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Einleitung

1. Einleitung

Im Jehr 1963 wurde zum einen die Subgtanz Abscisin 1l aus jungen Baumwollfriichten iso-
liert, die Abscisson der Friichte von der Mutterpflanze bewirkte. Pardld wurde Dormin ent-
deckt, das die Knospenruhe der Buche forderte. Die chemische Struktur der beiden Substan
zen wa identisch. Sat 1967 wird diese Vebindung ds Abscisnsiure (ABA) bezeichnet
(Addicott und Carns 1983). Der urspringlich beschriebenen Phytohormonfunktion be  Blait-
abfdl und Knospenruhe konnten bad vide wetere hinzugefligt werden. Abscisnsiure
kommt ubiquitdr in der Pflanze vor und is an der Regulation grundiegender physologischer
und entwicklungshiologischer Prozesse betelligt (Hetherington und Quatrano 1991, Davies
1995, Quatrano et a. 1997). Neben der Vermittlung der Resktion auf Trockenstress durch
Schlielfen der Spdtdffnungen (Shinozaki und  Yamaguchi-Shinozaki 1997, Netting 2000)
gehdren auch die Anpassung an K&8te und hohe Sazkonzentrationen dazu (Shinozaki und
Y amaguchi- Shinozaki 1996, 2000, Tabaeizadeh 1998).

Waeterhin spielt ABA ene bedeutende Rolle be der Samenentwicklung, die sowohl die
Beanflussung der Embryoentwicklung und —reifung ds auch die Akkumulation von Spei-
chergoffen, insbesondere Speicherproteinen, die Ausbildung der Austrocknungstolerarnz und
der Samenruhe und die Verhinderung vorzetiger Keimung einschliefd (Kermode 1990, Black
1991, Rock and Quatrano 1995, McCarty 1995, Marion-Poll 1997, Leung and Giraudat 1998,
Holdworth et a. 1999).

1.1. Agpekteder Samenentwicklung

Bevor auf die Funktion von ABA im Samen genauer eingegangen wird, soll die Samenent-
wicklung in Angiospermen kurz umrissen werden.

Die Embryogenese hoherer Pflanzen erflllt mehrere Funktionen. Zum ergen dient Se der
Ausragung der Merigeme und der Mudefestlegung fir die spétere Pflanzenentwicklung,
zum zweten der Differenzierung der priméen Pflanzengewebetypen. Aulerdem werden spe-
zidle Speicherorgane ds Néahrdoffreservoire fir Samen und Kemlingsentwicklung  ausge-
bildet und die Grundlage fur die Samenruhe geschaffen (Goldberg et a. 1994).

Der Lebenszyklus der Blitenpflanzen igt durch den Wechsd zwischen haploider (game-
tophytischer) und diploider (sporophytischer) Phase gekennzeichnet (West und Harada 1993,
de Jong et a. 1993, Goldberg et a. 1994, Mordhorst et a. 1997). Die haploide Phase beginnt
mit der Differenzierung von Pollen (mannlicher Gametophyt) und Embryosack (welblicher
Gametophyt) nach vorangegangenen meiotischen und mitotischen Tellungen der Vorlaufer-
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zdlen. Wahrend der Befruchtung verschmilzt ein ménnlicher Gamet mit dem hgploiden Kern
der Eizdle, wodurch en diploider Zygotenkern entsteht. Das Ergebnis der Verschmezung
des zweiten Pollenkerns mit den polaren Kernen der Zentrdzelle des Embryosacks ist en
triploider Endospermkern. Aus dem Endospermkern und dem Rest des Embryosacks wird das
sekundére Endosperm gebildet, das der Erndhrung des Embryos dient. Spédter wird dieses
entweder in en Speichergewebe umgewanddt, das der Embryo vor oder im Verlauf der Kei-
mung aufbraucht oder es wird sekundér zurlickgebildet. Nach der Befruchtung entwicket sich
aus der Zygote der Embryo. Die befruchtete Eizelle, deren Polaritdt durch die Lage im
Embryosack fedgeegt i, telt sch megens asymmetrisch in eine kleine gpikde und ene
grolie basde Zdle. Aus der groen basden Zele entwicket sch der Suspensor. Dieser dient
bis zum Herzdadium dem Néhrdofftrangport in den Embryo durch Verankerung mit dem
umgebenden Embryosack und dem Eizellengewebe. Die oberste Zele des Suspensors, die
Hypophyse, kan an der Bildung des Wurzdmeristems beteiligt sein (onagrader oder Crucife-
rentyp, siehe Ubersichtsartikel Mordhorst et a. 1997).

Aus dea goikden Zdle entwickdt dch der egentliche Embryo. Durch weitere Telungen
entgeht en globul&rer Embryo. Ein wichtiges Ereignis in der Embryoentwicklung ist der
Ubergang vom globuldren Stadium mit redider Symmetrie zum Herzgtadium mit bilateraer
Symmetrie. In diesem Stadium werden die Postionen der Kotyledonen und der Embryoachse
fetgdegt. Nach ihrer Bildung entwickdn dch durch  Zdltelungen und  Zdldongaion
Torpedo- und Kotyledonenstadium.

Die egentlichen morphogenetischen Ereignise finden zatlich im erden Vietd der
Samerentwicklung datt. Spétere Stadien der Embryogenese dienen der Akkumulation von
Speicherstoffen und der Vorbereitung des Embryos auf die Samenruhe und —kemung
(Bewley und Black 1994).

Der Einfluss des maternden Gewebes wéahrend der Samenentwicklung ist nicht genau defi-
niert (Kermode 1990). Bisher wurden keine maternden Gene identifiziert, die Oogenese oder
Mugterbildung im friihen Embryo beeinflussen (de Jong et d. 1993). Es wird postuliert, dass
der Sporophyt dazu dienen konnte, die Entwicklung des Embryos durch Néahrgtoffversorgung
und rdumliche Fixierung solange zu unterdtitzen, bis er vollausgebildet i und genligend
Resrven fir ene efolgreiche Kemung und nachfolgende Keimlingsentwicklung angerei-
chet hat (Kermode 1990). Diesem Einfluss kdnnten sowohl genetische ds auch biomecha-
nische Faktoren zugrunde liegen, die an Muserbildung und Regulaion der Zdlexpanson
beteiligt snd (Lindsey und Topping 1993).
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Eine bedeutende Rolle spidt der Ubergang zwischen embryonaler und postembryonaer
Entwicklung, der speziesabhéngig ist und bisher nicht genau definiert werden kam.

Die Samenentwicklung, -anzahl und -quditdt snd abhéngig sowohl von inneren Faktoren
wie zum Beispid Hormonen as auch von Umwetfaktoren wie Wasser, Temperatur, Nah
rungs- und Lichtangebot.

Die Samenentwicklung l&sst dch in dre Perioden eintelen. Wéhrend der ersten Periode
finden Zdltellungen datt, Trockengewicht und ZdlgrofRe snd gering. Im Verlauf der Zelex-
panson, die charekterigisch fur die zweite Periode i, nimmt das Frischgewicht des gesam
ten Samens rapide zu und der Wassergehdt it hoch. Danach gteigt durch Akkumulation von
Speichergoffen das Trockengewicht des Samens, wahrend sich das Frischgewicht kaum ver-
andert. Die dritte Periode ist durch gradudle Reduktion des Wassergehdtes und damit durch
Abnahme des Frischgewichtes gekennzeichnet. Gleichzeitig nimmt der Chlorophyllgendt ab.
In dieser Phase kommt es zur Auspragung der Austrocknungstoleranz (Norton und Harris
1975, Kermode 1990).

1.2. Aspekteder somatischen Embryogenese

Frihe Stadien zygotischer Embryonen snd in der Regd schwer zugénglich, sodass gezidte
physiologische und zdlbiologische Eingriffe technisch schlecht zu rediseren und zu andy-
deren snd. Aullerdem missen bel Untersuchungen zygotischer Embryonen immer maternde
Einflisse in Betracht gezogen werden. Aus diesen Grinden wurde u. a der Etablierung und
Untersuchung von somatischen Embryogenesesysemen  vid  Aufmerksamkeit  gewidmet
(Zimmermann 1993, Emons 1994, Dudits et d. 1995, Mordhorst et d. 1997).

Unter in vitro Bedingungen konnen sch somatische Embryonen entweder direkt ohne
intermediére Kdlushildung aus differenzieten somaischen Zdlen auf der Obefléche diffe-
rerzierter Gewebe oder aus Protoplasten bzw. Mikrosporen entwickeln. Eine weltere
Moglichket ig ene Embryobildung auf indirektem Weg Uber Kdlus- oder Suspensonskultu
ren (Willliams und Maheswaran 1986). In somatischen Embryogenesesystemen geang es,
tatsdchlich Embryonen unabhéngig von maernden Einflissen zur Entwicklung zu  bringen.
Dieser Fakt wird haufig as Bewes herangezogen, dass das maternale Gewebe keinen unmit-
telbaren Einfluss auf die Embryoentwicklung hat (Kermode 1990).

Somatische Zdlen, die dch nach ihrer Dedifferenzierung zu Embryonen entwicken kon
nen, werden ads embryogene Zdlen bezeichnet. Embryogenese-kompetente Zdlen snd die
begrenzte Zahl der Zelen (eines Explantats oder eines Kalusaggregates, der Protoplasten,
Mikrogporen oder Suspensonszdlen), die abhangig von den Gewebekulturbedingungen zur
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Embryoentwicklung kommen. Im Verlauf der somatischen Embryogenese lassen sich unter-
schiedliche Prozese unterscheiden. Die Dedifferenzierung der Zellen des Explantats wird
haufig durch die Applikation hoher Auxinkonzentrationen eingdeitet. Die Embryoentwick-
lung sebst findet nach der drastischen Reduzierung der Hormonkonzentration statt. Daneben
giden andere Hormone wie Abscisnsdure und Cytokinine sowie osmotische Bedingungen,
Nahrgtoffversorgung und Sazkonzentrationen eine bedeutende Rolle (Emons 1994).

Dedifferenzierung bedeutet, dass die Zdlen ihre spezdisete Funktion aufgeben und
wieder teilungsaktiv werden. Fir den Erfolg der Embryogenese igt wichtig, dass kleine cyto-
plasmareiche Zdlen entsehen, die haufig das Ergebnis indguaer Zdltelungen sind. Diese
Form der Zdltelung i aer kene notwendige Voraussetzung zur Bildung embryogener
Zdlen (Emons 1994). Nach ene Anzahl von Zdltelungen ohne Zdlwachsum bilden sch
globulére vidzelige Strukturen. Embryogene Zdlen snd in der Lage Nahrungsreserven zu
akkumulieren. Eine ausgeprdgte Zdladhdson zwischen den Tochterzdlen ermdglicht ihre
interzelluldre Kommunikation. Der Aufbau der Zelwand is wichtig fir den kontrollierten
Prozess der Zdldongaion. Wetere Grundlagen snd die korrekte Festlegung der Zdl-
tellungsebene und der Grad der Zdlexpanson, der durch die Eigenschaften der Zelwand
bestimmt wird (Taiz 1984, Fry 1986, 1993). Dabel konnten verschiedene Induktoren, unter
anderem Pflanzenhormone wie Cytokinine und Auxine, eine Rolle spiden.

In ener Rethe von Sysemen wurden morphologische und biochemische Untersuchungen
durchgefiihrt, um Ubereindimmungen und Unterschiede zwischen zygotischer und  somati-
scher Embryogenese zu dokumentieren. Dabel wurde die somatische Embryogenese bet Moh
ren (Daucus carota) besonders intendv untersucht (Zimmermann 1993). Die morphologische
Entwicklung der somatischen Embryonen zu globulé&rem, Herz, Torpedo- und Kotyledo-
nendadium it der zygotischen Embryogenese vergleichbar. Neben der Ubereingimmung
morphologischer Charakteristika wurden in somatischen und zygotischen Embryonen ver-
schiedener Spezies wie zum Beispid Mohre (Daucus carota L., Hatzopoulos et a. 1990,
Wurtele et d. 1993, Higashi et d. 1998), Raps Brassica napus L., Crouch 1982) und Baum-
wolle (Gossypium hirsutum L., Shoemaker et d. 1987) haufig dnliche Proteinmuster nach
gewiesen. Die samenspezifischen Speicherproteine der jewelligen Spezies traten auch in
somatischen Embryonen auf, mes jedoch zatlich friher determiniet ads in  zygotischen
Embryonen und in geringerer Menge (Crouch 1982, Shoemaker et a. 1987). Dodeman et d.
(1998) berichteten von quditativen Unterschieden in Proteinmustern zygotischer und  someati-
scher Mohrenembryonen, obgle ch morphol ogische Unterschiede nicht gefunden wurden.
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Diese Unterschiede reflektieren zum einen die Bedeutung der Gewebekulturbedingungen
fur die Entwicklung somaischer Embryonen und zum anderen die biologische Vaiailité.
Zimmermann (1993) fihrte aus, dass in spaten Stadien der somatischen Embryogenese die
Synchronitét  haufig animmt, wéhrend in frihen Stadien vor dlem in Protoplastenkulturen
eine hohe Synchronitét erzidt wird (Dudits et d. 1991). Toonen et d. (1994) zeigten, dass
dch somdische Embryonen aus morphologisch  unterschiedlichen Einzezdlen entwickeln
konnen. Yasuda et da. (2000) bestétigten diese Ergebnisse und fanden zusétzlich, dass die
Embryoentwicklung Uber verschiedene Zwischensufen morphologischer Stadien  ablaufen
kann. Somatische Embryonen snd zumeis groler und viezdliger ds zygotische Embryonen
(Mordhorst et d. 1997). Zdlen somatischer Embryonen zeigten in Untersuchungen von
Taylor und Vasl (1996) ene hohere Vaidbilitd in der Organdlenzusammensetzung as
zygotische Embryonen, besal?en jedoch ale Charakteristika embryogener Zellen.

Auf enen weteren entschedenden Unterschied zwischen somatischer und  zygotischer
Embryogenese s0ll hier explizit hingewiesen werden. Im Gegensatz zur zygotischen Embryo-
genee gehen somaische Embryonen héufig nicht in den Zusand der Ruhe Uber. Ihre Ent-
wicklung ist durch eine kontinuierliche Frischgewichtszunahme gekennzeichnet.

Aufgrund der aufgefiihrten Ubereingtimmungen konnen somatische  Embryogenesesysteme
ads Moddl fur die zygotische Entwicklung dienen. Da abgesshen von der Embryogenesan-
duktion die Ubereingimmungen in frihen Stadien der somatischen und zygotischen Embryo-
genese am augepragtesten  sind, lassen Untersuchungen friher Stadien der  somatischen
Embryogenese  Rilckschlisse auf  frihe Entwicklungsprozesse wahrend der zygotischen
Embryogenese zu. Dadurch kann das Problem der schlechten Zuganglichkeit diessr Stadien
umgangen werden. Grof¥ere Mengen an Materid fir biochemische Andysen konnen erzeugt
werden. Auljerdem findet die somaische Embryogenese unabhangig von maternden Einflis-
sen datt. Wirkstoffe konnen exogen appliziert werden, um ihre Bedeutung fur die Embryo-
entwicklungen zu untersuchen. Dabel sollite jedoch, soweit moglich, immer versucht werden,
die Ergebnisse durch vergleichende Untersuchungen zygotischer Embryonen zu tberpriifen.

1.3. ABA und Samenentwicklung
1.3.1. ABA-Biosynthese und ABA-M utanten

Im folgenden soll genauer auf die entwicklungsphysologische Rolle von ABA wéhrend
der Samenentwicklung eingegangen und die ABA-Biosynthese zuerst kurz umrissen werden.

Abscisnsiure i ein Sesquiterpenoid, das in hoheren Pflanzen durch Spatung von CA40-
Epoxycaratinoidverbindungen entsteht. Ausgehend von Pyruvat und  Glycerddehyd-3-Phos-

5
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phat (Lichtenthder et a. 1997, Lichtenthder 1999) wird in Chloroplasten D-1-Deoxy-Xylu-
lose-5-Phosphat  (DOXP) gebildet (Arigoni et d. 1997). Uber mehrere Zwischenschritte,
deren Naur noch nicht vollsdndig aufgeklart ist, entsteht [sopentenyl-Pyrophosphat (IPP).
Der weitere ABA-Biosyntheseweg ist eng mit der Carotinoidbiosynthese (Abb. 1) verknipft,
die durch Cunningham und Gantt (1998) zusammengefasst wurde.

Die Bildung des Phytohormons ABA geht von 9-cis-Neoxanthin aus, das aus Violaxanthin
entseht. Diese Verbindung wird durch ene 9-cis-Epoxycarotinoid-Dioxygenase in zwe C20-
Einhdten — Xanthoxin — gespaten. Durch Quin und Zeevaart (1999) wurde nachgewiesen,
dass diese Resktion der geschwindigkeitdimitierende Schritt der ABA-Biosynthese ist. Der
Hauptweg der ABA-Synthese satzt sch mit der Bildung von ABA-Aldehyd aus Xanthoxin
fort, woraus letztendlich ABA entsteht (Liotenberg et a. 1999, Cutler und Krochko 1999,
Zeevaart 1999).

Die Resktionschritte bis zur Bildung des Xanthoxins finden in den Chloroplasten datt.
Xarthoxin wird ins Cytosol trandferiert und dort zu ABA umgewanddt (Liotenberg et 4.
1999, Cutler und Krochko 1999).

Der Katabolismus von ABA beginnt zum tberwiegenden Teil mit der Hydroxylierung zu
8 -Hydroxy-ABA, woraus spontan oder enzymatisch Phaseinséure entsteht, die zu Dihydro-
phaseinsiure reduziert wird (Cutler und Krochko 1999). Die Bildung von ABA durch Konju-
gation, vor dlem mit Glucose, igt die haufigste Form der Inaktivierung.

In den vergangenen Jahren wurden immer mehr ABA-ddfiziente und ABA-insengtive
Mutarten verschiedener Spezies isoliert (Merlot und Giraudat 1997, Koornneef et a. 1998).
ABA-insadtive Mutanten synthetiseren normade bis hohere Mengen an ABA (Koornneef et
a. 1984), aber der Signdibertragungsweg von der Hormonperzeption zur Resktion ist
gestort. Die moglichen Signdtransduktionswege wurden durch Leung und Giraudat (1998),
Himmdbach et a. (1998) sowie durch Grill und Himmelbach (1998) dargestellt und sollen in
diesem Kontext nicht naher betrachtet werden.

Phanotypische Unterschiede beziiglich Aufhebung der Samenruhe und vorzetiger Kei-
mung sowie ungenligende Adaptation an  Stressbedingungen insbesondere Trockenstress
ermogichten die Sdektion ABA-defizienter Mutanten von Arabidopsis thaliana (Koornneef
und Jorna 1982), Kartoffe (Quarrie 1982), Tomate (Td und Nevo 1973), Mais (Fong et 4.
19834) und Nicotiana plumbaginifolia (Roussdin et d. 1992, Marion-Poll et a. 1993). ABA-
defiziente Mutanten weisen enen dak reduzieten ABA-Gehdt auf. Der Phanotyp korreliert
mit der vorhandenen ABA-Menge (Td und Nevo 1973, Neill und Horgan 1985) und ist durch
exogene ABA-Gabe normdiserbar. ABA-defiziente Mutanten konnten zur Aufklérung der
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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 vollstan
dige Blockade der ABA-Biosynthese auf. Durch Untersuchungen der ABA-defizienten To-
matenmutanten flacca und sitiens konnte die Exigenz enes dterndiven ABA-Biosynthese-
weges Uber ABA-Alkohol nachgewiesen werden (Linforth et a. 1987, Taylor et a. 1988,
Rock et al. 1991).

Da die Nicotiana plumbaginifolia Mutanten abal und aba2-1s (aba2) in den Untersuchun-
gen zur ABA-Funktion wéahrend der frihen somatischen Embryogenese eingesetzt wurden,
sollen beide Mutanten ndher charakterisert werden. aba2 wurde nach Insertionsmutagenese
unter Verwendung des autonomen Activator-Trangposons von Mais ds frihkeimende Mutan
te isoliert (Marion-Poll et a. 1993). Die Nachkommenschaft zeigte verringerte Samenruhe,
geringe Wuchshthe sowie eine erhdhte Senstivitét gegeniiber Wasserstress. Der ABA-Gehdt
war dark verringert (Audran et d. 1998). Durch Marin et d. (1996) wurde das durch , Trans-
poson-Tagging® betroffene Gen kloniet und ds Zeaxanthingpoxidase charekterisert. Die
Pflanzen enthidten erhthte Mengen an Zeaxanthin. Durch Andyse der Protein- und mRNA-
Muder konnte gezeigt werden, dass das Enzym hauptsschlich in Bléttern, in geringerem
Umfang aber auch in Wurzen und Samen exprimiert wird. Wéhrend der Samenentwicklung
wurden die hdochsen mRNA-Mengen kurz vor Mitte der Samenentwicklung nachgewiesen
(Audran e a. 1998). Durch Uberexpresson der Zeaxanthingpoxidase konnte die Samen
keimung verzogert werden. In Pflanzen mit antisense ABA2 mRNA-Expresson hingegen sank
der ABA-Gehdt dragtisch &b, und die Pflanzen zeigten enen mutantendhnlichen Phénotyp
(Frey et d. 1999).

Auch die ABA-Biosynthessmutante abal von Nicotiana plumbaginifolia konnte beztiglich
des Defektes in der ABA-Synthese charakterisert werden (Leydecker et a. 1995). In dieser
Mutante it die Biosynthese des Molybdancofaktors der ABA-Aldehydoxidase gestort, sodass
die Umwandlung von ABA-Aldehyd in ABA nicht katdysert werden kann. Diese Pflanzen
wesen wie aba2 enen sark reduzieten ABA-Gehdt auf. Die Molybdancofaktormutetion
beaeinflusst neben ABA-Aldehydoxidase auch Xanthindehydrogenase. Fir Nitratreduktase, die
ebenfals den Molybdancofaktor zur Katayse bendtigt, wurde Uberexpresson nachgewiesen
(Leydecker e d. 1995). Die Beeinflussung mehrerer Enzymeaktivitdten durch diese Mutation
erschwert die Interpretation der Daten in Bezug auf ABA-Mange effekte.

1.3.2. ABA-Akkumulation wahrend der Samenentwicklung

Die Samenentwicklung ist en komplex regulierter Prozess, be dem verschiedene Hor-
mone zusammenspiden (Evans 1994, Rock und Quatrano 1995). So verdndern sich wahrend
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der unterschiedlichen Phasen der Samenentwicklung die Konzentrationen von  Auxinen,
Cytokininen, Gibberdlinen und Abscisnsiure. Da im folgenden Erkenntnisse zur ABA-
Funktion wéahrend der Embryogenese, Samenentwicklung und -reifung dargestelt werden
sollen, wird zuné&chst die Verdnderung der ABA-Konzentration wéahrend dieser Entwick-
lungsprozesse betrachtet.

In den meisten Geweben liegt der endogene ABA-Gehdt zwischen 10 und 50ng g* Frisch-
gewicht entsprechend 4x10°8 bis 2x10'M (Walton und Li 1995). Wesentlich erhéhte ABA-
Gehadlte (bis 10°°M) wurden in sich entwickelnden Samen und ruhenden K nospen gefunden.

Im Velauf der Samenentwicklung finden grof3e Veranderungen des ABA-Gehdtes datt.
Innerhab weniger Tage gseigt der Gehdt auf das 100fache an, um wéahrend Reifung und Aus-
trocknung wieder auf geringere Werte zu fdlen. An diessm Prozess konnen Synthese, Meta:
bolismus und Import beteligt sein (Waton und Li 1995).

Dea sarke Angtieg des ABA-Gehdtes efolgt in der ersen Hafte der Samenentwicklung
(Rock und Quatrano 1995). In der Mitte der Samenentwicklung besitzen Samen sowohl einen
hohen ABA-Gehdt ds auch die hochge ABA-Sendtivitédt (Kermode 1990). Wéhrend des
Uberganges zu spdteren Embryogenesestadien erreicht der ABA-Gehdt maximade Werte,
wobe telweise zwel Maxima beobachtet werden - enes maternden und enes zygotischen
Ursprungs. Finkesein (1994) fand, dass maternae ABA fur die Samenentwicklung notwen-
dig ig. In refenden und ruhenden Samen nehmen der ABA-Gehdt und die ABA-Sengtivité
ab, das Austrocknungssignd kommt vom Embryo sdlbst (Karssen et d. 1983, Koornneef et
a. 1989, Kermode 1990, Rock und Quatrano 1995). Ein dhnlicher Verlauf der ABA-AKku-
mulation wurde durch Imai et d. (1995) fur Nicotiana tabacum beschrieben.

1.3.3. ABA-Effekte wahrend der Samenentwicklung

Diese dragtischen Anderungen der ABA-Menge lassen auf wichtige Funktionen des Hor-
mons wahrend der Samenentwicklung schlief?en. Eine Relhe von experimentelen Untersu-
chungen bestétigten diese Uberlegungen.

ABA ig maigeblich an der Induktion der Synthese und Akkumulation von Speicherprote-
nen beteligt. 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 fir 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 a. 1985), Senf (Snapis alba L.,
Fischer et al. 1987) und Luzerne Medicago sativa L., Xu et a. 1990) gezeigt. Die Induzier-
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barkeit und die dafir notwendige ABA-Konzentration hdngen vom Entwicklungsstadium der
isolieten Embryoren ab (Kermode 1990). Durch Applikation des ABA-Biosynthesainhibitors
Fluridon wurde die Speicherproteinsynthese in isolieten Embryonen von Luzerne (Xu und
Bewley 1995) und Senf (Fischer et d. 1987) verhindert. Auch in vivo konnte eine Korreation
zwischen endogenem ABA-Gehdt und dem Beginn der Spechersoffakkumulation herge-
gellt werden (Ackerson 1984, Finkelstein et a. 1985, Kermode 1990, Rock und Quatrano
1995). Fiur verschiedene ABA-defiziente Mutanten von Arabidopsis thaliana wurde kein
Zusammenhang zwischen ABA-Defizienz und Speicherproteinsynthese  gefunden  (Zeevaart
und Credmann 1988). Samen transgener Nicotiana tabacum Pflanzen mit samenspezifisch
immunmodulietem ABA-Gehdt (Phillips e d. 1997) enthidten im Vergleich zum Wildtyp
keine ,protein bodies’ und weniger Olkorper. Leps (1998) konnte zeigen, dass Embryonen
von Pflanzen mit hohem Antikdrpergehdt kaum Legumin mRNA akkumulierten.

In Samen ABA-ddfizienter Mutanten wurden geringere Mengen an LEA-Proteinen (late
embryogeness abundant) nachgewiesen (Merlot und Giraudat 1997). Auch fur eine andere
Gruppe von Proteinen, die Dehydrine, die vermutlich im Zusammenhang mit der Austrock-
nungsoleranz der Samen ene Rolle spiden, wurde eine ABA-abhdngige Akkumulation der
MRNA unabhangig von Wasserstress gefunden (Kermode 1990, Close 1996).

Die Regulation der Expresson der entgprechenden Gene durch ABA fassten Skriver und
Mundy (1990) sowie Busk und Pages (1998) zusammen.

Nicht nur die Resarveprotein- sondern auch die Strkeskkumulation wird in Samen durch
ABA beanflusst (Schusder et d. 1984).

Weterhin spidt ABA ene bedeutende Rolle be der Ausbildung der Samenruhe und der
Verhinderung vorzeitiger Keimung. Nachweise wurden durch in vitro Inkubation isolierter
Embryonen in Gegenwart von ABA erbracht (Kermode 1990). Frihe und spéte Stadien iso-
lierter Rapsembryonen keimten gut unter in vitro Bedingungen, Embryonen mittlerer Stadien
hingegen schlecht (Xu et d. 1990). Ahnliche Ergebnisse wurden fir verschiedene andere
Pflanzenarten erzidt (Kermode 1990). Der Einfluss von ABA auf die Ausbildung der Samen-
ruhe und Verhinderung der Keimung konnte auch an ABA-defizienten und ABA-insengtiven
Mutanten demonstriert werden (Rock und Quatrano 1995, Koornneef et a. 1998). Viviparie
konnte ebenfdls durch samenspezifische Immunmodulation des ABA-Gehdtes durch
Expresson von anti-ABA Einzdketten-Antikbrpern (scFv) erzeugt werden (Phillips et 4.
1997).

Im Zusammenhang mit der Verhinderung der vorzatigen Kemung wurde en dabilise-
render ABA-Einfluss auf die Zdlwand (Schopfer und Plachy 1985) und die Verhinderung der
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Keimwurzddongation (Karssen 1976, Groot und Karssen 1992, Hilhorst und Downie 1995)
gezeigt.

Wéhrend der Samenentwicklung finden hauptsichlich anabolische Prozesse datt. Die
Hemmung reservemobiliserender Enzyme wie a-Amylase, Mdatsynthase und |socitratlyase,
sowie zellwandabbauender Enzyme wie Endo-b-Mannanase durch exogene ABA wurde
nachgewiesen (Kermode 1990).

Auch die Chlorophyllbiosynthese in Samen wird durch ABA beanflust. So fanden Le
Peage-Degivry et d. (1987) enen Zusammenhang zwischen ABA-Gehdt und Chlorophyllbio-
gynthese in Apfelkotyledonen. Lichtenthder und Becker (1970) posdtulierten einen ABA-
Einfluss auf die Induktion der Thylakoidbildung und daraus resultierend ene verringerte
Isoprenoidbiosynthese. Vivipare Samen  immunmodulierter  Pflanzen  enthidten  ebenfdls
grolzere Mengen Chlorophyll as der Wildtyp (Phillips et a. 1997).

1.3.4. Strategien der ABA-Funktionsanalyse

Zur Untersuchung der ABA-Funktion wéhrend der Embryogenese werden verschiedene
Vesuchdrategien eingesstzt. Dazu  gehdren Untersuchungen  isolierter  zygotischer
Embryonen und somdischer Embryonen. Verglichen wurden Wildtyp, ABA-Biosynthese-
Mutanten und transgene Pflanzen, in denen die Hormonfunktion durch Expresson von
Einzelketten- AntikOrpern immunmoduliert wird. Die Strategien liefern in
unterschiedlichem Umfang Daten Uber die Embryoentwicklung und bestzen Vor— und
Nachteile bezlglich ihrer Anwendbarkeit insbesondere auf frilhe Stadien der Embryogenese.

Ein Ansaz ig die in vitro Kultur isolierter zygotischer Embryonen unterschiedlicher Ent-
wicklungsstadien. Diese Methode erlaubt Variationen des Nahrstoff- und Wirkstoffangebotes
im Kulturmedium. Es konnen Aussagen zur Lebenstdhigkeit der Embryonen, Speicherpro-
teinakkumulation und zum Ubegang zwischen Samenentwicklung und Keimung getroffen
werden. Einfliisse des osmotischen Potentids des Kulturmediums, der ABA-Applikation oder
enes ABA-Biosynthesainhibitors konnen getestet werden (Fischer et d. 1987, Xu et a. 1990,
Xu und Bewley 1995). Die Nachtelle der Untersuchungen an isolierten zygotischen
Embryonen liegen vor dlem in der Maeidvefigbaket. Weterhin i der ABA-Gehdt
isolieter Embryonen niedriger as in vivo, sodass keine Aussagen zur Studion in planta
gemacht werden kénnen (Kermode 1990, Bewley und Black 1994).

Eine watere Moglichket ist die Untersuchung der ABA-Funktion in somatischen Embryo-
genesesystemen. Diesr Ansatz Sollte Ereignisse in frihen Stadien der Embryogenese smu-
lieren konnen, da zwischen zygotischen und somatischen Embryonen in viden Parametern
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groe Ahnlichkeiten festgestellt wurden (Zimmermann 1993). Auch somatische  Embryonen
synthetiseren und akkumulieren ABA (Hatzopoulos et d. 1990). Das System erlaubt sowoh
die Applikation von Wirksoffen ads auch Mediummodifikationen wie zum Bespid pH und
Osnolaitét. Die Embryoentwicklung kann unabhdngig von maernden Einflissen verfolgt
werden. Nachteil des Sysems idt, dass trotz groRer Ahnlichkeiten auch Unterschiede zur
zygotischen  Embryogenese bestehen. ABA-Gehdte in somatischen Embryonen snd geringer
as in zygotischen Embryonen. Die Biosynthese eniger samenspezifischer Proteine (LEA)
und die Reserveproteinakkumulation werden friher angeschdtet und die akkumulierten
Mengen snd geringer (9ehe auch 12). Somatische Embryonen gehen nicht in enen
Ruhezustand Uber. Obwohl gerade frisch isoliete Mesophyllprotoplasten eine hohe Synchro-
nitdt zeigen (Dudits et d. 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 madglich, die ABA-Funktion in Pflanzen unabhangig von exogener
Wirkstoffgpplikation bzw. Biosynthesshemmung durch Inhibitoren zu untersuchen (Koorr
neef e d. 1998). Als Nachtell der Mutanten ist zu werten, dass gewebespezifische Effekte
nicht isoliert untersucht werden konnen, da der Mutanteneffekt in der ganzen Pflanze wirksam
ig. AuRRerdem sind pleiotrope Effekte zu beriickschtigen, die auf das gestdrte Hormonverhdt-
nis zurlckzufihren sind (Evans 1984). Der ABA-Gehdt in den defizienten Mutanten ist zwar
gark reduziert, dennoch dnd immer noch geringe ABA-Mengen vorhanden, die fur die
Steuerung ABA-regulierter Prozesse ausreichend sain konnten.

Durch die Applikation von ABA-Biosynthesainhibitoren wie Huridon kann ABA-Mangd
erzeugt werden. Der Vortell der biochemischen Beanflussung unter Verwendung von ABA-
Biosynthesainhibitoren i, dass Zetpunkt und Dauer der Applikation wahlbar snd (Kermode
1990). Allerdings muss beriickschtigt werden, dass die Wirkung des Inhibitors, der frihe
Schritte der Carotinoidbiosynthese hemmt, auch unspezifische Effekte wie Zerstérung der
Chloroplasten im Licht sowie Stoffwechsdverénderungen hervorruft (Zeevaart und Credman
1988).

In jingerer Zeit wurde durch die Mdoglichkeit der Immunmodulation ene neue Methode
verfigbar. Dabel wird die Veflgbaket von ABA in dear Zdle durch intrazdlulére Expres
gon enes anti-ABA Einketten-Antikorpers (scFv), der das Phytohormon spezifisch bindet,
blockiert (Artseenko et d. 1995, Phillips et d. 1997). Durch Antikorperbindung wird ABA
direkt inaktiviert, wahrend in Mutanten oder nach ABA-Biosynthessinhibitorgpplikation Bio-
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syntheseweg oder Funktion von Prakursoren beeinflusst werden (Artseenko et d. 1999). Da
die Expresson des Antikorpers in transgenen Pflanzen unter die Kontrolle spezidler Promo-
toren gesdlt werden kann, is ene zatliche und raumliche Verdnderung der ABA-Vefig-
barket in der Pflanze moglich. Der Vortell dieses Ansatzes liegt somit in der Moglichkeit der
gezidlten organ und entwicklungsspezifischen Verdnderung der ABA-V erfugbarkeit.

14. Zidsédlung der Arbeit

Obgleich die Regulation spéter Prozesse der Embryoentwicklung und -reifung durch ABA
gut dokumentiert ist, snd ABA-Einflisse in der frihen Embryogenese nicht bekannt. Da in
vitro Embryogenese expeaimentdlen Zugriff auf frihe Embryogenesestadien garantiert, liefert
die direkte somatische Embryogenese von Nicotiana plumbaginifolia ein gesignetes Experi-
mentalsysem zur Untersuchung der ABA-Funktion in frihen Prozessen der Embryodifferen
zierung. Nach Zdlteilunganduktion durch hohe Auxin- und Cytokininkonzentretionen diffe-
renzieren in vitro kultivierte Mesophyllprotoplasten im moderaten Hormonregime ohne inter-
medid&re Kdlusbildung mit reaiv hoher Synchronité zu somatischen Embryonen, die zu
Ganz-Pflanzen regenerieren. Durch morphogenetische Kriterien und biochemische Parameter
kann die Differenzierung zu definieten Embryostadien bea nativem ABA-Gehdt embryoge-
nese-kompetenter Zellen des Wildyps, be  atifizidlen ABA-Mange oder nach exogener
ABA-Applikation zu den Embryogenesesysemen verglechend andyset werden. Artifizie-
ler ABA-Mangd embryogenese-kompetenter Zellen kann gentechnisch durch  kondtitutive
Expresson eines anti-ABA-Einzdkettenr Antikorpers in transgenen Nicotiana plumbaginifo-
lia Pflanzen erzeugt werden, ist genetisch in Zdlen der ABA-Biosynthesemutanten von Nico-
tiana plumbaginifolia abal und aba2 fixiert oder kann biochemisch durch Applikation des
ABA-Biosyntheseinhibitors Huridon zur in vitro Embryogenese produziet werden. Die
Effizenz der dre Versuchssrategien zur atifizidlen Erzeugung von ABA-Mangd ig durch
Betimmung des endogenen ABA-Gehdtes in ddfinieten Zdlkulturstadien des Embryo-
genesesysems zu prifen. Nach Applikation exogener ABA zu unterschiedlichen in vitro
Sysemen kann der Nachwels der ABA-Funktion durch Normdiserung der Embryodifferen
zierung erbracht werden.

Padlde Parameaebestimmungen wahrend der Samenentwicklung ermdglichen  Andogie-
schltisse zur Entwicklung zygotischer Embryonen.
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2. Material und Methoden
2.1. M aterial
2.1.1. Pflanzenmaterial

Nicotiana plumbaginifolia cv. Viviani (Np) (Dr. A. Mller, Inditut fr Kulturpflanzenfor-
schung und Pflanzengenetik (IPK) Gaterdeben)

Nicotiana plumbaginifolia abal Mutante (Leydecker et a. 1995) und aba2-1s (aba2) Mutante
(Marion-Poll et a. 1993) (A. Marion-Pall, Inditut Nationd de la Recherche Agronomique
Versdlles, Frankreich)

2.1.2. Vektoren zur Pflanzentransfor mation
pGSGlucl  Spec' (Saito et a. 1990)

bindrer Vektor Fragmente (Hind 111) enthaltend aus den Vektoren:

pRTRA7/3 (Artsaenko et al. 1995)
CaMV35S-Promotor — Leguminsignal peptid — anti-ABA scFv — c-myc-tag — KDEL — CaMV 35S Terminator

pRTRA15 (Fiedler et d. 1997)

CaMV35S-Promotor — Leguminsignal peptid — anti-Oxazolon scFv — c-myc-tag — KDEL — CaM V35S

Terminator

2.1.3. Bakterien

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

2.1.4. Enzyme

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

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

Die Enzyme wurden in der angegebenen Konzentration in K3, 0,5M Saccharose gelést. Die
Enzymlésung wurde gerilfiltriert (Porengrof®e 0,2um) und vor Gebrauch 1:1 (viv) mit dem
gleichen Medium verdiinnt.

2.15. Antibiotika

Ampicllin (Roth, Karlsruhe)
Sammlésung:  10mg mi™, Endkonzentration: 100pug mi™
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Carbenicillin (Duchefa, Haarlem, Niederlande)

Sammiésung:  25mg mi™*, Endkonzentration: 100pg mi™
Betabactyl* (Ticarcillin) (Smithiline Beecham, Minchen)

Stammiésung: 100mg mi*, Endkonzentration: 250pg mi™
Kanamycin (Duchefa)

Sammiésung:  10mg mi™*, Endkonzentration:  50pg mi™
Rifampicin (Duchefa)

Sammiésung:  25mg mi™*, Endkonzentration: 100pg mi™
Spectinomycin (Duchefa)

Sammiésung:  50mg mi™*, Endkonzentration: 100pg mi™ (Agro-Bakterien)
Alle Antibiotika wurden gerilfiltriert.

2.1.6. Pflanzenhor mone und andere Wirksoffe

(RS)-cis, trans Abscisinséure (Sigma Chemicals Co., St Louis, USA)
Stammiésung: 0,4mg mit, Endkonzentration: 0,4pg mi™ (1,5uM), Lésungsmittel
(LM): Wasser, Anlésen in IN NaOH

6- Benzylaminopurin (Sgma)
Stammiésung: 0,4mg mit, Endkonzentration: 1pug mi™ (Blattscheiben), Endkonzen
tration fUr Zdlkultur Sehe 2.2.4., LM: Wasser, Anlésen in IN HCI

a -Naphthylessgsaure (Sigma)
Stammliésung: 0,4mg mit, Endkonzentration: 0,1ug mi™ (Blattscheiben), Endkonzen
tration fur Zd lkultur Sehe 2.2.4., LM: Wasser, Anlgsen in 2% KOH

Alle Hormone wurden geilfiltriert.

Fluridon (1-Methyl- 3- Phenyl-5(3- Trifluoromethyl)- Phenyl)4.(1.4)- Pyridinon (Duchefa)
Sammiésung: 033mg mi™, Endkonzentration: 033ug mi™* (1uM), LM: Dimethylsul-
foxid (DM SO)

2.1.7. Antikérper und Konjugate

anti-c-myc monoklonder Antikorper 9E10 (Munroe und Pelham 1986)
anti-Maus 1gG Antikorper (Kaninchen, Sigma)

anti-hspl7 Antikorper (Dr. R. Manteuffd, IPK Gaterd eben)

anti- Tabakglobulin Antikorper (Dr. R. Manteuffd, IPK Gaterdeben)

anti-Maus 1gG-Peroxidase (POD) Konjugat (Sigma)

anti- Kaninchen-Peroxidase Konjugat (Serva)

anti-Maus 1gG- Alkaische Phosphatase (ALP) Konjugat (Boehringer, Mannheim)
anti- Kaninchen Alkalische Phosphatase Konjugat (Boehringer)
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2.18. Proteinmarker

SeeBlue™ Pre-Stained Standard (Novex, San Diego, USA)
ChemiBlot™ Molecular Weight Markers (Chemicon International, Temecula, USA)

2.1.9. Andere Reagenzien und Kits

Acrylamid/Bisacrylamid- Stamml6sung (Roth)

Bio-Rad Protein Assay (BioRad)

“ECL wedtern blotting andyss sysem” (Amersham, Braunschwelg)
Glycerol (Roth)

D-Mannital (Serva)

Natriumhypochlorit (Roth)

Nitro Blue Terazolium (NBT)/ 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphat, p-Toluidinsaz
(BCIP) (Schieicher und Schll, Dasd)

p- Nitrophenylphosphate (Boehringer)

Rinderserumabumin (Biogene, Berlin)

Saccharose (GIBCO BRL, Paidey, UK)

N,N,N’,N’- Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Serva)

TrisHCI (GIBCO BRL)

Triton X-100 (Roth)

Tween 20 (Serva)

ZincFormal-Fixx (Life Science Internationa, Frankfurt)

2.1.10. Medien

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

CBY -Medium: CPY, 2% Bactoagar

M urashige/Skoog- Hiissgmedium (M S- Hissi gmedium, Murashige und Skoog 1962):
44059 It MS (Mikro- und Makrodemente inklusive Vitamine,
Duchefa), 3% Saccharose (pH 5,8)

MS Festmedium: MS Hissgmedium, 1% Agar (pH 5,8)

YaMS: Y4MS (Mikro- und Makroelemente), ohne Saccharose (pH 5,8)

OoW-Medium (modifizietes MS-Medium, Tewes et a. 1991)

Zusammensetzung; CaCl, x 6H,0 661,0mg I
MgSO, x 7H,O 740,0mg I
KHoPO,4 170,0mg I'*
FeSO,4 x 7H,0 27,8mg I

NaEDTA 37,3mg I
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OoW-Hissgmedium:
OoW-Festmedium:

H3BO,4

MnSO,4 x 4H,O
ZnS0O4 X7TH,O
KJ

COC|2 X 6H,O
CuS0O4 x 5H,O
NaMoO,; x 2H,0
m-Inogt
Thiamin-HCI
Nicotinsdure
Pyridoxin-HCI

Succinat IM, pH 5,8, seilfiltriert:

Bernsteinsiure
KOH
NH4CI

KNOs 1M, geilfiltriert

6,2mg It
223mg I
86mg It
0,8mgI?
25,0ug It
25,0ug I
250,0ug I

100,0mg It
10,0mg I'*
1,0mg It
1,0mg It

118,0g I'*
112,09 It
53,09 I

3% Saccharose, 0,2 oder 0,4M Mannit, pH 5,8
1% Saccharose, 1% Agar, 20mM Succinat,

10mM KNOs, pH 5,8

K 3-Medium (Nagy und Maiga 1976, modifiziert durch A. Tewes, IPK Gaterdeben)

Zusammensetzung:

NH4NO3
NaH2PO4
(NH.)2SO04
KNO3

M gSO4 X 7TH,O
CaCl, x 6H,0
FeSO4 X 7H20
NaEDTA

H3BO4

MnSO, x 4H,0O
ZnS0O,4 x7H,O

KJ

COC|2 X 6H,O
CuS0O4 x 5H,0O
NaMoO4 x 2H,0

m:-Inogt
Thiamin-HC
Nicotinséure
Pyridoxin-HCI

D-Xylose

Bromkresol purpur

17

240,0mg I
150,0mg I
130,0mg I'*

2400,0mg I

250,0mg I
880,0mg It
27,8mg I
373mg It

30mg It
10,0mg I
2,3mg It
77,0ug I
25,0ug It
25,0ug It
250,0ug It

100,0mg I
10,0mg I
1,0mg It
1,0mg It

250,0mg I
2,0mg It
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K 3-Hissgmedium 1 0,5M Saccharose

K 3-Hissgmedium 2: 3% Saccharose, 04M Mannit, pH 58 (vor Verwendung mit
deriler 2% KOH eingestellt)

Alle Medien wurden durch Autoklavieren deriligert. Die entsorechenden Hormone und Anti-

biotika sowie Succinat und KNO3 wurden nach Abkiihlung auf 60°C zugesetzt.

2111 Puffer und Ldsungen
BlocklGsung: Roti-Block (Roth), 1:10 (v/v ) mit Wasser verdinnt
Carbonatpuffer: 50mM N&COg, pH 9,6

Globulinextraktionspuffer: PBS-Puffer, 0,5M NaCl, 5mM EDTA, 1mM PMSF
Phosphate gepufferte Sdline (PBS): 8mM NgHPO,4, 2mM KH,PO,4, 150mM NaCl, pH 7,5

Proteinextraktionspuffer |: 50mM TrisHCI, 150mM NaCl, 5mM EDTA, 0,1% (w/v) SDS,
0,1% (v/v) Mercaptoethanol, pH 7,6

Proteinextrektionspuffer 11 .~ PBS-Puffer, 0,1% (w/v) SDS, 0,1% (v/v) Mercaptoethanol,
pH 7,5

SDS-Probenpuffer: 10% Glyceral, 2% SDS, 5% Mercaptoethanol, 62,5mM Tris,
Bromphenolblau

Sanmdgdpuffer: 100ml: 6.06g Tris*¥Cl, 0,49 SDS, pH 6,8

SDS-Elektrophoresepuffer:  1I: 3,03g TrisHCl, 1g SDS, 14,4g Glycerol, pH 8,4

Trennge puffer: 100ml: 18,169 TrisHCI, 0,4g SDS, pH 8,8

Trandferpuffer: 25mM TrisHCl, 192mM, Glycin, 20% Methanol, 0,1% SDS

TrigSdine 10mM TrisHCI, 154mM NaCl

TrigSdine/Triton: 20mM TrisCl, 154mM NaCl, 0,5% Triton

W5-Puffer: 125mM CaCl,, 154mM NaCl, 54mM KCI, 555mM Glukose,

pH 5,8; autoklavieren

2.1.12. Andere Materialien und Ger dte

ECL-Filme Hyperfilm™ ECL™ (Amersham)

Flme (Fujichrome Vdvia, Tokyo, Japan)

Filterpapier Gl Blotting Paper GB0OO3 (Schleicher und Schilll)

Higtoresin (Leica, Heidelberg)

Mikrotiterplatten Falcon 3915 Pro-bind™ Assay Plate (Becton Dickinson, New Jersey, USA)
Nitrocellulose-Membranen BA 85 (Schleicher und Schilll)

Petrischaen (Greiner, Frickenhausen)

Steilfilter (0,2um, Heinemann Labortechnik GmbH, Duderdtadt)

Axioskop (Zeiss, Oberkochen), MC 80 Kamerazubehor
Cytoplast Telava 31 (Zeiss)
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ELISA Reader Dynatech MR 7000 (Dynex Technologies, Denkendorf)
Homogenisator RW 16 Basic (IKA Labortechnik, Stauffen)
Mikrotom (Leica)
Pflanzenkulturschrank Persvd  Scientific 1-35LLVL (CLF Anadytische Laborgerdte, Emers
acker)
Wasserbad Hagke W19/DC1 (Haake, Karlsruhe)
Zentrifugen:  Biofuge Fresco (Heraeus, Osterode)
Biofuge 22R, Schwingrotor HAS 4.100 (Heraeus)

2.2. M ethoden

2.2.1. Anzucht- und Wachstumsbedingungen fir Pflanzen
Pflanzenkulturschrank 21°C, 16h Licht

Pflanzenkulturraum 22°C, 16h Licht

Phytokammer 18°C, 16h Licht, 95% L uftfeuchtigkeit
Gewéchshaus 16h Licht

2.2.2. Pflanzentransfor mation

Die Trandformation von Nicotiana plumbaginifolia Wildtyp-Pflanzen erfolgte durch Agrobac-
terium tumefaciens vermittdten Gentransfer (Conrad et a. 1998). Blattstiicke in vitro kulti-
vierter Pflanzen wurden deril enthnommen, 48h aff MS-Mediumplaiten mit Naphthylessg-
sdure (NAA) und 6-Benzylaminopurin (BA) inkubiert und mit Agrobakterien, die das entspre-
chende Kongtrukt enthidten, durch Benetzen infiziet. Die Agrobakterien wurden in 5-10ml
CBY-Medium mit den entsprechenden Antibiotika fur 48h (28°C, Schiitteln) vorkultiviert und
150 in flissgem MSMedium verdinnt. Nach 48h Kokultivierung wurden die Blattstiicke
ausf MS-Medium mit NAA, BA, Kanamycin (Kan) und Ticarcillin (Ti) transferiert. Nach 4
Wochen wurden die Explantate auf frisches Medium umgesetzt und bis zur Sprosshildung im
Dunkeln im Pflanzenanzuchtraum gehdten. Die Wurzdbildung an Sprossen wurde durch
Umsetzen auf hormonfrees Medium und durch Bedichtung gefordert. Die Pflanzen wurden
ins Gewachshaus oder in die Phytokammer Gberfiihrt.

2.2.3. Pflanzenanzucht und -kultivierung

Samen der einzelnen Linien wurden in Natriumhypochlorit (12%, 15,6 verdinnt) 5min seri-
ligert, mit ausreichend derilem dedillietem Wassr gewaschen und auf %2 MS-Platen mit
oder ohne Antibiotikum ausgeegt. Die Kemung efolgte im Pflanzenkulturschrank. Die
Kemlinge wurden entweder auf modifizietem MS-Medium (OoW sehe 2.1.10.) im Pflanzen
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anzuchtraum weiterkultiviert oder in der Phytokammer auf Erde angezogen.

224, Segr egationsanalyse

Die Samen dar TG1-Generdtion wurden ener Segregaionsandyse unterzogen. Dazu wurden
die Samen der transgenen Linien wie unter 2.2.3. beschrieben auf Kan-hdtigem Medium an
gekemt und nach 8 Wochen die Segregation durch Bestimmung des Verhdtnisses zwischen
kanamycin-res senten und kanamycin-senstiven Keimlingen ermittelt.

2.2.5. in vitro Kultivierung von Protoplasten
(Protokoll A. Tewes, IPK Gaterdeben)

2.25.1. Protoplastierung

An der Oberflache verwundete Blétter in vitro kultivieter Pflanzen wurden 2h auf 15mM
CaCl, inkubiert. Die Verdauung der Zdlwande erfolgte 16h ba 21°C in Cdlulase und Maze-
rozym hdtigem Ks-Medium (0,5M Saccharose). Danach wurde die Zdlsuspenson 1h vor-
gchtig geschiittelt. Die Protoplasten wurden mittds eines Sebes (80um) von unverdautem
Blattmaterid getrennt und durch Zentrifugation (10min bel 76xg, 15°C) gesammdt. Die flo-
tierenden Protoplasten wurden abgenommen und 2x mit W5-Puffer (10ml, 5ml) gewaschen.
Die gereinigten Protoplasten wurden in Ks-Medium (2mg It NAA, 1mg 1* BA) aufgenom
men, gezéhlt (Thoma-Zéhlkammer) und je 6 ml Protoplastensuspension in ener Dichte von
7x10* Zdlen mit ausplattiert.

2.25.2. Somatische Embryogenese

Nach 3 Tagen efolgte ene 1.1 Verdinnung der in vitro kultivierten Protoplasten mit K3-Me-
dium (0,02mg I* NAA, 0,2mg I* BA). Am 6. Tag der in vitro Kultivierung wurden die Zellen
fir den Mediumaustausch in serile Zentrifugenréhrchen Uberfiihrt, der Uberstand abpipettiert
und die sedimentierten Zellen in frischem Kz-Medium (0,02mg I* NAA, 0,2mg I* BA, 2mM
Succinat) aufgenommen. Waetere Verdinnungen der in vitro Kultur mit OoW-Medium
(0,02mg ' NAA, 0,2mg I* BA, 10mM Succinat, 0,4M Mannit) erfolgten am 10. und am 14.
Tag. 17 Tage nach Kulturbeginn wurde mit OoW-Medium (0,02mg It NAA, 0,2mg 1! BA,
10mM Succinat, 0,2M Mannit) verdinnt. Das Verhdtnis der Verdinnung der in vitro Zdl-
kultur war abhdngig von ihrem Entwicklungsstand. Die Uberfiihrung der Zdlstrukturen auf
Festmedium (OoW-Medium, 1mg I BA, 20mM Succinat, 10mM KNOs, 1% Saccharose)
efolgte be guter Entwicklung der Kultur nach 21 Tagen der in vitro-Kultivierung. Bei ersten
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Anzeichen von Ergriinung 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 efolgte ab 0., 3., 6. oder 10. Tag der in vitro
Kultivierung. Der ABA-Biosynthesainhibitor FHuridon wurde ab 10. Tag verwendet. Angaben
im Text beziehen dch immer auf den jewaligen Kulturtag, nicht auf Tage nach der
Wirkstoffzugabe.

2.25.3. Bestimmung der Regener ationseffizienz

Zur Besdimmung der Regenerationsdffizienz wurde am 21. Kulturtag die Anzahl globul&rer
Strukturen in 05ml der in vitro Zdlkultur lichtmikroskopisch bestimmt. Die ermittete
Anzahl wurde unter Berlickschtigung des Verdinnungsregimes (sehe 2.25.2) ins Verhdtnis
zur Ausgangszdldichte (7x10° Protoplasten mi™!) gesetzt. Die Regenerationseffizienz wurde
in Prozent angegeben.

2.2.5.4. Gewinnung von Zelkulturmaterial fur biochemische Unter suchungen

Protoplasten wurden nach dem 2. Waschschritt in W5-Puffer (Sehe 2.25.1.) durch Zentrifu-
gation gesammelt. Zdlen am 3. Kultutag wurden 1.1 mit W5-Puffer verdinnt und nach
Zentrifugation bel 156xg gewonnen. Zdlkulturmaterid nach 6, 10, und 14 Tagen der in vitro
Kultivieeung wurde durch Sedimentation erhdten. Globuld&re 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 flissgem Stickstoff eingefroren und bei —80°C gelagert.

2.2.6. Samengewinnung

Zur Isolaion von Samen unterschiedlicher Stadien wurden in ca 2cm grofen Bliten die An-
theren entfernt. Nach 2 Tagen wurden die Bliten mit dem Pollen der gleichen Pflanze be-
staubt (0 DAP). Samenkapsaln wurden nach 4, 8, 12, 16, 20 und 24 DAP geerntet. Die Samen
wurden in flissgen Stickstoff Uberfiihrt und bet —80°C gelagert.

2.2.7. Hitzeschock-Behandlung

Mit Protoplasten und Zedlkulturstadien wurden Hitzeschockexperimente durchgefiihrt. Dabe
wurde der Einfluss von ABA auf die Hitzeschockantwort getestet.
Protoplasten wurden, wie unter 2.2.5.1. beschrieben, isoliet und in K3-Medium (0,02mg It
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NAA, 0,2mg 1 BA) aufgenommen. Folgende Proben wurden vorbereitet: frisch isolierte Pro-
toplasten, Protoplasten 24h ohne ABA, 24h 1,5uM ABA und 21h ohne ABA + 3h 15uM
ABA. Die Inkubation efolgte im Pflanzenkulturschrank. Fir die Stressbehandlung wurden
die Proben 15min bel 41°C im Wassarbad, 3h bei 21°C im Pflanzenkulturschrank und 1,5h
bei 41°C (Wasserbad) inkubiert.

Zum Nachwels der Hitzestressantwort in Abhangigket von der Entwicklung wurden Zdlkul-
turproben differenter Entwicklungsstadien (3, 6, 10, 14 und 21 Tage der in vitro Kultivierung)
wie folgt dresshehandelt: 15min 41°C (Wassarbad), 3h 21°C  (Pflanzenkulturschrank), 3h
41°C (Wasserbad).

Der 21. Kulturtag wurde fir die Untersuchung des Einflusses von ABA auf die Stressantwort
gewdhlt. Die ABA-Behandlung efolgte wie fir Protoplasten und die Hitzestressbehandlung
wie fur Zdlkulturstadien beschrieben.

In dlen Félen wurde eine unbehandedte Probe d's Kortrolle mitgeftinrt.

2.2.8. Proteinextraktion, -auftrennung und -nachweis
2.2.8.1. Proteinextraktion

Alle zur Extraktion verwendeten Proben wurden mit Hilfe eines Homogenisators zerkleinert.
Blattmateria wurde im Verhdtnis 1:4 (w/v) mit Proteinextraktionspuffer | extrahiert, 30min
geschiittelt und 8min 13700xg zentrifugiert. Das Pelet wurde nochmals extrahiert und Uber-
gand 1 und 2 verenigt.

Zdlkulturmaterid wurde 1.1 (w/i) mit Protenextraktionspuffer | extrahiet. Im  weteren
wurde verfahren wie fir Blattmaterid beschrieben.

Fur den Nachweis von hspl7-Proteinen in Protoplasten wurden diese in SDS-Probenpuffer im
Vehdtnis von 1.3 (w/v) extrahiet, die Extrakte 30min geschittdt, zentrifugiet (8min
13700xg) und 3min bei 100°C gekocht.

Fur die Untersuchung der Akkumulation von hspl7, Tabakglobulinen und anti-ABA scFv
wahrend der Samenentwicklung wurden Samen unterschiedlicher  Entwicklungsstadien im
Verhdtnis 1:10 (w/v) in Proteinextraktionspuffer 11 extrahiert.

Die Tabakglobulinextraktion erfolgte unter Verwendung des Globulinextraktionspuffers im
Verhdtnis 1:200 (w/v) unter Zusatz von PolyclarAT.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Extrakte erfolgte nach Bradford (1976).



Material und Methoden

2.2.8.2. Gelelektrophorese und Western Blot

Proteinlosungen  entsprechender  Konzentrationen  (1-20ug) wurden mit - SDS-Probenpuffer
varsetzt und fur 3min auf 100°C erhitzt. Die verschiedenen Proteinextrakte bestimmier
Proteinkonzentration wurden  dekirophoretisch  auf enem 125%igen  Polyacrylamidgel
(Leemmli 1970) aufgetrennt und anschlief?end unter Verwendung von Transferpuffer eektro-
phoretisch auf ene Nitrocdlulosemembran tranderiert. Die Membran wurde 4h be Raum-
temperatur mit Roti-Block-Losung abgeséttigt und anschliellend kurz mit TrigSdine ohne
Triton gewaschen. Die Inkubationszeit fir den priméren Antikorper betrug 1h. Als primére
Antikdrper wurden eingesetzt: anti-c-myc (Maus, Verdinnung: 1:40), anti-hspl7 (Maus bzw.
Kaninchen, Verdinnung: 1:1000) und anti- Tabakglobulin (Kaninchen, Verdinnung 1:1000
fur Samentabakglobulin). Die Antissrumverdinnung erfolgte in TrigSdine 1% BSA, 0,5%
Tween 20. Im Anschlul3 wurde die Membran 3x 10min in TrigSding/05% Triton und 1x
10min in Waschpuffer ohne Detergenz gewaschen. Fir den Protennachwels mittdds Chemi-
lumeneszerz wurden anti-Maus-POD  (1:10000) oder anti-Kan-POD (1:3000 in TrigSdine +
1% BSA + 0,05% Tween 20) ds seskundére Antikorper eingesetzt. Nach Wiederholung der
Waschschritte wurde das markierte Protein mit Hilfe des ECL-Systems nach Entwicklung des
HImes nachgewiesen. Fir den kolorimetrischen Nachweis wurden die entsprechenden ALP-
Konjugate in Kombination mit dem Substrat NBT/BCIP verwendet.

Zur smiquantitativen Bestimmung des anti-ABA  scFv-Gehdtes in Zdlstrukturen  differenter
Entwicklungsstadien wurde gereinigter scFv (Conrad et a. 1998) zur Ergelung einer Eich
kurve im linearen Konzentrationsbereich verwendet. Dabel wurde der Schwarzungsgrad des
Sgnds auf dem FIm unter Vewendung des TINA-Programms (Raytest |sotopenmeligeréte
GmbH, Straubenhardt) zur Ermittlung der Eichkurve verrechnet und die entsprechenden scFv-
Quantitdten der Probenextrakte interpoliert.

2.2.9. ABA-ELISA

Fir die quantitative Bedimmung des ABA-Gehdtes wurde Probenmaterid im Verhditnis
1:50 mit 80%igem Aceton (Blétter, Samen) bzw. 1:4 mit 100%igem Aceton (Zdlkulturmate-
rid) extrahiet. Die expeimentdle Durchfihrung des ABA-ELISA igt bel Artssenko et 4.
(1995) beschrieben. Zum Beschichten der Mikrotiterplatten wurde ein Kaninchen—anti-Maus
IgG Antikoper, verdinnt 1:5000 in Carbonatpuffer, verwendet und die Platten 16h bel 4°C
inkubiert. Nach dreimaigem Waschen mit Wasser wurde der Maus anti-ABA monoklionde
Antikérper 15-1-C5 (10ug mi™ verdiinnt in PBS0,5% Tween20) fir 16h (4°C) zugegeben.
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Die Pate wurde 3x mit Wasser gewaschen und anschlief3end Proben und definierte Konzen
trationen ener Standard (z) cistrans-ABA-LOsung (1-50ng) sowie ABA-ALP-Konjugat (ver-
dinnt 1:666 in PBS/0,5% Tween20) aufgetragen. Nach 16h (4°C) Inkubation wurde 3x mit
Wasser gewaschen. Als Substrat fir die Enzymresktion wurde p-Nitrophenylphosphat (1g I
in Carbonatpuffer) in die Vertiefungen gegeben und nach 1h Inkubation be 37°C die Absorp-
tion bel 405nm am Mikrotiterplattenmef3gerét Dynatech MR 7000 vermessen. Als Standard
wurden Dreifachproben von 1-50ng ABA auf jeder Platte mitgefhrt.

2.2.10. Chlorophyll- und Carctinoidanalyse

Blatt-, Samen- und Zdlkulturmaterid wurde unter flissgem Stickstoff homogenisert und
100mg Homogenat im gefrorenen Zustand eingewogen. Zelkulturmaterid friher Stadien (Od
— 21d) wurde direkt mit dem Extrektionsmittedl homogenisert. Extrahiet wurde mit 1ml
(Blattmaterid), 0,6ml (Zdlkulturmaterid) oder 04ml (Samenmateria) Aceton (4°C, 100% +
10uM KOH) in mehreren Extraktionsschritten. Die Extrakte wurden zentrifugiet (5min be
13700xg, 4°C), die Ubergténde vereinigt und nochmas zentrifugiert (10min, 13700xg, 4°C).
Die Chlorophyllgehdtsbestimmung efolgte am Beckmann Spektrophotometer. Die Caro-
tinoide wurden mittels HPLC aufgetrennt (Kruse et d. 1995).

2.2.11. Histologische Unter suchungen

Zur lichtmikroskopischen Evauierung der Ultrastruktur von Zdldrukturen spéter Stadien der
somatischen Embryogenese wurden embryogene Strukturen in ZincFormd  Fixx (4h RT,
davon 1h Vakuumentliftung, 12h 4°C) fixiet. Danach wurden die Zeldrukturen in ener
aufsgeigenden Alkoholreihe, beginnend bel 50%, jewells 1h pro 10% Stufe entwéassert. Die
Proben wurden anschlie?end nach Vorschrift des Hersdlers in Historesn eingebettet. Die
Schnitte (Dicke 5um) wurden mit Toluidinblau geférbt und anschlielend im  Lichtmikroskop
andysert und fotografiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Transgene Pflanzen mit stabiler konstitutiver scFv-Antikor perexpression

Durch Immunmodulation der ABA-Funktionen konnte in transgenen Nicotiana tabacum
Pflanzen mit konditutiver anti-ABA scFv-Antikorperexpresson en  veranderter  Phanotyp
erzeugt werden (Artseenko et d. 1995). Die tranggenen Pflanzen zeigten typische ABA-Man-
gesymptome. Se wekten unter Gewéchshausbedingungen, hetten kleinere wellige Bléter,
wiesen gedtorte Apikddominanz auf und zeigten verdndertes Seneszenzverhdten (Artssenko
1996). An transgenen Pflanzen mit samengpezifischer Expresson des anti-ABA  scFv-Anti-
korpers wurden Anomdien der Samenentwicklung gepaart mit Viviparie wahrend der spéten
Samenentwicklung nachgewiesen (Phillips et d. 1997). Pflanzen mit hoher konditutiver anti-
ABA scFv-Expresson bildeten zum Tell keine Samen aus. Vermutlich war die Samenent-
wicklung vollstandig gestdrt. Die Samenkeimung war ebenfalls beainflusst (Artsaenko 1996).

Um den Einfluss von ABA auf frihe Prozesse der Embryogenese zu untersuchen, wurden
tranggene Pflanzen mit konditutiver anti-ABA scFv-Expresson erzeugt, die das Ausgangs-
materid fur die Etablierung somatischer Embryogenese von Nicotiana plumbaginifolia bilde-
ten. Fir die Hergdlung dieser transgenen Pflanzen wurde die Expressonskassette des Vek-
tors pRTRA7/3 (Artseenko et d. 1995) verwendet. Die gentechnisch verdnderten Pflanzen
wurden mit RAP bezeichnet. Dabel bewirkt der CaMV 35S-Promotor eine ubiquitére Expres-
gon in dlen Geweben. Die N-terminde Signapeptidsequenz vor dem anti-ABA  scFv-Struk-
turgen fuhrt zum Transport des transgenen Proteins in das endoplasmatische Retikulum. Die
C-teeminde KDEL-Sequenz bewirkt as ER-Retentionssgnd Akkumulation des Transgen
produktesim ER. Der c-myc-Tag wird zum Nachweis des Fremdproteins in der Pflanze genutzt.

Durch Western Blot Andysen von Proteinextrakten aus Bléitern der Primértransformanden
(Tab. 1) konnte das anti-ABA scFv in dlen Pflanzen nachgewiesen werden, wobe die Hohe
der Expresson vaiiete (Daen nicht gezeigt). Im Unterschied zu Nicotiana tabacum RA-
Pflanzen, in denen der anti-ABA scFv-Antikorperantell am extrahierten Protein zwischen 04
und 6,8% betrug (Conrad und Fiedler 1998), akkumulierten Nicotiana plumbaginifolia Pfla
zen (Priméatrandormanden) maxima 1,3% anti-ABA scFv am extrahierten Protein. Trans-
gene Nicotiana plumbaginifdia Pflanzen zeigten wie Nicotiana tabacum RA-Pflanzen
(Artsaenko et a. 1995) einen welkenden buschigen Phénotyp (Abb. 2). Pflanzen mit einem
Fremdproteinanteil um 1% des extrahierten Proteins waren sebst unter Phytokammerbedin-
gungen nur sehr schwer zu kultivieren und produzierten keine oder nur wenige Samen.
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Tab.1l. Anzahl der transgenen Transgene Pflanzen RAP Np9
Pllanzen in der TGO-  IKongtruke PRTRA7/3 PRTRATS
(Primégtransformencen), Artsaenko et al. 1995) | (Fiedler et al. 199
TGl- und TG2-Genera- (Artszenko ’ ) | (Fedler -1997)
tion. TGO- bzw. TG1- Promotor CamV 35S CamV 35S
Linien stellen die Anzahl [ scFv-Antikérper anti-ABA anti-Oxazolone
der Pflanzen dar, deren TS0 10 5
Samen zur Anzucht der
Pflanzen der jeweils fol- | 1L 116 29
genden Generation ver- TGO-Linien 29 6
wendet wurden. T2 61 14

TGl-Linien 2 2

Abb. 2. Phanotypischer Vergleich zwischen Nicotiana plumbaginifolia Wildtyp-Pflanze (WT) und transgener
RAP-Pflanze (RAP). Die transgene Pflanze zeigt eine deutlich verénderte Apikaldominanz und kleinere

wellige Blétter.

In der TG1-Generdtion konnten in enigen Falen fir die Nachkommen ener Primértrans-
formande &hnliche Expressonshthen nachgewiesen werden, wahrend andere Linien ene
erhebliche Ingabilitét der Transgenexpresson aufwiesen (Abb. 3). Fir die Segregationsanaly-
sen wurden 6 Linien der erden Gruppe ausgewahit und durch Ermittlung des Verhdtnisses
von kanamycin-ressenten zu kanamycin-sengtiven  Kemlingen 2 potentidl  homozygote
Pflanzen sdlektiert (Tab. 2).
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Abb. 3. Expressionsnachweis des Transgens in Pflanzen der TG1-Generation unter Kontrolle des CaMV 35S
Promotors. A, B: Expression des anti-ABA scFv in Bléttern der Nachkommen der Primértransforman-
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 ds Negativkontrolle (WT) verwendet.
C: Expression des anti-Oxazolon scFv in Bléttern von Nachkommen der Priméartransformanden 25, 40
und 41. Der Blattextrakt der Primértransformande Np9-40 wurde as Positivkontrolle (40) verwendet.
15ug Protein pro Bahn wurden el ektrophoretisch aufgetrennt. Der Nachweis erfolgte unter Verwendung
des monoklonalen anti-myc-Antikorpers und einem anti-Maus 1gGPOD Konjugat (A, B) mittels
Chemilumineszenz oder kolorimetrisch unter Verwendung eines anti-Maus 1gG ALP-Konjugates (C).

Wie durch Wedern Blot Anadyse von Blatt- und Zdlkulturproteinextrakten nachgewiesen
werden konnte, war die anti-ABA scFv Expresson in Nachkommen der potentidlen Homo-
zygoten RAP13/2 ingabil. Der scFv-Gehdt in den enzenen Pflanzen war sehr unterschied-
lich. Der anti-ABA scFv-Gehdt nahm nach mehreren in vitro Kulturpassagen ab oder war
nicht mehr nachweisbar. Entsprechende Zelkulturstadien der in vitro Embryogenese lieferten
keine reproduzierbaren Daten der scFv-Akkumulation (Daten nicht gezeigt). Im Gegensatz
dazu erwies sch die Linie RAP40/7 ds sabil. Der rekombinante Antikorper wurde sowohl in
dlen Nachkommen und dlen in vitro kultivieten Pflanzen nach mehrmdiger Passage (Abb.
8) ds auch in Zdlkulturdadien der somatischen Embryogenese (3.5.1.) stabil akkumuliert.
Deshdb wurde diese Linie fir dle weiteren Untersuchungen verwendet.

Um durch Transgenexpresson verursschte Effekte unabhéangig von der spezifischen Anti-
korperaktivitdt zu efassen, wurden tranggene Pflanzen hergestdlt, die enen Einzeketten
Antikorper gegen das nichtpflanzliche Hapten Oxazolon unter Kontrolle des CaMV 35S
Promotors exprimierten. Andlog dem anti-ABA scFv bestand die Expressonskassette aus
CaMV 35S-Promotor, Signalpeptid, scFv-Sequenz, KDEL-ER-Retentionssgnd und c-myc-

Tag. Aus den Uberwiegend hochexprimierenden Primétransformanden (Tab. 1) wurden
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Tab. 2. Selektion potentiell homozygoter Pflanzen mittels Segregationsanalyse
Transgene TG1-Pflanze/ Anzahl Samen/ Segregation Potentidle
Pflanzen TCO-Prlanze Homozygote
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
RAP 13 1/ 100/ 2,1:1 200/ 2,1:1
2/ 100/95:1 300/ 4,9:1 13/2
3/ 100/ 3,6:1 200/ 331
40 1/ 100/ 261
2/ 100/ 4,21
3/ 100/ 2,0:1 200/ 34:1
4/ 100/ 2,7:1 200/ 2,9:1
7/ 100/ - 300 /46,5:1 100/ - 40/7
7/1 7 100/ -
7/2 1 100/ -
Np9 41 1/ 100/ 2,21 100/ 4,21
2/ 100/ 3,71 100/ 3,2:1
3/ 100/ 3,0:1 100/ 2,8:1 41/4
4/ 100/ - 100/ -
5/ 100/ - 100/ - 41/5

e

Np 9-41/2

Np 9 - 41/3

Np 9 - 41/4

Abb. 4. Segregationsanalyse der transgenen Linie Np9-41. Die Samen der TG1-Generation spalten entweder im
Verhdtnis 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 Verhdtnis 3:1 auf, wahrend die Nachkommen
der Pflanze Np9-41/4 alle kanamycin-resistent waren.
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6 Linien fir die Sdektion homozygoter Linien eingesetzt und zwe potentidl Homozygote
gefunden (Tab. 2, Abb. 4).

3.2. Charakteriserungin vitro kultivierter Pflanzen des Wildtyps, der transgenen
Linien Np9-41/4 und RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemutanten

3.2.1. Morphogenetische Charakteriserung

Synchronitét und Effizienz der Zdldifferenzierung wéhrend der somatischen Embryogene-
s héngen maligeblich von der Qudité des Blatmaterias ab, das fur die Isolierung von Pro-
toplasten verwendet wird. Um mdglichs homogenes Blatmaterid ensetzen zu  konnen,
wurden tranggene Pflanzen der sdektierten homozygoten Linien sowie des Wildtyps und der
ABA-Biosynthesemutanten abal and aba2 deril unter in vitro Gewebekulturbedingungen an
gezogen und passagiert.

Steil ausgelegte Samen des Wildtyps keimten nach ungefdhr 20 Tagen, wahrend Samen
der transgenen Linie RAPA0/7 bereits nach 11 bis 12 Tagen und Samen der ABA-Biosyn
thesemutante abal bzw. aba2 nach 6-15 Tagen bzw. nach 8 Tagen kemten.

RAP 40/7 aba l

Abb. 5. Phanotypischer Vergleich zwischen in vitro kultivierten Pflanzen des Wildtyps, der transgenen Linie
RAPA40/7 und der ABA -Biosynthesemutanten abal und aba2 im Alter von 4 Wochen. Die anti-ABA -
scFv exprimierende Linie zeigt wie auch abal und aba2 ein verandertes Wachstumsverhaten im
Spross- und im Wurzelbereich, die Hauptwurzel fehit.
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In vitro kultiviete anti-Oxazolon scFv exprimierende Pflanzen der Linie Np9-41/4 unter-
schieden d9ch weder im Kemungsverhdten noch phénotypisch vom Wildtyp (Daen nicht
gezeigy).

Im Gegensatz dazu zeigten tranggene Pflanzen, die den anti-ABA scFv-Antikorper konsti-
tutiv exprimierten, deutliche morphologische Veranderungen. Im Vergleich zum Wildtyp
hetten se kleinere Blétter, die Hauptwurzel fehlte. Nach etwa 4 Wochen begannen RAPA40/7-
Pflarzen aus dem Rossettenstadium auszuwachsen (Abb. 5). Wahrend abal-Pflanzen in abge-
schwachter Form enen dhnlichen Phanotyp wie RAP-Pflanzen aufwiesen, war dieser bei
aba2 Pflanzen noch deutlicher ausgepragt.

3.2.2. Biochemische Charakteriserung

Der Phanotyp der Pflanzen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie RAPAO/7 und der
ABA-Biosynthesemutanten  lie3 Differenzen im  Pigmentgehdt im  Veglech zum  Wildtyp
vermuten. Die Besimmung der Chlorophyll- und Carotinoidgehdte mittels HPLC-Andyse
bestétigte diese Beobachtung. Blétter der Pflanzen der ABA-Biosynthesemutanten abal und
aba2 sowie der transgenen Linie RAP4AQ/7 enthidten deutlich hthere Mengen an Chloro-
phyll a ds der Wildtyp (Abb. 6). Unter Phytokammerbedingungen produzierten abal und
aba2 groRe Mengen Chlorophyll a wahrend sch Wildtyp- und RAPA40/7-Pflanzen kaum
unterschieden. Ahnliche Tendenzen waren auch fir die Carotinoidgehdte nachweisbar (Daten
nicht gezeigt). Wie bereits durch Marin et d. (1996) gezeigt, war der Zeaxanthinantell am
Gesamtcarotinoid-Gehdt in aba2-Pflanzen hoch und betrug unter alen Anzuchtbedingungen
zwischen 24 und 51%.

Waeterhin wurde das Pflanzenmateriad durch Betimmung des ABA-Gehaltes charakteri-
dert. Die ABA-Gehdte in Bléttern in vitro kultivierter Pflanzen des Wildtyps, der Kontroll-
linie Np9-41/4 und der ABA-ddfizienten Mutanten waren nicht sgnifikant unterschiedlich,
wahrend Pflanzen der transgenen Linie RAP40/7, wie bereits von Artsaenko et a. (1995) fir
RA-Pflanzen nachgewiesen, deutlich hthere ABA-Mengen akkumulierten. Unter  Phytokam:
merbedingungen enthidten Blétter der ABA-Biosynthessmutanten abal und aba2 geringere
ABA-Mengen ds der Wildtyp wie bereits von Marin et a. (1996) und Leydecker et d. (1995)
gezeigt. Den hichsten ABA-Gehalt wiesen Blétter der transgenen Linie RAPA0/7 auf (Abb. 7).

Das anti-ABA scFv bzw. anti-Oxazolon scFv wurde in dlen fir die somatische Embryo-
genese eingesetzten in vitro Pflanzen der Linie RAP4A0/7 bzw. Np9-41/4 stabil exprimiert. Der
scFv-Gehdt in Bldtern in vitro kutivierter Pflanzen wurde nach jeder Kulturpassage mittels
Western Blot Andyse kontrolliert (Abb. 8).
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Abb. 6. Vergleichende Analyse des Chlorophyll a

Abb. 8.

Gehaltes von Wildtyp, anti-ABA scFv ex
primierender Linie (RAP40/7) und ABA-
Biosynthesemutanten abal und aba2 unter
in vitro oder Phytokammerbedingungen

Abb. 7.

Vergleichende Analyse des ABA-Gehal-
tes in Bléattern von Wildtyp-, Np9-41/4-,
RAPA40/7-, abal und aba2-Pflanzen unter
invitro oder Phytokammerbedingungen

Expression des anti-ABA scFv bzw. anti-Oxazolon scFv in Bléttern 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. 15ug Protein
pro Bahn wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Samenextrakte anti-ABA scFv exprimierender Pflan-
zen wurden as Positivkontrolle (P), Wildtyp Blattextrakte als Negativkontrolle (N) verwendet. Der
Nachweis erfolgte unter Verwendung des monoklonalen anti-myc-Antikdrpers und einem anti-Maus

|gG-POD-K onjugat durch Chemilumineszenz.
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3.3. Einflussvon ABA auf die Entwicklung somatischer Embryonen

3.3.1. Morphogenetische Veranderungen somatischer Embryonen unter ABA-M angel-

bedingungen

ABA-Mangd wurde in in vitro kultivierten Zdlen durch drei unterschiedliche Versuchs-
drategien erzeugt. Erstens wurde durch intrazdlulére Expresson des anti-ABA scFv die
ABA-Funktion gentechnisch in tranggenen Zdlen immunmoduliet. Zwetens wurden die
Nicotiana plumbaginifolia ABA-Biosynthesemutanten abal und aba2 eingesetzt. Drittens
wurde der ABA-Biosynthesainhibitor Huridon zur Erzeugung von ABA-Ddizienz in Wild-
typkulturen verwendet.

Mesophyllprotoplasten der transgenen Linien RAP40/7 und Np9-41/4 und der ABA-Bio-
gynthesemutanten abal und aba2 wurden zur Entwicklung someatischer Embryonen unter
identischem Né&hrgtoff- und Hormonregime wie Protoplasten des Wildtyps in vitro Kkultiviert
und der Verlauf der Embryoentwicklung vergleichend andydert. Die dokumentierten mor-
phologischen Charakteristika resultieren aus der Bonitierung von 50 Wildtypkulturansédtzen,
die ds Kontrollen mitgefihrt wurden, 18 Kulturansitzen der transgenen Linie RAP40/7 und
17 bzw. 18 der ABA-Biosynthesemutanten abal und aba2. Die Entwicklung der Protoplasten
der transgenen Linie Np9-41/4 zu somatischen Embryonen wurde in 11 Kulturansétzen unter-
sucht.

In Ubereindimmung mit dem durch Boriguk et a. (1998) beschriebenen somatischen Em-
bryogenesesystem fir Nicotiana plumbaginifolia regenerierten in vitro kultivierte Mesophyll-
protoplasten des Wildtyps in den ersten 1 — 2 Tagen nach ihrer Isolierung die Zdlwand und
wiesen bereits am dritten Tag zahlreiche indgude Zdltellungen auf (Abb. 9). Bis zum 6. Kul-
turtag bildeten sch 4 - 8 zdlige Strukturen. Dabel wurde die Trandtion differenzierter soma-
tischer Zdlen zu telungssktiven embryogenen Zdlen durch die anfénglich hohen Auxin- und
Cytokininkonzentretionen  im  Kulturmedium induziert. Nach Trander der  Zdlkultur zu
niedrigeren  Hormonkonzentrationen entwickedten sch um den 10. Tag praglobuldare Zdl-
strukturen, aus denen dichte globuldre Embryoide hervorgingen (14d). Bereits nach 21 Tagen
der in vitro Kultivierung lieffen dch dichte Einzedrukturen mit protodermartigem Abschluss
finden. Nach Ubefihrung der Zdlkultur auf Festmedium entwickdten sich dichte abge-
schlossene Strukturen (Abb. 11), die Uber ein Sprossstadium zu Ganz-Pflanzen regenerierten.
Durch higtologische Untersuchungen der Zdldrukturen (Abb. 12) konnte gezeigt werden,
dass globulére Embryoide (50d) embryogene Zentren enthidten, die von geordneten Zdl-
drukturen umgeben waren. Obgleich im  Zdlkultursyssem zahlreiche Protoplasten direkt zu

globulé&ren Embryoiden differenzierten, traten auch enige differenzierte Strukturen auf, die
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mehr ds en embryogenes Zentrum enthidten. Demzufolge trat neben vorrangig direkter
somatischer  Embryogenese  auch sekundédre  Embryoentwicklung an  berdts geformten
embryogenen Strukturen auf (Daten nicht gezeigt). Zdlgrukturen wurden auch eektronent
mikroskopisch untersucht. Dazu wurde das Gewebekulturmaterid in ERL (Epoxy Resn Low
Viscogty) Epoxidnarz eingebettet und mit Uranylacetat und Bleiacetat kontrastiert. In elek-
tronenmikroskopischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass embryogene Zentren
von kleinvolumigen Zdlen in gerichteter Anordnung umgeben waren, die vide Amyloplasten
enthidten (Abb. 13 Al, A2). In embryogenen Zentren wurde Xylemdifferenzierung gefunden
(Abb. 13 A3).

Die somatischen Embryonen der anti-Oxazolon scFv exprimierenden Kontrolllinie entwi-
ckelten sch morphogenetisch dhnlich wie der Wildtyp (Abb. 10). Die in vitro Zdlkultur der
Linie Np9-41/4 war jedoch insgesamt heterogener as die Wildtypkultur, da vermehrt
abnorme und abgestorbene Zdlen auftraten.

Abb.9.  Entwicklung somatischer
Embryonen in der Wildtypin
vitro Zellkultur.
0d — Protoplasten; 1d — be-
ginnende Zellwandregenera-
tion; 3d — Zweizelstadium;
6d — 8Zellstadium; 10d —
préglobulére Strukturen; 14d,
17d, 21d - Differenzierung
zu kompakten Strukturen,
Ausbildung globulérer Em-
bryonen; 50d — globulédre
Strukturen mit Protoderm.
Zellkulturstadien des 3., 6.
und 14. Kulturtages behan-
delt mit dem Zelwandfarb-
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-Antikérper exprimierenden Kontrolllinie Np9-41/4, der anti-ABA scFv
exprimierenden Linie RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemutanten abal 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 kornrpakte Strukturen
auf unabhangig von ABA -Behandlung. Im Gegensatz dazu sind die Zellstrukturen der Linie
RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemutanten abal und aba2 locker, zeigen zahireiche
phyllopodiumartige Auswiichse und liegen in groferen Verbéanden vor. Nach ABA-
Komplementation treten deutlich kormpaktere Einzel strukturen auf.

In vitro kultiviete Mesophyllprotoplasten der transgenen Linien RAPAO/7 und der ABA-
Biosynthesemutanten abal und aba2 entwickelten bis zum 10. Tag der somatischen Embryo-
genese dem Wildtyp vergleichbare Zdlgrukturen. Ab dem 10. Tag der in vitro Kultivierung
wurden jedoch morphologische Veranderungen der Zdldifferenzierung bonitiert. Sowohl im
RAPA40/7- ds auch im abal- und aba2-System (Abb. 10) traten die Algrukturen meist nicht
enzeln, sondern in ungeordneten kettenformigen Verbdnden auf und setzten sch aus groldvo-
lumigen, anorm geformten Zdlen zusammen. Um den 21. Kulturtag lagen Zdlgtrukiuren
vor, die nicht durch Protoderm abgeschlossen waren, sondern phyllopodium-&hnliche Aus-
wichse besalen. Derartige Zellaggregate konnten noch um den 50. Kulturtag beobachtet
werden (Abb. 11). Die Zytologie der Zdlgtruktur vermittelt den Eindruck von losen ungeord-
neten Zdlverbanden aus grolen unformigen Zdlen (Abb. 12). Diese Strukturen enthielten nur
sehr vereinzdt embryogene Zentren, die im Gegensaiz zum Wildtyp von Zdlen in ungerich
teter Anordnung umgeben waren. Elektronenmikroskopische Untersuchungen der Zdlstruktu-
ren zeigten ebenfdls nur wenige embryogene Zentren in vorrangig kalGsen Zelmassen.
Embryogene Zdlen waren stérker vakuolisert ds in embryogenen Zentren des Wildtyps. Die
kdlosen Zdlen enthidten grofRe Vakuolen, wenige Amyloplasen und zahlreiche Peroxyso-
men (Abb. 13 B1, B2).

Alle homozygoten transgenen Linien wurden aufgrund ihrer Kanamycinressenz sdek-
tiert. Um abzuschern, dass sch nur transgene Zelen in der in vitro Kultur entwicketen,
wurde die in vitro Kultivieeung der transgenen Linien auf kanamycin-hdtigem Medium
durchgefiinrt. Adaguate Kontrollen mit  Wildtypzelkulturen waren nicht mdglich, da Appli-
kation gleicher Antibiotikumkonzentration zur Hemmung der Zdltellungen fihrte (Daten
nicht gezeigt). Da die transgene Kontrolllinie Np9-41/4 wie die immunmodulierte Linie
RAPA40/7 kanamycin-resgent war, wurde de as Kontrolle von Kanamycineffekten auf die
Entwicklung somatischer Embryonen gewertet. In Np9-41/4-Kulturen verlief die somatische
Embryogenese in der Gegenwart von Kanamycin ahnlich dem Wildtyp (Abb. 10).
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Abb.11. Morphogenetischer Vergleich von Zellstrukturen am 50. Tag der in vitro Kultivierung. A: Wildtyp
dichte globulére Strukturen mit protoderm-ghnlichem Abschlussgewebe; B: RAP40/7, C: abal und D:
aba2 — lose durchscheinende kettenférmig angeordnete Strukturen; E: Wildtyp+ABA — keine Unter-
schiede zu den korrespondierenden nichtbehandelten Stadien; F: RAP40/7, G: abal und H: aba2
konplementiert mit ABA — Strukturen dem Wildtyp vergleichbar. ABA -Konzentration 1,5uM ab 10.
Kulturtag, Balken = 1mm
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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 + 1uM Fluridon - grof3e unorganisierte Kalluszellen, C: RAP40/7
- Merkmale von ABA -Defizienz, vergleichbar dem Fluridon-behandelten Wildtyp, grof3e unférmige
Zellen in kettenférmigen unorganisierten Zellstrukturen, D: RAP40/7 + 1,5uM ABA - dichtere Zdll-
anordnung, embryogenes Zentrum. Balken = 100pm.

Durch Zugabe des ABA-Biosynthessinhibitors Fluridon zu in vitro Wildtypkulturen sollte
ebenfdls ABA-Mangd erzeugt werden. Furidongpplikation erfolgte ab 10. Kulturtag. Die
ersen morphogenetischen Verdnderungen wurden bereits am 14. Tag der Zdlkultur sichtbar.
Die Zdlgrukturen setzten dgch aus grofen unformigen Zdlen zusammen und zeigten phyllo-
podium-artige Auswichse. Im wateren Zdlkulturverlauf wurden komplexe Verbénde aus
groflien unformigen Zellen in ungerichteter Anordnung beobachtet (Abb. 12). Da DMSO zur
Lésung von Huridon Verwendung fand und andere Autoren Forderung von Zdlteilung und
Kdlusbildung durch 0,2-7% DMSO zegten (Hahne und Hoffmann 1984, Sinivasan und
Vasl 1986, Qureshi et a. 1989), wurde in Kontrollversuchen getestet, ob das Ldsungsmittel
die Zdldifferenzierung beanfluss. DMSO (0,1% Endkonzentration) hatte keinen Einfluss auf
die somatische Embryoentwicklung (Daten nicht gezeigt). Die verwendete Furidonkonzentra
tion wurde in Vorversuchen ermittet. Bereits durch Applikation von 1uM Furidon konnten
ABA-Mangdeffekte in der Zdldifferenzierung beobachtet werden, die in etwa den Zdlstruk-
turen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie und der ABA-Biosynthesemutanten vergleich-
bar waren (Abb. 12). Hohere Huridonkonzentrationen fihrten 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 — Al: kleine cytoplasmareiche embryogene
Zellen, A2: Zellen aus dem Grundkallus mit vielen Amyloplasten, A3: hoher differen-
zZierte Struktur mit Xylemelementen. RAP40/7 — B1: embryogene Zellen, stérker vakuo-
lisiert al's embryogene Wildtypzellen, B2: grof3e 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 (1,5uM) 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-Mangd in
frihen Stadien der Embryogenese die Ausbildung globuldrer Strukturen beeintréchtigt. Der
Zeitpunkt der ABA-Wirkung it zwischen dem 10. und 14. Tag der in vitro Kultivierung zu
fixieren. Zwischen den Zdldrukturen der immunmodulierten Linien, der ABA-defizienten
Mutanten und fluridonbehandelter Wildtypkulturen sind kaum phénotypische Unterschiede
fetgdlbar. Somit hat die Immunmodulation der ABA-Funktionen enen verglechbaren

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

3.3.2. Normaliserung ABA-defizienter Zdlkulturen durch ABA-K omplementation

Die morphogenetischen Unterschiede in der Entwicklung somatischer Embryonen in Wild-
typ- und ABA-defizienten Zdlkulturen indizieten, dass ABA-Manged Prozesse der frihen
Embryogenese beanflusst. Daher sollte untersucht werden, ob Komplementierung des Kultur-
mediums mit ABA zur Normdiserung der Embryoentwicklung der immunmodulierten Linie
und der ABA-Biosynthesemutanten abal und aba2 unter in vitro Kulturbedingungen fihrte.
Aulerdem sollten der optimale Zetpunkt der ABA-Applikation und die optimae ABA-Kon-
zentration fUr die Komplementation der Defekte bestimmt werden.

Die Entwicklung der somatischen Embryonen der transgene Linie RAP4A0/7 sowie der
ABA-Biosynthesemutanten abal and aba2 konnte durch ABA-Applikation [1,5x10°M (+)-
ABA] zum Kulturmedium normalisert werden.

Dabel war der Zeitpunkt der ABA-Applikation entscheidend fir die normaiserende Wir-
kung von ABA auf die Embryodifferenzierung wahrend der in vitro Zdlkultur. Wurden die
Zdlkulturmedien am Tag O oder 3 der in vitro Kultivierung mit ABA supplementiert, trat eine
Hemmung de Zdltalungssktivitd auf. Die Entwicklung ging nicht Uber das 2 - 8 Zdlda
dium hinaus. ABA-Applikation am 6. Kultutag bewirkte Entwicklung wildtypghnlicher
Embryonen be geringer Regenerationseffizienz (Daten nicht gezeigt). Eine Normdiserung
der Entwicklung somatischer Embryonen der transgenen anti-ABA scFv  exprimierenden
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Linie und der ABA-Biosynthesemutanten abal und aba2 mit wildtypdhnlicher Regenera-
tionseffizienz (Tab. 3) wurde durch ABA-Komplementierung ab 10. Tag der in vitro
Kultivierung erreicht. Eine Konzentration von 15x10°M (+)-ABA ewies sich ds optimd.
Be 10fach htheren ABA-Konzentrationen traten verstarkt abnormae Strukturen auf, das
Wachstum somatischer Embryonen wurde gehemmt (Daten nicht gezeigt).

In Zeit und Konzentration optima ABA-behanddte Zdlsrukturen wiesen morphologische
Charakteristika des Wildtyps auf (Abb. 10, 11). Der morphogenetische Effekt von exogen
applizierter ABA wurde zwischen dem 17. und 21. Kulturtag deutlich schtbar. Zdlstrukturen
der Linie RAP40/7 und der Mutanten abal und aba2, die unter diesen Kulturbedingungen
differenzierten, bildeten weniger phyllopodium-artige  Auswichse. Spater wurden die em
bryogenen Strukturen kompakter und waren aus klenvolumigen Zdlen in gerichteter Anord-
nung zusammengesetzt, wie fir die ant-ABA scFv exprimierende Linie RAPAO/7 gezeigt
werden konnte (Abb. 12). Aulerdem traten in den somatischen Embryogenesesystemen der
transgenen Linie RAP40/7 und der Mutanten abal bzw. aba2 vermehrt Einzedrukturen auf,
die durch protoderm-&hnliches Gewebe abgeschlossen wurden (Abb. 11).

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass dch embryogene Zentren der
immunmoduierten Linie nach ABA-Applikation nicht von unbehanddten Zdlsrukturen
unterschieden (Daten nicht gezeigt). Kdlése Strukturen wurden jedoch durch kleine Zelen
gebildet, die im Vergleich zu unbehanddten Zdldrukturen der transgenen Linie weniger
Vakuolen hatten und wie die Kaluszelen des Wildtyps grol¥ere Mengen Amyloplasten ent-
hidten (Abb. 13 B3). Im Vergleich zu unbehandelten Strukturen wurden nach ABA-Behand-
lung keine Peroxysomen gefunden.

Die Entwicklung globuldrer Strukturen erfolgte nicht synchron in der ABA-behandeten in
vitro Zdlkultur. Neben differenzierten globuldren Strukturen traten intermediae Zdlstruktu
ren mit berdits gerichteter Zellanordnung auf.

Die ABA-Komplemetierung von Wildtypkulturen flhrte zur geringfligig beschleunigten
Entwicklung differenzierter globul&rer Embryonen (Daten nicht gezeigt). In dekironenmikro-
skopischen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass ABA-Applikation von Wildtypkul-
turen keine Verdnderungen der Ultradiruktur im Verglech zu unbehandeten Kulturen (Abb.
17) bewirkte (Daten nicht gezeigt). In spateren Stadien war jedoch ein wachsumshemmender
Effekt des Phytohormons zu verzeichnen (Abb. 14), der zu enem Wachstumsstop fuhrte. Die
Kultur verbraunte; Blattregeneration wurde nicht oder nur vereinzelt beobachtet.
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RAP 40/7

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 abal und aba2. A: Wildtyp
+/-ABA — Hemmung der Weiterentwicklung globulérer Strukturen zu Pflanzen durch ABA, B:
Np9-41/4 +-ABA — wie Wildtyp, C. RAP40/7 +/-ABA — Forderung der Regeneration durch
ABA-Komplementierung, D: abal, E: aba2 jeweils +/-ABA — wildtyp-ahnliche Regeneration
durch ABA-Komplementierung. Alternierend; linker Kolben ohne ABA, rechter Kolben nach
ABA -Komplementation ab 10. Tag.

Durch Komplementierung des Zdlkulturmediums mit 15x10°M (+)-ABA, beginnend am
10. Tag der in vitro Kultur, wurde eine Normdiserung der Embryoentwicklung erreicht. Zdl-
strukturen der transgenen Linie RAP40/7 und der ABA-defizienten Mutanten abal bzw. aba2
differenzieten zu kompakten Embryonen, die zetgleich wie Wildtypembryonen zu Ganz-
Pflanzen regenerierten.  Uberoptimale ABA-Konzentrationen in Wildtypzdlkulturen  fiihrten
dagegen zur Hemmung von Wachstum und Regeneration der Embryonen.
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3.4. Quantitative Charakteriserung der Entwicklung somatischer Embryonen
3.4.1. Regenerationseffizienzder 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.) charakterisert.

Die Regenerationssffizienz wurde ermittdt, um Unterschiede im Regeneraionsverhaten
der in vitro Kulturen zu erfassen. Dazu wurde am 21. Kulturtag die Anzahl der differenzierten
Zdlgrukturen besimmt und zur Anzahl der Protoplasten ins Verhditnis gesetzt, mit der die in
vitro Zdlkultur gedtartet wurde (vgl. 2.25.1). Die Regenerationseffizienz it somit der
prozentude Antell Protoplasten, die bis zum 21. Kultutag zu Zdlgrukturen differenzierten.
Der 21. Kultutag wurde fir die Bestimmung gewdhlt, da dch die Zdlkulturen noch im
Hissgmedium befanden und zu diesem Zetpunkt ene visudle Auswetung ermoglichten.
Aulerdem gaantierten  Zdlpasssgen im Hissgmedium  die  kongante  Anzahl  von
Zdlgrukturen pro Verdinnungsschritt. Bel Passagierung von Zdlstrukturen auf Festmedium
wa diees nicht gewdhrleget. Die Anzahl differenzieter Zdlstrukturen am 21. Kulturtag
vaiiete zwischen den individudlen Kulturansiizen. Dalber hinaus wurde ene
Abhéangigkeit von der untersuchten Linie ermittelt (Tab. 3).

Die Regenerationseffizienz der untersuchten in vitro Zelkulturen des Wildtyps, der trans-
genen Linien und der ABA-Biosynthesemutanten lag zwischen 4 und 18,6%. Im Durchschnitt
entwickdten gch in Wildtypzdlkulturen mehr Protoplasten zu embryogenen Strukturen ds in
den in vitro Kulturen der transggenen Linien Np9-41/4 bzw. RAP40/7 und der ABA-Biosyn-
thesemutanten.

Die durchschnittliche Regenerationseffizienz  unbehanddter und  ABA-behanddter  Wild-
typkulturen unterschied sch kaum. Nach ABA-Behandung entwickdten dSch in zwe
Ansizen weniger und in zwel anderen mehr embryogene Strukturen. Das Regenerationsver-
hdten in Wildtypzelkulturen wurde bis zum 21. Kulturtag offenbar nicht durch ABA-Appli-
kation beanflusst. Die ABA-behanddten RAPA0/7- und Np9-41/4-Zdlkulturen enthidten im
Durchschnitt  geringfligig weniger differenzierte Strukturen als die  korrespondierenden  unbe-
handdten Kulturen. Im Gegensaiz dazu wirkte sch die Présenz von ABA in abal-Zdlkultu
ren podtiv auf das Regenerationsverhdten aus. Die Regenerationseffizienz ABA-behanddter
abal-Kulturen erreichte wildtypahnliche Werte.

Die Applikation des ABA-Biosyntheseinhibitors Fluridon zu Wildtyp- und Np9-41/4-Zdl-
kulturen fiihrte zur Verringerung der Anzahl differenzierter Zdlstrukturen.
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Tab. 3. Regenerationseffizienz des Wild-
typs, der transgenen Linien und Linie Kulturtag und Behandlung
der ABA-Biosynthesemutanten
am 21. Kulturtag. Die Regenera- 21d 21d+ABA | 21d+Flur
tions?ffi;ienz wurde aus dem T 18.6% 13.9%
Verhdltnis der Pr_otoplastenan- 12.7% 11% 10.2%
zahl zu Kulturbeginn und der 7.5% 8.1% 57%
Anzahl differenzierter Strukturen 10.5% 13.5%
am 21. Kulturtag ermittelt. Sie ist 9.5%
in Prozent angegeben. Die Rege-  \sistelwert 11,8% 11,6% 8,0%
nerationseffizienzen wiesen er-
hebliche Unterschiede in den in- Np9-41/4 8,9% 8,5% 5,1%
dividuellen Ansdtzen eines Kul- 7.3% 6,5% 6,7%
tursystems auf. 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%
abal 8,1% 11,1%
10% 13,4%
Mittelwert 9,05% 12,25%

Die Ermittlung der Regenerationseffizienz machte deutlich, dass das Regenerationsverhdten
von mehreren Faktoren abhing. Zum enen wurde die Entwicklung differenzierter Strukturen
durch ABA-Mangd negativ beainflusst. Zum anderen bewirkte die Akkumulation eines scFv-
Antikdrpers in den Zedlen ene Emiedrigung der Regenerationseffizienz. Die ABA-Appli-
kation zu in vitro Zdlkulturen der transgenen anti-ABA scFv exprimierenden Linie RAPAO/7
beeinflusste die Quditét nicht aber die Quantitdt der Entwicklung somatischer Embryonen.

3.4.2. Zunahmeder Embryomasse wahrend der in vitro Kultivierung

Wéhrend der somatischen Embryogenese entwickelten sich aus Protoplasten embryogene
mehrzellige Strukturen. Da dieser Prozess mit der Zunahme der Masse der Zdlstrukturen ein-
herging, kann die Entwicklung der Zdldrukturen in den untersuchten Systemen durch Be-
dimmung des Frischgewichtes verfolgt werden. Das Frischgewicht wurde auf die zu Beginn
der Kultivierung eingesetzte Zdlzahl bezogen und ene Regenerationseffizienz von 100% an
genommen.

Im Verlauf der somatischen Embryogenese nahm das Frischgewicht der Embryonen dler
untersuchten Linien zu (Abb. 15). Be Einsaiz gleicher Anzahl an Protoplasten fir die in vitro
Zdlkultur traten bis zum 6. Kulturtag keine sgnifikanten Unterschiede im Frischgewicht der
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Zdlgrukturen der unterschiedlichen Systeme auf. Danach zeigte das Wildtypembryogenese-
sysem den grofden Angtieg der Embryonenmasse und war den anderen Systemen bis zum 14.
Kulturtag Uberlegen. Zwischen dem 14. und 21. Tag wiesen die Kulturen der ABA-Biosyn
thesemutante abal den grofden Frischgewichtszuwachs auf, wéhrend fur aba2 und RAPA40/7
die geringste Massezunahme bis zum 21. Kulturtag gefunden wurde.
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Np9-41/4
1 [ rAP40/7

2000 [ aba1l

h aba2
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A\

mg Frischgewicht
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Tag der in vitro Kultivierung

Abb. 15. Frischgewichtszunahme somatischer Embryonen wahrend 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% zugrundegel egt.

Der Einfluss der ABA-Komplementaion auf die Entwicklung der Zdlstrukturen wurde
auch durch Verdnderung des Frischgewichtes widergespiegdt. Nach Mediumkomplementa
tion mit ABA wa das Frischgewicht am 21. Kulturtag von Wildtyp- und abal-Kulturen
hoher ds von unbehanddten Zdlkulturen. ABA-behanddte Kulturen der transgenen Linie
Np9-41/4 hdaten im Verglech zu unbehanddten Zdlkulturen ein geringeres Frischgewicht,
wahrend RAP40/7 und aba2 keine dgnifikenten Frischgewichtsdifferenzen in - Abhéngigkeit
von der ABA-Applikation aufwiesen.

Die Behandlung von Wildtypkulturen mit dem ABA-Biosynthesainhibitor FHuridon fihrte
im Veglach zu dlen anderen Kulturen zu geringerem Frischgewicht am 14. Kulturtag. Bis
zum 21. Kulturtag stieg das Frischgewicht stark an und erreichte hthere Werte ds die korres-
pondierende unbehanddte Zdlkultur. Das Frischgewicht von Np9-41/4-Kulturen war nach
Furidonbehandlung geringfiigig niedriger ads in  unbehanddten oder ABA-komplementierten
Kulturen.
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Da die tasichliche Regenerationseffizienz weit unter 100% lag und sowohl vom unter-
suchten Sysem ds auch von den gpplizieten Wirkstoffen abhing (Tab. 3), korrdierte die
Frischgewichtsentwicklung nur bedingt mit den morphogenetischen Beobachtungen.

Auf der Bass der tasichlichen Regenerationseffizienzen der untersuchten Systeme (Tab. 3)
konnte die Masse des einzelnen Embryonen am 21. Kulturtag berechnet werden (Abb. 16). In
diesem Bezugssysem spiegdt dch der Einfluss des Immunmodulations-, des Mutations- oder
Fluridon-bedingten ABA-Mangds auf das Frischgewicht redistischer wider. Zdlstrukturen
der ABA-Biosynthesemutante abal haten ein dgnifikant hoheres Frischgewicht im Ver-
geach zu Wildtyp-, Np9-41/4- und RAPA0/7- Zd|strukturen.

Abb. 16. Kakulation der Embryomasse am 21.
e _ Tag der in vitro Kultur auf Basis der
188 nes-aaial - realen Regenerationseffizienz (Tab. 3).
B abai Die Berechnung der dargestellten Mittel-
werte erfolgte unter Einbeziehung der
Regenerationseffizienz in Form der am
21. Kulturtag tatséchlich vorhandenen
globuldren Strukturen und der Frischge-
wichte der Kulturen, deren Regenera-
tionseffizienz bestimmt wurde.

ug FW pro Zellstruktur

21d+Fur.

Behandlung

Waéhrend sch die Masse von Wildtypembryonen durch ABA-Behandlung nicht verénderte,
wiesen abal-Embryonen ene deutlich verringerte Masse auf. Die Zdldrukturen der transge-
nen Linien RAP40/7 und Np9-41/4 hatten eine erhdhte Masse.

Huridonbehandlung fihrte in Wildtyp- und Np9-41/4-Zdlkulturen zu einer deutlichen Zu-
nahme der Masse der Einzelstrukturen.

Der Einfluss von ABA-Defizienz wird sowohl bel Betrachtung der Masse der Zdlstruktu-
ren der ABA-ddfizienten Mutante abal as auch der fluridonbehandeten Wildtyp- und
Np9-41/4-Kontrollkulturen dchtbar. Die Frischgewichtsdaten korrdieren mit der  Zelmor-
phogenese wahrend der Embryoentwicklung. Die grof3en ungeordneten Zelverbande von
abal-Zdlkulturen wiesen im Vegleich zu den kompekten Einzddrukturen nach ABA-
Komplementation wesentlich héhere Frischgewichte auf. Huridonbehandlung von  Wildtyp-
und Np9-41/4-Zdlkulturen fihrte zu abal-vergleichbaren Zdlgrukturen und auch diese
haten im Vegldch zu unbehanddten Kulturen erhdhtes Frischgewicht. In RAPAO/7-
Zdlkulturen war die Korrdation zwischen ABA-Defizienz und Frischgewicht nicht eindeutig
herzustellen, da das Frischgewicht der Zd Istrukturen nach ABA-Behandiung grofier war.

45



Ergebnisse

3.5. Entwicklungsabhangige Regulation der Transgenexpression
3.5.1. Transgenexpression wahrend der somatischen Embryogenese

Da die Stérke der Immunmodulation vom anti-ABA scFv-Gehdt in den transgenen Zdlen
abhangt, wurde die Akkumulation des Tranggens in unterschiedlichen Stadien der somati-
schen Embryogenese mittels Western Blot Analyse untersucht.

Die Akkumulation des anti-ABA scFv konnte in dlen untersuchten Stadien der in vitro
Zdlkulturen der konditutiv exprimierenden Linie RAP40/7 nachgewiesen werden. Mittels
Western Blot Andysen wurden Proteinextrakte definierter Zdlkulturstadien aus 6 unabhangi-
gen Kulturansiizen Uberprift. Nicht in jedem Fdle konnten dle Stadien enes individudlen
Kulturansaizes untersucht werden. Die Menge des transgenen Proteins variierte in Abhdngig-
keit vom Entwicklungsstadium der Zdlgrukturen. Wéhrend frisch isoliete Protoplasten nur
geringe Antikorpermengen aufwiesen, wurden in in vitro Zdlkulturstadien bis 21. bzw. 28.
Kulturtag steigende Mengen des Antikdrpers akkumuliert. In Zdlkulturstadien der Kulturtage
28 bis 65 veringerte sch die exprimierte Antikdrpermenge, nahm jedoch zum Zetpunkt der
Pflanzenregeneration wieder zu (Daten nicht gezeigt). Die anti-ABA scFv-Akkumulation in
Abhangigkeit vom Zd lkulturstadium wird in Abb. 17 (A) gezeigt.
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Abb. 17. scFv-Expression der transgenen Linien wahrend der somatischen Embryogenese. A: Expression des
anti-ABA scFv-Antikorpers unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors in Zellkulturstadien der trans-
genen Linie RAP40/7 wahrend 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 5ug (A) bzw. 1ug (B) Proteinextrakt der Kulturtage 3, 6, 10, 14,
21, 28 und 35 pro Bahn. Samenextrakte anti-ABA scFv exprimierender Pflanzen wurden als Pos-
tivkontrolle (P) verwendet. Nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran wurde der anti-ABA scFv
bzw. anti-Oxazolon scFv mit Hilfe des anti-myc Antikorpers und des anti-Maus |gG POD Konjugates
nachgewiesen. ABA -Behandlung (1,5uM ab 10. Kulturtag) ist mit (*), Fluridonbehandlung (1uM ab
10. Kulturtag) mit (°) gekennzeichnet.
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Offenbar ig die Transgenakkumulation aul¥erordentlich anfdlig gegeniber St6rungen im
Zdlkulturverlauf. Zwischen dem 14. und 28. Kulturtag variierte die akkumulierte Antikorper-
menge zwischen den individudlen Kulturansitizen dak. In Zdlkulturgadien eniger Kulturen
wurden grof3e Mengen des Tranggens akkumuliert, wahrend in Zdlkulturstadien anderer Kul-
turansitze kein Antikorper nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt).

ABA-Behandlung der RAPA0/7-Kultur ab 10. Tag der in vitro Kultivierung beeinflusste
die Akkumulation des anti-ABA scFv. Auch hier wurden Unterschiede zwischen den indivi-
dudlen Kulturansdtzen gefunden. Nach ABA-Applikation nahm die Menge des Antikorpers
bis zum 21. Kulturtag stark zu. In spéaeren Zdlkulturstadien wurden geringere Mengen des
anti-ABA scFv nachgewiesen. Im Vergleich zu unbehandeten korrespondierenden RAPAQ/7-
Zdlkulturdadien akkumulierten ABA-behanddte Zdldrukturen am 14. Kulturtag geringere
oder anndhernd identische Mengen des Antikorpers, zwischen dem 21. und 65. Kulturtag
grolere und zum Zeitpunkt der Regeneration geringere Antikorpermengen (Daten  nicht
gezeige).

Die anti-ABA scFv-Akkumulation konnte auch in Blétern regenerierter Pflanzen nachge-
wiesen werden (Daten nicht gezeigt).

Die semiquantitative Andyse der scFv-Akkumulation in den Zdlgrukturen eines Kultur-
ansatzes ergab enen ant-ABA scFv-Antell von 0,17% (Protoplasten) bis zu etwa 2%
(21d+ABA) des extrahierten Proteins (Tab. 4).

Tab. 4. Prozentualer Anteil des anti-ABA scFv- Tag der in vitro Akkumulation desanti-
Gehaltes am extrahierten Protein  von K ultivierung ABA scFvin %
Zellstrukturen der anti-ABA scFv expri- extrahiertes Protein
mierenden Linie RAP40/7. 15uM ABA
wurden ab 10. Kulturtag appliziert. 0d 017

d 05
6d 12
10d 17
21d 1
21d +ABA 2,05

Das anti-Oxazolon scFv wurde in dlen untersuchten Zdlkulturstadien der Kontrdlllinie
Np9-41/4 akkumuliert (Abb. 17B). Die Akkumulation des rekombinanten anti-Oxazolon scFv
verlief verglechbar der anti-ABA scFv-Akkumulation. Bis zum 21. Tag wurden deigende
Mengen des anti-Oxazolon scFv angereichert. Die Akkumulation blieb bis zum 28. Kulturtag
auf diesem hohen Niveau und fid 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 individudlen Kulturansizen bzw. in Abhdngigkeit von der
ABA-Behandlung auf. Am 35. Kulturtag akkumulieten ABA-behanddte Zdlkulturstadien
hohere Antikorpermengen.

Huridonbehandlung fihrte zur verringerten Akkumulation des anti-Oxazolon Antikorpers
ab dem 21. Kulturtag. Am 35. Tag der in vitro Kultivierung konnte kein Antikdrper nachge-
wiesen werden.

Durch die Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die anti-ABA scFv- bzw. anti-
Oxazolon scFv-Akkumulation obgleich vom Zugand der Zdlkultur abhéngig, vorrangig
entwicklungsabhangig reguliert wurde.

3.5.2. Gewebespezifische anti-ABA scFv-Akkumulation in Pflanzen

Der anti-ABA scFv-Antikdrper wurde in Pflanzen der Linie RAPAO/7 in nahezu dlen Ge-
weben exprimiert. Die hochgde Akkumulation des Transgens wurde in sch entwickelnden
Geweben gefunden (Abb. 18).
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Abb. 18. Akkumulation des anti-ABA scFv in Geweben transgener Pflanzen der Linie RAPA40/7. Alle Proben
stammten von einer vollstdndig entwickelten Pflanze zu Bluhbeginn. Getestet wurden junge (jB),
mittlere (mB) und alte (aB) Blétter, unterschiedliche Entwicklungsstadien der Bliite (B1 — 8mm, B2 —
15mm, B3 — 256mm, B4 — vollentwickelte Blite, S1 — S3 — Bliten 1-3 Tage nach Bestaubung), Haupt-
(Hw) und Nebenwurzel (Nw) sowie der Stangel (St). 10ug Proteinextrakt pro Bahn wurden mittels
SDSPAGE 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 Antikorper und anti-Maus IgG Peroxidase Konjugat mittels
Chemilumineszenz nachgewiesen.

SO zeigten sowohl Blitenstadien unterschiedlicher  Entwicklung ds auch Nebenwurzeln
die hochge Akkumulation, wahrend in jungen und mittleren Blétern im Sténgel und in der
Hauptwurzel geringere Antikorpermengen nachgewiesen wurden. In dten Bléttern wurde das
anti-ABA scFv nicht akkumuliert.
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3.6. Akkumulation von Stérke und Speicher proteinen in somatischen Embryonen

Im Verlauf der Samenentwicklung werden Reservestoffe wie Stérke, Proteine und Ole ge-
gpeichert. Da ABA die Akkumulation von Reservestoffen beeinflusst (Kermode 1990), wurde
der Stérkeakkumulation in Abhéangigkeit von ABA-Mangd untersucht.

RAP + ABA 100um

Abb. 19. Stérkeakkumulation in somatischen Embryonen des 21. Tages der in vitro Kultivie-
rung. Wildtyp — dichte globulére Struktur mit hohem Stérkeanteil in den zentralen
Zéellen, Wildtyp behandelt mit 1uM Fluridon — geringe Stérkemenge, RAP40/7 —
ZdlIstruktur mit deutlich verringerter Starkeakkumulation im Vergleich zum Wild-
typ, kleine Amyloplasten, RAP40/7+ABA (1,5uM, ab Tag 10) — vermehrte Stéarke-
akkumulation im Zentrum des Embryos, abal: Zellstruktur mit geringer Stérke-
speicherung. Zellstrukturen wurden in einem Eisessig/Ethanol-Gemisch (1:3) fixiert,
Quetschpréparate mit Lugol scher Losung behandelt und mikroskopisch im Dunkel-
feld analysiert.

Sakeskkumulation konnte in Zdlgtrukturen des 21. Kulturtages nachgewiesen werden
(Abb. 19). Dabe zeigten die immunmodulierte Linie RAPA0/7 und die ABA-Biosynthese-
mutante abal Differenzen in der Spechedoffakkumulation im Vergleich zum  Wildtyp.
Wéhrend das kompekte Zentrum des Wildtypembryos, charakterisert durch kleinvolumige
Zdlen, in diesem Stadium grof¥e Mengen an Stérke akkumulierte, enthidten Strukturen der
transgenen Linie RAPA40/7 wesentlich geringere Stérkemengen. Dagegen wiesen  Strukturen
der transgenen Linie, die in Gegenwat von ABA kultiviet wurden, verstérkte Speicherung
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auf. Starkeskkumulation wurde auch in  dektronenmikroskopischen  Untersuchungen von
Zdlgrukturen des Wildtyps und der transgenen Linie RAP40/7 am 50. Kulturtag
nachgewiesen (vgl. Abb. 13). In diessm Entwicklungsstadium waren Amyloplasten jedoch
nicht in Zdlen embryogener Zentren lokdigert. Zdldrukturen der anti-ABA  scFv
exprimierenden Linie enthidten weniger Amyloplasten as der Wildtyp und RAPAQ/7 nach
Normaiserung durch ABA. Diese Beobachtung beddigte ene Normdiserung der
morphogenetischen  Entwicklung von  Zdlgrukturen der  immunmodulieten  Linie  durch
ABA-Komplementation auf ultrastrukturellem Niveau.

Dass ABA-Mangd tasichlich fir die veringerte Stérkeskkumulation verantwortlich war,
wurde auch durch Untersuchung von Zdlgtrukturen der ABA-Biosynthesemutante abal und
des fluridonbehanddten Wildtyps des 21. Kulturtages gezeigt. In beiden Falen konnten

geringere Stérkemengen nachgewiesen werden.

Speicherproteinakkumulation wurde in Zdlgtrukturen dler untersuchten Linien ab 10. Kul-
tutag gefunden (Daten nicht gezeigt). Nach ABA-Komplementation der ABA-defizienten
Linien deutet Sch eine Verschiebung des Unterenhatenmusters des Legumins an. In Wildtyp
und ABA-komplementierten Zdlgtrukturen wird vorrangig die groRere Untereinheit des
Legumins gebildet (Daten nicht gezagt).

3.7. Entwicklungsabhangige Induzierbarkeit kleiner Hitzeschockproteinein somati-

schen Embryonen

Die Induzierbarkeit und Expresson kleiner Hitzeschockproteine wéhrend der somatischen
Embryogenese wurden aus zwel Grinden untersucht. Zum enen werden kleine Hitzeschock-
proteine konditutiv in spdten Stadien der Samenentwicklung exprimiert und snd deshdb fir
Embryonen in Reifestadien typisch (Wehmeyer et a. 1996, Waters et d. 1996). Zum anderen
wurden fir somatische Embryonen HSP-Expressonsmuger gefunden, die fir besimmte
Entwicklungsstadien charakteristisch sind (Zimmermann et d. 1989, Gytrgyey et d. 1991).

Die Expresson der kleinen Hitzeschockproteine hgpl7 wurde in verschiedenen Stadien der
somatischen Embryogenese durch Hitzestress induziet und die Stressantwort vergleichend
andysert. Aullerdem wurden ABA- bzw. HuridonEinfluss auf die Stressantwort getestet.
Die Sressnduktion efolgte fir Protoplasen bzw. differenzierte Zdlgrukturen wie unter
2.2.8. beschrieben.

Wildtypprotoplasten zeigten eine hohe Induzierbarkeit der hspl7-Proteine durch Hitze-
sress (Abb. 20). Wéhrend eine kurzzeitige ABA-Behandlung der Protoplasten (3h) zu einer
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erhdhten Induzierbarkeit der kleinen Hitzeschockproteine flhrte, konnten nach langerer ABA-
Behandlung (24h) nur geringe hsp-Mengen nach Hitzestress nachgewiesen werden.

In vitro kultivierte Protoplasten der ABA-Biosynthesemutanten zeigten ene dhnlich hohe
bzw. erhohte Stressantwort, die durch ABA-Behandlung reduziert wurde.

Protoplasten der transgenen Linie RAPAO/7 wiesen nach Stressoreinfluss die geringsten
Mengen an hspl7 auf. Eine Abhdngigkeit der Stressantwort von der ABA-Behandiung wurde
nicht gefunden.

&
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Abb. 20. Einfluss von ABA auf die hitzestressinduzierte hspl7-Expression in Protoplasten. A: Wildtyp,
RAPA40/7, B: abal, aba2. Proben: 1 — frischisolierte Protoplasten, 2 — Protoplasten 24hin vitro Kultur,
unbehandelt, 3 — Protoplasten 21h in vitro Kultur unbehandelt + 3h 1,5uM ABA, 4 — Protoplasten 24h
in vitro Kultur 1,5uM ABA. Die hitzeschockinduzierten Proben sind mit (i) gekennzeichnet. 20ul
eines Laemmli-Extraktes wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Ein hspl?7 angereicherter Extrakt
einer Hitzestress-behandelten Tomatensuspensionskultur (Dr. zur Nieden, IPB Halle) wurde als
Positivkontrolle (P) eingesetzt. hspl7 wurde mit Hilfe eines anti-hspl7-Antikorpers und eines anti-
Maus |gG POD-K onjugates mittels Chemilumineszenz nachgewiesen.

Die Induzierbarkeit der hspl7-Expresson durch Hitzesress veranderte sch im Verlauf der
Zdlkultur (Abb. 21) nur geringfligig. Wéhrend der in vitro Kultivierung des Wildtyps dieg
die akkumuliete Menge der hspl7-Proteine nach Hitzestressbehandlung bis zum 10.
Kultutag an und nahm bis zum 21. Kulturtag ab. Zdlgtrukturen der anti-Oxazolon sckFv
exprimierenden Kontrolllinie Np9-41/4 akkumulierten bis zum 21. Kulturtag steigende hspl7-
Mengen nach Stressbehandlung. Ein  entwicklungsabhangiger Angtieg der hspl7-Expression
nach Stressorbehandlung war in Zdlkulturstadien der  ABA-Biosynthesemutante  abal
nachzuweisen, wenn auch weniger deutlich. hgpl7 konnte in den Zelkulturstadien des 3., 6.,
10. und 21. Kulturtages der transgenen Linie RAPA0/7 durch Hitzestress induziert werden.
Stressbehandlung von Zdlkulturstadien des 14. Kulturtages fuhrte nicht zu hspl7-Expresson.
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Nach ABA-Behandiung ab 10. Kulturtag zeigten Kulturdadien des 21. Kulturtages bis auf
Np9-41/4 eine erhdhte hspl7-Induzierbarkeit nach Stressoreinfluss.
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Abb. 21. Entwicklungsabhangige Regulation der Induzierbarkeit von hspl7 wahrend der somatischen Embryo-
genese. Wildtyp, Np9-41/4, RAP40/7, abal, aba2. Getestet wurden Zellkulturstadien des 3., 6., 10,
14, 21. und 28. (nur RAPA40/7) Kulturtages. 15ug (RAP40/7) bzw. 20ug (WT, Np9-41/4, abal, aba2)
Proteinextrakt pro Bahn wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Hitzestressinduzierte Proben sind mit
(i) gekennzeichnet, ABA-behandelte Proben mit (*). Ein hspl7 angereicherter Extrakt einer Hitze-
stress-behandelten Tomatensuspensionskultur (Dr. zur Nieden, IPB Halle) wurde a's Positivkontrolle
(P) mitgefuhrt. hspl7 wurde mit Hilfe eines anti-hspl7-Antikorpers und eines anti-Maus 1gG POD-
Konjugates mittel s Chemilumineszenz nachgewiesen.

Der Einfluss von ABA auf die Strressantwort von Zdlkulturdadien des 21. Kulturtages
wurde detallierter untersucht (Abb. 22). Obgleich individudle Kulturansiétze nach Phytohor-
monapplikation graduelle Unterschiede in der Stressantwort aufwiesen, bewirkte ABA aber in
jedem Fdl ene reproduzierbare Veranderung der Hitzeschockinduzierbarkeit. Am 21, Kul-
turtag exprimierten Zelstrukturen des Wildtyps, der transgenen Linie RAPAO/7 und der ABA-
Biosynthesemutante geringe Mengen hspl7 nach Hitzestressbehandlung, wéhrend in Zdl-

srukturen der ABA-Biosynthesemutanten aba2 grolere Mengen nachgewiesen  werden
konnten.
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Abb. 22. Einfluss von ABA und Fluridon auf die Stressinduktion der hspl7-Expression in Zellstrukturen des
21. Kulturtages. Wildtyp, RAP40/7, abal, aba2, 1 — unbehandelt, 2 — ABA-Gabe ab 10. Kulturtag, 3
—3h 1,5uM ABA, 4 - 24h 1,5uM ABA, 5 — Fluridon-Gabe ab 10. Kulturtag. 5ug (@abal), 10ug (WT)
bzw. 20ug (RAP40/7, aba2) Proteinextrakt pro Bahn wurden elektrophoretisch aufgetrennt. Hitze-
schockbehandelte Proben sind mit (i) gekennzeichnet. Ein hspl7 angereicherter Extrakt einer Hitze-
stress-behandelten Tomatensuspensionskultur (Dr. zur Nieden, |PB Halle) wurde als Positivkontrolle
(P) eingesetzt. hspl7 wurde mit Hilfe eines anti-hspl7-Antikérpers und eines anti-Maus 1gG POD-
K onjugates mittels Chemilumineszenz nachgewiesen.

ABA-Behandlung von 3h oder 24h fihrte in Wildtyp- und RAPAQ/7-Kulturstadien zu
keiner dgnifikenten Anderung der hspl7-Expresson nach Hitzeschock. Kulturstadien der
ABA-Biosynthesemutanten abal resgierten mit gedeigeter und aba2 mit gleichblebender
oder veringerter hspl7-Akkumulation auf Hitzeschock nach 3h bzw. 24h Inkubation in
ABA-hdtigem Medium.,

Die ABA-Komplementierung des Kulturmediums &b dem 10. Tag hatte nach Hitzestress
enen dragischen Andieg der exprimierten hgpl7-Menge in Zelgtrukturen, des Wildtyps, der
Linie RAP40/7 und abal zur Folge Im Gegensatz dazu war in ABA-komplementierten Zdll-
grukturen der Linie aba2 weniger hgpl7 nachweisbar (Abb. 22).

In Wildtypkulturen, die mit dem ABA-Biosynthessinhibitor Furidon behandet wurden,
konnten durch Hitzestress die kleinen Hitzeschockproteine nicht oder nur in geringen Mengen
induziert werden.

In dlen Kontrollproben ohne Hitzesress einschliefdich frischisolierter Protoplasten  konnte

keine hspl7-Expresson nachgewiesen werden. Die anti-ABA scFv-Expresson der Linie
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RAPA0/7 wurde durch Hitzestress nicht verandert (Daten nicht gezeigt). In Ubereingimung
mit Zimmermann et d. (1989) konnte durch Untersuchungen der Stressantwort in Abhdngig-
keit vom Entwicklungsstadium somatischer Embryonen gezeigt werden, dass die Induzierbar-
keit de hgpl7-Synthese entwicklungsabhéngig reguliet wurde. Die ABA-Applikation
sowohl zu Protoplasten ds auch zu Zdlkulturstadien des 21. Kulturtages fuhrte zu ener Ver-
anderung der Stressantwort, wobel Protoplasten wesentlich senstiver auf die Phytohormon
gabe reagierten. Die veringete hspl7-Induzierbarkeit in Protoplasten nach langzeitiger
ABA-Behandlung korrdiete mit der Hemmung der Zdltelung und —differenzierung, die
nach ABA Komplementierung des Kulturmediums ab Tag O beobachtet wurde. Die erhthte
Induzierbarkeit der kleinen Hitzeschockproteine am 21. Kulturtag nach ABA-Behandlung war
én wdteer Hinweis dass ABA die Embryoentwicklung auf biochemischem Niveau
beeinflusst.

3.8. ABA-Akkumulation wahrend der somatischen Embryogenese

Durch Bestimmung der ABA-Akkumulation in Zdlgrukturen unterschiedlicher Kulturda
dien solite der ABA-Gehdt in Abhangigkeit von der somatischen Embryoentwicklung ermit-
telt werden. Daraus war abzuleiten, inwieweit Korrelationen zwischen den beobachteten
morphogenetischen  Verénderungen der  immunmodulierten Linie RAPA0/7 und der ABA-
Biosynthesemutanten abal und aba2 und ihrem endogenen ABA-Gehdt bestehen. AulRerdem
llte der Einfluss der ABA-Komplementation auf die ABA-Gehdte der Strukturen in den
behanddten Kulturen andysiert werden.

Die im ELISA emittdten ABA-Mengen aus Zdlkulturextrakten wurden auf g Frisch
gewicht bezogen (Abb. 23A). Da be dieser Kdkulation die Zunahme des Frischgewichtes des
Einzdembryos keine Berticksachtigung fand, bezogen sch die so ermittdten Werte auf unter-
schiedliche  Embryonenzahlen. Deshdb waren auf diessr Bads nur begrenzt  Aussagen
moglich. Die ABA-Menge pro g Frischgewicht schien im Verlauf der in vitro Kultivierung
abzunehmen oder sch nur unwesentlich zu verdndern (Abb. 23A). Deutliche Unterschiede im
ABA-Gehdt bestehen jedoch zwischen Wildtyp und den ABA-Biosynthessmutanten
inklusve der transggenen Linie RAP40/7. Wéhrend Zdldrukiuren der  ABA-Bio-
gynthesemutanten sgnifikant niedrigere ABA-Gehdte ds der Wildtyp aufwiesen, waren diese
in  RAPAO/7-ZdIdrukturen  wesentlich  héher ds in Wildtypzdlgtrukturen.  Dradiische
Erhdhung des ABA-Gehdtes wurde fir dle Proben nach Applikation des Phytohormons
erhdten.
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Um enen reden Bezug zwischen ABA-Menge und Zdldruktur in der somatischen Em
bryogenese herzustdlen, wurden die ABA-Gehdte pro Einzdembryo kakuliet (Abb. 23B).
Die Kdkulaion efolgte unter Verwendung der ermittelten Frischgewichte (vgl. Abb. 15) be
Annahme ener 100%igen Regenerationseffizienz, d.h. jeder in vitro kultivierte Protoplast

differenzierte zu einer embryogenen Zedldruktur. Da die tatsichliche Regenerationseffizienz
aus technischen Grinden nicht fir dle Stadien bestimmt wurde, jedoch kleiner 100% war,
konnte auch durch diese Kakulation nur der Trend, nicht aber der absolute ABA-Gehalt pro
Zdlgtruktur erfasst werden.
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Abb. 23. ABA-Akkumulation wéhrend der somatischen Embryogenese. A: ABA -Gehalte in ng pro g Frischge-
wicht, B: ABA-Gehat 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-Gehdt konti-
nuierlich zu. Wéhrend der ABA-Gehdt in in vitro Zdlkulturen der ABA-Biosynthesemutan
ten und der transgenen Linien bis zum 14. Kulturtag nur geringfiigig andieg, konnten am 21.
Kulturtag drastisch erhthte ABA-Mengen nachgewiesen werden. Demzufolge findet wahrend
der Entwicklung und Differenzierung vom Protoplasten zur embryogenen Zdlstruktiur ABA-
Synthese Hatt.

Zwischen den ABA-Gehdten von Wildtypstrukturen und anti-Oxazolon scFv exprimie-
render Np9-41/4- Strukturen wurden keine sgnifikanten Unterschiede gefunden.

Die Zdlgrukturen der ABA-Biosynthessmutanten abal bzw. aba2 enthidten in frihen
Stadien bis zum 14. Kulturtag sgnifikant geringere Mengen ABA ds der Wildtyp. abal-
bzw. aba2-Zdlsrukturen akkumulierten zwischen 20 und 27,5% bzw. 17 und 52% des ABA-
Gehdtes von entsprechenden Wildtypstrukturen, vom 14. bis zum 21. Kulturtag hingegen
vergleichbare ABA-Mengen wie der Wildtyp.

Die anti-ABA scFv exprimierende Linie RAP4A0/7 produzierte in dlen Stadien sgnifikant
mehr ABA ds der Wildtyp. So enthidten Zdlgtrukturen am 3. Kulturtag 61x mehr ABA. Bis
zum 14. Kulturtag fid das Verhdtnis der ABA-Gehdte von Wildtyp- und RAPA40/7-Z4l-
srukturen auf 1:18. Am 21. Tag der in vitro Kultivierung akkumulierten RAPA40/7- Strukturen
jedoch wieder 24x mehr ABA ds der Wildtyp.

Die ABA-Komplementierung der Zellstrukturen ab 10. Tag der in vitro Kultivierung fuhrte
in dlen untersuchten Kulturen zu enem dgnifikanten Angieg des ABA-Gehdtes ab 14.
Kulturtag. Dabei war der ABA-Gehdt von Zdlgrukturen des Wildtyps und abal vergleich
bar, wahrend Np9-41/4- und aba2-Zdldrukturen nur etwa en Finftd bzw. ein Drittd der
ABA-Mengen enthidten. Nach ABA-Behandlung akkumulierten RAPAQ/7-Zdldrukturen am
14. Kulturtag 2,5x mehr ABA ds entsprechende Wildtypstrukturen. In Kulturen der ABA-
Biosynthesemutante abal, der transgenen Linie RAP4A0/7 und Np9-41/4 blieben die ABA-
Gehdte bis zum 21. Kulturtag auf diesem hohen Niveau, wéhrend se bel korrespondierenden
Wildtypstrukturen auf etwa die Hdfte sank. In aba2-Zdlgrukturen nehm die akkumulierte
ABA-Menge zwischen dem 14. und 21. Tag zu.

Nach ABA-Gabe waren die Unterschiede zwischen ABA-behanddten Kulturen des Wild-
typs und der transgenen Linie RAP40/7 geringer ds in unbehandelten Kulturen. ABA-behan+
delte RAPA40/7-Kulturen akkumulierten 2,5x (14d) bzw. 52x (21d) mehr ABA in Zdlstrukiu
ren as der Wildtyp.

Wédhrend die Applikation des Biosynthessinhibitors Fluridon zu Wildtypkulturen nur eine
geringfigige Emniedrigung des ABA-Gehdtes bewirkte (Abb. 23A), wurden in RAP40/7-
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Zdlgrukturen nach Huridonbehandlung drastisch verringerte  ABA-Gehdte gefunden (Daten
nicht gezeigt). Diesr Fakt gqoricht dafir, dass Huridon ds ABA-Biosynthesainhibitor
wahrend der in vitro Zdlkultur wirkte und ABA-Mangel verursachte.

Die Kakulation des ABA-Gehdtes von Zdldrukturen auf der Bass ener 100%igen Rege-
nerationseffizienz der Systeme zeigte, dass die ABA-Akkumulation in Zdlgrukturen dler
untersuchten  Linien  entwicklungsabhangig  reguliet  wurde. Da die tatsichliche
Regenerationseffizienz aber wesentlich geringer ds 100% war und von der untersuchten
Linie, dem individudlen Kulturansstiz und der ABA- bzw. Huridonbehandiung abhing,
konnte nur auf Bads der ermittelten Regenerationseffizienz (vgl. Tab. 3) der tatsichliche
ABA-Gehdt der Zdlgrukturen kakuliet werden. Aus technischen Grinden konnten
Regenerationseffizienzen dlerdings nur fir den 21. Kultutag bestimmt werden. Die in
Abbildung 22C dargestellten Werte wurden aus der Zahl der Zdlgtrukturen pro ¢
Frischgewicht auf der Bass der reden Regenerationseffizienz berechnet. Aufgrund der
Abhédngigkeit der Regenerationseffizienz von den oben beschriebenen Faktoren wurden nur
die Kulturen mit expeaimentdl emittdten Regenerdtionsffizienzen in die Kakulaion
einbezogen.

Bereits die Bonitieeung der Zelmorphogenese dokumentierte, dass abal-Zdlstrukturen
wesentlich groler snd ds Wildtypstrukturen. Andog verhidten sich  Frischgewichtszunahme
(Abb. 16) und ABA-Gehdte pro Embryo (Abb. 23C). Der ABA-Gehalt der abal-Zdlstruktu-
ren lag 25x héher im Verglech zum Wildtyp. RAPAO/7-Zdldrukiuren enthidten 30x mehr
ABA dsder Wildtyp.

Nach ABA-Behandlung akkumulierten abal-Zdldrukturen am 21. Kulturtag Sgnifikant
mehr ABA ds der Wildtyp. Die Unterschiede zwischen den akkumulierten ABA-Mengen in
Wildtyp- und RAPA40/7-ZdIgrukturen nach ABA-Behandlung waren ebenfals groler as auf
Basis einer 100%igen Regenerationseffizienz kakuliert.

Furidonbehandlung von Wildtypzelkulturen haite keinen Einfluss auf die akkumulierte
ABA-Menge.

Wérend der somaischen Embryogenese akkumulierten  Kulturstadien der ABA-
defizienten Mutanten bis zum 14. Kulturtag geringere Mengen und in spateren Stadien
vergleichbare ABA-Mengen wie der Wildtyp. In Zdlgtrukturen der immunmodulierten Linie
wurden deutlich hohere  ABA-Mengen nachgewiesen. Die Zugabe von ABA fihrte zur
sgnifikanten Erhdhung des ABA-Gehdtesin alen Strukturen.
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3.9. Entwicklungsabhangige Regulation der Pigmentakkumulation wahrend der

somatischen Embryogenese

Unterschiedliche Stadien der somatischen Embryogenese wurden mittdls HPLC-Anadyse
auf ihren Chlorophyll- und Carotinoid-Gehdt untersucht. Die Zeaxarthin-, Neoxanthin- und
Violaxanthin-Gehdte waren dabel von besonderem Interesse, da diese Pigmente neben ihrer
Funktion in der Lichtabsorption fur die Photosynthese auch Vorstufen der ABA-Biosynthese
gnd. Dabe war zu prifen, ob Carotinoid- und Chlorophyllakkumulation zur Charakterige-
rung der Morphogenese der Zdlstrukturen wéhrend der somatischen Embryogenese heran
gezogen werden kdnnen.

Die entwicklungssbhéngige Regulation der PFgmentakkumulation in  unterschiedlichen
Zdlkulturstadien der somatischen Embryogenese wird am Beispid des Chlorophylls a (Abb.
24) demondriert. Protoplasten enthielten die grof@en Mengen Chlorophyll a Im Verlauf der
in vitro Protoplastenkultur der untersuchten Linien nahm der Gehdt an Chlorophyll a pro g
Frischgewicht der Zdlkultur ab. Wildtyp- und aba2-Zdldrukturen enthdten am 21. Kultur-
tag grof¥ere Mengen Chlorophyll a, wahrend in Strukturen identischer Kulturstadien der trans-
genen Linie RAP4A0/7 und der ABA-defizienten Mutanten der Chlorophyll a-Gehdt welter
abnahm. De Chlorophyll a-Gehdt von Wildtypzdldsrukturen sieg bis zum 50. Kulturtag
deutlich an. abal- und RAPA40/7-ZdIgrukturen akkumulierten zwischen dem 21. und 50. Kul-
tutag nur geringfigig mehr Chlorophyll a in aba2-Zdlgrukturen nahm der Chlorophyll a
Gehdlt ab.
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Abb. 24. Entwicklungsabhangige Regulation des Chlorophyll aGehaltes wahrend der somatischen Embryo-
genese
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Sgnifikante Unterschiede im Chlorophyll a~Gehdt wurden nach ABA-Komplementierung
fir ABA-defiziente Linien gefunden. Globulére Strukturen des Wildtyps enthidten am 50.
Kulturtag unabhéngig von der ABA-Behandlung vergleichbare Mengen an Chlorophyll a In
ABA-komplementierten  Zdlstrukturen der immunmodulierten Linie und der ABA-Biosyn-
thesemutanten wurden dagegen deutlich hohere Chlorophyllgehdte im Vergleich zu unbehan
delten korrespondierenden Kulturen gefunden.

Wird jedoch der Chlorophyllgehdt wie unter 3.8. beschrieben auf den Einzeembryo bezo-
gen, dieg in dlen untersuchten Linien der Gehdt an Chlorophyll a in den Zdlgrukturen zum
21. Kulturtag wieder an (Daten nicht gezeigt). Dieser Andieg kann ds Hinwes auf daitfin-
dende Differenzierungsprozesse gewertet werden.

Im Velauf der in vitro Kultivierung zeigte der Gesamtcarotinoidgehdt in den Zdlstruktu
ren enen dem Chlorophyll a Gehdt vergleichbaren Trend (Abb. 25A).
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Abb. 25. Entwicklungsabhéngige Regulation des Carotinoidgehaltes wahrend der somatischen Embryogenese.
A Gesamtcarotinoid, B: Zeaxanthin, C: Neoxanthin, D: Violaxanthin

Andysen des Zeaxanthin-Gehates pro g Frischgewicht (Abb. 25B) ergaben fir Wildtyp,
RAP40/7 und abal ene leichte Erhdhung nach der Protoplastierung im Vergleich zu Blétern
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der in vitro Pflanzen (Daen nicht gezeigt). Wéhrend der somatischen Embryogenese nahmen
die Zeaxanthin-Mengen ab. In Wildtyp, RAP40/7 und abal wurden nur geringe Zeaxanthin-
Mengen nachgewiesen. Im Gegensatz dazu betrug der Zeaxanthin-Gehdt in aba2-Zdlstruktu-
ren 20 bis 48% des Gesamtcarotinoid- Gehdtes.

Neoxanthin (Abb. 25C) konnte nur in Wildtyp-, RAP40/7- und abal-Zdlstrukturen nach
gewiesen werden. Der Neoxanthin-Gehdt ereichte maximae Werte zu Beginn der in vitro
Kultur, sank bis zum 14. Kulturtag, um danach wieder anzusteigen. Zwischen den untersuch
ten Linien waren keine sgnifikanten Unterschiede im Neoxanthin-Gehdt festzustelen.

Von den untersuchten Carotinoiden schwankte der Gehdt an Violaxanthin (Abb. 25D) in
dlen untersuchten Linien am g&kden. In aba2-Zdlgrukturen wurde Violaxanthin nicht
nachgewiesen.

Mit Ausnehme von aba2 wurden nach ABA-Behandiung in dlen Zdldrukturen des 50.
Kulturtages grofiere Mengen Neoxanthin und Violaxanthin as in den unbehanddten Kulturen
gefunden.

Im Veglech zu in vitro kultivieten Pflanzen (Abb. 6) wiesen Pflanzenregenerate der
Zdlkulturen keine Unterschiede im Pigmentgehdt auf (Daten nicht gezeigt).

Die PFgmentgehdtandysen zeigten, dass die Rigmentakkumulation entwicklungsabhdngig
reguliet wird. Normdiserung der Embryoentwicklung in Zdlkulturen 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 Pigmentgehdte wie in Wildtypzd | strukturen nachgewiesen wurden.

3.10. Einflussvon ABA auf die Samenentwicklung
3.10.1. Ultragtruktur reifer Samen des Wildtyps und ABA-defizienter Linien

Um Unterschiede in der Embryoentwicklung des Wildtyps, der transgenen Linie RAP4A0/7
und der ABA-Biosynthesemutanten abal und aba2 nachzuweisen, wurde die Ultrastruktur
der Samen andysiert.

Licht- und eektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten, dass vor dlem das Auftreten und
die Vetelung der typischen Speicherorgandlen fir Reserveproteine (,protein bodies') in
Embryogeweben verschieden war (Abb. 26). Wéhrend in Embryonen des Wildtyps in dlen
Geweben ,protein bodies® gefunden wurden, enthidten Embryonen der immunmodulierten
Linie RAPAO/7 nur in den aleren Zdlschichten normad ausgebildete ,protein bodies’
(Abb. 26a). In inneren Zdlschichten des Embryos traten hingegen nur ,protein body“-Reikte
auf. Embryonen der ABA-Biosynthesamutante abal haiten keine oder nur Relikte von
~protein bodies® (Abb. 26b). Auffdlig war das Vorkommen vider Lipidvakuolen, deren
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Abb. 26a. Ultrastruktur von zygotischen Embryonen des Wildtyps und der transgenen Linie RAP40/7. A:
Wildtyp, 1: Enbryo — Ubersicht, , protein bodies' verteilt iiber den gesamten Embryo, 2: , protein
bodies* in Zellen des Wildtypembryos, 3: Keimblattausschnitt— Embryo enthét normal ausgebildete
.protein bodies'. B: RAP40/7, 1. Embryo — Ubersicht, nur in &uReren 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 Aufnahrren, Schnitte mit Azur-11-Methylenblau geférbt, 3
- elektronenmikroskopische Aufnahmen. n — Nukleus, pr — ,protein body“, rp — , protein body*-
Relikte, | — Lipidvakuole, sa- Sprossapex
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Ultrastruktur von zygotischen Embryonen der ABA -Biosynthesemutanten abal und aba2. C: abal,
1: Embryo — Ubersicht, keine , protein bodies* im gesamten Embryo, 2: Anschnitt eines Keimblat-
tes, 3: Keimblattausschnitt — , protein body“-Relikte, Lipidvakuolen mit veranderter Kontrastierung.
D: aba2, 1: Embryo mit angrenzendem Endosperm, keine ,, protein bodies* im gesamten Embryo, 2:
Ausschnitt aus Keimwurzel — , protein bodies* am stérksten degeneriert, 3: Zellen der Keimwurzel —
stark degenerierte , protein bodies*. 1, 2— lichtmikroskopische Aufnahmen, Schnitte mit Azur-Il-
Methylenblau geféarbt, 3 - elektronenmikroskopische Aufnahmen. rp — , protein body“-Relikte, | —
Lipidvakuole, w — Zellwand, cy - Cytoplasma
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Kontragierung sch von Lipidvekuolen der Samen dler anderen untersuchten Linien
unterschied. In Samen der ABA-Biosynthesemutante aba2 waren ,protein bodies’ im ganzen
Embryo degeneriert, am stérksten jedoch in der Kelmwurzel.

Die Untersuchungen belegen, dass ABA nicht nur die Reserveproteinakkumulation (Ackerson
1984, Kermode 1990, Phillips et a. 1997, Leps 1998) sondern auch die Bildung von ,,protein
bodies* beainflusst.

3.10.2. Frischgewichtsver anderung wahrend der Samenentwicklung

Unter Verwendung von Gewéchshauspflanzen und Pflanzenmateria aus der Phytokammer
wurde durch Frischgewichtsandysen der Samen verschiedener Entwicklungsstedien die Ab-
hangigkeit der Samenentwicklung von den Kulturbedingungen der Pflanze dokumentiert.
Dabel konnte gezeigt werden, dass die Samenentwicklung durch ABA-Mangd beanflusst
wird (Tab. 5). Unter Gewéchshausbedingungen war die Samenréfung nech 16 - 20 Tagen
abgeschlossen, wahrend die Samen unter Phytokammerbedingungen 24 Tage von der Bestéwr
bung bis zur Reife bendtigten.

Tab. 5. Analyse der Frischgewichte von Samen wahrend der Samenentwicklung. WT (G) wurde im Gewéachs-
haus kultiviert, alle anderen Pflanzen in der Phytokammer (PK). Das Frischgewicht wird in pg pro Sa
men angegeben. Die Samenanzahl pro Kapsel wurde durch Zdhlung von mindestens 3 Kapseln unter-
schiedlicher Pflanzen ermittelt.

Tag nach Befruchtung
Linie Samenanzahl 4DAP 8DAP 12DAP 16DAP 20DAP 24DAP
proKapsd
WT (G) 1227 55 2 304 17,7 n.b. n.b.
WT (PK) 1227 n.b. 115 30,2 274 27,7 2
RAPA40/7 817 6,0 18,7 28,7 26,6 318 26,3
abal 452 46 144 16,8 241 294 27,7

Die Bestimmung der Anzahl Samen pro Kapsd ergab, dass der Wildtyp die grofte Zahl an
Samen hildete. Die Samenkapseln der transgenen Linie RAPAQ/7 enthielten deutlich weniger
Samen ds der Wildtyp. Die geringsen Samenzahlen pro Kagpsd wurden fir die ABA-Bio-
gynthesemutante abal gefunden. aba2 konnte nicht in die Andysen einbezogen werden, da es
nicht zur Ausrefung der Samen kam und nur sehr kleine nahezu samenlose Kapsaln gebildet
wurden.

Das Frischgewicht der Samen von Gewéchshaugpflanzen des Wildtyps nehm bis zum 12.
Tag nach der Bestaubung zu und fid dann bis zum 16. Tag wieder ab. Samen der Wildtyp-
pflanzen, die in der Phytokammer kultiviet wurden, ereichten ebenfals bis zum 12. Tag
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nach der Bestdubung ihr hochstes Frischgewicht, das jedoch erst nach dem 20. Tag deutlich
abnahm. Verglichen mit dem Wildtyp hatten Samen der Linie RAP40/7 und abal en deutlich
héheres Frischgewicht am 20. und 24. Tag.

3.10.3. Entwicklungsabhangige Akkumulation von Reserveglobulinen, kleinen Hitze-
schockproteinen hspl7 und Pigmenten wéahrend der Samenentwicklung

Die entwicklungsabhdngige Akkumulation von Reserveglobulinen, von kleinen Hitze-
schockproteine hsgpl7 und von Pigmenten wurde in Abhéngigkeit von den Wachstumsbedin-
gungen der Pflanzen, der untersuchten Linie und vom Samengtadium anaysiert.

Akkumulation der Reserveglobuline konnte in reifenden Wildtypsamen 12 Tage nach der
Bestdubung nachgewiesen werden (Abb. 27). Im Verlauf der Samenreifung nahm die akku-
mulierte Reserveproteinmenge zu. In Samen der transgenen Linie RAP4AO/7 traten et im
Entwicklungsstadium 16 Tage nach Begtéubung Tabakglobuline auf, deren Menge bis zur
Samenreife andieg. abal-Samen akkumulierten 16 und 20 Tage nach der Bestdubung gerin-
gere Resarveglobulinmengen as RAPAO/7-Samen. Maximde Akkumulation wurde et in
refen Samen erecht. Unterschiede im Verlauf der Reserveglobulinakkkumulation konnten
auf die Wachsumsbedingungen der Pflanzen (Wildtyp Gewéchshaus, RAPA0/7 und abal
Phytokammer) zuriickzufihren sein. Verglichen mit dem Wildtyp enthidten reife Samen der
anti-ABA scFv  exprimierenden Linie RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemutanten aba2
deutlich geringere  Resarveglobulinmengen  (Abb. 28). Diee Differenzen  wurden durch
Anayse der Proteinextrakte im ELISA bedtétigt (Daten nicht gezeigt).

WT RAP40IT abat

4 B 12162005 4 8 1216202475 4 8 121620 2475

a0kDa
G0kDe

20kDa

20kDa

Abb. 27. Akkumulation der Reserveglobuline in reifenden Tabaksamen. Reserveglobulinakkumulation in
Samenstadien des Wildtyps, der Linie RAP40/7 und der ABA -Biosynthesemutante abal. 5ug Protein
(pro Bahn) der Samenstadien 4, 8, 12, 16, 20, 24 DAP (nur RAP40/7 und abal) und reifer Samen (rS)
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt. Nachweis der Tabakglobuline unter Verwendung von anti-
Tabakglobulin-Antikérper und anti-Kan 1gG POD Konjugat mittels Chemilumineszenz.
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of T gt gt et
Abb. 28. Akkumulation der Reserveglobuline in
reifen Samen. 15ul eines Laemmli-Bx
traktes wurden elektrophoretisch aufge-

i e A trennt. Die Proteine wurden durch Coo-
. massie-Farbung nachgewiesen. PS — Pro-
W - teinstandard  (SeeBlue™  Pre-Stained
b Hoa - Standard). a, b - Polypeptidketten die
e Untereinheiten des 12S-Reserveproteins

des Tabaks bilden.

Die entwicklungssbhéngige konditutive Expresson der klenen Hitzeschockproteine
hspl7 im Samen konnte erst in Entwicklungsstadien kurz vor der Reife (20 DAP WT, 24
DAP RAP40/7, abal) nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Die einzdnen Linien
exprimierten die Proteine in unterschiedlichen Mengen. Samen von abal enthidten die
geringgten, aba2 die htchsten Mengen an hspl7 (Abb. 29).

m?.{f' ; - Abb. 29. Vergleichende Analyse der hspl7-Akkumulation in rei-
AR VA -y .
- fen Samen. Nach elektrophoretischer Auftrennung von

2 = 5ug Protein pro Bahn wurde hspl7 unter Verwendung
T L0a .r - yon anti—_hspl?—Antik.t')rpe_r und anti-Kan IgG. POD Korw-

atp el jugat mittels Chemilumineszenz nachgewiesen. Ein
hspl7 angereicherter Extrakt einer Hitzestress-behan-
delten Tomatensuspensionskultur (Dr. zur Nieden, 1PB
Halle) wurde als Positivkontrolle (P) eingesetzt.

Die Andyse der Pigmentgehdte der einzdnen Samendadien wéhrend ihrer Entwicklung
ergeb nur geringfligige Unterschiede zwischen den untersuchten Linien, wie in Tab. 6 am Be-
gid des Gehdtes an Chlorophyll a dargestelt wird. Der Chlorophyll aGehdt war in jungen
Samen (4 DAP) des Wildtyps (Gewéchshaus) am hochsten. Wéhrend die Samen am 8. Tag
nach Bestaubung nur geringe Mengen an Chlorophyll a enthidlten, stieg der Chlorophyll a—
Gehdt bis zum 16. Tag an und fid mit zunehmender Refe wieder ab. Die Samen von Wild-
typpflanzen, die unter Phytokammerbedingungen kultiviet wurden, enthidten in dlen unter-
suchten Stadien weniger Chlorophyll a
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Alle untersuchten Samendadien der transgenen Linie RAPA0/7  akkumulierten mehr
Chlorophyll a ds de entgrechenden Stadien des Wildtyps. Allerdings wurde die
Untersuchung der Pigmentgehdte der Samen in der Phytokammer Kultivierter Pflanzen durch
die geinge Maeidmenge eschwet. Dennoch konnten auch in den untersuchten
Samengtadien der ABA-Biosynthesemutante abal grofRere Mengen an Chlorophyll a as in
Wil dtypsamenstadien nachgewiesen werden.

Tab. 6. Chlorophyll a-Gehdte der Samenstadien des Wildtyps, der transgenen
Linie RAP40/7 und der ABA -Biosynthesemutante abal

Linie WT Wi RAP40/7 abal
Gewachshaus Phytokammer
4 DAP 115+114 n.b. n.b. n.b.
8DAP 02+03 0 18+03 0,86
12DAP 17+04 0,39 36101 187
16 DAP 23106 0% 15+09 136
20 DAP 08+11 n.b. 14 n.b.
reife Samen 0,49 n.b. 0,99 n.b.

Durch die Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass reife Samen der immunmo-
dulieten Linie und der ABA-Biosynthessmutante aba2 geringere  Reserveglobulinmengen
enthidten. Zwischen der Akkumulation der kleinen Hitzeschockproteine und ABA-Defizienz
konnte keine eindeutige Korrdation hergestdlt werden. Im Vergleich zum Wildtyp enthidten
Samendtadien der transgenen Linie RAP4A0/7 und der ABA-Biosynthesemutante abal mehr
Chlorophyll a sodass en Zusammenhang zwischen ABA-Mangd, Samenentwicklung und
Pigmentgehalt besteht.

3.10.4. ABA-Gehalt und scFv-Akkumulation wéhrend der Samenentwicklung

Zur Untersuchung des ABA-Einflusses auf die Samenentwicklung wurden die ABA-Ment+
gen in Abhdngigkeit vom Samengadium der untersuchten Linien ermittedt. In Samen der
immunmodulierten Linie wurde die ant-ABA scFv-Akkumulation im Verlauf der Samen
entwicklung Uberprift, um die Moglichket der Kompensation hoher ABA-Gehdte durch den
Antikorper nachzuweisen. Die Akkumulation des anti-Oxazolon scFv wurde zum Vergleich
andysert.

Die ABA-Akkumulation in reifenden Samen war von den Wachsumsbedingungen der
Pflanzen abhangig, wie fir Wildtypsamen nachgewiesen werden konnte (Abb. 30). Samen
von Wildtyppflanzen, die unter Gewéchshausbedingungen kultiviet wurden, akkumulierten
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bis zum 12. bzw. 16. Tag nach Bestdubung zunehmende Mengen an ABA in Abhangigkeit
von der Refungsdauer (16 bzw. 20 Tage). In spéteren Samengtadien nahm der ABA-Gehdt
ab (Abb. 30). Die ABA-Andyse wurde an Samenmateria von Wildtyppflanzen, die unter
Phytokammerbedingungen  kultiviet  wurden, wiederholt, da von de transgenen Linie
RAP40/7 und der ABA-Biosynthesemutante abal nur Pflanzenmaterid aus der Phytokammer
zur Andyse des ABA-Gehdtes zur Vefigung dand. Die ABA-Gehdte der Samen dieser
Wildtyppflanzen waren im Vergleich zu den Gewéchshaugpflanzen geringer. Die Samen der
ABA-Biosynthesemutante enthidten vom 8. bis zum 20. Tag nach der Bestéubung geringere
ABA-Mengen ds der Wildtyp, am 24. Tag war die ABA-Menge hingegen grof3er.

In Samen der konditutiv anti-ABA scFv exprimierenden Linie wurden die héchsen Men
gen an ABA nachgewiesn. Die maximde ABA-Menge wurde nach 21 Tagen erreicht,
wohingegen der ABA-Gehdt spdterer Samengtadien abnahm. Um zu sSchern, dass fur die
Andyse der ABA-Akkumulation in Samengtadien moglichs homogenes Pflanzenmaterid zur
Vefligung sand, wurde die Akkumulation von scFv in Blétern und Bliten der individudlen
V ersuchspflanzen Gberpriift (Abb. 31).

_
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— Abb.31.  Akkumulation des anti-ABA scFv-
— Antikoérpers in Bléttern und Blten der
RAP40/7-Pflanzen 1 - 3, deren Samen
fur die unter 3.10.3,, 4. und 5. beschrie-
benen Untersuchungen eingesetzt wur-
den. 10ug Protein wurden elektropho-
retisch aufgetrennt.  Samenextrakte
anti-ABA scFv exprimierender Pflan-
zen wurden als Positivkontrolle (P)
eingesetzt. Der anti-ABA scFv-Anti-
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Abb. 30. ABA-Akkumulation wéahrend der Samen- korper wurde unter Verwendung von
entwicklung. anti-c-myc und anti-Maus 1gG POD
mittels  Chemilumineszenz  nachge-

wiesen.

Der anti-ABA scFv-Antikorper wurde wahrend der Samenentwicklung akkumuliert und ab
dem 4. Tag nach der Bestaubung nachgewiesen (Abb. 32). Nach 12 Tagen wurde die hdchste
scFv-Akkumulation ereicht, wéhrend in spderen Entwicklungsstadien die  akkumulierte
scFv-Menge abnahm. Auch die Samen der Linie Np9-41/4 akkumulierten bereits am 4. Tag
nach der Bestaubung anti-Oxazolon scFv. Wahrend der anti-Oxazolon scFv—Gehdt in Samen
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bis zum 12, Tag nach de Besaubung angtieg, wurden in spdteren Stadien der
Samenentwicklung geringere Mengen akkumuliert.

= = = M

P 4 B 12 16 20 24 3
e
" .

P 4 g1z 18

MpO-41/4  a c SR

Abb. 32, Akkumulation der scFv wéhrend der Samenentwicklung. RAP40/7: anti-ABA scFv-Antikorperakku-
mulation in Samenstadien der immunmodulierten Linie, Np9-41/4. anti-Oxazolon scFv-Akkumulation
in Samenstadien, WT: Wildtyp-Kontrolle. 6ug (RAP40/7), 4ug (Np9-41/4) bzw. 10ug (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 as Positivkontrolle (P), Wildtypsamenextrakt als Negativkontrolle (N) verwendet. Der scFv-
Antikorper wurde nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran mit anti-myc und anti-Maus 1gG

POD Konjugat mittels Chemilumineszenz nachgewiesen.

Die Untersuchungen zeigten, dass die ABA-Akkumulation in Samen entwicklungsabhéan
gig efolgt. Erwartungsgemd’ akkumulieten Samendadien der  ABA-Biosynthesemutante
abal weniger ABA ds der Wildtyp, wahrend Samen der tranggenen Linie RAP40/7 in dlen
Stadien weltaus grofRere ABA-Mengen ds der Wildtyp enthidten. Es konnte gezeigt werden,
dass die anti-ABA scFv- bzw. anti-Oxazolon scFv-Expresson auch im Samen entwicklungs-
abhangig reguliet wurde. Samen der immunmodulierten Linie prégten wie Samen der ABA-
Biosynthesemutanten einen ABA-Mange phanotyp aus.
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4. Diskussion

4.1. ABA-Gehalt und ABA-Effekt in friilhen Embryogenesepr ozessen

ABA-Funktionen in spden Embryogeneseprozessen und in der  Samenentwicklung und
—eifung snd durch zahlreiche Untersuchungen belegt (Kermode 1990, Rock und Quatrano
1995). Der ABA-Gehdt in zygotischen Embryonen und Samen verdndert sch im Verlauf der
Samenentwicklung. Geringe Mengen sind bereits in frihen Stadien vorhanden (Ackerson
1984, Hocher et a. 1991, Xu et a. 1990). In der ersten Hdfte der Samenentwicklung nimmt
der ABA-Gehdt drasisth zu und ereicht glechzetig mit maximadem Samerwachstum die
hochsten Werte (1-10uM). Wéhrend der Embryoreifung sinkt der ABA-Gehdt des Samens
(Rock und Quatrano 1995).

Uber ABA-Einflisse auf frihe Prozesse der Embryogenese ist wenig bekannt. Ackerson
(1984) fand, dass ABA wahrend friher Prozesse der Embryogenese das Embryowachstum
fordert. Auch Hocher et a. (1991) wiesen in frihen Stadien der Samenentwicklung ABA
nach, konnten dem Phytohormon jedoch keine Funktion zuordnen.

Die Andyse der ABA-Funktion wéahrend der frihen 2zygotischen Embryogenese wird
durch die Anatomie von Samen und Samenanlage erschwert. Spezidl Embryonen friher Sta
dien sand experimentel kaum zuganglich, sodass die Materidverfligbarkat fir umfassendere
biochemische und molekularbiologische Untersuchungen zum Engpass wird. Da  Entwick-
lungsorozesse im Samen sowohl durch maternd as auch durch embryond synthetiserte
ABA reguliet werden (Finkelstein 1994, Koornneef et a. 1989), it zur Funktionsandyse die
Bedimmung des ABA-Gehdtes der einzdnen Gewebe eforderlich. Zum anderen hdngt die
Samenentwicklung von Umweltbedingungen &b, sodass zwefddre identische Entwick-
lungsstadien sehr schwierig reproduzierbar snd.

4.2.  Somatische Embryogenese als Experimentalsystem zur ABA-Funktionsanalyse

Zur Untersuchung friher Embryogenesestadien wird haufig die somatische Embryogenese
as Moddlsysem gewahlt (Zimmermann 1993, de Jong et d. 1993, Emons 1994, Mordhorst
et d. 1997). In der vorliegenden Arbeit fand das direkte somatische Embryogenesesystem von
Nicotiana plumbaginifolia Vewendung. Kurzzetig hohe Auxin- und Cytokininkonzentratio-
nen induzieren Zeltellung von isolieten Mesophyllprotoplasten, die in moderatem Hormont
regime zu somatischen Embryonen differenzieren und nachfolgend Pflanzen regenerieren.
Vortell des Sysems idt, dass direkte Beziehungen zwischen physiologischem Zustand der in

vitro Kultur, Hormonbalance und Morphogenese (Ilvanova et d. 1994) untersucht werden
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konnen. Von Mesophyllprotoplasten ausgehende somatische Embryogenesesysteme  zeichnen
gch in frihen Stadien durch ene reaiv hohe in unabhdngigen Ansitzen reproduzierbare
Synchronitét der Entwicklung aus. Auch is morphologische und biochemische Verglechbar-
keit von zygotischer und somatischer Embryogenese fir ene Relhe von Entwicklungsstadien
beegt (Zimmermann 1993). Somatische Embryonen synthetiseren und akkumulieren ABA
(Rgjasskaran et a. 1982, Hatzopoulos et a. 1990, Faure et d. 1998) und differenzieren in der
in vitro Zdlkultur unabhéngig von maernden Einflissen inklusve ABA. Aul3erdem konnen
Wirkgtoffe zielgerichtet zum Embryosysem appliziet werden, ohne die Embryoentwickiung
wie bel der in vitro Kultivierung zygotischer Embryonen durch Isolierung zu stéren. Dabel
konnen sowohl Konzentration as auch Zeitpunkt der Wirkgtoffapplikation in Abhangigkeit

von der Embryodifferenzierung veréndert werden.

4.3. Strategien der ABA-Funktionsanalyse - Bewertungskriterien der Embryoent-
wicklung

Durch Kombination von direkter somatischer Embryogenese mit Versuchsdrategien zur
atifizidlen Erzeugung von ABA-Mangd in embryogenen Zdlen kann die funktiondle Akti-
vitét von ABA in friihen Embryogeneseprozessen untersucht werden.

Dazu wurden zum esen en gentechnischer Ansaiz der Immunsuppresson von ABA
durch intrazdluldre anti-ABA scFv-Expresson, zum zweten ein gendischer Ansatiz in Form
von ABA-defizienten Biosynthesemutanten abal und aba2 und zum dritten en biochemi-
scher Ansatz der Blockade der ABA-Biosynthese in Wildtypzdlkulturen durch den ABA-
Biosynthesainhibitor Huridon gewahit.

Untersuchungen zygotischer Embryonen der abal und aba2 Mutanten erweisen sch ds
schwierig, da bedingt durch den ABA-Biosynthesedefekt insbesondere aba2-Mutanten nur
sehr wenige bzw. keine lebensféhigen Samen ausbilden. Beide Mutanten besitzen noch
gearinge endogene ABA-Gehdte, da die ABA-Ddizienz aufgrund dternativer Synthesewege
nicht totd ist (Rock et a. 1991). Ein somatisches Embryogenesesystem, etabliert aus Meso-
phyllprotoplasten in vitro kultivieter abal und aba2 Pflanzen, ermdglicht die Andyse der
Embryoentwicklung der ABA-defizienten Mutanten im Detall.

Auch durch biochemische Erzeugung von ABA-Defizienz mittds Applikation eines Bio-
gynthesainhibitors kann der endogene ABA-Gehdt somatischer Embryonen veréandert und der
Einfluss von Konzentration und Applikationszeitpunkt auf die somatische Embryoentwick-
lung untersucht werden. Da in beiden Versuchsstrategien frihe Schritte der ABA-Biosynthese
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gehemmt sind, konnen morphogenetische Verdnderungen und ABA-Funktion nicht direkt
zuanander in Beziehung gesetzt werden (Artsaenko et d. 1999).

Fir den gentechnischen Ansaiz der Immunmodulation wurden homozygote transgene
Nicotiana plumbaginifolia Pflanzen mit konditutiver Expresson enes anti-ABA scFv herge-
gdlt. Die Effizienz ener in vivo Blockade von ABA durch intrazeluldare Antikorper-Expres-
gon wurde berets durch Artseenko et d. (1995) und durch Phillips et d. (1997) demondtriert.
Artsaenko et a. (1995) konnten durch konditutive Expresson des anti-ABA scFv in transge-
nen Nicotiana tabacum Pflanzen einen welkenden Phénotyp hervorrufen. Durch samenspezi-
fische AntikOrperexpresson erzeugten Phillips et d. (1997) vivipare Samen (Phillips e 4d.
1997, Marion-Poll 1997).

Durch kondtitutive Expresson des anti-ABA scFv unter Kontrolle des CaMV 35S-Promo-

tors kann die ABA-Veflgbarkeit blockiert werden, sodass die somatische Embryoentwick-
lung der immunmodulieten Linie und der ABA-Biosynthessmutanten unter vergleichbaren
ABA-Mangelbedingungen ablaufen. N-termindes Signdpeptid und C-termindes KDEL-ER-
Retentionssignd gewdhrleigen dabel  dabile  Akkumulation des  Antikorperfragmentes im
endoplasmatischen Retikulum der transgenen Zedlen. Die ABA-Bindung an den ER-kompar-
timentieten Antikorper fihrt zur ABA-Akkumulation im ER und zu ABA-Mangd in anderen
Zdlkompartimenten (Artsaenko et al. 1995, Phillips et d. 1997).
Fur die somatische Embryogenese wurden homozygote Linien eingesstzt, um grofdmaogliche
Homogenitét des in vitro Zdlkulturmaterids zu gewdhrlesen. Um Effekte einer Fremdgen
expresson auf die Entwicklung zu untersuchen, wurden Pflanzen einer transgenen Kontrolle,
die enen scFv-Antikdrper gegen das nichtpflanzliche Hapten Oxazolon exprimierten, in das
Embryogenesesystem einbezogen.

Die somaische Embryoentwicklung wurde durch morphogenetische und biochemische
Parameter charakterisiert. Zur Untersuchung der Korrdation von Embryoentwicklung und
ABA-Gehdt (Kamada und Harada 1981, Rajasekaran et a. 1982, Faure et a. 1998), wurden
die ABA-Gehdte der Zdlgrukturen besimmt. Darlber hinaus wurde die morphogenetische
Entwicklung somatischer Embryonen der ABA-immunmodulieten Linie, der  ABA-
defizienten Mutanten und des fluridonbehanddten Wildtyps im Vergleich zum unbehandelten
Wildtyp bonitiert. Als Bewertungskriterien der Morphogenese der  Zdlstrukturen  wurden
Protodermdifferenzierung  und  Ultrastruktur  herangezogen sowie  Frischgewichtsentwicklung
und Regenerationseffizienz ermittdt. Da dch zur Charakteriserung der  Embryoentwickliung
auch die Akkumulation von Speicherstoffen (Thorpe und Murashige 1969, Crouch 1982,
Shoemaker et al. 1987, Keller et a. 1988, Sreedhar und Bewley 1998), Pigmentgehdt und —
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zusammensetzung (Le Page-Degivry 1987, Rock et d. 1992, Phillips e d. 1997) sowie
Induzierbarkeit von kleinen Hitzeschockproteinen (Kanabus et d. 1984, Zimmermann et d.

1989) eignen, wurden auch diese biochemischen Parameter andysert.

4.4. ABA-Mangd durch Immunmodulation, Mutation und Fluridonbehandlung

Zur Uberprifung der experimentellen Strategien der Erzeugung von ABA-Mangd, wurden
die ABA-Gehdte der unterschiedlichen Zdlkulturdadien im Velauf der  somaischen
Embryogenese mittels ELISA bestimmt.

Zdldrukturen der ABA-ddfizienten Mutanten abal und aba2 enthidten wesentlich gerin-
gere ABA-Mengen im Vergleich zu Wildtyp und transgener Kontrolle (Abb. 23). Auch die
ABA-Gehdte unterschiedlicher Stadien der Samenentwicklung der ABA-defizienten Mutan
ten zeigten deutlich niedrigere ABA-Werte gegentber dem Wildtyp. Die Differenz zwischen
ABA-Gehdten von Zdlgrukturen und Samen der Mutanten und des Wildtyps lag im Bereich
der durch Marin et a. (1996) und Leydecker et d. (1995) fur Blétter von Mutanten und Wild-
typ emittdten ABA-Differenzen. Im Vergleich zum Wildtyp herrschte demzufolge fir die
Mutanten unter in vitro Zdlkulturbedingungen und wéhrend der Samenentwicklung ABA-
Mangd.

Huridonbehandiung von Wildtypzdlstrukturen fihrte bis zum 21. Kulturtag nur zu gering-
figig niedrigeren ABA-Werten im Vergleich zu unbehanddten Kulturen (Abb. 23). Trotzdem
waren nach Huridonapplikation deutliche Veranderungen der Zelmorphogenese nachwel shar
(Abb. 12), die mdglicherwel se auch auf unspezifische Inhibitoreffekte zurtickzuftihren sind.

Im Gegenstz zu ABA-ddfizienten Mutanten und Huridonbehandlung des Wildtyps
wurden in Zdldrukturen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie sgnifikant hohere ABA-
Gehdte ds im Wildtyp nachgewiesen. Auch Samen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie
enthidten hohere ABA-Mengen ds Wildtypsamen. Diese Reaultaie simmen mit den fir
Blétter (Artssenko et d. 1995) und Samen von Nicotiana tabacum (Phillips et al. 1997)
gefundenen Daten Uberein. Nach Artsaenko (1996) konnte die Erhthung des ABA-Gehdtes
durch gestérte “feedback”-Regulation der ABA-Synthese infolge des Mangds an freaer ABA
veursscht werden. Des welteren wurde vermutet, dass ABA durch Bindung des Phyto-
hormons an den Antikérper unzuganglich fir enzymatischen Abbau wird. Hemmung des
ABA-Abbaus wéae sowohl durch Akkumulation der antikdrpergebundenen ABA im ER ds
auch aus gerischen Grinden durch Antikérperbindung mdglich. Phillips et d. (1997) zeigten,
dass augechende AntikOrpermengen exprimiet wurden, um die endogene ABA-Menge
durch Antigen Antikorperkomplexbildung in Samen zu kompengeren.
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Auch in unseren Versuchen wurden die Expresson des anti-ABA scFv (Abb. 17) und der
endogene ABA-Gehdt in unterschiedlichen Zdlkulturgadien besimmt (Abb. 23). Anti-ABA
scFv-Akkumulation wurde in dlen  untersuchten  Zdlkulturstadien der  Linie  RAPAQ/7
nachgewiesen. Padld zum ABA-Gehdt dieg auch die akkumuliete  Antikorpermenge
wdahrend der frihen Embryogenese an. Die spezifische Bindung von ABA an den im ER
lokdiserten Antikdrper fihrt zur Fixierung von ABA im ER, wodurch es zu ABA-Mangd in
anderen  Zdlkompartimenten kommen kann (Artssenko et d. 1995). Obgleich in groler
Menge vorhanden, wird intrazdlul&rer ABA-Mangd sgndisert.

Da ABA-Gehdte der Zdlstrukturen und Samengtadien der transgenen Kontrolllinie Np9-41/4
gch nicht vom Wildtyp unterschieden, ist ene durch Transgenexpresson verursachte Ver-
anderung des ABA-Gehdtes auszuschliessen. Die erhdhten ABA-Gehdte in Zdlstrukturen
der anti-ABA scFv exprimierenden Linie and auf den durch Immunmodulation bedingten
ABA-Mangd zurtickzuftihren.

Unabhdngig von Diffeeenzen im ABA-Gehdt der Zdldrukturen der differenten
Embryogenessysteme nahm der ABA-Gehdt in dlen untersuchten Linien im Verlauf der in
vitro Kultivierung zu. Da Protoplasten nicht selbst ABA synthetiseren (Loveys und Robinson
1987, Lahr und Raschke 1988), wird ABA de novo in Abhangigkeit von der somatischen
Embryoentwicklung synthetisert. ABA-Synthese wurde auch in somatischen Embryonen der
Mohre (Kamada und Harada 1981, Hatzopoulos et a. 1990) und des Weins (Ragasekaran et
al. 1982, Faure et . 1998) nachgewiesen.

Die kortinuierliche Zunahme des ABA-Gehdtes im Velauf der in vitro Embryokultur
Siegdte die Vednderung des ABA-Gehdtes wédhrend der Samenentwicklung nicht wider.
Dea ABA-Gehdt im Samen dieg zunéchst dragstisch an und fiel wéhrend der Samenreifung &b
(Black 1991, Rock und Quatrano 1995). Die kontinuierliche Zunahme des ABA-Gehdtes in
unseren somatischen Embryogenesesystemen i eher mit dem ABA-Metabolismus von in
vitro kultivierten unreifen Embryonen vergleichbar (Faure et a. 1998). Kamada und Harada
(1981) die htchsten ABA-Gehalte in globuléren Stadien somatischer Embryonen der Mohre.

Somatische Embryonen von Nicotiana plumbaginifolia enthidten deutlich weniger ABA
ds Samen. Unterschiede im ABA-Gehdt zygotischer und somatischer  Embryonen wurden
auch von Rgasekaran e d. (1982) und Faure et d. (1998) beschrieben. Da fur Nicotiana
plumbaginifdia die Isolaion zygotischer Embryonen nicht moglich war, konnte der ABA-
Gehdt zygotischer und somatischer Embryonen nicht verglichen werden. Aus dem ABA-Ge
hdt des Samens snd Rickschlisse aff den ABA-Gehdt des Embryos nicht zu ziehen, da
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ABA in unterschiedlichen Geweben des Samens lokdisert is (Hocher et d. 1991, Xu « 4.
1990).

ABA-Mangd wahrend der in vitro Zdlkultur wurde im genetischen Ansaz unter
Vewendung der Mutanten durch Andyse der ABA-Mengen dokumentiert. Dass auch
Immunmodulation ABA-Mangel bewirkte, wurde indirekt anhand von Morphogenese, Ultra
druktur und biochemischen Parametern im Verglech mit ABA-defizienten Mutanten, fluri-
donbehandeltem Wildtyp und unbehandd ten Wil dtypkulturen nachgewiesen.

45. ABA-Mangel - Morphogenese, Ultrastruktur und Regener ationseffizienz somati-

scher Embryonen

Zdlgrukturen friher Embryogenesestadien des Wildtyps und der transgenen Kontrolle
waren durch kleine cytoplasmareiche Zedlen in gerichteter Anordnung gekennzeichnet und
zeigten somit typische Merkmae embryogener differenzierender Zdlstrukturen (Abb. 12, 13;
Halperin und Wetherell 1964, Komamine et ad. 1990, Toonen et a. 1994, Emons 1994). Auch
Hdperin und Wetherdl (1964) beschrieben die somatische Embryoentwicklung der Mohre
durch geordnete Zdlteilungen unter Reduktion des Zdlvolumens dhnlich dem Muder der in
situ Embryogenese.

Im Gegensaiz dazu waren Zdldrukiuren der anti-ABA scFv exprimierenden Linie, der
ABA-Mutanten und des fluridonbehanddten Wildtyps aus grof3volumigen Zdlen zusammen
gestzt, die lose ungerichtete Zdlverbdnde mit phyllopodium-&hnlichen Auswiichsen bildeten
(Abb. 12, 13). Diese fir embryogene Strukturen untypischen Charekteristika snd vergleich
bar der Entwicklung undifferenzierter Zdlsrukturen. Haperin und Wetherdl (1964) zeigten,
dass Zdlklugerbildung in  undifferenzietem  Kadlus durch zufdlige Orientierung  der
neugebildeten Zdlwande be nachfolgender VergroRerung der Tochterzdlen gekennzeichnet
war.

Zdldrukturen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie enthidten am 50. Kulturtag nur
wenige oder keine embryogenen Zdlen (Abb. 12). Furidonbehandelte Wildtypstrukturen
wiesen ebenfdls keine embryogenen Zdlen zu diesem Entwicklungszeitpunkt auf. Uberein-
gimmend mit diesen Daten fanden auch Nickle und Yeung (1994) starke Reduktion der An-
zahl merigematischer Zdlen im Sprosspol von M éhrenembryonen nach Huridonbehandlung.

Die Zdlen ABA-defizienter Strukturen waren grof3er und expandierten stérker as Zdlen in
Wildtypstrukturen. Bereits 1972 zeigten de la Torre e d., dass ABA die Zdlgrole beein-
fluss. Nach ABA-Applikation im Konzentrationsbereich 10° und 10'M war die ZdlgroRRein
Allium cepa Wurzeln bis zu 50% reduziert. Da die Zdlwand limitierender Faktor der Zellex-
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panson ist (Lindsey und Topping 1993, de Jong et d. 1993, Emons 1994), kann eine Verrin-
geung der Zdlwandrigiditd unter ABA-Mangd angenommen werden. Der ABA-Einfluss
auf die Zdlwand wurde durch Schopfer et a. (1979) und Schopfer und Plachy (1984, 1985)
untersucht. Wéhrend der Kemung zygotischer Embryonen is die ABA-Konzentration
niedrig. Dadurch wurde die Auflockerung der Zdlwand und die Erhthung ihrer Permesbilitét
gefordert, das Zdlvolumen gieg durch Wasseraufnahme. Durch exogene ABA-Applikation
wurde die Permegbiliserung der Zdlwand reduziert. So erzidten Raeshekar et d. (1996)
durch exogene ABA-Applikation Verénderungen der Zdlwande in Zdlkulturen und Bléttern
von Wein und Apfe, die erhohte Frosttoleranz bewirkten.

Der ABA-Gehdt in Protoplasten des Wildtyps und der Kontrolllinie Np9-41/4 war niedrig.
Protoplasten der ABA-Biosynthesemutanten  enthidten  noch  geringere ABA-Mengen,
RAPA4Q/7-Protoplasten  jedoch hohe ABA-Mengen (Abb. 23). Geringe ABA-Gehdte
begingigen sowohl die Initiation zygotischer Embryogenese (Xu et d. 1990, Black 1991,
Hocher e da. 1991, Rock und Quatrano 1995) ds auch Initiation und Differenzierung
somatischer  Embryonen (lvanova et d. 1994). De niedrige endogene ABA-Gehdt in
Protoplasten des Wildtyps und der transgenen Kontralllinie bewirkte Initiation von
Zdlteilungen und Differenzierung somatischer  Embryonen. Protoplasten der ABA-
Biosynthesemutanten mit geringerem  ABA-Gehdt tellten sch ebenfdls, differenzierten aber
nicht zu kompakten embryogenen Zdlsrukturen. Auch Protoplasten der anti-ABA scFv
exprimierenden Linie entwickdten sch zu kalGsen Zdldrukturen, obglech hohe ABA-
Mengen vorhanden waren. Dieser Befund wird so interpretiert, dass ABA durch Bindung an
den Antikorper nicht funktiondl wirksam war, sondern Mangel an physologisch aktiver ABA
vorlag. Unter ABA-Mangdbedingungen wa  die Differenzierung von Protoplasten  zu
kompakten somatischen Embryonen nicht aoer die Initiation von Zellteilungen gestort.

Durch ultrastrukturelle Anayse der Zdlgrukturen des Wildtyps und der Linie RAPAO/7
am 50. Tag der in vitro Kultivierung wurde gesteigerte Vakuoliserung der Zdlen in RAPAO/7
Strukturen im Vergleich zu Wildtypzellen nachgewiesen. Veadékte Vakuoliserung in Moh
renembryonen wurde auch von Nickle und Yeung (1994) nach ABA-Biosynthesshemmung
durch Huridon gefunden.

ABA-defiziente Zdldrukturen der Linie RAP40/7 und der ABA-defizienten Mutanten
regenerierten spéter ds Wildtypembryonen (Abb. 14). Furidonbehandelte Wildtypstrukturen
regenerierten Uberhaupt nicht, doch konnte nach Langzeitkultivierung Xylemdifferenzierung
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Hatzopoulos et d. (1990) berichteten, dass ABA-
Defizienz bedingt durch Huridonapplikation die somatische Embryogenese bet Mohren ver-
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zOgerte, ohne die Lebendéhigket der Zdlen herdbzusetzen. In zygotischen Maisembryonen
konnte die Entwicklung dadienspezifiscch durch Huridon gehemmt werden (Fong e 4.
1983b).

Der Einfluss von ABA-Mangd auf die Anzahl sch entwickender Embryonen lief3 sch ant
hand der Regenerationseffizienz ermitteln. Literaturdaten zur Regenerationseffizienz  variieren
dark in Abhangigkeit von der Pflanzenat und der Kultivierung der somatischen Embryonen.
Nitsch (1969) erreichte 67% Regenerationseffizienz in Androgenese-Kulturen von Tabak. Fir
somatische Embryogenesesysteme der Mohre wurden 0,2-2% (Toonen et a. 1994, de Vries et
al. 1988, de Jong et d. 1993) jedoch auch 85-90% (Komamine et a. 1990) Rege
nerdionseffizienz ezdt. Die Regeneationseffizienz der von uns untersuchten Linien lag
zwischen 4,0 und 18,6%. ABA-ddfiziente und tranggene Linien haten ene veringerte
Regenerationseffizienz  im  Veglech zum  Wildtyp. Demzufolge hetten  sowohl  ABA-
Defizienz, ds auch Tranggeneqresson Einfluss auf die Embryoentwicklung. Die
Veringerung der Regenerationseffizienz nech  Huridonbehandlung  kénnte  durch  ABA-
Mange, 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 fluridonbehanddten Wildtyps vergleichbare
Charakterisika zeigte, wird geschlussfolgert, dass vorrangig ABA-Mangd die Ursache fir

die morphogenetischen Veranderungen war.

4.6. ABA-Mangel —biochemische Parameter somatischer Embryonen

Der Einfluss von ABA-Mange auf die Entwicklung somatischer Embryonen konnte durch
biochemische Parameter charekterisert werden, die Abhédngigkeit von Differenzierungspro-
zessen aufwelsen und durch ABA in zygotischen Embryonen beanflust werden. Dazu
gehdren Speicherstoffakkumulation und —verteillung (Thorpe und Murashige 1969, Crouch
1982, Shoemaker et a. 1987, Keller et a. 1988, Sreedhar und Bewley 1998), Pigmentgehdt
und —zusammensstizung (Le Page-Degivry 1987, Rock et d. 1992, Phillips et a. 1997) und
Akkumulation und Induzierbarkeit kleiner Hitzeschockproteine (Kanabus et a. 1984,
Zimmermann et a. 1989, Waters et d. 1996, Leps 1998). In Zdlstrukturen der transgenen
Linien RAP40/7 und Np9-41/4 wurde die Antikorperakkumulation in Abhdngigkeit vom
Embryogenesestadium untersucht.

Alle untersuchten Strukturen akkumulierten Stéarke am 21. und 50. Tag der in vitro Kulti-
vierung. Zdlgrukturen der immunmodulierten Linie RAPAQ/7, der ABA-Biosynthessmutante
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abal und des fluridonbehanddten Wildtyps enthidten weniger Sté&rke as der unbehanddte
Wildtyp. Akkumulation von St&ke in somaischen Embryonen wurde in  verschiedenen
Embryogenesesystemen gezeigt (Haperin und Wetherell 1964, Thorpe und Murashige 1969,
Hara et d. 1985, Srinivasan und Vas| 1986, Keler et a. 1988, Ross und Murphy 1993, Faure
et a. 1994, Krochko et a. 1994, Sreedhar und Bewley 1998). Dabei steigerte exogene ABA-
Applikation die St&rkespeicherung in somatischen Embryonen (Fuji et d. 1990, Etienne et d.
1993a, Courty et a. 1997). In unseren Untersuchungen Korrelierten endogener ABA-Mangd
und verringerte Stérkespeicherung. Das Mudgter der Stérkeskkumulation in Zelstrukturen der
immunmodulierten  Linie, der  ABA-defizienten Mutanten und des  fluridonbehandeten
Wildtyps war &hnlich. Folglich fihrte ABA-Mangd zur Verringerung der Stérkeskkumula-
tion.

Synthese und Akkumulation von Reserveproteinen sind nicht nur spezifische Charakteris-
tika for die Refung zygotischer Embryonen (Kermode 1990, Bewley und Black 1994)
sondern auch wichtige Kriterien zur Bewertung der Quaité somatischer Embryonen (Crouch
1982, Dahmer et d. 1992, Sreedhar und Bewley 1998). Wahrend Samen dler untersuchten
Linien Reserveproteine erst nach der Embryodifferenzierung speicherten (Abb. 28), wurden
ge in somaischen Embryonen bereits im globuléren Stadium  synthetisert (Daten  nicht
gezeigt). Dabel wurden die Resarveglobuline in somatischen Embryonen in deutlich geringe-
ren Mengen ds im Samen akkumuliert. Das frihe Auftreten und die geringe Akkumulation
von Reserveglobulinen in somatischen Embryonen beschrieben auch andere Autoren (Crouch
1982, Shoemeker e d. 1987). In Samen der immunmodulierten Linie wurden deutlich
gearingere  Resarveproteinmengen  nachgewiesen  (Abb.  29). Durch higtologische  Unter-
suchungen konnte gezeigt werden, dass RAPAO/7 zygotische Embryonen im Vergech zum
Wildtyp weniger intakte ,protein bodies* enthidten, die nur in den auleren Zdlschichten des
Embryos lokaisert waren (Abb. 26a). Da der CaMV 35S-Promotor in Samen aktiv i, und
ABA auch im Samen durch den akkumulierten anti-ABA scFv (Abb. 32) spezifisch gebunden
wird, kann von ener Veringerung der Speicherproteinakkumulation durch ABA-Mangd
dhnlich der Stuation bel samenspezifischer scFv-Expresson ausgegangen werden (Phillips et
a. 1997, Leps 1998). Die Degeneration der ,protein bodies* in inneren Zdlschichten des
Embryos deutet darauf hin, dass aufgrund der gesteigerten CaMV 35S-Promotoraktivitdt in
merigematischen Geweben (Dudits et d. 1991), die hochgten anti-ABA scFv-Mengen im
Sprossapex akkumuliert werden und in dieser Region ABA-Mange verursachen konnten. Im
Gegensatz zu Befunden von Zeevaat und Credman (1988), die keine Unterschiede in der
Reserveproteinakkumulation zwischen Arabidopsis thaliana Wildtypsamen und Samen der
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ABA-ddfizienten Mutante abal fanden, enthidten Samen der Nicotiana plumbaginifolia
ABA-ddfizienten Mutante aba2 geringere Resarveglobulinmengen ds  Wildtypsamen. In
Embryonen der ABA-Biosynthessmutanten abal und aba2 wurden keine intakten ,protein
bodies* gefunden (Abb. 26b). Vermutlich war ABA-Mangd in Samen der immunmodulierten
Line und de ABA-defizienten Mutante aba2 fir Storungen be der Bildung der
Speicherorgandlen und die Reduktion der Akkumulation der Speicherproteine verantwortlich.

In zygotischen Embryonen der ABA-Biosynthessmutante abal wurde eine verdnderte
Kontragtierung der Lipidvakuolen gefunden, die en Indiz fir ene verdnderte Zusammenset-
zung der Lipide ig. Da die Molybdancofektormutation in abal nicht nur die ABA-Alde-
hydoxidase, sondern mit der Nitratreduktase auch Enzymektivitdeen des Stickgtoff-
Stoffwechsdls  betrifft, konnte die verdndete Lipidzusammensstizung auf ene ABA-
unabhéangige Stoffwechsa térung zuriickzufihren sain.

Wie die Akkumulation von Speicherdtoffen it auch das Auftreten kleiner Hitzeschockpro-
teine (shyp) typisch fir spdte Stadien der Samenentwicklung (Waters et a. 1996). Diese wer-
den im zygotischen Embryo entwicklungs- und stressabhéngig exprimiert (Wehmeyer und
Viegling 2000) und snd in somaischen Embryonen dadienabhdngig durch Hitzeschock
induzierbar (Zimmermann et d. 1989). Deshdb wurden Induktion und Expression kleiner
hsp’s wahrend der somatischen Embryogenese untersucht.

Unabhéngig vom Phénotyp konnte in alen Stadien der somatischen Embryogenese des
Wildtyps und der ABA-defizienten Linien kene hsp-Expresson auf Proteinebene gefunden
werden (Abb. 21). Im Gegensatz dazu wurde in somatischen Embryonen von Luzerne
(Gyorgyey et d. 1991) und Picea glauca (Dong und Dungan 1996) entwicklungsregulierte
Akkumulation der mRNA kleiner Hitzeschockproteine nachgewiesen. In unseren somatischen
Embryonen von Nicotiana plumbaginifolia wurde die mRNA-Akkumulgtion der kleinen
hsp's nicht untersucht. Hspl7-Proteinakkumulation war nicht nachweisbar, da se moglicher-
weise optimaere Embryogenese efordert und das entsprechende Entwicklungsstadium nicht
untersucht wurde. Vermutlich i der Nachwels ein Mengenproblem, da in konzentrierten
Zdlkulturextrakten (Proteinanreicherung durch  Acetonfdlung) enes spden Embryogenese
dadiums der transgenen Linie Np9-41/4 geringe hspl7-Akkumulation gefunden wurde
(Daten nicht gezeigt).

In Samen wurde hspl7 in spédten Stadien akkumuliert (Almoguera und Jordano 1992, Coca
et a. 1994, zur Nieden et a. 1995, Waters et d. 1996, Wehmeyer et a. 1996, Almoguera et
a. 1998). Die entwicklungsregulierte hsp-Akkumulation setzte in Nicotiana plumbaginifolia
Samen erst nach 20 bzw. 24 DAP in Abhéngigkeit von den Kulturbedingungen und der unter-
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suchten Linie en (Daen nicht gezeigt) und korrdierte nicht mit der friher beginnenden
Reserveglobulinakkumulation (Abb. 28). Die akkumulierte hspl7-Menge war in abal-Samen
geringer und in aba2-Samen grofier ds im Wildtyp. Wehmeyer et d. (1996) fanden keine
Unterschiede in der hgpl7-Expresson in Samen des Arabidopsis thaliana Wildtyps und der
ABA-ddfizienten Mutante abal (entspricht der Nicotiana plumbaginifolia Mutante aba2).
Dagegen fand Leps (1998) auf mRNA- und Proteinebene verringerte hspl7-Expression in
Tabak-Embryonen von Pflanzen mit samenspezifischer  ABA-Immunmodulation. Derzet ig
nicht klar, wie ABA-Mangd auf die hgpl7- Akkumulaion im Samen wirkt.

Die Expresson der klenen Hitzeschockproteine efolgte in  Embryonen auch
dressnduziert (Nover 1991). Protoplagtierung und Zelkulturbedingungen fihrten in unserem
System jedoch nicht zur stressinduzierten hsp- Synthese (Abb. 20).

Um zu prifen, ob dch hsp-Induzierbarkeit wahrend der Embryoentwicklung (Fitto et 4.
1983, Kanabus et d. 1984, Zimmermann et a. 1989) unter ABA-Mangdbedingungen veran
dert, wurden Zdlkulturstadien dler untersuchten Linien einem Hitzedress ausgesstzt. Die
Induzierbarkeit der kleinen Hitzeschockproteine verdnderte sch wahrend der in vitro Em
bryogenese in Abhéngigkeit vom Zdlkulturdadium und von der untersuchten Linie Eindew
tige Korreation zwischen Hitzeschockantwort und ABA-Mangd konnten jedoch nicht gefun-
den werden. Fir diese Aussagen wéren quantitative Bestimmungen und Andyse des hgp-
Isoformenmusters erforderlich (Pitto et d. 1983, Waters et a. 1996).

Die Expresson des anti-ABA scFv in RAP40/7 und des anti-Oxazolon scFv in Np9-41/4-
Zdlgrukturen konnte wéhrend der somatischen Embryogenese verglechend andysert 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). Wéhrend der frihen somatischen Embryogenese nahm die scFv-Expresson zu,
ereichte zwischen 21. und 28. Kulturtag ihr Maximum und nahm danach wieder ab. In Pflan
zen wurde die hochste Expresson wahrend der Blitenentwicklung gefunden (Abb. 18). Auch
Dudits et d. (1995) fanden, dass die CaMV 35S-Promotoraktivitét in dch telenden Zelen
somatischer Embryonen von Medicago sativa am stérksten war. Offenbar ist der CaMV 35S
Promotor  entwicklungsreguliert, sodass entwicklungsabhéngig unterschiedliche  scFv-Mengen
akkumuliert wurden.

Die Expresson des anti-ABA scFv schwankte vor dlem in spdten Stadien der Linie
RAP40/7 gak, wahrend in anti-Oxazolon scFv exprimierenden Zdlkulturstadien zwischen
den individudlen Kulturansdtzen deratige Schwankungen nicht gefunden wurden. Diese
Vaidion der akkumulierten anti-ABA scFv-Menge kann durch mehrere Faktoren verursacht
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werden. Zdlgrukturen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie zeigten wéhrend der in vitro
Kultivierung enen typischen ABA-Mangdphanotyp, wahrend sch  anti-Oxazolon scFv
exprimierende  Zdldrukturen  wie der Wildtyp  entwickdten.  Entwicklungsregulierte
Expresson des antti-ABA scFv unter CaMV  35S-Promotorkontrolle kénnte demzufolge die
Urssche san. Auch Huridonbehandlung von Np9-41/4-Kulturen fihrte zu  verénderter
Morphogenese und zur drastischen Abnahme der akkumulierten Antikdrpermenge (Abb. 17).
Die Ergebnisse weisen daraufhin, dass die Schwankungen in der Antikodrperakkumulation auf
Entwicklungsdifferenzen somatischer  Embryonen zurlickzufihren waren, die aus dem ABA-
Mange resultierten.

ABA-Mangd hatte enen deutlichen Einfluss auf die Pigmentakkumulation sowohl in sp&
ten Stadien der somatischen Embryogenese ds auch in Samen. Zdlkulturstadien des Wildtyps
bildeten am 50. Kulturtag deutlich mehr Chlorophyll und Carctinoide ds Zdlstrukturen der
immunmodulierten Linie und der ABA-defizienten Mutanten (Abb. 24, 25). Diese Unter-
schiede im  Chlorophyll- und Carotinoid-Gehdt gimmen mit  den morphogenetische
Entwicklungdifferenzen der  Embryosysteme  Uberein.  Wildtypembryonen snd zu diesem
Zeitpunkt welter differerziert und regenerieren friher ads Embryonen der immunmodulierten
Linie und ABA-defizienten Mutanten abal und aba2.

Die Catinoide Zeaxanthin, Neoxanthin und Violaxanthin sind neben ihrer Funktion fir
die Photosynthese auch Vorsufen der ABA-Biosynthese (Zeevaat und Credman 1988,
Liotenberg et al. 1999, Cutler und Krochko 1999). Da der ABA-Gehdt somatischer Embryo-
nen (Abb. 23) jedoch wesentlich niedriger ds der Zeaxanthin, Neoxanthin- bzw. Viola-
xanthin-Gehalt war (Abb. 25), ig en Zusammenhang zwischen ABA und Carctinoid-Gehdt
nicht herzugellen.

Samen der immunmodulierten Linie RAPA0/7 und der ABA-ddfizienten Mutante abal
akkumulierten mehr  Chlorophyll  ds  Wildtypsamen. Erhohte  Chlorophyll-Gehdte wurden
auch durch Phillips et d. (1997) in Samen tranggener Pflanzen gefunden, die den anti-ABA
schv samenspezifisch exprimierten. Le Page-Degivry e d. (1987) fanden Akkumulation von
Chlorophyll in in vitro kultivieten unrefen Apfdembryonen, in denen der ABA-Gehdt
durch Isolation und nachfolgender in vitro Kultivierung abfid. In Blétern der ABA-
defizienten Arabidopsis thaliana Mutante abal wurden mehr Chloroplasten gefunden ds in
Wildtypbl&ttern. Die Zunahme von Chlorophyll a in Samen korrdiete mit den reduzierten
ABA.-Gehdten durch Mutation oder Immunmodulation (Phillips et d. 1997).
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4.7. ABA-Applikation - ABA-Gehalt, M or phogenese, Ultrastruktur und Regenera-

tionseffizienz somatischer Embryonen

Wurden die morphogenetischen und biochemischen Unterschiede somatischer  Embryonen
der immunmodulierten Linie RAPA0/7 und der ABA-Biosynthesemutanten durch ABA-Man+
ge verursacht, sollte ihre Entwicklung durch exogene ABA normdisert werden.

Voraussetzung daflr ig die Zunahme des ABA-Gehdtes der Zdlgtrukturen nach ABA-
Applikation. Zdlgrukturen dler untersuchten Linien akkumulierten nach ABA-Applikation
gonifikant mehr ABA ds unbehanddte Strukturen wie auch von anderen Autoren beschrie-
ben (Ivanovaet d. 1994, Linosser et a. 1997).

In frihen Entwicklungsstadien zeigten Wildtypzdlkulturen nach ABA-Appliketion keine
deutlichen morphogenetischen Unterschiede im Vergleich zu unbehanddten Kulturen. Dent
noch konnten unterschiedliche Effekte beobachtet werden. Bis zum 28. Kulturtag flhrte
ABA-Appliketion zu geringfligig verbessartem Wachsdum. In spédieren Stadien wurde das
Wachstum dagegen verzogert. Nur wenige Embryonen bildeten Sprosspole.

Die fordernde Wirkung einer ABA-Applikation in geringen Konzentrationen auf Wachs-
tum und Differenzierung wurde ebenfdls durch andere Autoren beschrieben (Kochkar 1979,
Kamada und Harada 1981, Carman 1988, Etienne et a. 1993b, Li und Wolyn 1995, Dunstan
et a. 1998, Saunders und Tsa 1999, Fernando und Gamage 2000). Auch fir isolierte
zygotische Embryonen konnte der wachsumsférdernde Einfluss von ABA  auf  frihe
Embryogenesestadien gezeigt werden (Ackerson et a. 1984).

Weachstumshemmung somatischer  Embryonen i von der ABA-Konzentration (Nitsch
1969, Kochkar 1979, Qureshi et a. 1989, Slawinska und Obendorf 1991, Perl et al. 1995,
Tetteroo et d. 1995b) und dem Applikationszeitraum (Tokuji et a. 1995, Tetteroo et 4.
19958, Fernando und Gamage 2000) abhdngig. In spden Stadien der Embryogenese von
Nicotiana plumbaginifolia Wildtypembryonen wirkte exogene ABA hemmend aif die weltere
Entwicklung, da der ABA-Gehdt in diesen Strukturen offenbar Uberoptima fir diese
Entwicklungsstuation is. Cvirkova e da. (1998) fanden, dass somatische Embryonen, die
Pflanzen regenerieren, weniger ABA enthidten ds nichtregenerierende  Embryonen. Die
Hemmung der Sprosshildung ABA-behandelter Wildtypkulturen konnte somit den Ubergang
in enen der spdten zygotischen Embryogenese dhnlichen Ruhezustand bedeuten, da wéhrend
der Samenentwicklung hthere ABA-Gehdte Samenrefe und —ruhe induzieren (Black 1991,
Rock und Quatrano 1995).
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In Zdlkulturen der anti-ABA scFv exprimierenden Linie und der  ABA-defizienten
Mutanten bewirkte ABA-Applikation Normdiserung der somatischen Embryoentwicklung.
Wie in Wildtypzdlkulturen traten kompekte Zdlstrukturen auf, die aus klenen Zdlen in
gerichteter Anordnung gebildet wurden (Abb. 11, 12). Die Zdlstrukturen enthidten am 50.
Kultutag embryogene Zentren aus cytoplasmareichen Zdlen, die nur wenig vakuolisert
waren (Abb. 13). Damit wiesen die Embryonen der immunmodulierten Linie und der ABA-
Oefizienten Mutanten Linien nach ABA-Applikation die typischen Merkmae embryogener
Strukturen auf, die durch Haperin und Wetherell (1964), Komamine et d. (1990), Toonen et
d. (1994) und Emons (1994) beschrieben wurden. Nickle und Yeung (1994) fanden einen
andogen Effekt von exogener ABA auf die Entwicklung von Mohrenembryonen. Sprosspole
enthidten mehr merigematische Zelen, die cytoplasmareich und wenig vekuolisert waren.
Wédhrend exogene ABA in diesem Sysem offenbar fir normde Entwicklung von
Wildtypembryonen erforderlich war, entwickdte sch der Nicotiana plumbaginifolia-Wildtyp
mit oder ohne ABA-Applikation sehr &hnlich. Die durch Nickle und Yeung (1994)
beschriebenen Effekte konnten jedoch an ABA-defizienten Linien nach ABA-Applikation
beobachtet werden. Auch Orr e d. (1986) fanden in Untersuchungen zur Induktion der
Frodtoleranz in  Zdlkulturen von Brassica napus, dass ABA-behanddte Zdlen klenere
Vakuolen besal3en.

In Zdlkulturen der immunmodulierten Linie und der ABA-defizienten Mutanten fihrte
ABA-Applikation zum Ubergang von ungerichtetem zu gerichtetem Wachstum und Embryo-
genese. Diese Wirkung von ABA konnte durch Ammirato (1974) nach ABA-Komplementa
tion von Kimmedwildtypkulturen nachgewiesen werden. Vermutlich ist der Effekt der ABA-
Applikation abhdngig von ABA-Sendtivitdé und ABA-Gehdt, die in Embryonen unter-
schiedlicher Pflanzenspezies different Sind.

Nicht dle Zdldrukturen der ABA-defizienten Linien zeigten nach ABA-Applikation enen
homogenen normaisierten Phdnotyp. Das Auftreten von Ubergangsformen war unter ande-
rem auf Abnahme der Zdlgruktursynchronitédé mit zunehmendem Kulturdter (Zimmermann
1993) zurtickzufiihren, von der auch andere Autoren berichteten (Keler et ad. 1988, Hatzo-
poulos et d. 1990, Wurtele et a. 1993, Linosser et d. 1997). So konnten biochemische Ana-
lysen haufig erst nach Fraktionierung des Zelkulturmaterias durchgeftinrt werden.

Embryonen der immunmodulierten Linie RAP40/7 und der ABA-dOdfizienten Mutanten
regenerierten nach Normaiserung durch ABA wie der unbehandelte Wildtyp (Abb. 14). Die
Regenarationseffizienz  der anti-ABA  scFv  exprimierenden  Linie nach  ABA-Behandliung
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unterschied sch kaum von unbehandelten Strukturen, sodass ABA-Applikation zwar die
Quadlitét nicht aber die Quantitét der entwickelnden Strukturen beeinflusste.

In Wildtypzdlkulturen war der endogene ABA-Gehdt in Protoplasten und friher embryo-
gener Stadien wahrschenlich ausreichend, um Embryogenese- und Differenzierungsprozesse
anzuschalten, sodass exogene ABA die Entwicklung kaum verdnderte. Auch Faure et 4.
(1998) posulierten, dass der endogene ABA-Gehdt in frihen Sadien wichtig ig, um die
Entwicklung spéterer Stadien zu determinieren.

Nach ABA-Applikation differenzierten Zdlgrukturen der immunmodulierten Linie und
der ABA-ddfizieten Mutanten zu  wildtypdhnlichen  somatischen Embryonen  und
regenerierten zetgleich mit Wildtypembryonen. Da das Kulturmedium einen sauren pH-Wert
aufwelst, kann exogene ABA durch pH-abhangige Diffuson (Kaser und Hartung 1981,
Hartung und Sovik 1991, Hendrix und Radin 1984, Hendrix et d. 1987, Dunstan et d. 1998)
bzw. trangportervermittelt (Dagter und Hartung 1993, Perras et d. 1994, Bianco-Colomas et
a. 1991) aufgenommen werden. Exogene ABA kann den endogenen ABA-Gehdt in
Zdlgrukturen der ABA-Biosynthesemutanten komplementieren und den genetisch  bedingten
ABA-Mangd ausgleichen.

Auch die Entwicklung von Zdlkulturen der immunmodulieten Linie konnte durch
exogene ABA normdiset werden, obwohl hohe ABA-Gehdte in dlen Zdlkulturgtadien
vorhanden waren. Exogene ABA kann zur Erhdhung des freilen ABA-Gehdtes fihren, da es
entweder in anderen Zedlkompartimenten akkumuliet wurde oder nach Absdtigung der
Bindungskapazitét des Antikorpers ds freie ABA vorlag. AulRerdem konnte exogene ABA
vor ihrer Komplexierung durch den Antikorper im ER durch hypothetische Rezeptoren im
Plasmdemma (Allan e d. 1994, Schultz und Quatrano 1997, Pedron et a. 1998) oder
Cytosol (Allan und Trewavas 1994) ekannt werden. Die Normadiserung der
Embryoentwicklung nach Kompensation des ABA-Mangds durch exogene ABA
demondtriert, dass physiologisch funktionelle ABA vorhanden war.

Die Normdiserung der Entwicklung der Zdlgrukturen der anti-ABA scFv exprimierent
den Linie und der Mutanten lésst den Schluss zu, dass ABA-Mangd fir die beobachteten
morphogenetischen Defekte verantwortlich war.

4.8. Zeit- und Konzentrationsabhangigkeit der ABA-Applikation

Das Zdlkulturmedium wurde mit ABA zu unterschiedlichen Zeten und mit unterschiedli-
chen Konzentrationen (1,5x10°M und 1,5x10°M) im Verlauf der in vitro Kultivierung komr
plementiert. Beide ABA-Konzentrationen fihrten nach Applikation zu Protoplasten (Tag 0)
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und zu Zdlgrukturen des 3. und 6. Kulturtages des Wildtyps und der ABA-ddfizienten
Mutanten zur Hemmung de Bildung somatischer Embryonen. Normdiderung der
Embryoentwicklung der ABA-defizienten Linien wurde nur durch Applikation von 1,5x10°M
(x)-ABA beginnend am 10. Tag der in vitro Kultivierung erecht. Die Konzentration von
1,5x10°M lag im Bereich der in der Literatur beschriebenen Werte (Nitsch 1969, Ammirato
1974, Kochkar 1979, Kamada und Harada 1981, Qureshi et a. 1989, Nickle und Yeung 1994,
Li und Wolyn 1995). Ein Zusammenhang von Embryoentwicklung und ABA-Konzentration,
Synchronitét der Zdlkultur und Osmolaritét des Kulturmediums wurde durch Tetteroo et d.
(19958) beschrieben. Daneben war sScher auch die unterschiedliche Sengtivitét differenter
Embryostadien gegeniber ABA von Bedeutung (Bewley und Black 1994). Diese Agpekte
gpiden auch im Hinblick auf die Wirkung anderer Hormone (endogen bzw. exogen) wéhrend
der Entwicklung somatischer Embryonen eine Rolle (Kochkar 1979, Kamada und Harada
1981, Etienne et a. 1993b, Ivanovaet al. 1994, Saunders und Tsai 1999).

Die frihe Embryoentwicklung des Wildtyps und der ABA-defizienten Mutaten wurde
durch exogene ABA gehemmt. Die Initiation der Embryogenese sowohl in  zygotischen
Embryonen (Xu et a. 1990, Black et a. 1991, Hocher et a. 1991, Rock und Quatrano 1995)
ads auch somatischen Embryogenesesystemen (lvanova e d. 1994) findet in Gegenwart
niedriger  ABA-Konzentrationen dett. Die beobachtete  Wachstumshemmung durch  héhere
ABA-Konzentrationen i eine Folge veringeter Zdltelungsaktivitdt und Zdlexpandon wie
durch Stewart und Smith (1972), de la Torre et d. (1972), Newton (1977), Schopfer et al.
(1979), Schopfer und Plachy (1984, 1985) und Robertson et a. (1990) gezeigt werden konnte.

Am 10. Kultutag lagen in Wildtypzdlkulturen bereits préglobulére Strukturen vor. In
Zdlkultursystemen der ABA-defizienten Linien wurde zu diesem Zeitpunkt der in vitro Kulti-
vierung der ABA-Mangdeffekt offendchtlich. ABA-Applikation ab 10. Kulturtag flhrte zur
Normdiserung der Embryoentwicklung der ABA-defizienten Linien. Auch andere Autoren
ereichten durch ABA-Applikation zu globuléren Embryonen optimdere
Embryoentwicklung, wahrend sowohl frihere Stadien (Kamada und Harada 1981) as auch
gpédtere Stadien (Nickle und Y eung 1994) weniger sensitiv auf ABA-Applikation reagierten.

Die mit dem 10. Kultutag ABA-defizienter Linien ermitteten Differenzierungsdefekte,
die durch ABA-Applikation kompendgerbar waren, machen deutlich, dass ABA Einfluss auf
friihe Embryogenessprozesse in diesem Entwicklungsstadium hatte.
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4.9. ABA-Applikation - biochemische Parameter somatischer Embryonen

Die Normdiserung der somaischen Embryoentwicklung ABA-defizienter Linien durch
ABA sollte auch durch die biochemischen Eigenschaften nachzuweisen sain.

ABA-behanddte Zdlgrukturen der immunmodulierten Linie zeigten am 21. und 50. Kul-
turtag eine dhnliche Dichte der Stérkekorner wie unbehandelte Wildtypstrukturen. Transient
akkumuliete St&ke wird in refenden zygotiscchen Embryonen in spéteren Stadien unter
Bereitstedlung von Kohlengoffgerigen fir Lipid- und Proteinspeicherung wieder abgebaut
(Koornneef und Karssen 1994, Bewley und Black 1994). Eine andoge Abnahme der Stérke
wurde in embryogenen Zentren von Wildtyp- und RAPA40/7-Zdlgrukturen gefunden. Demzu-
folge akkumulierten auch somatische Embryonen trandent Stérke, die in  nachfolgenden
Entwicklungsstadien metabolisert werden kann.

Aulerdem anderte sch in Wildtyp- und RAPA40/7-Zdldrukturen auch das Vertellungs-
mugter der Starkeskkumulation im Verlauf der in vitro Kultivierung. Wéhrend am 21. Kul-
turtag Stérkeskkumulation im Zentrum der Zelgtrukturen nachgewiesen wurde, zeigten elek-
tronenmikroskopische Aufnahmen von Zdlgrukturen des 50. Kulturtages Starke in Zdlen,
die das embryogene Zentrum umgeben. Auch Haperin und Wetherdl (1964) fanden, dass
Starkeakkumulation en typisches Mekmd von Kadludifferenzierung is. Thorpe und
Murashige (1969) bedétigten diese Ergebnisse an  Tabakkaluskulturen. Stérkespeicherung
wurde auch nach Induktion der Organogenese (Sprossbildung) nachgewiesen. Unmittelbar
vor Einsetzen der eigentlichen Differenzierung nahm die Menge der akkumulierten Stérke ab.

Stérkeskkumulation wurde auch von anderen Autoren zur Charakteriserung von Differen
Zierungsprozessen wahrend der somatischen Embryogenese herangezogen (Hara et d. 1985,
Srinivasan und Vasl 1986, Kdler et a. 1988, Ross und Murphy 1993, Faure et d. 1994,
Krochko e d. 1994, Sreedhar und Bewley 1998). Die Anderung des Verteillungsmusters der
Stérkeskkumulation zwischen 21. und 50. Kulturtag spricht dafir, dass in dieser Phase der
somatischen  Embryogenese  komplexe  Differenzierunggprozesse dattfanden. ABA-
Applikation zu RAPA40/7-Zdldrukturen fordet die Differenzierung  und  fihrte  auf
morphogenetischem und biochemischem Niveau zur Normdiserung der Entwicklung.

Sowohl in ABA-behanddten Zdldtrukturen der immunmodulierten Linie ds auch in unbe-
handelten Kulturen konnten Speicherproteine nachgewiesen werden. Ergebnisse der Wedtern
Blot Andysen lassen darauf schliel}en, dass ABA das Expressonsmuster der Untereinheiten
beainfluste (Daen nicht gezeigt). Differenzen in der Untereinhetenzusammensetzung der
Speicherproteine in unterschiedlichen Stadien der zygotischen Embryogenese wurden durch
Bewley und Black (1994) berichtet. Krochko e d. (1994) fanden verandertte
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Zusammensatzung, abnormade Prozesserung und Kompartimentierung der  Speicherproteine
in somatischen im Vergleich zu zygotischen Embryonen der Luzerne.

Die Akkumulation des anti-ABA scFv-Antikérpers nahm nach ABA-Behandiung zu.
Durch exogene ABA wurde die Embryoentwicklung normdisert, Zdldifferenzierungs-
prozesse liefen vermehrt ab. Da die CaMV 35S-Promotoraktivitét in sch teilenden Geweben
erhoht i (Dudits et d. 1995), wurden grofere anti-ABA scFv-Mengen akkumuliert. In
Np9-41/4-Kulturen traten diese Unterschiede nach ABA-Applikation nicht auf. Allerdings
verhidten sgch Np9-41/4-Kulturen unebhdngig von der ABA-Applikation morphogenetisch
wie Wildtypkulturen. Das unterschiedliche Expressonsverhdten von anti-ABA scFv und
anti-Oxazolon scFv exprimierenden  Zdlgrukturen ig indikativ fir die entwicklungsregulierte
scFv-Expresson unter ABA-Mangd bedingungen.

Kondtitutive Expresson der kleinen Hitzeschockproteine konnte in somatischen Embryo-
nen dler untersuchten Linien auch nach ABA-Applikation nicht nachgewiesen werden. Die
Induzierbarkeit der hspl7-Expresson war in dlen ABA-behanddten Strukturen hoher as in
unbehanddten Kulturen. Kanabus et a. (1984) fanden die hochste hsp-Akkumulation nach
Hitzestress in  Tabaksuspensionskulturen wéahrend der logarithmischen Wachstumsphase. Ein
Zusammenhang zwischen Entwicklungsstadium und Hitzeschockantwort wurde auch durch
Zimmermann e d. (1989) nachgewiesen. Vermutlich reegieren tellungsaktive und differen
zierende Zdlkulturen wesentlich empfindlicher auf Hitzestress Da erhohte Induzierbarkeit
kleiner Hitzeschockproteine erst nach ABA-Langzeitbehandlung entrat, ist dieser Phytohor-
moneffekt der FOrderung von Differenzierungsprozessen wéhrend der Entwicklung sométi-
scher Embryonen zuzuschreiben. Die erhohte hspl7-Akkumulation in Wildtypstrukturen nach
ABA-Applikation deutet darauf hin, dass ABA in gewisssm Umfang auch die Entwicklung
von Wildtypembryonen beanfluss.

Die Normdiserung der Entwicklung der somatischen Embryonen der immunmodulierten
Linie und der ABA-defizienten Mutanten nach ABA-Applikation spiegdt sch auch im Fg-
mentgehdt wider. So fid der Chlorophyllgehdt nach ABA-Behandlung bis zum 21. Kultur-
tag und war geringer ds in korrespondierenden unbehanddten Zelkulturstadien. In spéteren
Stadien (50. Kulturtag) nahm der Chlorophyllgehat jedoch zu. In Strukturen der ABA-dfi-
Zienten Linien wurden deutlich hohere Chlorophyligehdte ds in unbehanddten Strukturen
gefunden; die Werte ndheten dch den Wildtypchlorophyllgendten an. Die Abnahme der
Chlorophyllgendte bis zum 21. Kultutag unter ABA-Einfluss in der somatischen
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Embryogenese gimmt mit ener ABA-bedingten Hemmung der Chlorophyll- Akkumulation
wéhrend der Samenentwicklung Uberein (Le Page-Degivry et a. 1987). Nitsch (1969) selte
fest, dass nach Applikation von 10°M ABA im Torpedostadium der Embryonen von Nico-
tiana tabacum kein Chlorophyll gebildet wird. Der reduzierte Chlorophyllgehdt friher
embryogener Stadien nach  ABA-Applikation i damit charakterigisch  fir  den
Differenzierungsgrad  diessr  Strukturen.  Die  wildtypahnlichen Chlorophyllgehdte nach ABA-
Behandlung der ABA-ddfizienten Linien am 50. Tag der in vitro Kultivierung deuten darauf
hin, dass diese Strukturen zu diesem Zeitpunkt en &hnliches Differenzierungsstadium wie
unbehandelte Wildtypstrukturen erreicht hatten.

Aus den biochemischen Parametern ist zu schliel¥en, dass ABA nicht einen metabolischen
Schritt beainflust, sondern in den komplexen Differenzierungsprozess der  Embryogenese
engreift.

In den Untersuchungen wurde durch die engesetzten Methoden zur Charakteriserung der
Embryoentwicklung eindeutig nachgewiesen, dass durch Immunmodulation ABA-Mangd in
somatischen  Embryonen  ezeugt wird. Der  Einfluss von ABA auf frihe Embryo-
geneseprozesse konnte sowohl  durch  morphogenetische und  biochemische  Untersuchungen
ads auch durch die Normdiserbarkeit der Embryoentwicklung mittels ABA-Applikation in
enem frihen Entwicklungsstadium (10. Kulturtag) demondriert werden. Die angewandte
Methode erdffnet neue Mdoglichkeiten zur spezifischen Modulation von Hormoneffekten, da
die Funktionditdt von Hormonen durch réaumlich und zetlich determinierte Expresson enes
hormonspezifischen Antikorpers zu beainflussen ist.
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5.  Zusammenfassung

Im Rahmen de vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Abscisnsiure auf frihe
Prozesse der Embryogenese untersucht. Da frihe Stadien der zygotischen Embryogenese
experimentdl schwer zugéanglich and und ene zatlich, raumlich und mengenmddg definierte
Beanflussung des endogenen ABA-Gehdtes im komplexen Sysem Pflanze nicht zu
rediseren is, wurde das Experimentamoddl der somatischen Embryogenese von Nicotiana
plumbaginifolia fur die Untersuchungen gewahit.

ABA-Mangd kamn in embryogenese-kompetenten Zellen der in vitro Systeme gentech
nisch durch Immunmodulation der ABA-Funktion erzeugt werden, ist in den ABA-Biosyn
thesemutanten abal und aba2 genetisch fixiert oder wird biochemisch durch Behandlung der
Zdlkulturen mit dem ABA-Biosynthessinhibitor Huridon hervorgerufen.  Zielgerichtete
Beanflussung des ABA-Gehdtes wéhrend Zdlwachgum und -differenzierung igt  durch
ABA-Applikation in Abhéngigkeit von Zeat und Konzentration moglich.

Zur Immunmodulation der ABA-Funktion wurden homozygote transgene Nicotiana plum-
baginifolia Pflanzen (F2) hergestdlt, die enen anti-ABA Einzekettenantikorper (scFv) kon
ditutiv exprimierten und auf hohem Niveau im ER akkumulierten. Als Kontrolle fir mdgliche
Tranggeneffekte wurden transgere Nicotiana plumbaginifolia  Pflanzen (Np9-41/4) mit
Expresson enes scFv gegen en nicht-pflanzliches Hapten (Oxazolon) etabliert. Von in vitro
kultivierten Pflanzen der tranggenen Linien, der ABA-Biosynthesemutanten und des Wildtyps
wurden Mesophyllprotoplasten isoliet und Zelwachstum und -differenzierung  unter  defi-
nietem Hormonregime der somatischen Embryogenese durch morphogenetische  Kriterien
und biochemische Parameter charakterisert.

Durch Bestimmung des endogenen ABA-Gehdtes mittels ELISA konnte in Zdlstrukturen
der ABA-Biosynthessmutante im Veglech zum Wildtyp en ABA-Defizit nachgewiesen
werden. Zdldrukturen der immunmodulierten Linie RAPAO/7 enthidten entwicklungsabhan
gig 18-61x mehr ABA ds entsprechende Wildtypstrukturen. Kompensation der hohen ABA-
Menge durch Antikdrperbindung im ER wurde durch das hohe Niveau der anti-ABA scFv
Akkumulation in dlen Stadien der immunmodulierten Linie garantiert.

Durch vergleichende morphogenetische und biochemische Untersuchungen von  Zdl-
wachsum und -differenzierung der in vitro Kulturen der immunmodulierten Linie, der ABA-
Biosynthesemutanten und des fluridonbehanddten Wildtyps mit  Embryogenesesystemen  des
unbehanddten Wildtyp- bzw. der transgenen anti-Oxazolon scFv exprimierenden Linie wurde
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gezeigt, dass ABA-Mangd sowohl das Zdlwachdum ds auch -differenzierung in rddiv
frihen Phasen der Embryogenese beainflusst.

Im Gegensatz zu Embryogenesesysemen von Wildtyp und anti-Oxazolon scFv exprimie-
render Linie prégten Zdlgrukturen der immunmodulierten Linie wie der ABA-Biosynthese-
mutanten und des fluridonbehandelten Wildtyps einen ABA-Mangelphéanotyp aus, der durch
grolvolumige, abnorm geformte, stark vekuoliserte Zdlen charakterisert war, die zu unge-
ordneten Zdlverbdnden zusammentraten. Unter  ABA-Mangelbedingungen war die Regene-
rationseffizienz geringer ds in Wildtypkulturen. Sprossbildung trat verzigert en. Veringerte
Starke- und Pgmentakkumulation in Zdlstrukturen der ABA-ddfizienten Linien spiegdten
Differenzierungsunterschiede wider.

Applikation von (+)-ABA (1,5x10°M) ab 10. Kulturtag filhrte zur Normdisierung der
somatischen  Embryoentwicklung der  immunmodulieten Linie und der  ABA-ddizienten
Mutanten. Normaiserte Zdlgtrukturen unterschieden sch morphogenetisch und biochemisch
nicht sgnifikant vom Wildtyp. Die endogene ABA-Menge in den Zdlsrukturen war nach
ABA-Behandlung ggnifikant erhtht. Die Normdiserung der Embryoentwicklung durch exo-
gene ABA ig der Bewes, dass in Zdldrukturen der immunmodulierten Linie wie auch der
ABA-Biosynthesemutanten ABA-Mange die Ursache fur Differenzierungsunterschiede war.

Die Charekteriserung des Embryogenesesystems der transgenen anti-Oxazolon scFv
exprimierenden Linie zeigte, dass Transgenexpresson geingfligig die Regeneraionseffizienz
somatischer Embryonen nicht aber die Embryodifferenzierung beainfluss.

Wéhrend der Samenentwicklung bewirkte ABA-Mangd Abnormitéten in der ,protein
body“ Bildung und Anzahl, die sch auch in veringeter Speicherprotenakkumulaion in
Samen der ABA-Biosynthesemutanten aba2 und der immunmodulierten Linie widerspiege-
ten. Samen ABA-defizienter Linien hatten in spdten Stadien ein erhthtes Frischgewicht im
Vergleich zu Wildtypsamen. Aul3erdem wurden grof3ere Mengen Chlorophyll akkumuliert.

Durch die gewdhlten Versuchsstrategien konnte der ABA-Einfluss auf frihe Embryogene-
seprozesse nachgewiesen werden. Dabel e'wies sch die Immunmodulation ds geeignete Me-

thode zur Untersuchung der Hormonfunktion wahrend der Embryogenese.
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