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1.7. Zusammenfassung

Fur die Charakterisierung schneller gravitropischer Priméarreaktionen haben wir schnelle in-
vivo Spektroskopie auf die Gravirezeption von Phycomyces-Sporangiophoren und
Graserkoleoptilen angewandt. In erdgebundenen Experimenten, bei Parabelfligen und in
Fallturmexperimenten konnten wir nachweisen, dass graviinduzierte Absorptionsdnderungen
instantan auftreten und bereits bei etwa 2 x 10 x g ausgeldst werden (Schmidt und Galland,
2004; Schmidt 2006).

Fur den Pilz Phycomyces blakeseeanus wurden Lipidglobuli als neuartige Gravisuszeptoren
identifiziert, die auftriebsgesteuert sind und sich somit grundlegend von den sedimentations-
getriebenen Gravisuszeptoren von Pflanzen unterscheiden. Die Bewegung der Lipidglobuli
und ihre Allokation innerhalb der Sporangiophore wird durch ein dichtes Actinskelett
kontrolliert. Wir konnten nachweisen, dass neben diesen endogenen Faktoren auch die
exogenen Faktoren Licht, Calcium und die magnetische Flussdichte des geomagnetischen
Feldes ganz wesentlich die Gravirezeption beeinflussen.



Resultate aus der zweiten Forderperiode
1 Konstruktion von Instrumenten

Unter Anleitung von Prof. Schmidt wurden durch unsere Werkstatt am Fachbereich Biologie
die Messgerdte der ersten Forderperiode weiter verbessert. (i) ein RSS (rapid-scan
spectrometer) zur in-vivo Messung von Reflexionsspektren (Absorptionsspektren)
biologischer Materialien in erdgebundenen und Parabelflugexperimenten; (ii) ein MDWS
(micro-dual-wavelength spectrometer) zur Messung von GIACs in erdgebundenen sowie in
Parabelflug-Experimenten, (iii) eine weitere Version des MDWS, das fur den Fallturm in
Bremen gebaut wurde. Die Gerde sind voll automatisiert und unter Kontrolle spezieller
Software. Die Weiterentwicklung der Gerdte beinhaltete z.B. Temperaturkontrolle durch
Peltier-Elemente und die VergroRerung des Spektralbereichs bis in das Nahe-Infrarot
(Schmidt 2004b,c; Schmidt 2007b,c). Die Gerdte wurden auf Parabelfliigen in den Jahren
2004 bis 2006 erfolgreich eingesetzt.

2 GIAC-Messungen mit dem MDWS: Phycomyces und Avena

In erdgebundenen Experimenten (Humanzentrifuge der DLR KoéIn-Porz) und bei
Parabelfligen treten bei Phycomyces und Avena-K oleoptilen instantane GIACs auf, wenn sich
das Schwerefeld andert. Den 1.8-g Phasen der Flugparabel entspricht eine Abnahme und den
0-g Phasen eine deutliche Zunahme der relativen Absorption bei 460 nm. Diese GIACs treten
im Wildtyp von Phycomyces ohne Verzogerung auf (zeitliches Auflésungsvermdgen des
MDWS = 20 ms). Die Gravitropismusmutante A909 madJ zeigt dagegen wahrend der
Parabelfliige und auf der Humanzentrifuge (bis 6.5 x g) keine GIACs (Schmidt and Galland,
2004; Schmidt 2006). Diese Beobachtung zeigt, da’ die GIACs spezifisch fur die
gravitropische Transduktionskette sind. Bei Parabelfliigen zeigten auch Avena-Koleoptilen
ahnliche GIACs (unvertffentlicht). Die Tatsache, dal3 die GIACs quasi instantan auftreten,
spricht daflr, dal3 sie frihe Primérreaktionen der Graviperzeption darstellen. Die GIACs
treten selbst deutlich friher als elektrische Signale auf, die in Pflanzen mit der
Graviperzeption assoziiert sind (Monshausen and Sievers, 2002; Weisenseel and Meyer,
1997). Die GIACs mussen also innerhalb der gravitropischen Transduktionskette deutlich vor
den Ereignissen liegen, die fur die Mobilisierung von lonentransport und elektrischen
Signalen verantwortlich sind.

3 Schwellenwerte flr Gravitropismusund GIACs

In einer Klinostatzentrifuge wurden die gravitropischen Schwellenwerte fir Phycomyces
bestimmt (Galland et al., 2004). Die Wildtypen von Phycomyces zeigen einen Schwellenwert
von etwa 3 x 102 x g, wahrend eine Mutante ohne oktaedrische Proteinkristalle einen
erhdhten Schwellenwert von etwa 10" x g besitzt. Koleoptilen von Avena zeigen einen
deutlich niedrigeren Schwellenwert von etwa 10° x g (Galland, unveroffentlicht). Die
potentielle Energie, die durch die Verlagerung der Gravisuszeptoren erzeugt wird — Kristalle
und Lipidglobuli —ist hoch genug, um die Schwellenwerte zu erklaren (Grolig et al., 2004).

Der absolute Schwellenwert fur die Auslésung von GIACs wahrend einer Flugparabel liegt
ebenfalls bei etwa 3 x 10% x g (Schmidt and Galland, 2004). Hierbei ist alerdings zu
beriicksichtigen, dass der Schwellenwert fiir die GIACs durchaus niedriger als 3 x 10% x g
sein konnte, weil die Mikrogravitation im Airbus A300 ZERO-G bei 0 + 3 x 10 x g liegt
(Schmidt and Galland, 2004). Fir eine genauere Bestimmung des wahren Schwellenwertes



der GIACs haben wir im Frihjahr 2006 Fallturmexperimente durchgefiihrt, bei denen sich
sehr viel niedrigere g-Werte erreichen lassen (10° x g) (s.u.).

4 Wachstum bei Hypergravitation

Bei Parabelfliigen wird wahrend der 31 Flugparabeln die Wachstumsrate der Phycomyces
Sporangiophoren transient um etwa 50% reduziert. Nach Beendigung der Flugparabeln steigt
die Wachstumsrate wieder auf den Normalwert. Eine ahnliche Wachstumsverzégerung
zeigten Sporangiophoren auch auf der Humanzentrifuge bei Hypergravitation. Man darf daher
aus diesem Ergebnis schliessen, dass die Wachstumsverzogerungen im Flugzeug auf die
Phasen der Hypergravitation zurlickzuftihren sind.

5 Vibrationsmessungen bel Parabelfligen

Um abschdtzen zu koénnen, in welchem Ausmald unsere Experimente durch stérende
Vibrationen des Airbus gestért werden konnten, haben wir wahrend einiger Flugparabeln
Powerspektren der allgegenwartigen Vibrationen gemessen. Auch wahrend der 0-g Phase
einer Flugparabel waren noch deutlich Vibrationen zu erkennen. In einem free-floating
Experiment, das im Oktober 2002 durchgefthrt wurde, waren dagegen praktisch alle
Vibrationen verschwunden. Die theoretischen und praktischen Implikationen der
allgegenwartigen Vibrationen auf den Gravitropismus wurden in einer Publikation von Prof.
Schmidt (2004a) ndher analysiert.

6 Rolle der apikalen Lipidglobuli im Gravitropismus

Junge Sporangiophoren von Phycomyces besitzen ein apikales Aggregat von Lipidglobuli, die
wahrscheinlich als Gravisuszeptoren (Bojentyp) fungieren (Schimek et al., 1999) und auch bei
der Licht-Wachstumsreaktion eine Rolle spielen (Ogorodnikova et al., 2002). Zur Zeit
existieren leider noch keine Mutanten ohne Lipidglobuli. Wir haben aber entdeckt, dal3 dieses
Aggregat fehlt, wenn Sporangiophoren in Kédlte (5°C) aufgezogen wurden; mit dem Verlust
der Lipidglobuli geht ein Verlust des Gravitropismus einher (Grolig et al., 2004).

Wir haben die Lipidglobuli fluorometrisch und mit MALDI-TOF naher analysiert. Die
Fluoreszenzeigenschaften deuten auf das Vorhandensein von Flavinen und NAD(P)H,; das
gelbe Massenpigment der Globuli ist B-Carotin(Ogorodnikova et al., 2002). Die Lipidglobuli
sind (an der Oberflache) mit etwa 30 Proteinen assoziiert, von denen wir einige mit MALDI-
TOF identifiert haben. Zu den identifizierten Proteinen gehdren: Elongationsfaktor EF-1a,
Actin, heat-shock Protein  HSP-100, Hydroxymethylglutaryl-CoA  Reduktase, ein
Schltsselenzym fir die Biosynthese von Triglyceriden, (Kofaktor NADH,), Phytoendesaturase
(carB-Gen; enthdlt FAD) and Lycopincyclase (carR gene) (Seger, Nyalwide, Galland,
unveroffentlicht). Das Vorliegen von HSP-100 kdnnte sehr bedeutsam sein, well es sich Actin
vernetzen kann.

7 Rolle des Actinskeletts

Die apikalen Lipidglobuli von Stadium 1 Sporangiophoren sind in ein massives Actinskelett
eingebettet, das wir durch Konfokalmikroskopie eingehend studiert haben (Grolig et al., 2006,
2007). Innerhalb des Actinkdrpers gibt es einen hyalinen Bereich, in dem sich die Lipidglobuli
befinden. Sie sind nie in Ruhe sondern in standiger Bewegung. Die Bewegungsanalyse ergab,
dass die Geschwindigkeitsprofile der Globuli deutlich von den Partikelgeschwindigkeiten in den
kortikalen Bereichen unterhalb der Wachstumszone unterscheiden (Grolig et al., 2006, 2007).



8 Interaktion von Licht und Gravitropismus, Rotlichtrezeptor

Werden horizontale Sporangiophoren bilateral bestrahlt (tonische Bestrahlung), so kann die
gravitropische Krimmung verstérkt werden. Wichtig, war der Befund, dass Rotlicht (> 600
nm), das phototropisch ineffektiv ist, den Gravitropismus verstarkt. Dies deutet darauf hin,
dass es einen entsprechenden Rotlichtrezeptor geben muss (Galland et al., 2007).
Amerikanische und spanische Arbeitsgruppen haben die Photorezeptoren von Phycomyces als
flavinhaltige Rezeptoren vom Typ ,white collar® identifiziert (Idnurm et al. 2006). Unsere
noch unveroffentlichten Studien zeigen, dass die white-collar-Rezeptoren von Phycomyces
ein rotlichtabsorbierendes Intermediat besitzen, das fur Photoreversibilitét im Blau-Rotbereich
verantwortlich ist (Seger, Galland, 2007 unverdffentlicht).

9 Der Effekt von Ca?* auf Wachstum und Gravitropismus

Submers wachsende Sporangiophoren zeigen normalen Gravitropismus, der sich im Wildtyp
durch exogenes Ca?* nur moderat stimulieren lasst (Galland et al., 2007). Interessanterweise
ist die Ca’*-Stimulation aber substantiell verstarkt, wenn die vakuoléren Proteinkristalle
fehlen. Dieser Befund deutet darauf hin, dass die Kristalle an der Verrechnung interner und
externer Ca*-Signale beteiligt sind, hdchstwahrscheinlich durch Ca?*-Bindung.

10 Fallturmexperimente (M ai 2006)

Die in Parabelfligen gemessenen GIACs von Phycomyces-Sporangiophoren (siehe oben)
wurden auch am Fallturm in Bremen beobachtet (unverdffentlicht). Wegen technischer
Schwierigkeiten mit dem g-Sensor der Fallkapsel (es bleibt unklar, wieviel g wahrend der
Mikrosekunde des Abwurfs auftreten) sollen diese Experimente spéter zur Publikationsreife
gebracht werden.

11 TEXUSFlug

Der urspringlich fur die zweite Forderperiode geplante TEXUS-Flug wurde nicht
durchgefuihrt. Nach Bewertung der Ergebnisse, die aus Parabelflug-Experimenten von 2002 —
2006 gewonnen wurden, sind wir zu der Uberzeugung gelangt, dass ein TEXUS-Flug besser
konzipiert werden kénnte, wenn Resultate aus vorher durchgefiihrten Fallturmexperimenten
mit idealen Mikrogravitationsbedingungen vorldgen. Von den Fallturmexperimenten haben
wir gelernt, dass die beim Auslosen der Fallkapsel auftretende Hypergravitation Probleme
macht. Da Hypergravitation auch beim Raketenstart auftritt, wollen wir dieses Problem
zunéchst durch Pilotexperimente am Fallturm in den Griff bekommen. Das fur die dritte
Forderperiode vorgeschlagene TEXUS-Experiment soll 2009 durchgefiihrt werden. Die
Gerédte werden momentan (November 2009) in Trauen gebaut.

12 Der Einfluss magnetischer Felder auf den Gravitropismus

Diese Studien wurden zur Vorbereitung der dritten Forderperiode (Beginn Juli 2007)
durchgefuhrt. Momentan haben wir den Gravitropismus von Phycomyces-Sporangiophoren in
einem limitierten Bereich von 38 bis 400 uT durchgefuhrt. Wir fanden, dass sowohl der
Wildtyp als auch die Gravimutante A909madJ mit steigender magnetischer Flussdichte um
bis zu 30% gesteigert wird. Wir haben auf dem DLR-Parabelflug im November 2006 die
magnetischen Flussdichten wahrend der Flugparabeln gemessen und gefunden, dass sich die
magnetische Flussdichte um bis zu 40% andern kann. Die Anderung ist von der Flugrichtung



abhangig und ist maximal bei Nord-Stid-Richtung. Wir haben auf der Basis von real-timePCR
damit begonnen, die Genexpression von 10 Genen (Tubulin, Actin, heatshock Proteine hspA
und hsp90, DNA-Photolyase, carB, madA, wcoA, und die Endonukleasen ago und dcr) als
Funktion der magnetischen Flussdichte, der Lichtbedingungen und des Schwerereizes zu
messen. Wir finden, dass alle drei Reize bei der Genexpression eine Rolle spielen.
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