 

Die Expression der kleinen Hitzeschockproteine hsp17 wurde in verschiedenen Stadien der 

somatischen Embryogenese durch Hitzestress induziert und die Stressantwort vergleichend 

analysiert. Außerdem wurden ABA- bzw. Fluridon-Einfluss auf die Stressantwort getestet. 

Die Stressinduktion erfolgte für Protoplasten bzw. differenzierte Zellstrukturen wie unter 

2.2.8. beschrieben. 

Wildtypprotoplasten zeigten eine hohe Induzierbarkeit der hsp17-Proteine durch Hitze-

stress (Abb. 20). Während eine kurzzeitige ABA-Behandlung der Protoplasten (3h) zu einer 
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erhöhten Induzierbarkeit der kleinen Hitzeschockproteine führte, konnten nach längerer ABA-

Behandlung (24h) nur geringe hsp-Mengen nach Hitzestress nachgewiesen werden. 

In vitro kultivierte Protoplasten der ABA-Biosynthesemutanten zeigten eine ähnlich hohe 

bzw. erhöhte Stressantwort, die durch ABA-Behandlung reduziert wurde.  

Protoplasten der transgenen Linie RAP40/7 wiesen nach Stressoreinfluss die geringsten 

Mengen an hsp17 auf. Eine Abhängigkeit der Stressantwort von der ABA-Behandlung wurde 

nicht gefunden. 
 

 
 

 

 

Abb. 20.  Einfluss von ABA auf die hitzestressinduzierte hsp17-Expression in Protoplasten. A: Wildtyp, 
RAP40/7, B: aba1, aba2. Proben: 1 – frischisolierte Protoplasten, 2 – Protoplasten 24h in vitro Kultur, 
unbehandelt, 3 – Protoplasten 21h in vitro Kultur unbehandelt + 3h 1,5µM ABA, 4 – Protoplasten 24h 
in vitro Kultur 1,5µM ABA. Die hitzeschockinduzierten Proben sind mit (i) gekennzeichnet. 20µl 
eines Laemmli-Extraktes wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Ein hsp17 angereicherter Extrakt 
einer Hitzestress-behandelten Tomatensuspensionskultur (Dr. zur Nieden, IPB Halle) wurde als 
Positivkontrolle (P) eingesetzt. hsp17 wurde mit Hilfe eines anti-hsp17-Antikörpers und eines anti-
Maus IgG POD-Konjugates mittels Chemilumineszenz nachgewiesen. 

 

Die Induzierbarkeit der hsp17-Expression durch Hitzestress veränderte sich im Verlauf der 

Zellkultur (Abb. 21) nur geringfügig. Während der in vitro Kultivierung des Wildtyps stieg 

die akkumulierte Menge der hsp17-Proteine nach Hitzestressbehandlung bis zum 10. 

Kulturtag an und nahm bis zum 21. Kulturtag ab. Zellstrukturen der anti-Oxazolon scFv 

exprimierenden Kontrolllinie Np9-41/4 akkumulierten bis zum 21. Kulturtag steigende hsp17-

Mengen nach Stressbehandlung. Ein entwicklungsabhängiger Anstieg der hsp17-Expression 

nach Stressorbehandlung war in Zellkulturstadien der ABA-Biosynthesemutante aba1 

nachzuweisen, wenn auch weniger deutlich. hsp17 konnte in den Zellkulturstadien des 3., 6., 

10. und 21. Kulturtages der transgenen Linie RAP40/7 durch Hitzestress induziert werden. 

Stressbehandlung von Zellkulturstadien des 14. Kulturtages führte nicht zu hsp17-Expression. 
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Nach ABA-Behandlung ab 10. Kulturtag zeigten Kulturstadien des 21. Kulturtages bis auf 

Np9-41/4 eine erhöhte hsp17-Induzierbarkeit nach Stressoreinfluss.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 21.  Entwicklungsabhängige Regulation der Induzierbarkeit von hsp17 während der somatischen Embryo-

genese. Wildtyp, Np9-41/4, RAP40/7, aba1, aba2. Getestet wurden Zellkulturstadien des 3., 6., 10., 
14., 21. und 28. (nur RAP40/7) Kulturtages. 15µg (RAP40/7) bzw. 20µg (WT, Np9-41/4, aba1, aba2) 
Proteinextrakt pro Bahn wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Hitzestressinduzierte Proben sind mit 
(i) gekennzeichnet, ABA-behandelte Proben mit (*). Ein hsp17 angereicherter Extrakt einer Hitze-
stress-behandelten Tomatensuspensionskultur (Dr. zur Nieden, IPB Halle) wurde als Positivkontrolle 
(P) mitgeführt. hsp17 wurde mit Hilfe eines anti-hsp17-Antikörpers und eines anti-Maus IgG POD-
Konjugates mittels Chemilumineszenz nachgewiesen. 

 

Der Einfluss von ABA auf die Stressantwort von Zellkulturstadien des 21. Kulturtages 

wurde detaillierter untersucht (Abb. 22). Obgleich individuelle Kulturansätze nach Phytohor-

monapplikation graduelle Unterschiede in der Stressantwort aufwiesen, bewirkte ABA aber in 

jedem Fall eine reproduzierbare Veränderung der Hitzeschockinduzierbarkeit. Am 21. Kul-

turtag exprimierten Zellstrukturen des Wildtyps, der transgenen Linie RAP40/7 und der ABA-

Biosynthesemutante geringe Mengen hsp17 nach Hitzestressbehandlung, während in Zell-

strukturen der ABA-Biosynthesemutanten aba2 größere Mengen nachgewiesen werden 

konnten. 
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Abb. 22.  Einfluss von ABA und Fluridon auf die Stressinduktion der hsp17-Expression in Zellstrukturen des 
21. Kulturtages. Wildtyp, RAP40/7, aba1, aba2, 1 – unbehandelt, 2 – ABA-Gabe ab 10. Kulturtag, 3 
– 3h 1,5µM ABA, 4 - 24h 1,5µM ABA, 5 – Fluridon-Gabe ab 10. Kulturtag. 5µg (aba1), 10µg (WT) 
bzw. 20µg (RAP40/7, aba2) Proteinextrakt pro Bahn wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Hitze-
schockbehandelte Proben sind mit (i) gekennzeichnet. Ein hsp17 angereicherter Extrakt einer Hitze-
stress-behandelten Tomatensuspensionskultur (Dr. zur Nieden, IPB Halle) wurde als Positivkontrolle 
(P) eingesetzt. hsp17 wurde mit Hilfe eines anti-hsp17-Antikörpers und eines anti-Maus IgG POD-
Konjugates mittels Chemilumineszenz nachgewiesen. 

 

ABA-Behandlung von 3h oder 24h führte in Wildtyp- und RAP40/7-Kulturstadien zu 

keiner signifikanten Änderung der hsp17-Expression nach Hitzeschock. Kulturstadien der 

ABA-Biosynthesemutanten aba1 reagierten mit gesteigerter und aba2 mit gleichbleibender 

oder verringerter hsp17-Akkumulation auf Hitzeschock nach 3h bzw. 24h Inkubation in 

ABA-haltigem Medium.  

Die ABA-Komplementierung des Kulturmediums ab dem 10. Tag hatte nach Hitzestress 

einen drastischen Anstieg der exprimierten hsp17-Menge in Zellstrukturen, des Wildtyps, der 

Linie RAP40/7 und aba1 zur Folge. Im Gegensatz dazu war in ABA-komplementierten Zell-

strukturen der Linie aba2 weniger hsp17 nachweisbar (Abb. 22). 

In Wildtypkulturen, die mit dem ABA-Biosyntheseinhibitor Fluridon behandelt wurden, 

konnten durch Hitzestress die kleinen Hitzeschockproteine nicht oder nur in geringen Mengen 

induziert werden. 

In allen Kontrollproben ohne Hitzestress einschließlich frischisolierter Protoplasten konnte 

keine hsp17-Expression nachgewiesen werden. Die anti-ABA scFv-Expression der Linie 
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RAP40/7 wurde durch Hitzestress nicht verändert (Daten nicht gezeigt). In Übereinstimung 

mit Zimmermann et al. (1989) konnte durch Untersuchungen der Stressantwort in Abhängig-

keit vom Entwicklungsstadium somatischer Embryonen gezeigt werden, dass die Induzierbar-

keit der hsp17-Synthese entwicklungsabhängig reguliert wurde. Die ABA-Applikation 

sowohl zu Protoplasten als auch zu Zellkulturstadien des 21. Kulturtages führte zu einer Ver-

änderung der Stressantwort, wobei Protoplasten wesentlich sensitiver auf die Phytohormon-

gabe reagierten. Die verringerte hsp17-Induzierbarkeit in Protoplasten nach langzeitiger 

ABA-Behandlung korrelierte mit der Hemmung der Zellteilung und –differenzierung, die 

nach ABA Komplementierung des Kulturmediums ab Tag 0 beobachtet wurde. Die erhöhte 

Induzierbarkeit der kleinen Hitzeschockproteine am 21. Kulturtag nach ABA-Behandlung war 

ein weiterer Hinweis, dass ABA die Embryoentwicklung auf biochemischem Niveau 

beeinflusst. 

 

3.8. ABA-Akkumulation während der somatischen Embryogenese 

Durch Bestimmung der ABA-Akkumulation in Zellstrukturen unterschiedlicher Kultursta-

dien sollte der ABA-Gehalt in Abhängigkeit von der somatischen Embryoentwicklung ermit-

telt werden. Daraus war abzuleiten, inwieweit Korrelationen zwischen den beobachteten 

morphogenetischen Veränderungen der immunmodulierten Linie RAP40/7 und der ABA-

Biosynthesemutanten aba1 und aba2 und ihrem endogenen ABA-Gehalt bestehen. Außerdem 

sollte der Einfluss der ABA-Komplementation auf die ABA-Gehalte der Strukturen in den 

behandelten Kulturen analysiert werden.  

Die im ELISA ermittelten ABA-Mengen aus Zellkulturextrakten wurden auf g Frisch-

gewicht bezogen (Abb. 23A). Da bei dieser Kalkulation die Zunahme des Frischgewichtes des 

Einzelembryos keine Berücksichtigung fand, bezogen sich die so ermittelten Werte auf unter-

schiedliche Embryonenzahlen. Deshalb waren auf dieser Basis nur begrenzt Aussagen 

möglich. Die ABA-Menge pro g Frischgewicht schien im Verlauf der in vitro Kultivierung 

abzunehmen oder sich nur unwesentlich zu verändern (Abb. 23A). Deutliche Unterschiede im 

ABA-Gehalt bestehen jedoch zwischen Wildtyp und den ABA-Biosynthesemutanten 

inklusive der transgenen Linie RAP40/7. Während Zellstrukturen der ABA-Bio-

synthesemutanten signifikant niedrigere ABA-Gehalte als der Wildtyp aufwiesen, waren diese 

in RAP40/7-Zellstrukturen wesentlich höher als in Wildtypzellstrukturen. Drastische 

Erhöhung des ABA-Gehaltes wurde für alle Proben nach Applikation des Phytohormons 

erhalten. 
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Um einen realen Bezug zwischen ABA-Menge und Zellstruktur in der somatischen Em-

bryogenese herzustellen, wurden die ABA-Gehalte pro Einzelembryo kalkuliert (Abb. 23B). 

Die Kalkulation erfolgte unter Verwendung der ermittelten Frischgewichte (vgl. Abb. 15) bei 

Annahme einer 100%igen Regenerationseffizienz, d.h. jeder in vitro kultivierte Protoplast 

differenzierte zu einer embryogenen Zellstruktur. Da die tatsächliche Regenerationseffizienz 

aus technischen Gründen nicht für alle Stadien bestimmt wurde, jedoch kleiner 100% war, 

konnte auch durch diese Kalkulation nur der Trend, nicht aber der absolute ABA-Gehalt pro 

Zellstruktur erfasst werden. 
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Abb. 23. ABA-Akkumulation während der somatischen Embryogenese. A: ABA-Gehalte in ng pro g Frischge-
wicht, B: ABA-Gehalt pro Zellstruktur bei 100%iger Regenerationseffizienz, C: ABA-Gehalt pro 
Zellstruktur kalkuliert auf Basis der realen Regenerationseffizienz (Tab. 3) 
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Im Verlauf der somatischen Embryogenese des Wildtyps nahm der ABA-Gehalt konti-

nuierlich zu. Während der ABA-Gehalt in in vitro Zellkulturen der ABA-Biosynthesemutan-

ten und der transgenen Linien bis zum 14. Kulturtag nur geringfügig anstieg, konnten am 21. 

Kulturtag drastisch erhöhte ABA-Mengen nachgewiesen werden. Demzufolge findet während 

der Entwicklung und Differenzierung vom Protoplasten zur embryogenen Zellstruktur ABA-

Synthese statt. 

Zwischen den ABA-Gehalten von Wildtypstrukturen und anti-Oxazolon scFv exprimie-

render Np9-41/4-Strukturen wurden keine signifikanten Unterschiede gefunden. 

Die Zellstrukturen der ABA-Biosynthesemutanten aba1 bzw. aba2 enthielten in frühen 

Stadien bis zum 14. Kulturtag signifikant geringere Mengen ABA als der Wildtyp. aba1- 

bzw. aba2-Zellstrukturen akkumulierten zwischen 20 und 27,5% bzw. 17 und 52% des ABA-

Gehaltes von entsprechenden Wildtypstrukturen, vom 14. bis zum 21. Kulturtag hingegen 

vergleichbare ABA-Mengen wie der Wildtyp. 

Die anti-ABA scFv exprimierende Linie RAP40/7 produzierte in allen Stadien signifikant 

mehr ABA als der Wildtyp. So enthielten Zellstrukturen am 3. Kulturtag 61x mehr ABA. Bis 

zum 14. Kulturtag fiel das Verhältnis der ABA-Gehalte von Wildtyp- und RAP40/7-Zell-

strukturen auf 1:18. Am 21. Tag der in vitro Kultivierung akkumulierten RAP40/7-Strukturen 

jedoch wieder 24x mehr ABA als der Wildtyp.  

Die ABA-Komplementierung der Zellstrukturen ab 10. Tag der in vitro Kultivierung führte 

in allen untersuchten Kulturen zu einem signifikanten Anstieg des ABA-Gehaltes ab 14. 

Kulturtag. Dabei war der ABA-Gehalt von Zellstrukturen des Wildtyps und aba1 vergleich-

bar, während Np9-41/4- und aba2-Zellstrukturen nur etwa ein Fünftel bzw. ein Drittel der 

ABA-Mengen enthielten. Nach ABA-Behandlung akkumulierten RAP40/7-Zellstrukturen am 

14. Kulturtag 2,5x mehr ABA als entsprechende Wildtypstrukturen. In Kulturen der ABA-

Biosynthesemutante aba1, der transgenen Linie RAP40/7 und Np9-41/4 blieben die ABA-

Gehalte bis zum 21. Kulturtag auf diesem hohen Niveau, während sie bei korrespondierenden 

Wildtypstrukturen auf etwa die Hälfte sank. In aba2-Zellstrukturen nahm die akkumulierte 

ABA-Menge zwischen dem 14. und 21. Tag zu. 

Nach ABA-Gabe waren die Unterschiede zwischen ABA-behandelten Kulturen des Wild-

typs und der transgenen Linie RAP40/7 geringer als in unbehandelten Kulturen. ABA-behan-

delte RAP40/7-Kulturen akkumulierten 2,5x (14d) bzw. 5,2x (21d) mehr ABA in Zellstruktu-

ren als der Wildtyp. 

Während die Applikation des Biosyntheseinhibitors Fluridon zu Wildtypkulturen nur eine 

geringfügige Erniedrigung des ABA-Gehaltes bewirkte (Abb. 23A), wurden in RAP40/7-
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Zellstrukturen nach Fluridonbehandlung drastisch verringerte ABA-Gehalte gefunden (Daten 

nicht gezeigt). Dieser Fakt spricht dafür, dass Fluridon als ABA-Biosyntheseinhibitor 

während der in vitro Zellkultur wirkte und ABA-Mangel verursachte. 
 

Die Kalkulation des ABA-Gehaltes von Zellstrukturen auf der Basis einer 100%igen Rege-

nerationseffizienz der Systeme zeigte, dass die ABA-Akkumulation in Zellstrukturen aller 

untersuchten Linien entwicklungsabhängig reguliert wurde. Da die tatsächliche 

Regenerationseffizienz aber wesentlich geringer als 100% war und von der untersuchten 

Linie, dem individuellen Kulturansatz und der ABA- bzw. Fluridonbehandlung abhing, 

konnte nur auf Basis der ermittelten Regenerationseffizienz (vgl. Tab. 3) der tatsächliche 

ABA-Gehalt der Zellstrukturen kalkuliert werden. Aus technischen Gründen konnten 

Regenerationseffizienzen allerdings nur für den 21. Kulturtag bestimmt werden. Die in 

Abbildung 22C dargestellten Werte wurden aus der Zahl der Zellstrukturen pro g 

Frischgewicht auf der Basis der realen Regenerationseffizienz berechnet. Aufgrund der 

Abhängigkeit der Regenerationseffizienz von den oben beschriebenen Faktoren wurden nur 

die Kulturen mit experimentell ermittelten Regenerationseffizienzen in die Kalkulation 

einbezogen. 

Bereits die Bonitierung der Zellmorphogenese dokumentierte, dass aba1-Zellstrukturen 

wesentlich größer sind als Wildtypstrukturen. Analog verhielten sich Frischgewichtszunahme 

(Abb. 16) und ABA-Gehalte pro Embryo (Abb. 23C). Der ABA-Gehalt der aba1-Zellstruktu-

ren lag 2,5x höher im Vergleich zum Wildtyp. RAP40/7-Zellstrukturen enthielten 30x mehr 

ABA als der Wildtyp. 

Nach ABA-Behandlung akkumulierten aba1-Zellstrukturen am 21. Kulturtag signifikant 

mehr ABA als der Wildtyp. Die Unterschiede zwischen den akkumulierten ABA-Mengen in 

Wildtyp- und RAP40/7-Zellstrukturen nach ABA-Behandlung waren ebenfalls größer als auf 

Basis einer 100%igen Regenerationseffizienz kalkuliert. 

Fluridonbehandlung von Wildtypzellkulturen hatte keinen Einfluss auf die akkumulierte 

ABA-Menge. 

Während der somatischen Embryogenese akkumulierten Kulturstadien der ABA-

defizienten Mutanten bis zum 14. Kulturtag geringere Mengen und in späteren Stadien 

vergleichbare ABA-Mengen wie der Wildtyp. In Zellstrukturen der immunmodulierten Linie 

wurden deutlich höhere ABA-Mengen nachgewiesen. Die Zugabe von ABA führte zur 

signifikanten Erhöhung des ABA-Gehaltes in allen Strukturen. 
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3.9. Entwicklungsabhängige Regulation der Pigmentakkumulation während der  

somatischen Embryogenese 

Unterschiedliche Stadien der somatischen Embryogenese wurden mittels HPLC-Analyse 

auf ihren Chlorophyll- und Carotinoid-Gehalt untersucht. Die Zeaxanthin-, Neoxanthin- und 

Violaxanthin-Gehalte waren dabei von besonderem Interesse, da diese Pigmente neben ihrer 

Funktion in der Lichtabsorption für die Photosynthese auch Vorstufen der ABA-Biosynthese 

sind. Dabei war zu prüfen, ob Carotinoid- und Chlorophyllakkumulation zur Charakterisie-

rung der Morphogenese der Zellstrukturen während der somatischen Embryogenese heran-

gezogen werden können. 

Die entwicklungsabhängige Regulation der Pigmentakkumulation in unterschiedlichen 

Zellkulturstadien der somatischen Embryogenese wird am Beispiel des Chlorophylls a (Abb. 

24) demonstriert. Protoplasten enthielten die größten Mengen Chlorophyll a. Im Verlauf der 

in vitro Protoplastenkultur der untersuchten Linien nahm der Gehalt an Chlorophyll a pro g 

Frischgewicht der Zellkultur ab. Wildtyp- und aba2-Zellstrukturen enthielten am 21. Kultur-

tag größere Mengen Chlorophyll a, während in Strukturen identischer Kulturstadien der trans-

genen Linie RAP40/7 und der ABA-defizienten Mutanten der Chlorophyll a-Gehalt weiter 

abnahm. Der Chlorophyll a-Gehalt von Wildtypzellstrukturen stieg bis zum 50. Kulturtag 

deutlich an. aba1- und RAP40/7-Zellstrukturen akkumulierten zwischen dem 21. und 50. Kul-

turtag nur geringfügig mehr Chlorophyll a, in aba2-Zellstrukturen nahm der Chlorophyll a-

Gehalt ab. 
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Abb. 24. Entwicklungsabhängige Regulation des Chlorophyll a-Gehaltes während der somatischen Embryo-

genese 
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Signifikante Unterschiede im Chlorophyll a–Gehalt wurden nach ABA-Komplementierung 

für ABA-defiziente Linien gefunden. Globuläre Strukturen des Wildtyps enthielten am 50. 

Kulturtag unabhängig von der ABA-Behandlung vergleichbare Mengen an Chlorophyll a. In 

ABA-komplementierten Zellstrukturen der immunmodulierten Linie und der ABA-Biosyn-

thesemutanten wurden dagegen deutlich höhere Chlorophyllgehalte im Vergleich zu unbehan-

delten korrespondierenden Kulturen gefunden. 

Wird jedoch der Chlorophyllgehalt wie unter 3.8. beschrieben auf den Einzelembryo bezo-

gen, stieg in allen untersuchten Linien der Gehalt an Chlorophyll a in den Zellstrukturen zum 

21. Kulturtag wieder an (Daten nicht gezeigt). Dieser Anstieg kann als Hinweis auf stattfin-

dende Differenzierungsprozesse gewertet werden. 

Im Verlauf der in vitro Kultivierung zeigte der Gesamtcarotinoidgehalt in den Zellstruktu-

ren einen dem Chlorophyll a-Gehalt vergleichbaren Trend (Abb. 25A). 
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Abb. 25. Entwicklungsabhängige Regulation des Carotinoidgehaltes während der somatischen Embryogenese. 

A: Gesamtcarotinoid, B: Zeaxanthin, C: Neoxanthin, D: Violaxanthin 

 

Analysen des Zeaxanthin-Gehaltes pro g Frischgewicht (Abb. 25B) ergaben für Wildtyp, 

RAP40/7 und aba1 eine leichte Erhöhung nach der Protoplastierung im Vergleich zu Blättern 
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der in vitro Pflanzen (Daten nicht gezeigt). Während der somatischen Embryogenese nahmen 

die Zeaxanthin-Mengen ab. In Wildtyp, RAP40/7 und aba1 wurden nur geringe Zeaxanthin-

Mengen nachgewiesen. Im Gegensatz dazu betrug der Zeaxanthin-Gehalt in aba2-Zellstruktu-

ren 20 bis 48% des Gesamtcarotinoid-Gehaltes. 

Neoxanthin (Abb. 25C) konnte nur in Wildtyp-, RAP40/7- und aba1-Zellstrukturen nach-

gewiesen werden. Der Neoxanthin-Gehalt erreichte maximale Werte zu Beginn der in vitro 

Kultur, sank bis zum 14. Kulturtag, um danach wieder anzusteigen. Zwischen den untersuch-

ten Linien waren keine signifikanten Unterschiede im Neoxanthin-Gehalt festzustellen. 

Von den untersuchten Carotinoiden schwankte der Gehalt an Violaxanthin (Abb. 25D) in 

allen untersuchten Linien am stärksten. In aba2-Zellstrukturen wurde Violaxanthin nicht 

nachgewiesen. 

Mit Ausnahme von aba2 wurden nach ABA-Behandlung in allen Zellstrukturen des 50. 

Kulturtages größere Mengen Neoxanthin und Violaxanthin als in den unbehandelten Kulturen 

gefunden. 

Im Vergleich zu in vitro kultivierten Pflanzen (Abb. 6) wiesen Pflanzenregenerate der 

Zellkulturen keine Unterschiede im Pigmentgehalt auf (Daten nicht gezeigt). 

Die Pigmentgehaltanalysen zeigten, dass die Pigmentakkumulation entwicklungsabhängig 

reguliert wird. Normalisierung der Embryoentwicklung in Zellkulturen der ABA-defizienten 

Mutanten und der immunmodulierten Linie durch exogene ABA konnte auch anhand der 

Pigmentzusammensetzung gezeigt werden, da nach ABA-Behandlung am 50. Kulturtag 

vergleichbare Pigmentgehalte wie in Wildtypzellstrukturen nachgewiesen wurden. 

 

3.10. Einfluss von ABA auf die Samenentwicklung 

3.10.1. Ultrastruktur reifer Samen des Wildtyps und ABA-defizienter Linien 

Um Unterschiede in der Embryoentwicklung des Wildtyps, der transgenen Linie RAP40/7 

und der ABA-Biosynthesemutanten aba1 und aba2 nachzuweisen, wurde die Ultrastruktur 

der Samen analysiert. 

Licht- und elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass vor allem das Auftreten und 

die Verteilung der typischen Speicherorganellen für Reserveproteine („protein bodies“) in 

Embryogeweben verschieden war (Abb. 26). Während in Embryonen des Wildtyps in allen 

Geweben „protein bodies“ gefunden wurden, enthielten Embryonen der immunmodulierten 

Linie RAP40/7 nur in den äußeren Zellschichten normal ausgebildete „protein bodies“ 

(Abb. 26a). In inneren Zellschichten des Embryos traten hingegen nur „protein body“-Relikte 

auf. Embryonen der ABA-Biosynthesemutante aba1 hatten keine oder nur Relikte von 

„protein bodies“ (Abb. 26b). Auffällig war das Vorkommen vieler Lipidvakuolen, deren
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Abb. 26a. Ultrastruktur von zygotischen Embryonen des Wildtyps und der transgenen Linie RAP40/7. A: 
Wildtyp, 1: Embryo – Übersicht, „protein bodies“ verteilt über den gesamten Embryo, 2: „protein 
bodies“ in Zellen des Wildtypembryos, 3: Keimblattausschnitt– Embryo enthält normal ausgebildete 
„protein bodies“. B: RAP40/7, 1: Embryo – Übersicht, nur in äußeren Zellschichten normal 
ausgebildete „protein bodies“, in inneren Zellschichten „protein bodies“ stark degeneriert, 2: 
Anschnitt von Kotyledonen mit Sprossapex, 3: degenerierter „protein body“ in inneren Zellschichten 
des Embryos. 1, 2 – lichtmikroskopische Aufnahmen, Schnitte mit Azur-II-Methylenblau gefärbt, 3 
- elektronenmikroskopische Aufnahmen. n – Nukleus, pr – „protein body“, rp – „protein body“-
Relikte, l – Lipidvakuole, sa - Sprossapex 
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Abb. 26b. Ultrastruktur von zygotischen Embryonen der ABA-Biosynthesemutanten aba1 und aba2. C: aba1, 
1: Embryo – Übersicht, keine „protein bodies“ im gesamten Embryo, 2: Anschnitt eines Keimblat-
tes, 3: Keimblattausschnitt – „protein body“-Relikte, Lipidvakuolen mit veränderter Kontrastierung. 
D: aba2, 1: Embryo mit angrenzendem Endosperm, keine „protein bodies“ im gesamten Embryo, 2: 
Ausschnitt aus Keimwurzel – „protein bodies“ am stärksten degeneriert, 3: Zellen der Keimwurzel – 
stark degenerierte „protein bodies“. 1, 2 – lichtmikroskopische Aufnahmen, Schnitte mit Azur-II-
Methylenblau gefärbt, 3 - elektronenmikroskopische Aufnahmen. rp – „protein body“-Relikte, l – 
Lipidvakuole, w – Zellwand, cy - Cytoplasma 
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Kontrastierung sich von Lipidvakuolen der Samen aller anderen untersuchten Linien 

unterschied. In Samen der ABA-Biosynthesemutante aba2 waren „protein bodies“ im ganzen 

Embryo degeneriert, am stärksten jedoch in der Keimwurzel. 

Die Untersuchungen belegen, dass ABA nicht nur die Reserveproteinakkumulation (Ackerson 

1984, Kermode 1990, Phillips et al. 1997, Leps 1998) sondern auch die Bildung von „protein 

bodies“ beeinflusst. 

 

3.10.2. Frischgewichtsveränderung während der Samenentwicklung 

Unter Verwendung von Gewächshauspflanzen und Pflanzenmaterial aus der Phytokammer 

wurde durch Frischgewichtsanalysen der Samen verschiedener Entwicklungsstadien die Ab-

hängigkeit der Samenentwicklung von den Kulturbedingungen der Pflanze dokumentiert. 

Dabei konnte gezeigt werden, dass die Samenentwicklung durch ABA-Mangel beeinflusst 

wird (Tab. 5). Unter Gewächshausbedingungen war die Samenreifung nach 16 - 20 Tagen 

abgeschlossen, während die Samen unter Phytokammerbedingungen 24 Tage von der Bestäu-

bung bis zur Reife benötigten. 
 

Tab. 5. Analyse der Frischgewichte von Samen während der Samenentwicklung. WT (G) wurde im Ge wächs-
haus kultiviert, alle anderen Pflanzen in der Phytokammer (PK). Das Frischgewicht wird in µg pro Sa-
men angegeben. Die Samenanzahl pro Kapsel wurde durch Zählung von mindestens 3 Kapseln unter-
schiedlicher Pflanzen ermittelt.  

 

  Tag nach Befruchtung 

Linie Samenanzahl 

pro Kapsel 

4DAP 8DAP 12DAP 16DAP 20DAP 24DAP 

WT (G) 1227 5,5 22 30,4 17,7 n.b. n.b. 

WT (PK) 1227 n.b. 11,5 30,2 27,4 27,7 22 

RAP40/7 817 6,0 18,7 28,7 26,6 31,8 26,3 

aba1 452 4,6 14,4 16,8 24,1 29,4 27,7 

 

Die Bestimmung der Anzahl Samen pro Kapsel ergab, dass der Wildtyp die größte Zahl an 

Samen bildete. Die Samenkapseln der transgenen Linie RAP40/7 enthielten deutlich weniger 

Samen als der Wildtyp. Die geringsten Samenzahlen pro Kapsel wurden für die ABA-Bio-

synthesemutante aba1 gefunden. aba2 konnte nicht in die Analysen einbezogen werden, da es 

nicht zur Ausreifung der Samen kam und nur sehr kleine nahezu samenlose Kapseln gebildet 

wurden. 

Das Frischgewicht der Samen von Gewächshauspflanzen des Wildtyps nahm bis zum 12. 

Tag nach der Bestäubung zu und fiel dann bis zum 16. Tag wieder ab. Samen der Wildtyp-

pflanzen, die in der Phytokammer kultiviert wurden, erreichten ebenfalls bis zum 12. Tag 
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nach der Bestäubung ihr höchstes Frischgewicht, das jedoch erst nach dem 20. Tag deutlich 

abnahm. Verglichen mit dem Wildtyp hatten Samen der Linie RAP40/7 und aba1 ein deutlich 

höheres Frischgewicht am 20. und 24. Tag. 

 

3.10.3. Entwicklungsabhängige Akkumulation von Reserveglobulinen, kleinen Hitze- 

schockproteinen hsp17 und Pigmenten während der Samenentwicklung 

Die entwicklungsabhängige Akkumulation von Reserveglobulinen, von kleinen Hitze-

schockproteine hsp17 und von Pigmenten wurde in Abhängigkeit von den Wachstumsbedin-

gungen der Pflanzen, der untersuchten Linie und vom Samenstadium analysiert. 

Akkumulation der Reserveglobuline konnte in reifenden Wildtypsamen 12 Tage nach der 

Bestäubung nachgewiesen werden (Abb. 27). Im Verlauf der Samenreifung nahm die akku-

mulierte Reserveproteinmenge zu. In Samen der transgenen Linie RAP40/7 traten erst im 

Entwicklungsstadium 16 Tage nach Bestäubung Tabakglobuline auf, deren Menge bis zur 

Samenreife anstieg. aba1-Samen akkumulierten 16 und 20 Tage nach der Bestäubung gerin-

gere Reserveglobulinmengen als RAP40/7-Samen. Maximale Akkumulation wurde erst in 

reifen Samen erreicht. Unterschiede im Verlauf der Reserveglobulinakkkumulation könnten 

auf die Wachstumsbedingungen der Pflanzen (Wildtyp Gewächshaus, RAP40/7 und aba1 

Phytokammer) zurückzuführen sein. Verglichen mit dem Wildtyp enthielten reife Samen der 

anti-ABA scFv exprimierenden Linie RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemutanten aba2 

deutlich geringere Reserveglobulinmengen (Abb. 28). Diese Differenzen wurden durch 

Analyse der Proteinextrakte im ELISA bestätigt (Daten nicht gezeigt). 

 
Abb. 27. Akkumulation der Reserveglobuline in reifenden Tabaksamen. Reserveglobulinakkumulation in 

Samenstadien des Wildtyps, der Linie RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemutante aba1. 5µg Protein 
(pro Bahn) der Samenstadien 4, 8, 12, 16, 20, 24 DAP (nur RAP40/7 und aba1) und reifer Samen (rS) 
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nachweis der Tabakglobuline unter Verwendung von anti-
Tabakglobulin-Antikörper und anti-Kan IgG POD Konjugat mittels Chemilumineszenz. 
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Abb. 28. Akkumulation der Reserveglobuline in 
reifen Samen. 15µl eines Laemmli-Ex-
traktes wurden elektrophoretisch aufge-
trennt. Die Proteine wurden durch Coo-
massie-Färbung nachgewiesen. PS – Pro-
teinstandard (SeeBlueTM Pre-Stained 
Standard). α, β   - Polypeptidketten die 
Untereinheiten des 12S-Reserveproteins 
des Tabaks bilden. 

 

 

 

 

Die entwicklungsabhängige konstitutive Expression der kleinen Hitzeschockproteine 

hsp17 im Samen konnte erst in Entwicklungsstadien kurz vor der Reife (20 DAP WT, 24 

DAP RAP40/7, aba1) nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die einzelnen Linien 

exprimierten die Proteine in unterschiedlichen Mengen. Samen von aba1 enthielten die 

geringsten, aba2 die höchsten Mengen an hsp17 (Abb. 29). 

 

 
 

 

 

Abb. 29. Vergleichende Analyse der hsp17-Akkumulation in rei-
fen Samen. Nach elektrophoretischer Auftrennung von 
5µg Protein pro Bahn wurde hsp17 unter Verwendung 
von anti-hsp17-Antikörper und anti-Kan IgG POD Kon-
jugat mittels Chemilumineszenz nachgewiesen. Ein 
hsp17 angereicherter Extrakt einer Hitzestress-behan-
delten Tomatensuspensionskultur (Dr. zur Nieden, IPB 
Halle) wurde als Positivkontrolle (P) eingesetzt. 

 

Die Analyse der Pigmentgehalte der einzelnen Samenstadien während ihrer Entwicklung 

ergab nur geringfügige Unterschiede zwischen den untersuchten Linien, wie in Tab. 6 am Bei-

spiel des Gehaltes an Chlorophyll a dargestellt wird. Der Chlorophyll a-Gehalt war in jungen 

Samen (4 DAP) des Wildtyps (Gewächshaus) am höchsten. Während die Samen am 8. Tag 

nach Bestäubung nur geringe Mengen an Chlorophyll a enthielten, stieg der Chlorophyll a–

Gehalt bis zum 16. Tag an und fiel mit zunehmender Reife wieder ab. Die Samen von Wild-

typpflanzen, die unter Phytokammerbedingungen kultiviert wurden, enthielten in allen unter-

suchten Stadien weniger Chlorophyll a. 
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Alle untersuchten Samenstadien der transgenen Linie RAP40/7 akkumulierten mehr 

Chlorophyll a als die entsprechenden Stadien des Wildtyps. Allerdings wurde die 

Untersuchung der Pigmentgehalte der Samen in der Phytokammer kultivierter Pflanzen durch 

die geringe Materialmenge erschwert. Dennoch konnten auch in den untersuchten 

Samenstadien der ABA-Biosynthesemutante aba1 größere Mengen an Chlorophyll a als in 

Wildtypsamenstadien nachgewiesen werden. 
 

Tab. 6. Chlorophyll a-Gehalte der Samenstadien des Wildtyps, der transgenen 
Linie RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemutante aba1 

 

Linie 
WT 

Gewächshaus 

WT 

Phytokammer 
RAP40/7 aba1 

4 DAP 11,5 ± 11,4 n.b. n.b. n.b. 

8 DAP 0,2 ± 0,3 0 1,8 ± 0,3 0,86 

12 DAP 1,7 ± 0,4 0,39 3,6 ± 0,1 1,87 

16 DAP 2,3 ± 0,6 0,94 1,5 ± 0,9 1,36 

20 DAP 0,8 ± 1,1 n.b. 1,4 n.b. 

reife Samen 0,49 n.b. 0,99 n.b. 

 

Durch die Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass reife Samen der immunmo-

dulierten Linie und der ABA-Biosynthesemutante aba2 geringere Reserveglobulinmengen 

enthielten. Zwischen der Akkumulation der kleinen Hitzeschockproteine und ABA-Defizienz 

konnte keine eindeutige Korrelation hergestellt werden. Im Vergleich zum Wildtyp enthielten 

Samenstadien der transgenen Linie RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemutante aba1 mehr 

Chlorophyll a, sodass ein Zusammenhang zwischen ABA-Mangel, Samenentwicklung und 

Pigmentgehalt besteht. 

 

3.10.4. ABA-Gehalt und scFv-Akkumulation während der Samenentwicklung 

Zur Untersuchung des ABA-Einflusses auf die Samenentwicklung wurden die ABA-Men-

gen in Abhängigkeit vom Samenstadium der untersuchten Linien ermittelt. In Samen der 

immunmodulierten Linie wurde die anti-ABA scFv-Akkumulation im Verlauf der Samen-

entwicklung überprüft, um die Möglichkeit der Kompensation hoher ABA-Gehalte durch den 

Antikörper nachzuweisen. Die Akkumulation des anti-Oxazolon scFv wurde zum Vergleich 

analysiert. 

Die ABA-Akkumulation in reifenden Samen war von den Wachstumsbedingungen der 

Pflanzen abhängig, wie für Wildtypsamen nachgewiesen werden konnte (Abb. 30). Samen 

von Wildtyppflanzen, die unter Gewächshausbedingungen kultiviert wurden, akkumulierten 
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bis zum 12. bzw. 16. Tag nach Bestäubung zunehmende Mengen an ABA in Abhängigkeit 

von der Reifungsdauer (16 bzw. 20 Tage). In späteren Samenstadien nahm der ABA-Gehalt 

ab (Abb. 30). Die ABA-Analyse wurde an Samenmaterial von Wildtyppflanzen, die unter 

Phytokammerbedingungen kultiviert wurden, wiederholt, da von der transgenen Linie 

RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemutante aba1 nur Pflanzenmaterial aus der Phytokammer 

zur Analyse des ABA-Gehaltes zur Verfügung stand. Die ABA-Gehalte der Samen dieser 

Wildtyppflanzen waren im Vergleich zu den Gewächshauspflanzen geringer. Die Samen der 

ABA-Biosynthesemutante enthielten vom 8. bis zum 20. Tag nach der Bestäubung geringere 

ABA-Mengen als der Wildtyp, am 24. Tag war die ABA-Menge hingegen größer. 

In Samen der konstitutiv anti-ABA scFv exprimierenden Linie wurden die höchsten Men-

gen an ABA nachgewiesen. Die maximale ABA-Menge wurde nach 21 Tagen erreicht, 

wohingegen der ABA-Gehalt späterer Samenstadien abnahm. Um zu sichern, dass für die 

Analyse der ABA-Akkumulation in Samenstadien möglichst homogenes Pflanzenmaterial zur 

Verfügung stand, wurde die Akkumulation von scFv in Blättern und Blüten der individuellen 

Versuchspflanzen überprüft (Abb. 31). 
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Abb. 30. ABA-Akkumulation während der Samen-

entwicklung. 
 

 

 

 

Abb. 31. Akkumulation des anti-ABA scFv-
Antikörpers in Blättern und Blüten der 
RAP40/7-Pflanzen 1 - 3, deren Samen 
für die unter 3.10.3., 4. und 5. beschrie-
benen Untersuchungen eingesetzt wur-
den. 10µg Protein wurden elektropho-
retisch aufgetrennt. Samenextrakte 
anti-ABA scFv exprimierender Pflan-
zen wurden als Positivkontrolle (P) 
eingesetzt. Der anti-ABA scFv-Anti-
körper wurde unter Verwendung von 
anti-c-myc und anti-Maus IgG POD 
mittels Chemilumineszenz nachge-
wiesen. 

Der anti-ABA scFv-Antikörper wurde während der Samenentwicklung akkumuliert und ab 

dem 4. Tag nach der Bestäubung nachgewiesen (Abb. 32). Nach 12 Tagen wurde die höchste 

scFv-Akkumulation erreicht, während in späteren Entwicklungsstadien die akkumulierte 

scFv-Menge abnahm. Auch die Samen der Linie Np9-41/4 akkumulierten bereits am 4. Tag 

nach der Bestäubung anti-Oxazolon scFv. Während der anti-Oxazolon scFv–Gehalt in Samen 
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bis zum 12. Tag nach der Bestäubung anstieg, wurden in späteren Stadien der 

Samenentwicklung geringere Mengen akkumuliert. 
 

 

 

 

 

 

 

Abb. 32.  Akkumulation der scFv während der Samenentwicklung. RAP40/7: anti-ABA scFv-Antikörperakku-
mulation in Samenstadien der immunmodulierten Linie, Np9-41/4: anti-Oxazolon scFv-Akkumulation 
in Samenstadien, WT: Wildtyp-Kontrolle. 6µg (RAP40/7), 4µg (Np9-41/4) bzw. 10µg (WT) Protein-
extrakt von Samen 4, 8, 12, 16, 20 und 24 DAP (nur RAP40/7) sowie reifer Samen (rS, nur RAP40/7) 
wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Samenextrakte anti-ABA scFv exprimierender Pflanzen wur-

den als Positivkontrolle (P), Wildtypsamenextrakt als Negativkontrolle (N) verwendet. Der scFv-

Antikörper wurde nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran mit anti-myc und anti-Maus IgG 
POD Konjugat mittels Chemilumineszenz nachgewiesen. 

 

Die Untersuchungen zeigten, dass die ABA-Akkumulation in Samen entwicklungsabhän-

gig erfolgt. Erwartungsgemäß akkumulierten Samenstadien der ABA-Biosynthesemutante 

aba1 weniger ABA als der Wildtyp, während Samen der transgenen Linie RAP40/7 in allen 

Stadien weitaus größere ABA-Mengen als der Wildtyp enthielten. Es konnte gezeigt werden, 

dass die anti-ABA scFv- bzw. anti-Oxazolon scFv-Expression auch im Samen entwicklungs-

abhängig reguliert wurde. Samen der immunmodulierten Linie prägten wie Samen der ABA-

Biosynthesemutanten einen ABA-Mangelphänotyp aus. 
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4. Diskussion 
 

4.1. ABA-Gehalt und ABA-Effekt in frühen Embryogeneseprozessen 

ABA-Funktionen in späten Embryogeneseprozessen und in der Samenentwicklung und 

–reifung sind durch zahlreiche Untersuchungen belegt (Kermode 1990, Rock und Quatrano 

1995). Der ABA-Gehalt in zygotischen Embryonen und Samen verändert sich im Verlauf der 

Samenentwicklung. Geringe Mengen sind bereits in frühen Stadien vorhanden (Ackerson 

1984, Hocher et al. 1991, Xu et al. 1990). In der ersten Hälfte der Samenentwicklung nimmt 

der ABA-Gehalt drastisch zu und erreicht gleichzeitig mit maximalem Samenwachstum die 

höchsten Werte (1-10µM). Während der Embryoreifung sinkt der ABA-Gehalt des Samens 

(Rock und Quatrano 1995).  

Über ABA-Einflüsse auf frühe Prozesse der Embryogenese ist wenig bekannt. Ackerson 

(1984) fand, dass ABA während früher Prozesse der Embryogenese das Embryowachstum 

fördert. Auch Hocher et al. (1991) wiesen in frühen Stadien der Samenentwicklung ABA 

nach, konnten dem Phytohormon jedoch keine Funktion zuordnen. 

Die Analyse der ABA-Funktion während der frühen zygotischen Embryogenese wird 

durch die Anatomie von Samen und Samenanlage erschwert. Speziell Embryonen früher Sta-

dien sind experimentell kaum zugänglich, sodass die Materialverfügbarkeit für umfassendere 

biochemische und molekularbiologische Untersuchungen zum Engpass wird. Da Entwick-

lungsprozesse im Samen sowohl durch maternal als auch durch embryonal synthetisierte 

ABA reguliert werden (Finkelstein 1994, Koornneef et al. 1989), ist zur Funktionsanalyse die 

Bestimmung des ABA-Gehaltes der einzelnen Gewebe erforderlich. Zum anderen hängt die 

Samenentwicklung von Umweltbedingungen ab, sodass zweifelsfrei identische Entwick-

lungsstadien sehr schwierig reproduzierbar sind. 

 

4.2. Somatische Embryogenese als Experimentalsystem zur ABA-Funktionsanalyse 

Zur Untersuchung früher Embryogenesestadien wird häufig die somatische Embryogenese 

als Modellsystem gewählt (Zimmermann 1993, de Jong et al. 1993, Emons 1994, Mordhorst 

et al. 1997). In der vorliegenden Arbeit fand das direkte somatische Embryogenesesystem von 

Nicotiana plumbaginifolia Verwendung. Kurzzeitig hohe Auxin- und Cytokininkonzentratio-

nen induzieren Zellteilung von isolierten Mesophyllprotoplasten, die in moderatem Hormon-

regime zu somatischen Embryonen differenzieren und nachfolgend Pflanzen regenerieren. 

Vorteil des Systems ist, dass direkte Beziehungen zwischen physiologischem Zustand der in 

vitro Kultur, Hormonbalance und Morphogenese (Ivanova et al. 1994) untersucht werden 
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können. Von Mesophyllprotoplasten ausgehende somatische Embryogenesesysteme zeichnen 

sich in frühen Stadien durch eine relativ hohe, in unabhängigen Ansätzen reproduzierbare 

Synchronität der Entwicklung aus. Auch ist morphologische und biochemische Vergleichbar-

keit von zygotischer und somatischer Embryogenese für eine Reihe von Entwicklungsstadien 

belegt (Zimmermann 1993). Somatische Embryonen synthetisieren und akkumulieren ABA 

(Rajasekaran et al. 1982, Hatzopoulos et al. 1990, Faure et al. 1998) und differenzieren in der 

in vitro Zellkultur unabhängig von maternalen Einflüssen inklusive ABA. Außerdem können 

Wirkstoffe zielgerichtet zum Embryosystem appliziert werden, ohne die Embryoentwicklung 

wie bei der in vitro Kultivierung zygotischer Embryonen durch Isolierung zu stören. Dabei 

können sowohl Konzentration als auch Zeitpunkt der Wirkstoffapplikation in Abhängigkeit 

von der Embryodifferenzierung verändert werden. 

 

4.3. Strategien der ABA-Funktionsanalyse - Bewertungskriterien der Embryoent- 

wicklung 

Durch Kombination von direkter somatischer Embryogenese mit Versuchsstrategien zur 

artifiziellen Erzeugung von ABA-Mangel in embryogenen Zellen kann die funktionelle Akti-

vität von ABA in frühen Embryogeneseprozessen untersucht werden. 

Dazu wurden zum ersten ein gentechnischer Ansatz der Immunsuppression von ABA 

durch intrazelluläre anti-ABA scFv-Expression, zum zweiten ein genetischer Ansatz in Form 

von ABA-defizienten Biosynthesemutanten aba1 und aba2 und zum dritten ein biochemi-

scher Ansatz der Blockade der ABA-Biosynthese in Wildtypzellkulturen durch den ABA-

Biosyntheseinhibitor Fluridon gewählt. 

Untersuchungen zygotischer Embryonen der aba1 und aba2 Mutanten erweisen sich als 

schwierig, da bedingt durch den ABA-Biosynthesedefekt insbesondere aba2-Mutanten nur 

sehr wenige bzw. keine lebensfähigen Samen ausbilden. Beide Mutanten besitzen noch 

geringe endogene ABA-Gehalte, da die ABA-Defizienz aufgrund alternativer Synthesewege 

nicht total ist (Rock et al. 1991). Ein somatisches Embryogenesesystem, etabliert aus Meso-

phyllprotoplasten in vitro kultivierter aba1 und aba2 Pflanzen, ermöglicht die Analyse der 

Embryoentwicklung der ABA-defizienten Mutanten im Detail.  

Auch durch biochemische Erzeugung von ABA-Defizienz mittels Applikation eines Bio-

syntheseinhibitors kann der endogene ABA-Gehalt somatischer Embryonen verändert und der 

Einfluss von Konzentration und Applikationszeitpunkt auf die somatische Embryoentwick-

lung untersucht werden. Da in beiden Versuchsstrategien frühe Schritte der ABA-Biosynthese 
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gehemmt sind, können morphogenetische Veränderungen und ABA-Funktion nicht direkt 

zueinander in Beziehung gesetzt werden (Artsaenko et al. 1999). 

Für den gentechnischen Ansatz der Immunmodulation wurden homozygote transgene 

Nicotiana plumbaginifolia Pflanzen mit konstitutiver Expression eines anti-ABA scFv herge-

stellt. Die Effizienz einer in vivo Blockade von ABA durch intrazelluläre Antikörper-Expres-

sion wurde bereits durch Artsaenko et al. (1995) und durch Phillips et al. (1997) demonstriert. 

Artsaenko et al. (1995) konnten durch konstitutive Expression des anti-ABA scFv in transge-

nen Nicotiana tabacum Pflanzen einen welkenden Phänotyp hervorrufen. Durch samenspezi-

fische Antikörperexpression erzeugten Phillips et al. (1997) vivipare Samen (Phillips et al. 

1997, Marion-Poll 1997). 

Durch konstitutive Expression des anti-ABA scFv unter Kontrolle des CaMV 35S-Promo-

tors kann die ABA-Verfügbarkeit blockiert werden, sodass die somatische Embryoentwick-

lung der immunmodulierten Linie und der ABA-Biosynthesemutanten unter vergleichbaren 

ABA-Mangelbedingungen ablaufen. N-terminales Signalpeptid und C-terminales KDEL-ER-

Retentionssignal gewährleisten dabei stabile Akkumulation des Antikörperfragmentes im 

endoplasmatischen Retikulum der transgenen Zellen. Die ABA-Bindung an den ER-kompar-

timentierten Antikörper führt zur ABA-Akkumulation im ER und zu ABA-Mangel in anderen 

Zellkompartimenten (Artsaenko et al. 1995, Phillips et al. 1997). 

Für die somatische Embryogenese wurden homozygote Linien eingesetzt, um größtmögliche 

Homogenität des in vitro Zellkulturmaterials zu gewährleisten. Um Effekte einer Fremdgen-

expression auf die Entwicklung zu untersuchen, wurden Pflanzen einer transgenen Kontrolle, 

die einen scFv-Antikörper gegen das nichtpflanzliche Hapten Oxazolon exprimierten, in das 

Embryogenesesystem einbezogen. 

Die somatische Embryoentwicklung wurde durch morphogenetische und biochemische 

Parameter charakterisiert. Zur Untersuchung der Korrelation von Embryoentwicklung und 

ABA-Gehalt (Kamada und Harada 1981, Rajasekaran et al. 1982, Faure et al. 1998), wurden 

die ABA-Gehalte der Zellstrukturen bestimmt. Darüber hinaus wurde die morphogenetische 

Entwicklung somatischer Embryonen der ABA-immunmodulierten Linie, der ABA-

defizienten Mutanten und des fluridonbehandelten Wildtyps im Vergleich zum unbehandelten 

Wildtyp bonitiert. Als Bewertungskriterien der Morphogenese der Zellstrukturen wurden 

Protodermdifferenzierung und Ultrastruktur herangezogen sowie Frischgewichtsentwicklung 

und Regenerationseffizienz ermittelt. Da sich zur Charakterisierung der Embryoentwicklung 

auch die Akkumulation von Speicherstoffen (Thorpe und Murashige 1969, Crouch 1982, 

Shoemaker et al. 1987, Keller et al. 1988, Sreedhar und Bewley 1998), Pigmentgehalt und –
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zusammensetzung (Le Page-Degivry 1987, Rock et al. 1992, Phillips et al. 1997) sowie 

Induzierbarkeit von kleinen Hitzeschockproteinen (Kanabus et al. 1984, Zimmermann et al. 

1989) eignen, wurden auch diese biochemischen Parameter analysiert. 

 

4.4. ABA-Mangel durch Immunmodulation, Mutation und Fluridonbehandlung 

Zur Überprüfung der experimentellen Strategien der Erzeugung von ABA-Mangel, wurden 

die ABA-Gehalte der unterschiedlichen Zellkulturstadien im Verlauf der somatischen 

Embryogenese mittels ELISA bestimmt.  

Zellstrukturen der ABA-defizienten Mutanten aba1 und aba2 enthielten wesentlich gerin-

gere ABA-Mengen im Vergleich zu Wildtyp und transgener Kontrolle (Abb. 23). Auch die 

ABA-Gehalte unterschiedlicher Stadien der Samenentwicklung der ABA-defizienten Mutan-

ten zeigten deutlich niedrigere ABA-Werte gegenüber dem Wildtyp. Die Differenz zwischen 

ABA-Gehalten von Zellstrukturen und Samen der Mutanten und des Wildtyps lag im Bereich 

der durch Marin et al. (1996) und Leydecker et al. (1995) für Blätter von Mutanten und Wild-

typ ermittelten ABA-Differenzen. Im Vergleich zum Wildtyp herrschte demzufolge für die 

Mutanten unter in vitro Zellkulturbedingungen und während der Samenentwicklung ABA-

Mangel. 

Fluridonbehandlung von Wildtypzellstrukturen führte bis zum 21. Kulturtag nur zu gering-

fügig niedrigeren ABA-Werten im Vergleich zu unbehandelten Kulturen (Abb. 23). Trotzdem 

waren nach Fluridonapplikation deutliche Veränderungen der Zellmorphogenese nachweisbar 

(Abb. 12), die möglicherweise auch auf unspezifische Inhibitoreffekte zurückzuführen sind. 

Im Gegensatz zu ABA-defizienten Mutanten und Fluridonbehandlung des Wildtyps 

wurden in Zellstrukturen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie signifikant höhere ABA-

Gehalte als im Wildtyp nachgewiesen. Auch Samen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie 

enthielten höhere ABA-Mengen als Wildtypsamen. Diese Resultate stimmen mit den für 

Blätter (Artsaenko et al. 1995) und Samen von Nicotiana tabacum (Phillips et al. 1997) 

gefundenen Daten überein. Nach Artsaenko (1996) könnte die Erhöhung des ABA-Gehaltes 

durch gestörte “feedback”-Regulation der ABA-Synthese infolge des Mangels an freier ABA 

verursacht werden. Des weiteren wurde vermutet, dass ABA durch Bindung des Phyto-

hormons an den Antikörper unzugänglich für enzymatischen Abbau wird. Hemmung des 

ABA-Abbaus wäre sowohl durch Akkumulation der antikörpergebundenen ABA im ER als 

auch aus sterischen Gründen durch Antikörperbindung möglich. Phillips et al. (1997) zeigten, 

dass ausreichende Antikörpermengen exprimiert wurden, um die endogene ABA-Menge 

durch Antigen-Antikörperkomplexbildung in Samen zu kompensieren. 
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Auch in unseren Versuchen wurden die Expression des anti-ABA scFv (Abb. 17) und der 

endogene ABA-Gehalt in unterschiedlichen Zellkulturstadien bestimmt (Abb. 23). Anti-ABA 

scFv-Akkumulation wurde in allen untersuchten Zellkulturstadien der Linie RAP40/7 

nachgewiesen. Parallel zum ABA-Gehalt stieg auch die akkumulierte Antikörpermenge 

während der frühen Embryogenese an. Die spezifische Bindung von ABA an den im ER 

lokalisierten Antikörper führt zur Fixierung von ABA im ER, wodurch es zu ABA-Mangel in 

anderen Zellkompartimenten kommen kann (Artsaenko et al. 1995). Obgleich in großer 

Menge vorhanden, wird intrazellulärer ABA-Mangel signalisiert. 

Da ABA-Gehalte der Zellstrukturen und Samenstadien der transgenen Kontrolllinie Np9-41/4 

sich nicht vom Wildtyp unterschieden, ist eine durch Transgenexpression verursachte Ver-

änderung des ABA-Gehaltes auszuschliessen. Die erhöhten ABA-Gehalte in Zellstrukturen 

der anti-ABA scFv exprimierenden Linie sind auf den durch Immunmodulation bedingten 

ABA-Mangel zurückzuführen. 

Unabhängig von Differenzen im ABA-Gehalt der Zellstrukturen der differenten 

Embryogenessysteme nahm der ABA-Gehalt in allen untersuchten Linien im Verlauf der in 

vitro Kultivierung zu. Da Protoplasten nicht selbst ABA synthetisieren (Loveys und Robinson 

1987, Lahr und Raschke 1988), wird ABA de novo in Abhängigkeit von der somatischen 

Embryoentwicklung synthetisiert. ABA-Synthese wurde auch in somatischen Embryonen der 

Möhre (Kamada und Harada 1981, Hatzopoulos et al. 1990) und des Weins (Rajasekaran et 

al. 1982, Faure et al. 1998) nachgewiesen. 

Die kontinuierliche Zunahme des ABA-Gehaltes im Verlauf der in vitro Embryokultur 

spiegelte die Veränderung des ABA-Gehaltes während der Samenentwicklung nicht wider. 

Der ABA-Gehalt im Samen stieg zunächst drastisch an und fiel während der Samenreifung ab 

(Black 1991, Rock und Quatrano 1995). Die kontinuierliche Zunahme des ABA-Gehaltes in 

unseren somatischen Embryogenesesystemen ist eher mit dem ABA-Metabolismus von in 

vitro kultivierten unreifen Embryonen vergleichbar (Faure et al. 1998). Kamada und Harada 

(1981) die höchsten ABA-Gehalte in globulären Stadien somatischer Embryonen der Möhre. 

Somatische Embryonen von Nicotiana plumbaginifolia enthielten deutlich weniger ABA 

als Samen. Unterschiede im ABA-Gehalt zygotischer und somatischer Embryonen wurden 

auch von Rajasekaran et al. (1982) und Faure et al. (1998) beschrieben. Da für Nicotiana 

plumbaginifolia die Isolation zygotischer Embryonen nicht möglich war, konnte der ABA-

Gehalt zygotischer und somatischer Embryonen nicht verglichen werden. Aus dem ABA-Ge-

halt des Samens sind Rückschlüsse auf den ABA-Gehalt des Embryos nicht zu ziehen, da 
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ABA in unterschiedlichen Geweben des Samens lokalisiert ist (Hocher et al. 1991, Xu et al. 

1990).  

ABA-Mangel während der in vitro Zellkultur wurde im genetischen Ansatz unter 

Verwendung der Mutanten durch Analyse der ABA-Mengen dokumentiert. Dass auch 

Immunmodulation ABA-Mangel bewirkte, wurde indirekt anhand von Morphogenese, Ultra-

struktur und biochemischen Parametern im Vergleich mit ABA-defizienten Mutanten, fluri-

donbehandeltem Wildtyp und unbehandelten Wildtypkulturen nachgewiesen. 

 

4.5. ABA-Mangel - Morphogenese, Ultrastruktur und Regenerationseffizienz somati- 

scher Embryonen 

Zellstrukturen früher Embryogenesestadien des Wildtyps und der transgenen Kontrolle 

waren durch kleine cytoplasmareiche Zellen in gerichteter Anordnung gekennzeichnet und 

zeigten somit typische Merkmale embryogener differenzierender Zellstrukturen (Abb. 12, 13; 

Halperin und Wetherell 1964, Komamine et al. 1990, Toonen et al. 1994, Emons 1994). Auch 

Halperin und Wetherell (1964) beschrieben die somatische Embryoentwicklung der Möhre 

durch geordnete Zellteilungen unter Reduktion des Zellvolumens ähnlich dem Muster der in 

situ Embryogenese. 

Im Gegensatz dazu waren Zellstrukturen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie, der 

ABA-Mutanten und des fluridonbehandelten Wildtyps aus großvolumigen Zellen zusammen-

gesetzt, die lose ungerichtete Zellverbände mit phyllopodium-ähnlichen Auswüchsen bildeten 

(Abb. 12, 13). Diese für embryogene Strukturen untypischen Charakteristika sind vergleich-

bar der Entwicklung undifferenzierter Zellstrukturen. Halperin und Wetherell (1964) zeigten, 

dass Zellklusterbildung in undifferenziertem Kallus durch zufällige Orientierung der 

neugebildeten Zellwände bei nachfolgender Vergrößerung der Tochterzellen gekennzeichnet 

war. 

Zellstrukturen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie enthielten am 50. Kulturtag nur 

wenige oder keine embryogenen Zellen (Abb. 12). Fluridonbehandelte Wildtypstrukturen 

wiesen ebenfalls keine embryogenen Zellen zu diesem Entwicklungszeitpunkt auf. Überein-

stimmend mit diesen Daten fanden auch Nickle und Yeung (1994) starke Reduktion der An-

zahl meristematischer Zellen im Sprosspol von Möhrenembryonen nach Fluridonbehandlung. 

Die Zellen ABA-defizienter Strukturen waren größer und expandierten stärker als Zellen in 

Wildtypstrukturen. Bereits 1972 zeigten de la Torre et al., dass ABA die Zellgröße beein-

flusst. Nach ABA-Applikation im Konzentrationsbereich 10-6 und 10-7M war die Zellgröße in 

Allium cepa Wurzeln bis zu 50% reduziert. Da die Zellwand limitierender Faktor der Zellex-
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pansion ist (Lindsey und Topping 1993, de Jong et al. 1993, Emons 1994), kann eine Verrin-

gerung der Zellwandrigidität unter ABA-Mangel angenommen werden. Der ABA-Einfluss 

auf die Zellwand wurde durch Schopfer et al. (1979) und Schopfer und Plachy (1984, 1985) 

untersucht. Während der Keimung zygotischer Embryonen ist die ABA-Konzentration 

niedrig. Dadurch wurde die Auflockerung der Zellwand und die Erhöhung ihrer Permeabilität 

gefördert, das Zellvolumen stieg durch Wasseraufnahme. Durch exogene ABA-Applikation 

wurde die Permeabilisierung der Zellwand reduziert. So erzielten Rajeshekar et al. (1996) 

durch exogene ABA-Applikation Veränderungen der Zellwände in Zellkulturen und Blättern 

von Wein und Apfel, die erhöhte Frosttoleranz bewirkten. 

Der ABA-Gehalt in Protoplasten des Wildtyps und der Kontrolllinie Np9-41/4 war niedrig. 

Protoplasten der ABA-Biosynthesemutanten enthielten noch geringere ABA-Mengen, 

RAP40/7-Protoplasten jedoch hohe ABA-Mengen (Abb. 23). Geringe ABA-Gehalte 

begünstigen sowohl die Initiation zygotischer Embryogenese (Xu et al. 1990, Black 1991, 

Hocher et al. 1991, Rock und Quatrano 1995) als auch Initiation und Differenzierung 

somatischer Embryonen (Ivanova et al. 1994). Der niedrige endogene ABA-Gehalt in 

Protoplasten des Wildtyps und der transgenen Kontrolllinie bewirkte Initiation von 

Zellteilungen und Differenzierung somatischer Embryonen. Protoplasten der ABA-

Biosynthesemutanten mit geringerem ABA-Gehalt teilten sich ebenfalls, differenzierten aber 

nicht zu kompakten embryogenen Zellstrukturen. Auch Protoplasten der anti-ABA scFv 

exprimierenden Linie entwickelten sich zu kallösen Zellstrukturen, obgleich hohe ABA-

Mengen vorhanden waren. Dieser Befund wird so interpretiert, dass ABA durch Bindung an 

den Antikörper nicht funktionell wirksam war, sondern Mangel an physiologisch aktiver ABA 

vorlag. Unter ABA-Mangelbedingungen war die Differenzierung von Protoplasten zu 

kompakten somatischen Embryonen nicht aber die Initiation von Zellteilungen gestört. 

Durch ultrastrukturelle Analyse der Zellstrukturen des Wildtyps und der Linie RAP40/7 

am 50. Tag der in vitro Kultivierung wurde gesteigerte Vakuolisierung der Zellen in RAP40/7 

Strukturen im Vergleich zu Wildtypzellen nachgewiesen. Verstärkte Vakuolisierung in Möh-

renembryonen wurde auch von Nickle und Yeung (1994) nach ABA-Biosynthesehemmung 

durch Fluridon gefunden. 
 

ABA-defiziente Zellstrukturen der Linie RAP40/7 und der ABA-defizienten Mutanten 

regenerierten später als Wildtypembryonen (Abb. 14). Fluridonbehandelte Wildtypstrukturen 

regenerierten überhaupt nicht, doch konnte nach Langzeitkultivierung Xylemdifferenzierung 

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Hatzopoulos et al. (1990) berichteten, dass ABA-

Defizienz bedingt durch Fluridonapplikation die somatische Embryogenese bei Möhren ver-
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zögerte, ohne die Lebensfähigkeit der Zellen herabzusetzen. In zygotischen Maisembryonen 

konnte die Entwicklung stadienspezifisch durch Fluridon gehemmt werden (Fong et al. 

1983b). 

Der Einfluss von ABA-Mangel auf die Anzahl sich entwickelnder Embryonen ließ sich an-

hand der Regenerationseffizienz ermitteln. Literaturdaten zur Regenerationseffizienz variieren 

stark in Abhängigkeit von der Pflanzenart und der Kultivierung der somatischen Embryonen. 

Nitsch (1969) erreichte 67% Regenerationseffizienz in Androgenese-Kulturen von Tabak. Für 

somatische Embryogenesesysteme der Möhre wurden 0,2-2% (Toonen et al. 1994, de Vries et 

al. 1988, de Jong et al. 1993) jedoch auch 85-90% (Komamine et al. 1990) Rege-

nerationseffizienz erzielt. Die Regenerationseffizienz der von uns untersuchten Linien lag 

zwischen 4,0 und 18,6%. ABA-defiziente und transgene Linien hatten eine verringerte 

Regenerationseffizienz im Vergleich zum Wildtyp. Demzufolge hatten sowohl ABA-

Defizienz, als auch Transgenexpression Einfluss auf die Embryoentwicklung. Die 

Verringerung der Regenerationseffizienz nach Fluridonbehandlung könnte durch ABA-

Mangel, aber auch durch unspezifische Effekte des Inhibitors verursacht worden sein. 

Da die Entwicklung der somatischen Embryonen der anti-ABA scFv exprimierenden 

Linie, der ABA-defizienten Mutanten und des fluridonbehandelten Wildtyps vergleichbare 

Charakteristika zeigte, wird geschlussfolgert, dass vorrangig ABA-Mangel die Ursache für 

die morphogenetischen Veränderungen war. 

 

4.6. ABA-Mangel – biochemische Parameter somatischer Embryonen 

Der Einfluss von ABA-Mangel auf die Entwicklung somatischer Embryonen konnte durch 

biochemische Parameter charakterisiert werden, die Abhängigkeit von Differenzierungspro-

zessen aufweisen und durch ABA in zygotischen Embryonen beeinflusst werden. Dazu 

gehören Speicherstoffakkumulation und –verteilung (Thorpe und Murashige 1969, Crouch 

1982, Shoemaker et al. 1987, Keller et al. 1988, Sreedhar und Bewley 1998), Pigmentgehalt 

und –zusammensetzung (Le Page-Degivry 1987, Rock et al. 1992, Phillips et al. 1997) und 

Akkumulation und Induzierbarkeit kleiner Hitzeschockproteine (Kanabus et al. 1984, 

Zimmermann et al. 1989, Waters et al. 1996, Leps 1998). In Zellstrukturen der transgenen 

Linien RAP40/7 und Np9-41/4 wurde die Antikörperakkumulation in Abhängigkeit vom 

Embryogenesestadium untersucht. 
 

Alle untersuchten Strukturen akkumulierten Stärke am 21. und 50. Tag der in vitro Kulti-

vierung. Zellstrukturen der immunmodulierten Linie RAP40/7, der ABA-Biosynthesemutante 
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aba1 und des fluridonbehandelten Wildtyps enthielten weniger Stärke als der unbehandelte 

Wildtyp. Akkumulation von Stärke in somatischen Embryonen wurde in verschiedenen 

Embryogenesesystemen gezeigt (Halperin und Wetherell 1964, Thorpe und Murashige 1969, 

Hara et al. 1985, Srinivasan und Vasil 1986, Keller et al. 1988, Ross und Murphy 1993, Faure 

et al. 1994, Krochko et al. 1994, Sreedhar und Bewley 1998). Dabei steigerte exogene ABA-

Applikation die Stärkespeicherung in somatischen Embryonen (Fuji et al. 1990, Etienne et al. 

1993a, Courty et al. 1997). In unseren Untersuchungen korrelierten endogener ABA-Mangel 

und verringerte Stärkespeicherung. Das Muster der Stärkeakkumulation in Zellstrukturen der 

immunmodulierten Linie, der ABA-defizienten Mutanten und des fluridonbehandelten 

Wildtyps war ähnlich. Folglich führte ABA-Mangel zur Verringerung der Stärkeakkumula-

tion.  

Synthese und Akkumulation von Reserveproteinen sind nicht nur spezifische Charakteris-

tika für die Reifung zygotischer Embryonen (Kermode 1990, Bewley und Black 1994) 

sondern auch wichtige Kriterien zur Bewertung der Qualität somatischer Embryonen (Crouch 

1982, Dahmer et al. 1992, Sreedhar und Bewley 1998). Während Samen aller untersuchten 

Linien Reserveproteine erst nach der Embryodifferenzierung speicherten (Abb. 28), wurden 

sie in somatischen Embryonen bereits im globulären Stadium synthetisiert (Daten nicht 

gezeigt). Dabei wurden die Reserveglobuline in somatischen Embryonen in deutlich geringe-

ren Mengen als im Samen akkumuliert. Das frühe Auftreten und die geringe Akkumulation 

von Reserveglobulinen in somatischen Embryonen beschrieben auch andere Autoren (Crouch 

1982, Shoemaker et al. 1987). In Samen der immunmodulierten Linie wurden deutlich 

geringere Reserveproteinmengen nachgewiesen (Abb. 29). Durch histologische Unter-

suchungen konnte gezeigt werden, dass RAP40/7 zygotische Embryonen im Vergleich zum 

Wildtyp weniger intakte „protein bodies“ enthielten, die nur in den äußeren Zellschichten des 

Embryos lokalisiert waren (Abb. 26a). Da der CaMV 35S-Promotor in Samen aktiv ist, und 

ABA auch im Samen durch den akkumulierten anti-ABA scFv (Abb. 32) spezifisch gebunden 

wird, kann von einer Verringerung der Speicherproteinakkumulation durch ABA-Mangel 

ähnlich der Situation bei samenspezifischer scFv-Expression ausgegangen werden (Phillips et 

al. 1997, Leps 1998). Die Degeneration der „protein bodies“ in inneren Zellschichten des 

Embryos deutet darauf hin, dass aufgrund der gesteigerten CaMV 35S-Promotoraktivität in 

meristematischen Geweben (Dudits et al. 1991), die höchsten anti-ABA scFv-Mengen im 

Sprossapex akkumuliert werden und in dieser Region ABA-Mangel verursachen könnten. Im 

Gegensatz zu Befunden von Zeevaart und Creelman (1988), die keine Unterschiede in der 

Reserveproteinakkumulation zwischen Arabidopsis thaliana Wildtypsamen und Samen der 
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ABA-defizienten Mutante aba1 fanden, enthielten Samen der Nicotiana plumbaginifolia 

ABA-defizienten Mutante aba2 geringere Reserveglobulinmengen als Wildtypsamen. In 

Embryonen der ABA-Biosynthesemutanten aba1 und aba2 wurden keine intakten „protein 

bodies“ gefunden (Abb. 26b). Vermutlich war ABA-Mangel in Samen der immunmodulierten 

Linie und der ABA-defizienten Mutante aba2 für Störungen bei der Bildung der 

Speicherorganellen und die Reduktion der Akkumulation der Speicherproteine verantwortlich. 

In zygotischen Embryonen der ABA-Biosynthesemutante aba1 wurde eine veränderte 

Kontrastierung der Lipidvakuolen gefunden, die ein Indiz für eine veränderte Zusammenset-

zung der Lipide ist. Da die Molybdäncofaktormutation in aba1 nicht nur die ABA-Alde-

hydoxidase, sondern mit der Nitratreduktase auch Enzymaktivitäten des Stickstoff-

Stoffwechsels betrifft, könnte die veränderte Lipidzusammensetzung auf eine ABA-

unabhängige Stoffwechselstörung zurückzuführen sein. 
 

Wie die Akkumulation von Speicherstoffen ist auch das Auftreten kleiner Hitzeschockpro-

teine (shsp) typisch für späte Stadien der Samenentwicklung (Waters et al. 1996). Diese wer-

den im zygotischen Embryo entwicklungs- und stressabhängig exprimiert (Wehmeyer und 

Vierling 2000) und sind in somatischen Embryonen stadienabhängig durch Hitzeschock 

induzierbar (Zimmermann et al. 1989). Deshalb wurden Induktion und Expression kleiner 

hsp’s während der somatischen Embryogenese untersucht. 

Unabhängig vom Phänotyp konnte in allen Stadien der somatischen Embryogenese des 

Wildtyps und der ABA-defizienten Linien keine hsp-Expression auf Proteinebene gefunden 

werden (Abb. 21). Im Gegensatz dazu wurde in somatischen Embryonen von Luzerne 

(Györgyey et al. 1991) und Picea glauca (Dong und Dunstan 1996) entwicklungsregulierte 

Akkumulation der mRNA kleiner Hitzeschockproteine nachgewiesen. In unseren somatischen 

Embryonen von Nicotiana plumbaginifolia wurde die mRNA-Akkumulation der kleinen 

hsp’s nicht untersucht. Hsp17-Proteinakkumulation war nicht nachweisbar, da sie möglicher-

weise optimalere Embryogenese erfordert und das entsprechende Entwicklungsstadium nicht 

untersucht wurde. Vermutlich ist der Nachweis ein Mengenproblem, da in konzentrierten 

Zellkulturextrakten (Proteinanreicherung durch Acetonfällung) eines späten Embryogenese-

stadiums der transgenen Linie Np9-41/4 geringe hsp17-Akkumulation gefunden wurde 

(Daten nicht gezeigt). 

In Samen wurde hsp17 in späten Stadien akkumuliert (Almoguera und Jordano 1992, Coca 

et al. 1994, zur Nieden et al. 1995, Waters et al. 1996, Wehmeyer et al. 1996, Almoguera et 

al. 1998). Die entwicklungsregulierte hsp-Akkumulation setzte in Nicotiana plumbaginifolia 

Samen erst nach 20 bzw. 24 DAP in Abhängigkeit von den Kulturbedingungen und der unter-
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suchten Linie ein (Daten nicht gezeigt) und korrelierte nicht mit der früher beginnenden 

Reserveglobulinakkumulation (Abb. 28). Die akkumulierte hsp17-Menge war in aba1-Samen 

geringer und in aba2-Samen größer als im Wildtyp. Wehmeyer et al. (1996) fanden keine 

Unterschiede in der hsp17-Expression in Samen des Arabidopsis thaliana Wildtyps und der 

ABA-defizienten Mutante aba1 (entspricht der Nicotiana plumbaginifolia Mutante aba2). 

Dagegen fand Leps (1998) auf mRNA- und Proteinebene verringerte hsp17-Expression in 

Tabak-Embryonen von Pflanzen mit samenspezifischer ABA-Immunmodulation. Derzeit ist 

nicht klar, wie ABA-Mangel auf die hsp17-Akkumulation im Samen wirkt. 

Die Expression der kleinen Hitzeschockproteine erfolgte in Embryonen auch 

stressinduziert (Nover 1991). Protoplastierung und Zellkulturbedingungen führten in unserem 

System jedoch nicht zur stressinduzierten hsp-Synthese (Abb. 20).  

Um zu prüfen, ob sich hsp-Induzierbarkeit während der Embryoentwicklung (Pitto et al. 

1983, Kanabus et al. 1984, Zimmermann et al. 1989) unter ABA-Mangelbedingungen verän-

dert, wurden Zellkulturstadien aller untersuchten Linien einem Hitzestress ausgesetzt. Die 

Induzierbarkeit der kleinen Hitzeschockproteine veränderte sich während der in vitro Em-

bryogenese in Abhängigkeit vom Zellkulturstadium und von der untersuchten Linie. Eindeu-

tige Korrelation zwischen Hitzeschockantwort und ABA-Mangel konnten jedoch nicht gefun-

den werden. Für diese Aussagen wären quantitative Bestimmungen und Analyse des hsp-

Isoformenmusters erforderlich (Pitto et al. 1983, Waters et al. 1996). 
 

Die Expression des anti-ABA scFv in RAP40/7 und des anti-Oxazolon scFv in Np9-41/4-

Zellstrukturen konnte während der somatischen Embryogenese vergleichend analysiert wer-

den, da beide scFv unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors exprimiert wurden. Alle Sta-

dien der somatischen Embryogenese akkumulierten anti-ABA scFv bzw. anti-Oxazolon scFv 

(Abb. 17). Während der frühen somatischen Embryogenese nahm die scFv-Expression zu, 

erreichte zwischen 21. und 28. Kulturtag ihr Maximum und nahm danach wieder ab. In Pflan-

zen wurde die höchste Expression während der Blütenentwicklung gefunden (Abb. 18). Auch 

Dudits et al. (1995) fanden, dass die CaMV 35S-Promotoraktivität in sich teilenden Zellen 

somatischer Embryonen von Medicago sativa am stärksten war. Offenbar ist der CaMV 35S-

Promotor entwicklungsreguliert, sodass entwicklungsabhängig unterschiedliche scFv-Mengen 

akkumuliert wurden. 

Die Expression des anti-ABA scFv schwankte vor allem in späten Stadien der Linie 

RAP40/7 stark, während in anti-Oxazolon scFv exprimierenden Zellkulturstadien zwischen 

den individuellen Kulturansätzen derartige Schwankungen nicht gefunden wurden. Diese 

Variation der akkumulierten anti-ABA scFv-Menge kann durch mehrere Faktoren verursacht 
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werden. Zellstrukturen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie zeigten während der in vitro 

Kultivierung einen typischen ABA-Mangelphänotyp, während sich anti-Oxazolon scFv 

exprimierende Zellstrukturen wie der Wildtyp entwickelten. Entwicklungsregulierte 

Expression des anti-ABA scFv unter CaMV 35S-Promotorkontrolle könnte demzufolge die 

Ursache sein. Auch Fluridonbehandlung von Np9-41/4-Kulturen führte zu veränderter 

Morphogenese und zur drastischen Abnahme der akkumulierten Antikörpermenge (Abb. 17). 

Die Ergebnisse weisen daraufhin, dass die Schwankungen in der Antikörperakkumulation auf 

Entwicklungsdifferenzen somatischer Embryonen zurückzuführen waren, die aus dem ABA-

Mangel resultierten. 
 

ABA-Mangel hatte einen deutlichen Einfluss auf die Pigmentakkumulation sowohl in spä-

ten Stadien der somatischen Embryogenese als auch in Samen. Zellkulturstadien des Wildtyps 

bildeten am 50. Kulturtag deutlich mehr Chlorophyll und Carotinoide als Zellstrukturen der 

immunmodulierten Linie und der ABA-defizienten Mutanten (Abb. 24, 25). Diese Unter-

schiede im Chlorophyll- und Carotinoid-Gehalt stimmen mit den  morphogenetische 

Entwicklungsdifferenzen der Embryosysteme überein. Wildtypembryonen sind zu diesem 

Zeitpunkt weiter differenziert und regenerieren früher als Embryonen der immunmodulierten 

Linie und ABA-defizienten Mutanten aba1 und aba2.  

Die Carotinoide Zeaxanthin, Neoxanthin und Violaxanthin sind neben ihrer Funktion für 

die Photosynthese auch Vorstufen der ABA-Biosynthese (Zeevaart und Creelman 1988, 

Liotenberg et al. 1999, Cutler und Krochko 1999). Da der ABA-Gehalt somatischer Embryo-

nen (Abb. 23) jedoch wesentlich niedriger als der Zeaxanthin, Neoxanthin- bzw. Viola-

xanthin-Gehalt war (Abb. 25), ist ein Zusammenhang zwischen ABA und Carotinoid-Gehalt 

nicht herzustellen. 

Samen der immunmodulierten Linie RAP40/7 und der ABA-defizienten Mutante aba1 

akkumulierten mehr Chlorophyll als Wildtypsamen. Erhöhte Chlorophyll-Gehalte wurden 

auch durch Phillips et al. (1997) in Samen transgener Pflanzen gefunden, die den anti-ABA 

scFv samenspezifisch exprimierten. Le Page-Degivry et al. (1987) fanden Akkumulation von 

Chlorophyll in in vitro kultivierten unreifen Apfelembryonen, in denen der ABA-Gehalt 

durch Isolation und nachfolgender in vitro Kultivierung abfiel. In Blättern der ABA-

defizienten Arabidopsis thaliana Mutante aba1 wurden mehr Chloroplasten gefunden als in 

Wildtypblättern. Die Zunahme von Chlorophyll a in Samen korrelierte mit den reduzierten 

ABA-Gehalten durch Mutation oder Immunmodulation (Phillips et al. 1997). 
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4.7. ABA-Applikation - ABA-Gehalt, Morphogenese, Ultrastruktur und Regenera- 

tionseffizienz somatischer Embryonen 

Wurden die morphogenetischen und biochemischen Unterschiede somatischer Embryonen 

der immunmodulierten Linie RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemutanten durch ABA-Man-

gel verursacht, sollte ihre Entwicklung durch exogene ABA normalisiert werden. 

Voraussetzung dafür ist die Zunahme des ABA-Gehaltes der Zellstrukturen nach ABA-

Applikation. Zellstrukturen aller untersuchten Linien akkumulierten nach ABA-Applikation 

signifikant mehr ABA als unbehandelte Strukturen wie auch von anderen Autoren beschrie-

ben (Ivanova et al. 1994, Linossier et al. 1997). 
 

In frühen Entwicklungsstadien zeigten Wildtypzellkulturen nach ABA-Applikation keine 

deutlichen morphogenetischen Unterschiede im Vergleich zu unbehandelten Kulturen. Den-

noch konnten unterschiedliche Effekte beobachtet werden. Bis zum 28. Kulturtag führte 

ABA-Applikation zu geringfügig verbessertem Wachstum. In späteren Stadien wurde das 

Wachstum dagegen verzögert. Nur wenige Embryonen bildeten Sprosspole. 

Die fördernde Wirkung einer ABA-Applikation in geringen Konzentrationen auf Wachs-

tum und Differenzierung wurde ebenfalls durch andere Autoren beschrieben (Kochkar 1979, 

Kamada und Harada 1981, Carman 1988, Etienne et al. 1993b, Li und Wolyn 1995, Dunstan 

et al. 1998, Saunders und Tsai 1999, Fernando und Gamage 2000). Auch für isolierte 

zygotische Embryonen konnte der wachstumsfördernde Einfluss von ABA auf frühe 

Embryogenesestadien gezeigt werden (Ackerson et al. 1984). 

Wachstumshemmung somatischer Embryonen ist von der ABA-Konzentration (Nitsch 

1969, Kochkar 1979, Qureshi et al. 1989, Slawinska und Obendorf 1991, Perl et al. 1995, 

Tetteroo et al. 1995b) und dem Applikationszeitraum (Tokuji et al. 1995, Tetteroo et al. 

1995a, Fernando und Gamage 2000) abhängig. In späten Stadien der Embryogenese von 

Nicotiana plumbaginifolia Wildtypembryonen wirkte exogene ABA hemmend auf die weitere 

Entwicklung, da der ABA-Gehalt in diesen Strukturen offenbar überoptimal für diese 

Entwicklungssituation ist. Cvirková et al. (1998) fanden, dass somatische Embryonen, die 

Pflanzen regenerieren, weniger ABA enthielten als nichtregenerierende Embryonen. Die 

Hemmung der Sprossbildung ABA-behandelter Wildtypkulturen könnte somit den Übergang 

in einen der späten zygotischen Embryogenese ähnlichen Ruhezustand bedeuten, da während 

der Samenentwicklung höhere ABA-Gehalte Samenreife und –ruhe induzieren (Black 1991, 

Rock und Quatrano 1995). 
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In Zellkulturen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie und der ABA-defizienten 

Mutanten bewirkte ABA-Applikation Normalisierung der somatischen Embryoentwicklung. 

Wie in Wildtypzellkulturen traten kompakte Zellstrukturen auf, die aus kleinen Zellen in 

gerichteter Anordnung gebildet wurden (Abb. 11, 12). Die Zellstrukturen enthielten am 50. 

Kulturtag embryogene Zentren aus cytoplasmareichen Zellen, die nur wenig vakuolisiert 

waren (Abb. 13). Damit wiesen die Embryonen der immunmodulierten Linie und der ABA-

defizienten Mutanten Linien nach ABA-Applikation die typischen Merkmale embryogener 

Strukturen auf, die durch Halperin und Wetherell (1964), Komamine et al. (1990), Toonen et 

al. (1994) und Emons (1994) beschrieben wurden. Nickle und Yeung (1994) fanden einen 

analogen Effekt von exogener ABA auf die Entwicklung von Möhrenembryonen. Sprosspole 

enthielten mehr meristematische Zellen, die cytoplasmareich und wenig vakuolisiert waren. 

Während exogene ABA in diesem System offenbar für normale Entwicklung von 

Wildtypembryonen erforderlich war, entwickelte sich der Nicotiana plumbaginifolia-Wildtyp 

mit oder ohne ABA-Applikation sehr ähnlich. Die durch Nickle und Yeung (1994) 

beschriebenen Effekte konnten jedoch an ABA-defizienten Linien nach ABA-Applikation 

beobachtet werden. Auch Orr et al. (1986) fanden in Untersuchungen zur Induktion der 

Frosttoleranz in Zellkulturen von Brassica napus, dass ABA-behandelte Zellen kleinere 

Vakuolen besaßen. 

In Zellkulturen der immunmodulierten Linie und der ABA-defizienten Mutanten führte 

ABA-Applikation zum Übergang von ungerichtetem zu gerichtetem Wachstum und Embryo-

genese. Diese Wirkung von ABA konnte durch Ammirato (1974) nach ABA-Komplementa-

tion von Kümmelwildtypkulturen nachgewiesen werden. Vermutlich ist der Effekt der ABA-

Applikation abhängig von ABA-Sensitivität und ABA-Gehalt, die in Embryonen unter-

schiedlicher Pflanzenspezies different sind. 

Nicht alle Zellstrukturen der ABA-defizienten Linien zeigten nach ABA-Applikation einen 

homogenen normalisierten Phänotyp. Das Auftreten von Übergangsformen war unter ande-

rem auf Abnahme der Zellstruktursynchronität mit zunehmendem Kulturalter (Zimmermann 

1993) zurückzuführen, von der auch andere Autoren berichteten (Keller et al. 1988, Hatzo-

poulos et al. 1990, Wurtele et al. 1993, Linossier et al. 1997). So konnten biochemische Ana-

lysen häufig erst nach Fraktionierung des Zellkulturmaterials durchgeführt werden. 

Embryonen der immunmodulierten Linie RAP40/7 und der ABA-defizienten Mutanten 

regenerierten nach Normalisierung durch ABA wie der unbehandelte Wildtyp (Abb. 14). Die 

Regenerationseffizienz der anti-ABA scFv exprimierenden Linie nach ABA-Behandlung 
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unterschied sich kaum von unbehandelten Strukturen, sodass ABA-Applikation zwar die 

Qualität nicht aber die Quantität der entwickelnden Strukturen beeinflusste. 

In Wildtypzellkulturen war der endogene ABA-Gehalt in Protoplasten und früher embryo-

gener Stadien wahrscheinlich ausreichend, um Embryogenese- und Differenzierungsprozesse 

anzuschalten, sodass exogene ABA die Entwicklung kaum veränderte. Auch Faure et al. 

(1998) postulierten, dass der endogene ABA-Gehalt in frühen Stadien wichtig ist, um die 

Entwicklung späterer Stadien zu determinieren. 

Nach ABA-Applikation differenzierten Zellstrukturen der immunmodulierten Linie und 

der ABA-defizienten Mutanten zu wildtypähnlichen somatischen Embryonen und 

regenerierten zeitgleich mit Wildtypembryonen. Da das Kulturmedium einen sauren pH-Wert 

aufweist, kann exogene ABA durch pH-abhängige Diffusion (Kaiser und Hartung 1981, 

Hartung und Slovik 1991, Hendrix und Radin 1984, Hendrix et al. 1987, Dunstan et al. 1998) 

bzw. transportervermittelt (Daeter und Hartung 1993, Perras et al. 1994, Bianco-Colomas et 

al. 1991) aufgenommen werden. Exogene ABA kann den endogenen ABA-Gehalt in 

Zellstrukturen der ABA-Biosynthesemutanten komplementieren und den genetisch bedingten 

ABA-Mangel ausgleichen. 

Auch die Entwicklung von Zellkulturen der immunmodulierten Linie konnte durch 

exogene ABA normalisiert werden, obwohl hohe ABA-Gehalte in allen Zellkulturstadien 

vorhanden waren. Exogene ABA kann zur Erhöhung des freien ABA-Gehaltes führen, da es 

entweder in anderen Zellkompartimenten akkumuliert wurde oder nach Absättigung der 

Bindungskapazität des Antikörpers als freie ABA vorlag. Außerdem könnte exogene ABA 

vor ihrer Komplexierung durch den Antikörper im ER durch hypothetische Rezeptoren im 

Plasmalemma (Allan et al. 1994, Schultz und Quatrano 1997, Pedron et al. 1998) oder 

Cytosol (Allan und Trewavas 1994) erkannt werden. Die Normalisierung der 

Embryoentwicklung nach Kompensation des ABA-Mangels durch exogene ABA 

demonstriert, dass physiologisch funktionelle ABA vorhanden war.  

Die Normalisierung der Entwicklung der Zellstrukturen der anti-ABA scFv exprimieren-

den Linie und der Mutanten lässt den Schluss zu, dass ABA-Mangel für die beobachteten 

morphogenetischen Defekte verantwortlich war. 

 

4.8. Zeit- und Konzentrationsabhängigkeit der ABA-Applikation 

Das Zellkulturmedium wurde mit ABA zu unterschiedlichen Zeiten und mit unterschiedli-

chen Konzentrationen (1,5x10-5M und 1,5x10-6M) im Verlauf der in vitro Kultivierung kom-

plementiert. Beide ABA-Konzentrationen führten nach Applikation zu Protoplasten (Tag 0) 
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und zu Zellstrukturen des 3. und 6. Kulturtages des Wildtyps und der ABA-defizienten 

Mutanten zur Hemmung der Bildung somatischer Embryonen. Normalisierung der 

Embryoentwicklung der ABA-defizienten Linien wurde nur durch Applikation von 1,5x10-6M 

(±)-ABA beginnend am 10. Tag der in vitro Kultivierung erreicht. Die Konzentration von 

1,5x10-6M lag im Bereich der in der Literatur beschriebenen Werte (Nitsch 1969, Ammirato 

1974, Kochkar 1979, Kamada und Harada 1981, Qureshi et al. 1989, Nickle und Yeung 1994, 

Li und Wolyn 1995). Ein Zusammenhang von Embryoentwicklung und ABA-Konzentration, 

Synchronität der Zellkultur und Osmolarität des Kulturmediums wurde durch Tetteroo et al. 

(1995a) beschrieben. Daneben war sicher auch die unterschiedliche Sensitivität differenter 

Embryostadien gegenüber ABA von Bedeutung (Bewley und Black 1994). Diese Aspekte 

spielen auch im Hinblick auf die Wirkung anderer Hormone (endogen bzw. exogen) während 

der Entwicklung somatischer Embryonen eine Rolle (Kochkar 1979, Kamada und Harada 

1981, Etienne et al. 1993b, Ivanova et al. 1994, Saunders und Tsai 1999). 

Die frühe Embryoentwicklung des Wildtyps und der ABA-defizienten Mutanten wurde 

durch exogene ABA gehemmt. Die Initiation der Embryogenese sowohl in zygotischen 

Embryonen (Xu et al. 1990, Black et al. 1991, Hocher et al. 1991, Rock und Quatrano 1995) 

als auch somatischen Embryogenesesystemen (Ivanova et al. 1994) findet in Gegenwart 

niedriger ABA-Konzentrationen statt. Die beobachtete Wachstumshemmung durch höhere 

ABA-Konzentrationen ist eine Folge verringerter Zellteilungsaktivität und Zellexpansion wie 

durch Stewart und Smith (1972), de la Torre et al. (1972), Newton (1977), Schopfer et al. 

(1979), Schopfer und Plachy (1984, 1985) und Robertson et al. (1990) gezeigt werden konnte. 

Am 10. Kulturtag lagen in Wildtypzellkulturen bereits präglobuläre Strukturen vor. In 

Zellkultursystemen der ABA-defizienten Linien wurde zu diesem Zeitpunkt der in vitro Kulti-

vierung der ABA-Mangeleffekt offensichtlich. ABA-Applikation ab 10. Kulturtag führte zur 

Normalisierung der Embryoentwicklung der ABA-defizienten Linien. Auch andere Autoren 

erreichten durch ABA-Applikation zu globulären Embryonen optimalere 

Embryoentwicklung, während sowohl frühere Stadien (Kamada und Harada 1981) als auch 

spätere Stadien (Nickle und Yeung 1994) weniger sensitiv auf ABA-Applikation reagierten. 

Die mit dem 10. Kulturtag ABA-defizienter Linien ermittelten Differenzierungsdefekte, 

die durch ABA-Applikation kompensierbar waren, machen deutlich, dass ABA Einfluss auf 

frühe Embryogeneseprozesse in diesem Entwicklungsstadium hatte. 
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4.9. ABA-Applikation - biochemische Parameter somatischer Embryonen 

Die Normalisierung der somatischen Embryoentwicklung ABA-defizienter Linien durch 

ABA sollte auch durch die biochemischen Eigenschaften nachzuweisen sein.  

ABA-behandelte Zellstrukturen der immunmodulierten Linie zeigten am 21. und 50. Kul-

turtag eine ähnliche Dichte der Stärkekörner wie unbehandelte Wildtypstrukturen. Transient 

akkumulierte Stärke wird in reifenden zygotischen Embryonen in späteren Stadien unter 

Bereitstellung von Kohlenstoffgerüsten für Lipid- und Proteinspeicherung wieder abgebaut 

(Koornneef und Karssen 1994, Bewley und Black 1994). Eine analoge Abnahme der Stärke 

wurde in embryogenen Zentren von Wildtyp- und RAP40/7-Zellstrukturen gefunden. Demzu-

folge akkumulierten auch somatische Embryonen transient Stärke, die in nachfolgenden 

Entwicklungsstadien metabolisiert werden kann.  

Außerdem änderte sich in Wildtyp- und RAP40/7-Zellstrukturen auch das Verteilungs-

muster der Stärkeakkumulation im Verlauf der in vitro Kultivierung. Während am 21. Kul-

turtag Stärkeakkumulation im Zentrum der Zellstrukturen nachgewiesen wurde, zeigten elek-

tronenmikroskopische Aufnahmen von Zellstrukturen des 50. Kulturtages Stärke in Zellen, 

die das embryogene Zentrum umgeben. Auch Halperin und Wetherell (1964) fanden, dass 

Stärkeakkumulation ein typisches Merkmal von Kallusdifferenzierung ist. Thorpe und 

Murashige (1969) bestätigten diese Ergebnisse an Tabakkalluskulturen. Stärkespeicherung 

wurde auch nach Induktion der Organogenese (Sprossbildung) nachgewiesen. Unmittelbar 

vor Einsetzen der eigentlichen Differenzierung nahm die Menge der akkumulierten Stärke ab. 

Stärkeakkumulation wurde auch von anderen Autoren zur Charakterisierung von Differen-

zierungsprozessen während der somatischen Embryogenese herangezogen (Hara et al. 1985, 

Srinivasan und Vasil 1986, Keller et al. 1988, Ross und Murphy 1993, Faure et al. 1994, 

Krochko et al. 1994, Sreedhar und Bewley 1998). Die Änderung des Verteilungsmusters der 

Stärkeakkumulation zwischen 21. und 50. Kulturtag spricht dafür, dass in dieser Phase der 

somatischen Embryogenese komplexe Differenzierungsprozesse stattfanden. ABA-

Applikation zu RAP40/7-Zellstrukturen fördert die Differenzierung und führte auf 

morphogenetischem und biochemischem Niveau zur Normalisierung der Entwicklung. 

Sowohl in ABA-behandelten Zellstrukturen der immunmodulierten Linie als auch in unbe-

handelten Kulturen konnten Speicherproteine nachgewiesen werden. Ergebnisse der Western 

Blot Analysen lassen darauf schließen, dass ABA das Expressionsmuster der Untereinheiten 

beeinflusste (Daten nicht gezeigt). Differenzen in der Untereinheitenzusammensetzung der 

Speicherproteine in unterschiedlichen Stadien der zygotischen Embryogenese wurden durch 

Bewley und Black (1994) berichtet. Krochko et al. (1994) fanden veränderte 
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Zusammensetzung, abnormale Prozessierung und Kompartimentierung der Speicherproteine 

in somatischen im Vergleich zu zygotischen Embryonen der Luzerne. 
 

Die Akkumulation des anti-ABA scFv-Antikörpers nahm nach ABA-Behandlung zu. 

Durch exogene ABA wurde die Embryoentwicklung normalisiert, Zelldifferenzierungs-

prozesse liefen vermehrt ab. Da die CaMV 35S-Promotoraktivität in sich teilenden Geweben 

erhöht ist (Dudits et al. 1995), wurden größere anti-ABA scFv-Mengen akkumuliert. In 

Np9-41/4-Kulturen traten diese Unterschiede nach ABA-Applikation nicht auf. Allerdings 

verhielten sich Np9-41/4-Kulturen unabhängig von der ABA-Applikation morphogenetisch 

wie Wildtypkulturen. Das unterschiedliche Expressionsverhalten von anti-ABA scFv und 

anti-Oxazolon scFv exprimierenden Zellstrukturen ist indikativ für die entwicklungsregulierte 

scFv-Expression unter ABA-Mangelbedingungen. 
 

Konstitutive Expression der kleinen Hitzeschockproteine konnte in somatischen Embryo-

nen aller untersuchten Linien auch nach ABA-Applikation nicht nachgewiesen werden. Die 

Induzierbarkeit der hsp17-Expression war in allen ABA-behandelten Strukturen höher als in 

unbehandelten Kulturen. Kanabus et al. (1984) fanden die höchste hsp-Akkumulation nach 

Hitzestress in Tabaksuspensionskulturen während der logarithmischen Wachstumsphase. Ein 

Zusammenhang zwischen Entwicklungsstadium und Hitzeschockantwort wurde auch durch 

Zimmermann et al. (1989) nachgewiesen. Vermutlich reagieren teilungsaktive und differen-

zierende Zellkulturen wesentlich empfindlicher auf Hitzestress. Da erhöhte Induzierbarkeit 

kleiner Hitzeschockproteine erst nach ABA-Langzeitbehandlung eintrat, ist dieser Phytohor-

moneffekt der Förderung von Differenzierungsprozessen während der Entwicklung somati-

scher Embryonen zuzuschreiben. Die erhöhte hsp17-Akkumulation in Wildtypstrukturen nach 

ABA-Applikation deutet darauf hin, dass ABA in gewissem Umfang auch die Entwicklung 

von Wildtypembryonen beeinflusst. 
 

Die Normalisierung der Entwicklung der somatischen Embryonen der immunmodulierten 

Linie und der ABA-defizienten Mutanten nach ABA-Applikation spiegelt sich auch im Pig-

mentgehalt wider. So fiel der Chlorophyllgehalt nach ABA-Behandlung bis zum 21. Kultur-

tag und war geringer als in korrespondierenden unbehandelten Zellkulturstadien. In späteren 

Stadien (50. Kulturtag) nahm der Chlorophyllgehalt jedoch zu. In Strukturen der ABA-defi-

zienten Linien wurden deutlich höhere Chlorophyllgehalte als in unbehandelten Strukturen 

gefunden; die Werte näherten sich den Wildtypchlorophyllgehalten an. Die Abnahme der 

Chlorophyllgehalte bis zum 21. Kulturtag unter ABA-Einfluss in der somatischen 
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Embryogenese stimmt mit einer ABA-bedingten Hemmung der Chlorophyll-Akkumulation 

während der Samenentwicklung überein (Le Page-Degivry et al. 1987). Nitsch (1969) stellte 

fest, dass nach Applikation von 10-6M ABA im Torpedostadium der Embryonen von Nico-

tiana tabacum kein Chlorophyll gebildet wird. Der reduzierte Chlorophyllgehalt früher 

embryogener Stadien nach ABA-Applikation ist damit charakteristisch für den 

Differenzierungsgrad dieser Strukturen. Die wildtypähnlichen Chlorophyllgehalte nach ABA-

Behandlung der ABA-defizienten Linien am 50. Tag der in vitro Kultivierung deuten darauf 

hin, dass diese Strukturen zu diesem Zeitpunkt ein ähnliches Differenzierungsstadium wie 

unbehandelte Wildtypstrukturen erreicht hatten. 
 

Aus den biochemischen Parametern ist zu schließen, dass ABA nicht einen metabolischen 

Schritt beeinflusst, sondern in den komplexen Differenzierungsprozess der Embryogenese 

eingreift. 
 

In den Untersuchungen wurde durch die eingesetzten Methoden zur Charakterisierung der 

Embryoentwicklung eindeutig nachgewiesen, dass durch Immunmodulation ABA-Mangel in 

somatischen Embryonen erzeugt wird. Der Einfluss von ABA auf frühe Embryo-

geneseprozesse konnte sowohl durch morphogenetische und biochemische Untersuchungen 

als auch durch die Normalisierbarkeit der Embryoentwicklung mittels ABA-Applikation in 

einem frühen Entwicklungsstadium (10. Kulturtag) demonstriert werden. Die angewandte 

Methode eröffnet neue Möglichkeiten zur spezifischen Modulation von Hormoneffekten, da 

die Funktionalität von Hormonen durch räumlich und zeitlich determinierte Expression eines 

hormonspezifischen Antikörpers zu beeinflussen ist. 
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5. Zusammenfassung 

 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Abscisinsäure auf frühe 

Prozesse der Embryogenese untersucht. Da frühe Stadien der zygotischen Embryogenese 

experimentell schwer zugänglich sind und eine zeitlich, räumlich und mengenmäßig definierte 

Beeinflussung des endogenen ABA-Gehaltes im komplexen System Pflanze nicht zu 

realisieren ist, wurde das Experimentalmodell der somatischen Embryogenese von Nicotiana 

plumbaginifolia für die Untersuchungen gewählt.  

ABA-Mangel kann in embryogenese-kompetenten Zellen der in vitro Systeme gentech-

nisch durch Immunmodulation der ABA-Funktion erzeugt werden, ist in den ABA-Biosyn-

thesemutanten aba1 und aba2 genetisch fixiert oder wird biochemisch durch Behandlung der 

Zellkulturen mit dem ABA-Biosyntheseinhibitor Fluridon hervorgerufen. Zielgerichtete 

Beeinflussung des ABA-Gehaltes während Zellwachstum und -differenzierung ist durch 

ABA-Applikation in Abhängigkeit von Zeit und Konzentration möglich. 

Zur Immunmodulation der ABA-Funktion wurden homozygote transgene Nicotiana plum-

baginifolia Pflanzen (F2) hergestellt, die einen anti-ABA Einzelkettenantikörper (scFv) kon-

stitutiv exprimierten und auf hohem Niveau im ER akkumulierten. Als Kontrolle für mögliche 

Transgeneffekte wurden transgene Nicotiana plumbaginifolia Pflanzen (Np9-41/4) mit 

Expression eines scFv gegen ein nicht-pflanzliches Hapten (Oxazolon) etabliert. Von in vitro 

kultivierten Pflanzen der transgenen Linien, der ABA-Biosynthesemutanten und des Wildtyps 

wurden Mesophyllprotoplasten isoliert und Zellwachstum und -differenzierung unter defi-

niertem Hormonregime der somatischen Embryogenese durch morphogenetische Kriterien 

und biochemische Parameter charakterisiert. 

Durch Bestimmung des endogenen ABA-Gehaltes mittels ELISA konnte in Zellstrukturen 

der ABA-Biosynthesemutante im Vergleich zum Wildtyp ein ABA-Defizit nachgewiesen 

werden. Zellstrukturen der immunmodulierten Linie RAP40/7 enthielten entwicklungsabhän-

gig 18-61x mehr ABA als entsprechende Wildtypstrukturen. Kompensation der hohen ABA-

Menge durch Antikörperbindung im ER wurde durch das hohe Niveau der anti-ABA scFv 

Akkumulation in allen Stadien der immunmodulierten Linie garantiert. 

Durch vergleichende morphogenetische und biochemische Untersuchungen von Zell-

wachstum und -differenzierung der in vitro Kulturen der immunmodulierten Linie, der ABA-

Biosynthesemutanten und des fluridonbehandelten Wildtyps mit Embryogenesesystemen des 

unbehandelten Wildtyp- bzw. der transgenen anti-Oxazolon scFv exprimierenden Linie wurde 
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gezeigt, dass ABA-Mangel sowohl das Zellwachstum als auch -differenzierung in relativ 

frühen Phasen der Embryogenese beeinflusst.  

Im Gegensatz zu Embryogenesesystemen von Wildtyp und anti-Oxazolon scFv exprimie-

render Linie prägten Zellstrukturen der immunmodulierten Linie wie der ABA-Biosynthese-

mutanten und des fluridonbehandelten Wildtyps einen ABA-Mangelphänotyp aus, der durch 

großvolumige, abnorm geformte, stark vakuolisierte Zellen charakterisiert war, die zu unge-

ordneten Zellverbänden zusammentraten. Unter ABA-Mangelbedingungen war die Regene-

rationseffizienz geringer als in Wildtypkulturen. Sprossbildung trat verzögert ein. Verringerte 

Stärke- und Pigmentakkumulation in Zellstrukturen der ABA-defizienten Linien spiegelten 

Differenzierungsunterschiede wider. 

Applikation von (±)-ABA (1,5x10-6M) ab 10. Kulturtag führte zur Normalisierung der 

somatischen Embryoentwicklung der immunmodulierten Linie und der ABA-defizienten 

Mutanten. Normalisierte Zellstrukturen unterschieden sich morphogenetisch und biochemisch 

nicht signifikant vom Wildtyp. Die endogene ABA-Menge in den Zellstrukturen war nach 

ABA-Behandlung signifikant erhöht. Die Normalisierung der Embryoentwicklung durch exo-

gene ABA ist der Beweis, dass in Zellstrukturen der immunmodulierten Linie wie auch der 

ABA-Biosynthesemutanten ABA-Mangel die Ursache für Differenzierungsunterschiede war. 

Die Charakterisierung des Embryogenesesystems der transgenen anti-Oxazolon scFv 

exprimierenden Linie zeigte, dass Transgenexpression geringfügig die Regenerationseffizienz 

somatischer Embryonen nicht aber die Embryodifferenzierung beeinflusst. 

Während der Samenentwicklung bewirkte ABA-Mangel Abnormitäten in der „protein 

body“ Bildung und Anzahl, die sich auch in verringerter Speicherproteinakkumulation in 

Samen der ABA-Biosynthesemutanten aba2 und der immunmodulierten Linie widerspiegel-

ten. Samen ABA-defizienter Linien hatten in späten Stadien ein erhöhtes Frischgewicht im 

Vergleich zu Wildtypsamen. Außerdem wurden größere Mengen Chlorophyll akkumuliert. 

Durch die gewählten Versuchsstrategien konnte der ABA-Einfluss auf frühe Embryogene-

seprozesse nachgewiesen werden. Dabei erwies sich die Immunmodulation als geeignete Me-

thode zur Untersuchung der Hormonfunktion während der Embryogenese. 
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