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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Arabidopsis thalianals Modellorganismus

Arabidopsis thaliangL.) HEYNH (Acker-Schmalwand) ist, auch wenn sie keine Nutzpélanz
darstellt, ein beliebter Modellorganismus fir molekularbiologischgetduchungen der
hoheren Pflanzen (Redei 1975). Der kleine, zweikeimblattrige (dikoKdedzbluter zeigt
viele Eigenschaften, die seine Wahl begrinden. Die Pflanze ist dipididesitzt ein sehr
kleines Genom (125 Millionen Basenpaare), das auf finf Chromosomeltvisteilm
Vergleich enthélt der hexaploide Weizériticum sativurh etwa 15 Milliarden Basenpaare.
A. thalianazeichnet sich weiterhin durch eine kurze Generationszeit (8-10 \Woehd hohe
Nachkommenzahlen aus, die eine statistische Absicherung durchgefigemetischer
Experimente ermdglicht. Inzwischen wurde dasbidopsisGenom von der internationalen
»1he Arabidopsis Genome Initiative” (2000) vollstandig sequenziert.

1.2. T-DNA Mutagenese

Agrobacterium tumefacienwird in der Gentechnik zum vektorvermittelten Gentransfer
eingesetzt.

DasAgrobacterium(Smith und Townsend 1907) ist ein gram-negatives Bodenbakterium aus
der Gruppe deAlpha-Purpurbakterien Zu dieser Bakteriengattung gehdren 5 Artén (
radiobacter, tumefacienshizogenes, rubiundvitis.), die sich vor allem in der Organisation
ihrer Plasmide unterscheiden. Die naturliche Fahigkeit von Agrobaktpfianzliche Zellen
zu transformieren, ist potenziell bei allen dikotylen Pflanzerelpeg. Sie erfordert jedoch
eine Wundreaktion der Wirtspflanze. Da die Wundreaktion mit voriibergehgetiilung

im Wundkallus verbunden ist, kann die ,fremde” DNA unspezifisch ingnR2énzellgenom
integrieren und ihre Gene exprimiereBie sogenannte T-DNA(Transfer DNA) der
Agrobakterienliegt auf einem DNA-Ring, dem Ti-Plasmidiymor inducing Plasmiy
Verschiedene Gene, die auf der T-DNA liegen, sind jedoch fiir densfer selbst nicht
erforderlich. Lediglich die DNA-Fragmente, die diese Generdregen (Border- oder
Randsequenzen) und einige Erbanlagen, die aul3erhalb der T-DNA io denannten Vir-
Region (Virulenz) des Ti-Plasmids liegen, sind fir den eigentlichen Trasstenzell.

Im Jahr 1983 gelang es Zambryskial. aus einem wildtypischen Plasmid pTiC58 (#us

tumefacieng die ,Tumor-induzierenden“ Gene u.a. fir Phytohormon-Synthese zerregrif

-6 -



Einleitung

und sie durch pBR322—Plasmid Sequenzen zu ersetzen. Die IntegrationgféleigkeDNA

in das Kerngenom der Pflanzen wurde damit nicht eingeschrankt. Voohedender
Bedeutung fur die Integration haben sich die fast identischen (linkeeghte) terminalen
Wiederholungssequenzen (jeweils 25 bp lang) der T-DNA herausgedtelh diesen
integriert mit einer hohen Genauigkeit die rechte Border ate @én die DNA des Wirtes
(zeigt nur 1-2 bp lange Uberhénge). Die Integration der linken Berfigigt weniger exakt.

Sie zeigte oft einen bis zu 100 bp — langen Verlust der T-DNA+S®. In der Regel wird

nur eine Kopie der ,T-DNA Stammsequenz” des Ti-Plasmids UlgemnrgdDe Blocket al

1983; Spielmaret al. 1986). Es wurden jedoch auch mehrere Kopien und sogar Fragmente
der Ti-Plasmide im Genom der Pflanzen beobachtet (Stath&l1987).

1.3. Transposons

Genome vieler Organismen enthalten DNA-Anschnitte mit der Fahigkes Position im
Genom zu verandern. Diese kann durch Selbst-Ausschneiden (Excision) und die
anschlielende Integration an eine neue Stelik &nd paste oder durch Replikation mit
anschlielBender Integratiocopy and pasdeerfolgen. Diese mobilen Elemente werden als
Transposons bezeichnet. Transposons besitzen umgekehrte terminale
Wiederholungssequenzeteriminal inverted repeatsdie diejenige Region umrahmen, die flr

die Transposition notwendigen Proteine (Transposasen) kodiert. Digemeiftanzlichen
Transposon-Familien bestehen aus autonomen und nichtautonomen Elementen. Da
autonome Element kodiert fir eine Transposase und hat die Fahigkérmadsposition des
nichtautonomen Elements zu vermitteln. (Barderal. 1984, Ddringet al. 1984, Fedorofet.

al. 1983, Harting®t al. 1991, Pereirat al. 1986).

1.4. Insertionsmutagenese

Mutanten ermdglichen die Untersuchung von Genfunktionen und Genregulation.

Im Prinzip soll bei einer Insertionsmutagenese die normale Funkies &ens durch eine
stabile Integration fremder DNA (T-DNA oder Transposon) das ethpnde Gen
ausgeschaltet werden. Das mutierte Allel kann sich dann in eihé@mofyp manifestieren.
Welche Gene letztendlich von der Insertion betroffen werden, istgeend nicht
kontrollierbar, da sowohl die Integration des Transposons als auchi-D&A relativ

unspezifisch erfolgt. Von Toppinget al. 1991 wurde festgestellt, dass diese
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Integrationsereignisse meistens in aktives (transkribiertespn@in erfolgen. Wie viele
Kopien fremder DNA in das Zielgenom integriert werden, hangt vartodischen Mutagen

ab. So kdnnen Transposons tber 50 Kopien im Wirtsgenom erreichen.

1.4.1.Gene-Tagging

Eine DNA mit bekannter Sequenz, die in ein Gen integriert und einetiblutait einem
veranderten Phanotyp verursacht, markiert so das Gen (Walbot 199RaMadie bekannte
Sequenz der integrierten DNA nutzen, um die angrenzenden unbekannten Gehaitiabs
der Wirts-DNA zu isolieren. (Balcelkst al 1991).

1.4.2. T-DNA vermittelte Insertionsmutagenese

Die Ausschaltung eines endogenen Gens durch die Integration von T-DNA a
entsprechenden Locus wurde oft gezeigt (Feldraral. 1989, Errampalliet al. 1991,
Behringer und Medford 1992) und zur Genisolation dgehe-tagginggenutzt. Mit dieser

Methode wurden bereits zahlreiche Gene isoliert.

1.4.3.En-Transposon vermittelte Mutagenese

Transposons konnten viAgrobacteriumin viele dikotyle Pflanzen eingebracht werden.
(Fitzmauriceet al. 1992). Solche Transposons kdnnen an neue Genomorte springen und ihre
Kopienzahl vermehren. Das Transposon selbst zeigt keinen Phanotyp, kanduetie
Integration in Gene (die T-DNAs) deren Funktion verdndern und so von ywildt
abweichende Phéanotypen hervorbringen. (Peterson 1953, 1986, 1987, 1993).

Verlasst ein Transposon seinen Integrationsort (Excision) kann dagkte
Sequenzwiederholungekdotprintg zurticklassen. Die Lange dies@otprintSequenzen ist
von der Familie des Transposons abhangig.Bfi6pm—-Elemente finden sich haufig +3 bp
Footprints Befindet sich diese in einem Exon, kann der offene Leserahmen @ares
unterbrochen werden. Dies kann zum Funktionsverlust fuhren. (Walbot 1992).

Eine Transposon-induzierte Mutation kann auf zwei Wegen statilisierden: durch

ExcisionFootprints oder durch auskreuzen des autonomen Transposons ¢Aalt$995).
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1.5. Chloroplasten

Bereits 1883 wurde von Schimper eine Hypothese zum Ursprung der Chltaoplas
aufgestellt. Er postulierte damals eine Aufnahme und ,Domestiereings photosynthese-
betreibenden Einzellers in eine Ureuzyte. Heutzutage wird die odgmabiontentheorie”
(Gray 1992; Whatley 1993), wonach die Plastiden als Nachkommen von einem

cyanobakteriellen Endosymbionten interpretiert wurden, allgemein anerkannt.

1.5.1. Plastidengenom

Die Folgen der Endosymbiose sind gekennzeichnet durch eine zum Teilsath@st
Reduzierung des Plastidengenoms und den Transfer genetischer tiglorimalen Zellkern
der Pflanzenzelle. Die Sequenzierung von Chloroplastengenomen (Obtyah1e988) zeigte
betrachtliche Ahnlichkeiten in Bezug auf die Struktur und GréRe und audthibe zuvor
angenommene begrenzte Kapazitat der Plastiden-DNA (bis zu 12@inBjot Das
Chloroplastengenom voArabidopsis thalianaenthalt etwa 90 Gene. In Gegensatz dazu
enthalten Chloroplasten mehrere Tausend Proteine (Pesatresi. 2001), die fast
ausschlieBBlich kernkodiert sind. Die Expression der Kerngene, die farapldstenproteine
kodieren, wie auch die enge regulatorische Verschmelzung beidenm@eunterliegen einer
komplexen (von Licht u.a. Faktoren gesteuerten) Regulation (Maydiekal. 1995; Link
1996).

1.5.2. Proteintransfer

Die kernkodierten Chloroplastenproteine enthalten N-terminale , Tpmmid“-
Aminosaurensequenzen, die den translationalen Import in die Plastrdéglienen (Cohen
et. al. 1995; Schnell 1995). Aufgrund der Struktur lassen sich die Transitpeptitei
Klassen unterteilen - einfache und zusammengesetzte Transitp&idehe Transitpeptide
enthalten lediglich das Transportsignal fur den Transport UberHdigmembran der
Chloroplasten in das Stroma. Proteine der Thylakoidmembran bzw. deentumeisen
zusatzlich thylakoiddirigierende Sequenzen auf. Zusammengese#isitpeptide bestehen
aus einem stromadirigierenden und einem thyakoiddirigierenden Trésigpal. Nach dem
Transport der Vorlauferproteine werden die Transitpeptide ganzteileeise abgespalten
(Hagemanret al 1986, Jamest al. 1989, Michlet al. 1994, Nielseret al. 1994). Anhand

einer systematischen Transitpeptidsequenz-Analyse wurde diedéahon Chloroplasten
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importierten Proteine iA. thalianaauf etwa 3000 abgeschatzt (Abdalkthal. 2000; Pesaresi
et al.2001).

1.5.2.1. Proteintransfer tGber die Chloroplasten-Membranen

An dem Transport der Vorlauferproteine uber oder in die Membran siadsl®kase-
Komplexe beteiligt. In der Hullmembran der Chloroplasten wirdTalensfer von TOC- und
TIC-Komplexen geregelt (TOC Franslocon at the Gterenvelope of Rloroplasts TIC =
Translocon at therinerenvelope of I@oroplasty. Im Stroma wird die stromadirigierende
Sequenz durch die stromale Prozessierungspeptidase (SSP) abgespdlt den
Weitertransport von Vorlauferproteinen in die Thylakoidmembran bzw. lirytaKoidlumen
sind bislang vier Transportwege identifiziert: Sec-abhéangiyeH/TAT-abhéngiger, SRP-

abhangiger und spontaner Weg.

1.5.2.2. Sec- abhangiger Proteintransfer

An dem Sec-abhangigen Weg sind ein freier, stromaler Fakt@SeoA und mehrere
membrangebundene Proteine (u.a. cpSecY, cpSecE ) beteiligh{Baret al. 1995; Laidler
et al. 1995; Berghofer und Klosgen 1996; Schuenenwtrald. 1999). Diese Faktoren weisen
Homologien zu den Bestandteilen des bakteriellen Sec-SystdmAalad ransportsubstrate
dieses Transportweges wurden beispielsweise Plastocyanin, di®a83Jntereinheit des
Sauerstoff-entwickelnder Komplexes (OEQ@xygen _Eolving Gmpley und PsaF
identifiziert (Hulford et al. 1994; Karnauchoet al. 1994; Robinsoret al. 1994). Fir den
SecA-Transport wird ATP benotigt. Ein Protonengradient Uber ddaRtigmembran ist fur
den Transportweg zwar nicht notwendig, jedoch forderlich (Maat. 1995).

1.5.2.3. ApH/TAT-abhéngige Proteintransfer

Die Proteinkomponenten des pflanzlicheypH/TAT-abhangigen Transportweg weisen
Homologie zum bakteriellen TAT-System auf. Bei coli konnte gezeigt werden, dass die
Proteine TatA, TatB, TatC und TatE fur ein funktionelles TATAB@ortsystem notwendig
sind. TatD dagegen, obwohl es in dem bakteridi#©peron tatA tatB, tatC, tatD) liegt,
wird fur einen Proteintransport nicht bendétigt (Sargenal. 1998; Robinson 2000). Davon
ausgehend konnten als homologe Bestandteile zum bakteriellen Sys®flanzen folgende

-10 -
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Genprodukte identifiziert werden: Tha4 (Homolog von TatA; Mxral. 1999; Walkeret al.
1999), Hcfl06 (Homolog von TatB; Barkast al. 1986; Settlest al. 1997) und cpTatC
(Homolog von TatC; Moret al.2001).

Fur den Transport von Proteinen Uber dei/TAT-Weg wird ein Protonengradient Uber der
Thylakoidmembran bendtigt (Clinet al. 1992; Kldsgenet al. 1992). Eine Besonderheit
dieses Transportweges ist die Fahigkeit zur Translokation efefalProteine Uber die
Membran (Santinet al. 2001; Marquest al. 2003, 2004).

1.5.2.4. SRP-abhangiger Proteintransfer

An dem SRP-abhéngigen Weg sind die stromale Faktoren cpSRP54 undP4&SR
(Schuenemanat al. 1998) und das Alb3-Protein (homolog zu bakteriellen YidC; Meti.
2000) beteiligt. Fur den Transport der Vorlauferproteine tUber deaRbigglmembran werden
GTP und ein Protonengradient benotigt. Als Transportsubstrat wurdeetHC®. und CP24
identifiziert.

1.5.2.5. Der spontane Proteintransfer

Proteine, deren Transport auf dem spontanen Transportweg erfolgt, bendtider stromale
Faktoren noch zusatzliche Energiedquivalente. Ebenso wird eindigdetgivon Membran
assoziierten Komplexen ausgeschlossen (Robiretoal. 1996). Auf diesem Weg wird
beispielsweise die CFOIl Untereinheit der ATPase, PsbW, PsbX PsaK in die
Thylakoidmembran integriert (Michdt al. 1994; Lorkovicet al. 1995; Kimet al. 1996; Mant
et al.2001).

1.6. Photosynthese

Die Photosynthese ist eine photochemische Reaktion, mit der Organischégnergie in
chemische Energie umwandeln. Sie verschafft photosynthetischen <bngankeine, von
organischen Stoffen unabhangige, Energiequelle (Autotrophie).

Bei hoheren Pflanzen verlauft die Photosynthese in den Chloroplasten. che na
Entwicklungszustand kann eine griine Zelle bis zu funfzig Chloroplasteriaen. An der

Umwandlung von Lichtenergie in chemische Energie sind zwei engantker abgestimmte
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Prozesse beteiligt. Diese werden als Licht-(photochemischmat) Dunkel-(enzymatische-)

Reaktionen bezeichnet.

1.6.1. Photochemische Reaktionen

Pflanzen sind zur oxidativen Photosynthese befahigt und kbnnen WasB&rk#lsnen- und
Protonen-Quelle, unter Freisetzung von molekularem Sauerstoff, diPtthtosynthese zu
nutzen. Hierbei werden die von Pigmentkomplexen des Photosystems olbiakien
Photonen Uber eine resonanzfreie Energielbertragung (Exzitronesmtyangtim
Reaktionszentrum @) geleitet (Pullerits and Sundstrém; 1996). Das Standard-
Redoxpotential des ,Fallen*-Chlorophylls (Chlorophyll a - Pheophytmislexes) wird
erhoht und bedingt die Ubertragung eines Elektrofsa(é Ubichinon A. Die entstandene
Elektronenlicke wird durch einen direkt mit dem Reaktionszentrum &steai
wasserspaltenden Komplex (Mangan-Cluster) aufgefillt (Ghanotakis Yocum 1990;
Debus 1992; Yachandedt al 1996). Aus der Wasserspaltung stammende Protonen werden in
das Lumen der Thylakoide abgegeben. Das vom Ubichinon A aufgenommegtrercwird
entlang eines fallenden Redoxpotentials tUber Ubichinon B, Plastochinem-&shwefel-
Cluster, dem Cytochrois/f-Komplex und tber Plastocyanin zum Photosystem | transportiert
(Blankenship und Prince 1985), um das infolge von Lichtanregung oxifiledt®system | zu
reduzieren (Abb. 1-1). An dieserEransportkette ist die Ubertragung weiterer Protonen aus
dem Chloroplasten-Stroma in das Lumen der Thylakoide gekoppelt.

AnschlieBend werden die Elektronen von Photosystem | Uber Eisen-SclBeder,
Ferredoxin und die Ferredoxin-NADPXxidreduktase auf NADPH (ibertragen (Karpaisal.
1991).

Der erzeugte Protonengradient zwischen dem Chloroplasten-Stigoih & und dem
Thylakoid-Lumen (pH 5) wird zur ATP-Synthese durch den ATP-Synthase-Komplex
genutzt (Mitchell 1979; Anron 1984; Boyer 1997; Nejial. 1997; Junge and Engelbrecht
1997).

-12 -



Einleitung

By [V] P 200
& \l
o Aty
08 oo, N AR
TPhealPhec” % [F‘F VFFT
A B A B
-04 \. N
Fd
@JE{A’ FNR
. N +

00 Oaf%a NADP

hy F‘QIF’QHE

Cyt &g
>~ | Fes
Pa00*Pro0
H,0
08 N
QEC

N

Y2V
1.0 N

Peo*/Psn

Abbildung 1-1: Z-Schema der Photosynthese.

Ein Modell des photosynthetischen Elektronentrartspin den Chloroplasten. Die am Elektronentrandfeteiligte
Kofaktoren sind nach ihren Redoxpotenzial angedrdBargestellt sind OEC: Der Sauerstoff-produzideempparat
(oxygen_&olving g/sten); Y,: redox-aktivesTyrosin; &g Chlorophyll a-Dimer des PSlI-Reaktionszentrunise® Mg-freies
Chlorophyll a - Phaophytin a; QQuencher A (Ubichinon A); £ Quencher B (Ubichinon B); PQ: Plastochinon / BQH
Plastotydochinon; Cyths; FeS: [FgS,-Eisen-Schwefel-Cluster des Rieske-Proteins; @ytPc: Plastocyanin; &
Chlorophyll a-Dimer des PSI-Reaktionszentrumsg; Arimare Elektronenakzeptor des PSI (das dritté &Raar des
Elektronentransfersystems);:Asekundéare Elektronenakzeptor des PSI (Phylockitiektronenakzeptor); Fx: durch PsaA
und PsaB gebundenes [Bg-Cluster; ein intermediarer Elektronenakzeptor 8¢ [FAFg]: durch PsaC gebundene [Bg-
Cluster, terminale Elektronenakzeptoren des PSIFEdredoxin; FNR: Ferredoxin-NADPxidoreduktase.

1.6.2. Chlorophyll a — Fluoreszenz

Ein Teil der absorbierten Lichtenergie wird in Form von Wé&rme, phweszenz und
Fluoreszenz abgegeben. Die Intensitéat der Chlorophyll-Fluoreszenbfergsich, wenn die
Energie nicht fur den Elektronentransport aufgewendet wird. Eineingerung der
Chlorophyll-Fluoreszenz kann hingegen beobachtet werden, wenn dideriEAfizer
Umwandlung in chemische Energie erhoht bzw. die Antennengrof3e ‘eetrisiy oder wenn

eine, nicht-photochemische Fluoreszenzléschung (NPQ) erfolgt.

1.6.2.1. Photochemische und nicht-photochemische Fluoreszenzldschung.

Eine Verringerung des Fluoreszenzsignals wird als Fluoreémsehzing (Quenching)
bezeichnet. Grundséatzlich lasst sich die Chlorophyll-Fluoreszenzléschongeine

photochemische und eine nicht-photochemische Komponente unterteilen.

Die photochemische Chlorophyll-Fluoreszenzléschung, gP, ist ein Mal3 fifudésnd der
Elektronentransportkette (Buchel und Wilhelm, 1993). Bei vollstandig otedieKofaktor
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Qa d.h. wenn alle ¢Reaktionszentren ,offen sind®, ist das Fluoreszenzsignal minimal und
gP=1. Wahrend vollstandiger Reduktion vona,Qd.h. bei geschlossenen gg§
Reaktionszentren, ist das Fluoreszenzsignal maximal und gP=0.

Die nicht-photochemische Chlorophyll-Fluoreszenzléschung (NRQn-Photochemical
Quenching ist ein Mechanismus zur Eliminierung tUberschissiger Anreganaggie und ist
von dem Redoxzustand des Kofaktorepn Weitgehend unabhangig. Mit NPQ verbundene
Prozesse haben keinen direkten Einfluss auf die Fluoreszenz, elberesiflussen Prozesse
die um die Anregungsenergie der Chlorophyll-Molekile konkurrieren (Timdy Owens,
1993).

Als Bestandteile der nicht-photochemischen Fluoreszenzloschung (MR@)en drei
Grundprozesse mit signifikant unterschiedlichen Relaxationszeiterscimten (Abb. 1-2.,
Muller et al.2001).

Die high-energy-stateLdschung (qE) ist die Hauptkomponente von NPQ. Sie dient der
thermischen Dissipation der Anregungsenergie in den Photosystentelihen und besitzt
eine Relaxationszeit von 1-4 min. Bei einer Erniedrigung des pHe#/em Thylakoidlumen

auf etwa pH=5,8 wird die Violaxanthindeepoxidase und damit der Xanthapkiyis,
Zeaxanthin-Synthese und schlie3lich eine energieloschende Aggregation de
Lichtsammelkomplexe des Photosystems Il (LHCII-Antenriaght-Harvesting_@mpley
aktiviert (Hortonet al. 1996). Die Uiberschiissige Anregungsenergie bzw. der Elektronendruck
auf Rygp verringert sich. Bei diesem Prozess wird das Protein Psblgaendes niedrigen pH-
Wertes auf der lumenalen Seite protoniert. Es erfahrt eine Koatmms&nderung und
induziert NPQ-Mechanismen (kt al. 2000, 2002).

Eine weitere Komponente der nicht-photochemischen Chlorophyll-Fluoreggenahg stellt

die state transition (qT) dar. Die Relaxationszeit von qT betragt etwa 10-15 min. Der
Redoxzustand des Plastochinon-Pools wird UbgS&)e des Cytochronbe/f-Komplexes
registriert und fuhrt zur Aktivierung einer Kinase und damit zur Phastierung der am
Photosystem 1l (PSIl) gebundener LHCII-Antennen. Die reversibel phodiantay
Antennen dissoziieren von PSII-Komplex und assoziieren mit Bate(1 -> 2). Der
Absorptionsquerschnitt von PSIl und damit auch die Chlorophyll-Fluoreszenz venrsiger
Eine Umkehrung destate transition(state2 -> 1) findet bei reduziertem Plastochinon-Pool.
Die langste Relaxationszeit (0,5-1 h und lénger) charakteridiertphotoinhibitorische
Fluoreszenzldschung (qgl). Eine lang anhaltende Bestrahlung mit hohen kecsitiéiten (Uber
1000 pE) bewirkt eine Schadigung des PSIll-Komplexes am D1/D2-Dirkere
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Wiederherstellung der funktionellen Einheit erfordert eine Neusgathed Reorganisation in

dem PSII-Komplex.
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Abbildung 1-2: Eine PAM-Messung der Chlorophyllfreszenz an einedrabidopsis thalianalatt.

Mittels eines schwachen Messlicht (1-10 pHE) wird Minimal-Fluoreszenz aufgenommerp)(FMit einem saturierendem
Blitz (etwa 3000 LE) wird die Lichtreaktion der Résynthese gesattigt und die Fluoreszenz erreiohlaximum (k). Bei
einer lllumination mit einem moderaten UbermaR ktinischen Licht - etwa 750 pE (weiRe Balken urder Zeitachse;
Wachstumslicht hat 130 pE), eine Kombination ausig® NPQ léscht die Fluoreszenzausbeute. NPQ (gEgi)kann als
Differenz zwischen & und der gemessenen maximalen Fluoreszenz naclm esaéurierenden Lichtimpuls wahrend
lllumination (Ry") betrachtet werden. Nach dem Ausschalten desisgtien Lichts erfolgt die Erholung von,Fbereits
innerhalb weniger Minuten. Sie reflektiert die Reéden von gE als eine Komponente von NPQ. (ModifigeAbbildung aus
Muller et al.2001).

1.6.2.2. Pulsamplituden modulierte Chlorophyll a - Fluoreszenzmessung bei Raumtemperatur
Von Schreiberet al (1986) wurde eine Chlorophyll-Fluoreszenzmessung mittelds,P
Amplituden _Modulation® (PAM) entwickelt. Anwendung dieser Methode ermdglicht
Aussagen uber die Quantenausbedig) (am Photosystem II. Die Quantenausbeute ist nach
Genty et al. (1989) mit folgender Formel quantifizierbab,= (Fv -Fs)/Fm = AF/Ry'. Die
effektive Quantenausbeut®,() beschreibt den Quotienten aus der maximalen Fluoreszenz
lichtadaptierter Pflanzen (f) abzuglich einer schwachen Hintergrundfluoreszery (Rd

der maximalen Fluoreszenz\(B. Diese, auf die maximale Fluoreszenz dunkeladaptierter
Pflanzen (k) normierte Fluoreszenz der lichtadaptierter Pflanzeyi-Hs) stellt ein gutes

Malf? fur die Quantenausbeute der Gesamtphotosynthese (Bjorkman und Demming 1987) dar
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Die Messung der Chlorophyll-Fluoreszenzléschung ermoglicht auchtereiei mehr
differenzierte Aussagen zum physiologischen Zustand der Photosynitesh Schreibest

al. (1986) reflektiert qP=({r-Fs)/(Fm -Fo") den Oxidationszustand des Plastochinon-Pools
und nach Parket al. (1996) ist der Redoxzustand des Plastochinon-Pools anschaulicher
dargestellt mit 1-gPeitation pressure oPSll). Unter Lichtséattigung der Photosynthese,
konnen Pflanzen die Uberschissige Anregungsenergie dissipieren. |IDdegeion der
Energiedissipation kann als nicht-photochemische Léschung der Chloflyangdzenz
gemessen werden. Eine unterschiedliche Berechnung des Effektzduamer variierten
Terminologie. So wird die nicht-photochemische Léschung nach Schegilagr(1986) und
Gentyet al. (1989) als qN=1-(fr -Fo")/(Fu-Fo) bezeichnet.

1.6.3. Enzymatische Reaktionen der Photosynthese

Unter Verbrauch von Kohlendioxid, ATP und Reduktionsaquivalenten werden in einem
zyklischen Prozess (Calvinzyklus) Kohlenhydrate synthetisiert (Bas$B&5).

Zunéchst wird Kohlendioxid an einen aktiviertens-Zucker (Ribulose-1,5-bisphosphat)
gebunden, wobei zwei s&Kohlenhydrate (3-Phosphoglycerate) entstehen. Diese Reaktion
wird von der Ribulose-1,6-bisphosphat-carboxylase-oxidase (RubisCO)skata(Andrews

und Lorimer 1987).

Im weiteren Verlauf erfolgt unter Verbrauch von ATP und NADPH, Simthese von
Triosephosphaten, Fructose-1,6-bisphosphat, und die Regeneration von Ribulose-1,5
bisphosphat. Ein Teil der Triosephosphate wird aus den Chloroplasten ekportiedient

zur Energieversorgung der Zelle (Fligge und Heldt 1991).

1.6.5. Kopplungselemente der Photosynthese-Reaktionen

Die Licht- und Dunkelreaktionen sind Uber die Kopplungselemente ATP/ADB
NADPH/NADP* eng miteinander verbunden. Diese Kopplung erfordert die Abstimmung

beider Prozesse flr eine effiziente Umwandlung von Lichtenergie indmosbhe Energie.
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1.7. Cytochronbg/f-Komplex

1.7.1. Die Funktion des Cytochronbe/f-Komplexes

Das Cytochrom bg/f-Komplex liegt frei verteilt Uber Grana und Stroma in der
Thylakoidmembran der Chloroplasten. Er dbernimmt eine zentraldur@elin der
photochemischen Elektronentransportkette. Zum einen, als Plastochistolel#anin-
Oxireduktase, verbindet es den linearen Elektronentransport zwistih@osystem Il und
Photosystem | und zum anderen ist dieser Komplex am zyklischenrdalektransport
beteiligt, und bewerkstelligt Protonentranslokation von Stroma in derehuter Thylakoide.
Zudem hat der Cytochrorg/f-Komplex eine regulatorische Funktion, als Sensor fur den
Redoxzustand des PQ-Pools (Alleet al. 1995; Allen 2004) und als Signalgeber in
Chloroplasten und Cyanobakterien (Keren und Ohad 1999; Murakami, und Fujita, E993)
wird angenommen, dass Uber den CytochbgfhKomplex (Untereinheit IV; PetO) auch die
Aktivierung der LHCIl-Kinase und somit die reversible Phosphomytigr der
Lichtsammelkomplexe wéhrend detiate Transitiongesteuert wird (Ziteet al. 1999; Vener

et al. 1997; Hameket al. 2000).

2
'\_F;J @ /
| ;’-J
/ ,‘f Abbildung 1-3: Schematische Darstellung des Cytmctag/f-
/ / mg;ﬂjﬁﬁ' Komplexes (links). _ o
/ ~ e -‘, Der Komplex besteht aus den vier groBen Untereiehei
PSIL/ P 1 \ | (rétlich) Cyt b, Untereinheit 1V, Rieske und Cytochrom

sowie mehreren kleinen Untereinheiten (grau): p&tGM, L.
Vi, Aus dem Photosystem Il (PSIl) stammende Elektromemen
lf-‘ 1oX , zunéchst auf die, am PSII gebundenen Plastochiniefkiie
PQ M abgegeben. Zusétzlich nimmt Plastochinon zwei Restcaus
der Stroma auf und diffundiert in der Thylakoidmesb als
Plastohydrochinon (PQ) Nach Anbindung des PQHam
Cytochrom bg/f - Komplex werden die Protonen in das
Thylakoidlumen abgegeben, das Plastochinon reakidied
die Elektronen auf direktem und indirektem Weg UR&ske
und Cytochromf auf das Plastocyanin (PC) geleitet. Die
Abbildung stammt aus http:\\
www.bio.ic.ac.uk\research\nield\psllimages\cytb&hh

1.7.2. Aufbau des Cytochronbg/f-Komplexes

Der Cytochrombg/f-Komplex (Abb. 1-3) besteht aus vier groRen Untereinheitenf;Gyyt
bs, Untereinheit IV und dem Rieske -Protein (Kallas 1994). Die edst@nProteine sind von
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den plastidaren GengretA petB und petD kodiert. Das Rieske ProteiP€tQ ist hingegen
kernkodiert. Weiterhin sind mehrere kleine Untereinheiten, die Genprodekt@lastidar
kodierten petG, petN, petL- und der kernkodierterPetM- und PetOGenen integrale
Thylakoidmembranproteine und mit dem Komplex assoziiert.

Die 33 kDa grol3e CytUntereinheit besteht aus einer Transmembranhelix und einer grof3en
luminalen Domane. Sie enthélt eine Ham-c prosthetische Gruppe ualysiat den
Elektronentransfer von [E8;]-Zentrum des Rieske-Proteins auf das Cu-Zentum des
Plastocyanins (Gray 1992; Kuras und Wallman 1994). Die drei andereflergr
Untereinheiten, Cytochrom (23 kDa; zwei Ham -b Gruppen; 1xChl a), die Untereinheit IV
(17 kDa, keine prosthetische Gruppe) und das Rieske-Protein (20 k2a-Fkwefel-
Zentrum) sind an der Anbindung von Plastochinol an den Komplex be{€ligineret al.
1996; Kuras und Wollman 1994; Budziszewskal.2001).

1.8. Photosystem I-Komplex

1.8.1. Die Funktion des Photosystem |

Aufgrund der enzymatischen Funktion kann man das Photosystem | (PiEdhtgjstriebene
Plastocyanin/(Cytochroms) - Ferredoxin-Oxidoreduktase ansehen. Die Energietbertragung
kann in drei Teile zerlegt werden: Absorption des Photons, Transfekrmlegungsenergie
zum Reaktionszentrum {f), primare Ladungstrennung und Stabilisierung der
Ladungstrennung durch eine Reihe von weiteren ElektronentransféeschAhotosystem |
ist ein, in den aufl3eren granalen und stromalen Lamellen derkdliffeembran liegender
Multiproteinkomplex. In Prokaryoten und Eukaryoten ist die Organisatizd Struktur des
PSI ahnlich. Der Konservierungsgrad lasst sich am besten angémant der Chlorophyll a
Molektle im PSI-Kern veranschaulichen. So ist die Anzahl deorGphylle (96 Chl a irS.
elongatusim Vergleich zu 93 Chl a irP. sativun), ihre Position in den Komplex-
Untereinheiten und ihre Orientierung zueinander fir Cyanobakterien undehdPanzen
nahezu identisch (Jordatal. 2001; Ben-Sherat al. 2003).

1.8.2. Aufbau des Photosystem |

In Arabidopsis thaliandesteht der PSI-Komplex (Abb. 1-4) aus 18 Untereinheiten. Plastidar
kodierte Genprodukte sind die UntereinheipmaA psaB psaCG psal-d Die kernkodierten
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Genprodukte sind die UntereinheitddsaD bis PsaH und PsaK-Q Alle genannten
Untereinheiten wurden Uber "Funktionsverlust-Analysen" naher chasaéteriLeister und
Schneider 2003). Eine erhebliche Wachstumsreduktion wurde zum Einen iflatea@i® mit
ausgeschalteten, gansferierenden Untereinheiten beobachtet, zum Anderen inpsken
(wegen Stabilisierung der Plastocyanin-Anbindung¥ad und psae Mutanten (wegen

Ferredoxin-Anbindung).

THYLAKOID
LUMEN

44 Lhca3

Abbildung 1-4: Modelle des Photosystem I-Komplexekdheren Pflanzen.

A. Eine schematische Darstellung des PSI-KompleSegenansicht nach Schelketral. (2001). Die in Angiospermen nicht
mehr existierende PsaM-Untereinheit wurde hier initelrgestellt. B. PSI in Aufsicht auf die Thylakoidmbran (Jenseet
al. 2003). Die Untereinheit PsaN liegt auf der lumenaSeite, und ist nicht sichtbar in diesem Modéll.und D. Ein
Strukturmodel des PSI mit einer Aufldsung von 4,4Bkn-Shenet al. 2003). Dargestellt ist das,®Riickrad der Proteine.
Die in Cyanobakterien nicht vorkommenden Elementgden rot dargestellt. Die konservierten Elemeritel gyrau
dargerstellt. Die drei [R&4]-Cluster wurden als rote und griine Kugeln dardieste C. wurden u.a. di¢lelix-Loop-Helix
Domane von PsaF und das N-terminale Ende von Psaigehoben.

Die Kofaktoren fiir den Elektronentransfer liegen gebunden in den Uniteriein PsaA,

PsaB, und PsaC. Die PsaA und PsaB-Proteine sind homolog zueinander demd el
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Heterodimer. Dieser Komplex bildet den primaren Elektronendongs, (€hl Dimer), mit

dem Elektronenakzeptorerny, ACh a); A (Phyllochinon;) und demHFe;S4]-Cluster (Jordan

et al. 2001; Schelleet al. 2001). Die Ubrigen, terminalen Elektronenakzeptorgrud kg

sind an der PsaC-Untereinheit gebunden. Ein Funktionsverlust in denHPsKGL., N und
PsaO Untereinheiten fihrt demnach zu photoautotrophen und fertilen Mutanten.

Die vier weiteren 4 Untereinheiten des PSI-Komplexes, die Genprokietktkodiertel_hcal

bis Lhca4Genprodukte binden Chlorophyll a und Chlorophyll b Molektle und tbernehmen
die Funktion der Antennenkomplexe. Die Stdchiometrie der Antennenkomplexe ist
veranderbar und abhangig von Lichtintensitaten, Entwicklungszustand BewzdPfund

weiteren Faktoren (Bailey und Walters 2001).

1.8.3. Unterschiede im Aufbau des prokaryotischen und eukaryotischen Btosystem |

Der prokaryotische Komplex ist deutlich kleiner als der pfighel PSI-Komplex. Er enthalt
eine weitere, fur Cyanobakterien spezifische UntereinheiX(P#a Gegensatz dazu sind die
Untereinheiten PsaG, H, N und O nur den Algen und hoheren Pflanzen vorbé&laaitoret
al. 1996). Die Untereinheit PsaM gibt es nicht mehr bei AngiosperineGyanobakterien
wurde eine Psal vermittelte Trimerisierung des Komplexebdghtet. Das pflanzliche PSI
wurde sowohin vitro wie auchin vivo nur als Monomer gefunden (Jordeial 2001; Ben-
Shemet al. 2003).

1.9. Plastocyanin und Cytochram

1.9.1. Plastocyanin

Die Beteiligung von Kupfer an der Photosynthese wurde bereits 1939 cfolggen (Greene

et al. 1939; Neish 1939). Jedoch erst 1960 (Katoh 1960a) wurde die Existenisiivben
Proteins festgestellt, das ohne Oxidase-Aktivitat die Fahigkeiteversiblen Oxidation und
Reduktion besitzt. II€hlorella ellipsoideakonnte gezeigt werden, dass je ein Molekul dieses
Proteins pro 300 Chlorophyll-Molekile bzw. pro photosynthetische Einheit wmonkoEs
wurde bei Licht schnell reduziert und besal} ein Redoxpotenzial von 370 mV. 188 &s
von Katoh und Takamiya als Plastocyanin benannt. Ein Jahr spater dagderotein auch

aus hoheren Pflanzen isoliert und charakterigleatoh et al. 1962). Als ein unmittelbarer
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Elektronendonor zum-& wurde das Plastocyanin von Davenport (1965) vorgeschlagen und

von Hippleret al. (1989) beschrieben.

1.9.2. Cytochromcy

Das Cytochronts wurde 1935 von Yakushiji in der Rotalg®rphyra teneraentdeckt und
zunéchst, wegen seines Absorptionsmaximum alscégybzw. css3 benannt. Katoh (1960b;
1967) kristallisierte das Protein, bestimmte das Molekulargewftbt kDa) und das
Redoxpotenzial (355 mV). Vor allem aber konnte er feststellen, dassder
Elektronentransportkette der Griinalgeglenadas Protein Cytochroms einen vollwertigen
Ersatz fur Plastocyanin darstellt.

Lange Zeit wurde das Cyt als ein Griinalgen-Aquivalent zum Cytochrbtherer Pflanzen
interpretiert. Erst Wood (1977, 1978) konnte zeigen, dass zum Einem sildsladee Cytcs

von dem membrangebundenen Gyuinterscheidet und zum Anderen die Funktion eines
direkten Elektronendonors zumoP(in Cyanobakterien und Grinalgen) tibernehmen kann. In
Organismen, die beide Proteine enthalten, ist die Abundanz diesen@mdtbangig von der
Kupferkonzentration im Medium reziprok reguliert (Bohner und Boger 1978)wiksle
postuliert, dass im Laufe der Evolution von Cyanobakterien zum héheserz&il und unter
Veradnderung der erdatmospharischen Bedingung die Funktion desh@yiocs von
Plastocyanin ersetzt wurde. Daher nutzen nur noch Algen und Cyanolmakikemativ
beide Proteine als Elektronendonor zum PSI (Malkin und Niyogi 2000aRotaet al.
2002) Weitere Studien zeigten jedoch, dass ein Cytoclugedihnliches Protein in hoheren
Pflanzen existiert (Was#t al. 2002) und im Thylakoidlumen dérabidopsis thalianadas

Plastocyanin in photosynthetischen Elektronentransport ersetzen kann ¢Galp2902).

Abbildung 1-5: Vergleich der Tertiarstrukturstruktund der
Oberflache von Cytg ausA. thaliana(links), Cytcs aus
Monoraphidium(in der Mitte) und Plastocyanin aAsthaliana
(rechts).

Die Hamgruppen in beiden Cytochromg - Isoformen wurden
Grun mit zentralen Fe(lll/Il) dargestellt. Das KapfAtom des
Plastocyanins ist als rote Kugel abgebildet. Das ggysoform
aus A. thaliana enthalt eine, fiur Eukaryoten sjsik
Aminoséurensequenz (gelb). Die negativ und posjgiladenen
Regionen auf der Oberflache der Proteine (berediin&t0 mM
Salzkonzentration und pH=7) sind rot bzw. blau #idet.
(Abbildung aus Molina-Heredia et al. 2003)
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Dieses Cytochronts-&hnliche Protein hoherer Pflanzen beinhaltet einen zusatzllobhem
(zusatzliche Schleife) aus 12 Aminosauren. Weiterhin sind in d&sguenz zwei Cysteine
enthalten, die untereinander eine Disulfidbriicke ausbilden kénnten. Neberurstheit
Unterschieden liegt auch das Redoxpotenzial von AemhalianaCyt cs - Homologen bei
140 mV, daher wesentlich niedriger als das von Plastocyanin (etwa 3y0daivon Cyics
der Algen (358 mV) (Abb. 1-5; Molina-Hered# al. 2003). Unter diesen Umstanden ist eine
Oxidation von Cytf (etwa 365 mV) durch dafrabidopsisCyt cs fraglich. Die Redox-
Eigenschaften des Proteins sind jedoch von dem Vorhandensein der Sehébfgngig
(Wastlet al. 2004).

1.9.3. Plastocyanin als Elektronencarrier.

Plastocyanin ist ein kleines (etwa 10 kDa), l6sliches und inakbydlumen frei bewegliche
Elektronencarrier zwischen dem Cytochrdmgif-Komplex und Photosystem | (Abb. 1-1).
Daher kann die Rolle von Plastocyanin als analog zum Cytoclkrai®@r Mitochondrien
betrachtet werden. Plastocyanin gehort zu der groRen Familibldercoppér Proteine. Das
aktive Zentrum des Proteins liegt geschutzt in einer hydrophoben Umgebung, im ddl’Ri
-Atom von vier Ligandens(His-g4Cyss7His-g,Met) koordiniert wird (Abb. 1-6A). Durch anti-
parallel angeordnetf-Strange bekommt die hochkonservierte Tertiarstruktur des Proteins

eine globulare Fass-Form (Abb. 1-5).

1.9.4. Die Reduktion des Plastocyanins am Cytochrohg/f-Komplex

Die Reduktion des Plastocyanins erfolgt ausgehend von einer, in ddr-Gyntereinheit
kovalent gebundener [Ham-c /#¥] - Gruppe (Abb. 1-3). Von entscheidender Bedeutung
fur eine effektive Elektronentbertragung ist eine Ortliche Nahe aftéven Zentren zu
einander. Fur die Anndherung der beiden Edukte ist die Beschaffdah@roteinoberflache
wie auch das elektrostatisches Feld der Molektle entscheidenBifdieng des Cytochrorin
und Plastocyanins zurfCyt f-Pc]-Komplex erfolgt aufgrundder Anziehung der basischen
Aminosauren £odArg, esLys; 18LYS; seLys) des Cytf und der saueren Aminosaureresten
(a2Asp; 43Glu; 44ASp; 45Glu; s¢Glu) des Plastocyanins, weiterhin sind hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen der beiden Proteinen (Aminosauren: 1;3;4;656360;161
des Cytf und 12;35;36;40;83;85-90 des Plastocyanins) an der Stabilisierung der Bindung
beteiligt (Abb. 1-6B; Pearsoet al. 1996; De Rienzet al. 2001; Musianiet al. 2005). Der
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kiirzeste Abstand zwischen beiden Proteinen betragt 42&C, Try“"") (Abb. 1-6A), Die
Angaben zum Abstand zwischen Cu und Fe bewegen sich, abhangig von demiBegisart

im Bereich zwischen 10,7 und 14 A (Ubbimk al. 1998; Ullmannet al. 1997). Der
Elektronenfluss durfte daher tber die Oberflachenladung der Prottatfger (Musianiet al.
2005). Trotzdem verbleibt die Interaktion zwischen OQyhd Plastocyanin sehr transient (als
simple collisions interactionsDie Lebenszeit des-é@bertragenden Komplexes betragt etwa
100 ps (Ubbink, 2004). Die Reaktionsgeschwindigkeit folgt den Gesetgke#n einer
Reaktion erster Ordnung (Kangttal. 1996; Modiet al.1991).

1.9.5. Die Oxidation des Plastocyanins am Photosystem |

Die fir diese Arbeit bedeutendsten Unterschiede im Aufbau dakapyotischen und
eukaryotischen PSI-Komplexe betreffen die Assoziation des Plastocyanii3&um

Nur bei Algen und héheren Pflanzen stabilisiert eine N-termidalex-Loop-HelixDoméane
der PsaF-Untereinheit (Abb. 1-4C) die Interaktion des Plastocyaninglen luminalen
Schleife der PsaA/B-Untereinheiten des PSI-Komplexes (Abb. LbtA1-6C; Faralet al
1995; Hippleret al. 1999; Haldrupet al. 2000). Sie sorgt fur eine effiziente Bindung des
Plastocyanins und eine Ausrichtung des Protein (und Cu) in einer Syeaolese zum 4,
und K-Gruppe. Beides resultiert in einer Reaktion zweiter Ordnungesiomainer signifikant
schnelleren Elektronentbertragung zum PSI im vergleich zu Cyaroieak{Hippleret al.
1996).

Wie schon fur [Cytf-Pc] Interaktionen beschrieben, ist auch fir diese Interaktion die
Beschaffenheit der Proteinoberflache wie auch das elekisnttatiFeld der Molekile
entscheidend fir eine effektive Komplexbildung und Elektronentbertraguasy.gl@iche
saure Cluster des Plastocyanins, das auch an der Interaktidgr@épt m(;2Asp, 43Glu, 44ASp,
45Glu) beteiligt ist, interagiert mit dem basischen ClusterR¥afr-Untereinheit4Lys, 16LYsS,
1dlyS, 23Lys) (Hippler, 1996; Hope, 2000). Die hydrophobe Interaktion mit dem Psait
Dimer setzt jedoch einen vollstandigen hydrophoben Bereich dstoByaninoberflache
voraus: zwischepGly undgoAla (bei Interaktion mit Cyt sind es7His undgoAla) (Haehnel,

et al. 1994; Reicheret al. 1995). InArabidopsis thalianavurden die Folgen einer Defizienz
von PsaF von Haldruet al. 2000 beschrieben. Bei héheren Pflanzen ist die Untereinheit fur
das autotrophe Wachstum absolut notwendig. Im Gegensatz dazu wa@mahigydomonas
reinhardtii Apsaf-Mutanten wildtypisch und wiesen keine Anderung der Elektronentransfe

Kinetik auf (Xuet al. 1994). Weiterhin scheint die in Cyanobakterien nicht vorhandene PsaN-
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Untereinheit, die auf der Lumenseite liegt, ebenfalls notwendigifigr effiziente Interaktion
zwischen Plastocyanin, PsaF und dem PsaA/PsaB-Dimer zu sdpsdanMutanten wurde

eine zweifache Abnahme in Elektronentransferrate beobachtet (Haldalii999).

A L] B - c L]
== ) i
-;"SANr- | & FA
ST -
AelA R ® FX
Heme @ \-"E’,"
L groupg (
Hiszs‘{;{ %__ é
> .
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I\B Tyr1 I';;\P;\%%‘ N\" ota2 T A 4 Proo PsaA

i
P
I
Vhisar

Plastocyanin

Abbildung 1-6: Interaktionen des Plastocyanins@yitf und Photosystem I.

A. Schematische Darstellung des Elektronentransfers Eisen der Ham c-Grupe (der Gyntereinheit) auf das Cu-
Zentrum des Plastocyanins. B. Der @ac Komplex wurde als modelliertes Riickrad der Amaiurensequenz dargestellt
(griine B-Faltblatt Strange gehdren zum Jytblauep-Faltblatt Strange gehéren zum Plastocyanin). Daruwurde das
Oberflachenpotenzial beider Partner separat dalife®ie Proteine sind um +/- 90° zu einander gétlrin rot wurde eine
negative und in blau positive Ladungsverteilung@berflache dargestellt (modifiziert, aus Ben-Stetral. 2003).

C. Die strukturelle Rekonstruktion eins PlastocgaP5l-Komplexes. Die Aminoséuren 18-47 der PsaFetgirtheit (grau),
die exklusiv in Eukaryoten vorkommen und elielix-Loop-HelixDoméane bilden, wurden in rot dargestellt. Ein @®ugus
vier negativ geladenen AminosaurgsDsE44D4sE; in rot) auf der Oberflache des Plastocyaningr(ginteragiert mit drei
Lysin-Resten (blau) der PsaF Untereinheit. Hydrdyehdir die Interaktion notwendige Bereiche desAfRsaB-Dimars
wurden in cyan und magenta dargestellt. An diesed die zwei, fir den Elektronentransfer notwendiggptophane in
Kugelform dargestellt. Das Cu-koordinierendes Idistist in blau gezeigt.

1.10. Problemstellung

Der Arbeitsgruppe standen Mutanten fur beide Plastocyanin-GenzuocVerfiigung. In
beiden Fallen handelte es sich um Mutanten die mittels einegalEn1 Transposons
getaggt wurden. Somatischen Reversionen @&#sl Elements konnen jedoch die
urspringliche Funktion des Gens wiederherstellen und die Ergebnisselpgigcher
Analysen verfalschen. Die Stabilisierung getel-Mutante wurde bereits von C. Varotto und
D. Leister (MPIZ Kd&ln) durchgefuhrt. Zum Set der Mutanten gembaber auch Cytochrom
c-defiziente, mittels T-DNA getaggte Linien, die von SIGnAfalk Institute Gnomic
Analysis_laboratory) bezogen wurden.
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Wichtigster Ansatzpunkt fir diese Arbeit war die Stabilisierdeg zweiterpeteAllele, die
Herstellung einer Plastocyanin-defizienten Doppelmutante und eolekatarbiologische
Charakterisierung der CytochraspMutanten.

Mittels dieser Mutanten sollten folgende Fragen beantwortet werden:

- Erfillen die beiden Plastocyanin-lsoformen die gleiche Funktionidbeh des
Elektronentransports zunydg?

- Sind die Plastocyanin-Isoproteine die einzigen Elektronencamiischen Cytochrone/f-
Komplex und Photosystem 1?

- Welche Auswirkungen auf die Funktion und den Aufbau des Photosyntheseappatalie
Abwesenheit der einzelnen und beider Plastocyanin-Isoproteine?

- Welche Auswirkungen auf die Regulation der Genexpression im HKeafen die
Plastocyaninmutationen?

Im Hinblick auf kurzliche Publikationen zur Abundanz, Lokalisation und Funktion des
Cytochromcs -ahnlichen Proteins bei hoheren Pflanzen von Gaptl (2002) bestand ein
Bedarf zur Uberpriifung folgender Aussagen:

- Ist das Cytochromeg-&hnliche Protein beArabidopsis thalianaxprimiert?

- Ist das Genprodukt im Thylakoidlumen lokalisiert ?

- Transportiert das Genprodukt Elektronen zwischen dem CytochedrKomplex und
Photosystem 1?

Im nahen Zusammenhang bestand aufRerdem die Frage ob das Cytaghraos

Chlamydomonas reinhardiim, das Plastocyanin iA. thalianafunktionell ersetzen kann.
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2. Ergebnisse

2.1. Charakterisierung der Plastocyanin-Mutanten

2.1.1. Die Plastocyanin-Gene aus. thaliana

Hohere Pflanzen enthalten oft mehrere funktionelle Kopien hoch konservaistocyanin-
Genloci in ihren Genomen. K. thalianaexistieren zwei Loci fur PlastocyaniRetEL (AGI-
Locus-Nummer: At1g76100) un®etlE2 (AGI-Locus-Nummer: At1g20340). Beide Gene
liegen in einem Abstand von etwa 110,1 cM auf dem Chromosom |. Diedtiddequenzen
der Gene (Daten im Anhang), und ihre Peptidsequenzen, weisen hohe Homodougader
auf. Nach Abspaltung der Thylakoidlumen-dirigierenden Transitsequergere die A.
thaliana PetEGenprodukte eine Ahnlichkeit von 93% und eine Identitat von 83%.
Biochemische Eigenschaften dé. thaliana PetE- Genprodukte wurden aus reifen
Primarstrukturen der Proteine abgeleitet. So betragt das gdeecMudiekulargewicht fur
PetEL 10,719 kDa und fiiPetE 210,725 kDa. Die isoelektrischen Punkte liegen bei pl=4,36
fur PetEL und pl=4,22 fUPetE.

Plastocyanin-lsoproteine hdherer Pflanzen enthalten zwei saure Bon&uthern patch
und northern patch die an der Interaktion und Ausrichtung des Proteins an debgytind
Photosystem | - Komplexen beteiligt sind (Abb. 2-1A, ausfuhrlichégnAlent im Anhang:
Abb. 6-2). Bei dikotylen Pflanzen sind die Doméansauthern patch,DEDE undnorthern
patchs;EED) meist grol3er als bei den MonokotyledongDED unds,EE).

Pet E1 MAMEVLLGSD DGSLAFVPSE FTVAKGEKI V FKNNAGFPHN VWFDEDEI PS GVDASKI
Pet E2 MAl EVLLGGG DGSLAFI PND FSI AKCGEKI V. FKNNAGYPHN VWWFDEDEI PS GVDVAKI

S. o. -- VEVLLGGD DGSLAFLPCD FSVASCEEI V FKNNAGFPHN VWWFDEDEI PS GVDAAKI
Syn. ANATVKMGSD SGALVFEPST VTI KAGEEVK W/NNKLSPHN | VEDADGVPA DT- AAKL
Kons. .. hpvhhGus sGuLsF. Psp hol tt GEcl h ahNNt h. PHN | VFDt Dt | Pu ss. suKl

Pet E1 ~ SMDETALLNG AGETYEVTLT EPGSYGFYCA PHQGAGWGCK LTVK
Pet E2  SMDEQDLLNG AGETYEVALT EPGTYSFYCA PHQGAGWGCK VTVN
S. o. SIVSEEDLLNA PGETYKVTLT EKGTYKFYCS PHQGAGWGK VTVN
Syn. SHKG - LLFA AGESFTSTFT EPGTYTYYCE PHRGAGWGK VVVE
Kons. Shpt .. LL. u sGeEoapsshT E. GoYt aYCt PHpGAGWXXK | sVp

Abbildung 2-1A: Ein Vergleich der Primarstrukturrddlastocyanin-Proteine.

Unter Verwendung des ClustalW -Algorithmus wurdeeife” Proteinsequenzen der Plastocyanine miteieand
verglichen:PetEL, PetE2 - ausA. thaliang S.o-Sequenz des Plastocyanins &msnacia oleracedlag6; NCBI;
Gl:3891757) undSyn-Sequenz des Plastocyanin aBgnechocystis Sgpcs; NCBI; GI:2781074). In der
Konsensus-Sequenz (=:Kons.) sind die konserviedimmoséauren grofd geschrieben, mit kleinen Buchstabe
und Zeichen wurden die Aminoséduren nach Eigensehafteschrieben (o: alkoholisch; I: aliphatisch; .:
beliebige; a: aromatisch; c: geladen; h: hydrophobegativ; p: polar; +: positive; s: klein; uhselein; t: turn-
ahnliche). Das einkernige Cu-Zentrum wird von disubmarkierten Aminosauren gebildet. Die rot dargjéen
Aminoséauren sind sauer und essenziell fir Intevakth des Plastocyanins mit PSI und dembgftKomplex.
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Bezuglich dieser Doméanen lasst sich Aethalianaeine Ausnahme beobachten. Die zweite
sauere Domana@rthern patchist bei den beiden Proteinisoformen unterschiedlich grof3 und
insgesamt kleiner als bei anderen Dikotyledonen. Pe2-Genprodukt weist in dieser
Doméne den Austausch einer Glutaminségse) @egen das polare Glutamia@) auf. In der
Domane des PetEL-Genprodukts erfolgte sogar ein Austausch von zwei saueren
Aminosaureng,Glutaminsdure ungsAsparaginsaure gegen polag$hreonin und kleines,
hydrophobegsAlanin. Aufgrund dessen kann eine unterschiedliche Affinitat RetEL und
PetE zu den interagierenden Komplexen angenommen werden.

Zum Verstandnis der Proteinfunktion ist eine Bestimmung der Tdrtdtur und der
Topologie der Proteinoberflache von groRer Bedeutung. Unter Verwendung
kristallografischer 3D-Strukturen als Vorlagen von Spinat (1ag6;3881L757) und
Cyanobakterium Synechocystis (1pcs; GI1:2781074) wurde eine kompakdivelogie-

Modellierung der Aminosaurensequenzen befddhalianaPlastocyanine vorgenommen.

Abbildung 2-1B: Ein Vergleich der TertiarstruktundiOberflachenbeschaffenheit der Plastocyanine.

Mittels Homologie-Modellierung wurde eine Vorhersatgr raumlichen Struktur beidat.PetE Genprodukte getroffen und
mit bekannten Strukturen der Plastocyanine $pimacia oleracealag6 (G1:3891757) un&ynechocystis si2CC 6803:
1pcs (GI:2781074) verglichen. In der obersten Reibede das Riickrad der Isoproteine verglichen.dnrdittleren Reihe
wurde die Oberflachenbeschaffenheit der Proteimgeséellt. Die Ansicht zeigt das Kupfer - koordi@edeggHistidin, und
die beiden saueren Domanen. In der untersten Reihden die Plastocyaninstrukturen um 180° horiZogedreht. Gezeigt
ist Riickgrad der Proteine und die Aminosaurenréstebeiden sauren Doménen. Die farbliche Kennzeiorklassifiziert
die exponierten Aminosauren nach den chemischeanEa@paften ihrer Seitenketten: grau: unpolar; blasisch; gelb:
polar; rot: sauer. Die Positionsangaben der Aminesébeziehen sich auf das Alignment in der Ablitgia-1A.

Die berechneten Tertiarstrukturen der Plastocyaninédvabidopsisund Spinaciazeigen nur

geringfigige Unterschiede in der Konformation des Rulckgrads dmeife. Auch die
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modellierte, theoretische Oberflachenbeschaffenheit der Pfasioe weist flirArabidopsis
und Spinaciahohe Homologie auf (Abb. 2-1B). Daher ist die Konformation der Proteime w
auch die Topologie der apolaren PSI und €findungsdomanen und die Exposition und
Ausrichtung der sauren Doménen zunéchst sehr &hnlich. Zwei sigrefikamterschiede
lassen sich dennoch feststellen. Erstens, der exponierte Uddaageiten saueren Domane,
desnorthern patcheg¢PetEL-4:ETA undPetE2-5,;EQD bzw.Spinaciag;EED) ist vonSpinacia
UberPetE2 zumPetEL zunehmend kleiner (Abb. 2-1B). Zweitens, im Gegensatz Retfl,
Spinacia Plastocyanin und anderen Plastocyaninen dikotyler Pflanzen enthBitdiophobe
P;oo-Bindungsdoméne (Nord-Doméane) des PetE2-Isoproteins eine exponiertee pola
Aminosaure {7Try). Bei hoheren Pflanzen konnte diese Eigenschaft ndiondeum vulgare
(Abb. 6-2) beobachtet werden.

2.1.2. Identifikationen der Plastocyanin-Mutanten

Die in dieser Arbeit analysierten Plastocyanin Mutanten-Liniémmsien aus einer
LInsertionsmutagenese” mittelBnl-Transposon. Sie wurden in der Arbeitsgruppe, mittels
reverser Genetikréverse scregnidentifiziert und zur Verfiigung gestellt. Die Insertion des
Enl- Transposons beirRetEL-Allel befindet sich, im codierenden Abschnitt des Gens, bei
+198 bp relativ zum ATG. DaBetE2-Allel enthalt eine Insertion ddsnl-Transposons im
codierenden Abschnitt des Gens, bei +10 bp relativ zum ATG. EirkkeeRastimmung der
Integrationsstelle und der Orientierung des Transposons im Genongteerfolittels

allelspezifischer PCR und Sequenzierung der Amplifikate.

Sowohl somatische wie auch germinale Aktivitdten He$-Transposons wurden bei den
beiden Loci beobachtet. Das Auftreten wildtypischer Allele in Mechkommenschaft von
homozygoterpeteMutanten (germinale Reversionen) wurde auf etwa*6%% geschatzt
(Daten nicht gezeigt). Eine Stabilisierung der Mutantenlinien gidomittels Footprint
Analysen. Fir digpetel-1 Mutante wurde eine germinalenl-Exzision mit gleichzeitiger
Verschiebung des offenen Leserahmen (ORF) durch Deletion feditgd3ie Deletion bei
petel-1.1 betragt 52 bp (Abb. 2-2A; Abb. 2-2B). Bei qete2-1 Allele wurden mehrere
unabhéngige germinaEnl-Exzisionen mit einer ORF-Verschiebung festgestpdte2-1.1 -
pete2-1.3 (Abb. 2-2A). Eine modifizierte Nukleotidsequenz in pete-1.1-Mutante bietet

eine Schnittstelle fur das Restriktionsenzphwl (GGATC) und ermoglichte eine sichere
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Bestimmung dieser Allele. Amplifikate apete?-1.1-spezifischen PCR-Reaktionen konnten

mit diesem Enzym gespalten und elektrophoretisch aufgetrennt werden (Abb. 2-2B).

PetEl (AGI:; Atlgvelo0) GATCGTTTTAGCTGGALL PefB2 (AGL Atlg20340) ATOGCCTCASTAACCTCA
3 En-1 s7 En—1
v v
petel-1 GATCGTTTTA  ttaGoT petez-1 ATGGCCTCA  toaGTAACCTCA
petel-1.1 GATCGTTT g (-32bE) 44CCC petez-1.1 ATGG....A toaGTAACCTCA
petez—1.2 ATGGCCTC. .gaGTAACCTCA
petez—1.3 ATGGCCTCA  tgaGTAACCTCA

Abbildung 2-2A: Die Mutationen dd?etELoci.

Die Insertion und die Orientierung ddsnl-Transposons in dem Exon d@etEL und PetE2-Gene wurde mittels
allelspezifischer PCR-Reaktionen festgestellt unccll Sequenzierung der Amplifikate bestéatigt. Unferwendung von
FootprintAnalysen wurden unabhangige germinale ExzisionemEal-Transposons mit einer Verschiebung des ORF’s
identifiziert.

Aus der Kreuzung vopetel-1.1 undpete-1.1 wurde eine Doppel-Mutante hergestellt. An
400 Einzelpflanzen der Nachkommenschaft folgender Genotypetel{1.1PetEL / pete-
1.1], [petel-1.1pete-1.1PetR2], wurde die Co-Segregation des Genotypdl-1.1 /pete2-
1.1] mit letalem Phanotyp Uberpruft (Abb. 2-2B).

pete2-1.1 PatE2 und pete2-1.1/PetE2

- 506bp

- 201bp; FetEL Allele
- L3y

} peted-LILAWT)
-6Thp

Abbildung 2-2B: Co-Segregations Analysen der Pastnin-Doppelmutante.

Links in der Abbildung: In Sterilkultur und auf 26 Saccharose segregiert die Nachkommenschatt [giaed-1.1 /pete-
1.1PetB2]-Linie. Die Genotyp-Bestimmung erfolgte mittel€R-Reaktionen. Rechts unten in der Abbildung: Fairmbtel -
1.1-Locus wurde ein degeneriertes Primer-Paar seige(dMWs/dR4as). Die Amplifikate wurden mitt&% -igem PAA
elektrophoretisch getrennt und mittels Silberfadpuetektiert. Alle analysierten Pflanzen sind hoygo bezuglich der
petel-1.1-Allele (Wt: Wildtyp als Kontrolle). Rechts eb in der Abbildung: Fir die Analyse der Segregati@spete-
1.1PetR2-Allele wurden 13sL/76as-Primer-Paar verwendet Bimplifikate wurden anschlieRend mit dem Enzjwl
gespalten und in 2,7% Agarose elektrophoretisctegst. Die eingekreisten Pflanzen sind homozygatigkch derpete2-
1.1-Allele hingegen die nicht eingekreisten, griiRflanzen sind heterozygot oder wildtypisch.

2.1.3. Der Phéanotyp der Plastocyanin-Mutanten

Die stabilisierten Mutanten fir die beiden Loci der Plastocyanin-Gerenvzam autotrophen

Wachstum fahig. Sowohl unter Langtag- als auch unter Kurztagi@aagen zeigten die
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Pflanzen keine Stresserscheinungen (Abb. 2-4). Die Doppel-Mutpetd -fl.1pete2-1.1]
hingegen war unter autotrophen Bedingungen nicht lebensfahig (Abb. 24yufie daher

in Sterilkultur, auf MS-Medium mit 1,5% Saccharose propagiert (AbB). Auch unter
diesen Bedingungen blieb der Wachstum der Doppelmutanten deutlich untedegem
Wildtyps, und die Pigmentierung war auffallend gelb. Unter UV-Illhation liel3 sich eine

im Vergleich zum Wildtyp erhohte Fluoreszenz beobachten (Abb. 2i8kebhct (high
chlorophyll fluorescence Phanotyp ist ein Indiz fur eine Stdérung der photosynthetischen
Elektronentransportkette.

Abbildung 2-3:hcfPhanotyp depeteDoppelmutante.

a. Unter UV-lllumination lasst sich eine erhdhtel@bphyll-Fluoreszenzhcf. high chlorophyll
fluorescenck der peteDoppelmutante beobachten (b. Kontrolle unter Wehf). Die Pflanzen
wurden auf MS-Medium mit 1,5% Saccharose propagiert

Der Phanotyp der Doppelmutante konnte sowohl mit riiven Nukleotidsequenz des
PetE2-Locus, als auch mittels ektopischer ExpressiorPe¢L- undPetE2-Gene (Abb. 2-4)

komplementiert werden.

Abbildung 2-4: Wachstum der Plastocyanin-Linien.

Folgende Genotypen wurden dargestellt (von links):Wildtyp (Okotyp: Columbia-0); bpetel-1.1; c. pete-1.1; d.
35CaMV::PetEL::[petel-1.1pete2-1.1]; e. 358aMVi:PetB2::[petel-1.1pete2-1.1]; f. keimende Wildtyp-Pflanze und g.
keimende Doppel-Mutantpétel-1.1pete2-1.1].

Fir dienative Expression des Plastocyanins wurde ein genomischer Bereich von 1000 bp vor
dem Start-Codon bis zum 500 bp hinter dem Stopp-CodoRe&té2-Locus in pP001VS-GW

Vektor kloniert und vigAgrobacterium tumefaciens die Pflanzen transferiert.
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Die ektopische cDNA-Expression der beidem Plastocyanine erfalggeder T-DNA des
pJan33-Vektors, unter Kontrolle des E1\V-Promotors und 35SaMV-Terminators.

Die Nukleotidsequenzen der Transgene wurden mittels Sequenzierung dewus
transformierten Pflanzen Uberprift. AnschlieBend wurden mehrere unggdphd.inien fur

jede Komplementation analysiert.

2.1.4. Wachstumsraten der Plastocyanin-Linien

Sowohl unter Langtag- als auch unter Kurztag-Bedingungen propadiattocyanin-

Mutanten unterschieden sich hinsichtlich ihrer Wachstumsfahigkeit (Tab. 2-4).

Tabelle 2-4: Bestimmungen der Blattflachen dert®@nin-Linien.

Wildtyp petel-1.1 pete2-1.1 35SCaMV::PetE1l 35SCaMV::PetE2
12 Tage 8% 1 7713 671 11 7.2 137/.2
18 Tage 3576 33710 24715 48 7111 57 *1.12
24 Tage 155 */.19 144 71.37 107 */.20 190 */.44 249 */.50
27 Tage 325 7/.40 300 /.86 2257146 409 /.101 522 */.122

Fur die vergleichende Bestimmung der Blattflichemahme [in mrfi wurden die Linien unter Kurztag-Bedingungen
propagiert und mit einer Digitalkamera fotografietie Bestimmung der Flachen erfolgte aus den Aufmen mittels
VisiStore99b-Software.

Die Blattflachen depete-1.1-Mutanten waren um 27% kleiner als die der Wildtyp-Pflanzen.
Im Gegensatz dazu wiesen beide Plastocyanin-UberexprimiegscaiiV:PetEl und
35CaMV:PetR2 ) eine 31%ige bzw. 60%ige Zunahme der Blattoberflache im Vergkioh
Wildtyp auf. Innerhalb des Beobachtungszeitraums von acht Wochendiiebnzahl der

Blatter in allen Mutanten im Vergleich zum Wildtyp unverandert.

2.1.5. Expressionsanalysen der Plastocyanin-Allele

Die Bestimmung der Transkriptmenge der Plastocyanin-Gene wnitids quantitativer RT-
PCR und Northern-Analysen durchgefiihrt. Blatter von 6 Wochen alten &flamarden zur
Mittagszeit geerntet, die Gesamt-RNA prépariert und die cidAgestellt. Die Transkript-
Abundanz der beider Plastocyanin-Gene unterscheidet sich beréitidiyp (Abbildung 2-
5A). Das experimentell bestimmte Verhaltnis der beiden Tripiskiiegt bei 13%'/. 3
(PetEl) zu 85%/. 8 (PetR2). Diese Daten werden von Digitalen Northern - Datenbanken
(https://lwww.genevestigator.ethz.ch) gestitzt (Tab. 2-5A.). Wahrendndercklung und in
allen Organen der Pflanze liegt hier das Verhaltnis der Triphskei 22%'/. 8 (PetEl) zu
78% /. 6 (PetR2). Die Menge deiPetEl mRNA in derpetel-1 Mutante lag unter der
Nachweisgrenze. In depete-1 Mutanten wurden geringe Mengen deetE2-mRNA
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festgestellt. Ursachlich daftr kdnnten somatische Reversionen despbsons sein. Die
nahezu vollstandige Abwesenheit des Transkripts eines Plasto&anghat offensichtlich

keinen Einful auf die Akkumulation des Transkripts des anderen Gens.

Yyildtyp ‘ petal-1 ‘ petel-1
1:10 1 110 1 110 1
e . - 270bp;
X PatEl Allele
o 257hp:
R - - p;
PetE? Allela

Abbildung 2-5A: Bestimmung ddé?etETranskriptmenge ipeteMutanten.

In der petel-1.1 Mutante kann keinPetEL-mRNA festgestellt werden. Dagegen sind in pete-1.1
Mutante etwa 20%-+-4 ddzetE2-Transkripts nachweisbar. Die quantitative RT-R@Rde mit**Py- dATP
markierten, degenerierten Primer-Paar (dMWs/d4asghdjefiihrt. Dann wurden die Amplifikate in zwei
Konzentrationen (1:10 und 1) im 4,5% PAA-Gel elegtroretisch aufgetrennt. Die Autoradiogramme
wurden am Phosphorimager aufgenommen und mit ImegeeSoftware (v5.1) quantifiziert.

In den stabilisierten Mutantepdtel-1.1 undpete2-1.1) wird erneut eine Akkumulation der
Transkripte beobachtet, wobei die Menge der mRNA jedoch um etwa 10férgteich zum
Wildtyp reduziert ist (Abb. 2-5B; Tab. 2-5A).

Tabelle 2-5A: Relativ®etE Transkriptmengen.

QRT-PCR Digitale Northern
Enl-Linien Stabilisiert Organe in Wildtyp Entwicklung in Wildtyp
petel-1.1/ Spross, 1-5 6-24 25-44
Wt petel-1 pete2-1 /pete2-1.1 |Keimlinge Rosette Wurzeln | Tage Tage Tage
PetEl |13+/-3 0+/-0 8+/-2 9+/-1 29 22 11 15 27 23
PetE2 |85 +/-8 84 +/-3 15+/-4 66 +/- 3 71 78 89 85 73 77

Die Transkriptmengen der beidBetEGene wurden prozentual zueinander gestellt. Digaden in den Mutanten beziehen
sich auf die Abundanz der mRNA in Wildtyp.

Die Effizienz der ektopischerPetEl und PetR2 Expression (35GaMVi:PetEL::[petel-
1.1ppete2-1.1] und 358aMVi:PetE::[petel-1.1pete-1.1]) wurde mittels Northern-
Analysen tberprift (Abb. 2-5C). Die Menge deetElL-Transkripts lag bei 168 9. 15, und
die desPetE2-Transkripts bei 230%/. 31 im Vergleich zur gesamten Plastocyanin-mRNA
des Wildtyps.
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Wildtyp | petel-1.11
Ipete2-1.1

Pc
- - PetE1 Allele

* S _PetE2 und

pete2-1.1 Allelen

- pete1-1.1 Allele
35SCalV::PelE2::

Wildtyp 358CaMV::PeatE1::
patel-1.1pete2-1.1

peate1-1.1ipeta2-1.1

Atc

Pc — — -

- Actim - —

Actin

Abbildung 2-5B: Quantifizierung dé?etETranskriptmenge in der Doppel-Mutante.

Aufgrund von FrameshiftMutationen in der Doppel-Mutantgédtel-1.1pete2-1.1] sind Transkripte beidgueteAllele
nachweisbar. Die Menge der Transkripte ist jedoatuziert. Die Bestimmung dd?etETranskriptmenge (Pc) aus den
Northern-Autoradiogrammen erfolgte mit Imagequaott8are (v5.1). Als Kontrolle wurden hiéitc, (C6seqls-4/2Cyt6as)
undActinl (acts/actas) Transkripte gezeigt.

Abbildung 2-5C: Quantifizierung détetETranskriptmenge iPetEUberexprimierer.

Bei beiden Uberexprimierern ist die Abundanz dess®kyanintranskripts gegeniiber dem Wildtyp angeholiir die
Northern-Analysen wurde jeweils 30pg Gesamt-RNAPatE spezifischer Sonde (dMWs/dR4as) stringent hyhgdisAls
Kontrolle wurde einé\ctinl-Sonde hybridisiert.

Der Gehalt derPetE Genprodukte in der Doppelmutante wurde mit Western-Analysen
bestimmt. DiePetEProteine wurden mit Antikdrpern gegen das Hn coli exprimierte
Plastocyanin ausSpinacia oleracea(Klésgen, R.B; Martin-Luther Universitat; Halle)
detektiert. In der pgetel-1.1pet-1.1] Doppel-Mutante konnte kein Plastocyanin
nachgewiesen werden (Abb.2-5D). Zur Kontrolle wurden weitere Analysepolyklonalen
Antikdrpern gegen die gro3e Untereinheit von RubisCO (RbcL) Atg (Cyt cg)
durchgefuhrt.

ik 4 W Abbildung 2-5D: Westernanalysen der Plastocyanin-
LA Doppelmutante (link
Q QY Q oppelmutante (links)
Mit SDS-PAGE wurden jeweils 40ug einer Gesamtprotei

a-Rbel Extraktion aus Wildtypen und aus Doppelmutanteryetnénnt,
A — auf eine Immobilin-P Membran transferiert und mitngiren
Antikdrpern inkubiert. Die Detektion erfolgte mit eh

Enhanced Chemiluminescence Western(Kibersham). In der
a-Pe b - Doppelmutante kann kein Plastocyanim-Rc) nachgewiesen
werden. Zur Kontrolle wurden Antikbrper gegéic, (a-Atc,)

und gegen die grole Untereinheit der RubisGERI§cL)
verwendet.
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Eine Quantifizierung derPetE Genprodukte bei den Einzel-Mutanten gestaltete sich
schwieriger. Die Ergebnisse der Westernanalysen warenregttduzierbar (Abb. 2-5E), da

mit jeder Hybridisierung mit-Pc-Antikbrpern wurde ( auf der gleichen Membran) eine
erhebliche Abnahme deBetE2 Signals beobachtet. Nach vierfacher Verwendung des
Antikorpers wurde nur noch dd2etELl-Genprodukt detektiert und daher war keine exakte

Quantifizierung dePetE Isoformen mdglich.

Abbildung 2-5E: Westernanalysen der Plastocyanimel.

Bei einer SDS-PAGE wurde jeweils ein Proteindqumalvon 50 pg Chlorophyll
a+b einer Thylakoiden-Extraktion aus Wildtypen uads den Plastocyanin-
Mutanten aufgetrennt, auf eine ImmobiliflPMembran transferiert und mit
primaren Antikérpern gegen PlastocyarnirRc), und zur Kontrolle, gegé?shA (a-
PshA), inkubiert. Die Detektion erfolgte mit definhanced Chemiluminescence
Western KiAmersham).

Um dennoch quantitative Aussagen zu treffen, war es notwendig IBHPRIGES mit
Westernanalysen zu kombinieren.

Es wurden Proteine des Thylakoidlumen extrahiert, durch IEF/SD3EP&a&etrennt, und
dann zum einem auf eine ImmobilifdMembran transferiert und immunologisch analysiert,
zum anderen mi€Coomassie-ColloidalG250 gefarbt. Anhand des Vergleichs von Western-
Analysen mit der Lage der gefarbten Proteine im Gel wurderSpats der Plastocyanine
identifiziert. Die Quantifizierung erfolgte mit d€boomassie gefarbten PAA-Gelen und die

Ergebnisse sind in der Tabelle 2-5F und in der Abbildung 2-5F zusammengefasst.

Tabelle 2-5F: Quantitative Bestimmung der Menge@esamtplastocyanins in den Pc-Linien.

Wit petel-1.1 pete2-1.1 35SCaMV::PetE1l 35SCaMV::PetE2
Gesamt-
Plastocyanin 100 +-4 70 +-5 23 +1 129 +-8 111 +19
Im Bereich:
pl 4,0 - 14 +-3 - -
pl 4,3-4,4 69 +-4 33 +-3 8 +-1 44 +-4
pl 4,65-4,8 31+4 23 +-2 15 +-0 86 +-7 111 +-16

Die Angaben zum Plastocyanin-Gehalt erfolgten iozBnt des Gesamt-Plastocyanins des Wildtyps. Dggdlonsbereiche
des Plastocyanins im Isoelektrischen Punkt wuraedrei Gruppen zusammengefasst: pl4; 4,3-4,4; 4,85Auch hier
beziehen sich die prozentualen Angaben auf die Blelg Gesamt-Plastocyanins im Wildtyp. Fir die @fizirrung von

CBB-G250 geféarbter PAA-Gele wurde die Software Ief@gant v5.1 verwendet.
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Abbildung 2-5F: IEF/SDS-Page und immunologischecRigbn der Plastocyanin-lsoproteine.

Fir den Wildtyp ist die Auftrennung von Proteinem Bereich 4-7 pl / 83-5 kDa dargestellt. Aus Plafinglen wurde die
Darstellung der Auftrennung in den Mutanten auf @&eameich pH 4-5,2 und 20-6,5 kDa reduziert. Eindii¢gerung der
Gele erfolgte unter Verwendung von carbamylierteAPGH-Protein (rote Markierung, 36kDA; pl [4,7-8,8)it 0,105
pH/Spot) und CA-Protein (gelbe Markierung; 30kDa,;[4,8-6,7] mit 0,095 pH/Spot) sowie Molekulargelwismarker
(graue Linien; P7708S von NE Biolabs). Jeweils 2b0pd 150ug Thylakoidlumen-Extrakte wurden im imitisierenden
pH-Gradienten (pH4-7) fur 36145Vhrs fokussiert wmbchlielend in 14,5% PAA denaturierend aufgetreBete mit
250pg Thylakoidlumen-Proteine wurden ntolloidal-Coomassie(CBB-G250) detektiert. Eine weitere Préparation
luminaler Proteine der entsprechenden Genotypedeneienfalls mittels IEF/SDS-Page getrennt, jedowthlielend auf
eine Immobilin-Psq Membran transferiert und miti-d&astocyanin ¢-Pc) Antikdrpern immunologisch analysiert. Nach
einer Uberlagerung der Bilder konnten die Plastoiny&pots identifiziert werden.

2.1.6. Pigmentanalyse mittels Hochleistungs-Flissigchromatographie

Zur Feinanalyse der Pigmente der Plastocyanin-Mutanten wurdeHié&C-(reverse-phase
high-performance liquid chromatographgingesetzt. Die Extraktion der Pigmente erfolgte
mit 80% Aceton. In der Tabelle 2-6A sind die PigmentkonzentrationerExteakte aus
Wildtyppflanzen und der Plastocyanin-Doppelmutante aufgefiihrt. Die lI&ali=6B
beinhaltet die Pigmentkonzentrationen dpetel-1.1, pet-1.1 Mutanten und der

Plastocyanin-Uberexprimierer. Eine getrennte Betrachtundigenentdaten begriindet sich
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in unterschiedlichen Bedingungen, unter den die Pflanzen propagiert wurden: di

Doppelmutante in Sterilkultur; alle anderen Genotypen unter Gewéchshausbedingungen

Tabelle 2-6A: Pigmentgehalt der Doppel-Mutante.

petel-1.1/ relativer Pigment-
Wildtyp /pete2-1.1 Gehalt der Mutante in
[%] zum Wt
Chl a/b 2,71%1.0,06 2,5°10,17 -
*Chl (a+b) *1756 */.128 *35 */13 2
Lutein 151 /5 3797124 5
B-Car 46719 467/8 2
NXx 4072 69 1.7 3
Vx 3071 49716 4
VAZ 3171 6716 4

Die Zusammensetzung der Pigmente von Wildtyp (n#%] [petel-1.1pete2-1.1] Doppel-Mutanten (n=5) wurden
mittels r-HPLC bestimmt. Die Pflanzen wurden fiM&chen in Sterilkultur auf 1,5% Saccharose propagi2as
*Gesamt-Chlorophylgehalt wurde in nmol Chl (a+bj*des Frischgewichts angegeben. Die Angaben zu afideren
Pigmenten (Luteinp-Car: B-Carotenoid; Nx: Neoxanthin; Vx: Violaxanthin) eidgéen in mmol pro mol Chl (a+b).
VAZ ist die Summe der Xanthophyllzyklus -Pigmen#go{axanthin + Zeaxanthin + Antheraxanthin)

Pflanzen die kein Plastocyanin produzierpetfl-1.1pete?-1.1], sind nicht mehr in der Lage
einen funktionsfahigen Photosynthese-Apparat aufzubauen. Der GesanupGhiligehalt
dieser Mutanten betragt nur noch 2% der Wildtyppflanzen. Aufgrund ¥erschiebung im
Verhaltnis der Chlorophylle (a und b) zueinander und des hohen Lutein-Giedratieine
erhohte Abundanz der Lichtsammelkomplexe gegentber den Reaktionszentren del
Photosysteme angenommen werden. Aul3erdem, wie man an der vemsfdmigicherung der
Pigmente des Xanthophyllzyklus (VAZ) sehen kann, leidet die Doppefte unter
photooxidativen Stress.

In der Plastocyanin-Einzelmutantg@ete2-1.1 und demPetE22—Uberexprimierer konnen
signifikante Unterschiede im Chlorophyllgehalt pro Frischgbwizeobachtet werden. Die
Ursachen der Veranderungen gegenuber dem Wildtyp scheinerdenl@®enotypen jedoch
unterschiedlicher Natur zu sein. In gete2-1.1-Mutante lasst sich die 20%ige Reduktion der
Chlorophyllkonzentration auf die Reduktion des gesamten Photosynthesext&gpar
zurtckfuhren (Tab. 2-7B). Die 16%ige Abnahme der Chlorophyll-Konzentration PetE2-
Uberexprimierer konnte das Resultat des starkeren WachstumglatereR zu sein, denn
eine signifikante Veranderung in der Zusammensetzung des PhoteeyAihgarates wurde
bei diesen Genotyp nicht festgestellt. Ansonsten unterscheidend&chPlastocyanin-
Einzelmutanten in ihrer Pigmentkomposition nur geringfligig von dem Vgildih keiner der
Mutanten konnte eine Erhdhung des Xanthophyllzyklus-Pools (VAZ) beobachtdenyer
daher scheint keine der Genotypen unter Langtagbedingungen an (uhxadatjven Stress

zu leiden.
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Tabelle 2-6B: Pigmentgehalt der Plastocyanin Linien

Wit petel-1.1 pete2-1.1 35SCaMV::PetEl  35SCaMV::PetE2
Chl a/b 2,96 *1.0,07 370,03 3,07 *1.0,03 2,83 '1.0,02 370,06
*Chl (a+b) *1507 /.89 *1574 /81 *1214 /.32 *1499 */.18 *1269 */.89
[%] zum Wt 100 /.6 104 °/5 80 /.2 99 */1 84°16
Lutein 1353 135714 12814 147 %15 136 */4
B-Car 74713 73715 73715 79714 757118
NXx 3372 3272 3271 3271 3371
Vx 16 */4 16 */3 2016 23715 19716
AX 771 872 72 5%2 5%2
Zx 875 72 65 32 6715
VAZ 311 3271 32712 3072 3171

Die Zusammensetzung der Pigmente von Wildtyp (n#%) Mutanten (je n=5) wurden mittels r-HPLC bestimiie
Pflanzen wurden fir 8 Wochen unter Langtagbedingargropagiert. Das *Gesamt-Chlorophylgehalt wurdernol Chl
(a+h)*g* des Frischgewichts angegeben. Die Angaben zu alteferen Pigmenten (Luteif;Car: p-Carotenoid; Nx:
Neoxanthin; Vx: Violaxanthin; Ax: Antheraxanthinyfelgten in mmol pro mol Chl (a+b). VAZ ist die Suame der
Xantophylzyklus-Pigmente (Violaxanthin + Zeaxanthintheraxanthin)

2.1.7. Zusammensetzung des Photosynthese-Apparates bei veranderten Blasinin-
Konzentration

Fur die folgenden Untersuchungen wurde die Plastocyanin-Doppelmutanéziikugur, die
Einzelmutanten und Uberexprimierer auf Erde, unter Langtagipeagen propagiert. Wegen
unterschiedlicher Wachstumsbedingungen wurden die folgenden Analysbaidér Typen
getrennt durchgefuhrt. Wichtige Hinweise zur Zusammensetzung Hesosinthese-
Appararates liefert eine Auftrennung der Proteinkomplexe detaKbigilmembran durch
native 2D-Gelelektrophorese. Mittels eines nichtionischen Tensid® (n-dodecylf-D
maltosid) werden nahezu vollstandige Komplexe aus der Thylakoidmenrhlerausgeldst
und in Lithium-Dodecylsulfat-Puffer einer "nativen-" bzwréen" PAGE entsprechend ihrer

Molekulargewichte gelelektrophoretisch aufgetrennt.

wt ‘ petel-1.1/pete2-1.1

Abbildung 2-7A: 'greeri-PAGE der Thylakoidmembran —
Proteinkomplexe der Plastocyanin Doppel-Mutante desl

— HE Wildtyps (links).
Die Thylakoidmembran- Proteinkomplexe aus 10mgrizéamaterial
“RSlly (ein Aquivalent von etwa 20pg Chl a+b des Wt: WjifiHf) wurden mit

n-DM aus der Thylakoidmembran herausgeldst und irerenicht
denaturierenden LDS-PAGE aufgetrennt. Ersichtlidtd wine nahezu
vollstdndige  Reduktion des Photosynthese-Apparatg®Sil:

—— -LHel, Photosystem I, PSJi Photosystem 1l- Dimer, LHGH
Lichtsammelkomplexe des PSIl - Trimere und LHEII

Lichtsammelkomplexe des PSII - Monomere) in gest¢l-1.1pete2-

- ~LHell, 1.1] Doppelmutante. Die Reduktion der Reaktiongzentbeider

Photosysteme ist starker fortgeschritten als dieduRiéon der
Lichtsammelkomplexe.

Nach erfolgreicher Auftrennung der Thylakoidmembran-Proteinkomplexe eune 98%ige

Reduktion des Photosynthese-Apparates in der Plastocyanin-Doppelnaaattith (Abb. 2-
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7A). Die Reaktionszentren der Photosysteme sind zudem stérker redalge die
Lichtsammelkomplexe. Es war nicht mdglich dggéeri-Gele der Doppel-Mutante (Abb. 2-
7A) mittels einer SDS-PAGE weiter zu analysieren, denn ddéeiPrMengen der einzelnen
Signale lagen unter der Nachweisgrenze. (Daten nicht gezeigt).

Bei den Einzelmutanten und Uberexprimierer wurden die Effekte deénderten
Plastocyanin-Konzentration und struktureller Unterschiede zwischen bd&ten PetE
Isoproteinen auf die Komposition des Photosynthese-Apparates zum eiitezls
zweidimensionaler LDS/SDS-PAGE (Abb.2-7B) und zum anderen immunolo@fsob. 2-

7C) Uberprift. Eine detaillierte quantitative Auswertung ist inr d@belle 2-7B
zusammengefasst.

In derpetel-1.1-Mutante wurde eine etwa 10%ige Reduktion der Photosystem II-Abundanz
und etwa 15%ige Reduktion der ATP-Synthase im Vergleich zum Wilidtstgestellt. Die
Veranderungen in depete&-1.1-Mutante folgen dem gleichen Trend, zeigen jedoch eine
starkere Auspragung. Der PSI-Komplex ist hier um etwa 20%, lsletwa 30% und die

Abundanz der ATP-Synthase sogar um 60% reduziert.

Tabelle 2-7B: Quantitative Bestimmung der Thylakoénbranproteine in Plastocyanin Linien.

petel-1.1 pete2-1.1 35SCaMV::PetE1l 35SCaMV::PetE2

LHCI 99 1.4 80 '/6 87714 97715

PSI 95 %2 77715 11373 103 %12

PSI-A/Bpimere 96 */2 78715 11714 102 /.3

PSI-A/Bmomomere 9713 82714 1157/4 104 /.2

PsaD und PsaF 96 */2 80 '3 12214 103 %/ 3

PsaC; PsaH 97 %18 8176 128 */2 104 %11

Lhell Trimere 8971 68 '/8 92 %15 99 “/ 4

PSII 90 */3 76 *17 104 */5 109 */8
PSII-D1/D2;

CP34/CP47 8471 65 */1 102 */.2 110 /.4

OEC 8971 69 /4 117 %12 98 1.4

Cyt belf 98 /1 99 /5 100 /.8 9714

ATPase 85 */3 38717 79712 9371

Die angegebenen Werte sind relativ (in Prozent Wéldtyp-Proteinmenge). Die fett gedruckten Zahlemigen
Durchschnittsmengen immunologisch detektierter étmet (Abb. 2-7C)LHCI (Lhcal; Lhca2; Lhca3)PSI (PsaC; PsaD;
PsaE; PsaF; PsaG; PsaH; Psal)Cll timere (Lhcbl; Lhcb2);PSIl (Lhcb3; Lheb5; PsbA; PsbSEyt be/f (Cyt bg; Cytf);
ATPase (AtpB). Die nicht fett gedruckten, kursiven Wemeirden mittels Quantifizierung von Proteinen ausBaR250
gefarbten LSD/SDS-Gelen (Abb. 2-7B) ermittelt.

Von den beiden Uberexprimierenden Linien zeigt nur dieCa3®®/:PetEL- Linie eine
signifikant veranderte Komposition des Photosynthese-Apparates. Ber dimie liegt die
Abundanz des Photosystems | etwa 15% hdher, dafiir aber ist die Abuhelare P-
Synthase 21% niedriger als in Wildtyppflanzen.
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Abbildung 2-7B: Die Komposition der ThylakoidmembsRroteinkomplexe in LDS/SDS-PAGE.

Dargestellt sind a. Wildtyp; Ipetel-1.1; c.pet-1.1; d. 358aMV::PetEL; f. 35aMV::PetE2. Thylakoidmembranen (ein
Aquivalent von 20pg Chl a+b) wurden miDM behandelt. Die herausgelésten Proteinkomplessdan zunéchst in einer,
nicht denaturierenden LDS-PAGE nach ihrer GroRgetudnnt. In der zweiten, denaturierenden DimenéRiDS-PAGE)
erfolgte eine Trennung der Proteinkomplexe entdpmed ihres Molekulargewichts. Die Detektion dertBire erfolgte mit
CBB-R250 - Farbstoff.

Abbildung 2-7C: Die Komposition der Proteinkompléreden Thylakoidmembranen in Western-Analysen.
Thylakoidmembranproteine (ein Aquivalent von 5ug &+b) wurden mit SDS-PAGE elektrophoretisch getteauf eine
Immobilin-P transferiert und immunologisch detektie
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2.1.8. Spektroskopische Analysen an Plastocyanin-Linien

Durch Untersuchung der Chlorophyllfluoreszenz kénnen Aussagen uber aieis 8hd
Storungen des Photosynthese-Apparates der Plastocyanin-Mutanterhtgeraeten. Mit
dem PAM101-Fluorometer wurden 8 Wochen alte Pflanzen aus Sterilkukinagsiert.
Hierbei wurden folgende Parameter erfasst: die Effizienzpdetochemischen Reaktion des
PSIl (R/Fy); die effektive Quantenausbeute des P®I|)( der Redoxzustand des priméren

Elektronenakzeptors LQQvon PSII: (1-gPgxcitation pressure on PS.lI

Tabelle 2-8A: Spektroskopische Analysen der Plgstoio-Linien.

Fuim Dy 1-gP
35SCaMV::PetEl 0,82 "1.0,01 0,74 70,01 0,05 *1.0,01
35SCaMV::PetE2 0,82 "1.0,01 0,76 '1.0,02 0,03 *7.0,01
Wt 0,82 *1.0,01 0,75 '/.0,01 0,04 *1.0,02
petel-1.1/petel-1.1 und  PetE2/ PetE2 0,82 "1.0,01 0,75 '1.0,02 0,08 *7.0,01
petel-1.1/PetE1l  und pete2-1.1/ PetE2 0,83 °/.0,01 0,74 %1.0,01 0,08 */.0,02
petel-1.1/ petel-1.1 und pete2-1.1/ PetE2 0,83 °/.0,01 0,71 %.0,01 0,13 */.0,01
PetE1 / PetE1l und pete2-1.1/ pete2-1.1 0,83 °/.0,01 0,71 %.0,03 0,15 */.0,03
petel-1.1/ PetE1l und pete2-1.1/ pete2-1.1 0,82 °/.0,01 0,59 *7.0,01 0,23 °/.0,02
petel-1.1/ petel-1.1 und pete2-1.1/ pete2-1.1 0,54 */.0,04 0,03 70,01 0,94 *1.0,01

In Sterilkultur propagierte, acht Wochen alte Pfiam wurden mit PAM101 (60pE aktinisches Licht; 808/2500 HE
saturierende Lichtimpuls) analysiert.

Die effektive Quantenausbeute des PSM)(und der Redoxzustand vona(Dei einer
lllumination von 60pE weisen auf die Abh&ngigkeit der Photosyntheteig von der
Menge des Plastocyanins hin. Eine signifikante Beeintrachtigund?ldetosynthese wird
jedoch erst ab etwa 88%iger Reduktion der Plastocyaninmengechestb@etEl/petel-
1.1pete-1.1 Mutante). In Abwesenheit von Plastocyanin wie in getef-1.1pete2-1.1]-
Mutante, kann nur noch,F, ermittelt werden ({#/»,=0,54). Dies ist ein Hinweis darauf, dass
nur geringe Mengen des Photosystem |l Komplexes vorliegen. Eiektigér
Elektronentransport kann in der Doppelmutante jedoch nicht mehr stattfinden.

Die effektive Quantenausbeute des PSII-Systems wurde zudem in Adk®ingon der
Starke des aktinischen Lichts gemessen. Die Messungen erfoigt@areich von 60 bis zu
1200 pE. Bei dempete-1.1 Mutante wurde eine starke Abnahme der Quantenausbeute
beobachtet. Im Gegensatz dazu weisen gdetel-1.1-Mutante eine Zunahme und
Uberexprimierer 356aMViPetElpeta-1.1pete-1.1]  €in€  Abnahme  der  effektiven
Quantenausbeute des PSII auf (Abb. 2-8). Die hochsten Werte wutden b®im
35 aMV::PetPpeta-1.1pete-1.1] Uberexprimierer gemessen.
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Abbildung 2-8: Messung der effektiven Quantenausbdas PSII®,) in Abhangigkeit von aktinischen Lichtstarke.
Eine grafische Darstellung der Daten aus der T&B @m Anhang).

Wie man jedoch in Abbildung 2-8 sehen kann, liegen die Unterschiedschemi den
Mutanten oft innerhalb der Standardabweichung. Auch mittels vielfathealerholung der
Messungen und konnte das Problem der hohen Standardabweichung der MeassWwerte
gelost wurden. In allen Messreihen waren jedoch die beschriebenen nZemde
reproduzierbar (Beispiel: Tab. 6-8C; Anhang).

Neben der photosynthetischen Energieldschung (qP) spielt auch digpmatbthemische
Energieléschung (NPQ) eine bedeutende Rolle fur die physiologiSeBamtleistung der
Pflanzen. Die einzelnen Bestandteile der NPQ:sth¢e transition(qT); Photoinhibition (qgl)
und die Warmedissipation (QE) wurden spektroskopisch aufgelost. Irr kisin@lastocyanin

- Einzelmutanten konnte eine signifikante Veranderung des qT (Tgbodeb ql (Tab. 6-6)
beobachtet werden. Die Effekte der Warmedissipation (qE) dero&jasin-Mutanten
machten sich in wesentlichen unter niedrigen Lichtintensitatenrkbare(Tab. 2-8D). Bei
einer lllumination mit 150 pE konnte eine signifikant hOhere Warmeaigsn in dermpetel-

1.1- Mutanten und 35aMV::PetE Uberexprimierern beobachtet werden. Hingegen, in der
pete2-1.1 Mutante lieBen sich signifikant schwachere Wéarmedissipation beebadVit
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steigender Lichtintensitat wurden die relativen Unterschiedechwn den Mutanten jedoch

geringer (ausfuhrliche Angaben befinden sich im Anhang, Tab. 6-6).

Tabelle 2-8D: Die Warmedissipation (qE) der Plagamin-Mutanten und Uberexprimierer.

gE | Wit petel-1.1 pete2-1.1 35SCaMV::PetEl 35SCaMV::PetE2
150pE 0,55 /10,14 0,65 10,14 0,14 710,11 0,67 70,1 1,03 /0,05
300uE 1,02 */.0,18 1,12 70,14 1,12 70,14 1,37 *1.0,09 1,24 710,39
600LE 1,61 70,14 1,59 70,2 1,53 70,19 2,04 710,28 1,64 710,23
1200pE 2,22 %0,15 2,49 710,31 2,33 710,29 3,177.0,39 2,4370,3

Die Ermittlung der Warmedissipation erfolgte mitein PAM101-Instrument bei Raumtemperatur.

2.1.9. Por-Oxidation der Plastocyanin-Mutanten und Uberexprimierer

Aus Messungen des Reduktionszustands vgg (h steady-stateSituation) lassen sich
Ruckschlisse Uber den Redoxzustand der Elektronentransportkette zreRemkeln ist das
P700 reduziert und unter Belichtung mit fernrotem Licht vollstandidiesti Im aktinischen
Licht stellt sich ein intermediarer Oxidations- bzw. Reduktiongahe ein. Die Licht-
Abhangigkeit des Ubergangszustands gibt Aufschluss (ber die ieBffiz des
Elektronentransports zwischen den beiden Photosystemen. Die rel@@ationswerte (in
% oxid. Pog wurden mit dem PSI Gehalt der Genotypen normalisiert und in defd&bii

2-9 und Tabelle 6-9 zusammengefasst.
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Abbildung 2-9: Relativer Oxidationszustand voggRinter unterschiedlichen Lichtintensitaten.
Eine grafische Darstellung der Daten aus der T&b(ith Anhang).
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Eine, von der Plastocyanin-Abundanz abhéngige Veranderung <sleady-state
Redoxzustands der;d3-Reaktionszentren im Vergleich zum Wildtyp wurde nur unter einer
starken aktinischen lllumination in den defizienten PlastocyaniraiMen festgestellt. Wie
man in der Abbildung 2-9 sehen kann fuhrte die erhdhte Menge descléasns in den
35CaMV:PetEUberexprimierer nicht zu einer schnelleren Reduktion degge P
Reaktionszentren. In dgrete2-1.1-Mutante, mit einer sehr niedrigen Konzentration des
Plastocyanins konnte eine signifikante Zunahme der Oxidation-geR€aktionszentren ab
einer aktinischen Illumination mit 300 LE beobachtet werden. Migestelier Intensitat der
lllumination vergrof3erte sich die Differenz zum Wildtyp von 10% bis auf etwa 30%94.2Déi
ME). In demetel-1.1-Mutante wurde hingegen eine einsetzende Oxidationszunahmggler P
Reaktionszentren gegentber dem Wildtyp erst bei lllumination von 1200pfadiget. Der
Grad der RhrOxidation ist unter diesen Bedingungen etwa proportional zur mRNA
Abundanz des Plastocyanins in den bejidete Mutanten.

Bis zu einer Lichteinstrahlung von etwa 600 pE konnte irpdef-1.1-Mutante eine, von der
Plastocyanin-Abundanz unabhangige Veranderung dgeady-state Situation im
Redoxzustand der;f-Reaktionszentren feststellt werden. Im Vergleich zum Wildiypte

die Abwesenheit de®etEL-Genprodukts zu einem hoch reduzierten Zustand dgr P
Reaktionszentren. Eine gegenteilige Tendenz kann in dem Cad8%:PetEL-
Uberexprimierer beobachtet werden. Offenbar tragt die AbwesetdsitetEL-Genprodukts

zu einer hoheren Effizienz des Elektronentransports zwischen beiden Photosysiemen be

2.1.10. Kinetik der Fluoreszenzinduktion in den Doppelmutanten

In Fluoreszenz-Induktions-Experimenten wird die Anderung der Fluoresmsirese beim

SchlieRen der Reaktionszentren der Photosysteme gemessen. ddifgekiste Anderung der
relativen  Chlorophyll-Fluoreszenz liefert Informationen Uber den afdst der

Elektronentransportkette.

Dunkeladaptierte Pflanzen, sowohl der Wildtypen, als auch Plastociappel-Mutanten

wurden einem roten, geséattigten Lichtimpuls ausgesetzt. Dierémgleder resultierenden
Fluoreszenz wurde 20 Sekunden lang aufgenommen. Zur Kontrolle wurdgtypARiflanzen

mit 10 uM DCMU behandelt und dann analysiert (Abb. 2-10).
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o Abbildung 2-10: Kinetik der Fluoreszenz-Induktionerd
§ Plastocyanin Doppel-Mutante.
3 Dunkeladaptierte Pflanzen aus Sterilkulturen (Witdtund
B 044 petel/pete?: [petel-1.1pete?-1.1] Doppel-Mutanten) wurden
= Wildtyp einem roten saturierenden Lichtimpuls (680nm; 50
O Wildtyp [DCMU] Photonen/Photosystem/s) ausgesetzt. Die Fluoreszerde in
relativen Einheiten [r.E] Uber einen Zeitraum vds 2lem Blitz
—@— petel/pete2 X . X
0.2 1 aufgenommen. Zur Kontrolle erfolgte eine Vakuunirétion
N I/ s s e o des Wildtyps mit 10uM DCMU. Die Messungen wurden
0 1 2 51015 20 durchgefiihrt in Zusammenarbeit mit Fabrice RappafBPC;
Zeit [s] France).

Die Inkubation von Blattmaterial mit DCMU fihrt zur Blockade d&kifonentransportkette
am Q. Infolge dessen wird nach dem sattigenden Lichtblitz ein soforégestieg der
Fluoreszenz auf einen Maximalwert beobachtet, auf dem die Flunresizezur Beendigung
der Messung verbleibt. Eine ungehemmte Elektronentrasportkette€Wt)nur zum Beginn
eine schnelle Zunahme der Fluoreszenz (bis auf etwa 0,38 relatoredzenzeinheiten). Im
weiteren Verlauf ist eine verlangsamte Fluoreszenzzunahmedegt durch die Aktivierung
der NPQ-Mechanismen und der Aktivierung des Calvin-Zykluses, ingl&eh zu DCMU
behandelten Blattern zu beobachten. Nach etwa drei Sekunden wird dienabeaxi
Fluoreszenz erreicht. Mit zunehmender Aktivitat des Calvinzyklus- und NRRQ-
Mechanismen erfolgt bereits nach funf Sekunden eine rasche Abnahmeslake/en
Fluoreszenz. Die Kinetik der Chlorophyllfluoreszenz dpetfl-1.1pete2-1.1] Doppel-
Mutante verhalt sich ahnlich wie bei Pflanzen mit blockiertélaktronentransport. Die
maximale Fluoreszenz wurde hier viel schneller erreichtimlsunbehandelten Wildtyp.
Aufgrund der Unfahigkeit der Pflanzen zur Nutzung der Lichtendrigiot diese maximale
Fluoreszenz bis zum Ende der Messung bestehen.

2.1.11. Kinetiken der Cytochromf Oxidation und der Photosystem | Reduktion

Neben der im Kap. 2.1.5 beschriebenen Methoden zur Bestimmung der Rlastocy

Konzentration wurden hierflr Kinetikstudien der GytOxidation und der PSI Reduktion
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durchgefiihrt. Eine Anderung des GytOxidationszustands lasst sich tiber die Anderung der
Absorption bei 554 nm zu 545 nm (mit einer Basislinie bei 573 nm) verfolDie zeitlich

aufgelosten Anderungen der Absorption wurden in der Abb. 2-11A grafisch dargestellt.
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Abbildung 2-11A: Hochaufldsende Absorptions-Messamder Cyf Oxidationskinetik.

Die Pflanzen wurden unter Langtagbedingungen priepagnd im Alter von 8 Wochen analysiert. Die Kiikeder Cytf-
Oxidation wurde fir die Plastocyanin-Mutanten (salee Kéastchen) im Vergleich zum Wildtyp (rote Késha)
aufgenommen. Vermessen wurde die Anderung der Abeorbei 554 nm zu Basislinie (554 und 545 nm)edgi
Messungen wurden durchgefuhrt in ZusammenarbeiFatitice Rappaport (IBPC; France).

Bei diesen Messungen zeigten beide Plastocyanin-defiziententdnt@etel-1.1 undpete2-

1.1) eine verlangsamte Oxidation der Oyt Untereinheit. Dagegen, konnte man eine
geringfiigig schnellere Cyt- Oxidation bei den beiden Uberexprimierern (3a$1V::PetElL;
358CaMV::PetR2) beobachten. Die PSI-Reduktion wurde tiber eine Anderung der Absorption
beim Ubergang von7g nach Ry bei 826 nm bestimmt. Da eine Anregung des PSI nur bis
max. 760 nm beobachtet wurde, kann das Messlicht mit Wellenlangen §fi3em keine
Ladungstrennung mehr verursachen. Die quantitative Bestimmung detody&mnin-
Abundanz (iber densR" zu Poo Ubergang wurde in der Abb. 2-11B der Gyt Oxidation
gegenuber gestellt. Diepete2-1.1 und die 35SaMV::PetEL Pflanzen zeigen eine
Ubereinstimmung in der Oxidation des Cytochrbgi-Komplexes relativ zu der Reduktion
des PSI-Komplexes. In dpete2-1.1 Mutante kann daher eine sehr niedrige Abundanz des
Plastocyanins angenommen werden. Im G&8V::PetEl Uberexprimierer sollte sie leicht
das Niveau des Wildtyps Ubersteigern. Die beiden anderen Genotypeen wabise
Diskrepanz zwischen der Cit Oxidation und dem PSI - Redoxzustand. Auf detel-1.1
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und

35&aMVi:PetE2 Pflanzen lag

Uber PSI-Redoxzustand bestimmte

Plastocyaninmenge deutlich tber der Abundanz des Wildtyps. Die Esgebbieider

Messmethoden weisen deutlich auf die Unterschiede in der Interdddider Plastocyanin-

Isoproteine mit den Cytochrotos/f- und Photosystem I-Komplexen hin (Abb. 2.11B). Die

Kinetik der Cytochromf Oxidation entspricht in wesentlichen der mittels IEF/SDSePag

(Kap. 2.1.5) ermittelten Plastocyanin-Abundanz in degteMutanten. Hingegen, ein

Uberschuss an Plastocyanin in den G&BIV::PetEMutanten tragt nicht mehr zu einer

schnelleren Oxidation der CytochrofdlUntereinheit bei. Die Ergebnisse defod?Psoo

Messungen folgen den bereits in Kapitel 2.1.9 vorgestellten Datestelady-stateP; oo
Redoxzustands bei 300 pE. Eine Ausnahme bildet hier d€&8%:PetE2Linie. Das, Uber

den Poo+/Proc-Ubergang bestimmte Aquivalent der der Plastocyanin-Abundanz igtrin i

wesentlich grof3er als dar relativeyf#Redoxsituation im Gleichgewichtzustand (Abb. 2-9).
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Abbildung 2-11B: Ein Vergleich der C{t
Oxidationskinetik zum Plastocyanin-Gehalt der
Plastocyanin-Mutanten.

Die relative Amplitude (in % des Wildtyps) der
schnellen Phase der GytOxidation (blau) wurde
dem, liber Ro/P;0 Redoxilbergang (in % des
Wildtyps) bestimmten Plastocyanin-Gehalt (grau)
gegenltber gestellt. Diese Messungen wurden
durchgefiihrt in Zusammenarbeit mit Fabrice
Rappaport (IBPC; France).

2.1.12. Wachstum der Plastocyanin-Mutanten auf Medien mit unterschiedlnen

Kupferkonzentrationen

Wegen seiner Toxizitat muss in Zellen und Geweben die KonzentrattmseMikroelements

Kupfer in einem sehr engen Rahmen kontrolliert sein. Daher musseufiahme,

Chelatierung und Speicherung exakt reguliert erfolgen. In Rffamard der Hauptanteil des

Kupfers in Plastocyanin gespeichert. Die Akkumulation der PlagtdicymRNA ist jedoch

von der Konzentration des &uim Medium unabhangig (Merchant und Bogorad 1986a).

Aufgrund einer proteolytischen Kontrolle wird auch die Abundanz des Apstdelyanins in
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Chloroplasten niedrig gehalten (Merchant und Bogorad 1986b). Nachfolgendgegmtit
werden, wieweit sich toxische und limitierende KupferkonzentrationeMedium auf das
Wachstum der Plastocyanin-Mutanten auswirken. Die Mutanten wurdetentk@tur, auf
MS-Medium mit CG" (von OpMbis 100uM) fiir 11 Wochen propagiert.

N
ﬂ‘iq 3 ?
] 5 ,'\"\ 5‘3\ >
" @\ ,@"L %0 %0
& Q@ Q@ ‘b(:’ rb‘b
- - e 4 : - b B nh
100 pM Cu ¢ : Y *!&ﬁ"
- . 3 : ' . . W
% - 3
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0,1 uM Cuz*
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0,025 pM Cu?*

0,001 pM Cu?*

0 uM Cu?* $ o3 ' e -
\ e N \‘?‘

Abbildung 2-12: Wachstum der Plastocyanin-MutargehMedium mit veréanderter Kupferkonzentrationen.
Die Mutanten wurden fir 11 Wochen, in Sterilkulauf zuckerfreien MS-Medium propagiert. Das Mikraoeént Kupfer
wurde als CuS@ 12H,0 dem Medium zugefigt.

Die Fahigkeit der Pflanzen flexibel auf veranderte Kupferkonagotren im Medium zu
reagieren wird signifikant von der Akkumulation des Plastocyaningirast(Abb. 2-5A; 2-
5C). Eine eingeschrankte Expression des Plastocyanins irpeteiMutanten verhindert
sowohl eine ausreichende Entgiftung toxischet" ®engen wie auch effiziente Speicherung

und Nutzung des Metals unter limitierenden Bedingungen. Die Wacsistnigkeit der
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pet€-1.1 Mutante wurde sowohl unter toxischen als auch unter limitierendéh Cu
Konzentrationen deutlich inhibiert (Abb. 2-12). Das Wachstunpdéd.-1.1 Mutante wurde
dagegen nur unter limitierenden uKonzentrationen beeintrachtigt. Unter toxischen
Bedingungen wurde kein signifikanter Unterschied zum Wildtyp béubac Die
Uberexpression des Plastocyanins ermoglicht derC85884:PetELinien in einem weitaus
groReren Umfang auf veranderte Kupferkonzentration zu reagierae Béierexprimierer,

wuchsen daher unter den beiden Grenzbedingungen besser als die Wildtyp-Pflanzen.

2.2. Charakterisierung datc,-Mutanten

2.2.1. DasAtc,-Gen ausArabidopsisthaliana

Das Cytochront, Gen @Atc,; AGI-Locus-Nummer: At5g45041) liegt auf dem Chromosom 5,
BAC: K21C13 bei 72071-73356. Der regulatorische Bereich des Gens isSkubbetragt der
Abstand zwischen der 3’'UTR des benachbarten At5g45050 Gens und d& 8édAtc,-
Gens gerade 66 Nukleinsauren. In diesem Bereich liel3en sich vkemiggrvierte Promotor-
Domanen feststellen. Zum einen sind es mehrere Licht-Antwomdtiee (LERs;Light-
Responsive_Ement$ wie die [-Boxen; GAG-Motiv; GA-Motiv und CMA1-Motiv, zum
anderen zwei "Amylase-Boxen"(Abb. 2-13A).

T I Tt 7 TR )
69001 70001 71001 72080 73081 74001 75001 7eeer 77001 7ot 79

|

TTCTGAATAGATAGTTACTATTATGCAATCTTAATAATAATCTGTTTGATTTTTTAACATTTGTTCGGACATCCAAACCTGTG

GGACACAATTTATTAC_TA@TATATCAAACAG&GAGIIGCAAT|GGATAATATCAAACAG'I[

TAAAAGGAAAAAALAAAAAATTCTTTGAGATGAGACTT GTTCTCTCTGETGCCTCTTCTTTCACCTCCAA

Abbildung 2-13A: Das regulatorische Bereich éés-Gens.

DasAtc,-Gen (gelbes Pfeil; At5g45041) liegt BacK21C13 auf dem Chromosom 5. Auffallig ist ein geeer Abstand
(66bp; in groRer Schrift dargestellt) zwischen d&rR bereichen (kursiv) der Gene. In der méglicheanftorregion
liegen nur wenig konservierte Doméanen wie: AmylBsa- (gelbe Markierung); CAAT-Box (lila MarkierungJfATA-
Box (rote Markierung); Chs-CMA1-Doméne (dunkelgriiBaelken); GA-Motiv (rotes Balken); GAG-Motiv (blage
Balken); [-Box (hellgriines Balken). Die Bestimmurder Doménen erfolgte mittels PlantCare-Online Serve
(http://intra.psb.ugent.be:8080/PlantCARE/)
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Der Aufbau dieses Promotorbereiches kann dahingehend interpretreieny dass generell
eine schwache, jedoch im Licht- und in der Keimung induzierte Genaktivitat zctesmist.
Weiterhin kann anhand eines "digitalen Northerns" (https://www.gengatstethz.ch/) eine
experimentell ermittelte, schwache Abundanz Aliex mRNA bestétigt werden (Abb. 2-13B;
Abb. 2-14B).
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Abbildung 2-13B: DieAtc, mMRNA-Akkumulation ermittelt mittels Genevestigator

Die Abundanz des Atc.-Transkripts (schwarze Boxen) wahrend der
Entwicklungsphasen (1-5 Tage; 18-44 Tage) und mscheedenen Pflanzenorganen
von Arabidopsis thalianavurden mit Transkriptmengen der beiden Plastocy&ene
(PetEL, graue Boxen; unBetE2, weil3e Boxen) verglichen.

Die Aminosaurenabfolge dec,-Proteins zeichnet sich durch hohe Homologie zu anderen
Cytochromcs Familienvertretern der hoheren und niederen Pflanzen aus (Abb. 2-13C). Be
hoheren Pflanzen enthalten die Cytochrocg-ahnliche Proteine eine zusétzliche,
hochkonservierte Sequenz von 12 Aminosauren. In dieser sind zwei Cysttiakea, die
untereinander eine Disulfidbriicke bilden konnten (Abb. 2-13D). In Cyanobakterien
existierten zwar mehrere Loci fir das Cytochrag) keines davon enthélt jedoch ein
zusatzliches.oop.

Wegen der neuen Doméane und der ungeklarten Funktion des-Bgimologen wurde eine
Benennung des Proteins als Cytochi@morgeschlagen (Weiget al.2003).

Nachdem das Genom der AlgeChlamydomonas reinhardtii (http://genome.jgi-
psf.org/chlre2/chlre2.home.html) sequenziert wurde, stand fest, dass Ha@sn des
Cytochroms auch bei Grinalgen vorkommt. Aufgrund phylogenetischer Zudehitirig
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schlagt Wastkt al. (2004) eine erneute Umbenennung des Proteins imcgyytor. In dieser

Arbeit verbleibt jedoch die Bezeichnung des Proteins als Cytoctybestehen.
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Abbildung 2-13C: Ein Vergleich der PrimarstruktuardCytochront, - &hnlicher Proteine.

Unter Verwendung von PILEUP und GCG-Softwarepaketeden Aminosauresequenzen der Cytochigm ahnlichen
Proteine aus folgenden Organismen verglichen: RbHeflanzen Arabidopsis thaliana At5g45041; Oryza sativa
Gl:27817894; Glycine max Gl:9439965; Medicago truncatula GI:11610049), Algen Ghlamydomonas reinhardtii
Gl:2144284;Monoraphidium braunii GI:479935;Chlorella vulgaris GI:30578151;Scenedesmus obliquusl:7430460)
und CyanobakterienAfhabaena variabilis G1:20141074;Nostocsp. (Stamm PCC 7120), Gl:2773424&3;nechocystisp.
(Stamm PCC 6803), GI:538865ynechococcus elongatizl:25014058).

Innerhalb des Vergleichs wurde eine Konsensusseqdargestellt: In groen Buchstaben sind die homhsérvierten
Aminoséauren dargestellt und die kleinen Buchstaleprasentieren ahnliche Aminosduren. Besondersngeke&hnet

wurden: die H&m - bindende Doméne (a) und das Edtailisierendes Methionin (Sternchen).

Die Segaa hoherer

Pflanzen enthalten eine zusétzliche 12 Aminosagrefie Schleife (b) mit zwei Cysteinen (in blau)e Dinittels TargetP-
Programm vorhergesagten Chloroplasteansit peptide Sequenzen, wurden kursiv dargestellt (Weggell. 2003).
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Abbildung 2-13D: Vorhergesagte
Tertiérstruktur desaitc, (links).

Die fur die hoheren Pflanzen
spezifische zuséatzliche Schleife liegen
vor der gepunkteten Linie. Die beiden
Cysteine der Schleife wurden mit
Pfeilen markiert. Diese Struktur wurde
mittels homologer Modelierung erstellt
und in SPDBV-Software V3.7
visualisiert.

2.2.2. Cytochromc, - Mutanten, Expression und Phanotyp

Fur die Funktionsanalysen des CytochrgmGenprodukts wurden zwatc,-Mutanten vom
SIGnAL Salk Institute Genomic Analysis Laboratory (TorreysileResearch Institut, San
Diego, USA) bezogen. Bei beiden Mutanten wurdeAtasGen durch eine 5,2 kbp grof3e T-
DNA Insertion des VektorsROK2 unterbrochen. Daatc,-1 Allel (Salk_011266) enthalt die
Insertion im ersten Exon des Gens, bei +16bp relativ zum Start-Codohnk® Grenze der
T-DNA ist in Richtung des Stopp-Codons orientiert (ATGep{rb-T-DNA-Ib] 1270p... TAG).
Dasatcs-2 Allel (Salk_060643) enthalt die Insertion im ersten Intron des ,Gexnst126bp
relativ zum Start-Codon. Die linke Grenze der T-DNA ist inhRiag des Stopp-Codons
orientiert (ATG...1epdrb-T-DNA-ID] 17pp...TAG). Die Bestimmung des Genotyps in diesen
Mutanten erfolgte mit allelspezifischen PCR-Reaktionen (Abb. 2-B44;). Die Produkte
der PCR-Reaktionen wurden sequenziert und auf Homologie R&DKD und Atc,-Gen
gepruft. In beiden Mutanten-Alleleatf,-1 undatcs-2) konnte kein Transkript destc,-Gens
festgestellt werden (Abb. 2-14A; d.-f.).

Eine der grundlegenden Fragestellungen dieser Arbeit, oAtda&enprodukt die Funktion
von Plastocyanin in hoheren Pflanzen ersetzen kann, erforderte dielldag von Linien
mit ektopischer Uberexpression dégc,-Gens in Plastocyanin-Doppelmutantepeté -
1.1petel-1.1 / pet-1.1lpete-1.1). Eine Komplementation des Phé&notyps, daher die
Wiederherstellung der photoautotrophen Lebensfahigkeit bei solchesnLwiirde auf die
Funktion das Cytochrorg, als einen Elektronencarrier zwischen @Gyf und PSI-Komplex
bestatigen. Der Phénotyp der Plastocyanin-Doppelmutante wirde dighcke mit einer

schwachen Abundanz dAsc,-Transkripts inA. thalianabegrtinden.
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Zur Herstellung der Linien wurde die cDNA dedc,-Gens unter die Kontrolle von
35CaMV-Promotors gebracht und via T-DNA des pJAN33-Vektors im Genom der
[PetEl/petel-1.1 /pete2-1.1pete?-1.1] - und petel-1.1petel-1.1 /PetE2/pete-1.1]-Linien
inseriert.

1636 bp -

Abbildung 2-14A: PCR und RT-PCR
1024 bp - Analysen an Cytochromy-Linien (links).

Es wurden Proben des Wt: Wildtyps,

hp — atc-1 (Salk_011266); atc,-2

506 bp

(Salk_060643), und 35E32MVAfc,-

Uberexprimierer analysiert. Die

Bestimmung des Genotyps erfolgte aus
genomischer DNA: (a.) Wildtypische
Allele (C6seqls-4/2Cyt6as) (b.)RPK2
T-DNA Insertion (Lbb1-160/2Cyt6as) und
(c) PJAN33 T-DNA Insertion
(pJan19s/2Cyt6as).

Die AnwesenheitAtc,-Transkripts in den
oben aufgefiihrten Linien wurde mittels
RT-PCR gepruft. (d.) Actinl-
Amplifikation zur Kontrolle der cDNA
(acts/actas), (e.) Transkript dasc,-Gens

(C6seqls-4/2Cyt6as) und (f.)
35CaMVii:Atc, vermittelte  Transkript
(pJan19s/2Cyt6as).

Die Amplifikate wurden auf 1,5% (fur a.-
c) bzw. 25% (d.-f) Agarose
elektrophoretisch aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid detektiert.

Die transformierten Linien wurden in Sterilkultur propagiert und selgkDie Abundanz des
Atc-Transkripts wurde mittels Northern-Analysen geprift. Wie in der l8bbg 2-14B
deutlich wird, ist eine Akkumulation de&tc,-Transkripts in den 385&aMV::Atc,-Linie im
Vergleich zum Wildtyp erhtht. Dieses Ergebnis wird von Westerny&eal (siehe
Abbildung 2-17B) bestatigt. Die cDNA des Transkripts wurde sequenaret auf lhre
Korrektheit Uberpruft. Vier unabhangige 358MV::Atc,::[PetEl/petel-1.1pete2-1.1]-Linien

und vier unabhangige 3BaMV.Atc,:[petel-1.1PetE2/pete-1.1]-Linien wurden auf das
Vorkommen von photoautotrophen Plastocyanin Doppel-Mutationen untersucht. Fir jede
Linie wurden 50-80 Pflanzen mittels PCR-Reaktionen getestetvutde keine autotrophe
Plastocyanin Doppel-Mutante gefunden. Das Cytochognkann also inA. thaliana die

Funktion des Plastocyanins nicht Ubernehmen. Dies ist auch dann nichthméginn das
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Protein ektopisch Uberexprimiert wird. Die Frage nach méglichen Zusahlmng zwischen
dem Cytochront, Protein und der Leistung der Photosynthese sollte durch Untersuatiung d
atcy- und 35&aMVi:Atc, - Mutanten (wildtypische Hintergrund) eingegangen werden.

B AP
S
A7
QS5 8
™ » Abbildung 2-14B: Northern-Analysen an 35&8VV::Atc,
Linien (links).
W | PetE2 In  358CaMV::Atc,-Mutanten ist die Akkumulation des
Transkripts gegenuber dem Wt: Wildtyp deutlich éth&um
Vergleich wurde die Akkumulation des Plastocyaringkripts
—— Afc in 35CaMV.:PetB2 Pflanzen dargestellt. Fiur die Northern-
x Analysen wurde jeweils 30 pg Gesamt-RNA mit Atcx
spezifischer Sonde (C6seqls/2Cyt6as; amplifiziag eéDNA)
stringent hybridisiert. Als Kontrollen wurdé\ctinl-Sonde
Actinl (acts/actas; amplifiziert aus cDNA) uR@tE spezifische Sonde
(dMWs/dR4as) hybridisiert.

Unter Langtagbedingungen propagieate,- und 35&aMV::Atc, Linien zeigten jedoch keine
signifikanten Veranderungen in messbaren Photosynthese relevan@metean. Dazu
gehorten die Bestimmung der Pigmentkomposition (analysiert smiHEILC; Daten nicht
gezeigt) und spektroskopisch messbaren Charakteristiken der Chlb#6iployeszenz
(F/Fm; @y; 1-gP; gN; qT; qP; gN hier als gl und gEémessen; Daten im Anhang). Auch
Photoinhibition-Analysen, bei denen Blattscheiben der Pflanzen einer korigohge
Lichtillumination von 2000 pE (fir 6 Stunden; bei Raumtemperatur) auggesarden
zeigen, keine Unterschiede in der Effizienz photochemischer ReaksoR 3¢ (F/Fy,) der
Mutanten verglichen mit Wildtyp-Pflanzen (Daten im Anhang). DenrénaRerte sich die
Uberexpression deatc,-Gens im Wachstumsverhalten. Wie in der Tabelle 2-15 dargestellt,

charakterisieren sich diese Linien durch eine verstarkte Zunahme tebBidachen.

Tabelle 2-15: Bestimmung der Blattflachen der Citoenc,-Linien.

Alter Wit atcy 35SCaMV::Atcy
12 Tage 8 +-1 7 +-1 12 +-3
18 Tage 35 +-6 33 +-6 58 +-10
24 Tage 155 +-19 147 +-21 262 +-54
27 Tage 325 +-40 302 +-48 558 +-75

Fir die vergleichende Bestimmung der Blattflichemahme (in mr)

wurden die Mutanten unter Langtagbedingungen piepagnd mit einer
Digitalkamera fotografiert. Die Bestimmung der Fén erfolgte mit der
Software: VisiStore99b.
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Bereits nach 25 Tagen erreichen die GaBlIV.:Atc,-Pflanzen die doppelte Blattoberflache
(Abb. 2-15 a. bis c.) im Vergleich zum Wildtyp-Pflanzen. Nach eingei wochigen
lllumination der Mutanten mit etwa 2000 PE (16 Stunden pro Tag) iébseise, signifikant
hohere Resistenz der 358MV.:Afc, - Linien gegeniber der destruktiven Lichteinwirkung
feststellen (Abb. 2-15 d. bis f.).

Abbildung 2-15: Wachstum der CytochragaLinien.

In der oberen Reihe dargestellte Pflanzen wurdeer urangtagbedingungen (mit etwa 150uE)
fur 6Wochen popagiert: Wildtyp-Pflanzen (adtc,-Mutanten (b.) und 35SaMV:Atc,-
Uberexprimierer (c.). Der Phanotyp dac,-Mutanten ist hier von den Wildtyp-Pflanzen nicht
unterscheidbar. Hingegen, die Z=8VV::Atc, Uberexprimierer bildet deutlich gréRere Blatter
aus als Wildtyp-Pflanzen. In der unteren Reihe estadlte Pflanzen wurden nach der vierten
Entwicklungswoche fir zwei Wochen unter dauerhafttstressbedingungen (2000 pE; 16h
pro Tag) gestellt. Sowohl die Wildtyp-Pflanzen (di¢ auch dieatc,-Mutanten (e.) leiden rasch
aufgrund der destruktiven Lichteinwirkung und Hitzgie 35%aMV::Atc,-Uberexprimierer
Uberdauern diesen Zustand.

2.2.3. Anti - Cytochromc - Antikorper

Um dasAtcy, Genprodukt eindeutig nachweisen zu kdnnen, wurden Antikdrper gegen das
Protein auf unterschiedliche Weise hergestellt und die Resud&teWestern-Analysen
miteinander verglichen. Zum einen wurde das reife Protein Cimarmit 6xHistidin-Peptid
fusioniert, inE. coliexprimiert (Daten nicht gezeigt), aufgereinigt und zur Immunisierung von
zwei Kaninchen verwendet. Zum anderen wurden Kaninchen mit einehesgohen Peptid
(C-16 KFQADQGWPTVS-Amid) immunisiert (Abb. 2-16). Monospezifische Antikéirp
wurden mittels Affinitatschromatographie gegen das wsiiég Protein gewonnen.

Beide Antikdrper erkennen das reife Hrcoli exprimierte Protein (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 2-16:Atc,-Epitop.

Die Auswahl des Atc,- spezifischen Epitops
(KFQADQGWPTVS) erfolgte mitunter Anhand
einer vorhergesagten Tertiarstruktur des reifen
Atc,-Proteins. Dargestellt wurde die Exposition des
Epitops (hellblau) auf der Proteinoberflache. Mit
einer rotgepunkteten Linie wurde die, fir hdhere
Pflanzen spezifische Schleife markiert.

2.2.4. Lokalisation desAtc, - Genprodukts

Die Lokalisation deg\tc,-Genprodukts wurde bereits von Guptaal. 2002 beschrieben. Die
nachfolgenden Analysen stellten daher eine unabh&ngige Ubempridur_okalisation dar.
Zunachst wurde daAtc,-Protein C-Terminal mit einerdsRFP-Protein fusioniert und unter
der Kontrolle eines 2x38saMV-Promotors gestellt. In einer transienten Transformation von
Tabakprotoplasten wurden positive Signale Aés-dsRFP Proteins in den Chloroplasten
beobachtet (Abb. 2-17A).

3 I -
- 35sCalMV::Atc,-RFP
d . :f -~ f °
& S
o,
Tz " 2
355CaMV::RFP

Durchlichtmikroskopie Chl.-Autofluoreszenz RFP-Fluoreszenz

Abbildung 2-17A: Transiente Protoplastentransforamamit einemAtc,-RFP Fusionsprotein.

Tabakprotoplasten wurden mit einem 8a®B/V.:Atc,-RFP Konstrukt transient transformiert (a.-c.). Die AdkRulation des
Atc,-Proteins erfolgt in den Chloroplasten (c.). Dagegerbleibt freiedRFP-Protein in Zytoplasma und akkumuliert sich im
Zellkern (d.-f.).

Anschlie3end erfolgte eine immunologische LokalisationsbestimmungPasins inA.
thaliana Pflanzen. Daflr wurden beide Linieat¢; und 35&aMV.:Atc,) und Wildtypen 10
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Tage unter Langtagbedingungen propagiert und die Thylakoidlumenrrpiépariert. Die
Detektion dedAtcs-Proteins erfolgte anhand von Westernanalysen. Hieraus bestéhiglie
luminale Lokalisation deAtc,-Proteins (Abb. 2-17B).

F - » Abbildung 2-17B: Immunologische Detektion von Atcx-
o-Afc,

Protein in Thylakoidlumen-Fraktion (links).
17 pg Thylakoidlumen -  Proteine  wurden
Gelelektrophoretisch ~ aufgetrennt und auf eine
Immobilon-PY Membran transferiert. AnschlieRend
—— wurde dasAtc,-Protein immunologisch detektiert. Zur
a-Pc Kontrolle erfolgte eine immunologische Detektionsde
Plastocyanins

2.3.Chlamydomonas reinhardi@ytochromcg in A. thaliana

Das Cytochronc, in A. thalianakann nicht die Funktion des Plastocyanins Ubernehmen.
Jedoch werden in niederen Pflanzen die Elektronen von Cytodbybtkomplex zum Ry

des Photosystem | auch von dem homologerAtigsdem Cytochronas transportiert.
Nachfolgend sollte gepruft werden ob das reife Cytochognder Alge Chlamydomonas
reinhardtii den Elektronentransport zwischen den beiden Komplexen auch bei héheren
Pflanzen A. thaliang bewirken kann.

Fur diese Fragestellung wurde ein chimares Konstrukt hergefdelt Transitpeptid des
PetE2-Gens (At1g20340; Sec-abhangige Weg; ProteinfragmbhtsA; nach Peltieret al.
2002), das fur den Transport des Proteins in das Thylakoidlumen veraictwist] wurde

mit dem reifen Peptid des Cytochrotg (Cyt-552; GIl:167407; Proteinfragmef-14sY;
Merchantet al. 1987) au<C. reinhardtiifusioniert AtPetE2tp-ChCyt csmp).

Dieses Konstrukt wurde unter die Kontrolle des (2x) G&®\V-Promotors und 35SaMV-
Terminators des pJAN33-Vektors gebracht B&BIV::AtPetRtp-ChCyt csmp). Via
Agrobacterium tumefaciensind Ti-Plasmids wurde dieses Konstrukt ins Genom von
ArabidopsisPlastocyanin Doppel-Mutanten integriert. Bei der Transformatiordevuzwei
Genotypen transformiert, wobei jeweils &BtE Loci homozygote Mutation aufwies und das
andere eine WildtypalleleRetEL/petel-1.1pete2-1.1] bzw. petel-1.1PetE2/pete2-1.1]).
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Aus der Nachkommenschaft wurden mehrere unabhangige Transfornsate&tiert. Das
chiméare Gen wurde aus der genomischen DNA der Transformantesngeqt) die Aktivitat
des Gens wurde mittels RT-PCR uberprift (Abb. 2-18a).

Die Akkumulation der mRNA wurde anhand von Northern-Analysen (Abb. 2-18b¢lsnit
ChICyt cs-spezifischer Sonde bestimmt. Zur Uberpriifung der richtigen Lekialis des
reifen ChICyt cs-Proteins wurden Western-Analysen der Thylakoidlumen-Proteinémii-
ChICyt cs-Antikdrpern durchgefiuihrt (Abb. 2-18c). Das Genprodukt @esreinhardtii
Cytochromcs wurde in Thylakoidlumen deX. thalianaChloroplastemkkumuliert.

\ Wit \ Chimire
Bp \ DNA| cDNA\ DNA\ cDNA
3 ] ol
1D180p _ ! '
0B bp
= ——
2W0hby Chimzre
—_ 1 b c
" — Wt | Chimare Wt | Chimare
Kassette ¢ ‘T c | T
- | Chl.Cyt SRS o.CHICyte,
e - .
Adtint R ~ a- Lhcat

Abbildung 2-18: PCR, RT-PCR und Northern-AnalysarchimarenA. thalianaPflanzen.

(a.) Via pJAN33 T-DNA wurde ein chiméares Cytochromy Konstrukt (35&aMVi:AtPetRtp-ChCyt ¢smp) in die
Plastocyanin Doppel-Mutanten integriert. Die Intggm wurde mittels PCR-Reaktionen aus genomis€h¢A fir die
Chimére PetE2s-7/Chlas-414/444) und fur die Kassette (pJan18a4414/444) Uberpruft. Die Aktivitét des chimargans
wurde aus cDNA der Transformanten uberpriift. (46 Bberpriifung der Akkumulation des chiméaren Traipsk erfolgte
in Northern-Analysen mitChICyt cs-Spezifischer Sonde (Chls-4/Chlas-414/444). Innaliéllen wurden Analysen des
Actinl-Gens (acts/actas) zur Kontrolle verwendet. fmnunologische Detektion voBhICyt c; Chloroplastenproteine (C)
und Thylakoidlumen-Proteine (T) wurden aus WildBftanzen und transgenenA. thaliana Pflanzen
((35xCaMV.:AtPetR2tp-ChCyt ¢gmp) isoliert. 30ug der Proteine wurde flir Westeahgsen eingesetzt. Sowohl in
Chloroplastenfraktion, als auch in der Thylakoidifran, wurde dasChlamydomonas reinhardtiCytochromcg Protein
detektiert ¢-Chl.Cyt ¢g). Zur Kontrolle erfolgte eine immunologische Ddtek des Lhcal-Proteins{hcal).

Die Nachkommenschaft von jeweils fiinf unabhangigen Insertionsliniertrgorsformierten
Genotyp) wurde auf mégliche autotrophe homozygote Doppel-Mutanten uihterBig zu
50 Einzelpflanzen pro Linie (Insgesamt etwa 410 Pflanzen) wurdgalsnPCR-Analysen
getestet, jedoch wurde keine Doppelmutante identifiziert (Abb. 2-19).

Folglich kann auch das Cytochrowmy aus Chlamydomonas reinhardtiden Defekt im
Elektronentransport in der Plastocyanin-Doppelmutante nicht kompensieren.
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39SCaM V. PeIE2tp-CRICYL cgmp
[PetElneieZ-1.1]

> nicht transformierte
L ® ® Dflanzen

358 CallV:: PetE2tp-ChiCyt smp
[pete1-1.1ipete2-1.1] e0 0
353 CaM V. PelE2tp-ChiCyt cgmp
[PetEpeie2-1.1]

3DSCaMVIPeIEZD-CHICYL comp
Clpete1-1.1FetEpete2-1.1]

Abbildung 2-19: Selektion einer Plastocyanin-Doppetante die als chimar@hl.Cyt cg exprimiert.
[petel-1.1PetEL/pete2-1.1] und petel-1.1pete2-1.1PetR2]-Linien wurden mit dem Cytochromgs aus Chlamydomonas
reinhardtii (AtPetE2tp-ChCyt cgmp) transformiert. Bereits wahrend der Selektiom ttansformierten Pflanzen (MS1-
Medium mit 75ug*' Kanamycin) lieRen sich transformierte homozygotast®cyanin Doppel-Mutanten (rote Pfeil)
erkennen, die nicht autotroph lebensfahig sind. bétben Pfeilen wurden weitere transformierte uedregierende
Nachkommen der Plastocyanin Doppelmutante markiditt.dem schwarzen Pfeil wurden Pflanzen markidig nicht
transformiert wurden und daher auf Kanamycin niebénsfahig sind.

2.4. Untersuchung der mRNA-Expression in Plastoicyand Cytochront,-
Mutanten.

Zur Untersuchung von Transkripten werden Uberwiegend Northern- odetitgtinee RT-
PCR-Analysen verwendet. Die klassischen Methoden werden jedoch imeherdurch die
MRNA-Microarray-Technologie ergénzt. Der Vorteil dieser Methode liegt dariss dane
grof3e Anzahl an Genen mit einer Probe parallel untersucht werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Microarray Filter mit 3292T§Sdie Uberwiegend
kernkodierte Chloroplastenproteine eingesetzt, um die Auswirkung deridhaiatin den
Plastocyanin- und Cytochrowy - Genen auf die Genexpression zu untersuchen. Sollte das
Cytochromcy die gleiche Funktion wie Plastocyanin ausiiben, dann wirde man ein &nliche
Muster der differenziellen Genexpression in gete undatc,-Mutanten erwarten.

Wie anhand der Abbildung 2-20a ersichtlich ist, sind bei der Plastoepmppelmutante die

an der Lichtreaktion der Photosynthese beteiligten Gene tberwisglewdch und die an der
Dunkelreaktion der Photosynthese beteiligten Gene Uberwiegerrstls in Wildtyp
exprimiert. Mit Ausnahme der Proteinbiosynthese ist die Gentlttivh alle anderen
Genklassen Uberwiegend reprimiert. Das Muster der differesrzi€lenexpression in der
Doppelmutante spiegelt ihre heterotrophe Lebensweise, die sich itrdéhigkeit der
Pflanzen zum lichtbetriebenen Elektronentransport begriindet, wider.
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Abbildung 2-20: Differenzielle Transkriptregulatidernkodierter Chloroplastenproteine

(a.) Differenzielle Transkriptregulation in den then Plastocyanin-Mutantepdtel-1.1;pete2-1.1), in der
Plastocyanin Doppelmutant@dtel-1.1pete?-1-1] und der Cytochrone,-Mutante @tc,-1). Dargestellt
wurde eine hierarchische Gruppierung von 745 Gedengine signifikant differenzielle Expression in
allen vier Genotypen aufweisen. Das Cladogram waatdh dem Grad der vergleichbarer Regulation des
Transkriptoms in den Mutanten erstellt. Die farbécDarstellung zeigt die Richtung und Starke der
Regulation: griin steht fur eine Erniedrigung undfio Erhdhung der Transkriptmenge. Nicht signifika
regulierte Gene sind grau markiert.

(b.) Differenziell regulierte Gene wurden in elfnidionelle Gruppen zusammengefasst. Auf die
Darstellung der petel-1.1 Mutante wurde verzictdatdie Unterschiede zur pete2-1.1 sehr gering sind
Diese Analysen wurden in Zusammenarbeit mit A. Bigtd E.Richly (MPIZ-KdIn) durchgefihrt.

Die petel-1.1 undpete2-1.1 Mutanten zeigen ein sehr dhnliches mRNA Regulationsmuster. In
beiden Mutanten ist die differenzielle Genexpression in allen fuméiten Gruppen (Abb. 2-
20b) nahezu identisch. Die mRNA-Abundanz der direkt an der Lichtreakdiem
Photosynthese involvierten Gene ist hoher als im Wildtyp. HingededigsAktivitat der
Gene in allen anderen funktionellen Gruppen Uberwiegend reduziert ngledd zum
Wildtyp. Mit Ausnahme der, an der Lichtreaktion der Photosynthesalidiiete Gene

charakterisierst sich diatc-Mutante durch eine - gegentber den beiden Plastocyanin-
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Einzelmutanten entgegengesetzt gerichtete - Genregulation.r Baid die Gene der
Dunkelreaktion der Photosynthese und der Proteinbiosynthese in ihrer Abwanglaifikant
erhoht. In allen anderen Genklassen lasst sich eine ausgeglichepdatiae der
differenziellen Genexpression beobachten, mit cirka der gleichembhrmchregulierter
Gene wie herunterregulierter Gene.

Vom besonderen Interesse ist oftmals die Kenntnis der Regulagssistiuzierter Gene. Die
MRNA der Elip-Genfamilie Early Light Inducible _PRoteing werden unter
Lichtstressbedingungen von etwa 2000 QE, wie auch bei Stérungen detr&ngdaktion
zwischen dem Zellkern und dem Chloroplasten rasch und stark akkumuliert.

In diesem sehr speziellen Fall lasst sich jedoch einehglgerichtete und nahezu gleich
intensive Regulation deBlip2.1 Stressindikator-Gens sowohl in den beigeteMutanten
wie auch in deatc,-Mutante beobachten. Wie in der Abb. 2-21 zu sehen ist, zeigen Mutanten
mit beeintrachtigen Elektronentransport zum Risls@, psal?-,pete , psattMutanten), wie
auch Mutanten mit gestorter Zellkern-Chloroplast Kommunikatom; (chaog eine deutlich
verstarkte Akkumulation deslip2.1-Transkripts. Die hochste Akkumulation des Transkripts
kann bei den beidegpeteMutanten beobachtet werden. In ddg,-Mutante ist die Abundanz
der Elip-mRNA zwar etwas niedriger als in dpeteMutanten, jedoch starker als in anderen
PSI-Mutanten.

Wildbyp
T .
F g e & g &y P Fosx o ¥y o oss . 8
S s 8 887888 Fe8s 568
Elip2.1 \ s mE 0N el -

PsaG “ . ".'m W

PsaK B BERBuBanNEs cuRennEse

Abbildung 2-21: Northern-Analysen an Photosynthilsganten.

21 Photosynthese-Mutanten (5.-25.) wurden in &idtilr (MS-Medium, 0,5%Saccharose) unter Langtagimpehgen und
70 YE Licht bei 24°C fur 6 Wochen propagiert. 3@esamt-mRNA der Pflanzen wurden fur Northern-Anatysingesetzt.
Die Hybridisierung erfolgte mit cDNA-Amplifikatenofgender GenekElip2.1 (At4g14690);PsaG (At1g55670); PsaK

(At1g30380)

-60 -



Diskussion

3. Diskussion

Innerhalb dieser Arbeit wurden molekularbiologische und physiologisabterssichungen an
Plastocyanin und Cytochroop Mutanten durchgefuhrt.

Der Schwerpunkt der Arbeit galt zunachst der Frage, ob in hoherezéifldie Genprodukte
der PetEGene und deg\tc,-Gens die gleiche Funktion erfullen. Des Weiteren sollte die

Funktion der Proteine naher untersucht werden.

3.1. Hohere Pflanzen ohne Plastocyanin

3.1.1. Stabilisierung derEnl-Linien

Zur Beginn dieser Arbeit standdfnl-Insertionslinien fiir beide Plastocyanin-Gene Aei
thaliana zur Verfigung. In diesen Linien wurden somatische Reversionen daspbsons
beobachtet, die zur partiellen Akkumulationen des Genprodukts in der Pfildmizn (Kap.
1.4.3; 2.1.2) und daher die Ergebnisse physiologischer Analysen verfalschten.

Zur Stabilisierung der Mutationsereignisse war es notwendig, gaaghinalen Exzisions-
Ereignissen zu suchen bei denen der offene Leserahmen der Bet@&Bene unterbrochen
ist, was meistens zum vollstandigen Funktionsverlust der Gene futtelavibelektionen
germinaler Footprint-Reverenten in demetel und pet& Allelen wurden solché oss-of-
Function Mutationen isoliert (Abb. 2-2A). Eine, 52bp grof3e Deletion petel-1.1 Linie
konnte mittels geeigneter PCR-Reaktionen eindeutig identifixierden (Abb. 2-2B.c).
Hingegen zeigen alle stabilisiertpete-Mutanten nur schwer nachweisbare, 1 bis 2bp grof3e
Deletionen auf. Eine der veranderten Nukleotidsequenzen ipedé-1.1 Linie fuhrte zu
einer neuen Schnittstelle fur diglwl-Endonuclease, und ermdglichte eine zuverlassige
Identifikation des mutierten Allels (Abb. 2-B.b.).

Als Folge derFootprintswurde die Transkript-Abundanz fir die beide@etEGenen bis auf
90% der wildtypischen Expression wieder hergestellt (Tab. 2-BAg.Proteinbiosynthese
wird jedoch vorzeitig durch ein Stopp-Codon terminiert so dass kein funkésnel
Plastocyanin entsteht (Abb. 2-5D). Die erfolgreiche StabilisiedargpeteMutationen war

die Voraussetzung fur weitere Untersuchungen.

Die Stabilisierung der Mutanten liel3 jedoch ein Problem offen. Die Linien &rthakiterhin
andere Kopien deEnl-Transposons. Eine zuféllige Markierung weiterer kernkodierter und

fur die Funktion der Photosynthese notwendiger Gene konnte daher nichtpiplinzi
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ausgeschlossen werden. Um den Einfluss moglicher anderer Mutagignsese auf die
physiologische Analysen zu verringern, wurden die Analysemrfiaaeh, an unterschiedlicher
Nachkommenschaft der Mutanten und Uber einen langen Zeitraum wiederntzitlich
spiegelte sich die Aktivitdt ddsnl-Transposons nur noch in erhdhter Standardabweichung

durchgefuhrter Analysen, ohne jedoch die grundsatzlichen Aussagen zu ventalsche

3.1.2.A. thaliana ohne Plastocyanin

Ein wichtiges Werkzeug zur Funktionsaufklarung pflanzlicher Gee#est vollstandige
Gendefekt-Mutanten Loss-of-FunctionMutanten) dar. Mit der Herstellung eingrete
Doppelmutante wurde eine Plastocyahwss-of-FunctionLinie erzeugt. Anhand von Co-
Segregationsanalysen wurde sichergestellt, dass der leftdieotyp nicht auf weitere
Mutationsereignisse oder sekundare Effekte zuriick zu flhren ist.

Mit dieser Linie konnte gezeigt werden, dass beide Allele RigEGene inA. thaliana
funktionell sind, eine redundante Aufgabe erfiillen und dass der Elektrorspurazwischen
Cyt be/f und PSI- Komplexen in héheren Pflanzen nur von Plastocyanin getraggn wi
Aufgrund dieser Erkenntnisse stellte die Doppelmutante eine i@z zur Herstellung
weiterer Mutanten (35SaMV::PetEL; 35CaMV:.:PetE2; 35SCaMV:Atc, und AtPetRtp-
ChCytcsmp) in einem Plastocyanin-Null-Hintergrund dar.

Der Phanotyp der Plastocyanin-Doppelmutante kann durchaus mit den Peand¢ypetc

Mutante (Rieske Protein; Maiwaket al. 2003) oder depsadDoppelmutante (Ihnatowicet

al. 2004) verglichen werden. Alle diese Pflanzen haben die Fahigkeit zwsphtitetischen
Nutzung der Lichtenergie verloren. Das Uberleben und PropagiereRfldazen kann nur
unter heterotrophen Bedingungen erfolgen. lhr Photosynthese-Apparmt nwr noch
rudimentar ausgebildet (Abb. 2-7) und die absorbierte, jedoch nicht genlittteenergie
Uberwiegend als Fluoreszenz an die Umgebung abgestrahlt (Abb. [253;2A10). Unter
heterotrophen Bedingungen verbleiben die Pflanzen sehr klein, gelblicheided unter

photo-oxidativen Stresserscheinungen (Abb. 2-2B.a).

3.1.3. Pflanzen brauchen nur wenig Plastocyanin zum autotrophen Wachstum

Guptaet al. 2000 nutzten eine RNA-Interferenz (RNA'echnik, um die Akkumulation der

PetETranskripte inA. thalianazu unterbinden. Eine erfolgreiche Unterdriickung Rlete
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Genfunktionen wurde hierbei mit Northern und Westernanalysen belegt. rtach
zusatzlichenKnock-outdesAtc,-Gens in derPetERNAI-Linien wurden die Pflanzen nicht
mehr zu einer photoautotrophen Entwicklung fahig. Folgerichtig, sidi$é\tc,-Genprodukt
die Funktion des Plastocyanins tbernehmen. [Qetef-1.1pete?-1.1]-Doppelmutanten
belegen jedoch, dass unter NormalbedingungenAtiasGenprodukt allein das autotrophe
Uberleben der Pflanzen nicht sichern kann.

Eine mdgliche Missinterpretation der RNExperimente von Guptet al. (2002) kénnte in
der falschlichen Annahme begrindet sein, dass eine vollstandigerdtiickung der
Plastocyanin-Akkumulation erreicht wurde. Wie spatere physiologiscAnalysen
offenbarten, kdnnten bereits geringste Mengen des Plastocyanmetclagisd sein, um die
Funktionalitdt des Photosynthese-Apparates aufrecht zu erhalterguteis Beispiel bietet
hier die petel-1.1PetEl/pet&-1.1]-Linie. In dieser Linie wurde eine Abundanz des
Plastocyanintranskripts von etwa 4% und die Protein-Akkumulation auf 6-12%ittgps
gefunden. Dennoch sind unter Langtagbedingungen wachsende Pflanzen gréimerertwa
50% der Wildtyp-Grol3e und die gemessene Quantenausbeute am Photoslyéteimsan
diesen Linien (in Sterilkultur) liegt bei 0,59 (Tab. 2-8A). Entsprechemuh ke Abundanz
des Genprodukts in den von Gupta al. (2002) verwendeten RNA.inien unter der
Nachweisgrenze der verwendeten Methoden liegen.

Die hohe Effizienz des kleinen Elektronencarriers - Plastocyanirde bereits mehrfach
beobachtet und entfacht immer wieder neue Diskussionen. Einer derukgséersuche
diskutiert die Mdglichkeit einer zweidimensionalen (zur Thylakoiorben assoziierten)
Diffusion des Proteins und daraus resultierende, hohere Interaktemsratit
membrangebundenen Proteinen wie auch die Existenz eines kleinaleriloRlastocyanin-
Reservoirs mit hdheren Fluktuationsratéarrfovel) und weniger beanspruchten "grof3en”
Plastocyanin-Reservoir (Musiaei al. 2005). Im Zusammenhang mit der hohen Effizienz des
zyklischen Elektronentransports postulierten Joliot P. und Joliot A. JZ@@ar die Existenz

von Superkomplexen bestehend aus [CytocHigmPlastocyanin::PSl::Ferredoxin].

3.2. Cytochront, als Elektronencarrier

Die offensichtliche Divergenz zwischen der Publikation von Gugbtal. (2000) und den
Beobachtungen dieser Arbeit legte eine Uberpriifung weiterer ggamier Aussagen zur

Abundanz und Lokalisation des Genprodukts #ts) nahe.
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3.2.1. Abundanz derAtc,-mRNA

Von einem quantitativen Elektronentransporter wirde man zunachstgmifikante Prasenz
sowohl auf dem mRNA - wie auch auf dem Protein -Niveau eetvéftir das Cytochrorry
sind diese Annahmen jedoch nicht zutreffend.

In Wildtyp-Pflanzen A. thaliang Ecotyp: Columbia 0), die unter Normalbedingungen
propagiert wurden, lasst sich die mRNA des Gens nur mittels ¢érstiser Methoden wie
RT-PCR (Abb. 2-14A) oder deaffymetrix GeneChi® nachweisen. Dirigiert von einem,
nur 66bp kurzen Promotor (Abb. 2-13A) bleibt die mMRNA-Abundanz in allen Organen und
uber alle Entwicklungsstadien der Pflanze hinweg auf einem niedigeau (Abb. 2-13B).
Die wenigen konservierten Licht-Antwort-Elemente des Promoterd stheinbar nicht
ausreichend um eine, lichtinduzierte Anhebung der Expression zu bew&anoch wird
die Atc.-Transkriptmenge inA. thaliana unter Bedingungen wie stark erhohter £0
Partialdruck, Seneszenz und UV-A-Lichtstress signifikant stagédumuliert (digitale
Northern; Genevestigator; Daten nicht gezeigt). Aufgrund des rutémes Promotors des
Atc-Gens erscheint eine selektive Regulation des Gens eher unwatliisicheielmehr
durften die erwdhnten aul3eren Reize Uber wekeatemncerElemente dieAtc,- Expression
verstarken. Mittels Sequenzierung dédc,-CDNA gelang es die Richtigkeit der annotierten
Genstruktur zu bestatigen.

3.2.2. Das Genprodukt vorAtc, ist im Thylakoidlumen der Chloroplasten lokalisiert

Nicht unbegriindete Zweifel an der, von Gupta gezeigten LokalisatisnPdeteins im
Thylakoidlumen wurden unter anderen von Waedtlal. (2004) geéduf3ert. Denn auch in
friheren Proteom-Analysen konnte das Cytweder inA. thaliana (Peltier et al. 2002;
Schuberet al. 2002) noch bei anderen hoheren Pflanzen (Schabalt2002) nachgewiesen
werden.

In einer transienten Transformation von Tabakprotoplasten mittels AitogsdsRFP -
Fusionsproteins wurde zunachst der Transport des Proteins in die Cidteopbestatigt
(Abb. 2-17A). Das hier verwendete Konstrukt unterlag jedoch der Kontolks starken,
zweifachen 356aMV-Promotors und zielt darauf ab maoglichst viel Protein entstehen zu
lassen. Es ist daher durchaus moglich, dass unter physiologisatieguB®en der Transport
des Proteins in die Chloroplasten nicht gleich effizient erfolgt oder Uberhatifohdd.
Aufgrund dessen wurde die Lokalisation des Proteins mittels immusokagi Analysen
verifiziert. Hierfir wurden polyklonale Anttc,-Antikdrper in zwei unabhéangigen Verfahren
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hergestellt, monospezifisch aufgereinigt und dann ausgiebig bezigiicBensitivitat und
Spezifitat getestet. Die trotz Aufreinigung verbleibende, unBpeze Interaktion der
Antikorper mit einem Thylakoidmembranprotein (PsbS) wurde mittels
Affinitatschromatografie und massenspektroskopischen Analysen bdstiomd als
tolerierbar angesehen.

Beide Anti Atc, AntikOrper detektierten eindeutig das wildtypiscAg,-Genprodukt in
Chloroplasten und in den Thylakoidlumen-ProteinfraktionenAdehaliana-Pflanzen (Abb.
2-17B). Die Konzentration de&tc,-Proteins im Lumen der Thylakoide konnte jedoch nicht
eindeutig bestimmt werden. In Rosettenblattern vanthaliana (Ecotyp: Columbia O;
Langtagbedingungen) wird digtc, - Abundanz mit etwa zwei Grél3enordnungen niedriger
geschétzt als die Gesamtkonzentration der Plastocyanine.

Aufgrund der niedrigen Prasenz des Proteins in Chloroplasten und derursiiaht
Verwandtschaft zu dem mitochondrialen Elektronencarrier zwischenkaemplex 11l und

IV, dem Cytochront wurde auch die Akkumulation dédc,-Genprodukts in Mitochondrien
diskutiert. Jedoch wurden weder in transienten Transformationen von Tabalkastaonphit
dem Atc,-dsRFP Fusionsprotein, noch in immunologischen Analysen an mitochondrialen
Proteinfraktionen, Hinweise flr eine dortige Proteinakkumulation fesige@aten nicht
gezeigt). Entsprechend liel3 sich die von Gugbtal. (2002) publizierte luminale Lokalisation

bestatigen.

3.2.3. Bei hoheren Pflanzen erfolgt keine kompensierende Regulation zvinen

Cytochrom ¢, und Plastocyanin

Wesentlicher als die Feststellung der geringen PrasenzAttgssenprodukts ist die
Beobachtung, dass sowohl in der Abwesenheit (Abb. 2-5B; 2-5D), wie aeickirer
erhohten Abundanz des Plastocyanins (Abb. 2-14B), die AbundanAtdeSenprodukts
unveréandert bleibt. Auch die Abundanz des Plastocyanins ist unabhéngrgl&ferégen in
der Atcy- Konzentrationen (Abb. 2-17B). Eine ausgleichende Regulation derKfigtnsnd
Protein-Abundanz zwischen Cytochrocs und Plastocyanin, wie sie bei einigen Algen

beobachtet wurde (Bohner und Bdger, 1978), scheint ésaleidopsisnicht zu geben.
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3.2.4. Kann Cytochromc, in vivo den lineare Elektronentransport aufrechterhalten?

Wie bereits im Kapitel 3.2.1 erwahnt, kann es unter dem Einfluggbater aulferen Reize
zur erhdéhten Akkumulation déitc,-mRNA in A. thalianakommen.

Es ist bekannt, dass das zu dé&tt,- homologe Cytcs bei Algen die Funktion des
Plastocyanins ubernehmen kann. Daher war es theoretisch vorstellbardetadetale
Phanotyp der Plastocyanin-Doppelmutante auf eine eingeschranktesstaprelesAtc,-
Genprodukts zurtickgefuhrt werden kann. Auf3erdem kodnnte ein Verlust eldroBen-
Transportfahigkeit (zwischen Cybg/f und PSI) desAtc,-Proteins urséchlich fir den
beobachteten Phanotyp der Plastocyanin-Doppelmutante sein.

Eine natirliche, z.B. mittels UV-Stress stimulierte Anreguleg Atc-Expression in den
Plastocyanin-Doppelmutanten war nicht nur aus technischen Grinden kawohuzsgnbar
durchfihrbar. Um dennoch den Einfluss datc,-Expression auf den Phéanotyp der
Plastocyanin-Doppelmutante zu untersuchen, wurde dieses Gen unter diell&agitres
starken, zweifachen 3&&aMV-Promotors gestellt und in Plastocyanin defizienten
Doppelmutanten tber exprimiert (Abb. 2-14C). AnschlieBend wurde eine grol&hlAnz
unabhangiger positiver Transformanten analysiert. In keiner dieseen wurde eine
photoautotrophe Plastocyanin-Doppelmutante gefunden. Folglich ist die zrexuffides
Cytochromc, als Elektronentransporter und Plastocyanin-Substitut von der Konzemulat
Proteins unabh&ngig.

Diese Beobachtung wird von Studien von Molina-Hereéia al. (2003) (Kap. 1.9.2)
unterstitzt. Hierbei wurde gezeigt, dass,-Genprodukt ein mittleres Redoxpotenzial von
140 mV hat und dieses Redoxpotenzial reicht nicht aus unh ZLybxidieren. Auch bei der
blitzinduzierten Reduktion des Photosystem | erwies sich AtasProtein etwa 100x
ineffizienter als Plastocyanin.

Offenbar gibt es noch weitere als die von Molina-Heredia bedenen Grunde fur die
Inkompatibilitat des  Cytochrom ¢ zu den Komponenten der linearen
Elektronentransportkette. Denn, wirde sich die Inkompatibilitat nur invedeinderten
Oberflachenbeschaffenheit des Cytochrom Proteins begriinden, so muisste das
"ursprungliche” Cytochromcs der niederen Pflanzen die Funktion des fehlenden
Plastocyanins in den Plastocyanin-Doppelmutanten tibernehmen.

Auch diese Moglichkeit wurde innerhalb dieser Arbeit untersucht. ©dechromcs aus
Chlamydomonas  reinhardtii wurde mit der  Thylakoidlumen  dirigierenden
Aminosauresequenz d&etE2-Gens N-terminal fusioniert und unter der Kontrolle eines 2x

358CaMV-Promotors in Plastocyanin-Mutanten exprimiert. Mittels immunotbgis
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Analysen wurde eine Akkumulation d&hlamydomonag£ytochromcs im Thylakoidlumen

der A. thaliana Pflanzen nachgewiesen (Abb. 1-18C). Eine Komplementation des letalen
Phanotyps der Plastocyanin-Doppelmutante konnte jedoch niemals beoheschest (Abb.
2-19).

Welche Veranderungen an Cytochrdwif-Komplex oder am Photosystem | sind fir den
Verlust der Kompatibilitdt der CytochromProteine in héheren Pflanzen verantwortlich?
Oder sind die Cytochrorn - Proteine in vivo einfach nur nicht ausreichend effizient fir den
Erhalt des linearen Elektronentransports und damit fir die Deckungneegiébedarfs der

hoheren Pflanzen ?

3.2.5. Spekulationen uber die Funktion des Cytochror,-Proteins

Eine grundlegende Frage drangt sich in den Vordergrund: was bewektFunktionsverlust
des Cytc, bezuglich PSI-Reduktion? Bereits 2001 postulierte Miguel De la Bloah eine
evolutionare Substitution der Cytochroms Funktion zugunsten des Plastocyanins. Seine
Begruindung stuitzte sich erdgeschichtlich auf die zunehmend schéeBlaeerfiigbarkeit des
Eises gegeniber dem Kupfer wahrend des Uberganges von eineeredden zu einer
oxidierenden Atmosphéare. Mit der abnehmenden Verfugbarkeit des Besstasid sicherlich
ein evolutives Druck zur Funktionsoptimierung des Cu-Proteins, Plastosyafler
eisenhaltige Elektronencarrier Cytochragwurde funktionell redundant und konnte andere
Funktionen entwickeln bzw. ausbauen. Mit der Zeit ging dann die Komatilzili seinem

urspringlichen Akzeptor verloren.

Viel interessanter erscheint jedoch die Frage welche neue 6wnindds Cytochronty,
ubernommen hat. Ausgiebige spektroskopische Analysen amtgiMutanten (Anhang
6.5.1) lassen keine signifikanten Veranderungen der photosynthetisciheredktion und der
nicht-photochemischen Energieléschung erkennen. Daher lasst sichdiegkte und
guantitative Beteiligung des Proteins an der Synthese biochemi&afergiedquivalente
ausschlieRen. Es gibt jedoch Hinweise, die auf eine regulatorisahididh des Proteins
deuten:

Die neue, eukaryotische Isoform des CytochraaiProteins, Cytochront, enthalt einen
charakteristischehoop (Abb. 2-13C; 2-13D) mit zwei gut exponierten Thiolresten (R-SH).

Wird eine energetisch glnstige Konformation des Proteins angengnaawen liegen die

-67 -



Diskussion

beiden Thiol-Gruppen von einander abgewendet (eine Annahme, der theoretische 3B-Model
zugrunde liegen Abb. 2-13D). Jedoch ist es gut vorstellbar, dass in Apkéihgrom
Redoxzustand der Ham-c Gruppe eine Anderung der Proteinkonformation eleruwsal,

und die beiden -SH -Gruppen in eine proximale Nahe zueinander gebracdenwgion
diesem "aktivierten Zustand" ausgehend, kdnnte das Protein als einiBegnattler wirken,

wie es beispielsweise fur das Ferredoxin/Thioredox-Systems¢Baad Buchanan 1997)
beschrieben wurde. Denkbar ist auch eine Funktion als ein luminaler Radikalf@egn, die
2[R-SH]-Gruppen konnen von freiereaktiven _@uerstoff-ezies (ROS) leicht oxidiert

werden.

Mutanten mit Uberexpression deStc,-Genprodukts charakterisieren sich durch hohere
Wachstumsrate und erhdhte "Licht/Hitze-Resistenz" (Abb. 2-15).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden jedoch keine Anhaltspunkte erpitteé diese
Eigenschaften erklaren. Weder die Leistung des Photosyntheseafgspa noch
photoprotektive Mechanismen unterscheiden diese Linien von Wildtgp#eih (Anhang
6.5.1).

Daher kann der Fokus auf das antagonistische Gibberellin/[ABA; dtthyl Gleichgewicht
gerichtet werden. Denn einen Hinweis darauf hin offenbart die Gro3dmmerder Pflanzen,
die nicht lGber Zellteilungsraten sondern Uber die Zellgro3e erfoigth Alie "Licht/Hitze-
Resistenz" derAtcs- Uberexprimierender Pflanzen deuten auf eine Verschiebung des
Gleichgewichts zur Gunsten der Gibberellinsaure hin. Zur Grundfunktidee Gibberelline
gehdort das Erhohen der mechanischen Extensibilitat der Zellere d@wvStressrelaxion der
Pflanzen (Metraux 1995; Potter und Fry 1994; Smitlal. 1996). Ethylen hingegen férdert
die Seneszenz (Hensel al. 1993; Grbic und Bleecker 1995). Weiterhin hemmt ABA die
Gibberellinsdure-induzierte Enzyme, foérdert eine Ethylen-unapbéanBlattseneszenz und
reguliert die SchlieBung der Spaltéffnungen, (Nooden und Leopold 1988;a%oad Raid
1990). In der Summe der Faktoren spiegelt sich dann womdoglich dienlsahdithere
Vitalitat der Pflanzen dehic,- Gberexprimierender Pflanzen wieder.

Aber welche Stellung nimmt da&tc,-Protein in der phytohormonellen Signaltransduktion
und welche physiologischen Prozesse verbinden dieses ThylakoidlumeimPrott
Regulation der Phytohormone? Einige Antworten wirden weitere seralyder
physiologischen Wirksamkeit der Phytohormone anAtegpMutanten versprechen.

Ein weiteres Hinweis scheint die Involvierung deédc,-Genprodukts in einer vom

Redoxzustand des Photosynthese-Apparates abhangigen Signaltransduktionaftigdaekr
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Wie in der Abb. 2-21 zu sehen ist sind in allen fur den Elektronentraredéyanten PSI-
Mutanten die mRNA des Geirdipl.2 verstarkt akkumuliert. Die hochste Abundanz dieser
MRNA erfolgt in den beidepete, dann inpsan-und psad.-Mutanten. Mit abnehmender
Relevanz fur die "Einspeisung” der Elektronen zum PSI (mpsayg, psac; psak, undpsbs
Mutanten) senkt sich die Akkumulation délip-mRNA. Erst in den Mutanten, die ein Defekt
im "Plastid-zum-Kern" - Signalweg aufweisen (vgerl; gurnb; chaog, erfolgt eine starkere
Akkumulation delElip-mRNA. In dieser Arbeit wurde mehrmals betont, Az-Genprodukt
wohl unféhig sei, einen quantitativen Elektronentransfer zum PSI| zildgetr Die Abundanz
derElip-mRNA in dieser Mutante ist jedoch nahezu so hoch wie in den beldstodyanin-
Mutanten und weist auf die Induktion eines starken, vom Thylakoidlumeretzrsgden
Signals hin.

Zusammenfassend, es erscheint unwahrscheinlich, dass im Laufd&vdeition das
Cytochrom ¢, einfach nur seine Funktion als Elektronentransporter verlor. Womdglich
entwickelte sich das Protein eher zum einen Redoxsensor/Effektbblderen Pflanzen und
konnte unter den Phytohormon-Haushalt oder einen gP und NPQ - unabhangigen

photoprotektiven Schutzmechanismus beeinflussen.

3.3. Zwei Isoformen des Plastocyanin®nabidopsis thaliana

Die Fahigkeit der Pflanzen zu einer oxidativen Photosynthesgeisgjehend an einen, im
Aufbau und Funktion konservierten Photosynthese-Apparat gebunden. Die Grundskeaktur
Plastocyanine, wie auch die der Cytochrbghi- und Photosystem I-Komplexe verblieb im
ganzen Pflanzenreich nahezu unverandert.

In A. thaliana existieren zwei Genkopien fur das Plastocyanin. Beide Gene sind hoch
homolog zueinander, werden exprimiert und erftillen die gleiche FunktierR&gulation der
Genexpression beider Isoproteine scheint voneinander unabhangig zu semtiibahsine
Minderung der mRNA-Abundanz einer Isoform nicht zur Veranderung der Genexpression des
zweiten Isoproteins. Konform mit der Abundanz deetE2-mRNA in nahezu allen
Entwicklungsphasen der Pflanzen ist dE2 Protein mehrfach starker vertreten als das
PetEL-Genprodukt. Erwartungsgemal sollten die Resultate der physiologisciadysen

einen Dosis-Effekt folgen, doch dies scheint nicht immer dar Fall zu sein.
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3.3.1. Quantifizierung der Plastocyaninmenge im Thylakoidlumen

Bevor man die nachstehenden physiologischen Analysen bewertet, grolitdlegend die
Menge der Plastocyanin-Proteine in den analysierten Linieadm#t werden. Wie in der
Tabelle 2-5F dargestellt, wurde d@stEL-Isoprotein in depete-1.1 Mutante mit etwa 23%
des Wildtyps und in den 38aMV:PetEL- Linie mit etwa 129% bestimmt. Dd2etE2-
Isoprotein wurde in dempetel-1.1 Mutante mit etwa 70% des Wildtyps und in der
35CaMVi:PetE2- Linie mit 110% bestimmt. Hierbei sollte jedoch bericksichtigtder
dass der Import der Plastocyanin-Proteine ins Thylakoidlumen lUbeSeeA- abhangigen
Weg (Peltieret al. 2002) erfolgt. Die Effektivitdt des Protein-Translokationsystemsl wi
daher nicht nur von ddransit peptideSequenz der Proteine, sondern auch von der ATP-
Verfugbarkeit in  Chloroplasten bestimmt. In Abhangigkeit vom \idldiellen
physiologischen Zustand der Pflanzen kann die Abundanz des reifeocidasns in
Thylakoidlumen starkeren Schwankungen unterliegen und zu einer v refhen
Standardabweichung bei physiologischen Analysen beitragen.

3.3.2. Differenzielle Genexpression in depetel-1.1 undpete2-1.1 Mutanten

Die Beobachtung, dass Veranderungen im Redox-Status der photasghtretElektronen-
Transportkette eine differenzielle Genexpression veranlassen kasineicht neu und wurde
bereits vielfach beschrieben (Pfannschmidt 2003; &ewl. 2005). In denpetel-1.1 und
pete2-1.1 Mutanten wurden Verdnderungen im Expressionsmuster kernkodierter
Chloroplastenproteine mittels mRNWicro-Array-Technik untersucht. In beiden Mutanten
sind Gene der Lichtreaktion der Photosynthese gleichermalien iEXmerssion angehoben.
Hingegen weisen alle anderen untersuchten Genklassen eine dedérelieegulierung der
Genaktivitat auf.

Die beobachtete differenzielle Genexpression ist nicht von derAn&Nindanz der beiden
PetEGene (Tab. 2-5A) abhangig. Die Mutationen in @etEGenen basieren auf Deletionen

in der Nukleotidsequenz mit einer Verschiebung des offenen Leserahni@as
Mutationsereignis verhindert daher die Synthese des richtigen fargedoch nicht die
Akkumulation der mutierten mRNA. In dgetel-1.1-Mutante scheint die differenzielle
Genregulation auch nicht von dem Redox-Status der photosynthetischen
Elektronentransportkette abhéangig zu sein, denn obwohl das Fehlen desisspnotStatus

der Cytf Oxidation messbar ist (Abb. 2-11A) ist die effektive Quantenauskaam PSII nicht
negativ beeintrachtigt (Tab. 2-8A). Man kann vermuten, dass alleimdfEmdngen in der
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Konzentration der Plastocyanin-Proteine  registriert werden unthe e Art
Kompensationsreaktion einleiten, wobei die Regulationsereignisse éosm-Effekts zu
folgen scheinen. Bemerkenswert ist die Starke der reguldtenskktivitat, die sich weder in
den petc2Mutanten (Maiwaldet al. 2003) noch in depsad. Mutanten (lhnatowiczt al
2004) in dieser Form beobachten |&sst.

Ein weiteres Indiz weist noch expliziter auf die regulatoesébnktion der Plastocyanins hin.
Fur viele Photosynthese-Mutanten wurde die Expressionsstarke esnes @us derElip"-
Familie bestimmt. Somit kann die Expression dieses Genes radgkator fir
Lichtstressbedingungen gewertet werden. Erwartungsgemal wigigemten mit stark
beeintrachtigter Leistung des Photosynthese-Apparatespzd&il- oder psan eine hohe
Abundanz deElip-mRNA auf, wogegen in den Mutantatt,-; petel-1.1 psae, psag, psak

, psaokeine oder nur schwache Aktivitat debp-Gens erwartet wird. Wie in der Abb.2-20c
ersichtlich, ist die starkste Akkumulation dé&lip-mRNA jedoch in den beiden Plastocyanin-
Mutanten zu beobachten. Gleichermal3en tberraschend erscheint digAdegElip-Gens

in deratcs-Mutante. Eine mogliche Erklarung fur diese Phdnomene warertialine, dass
die Abundanz der “donorproteine zum PSI und nicht die Minderung des
Elektronentransports sehr sensibel registriert wird und in eindrelgalation der fir die
Lichtreaktion der Photosynthese relevanten Gene resultiert.

Wie bereits im Kapitel 1.7.1 beschrieben, wird dem CytochgfiKomplex zusammen mit
dem Plastochinon-Pool eine grundregulatorische Funktion zugeschrieberh dedgand
der verdnderten Kompatibilititt desAtc,- Proteins zu den Komponenten der
photosynthetischen Elektronentransportkette sollte man einen anderaremwé&ensor fur

die Quantitat dePetEundAtc,-Genprodukte in Betracht ziehen.

3.3.3. Strukturelle Unterschiede zwischen den Isoformen d&etE-Genprodukte.

Neben der Verfugbarkeit des Plastocyanins, konnten zusatzlgktusalle Unterschiede
zwischen den beiden Plastocyanin-Isoformen einen Einfluss auf den Redodzuer
Elektronentransportkette austiben. Mittels spektroskopischer Analyseaswalbglich den
Oxidationsstatus der Cytochrdmund Bgo Untereinheiten zu bestimmen. In einem Vergleich
der Messergebnisse mit der Plastocyanin-Abundanz in den einzelnantdfuldsst sich eine
signifikant unterschiedliche Aktivitdt des Plastocyanins gegeniben deiden
Reaktionspartnern beobachten. Der Status der Cytodh@idation folgt dem Plastocyanin-
Gehalt der einzelnen Mutanten (Abb. 2-11A) und genlgt daher den Anfogder@ner
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Reaktion erster Ordnung. Weder die transiente Interaktion noch e&trdélentransfer
zwischen den beiden Edukten ist von den strukturellen Unterschied@etfie&enprodukte

messbar beeintrachtigt.

Die Effektivitat des Elektronentransfers UberggfReaktionszentrum weil3t auf einen
komplexen Mechanismus hin.

Fir die Ubertragung eines Elektrons vom Kupfer eines reduzierten Plastscgaf und tber
das PoorReaktionszentrum des Photosystems | sind zunéchst eine ausgencidestabile
Interaktion beider Edukte und eine lichtgetriebene Anregung ge&orderlich. Nach dem
Elektronentransfer 16st sich das oxidierte Plastocyanin von dem kstetos| und gibt die
Bindestelle fiir ein weiteres reduziertes Plastocyanin frei.

In Einzel-Blitz-Messungen (Daten nicht gezeigt; gemessenusaiimenarbeit mit Fabrice
Rappaport; IBPC; Paris) derdd, Reduktion konnte gezeigt werden, dass die strukturellen
Unterschiede zwischen den Plastocyanin-lsoformen weder eineifiksigten Einfluss auf
die Anbindung des reduzierten Plastocyanins, noch auf die Effektivitsg® de
Elektronentransfers zum .48 aufweisen. Unter kontinuierlicher Illlumination der
Plastocyanin-Mutanten mit nicht sattigenden Lichtintensitaten (16806 YE) stellt sich in
denpetel-1.1 Mutanten ein signifikant schwécher und in denGB8&V::PetEL ein starker
oxidiertes Pog-Gleichgewichtzustand ein (Abb. 2-9.). Die erwarteten Messrésuttaher die
Feststellung eines, gegentber dem Wildtyp erhdhigpdXidationszustandes in den beiden
defizienten Plastocyanin-Mutanterpefel-1.1 und pete-1.1) wird erst wahrend einer
sattigenden lllumination von 900 bis 1500 pE beobachtet. Wie bereits piteKa.9.5
beschrieben, ist die Geschwindigkeit der Reaktion zwischen destoByanin und dem
Photosystem | von der Konzentration beider Edukte abh&ngig und wielnalsReaktion
zweiter Ordnung betrachtet. Anscheinend erfolgt die Dissoniakes oxidierten [PetEP;q
Komplexes wesentlich effektiver als die Dissoziation desHPePs] Komplexes. Bei
lllumination der Mutanten mit niedrigen Lichtintensitaten wirkihsdaher die Anzahl der frei
werdenden Plastocyanin-Bindestellen am Photosystem | starkealsudie, unter diesen
Bedingungen ohnehin im Uberschuss vorhandene Menge des reduzierten Plastocyanins.
Frihere theoretische Arbeiten von Drepeeal. (1996) zur Elektronenltbertragung zwischen
Plastocyanin und Photosystem | postulieren eine Einschrankung derodmtransport-
Kinetik zwischen dem Cytochromy/BKomplex und Photosystem | durch hoéhere Stabilitat
der [Plastocyanin Pyog-Komplexe. Studien von Finazat al. (2005) an Photosystem |-

Mutanten in Chlamydomonas reinhardtibelegten diese Kausalitdt mit experimentellen
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Nachweisen. Offenbar sind strukturelle Unterschiede zwischen dembksidi®rmen des
Plastocyanins imA. thalianafiir die unterschiedliche Stabilitat der [PetFyog Komplexe

verantwortlich.

Beim Plastocyanin hoherer Pflanzen sind drei groRe Domanen anntgeaktion mit
Photosystem | beteiligt. Zwei davon, deuthern patclund die Nord-Doméane sind direkt bei
der Komplexbildung involviert. Die Funktion der dritten Interaktions-Domé&esnorthern
patchesist nicht eindeutig geklart.

Die Komplexbildung zwischen Plastocyanin und Photosystem | veriliudtvei Schritten.
Zunéchst erfolgt, bedingt durch elektrostatische Wechselwirkungestlzevi dersouthern
patch (4,sDEDE) und dera-Helix (12K;16K;19K;23K) Schleife der PsaF-Untereinheit, eine
Fixierung und Ausrichtung des Plastocyanins auf dag Reaktionszentrum hin. Der
southern patchst in beiden PetE-Isoformen identisch beschaffen und ausgeriahdesollte
daher weder den Elektronenfluss noch die Stabilitat der Kompiex&einer Weise
beeinflussen. Diese Feststellung wird von den Ergebnissen der sclifisflék in Ein-Blitz-
Messungen der-B Reduktion bestétigt.

Der zweite Schritt der Komplexbildung erfolgt aufgrund hydrophobe&ch§elwirkungen
zwischen der flachen Nord-Doméane des Plastocyanins (Abb. 2-1B) unidirdenalen i/j-
Seitenketten der PsaA/PsaB Untereinheiten. Die Nord-Domé&neer B&@stocyanine .
thaliana unterscheiden sich nur bezglich einer exponierten Aminosaure voneinamaksnr.
Stelle des hydrophobenPhenylalanins in der PetE1l-Doméne befindet sich ein hydrophiles
s7Tyrosin in der PetE2-Doméane. Die Fixierung des Plastocyaninselsnitter PsaF-
Untereinheit sollte jedoch keine sterischen Effekte entstehsanlafkeicheret al. (1995)
berichtet von Substitutionen kleiner Aminosauren der Nord-Domasday 1.Gly) mit
weitaus volumindseren Leucin ohne die Komplexentstehung zu verhinderteRe@iktion
des Roo Reaktionszentrums sollte daher bei beiden PetE-Isoformen ééich gchnell
ablaufen. Auch diese Annahme wird von den Ergebnissen der schnefienkkder Rgo
Reduktion bestatigt.

In der PetE2-Domane kann aber ein anderer Effekt eine wesenRticlhe spielen. Die
unmittelbare Néhe einer Hydroxy-Gruppe dg$yrosins zum demggHis-Kupferliganden
kbnnte einen stabilisierenden Einfuld auf das positiv geladene Kupferds oxidierten
Plastocyanins ausuben und damit die Dissoziation des [Pgif-Komplexes begiinstigen.
Folglich stiinde das Reaktionszentrum des Photosystem | schnebandiagrneute Reduktion

zur Verfugung.
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Ein vergleichbarer Effekt kdnnte in der zweiten negativ gelademandbDe der Plastocyanine
eine Rolle spielen. Die detaillierteste Charakterisierungnaethern patchegs;EED; aus
Spinat-Plastocyanin) wurde von Hipplet al. (1996) beschrieben. Die Substitutionen der
saueren Aminosauren imorthern patch fuhren zur Erniedrigung des mittleren
Redoxpotenzials des Plastocyanins. EiggESubstitution verursacht eine Reduzierung des
Redoxpotenzials um +9 mV und die Substitution der vollstandiger Dontémezi einer
Reduktion von etwa 20 mV. Bei einem Unterschied der Redoxpotenzialehewisiem
Plastocyanin und 4% von 55-65 mV ist es erstaunlich dass die Kinetik des
Elektronentransfers in keiner Weise negativ beeintrachtigt wurgbpldd verweist auf die
mogliche stabilisierende Wirkung desorthern patchesauf die oxidierte Form des
Plastocyanins.

In den beiden PetE-Proteinen dér thaliana ist die Beschaffenheit dieser Doméne
unterschiedlich (Abb. 3-1). Zwei negativ geladene Aminosauren kénneorifmern patches
des PetE2-Isoproteins festgestellt werden. Das PetEl-Isoprotidlteningegen nur eine
negativ geladengGlutaminsaure. Wenn also die negative Ladunghdethern patcheginen
stabilisierenden Einfluss auf das oxidierte Kupferatom haben,sidliten kann man auch hier,
fur das oxidierte PetE2-Plastocyanin eine erleichterte Dssoziund eine schnellere erneute

Reduktion am Photosystem | annehmen.

In der Struktur der beiderA. thaliana Plastocyanine lassen sich zwei wesentliche
Unterschiede festlegen, die einen Einfluss auf die Effektivigéd Elektronentransports
zwischen Cytochronbg/f -Komplex und Photosystem | haben koénnen. In beiden Féllen
bestimmen die Unterschiede die Stabilitat des oxidierten Kaifpfeis und somit auch die
Stabilitat des am Photosystem | gebundenen oxidierten Plastocyabms.beide
Veranderungen die erleichterte Dissoziation fur das PetEs2elelanin begunstigen bzw. fur
das PetE1l-Plastocyanin erschweren, kann eine signifikante pasiaam Redoxverhalten
des Photosystems | in den einzelnen Plastocyanin-Mutanten entdtelden.Zukunft sollte
der Zusammenhang zwischen den hier aufgefuhrten strukturellems€higglen und dem
Oxidationszustand von-zf unter kontinuierlicher Lichteinstrahlung . thaliana geprift
werden.

Bezogen auf diese Merkmale nimmtabidopsis thalianaeine Sonderstellung unter den
hoheren Pflanzen ein. Obwohl viele héhere Pflanzen mehrere Kopien féMadascyanin-
Gen in ihrem Genom enthalten sind die Nord-Doméane undchaoidsern patchweitgehend

konserviert und innerhalb einer Spezies Uberwiegend gleich. Dastanfemer hydrophilen
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Aminosaure, Tyrosin in der ansonsten hydrophoben Nord-Domane des Riastsayurde
(unter hoheren Pflanzen) nur in derabidopsisPetE2-Isoform und in allen Plastocyaninen
derHordeum vulgardestgestellt. Auch die Reduzierung cesthern patchebis auf nur eine
negativ geladene Aminosaure lasst sich nur in dem PetE1-Protein hiswbgbb. 6-2.). Die
innerhalb dieser Arbeit hergestellten Mutanten bieten daherrigaitige Mdglichkeit, das
Charakteristikum desorthern patchin Plastocyanin zu untersuchen und das Model der

Plastocyanin-Photosystem | Interaktionen in h6heren Pflanzen zu verfeinern.

Abbildung 3-1: Ein Vergleich der hydrophoben Nord+bénen deA. thalianaPetE1 und PetE2-Plastocyanine.

Die Nummerierung der Aminosauren bezieht sich &uf \dergleich der Aminosauresequenzen in der Abld.2Bie
farbliche Kennzeichnung klassifiziert die exporsertAminosauren nach den chemischen Eigenschafter ih
Seitenketten: grau=unpolar; blau=basisch; gelbxpodé=sauer.

3.3.4. Physiologischer Zustand der Plastocyanin-Mutanten

Beide Effekte, die Verfligbarkeit des Plastocyanins und die strilktur&nterschiede
zwischen denPetElIsoformen prdgen den Phanotyp der Plastocyanin-Mutanten. Das
Zusammenspiel dieser beiden Faktoren spiegelt sich im Aufbau desyitbese-Apparates
wieder (Abb. 2-7B) und kann in Messungen der effektiven QuantenausimRotosystem

Il (®y) verfolgt werden (Abb. 2-8). Die Auswirkung der strukturellen Unteeste sollten
jedoch unbedingt als ein additiver Effekt und im Kontext der Proteinkdrazmnen in den

jeweiligen Mutanten betrachtet werden.
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Eine Erniedrigung der Plastocyanin-Abundanz im Pflanzen fuhrt zunZech¥erkleinerung
des Photosynthese-Apparates (Tab. 2-7B) und spiegelt sich in der zunebcher&ther
effektiven Quantenausbeute am Photosystem Il wieder (Tab. 6-8B uridi€CReduktion der
Photosysteme erfolgt jedoch nicht gleichmaRig. Die Abnahme des ip$tetas Il erfolgt
weitaus starker als die Abnahme der Photosystem I|-Komplexesrulidfgler indqualen
Reduktion beider Komplexe werden zunachst die Energieverteilung undeteoBendruck
auf die einzelnen Komponenten der Elektronentransportkette ausbalanBast.
Gleichgewicht zwischen den Photosystemen mindert die AnfaltigkeiMutanten gegeniber
destruktiver Lichteinstrahlung und verhindert weiterreichende Folgesomst eingetretenen
Photoinhibition.

Wegen der verringerter Effektivitdt des linearen Elektronentratsspainnte auch die
Aufrechterhaltung des Protonengradienten Uber der Thylakoidmembrdie fRtastocyanin-
Mutanten ein weiteres Problem darstellen. Unzureichende Ansaugesnghylakoidlumens
wuirde nicht nur die ATP Produktion beeintrachtigen, sondern zusatzlickndstehung
destruktivereactive oxygen speci¢éROS) nicht frih und schnell genug unterbinden. Erst bei
einer pH- Erniedrigung auf mind. 5,8 erfolgt die Aktivierung des Xantyjgptklus und
Konformationsanderungen im LHCII (Munekaget al. 2001). Die uberschissige
Anregungsenergie der Pigmente wird dann in Form von Warme eéugsipid kann als ein
Bestandteil der nicht-photochemischer Loschung (qE) der Chlorophy#iimenz bestimmt
werden. In dempeteMutanten erfolgt eine entsprechende Kompensation der Thylakoidlumen-
Ansauerung wahrscheinlich tUber eine Verringerung der AbundanzideiSAnthase (Tab. 2-
7B).

Die Folgen der Kompensation treffen die beiden Mutanten zun&chstalneeiech. In der
petel-1.1 Mutante ist die Warmedissipation bereits unter 150 pE aktinigitlmination
starker als in Wildtyp (Tab. 2-8D) und weist auf eine, vergleieissviilbermaliige Reduktion
der ATP-Synthase-Abundanz hin. Quete2-1.1 Mutante stellt den anderen Grenzfall dar. Bei
einer lllumination von 150 YE liegt die Warmedissipation deutlich udgar Wildtypwerten
und weist damit auf eine spater einsetzende Ansauerung des Ttllatens hin. In beiden
Fallen verringert sich, mit zunehmender Starke der llluminatd@nDifferenz der g Werte
und erreicht rasch wildtypische Grol3enordnung.

Die Differenzen zwischen depeteMutanten - im Hinblick auf die NPQ-Komponente -
scheinen allein durch die Disproportionierung zwischen der Effektivdgg linearen
Elektronentranstports und der ATP-Synthase abhangigen Regulationadsthyiakoiden

Protonengradienten zu sein. Im Endeffekt reagieren die beiden Mutavdeninterschiedlich
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schnell, jedoch gleich effektiv auf den einsetzenden Lichtstressirark#erpeteMutanten
wurde jedoch eine signifikante Veranderungen in der Carotinoid-Komposiies
Xanthophyllzyklus-Pigmente (Tab. 2-6B) bzw. in der Konzentration deB-Bezies zum
Wildtyp festgestellt. Die ROS-Bestimmung erfolgte mitteistologischer Farbung mit DAB
(Diaminobenzidin) und NBT (Mroblautetozolium) (die Daten wurden nicht gezeigt).
Weiterhin liel3 sich in Linien mit erhdhter Plastocyanin-Abundanz kesigmifikante
Zunahme der Komponenten des Photosynthese-Apparates im Vergleich zidiyp W
feststellen. Exemplarisch dafur kann die @a®\V::PetE2 Linie betrachtet werden. Obwohl
sie die hochste Akkumulation dBetEmMRNA und des Genprodukts aufweist, verbleibt der
Aufbau des Photosynthese-Apparates nahezu unverandert wildtypisch. Asemdi
Blickwinkel betrachtet, lassen sich die beobachtete Disproportionieimnéufbau des
Photosynthese-Apparates in der BaM\V::PetEL-Linie (Tab. 2-7B) und die Ergebnisse der
@, -Messungen (Tab. 2-8B) am beiden ektopischen Plastocyanin-Mutanteénnarc mit
einer erhbhten Abundanz des Plastocyanins erklaren: In derCaB®bS:PetEL-
Uberexprimierer kann eine 15%-ige Steigerung der Photosystesnzeftration beobachtet
werden. Aber in einer Reaktion zweiter Ordnung unter nicht-limiie#e Plastocyanin-
Abundanz sollte die Konzentrationszunahme des zweiten Edukts (P3han hoheren
Effektivitat des linearen Elektronentransports munden. Die ertaittd&Verte deuten jedoch
auf das Gegenteil hin, denn die effektive Quantenausbeute am PRliit&heienziell deutlich
unter dem Wildtypniveau (Abb. 2-8).

Ahnlich unwirklich scheint der Sachverhalt in der starksten ektopischeganté zu sein. In
der 35&aMV:.:PetR2-Linie liegen died, -Messwerte signifikant héher als im Wildtyp oder
in den 35&aMV::PetEL-Linien. Ohne gleichzeitiger Erh6hung der Photosystem I-Abundanz
kann jedoch die Effektivitat des linearen Elektronentransports negieigert werden. Eine
Erklarung fur den scheinbaren Widerspruch kénnte in den bereits diskutstrukturellen
Unterschieden zwischen den beiden Plastocyanin-Isoformen liegesenDidodell folgend,
sollte eine schnellere Komplexauflosung zwischen oxidiertem PattR Photosystem |
zun&chst fur relativ mehr freie Bindestellen apgolpro Zeiteinheit sorgen. In dggetel-1.1
und 35&aMVi:PetE2-Mutanten kann dieser Effekt mit einer Erh6hung des limitierenden
Edukts (Photosystem [) gleich gestellt werden und tragt zugestmg der Effektivitat des
linearen Elektronentransports bei. Das oxidierte PetE1l-Genprodukt var@ngsgegen
einen effizienten Plastocyaninumsatz argeFn derpete€-1.1-Mutante durfte dieser Effekt
kaum eine Rolle spielen, denn hier wirkt sich schon die KonzentratiorPldsgcyanins

limitierend auf die Geschwindigkeit der Reaktion aus. Hingegen salite der
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353CaMV:PetEL-Linie die Anzahl der freien Bindestellen amgfPunter kontinuierlichen
lllumination zunehmend schwinden und die Effektivitat des linearen Elektiramsports
deutlich drosseln. Die Zunahme in der Photosystem I-Abundanz konnte darinealsrte
Kompensationsreaktion auf die unzureichende Anzahl der freigiBidestellen betrachtet

werden.

3.3.5. Wachstum der Plastocyanin-Mutanten

In dem Entwicklungspotenzial der Pflanzen spiegeln sich ihr phgssaloe Zustand und ihre
Fahigkeit, dynamisch auf die sich fortlaufend verandernde Umwelteinflussagiares.

Aus friheren Studien an desadl undpsaf-Mutanten (lhnatowicet al.2004; Haldruget al.
2000) wissen wir, dass eine Einschrdnkung des photosynthetischen Elekissssnfiber
das Photosystem | zu einer signifikanten Minderung der Wachstumsratk verringerter
Fertilitdt der Pflanzen fuhrt. Bei den Plastocyanin-Mutanten kammgldiche Tendenz in der
pete2-1.1 Mutante beobachtet werden. Das Ausschalten der starkerenrareldliieh auch
effizienteren Plastocyanin-Allele verlangsamt den lineatektbnentransport und mindet in
einer 27%igen Wachstumsreduktion der Pflanzen.

Die Entwicklung derpetel-1.1 Mutante verlauft ebenfalls um 8% langsamer als bei
Wildtyppflanzen. Diese Beobachtung ist insofern Uberraschend, als hd@sshur das
schwache und vermeidlich insuffizienRetEL-Allel ausgeschaltet wurde. Analog zu dem
knock outder ,schwachen’Psal2-Genkopie (lhnatowiczt al. 2004) sollte die schwache
Minderung der Plastocyanin-Konzentration keinen signifikanten Einflusslas Wachstum
der Mutanten nehmen. Zum anderen, weisen die Messungen der effektivennQuisinteite
am PSII auf eine hohere Leistungsfahigkeit des lineardktr&tentransports hin. Es scheint,
als ob die geringfigige Reduktion der Plastocyanin-Abundanz einen ihgema
Schutzmechanismus auslésen wirde und langfristig die effektiverendutter Lichtenergie
behindert. Die Hinweise, die zu dieser Annahme fiihren, stitzen sicldi@ubereits
diskutierte differenzielle Genexpression, die Disproportionierung imfba@u des
Photosynthese-Apparates und der Tendenz zu einer hypersensitiven Wapatolissi

Beim Wachstum der 383MV::PetEL-Linien wurde eine 30%ige Zunahme der Biomasse,
verglichen mit Wildtyppflanzen, beobachtet. Aufgrund einer tendenzeliwécheren
Effektivitat des linearen Elektronentransports deutet die starkeicklung der Linien auf

eine langfristige Kompensation der PetEl-Insuffizienz hin. Es kamnvermutet werden,
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dass neben der erhthten Photosystem I|-Abundanz noch weitere, nicht ciserekte
Faktoren zu der Vitalitat dieser Mutanten beitragen.

In der 35&aMV::PetB Linie kann das Ergebnis einer hohen Plastocyanin-Abundanz und
einer vermeidlich kirzeren Aufenthaltsdauer des oxidierten Plastimsyam Photosystem |
beobachtet werden. Der resultierende verbesserte Umsatz desyalass am o mundet
in einer effektiveren Umwandlung der Lichtenergie und in einer 6Q%fgmahme der
Biomasse verglichen mit Wildtyppflanzen. Die Gesamtvitaliti& Mutanten profitiert
zusatzlich von einem ungestérten Gleichgewicht zwischen den einzétmeponenten der
linearen Elektronentransportkette (Tab. 2-6B; Tab. 2-7B). Weiteadieh an der
35CaMV::Pet22-Uberexprimierer wie auch an der Feineinstellung der Plastosteuktur
konnten daher neue Perspektiven auf Steigerung der Ertrége in derediketyzpflanzen

aufzeigen.
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4. Material und Methoden

4.1. Materialien

4.1.1. Chemikalien und Enzyme

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Laborchemikalien wamen analytischem
Reinheitsgrad und wurden, sofern nicht anders aufgefuhrt, von den Firmensi#am
Biosciences (Freiburg), Bio-Rad (Minchen), Fluka (Schweiz), Me&rnistadt), Roth
(Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Riedel-de-Haen (Hannover) @&lgma (Steinheim)
bezogen. Die Inhaltsstoffe der Nahrmedien wurden von Roth (Karlsruhe), Merck undaDuche
(Niederlande) bezogen. Enzyme fur molekularbiologische Arbeiterdemuvon Roche
Molecular Biochemicals (Mannheim), Invitrogen (Karlsruhe), MBdrmentas (St. Leon-
Roth), NEB (Frankfurt/Main) und Promega (USA) bezod®-dCTP;und **P,- dATP

wurden von Amersham Buchler (Braunschweig) bezogen.

4.1.2. Verwendete Kits

Carbamylyte Calibration Kit for 2D Electrophoresis Amersham
Chemiluminescence Western -Blotting Kit Amersham
Easy Vektor System |, pGEM-T Promega
Gateway-Systefh Invitrogen
High Pure PCR Product Purifikation Kit Roche
PET Directional TOP® Expression Kit Invitrogen
QIlAexpressionist Qiagen
Qiagen Plasmid Mini Kit Qiagen
RNeasy Plant Mini Kit Qiagen
SuperScript Preamplification System GibcoBRL

4.1.3. Puffer und Lésungen

7%-PAA 150ml: 72g Harnstoff; 26,1ml 40% (19:1) Alemnid-Bisacrylamid; 15ml 10xTBE

Acrylamid (48/1,5): 48%(w/v) Acrylamid; 1,5%(w/v)igacrylamid

Antibinder: 5% v/v Dimethyldichlorosilan (Sigma) @hloroform

Binder: 5ml Et-OH abs.; 15ul Eisessig; 2Bd\ethacryloxypropyl-Trimethoxysilan

BPB-A-Marker: 100mM EDTA,; 0,2% (w/v) BPB; 50% (v/@lycerin

BPB-P-Marker (PAA-Gele): 98% (v/v) Formamid; 10mNDEA pH8; 0,05% (w/v) BPB; 0,05% (w/v) Xylene

Cyanalblau
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C- Fixiererlésung: 10% (v/v) Essigsaure; 40% (Wigthanol

C-GR-L6sung-A: 2% (w/v) ortho-Phosphorsdure (85%®;); 17% (w/v) Ammoniumsulfat (NE,SO,; 34%
(v/v) Methanol

C-R250-Farbstoffreagenz: 0,1% (w/v) Coomassie iBntl Blue R-250; 10% (v/v) Essigsaure; 40% (v/v)
Methanol

DEPC-SDW: 0,1% v/v Diethylpyrocarbonat —Lésung

DNA-Extraktionspuffer: 200mM Tris-HCI pH7,5; 250mMacCl; 25mM EDTA,; 0,5% (w/v) SDS

Elutions-Puffer: 10mM Tris-HCI pH9; 50mM KCI; 0,1%riton X-100

Ethidiumbromid-Lésung: 10mg*rit (Sigma)

Heringssperma-DNA: 50mM,

Ig-Elutions-Puffer: 0,1M Glycin/HCI pH 2,8

Ig-NaR: 0,1M NgHPQy; 0,1M NaHPG, (soll pH 7,4)

Ig-N-L6sung 100x: 2%(w/v) NaN

Ig-PBS 10x: 1,37M NaCl; 14,7mM KIRQy; 78,1mM NaHPO,; 26,8mM KCI

I-IEF-Puffer: 5M Harnstoff, 2M Thioharnstoff; 4%(w Chaps; 20mM DTT; 0,5%(v/v) Ampholyte;
0,002%(w/v) BPB

Lsg 0: 1,25M Tris-HCI; 125mM MgG] pH 8,0

Lsg A: 1ml Lésung 0; 18ul 2-Mercaptoethanol; je BADP/dTTP/dGTP; 100mM, neutralisiert,

Lsg B: 2M HEPES, pH6,6 mit 4M NaOH, filtriert, aldaviert

Lsg C: Hexadesoxyribonucleotide (Pharmacia PL N®62 pd(N} gelést in TE

MEN-L&sung 10x: 200mM MOPS; 50mM NacCl; 10mM EDTA 7

M-Lsg 1: 50mM Glucose; 25mM Tris-HCI pH 8; 10mM EBT

M-Lsg 2: 200mM NaOH; 1% SDS

M-Lsg 3: 3M Natriumacetat pH 4,8

N-12%-PAA 15ml : 3,75ml Acrylamid (48/1,5); 3ml 5@¥v) Glycerol; 1,5ml N-Tris/Glycin-Puffer; 6,75ml
SDW; 10ul TEMED; 50ul 10%(w/v) APS

N-4%-PAA 15ml: 1,25ml Acrylamid (48/1,5); 3ml 50%¢ Glycerol; 1,5ml N-Tris/Glycin-Puffer; 9,25ml
SDW; 10ul TEMED; 50ul 10%(w/v) APS

N-DM-Stammldsung: 10%(w/v) n-dodectD maltosid in N-TS-Puffer

N-Hybridisierungslosung: 7%SDS; 250mM RO, pH 7

NiNTA-Elutionspuffer: 50mM NabPQ,; 300mM NacCl; 220mM Imidazole ; pH8(eingestellt MiaOH)

NiNTA-Lysispuffer: 50mM NaHPQO,; 300mM NacCl; 40mM Imidazole ; pH8(eingestellt ntaOH); 0,1%
(w/v) Lysozyme

NINTA-Washpuffer: 50mM NakPQ;; 300mM NaCl; 60mM Imidazole ; pH8(eingestellt iiaOH)

N-Lower-Running-Puffer 10x: 120mM Tris; 960mM Glyei

N-Sealing-PAA 10ml: 2,5ml Acrylamid (48/1,5); 2m0%(v/v) Glycerol; 1ml N-Tris/Glycin-Puffer; 4,5ml
SDW; 10ul TEMED; 50ul 10%(w/v) APS

N-Stacking-PAA 10ml: 0,73ml Acrylamid (48/1,5); 1mTris/Glycin-Puffer; 2ml 50%(v/v) Glycerol; 6,29m
SDW; 10ul TEMED:; 40ul 10%(w/v) APS;

N-Tris/Glycin-Puffer: 120mM Tris; 480mM Glycine
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N-Upper-Running-Puffer 10x: 120mM Tris; 960mM Glyei 1% LDS

N-Wasch-Puffer I: 0,1%(w/v) SDS; 2x SSPE, pH 7

N-Wasch-Puffer Il (10)x: 2%(w/v) SDS; 10mM pEDTA*H ,0; 50mM NaHPO4*H,0; pH7

OLB-Puffer 5x: 100ul Lsg A + 250ul Lsg B + 150uld-€

PCI: Phenol (TAE-gesattigt)/Chloroform/Isoamylalkbim Verhaltnis 25:24:1 (viviv)

PT- Enzymldsungen: 1,5%(w/v) Cellulase R10 (Duch€®001); 0,5g Macerozym R10 (Sevra, 28302) in K3-
0,4M Medium; pH 5,6-5,7

PT-MaMg-Puffer: 8,2%(w/v) Mannitol; 0,3%(w/v) Mgg€6H,0; 0,1%(w/v) MES; pH5,6 (eingestellt mit
KOH); steril filtriert

PT-PEG4000: 2,4%(w/v) Ca(NR*4H,0; 7,3%(w/v) Mannitol; 40%(w/v) PEG4000; 0,1%(WMES; pH 7,9
(eingestellt mit KOH); 10min autoklaviert

PT-Vitamin-Stock: 11,2%(w/v) Gamberg's Vitamined®ia; G-2519); 0,2%(w/v) Glycin

PT-W5: 0,9%(w/v) NaCl; 3,68%(w/v) CagPH,0; 0,08%(w/v) KCI; 0,18%(w/v) Glucose; pH 5,8 (easgellt
mit HCI)

S-Entwickler: 30g NaOH; 995ml SDW; 5ml 37% Formdiyge

S-Farber: 0,02% AgNg{in S-Fixierer

S-Fixierer: 315ml 96% Et-OH; 15ml Eisessig; 670rDIV8

SSC 20x: 3M NaCl; 300mM Tri-Natriumcitrat, pH 7

SSPE 20x: 3,6M NacCl; 200mM Natriumphosphatpufferfgit 20mM EDTA

Sterilisationslésung: 10ml 12-14% v/v NaOCI; 40ri\8; 0,5ml 20% w/v SDS

TAE-Puffer 50x: (50x Tris-Acetat-EDTA-Puffer): 2MriB, pH 8; 1M Na-Acetat: 50mM EDTA

TBE 10x: 1M Tris-HCI; 1M Borsaure; 20mM EDTA, pH3,

TBS 10x: 100mM Tris pH8 ; 1,5M NaCl

TI-T1-Puffer: 0,5% (w/v) Magermilch; 400mM SorbitdlOOmM Tricin/KOH pH 7,8; Tl-Proteaseinhibitoren

TI-F2-Puffer: 25mM HEPES/KOH pH 7,5; 10mM EDTA

TI-Proteaseinhibitoren: 200mM PMSF; 100mM Benzamédi500mM Aminocarpoic Saure

TI-TS-Puffer: 50% (v/v) Glycin; 10mM HEPES/KOH pH5] 1mM EDTA

TTBS : 1xTBS ; 0,1% (v/v) Tween 20

W-10%-PAA 25ml: 5,21ml Acrylamid (48/1,5); 6,21mM3Tris-HCI pH 8,45; 1,25g Sucrose; 10,63ml SDW;
25ul TEMED:; 50l 10%(w/v) APS

W-13%-PAA 50ml: 13,54ml Acrylamid (48/1,5); 12,4218M Tris-HCI pH 8,45; 5,63g Sucrose; auf 50ml
SDW; 50ul TEMED; 100ul 10%(w/v) APS

W-16%-PAA 25ml: 8,33ml Acrylamid (48/1,5); 6,21mM3Tris-HCI pH 8,45; 4,38g Sucrose; 5,63ml SDW,
15pul TEMED; 20ul 10%(w/v) APS

W-Blocking-Puffer: 5% (w/v) Magermilch in 1XTTBS ed3% BSA in 1XTTBS

W-Loading-Puffer: 12M Harnstoff; 500mM Tris-HCI p6i8; 10% (v/v) Glycerol; 10% (w/v) SDS; 5%(v/§)
ME; 0,05% (w/v) BPB

W-Lower-Running-Puffer 5x: 1 M Tris-HCI pH 8,9

W-Sealing-PAA 10ml: 3,3ml Acrylamid (48/1,5); 2,58M Tris-HCI pH 8,45; 4,2ml SDW; 10ul TEMED; 70pl
10%(w/v) APS
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W-Stacking-PAA 10ml: 0,83ml Acrylamid (48/1,5); 2pb3M Tris-HCI pH 8,45; 6,69ml SDW; 10ul TEMED;
70ul 10%(w/iv) APS

W-Stripping-Puffer: 2100mM-ME; 2% (w/v) SDS; 62,5mM Tris-HCI pH 6,7

W-Transfer-Puffer: 180mM Glycin; 25mMTris; 20% MeH

W-Upper-Running-Puffer 5x: 500mM Tris-HCI; 500mMidin; 0,5% (w/v) SDS; 5mM EDTA pH 8

Z6-Puffer: 6M Guanidiniumchlorid; 20mM MES; 20mM HB,; frisch mit 50mM R-Mercaptoethanol

4.1.4. Medien

4.1.4.1. Medien fur die Anzucht von E. coli

SOC-Medium:

2% (w/v) Bacto-Trypton; 0,5% (w/v) Hefeextrakt; M NacCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgGt 10 mM MgSQ;
20 mM Glucose; pH 7,0

Luria-Bertani (LB) Medium:

1% (w/v) Trypton; 0,5 % (w/v) Hefeextrakt; 1,0 % Glgw/v), pH 7,2
Falls nétig wurden dem LB-Medium folgende Zuséatagegeben:

- 1,5% (w/v) Agar fur LB-Agarplatten

- 0,005% (w/v) X-Gal und 0,4 mM IPTG flr Blau/WeifSelektion

4.1.4.1. Medien fur die Anzucht von Agrobacterium tumefaciens

YEB-Medium :

0,1 % Hefeextrakt; 0,5 % Fleischextrakt; 0,5 % Toyp 0,5 % Saccharose; 2 mM Mg$@H 7,2
fur YEB-Agarplatten wurde dem YEB-Medium 1,5% (wAgar zugegeben

4.1.4.2. Medien fur die Pflanzenaufzucht in Sterilkulturen:

MS1/Saccharose-Medium:
4,3g MS-Salz mit Vitaminen (Murashige and Skooogabaalt Mixtur, Sigma), pH 5,7-5,8; 0,8% (w/v) ag
auf 1L mit SDW. Falls nétig wurden dem MS-Mediunigiende Zusatze zugegeben:

1% (w/v) Saccharose; Selektionsmarker und Fungizide

ACU'MS-Medien:

Fur die Zubereitung des Mediums wurde HPLC-Wassen&ndet.
Makroelemente (je 200x Stammldésungen, autoklaviert)
250 mM KNGQ;, 300 mM Ca(NG@),, 150 mM MgSQ, 100 mM KHPO,

Mikroelemente (je 1000x Stammldsungen, autoklauiert
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50 mM H;BOs; 2 mM ZnS04; 75 uM (NgJsM070,4 50 mM KCI; 72 mM Fe-EDTA; 10 mM MnS0100 mM
Na,0;Si; 0,5 g*I* MES.

Vitamine: 0,1 g Myo-Inositol, 0,5 g Nikotinsaureb@ Pyridoxin-HCI, 0,1 g Thiamin-HCI

pH mit Phosphorsaure auf 5,3-5,4 eingestellt

0,8% (w/v) Agar

Das Mikroelement Cii wurde in folgenden Konzentrationen angewendet:

{0; 0,01, 0,025; 0,050,1; 1; 10; 50; 100; 200} pM CuSODas Medium ohne Kupfer wurde durch Zugabe von

Cuprizon (Cd'spezifischer Chelator; Sigma) hergestellt.

4.1.4.3. Medien fur die Protoplastentransformati&g;0,4M Medium

0,1%(w/v) Macro-salt Mixture Gamborg's B5 Media v@uchefa (M0304); 0,046%(w/v) Caf2H.0;
0,1%(w/v) Micro-salt Mixtur M&S Media von Duchef&10301); 0,001%(v/v) PT-Vitamin-Stock; 0,025%(w/v)
Xylose; 13,7%(w/v) Saccharose; pH5,8 (eingestellt KOH); 550-5900s eingestellt mit Saccharose; rilste

filtriert.

4.1.4.4. Antibiotika und Fungizide

Antibiotika und Fungizide wurden bei Bedarf in folgenden Konzentrationam rhg*|™

Kulturmedium ] eingesetzt :

Tabelle 4-1: Antibiotika und Fungizide.

Stoff Stockkonzentration Einsatz in Medium
Ampicillin 100mg*ml* in SDW 100 mg*T (E. coli)
Kanamycin 50mg*mt in SDW 25 mg** (E. coli; A. tumefacien)

75mg*T* (A. thaliang
Chloramphenicol 100mg*ritlin SDW 50 mg*"* (E. col))
Rifampicin 100mg*mif in DMSO 50 mg*!* (A. tumefaciens
Claforan (Cefotaxim) 100mg*ritlin SDW 500 mg*t" (A. thaliang
Nystantin 10mg*mil in DMSO 6-15 mg*t" (A. thaliang

4.1.1.5 Phytohormone fur N. tabacum

Tabelle 4-2: Phytohormone.

Stoff Stockkonzentration in Medium
1-Naphthylessigsaure (NAA) 1mg*thin Ethanol 1 mg*t
6-Furfurzlaminopurin (Kin) 0,1mg*rilin Ethanol 0,2 mg*
6-benzylaminopurin (BAP) 1mg*nilin Ethanol 0,5 mg*
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4.1.5. Oligonukleotide in 5”-Orientierung und ihre Verwendung

fur Klonierung desAtc,-Proteins mit dem pTOPGSystem
Cy-Topo2s-1/211: (CACCATGCAGACTTTGGATATACAGAGAGGA)
Cy-Topoas-322/525: (GTCCGTAGATACAGTTGGCCAGCCTTGGT)
PetEL undPetE2 spezifische Primer fir den Nachweis der Deletigpetel. 1, fir semiquantitative RT-PCR an
beidenPetE-Genen und fur die HerstellumgetEspezifischer Sonden.
dMWs-30/30:(MATCCCWTCTTTCACCGGCCT; dR4as-300/28ACRATCTTCTCTCCTTTAGC)
PetE2 spezifische Primer fur den Nachweis des Baseasdtas und Deletion in dpete2.1 Mutanten-Linie:
Pc2-139sL:(GAGTTTGCTTTTAGAGCCATCCATTGT); Pc2-758B8GATGATTTGATGGTTGAGGCTTTA
PetB Footprint - Analysen:
Pc2-139s:(GAGTTTGCTTTTAGAGCCATCC); Pc2-94as-42asfBGATGGGATTGCAACGGT)
fur Gateway-Klonierung dePetE2 kodierenden Nukleotidsequenz:
Pc2s-cdattBl:(GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTATGGCCTCAGTAACCTCASCCACCGTTG)
Pc2as-cauttB2:(GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTTAGTTAACGGTGACTTACCG)
fir Gateway-Klonierung dePetEL kodierenden Nukleotidsequenz:
Pcls-cdattBl:(GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTATGGCCGCAATTACATCAGCTACCGTCA)
Pclas-cd-attB2: (GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCATGACGGTGAGTTTCCCA)
fir Gateway-Klonierung dePetE2 Nukleotidsequenz mit nativen Promoter und 3 -teiguischen Region:
g-997attB1-pc2s:(GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTACGGTACGGACTGACCAGATATCTG)
g+396attB2pc2as:(GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGAGCATTGAGATAATTTGGTCAATC)
fiir Gatewa$-Klonierung derAtc, kodierenden Nukleotidsequenz:
CytC6s-cd-attB1:(GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATAGACTTGTTCTCTCTGGTGC)
CytC6as-cthttB2:(GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTAGTCCGTAGATACAGTGGCCAG)
fur die Herstellung chimard?etE2-Chl Cyt ¢ Konstrukte
Pc2s-cd-attB1BGCGACAAGT TTGTACAAAAAAGCAGCCT TATGECCTCAGT AACCT CAGCCACCGTTG)
Pc2-Chc6as-204/22&T GGECGCCGAGAGCGAGGT CAGCT GCCATGGECGT TTCCGGECCAAAGC)
ChIC6s-175:GCTGACCTCGCTCTCGECGCCCA)
Chlc6as-attB2-47 7TGGEGACCACT TTGTACAAGAAAGCT GGGTCCTAGTACT TCCAGGCGGCA)
fur Analysen chiméarePetE2-Chl Cyt ¢ Konstrukte
PetE2s-7.TCAGTAACCTCAGCCACCGTITG)
zur Herstellung eine€hl Cyt ¢; spezifischen Northern-Sonde
Chls-4:CTTCAGT TGGCGAACCGTAGCGTG)
zur Herstellung eine€hlCyt cs spezifischen Northern-Sonde und fiir Analysen chemi@etE2-Chl Cyt s
Konstrukte
Chlas-414/444GAACACGT ACTCCGCCACAGCCTGG)
fur Analysen aratc,1 undatc,2-Mutanten
C6seqls-44GACTTGT TCTCTCTGGTGCCT); 2Cyt6as: ACCTTTCGAGGTCTTTTGTGAAAAGC)
Lbb1-160:CGTGGACCGCT TGCTGCAACT)
fur Analysen der pJan33-Konstrukte
pJan19s(-248sAATAAGCTTCTCCTCCTCTGCT); pJan2086asAGAGACTGGTGATTTTTGCGGA)
fur Kontrolle der gRT-PCR Reaktionefictinl (At2g37620)
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acts: (t gcgacaat ggaact ggaat g); actas: §gat agcat gt ggaagt gcat acc)
fur Klonierung dedtc,-Gens in den RFP-Vektor (pGJ1425) tber @ilicel-Schnittstelle
Atcx-RFP-Ncol-s:ATTCCATGGATGAGACTTGTTCTCTCTGGT)
Atcx-RFP-Ncol-asTTATCCATGGT GT CCGTAGATACAGT TGGCCAGCCT)
fur weitere Northern-Sonden
Elip2s: TGACTACACGCAACATCAGAAACAC,; Elip2as:CATCGCAAACCGACCGT TCCATAGCT
PsaGsATCTCATTCCATGGCCTTCGICCCCT; PsaGasAAGAAGCT TGGGTCGTATCCATTGCT
PsaKs AGCACTATGATGACTACATTGCCTCA; PsaKasACTCCTACACCGATGATATGACCAA

4.1.6. Plasmide

pGEM-T fur Klonierungen von PCR -Produkten
Charakteristika: f1 oriColE1 ori,lacZ, MCS, Amg , T7- und SP6-Promoter (Promega,
Mannheim, Germany)

pDONOR201 fur Klonierung von PCR - Produkten iiber sequerzifipehe DNA-Rekombinationen,
zur Herstellung von pEntry - Plasmiden.
Charakteristika: T2 und T1 TerminatoretP1,ccdB-Gen Cnff , attP2, Kar¥, pUC ori
(Gateway-Systefh, Invitrogen, Carlsbad, USA)

pP001-VS binare Plasmid zur Herstellung von nativen Expeoesplasmiden
Charakteristika: ORI, MCS, RB, pVS1, LB; AMPAT; pAA

pP001VS-GW bindres Gateway destination Vectorzur Herstellung von nativen Expressions-
Plasmiden Uber sequenzspezifische DNA-Rekombination
Charakteristika: ori, MCSattR1, RB, pVS1attR2, LB; Amg®, PAT; pAA, Gatewa§
Kassette (FrameA) micdB-Gen, Cnft

pJAN33 binaresGateway destination Vectozur Herstellung von Expressionsplasmiden uber
sequenzspezifische DNA-Rekombinationen.
Charakteristika: 2x35SCaMVattR1, WRYKY33-Intron, Crfi, ccdB Gen, attR2,
35STerminator, RB, OriV, bla, ColE1ori, LB, OcsTanosP

pGJ1425 fur C-terminale dsRED Fusionen miitc, und transiente Transformationen von Tabak
Protoplasten.
Charakteristika: 2x35SCaMV, MCS, gjRFP, 35SpA, AmJach, Get al. 2001)

pETlOl/D-TOP@ fur C-terminale (-His) Fusion mitAtc, und fiir Proteinexpression Bcoli
Charakteristika: T7 Promoter, lac operator (lacB)posome Binding Site (RBS),
TOPO® cloning site (directional), V5 epitope, Pastidine (-Hisy region, T7
transcription termination, Anip pBR322 origin, ROPJacl (Invitrogen, Carlsbad,
USA)
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4.2. Organismen

4.2.1.Escherichiacoli

Stamm DH&o. fur Klonierungsarbeiten
Genotyp: F-p80dacZAM15 A(lacZYA-argF) U169dedR recAl endAl hsdR17 (rk-
,mk+) phoA supE44)-thi gyrA96 relAl (Hanahan, 1983)

Stamm JM109 fur Klonierungsarbeiten

Genotyp : recAl end Al thi gyrA96 hsdR17 supE44IAl A(lac-proAB) [F’ traD36
proAB lacgAM15] (Yanish-Perroret al. 1985)

Stamm TOP10 fir Klonierungsarbeiten und Proteiniiberexpression
E.coli Stamm ohne T7-RNA-Polymerase-Gen, gegen potetdigdcher Wirkung der
Protein-Uberexpression auf die Wirtszelle. Genotfp: mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL
(StrR)endAl nupG (Invitrogen,Carlsbad, USA)

Stamm BL21 Star (DE3)

fur Proteinuberexpression Ecoli

Das T7-RNA-Polymerase-Gen liegt unter lacUV5-Koléraind durch Zugabe von
IPTG kann es induziert werden. Genotyp:ofpT hsdB (rB-mB-) gal dcm rnel131
(DE3); (Invitrogen,Carlsbad, USA).

Stamm DB3.1" zur Transformation mit den Gatewagompatiblen Ausgangsvektoren.
Die gyrA462 Mutation macht diesen Stamm resistent gegenRtadukt descdB

Gens.
Genotyp: [F- gyrA462 endAA(srl-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-) supE44 aral4
galk2 lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xylAleu mtl1] (Invitrogen,Carlsbad, USA).

4.2.2.Agrobacterium tumefaciens

Stamm GV3101 (C58C1)

fur Transformation vorrabidopsis thaliana
Rif?; (Loake GJet al., 1988) und mit dem Ti-Plasmid pMP90RK &ndarl® (Koncz
et al. 1990) als Helferplasmid.

4.2.3. Pflanzen
Fir alle Arbeiten wurde dekrabidopsis thalian@kotyp Columbia (Col-0) verwendet.

Die Arabidopsis thaliana.inien, die eineEnl-Transposon Insertion aufwiesen, wurden von
Claudio Varotto und Fabio Schiavon (MPIZ-Kd&In); mittels reversemdgBk identifiziert und
zur Verfugung gestellt. Die Arabidopsis thaliana Linien, die &#i#NA Insertion aufwiesen,
wurden vom SIGnAL Salk Institute Genomic Analysis Laboratory @piviesa Research
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Institut, San Diego, USA) bezogen. Zur funktionellen KomplementationAdehaliana -

Mutanten entstanden im Laufe dieser Arbeit weitere Linien.

Tabelle 5-3: Verwendet&. thalianaLinien.

Genetischer
Linie Transgen Hintergrund Anwendung

petel Enl-Transposon Wt (Columbia 0) Knock-out
pete Enl-Transposon Wt (Columbia 0) Knock-out
petel-1.1 Footprint; Frameshift Wt (Columbia 0) Knock-out
pete-1.1 Footprint; Frameshift Wt (Columbia 0) Knock-out
pete-1.2 Footprint; Frameshift Wt (Columbia 0) Knock-out
pete-1.3 Footprints Wt (Columbia 0) Knock-out
atc-1 T-DNA,; Salk_011266 Wt (Columbia 0) Knock-out
atc,-2 T-DNA,; Salk_060643 Wt (Columbia 0) Knock-out
petel-1.1pete-1.1 Footprints Wt (Columbia 0) Knock-out
funktionelle

nativePetE2 pP0O01VS-GW:PetE2] gDNA petel-1.1pete2-1.1 Komplementation
funktionelle

35CaMV.:PetEL* pJAN33::[PetEL] cDNA petel-1.1pete2-1.1 Komplementation
funktionelle

35CaMV::PetE2* pJAN33::[PetE2] cDNA petel-1.1pete2-1.1 Komplementation
funktionelle

35CaMVi:Atc,* pJAN33::[Atc,] cDNA Wt (Columbia 0) Komplementation
funktionelle

35CaMV.:PetE2-ChCytcg pJAN33::[PetE2-ChCyt cg] cDNA petel-1.1pete2-1.1 Komplementation

4.3. Arbeiten mit Pflanzen

4.3.1. Kultivierung von Arabidopsis thaliana Linien

4.3.1.1. Gewachshausbedingungen

Samen wurden vor dem Auslegen flr 2-3 Tage bei 4°C stratifibiertultivierung erfolgte
im Gewachshaus unter Kurztagbedingungen (8 h Licht mit mind. 100pmalrfeness'*m 2
und 21°C) oder Langtagbedingungen (16 h Licht mit mind. 100pumol Photdteri*sund
21°C). Zur Vermeidung von Kreuzbestdubung wurden die Pflanzen vor dem B#ginn
generativen Periode mit Aracontrichtern versehen. Zur Abreifwagien die Pflanzen 14
Tage nach Bildung der Schotten nicht gewéssert. Die Saatgutlageriodgte bei 4°C.
Mittels pPO01VS-GW - Vektor transformierte Linien wurden jeweibch einer und zwei
Wochen mit 0,1% v/v BASTA selektiert.

4.3.1.2. Sterilkulturen

Im Gewachshaus nicht lebensfahige Mutanten wurden in Sterilkulturen aufgezogen.
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Zur Sterilisation wurden die Samen in 70% v/v Ethanol fur 1min und damaétscher
NaOCI -Lésung fur 10min gewaschen. AnschlieRend wurden sie 3x mit &ijaspult und
dann auf MS/Saccharose-Medium ausgelegt und unter Langtagbedingungeiner
Kulturkammer aufgezogen.

Mittels pJAN33-Vektor transformierte Pflanzen wurden auf MS-Medinhne Zucker mit
100mg*I* Kanamycin selektiert, nach 3-4 Wochen ins Gewéchshaus auf digramdeeriert

und unter Langtagbedingungen propagiert.

4.3.2. Transformation vonArabidopsisthaliana Pflanzen

Die Transformationen vorrabidopsis thalianaPflanzen erfolgte nach Clough and Bent
(1998) mit derfloral dip-Methode. Die Aufzucht der fir die Transformation vorbestimmten
Pflanzen erfolgte unter Kurztagbedingungen. Die Blutenbildung wumigrch
Langtagbedingungen induziert. Die Transformation der Bliite (DipgergBliten) erfolgte
durch Eintauchen der Blite in eiAe tumefacienSuspension mit 5 % (w/v) Saccharose und
0,0005% Silwet L-77.

4.3.3. Charakterisierung der Mutanten

4.3.3.1. Chlorophyllextraktionen und Pigmentanalysen

Fir die Pigmentbestimmungen wurde 0,1g Blattmaterial aus jundenzé@f in flissigen
Stickstoff eingefroren. Das Blattmaterial wurde gemorseartlml 80%-igen v/iv. Ng&COs—
gesattigten Aceton aufgenommen und 20min bei 4°C inkubiert. Ein AliquoAiiestzes
wurde 15min bei 4°C mit 160009 zentrifugiert um den Grol3teil der Proteine zu petietier
Der Uberstand wurde tiber 0,2 um Membranfilter gefiltert undhdie€end mittelseversed-
phaseHPLC (nach Féarbest al. 1997) analysiert. Das Prinzip besteht darin, die verschiedenen
Pigmente Uber eine RP-Saulke\ersed pasg nach ihrer Hydrophobitat aufzutrennen und
gleichzeitig ein Elutionsprofil per Absorption aufzunehmen. Nach entspneer Eichung
der Apparatur kann fur jedes Pigment aus der aufgenommenen Kuole Idtegration der
Peakseine Konzentration in der Probe abgeleitet werden.

Fur eine schnelle Chlorophyll (a+b) Bestimmung wurde die Methadh Porrat al. (1989)
verwendet. Hierfiir wurde der UberstafdlO verdinnt und die Absorptionen bei 663,6nm
und 646,6nm im Spektralfotometer gemessen. Um Aussagen Uber die MéSstre#fien zu

konnen wurde ein Vollspektrum im Bereich von 300nm bis 800nm aufgenommen. Die
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Chlorophyllkonzentration und das Verhéaltnis von Chl a zu Chl b wurde géohgéhder
Gleichung bestimmt: Chl a (ug*i)l =(12,25x A°3°"™_ 2 55x A4%-6". Chl b (Lg*mit)=(
20,31x A 4 91x L83 Chl a+b (ug*mt)=( 17,76x K"+ 7 43x A3,

4.3.3.2. Bestimmung von Blattoberflachen

Die Bestimmung der Blattoberflachen der Pflanzen erfolgte camgestiitzt entsprechend
nach einer von Leisteet al. (1999) beschriebenen Methode. Hierbei wurde ein Bild der
Pflanzen mit einer Videokamera in Aufsicht aufgenommen und das dgdalisiert.
Anschlielend wurde das Programm VisiStore99A zur Bestimmung dattfl&ihen

verwendet.

4.3.3.3. Chlorophyll-Fluoreszenzmessungen

Die Chlorophyll-Fluoreszenzmessungen erfolgtervivo an einzelnen Blattern von 20-25
Tage alterA. thalianaPflanzen.

Die Ruls Amplituden_Modulierte (PAM)-Messungen der Chlorophyll a Fluoreszenz wurden
mittels PAM-Fluorometer 101/103 (Walz), nach Schreibeal. (1986) durchgefiihrt. Die
Durchfuhrung der Messungen entspricht weitgehend der Beschreibung vormo\é&ral.
(2000). FiOr die Bestimmung der maximalen Fluoreszeny (fhd des Verhéltnis (F
Fo)*(Fm) = R*(Fm)™* wurde ein weiRes Lichtimpuls von 800ms mit 3000pE verwendet. Eine
15 mindtige aktinische Beleuchtung mit 60uE wurde verwendet um dendalektransport
zwischen beiden Photosystemen zu ermdglichen, bevor folgende Parayeatessen
wurden: die effektive Quantenausbeute von P®I|}H{ die photochemische Léschung {qP=
(Fm’-F)*(Fm'-Fo' )™} wie auch die nicht-photochemische Léschung {gN= 1 {F’)*(Fm-
Fo)'}. Die Migrations-Messungen der mobilen LHCII-Proteine zwischen devei
Photosystemeistate Transitiorwurden nach 30 minutiger Adaptation der Pflanzen in der
Dunkelheit gemessen. Dig,MBestimmung erfolgte mit einem sattigenden Weildlicht-Blitz
von 800ms und 3000pE. Anschlieend wurden die Pflanzen fir 20 min einer Blaulicht
lllumination (80pE; Schott KL-1500; Filter: BW39; Walz) ausgeseinti die maximale
Fluoreszenz irbtate-2 F,,2 gemessen. Dé3tate-1wurde mit 20 minutiger lllumination mit
einer Infrarot Lichtquelle (102-Fr; Walz) induziert und die maaden Fluoreszenz
gemessen. qT wurde nach Jenseal. (2000) bestimmt: gT=(FL-Fn2)*(Fm2)™.
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4.4. Molekularbiologische Arbeitstechniken

4.4.1. Isolation von Nukleinsauren

4.4.1.1. Praparation pflanzlicher DNA
Fir PCR-Reaktionen erfolgte die DNA-Praparation modifizierhnadwardset al. (1991).

Zwei junge Blatter wurden geerntet, in 2ml Eppendorfgefald mit Metallkugeln (0,3cm
Durchmesser) Uberfthrt, im fl. Stickstoff eingefroren und anschlieBenmbgenisiert. Dann
wurden 400ul DNA-Extraktionspuffer eingesetzt. Das Extrakt wurde irlOrpei
Raumtemperatur inkubiert und danach bei 16000g zentrifugiert. Der thiberasurde mit
300ul PCI versetzt, im Eppendorfgefal3 2min invertiert, und anschlieRemduzgertt (5min,

Raumtemperatur, 16000g). Die DNA wurde dann aus der wassrigen Phase ptazipitie

4.4.1.2. Fallung von Nukleinséuren

Zur Fallung geloster Nukleinsduren wurde 0,7x Vol. Isopropanol zugegebem\ndatz
gemischt und die Proben bei -20°C fur 30min inkubiert. Die Nukleinsduren wdrdeh
Zentrifugation (30min, 4°C, 16000g) pelletiert. Das Pellet wurdesitl 70%-igen Ethanol
gewaschen, sedimentiert (10min, 4°C, 16000g), fur 15min bei 37°C getrocknet und
anschlieRend in 50pl SDW mit 10ug*mRNaseA aufgenommen. Die Qualitat der isolierten
DNA wurde mittels 1%-iger Agarose-Gel-Elektrophorese lberpRésuspendierte DNA
wurde bei -20°C aufbewabhrt.

Zur Fallung von Nukleinsauren aus salzfreien Losungen wurde die Nukleeaké@sung mit
0,1xVol. 3 M Na-Acetatlosung (pH 6,5) und mit 2,5x Vol. Ethanol versetztyrmas
geschuttelt und 10min bei -20°C inkubiert. Nach einer Zentrifugation (13®090g) wurde
das Pellet zwei Mal mit 50ul 70% Ethanol gewaschen, in einékulwa-Zentrifuge
getrocknet und in 30ul SDW resuspendiert.

Alternativ wurde die Fallung 30min bei —20°C mit 0,8xVol. Isopropanol und 1/aDx3M
Na-Acetat pH5,2 durchgefuhrt.

4.4.1.3. Praparation voA. thalianaRNA

Praparation: 0,05-0,1g Blatt-Material wurde in fh &ingefroren, homogenisiert, mit 1ml Z6-
Puffer versetzt und dann zentrifugiert (10min, 4°C, 16000g). Der Uberstardk vnit
1xVol. PCI versetzt, mehrmals invertiert, und wieder zentrifagimin, 4°C, 16000g). Die
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wassrige Phase wurde vorsichtig abgenommen und die Nukleinsdurér7xvbl. Ethanol
und 0,05xVol. Essigsaure Uber Nacht bei -20°C prazipitiert. Nach eiredteran
Zentrifugation (40min, 4°C, 16000g) wurde das Pellet mit 1ml 3M NaahqdH4,9 und dann
mit 70%Et-OH gewaschen. Nach den Trocknen in einer Vakuum-Zentifugte das Pellet
in 50l 0,1%-igem DEPC-Wasser resuspendiert.

Die Kontrolle der RNA-Praparationen erfolgte mittels 1,5%-idenaturierender Agarose-
Gel-Elektrophorese.

Alternativ wurde die RNA-Préparation mit deRNeasy Mini Kit(Qiagen) gemafd Protokoll
durchgeflnhrt.

4.4.1.4. Praparation von Plasmid DNA
Die Plasmidpraparation nach Birnboim & Doly (1997) basiert auf denzip der alkalischen

Lyse. Fur die Plasmid-Minipraparation wurden 1,5ml ethecoli Uber Nacht - Kultur fir 30s
(Raumtemperatur, 16000g) zentrifugiert, der Uberstand griindlich abgenommen falletas

in 150pul M-Lsg 1 resuspendiert und 5min bei Raumtemperatur inkubiert. XNegebe von
300ul M-Lsg 2 wurde das Eppendorfgefald 6x invertiert und das hyis&25ul M-Lsg 3
neutralisiert. Der Ansatz wurde zentrifugiert (10min, 4°C, 16000g)Utherstand mit 500ul
PCI ausgeschiittelt und wieder 10min bei 16000g und 4°C zentrifugiert. Die DNA wumde da
aus der wassrigen Phase préazipitiert. Das Pellet wurdepinSIDW mit 10pg/mIRNaseA
resuspendiert und fur 15min bei 37° inkubiert.

Fur grol3e Plasmidmengen wurde die Plasmidpraparation miQiedlidiprap Kit (Qiagen)
gemal Protokoll durchgefihrt.

4.4.1.5. Aufreinigung von Nukleinséuren fir Sequenzanalysen

Mittels PCR amplifizierte PCR-Fragmente wurden mit déhgh Pure PCR Product
Purification Kit aufgereinigt. Die DNA-Molekile ab 100bp-Gréf3e werden hierbei a@ ein
Silica-Oberflache in Minisaulen spezifisch gebunden und mit 501 SDW eluiert.

4.4.1.6. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

DNA und RNA-Konzentration wurden spektralfotometrisch Gber die Absorgiei 260nm
guantifiziert. Hierbei wurden folgende Konzentrationsverhaltnisse angenommen:
1A260 =50pg/ml dsDNA; 1As~401g/ml ssDNA und 147~33ug/ml RNA
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Fur die qualitative Beurteilung der Praparation wurde weitedsis Verhaltnis<\?®Y g0
bestimmt. Das Absorptionsverhaltnis 2(A™A%2*™ solite um 1,8 liegen. Bei Quotient
unterhalb von 1,65 wurde ein zuséatzlicher PCl - Waschschritt mahbeender Fallung
durchgefuhrt. Zusatzlich wurden Nukleinsduren n&herungsweise aufoskgarund
Polyacrylamid-Gelen quantifiziert. Als Konzentrationsmarker wurd@ambda-DNA

aufgetragen.

4.4.2. Modifikation von Nukleinsauren

4.4.2.1. Restriktionshydrolysen

Fur Restriktionen von Plasmid-DNA wurden Typ Il - Restriktionsendoagele in einer
Konzentration von 2U/ug DNA eingesetzt. Die Reaktionsdauer betrug HekH37°C.
AnschlieRend wurde die Hydrolyse durch eine Hitzeinaktivierung deynis (5min bei
65°C) beendet.

4.4.2.2. Ligationen

FiUr Ligationen wurde T4-DNA-Ligase verwendet, welche die Bilduog Phosphodiester-
Bindungen zwischen benachbarten 3 -Hydroxy- und 5 -Phosphat-EnderDik d$Stréange

katalysiert. Bei der Klonierung von PCR-Amplifikaten in den pGEM-@kdr wurde das
Easy Vector System | von Promega verwendet. Die Ligationen wuedesprechend dem
Protokoll durchgefihrt.

4.4.2.3. Radioaktive Markierung von Nukleinsauren

Die cDNA - Sondenmarkierung fur Northern - Analysen erfolgte nachbérget al. (1983):
100ng des PCR-Produkts wurden auf 12ul eingeengt, bei 95°C fur 10min denhahdiauf
Eis inkubiert. Danach folgte die Zugabe von 4ul OLB-Puffer,*3p~dCTP (3000Ci/mmol)
und 1U Klenow-DNA-Polymeraséie Probe wurde flr 4h bei Raumtemperatur inkubiert.

Die Aufreinigung der Sonde erfolgte mittels einer 2ml-Sephadex Gr-50.Saule

FUr quantitative RT-PCR Reaktionen wurden jeweils 250 pmoladésensePrimers mit
20uCi33Py -dATP markiert. Die Reaktionen verliefen unter Verwendung von 1K (PH)-
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Polynukleotidkinase fur 1h bei 37°C. AnschlieRend wurde die Probe fir 5min bei 80°C

denaturiert und auf Eis gelagert.

4.4.3. Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren

Zur analytischen und praparativen Auftrennung von Nukleins&uren wurdems&gaund

Polyacrylamidgele verwendet (Rickwoetal. 1990).

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten mit einer Lange von 200bp-14kigtgesfmit 0,8-

2,5%-igen (w/v) Agarosegelen in 1XTAE-Puffer mit 2pg*ntithidiumbromid-Lésung. Die
Proben wurden vor der Auftrennung mit 10x BPB-A-Marker versetzt. Edktrophorese
erfolgt fur 1-5h bei konstanter Spannung (70V). Zur Detektion der aefggéen Fragmente
wurde ein UV-Transluminator (280-320nm) verwendet.

Die Auftrennung von RNA-Molekulen erfolgte mittels denaturierend&garose
Gelelektrophorese. Der Agaroseansatz bestand aus: 1,5% (w/vpsAgat6% (v/v)
Formaldehyd, 1XMEN in 0,1%-igem DEPC-Wasser. Zur Probenvorbereitungem80-
50ug RNA in 40ul 0,1%-igem DEPC-Wasser gelost, dann mit 40ul Fadnal2ul
Formaldehyd und 8ul 10xMEN-Puffer versetzt und fur 30min bei 64°C inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben mit 5,5ul 10xBPB-Ladungspuffer sowie 0,5)gFrh0m
Ethidiumbromid-L6ésung versetzt. Die Elektrophorese erfolgt fur 1-3h Kmistanter
Spannung zwischen (70V) in 1IXMEN-LAsung. Die RNA-Detektion ertolgte bei nativen
DNA-Agarosegelen.

Denaturierende Polyacrylamid — Gele.

Fur kurze DNA-Fragmente (50-400bp) wurde eine 7%-ige PolyacrylaPhid)-
Elektrophorese durchgefihrt. Die verwendeten Glasplatten wurden gewgilBinder und
Antibinder vorbehandelt. Zu 150ml PAA - Gellésung wurden 700ul 10% w/v ARges
100ul-TEMED zugegeben. 5ul der Proben wurden 1:1 mit denaturierenderP-BRiBker
versetzt, 5min bei 95°C denaturiert und danach auf Eis gestellh ANaitrag der Proben
erfolgte der Gellauf fir 5-6h in 0,5xTBE-Puffer bei konstanten 58W.

Die Detektion aufgetrennter Fragmente erfolgte mittels Sdbeung. FUr die Farbung
wurden das Gel in folgenden Ldsungen inkubiert: S-Fixierer (3min) ri&F&min), SDW
(Imin), Leitungswasser (2min), S-Entwickler (5-20min) und S-Fixiereir(pm
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Die silbergefarbten PCR-Amplifikate wurden aus dem PAA-Gealalsgeschnitten, in
Elutions-Puffer aufgekocht (fur 10min bei 96°C) und 0,5-1ul der Prdire eine

Reamplifikation verwendet.

4.4.4. Northern-Analysen

Fiar den Transfer von Nukleinsduren vom Agarose-Gel auf die Nylonmen(Blaiten)
wurde ein Kapillarblot mit 20xSSC durchgefuhrt. Nach 16-stindigen Teamgirden die
Nukleinsauren auf der Nylonmembran im UV-Crosslinker fixiert. ARDNA
Hybridisierungen wurden nach Sambroek al. (1989) unter stringenten Bedingungen
durchgeflhrt.

Die Prahybridisierung der Membran erfolgte fur 9-24h in 25ml Nidlysierungsiosung mit
100u! denaturierter Heringssperma-DNA bei 65°C.

Die jeweils genspezifischen Sonden wurden aus cDNA amplifiziert mitd®*P,-dCTP
radioaktiv markiert. Fur die Hybridisierung wurden 100ng radioaktiv markieBBIA-Sonde
und 40ul denaturierte Heringssperma-DNA zugegeben. Es folgtensumieation tGber Nacht
bei 65°C.Die Membranwurde anschlie3end 3x15min bei 65°C in N-Wasch-Puffer und fir 10
min bei Raumtemperatur in 500m| N-RT-Puffer unter Schitteln inkulidetDetektion der
Signale erfolgte mittels Exposition auf einem Rontgenfilm (Kkddglr die Quantifizierung
der Signale wurde die Software: ImageQuant5.1 (fur NT; MolecDymamics; 1999)

verwendet.

4.4.5. Polymerase-Kettenreaktion

4.45.1. Standard PCR-Reaktionen

Es wurden unterschiedliche Variationen der Polymerase-KetigimegdPCR) nach Saiket

al. (1988) angewendet. Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze walgtvié-50ng
eingesetztes DNA-Template, PCR-Puffer (10mM Tris-HCI, pH8.3; M94gCL,; 50mM
KCI), 0.2mM dNTP Mix, je 0.5uM sense- und antisense- Oligonukleotide, QUOZg-
Polymerase.Die PCR-Reaktionen wurden im PCR-T3-Thermocycler durchgefiihrs. Da
verwendete Standard-Programm war: 1xDenaturierung bei 98°C flr ir2-480x
{Denaturierung bei 94°C flrl5-30s; Annealing bei 55-64°C fur 30-45s; Elongatio®8be
72°C fur 1 bis 3min}, Elongation bei 68-72°C fur 3min.
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4.4.5.2. Footprint Analysen

Verlasst ein Enl-Transposon seinen Integrationsort (Excision) kann es direkte
Sequenzwiederholungefdotprintg zuriicklassen. Befindet sich diese in einem Exon, kann
der offene Leserahmen eines Gens unterbrochen werden. Dies kanrgezommalen
Funktionsverlust des Gens und damit zur Stabilisierung der Mutantenfiihmen (Walbot
1992; Aartset al1995).

Die Detektion solcher Ereignisse in deete-Mutanten wurden mittels PCR-Reaktionen
durchgefuhrt. MitPetE2 - spezifischen Oligonukleotiden (Pc2-139s und Pc2-94as-42as), die
auf beiden Seiten um die Insertion binden, wurde ein 181bp langes DN#dirag
amplifiziert. Anschlieend wurden die PCR-Produkte auf 7%-PAA awdget und mittels
Silberfarbung detektiert. Banden, die sich in der Grél3e zum Wildityerscheiden, wurden
aus dem Gel isoliert, wieder amplifiziert und anschlielBend seaqurenZnhand der
Nachkommenschaft der analysierten Linien wurde anschliel3end teitged es sich um

eine germinale Excision handelte.

4.4.5.3. Die Herstellung eines chiméaren "A. thaliana PetE2-Chlamydon@ytashromcs "
Konstrukts.

Um At.PetR2- undCh. Cyt ¢ -Genfragmente mit Hilfe von PCR Reaktionen zu fusionieren
wurde die PCR-Fusions-Technik angewendet. Diese Methode macht éishm@iNA-
Molekile an definierten Stellen miteinander zu verknipfen, ohne die DNA
Restriktionsenzymen oder DNA-Ligasen behandeln zu muissen. Dieustonierenden
At.PetB2 und Chl. Cyt ¢s Genfragmente wurden zunachst in getrennten Reaktionsschritten
amplifiziert, wobei die Konstruktion der Primer die anschlielendeoRuser beiden Gene
bestimmt. FurPetE2-Amplifikation wurden die Primer: Pc2s-cd-attB1 und Pc2-Chc6as-
204/228 verwendet und fi@hl. Cyt ¢s die Primer: ChlC6s-175 und Chlic6as-attB2-477.

Das Ende des Pc2-Chc6as-204/228 Primer enthielt eine komplementérezSaq@hl. Cyt
cs-Genfragment. Fir die zweite PCR-Reaktionen wurden dann je 0,5ul dprheaden
PCR-Reaktionen eingesetzt. Hier wurden folgende Primer verwend2s-cB-attB1 und
Chlc6as-attB2-477. AnschlieBend wurde das PCR-Produkt tiber das Gaysagm in den
Vektor pJAN33 kloniert.
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4.4.5.4. cDNA Erststrangsynthese, RT-PCR

Die Erststrang-Synthese wurde mit deBuperScript 1l Kit (GibcoBRL) entsprechend
Protokoll durchgefuhrt. Hierbei wird die Erststrang-Synthese durchMivtV-Reverse-
Transkriptase (SuperScrigt-Polymerase) katalysiert. Fur die Synthese wurden 500ng
Gesamt-RNA 0.5ug*[fl oligo-dTis.aigPrimer eingesetzt. Fir RT-PCR Amplifikationen
wurden 0,5ul des Erststrangs eingesetzt.

Semiquantitative PCR-Reaktionen (qRT-PCR) erfolgten unter Vervgndan 33Fﬁ(-dATP
markiertensenseOligonukleotiden. Die Anzahl der PCR-Zyklen wurde hierbei auf 14-18
reduziert. Unter Verwendung des Kodak phosphoimager screens und Typhoon 860C
phosphoimager scanner (Molecular Dynamics) wurden anschlieRend Aogpedid
angefertigt. Fur die Quantifizierung der Signale wurde die SoftwenageQuant5.1 (fir NT;
Molecular Dynamics; 1999) verwendet

4.4.5.5. Sequenzierung und Sequenzanalysen

DNA-Sequenzierungen wurden bei der Service-Gruppe "ADIS" (AutorhatisDNA
Isolierung und Sequenzierung / Zentrale Analytik des MPI1Z-KdIn) durchgefihrt.

Fur die Analyse der Sequenzdaten wurden folgende ProgrammendstvGCG-Programme
Version 10.0-UNIX, January 1999; Madison, Wisc. (Devereual., 1984) ; CLUSTAL-W

V. 1.7 (Thompsoret al.,1994);

Die Vorhersagen der kompartimentspezifischer Targetingsequentagtesrmit online
verfugbaren Programmen: TargetP V1.01 (http://www.cbs.dtu.dk/sefVacgstP/)
(Emanuelssort al.2000); ChloroP V1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/); SignalP
V3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Die Genvorhersagen emfolgnit:
GeneFIND  (http://www-nbrf.georgetown.edu/gfserver/genefind.html) und Thew N
GENSCAN Web Server (http://genes.mit.edu/GENSCAN.html)

Fur Homologievergleiche von Nukleotid- und priméren Aminoséauresequenzererwurd
folgende Datenbanken genutzt: NCBI (http://www.ncbi.nim.ninngound MIPS
(http://mips.gsf.de). Far "comparative protein modelling": Swiss-Model
(http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html); 3D-JIGSAW V 2.0
(http://wvww.bmm.icnet.uk/servers/3djigsaw/). Fiur Visualisierung vonP3&teinstrukturen:
DeepView/Swiss-PdbViewer (V3.7; SP5; http://www.expasy.org/spdbv). FABTA -
algorithmus: Tair; (http://www.arabidopsis.org/cgi-bin/fasta/nph-T AE&d.pl)
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4.4.6. Gatewa$-Klonierung

Die Gatewa§ Klonierung (Invitrogen) ermdéglicht eine Klonierung ohne Verwendung von
Restriktionsenzymen und DNA-Ligasen. Die Gatefvayechnologie basiert auf dem
Rekombinationssystem des Bakteriophagen Lambda. Sequenzspezifisch wirdesem di
Phagen die eigene DNA ins Wirtsgenom integriert und kann auademierausgeschnitten
werden. Die dafir notwendigenClonasen wurden zu einem Klonierungssystem
zusammengestellt, mit dem beliebige DNA-Fragmente zunachdasmiée kloniert, diese
dient als Ausgangspunkt flr weitere Rekombinationsreaktionen. Zunadatistein Gen
amplifiziert, indem attB-Rekombinationssequenzen sowohl am 5’- als auch am 3’Ende
angehéngt werden. Das PCR Produkt wird mit einem pDONOR-Vektor undCimasé-
Enzymmix versetzt. AnschlieRend erfolgt die Selektion auf Kanamyai dieser Arbeit
wurde dasGateway Klonierung Kit von Invitrogen verwendet. Die Klonierungsarbeiten
wurden nach der Empfehlung des Herstellers durchgefihrt. Als DonektoiV wurde
pDONOR201 verwendet. pJAN33 wurde als ein Entry-Vektor fur ektopischerx@ession

( mit zweifachem 35GaMV-Promoter), pPO01VS-GW Entry-Vektor zur Expression der
Gene unter ihren nativen Promoter. Der pPO01VS-GW Vektor entstandhmeR dieser
Arbeit durch Linearisierung des pPO001VS-Vektors nBanHl und Insertion einer
amplifizierten GatewdyKassettedttR1, ccdB, CnT, attR2; in FrameA).

4.4.7. Transformation von Bakterien via Elektroporation

50ul kompetent&.coli bzw. A. tumefacien8akterien wurden auf Eis aufgetaut, mit 5ul (50-
100ng) Plasmid-DNA in eine Elektroklvette (4mm Elektrodenabstandjutipeund durch
einen Stromstol3 transformiert (125uF, 200 Ohm, 1,7kV).

Far E.coli wurde der Transformationsansatz in 950ul SOC-Medium 1h bei 37°C und 150rpm
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen durch Zentrifugation fur E5$@00g pelletiert
und auf Agar-Platten mit Selektionsmarker ausgestrichen. AnschlieAexén die Platten

bei 37°C uUber Nacht inkubiert.

Fir A. tumefaciensvurde der Transformationsansatz in 950ul YEB-Medium 3h bei 28°C und
220rpm inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen durch Zentrifugation fliib&550009g
pelletiert und auf YEB-Platten mit Selektionsmarkern ausgésin. Die Platten wurden
dann 3-4 Tage bei 28°C inkubiert.
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4.4 .8. Selektion von transformierten Bakterien

E.coli: Fur die Selektion von transformiert&ncoli Bakterien wurde festes bzw. flissiges LB-
Medium mit jeweils 100mg* Ampicillin oder 25-50mg*fKanamycin oder 25mg*
Chloramphenicol angewendet.

Bei Verwendung von pGEM-T System (Promega) wurde festes BBl mit Ampicillin
und X-Gal/IPTG fur Blau/Weil3-Selektion angewendet (nach Danneebailgl981).

Flissiges LB-Medium wurde mit einer Bakterienkolonie angeimpét (ber Nacht bei 37°C
im Schuttler bei 190 rpm inkubiert. Fur die Langzeitlagerung wur@&ml einer Uber-

Nacht-Kultur mit 50%-igen v/v Glycerin versetzt und bei -70°C gelagert.

A. tumefaciens Fur die Selektion von transformierten Agrobakterien wurde das YEB-
Medium mit 100 mg* Carbenicillin, 25 mg*! Kanamycin und 100 mg* Rifampicin
verwendet. Auf festem YEB-Medium wurden die Agrobakterien etwlTage bei 28°C
inkubiert. Positive Klone wurden mittels Kolonie-PCR verifiziert. | 5fitissiges YEB-
Medium wurde mit einer Bakterienkolonie angeimpft und fur 3Tage2B8C am Schuttler

mit 220 rpm inkubiert.

4.4.9. Extraktion und Quantifikation der Proteine

4.4 .9.1. Proteinextraktiomen

Fur alle Proteinextraktionen wurden Blatter von 5-Wochen altean®#h geerntet. Das
Abernten der Blatter erfolgte zur Mittagszeit, immer zigigd bei 4°C. So wurden
Thylakoidproteine flr immunologische Analysen und LDS/SDS-PAGE’s Basisiet al.
(1985) préapariert. Fur diese Praparationen wurden folgende LosungeandetwTI-T1-
Puffer; TI-Proteaseinhibitoren; TI-F2-Puffer und TI-TS-Puffebet) den Gesamtgehalt der
Chlorophylle (bestimmt nach Poreaal. 1998) wurde die Thylakoidmembran-Menge fir jede
Probe eingestellt.

Die Lumen-Proteine fur IEF/SDS-Analysen wurden entsprechencelkashet al. (1998)
gewonnen. Die Proteinkonzentrationen der einzelnen Proben wurdens nidttdiford-
Reagenz bestimmit.
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4.4.9.2. Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Diese Technik beruht darauf, dass das AbsorptionsmaximunCgomassie Brilliant Blue
G-250 in sauren Losungen abh&ngig von der Proteinkonzentration von 465 auf 595 nir
verschoben wird [Bradford, 1976]. Zur Durchfihrung der Methoden nach Bradford demrde
BioRad Protein Assay verwendet. Dabei wurden zuplL(Proteinlosung auf 1 ml 1:5
verdinnte Farblésung gegeben. Nach 10min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die
Absorption bei 596nm gemessen. Parallel zu den Proben werden zuluBgsteiner
Eichgerade Standards mit definierten Proteinkonzentrationen (50, 100, 200, 300g 400
BSA/ml) gemessen. Die Proteinkonzentration der Proben kann anhand aiheyergde

ermittelt werden.

4.4.10. Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen

4.4.10.1 Denaturierende SDS-PAGE

Zur Auftrennung von denaturierten Proteinen wurde die Polyacrylamielé€ktrophorese
(PAGE) benutzt. Das Prinzip lehnt sich an die Methode von LaemniD}{13,9Schagger and
von Jagow (1987) an. Die denaturierende PAGE trennt Proteine naclGifgse auf. Das
Dodecylsulfat des Laufpuffers (W-Upper-Running-Puffer; W-Lowerning-Puffer) lagert
sich als Detergens an die einzelnen Proben-Molekiile an und tberdeskimait negativen
Ladung die Eigenladungen der Proteine. Diese wandern in einemmiseleéh Feld zur
Anode. 5pg-50ug Proben wurden ms Volumen W-Loading-Puffer versetzt, gekocht
(5min bei 96°C), fur 30sek bei 2000g zentrifugiert und aufgetragen. BeGGdken handelte
sich um 10-16%-ige Gradientengele, die mittels eines Gradiergenens in einem
Gelgiel3block gegossen wurden. Der Gellauf erfolgte im Samm@lg&tacking-PAA) bei
80 V, im Trenngel (W-10%-PAA und W-16%-PAA; abgedichtet mit W-3gpRAA) bei
120-180 V.

4.5.10.2. 2D LDS/SDS Elektrophorese

Die Herstellung der "ersten Dimension” d. h. ei@@een Native Pagegrfolgte modifiziert
nach Peter and Thornber, (1991).

Die Proteinkomplexe der Thylakoidmembran (Aquivalent von 25ug Chl a+@:1ifiS-
Puffer) wurden nicht denaturiert. Lediglich mit n-dodegyD maltosid (2% in Probe; N-DM-
Stammldsung) versetzt, wurden die Proteinkomplexe aus den Thylakoidamemisthonend
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herausgeltst. Dann wurden die Proben fur 1min bei 2000g zentrifugieatufiethen 4-12%-
PAA Gradientengel geladen. Die gelelektrophretische Trennuiofgter bei 4°C in LDS
haltigem Puffer (N-Upper-Running-Puffer; N-Lower-Running-PyffeDer Gellauf im
Sammelgel (N-Stacking-PAA) verlief bei 40 V und im Trenn@etadientengel aus N-4%-
PAA und N-12%-PAA; abgedichtet mit N-Sealing-PAA) bei 80-100V.

Die aufgetreten Spuren wurden herausgeschnitten und die Streifen iturédeeaden SDS-
Puffer (2% (w/v) SDS, 6M Harnstoff) fur 45min bei Raumtemperatur inkubieciiel3end
wurden die Proteine der Proteinkomplexe mittels 10-14% SDS-PAGE aufgetrennt.

4.5.10.3. IEF in immobilisierten pH-Gradienten

Zur isoelektrischen Fokussierung wurden immobilisierte pH-GradieinteBereich pH 4-7
(Amersham Biosciences) verwendet. Die getrockneten Strelféncify Lange) wurden in
einer Rehydratisierkammer mit 30d I-IEF-Puffer zurickgequollen. Um wahrend des
Quellvorganges die Verdunstung von Wasser zu unterbinden, wurden dienStigiCover-
Fluid Uberschichtet. Als Reduktionsmittel wurde Dithiothreitol verwgnaelches jedoch als
schwache S&ure wahrend der Fokussierung in Richtung Anode wandeasitthen Bereich
tritt daher eine Verarmung an Reduktionsmittel auf, und in einer arfsohFokussierung
resultiert. Da im Rahmen dieser Arbeit hauptsachlich im sapirfeBereich 3-6 gearbeitet
wurde, ist dieser Effekt vernachlassigt worden. Der Probenaudtfalyjte mit aufgesetzten
Sample Cup# I-IEF-Puffer. Die aufgetragene Proteinmenge unterschsidetjedoch nach
der weiteren Verarbeitung des Gels.

Fur spatere Coomassie Colloidal Farbung" der SDS-PAGE  und anschliel3ender
Quantifizierung wurden 250ug (50ul in I-IEF-Puffer) lumenale énet beladen. Fir
immunologische Proteindetektion aus der SDS-PAGE wurden nur 150ubQifSBLEF-
Puffer) lumenaler Proteine beladen.

Die isoelektrische Fokussierung erfolgte Mttan IPGphor Isoelectric Focusing System
(Amersham Biosciences). Die IEF - Streifen wurden mit daresaSeite zur Anode in die
Apparatur gelegt und die Elektroden aufgesetzt, wobei an beiden Endefeuehtes
Elektrodenpapier zwischen IEF - Streifen und Platinelektrode get@gte. Nach Aufsetzen
desSample Cupsind Probenauftrag wurden die Streifen mit CoverFluid tberschicheet. D
Fokussierung wurde mit 50uA je Srip und bei 20°C durchgefiihrt. Ckadseerung erfolgte
unter folgenden Bedingungen: S1 (500V-1h-Snh); S2 (1000V-2h-Gradient); S3(8000V-3h-
Gradient); S4 (8000V-2h40min-Snh). Die gesamte Fokussierung der Prdietneg
36145Vhrs. Fur die Kalibration der Gele wurden g#fCarbamylyte Calibration Kit
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(Amersham Biosciences) und der GroRenmarker NEB-P7708S (NewnHEnBlaLabs)
verwendet.

Fir den Transfer in die zweite Dimension, die SDS-PAGE, wurdeliP@eSreifen nach der
isoelektrischen Fokussierung in zwei Schritten &quilibriert. Unktrelendoosmotische
Effekte beim Proteintransfer zu verhindern und den geldstenridudea Probe zu verstarken,
enthielten die Aquilibrierungslosungen 50mM Tris-HCI pH6,8; 6M Harnst8€®o(v/v)
Glycerol; 2% SDS. Im ersten Aquilibrierungsschritt wurde denfePufusatzlich 1%(w/v)
DTT zugesetzt, im zweiten Aquilibrierungsschritt 260 mM lodaicéd und etwas
Bromphenolblau zur Markierung des Fortschritts der Elektrophoresge Behritte wurden
fur 15 min in einer Aquilibrierungskassette unter leichtem Sdhnifiie 15 min durchgefiihrt.
Nach der Aquilibrierung wurde die restliche Losung von den StreifeDW abgespiilt und
die Streifen hochkant fir jeweils 1,5 min auf jeder Seite auhfims Whatmanpapier gestellt.
AnschlieRend wurden die Streifen auf die PAA-Gele (W-13%-PAA) traesfemd mit 50°C
warmer 0,5% -iger Agaroselésung in W-Upper-Running-Puffer lbergehicFir den
Gellauf wurden die gleichen Puffer wie bei der denaturierei®I28-PAGE verwendet. Die
Auftrennung wurde abgebrochen, sobald die Lauffront das Ende des Gels erreichte.

4.4.11.Coomassie-Farbung

SDS-Pages mit 100-1000ng des Proteins je Bande wurde@Gaoimassie Brilliant Blud-
250 gefarbt. Die Gele wurden tUber Nacht in C-R250-Farbstoffreagsehwenkt und mit C-
Fixiererlosung entfarbt, bis die Banden sichtbar wurden.

Fur 2D-Gele ( mit etwa 50-500ng Protein je Spot) widdoidal Coomassie Brilliant Blue
GR-250 Farbung eingesetzt. Die 2D-Gele wurden tber Nacht miEieanol und 2% ortho-
Phosphorsaure fixiert, 3x mit SDW gewaschen, fur 1h in C-GR-Lo6swudpiert und dann
fur 3-4 Tage in die Farbeldsung mit 1 mg*mCBB-GR250 Farbstoffs gegeben. Der
Hintergrund wurde mit SDW entfarbt. Nach der Farbung wurden die (&ePlastikfolie
eingeschweil3t und bei 4°C aufbewahrt.

4.4.12. Immunologischer Nachweis von Proteinen

Eine immunologische Charakterisierung der in der SDS und IEFFSAEE aufgetrennten
Proteine wurde durch den so genannten Western-Blot ermdéglicht. Darderw die

Thylakoidproteine (ein Aquivalent von 5ug Chl a+b) nach der Elektrophonésals "wet-
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blot"-Verfahren auf eine Immobilon® Membran (Millipore, Eschborn, Germany) tiberfihrt.
Dieser Protein-Transfer erfolgte innerhalb von 8-16h im W-Tear3tffer bei 300V. Dann
wurden die Membranen fir 8h und bei 4°C im W-Blocking-Puffer geblockt nachéiel3end
mit {PSI, PSIl, ATPase-, und Cybsf-Komplex} spezifischen Antikorpern fir 2h bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden sie mehrfach in 1xTé&®R&sghen. Der
erster Antikorper bindet an ein bestimmtes Epitop auf der MembrarHiNe des zweiten
Antikorpers, an den das Enzym Meerrettich-Peroxidase gekoppekarst diese Bindung
durch Chemilumineszenz gut nachgewiesen werden. Die Peroxidagesikatalie Oxidation
des Farbstoffes Luminol in Gegenwart von Wasserstoffperoxid und sdieitvom
angeregtem Luminol ausgehende Lichtemission. Die sekundéren Antikdvperauch
Detektionslésungen entstammen dem EnhanChdmiluminescence Western-Blotting Kit
(Amersham, Buckinghamshire, England). Die Signale wurden augnei Rontgenfilm
aufgenommen und mit dem Programm: ImageQuant5.1 quantifiziert. Naalgreither
Analyse wurden die Antikérper von der Membranen entfestripping. Die Membranen
wurden dann fur Kontrollhybridisierungen wieder verwendet. §i8pping erfolgte, indem
die Membran zuerst fir 20min bei 50°C im W-Stripping-Puffer und darimfamdh mit W-

Blocking-Puffer gewaschen wurde.

4.4.13. Antikdrper gegen dag\tc, - Protein

4.4.13.1. Herstellung der Antikdrper gegen dasARrotein

Die Antikorper gegen dasitck wurden auf zwei voneinander unabh&ngigen Wegen
hergestellt. Zum einen wurde das Protein (At5g54041; 71Q bis 175p§ T101/D-TOPS-
Vektor C-Terminal mit einem (-His)Tag fusioniert und anschlielRendBrcoli Stamm BL21
Star (DE3) exprimiert. Hier wurde d&hampion pET Directional TOPO® Expression Kit
verwendet. Das fusionierte Protein konnte unter nativen Bedingungen Uber
Affinitdtschromatografie an einer Nickel-NTA-Chelatagaside aufgereinigt werden. Fur
diese Aufreinigung wurde d&§-NTA Spin Kit/ QlAexpressionist (Qiagen, Hilden)
nach Protokoll des Herstellers verwendet. Hierbei wurden die Koatiengn von Imidazol
der Puffer modifiziert (beachte: NiNTA- Lysispuffer; -Washpuffer unditiBhspuffer).

Die Immunisierung, Aufzucht und Ausblutung von zwei Kaninchen wurde von deaFir
Pineda-Antikorper-Service (Berlin; http://www.pineda-abservice.de) Ubensom

Zum Anderen wurden Antikdrper gegen dAf,-Protein aus einer Epitop-Vorhersage
gewonnen. Die Aminosaurensequenz wurden mittels Protein-Homologielivigdenit
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bekannten X-Ray undD-NMR Strukturen verglichen und dann mehrere 3D-Strukturen des
Proteins vorhergesagt. Genutzt wurden folgende Online-Server. Bwds- und 3D-
JIGSAW V 2.0. Die Bewertung der maglichen 3D-Strukturen (pdb-Fée®jgte nach einer
Energieminimierung und der Uberpriifung mittels RamachandraniPDeepView/Swiss-
PdbViewer. Anhand der ausgewahlten Struktur wurde ein gut exponiegteicB des
Proteins als Epitop ausgewahlt. Dieses Epitop wurde dann mitt&3 AAlgorithmus auf
moglichst geringe Homologie mit ander&nthalianaProteinen untersucht.

Die Synthese des Epitops (KFQADQGWPTVS-Amid x TFA; mit 80% HPLC-Reinheit),
wie auch die Immunisierung, Aufzucht und Ausblutung von zwei Kaninchen wami&er

Firma Biosyntan (Biogenes GmbH; 13125 Berlin; biosyn@mdc-berlin.de) tbernamme

4.4.13.2. Praparation gereinigter Immunoglobuline (IgG)

Die Isolierung der IgGs aus Antiseren erfolgte durch Afftesthromatografie unter
Verwendung von Protein-A-Sepharose. Jeweils 5 ml Antiserum wurdgeweils 10 ml Ig-
NaR (Auftragspuffer) verdunnt und durch einen Sterilfilter (Qr8) filtriert. Das Antiserum
wurde auf eine 1 ml-Protein-A-Sepharose Saule (HiTrap, Amer&ttsarmacia), die zuvor
mit 10 Saulenvolumeny-nar aquilibriert worden war, aufgetragen. AnschlielRend wurde die
Saule mit 20 Saulenvolumen Ig-Najgewaschen. Die Elution der gebundenen IgGs erfolgte
mit 1g-Elutions-Puffer. Es wurden 1 ml-Fraktionen in Eppendorfgefal3eangeslt, in die
jeweils 100ul 1M Tris-HCI, pH 8,0 vorgelegt waren, um eine sofortige Neuttibs des
sauren Antikorpereluats zu erreichen. Nach Umpufferung zum Ig-REB&-RCentricon;
30kDa-cut off,) wurden die IgGs abschlieRend in einer Endkonzentration vons 180 bi

mg*mli™ aliquotiert und mit Ig-N-Lésung konserviert. Die Lagerung erfolgte bei -20°C.

4.4.13.3. Affinitatschromatografie zur Aufreinigung von Antikdrpern aus IgG-Fraktion

Die Aufreinigung spezifischer Antikdrper aus der gesamt IgCkttena erfolgte Uber eine 1
ml HiTrap NHS-aktivierte Saule (Amersham Biosciences),zdiekovalenten Bindung von
Proteinen mit primaren Aminogruppen verwendet wird. Im ersten tSchurde das
aufgereinigteAtc,-Protein (1 mg*mif), N-Terminal an die Séule gebunden. Die IgG-Fraktion
wurde mit 0,5 mI*mift Uber die Saule geleitet, so dass spezifische Antikérper an ptid Pe
binden konnten. Anschlieend wurden diese von der S&ule eluiert.

Die Saule wurde, bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 0,5 mi*mimit 5x
Saulenvolumen an 1 mM HCI gewaschen und anschlielRend das in Kopplungspaffer (
NaHCG; 0,5 M NaCl; pH 8,3) gelostétc,-Protein mittels einer Spritze auf die Saule
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aufgebracht. Zur Bindung des Proteins an die Saule folgte eine tidtulvan 90 min bei 4
°C. Ungebundene Proteinreste wurden mit der Laufgeschwindigkeit vonl@rBn™ mit 4x
Saulenvolumen an Kopplungspuffer ausgewaschen. Dann wurde die Saule mit 5x
Saulenvolumen Blockpuffer (0,5 M Ethanolamin; 0,5 M NaCl; pH 8,3), 5x Saulemeol
Waschpuffer (0,1 M Na-Azetat; 0,5 M NaCl; pH 4,0 ) und wieder 5x $#alemen
Blockpuffer gespult und mit Blockpuffer fir 90 min bei Raumtemperatur inkiibign
verbleibende reaktive Gruppen zu blocken. Dann wurde die Saule mit 10x\&éuheen
PBS gespult und die zu reinigende IgG-Fraktion mit einer Laufgesdigieit von 0,2
ml*min* aufgetragen. Vor der Elution wurde die Saule mit 10x Saulenvolumery@&ilt.
AnschlieRend wurden diatc,- spezifischen IgG's mit 4x Saulenvolumen an Elutionspuffer
(0,1 M Glycin; 0,15 M NaCl; pH 2,8yon der Saule gewaschen. Die Elution erfolgte in
Fraktionen von je 250pul in 261M Tris-HCI pH 8,0 um die Fraktion direkt zu neutralisieren.

Der Proteingehalt der einzelnen Fraktionen wurde mittels Bradforunipetst

4.4.14. Intrazellulare Lokalisation desAtc,-RFP Fusionsproteins

Das ot fluoreszierendesrBtein (RFP) wurde verwendet um die intercellulare Lokabsati
des Atc,-Proteins zu bestimmen (nach Jasthal. 2001). Das RFP-Gen ist ein Teil eines
pflanzlichen Expressionsvektors (pGJ1425) und unterliegt der Kontrolle mmeigachen
358CaM\V-Promoters. DasAtc-Protein wurde 5°- mit dem RFP-Gen fusioniert. Dieses
Konstrukt wurde zur Transformation von Protoplasten verwendet. DieopVgh-
Protoplasten wurden nach Negrugiual. (1987) aus 6-Wochen alt@&ticotiana tabacuniPetit
Havanna SR1 (Maligaet al. 1975) isoliert. Es wurden folgende Ldsungen und Medien
verwendet: PT-PEG4000, PT-Enzymlésungen, PT-MaMg-Puffer, PT-Wit&tock, PT-W5,
K3-0,4M Medium wie auch die in der Tabelle 4-2 aufgefihrten Phytohormone.

Fir die transiente Genexpressionsanalysen wurden 10pg PlasmicaDN2,3x10 frisch
isolierter Protoplasten mittels PEG-Transformation tUbertragen. ZBrdayplastensuspension
wurde 5uM Auxin und 1pM Cytokinin zugefugt. AnschlieRend wurde Suspefigiaweli
Tage bei 26°C in der Dunkelheit inkubiert. Die Analyse der Protoplastelgte auf dem
Zeiss Axiophoto Fluoreszenzmikroskop in Kombination mit dem Filtedset Firma AF
Analysentechnik (Tubingen, Germany). Die Bilder wurden mit einéacHi-CCD Kamera
und "DISKUS software package" aufgenommen.
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5. Verzeichnisse

5.1. Abklrzungsverzeichnis

-(His)s Hexahistidin (6xHis) Fusion

uE pumol Photonen*$m

3’-Ende Hydroxyl-Ende der DNA

2p Phosphor-Isotop mit 32 Nukleonen
Bp Phosphor-Isotop mit 33 Nukleonen
5°-Ende Phosphat-Ende der DNA

A. thaliana Arabidopsis thaliana

A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens

AGI Arabidopsis Genome Initiative

AmpR Ampicillin Resistenz

APS Ammoniumpersulfat

Atcy Wildtypallele des Cytochromeg Gens (AGI;
At5g45041)

atc-n homozygote Mutation in Cytochromg@®en; n:
Linie; [atce-(n)/atce-(n)]

ATP Adenosintriphosphat

BAC kiinstliches bakterielles ChromosoBg¢.
Artificial Chromosomg

bla B-Lactamase

BLAST Basic Local Alignment Search Tool

Bp Basenpaare

BPB Bromphenolblau

BSA RinderserumalbumirBpvine Serum Albumin

CaMVv Cauliflower Mosaic Virus

Carlft Carbenicillin Resistenz

cDNA complementary DNA

Chl Chlorophyll

Ci Curie

Cnf? Chloramphenicol Resistenz

cTP Chloroplasten-Transitpeptid

Cyt bgff Cytochromby/f Komplex

Cytc Cytochrom ¢

dATP Desoxyadenosintriphosphat

DCMU 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylharnstoff

dCTP Desoxycytosintriphosphat

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deoxyribonucleic acid

dNTP Desoxynucleosidtriphosphat

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxythymintriphosphat

E. coli Escherichia coli

EDTA Ethylenediaminetetraacetat

EST Expressed Sequence Tag

Fo Grundfluoreszenz

fl. N flissiger Stickstoff

Fn maximale Fluoreszenz

Fon maximale Fluoreszenz in lichtadaptierten
Blattern

Fins maximale Fluoreszenz im stationéren Zustand

FNR Ferredoxin-NADP+ Oxidoreductase

F transiente Fluoreszenz

F variable Fluoreszenz

F/Fn Effizienz der photochem. Reaktion an PSII

Fus variable Fluoreszenz im stationaren Zustand

g Gramm bzw. Erdbeschleunigung

gDN genomische DNA

Gl. Gene Identifikatiomgenutzt von NCBI

GnR Gentamycin Resistenz

GST Gene Sequence Tag

hcf high chlorophyll fluorescence

HEPES 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl]
ethanesulfonic acid

IEF Isoelektrische Fokussierung

IgG Immunglobulin G

IPTG Isopropyl-3-Thiogalactopyranosid

Kan® Kanamycin Resistenz

kBp Kilobasenpaare

kDa Kilodalton

LB Linke T-DNA Border

LDS Lithium Dodecyl Sulfat

LHC LichtsammelkomplexLight Harvesting
Complex

Lsg. L6sung

M Mol (mol*1 %)

MCS Multiple Cloning Site

MES 2-(4-morpholinylethanesulfonic acid

MOPS 3-(4-morpholinyl) 1-propanesulfonic acid

mRNA Boten-Ribonukleinsaurengssenger RNA

MW Molekulargewicht lolecular Weight

N. tabacum Nicotiana tabacum

NaR Natriumphosphat

NCBI Nat. Center for Biotechnology Information

n-DM n-DodecylB-D-Maltopyranosid

Ni-NTA Nickel-Nitrilotriessigsaureriickel
nitrilotriacetic acid)

oD Optische Dichte

OEC Oxygen Evolving Complex

ORF offener Leserahme®pen Reading Frame

Pssgo Reaktionszentrum von PSII

P00 Reaktionszentrum von PS |

PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PAM Puls Amplituden Modulation

Pc Plastocyanin

PCR Polymerase-KettenreaktidPolymerase Chain
Reaction

PEG Polyethylenglykol

Pet Gene die am photosynthetischen
Elektronentransport beteiligt sind

PetEL Wildtypallele des Plastocyanin 1 Gens (AGI;
At1g76100)

petel-(n) homozygote Mutation in Plastocyanin 1;n :

Linie; [petel-(n)/petel-(n)]
PetEl/petel-(n) Heterozygoteetd -(n) Mutante
petel-(n)pete-(n) Plstocyanin-Doppelmutante:

[petel-(n)/petel-(n) / pete2-(n)fpete2-(n)]

PetE2 Wildtypallele des Plastocyanin 2 Gens (AGI;
Al1g20340)
pete-(n) homozygote Mutation in Plastocyanin 2; n :

Linie; [pete-(n)pete-(n)]
PetE/pete2-(n) Heterozygotpete2-(n) Mutante

pH negativer log10 der [fiKonzentration

pl isoelektrische Punkt

pmol Picomol (Stoffmenge)

PMSF Phenylmethansulfonylfluorid

PQ, PQH Plastochinon, Plastohydrochinon

PSI Photosystem |

PSiIl Photosystem |

PVDF Polyvinylidenfluorid

PVP Polyvinylpyrrolidon

Qa an Psll fest gebundene Plastochinon

Qs freies Plastochinon

gE Warmeabhéangige Fluoreszenzléschung

ql Photoinhibitorische Fluoreszenzléschung

gN nicht- photochemische Fluoreszenzléschung

gP photochemische Fluoreszenzldschung

r- HPLC Umkehrphasen Hochleistungs-
flussigkeitschromatographie

RB rechte T-DNA Border

RFP rot fluoreszierendes Protein

Rif R Rifampicin Resistenz
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6. Anhang

6.1. Nukleotidsequenzen

Alle Nukleinseure-Sequenzen sind in 5°zu 3" Orientierung angegeben.
Die Aminosauren wurden entsprechend den Empfehlungen der [IUPAC-IUP-Kommission flr
biochemische Nomenklatur mit jeweils einem Buchstaben abgekdrzt.

atc,1; T-DNA flankierende Sequenz; [SALK _011266.56.00.x]

GAGTITTGTATCTATTGT TCGAAAGGT CAATGGAAGAGGAAAAGAACT GAAAAACCCAATT
TCTCTAAACCACAACAAAGATTTGGACT TTCTGI TAAAGAAGT TAGCTCCGCCACTCACG
GCGGTTTTACTTGCTGT TTCACCCATCTGI TTCCCTCCAGGTAAACCCTTGTTTCCTCCG
ACCAAAACCT

atc,2; T-DNA flankierende Sequenz; [SALK _060643.51.15.x]

CCATCTGIGTCCCTCAGGGTAGACCCT TGT TTCCTCCGACCAAAAGCTTCTACCTTTAGA
GTATTTGCACTTAGATTGAAATATTACAGAATAGCTCTTCACTTTAAGGAATT

Atc- cDNA PCR-Amplifikat fur dsRFP Fusion in pGJ1425 nitlcd Schnittstellen

ATTCCATGGATGAGACTTGT TCTCTCTGGTGCCTCTTCTTTCACCTCCAACCTTTTTTGT
TCCTCCCAACAGGT CAAT GGAAGAGGAAAAGAACT GAAAAACCCAATTTCTCTAAACCAC
AACAAAGATTTGGACTTTCTGI TAAAGAAGT TAGCTCCGCCACTCACGECGGI TTTACTT
GCTGTTTCACCCATCTGI TTCCCTCCAGAAT CTCTTGGGCAGACTTTGGATATACAGAGA
GGAGCTACATTGT TTAATAGAGCTTGTATCGGGT GT CATGATACAGGTGGAAACATTATT
CAACCTGGTGCAACCCTTTTCACAAAAGACCT CGAAAGAAATGGAGT TGATACT GAGGAA
GAAATATATCGT GT TACCTACT TTGGAAAGCGAAGAAT GCCCCGATTTGGTGAGAAATGC
ACACCGAGAGGACAATGTACCT TTGGACCGCGGT TGCAGGACGAAGAAATCAAGCTTCTC
GCTGAATTTGTAAAGT TTCAAGCT GACCAAGGECTGGCCAACTGTATCTACGGACACCATG
GATA

Atc,- cDNA PCR-Amplifikat fir Gateway®-KlonierungaftB-Cyt C6écd]

GGGGACAAGT TTGTACAAAAAAGCAGCCTTCATGAGACTTGITCTCTCTGGTGCCTCTTC
TTTCACCTCCAACCTTTTTTGI TCCTCCCAACAGGT CAATGGAAGAGGAAAAGAACT GAA
AAACCCAATTTCTCTAAACCACAACAAAGATTTGGACTTTCTGT TAAAGAAGT TAGCTCC
GCCACTCACGCCGGTITTTACTTGCTGI TTCACCCATCTGT TTCCCTCCAGAATCTCTTGG
GCAGACTTTGGATATACAGAGAGGAGCTACATTGT TTAATAGAGCTTGTATCGGGTGI CA
TGATACAGGT GGAAACAT TATTCAACCT GGT GCAACGCT TTTCACAAAAGACCT CGAAAG
AAATGGAGT TGATACT GAGGAAGAAATATATCGTGT TACCTACT TTGGAAAGGGAAGAAT
GCCGCCGATTTGGT GAGAAAT GCACACCGAGAGGACAATGTACCT TTGGACCGCGGT TGCA
GGACGAAGAAAT CAAGCTTCTCCCTGAATTTGTAAAGT TTCAAGCT GACCAAGECTGECC
AACTGTATCTACGGACTAGGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGT GGTCCCC

Atc-Topo Konstrukt; PCR-Amplifikat

CACCATGCAGACTTTGGATATACAGAGAGGAGCTACATTGT TTAATAGAGCTTGTATCGG
GTGTCATGATACAGGT GGAAACAT TATTCAACCT GGTGCAACCGCTTTTCACAAAAGACCT
CGAAAGAAATGGAGT TGATACT GAGGAAGAAATATATCGTGT TACCTACT TTGGAAAGGG
AAGAAT GCCGGEGAT TTGGT GAGAAAT GCACACCGAGAGGACAATGTACCT TTGGACCGCG
GI'TGCAGGACGAAGAAATCAAGCTTCTCGCTGAATTTGTAAAGT TTCAAGCTGACCAAGG
CTGGCCAACTGTATCTACGGAC
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PetEL- cDNA Amplifikat fir Gateway®-KlonierunggttB-PClcd]

GGGGACAAGT TTGTACAAAAAAGCAGGCT TATGGCCGCAAT TACATCAGCTACCGTCACC
ATCCCTTCTTTCACCGGCCTAAAGCT CGCCGT CAGCT CAAAACCTAAGACATTATCCACC
ATCAGTAGATCCTCTTCCGCCACCAGGEGECGECCACCTAAGCTCGCTTTGAAGTICCTCTTTG
AAGGATTTCGGT GT CATCGCAGT GGCAACAGCAGCTTCGATCGT TTTAGCTGGAAATCCG
ATGCGECCATGGAGGT TCTTTTAGGAT CCGACGACGGTTCCCTTGCTTTCGTACCATCTGAA
TTCACGGT GGCTAAAGGAGAGAAGAT CGT GT TCAAGAACAACGCAGGGT TCCCACATAAC
GTI'GGTGI TCGACGAAGACGAGATCCCTAGT GGT GT GGACGCAAGCAAGAT CTCGATGGAT
GAGACAGCGCTTCTAAAT GGT GCAGGCGAGACT TACGAGGT TACT TTGACAGAGCCAGEC
TCTTACGGT TTCTATTGT GCGCCGCACCAGEGT GCTGGTATGGT TGGGAAACTCACCGTC
AAGTAAGACCCAGCTTTCTTGTACAAAGT GGTCCCC

PetE2- cDNA PCR-Amplifikat fir Gateway®-KlonierungaftB-PC2cd]

GGGGACAAGT TTGTACAAAAAAGCAGGCT TATGGECCT CAGT AACCT CAGCCACCGT TGCA
ATCCCATCTTTCACCGGCCT TAAAGCCT CAACCAT CAAAT CATCCGCCACCGT CAGAATC
CAAACTGCCTGCTGI TGCATCACCGAAGCT TACAGT GAAGT CATCTCTAAAGAACT TCGGA
GTICGCGECCGT AGCGECTGCAGCT TCAATTCCT TTGGCCGGAAACGCCATGGCAATAGAA
GITCTCT TGGGAGGAGEGGATGEGTCGT TAGCTTTTATTCCCAACGACTTCTCTATAGCT
AAAGGAGAGAAGAT TGTGT TCAAGAACAACGCTGGATACCCACACAATGTI TGTCTTCGAT
GAAGACGAGAT CCCAAGT GECGT CGACGT GGCCAAGAT CTCGATGGACGAGCAAGATCTA
CTCAACGGT GCGEGAGAGACGT ACGAGGT TGCTTTGACCGAGCCAGGGACT TACAGCTTC
TACTGI GCGCCACAT CAGGGT GCTGGTATGGT CGGTAAAGT CACCGT TAACTAAGACCCA
GCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCCC

PetE2- genomische PCR-Amplifikat fir Gateway®-Klonierung; giB-Pc2]

GGCGACAAGT TTGTACAAAAAAGCAGCCT TACCGGTACGGACT GACCAGATATCTGACCC
ATACCATATGGTAAAGAAGTAGCT GCATGATCCTCCATGAACTGCTCGT TATGCGCAGTA
CTCTGAACTTTGT TTAACATGATACCAACTCCTTCTATCATAGCCAACAACACACCTCCG
ACTAAAGCCGAT CTAGCAGACGCGCCTAAGCCT TGACGCAACGAGAGGAATCCTCCAGT G
GCTGCACCAGATAAGATCGAGTI TCCATGGATCTTCCTTTTGI CTTGCGTACACCAACGCA
CAATCGAAGGT TGAGTAAAGACCACCCCACACGGAGAAGCTTCCTCCGCT TCTCGECCCG
CTCATTCTCAAAGCT TGAACGCCGECCGGAGAGACGAGCT CCECCEEGAGAGT TGTAGATT
CCTCTTATGAGGT GATACGCT GAT CCACCAACAGCACCCATCGCAAACGCACCT CCGACA
TCATCTAGGATCCGATCCGGACATGCCTCTCTCGATGATTCTGGAGT TCCCATTGATTTT
CGATTTTGATCTACAAGTAACTTTTTAGGGTATAAGAAAAGAGCCCT TGAAAACGAAACT
AAGAATGAGGAAAAATTACAAAAAT GGAAAAATATCGTGT TGT TCACGT TACT TGACCAT
GGTCAAAGCCCATTAAGGCCCATTTGTAAACACGCT TTATCACAAAATACTAATATAAAA
ACGCCCACGTCATTCAAGAACCTTATCTTTATTTAAAACGT GGACAAACATCCTCCACCTC
ATAATGCCATGT CACGACACAGTATCTAAAATCAACCAATCACAACGCGTCTTTATAGAT
AACTTGTTTTTTTATGGAGI TTGCTTTTAGAGCCATCCATTGTCCTATCTCACTTTCTCT
CTTTCACCACATAAAAACT CATAAACT CGATCGAACCAAAGCT AAACGAAAAACT TAAAA
CCCAAATCTTATCACTACTCTAAAAGAAT CTTCATCATGGCCTCAGTAACCTCAGCCACC
GITGCAATCCCATCTTTCACCGGCCT TAAAGCCT CAACCAT CAAATCATCCGCCACCGTC
AGAATCCAAACT CCTGCTGT TGCATCACCGAAGCTTACAGT GAAGT CATCTCTAAAGAAC
TTCGGAGT CCCGECCGT AGCGECTGCAGCT TCAAT TGCT TTGGCCGGAAACGCCAT GGCA
ATAGAAGT TCTCT TGGGAGGAGGEGGATGEGTCGT TAGCT TTTATTCCCAACGACTTCTCT
ATAGCTAAAGGAGAGAAGATTGT GT TCAAGAACAACCCT GGATACCCACACAATGI TGTC
TTCGATGAAGACGAGAT CCCAAGT GACGT CGACGT GGCCAAGAT CTCGATGGACGAGCAA
GATCTACT CAACGGT GCGCGAGAGACGTACGAGGT TGCTTTGACCGAGCCAGGGACTTAC
AGCTTCTACTGI GCGCCACAT CAGGGT GCTGGTATGGT CGGTAAAGT CACCGT TAACTAA
AATGT GT GT GT GAGTAAGT GAGGGAGT CTCGGACTCAATTAGAGCCTCTTCTTTCACATT
CTTACATTATTACATAAAGT GTTTTGTAATTCTAAAGAGT GTTGAATCGAATGGACCGT G
ATTGTTGITGTACTGTGACTGGT TCCATAAATGGT TTTTCTTGGT TTATATATGTAGICT
TATGTCTCGCCCTGAAGT TATGATTAATTTAAGT AGGAAAGT GAACTGT TTGAATAAGCG
CTTTTCATAGAGGTATTTAGT TAGATGGTCTAATTTGAAGAAAATTAGATATATGACTAT
GGTGCTAAATAGTAGT TGGTAAATAATTATTTTTGI TGCAGATTGACCAAATTATCTCAA
TGCACTCACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTCCCC
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Chlamydomonas reinhardtii Cgg (p-538) cDNA; CD J02774

ATGCTTCAGT TGECGAACCGT AGCGT GAGGGECT AAGGCCGCT CGT GCCAGCCAAAGCGCT
CGGAGT GTCTCGT GT GCGECT GCCAAGCGECGGT GCCGGATGT TGCTCCCCTGACGT CGECC
CTGGECGEGT CACCGCAT CCAT CCTGCT CACGACT GGECECGEECGAGCCCTAGCGCAGCTGAC
CTCGCTCTCGECGECCCAGGT CTTCAACGGECAACT GTGCCGCGT GCCACAT GEECEGTCEC
AACAGCGT GAT GCCCGAGAAGACCCT GGACAAGGCCGCCCT TGAGCAGTACCTGGATGEC
GGCTTCAAGGT GGAGAGCAGCATCTAT CAGGT GGAGAAT GGCAAGGGEGECGAT GCCGECG
TGGGECCGAT CGGECT GT CCGAGGAGGAAAT CCAGCECT GT GGCGGAGT ACGT GT TCAAGCAG
GCCACGGATGCCGCCTGGAAGTACTAG

6.2. Aminosaurensequenzen

Atc,::V5-(His)s TOPO Konstrukt

MPGFCEKCTPRGQCTFGPRLQDEEI KLLAEFVKFQADQGAPTVSTDKGELNSKLEGKPI P
NPLLGLDSTRTGHHHHHH

Atc,::dSRFP Konstrukt

MRLVLSGASSFTSNL FCSSQQVNGRGKEL KNPl SLNHNKDL DFLLKKLAPPLTAVLLAVS
Pl CFPPESLGQTLDI QRGATLFNRACI GCHDTGGNI | QPGATLFTKDLERNGVDTEEE! Y
RVTYFGKGRMPG-GEKCTPRGQCTFGPRLQDEEI KLLAEFVKFQADQGWPTVSTDTMGSS
KNVI KEFMRFKVRMEGTVNGHEFEI EGEGECGRPYEGHNT VKLKVTKGGPLPFAVWDI LSPQ
FQYGSKVYVKHPADI PDYKKL SFPEGFKVWERVIVNFEDGGVVTVTQDSSL QDGCFI YKVKF
I GVNFPSDGPVMXKKTMGNEASTERL YPRDGVL KGEI HKALKLKDGGHYLVEFKSI YMAK
KPVQLPGYYYVDSKLDI TSHNEDYTI VEQYERTEGRHHLFL

PetE2p::Chl Cytcs Konstrukt

MASVTSATVAI PSFTGLKASTI KSSATVRI QT AAVASPKL TVKSSL KNFGVAAVAAAASI
ALAGNAMAADL AL GAQVFNGNCAACHMGECRNSVMPEKT L DKAAL EQYL DGGFKVESSI YQ
VENGKGAMPAWADRL SEEEI QAVAEYVFKQATDAAVKY
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6.3. Alignments von Nukleotidsequenzen AethalianaPlastocyanin-Gene

Pet E1- cDNA. .
Pet E2- cDNA. .

Pet E1- cDNA. .
Pet E2- cDNA. .

Pet E1- cDNA. .
Pet E2- cDNA. .

Pet E1- cDNA. .
Pet E2- cDNA. .

Pet E1- cDNA. .
Pet E2- cDNA. .

Pet E1- cDNA. .
Pet E2- cDNA. .

Pet E1- cDNA. .
Pet E2- cDNA. .

Pet E1- cDNA. .
Pet E2- cDNA. .

Pet E1- cDNA. .
Pet E2- cDNA. .

ATGGCCGCAATTACATCAGCTACCGT CACCATCCCTTCTTTCACCGGCCTAAAGCTCGCC
ATGGCCTCAGTAACCT CAGCCACCGT TGCAATCCCATCTTTCACCGGCCTTAAAGCCTCA

kkkkkhkk *k Kk **k *hkkhkkk *hkkk*k * kkkhkkk kkkkkhkkhkkkkhkkhkkhkx kk * %

GI'CAGCTCAAAACCTAAGACATTATCCACCATCAGTAGATCCACT TCCGCCACCAGEECG
ACCA- - TCAA---------- ATCATCCGCCACCGT CAGAATCCAAACTGCTGCTGITGCA

* % * k k% *k *xhkkk *k*k X * k% * * k% * * %

CCACCTAAGCTCGCTTTGAAGT CCTCTTTGAAGGAT TTCGGT GT CATCGCAGT GGCAACA
TCACCGAAGCTTACAGT GAAGT CATCTCTAAAGAACT TCGGAGT CGCGECCGT AGCGEECT

*kkk*k *kkk*k * kkkhkkkk*k *k*k * **k*k * F*xkkkk *k*k %k *k*k k% *

GCAGCTTCGATCGT TTTAGCTGGAAATGCGATGGCCATGGAGGT TCTTTTAGGATCCGAC
GCAGCTTCAATTGCTTTGGCCGGAAACGCCATGGCAATAGAAGT TCTCT TGGEGAGGAGGEG

kkkhkkkhkkk* **k * *kk *k *kkkk **k k*kkkkk *k *k *kF*kkk* **k F*k% *

GACGGTTCCCTTGCTTTCGTACCATCTGAATTCACGGT GGCTAAAGGAGAGAAGATCGT G
GATGGGTCGTTAGCTTTTATTCCCAACGACT TCTCTATAGCTAAAGGAGAGAAGATTGT G

**k *xk k% * kkkkk * k% **k kkk * * K*kkkhkkhkkhkkkhkkhkkhkxkhkkhkhkk kkx

TTCAAGAACAACGCAGGGT TCCCACATAACGT GGT GT TCGACGAAGACGAGATCCCTAGT
TTCAAGAACAACGCT GGATACCCACACAATGT TGT CTTCGATGAAGACGAGATCCCAAGT

kkhkkhkkkhkhkkhhkkhkhhkk kx **k * F*hkkhkkkk k*k k**k K*k *hkkhkkk *kFkkhkkrhkkhkhkhkhkhkkhkkikk khk*k

GGT GTGGACGCAAGCAAGAT CTCGATGGAT GAGACAGCGCTTCTAAAT GGT GCAGGGGAG
GGCGT CGACGT GGCCAAGAT CTCGAT GGACGAGCAAGAT CTACT CAACGGT GCGCGAGAG

%k **k *kk*k kkkkkhkhkkhhkkrkrhkkhxk *k*% * * *k **k **k *kkk* **k F*k*k

ACTTACGAGGT TACT TTGACAGAGCCAGGCTCTTACGGT TTCTATTGI GCGCCGCACCAG
ACGTACGAGGT TGCTTTGACCGAGCCAGGGACT TACAGCTTCTACTGT GCGCCACATCAG

*k khkkhkkhkkhkkhkk khkkhkkhkkk khkkhkkkkkk kkkhkkk *x K*hkkhkkk *Xhkkkkkkk k*k K*kxk*k

GGTGCTGGTATGGT TGGGAAACTCACCGTCAAGTAA 516
GGTGCTGGTATGGTCGGTAAAGTCACCGTTAACTAA 504

kkkhkkkhkhkkhkkhkhkhkk kx **k *kk k*khkkkkikkk* k**k F*k*k

60
60

120
108

180
168

240
228

300
288

360
348

420
408

480
468

Abbildung 6-1: ClustalW-Alignment der cDNA - Nuklédsequenzen der beid@etE-Gene.
Mit einem Sternchen wurden identische Nukleinsagelkennzeichnet.

6.4. Alignments der Plastocyanin-Proteine unteestifther Spezies
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Os- G 55296746. . QEVLLGANGGVLVFEPNDFTVKSCETI TEFKNNAG-PHNVVFDEDAVPSGVDVSKI SQ- EE- YLNAPGETFSVTLTVPGTYGFYCEPHAGAGWCKVT VI
0s- G 2267595. .  QEVLLGANGGVLVFEPNDFTVKSCETI TEFKNNAG-PHNVVFDKDAVPSGVNL SKI SQ- EE- YLNAPGETFSVTLTVPGTYGFYCEPHAGAGWCKVT VI
Hv-d 225873. . QDVLLGANGGVLVFEPNDFSVKAGETI TEKNNAGYPGNVVFDEDAVPSGVDVSDI SQ- EE- YLTAPGETFSVTLTVPGT YGFYCEPHAGAGWGKVT VI
Hv- G 130269. . QDVLLGANGGVLVFEPNDFSVKAGETI TEKNNAGYPHNVVEFDEDAVPSGVDVSKI SQ- EE- YLTAPGETFSVTLTVPGT YGFYCEPHAGAGWGKVT VI
Hv- G 431920. . QDVLLGANGGVLVFEPNDFSVKAGETI TEKNNAGYPHNVVEFDEDAVPSGVDVSKI SQ- EE- YLNAPGETFSVTLTVPGT YGFYCEPHAGAGWGKVT VI
Spo- G 21267. . VEVLLGGGEDGSLAFLPGDFSVASCGEElI VEFKNNAGFPHNVVEDEDEI PSGVDAAKI SVSEEDL LNAPGET YKVTL TEKGT YKFYCSPHQGAGWCKVT VI
San- G 65833. . VEI LLGGEDGSLAFI PSNFSVPSCGEKI TEFKNNAGFPHNVVFDEDEVPSGVDSAKI SVSEDDLLNAPGETYSVTLTESGT YKFYCSPHQGAGWCGKVT VI
Le- G 19300. . LEVLLGGDDGSLAFI PGNFSVSAGEKI TEKNNAGFPHNVWEDEDEI PAGVDASKI SMSEEDL LNAAGET YSVTL SEKGT Y TFYCAPHQGAGWGKVTVI
Sot - G 65838. . L DVLLGGEDDGSLAFI PGNFSVSAGEKI TFKNNAGFPHNVWEFDEDEI PAGYDASKI SMAEEDL LNAAGET YSVTL SEKGTYTFYCAPHQGAGWGKVTVI
Nt - G 544646. . | EVLLGSDDGGLAFVPGNFSVSACEKI TEFKNNAG-PHNVVEDEDEI PAGVDVSKI SVMSEEEYLNGPGETYSVTLSEKGT Y TFYCAPHQGAGWECKVT VI
Nt -G 2129959.. | EVLLGSDDGA AFVPGNFSVSAGEKI TEFKNNAGFPHNVVFDEDEI PAGVDVSKI SMPEEEYLNGPGETYSVTLSEKGTYTFYCAPHQGAGWCKVT VI
Nt - G 544647. . | EVLLGSDDGGLAFVPGNFSVSACEKI TEFKNNAG-PHNVVEDEDEI PAGVDASKI SVMSEEDLLNGPGETYSVTLSEKGT Y TFYCAPHQGAGWCKVT VI
Nt-G 2129961.. | EVLLGSDDGA AFVPGNFSVSAGEKI TEFKNNAGFPHNVVFDEDEI PAGVDASKI SVSEEDLLNAPGETYSVTL SEKGTYSFYCSPHQGAGWECKVT VI
Soc- G 65839. . | EVLLGSDDGGLAFVPGNFSI SACEKI TEFKNNAG-PHNVVEDEDEI PAGVDASKI SVMPEEDLLNAPGETYSVTL SEKGTYSFYCSPHQGAGWGCKVT VI
Ro- G 223146. . | ElI KLGGDDGALAFVPGSFTVAACEKI VEFKNNAG-PHNI VFDEDEVPAGVDAAKI SVSEEDLLNAPGET YAVTL SEKGTYSFYCSPHQGAGWCGKVT V(
Ro- G 65840. . | El KLGGDDGALAFVPGSFTVAACGEKI VEKNNAG-PHNI VEDEDEVPAGVDASKI SVSEEDL LNAPGET YAVTL SEKGTYSFYCSPHQGAGWGKVT V(
Pn-1709654. . VDVLLGADDGSLAFVPSEFSVPAGEKI VEFKNNAGFPHNVL FDEDAVPSGVDVSKI SVSEEDL L NAKGETFEVAL SDKGEY TFYCSPHQGAGWGKVI VI
Pn- G 929813. . | DVLLGADDGSLAFVPSEFSI SPGEKI VEFKNNAG-PHNI VEDEDSI PSGVDASKI SVSEEDL L NAKGETFEVAL SNKGEY SFYCSPHQGAGWCGKVT VI
Ch- G 130262. . | EVLLGGGEDGSLAFVPNDFSI AKGEKI VEKNNAGFPHNVVEDEDEI PSGVDASKI SVDENDLLNAAGET YEVAL TEAGTYSFYCAPHQGAGWCGKVT VI
At 1920340. . | EVLLGGGEDGSLAFI PNDFSI AKGEKI VEKNNAGYPHNVVEDEDE! PSGVDVAKI SVDEQDLLNGAGET YEVAL TEPGTYSFYCAPHQGAGWCKVT VI
At 1976100. . MEVL LGSDDGSLAFVPSEFTVAKGEKI VEKNNAGFPHNVWEDEDEI PSGVDASKI SVMDETALLNGAGET YEVTL TEPGSYGFYCAPHQGAGWGKL TV
Cup- G 65834. . | EVLLGGDDGSLAFI PNDFSVAACEKI VEFKNNAG-PHNVVEDEDEI PSGVDAGKI SVNEEDL LNAPGEVYKVNL TEKGSY SFYCSPHQGAGWCKVT VI
Mp- G 65837. . L DVL L GSDDGEL AFVPNNFSVPSGEKI TFKNNAGFPHNVWEDEDEI PSGVDASKI SMDEADL LNAPGET YAVTL TEKGSY SFYCSPHQGAGWGKVTVI
Mp- G 223149. . L DVLLGSDDGGLAFVPNNFSI AAGEKI VEFKNNAGFPHNVWEDEDEI PSGVDASKI SMDEADL LNAPGET YAVTL TEKGSY SFYCSPHQGAGWGKVTVI
Ps- Q3 130275. . VEVLLGASDGGELAFVPSSLEVSACETI VFKNNAGFPHNVVFDEDEI PAGVDASKI SMPEEDL LNAPGETYSVKL DAKGT YKFYCSPHQGAGWGVT VI
Vi f -G 65843. . VEVLLGASDGGE.AFVPNSFEVSACDTI VFKNNAGFPHNVVFDEDEI PSGVDAAKI SVMPEEDL LNAPGETYSVKL DAKGT YKFYCSPHQGAGWGVT VI
Fa- G 21759334. . VEVLLGGSDGSLAFVPSNI EVAAGETVVFKNNAGFPHNVL FDEDEVPKGVDAGAI SVKEEDLLNAPGETFSVTLKEKGTYSI YCSPHQGAGVAGKI TVI
Las- G 65832. . AEVLLGSSDGGE VFEPSTFSVASCGEKI VEFKNNAGFPHNVVEDEDEI PAGVDASKI SVSEEDLLNAPGET YAVTL TEKGTYSFYCAPHQGAGWCKVT VI
Phv- G 65830. . LEVLLGSGDGSL VFVPSEFSVPSGEKI VEKNNAGFPHNVWEDEDEI PAGVDAVKI SMPEEEL LNAPGET YWTLDTKGTYSFYCSPHQGAGWGKVTVI
Sl p- 4 21366. . AEVLLGSSDGGELAFVPSDL S| ASCGEKI TEFKNNAGFPHNVVFDEDEVPAGVDVTKI SMPEEDLLNAPGEEYSVTL TEKGT YKFYCAPHAGAGWGKVT VI
Sl p- G 65842. . AEVLLGSSDGGELAFVPSDL S| ASCGEKI TEFKNNAGFPHNDL FDEDEVPAGVDVTKI SMPEEDLLNAPGEEYSVTL TEKGT YKFYCAPHAGAGWGKVT VI
Pec- G 82064. . AEVKLGSDDGGEL VFSPSSFTVAACGEKI TEKNNAGFPHNI VEDEDEVPAGVYNAEKI SQP- - EYLNGAGET YEVTL TEKGT YKFYCEPHAGAGVKGEVT VI
Dac- G 130267.. AEVKLGADDGALVFSPSSFSVAKGEG SFKNNAGFPHNI VFDEDEVPAGVDVSKI SQ- - EDYLDGAGESFTVTLTEKGT YKFYCEPHAGAGVKGEVTV
Chlr-A399419.. ATVKLGADSGALEFVPKTLTI KSCETVNFVNNAG-PHNI VFDEDAI PSGVNADAI SR- - DDYLNAPGET YSVKL TAAGEYGYYCEPHQGAGWCKI | W(

Konsensus/ 95% .-l hLGussGsLsFE. Psphpl . t GEpl sSFKNNAGaPHNI | FDEDt | PuGVssst | S. . -t - hLsu. GEpat Vt Ls. . GoYt aYCt PHt GAGVhGpl hV;

Abbildung 6-2: ClustalW-Alignment reifer Aminoséasegjuenzen der Plastocyaiiene aus unterschiedlichen Spezies.

Mehrere Aminosdurensequenzen einer Spezies wurdatann dargestellt, wenn das reife Protein Unkéesie aufwies. In der Konsensus=Konsensus-Sequmhzis konservierten Aminosauren grof3
geschrieben, in kleinen Buchstaben und Zeichen evudie Aminosauren nach Eigenschaften beschriebaaikholisch; I=aliphatisch; .=irgendeine; a=artisth; c=geladen; h=hydrophobisch; -=negativ;
p=polar; +=positive; s=klein; u=sehr klein; t=tusihnlichelike). Das Einkernige Cu-Zentrum wird vandlau markierten Aminosauren gebildet. Die ragdstellten Aminosauren sind sauer und wichtig fir
Interaktionen des Plastocyanins mit PSI unshigftKomplex.
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Hu- G173
O=-G1.95
Hu-G1.69
HBSLZ0 | gz glas
Chiral.12
San-¢1.33
sho-a1e7 M- G127 At gTE100
p-claa Cup-31.34
At1920340
FeoGlE i
B Fr-Gl13
Sip-% 166
Fr-el54
Stp-sl a2 Las 313 Nt GG e
FooElan Fro- 1.4
F b3 .30 e S O Nt 617
SetSI38 Tt elsa
P=GlL7S
WitG 1S3
Fa%1.39

Abbildung 6-3: Phylogenetisches Baum der reiferstelzyanin-Aminosauresequenzen.
Angegeben wurde ein Kirzel fur die Art und die tetezwei Ziffer der GI-Nummer der Sequenz.

At: Arabidopsis thaliang [Streptophyta; eudicotyledons; core eudicots; misitirosids II; Brassicales; Brassicaceae]

Ch: Capsella bursa-pastor;jgStreptophyta; eudicotyledons; core eudicots; msitirosids II; Brassicales; Brassicaceae]

Chilr:  Chlamydomonas reinhardtiiChlorophyta; Chlorophyceae; Chlamydomonadalesa@ytiomonadaceae]

Cup: Cucurbita pepo(sStreptophyta; eudicotyledons; core eudicots; sysédirosids |; Cucurbitales; Cucurbitaceae]

Dac: Daucus carota[Streptophyta; eudicotyledons; core eudicots; asecampanulids; Apiales; Apiaceae; Apioideae;
Scandiceae; Daucinae]

Fa: Fritillaria agrestis; [Streptophyta; Liliopsida; Liliales; Liliaceae]

Hv: Hordeum vulgare[Streptophyta; Liliopsida; Poales; Poaceae; Poeig€sticeae]

Las: Lactuca sativa[Streptophyta; eudicotyledons; core eudicots; atpcampanulids; Asterales; Asteraceae;
Cichorioideae; Cichorieae]

Le: Lycopersicon esculenturfstreptophyta; eudicotyledons; core eudicots; afggtamiids; Solanales; Solanaceae;
Solanum]

Mp: Mercurialis perennis[Streptophyta; eudicotyledons; core eudicots; msitirosids I; Malpighiales; Euphorbiaceae;
Acalyphoideae; Acalypheae]

Nt: Nicotiana tabacuniStreptophyta; eudicotyledons; core eudicoterids; lamiids; Solanales; Solanaceae]

Os: Oryza sativa[Streptophyta; Liliopsida; Poales; Poaceae; Ehdidete; Oryzeae]

Pec: Petroselinum crispunfsStreptophyta; eudicotyledons; core eudicotsrigs; campanulids; Apiales; Apiaceae;
Apioideae; apioid superclade; Apium clade]

Phv:  Phaseolus vulgarigStreptophyta; eudicotyledons; core eudicots; sisidirosids I; Fabales; Fabaceae; Papilionoideae;
Phaseoleae]

Pn: Populus nigra[Streptophyta; eudicotyledons; core eudicotsidgyseurosids I; Malpighiales; Salicaceae; Saliteae

Ps: Pisum sativunStreptophyta; eudicotyledons; core eudicots; msidirosids I; Fabales; Fabaceae; Papilionoideae;
Vicieae]

Ro: Rumex obtusifolius[Streptophyta; eudicotyledons; core eudicots; Qalnytiales; Polygonaceae]

San: Sambucus nigrgstreptophyta; eudicotyledons; core eudicots; atecampanulids; Dipsacales; Adoxaceae]

Slp: Silene latifolig [Streptophyta; eudicotyledons; core eudicots; Galnytiales; Caryophyllaceae]

Soc: Solanum Crispum[Streptophyta; eudicotyledons; core eudicots; agelamiids; Solanales; Solanaceae]

Sot: Solanum tuberosuriStreptophyta; eudicotyledons; core eudicots; altefamiids; Solanales; Solanaceae]

Spo:  Spinacia oleraced Streptophyta; eudicotyledons; core eudicots; Catyglales; Amaranthaceae]

Vif: Vicia faba [Streptophyta; eudicotyledons; core eudicotsidsjseurosids I; Fabales; Fabaceae; Papilionoidéak=ae]
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6.5. Weitere spektroskopische Messungen

6.5.1. PAM-Messungen an Cytochronay-Linien

Tabelle 6-1: Spektroskopische Parameter der Cyboechy-Linien bei 60UE.

| Fv/m Qu 1-qP gN qr
Wit 0,82 /.0,01 0,74%0,01 0,054 70,01 0,177 */.0,02 0,12 */.0,01
atcy 0,82 70,01 0,76 */0,01 0,056 */0,01 0,161 70,01 0,11 */.0,01

35SCaMV::Atcy | 0,82 0,01 0,75.0,01 0,042 0,01 0,1727/.0,03 0,11 .0,01
Fluoreszenzmessungen an acht Wochen alten Wildtgp#en (Wt) und Cytochrom,-Linien (atc,
und 35&aMV:Atc,). Mittels einer PAM-101-Einheit wurde die Effiziender photochemischen
Reaktion des PSII (Fv/Fm); die effektive Quantebause am PSII®, ), Redox-Status von £(1-
gP), nicht-photochemische Fluoreszenzléschung (gN) state-1-2-transition(qT) ermittelt. Die
Werte wurden bei einer lllumination mit aktinisché&mht von 60UE aufgenommen.
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0,40 -

0,30 ~

0,20 f - — - o s oo m o m oo
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—O— Wt —il— atcx —a&— 35sCaMV::Atcx

Abbildung 6-4: Lichtkurven an Cytochroog-Linien.

An acht Wochen alten Pflanzen wurde die effektivea@enausbeute am PSB, (Y-Achse) in
Abhé&ngigkeit von der Intensitat des aktinischenhtsc(X-Achse) gemessen. Zwischen Wildtyp-
Pflanzen (Wt) und den Cytochromy-Linien (atc, und 35&aMV;:Atc,) sind keine signifikanten
Unterschiede feststellbar. Die dazugehorigen Medeweurden in der Tabelle 6-2 zusammengefasst.

Tabelle 6-2: Lichtkurven an Cytochrozp— Linien.

Wit atcy 35SCaMV::Atcy

BALE 0,74 710,028 0,77 710,018 0,74 710,01
139uE 0,72 10,021 0,74 710,022 0,71 710,006
214pE 0,67 710,028 0,71 %.0,016 0,68 *1.0,01
289uE 0,64 '1.0,028 0,67 10,022 0,65 *1.0,01
364UE 0,61 '/.0,035 0,63 */1.0,022 0,62 */.0,006
439uE 0,57 '1.0,035 0,6 '1.0,026 0,59 /0,012
589uE 0,51 '/.0,028 0,54 *1.0,03 0,51 */.0,012
739uE 0,45 */.0,014 0,49 10,05 0,46 *1.0,015
8891E 0,470,021 0,45 710,02 0,39 '1.0,026
1039pE 0,35 */.0,007 0,41 *1.0,026 0,35 *1.0,029

Die effektive Quantenausbeute am P®|| in Abh&ngigkeit von der eingestrahlten Lichtinfiits
[LE].Diese Daten wurden in der Abbildung 6-4. gselfi dargestellt.

- 125 -



Anhang

Tabelle 6-3: Lichtabh&ngige Fluoreszenzldschun@yitochromc,-Linien.

qP Wit atcy 35SCaMV::Atc,
150uE 0,79 710,03 0,86 '1.0,03 0,8 *1.0,03
300pE 0,71 1.0,03 0,75 '1.0,01 0,69 */.0,02
600pE 0,51 */.0,03 0,47 *1.0,06 0,52 1.0,06
1200pE 0,31 */.0,04 0,22 1.0,03 0,26 *1.0,03

ql Wit atcy 35SCaMV::Atcy
150uE 0,08 *1.0,02 0,09 *1.0,03 0,05 */.0,02
300pE 0,15 *1.0,04 0,1 */.0,03 0,13 */.0,01
600pE 0,28 */.0 0,28 710,03 0,27 *1.0,03
1200pE 0,37 '1.0,06 0,67 710,08 0,61 */.0,08

qE Wit atcy 35SCaMV::Atcy
150pE 0,55 1.0,17 0,65 */.0,12 0,52 1.0,09
300pE 1,02 71.0,28 1,45 *1.71.0,09 1,53 *1.0,01
600pE 1,51 71.0,04 2,19 10,27 2,11 710,26
1200pE 2,22%1.0,15 2,37 10,3 2,381.0,3

Die photochemische Fluoreszenzldschung {af#Fs} und nicht-photochemische Fluoreszenzléschung {ql=
(Fu/Fw)-1 Photoinhibition; qE=(k/Fus)-(Fu/Fv) Warmedissipation} wurden bei Raumtemperatur rsitte

einer PAM101-Einheit, aus Lichtinduktion/Erholunigarven (wie in Abb. 6-7.) unter unterschiedlicher
Intensitéat des aktinischen Lichts (150-1200 pEgblenet.

Tabelle 6-4: Der relative Oxidationszustand veg, P Cytochromc,-Linien.

| 150pE 300pE 600pE 900pE 1200pE
Wit 39,37/4,9 50,7 *1.6,3 70,3%/8,8 75,5 '1.9,4 84,2 */.10,5

atex 4337154 58,6 17,3 817/.10,1 85,7 71.10,7 96,3 /.12
35SCaMV::Atc, 30,9 7/-3,9 38,6 /14,8 70,4 /8,8 84,5 */.10,6 93 */.11,6

In PSI, unter unterschiedlicher aktinischer Belielg stellt sich ein intermediarer Oxidations- bzw.
Redoxzustand ein. Bei geringen LichtintensitaténPjg, Uberwiegend reduziert, bei hohen Lichtintensitaten
Uberwiegend oxidiert. Der relative Oxidationszustdim %] wurde mittels einer PAM101/PAM-102 Einheit

mit ED-P700-DW-Emitter/Detektor und zwei 102-FR et-Dioden an acht Wochen alten Pflanzen bestimmt.

0,8 -

0,6 -

0,5+ -~ --F=r -

0,4 -

Fv/Fm (bei PAR=2000LE)

Omin 60min 180min 240min 300min -120min

Zeit [min]

= Wt O atcx m 35sCaMV::Atcx

Abbildung 6-6: Messung der Photoinhibition in Cyio@mc,-Linien.

Blattscheiben von Wildtyp-Pflanzen (Wt) und Cytomfirc,-Linien (atc,; 358CaMV::Atc,) wurden
bei 27°C; in Wasser einer mehrstindiger llluminatimit 2000 pE ausgesetzt. In definierten
Zeitabstédnden wurde die Effektivitat der photoctsmimén Reaktion am PSII(F,) gemessen. Nach
300 min wurde das aktinische Licht ausgeschaltdtfiin zwei Stunden (-120min) die Erholung des
photosynthetischen Apparats betrachtet.
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6.5.2. PAM-Messungen an Plastocyanin-Linien

Tabelle 6-5State transitiorin Plastocyanin-Linien.

qT
Wt 0,12 *1.0,01
pete1-1.1 0,14 710,01
pete2-1.1 0,17 *1.0,01
35SCaMV::PetEl 0,12 *1.0,01
35SCaMV::PetE2 0,11 */.0,01
Tabelle 6-6: Lichtabhangige Fluoreszenzldschuriglastocyanin-Linien.
qP Wt petel-1.1 pete2-1.1 35SCaMV::PetEl  35SCaMV::PetE2
150pE 0,79 1.0,03 0,87 10,1 0,69 */.0,06 0,78 *1.0,04 0,92 /.0,05
300uE 0,71 */.0,03 0,79 *1.0,02 0,64 *1.0,03 0,70 */.0,01 0,74 *1.0,06
600pE 0,51 */.0,03 0,58 1.0,07 0,47 *1.0,06 0,5 '1.0,06 0,51 *1.0,06
12000E 0,31 */.0,04 0,4 71.0,05 0,26 1.0,03 0,3 7.0,04 0,32 *1.0,04
ql Wt petel-1.1 pete2-1.1 35SCaMV::PetEl  35SCaMV::PetE2
150pE 0,08 71.0,02 0,06 */.0,06 0,05 *1.0,05 0,05 */.0,03 0,07 710,03
300pE 0,15 *1.0,04 0,12 */.0,03 0,09 *1.0,05 0,16 */.0,03 0,13 71.0,02
600pE 0,28 /.0 0,23 *1.0,03 0,26 1.0,03 0,29 *1.0,04 0,33 *1.0,04
12000E 0,37 1.0,06 0,46 *1.0,06 0,47 *1.0,06 0,42 *1.0,05 0,53 *1.0,07
qE Wt petel-1.1 pete2-1.1 35SCaMV::PetEl  35SCaMV::PetE2
150pE 0,55 '1.0,14 0,65 */.0,14 0,14 710,11 0,67 10,1 1,03 */.0,05
300pE 1,02 */.0,18 1,12 */.0,14 1,12 71.0,14 1,37 *1.0,09 1,24 */.0,39
600pE 1,61 /.0,14 1,59 */.0,2 1,53 710,19 2,04 710,28 1,64 71.0,23
1200pE 2,22 710,15 2,49 710,31 2,33 710,29 3,1%1.0,39 2,4371.0,3

Die photochemische Fluoreszenzldschung {gf#fs} und nicht-photochemische Fluoreszenzldschung {{#Fu)-1
Photoinhibition; qE=(f/Fus)-(Fum/Fm) Warmedissipation} wurden bei Raumtemperatur nstegher PAM101-Einheit, aus
Lichtinduktion/Erholungs-Kurven (wie in Abb.6-7.hter unterschiedlicher Intensitat des aktinischiamts (150-1200 pE)

berechnet.
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Abbildung 6-7: Verlauf der typischen Lichtindukti@rholung-Messkurven zur Analyse der Fluoreszensorggan.
Wildtyp-Pflanzen (a.) und Plastocyanin-Linien (betel-1.1; c..pete2-1.1; d.: 358aMV::PetEL; e.: 35&aMV.:PetR2).

Die Messungen wurden mit einer PAM101-Einheit unei Raumtemperatur durchgefiihrt. Aufgefiihrt sind nur
Induktionskurven die unter einer lllumination vo®mOUE aktinischen Lichts aufgenommen wurden. Die ckge
protokolliert Zeit, die Y-Achse die Fluoreszenz.eDangegebenen Abkiirzungen bedeutgn:Gfundfluoreszenz; ¢
Maximale Fluoreszenz im Dunkelny FVariable Fluoreszenz;\k: Maximalfluoreszenz im stationaren Zustang; F
Grundfluoreszenz nach Ausschalten des aktinischemtd; F,: Maximalfluoreszenz nach 10min Erholung; st die
Differenz von s und der Grundfluoreszenz im aktinischen Licht. Méllroten Punkten wurde die Zunahme und
Stagnation der thermischen Dissipation im aktingsciiicht dargestellt. Wegen nicht bereiten Realszentren, in
diesem Zustand konkurrieren nur Warme und Fluoreseen die Anregungsenergie. Mit griinen PunktedeéstVerlauf
der Rickregulation (Erholung) im Dunkeln dargestell
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Tabelle 6-8B: Die effektiven Quantenausbeute dds(@&) in Abhéangigkeit von aktinischen Lichtstérke gesasmit

einem PAM101-Instrument.

Wit petel-1.1 pete2-1.1 35SCaMV::PetE1l 35SCaMV::PetE2
60LE 0,75 10,01 0,75 1.0,02 0,71 70,03 0,74 710,01 0,76 71.0,02
150pE 0,56 "/.0,02 0,6 7/.0,03 0,51 /0,02 0,57 710,03 0,65 *1.0,05
300uE 0,42 *1.0,03 0,48 *1.0,02 0,36 *1.0,01 0,41 10,01 0,52 *1.0,05
600UE 0,27 *1.0,01 0,31 %/.0,04 0,22 *1.0,03 0,25 *1.0,03 0,36 /10,04
1200uE 0,13 /.0,02 0,15 */.0,02 0,09 *7.0,01 0,11 *7.0,01 0,17 *1.0,02

Unter Langtagbedingungen propagierte, acht WoclitenPdlanzen wurden mit PAM101 (800 ms / 3000 pirsarende
Lichtimpuls) vermessen.

Tabelle 6-8C: Die effektiven Quantenausbeute ddk(R%) in Abh&ngigkeit von aktinischen Lichtstérke ges@smit dem

Robot-Instrument.

Wit petel-1.1 pete2-1.1 35SCaMV::PetEl 35SCaMV::PetE2
64uE| 0,74 */.0,028 0,74 *1.0,024 0,7 *1.0,01 0,73 *1.0,005 0,74 %1.0,012
139uE| 0,72 %/.0,021 0,73%1.0,02 0,63 /0,021 0,69 */.0,005 0,72 *1.0,015
214uE| 0,67 710,028 0,710,017 0,56 */.0,025 0,61 *7.0,01 0,67 10,021
289uE| 0,64 %/0,028 0,67 71.0,018 0,5 /0,025 0,55 *1.0,025 0,64 710,03
364uE| 0,61 /0,035 0,65 */.0,019 0,45 *1.0,025 0,51 */.0,02 0,61 */.0,031
439uE| 0,57 70,035 0,63 */.0,043 0,4 '/.0,025 0,48 *1.0,035 0,58 *1.0,023
589uE| 0,51 7/.0,028 0,57 *1.0,037 0,34 *1.0,031 0,4 '1.0,04 0,54 *1.0,025
739uE| 0,450,014 0,52 *1.0,054 0,29 *1.0,03 0,35 *1.0,04 0,51 */1.0,042
889uE 0,4 710,021 0,49 *1.0,05 0,26 *1.0,03 0,31 70,03 0,48 *1.0,047
1039uE| 0,35 */.0,007 0,45 *1.0,053 0,23 */.0,032 0,28 *1.0,025 0,45 *1.0,02
Unter Langtagbedingungen propagierte, acht WocherPllanzen wurden mit "Robot" vermessen.
Tabelle 6-9: Relative Oxidationszustand vag,Bnter unterschiedlichen Lichtintensitaten.
150pE 300LE 600LE 900LE 1200pE
Wt 30,26 */.3,78 39,08 /4,88 54,17 *16,77 58,14 *1.7,27 64,83 /8,1
petel-1.1 11,02 */1,38 19,09 */2,39 48,1 7/6,01 58,48 */.7,31 70,6 /8,82
pete2-1.1 27,3%13,41 48,2 *16,03 71,4%18,93 77,8 19,73 94,3 %/11,79
35SCaMV::PetE1 35,02 /4,38 42,79 *15,35 54,31 %/6,79 57,99 *1.7,25 65,14 */8,14
35SCaMV::PetE2 28,26 '1.3,53 39,32 714,92 52,55 *16,57 57,94 17,24 64,96 /8,12

Mit dem PAM101/102-Fluorometer (mit ED-P700DW EmitDetektor und 102-FR Photodioden) wurde das ivelat
Oxidationszustand (in % oxid.dg) in Abhangigkeit von der Intensitat des aktinisthéchts bestimmt und Gber Menge der
PSI-Komplexes normalisiert.
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Abstract

In Arabidopsis thalianaplastocyanin is encoded by two nuclear gefetFlL andPet,
which are highly homologous. The double mufaeitil-1.1 pete?-1.1 is seedling-lethal, high-
chlorophyll-fluorescent and deficient for all subunits of photosysteand photosystem |I.
The contention that, in higher plants, plastocyanin is the only mobitéraiedonor to
photosystem | was recently shaken by the discovery of a cytoehcgiike protein in
Arabidopsisand other flowering plants. The characterizatiorAdbidopsisplants carrying
disrupted genes for both Plastocyanins and with a functional cytoclwinoen Arabidopsis
thaliana (cyt cx) or Chlamydomonas reinhardt{cyt css;) cannot grow photoautotrophically
because of a complete block in light-driven electron transport. Tieesés suggest that in
higher plants the possibility that cgtfunctions alongside plastocyanin in photosynthetic
electron flow can be excluded. Additionally, complementation expeatsnef plastocyanin
double mutant wittPetEL andPetE2 genes have shown that both plastocyanin genes have
redundant function. However, chlorophyll fluorescence measurements tisndPulse
Amplitude Modulation (PAM) of thepetel-1.1 and 356aMV::PetE2 —lines (in the double
mutant background) indicate that release of oxidized plastocyanindhatosystem | can
affect the light-driven electron transport. A thaliang this effect can by mediated by a
difference in the structures of hydrophobic “north pole” (Pet;: PetE2:37Y) and in acid
northern-patch(PetE1s,ETA; PetE2:,EQD) of the PetE-isoplastocyanins.

Zusammenfassung

In Arabidopsis thalianaxistieren zwei kernkodierte Loci fur PlastocyarietEL undPetE2.
Die Nukleotidsequenzen der Gene, und ihre Peptidsequenzen weisen hohe komolog
zueinander auf. Die Doppelmutante quetel-1.1 undpete?-1.1 ist unter photoautotrophen
Bedingungen nicht lebensfahig. Unter UV-lllumination weist siee im Vergleich zum
Wildtyp erhohte Fluoreszenz und eine nahezu vollstandige Reduktion dessypitioese-
Apparates auf. Mit der Entdeckung des Cytochi@mhomologen Proteins iArabidopsis
entfachte erneut eine Diskussion ob in héheren Pflanzen nur Plastocyanin Elektronen zum PS
transportiert. Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dassbidopsisLinien mit
Mutationen in beiden Plastocyanin-Genen und im Beisein von funktionellerchCgto cs-
Homologen ausA. thaliana (Cyt c,) oder Chlamydomonas reinhardti{Cyt cs52) hicht
autotroph lebensfahig sind. Die Beobachtung begriindet sich in einernaigé Blockade
des lichtbetriebenen Elektronentransports und suggeriert, dass in rhdPimezen die
Funktion des Cytochrone —Proteins als ein Elektronencarrier zwischen Cytochbgffa
Komplex und Photosystem | ausgeschlossen werden kann.

Im Komplementationsexperimenten der Plastocyanin-DoppelmutantelsmiredEL und
PetE2 —Gene wurde festgestellt dass die beiden PlastocyaningBenesdundante Funktion
aufweisen. Messungen der Chlorophylifluoreszenz mittels PulsliArden-Modulation
(PAM) an denpetel-1.1 und 356aMV::PetE2 —Linien brachten weiterhin Hinweise darauf,
dass der Zerfall der Komplexe aus oxidiertem Plastocyanin und$3fstem | einen Einfluss
auf den Effizienz des Elektronentransports zwischen ligftund PSI haben kann. IA.
thaliana konnte der Effekt aufgrund strukturellen Unterschiede in der hydrephdord-
Domaéane* (PetEls/F; PetE237Y) und in der saueremorthern-patchDoméne (PetEIETA;
PetE2:,EQD) der Iso-Plastocyanine zustande kommen.
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