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1. Einleitung 1

1. Einleitung
1.1. Die Oxygenase-Aktivitit der RubisCO

Die Schllsselreaktion der photosynthetischen CO.-Assimilation ist die Bindung von CO, aus
der Atmosphare an Ribulose-1,5-Bisphosphat (RuBP). Diese Reaktion wird von dem Enzym
Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RubisCO) katalysiert. Die CO,-Fixierung
durch die RubisCO ist mit einer nicht vermeidbaren Nebenreaktion verbunden, in der O,
anstelle von CO, umgesetzt wird.

Nach Bindung von RuBP an das aktivierte Enzym bildet sich durch Keto-Enol-Tautomerie
der Carboxylgruppe des RuBP ein Endiol. Weder O, noch CO, bilden mit dem aktivierten
Enzym einen Michaelis-Komplex, sondern beide greifen direkt das C,-Atom des Endiols an.
Deshalb ist die Oxygenierung eine unvermeidliche Folge der Biochemie der Carboxylase-
Reaktion. Kinetisch gesehen ist O, ein kompetitiver Inhibitor der Carboxylierungsreaktion und
COs; ein Inhibitor der Oxygenierungsreaktion.

Die Verteilung von RuBP zwischen Carboxylierung und Oxygenierung ist abhangig von den
Konzentrationen von CO, und O, sowie vom Spezifitatsfaktor der RubisCO (1 = VaxC * KOz
! VimaxO * KnCO,). Typische K,-Werte der RubisCO fiir CO, sind 10 - 20 yM und fir O, 400-
600 uM. Unter Standardbedingungen (350 ppm CO,, 21 % O,) betragt die Konzentration von
CO2, 11 uM und die O,-Konzentration ca. 253 yM (Woodrow und Berry 1988). Unter
Bertcksichtigung der kinetischen Eigenschaften der RubisCO I|&sst sich das Verhaltnis von
Carboxylierung zu Oxygenierung und damit die Photorespirationsrate bei verschiedenen
CO,-Konzentrationen berechnen: V.V, = t([CO,)/[O;]). Sharkey (1988) berechnete das
Carboxylierung/Oxygenierungsverhaltnis unter normaler Atmosphare als 4:1 bis 2:1. Mit
steigender Temperatur nimmt die Spezifitat der RubisCO fir CO, ab (Brooks und Farquhar
1985), und die Loéslichkeit von CO, in Wasser nimmt starker ab als die von O,. Daher steigt
mit zunehmender Temperatur die relative Photorespirationsrate.

Die Carboxylierung von RuBP fiihrt zur Bildung von zwei Molekilen Glycerat-3-Phosphat.
Wahrend funf Sechstel der Glycerat-3-P-Molekiile fiir die Regeneration des CO,-Akzeptors
RuBP verwendet werden, wird das letzte Sechstel entweder als Triosephosphat aus den
Chloroplasten exportiert oder in den Chloroplasten zum Aufbau von transitorischer Starke
verwendet. Die Oxygenierung von RuBP flhrt zur Bildung eines Molekils Glycerat-3-P und
eines Moleklls Glycolat-2-P. Durch den C2-Zyklus wird aus zwei Molekilen Glycolat-2-P

unter Verlust eines CO>-Molekiils ein Molekil Glycerat-3-P zurlickgewonnen.
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1.2. Der C2-Zyklus

Der C2-Zyklus ist in Abb. 1.1 schematisch dargestellt. Die Reaktionssequenz des C2-Zyklus
bendtigt 16 Enzyme und sechs Translokatoren, die sich auf drei Kompartimente, Chloroplast,
Peroxisom und Mitochondrion, verteilen.

Das Recycling von Glycolat-2-P beginnt im Chloroplastenstroma mit der hydrolytischen
Abspaltung des Phosphatrestes durch die Glycolat-P-Phosphatase. Das Glycolat wird aus
den Chloroplasten in Gegentausch mit Glycerat exportiert. In der peroxisomalen Matrix wird
durch Glycolatoxidase in einer irreversiblen Reaktion die Hydroxygruppe des Glycolats zu
einer Carbonylgruppe oxidiert, dabei entsteht Glyoxylat. Die Elektronen werden auf
molekularen Sauerstoff Ubertragen. Das in dieser Reaktion gebildete H,O, wird durch die
und Sauerstoff

ebenfalls in den Peroxisomen vorhandene Katalase zu Wasser

disproportioniert. In der Bilanz werden so flir die Oxidation von 1 mol Glycolat zu Glyoxylat

~

0,5 mol O, verbraucht.
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Abb. 1.1: Der C2-Zyklus: Kompartimentierung des Photorespirationsweges.
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Glyoxylat und H,O, sind fir die Zelle toxisch. Aus Experimenten mit isolierten Chloroplasten
ist bekannt, dass Glyoxylat bereits in geringen Konzentrationen die Aktivierung der RubisCO
(Campbell und Ogren 1990) und die Thioredoxin-abhangige Aktivierung der Calvin-Zyklus-
Enzyme Fruktose-1,6-Bisphosphatase und Sedoheptulose-1,7-Bisphosphatase (Fliigge et al.
1980) hemmt. Heupel und Heldt (1994) berichteten, dass Glyoxylat auch die Struktur der
peroxisomalen Matrix zerstért. Ein Hemmeffekt von geringeren Konzentrationen von
Glyoxylat auf die Serin-Glyoxylat-Aminotransferase wurde ebenfalls nachgewiesen (Smith
1973). H,0, ist ein effektiver Inhibitor der Photosynthese, und die Eliminierung von H,0, ist
essentiell fir die Funktion der Chloroplasten (Kaiser 1979; Foyer 1993).

Da Glyoxylat und H,O, membranpermeabel sind, konnten sie theoretisch aus den
Peroxisomen diffundieren. Allerdings gewabhrleistet die enge Einbindung der peroxisomalen
Enzyme in einen Multienzymkomplex den direkten Transfer von Intermediaten von einer
Reaktion zur Nachsten (Heupel und Heldt 1994), so dass Glyoxylat und H,O, bereits am Ort
ihrer Entstehung in die nicht toxischen Verbindungen Glycin und Wasser umgesetzt werden.
Damit wird die Akkumulation dieser toxischen Intermediate und ihre Freisetzung in andere
Zellkompartimente verhindert.

Der Gehalt von Glyoxylat im Blatt liegt im Bereich von 10 bis 50 pymolm? (Chastain und
Ogren 1989). Wenn Glyoxylat ausschlielllich im Cytosol lokalisiert ware, betriige seine
Konzentration dort zwischen 1 und 5 mM (in Kartoffel macht das Cytosol 20 pl'mg”
Chlorophyll aus; Leidreiter et al. 1995). Fir eine vollstindige Hemmung der RubisCO ist eine
chloroplastidare Glyoxylat-Konzentration von nur <100uM erforderlich (Chastain und Ogren
1989). Daher ist anzunehmen, dass die Konzentration des freien Glyoxylats durch Bindung
im peroxisomalen Multienzymkomplex deutlich unter diesem Wert liegt.

Glyoxylat wird durch Transaminierung zu der Aminosaure Glycin umgesetzt. Dies ist Uber
zwei verschiedene Reaktionen maglich, die nebeneinander im Verhaltnis 1:1 ablaufen. Durch
die Glutamat-Glyoxylat-Aminotransferase (GGAT) wird die Aminogruppe von Glutamat auf
Glyoxylat Ubertragen. Bei der Serin-Glyoxylat-Aminotransferase (SGAT) dient Serin als
Aminodonor. Wie die meisten Aminosauretransferasen sind diese beiden Enzyme nicht sehr
substratspezifisch. GGAT katalysiert auch Glutamat/Pyruvat- und Alanin/Glyoxylat-
Transaminierungen (Rehfeld und Tolbert 1972), wahrend SGAT auch Asparagin/Glyoxylat-
und Alanin/Hydroxypyruvat-Transaminierungen katalysiert (Murray et al. 1987).

Glycin verlasst die Peroxisomen und wird in die Mitochondrien transportiert. Dort erfolgt die
Oxidation von zwei Molekulen Glycin zu einem Molekul Serin unter Freisetzung von CO, und
NH,;* und Bildung von NADH. Diese Reaktionssequenz wird katalysiert durch den
Glycindecarboxylase-Komplex (GDC) in Verbindung mit der Serinhydroxymethyltransferase
(SHMT).

Das gebildete Serin gelangt zuriick in die Peroxisomen, wo es Uber die bereits erwahnte

SGAT zu Hydroxypyruvat transaminiert wird. Letzteres wird durch eine
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Hydroxypyruvatreduktase unter Verbrauch von NADH in Glycerat reduziert. Das gebildete
Glycerat wird wieder in die Chloroplasten importiert, wo es durch die Glyceratkinase unter
Verbrauch von ATP zu Glycerat-3-P umgesetzt wird, so dass es in den Calvin-Zyklus
eingehen kann; damit ist aus Glycolat-2-P Glycerat-3-P zurtickgewonnen und der C2-Zyklus
abgeschlossen.

Peroxisomen sind auf Versorgung mit Reduktionsdquivalenten aus dem Cytosol
angewiesen. Diese kdnnen als NADH oder in Form von Malat bereitgestellt werden, denn die
peroxisomale Membran ist fir beide Stoffe permeabel. Als mdgliche Quellen flr
Reduktionsaquivalente kommen die mitochondriale Glycindecarboxylase oder die
chloroplastidare NADP-abhangige Malatdehydrogenase in Betracht. Der Austausch von
Reduktionsaquivalenten zwischen diesen Kompartimenten und dem Cytosol kann Uber die
Malat/Oxalacetat-Shuttle in den Hillmembranen der Chloroplasten und der Mitochondrien
erfolgen (Heineke et al. 1991; Krémer und Heldt 1991; Raghavendra et al. 1998).

1.3. Die Umwandlung von Glycin zu Serin

Die GDC ist der Hauptbestandteil der Mitochondrien griiner Blatter und macht ungefahr die
Halfte des loslichen Proteins aus (Oliver et al. 1990; Oliver 1994). GDC besteht aus vier
verschiedenen Untereinheiten, dem P-Protein (Pyridoxal-5-Phosphat-abhangige
Glycindecarboxylase), dem T-Protein (Tetrahydrofolat-Aminomethyl-Transferase), dem L-
Protein (Dihydroliponsaureamid-Dehydrogenase) und dem H-Protein (Wasserstofftrager-
protein mit kovalent gebundenem Liponsaureamid). Das Verhaltnis der Monomere der
Untereinheiten ist nicht exakt bestimmbar, es betragt ungefahr 2P/27H/9T/1L (Oliver et al.
1990). Dabei ist das H-Protein ein 14,1 kDa-Monomer; das P-Protein stellt ein Homodimer
aus 105 kDa-Polypeptiden; das T-Protein ist ein 45 kDa-Monomer, wahrend das L-Protein
ein Homodimer aus 60 kDa-Polypeptiden darstellt. Das H-Protein hat keine enzymatische
Funktion; es ubernimmt die Rolle, das Substrat von einem aktiven Zentrum des Enzyms zum
Nachsten zu transportieren, indem es Uber ein als Kofaktor gebundene Liponsaureamid-
Molekul mit jeder der drei anderen Untereinheiten nacheinander interagiert.

Alle Komponenten der GDC dissoziieren sehr leicht und verhalten sich nach Aufbruch der
Mitochondrienmembran wie nicht assoziierte Proteine (Bourguignon et al. 1988). Isoliertes T-
Protein hat eine starke Tendenz zur Bildung hochmolekularer Aggregate und ist in Losung
nicht stabil; in der Gegenwart von H-Protein wird diese Aggregatbildung verhindert
(Guilhaudis 2000). Das L-Protein ist nicht nur ein Bestandteil der GDC, sondern auch der
Pyruvatdehydrogenase, der a-Ketoglutaratdehydrogenase und der Verzweigtketten-a-
Ketosaure-Dehydrogenase (Luethy et al. 1996).

Die Aminogruppe des Glycins reagiert zunachst mit der Aldehydgruppe des Pyridoxals im P-
Protein zu einer Schiff'schen Base. Der Glycylrest wird decarboxyliert und vom P-Protein auf

den Liponsdurerest des H-Proteins Ubertragen. Der Ci-Rest wird zur Stufe eines
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Formylrestes oxidiert und der Liponsaurerest zur Dihydroliponsaure reduziert. Das
Dihydroliponsaureaddukt reagiert nun mit dem T-Protein, dabei wird der C-Rest unter
Freisetzung des Dihydroliponsaurerestes auf Tetrahydrofolat (THF; auch 5,6,7,8-
Tetrahydropteroylpolyglutamat (H4PteGlu) genannt) (ibertragen, wobei N°®N'"-Methylen-
Tetrahydrofolat (CH,-THF) entsteht. Uber das L-Protein wird die Dihydroliponséure wieder
zur Liponsaure oxidiert und dabei NAD zu NADH reduziert (Abb. 1.2).

=
| =
HID: I"-H“' l"'-.
. r"l s MaLH
/
H
Ty .
| | — MALD
' .
ﬂs' H s
o, r"’ﬁﬂsrl \M_]/ﬂ\l
5H 5H
flr‘
H =
THF -THF
-+—— SHMT ?
HzD

TRENDS 1 PRt Sosnog

Abb. 1.2: Reaktionsweg der Umwandlung von Glycin zu Serin durch den GDC-SHMT-
Komplex. Nach Douce et al. (2001).

Die Serinhydroxymethyltransferase (SHMT), ein Homotetramer aus 53 kDa-Einheiten,
verwendet Glycin und das von der GDC gebildete CH,-THF als Substrat flr die Synthese
von Serin. Das T-Protein und die SHMT sind nicht assoziiert, und die Zwischenprodukte
werden nicht direkt vom Reaktionszentrum des T-Proteins auf das der SHMT Ubertragen. Da
die Aktivitat der GDC ca. 2,5mal hdher ist als die der SHMT, liegt das CHx-THF/THF-
Verhaltnis in der mitochondrialen Matrix gewdhnlich bei 4:1, so dass die endergonische
Reaktion der SHMT in Richtung Serin-Synthese ablauft (Rébeillé et al. 1994).
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1.4. Metabolismus des N aus der Photorespiration

Die Photorespiration stellt eine Verbindung zwischen C- und N-Metabolismus dar. Stickstoff
gelangt Uber die peroxisomale Transaminierungsreaktion der GGAT in den C2-Zyklus und
wird in den Mitochondrien im Zuge der GDC-Reaktion in Form von NH," freigesetzt. Dieses
diffundiert in die anderen Kompartimente. Da NH," in wassriger Losung mit dem gasférmigen
NH; im Gleichgewicht steht, entweicht ein Teil in die Atmosphare und geht dem Stoffwechsel
verloren. Die Rate an photorespiratorischer Freisetzung von NH," in den Mitochondrien ist
dabei ca. zehnmal héher als die Rate der primaren NOjz-Assimilation. Daher muss das
freigesetzte NH," mit hoher Effizienz reassimiliert werden. Dies geschieht durch das
Glutaminsynthetase/Glutamatsynthase (GS/GOGAT)-System. Glutaminsynthetase (GS)
assimiliert NH;* durch die Bildung von Glutamin aus Glutamat in einer ATP-abhangigen
Reaktion. Die chloroplastidare Glutamatsynthase (Ferredoxin-abhangige Glutamat-o-
Ketoglutarat-Aminotransferase, GOGAT) katalysiert dann die Umwandlung von Glutamin und
o-Ketoglutarat in zwei Moleklle Glutamat. Dieses Enzym verwendet Uber Ferredoxin
Reduktionsaquivalente aus der photosynthetischen Elektronentransportkette. Die Halfte des
Glutamats wird im Gegentausch mit a-Ketoglutarat in die Peroxisomen exportiert, wo es als

Aminodonor fiir die Transaminierung von Glyoxylat zu Glycin dient.
1.5. Folge der Photorespiration

Die Photorespiration fiihrt zum Verlust von Kohlenstoff, da bei der Umsetzung von Glycolat-
2-P aus jedem Molekil 0,5 Moleklle CO, freigesetzt werden. Die Oxygenase-Reaktion der
RubisCO in Verbindung mit dem C2-Zyklus fuhrt auf zwei Wegen zu einer Reduktion der
Netto-CO,-Assimilation. Erstens wird in der GDC-Reaktion CO, freigesetzt, und zweitens
wird wegen der Konkurrenz zwischen O, und CO, um die Bindung an RuBP weniger CO,
fixiert. Daher ist bei gleichzeitiger Photorespiration der Verbrauch an ATP und
Reduktionsaquivalenten pro fixiertes Molekiil CO, deutlich erhéht.

Bei der Fixierung von 1 mol CO, werden 0,33 mol Triosephosphat gebildet und 3 mol ATP
und 2 mol NADPH verbraucht. Die Oxygenierung von 1 mol RuBP resultiert im Verbrauch
von 0,17 mol Triosephosphat, 3,5 mol ATP und 2 mol NADPH. Wenn man eine
photorespiratorische COj-Freisetzung von 25 % der CO,-Assimilation annimmt (Sharkey
1988), dann steigert die Photorespiration den Verbrauch pro fixierten mol CO, auf 5,375 mol
ATP und 3,5 mol NADPH. Es wurde postuliert, dass dieser zusatzliche Verbrauch von ATP
und Reduktionsaquivalenten durch die Photorespiration nicht nur als Verlust anzusehen ist.
Er konnte auch unter starkem Lichteinfall zum Schutz gegen Photoinhibition beitragen
(Osmond 1981; Osmond et al. 1997; Heber et al. 1996).
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1.6. C;/Cs-intermediare Photosynthese

Im Laufe der Evolution ist es nicht gelungen, die Oxygenase-Reaktion der RubisCO zu
verhindern. Aber einige Pflanzenarten haben Strategien entwickelt, die Effizienz der
Photosynthese zu verbessern, indem sie die Oxygenase-Reaktion der RubisCO durch CO,-
Konzentrierungsmechanismen unterdriicken. In Pflanzen, die Photosynthese nach dem C;-
Mechanismus betreiben, wird dies erreicht, indem verschiedene Zelltypen in Blattern
spezialisierte Funktionen Ubernehmen. Nur die Blindelscheidenzellen enthalten RubisCO.
Das CO, wird in den Mesophyllzellen durch eine Sauerstoff-unempfindliche Reaktion in Form
von Malat vorfixiert, in einer zyklischen Reaktionssequenz in die Blindelscheidenzellen
transportiert und dort durch Decarboxylierung fir die RubisCO bereitgestellt. Diese
Modifikationen fiihren zu einer betrachtlichen Erhéhung der COx-Konzentration am
Reaktionszentrum der RubisCO und reduzieren dadurch die Konkurrenz mit O,. Aus diesem
Grund haben die Blatter von Cs-Pflanzen eine besondere Anatomie entwickelt, die so
genannte Kranzanatomie. Die Leitblndel sind von einer chlorenchymatischen Blindelscheide
umgeben, und die Mesophylizellen bilden einen konzentrischen Ring um die Blindelscheide.

Einige Pflanzenarten kénnen nicht klar als Cs- oder C4-Pflanzen eingeordnet werden,
sondern stellen Zwischenformen beider Photosynthesearten dar. Die ersten Hinweise zur
Existenz von diesen als C3/C4-intermediar bezeichneten Pflanzen stammen von Messungen
des CO,-Kompensationspunkts (I') im Rahmen einer Massenanalyse von monokotylen und
dikotylen Pflanzen (Krenzer et al. 1975). Einige Arten hatten I'-Werte (9-30 pll™"; Ku et al.
1991), die zwischen denen von Cs-Pflanzen (40 and 55 pl1") und C4-Pflanzen (5 pl1™") lagen.
Inzwischen sind mindestens 23 Pflanzenarten aus sieben Gattungen aus fiunf verschiedenen
Familien, sowohl von monokotylen als auch von dikotylen Pflanzen, als C3/C,-intermediare
Arten identifiziert worden (Rawsthorne 1992).

Der I'-Wert ist eines der wichtigsten Charakteristika der C5/C4-intermediaren Photosynthese;
niedrige T'-Werte zeigen klar eine deutliche Reduktion der Photorespirationsrate an. Im
Gegensatz zu C;-Pflanzen, in denen T' praktisch von der Lichtintensitat unabhangig ist, wird
I' in C3/Cs-intermediaren Pflanzen stark von der Lichtintensitat beeinflusst (Brown und
Morgan 1980). Bei Quantenflissen nah beim Lichtkompensationspunkt der Photosynthese
(80-150 umol Quanten'm?s™) kann der I-Wert von Cs/C,-intermedidren Arten fast so hoch
sein wie der von C3-Arten; er nimmt aber bei Erhéhung der Lichtintensitat deutlich ab. Dieses
Verhalten wurde in allen untersuchten Cs/Cs-intermedidren Arten beobachtet. Die
Lichtabhangigkeit der T-Werte zeigt, dass der Mechanismus, der in C3/Cs-intermediaren
Arten die Photorespiration beeinflusst, von der Photosyntheserate abhangig ist.

Es wird vermutet, dass die C3/Cs-intermediare Photosynthese auf einer Kompartimentierung
der photorespiratorischen CO,-Freisetzung aus Glycin in den Blndelscheidenzellen beruht.

In allen untersuchten C;/Cs-intermedidaren Pflanzen, ist die GDC, die im Laufe der
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Photorespiration CO, freisetzt, nicht gleichmaRig tUber die Chloroplasten-haltigen Zellen
verteilt. Durch Immunogold-Lokalisierungsstudien wurde festgestellt, dass GDC in diesen
Arten nur in den Bilndelscheidenzellen vorkommt (Rawsthorne et al. 1988a; Hylton et al.
1988). Die SHMT ist ebenfalls in Bindelscheidenzellen im Vergleich zu Mesophylizellen
angereichert (Rawsthorne et al. 1988b; Morgan et al. 1993).

Man nimmt an, dass sich der Verlust der GDC-Aktivitdt in den Mesophylizellen in der
Evolution schrittweise entwickelt hat. In Moricandia arvensis (L.) DC. fehlt im Mesophyll nur
das P-Protein, wahrend die anderen drei Untereinheiten der GDC sowie die SHMT sowohl
im Mesophyll als auch in den Blindelscheidenzellen vorliegen (Morgan et al. 1993). Im
Gegensatz dazu ist in den C3/Cg-intermediaren und in den Cy4-Arten von Flaveria und
Panicum keine der GDC-Untereinheiten im Mesophyll nachweisbar; sie liegen ausschlieflich
in den Bundelscheidenzellen vor (Morgan et al. 1993). Da die Gattung Moricandia keine Cy-
Arten enthalt, wurde postuliert, dass die Repression der Synthese des P-Proteins der
evolutionare Ausgangspunkt der Transition von der Cs- zur C4-Photosynthese war, und dass
der Verlust der anderen Untereinheiten der GDC erst spater stattfand (Morgan et al. 1993;
Rawsthorne und Bauwe 1998).

Die Blatter von Cs/Cs-intermediaren Arten haben eine besondere Anatomie. Die Leitblindel
sind von einer chlorenchymatischen Scheide umgeben, die an die Kranzanatomie der Blatter
von C4-Pflanzen erinnert. Allerdings bilden die Mesophylizellen keinen konzentrischen Ring
um die Bindelscheide wie in C4-Blattern, sondern sind wie in Cs;-Pflanzen arrangiert, mit
gréleren Abstanden zwischen den Leitblindeln als in C4-Pflanzen.

In allen C;/Cg4-intermediaren Arten enthalten die Blindelscheidenzellen viele Organellen.
Zahlreiche Mitochondrien, Peroxisomen und viele der Chloroplasten sind zentripetal
organisiert. Die Mitochondrien liegen an der Plasmamembran auf der Seite des Leitgewebes
und grenzen an die Chloroplasten. Quantitative Untersuchungen haben gezeigt, dass es in
Blndelscheidenzellen viermal mehr Mitochondrien und Peroxisomen pro Raumeinheit als in
Mesophylizellen gibt, und dass die Oberflache der inneren Mitochondrienmembran in
Bilindelscheidenzellen doppelt so grof} ist wie in Mesophylizellen.

Auf Basis der anatomischen Charakteristika und der GDC-Lokalisierungsdaten wurde ein
Modell fir den Cj3/Cy-intermedidren photorespiratorischen Metabolismus in den Blattern
dieser Pflanzen erstellt (Rawsthorne et al. 1988a, Abb. 1.3). Da Glycin in Mesophyllizellen
nicht decarboxyliert werden kann, findet die photorespiratorische CO.-Freisetzung nur in den
Mitochondrien an der leitbundelseitigen Plasmamembran der Blndelscheidenzellen statt.
Diese Mitochondrien sind eng mit Chloroplasten assoziiert, durch die das CO, diffundieren
muss, um das Blatt zu verlassen. Das Potential zur Refixierung des photorespiratorischen
CO, ist also durch Beschrankung der photorespiratorischen CO.-Freisetzung auf die gut

abgeschirmte Biindelscheide im Vergleich zu Cs-Blattern deutlich erhéht, was die
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charakteristisch geringen Photorespirationsraten und deren Lichtabhangigkeit von C3/Cy-

intermediaren Pflanzen erklaren sollte.

Mesophylizelle Biindlescheidenzelle

R
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Abb. 1.3: Postuliertes Modell fiir die Kompartimentierung des C2-Zyklus in C;/Cy-
intermedidren Pflanzenarten. Nach Rawsthorne et al. (1988a).

i A

Der Transfer von Glycin aus dem Mesophyll in die Bulndelscheidenzellen kann durch
Diffusion erfolgen. Der Glycingehalt der Blatter der Cs;/Cg-intermediaren Art Moricandia
arvensis (L.) DC. ist doppelt so hoch wie der von Moricandia-Arten mit Cs;-Charakteristik und
bis zu viermal hoher als der Gehalt von Metaboliten, die in C4-Blattern zum Transfer von CO,
in die Bilndelscheide dienen (Rawsthorne und Hylton 1991). Dies mag damit
zusammenhangen, dass Mesophylizellen in Cj3/Cs-intermediaren Arten nicht in der
Kranzanatomie angeordnet sind, so dass die Diffusionswege erheblich langer sind als in C;-

Pflanzen.
1.7. Gentechnische Veranderung der Glycindecarboxylierung

Wie bereits beschrieben, filhren die Oxygenase-Reaktion der RubisCO und die daraus
resultierende Photorespiration zu einer Reduktion der netto CO,-Assimilation und damit der
Produktivitat der Pflanzen. Einigen Pflanzenarten ist es gelungen, die Photorespiration durch
Kompartimentierung der GDC-Aktivitat in den Blndelscheidenzellen zu vermindern. Diese
Pflanzen zeigen bei hohen Temperaturen und Trockenheit eine bessere photosynthetische
Leistung und Wassernutzungseffizienz als Cs-Pflanzen (Monson und Jaeger 1991).

Diese Eigenschaft des C;/C4-Stoffwechsels kdonnte durch Gentechnik auf Cs-Nutzpflanzen
Ubertragen werden, indem die Kompartimentierung der GDC-Aktivitdt durch Antisense-
Inhibierung in Mesophylizellen und durch Uberexpression in den leitblindelnahen Zellen

verandert wird. Dafur wurden bereits verschiedene Anséatze untersucht.
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1.7.1. P-Antisense-Pflanzen

In einem ersten Schritt ist es gelungen, durch Antisense-Verfahren die GDC-Aktivitat in
Blattern von Kartoffel- und Tabakpflanzen zu reduzieren. Diese transgenen Pflanzen
exprimierten eine cDNA des H-, T- oder P-Proteins aus Kartoffel in Antisense-Orientierung
unter der Kontrolle des blattspezifischen Promotors St-LS1 (Stockhaus et al. 1987).

Die Antisense-Inhibierung des P-Proteingens hatte in Kartoffelpflanzen starkere Wirkungen
auf die GDC-Aktivitat als die Antisense-Repression des T- oder H-Proteingens (H. Bauwe,
personliche Mitteilung). In diesen P-Antisense-Pflanzen war eine Abnahme der GDC-Aktivitat
um etwa 70-75 % zu beobachten. Wie erwartet, wurde Glycin in den Blattern dieser Pflanzen
wahrend der Lichtperiode stark akkumuliert und wahrend der nachsten Dunkelperiode
vollstandig abgebaut. Diese Veranderungen im Blattstoffwechsel der Transformanten waren
von einem chlorotischen Phanotyp in Blattern des unteren Bereichs der Pflanze begleitet.
Der Chlorophyllgehalt dieser Blatter war um etwa ein Drittel erniedrigt (Heineke et al. 2001).
In einem weiteren Schritt wurde durch ein Antisense-Konstrukt das P-Proteingen in
Mesophylizellen von Kartoffelpflanzen inhibiert. In diesem Fall wurde flir die Expression der
Antisense-cDNA ein 2,3 kb Promotor-Fragment des Genes FpGDCsP-D verwendet, das das
P-Protein der GDC in Flaveria pringlei kodiert (Chu 1996). Die mit diesem Konstrukt
transformierten transgenen Kartoffelpflanzen wiesen eine noch starkere Reduktion der GDC-
Aktivitdt um 80 bis 85 % auf. Auch in den Blattern dieser Pflanzen war eine betrachtliche
Akkumulation von Glycin zu finden, und die Pflanzen entwickelten auch einen Chlorose-
Phanotyp (Winzer et al. 2001).

1.7.2. SHMT-Antisense-Kartoffelpflanzen

Durch Antisense-Inhibierung des SHMT-Gens im Gesamtblatt von Kartoffelpflanzen unter
Verwendung des oben erwdhnten St-LS7-Promotors wurde eine Reduktion der
Glycindecarboxylierungsraten um etwa 95 % erzielt (T. Winzer, unveroffentlicht). Diese
Pflanzen waren unter ambienten CO.-Konzentrationen nicht lebensfahig (H. Bauwe,

personliche Mitteilung).
1.7.3. Uberexpression von Komponenten des GDC-Komplexes

Da bisher keine Beziehung zwischen Struktur und Funktion aller Komponenten des GDC-
Komplexes (Faure et al. 2000; Neuburger et al. 2000) und keine feste Stdchiometrie
zwischen den Untereinheiten gefunden wurde (Oliver et al. 1990), ist es denkbar, dass die
Menge an einer der Untereinheiten den limitierenden Faktor fir die Aktivitdt des gesamten
Komplexes darstellen konnte. Daher wurde versucht, die GDC-Aktivitat in Blattern von Cs-
Pflanzen durch Uberexpression von jeweils einer der Untereinheiten des GDC-Komplexes zu

erhdéhen. Daflir wurden die cDNAs fir das H- bzw. T-Protein aus Flaveria pringlei unter
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Kontrolle eines blattspezifischen Promotors in Tabakpflanzen Uberexprimiert. Die
Uberexpression fiihrte zwar zu einer Erhéhung des betreffenden Proteins, aber nicht zu einer
Steigerung der GDC-Aktivitat der aus Blatttern dieser Pflanzen isolierter Mitochondrien
(Laubner 1999). Die Menge an H- bzw. T-Protein ist wahrscheinlich nicht als limitierend
anzusehen. Da das L-Protein Teil mehrerer Enzymkomplexe ist, sollte seine Expression
nicht mit der Aktivitdt der GDC verknlpft sein. Dies bedeutet, dass das P-Protein
moglicherweise den limitierenden Faktor fir die GDC-Aktivitat darstellt und eine
Uberexpression des P-Protein-Gens zu einer Erhéhung der GDC Aktivitat fiihrt. Mehrere
Versuche, das P-Protein-Gen in Tabak und Kartoffel zu (berexprimieren, waren bisher
erfolglos (M. Laubner, H. Bauwe und D. Heineke, personliche Mitteilung; H. Bauwe,

personliche Mitteilung).
1.8. Zielsetzung dieser Arbeit

Wie aus den Experimenten mit Antisense-Pflanzen geschlossen werden kann, ist fir die
Etablierung eines C3/C,-Stoffwechsels in einer C;-Pflanze die Suppression der GDC-Aktivitat
in den Mesophylizellen nicht ausreichend. Leitblindelnahe Zellen sollten aulerdem in der
Lage sein, die im Mesophyll fehlende GDC-Aktivitat zu kompensieren.
Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das P-Proteingen in Tabakblattern zu
Uberexprimieren, und zwar
- im Gesamtblatt
- spezifisch in den Mesophylizellen
- spezifisch in den leitblindelnahen Zellen (In dieser Arbeit wird der Ausdruck
Jeitblindelnahe Zellen" fur die Zellschicht in den Blattern von Cs-Pflanzen verwendet,
der unmittelbar an die Leitbindel angrenzt. Diese Zellen unterscheiden sich sowohl
morphologisch als auch funktionell von den Bindelscheidenzellen von C3/C,-
intermediaren Pflanzen)
Weiterhin sollten zwei Serien der bereits vorhandenen transgenen Kartoffelpflanzen, in
denen die Expression von Enzymen des C2-Zyklus reprimiert ist, zum besseren Verstandnis
ihres veranderten Metabolismus genauer charakterisiert werden.
- Die Linien F14-38 und F14-59, in denen die Expression des P-Proteingens spezifisch
im Mesophyll reprimiert wird.
- Die Linien G310-76 und G310-85, in denen die Expression des SHMT-Gens im

Gesamtblatt reprimiert wird.
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2. Material und Methoden
21. Allgemeines

Sofern nicht anders angegeben
- wurde ausschlieBlich doppelt destilliertes Wasser verwendet;
- entsprachen alle Chemikalien einem analytischen Reinheitsgrad;
- wurden alle Arbeiten mit sterilen Bakterien- oder Pflanzenkulturen an einer
Sterilbank (Bio-1I-A, Fa. Prettl-Telstar, Terrasa, Spanien) durchgefihrt;
- wurden bei allen Arbeiten mit isolierten Nukleinsguren oder Sterilkulturen nur

autoklavierte Pipettenspitzen, H,O, Lésungen und Gefalle verwendet.
2.2. Material
2.2.1. Pflanzenmaterial

Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun NN, SNN) wurden zur stabilen
Transformation Uber Agrobacterium-vermittelten Gentransfer verwendet (2.16.).
Wildtyp-Kartoffelpflanzen (Solanum tuberosum L. cv. Solara) und transgenen Linien, die eine
cDNA fur das P-Protein aus S. tuberosum L. (PST8; Bauwe 1998) in Antisense-Orientierung
unter Kontrolle von einem 2,3 kb Promotor-Fragment des Genes FpGDCsP-D (Chu 1996)
aus Flaveria pringlei exprimieren (Winzer et al. 2001).

Transgenen Kartoffelpflanzen (S. tuberosum L. cv. Solara), die eine cDNA fir die
Serinhydroxymethyltransferase aus S. tuberosum L. (SST18; H. Bauwe, unveréffentlicht) in
Antisense-Orientierung unter Kontrolle eines blattspezifischen S{LS7-Promotors (Stockhaus

et al. 1987) aus S. tuberosum L. exprimieren (H. Bauwe, unverdffentlicht).
2.2.2. Bakterienstamme

In dieser Arbeit wurden Escherichia coli-Bakterien des Stammes DH5a (Woodcock et al.
1989) verwendet.

Zur Transformation von N. tabacum L. (2.16.) wurde Agrobacterium tumefaciens LBA4404
(pAL4404) Rif" Strep’ (Hoekema et al. 1983; Hellens et al. 2000) verwendet.

2.2.3. Plasmide

pGEM®-T Easy Amp’ Fa. Promega, Madison, USA
pSPORT1 Amp’ Fa. Invitrogen, Karlsruhe
pCAMBIA 1200 Hyg", Clam’ Cambia, Canberra, Australien
pRT105 Amp’ Topfer et al. (1993)

pBI101.3 Km' Jefferson et al. (1987)
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pL700 (in pBIN19) Km' StLS1-Promotor;
Stockhaus et al. (1987)
pA27 (in pJIT163) Amp’ FpGDCsP-D Promotor;
(H. Bauwe, unveréffentlicht)
pXhol-11 (in pBluescript) Amp’ FaGDCsP-A Promotor;

(H. Bauwe, unveroéffentlicht)

2.2.4. Oligonukleotide (Primer)

Primer Sequenz 5" — 3’ Tm [°C]

AtGDCsP5 ACT CTC TTC GTT TTC TGA CTG C 58,4
AtGDCsP3’ AGA AAG GGA CAC AAC ACA ATG G 58,4
StL.S15 +EcoRl ATG AAT TCC AAG TTT TTT TGT TGT TTC TAT C  53,5*
StL.S13"+BamH] TAG GAT CCT TGC TCT CAC TAC TTA GTA TG 54,0*
FaGDCsP5°+EcoRI ATG AAT TCA CGC CAC TGC TTIT CTA C 52,8*
FaGDCsP3 +BamHl TAG GAT CCG GCT GGG GTG GTG G 55,1*
AtGDCsP5’ rev CAC AGA ATT TAG CCA TGT GGG 57,9
StL.S13" for CCA ATG AAT GAA CTC CAA GTG C 58,4
FaGDCsPA3’ for ACT AGC TTC GIG TTG TCA TGG 57,9
FpGDCsPD3" for TGC CAC TTG ATG ACA TGT GAG 57,9
M13/pUC for CCC AGT CAC GAC GTT GTA AAA CG 62,4
M13/pUC rev AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG 58,9
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 53,2

SP6 ATT TAG GTG ACA CTA TAG 46,9

* T des Primers ohne zusatzliche Schnittstellen

Die Primers AtGDCsP5’, AtGDCsP3’, StLS15 +EcoRI, StLS13"+BamHI, FaGDCsP5 +EcoRI
und FaGDCsP3'+BamHI wurden zu Klonierungszwecken verwendet (siehe 3.1.1. und Abb.
3.1). Die Primers AtGDCsP5rev, StLS13for, FaGDCsPA3for und FpGDCsPD3 for wurden
in Kolonie-PCRs verwendet. Die Primers M13/pUC for, M13/pUC rev, T7 und SP6 wurden
fur die Ansequenzierung von DNA-Enden eingesetzt, zwecks Uberpriifung der Richtigkeit der

Klonierungen.
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2.2.5. Chemikalien

Die meisten Chemikalien wurden von den Herstellern Sigma-Aldrich (St. Louis, USA), Merck
(Darmstadt), Carl Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Fluka (Buchs, Schweiz)

bezogen. Die Enzyme fur biochemische Analysen wurden von der Firma Roche (Mannheim)

bezogen. Sonstige Chemikalien werden hier erwahnt:

Agarose

Ampicillin

bacteriophage A DNA
6-Benzylaminopurin
Cefotaxim Natrium

dNTPs

Hefe-Extrakt

Hygromycin B in PBS

IPTG

Lab-Lemco-Powder
Micro-Agar

MS-Salze
a-Naphtylessigsaure
(**C)Natriumhydrogencarbonat
Natronkalk Platzchen
Pepton (Casein-Hydrolysat)
Select Pepton 140
Sephadex® G25

Soda Lime Carbosorb 1-2,5 mm
X-Gal

X-Gluc

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
MBI Fermentas, Vilnius, Litauen
Duchefa, Haarlem, Niederlande
Duchefa, Haarlem, Niederlande
Roche, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt

Oxoid, Basingtoke, England
Duchefa, Haarlem, Niederlande
Duchefa, Haarlem, Niederlande
Duchefa, Haarlem, Niederlande
Moravek, Kalifornien, USA
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Promochem, Wesel

Roche, Mannheim

AppliChem, Darmstadt

2.2.6. Enzyme fiir molekularbiologische Methoden

Die verwendeten Restriktionsenzyme und ihre Puffers wurden von der Firma MBI-Fermentas

(Vilnius, Litauen) bezogen. Fur andere Enzyme wird hier der Hersteller zitiert:

T4-DNA-Ligase

DNA-Polymerase | Large Fragment

(Klenow Fragment)
Tag-Polymerase

MLV Reverse Transkriptase
RNaseA

MBI Fermentas, Vilnius, Litauen

MBI Fermentas, Vilnius, Litauen

Biometra, Gottingen
MBI Fermentas, Vilnius, Litauen
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
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2.2.7. Verwendete Ndhrmedien in molekularbiologischen Methoden

SOC-Medium
20 g/l Select Pepton 140
5 g/l Hefe-Extrakt
10 ml/I 1 M NaCl
25 mll 1 M KCI

Das Medium wurde 10 min bei 121 °C autoklaviert und anschlieRend wurden folgende

sterilfiltrierte Losungen hinzugefugt:

10 ml/| 1 M MgCl,
10 ml/| 1 M MgSO,
10 mil/| 2 M Glukose

LB-Medium (Luria und Bertani; Sambrook und Russel 2001)

5 g/l Hefe-Extrakt
10 g/l Select Pepton 140
10 g/l NaCl

Das Medium wurde fir 20 min bei 121 °C autoklaviert. Fir Festmedium wurden vor dem

Autoklavieren 15 g/l Agar zugesetzt.
TB-Medium (Lee und Rasheed 1990)

Medium 1 (900 ml)

12 g Select Pepton 140
24 g Hefe-Extrakt
4 mi Glycerin
Medium 2 (100 ml)
23 ¢ KH,PO,
16,4 ¢ KoHPO,

Nach dem Autoklavieren wurden Medium 1 und Medium 2 im Verhaltnis 9:1

zusammengemischt.

YEB-Medium (van Larebeke et al. 1977)

2 g/l Hefe-Extrakt

5 g/l Lab-Lemco-Powder (Rinderextrakt)
5 g/l Pepton (Casein-Hydrolysat)

5 g/l Saccharose
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Das Medium wurde auf pH 7,0 eingestellt und fir 20 min bei 121 °C autoklaviert. Danach
wurden 2 ml/l sterilfiltriertes 1 M MgSO, zugegeben. Fir Festmedium wurden vor dem

Autoklavieren 15 g/l Agar zugesetzt.

2MS-Medium (Murashige und Skoog 1962)
4,4 g/l MS-Salze
20 g/l Saccharose

Das Medium wurde auf pH 5,7 eingestellt, mit 6,5 g/l Agar supplementiert und fiir 20 min bei
121 °C autoklaviert.

2.2.8. Medienzusatze

Zusatz Losungsmittel Stammldsung Endkonzentration
X-Gal DMF 2 % (w/v) 0,004 % (w/v)
IPTG H,O 0,1M 0,2 mM
Ampicillin H.O 100 mg/ml 100 pg/ml
Chloramphenicol* Ethanol 30 mg/mi 30 bzw. 10 pg/ml
Rifampicin Methanol 10 mg/ml 50 pg/ml
Kanamycin H.O 50 mg/ml 50 pg/mi
6-Benzylaminopurin Ethanol 0,4 mg/ml 1 pg/mi
a-Naphtylessigsdure DMSO oder Ethanol 1 mg/ml 0,2 pug/ml
Cefotaxim H.O 250 mg/ml 500 pg/ml
Hygromycin H,O oder PBS 50 mg/ml 25 ug/ml

*Chloramphenicol wurde flr E. coli (30 pg/ml) und fur A. tumefaciens (10 pg/ml) eingesetzt.

Die wassrigen Stammlosungen wurden sterilfiltriert.
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2.3. Pflanzenanzucht
2.3.1. Anzucht von Kartoffelpflanzen
2.3.1.1.Kartoffelpflanzen in Sterilkultur

Die transgenen Linien und der Wildtyp wurden in sterilen Glasern mit Agar-Nahrmedium
angezogen und alle 3-4 Wochen umgesetzt. Die Anzucht erfolgte in einem Klimaschrank
(Percival Intellus environmental controller, Fa. CLF, Emersacker) mit einem Tagesrhythmus
von 12 h/12 h Licht/Dunkel, einem Quantenfluss von 110+10 umolm?s™ (PAR) und einer
Lufttemperatur von 20+0,1 °C wahrend der Lichtperiode und 18+0,1 °C wahrend der

Dunkelperiode.
2.3.1.2.Kartoffelpflanzen in Erde

Nach zwei bis drei Wochen Wachstum in Sterilkultur (2.3.1.1.) wurden die Pflanzen auf
Pikiererde (1:3 Sand/Erde; Einheitserde® Typ MiniTray, Fa. Erdverband, Sinntal-Jossa)
Ubertragen und wahrend der ersten Woche mit einer durchsichtigen Plastikabdeckung vor
Austrocknung geschutzt. Nach ca. 17 Tagen und noch einmal nach ca. 35 Tagen Wachstum
wurden die Pflanzen in groRere Tépfe mit Topferde (Frithstorfer Erde® Typ T25, Fa. Archut,
Lauterbach-Wallenrod) umgetopft. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in einer Klimakammer
mit einem Tagesrythmus von 12 h/12 h Licht/Dunkel bei einem Quantenfluss von 275+25
pumolm?s™ (PAR) in 33 cm Héhe und einer Lufttemperatur von 22,5+0,5 °C wahrend der
Lichtperiode und 20+0,5 °C wahrend der Dunkelperiode. Die CO,-Konzentration in der
Klimakammer wurde durch ein Mess- und Regelsystem (WMA-2, Fa. PP-Systems, Hitchin,
England) konstant bei 360 ppm gehalten. Gegebenenfalls setzte das System zusatzliches
CO; aus einer Gasflasche mit 100 % (v/v) CO, Uber ein Magnetventil frei oder entfernte das
Uberflissige CO, aus der Kammer durch einen mit Natronkalk gefillten CO,-Absorber, der
durch ein Luftungsrad betrieben wurde. Das Messgerat speicherte neben dem CO,-
Partialdruck auch Temperatur und relative Luftfeuchte. Die Luftfeuchte in der Kammer lag
wahrend der Wachstumsperiode zwischen 60 und 70 %. Die Ernte der Blattproben erfolgte
unter Belichtung ab zwei Stunden vor Ende der Lichtperiode. Die CO,-Konzentration im
Anzuchtraum wurde méglichst konstant behalten. Blattscheiben & 3,8 cm? wurden jeweils
aus dem Spitzenfiedern des flinften Blattes von oben nach unten im Zentralspross der
Pflanzen ausgestanzt und in flussigem N, schockgefroren. Die Blattproben wurden bis zur

Analyse bei -80 °C gelagert.
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2.3.1.3.Kartoffelpflanzen in Hydrokultur

Nach zwei bis drei Wochen Wachstum in Sterilkultur (2.3.1.1.) wurden die Pflanzen auf Erde
Ubertragen und wahrend der ersten Woche mit einer durchsichtigen Plastikabdeckung vor
Austrocknung geschitzt. Die Pflanzen wurden wie in 2.3.1.2. beschrieben in einer
Klimakammer weiter kultiviert. Nach weiteren zehn Tagen wurden die Wurzeln der Pflanzen
vorsichtig von Erde freigespult. Je zwei Pflanzen wurden mit Schaumstoffpfropfen so auf
einen Container mit 7 | Nahrldsung nach Randall und Bouma (1973) gesetzt, dass die
Wurzeln immer vollkommen benetzt waren. Die Anzucht wurde in derselben Klimakammer
fortgesetzt. Die Nitratkonzentration in der Nahrldsung wurde auf 10 mM eingestellt, um die
Pflanzen ausreichend mit Nitrat zu versorgen. Die Nitratkonzentration in der Nahrldsung
wurde regelmaRig kontrolliert und falls nétig mit 1 M Ca(NOs). supplementiert. Bei einigen
Versuchen wurde ein Pflanzenset unter Nitratmangel angezogen. Die Nitratkonzentration in
der angesetzten Nahrldsung betrug hierfir 1 mM und wurde weiterhin nicht supplementiert.
Der geringere Nitratgehalt in der 1 mM-Nahrlosung wurde durch eine hdhere
Chloridkonzentration bei gleich bleibenden Konzentrationen aller Ubrigen Kationen und
Anionen ausgeglichen. Alle Nahrlésungen wurden alle zehn Tage durch frisch angesetzte
Nahrlosung ersetzt. Die Nahrldsungen wurden mit Druckluft bellftet, um anaeroben

Bedingungen vorzubeugen. Die Ernte der Blattproben erfolgte wie in 2.3.1.2. beschrieben.

Nahrlésung (nach Randall und Bouma 1973; modifiziert)

10 mM 1 mM NOs
0,5 mM 0,5 mM KH2PO4/K;HPOy, pH 7,2
2 mM 2 mM MgCl,
1 mM 1 mM MgSO,
3,5 mM 0,5 mM Ca(NO3),
3 mM 0 mM KNO3
0 mM 3 mM CaCl,
0 mM 3 mM KCI
38,5 uM 38,5 uM H3:BO3
75 uM 75 uM MnCl,
0,625 uM 0,625 uM ZnS0O,
0,265 uM 0,265 uM CuSOq,
0,1 uM 0,1 uM Na;MoO,
48 UM 48 MM FeCl;

274  uM 274 pM Na,EDTA
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2.3.2. Anzucht von Tabakpflanzen
2.3.2.1.Tabakpflanzen in Sterilkultur

Die transformierten Pflanzen und der Wildtyp wurden in sterilen Glasern auf 2MS-Agar-
medium angezogen und alle 3-4 Wochen umgesetzt. Der Anzucht erfolgte in einem
Klimaschrank (Percival Intellus environmental controller, Fa. CLF, Emersacker) mit einem
Tagesrythmus von 16 h/8 h Licht/Dunkel, einem Quantenfluss von 72410 umolm?s™ (PAR)
und einer Lufttemperatur von 25+0,1 °C wahrend der Lichtperiode und 23+0,1 °C wahrend

der Dunkelperiode.
2.3.2.2.Tabakpflanzen im Gewachshaus

Tabakpflanzen wurden aus Sterilkultur ausgesetzt (2.3.2.1.) und auf Topferde (Fruhstorfer
Erde® Typ T25, Fa. Archut, Lauterbach-Wallenrod) {ibertragen. Die Anzucht der Pflanzen
erfolgte in einem Gewachshaus mit einem Tagesrythmus von 12 h/12 h Licht/Dunkel bei
einem Quantenfluss von 350-500 pmolm™s™ (PAR) und einer Lufttemperatur von 25-30 °C

wahrend der Lichtperiode und 18-20 °C wahrend der Dunkelperiode.
24. Gaswechselanalyse

Unter Gaswechselanalyse wird hier die Analyse der Zusammensetzung des Luftstroms
verstanden, bevor und nachdem er an einem Blatt vorbeigestrichen ist. Es handelt sich um
ein offenes differentielles System. Mit verschiedenen Infrarot-Gasanalysatoren war es
moglich, den absoluten CO,-Partialdruck, eine CO,-Partialdruckdifferenz und eine
Wasserdampfpartialdruckdifferenz zu messen. Unter Einbeziehung weiterer Parameter
konnte daraus die CO,-Assimilation, die Blattleitfahigkeit fur Wasserdampf, die sich im
wesentlichen aus der stomataren, aber auch aus der cuticuldren Leitfahigkeit
zusammensetzt, und der CO,-Partialdruck des Interzellularraumes berechnet werden. Dies
setzte voraus, dass CO,- und Wasserdampfpartialdruck im Luftstrom exakt und konstant

einzustellen waren.
2.4.1. Aufbau der Gaswechsel-Anlage
2.4.1.1.Vorbereitung des Gasstroms

AuRenluft wurde Uber einen Kompressor angesaugt und mit einem Druck von 150 mbar in
das Leitungssystem eingeleitet. Die Luft wurde in einer mit Wasser gefiillten Waschflasche
von Partikeln und Oldampfen befreit und das CO, durch Leitung Uber zwei hintereinander
geschaltete Natronkalksaulen (&d 4 cm, Héhe 30 cm) vollstéandig entfernt. Die Starke des

Luftstroms wurde durch einen Massendurchflussregler (Thermal flow controller Type 5810-
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N21C3D4B, Fa. Brooks, Veenemdaal, Niederlande) eingestellt. Dem Luftstrom wurde Uber
ein Nadelventil so viel CO, aus einer Gasflasche mit 5 % (v/v) CO, in synthetischer Luft
zugemischt, wie zum Erreichen des gewiinschten CO,-Partialdruck nétig war.

Der Wasserdampfpartialdruck des Luftstroms wurde Uber eine Kombination von
Luftbefeuchter und Kondensor eingestellt. Im Luftbefeuchter wurde die Luft in einer mit
Wasser geflllten Waschflasche, die in ein auf 23 °C temperiertes Wasserbad (RC6, Fa.
MGW Lauda, Konigshofen) eintauchte, mit Wasserdampf gesattigt. Im sich anschlielienden
Kondensor (K4R, Fa. MGW Lauda, Konigshofen) wurde die Lufttemperatur auf 16,1 °C
erniedrigt, wodurch Uberschlissiges Wasser auskondensierte. Dabei wurde standig die
Temperatur des Kondensors mit einem Konstantan-Kupfer-Thermoelement gemessen,
wobei ein Eis-Wasser-Gemisch als Referenz diente. Aus dieser Temperatur wurde der
Wasserdampfpartialdruck des wasserdampfgesattigten Luftstroms errechnet. Dieser lag bei
allen Messungen wegen der Temperierung des Kondensors bei ca. 18,29 mbar. Die
Druckdifferenz, die sich durch das Auskondensieren Uberschissigen Wassers aus dem
Luftstrom ergab, wurde von einem Druckmesser (DP | 201; Fa. Schultheiss, Garching)

standig gemessen.

2.4.1.2.Gasanalyse

Der Luftstrom wurde aufgeteilt und die Flisse der einzelnen Gasstrome jeweils durch einen
Durchflussregler eingestellt. Ein Luftstrom wurde auf 30 I/h geregelt und direkt in einen
Infrarot-Gasanalysator (Binos 1.2B, Messbereich O bis 200 Pa CO,, Fa. Leybold-Heraeus,
Hanau) eingeleitet. Mit diesem Gerat wurde standig der CO.-Partialdruck des Eingangs-
Luftstroms (CO; apsoit) gemessen. Ein zweiter Luftstrom wurde auf 52 I/h eingestellt und als
Vergleichgas zur differentiellen Messung in einen zweiten Gasanalysator (Binos 1.2,
Messbereich Kanal 1: -2,5 bis +2,5 Pa CO,, Messbereich Kanal 2: 0 bis 0,5 kPa H,O, Fa.
Leybold-Heraeus, Hanau) geleitet. Ein dritter Luftstrom wurde als Nullgas ebenfalls auf 52 I/h
eingestellt und in den zweiten Gasanalysator geleitet, um zur Nullpunkteinstellung des
Gasanalysators gegen das Vergleichsgas gemessen werden zu kdénnen. Dies war
notwendig, da die Infrarot-Gasanalysatoren eine unterschiedliche Empfindlichkeit bei der
differentiellen CO,- und H,O-Partialdruck-Messung abhangig vom COj-Partialdruck des
Eingangs-Luftstroms zeigten. Der restliche Eingangs-Luftstrom wurde auf vier Blattkammern
so aufgeteilt, dass die Ober- und die Unterseiten der Blattkammern jeweils von 26 I/h
durchstromt wurden. Nach Durchstrémen der Blattkammer wurden die Gasstrome der
Kammerober- und -unterseite zur differentiellen CO,- und H,O-Partialdruck-Messung gegen
das Vergleichgas in den zweiten Infrarot-Gasanalysator eingeleitet.

Die Infrarot-Gasanalysatoren wurden regelmafRig durch Einleiten geeichter Messgase

kalibriert. Die Kalibrierung war mindestens ein Jahr lang stabil.
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2.4.1.3.Steuerung des Systems

Da immer nur einer der Gasstrome, entweder der Strom aus den Blattkammern oder das
Nullgas, gegen das Vergleichsgas gemessen werden konnte, wurde die Einleitung der
Gasstréome zu dem Gasanalysator durch Magnetventile geregelt. Gesteuert wurde die
Abfolge der Messungen durch ein Computerprogramm, das die Magnetventile Uber eine
Schaltbox kontrollierte. Um sicherzustellen, dass Mess- und Vergleichsgas mit dem gleichen
Druck durch die Messeinheiten stromten, wurde dieser mit Hilfe eines U-Rohrmanometers

kontrolliert.
2.4.1.4.Aufbau der Blattkammern

Durch das Einspannen eines Blattes wurden die Ober- und Unterseite der Blattkammer
voneinander getrennt. Die Blattkammern wurden durch silikonisierte Schaumstoffringe von
der Umgebung abgedichtet. Die Blattfliche innerhalb der Kammer betrug 7,3 cm?. Ein
thermostatisiertes Wasserbad (RC6 RCS, Fa. MGW Lauda, Kénigshofen) temperierte durch
isolierte Schlauche die Blattkammern auf 23 °C. Ein Ventilator jeweils im Inneren der Ober-
und Unterseite der Blattkammer durchmischte und verwirbelte die Luft, um einen laminaren
Luftstrom auf der Blattoberflache zu vermeiden. Die Blatttemperatur wurde durch ein
Thermoelement gemessen, welches an die Unterseite des Blattes gedriickt wurde. Das Blatt
wurde von oben Uber Lichtleiter durch eine dinne durchsichtige Plastikfolie belichtet. Als
Lichtquelle diente eine Universal-Kaltlichtlampe (Flexilux 150HL, Fa. Schoélly Fiberoptik,
Denzlingen), die stufenweise bis ca. 1300 pmol Quantenm?s™ (PAR) eingestellt werden
konnte. Die Quantenflisse wurden mit einer Photozelle, die anstelle des Blattes in die
Blattkammer gelegt werden konnte, gemessen. Die relative Luftfeuchte in der Blattkammer
errechnete sich aus dem Wasserdampfpartialdruck gesattigter Luft bei einer Temperatur
gleich der Kammertemperatur und dem Wasserdampfpartialdruck des Luftstroms. Diese lag

unter den angegebenen Temperaturen bei ca. 65 %.
2.4.1.5.Datenerfassung und —verarbeitung

Alle notwendigen Daten zur Berechnung der Gaswechselparameter wurden durch eine
Kontrolleinheit (3497 A Data Acquisition/Control Unit, Fa. Hewlett-Packard, Hanau) erfasst.
Hierzu gehdrten einerseits die von den Gasanalysatoren ermittelten Messwerte, der CO,-
Partialdruck des eingeleiteten Luftstroms (CO; apsont), SOWie die Partialdruck-Differenzen von
CO, (ACO,) und H,O (AH,0) zwischen dem Mess- und Vergleichsgas und andererseits der
Atmospharendruck, die Druckdifferenz des Luftstroms nach dem Kondensor zum
Atmospharendruck, die Temperatur des Kondensors, sowie die Blatttemperaturen. Der

gesamte Datensatz wurde alle sechs Sekunden an einen Rechner (HP 9000*217, Fa.
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Hewlett-Packard, Hanau) gegeben. Die von der Kontrolleinheit erhaltenen Daten wurden von
einem Steuer- und Auswerteprogramm uber eine Minute gemittelt.

Unter Einbeziehung fester Parameter (Blattflache, Flussrate des Messgases und
Kalibrierfaktoren fir ACO, und AH,O) wurden aus den gemittelten Daten die CO,-
Assimilationsrate, die Blattleitfahigkeit fir Wasserdampf sowie der interzellulare CO,-
Partialdruck errechnet und auf einem Drucker ausgegeben. Basis fiir die Berechnungen

waren die Modelle von v. Caemmerer und Farquhar (1981).
2.4.2. Bestimmung der CO,-Assimilationsrate unter Anzuchtbedingungen

Zur Ermittlung der CO,-Assimilationsrate von Blattern intakter Pflanzen unter
Anzuchtbedingungen wurden ausgewachsene Blatter in die Blattkammer eingespannt, ohne
das Blatt zu verletzen, und mit einem Quantenfluss von 300 umol'm'z's'1 belichtet. Der CO,-
Partialdruck im Eingangstrom wurde auf 360 pbar eingestellt und die relative Luftfeuchte auf
65 %, was bei einer Blatttemperatur von 23 °C einer Sattigungsdifferenz zwischen Luft und
Blatt (vapour pressure deficit, vpd) von 9,8 mbar entsprach. Nach Erreichen konstanter
Blattleitfahigkeit flr Wasserdampf wurde die COj-Assimilationsrate ermittelt. Zur
vollstandigen Adaption der Stomata an diese Bedingungen wurden i.d.R. 30 bis 45 min
bendtigt. Jede Messkammer war 3 min mit dem Infrarot-Gasanalysator verbunden, bevor er
auf die nachste Kammer geschaltet wurde. Um Messartefakte der einzelnen Kammern
ausschlielen zu konnen, wurden die vier Kammern alternierend benutzt. Die Erdpflanzen

wurden regelmafig gegossen, um ein Austrocknen zu verhindern.
2.4.3. Aufnahme von CO,-Sattigungskurven

Zur Aufnahme der CO,-Sattigungskurven wurden die Blatter in der Blattkammer mit einem
Quantenfluss von 1300 pmolm?s™ belichtet und mit Luft mit 2000 pbar CO, und 65 %
relative Luftfeuchte begast. Nach Erreichen einer konstanten CO,-Assimilationsrate wurde
der CO,-Partialdruck stufenweise auf 1000, 600, 350, 200, 100, 60 und 30 pbar gesenkt.

Um irreversible Effekte auf die Photosynthese durch hohe Photorespirationsraten in den
transgenen Pflanzen zu vermeiden, wurde die Messung bei dem hdchsten CO,-Partialdruck
begonnen und die Inkubationszeit in jeder Stufe auf maximal 1 h begrenzt. Aus CO,-
Sattigungskurven wurden aullerdem die Photorespirationsrate, der CO,-

Kompensationspunkt (I') und die Carboxylierungseffizienz (CE) bestimmit.
2.5. Messung der Chlorophyllfluoreszenz (nach Schreiber et al. 1986)

Blatter intakter Pflanzen wurden in eine Blattkammer eingespannt und einem Gasstrom mit
einem CO,-Partialdruck von 360 pbar oder 2000 pbar, einer Temperatur von 23 °C und einer

relativen Luftfeuchte von 65 % ausgesetzt (siehe 2.4.1.).
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Fir die Messung der Chlorophylifluoreszenz wurde ein Puls-Amplituden-Modulations-
Chlorophyll-Fluorometer (PAM, Fa. Walz, Effeltrich) verwendet. Die obere Blattoberflache
wurde durch eine Glasfaseroptik mit einem Messlicht (Peak-Wellenlange 655 nm) belichtet.
Dabei wurden die Chlorophyll a-Molekile im PSII durch Lichtimpulse im ps-Bereich bei einer
Frequenz von 100 kHz angeregt. Die Fluoreszenzimpulse wurden durch dieselbe
Glasfaseroptik von einem Photodiodendetektor empfangen und durch einen selektiven
Ausschnittverstarker von Uberlagernden Lichtsignalen getrennt, so dass das Mel3system nur
die Fluoreszenz erfasste, die durch das modulierte Messlicht hervorgerufen wurde und somit
unempfindlich gegeniber dem Fluoreszenzanteil war, welcher durch zusatzliche Belichtung
oder durch Streulicht bedingt war. Fir die Bestimmung der Grundfluoreszenz (F,) wurden die
Blatter 40 min im Dunkeln inkubiert, um eine vollstdndige Oxidation der primaren
Elektronenakzeptoren (Quinon-A-Molekule, Q) des PSII zu erzielen.

Far die Ermittlung der maximale Fluoreszenz (Fr,) wurde eine vollstandige Reduktion von Qa
im PSIl durch einen 900 ms langen sattigenden Lichtimpuls (2500 Wm™) induziert. Der
Lichtimpuls wurde von einer Sattigungspulslampe (FL103, Fa. Walz, Effeltrich) erzeugt und
durch dieselbe Glasfaseroptik wie das Messlicht geleitet.

Nach der Ermittlung der F,, wurde die Blattoberflache durch einen weiteren Lichtleiter mit
photosynthetisch aktivem Licht von verschiedenen Intensitdten belichtet (siehe 2.4.1.4.) und
die Loéschung der Chlorophylifluoreszenz verfolgt. Um den photochemischen Anteil der
Chlorophylifluoreszenzléschung (qP) von dem nichtphotochemischen (gN) zu trennen,
wurden im Abstand von 10 s 900 ms lange Lichtimpulse gegeben, die das PSII vollstandig
reduzierten und dadurch zur kurzfristigen Eliminierung des photochemischen Anteils flhrten.
Die Koeffizienten flir die photochemische (qP) und nicht photochemische (qN) Léschung der
Chlorophylifluoreszenz sowie die maximale (F./F,) und effektive (®ps;) Fluoreszenzausbeute

des PSII wurden nach folgenden Formeln (Schreiber et al. 1998) berechnet:

gP =(Fs—F)/ (Fs—Fy")
gN=1—-(Fs—Fy")/ (Fn—Fo)
FW/Fm=(Fn—Fq)/Fn

Opg) = (Fs—F) / Fs

F, ist dabei die Grundfluoreszenz im Dunkeln, F,, die maximale Fluoreszenz nach einem
sattigendem Lichtimpuls im Dunkeln, F die Fluoreszenz wahrend der Belichtung, Fs die
Fluoreszenz nach einem sattigendem Lichtimpuls wahrend der Belichtung, F," die
Grundfluoreszenz nach der Belichtung.

Der Koeffizient flr die Léschung der Grundfluoreszenz (qF,) wurde nach folgender Formel
(Demmig-Adams und Adams IIl 1996) berechnet:

qFo = (Fo—Fo’) / For
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2.6. Praparation von Mitochondrien aus griinen Kartoffelblattern

(nach Neuburger et al. 1982; modifiziert)

50-80 g Kartoffelblatter wurden entrippt, in deionisiertem H,O gewaschen und anschlielend
zerschnitten. Das Blattmaterial wurde in einem Polytron® (Fa. Bachofer, Reutlingen) mit 500
ml halbgefrorenen Aufschlussmedium versetzt und zweimal 5-6 s bei ,Stufe 4 (PCU2 power
control unit, Fa. Kinematica, Luzern, Schweiz) homogenisiert. Das Homogenat wurde durch
4 Lagen Mull filtriert, auf Zentrifugenbecher verteilt und anschlief3end fir 5 min bei 2.710 xg
(Sorvall GS3 Rotor) zentrifugiert. Das Sediment, das aus Zelltrimmern und intakten
Chloroplasten bestand, wurde verworfen und der Uberstand fir 20 min bei 10.800 xg (GS3
Rotor) zentrifugiert. Die resultierenden Sedimente aus Mitochondrien, Peroxisomen und
Thylakoidfragmenten wurden mit einem Pinsel in Waschmedium vorsichtig resuspendiert
und anschliefend in einem Homogenisator nach Potter-Elvejhem homogenisiert. Das
Homogenat wurde auf Zentrifugenbecher verteilt, mit Waschmedium aufgefillt und zur
Abtrennung verbliebener Chloroplasten fir 10 min bei 1.090 xg (Sorvall SS34 Rotor)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend fiir 15 min bei 12.100 xg (SS34 Rotor)
abzentrifugiert, die Sedimente wie oben beschrieben vereinigt und in 4-5 ml
Dichtegradientenmedium resuspendiert. Die resultierenden Organellen wurden auf
Zentrifugenbecher verteilt, mit Dichtegradientenmedium aufgefullt und anschliefiend fur 30
min bei 39.100 xg zentrifugiert (,slow start”, SS34 Rotor). Durch die Zentrifugation bildete
sich ein Dichtegradient aus. Das Auslaufen des Rotors erfolgte bei ausgeschalteter Bremse.
Die gelbliche bis hellgrine Mitochondrienbande im unteren Drittel des Gradienten wurde mit
Hilfe einer 10 ml-Glaspipette abgesaugt, in einem Zentrifugenbecher mit Waschmedium
aufgeflllt und erneut fir 15 min bei 12.100 xg in einem SS34-Rotor zentrifugiert. Das
entstandene lockere Sediment wurde nach vorsichtigem Absaugen des Uberstandes in 1-2
ml Waschmedium resuspendiert und die so erhaltene Mitochondriensuspension bis zur
weiteren Verwendung auf Eis aufbewahrt. Alle Praparationsschritte wurden auf Eis
durchgefihrt und die verwendeten Becher und Medien auf Eis prainkubiert. Die
Zentrifugationen wurden in einer Sorvall RC-5B-Zentrifuge (Fa. DuPont, Wilmington, USA)
bei 4 °C durchgeflihrt.

Aufschlussmedium

0,3 M Saccharose
20 mM MOPS, pH 7,4

2 mM Na,EDTA

4 mM Cystein

5 mM Glycin

1 % (w/v) BSA (entfettet)

1 % (w/v)  PVP 40
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Waschmedium

0,3 M Saccharose
10 mM KH.POy4, pH 7,2
1 mM Na,EDTA

0,1 % (w/v) BSA (entfettet)

Gradientenmedium

0,3 M Saccharose
10 mM KH,PO,
1 mM Na,EDTA

0,1 % (w/v) BSA (entfettet)
31 % (w/v) Percoll

2.7. Extraktionsmethoden
2.7.1. Extraktion von Metaboliten
2.7.1.1.Chloroform/Methanol-Extraktion (nach Stitt et al. 1983; modifiziert)

Je eine Blattscheibe a 3,8 cm? wurde in einem mit flissigem N, vorgekihlten Morser in
flissigem N, zu feinem Pulver zerrieben. Nach dem Abdampfen des N, wurden 5 ml 1,5:3,5
(v/v) CHCI3/CH30H zugegeben und bis zum vollstandigen Auftauen der Probe weiter
homogenisiert. Der Extrakt wurde quantitativ in ein Reagenzglas tberflhrt und mindestens
30 min auf Eis inkubiert. Zur Trennung von wasserldslichen Metaboliten wurde der Extrakt
mit 3 ml H,O 2 min ausgeschittelt und anschlieRend 5 min bei 912 xg und 4 °C zentrifugiert
(5810R, Fa. Eppendorf, Hamburg). Die wassrige Oberphase wurde in einen auf Eis
vorgeklhlten Rundkolben dberfihrt und die Unterphase noch einmal mit 2 ml H,O
ausgeschuttelt und 5 min bei 912 xg und 4 °C zentrifugiert. Die vereinigten Oberphasen
eines Extraktes wurden im Rotationsverdampfer (Rotavapor R-200, Fa. Blichi, Flawil,
Switzerland) bei 34 °C zur Trockne eingeengt und in 1,5 ml H,O resuspendiert. Die Proben
wurden aliquotiert, in flissigem N, schockgefroren und bis zur Analyse bei -80 °C gelagert.
Die chloroformhaltige Unterphase wurde mit 96%igem (v/v) Ethanol auf 10 ml aufgeflllt und
kraftig durchgemischt. Nach 10 min Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen und
fur die Chlorophyllbestimmung eingesetzt, wahrend das Sediment, das in 2 ml 0,2 N KOH
aufgenommen wurde, zunachst zur Starke- und dann zur Proteinbestimmung diente. Fir die
gesamte Extraktion wurden ausschlieBlich HPLC-H,O und damit gespilte Gefalle

verwendet.
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2.7.1.2.Perchlorsaure-Extraktion

Je eine Blattscheibe & 3,8 cm? wurde in einem vorgekiihlten Mérser in fliissigem N zu
feinem Pulver zerrieben. Nach dem Abdampfen des N, wurden 500 pl 10 % (v/v) HCIO,
zugegeben und bis zum Auftauen weiter homogenisiert. Der Extrakt wurde quantitativ in ein
Mikroreaktionsgefaf’ Uberflihrt und mindestens 30 min auf Eis inkubiert. Zwei Aliquots a 50 pl
wurden zur Phaophytinbestimmung abgenommen. Der Extrakt wurde 5 min bei 16.100 xg
und 4 °C (5415R, Fa. Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert. Anschliellend wurde der klare
Uberstand in ein neues GefaR Uberfihrt. Der pH-Wert des Uberstandes wurde auf 7,0-7,5
mit 5 M KOH/1 M Triethanolamin (ca. 100 ul) eingestellt. Das zugegebene Volumen wurde
notiert. Zur Ausfallung des gebildeten Kaliumperchlorates wurde der Extrakt 15 min auf Eis
inkubiert und durch 5 min Zentrifugation bei 16.100 xg und 4 °C sedimentiert. Der Uberstand

wurde in flissigem N, schockgefroren und bei -80 °C bis zur Analyse gelagert.
2.7.1.3.Metaphosphorsaure-Extraktion (nach Anderson et al. 1992; modifiziert)

Je eine Blattscheibe & 3,8 cm? wurde in einem vorgekiihiten Mérser in fliissigem N, zu
feinem Pulver zerrieben. Nach dem Abdampfen des N, wurde eine Spatelspitze PVPP und 1
ml eiskaltes Extraktionsmedium zugegeben und bis zum Auftauen weiter homogenisiert. Der
Extrakt wurde quantitativ in ein Mikroreaktionsgefaf’ tGberfihrt und mindestens 30 min auf Eis
inkubiert. Zwei Aliquots a 50 pl wurden zur Phaophytinbestimmung abgenommen. Der
Extrakt wurde 15 min bei 16.100 xg und 4 °C zentrifugiert und anschlieRend wurde der klare
Uberstand in ein neues Gefal Uberfihrt. Der pH-Wert des Uberstandes wurde mit 5 M
KOH/1 M KH.,PO, auf 5,6 eingestellt. Das zugegebene Volumen wurde notiert. Der

Uberstand wurde in flissigem N, schockgefroren und bei -80 °C bis zur Analyse gelagert.

Extraktionsmedium
12 % (w/v) Metaphosphorsaure
1 mM Na,EDTA

2.7.2. Extraktion von Enzymen
2.7.2.1.Standard-Extraktion

Je eine Blattscheibe a 3,8 cm? wurde in einem vorgekihlten Morser in flissigem N, zu
feinem Pulver zerrieben. Nach dem Abdampfen des N, wurde 1 ml Extraktionsmedium
zugegeben und bis zum Auftauen weiter homogenisiert. Der Extrakt wurde quantitativ in ein
Mikroreaktionsgefald Gberfiuihrt und zwei Aliquots a 50 pl wurden zur Chlorophyllbestimmung
abgenommen. Der Extrakt wurde in flissigem N, eingefroren und bis zur Analyse gelagert.

Die Extrakte wurden zur Bestimmung der Aktivitdt folgender Enzyme eingesetzt:
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Phosphoenolpyruvatcarboxylase (2.9.1.6.), Pyruvatkinase (2.9.1.7.), ATP-abhangige
Fruktose-6-Phosphat-Kinase (2.9.1.8.), Pyrophosphat-abhangige Fruktose-6-Phosphat-
Kinase (2.9.1.9.) und Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (2.9.3.1.).

Extraktionsmedium

50 mM HEPES-KOH, pH 7,4
5 mM MgCl,
5 mM DTT*
2 mM Benzamidin
2 mM e-Amino-Hexansaure
1 mM Na,EDTA
1 mM EGTA
0,5 mM PMSF*

0,1 % (viv) Triton-X-100
10 % (viv) Glycerin

* Diese Substanzen wurden dem Medium direkt vor der Extraktion zugesetzt.
2.7.2.2.NADP-abhangige Malatdehydrogenase (nach Scheibe und Stitt 1988)

Je eine Blattscheibe a 3,8 cm? wurde in einem vorgekihlten Moérser in flissigem N, zu
feinem Pulver zerrieben. Nach dem Abdampfen des N, wurde das Pulver mit einem in
flissigen N, gekiihlten Spatel in ein mit flissigen N, gekiihltes Mikroreaktionsgefall Gberfihrt
und bis zur Extraktion in flissigem N, aufbewahrt. 900 pl Extraktionsmedium wurden zu dem
gefrorenen Pulver gegeben und unter N,-Atmosphare durch grindliches Vortexen aufgetaut.
Zwei Aliquots je 20 pl wurden zur Chlorophyllbestimmung abgenommen und in Eis und unter
Lichtausschluss bis zur Messung aufbewahrt. Der Extrakt wurde 2 min bei 16.100 xg und 4
°C zentrifugiert und der Uberstand sofort fiir die Bestimmung der Enzymaktivitat eingesetzt
(2.9.1.1.).

Extraktionsmedium
50 mM NaCH;COO, pH 6,0
100 UM Pefabloc SC
0,1 % (w/v) BSA (entfettet)
0,1 % (viv) Triton X-100
4 mM DTT*

* Diese Substanz wurde frisch angesetzt und unmittelbar vor der Extraktion dem Medium

zugegeben.

Das Medium wurde 10 min mit Ultraschall behandelt und mit N, begast.
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2.7.2.3.Nitratreduktase (nach Kaiser et al. 1992; modifiziert)

Je eine Blattscheibe & 3,8 cm? wurde in einem vorgekiihlten Mérser in fliissigem N zu
feinem Pulver zerrieben. Nach dem Abdampfen des N, wurde das Pulver mit einem in
flissigen N, gekiihlten Spatel in ein mit flissigen N, geklhltes Mikroreaktionsgefall Gberfihrt
und bis zur Extraktion in flissigem N, aufbewahrt. Unmittelbar vor der Bestimmung der NR-
Aktivitat wurden 900 ul Extraktionsmedium zu dem gefrorenen Pulver gegeben und das

Pulver unter No-Atmosphéare durch grindliches Vortexen aufgetaut.

Extraktionsmedium

100 mM HEPES-KOH, pH 7,5
1 mM Na,EDTA
5 mM Mg(CH3COO0:,),
5 UM Na,MoO,

0,5 % (w/v) BSA (entfettet)
1 % (w/v)  PVPP

10 % (viv) Glycerin
0,2 % (viv) Triton X-100

5 mM DTT*
10 UM Leupeptin*
8 UM FAD*
200 UM PMSF*

* Diese Substanzen wurden dem Medium direkt vor der Extraktion zugesetzt.
2.7.2.4.Glyoxylat- und Hydroxypyruvatreduktase (nach Kleczkowski et al. 1992)

Je eine Blattscheibe & 3,8 cm? wurde in einem vorgekiihlten Mérser in fliissigem N zu
feinem Pulver zerrieben. Nach dem Abdampfen des N, wurden 400 pl Extraktionsmedium
zugegeben und bis zum Auftauen weiter homogenisiert. Der Extrakt wurde quantitativ in ein
Mikroreaktionsgefafd Gberfiihrt und zwei Aliquots a 50 pl wurden zur Chlorophyllbestimmung
abgenommen. AnschlieBend wurde der Extrakt in flissigem N, eingefroren und bis zur

Analyse gelagert.

Extraktionsmedium

40 mM Tricin, pH 7,8
2 mM MgCl,
1 mM EDTA (freie Saure)
2 % (w/v) PVP
5 mM DTT*

* Diese Substanz wurde dem Medium direkt vor der Extraktion zugesetzt.
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2.7.2.5.Enzyme aus dem Ascorbat-Glutathion-Zyklus (nach Amako et al. 1994)

Je eine Blattscheibe a 3,8 cm? wurde in einem vorgekiihlten Mérser in fliissigem N zu
feinem Pulver zerrieben. Nach dem Abdampfen des N, wurden eine Spatelspitze PVPP und
500 pl Extraktionsmedium zugegeben und bis zum vollstandigen Auftauen der Probe weiter
homogenisiert. Der Extrakt wurde quantitativ in ein Mikroreaktionsgefald Gberflihrt und zwei
Aliquots je 50 ul zur Chlorophyllbestimmung wurden abgenommen. Das Homogenat wurde
20 min bei 16.100 xg und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
MikroreaktionsgefaR Uberfiihrt. Der Uberstand wurde durch eine Sephadex G-25 (1,1 ¢ * 5
cm) Saule filtriert, um phenolische Substanzen zu entfernen. Das Eluat wurde unmittelbar
nach der Extraktion fir die Bestimmung der Aktivitdt von Ascorbatperoxidase (2.9.1.4.) und

Glutathionreduktase (2.9.1.5.) eingesetzt.

Extraktionsmedium

50 mM Ko;HPO4/KH,PO,4, pH 7
1 mM Na,EDTA

50 mM NaCl
5 mM Ascorbinsaure*®

* Diese Substanz wurde dem Medium direkt vor der Extraktion zugesetzt.
2.8. Bestimmung von Metabolitmengen
2.8.1. Optisch-enzymatische Tests

Die optisch-enzymatische Bestimmung einer Substratkonzentration beruht auf der Kopplung
einer bestimmten enzymatischen Reaktion mit einer Redoxreaktion, bei der NAD(P)
reduziert oder NAD(P)H oxidiert wird. Die Anderungen in der Konzentration an NAD(P)H im
Reaktionsansatz lassen sich optisch bestimmen. Die Messungen erfolgten an einem
Zweistrahl-Photometer (Uvikon 922A, Fa. Kontron, Mailand, Italien) bei einer Wellenlange
von 340 nm oder, wenn die Empfindlichkeit dieses Gerates nicht mehr ausreichte, an einem
Zweiwellenlangen-Filterphotometer (ZFP22, Fa. Sigma-Eppendorf, Berlin) bei einer
Wellenlange von 334 nm und einer Referenzwellenlange von 405 nm. Die
Metabolitkonzentrationen (c) sind den Extinktionsanderungen (AE) proportional und

berechneten sich nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz:

AE ]
C= [mol * 177
£*d
d = Schichtdicke der Kivette (1 cm)
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Den Berechnungen lagen folgende Extinktionskoeffizienten zugrunde:

¢ (NADH/NADPH) bei 334 nm = 6,18 [mM * cm] ™
& (NADH/NADPH) bei 340 nm = 6,22 [mM * cm] ™
¢ (APADH,) bei 366 nm = 9,1 [mM * cm] ™

Zur Bestimmung der Metabolitkonzentrationen wurden 20 bis 40 pl Extrakt eingesetzt. Der
Reaktionstart erfolgte mittels Enzymzugabe in der jeweils angegebenen Reihenfolge in
einem Volumen von 5 pl. In Ammoniumsulfat geléste Enzyme wurden abzentrifugiert, der

Uberstand verworfen und das Sediment im jeweiligen Reaktionspuffer resuspendiert.
2.8.1.1.Stéarke (nach Stitt und Heldt 1981; modifiziert)

Der quantitative Starkenachweis beruht auf dem sukzessiven Abbbau der Amylose- oder
Amylopektinmolekille zu Glukosseeinheiten, die sich optisch-enzymatisch nachweisen
lassen.

Die Sedimente der Unterphasen der Chloroform/Methanol-Extrakte wurden in je 3 ml 0,2 N
KOH aufgenommen und anschlieRend zum Aufbruch der Starkekérner flr 3 h bei 85 °C im
Schuttelwasserbad inkubiert. Nach Einstellung des pH-Wertes auf 4,5-5,0 durch Zugabe von
1 N Essigsaure wurden die Proben fir 15 min mit Ultraschall (Sonorex RK510S, Fa.
Bandelin, Berlin) behandelt, um eine weitere Homogenisierung des Materials zu erzielen.
Nach Verdiinnung der Proben erfolgte der weitere Abbau enzymatisch: Je zwei 100 pl
Aliquots wurden mit jeweils 400 ul Reaktionsmedium versetzt und fir 3 h bei 37 °C inkubiert.
Nach 2 min Zentrifugation bei 16.100 xg wurde der klare Uberstand zur optisch-

enzymatischen Bestimmung der Glukosekonzentration eingesetzt (siehe 2.8.1.2.).

Reaktionsmedium

50 mM NaCH;COO, pH 4,8
23 nKat Amyloglukosidase*
33 nKat o-Amylase*

* Diese Substanzen wurden dem Medium direkt vor dem Reaktionsbeginn zugesetzt.

2.8.1.2.Glukose, Fruktose und Saccharose (nach Bergmeyer 1983; modifiziert)

Messprinzip
Glukose 7H-KT> 2 Glukose-6-P % 2 Glukonat-6-P
ATP ADP 2 NADP+* 2 NADPH
Saccharose INV PGI

ATP ADP
Fruktose ~ A Fruktose-6-P
HK
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100 mM
1,5 mM

1 mM
1,1 mM
23,3 nKat
50 nKat
23,3 nKat
1,25 pKat

Imidazol, pH 6,9

MgCl,

NADP*

ATP*

Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (Glu-6-P-DH)*
Hexokinase (HK)*

Phosphoglukoseisomerase (PGI)*

B-Fruktosidase (Invertase; INV)*

* Diese Substanzen wurden frisch angesetzt und direkt zum Testansatz gegeben.

Gestartet wurden die Reaktionen nacheinander durch Zugabe der Enzyme in der

angegebenen Reihenfolge. Die Extinktionszunahme des Testansatzes bei 340 nm durch

NADPH-Produktion sind den Konzentrationen an Glukose, Fruktose und Saccharose direkt

proportional. Pro mol gespaltener Saccharose entstehen 2 mol NADPH.

2.8.1.3.Malat (nach Bergmeyer 1983)

Messprinzip

Malatdehydrogenase

Malat + APAD ——— Oxalacetat + APADH, + H*

Citratsynthase

Oxalacetat + Acetyl-CoA + H,O —— Citrat + CoA

Testansatz (600 pl)
100 mM
0,17 mM
0,17 mM
23 nKat
200 nKat

Triethanolamin, pH 8,5
APAD*

Acetil-CoA*
Citratsynthase*

Malatdehydrogenase*

* Diese Substanzen wurden frisch angesetzt und direkt zum Testansatz gegeben.

Die Malatkonzentration ist der Extinktionszunahme des Testansatzes bei 366 nm durch
APADH,-Produktion direkt proportional. APAD (anhlich wie NAD) wird eingesetzt, damit das
Reaktionsgleichgewicht auf Seite des OAA ist.
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2.8.1.4.Pyruvat (nach Bergmeyer 1983)
Messprinzip
Laktatdehydrogenase

Pyruvat + NADH ——— Laktat + NAD"

Testansatz (600 pl)

50 mM HEPES-KOH, pH 7,5
20 mM KCI
10 mM MgCl,

0,1 mM B-NADH

4 nKat Laktatdehydrogenase

Die Pyruvatkonzentration ist der Extinktionsabnahme des Testansatzes bei 340 nm durch

NADH-Verbrauch proportional.
2.8.1.5.Nitrat (nach Riens 1992)
Messprinzip
Nitratreduktase

NO; + NADPH ——— = NO; + NADP" + H,0

Testansatz (600 pl)

50 mM KH,PO4-KOH, pH 7,3
0,2 mM B-NADPH
0,8 nKat Nitratreduktase

Die Nitratkonzentration ist der Extinktionsabnahme des Testansatzes bei 340 nm durch
NADPH-Verbrauch proportional.

2.8.1.6.Glycerat-3-Phosphat (nach Lowry und Passoneau 1972)

Messprinzip
Glycerat-3-Phosphat-Kinase
Glycerat-3-Phosphat + ATP ——  Glycerat-1,3-Bisphosphat + ADP

Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Glycerat-1,3-Bisphosphat + NADH ——— Glycerinaldehyd-3-Phosphat + NAD" + P;
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Testansatz (600 pl)

100 mM Tris-HCI, pH 8,1
10 mM MgCl,
0,1 mM B-NADH*
1,1 mM ATP*
83 nKat Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase*
83 nKat Glycerat-3-Phosphat-Kinase*

* Diese Substanzen wurden frisch angesetzt und direkt zum Testansatz gegeben.

Die Extinktionsabnahme des Testansatzes bei 334 nm durch NADH-Verbrauch ist der

Konzentration von Glycerat-3-Phosphat proportional.
2.8.1.7.Ascorbinsaure (nach Foyer et al. 1983)
Messprinzip

Ascorbatoxidase

Ascorbinsaure + O, —— Dehydroascorbinsaure + H,O

Testansatz (600 pl)

100 mM NaH,PO4/Na,HPO,, pH 5,6
1 mM Na,EDTA
83,3 nKat Ascorbatoxidase

Die Extinktionsabnahme des Testansatzes bei 265 nm durch Verbrauch von Ascorbinsaure
wurde ermittelt und die Konzentration an Ascorbinsdure anhand einer Eichgerade zwischen
0 und 100 uM bestimmt.

2.8.2. Colorimetrische Tests
2.8.2.1.Glyoxylat (nach Hausler et al. 1996; modifiziert)

Diese Methode beruht auf der Umwandlung von Glyoxylat und Phenylhydrazin in Glyoxylat-
Phenylhydrazon unter sauren Bedingungen. In einer zweiten Reaktion wird das Glyoxylat-
Phenylhydrazon in Anwesenheit von KsFe"(CN)s zu 1,5-Diphenylformazancarboxylsiure
oxidiert.

Je eine Blattscheibe a 3,8 cm? wurde in einem vorgekuhlten Mdorser in flissigem N, zu feinen
Pulver zerrieben. Nach dem Abdampfen des N, wurde 1 ml Extraktionsmedium zugegeben
und bis zum Auftauen weiter homogenisiert. Der Extrakt wurde quantitativ in ein
Mikroreaktionsgefaf tberflihrt und zur Bildung des Glyoxylat-Phenylhydrazon-Komplexes 5
min bei 80 °C inkubiert. AnschlieRend wurde der Extrakt 10 min auf Eis gekihlt und 5 min bei
16.100 xg zentrifugiert.
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Extraktionsmedium
100 mM HCI
1 % (vIv) Phenylhydrazin

Zum Start der Farbreaktion wurden 200 ul des Uberstands mit 750 ul 18,5 % (v/v) HCI
versetzt und sofort geschiittelt. AnschlieRend wurden 50 ul 5 % (v/v) KsFe(CN)s hinzugeflugt
und der Reaktionsansatz wurde wieder geschittelt. Der Reaktionsansatz wurde 3 min bei
16.100 xg zentrifugiert. Exakt 10 min nach Reaktionsbeginn wurde die Extinktion des
Uberstandes bei 520 nm gegen Luft gemessen (Uvikon 922A, Fa. Kontron, Mailand, Italien).
Fir die Bestimmung der Konzentration an Glyoxylat in der Probe wurde eine Eichgerade aus
Glyoxylsaure im Bereich von 0 bis 300 uM in gleicher Weise wie die Proben aufgearbeitet.
Zur Berucksichtigung der Eigenabsorption des Blattextraktes wurde ein Aliquot des

Uberstandes wie oben behandelt, aber ohne Zugabe von KsFe(CN)e.
2.8.2.2.Glutathion (nach Griffith 1980)

50 ul Probe wurden mit 500 ul 500 mM KoHPO4/KH,POy4, pH 8 neutralisiert und mit 50 ul 12
mM DTNB in 25 mM K;HPO4,/KH,PO,4, pH 7 fir 5 min bei RT derivatisiert. Die Extinktion des
Testansatzes bei 412 nm wurde ermittelt und die Konzentration an Glutathion anhand einer

Eichgerade zwischen 5 und 1000 yM bestimmt.
2.8.3. Chromatographische Tests
2.8.3.1.Aminosauren (nach Riens 1992)

Zur Quantifizierung freier Aminosauren wurden die Aminosduren mit dem Fluoreszenz-
Farbstoff o-Phthaldialdehyd und B-Mercaptoethanol zu fluorophoren apolaren Indolderivaten
umgesetzt und chromatographisch durch ,Reversed Phase® HPLC getrennt. Mit Hilfe eines
Fluoreszenz-Detecktors konnten die Aminosduren sehr empfindlich identifiziert und
quantifiziert werden. Diese Methode ermdglichte den Nachweis von Aminosauren im Bereich
von 0,2-20 uyM, dem 20-fachem der Ninhydrin-Derivatisierung, in einem Probenvolumen von
20 pl.

Derivatisierungsreagenz

OPA-Stammldsung

16 mM o-Phthaldialdehyd
88 % (vIv) Methanol
0,11 M Kaliumborat, pH 10,4

1,1 % (viv) B-Mercaptoethanol

Arbeitslésung: OPA-Stammldsung 1:3 (v/v) mit 1 M Kaliumborat, pH 10,4



2. Material und Methoden 35

Die OPA-Stammldsung wurde bis zu 48 h lichtgeschitzt aufbewahrt. Der Arbeitsldsung
wurden 5 pl B-Mercaptoethanol auf 1,5 ml zugesetzt, wenn die Losung alter als 24 h war.

20 ul Probe aus der Chloroform/Methanol-Extraktion und 20 ul Arbeitsldsung wurden
gemischt, fir 1 min bei 15 °C derivatisiert und anschlielfend auf die Saule aufgetragen. Die
Vorgange der Derivatisierung, des Mischens und der Auftragung wurden durch einen
automatisch gesteuerten Probengeber (Autosampler 2157, Fa. LKB Bromma, Uppsala,
Schweden) fir alle Proben vereinheitlich. Die Auftrennung der derivatisierten Aminosauren
erfolgte durch eine C-18-,Reversed Phase“-Saule (LiChro CART® 125-4, Superspher® 100
RP 18 encapped, 4 um, Fa. Merck, Darmstadt) bei konstanter Saulentemperatur von 35 °C
(HPLC column oven 2155, Fa. LKB Bromma). Verunreinigungen des Saulenmaterials
wurden durch eine Vorsdule (LiChro CART® 4-4, Fa. Merck) vermindert. Die
Gesamtkonzentration aller aufgetragenen Aminosauren betrug maximal 0,5 mM. Die
derivatisierten Aminosauren wurden von dem apolaren Saulenmaterial (Octadecylsilicat)
durch einen Gradienten aus Acetonitril und Phosphatpuffer eluiert. Der Gradient wurde durch
einen Gradientenmischer (Low pressure mixer, Fa. LKB Bromma) und eine Pumpe (HPLC
pump 2248, Fa. Pharmacia LKB, Uppsala, Schweden) erzeugt. Alle verwendeten

Chemikalien und Lésungsmittel entsprachen dem hdchsten Reinheitsgrad.

Elutionslésungen
A: 5 % (vIv) Acetonitril in Stammpuffer
B: 50 % (vIv) Acetonitril in Stammpuffer
C: 70 % (viv) Acetonitril in H,O

Verlauf des Gradienten:

min % A % B % C Flussrate (ml/min)

0 100 0 0 0,9
12 81 19 0 0,9
20 81 19 0 0,9
38 52 48 0 0,9
41 52 48 0 0,9
48 32 68 0 0,9
51 0 0 100 1,2
66 0 0 100 1,2
68 100 0 0 0,9
78 100 0 0 0,9
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Stammpuffer
1,71 mM EDTA (freie Saure)
18 mM H3PO,
mit 50 % (w/v) NaOH auf pH 7,06-7,08 eingestellt

Zur Anregung der Derivatisierungsprodukte wurde ein Lichtstrahl von 2=330 nm eingesetzt.
Die Emission des Eluats wurde bei 408 nm direkt am S&ulenausgang mit einer
Empfindlichkeit von 500-1000 nA im kontinuierlichen Fluss gemessen (Fluorescence
detector 2144, LKB Bromma). Jede Messreihe erforderte eine eigene Kalibrierung, denn die
Fluoreszenzintensitdt der Aminosaurederivate war abhangig vom Alter der
Derivatisierungsreagenzien, der Fluoreszenzlampe, der Saule und sehr empfindlich
gegeniber geringen pH-Wert-Anderungen. Die Kalibrierung erfolgte mit drei verschiedenen
Aminosaurekonzentrationen (4, 10 und 20 yM) und H,O als Blindwert. Die verschiedenen
Aminosaurekonzentrationen wurden aus einem Aminosaure-Standardgemisch (Amino Acid
Standard Solution A-2161, Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) nach Zusatz entsprechender
Konzentrationen an Phosphoserin, Glutamin, Asparagin, Tryptophan und y-Aminobuttersaure
(GABA) hergestellt.

Die Linearitat der Eichgeraden wurde in einem Bereich von 1-50 uM getestet. Den
Standardgemischen und Proben wurden jeweils 16,7 pyM a-Aminobuttersdure (ABA) als
interner Standard zugesetzt. Der interne Standard wurde verwendet, um mogliche
Gerateungenauigkeiten der Pumpe und des automatischen Probengebers nachzuweisen.
Die Pumpe, der Probengeber und die Messsequenz wurden von einem Computerprogramm
(HPLC manager, Pharmacia LKB) gesteuert und die Daten des Fluoreszenzdetektors
kontinuierlich  gespeichert. Die Auswertung der Daten erfolgte mit einem

Integrationsprogramm (PeakNet 5.0, Fa. Dionex, Sunnyvale, USA).
2.9. Bestimmung von Enzymaktivititen

Es wurde, falls nicht anders erwahnt, die maximalen Aktivitdten der Enzyme ermittelt, indem
optimale Konzentrationen von Substraten und Kofaktoren eingesetzt wurden. Bei
kontinuierlichen optischen Tests entsprach die Umsetzung des absorbierenden Kofaktors
oder Substrats mit der Zeit direkt der Aktivitdt des Enzyms. Fir colorimetrische Tests wurde
in einer zeitabhangigen Inkubation ein von der Enzymaktivitdt abhangiges Produkt
hergestellt. Die Produktmenge konnte colorimetrisch bestimmt werden und gab, bezogen auf
die Inkubationszeit, die Enzymaktivitdt an. Bei radioaktiven Tests wurde eine zeitabhangige
Inkubation des Extrakts mit einem radioaktiv markierten Substrat durchgefihrt. Nicht
umgesetztes Substrat wurde entfernt und die Produktmenge Uber die eingebaute
Radioaktivitat ermittelt. Die Enzymaktivitat wurde durch den Bezug der Produktmenge auf
die Inkubationszeit bestimmt. Zur Messung der Enzymaktivitadten wurden die Enzymextrakte

entweder frisch hergestellt oder tiefgefrorene Extrakte auf Eis aufgetaut und anschlieRend 15
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min bei 4 °C zentrifugiert. Fir die Messung wurde der Uberstand eingesetzt. Einmal
aufgetaute Proben wurden nicht wieder eingefroren, sondern nach Abschluss der

Messungen verworfen.
2.9.1. Optisch-enzymatische Tests

Alle optisch-enzymatische Tests erfolgten bei 23 °C an einem Zweistrahl-Photometer
(Uvikon 922A, Fa. Kontron, Mailand, ltalien). Die eingesetzten Volumina der Extrakte
reichten von 20 bis 50 pl. Der Start der Reaktionen erfolgte durch Zugabe von demjenigen
der Substrate oder Kofaktoren, welches in einem Testansatz an letzter Stelle aufgefuhrt ist.
Die Anderung der Extinktion pro Zeiteinheit entsprach direkt der Umsetzung des
absorbierenden Kofaktors oder Substrats (berechnet nach dem Lambert-Beer'schen Gesetz,
siehe 2.8.1.) mit der Zeit und damit der Enzymaktivitat.

Extinktionsanderungen vor dem Start der Reaktion wurden von den Messwerten subtrahiert.
Eine Blindreaktion ohne Extraktzugabe wurde vor jede Messreihe durchgefihrt und spater
ebenfalls von den Messwerten subtrahiert.

Den Berechnungen lagen folgende Extinktionskoeffizienten zugrunde:

& (NADH/NADPH) bei 340 nm = 6,22 [mM * cm]

¢ (Ascorbinsaure) bei 290 nm = 2,8 [mM * cm]

2.9.1.1.NADP-abhangige Malatdehydrogenase (nach Scheibe und Stitt 1988)
(S)-Malat:NADP* Oxidoreduktase (MDH; EC 1.1.1.82)

Messprinzip

MDH
Oxalacetat + NADPH + HY ——— Malat + NADP*

In vivo-Aktivitat

Nach dem Auftauen wurde der Extrakt fir 2 min bei 16.100 xg und 4 °C zentrifugiert. 2x je 50
ul des Uberstands wurden sofort in eine mit Testansatz vorbereitete Kiivette zugegeben und
gemischt. Die Extinktionsabnahme bei 340 nm durch die Oxalacetat-abhéangige NADPH-
Oxidation wurde Uber 3 min registriert. Vom Uberstand wurden 10 ul fir eine

Proteinbestimmung abgenommen.

Testansatz (1 ml)

100 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM Na,-EDTA
0,01 % (w/v) BSA (entfettet)
0,2 mM B-NADPH*
1 mM DTT*

2 mM Oxalacetat*
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* Diese Substanzen wurden frisch angesetzt und direkt zum Testansatz gegeben.
Das Medium wurde 10 min mit Ultraschall behandelt und mit N, begast.
maximale Aktivitat:

Zur vollstandigen Aktivierung der MDH wurden 100 pl des Uberstands mit 50 pl 0,5 M DTT in
0,1 M Tris-HCI, pH 8,0 und 50 pl 1 M Tris-HCI, pH 9,0 in einem Mikroreaktionsgefal unter
N2-Atmosphare gemischt und bei RT inkubiert. Aliquots von 50 pl wurden nach 20, 40 und 60
min abgenommen und wie oben beschrieben gemessen, bis keine Zunahme der Aktivitat

mehr registriert wurde.
NAD-abhangige MDH-AKktivitat:

NAD-abhangige Malatdehydrogenasen aus Blattern kénnen auch NADP als Coenzym
verwenden (Vidal et al. 1977). Obwohl NADP mit einer geringeren Rate im Vergleich mit
NAD von NAD-MDH verwendet wird, besitzen Blatter eine sehr hohe NAD-abhangige MDH-
Aktivitat. 0,2 % der gesamten NAD-abhangigen Aktivitdt bei pH 8,0 kann auch als
unspezifische NADP-abhangige Aktivitat gefunden werden (Scheibe und Stitt 1988). Um
diese unspezifische Oxalacetat-abhangige NADPH-Oxidation zu beriicksichtigen, wurde die

gesamte NAD-abhangige MDH-AKktivitat in 20 pl Extrakt (1:10 verdiinnt) gemessen.

Testansatz (1 ml)

100 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM Na,EDTA
0,01 % (w/v) BSA (entfettet)
10 mM MgCl,
02 mM B-NADH*
1 mM Oxalacetat*

* Diese Substanzen wurden frisch angesetzt und direkt dem Testansatz zugegeben.
Der Aktivierungszustand der NADP-MDH wurde wie folgt berechnet:
(a—0,002 b) * (c— 0,002 b)

a in vivo-NADP-MDH-Aktivitat
b NAD-MDH-AKktivitat
o} maximale NADP-MDH-AKktivitat
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2.9.1.2.Glyoxylatreduktase (nach Kleczkowski et al. 1992)
Glycolat:NADP* Oxidoreduktase (EC 1.1.1.79)

Messprinzip
Glyoxylatreduktase

Glyoxylat + NADPH + H¥ ———— Glycolat + NADP*

Testansatz (600 pl)

100 mM MOPS, pH 7,1
0,2 mM B-NADPH*
1 mM Glyoxylat*

* Diese Substanzen wurden frisch angesetzt und direkt dem Testansatz zugegeben.

Die Extinktionsabnahme bei 340 nm durch NADPH-Verbrauch wurde gemessen.

Andere Enzyme in Blattern sind ebenfalls in der Lage, die Reduktion von Glyoxylat unter
Verbrauch von NADH oder NADPH zu katalysieren. Unter diese Enzyme befinden sich die
NAD-abhangige Hydroxypyruvatreduktase (HPR1) in Peroxisomen und die NADP-abhangige
Hydroxypyruvatreduktase (HPR2) im Cytosol. Beide Enzyme benutzen dieselben Substrate
und Kofaktoren, aber mit verschiedenen Spezifizitadten. Obwohl die K-Werte dieser Enzyme
fur Glyoxylat (HPR1 20 mM; HPR2 1,1 mM) hdher sind als die der spezifischen NADP-
abhangigen Glyoxylatreduktase (70 pM), besitzen griine Blatter eine sehr hohe HPR-
Aktivitat, besonders von HPR1. Um den Beitrag der GR zur Gesamtaktivitdt berechnen zu
kénnen, wurde die Glyoxylatreduktase spezifisch durch Inkubation des Extrakts mit 2 mM

Acetohydroxamat flir 15 min bei 4 °C inhibiert.

2.9.1.3.NADP- und NAD-abhéngige Hydroxypyruvatreduktase (nach Titus et al. 1983)
D-Glycerat:NAD(P)" 2-Oxidoreduktase (EC 1.1.1.29, EC 1.1.1.81)

Messprinzip
Hydroxypyruvatreduktase

Hydroxypyruvat + NAD(P)H + HY ———— D-Glycerat + NAD(P)"

Testansatz (600 pl)

50 mM KH,PO4-KOH, pH 6,5
0,1 % (viv) Triton X-100
02 mM B-NADPH oder 3-NADH*
4 mM B-Hydroxypyruvat*

* Diese Substanzen wurden frisch angesetzt und direkt dem Testansatz zugegeben.

Messgrofle war die Extinktionsabnahme pro Zeiteinheit bei 340 nm.
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2.9.1.4.Ascorbatperoxidase (nach Amako et al. 1994)
L-Ascorbat:Wasserstoffperoxid Oxidoreduktase (APX; E.C.1.11.1.11)

Messprinzip
APX

H,0, +2 Ascorbinsdure —— 2 H,0 + 2 Monodehydroascorbinsaure

Testansatz (600 pl)

50 mM KoHPOL/KH,PO,, pH 7
1 mM Na,EDTA
05 mM Ascorbinsaure*
0,177 mM H,O,*

* Diese Substanzen wurden frisch angesetzt und direkt dem Testansatz zugegeben.

Die Extinktionsabnahme bei 290 nm durch die H,O,-abhangige Oxidation von Ascorbinsaure
wurde wahrend der ersten 30 s nach dem Reaktionsstart in Schritten von 1,2 s gemessen.

Der Extinktionskoeffizient fiir Ascorbinsdure bei 290 nm betragt 2,8 [nM-cm] ™.

2.9.1.5.Glutathionreduktase (nach Schaedle und Bassham 1977)
Glutathion:NADP™ Oxidoreduktase (EC 1.8.1.7)

Messprinzip
Glutathionreduktase

Glutathion-Disulfid + NADPH + H¥ —— 2 Glutathion + NADP?*

Testansatz (600 pl)

50 mM Tris-HCI, pH 8
1 mM Na,EDTA
3 mM MgCl,
0,5 mM GSSG*
0,25 mM B-NADPH*

* Diese Substanzen wurden frisch angesetzt und direkt dem Testansatz zugegeben.

Die Extinktionsabnahme bei 340 nm durch den NADPH-Verbrauch wurde wahrend der

ersten 2 min in Schritten von 10 s gemessen.
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2.9.1.6.Phosphoenolpyruvatcarboxylase (nach Podesta und Plaxton 1994; modifiziert)
Phosphat:Oxalacetat Carboxylyase (phosphorylierend) (PEP-Cx; EC 4.1.1.31)

Messprinzip
PEP-Cx
Phosphoenolpyruvat + HCO3 + H,O ——  Oxalacetat + P;
MDH

Oxalacetat + NADH —— Malat + NAD"

Testansatz (600 pl)

100 mM Glycylglycin, pH 8,5
10 mM MgCl,
10 mM KHCO;
0,15 mM B-NADH*
100 nKat Malatdehydrogenase (MDH)*
4 mM Phosphoenolpyruvat®

* Diese Substanzen wurden frisch angesetzt und direkt zum Testansatz gegeben.

Die Extinktionsabnahme bei 340 nm durch den NADPH-Verbrauch wurde gemessen.

2.9.1.7.Pyruvatkinase (nach Bussis 1995; modifiziert)
ATP:Pyruvat 2-o-Phosphotransferase (EC 2.7.1.40)

Messprinzip

Pyruvatkinase
Phosphoenolpyruvat + ADP ———— Pyruvat + ATP

Laktatdehydrogenase
Pyruvat + NADH ——— Laktat + NAD"

Testansatz (600 pl)

50 mM HEPES-KOH, pH 7,5
20 mM KCI
10 mM MgCl,
2 mM DTT*
0,15 mM B-NADH*
20 nKat Laktatdehydrogenase*
0,5 mM Phosphoenolpyruvat®
1 mM ADP*

* Diese Substanzen wurden frisch angesetzt und direkt dem Testansatz zugegeben.

Die Extinktionsabnahme bei 340 nm durch den NADPH-Verbrauch wurde gemessen. Die
Aktivitdt Phosphoenolpyruvatphosphatase wurde vor dem Start mit ADP ermittelt und von
den Messwerten subtrahiert (2.9.1.).
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2.9.1.8.ATP-abhéngige Fruktose-6-Phosphat-Kinase (nach Gibbs et al. 2000; modifiziert)
ATP:D-Fruktose-6-Phosphat 1-Phosphotransferase (PFK; EC 2.7.1.11)

Messprinzip
PFK
Fruktose-6-Phosphat + ATP ——— Fruktose-1,6-Bisphosphat + ADP

Aldolase

Fruktose-1,6-Bisphosphat ——— GAP + DHAP

TPI
GAP ——— DHAP

GDH
DHAP + NADH ———— Gilycerin-3-Phosphat + NAD"

Testansatz (600 pl)

100 mM HEPES-KOH, pH 7,5

5 mM MgCl,
36 mM P;
75 mM Fruktose-6-Phosphat*
0,15 mM B-NADH*
5 nKat Aldolase*

80 nKat Triosephosphatisomerase (TPI)*

10 nKat Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (GDH)*
5 nKat anorganische Pyrophosphatase (PPase)*
06 mM ATP*

* Diese Substanzen wurden frisch angesetzt und direkt dem Testansatz zugegeben.

Die Extinktionsabnahme bei 340 nm durch den NADPH-Verbrauch wurde gemessen.

2.9.1.9.Pyrophosphat-abhangige Fruktose-6-Phosphat-Kinase
Diphosphat:D-Fruktose-6-Phosphat 1-Phosphotransferase (PFP; EC 2.7.1.90)
(nach Gibbs et al. 2000; modifiziert)

Die PFP-Aktivitat wurde in glykolytischer Richtung gemessen

Messprinzip
PFP
Fruktose-6-Phosphat + PPi ——  Fruktose-1,6-Bisphosphat + Pi
Aldolase
Fruktose-1,6-Bisphosphat ——— GAP + DHAP
TPI
GAP —— DHAP

GDH
DHAP + NADH ————— Glycerin-3-Phosphat + NAD"
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Testansatz (600 pl)

100 mM HEPES-KOH, pH 7,5

2 mM MgCl,
1 MM Fruktose-2,6-Bisphosphat**
75 mM Fruktose-6-Phosphat*
0,15 mM B-NADH*
5 nKat Aldolase*

80 nKat Triosephosphatisomerase (TPI)*

10 nKat Glycerol-3-Phosphat-Dehydrogenase (GDH)*
1 mM Na,P,0-;

* Diese Substanzen wurden frisch angesetzt und direkt zu dem Testansatz gegeben.
** Stammldésung: 1 mM Fruktose-2,6-Bisphosphat in 0,1 M NaOH (bei -80 °C gelagert)

Die Extinktionsabnahme bei 340 nm durch den NADPH-Verbrauch wurde innerhalb von 3

min gemessen.
2.9.2. Colorimetrische Tests

2.9.2.1.Nitratreduktase (nach Kaiser et al. 1992; modifiziert)
Nitrit:NAD" Oxidoreduktase (NR; EC 1.7.1.1)

Messprinzip
NR
NO;z + NADH + HY ——— NO; + NAD" + H,0

MessgrofRe fir die Nitratreduktaseaktivitat war die Nitritbildung, die durch einen Farbtest
quantifiziert wurde. Dabei wurde Sulfanilsdure durch salpetrige Saure diazotiert und das

entsprechende Diazoniumsalz mit a-Naphtylamin an einen Azofarbstoff gekoppelt.

Testansatz (1,2 ml)
940 I Reaktionsmedium A oder B
60 ] Additive

Der Reaktionsstart erfolgte durch 200 pl Extrakt. Nach 5, 10 und 15 min Inkubation bei 30 °C
wurden jeweils 300 pl-Aliquots entnommen und die Reaktion mit 25 ul 0,6 M Zn(CH3COO),
abgestoppt. Das Uberschissige NADH, das den Farbtest stért, wurde durch 75 pl 0,2 mM
Phenazinmethosulfat und 25minitige Inkubation auf Eis oxidiert. Die Inkubation fand wegen
der Lichtempfindlichkeit von Phenazinmethosulfat im Dunkeln statt. Die Proben wurden dann
mit 600 pl Farbmix versetzt und 30 min bei RT inkubiert. Nach 2 min Zentrifugation wurde die
Extinktion bei 540 nm bestimmt (Uvikon 922A, Fa. Kontron, Mailand, Italien). Die

Farbreaktion war bis zu 6 h lang stabil.
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Reaktionsmedien A B
100 mM HEPES-KOH, pH 7,5 +

6 mM KNO; + +

6 mM EDTA (freie Saure) + -

13 mM Mg(CH3COO0,), - +

Bei Inkubation mit Reaktionsmedium A wurde die maximale Aktivitat erfasst, Medium B gab
die in vivo-Aktivitat durch Verwendung physiologischer Konzentrationen an Magnesium
wieder. Der Aktivierungszustand der NR errechnet sich wie folgt:

Aktivierungszustand [%] = B/A * 100 (Kaiser und Spill 1991; Kaiser und Huber 2001)

Additive
100 mM HEPES-KOH, pH 7,5
10 mM B-NADH
5 mM DTT
333 UM Leupeptin
200 UM FAD
100 UM Na,MoO,

Die Additive dienten zur Stabilisierung des empfindlichen Enzyms und wurden frisch

angesetzt.

Farbmix
Lésung A 1 % (w/v)  Sulfanilamid in 2 N HCI
LésungB 0,02 % (w/v)  N-(1-Naphtyl)-Ethylendiamin-Dihydrochlorid

Vor Gebrauch wurden beide Lésungen 1:1 (v/v) zum Farbmix gemischt (Hagemann und
Reed 1980). Die Konzentration des gebildeten Nitrits wurde anhand einer Eichgerade im
Bereich zwischen 0-15 nmol bestimmt und die NR-Aktivitat aus der zeitlichen Rate der

Konzentrationszunahme berechnet.
2.9.3. Tests mit Einbau eines radioaktiv markierten Substrats

2.9.3.1.Ribulose-1,5-Bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (nach Heldt et al. 1978)
3-Phospho-D-Glycerat Carboxylyase (dimerisierend) (RubisCO; EC 4.1.1.39)

Messprinzip
RubisCO
Ribulose-1,5-Bisphosphat + “CO, + H,0 —— (*C)Gly-3-P + Gly-3-P + 2 H"

Die Aktivitat der RubisCO wurde durch den Einbau radioaktiv markierten Kohlendioxids in

das saurestabile Produkt Glycerat-3-Phosphat gemessen.
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Der Aktivierungszustand der RubisCO ist definiert als der Anteil der Aktivitat im nativen
Extrakt (in vivo-Aktivitat) der Aktivitdt nach vollstandiger Aktivierung (maximale Aktivitat).
Daher sollten aus einem Extrakt jeweils die maximale Aktivitat und die in vivo-Aktivitat der

RubisCO bestimmt werden.
Maximale Aktivitat:

Durch 20 min Inkubation in einer Losung mit hohen CO,- und MgCl,-Konzentrationen wurde
der Lysin-Rest 240 der RubisCO carbamyliert und das Enzym dadurch vollstandig aktiviert.
Dabei war sicherzustellen, dass das Substrat Ribulose-1,5-Bisphosphat nicht zugegeben
wurde, da es an die RubisCO bindet und das Enzym damit inaktiviert (Robinson et al. 1988).
AuRerdem musste der Enzmextrakt verdinnt werden, um eine volle Aktivierung der RubisCO
zu erreichen (Heineke, persoénliche Mitteilung).

100 pl Enzymextrakt (15 pg Chl) wurden mit 400 ul Verdinnungspuffer verdinnt.

Verdinnungspuffer
100 mM Tris-HCI, pH 7,8
5 mM MgCl,

Zur Carbamylierung wurden 75 yl des verdinnten Enzymextrakts mit 15 yl 1 M MgCl, und 10
Ml 1 M NaHCO; versetzt und anschlieRend genau 20 min bei RT inkubiert. 20 pl des
Aktivierungsgemisches wurden dann mit 100 uyl Reaktionspuffer versetzt und genau 30 s
inkubiert.

Reaktionspuffer
100 mM Tris-HCI, pH 8,1
10 mM MgCl,
1 mM Na,EDTA
10 mM KHCO3*
1,4 mM Ribulose-1,5-Bisphosphat*
1 uCi (**C) NaHCO5*

* Diese Substanzen wurden dem Puffer direkt vor Beginn der Reaktion zugesetzt.

Die Reaktion wurde durch Zugabe von 200 pl 2 N HCI gestoppt. Hierdurch wurde aul3erdem
nicht umgesetztes saurelabiles NaHCO; als gasférmiges CO, freigesetzt. Der Ansatz wurde
in 5 ml-SzintillationsgefalRe Uberfihrt und auf einer Heizplatte bei 60 °C Uber Nacht
eingetrocknet. Der Rickstand wurde in 200 pl 1 N HCI resuspendiert, mit 3 ml
Szintillationsflissigkeit (Emulsifier safe, Fa. Canberra-Packard, Groningen, Niederlande)
versetzt und die Radioaktivitat im Szintillationszahler (1900TR, Fa. Canberra-Packard,

Meriden, USA) gemessen.
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Um aus dem Einbau von “CO, den gesamten Einbau von CO, schlie®en zu kénnen, musste
die spezifische Radioaktivitat im Reaktionsansatz ermittelt werden. Diese ergab sich aus der
Konzentration an HCOj3;™ im Reaktionsansatz und der zugegebenen Menge an Radioaktivitat
als ("C) NaHCOs. Dafiir wurde die Radioaktivitat von 10, 25 und 50 ul des Reaktionspuffers
in 3 ml Szintillationsfllissigkeit bestimmt. Die HCOj3-Konzentration errechnete sich als 25 mM

oder 8,33 mM fiur die maximale bzw. in vivo-Aktivitat.
In vivo-Aktivitat:

20 pl des verdinnten Enzymextrakts wurden mit 100 pl Reaktionspuffer versetzt und flr
genau 30 s inkubiert. Durch Zugabe von 200 pl 2 N HCI wurde die Reaktion gestoppt. Die
dadurch ablaufende Carbamylierung konnte aufgrund der kurzen Reaktionszeit von 30 s
vernachlassigt werden. Die 20minltige Inkubation zur vollstdndigen Carbamylierung entfiel.

Die weitere Behandlung erfolgte wie oben beschrieben fiir die Bestimmung der maximalen

Aktivitat. Es wurden pro Probe vier Parallelbestimmungen durchgeflihrt.
2.10. Proteinbestimmung
2.10.1. Proteinbestimmung nach Bradford (1976)

Diese Methode beruht auf der Bindung des Farbstoffes ,Coomasie® brilliant blue G-250“ oder
,Serva®-Blue G“ an Proteine in saurer Ldsung, wobei ein Komplex entsteht, dessen
Extinktionskoeffizient hoher ist als der des freien Farbstoffs. Der Farbtest wird durch
Detergenzien, alkalische Medien und Ampholine gestort. Hochvernetzte Proteine und
Proteine mit niedrigem isoelektrischen Punkt zeigen nur eine geringe Farbreaktion. 1 ml
Farbmix wurde zu 50 pl Probe (Proteingehalt zwischen 5 und 10 pg) gegeben und nach 10
min Inkubation bei RT die Extinktion bei 595 nm an einem Photometer (Uvikon 922A, Fa.
Kontron, Mailand, Italien) gegen Luft ermittelt. Die Proteinmenge wurde anhand einer
Eichgerade aus entfettetem BSA im Bereich von 0 bis 15 ug bestimmt. Die Eichgerade

wurde jeweils flr frisch angesetzten Farbmix hergestellt, da das Farbreagenz sehr stabil war.

Farbmix
Lésung A 70 mg Serva®-Blue G in 50 ml 96 % (v/v) Ethanol
Lésung B 600 mi H.O
100 ml 85 % (v/v) H3PO4

Lésungen A und B wurden gemischt, mit H,O auf 1 | aufgefillt, gut gerihrt und

gegebenenfalls filtriert. Der Farbmix wurde lichtgeschitzt aufbewahrt.

BSA-Stammlésung: 0,3 mg/ml
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2.10.2. Proteinbestimmung nach Lowry (1951)

Diese Methode zur Quantifizierung von Proteinmenge basiert auf der Biuret-Reaktion. Dabei
bilden Peptidbindungen mit Cu**-lonen im alkalischen Medium den Biuret-Komplex, der den
Phosphomolybdat-Phosphowolframat-Komplex des Folinreagenz reduziert. 700 pl Farbmix
und 150 ml verdinnten Probe wurden gemischt und exakt fir 15 min bei RT inkubiert.
Danach erfolgte die Zugabe von 100 pl 1:3 (v:v) Folin-Ciocalteus-Phenolreagenz in H,O,
nach der die Probe sofort kraftig geschuittelt wurde. Nach weiteren 15 min Inbubation bei RT
wurde die Extinktion bei 578 nm (Uvikon 922A, Kontron) gegen Luft gemessen. Die
Proteinmenge wurde anhand einer Eichgerade aus entfettetem BSA im Bereich zwischen 0
und 36 pg bestimmt. Im Gegensatz zur Bradford-Methode muss fiir jede Messung eine neue
Eichreihe hergestellt werden. B-Merkaptoethanol stért die Messung, aber nicht SDS. Um
Eigenfarbung der Proben beriicksichtigen zu kénnen, wurde fiir jeden Ansatz ein Leerwert

gemessen, bei dem das Folin-Reagenz vor der Probe zugegeben wurde.

Farbmix
Lésung A 2 % (wiv) Na,CO3 in 0,1 N NaOH
Lésung B 1 % (w/v) CuSO, * 5 H,O
LésungC 2 % (w/v) Na-K-Tartrat

Vor jedem Test wurde eine frische Losung aus 99 Teilen Lésung A und jeweils 0,5 Teilen

Lésung B und C hergestellt.
2.11. Chlorophyllibestimmung (nach Porra et al. 1989)

Zur Chlorophyllbestimmung wurde die in Ethanol aufgenommene organische Phase der
Chloroform-Methanol-Extraktion oder ein Aliquot der Enzymextraktionen oder der Extraktion
von Chlorophyllen und Proteinen genutzt. Die Probe wurde mit 96%igem (v/v) Ethanol auf 1
ml verdinnt und die Extinktion bei 652 nm an einem Photometer (Uvikon 922A, Kontron)
gegen Ethanol gemessen. Die Konzentrationen von Chlorophyllen in der Kivette in [ug/ml]

wurden nach folgenden Formeln berechnet:

Chla= 12,25 * E663 - 2,55 * E647
Chlb = 20,31 * E647 - 4,91 * E663
Chlsa+b=17,76 * Eg47 + 7,34 * Egs3
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2.12. Phéaophytinbestimmung (nach Vernon 1960)

Die bei der Perchlorsaureextraktion zur Phaophytinbestimmung abgenommenen Aliquots
wurden 2 min bei 16.100 xg zentrifugiert und das Sediment in 1 ml Aceton sorgfaltig
aufgenommen. Bei 4 °C I6ste sich das Phaophytin dber Nacht im Aceton. Der Ansatz wurde
2 min bei 16.100 xg zentrifugiert. An einem Photometer (Uvikon 922A, Kontron) wurden die
Extinktionen bei 666 nm und 655 nm gegen Aceton gemessen. Der Phaophytingehalt in der

Kivette berechnete sich nach folgender Formel:

mg Ph. = (6,8 * Agss) + (26 * Agss)
1000

2.13. Methoden zur Praparation von Nukleinsduren
2.13.1. RNA-Isolierung
Pine-Tree-Methode (nach Chang et al. 1993; modifiziert)

Diese Methode ist sehr effizient fir die Isolierung von RNA aus Gewebe mit hohen Gehalten
an Polysacchariden und/oder Phenolen (Chang et al. 1993) und wurde fiir die Isolierung von
RNA aus Blattern von Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Okotyp Columbia angewandt, die zur
Amplifikation von cDNA-Fragmenten durch RT-PCR verwendet werden sollte (2.14.3.). 200-
400 mg Blattmaterial wurden mit einer Spatelspitze (100-400 mg) Polyclar AT in flissigem N,
zu feinem Pulver gemoérsert. Zu dem Blattmaterial in flissigem N, wurde tropfenweise 1 ml
65 °C warmes Extraktionsmedium gegeben und bis zum vollstdndigen Auftauen der Probe
weiter homogenisiert. Der Extrakt wurde quantitativ in ein 2 ml-Reaktionsgefall tberflihrt,
das bereits 500 pl 1:1 (v/v) Phenol/CHCI; enthielt, und grindlich gevortext. Zur
Phasentrennung wurde der Ansatz 10 min bei 16.100 xg und 4 °C zentrifugiert (5815R, Fa.
Eppendorf, Hamburg). Die Oberphase wurde abgenommen und mit 500 upl 1:1 (v/v)
Phenol/CHCI; gemischt, wieder griindlich gevortext und 6 min zentrifugiert. Die Oberphase
wurde wiederum abgenommen und das Volumen bestimmt. Zur Fallung der RNA wurde V4
Vol. 10 M LiCl hinzugegeben, der Ansatz gevortext und 3 h auf Eis inkubiert. Anschliel3end
wurde der Ansatz 20 min bei 16.100 xg und 4 °C zentrifugiert und das meistens unsichtbare
Pellet in 200-400 pl SSTE resuspendiert. Restliche Proteine wurden mit 1 Vol. CHCI;
extrahiert. Der Ansatz wurde grundlich gevortext und 6 min zentrifugiert. Zur Oberphase
wurden 2 Vol. 99,8 % (v/v) Ethanol gegeben und die Nukleinsaure fir 1-2 h bei -20 °C gefalit.
AnschlieRend wurde der Ansatz 20 min bei 16.100 xg und 4 °C zentrifugiert. Zur Entfernung
Uberschussiger Salze wurde das Pellet mit 300 pl 75 % (v/v) Ethanol gewaschen. Nach 10
min Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet bei 37 °C im offenen

Reaktionsgefal® getrocknet. Die RNA wurde in 50 pl H,O resuspendiert (5 min bei 65 °C,
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dann auf Eis abgekuhlt). Die Qualitat und Konzentration der RNA wurde durch TEA-Agarose-
Gelelektrophorese eines 1 pl-Aliquots und durch Messung der Extinktion bei 260 nm und 280
nm bestimmt (2.13.5.).

Extraktionsmedium
100 mM Tris-HCI, pH 8,0
2 % (W/v) CTAB
2 % (w/v)  PVP K30
25 mM Na,EDTA
2 M NaCl
0,05 % (w/v) Spermidin

Das Medium wurde fir 20 min bei 121 °C autoklaviert und vor Gebrauch mit 10 pl B-

Merkaptoethanol pro ml versetzt.

SSTE
10 mM Tris-HCI, pH 8,0
1 mM Na,EDTA
1 M NaCl

0,5 % (w/v) SDS
Der Puffer wurde fur 20 min bei 121 °C autoklaviert.
2.13.2.Isolierung von Plasmid-DNA
2.13.2.1. Mini-Plasmid-Praparation aus Escherichia coli

Von potentiell positiven Kolonien (z.B. bei Plasmiden mit Blau/weil3-Selektion weille
Kolonien) auf den Transformationsplatten (2.15.7.1.) wurden einige mit sterilen Zahnstochern
gepickt und in Reagenzglaser mit 3 ml LB-Medium und dem geeigneten Antibiotikum
Uberfihrt. Diese wurden uber Nacht bei 37 °C im Schuttler inkubiert. Nachdem die
Bakterienkulturen gewachsen waren, wurden sie auf zwei 1,5 mi-Mikroreaktionsgefalie
verteilt und 2 min bei 16.100 xg zentrifugiert (5415R, Fa. Eppendorf, Hamburg). Der
Uberstand wurde abgenommen und jeweils eine der Doppelproben bei -20 °C eingefroren.
Die Pellets der nicht eingefrorenen Proben wurden in 150 yl STEL-Puffer resuspendiert und
30 s bei 100 °C inkubiert. Dadurch erfolgte eine Lyse der Bakterienzellen (,Triton boiling®).
Anschlielend wurden die Zelltratmmer und die genomische DNA fir 20 min abzentrifugiert.
Nachdem das Pellet mit einem sterilen Zahnstocher entfernt worden war, wurde zum

Uberstand 180 pl Isopropanol gegeben und gut gemischt.
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Nach einer weiteren Zentrifugation fiir 5 min wurde der Uberstand entfernt und das Pellet mit
1 ml 70 % (v/v) Ethanol gewaschen. Es folgte eine letzte Zentrifugation fir 5 min. Der
Uberstand wurde abgenommen und das Pellet fiir 5 min bei 37 °C getrocknet und durch 10
min Inkubation bei 37 °C in 50 pl H,O mit 200 pg/ml RNase A geldst.

STEL-Puffer
50 mM Tris-HCI, pH 8,0
50 mM Na,EDTA
% (w/v) Saccharose
% (vIv) Triton-X-100

Falls sich durch die Restriktionsanalyse herausstellte, dass ein Klon sequenziert werden
sollte, erfolgte zusatzlich eine Mini-Plasmid-Praparation des zweiten Aliquots mit einem
“Qiaprep® Spin Miniprep* Kit (Fa. Qiagen, Hilden). Der Kit basiert auf einer alkalischen Lyse
der Bakterienzellen, gefolgt von einer Bindung der DNA an Kieselgel in Anwesenheit hoher

Salz-Konzentrationen. Die DNA wurde mit 50 pl H,O von der Saule eluiert.
2.13.2.2. Maxi-Plasmid-Praparation aus Escherichia coli

Um gréRere Mengen sauberer Plasmid-DNA zu erhalten, wurden 50 ml TB-Medium mit
entsprechendem Antibiotikum mit einer Bakterienkolonie (siehe 2.15.7.1.) angeimpft und
Uber Nacht bei 37 °C und 250 UpM inkubiert. Die gewachsene Kultur wurde auf vier sterile
12,5 ml-Schraubdeckelréhrchen aufgeteilt und die Zellen 10 min bei 912 xg (5810R, Fa.
Eppendorf, Hamburg) pelletiert. Zur Plasmid-Praparation diente der ,E.Z.N.A.° Plasmid
Miniprep II* Kit (Fa. PeglLab, Erlangen). Die DNA wurde mit 120 pl H,O (5 min bei 37 °C) in

zwei Zentrifugationsschritten (erst in 80 pl, dann in 40 pl) eluiert.
2.13.2.3. Mini-Plasmid-Praparation aus Agrobacterium tumefaciens

Um die Transformation von A. tumefaciens (2.15.7.2.) zu Uberprifen, mussten aus diesem
die Plasmide reisoliert und anschlieBend nochmals in E. coli (siehe 2.15.7.1.) vermehrt
werden, da die DNA-Ausbeute aus Agrobacterium-Plasmid-Praparationen i.d.R. zu gering fur
einen Restriktionsverdau oder eine Sequenzierung ist.

Eine 5 ml-Kultur der gewunschten Kolonie in YEB-Medium mit entsprechenden Antibiotika
(siehe 2.2.2. und 2.2.3.) wurde 2 Tage bei 28 °C angezogen. 3 ml der Kultur wurden auf zwei
1,5 ml-MikroreaktionsgefalRe verteilt und die Zellen 2 min bei 16.100 xg sedimentiert. Der
Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 100 pl Lésung | resuspendiert. Durch Zugabe
von 200 pl Lésung Il und 5 min Schwenken wurden die Zellen lysiert. AnschlieRend wurden
150 pl Lésung Il hinzugefiigt, durch Schwenken gemischt und 5 min auf Eis inkubiert. Zur

Phasentrennung wurde das Gemisch 10 min bei 16.100 xg zentrifugiert. Die obere wassrige
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Phase mit der Plasmid-DNA wurde abgenommen, mit 500 pl 1:1 (v/v) Phenol/Chloroform
versetzt, 1 min gevortext und zur Phasentrennung 5 min bei 16.100 xg zentrifugiert. Die
obere Phase wurde abgenommen und die DNA mit 2 Vol. eiskaltem 99,8 % (v/v) Ethanol und
10 min Inkubation auf Eis gefallt. Nach 15 min Zentrifugation bei 16.100 xg wurde das DNA-
Pellet 15 min bei 37 °C getrocknet und in 30 pl H,O resuspendiert (10 min bei 37 °C). Die

Plasmid-DNA wurde zur Retransformation von E. coli eingesetzt.

Loésung |
25 mM Tris-HCI, pH 8,0
50 mM Glukose
10 mM NaEDTA
Loésung
02 M NaOH
1 % (w/v)  SDS
Loésung I

3 M KCH3COO, pH 4,8

Die Lésungen wurden entweder selbst angesetzt oder aus dem “Qiaprep® Spin Miniprep® Kit

(Fa. Qiagen, Hilden) genommen.
2.13.3. Ethanolfdllung von DNA oder RNA

Zur Aufkonzentrierung von Nukleinsaurelésungen wurde eine Fallung der DNA oder RNA
durchgefiihrt. Hierzu wurden 0,1 Vol. 3 M Na-Acetat, pH 6,0 und 2,5 Vol. 99,8 % (v/v)
Ethanol zugegeben und die Nukleinsauren bei -20 °C fiir mindestens 1 h gefallt. Nach 10 min
Zentrifugation bei 16.100 xg und 4 °C wurde das Pellet mit 75 % (v/v) Ethanol gewaschen,
erneut 5 min abzentrifugiert, etwa 15 min bei 37 °C getrocknet und in einem geringeren

Volumen H,O oder Puffer resuspendiert.
2.13.4. Phenol/Chloroform-Reinigung von DNA

Zur Reinigung von DNA-L&sungen von Proteinen- oder Polysacchariden wurde die Losung
mit 1 Vol. 1:1 (v/v) Phenol/Chloroform versetzt, gevortext und zur Phasentrennung fiir 5 min
zentrifugiert. Denaturierte Proteine sammeln sich dabei an der Phasengrenze. Dieser
Arbeitsschritt wurde je nach Bedarf ein- bis dreimal wiederholt. Die wassrige Oberphase
wurde abgenommen, in ein neues Reaktionsgefal Uberfihrt und mit 1 Vol. Chloroform
grindlich gemischt. Zur Phasentrennung wurde wiederum fir 5 min zentrifugiert. Die
wassrige Oberphase wurde in ein neues Reaktionsgefaly tberfihrt und die Nukleinsauren
mit Ethanol gefallt (2.13.3.).



2. Material und Methoden 52

2.13.5. Bestimmung der Nukleinsdaurekonzentration

Zur Bestimmung von Nukleinsaurekonzentrationen wurden zwei Methoden verwendet. Bei
beiden konnte eine Kontamination mit Polysacchariden zu einer Uberschatzung der DNA-
oder RNA-Menge flihren. Zum einem wurde ein 1 pl-Aliquot der Lésung durch TEA-Agarose-
Gelelektrophorese (2.17.1.) aufgetrennt und nach der Farbung mit Ethidiumbromid die DNA-
bzw. rRNA-Banden in ihrer Intensitdt mit einer Bande des verwendeten A-Pstl-Markers
verglichen. Aus der GroRe und Intensitat der betreffenden Markerbande, der GesamtgrofRe
des A-Genoms (50 kb) und der aufgetragenen Gesamtmenge an A-DNA (1 ug) konnte die
DNA- bzw. RNA-Menge abgeschatzt werden.

Fir eine genauere Quantifizierung wurde die Abschatzung durch die Elektrophorese mit
einer photometrischen Bestimmung verglichen. Doppelproben von 1 ul Nukleinsdurelésung
wurden in je 600 yl H,O verdinnt und die Extinktion bei 230, 260 und 280 nm gemessen
(Uvikon 922A, Fa. Kontron, Mailand, Italien). Die Quotienten der Extinktionswerte (230
nm/260 nm und 260 nm/280 nm) stellen ein Mal® fur die Verunreinigung der Losung mit
Polysacchariden bzw. Proteinen dar. Idealerweise sollten die Quotienten zwischen 1,8 und

2,0 liegen. Die Nukleinsaurekonzentrationen wurden nach folgenden Formeln berechnet:

RNA [“g/ml] = E260 *42* VKUvette * VAquuot !
DNA [“g/ml] = E260 *50* VKUvette * VAquuot !

Die Extinktionskoeffizienten gelten fir doppelstrangige DNA und einzelstrangige RNA
(Sambrook und Russel 2001).

2.14. DNA-Amplifikation
2.14.1. Ableitung von synthetischen Primern

Fur die Synthese von Oligonukleotiden, die als spezifische Primer in einer PCR-Reaktion
dienten, wurden bestimmte Sequenzen der zu amplifizierenden DNA nach folgenden
Kriterien ausgewahlt. Sie sollten aus 18-22 Nukleotiden bestehen, die letzten 6 Nukleotide
(5> 3’) einen G/C-Gehalt von 50-67 % besitzen und mit einem G oder C enden. Zudem
sollten die Primer, die jeweils zusammen in einer PCR eingesetzt werden, ahnliche Schmelz-
Temperaturen haben. Dies ist die Temperatur, bei der sich die Primer von der Template-

DNA abldsen. Sie kann nach folgender Formel berechnet werden:
T [°C] =69,3 °C + 0,41 * [%GC] — 650/n (n = Anzahl der Nukleotide)

Um eine gute Amplifikationsrate zu gewahrleisten, mussten die Primer so beschaffen sein,

dass sie eine geringe Tendenz zur Bildung von Sekundarstrukturen und zur Hybridisierung
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miteinander besalien. Dies wurde mit den Computerprogrammen ,foldrna“ und ,besfit* des
Wisconsin Package der Genetics Computer Group (GCG), Madison, USA getestet. Alle

verwendete Primer wurden von der Firma MWG (Ebersberg) hergestellt.
2.14.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode, mit der gezielt spezifische DNA-
Sequenzen in vitro mehr als 10°fach vermehrt werden (Mullis und Faloona 1987). Die DNA
wird thermisch denaturiert und mit Primern hybridisiert, die antiparallel an die 5'-
Randbereiche der zu amplifizierenden DNA-Sequenz (Template-DNA) binden. Die
hitzestabile Tag-Polymerase katalysiert im nachsten Schritt die komplementare
Polymerisation von Nukleotiden an die freie 3"-OH-Gruppe der Primer. Bei mehrfacher
Wiederholung der Reaktionsfolge kommt es exponentiell zu einer selektiven Amplifikation
der DNA-Sequenz, die durch die Oligonukleotide flankiert wird. Da die eingesetzten
Oligonukleotide nach einer Verlangerungsreaktion Bestandteile der neue DNA-Molekile sind
und somit als Template-DNA fir die nachste Amplifikationsreaktion dienen, kann man durch
modifizierte Primer z.B. Restriktionsschnittstellen in die Randbereiche der amplifizierten DNA
einfligen.

Fir die PCR wurden verschiedene Thermocycler mit beheizbarem Deckel verwendet
(TGradient, Fa. Biometra, Goéttingen; Mastercycler personal und Mastercycler gradient, Fa.

Eppendorf, Hamburg).

Standardansatz (50 ul)

5 Ml 10x Taq-Puffer
3 ul 25 mM MgCl,
2 i Template-DNA
1 ] 10 mM dNTPs
1 i 100 pmol/pl 5°-Primer
1 Ml 100 pmol/pl 3’-Primer
1 i Taqg-Polymerase
36 ul H.O

Dieser Ansatz wurde gut gemischt und die Amplifikationsreaktion im Thermocycler gestartet.

10x Taq-Puffer
100 mM Tris-HCI, pH 9,0
500 mM KCI
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Standard-Programmierung

94 °C 30s (Denaturierung)

94 °C 30s (Denaturierung)
(Tm—=3°C) 30s (Anlagerung)

72 °C (1 min/kb) (Elongation)

Die Schritte 2 bis 4 wurden 29mal wiederholt

72 °C 10 min (terminale Elongation)

Die Amplifikationsprodukte wurden durch eine TEA-Agarose-Gelelektrophorese (2.17.1.)

analysiert.
2.14.3.RT-PCR

Die Methode der Reverse-Transkriptase-PCR (Mullis und Faloona 1987) diente der
Amplifikation von einem bekannten Sequenzabschnitt auf der Basis von mRNA aus
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.. Das hierfur notwendigen Enzym, die Reverse-
Transkriptase (RT), synthetisiert auf der Basis einer RNA-Matrize einen komplementéaren
DNA-Gegenstrang (cDNA) und besitzt keine Exonukleaseaktivitat. Ein Oligo(dT)-Primer, der
mit der poly(A)-Schwanz am 3'-Ende einer mRNA hybridisiert, diente als Template fur die RT
3 pug RNA und 50 pmol dTy-Primer wurden mit H,O auf 12 ul aufgeflllt und fir 5 min bei 65
°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz auf Eis gestellt und folgende Reagenzien

hinzugegeben:

4 Ml 5x RT-Puffer

1 i RNAse-Inhibitor
2 1] 10 mM dNTPs

1 1] MLV-RT

Der Ansatz wurde gemischt und fir 90 min bei 37 °C inkubiert. Die gewtnschte cDNA-
Sequenz konnte durch eine PCR (2.14.2.) mit spezifischen Primern aus dem Ansatz

amplifiziert werden (2 pl pro Reaktion).
2.14.4. Kolonie-PCR

Zur schnellen Untersuchung von Bakterienkolonien auf das Vorhandensein eines Plasmids
mit dem gewdilnschten Insert kann das Prinzip der PCR auch eingesetzt werden. Gegenlber
der Mini-Plasmid-Praparation (2.13.2.1.) mit anschlie®Bendem Restriktionsverdau (2.15.1.)
hat diese Methode den Vorteil, dass eine hohe Zahl an Bakterienkolonien (ca. 50) einfach
und sehr schnell sequenzspezifisch auf das richtige Insert durchsucht werden kann, was bei
Ligationen mit geringer Insertionsrate oder bei Vektoren ohne Blau/weil3-Selektion ndtig ist.

Zudem kann gleichzeitig die Richtung der Insertion bestimmt werden.
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Jede Kolonie wurde mit einem sterilen Zahnstocher gepickt, der dann in ein mit 20 pl H,O
gefllltes 0,5 ml-Reaktionsgefall getaucht wurde. Dann wurde mit dieser Kolonie am
Zahnstocher eine Ubernacht-Kultur mit 3 ml LB-Medium und dem geeignetem Antibiotikum
angeimpft und Gber Nacht bei 37 °C geschittelt. Diese Kulturen konnten ggf. am nachsten
Tag fur eine Mini-Plasmid-Praparation verwendet werden. Die Bakterienzellen in der 20 ul
Bakteriensuspension wurden durch Erhitzen auf 100 °C fir 10 min zerstért und die darin

enthaltenen Plasmide freigesetzt.

Reaktionsansatz (25 pl)

10 I Bakteriensuspension
25 i 10x Taq-Puffer
1,5 25 mM MgCl,
0,5 10 mM dNTPs
0,5 ul 100 pmol/pl 5°-Primer
0,5 100 pmol/pl 3’-Primer
0,5 Tag-Polymerase
9 ul H,O

Dieser Ansatz wurde gut gemischt und die Amplifikationsreaktion in einem Thermocycler
gestartet. Die Programmierung des Thermocyclers erfolgte wie in 2.14.2. beschrieben. Zur
Analyse der Amplifikationsprodukte = wurde anschlieRend eine TEA-Agarose-
Gelelektrophorese (2.17.1.) durchgefihrt.

2.14.5. DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Kettenabruchmethode (Sanger et al. 1977). Nach
dieser Methode befinden sich im Reaktionsansatz fir eine PCR-Amplifikation der zu
sequenzienden DNA neben den vier Desoxynukleotiden auch die entsprechenden
Didesoxynukleotide (Terminatoren), welche bei Einbau einen Abbruch der DNA-Synthese
herbeifihren. Die mit dRhodamin markierten Didesoxynukleotide (,ABI PRISM dRhodamine
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit, Fa. PerkinElmer, Jigesheim)
ermoglichen die Fluoreszenz-Detektion (Emissionsspektren von 450-650 nm) der

Kettenabbruchprodukte wahrend einer Gelelektrophorese im Analysegerat.

PCR-Ansatz
200 ng Plasmid-DNA (1:5 mol DNA/mol Primer)
2 i 2 pmol/ul Primer
2 i Terminator Ready Reaction Mix

ad10 H,O
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Thermocycler-Programmierung

96 °C 10s (Denaturierung)
50 °C 5s (Anlagerung)
60 °C 4 min (Elongation)

Dieser Zyklus wurde 25mal wiederholt.

Als Sequenzierungs-Primer dienten meist in der Nahe der Klonierungsstelle liegende
Sequenzabschnitte der verwendeten Vektoren (T7- und SP6-Promotor und -Teminator, M13-
forward und -reverse; 2.2.4.). Im Anschluss an die Kettenverlangerungsreaktion mussten
nicht eingebaute dRhodamin-ddNTPs durch eine Ethanolfallung entfernt werden. Dazu
wurden zu 10 pyl PCR-Ansatz 1 pl 1,5 M NaCH3;COO, pH > 8, 250 mM EDTA und 35 ul 99 %
(v/v) Ethanol gegeben und gut gemischt. Die Probe wurde fir 2 h auf Eis inkubiert, danach
fiir 15 min bei 16.100 xg und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Das (i.d.R. nicht
mit bloen Auge erkennbare) Pellet wurde mit 150 pl 75 % (v/v) Ethanol gewaschen. Nach
einer weiteren Zentrifugation fir 15 min wurde der Uberstand verworfen und das Pellet 1 min
bei 90 °C im offenen Reaktionsgefal} getrocknet. Danach wurde es in 25-40 pl ,Template
Suppression Reagent® (Fa. PerkinElmer, Jigesheim) gelést und 2 min bei 95 °C denaturiert.
Bis zur Sequenzierung wurde die Probe auf Eis aufbewahrt. Die chromatographische
Auftrennung und Fluoreszenz-Detektion der Kettenverlangerungs-Produkte erfolgte in einem
ABI Prism 310 Genetic Analyzer (PerkinElmer). Die Auswertbarkeit der Chromatogramme
(Leseweite) lag bei etwa 400-500 bp. Die erhaltenen Nukleotidsequenzen wurden mit denen

von bereits bekannten DNA-Fragmenten verglichen.
2.15. Klonierungsmethoden
2.15.1. Restriktionsverdau von DNA-Fragmenten

Die sequenzspezifische Spaltung von doppelstrangiger DNA durch Restriktionsenzyme
diente dazu, Vektoren fir die Aufnahme eines Inserts zu linearisieren, ein Insert aus einem
Plasmid herauszuschneiden, die Enden von Insert und/oder Vektor fiir eine Ligation
vorzubereiten, unerwiinschte Sequenzabschnitte aus Plasmiden zu entfernen, sowie dazu,
ein Plasmid zu schneiden, um die Richtigkeit einer Klonierung zu Uberprifen (2.15.4.) oder
eine Restriktionskarte einer DNA-Sequenz herzustellen oder zu Uberprufen. Je nach Enzym
entstehen bei der Spaltung 3’- oder 5’-Uberh@ngende (,sticky“) oder glatte (,blunt) DNA-

Enden.
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Standardansatz
50-500 ng Plasmid-DNA
2 i 10x Reaktionspuffer flir das Enzym
0,5 ul 10 U/ul Restriktionsenzym
ad 20 ul H,O

Der Restriktionsansatz wurde 1 h bei der optimalen Temperatur des jeweiligen Enzyms
(i.d.R. 37 °C) inkubiert und anschlieRend durch Analyse eines 10 pl-Aliquots in einem
Agarosegel Uberprift (2.17.1.). Bei Doppelspaltungen wurde der nach Angabe des
Herstellers flr beide Enzyme am besten geeignete Puffer ausgewahlt. Um unspezifische
Reaktionen durch zu hohe Glycerinkonzentration im Reaktionsansatz zu vermeiden, lag das
eingesetzte Volumen an Restriktionsenzymen unter 10 % des gesamten Reaktions-
volumens. Sollten groflere DNA-Mengen quantitativ verdaut werden, wurden entsprechend
alle Komponenten des Ansatzes im gleichen Verhaltnis zueinander in groReren Mengen

eingesetzt und der Ansatz 2-4 h bei der entsprechenden Temperatur inkubiert.

2.15.2.Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zur Trennung eines bestimmten DNA-Fragments von anderen im Versuchsansatz
vorhandenen DNA-Fragmenten, die nach einem Restriktionsverdau oder einer PCR
entstanden waren, wurde die DNA zuerst durch eine praparative TEA-Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt (2.17.1.). Die Geltaschen wurden so erstellt, dass sie das
Auftragen von bis zu 50 pl Probenvolumen erlaubten. Die Auftrennung erfolgte bei einer
Spannung von 40-60 V. Die gesuchte DNA-Bande wurde dann unter langwelligen (366 nm)
UV-Licht aus dem Gel herausgeschnitten und die DNA von der Agarose und dem
gebundenen Ethidiumbromid unter Verwendung des MinElute Gel Extraction Kits (Fa.
Qiagen, Hilden) getrennt. Nach dem Schmelzen der Agarose bei 50 °C in einem Puffer mit
einem chaotropen Salz wurde die DNA selektiv bei hohen Salzkonzentrationen an Kieselgel-
Partikel gebunden. SchlieRlich wurde die DNA mit 12 ul H,O eluiert und durch TEA-Agarose-
Gelelektrophorese von 1 pl Eluat quantifiziert (2.17.1.).

2.15.3. Auffillen von iliberstehenden 5°-Enden doppelstrangiger DNA-Molekiile

Zur Ligation von DNA-Fragmenten (2.15.4.) mit nicht-komplementaren Uberstehenden 5°-
Enden war es in einigen Fallen nétig, die Enden in glatte Enden umzuwandeln. Dazu wurde
eine Auffillreaktion mit dem Klenow-Fragment der DNA-Polymerase durchgefiihrt. Das
Klenow-Fragment ist das groRe Fragment eines proteolytischen Verdaus der E. coli DNA-
Polymerase | mit Subtilisin und wird verwendet, weil sie keine 5'— 3" Exonukleaseaktivitat

besitzt.
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Reaktionsansatz
2 Mg gereinigte DNA
4 1] 10 mM dNTPs
4 9] 10x Klenow-Fragment-Puffer
1 9] Klenow-Fragment (2 U/ul)
ad 40 1] H,O

Die Reaktion erfolgte bei 37 °C fur maximale 20 min, um zu vermeiden, dass das Klenow-
Fragment nach Verbrauch des freien dNTPs mit 3'—» 5" Exonukleaseaktivitat auf die DNA
wirkt. Die DNA wurde durch Gelelution gereinigt (2.15.2.).

2.15.4. Ligation von DNA-Molekiile

Mit der DNA-Ligase aus dem Bakteriophagen T4 koénnen lineare doppelstrangige DNA-
Moleklle miteinander verknipft werden, wenn die Enden entweder beide Uberstehend
(»Sticky“) und zueinander komplementar oder beide glatt (,blunt®) sind. Auflerdem muss
zumindest eine freie 5° Phosphatgruppe an einem Doppelstrangende und eine freie
3'Hydroxygruppe am anderen vorhanden sein. Die Ligation wurde benutzt, um PCR-
Produkte (2.14.2.) oder durch Restriktionsverdau (2.15.1.) aus einem DNA-Molekdl
ausgeschnittene Fragmente (Inserts) in einen linearisierten Vektor einzufligen. In der Regel
wurden sowohl das Insert als auch der Vektor zuvor durch eine Gelelution (2.15.2.) gereinigt.
PCR-Produkte wurden in den Klonierungsvektor pPGEM®-T Easy durch eine sogenannte T/A-
Klonierung hinein ligiert. Der fertig linearisierte Vektor besitzt an seinen freien 3" Enden
Uberhangende Thymidine, die mit den an den 3" Enden Uberhangenden Adenine der PCR-

Produkte, die von der Tag-Polymerase erzeugt werden, ligiert werden kdnnen.

Standardansatz
30 ng Vektor

300 ng Insert-DNA
0,5 10x Y*Tango-Puffer
1 i T4-DNA-Ligase
1 1] 1mMDTT
1 ul 10 mM ATP

ad 10 i H,O

Das molare Verhaltnis Vektor zu Insert sollte dabei ca. 1:50 betragen. Die Reaktion erfolgte
Uber Nacht bei 15 °C. 5 ul des Ansatzes wurden fir die Transformation von E. coli-Zellen
(2.15.7.1.) verwendet, der Rest wurde fir eine mogliche zweite Transformation bei -20 °C

gelagert.
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2.15.5. Herstellung chemisch kompetenter Escherichia coli-Zellen

(nach Inoue et al. 1990; modifiziert)

Fur die Transformation von E. coli-Zellen sollten sie zuerst fur die Aufnahme des Plasmides
vorbereitet (kompetent gemacht) werden. Die hier beschriebene Methode lieferte
hochkompetente Zellen, die flr die Transformation mit Ligationsprodukte mit geringer
Insertionsrate geeignet waren.

Fur die ganze Prozedur wurden nur sterile Glasgefalle verwendet, die zuerst mit H,O gefillt
autoklaviert wurden, um eventuelle Spuren von Detergenzien zu beseitigen. 5 ml SOC-
Medium wurden in einem 100 ml-Erlenmeyerkolben mit einer Einzelkolonie von E. coli DH5a.
angeimpft und ca. 8 h bei 37 °C und 250 UpM geschiittelt. Mit 10 ul dieser Vorkultur wurden
weitere 5 ml SOC-Medium angeimpft und bei 37 °C und 250 UpM Uber Nacht inkubiert. Am
folgenden Tag wurden 300 ml SOC-Medium in einem 2 I-Erlenmeyerkolben mit der
gesamten Vorkultur angeimpft und bei 37 °C und 250 UpM geschittelt, bis die Kultur eine
ODeggo von 0,25 gegen SOC erreicht hatte, und dann bei 18 °C und 250 UpM weiter inkubiert,
bis die Kultur eine ODgy von 0,4-0,5 erreicht hatte. Die Bakterienkultur wurde dann auf
sechs 50 ml-Rdéhrchen verteilt und 10 min bei 912 xg und 4 °C abzentrifugiert (5810R, Fa.
Eppendorf, Hamburg). Alle weiteren Arbeitsschritte erfolgten im Kihlraum bei 4 °C, und die
Zellen wurden sténdig auf Eis gehalten. Die Bakterienpellets wurden in je 15 ml kaltem
Transformationspuffer vorsichtig resuspendiert und 15 min auf Eis inkubiert. Anschlielend
wurden je 30 ml Suspension in einem 50 ml-Rdhrchen vereinigt und die Zellen wiederum 10
min bei 912 xg und 4 °C pelletiert. Beide Pellets wurden wieder in je 15 ml
Transformationspuffer resuspendiert und 525 yl DMSO wurden langsam unter stetigem
Mischen zu jeder Suspension gegeben. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurden nochmals 525
Ml DMSO zu jeder Suspension gegeben. Nach weiteren 5 min Inkubation auf Eis wurden die
Bakteriensuspensionen in 200 pl-Portionen aliquotiert und in flissigem N, schockgefroren.
Die Lagerung der Bakterien erfolgte bei -80 °C. Frisch hergestellte kompetente Zellen
wurden jeweils durch Transformation (2.15.7.1.) mit 1 pl Plasmid-DNA oder 1 pl H,O auf ihre

Transformationsrate und auf Kontamination mit Antibiotikum-resistenten Bakterien getestet.

Transformationspuffer
10 mM PIPES, pH 6,7
15 mM CaCl,
250 mM KCI
55 mM MnCl,

Vor der Zugabe von MnCl, wurde die Losung mit 1 M KOH auf pH 6,7 eingestellt. Die

Pufferldsung wurde fir 20 min autoklaviert.
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2.15.6. Herstellung chemisch kompetenter Agrobacterium tumefaciens-Zellen

Zur Praparation von kompetenten A. tumefaciens-Zellen wurden 5 ml YEB-Medium mit den
entsprechenden Antibiotika in einem 100 ml-Erlenmeyerkolben mit einer Einzelkolonie von A.
tumefaciens LBA4404 angeimpft und ca. 20 h bei 28 °C und 250 UpM geschittelt. Am darauf
folgenden Tag wurden 100 ml YEB-Medium + Antibiotika in einem 500 ml-Erlenmeyerkolben
mit der gesamten Vorkultur angeimpft und unter Schutteln bei 28 °C bis zu einer ODgg von
0,5 gegen YEB-Medium + Antibiotika inkubiert. Die Bakterienkultur wurde dann auf 50 mi-
Roéhrchen verteilt und fiir 15 min auf Eis abgekihlt. Ab diesem Arbeitsschritt wurden die
Zellen standig auf Eis gehalten. Die Zellen wurden 10 min bei 912 xg und 4 °C (5810R, Fa.
Eppendorf, Hamburg) zentrifugiert und die Sedimente in jeweils 10 ml eiskaltem 150 mM
NaCl vorsichtig resuspendiert. Nach einer weiteren Zentrifugation wurden die Zellsedimente
in jeweils 1 ml eiskaltem 75 mM CaCl, resuspendiert und in 200 pl-Aliquots in flissigem N,
eingefroren. Eine Lagerung bei -80 °C ermdglichte die Nutzung der Zellen Gber mehrere

Wochen.
2.15.7. Transformationsmethoden
2.15.7.1. Transformation von Escherichia coli

Zur Vermehrung und Analyse eines rekombinanten Plasmids wurden E. coli-Zellen mit
diesem zunachst transformiert. 200 yl kompetenter Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut.
Dann wurden 5 pl Ligationsansatz (2.15.4.) oder 0,5-1 pl Plasmid-Praparation (2.13.2.)
zugegeben, gemischt und 15 bis 30 min auf Eis inkubiert. Die Transformation wurde durch
einen Hitzeschock bei 42 °C fir 30 s beendet. Der Ansatz wurde zuriick auf Eis gestellt und
dann mit 800 pl SOC-Medium (2.2.7.) gemischt. Danach wurden die Bakterien fir 1 h bei 37
°C inkubiert, damit die Antibiotikumresistenzgene auf den Plasmiden exprimiert werden
konnten. Die Zellen wurden in Aliquots (z.B. 200 und 800 ul) auf LB-Agar-Platten mit dem
geeignetem Antibiotikum (2.2.3.) ausgestrichen. Die Platten wurden dann bei 37 °C lber
Nacht inkubiert, so dass die transformierten Zellen Kolonien bilden konnten. Die Vektoren
pGEM®-T Easy, pSPORT1 und pCAMBIA 1200 ermdglichten eine Blau/weiR-Selektion
(Sambrook und Russel 2001): die Klonierungsstelle liegt im lacZ-Gen, das das a-Peptids des
Enzyms B-Galactosidase kodiert. Durch Inkubation mit Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid
(IPTG) wird der lacZ-Promotor induziert und B-Galactosidase gebildet. Die Bakterien sind
nun in der Lage, aus dem im Medium enthaltenen synthetischen Substrat 5-Brom-4-Chlor-3-
Indolyl-B-D-Galactopyranosid (X-Gal) einen blauen Farbstoff freizusetzen. Bakterienzellen,
die bei der Transformation einen leeren Vektor enthalten haben, erscheinen dadurch blau.

Bei einer gelungenen Ligation wird das /lacZ-Gen durch das Insert unterbrochen und die f3-
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Galactosidase somit nicht gebildet. Positive Transformanten bilden daher weile Kolonien.
Zur Blau/wei3-Selektion wurden die LB-Platten mit IPTG und X-Gal supplementiert (2.2.8.).

2.15.7.2. Transformation von Agrobacterium tumefaciens

200 pl kompetenter A. tumefaciens-Zellen wurden zur Vermeidung von Eiskristallbildung in
der Hand aufgetaut und sofort auf Eis abgekihlt. 1 pg Plasmid-DNA wurde zu den
kompetenten Zellen gegeben. Der Ansatz wurde gemischt und mindestens 30 min auf Eis
inkubiert. Danach wurden die Zellen in flissigem N, eingefroren und anschlieRend fur 5 min
bei 37 °C aufgetaut. Der Ansatz wurde abgekuhlt, mit 800 pl YEB-Medium (2.2.7.) gemischt
und zur Expression des/der Resistenzgen(e) in einem 15 mI-Réhrchen 3 h bei 28 °C und 250
UpM geschiittelt. Anschlieend wurden Aliquots a 10, 100 und 890 pl auf Selektionsmedium
(YEB-Agar + Antibiotika) ausplattiert und zwei Tage bei 28 °C inkubiert.

2.16. Transformation von Nicotiana tabacum L.

Die stabile Transformation von N. tabacum L. wurde Uber Agrobacterium-vermittelten
Gentransfer durchgefihrt und erfolgte nach der Blattscheiben-Methode (Horsch et al. 1985;
modifiziert). 2,5 ml einer Kultur von zuvor mit einem bindren Plasmid transformierten A.
tumefaciens in YEB-Medium mit dem geeigneten Antibiotikum wurden fir 5 min bei 698 xg
abzentrifugiert und in 50 ml YEB-Medium resuspendiert. Blatter von steril angezogenen
Tabakpflanzen wurden in 1-2 cm? groRBe Stiicke geschnitten und fiir 2-3 min in der
Bakteriensuspension inkubiert. AnschlieBend wurden die Blattstlicke dreimal in sterilem
Leitungswasser abgespiilt und auf sterilem Whatmann-Papier abgetropft, um Gberschiissige
Bakteriensuspension zu entfernen. Die fertigen Blattsticke wurden mit der Blattunterseite
nach unten auf 2MS-Agar-Medium gelegt und 2 Tage im Dunkeln bei 22 °C inkubiert.
Wahrend dieser Co-Kultivierung konnten die Agrobacterien ihre T-DNA in die Pflanzenzellen
transferieren, so dass die Fremd-DNA sich stabil ins Pflanzengenom integrieren konnte.
Nach dieser Phase wurden die Blattstlicke auf SHI-Medium mit Antibiotikum Uberflhrt und in
einem Klimaschrank mit einem Licht/Dunkel-Rhythmus von 16 h/8 h und bei 25 °C inkubiert.
Die Hormone des Mediums induzieren die Bildung von Kallusgewebe, aus dem sich Sprosse
regenerieren konnen. Die dem SHI-Medium beigefiigten Antibiotika dienen zum einem dem
Abtéten von Agrobakterien (Cefotaxim) und zum anderen der Selektion transgener
Pflanzenzellen. Das Umlegen der Blattstiicke auf frisches SHI-Medium mit Antibiotikum
wurde in den ersten drei Wochen wochentlich und anschlieRend 14-tagig bis zur Ausbildung
von Sprossen wiederholt. Die Spitzen von regenerierten Sprossen wurden zur Bewurzelung

auf hormonfreies 2MS-Agar-Medium mit Cefotaxim und Selektionsantibiotikum umgesetzt.

SHI-Medium: steriles 2MS-Agar-Medium, 1 ug/ml BAP, 0,2 ug/ml NAA, 500 ug/ml Cefotaxim
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Stammlésungen: 0,4 mg/ml 6-Benzylaminopurin (BAP) in 99,8 % (v/v) Ethanol; 1 mg/ml a-
Naphtylessigsaure (NAA) in DMSO; 250 mg/ml Cefotaxim. BAP- und Cefotaxim-Ldsungen

wurden sterilfiltriert.

2.17. Gelektrophoretische Trennmethoden

2.17.1. TEA-Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA oder RNA durch TEA-Agarose-Gelelektrophorese diente zur
Quantifizierung (2.13.5.) und Reinheitstberprifung, Fragment-Gréf3enbestimmung, Kontrolle
von Restriktionsverdau (2.15.1.), Detektion von PCR-Produkte (2.14.2.) und zur gezielten
Isolierung bestimmter Fragmente (2.15.2.). Die Gele bestanden aus 1 % (w/v) Agarose in 1x
TEA-Puffer und 0,1 pg/ml Ethidiumbromid zur Farbung der Nukleinsduren. Vor der Zugabe
von Ethidiumbromid wurde die Agarose durch Aufkochen geschmolzen und bis zum Giel3en
der Gele bei 60 °C aufbewahrt. Flr die Gelelektrophorese von RNA wurden die Gelkammer
und GieRvorrichtung 1 h in 1 % (w/v) SDS eingelegt, um RNAasen zu inaktivieren. Vor dem
Probenauftrag wurde den Proben jeweils 0,2 Vol. ,oading dye* zugesetzt. Als
Grolenstandard diente mit Pstl verdaute A-DNA. Die Elektrophorese erfolge bei 70 V in 1x
TEA-Puffer. Alternativ wurden die Gele ohne Ethidiumbromid gefahren und nach dem Lauf
flr 5-15 min in 2 pg/ml Ethidiumbromidlésung gefarbt und ebenso lange in H,O entfarbt. Die
DNA-Banden konnten dann auf einem UV-Transilluminator sichbar gemacht und

photographiert werden (FLX-20M, Fa. Vilber Lourmat, Marne La-Vallet, Frankreich).

50x TEA-Puffer

2 M Tris/Acetat, pH 8,3
100 mM Na,EDTA
.loading dye”
10 mM NaPOy, pH 7,0

50 % (vIv) Glycerin
0,4 % (wiv) Orange G

2.17.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) (Laemmli
1970) werden Proteine durch die Bindung von SDS denaturiert und mit einer einheitlich
negativen Oberflachenladung versehen. Dies erlaubt eine elektrophoretische Auftrennung,
bei der die Wanderungsgeschwindigkeit nur durch das Molekulargewicht und nicht die
Tertiarstruktur oder Eigenladung der Proteine bestimmt wird. Die Proteinproben wurden
zunachst mit Probenpuffer mindestens im Verhaltnis 1:2 versetzt. Durch Aufkochen fiir 5 min

bei 95 °C wurden die Proteine denaturiert.
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Probenpuffer
15

2
20
0,01

mM

% (w/v)
% (vIv)
% (vIv)
% (VvIv)

Tris-HCI, pH 6,8
SDS
B-Mercaptoethanol
Glycerin

Bromphenolblau

2.17.2.1. Zusammensetzung der Gele und Elektrophorese

Die Polyacrylamidgele enthielten 8 bis 12 % (w/v) Acrylamid im Trenngel und 5 % (w/v) im

Sammelgel, die Dicke der Gele betrug 0,75 mm, die Lange des Sammelgels betrug ca. 0,8

cm und die Lange des Trenngels 5,4 cm. Sie wurden in Mini Protean llI-Kkammern (Fa.

BioRad, Mlinchen) gegossen.

Zusammensetzung der Gele:

Sammelgel (5% T)

0,125 M

0,1
4,87
0,13
0,05
0,1

Trenngel (12 % T)

% (wiv
% (wiv
% (wiv
% (wiv

% (VIV)

)
)
)
)

0,375 M

0,1
11,68
0,32
0,05
0,05

Stammldsungen:

Sammelgelpuffer 0,5
0,4
Trenngelpuffer 1,5
0,4
Acrylamid 29,2
0,8
APS 10

% (wiv
% (wiv
% (wiv
% (wiv

% (vIv)

)
)
)
)

% (wW/v)

% (w/v)

% (wiv)
% (w/v)

% (W/v)

Tris-HCI, pH 6,8

SDS

Acrylamid
N,N-Methylenbisacrylamid
APS

TEMED

Tris-HCI, pH 8,8

SDS

Acrylamid
N,N-Methylenbisacrylamid
APS

TEMED

Tris-HCI, pH 6,8
SDS

Tris-HCI, pH 8,8
SDS

Acrylamid
N,N-Methylenbisacrylamid

Ammoniumperoxodisulfat
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TEMED 100 % N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Es wurde zundchst das Trenngel gegossen und mit H,O-gesattigtem Isobutanol
Uberschichtet, um Luftblasenbildung zu verhindern und eine gerade Geloberflache zu
erzeugen. Nach der Auspolymerisation (ca. 30 min) wurde das Isobutanol mit H,O entfernt
und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Die Polymerisationsdauer betrug ebenfalls
etwa 30 min. Im Anschluss daran wurde das Gel in die Elektrophorese-Apparatur
eingespannt und diese mit Laufpuffer befillt. Pro Geltasche konnten bis zu 20 pl Probe auf
das Gel geladen werden. Die Elektrophorese erfolgte zunachst fir 18 min bei 100 V (ca. 15
mA pro Gel), dann fiir weitere ca. 40 min bei 200 V (ca. 25 mA pro Gel) bis der
Bromphenolblau-Marker das Ende des Trenngels erreichte. Spannung und Leistung des
Spannungsgerates (Consort E 865, Fa. Scie-Plas, Southam, England) wurden dabei auf die
maximalen Werte eingestellt. Zur Grolkenbestimmung wurde ein ,Protein Molecular Weight

Marker* (Fa. MBI-Fermentas, Vilnius, Litauen) mit Markerproteinen von 14,4-116 kDa

verwendet.
Laufpuffer
50 mM Tris-HCI
380 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
GroRenstandard
116 kDa B-Galactosidase
66,2 kDa BSA
45 kDa Ovalbumin
35 kDa Laktatdehydrogenase
25 kDa RE Bsp98l|
18,4 kDa B-Lactoglobulin
14,4 kDa Lysozym

Die im Gel aufgetrennten Proteine konnten durch Coomasie angefarbt (2.17.2.2.) oder zur

immunologischen Detektion auf eine Nitrozellulosemembran geblotet werden (2.18.1.).
2.17.2.2. Coomassie-Farbung

Die Coomassie-Farbung dient zum Nachweis von Proteinen in Polyacrylamid-Gelen, bei
denen die aufgetragene Proteinmenge ca. 2-20 ug betragt. Hierzu wurde das Gel flr
mindestens 30 min in Farbeldsung fixiert und angefarbt. AnschlieRend wurde das Gel
mehrmals fir 15 min in Entfarber inkubiert, bis der Gelhintergrund nahezu farblos war. Das

entfarbte Gel konnte dann fir lange Zeit in H,O gelagert werden.
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Farbelésung
40 % (VvIv) Methanol
10 % (VIv) Essigsaure
0,25 % (w/v) Coomassie® brilliant blue G-250

Entfarber
50 % (viv) Methanol

10 % (viv) Essigsaure
2.18. Immunologische Untersuchungen
2.18.1. ,,Western blot-Analyse“
2.18.1.1. Proteintransfer auf Nitrocellulosemembran

Beim ,Western blot* wird ein einzelnes Protein spezifisch in einem Gemisch nachgewiesen,
das zuvor elektrophoretisch aufgetrennt und zur Fixierung auf eine Membran Ubertragen
wurde. Der Nachweis erfolgt durch die Bindung von spezifischen Antikérpern an das Protein.
Die Protein-Proben wurden zuerst durch eine SDS-PAGE (2.17.2.) aufgetrennt, danach
wurde das Sammelgel abgeschnitten und das Trenngel in die ,Western blot-Apparatur®
eingespannt. Sowohl die SDS-PAGE als auch das Bloten erfolgten dabei in einer Mini
Protean Illl-Kkammern (Fa. BioRad, Minchen). In einer Spannhalterung wurden in der
Reihenfolge, die in der Blotkammer spater der Flussrichtung von der Kathode (-) zur Anode
(+) entsprach, ein Tuch, ein Filterpapier, das Gel, eine entsprechend zugeschnittene
Nitrozellulosemembran (Hybond, Fa. Amersham, Freiburg), ein weiteres Filterpapier und
noch ein Tuch Ubereinander gelegt. Die Halterung wurde geschlossen und in die Blotkammer
gesteckt. Filter und Nitrozellulosemembran waren vorher mit Transferpuffer angefeuchtet
worden und der gesamte Aufbau erfolgte in Transferpuffer, um Luftblasen zwischen den
Schichten zu vermeiden. Der Transfer erfolgte bei 4 °C in der mit Transferpuffer gefillten
Kammer fir 1 h bei 100 V (ca. 190 mA) (Consort E 865, Fa. Scie-Plas, Southam, England).

Zur Kiihlung wurde auf3erdem in die Kammer ein eiskaltes Kiihlaggregat gestellt.

Transferpuffer
25 mM Tris (pH nicht eingestellt)
192 mM Glycin
20 % (viv) Methanol

Zur Uberpriifung des Transfers wurde die Nitrozellulosemembran anschlieBend in Ponceau-
Rot-Farbeldésung angefarbt. Diese fixiert gleichzeitig die Proteine. Dazu wurde die Membran

2 min in die Farbeldsung gelegt und dann 3-4mal mit H,O gespult, bis die Proteine als rote
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Banden sichtbar waren. Die GréRRenstandard-Banden wurden mit einem Bleistift markiert.
Die Ponceau-Farbung ist reversibel und durch weiteres Spilen mit H,O wurde die Membran
weitestgehend wieder entfarbt. Letzte Reste von Ponceau-Rot verschwanden dann wahrend

den nachfolgenden Inkubationen.

Ponceau-Rot Farbeldsung
2 % (w/v) Ponceau S

3 % (w/v)  Trichloressigsaure
2.18.1.2. Antikorperreaktion

Als nachstes wurde die Nitrozellulosemembran flr mindestens 2 h bei RT in Blockpuffer auf
einem Kippschuttler (Duomax 1030, Fa. Heidolph, Schwabach) inkubiert, um Uberschissige
Bindungsstellen abzusattigen. Alternativ wurde die Membran Uber Nacht bei 4 °C ohne
Schutteln inkubiert. Erst danach wurde die Membran 1 h bei RT mit proteinspezifischem
(primarem) Antikorper inkubiert. Zur Verringerung von Hintergrundsignalen erfolgte diese
Inkubation in frischem 1,5 % (w/v) BSA in TBS; der Antikdrper wurde in einer Verdinnung
von 1:1000 eingesetzt. Anschlielend wurde die Membran einmal kurz und viermal fir 10 min
in TBS-T gewaschen, um nicht oder unspezifisch gebundene IgG-Molekile zu entfernen. Als
sekundarer Antikérper diente an Peroxidase gekoppelter anti-Kaninchen-lgG-Antikérper aus
Ziege (Fa. Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 1:10.000 in frischem 1,5 % (w/v) BSA in TBS
verdinnt. Alternativ wurde als sekundarer Antikorper an alkalische Phosphatase gekoppelter
anti-Kaninchen-IgG-Antikérper aus Ziege (Sigma-Aldrich) verwendet. Auch diese Inkubation
erfolgte fur 1 h bei RT. Danach wurde nochmals einmal kurz und viermal fir 10 min mit TBS-

T und schlieRlich einmal fir 10 min mit TBS gewaschen.

TBS
50 mM Tris-HCI, pH 7,5
150 mM NaCl
TBS-T
0,1 % (viv) Triton X-100
in TBS
Blockpuffer

3 % (w/v)  BSA
in TBS-T
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2.18.1.3. Peroxidase-Nachweis iiber ,,Enhanced Chemiluminescence*

Der Nachweis des primaren Antikérpers und damit des gesuchten Proteins erfolgte Gber die
an den sekundaren Antikdrper gebundene Peroxidase. Sie katalysiert unter alkalischen
Bedingungen die Oxidation von Luminol durch H,O,, wodurch Luminol zur Lichtemission
angeregt wurde. Verstarkt wird diese Reaktion durch Phenole. Die Halbwertszeit der
Reaktion betragt ca. 1 h. Diese Methode wird als ,Enhanced Chemiluminescence“ (ECL)
bezeichnet. Die Lichtemission kann schlieRlich mit einem Blaulicht-empfindlichen Film
detektiert werden.

Die Nitrozellulosemembran wurde mit der Proteinseite nach oben auf eine Frischhaltefolie
gelegt und mit frisch zusammengemischter ECL-1- und ECL-2-Ldsung (1:1) (Fa. Amersham,
Freiburg) bedeckt. Nach 1 min wurde die Flussigkeit durch AbgieRen und seitliches
Absaugen mit Zellstoff wieder entfernt und die Membran luftblasenfrei mit Haushaltfolie
bedeckt. Anschlielend wurde ein Chemilumineszenz-Film (Hyperfilm™ ECL, Fa. Amersham)
sofort fur 1 min aufgelegt. Je nach der Signalstarke auf diesem Film wurden ein oder
mehrere weitere Filme mit angepassten Expositionszeiten von 10 s bis zu 1 h aufgelegt. Die

Filmenentwicklung erfolgte in einem Optimax (Fa. Protec, Oberstenfeld).
2.18.1.4. Alkalische Phosphatase-Nachweis

Alternativ erfolgte der Nachweis des primaren Antikérpers und damit des gesuchten Proteins
Uber die an den sekundaren Antikérper gebundene alkalische Phosphatase. In diesem Fall
wurde die Nitrozellulosemembran mit der Proteinseite nach oben fir 5 min in 30 ml
Farbeldsung inkubiert. Nach AbgieRen der Pufferlésung wurde die Membran mit 33 ul BCIP-
Stocklésung, 66 pl NBT-Stocklosung und 10 ml Farbeldésung bedeckt. Die Reaktion fand je
nach Intensitat fur 5 bis 60 min im Dunkeln statt. Die Membran wurde dann mit H,O

gewaschen und zwischen Filterpapier getrocknet.

Farbeldsung

100 mM Tris-HCI, pH 9,5
100 mM NaCl
5 mM MgCl,
5 mM CaCl,
BCIP-Stockldsung
50 mg BCIP
1 mi 100 % (v/v) NN Dimethylformamid
NBT-Stocklésung
50 mg NBT

1 mi 70 % (v/v) NN'Dimethylformamid
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2.19. Histochemischer GUS-Test

Das Reportergen fir die B-Glucuronidase (GUS) aus E. coli ermoglicht es, die Aktivitat und
Gewebespezifitdt von Promotoren innerhalb eines Pflanzensystems zu untersuchen. Dazu
wird zunachst eine Pflanze mit einem Konstrukt, bei dem GUS unter Kontrolle des zu
untersuchenden Promotors steht, transformiert. Nach Regeneration transgener Pflanzen
kann dann in Teilen oder auch ganzen Pflanzen die Lokalisation der Promotoraktivitat
bestimmt werden. Die B-Glucuronidase hydrolysiert das synthetische Substrat 5-Brom-4-
Chlor-3-Indolyl-BR-D-Glucuronsaure (X-Gluc) in Glucuronsaure und einen Indoxylrest, der
dimerisiert und spontan zu einem unl6slichen indigoblauen Farbstoff oxidiert wird.
Pflanzenteile, in denen der Promotor aktiv ist, farben sich daher blau. Die Oxidation des
dimerisierten Indoxyls wird durch die Zugabe von Ferricyanat/Ferrocyanat beschleunigt.
Ferricyanat/Ferrocyanat verhindert damit die Diffusion des I6slichen dimerisierten Indoxyls
und sorgt dafir, dass GUS-Farbung wirklich nur in den GUS-exprimierenden Zellen auftritt.
Zur histochemischen GUS-Farbung wurde das zu untersuchende Pflanzenmaterial in
Reaktionspuffer mit 1 mM X-Gluc; 3 mM K;[Fe(CN)e] und 3 mM Kj[Fe(CN)g] vollstandig
getaucht und 30 min durch Vakuum infiltriert. Danach wurde die Probe bei 37 °C inkubiert.
Die Inkubation erfolgte im Dunkeln, um das lichtempfindliche X-Gluc zu schitzen. Je nach
Promotoraktivitdt wurde die Reaktion nach mehreren Stunden oder nach ein oder zwei
Tagen gestoppt. Dafir wurde die Reaktionslosung entfernt und die Probe mit Fixativ
bedeckt und 1 h inkubiert. Zur besseren Visualisierung der Farbung wurden die pflanzlichen
Farbstoffe (v.a. Chlorophyll) aus dem Gewebe extrahiert. Dies geschah durch eine
Inkubation der Probe fir 30 min in 70 % (v/v) Ethanol, gefolgt von einer Inkubation fir 30
min in 80 % (v/v) Ethanol und einer Inkubation Uber Nacht in 99,8 % (v/v) Ethanol. Am
nachsten Tag wurde das Material wieder schrittweise in 70 % (v/v) Ethanol Uberflihrt und

darin fUr lange Zeit gelagert.

Reaktionspuffer
50 mM Na,HPO,/NaH,PO,
1 mM Na,-EDTA
0,1 % (vIv) Tween20

Fixativ
50 % (vIv) Ethanol
10 % (vIv) Essigsaure
5 % (vIv) Formaldehyd

X-Gluc-Stammlésung: 100 mM X-Gluc in N,N-Dimethylformamid
Die Losung wurde bei -20 °C lichtgeschiitzt gelagert.
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3. Ergebnisse

3.1. Uberexpression des Genes fiir das P-Protein in verschiedenen Zelltypen von
Tabakblattern

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Aktivitdt der Glycindecarboxylase (GDC) in
Blattern zu erhbéhen. Zu diesem Zweck war bereits versucht worden, verschiedene
Untereinheiten der GDC in Tabak zu Uberexprimieren, namlich das H- und das T-Protein
(Laubner 1999). Die Uberexpression war gelungen, hatte aber nicht zu einer Steigerung der
GDC-Aktivitat geflihrt. Deshalb sollte in dieser Arbeit versucht werden, das Gen fiir das P-
Protein zu Uberexprimieren, in der Hoffnung, dass die Menge an P-Protein einen
limitierenden Faktor fiir die GDC-Aktivitat darstellte. Falls dies nicht der Fall sein sollte, war
geplant, die transgenen Pflanzen mit Pflanzen zu kreuzen, die die Gene des H- bzw. T-
Proteins Uberexprimieren. Daher wurden die in dieser Arbeit hergestellten Konstrukte mit
einer Hygromycin-Resistenz bestiickt. Eine Uberexpression des P-Proteins war schon
mehrmals erfolglos versucht worden (M. Laubner, H. Bauwe und D. Heineke, personliche
Mitteilung; H. Bauwe, personliche Mitteilung). Aus diesem Grund sollten in dieser Arbeit
verschiedene Anséatze zur Uberexpression unternommen werden, erstens unter Verwendung
eines blattspezifischen Promotors, zweitens mit einem mesophyllspezifischen Promotor und
mit einem blndelscheidenspezifischen Promotor. Falls die Uberexpression in den
leitbiindelnahen Zellen oder in allen Chloroplasten-haltigen Zellen tatsachlich eine Zunahme
der GDC-Aktivitat bewirken sollte, bestunde die Mdglichkeit, in den transgenen Pflanzen
mittels eines Antisense-Konstrukts die Expression des P-Proteingens im Mesophyll zu

reprimieren und damit in Tabak den C;/Cy-intermediaren Stoffwechsel nachzuahmen.
3.1.1. Herstellung der Plasmide zur Pflanzentransformation

Die cDNA des P-Proteins der GDC aus Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Okotyp Columbia
wurde in verschiedenen Zelltypen von Tabakblattern (Nicotiana tabacum L. cv. Samsun NN)
exprimiert. Dazu wurden Promotoren mit verschiedenen Gewebespezifitaten verwendet. Fir
die Expression in Chloroplasten-haltigen Zellen wurde der Promotor des Genes St{LS1, das
eine Komponente des Photosystems Il von Solanum tuberosum kodiert (Stockhaus et al.
1987; Accession N° X04753), verwendet. FUr die Expression in Mesophyll-Zellen wurde ein
2,3 kb-Promotor-Fragment des Genes FpGDCsP-D, das das P-Protein der GDC in Flaveria
pringlei kodiert (Chu 1996), verwendet. Beide Promotoren wurden eingesetzt, um ein
mdglichst hohes Expressionsniveau in Blattern zu erzielen. Fir die Expression in
leitbindelnahen Zellen wurde der Promotor des Gens FaGDCsP-A, das das P-Protein der
GDC in Flaveria anomala kodiert (Chu 1996; Qu und Bauwe 1998), verwendet. Die

Herstellung der Konstrukte ist in Abbildung 3.1 schematisch dargestellt.
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3.1.1.1. Klonierung des Poly-A-Signals in pCAMBIA 1200

Das 35S-PolyA-Signal wurde Uber Sall-Pstl-Schnittstellen aus pRT105 (Topfer et al. 1993)
herausgeschnitten und in pCAMBIA1200 (Cambia, Canberra, Australien; Accession N°
AF234292) kloniert. Das auf dieser Weise entstandenes Plasmid wurde pCAMBIApA

genannt.
3.1.1.2. Klonierung der Promotoren

Der Promotor des Genes StLS7 wurde aus dem auf pBIN19 basierten Plasmid pL700
(Stockhaus et al. 1987) mittels PCR amplifiziert. Dafur wurden spezifischen Primer von der
Promotorsequenz in der NCBI-Datenbank (Accession N° X04753) abgeleitet. Der 5' -Primer
enthielt am 5'-Ende eine EcoRI-Schnittstelle und der 3'-Primer am 5'-Ende eine BamHI-
Schnittstelle. Der amplifizierte Promotor mit den angehdngten Restriktionsschnittstellen
wurde in pGEM-T® Easy (Fa. Promega, Madison, USA) kloniert.

Der Promotor des Gens FaGDCsP-A wurde mittels PCR aus dem Plasmid pXhol-11 (H.
Bauwe, unverodffentlicht) amplifiziert. Daflir wurden spezifische Primer von der
entsprechenden Sequenz in der NCBI-Datenbank (Accession N° Z99762) abgeleitet. Der 5'-
Primer enthielt am 5'-Ende eine EcoRI-Schnittstelle und der 3'-Primer am 5'-Ende eine
BamHI-Schnittstelle. Der amplizierte Promotor mit den angehangten Restriktions-
schnittstellen wurde in pGEM-T® Easy kloniert.

Das 2,3 kb-Promotor-Fragment des Genes FpGDCsP-D wurde aus dem auf pJIT163
basierten Plasmid pA27 (H. Bauwe, unveroéffentlicht) mit Sall herausgeschnitten und Gber
Sall in pSPORT1 (Fa. Invitrogen, Karlsruhe) kloniert. Jeder Promotor wurde aus dem
jeweiligen Plasmid mit EcoRI und BamHI herausgeschnitten und zusammen mit der durch
BamHI-Sall-Verdau ausgeschnittenen AtGDCsP-cDNA Uber EcoRI und Sall in pCAMBIApA

kloniert.
3.1.1.3. Amplifikation und Klonierung der cDNA AtGDCsP aus A. thaliana (L.) Heynh.

Die cDNA des P-Proteins der GDC (At4g33010; GenBank Accession N° NM_119455) wurde
durch RT-PCR aus Blattern von A. thaliana (L.) Heynh. Okotyp Columbia amplifiziert und in
pGEM-T® Easy kloniert. Um die gewiinschten Restriktionsschnittstellen an den beiden Enden
der cDNA (BamHI und Sall) zu erzeugen, wurde das Fragment iber Notl-Schnittstellen in
pSPORT1 umkloniert. Die AtGDCsP-cDNA wurde aus dem Plasmid mit BamHI und Sall
herausgeschnitten und zusammen mit dem entsprechenden Promotor Gber EcoRI und Sall
in pCAMBIApA kloniert.



3. Ergebnisse 71

Isolierung von AtGDCsP \1/ \l/ \1/
durch RT-PCR
NN AV AW Sall Pstl Pstl
NN NN NN VWWW AWM WWY
VNN NN D ANV WWW

PAVAVAVAVA R AVAVAVAVA QY AVAVAVAVAS WW AV VWW
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Uberpriifung der Sequenz RNA-Isolierung aus
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Notl Notl
' | Klonierung vom poly A-
AtGDCsP Signal in pCAMBIA1200
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r L ]
Amp

Klonierung in pSPORT1
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BamHI Notl Notl Sall
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Klonierung in
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StLS1 > AtGDCsP | | FaGDCsP-A>  AtGDCsP | | FoGDCsP-D > AtGDCsP |
EcoRIBamHI Sall EcoRIBamHI Sall EcoRIBamHI Sall

|—I—|
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L ] L ] L ] L ] L ]

FaGDCsP-A FpGDCsP-D

in pGEM-T easy in pSPORT 1

Amplifizierung mittels PCR und Klonierung in pSPORT1
Klonierung in pGEM-T easy uber Sall-Schnittstelle
Uberpriifung der Sequenz Uberpriifung der Sequenz
EcoRI BamHI EcoRI BamHI Sall Sall
FaGDCsP-A FpGDCsP-D
pXhol-11 (pBluescript) pA27 (pJIT 163)
Amp’

Abb. 3.1: Strategie fiir die Herstellung der Plasmide zur Uberexpression des P-Protein-
Genes. Die Plasmide wurden flr die stabile Transformation von Tabak durch A. fumefaciens
nach der Blattscheibenmethode (2.17.) eingesetzt.
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3.1.2. Transformation von Nicotiana tabacum L. cv. Samsun NN

Agrobacterium tumefaciens LBA4404 wurden mit den fertigen Konstrukten transformiert
(2.15.8.2.). Der Erfolg der Transformation wurde mittels Kolonie-PCR (2.14.4.) mit Promotor-
und cDNA-spezifischen Primern Uberprift (2.2.4.). Alternativ wurde Plasmid-DNA aus
Agrobacterien isoliert (2.13.2.3.) und zur Transformation von Escherichia coli verwendet
(2.15.8.1.), damit die Korrektheit der Plasmide Uberprift werden koénnte. Nach der
Uberpriifung wurden die Stamme zur Tabaktransformation nach der Blattscheibenmethode

(2.16.) eingesetzt.
3.1.3. Uberpriifung des Expressionsniveaus

Das Expressionsniveau der Transgene wurde mittels ,Western blot-Analyse® von Proteinen
aus Source-Blattern der originalen Transformanten im Gewéachshaus Uberprift (2.18.1). Ein
polyklonaler Antikdrper gegen das P-Protein aus Pisum sativum L. (Wingler et al. 1997)
wurde verwendet. Es wurden jeweils 20 ug Protein pro slot geladen, und die Abschatzung
der Expressionsstarke erfolgte semiquantitativ durch Bewertung der relativen Schwarzung
der Banden auf den Roéntgenfiimen. Parallel wurden gleichermallen beladene Gele mit
Coomassie gefarbt (2.17.2.2.), um zu verifizieren, dass jeweils gleiche Proteinmengen
aufgetragen worden waren. Aulterdem war durch die unspezifische Bindung des Antikérpers
an RubisCO ebenfalls eine Abschatzung der Proteinmenge auf dem Gel mdglich. Es wurde
weiterhin Uberprift, ob die verstarkte Expression des P-Protein-Gens die Expression der T-
Untereinheit der GDC beeinflusst. Dazu wurde ein Antikorper gegen das T-Protein aus P.

sativum L. (Wingler et al. 1997) verwendet.
3.1.3.1. Expression in Chloroplasten-haltigen Zellen

Die Mengen an P- und T-Protein in den transgenen Linien, die das P-Proteingen unter
Kontrolle des StLS7-Promotors exprimieren (blsP-Linien), sind in Abbildung 3.2 dargestellt.
Die Menge an P-Protein war in den Linien blsP3, -5, -11,-14, -15 und -16 erhéht im Vergleich
zum Wildtyp (Abb. 3.2a). In den Linien blsP2, -4 und -6 war die Menge an P-Protein
reduziert, vermutlich aufgrund von Cosuppression. Die Menge an T-Protein war nicht
deutlich beeinflusst (Abb. 3.2b).

Die Linien blsP14 und blsP15 waren steril; da aber nur diese beiden Linien diesen Phanotyp
aufweisen, kann er nicht mit dem Transgen zusammenhangen. Dies reduziert die Anzahl der

Linien, von denen die T1-Generation genauer analysiert werden kann.
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Abb. 3.2: Menge an P- und T-Protein in Wildtyp- und bilsP-Tabaklinien. Proteine (20 ug
pro Probe) aus Blattextrakten aus Wildtyp- und mit pblattGDCsP transformierten
Tabakpflanzen (siehe 3.1.1.) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und der Gehalt an P-
oder T-Protein durch ,Western blot“-Analyse Uberprift. a) Behandlung mit P-Protein-
Antikorper, b) Behandlung mit T-Protein-Antikérper und ¢) Coomassie-Farbung der grof3en
Untereinheit der RubisCO zur Ladekontrolle.

3.1.3.2. Expression in Mesophyllzellen

Die Mengen an P- und T-Protein in den transgenen Linien, die das P-Proteingen unter
Kontrolle des Flaveria pringlei Mesophyll-spezifischen Promotors exprimieren (msP-Linien),
sind in Abbildung 3.3 dargestellt. Die Menge an P-Protein war in den Linien msP2, -9 -10, -
15 und -16 deutlich erhéht im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3.3a). Die Menge an T-Protein
war nicht deutlich beeinflusst (Abb. 3.3b). In der Linie msP5 war die Menge an P-Protein

reduziert, vermutlich aufgrund von Cosuppression.

a — - e — g — g—

Abb. 3.3: Menge an P- und T-Protein in Wildtyp- und msP-Tabaklinien. Proteine (20 ug
pro Probe) von Blattextrakten aus Wildtyp- und mit pmesoGDCsP transformierten
Tabakpflanzen (siehe 3.1.2.) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und der Gehalt an P-
oder T-Protein durch ,Western blot“-Analyse Uberprift. a) Behandlung mit P-Protein-
Antikérper, b) Behandlung mit T-Protein-Antikérper und ¢) Coomassie-Farbung der grof3en
Untereinheit der RubisCO zur Ladekontrolle.

3.1.3.3. Expression in leitbiindelnahen Zellen

Die Mengen an P- und T-Protein in den transgenen Linien, die das P-Proteingen unter
Kontrolle des blndelscheidenspezifischen Promotors exprimieren (bssP-Linien), sind in
Abbildung 3.4 dargestellt. Wie man sieht, sind keine deutlichen Variationen unter den P-

Proteinmengen festzustellen (Abb. 3.4a). Dies ist nicht Uberraschend, wenn man bedenkt,
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dass der Promotor nur in einem kleinen Teil der Blattzellen aktiv ist; Erhéhungen der
Proteinmenge, wie sind in den msP- oder bisP-Linien zu finden sind, wiirden insgesamt nicht
sichtbar sein. Die Menge an T-Protein war Uberraschenderweise in der Linie bssP13 deutlich
reduziert. Insgesamt lasst sich sagen, dass die Charakterisierung der bssP-Linien mittels
RNA-Gel-Blot-Hybridisierung oder quantitativer RT-PCR durchgeflihrt werden muss, weil auf

diesem Wege zwischen der mRNA fir das endogene P-Protein und fir das eingebrachte
Transgen unterschieden werden kann.

A e . W - —— i —— — W— — N — —

R —— =N —— - g

WT

- ® N~ ®©® o O F W
o o o o o T N
[2] [72] (7] [7)] [7)] o ; o
[72] [72] [72] [72] [0} /2] (7]
o] O o] o) o] (7] (2}
o] o]

bssP 13
bssP 15
bssP 16
bssP 2
bssP 6
bssP 11

Abb. 3.4: Menge an P- und T-Protein in Wildtyp- und bssP-Tabaklinien. Proteine (20 ug
pro Probe) von Blattextrakten aus Wildtyp- und mit pbsGDCsP transformierten
Tabakpflanzen (siehe 3.1.2.) wurden durch SDS-PAGE aufgetrennt und der Gehalt an P-
oder T-Protein durch ,Western blot“-Analyse Uberprift. a) Behandlung mit P-Protein-

Antikérper, b) Behandlung mit T-Protein-Antikdrper und ¢) Coomassie-Farbung der grol3en
Untereinheit der RubisCO zur Ladekontrolle.

3.1.4. Uberpriifung der Aktivitit und Gewebespezifitit der Promotoren

Um die Gewebespezifitat der verwendeten Promotoren in Tabak abzusichern, wurden
parallel zu den das P-Proteingen exprimierenden transgenen Pflanzen transgene Pflanzen
hergestellt, in denen die entsprechenden Promotoren die Expression eines Reportergens,
namlich des uidA-Gens aus E. coli, das fiir die 3-Glucuronidase kodiert, dirigierten.

3.1.4.1.Klonierung der Promotoren in GUS-Expressionskassetten

Zur Bestatigung des Expressionsmusters der verwendeten Promotoren wurde jeder
Promotor vor einer GUS-Expressionskassette kloniert. Daflir wurden die Promotoren StLS1
und FaGDCsP-A mit Notl aus pGEM-T® Easy ausgeschnitten, und mit Hilfe des Klenow-
Fragments wurden glatte Enden erzeugt. Die Produkte wurden jeweils in der Smal-
Schnittstelle von pBI1101.3 kloniert.

Ein in pSPORT1 in der umgekehrten Orientierung im Vergleich zum vorher erwdhnten

Konstrukt klonierter FpGDCsP-D-Promotor wurde Uber Xbal-Smal in pBI101.3 (Jefferson et
al. 1987; Accession N° U12640) kloniert.
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Abb. 3.5: Strategie fiur die Klonierung der Promotoren in GUS-Expressionskassetten
zur Uberpriifung der Aktivitit und Gewebespezifitit der verwendeten Promotoren. Die
hergestellten Plasmide wurden flir die stabile Transformation von Tabakblattern durch A.
tumefaciens eingesetzt.

3.1.4.2.Histochemischer Nachweis der GUS-Aktivitat

Der histochemische Nachweis der GUS-Aktivitat wurde an Source-Blattern von

Gewachshauspflanzen durchgeflhrt. Die GUS-Farbung (siehe 2.19.) fand Gber Nacht statt.

Abb. 3.6: GUS-Aktivitidt unter Kontrolle von verschiedenen Promotoren in Blattgewebe
von Kartoffelpflanzen. Die Expression der B-Glucuronidase wurde vom StLS7-Promotor (a)
oder vom FaGDCsP-A-Promotor (b) oder vom FpGDCsP-D-Promotor gesteuert (¢) (siehe
3.1.).

Wie in Abbildung 3.6 zu sehen ist, war der S{LS7-Promotor im gesamten Blatt aktiv. Der
FaGDCsP-A-Promotor war, wie erwartet, in den leitbiindelnahen Zellen aktiv, aber nur in
einer von zehn untersuchten Linien (Abb. 3.6b). Die mit dem FpGDCsP-D-Promotor-

Konstrukt transformierten Pflanzen zeigten in nur in einem Fall nachweisbare GUS-Aktivitat
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(Abb. 3.6¢c). Wie nachtraglich festgestellt wurde, enthielt sowohl das FaGDCsP-A-Promotor-
Fragment als auch das FpGDCsP-D-Promotor-Fragment den Anfang der transkribierten
Region inklusive des ATG des offenen Leserasters. Im Falle der P-Protein-
Uberexpressionskonstrukte (pbsGDCsP, pmesoGDCsP) wurde gliicklicherweise eine
translationale Fusion hergestellt, aber im Falle der GUS-Konstrukte (pFabsGUS,
pFpmesoGUS) liegen das ATG des Promotors und das ATG des Reportergens nicht im
selben Leseraster. Es ist also anzunehmen, dass der Mangel an GUS-Aktivitat in den
meisten pFabsGUS- und pFpmesoGUS-Transformanten darauf beruht, dass in Pflanzen die
Translation gewdhnlich am ersten AUG der mRNA ansetzt, so dass kaum GUS-Protein

gebildet werden konnte.
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3.2. Antisense-Repression der Expression des Genes fir das P-Protein in

Mesophyllizellen von Kartoffelblattern

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Wirkungen einer Reduktion der
Kapazitat der Umwandlung von Glycin zu Serin auf die Photosynthese sowie den C- und N-
Metabolismus zu untersuchen. Dafir wurden Kartoffelpflanzen mit einer Antisense-
Inhibierung der Expression des P-Protein-Gens in Mesophylizellen (dieses Kapitel) oder des
Gens flr die Serinhydroxymethyltransferase (SHMT; siehe 3.3.) in Chloroplasten-haltigen
Zellen verwendet.

Die P-Antisense-Pflanzen wurden zunachst auf die Wirkung des Transgens hin untersucht,
indem die Menge an P-Protein in Blattmitochondrien mittels ,Western blot-Analyse* bestimmt
wurde. Dann wurden zwei Linien (F14-38 und F14-59), die die starkste Reduktion der P-
Proteinmenge  zeigten, unter verschiedenen Anzuchtbedingungen physiologisch
charakterisiert. Eine vorlaufige Charakterisierung war bereits veroffentlicht worden (Winzer et
al. 2001); in dieser Arbeit wurden diese Untersuchungen fortgefuhrt und weitere bisher nicht

charakterisierte Effekte analysiert.
3.2.1. Wahl der transgenen Linien fiir die physiologische Untersuchungen

Die Reduktion der Menge an P-Protein in den P-Antisense-Linien F14-2, F14-23, F14-25,
F14-38 und F14-59 (H. Bauwe, personliche Mitteilung) wurde in diesen Untersuchungen
durch ,Western blot-Analyse” von Proteinen aus isolierten Mitochondrien bestatigt (Abb. 3.7).
Die Reduktion der Menge an P-Protein korrelierte mit der Reduktion der Atmungsraten
isolierter Mitochondrien mit Glycin als Substrat im Vergleich mit der NADH-abhangigen
Atmung (Winzer et al. 2001).
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Abb. 3.7: Menge an P-Protein in Wildtyp- und P-Antisense-Kartoffelpflanzen. ,Western
blot“-Analyse von mitochondrialen Proteinen aus Blattern von in Erde angezogenen Pflanzen
nach acht Wochen Wachstum bei unkontrollierter CO,-Konzentration (~450-290 ppm).
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3.2.2. Wachstumsphanotyp der P-Antisense-Pflanzen

Wurden die Kartoffelpflanzen in Erde angezogen, waren die Blatter der transgenen
Kartoffelpflanzen der Linien F14-38 und F14-59 im unteren Bereich chlorotisch (Abb. 3.8;
siehe Winzer et al. 2001). Die Blatter im mittleren Bereich der transgenen Pflanzen wiesen
unterschiedlich starke unregelmaRige chlorotische Bereiche der Laminae auf; die jlingeren
Blatter unterschieden sich dagegen nicht von denen des Wildtyps. Dieser Phanotyp war
wahrend der gesamten Wachstumsperiode von zehn Wochen zu beobachten, war aber in
alteren Pflanzen (alter als acht Wochen) starker ausgepragt. Er lie sich in jlingeren
Pflanzen verstarken, wenn diese spater umgetopft wurden. In diesen Fallen dehnte sich der
Chlorophyllabbau progressiv auf die Blatter im oberen Bereich der Pflanzen aus. Da die
Pflanzen nicht zusatzlich gedingt wurden, lag es nahe, dass ein Zusammenhang des
Chlorose-Phanotyps mit der N-Versorgung besteht. Aus diesem Grund wurde der
Wachstumsphanotyp der P-Antisense-Linien auch in einem Wachstumssystem mit
kontrollierten Nahrstoffversorgung untersucht, nadmlich in Hydrokultur mit unterschiedlichen
Nitratkonzentrationen (10 mM bzw. <1 mM NOg’; siehe 2.3.1.3.). In Hydrokultur mit 10 mM
NO3; wuchsen die Pflanzen grundsatzlich erheblich schneller als in Erde; in Hydrokultur mit
<1 mM NOj3 dagegen war die Wachstumsrate geringer als in Erde (Abb. 3.9a). Bei Pflanzen
in Hydrokultur mit 10 mM NOj;  betraf die Chlorose nur sehr alte Blatter der transgenen
Pflanzen, so dass die Pflanzen vom Wildtyp kaum zu unterscheiden waren (Abb. 3.9a und
b). Bei Wachstum in Hydrokultur mit <1 mM NOj; war die Chlorose auch in den jlingeren
Blattern der transgenen Pflanzen sehr stark ausgepragt (Abb. 3.9a). Die Pflanzen der
transgenen Linien F14-38 und F14-59 waren sowohl in Hydrokultur als auch in Erde wahrend
der gesamten Wachstumsperiode genauso gro3 wie die Wildtyppflanzen. Unter allen
Wachstumsbedingungen gab es auch keine Unterschiede zwischen Wildtyp und transgenen
Linien hinsichtlich Anzahl, Grofle und Form der Blatter (Abb. 3.8 und 3.9a; siehe Winzer et
al. 2001 fur Erde).

Der Einfluss der CO,-Konzentration in der Wachstumskammer auf den Wachstumsphanotyp
wurde in einer Versuchsserie analysiert, die in 3.2.5. genauer diskutiert wird. Wegen der
groRen Bedeutung dieses Parameters wird im Folgenden jeweils angegeben, unter welchen

CO,-Konzentrationen die untersuchten Pflanzen gewachsen waren.
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Abb. 3.8: Wildtyp- und P-Antisense-Kartoffelpflanzen. Die Pflanzen wuchsen acht
Wochen in Erde bei unkontrollierter CO--Konzentration (~450-290 ppm).

F14-59 Wt F14-38 F14-59

b .. ...00“““..0“0
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Abb. 3.9: Wildtyp- und P-Antisense-Kartoffelpflanzen der Linien F14-38 und F14-59 in
Hydrokultur. Die Pflanzen wuchsen vier Wochen in Hydrokultur mit 10 bzw. <1 mM NOj’
und bei 360 ppm CO, (reguliert). a) Blick der Pflanzen von oben und b) Spitzenfiedern von
jedem Blatt des Zentralsprosses der Pflanzen bei Wachstum in Hydrokultur mit 10 mM NOj".
Die Blatthummerierung bezieht sich auf die Anordnung der Blatter im Hauptspross der
Pflanze von der Spitze nach unten.

Der Chlorophyligehalt der Blatter der transgenen Linien korrelierte mit der beobachteten
Chlorose. Jiingere Blatter von jlingeren Pflanzen der P-Antisense-Linien wiesen keine
Abnahme des Chlorophyligehaltes im Vergleich mit dem Wildtyp auf (Daten nicht gezeigt).
Altere Blatter aller Pflanzen, aber auch jlingere Blatter von &lteren Pflanzen zeigten

niedrigere Chlorophyligehalte als die entsprechenden Blatter des Wildtyps (Abb. 3.10a). Der
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Chlorophyllgehalt der Blatter von Pflanzen in Hydrokultur war in allen Linien niedriger als der
von Pflanzen auf Erde (Abb. 3.10c und a). Jiingere Blatter von Pflanzen, die bei <1 mM NOj3
kultiviert wurden, hatten geringfiigig weniger Chlorophyll als die von Pflanzen bei 10 mM
NO;s™ (Abb. 3.10c).

Der Proteingehalt der Blatter der transgenen Pflanzen auf Erde war erst in den alteren
Blattern beeinflusst (Abb. 3.10b). Blatter von Pflanzen in Hydrokultur mit 10 mM NOj™ hatten
weniger Protein als Blatter von Pflanzen in Erde (Abb. 3.10d und b). Wenn die Pflanzen in <1
mM NOgj kultiviert wurden, zeigten sowohl die Pflanzen der transgenen Linie F14-59 als
auch die Wildtyppflanzen hohere Proteingehalte in Blatter im Vergleich mit Kultur in 10 mM
NOj". Blatter der transgenen Linie F14-38 hatten dagegen niedrigeren Proteingehalte (Abb.

3.10d).
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Abb. 3.10: Chlorophyll- und Proteingehalte von Blattern von Wildtyp- und P-Antisense-
Kartoffelpflanzen in Abhéngigkeit vom Blattalter und Kultursystem. Chlorophyligehalt
(a) und Proteingehalt (b) wurde in Blattern von in Erde angezogenen Pflanzen nach neun
Wochen Wachstum bei 360 ppm CO, (kontrolliert) bestimmt. Die Blattnummerierung bezieht
sich auf die Anordnung der Blatter im Hauptspross von der Spitze nach unten.
Chlorophyligehalt (¢) und Proteingehalt (d) wurde jeweils im flnften Blatt nach vier Wochen
Wachstum in Hydrokultur mit 10 bzw. <1mM NOjz; und bei 360 ppm CO, (kontrolliert)
bestimmt. Mittelwerte und SE aus Bestimmungen an flnf verschiedenen Pflanzen pro Linie
sind dargestellt.
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3.2.3. Grad der Repression der Expression des P-Protein-Gens in Abhangigkeit mit

dem Blattalter und N-Versorgung

Die Frage erhob sich, ob der Chlorose-Phanotyp mit der Menge an P-Protein in den
betroffenen Blattern korreliert war. Daher wurde die P-Proteinmenge in Blattern von Pflanzen
aus Erde und Hydrokultur mit <1 mM bzw. 10 mM NOj verglichen (Abb. 3.11). Es zeigte
sich, dass die P-Proteinmenge in den transgenen Pflanzen auf <1 mM NOj3 im Vergleich mit
10 mM NOj deutlich reduziert war. Allerdings hatte man aufgrund des sehr deutlichen
Phanotyps vermuten kénnen, dass die Unterschiede im Gehalt an P-Protein groRer seien als
der hier beobachtete Faktor von ca. zwei.

Der Vergleich zwischen den auf Erde und in Hydrokultur gezogenen Pflanzen ist schwierig.
In Abbildung 3.11 werden vier Wochen alte Hydrokulturpflanzen mit 8 Wochen alten auf Erde
gezogenen Pflanzen verglichen. Hier sind die Gehalte an P-Protein in den auf Erde
gezogenen und den in 10 mM NOj3;  gezogenen Pflanzen dhnlich. Bei Kultur in Erde wird
beobachtet, dass die P-Proteinmenge in Blattern der transgenen Linie F14-59 nach 9
Wochen Wachstum deutlich reduziert war in Vergleich zu den acht Wochen alten Pflanzen
(Daten nicht gezeigt). Da in dieser Zeit auch die Chlorose in dieser Linie sehr deutlich
zunimmt, l&sst sich vermuten, dass die Menge an P-Protein mit der Erscheinung der

Chlorose korreliert.
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Abb. 3.11: Menge an P-Protein in Wildtyp- und P-Antisense-Kartoffelpflanzen in
Abhangigkeit vom Kultursystem und N-Versorgung. a) ,Western blot“-Analyse von P-
Protein in Proteinextrakten aus Blattern von in Erde oder in Hydrokultur angezogenen
Pflanzen nach acht (Erde) bzw. vier Wochen Wachstum (Hydrokultur) bei 360 ppm CO,, b)
~Western blot“-Analyse der Menge an T-Protein in denselben Proben und ¢) Coomassie-
Farbung der grol’en Untereinheit der RubisCO zur Ladekontrolle. Jeweils das flunfte Blatt
von oben des Zentralsprosses wurde analysiert. Fur jede Probe wurden Blattextrakte aus
drei verschiedenen Pflanzen gemischt und 20 pg Protein pro Probe durch SDS-PAGE
aufgetrennt.
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Weiterhin wurde die P-Proteinmenge in Abhangigkeit vom Blattalter untersucht. Die Menge
an P-Protein im Wildtyp war unabhangig vom Blattalter, wahrend sie in den transgenen
Linien vom sechsten oder siebten Blatt an mit zunehmendem Blattalter abnahm. Fir das T-
Protein lie sich weder im Wildtyp noch in den transgenen Linien eine entsprechende
Abnahme der Proteinmenge mit zunehmendem Blattalter feststellen (Abb. 3.12).

Die Menge an P-Protein in den Blattern der Antisense-Linien war damit abhangig von den

Anzuchtbedingungen und vom Blattalter.
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Abb. 3.12: Menge an P-Protein in Wildtyp- und P-Antisense-Kartoffelpflanzen in
Abhangigkeit vom Blattalter. a) ,Western blot“-Analyse von P-Protein in Proteinextrakten
aus Blattern von in Erde angezogenen Pflanzen nach neun Wochen Wachstum bei 360 ppm
CO. (kontrolliert), b) ,Western blot“-Analyse der Menge an T-Protein in denselben Proben
und ¢) Coomassie-Farbung der gro3en Untereinheit der RubisCO zur Ladekontrolle. Die
Blattnummerierung bezieht sich auf die Anordnung der Blatter im Hauptspross der Pflanze
von der Spitze nach unten. Fir jede Probe wurden Blattextrakte aus drei verschiedenen
Pflanzen gemischt und 20 ug Protein pro Probe (bzw. beim Wildtyp zusatzlich einmal 5 ug)
durch SDS-PAGE aufgetrennt.

3.2.4. Intermediate des C2-Zyklus in Pflanzen mit reduzierter Menge an P-Protein

Zur physiologischen Charakterisierung der P-Protein-Antisense-Linien von Kartoffel sollte
bestimmt werden, ob die Reduktion der Menge an P-Protein zu Veranderungen im C2-Zyklus
fihrt. Daher wurden die Konzentrationen einiger Intermediate des C2-Zyklus in den
transgenen Linien mit denen im Wildtyp verglichen.

Die Synthese von Glycin in grinen Blattern erfolgt hauptsachlich durch die Transaminierung
von Glyoxylat. Das Glycin wird anschlielend durch die GDC decarboxyliert und desaminiert
(siehe 1.2. und 1.3.). Da die Flussraten von Metaboliten durch den C2-Zyklus im Licht unter
normalen CO.-Konzentrationen sehr hoch sind, ist zu erwarten, dass eine Hemmung der
GDC zur Akkumulation von Glycin fuhrt. Tatsachlich akkumulieren die Blatter von P-
Antisense-Pflanzen wahrend der Lichtperiode grofie Mengen an Glycin (Heineke et al. 2001;
Winzer et al. 2001). Dies bewirkt, dass ein grof3er Anteil an reduziertem Stickstoff in Glycin
fixiert ist, und es ist zu vermuten, dass auch die Gehalte anderer Aminosauren beeinflusst
werden, insbesondere die Konzentrationen von Glutamat und Serin, die an der Glycin-
Bildung direkt beteiligt sind. Auflerdem sollte der Glutaminspiegel beeinflusst werden, denn

die Konzentrationen von Glutamin und Glutamat stehen lber den GS/GOGAT-Zyklus
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miteinander in Verbindung (siehe Abb. 1.1). In diesem Kapitel wird daher der Schwerpunkt
auf Glycin, Serin, Glutamat und Glutamin gelegt; auf die anderen Aminosauren und den
Gesamtaminosauregehalt wird in 3.2.7. naher eingegangen werden.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bestatigten, dass der Glycingehalt in Blattern von
Kartoffelpflanzen mit reduzierter Menge an P-Protein im Vergleich mit dem Wildtyp erhoht
war. Es wurden auch deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Blattern einzelner
Linien beobachtet. In der Linie F14-38 war die Erhéhung in den alteren Blattern (76-86fach
im siebten bzw. achten Blatt) grof3er als in den jungeren (33-51fach im funften bzw. sechsten
Blatt; siehe Abb. 3.13a). In der Linie F14-59 war die Erhéhung ebenfalls grofer in den
alteren Blattern (72-82fach im siebten bzw. achten Blatt) als in jingeren Blattern (33-69fach

im sechsten bzw. im flnften Blatt).
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Abb. 3.13: Glycin-, Serin-, Glutamat und Glutaminspiegel in Abhdngig vom Blattalter.
Der Gehalt an Glycin (a), Serin (b), Glutamat (¢) und Glutamin (d) wurde in Blattern von in
Erde angezogenen Pflanzen nach neun Wochen Wachstum bei 360 ppm CO, (kontrolliert)
gemessen (siehe 2.3.1.2.). Die Blatthummerierung bezieht sich auf die Anordnung der
Blatter im Hauptspross von der Spitze nach unten. Mittelwerte und SE aus Messungen an
funf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Der Seringehalt in Blattern der P-Antisense-Linien war im Allgemeinen im Vergleich zu dem
Wildtyp wenig verandert. Nur in Blattern mit 80fach erhdhten Glycinkonzentrationen wurde
eine Verdopplung der Serinkonzentration beobachtet (2,1- bis 1,6fach; Abb. 3.13b). Der
Glutamatspiegel war in beiden P-Antisense-Linien im Vergleich zum Wildtyp um jeweils 43 %
reduziert (Abb. 3.13c). Dieser Abnahme war nicht mit der relativen Akkumulation von Glycin
in diesen Blattern korreliert. Der Glutaminspiegel war in den P-Antisense-Pflanzen im
Vergleich zum Wildtyp nicht verandert (Abb. 3.13d).
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In Hydrokultur mit 10 mM NOj zeigten die P-Antisense-Linien ebenfalls einen Anstieg im
Glycinspiegel der Blatter, der aber geringer (20fach erhoht; siehe Abb. 3.14a) war als in
Pflanzen auf Erde (bis 86fach; s.0.). In Hydrokultur mit <1 mM NOj3; war in den Blattern der
transgenen Linien eine im Vergleich zu Wildtypblattern 100fache Erhdéhung der
Glycinkonzentration zu beobachten (Abb. 3.14a). Transgene Pflanzen in Hydrokultur mit 10
mM NOj; zeigten wie auf Erde keine Veranderung des Seringehaltes im Vergleich zum
Wildtyp. Bei Hydrokultur mit <1 mM NO; dagegen zeigten die Blatter der P-Antisense-
Pflanzen eine 2zwei- bis dreifache Reduktion des Serinspiegels (Abb. 3.14b). Der
Glutamatspiegel in den Blattern der transgenen Linien lag bei Wachstum in Hydrokultur mit
10 mM NOj3; um 32-35 % niedriger als im Wildtyp. Bei Hydrokultur mit <1 mM NOj3;" war der
Glutamatgehalt noch starker reduziert (50-57 %) im Vergleich mit dem Wildtyp (Abb. 3.14c).
Der Glutamingehalt war bereits bei Wachstum in Hydrokultur mit 10 mM NOgj in den
transgenen Linien deutlich reduziert im Vergleich zum Wildtyp; bei <1 mM NOj3; war der
Unterschied zu dem Wildtyp noch gréRer (Abb. 3.14d).
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Abb. 3.14: Glycin-, Serin-, Glutamat und Glutaminspiegel in Abhdngig von der N-
Versorgung. Der Gehalt an Glycin (a), Serin (b), Glutamat (¢) und Glutamin (d) jeweils im 5.
Blatt von Kartoffelpflanzen nach vier Wochen Wachstum in Hydrokultur mit 10 bzw. <1mM
NO; und bei 360 ppm CO, (kontrolliert) bestimmt (siehe 2.3.1.3.). Mittelwerte und SE aus
Messungen an funf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Der Gehalt an Glyoxylat in den Peroxisomen ist mit der peroxisomalen Glycinkonzentration
Uber die reversiblen Transaminasereaktionen verbunden (Abb. 1.1).

Die enge Einbindung der Transaminasen im peroxisomalen Multienzymkomplex
gewahrleistet den direkten Transfer von Intermediaten von einer Reaktion zur nachsten

(Heupel und Heldt 1994). Die Affinitaten dieser Enzyme flir die Aminogruppendonoren
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Glutamat und Serin sind auflerdem gréRer als die fur Glycin. Diese Eigenschaften des
peroxisomalen Multienzymkomplexes fordern die Bildung von Glycin unter Verbrauch von
Glyoxylat und vermeiden die Akkumulation und damit die Freisetzung des toxischen
Intermediats Glyoxylat (siehe 1.2.). Somit ist der photorespiratorische Metabolismus zwar
darauf ausgerichtet, die Akkumulation von Glyoxylat zu verhindern, aber eine starke
Glycinakkumulation oder ein reduzierter Gehalt von Aminogruppendonoren kdnnte trotzdem
zu einer Akkumulation fiihren.

Daher wurde auch der Glyoxylatspiegel in Blattern von auf Erde kultivierten Pflanzen
untersucht. Um den Einfluss einer starkeren Limitierung der Photorespiration durch die
niedrige GDC-Aktivitat auf die Intermediate des C2-Zyklus zu untersuchen, wurden hohen
Photorespirationsraten erzeugt, indem die CO,-Konzentration wahrend des Wachstums
variiert wurde. Die Pflanzen wurden zunachst bei 450 ppm CO, angezogen, d.h. bei erhéhter
CO2-Konzentration (die ambiente CO,-Konzentration betragt durchschnittlich 360 ppm),
danach wurde die CO,-Konzentration auf 290 ppm reduziert (Abb. 3.15a). Auflerdem wurden
die Glyoxylatkonzentrationen in Blattern von auf Erde gewachsenen Pflanzen in
Abhangigkeit vom Blattalter untersucht (Abb. 3.15b).
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Abb. 3.15: Glyoxylatgehalte in Blattern von Wildtyp- und P-Antisense-
Kartoffelpflanzen. Die Pflanzen wuchsen 72 Wochen in Erde bei 450 ppm CO, und weitere
funf Tage bei 290 bzw. 450 ppm CO, (a) oder neun Wochen bei 360 ppm CO, (kontrolliert)
(b). Die Blattnummerierung bezieht sich auf die Anordnung der Blatter im Hauptspross von
der Spitze nach unten; im (a) wurde der Glyoxylatgehalt jeweils im fiinften Blatt gemessen.
Mittelwerte und SE aus Bestimmungen an funf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind
dargestellt.

Die Ergebnisse zeigen, dass es bereits bei leicht erhdhten CO,-Konzentrationen zu einer
geringflgigen Erhdhung von Glyoxylat in den Blattern der transgenen Linien im Vergleich
zum Wildtyp kam. Héhere Photorespirationsraten flihrten zu einem starkeren Anstieg der
Glyoxylatgehalte in den Blattern der transgenen Linien, wahrend der Glyoxylatgehalt in den
Wildtypblattern unverandert blieb (Abb. 3.15a). Der Glyoxylatgehalt war in alteren Blatter der
transgenen Linien im Vergleich mit jingeren Blatter derselben Linien und im Vergleich mit
gleich alten Blattern des Wildtyps ebenfalls erhoht (Abb. 3.15b). Dieser Anstieg korrelierte
mit dem in den gleichen Blattern beobachteten Anstieg an Serin (Abb. 3.13b).



3. Ergebnisse 86

Der Glyoxylatgehalt der Blatter von Wildtyp-Pflanzen war unabhangig vom Blattalter.
Lediglich beim Vergleich zwischen Blattern von Pflanzen, die unter 360 ppm CO, angezogen
worden mit Pflanzen, die unter 450 ppm gewachsen waren, lielen sich geringfiigige
Unterschiede nachweisen (Abb. 3.15a und b). Es ist allerdings zu bemerken, dass die
Pflanzen aus Kultur bei 360 ppm CO, eine Woche alter als die Pflanzen auf Kultur bei 450
ppm waren. Die Reduktion der GDC-Aktivitdt in den P-Antisense-Linien flihrte in
Abhangigkeit von CO,-Konzentration und Blattalter zu einer Akkumulation von Glyoxylat.

Die erhdhten Glyoxylatspiegel konnten ein Indiz daflr sein, dass Gyoxylat aus den
Peroxisomen entweichen kann. Die Anwesenheit von einer NADP-abhangigen
Glyoxylatreduktase im Cytosol, die mit NADPH als Substrat Glyoxylat zu Glycolat reduzieren
kann und dessen niedriger K-Wert fir Glyoxylat (70 uM) sind Hinweise daflir, dass dieses
Enzyms die Zelle vor den toxischen Effekten des Glyoxylats auRRerhalb der Peroxisomen
schutzt (Givan und Kleczkowski 1992). Ein Anstieg der Aktivitdt der NADP-
Glyoxylatreduktase wiurde also die Vermutung unterstitzen, dass Glyoxylat aus den
Peroxisomen in das Cytosol gelangt.

Andere im Blatt vorkommende Enzyme sind ebenfalls in der Lage, die Reduktion von
Glyoxylat unter Verbrauch von NADH oder NADPH zu katalysieren. Unter diesen Enzymen
befinden sich die peroxisomale NAD-abhangige Hydroxypyruvatreduktase (HPR1) und die
cytosolische NADP-abhangige Hydroxypyruvatreduktase (HPR2). Beide Enzyme verwenden
dieselben Substrate und Kofaktoren, aber mit verschiedenen Affinititen. Obwohl die K-
Werte dieser Enzyme fiir Glyoxylat hoher sind als die der spezifischen NADP-abhangigen
Glyoxylatreduktase, konnten sie wegen ihrer sehr hohen Aktivitdt einen Beitrag an der
Beseitigung von Glyoxylat leisten.

Um den Beitrag beider Enzyme zu der NADPH-abhangigen Reduktion von Glyoxylat zu
bestimmen, wurde zunachst die Gesamtaktivitdt ermittelt und parallel ein Versuch unter
spezifischer Inhibition der Glyoxylatreduktase durchgefiihrt. Zusatzlich wurden die Aktivitaten
der NAD- und NADP-abhangigen Hydroxypyruvatreduktase mit Hydroxypyruvat als Substrat
gemessen, um eine mogliche Interferenz mit der Ermittlung der Aktivitdit der NADP-
abhangigen Glyoxylatreduktase besser einschatzen zu kénnen. Die Ergebnisse sind in

Tabelle 3.1 dargestellt.
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Tab. 3.1: Aktivititen der NADP-abhdngigen Glyoxylatreduktase sowie der NAD- und
der NADP-abhangigen Hydroxypyruvatreduktase in Blattern von Wildtyp- und P-
Antisense-Kartoffelpflanzen. Die Pflanzen wuchsen zehn Wochen in Erde bei nicht
kontrollierten CO,-Konzentrationen (~450-290 ppm) und 275425 pmol Quantenm?s™ (PAR).
Die Gehalte an Glyoxylat, Proteinen und Chlorophyll der Blatter sind dargestellt. Mittelwerte +
SE aus Bestimmungen an fiinf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Solara F14-38 F14-59

% WT % WT
Glyoxylat [nmol'cm?] 2,8+0,2 10,6 + 1,3 372 11,6 + 1,1 408
NADP-GR [nKatcm® 0,083 +0,021 0,078+0,010 95 0,077 +0,007 93
NADP-HPR [nKatcm?  0,25+0,02 0,20 + 0,02 80 0,20 + 0,02 78
NAD-HPR [nKatcm™] 2,33+0,07  1,53+0,16 66 1,64 + 0,23 70
Protein [ug:cm™] 672 +17 468 + 36 70 503 + 24 75

Chlorophyll [ug:cm™] 29 +1 13+1 44 14 + 1 48

Die Ergebnisse zeigen, dass die Aktivitdt der NADP-abhangigen Glyoxylatreduktase in
Blattern der transgenen Linien mit einer ca. vierfachen Akkumulation von Glyoxylat im
Vergleich zum Wildtyp nur geringflgig reduziert ist. Die Proteinmenge und die Aktivitat der
NAD-abhangigen Hydroxypyruvatreduktase sind in den transgenen Linien allerdings um ca.
30 % reduziert, wahrend die Aktivitat der NADP-abhangigen Hydroxypyruvatreduktase in den
transgenen Linien um ca. 20 % reduziert ist. Damit sind die spezifischen Aktivitaten dieser
Enzyme wegen des geringeren Proteingehaltes erhéht. Dies deutet auf eine Funktion dieser

Enzyme bei der Entgiftung von in das Cytosol gelangten Glyoxylats hin.
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3.2.5. Wirkung der Reduktion der Menge an P-Protein auf die Photosynthese

3.2.5.1.CO,-Assimilation unter Anzuchtbedingungen in Pflanzen mit reduzierter Menge

an P-Protein

Eine Reduktion der GDC-Aktivitat kann die COs-Assimilation auf verschiedene Weise
beeinflussen. Erstens bedeutet die Bildung von 2-P-Glycolat einen Verlust an Kohlenstoff
aus dem Pool von Intermediaten des Calvin-Zyklus. Durch den C2-Zyklus wird 75 % dieses
Kohlenstoffes in Form von Glycerat-3-Phosphat zuriickgewonnen, die restlichen 25 %
werden als CO; freigesetzt. Eine Limitation der Flussrate durch den C2-Zyklus wegen einer
reduzierten GDC-Aktivitat konnte zu einer Verringerung des Glycerat-3-Phosphat-Pools und
damit zu einer Limitation der CO,-Assimilation fihren. Zweitens ist aus Experimenten mit
isolierten Chloroplasten bekannt, dass Glyoxylat die Aktivierung der RubisCO (Campbell und
Ogren 1990) und die Thioredoxin-abhangigen Aktivierung der Calvin-Zyklus-Enzyme
Fruktose-1,6-Bisphosphatase und Sedoheptulose-1,7-Bisphosphatase (Fligge et al. 1980)
hemmt.

Es ist bekannt aus Untersuchungen mit homozygoten Mutanten des C2-Zyklus, dass eine
vollstandige Unterbrechung des C2-Zyklus zu einem Zusammenbrechen der CO,-
Assimilation und des gesamten C-Metabolismus fuhrt, so dass diese Mutanten unter
normalen CO,-Konzentrationen nicht lebensfahig sind (Blackwell et al. 1990).
Untersuchungen mit heterozygoten Mutanten und Antisense-Pflanzen des C2-Zyklus haben
allerdings gezeigt, dass die COj-Assimilation in diesen Pflanzen unter normalen CO,-
Konzentrationen nicht unbedingt beeinflusst wird. In grinen Blattern von P-Antisense-
Kartoffelpflanzen mit einer Reduktion der GDC-Aktivitdt von ca. 71-75 % wurde keine
Erniedrigung der CO,-Assimilationsrate festgestellt (Heineke et al. 2001). Dies war auch der
Fall mit heterozygoten Gerstenmutanten fur das H-Protein mit einer bis zu 50 % reduzierten
GDC-Aktivitat (Wingler et al. 1997) und in heterozygoten Glutaminsynthetase-
Gerstenmutanten mit 47 % der Glutaminsynthetase-Aktivitat des Wildtyps (Hausler et al.
1994). Andererseits zeigten heterozygote Glutamatsynthase-Gerstenmutanten, die noch 63
% der Glutamatsynthase-Aktivitat des Wildtyps besalen, eine leichte Reduktion der CO,-
Assimilation (Hausler et al. 1994).

In der vorliegenden Arbeit wurde die mogliche Reduktion der COx-Assimilation in
Kartoffelpflanzen mit einer starkeren Reduktion der GDC-Aktivitat (namlich auf 15-20 % der
Aktivitat des Wildtyps) untersucht.

Wie in 3.2.2. erwahnt wurde, hatte die CO,-Konzentration einen gewissen Einfluss auf den
Wachstumsphanotyp. Wenn die Pflanzen unter nicht kontrollierten CO2-Konzentrationen
wuchsen, war die Auspragung des Phanotyps schneller und stéarker als wenn die CO,-
Konzentration im Anzuchtraum konstant gehalten wurde (siehe 2.3.1.2.). Daher wurden zwei

Parallelversuche durchgefthrt, in einem wurde die CO,-Konzentration im Anzuchtraum
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konstant gehalten und in anderem wurde die CO,-Konzentration zwar registriert aber nicht
geregelt. Abbildung 3.16 zeigt eine Aufzeichnung der CO,-Konzentration in beiden

Anzuchtraume. Die Auswirkungen beider Wachstumsbedingungen auf die COx-Assimilation
wurden dann bestimmt.
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Abb. 3.16: CO,-Konzentration im Anzuchtraum unter kontrollierter bzw. nicht
kontrollierter CO,-Konzentration. Die Pfeile bezeichnen den Zeitpunkt der
Gaswechselbestimmungen. Wahrend dieser Zeit wurde eine Erhéhung der CO,-
Konzentration im Anzuchtraum durch wiederholtes Eintreten eines Menschen hervorgerufen.
Der Median von 17 Messwerten wahrend der Lichtperiode ist dargestellt. Es sollte beachtet
werden, dass die CO,-Konzentration bei kontrollierten Bedingungen niemals unter 360 ppm

fallen durfte.

Eine progressive Senkung der CO,-Konzentration unter 360 ppm im Anzuchtraum (Abb.
3.16) bewirkte nach acht Wochen Wachstum eine Reduktion der photosynthetischen
Leistung in den transgenen Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp (Abb. 3.17a). Nach acht
Wochen Wachstum in Erde unter konstanten 360 ppm CO, war dagegen die CO,-
Assimilation in jungen Blattern von Wildtyp- und P-Antisense-Pflanzen gleich (Abb. 3.17b).
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Abb. 3.17: Steady-state CO,-Assimilationsraten im Wildtyp und in den P-Antisense-
Linien in Abhangigkeit von Pflanzenalter und Kultursystem. Die Pflanzen wuchsen acht
Wochen in Erde unter nicht kontrollierter CO,-Konzentration (~450-290 ppm) (a) oder acht
bzw. neun Wochen in Erde bei 360 ppm CO, (kontrolliert) (b) oder vier Wochen in
Hydrokultur mit 10 mM NOj; und bei 360 ppm CO, (kontrolliert) (c) und 27525 pmol
Quantenm?s™? (PAR). Die Gasanalyse wurde jeweils mit dem fiinften Blatt des
Hauptsprosses von der Spitze aus bei 350 ppm CO, und 346 ymol Quantenm?s™ (PAR)
durchgefiihrt (siehe 2.4.2.). Mittelwerte und SE aus Messungen an vier verschiedenen
Pflanzen pro Linie sind dargestellt.
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Nach neun Wochen Wachstum unter diesen Bedingungen zeigten junge Blatter der
transgenen Linien allerdings eine starke Reduktion der CO,-Assimilation im Vergleich mit
Wildtypblattern (Abb. 3.17b). Die Abnahme der CO,-Assimilation korrelierte damit mit der
Abnahme der Chlorophyligehalte der Blatter (Abb. 3.10a).

In Pflanzen in Hydrokultur mit 10 mM NOj3;™ gab es nach vier Wochen Wachstum nur geringe
Unterschiede in der CO,-Assimilation zwischen Wildtyp und P-Antisense-Linien (Abb. 3.17c);
die CO,-Assimilation in den transgenen Linien war leicht hdher als die vom Wildtyp. Eine
Reduktion der GDC-AKktivitat fuhrte also zu einer Reduktion der CO,-Assimilation in jungen
Blattern alterer Pflanzen oder wenn die Pflanzen unter erniedrigten CO,-Konzentrationen
wuchsen.

Im Vorigen wurde gezeigt, dass die Reduktion der GDC-Aktivitat in den P-Antisense-Linien in
einigen Fallen zu einem Anstieg an Glyoxylat fihrte. Héhere Glyoxylatspiegel wurden in
alteren Blattern (Abb. 3.15b), aber auch in jungeren Blattern gefunden, wenn die CO,-
Konzentration im Anzuchtraum unter 360 ppm CO, erniedrigt wurde (Abb. 3.15a).
Andererseits bewirkten erniedrigte COx-Konzentrationen eine Reduktion der CO,-
Assimilation in den transgenen Pflanzen im Vergleich mit dem Wildtyp (Abb. 3.17a). Daher
wurde untersucht, ob der Anstieg an Glyoxylat mit einer Anderung des Gehaltes an
Intermediaten des Calvin-Zyklus verbunden war. Blatter von auf Erde bei nicht kontrollierten
CO2-Konzentrationen (~450-290 ppm) kultivierten Pflanzen wiesen reduzierte Gehalte an
Glycerat-3-Phosphat auf (Abb. 3.18b). Die Abnahme an Glycerat-3-Phosphat korrelierte in
diesen Blattern mit einem Anstieg an Glyoxylat (Abb. 3.18a).
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Abb. 3.18: Gehalt an Glyoxylat und Glycerat-3-Phosphat in Blattern von P-Antisense-
Kartoffelpflanzen mit reduzierten CO,-Assimilationsraten. Der Gehalt an Glyoxylat (a)
und Glycerat-3-Phosphat (b) wurde in Blattern von in Erde angezogenen Pflanzen nach acht
Wochen Wachstum bei nicht kontrollierten CO,-Konzentrationen (~450-290 ppm) gemessen.
Mittelwerte und SE aus Bestimmungen an finf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind
dargestellt.

Da die transgenen Linien in Hydrokultur im Vergleich zum Wildtyp leicht erhéhte CO,-
Assimilationsraten aufwiesen (Abb. 3.17¢), wurde untersucht, ob diese leichte Verbesserung

der photosynthetischen Leistung auf einer erhéhten RubisCO-Aktivitat beruhte. Die
RubisCO-Aktivitat wurde in jungen Blattern von in Hydrokultur mit 10 mM NOj kultivierten
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Pflanzen bestimmt (Tab. 3.2). Die in vivo-Aktivitat der RubisCO war in transgenen Pflanzen
im Vergleich zu Wildtyppflanzen leicht erhéht; die maximale Aktivitat war aber nicht
signifikant verandert. Der Aktivierungszustand der RubisCO war in der Linie F14-59 leicht

reduziert.

Tab. 3.2: Aktivitat und Aktivierungszustand der RubisCO in Blattern von Wildtyp- und
P-Antisense-Kartoffelpflanzen. Die Pflanzen wuchsen vier Wochen in Hydrokultur mit 10
mM NO; bei 360 ppm CO, und 275+25 umol Quanten'm?s™ (PAR). Mittelwerte + SE aus
Bestimmungen an finf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

in vivo-Aktivitat maximale Aktivitdt  Aktivierungszustand
[umol CO, min""mg Protein™] [%]
Solara 17+2 170 £ 17 10
F14-38 23+4 219+ 34 10
F14-59 22 +1 179 £ 12 12

3.2.5.2.Effekte verschiedener Photorespirationsraten auf die CO,-Assimilation in

Pflanzen mit reduzierter Menge an P-Protein

Im vorherigen Abschnitt wurde gezeigt, dass die CO,-Assimilation in den P-Antisense-Linien
unter Anzuchtbedingungen nur in Blattern reduziert war, die verringerte Chlorophyligehalte
aufwiesen, wahrend sie in Blattern mit normalen Chlorophyligehalten unverandert war.
Dieses Ergebnis lie® annehmen, dass die GDC-Aktivitat fir die CO,-Assimilation unter
Anzuchtbedingungen nicht limitierend war.

Andererseits deutete die Akkumulation einiger Intermediate der Photorespiration (siehe
3.2.3.) aufgrund der Reduktion der GDC-Aktivitat (Winzer et al. 2001) an, dass in den
transgenen Pflanzen der Fluss von Intermediaten durch den C2-Zyklus behindert war. Es
stellte sich also die Frage, unter welchen Bedingungen eine Limitierung der CO,-Assimilation
durch den C2-Zyklus eintritt.

Daher wurden CO,-Sattigungskurven der Photosynthese unter hohen Quantenflissen
aufgenommen. Unter diesen Bedingungen wird die Aktivitdt des Calvin-Zyklus stimuliert und
damit ein hoher Fluss von Intermediaten gewahrleistet. Durch Anderung der CO,-
Konzentration werden dann verschiedene Flussraten durch den C2-Zyklus erzeugt.
Aulerdem wurde der Einfluss der NOjz-Versorgung und CO,-Konzentration (Abb. 3.16)
wahrend des Wachstums sowie der Einfluss des Pflanzenalters auf die CO,-Assimilation
unter erhdhten Photorespirationsraten untersucht.

Nach acht Wochen Wachstum in Erde zeigten junge Blatter der P-Antisense-Linien normale
CO,-Assimilation unter Anzuchtbedingungen (Abb. 3.17b). Bei sattigenden Licht trat

dagegen schon bei 600 ppm CO; eine Reduktion der CO,-Assimilation in diesen Pflanzen
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auf (Abb. 3.19a). Nur bei CO,-Konzentrationen von >1000 ppm wurden die Wirkungen der

Photorespiration in diesen Pflanzen aufgehoben (Abb. 3.19a).
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Abb. 3.19: CO,-Sattigung der Photosynthese in Wildtyp und P-Antisense-Pflanzen aus
verschiedenen Anzuchtbedingungen. Die Pflanzen wuchsen acht Wochen in Erde bei 360
ppm CO; (kontrolliert) (a) oder vier Wochen in Hydrokultur mit 10 mM NOj;™ und bei 360 ppm
CO; (kontrolliert) (b) oder acht Wochen in Erde bei nicht kontrollierter CO,-Konzentration
(~450-290 ppm) (c) oder zehn Wochen in Erde bei nicht kontrollierter CO,-Konzentration (d)
und 275+25 umol Quanten'm?s™ (PAR). Die Gasanalyse wurde jeweils mit dem fiinften Blatt
des Hauptsprosses bei 945 (a; c; d) bzw. 1436 (b) umol Quanten'm?s™ (PAR) durchgefiihrt
(siehe 2.4.3.). Mittelwerte und SE aus Messungen an vier verschiedenen Pflanzen pro Linie
sind dargestellt.

P-Antisense-Pflanzen in Hydrokultur mit 10 mM NOj™ zeigten eine geringere Empfindlichkeit
der CO,-Assimilation als die Pflanzen in Erde. Erst unter niedrigen CO,-Konzentrationen
(<200 ppm) trat eine Verminderung der CO,-Assimilation (bis zu 50 % bei 30 ppm CO,) auf,
die wegen des Malistabs der Auftragung in der Abbildung nicht deutlich zu erkennen ist
(Abb. 3.19b). Wie in Abbildung 3.17a gezeigt wurde, fuhrt eine verringerte CO,-
Konzentration wahrend des Wachstums zu einer erniedrigten photosynthetischen Leistung in
den transgenen Pflanzen. Wird die Assimilationsrate bei sattigender CO,-Konzentration und
hoher Lichtintensitat bestimmt, sind die Messwerte identisch (Abb. 3.19c). Unter niedrigen
COx-Konzentrationen dagegen war die COx-Assimilation in diesen Pflanzen deutlich
niedriger als in Abbildung 3.19a.

Bei zehn Wochen alten Pflanzen, die auf Erde bei unkontrollierten CO,-Konzentrationen
(~450-290 ppm) kultiviert worden waren, war die CO,-Assimilation in den transgenen Linien
unter photorespiratorischen Bedingungen noch weiter reduziert. Diese Limitierung der

Photosynthese konnte durch hohe CO.-Konzentrationen nicht aufgehoben werden (Abb.



3. Ergebnisse 93

3.19d). Dieses Ergebnis stimmt mit der Beobachtung uUberein, dass die Pflanzen im
Vergleich zum Wildtyp deutlich reduzierte Chlorophyligehalte aufwiesen (37 % fur die Linie
F14-38 bzw. 38 % fur F14-59).

Eine Reduktion in der CO,-Assimilation kann entweder durch die Kapazitat der CO,-
Assimilation oder durch eine Reduktion in der CO,-Verflugbarkeit hervorgerufen werden, z. B.
durch eine stomatar bedingte Reduktion des CO,-Partialdrucks im Blattinneren (C;). Die
Offnungsweite der Stomata, gemessen als Blattleitfahigkeit, war in den transgenen Linien bei
niedrigen CO,-Konzentrationen leicht reduziert (Abb. 3.20a). Ob diese Reduktion der
Stomatadffnung eine Limitation der Diffusion von CO, ins Blatt verursachte, lief3 sich
untersuchen, indem die CO,-Partialdruckverhaltnisse zwischen dem Blattinneren und der
Luft um das Blatt berechnet wurde. Bei niedrigeren CO,-Konzentrationen war der C/C,-
Quotient im Blattern der Wildtyppflanzen deutlich niedriger als in Blattern der transgenen
Linien (Abb. 3.20b). Damit I&sst sich eine stomatare Limitation der CO,-Assimilation in den

transgenen Pflanzen ausschlielRen.
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Abb. 3.20: Blattleitfahigkeit und CO,-Konzentration-Verhiltnis zwischen dem
Blattinneren (C;) und der AuBenluft (C,) bei verschiedenen CO,-Konzentrationen und
945 pmol Quanten'm™?s™ (PAR) in Wildtyp und P-Antisense-Pflanzen. a) Blattleitfahigkeit
fur Wasserdampf und b) CO,-Konzentration-Verhaltnis (Ci/C,). Die Werte wurden aus dem
Datensatz ermittelt, der auch fir die CO,-Sattigungskurve von Abb. 3.18c verwendet wurde.
Mittelwerte und SE aus Messungen an vier verschiedenen Pflanzen pro Linie sind
dargestellt.

Aus den Gaswechselmessungen lassen sich weitere Photosyntheseparameter wie
Photorespirationsrate, CO,-Kompensationspunkt (I'), Carboxylierungseffizienz (CE) oder
Wassernutzungseffizienz (WUE) errechnen. Diese Parameter liefern Informationen Uber die
im Blatt stattfindenden Prozesse. Allerdings ist zu prifen, ob die aus diesen Parametern
abgeleiteten Aussagen auch auf diese transgenen Pflanzen anwendbar sind. Die Ergebnisse
sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst.

Die Carboxylierungseffizienz (CE) ist die Anfangssteigung einer CO,-Sattigungskurve bei
Auftragung der Assimilation gegen die CO,-Konzentration des Interzellularraumes. Nach v.
Caemmerer und Farquhar (1981) ist die Carboxylierungseffizienz der maximalen RubisCO-

Aktivitat proportional.
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Die CE ist in den transgenen Linien um die Halfte reduziert (Tab. 3.3), wie man auch auf
Abbildung 3.19c erkennen kann. Unter hohen CO,-Konzentrationen, unter denen die
RubisCO-Aktivitat als limitierender Faktor angesehen wird, findet man aber keine
erniedrigten CO.-Assimilationsraten (Abb. 3.19c¢). Damit ist der Parameter CE in diesen

Pflanzen nicht mit der maximalen RubisCO-Aktivitat korrelierbar.

Tab. 3.3: Photosyntheseparameter in Wildtyp und P-Antisense-Pflanzen. Die
Photosyntheseparameter wurden aus den Messungen der CO,-Sattigungskurve (Abb. 3.19c¢)
und den  dazugehoérigen Evaporationswerten  ermittelt  Blattleitfahigkeit  und
Wassernutzungseffizienz (WUE) werden nur fir 350 ppm CO, angegeben. Die
Respirationsraten wurden durch Inkubation der Blatter im Dunkeln bei 360 ppm bestimmt.
Mittelwerte + SE aus Messungen an vier verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Solara F14-38 F14-59
CE [molm?s™] 0,059 + 0,003 0,030 + 0,003 0,029 + 0,002
WUE [pmol CO, mmol H,0™'] 6,93 + 0,26 5,57 £ 0,34 4,98 + 0,40
Photorespiration [umol CO;m?s™] 1,78 £ 0,04 1,21 +£0,12 1,16 £ 0,02
I [ppm] 30+2 41 +1 41+3

Unter Wassernutzungseffizienz wird der Quotient aus CO,-Assimilation und Evaporation
verstanden. Die Wassernutzungseffizienz in den transgenen Pflanzen ist aufgrund einer
reduzierten CO,-Assimilation bei unveranderten Evaporationsraten im Vergleich mit dem
Wildtyp reduziert (Tab. 3.3; siehe Abb. 3.19c und 3.20a).

Photorespiration und CO,-Assimilation sind experimentell schwierig voneinander zu trennen.
Die relativen Photorespirationsraten lassen sich auf verschiedene Weise abschatzen (Oliver
1998). Einige von diesen Verfahren basieren auf die Bestimmung der CO,-Freisetzung bei
der Decarboxylierung von Glycin und werden deshalb als indirekte Bestimmung der GDC-
Aktivitat verwendet.

Beim ersten dieser Verfahren wird sie durch Extrapolation der CO.-Assimilation bei 0 ppm
CO, bei einer Auftragung der CO,-Assimilation gegen den CO,-Partialdruck des
Interzellularraumes bestimmt. Der auf dieser Weise errechnete Wert fir die
Photorespirationsrate ist in den transgenen Linien im Vergleich zum Wildtyp deutlich
reduziert (Tab. 3.3).

Ein zweites Verfahren ist die Bestimmung des CO,-Kompensationspunkts. Dies ist der CO,-
Partialdruck, bei dem CO,-Aufnahme und Abgabe des Blattes im Gleichgewicht stehen. Er
setzt sich zusammen aus der CO,-Fixierung durch die Carboxylasereaktion der RubisCO
und die CO,-Freisetzung durch die Aktivitat der GDC und des Citratzyklus, obwohl die
letzteren Quellen der COg.-Freisetzung gegenuber der GDC-Aktivitat im Licht

vernachlassigbar sind. Am CO,-Kompensationspunkt also entspricht die CO,-Fixierung eines
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Blattes exakt der CO.-Freisetzung durch Photorespiration. Der CO,-Kompensationspunkt in
den transgenen Pflanzen ist héher als im Wildtyp (Tab. 3.3). Dies wirde flr eine erhohte
Photorespirationsrate sprechen.

Im dritten Verfahren wird die CO.-Freisetzung nach Unterbrechung der Belichtung (,post-
illumination CO, burst) analysiert. Fir diese Untersuchung wurden vier Wochen alte
Pflanzen verwendet, die in Hydrokultur mit 10 mM NOj;™ kultiviert worden waren. Der ,,CO,
burst” war in den P-Antisense-Pflanzen grofier als in den Wildtyppflanzen (Abb. 3.21). Dies
ist aber vermutlich nicht die Folge einer erhdhten Photorespirationsrate, sondern lasst sich
dadurch erklaren, dass die transgenen Pflanzen gro3e Menge an Glycin akkumulieren, das
durch die GDC-Aktivitat im Dunkel weiter decarboxyliert wird. Auch nach 30 min im Dunkeln
waren die Respirationsraten in den transgenen Linien noch deutlich héher (0,62+0,06 umol
CO,m?s™ fir die Linie F14-38) als die im Wildtyp (0,48+0,09 pmol CO,m?%s™). Dieses
Ergebnis bestatigt die Vermutungen, dass das in den Blattern der transgenen Linien
wahrend der Lichtphase akkumulierte Glycin hauptsachlich durch GDC-Aktivitat abgebaut
wird (Heineke et al. 2001).
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Abb. 3.21: CO,-Freisetzung in Blattern von Wildtyp- und P-Antisense-Pflanzen nach
Belichtung. Die Pflanzen wuchsen vier Wochen in Hydrokultur bei 360 ppm CO,
(kontrolliert) und 275425 pmol Quanten'm?s™ (PAR). Die Blatter wurden in eine Blattkammer
eingespannt und mit 360 ppm CO; in Luft bei 23 °C und 65 % relativer Luftfeuchte begast
und fir 20 min mit 271 pymol Quantenm®s™ (PAR) und anschlieRend fiir 10 min mit 1436
umol Quantenm?s™ belichtet. Dann wurde die Belichtung ausgeschaltet und die CO,-
Freisetzung verfolgt (siehe 2.4.). Einzelne Messwerte sowie die logarithmische
Regressionskurve aus drei verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Bei der Aufnahme der CO,-Sattigungskurven wurden CO»-Assimilationswerte unter ,steady
state-Bedingungen® ermittelt. In einem weiteren Experiment wurde untersucht, mit welcher
Kinetik die CO,-Assimilation der transgenen Pflanzen auf eine Erhdhung der Lichtintensitat
reagiert. Dazu wurden Blatter von in Hydrokultur mit 10 mM NO3;” gewachsenen Pflanzen erst
unter Anzuchtbedingungen inkubiert (360 ppm CO,, 271 pmol Quantenm?s™). Nach
Erreichen einer konstanten CO,-Assimilationsrate wurde die Lichtintensitat auf 1436 umol
Quantenm®s™ erhoht, um hoch photorespiratorische Bedingungen zu erzeugen, wie in Abb.
3.19b. Dann wurde die Veranderung der CO,-Assimilationsrate verfolgt (Abb. 3.22).
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Die steady-state-CO,-Assimilationsraten in den Pflanzen der Linie F14-38 (10,2+0,4) waren
im Vergleich zum Wildtyp (9,7+0,3) unverandert. Eine rasche initiale Zunahme der CO,-
Assimilation wurde sowohl in Wildtyp als auch in transgenen Pflanzen beobachtet. Dies
sprach flr eine normale Leistung der Lichtreaktionen und des Calvin-Zyklus der
Photosynthese in den transgenen Pflanzen. Nach finf Minuten Inkubation erreichten die
Blatter der Linie F14-38 die maximalen Werte, und es trat eine Drosselung der CO,-
Assimilation auf. In Blatter des Wildtyps stieg die CO,-Assimilation langsam weiter. Nach ca.
13 Minuten erreichten die Blatter der Linie F14-38 ,steady state-Werte®, die deutlich niedriger

waren als die des Wildtyps.
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Abb. 3.22: Kinetik der Anderungen in der CO,-Assimilation bei kurzem Photostress in
Wildtyp- und P-Antisense-Pflanzen Die Pflanzen wuchsen sechs Wochen in Hydrokultur
mit 10 mM NOj3 bei 360 ppm CO, (kontrolliert) und 275+25 pmol Quantenm?s™ (PAR). Die
Blatter wurden in eine Blattkammer eingespannt und mit 360 ppm CO, in Luft bei 23 °C und
65 % relativer Luftfeuchte begast und mit 271 umol Quantenm?s™ (PAR) belichtet (siehe
2.4.). Nach Erreichen einer konstanten CO,-Assimilationsrate wurde die Lichtintensitat auf
1436 umol Quanten'm?s™' erhéht. Mittelwerte und SE aus Messungen an vier verschiedenen
Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Die in den transgenen Linien beobachtete Limitation der CO.-Assimilation kann auf einer
Limitation des Quantenflusses oder der Aktivitdt des Calvin-Zyklus beruhen. Da die
Limitation durch eine Beeinflussung der Photorespirationsrate bewirkt wurde, erschien es
wahrscheinlicher, dass die Aktivitat des Calvin-Zyklus verantwortlich war. Dies lasst sich
Uber die Reduktion des Stromas nachweisen. Wenn der Verbrauch an ATP und NADPH
vermindert ist, kommt es zu einer Uberreduktion des Stromas, was wiederum die
Lichtreaktion bremst. Daher war zu prifen, ob in den transgenen Pflanzen als Folge eines
verminderten Verbrauchs an ATP und NADPH eine Uberreduktion des Stromas auftrat. Zur
Beantwortung dieser Frage wurde die Aktivitdt der NADP-abhangigen Malatdehydrogenase
(NADP-MDH) in Blattern des Wildtyps und der transgenen Pflanzen nach kurzem
Photostress verglichen. In Abbildung 3.23 sind die Ergebnisse fur die Linie F14-38
dargestellt. Die NADP-MDH-Aktivitaten in F14-38-Blattern vor dem Photostress entsprachen
denen im Wildtyp. Nach 10 min Photostress war die in vivo-NADP-MDH-Aktivitat in F14-38
deutlich erhoéht im Vergleich zum Wildtyp, was eine erhohte Aktivierung des Enzyms

bedeutete. Nach 20 min Photostress war die in vivo-NADP-MDH-Aktivitat in F14-38 wieder



3. Ergebnisse 97

auf das Niveau der Wildtypaktivitat zurlickgegangen. Also nach Beginn der Drosselung der
CO,-Assimilation wurde eine Uberreduktion des Stromas hervorgerufen. Dies deutet auf
einer Limitierung der Aktivitat des Calvin-Zyklus hin. Die Normalisierung des
Reduktionsgrades des Stromas nach 20 min kann durch eine Anpassung der Lichtreaktion
zum verminderten Verbrauch von Reduktionsdquivalenten und ATP im Stroma erklart

werden.
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Abb. 3.23: In vivo-Aktivitat der NADP-abhdngigen Malatdehydrogenase (MDH) in
Wildtyp- und P-Antisense-Pflanzen bei kurzem Photostress. Die Pflanzen wuchsen vier
Wochen in Hydrokultur mit 10 mM NOj3;™ und bei 360 ppm CO, (kontrolliert) und 275+25 pmol
Quantenm?s™ (PAR). Die Blatter wurden in einem Blattkammer eingespannt und mit 360
ppm CO; in Luft bei 23 °C und 65 % relativer Luftfeuchte begast und mit 271 pmol
Quantenm?s™ (PAR) belichtet (siche 2.4.). Nach Erreichen einer konstanten CO,-
Assimilationsrate wurde die Lichtintensitat auf 1436 umol Quanten'm™?s™ erhéht. Mittelwerte
und SE aus Messungen an funf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt. Die
Zahlen uber den Balken geben den Aktivierungszustand des Enzyms an.

3.2.5.3.Reduktionsgrad von PSIl und Photoinhibition in Pflanzen mit reduzierter Menge

an P-Protein

Im Vorigen wurde gezeigt, dass die CO,-Assimilation unter Anzuchtbedingungen in den P-
Antisense-Linien nur in Blattern reduziert war, die verringerte Chlorophyligehalte aufweisen,
wahrend sie in Blattern mit normalen Chlorophyligehalten unverandert war. Es stellte sich
also die Frage, ob die Reduktion der photosynthetischen Leistung in den transgenen
Pflanzen auf eine Minderung der Leistung des Photosyntheseapparates (d.h. an einen
reduzierten Photonenfluss) oder auf eine verringerte Aktivitdt des Calvin-Zyklus
zuruckzufihren ist.

Die Messung der Chlorophyllfluoreszenz ist ein geeignetes Mittel, um die Lichtreaktion der
Photosynthese und ihre Wechselwirkung mit den biochemischen Reaktionen zu
untersuchen. Lichtenergie kann ein Elektron eines Chlorophyllmolekils von einem
Grundzustand in einen angeregten Zustand Uberfiuihren. Die Rickkehr in den Grundzustand
kann auf verschiedenen Wegen erfolgen. Durch Ubertragung des angeregten Elektrons auf
einen Elektronenakzeptor (qP) kann die Anregungsenergie fur biochemische Reaktionen
genutzt werden oder sie kann durch Emission von Warme (gN) oder Licht (d.h. Fluoreszenz)

abgegeben werden. Wenn nur ein Teil der Anregungsenergie als Warme abgegeben wird,
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kann das Elektron in den Triplettizustand Ubergehen, von dem aus es O, zu einem
Singulettzustand ('0,) anregen kann. Eine Anderung des Energietransfers durch einer der
Wege beeinflusst die Ausbeute der anderen Prozesse. Deshalb kann durch Messung der
Fluoreszenz von Chlorophyll a-Molekilen Information Uber die verschiedenen Prozesse der
Photosynthese gewonnen werden.

Bei der Sattigungspulsmethode werden durch wiederholte Gabe von Sattigungspulsen
Induktionskurven der Chlorophyllfluoreszenz erzeugt. Diese Kurven erlauben die
kontinuierliche Verfolgung des Verhaltens der Photosynthese unter den Messbedingungen.
Die Analyse verschiedener Parameter ermoglicht eine bessere Interpretation der komplexen
Fluoreszenzsignale. Daher werden bei der Auswertung die maximale und die effektive
Quantenausbeute sowie die photochemische (qP) und nicht-photochemische (gN) Léschung
der Chlorophylifluoreszenz bei normaler und erhéhter Lichtintensitat und CO,-Konzentration
dargestellt.

Die maximale Quantenausbeute (F./F.) stellt die gesamte photochemische Leistung des
PSII-Pools dar, die von einem Lichtimpuls erzielt werden kann, und korreliert mit der Anzahl
an aktiven PSII-Komplexen. Eine signifikante Abnahme der F,/F,, wird als Photoinhibition
bezeichnet und wird induziert, wenn die Anregungsenergie die Dissipationsmechanismen
Ubersattigt. Bei der Photoinhibition sind verschiedenen Prozesse beteiligt, namlich sowohl
Schutzmechanismen als auch Photoinaktivierung der PSlls oder Photoinhibition per se. Zu
den Schutzmechanismen gehért u.a. die Bildung von langlebigen dissipativen PSII-
Komplexen. Man geht davon aus, dass die Photoinhibition per se auf einer Schadigung der
Pigmente und Proteine im Reaktionszentrum (hauptsachlich der D1-Untereinheit) und auf
einer Sattigung der Reparaturmechanismen fir die inaktivierten PSIl-Komplexe (D1-Protein-
Turnover) und der dadurch resultierenden Akkumulierung von inaktiven PSII-Komplexen
beruht. Die Ergebnisse der maximalen Quantenausbeute des PSII sind in Tabelle 3.4 und

Tabelle 3.5 zusammengefasst.

Tab. 3.4: Maximale Quantenausbeute des PSIl (F,/F,) in Wildtyp- und P-Antisense-
Pflanzen in Abhéangigkeit von Pflanzenalter und CO,-Konzentration wahrend des
Wachstums. Die Pflanzen wuchsen 58 Tage in Erde bei 275+25 pmol Quantenm?s™ (PAR)
und 360 ppm CO, und weitere zwdlf Tage bei 290 ppm CO, bzw. weiter bei 360 ppm. F/F,
wurde nach Inkubation der Blatter im Dunkeln fir genau 15 min ermittelt. Mittelwerte + SE
aus Messungen an funf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Fu/Fm
Solara F14-38 F14-59
Tag 0 360 ppm 0,77 £0,00 0,77 £ 0,00 0,78 £0,00
Tag 12 360 ppm 0,76 £ 0,01 0,73 +£0,01 0,73 £0,01

Tag 12 290 ppm 0,76 £ 0,01 0,61+ 0,06 0,63 +£0,08
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Nach vier Wochen Wachstum in Hydrokultur mit 10 mM NOj’ lieR® sich weder in den Blattern
der P-Antisense-Linien noch in Wildtypblattern Photoinhibition nachweisen (Daten nicht
gezeigt). Auch nach acht Wochen Wachstum in Erde bei 360 ppm CO, wurde keine
Abnahme der F,/F,, in jungen Blatter der transgenen Linien im Vergleich zum Wildtyp
festgestellt (Tab. 3.4). Nach weiteren zwolf Tagen Wachstum bei 360 ppm CO, zeigten junge
Blatter der transgenen Pflanzen erste Anzeichen von Photoinhibition, wahrend das F,/F, im
Wildtyp kaum verandert war (Tab. 3.4). Bei 12-tdgigem Wachstum unter niedrigen CO,-
Konzentrationen (290 ppm) war die Photoinhibition in den transgenen Linien deutlich
ausgepragt (Tab. 3.4).

Chlorotische Blatter von 10 Wochen alten transgenen Pflanzen zeigten ebenfalls eine starke
Reduktion von F,/Fy, (Tab. 3.5). Die Abnahme in diesem Parameter war charakterisiert durch
eine Erhéhung der Grundfluoreszenz (F,), und eine Reduzierung der maximalen Fluoreszenz
(Fm). Es wird angenommen, dass eine Photoschadigung der Reaktionszentren eine
/-'\nderung von F.,, aber nicht von F, verursacht, wahrend Schutzmechanismen im
Antennenkomplex Fq verandern (Setlik et al. 1990; Horton et al. 1996; Maxwell und Johnson
2000). Also finden beide Prozesse, namlich Photoschadigung und Schutzmechanismen, in

den transgenen Pflanzen statt.

Tab. 3.5: Chlorotische Blatter von P-Antisense-Pflanzen: maximale Quantenausbeute
von PSII (F./F.), Chlorophyligehalt und Chl a/Chl b-Verhiltnis. Die Pflanzen wuchsen
zehn Wochen in Erde bei nicht kontrollierter CO2-Konzentration (~450-290 ppm; siehe Abb.
3.17) und 275+25 pmol Quantenm?s™ (PAR). F./F,, wurde nach Inkubation der Blatter im
Dunkeln fir 30 min ermittelt. Mittelwerte + SE aus Messungen an flinf verschiedenen
Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Solara F14-38 F14-59
Fu/Fm 0,75+ 0,01 0,59 + 0,02 0,58 +£ 0,02
Chl a/Chl b-Verhaltnis 4,8+0,1 3,5+0,1 3,4+0,1
Gesamtchlorophyligehalt 29 +1 19 +1 18+2

[ugcm™]

Zwei Fluoreszenzparameter, die effektive Quantenausbeute (®pg;) und die photochemische
Fluoreszenzléschung (qP), liefern ein Mal® fur die photochemische Konversion der
Anregungsenergie. ®pg; reprasentiert den Anteil des durch das Chlorophyll in PSII
absorbierten Lichtes, das flr photochemische Reaktionen verwendet wird, und stellt ein Mal}
fur die lineare Elektronentransportrate und damit die gesamte Photosyntheserate dar. qP
bericksichtigt nur die aktiven PSll-Komplexe und dient als Maf} fir den Grad der Oxidation
der Reaktionszentren (Maxwell und Johnson 2000). Die effektiven Quantenausbeuten in
Blattern von Wildtyp und transgenen Linien unter verschiedenen Lichtbedingungen sind in
Abbildung 3.24 dargestellt.
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Abb. 3.24: Effektive Quantenausbeute des PSIl (®ps;) in Wildtyp- und P-Antisense-
Pflanzen. Die Pflanzen wuchsen zehn Wochen (69-70 Tage) in Erde bei nicht kontrollierter
CO,-Konzentration (~450-290 ppm; siehe Abb. 3.17) und 275+25 pmol Quantenm?s’
(PAR). Nach 30 min Inkubation im Dunkeln wurden die Blatter bei 2000 ppm CO, und 945
umol Quantenm?s” (PAR) inkubiert (a); nach weiteren 15 min im Dunkeln wurden die
Blatter bei 350 ppm CO, und 346 umol Quanten'm?s™ (PAR) inkubiert (b) und nach weiteren
12 min im Dunkeln wurden die Blatter bei 350 ppm CO, und 945 pmol Quanten'm?s™ (PAR)
inkubiert (c) (siehe 2.4. und 2.5.). Mittelwerte und SE aus Messungen an funf verschiedenen
Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Bei hohen CO.-Konzentrationen und Lichtintensitaten (2000 ppm CO,, 945 ymol Quanten'm’
257 traten in den Wildtyp starke Schwingungen im linearen Elektronentransport auf (Abb.
3.24a). Es ist bekannt, dass die Aktivierung des Calvin-Zyklus unter hohen CO,-
Konzentrationen und hoher Lichtintensitadt viel schneller ablauft als die Aktivierung der
Saccharose-Synthese im Cytosol (Stitt und Grosse 1988). Diese Situation fuhrt zu
Phosphatmangel in den Chloroplasten und zu einer drastische Hemmung des Calvin-Zyklus.
Die schnelle Abfolge von Aktivierungs- und Inhibitionsschritten des Calvin-Zyklus in den
Chloroplasten bis zur vollstandigen Aktivierung der Saccharose-Synthese im Cytosol wird
durch starke Schwingungen des linearen Elektronentransportes reflektiert (Stitt und
Schreiber et al. 1988). In den Blattern der transgenen Linien treten solche Schwankungen
nicht auf (Abb. 3.24a), was darauf schlielen lasst, dass die Saccharosesynthese die CO.-
Assimilationsrate in der Indutkionsphase nicht limitiert.

Wenn die Pflanzen unter Anzuchtbedingungen, d.h. 350 ppm CO, und 346 pmol Quanten'm’

! inkubiert wurden, war die effektive Quantenausbeute (Dpsy) im Wildtypblattern deutlich

2.a-
s
hoher als in den transgenen Linien (Abb. 3.24b). Dieses Ergebnis deutet auf eine starke
Limitation des linearen Elektronenflusses und Elektronentransfer aus dem PSI in den
transgenen Pflanzen hin, die durch reduzierte Aktivitdt der bedeutendsten

Reduktionsaquivalenten und ATP verbrauchenden Reaktionen im Stroma, ndmlich Calvin-
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Zyklus, Reassimilation von photorespiratorischen NH," und Nitrit-Reduktion, bewirkt sein
sollte.

Wenn die Pflanzen unter Anzuchtbedingungen inkubiert wurden, war die photochemische
Fluoreszenzléschung gP in den Blattern des Wildtyps hoher als in den Blattern der
transgenen Linien (Daten nicht gezeigt). Das bedeutet einen hoheren Oxidationsgrad von
PSIl in Wildtypblattern als in den Blattern der transgenen Linien und reflektiert die
Ergebnisse der effektiven Quantenausbeute, die einen starkeren Elektronenfluss in
Wildtypblattern zeigten. Eine stomatar bedingte Limitation der CO,-Assimilation lieR sich
ausschlielen, da unter diesen Bedingungen der CO,-Partialdruck im Blattinneren (C;) in den
transgenen Linien gegenuber dem Wildtyp nicht verandert war (Daten nicht gezeigt).

Wie oben besprochen wurde, kann die Ausbeute der Chlorophylifluoreszenz noch durch
andere Mechanismen als durch die Ubertragung der angeregten Elektronen auf Q, reduziert
werden. Diese nicht-photochemische Fluoreszenzléschung (qN) besteht aus drei
verschiedenen Hauptkomponenten, die sich durch die Relaxationskinetik im Dunkel
unterscheiden. Diese Komponenten sind die Energie-abhangige (qE), die Transitions- (qT)
und die Inhibitions-Fluoreszenzléschung (ql). Die erste Phase der Relaxation der gN im
Dunkel (t12 < 1 min) ist durch qE bedingt. gE bendétigt einen sauren pH-Wert im Thylakoid-
Lumen, der im Dunkel schnell beseitigt wird, und ist mit der Bildung von Zeaxanthin
verbunden. Die zweite Phase (t12 = 8 min) ist durch qT bedingt (Krause und Weis 1991). qT
wird mit dem Ubergang der LHCII-Komplexe von ,Zustand 1 (dephosphoryliert) zu ,Zustand
2° (phosphoryliert) assoziiert. Durch diese Prozesse wird die Verteilung von
Anregungsenergie zwischen den beiden Photosystemen reguliert. gl wird definiert als der
Teil der durch Licht induzierten gN, der nach 30-40 min noch nicht aufgehoben ist. Dieser
Parameter verursacht eine Reduzierung von F,/F, (Schreiber et al. 1998) und wird mit der
Photoinhibition der Photosynthese assoziiert.

In Blattern des Wildtyps wurde unter Anzuchtbedingungen eine graduelle Abnahme der gN
beobachtet (Abb. 3.25b). Diese graduelle Relaxation von gN bei Belichtung spiegelt den
Abbau des pH-Gradienten durch die Aktivierung von Calvin-Zyklus wider (Schreiber et al.
1998). Die Suppression dieser Relaxation von gN in den Blattern der transgenen Linien
deutet wiederum auf eine Limitierung der Photosynthese durch den Calvin-Zyklus hin (Abb.
3.25b).

Energie-abhangige Dissipationsprozesse reduzieren sowohl die variable als auch die
Grundfluoreszenz. Der grofite Anteil der Energie-abhangigen Fluoreszenzldschung (qE) ist
charakterisiert durch die Abnahme der Grundfluoreszenz Fy zu Fy” und ist assoziiert mit der
Bildung von Zeaxanthin und mit Dissipationsprozessen innerhalb des Antennenkomplexes.
Der zweite Anteil, ohne Léschung von Fg, ist unabhangig von Zeaxanthin und assoziiert mit

Energie-abhangigen Dissipationsprozessen in den Reaktionszentren von PSII (Krause und
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Weis 1991; Osmond 1994). In den transgenen Pflanzen wurde neben den Anstieg von gN

eine drastische Abnahme von Fy wahrend der Belichtung beobachtet (Daten nicht gezeigt).

1 1 1
0,9 - 0,9 0,9
0,8 - 0,8 4 0,8 4
0,7 W 0,7 1 0,7 1
0,6 - 0,6 - 0,6 -
z
Z 05 | 50,5 - % 05
0,4 0.4 - 0,4
0,3 A 0,3 - * 0,3 -
02 1 02 - 1 02 -
0,1 4 0,1 4 0,1 -
a b c
0 T T T T T 0 T T T T T 0 . . . . .
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Zeit [min] Zeit [min] Zeit [min]
‘+Solara —=—F 14-38 ——F 14-59 ‘ ‘+Solara —=—F 14-38 ——F 14-59 ‘ ‘+Solara —=—F 14-38 ——F 14-59 ‘

Abb. 3.25: Nicht-photochemische Léschung der Chlorophylifluoreszenz (qN) in
Wildtyp und P-Antisense-Pflanzen. Die Parameter wurden aus demselben Datensatz
berechnet, der auch Abb. 3.24 zugrunde liegt. Messbedingungen waren 30 min Dunkel, dann
2000 ppm CO, und 945 umol Quantenm?s” (PAR) inkubiert (a); dann weitere 15 min
Dunkel, gefolgt von 350 ppm CO; und 346 umol Quantenm?s™ (PAR) (b) und dann weitere
12 min Dunkel gefolgt von 350 ppm CO, und 945 pmol Quanten'm?s™ (PAR) (c).

Chlorotische Blatter der transgenen Linien zeigten deutliche Photoinhibition (Tab. 3.5). Bei
Inkubation der Blatter bei 360 ppm CO, und 945 pmol Quanten'm?s™” wurde eine deutliche
Zunahme der nicht-photochemischen Fluoreszenzléschung gN beobachtet. Dagegen wurde
in jungen Blattern von acht Wochen alten transgenen Pflanzen unter den gleichen
Bedingungen keine Zunahme von gN festgestellt (Daten nicht gezeigt). Allerdings trat in
jungen Blatter von P-Antisense-Pflanzen bereits nach 5 min Inkubation bei hohen
Lichtintensitaten (1436 pmol Quanten'm™?s™') und normalen CO,-Konzentrationen (360 ppm)
eine Limitierung der CO,-Assimilation auf (Abb. 3.22). Die CO,-Assimilationsraten waren
nach 10 min Inkubation deutlich niedriger als in Wildtypblattern. Eine Limitierung der Aktivitat
des Calvin-Zyklus unter diesen Bedingungen flihrte vermutlich zu einer vorlaufigen
Uberreduktion des Stroma, was sich in einer hdhere in vivo-Aktivitit und einem hdheren
Aktivierungszustand der NADP-Malatdehydrogenase widerspiegelte (Abb. 3.23). Der hohe
Reduktionsgrad des Stroma verschwand aber nach 20 min Inkubation. Es liel sich also
vermuten, dass Dissipationsmechanismen am PSII aktiviert wurden, um den Uberschuss von
Anregungsenergie zu beseitigen. Es wurde also untersucht, ob wahrend kurzem Photostress
eine starkere Induktion von gN in den transgenen Linien stattfand und welche Komponenten
von gN spezifisch induziert werden. Dazu wurde die Induktion von gN nach Inkubation der
Blatter fir 10 min bei hohen Lichtintensitdten analysiert (Abb. 3.26). Die

Versuchsbedingungen waren dabei die gleichen, die schon fur die Untersuchung der CO.-
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Freisetzung (siehe Abb. 3.21) und fir die Photostressbehandlung von Abb. 3.22 und 3.23
verwendet wurden.

Nach 10 min Inkubation bei hoher Lichtintensitat wurde keine verstarkte Induktion von gN in
der transgenen Linie F14-38 im Vergleich mit dem Wildtyp beobachtet (Abb. 3.26a). Es
wurde auch dabei keine Photoinhibition in F14-38 festgestellt. Uberraschenderweise konnte
man in F14-38 eine deutliche Induktion von qT beobachten. Wahrend Wildtypblatter nach
sieben Minuten Inkubation im Dunkeln die maximalen F,-Werte erreichten, dauerte es bei
der Linie F14-38 etwa 15 min (Abb. 3.26a). Eine starke Photoinhibition trat erst nach
3Vsstlindiger Inkubation bei hoher Lichtintensitat auf. Bei F14-38 erholte sich die F,, zu 45 %,
im Wildtyp zu 70 % des Wertes von vor der Belichtung (Abb. 3.26b).
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Abb. 3.26: Wiederherstellung der maximalen Chlorophylifluoreszenz im Dunkeln nach
Belichtung in Wildtyp- und P-Antisense-Pflanzen. Die Pflanzen wuchsen vier Wochen in
Hydrokultur bei 360 ppm CO, (kontrolliert) und 275+25 umol Quantenm?s™ (PAR). Die
Blatter wurden in eine Blattkammer eingespannt und mit 360 ppm CO, in Luft bei 23 °C und
65 % relativer Luftfeuchte begast (siehe 2.4.1.4.). Die maximale Chlorophylifluoreszenz (F,)
wurde nach Verdunkelung der Blatter iber 40 min gemessen. Danach wurden die Blatter fur
20 min mit 271 pmol Quantenm™?s™ (PAR) und anschlieRend fiir 10 min (a) oder fiir 32 h (b)
mit 1436 pmol Quantenm?s™ belichtet. Die maximale Chlorophylifluoreszenz wurde
wahrend und nach der Belichtung in Abstdnden von 200 s durch sattigende Lichtimpulse
ermittelt (siehe 2.5.). Messungen an drei (a) bzw. eine (b) verschiedenen Pflanzen pro Linie
sind zusammengefasst.

3.2.5.4.Symptome von oxidativem Stress in Pflanzen mit reduzierter Menge an P-

Protein

Viele metabolische Prozesse filhren zur Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies. In
grinen Pflanzengeweben ist das photosynthetische Elektronentransportsystem die
Hauptquelle reaktiver Sauerstoffspezies.

Singulettsauerstoff wird im PSII durch angeregte Chlorophylimolekiile produziert, wahrend
die Entstehung von Superoxid am PSI durch die Mehler-Reaktion stattfindet. Selbst unter
optimalen Bedingungen ist die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies unvermeidlich als
Konsequenz der Aktivitdt der photosynthetischen Elektronentransportkette in einer
Sauerstoffatmosphare (Foyer et al. 1994).

Die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies steigt unter Bedingungen, die zu einer

Reduktion der CO,-Assimilation flhren. Als Folge einer Reduktion in der CO,-
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Assimilationsrate wird die Kapazitat des photosynthetischen Elektronentransportsystems
reduziert. Wenn aber die von den photosynthetischen Pigmenten aufgenommene Energie
groler ist als die Kapazitat flr thermische Dissipation, werden Elektronen verstarkt auf
Sauerstoff Ubertragen unter Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. Dies fiihrt erstens zur
Photoinhibition und zweitens zur Photooxidation.

Alle Pflanzenzellen enthalten ein sehr effektives antioxidatives Schutzsystem aus
enzymatischen und nicht-enzymatischen Komponenten, um die reaktiven Sauerstoffspezies
zu entgiften. Wahrend Superoxid und Wasserstoffperoxid durch Enzyme im Ascorbat-
Glutathion-Zyklus entgiftet werden, wird die Entgiftung von Hydroxylradikals und
Singulettsauerstoff durch nicht-enzymatische Systeme bewirkt (Foyer et al. 1994).
Ascorbatperoxidase und Glutathionreduktase sind zwei Schlisselenzyme im Ascorbat-
Glutathion-Zyklus. Ascorbinsaure und Glutathion gehdren zu den wichtigsten hydrophilen
Antioxidantien und sind sowohl im Ascorbat-Glutathion-Zyklus als auch in der nicht-
enzymatische Entgiftung von Sauerstoffradikalien beteiligt. Ascorbinsaure ist auch an der
Induktion nicht-photochemischer Dissipationsprozesse durch die Bildung von Zeaxanthin aus
Violaxanthin beteiligt (Foyer et al. 1994; Miuller-Moulé et al. 2002). Die Induktion des
antioxidativen Verteidigungssystems ist daher ein Hinweis darauf, dass die Zelle
photooxidativem Stress ausgesetzt ist.

Die Aktivitat von Enzymen des antioxidativen Schutzsystems und der Gehalt an
Antioxidantien wurde im Wildtyp und in den transgenen Linien untersucht (Abb. 3.27 und
3.28). Es stellte sich heraus, dass in den transgenen Linien sowohl die Aktivitaten von
Ascorbatperoxidase und Glutathionreduktase (Abb. 3.27a und b) als auch die
Konzentrationen von Ascorbinsaure und reduziertem Glutathion erhoht waren (Abb. 3.28a
und b).
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Abb. 3.27: Aktivitit von antioxidativen Enzyme in Blattern von Wildtyp- und P-
Antisense-Kartoffelpflanzen Die Aktivitdten der Ascorbatperoxidase (a) und der
Glutathionreduktase (b) wurde nach acht Wochen Wachstum in Erde bei nicht kontrollierter
CO,-Konzentration (~450-290 ppm; siehe Abb. 3.17). Fur die Bestimmungen wurden jeweils
Blattscheiben aus dem fiinften Blatt des Hauptsprosses verwendet. Mittelwerte und SE aus
Messungen an funf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.
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Abb. 3.28: Gehalt an Antioxidanten in Blatter von Wildtyp- und P-Antisense-
Kartoffelpflanzen. Der Gehalt an Ascorbinsaure (a) und an reduziertem Glutathion (b)
wurde in Kartoffelpflanzen nach acht Wochen Wachstum in Erde bei nicht regulierter CO,-
Konzentration bestimmt (siehe Abb. 3.17). Die Messungen wurden jeweils am flnften Blatt
(von oben) des Hauptsprosses durchgefihrt. Mittelwerte und SE aus Bestimmungen an funf
verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

3.2.6. Wirkungen der Reduktion der Menge an P-Protein auf den C-Metabolismus

Die Bildung von Glycin aus Glyoxylat und von Hydroxypyruvat aus Serin bilden
Verbindungen zwischen dem Pool von freien Aminosduren und dem Pool von
Kohlenstoffgeristen aus dem Calvin-Zyklus. Die Refixierung von wahrend der
Photorespiration freigesetztem NH," ermdglicht die Ruckfihrung von NH," in den
Aminosaurepool. Der Fluss von Kohlenstoff, und damit indirekt auch der Fluss von Stickstoff
durch die Photorespiration werden durch die kinetischen Eigenschaften der RubisCO sowie
durch das CO,/O,-Verhaltnis in der Atmosphare bestimmt. Dabei muss die Synthese von
organischen Sauren auf die Verflgbarkeit von Stickstoff abgestimmt werden. Durch eine
Akkumulation von Glycin wird N dem anabolen Metabolismus entzogen. Die Reduktion der
GDC-Aktivitat in den transgenen Pflanzen hat also einen Einfluss auf die Verteilung von
assimiliertem Kohlenstoff zwischen C- und N-Metabolismus. Um diesen Einfluss genauer zu
charakterisieren, wurden im Weiteren verschiedene Parameter des C-Metabolismus, wie die

Konzentrationen von Zuckern, Starke und organischen Sauren untersucht.
3.2.6.1.Hexosen und Starke in Blatter mit reduzierter Menge an P-Protein

Wurden die Versuchspflanzen auf Erde angezogen, so war der Gehalt an Hexosen in
Blattern der transgenen Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp etwas reduziert, besonders in der
Linie F14-59 (Abb. 3.29a und b). Der Saccharose- und Starkegehalt war, vermutlich
aufgrund der verminderten CO,-Assimilation, in den transgenen Linien stark reduziert (Abb.
3.29¢ und d). Dabei konnte man im Wildtyp eine deutliche Abhangigkeit des Saccharose-
und Hexosegehalts vom Blattalter beobachten, sowie in geringerem Male eine Abhangigkeit
des Starkegehalts, die in den Blattern der transgenen Linien nicht parallel verlief. In alteren

Wildtypblattern wurden offenbar Hexosen aus Saccharose und womdglich auch aus Starke
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gebildet, vermutlich aufgrund einer Aktivierung der Glykolyse im Zuge der Seneszenz. Dies

fand in den chlorotischen alteren Blattern der transgenen Pflanzen nicht statt.
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Abb. 3.29: Zucker- und Starkegehalt in Blattern von Wildtyp- und P-Antisense-Pflanzen
in Abhangigkeit vom Blattalter. Der Gehalt an Glukose (a), Fruktose (b), Saccharose (c)
und Starke (d) wurde in Blattern von in Erde angezogenen Pflanzen nach neun Wochen
Wachstum bei 360 ppm CO, (kontrolliert) bestimmt (siehe 2.3.1.2.). Die Blatthummerierung
bezieht sich auf die Reihenfolge der Blatter des Hauptsprosses von der Spitze nach unten.
Mittelwerte und SE aus Bestimmungen an finf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind
dargestellt.

Bei Wachstum in Hydrokultur dagegen waren in den Blattern der transgenen Pflanzen die
Hexosekonzentrationen im Vergleich zum  Wildtyp deutlich erhéht und die
Saccharosekonzentrationen reduziert. Diese Anderungen waren bei Hydrokultur mit <1 mM
NOj; besonders stark (Abb. 3.30a, b und c). Der Starkegehalt war in Blattern der transgenen
Linien in Hydrokultur mit 10 mM NOj leicht reduziert im Vergleich mit Wildtypblattern,
wahrend er in Blattern von Pflanzen auf <1 mM NOj; unverandert blieb (Abb. 3.30d). Da die
Kartoffelpflanzen in Hydrokultur keine Knollen bildeten, sind die beobachteten Anderungen
im Zuckergehalte vermutlich darauf zurickzufuhren, dass die Sink-Source-Verhaltnisse sich

in diesen Pflanzen von denen in Pflanzen auf Erde unterscheiden.
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Abb. 3.30: Zucker- und Stirkegehalt in Blatter von Wildtyp- und P-Antisense-
Kartoffelpflanzen in Abhangigkeit vom Blattalter. Der Gehalt an Glukose (a), Fruktose
(b), Saccharose (c¢) und Starke (d) wurde in Blatter von in Hydrokultur angezogenen
Pflanzen nach neun Wochen Wachstum bei 360 ppm CO, (kontrolliert) bestimmt (siehe
2.3.1.3.). Mittelwerte und SE aus Bestimmungen an flnf verschiedenen Pflanzen pro Linie
sind dargestellt.

3.2.6.2.0rganische Sauren in Blatter mit reduzierter Menge an P-Protein

In chlorotischen Blattern von Kartoffelpflanzen mit einer blattspezifischen Antisense-
Inhibierung der Synthese von P-Protein wurde eine drei- bis finffache Akkumulation von
Malat festgestellt (Heineke et al. 2001), wahrend Blatter dieser Pflanzen mit normalen
Chlorophyligehalten keinen Anstieg an Malat aufwiesen. Andere Untersuchungen an diesen
transgenen Pflanzen zeigten neben der beschriebenen Malatakkumulation eine bis zum
1000fache Akkumulation an o-Ketoglutarat und eine 100fache Akkumulation an Pyruvat in
den chlorotischen Blattern (Schmelzer 1998). Es wurde also eine Auswirkung der
Glycinakkumulation auf die Konzentration von organischen Sauren vermutet.

Die Glycinakkumulation in den hier untersuchten Kartoffelpflanzen mit einer
mesophyllspezifischen Inhibierung der Synthese von P-Protein war unterschiedlich in
Blattern von verschiedenem Alter und auch abhangig von der N-Versorgung. Daher wurde
der Malatgehalt in Blattern dieser Pflanzen in Abhangigkeit von Blattalter und N-Versorgung
untersucht.

Sowohl in Erde als auch in Hydrokultur mit 10 mM NOj3;" war der Malatgehalt in Blatter der
transgenen Linie F14-38 reduziert im Vergleich mit dem Wildtyp. In der Linie F14-59 war er
dagegen unverandert. Der Malatgehalt in Blatter von Wildtyppflanzen stieg in Abhangigkeit
mit dem Blattalter (Abb. 3.31a). Blatter von Pflanzen in Hydrokultur mit 10 mM NOj;™ hatten
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weniger Malat als die von Pflanzen in Erde. Bei <1 mM NOj3 war der Malatgehalt der Blatter
sowohl in Wildtyp als auch in den transgenen Linien héher als in Pflanzen auf Hydrokultur
mit 10 mM NOj3; (Abb. 3.31b). Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den oben
beschrieben Beobachtungen in chlorotischen Blattern von Kartoffelpflanzen mit einer
blattspezifischen Antisense-Inhibierung der Synthese des P-Proteins. Es ist allerdings zu
bemerken, dass die hier untersuchten Blatter der mesophyllspezifischen P-Antisense-Linien
einen leichteren Chlorose-Phanotyp aufwiesen als die Blatter der P-Antisense-Pflanzen, in

denen der Malatgehalt in chlorotischen Blattern stark anstieg.
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Abb. 3.31: Gehalt an Malat in Blatter von Wildtyp- und P-Antisense-Kartoffelpflanzen in
Abhidngigkeit vom Blattalter. Der Gehalt an Malat wurde in Blattern von in Erde
angezogenen Pflanzen nach neun Wochen Wachstum bei 360 ppm CO, (kontrolliert)
bestimmt. Die Blatthummerierung bezieht sich auf die Anordnung der Blatter des
Hauptsprosses von der Spitze nach unten. Mittelwerte und SE aus Bestimmungen an flinf
verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellit.

3.2.7. Wirkungen der Reduktion der Menge an P-Protein auf den N-Metabolismus

Der Spiegel an freien Aminosauren in Blatter spiegelt das Gleichgewicht zwischen de novo-
Synthese von Aminosduren aus NH,* und organischen Sauren (NH4-Assimilierung),
Proteinsynthese und -turnover und Export von Aminosduren im Phloem wider. Aminosauren
sind Intermediate des C2-Zyklus, wahrend NH," durch die GDC-Aktivitat freigesetzt wird.
Durch die GS-GOGAT-Aktivitat wird das freigesetzte N fur den Pool von Aminosauren
zurickgewonnen (refixiert). Aufgrund der hohen Photorespirationsraten im Licht wird eine
grole Menge von amino-N durch den C2-Zyklus umgesetzt. Daher kdnnte eine Minderung
der GDC-Aktivitat Wirkungen auf den Spiegel von anderen Aminosauren, auf den

Aminosaureexport, die Proteinsynthese und die Nitratassimilation haben.
3.2.7.1.Aminosauren in Blattern mit reduzierter Menge an P-Protein

Die in den transgenen Linien beobachtete Glycinakkumulation lasst zunachst vermuten, dass
die Konzentrationen anderer Aminosauren verandert sind. Dies wurde durch eine Analyse
aller Aminosauren in Blattern von Wildtyp und transgenen Linien unter Berlcksichtigung der

Kulturbedingungen und des Blattalters untersucht.
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Wie in 3.2.4. gezeigt wurde (Abb. 3.13a und b), steigt der Glycingehalt in den transgenen
Linien bei Kultur auf Erde bis zum 70fachen des Wildtyps, wahrend der Seringehalt nur
wenig geandert ist (Tab. 3.6). Das Glycin/Serin-Verhaltnis lag in den Wildtypblattern bei 0,3.
Aufgrund der Glycinakkumulation stieg es in den transgenen Linien F14-38 und F14-59 auf
20 bzw. 21. Der Gehalt an Glutamat, dem Aminodonor bei der Transaminierung von
Glyoxylat, ist in den transgenen Pflanzen deutlich reduziert, wahrend der Gehalt an Glutamin
unverandert bleibt (Tab. 3.6; Abb. 3.13c und d). Das Glutamat/Glutamin-Verhaltnis betrug in
den transgenen Pflanzen 11 bzw. 12 fUr die Linie F14-38 bzw. F14-59, wahrend es im
Wildtyp bei 37 lag. Aufgrund der Akkumulation von Glycin stieg der gesamte

Aminosauregehalt in den transgenen Linien (Tab. 3.6).

Tab. 3.6: Aminosduregehalte in Blatter von Wildtyp- und P-Antisense-Pflanzen nach
Anzucht in Erde. Die Gehalte an verschiedenen freien Aminosauren wurden in jeweils den
funften bis achten Blatt des Hauptsprosses einer Kartoffelpflanze nach neun Wochen
Wachstum in Erde bei 360 ppm CO, (kontrolliert) bestimmt (siehe 2.3.1.2.). Die Gehalte an
Glycin, Serin, Glutamat und Glutamin, getrennt nach Blattstufe, wurden bereits in Abb. 3.13
gezeigt. Mittelwerte + SE aus Bestimmungen an vier Blattstufen in finf verschiedenen
Pflanzen pro Linie sind dargestellt (n = 20).

Solara F14-38 F14-59
[nmolcm™?]
Glycin 4+0 262 +40 288 +49
Serin 22+3 26 +4 25+4
Glu 109+5 62+9 62+6
GIn 10+3 8+2 10+ 2
Asp 22+2 16+£5 12+4
Asn 0,7+0,1 0,9+0,1 0,8+0,1
andere AS 91+4 105+8 83+8
Z AS 204 +9 417 + 36 431+ 41

Beim Vergleich von Tabelle 3.6 mit Tabelle 3.7 erkennt man, das sich die
Gesamtaminosauregehalte der Blatter von Wildtyppflanzen bei Wachstum in Hydrokultur mit
10 mM NOj3 und auf Erde nicht unterschieden. Der Unterschied in der Verfligbarkeit von
Nitrat driickte sich in einer Veranderung des Glutamat/Glutamin-Verhaltnisses aus, das bei
Wachstum in Erde bei 37 und bei Wachstum in Hydrokultur mit 10 mM NOj’, also bei N-
Uberschuss, bei 3,8 lag. Das Verhéltnis Aspartat/Asparagin anderte sich ebenfalls in
Wildtypblattern von 31 in Erde auf 42 in Hydrokultur mit 10 mM NOj'.
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Der Aminosauremuster in Blatter der transgenen Pflanzen in Hydrokultur bei 10 mM NOj3
zeigten gleiche Tendenzen wie in Erde (Tab. 3.6) mit der Ausnahme von Glutamin, dessen
Gehalt in den transgenen Linien bei 10 mM NOj™ deutlich geringer war als in Wildtypblattern
(Tab. 3.7). Dieser Unterschied resultierte aus der deutlichen Erh6hung des Glutamingehaltes
der Wildtypblatter, denn in den transgenen Linien waren die Glutamingehalte in Hydrokultur
bei 10 mM NO;3 und in Erde ahnlich.

Bei Kultur in <1 mM NOj sind grol3e Unterschiede im Aminosduremuster zu erkennen.
Blatter von Wildtyppflanzen zeigten eine deutliche Zunahme von Serin, Glutamat, Glutamin,
Aspartat und Asparagin, wahrend die Gehalte an Glycin und anderen Aminosauren in diesen
Blattern unverandert blieben (Tab. 3.7). Parallel zu diesen Anderungen sank das Verhaltnis
Glutamat/Glutamin auf 1,1 und das Verhaltnis Aspartat/Asparagin auf 23. Der gesamte
Aminosauregehalt in Wildtypblattern stieg um 99 %.

Blatter der transgenen Linien zeigten bei <1 mM NOj’ eine starkere Akkumulation von Glycin,
wie in 3.2.4. besprochen wurde, diese Erhéhung war auch verantwortlich fir den Anstieg des
Gesamtaminosauregehalts (Tab. 3.7). Die Gehalte an den Aminosauren, die an der
Transaminierung von Glycin beteiligt sind, namlich Glutamat und Serin, und den anderen
Aminosauren wie Glutamin und Asparagin und seinem Transaminierungspartner Aspartat,
sanken in den transgenen Linien stark im Vergleich mit dem Wildtyp unter den gleichen
Anzuchtbedingungen, aber nicht unter die Werte, die in diesen Linien bei 10 mM NOj; oder in
Erde beobachtet wurden (Tab. 3.7; siehe auch Tab. 3.6).
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3.2.7.2.Nitratreduktaseaktivitat und Nitratgehalt in Blatter mit reduzierter Menge an P-

Protein

Wie bereits beschrieben, bildet die Photorespiration eine Schnittstelle von C- und N-
Metabolismus. Die Festlegung von Stickstoff in Glycin wahrend der Lichtperiode flihrt in den
transgenen Pflanzen zu einem hdheren Bedarf an verfligbarem reduziertem Stickstoff. N
wird von den Wurzeln aus der Bodenlésung aufgenommen, meistens in Form von Nitrat, und
entweder in Wurzeln zu Ammonium reduziert oder Uber das Xylem zu den Source-Blatter
transportiert und dort reduziert. Der durch die Glycinakkumulation erhéhte N-Bedarf konnte
zu einer Stimulation der Nitratassimilation fihren und den Export von freien Aminosauren
aus dem Blatt beeinflussen.

Daher wurde untersucht, ob die Aktivitat der Nitratreduktase (NR) in Blattern der transgenen
Pflanzen im Vergleich zum Wildtyp verandert war. Tabelle 3.8 zeigt, dass bei Wachstum in
Erde die transgenen Pflanzen eine erhdhte NR-Aktivitat aufwiesen. Dieser Unterschied lief3
sich in Pflanzen in Hydrokultur aber nicht beobachten.

Der Aktivierungszustand des Enzyms wurde ebenfalls bestimmt; er unterschied sich in den
transgenen Pflanzen sowohl in Erde als auch in Hydrokultur mit 10 mM NOj3™ nicht von dem
im Wildtyp. Bei Hydrokultur mit <1 mM NOj3; war der Aktivierungszustand der Nitratreduktase
leicht erhéht.

Tab. 3.8: maximale Aktivitat und Aktivierungszustand der Nitratreduktase in Blattern
von Wildtyp- und P-Antisense-Kartoffelpflanzen. Die NR-Aktivitat wurde in Blattern von
Kartoffelpflanzen nach neun Wochen Wachstum in Erde bei 360 ppm CO, (a) oder nach vier
Wochen Wachstum in Hydrokultur mit 10 bzw. <1 mM NOj3; und bei 360 ppm CO,
(kontrolliert) (b) gemessen (siehe 2.3.1.3.). Mittelwerte + SE aus Messungen an funf
verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Solara F14-38 F14-59

Aktivitat [nmol NO, min™"cm™]

Erde 3,3+0,6 48+04 48+0,6
Hydrokultur 10 mM NO3 47+04 41+13 47+0,8
<1 mM NO3 6,9+0,8 69+04 79x0,6

Aktivierungszustand [%]
Erde 84 83 81

Hydrokultur 10 mM NOj3 83 74 84

<1 mM NO3’ 79 86 87
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Der Nitratgehalt von Blattern wurde ebenfalls bestimmt. Tabelle 3.9 zeigt, das Blatter von
Pflanzen in Hydrokultur mit 10 mM NOjz;™ mehr als doppelt so viel Nitrat enthielten wie Blatter
von Pflanzen in Erde. Bei Hydrokultur mit <1 mM NOj3;” wurde im Vergleich zu Hydrokultur mit
10 mM NO; nur eine Abnahme des Nitratgehaltes pro Blattoberfliche um ca. 25 %
beobachtet. Der Nitratgehalt der Blatter von P-Antisense-Pflanzen war in Allgemeinen im
Vergleich mit Wildtypblattern nicht verandert. Die Akkumulation von freien Aminosauren in
Blattern der Linie F14-59 auf Erde sowie in Blatter von beiden transgenen Linien in
Hydrokultur mit <1 mM NOj; war von einer Abnahme des Nitratgehaltes in diesen Blattern
begleitet (Tab. 3.7; Tab. 3.9). Dies lie® sich in den transgenen Linien in Hydrokultur mit 10
mM NOj™ und in der Linie F14-38 auf Erde nicht beobachten.

Tab. 3.9: Nitratgehalt in Blattern von Wildtyp- und P-Antisense-Kartoffelpflanzen Der
Gehalt an NO3;™ wurde in Blatter von Kartoffelpflanzen nach 9 Wochen Wachstum in Erde bei
360 ppm CO; (kontrolliert) (a) oder nach vier Wochen Wachstum in Hydrokultur mit 10 bzw.
<1 mM NOj; und bei 360 ppm CO, (kontrolliert) (b) gemessen. Mittelwerte + SE aus
Bestimmungen an finf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Solara F14-38 F14-59

Nitrat [umol.cm™?]

Erde 0,70+ 0,14 0,77 £0,16 0,47 £ 0,07

Hydrokultur 10 mM NO3’ 1,66 + 0,06 1,58 £ 0,08 1,65+ 0,09

<1 mM NO3 1,48 £ 0,08 1,02 £ 0,06 0,84 + 0,09
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3.3. Antisense-Repression der Expression des Genes fur die
Serinhydroxymethyltransferase in  Chloroplasten-haltigen Zellen von
Kartoffelblattern

Aus den in der Einleitung angefiihrten Grinden wurden die Wirkungen der Reduktion der
Aktivitat des GDC-SHMT Komplexes auf die Photosynthese sowie den C- und N-
Metabolismus auch in Kartoffelpflanzen untersucht, in denen die Expression des SHMT-
Gens im Gesamtblatt durch ein Antisense-Konstrukt unter Kontrolle des Promotors des
Genes StLS1, das eine Komponente des Photosystems Il von Solanum tuberosum kodiert
(Stockhaus et al. 1987), reprimiert wurde.

Da die hier untersuchten SHMT-Antisense-Pflanzen unter ambienter CO,-Konzentrationen
nicht wachsen konnten (T. Winzer, personliche Mitteilung), wurden sie in einer Atmosphare
mit erhdhter CO,-Konzentration (940 ppm) flr acht Wochen angezogen. Um die Wirkungen
héherer Flussraten durch den C2-Zyklus auf den Metabolismus zu untersuchen, wurden die
Pflanzen dann in eine Atmosphéare mit 360 ppm CO, transferiert und fir eine Woche unter

diesen Bedingungen weiter angezogen.
3.3.1. Menge an SHMT und GDC-P-Protein in den SHMT-Antisense-Pflanzen

Zum Nachweis der Wirkung des Antisense-Konstrukts wurden die SHMT-Mengen in Wildtyp
und transgenen Linien mittels ,Western blot“-Analyse verglichen. Ein polyklonaler Antikdrper
gegen SHMT aus Pisum sativum L. (Wingler et al. 1997) wurde verwendet.

Die Menge an SHMT-Protein war in den transgenen Linien stark reduziert. Die Menge an
GDC P-Protein wurde zur Kontrolle ebenfalls untersucht; sie war in den transgenen Linien
unverandert im Vergleich mit dem Wildtyp (Abb. 3.32).

SHMT-Protein - - -

P-Protein Sl S0l e
Solara G310-76 G310-85

Abb. 3.32: Menge an SHMT- und P-Protein in Wildtyp- und SHMT-Antisense-
Kartoffelpflanzen. ,Western blot“-Analyse von Proteinen aus Blattern von in Erde
angezogenen Pflanzen nach 57 Tagen Wachstum bei 940 ppm CO, und weitere 24 h bei
360 ppm CO,. Proben flr die Proteinisolierung wurden jeweils aus dem flinften Blatt von der
Spitze des Hauptsprosses genommen. FUr jede Linie wurden Blattextrakte aus flunf
verschiedenen Pflanzen gemischt und 10 pg Protein pro Probe durch SDS-PAGE
aufgetrennt.
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Nach 24 h Inkubation der Pflanzen bei 360 ppm CO, wurde in allen Linien eine Induktion der
Expression des P-Proteins festgestellt (Abb. 3.33a). In Wildtyppflanzen stieg der Gehalt an
P-Protein in den folgenden Tagen bei Inkubation in 360 ppm CO, weiter, wahrend es in
Blattern der transgenen Linie G310-76 nicht weiter anstieg. In Blattern der Linie G310-85 war
die Menge an P-Protein nach sieben Tagen Inkubation im Vergleich mit dem Wert nach 24 h
Inkubation sogar reduziert. Die Menge an SHMT-Protein blieb in allen Linien nach

Erniedrigung der CO,-Konzentration auf 360 ppm unverandert (Abb. 3.33b).

a b c
Tag0940 ppm M e 4 — —
Tag 1360 ppm | st S0 e | D
Tag 7 360 ppm | (D s e (DD

Abb. 3.33: Menge an P- und SHMT-Protein in Wildtyp- und SHMT-Antisense-
Kartoffelpflanzen in Abhangigkeit von der CO,-Konzentration. ,Western blot“-Analyse
von Proteinen aus Blattern von in Erde angezogenen Pflanzen nach 57 Tage Wachstum bei
940 ppm CO; und nach weiteren 24 h bzw. sieben Tagen Wachstum bei 360 ppm CO..
Proben fir die Proteinisolierung wurden jeweils aus dem flinften Blatt von der Spitze des
Hauptsprosses aus genommen. Fir jede Linie wurden Blattextrakte aus funf verschiedenen
Pflanzen gemischt und 20 pg Protein pro Probe durch SDS-PAGE aufgetrennt. a) GDC-P-
Protein, b) SHMT-Protein, ¢) Coomassie-gefarbte Bande der grolien Untereinheit der
RubisCO als Ladekontrolle.
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3.3.2. Wachstumsphanotyp der SHMT-Antisense-Pflanzen

Fur die Untersuchung der Wachstumsphanotypen der SHMT-Antisense-Pflanzen wurden
Pflanzen in Erde angezogen. Die Pflanzen wuchsen acht Wochen bei 940 ppm CO, und
anschlie3end eine Woche bei 360 ppm CO,. Wahrend der Kultur bei 940 ppm CO, wuchsen
die SHMT-Antisense-Kartoffelpflanzen ahnlich wie die Wildtyppflanzen und es konnte kein
Unterschied in Aussehen der Blatter festgestellt werden (Abb. 3.34). Nach einer Woche
Wachstum bei 360 ppm CO, waren die Blatter der transgenen Pflanzen dagegen
wellenférmig und heller als die des Wildtyps. Dies betraf auch die Blatter im oberen Bereich
der Pflanzen. Diese Blatter wiesen aber keine unregelmafiigen chlorotische Bereiche der
Laminae auf wie die der P-Antisense-Pflanzen und wurden nicht auch nicht gelb. Dieses
Ergebnis ist in Einklang mit den Resultaten von H. Bauwe und T. Winzer, dass die SHMT-
Antisense-Pflanzen bei ambienter CO.-Konzentration nicht lebensfahig sind (H. Bauwe,

personliche Mitteilung; siehe 1.7.2.).
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Abb. 3.34: Wildtyp- und SHMT-Antisense-Kartoffelpflanzen. Die Pflanzen waren acht
Wochen in Erde bei 940 ppm CO, angezogen worden (siehe 2.3.1.2.).

Der Chlorophyligehalt der transgenen Pflanzen nach acht Wochen Wachstum bei 940 ppm
CO; war unverandert im Vergleich zum Wildtyp. Nach Erniedrigung der CO,-Konzentration
auf 360 ppm fiir 24 h lieR sich in den Blattern der transgenen Pflanzen noch keine Anderung
der Chlorophyllkonzentration nachweisen (Abb. 3.35a). Nach siebentagiger Inkubation bei
360 ppm CO, zeigten die transgenen Linien jedoch einen starken Abbau von Chlorophyll.
Der Chlorophyligehalt war in der Linie G310-76 um 38% und in der Linie G310-85 im
Vergleich mit dem Wildtyp um 29% reduziert (Abb. 3.35a).
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Abb. 3.35: Chlorophyll- und Proteingehalte in Blatter von Wildtyp- und SHMT-
Antisense-Pflanzen. Der Chlorophyll- (a) und Proteingehalt (b) der Blatter wurde in
Pflanzen nach 57 Tage Wachstum in Erde bei 940 ppm CO, und nach weiteren 24 h bzw.
sieben Tagen Wachstum bei 360 ppm CO, bestimmt. Proben wurden jeweils aus dem
finften Blatt von der Spitze des Hauptsprosses aus genommen. Mittelwerte und SE aus flinf
verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellit.

Auch das Chl a/Chl b-Verhaltnis war wie der Chlorophyligehalt bei 940 ppm und nach 1 Tag
Wachstum bei 360 ppm CO, nicht verandert. Nach sieben Tagen war das Chl a/Chl b-
Verhaltnis in den transgenen Linien dagegen erniedrigt (Tab. 3.10).

Der Proteingehalt der Blatter in SHMT-Antisense-Pflanzen der Linie G310-85 blieb
unverandert nach Erniedrigung der COx-Konzentration auf 360 ppm (Abb. 3.35b). Der
Proteingehalt in Blattern der Linie G310-76 sank erst nach siebentdgiger Inkubation der
Pflanzen bei 360 ppm COs leicht.
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Tab. 3.10: Chlorophyll a/Chlorophyll b-Verhiltnis in Wildtyp- und SHMT-Antisense-
Pflanzen. Die Gehalte an Chlorophyll a und b wurden in Wildtyp und SHMT-Antisense-
Kartoffelpflanzen nach 57 Tagen Wachstum in Erde bei 940 ppm CO, und 275+25 pmol
Quantenm?s™ (PAR) und nach weiteren 24 h bzw. sieben Tagen Wachstum bei 360 ppm
CO, bestimmt. Der Gesamt-Chlorophyligehalt wird in Abb. 3.35a gezeigt. Mittelwerte + SE
aus Messungen an flnf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellit.

Chl a/Chl b-Verhaltnis

Solara G310-76 G310-85
Tag 0 940 ppm 5,1+0,1 4,9+0,1 5,1+£0,1
Tag 1 360 ppm 5,4+0,1 5,0+0,1 5,1£0,1
Tag 7 360 ppm 5,1+0,1 4,310,1 4,7+0,1

3.3.3. Intermediate des C2-Zyklus in Pflanzen mit reduzierter Menge an SHMT-Protein

Zur physiologischen Charakterisierung der SHMT-Antisense-Linien von Kartoffel wurde
untersucht, ob die Reduktion der Menge an P-Protein zur Veranderungen im C2-Zyklus fuhrt.
Daher wurden die Konzentrationen einiger Intermediate des C2-Zyklus unter beiden
Anzuchtbedingungen, hohe CO,-Konzentration (940 ppm) und ambiente CO,-Konzentration
(360 ppm) in den transgenen Linien mit denen im Wildtyp verglichen.

Die Erniedrigung der CO,-Konzentration im Anzuchtraum flr 24 h flhrte tatsachlich zu einer
deutlichen Akkumulation von Glycin in den Blattern der SHMT-Antisense-Pflanzen (70- bzw.
200fach fir die Linien G310-76 bzw. G310-85) im Vergleich mit dem Wildtyp (Abb. 3.36a).
Unter hoher CO,-Konzentration war die Glycinakkumulation in den transgenen Pflanzen viel
geringer (acht- bzw. 14fach fir die Linie G310-76 bzw. G310-85) im Vergleich mit dem
Wildtyp.

Die erhéhten Glycinspiegel in den transgenen Linien unter hohen CO,-Konzentrationen
waren von einem leichten Anstieg an Serin begleitet. Das kann auf einem Stau in der
Transaminierungsreaktion mit Glyoxylat aufgrund der Glycinakkumulation zurtickgefiihrt
werden (Abb 3.36b). Die Akkumulation von Glycin und in geringerem Mal3e von Serin bewirkt
eine Verschlechterung des N-Status, was sich in einem Anstieg an Glutamat und einer
gleichzeitigen Abnahme des Glutamingehaltes widerspiegelt (Abb. 3.36¢ und d).

Insgesamt fuhrte also die deutliche Akkumulation von Glycin in den transgenen Linien nach
Erniedrigung der CO,-Konzentration zu einer Abnahme in der Konzentration von anderen
freien Aminosauren, darunter Serin, Glutamat und in geringerer MafRe Glutamin (Abb. 3.36b,
c und d).

In Wildtyppflanzen dagegen bewirkte die Erniedrigung der CO,-Konzentration eine Abnahme

von Glutamat und einem Anstieg an Glutamin (Abb. 3.36¢ und d). Es ist zu vermuten, dass
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die Erniedrigung der CO,-Konzentration zu einer Drosselung der CO,-Fixierung und einer

Veranderung des Verhaltnisses zwischen C- und N-Assimilation fiihrte.
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Abb. 3.36: Glycin-, Serin-, Glutamat und Glutaminspiegel in Blatter von Wildtyp- und
SHMT-Antisense-Pflanzen. Der Gehalt an Glycin (a), Serin (b), Glutamat (¢) und Glutamin
(d) in den Blattern wurde in Pflanzen nach 57 Tagen Wachstum in Erde bei 940 ppm CO,
und nach weiteren 24 h Wachstum bei 360 ppm CO, bestimmt. Proben wurden jeweils aus
dem flinften Blatt von der Spitze des Hauptsprosses aus genommen. Mittelwerte und SE aus
Messungen an funf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Bei 940 ppm CO, war der Gehalt an Glyoxylat in den transgenen Pflanzen kaum erhoht
(Abb. 3.37). Nach Erniedrigung der CO2-Konzentration auf 360 ppm fur 24 h lie} sich ein
Anstieg im Glyoxylatgehalt von 82 bzw. 65 % in den transgenen Pflanzen der Linien G310-
76 bzw. G310-85 im Vergleich mit dem Wildtyp feststellen. Nach siebentagigem Wachstum
unter 360 ppm CO, war der Glyoxylatgehalt in den Blattern der transgenen Pflanzen der
Linien G310-76 und G310-85 weiter angestiegen, er war 124 bzw. 87 % hoher als in
Wildtyppflanzen (Abb. 3.37).



3. Ergebnisse 119

M Solara
mG310-76
mG310-85

Glyoxylat [nmol ‘cm'z]
o - N w E- (4] (o2} ~ [e)

Tag 0940 ppm Tag 1360 ppm Tag7 360 ppm

Abb. 3.37: Glyoxylatgehalt in Blattern von Wildtyp- und SHMT-Antisense-
Kartoffelpflanzen. Der Glyoxylatgehalt der Blatter wurde in Pflanzen nach 57 Tagen
Wachstum in Erde bei 940 ppm CO, und nach weiteren 24 h bzw. sieben Tagen Wachstum
bei 360 ppm CO, bestimmt. Proben wurden jeweils aus dem flinften Blatt von der Spitze des
Hauptsprosses aus genommen. Mittelwerte und SE aus finf verschiedenen Pflanzen pro
Linie sind dargestellt.

3.3.4. Wirkungen der Repression der Expression des SHMT-Protein-Gens auf die

Photosynthese

3.3.4.1.CO,-Assimilation unter verschiedener Photorespirationsraten in Pflanzen mit
reduzierter Menge an SHMT-Protein

Wie in 3.2.5.1 besprochen wurde, kann eine Reduktion der GDC-Aktivitdt die CO,-
Assimilation auf verschiedene Weise beeinflussen. Aus Untersuchungen mit homozygoten
Mutanten des C2-Zyklus ist bekannt, dass eine vollstadndige Unterbrechung des C2-Zyklus
zu einem Zusammenbrechen der CO,-Assimilation und des gesamten C-Metabolismus fuhrt,
so dass diese Mutanten unter normalen CO,-Konzentrationen nicht lebensfahig sind
(Blackwell et al. 1990). Hohe CO,-Konzentrationen reduzieren die Photorespirationsraten,
aber es ist nicht klar, bei welcher CO,-Konzentration die Photorespiration vollstandig
supprimiert ist. Wahrend eine Anzucht bei 940 ppm CO; keinen deutlich sichtbaren Phanotyp
in den SHMT-Antisense-Kartoffelpflanzen erzeugt, zeigen die gleichen Pflanzen bei Anzucht
unter 800 ppm CO, stark reduzierte COx-Assimilationsraten und Chlorophyligehalte im
Vergleich mit dem Wildtyp (T. Winzer, unverdffentlicht). Offensichtlich hatte die
Photorespiration unter diesen Bedingungen erhebliche Auswirkungen auf die Photosynthese.
Es wurde hier untersucht, in wie weit die Photosynthese in SHMT-Antisense-
Kartoffelpflanzen bei Anzucht unter hoheren CO,-Konzentrationen (940 ppm) beeinflusst
wird und wie die verschiedenen Photosyntheseparameter der Pflanzen auf hohere
Photorespirationsraten reagieren. Die CO,-Assimilationsraten sind in Abbildung 3.38

dargestellt.
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Abb. 3.38: CO,-Sattigung der Photosynthese in Wildtyp- und SHMT-Antisense-
Pflanzen. Die Pflanzen wuchsen 72 Wochen (52-56 Tage) in Erde bei 940 ppm CO, und
275425 pmol Quantenm®?s™ (PAR). Die Gasanalyse wurde jeweils im von der Spitze des
Hauptsprosses aus gesehen fiinften Blatt bei 945 umol Quanten'm?s™ (PAR) durchgefiihrt
(siehe 2.4.3.). Mittelwerte und SE aus finf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Bei hohen CO,-Konzentrationen (1000 ppm oder mehr) waren die CO,-Assimilationsraten in
den transgenen Pflanzen nur wenig reduziert (7 bis 10 %) im Vergleich zum Wildtyp. Unter
hohen photorespiratorischen Bedingungen (niedrige COx-Konzentrationen und hohe
Lichtintensitat) trat eine deutliche Reduktion der CO,-Assimilationsraten in den SHMT-
Antisense-Pflanzen im Vergleich mit Wildtyppflanzen ein. Der Grad der Reduktion in der
COo-Assimilation in den transgenen Pflanzen korrelierte mit der Erniedrigung der CO.-
Konzentration.

Die Offnungsweite der Stomata war in Blattern der Linie G310-76 bei allen untersuchten

CO2-Konzentrationen im Vergleich zum Wildtyp reduziert (Abb. 3.39a).
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Abb. 3.39: Blattleitfahigkeit und C; in Wildtyp- und SHMT-Antisense-Pflanzen bei
verschiedenen CO,-Konzentrationen. Die Blattleitfahigkeit und die Ci/C,-Verhaltnisse
wurden aus demselben Datensatz ermittelt, der auch fur die CO,-Sattigungskurve von Abb.
3.38 verwendet wurde. Mittelwerte und SE aus vier verschiedenen Pflanzen pro Linie sind
dargestellt.

Blatter der Linie G310-85 zeigten hingegen bei CO2-Konzentrationen zwischen 400 und 2000
ppm eine unveranderte Offnungsweite der Stomata. Blatter von Wildtyppflanzen &ffneten ihre
Stomata bei Erniedrigung der CO,-Konzentration. Dieses Verhalten wurde in den transgenen

Pflanzen nur im Bereich von 600 und 400 ppm CO, beobachtet. Bei niedrigeren CO,-
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Konzentrationen reagierten die Blatter mit einer deutlichen Reduktion der
Stomataoffnungsweite (3.39a).

Trotz der Reduktion der Offnungsweite der Stomata in Blattern der transgenen Linien waren
die CO2-Konzentrationen im Blattinneren (Ci) bei niedrigen CO,-Konzentrationen in der
Atmosphare (C,) deutlich hoéher als in Wildtyppflanzen (Abb. 3.39b). Deshalb kann wie bei
den P-Antisense-Kartoffelpflanzen in den SHMT-Antisense-Kartoffelpflanzen eine stomatar
bedingte Limitation der CO,-Assimilation ausgeschlossen werden. Die Reduktion der C; in
Wildtypblattern lie3 sich durch hohe CO,-Fixierungsraten erklaren, die zu einer Verringerung
der C; fihren, die nicht durch die Diffusion von CO, durch die Stomata ins Blatt kompensiert
werden kann.

Die CO,-Assimilation war abhangig von der CO,-Konzentration, wahrend die Stomatadffnung
und damit die Evaporation relativ konstant bei verschiedenen CO,-Konzentrationen blieben
(Abb. 3.38 und 3.39a). Damit korrelierte die Wassernutzungseffizienz mit den CO,-
Assimilationsraten. Blatter der SHMT-Antisense-Linien schlossen die Stomata bei niedrigen
CO2-Konzentrationen. Dadurch minimierten die transgenen Pflanzen den relativen
Wasserverlust. Die Wassernutzungseffizienz war unter diesen Bedingungen jedoch deutlich
niedriger als in Wildtypblattern. Bei 360 ppm CO, und 945 pmol Quantenm?s™ lag die
Wassernutzungseffizienz in den transgenen Linien bei 3,91+0,24 bzw. 3,53+0,12 pmol
CO,mmol H,O™ (fir die Linie G310-76 bzw. G310-85), wahrend dieser Wert in
Wildtypblattern 6,16+0,17 betrug.

3.3.4.2.Reduktionsgrad des PSIl und Photoinhibition in Pflanzen mit reduzierter Menge
an SHMT-Protein

Da Photorespiration vermutlich auch unter hohen CO,-Partialdruck stattfindet (siehe
3.3.4.1.), wurde hier untersucht, ob die SHMT-Antisense-Pflanzen Zeichen von
Photoinhibition aufweisen, wenn sie in einer Atmosphare mit einer hohen CO,-Konzentration
wachsen.

Durch die Messung der Chlorophylifluoreszenz kénnen, wie in 3.2.5.3. erklart, Informationen
Uber den Zustand des Photosyntheseapparates gewonnen werden. Die maximale
Quantenausbeute (F,/F.,) stellt die gesamte photochemische Leistung des PSII dar. Eine
signifikante Abnahme der F,/F,, wird als Photoinhibition bezeichnet und wird induziert, wenn
die Anregungsenergie die Dissipationsmechanismen Ubersattigt. Nach Anzucht der Pflanzen
unter hohen CO,-Konzentrationen (940 ppm CO,) wurde kein Zeichen von Photoinhibition in
den SHMT-Antisense-Pflanzen gefunden. Die optimalen Quantenausbeuten des PSII (F,/F.,)
waren in Blattern der SHMT-Antisense-Pflanzen unverandert im Vergleich mit den

Ausbeuten in Blattern von Wildtyppflanzen (Tab. 3.11).
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Tab. 3.11: Optimale Quantenausbeute des PSIl (F,/F,) in Wildtyp- und SHMT-
Antisense-Pflanzen. Die Pflanzen wuchsen 772 Wochen (53-57 Tage) in Erde bei 940 ppm
CO, und 275425 pmol Quanten'm?s™ (PAR). F,/F,, wurde nach Inkubation der Blatter im
Dunkeln fir genau 10 min ermittelt. Mittelwerte = SE aus finf verschiedenen Pflanzen pro
Linie sind dargestellt.

Solara G310-76 G310-85

Fu/Fm 0,78+0,01 0,77+0,01 0,78+0,01

Isolierte Mitochondrien von SHMT-Antisense-Pflanzen zeigten extrem geringere
Glycindecarboxylierungsraten (T. Winzer, unveroffentlich). Es ist daraus zu schlielen, dass
die Flussraten durch den C2-Zyklus durch die Reduktion der SHMT-Proteinmenge extrem
reduziert werden. Es wurde hier untersucht, welche Auswirkungen eine solche Verringerung
der Aktivitat des C2-Zyklus auf die Lichtreaktionen der Photosynthese hat.

Durch die Messung der Chlorophyllfluoreszenz kdénnen die Auswirkungen von
biochemischen Reaktionen auf verschiedene Prozesse im PSIlI unter verschiedenen
Bedingungen verfolgt werden. Bei der Sattigungspulsmethode werden durch wiederholte
Gabe von Sattigungspulsen Induktionskurven der Chlorophyllfluoreszenz erzeugt. Diese
Kurven erlauben die kontinuierliche Verfolgung des Verhaltens der Photosynthese (d.h. der
Reaktionen im PSIl) unter den Messbedingungen. Die Analyse verschiedener Parameter
ermdglicht eine bessere Interpretation der komplexen Fluoreszenzsignale. Bei der
Auswertung werden die effektive Quantenausbeute ®pg; sowie die photochemische (qP) und
nicht-photochemische (gN) Loschung der Chlorophylifluoreszenz bei normaler und erhdhter
Lichtintensitat und CO,-Konzentration dargestellt.

Wie in 3.2.5.3. erlautert, reprasentiert die effektive Quantenausbeute ®pg; den Anteil des
durch das Chlorophyll in PSIl absorbierten Lichtes, das fiir photochemische Reaktionen
verwendet wird, und stellt ein Mal fir die lineare Elektronentransportrate und damit die
gesamte Photosyntheserate dar. Bei hohen CO,-Konzentrationen und Lichtintensitaten
(2000 ppm CO,, 945 pmol Quanten'm™?s™) traten in den Wildtyp groRe Schwankungen in der
dpg) auf (Abb. 3.40a), was damit zusammenhangt, dass die Aktivierung des Calvin-Zyklus
unter hohen CO,-Konzentrationen und hoher Lichtintensitat viel schneller ablauft als die
Aktivierung der Saccharose-Synthese im Cytosol (Stitt und Grosse 1988). Dies fuhrt zu
einem Phosphatmangel in den Chloroplasten und zur Hemmung des Calvin-Zyklus. Die
schnelle Abfolge von Aktivierungs- und Inhibitionsschritten des Calvin-Zyklus bis zur
vollstandigen Aktivierung der Saccharose-Synthese wird durch groRe Schwankungen des
linearen Elektronentransportes reflektiert (Stitt und Schreiber 1988).

In den Blattern der SHMT-Antisense-Linien waren diese ®pg-Schwankungen schwacher als
in  Wildtypblattern (Abb. 3.40a), obwohl die CO.-Assimilationsraten unter diesen

Bedingungen normal sind. Dies kann bedeuten, dass in diesen Linien unter den
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Versuchsbedingungen kein so ausgepragter Phosphatmangel in den Chloroplasten auftritt
oder dass andere Reaktionen die Aktivitat des Calvin-Zyklus drosseln, so dass ein
Phosphatmangel nicht oder nur in geringem Ausmal} auftreten kann. Es kann postuliert
werden, dass der Bedarf an Phosphat durch eine verringerte Produktion von Glycerat
reduziert ist. Das wlrde aber voraussetzen, dass unter den Versuchsbedingungen immer

noch eine gewisse Photorespiration stattfindet.
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Abb. 3.40: Effektive Quantenausbeute des PSIl (Dpg)) in Wildtyp- und SHMT-Antisense-
Pflanzen. Die Pflanzen wuchsen 772 Wochen (53-57 Tage) in Erde bei 940 ppm CO, und
275+25 pmol Quantenm?s™” (PAR). Die Blatter wurden fiir genau 10 min im Dunkeln
vorinkubiert. ®pg; wurde anschlieRend wahrend der Inkubation der Pflanzen bei 2000 ppm

CO; und 945 pmol Quantenm?s” (PAR) (a) oder bei 350 ppm CO, und 346 pmol
Quantenm®?s™ (PAR) (b) oder bei 350 ppm CO, und 945 pmol Quantenm?s™ (PAR) (c)
gemessen (siehe 2.5.). Mittelwerte und SE aus Messungen an funf verschiedenen Pflanzen
pro Linie sind dargestellt.

Unter denselben Messbedingungen war die photochemische Ldschung der
Chlorophylifluoreszenz (qP) in Blattern der SHMT-Antisense-Pflanzen unverandert (Abb.
3.41a). Dieser Parameter liefert auch ein Mal} fir die photochemische Konversion der
Anregungsenergie und unterscheidet sich vom ®pg, darin, dass gP nur die aktiven PSII-
Komplexe berlcksichtigt. Daher dient gP als Mall fur den Grad der Oxidation der
Reaktionszentren (Maxwell und Johnson 2000).

Der Unterschied zwischen den Ergebnissen dieser beiden Parameter kann auf Unterschiede
in der Loschung der Grundfluoreszenz (qFo) zwischen Wildtyp und transgenen Linien
zurtckzufiihren sein. Wahrend gF, in Blattern des Wildtyps bei 0,09+0,03 lag, betrug gF, bei
den Linien G310-76 und G310-85 0,16+0,01 bzw. 0,12+0,03. Es wird im Allgemeinen
angenommen, dass die Grundfluoreszenz durch Energie-abhangige Dissipationsprozesse
(qE) reduziert wird. Der gréfite Anteil der nicht-photochemischen Léschung der variablen
Chlorophylifluoreszenz (gqN) wird auch durch gE bedingt. Es wurde aber kein Unterschied im
gN zwischen dem Wildtyp und den SHMT-Antisense-Linien festgestellt (Abb. 3.41d). Bei der
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Linie G310-85 ist dieser Parameter sogar reduziert. Welche Mechanismen dieses Verhalten

in den transgenen Linien beeinflussen, ist unklar.
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Abb. 3.41: Photochemische (qP) und nicht-photochemische (qN) Loéschung der
Chlorophyllfluoreszenz in Wildtyp und SHMT-Antisense Pflanzen. Die Pflanzen
wuchsen 772 Wochen (53-57 Tage) in Erde bei 940 ppm CO, und 275+25 pmol Quanten'm’
25 (PAR). Nach 10 min Inkubation im Dunkeln wurden die Pflanzen bei 2000 ppm CO, und
945 umol Quanten'm?s™ (PAR) (a und d) oder bei 350 ppm und 346 pmol Quanten'm?s’
(PAR) (b und e) oder bei 350 ppm CO, und 945 pmol Quantenm?s™ (PAR) (¢ und f)
inkubiert. Mittelwerte und SE aus Messungen funf verschiedenen Pflanzen pro Linie sind
dargestellt.

Unter 350 ppm CO, und 346 pmol Quantenm?s™ Licht (Standardbedingungen fiir
Wildtyppflanzen) wurde eine leichte Reduktion der linearen Elektronentransportrate in Blatter
der transgenen Linien im Vergleich mit dem Wildtyp beobachtet (Abb. 3.40b). Diese
Reduktion von ®pg, korrelierte mit einer leichten Reduktion der CO,-Assimilation in diesen
Blattern (Daten nicht gezeigt). Die Reduktion der Elektronentransportrate verursachte einen

deutlich erhdhten Reduktionsgrad der Reaktionszentren im Vergleich mit Wildtypblattern, wie
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man aus dem Parameter qP entnehmen kann (Abb. 3.41b). Die nicht-photochemische
Fluoreszenzléschung wurde in Blattern der transgenen Pflanzen nicht starker induziert als in
Wildtypblattern, aber dafir fand der Abbau des gN aufgrund der Aktivierung des Calvin-
Zyklus in den transgenen Pflanzen im Gegensatz zum Wildtyp nicht statt. Hier auch wie bei
hohen CO,-Konzentrationen und Lichtintensitaten war die Léschung der Grundfluoreszenz in
Blattern der transgenen Linien deutlich héher (0,15+0,00 bzw. 0,14+0,02 jeweils fur G310-76
und G310-85) als in Wildtypblattern (0,06+0,02).

Unter hoch photorespiratorischen Messbedingungen war die Abnahme von ®ps; und gP in
den SHMT-Antisense-Pflanzen sehr stark (Abb. 3.40c; Abb. 3.41c), was auf eine reduzierte
CO,-Assimilationsrate zurlickzufihren ist. Wiederum waren diese Anderungen in den
photochemischen Prozessen nicht mit einer Abnahme der nicht-photochemischen
Fluoreszenzléschung korreliert. Die Loschung der Grundfluoreszenz war im Gegenteil grof3er
in Blattern der transgenen Pflanzen (0,21+0,01 bzw. 0,30+0,06 jeweils fur die Linien G310-76
und G310-85) als in Wildtypblattern (0,10+0,02).

3.3.5. Wirkungen der Reduktion der Menge an SHMT-Protein auf den C-Metabolismus

Wie bereits in 3.2.6. erlautert, stellt die Bildung von Glycin aus Glyoxylat und von
Hydroxypyruvat aus Serin eine Verbindung zwischen dem Pool von freien Aminosauren und
dem Pool von Kohlenstoffgeriisten aus dem Calvin-Zyklus dar. Der Fluss von Kohlenstoff,
und indirekt auch der Fluss von Stickstoff durch die Photorespiration werden durch die
kinetischen Eigenschaften der RubisCO sowie durch das CO,/O,-Verhaltnis in der
Atmosphéare bestimmt. Dabei muss die Synthese von organischen Sauren auf die
Verfugbarkeit von Stickstoff abgestimmt werden. In den SHMT-Antisense-Pflanzen wird
durch die Akkumulation von Glycin wahrend der Lichtphase N dem anabolen Metabolismus
entzogen. Andererseits wird in den SHMT-Antisense-Pflanzen bei niedrigen CO,/O,-
Verhaltnissen die CO,-Fixierung reduziert (siehe 3.3.4.1.). Die Reduktion der SHMT-Aktivitat
hat also einen Einfluss auf die Verteilung von assimiliertem Kohlenstoff zwischen C- und N-
Metabolismus.

Um diesen Einfluss genauer zu charakterisieren, wurden im Weiteren verschiedene
Parameter des C-Metabolismus, wie die Konzentrationen von Zuckern, Starke und

organischen Sauren untersucht.
3.3.5.1.Hexosen und Starke

Wie bereits erwahnt wurde, sind die SHMT-Antisense-Pflanzen unter normalen C/O-
Verhaltnisse nicht lebensfahig; sie wachsen aber normal in einer Atmosphare mit hohen
CO2-Konzentrationen. Wie man aus der Akkumulation von Glycin enthehmen kann, ist die

Photorespiration dabei reduziert, aber nicht vollstandig supprimiert. Durch Senkung der CO,-
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Konzentration wahrend des Wachstums kénnen hohe Photorespirationsraten erzeugt
werden. Die Wirkungen verschiedenen Photorespirationsraten auf den C-Metabolismus
wurden also bei SHMT-Antisense-Pflanzen unter hohen und niedrigen C/O-Verhaltnissen
untersucht.

Unter hohen CO,-Konzentrationen (940 ppm) zeigten die Gehalte an Hexosen, Saccharose
und Starke in den SHMT-Antisense-Pflanzen keine Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp
(Abb. 3.42a, b, ¢ und d). Beim Wachstum unter normalen CO,-Konzentrationen (360 ppm)
war dagegen eine Akkumulation von Hexosen und eine Abnahme im Saccharosegehalt zu
beobachten.

Der starke Anstieg von Hexosen deutet darauf hin, dass die transgenen Pflanzen unter
osmotischem Stress standen. Hexosen werden ausschliel3lich in der Vakuole gespeichert,
wo sie eine Rolle als Osmotikum spielen; Glycin verteilt sich dagegen auf alle
Kompartimente, die héchste Konzentration findet man im Cytosol (Bissis und Heineke 1998;
D. Heineke, unveréffentlich). Es ist zu vermuten, dass die beobachtete Akkumulation von

Hexosen die Akkumulation von Glycin kompensiert.
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Abb. 3.42: Zucker- und Starkegehalte in Blattern von Wildtyp- und SHMT-Antisense-
Pflanzen. Der Gehalt an Glukose (a), Fruktose (b), Saccharose (c) und Starke (d) der Blatter
wurde in Pflanzen nach 57 Tage Wachstum in Erde bei 940 ppm CO, und nach weiteren 24
h bzw. sieben Tagen Wachstum bei 360 ppm CO, bestimmt. Mittelwerte und SE aus finf
verschiedenen Pflanzen pro Linie sind dargestellt.

Die Akkumulation von Hexosen war nach einem Tag starker als nach sieben Tagen
Wachstum bei 360 ppm CO,. Der Saccharosespiegels sank dagegen innerhalb von sieben
Tagen. Nach sieben Tagen Wachstum bei 360 ppm CO, war auch die Starkekonzentration in

den Blattern der transgenen Linien reduziert. Diese Ergebnisse deuten auf eine deutlich
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starkere Limitierung der Photosynthese nach sieben Tagen als nach einem Tag hin und
stimmen mit dem reduzierten Chlorophyligehalt dieser Blatter iberein.

Der Zucker- und Starkegehalt von Wildtypblattern nahm nach dem Transfer der Pflanzen zu
normalen CO,-Konzentrationen ebenfalls ab. Das kann auf die Reduktion der CO.-Fixierung
in  Wildtypblattern zurlickgefihrt werden. Nach sieben Tagen bei ambienter CO.-
Konzentration (360 ppm) war eine leichte Normalisierung des Saccharose- und
Glukosegehalt in Wildtypblattern zu beobachten, d.h. die Konzentrationen naherte sich
wieder den Werten vor dem Transfer an. Diese Anderungen in den Zuckergehalten deuten

auf eine Anpassung der Pflanzen an die neuen Wachstumsbedingungen hin.
3.3.5.2.0rganische Sauren

Der Gehalt an organischen Sauren in Blattern des Wildtyps und der SHMT-Antisense-
Pflanzen wurde unter denselben Wachstumsbedingungen untersucht. Der Blattgehalt an
Malat der stieg in den transgenen Linien nach dem Transfer der Pflanzen in normale CO,-
Konzentrationen (360 ppm; siehe Abb. 3.43a). Diese Zunahme war nach sieben Tagen
Wachstum bei 360 ppm etwas starker als nach einem Tag Wachstum. Im Wildtypblattern
waren dagegen keine Anderungen des Malatgehaltes zu beobachten (Abb. 3.43a).

Der Pyruvatgehalt der Blatter von Wildtyppflanzen stieg nach dem Transfer in 360 ppm CO..
Der Anstieg war etwas héher nach sieben Tagen Wachstum unter diesen Bedingungen als
nach einem Tag Wachstum (Abb. 3.43b). In den SHMT-Antisense-Pflanzen kann auch eine
leichte Zunahme des Pyruvatgehaltes der Blatter festgestellt werden; diese Veranderungen
waren aber nicht so deutlich wie beim Wildtyp (Abb. 3.43b).
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Abb. 3.43: Gehalt an organischen Sauren in Blatter von Wildtyp- und SHMT-Antisense-
Pflanzen. a) Malat und b) Pyruvat. Es wurden dieselben Blattproben wie in Abb. 3.42
verwendet; zur Bestimmung der Malat- und Pyruvatkonzentrationen siehe 2.8.1.3. und
2.8.1.4.



3. Ergebnisse 128

3.3.5.3.Enzyme zur Synthese von organischen Sauren

Die dargestellten Veranderungen im Metabolitspiegel des C-Metabolismus in den SHMT-
Antisense-Pflanzen lassen vermuten, dass die Anderungen im Aminosauremuster in diesen
Pflanzen zu einer Aktivierung der Glykolyse zur Produktion von organischen Sauren fiihren
kénnten. Daher wurden die Aktivitaten einiger Schlisselenzyme des C-Metabolismus
bestimmt, die fir den Ablauf der Glykolyse von Hexose-6-Phosphaten entscheidend sind,
namlich die Pyrophosphat-abhangige Fruktose-6-Phosphat-Kinase (PFP) und die ATP-
abhangige Fruktose-6-Phosphat-Kinase (PFK). Die Aktivitat von terminalen Enzymen der
Glykolyse, die an der Synthese von organischen Sauren beteiligt sind, namlich der
Pyruvatkinase und der Phosphoenolpyruvatcarboxylase (PEP-Carboxylase) wurde ebenfalls
bestimmt.

Nach Umsetzung der Pflanzen auf ambiente CO,-Konzentration stiegen die Aktivitaten der
glycolytischen Enzyme PFP und PFK sowohl in Wildtyp- als auch in SHMT-Antisense-
Blattern. Der Anstieg der PFP-Aktivitat nach einem Tag Wachstum bei 360 ppm betrug zwei-
bis dreifach und nach sieben Tagen vier- bis finffach, wahrend die PFK-Aktivitadt nach sieben

Tagen etwa dreifach angestiegen war (Abb. 3.44a und b).
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Abb. 3.44: Aktivitaten einiger Enzyme des C-Metabolismus in Blatter von Wildtyp- und
SHMT-Antisense-Pflanzen. a) Pyrophosphat-abhangige Fruktose-6-Phosphat-Kinase (PFP)
b) ATP-abhangige Fruktose-6-Phosphat-Kinase (PFK), ¢) Phosphoenolpyruvatcarboxylase
und d) Pyruvatkinase. (Legende wie in Abb. 3.42)

Eine Induktion der Pyruvatkinase-Aktivitat in Blattern wurde ebenfalls nach Umsetzung der
Pflanzen auf 360 ppm CO, sowohl in Wildtyp- als auch in den transgenen Pflanzen

beobachtet. Der Anstieg war unterschiedlich grof3 fir Wildtyp- und transgenen Pflanzen und
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betrug mehr als das zweifache fir die transgenen Pflanzen und etwa das 1,8fache fir den
Wildtyp (Abb. 3.44d).

Die Aktivitat der PEP-Carboxylase zeigte einen initialen Anstieg nach einem Tag Wachstum
bei 360 ppm CO,, erreichte aber die urspriinglichen Werte nach sieben Tagen. Dieser
vorubergehende Anstieg der PEP-Carboxylase-Aktivitat war nur leicht bei dem Wildtyp und
der Linie G310-76 (Abb. 3.44c).

3.3.6. Wirkungen der Reduktion der Menge an SHMT-Protein auf den N-Metabolismus

Wie bereits in 3.3.5. erlautert, stellt die Photorespiration einen Verknlpfungspunkt zwischen
C- und N-Metabolismus dar. Die Freisetzung von NH;" und seine Reassimilation wahrend
der Photorespiration repréasentieren eine Schleuse fur die Einflhrung von NH," in den
Aminosaurepool. Dabei ist die Rate an photorespiratorischer Freisetzung von NH;" in den
Mitochondrien ca. zehnmal hoher als die Rate der primaren NOj-Assimilation. Durch eine
Akkumulation von Glycin wird N dem anabolen Metabolismus entzogen. Die Reduktion der
GDC-AKktivitat in den transgenen Pflanzen hat also einen Einfluss auf die Verteilung von
assimiliertem Kohlenstoff zwischen C- und N-Metabolismus. Um diesen Einfluss genauer zu
charakterisieren, wurden die Anderungen im Aminosduremuster in Wildtyp- und SHMT-
Antisense-Pflanzen unter verschiedenen C/O-Verhaltnissen untersucht.

Die in Blattern der SHMT-Antisense-Pflanzen unter hoher CO,-Konzentration beobachtete
Glycinakkumulation war mit einer Veranderung in den Konzentrationen anderer Aminosauren
begleitet. Wahrend die Gehalte an Serin und Glutamat zunahmen, sanken die Gehalte an
Glutamin und Asparagin (Tab. 3.12). Das Glutamat-/Glutamin-Verhaltnis stieg von 1,9+03 in
Wildtypblattern auf 6,1+1,1 in der transgenen Linie G310-76 und 6,943,0 in der Linie G310-
85. Das Aspartat/Asparagin-Verhaltnis stieg von 35+2 in Wildtypblattern auf 53+5 in der Linie
G310-76 und 92423 in der Linie G310-85. Diese Anderungen deuten auf eine
Verschlechterung des N-Status der Pflanzen wegen der Festlegung von N in Glycin und
Serin hin.

Wie in 3.3.3. bereits beschrieben, fuhrte die deutliche Akkumulation von Glycin in Blattern
der transgenen Linien nach Erniedrigung der CO,-Konzentration zu einer Abnahme in der
Konzentration der anderen freien Aminosauren mit Ausnahme der Amid-Donoren Glutamin
und Asparagin (Tab. 3.12). Der Gesamtaminosauregehalt in diesen Blattern stieg parallel zur
Glycinakkumulation.

In Wildtyppflanzen dagegen fiihrte die Anderung der CO,-Konzentration zu einer
Veranderung des C/N-Verhaltnisses insofern, dass die verminderte Verfigbarkeit von
Kohlenhydratgerusten die NH,"-Assimilation beeintrachtigte. Das kann an der Zunahme des
Gehaltes an Glutamin und Asparagin und der Abnahme des Gehaltes an den

Transaminierungspartnern Glutamat und Aspartat abgelesen werden.
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4. Diskussion
4.1. Auf dem Weg von einer C;-Pflanze zu einer C3/C-intermediaren Pflanze

Die Oxygenase-Reaktion der RubisCO und die daraus resultierende Photorespiration fihren
zu einer Reduktion der Netto-CO,-Assimilation und damit der Produktivitat von Cs-Pflanzen.
In Pflanzenarten mit Cj3/Cy-intermedidarem Stoffwechsel wird die Photorespiration durch
Kompartimentierung der photorespiratorischen COj,-Freisetzung aus Glycin in den
Bldndelscheidenzellen vermindert. Cj3/Cs-intermediare Pflanzen zeigen bei hohen
Temperaturen und Trockenheit eine bessere photosynthetische Leistung und
Wassernutzungseffizienz als Cs-Pflanzen (Monson und Jaeger 1991). Daher ware es
wlnschenswert, den C;/C4-Stoffwechsel durch Gentechnik auf Csz-Nutzpflanzen zu
Ubertragen.

Der COz-Konzentrierungsmechanismus der C;/Cy-intermedidren Pflanzenarten beruht auf
der ausschlielRlichen Kompartimentierung der Glycindecarboxylase (GDC)-Aktivitat in den
Blndelscheidenzellen der Blatter. Die GDC ist ein Enzymkomplex und besteht aus vier
Untereinheiten, dem P-, T-, L- und H-Protein. Da in der Cs/Cs-intermediaren Pflanzenart
Moricandia arvensis (L.) DC. nur das P-Protein der GDC im Mesophyll fehlt, wahrend die
anderen Untereinheiten der GDC sowie die Serinhydroxymethyltransferase (SHMT) sowohl
im Mesophyll als auch in den Biindelscheidenzellen vorliegen (Morgan et al. 1993), wurde
postuliert, dass die Repression der Synthese des P-Proteins der evolutionare
Ausgangspunkt der Transition von der C;- zur C;/Cy-intermediaren Photosynthese war, und
dass der Verlust der anderen Untereinheiten der GDC erst spater stattfand (Morgan et al.
1993; Rawsthorne und Bauwe 1998). Die Kompartimentierung der GDC flhrt zu einem
hohen Fluss an Glycin und Serin zwischen den beiden Zelltypen. Dieser ist nur mdglich,
wenn ein Glycin-Konzentrationsgradient zwischen Mesophyll- und Bindelscheidenzellen in
C,/Cs-intermediaren Pflanzen besteht.

Die Etablierung des C3/Cs-intermediaren Stoffwechsels in einer Cs-Pflanze erfordert die
Suppression der GDC-Aktivitat im Mesophyll und gleichzeitig die Erhéhung dieser Aktivitat in
den leitblindelnahen Zellen. Die Struktur der GDC und die Stéchiometrie ihre Untereinheiten
sind nicht im Detail aufgeklart (Oliver et al. 1990). Es ist méglich, dass die Menge an einer
der Untereinheiten einen limitierenden Faktor flr die Aktivitdt des Komplexes darstellen
konnte. Also sollte versucht werden, durch Antisense-Inhibierung von einer der vier
Untereinheiten in Mesophylizellen sowie durch Uberexpression in den leitbiindelnahen Zellen

die Kompartimentierung der GDC-Aktivitat von Cs-Nutzpflanzen zu verandern.
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4.2. Uberexpression des P-Proteins

Die erste Fragestellung der vorliegenden Arbeit war, ob sich die GDC-Aktivitat durch die
Uberexpression einer der Untereinheiten erhdhen lasst. Zu dieser Fragestellung sind bereits
mehrere Versuche unternommen worden, von denen aber keiner zu dem gewilnschten
Ergebnis gefuhrt hat. Nur in einer Versuchsserie gelang es, die Konzentration einzelner
Untereinheiten zu erhéhen. Laubner (1999) exprimierte die cDNA fir das H- bzw. T-Protein
aus Flaveria pringlei unter Kontrolle des blattspezifischen Promotors StLS1 (Stockhaus et al.
1987) in Tabakpflanzen. Die Uberexpression gelang, filhrte aber nicht zu einer Steigerung
der GDC-Aktivitat (Laubner 1999). Die Menge an H- bzw. T-Protein ist also in Tabak kein
limitierender Faktor fiir die GDC-Aktivitat. Die Uberexpression des P-Proteins wurde
ebenfalls versucht, scheiterte aber ohne offensichtlichen Grund (M. Laubner und H. Bauwe,
personliche Mitteilung).

Daher war ein Ziel der vorliegenden Arbeit, eine cDNA fliir das P-Protein aus Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. in Tabakblattern zu exprimieren, um zu Uberprifen, ob die Menge an P-
Protein einen limitierenden Faktor fir die GDC-Aktivitdt darstellte. Wegen der oben
genannten Schwierigkeiten und um verschiedene Pflanzenlinien zur Untersuchung der
Folgen der Expression zur Verfligung zu haben, wurden fir die Uberexpression
verschiedene Promotoren eingesetzt: ein blattspezifischer Promotor (StLS7; Stockhaus et al.
1987), ein mesophylispezifischer Promotor (FpGDCsP-D; Chu 1996) sowie ein
bindelscheidenspezifischer Promotor (FaGDCsP-A; Chu 1996).

Wie man auf Abbildung 3.3, 3.4 und 3.5 sehen kann, gelang es nach vielen vergeblichen
Bemuhungen, in allen drei Ansatzen die Menge an P-Protein in verschiedenen transgenen
Linien zu erhdhen. Dieses Ergebnis belegt, dass es zwar schwierig aber nicht grundsatzlich
unmdglich ist, die Uberexpression dieses Proteins zu erreichen. Leider war es nicht mehr
moglich, im Rahmen dieser Dissertation zu untersuchen, ob die Erhéhung der Menge an P-
Protein zu einer Steigerung der GDC-Aktivitat fihrte. Es musste auch offen bleiben, welche
physiologische Auswirkungen die Veranderung der GDC-Aktivitdt in den entsprechenden

Pflanzenlinien hat. Dies muss spateren Experimenten vorbehalten bleiben.
4.3. Reduktion der Kapazitat fiir die Decarboxylierung von Glycin

Im Gegensatz zur Erhéhung der GDC-Aktivitat war ihre Reduktion mit der Antisense-Technik
schon seit langerer Zeit erfolgreich. Es sind Antisense-Linien des H-, T- und P- Proteins in
Kartoffel und Tabak mit unterschiedlichen Promotoren hergestellt worden (H. Bauwe,
unveroffentlicht), und einige davon wurden auch physiologisch charakterisiert. Bei
Verwendung eines blattspezifischen Promotors (StLS7) stellte sich heraus, dass in Kartoffel
die GDC-Aktivitdt durch Antisense-Inhibierung der Expression des P-Protein-Gens am

starksten reduziert werden konnte; in Tabak waren dagegen Versuche mit dem H-Protein
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erfolgreicher gewesen (H. Bauwe, unverdffentlicht). Einige Eigenschaften der P-Protein-
Antisense-Kartoffelpflanzen wurden bereits veroffentlicht (Heineke et al. 2001). In diesen
Untersuchungen wurde ein Chlorophyllabbau in alteren Blattern beschrieben; die Frage nach
der Ursache blieb aber unbeantwortet. Aullerdem waren die hier beschriebenen Pflanzen
wegen der Gewebespezifitait des verwendeten Promotors nicht geeignet, um fir die
Ausbildung von C3/Cy-intermediaren Eigenschaften in Cs-Pflanzen eingesetzt zu werden.

Daher war ein Ziel der vorliegenden Arbeit, die physiologischen Eigenschaften von
Kartoffelpflanzen zu untersuchen, in denen die Synthese des P-Proteins mittels des
Antisense-Verfahrens spezifisch im Mesophyll reduziert worden war. In einem zweiten
Ansatz wurden Antisense-Kartoffelpflanzen untersucht, in denen die Synthese der Serin-
hydroxymethyltransferase (SHMT) mittels Antisense-Technik unter Verwendung eines
StLS1-Promotors in allen Chloroplasten-haltigen Zellen inhibiert war. In den Blattern dieser
Kartoffelpflanzen wurde eine mehr als 99%ige Reduktion der Menge an SHMT-Protein
beobachtet (Abb. 3.32). In isolierten Mitochondrien war die relative Rate der Glycin-
Decarboxylierung im Vergleich mit Wildtyppflanzen um mehr als 95 % vermindert (T. Winzer,
unveroffentlicht). Diese transgenen Pflanzen waren unter ambienten CO,-Konzentrationen
(360 ppm) nicht lebensfahig (H. Bauwe, persénliche Mitteilung). Bei Anzucht unter 800 ppm
CO, konnten sie zwar Uberleben, aber die Blatter der transgenen Pflanzen zeigten eine
starke Akkumulation von Glycin und einen Chlorose-Phanotyp (T. Winzer, unverodffentlicht).
In den in dieser Arbeit dokumentierten Experimenten wurden die SHMT-Antisense-Pflanzen
bei 940 ppm CO, angezogen, da sie flir die hier geplanten Analysen keinen erkennbaren

Phanotyp ausbilden sollten (siehe 3.3.1.).
4.4. Konnen Kartoffelpflanzen auf die GDC-Aktivitat in Mesophyll verzichten?

Der COx-Konzentrierungsmechanismus der C;/Cg-intermedidren Pflanzenarten beruht auf
der ausschlieBlichen Kompartimentierung der GDC-Aktivitat in den Blndelscheidenzellen der
Blatter. Das Glycin, welches in Mesophylizellen nicht decarboxyliert werden kann, diffundiert
in die Bindelscheidenzellen und wird dort in den Mitochondrien decarboxyliert. Die Diffusion
setzt voraus, dass ein ausreichend groRer Gradient zwischen dem Mesophyll und den
leitbiindelnahen Zellen ausgebildet wird. Dies scheint in C3/Cs-intermediaren Pflanzen
stattzufinden, denn der Glycingehalt der Blatter der C;/Cy-intermedidren Art Moricandia
arvensis (L.) DC. ist doppelt so hoch wie der von Moricandia-Arten mit Cs;-Charakteristika
und bis zu viermal hoher als der Gehalt von Metaboliten, die in C,-Blattern zum Transfer von
CO. in die Bindelscheide dienen (Rawsthorne und Hylton 1991). AuRerdem besitzen die
Blndelscheidenzellen von Cj/Cs-intermediaren Pflanzen eine hoéhere Kapazitat zur
Decarboxylierung von Glyicin als Mesophyllzellen von C;-Pflanzen (Rawsthorne und Bauwe
1998). Dadurch wird die fehlende GDC-Aktivitat in Mesophyll kompensiert. Es wird vermutet,

dass diese hohere Kapazitat der Mitochondrien in den Blindelscheidenzellen auch fir die
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Bildung des Glycin-Gradienten zwischen Mesophyll und Blndelscheidenzellen notwendig ist
(Rawsthorne und Bauwe 1998).

Kartoffelpflanzen mit einer blattspezifischen Antisense-Inhibierung der Synthese von P-
Protein zeigten eine 100fache Akkumulation an Glycin. Jingere Blatter dieser Pflanzen
wiesen normale Chlorophyllgehalte und CO,-Assimilationsraten (Heineke et al. 2001). Aus
diesen Ergebnissen wurde geschlossen, dass die GDC in Wildtyp-Kartoffelpflanzen unter
den Anzuchtbedingungen nur mit der Halfte der maximalen Geschwindigkeit arbeitet, aber in
den transgenen Pflanzen erheblich naher an ihrer maximalen Kapazitt operiert. Es wurde
angenommen, dass die Anreicherung von Glycin in den Blattern zu einer
Konzentrationserhéhung in den Mitochondrien flihrt, die eine héhere maximale Umsatzrate
der GDC in den transgenen Pflanzen ermdglicht, so dass ein mit den Wildtyppflanzen
vergleichbarer Umsatz erreicht wird.

Aufgrund dieser Resultate war zu prifen, ob die spezifische Reduktion der GDC-Aktivitat in
Mesophyll von Kartoffelpflanzen zur Etablierung eines CO,-Konzentrierungsmechanismus
fuhren konnte. Dafur wurden die in dieser Arbeit verwendeten transgenen Pflanzen
hergestellt, in denen die Synthese des P-Proteins durch Antisense spezifisch im Mesophyll
reduziert war. Blatter dieser Pflanzen besallen 15 — 25 % des Wildtypgehaltes an P-Protein
(Abb. 3.11), und die Reduktion der Menge an P-Protein fuhrte zu einer Reduktion der
Kapazitat isolierter Mitochondrien fur die Decarboxylierung von Glycin in Vergleich mit NADH
auf 15 — 20 % der Raten des Wildtyps (Winzer et al. 2001). Damit war die Reduktion der
GDC-Aktivitat in Blattern dieser Pflanzen erheblich héher als in den oben beschriebenen
blattspezifischen P-Antisense-Linien. Trotzdem war der Phanotyp (Akkumulation von Glycin,
Ausbildung chlorotischer Blatter) der hier verwendeten mesophylispezifischen P-Antisense-
Linien ahnlich dem der blattspezifischen Linien (Heineke et al. 2001; Abb. 3.13 und 3.8). Der
bemerkenswerte Unterschied in der GDC-Aktivitat deutet darauf hin, dass die Glycin-
Decarboxylierung in den biindelscheidennahen Zellen tatsachlich einen signifikanten Beitrag
zur Glycinoxidation liefert.

In jedem Fall sind Kartoffelpflanzen offensichtlich nicht in der Lage, mit einer starken
Reduktion der GDC-Aktivitat im Mesophyll unter ambienter COy-Konzentration
zurechtzukommen. Aus diesen Ergebnissen liele sich einerseits ableiten, dass eine
Reduktion der GDC-Aktivitat im Mesophyll von Kartoffelblattern durch die verbleibende
Aktivitat in anderen Zelltypen teilweise, aber nicht vollstandig kompensiert werden kann.
Daraus musste geschlossen werden, dass es fur die Etablierung eines C3/C4-intermediaren
Stoffwechsel in Cs;-Pflanzen wahrscheinlich notwendig ist, gleichzeitig die GDC-Aktivitat im
Mesophyll zu reduzieren und in den leitblindelnahen Zellen zu erhéhen.

Es konnte andererseits auch mdglich sein, dass die Diffusion von Glycin aus dem Mesophyll

in die leitbindelnahen Zellen von Kartoffelblattern nicht stattfinden kann, d.h. dass in
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Kartoffelpflanzen im Gegensatz zu C3/C,-intermediaren Pflanzen die Voraussetzungen zur

Ausbildung eines kontinuierlichen Glycinkonzentrationsgradienten nicht gegeben sind.

Aus den bisher diskutierten Ergebnissen lassen sich unter der Voraussetzung, dass diese an
Kartoffelpflanzen gewonnenen Ergebnisse auf andere Pflanzenarten Ubertragbar sind,
versuchsweise einige Folgerungen in Bezug auf die Evolution der Cs/Cs-intermediaren
Pflanzen formulieren:

1. Die Ausgangspflanzen fiur die Transition zum C;/Cg-intermediaren Metabolismus
mussten eine hohere GDC-Aktivitdt in den leitblindelnahen Zellen oder im
Gesamtblatt besitzen, die es ihnen ermdglichte, den Verlust der GDC-Aktivitat in
Mesophyll zu kompensieren.

2. Der Verlust der GDC-Aktivitat im Mesophyll sollte erst nach der Erhdéhung der
Aktivitat (zumindest in den leitblindelnahen Zellen) eingetreten sein.

3. Der Verlust der Expression des P-Proteingens sollte am Anfang nur einzelne
Zelltypen betroffen haben.

4. Womoglich mussten die Ausgangspflanzen spezielle Eigenschaften besitzen,
vermutlich in Bezug auf die Sequestrierung von Glycin in den Vakuolen, die es ihnen

ermdglichte, einen Glycin-Konzentrationsgradienten zu bilden.
4.4.1. ,,CO; burst” in P-Antisense-Kartoffelpflanzen

Pflanzen mit C5/Cy-intermediaren photosynthetischen Stoffwechsel sind charakterisiert durch
eine Verzogerung der CO.-Freisetzung nach der Unterbrechung der Belichtung (,post-
illumination CO, burst’; Rawsthorne und Hylton 1991). Diese Verzégerung beruht darauf,
dass in diesen Pflanzen das in den Mesophyllzellen gebildete Glycin eine gewisse Zeit
bendtigt, um vollstdndig aus den Mesophylizellen in die blndelscheidennahen Zellen zu
diffundieren. Das Ausmafll der CO,-Freisetzung ist in C3/Cg-intermediaren Pflanzen
aullerdem groRer als in Cs-Pflanzen, weil der Glycinspiegel doppelt so hoch ist und die
Decarboxylierung so lange fortgesetzt wird, bis der fir die Dunkelphase charakteristische
niedrige Spiegel erreicht ist.

Da auch in den hier untersuchten Kartoffelpflanzen mit mesophyllspezifischer Reduktion der
GDC-Aktivitdt eine Glycinakkumulation beobachtet wurde, sollte sich wie in C3/Cy-
intermedidren Pflanzen ein veranderter ,post-illumination CO, burst® nachweisen lassen.
Diese Vermutung liel3 sich auch bestatigen, denn der ,CO, burst® war tatsachlich grél3er als
in Wildtyppflanzen (Abb. 3.21). Es wurde aber keine Verzégerung im ,CO, burst” in den
transgenen Pflanzen im Vergleich mit dem Wildtyp beobachtet. Dies ist vermutlich darauf
zurtckzufiihren, dass die Decarboxylierung des akkumulierten Glycins in denselben Zellen
stattfindet, in denen es sich befindet, denn anders als in den Cs/Cs-intermediaren Pflanzen

hat die Antisense-Inhibierung die GDC-Aktivitat zwar deutlich reduziert, aber nicht vollstandig
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ausgeschaltet. Damit entfallt die Notwendigkeit der Diffusion in der Dunkelperiode. Diese
Beobachtung schlief3t aber nicht aus, dass in der Lichtphase Diffusion stattfindet, denn die
Flussrate im Licht ist erheblich héher als in der Dunkelperiode und die Unterbrechung der
Lichtreaktionen im Licht/Dunkeliibergang lasst einen moéglichen Konzentrationsgradienten

zusammenbrechen, wenn Glycin in allen Zelltypen decarboxyliert werden kann.

4.5. Auswirkungen reduzierter Menge an P-Protein auf die Photosynthese

Anhand der P-Antisense-Pflanzen wurden die Auswirkungen einer Reduktion der Kapazitat
der Mesophylizellen zur Umwandlung von Glycin in Serin auf die Photosynthese sowie den
C- und N-Metabolismus untersucht.

Wie bereits erwahnt, wiesen Kartoffelpflanzen mit einer mesophylispezifischen Antisense-
Inhibierung der Synthese von P-Protein eine Reduktion der Menge an P-Protein in Blattern
um etwa 75 % auf (Abb. 3.7 und 3.11), was mit einer Reduktion der Atmungsraten isolierter
Mitochondrien mit Glycin als Substrat im Vergleich mit der NADH-abhangigen Atmung um 80
bis 85 % korrelierte (Winzer et al. 2001).

P-Antisense-Pflanzen akkumulierten unter ambienten CO,-Konzentrationen (360 ppm)
Glycin wahrend der Lichtperiode, und zwar unabhangig davon, ob die Expression des P-
Proteingens nur im Mesophyll oder in allen Chloroplasten-haltigen Zellen reprimiert wurde
(Heineke et al. 2001; Winzer et al. 2001; Abb. 3.13a und Tab. 3.6). Das gebildete Glycin
wurde wahrend der folgenden Dunkelperiode vollstdndig oder gréfltenteils abgebaut
(Heineke et al. 2001; Winzer et al. 2001). Es ist zu bemerken, dass das wahrend der
Lichtphase akkumulierte Glycin nur ca. 1 % der gesamten Glycinmenge darstellte, die
wahrend der gesamten Lichtperiode durch den C2-Zyklus gebildet wurde. Das heil3t, dass
der grélte Teil des gebildeten Glycins wahrend der Lichtperiode durch die verbleibende
GDC-Aktivitat abgebaut oder in andere Organe der Pflanzen exportiert wurde.

Unter ambienten CO»,-Konzentrationen wurden die alteren Blatter im mittleren und unteren
Bereich der P-Antisense-Kartoffelpflanzen chlorotisch (Winzer et al. 2001; Abb. 3.8). Dies
war auch bei Kartoffelpflanzen mit blattspezifischer Antisense-Repression der Expression
des P-Proteingens der Fall, in denen die GDC-Aktivitat im Vergleich zum Wildtyp um 70 - 75
% reduziert war (Heineke et al. 2001). Auch bei SHMT-Antisense-Pflanzen fand sich dieser
Chlorose-Phanotyp der alteren Blatter, wenn sie bei 800 ppm CO, kultiviert wurden (T.
Winzer, unveroéffentlicht); bei 940 ppm CO, sah man den Phanotyp allerdings nicht (Abb.
3.34).

Dieser Chlorose-Phanotyp, der sich in allen hier betrachteten transgenen Linien nachweisen
lieB3, ist nicht einfach zu erklaren. Die jungeren Blatter dieser Pflanzen unterschieden sich
von vergleichbaren Blattern des Wildtyps nur in den Glycinspiegeln, wahrend die

Chlorophyligehalte und CO,-Assimilationsraten unverandert waren (Heineke et al. 2001;
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Abb. 3.10 und 3.17). Trotzdem trat mit zunehmendem Blattalter die beschriebene
chlorotische Veranderung auf. Diese Beobachtung suggeriert, dass bereits in jungen Blattern
andere nicht auffallige Parameter beeinflusst werden, die die langfristigen Veranderungen
beglnstigen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige dieser moglichen Parameter
untersucht, von denen einige als Effektoren ausgeschlossen werden konnten. So konnte in
diesen Blattern keine Limitation des linearen Elektronentransports und keine Induktion von
nicht-photochemischen Dissipationsmechanismen festgestellt werden (Tab. 3.4). Daher kann
man davon ausgehen, dass die verbleibende GDC-Aktivitat in jingeren Blattern von P-
Antisense-Pflanzen ausreicht, um eine konstante Flussrate durch den C2-Zyklus

aufrechterhalten, so dass die CO,-Assimilation nicht beeinflusst wird.

4.5.1. Mogliche Ursachen fiir die Chlorose in dlteren Blattern der P-Antisense-

Pflanzen

Die Bildung der Chlorose war progressiv; inr Grad war abhangig von Blatt- und Pflanzenalter,
und wurde durch leichten Erniedrigung der CO,-Konzentration wahrend des Wachstums
beeinflusst (siehe 3.22.). Daraus kann man einen Zusammenhang zwischen der Chlorose
und der Photorespiration schlieBen, obwohl die GDC-Aktivitat in jlingeren Blattern
offensichtlich nicht limitierend war. Es war auffallig, dass die Reduktion im Chlorophyligehalt
der Blatter und die Hohe der Glycinakkumulation mit einer Reduktion der CO,-
Assimilationsraten korrelierte (Heineke et al. 2001; Abb. 3.10, 3.13a und 3.17).

Ein Hinweis auf mogliche Ursachen wurde in jungen Blattern zehn Wochen alten Pflanzen
der P-Antisense-Linien beobachtet. In diesen Blattern waren unter Anzuchtbedingungen die
effektive Quantenausbeute und die photochemische Fluoreszenzldschung erniedrigt im
Vergleich mit Wildtypblattern. (Abb. 3.24b). Dies war von einer Induktion von nicht-
photochemischen Dissipationsmechanismen begleitet (Abb. 3.25b). Dieses Ergebnis deutet
auf eine Limitation des linearen Elektronenflusses und des Elektronentransfers aus dem PSI
in den transgenen Pflanzen hin. Diese Limitation impliziert eine reduzierte Aktivitat der
bedeutendsten Reduktionsaquivalente- und ATP-verbrauchenden Reaktionen im Stroma,
namlich eine Reduktion der Aktivitdt des Calvin-Zyklus, der Reassimilation von
photorespiratorischen NH,* und/oder der Nitrit-Reduktion.

Es stellte sich daher die Frage, warum die Aktivitat des Calvin-Zyklus reduziert sein konnte.
Da die Photorespiration von der Aktivitdt des Calvin-Zyklus abhangig ist, ist zu erwarten,
dass bei reduzierter COx-Assimilation auch die Photorespirationsraten reduziert sind.
Allerdings korrelierte die Reduktion des Gehaltes an Glycerat-3-Phosphat in Blattern der P-
Antisense-Pflanzen mit reduzierten CO,-Assimilationsraten mit einem Anstieg an Glyoxylat
(Abb. 3.18a und b). Dies deutet darauf hin, dass die relativen Flussraten durch den C2-
Zyklus unter diesen Bedingungen limitiert waren. Da in jungen Blattern der Glyoxylatspiegel

nicht verandert war (Abb. 3.15b), stellt sich die Frage, wie der Stoffwechsel jliingerer Blatter
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beeinflusst sein kdnnte. Auch wenn in den jungeren Blattern kein erhdhter Glyoxylat-Spiegel
nachweisbar ist, ware es mdglich, dass das wegen eines Staus im C2-Zyklus entstehende
Glyoxylat nicht ausreichend schnell detoxifiziert werden kdénnte und die peroxisomale Matrix
zerstorte. Dies wirde dazu flhren, dass die Aktivitat des C2-Zyklus in fortschreitendem
MalRe reduziert wirde. Die Aktivitat von Entgiftungsenzyme fir Glyoxylat ist in jingeren
Blattern nicht erhéht. In alteren Blattern dagegen wird eine Erhdhung der spezifischen
Aktivitat der Glyoxylatreduktase beobachtet, was die Vermutung unterstitzt, dass Glyoxylat
aus den Peroxisomen ins Cytosol entweicht.

Ein weiterer Hinweis auf eine Limitation des C2-Zyklus in den transgenen Pflanzen war der
Umstand, dass Blatter mit reduzierter CO,-Assimilation unter Anzuchtbedingungen eine
starkere Abhangigkeit der CO,-Assimilationsraten von der Photorespiration zeigten als die
jungeren Blatter (Abb. 3.19a und c). Es erhebt sich die Frage, aus welchen Grinden die
Flussraten durch den C2-Zyklus in alteren Blattern starker reduziert sind als in jungeren.
Eine mogliche Erklarung daflr 1asst sich aus dem unterschiedlichen Grad der Akkumulation
von Glycin herleiten, denn der Glycin-Spiegel jingerer Blatter ist deutlich niedriger als der
von alteren Blattern (Abb. 3.13a). Die erhdhte Glycinakkumulation kdnnte in den alteren
Blattern eine starkere Kontrolle Uber die Flussraten von Metaboliten durch den C2-Zyklus
austiben. Obwohl das wahrend der Lichtphase in den jlingeren Blattern gebildete Glycin fast
vollstédndig in der nachsten Dunkelperiode abgebaut wird, I&sst sich vermuten, dass die
starkere Glycinakkumulation in den alteren Blattern auf eine langsame Anhaufung des nicht
abgebauten Glycins zurtickzufiihren ist.

Eine Abhangigkeit vom Blattalter des P-Proteingehaltes in Blatter der transgenen Pflanzen
ware eine weitere Erklarung fir eine starker reduzierte Kapazitat des C2-Zyklus in alteren
Blattern. Es wurde tatsachlich eine Verringerung der Menge an P-Protein in alteren Blattern
der transgenen Pflanzen festgestellt (Abb. 3.12). Wenn eine altersabhangige Reduktion der
Expression des P-Proteins die Ursache ist, kdnnte man vermuten, dass die verstarkte
Abnahme der P-Proteinmenge in den alteren Blattern in einen Bereich kommt, in dem die
Flussraten durch den C2-Zyklus limitiert werden. Das kénnte die beobachtete progressive
Erscheinung des Phanotyps in den transgenen Pflanzen erklaren. Die altersabhangige
Abnahme betraf spezifisch die Menge an P-Protein und trat nur in den transgenen Pflanzen
auf. Die Menge an T-Protein veranderte sich nicht, es kann sich also nicht um eine
Degradation der GDC handeln. Es ist mdglich, dass dieses Phanomen darauf beruht, dass
die Aktivitdt des mesophylispezifischen Promotors mit dem Blattalter steigt; dies wurde von
Chu (1996) nicht untersucht. Chu (1996) fand allerdings, dass die Aktivitdt anderer
Promotoren von Genen flir Komponenten der GDC aus Flaveria-Arten zumindest in Tabak
vom Blattalter abhangig war. So stieg die Aktivitdt des GDCsT-Promotors aus Flaveria
anomala in Tabak mit dem Blattalter, wahrend die Aktivitdt des GDCsP-Promotors aus F.

anomala mit dem Blattalter abnahm.
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4.5.2. Einfluss der N-Versorgung auf den Chlorose-Phéanotyp

Durch die lichtabhdngige Akkumulation von Glycin steigt in den Blattern der transgenen
Pflanzen die Menge an in Aminosduren gebundenem Stickstoff. Dieser wird in der
Dunkelperiode durch den Abbau des akkumulierten Glycin wieder freigesetzt. So verandert
sich durch die reduzierte GDC-Aktivitat nicht der gesamte N-Haushalt, aber der diurnale
Umsatz gegentber Wildtyppflanzen. Daher lag die Vermutung nahe, dass die N-
Verflgbarkeit, und damit die N-Versorgung den Chlorose-Phanotyp beeeinflussen kdnnte.
Fur diese Vermutung spricht die Beobachtung, dass sich der Chlorose-Phanotyp jingeren
Pflanzen verstarken lie3, wenn diese langere Zeit in derselben Erde kultiviert wurden, denn
die Pflanzen wurden nicht zusatzlich gedlingt.

Um die Bedeutung der N-Versorgung naher zu untersuchen, wurden Pflanzen auf
Hydorkultur unter definierter N-Versorgung angezogen. Wurden die Pflanzen in Hydrokultur
mit 10 mM NOj kultiviert, verschwand der Chlorose-Phanotyp fast vollstandig, wurde
dagegen durch Kultur auf 1 mM NOj3; ein N-Mangel erzeugt, war der Chlorose-Phanotyp
verstarkt. Allerdings gibt es kein Hinweis auf einen verstarkten N-Mangel in den transgenen
Pflanzen, wenn sie auf Erde angezogen wurden, denn das Wachstum war unter diesen
Bedingungen vergleichbar mit dem der Wildtyppflanzen. Die Nitratreduktase-Aktivitat in
Blattern dieser Pflanzen war auch unter diesen Bedingungen leicht erhéht und der
Aktivierungszustand entsprach ungefédhr dem des Wildtyps (Tab. 3.8). Es waére aber
denkbar, dass Signale eines Nitratmangels wahrend der Lichtperiode in den transgenen
Pflanzen erzeugt werden. Ein Indiz fir diese Vermutung ist das veranderte Verhaltnis
zwischen Glutamat und Glutamin (Tab. 3.6). Dieses postulierte ,falsche® N-Mangel-Signal
konnte in alteren Blattern den Abbau von Photosynthese-Enzymen induzieren.
P-Antisense-Pflanzen in Hydrokultur mit 10 mM NOj;™ unterschieden sich von den auf Erde
angezogenen Pflanzen in einem weiteren Punkt. Jungeren Blatter der transgenen Pflanzen
aus Hydrokultur zeigten unter photorespiratorischen Bedingungen, d.h. hoher Lichtintensitat
und niedriger CO,-Konzentration, eine viel schwachere Reduktion der CO,-Assimilation als
die Blatter von in Erde gewachsenen Pflanzen. Der C2-Zyklus hatte also in Hydrokultur einen
viel schwacheren limitierenden Einfluss auf die CO,-Assimilation als auf Erde. Zwar wurde
dieses Phanomen nicht im Detail analysiert, aber eine mogliche Erklarung ware, dass die
Blatter der Pflanzen aus Hydrokultur mit 10 mM NOj3; wahrend der Aufnahme der CO,-
Sattigungskurve wegen einer besseren N-Verfligbarkeit mehr Glycin akkumulieren konnten,
so dass die Flussraten durch den C2-Zyklus weniger limitiert wurden.

Diese erhdhten N-Reserven konnten auch die Ursache dafiir sein, dass die Blatter von
transgenen Pflanzen aus Hydrokultur mit 10 mM NOj™ "gesunder" waren als die Blatter von
Pflanzen auf Erde. Da die Glycinakkumulation in den Blattern der transgenen Pflanzen aus

Hydrokultur mit 10 mM NOj;  ungefahr so stark war wie in den Blattern der transgenen
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Pflanzen aus Erde (Abb. 3.13a, 3.14a, Tab. 3.6 und 3.7), kann ausgeschlossen werden,
dass der Chlorose-Phanotyp eine direkte Folge der Glycinakkumulation ist. Ebenso ist es
unwahrscheinlich, dass die Expression des P-Proteins oder des Promotors des Antisense-
Konstrukts durch N-Verfiligbarkeit reguliert wird, denn wie aus Abbildung 3.11 hervorgeht, ist
die Menge an P-Protein zwischen Pflanzen aus Hydrokultur und Pflanzen auf Erde kaum

verandert.

4.6. Wirkungen reduzierter Menge an P-Protein auf den C- und N-Metabolismus

Die Veranderungen in den absoluten und relativen Gehalten von Kohlenhydraten und
Aminosauren mit Ausnahme von Glycin sind schwer zu interpretieren. Die Tatsache, dass
vergleichbare Spiegel der anderen Aminosauren in den mesophyllspezifischen P-Antisense-
Kartoffelpflanzen beobachtet wurden (Tab. 3.6), deutet darauf hin, dass die Synthesewege
und die N-Verfugbarkeit fur die Bildung dieser Aminosauren wenig beeinflusst sind. Dies
deckt sich auch mit den an blattspezifischen P-Antisense-Pflanzen gefundenen Ergebnisse
(Heineke et al. 2001). Allerdings ist es nicht moglich, aus Bestimmungen von Gehalten
Aussagen Uber die Synthese- und Exportrate der Aminosduren zu machen. So ist es
durchaus mdglich, dass der erhéhte Spiegel aller Aminosauren, einschliellich Glycin, in den
transgenen Linien zu einem vermehrten Export von Aminosauren wahrend der Lichtperiode
fihrt. In wenigen Untersuchungen zur Zusammensetzung der Knollen von P-Antisense-
Pflanzen wurde ein hoherer Proteingehalt als in Knollen der Wildtyppflanzen gefunden (T.
Winzer, unveroffentlicht). Die verringerten Gehalte von Saccharose und Starke in den
Blattern der transgenen Pflanzen (Abb. 3.29c und d) folgen der mit zunehmendem Blattalter
verringerten CO,-Assimilationsrate.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es verschiedene Indikatoren aus dem
Metabolismus gibt, die fir eine langsam fortschreitende Chlorose verantwortlich sein
konnten. Eine schlussige Abfolge der Wirkungsmechanismen der verschiedenen Faktoren ist

aber nicht moglich.

4.7. Wirkungen reduzierter Menge an SHMT-Protein auf den C- und N-Metabolismus

Die SHMT-Antisense-Pflanzen waren unter ambienter CO,-Konzentration nicht lebensfahig
(H. Bauwe, unveroffentlicht). Da viele in diesen Linien beobachtete Effekte bereits in den
vorhergehenden Kapiteln Gber die P-Protein-Antisense-Pflanzen diskutiert wurden, soll an
dieser Stelle nur auf das Experiment eingegangen werden, als diese Linien von 940 ppm
CO; in 360 ppm CO, umgesetzt wurden. Aufgrund der Reduktion der CO,-Konzentration im
Anzuchtsraum wurde in allen Pflanzen-Linien die CO,-Assimilation reduziert. Wildtyppflanzen
und transgene Pflanzen reagierten in unterschiedlicher Weise auf diese Veranderung. In den
Wildtyppflanzen wurde nach 24 h eine deutliche Akkumulation von Glutamin bei

gleichzeitiger Abnahme im Gehalt von Glutamat und Aspartat beobachtet. Dies deutet auf
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eine erhdhte Nitratassimilation. In den transgenen Linien dagegen stieg der Glycingehalt an,
wahrend die Gehalte aller anderen Aminosauren sanken. In Wildtyppflanzen war der Anstieg
an Glutamin mit einem Anstieg an Pyruvat begleitet und es kam zu einer Aktivierung der
Enzyme der Glykolyse. Diese Veranderungen deuten darauf hin, dass die Blatter der
Wildtyppflanzen sich an die veranderten Umweltbedingungen so anpassten, dass die
Nitratassimilation gegeniber der CO,-Assimilation aktiviert wurde und die erhohte
Verfugbarkeit von NH," die Bereitstellung von Kohlenstoffgeriisten induzierte.

Nach Transfer der SHMT-Antisense-Pflanzen von 940 ppm CO, in 360 ppm CO, wurde
innerhalb von 24 h in den Blattern eine Akkumulation von Hexosen, Malat und Glycin
beobachtet. Es ist zu vermuten, dass auch in diesen Pflanzen eine erhohte Nitratassimilation
erfolgte, die sich allerdings in der Akkumulation von Glycin widerspiegelte. Nach einer
Woche waren die Blatter dieser Pflanzen wellig. Dieser Phanotyp ist ahnlich den von Bussis
und Heineke (1998) beobachteten Veranderungen von in Hydrokultur angezogenen
Kartoffelpflanzen, die durch Zusatz von PEG unter Stress gesetzt wurden.

In dieser Arbeit wurde beobachtet, dass die ausgewachsenen Blatter nicht in der Lage
waren, ihren Stoffwechsel an die veranderten Wachstumsbedingungen anzupassen. Die
Blatter starben ab und die Pflanzen bildeten neue, den veranderten Bedingungen
angepasste Blatter. Die Blatter der SHMT-Antisense-Kartoffelpflanzen waren auch nicht in
der Lage, ihren Stoffwechsel den veranderten Umweltbedingungen anzupassen. Im
Gegensatz zu den von Bussis und Heineke (1998) beschriebenen Kartoffelpflanzen wurde
bei den SHMT-Antisense-Pflanzen innerhalb einer Woche keine Bildung neuer Blatter
beobachtet.

Daher ist es zu vermuten, dass die beobachtete Induktion der glykolytischen Enzyme in den
transgenen Pflanzen anders als in Wildtyppflanzen die Folge einer Stérung im osmotischen

Gleichgewicht ist, und dass diese Stérung zur Induktion der Akkumulation von Malat fihrte.
4.8. Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeiten bieten die Voraussetzung fir die Mdglichkeit, weitere Schritte
auf dem Weg, Cs-Pflanzen in C3/Cy-intermediare Pflanzen zu Uberflihren, zu gehen. Als
erster Schritt ist zu prifen, welche physiologischen Konsequenzen die heterologe
Expression des P-Proteins von A. thaliana (L.) Heynh. in Tabak hat. Ausgehend von diesen
Ergebnissen kann in weiteren Experimenten durch Kreuzung der vorhandenen Antisense-
Linien mit den Uberexpressionslinien die Kompartimentierung der GDC in Cs/Cy-
intermediaren Pflanzen mit den verschiedenen Proteinen imitiert werden. Dazu wirden die
SHMT-Antisense-Pflanzen, die sich durch ihre fast vollstandige Ausschaltung der Kapazitat
der Glycin-Decarboxylierung besonders gut eignen.

Ob diese Experimente zu dem gewilinschten Ziel fihren kénnen, muss offen bleiben. Die

Voraussetzungen sind aber im Wesentlichen geschaffen.



5. Zusammenfassung 142

5. Zusammenfassung

In Pflanzenarten mit C3/C4-intermediarem Stoffwechsel wird die Photorespiration durch
Kompartimentierung der photorespiratorischen COo-Freisetzung aus Glycin in den
Bindelscheidenzellen vermindert. Dieser CO,-Konzentrierungsmechanismus beruht auf der
ausschliefllichen Kompartimentierung der Glycindecarboxylase (GDC)-Aktivitat in den
Bindelscheidenzellen der Blatter.

Es ware winschenswert, diese Eigenschaft durch Gentechnik auf Cs;-Nutzpflanzen zu
Ubertragen. Die Etablierung eines solchen Mechanismus in einer Cs-Pflanze erfordert die
Suppression der GDC-Aktivitat im Mesophyll und gleichzeitig die Erhéhung dieser Aktivitat in
den leitblindelnahen Zellen. Zu diesem Zweck exprimierte Laubner (1999) eine cDNA fiir das
H- bzw. T-Protein der GDC aus Flaveria pringlei in Blattern von Tabakpflanzen. Die
Uberexpression gelang, fiinrte aber nicht zu einer Steigerung der GDC-AKktivitat.

In der vorliegenden Arbeit ist es gelungen, die cDNA fir das P-Protein der GDC aus
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. unter Kontrolle eines blattspezifischen, eines
mesophyllspezifischen bzw. eines blndelscheidenspezifischen Promotors in Tabakpflanzen
zu Uberexprimieren. Ob die Erhéhung der Menge an P-Protein zu einer Steigerung der GDC-
Aktivitat fuhrte, konnte im Rahmen dieser Dissertation nicht mehr untersucht werden. Es
musste auch offen bleiben, welche physiologischen Auswirkungen die Veranderung der
GDC-Aktivitat in den entsprechenden Pflanzenlinien hat.

Die Reduktion der GDC-Aktivitat mit der Antisense-Technik wurde schon erfolgreich
durchgefiihrt. Es sind Antisense-Linien des H-, T- und P- Proteins in Kartoffel und Tabak mit
unterschiedlichen Promotoren hergestellt worden (H. Bauwe, unverdffentlicht). Bei
Antisense-Inhibierung der Expression des P-Protein-Gens unter einem blattspezifischen
Promotor (StLS1) wurde in Kartoffel die GDC-Aktivitat am starksten reduziert, und zwar auf
70 — 75 % der Wildtyp-Aktivitat. Diese P-Antisense-Linien wiesen aber nur einen marginalen
Phanotyp auf. Jingere Blatter zeigten normale Chlorophyligehalte und CO,-
Assimilationsraten (Heineke et al. 2001), wahrend altere Blatter chlorotisch wurden; die
Ursache dieses Phanomens blieb aber ungeklart. Aus den Untersuchungen wurde
geschlossen, dass die GDC in Wildtyp-Kartoffelpflanzen unter den verwendeten
Anzuchtbedingungen nur mit der Halfte der maximalen Geschwindigkeit arbeitet.

Es blieb also zu prifen, ob die spezifische Reduktion der GDC-Aktivitat im Mesophyll von
Kartoffelpflanzen durch Antisense-Verfahren zur gewinschten Etablierung eines CO,-
Konzentrierungsmechanismus fuhren konnte. Dafur wurden die in dieser Arbeit verwendeten
transgenen Pflanzen hergestellt, in denen die Synthese des P-Proteins durch Antisense
spezifisch im Mesophyll reduziert war. Dies fUhrt aber nicht zu einer Verbesserung der
photosynthetischen Leistung der transgenen Pflanzen. Sie entwickelten im Gegenteil auch

einen Chlorose-Phanotyp in alteren Blattern. Mit Hinblick auf eine Etablierung eines C3/Cy-
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intermediaren Stoffwechsels in Cj;-Pflanzen war es wichtig zu verstehen, welche
Auswirkungen eine Reduktion der Kapazitat flir die Umwandlung von Serin zu Glycin auf den
Blattstoffwechsel hat.

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand mesophylispezifischer P-Antisense-
Kartoffelpflanzen und blattspezifischer SHMT-Antisense-Kartoffelpflanzen untersucht, welche
Auswirkungen einer Reduktion der Kapazitat der Umwandlung von Serin in Glycin auf die
Photosynthese und den C- und N-Metabolismus hat, und welche Signale zur Bildung einer
Chlorose in alteren Blattern der Antisense-Pflanzen flhren.

Blatter der P-Antisense-Pflanzen akkumulierten Glycin wahrend der Lichtperiode; diese
Akkumulation war grof3er in alteren Blattern. Die Bildung der Chlorose war abhangig von
Blattalter, Pflanzenalter, leichten Anderungen der CO,-Konzentration wahrend des
Wachstums und von der N-Versorgung. Der Chlorophyligehalt und die CO,-Assimilation
waren in den jungeren Blattern meistens unverandert. Es wurde keine Limitation des linearen
Elektronentransports und keine Induktion von nicht-photochemischen
Dissipationsmechanismen in diesen Blattern festgestellt; es wurde auch kein Anstieg der
Glyoxylatkonzentration gefunden. Jiingere Blatter der P-Antisense-Linien bildeten in
jungeren Pflanzen in Abhangigkeit von der N-Versorgung und CO,-Konzentration wahrend
des Wachstums, bzw. in alteren Pflanzen einen Chlorose-Phanotyp. In den ersten Schritten
dieses Prozesses zeigten die Blatter geringfligig weniger Chorophyll, reduzierte CO,-
Assimilationsraten und Photoinhibition. Der lineare Elektronentransport war in diesen Fallen
limitiert und die Elektronenakzeptoren am PSII waren starker reduziert als in Wildtypblattern.
In diesen Blattern wurde ebenfalls ein Anstieg an Glyoxylat und eine Abnahme des Spiegels
an Glycerat-3-Phosphat beobachtet. Dies deutet darauf hin, dass die Flussraten durch den
C2-Zyklus unter diesen Bedingungen limitiert waren.

Ein weiterer Hinweis auf eine Limitation des C2-Zyklus in den transgenen Pflanzen war der
Umstand, dass Blatter mit reduzierter CO,-Assimilation unter Anzuchtbedingungen eine
starkere Abhangigkeit der CO,-Assimilationsraten von der Photorespiration zeigten als
Blatter mit normalen CO,-Assimilationsraten. Parallel zu diesen Beobachtungen wurde eine
Blattalter- und N-Versorgungs-abhangige Reduktion der Menge an P-Protein in den Blattern
der P-Antisense-Linien festgestellt.

Damit ergeben sich zwei Moglichkeiten, wie der Stoffwechsel jungerer Blatter beeinflusst
sein konnte. Wenn eine altersabhdngige Reduktion der Expression des P-Proteins
stattfande, kénnte man vermuten, dass die verstarkte Abnahme der P-Proteinmenge in den
alteren Blattern in einen Bereich kommt, in dem die Flussraten durch den C2-Zyklus limitiert
werden. Eine weitere Moglichkeit ware es, dass das wegen eines Staus im C2-Zyklus
entstehende Glyoxylat nicht ausreichend schnell detoxifiziert wirde und die peroxisomale
Matrix zerstorte. Dies wirde dazu filhren, dass die Aktivitat des C2-Zyklus in

fortschreitendem Malde reduziert wirde.
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