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Kurzzusammenfassung

Stichworte: circadiane Rhythmik, Photomorphogenese, Temperatursignal

Fur die durchgefihrten Untersuchungen zum Einfluss der endogenen Uhr auf die
Photomorphogenese Hoherer Pflanzen wurden Plexiglaskammern fur die Pflanzenanzucht
entwickelt, die eine prazise Temperaturregulierung ermdglichten (x 0,1°C). Die Ergebnisse
zeigen, dass Pflanzen in der Lage sind, unter dem Einfluss geringer zyklischer
Temperaturanderungen wahrend kontinuierlicher Dunkelanzucht die Deetiolierung
einzuleiten. Ob der Temperaturwechsel ein-, zwei- oder zwdélfstiindlich erfolgte, ergab keinen
signifikanten Unterschied. Geringe Temperaturdnderungen beeinflussen deutlich auch die
Genexpression und die ,photomorphogenetische” Ontogenese von Pflanzen. Nach Anzucht
unter zyklischen Temperaturwechseln (12h/12h) erfolgte bei der untersuchten Gerste die
Induktion oder Synchronisation der endogenen Uhr. Es fanden eine zeitlich koordinierte,
circadian kontrollierte Pigment- (ChlorophylB-Carotin), mRNA- (LHCIl und SSU) und
Protein-Akkumulation (LHCII, D1, KF) statt.

Bei der Pigmentakkumulation lagen die Maxima zu Beginn der subjektiven Warmephase und
die Minima zu Beginn der subjektiven Kaltephase. Die mRNA-Maxima lagen in der Mitte der
subjektiven Kalteperiode und die Protein-Maxima von LHCII am Ende der subjektiven
Kihlephase, d.h. am Morgen zum Zeitpunkt maximaler Chlorophyllsynthese. Dagegen haben
D1 und KF (Kopplungsfaktor der ATP-Synthetase) Maxima zu Beginn der subjektiven
Kaltephase. SSU und ELIP zeigen auf Proteinniveau keine Rhythmik.

Die Akkumulationsmenge von mRNA und Protein war deutlich niedriger als bei Anzucht
unter L/D-Wechsel. Die Maxima lagen in der (subjektiven) Kiihlephase, wéhrend sie bei L/D-
Anzucht in der (subjektiven) Lichtphase lagen. Bei kiirzeren Temperaturwechseln (2h/2h) war
keine Rhythmik nachweisbar. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass eine
Rhythmik zwar induziert, die Uhr bei jedem Temperaturwechsel aber neu verschoben
(rickversetzt) wurde. Die Oszillationen kénnten in etiolierten Pflanzen und den 2h/2h-
Varianten auch durch weitere (Uhr-unabhéngige) Signaltransduktionswege verborgen werden.
Die Expression bei sowohl unter konstanten Bedingungen als auch unter 1h/1h- und 2h/2h-
Temperaturwechseln gewachsenen Pflanzen war niedrig. Moglicherweise wird ein sehr
empfindlicher Assay klarere Ergebnisse liefern. Im Gegensatz dazu zeigte sich nach Anzucht
im L/D-Wechsel (2h/2h) unter freilaufenden Bedingungen (D/D) Uber vier Perioden eine
Rhythmik bei der LHCII mRNA-Akkumulationt(= 4,4 h). Dies gibt einen Hinweis darauf,

dass moglicherweise auch bei kurzen Temperaturwechseln eine hier nicht nachgewiesene
Rhythmik induziert werden kann.

Die Bandbreite der Reaktionen und die Beschaffenheit und Dauer des Temperatursignals sind
in vielen Einzelheiten noch unklar. Der Terminus ,Photomorphogenese” muss allerdings neu
definiert werden. Einzelne Pflanzenarten reagieren sehr unterschiedlich auf
Temperaturwechsel. Die Grinde dafir sind noch nicht bekannt.

Aufgrund der Ergebnisse lasst sich die These, dass die Kopplung von Genexpression an die
Innere Uhr zu ,photomorphogenetischen* Wachstumsformen fihrt, nicht generalisieren.
Allerdings wurde gezeigt, dass Reaktionen der Uhr auf Temperatursignale der Pflanze
zusatzliche Informationen Uber ihre Umwelt liefern, die nitzlich fir Wachstum und
Entwicklung sein kdonnen. Die Mechanismen, Uber die Licht und Temperatur circadiane
Rhythmen beeinflussen, sind nicht aufgeklart. Die Annahme der Existenz verschiedener
Signalwege scheint sinnvoll. Wenn die Uhr eine ausschlaggebende Rolle bei der
Photomorphogenese spielt, so konnte diese Annahme mit dem hier benutzten Versuchsaufbau
nicht allgemeingtiltig belegt werden. Untersuchungen mit Mutanten der Inneren Uhr werden
vermutlich zu einem néheren Verstandnis fuhren, dabei ist das Augenmerk hauptsachlich auf
die Verwendung von monokotylen Pflanzen zu richten.
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For the investigations of the hypothesis that an induced circadian rhythm might release a
photomorphogenetic phenotype plexiglass chambers were developed to allow a precise
temperature adjustment during the plant growth (£ 0.1°C). The results show that plants can
perceive small temperature differences and process them similarly as light signals. Both
signals control and coordinate plant growth and the morphologic development to a
considerable part. Seedlings grown under cyclic temperature treatment (2:2 hrs, 12:12 hrs,
resp.) in the dark developed a de-etiolated phenotype. Temperature changes every two or
every twelve hours did not result in significant differences. Small changes of temperature
affected clearly the expression of genes and the ,photomorphogenetic* ontogenesis of plants.
Moderate cyclic temperature changes (12:12 hrs) induces circadian fluctuations on
chlorophyll and3-carotene accumulation, mRNA levels (SSU and LHC Il), and protein levels
(LHCII, D1, KF) in barley plantletts. These results indicate the induction or synchronisation
of the endogenous clock.

After a 12:12 hrs temperature program the maxima in the level of pigments (chlorophyll,
carotene) and mRNAs (SSU, LHC Il) were reached at the beginning of the subjective heat
phase and in the middle of the subjective cooling phase, respectively. In accordance with the
maxima in chlorophyll accumulation measurements of LHCIl protein levels showed
oscillations with maxima at the end of the subjective cold phase (i.e. early in the morning). In
comparision D1 and KF developed maxima at the beginning of the subjective cold phase,
whereas no oscillations of SSU and ELIP were found.

The amount of MRNA and protein in the primary leaves of barley grown under the different
temperature programs (in particular under 2:2 hrs) is clearly lower than in seedlings grown
under LD cycles. The peak levels were found in the subjective cooling phase whereas under
LD cycles they were found within the subjective light phase (Beator and Kloppstech, 1996).
At the other temperature programs (constant temperature, 1:1 hr, 2:2 hrs) no circadian
rhythms were detected. However, it cannot be excluded that a rhythm was still induced, but
every temperature change resulted in resetting the clock. Also, the coupling of the analysed
parameters to an endogenous oscillator might not be tight enough to be visualized or the
oscillations could be hidden by further (clock-independent) signal transduction pathways. A
more sensitive assay can possibly supply clearer results. However, barley grown under 2:2 hrs
LD cycles showed a rhythm in accumulation of LHCII mRNA with a period of 4.4 hrs under
free running conditions (DD). This suggests that possibly a not proven rhythm can be induced
also with short cyclic temperature changes.

The range of the responses and the condition and duration of the temperature signal are still
unclear in many details. However, the term ,photomorphogenesis® must be redefined.
Individual plant species response very differently to temperature changes. The reasons are not
known yet.

The data obtained so far add additional information to the hypothesis that the induced
circadian rhythm might release the photomorphogenetic phenotype. It was shown that
responses of the clock to temperature signals supply additional data about the environment to
the plant. This can be useful for growth and development. The mechanisms by which light
and temperature affect circadian rhythms are not enlightened. The existence of different
signaling pathways seems likely. If the clock plays a decisive role in the development of
photomorphogenesis, it could not be generally verified. Investigations of mutants of the
internal clock will probably lead to a closer understanding.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Photomorphogenese - Licht als auslésender Reiz

Die Embryonalentwicklung der HoOheren Pflanzen ist durch Entwicklungshomoostasis
gekennzeichnet. Diese Situation andert sich grundlegend bei der Samenkeimung und der
weiteren Entwicklung der Keimpflanze. Als einer der wichtigsten Umweltfaktoren bt Licht

in dieser Entwicklungsphase einen spezifischen Einfluss auf die Ontogenie aus. Dabei
vermitteln morphogenetisch wirksame Pigmentsysteme, die Photorezeptoren, zwischen
externeminput und einem lichtgesteuerten Entwicklungsprozess, der Photomorphogenese
(Nagy und Schafer, 2002). Als Photomorphogenese bezeichnet man alle lichtgesteuerten
Wachstums- und Entwicklungsprozesse bei Pflanzen von der Keimung und Deetiolierung,
Uber vegetative Anpassungen des Phanotyps und der Bluhinduktion. Sie ist auf allen
Organisationsstufen, vom sichtbaren Phanotyp bis zur Genexpression, zu beobachten. Bei
Belichtung der Keimpflanze erfolgt eine Deetiolierung. Bis dahin im Dunkeln gewachsene
Pflanzen zeigen eine schnelle Hypokotylstreckung, einen geschlossenen Hypokotylhaken,
kleine Kotyledonen, wenig entwickelte Blattanlagen und eine leichte Gelbfarbung. Bei
Wachstum im Licht erfolgt eine Hemmung der Hypokotylstreckung, eine Streckung des
Hypokotylhakens, eine Ausbildung und Entfaltung der Kotyledonen und Laubblatter und eine
Ergrinung (Cosgrove, 1994; Quat al., 1995). Auf zellularem Niveau bedeutet das eine
durch Licht induzierte Hemmung des Elongationswachstums der Zellen des Hypokotyls, eine
Stimulierung der Zellexpansion in den Kotyledonen und Laubblattern sowie die Auslésung
der Chloroplastendifferenzierung. Die Pflanze wechselt vom heterotrophen, von
Reservestoffen abhéngigen zum autotrophen, photosynthetischen Wachstum. Auf
molekularem Niveau sind dabei zahlreiche Gene betroffen (McNellis und Deng, 1995).

Die an der Lichtwahrnehmung beteiligten Photorezeptoren werden in verschiedene Klassen
eingeteilt. Die UVB-Photorezeptoren (Beggs und Wellmann, 1994) und die Phototropine
PHOT1 und PHOT2 (Briggst al, 2001) sind fir eine ganze Reihe spezifischer Reaktionen
auf Blaulicht, wie z.B. Chloroplastenbewegung (Jarid al, 2001) und lichtregulierte
lonenfluxe (Babourinaet al, 2002), verantwortlich. Die UVA-Photorezeptoren oder
Cryptochrome CRY1 und CRY2 (Ahmad und Cashmore, 1993; dtiral, 1998) und die
rot/dunkelrot reversiblen Phytochrome A bis E (Clatlkal,, 1994; Sharrock und Quail, 1989)
haben wichtige Funktionen wu.a. fur die Keimblatt- und Blattentwicklung, das

Langenwachstum durch Regulierung der Zellteilung und Zellexpansion, fiir den Ubergang
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vom vegetativen zum reproduktiven Wachstum (Batschauer, 1999; Caslemate 1999;

Lin, 2000; Neffet al., 2000). Fur die Einleitung der Deetiolierung (Photomorphogenese) und
des Entrainmentsder endogenen Uhr durch Licht werden ebenfalls Phytochrome und
Cryptochrome bendtigt (Casal, 2000; Devlin und Kay, 2001; Quail, 2002). Moéglicherweise
besteht zwischen beiden Prozessen ein kausaler Zusammenhang.

1.2 Circadiane Rhythmen und die endogene Uhr

Auf allen Organisationsebenen von Organismen werden Mechanismen entdeckt, die
biologische Vorgange zeitlich regeln und koordinieren. Das Spektrum biologischer Rhythmen
reicht von hochfrequenten Oszillationen im Bereich von Millisekunden, wie bei der
Generierung von Aktionspotentialen von Nervenzellen, bis zu mehrjahrigen Populations-
bzw. Blutezyklen (Engelmann, 1988). Nach ihrer zeitlichen L&nge konnen ultradiane
(Perioden unterhalb des circadianen Fensters), circadiane (Perioden von ca. 24 h), infradiane
(Periode > 32 Stunden) und circannale Rhythmen (Jahresrhythmen) unterschieden werden.
Diese Mechanismen optimaler zeitlicher Steuerung werden als endogene Uhren bezeichnet.
Die metaphorische Bezeichnung ,Uhr“ wurde fir circadiane Rhythmen (= endogene
Tagesrhythmen) hauptsachlich gewahlt, weil dieser Mechanismus wie ein Uhrwerk weitere
Funktionen rhythmisch steuert. Bei Tieren wurden zentrale Schrittmacher lokalisiert. Orte der
circadianen Rhythmogenese sind bei Insekten hauptsachlich die lateral-ventralen Neuronen
(Rennet al,, 1999), bei Vdgeln u.a. das Pinealorgan (Gwinner und Brandstatter, 2001) und bei
Saugetieren deNucleus suprachiasmaticUSCN) im Zwischenhirn (Moore und Eichler,
1972; Stephan und Zucker, 1972), die neben weiteren Strukturen Bestandteil der endogenen
Uhr sind. Bei Pflanzen sind keine solchen zentralen Schrittmacher bekanrrdedopsis

und moglicherweise bei allen Hoheren Pflanzen wird die Genexpression durch autonome
circadiane Uhren gesteuert (Thahal., 2000). Da scheinbar kein zentraler Schrittmacher wie
z.B. bei Vertebraten existiert, ist die zeitliche Abstimmung in Pflanzen mdéglicherweise
weniger genau, dafir aber flexibler. Circadiane Rhythmen sind durch alle Taxa weit
verbreitet. Sie sind endogen generiert, biochemischer, physiologischer oder
verhaltensspezifischer Natur und an exogene Zeitgeber wie z.B. Licht und Temperatur
gekoppelt, bei deren Abwesenheit ein spontaner, $@g running Rhythmus mit einer
definierten Periode eintritt (Aschoff, 1960). Bei Pflanzen sind z.B. die Stomatatffnung, die

Blattbewegung und die Photosynthese circadian reguliert (McClung, 2001; Rarak,
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2000). Die Uhr steuert neben makroskopisch sichtbaren Prozessen auch die Aktivitat
bestimmter Gene (Kloppstech, 1985), d.h., die Menge an Transkripten schwankt periodisch

im Tagesverlauf.

Ein Rhythmus kann durch vier Parameter definiert werden. Die Pertigd# die Zeit an, die

fur einen kompletten Zyklus bendtigt wird, der Mesor gibt den Durchschnitt aller Werte

innerhalb eines Zyklus an und die Amplitude bezeichnet die maximale Abweichung des

Rhythmus vom Mesor (Abb. 1). Die Phase schlie3lich gibt tlasng des Rhythmus in

Referenz zu einem externen Standard wieder. Biegdy-stateSynchronisierung zwischen

endogenem und exogenem Rhythmus des Zeitgebers wird durch einen taglichen

Phasenverschulpltase shiftAcrophase, Abb. 1) erreicht (Pittendrigh und Minis, 1964).

Die wesentlichen Kriterien flr einen circadianen Rhythmus sind folgende:

* Der Rhythmus muss ohne externen Zeitgeber unter konstanten Bedingungen beibehalten
werden free-running.

Obwohl endogene Rhythmen ohne exogene periodisch wechselnde Einflisse persistieren

(Aschoff, 1960), kann es z.B. bei photosynthetisch aktiven Organismen besonders unter

Dauerdunkel (D/D) oft zum (sofortigen) Verlust der Rhythmik kommen (Johnson, 2001).

Oszillationen von nur wenigen bei Pflanzen entdeckten circadian regulierten Genen werden

dagegen auch im Dauerlicht (L/L) unterdriickt. Sage-@tal. (1998) isolierten aus der

Kurztagpflanze Pharbitis nil ein solches Transkript PhC40), das circadian in der

Dunkelphase maximal akkumuliert und zu Beginn der Lichtphase sein

Akkumulationsminimum aufweist. Die mMRNA wird Uber die Phytochromaktivitat reguliert.

Zhenget al. (1998) wiesen ebenfalls b&harbitis nil fir die circadian oszillierende mRNA

von PNZIP, ein Protein mit einefeucine zipper motjfeine ahnliches Rhythmikverhalten mit

Phytochromregulierung nach. Eine solche Arhythmie bedeutet allerdings nicht unbedingt den

Stillstand des endogenen Rhythmus (Ngisal, 1977; Pangerét al., 1990). Mdglich waren

auch eine Desynchronisation normalerweise gekoppelter Schrittmacher (Pittendrigh, 1974)

oder eine Entkopplung des untersuchten Parameters von der endogenen Uhr @iaima

1996).

» Ein circadianer Rhythmus ist temperaturkompensiert. Die Periodbl€ibt Uber einen
weiten Temperaturbereich annahernd konstant (Pittendrigh, 1954).

Die Geschwindigkeit der meisten biochemischen Reaktionen steigt bei einer

Temperaturerhohung von 10°C um den Faktor 2 bis 3<23). Bei circadianen Rhythmen

andert sich die Reaktionsgeschwindigkeit und damit die Frequenz dagegen kaum. 8omers
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al. (1998) zeigten z.B. béA. thaliang dassCAB:LUC Rhythmen bei héherer Temperatur nur

mit geringfugig kiirzeren Perioden oszilliertem (€1,0-1,1).

Die genannten Merkmale garantieren auf der einen Seite die Stabilitat und Verlasslichkeit der

Uhr und die relative Unabhangigkeit freilaufender Rhythmen von externen Faktoren

(Engelmann, 1988). Auf der anderen Seite muss die Uhr auf solche Anderungen in der

Umwelt reagieren konnen und die endogene Zeit und Ortszeit angleichasgresetting

* Der Rhythmus muss mit einem exogenen Rhythmus der Umwelt synchronisiert werden
kénnen Entrainmen}.

Dazu geeignete Signale werden Zeitgeber genannt und kénnen u.a. Anderungen des Lichtes

(Quantitat, Qualitat), der Temperatur und der Nahrstoffverfigbarkeit sein (Gaath1994;

Roenneberg und Rehmann, 1996). Je nach Zeitpunkt und Dauer bzw. Intensitat von

Zeitgeberpulsen kann die Phase eines circadianen Rhythmus verschoben whadershiit

Sugiyamaet al. (2001) erreichten bei transgenen Reiskeimlingen meetting durch

Applikation eines kurzen Lichtpulses zu Beginn der Nachtphase, d.h. die Phase des Rhythmus

wurde in die Tagphase zuriick versetzt. Entsprechend kann durch vorzeitiges Licht am Ende

der Dunkelphase die Uhr vorgestellt werden. In Abhéngigkeit von der Phasendifferenz

bendtigt eine Phasenverschiebung ggf. auch mehrere Zyklen bis zur vollstandigen

Synchronisation. Das Ausmal einer Phasenverschiebung wird in sog. Phasenresponskurven

(PRC) dargestellt. Eine Anderung der Periodenlange kann dabei nur bis zu einem bestimmten

Grad erfolgen (Mitnahmebereich). Beim Uberschreiten dieses Bereichs kann der circadiane

Oszillator nicht mehr folgen und der Organismus wird arhythmisch.

Der fundamentale Mechanismus der Rhythmusgenerierung lauft zellautonom ab (Dunlap,

1999). Erstmals konnten bei Hoheren Pflanz&ntfaliang in einer Zelllinie (T87) diurnale

und circadiane Rhythmen in konstanter Dunkelheit in einer Reihe von Genen, d&Z@#ér

(circadian clock associated)], LHY (late elongated hypocofyund CCR2 (cold circadian

rhythm RNA binding Pnachgewiesen werden (Nakamiehial, 2003).
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Entrainment freilaufende, konstante
z.B. L/D oder 16°C/24°C Bedingungen

3 4 > :Amplitude

! )
! Periode !
T

Abb. 1: Charakteristika circadianer Rhythmen. Die Abbildung zeigt einen idealisierten
Rhythmus wéhrend de<£ntrainments (weille und schwarze Balken) und wahrend
freilaufender, konstanter Bedingungen (gestrichelter Balken). In diesem Beispiel ist die
freilaufende Periode langer, als die Periode wahrendEigsginments Solange z.B. L/D-
Zyklen vorgegeben werden, ist die Periode des Oszillators mit der Periode der vorgegebenen
Rhythmik identisch (taglichesesetting. Wahrend der freilaufenden Bedingungen verschiebt
sich die Periode des Oszillators hin zu seiner endogenen Periode und der Mageakm-
entfernt sich von der Mitte z.B. der ,subjektiven“ Dunkelheit.

1.3 Modell der Inneren Uhr

Die Identifikationen von Rhythmusmutanten bBirosophila (period und Neurospora
(frequency deckten die genetische Grundlage der Inneren Uhr auf (Konopka und Benzer,
1971; Feldman und Hoyle, 1973). Mittlerweile wurden auch in weiteren Organismen eine
Reihe von Genen entdeckt, die Komponenten der Uhr darstellen oder direkt oder indirekt mit
dem circadianen Oszillator in Verbindung stehen. Ein Modell der Inneren Uhr zeigt Abb. 2.
Es besteht aus einem endogenen Schrittmacher, der den Rhythmus generiert, und Uber ein
input System zur Synchronisation der endogenen Zyklen mit der Umwelt verbunden ist. Der
exogene Stimulus, der die Synchronisation ermdglicht, wird als Zeitgeber bezeichnet. Ein
output System setzt den synchronisierten Rhythmus des Schrittmachers um (Takahashi und
Zatz, 1982; Wollnik, 1992).

Der bisher am besten untersuchte Zeitgeber bei pflanzlichen als auch tierischen Organismen
ist Licht. Tiere haben in der Regel mehrere Photorezeptoren, die einen circadiguugn
liefern. Bei Drosophila befinden sich Cryptochrome in den Schrittmacherzellen. Dartber
hinaus werden Uber das Komplexauge und Uber eine extraokulare Photorezeption Lichtreize
weitergeleitet (Helfrich-Forsteet al., 2001). Bei S&ugetieren Ubernehmen Opsine im Auge
und Cryptochrome diese Aufgaben (Seldtyal., 2000) Letztere scheinen auch gleichzeitig
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Teil des Oszillators selbst zu sein (van der Hoestal, 1999). Bei Pflanzen wird die
Synchronisation Gber Phytochrome und Cryptochrome vermittelt. McClung (2001) zeigte bei
Arabidopsis dass das Cryptochrom zudem rhythmisch exprimiert wird und so die Uhr ihre
Empfindlichkeit gegenulber Lichtreize selbst regulieren kann.

Die Periodik von ca. 24 Stunden wird bei bisher allen vom Mechanismus her bekannten
circadianen Uhren (Cyanobakterigdeurospora Drosophilag Maus) durch die Aktivierung

ein oder mehrerer Gene (,Uhrgene“, z.BER und TIM bei Drosophilg durch positiv
wirkende Transkriptionsfaktoren (z.B. CLK bddrosophilg zu einer bestimmten Zeit
erzeugt. Die ,Uhrproteine® (PER und TIM) inhibieren mit einer gewissen Zeitverzogerung
wiederum ihre eigenen Gene. Nach dem Abbau der ,Uhrproteine” kann ein neuer Zyklus
entstehen. BeArabidopsisbilden wahrscheinlich TOC1tifning of CAB expression)lund
CCA1/LHY (circadian clock associated 1 late elongated hypocotlyldie Elemente einer
solchen Ruckkopplungsschleife. Young und Kay (2001) schlagen ein Modell vor, in dem die
beiden Transkriptionsfaktoren CCA1 und LHY direkt an den PromotorMog&1binden und
dessen Transkription reprimieremOC1 wirkt wiederum Uber einen noch unbekannten
Mechanismus positiv auf die Transkription v@CAlundLHY.

Dieses sehr vereinfachte RuUckkopplungsschema lasst unbertcksichtigt, imjass
Komponenten wie Photorezeptoren ebensmatputKomponenten fungieren (Bognat al,,

1999; Emeryet al, 1998) undoutputs wiederum Uberfeedback loopsdie Uhr selbst
beeinflussen (Lopez-Molinat al, 1997). Zudem scheint es so, dass in Pflanzen wie auch
anderen Organismen multiple circadiane Uhren sowohl in unterschiedlichen Geweben, als
wahrscheinlich auch in individuellen Zellen existieren (Roenneberg und Merrow, 1998). Dies
lasst einen hohen Grad an Komplexitat mit einem hohen Potential fur Interaktionen zwischen
diesen multiplen Oszillatoren erwarten. Die Ausgangsseite des Oszillators ist schlielich fir
die Vermittlung der endogenen Schwingung zur Auspragung eines circadianen Ereignisses
verantwortlich. Die Genexpression wird in allen eukaryontischen Organismen auf alternativ
unterschiedlichen Ebenen circadian transkriptional, posttranskriptional, translational und auch
posttranslational reguliert. Mit Hilfe der differentiellen Genexpression konnten beispielsweise
bei Arabidopsiszahlreiche Gene identifiziert werden, die circadian transkribiert werden
(Harmeret al,, 2000). Mittaget al. (1994) zeigten, dass b&onyaulaxdas rhythmische
Leuchten u.a. Uber die circadiane Kontrolle der Translation des Luziferinbindeproteins
gesteuert wird. Posttranskriptionale Mechanismen sind RNlWcing und RNA-
Stabilisierung (Pilgrimet al., 1993; Majercaket al, 1999) und translationale Kontrolle
zeigten z.B. Leeet al. (2000) und Kumeet al. (1999) bei WC-1 und mCRY2 ilNeurospora
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und Maus. Als posttranslationale Modifikationen kommen Proteinphosphorylierung und
Dephosphorylierung, die schon bei den Oszillatorkomponenten (FRQ, PER, TIM) selbst eine
Rolle spielen, in Betracht (Liet al., 2000; Nishiwakiet al., 2000). BeiKalanchoéwird z.B.

die Aktivitat der Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPc) durch diesen Mechanismus
circadian reguliert (Wilkins, 1992). Die Einschleusung von Proteinen in den Zellkerngtuo

al., 1998) und die Proteolyse (Klost al, 1998; Deshaies und Meyerowitz, 2000) sind
weitere posttranslationale Regulierungsmaoglichkeiten. Die Rhythmik kann allerdings auch
komplexer uber mehrere dieser Kontrollstellen vermittelt werden. Die Uhrproteine FRQ und
TIM werden beispielsweise uber die Transkription ihrer Gene, ihre differentiell initiierte
Translation und Proteinphosphorylierung reguliert (Dunlap, 1999).

Die Mechanismen, die den endogenen Jahresuhren (z.B. Winterruhe bei Tieren; Kértner und
Geiser, 2000) oder den ultradianen Uhren (z.B. ultradiane Blattbewegungen; Engelmann und

Antkowiak, 1998) zugrunde liegen, sind bisher unbekannt.
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Abb. 2: Vereinfachtes (lineares) Modell eines einfachen circadianen Systems bestehend
aus input Stoffwechselwegen Entrainment), circadianen Oszillatoren und output
Stoffwechselwegen.Das Entrainment erfolgt u.a. durch Gber Phytochrome (PHY) und
Cryptochrome (CRY) vermittelte Lichtreize oder dber (bisher hypothetische)
Temperatursensoren vermittelte Temperatursignale. Im Falle der Lichtreizung interagieren
viele PHY und CRY und durch sie eingeleitete Signalkaskad#swiistream signaling
pathway3¥ miteinander. Wechselwirkungen zwischen den Komponenten eines zentralen
Oszillators (A, B, C, D, z.B. Gen, Transkript, Protein, modifiziertes Protein) erzeugen eine
negative, riickgekoppelte Autoregulationefative feedback lodpaus der eine ca. 24-
stundige, sich selbst erhaltende Oszillation resultiert. Die Doppelpfeile weisen auf mdgliche
Kopplungen zwischen den Oszillatoren hin. Oszillatoren kdnnten zueinander
phasenverschobene Rhythmen erzeugen. Einige Rhythmen kénnten von einem einzelnen
Oszillator, andere durch Interaktion mehrerer Oszillatoren entstehen. Mdoglicherweise
synchronisieren Licht und Temperatur unterschiedliche Oszillatoren (Roenneberg und
Merrow, 2000). Ob solche Rhythmen Photomorphogenese ahnliche Entwicklungen
induzieren konnen, soll in dieser Arbeit untersucht werden.

1.4 Die Bedeutung der endogenen Uhr

Die Phylogenie biologischer Rhythmen ist nicht sicher geklart. Viele Aspekte zellularer und
allgemeiner Physiologie erfolgen oszillatorisch. Sie reichen von hochfrequenten Oszillationen
(Nervenaktivitat, Enzymsysteme), Uber Periodenldngen von Stunden und Tagen (z.B.
Zellzyklen), bis zu Lebenszyklen. Die urspriingliche Bedeutung von circadianen Rhythmen
lag nach Pittendrigh (1966) moglicherweise darin, das Replizieren der genetischen
Information in eukaryontischen Zellen zur Vermeidung von Schéden durch die UV-Strahlung
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ausschliel3lich in der Dunkelheit ablaufen zu lassen. Daneben konnte ein Selektivdruck die
Evolution eines Systems zur optimalen Lichtausbeute vorangetrieben haben. Prozesse, die
unmittelbar auf L/D- und Temperaturibergange reagieren, wie die, die zur Expression von
durch Licht, Dunkelheit, oder Temperatur regulierter Gene fuhren, kdnnten sich weiter
entwickelt und so aus den Signaltransduktionswegen vom Rezeptor bis zum regulierten Gen
circadiane Oszillatoren entwickelt haben. Diese circadianen Oszillationen ermdglichten
zunachst eine optimalere Anpassung an den Wechsel von Umweltbedingungen und
schlieBlich eine zeitliche Programmierung von verschiedenen Stoffwechselleistungen
innerhalb des taglichen Kreislaufs ermoglichten. Moglicherweise waren Oszillationen also
anfanglich ,Hilfsmittel* zur temporaren Organisation von Zellen, bevor sie schlie3lich zur
photoperiodischen Zeitmessung und zu Schrittmachmogmakerwurden.

Eine wesentliche Bedeutung der circadianen Uhr liegt offenbar in der Optimierung der
Anpassung eines Organismus an seine tagesperiodische Umwelt. Die zeitliche Organisation
durch die Innere Uhr ermdglicht es Organismen, fur die zu einer bestimmten Tageszeit mit
der héchsten Wahrscheinlichkeit vorherrschenden Bedingungen geristet zu sein und auf diese
Weise einen adaptiven Vorteil zu erzielen (Ouyangl., 1998). Unvereinbare physiologische
Vorgéange, wie Stickstofffixierung und Photosynthese bei Cyanobakterien (Metsail.,

1986), konnen zeitlich getrennt und die Ubergange effektiv koordiniert werden. Oeyahg

(1998) testeten an Cyanobakterien, die unterschiedliche circadiane Perioden besitzen, die
adaptive Signifikanz circadianer Programme, indem sie die relative Fitness unter
Konkurrenzbedingungen analysierten. Die Stamme wurden zusammen in L/D-Zyklen mit
variierenden Frequenzen kultiviert, und es konnte gezeigt werden, dass der Stamm sich am
starksten vermehrte und durchsetzte, dessen endogene Periodenldnge den externen
Tageslangen jeweils am nachsten kam (Selektion). In der Monokultur waren dagegen die
Wachstumsraten unter verschiedenen Tageslangen nahezu identisch. Die adaptiven Vorteile
am Beispiel hoherer Pflanzen zeigten Greest al. (2002) an verschiedenen
Rhythmusmutanten voArabidopsis(CCAl-ox, LHY-o0x, elf3). Pflanzen, die sich aufgrund

ihres nicht funktionierenden circadianen Systems nicht rechtzeitig auf die folgende
Lichtphase vorbereiten konnten, erfahren besonders unter limitierenden Lichtbedingungen
(Kurztag) entscheidende Nachteile gegentiber dem Wildtyp.

Ein weiterer selektiver Vorteil besteht offensichtlich in der Fahigkeit, die Tageslangen zu
messen. Damit ist fir die Organismen die Moéglichkeit gegeben, sich rechtzeitig auf den
Wechsel der Jahreszeiten vorzubereiten (Thomas, 1998). Uber diesen Photoperiodismus

werden in vielen Organismen die Reproduktion und die Blitezeit bei Pflanzen kontrolliert
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(Thomas und Vince-Prue, 1997). Beispielsweise wird bei Pflanzen, die in hdheren
Breitengraden heimisch sind (z.BArabidopsi3, die Blutenbildung durch lange Tage
induziert. Sie blihen und bilden Samen, bevor der Winter einsetzt. Zudem wird durch die
photoperiodische Kontrolle sichergestellt, dass alle Pflanzen einer Population nahezu
gleichzeitig blihen und damit die Mdglichkeit der erfolgreichen Pollenlbertragung ansteigt.
Es ist noch nicht geklart, wie die Messung der Zeitdauer zustande kommt. Die Anzahl der
Schwingungen koénnte z.B. Uber die Akkumulation einer Substanz bei jeder Schwingung

registriert werden.

1.5 Temperatur als Zeitgeber

Licht ist zwar der am besten charakterisierte Zeitgeber, aber, obwohl der circadiane
Uhrmechanismus Temperatur kompensiert ist, kann er auch &ufRerst sensitiv auf
Temperaturanderungen reagieren (Bunning, 1973). Bei Insekten, Eidechsen und Pilzen konnte
ein Entrainmentmit Temperaturoszillationen von nur 1°C bis 2°C nachgewiesen werden
(Harlow et al, 1976; Underwood und Calaban, 1987; Wheeleal,, 1993). Die Zellteilung

bei Euglenakann durch Temperaturzyklen von 7°C Differenz synchronisiert werden (Terry
und Edmunds, 1970). B&ynechococcusonnen durch periodische Temperaturwechsel von
nur 5°C circadiane Rhythmen in der Aktivitat der Nitrogenase als auch der Proteinsynthese
induziert werden (Linet al, 1999) und beiOedogoniumerfolgt ein Entrainmentunter
Temperaturdifferenzen von 2,5°C (Buhnemann, 1955). In héheren Pflanzen wurden bereits
sehr frih Temperatur induzierte circadiane Rhythmen entdeckt. Stern und Binning (1929)
wiesen einen solchen Einfluss auf die tagesperiodischen BewegungerPiaseolus
multiflorus nach. Oltmanns (1960) erzeugte Bailanchoédurch Temperaturwechsel von nur

1°C diurnale Petalenbewegungen. Bereits kurze Temperaturpulse von 30 Minuten von 15°C
auf 35°C induzieren circadiane Rhythmen im £&offwechsel von Bryophyllum
fedtschenkofWilkins, 1983). Beator und Kloppstech (1993) wiesen eine circadiane Kontrolle
der Ergrinungsfahigkeit etiolierter Pflanzen nach einem einstindigen Hitzeschock von 42°C
nach.

Durch Temperaturpulse verursachte PRCs wurden fir viele Pflanzen erzeugt (Johnson, 2000)
und bei Kalte empfindlichen Pflanzen wie der Tomate scheinen Kaltepulse die Uhr
augenblicklich anzuhalten (Martino-Catt und Ort, 1992; Joeesl., 1998). Trotz dieser
Sensitivitat gegeniiber Temperaturanderungen in der Umwelt erzeugt der Ubergang von der
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Stratifikation bei 4°C zum Wachstum bei 22°C keine PhasenverschiebuAgaindopsis
(Zhonget al,, 1998). Scheinbar existiert bei sehr jungen Keimpflanzen eine Refraktionsphase,
innerhalb derer Temperatur nicht als Zeitgeber wirken kann. Entsprechend zeigteretalar
(1998), dass Tabakkeimlinge in einer sehr frihen Phase nicht auf Lichtpulse reagieren, die die
Uhr bei etwas alteren Keimpflanzen wiederum stellen. Wahrend Hennessey und Field (1991)
zeigten, dass Licht ein effektiverer Zeitgeber bei der Synchronisation stomatérer Rhythmen
als Temperatur ist, wurde bei der

rhythmischen Ethylenentwicklung b8orghum(Finlaysonet al., 1998) und beNeurospora

(Liu et al,, 1998) nachgewiesen, dass Temperatur der dominantere Zeitgeber ist. Auch bei der
circadian regulierten Phototaxis vdfuglenadominiert nicht Licht als Zeitgeber tber die
Temperatur, sondern die Phase wird bei gleichzeitig einwirkenden Tempeuttur-13°C)

und L/D-Wechseln von beiden Zeitgebern beeinflusst (Bruce, 1960). Wahrend
Temperatureffekte auf das circadiane System Maurosporain Einzelheiten beschrieben
wurden (Nakashima, 1986; Nakashima und Hastings, 1989; Gebeh, 1994; Liuet al;

1998; Liu, 2003), ist bisher nicht geklart, durch welche Mechanismen ein eukaryotischer
Oszillator durch Temperaturanderungen gestellt werden kann.

Entrainment durch Temperaturanderungen wurde bei Untersuchungen von Mutationen
angewendet, um ihre Bedeutung innerhalb des circadianen Systems zu bestimmen. So zeigten
Merrow et al. (1999), dass didrqg Nullmutante vonNeurospora crassainter konstanten
Bedingungen arhythmisch ist und nicht durch L/D-Zyklen, wohl aber durch
Temperaturzyklen synchronisiert werden kann. Scheinbémjstine essentielle Komponente

fur die Kopplung des Lichtsignals mit der Uhr, wahrend ein andérgrunabhangiger
Oszillator verantwortlich fur die durch Temperatur erzeugten Rhythmen ist (Loros und
Feldman, 1986). Ahnliches konnte fiir dif3 Mutante vonArabidopsis thalianagezeigt
werden (McWatterset al., 2000). Die Mutanteelf3 scheint ebenfalls spezifisch beiput-

Stoffwechselwegen nach Lichtrezeption mitzuwirken.

1.6 Aufgabenstellung

Umweltsignale bestimmen wesentlich die Morphologie und den Stoffwechsel von Pflanzen.
Die ganze Bandbreite an moglichen Signalen, auf die die Pflanze reagiert, ist noch nicht
untersucht. Bei vielen im Dunkeln wachsenden Pflanzen wurde durch die Applikation von

zyklischem Hitzeschock eine morphologische Abweichung \Etinlementerzielt, die einer
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Photomorphogenese ahnelt (Kloppstethal, 1991; Beatort al, 1992) und abhéngig von

der Spezies mehr oder weniger stark ausgepragt ist. Verschiedene Pflanzen entwickeln
aulBerdem circadiane Oszillationen auf Pigment-, Protein- und mRNA-Ebene. Alle im
Dunkeln angezogenen Pflanzen zeigen weder Photomorphogenese noch circadiane
Oszillationen, obwohl nicht auszuschliel3en ist, dass ein zentraler Oszillator schwingt, aber
keine Synchronisation der Rhythmik erfolgte.

Ziel dieser Arbeit ist es zu klaren, ob es durch an die Innere Uhr gekoppelte Genexpression zu
definierten Wachstumsformen kommt, die bisher als Photomorphogenese beschrieben
wurden, oder ob andererseits Bedingungen zu finden sind, die keine Oszillationen und damit
auch keine Photomorphogenese erkennen lassen. Dazu wurden morphologische und
molekulare  Wirkungen bei Pflanzen untersucht, die moderaten, rhythmischen
Temperaturschwankungen ausgesetzt wurden.

In ersten Experimenten wurde gepruft, inwieweit sich durch Hitzeschockbehandlungen
morphologische Variationen induzieren lassen. Arten, die eindeutige Reaktionen zeigten,
wurden in folgenden Versuchen unter verschiedenen Temperaturprogrammen angezogen, die
teils so gewahlt werden sollten, dass die biologische Uhr dem exogenen Rhythmus nicht mehr
folgen konnte. Gortoret al. (1993) zeigten, dass Pflanzen unter einem zweistiindigen L/D-
Wechsel einen freilaufenden Rhythmus beibehalten. Daher wurde zunachst ein
Temperaturprogramm mit einer Phasenlange von 4 Stunden gewahlt (2h/2h = niedere
Temperatur/héhere Temperatur). Als Vergleich dienten Pflanzen, die unter einem 12h/12h-
Temperaturwechsel gewachsen sind, bei denen wir eine Synchronisation der circadianen
Komponenten erwarteten, und schlie8lich unter konstanten Temperaturen gewachsene
etiolierte Pflanzen, die im Falle einer Kopplung der endogenen Uhr keine Oszillationen

zeigen sollten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Puffersysteme u. a. Lésungen

Isolierung von Gesamt-RNA
Lysispuffer

Tris/HCI, pH 8
NaEDTA, pH 8
NacCl

SDS

PCI

Phenol
Chloroform

Isoamylalkohol

Isolierung von poly(A) RNA
Lysispuffer

Tris/HCI, pH 9,5
NaEDTA, pH 8
NacCl
SDS

Bindungspuffer
Tris/HCI, pH 7,5
NacCl
NaEDTA, pH 8
SDS

100 mM
10 mM
600 mM
4% (wiv)

25 Vol.
24 Vol.
1 Vol.

50 mM
10 mM
100 mM
3% (wiv)

10 mM
400 mM
1mM
0,2% (w/v)
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Saulenpuffer
Tris/HCI, pH 7,5

NacCl
NaEDTA, pH 8
SDS

Elutionspuffer
Tris/HCI, pH 7,5

NaEDTA, pH 8

Blotting
20 x SSC (pH 7)

NaCl
Na-Citrat - 2 HO

10 x MOPS (Gelpuffer)
MOPS, pH 7
Na-Acetat
NaoEDTA

6 x Auftragspuffer

Bromphenolblau
Xylencyanol
Glycerin
NaEDTA, pH 8,0

Probenpuffer
1 x MOPS

Formamid

Formaldehyd

10 mM
100 mM
1mM
0,2% (w/v)

10 mM
1mM

3,0M
0,3M

0,20 M
0,05M
0,01 M

0,25%
0,25%
50%
1mM

50% (v/v)
18% (v/v)
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Northern-Mix:

Probenpuffer 5SmL
6 x Auftragspuffer 1mL
EtBr (5 mg-mL?Y) 40 pL

Radioaktive Markierung spezifischer cDNAs und Hybridisierung

TE-Puffer
Tris/HCI, pH 8 10 mM
NaEDTA, pH 8 1 mM

50 x Denhardt’s Lésung

Ficoll 1% (w/v)
Rinderserumalbumin 1% (wiv)
Polyvinylpyrrolidon 1% (w/v)

Hybridisierungslésung

Formamid 50% (v/v)
20 x SSC 25% (vIv)
SDS 1% (wiv)

50 x Denhardt’'s Lésung 5% (v/v)
Lachssperma-DNA 100 pg-riL

Die Lachssperma-DNA wurde bei 50°C-60°C in ddHunter gelegentlichem Schiitteln zu
einer Endkonzentration von 10 mg-fh{w/v) geldst und durch Ultraschall fragmentiert.
Die warme LOsung wurde aliquotiert, 10 min gekocht und auf Eis abgekuhlt. Die DNA
kann bis zur Verwendung bei -20°C gelagert werden. Vor Benutzung wurde die DNA
nochmals 10 min bei 95°C-100°C denaturiert.

Herstellung und Transformation kompetenter Bakterienzellen
Antibiotikaldsungen

Tetracyclinlésung 50 mgmL™ (in EtOH)
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CaClb/Tris-L6sung (pH 8):
CaCb
Tris

Einfrierlésung:
CaClb/Tris-L6sung

Glyzerin

LB-Medium:
Bacto-Trypton
Hefe-Extrakt
NacCl

in 1 L ddH;O lésen

LB-Agarplatten:
LB-Medium
Bacto-Agar

Tetracyclinlésung (50 mg-mt)

Plasmidprdparation:
GTE-L6sung (pH 8):

Glucose-Monohydrat
EDTA
Tris

Lysozym-Stammldsung:

Minipraparation:

Maxipraparation:

Natriumacetatlosung, pH 4,8

TE-L6sung (pH 7):

Tris
EDTA

50 mM
10 mM

5,6 mL
1mL

109
10g
10g

500 mL
7,5 g (1,5%ig)
0,5mL

50 mM
10 mM
25 mM

40 mg Lysozym/mL GTE

120 mg Lysozym/mL GTE

3M

10 mM
1mM
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Proteinkinase K 10 mgmL™
Farbmarker:
Glyzerin 50%
EDTA 1 nM
Bromphenolblau 0,4%
Xylencyanol 0,4%

5 x TBE-Puffer (pH 8):

Tris 89 mM
Borsaure 89 mM
EDTA 20 mM

Proteinisolierung

1 x reduzierender Probenpuffer:

Tris/HCI, pH 6,8 12,5 mM
SDS 1% (w/v)
NapEDTA 0,08 mM
Saccharose 12% (wiv)
Bromphenolblau 0,01% (w/v)
DTT 26 mM
Extraktionspuffer:
Tris/HCI, pH 8 50 mM
MgCl, 1 mM

Quantifizierung der Proteine (modifiziert nach Lowatal., 1951)

LOsung I:
Nap,COs 10g
Nap-tartrat 100 mg

in 500 mL 0,1 M NaOH lésen



Material und Methoden

LOsung II:
CuSQ [bH,O 500 mg

in 100 mL ddHO I6sen

LGsung Ill:
Losung | 49 Vol.
LAsung Il 1 Vol.

vor Gebrauch ansetzen

LOsung IV:
Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz 1 Vol.
ddH,0O 1 Vol.

vor Gebrauch ansetzen

Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGE)

Laemmli-Gel (Volumina fir 4 Gele, 15%ig):

Acrylamid (30%)/N,N-Methylen-Bisacrylamid (0,8%) 12,5 mL
Tris/HCL (3 M, pH 8,8) 3,125 mL
ddH,O 9,125 mL
SDS (10%) 0,25 mL
APS (10%) 200 pL
TEMED 20 puL

Laemmli-Sammelgel (3,5%ig):

Vorlésung:

Acrylamid (30%)/N,N-Methylen-Bisacrylamid (0,8%) 25 mL
Tris/HCL (0,5 M, pH 6,8) 38 mL
ddH,O 78 mL

Sammelgel (Volumina fir 4 Gele):

Vorlésung 4 mL
SDS (10%) 40 pL
APS (10%) 40 pL

TEMED 4 pL
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5 x Laemmli-Puffer:

Glyzin
Tris
SDS
mit ddH,O auf 1 L auffullen

1 x Laemmli-Laufpuffer:

5 x Laemmli-Puffer
SDS (10%)
mit ddH20 auf 400 mL aufftllen

Farbung von Polyacrylamidgelen
Coomassie-Farbung:

Farbel6sung:
Coomassie Blue R250
Methanol

ddH,O

Eisessig

Entfarber:
Eisessig
Methanol

Silberfarbung:

Fixierldsung:
Essigsaure

Methanol

Imprégnierungslésung:
NaS,03 (43 mg-mL?h)
Formaldehyd (37%)

mit ddH,O auf 30 mL auffillen

729
15¢g
0,1%

80 mL
4 mL

1649
600 mL
600 mL
120 mL

7% (V/v)
10% (v/v)

12% (v/v)
50% (v/v)

150 pL
200 pL
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Farbel6sung:
AgNO; (2 g-L)
Formaldehyd (37%)

Entwickler:

Na,COs (60 g-LY)
Formaldehyd (37%)
NaxS,0;5 (43 mg-mL?Y)

Westernblot:

Transferpuffer:

Tris
Glyzin
Methanol
SDS

PBST (pH 7,6):
NacCl

NaHPO,
NaH,PO,
Tween 20
NaN;

Blockierungspuffer:

Magermilchpulver

TMN-Puffer
Tris/HCI, pH 9,5
NaCl

MgCl,

NBT- Stammldsung:

30 mL
20 puL

30 mL
15 puL
3 UL

25 mM

192 mM
20% (v/v)
0,02% (w/v)

130 mM
7 mM

3 mM
0,1%

0,02%

5% (w/v) in PBST

100 mM
100 mM
5mM

50 mg Nitroblue Tetrazoliumsalz pro mL 70% N,N-Dimethylformamid
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BCIP-Stammldsung:

50 mg 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-Phosphat pro mL N,N-Dimethylformamid

Farbelésung:

BCIP-L6sung 33 uL
NBT-Stammldsung 66 pL
TMN 10 mL

frisch vor Gebrauch ansetzen

2.1.2 Antikdrper und Antiseren

primére Antikbrper und verwendete Verdiinnungen:
Ziegen-Anti-SSU (Gerste), 1:500
Kaninchen-Anti-LHC 1l (Gerste), 1:500
Ziegen-Anti-LHC Il (Euglena), 1:500
Kaninchen-Anti-D1 (Gerste), 1:10000
Kaninchen-Anti-KF, ATP-Synthase (Hafer), 1:10000
Kaninchen-Anti-GST-ELIP, #275 (Gerste), V = 1:1000

sekundare Antikdrper und verwendete Verdinnungen:

Ziege-Anti-Kaninchen 1gG Alkalische Phosphatase konjugiert (Sigma), 1:20000
Esel-Anti-Ziege 1gG Alkalische Phosphatase konjugiert (Sigma), 1:20000

2.1.3 Pflanzenmaterial

Fur die Experimente wurde Saatgut folgender Pflanzen verwendet:

Poaceae:
Hordeum vulgare cvApex
(Lochow-Petkus, Bergen-Wohlde, Deutschland)
Secale cereale cPetka
(KWS AG, Einbeck, Deutschland)
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Triticum aestivum cvSorbas

(Fa. Strube Saatzucht, Sollingen, Deutschland)
Zea mays cvGaucho

(KWS AG, Einbeck, Deutschland)

Fabaceae:

Glycine soja cvQuito
(Monsanto GmbH, Dusseldorf, Deutschland)

Phaseolus vulgaris c\baxa
(Kober GmbH, Wien, Osterreich)

Pisum sativum
cv. Rosakrone (OSG Saatzucht, Deutschland)
cv. Lancet, Maxigold, Rheinische Zucker, Rheinperle, Wunder von Kelvedon,
Jumbo, Sugar Bon und Excellenz (Terra Pflanzenzucht GmbH, Rosdorf,
Deutschland)
cv. Catania, Sponsor, Laser und Granada (Lochow-Petkus, Bergen-Wohlde,
Deutschland)

Vicia faba ssp. faba c\Cargo
(DLF-Trifolium, Roskilde, Danemark)

Brassicaceae:
Sinapis alba cvMustang
(Norddeutsche Pflanzenzucht, Holtsee, Deutschland)
Brassica napus ssp. napus Betranova
(Lochow-Petkus, Bergen-Wohlde, Deutschland)
Lepidium sativum ssp. sativum
(Botanischer Garten der Universitat Bayreuth, Deutschland)
Arabidopsis thaliana

(Botanischer Garten der Universitat Ulm, Deutschland)

Chenopodiaceae:

Beta vulgaris ssp. vulgaris var. altissima. ¢¢awetina
(KWS AG, Einbeck, Deutschland)
Spinacia oleracea

(Botanischer Garten der Universitat Gottingen, Deutschland)



Material und Methoden 23

Asteraceae:
Helianthus annuus c¥rankasol

(Semences Cargill, Peyrehorade, Frankreich)

Bei allen verwendeten Dikotylen handelt es sich um im Dunkeln keimende Therophyten, die

unter den gewahlten Bedingungen relativ schnell und gleichméf3ig keimen. Wenn nicht anders
angegeben, wurde fur Experimente mit Erbse die Sorte 'Rosakrone” verwendet. Die Keimung
erfolgte bei den verwendeten Pflanzen bei einer durchschnittlichen Temperatur von 17,5°C
bzw. 20°C nach 7 Tagen bis maximal 14 Tagen.

2.2 Methoden

2.2.1 Pflanzenanzucht

2.2.1.1 Anzuchtbedingungen

Fur die Anzucht der Pflanzen wurden selbstgebaute Plexiglaskammern verwendet, die schon
fur Hitzeschockversuche benutzt wurden (Beator, 1993). Drei dieser Kammern wurden in
einer grofR3en Klimakammer untergebracht, die auf 2°C bis 3°C unter die niedrigste, fur die
Experimente benétigte Temperatur eingestellt war. Die bendétigten Minimum- und
Maximumtemperaturen wurden durch Gegenheizen in den Plexiglaskammern erreicht, die
exakter als die grol3en Kammer temperiert werden konnten. Die Aufheizung erfolgte mit einer
Gluhwendel, die Uber ein Kontaktthermometer gesteuert wurde. Die Luftzirkulation und
damit die moglichst gleichmaliige Verteilung der temperierten Luft, wurde mit einem
Ventilator erreicht, der in der oberen rechten Ecke der Kammer, direkt hinter der Glihwendel
montiert war.

Bei der Durchfihrung der Experimente, bei denen die Pflanzen unter oszillierenden
Temperaturen angezogen wurden, traten schnell Unzulanglichkeiten der vorhandenen
Plexiglaskammern zu Tage, so dass neue Kammern konzipiert und gebaut werden mussten
(3.1).
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2.2.1.2 Experimente zur Morphologie

Fir die Experimente wurden Karyopsen von Sommer-Geistgdeum vulgare cvApex),
Sommer-RoggenSecale cereale c\WPetka), Winter-WeizenTfiticum aestivum cvSorbas),
Hybrid-Mais ea mays cv Gaucho) und Saatgut von Soj&lycine soja cv Quito),
Buschbohne Rhaseolus vulgaris nanus gy.Erbse Pisum sativum cv.Rosakrone),
Ackerbohne Yicia faba ssp. faba cvCargo), GelbsenfSinapis arvensis ssp. alba cv.
Mustang), RapsRrassica napus ssp. napus ®etranova), Gartenkresseepidium sativum

ssp. sativury Ackerschmalwand Arabidopsis thaliang Zuckerribe Beta vulgaris ssp.
vulgaris cv.Kawetina), Spinat§pinacia oleracea cyund SonnenblumeHglianthus annuus

cv. Frankasol verwendetDie Samen wurden in Topfen auf nassem Vermiculit ausgesat, mit
ca. 1 cm Vermiculit Gberdeckt und sofort in die jeweiligen Anzuchtkammern verbracht.
Wahrend der Wachstumsperiode wurden die Pflanzen nach Bedarf zwei- bis dreimal mit
Leitungswasser gegossen. Die Temperaturen in den Kammern wurden mit Datenloggern
(Testo 175-0, Testo GmbH & Co., Lenzkirch, Deutschland) Giberwacht. Teilweise wurden zur
simultanen Uberwachung von Temperatur und relativer Luftfeuchte elektronische
Thermohygrographen mit Feuchtesensor eingesetzt (Testo 175-3, Testo GmbH & Co.,
Lenzkirch, Deutschland). Das Arbeiten in den Dunkelkammern und die Kontrolle des
Wachstums der Versuchspflanzen wurde mit einem Nachtsichtgerat erleichtert (BM 8028,
Leihgerat des BWB, Koblenz, Deutschland).

2.2.1.2.1 Zyklischer Hitzeschock

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte im Dunkeln bei 25°C (£0,05°C) und einer relativen
Luftfeuchte von ca. 60% bis 70%. Mit Beginn der Aussaat und alle weiteren 24 Stunden
erhielten die Pflanzen eine einstindige Hitzebehandlung von 42°C (x1°C). Die Dauer des
Temperaturtiibergangs von 25°C auf 42°C betrug etwa 50 Minuten, die 42°C-Phase dauerte
45 Minuten und die Abkihlung von 42°C auf 25°C ca. 90 Minuten. Ein typischer Verlauf der
Temperatur und der relativen Feuchte ist in Abb. 3 dargestellt. Als Vergleich wurden griine
Pflanzen bei 25°C (+1°C) im L/D-Wechsel von jeweils 12 Stunden (60 pnifoshm Skye-
Luxmeter, Skye-Instruments, GB) und etiolierte Pflanzen bei 25°C (£0,05°C) im Dunkeln
angezogen. Nach 6 bis 20 Tagen (abhangig von der Pflanzenart) wurde die Morphologie der

Pflanzen untersucht.
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Abb. 3: Verlauf der Temperatur und der relativen Feuchte. Die obere Grafik zeigt
exemplarisch den Verlauf Uber 3 Tage, die untere Grafik den Verlauf des ersten HS im
Ausschnitt.

2.2.1.2.2 Temperaturoszillationen

Die Pflanzen wurden im Dunkeln bei oszillierenden Temperaturen und einer relativen
Luftfeuchte von ca. 95% am Temperaturmaximum und ca. 55% am Temperaturminimum
angezogen. Dazu wurden in einer auf 8°C bzw. 14°C temperierten Klimakammer drei
Plexiglaskammern (ca. 1m-1m-1m) aufgestellt, in denen zur Einstellung der angestrebten
Minimum- und Maximumtemperaturen gegengeheizt wurde. Die Temperaturprogramme

wurden wie folgt gewahlt:
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Plexiglaskammer 1  (PK1): 1h/1h = 16°C/24°C

oder: 2h/2h = 10°C/25°C bzw. 16°C/24°C
Plexiglaskammer 2 (PK2): 12h/12h = 10°C/25°C bzw. 16°C/24°C
Plexiglaskammer 3  (PK3): konstant, 17,5°C bzw. 20°C

Die Temperatursummen in allen drei Kammern waren identisch. Typische
Temperaturverlaufe sind in Abb. 4 und Abb. 5 dargestellt. Nach 6 bis 20 Tagen (abhangig von

der Pflanzenart) wurde die Morphologie der Pflanzen untersucht.
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Abb. 4: Temperaturverlauf: 2h/2h = 16°C/24°C. Die obere Grafik zeigt exemplarisch den
Verlauf tber 10 Tage, die untere Grafik den Verlauf einer Temperaturperiode im Ausschnitt
(- morphologische Auswertung bzw. Beginn der Probennahme).
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Abb. 5: Temperaturverlauf: 12h/12h = 16°C/24°C.Die obere Grafik zeigt exemplarisch
den Verlauf Uber 10 Tage, die untere Grafik den Verlauf einer Temperaturperiode im
Ausschnitt & morphologische Auswertung bzw. Beginn der Probennahme).

2.2.1.3 Experimente zur Rhythmik

Bei Gerste und teilweise auch bei Mais und Erbse wurden neben den morphologischen
Parametern Untersuchungen auf Pigment-, RNA- und Proteinniveau durchgefuhrt. Hierzu
wurden die Pflanzen wunter den wunter 2.2.1.2.1 und 2.2.1.2.2 beschriebenen
Temperaturprogrammen je nach Ansatz 7 bis 9 Tage bis zu einer Hohe von ca. 10 cm

angezogen.
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AulRerdem wurden Experimente mit Gerste durchgefiihrt, die 7 Tage im L/D-Wechsel und bei
einer konstanten Temperatur von 20°C (£ 0,05°C) bis zu einer Hohe von ca. 10 cm angezogen
wurde.

Jede Einzelprobe bestand aus den apikalen 6 cm von ca. 20 Primarblattern mit
eingeschlossenem Sekundarblatt. Mit etwas Uber 1g Frischgewicht (FG) pro Probe konnten
jeweils Pigment-, RNA- und Proteinanalysen durchgefuhrt werden. Die Messwerte einer
Messreihe wurden bei Bedarf einer Zeitreihenanalyse unterworfen (SciLab Vers. 2.3.1 beta,
INRIA, Frankreich, 2.6.1). Die Temperaturen in den Kammern wurden mit Datenloggern
Uberwacht (Testo 175-0, Testo GmbH & Co., Lenzkirch, Deutschland).

Zum besseren Verstandnis der im folgenden beschriebenen Experimente dienen die Abb. 6
bis 8, die die Schemata zum zeitlichen Ablauf der Standardanzucht- und Erntebedingungen

zeigen.

2.2.1.3.1 Zyklischer Hitzeschock

Bei den unter zyklischem HS gewachsenen Pflanzen (2.2.1.2.1) wurde nach der Anzucht die
Temperatur auf konstant 25°C (£ 0,05°C) eingestellt und sofort mit der Ernte begonnen
(Abb. 6). Dazu wurde Uber 1% bis maximal 3 Tage alle 4 Stunden jeweils ein Topf mit Gerste
fir genau 4 Stunden belichtet (60 pmof4st), um die Ergrinung zu induzieren
(Leuchtstoffrohren, Phillips, TLD 36W/25, Niederlande). Danach wurde Probenmaterial fur
die Pigmentbestimmung in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur Analyse bei —70°C
gelagert.

Als Kontrolle dienten etiolierte Pflanzen, die bei 25°C (x 0,05°C) angezogen wurden.
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Anzucht (7d bis 9d)

HS alle 24 h konstante Temperatur
("Entrainmeri) (freilaufende Bedingungen)

SRR AR vV i
elichtun P b h
MR ] P Probennatime
insrisssnnee e s '
it bl €
T T 24 h 48 h 72h Zeit nach letztem HB
Aussaat 7d bis 9d nach Aussaat ! ! !
(morhologische Auswertung , . .
bzw. Beginn der Probennahme) l :
D>
Spektrophotometrie/-fluorometrie (Chl.a) Analytik

Abb. 6: Schema zur zeitlichen Durchfiihrung der HS-Experimente (® Stichprobe)

2.2.1.3.2 Temperaturoszillationen

Bei den unter oszillierenden Temperaturen gewachsenen Pflanzen (2.2.1.2.2) wurde nach der
Anzucht die Temperatur in allen Kammern auf einen konstanten mittleren Wert von 17,5°C
bzw. 20°C eingestellt und sofort mit der Ernte begonnen (Abb. 7). Dazu wurde Uber 1% bis
maximal 3 Tage in definierten Zeitintervallen aus jeder Plexiglaskammer jeweils ein
Pflanzentopf fur genau 4 Stunden bei von 17,5°C bzw. 20°C belichtet, um die Ergriinung zu
induzieren. Die Intervalle wurden so gewabhlt, dass in einem Zeitraum, der der Dauer einer
Periode des Temperaturverlaufs wahrend der Anzucht entsprach, mindestens vier in gleichen
Abstanden verteilte Probennahmen erfolgten. So konnte eine eventuell induzierte oder
synchronisierte Rhythmik entdeckt werden. Die Belichtung erfolgte in Klimakammern mit
Leuchtstoffrohren (Phillips, TLD 36W/25, Niederlande) bei 60 umdtsh. Danach wurde
Probenmaterial fur die Pigment- und Proteinbestimmung in flissigem Stickstoff eingefroren
und bis zur Analyse bei —70°C gelagert. Probematerial fir die RNA-Isolation wurde vor der

Belichtung geerntet.
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Anzucht (7d bis 9d)
oszillierende Temperatur konstante Temperatur
(“Entrainment”) (freilaufende Bedingungen)
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Abb. 7: Schema zur zeitlichen Durchfiuhrung der Experimente zur
Temperaturoszillation. a) 12h/12h = 10°C/25°C bzw. 16°C/24°C, b) 1h/1h bzw. 2h/2h =
10°C/25°C bzw. 16°C/24°C. Vor der mRNA-Analytik erfolgte keine Belichtung. Dargestellt
ist die Ernte unter freilaufenden Bedingunge®.Stichprobe)

2.2.1.3.3 Licht/Dunkel-Wechsel

Gerste wurde im L/D-Wechsel von 2h/2h und 12h/12h bei 20°C angezogen. Die Belichtung
erfolgte in Klimakammern mit 80 umol-fms’ (Phillips, TLD 36W/25, Niederlande). Ab dem

8. Tag wurden die Pflanzen im D/D bzw. L/L (15 pmolra®) kultiviert. Wahrend des
letzten L/D-Wechsels und wahrend der konstanten Dunkelheit bzw. des konstanten
Schwachlichts wurden die Pflanzen in definierten Zeitintervallen geerntet (Abb. 8). Die
Intervalle wurden so gewahlt, dass in einem Zeitraum, der der Dauer einer Periode des L/D-
Wechsels wahrend der Anzucht entsprach, mindestens vier in gleichen Abstédnden verteilte
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Probennahmen erfolgten. Das Probenmaterial fir die RNA-Bestimmung wurde in flissigem
Stickstoff eingefroren und bis zur Analyse bei —70°C gelagert.

Anzucht (70 )
oszillierende Temperatur L/L bzw. D/D
(“Entrainment”) (freilaufende Bedingungen)
. o B, I I I I i Probennahme
77777777777777777777777777 4 6 o o o, Ernte (Inax' 3d)
i i Probennahme
| Emte ! (max. 2d)
_____________ >
T T 24 h 48 h 72 h Zeit nach letztem Hp
7d nach Aussaat ! ! !
Aussaat (Beginn der Probennahme) ! : :
< ' ' >: } Analytik
Northern-Blot (Gesamt-RNA) |

Abb. 8: Schema zur zeitlichen Durchfihrung der L/D-Experimente.a) L/D = 12h/12h,
b) L/D = 2h/2h. Dargestellt ist die Ernte unter freilaufenden Bedingungeistichprobe)

2.3 Pigmentanalyse

2.3.1 Spektralphotometrische Chlorophyllanalyse

Zur Chlorophyllbestimmung wurden die apikalen 6,5 cm von ca. 20 Primarblattern in der
Kugelmuhle bei 250 Upm in flissigem Stickstoff zerkleinert. Genau 100 mg bis 200 mg
wurden anschlieBend in 5 mL 80%igem (v/v) ammoniakalischen Aceton aufgenommen,
60 min im Dunkeln inkubiert und danach 15 min bei 17@0@entrifugiert (Centrikon H-

401B, Kontron Instruments, Hannover, Deutschland). Der Uberstand wurde in einen 10 mL
Messzylinder dekantiert. Das Pellet wurde in 2 mL 80%igem (v/v) ammoniakalischen Aceton

homogenisiert und wieder zentrifugiert (15 min, 17@)0Dieser Schritt wurde nochmals mit
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95%igem ammoniakalischen Aceton wiederholt, die gesammelten Extrakte auf ein
Gesamtvolumen von 10 mL aufgeflllt und die Extinktion bei Wellenlangen von 645 nm,

663 nm und 750 nm mit dem Spektralphotometer (DU 7500 Spectrophotometer, Beckmann,
Fullerton, USA) gemessen. Die Extinktion bei 750 nm zeigte unspezifische Verunreinigungen

der Probe an. Die Chlorophyllgehalte wurden wie folgt berechnet (Lichtenthaler, 1987):

Cehia = (12'25m6632 - 2’79m646,8) G\% FG™ (inmg Ly FGl)

Vv i} :
Cenp = (215005, = 5100 A6,) Bﬁ [FG™ (in mg g FG")

Cchia Cchib = Konzentration Chlorophyll a bzw. b, s#ss Asss2 = Absorptionswerte bei
646,8 nm bzw. 663,2 nM; Meion = Volumen des Chlorophyllextraktes (in mL); FG =
Frischgewicht der Blattprobe (in g)

2.3.2 HPLC-Pigmentanalyse (modifiziert nach Norris et al., 1995)

Zur Pigmentbestimmung wurden die apikalen 6,5 cm von ca. 20 Primérblattern in der
Kugelmuhle bei 250 Upm in flissigem Stickstoff zerkleinert. Genau 100 mg bis 130 mg
wurden in eisgekuhlte Eppendorf-Reaktionsgefale eingewogen und in 400 pL Aceton
suspendiert. Nach Zugabe von 200 pL Ethylacetat und 290 plL,@dkurde 10 min bei
17000g zentrifugiert (Centrikon H-401B, Kontron Instruments, Hannover, Deutschland) und
die obere Phase in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt. Nach dem Eindampfen der Proben im
Rotationsverdampfer (Univapo 100H, Uniequipe) wurden die Pigmente in 100 uL Ethylacetat
aufgenommen, in ein 2 mL Glasgefald Gberfuhrt und bis zur Analyse in flissigem Stickstoff

gelagert.

Die computergeregelte HPLC-Anlage (KONTRON, Zurich, Schweiz), bestehend aus einem
Gradientenmischer (HPLC Gradient Former GF 425), einer Zweikolbenpumpe (HPLC Pump
420) und einem Durchflussphotometer (HPLC Detector 430), wurde mit dem Data-Apex-

Analyseprogramm (CSW, V. 1.7) gesteuert. Zur Trennung der Pigmente wurde eine ,reversed
phase“-HPLC durchgefuhrt. Der analytischen Trennsaule (Spherisorb ODS IlI, 5um, C18,
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Bischoff Chromatographie) wurde eine Vorsaule mit identischem Material vorgeschaltet. Der
Probeneintrag erfolgte Uber ein Multiport-Schleifenventil (Rheodyne), das mit einer 25 pL
Schleife bestickt war. Die Proben wurden 2 min mit 10808entrifugiert (Centrifuge
5415 C, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und die 25 pL Probenschleife mit einer 100 pL
Hamiltonpipette geflllt, um eine vollstdndige Beflllung der Schleife zu gewahrleisten
(Meyer, 1990). Alle verwendeten Losungsmittel hatten HPLC-Qualitat. Das verwendete
Wasser wurde einer Reinstwasseranlage entnommen (Milli Q-UF plus, Millipore). Die
Lésungsmittel wurden wahrend der Analysen schwach mit Helium begast.

Der Gradientenverlauf der mobilen Phase startete mit 60% AcetonyDil/9:1) und 40%
Ethylacetat. Im Laufe von 25 min wurde der Acetonitr®iGehalt gleichmaRlig auf 30%,
nach weiteren 3 min auf 0% reduziert. Nach einer Gesamtlaufdauer von 35 min wurde der zu
Beginn des Laufes bestehende Gradient wieder aufgebaut und die Saule vor dem erneuten
Probenauftrag 5 min &quilibriert. Als Laufgeschwindigkeit wurden 1 mLntkei einem
Druck von ca. 180 bar gewabhlt. Ein typisches Chromatogramm ist in Abb. 34 dargestellt.

Far Chlorophyll a und Chlorophyll b wurde eine Kalibrierung vorgenommen. Dazu wurde aus
einem hochkonzentrierten Extrakt eine Verdinnungsreihe hergestellt und durch HPLC
aufgetrennt. Die bendtigten Fraktionen wurden gesammelt, die Pigmente im Vakuum
eingeengt und in wenig Aceton aufgenommen. Die Volumina wurden gravimetrisch bestimmt

und im Spektralphotometer bei folgenden Wellenlangen gemessen (Lichtenthaler, 1987):

Wellenlénge spez. Koeffizient Masse/Peakflache
[nm] [L-gt-cm] [ng-mVv*t.s?
Chla 429,6 112,36 0,382
Chlb 455,8 145,36 0,312

Es wurden Eichgeraden erstellt, mit deren Hilfe die gemessenen Chlorophyllpeaks
guantifiziert und mit den im Gesamtextrakt photometrisch bestimmten Messwerten verglichen

werden konnten.
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2.3.3 Trockengewichtsanteile (in % Frischgewicht)

300 mg &5 mg) Probe wurden ungefahr 48 Stunden im Trockenschrank bei 80°C getrocknet
und anschliel3end im Exsikkator abgekunhlt.

Der Trockengewichtsanteil am Frischgewicht (TG) wurde wie folgt berechnet:

TG- Anteil = TG00

(in %)

TG = Trockengewichtsanteil am Frischgewicht

FG = Frischgewicht

2.4 mRNA-Analyse
2.4.1 RNA-Isolierung

2.4.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA (modifiziert nach Barlow et al., 1963)

Zur Gesamt-RNA Isolierung wurden die apikalen 6,5 cm von ca. 20 Primarblattern in der
Kugelmuhle (Pulverisette 5, Fa. Fritsch, ldar-Oberstein, Deutschland) bei 250 Upm in
flissigem Stickstoff zerkleinert und ca. 600 mg in 2 mL Eppendorfgefalie tberfuhrt, in denen
jeweils 750 pL Lysispuffer und PCI vorgelegt waren. Die Proben wurden sofort mindestens
20 min geschuttelt und anschlieRend bei 18900nd Raumtemperatur (RT) fir 20 min
zentrifugiert (Jouan Multi-Funktions-Zentrifuge CR 3i mit Rotor AC 2.14, Jouan GmbH,
Unterhaching, Deutschland). Der wassrige Uberstand wurde mit 750 pL PCI wenige Minuten
geschiittelt und nochmals fir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur Fallung der
Nukleinsauren mit 0,75 Volumeneinheiten (Vol.) 8 M LiCl bei 4°C Uber Nacht inkubiert.
Nach 20 Minuten Zentrifugation mit 180@bei 4°C wurde der Uberstand abgesaugt und das
Pellet in 500 pL ddBHO geldst. AnschlieRend wurden 50 pL 3 M Na-Acetat, pH 5,2 und

3 Vol. Ethanol zugegeben. Nach dem Mischen wurde mindestens 1 Stunde bei -20°C
inkubiert und im Anschluss 20 min bei 4°C und 18@@@entrifugiert. Das Pellet wurde mit
70% EtOH gewaschen und erneut 10 min zentrifugiert. Nach Absaugen des Ethanols wurde
das RNA-Pellet im Vakuum getrocknet und anschliel3end in,@dgkldst. Die Konzentration

der RNA wurde durch Messung der Extinktion eines 1:50 verdiunnten Aliquots bei 260 nm
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bestimmt (Beckmann DU 7500 Spectrophotometer, Beckmann Instruments, Fullerton, USA ).
Eine ODysonm= 1 entspricht einer RNA-Konzentration von 40 pg-miDie Proben wurden

mit ddH,O auf die gleiche Konzentration eingestellt und anschlieRend bei -20°C gelagert.

2.4.1.2 Isolierung von poly(A)" RNA (modifiziert nach Pemberton et al., 1975)

Zur Isolierung von poly (A) RNA angereicherter RNA wurde eine nach Pembesgbral.
(1975) modifizierte, wenig zeitaufwendige Methode angewandt. Zur Inhibition von
endogenen RNasen wurde das Probenmaterial in einem Lysispuffer aufgenommen, der zur

Inhibierung endogener RNasen SDS enthielt und einen hohen pH-Wert von 9,5 aufwies.

Die apikalen 6,5 cm von ca. 20 Primarblattern wurden in der Kugelmuihle bei 250 Upm in
flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver zermorsert. Das gemorserte Material wurde in
einen GSA-Becher gegeben, in dem 50 mL Aufschlusspuffer vorgelegt waren. Danach wurde
Proteinase K bis zu einer Konzentration von 200 pg'nzugesetzt und 30 min bei RT
geschattelt. AnschlieBend wurde 10 min bei 20°C mit 10000 Upm im GSA-Rotor
zentrifugiert (Centrikon H-401 B, Kontron Instruments, Zuirich, Schweiz). Der klare
Uberstand wurde durch ein Faltenfilter filtriert und das Filtrat mit 5 mL 4M NaCl-L6sung
gemischt. Ausgefallenes SDS wurde durch kurzes Erwarmen in Losung gebracht. Danach
wurde oligo(dT)-Cellulose hinzugegeben. Die Suspension wurde 30 min auf dem Schttler
inkubiert, anschliel3end in einen Glasbecher Uberfuhrt und in einer Ausschwingzentrifuge kurz
abzentrifugiert. Das Pellet wurde bei zwischenzeitlicher Zentrifugation 3 mal mit
Bindungspuffer und 2 mal mit S&ulenpuffer gewaschen. Das mit poly" (RNA
angereicherte Pellet wurde in 4 mL vorgewarmtem Elutionspuffer fir 5 min bei 65°C im
Wasserbad inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Vorgang mit weiteren 4 mL
Elutionspuffer wiederholt. Die vereinigten Uberstande wurden mit 1/20 Vol. 4 M NaCl-
Losung und 3 Vol. EtOH (96%) versetzt und die RNA Uber Nacht bei -20°C geféllt.
Anschliel3end wurde die RNA im SS-34-Rotor zentrifugiert (15000 Upm, 4°C, 40 min), das
Pellet in 1 mL 70% Ethanol/200 mM Na-Acetat resuspendiert und in Eppendorfgefalle
Uberfuhrt. Die Suspension wurde 15 min bei 4°C und 14000 Upm in der Tischzentrifuge
(Centrifuge 5415 C, Eppendorf, Koln, Deutschland) pelletiert. Anschlie3end wurden die

Pellets noch mit 70% EtOH gewaschen und erneut zentrifugiert. Nach Absaugen der
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Uberstande und Trocknen unter Vakuum wurde die RNA in 50 pL .@digelost. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte wie unter 2.4.1.1 beschrieben.

2.4.2 Blotting-Methoden

2.4.2.1 RNA ,Dot-Blot“-Verfahren (modifiziert nach Thomas, 1980)

In der ,Dot-Blot“-Analyse wurden Proben aus poly(ARNA Praparationen verwendet.

Zum quantitativen Nachweis einzelner mRNA-Spezies wurden pro Probe und Sonde 0,5 ug
poly(A)" RNA eingesetzt, die mit sterilem Wasser auf ein Volumen von 10 pL aufgefiillt
wurde. Nach Zugabe von 43 pL Formaldehyd (37%) und 80 puL 20x SSC wurde die RNA bei
60°C fur 15 min denaturiert. AnschlieBend wurde mit 267 pL 10x SSC auf 400 pL
Gesamtvolumen aufgefillt. In eine ,Dot-Blot“-Apparatur (GIBCO BRL, Karlsruhe,
Deutschland) wurde eine in 10x SSC eingeweichte Biodyne B Transfer Membran mit einem
Porendurchmesser von 0,45 pm eingespannt (Pall Europe Limited, Portsmouth, England) und
fur jeden Zeitwert ein Aliquot von 200 pL, 100 pL und 50 pL pipettiert (entsprach 250 ng,
125 ng und 62,5 ng RNA). Durch das Anlegen eines schwachen Unterdrucks wurden die
Lésungen durch die Membran gesaugt. Jeder “Dot” wurde zweimal mit je 200 pL 10x SSC
gewaschen und danach die Membran zur Fixierung der gebundenen RNA 30 min bei 80°C
gebacken. Es wurden mehrere Replikafilter hergestellt. Bis zur Hybridisierung (2.4.4) wurden

die Filter trocken zwischen Filterpapier aufbewahtrt.

2.4.2.2 Northern Blot (modifiziert nach Kroczek und Siebert, 1990)

In der Northern-Blot-Analyse wurden Proben aus Gesamt-RNA-Praparationen mittels
denaturierender Agarosegelelektrophorese der GréfRe nach aufgetrennt und anschlielRend
durch Kapillarblot auf eine Nylonmembran tGbertragen.

Die nach 2.4.1.1 isolierte Gesamt-RNA wurde mit mindestens 3 Vol. Northern-Mix gemischt
und anschlielend 15 min bei 65°C im Wasserbad denaturiert. FUr die Elektrophorese wurden
1,5%ige Agarose/2,2 M Formaldehyd-Gele in 1x Gelpuffer verwendet. Nach kurzem
Abkuhlen auf Eis wurden die Proben in die Geltaschen pipettiert. Zum Einlaufen der Proben
in das Gel wurde eine Spannung von 2,5 V'cangelegt. Diese wurde anschlieRend auf
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5V-crmit erhéht. Nach der Elektrophorese wurde mit Hilfe eines Transilluminators die
gleichmafiige Beladung der Spuren geprtift.

Der Transfer auf eine Biodyne B Transfer Membran mit einem Porendurchmesser von
0,45 um (Pall Europe Limited, Portsmouth, England) erfolgte nach dem Prinzip des
Kapillartransfers tber Nacht. Als Transferpuffer diente 20 x SSC, pH 7,0. Die Membran
wurde anschlieBend zur Fixierung der gebundenen RNA 30 min bei 80°C gebacken oder
alternativ an der Luft getrocknet und 2 min mit UV-Licht bestrahlt (314 nm). Mit dem
Transilluminator konnte gleichzeitig der gleichmaRige Transfer der RNA geprift werden. Es
wurden mehrere Replikafilter hergestellt. Bis zur Hybridisierung (2.4.4) wurden die Filter
trocken zwischen Filterpapier aufbewahrt.

2.4.3 Radioaktive Markierung spezifischer cDNAs

Die zu markierenden cDNA-Molekile wurden durch Herausschneiden der cDNA mit
geeigneten Restriktionsenzymen aus dem entsprechenden Plasmid, anschlie3ender

Agarosegelelektrophorese und Isolierung der cDNA aus dem Gel (2.4.6.3) gewonnen.

Die cDNA-Sonden wurden mit Hilfe einesandom primer labeling kitsnach Vorschrift
radioaktiv markiert (Prime It I, Stratagene, Amsterdam, Niederlande).rBagom priming
erfolgte mit ca. 12 ng cDNA-Restriktionsfragmenten pro Ansatz. Zu 12 pL DNA-L6sung
wurden 5 pL Oligonukleotidprimer pipettiert, der Ansatz flr 5 min bei 95°C - 100°C erhitzt
und anschlieBend nach Abkuhlung auf RT kurz zentrifugiert. Danach wurden 5 pL
Reaktionspuffer, 2,5 pla-*P-dCTP (1 MBq, spezifische Aktivitat von 120 TBg-mmipl
Hartmann Analytic, Braunschweig, Deutschland) und 0,5 pl Klenow-Polymerase (5*J-uL
zugegeben. Der Reaktionsansatz wurde 30 min bei 37°C inkubiert.

Wahrenddessen wurde eine Sephadex-Saule vorbereitet (Pharmacia, Uppsala, Schweden), mit
derer Hilfe die nichteingebauten Mononukleotide von den markierten hochmolekularen
cDNA-Molekilen abgetrennt werden kdnnen. Erstere dringen in die Matrix ein und werden so
bei einer kurzen Zentrifugation zuriickgehalten, letztere passieren die S&ule im Totvolumen,
aulRerhalb der Matrix, und finden sich im Eluat wieder. Eine in ein 2 mL Eppendorfgefald
gestellte Mini-Saule mit einem 35 um Filter (MoBiTec, Gottingen Deutschland) wurde dazu
mit 800 pL in TE (pH 8) aquilibriertem Sephadex-G50 beladen und 5 min bei 3000 Upm in
der Eppendorfzentrifuge zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde verworfen und die Saule in ein

neues Eppendorfgefald gestellt.
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Nach beendeter Inkubationzeit wurde didelingReaktion durch Zugabe von 1 pL Stop-
Losung gestoppt und der Reaktionsansatz mit @llduf 100 pL aufgefullt. Davon wurde

1 uL zur Messung der Gesamtradioaktivitat abgenommen und das restliche Volumen mittig
auf die Saule pipettiert. Es wurde erneut 5 min bei 3000 Upm zentrifugiert, 1 uL des Eluats
zur Bestimmung der Einbaurate entnommen und die restliche radioaktiv markierte cDNA
direkt zur Hybridisierung eingesetzt oder bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren.
Die Einbaurate vora-*P-dCTP wurde mittels Cerenkov-Zahlung bestimmt (Beckmann LS
1801, Fullerton, USA). Sie gibt einen Hinweis darauf, ob die Reaktion stérungsfrei
abgelaufen ist. Aus den Messwerten der Proben, die vor und nach der Eluierung Uber die
Séaule vom Reaktionsansatz genommen wurden, wurde der prozentuale EinbatiPaaiCTP
berechnet. Fur jede Probe wurde das arithmetische Mittel von 3 Messungen ermittelt. Die

Einbauraten lagen zwischen 60% bis 85%.

2.4.4 Hybridisierung mit radioaktiver Sonde (Sambrook et al. ,1989)

Die Hybridisierung erfolgte mit einer radioaktiv markierten cDNA-Sonde. Anhand der Starke
der in der Autoradiographie erhaltenen Signale lasst sich die Menge der zu untersuchenden

RNA-Spezies durch densitorimetrische Methoden bestimmen.

Die Prahybridisierungslésung wurde ca. 30 min bei 70°C erwarmt und die Membranen einige
Minuten in ddBO gespdlt, um Salzkristalle abzulésen. Danach wurden die Membranen drei
bis vier Stunden bei 42°C unter leichtem Schutteln prahybridisiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzusattigen. Die bei —20°C gelagerte, radioaktiv markierte cDNA-Sonde
wurde 5 min bei 95°C bis 100°C denaturiert, auf Eis abgekihlt und zu den Membranen
pipettiert (spezifische Aktivitat ca. 0° cpm pro mL Hybridisierungslésung). Die
Hybridisierung erfolgte unter leichtem Schutteln bei 42°C. Nach 16 Stunden bis 20 Stunden
wurden die Membranen zweimal ca. 15 min mit 2 x SSC und 0,1% (w/v) SDS bei RT und
zweimal ca. 15 min mit 0,1 x SSC und 0,1% (w/v) SDS bei 60°C unter leichtem Schutteln
gewaschen, um Uberschissige radioaktiv markierte Sonde zu entfernen. Die feuchten
Membranen wurden in Plastikfolie eingeschweil3t und bei -80°C exponiert (Kodak Scientific

Imaging Film, X-Omat AR). Nach ein bis drei Tagen wurde der Rontgenfilm entwickelt.



Material und Methoden 39

2.4.5 Quantifizierung der Hybridisierungssignale

Die Starke der Hybridisierung an eine RNA-Probe ist ein Mal3 fur die Haufigkeit der mRNA.
Die Hohe der Signale lassen Aussagen Uber die relative RNA-Anhaufung in einer Probe im
Vergleich zu einer anderen Probe zu.

Die Auswertung der entwickelten Rontgenfilme erfolgte durch die Messung der Schwarzung
des Rontgenfilms mit Hilfe des Scanners und der Software ,GelDoc1000* von der Firma
BioRad. Die Intensitaiten der Signale wurden densitometrisch bestimmt. Das
Hintergrundsignal wurde subtrahiert. Zur vergleichenden Auswertung wurde das maximale
Signal eines Films gleich 100% gesetzt und die tbrigen Signale darauf normiert.

Es wurden nur Autoradiogramme ausgewertet, deren Signale im Bereich einer linearen
Beziehung von RNA-Menge und Schwérzung des Films liegen. Wenn in einem
Hybridisierungsschritt mehrere Membranen gleichzeitig behandelt wurden, dienten

Kontrollen dem Abgleich dieser Membranen untereinander.

2.4.6 Plasmidamplifikation

2.4.6.1 Herstellung und Transformation kompetenter Bakterienzellen

Zur Amplifikation der DNA-Sonden wurde der Bakterienstami coli DH50® mit
folgendem Genotyp transformiegl80dacZAM15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsaR17(rK,
mK"), sugE44,relAl, deoR A(lacZYA-arg F)U1609.

Als Plasmide wurden eingesetzt:

Plasmid Gen Grolie Enzym Herkunft
pKG1490 LHCII 962 BP Pst Barkadottat al. (1987)
pKG4626 SSuU 840 BP Pst | Barkadot#ital. (1987)

Die Vektoren tragen ein Tetracyclinresistenzgen.

2.4.6.1.1 Kalziumchlorid-Methode

Die Herstellung kompetenter Zellen und deren Transformation wurden nach Maetiaiis
(1989) mit der Kalziumchlorid-Methode durchgefihrt.
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Zur Herstellung kompetenter Zellen wurden 2 mL bis 4 mL steriles LB-Medium mit einigen
Stammzellen vorE. coli DH5a® beimpft. Diese Fliissigkultur inkubierte tiber Nacht bei
37°C. Dann wurden 100 mL LB-Medium mit 1 mL dieser Ubernachtkultur versetzt und
2 Stunden bis 4 Stunden bei 37°C unter leichtem Schwenken bis zu eingg.,@ion 0,5
(500" Zellen-mLY) inkubiert. Die Kultur wurde fiir 10 min auf Eis gestellt und dann in
autoklavierten GS-3-Bechern 15 min im GS-3-Rotor (3000 Upm, 4°C) abzentrifugiert. Die
Zellpellets wurden in 50 mL sterilem, eiskaltem CgCTiis (50 mM/10 mM) resuspendiert
und 15 min auf Eis gestellt. Danach wurde nochmals bei @0@bzentrifugiert und das Pellet

in 6,6 mL eiskalter CaGITris-L6sung aufgenommen. Zum Einfrieren wurden die Bakterien
mit 15% sterilem Glyzerin (v/v) versetzt, in sterile Reaktionsgefaf3e zu 300 pL portioniert und
bei -80°C eingefroren.

Zu je 100 ng Plasmid-DNA wurden 300 pL der kompetenten Zellen gegeben und fir 30 min
auf Eis gestellt. Der anschliel3end erfolgte Temperaturschock (2 min bei 42°C, 1 min auf Eis)
beeintrachtigte die Durchlassigkeit der Bakterienmembran in Bezug auf die Plasmid-DNA
positiv. Durch Zugabe von 1 mL LB-Medium und einer Inkubationszeit von 1 Stunde bei
37°C im Rundschiittler regenerierten sich die Zellen. Von diesen Kulturen wurden Aliquots
auf LB-Agarplatten (Selektivnahrboden: enthielt 50 pg-miletracyclin) ausgestrichen und
tber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Aus den gewachsenen Kolonien wurden
Vorkulturen in 5 mL LB-Medium mit 5 pL Tetracyclin angesetzt und tber Nacht bei 37°C
inkubiert. 850 pL dieser Vorkultur wurden mit 150 pL Glyzerin gemischt, in

Trockeneis/Ethanol eingefroren und bei -70°C als Glyzerolstamme eingefroren.

2.4.6.1.2 Elektroporation

Als Alternative fur die mit vergleichsweise geringer Effizienz ablaufende gMethode
(2.4.6.1.1) wurde die Transformation mit Hilfe der Elektroporation durchgefuhrt.

Zur Herstellung kompetenter Zellen fir die Elektroporation wurde zunachst wie in 2.4.6.1
beschrieben verfahren. Die Zellpellets wurden schlie3lich anstatt in,Ja&iLosung in je

250 mL eiskaltem Glyzerin (10% (v/v)) resuspendiert. Dann wurde erneut bei 4°C und 3000
Upm zentrifugiert. Die Pellets wurden in je 125 ml Glyzerin (10% (v/v)) resuspendiert und
nochmals zentrifugiert. Das Sediment wurden auf zwei GS-3-Becher vereinigt und in je 125 ml
Glyzerin resuspendiert. Dann wurde wie zuvor zentrifugiert. Die Zellen wurden vereinigt und in

60 mL Glyzerin (10% (v/v)) resuspendiert. Nach wiederholter Zentrifugation wurde das Pellet in
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2 mL Glyzerin (10% (v/v)) aufgenommen und in Aliquots zu jej80aufgeteilt. Diese wurden

in Trockeneis/Ethanol eingefroren und bei*C@elagert.

An die 0,2 cm Kiivetten wurde eine Spannung von 2,5 kV angelegt (12,5 KY.-&rer parallel
geschaltete Kontrollwiderstand wurde auf 2Dnd die Kapazitat des Kondensators aufu®s
eingestellt. Die bei -80°C gelagerten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut und nach Zugabe
der DNA wurde 1 min bis 2 min auf Eis inkubiert. Dann wurde der Ansatz in eine im Eis
vorgekuhlte Kuvette pipettiert und nach Einsetzen in den Elektroporator (GenePulser, BioRad
Laboratories, Munchen, Deutschland) der Impuls gesetzt. Unmittelbar danach wurde 1 mL LB-
Medium auf den Ansatz pipettiert und dieser nach Uberfiihrung in Falcon-Réhrchen 75 min auf
dem Schittler (200 U-mith 37°C) bewegt. Danach wurde ein Aliquot auf LB-Medium mit
Tetracyclin ausplattiert. Kolonien wurden mit sterilen Pipettenspitzen gepickt und in 10 mL LB-
Medium bei 28°C auf dem Rundschuttler angezogen. Von den gewachsenen Zellkulturen

wurden Glyzerinkulturen angelegt und bei -70°C gelagert.

2.4.6.2 Préparation von Plasmiden

2.4.6.2.1 Minipraparation von Plasmiden (Maniaisl, 1982)

Ob eine Transformation erfolgreich stattgefunden hat, konnte durch eine Schnell- oder
Minipraparation von Plasmiden kontrolliert werden (Maniatisal., 1982; Birnboim und

Doly, 1979). Es wurde eine Ubernacht-Flissigkultur in 2 mL bis 5 mL LB-Medium und
10 pL Tetracyclin von den transformiertdf.coli oder vom Glyzerol-Stamm (10pL, nur
angetaut) bei 37°C im Rundschittler angesetzt. Die Bakterienkultur wurde 5 min bei
1000 Upm abzentrifugiert, das Pellet in 100 mL GTE-L6sung aufgenommen und in ein
Eppendorfreaktionsgefa? uberfihrt. 10 pL einer frisch angesetzten Lysozymlosung
(Stammlésung 40 mg-mil, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) wurden dazupipettiert, die
Probe gut geschittelt und zum Zellaufschluss bei RT 5 min inkubiert. Dann wurden 200 pL
frisch angesetzte alkalische SDS-Losung dazupipettiert und die Probe 5 min auf Eis gestellt.
Nach Zugabe von 150 pL Natriumacetat-Losung und leichtem Schwenken wurde die Probe
erneut 10 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Die sich im Préazipitat befindliche chromosomale
DNA wurde verworfen. Der Uberstand (ca. 400 pL) mit Plasmid-DNA wurde mit einer
Chloroform/Phenol-Lésung (je 225 pL) versetzt, gemixt und bei 13000 Upm 2 min
abzentrifugiert. Die denaturierten Proteine bildeten ein Pellet. Der Uberstand wurde in einem
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neuen Eppendorfreaktionsgefald mit 2 Vol. absolutem Ethanol (ca. 800 pL) versetzt, gemischt
und bei RT 2 min inkubiert. Die Probe wurde 10 min bei 13000 Upm zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und die konzentrierte Plasmid-DNA, die als Pellet vorlag, 5 min bei RT
getrocknet. Danach wurde das Pellet in ca. 60 uL TE resupendiert. Die Probe wurde entweder
bei -20°C eingefroren oder die Praparation sofort durch einen Restriktionsabbau mit
anschlielBender Gelelektrophorese tberprift (2.4.6.2.3).

2.4.6.2.2 Maxipréparation von Plasmiden (Birnboim und Doly, 1979)

Zur Gewinnung der Plasmid-DNA im praparativen Mal3stab wurde eine Maxipraparation
durchgefuhrt (Birnboim und Doly, 1979). Durch eine CsCl-Dichtegradienten-
Gleichgewichtszentrifugation in Anwesenheit von Ethidiumbromid (EtBr) wurde die Plasmid-
DNA von der bakteriellen DNA getrennt.

Es wurde eine Vorkultur von dem transformierten Bakterienstamm angesetzt. Dazu wurden
2 mL bis 5 mL steriles LB-Medium mit 10 pL Tetracyclin und einer Kolonie transformierter
Bakterien oder mit ca. 10 uL angetautem Glyzerolstamm versetzt. Es wurde tber Nacht bei
37°C im Rundschittler inkubiert und aus dieser Suspension eine Hauptkultur angesetzt.
Hierfir wurden 750 mL LB-Medium mit 2 mL bis 5 mL der Vorkultur und 750 pL
Tetracyclin versetzt und bei 37°C tUber Nacht im Schattler inkubiert. Die Hauptkultur wurde
in Sorvallbecher Uberfuhrt und im Sorvallrotor GS-3 10 min bei 4°C und 6000 Upm
abzentrifugiert. Die Pellets wurden in einem Gesamtvolumen von 30 mL GTE-LOsung
resuspendiert, vereinigt und mit 1 mL frisch angesetzter Lysozymlosung versetzt. Der
Zellaufschluss erfolgte bei einer Reaktionszeit von 30 min auf Eis. Durch Zugabe von 30 mL
alkalischer SDS-L6sung (frisch angesetzt) und leichtem Schwenken wurde die Gesamt-DNA
freigesetzt. Die Reaktion erfolgte 5 min auf Eis. Durch Zugabe von 30 mL Natriumacetat-
L6sung wurden die Proteine bei einer Reaktionsdauer von 15 min auf Eis gefallt. Die Proben
wurden 20 min bei 4°C und 9000 Upm in der Kuhlzentrifuge abzentrifugiert. Der klare
Uberstand wurde in saubere Sorvallbecher tberfiihrt, mit 2/3 Vol. 8 M Lithiumchlorid-
Losung versetzt (ca. 60 mL), um weitere Proteine und RNA bei einer Stunde im Eisbad
auszufallen. Diese wurden bei 9000 Upm, 4°C und 20 min abzentrifugiert. Dann folgte ein
enzymatischer Abbau von restlicher RNA, indem 150 puL DNAse-freie RNAse zum
Uberstand pipettiert wurden. Nach einer Reaktionszeit von 1h bei 37°C im Schuttler wurde

450 pL Proteinkinase K (10 mg-ril Merck, Darmstadt, Deutschland) hinzugefiigt und



Material und Methoden 43

erneut 1h bei 37°C inkubiert, um weitere Proteine abzubauen. Der Reaktionsansatz wurde
Uber eine dreilagige Mullbinde abfiltriert, erneut 20 min bei 4°C und 9000 Upm in der
Sorvallzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert, mit 2/3 Vol. 2-Propanol
versetzt (ca. 90 mL) und die praparierte DNA Uber Nacht bei RT gefallt. Der Niederschlag
wurde wieder bei 9000 Upm und 4°C fur 30 min abzentrifugiert. Das Pellet wurde bei RT
getrocknet und in 1 mL TE resuspendiert. Dann wurde die DNA-LOosung auf zwei
EppendorfgefalRe verteilt und mit 500 pL Chloroform/Phenol (1:1, frisch angesetzt)
ausgeschuttelt. Zur besseren Phasentrennung wurden die GefalRe kurz anzentrifugiert. Dieser
Vorgang wurde ca. viermal wiederholt bis der Uberstand klar war. Er wurde anschlieRend zur
DNA-Fallung mit 2 Vol. 2-Propanol und 0,1 Vol. Natriumacetat versetzt (10 min, auf Eis).
Die Proben wurden 2 min zentrifugiert, bei RT getrocknet und in 1 mL TE resuspendiert. Die
erhaltene DNA konnte eingefroren (-20°C) oder in einem CsCI-EtBr-Gradienten aufgereinigt
werden. Dazu wurden 12 g CsCl in 10 mL TE gel6st. Die in 1 mL TE resuspendierte DNA
und 500 pL EtBr wurden hinzupipettiert und gut gemischt. Als die Losung nach 15 min noch
klar blieb, wurde sie mit einer Pasteurpipette Iluftblasenfrei in ejnick-seal
Zentrifugenréhrchen  pipettiert und nach dem Austarieren zugeschweil3t. Die
Ultrazentrifugation erfolgte tber 2,5 h bei 88000 Upm und 20°C in der Mini Ultrazentrifuge
TL-100 (Beckmann, Minchen, Deutschland). Unter einer UV-Lampe wurden die beiden DNA-
Banden sichtbar gemacht. Es kam zur Interkalation der EtBr-Molekile zwischen die
Basenpaare. Bei der intakten circularen Plasmid-DNA konnten sich weniger EtBr-Molekule
einlagern, sie besald deshalb eine héhere Dichte und stellte die untere der beiden Banden dar.
In der oberen Bande mit geringerer Dichte befand sich die chromosomale DNA. Die untere
Bande wurde Uber eine 18-G Kandule in eine Tuberkulinspritze abgezogen (zweite Kanile
zum Druckausgleich). Die ca. 1 mL wurden auf zwei Eppendorfreaktionsgefal3e aufgeteilt und
zu gleichen Teilen mit Isoamylalkohol ausgeschuttelt. Zur besseren Phasentrennung wurden
die Proben kurz anzentrifugiert. In der organischen Phase befand sich dann das EtBr, das
abpipettiert und gesammelt wurde. Die Extraktion wurde drei- bis viermal wiederholt bis
keine EtBr-Farbung mehr zu erkennen war. Der organische Abfall wurde mit
Chlorbleichlauge versetzt und entsorgt. Die Probe wurde im kleinen Sorvallbecher 1:4 mit TE
verdunnt und die DNA durch Zugabe von 2 Vol. Ethanol und 0,1 Vol. Natriumacetat tber
Nacht geféllt. Durch Zentrifugation im Sorvallrotor SS 34 mit 15000 Upm fur 30 min bei 4°C
wurde die DNA abzentrifugiert, das Pellet bei RT getrocknet und in 200 uL TE

aufgenommen.
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Die Reinheit und Konzentration der Plasmid-DNA wurde durch die Bestimmung der
Extinktion im Spektralphotometer bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Dazu wurde ein Teil der
DNA-Probe 1:50 mit TE verdiinnt. Das Verhaltnis von £§3.{OD2sonm Sollte 1,8 betragen.
Eine weitere Kontrolle der isolierten DNA erfolgte durch ein Kontrollgel nach
Restriktionsabbau (2.4.6.2.3).

2.4.6.2.3 Restriktionsabbau klonierter Plasmid-DNA und DNA-Gelelektrophorese

Um die Reinheit eines Plasmids zu Uberprifen, konnte die DNA mit verschiedenen
Restriktionsendonukleasen geschnitten werden. Dazu wurden ca. 100 ng DNA eingesetzt. Es
wurden 1 pL RNAse, 1 plB3-Mercaptoethanol, 1 pL BSA, 1 pL Restriktionspuffer, 0,5 pL
Restriktionsenzym und 10 pL ddB zusammenpipettiert. Die gut gekuhlten Lésungen
wurden als Tropfen an die Reaktionsgefaldwand pipettiert und kurz anzentrifugiert. Die
Reaktion erfolgte bei 37°C und wurde nach 2 Stunden durch Zugabe von 3 pL Farbmarker
abgestoppt.

Nach dem enzymatischen Verdau durch Restriktionsendonukleasen wurden die Fragmente
durch eine Agarosegelelektrophorese getrennt. Die Agarosekonzentration betrug 0,8% bis
1,0%, je nach Gr6Re des gesuchten Fragmentes. Als Gel- und Elektrodenpuffer diente TBE-
Losung. Als Langenstandard wurden verschiedene Marker-DNAs eingesetzh (BliB. I,

BioRad Laboratories, Miunchen, Deutschland). Die Elektrophorese wurde mit 70 Volt
gestartet und nach ca. 40 min auf 50 Volt zuriickgestellt. Die Auftrennung dauerte ca.
4 Stunden. Danach wurde das Gel 20 min mit einer wassrigen EtBr-LOsung angefarbt und
20 min gewassert. AnschlieBend wurde es unter UV-Licht betrachtet und zur Dokumentation

fotografiert.

2.4.6.3 Insert-DNA Préaparation (Geneclean(])

Die Insert-DNA Praparation wurde mit dem Kitsystem Genedlegianova, Hamburg,
Deutschland) durchgefuhrt. Zugrunde liegt die Methode von Vogelstein und Gillespie (1979).
Vor der DNA-Gelelekrophorese wurde der relative Anteil von Insert-DNA an der Plasmid-
DNA berechnet, um die entsprechende Menge Gesamt-DNA, die eingesetzt werden musste,
abzuschatzen. Es sollten ca. 5 pug Insert-DNA bei der elektrophoretischen Auftrennung

eingesetzt werden. Dabei wurde ein Verlust von ca. 40% bei der Isolierung bericksichtigt.



Material und Methoden 45

Die interessierende cDNA-Sequenz wurde nach Ausschneiden aus dem Plasmid mittels
geeigneter Restriktionsenzyme auf einem Agarosegel aufgetrennt. Im Anschluss wurde das
entsprechende Insert unter UV-Lichtkontrolle mit zwei Skalpellen aus dem Gel
herausgeschnitten, in ein Eppendorfreaktionsgefald Gberfihrt und ausgewogen. Dann wurde
das dreifache Volumen Natriumjodid (6 M) dazupipettiert, 5 min bei 55°C im Heizblock
erwarmt und 5 pL Glasmilch dazugegeben, um die DNA zu binden. Nach einer Inkubation
von 5 min bei RT wurden die Glaskigelchen 1 min bei 13000 Upm in einer
Eppendorfzentrifuge pelletiert. Der Uberstand wurde abpipettiert, das Pellet mit SB@\w L
washLosung (eiskalt) gewaschen, 1 min zentrifugiert und der Uberstand wiederum
abgenommen. Die Waschschritte wurden zweimal wiederholt und das Pellet in 5 pL TE und
10 pL Glasmilch resuspendiert. Die Probe kam 3 min bei 55°C zum Ablésen der DNA in den
Heizblock und wurde danach 1 min bei 13000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand mit der
Insert-DNA wurde in ein sauberes Eppendorfreaktionsgefald tberfuhrt. Die Konzentration der

DNA wurde durch Auftragen eines Aliquots auf ein 1%iges Agarosegel abgeschatzt.

2.5 Protein-Analyse
2.5.1 Proteinisolierung

2.5.1.1 Isolierung von Membranproteinen

Zur Isolierung der Membranproteine wurden die apikalen 6,5 cm von ca. 20 Primarblattern in
der Kugelmuihle (Pulverisette 5, Fa. Fritsch, Idar-Oberstein, Deutschland) bei 250 Upm in
flissigem Stickstoff zerkleinert und ca. 500 mg in 1,5 mL kalten Extraktionspuffer
suspendiert. Die Proben wurden 10 min in Eis inkubiert und anschlieRend durch Nylongaze
(40 pum) filtriert. Das Filtrat wurde 10 min bei 4°C, 18080zentrifugiert, der Uberstand
abgesaugt und das Pellet in 200 pL Extraktionspuffer gut resuspendiert. Danach wurde auf
2 mL aufgefullt und erneut 10 min bei 4°C und 18@®@entrifugiert. Das Pellet wurde in

100 pL bis 300 pL reduzierendem Probenpuffer aufgenommen und 10 min im Wasserbad
gekocht. Fir 5 min wurde bei 4°C und 180§Qentrifugiert, 10 pL des Uberstandes zur
Proteinbestimmung nach Lowry (2.5.2) abgenommen und die restliche Proteinlésung bis zur

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.
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2.5.1.2 Isolierung von Gesamtprotein

Zur Gewinnung eines SDS-I6slichen Gesamtproteinextraktes wurden 300 mg zerkleinertes
Material (2.5.1.1) der apikalen 6,5 cm von Gerstenblattern in 3 mL reduzierenden
Probenpuffer homogenisiert. Das Homogenat wurde 10 min bei 65°C erhitzt und
anschlieBend 12 min bei 14000 Upm in einer Eppendorf Tischzentrifuge zentrifugiert. der
klare Uberstand wurde abgenommen, 10 pL des Uberstandes zur Proteinbestimmung nach
Lowry (2.5.2) verwendet und die restliche Proteinlésung bei -20 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

2.5.2 Quantifizierung der Proteine (modifiziert nach Lowry etal., 1951)

Zur  Abschatzung des Proteingehaltes wurde eine Proteinbestimmung  mit
Rinderserumalbumin als Referenzprotein durchgefihrt. Mit einer Stammlésung von 1 mg
BSA-mL" wurde eine Eichreihe von 0 pg bis 100 pg BSA in 200 pL 0,1 M NaOH erstellt. Je
10 pL der zu bestimmenden Proteinextrakte wurden mit 500 pL Trichloressigsaure (10%)
versetzt und 10 min bei 4°C geféllt. Nach 10 min Zentrifugation bei 18000 g und 4°C wurden
die Uberstande abgesaugt und die Pellets in je 200 uL 0,1 M NaOH gelost. Im 10-Sekunden-
Takt wurde zur Eichreihe und zu den Proben je 1 mL Ldsung Il zugegeben und sofort
geschattelt. Nach genau 10 min wurde je 100 ul Lésung IV (Folin-Ciocalteau-Phenolreagenz,
Merck, Darmstadt, Deutschland) hinzugefugt und durchmischt. Danach wurden alle Proben
30 min im Dunkeln inkubiert und die Extinktion bei 750 nm im Beckman Spektralphotometer
gemessen. Aus den Extinktionswerten der Eichreihe wurde eine Eichgerade berechnet, mit
deren Hilfe die unbekannten Proteinkonzentrationen der Extrakte bestimmt werden konnten.
Die Proben wurden mit reduzierendem Probenpuffer auf eine Konzentration von 1 g Protein

pro uL Losung eingestellt.

2.5.3 Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE, Laemmli, 1970)

Fur die Trennung der Proteine wurden 15%ige Polyacrylamid-Minigele (8,5 x 11 cm) mit
Hilfe der Apparatur von Hoefer Scientific Instruments (San Francisco, USA) hergestellt. Dazu
wurden zunachst die Trenngele (0,75 mm) im Gattermit wassergesattigtem Butanol bis

zur Auspolymerisierung tberschichtet. Die Gele wurden in die mit 1 x Laemmli-Laufpuffer
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beschickten Laufapparaturen gespannt. Auf jedes Gel wurde ein Probenkamm gesetzt und ca.
1 mL Sammelgel aufgetragen. Nach Polymerisation des Sammelgels wurde mit Laufpuffer
Uberschichtet, der Kamm entfernt und die Taschen gesplilt. Die eingefrorenen Proben wurden
im Wasserbad gekocht, auf 1 pug Protein pro pL verdinnt (2.5.2) und aufgetragen. Der
Gellauf fand bei 20 mA je Gel statt. Abgebrochen wurde der Lauf, wenn die
Bromphenolblau-Front gerade herausgelaufen war. Anschlie3end wurden die Gele entweder
gefarbt (2.5.4.1, 2.5.4.2) oder geblottet (2.5.5).

2.5.4 Farbung von Polyacrylamidgelen

Die Farbung der PAGE-Gele erfolgte zur Uberprifung der Qualitat der Proteinextraktion und
des gleichmafigen Proteinauftrags. Zur Aufbewahrung wurden die Gele 15 min gewassert
und in einer Trocknungsvorrichtung (GelAir Dryer, Biorad, Munchen, Deutschland) zwischen
Cellophanfolie getrocknet.

2.5.4.1 Coomassie-Farbung von PAGE-Gelen

Die Polyacrylamidgele wurden mindestens 20 min in Farbelésung (Coomassie Blue R250,
Serva, Heidelberg, Deutschland) unter leichtem Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurde
unter mehrmaligem Wechsel der Entfarberlosung in 10% Methanol / 7% Essigsaure mehrere

Stunden entfarbt, bis ein klarer Hintergrund und gut erkennbare Proteinbanden erzielt wurden.

2.5.4.2 Silberfarbung von PAGE-Gelen (modifiziert nach Blum et al., 1987)

Die Silberfarbung von Gelen, ist um den Faktor 20 bis 50 empfindlicher als die Coomassie-
Farbung. Sie wurde bei Gelen durchgefiihrt, bei denen deutlich geringere Proteinmengen
aufgetragen wurden. Die Polyacrylamidgele wurden Uber Nacht in Fixierlésung unter
leichtem Schitteln inkubiert. Danach wurde dreimal mindestens 30 min mit 30%igem Ethanol
(v/v) gewaschen. Den Gelen wurde 1 min Impragnierlosung zugefiigt und im Anschluss
wurde dreimal 1 min mit ddkD gewaschen. Danach wurden die Gele fir 20 min bis 60 min
unter leichtem Schutteln in Farbeldsung inkubiert. Im folgenden wurde mit gekihlten

Losungen gearbeitet. Die Gele wurde zweimal 30 s mitMilgewaschen. Danach wurde ca.
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10 min in Entwickler inkubiert und bei gentigend starker Farbung die Reduktion mit 7% (v/v)
Essigsaure gestoppt. Die Gele wurden mindestens 2 mal 20 min mit Essigsaure behandelt und

vor der Trocknung mit Wasser gewaschen.

2.5.5 Western Blot (modifiziert nach Towbin et al., 1979)

Zur Vorbereitung des Elektroblots wurde eine PVDF-Membran (Immobilon P, Schleicher und
Schuell, Dassel, Deutschland) fir ca. 30 s mit Methanol benetzt und in Transferpuffer gelegt.
Nach Zusammenbau des Blotting-Sandwich wurde es in die Elektroblotkammer mit
Transferpuffer eingespannt (Hoefer Scientific Instruments, San Franzisco, USA). Die
0,75 mm dicken Gele wurden ca. 1 Stunde bei 400 mA bei 4°C geblottet. Nach dem Transfer
wurde die Membran kurz in ddi® geschwenkt und zur Abséattigung freier Bindungsstellen
fur 1 Stunde bei RT auf einem Kippschdittler in Blockierungspuffer inkubiert. Danach wurde
der Blockierungspuffer gewechselt und primérer Antikorper hinzugefiigt. Die Bindung an das
Protein erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Im Anschluss wurde die Membran finfmal 5 min in
PBST gewaschen. Nach der zweistindiger Inkubation mit dem sekundéaren Antikorper
(gekoppelt mit alkalischer Phosphatase) in Blockierungspuffer wurde nochmals sechsmal
5 min mit PBST gewaschen. Danach wurde die Membran 1 min bis 2 min in TMN-Puffer
geschwenkt. Die Farbelésung (modifiziert nach Blakeal., 1984) wurde der Membran
zugesetzt, bis die Proteinbanden gut sichtbar waren (ca. 5 min bis 10 min). Die Farbreaktion
wurde unter flielRendem Wasser abgebrochen.

Die Auswertung der Membranen erfolgte mit Hilfe des Scanners und der Software
,GelDoc1000" von der Firma BioRad. Die Intensitaten der Signale wurden densitometrisch
bestimmt. Das Hintergrundsignal wurde subtrahiert. Zur vergleichenden Auswertung wurde
das maximale Signal einer Membran gleich 100% gesetzt und die Ubrigen Signale darauf
normiert.

Es wurden nur Membranen ausgewertet, deren Signale im Bereich einer linearen Beziehung
von Protein-Menge und Verfarbung der Membran liegen. Wenn in einer Farbereaktion
mehrere Membranen gleichzeitig behandelt wurden, dienten Kontrollen dem Abbgleich dieser

Membranen untereinander.
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2.6 Statistik

2.6.1 Kosinor-Analyse

Eine wichtige Methode der periodischen Regression ist die sog. ,Kosinor-Analyse*
(Hardeland, 1995). Sie basiert auf einer sinusiodalen Anndherung mittels einer
Kosinusfunktion. Dabei wird die folgende Gleichung den experimentell gewonnenen Daten
unter Verwendung der Methode der kleinsten Quadrate angenéhert (Cugini, 1993):

Y, =M +BIE + Aleos((, —q))GZ?n)

Yi = wahrscheinlichster Schatzwert des i-ten Punktes in der Datenreihe
M = mittlerer Wert der Kosinuskurve (Mesor, Akronym fimidline estimating statistic
of rhythm®)
B = Steigung des Mesor
t; = Zeitpunkt der Probennahme
A = Amplitude der Kurve
® = Phasenwinkel des maximalen Wertes der Kurve (Acrophase)
T = Periodenlange
L Period
=
|
|
Amplitude |
|
Mesor |
>
Acrophase |
| Nadir
) 1 >
| N
TIME' »

Abb. 9: Charakterisierende Merkmale einer rhythmischen Oszillation.

Die Ermittlung der Kosinuskurvenparameter wurde mit der Software Scilab Version 2.3.1
beta for Windows NT/95 durchgefiihrt (INRIA, Le Chesnay, Frankreich). Zur Beschreibung
einer Rhythmik wurde in dieser Arbeit ausschlie3lich die Periodenléagégefihrt.



Material und Methoden 50

2.6.2 t-Test

Differenz von zwei Mittelwerten wurde nach einem nach Koyro (1989) modifizierten t- Test

(Cavalli-Sforza, 1969) auf Signifikanz untersucht.

X, = Mittelwert der Gruppe A

g = Mittelwert der Gruppe B

= Anzahl der Messungen der Gruppe A
= Anzahl der Messungen der Gruppe B
= Standardabweichung

Z(XA- _Z)z +Z(XB _XB)2
s= : ‘
n,+ng —2

(Xa s, ~Xas). = Summe der Abweichungsquadrate der Gruppe A bzw. B
Die p- Werte wurden einer Tabelle von Weber (1957) entnommen.

Im Text erfolgt die Beschreibung der Ergebnisse wie folgt:
p<0,05 bedeutet hochsignifikant
p<0,10 bedeutet signifikant

p>0,10 und eine deutliche zeitliche Entwicklung bedeutet Tendenz oder Trend
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3 Ergebnisse

3.1 Optimierung und Aufbau der verwendeten Temperaturkammern

Fur die Anzucht der Pflanzen wurden zunéchst temperierbare Plexiglaskammern verwendet,
die schon fur Hitzeschockversuche benutzt worden waren (Beator, 1993). Dabei stellte sich
allerdings heraus, dass weder der Aufbau noch die technische Ausstattung dieser Kammern
dazu geeignet waren, kurze periodische Temperaturdnderungen mit ggf. auch hoher
Amplitude exakt und reproduzierbar zu erzeugen (z.B. 2h/2h = 10°C/25°C). Im Einzelnen

mussten folgende Unzulanglichkeiten behoben werden, die eine Neukonzipierung der

Anzuchtkammern notwendig machten:

Eine gleichmallige Temperaturverteilung in den Kammern stellte sich wahrend der
Aufheizphase erst nach ca. 60 min, wahrend der Abkuhlphase erst nach ca. 80 min bis
120 min ein. Die Ursache war ein ungleichmallig verteilter Luftstrom, der im
wesentlichen durch einen, fur die Erfordernisse ungunstig plazierten Ventilator und eine
mangelhafte Luftstromlenkung hervorgerufen wurde.

Bei der Konstanthaltung einer hoheren Temperatur durch Gegenheizen (2.2.1.1) kam es
haufig zu Defekten an dem den Heizkorper schaltenden Relais, das mit der vom
Temperaturregler (Kontaktthermometer) vorgegebenen relativ hohen Schaltfrequenz und
wegen der relativ hohen Leistung des Heizkérpers Uberbeansprucht war.

Der Heizkorper, der zur Erwarmung der Luft innerhalb einer Kammer diente, emittierte
wahrend der Aufheizphasen Infrarotlicht und auch wenig Rotlicht in den Anzuchtraum.

Die neuen Kammern sollten eine moglichst schnelle Aufheizung und Abkuhlung
gewahrleisten. Diese Temperaturdnderungen sollten gleichméRig im ganzen Raum erfolgen
und ebenso wie das Halten einer konstanten Temperatur Gber einen Zeitraum von einigen
Wochen technisch verlasslich realisierbar sein. Das Prinzip, in einen grof3en Klimaraum die
niedrigste bendtigte Temperatur vorzugeben und in kleineren Plexiglaskammern
gegenzuheizen, wurde beibehalten, da es den geringsten technischen Aufwand erforderte.

Ein Explosionsschema sowie den Schaltplan zur elektrischen Anlage der neuen Kammern
zeigen Abb. 10 und 11. Ein wesentlicher Unterschied zu den bisher verwendeten Kammern ist
die Verlagerung zweier sich einander gegenuber angebrachter Heizkdrper in eine Basiswanne

der Kammer. Die Basis wurde mit einer Lochplatte bedeckt, auf der die Pflanzschalen, die zur
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Aufnahme der Pflanzentopfe dienten, innerhalb eines Geh&duses auf Leisten positioniert
werden konnten. Basis und Lochplatte wurden schwarz lackiert, so dass die wahrend der
Heizphasen eventuell glihenden Heizspiralen vom Raum, in dem sich die Pflanzen befanden,
und auch von den (Uubrigen Plexiglaskammern optisch abgeschirmt wurden. Die
Luftzirkulation wurde von zwei Axialliftern je Heizk6rper ibernommen, deren Luftstrom
mittels eines kurzen Metallkanals auf die Heizspiralen zentriert wurde und damit der
effizienten Kuhlung der Heizspiralen diente. In der Basis wurden auf diese Weise zwei
aufeinandergerichtete Luftstrome erzeugt, die durch die Lochplatte in den Pflanzenraum
geleitet wurden. Das Gehéuse des Pflanzenraums wurde transparent belassen, so dass die
Pflanzen gegebenenfalls von auf3en belichtet werden konnten. In die Deckenplatte der
Anzuchtkammer wurden ebenfalls Lécher gebohrt und auf diese Weise der Luftaustausch
wahrend der Aufheiz- und Abkihlphasen beschleunigt. Gré3e und Anordnung der Locher in
der Lochplatte und der Deckenplatte sind so optimiert worden, dass eine gleichmaflige und
maoglichst schnelle Temperierung der Kammer bei minimaler und gleichmafiger
Luftstromung maoglich war. Die Aufheizphase dauerte ca. 10 Minuten, die Abkuhlphase ca.
30 Minuten (Abb. 12). Die Abkuhlphase war etwas langer, da sie passiv durch die temperierte
AulRenluft des Klimaraumes erfolgte, in denen die Plexiglaskammern positioniert wurden
(2.2.1.1). Aufgrund der durch die Locher in der Deckenplatte zum Auf3enraum geotffneten
Plexiglaskammer  musste bei  gewlnschter Konstanthaltung einer  erhdhten
Kammerinnentemperatur eine noch haufigere Zuschaltung der Heizkorper erfolgen, als bei
den alten Kammern. Daraus ergaben sich erhdhte Anforderungen an die Schaltleistung des
uber das Kontaktthermometer gesteuerten Relais. Eine Uberbeanspruchung wurde zum einen
durch einen zum Relais parallel angeschlossenen Kondensator und zum anderen durch das
Zwischenschalten eines Lastschiitzes vermieden. Uber jedem Heizkorper wurden
Temperaturbegrenzer angebracht, die im Falle eines Versagens der Lifter den Stromkreis der
Heizkorper unterbrechen, sobald die Temperatur Gber 72°C ansteigt und ihn wieder 6ffnen,
sobald die Temperatur unter 65°C sinkt.

Beginn und Dauer der Aufheizphasen wurden tber programmierbare, digitale Zeitschaltuhren
gesteuert. Auf diese Weise war eine minutengenaue Koordinierung aller wéhrend eines
Experimentes benutzter Anzuchtkammern und eine unkomplizierte Steuerung des Ubergangs
von einem zum nachsten Temperaturprogramm mdglich (z.B. Konstanthaltung der
Temperatur far drei Tage nach Anzucht der Pflanzen unter oszillierenden

Temperaturbedingungen).
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Mit den neuen Kammern konnten nun prazise Anzuchtbedingungen gewéhrleistet werden,

wie sie aufgrund der Komplexitat der hoheren Pflanzen erforderlich sind.

Kontaktthermometer
& s @ @ @g/é@ Gehause des
@LJ N Pflanzenraums
durchsichti
Deckel ( 9)
] ‘ _—~—+— Wanne fir Pflanzen
K ———
Lochplatte (schwarz)
s 25 _° > Heizspirale
o
Temperaturbegrenzer
W ff%g — % jf - Ventilator
= =7 Metallkanal
Basiswanne
(schwarz)
Luftstrom

Abb. 10: Neuentwickelte Temperaturkammer aus Plexiglas (Explosionsschemalie
Pfeile deuten den Nettoluftstrom an.
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Abb. 11: Schaltplan der elektrischen Anlage der Plexiglaskammer.

Plexiglas 10 mm, Roéhm und Haas, Hannover, Deutschland
Kontaktthermometer 0°C his 50°C Braun, Melsungen, Deutschland

digitale Zeitschaltuhr Siemens, Braunschweig, Deutschland

Heizvorsatz 230V, 2mal 1000 W Conrad Electronics, Hannover, Deutschland
Axiallufter 230 V/50 Hz Conrad Electronics, Hannover, Deutschland
Lastschitz Type HSLa24-10 Fanal, Neustadt a.d. Weinstral3e, Deutschland
Schaltbausatz mit Relais Kleinfeld Labortechnik GmbH, Gehrden, Deutschland
Kondensator 100 pF Conrad Electronics, Hannover, Deutschland
Temperaturbegrenzer  75°C/65°C Conrad Electronics, Hannover, Deutschland

(Bimetallschalter)

Tabelle 1: Technische Daten zum Schaltplan.
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Aufheizungs- und Abkuhlungskinetik in der neuen Plexiglaskammer

R e e

t[°c]

15

Zeit [min]

Abb. 12: Temperaturverlauf wahrend der Aufheizungs- und Abkihlungsphase in der
neuen PlexiglaskammerDie Temperaturen wurden auf Pflanzenhdhe an funf verschiedenen
Punkten der Kammer gleichzeitig gemessen. Braun: vorne rechts; blau: vorne links; rot:
Mitte; schwarz: hinten rechts; grin: hinten links.

3.2 Morphologie

3.2.1 Einfluss von Hitzeschockbehandlungen

Es wurden 15 verschiedene Pflanzenarten unter zyklischen Hitzeschockbedingungen (HS-
Bedingungen) angezogen. Einige Spezies zeigten eine Etiolement charakteristisch
abweichende Morphologie (Kloppstedt al., 1991; Beatoret al, 1992), wahrend andere
keine signifikanten Unterschiede zu etiolierten Pflanzen zeigten. Zur ersten Gruppe zéhlten
Gerste, Weizen, Roggen, MaisPdaceag sowie Erbse und SojaF@bace®). Die
hitzegeschockten Monokotylen wiesen ahnlich wie die bei Licht gewachsenen Pflanzen
hochsignifikant verkirzte Koleoptilen, tendenziell kiirzere Primarblatter (Abb. 13) und eine
teilweise Primar- und Sekundarblattentfaltung auf (Abb. 16). Die Blattentfaltung war bei
dunkel angezogenen Pflanzen von Gerste, Roggen und Weizen (Abb. 17) nur schwach
ausgepragt. Dass dies bei den etiolierten Pflanzen nicht beobachtet werden konnte, belegt,
dass die Pflanzen wahrend des Transports keinem Licht ausgesetzt waren, da die
Blattentfaltung bereits durch geringste Lichtmengen induziert wird (Vateal., 1988). Das

Koleoptile/Primarblatt-Verhaltnis der hitzegeschockten Pflanzen entsprach dem der unter
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Licht gewachsenen Pflanzen und war hochsignifikant kleiner, als das der etiolierten
Keimlinge (Abb. 14). Beim Mais waren tendenziell die Priméarblatter der etiolierten, im
Dunkeln bei konstant 25°C gewachsenen Pflanzen kirzer. Allerdings war das Mesokotyl, der
Abschnitt zwischen Wurzel und Primarblattbasis, signifikant verlangert (Abb. 15). Bei unter
L/D-Bedingungen gewachsenem Mais verfarbten sich die Koleoptilen rotlich (Abb. 16), was
auf eine Anthocyanbildung hinweist. Bei Weizen und Roggen trat ebenfalls bei so
behandelten Pflanzen eine schwache Rotfarbung der Koleoptilen, besonders aber auch des
apikalen Bereichs der Primarblatter auf (Abb. 17 ).

Die mit Hitzeschock behandelten Pflanzen der Gattungen Erbse und Soja wiesen, mit den
unter L/D-Wechsel gezogenen Pflanzen vergleichbar, ein signifikant verringertes
Sprosswachstum auf. Dies ging mit einer deutlichen Verkirzung der Internodien in Relation
zu etiolierten Keimpflanzen einher. Die Hypokotylhaken begannen sich zu 6ffnen und die
Laubblatter sich zu entfalten (Kloppstech, 1990). HS-behandelte Pflanzen wiesen nach
7 Tagen eine Offnung des Hakens zwischen 140° und 180° auf, wahrend die etiolierten
Keimlinge zwischen 30° und 90° streuten. Abb. 18 zeigt exemplarisch die Ergebnisse, die bei
Versuchen mit der Erbse erhalten wurden.

Im Gegensatz zu den vorgehend aufgefuhrten Arten traten bei Raps, Gelbsenf und
Arabidopsis thaliana (Brassicaceag Buschbohne, AckerbohneFdbaceag Spinat,
Gartenkresse, Zuckerrib€lfenopodiacegesowie Sonnenblumeiéteraceagkeine oder nur
geringfuigige morphologische Unterschiede als Antwort auf Temperaturspriinge auf (ohne
Abb.).

Winter-Weizen "Sorbas”

140

120 T

100 T T r
T L L
E 80 | |OKoleopt.
(O] 60 T I .
2 + o Primbl.
® 40 -

20 = = —

0

konst.25°C,Licht konst.25°C,Dunkel HS

Abb. 13: Wachstum von Weizen unter den verschiedenen Licht- und
Temperaturbedingungen. Alle Pflanzen wurden bei 25°C angezogen. Die grinen Pflanzen
(Kontrolle) wurden im L/D-Wechsel von 12h/12h und der etiolierte Weizen im Dunkeln
angezogen. Die HS-Pflanzen erhielten jeden Tag 1 Stunde einen Hitzeschock von 42°C. Nach
7 Tagen wurden die Langen von Koleoptile und Primarblatt bestimmt (n=65).
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Winter-Weizen "Sorbas" , Koleoptile/Primarblatt-
Verhaltnisse
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Abb. 14: Koleoptile/Primarblatt-Verhaltnisse von unter den verschiedenen Licht- und
Temperaturbedingungen gewachsenem Weizelie Daten stammen aus dem Experiment,
das in Abb. 13 dargestellt ist.
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Abb. 15: Wachstum von Mais unter den verschiedenen Licht- und
Temperaturbedingungen. Alle Pflanzen wurden bei 25°C angezogen. Die grinen Pflanzen
(Kontrolle) wurden im L/D-Wechsel von 12h/12h und der etiolierte Weizen im Dunkeln
angezogen. Die HS-Pflanzen erhielten jeden Tag fur 1 Stunde einen Hitzeschock von 42°C.
Nach 7 Tagen wurden die Langen von Koleoptile, Primarblatt und Mesokotyl bestimmt
(n=60).
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Abb. 16: Der Effekt von HS-
Behandlungen auf die Morphologie des
Mais. Alle Pflanzen wurden bei 25°C
angezogen. Die grunen  Pflanzen
(Kontrolle) wurden im L/D-Wechsel von
12h/12h (LD) und die etiolierten Pflanzen
im Dunkeln angezogen (D). Die HS-
Pflanzen erhielten jeden Tag 1 Stunde
einen Hitzeschock von 42°C (HS). Die
Aufnahme zeigt 7 Tage alte Pflanzen. Die
Pfeile deuten auf das basale-J und das
apikale Ende (----) der Koleoptile.

Abb. 17: Der Effekt von HS-
Behandlungen auf die Morphologie von
Weizen. Die Pflanzen wurden wie in
Abb. 16 beschrieben angezogen. Die
Aufnahme zeigt 7 Tage alte Pflanzen. Die
Pfeile deuten auf das apikale Ende der
Koleoptile.

Abb. 18: Der Effekt von HS-
Behandlungen auf die Morphologie der
Erbse. Die Pflanzen wurden wie in
Abb. 16 beschrieben angezogen. Die
Aufnahme zeigt 7 Tage alte Pflanzen. Die
Pfeile deuten auf die an den Nodien
ansetzenden Niederblatter.
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3.2.2 Einfluss verschiedener Temperaturprogramme

Bei Anzucht unter verschiedenen Temperaturzyklen wurde bei den Grasern wie beim
applizierten HS ebenfalls eine vom Licht unabhéngige “Photomorphogenese” beobachtet,
wahrend sich bei den unter konstanter Temperatur (17,5°C bzw. 20°C ) gewachsenen
Pflanzen der charakteristisch etiolierte Phanotyp auspragte. Ein Temperaturwechsel
(10°C/25°C bzw. 16°C/24°C) erzeugte signifikant verkirzte Koleoptilen und deutlich
verklrzte Primarblatter, die leicht entrollt waren (Abb. 19, 20, 23, 25, 26). Bei Mais, der unter
verschiedenen Temperaturwechseln gezogen wurde, konnte ebenfalls eine Entfaltung der
Primarblatter beobachtet werden. Bei der 12h/12h-Variante waren bei einer
Durchschnittstemperatur von 20°C bereits 80% der Blatter entrollt, wahrend dies bei der
2h/2h-Variante erst 3-4 Tage spater der Fall war. In einigen Experimenten entwickelten sich
langere Blatter als bei den unter konstanten Temperaturbedingungen gewachsenen Pflanzen.
Diese Beobachtung war allerdings nicht signifikant. Charakteristisch war dagegen ein
hochsignifikant verkurztes Mesokotyl (Abb. 21 und 24).

Ob der Temperaturwechsel zwei- oder zwdlfstindlich erfolgte, ergab mit Ausnahme beim
Mais keinen signifikanten Unterschied. Lediglich bei der 12h/12h-Variante der Gerste wurde
eine tendenziell geringere Elongation der Primarbléatter festgestellt. (Abb. 19 und 23). Das
Koleoptile/Primarblatt-Verhaltnis bei den unter oszillierenden Temperaturen gewachsenen
Pflanzen war signifikant kleiner als bei den etiolierten Pflanzen (Abb. 20). Beim Mais war die
2h/2h-Variante zwischen dem etiolierten und dem 12h/12h-Phanotyp einzuordnen (Abb. 21;
K/Pyonst>>K/PanorK/IP12n12n - 0hne Abb.). In den Grafiken werden exemplarisch die

Ergebnisse dargestellt, die bei den Experimenten mit Gerste und Mais erhalten wurden.
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Abb. 19: Wachstum von Gerste unter den verschiedenen TemperaturprogrammerDie
Pflanzen wurden unter 3 Temperaturprogrammen bei einer Durchschnittstemperatur von 20°C
im Dunkeln angezogen: konstant bei 20°C, im 2h/2h-Wechsel und im 12h/12h-Wechsel
jeweils zwischen 16°C und 24°C. Nach 7 Tagen wurden die Langen von Koleoptilen und
Primarblattern bestimmt (n=80).

Sommer-Gerste "Apex” , Koleoptile/Priméarblatt-
Verhaltnisse
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Abb. 20: Koleoptilen/Priméarblatt-Verhaltnisse von unter den verschiedenen Licht- und
Temperaturbedingungen gewachsener GersteDie Daten stammen aus dem Experiment,
das in Abb. 19 dargestellt ist.
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Abb. 21: Wachstum von Mais unter den verschiedenen TemperaturprogrammenDie
Pflanzen wurden unter 3 Temperaturprogrammen bei einer Durchschnittstemperatur von
17,5°C im Dunkeln angezogen: konstant bei 17,5°C, im 2h/2h-Wechsel und im 12h/12h-
Wechsel jeweils zwischen 10°C und 25°C. Nach 10 Tagen wurden die Langen von
Koleoptilen, Primarblattern und Mesokotyl bestimmt (n=50).
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Bei der Beobachtung des Primarblattwachstums der Gerste tuber 11 Tage wurden &hnliche
Verlaufe bei L/D-Anzucht und dem Wachstum unter oszillierenden Temperaturen beobachtet.
Das Elongationswachstum der unter konstanten Bedingungen gewachsenen Pflanzen verlief
deutlich schneller. Es endete gemeinsam mit der 12h/12h- und der 2h/2h-Variante um den
9. Tag. Das Streckungswachstum der Koleoptilen endete bei den im L/D-Wechsel und den
unter oszillierenden Temperaturen gewachsenen Pflanzen am 5. Tag nach der Aussaat,

wéahrend es bei den etiolierten Pflanzen dartiber hinaus anhielt.
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Abb. 22: Entwicklung von Priméarblattern und Koleoptilen der Gerste bei Anzucht

unter verschiedenen Licht- und Temperaturprogrammen.Die Pflanzen wurden im L/D-
Wechel (12h/12h) bei 20°C (grin) und unter 3 Temperaturprogrammen bei einer
Durchschnittstemperatur von 20°C im Dunkeln angezogen: konstant bei 20°C (blau), im
2h/2h-Wechsel (gelb) und im 12h/12h-Wechsel (rot) jeweils zwischen 16°C und 24°C.
Wahrend 4 bis 11 Tagen wurden die Langen von Primarblattern (oben) und Koleoptilen
(unten) bestimmt. In allen Fallen waren die Standardabweichungen bei den Primarblattern
kleiner als 6 mm und bei den Koleoptilen kleiner als 3 mm (n=60).

Die unter verschiedenen oszillierenden Temperaturbedingungen gezogenen Pflanzen der

Gattungen Erbse und Soja wiesen vergleichbar mit den unter HS-Bedingungen gezogenen
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Pflanzen ein hochsignifikant verringertes Sprosswachstum mit einer deutlichen Verktrzung
der Internodien in Relation zu etiolierten, bei konstanter Temperatur gewachsenen
Keimpflanzen auf. Die Hypokotylhaken begannen sich zu 6ffnen und die Laubblatter sich zu
entfalten (Kloppstech, 1990). Nach 11 Tagen wurde eine Offnung des Hakens zwischen 140°
und 180° beobachtet, wéahrend die etiolierten Keimlinge zwischen 0° und 90° (Erbse) bzw.
50° und 90° (Soja) streuten. Die Experimente wurden auch mit 13 verschiedenen
Erbsensorten durchgefuhrt, bei denen keine signifikanten Unterschiede beobachtet wurden.
Abb. 27 zeigt exemplarisch die Ergebnisse, die bei Versuchen mit der Erbse (Sorte
"Rosakrong erhalten wurden.

Keine oder nur geringfligige Unterschiede traten bei Raps (Abb. 28), Gelbsenf und
Arabidopsis thaliana (Brassicaceag Buschbohne, Ackerbohne Fdbaceag Spinat,
Gartenkresse, Zuckerriib&lfenopodiacegesowie SonnenblumeA§teraceag auf (ohne
Abb.).
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Abb. 23: Der Effekt von
Temperaturbehandlungen  auf  die
Morphologie der Gerste. Die Pflanzen
wurden im Dunkeln bei konstanter
Temperatur (20°C, Kontrolle), bei 2h/2h =
16°C/24°C und bei 12h/12h = 16°C/24°C
angezogen. Koleoptilen und Primarblatter
wurden  voneinander getrennt. Die
Aufnahme zeigt 7 Tage alte Pflanzen.

Abb. 24: Der Effekt von
Temperaturbehandlungen  auf  die
Morphologie des Mais. Die Pflanzen
wurden wie in Abb. 23 beschrieben
angezogen. Die Pfeile zeigen den
Ubergang zwischen Mesokotyl und
Koleoptile. Die Aufnahme zeigt 14 Tage
alte Pflanzen.

Abb. 25: Der Effekt von
Temperaturbehandlungen  auf  die
Morphologie von Roggen.Die Pflanzen
wurden wie in Abb. 23 beschrieben
angezogen. Die Aufnahme zeigt 7 Tage
alte Pflanzen.
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Abb. 26: Der Effekt von
Temperaturbehandlungen  auf  die
Morphologie von Weizen. Die Pflanzen
wurden im Dunkeln bei konstanter
Temperatur (20°C, Kontrolle), bei 2h/2h =
16°C/24°C und bei 12h/12h = 16°C/24°C
im Dunkeln angezogen. Koleoptilen und
Primarblatter wurden voneinander
getrennt. Die Aufnahme zeigt 10 Tage alte
Pflanzen.

Abb. 27 Der Effekt von
Temperaturbehandlungen  auf  die
Morphologie der Erbse. Die Pflanzen
wurden wie in Abb. 26 beschrieben
angezogen. Die Aufnahme zeigt 11 Tage
alte Pflanzen. Die Pfeile deuten auf die an
den Nodien ansetzenden Niederblatter.

Abb. 28: Der Effekt von
Temperaturbehandlungen  auf  die
Morphologie von Raps. Die Pflanzen
wurden wie in Abb. 26 beschrieben
angezogen. Die Aufnahme zeigt 8 Tage
alte Pflanzen.
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3.3 Der Einfluss von Hitzeschockbehandlung auf die
Chlorophyllakkumulation

Zur Analyse der Ergrinungsfahigkeit von zyklisch hitzegeschockter Gerste, Mais und Erbse
zu verschiedenen Zeiten, wurden Pflanzen entsprechend dem unter 2.2.1.2.1 beschriebenen
HS Programm angezogen und alle 4 Stunden eine Anzahl Pflanzen fur 4 Stunden bei einer
konstanten Temperatur von 25°C belichtet (2.2.1.3.1). Die Blatter wurden dann geerntet,
unter flissigem Stickstoff mechanisch zerkleinert und die Pigmente extrahiert. Die Messung
erfolgte spektralphotometrisch in Aceton.

Die Ergebnisse solcher Experimente sind in Abb. 29 gezeigt. Sie belegen, dass die Fahigkeit
zur Chlorophyll a-Akkumulation circadianen Schwankungen unterworfen ist. Bei allen

3 Arten wurden keine signifikanten Unterschiede in der Acrophase gemessen. Sie oszillierte
bei allen untersuchten Arten anfanglich um den Faktor 2 und zeigte im Verlauf der zweiten
Periode eine Dampfung der Amplitude.

Als Kontrolle dienten etiolierte Pflanzen, die ohne HS angezogen wurden. Sie wurden mit
etwa gleichem Pflanzenalter wie die hitzegeschockten Pflanzen den gleichen
Belichtungsbedingungen ausgesetzt. Das Ergebnis zeigte keine Oszillationen, sondern
lediglich  eine  schwache, kontinuierliche ~ Abnahme  der  Fahigkeit  zur
Chlorophyllakkumulation. Die Abnahme erfolgte bei Wiederholungsexperimenten mit leicht
unterschiedlicher Kinetik (ohne Abb.).

100

50

% des Maximalwertes

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Belichtungsbeginn nach letztem HS [h]

—e—Erbse - - -B- - - Gerste — —A— — Mais ‘

Abb. 29: Circadiane Chlorophyll a Akkumulation nach zyklischem HS. Gerste, Mais und
Erbsen wurden im Dunkeln bei konstant 25°C angezogen und erhielten alle 24 Stunden einen
HS von 42°C. Am 8. Tag wurden alle 4 Stunden jeweils ein Teil der Pflanzen fur 4 Stunden
mit ca. 100 pmol-M-s* belichtet und die Blatter anschlieRend in fliissigem Stickstoff
eingefroren.
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3.4 Der Einfluss verschiedener Temperaturprogramme

3.4.1 Spektralphotometrische Chlorophyllanalyse

3.4.1.1 Ergrinungskinetik

Zur Optimierung der Pigmentanalyse wurde Gerste 7 Tage bzw. 9 Tage im zwdlfstindigen
Wechsel zwischen 16°C und 24°C bzw. 10°C und 25°C im Dunkeln angezogen (12h/12h =
16°C/24°C bzw. 10°C/25°C). Danach wurden Gruppen 12, 14 oder 16 Stunden bzw. 24, 26
oder 28 Stunden bei 20°C bzw. 17,5°C inkubiert und im folgenden 0 bis 7 Stunden belichtet
(40 umol-nit-s?). Diese Zeiten nach Ablauf des Temperaturprogramms wurden gewahlt, weil
erste Versuche zur Chlorophyll a-Akkumulation mit einer Belichtungszeit von 6 Stunden in
diesen Zeitintervallen ein erstes Maximum bzw. Minimum aufzeigten. Jede Stunde ab Beginn
der Belichtung wurden Pflanzen geerntet, in flissigem Stickstoff eingefroren und bis zur
Chlorophyllextraktion bei —70°C gelagert.

Nach einer Stunde Belichtung wahrend des Maximums der Chlorophyll a-Akkumulation war
bereits ein Unterschied zur Akkumulation wahrend des Minimums erkennbar. Mit
zunehmender Belichtung stieg der Chlorophyll a-Gehalt kontinuierlich an. Die
Ergrinungskinetik im Minimum zeigte wahrend der ersten zwei Belichtungsstunden kaum
einen Anstieg der Akkumulation. Zwischen 5 und 7 Stunden Belichtung kam es dagegen
nochmals zu einer Zunahme der Akkumulationsgeschwindigkeit.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurde in den folgenden Oszillationsexperimenten die
Belichtungszeit zur Induktion der Bildung der Photosynthese-assoziierten Pigmente und
Proteine von 6 Stunden auf 4 Stunden verkirzt, da hier eine deutlichere Differenz zwischen
Chlorophyll a Akkumulation im Maximum und Minimum bestand. Abb. 30 zeigt
exemplarisch das Ergebnis nach Anzucht bei 12h/12h = 16°C/24°C und Belichtung nach
12 Stunden bzw. 24 Stunden Inkubation bei 20°C.
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Abb. 30: Kinetik der Chlorophyll a Akkumulation. Gerste wurde 7 Tage bei 12h/12h =
16°C/24°C angezogen. 12 Stunde®)(bzw. 24 Stunden &) nach Beendigung des
Temperaturprogramms wurden die Pflanzen mit 40 pmidlsibelichtet und die apikalen

6 cm des Primarblattes mit eingeschlossenem Sekundarblatt in flussigem Stickstoff
eingefroren. Das Experiment wurde zweimal wiederholt.

3.4.1.2 Chlorophyllakkumulation

Zur Analyse der Ergrinungsfahigkeit von Gerste, die unter periodisch schwankenden
Temperaturen angezogen wurde, wurde zu verschiedenen Zeiten eine Anzahl Pflanzen fir
4 Stunden bei konstanter Temperatur belichtet (Abb. 6). Die Pflanzen wurden danach geerntet
und unter flissigem Stickstoff mechanisch zerkleinert. Danach erfolgte die Einwaage des
Frischgewichts (FG) des pulverisierten Materials und die Extraktion der Pigmente. Die
Messung erfolgte spektralphotometrisch in Aceton.

Die Pflanzenentnahme zur Belichtung erfolgte zum einen wahrend des Ablaufs der
Temperaturoszillationen (diurnale Bedingungen) und zum zweiten wahrend der freilaufenden

Bedingungen (circadiane Bedingungen).

a) Chlorophyllakkumulation nach vierstiindiger Belichtung wahrend=sisainments

Gerste, die unter dem 12h/12h-Temperaturprogramm heranwuchs und eindftis@ment
abweichenden Phanotyp aufwies (3.2.2), zeigte ausgepragte diurnale Oszillationen in der
Fahigkeit Chlorophyll a und b zu akkumulieren. Die Chlorophyllgehalte pro g FG variierten
bei Chlorophyll a, wie auch Chlorophyll b, zwischen Maximum und Minimum um den
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Faktor 9. Das Maximum der Chlorophyllakkumulation lag am Ende der Kaltephase, das
Minimum am Ende der Warmephase € 24 h). Bei Pflanzen, die unter dem 2h/2h-
Temperaturprogramm angezogen wurden und bei denen ebenfalls eine morphologische
Abweichung vom etiolierten Phanotyp beobachtet wurde (3.2.2), konnten dagegen keine
Oszillation nachgewiesen werden. Unter konstanten Anzuchtbedingungen, die etiolierte
Phanotypen hervorbringen, zeigten die Chlorophyllwerte ebenfalls keine messbaren
Oszillationen (Abb. 31).

Bei allen Experimenten verliefen die Kurven fur Chlorophyll a und b nahezu synchron. Die
absoluten Chlorophyll a- und b-Werte in mg-g E@lie bei der Analyse gleichalter Pflanzen

in den drei Versuchsansétzen erhalten wurden, waren bei der unter dem 12h/12h-
Temperaturprogramm gewachsenen Gerste im Maximum wahrend der Kaltephase ca.
zweimal groRer, als bei den Pflanzen, die unter dem 2h/2h-Temperaturprogramm und unter

konstanten Temperaturbedingungen gewachsen waren.

Abb. 32 zeigt das Ergebnis eines Einzelexperiments. Es unterscheidet sich vom vorherigen
dadurch, dass uber einen Zeitraum von nur maximal 32 Stunden die Chlorophyll a-
Akkumulation beobachtet wurde und von den Keimpflanzen, die bei Temperaturoszillationen
von 2h/2h = 16°C/24°C gezogen wurden, eine groRere Anzahl Stichproben pro Zeitintervall
untersucht wurde.

Gerste, die unter dem 12h/12h-Temperaturprogramm heranwuchs, zeigte wiederum
ausgepragte diurnale Oszillationen in der Fahigkeit Chlorophyll a zu akkumulieren. Die
Chlorophyllgehalte pro g FG variierten bei Chlorophyll a zwischen Maximum und Minimum
um den Faktor 5. Bei den Pflanzen, die unter dem 2h/2h-Temperaturprogramm gezogen
wurden, wurde in diesem Experiment ebenfalls die Tendenz zur rhythmischen Chlorophyll a-
Akkumulation mit einer Periodenlange = 23,2 Stunden beobachtet. Die berechnete
Amplitude fallt bei relativ groRer Streuung der Einzelwerte um den Mesor deutlich gedampft
aus.

Pflanzen, die im Dunkeln bei konstanten 20°C angezogen wurden, zeigten keine
rhythmischen Schwankungen und eine geringere Streuung der Einzelwerte bei der Fahigkeit,

Chlorophyll a zu akkumulieren.
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Abb. 31: Chlorophyllakkumulation nach Belichtung wahrend des Entrainments. Gerste
wurde im Dunkeln bei 12h/12h = 16°C/24°C (oben), 2h/2h = 16°C/24°C (Mitte) und konstant
20°C (unten) angezogen. Am 8. Tag wurden in definierten Zeitintervallen jeweils ein Teil der
Pflanzen fir 4 Stunden mit ca. 100 umofs® belichtet und anschlieBend in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Die Balken geben die Zeitintervalle der exogenen Temperaturen an
(grauer Balken = 16°C, weilRer Balken = 24°C).
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Abb. 32: Chlorophyllakkumulation nach Belichtung wahrend des Entrainments. Gerste
wurde wie in Abb. 31 beschrieben angezogen, belichtet und die apikalen Bereiche der
Primarblatter in flussigem Stickstoff eingefroren. Die schwarze Linie zeigt des Ergebnis der
Kosinor-Analyse. Die Balken geben die Zeitintervalle der exogenen Temperaturen an (grauer
Balken = 16°C, weil3er Balken = 24°C).
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b) Chlorophyllakkumulation nach vierstindiger Belichtung wahrend der freilaufenden
Bedingungen

Gerste unter dem 12h/12h-Temperaturprogramm gewachsen, zeigte ausgepragte circadiane
Oszillationen in der Fahigkeit Chlorophyll a und b zu akkumulieren. Die Chlorophyllgehalte
pro g FG variierten bei Chlorophyll a und b zwischen Maximum und Minimum um den
Faktor 3. Das Maximum der Chlorophyllakkumulation lag zu Beginn der Warmephase, das
Minimum zu Beginn der Kéaltephasephase { 25,4 h). Im Vergleich zur Fahigkeit der
Chlorophyllakkumulation bei Wachstum unter diurnalen Bedingungen fand eine deutliche
Dampfung der Amplitude und eine signifikante Anderung der Periodenlérgjatt At =

+1,4 h). Bei Pflanzen, die unter dem 2h/2h-Temperaturprogramm und bei einer konstanten
Temperatur angezogen wurden, konnten keine Oszillationen nachgewiesen werden (Abb. 33).
Entlang der Zeitachse wurde eine stetige Abnahme des Chlorophyllgehalts pro g FG
gemessen, am deutlichsten ausgepragt bei den unter konstanten Bedingungen gewachsenen
Pflanzen. Dies zeigen die Verlaufe des mittleren Werts der Kosinuskurve (Mesor) bzw. der
Regressionsgeraden. Die Bestimmung der Trockengewichtsanteile in % FG zeigte, dass als
Ursache das Elongationswachstum wéahrend der Dunkelheit angenommen werden kann, das
unter konstanten Temperaturbedingungen am starksten ausgepragt ist (ohne Abb.). Die
absoluten Chlorophyll a- und b-Werte in mg-g £Gei der unter dem 12h/12h-
Temperaturprogramm gewachsenen Gerste im Maximum waren im Vergleich zu denen bei
dem 2h/2h-Temperaturprogramm und bei konstanten Temperaturbedingungen gewachsenen

Pflanzen nur gering grol3er.
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Abb. 33: Chlorophyllakkumulation nach Belichtung wahrend der freilaufenden
Bedingungen Gerste wurde im Dunkeln bei 12h/12h = 16°C/24°C (oben), 2h/2h =
16°C/24°C (Mitte) und konstant 20°C (unten) angezogen. Am 9. Tag wurden alle Pflanzen
bei 20°C inkubiert und es wurden in definierten Zeitintervallen jeweils ein Teil der Pflanzen
fir 4 Stunden mit ca. 100 pmol-s’ belichtet und anschlieBend in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Die Balken geben die Zeitintervalle der subjektiven Temperaturen an (grauer
Balken = subjektiv 16°C, weilRer Balken = subjektiv 24°C).

In beiden Versuchsansatzen, unter diurnalen als auch freilaufenden Bedingungen, wurden bei
den Pflanzen, die unter dem 2h/2h-Temperaturprogramm als auch bei denen, die unter
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konstanten Temperaturen angezogen wurden, zwischen jeweils zwei benachbarten zeitlich
versetzten Messpunkten Schwankungen in der Chlorophyllakkumulation gemessen. Sie sind
nicht in jedem Fall allein durch Probenaufarbeitungs- und Messungenauigkeiten zu erklaren.
In Vorversuchen wurde eine Standardabweichung von ca. 3% bei drei Parallelproben ermittelt

(ohne Abb.).

3.4.2 HPLC-Pigmentanalyse

Zur Kontrolle der Ergebnisse, die mit der spektralphotometrischen Chlorophyllanalyse
erhalten wurden (3.4.1), und zur Untersuchung der Carotinoide wurden die Proben eines
Experimentes einer HPLC-Analyse unterworfen. Ein typisches reverse-Phasen HPLC

Chromatogramm zeigt Abb. 34.
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Abb. 34: Reverse-Phasen HPLC ChromatogrammGerste wurde im Dunkeln bei 12h/12h

= 16°C/24°C, 2h/2h = 16°C/24°C und konstant 20°C angezogen. Am 9. Tag wurden alle
Pflanzen bei 20°C inkubiert, in definierten Zeitintervallen jeweils ein Teil der Pflanzen fir
4 Stunden mit ca. 100 pmolfs® belichtet und die Pigmente extrahiert. Das
Chromatogramm wurde bei einer Detektionswellenléhge431 nm aufgezeichnet (* = nicht
identifizierte Peaks).
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Die Ergebnisse der HPLC-Analytik zur Akkumulationsfahigkeit von Chlorophyll a und b
bestatigten die in 3.4.1.2 beschriebenen Resultate. Die Maxima der Akkumulation lagen zu
Beginn der Warmephase, die Minima zu Beginn der Kaltephase. Bearotin wurde ein
ahnlicher Kurvenverlauf mit geringerer Amplitude wahrend der ersten 30 Stunden Wachstum
unter freilaufenden Bedingungen ermittelt. Danach waren keine Oszillationen mehr
erkennbar. Bei den ubrigen Carotinoiden konnte kein Akkumulationsmuster nachgewiesen
werden. Exemplarisch werden die Ergebnisse fur Lutein dargestellt (Abb. 35). Bei Pflanzen,
die unter dem 2h/2h-Temperaturprogramm und bei einer konstanten Temperatur angezogen
wurden, konnten keine Oszillationen nachgewiesen werden (ohne Abb.). Da das Experiment
nur einmal durchgefuhrt wurde und die Zeitintervalle zwischen den Probennahmen bei der
12h/12h-Variante vergleichsweise grof3 gewdahlt wurden, wurde auf eine Berechnung der

Kurvenparameter verzichtet.
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Abb. 35: Pigmentakkumulation nach Belichtung wahrend der freilaufenden
Bedingungen Gerste wurde im Dunkeln bei 12h/12h = 16°C/24°C angezogen. Am 9. Tag
wurden alle Pflanzen bei 20°C inkubiert und es wurden in definierten Zeitintervallen jeweils
ein Teil der Pflanzen fiir 4 Stunden mit ca. 100 pmdl-si belichtet und anschlieRend in
flissigem Stickstoff eingefroren. Die Balken geben die Zeitintervalle der subjektiven
Temperaturen an (grauer Balken = subjektiv 16°C, weilR3er Balken = subjektiv 24°C). Die
Pigmente wurden mit einer reverse-Phasen HPLC aufgetrennt, photometrisch bei einer
Detektionswellenlanga = 431 nm gemessen und die Peakflachen ermittelt. Die erhaltenen
Werte wurden als ,% des Maximalwertes* angegeben.
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3.4.3 mRNA-Akkumulation

Zur Analyse der LHCII und SSU mRNA Gehalte von Gerste, die unter periodisch
schwankenden Temperaturen angezogen wurde, wurde zu verschiedenen Zeiten eine Anzahl
Pflanzen geerntet und unter flissigem Stickstoff mechanisch zerkleinert. Danach erfolgte die
Isolation von poly(A) RNA bzw. Gesamt-RNA. Die Pflanzenentnahme zur Belichtung
erfolgte wahrend des Ablaufs der Temperaturoszillationen und wahrend der freilaufenden

Bedingungen.

a) mRNA-Akkumulation wahrend ddsntrainments

Fur LHCII wurde bei Gerste, die bei einem 12h/12h-Temperaturwechsel angezogen wurde,
eine diurnale Rhythmik bei der mRNA-Akkumulation nachgewiesen. Das Maximum einer
Periode lag am Ende der Kélteperiode und das Minimum am Ende der Warmeperiode. Die
LHCII mRNA-Menge von Pflanzen, die beim 2h/2h-Wechsel und bei konstanter Temperatur
wuchsen, war keinen rhythmischen Schwankungen unterworfen. Uber 1,5 Tage wurde eine
deutliche Abnahme innerhalb der Gesamt-RNA gemessen.

Bei der SSU mRNA wurde durch einen 12h/12h-Wechsel ebenfalls eine Rhythmik induziert.
Die Maxima lagen zu Beginn der Kélteperiode. Die Minima innerhalb der Wéarmeperiode
waren nicht eindeutig zu bestimmen. Die Rhythmik verlief mit deutlich gedampfter
Amplitude. Bei Pflanzen, die bei einem 2h/2h-Temperaturwechsel und bei konstanten
Temperaturen angezogen wurden, konnten keine rhythmischen Akkumulationsmuster
nachgewiesen werden. Wie bei der LHCII mRNA wurde Uber den Messzeitraum eine

deutliche Abnahme innerhalb der Gesamt-RNA gemessen.
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Abb. 36: mMRNA-Akkumulation wahrend des Entrainments.Gerste wurde im Dunkeln bei
12h/12h = 16°C/24°C (oben), 2h/2h = 16°C/24°C (Mitte) und konstant 20°C (unten)
angezogen. Am 8. Tag wurden in definierten Zeitintervallen jeweils ein Teil der Pflanzen in
flissigem Stickstoff eingefroren. RNA wurde isoliert, auf Nylonfilter mit den angegebenen
radioaktiv markierten cDNA Sonden hybridisiert (LHC II, SSU) und die Autoradiogramme
densitometrisch ausgewertet. Das Ergebnis wurde in ,% mRNA des Maximalwertes*
angegeben. Die Balken geben die Zeitintervalle der exogenen Temperaturen an (grauer

Balken = 16°C, weil3er Balken = 24°C).
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b) mRNA-Akkumulation wahrend der freilaufenden Bedingungen

Die Mengen der mRNA fir LHCII zeigte Uber den gesamten Zeitraum des Experiments bei
Pflanzen, die beim 12h/12h-Temperaturwechsel angezogen wurden, circadiane Oszillationen
mit einer Periode von durchschnittlich 23,1 Stunden (n = 3). Die Maxima lagen etwa in der
Mitte der Kaltephase, die Minima etwa in der Mitte der Warmephase. Die Akkumulation der
MRNA fur SSU bei diesem Temperaturprogramm war gleichfalls circadianen Schwankungen
mit einer Periode von durchschnittlich 22,4 Stunden (n = 3) unterzogen. Die Amplitude war
im Vergleich zur LHCII mRNA deutlich gedampft. Die Maxima lagen zu Beginn der
Kaltephase, die Minima zu Beginn bzw. in der Mitte der Warmephase. Bei Gerste, die bei
dem 2h/2h-Temperaturwechsel und bei konstanten Temperaturen gewachsen war, wurde
keine Rhythmik in der Akkumulationsfahigkeit induziert. Der Anteil der untersuchten mRNA
an der Gesamt-RNA nahm Uber 3 Tage kontinuierlich ab. Die Ergebnisse sind in Abb. 37

dargestellt.
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Abb. 37: mRNA-Akkumulation wahrend der freilaufenden Bedingungen Gerste wurde

im Dunkeln bei 12h/12h = 16°C/24°C (oben), 2h/2h = 16°C/24°C (Mitte) und konstant 20°C
(unten) angezogen. Am 9. Tag wurden alle Pflanzen bei 20°C inkubiert und es wurden in
definierten Zeitintervallen Proben in flissigem Stickstoff eingefroren. RNA wurde isoliert,

auf Nylonfilter Gbertragen und mit den angegebenen radioaktiv markierten cDNA Sonden
hybridisiert (LHC 1I, SSU). Die Autoradiogramme wurden densitometrisch ausgewertet. Das
Ergebnis wurde in ,% mRNA des Maximalwertes* angegeben. Die fette schwarze Linie zeigt
des Ergebnis der Kosinor-Analyse. Die Balken geben die Zeitintervalle der subjektiven

Temperaturen an (grauer Balken = subjektiv 16°C, weil3er Balken = subjektiv 24°C).
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c) mRNA-Akkumulation im D/D nach L/D-Anzucht
Bei Gerste, die unter dem 12h/12h L/D-Wechsel heranwuchs, wurden ausgepragte diurnale

Oszillationen in der Fahigkeit LHCII mRNA zu akkumulieren nachgewiesen (ohne Abb.). Die
Konzentration stieg kurz vor Belichtungsbeginn an und zeigte ihr Maximum in der Mitte der
Lichtphase. Wahrend der Dunkelphase erreichte der Gehalt an Transkripten ein Minimum.
Diese Schwankungen blieben im Dauerlicht und mit schwécherer Amplitude im Dauerdunkel
bestehent(= 22 h, Abb. 38).

Bei Gerste, die unter dem 2h/2h L/D-Wechsel heranwuchs, wurden gleichfalls Oszillationen
der Transkripthaufigkeit festgestellt, die bei Dauerlicht und Dauerdunkel tUber ca. 4 Perioden
beibehalten wurdent(= 4,4 h, Abb. 38). Bei stindlichem L/D-Wechsel konnten keine
Oszillationen mehr gemessen werden (ohne Abb.).

Die Transkripthaufigkeit der SSU zeigte unter keiner der aufgefuhrten Bedingungen messbare
rhythmische Schwankungen (ohne Abb.).
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Abb. 38: mRNA-Akkumulation im D/D . Gerste wurde bei 12h/12h = L/D (oben), 2h/2h =
L/D (Mitte) und D/D bei 20°C (unten) angezogen. Am 7. Tag wurden alle Pflanzen bei D/D
kultiviert und in definierten Zeitintervallen die Primarblatter von jeweils einem Teil der
Pflanzen in flissigem Stickstoff eingefroren. RNA wurde isoliert, auf Nylonfilter mit einer
radioaktiv markierten cDNA Sonden gegen LHC Il mRNA hybridisiert und die
Autoradiogramme densitometrisch ausgewertet. Das Ergebnis wurde in ,% mRNA des
Maximalwertes” angegeben. Die fette schwarze Linie zeigt des Ergebnis der Kosinor-
Analyse. Die Balken geben die Zeitintervalle des subjektiven L/D-Wechsels an (grauer
Balken = subjektive Nacht, weiRer Balken = subjektiver Tag).
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3.4.3.1 Vergleich der relativen mRNA-Mengen bei verschiedenen
Wachstumsbedingungen

In Abschnitt 3.4.3 wurde gezeigt, dass durch ein 12h/12h Temperaturprogramm circadiane
Oszillationen in der Akkumulationsfahigkeit von LHCII mRNA und SSU mRNA in Gerste
induziert werden kann. Im folgenden Experiment sollte geklart werden, wie hoch die
Akkumulationsfahigkeit dieser mRNA-Sorten im Vergleich zur Akkumulation nach
Induktionen durch Licht und anderer Temperaturprogramme ist (Abb. 39). Dazu wurden
jeweils die Stichproben maximaler Akkumulation von ca. 7 Tage alter Gerste verglichen. Die
detaillierten Bedingungen sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Die Behandlung von im Dunkeln gewachsenen Pflanzen mit zyklischem HS fuhrte zu einer
deutlichen Erhéhung der ,steady state® Mengen der mRNA verschiedener an der
Photosynthese beteiligter Gene, wie bereits Klopps&tai. (1991) und Beatoet al. (1992)
nachgewiesen haben. Der gr63te Gehalt an mRNA wurde bei Pflanzen nachgewiesen, die
unter einem L/D-Wechsel gewachsen waren. Ein 12h/12h-Temperaturwechsel induzierte bei
der LHCII mRNA eine sichtlich geringere Akkumulation. Bei Pflanzen, die bei einem 2h/2h-
Temperaturwechsel gezogen wurden, wurden noch geringere Mengen nachgewiesen. Die
deutlich geringsten mRNA-Mengen wurden bei unter konstanter Temperatur gewachsener
Gerste gefunden. Scheinbar fuhrte eine Rhythmik in der Temperatur zu einer gesteigerten
Akkumulation in Abhangigkeit der Lange der Temperaturperioden. Die akkumulierte Menge
nach zyklischem HS war etwas geringer, als bei der 12h/12h-Variante.

Fir die SSU mRNA wurde eine im Vergleich zur L/D-Variante signifikant hohere
Akkumulation durch 12h/12h Temperaturwechsel nachgewiesen, als fur LHC II mRNA.
Innerhalb der Temperaturvarianten liel3 sich eine @hnliche Tendenz nachweisen. Allerdings
waren die akkumulierten mRNA-Mengen zwischen 2h/2h- und Kontrollvariante (konstant

20°C) nicht signifikant unterscheidbar.
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Anzuchtprogramm Zeitpunkt der Stichprobe Alter der Pflanzen
12h/12h = L/D, 20°C 7 h nach Beginn der subjektiven |175h
Lichtphase (freilaufend)
12h/12h = 16°C/24°C, D/D 7 h (LHCII) bzw. 3 h (SSU) nach | 175 h (LHCII) bzw. 171 h (SSU)

Beginn der subjektiven Kaltephase
(freilaufend)

2h/2h =16°C/24°C, D/D 1 h nach Beginn der subjektiven |169 h
Kaltephase (freilaufend)
20°C, D/D 169 h

20°C, alle 12 h HS (1 h, 42°C) |16 h (LHCII) bzw. 10 h (SSU) nach | 187 h (LHCII) bzw. 180 h (SSU)
D/D dem letzten HS

Tabelle 2: Anzucht von Gerste zum Vergleich der relativen LHCII mRNA und SSU
MRNA-Mengen. Die Stichprobe wurde jeweils zur Zeit maximaler Akkumulation geerntet.
Das Ergebnis ist in Abb. 39 dargestellt.

Licht- bzw. Temperaturprogramme wéhrend der Wachstumsphase

12h/12h 12h/12h 2h/2h konstant

L/D 16°C/24°C  16°C/24°C 20°C A

LHCII | ¥

LHCII ® » .

SSU ® =

SSU Q.Cb

Abb. 39: Vergleich der relativen LHCII mRNA und SSU mRNA-Mengen unter
verschiedenen WachstumsbedingungerVerglichen wurde die maximale Akkumulation
von LHC Il mRNA und SSU mRNA in den apikalen 6 cm der Primarblattern von ca. 7 Tage
alter Gerste. Die Pflanzen wurden wie in Tabelle 2 beschrieben angezogen. Auf den
Nylonfilter wurden aufgetragen: A: 150 pL unverdinnte RNA-Probeldsung; B: 150 pL 1:5
verdunnte (LHCII) bzw. 1:3 verdiinnte RNA-Probelésung (SSU)
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3.4.4 Proteinakkumulation

Die durch Temperaturoszillationen ausgel6ste circadiane Rhythmik wurde auch auf

Proteinebene untersucht. Dazu wurde Gerste wie in 2.2.1.2.2 und 2.2.1.3.2 beschrieben

angezogen, Gesamtextrakte an SDS-l6slichen Proteinen gewonnen und diese

elektrophoretisch aufgetrennt (PAGE). An Western-Blots wurden immunologisch die

folgenden Proteine quantifiziert:

- LHC II: light-harvesting compleges Photosystem II, Chlorophyll a/b-bindendes Protein

- SSU: kleine Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase

- D1: Protein des Reaktionszentrums von Photosystem I

- KF: Koppelungsfaktor der ATP-Synthase, katalytische Untereinheit des Enzyms zur ATP-
Synthese

- ELIP #275: early light inducible protein,wird wahrend der Ergrinung sowie unter
Lichtstreld exprimiert (zur Funktion: Adamska, 1997; Hutral.,, 2003)

a) Proteinakkumulation nach vierstiindiger Belichtung wahrendEdésinments

Fur das LHCII konnte eine deutliche Rhythmik bei der Akkumulation unter diurnalen
Bedingungen nachgewiesen werden (Abb. 40). Maximale Proteinmengen wurden am Ende
der Kiuhlephase und minimale Proteinmengen am Ende der Warmephase beobachtet. Die
Maxima und Minima fielen mit denen der mRNA (Abb. 36) und denen der
Chlorophyllakkumulation (Abb. 31) zusammen. Fiur SSU war keine deutliche Rhythmik
erkennbar. Die Proteinakkumulation (LHCIl, SSU) bei Pflanzen, die bei einem 2h/2h-
Temperaturwechsel gezogen wurden, war Uber den Messzeitraum drastischen Schwankungen
zwischen 10% und 100% Protein des Maximalwertes unterworfen, lie3 aber keine Rhythmik
erkennen. Die Kontrollpflanzen (konstant 20°C, D/D) wiesen deutlich geringere

Schwankungen zwischen 60% und 100% Protein des Maximalwertes auf.
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Abb. 40: Proteinakkumulation nach Belichtung wahrend desEntrainments Gerste wurde

im Dunkeln bei 12h/12h = 16°C/24°C (oben), 2h/2h = 16°C/24°C (Mitte) und konstant 20°C
(unten) angezogen. Am 7. Tag wurden in definierten Zeitintervallen jeweils ein Teil der
Pflanzen fir 4 Stunden mit ca. 100 umofs® belichtet und anschlieBend in fliissigem
Stickstoff eingefroren. Gesamtprotein wurde isoliert, gleiche Mengen elektrophoretisch
aufgetrennt und mit Hilfe des Elektroblot-Verfahrens auf Nitrocellulosemembranen
Ubertragen. Replikafilter wurden mit spezifischen priméren Antikdrpern gegen die
untersuchten Proteine behandelt (LHC II, SSU) und durch eine Farbreaktion sichtbar
gemacht. Das Ergebnis wurde in ,% Protein des Maximalwertes“ angegeben. Die Balken
geben die Zeitintervalle der exogenen Temperaturen an (grauer Balken = 16°C, weil3er
Balken = 24°C).
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b) Proteinakkumulation nach vierstiindiger Belichtung wahrend der freilaufenden

Bedingungen

Fur LHC Il wurde eine deutliche circadiane Rhythmik in der Akkumulationsfahigkeit
nachgewiesen. Innerhalb von 48 Stunden lagen die Maxima bei 8 Stunden und bei 32 Stunden
nach Start der freilaufenden Bedingungen, d.h. am Ende der subjektiven Kéltephase. Fur SSU
konnte keine Rhythmik nachgewiesen werden.

Unter freilaufenden Bedingungen wurden zusétzlich die Proteine ELIP, D1 und KF
untersucht. Fur ELIP wurde eine tber 48 Stunden kaum schwankende Akkumulation nach
4 Stunden Belichtung beobachtet. Die in diesem exemplarisch dargestellten Ergebnis schwach
ausgepragten Maxima 4 Stunden und 36 Stunden nach Start der freilaufenden Bedingungen
waren nicht reproduzierbar. Die Verlaufe der Akkumulationsfahigkeit von D1 und KF waren
nahezu gleich. Ausgepragte Maxima konnten zu Beginn der subjektiven Kalteperiode
beobachtet werden. Die Ergebnisse sind in Abb. 41 dargestellt.

Bei den im 2h/2h-Temperaturwechsel und unter konstanten Bedingungen gezogenen Pflanzen
konnte keine Rhythmik beobachtet werden. Die Ergebnisse ahnelten denen in Abb. 40

gezeigten Verlaufen ohne erkenntliches Muster (ohne Abb.).
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Belichtungsbeginn nach Start der freilaufenden Bedingungen [h]
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

LHCII - - - - -
SSU
ELIP
D1 R — -
KF

0O 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Abb. 41: Protein Akkumulation nach Belichtung wahrend der freilaufenden
Bedingungen.Gerste wurde im Dunkeln bei 12h/12h = 16°C/24°C angezogen. Am 7. Tag
wurden in definierten Zeitintervallen jeweils ein Teil der Pflanzen fir 4 Stunden mit ca.
100 pmol-rif-s*  belichtet und anschlieBend in flissigem Stickstoff eingefroren.
Gesamtprotein wurde isoliert, gleiche Mengen elektrophoretisch aufgetrennt und mit Hilfe des
Elektroblot-Verfahrens auf Nitrocellulosemembranen Ubertragen. Replikafilter wurden mit
spezifischen priméren Antikdrpern gegen die untersuchten Proteine behandelt und durch eine
Farbreaktion sichtbar gemacht. Die Balken geben die Zeitintervalle der subjektiven
Temperaturen an (grauer Balken = 16°C, weil3er Balken = 24°C).

3.4.4.1 Vergleich der relativen Proteinmengen bei verschiedenen

Wachstumsbedingungen

In Abschnitt 3.4.4 wurde bei Gerste, die unter einem 12h/12h = 16°C/24°C
Temperaturprogramm angezogen wurde, circadiane Oszillationen von u.a. LHCII und SSU
bei der Proteinakkumulationsfahigkeit nachgewiesen. Bei Pflanzen, die unter den anderen
Bedingungen gewachsen waren, wurden ausschlief3lich mehr (2h/2h bzw. 1h/1h = 16°C/24°C)
oder weniger (konstant 20°C) hohe Schwankungen ohne erkennbare Rhythmik beobachtet. In

diesem Experiment (Abb. 42) wurde die Proteinakkumulation bei den verschiedenen
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Temperaturprogrammen untereinander verglichen. Dazu wurden jeweils die Stichproben
maximaler Akkumulation von ca. 7 Tage alter Gerste ausgewdahlt. Die detaillierten
Bedingungen sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Bei LHCII wurde eine maximale Akkumulation bei Pflanzen beobachtet, die beim 12h/12h-
Temperaturprogramm angezogen wurden. Die Proteinmenge fiel deutlich geringer beim
Wachstum unter einem 2h/2h-Wechsel aus und nahm weiter ab, bei Gerste, die unter einem
1h/1h-Wechsel und schlief3lich unter konstanter Temperatur gewachsen war.

Bei SSU wurde ebenfalls die maximale Akkumulation bei 12h/12h erreicht. Deutlich weniger
Protein wurde bei den kirzer angelegten Temperaturwechseln maximal akkumuliert. Es war
kein signifikanter Unterschied zwischen dem 2h/2h- und dem 1h/1h-Wechsel erkennbar. Bei
Pflanzen, die unter konstanten Bedingungen wuchsen, lag die Proteinakkumulation zwischen

der 12h/12h- und den kirzer periodischen Varianten.

Anzuchtprogramm Zeitpunkt der Stichprobe Belichtung Alter der Pflanzen
12h/12h = 16°C/24°C, D/D 8 h nach Beginn der subjektiven 4 h 176 h
Kaltephase
2h/2h = 16°C/24°C, D/D 1 h (LHCll) bzw. 2 h (SSU) nath 4 h 169 h (LHCII) bzw. 170 H
Beginn der subjektiven (SSV)
Kaltephase
1h/1h = 16°C/24°C, D/D 20 min nach Beginn der 4h 168 h und 20 min
subjektiven Kéltephase
20°C, D/D 4 h 170 h

Tabelle 3: Anzucht und Behandlung von Gerste zum Vergleich der relativen
Proteinmengen von LHC Il und SSU. Die Stichprobe wurde jeweils zur Zeit maximaler
Akkumulation geerntet. Das Ergebnis ist in Abb. 42 dargestellt.
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Temperaturprogramme wihrend der Wachstumsphase

12h/12h 2h/2h 1h/1h konstant
16°C/24°C  16°C/24°C 16°C/24°C 20°C

SSU

Abb. 42: Vergleich der relativen Proteinmengen von LHCII und SSU unter
verschiedenen WachstumsbedingungerVerglichen wurde die maximale Akkumulation
wahrend eines Zeitraumes von 12h von LHC Il und SSU in den apikalen 6 cm der
Primarblattern von 8d alter Gerste wahrend freilaufender Bedingungen (20°C, D/D). Die
Pflanzen wurden unter folgenden Bedingungen angezogen (von links nach rechts): 12h/12h,
2h/2h und 1h/1h = 16°C/24°C. Nach jeweils 4 Stunden Belichtung mit ca. 100 pief-m
wurde der Gesamtproteinextrakt isoliert, gleiche Mengen elektrophoretisch aufgetrennt und
mit Hilfe des Elektroblot-Verfahrens auf Nitrocellulosemembranen Ubertragen. Replikafilter
wurden mit spezifischen primaren Antikdrpern gegen die untersuchten Proteine behandelt
(LHC II, SSU) und durch eine Farbreaktion sichtbar gemacht.
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4 Diskussion

Die Ergebnisse zeigen, dass Pflanzen in der Lage sind, unter dem Einfluss geringer
Temperaturanderungen die Deetiolierung einzuleiten und damit, dass ,Photomorphogenese*
ein korrekturbedurftiger Terminus ist. Es bleibt zu fragen, ob Morphogenese und circadiane

Phanomene in einem kausalen Zusammenhang stehen.

Licht unabhangige ,Photomorphogenese”

Das Wachstum und die Entwicklung einer Pflanze unter Licht- oder Licht/Dunkel-
Bedingungen wird als Photomorphogenese bezeichnet. Sie ist auf allen Organisationsstufen,
vom sichtbaren Phanotyp bis zur Genexpression, zu beobachten. Bei Belichtung nach der
Keimung investiert die Pflanze ihre Speicherstoffe in erster Linie in die Ausbildung des
Photosyntheseapparats: Blattwachstum, Ausbildung der Chloroplasten, Vergré3erung der
Leitbahnen und vieles mehr. Phytochrom in Koaktion mit Cryptochromen und dem UV-B-
Photosensor, die die Empfindlichkeit einer Photoantwort bestimmen, wirken dabei als
vermittelnde Rezeptoren (Mohr, 1994). Die alternative Entwicklung bei Lichtmangel wird als
Skotomorphogenese={iolement bezeichnet. Die Pflanze investiert in diesem Fall ihren
begrenzten Vorrat an Speicherstoffen in ein verstarktes Sprossachsenwachstum mit dem Ziel,
das Licht zu erreichen. BeiArabidopsis wird die ,Umschaltung® zwischen beiden
Entwicklungswegen am Hypokotyl und den Kotyledonen deutlich (Liscum und Hangarter,
1993), wahrend bei Keimpflanzen vorPisum sativum die die Kotyledonen als
Speicherorgane verwenden, das Epikotyl und die Priméarblatter je nach Entwicklung
ausgepragte Unterschiede zeigen (Abb. 18). Bei monokotylen Pflanzen pragen sich die
alternativen Morphogenesen im Bereich des Mesokotyls, der Koleoptile und des Priméarblattes
aus, wie beispielsweise bei Hafer und Reis (Downs, 1955; Loercher, 1966; Pjon und Furuya,
1967) und in dieser Arbeit bei Mais, Weizen (Abb. 16 und 17), Gerste und Roggen (ohne
Abb.) gezeigt werden konnte. Bei den monokotylen Poaceen beispielsweise wird das
Blattwachstum durch Licht in Abhangigkeit von der Dosis negativ beeinflusst (Gaba und
Black, 1983): die Koleoptilen wachsen im Dunkeln auf die doppelte Lange heran und die
Primarblatter zeigen ebenfalls ein starkeres Langenwachstum und bleiben eingerollt. Man darf

annehmen, dass die zugrunde liegenden Mechanismen, mit denen die Entwicklungsanderung
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ausgelost wurden, in den unterschiedlichen Pflanzenarten ahnlich funktionieren, obwohl von
der Pflanzenart abhangige, unterschiedliche Reaktionen und Morphologien resultieren.

Durch zyklische Temperaturwechsel (zyklischer Hitzeschock, periodische
Temperaturoszillationen) wahrend der Dunkelanzucht konnte Etislement bei den
untersuchten Poaceen und Fabaceen in weiten Teilen aufgehoben werden. Bei einer Anzucht
unter periodischen Temperaturoszillationen reichten dabei Temperaturdifferenzen von 4°C
zwischen mittlerer Temperatur und niedrigster bzw. héchster Temperatur zur Auslésung der
Wirkung aus (3.2.2).

Fir die in diesen Experimenten erzeugten Temperaturoszillationen mit geringen
Temperaturdifferenzen und kurzen periodischen Wechseln mit kurzen Aufheiz- und
Abkuhlphasen wurden technisch aufwendigere temperierbare Kammern konzipiert, als fur
HS-Experimente notig waren (3.1). Der Aufheizbereich fur die zirkulierende Luft und der
Raum, in dem die Pflanzen ausgestellt waren, mussten optisch voneinander getrennt werden.
Damit wurde vermieden, dass die Pflanzen durch die von den Heizspiralen emittierten
Bereiche von Rot- bis Infrarot beeinflusst wurden (Phytochrome). SchlieZlich wurde die
elektrische Schaltanlage so konzipiert, dass rasche Temperaturanderungen ebenso wie das

Halten einer konstanten Temperatur Uber einen Zeitraum von einigen Wochen technisch
verlasslich und prazise realisierbar waren (Abweichungen vom jeweiligen Sotfvieit’C).

Bei den Poaceen wurden durch Keimung und Anzucht bei zyklischen Temperaturwechseln im
Dunkeln verkurzte Koleoptilen und kurzere Priméarblatter gebildet, letztere mit entrollter
Spreite (Abb. 23-26). Die Blattentrollung bei Grasern ist ebenfalls eine Antwort auf einen
Lichtreiz, bei der als vermittelnder Rezeptor Phytochrom eine Rolle spielt (Virgin, 1972;
Viner et al, 1988). Beim Mais wurde eine deutliche Reduktion des Mesokotylwachstums
erzielt, wahrend sich das Priméarblattwachstum von dem der phanotypisch etiolierten Pflanzen
nicht signifikant unterschied (Abb. 24). Eine Reduktion der Mesokotyllange ist ebenfalls
bisher als ein Merkmal der Photomorphogenese angesehen worden (Gaba und Black, 1983).
Typische Merkmale der Photomorphogenese bei den Dikotylen sind kurze Internodien, gut
ausgebildete Blattspreiten und eine Offnung des Hypokotylhakens (Cétol, 1996;
Clouse, 2001). Bei den untersuchten Fabaceen konnten diese Effekte ebenfalls durch
zyklischen Hitzeschock und oszillierende Temperaturen erzielt werden (Abb. 18, Abb. 27).
Verschiedene Erbsensorten zeigten im Vergleich zueinander keine signifikanten Unterschiede
(3.2.2). Dieselben Licht- bzw. Temperatursignale, die die Zellstreckung im Hypokotyl
unterdriicken, fordern die Zellexpansion in den Keim- und Laubblattern. Wie diese

unterschiedlichen Reaktionen auf dieselbe Umwelt reguliert werden, ist bisher kaum bekannt
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(Dale, 1988; van Volkenburgh und Cleland, 1990; van Volkenbwtgal., 1990). Vielleicht
werden Induktion und Hemmung der Zellstreckung in beiden Organen durch &hnliche,
maoglicherweise circadiane Stoffwechselwege reguliert. Dabei kénnte die von &haih

(2000) belegte Existenz von vielen autonomen circadianen Oszillatoren in unterschiedlichen
Pflanzenorganen und -geweben von Bedeutung sein. Sie zeigten mit Hilfe des
Biolumineszenz-Luziferase-Reportergens in  transgenémabidopsisPflanzen, dass
Rhythmen innerhalb eines Organs unabhangig vanitrainment der Rest der Pflanze
ablaufen kénnen. Das legt nahe, dass die Signale, die einen Phasenverschub ausldsen,
ebenfalls autonom verarbeitet werden. Das Sprosslangenwachstum unterliegt einer
circadianen Kontrolle (Sweeney, 1987). Die Elongationsrate (SER) ist bei Langtag- (LDP),
Kurztag- (SDP) als auch bei Neutraltagpflanzen (NDP) in der Nacht hoch und wahrend des
Tages niedrig (lbrahinet al, 1981; Lecharny und Wagner, 1984; Tu#y al., 1994; Torre

und Moe, 1998). Dieser Wachstumsrhythmus wird von diurnalen Wechseln von hohen und
niedrigen Temperaturen, Licht und Dunkelheit und Hochlicht und Niedriglicht kontrolliert
(Torre und Moe, 1998). Dowson-Day und Millar (1999) wiesen z.B. Beabidopsis
circadiane Rhythmen bei der Hypokotylverlangerungsrate nach. Obwohl Stdérungen der
Hemmung der Hypokotylverlangerung bei Belichtung bei einer Reihe Mutanten der
Lichtwahrnehmung vorkommthg-Mutanten), konnte dieser Defekt aus einer priméren
Fehlfunktion des circadianen Systems und demzufolge eines Ausfallens der taglichen Periode
des Wachstumsstillstands resultieren. Ein weiteres Beispiel fur circadiane Rhythmen bei der
Zellelongation zeigten Jouvet al. (1998) an Blutenstielen ebenfalls b&rabidopsis Die
Wachstumsrhythmen korrelierten mit der Konzentration von Indol-3-Essigsaure (IAA) in den
Blattern der Rosette, ohne dass im Blutenstiel Oszillationen von IAA auftraten.

Experimente mit der miniaturisierten Druckmesssonde zeigten, dass eine Hemmung der
Sprosselongation durch Weilllicht auf eine nachlassende plastische Dehnbarkeit der
wachstumslimitierenden Epidermiszellwande zuriickzufuhren ist (Kutschera, 2000). Gene,
deren Expression in Zusammenhang mit der Modifikation der Eigenschaften der Zellwand
stehen, werden circadian reguliert (Harmet al, 2000). Wichtige regulatorische
Komponenten der Expansibilitdit der Zellwand kdnnten z.B. neben der Expression von
Expansingenen (Cosgrove, 2000; Ckoal, 2003) Xyloglucan-Endo-Transglycosylasen, die
das Xyloglucan-Netzwerk der Zellwand beeinflussen (Pritcledrdl. 1993, Xuet al. 1995,
Campbell und Braam 2000) oder Peroxidasen zur Regulation des saureinduzierten
Zellwachstums sein (Chen und Schopfer, 1999). Auch das Wachstum inhibierende

Mechanismen wie der Einbau von Xyloglucan-Derivaten in die pflanzliche Zellwand, die
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hemmend auf deren Flexibilitat wirken, werden diskutiert (Warnetchkl. 1998). Cosgrove
(1994) und Spalding und Cosgrove (1989, 1992) zeigten bei der Gurke im Bereich des
Hypokotyls, dass die Dehnbarkeit der Zellwéande und die nachfolgende Zellstreckung sehr
schnell, bereits nach 30 Sekunden durch Blaulicht inhibiert werden kann, so dass eine
Regulierung allein tlber Genexpression unwahrscheinlich ist.

Turgor und osmotischer Druck spielen dagegen bei der Regulation des Wachstums komplexer
pflanzlicher Gewebe hoherer Pflanzen nicht die hauptsachliche Rolle. Eine Reihe von
Untersuchungen zeigten, dass der Turgor einer Pflanze relativ konstant gehalten wird.
Kutschera (2000) zeigte ebenfalls mit der Druckmesssondentechnik, dass der intrazellulare
Turgordruck wahrend der raschen Hypokotylelongation im Dunkeln nicht beeinflusst und
durch Akkumulation l6slicher Zucker aus den Kotyledonen des Keimlings erhalten und
kontrolliert wird. Tomos und Pritchard (1994) wiesen nach, dass entlang der Wachstumszone
einer Wurzel Uberall nahezu derselbe Turgor auftritt, wahrend die Wuchsraten héchst
unterschiedlich sind. Zudem ist der Turgor innerhalb einer Zelle, auch wenn diese in einen
komplexen Zellverband eingebettet ist, an jeder Stelle gleich groR3. Innerhalb einer im
Zellverband integrierten Zelle konnen aber an unterschiedlichen Orten der Zelle
unterschiedliche Wuchsraten auftreten, wie das Brumfield (1942) durch mikroskopische
Aufnahmen an Wourzeln nachwies. Dieses raumlich differenzierte Wachstum an
verschiedenen Positionen, muss also entweder durch Anderungen der Zellwandstruktur oder
Anderungen im Gewebeverband reguliert werden.

Das bedeutet jedoch nicht, dass der Turgor in keiner Weise fir die Regulation des Wachstums
relevant ist. Pardossit al. (1994) und Frensch und Hsiao (1994) wiesen diesbezuglich nach,
dass wahrend schneller Anderungen des Turgors aufgrund von Anderungen in der
Wasserverfligbarkeit auch direkte Wirkungen auf die Ausdehnung von Blattern bzw. Wurzeln
erfolgen.

Alle oben erwahnten, auch durch Temperaturspriinge auszulésenden morphologischen Effekte
einschlieBBlich der bisher nachgewiesenen circadianen Wachstumsrhythmen legen bei der
Auspragung der ,Photomorphogenese” eine Interaktion mit der Uhr nahe. Demnach ware bei
diesen Pflanzen nicht das Licht an sich der Ausléser zumindest einiger
.photomorphogenetischer* Auspragungen, sondern die Induktion und/oder Synchronisation
der circadianen Rhythmik.

Auch die CCAl-ox MutantenArabidopsi$ weisen auf eine solche Verbindung hin. Die
Pflanzen zeigten keine circadian regulierte Genexpression und Blattbewegung und bildeten

ein fur etiolierte Pflanzen typisches langes Hypokotyl aus (Gresnal, 2002).
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Untersuchungen von Kaczorowski und Quail (2003) aucAmabidopsisveisen ebenfalls auf
ein Gen hin PRR7 pseudo-response regulato), dass funktionell an Phytochrom-regulierten
Signalstoffwechselwegen beteiligt ist, die zum einen zur Deetiolierung von Keimligen fuhren

und zum anderen die circadiane Rhythmik beeinflussen.

Die Auspragung der Morphologie bei Wachstum unter zyklischen Hitzeschock war bei allen
Pflanzen quantitativ vergleichbar mit denen, die bei Temperaturoszillationen mit 24-stindiger
Periode (16°C/24°C = 12h/12h) heranwuchsen (3.2.1 und 3.2.2; Beator, 1993; Kloppstech,
1990; Kloppstectet al, 1991). Bei den Poaceen konnte beobachtet werden, dass Keimlinge,
die bei Temperaturoszillationen mit verkirzter Periode (2h/2h) angezogen wurden, oftmals
etwas langere Primarblatter und Koleoptilen entwickelten. Signifikante Unterschiede
zwischen der 2h/2h- und 12h/12h-Anzuchtvariante konnten ausschliel3lich beim Mais in der
Form gefunden werden, wonach mit langerer Periode ein deutlicher Photomorphogenese-
ahnlicherer Phénotyp ausgepragt wurde (Abb. 21). Auch das Primarblattwachstum der Gerste
unter oszillierenden Temperaturen zeigte wahrend 11 Tage einen ahnlichen Verlauf wie bei
L/D-Anzucht (Abb. 22). Dagegen traten bei Raps, Gelbsenf émdbidopsis thaliana
(Brassicaceag Buschbohne, AckerbohneFgbaceag Spinat, Gartenkresse, Zuckerribe
(Chenopodiacege sowie Sonnenblume ASteraceap keine oder nur geringflgige
Unterschiede auf. Diese Arten scheinen weniger sensitiv fir die erfolgten
Temperaturbehandlungen zu sein oder unfahig zu sein, auf diese Temperaturanderungen mit
Deetiolierung zu reagieren. Inwieweit diese unterschiedlichen Reaktionen innerhalb

bestimmter Familien geh&auft auftreten, bleibt zu untersuchen.

Genexpression nach Anzucht unter periodischen Temperaturwechseln

Die Ergebnisse zeigen, dass Pflanzen geringe Temperatursignale wahrnehmen und auf sie
reagieren koénnen. Diese Signale kontrollieren zu einem betrachtlichen Teil das
Pflanzenwachstum und die morphologische Entwicklung. Das unterschiedliche
Entwicklungsmuster (,Photomorphogeneggidlement wird vermutlich in erster Linie

durch Anderungen der Expression von Licht- (Batschaeteal, 1994; Li et al, 1993;
Terzaghi und Cashmore, 1995) und/oder Temperatur-regulierter Gene vermittelt. Wahrend
Temperatureffekte auf das circadiane System Naurosporain Einzelheiten beschrieben
wurden (Nakashima, 1986; Nakashima und Hastings, 1989; Gebeh, 1994; Liuet al,

1998), ist bisher nicht geklart, wie ein eukaryotischer Oszillator durch Temperaturdnderungen
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gestellt werden kann. Denput und die Kopplung des Zeitgebers Licht sind sehr komplex,
aber relativ gut untersucht. Es scheinen zum eiseoond messengemd zum anderen
Anderungen im Phosphorylierungszustand beteiligter Proteine eine wichtige Rolle zu spielen
(McClung, 2001). Grundsatzlich kénnen Temperaturdnderungen die endogene Uhr direkt
beeinflussen, indem der Stoffwechsel beteiligter Komponenten verlangsamt oder beschleunigt
wird (Dunlap, 1999; Liuet al, 1998). Daneben besteht die Mdglichkeit der indirekten
Einflussnahme: Ein wesentlicher Teil aller bekannten Uhrmechanismen schlie3t die
Maoglichkeit der Phosphorylierung/Dephosphorylierung von Proteinen durch Protein-
Kinasen/Phosphatasen ein. Diese Enzyme konnten durch Temperatur induzierte Anderungen
bei Hormonen und intrazellularen Botenstoffen (Kalzium, cAMP, cGMP) beeinflusst werden.
Ebenso kann eine Beeinflussung der endogenen Uhr durch Temperaturauswirkungen auf
lonen- oder Metabolit-Konzentrationen erfolgen (Renstal, 1995). Die Regulation von
Prozessen durch metabolische Substanzen ist in Pflanzen von grofRer Bedeutung, wie im
Beispiel der Photosynthese durch Fructose-2,6-Bisphosphat. Fir den Prozess der
Wachstumsregulation spielt Nitrat eine wichtige Rolle, dem verschiedentlich sogar
hormonelle Funktion beigemessen wird (Trewavas, 1983).

Bisher ist nicht nachgewiesen, in welcher Weise Temperaturdnderungen durch bestimmte
Bestandteile des Uhrmechanismus oder bestimmte Sensoren wahrgenommen werden.
Pflanzen reagieren auf niedrige Temperaturen mit Anpassung (Kéltetoleranz; Thomashow,
1999). Sich &andernde Temperaturen werden mdoglicherweise (ber die Anderung der
Membranfluiditdit wahrgenommen. Bei kihleren Temperaturen ist die Beweglichkeit der
Membranlipide eingeschréankt und ein oder mehrere Membranproteine transduzieren dieses
Signal ins Innere der Zelle (Murata und Los, 1997; Ormetal., 2000). Aktivitatsdnderungen

der Proteinkinase C-Aktivitat, Anderungen im Zytoskelett aber auch Zustandsanderungen von
lonenkanalen (H C&") konnten eine wichtige Rolle spielen (Browse und Xin, 2001).
Beobachtungen an CAM-Pflanzen sprechen dabei fir den Tonoplasten, den passiven
Malatefflux und die Malatkonzentration als wichtigste Regulatoren fur die circadianen
Oszillationen des Crassulaceen-Stoffwechsels (Bedl, 1998; Borlandet al, 1999; Blasius

et al, 1999). Eine besondere Rolle bei der Wahrnehmung von Temperaturwechseln spielt
scheinbar die Geschwindigkeit mit der diese erfolgen. Rasehal. (1998) wiesen bei
Kalanchoénach, dass die Rhythmik nach einem Temperaturabfall nur wiederkehrt, wenn
diese Temperaturanderung schnell erfolgt. Ob diese Mechanismen auch bei der Ubermittlung

sehr geringer Temperaturunterschiede von z.B. 1°C bhis 2°C eine Rolle spielen, die ein
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Entrainment oder eine Phasenverschiebung der Uhr induzieren, ist nicht bekannt, aber
wahrscheinlich.

Maoglicherweise beeinflussen die Zeitgeber Licht und Temperatur die gleichen Bestandteile
des circadianen Uhrmechanismus, also z.B. die Phosphorylierung bestimmter Proteine oder
deren Umsatz. Dafir spricht die Ahnlichkeit von durch L/D- bzw. Temperaturwechsel
erzeugten Phasenresponskurven (PRC) bei einer Reihe von Arten. Da Kalzium als ubiquitarer
second messengen Signaltransduktionswegen bei der Lichtwahrnehmung beteiligt ist
(Sanders et al, 1999), die externe Gabe von Taoder einem CA-lonophor
Phasenverschiebungen z.B. in der Rhythmik der BlattbewegungeRdi®nia induzieren

kann (Gomez und Simon, 1995) und firr freies zytosolisched iBarabak undArabidopsis
nachgewiesen wurde, dass es circadian oszilliert (Johesah, 1995), ist dieses lon als ein
mdgliches Glied in der Kette bei der Ubermittlung von Temperatursignalen anzusehen.
Mogliche Stoffwechselwege fur beide Signale (Licht bzw. Temperatur) konnten
Aktivitatsdnderungen der Proteinkinase A (PKA) und C (PKC), der Mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAPK) und die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren sein (Akiyetral.,

2001; Oh-hashet al., 2002; Jaworsket al., 2003).

Circadiane Kontrolle kann zum einen direkt Uber dmutput der endogenen Uhr an die
unmittelbaren Effektoren bsw. das Hypokotylwachstum vermittelt werden. Dabei scheint die
Signalkaskade vom Photorezeptor zum Gen ziemlich kurz zu sein. Phytochrome beeinflussen
light-responsive promotordirekt tber Transkriptionsfaktoren (z.B. PIF3; étial, 1998) und
Cryptochrome agieren direkt mit einem Schllisselrepressor der Photomorphogenese
(Fankhauser und Staiger, 2002). Zum zweiten kann die Kontrolle indirekt tGber circadianes
gating anderer Signalstoffwechselwege erfolgen, die wiederum die Hypokotylentwicklung
und die Offnung des Hypokotylhakens steuern (Matsal, 2003). Diesesgating von
Lichtreaktionen tritt ebenfalls zusammen mit circadianer Expression von LHC-Genen (Gorton
et al, 1993; Millar und Kay, 1996) und der circadian regulierten Fahigkeit zur
Pigmentakkumulation auf (Beatet al., 1992).

Die photomorphogenetischen Vorgange, die bei der Ergrinung etiolierter Keimpflanzen
stattfinden, sind auf verschiedenen Ebenen einer molekularen Analyse zugénglich, und eine
circadiane Regulation wurde bei verschiedenen Genen auf unterschiedlichen Ebenen
nachgewiesen: transkriptional (siehe unten), posttranskriptional (z.B. Jones und Ort, 1997),
translational (z.B. Kumet al., 1999; Leeet al., 2000), posttranslational (z.B. Pilgrigt al.,

1993). Pigmentakkumulation, mRNA-Induktion und Proteinakkumulation erfolgten in



Diskussion 96

zyklisch hitzegeschockten (Otad al, 1992) und in unter Temperaturoszillationen gezogenen
Pflanzen (3.4.1, 3.4.3, 3.4.4) deutlich schneller als in Kontrollpflanzen, die unter konstanten
Temperaturbedingungen im Dunkeln wuchsen. Diurnale und circadiane Variationen auf der
Ebene der die Chlorophyll a/b-bindenden Proteine kodierenden mRNAs wurden erstmals von
Kloppstech (1985) nachgewiesen. Die Bedeutung dieser Kontrolle liegt in der Notwendigkeit,
die Protein-Synthese mit der Chlorophyll a- und Chlorophyll b-Synthese zu koordinieren.
Freie Chlorophylle werden rasch photooxidativ zerstort und neu synthetisierte LHC-Proteine
ohne Chlorophyllmolekile proteolytisch abgebaut. Die Ergebnisse belegen, dass der
komplexe Vorgang der Ergrinung nach Anzucht der Pflanzen unter oszillierenden
Temperaturen einer circadianen Kontrolle unterliegt. Mit den hier durchgefuhrten
Experimenten steht ein Ansatz zur Verfigung, eine circadian regulierte Genexpression ohne
den Einfluss von Licht zu erreichen und damit den alleinigen Einfluss der circadianen
Rhythmik auf die Entwicklung der Pflanze sowie die Pigment-, RNA- und Protein-

Entwicklung zu untersuchen.

Pigmentakkumulation nach Anzucht unter periodischen Temperaturwechseln

Nach Anzucht unter zyklischen Temperaturwechseln (12h/12h) treten bei der untersuchten
Gerste Uber 3 Tage hinweg circadiane Oszillationen bei der Chlorophyllakkumulation auf.
Dabei liegen die Maxima zu Beginn der subjektiven Warmephase und Minima zu Beginn der
subjektiven Kaltephase. Die Maxima und Minima fallen mit denen der LHCIl Protein-
Rhythmik zusammen (Beator und Kloppstech, 1993). Das Protein wird zur Stabilisierung des
neu synthetisierten Chlorophylls bendétigt. H#Carotin wahrend der ersten 30 Stunden
Wachstum wurde ein &hnlicher Kurvenverlauf mit geringerer Amplitude unter freilaufenden
Bedingungen ermittelt. Danach sind keine Oszillationen mehr erkennbar. Diese Ergebnisse
bestdtigen die von Beatoet al (1992) bei Gerste durch Hitzeschock induzierten
Oszillationen. In einem Einzelexperiment (2h/2h = 16°C/24°C) wurde (wahrend des
Entrainment} eine Tendenz zur diurnalen Chlorophyll a-Akkumulation mit sehr geringer
Amplitude sichtbar { = 23,2 h). Es unterscheidet sich von vorherigen dadurch, dass Uber
einen Zeitraum von nur maximal 32 Stunden die Chlorophyll a-Akkumulation beobachtet
wurde und von den Keimpflanzen, die bei Temperaturoszillationen von 2h/2h = 16°C/24°C
gezogen wurden, eine grol3ere Anzahl Stichproben pro Zeitintervall untersucht worden ist.
Maoglicherweise spricht das dafir, dass ein empfindlicherer Assay bendtigt wird
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Die circadianen Oszillationen bei der Chlorophylisynthese scheinen Uber die circadian
regulierte Synthese vod-rAminolavulinsédure kontrolliert zu werden (Beator und Kloppstech,
1993). Argyroudi-Akoyunoglou und Prombona (1996) wiesen in etiolier®raseolus
vulgarisKeimpflanzen circadiane Oszillationen in der Fahigkeit Protochloropyllid und,
abweichend von den Ergebnissen dieser Arbeit, nach vierstindiger Belichtung Chlorophyll zu
akkumulieren nach. Nach Ansicht der Autoren scheint diese Rhythmik unter der Kontrolle
eines Licht unabhangigen endogenen Oszillators zu stehen, dessen Expression durch Keimung
induziert und dessen induzierte endogene Rhythmik durch die Ernte der Keimblatter vor der
Belichtung gestoppt wird. Die Grunde hierfir sind nicht bekannt. In der Regel ist ein
endogener Rhythmus in etiolierten Pflanzen allerdings nicht zu beobachten.

Die stetige Abnahme des Chlorophyllgehalts pro g FG wéahrend des Experimentes konnte
durch das starkere Elongationswachstum unter konstanten Temperaturbedingungen wahrend

der Dunkelanzucht erklart werden.

MRNA-Akkumulation nach Anzucht unter periodischen Temperaturwechseln

Licht bt zwei unterschiedliche Wirkungen auf die Expression von durch Licht induzierbare
Genen aus. Zum einen induziert es eine circadiane Rhythmik der Transkriptakkumulation
(Tavladorakiet al,1989) und zum zweiten eine langer andauernde Erhdhung des in einer
Zelle vorliegenden Transkripts (Otet al, 1992). Die circadiane Kontrolle ist bereits fir eine
Reihe von Genen nachgewiesen (z.B. Kloppstech, 1985; Waétlah, 1993; Heintzeret al,,

1994; Zhong und McClung, 1996; Dresselhaisal, 1996; Heintzeret al., 1997). Die in

dieser Arbeit ausgewahlten Gene, die das Chlorophyll-a/b-bindende Protein (LHCII) und die
kleine Untereinheit der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase-Oxygenase (SSU) kodieren,
sind, in Zusammenhang mit dem Deetiolierungsprozess, zwei der bereits am besten
charakterisierten Gene.

Durch Anzucht im Dunkeln unter den in dieser Arbeit beschriebenen Anzuchtbedingungen
konnte das Auslosen einer Rhythmik experimentell von der Belichtung getrennt werden. Fur
die mit der Photosynthese assoziierten Gene LHCII und SSU wurden in dieser Arbeit bei
Gerste, die bei einem 12h/12h-Temperaturwechsel angezogen wurde, diurnale und tber drei
Tage circadiane Rhythmen bei der mRNA-Akkumulation nachgewiesen.

Das Maximum der diurnalen LHCIl mRNA-Akkumulation lag am Ende der Kalteperiode und
das Minimum am Ende der Warmeperiode. Dabei bedeutet Kélteperiode das Ende der Nacht,

vor Beginn des Tages. Damit liegen die Oszillationen in Phase mit denen des Lichts. Mit
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anderen Worten, zwei Zeitgeber kontrollieren die Uhr gleichzeitig. Unter circadianen
Bedingungen erfolgte eine Phasenverschiebung (Maxima in der Mitte der subjektiven
Kalteperiode) und eine Verklrzung der Periode auf ca. 23 Stunden. Circadiane Rhythmen in
der Expression von LHC-Genen folgen in vielen Angiospermen, die bei einem L/D-Wechsel
gezogen werden, einem ahnlichen Muster. Die Transkriptmenge beginnt kurz vor dem
Lichtsignal anzusteigen und erreicht bis zur Mitte der Lichtphase ein Maximum (Fejes und
Nagy, 1998; Kellmanret al,, 1999). Bei der untersuchten Gerste, die im Dunkeln und bei
12h/12h = 16°C/24°C angezogen wurde, lagen die Maxima der LHC mRNA-
Transkriptakkumulation ca. in der Mitte der Kaltephase (Abb. 36 und 37), die in der Regel in
unseren Breiten in der zweiten Halfte der Nacht die niedrigste Temperatur erreicht. Bei
kirzeren Temperaturwechseln (2h/2h) ist keine Rhythmik nachweisbar. Im Gegensatz dazu
zeigt sich nach Anzucht im L/D-Wechsel (2h/2h) unter freilaufenden Bedingungen (D/D)
Uber vier Perioden eine Rhythmik (= 4,4 h). Dies gibt einen Hinweis darauf, dass
maoglicherweise auch bei kurzen Temperaturwechseln eine hier nicht nachgewiesene
Rhythmik induziert werden kann (Abb. 38). Auch ist denkbar, dass Rhythmen jeweils
angestof3en und durch den folgenden Temperatursprung zuriickgesetzt werden.aliu
(1998) zeigten belNeurosporadass FRQ bei hoheren Temperaturen auf einem héheren und
bei niedrigeren Temperaturen auf einem niedrigeren Niveau circadian schwingt. So liegt bei
28°C das Minimum der Oszillationen der Menge des FRQ-Proteins hdher, als das Maximum
der Oszillationen bei 21°C. Demzufolge entspricht eine bestimmte Menge FRQ bei
verschiedenen Temperaturen verschiedenen Phasen. Eine Temperaturerhbhung wirde ein
Ansteigen, eine Temperaturabsenkung eine Erniedrigung des oszillierenden Proteins auslésen,
um die Proteinmenge nach der neuen Temperatur auszurichten. Temperaturanderungen von
16°C auf 24°C und von 24°C auf 16°C, wie in dieser Arbeit angewendet, hatten danach sehr
schnelle Phasenverschiebungen zur Folge, die auerdem in sehr kurzen Zeitintervallen,
namlich alle zwei Stunden erfolgten. Das kdnnte in den untersuchten Pflanzenpopulationen
die Arhythmie verursachen, da eine Anderung der Periodenlange nur bis zu einem bestimmten
Grad erfolgen kann (Mitnahmebereich). Beim Uberschreiten dieses Bereichs kann der
circadiane Oszillator nicht mehr folgen und der Organismus wird arhythmisch. Das bedeutet
nicht zwingend den Stillstand eines endogenen Rhythmus. Mdoglich waren auch eine
Desynchronisation normalerweise gekoppelter Schrittmacher oder eine Entkopplung des
untersuchten Parameters von der endogenen Uhr (Pittendrigh, 1974, [dbama996).

LHCII ist Bestandteil eines der beiden dominantdight harvesting Komplexe in

photosynthetischen Membranen Hoherer Pflanzen. Diurnale und circadiane Rhythmen auf
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MRNA-Niveau wurden erstmals von Kloppstech (1985) bei LHCP mRNA der Erbse
nachgewiesen. Im L/D-Wechsel war der mRNA-Gehalt in der Dunkelphase niedrig, begann
zwei Stunden vor der Belichtung anzusteigen und erreichte kurz nach der Mitte der
Lichtphase das Maximum. In allen bisher getesteten Arten, mit Ausnahme von Koniferen und
einer Moos-Spezies, die beide auch im Dunkeln ergrinen, wurden zumindest diurnale
Rhythmen gefunden (Oberschmielt al, 1995). Koniferen synthetisieren Chlorophyll auch

im Dunkeln und LHCII-Proteine werden zur Bindung dieser neusynthetisierten Pigmente
bendtigt. Fejes und Nagy (1998) und Piechulla (1999) stellten eine transkriptionale
Regulation fest. Fur eine maximale Akkumulation wéahrend der diurnalen Lichtphase scheint
eine aktive LHCII-Kinase no6tig zu sein. Bei Inaktivierung dieser Kinase erfolgte eine
deutliche Dampfung der circadianen Oszillationen des mRNA-Gehalts (Pursiheimo et al.,
2001). Madglicherweise spielt letzteres auch eine Rolle dabei, dass unter dem 2h/2h-
Temperaturprogramm keine Rhythmik unter den angewendeten Versuchsbedingungen
nachgewiesen werden kann.

Fur die Gene von SSU konnten ebenfalls diurnale und circadiane Rhythmen durch 12h/12h-
Temperaturwechsel induziert werden. Die Maxima lagen jeweils zu Beginn der Kalteperiode
(Abb. 36). Unter freilaufenden Bedingungen verkirzte sich die Periode auf 22,4 Stunden und
die Amplitude der Schwingung war im Vergleich zur Akkumulation der LHCII mRNA unter
diurnalen wie circadianen Bedingungen deutlich gedampft (Abb. 37). Pilgrim und McClung
(1993) und Riesselmann und Piechulla (1990) wiesebabidopsisbzw. Tomate unter L/D

und L/L ebenfalls nur sehr niedrige Amplituden nach. Eine circadiane Regulation der
Expression der SSU wurde in einer Reihe, allerdings nicht aller, untersuchter Pflanzen
nachgewiesen. Rundle und Zielinski (1991) fanden keine Rhythmik bei Gerste, die im L/D-
Wechsel kultiviert wurde. Dagegen konnte Beator (1993) eine HS-induzierte Rhythmik
nachweisen. Die Regulation konnte transkriptional und posttranskriptional erfolgen. In der
Regel treten die Maxima der mRNA-Akkumulation zu Beginn der Lichtphase, die Minima zu
Beginn der Dunkelphase auf. Die Expression steigt nicht vor Beginn der Belichtung, im
Gegensatz zu anderen circadianen Rhythmen wie z.B. bei der LHCII mRNA-Akkumulation
(Fejes und Nagy, 1998). Bei Spinat fanden Oelmuderl. (1995) unter L/D-Zyklen eine
stark abweichende Rhythmik mit einem Maximum am Ende der Dunkelphase. Die
Oszillationen bei zyklisch wechselnden Temperaturen liegen nicht in Phase mit denen bei
L/D-Wechsel.

Ein Entrainmentund die Ausbildung circadianer Rhythmen bei der Genexpression durch

Temperaturzyklen wurde bereits bei einer Reihe von Hoheren Pflanzen gezeigt, so fur die
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Transkription von Lhcb mRNA beRArabidopsisund fir Lhc mRNA bei Keimlingen der
Tomate (Somerset al, 1998; Riesselmann und Piechulla, 1990). Heinte¢ral. (1994)
wiesen im meristematischen Gewebe junger Blatter ®napis albaeine Temperatur
induzierte circadiane Rhythmik bei zwei Gruppen von Transkripten nuklearer Proteine mit
bisher unbekannter Funktion, Sagrpl und Sagrp2, nach. Diese sind gegenlaufig zu LHCII.
Nach Harmeret al. (2000) kann vermutlich die Transkription von mehr als 6% aller
ArabidopsisGene durch rhythmische Temperaturzyklen circadian gesteuert werden.

In bei konstanter Temperatur und bei 2h/2h-Temperaturwechseln gewachsener Gerste wurden
keine mRNA Oszillationen gefunden. Es handelt sich bei den Oszillationen nach Anzucht bei
12h/12h-Temperaturwechsel scheinbar um eine Induktion der Rhythmik oder eine
Synchronisation einzelner Zellen. Mdglich waren auch eine Desynchronisation normalerweise
gekoppelter Schrittmacher (Pittendrigh, 1974) oder eine Abkopplung des untersuchten
Parameters von der endogenen Uhr (Horehal., 1996) durch die im Zweistundenrhythmus
wechselnde Temperatur. Es gibt allerdings keine Hinweise in den Ergebnissen, dass die
endogene Uhr durch Quellung bereits induziert oder synchronisiert wurdé&ralidopsis

wurde der Quellung eine entscheidende Zeitgeberfunktion nachgewiesen. ethaing.998)
zeigten, dass die Induktion der CAT2 mRNA vom Zeitpunkt der Quellung abhangig ist und
durch Quellung eirresettingder Uhr und eine Synchronisierung zwischen Keimpflanzen
einer Population stattfinden kdnnen. Ob die Quellung in den pflanzlichen Embryos Rhythmen

einer latenten Uhr initiiert, oder bestehende Rhythmen synchronisiert, ist unklar.

Proteinakkumulation nach Anzucht unter periodischen Temperaturwechseln

Die hier untersuchten Proteine zeigten nach Anzucht unter zyklischen Temperaturwechseln
(12h/12h) in der Akkumulation zum Teil ebenfalls eine circadiane Rhythmik. Die Maxima
von LHCII lagen am Ende der subjektiven Kaltephase, d.h. am Morgen zum Zeitpunkt
maximaler Chlorophyllsynthese. Dagegen haben D1 und KF (Kopplungsfaktor der ATP-
Synthetase) Maxima zu Beginn der subjektiven Kaltephase. SSU und ELIP zeigen auf
Proteinniveau keine Rhythmik. Nach Anzucht unter zyklischen Temperaturwechseln mit

kurzer Periode (2h/2h) sind keine rhythmischen Anderungen bei der Akkumulation erkennbar.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch zyklische Temperaturanderungen (12h/12h) die Induktion
oder Synchronisation der endogenen Uhr erfolgt. Es finden eine zeitlich koordinierte

Pigment-, mRNA- und Protein-Akkumulation statt. Diese erfolgt bei mRNA und Protein auch
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ohne Belichtung, d.h. circadian kontrolliert. Die Maxima liegen in der (subjektiven)
Kihlephase, wahrend sie bei L/D-Anzucht in der (subjektiven) Lichtphase liegen (Beator und
Kloppstech, 1996).

Oszillierende Temperaturen (12h/12h) induzierten diurnale und circadiane Oszillationen auf
MRNA-Niveau (LHCII, SSU) und auf Proteinniveau (LHCII, D1, KF), allerdings keine so
deutlich verstarkte Akkumulation der Transkriptmenge wie im Licht (Abb. 39). Je kirzer die
externen Temperaturperioden, desto geringer fiel die maximale Akkumulation von
Transkript- (LHCIl, SSU) bzw. Proteinmenge (LHCIl) aus. Die geringsten
Akkumulationsraten (LHCII) wurden bei Gerste, die unter konstanter Temperatur gewachsen
ist, nachgewiesen. Eine Ausnahme machte die nicht circadian regulierte Proteinakkumulation
der SSU (Abb. 42). Die Proteinmenge in den Blattsegmenten von Pflanzen, die unter
konstanten Bedingungen gewachsen sind, war im Maximum deutlich héher, als bei Pflanzen,
die bei Programmen mit kurzen Temperaturperioden (1h/1h, 2h/2h) gewachsen sind. Die
Ursache konnte sein, dass die Konzentration bei den untersuchten mRNAs und Proteinen
(LHCII, SSU) relativ langsam ansteigt und erst nach einigen Stunden Kihleeinwirkung in den
beprobten Blattsegmenten das Maximum erreicht. Mdglicherweise spielt aber zusatzlich die
Induktion durch circadian regulierende oder regulierte Elemente eine Rolle, die bei der SSU-
Proteinsynthese in den Hintergrund treten. Solche Elemente kdnnten auch eine Rolle bei der
Quantitat der molekularen Marker (Zeiger, hier: mRNA, Protein) spielen, die den Status der
circadianen Uhr wiedergeben. Obwohl Oszillationen der Uhr unter konstanten Bedingungen
fortlaufen, kann unter bestimmten Bedingungen die Amplitude eines Rhythmus unter einen
noch nachweisbaren Schwellenwert sinken. Ein Beispiel sind circadiane Oszillationen der
MRNA-Mengen lichtinduzierter Gene, wie fur LHC Il, RCA (Ribulose-1,5-Bisphosphat
Carboxylase-Aktivase) oder CAT2 (Katalase 2) kodierende Gene. Die Expression wird nach
einigen D/D-Zyklen auf niedrige Level gedampft (Naglal., 1988; Pilgrim und McClung,

1993; Zhonget al, 1997). Diese Dampfung wird dem Verlust von Phytochrom (Pfr)
zugeschrieben, das als positiver Regulator der Genexpression dient und dessen Aktivitat

durch die circadiane Uhr Ubegatinggesteuert wird (Kay und Millar, 1993).

Kurzzeitige zyklische Temperaturanderungen (2h/2h) induzierten scheinbar keine Rhythmik.
Es kann und soll allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass eine Rhythmik zwar induziert,
die Uhr aber danach bei jedem Temperaturwechsel neu verschoben (rickversetzt) wird. Die
Expression in unter konstanten Bedingungen als auch unter 1h/1h, 2h/2h-Bedingungen

gewachsenen Pflanzen ist niedrig. Moglicherweise wird ein sehr empfindlicher Assay
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bendtigt, wie die Erfassung der Lichtproduktion in transgenen Keimlingen, die ein circadian
reguliertes LHCII::Luziferase Fusionsgen enthalten (Miligral., 1992; Andersoret al,

1994). Mit einer fur Photonen hochsensitiven Kamera kdnnte das Expressionsmuster von
LHCII nach dem Einfluss von Temperaturwechseln kurzer Periode in intakten Keimpflanzen

Uber die transiente Biolumineszenz der Luziferase aufgezeichnet werden.

Es muss angenommen werden, dass Anderungen in der Morphogenese zu ihrer Realisierung
die hochste Komplexitat benétigen. Danach wéren die vorwiegend an monokotylen Pflanzen
und an Fabaceen erhaltenen Befunde als besonders wichtig einzustufen. Es ist vorstellbar,
dass bei dem Ausfall nur eines Schwingkreises die komplexen morphogenetischen Leistungen
ausfallen koénnen, wahrend andere Oszillationen erhalten bleiben. Diese sind wiederum
hinsichtlich ihrer Komplexitat zu betrachten. So sind Schwingungen auf Proteinebene sicher
als komplexer anzusehen, als solche, die lediglich auf der RNA-Ebene stattfinden. Es fallt auf,
dass Anderungen der Morphogenese besonders haufig an Monokotylen gemacht worden sind,
die unter Gesichtspunkten der Phylogenie als die modernsten Pflanzen eingestuft werden.
Man konnte versuchen, diese Aspekte in weiteren Arbeiten zu analysieren.

Moglicherweise liefert auch die Quellung das Signal, das die Uhren etiolierter Pflanzen
innerhalb einer Population oder innerhalb einer Pflanze synchronisiert. Licht oder ein Signal,
das wie die Temperatur mit dem L/D-Wechsel assoziiert ist, ist jedoch nétig um circadiane
Oszillationen bzw. solche von mRNA, deren Oszillationen in etiolierten Keimpflanzen nicht
beobachtet wird, auszuldsen oder zu verstarken, so dass sie nachgewiesen werden kdnnen.
Die Oszillationen kdnnten in etiolierten Pflanzen und den 2h/2h-Varianten z.B. durch von der
,uhr* unabhangige Signaltransduktionswege verborgen werden. Allerdings kann auch eine
Aktivitat der endogenen Uhr in Samen nicht sicher ausgeschlossen werden (Bryant, 1972).
Dies wirde eine Erklarung fir die schwache Rhythmik liefern, die Millar et al. (1992) in
etioliertem, transgenenTabak nachweisen konnten.

Aufgrund der Ergebnisse lasst sich die These, wonach die Kopplung von Genexpression an
die Innere Uhr zu ,photomorphogenetischen” Wachstumsformen fihrt, nicht verallgemeinern.
Allerdings wurde gezeigt, dass Reaktionen der Uhr auf Temperatursignale der Pflanze
zusatzliche Informationen Uber ihre Umwelt liefern, die nutzlich fur Wachstum und
Entwicklung sein konnen. Die Annahme der Existenz verschiedener Signalwege scheint
sinnvoll. Promotordeletionsstudien zeigten, dass verschiedene Doménen fur beide Phanomene
(Licht- bzw. Temperaturinduktion/-synchronisation) verantwortlich sind (Fejeal., 1990)

und dass verschiedene Promotorregionen vorhanden sind, um eine Phytochrom- oder
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circadiane Kontrolle zu vermitteln (Potet al, 2000). Mdglicherweise laufen diese
Signaltransduktionswege ineinander uber. Dafur spricht die Entdeckung von Genen wie
CCA1 (circadian-dock associated protein 1 SRR1(sensitivity to led light reduced oder

ELF4 (early flowering 4 bei Arabidopsis(Green und Tobin, 1999; Staiget al, 2002;
Khannaet al., 2003), die wichtige Funktionen bei der Phytochrom A bzw. B vermittelten
Lichtantwort bzw. Deetiolierung spielen und gleichzeitig fir eine normale Funktion der
circadianen Uhr notig sind. Auch Ma al. (2003), die die Rolle von TOCZifhing of cab
expression 1L im circadianen System vorArabidopsis mit Hilfe transgener Pflanzen
untersuchten, belegen diese Hypothese. TOCL1 ist ein wesentlicher Bestandteil der ,Uhr*, der
zur Kontrolle circadianer und photomorphogenetischer Reaktionen durch Lichtsignale
entscheidend beitragt. Letztendlich werden Photomorphogenese wie circadiane Rhythmen
Uber regulierte Proteolyse gesteuert (Kletsal., 1998; Deshaies und Meyerowitz, 2000).
COP1 constitutive photomorphogenic) ind HY5 sind dabei zentrale Bestandteile des
.,photomorphogenetischen Schalters“. COP1 unterdrickt in der Dunkelheit die
Photomorphogenese, indem es den Abbau des HY5 Transkriptionsfaktors, der an Promotoren
Licht induzierter Gene bindet, mit Hilfe von CSKCQP9/signalosonjedurch das Proteasom
induziert (Ubiquitin-Proteasom-Mechanismus; Osterlenal., 2000). Es ist wahrscheinlich,

dass COP1 und CSN weitere Funktionen in Pflanzen und anderen Organismen besitzen.
Naidooet al. (1999) untersuchten die zyklische Expression der ,Uhrproteine” Tlivigles$

und PER period), die entscheidend fir defeedback loopbei Drosophila sind. Das
Entrainmentder circadianen Uhr durch Licht wird durch den Abbau des TIM-Proteins

vermittelt, an dem vermutlich ebenfalls ein Ubiquitin-Proteasom-Mechanismus beteiligt ist.

Mutanten der Inneren Uhr

Viele Mutanten der endogenen Uhr weisen eine verénderte Morphogenese auf, als auf Grund
der Anzuchtbedingungen zu erwarten wére. Diese Phanotypen weisen auf eine Verknipfung
der Uhr und der Photomorphogenese hin (Hiekal., 1996; Schaffeet al., 1998; Wang und

Tobin, 1998; Dowson-Day und Millar 1999; Holm und Deng, 1999; Sugeinal., 1999).
Untersuchungen mit diesen Mutanten werden vermutlich zu einem n&heren Verstandnis
fuhren. Zur genetischen Analyse der Photomorphogenese wurden bisher im wesentlichen
zwei Gruppen von Mutanten untersucht. Bei der einen Gruppe handelt es sich um Pflanzen,
die auch bei Wachstum im Licht einen etiolierten Phanotyp aufweisen. Diese haufig als

Mutanten fiypocotyl elongated Somers et al, 1991; Whitelam und Harberd, 1994;
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Chamovitz und Deng, 1996; Choey al., 1996; Gendreaat al., 1997) bezeichneten Pflanzen
trugen zur Identifizierung der bekannten Lichtrezeptoren und einer Reihe weiterer Gene bei,
die Funktionen als positive Regulatoren der Lichtantwort besitzen. Bei der zweiten Gruppe
handelt es sich um Mutanten, die bei Wachstum im Dunkeln phanotypische Merkmale der
Photomorphogenese ausbilden und in einigen Fallen durch Licht regulierte Ger@ABie

und CHS exprimieren (Millar et al, 1994). Diese Mutanten werden haufig atsp
(constitutive photomorphogeni®enget al., 1991; Wei und Deng, 1992; Holm und Deng,
1999) odedetMutanten (le-etiolated Choryet al., 1989; Choryet al., 1991) bezeichnet. Die

DET und COP Gene sind negative Regulatoren der Photomorphogenese und die Genprodukte
wirken innerhalb der Signaltransduktion, die von den Photorezeptoren ausgelost wird.
Photomorphogenese kann durch Rot-, Dunkelrot- und Blaulicht induziert werden. Die
rot/dunkelrot Rezeptoren sind Phytochrome, die im Dunkeln im Zytoplasma lokalisiert sind.
Bei Licht wandern sie in den Nukleus und interagieren mit einem Transkriptionsfaktor, PIF3,
der bei der Phytochrom gesteuerten Photomorphogenese eine Rolle spielt. PIF3 bindet an G-
BOX Elemente von lichtregulierten Genen. Antisense Pflanzen bilden lange Hypokotyle im

Licht aus.

Die Rolle von Hormonen bei der Photomorphogenese

Pflanzenhormone wirken in geringen Konzentrationen regulierend auf verschiedene Aspekte
des Zellwachstums und der Entwicklung der Pflanze. Verschiedene Licht regulierte und, wie
in dieser Arbeit gezeigt, durch Temperaturdnderungen induzierte Reaktionen, wie das
Langenwachstum des Stiels bzw. der Blatter (Behringteal, 1992), die Hemmung des
Hypokotylwachstums (Shibaoka, 1994; Caey al, 1995; Lopez-Juezt al., 1995), die
Offnung des Hypokotylhakens (Ecker, 1995) oder die Induktion/Repression der Expression
nuklearer Gene, die charakteristisch fur die Photomorphogenese sind, konnen auch durch die
Behandlung mit Pflanzenhormonen ausgeltst werden (Ceattaad., 1990; Deikmann und
Hammer, 1995; Flores und Tobin, 1986; Symons und Reid, 2003). In den meisten Fallen
hemmen Cytokinine, Abscisinsdure (ABA) und Ethylen die Zellelongation, wahrend
Brassinosteroide, Gibberelline und Auxin sie férdern. Einige photomorphogenetische
Mutanten &hneln phanotypisch Mutanten der Phytohormon-Biosynthese oder Mutanten mit
veranderter Sensivitat fur Phytohormone. Neben der Untersuchung des Hormonstatus bei den
hier untersuchten Widtyp-Pflanzen, kénnte die molekularbiologische und physiologische

Untersuchung von durch Temperaturzyklen bzw. Hormonen induzierten Signalkaskaden bei
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Mutanten nahere Aufschlisse tber die Rolle von Pflanzenhormonen bei der durch Temperatur
induzierten Entwicklung von Keimpflanzen bringen. Dabei kénnte experimentell untersucht
werden, ob die Akkumulation von Hormonen wie Cytokininen oder Brassinosteroiden eine
Folge der Induktion von Rhythmik ist oder der Ausldser, bzw. Hormone ohne die Innere Uhr
Photomorphogenese nach Applikation von Temperaturwechseln induzieren.

Cytokinine spielen eine zentrale Rolle bei vielen Entwicklungsprozessen in Pflanzen. Zu den
physiologischen Wirkungen der Cytokinine gehdren u.a. die Blattexpansion, die Entwicklung
von Chloroplasten und die Chlorophyllsynthese (Binns, 1994; Mok und Mok, 2001). Die
Expression der durch Licht induzierbaren Gene LHCII und Chalconsynthase kann auch durch
allerdings sehr hohe Cytokininkonzentrationen induziert werden (Gao und Kaufman, 1994,
Karlin-Neumanret al., 1988; Feinbaunet al., 1991; Kubaselet al., 1992). Der Phanotyp der
ArabidopsisMutante ampl (altered meristem programlkorreliert mit einer erhdhten
Cytokininkonzentration und zeigt eine konstitutive Photomorphogen@s4P1 kodiert
wahrscheinlich fur eine Glutamat Carboxypeptidase (Helliveglal. , 2001). Choryet al.

(1994) zeigten, dass die Deetiolierung von im Dunkeln wachsendeabidopsis
Keimpflanzen  (Entwicklung der Blatter und Chloroplasten, Hemmung des
Hypokotylwachstums, erhohte Expression Licht regulierter Gene) durch Zugabe von
Cytokininen erfolgt.

Brassinosteroide haben eine zentrale Rolle bei der Photomorphogenese. Der Phanotyp von
cop und det Mutanten kann durch exogene Brassinosteroidzugabe so verandert werden, dass
sie im Dunkeln eine etiolierte Morphologie entwickeln. Qlet2 Mutante von Arabidopsis
(Chory et al, 1991) weist eine Sequenzhomologie mit der Steroid-5a-Reduktase bei
Saugetieren auf, d.h. d&ET2 Genprodukt hat moglicherweise eine Funktion innerhalb der
Brassinosteroidsynthese. Licht scheint die Photomorphogenese durch eine Herabregulierung
der Brassinosteroidsynthese zu kontrollieren. Madglicherweise haben zyklische
Temperaturwechsel einen &hnlichen Effekt.

Es stellt sich die Frage, wie hormonelle und durch rhythmische Temperaturanderungen bzw.
L/D-Wechsel (mdglicherweise circadiane) erzeugte ,photomorphogenetische* Wirkungen
zusammenhangen. Hormone koénnten akcond messengebei der Verarbeitung der
Temperatur- und Lichtwahrnehmung fungieren und so die Schnittstelle verschiedenster
Signalstoffwechselwege sein (Reéd al., 1990 und 1992; Rosst al., 1992). Choryet al.

(1994) schlugen auf Grund ihrer Untersuchungenleiri und det2 Mutanten ein Modell vor,

in dem Licht und Cytokinine unabhangig oder nur teilweise durch gemeinsame

Signaltransduktionswege  Licht regulierte  Reaktionen  kontrollieren.  Endogene
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Cytokininkonzentrationen in von im Dunkeln und unter L/D-Wechsel gewachsenen Pflanzen
und in detl und det2 Mutanten weisen nicht darauf hin, dass Lichtsignale nur durch eine
einfache Konzentrationsédnderung von Cytokinin umgesetzt werden. DET1 und DET2
kénnten dabei Komponenten beider Signaltransduktionswege sein. Untersuchungen von
Flores und Tobin (1986 und 1988) aemnaunterstitzen dieses Modell und zeigten, dass
Cytokinine posttranskriptional auf die LHCII mRNA wirken kdnnten, wéhrend Licht
eindeutig  transkriptional regulierend  wirkt. Untersuchungen der molekularen
Signaltransduktionswege von Licht und Auxin zeigten, dass das Licht die Auxin-
Signaltransduktionswege moduliert (Oyagtaal., 1997; Tian und Reed, 2001).

Morphologische Anderungen wéhrend der Deetiolierung werden nicht nur durch Anderungen
von Hormonkonzentrationen vermittelt, sondern auch ({ber Anderungen der
Reaktionsfahigkeit auf diese pflanzlichen Hormone (O”Netilal., 2000; Symons und Reid,
2003). So scheint z.B. das aktive Phytochrom (Pfr) die Sensitivitat des Hypokotyls flr
Gibberellinsdure (GA) zu hemmen. Im Dunkeln, wenn Pfr in die inaktive Form (Pf)
umgewandelt ist, reagiert das Hypokotyl empfindlicher auf GA und es erfolgt eine erhdhte
Zellstreckung. Obwohl in den unter 2h/2h-Temperaturwechseln gewachsenen Pflanzen Pf

vorliegt, erfolgte keine Elongation des Hypokotyls der Erbse.

Rhythmen kdnnen durch geringAt(= 8°C) rhythmische Temperaturdnderungen innerhalb
nicht zu kurzer Zeitintervalle (12 h/12 h) induziert und/oder synchronisiert werden. Pflanzen
reagieren &hnlich auf geméaRigte Temperatursignale wie auf geméaRigte Lichtsignale. Geringe
Temperaturanderungen  beeinflussen  deutlich  die  Genexpression und die
~,photomorphogenetische* Ontogenese von Pflanzen. Aus den Daten kann nicht der Schluss
gezogen werden, dass die Innere Uhr fir die Ausbildung der Morphogenese entbehrlich sei,
aber der Umkehrschluss ist auch nicht erlaubt. Das Problem besteht darin, dass bei den 2h/2h-
Varianten nicht ausgeschlossen werden kann, dass die Uhr bei jedem Temperaturwechsel neu
verschoben wird und somit nur Fragmente von Tagesgangen wirksam werden. Man wird die

Frage vermutlich nur an Mutanten der Inneren Uhr untersuchen kénnen.
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5 Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Pflanzen geringe Temperaturdifferenzen
wahrnehmen und sie ahnlich wie Lichtsignale verarbeiten konnen. Beide Signaltypen
kontrollieren und koordinieren zu einem betrachtlichen Teil das Pflanzenwachstum und die
morphologische Entwicklung. Geringe Temperaturanderungen beeinflussen deutlich auch die
Genexpression und die ,photomorphogenetische” Ontogenese von Pflanzen. Die Bandbreite
der Reaktionen und die Beschaffenheit und Dauer des Temperatursignals sind in vielen
Einzelheiten noch unklar. Der Terminus ,Photomorphogenese” muss allerdings neu definiert
werden. Einzelne Pflanzenarten reagieren sehr unterschiedlich auf Temperaturwechsel. Die

Grunde dafir sind nicht bekannt.

Fur die durchgefihrten Untersuchungen zum Einfluss der endogenen Uhr auf die
Photomorphogenese Hoherer Pflanzen wurden Plexiglaskammern fur die Pflanzenanzucht
entwickelt, die eine prazise Temperaturregulierung erméglichten (x 0,1°C). Durch zyklische
Temperaturwechsel (zyklischer Hitzeschock, moderate periodische Oszillationen der
Temperatur) wahrend kontinuierlicher Dunkelanzucht konnte H&#slement bei den
untersuchten Poaceen und Fabaceen in weiten Teilen aufgehoben werden (Deetiolierung). Ob
der Temperaturwechsel ein-, zwei- oder zwdlfstindlich erfolgte, ergab keinen signifikanten
Unterschied. Weitere untersuchte Arten aus anderen Familien scheinen weniger sensitiv flr
die erfolgten Temperaturbehandlungen zu sein oder unféahig, auf Temperaturanderungen mit
Deetiolierung zu reagieren.

Nach Anzucht unter zyklischen Temperaturwechseln (12h/12h) traten bei der untersuchten
Gerste Uber 3 Tage hinweg circadiane Oszillationen mit Maxima zu Beginn der subjektiven
Warmephase und Minima zu Beginn der subjektiven Kaltephase bei der Chlorophy[B-und
Carotin-Akkumulation auf. Die Gene von LHCIlI und SSU zeigten ebenfalls circadiane
Oszillationen in der Akkumulation von mRNA. Die Maxima lagen in der Mitte der
subjektiven Kalteperiode. Die untersuchten Proteine zeigten nach Anzucht unter zyklischen
Temperaturwechseln (12h/12h) in der Akkumulation zum Teil ebenfalls eine circadiane
Rhythmik. Die Maxima von LHCII lagen am Ende der subjektiven Kuhlephase, d.h. am
Morgen zum Zeitpunkt maximaler Chlorophyllsynthese. Dagegen hatten D1 und KF
(Kopplungsfaktor der ATP-Synthetase) Maxima zu Beginn der subjektiven Kéltephase. SSU
und ELIP zeigten auf Proteinniveau keine Rhythmik. Bei kirzeren Temperaturwechseln

(2h/2h) war keine Rhythmik nachweisbar. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden,
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dass eine Rhythmik zwar induziert, die Uhr bei jedem Temperaturwechsel aber neu
verschoben (riickversetzt) wird. Die Oszillationen kdnnten in etiolierten Pflanzen und den
2h/2h-Varianten auch bsw. durch Uhr-unabhangige Signaltransduktionswege verborgen
werden. Die Expression bei Pflanzen, die sowohl unter konstanten Bedingungen als auch
unter 1h/1h und 2h/2h-Temperaturwechseln gewachsen sind, war niedrig. Moglicherweise
wird ein sehr empfindlicher Assay klarere Ergebnisse liefern. Im Gegensatz dazu zeigt sich
nach Anzucht im L/D-Wechsel (2h/2h) unter freilaufenden Bedingungen (D/D) Uber vier
Perioden eine Rhythmikt(= 4,4) bei der LHCII mRNA-Akkumulation. Dies gibt einen
Hinweis darauf, dass moglicherweise auch bei kurzen Temperaturwechseln eine hier nicht

nachgewiesene Rhythmik induziert werden kann.

Die Ergebnisse zeigen, dass durch zyklische Temperaturanderungen (12h/12h) die Induktion
oder Synchronisation der endogenen Uhr erfolgte. Es fanden eine zeitlich koordinierte,
circadian kontrollierte Pigment-, mRNA- und Protein-Akkumulation statt. Die
Akkumulationsmenge von mRNA und Protein war jedoch deutlich niedriger als bei Anzucht
unter L/D-Wechsel. Die Maxima lagen in der (subjektiven) Kiihlephase, wéhrend sie bei L/D-
Anzucht in der (subjektiven) Lichtphase liegen (Beator und Kloppstech, 1996).

Aufgrund der Ergebnisse lasst sich die These, dass die Kopplung von Genexpression an die
Innere Uhr zu ,photomorphogenetischen® Wachstumsformen fuhrt, nicht generalisieren.

Allerdings wurde gezeigt, dass Reaktionen der Uhr auf Temperatursignale der Pflanze
zusatzliche Informationen Uber ihre Umwelt liefern, die ndtzlich fir Wachstum und

Entwicklung sein kdonnen. Die Mechanismen, Uber die Licht und Temperatur circadiane

Rhythmen beeinflussen, sind nicht aufgeklart. Die Annahme der Existenz verschiedener
Signalwege scheint sinnvoll. Wenn, wie wir glauben, die Uhr eine ausschlaggebende Rolle
bei der Photomorphogenese spielt, so konnte diese Annahme mit dem hier benutzten
Versuchsaufbau nicht allgemeingultig belegt werden. Untersuchungen mit Mutanten der
Inneren Uhr werden vermutlich zu einem n&aheren Verstandnis fiihren, dabei ist das

Augenmerk hauptsachlich auf die Verwendung von monokotylen Pflanzen zu richten.
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