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Indol-3-essigsdure induzierte Calciumionen-
abgabe bei Maiskoleoptilzylindern

3-Indol Acetic Acid Induced Efflux of Calciumions
by Maize Coleoptile Sections
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3-Indol acetic acid, calcium, adenosin-3":5"-monophosphat
(c-AMP), maize coleoptile sections

Wie bereits berichtet!, liel sich bei Maiskoleop-
tilzylindern, welche in eine auxinfreie Pufferlésung
gelegt wurden, eine Indol-3-essigsiure (IES) indu-
zierte Nukleotidabgabe nachweisen. Durch [8-"C]-
Adenin-Inkubationsversuche konnte Adenosin-3:5'-
monophosphorsiure (cAMP) als das maligebliche
Nukleotid bestimmt werden .

In der tierischen Zelle wird cAMP als intracellu-
larer Ausléser (,second messenger”) vieler Hor-
monwirkungen angesehen % 3. Damit cAMP wirksam
werden kann, ist die Anwesenheit von Calciumionen
notwendig *.

Es sprechen nun viele Befunde fiir einen direkten
Zusammenhang zwischen der Calciumionen- und der
cAMP-Konzentration*?. Da das Calciumion als
natiirlicher Inhibitor des Koleoptil-Streckungswachs-
tums gilt%, versuchten wir in Anlehnung an die
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Abb. 1. Die Kurven A und B stellen die Calciumionen-Ab-
gabe in die Arsenazo ITI(2-10—% m)-haltige Pufferlosung bei
24 °C dar (A, durchliiftet; B, mit Sauerstoff).

Sonderdruckanforderungen an Dr. B. Janistyn, Institut fiir
Pharmazeutische Biologie der Universitat, D-7800 Frei-
burg, Schinzlestr, 9—11.

Nukleotidabgabe-Versuche, die Calciumionen-Kon-
zentration in der Pufferlésung zu bestimmen.

Fiir einen photometrischen Nachweis einer et-
waigen Calciumionenabgabe benutzten wir den Kom-
plexbildner Arsenazo 111 (1.8-Dihydroxy-naphthalin-
3.6-disulfonsiure-2.7-bis(azo-2)-phenylsarsonsédure),
welcher um pH 6 eine hohe Selektivitat und Emp-
findlichkeit fiir Calciumionen besitzt (0,04 ug Ca**
ml 1, pH 5,5) °.

Wie die Abb. 1 zeigt, treten in einer auxinfreien
Arsenazo enthaltenden Pufferlosung, in die Mais-
kolbenkoleoptilzylinder gelegt werden, sehr schnell
Calciumionen auf, deren Konzentration vom jewei-
ligen Sauerstoffpartialdruck abhingt. Weitere Ver-
suche ergaben zusitzlich eine deutliche Temperatur-
abhingigkeit. Wird nunmehr, bei erreichtem kon-
stanten Anstieg der Calciumionen-Konzentration zu
der auxinfreien Pufferlosung IES (1075M) gege-
ben, so steigt die Calciumionen-Konzentration ge-
geniiber der Kontrolle schnell und tiber mehrere
Stunden an (Abb. 2). Die Extinktion von 0,01 zum
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Abb. 2. Zeitabhingigkeit der Zunahme der Calciumionen-
Konzentration in der Arsenazo IT1(2-10—4 m)-haltigen Puffer-
lésung bei 20 °C, vor und nach Zugabe von Indol-3-essigsiure
(10—5M) (K = Kontrolle). Die Angabe der jeweiligen Cal-
ciumionen-Konzentration basiert auf einer Standardkurve.
Dazu wird die Extinktion E gegen verschiedene Calcium-
ionen-Konzentrationen (ug in 20 ml Pufferlosung) aufge-
tragen.

Zeitpunkt ¢t—0, d.h. direkt nach Einbringen der
Koleoptilzylinder in den Puffer, entspricht einem
Calciumionengehalt von 1 ug. Nach 12 h Versuchs-
dauer betrigt die Calciumionen-Konzentration in
20 ml Pufferlosung mit IES 22 ug und die der Kon-
trolle 14 ug.
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" Der Lingenzuwachs der Koleoptilzylinder wird
innerhalb der Versuchsbedingungen durch Arsen-
azo III nicht beeinflult. Werden an Stelle von IES
die Wuchsstoffanaloga 2.4-Dichlorphenoxyessigsiure
(2.4-D), a-Naphthylessigsiure (NAE) und f-Naph-
thylessigsiure (NAE) zugegeben (alle 107° M), so
beginnt erst nach iiber 30 min eine gegeniiber der
IES-Zugabe deutlich schwichere Calciumionen-
Abgabe aufzutreten. Im Gegensatz zu der IES indu-
zierten Calciumionen-Abgabe sind bei Wuchsstoff-
analoga-Zugabe stirkere Schwankungen der jeweili-
gen Calciumionen-Konzentration festzustellen, so
dafl wir bewuBt auf eine graphische Darstellung
verzichtet haben. Ahnliche Konzentrationsschwan-
kungen stellen sich auch bei der nachfolgend ge-
nannten TIBA-Zugabe ein.

Die Zugabe des IES-Transporthemmers 2.3.5-Tri-
jodbenzoesdure (TIBA) (107°M) vor der IES-Zu-
gabe ergibt eine Calciumionen-Abnahme aus der
Pufferlosung. Eine etwaige Komplexbildung zwi-
schen TIBA und den Calciumionen konnte nicht fest-
gestellt werden.

Diskussion

Die in der Abb.1 dargestellten Kurven zeigen
neben der deutlichen Abhingigkeit der Calcium-
ionen-Abgabe vom Sauerstoff-Partialdruck zwei
Phasen des Kurvenverlaufes, die im Falle der Sauer-
stoffzugabe besonders deutlich erkennbar sind.

Ebenso verhilt sich der Kurvenverlauf der von
uns gefundenen Nukleotidabgabe ! und Wachstums-
kurven von Koleoptilzylindern ohne 1ES-Zugabe 3.

In den genannten Fillen erfolgt die Anderung
des Kurvenverlaufes stets nach etwa zwei Stunden,
so daf} eine zeitliche Korrelation verschiedener Reak-
tionen naheliegt. Die Calciumionenabgabe nach
IES-Zugabe stellt einen neuen, schnellen und gut
melbaren Auxin-Effekt dar. Eine Erkldrungsmog-
lichkeit fiir das rasche Auftreten der Calciumionen
konnte sein, daBl bei der auxininduzierten Um-
setzung von Adenosin-5 -triphosphorsiure (ATP)
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zu c-AMP®7 1Lt die wahrscheinlich als Calcium-
ionen-ATP-Komplex 12 vorliegenden Calciumionen
freigesetzt werden, da c-AMP Calciumionen nicht
mehr komplex zu binden vermag.

Bindungsstellen fiir Calciumionen sind auch in
oder an der Zellwand anzunehmen, so dafl durch
allosterische Effekte von Membrananteilen ebenfalls
Unterschiede in der Calciumionen-Konzentration
auftreten kénnten. Die Versuchsdauer ist durch Se-
kundirreaktionen, wie z.B. die Adsorption des
Arsenazo-Reagenses an die Koleoptilzellwand auf
etwa 12h beschriinkt. Spitere Bestimmungen der
Calciumionenkonzentration sind deswegen mit
schwer bestimmbaren Fehlern behaftet.

Das im Gegensatz zur IES-Zugabe langsame und
deutlich schwiichere Ansprechen der Calciumionen-
Abgabe auf Wuchsstoffanaloga legt eine gewisse
Spezifitat der Calciumionen-Abgabe hinsichtlich der
IES nahe.

Experimenteller Teil

Chemikalien. Indol-3-essigsaure (IES) wurde
von der Firma E. Merck, Darmstadt, und Arsenazo
I1I von K. Roth, Karlsruhe, bezogen.

Pflanzenmaterial : Maiskaryopsen (Zea mays L.,
Golden Bantam 8 row und Bear Hybrid WF 9 X 38,
Vaughans’ Seed Co.). Die Anzucht der Karyopsen
erfolgte wie unter ! bereits beschrieben.

Photometrische Bestimmung der Calciumionen-
Konzentration: Je 20 Koleoptilzylinder (8 mm)
wurden unter Lufteinleitung in 20 ml Kaliumphos-
phatpuffer (3:1073 M, pH 6,6), welcher den Kom-
plexbildner Arsenazo III (2-107* M) enthielt, gelegt
und in Abstinden von 15 bis 90 Min die Extink-
tionszunahme bei 612 nm mittels Beckman DB Spec-
trophotometer bestimmt.

Bei Sauerstoffeinleitung diirfen die Koleoptil-
zylinder nicht mit der Einleitungskapillare in Be-
rithrung kommen.
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