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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Photosynthese

Die Bedeutung der Photosynthese flr das Leben auf diesem Planeten kann nicht
Uberschatzt werden. Nahezu der gesamte Kohlenstoff, der in Organismen und
fossilen Energietragern gebunden ist, ist von der Photosynthese irgendwann als CO
aus der Atmosphare assimiliert, reduziert und in hohermolekulare organische
Verbindungen integriert worden. Weiterhin ermdéglicht die von den Lichtreaktionen
bereit gestellte Reduktionskraft dem photosynthetisierenden  Organismus,
anorganische Verbindungen, die Stickstoff, Phosphor, Schwefel und weitere
essentielle Spurenelemente enthalten, aufzunehmen, bei Bedarf zu reduzieren und
sie, in organische Verbindungen eingebaut, der Nahrungskette in der Biosphare
zuzufuhren. Ein Nebeneffekt der Photosynthese ist ferner, dass sie den Sauerstoff in
die Atmosphare entlasst, den die meisten Lebewesen (auch die Pflanzen) zur

Zellatmung und damit zur Energiegewinnung in den Mitochondrien bendtigen.

1.1.1 Lichtreaktionen

Die Photonen des Lichts werden von Lichtsammelkomplexen ,eingefangen® und via
Excitonentransfer (Heldt 2003) den Chlorophyllen in den Reaktionszentren der
beiden Photosysteme zugefiihrt. Ein Elektron dieser Chlorophylle wird dabei von der
Ubertragenen Lichtenergie angeregt und in diesem Zustand auf den folgenden
Elektronenakzeptor in der Elektronentransportkette Ubertragen. Durch das nun
fehlende Elektron wird Chlorophyll zu einem sehr starken Oxidationsmittel. Das
Redoxpotential des Chlorophylls im Photosystem Il ((PS Il) Diner und Rappaport
2002) reicht sogar aus, um uber sequentielle Elektronenlbertragungen eines
Mangan-Proteinkomplexes, Wasser in H*-lonen und O, zu spalten. Die Elektronen
werden, nachdem sie von PS Il Uber den Cytochrom-bgf-Komplex und PS | (Nelson
und Yocum 2006; Jensen et al. 2007) transportiert worden sind, auf Ferredoxin und
schlieRlich auf NADP" (bertragen (Ceccarelli et al. 2004; Lintala et al. 2007). Die
Spaltung des Wassers und weitere Protonentransfers uber Plastochinon und den

Cytochrom be/f-Komplex sorgen fur einen Protonengradienten an der
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Thylakoidmembran, der von der thylakoidalen ATPase zur ATP-Synthese aus ADP
und Phosphat genutzt wird (Nelson und Yocum 2006).

Wenn die Lichtstarke sehr hoch ist, tritt haufig die Situation ein, dass die
Elektronenubertrager der Elektronentransportkette vollstandig reduziert sind und
somit die Elektronen von den angeregten Chlorophyllen nicht aufnehmen kénnen. In
der Folge konnen diese Elektronen auf Sauerstoff Ubertragen werden, was zu
Superoxidanionenradikalen (Oy") fuhrt (Asada 1999; Asada 2000). Diese Radikale
konnen die Entstehung von Hydroxylradikalen («OH) fordern (s. 4.1.2), die durch die
Oxidation von Lipiden Proteinen usw. erheblichen strukturellen Schaden im Plastiden
verursachen koénnen (Berlett und Stadtman 1997; Noctor et al. 2000; Kimura et al.
2001). Zusammen mit H,O,, das auch als Signalmolekul dient (Desikan et al. 2000;
Mittler und Berkowitz 2001; Laloi et al. 2004), werden diese Radikale zu den
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zusammengefasst, deren effektive Kontrolle eine
der wichtigsten Aufgaben der Pflanzen im Licht ist (Noctor et al. 2000; Apel und Hirt
2004). Daher haben sich in der Photosynthese nicht nur Mechanismen zur Entgiftung
von ROS (Noctor und Foyer 1998) sondern auch zu deren Vermeidung entwickelt
(Cruz et al. 2005). So kann Uuber die Assoziation und Dissoziation von
Lichtsammelkomplexen und den Photosystemen (Horton et al. 1996) die Menge der
aufgenommenen Energie reguliert und Uber den Xanthophyllzyklus Uberschissige

Energie in Warme abgefuhrt werden (Gilmore 1997).

1.1.2 Kohlenstofffixierung in den so genannten Dunkelreaktionen

Die in den Lichtreaktionen produzierten Reduktionsaquivalente und ATP werden in
den so genannten Dunkelreaktionen der Photosynthese verwendet, um
atmospharisches CO; in organische Verbindungen einzubauen. Die entscheidende
Reaktion wird dabei von der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
(RubisCO) ausgefuhrt, die an den Cs-Korper Ribulose-1,5-bisphosphat (RubP) das
CO, anlagert, wobei ein aullerst labiles Ce-Intermediat entsteht (Miziorko und
Lorimer 1983), das sofort in zwei Molekule 3-Phosphoglyzerat (3-PGA) zerfallt. Das
3-PGA wird nun mit ATP zu 2,3-Bisphosphoglyzerat phosphoryliert und anschliel3end
mit NADPH zu Glyzerinaldehyd-3-Phosphat (G3P) reduziert, womit ein
Triosephosphat, also ein Zuckerderivat, als Produkt der Dunkelreaktion erreicht ware
(Raines 2003). G3P steht wiederum mit Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) Uber die

Triosephosphatisomerase im Gleichgewicht. DHAP wird zu einem kleinen Teil Uber
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den Triosephosphat/Phosphat-Translokator (TPT) aus den Plastiden transportiert
und zum Aufbau von Saccharose im Cytosol verwendet (Hausler et al. 2000). Ein
weiterer Teil geht, kondensiert zu Fruktose-6-Phosphat, in die Synthese
transitorischer Starke wahrend der Lichtperiode ein (Beck und Ziegler 1989; Zeeman
et al. 2007), aber der weitaus groRte Teil wird in den reduktiven
Pentosephosphatweg (Calvin-Benson-Zyklus (Bassham et al. 1954)) eingeschleust,
der der Regeneration des CO,-Akzeptors RubP dient (Woodrow und Berry 1988;
Geiger und Servaites 1994; Raines 2003).

1.2 Photorespiration

Die Photosynthese besteht nicht nur aus der Fixierung von CO; und Freisetzung von
Oz, sondern beinhaltet neben der bereits erwahnten Fixierung von N, S, P usw. auch
den umgekehrten Prozess, namlich die Freisetzung von vormals fixiertem CO; unter
Sauerstoffverbrauch. Dieser Prozess wird Photorespiration genannt, da er nur im
Licht stattfindet und seine Ursachen in den katalytischen Eigenschaften der RubisCO
hat (Lorimer 1981; Ogren 2003).

1.2.1 Die Eigenschaften der RubisCO — Ursprung der Photorespiration

Die RubisCO ist ein Multiproteinkomplex, der in hoheren Pflanzen aus acht grol3en,
plastidar kodierten, katalytischen Untereinheiten und acht kleinen, kernkodierten
Untereinheiten besteht (Miziorko und Lorimer 1983; Parry et al. 2003). Das
Holoenzym hat sowohl Carboxylase- als auch Oxygenase-Aktivitat und somit
konkurrieren O, und CO, um die Bindung an die katalytische Stelle des Enzyms und
damit um die Anlagerung an Ribulose-1,5-bisphosphat (RubP). Wenn O, statt CO
an der Reaktion mit RubP teilnimmt, entsteht ein Molekll 2-Phosphoglykolat (2-PG),
welches das Ausgangssubstrat fur den oxidativen C,-Zyklus der Photosynthese
(Photorespiration, Tolbert 1997 und Ogren 1984) ist und ein Molekul 3-PGA, das wie
unter 1.1.2 beschrieben weiterverarbeitet wird.

Das Verhaltnis, in dem die Carboxylase- zu der Oxygenase-Aktivitdt der RubisCO
steht, ist abhangig von dem lokalen Konzentrationsverhaltnis von CO, und O, am Ort
der RubisCO und folgt der Gleichung: Vel Vo=V K, C/tV,K:O

Hier gilt: v und v, sind die momentanen Geschwindigkeiten der

Carboxylierung/Oxygenierung, V. und V, sind deren maximale Geschwindigkeiten
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(Vmax), Ko und K. sind die Ky-Werte bezuglich O, bzw. CO,, C und O sind die
Konzentrationen von CO, und O, und t ist 0,5 (Ogren 1984). Der konstante Term
VKo I VoKe wird als Spezifitatsfaktor (1) der RubisCO bezeichnet (Parry et al. 2003),
der zwischen photosynthetisierenden Organismen variiert.

Wenn sich also das lokale Konzentrationsverhaltnis von CO,; zu O, erniedrigt,
verringert sich auch das Verhaltnis von Carboxylierung zu Oxygenierung und
Photorespiration nimmt zu. Da CO; und O, eine unterschiedliche Abnahme der
Wasserloslichkeit bei steigender Temperatur zeigen ([CO)/[02]=0,462 bei T=15°C
und [CO,)/[0,]=0,0376 bei T=35°C, Taiz und Zeiger 2000), ist der Anteil der
Oxygenase-Reaktion an der Gesamtaktivitat der RubisCO unter atmospharischen
Bedingungen vor allem temperaturabhangig (Ku und Edwards 1977; Jordan und
Ogren 1984).

1.2.2 Der photorespiratorische Stoffwechselweg

Nach der Oxygenase-Reaktion der RubisCO stehen =zu Beginn dieses
Stoffwechselweges (Abb. 1, folgende Seite) stochiometrisch gesehen zwei Molekile
2-Phosphoglykolat, die im weiteren Verlauf zu einem Molekll 3-PGA umgesetzt
werden.

Dies involviert eine komplexe Reaktionsfolge (Tolbert 1997; Douce und Neuburger
1999; Wingler et al. 2000), in die Peroxisomen, Mitochondrien und Chloroplasten
eingebunden sind und in deren Verlauf in der Reaktion der GDC in den
Mitochondrien schlieRlich CO, freigesetzt wird (Abb. 1). Diese Reaktionen kdnnen in
einer Cz-Pflanze unter ungunstigen Bedingungen (hohe Temperaturen, geschlossene
Spaltéffnungen) zu einem Verlust von bis zu 50% des in der Photosynthese fixierten
Kohlenstoffs flhren (Sharkey 1988; Hausler et al. 2001; Raines 2006). Da die
Refixierung des bei der GDC freigesetzten NH3 durch das GS/GOGAT-System die
primare Stickstoffassimilation der Pflanze um den Faktor 10 Ubersteigen kann
(Leegood et al. 1995), wird Uber Ferredoxin zusatzlich viel Reduktionskraft aus den
Photosystemen abgegriffen. Stickstoff ist fur die Pflanze ein wesentlich wichtigerer
Nahrstoff als der viel haufigere Kohlenstoff und dariiber hinaus wére NHs (bzw. NH4")
in den hier anfallenden Mengen toxisch fur die Pflanze (Britto und Kronzucker 2002).
Zusammengenommen ist eine effektive Refixierung des freigesetzten NH; fur die
Pflanze unerlasslich, was dazu fuhrt, dass eine Inhibition des GS-GOGAT-Systems
(z. B. durch Herbizide (Tan et al. 2006)) letal ist.
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Abbildung 1: Der photorespiratorische Stoffwechselweg

PGP = Phosphoglykolat-Phosphatase, GO = Glykolat-Oxidase, SGAT =
Serin/Glyoxylat-Aminotransferase, GGAT = Glutamat/Glyoxylat-Aminotransferase,
GDC = Glycin-Decarboxylase, SHMT = Serin-Hydroxymethyltransferase, HPR =
Hydroxypyruvat-Reduktase, GK = Glyzerat-Kinase, GS = Glutamin-Synthetase, Fd-
GOGAT = Ferredoxin-abhangige Glutamat-Synthase, MDH = Malat-Dehydrogenase,
2-KG = 2-Ketoglutarat, Glu = Glutamat, GIn = Glutamin, Pi = anorganisches Phosphat,
OAA = Oxalacetat, 3-PGA = 3-Phosphoglyzerat, RubP = Ribulose-1,5-bisphosphat

Im Gegensatz zu dem NHs; ist das in den Peroxisomen produzierte H,O, flr die
Pflanze nicht gefahrlich, da es sofort und effektiv von der in den Peroxisomen
lokalisierten Katalase entgiftet wird (Vandenabeele et al. 2004). Die
Reduktionsaquivalente fur die ebenfalls in den Peroxisomen ablaufende Reduktion
des Hydroxypyruvats werden zumindest zum Teil (Raghavendra et al. 1998) Uber ein
Malat/Oxalacetat-Shuttle von den Mitochondrien bereitgestellt, wo sie hauptsachlich
von der GDC regeneriert werden, die im Licht mit etwa der funffachen Rate des
Citrat-Zyklus arbeitet (Douce et al. 2001) und Glycin damit zum bevorzugten
Oxidationssubstrat pflanzlicher Mitochondrien macht (Kréomer und Heldt 1991).
Zudem produziert die GDC, die zusammen mit der SHMT bis zu 50% des
Gesamtproteins der Mitochondrien ausmacht, Formyl-Tetrahydrofolat (CH»-THF),

das als zentraler Ubertrager von Cs-Einheiten u. a. an der Biosynthese von
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Pyrimidinen und Purinen beteiligt ist (Hanson und Roje 2001; Bauwe und
Kolukisaoglu 2003).

Aufgeklart wurde der photorespiratorische Stoffwechselweg in gro3en Teilen durch
die Arbeiten von C. R. Somerville und W. L. Ogren (z. B. Somerville und Ogren 1979,
1980, 1980, 1981, 1982, 1983; Review: Somerville 1986; Somerville 2001), die
Mutanten von Enzymen dieses Weges isolierten, indem sie eine mutagenisierte
Population unter atmospharischer CO2-Konzentration durchmusterten und diejenigen
Linien charakterisierten, die dort nicht lebensfahig waren. Aber auch heute ist noch
reges Forschungsinteresse auf diesem Gebiet vorhanden (Boldt et al. 2005; Engel et
al. 2007), v. a. auch dadurch dass auf’er den beiden Dicarboxylattransportern der
Plastiden (Weber et al. 1995; Taniguchi et al. 2002; Renné et al. 2003) noch keine

Transportproteine der Photorespiration identifiziert wurden (Weber et al. 2005).

1.2.3 Sinn und Nutzen der Photorespiration

Der oxidative Cp-Zyklus (Tolbert 1997) hat vor allem die Aufgabe, % des zunachst fur
den Calvin-Benson-Zyklus verlorenen Kohlenstoffs aus 2-Phosphoglykolat zu
regenerieren. Da dabei Reduktionsaquivalente und ATP verbraucht werden, kann die
Photorespiration unter hohen Beleuchtungsstarken die Photosysteme der Thylakoide
vor einer Uberreduktion und damit vor der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies
schitzen (Kozaki und Takeba 1996). Die Photorespiration spielt ebenfalls eine Rolle
bei der Vermittlung von Trockenheitsresistenz, da bei geschlossenen Stomata und
niedriger CO,-Verflgbarkeit auf diesem Weg CO, bereitgestellt werden kann, so
dass der Calvin-Benson-Zyklus weiterlaufen kann und sicher gestellt ist, dass immer
noch Energie aus den Photosystemen abgegriffen wird (Noctor et al. 2002).
Weiterhin sind einige Metabolite dieses Stoffwechselweges wie Glycin und Serin an
verschiedenen Biosynthesewegen beteiligt, jedoch kénnen diese (bis auf CH,-THF,
Engel et al. 2007) auch auf anderem Wege hergestellt werden, wie in C4-Pflanzen zu
beobachten ist. Zusammengenommen ist also die Photorespiration vor allem
Recycling von Phosphoglykolat und Ventil fur Uberschussige Energie der
Photosynthese und eréffnet somit die Moglichkeit, durch ihre Reduktion Pflanzen die

Lichtenergie effektiver ausnutzen zu lassen.
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1.2.4 Naturliche Wege zur Verringerung von Photorespiration

In den heute vorkommenden photosynthetisierenden Organismen haben sich bereits
einige Wege zur Verringerung der Photorespiration etabliert, die hauptsachlich auf
einer lokalen Konzentrationserhdhung von CO; am Ort der RubisCO basieren. So
haben bestimmte Algen CO,-Konzentrationsmechanismen (Kaplan und Reinhold
1999; Giordano et al. 2005) und hohere Pflanzen die C4- und die CAM-

Photosynthese entwickelt.

1.2.4.1 C4-Photosynthese

Die Cs-Photosynthese beruht auf einer raumlichen Trennung von primarer COo-
Fixierung in den Mesophylizellen und endgultiger CO,-Fixierung durch die RubisCO
in den gasdichten Leitbundelzellen (Hatch 1987). Die Differenzierung dieser beiden
Zelltypen ist normalerweise essentiell fur die Cs-Photosynthese (Kranz-Anatomie),
auch wenn in speziellen Fallen bereits Einzelzell-C4-Photosynthese beobachtet
wurde (Lara et al. 2002; Edwards et al. 2004).

In den Mesophyllizellen wird CO,; als HCOs; von der Phosphoenolpyruvat-
Carboxylase (PEPC) vorfixiert. Das entstandene Oxalacetat ist sehr reaktiv und wird
daher zu organischen Sauren wie Malat oder Aspartat umgewandelt, die als
transienter Kohlenstoffspeicher in die Leitblindelscheidenzellen transportiert und dort
decarboxyliert werden.

Cs-Pflanzen werden dabei in drei Gruppen eingeteilt, die durch den Typ des
decarboxylierenden Enzyms in den Leitblindelscheidenzellen definiert werden: (1)
NADP-Malat-Enzym-Typ, (2) NAD-Malat-Enzym-Typ, (3) Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinase-Typ (Heldt 2003). Neben dem transienten Kohlenstoffspeicher (Malat
bei (1), Aspartat bei (2)+(3)) unterscheiden sich die drei Gruppen auch in dem
subzellularen Ort der Decarboxylierung, in der Art der Regeneration des HCOg3'™-
Akzeptors PEP und in der Energiebilanz (Hatch 1987; Furbank et al. 1990). Die
strenge Aufteilung der Cs-Pflanzen auf diese drei Gruppen wird in jungster Zeit
allerdings aufgeweicht, da vermehrt von Pflanzen berichtet wird, die mehr als ein
decarboxylierendes Enzym besitzen (Wingler et al. 1999; Calsa und Figueira 2007;
Muhaidat et al. 2007).

Durch die Freisetzung von vorfixiertem CO, in den gasdichten Leitbundelzellen
entsteht eine CO2-Pumpe, die wesentlich hohere CO»-Konzentrationen als in den

Mesophylizellen von Cs-Pflanzen ermdglicht. Dadurch wird die Oxygenase-Reaktion
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der RubisCO nahezu vollstandig unterdriickt und die RubisCO carboxyliert im
Gegenzug mit nahezu maximaler Geschwindigkeit Vimax, welche die RubisCO von Cs-
Pflanzen unter ambienten Bedingungen niemals erreicht. Zudem sind die
spezifischen Aktivitaten der C4-RubisCO hoher als die der Cs-Formen, wodurch
weniger RubisCO fur die gleiche Photosyntheseleistung bendtigt wird. Dies
ermdglicht den Cs-Pflanzen eine wesentlich bessere Effizienz hinsichtlich der
photosynthetischen Stickstoffnutzung, da die RubisCO das haufigste Protein in
Blattern ist und damit etwa 20-30% des Gesamtstickstoffs in Blattern von Cs-
Pflanzen, aber nur 6% in Cs-Blattern ausmacht (Sage et al. 1987). Klassische Cs-
Pflanzen sind z. B. Mais, Zuckerrohr und Hirse und eher in subtropischen bzw.

tropischen Breiten beheimatet.

1.2.4.2 CAM-Photosynthese
Die CAM-Photosynthese ist vom Prinzip her ahnlich der Cjs-Photosynthese.

Allerdings liegt hier eine zeitliche Trennung der Vorfixierung von CO; in organische
Sauren und der endgultigen Fixierung durch die RubisCO vor (Heldt 2003).

Das CO; wird nachts bei geotffneten Stomata wiederum von der PEPC fixiert, zu
Malat reduziert und in die Vakuole transportiert. Tagsuber kann die Pflanze dann bei
geschlossenen Stomata das Malat aus der Vakuole entnehmen und decarboxyliertes
CO, mit der RubisCO fixieren (Cushman und Bohnert 1999; Dodd et al. 2002). Diese
Art der Photosynthese wird vor allem von Crassulaceen an sonnigen, trockenen

Standorten verwendet und geht mit niedrigen Wachstumsraten einher.

1.2.5 Technische Ansatze zur Reduzierung der mit Photorespiration

verbundenen Verluste

Da auf Grund der Verhaltnisse in Cs- und CAM- Pflanzen davon ausgegangen
werden kann, dass die Photorespiration an sich nicht essentiell fir den pflanzlichen
Metabolismus ist, stellt sich (auch vor einem 6konomischen Hintergrund) die Frage,
ob die Photorespiration oder die mit ihr verbundenen Verluste an Energie und
fixiertem Kohlenstoff nicht auch in Cs-Pflanzen reduziert werden konnten und ob dies
eine hdhere Biomassenproduktion nach sich zége. Um diese Frage zu erdrtern,
wurden bereits mehrere Ansatze verfolgt, die auf verschiedene Strategien

zuruckgehen:
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Ein haufig verfolgter Ansatz ist, die kinetischen Konstanten (und damit 1, s. 0.) der
RubisCO zu verandern. Daflr wurde auf der einen Seite in vielen Studien versucht,
durch site-directed mutagenesis die katalytischen Eigenschaften der grof3en
Untereinheit zu verandern. Alle bisherigen Ansatze fuhrten jedoch sogar zu einer
weniger effizienten RubisCO und muissen von daher als gescheitert angesehen
werden (Whitney et al. 1999; Spreitzer und Salvucci 2002; Andersson und Taylor
2003; Parry et al. 2003).

Auf der anderen Seite wird innerhalb der photosynthetisierenden Organismen nach
RubisCO-Enzymen mit besseren katalytischen Eigenschaften gesucht, um diese
dann in wirtschaftlich bedeutende Pflanzen (crop plants) einzuschleusen. Solch eine
RubisCO mit hoherem 1 wurden in Rotalgen gefunden (Read und Tabita 1994;
Uemura et al. 1997), allerdings fuhrte die Expression der grof3en Untereinheit dieser
Enzyme in Tabak zu keiner detektierbaren Aktivitat (Whitney et al. 2001), da offenbar
zur Faltung des Proteins bendétigte Hilfsproteine fehlten (Cloney et al. 1993). Eine
mogliche Losung dieses Problems scheint die Plastomtransformation zu bieten
(Whitney und Andrews 2003). Innerhalb der hoheren Pflanzen dagegen ist die
Variation in den katalytischen Eigenschaften der RubisCO nicht sehr grof3 und die
crop plants scheinen bereits die effizientesten Formen zu besitzen, auch wenn
kirzlich in einer Studie mediterrane Pflanzen mit héherem 1 gefunden wurden
(Galmes et al. 2005), deren Carboxylierungsgeschwindigkeiten aber noch nicht
bestimmt wurden (Raines 2006). Dies alles fUhrte zu einem wieder erstarkenden
Interesse an der Erforschung und Manipulation der kleinen Untereinheit der
RubisCO, die noch nicht in ihrer Funktion verstanden ist (Spreitzer 2003).

Ein anderer Ansatz zur Reduktion der Photorespiration ist, Enzyme aus C4-Pflanzen
in Cs-Pflanzen zu Uberexprimieren, um so deren CO»-Konzentrationsmechnismen zu
Ubertragen (Matsuoka et al. 2001). Im Gegensatz zu einigen Ansatzen mit RubisCO-
Untereinheiten (s. 0.) konnten Cs-Enzyme funktional in Cs-Pflanzen exprimiert
werden (Hausler et al. 2002; Leegood 2002; Miyao 2003). So wurden die Maisgene
fur die PEPC, die Pyruvat-Phosphat-Dikinase (PPDK) oder das NADP-Malat-Enzym
(NADP-ME) in Reis Uberexprimiert (Ku et al. 1999; Takeuchi et al. 2000; Jiao et al.
2002; Fukayama et al. 2003; Raines 2006), wobei jedoch kein Effekt auf die
photosynthetischen Eigenschaften festgestellt werden konnte, sondern, im Gegenteil,
die Expression des NADP-ME zu unterentwickelten Pflanzen mit photooxidativen

Schadigungen fuhrte (Tsuchida et al. 2001). In transgenen Kartoffelpflanzen, die
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PEPC und NADP-ME exprimierten, konnte dagegen eine Erniedrigung des CO,-
Kompensationspunktes beobachtet werden, was eine Reduktion der Photorespiration
nahelegt, deren Ursache aber nicht abschliefend geklart werden konnte. AulRerdem
zeigten diese Pflanzen Verschiebungen im Muster endogener Enzyme und
Veranderungen der Pigmentausstattung (Hausler et al 1999, 2001 und 2002).

Trotz der Vielzahl der vorgestellten Studien zur Ubertragung von Cs-Eigenschaften
auf Cs-Pflanzen, ist bis jetzt noch kein Versuch publiziert worden, in dem alle
beteiligten Enzyme des C4-Weges in Cs-Pflanzen zu exprimieren (Leegood 2002;
Raines 2006), aber schon jetzt steht fest, dass die Kranz-Anatomie der C4-Pflanzen
fur ein Funktionieren der C4-Photosynthese unerlasslich ist (Hausler et al. 2002). Da
auch in Zellen mit Einzelzell-C4-Photosynthese spezialisierte Organellen vorkommen,
die in Csz-Pflanzen so nicht zu finden sind (Raines 2006), kann somit in Cs-Pflanzen
keine vollstandig funktionierende C4-Photosynthese etabliert werden, aber es sollte

dennoch mdglich sein, photorespiratorische Verluste zu verringern.

1.2.6 Die hier verfolgten Ansatze: GTT und GMM

Neben den genannten Strategien existiert noch eine weitere, deren grundlegende
Idee es ist, das durch die Oxygenase-Reaktion der RubisCO und nachfolgende
Dephosphorylierung  entstehende  Glykolat bereits im  Chloroplasten zu
metabolisieren. Dabei entstehendes CO, wirde am Ort der RubisCO freigesetzt und
kdnnte so die lokale COj-Konzentration erhdhen, was wiederum zu einer
verminderten Oxygenase-Aktivitat der RubisCO (s. 0.) und damit zu einem
selbstregulierten System fluhren wirde. Um dies zu erreichen, wurde im Rahmen
dieser Arbeit an der Etablierung von zwei alternativen Stoffwechselwegen im

Chloroplasten gearbeitet:
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Abbildung 2: Die beiden vorgeschlagenen Stoffwechselwege zur Verminderung
photorespiratorischer Verluste GTT und GMM im Vergleich. In griiner Farbe markiert
sind die Enzyme, die notwendigerweise transgen in die Pflanzen eingebracht werden
mussen.

In dem GTT-Weg soll das entstandene Glykolat im Chloroplasten durch drei
aufeinander folgende Reaktionen transgen eingebrachter Enzyme zu Glyzerat
umgesetzt werden, dass dann uber die Glyzerat-Kinase wieder Eingang in den

Calvin-Benson-Zyklus findet (Abb. 2). Die Summenformel dieses Weges ist damit:
2 Glykolat + O, + NADH + ATP = 3-PGA + CO; + NAD" + H,0, + ADP + P;

Zur Etablierung dieses Ansatzes mussen die Gene fir die Glykolat-Oxidase (GO, A.
thaliana, At3g14420, s. 3.2.1), die Tartronat-Semialdehyd-Synthase (TSS, E. coli,
NP_415040) und die Tartronat-Semialdehyd-Reduktase (TSR, E. coli, NP_417594, s.
3.2.4) mit Transitpeptidsequenzen fur die richtige subzellulare Lokalisation in das
Genom von A. thaliana eingebracht werden.

In dem GMM Weg dagegen soll der Kohlenstoff aus dem Glykolat nicht wieder
zuruck in den Calvin-Zyklus gebracht werden, sondern Uber eine Reaktionsfolge von
drei transgen eingebrachten Enzymen und unter der Zuhilfenahme der plastidaren
(Abb. 2). Die

Pyruvat-Dehydrogenase vollstandig zu CO, oxidiert werden

Summenformel dieses Weges stellt sich damit so dar:
Glykolat + O, + NAD" + NADP* = 2 CO, + NADH + NADPH + 2H" + H,0;

Die Verfolgung dieses Ansatzes macht es notig, Gene fur die Glykolat-Oxidase (GO,
At3g14420, s. 3.2.1), Malat-Synthase (MS, C. pepo, X56948, s. 3.2.2) und das Malat-
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Enzym (ME, Z. mays, J05130.1, s. 3.2.3) inklusive der ndétigen
Transitpeptidsequenzen in das A. thaliana Genom zu transferieren.

Die beiden Ansatze unterscheiden sich auch hinsichtlich ihrer Energiebilanz:
Wahrend bei dem GMM-Weg zwei Reduktionsaquivalente entstehen wird bei dem
GTT Weg ein NADH oxidiert und auch ein ATP verbraucht. Gemeinsam ist beiden
Ansatzen dagegen die Glykolat-Oxidase als Startenzym, die das Glykolat unter
gleichzeitiger Produktion von H,O oxidiert.

Vor kurzem wurde gezeigt, dass ein dem GTT Ansatz recht ahnliches Projekt zum
Erfolg, also zu groReren Pflanzen bei verbesserter CO,-Assimilation, geflhrt hat
(Kebeish et al. 2007). In diesem Fall wurde statt der im GTT Ansatz vorgeschlagenen

Glykolat-Oxidase die Glykolat-Dehydrogenase aus E. coli verwendet

1.3 Die Rolle von Malat

Da Malat in einem erkenntnisreichen Teil dieser Arbeit (3.8) eine wichtige Position
einnimmt, soll noch kurz auf die wichtigsten Eigenschaften dieses Metabolits in
Pflanzen eingegangen werden.

Malat spielt eine zentrale Rolle in den meisten Organellen der Pflanzenzelle,
zwischen denen es schnell (Kalt et al. 1990) Uber vielfaltige Transportsysteme
ausgetauscht werden kann (Taniguchi et al. 2002; Emmerlich et al. 2003; Renné et
al. 2003; Scheibe 2004). Malat ist involviert in viele zellulare Prozesse wie die Nitrat-
Reduktion, Fettsauresynthese, Photorespiration (Abb. 1), Stomatabewegungen (als
Osmotikum), Kontrolle des zellularen pH, Redox-Gleichgewicht und den Transport
und Austausch von Reduktionsaquivalenten zwischen den verschiedenen Organellen
(Lance und Rustin 1984). Der Malat-Gehalt zeigt dabei in Blattern von Cs-Pflanzen
einen circadianen Rhythmus mit den héchsten Werten am Ende der Lichtperiode. Die
Malat-Synthese findet im Licht durch die aufeinander folgenden Reaktionen der PEP-
Carboxylase (PEPC) und der Malat-Dehydrogenase (MDH) statt, wobei die PEPC-
Aktivitat ebenfalls sehr stark reguliert ist (Fontaine et al. 2002; Nimmo 2003; Sullivan
et al. 2005). Wenn der Malat-Gehalt im Tagesverlauf einen bestimmten Wert
Ubersteigt, wird es in die Vakuole eingelagert (Gout et al. 1993), von wo aus es
nachts bei desaktivierter PEPC wieder entlassen wird. Das entlassene Malat kann
dann, von dem Malat-Enzym (s. 3.2.3) zu Pyruvat decarboxyliert, den Citrat-Zyklus

in den Mitochondrien antreiben (Martinoia und Rentsch 1994). Neben der
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Speicherung in der Vakuole kann Malat aber auch von der Fumarase zu Fumarat
umgesetzt werden (Gout et al. 1993), was zusatzlichen Bedarf flr Transportprozesse
schafft, da das Cytosol keine Fumarase-Aktivitat besitzt. Unterstutzt wird diese
Aussage durch die kurzlich verodffentlichten Ergebnisse von Tomatenpflanzen (S.
lycopersicum), die eine reduzierte Fumarase-Expression und konsequenterweise

erhohte Malat-Gehalte zeigten (Nunes-Nesi et al. 2007).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, die beiden
vorgeschlagenen artifiziellen Stoffwechselwege GMM und GTT in den Plastiden von
A. thaliana Pflanzen zu etablieren. Das Ziel dabei sollte sein, Pflanzen zu erzeugen,
die weniger stark von photorespiratorischen Verlusten betroffen sind als der Wildtyp
und somit verbesserte Wachstums- und Photosyntheseeigenschaften zeigen. Da
diese Ansatze neuartig waren und die meisten der nétigen Enzyme zu Beginn der
Arbeit noch nie in Plastiden von A. thaliana exprimiert worden waren, sollten auch
einige der intermediaren einzeln und doppelt transgenen Pflanzenlinien kurz
charakterisiert und auf mogliche Hinweise zum Gelingen des Gesamtprojekts

untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

21.1 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterial

In der vorliegenden Arbeit wurden analysenreine Chemikalien der Firmen Biomol
(Hamburg), Difco (Hamburg), Duchefa (Haarlem, NL), Fluka (Buchs, CH), Merck AG
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma-Aldrich (Deisenhofen), CS GmbH
(Langerwehe) und Serva (Heidelberg) verwendet. Biochemikalien und Enzyme,
einschlieBlich der dazugehorigen Puffer stammten von den Firmen MBI Fermentas
GmbH (St. Leon-Rot), Roche Molecular Biochemicals (Mannheim), Qiagen GmbH
(Hilden) und New England Biolabs (Frankfurt/Main). Allgemeines Verbrauchsmaterial

wurde Uber die Firma KMF Laborchemie Handels GmbH (Lohmar) bezogen.

2.1.2 Gerate

Die Typenbezeichnungen und die Hersteller der verwendeten Gerate sind, soweit
diese fur die Durchfihrung von Bedeutung waren, bei den jeweiligen Versuchsteilen

aufgefuhrt.

2.2 Pflanzenanzucht

2.2.1 Pflanzenmaterial

Es wurde ausschlieldlich mit Arabidopsis thaliana L. Heynh. Cv. Columbia (A.
thaliana) gearbeitet. Der Wildtyp dieser Pflanzen wird in der vorliegenden Arbeit mit

Col-0 bezeichnet.

2.2.2 Anzucht von A. thaliana auf Erde

A. thaliana Samen wurden in 9 cm Plastiktopfe (Poppelmann, Lohne) ausgesat. Das

enthaltene Substrat war ein Gemisch von 3 Teilen Erde (Einheitserde Typ Minitray,
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Gebr. Patzer KG, Sinntal-Jossa) und einem Teil Vermiculit (Basalt Feuerfest, Linz).
Die Aussaat wurde fir zwei Tage im Dunkeln bei 4°C stratifiziert. Nach etwa zwei
Wochen wurden die Pflanzen in 77er Multiplatten (Nitsch & Sohn, Kreuztal) oder

Einzeltdpfe mit identischem Substrat pikiert.

2.2.2.1 Gewachshaus

Im Gewachshaus herrschten Langtag-Bedingungen, also ein Licht/Dunkel-Rhythmus
von 16:8 h und eine relative Luftfeuchtigkeit von etwa 40%. In der Lichtperiode
betrug die Temperatur 21°C, wahrend der Dunkelperiode 18°C. Die
Photonenflussdichte der photosynthetisch aktiven Strahlung (PFD) war naturgemaf
grollen Schwankungen unterworfen. Es wurde aber durch technische MalRnahmen
(automatische  Beleuchtung/Verdunkelung) versucht, das Ausmall dieser

Schwankungen gering zu halten.

2.2.2.2 Klimakammern

Zur besseren Reproduzierbarkeit der Phanotypen und besonders der
Metabolitanalysen mittels GC/MS wurden die Pflanzen in genauer kontrollierbaren
Bedingungen in Klimakammern angezogen. Hierfir standen begehbare
Pflanzenkammern (Fa. Weiss, Reiskirchen) und Pflanzenanzuchtschranke (Fa.
Percival, Perry, USA) zur Verfugung. Die Temperaturen lagen in beiden Fallen
wahrend der Lichtperiode bei 22°C und wahrend der Nachtperiode bei 18°C. Die
Luftfeuchtigkeit wurde konstant bei 50% gehalten. In diesen Kammern wurden zwei
verschiedene Tageslangen bei unterschiedlichen Beleuchtungsstarken appliziert. Die
Beleuchtungsstarken sind in den jeweiligen Versuchsteilen angegeben, Fur die
Tageslange gilt, dass im Langtag (LT) 16 Stunden Licht gegeben wurden und im
Kurztag (KT) nur 8 Stunden.

2.2.2.3 Selektion auf Erde

Transgene Pflanzen, die das BASTA-Resistenzgen trugen, konnten auf Erde
selektioniert werden. Dazu wurden die zu selektionierenden Pflanzen wie in 2.2.2
ausgesat und ab einem Alter von etwa zwei Wochen, wenn das autotrophe

Wachstum eingesetzt hatte, einmal taglich fur drei Tage mit einer BASTA-LOsung
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bespriiht. Uberlebende Pflanzen wurden eine Woche spéater in neue Tépfe oder
Multiplatten (s. 2.2.2) pikiert.
BASTA-LGsung:
0,001% (w/v) Glufosinat
0,1% (viv) Tween 20

2.2.3 Anzucht von A. thaliana unter verschiedenen Bedingungen

2.2.3.1 Wachstum unter erhdohter CO,-Konzentration

Zur Anzucht von A. thaliana unter erhdhter CO»-Konzentration wurden die Pflanzen
in einen weitgehend gasdichten Plexiglasbehalter mit den Malden 63 x 61 x 24 cm
(Auftragsarbeit der Versuchswerkstatt des Bot. Inst.) transferiert. Dieser Behalter ist
in einem Klimaschrank (Fa. Percival, Perry, USA, s. 2.2.2.2) aufgebaut. Er verfugt
Uber eine regelbare CO»- und Pressluftzufuhr, sowie einen Ventilator zur
Luftzirkulation. AuRBerdem ist an der Frontseite eine Klappe flr die bessere
Zuganglichkeit eingelassen. Das eingeleitete CO, stammt aus Gasflaschen, die von
der Firma Carbo aus Koln bezogen wurden.

In der CO,-Kammer wurde ein Licht/Dunkel-Rhythmus von 8:16 Stunden eingehalten
und der CO,-Gehalt wurde auf 2000 £200 ppm oder 4000 £200 ppm eingestellt. Die

PFD ist in den jeweiligen Versuchsteilen angegeben.

2.2.3.2 Wachstum unter Starklicht

Um die Auswirkungen von Starklicht auf die Pflanzen zu bestimmen, wurden sie in
eine Phytokammer (V6tsch, Balingen) transferiert, in der Lichtstarken von 30-700 pE
erreicht werden konnten. Dabei wurde ein Licht/Dunkel-Rhythmus von 16:8 h, eine

Temperatur von 22°C und eine relative Luftfeuchtigkeit von 50% eingehalten.

2.2.3.3 Wachstum in der Kithlkammer

Kaltestress wurde in einem Kuhlraum des botanischen Instituts simuliert, in dem eine
Umgebungstemperatur von 4°C herrschte. Eine aufgehangte Lichtbank sorgte fur die
Beleuchtung mit einer PFD von 60 +10 YE bei einem Licht/Dunkel-Rhythmus von
16:8 Stunden.
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2.2.3.4 Applikation von Salzstress

Fir die Simulation von Salzstress wurden die Pflanzen mit einer NaCl-Losung
gegebener Konzentration gegossen, wenn das Substrat bei allen Pflanzen

gleichmalig nahezu trocken war.

2.2.4 Oberflachensterilisation von A. thaliana-Samen

Zur Aussaat auf Agarplatten wurden die Samen durch mindestens sechsstundige
Begasung mit Chlorgas in einem Exsikkator sterilisiert. Die Chlorgasentwicklung
wurde durch Zugabe von 3 ml konzentrierter HCI zu 100 ml 12%iger Na-Hypochlorit-

Ldsung erreicht.

2.2.5 Anzucht und Selektion von A. thaliana auf Agar-Platten

Sterilisierte Samen wurden auf MS-Agar-Platten ausgelegt und anschlieend fur zwei
Tage bei 4°C stratifiziert. Daraufhin wurden sie in einen Klimaschrank (Fa. Rubarth,
Laatzen) uberflhrt, in dem sie bei 22°C, einem Licht/Dunkel-Rhythmus von 16:8 h
und einer PFD von 40 5 pE bis zum Pikieren auf Erde oder der Durchfuhrung

weiterer Experimente verblieben.

MS-Agar:
1% (w/v) Saccharose
0,44% (w/v) Murashige&Skoog (MS)-Salze (Duchefa, Haarlem, NL)
0,8% (w/v) Agar

FUr Selektionen transgener Pflanzen auf Agarplatten wurden dem autoklavierten MS-

Agar steril filtrierte Antibiotikaldsungen hinzugefugt:

Kanamycin 50 ug/ml Endkonzentration
Hygromycin 30 ug/ml Endkonzentration
Sulfadiazin 5,25 pg/ml Endkonzentration
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2.2.6 Externe Zugabe von Nahrstoffen zu dunkelinkubierten A. thaliana

Pflanzen

Um zu testen, inwieweit die verfrihte dunkel-induzierte Seneszenz der ME Pflanzen
(3.8.3) durch die externe Zugabe von Nahrstoffen beeinflusst werden kann, wurden
drei Wochen alte, auf MS-Agar-Platten gewachsene Pflanzen (2.2.5), in Petrischalen
transferiert, die mit Whatman-Papier (Whatman, Kent (UK)) ausgelegt waren,

welches zuvor mit der jeweiligen Losung getrankt worden war.

2.2.7 Transformation von A. thaliana durch Vakuuminfiltration

Die Transformation von Pflanzen wurde nach Bechtold et al. (1993) durchgefihrt.
Agrobakterien, die den jeweiligen binaren Vektor zur Pflanzentransformation
enthielten, wurden bei 28°C in einer Flussigkultur (2.3.2) bis zu einer ODgyo von 0,8
angezogen. Die Kultur wurde daraufhin bei 2500 x g abzentrifugiert und das
resultierende Bakterienpellet in dem Infiltrationsmedium vorsichtig wieder

aufgenommen.

Infiltrationsmedium:

5% (w/v) Saccharose
0,22% (w/v) MS-Salze mit Vitaminen
Ein Tropfen Tween 20
pH 5,6 / KOH

Blihende A. thaliana-Pflanzen, deren offene Bliten und die Schoten entfernt waren,
wurden kopfuber in einem Exsikkator in die Agrobakteriensuspension getaucht, so
dass alle verbliebenen Blutenknospen untergetaucht waren. Nach dreimaligem
Anlegen eines Vakuums fur 5 Minuten wurden die Pflanzen aus dem Exsikkator
entnommen und unter einer Plastikhaube fir die nachsten zwei Tage feucht

gehalten.

2.2.8 Probennahme

Sofern in den jeweiligen Versuchsteilen nicht anders angegeben, wurden zur
Probennahme alle Blatter von mindestens 5 Einzelpflanzen abgeschnitten, in Alufolie

gesammelt und in flissigem N, eingefroren. Anschliel3end, oder nach Lagerung der
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Proben bei -80°C, wurden die Proben in flissigem N, gemorsert, passend
abgewogen auf Reaktionsgefalle fir die einzelnen Versuche verteilt, wieder in

flissigem N2 eingefroren und bei -80°C bis zur Verwendung gelagert.

2.3 Mikrobiologische Methoden

2.3.1 Anzucht von Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli, Stamm Dh5a) wurden entweder auf LB-Platten oder in LB-
Flissigkultur bei einer Wachstumstemperatur von 37°C angezogen. Falls
erforderlich, wurden Antibiotika zur Selektion transgener Organismen zugegeben.
Stammkulturen wurden erstellt, indem 500 pl der Bakterienkultur mit 500 pl 60%igem

Glyzerin versetzt und bei -20°C gelagert wurden.

LB-Medium und -Platten:

1% (W/v) Trypton

0,5% (w/v) Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl
[1,5% (w/v) Bacto-Agar fur Platten]

Antibiotikakonzentrationen:

25 pg/ml Kanamycin

2.3.2 Herstellung TSS-kompetenter E. coli

Bakterien des Dh5a-Stammes wurden in 5 ml LB-Medium (s. 2.3.1) angeimpft und
Uber Nacht bei 37°C im Schuttelinkubator (New Brunswick G25, Edison (USA))
angezogen. Danach wurde 1 ml der Ubernachtkultur in einen Erlenmeyerkolben mit
100 ml frischem LB-Medium Uberimpft und 2 h bei 37°C unter Schutteln bis zum
Anfang der exponentiellen Wachstumsphase inkubiert (ODgoo = 0,3-0,4). Die Kultur
wurde dann fur 10 min bei 3000 rpm sedimentiert. Die Sedimente wurden in 10 ml
eisgekuhltem TSS-Medium (Chung und Miller 1993) aufgenommen, 15 min auf Eis
gestellt, zu 50 ul in 1,5 ml Reaktionsgefale aliquotiert und in flissigem Stickstoff

schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.
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TSS-Medium:
10% (w/v) Polyethylenglykol 8000
5% (w/v) Dimethylsulfoxid
20-50 mM MgCl,
20-50 mM MgSO4
pH 6,5/ NaOH

2.3.3 Transformation TSS-kompetenter E. coli

Zu 50 pl auf Eis aufgetauten kompetenten Zellen wurde der gesamte Ligationsansatz
(s. 2.4.4.4) oder 50-200 ng Plasmid-DNA gegeben und fur 30 min auf Eis inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen fur 90 s einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt,
kurz auf Eis abgekuhlt und mit 1 ml LB-Medium (s. 2.3.1) versetzt. Die Kultur wurde
fur 1 h bei 37°C leicht geschuttelt. Von diesem Ansatz wurden 200-1000 pl auf eine
LB-Agar-Platte ausgestrichen und bei 37°C inkubiert.

2.3.4 Anzucht von Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens des Stamms GV3101 (A. tumefaciens) mit dem
Helferplasmid pSoup (Hellens et al. 2000) wurden entweder auf YEB-Platten oder in
YEB-Flussigkultur bei einer Wachstumstemperatur von 28°C angezogen. Falls
erforderlich, wurden Antibiotika zur Selektion transgener Organismen zugegeben.

Stammkulturen wurden wie in 2.3.1 erstellt.

YEB-Medium und -Platten:

0,5% (w/v) Bacto-Pepton
0,5% (w/v) Rindfleischextrakt
1% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (w/v) Saccharose
0,05% (w/v) MgSO,4
[1,5% (w/v) Bacto-Agar fur Platten]

Antibiotikakonzentrationen:

25 pg/ml Gentamycin
100 pg/ml Kanamycin
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150 pg/ml Rifampicin
12 pg/mi Tetracyclin

2.3.5 Herstellung elektrokompetenter A. tumefaciens

Als Vorkultur wurden Agrobakterien in 5 ml MGL-Medium angeimpft. Nachdem diese
bis zur frihen Sattigung gewachsen waren, wurde die Vorkultur in 100 ml MGL
verdunnt, so dass die ODgg ca. 0,04-0,08 betrug. Die Agrobakterien wurden dann ca.
4 h bis zu einer Zelldichte von ODggo = 0,5 angezogen. Die Zellen wurden daraufhin
abzentrifugiert (5 min, 4°C, 2500 x g) und in 40 ml eisgekuhlten 1 mM HEPES (pH
7,0) resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden die Agrobakterien im
gleichen Volumen eisgekuhlten 1 mM HEPES (pH 7,0), 10% (v/v) Glyzerin
aufgenommen, wiederum sedimentiert und dann in 2 ml eiskaltem 1 mM HEPES (pH
7,0), 10% (v/v) Glyzerin resuspendiert. Die Suspension wurde auf zwei
Eppendorfgefalle verteilt, fur 30 s sedimentiert und in 200-400 pl HEPES/Glyzerin
aufgenommen. 50 pl-Aliquots der kompetenten Agrobakterien wurden in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

MGL-Medium:
0,5% (w/v) Bacto-Trypton
0,25% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (w/v) NaCl
0,5% (w/v) Mannit
0,116% (w/v) Na-Glutamat
0,025% (w/v) KH2PO4
0,01% (w/v) MgSO,4
0,0001% (w/v) Biotin

2.3.6 Elektrotransformation von A. tumefaciens

50 ul gefrorene, kompetente Agrobakterien wurden mit 2 ul DNA (0,5 pg) 2 min auf
Eis inkubiert und vorsichtig durchmischt. Anschliefend wurden die Bakterien in eine
eiskalte 0,2 cm Elektroporationskuvette (PEQIlab, Erlangen) uUberfuhrt. Die
Elektroporation erfolgte bei 25 uyF, 400 Q wund 25 kV Puls. Der
Transformationsansatz wurde sofort mit 1 ml YEB-Medium versetzt und 2 h bei 28°C
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unter leichtem Schutteln inkubiert. Dann wurden die Zellen durch kurze Zentrifugation
ankonzentriert und 50-200 pl auf YEB-Platten ausgestrichen, die dann bei 28°C flr 2-

3 Tage inkubiert wurden.

2.4 Molekularbiologische Methoden

241 Extraktion und Praparation von DNA und RNA

2.4.1.1 Plasmid-DNA-Isolierung aus E. coli

Zur Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli im Minimal3stab wurde das Quantum Prep
Plasmid Miniprep Kit (BioRad, Minchen) verwendet, wobei nach dem mitgelieferten

Protokoll vorgegangen wurde.

2.4.1.2 Isolierung genomischer DNA aus Pflanzengewebe

Eine schnelle Moglichkeit, DNA in ausreichender Menge und Reinheit z. B. fur PCR
(s. 2.4.5.1) oder Southern Blots (s. 2.4.6) zu erhalten, stellt die Extraktion dieser aus
Blutenmaterial nach dem Protokoll von Liu (Liu et al. 1995) dar. Dazu wurden zwei
bis vier Blutenstande geerntet, in ein Reaktionsgefald Uberfihrt und in flissigem
Stickstoff eingefroren. Zu dem mit einem Bohrhomogenisator (RW 16, IKA-Werke,
Staufen) gemorserten homogenen Gemisch wurden 250 ul Extraktionspuffer
gegeben, gefolgt von weiterem Morsern bis zum Auftauen, wonach eine nochmalige
Zugabe von 250 pl Extraktionspuffer erfolgte. AnschlieRend wurde das Gemisch mit
400 ul PCI versetzt, kraftig geschuttelt und 10 min bei 3500 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in neue EppendorfgefaRRe tberfihrt und die DNA durch Zugabe von
0,8 Vol. Isopropanol gefallt. Nach zehn Minuten Inkubation bei RT schloss sich
wiederum ein zehnminitiger Zentrifugationsschritt bei 3500 rpm an. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet mit 70% Ethanol zweimal gewaschen. Das
luftgetrocknete Pellet wurde schlieBlich in 50 pyl TE/RNaseA (10 pug/ml) oder H2Oq4q4

aufgenommen und in ca. 30 min auf dem Schuttler in Loésung gebracht.
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PCI:
25:24 :1 (vIiviv) Phenol / Chloroform / Isoamylalkohol
2x Puffer:
0,6 M NaCl
100 mM Tris / HCI pH 7,5
40 mM EDTA
4% (wiv) Sarkosyl

1% (Wiv) SDS

Extraktionspuffer:

25 ml 2x Puffer

20 ml 12 M Harnstoff
2,5ml Phenol

2,5ml H204q

2.4.1.3 Isolierung von RNA aus Pflanzengewebe

Fir die RNA-Extraktion mit Trizol (Invitrogen GmbH, Karlsruhe) wurden 50-100 mg
Pflanzenmaterial je Eppi abgewogen, in flussigem Stickstoff schockgefroren und zur
Extraktion von RNA mit dem Bohrhomogenisator (RW 16, IKA-Werke, Staufen) unter
Zugabe von 1 ml TRIZOL gemorsert. Nach funfminttiger Inkubation bei RT wurden
200 pl Chloroform zugegeben und geschuttelt. Nach weiteren zwei Minuten und einer
Zentrifugation mit 12000 x g bei 4°C fiir 10 min wurde der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal® tberfuhrt und mit 0,5 ml Isopropanol versetzt. Nach zehnminutiger
Inkubation und anschlieliender Zentrifugation (4°C, 7500 x g, 5 min) wurde der
Uberstand entfernt, das RNA-Pellet mit 70% Ethanol gewaschen und an der Luft fir
30 min getrocknet. Das trockene Pellet wurde schlieRlich in 50-100 yl DEPC-H,O

resuspendiert.
DEPC-H,0:

0,2% (viv) DEPC

Kraftig rihren lassen, autoklavieren
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2.4.2 Elektrophorese von DNA

Die Agarose-Gelelektrophorese ermdglicht die Auftrennung von DNA-Fragmenten
bezuglich ihrer Lange fur analytische und praparative Zwecke (Maniatis et al. 1982).
Eingewogene Agarose wurde in 50-250 ml 1x TAE-Puffer im Mikrowellenherd einige
Minuten erhitzt, bis sie vollstandig geldst war. Die eingesetzte Agarosekonzentration
richtete sich nach der GroRRe der zu trennenden DNA-Fragmente. Fir DNA-
Fragmente von 1-10 kb wurde ein 1%iges Gel eingesetzt und fur Fragmente mit einer
Lange von einigen hundert bp wurde ein 1,5%iges Gel gewahlt. Zu dieser Losung
wurde nach Abkluhlung auf handwarme Temperatur 1/25000 Volumen
Ethidiumbromidldsung gegeben, vermischt und die Losung dann in eine abgedichtete
Flachbett-Gelkammer gegossen, in der sich ein aufgehangter Kamm befand.

Nach Erstarren des Gels wurde es in eine Laufkammer gelegt, die mit 1x TAE-Puffer
geflllt wurde, bis das Gel gut bedeckt war. Nach Entfernen des Kamms konnten die
Proben, zu denen vorher 1/9 Volumen 10x Auftragepuffer gegeben wurde, in die
zuruckgebliebenen Taschen im Gel geladen werden. Zur Grof3enbestimmung der
aufgetragenen DNA-Fragmente wurde zusatzlich in einer eigenen Tasche 2-15ul
1 kb-Ladder aufgetragen.

An die Gelkammer wurde nun eine regelbare Spannungsquelle (LKB GPS 200 / 400,
Pharmacia, Karlsruhe) angeschlossen und die DNA-Fragmente wurden bei 1-1,5 mA
pro cm? elektrophoretisch aufgetrennt. Die Laufrichtung der DNA-Fragmente ist dabei
vom (-) zum (+) - Pol der angelegten Gleichspannung.

AnschlieRend wurden die DNA-Banden auf einer UV-Durchlichtapparatur (A=254 nm)
sichtbar gemacht. Uber ein angeschlossenes Geldokumentationssystem (Fa. Intas,
Gottingen) konnten die Bandenmuster als Foto sowie als Bilddateien (TIFF-Format)

archiviert werden.

50x Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer):

2M Tris / HAc pH 1,5
50 mM EDTA
1 kb-Ladder:
100 pl 10x Auftragepuffer
100 pl 1 kb-Ladder (1 ug/ul, Invitrogen, Karlsruhe)
800 ul H204q
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10x Auftragepuffer:
20% (w/v) Ficoll 400
1% (w/v) SDS
0,05% (w/v) Bromphenolblau
0,05% (w/v) Tris / HAc pH 7,5
100mM EDTA
Ethidiumbromid-Ldsung:
1% (W/v) Ethidiumbromid

2.4.3 Quantifizierung von DNA und RNA

2.4.3.1 Photometrische Bestimmung von RNA-Konzentrationen

RNA absorbiert ebenso wie DNA UV-Strahlung maximal bei einer Wellenlange von
A=260 nm. Eine Extinktionsdifferenz AA25,=0,025 entspricht einer RNA-Konzentration
von 1 pg/ml. Aus der Absorption A von Losungen bei dieser Wellenlange kann also
die Konzentration der RNA bestimmt werden. Eventuelle Verunreinigungen durch
Proteine, Kohlenhydrate und Phenolderivate kdnnen durch die parallele Bestimmung
der Absorptionen bei A=280 nm und A=320 nm abgeschatzt werden. Dabei sollte bei
reinen RNA-Praparationen die Absorption bei A=320 nm gegen 0 tendieren und der
Quotient Azso/Azso zwischen 1,6 und 1,7 liegen.

Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurden 3 pl der RNA-Praparation (s.
24.1.3) mit 597 pyl DEPC-HO (s. 2.4.1.3) verdinnt und die Absorptionen im
Photometer (Ultrospec Ill, Pharmacia, Karlsruhe) bestimmt. Vorher wurde als

Nullwert die Absorption von 600 pyl DEPC-H,0O fir alle 3 Wellenlangen eingestelit.

2.4.3.2 Abschatzung von DNA-Konzentrationen in Agarosegelen

Fur eine grobe Abschatzung der DNA-Menge in bestimmten Banden eines
Agarosegels wurden die Leuchtstarken dieser unter UV-Licht (s. 2.4.2) mit der des
DNA-GroRenmarkers einer definierten Menge verglichen. Dabei gilt bei der 1kb-
Ladder der angegebenen Konzentration (s. 2.4.2), dass die Banden des Markers
(aufgetragene pl Marker x 10) ng DNA enthalten, wobei die 1,6 kb-Bande genau

doppelt soviel DNA enthalt. Wenn nun also zwei unterschiedliche Mengen Marker
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(beispielsweise 2 und 5 pul) aufgetragen wurden, liel3 sich die DNA-Konzentration in
den Banden von Interesse relativ gut abschatzen. Fur eine genauere Bestimmung
von DNA-Mengen kann das Foto des Gels als TIFF-Bild im Computer gespeichert
werden und mit dem Programm NIH Image Quant 1.60 /ppc ausgewertet werden.
Hierbei erfolgt die Auswertung ebenfalls als Vergleich der Leuchtintensitaten der

einzelnen Banden, ist aber durch die computergestutzte Berechnung genauer.

2.4.4 Enzymatische Modifikation von DNA

2.4.4.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonucleasen

Restriktionsendonukleasen sind bakterielle Enzyme, die doppelstrangige DNA
innerhalb spezifischer palindromischer Sequenzen schneiden. Die Spaltung von DNA
wurde mit den vom Hersteller (Fa. MBI Fermentas, St. Leon-Rot oder Fa. Promega,
Mannheim) mitgelieferten Puffern durchgefuhrt, wobei zwischen 0,4 und 1 U Enzym
pro ug DNA eingesetzt wurde (1 U Enzym spaltet 1 ug dsDNA pro Stunde). Die
Inkubation wahrend der Reaktion wurde nach den Temperaturempfehlungen der

Hersteller durchgeflnhrt.

2.4.4.2 Dephosphorylierung von DNA
Zu linearisierter DNA wurde 1 U SAP (alkalische Phosphatase aus Shrimps) und 1 x

Dephosphorylierungspuffer in einem Gesamtvolumen von 10 ul hinzugeflgt. Der
Ansatz mit glatt endenden (,blunt-end“) DNA-Fragmenten wurde fur 60 min bei 65°C,
der mit Uberhangend endenden (,sticky end”) DNA-Fragmenten fur 10 min bei 37°C
inkubiert. AnschlieRend wurde die SAP fur 15 min bei 65°C inaktiviert und die DNA
mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) nach beiliegendem
Protokoll gereinigt.

2.4.4.3 Fill-In

Zum Auffullen von uUberhangenden 5°-Enden wurde die Klenow-DNA-Polymerase
(Roche, Mannheim) benutzt. Die DNA-L6sung wurde mit 1/10 Volumen Puffer, 1/40
Volumen dNTP-Mix (je 10 mM) und 1 pl Klenow-Polymerase (Roche, Mannheim)
versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Das Enzym wurde anschlieend durch Hitze
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inaktiviert (10 min bei 70°C) und die DNA mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kit

(Qiagen, Hilden) nach beiliegendem Protokoll gereinigt.

2.4.4.4 Ligation von DNA Fragmenten
Die T4 DNA-Ligase verbindet DNA-Fragmente, die endstandige 3'-OH-Gruppen

tragen, mit solchen, die 5°-Phosphatgruppen besitzen. Die Reaktion findet unter
ATP-Hydrolyse statt. Dabei kdnnen sowohl zueinander komplementare als auch
glatte Enden miteinander verknipft werden. DNA-Fragment und Vektor wurden im
molaren Verhaltnis 5:1 gemischt und fur einen 20 pl-Ansatz weiterhin 2 pl 10x
Ligase-Puffer und 1-2 U T4 DNA-Ligase (Promega) zugegeben. Die Reaktion
erfolgte Uber Nacht in einem auf 12°C temperierten Wasserbad. Anschlielend wurde

der Ansatz direkt fUr die Transformation kompetenter Bakterienzellen verwendet.

2.4.5 Polymerase-Kettenreaktion und Sequenzierungen

2.4.5.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die PCR ((Saiki et al. 1985) und (Saiki et al. 1988)) ist eine Methode zur

enzymatischen Vermehrung spezifischer DNA-Sequenzen. Das Prinzip dieser
Reaktion beruht auf einem sich 25-35 mal wiederholenden Zyklus aus Denaturierung
der DNA, Bindung von spezifischen reziproken Oligonukleotiden (Primer, s. 2.14) an
die eingesetzte Matrizen-DNA und anschliefender Neusynthese der DNA-Strange
durch eine hitzestabile DNA-Polymerase aus Thermophilus aquaticus (= Tag-
Polymerase, Qiagen, Hilden). Dabei verdoppelt sich in jedem Zyklus die Anzahl der
gewunschten DNA-Fragmente, die Konzentration dieser nimmt also exponentiell zu.
Um den Erfolg der Reaktion zu verifizieren, wurde anschlieBend ein Teil des
Reaktionsansatzes auf ein Agarose-Gel geladen und die GroRe des PCR-Produktes

bestimmt.
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Standard PCR - Ansatz: Standard — PCR - Programm:
0,2-1yg Matrizen-DNA (1) 94°C 4 min Denaturierung
0,25 pmol  vorwarts Primer (2) 94°C 45s Denaturierung
0,25 pmol  rlckwarts Primer (3) 55°C* 45s Anlagerung der
0,1yl Tag-Polymerase Primer
1 ul 10 x Puffer 4) 72°C ~60s/kb DNA-Synthese
0,2yl dNTPs (je 10mM) (5) 25-35 mal (2)-(4) wiederholen
0,2yl dNTPs (je 10 mM) (6) 72°C 5 min finale DNA-
Synthese
ad 10 yI  H20O (bidest) (7) 16°C « Ende

* = Die Anlagerungstemperatur der Oligonukleotide hangt von ihrer Basensequenz
ab.

2.4.5.2 Colony-PCR

Als schnelle Methode, eine Vielzahl von Bakterienkolonien auf einer Agarplatte auf
das Vorhandensein eines Transgens zu testen, diente die Colony-PCR. Dabei wurde
von den zu testenden Kolonien jeweils mit einem sterilen Zahnstocher oder einer
Pipettenspitze ein wenig Material abgenommen und direkt zu einem PCR-Ansatz

gegeben (s. 2.4.5.1).

2.4.5.3 Sequenzierung eines DNA-Abschnitts

Sequenzierungen wurden im Institut fir Genetik der Universitat zu Kéln mit dem ABI
3730 Genetic Analyser (PE Applied Biosystems GmbH) durchgefuhrt. Die
Probenvorbereitung einschliellich der Sequenzierungsreaktion erfolgte jedoch im
eigenen Hause mit dem Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Foster City, USA) nach einem modifizierten Protokoll der
Kettenabbruchmethode (Sanger et al. 1977).

Sequenzierungsreaktion (10ul-Ansatz):
10-100 ng DNA
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0,5 ul Primer (10umol/pl)
1l Puffer
2 ul BigDye 3.1

ad 10 pl mit HPLC-H,0O

Die Sequenzierreaktion fand im Thermocycler (Biozym PTC 100/200) bei folgenden
Bedingungen statt:

96°C 20 sec
96°C 10 sec
55°C 10 sec 35 Zyklen
60°C 4 min
4°C o0

Anschlielend wurde jeder Ansatz 1:1 mit HPLC-H,O verdunnt und zur Analyse in
das Institut fur Genetik gebracht. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe

der Programme Chromas LITE Version 2.0 oder EditView Version 1.0.

2.4.6 Southern Blot fiir genomische DNA

Das Southern-Blot-Verfahren (Southern 1975) dient dazu, DNA aus einem
Agarosegel mit identischem Verteilungsmuster auf eine Nylonmembran zu
transferieren. Aus diesem Gemisch an DNA-Fragmenten werden dann spater mit
Hilfe spezifischer, radioaktiv markierter ssDNA-Sonden einzelne Fragmente

nachgewiesen.

2.4.6.1 DNA-Transfer auf Nylonmembranen

Zuerst wird die DNA-Probe, die auf das Vorhandensein einer Zielsequenz getestet
werden soll (hier ein Verdau genomischer Pflanzen-DNA) einer Agarose-
Gelelektrophorese (2.4.2) bei niedriger Spannung fur einige Stunden unterzogen, um
eine moglichst gute Auftrennung der Fragmentmischung zu erhalten (Sambrook et al.
1989). Dieses Agarosegel wird anschlieRend unter leichtem Schwenken 30 min in
Denaturierungsldsung inkubiert, neutralisiert (20 min in Neutralisierungslésung) und
schlie3lich mit einer hochkonzentrierten Salzlésung (20x SSC) geblottet. Der Aufbau
war dabei dergestalt, dass eine mit 20x SSC gefullte Wanne mit einer Glasplatte

abgedeckt wurde. Uber die Glasplatte wurde Whatman-Papier (Whatman, Kent (UK))
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gelegt, so dass es zu beiden Seiten in die Salzlésung eintauchte. Auf das Whatman-
Papier wurde das neutralisierte Gel mit den Taschen nach oben gelegt, darauf dann
die passend zugeschnittene Nylonmembran (Hybond N*, Fa. Amersham,
Piscataway, USA), 3 Lagen Whatman-Papier und ein etwa 5 cm hoher Stapel
Klchenpapier. Auf diesen Stapel wurde eine Glasplatte gelegt, die mit Gewichten
(400-500 g) beschwert wurde. Nach 12-16 h wurde die Apparatur abgebaut und die
Membran in einem UV-Crosslinker (UV Stratalinker 2400, Stratagene, Amsterdam
(NL)) mit einer Energie von 120 mJ irreversibel mit der DNA vernetzt. Die Membran

war trocken bei Raumtemperatur lagerbar.

Denaturierungslosung:

1,5M NaCl
0,5M NaOH
Neutralisierungslosung:
1M NHsAc
0,5M NaOH
20x SSC:
0,3M Nas-Citrat
3M NaCl

2.4.6.2 Herstellung der Sonde

Die Sonde ist ein Stick DNA, das vollstandig aus einem Teil der gesuchten DNA-
Sequenz besteht und zur Detektion dieser auf der Nylonmembran dient. Hierfir muss
sie zunachst Uber PCR (2.4.5.1) von isolierter Ziel-DNA amplifiziert und anschlieend

radioaktiv markiert werden.

2.4.6.3 Radioaktive Markierung der Sonde

20 ng der isolierten DNA-Fragmente wurden mit 10 ul Oligomarkierungspuffer
versetzt und mit H,Oq4q aufgeflillt, so dass nach Zugabe aller folgenden Komponenten
ein Gesamtvolumen von 50 pl in den ReaktionsgefalRen vorlag. Die Ansatze wurden
fur 10 min auf 95°C zur Denaturierung der DNA-Strange inkubiert. Nach dem
AbklUhlen und Anzentrifugieren der Lésung wurden 2 pyl BSA (10 ug/ul) und 1 pl
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Klenow-Fragment (MBI Fermentas, St. Leon-Rot; [10 U/pl]), sowie 40 uCi [**P]dATP
(ICN, Aurora/USA) hinzugegeben und die Ansatze flr 2 h bei 37°C oder Uber Nacht
bei 30°C inkubiert. In dieser Reaktion paaren die Hexadesoxynukleotide zufallig an
die eingesetzte Sonden-DNA und die Klenow-Polymerase synthetisiert von dort aus

einen komplementaren Strang, wobei radioaktives [*’P]dATP eingebaut wird.

Oligomarkierungspuffer:

Der Oligomarkierungspuffer wurde aus drei getrennt angesetzten Ldsungen
hergestellt. Die Lésungen A, B und C wurden aliquotiert, bei —20°C gelagert und zur

Verwendung im Verhaltnis (v/v/v) 1: 2,5: 1 gemischt.

Losung A:
1,25 M Tris/HCI pH 8,2
0,125 M MgCl,
2% (v/v) R-Mercaptoethanol
je 0,5 mM dNTPs aulter dATP
Lésung B:
2M HEPES/NaOH pH 6,6

Lésung C:

3,6 pg/pl Hexadesoxynukleotide (dNg) (Roche, Mannheim)

2.4.6.4 Kontrolle der Einbaurate von [*’P]dATP

Die Einbaurate wurde vor Reinigung und Verwendung der Sonden kontrolliert, um
dem Einsatz evil. zu niedriger spezifischer Aktivitaten vorzubeugen. War die
Einbaurate zu gering, so konnte die Inkubationszeit (s. 2.4.6.3) verlangert werden.

1 ul der Markierungsreaktion wurde dazu mit 100 pl H2O4q verdinnt und die DNA
nach Zugabe von 5 pl Trager-DNA (10 mg/ml Heringssperma-DNA) mit 140 pl
20%iger Trichloressigsaure fur 10 min bei Raumtemperatur gefallt. Nachfolgend
wurde der Ansatz 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert und der Uberstand vollstandig
in ein neues Reaktionsgefaly Uberfuhrt. Nun wurde die Radioaktivitat des Pellets und
des abgenommenen wassrigen Uberstandes mit dem Zahlrohr (Series 900,
UniEquip, Martinsried) gemessen und die prozentuale Verteilung des *’P berechnet.
Ab einer Markierungsrate von mindestens 70% (im Pellet) wurden die Ansatze weiter

aufgearbeitet.
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2.4.6.5 Reinigung der radioaktiv markierten DNA-Sonde

Eine S200 spin column HR (Fa. Amersham, Piscataway, USA) wurde leicht gedffnet
und in ein neues Reaktionsgefald gestellt. Nach kurzer Zentrifugation (1 min, 3000
rom) wurde das Gefald mit dem eluierten TE-Puffer verworfen und durch ein neues
ersetzt. Auf die spin column wurde nun der verbliebene Sondenansatz (s. 2.4.6.3 und
2.4.6.4) aufgetragen und wiederum eine Minute bei 3000 rpm zentrifugiert. Die spin
column wurde daraufhin verworfen und das Eluat im Reaktionsgefal® fir 10 min bei
95°C denaturiert.

2.4.6.6 Hybridisierung der Membran mit der markierten Sonde

Die Hybridisierungslosung wurde wegen des enthaltenen SDS auf 65°C vorgewarmt
und dann zu der DNA-tragenden Membran (s. 2.4.6.1) gegeben. Diese wurde in
einem Hybridisierungsofen (OV 1, Fa. Biometra, Gottingen) unter Rotation eine
Stunde bei 65°C vorhybridisiert. Danach wurde zu der Membran und der
Hybridisierungslosung die denaturierte, radioaktiv markierte DNA-Sonde (s. 2.4.6.5)
gegeben und fur mindestens 12 h im Hybridisierungsofen unter Rotation bei 65°C die

eigentliche Hybridisierung durchgefuhrt.

100x Denhardt-Losung:
2 % (wlv) Ficoll 400
2 % (w/iv) Polyvinylpyrollidin 40
2 % (wiv) BSA
Hybridisierungsldsung:
6 x SSC (s. 2.4.6.1)
5 x Denhardt-Losung
0,5 % (w/v) SDS

2.4.6.7 Waschen der Membran und Auswertung

Mit 2 Waschldésungen wurde eine Waschung steigender Stringenz durchgefihrt. Am
folgenden Tag wurde die Hybridisierungsldosung abgenommen welche fir eine
weitere Verwendung bei -20°C gelagert werden konnte. Die markierte Membran

wurde dann unter Rotation im Hybridisierungsofen bei 65°C zweimal fir 30 min mit
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jeweils frischer Waschlésung 1 gewaschen. Bei denselben Bedingungen wurde dann
noch 10 min mit Waschlosung 2 gewaschen. Die jeweils vorangegangene Losung
wurde im flissigen radioaktiven Abfall entsorgt. Die Membranen wurden feucht in
Gefrierbeutel eingeschweil3t und auf Bildspeicherfolien des Phosphoimagers
(Molecular Dynamics, Krefeld) exponiert. Je nach Intensitat der von den Membranen
ausgehenden Radioaktivitat konnte die Expositionsdauer von 5 h bis zu einer Woche
reichen. Danach wurden die Folien mit dem Storm 860-Scanner (Molecular
Dynamics, Krefeld) eingelesen und ein virtuelles Abbild der Signalverteilung durch

das Programm Image Quant (Molecular Dynamics, Krefeld) berechnet.

Waschlosung 1 (niedrige Stringenz):
2 X SSC (s. 2.4.6.1)
0,1 % (w/v) SDS

Waschlosung 2 (hohe Stringenz):
0,2 x SSC (s. 2.4.6.1)
0,1 % (w/v) SDS

2.4.7 Herstellung von cDNA

2.4.7.1 Reverse Transkription

Bei einer Reversen Transkription (RT) wird RNA von einem retroviralen Enzym als
Matrize fur die Neusynthese von complementary DNA (cDNA) verwendet. Es werden
also DNA-Kopien der enthaltenen RNAs erstellt. Fur eine RT mit einem Endvolumen
von 20 pl wurde zuerst nach 2.4.3.1 das Volumen RNA-L6sung bestimmt, das 2 ug
RNA enthalt. Zu diesem Volumen wurde 1 pl Oligo-dT (0,5 pg/ul, Invitrogen,
Karlsruhe) und 1 pl dNTPs (je 10 mM) gegeben. Mit H,Oq49 wurde auf 13 pl aufgefillt,
die Mixtur fr 5 min bei 65°C inkubiert und anschlielend sofort auf Eis gestellt. Nach
Zugabe von 4 pl 5x First-Strand-Buffer und 2 yl DTT (0,1 M) wurde die Losung bei
42°C far 2 min kurz erwarmt und dann mit 1 yl Reverser Transkriptase (Superscript
II, Invitrogen) die Reaktion gestartet, die fur 50 min auf 42°C lief. Abgestoppt wurde

diese Reaktion durch den Transfer auf 70°C und Inkubation auf dieser Temperatur
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fur 15 min. Die erhaltene cDNA konnte bei -20°C gelagert oder direkt fir PCR

verwendet werden.

2.4.7.2 RT-PCR

Die RT-PCR ermoglicht einen semi-quantitativen Vergleich der mRNA-Mengen
bestimmter Gene in einer RNA-Praparation. Dafur wird cDNA (s. 2.4.7.1) in 2
getrennten PCR-Reaktionen eingesetzt, die im linearen Amplifikationsbereich
ablaufen (< 30 Zyklen). Es werden Primer (Oligonukleotide, s. 2.14) eingesetzt, die in
der einen Reaktion spezifisch fur die cDNA von Interesse sind, in der anderen, zum
Vergleich, spezifisch sind flr eine cDNA eines Gens hoher konstitutiver Expression,
welches in unserem Falle Actin (Actin 2: At3g18780) war. Die erhaltenen PCR-
Produkte wurden auf ein Agarosegel (s. 2.4.2) aufgetragen und anhand der
Leuchtstarke der resultierenden Banden konnte auf die relative Haufigkeit der cDNAs

(und damit der urspringlichen mRNAs) geschlossen werden (s. 2.4.3.2).

2.5 Verwendete Vektoren und deren Herstellung

2.5.1 Verwendete Vektoren

Fir TA-Klonierungen von PCR-Fragmenten und deren Proliferation in E. coli wurde
der Vektor pGEMT-easy (Promega, Mannheim) eingesetzt. Fur blunt-end
Klonierungen wurde der Vektor TOPO-Blunt (Invitrogen) eingesetzt.

Fir die Transformation von Agrobakterien und damit auch fur die Agrobakterien-
vermittelte Transformation von Pflanzen wurde ein modifizierter pGreenll (Hellens et

al. 2000) eingesetzt.

2.5.2 Modifizierung von pGreenll

Bevor der Vektor pGreenll sinnvoll eingesetzt werden konnte, mussten zuerst einige
Veranderungen vorgenommen werden. So wurden einige Schnittstellen, die in der
multiple cloning site (MCS) des Vektors vorhanden waren durch Schneiden mit den
jeweiligen Restriktionsenzymen (s. 2.4.4.1), Auffullen (s. 2.4.4.3) der Uberhangenden
5°-Enden und Ligation (s. 2.4.4.4) entfernt. Dies war der Fall fur die Kpnl, Sall,
EcoRV, Pstl, Smal, BamHI, Spel und Xbal-Schnittstellen in der MCS. Zwischen die
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verbliebene EcoRI und die Hindlll-Schnittstelle wurde der CaMV 35S-Promotor, die
MCS und der Octopin-Synthetase-Terminator aus dem Vektor pBinAR-Hyg (Bevan
1984) kloniert. Die Resistenzgene nos-Kan (Kanamycin-Resistenz), nos-Hyg
(Hygromycin-Resistenz), nos-Bar (BASTA-Resistenz) und nos-Sul (Sulfadiazin-
Resistenz) zur Selektion transformierter Organismen wurden in die Stul-Schnittstelle
des modifizierten pGreenll kloniert (Abb. 3).

Kpnl

Apal
Drall
Xhol
Accl
Sall

Clal
Hindlll

EcoRV

EcoRl

Pstl
Smal
BamHI

Spel
Xbal

Notl
Sacli
Stul Sacl

Eco RV Eco RV EcoRI \ Hindlll

— nos-X — — 3s | wmcs |ocs |—RB

540 bp 240 bp

modifizierter

pGreen Il
3,3 kb

nos-BAR: 1148 bp

nos-Kan: 1406 bp pBin AR-Hyg
nos-Hyg: 1742 bp

Abbildung 3: Erstellung des modifizierten pGreenll-Vektors.
Die kursiv geschriebenen Schnittstellen wurden entfernt, die fett geschriebenen zur
Klonierung genutzt. Weitere Erklarungen siehe Text.

2.5.3 Klonierung der zu transformierenden Gene

Die Gene der bakteriellen Enzyme Tartronat-Semialdehyd-Synthase (TSS,
NP_415040) und Tartronat-Semialdehyd-Reduktase (TSR, NP_417594) wurden von
genomischer E. coli-DNA Uber PCR (s. 2.14) amplifiziert und in den Vektor pGEMT-
easy kloniert. Uber RT-PCR (s. 2.4.7.2) wurden die Gene fiir die Glykolat-Oxidase
(GO, At3g14420) aus A. thaliana-Blatt-cDNA, die Malat-Synthase (MS, X56948) aus
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cDNA von Kurbiskeimblattern (Cucurbita pepo) und das NADP-Malat-Enzym (ME,
J05130.1) aus cDNA von Maisblattern (Zea mays) amplifiziert und ebenfalls in den
Vektor pGEMT-easy (GO & ME) oder den Vektor TOPO blunt (MS) kloniert. Im Fall
der GO und der MS wurden jeweils die fur die Aminosauren (A/SRL) der vermuteten
(Mori et al. 1991; Horng et al. 1995) peroxisomalen Sortierungssequenz kodierenden
Basen bei der RT-PCR weggelassen. Das Gen flr die Katalase (von Ossowski et al.
1991; Shikanai et al. 1998) wurde wiederum uber PCR aus genomischer DNA von E.
coli amplifiziert (KatgE, M 55161) und in den Vektor TOPO-Blunt kloniert.

Um in den Zielpflanzen die exprimierten Proteine in die Chloroplasten zu leiten,
wurden die stromalen Targetingsequenzen der rbcS (kleine RubisCO-Untereinheit)
aus Sojabohnen (Glycine max), der rbcS aus Kdurbis (C. pepo) und der
Phosphoglucomutase von A. thaliana uber PCR amplifiziert und vor die jeweiligen
cDNAs (bei pflanzlicher Herkunft) bzw. genomischen DNAs (bei bakterieller Herkunft)
kloniert. Die fertigen Konstrukte von GO, MS, TSR und Kat wurden dann mit Kpnl
und Xbal, ME mit Sacll und Xbal und TSS mit Sall und Pstl aus pGEMT-easy bzw.
TOPO-Blunt ausgeschnitten und in die entsprechenden Schnittstellen des
modifizierten (s. 2.5.2) pGreenll kloniert (Abb. 3).

Tabelle 1: Zusammenfassung der erstellten Konstrukte zur Transformation von A. thaliana
Gen Herkunft Promotor Selektionsmarker | Transitpeptid-Sequenz
GO A. thaliana CaMV 35S Kanamycin pgm (A. thaliana)
TSS E. coli CaMV 35S Hygromycin rbcS (G. max)
TSR E. coli CaMV 35S BASTA rbcS (G. max)

rbS3C (S. _ rbS3C (S.
MS C. pepo ) Hygromycin _
lycopersicum) lycopersicum)
ME Z. mays CaMV 35S BASTA ME (Z. mays)
_ rbS3C (S. rbS3C (S.
KatE E. coli _ Sulfadiazin .
lycopersicum) lycopersicum)
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2.6 Selektion transgener A. thaliana-Linien

2.6.1 Selektion

Die aus den nach 2.2.7 transformierten Bluten gewonnenen Samen (T-Generation)
wurden, je nach Selektionsmarker (2.5) auf Erde (2.2.2.3) oder auf Agarplatten
(2.2.5) selektioniert und die Uberlebenden Pflanzen auf Erde pikiert. Jede dieser
Pflanzen konstituierte eine neue transgene Pflanzenlinie. Die Samen dieser Pflanzen
(To-Generation) wurden einer zweiten Selektionsrunde unterworfen und die
resultierenden Pflanzen wurden per PCR (s. 3.1.1) auf die Anwesenheit des
Transgens von Interesse getestet. Aullerdem wurden von diesen Pflanzen einzeln
die Samen (Ts-Generation) gesammelt und nur ein Teil dieser zur Mendelschen
Bestimmung der homozygoten Insertion (bei 100% Uberlebenden Pflanzen) auf
Anwesenheit des Resistenzgens selektioniert. Fur die Experimente der vorliegenden
Arbeit wurden nur Pflanzen verwendet, die die transgenen Insertionen homozygot

integriert hatten.

2.6.2 Verwendete transgene Pflanzen

Die Pflanzen, die nur ein Transgen trugen (Glykolat-Oxidase (GO), Malat-Synthase
(MS), NADP-Malat-Enzym (ME), Tartronat-Semialdehyd-Synthase (TSS), Tartronat-
Semialdehyd-Reduktase (TSR) und Katalase (Kat)) wurden durch Transformation
von Arabidopsis thaliana L. Heynh. Cv. Columbia Pflanzen erstellt.

Die Strategien flr die Erstellung doppelt, dreifach oder vierfach transgener Pflanzen

konnen zusammengefasst nachstehender Tabelle entnommen werden.

Tabelle 2: Liste der verschiedenen Pflanzenlinien und deren Herstellung

Anzahl der Name der Linie(n) erhalten durch

Transgene

1 GO (alle) Transformation mit GO

MS (alle) Transformation mit MS
ME (alle) Transformation mit ME
TSS (alle) Transformation mit TSS
TSR (alle) Transformation mit TSR
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Kat (alle) Transformation mit Kat
2 GO-TSS 6, 21 Kreuzung von GO 5 mit TSS 2
GO-TSS 74, 93 Kreuzung von GO 5 mit TSS 13
GO-ME 25 & 60 Kreuzung von GO 5 mit ME 5
TSS-TSR 16 Kreuzung von TSS 2 mit TSR 5
TSS-TSR 18 Kreuzung von TSS 13 mit TSR 5
GO5-MS 2 & 6 Transformation von GO 5 mit MS
GO-MS (alle) Transformation von MS 4 mit GO
3 GO-MS-ME (GMM) -25 Transformation von GO-ME 25 mit MS
(alle)
GO-MS-ME (GMM) -60 Transformation von GO-ME 60 mit MS
(alle)
GO-TSS-TSR (GTT) -21 Transformation von GO-TSS 21 mit TSR
GO-TSS-TSR (GTT) -74 Transformation von GO-TSS 74 mit TSR
GO-MS-Kat (GMK) (alle) Transformation von GO 5-MS 6 mit Kat
4 GO-MS-ME-Kat (GMMK) Transformation von GMM 60-4 mit Kat
60-4 (alle)
GO-MS-ME-Kat (GMMK) Transformation von GMM 60-11 mit Kat
60-11 (alle)

FuUr die weiteren Kreuzungen bzw. Transformationen wurden die Linien ausgewahlt,
die nur eine Transgeninsertion auf genomischer Ebene aufwiesen und zudem eine
hohe spezifische Aktivitat des/der bereits eingebrachten transgenen Enzyme zeigten
(s. Abschnitt 3).

2.7 Messungen grundlegender phanotypischer Charakteristika an

A. thaliana-Pflanzen

2.7.1 Frisch- und Trockengewicht (FG&TG)

Das Frischgewicht wurde bestimmt, indem die komplette Blattrosette einer Pflanze
abgeschnitten und gewogen wurde. Nachdem diese Rosette(n) daraufhin
mindestens 2 Tage in einem offenen Gefald bei 60°C getrocknet wurden, konnte

auch deren Trockengewicht bestimmt werden.
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2.7.2 Rosettendurchmesser

Fir die Bestimmung des durchschnittlichen Rosettendurchmessers wurde der jeweils

grofte zu messende Rosettendurchmesser der einzelnen Pflanzen aufgenommen.

2.7.3 Blattanzahl

Es wurden alle sichtbaren Blatter einer Blattrosette gezanhlt.

2.7.4 Oberflache der Rosette

Fur die Oberflachenbestimmung einer Blattrosette wurde diese auf Klarsichtfolie
gelegt, die Blatter gespreizt und dann deren Umrisse auf die Folie gezeichnet. Diese
Folie wurde dann am Computer eingescannt und die Flacheninhalte der Blattrosetten

wurden mit dem Programm Imaged (National Institutes of Health, USA) berechnet.

2.8 Photosynthesemessungen

2.8.1 Puls-Amplituden-Modulations-Fluorometrie (PAM)

Dynamische Anderungen der Chlorophylifluoreszenz wurden mit einem Puls-
Amplituden-Modulations-Fluorometer (PAM-2000, Walz, Effeltrich) gemessen.
Grundlegende GroRen wie variable Fluoreszenz (F,), Fluoreszenz im
FlieRgleichgewicht (F;), maximale Fluoreszenz lichtadaptierter Blatter (Fn’),
Grundfluoreszenz dunkeladaptierter Blatter (Fo) und maximale Fluoreszenz
dunkeladaptierter Blattern (F,) wurden wie beschrieben (Schreiber et al. 1986)
wahrend der Experimente alle 10 bis 30 s ermittelt. Die aus den Messwerten
abgeleiteten Parameter der nicht-photochemischen Fluoreszenzléschung (gN),
photochemischen Fluoreszenzloschung (qP) und das F,/Fn-Verhaltnis wurden
ebenfalls wie beschrieben (Schreiber et al. 1986) berechnet. Die Rate des
photosynthetischen Elektronentransports wurde nach Genty (Genty et al. 1989)
berechnet. Vor der Bestimmung von Fo und F, und dem folgenden Start der
Lichtreihe wurden die Pflanzen 10 min dunkeladaptiert. Die Inkubationszeit bei jeder
gegebenen Lichtintensitat betrug wahrend der Lichtreihe 8-10 Minuten.
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2.8.2 Bestimmung des Kohlenstoffisotopenverhiltnisses '*C/'?C in

Blattrosetten

Zur Bestimmung des Kohlenstoffisotopenverhaltnisses wurden zuerst abgeschnittene
Blattrosetten von A. thaliana Pflanzen aus den angegebenen
Wachstumsbedingungen auf 60°C fir zwei Tage getrocknet. Das
Kohlenstoffisotopenverhaltnis des getrockneten Pflanzenmaterials wurde dann in
Zusammenarbeit mit S. Madhavan vom Department of Biochemistry, Beadle Center,
University of Nebraska, Lincoln (Nebraska, USA) nach der Methode von Madhavan
et al. 1991 bestimmt.

2.9 Proteinbiochemie

2.9.1 Proteinkonzentrationsbestimmung

Um die Konzentration von Proteinen in Lésungen zu bestimmen, wurde eine
Methode verwandt, die bereits von Bradford (1976) vorgeschlagen wurde. Das
Prinzip der hier zugrunde liegenden Farbreaktion ist, dass das in der Rotiquant-
Losung enthaltene Coomassie Brilliant Blue G250 bei der Bindung an vorwiegend
basische Aminosauren von dem kationischen in den anionischen Zustand ubergeht.
Im kationischen Zustand absorbiert es Licht maximal bei einer Wellenlange von

A=470 nm und im anionischen bei A=595 nm.

Reaktionsansatz fir Eichgerade:

10-200 pl 0,1 mg/ml BSA (bovine serum albumine)
5ul Extraktionspuffer der zu messenden Proteinprobe
200 pl Rotiquant
ad 1000 pl mit HyOq4q

Reaktionsansatz fur Proben:

5ul Proteinprobe
200 pl Rotiquant
ad 1000 }J| mit Hzodd
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Die Ansatze wurden wie angegeben zusammengemischt und deren Absorptionen
Ass0 und Asgp nach einer Inkubationszeit von mindestens 10 min bis maximal 1 h bei
Raumtemperatur in einem Photometer (Novospec IlI, Pharmacia, Karlsruhe)
bestimmt. Als Nullwert diente die Absorption einer leeren Kiuvette bei A=590nm. Der
Quotient Asgo/Asso ist hier das Maly fur die Proteinkonzentration, wobei die BSA-
Eichgerade von 0-10 pg/ml linear war und einen Korrelationskoeffizienten von
R?> 0,958 aufwies.

2.9.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde nach
Laemmli (1970) durchgefuhrt. SDS-Polyacrylamidgele wurden mit Hilfe der Minigel
Apparatur  System 2050 Midget (Pharmacia, Freiburg)  hergestellt.
Polymerisierungsreaktionen wurden durch Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS)
und TEMED gestartet. Bei der Elektrophorese waren die Kathoden- und
Anodenpuffertanks voneinander getrennt und durch die Gele miteinander verbunden.
Die mit Probenpuffer 1:1 versetzten Proben und der Molekulargewichtsmarker
(SM0441 Prestained Marker, MBI Fermentas) wurden aufgetragen, 10 min bei 10 mA
einlaufen gelassen, 2 min bei 40 mA fokussiert und bis die Proteinfront das Ende des

Trenngels erreicht hatte bei 25 mA aufgetrennt.

Sammelgelpuffer:

500 mM Tris / HCI pH 6,8
0,4% (w/v) SDS
Trenngelpuffer:

1,5M Tris / HCI pH 8,8
0,4% (w/v) SDS
Sammelgel:
25% (viv) Sammelgelpuffer
15% (w/v) Acrylamid-Bisacrylamid-Losung (37,5 : 1)
0,06% (w/v) APS
0,3% (viv) TEMED
Trenngel (12,5%iq9):
25% (viv) Trenngelpuffer
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42% (wiv)

0,05% (w/v)

0,05% (v/v)
Elektrodenpuffer:

250 mM
192 mM
0,5% (W/v)

2x Probenpuffer:

125 mM

20% (w/v)

5% (w/v)

5% (v/v)
0,0025% (w/v)

Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung (37,5 : 1)
APS
TEMED

Tris
Glycin
SDS

Tris / HCI pH 6,8
Glycerin

SDS
3-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

2.9.3 Proteingelfarbung mit Coomassie Brilliant Blue

Die Proteinfarbung erfolgte nach Weber und Osborn (1969). Dazu wurden die
Farbelésungen | und Il zu gleichen Teilen gemischt und die PAGE-Gele darin
mindestens 30 min unter leichtem Schitteln gefarbt. Die Gele wurden dann in
Entfarber Uberfuhrt und bis zur Entfarbung des Gelhintergrundes unter Wechseln der

Losung entfarbt. Bei Bedarf wurde das Ergebnis sofort fotografisch dokumentiert.

Farbelosung I:

0,5% (w/v)

Farbelosung ll:

20% (viv)

Entfarbelosung:

10% (v/v)
40% (viv)

Coomassie Brilliant Blue (Serva-Blue G250, Serva)

Essigsaure

Essigsaure

Methanol

2.9.4 Western Blot

Der Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf PVDF-Membranen (Fa.
BioRad) wurde mit einer Transfer-Kammer (Carboglass, Schleicher&Schuell) im
semi-dry-blot-Verfahren nach Khyse-Andersen (1984) durchgefuhrt. Der Aufbau der
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Apparatur und die Vorbereitung der Losungen erfolgten gemal® den Angaben des
Herstellers der verwendeten Kathoden- und Anodenpuffer (RotiBlot-System, Roth,
Karlsruhe). Vor dem Aufbau des Systems wurde die PVDF-Membran 10 s in
Methanol aktiviert. Der Elektrotransfer dauerte 60-120 min bei 1mA x cm™ Gelflache.
Nach Beendigung des Elektrotransfers wurde die Membran zlgig in Blockierpuffer
Uberfuhrt und mindestens eine Stunde unter Schitteln bei Raumtemperatur mit
Proteinen aus der Milchlosung abgesattigt. Der primare, gegen ein Epitop des
gesuchten Proteins gerichtete Antikdrper wurde in einer Verdunnung von 1:2500 bis
1:3000 in den Blockierungspuffer gegeben und 1-3 h bei Raumtemperatur mit der
Membran inkubiert. Die Membran wurde dann zweimal fir 10 min mit TBST-T und
einmal 10 min mit TBS gewaschen und anschlieRend der sekundare, mit alkalischer
Phosphatase gekoppelte Antikorper einer 1:3000-Verdinnung in Blockierpuffer
appliziert. Nach einer ein- bis zweistlindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Membran wie nach Entfernen der primaren Antikorperldsung gewaschen und
schlie3lich solange in Farbelésung geschwenkt, bis Banden des blau gefarbten,
unléslichen Niederschlags aus NBT- und BCIP-Addukten sichtbar waren. Die
Membran wurde dann kurz in H;O4q Uberfuhrt, an der Luft getrocknet und zur
besseren Konservierung in Folie eingeschweil3t. Die Antikdrperldsungen konnten bei

-20°C eingefroren und mehrfach wieder verwendet werden.

Puffer A:
100 mM Tris / HCI pH 9,5
100 mM NaCl
5 mM MgCl,
10x TBS:
100 mM Tris / HCI pH 7,4
1,5M NaCl
TBST-T:
10% (v/v) 10x TBS
0,2% (viv) Triton X-100
0.05% (v/v) Tween 20
Farbeldsung:
10 ml Puffer A
33 BCIP (5% (w/v) in DMF)
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66 NBT (5% (w/v) in 70% DMF)

Blockierlosung:

4% (wlv) Magermilchpulver (Heirler) in 1x TBS

2.9.5 Native PAGE

FUr den qualitativen Nachweis von Enzymaktivitaten in Proteinextrakten, wurden
native, d.h. nicht denaturierende Proteingele (native PAGE) verwendet (Gerrard-
Wheeler et al. 2005). Die Vorgehensweise und die Puffer sind dabei wie in 2.9.2
beschrieben, allerdings wird das SDS nicht zu den aufgefuhrten Puffern zugegeben.
Zusatzlich wurden die Gele bei 10°C gefahren, damit die vorhandenen

Enzymaktivitaten nicht beeintrachtigt werden.

2.9.6 Farbung fur NADP-Malat-Enzym (NADP-ME)-Aktivitat in nativen

Gelen

Die NADP-Malat-Enzym-Aktivitat (NADP-ME) lie3 sich in einem nativen Gel (2.9.5)
nachweisen, indem das Gel in der Farbeldsung bei 30°C inkubiert wurde. Die im Gel
vorhandene Aktivitat setzt dabei das Malat in Pyruvat unter Reduktion von NADPH
zu NADP um (s. 2.10.4). Das in der Lésung enthaltene Phenazinmethosulfat oxidiert
wiederum das NADPH und gibt die Elektronen an Nitroblau-Tetrazolium weiter, das

dann gut sichtbar als blaues Prazipitat ausfallt.

Farbelosung fir NADP-ME:
50 mM Tris / HCIpH 7,5

10 mM L-Malat
10 mM MgCl,
0,5mM NADP
35 mg/ml Nitroblau-Tetrazolium
0,85 mg/ml Phenazinmethosulfat

2.9.7 Farbung fur SOD-Aktivitat

Der Nachweis von SOD-Aktivitaten in Proteinextrakten wurde wie bereits

beschrieben (Gupta et al. 1993) durchgeflhrt. Gefrorenes Blattmaterial (100 mg, s.
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2.2.8) wurde mit 300 pl Extraktionspuffer versetzt, gevortext und bei 4°C und 20000
rom 20 min zentrifugiert. Die Proteinextrakte (15-30 ug pro Probe) wurden dann auf
ein natives Gel (s. 2.9.5, 12%iges Trenn-, 5%iges Sammelgel) geladen, das zuvor
bereits eine halbe Stunde nur mit 1x Davis-Puffer bei 15 mA bei 4°C gelaufen war.
Das mit Proben geladene Gel wurde dann bei 15 mA bei 4°C gefahren.

Anschlieltend wurde das Gel 10 min mit 25 mM Tris-HCI pH 8 gewaschen und dann

fur 15 min in Dunkelheit mit der Farbelosung entwickelt.

Extraktionspuffer:

50 mM KH2PO4 pH 7,5
50 mM NaCl
1 mM EDTA
1 mM Ascorbat
1 mM PMSF
1x Davis-Puffer:
0,302% (w/v) Tris
1,44% (w/v) Glycin
2 mM Ascorbat
Farbeldsung:
50 mM Tris-HCl pH 8
10 mM EDTA
0,2% (viv) TEMED
0,3% (v/v) 50 mg/ml NBT in 70% DMF
120 uM Riboflavin

2.10 Messungen von Enzymaktivitaten in Blattextrakten von A.

thaliana

2.10.1 Allgemeines zu Enzymmessungen

Die Enzymmessungen in dieser Arbeit wurden mit Extrakten loslicher Proteine aus
Blattern durchgefuhrt, wobei je nach Gewicht zwischen 200 und 500 pl
Extraktionsmedium je Probe verwandt wurden. Dabei wurde ein ungefahres

Verhaltnis von 10 pl Medium je mg Blattmaterial angestrebt.
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Die auf -80°C gelagerten und gemodrserten Proben wurden in flissigem N, zum
Arbeitsplatz gebracht, dort mit kaltem Extraktionspuffer unter vortexen extrahiert und
dann bei 14000 rpm und 4°C funf Minuten abzentrifugiert. Alle nachfolgenden
Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Die eigentlichen Messungen wurden
hauptsachlich in einem Multiplatten-Photometer (Spectrafluor Plus, Fa. Tecan,
Crailsheim) in Multiplatten (Elisa-Platte Microlon, 96 W, Fa. Greiner, Frickenhausen)
mit einem jeweiligen Volumen von 200 pl durchgefuhrt. Die Ansteuerung des Gerats,
wie auch die nachfolgende Auswertung wurde mit der Software EasyWinKinetics
32bit (Fa. TEKAN, Crailsheim) getatigt. Einzig die Katalase-Messung (2.10.6) wurde
in Quarzglaskuvetten mit einem Volumen von 1000 yl in einem UV/Vis-Photometer
durchgefuhrt.

Fur die 200 ul-Reaktionen wurden 5 oder 10 ul und fur die 1000 pl-Reaktionen 50 pl
Proteinextrakt eingesetzt, wobei das notwendige Substrat immer am Schluss, und, im
Falle der Multiplatten, durch eine Mehrkanalpipette nahezu simultan zugesetzt
wurde. Als Kontrolle dienten Reaktionsansatze ohne zugegebenen Proteinextrakt,
deren Absorptionsanderungen von denen der Proben abgezogen wurden. Alle
Reaktionen fanden bei 25°C statt.

Nach den eigentlichen Enzymmessungen wurde mit einem Aliquot der Extrakte eine

Proteinbestimmung (s. 2.9.1) zur Berechnung der spezifischen Aktivitat durchgefthrt.

2.10.2 Glykolat-Oxidase (GO)

Die Glykolat-Oxidase (GO) katalysiert die Umwandlung von zwei Mol Glykolat zu
zwei Mol Glyoxylat unter gleichzeitiger Reduktion von einem Mol O, zu einem Mol
H20..

Die Bestimmung der GO-Aktivitat in Blattextrakten hat einen ahnlichen chemischen
Hintergrund wie die Glyoxylat-Bestimmung (s. 2.11.2). Zugegebenes Glykolat wird
von der GO zu Glyoxylat umgesetzt, welches mit dem im Ansatz enthaltenen
Phenylhydrazin Glyoxylat-Phenylhydrazon bildet, das UV-Strahlung maximal bei
A=324 nm absorbiert (Baker und Tolbert 1966).

Die Messung wurde modifiziert nach Yamaguchi und Nishimura (2000) durchgefuhrt

und die Zunahme der Absorption der Losung bei A=320 nm verfolgt
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GO-Extraktionspuffer:

100 mM HEPES / KOH pH 7,2
1 mM EDTA
10 mM 3-Mercaptoethanol

Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 200 ul):

100 mM Triethanolamin pH 7,8
3 mM EDTA
4 mM Phenylhydrazin
0,75 mM oxidiertes Glutathion
2,3 mM Na-Glykolat (— Start der Reaktion)

2.10.3 Malat-Synthase (MS)

Die Malat-Synthase (MS) kondensiert ein Mol Acetyl-CoA und ein Mol Glyoxylat zu
einem Mol Malat unter Freisetzung von einem Mol CoA(-SH).

Der Nachweis der MS-Aktivitat wird Uber eine Reaktion des im Ansatz enthaltenen
DTNB erreicht. Das DTNB reagiert mit den Sulfhydryl-Gruppen des CoASH, welches
bei der Reaktion freigesetzt wird und dies bewirkt eine Farbung, die Uber eine
Absorptionsanderung bei A=410nm verfolgt werden kann. In diesem Fall wurde die
Reaktion durch die nahezu simultane Gabe von Glyoxylat zu den Reaktionsansatzen

gestartet.

MS-Extraktionspuffer:
50 mM Tris / HCI pH 8
1 mM MgCl,
Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 200 pl):
50 mM Tris / HCI pH 8

5 mM MgCl,
3 mM Acetyl-CoA
1,6 mM DTNB (Ellmanns Reagenz)
4 mM Glyoxylat (— Start der Reaktion)
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2.10.4 NADP-Malat-Enzym (NADP-ME)

Das NADP-Malat-Enzym katalysiert die Decarboxylierung von einem Mol Malat unter
gleichzeitiger Oxidation dieses zu einem Mol Pyruvat. Unter Reduktion von einem
Mol NADP" zu einem Mol NADPH wird dabei 1 Mol CO; freigesetzt.

Die Reaktion kann durch die Anderung der Absorption bei A=340 nm verfolgt werden,
die durch die Entstehung des NADPH verursacht wird. Die Messung wurde durch die

Zugabe von Malat gestartet.

ME-Extraktionspuffer:

50 mM Tris / HCI pH 8
5 mM MgCl,
2 mM EDTA

10% (v/v) Glyzerin
0,1% (viv) Triton X-100
10 mM 3-Mercaptoethanol
Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 200 pl):
50 mM Tris / HCI pH 8

20 mM MgCl,
0,8 mM NADP
5 mM L-Malat (— Start der Reaktion)

2.10.5 Kombinierte Messung von Tartronat-Semialdehyd-Synthase (TSS)
und Tartronat-Semialdehyd-Reduktase (TSR)

Die Aktivitat der beiden Enzyme Tartronat-Semialdehyd-Synthase (TSS) und
Tartronat-Semialdehyd-Reduktase (TSR) wurde in einem gekoppelten Ansatz
bestimmt. Bei dieser Reaktionsfolge werden von der TSS zwei Mol Glyoxylat unter
Freisetzung von einem Mol CO;, zu einem Mol Tartronat-Semialdehyd kondensiert.
Dieses wird dann von der TSR zu Glyzerat reduziert, wobei ein Mol NADH zu NAD*
oxidiert wird, was in einem Photometer bei einer Wellenlange von 340 nm verfolgt
werden kann.

Die Messung fand in einer Multiplatte statt und wurde durch die Zugabe von
Glyoxylat gestartet.
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TSS / TSR-Extraktionspuffer:
50 mM Tris / HCI pH 7,3

10 mM 3-Mercaptoethanol
Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 200 ul):
100 mM KH2PO4
5 mM MgCl,
5 mM TPP
0,28 NADH
6 mM Glyoxylat (— Start der Reaktion)

2.10.6 Katalase (Kat)

Die Katalase katalysiert die Disproportionierung von zwei Mol H20, zu zwei Mol H,O
und einem Mol O,. Da H,O, UV-Licht bei A=240 nm maximal absorbiert, konnte die
Reaktion in einem UV/Vis-Photometer (LKB, Biochrom, UK) mit angeschlossenem
Plotter (Fa. Linseis) verfolgt werden. Die Reaktion fand hier in einem Endvolumen
von 1000 pl in einer Quarzglaskuvette statt und wurde durch die Zugabe von H;0O,

gestartet.

Kat-Extraktionspuffer:
50 mM KH2PO4 pH 7
1% (w/v) PVP-40
0,1% (viv) Triton X-100
Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 1000 pl):
50 mM KH2PO4 pH 7
10 mM H,0O, (— Start der Reaktion)

2.10.7 Pyruvatkinase (PK)

Die Pyruvatkinase (PK) katalysiert die Dephosphorylierung von einem Mol PEP zu
einem Mol Pyruvat, wobei das Phosphat benutzt wird, um ein Mol ADP zu ATP
umzuwandeln (Substratkettenphosphorylierung). Zum Nachweis der PK-Aktivitat
(Knowles et al. 1998) wird dem Ansatz noch Lactat-Dehydrogenase zugesetzt, die
das entstandene Pyruvat zu Lactat reduziert. Bei dieser Reaktion wird NADH zu

NAD" oxidiert, was durch eine Messung in der Absorptionsanderung bei A=340nm
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verfolgt werden kann. Die PK kommt in A. thaliana sowohl in einer cytosolischen als
auch in einer plastidaren Isoform vor. Um diese beiden Isoformen getrennt messen
zu konnen, mussen die Reaktionsansatze auf das pH-Optimum der jeweiligen
Isoform eingestellt werden. Die Messung fand in Multiplatten (2.10.1) statt und wurde

durch die Zugabe von PEP gestartet.

PK-Extraktionspuffer:

50 mM HEPES / NaOH pH 7,5
2mM DTT
5mM MgCl,
1 mM EDTA
0,1% (v/v) R-Mercaptoethanol

0,5% (viv) Triton X-100
10% (v/v) Glyzerin

Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 200 pl):

50 mM HEPES / NaOH a) pH 6,9 fur cytosolische Isoform
b) pH 8,1 fur plastidare Isoform
2 mM ADP
50 mM KCI
10 mM MgCl,
0,02% (w/v) BSA
2 mM DTT
2U Lactat-Dehydrogenase (Roche, Mannheim)
2 mM PEP (— Start der Reaktion)

2.10.8 Phosphoglyzeratkinase (PGK)

Die Phosphoglyzeratkinase (PGK) katalysiert die Phosphorylierung von einem Mol
Glyzerat-3-Phosphat zu einem Mol 1,3-Bisphosphoglyzerat unter
Dephosphorylierung von einem Mol ATP zu ADP. Zum Nachweis der PGK-Reaktion
(Burrell et al. 1994) wurde Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase zugesetzt,
die das entstandene 1,3-Bisphosphoglyzerat zu Glyzerinaldehyd-3-Phosphat umsetzt
und dabei NADH zu NAD" oxidiert, was als Absorptionséanderung bei A=340nm
verfolgt werden kann. Die Messung fand in Multiplatten (2.10.1) statt und wurde
durch die Zugabe von ATP gestartet.
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PGK-Extraktionspuffer:

50 mM

2 mM

5 mM

1 mM

0,1% (v/v)

0,5% (viv)

10% (v/v)

HEPES / NaOH pH 7,5
DTT

MgCl,

EDTA
3-Mercaptoethanol
Triton X-100

Glyzerin

Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 200 pl):

100 mM HEPES / NaOH pH 7,6
1 mM EDTA
2 mM MgSO4
0,2 mM NADH
6,5 mM Glyzerat-3-Phosphat
3,3U Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
1 mM ATP (— Start der Reaktion)

2.10.9 Isolation von Chloroplasten aus Blattmaterial

Als Nachweis der korrekten Lokalisierung der transgen eingebrachten Enzyme
sollten Chloroplasten aus A. thaliana-Blattmaterial prapariert werden, um mit diesen
Enzymaktivitatsmessungen vorzunehmen. Bei der Isolation wurde vorgegangen, wie
bereits beschrieben (Kebeish et al. 2007). Intakte Chloroplasten wurden prapariert,
indem ca. 5 g gefrorenes Blattmaterial (s. 2.2.8) in 50 ml Extraktionspuffer gemorsert
wurden. Nach einer Filtration durch drei Lagen Miracloth wurde die L6sung bei 1000g
fur 10 min zentrifugiert. Das resultierende Pellet wurde in 1 ml SH-Puffer
aufgenommen und davon wurden 0,5 ml auf 1 ml eines 35%igen Percollgradienten
(35% Percoll, 65% SH-Puffer) geladen. Dieser Gradient wurde fur 5 min bei 500 x g
zentrifugiert und das Chloroplastenpellet mit 1 ml SH-Puffer gewaschen. Die Proteine
konnten nun mit den bei den Enzymmessungen angegebenen Extraktionspuffern

extrahiert und gemessen werden.

Extraktionspuffer:

50 mM HEPES / KOH pH 7,5
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1 mM EDTA
1 mM MgCl,
0,1% (wiv) BSA
0,02% (w/v) Na-ascorbat
300 mM Mannitol
0,5% (w/v) Polyvinylpyrrolidon
SH-Puffer:
50 mM HEPES / KOH pH 7,5
333 mM Mannitol

2.11 Messung der Gehalte physiologisch interessanter Substanzen

in Blattextrakten von A. thaliana

2.11.1 Chlorophylle und Carotinoide

FUr die Bestimmung des Chlorophyligehalts von Blattern (Graan und Ort 1984) wurde
gefrorenes Material (50-100 mg, s. 2.2.8) mit 1 ml Extraktionsmedium versetzt.
AnschlieBend wurden die Proben 10 min im Dunkeln auf Eis inkubiert, um
Chlorophyliverlusten durch Photooxidation vorzubeugen. Nach einer Zentrifugation
(14000 rpm, 5 min, 4°C) wurden die Uberstdnde der Proben 1:3 mit
Extraktionsmedium verdunnt und jeweils 1 ml in Plastikklvetten (Fa. Ratiolab,
Dreieich-Buchschlag) Uberfuhrt. Im Photometer (Novospec I, Pharmacia, Karlsruhe)
wurden dann die Absorptionen bei den Wellenlangen 480, 645, 647, 652, 663 und
664 nm bestimmt, wobei jeweils eine Kuvette mit Extraktionsmedium als Nullwert
diente.

Die Berechnung der Chlorophyll- und Carotinoidgehalte erfolgte mit folgenden

Formeln:

Chlorophyll a [g/mg FG] = 13,19 Ases — 2,57 Ass7

Chlorophyll b [g/mg FG] = 22,1 Ass7 — 5,26 Ass4

Chlorophyll a+b [g/mg FG] = 7,93 Asea + 19,53 Asazr

Carotinoide [g/mg FG] = 0,08 (Ass0 + 0,144 Agsz — 0,638 Agass)
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2.11.2 Glyoxylat

Die Bestimmung des Glyoxylat-Gehaltes erfolgte modifiziert nach Hausler et. al,
1996:

Die gefrorenen Proben (30-100 mg, s. 2.2.8) wurden nach Zugabe von 10 ul
Extraktionspuffer pro mg Blattmaterial gevortext. Anschlieend wurden sie 5 min bei
80°C inkubiert und dann 10 min auf Eis stehen gelassen.

Nach kurzer Zentrifugation (2 min, 10000 x g) wurden 200 ul des Uberstandes
abgenommen und in ein neues Gefal Uberfuhrt. Dazu wurden 750 pl 18,5% HCI und
50 ul 4% (w/v) KsFe[(CN)s] gegeben und erneut zentrifugiert (2 min, 10000 x g). Der
Uberstand wurde in Kiivetten (Fa. Ratiolab, Dreieich-Buchschlag) tberfiihrt und die
Absorption bei 520 nm gemessen. Die Messung der Absorption bei A=520 nm
erfolgte dabei exakt 8 min nach Zugabe von KsFe[(CN)g]. Als Nullwert diente fur jede
gemessene Pflanzenlinie eine Probe ohne Zugabe von KsFe[(CN)s].

Fir die Quantifizierung der gemessenen Werte wurde eine Eichreihe konstruiert, die
Uber einen Bereich von 0-50 uM Glyoxylat linear war und Ublicherweise einen
Korrelationskoeffizienten von R? > 0,9998 aufwies. Fir diese Eichgerade wurde das
eingewogene Glyoxylat in Extraktionspuffer gelést und durchlief das gesamte
Versuchsprotokoll mit Ausnahme der Zentrifugationsschritte. Als Nullwert diente
hierbei eine Probe ohne enthaltenes Glyoxylat.

Das Prinzip der hier stattfindenden Reaktionen, die schlie3lich in einer flr das
enthaltene Glyoxylat spezifischen Farbreaktion minden ist folgendes (Beyer und
Walter 1998):

Carbonylgruppen, wie sie im Glyoxylat und in Zuckern des Rohextraktes vorkommen
reagieren mit dem enthaltenen Phenylhydrazin unter Bildung von Phenylhydrazonen.
Im Gegensatz zum Glyoxylatphenylhydrazon reagieren die Zuckerphenylhydrazone
in schwach saurer Losung (hier 100 mM HCI) mit Uberschussigem Phenylhydrazin
weiter zu in Wasser schwer Ioslichen Osazonen und kodnnen somit leicht

abzentrifugiert werden. Das Eisen des danach zugegebenen KsFe[(CN)s] wird von

+ll +l

dem Glyoxylatphenylhydrazon von Fe™™ zu Fe™" reduziert, was in einer rétlichen

Farbung sichtbar wird.

Extraktionspuffer:

100 mM HCI
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0,1% (w/v) Phenylhydrazin

2.11.3 H,0,

Die Messung von H,0; in Blattextrakten erfolgte modifiziert nach Okuda et al., 1991:
Die gefrorenen Proben (30-100 mg, s. 2.2.8) wurden unter Zugabe von 10 ul pro mg
FG 0,2 M HCIOs homogenisiert und auf Eis gestellt. Nach der anschlielRenden
Zentrifugation (5 min, 20000 x g, 4°C) wurden 300ul des Uberstands in ein neues
Gefal transferiert und mit 4 M KOH auf pH 7-7,5 gebracht und erneut zentrifugiert (1
min, 1000 x g). 200 pl dieses Uberstandes wurden dann auf eine 1,2 ml
Anionenaustauscher-Saule (AG1-x8, 200-400 mesh, Chloridform, 0,8 x 4 cm, Bio-
Rad, Hercules (USA)) aufgetragen und mit 2 x 800 yl H2O4q in ein neues Gefall
eluiert, wobei das H,O, mit der zweiten Fraktion eluierte. 500 pl des Eluats wurden
dann fur eine Farbreaktion zum Nachweis von H,O, verwendet. Diese wurde in
Klvetten Uberfihrt und 8 Minuten nach Reaktionsstart durch Peroxidasezugabe
wurde die Absorption bei A=590 nm gemessen.

Die H,O»-Eichreihe durchlief hier nicht das ganze Protokoll, sondern wurde direkt fir
die Farbreaktion verwendet. Als Nullwert diente sowohl fur die Eichreihe als auch fur
die Proben der Asgo-Wert der Messlosung ohne zugegebenes H,0,. Die Eichreihe
war uber einen Bereich von 0-20 nmol H,O; linear und wies Korrelationskoeffizienten
von R? > 0,98 auf.

Der zugrunde liegende Reaktionsmechanismus (Ngo und Lenhoff 1980) fir die
Farbreaktion ist, dass das Hydrazon des MBTH in Gegenwart von H,O, von der
Peroxidase zu einem Elektrophil oxidiert wird, das mit DMAB 2zu dem

Indaminfarbstoff reagiert, der Licht bei einer Wellenlange von A=590 nm absorbiert.

Farbreaktion:
500 pl Eluat oder H,O,-Lésung fur die Eichgerade
200 pl 12,5 mM DMAB in 0,375 M Phosphat-Puffer pH 6,5
40 pl 0,05% (w/v) MBTH
10 pl 12,5 U/ml Peroxidase (Sigma, Taufkirchen)
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2.11.4 Losliche Zucker und Starke

FUr die Bestimmung der Gehalte I6slicher Zucker und Starke in Blattextrakten
wurden gefrorene Proben (50-100 mg, s. 2.2.8) zur Extraktion |6slicher Zucker mit
750 pl 80% Ethanol versetzt, gevortext und 15 min auf 70°C inkubiert. Anschlie3end
wurden die Proben 5 min bei 14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktiongefald gegeben. Zu dem Pellet wurde ein zweites Mal 750 uyl 80% Ethanol
gegeben, gevortext und wiederum 15 min auf 80°C inkubiert. Nach erneuter
Zentrifugation (s. 0.) wurden die Uberstande der ersten und zweiten Extraktion
vereinigt und in einem Vakuumkonzentrator (Bachofer, Reutlingen) zur Trockne
eingeengt.

Das resultierende, ausgebleichte Pellet, das noch die Starke enthielt, wurde, versetzt
mit 200 pl 0,2 N KOH, 45 min bei 95°C erhitzt. Bei diesem Schritt ging die in der
Probe enthaltene Starke in Losung. Die erhitzten Proben wurden kurz auf Eis
abgekuhlt und dann mit 1 M Essigsaure auf pH 5-6 gebracht. 3,5 U a-Amylase und
2,5 U Amyloglukosidase in 40 pyl 0,1 M NaAc pH 4,6 wurden zur enzymatischen
Hydrolyse der Starke hinzupipettiet und die Ansatze Uber Nacht bei
Raumtemperatur stehen gelassen.

Die eingeengten ethanolischen Extrakte wurden in 500 pyl HyO49 mit einem
Ruhrspatel resuspendiert und anschliel3end bei 14000 rpm fir 5 min abzentrifugiert.
Die Enzyme in den Starkeextrakten wurden fur 10 min auf 95°C desaktiviert, woran
sich ebenfalls eine Zentrifugation bei 14000 rpm fur 5 Minuten anschloss.

Die eigentliche Bestimmung der Zucker- und Starkekonzentrationen fand in einer
Multiplatte (s. 2.10.1) in einem Endvolumen von 200 pl statt. Von den
Starkeextrakten wurden 5 pl und von den Zuckerextrakten 50 pl zur Messung
eingesetzt. Es wurde ein gekoppelt-enzymatischer Test (Bergmeyer 1970; Stitt et al.
1989) durchgefuhrt, bei dem verschiedene Enzyme dazu verwandt wurden, nach und
nach die vorhandenen Zucker zu Glucose-6-Phosphat umzusetzen, welches
schliellich von der Glucose-6-Phosphatdehydrogenase unter Reduktion von NAD”
zu NADH (was bei A=340 nm verfolgt wurde) oxidiert wurde (Abb. 4).
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Saccharose

Invertase

N

Glucose

ATP
Hexokinase
ADP

Fructose-6-Phosphat —— Glucose-6-Phosphat

Fructose NAD*

Hexokinase

N

NADH

6-Phosphogluconolacton

Phosphoglucoisomerase

Glucose-6-Phosphatdehydrogenase

Abbildung 4: Schema der enzymatischen Reaktionen beim Nachweis von Saccharose, Fructose
und Glucose

Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 200 pl):

50 mM HEPES / KOH pH 8
0,8 mM NAD*
2 mM ATP
10 mM MgCl,
0,2U Glucose-6-Phosphatdehydrogenase

Der Messansatz inklusive der Probe wurde zusammengestellt und zur Bestimmung
des Anfangswertes in das Photometer gegeben. Nach einigen Messungen wurde die
Platte entfernt und mit Hilfe eines metallenen Stempels mit 96 Nadeln (Werkstatt des
Bot. Inst.), die zuvor jeweils mit 1 pl einer 750 U/ml Hexokinaselosung beschickt
worden waren, wurde die Reaktion simultan in allen Kavitaten gestartet und die
Multiplatte wieder ins Photometer gegeben. Nachdem die Absorption nicht weiter
anstieg, wurde die Platte wiederum entfernt und das nachste Enzym (je 1 pl einer
350 U/ml Phosphoglucoisomeraselosung) zugegeben und weitergemessen. Ebenso
wurde mit dem letzten Enzym (je 1 ul Invertaselosung (eine Spatelspitze Enzym
(750000 U/mgq) pro ml) verfahren. Da in den Starkeextrakten nach der enzymatischen
Hydrolyse nur noch Glucose vorhanden war, wurden hier nur die Hexokinase und die

Glucose-6-Phosphatdehydrogenase bendtigt (Abb. 4).
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2.11.5 Anthocyane

Fur die Messung der Anthocyangehalte in Blattern wurden die gefrorenen Proben
(50-100 mg s. 2.2.8) mit 500 ul Extraktionspuffer versetzt, gevortext und 3 min auf
95°C erhitzt. Die Proben wurden daraufhin Uber Nacht bei RT im Dunkeln inkubiert
und am nachsten Tag bei 14000 rpm 20 min herunterzentrifugiert. Vom Uberstand
wurden 400 ul abgenommen, auf 1 ml aufgefullt und die Absorption der Ldosung
wurde bei den Wellenlangen 535 und 650 nm bestimmt. Die Agso dient hier als
Korrektur zur Berechnung der korrekten Asss, die nach der Raleigh-Formel (Lange et

al. 1971) berechnet werden konnte:

A535 (korr.) = A535 — 2,2 X A550

Extraktionspuffer fiir Anthocyane:

81% (v/v) H2Ogq
1% (v/v) konz. HCI
18% (viv) 1-Propanol

2.11.6 ATP und ADP

ATP und ADP wurden am Max-Planck-Institut fur Molekulare Pflanzenphysiologie in
Golm in Zusammenarbeit mit Alisdair Fernie und Maria Ines Zanor Uber HPLC
gemessen. Die Probennahme fand am Botanischen Institut in Kdln statt. Die
gefrorenen Proben (ca. 100 mg s. 2.2.8) wurden mit Trichloressigsaure extrahiert und
dann wurden Uber HPLC nach dem Protokoll von Fernie et al. (2001) die Gehalte von
ADP und ATP bestimmt.
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2.12 Umfangreiche Analyse des Primarmetabolismus mittels
GC/MS

2.12.1 Extraktion und Probenvorbereitung

Die Methode zur Extraktion und Derivatisierung der GC-MS Proben stellt eine leichte
Modifikation bereits publizierter Methoden (Roessner et al. 2000; Colebatch et al.
2004) dar.

Gefrorene Proben (70-180 mg, s. 2.2.8) wurden nach Zugabe von 300 ul auf -20°C
gekuhltem Methanol und 30 pl ebenfalls auf -20°C gekuhltem 0,3 mg/ml Ribitol
(Adonitol) in Methanol gevortext und 15 min auf 70°C geschuttelt. Das Ribitol diente
in der spateren Messung als interner Standard. Es folgte die Zugabe von 200 ul
Chloroform, kurzes vortexen und erneutes Schutteln, diesmal bei 37°C fur 5 min. Als
letztes wurden 400 ul HPLC-Wasser dazugegeben, woraufhin sich eine polare und
durchsichtige Phase und eine apolare grine Phase bildeten. Es wurde erneut
gevortext und danach far 5 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Von der oberen polaren
Phase wurden 160 pl abgenommen und in ein verschlieBbares GC-Flaschchen
Uberfuhrt. Die Proben wurden dann in einem Vakuumkonzentrator (s. 2.11.4) zur
Trockne eingeengt und konnten in dieser Form bei -20°C gut verschlossen gelagert
werden.

Vor der Derivatisierung wurden die Probenflaschen gedffnet fir mindestens 15 min in
einen Exsikkator mit angeschlossener Vakuumpumpe gestellt, um Kondenswasser
zu entfernen. Dann wurde zu jeder Probe 40 pl einer Methoxyaminlosung (20 mg
Methoxyamin-HCI in einem ml Pyridin abs.) gegeben, kurz gevortext und die Proben
fir 90 min bei 30°C inkubiert. Die Methoxymierung durch Methoxyamin Hydrochlorid
verhindert die Ringbildung von reduzierenden Zuckern und schutzt Ketogruppen vor
einer moglichen Decarboxylierung (Schweer 1982).

Danach wurden 70 yl MSTFA mit dazugegeben, erneut gevortext und fur 30 min bei
37°C inkubiert. MSTFA silyliert Carboxyl-, Hydroxyl-, Amin- und Amidgruppen. Diese
bilden eine kovalente Bindung zu dem Silizium des MSTFA, das noch drei
Methylgruppen (Trimethylsilyl, TMS) gebunden hat. Durch die Silylierung werden die
Siedepunkte der Metabolite abgesenkt, wodurch sie wahrend des GC-Laufs von der
Saule eluieren kénnen. Zudem verandert sich durch die Derivatisierung die Masse

der zu untersuchenden Substanzen dergestalt, dass eine Silylierung das
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Molekulargewicht um 72 amu und eine Methoxymierung das Molekulargewicht um 29
amu relativ zur Ausgangssubstanz erhohte.

Die derivatisierten Proben wurden in Bordeldeckelflaschen mit Mikroeinsatzen
Uberfuhrt und mit einem Deckel fest verschlossen. Die Proben waren so bereit zur
Messung. Es wurden nie mehr als 24 Proben vorbereitet, da die Proben nach 24 h

degenerierten.

2.12.2 Gaschromatografie

Das verwendete GC/MS-System benutzte Helium 5.0 als Tragergas, das mit einem
konstanten Druck von 60,7 kPa anlag. Als Trennsaule diente eine HP-5ms-
Kapillarsaule (Agilent, USA) mit einem Innendurchmesser von 0,25 mm und einer
Lange von 30 m, deren Tragermaterial (5%-Phenyl)-methylpolysiloxan war.

Ein GC/MS-Lauf wurde durch eine splitless-Injektion von 2 ul Probe gestartet, die
von einem Autosampler zur Verfiigung gestellt wurde. Die Temperatur des GC-Ofens
betrug fur 5 min 70°C und stieg dann mit einer Rate von 5°C/min bis auf 280°C an.
Diese Temperatur wurde fur 7 min gehalten, bevor wieder auf 70°C gekuhlt wurde
und ein neuer Lauf beginnen konnte. Die Temperatur des Einspritzblocks lag
konstant bei 250°C und die der Verbindung zwischen GC-Ofen und

Massenspektrometer bei 280°C.

2.12.3 Massenspektrometrie

Das angeschlossene Massenspektrometer ionisiert und fragmentarisiert die von der
Saule eluierenden Substanzen und beschleunigt diese dann in einem
elektromagnetischen Feld im Hochvakuum (ca. 3,3 x 10 Torr). Je nach Flugbahn
der einzelnen Fragmente kann auf ihr jeweiliges Masse zu Ladung-Verhaltnis (m/z)
geschlossen werden. Die lonenquelle war auf 230°C und das Quadrupol auf 150°C
temperiert.

In den ersten 7 Minuten eines jeden Laufes war das Massenspektrometer
abgeschaltet, da in dieser Zeit das Losungsmittel (hier Pyridin) von der Saule eluiert,
was ein eingeschaltetes Massenspektrometer sehr stark beanspruchen wurde und
somit zu sehr kurzen Wartungsintervallen und einer Verringerung der allgemeinen

Lebensdauer fiihren wirde.
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Geeicht wurde das Massenspektrometer mit Perfluorotributylamin (PFTBA). Dies
geschah Uber die ChemStation-Software (Agilent, USA) als Ausflihrung eines so
genannten Autotunes.

Zur Messung wurde die Scan-Methode gewahlt. Bei dieser Betriebsart werden alle
Massen von 50-600 amu in 0,1 amu Schritten kontinuierlich gemessen, wobei der
Analysator 2,69 Durchgange durch dieses Spektrum pro Sekunde misst. Im
Gegensatz dazu steht die SIM-Methode (selected ion monitoring), bei der nur vorher
definierte lonen zu definierten Zeiten gemessen werden. Die SIM-Methode bietet den
Vorteil einer hoheren Sensitivitat fur die Messung von sehr niedrig abundanten
Stoffen, birgt aber den Nachteil, dass vor einer Messung klar sein muss, was genau
zu welchem Zeitpunkt gemessen werden soll. Eine nachtragliche Neuauswertung in

Hinsicht auf weitere Metabolite ist, im Gegensatz zur Scan-Methode, nicht maglich.

2.12.4 Standards

Um Standards fur die Massenspektrenbibliothek herzustellen, wurde etwa 1 mg der
Substanz in 1 ml H,Oq4q gelost. Davon wurden 5-15 pl in ein GC-Flaschchen Uberfiihrt
und fur eine halbe Stunde in dem Vakuumkonzentrator (s. 2.11.4) getrocknet. Es
folgte die Derivatisierung und Messung. Falls die Substanz sehr labil war, wurde eine
Spatelspitze (viel weniger als 1 mg) der Substanz direkt in ein GC-Flaschchen
gegeben und derivatisiert. Die derivatisierte Losung wurde bei Bedarf 1:10 mit Pyridin
verdunnt und gemessen.

Im Idealfall sollte die Messung einen grof’en Peak in Form einer Glockenkurve
ergeben. War dies der Fall und stimmten auch die m/z-Verhaltnisse der lonen mit
den vorberechneten (s. 2.12.1) Uberein, wurde die Substanz mit Retentionszeit und
den charakteristischen lonen in die Bibliothek (s. 2.12.5) aufgenommen. War diese
Substanz zudem auch in der mitgelieferten ,Wiley“-Datenbank enthalten, wurde ein
Abgleich mit diesen Daten zur Bestatigung vorgenommen. Fur die charakteristischen
lonen einer Substanz gilt: je hoher das Molekulargewicht, desto eindeutiger.
Aulerdem durfen auf keinen Fall die lonen mit den Molekulargewichten 73 und 147
gewahlt werden, da diese lonen des Derivatisierungsmittels MSTFA sind und fr den

grofldten Teil des Hintergrundsignals bei einer Messung verantwortlich sind.

60



Material und Methoden

2.12.5 Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit dem Programm ChemStation (Agilent, USA). Um die
Laufe im Scan-Modus auszuwerten, musste zunachst eine Datenbank mit den
Metaboliten von Interesse, ihren Retentionszeiten und den zugehdrigen lonen erstellt
werden. Mit Hilfe dieser Datenbank ist es moglich, die Laufe automatisch hinsichtlich
des Vorhandenseins und der Abundanzen der Metabolite von Interesse
auszuwerten. Als Ergebnis wird eine Tabelle in einer Textdatei ausgegeben, die mit
den gangigen Tabellenkalkulationsprogrammen weiterbearbeitet werden kann.
Aulerdem koénnen jederzeit neue Metabolite zu der Datenbank hinzugefugt werden
und es kdnnen alte Laufe erneut auf das Vorhandensein dieser neuen Substanzen

getestet werden.

2.13 Histologische, histochemische und mikroskopische Methoden

2.13.1 Immunolokalisation von NADP-ME in transgenen A. thaliana

FUr die In-situ-Immunolokalisation wurden die Blattpraparate in LR-Gold-Acrylharz
eingebettet. 0,8 ym starke Schnitte wurden auf mit Silan beschichteten Objekttragern
getrocknet und fur die Immunolokalisation verwendet (Fahnenstich et al. 2007).

Die Praparate wurden fur eine Stunde in TBST/BSA inkubiert, um unspezifische
Bindungen zu blocken. AnschlieBend wurden die Praparate fur zwei Stunden mit
einem Serum gegen die grof’e Untereinheit der Spinat-RubisCO (1:1000 verdinnt)
oder flur vier Stunden mit affinitdtsgereinigten Antikdrpern gegen das rekombinante
Mais-NADP-Malat-Enzym (Saigo et al. 2004) inkubiert. Als Kontrolle wurden die
Praparate mit den korrespondierenden Pra-Immunseren mit TBST/BSA inkubiert.
Nach mehrmaligem Waschen mit TBST/BSA wurden die Proben fur eine Stunde mit
Protein A-gold (15 nm, Amersham, USA), welches 1:100 mit TBST/BSA verdinnt
war, inkubiert. Die Praparate wurden dann mit TBST/BSA, TBST und HyOqyq4
gewaschen, bevor sie mit einer Silberverstarkungsreagenz nach den
Herstellerangaben (Amersham) behandelt und mit 0,25% (w/v) Safranin O gefarbt
wurden (Fahnenstich et al. 2007). Die gefarbten Proben wurden am Mikroskop
(Nikon Eclipse E800) analysiert und fotografiert (Digitalkamera KY-F1030, JVC).
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10x TBS:
100 mM Tris / HCI pH 7,4
1,5M NaCl

TIBST:

10% (v/v) 10x TBS

0,1% (viv) Tween 20
TBST/BSA:

10% (v/v) 10x TBS

0,1% (viv) Tween 20

1% (w/v) BSA

2.13.2 Messung des Blattquerschnitts von A. thaliana-Blattern

Fur die Bestimmung der Dicke von A. thaliana-Blattern mussten diese zunachst fur
die lichtmikroskopische Untersuchung eingebettet werden (Niessen 2006). Dazu
wurden frisch geerntete Blatter Uber Nacht in Fixierungsldsung inkubiert. Am
nachsten Tag wurde das Material durch eine aufsteigende Ethanol-Reihe dehydriert
(jeweils 30 min in 15%, 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 2 x 100% EtOH). Der Ethanol
wiederum wurde durch eine Rotihistolreihe entfernt (jeweils 30 min 25%, 50%, 75%
Rotihistol in EtOH, 2 x 100% Rotihistol). Nach einer zweistindigen Inkubation in
Paraplast/Rotihistol (1:1) wurden die Proben in 100% verflissigtem Paraplast Uber
Nacht inkubiert. Alle genannten Inkubationsschritte erfolgten bei 60°C.

Nachdem die in Paraplast inkubierten Blatter bei Raumtemperatur erkaltet und
erstarrt waren, konnten am Mikrotom 12 pm dicke Querschnittspraparate erstellt
werden. Die Praparate wurden bei 42°C mit einem Tropfen Wasser auf einem
Objekttrager Gber Nacht getrocknet.

Die getrockneten Praparate wurden wiederum einer absteigenden Rotihistolreihe
(100%, 50% und 25% Rotihistol in EtOH, jeweils 20 min) und einer absteigenden
Ethanolreihe (100%, 95%, 70%, 50%, 30%, 15%, 0% EtOH, jeweils 15 min) zur
Entwachsung unterzogen.

Die nun fertigen Praparate wurden am Lichtmikroskop analysiert und mit Hilfe des
Programms Diskus (Hilgers, Konigswinter) wurde die Dicke des Blattquerschnitts
genau zwischen der Mittelvene und dem ersten lateralen Leitblindel gemessen. Pro
Pflanzenlinie wurden dabei mindestens 80 Messungen vorgenommen (Niessen

2006).
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Fixierungslosung:

50 mM KH2PO4 pH 7,2
2% (viv) Formaldehyd
1% (w/v) Glutaraldehyd
2.13.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen an

Ultradiinnschnitten von A. thaliana-Blattern (Niessen 2006)

2.13.31 Herstellung der Schnitte

Die Proben fiir die Elektronenmikroskopie wurden zunichst als 1 mm? groRe
Blattstiickchen in 2% Glutaraldehyd gegeben und vakuuminfiltriert. Nach
funfstindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden die Proben bei 4°C Gber Nacht
gelagert. AnschlieRend wurden die Proben dreimal mit 100 mM Na-Phosphatpuffer
gewaschen und 4 Stunden bei 4°C in 2% OsO4 inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit H,Oq44 war die Fixierung beendet.

Die Entwasserung wurde durch 15 min Inkubation in 25% Aceton, 120 min
Inkubation in 50% Aceton/1% Uranylacetat und eine Acetonreihe (jeweils 20 min in
70%, 96% und 3 x 100% Aceton) gewahrleistet.

Die Einbettung in Spurr-Medium (Spurr 1969) begann mit einer Inkubation in
Spurr/Aceton (1:1) fur 16 Stunden bei Raumtemperatur. Weitere Inkubationen in
Spurr/Aceton (3:1 fur 4 Stunden) und in purem Spurr-Medium (4 h gefolgt von 16 h)
schlossen sich an. Zur endgultigen Einbettung wurde etwas Spurr-Medium in
passenden Formchen vorgelegt und die Blattproben in diese Férmchen Uberflhrt.
Die Proben waren somit nach einer finalen Aushartung fur drei Tage bei 60°C bereit

fir die Ultramikrotomie.

Spurr-Medium (immer frisch anzusetzen (Spurr 1969)):

6,59 Nonenylbernsteinsaure

25¢g 3,4-Epoxycyclohexylmethyl-3,4-
epoxycyclohexylcarboxylat

1,59 D.E.R. 736 pract
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0,1g Dimethylaminoethanol

2.13.3.2 Ultramikrotomie

Von den eingebetteten Praparaten wurden an einem RMC-Ultramikrotom MT 6000-
XL mit einem Diamantmesser 60-80 nm dicke Schnitte erstellt. Diese Schnitte

wurden auf mit Pioloform befilmte EM-Tragernetze gebracht.

213.3.3 Kontrastierung der Schnitte

Fir die Kontrastierung der Schnitte wurde 2% Uranylacetat und Bleicitrat verwendet.
Beide Ldsungen wurden vor Gebrauch gut abzentrifugiert. Die eigentliche
Kontrastierung fand statt durch Uberschichtung der Praparate mit den genannten
Lésungen und anschlielender Inkubation im Dunkeln (10 min fur Uranylacetat, 3 min
fur Bleicitrat). Danach wurden die EM-Tragernetze mit H,O49 gewaschen und

vorsichtig getrocknet.

213.34 Elektronenmikroskopie

Die Praparate wurden mit einem Transmissions-Elektronenmikroskop untersucht,
wobei besonderes Augenmerk auf die Chloroplasten gelegt wurde. Am
Elektronenmikroskop konnten mit einer Plattenkamera (65x90 mm) Fotos gemacht
werden (Filmmaterial Agfa Scientia 23D56 P3 AH), deren Negative von Hand in der
Dunkelkammer entwickelt wurden. Diese wurden dann von Siegfried Werth
(Fotolabor des Bot. Inst.) eingescannt und per Software (Photoshop, Adobe, USA) in

Positive umgewandelt.

2.13.4 Farbung von Zelltodereignissen in vollstandigen Blattern

Die Farbung von Zelltodereignissen wurde, wie in Fahnenstich et al. (2007)
beschrieben, durchgefuhrt. Zunachst wurden die Blatter in 0,1%iger Evans Blau-
Lésung inkubiert und fir 5 min vakuuminfiltriert. Danach wurden sie dreimal mit
H2Oq4q abgespult und mit 80% Ethanol bei 70°C das Chlorophyll entfernt. Fixiert
wurden die Blatter im Anschluss daran mit der Fixierungslésung und abschliel3end

fotografiert.
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Fixierungslosung:

50% (v/v) Ethanol
5% (v/v) Essigsaure
3,7% (viv) Formaldehyd

2.13.5 Farbung von Zelltodereignissen zur Quantifizierung

Fur die Quantifizierung von Zelltodereignissen in Blattern wurde verfahren, wie in
Fahnenstich et al. (2007) beschrieben. Zunachst wurden abgeschnittene Blatter in
einer 0,1%igen Evans Blau-Ldsung inkubiert und fur 5 min vakuuminfiltriert.
Anschlielend wurden die Blatter dreimal mit H,O4q gewaschen und der Farbstoff, der
im Blatt von toten Zellen gebunden war, wurde danach mit Extraktionspuffer auf 60°C
extrahiert. Die Menge Evans Blau im Extrakt wurde photometrisch bei einer

Wellenlange von 600 nm bestimmt.

Extraktionspuffer:
50% (v/v) Methanol
1% (viv) SDS

2.13.6 Starkefarbung in Blattern

Mit Lugol’'scher Losung kann Starke in Blattern angefarbt werden. Starke besteht im
Wesentlichen aus Amylose (unverzweigte Glukoseketten) und Amylopektin
(verzweigte Glukoseketten). Beide Bestandteile werden durch das in der Losung
enthaltene Jod angefarbt, indem es sich in die Helices der Starkeketten einlagert.
Amylose erscheint dabei dunkelblau und Amylopektin blaugrau. Vor der Farbung
werden die Blatter mit 75% EtOH bei 75°C entfarbt. Die Farbung erfolgt durch
Inkubation der entfarbten Blatter in Lugol'scher Lésung fur 10 min, die anschliel3end
mit Wasser abgespult wird.
Lugol’sche Ldsung:

2% (wiv) I

4% (wiv) Kl
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2.14 In dieser Arbeit verwendete Oligonukleotide

Im Folgenden werden alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide einzeln
aufgefuhrt. Die Schreibweise ist von links nach rechts in 5°— 3"-Richtung.

Zur Klonierung der zu transformierenden Gene wurden diese zuerst aus cDNA Uber
RT-PCR bzw. aus genomischer DNA Uber PCR amplifiziert. Daflir wurden folgende

Primer verwendet:

Name Sequenz
GO fow TACAATTGGAGATCACTAACGTTACCGAGT
GO rev TGGGACACTCCACGTCCTTAGTCTAGACTAGTA
TSS fow TAGAATTCGCAAAAATGAGAGCCGTTGAC
TSS rev CGGTCGACTTATTCATAGTGCATGAAGCAGGT
TSR fow TAGAATTCATTGATATGACTATGAAAGTTGGT
TSR rev CGTCTAGATTAACGAGTAACTTCGACTTTCGCCA
MS fow ACACCGGTCGCTGGGAATGTATTCTGAATCGGCA
MS rev CACATAGGCATACATCATCCCAGGTGAGTCGACGTT
ME fow CATGCCATGGCGATGGTCTCCAACG
ME rev ACGCTCGAGGCACTACCGGTAGTTGCG
KatE fow ACACCGGTCGCAACATAACGAAAAGAACCCA
KatE rev ACGTCGACTCAGGCAGGAATTTTGTCAATCT

Der Klonierungsstrategie folgend wurden uber die GO Oligonukleotide Munl und
Spel-Schnittstellen am 5°- bzw. 3’-Ende des PCR-Produkts eingefuhrt. Die
Oligonukleotide MS und Kat fuhrten Agel und Sall-Schnittstellen am 5°- bzw. 3'-Ende
des Produkts ein und Uber die ME Oligonukleotide wurden Ncol und Xhol
Schnittstellen am 5°- bzw. 3’-Ende des PCR-Produkts eingeflihrt. Ferner wurden
Uber die TSS Oligonukleotide EcoRI und Sall und Uber die TSR Oligonukleotide
EcoRI und Xbal-Schnittstellen am 5°- bzw- 3’-Ende des Produkts eingefuhrt.

Um die Expression und die korrekte subzellulare Lokalisation der transgenen
Enzyme zu steuern, mussten auch Promotor- und Transitpeptidsequenzen aus
genomischer DNA von A. thaliana, S. lycopersicum und G. max (2.5.3) mit den

folgenden Primern amplifiziert werden:
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Name Sequenz
PGM fow TAGGTACCCAATCAACAATGACGTCGACCTAC
PGM rev GAGATTAAATCGTTGCCGACGAAGCAATTGTA
rbS3C fow ACGAGCTCATCCAGAATTGGCGTTGGATTA
rbS3C rev AGCAACGGTGGAAGAGTCAGTTGCAACCGGTAT

tpSoja-rbcS (kpnl) fow TAGGTACCAGCTTGGATATCTGGCAGCAGAAA
tpSoja-rbcS (Sall) fow TAGTCGACAGCTTGGATATCTGGCAGCAGAAA
tpSoja-rbcS rev TACAATTGCATAGAAGCCATCATGCATT

Die Oligonukleotide PGM fow & PGM rev wurden so konstruiert, dass das PCR-
Produkt am 5°-Ende eine Kpnl-Schnittstelle und am 3°-Ende eine Munl-Schnittstelle
enthalt. Ebenso wurden uber das Design der rbS3C fow & rev Oligonukleotide, die
benutzt wurden, um Promotor- und Transitpeptidsequenz der kleinen RubisCO-
Untereinheit der Tomate (rbS3C, X66072) zu amplifizieren, eine Sacl und eine Agel-
Schnittstelle am 5°- bzw. 3"-Ende des PCR-Produkts eingefuhrt. Fur die Klonierung
des TSR-Konstruktes wurde Uber das Oligonukleotid tpSoja-rbcS (kpnl) fow eine
Kpnl-Schnittstelle und flr das TSS-Konstrukt Uber tpSoja-rbcS (Sall) fow eine Sall-
Schnittstelle am 5°-Ende des PCR-Produkts eingefuhrt (vgl. 2.5.3, Tab. 1).

Die PCRs zur Bestatigung der Transgeninsertionen auf genomischer Ebene (3.1.1)
wurden jeweils mit einem Transitpeptid-spezifischen und einem Gen-spezifischen
Oligonukleotid durchgefuhrt (z. B. rbS3C fow + MS rev flur die Detektion einer MS-
Insertion, vgl. Tab. 1).

Die Sonden, die fur die Southern-Blots (2.4.6; 3.1.2) verwendet wurden, waren
spezifisch fur die zusammen mit den jeweiligen Transgenen transformierten

Resistenzgene und wurden durch folgende Oligonukleotide erstellt:

Name Sequenz
nos fow TGCTCCACTGCAGTTCCATAA
BastaR rev TCCAGCTGCCAGAAACCCACGTCA
KanR rev ATCGCCATGGGTCACGACGAGAT
HygR rev ATGGGGATCAGCAATCGCGCATATGC
SulR rev GTTCGACAGCACGTGCAGCGATGT

67



Material und Methoden

Fur die in 3.8 angesprochenen RT-PCRs wurden die folgenden Oligonukleotide

verwendet:

Name Sequenz
Actin2 fow TGTACGCCAGTGGTCCTACAACC
Actin2 rev GAAGCAAGAATGGAACCACCG
NTT1 fow GCGAAGCCAAGAAATCTACATGGG
NTT1 rev TCCAAGGGAACCGTTTCCGCTTTC
NTT2 fow CCGAGCAGGATGACTCCAAGG
NTT2 rev AGACACAGCGGCGATGGCGGTGTC
ACC1 fow GACGTTAAGTGGGTTACCAGAGG
ACC1 rev TGCAGCCTTGGCATCATTAGCTAG
ACC2 fow CAGGACATTCGTGGTTATGCTTCG
ACC2 rev CTTGGCAGACTTGGAGTAATGGC
ACC3 fow CAAGCTCGTGGTTACTGTGTCTCT
ACC3 rev CACAATGAGCTGGAGCTTGTCATA
ACC4 fow ATGGCTTTGATCGGAAAATCCGAG
ACC4 rev CTGAACCCAATGCTTATAAGCAAT
ACCS5 fow ATGTGTATTTCAAAAGAAGACGAAGAA
ACC5 rev GATCCCTCCCCAATTCAAGAACCT

2.15 Statistische Methoden und Berechnungen

2.15.1 Standardabweichung

Die Standardabweichung (StAbw) ist ein Mal} flr die Streuung der Einzelwerte um

den ermittelten Mittelwert und wurde nach folgender Formel berechnet:

>:loe-x)

i=1 _
StAbw = (n _ 1) , Xi = Einzelwert, x = Mittelwert, n = Anzahl der Einzelwerte
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2.15.2 Standardfehler

Der Standardfehler ist ein in der Biologie haufig gewahltes Mal} fur die Streuung der
Einzelwerte um einen Mittelwert. Bei der Berechnung wird die Standardabweichung
durch die Quadratwurzel der Anzahl der Einzelwerte (n) geteilt, so dass die Streuung

um den Mittelwert mit zunehmender Probenzahl abnimmt.

StAbw
Standardfehler = \/ﬁ

2.15.3 t-Test

Der t-Test (oder auch student’s t-test) wird verwandt, um zu testen, ob zwei Gruppen
von (Mess-)Werten statistisch signifikant voneinander unterschiedlich sind. Der Test
liefert als Ergebnis eine Wahrscheinlichkeit p fur den Fall, dass die beiden
betrachteten Wertegruppen gleich sind. Bei p<0,05 ist also eine >95%ige
Wahrscheinlichkeit fur die Verschiedenheit der beiden Wertegruppen gegeben. Der
Test wurde von W. S. Gosset 1908 entwickelt und unter dem Pseudonym ,Student®
veroffentlicht (Gosset 1908).
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3. Ergebnisse

Das Hauptthema dieser Arbeit ist die Etablierung von Stoffwechselwegen zur
teilweisen Umgehung und Reduktion der Photorespiration mit dem Ziel, Pflanzen mit
einer grolReren Biomasse als der Wildtyp zu erzeugen. Um dieses Ziel zu erreichen,
mussten mehrere Transgene in die Modellpflanze (Meyerowitz 1987) A. thaliana
eingeschleust werden. Die Vorgehensweise war dabei dergestalt, dass zuerst fur alle
beteiligten Gene einzeln transgene Pflanzen hergestellt wurden, denen dann durch
erneute Transformation oder Kreuzung die weiteren Transgene eingefuhrt wurden.
Diese Strategie fuhrte zu einer gro3en Anzahl von transgenen Linien und, da die
eingebrachten Enzymaktivitaten direkt mit dem Primarmetabolismus des
Chloroplasten interagierten, auch zu einer gro3en Variationsbreite von Phanotypen.
Zunachst soll Uber die Ergebnisse von Southern Blots und Enzymmessungen
nachgewiesen werden, dass die spater naher betrachteten Linien tatsachlich
transgene Pflanzenlinien darstellen.

Die Beschreibung des GO-Phanotyps soll verdeutlichen, mit welchen
Grundproblemen der gesamte Ansatz behaftet war. Davon ausgehend werden die
zweifach und dreifach transgenen Pflanzen der beiden grof’en Ansatze (s. 1.2.6)
hinsichtlich ihres Phanotyps, ihres Wachstums wund ihrer physiologischen
Eigenschaften unter verschiedenen Bedingungen vorgestellt.

Die Erkenntnisse aus diesen Ausflihrungen flihrten zu einer Modifikation des
Ansatzes, die letztendlich zu einem erfolgreichen Abschluss des Projektes fuhrte und
deren Ergebnisse in dem Abschnitt Uber die GMK und GMMK-Pflanzen ausgefuhrt
werden.

Da einige der erstellten Pflanzenlinien sehr interessante Phanotypen zeigten, soll in
den anschlieBenden Kapiteln noch auf zwei von ihnen naher eingegangen werden.
Zunachst wird auf den Tageslangen-abhangigen Phanotyp der ME-Pflanzen
eingegangen (Fahnenstich et al. 2007), der neue Fragen hinsichtlich der Bedeutung
von Malat und Fumarat aufwirft, um letztlich Uber die Salzresistenz der TSS-TSR

Pflanzen zu berichten und den Ergebnisteil abzuschlie3en.

70



Ergebnisse

3.1 Bestatigung der Transgeninsertionen auf genomischer Ebene

311 PCR

Wie in 2.6.1 beschrieben, wurden selektionierte Pflanzen der T,-Generation auf das
Vorhandensein des jeweiligen neu transformierten Transgens mittels PCR (2.4.5.1)
getestet. Die verwendeten Primer sind unter 2.14 aufgefuhrt. Alle der im weiteren
Ergebnisteil behandelten Pflanzenlinien wurden in diesem Verfahren positiv auf die

Anwesenheit einer genomischen Integration des jeweiligen Transgens getestet.

3.1.2 Southern Blot

In den meisten der im Folgenden beschriebenen Pflanzenlinien wurde zudem mit
Southern Blots (2.4.6) die Anzahl der transgenen Insertionen auf genomischer Ebene
bestimmt, um eventuelle multiple Insertionen zu erkennen. Als Sonden wurden dabei
DNA-Fragmente eingesetzt, die komplementar zu denen der eingefuhrten
Selektionskassetten waren, wobei sie einen Teil des Nopalin-Synthetase-Promotors

und des jeweiligen Resistenzgens (s. 2.5.3 & 2.14) Uberspannten.

Tabelle 3: Ergebnisse der Southern-Blot-Experimente: Anzahl der Transgeninsertionen auf
genomischer Ebene in den transgenen Linien. Fett gedruckt sind die Linien, die
Ausgangspunkt fur weitere Kreuzungen oder Transformationen (2.6.2) waren; n. b.
steht fir nicht bestimmt.

Anzahl der Insertionen des Konstrukts
Linie GO MS ME Kat TSS TSR

GO5

GO 14

GO 16

GO 19

=SIN=IN =

GO 20

MS 4 2

MS 5

—

ME 2 1

ME 4 1

ME 5 1

Kat 1-5

—

Kat 2-9 4
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Linie

GO

-Tabelle 3 Fortsetzung-

Anzahl der Insertionen des Konstrukts

MS

ME

Kat

TSS

TSR

TSS 2-15

1

TSS 1341

1

TSR 5

GO-TSS 6

GO-TSS 21

GO-TSS 74

GO-TSS 93

GTT 21-1

GTT 21-3

>
=4

GTT 74-3

— ] — ] | -

GO-ME 25

GO-ME 60

— | | | [ | -

GO-MS 11

GO-MS 14

212

c\o

GO 5-MS 2

GO 5-MS 6

=S =N

TSS-TSR 16

TSS-TSR 18

=12
oo

GMM 60-4

GMM 60-8

GMM 60-11

GMK 3

RN

GMK 9

GMMK 60-4-2

GMMK 60-11-7

GMMK 60-11-8

— | | | —

72



Ergebnisse

3.2 Enzymaktivitaten transgener Linien

Im vorangegangenen Ergebnisteil wurde die Insertion der Transgene auf
genomischer Ebene und deren Anzahl gezeigt. Diese Ergebnisse treffen aber noch
keine Aussage uber die korrekte Expression der eingebrachten Konstrukte. Wenn
das eingebrachte Transgen wie in den vorliegenden Fallen ein Enzym ist, ist der
stichhaltigste Nachweis der erfolgreichen Expression die Messung der Aktivitat. Im
Folgenden sollen nun die Enzymaktivitaten der transgen eingebrachten Enzyme in

allen spater betrachteten Linien zusammengestellt werden.

3.2.1 Glykolat-Oxidase (GO)

Die Glykolat-Oxidase (EC 1.1.3.15) ist ein peroxisomales Enzym, dessen Rolle in
dem photorespiratorischen Stoffwechselweg die Oxidation von Glykolat zu Glyoxylat
ist (Kisaki und Tolbert 1969; Tolbert 1997). Die dreidimensionale Struktur dieses
Enzyms, ein a/R-Fass mit FMN als Kofaktor (Lindgvist und Branden 1989; Stenberg
et al. 1995), und damit auch der Reaktionsmechanismus, ist bereits gut
charakterisiert. Im A. thaliana-Genom finden sich zwei Gene (At3g14415 und
At3g14420) mit einer Sequenzidentitat von 82%, die flr Glykolat-Oxidasen kodieren.
Uber die Regulation der GO-Expression auch nach einer Analyse des peroxisomalen
Proteoms (Fukao et al. 2002) kaum etwas bekannt, allerdings lassen Daten aus
Tabak eine entwicklungsabhangige Expression der GO vermuten, die mit der
Photomorphogenese einhergeht (Barak et al. 2001).

Durch ihre Rolle in der Photorespiration (1.2.2) muss die GO im Licht jederzeit zur
Verfugung stehen, da sich die Lichtverhaltnisse im Freiland durch Beschattung
schnell andern konnen und damit die Flisse durch die photosynthetischen und
photorespiratorischen Stoffwechselwege hoch variabel sind. Dies flihrt dazu, dass
auch in untransformierten Col-0 Pflanzen hohe Aktivitdten der GO gemessen werden
konnten.

Die Aktivitaten wurden in Proben von A. thaliana-Blattmaterial gemessen, wie in

2.10.2. beschrieben wurde.
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Abbildung 5: Darstellungen der gemessenen GO-Aktivitaten in Blattextrakten von Wildtyp-(Col-0)

und transgenen Pflanzen.
Die Ergebnisse sind aufgeteilt in (A) GO Pflanzen, (B) GO-ME und GO-MS-ME (GMM)
Pflanzen des GMM-Weges, (C) GO-TSS Pflanzen des GTT-Weges, (D) GO-MS-Kat
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(GMK) und GO5-MS Pflanzen, (E) GO-MS Pflanzen und (F) GMM und GMM Pflanzen
mit Katalase (GMMK). Zur besseren Vergleichbarkeit werden immer auch die Wildtyp-
Aktivitat und die der Linie GO 5 gezeigt. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus
n=6 Einzelmessungen tStandardfehler.

Wie in der Abbildung 5 A-F zu sehen ist, weisen alle untersuchten Pflanzenlinien, die
auch per PCR positiv auf die Anwesenheit des GO-Transgens (s. 3.1.1) getestet
worden waren, eine signifikant erhohte GO-Aktivitat in Blattextrakten gegenltber dem
zugehdrigen Wildtyp auf. Im Wildtypextrakt wurde eine durchschnittliche spezifische
Aktivitat von 47,26 0,99 mU/mg Protein gemessen, und die transgenen Pflanzen
zeigten Aktivitaten zwischen 51,11 +£1,42 mU/mg Protein (GMMK 60-4-2) und 77,42
16,19 mU/mg Protein (GMM 60-4). Zusatzlich konnte exemplarisch fur die Linie GMK
3 die korrekte subzellulare Lokalisation der GO durch eine Aktivitatsmessung in einer
Plastidenisolation nachgewiesen werden (nicht gezeigt).

Die Linie GO 5 mit einer spezifischen Aktivitat von 62,23 +2,40 mU/mg Protein
wurde, wie in 2.6.2 , 3.3 und von Fahnenstich (2004) bereits naher erlautert,
verwendet, um die weiteren Linien mit Kombinationen von Transgenen mit GO zu

erzeugen und wird deswegen in dieser Arbeit haufig als Kontrolle angefuhrt.

3.2.2 Malat-Synthase (MS)

Die Malat-Synthase (EC 2.3.3.9) ist ein peroxisomales Enzym, das in A. thaliana nur
wahrend der ersten Tage des Wachstums aktiv ist, wenn die Speicherlipide
mobilisiert werden (Cornah et al. 2004; Penfield et al. 2005; Pracharoenwattana et al.
2005). Sobald das autotrophe Wachstum einsetzt, wird die Malat-Synthase nicht
langer exprimiert.

Die zur Transformation verwendete Malat-Synthase (Mori et al. 1991) aus C. pepo-
cDNA (X56948, s. 2.5.3) wurde, wie beschrieben, mit dem Promotor und der
Transitpeptidsequenz der kleinen RubisCO-Untereinheit von S. lycopersicum
fusioniert und sollte daher in ihrer Expression in A. thaliana lichtreguliert sein
(Kuhlemeier et al. 1989; Uozumi et al. 1994). Aus diesem Grund wurden die Proben
fur diese Messung immer etwa zur Mitte der Lichtperiode genommen und die

eigentliche Messung fand wie in 2.10.3 beschrieben statt.
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Abbildung 6: Darstellungen der gemessenen MS-Aktivitaten in Blattextrakten von Wildtyp-(Col-0)
und transgenen Pflanzen.
Aufgeteilt sind die Ergebnisse in (A) MS, GO-MS und GO5-MS Pflanzen, (B) GO-MS-
ME (GMM) Pflanzen, (C) GO-MS-ME-Kat (GMMK) Pflanzen, (D) GO und GO-MS-Kat
(GMK) Pflanzen. Der besseren Vergleichbarkeit halber wird immer die MS-Aktivitat des
zugehorigen Wildtyps Col-0 aufgeflihrt. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte von
n=6 Einzelmessungen tStandardfehler.

Da in dem Wildtyp, wie erwartet, keine MS-Aktivitat festgestellt werden konnte, ist
aus der Abbildung 6 A-D eindeutig ersichtlich, dass die getesteten Pflanzenlinien das
PCR-Ergebnis bestatigten. Es wurden MS-Aktivitaten zwischen 4,88 +0,93 (GMK 3)
und 42,4 $1,45 mU/mg Protein (GO5-MS 6) gemessen. Zusatzlich konnte
exemplarisch fur die Linie GMK 3 die korrekte subzellulare Lokalisation der MS durch
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eine Aktivitatsmessung in einer Plastidenisolation nachgewiesen werden (nicht
gezeigt).

Die Linie MS 4 mit einer spezifischen Aktivitat von 18,67 +1,23 mU/mg Protein wurde
wie in 2.6.2 beschrieben verwendet, um die GO-MS Linien 11 und 14 durch
Transformation mit dem GO-Konstrukt zu erstellen. Die Linien GO5-MS 2 und 6
entstanden aus einer Transformation von GO 5 mit dem MS-Konstrukt (s. 2.6.2 und
2.5.3).

3.2.3 NADP-Malat-Enzym (ME)

Das NADP-Malat-Enzym (EC 1.1.1.40) katalysiert die Decarboxylierung von Malat zu
Pyruvat bei gleichzeitiger Reduktion von NADP* zu NADPH. Es ist sowohl als
plastidares als auch als cytosolisches Enzym bekannt, das im Pflanzenreich sehr
weit verbreitet ist und in verschiedene Stoffwechselwege eingebunden ist (Drincovich
et al. 2001). Auch in A. thaliana sind 4 Isoformen (AtANADP-ME1-4) des NADP-Malat-
Enzyms vorhanden (Gerrard-Wheeler et al. 2005). In Zea mays wurden bis dato zwei
cDNAs fur NADP-MEs gefunden und die zugehorigen Proteine charakterisiert
(Rothermel und Nelson 1989; Maurino et al. 2001; Detarsio et al. 2003; Saigo et al.
2004). Eines dieser NADP-Malat-Enzyme (J05130.1) nimmt im Mais die Rolle des
decarboxylierenden Enzyms der Cs-Photosynthese ein (NADP-Malat-Enzym-Typ s.
1.2.4.1) und wurde in der vorliegenden Arbeit in A. thaliana Pflanzen Uberexprimiert
(s. 2.5.3 und 2.6.2). Die Messung der Enzymaktivitdten in Blattextrakten wurde

durchgefuhrt wie in 2.10.4 beschrieben.
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Abbildung 7: Darstellungen der gemessenen ME-Aktivitaten in Blattextrakten von Wildtyp-(Col-0)
und transgenen Pflanzen.
Aufgeteilt sind die Ergebnisse in (A) die ME Pflanzen, (B) die GO-MS-ME (GMM) und
die GMM Pflanzen mit Katalase (GMMK). Zur besseren Ubersicht wird immer die ME-
Aktivitdt des zugehorigen Wildtyps Col-0 aufgefihrt. Die dargestellten Werte sind
Mittelwerte von n=6 Einzelmessungen +Standardfehler.

Aus Abbildung 7 A geht hervor, dass die Transformation mit dem ME-Konstrukt in
einfach transgenen Pflanzen zu sehr hohen spezifischen ME-Aktivitaten (391 +1,6
mU/mg Protein bei ME 5) verglichen mit dem Wildtyp Col-0 (12 +3,4 mU/mg Protein)
fuhrt (Fahnenstich et al. 2007). Die Pflanzen der Linie 5 wurden schlieRlich
ausgewahlt, um mit GO 5 (s. 3.2.1 und 2.6.2) Pflanzen gekreuzt zu werden. Die aus
der darauf folgenden Transformation mit dem MS-Konstrukt (GMM Pflanzen, s. 2.6.2;
3.6) und dem Katalase-Konstrukt (GMMK Pflanzen, s 2.6.2; 3.7.1) resultierenden
Linien zeigten nicht mehr die hohen spezifischen Aktivitaten der einfach transgenen
ME Pflanzen (Abb. 7 B). Dennoch kann angesichts einer etwa doppelt (GMM 60-4)
bis mehr als vierfachen (GMM 60-8) gegenuber dem Wildtyp erhdhten NADP-ME
Aktivitat von einer erfolgreichen Expression des ME-Konstrukts ausgegangen

werden.

3.2.4 Tartronat-Semialdehyd-Synthase (TSS) und Tartronat-
Semialdehyd-Reduktase (TSR)

Kornberg und Sadler zeigten bereits 1961, dass E. coli auf Glykolat als einziger
Kohlenstoffquelle wachsen kann. Aulder einer Glykolat-Dehydrogenase bendtigen die

Bakterien aber noch zwei weitere Enzyme zur Assimilation des Glykolats. Die
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Tartronat-Semialdehyd-Synthase (TSS, EC 4.1.1.47, NP_415040) katalysiert die
Kondensation von zwei Molekilen Glyoxylat zu einem Molekldl Tartronat-
Semialdehyd (Gupta und Vennesland 1964; Chang et al. 1993), und die Tartronat-
Semialdehyd-Reduktase (TSR, EC 1.1.1.60, NP_417594) katalysiert die NADH-
abhangige Reduktion von Tartronat-Semialdehyd zu Glyzerat (Gotto und Kornberg
1961; Kohn 1968; Hubbard et al. 1998; Njau et al. 2000).

In Pflanzen wurden bisher keine Enzyme mit ahnlichen katalytischen Eigenschaften
identifiziert, also muss davon ausgegangen werden, dass dieser Weg in Pflanzen
nicht existiert, obwohl in einer Studie (Fiehn et al. 2000) das Intermediat Tartronat-
Semialdehyd in Pflanzenextrakten identifiziert wurde. Die genannten Gene (2.5.3 und
2.6.2) wurden in Pflanzen transformiert und eine Aktivitatsmessung an resultierenden
Pflanzen nach 2.10.5 durchgefuhrt.
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Abbildung 8: Darstellungen der gemessenen TSS-TSR-Aktivitaten in Blattextrakten von Wildtyp-
(Col-0) und transgenen GTT Pflanzen.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte von n=3 Einzelmessungen
t+Standardabweichung.

Aus Abbildung 8 geht hervor, dass die Pflanzen, die mit allen Konstrukten flr den
vollstandigen GTT-Weg (s. 1.2.6 und 3.5) transformiert wurden und deren Insertion
bestatigt wurde (3.1), auch eine TSS-TSR-Aktivitat (77,11 £15,82 mU/mg Protein bei
GTT 74-3) aufweisen, die deutlich hoher als die des zugehdrigen Wildtyps Col-0
(4,38 £24,2 mU/mg Protein) ist.
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3.2.5 Katalase (Kat)

Die Katalase (EC 1.11.1.6) ist ein unter mehrzelligen Lebewesen ubiquitares Enzym
(McClung 1997). Es katalysiert die Disproportionierung von H;O;zu H,0 und 72 O,
und ist von daher in die Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) eingebunden,
wie sie z. B. bei den Elektronenlbertragungsreaktionen an der inneren
Mitochondrienmembran entstehen. Bei Pflanzen entsteht zudem wahrend der
Photorespiration H,O, in den Peroxisomen, weswegen auch dort eine Katalase
bendtigt wird. Fur die Chloroplasten allerdings, in denen ebenfalls viele ROS
entstehen, ist bis jetzt noch keine Katalase-Aktivitat nachgewiesen worden. Trotzdem
kodiert das A. thaliana-Genom fir drei Isoformen der Katalase, die unterschiedliche
Expressionsmuster aufweisen (McClung 1997) und durch Seneszenzprozesse in
Ihrer Expression stark beeinflusst werden (Zimmermann et al. 2006). Ein Knockout
der Katalase 2 (Cat 2) fuhrt zu einem photorespiratorischen Phanotyp, an dem die
Effekte von ROS-Akkumulation auf die gesamte Pflanze, die circadianen Rhythmen
und den HyOj-vermittelten Zelltod untersucht wurden (Queval et al. 2007). In der
vorliegenden Arbeit wurde die Einfuhrung der Katalase in die Chloroplasten nétig, da
sich die H,O,-Produktion der transgenen GO als ein zu groRes Problem flr den
Gesamtansatz herausstellte (s. 3.3; 3.4 & 4.1.6). Die Messung der Katalase in
Blattextrakten wurde wie beschrieben (2.10.6) durchgefuhrt. Da das verwendete
Katalase-Konstrukt ebenso wie das der MS mit einem rbcS-Promotor ausgestattet ist
(s. 2.5.3 und 3.2.2), wurden wiederum Proben aus der Mitte der Lichtperiode

verwendet.
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Abbildung 9: Darstellungen der gemessenen Katalase-Aktivitaten in Blattextrakten von Wildtyp-(Col-
0) und transgenen Pflanzen.
Die Ergebnisse sind aufgeteilt in (A) einfach transgene Kat 2 und GO-MS-Kat (GMK)
Pflanzen und (B) GO-MS-ME-Kat (GMMK) Pflanzen wobei immer der Wildtyp Col-0
zum Vergleich mit aufgefihrt ist. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=3
Einzelmessungen tStandardabweichung. (B) wurde Ubernommen aus der
Bachelorarbeit von A. Maier (2006).

Die Ergebnisse in Abbildung 9 A zeigen deutlich einen signifikanten Unterschied in
den gemessenen Katalase-Aktivitdten zwischen dem Wildtyp (37,68 +1,81 U/mg
Protein), den einfach transgenen Kat Pflanzen (Kat 2: 71,27 +4,00 U/mg Protein) und
den untersuchten GMK-Linien (GMK 3: 48,20 +3,26; GMK 9: 65,33 +2,19 U/mg
Protein). Dagegen konnten in Abbildung 9 B lediglich Pflanzen der Linie GMMK 60-
11-8 eindeutig hdhere Aktivitaten als der Wildtyp Col-0 aufweisen.
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3.3 Der GO-Phanotyp

Wie in der Einleitung (s. 1.2.6) ausgeflhrt, ist die Glykolat-Oxidase (GO) das erste
Enzym in beiden vorgeschlagenen artifiziellen Stoffwechselwegen zur Verminderung
von Photorespiration. Es ist daher von besonderer Wichtigkeit zu wissen, wie die
Pflanze auf die Anwesenheit der GO-Aktivitat in den Chloroplasten reagiert, um die
Chancen und eventuelle Hindernisse bei der Etablierung der kinstlichen
Stoffwechselwege einzuschatzen. Da die Expression der GO sehr negative Effekte
auf die Pflanzen hatte und zu einem starken Phanotyp (3.3.1 und 3.3.2) fuhrte, wurde
versucht, die genaue Ursache dieses Phanomens zu eruieren, was im

anschliellenden Kapitel erlautert werden soll (3.4).

3.3.1 Wachstum und Entwicklung

Der Phanotyp und weitere physiologische Eigenschaften der GO Pflanzen wurden
teilweise in der Diplomarbeit von Fahnenstich (2004) beschrieben.

Allgemein gilt fir die GO Pflanzen, dass sie langsamer als der Wildtyp wachsen und
eine eher gelbliche Blattfarbe (Abb. 10) zeigen, wenn sie im Gewachshaus
angezogen werden. Die starkste Auspragung des GO-Phanotyps zeigte die Linie GO

19 mit zwei transgenen Insertionen (3.1.2).

Abbildung 10:4 Wochen alte, im Langtag (Gewachshaus) gewachsene Col-0 und GO Pflanzen im
Vergleich
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Zusétzlich tritt unter diesen Bedingungen bei den GO Pflanzen auch der Ubergang
von der vegetativen zur generativen Phase gegenuber dem Wildtyp verspatet ein
(Tabelle 4).

Tabelle 4: Zeitlicher Verlauf des Anteils blihender Pflanzen an der Gesamtpopulation der
jeweiligen GO und Col-0 Linien im Langtag (Gewachshaus).

Alter der Pflanzen
Linie 5 Wochen 6 Wochen 7 Wochen 8 Wochen
Col-0 61% 100% 100% 100%
GO 5 49% 100% 100% 100%
GO 14 1% 57% 100% 100%
GO 16 3% 19% 81% 100%
GO 19 0% 7% 55% 97%
GO 20 5% 41% 100% 100%

Wurden die GO Pflanzen aber im Alter von 15 Tagen in eine Umgebung erhdhter
CO,-Konzentration (s. 2.2.3.1) Uberfuhrt, verschwand der Phanotyp und die GO

9 - [ ] 380 ppm CO2

| O 4000 ppm CO2
8 T l l
T T

Rosettendurchmesser [cm]
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Col-0 GOS5 GO14 GO16 GO19 GO 20

Abbildung 11: Vergleich der Rosettendurchmesser funf Wochen alter GO und Col-0 Pflanzen, die ab
einem Alter von 15 Tagen einerseits im Gewachshaus bei 380 ppm CO, und
andererseits in der CO,-Kammer (Langtag, 70 puE) bei 4000 ppm CO, angezogen
wurde.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte von n=6  Einzelmessungen
t+Standardabweichung.

Pflanzen erreichten tendenziell die Grolde der Wildtyppflanzen (Abb. 11). Der

geringere Durchmesser v. a. der Linie GO 19 mit zwei genomischen Insertionen
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konnte mit den schlechteren Startbedingungen der GO Pflanzen durch 15-tagiges
Wachstum in ambienter CO,-Konzentration zusammenhangen.

Die Daten des Experiments zu Abbildung 11 stellen die klare Verbindung des
Phanotyps zur Aktivitdt der GO her. Da das Substrat (Glykolat) fur die GO-Reaktion
nur zur Verflugung steht, wenn die RubisCO Oxygenase-Reaktionen durchflihrt (s.
1.2.1) und dies bei 4000 ppm CO, aulerst selten vorkommt, ist sie unter diesen
Bedingungen inaktiv, was zu einem Verschwinden des Phanotyps fuhrt (Fahnenstich
2004).

3.3.2 Physiologische Eigenschaften

Da nun die Verbindung zwischen dem Phanotyp und der Aktivitat des transgenen
Enzyms hergestellt werden konnte, war die Frage, welcher Aspekt der GO-Aktivitat
schadlich fur die Pflanze war. Als Kandidaten galten dabei besonders die beiden
Produkte der Reaktion, H,O, und Glyoxylat. Sowohl Uber H;O, (Kaiser 1979;
Desikan et al. 1998; Noctor et al. 2000; Apel und Hirt 2004) wie auch uber Glyoxylat
(Chastain und Ogren 1985; Chastain und Ogren 1989; Campbell und Ogren 1990;
Hausler et al. 1996) finden sich in der Literatur Berichte bezuglich schadlicher
Auswirkungen auf die Zellen allgemein und die Photosynthese im Besonderen, wobei
die schadigende Wirkung von H,0O, auch Uber die Pflanzenforschung hinaus bekannt
ist (Balaban et al. 2005; DeJong et al. 2007).
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Abbildung 12: Vergleich der Gehalte von Glyoxylat (A) und H,O, (B) in Blattextrakten von flnf
Wochen alten GO und Col-0 Pflanzen aus dem Langtag (Gewachshaus).

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n23 Einzelmessungen
tStandardabweichung (Fahnenstich 2004). Die Probennahme fand um 14 Uhr statt.
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Um diesen Punkt zu untersuchen, wurden die Gehalte von H,O, und Glyoxylat in
Blattextrakten gemessen und anhand von Abbildung 12 A+B lasst sich schliel3en,
dass unter Gewachshaus-Bedingungen beide Produkte der GO-Reaktion in den
Blattern von GO-Pflanzen akkumulieren.

Als letztes Ergebnis aus der grundlegenden Charakterisierung des GO-Phanotyps
soll hier auf die Kapazitaten der photosynthetischen Elektronentransportketten der
GO und Col-0 Pflanzen eingegangen werden. Da die GO Pflanzen kleiner und
zudem gelblicher als der Wildtyp waren, lag es nahe, Stérungen in dem
Photosyntheseapparat zu vermuten, besonders, da auch H,O, involviert war, das
uber die Mehler-Peroxidase-Reaktion in direkter Wechselwirkung mit den
Elektronentransportprozessen steht (Asada 1999). Untersucht wurden in diesem
Zusammenhang die hochsten Elektronentransportraten, die die Pflanzen bei
gegebenen Lichtstarken erreichen konnten, wobei diese immer weiter gesteigert

wurden (,Lichtreihe®, s. 2.8.1).
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Abbildung 13: Photosynthetische Elektronentransportraten funf Wochen alter GO und Col-0 Pflanzen
aus dem Langtag (Gewachshaus) wahrend einer Lichtreihe.
Dargestellt sind Mittelwerte aus n=3 Messungen +Standardabweichung

Wie zu erwarten war, zeigte sich auch bei der Messung des Elektronentransports
Uber eine Lichtreihe die geringere Leistungsfahigkeit der GO Pflanzen gegenuber
den Wildtyppflanzen (Abb. 13). So erreichten die GO Pflanzen nur zwischen 41,6%
(GO 5) und 59,6% der photosynthetischen Elektronentransportraten des Wildtyps.
Dieses Phanomen war besonders ausgepragt bei hohen Lichtintensitaten zu

beobachten, bei denen die Flusse durch den photorespiratorischen Stoffwechselweg
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hdher werden (Veljovic-Jovanovic et al. 2001) und somit der GO mehr Substrat zur
Verfligung steht, das zu H,O, und Glyoxylat im Chloroplasten umgesetzt werden
kann. Die Linie GO 19 konnte dieser Messung auf Grund ihrer zu geringeren Grol3e

nicht unterzogen werden.

3.3.3 Zusammenfassung

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die GO Pflanzen in ambienten CO,-
Konzentrationen weniger leistungsfahig und zudem in ihrer Entwicklung gegeniber
dem Wildtyp verzogert waren. Die Ursache daflr konnte der transgenen Expression
der Glykolat-Oxidase zugeordnet werden, deren beiden Produkte Glyoxylat und H,O,
in den Blattern von GO Pflanzen akkumulierten. Die hauptsachliche
Verantwortlichkeit fur den Phanotyp konnte allerdings noch nicht abschlieRend einem
der beiden Metabolite zugeordnet werden, was im folgenden Abschnitt versucht
werden soll. Fur die in der Einleitung (1.2.6) vorgeschlagenen Stoffwechselwege
ware HyO, als Ursache fur den GO-Phanotyp ein groRes Hindernis, denn fur die
Entfernung von H,O; ist im Gegensatz zum Glyoxylat kein Enzym vorgesehen. In
Ermangelung vielversprechender Alternativen zur Glykolat-Oxidase (4.5.5) wurde die
Linie GO 5 mit einer genomischen Insertion (s. 3.1.2), einer GO-Aktivitat von 32%
Uber der des Wildtyps (3.2.1) und einem moderaten Phanotyp zur Verwendung in

weiteren Kreuzungen und Transformationen ausgewahlt.
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3.4 Die Ursachen des GO-Phanotyps - Untersuchungen an

doppelt transgenen Pflanzen unter variierenden Lichtstarken

Wie bereits im vorangegangenen Abschnitt dargelegt, konnte von Fahnenstich
(2004) die Hauptursache des GO-Phanotyps (H».O, oder Glyoxylat) nicht eindeutig
bestimmt werden. Zur Klarung dieses Punktes und zur feineren Charakterisierung
des GO-Phanotyps sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit weitere Versuche
auch unter Einbeziehung doppelt transgener Pflanzen aus den vorher beschriebenen
Ansatzen (1.2.6 & 2.6.2) durchgeflhrt werden, deren Ergebnisse im Folgenden
vorgestellt werden.

Zuerst wird dabei auf die doppelt transgenen Pflanzen, die aus Kreuzungen und
Transformationen der Linie GO 5 entstanden sind (2.6.2) und deren sichtbare
Phanotypen eingegangen (3.4.1). Daran anschlieBend wird der Einfluss der
Lichtstarke auf die Phanotypen der untersuchten Linien erlautert, und zwar aufgeteilt
in die Auswirkungen auf den sichtbaren Phanotyp (3.4.2) und die Auswirkungen auf
weitere physiologische Parameter (3.4.3). Die durchgefuhrten GC/MS Analysen zu

den Auswirkungen der Hochlichtinkubation finden sich in Abschnitt 3.7.

3.41 GO & Co. — Sichtbare Phanotypen doppelt transgener Pflanzen

FUr die Untersuchung der Frage, ob Glyoxylat oder H,O, fur den GO-Phanotyp
hauptsachlich verantwortlich ist, sind doppelt transgene Pflanzen, die das nachste
Enzym des Weges (1.2.6) zur Weiterverarbeitung von Glyoxylat tragen, besonders
wichtig (2.6.2; 3.2). Sollte in ihren Blattern, bei gleichzeitiger Persistenz des GO-
Phanotyps, kein Glyoxylat mehr akkumulieren, ware dies ein eindeutiger Hinweis auf
eine UbermafRige Verantwortung des H,O, fur den retardierten GO-Phanotyp.
Ebenso wirde ein Verschwinden des Phanotyps in diesen Linien auf eine grol3e
Beteiligung des Glyoxylats am GO-Phanotyp schlie3en lassen.

3.4.1.1 Die GO-TSS Pflanzen

Um den ersten vorgeschlagenen Stoffwechselweg (GTT-Weg, 1.2.6) in A. thaliana-
Pflanzen zu etablieren, wurden GO 5 Pflanzen mit TSS-Pflanzen gekreuzt (2.6.2).

Die resultierenden GO-TSS Pflanzen werden hier kurz vorgestellt.
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Die GO-TSS Pflanzen waren im Keimlingsstadium von den GO Pflanzen nicht zu
unterscheiden (Abb. 14). Sie zeigten dieselbe gelbliche Blattfarbe und waren

Uberwiegend von kleinerem Wuchs als der Wildtyp.
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Abbildung 14: Zwei Wochen alte, im Langtag (Gewachshaus) gewachsene, Col-0, GO 5 und GO-
TSS 21+74 Pflanzen im Vergleich.

Wurden die GO-TSS Pflanzen ab einem Alter von zwei Wochen weiterhin im
Gewachshaus angezogen, entwickelten sie sich auch weitgehend wie die GO

Pflanzen und zeigten die eindeutigen Merkmale dieses Phanotyps (Abb. 15).
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Abbildung 15: Vier Wochen alte Col-0, GO-TSS und TSS Pflanzen aus dem Langtag (Gewachshaus)
im Vergleich.

Allerdings waren die Blatter der GO-TSS Pflanzen charakteristisch retikuliert
gemustert (Abb. 16). Dies erinnerte an das Blattmuster der DiT1-Antisense-Pflanzen
(Schneidereit et al. 2006). Auch die DiT1l-Antisense-Pflanzen zeigten grune

Interkostalfelder und ausgeblichene Leitblndel.

Abbildung 16: Vergleich der Blatter von Col-0 und GO-TSS Pflanzen aus dem Gewachshaus in
einem Alter von 5 Wochen.
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DiT1 kodiert flir einen Malat/2-Ketoglutarat-Antiporter in  der inneren
Plastidenhullmembran und ist von daher auch mit der Photorespiration assoziiert.
(1.2.2).

Wurden die GO-TSS und GO Pflanzen aber ab einem Alter von zwei Wochen in eine

Klimakammer transferiert, so entwickelten sich die Pflanzen ein wenig anders:

Abbildung 17:5 Wochen alte, ab einem Alter von zwei Wochen in der Klimakammer (Langtag, 50uE)
gewachsene, Col-0, GO, TSS und GO-TSS Pflanzen im Vergleich.

Der Phanotyp der Pflanzen in Abbildung 17, die ab einem Alter von 14 Tagen in den
kontrollierten Bedingungen einer Klimakammer (Langtag, 50 uE) angezogen wurden,
deutet darauf hin, dass die Expression der Tartronat-Semialdehyd-Synthase (TSS)
im GO-Hintergrund unter diesen Bedingungen durchaus zu einer Verbesserung des
Phanotyps fuhren kann. Die GO-TSS Pflanzen der Linien 21+74 waren grol3er als die
GO-Pflanzen, aber in der Summe doch noch etwas kleiner als der Wildtyp. Die TSS
Pflanzen hingegen waren unter allen untersuchten Bedingungen nicht vom Wildtyp

zu unterscheiden.

3.4.1.2 Die GO-MS Pflanzen

Der zweite vorgeschlagene Stoffwechselweg (GMM-Weg, 1.2.6), fordert zunachst die
Expression der Malat-Synthase (MS) im GO-Hintergrund, und so wurden GO 5
Pflanzen mit dem MS-Konstrukt (— GO5-MS) und MS 4 Pflanzen mit dem GO
Konstrukt (— GO-MS, s. 2.6.2 & 2.5.3) transformiert. Die resultierenden
homozygoten GO-MS und GO5-MS Pflanzen werden hier kurz vorgestellt.
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Abbildung 18: Finf Wochen alte GO und GO-MS Pflanzen, die in einer Klimakammer (120 pE,
Kurztag) gewachsen waren, im Vergleich.

Wie in Abbildung 18 zu sehen ist, zeigen die GO-MS Pflanzen unter den gegebenen
Bedingungen (Kurztag, 120 pE) eine leichte Abschwachung des GO-Phanotyps, der
unter diesen Bedingungen allerdings stark ausgepragt war. Unter
Langtagbedingungen im Gewachshaus wurde ebenfalls deutlich, dass die GO-MS
Pflanzen keine oder hoéchstens eine geringfugige Verbesserung des Phanotyps
gegenuber den GO Pflanzen aufweisen (nicht gezeigt). Sie wuchsen wie die GO
Pflanzen langsamer als der Wildtyp und zeigten eine gelblichere Blattfarbe, allerdings
war der Phanotyp dort bei den GO wie den GO-MS Pflanzen nicht so stark

ausgepragt wie in den fir Abbildung 18 gewahlten Bedingungen.

3.4.1.3 Fazit

Die GO-MS und die GO-TSS Pflanzen zeigen von den aulleren Merkmalen her keine
durchschlagende Veranderung oder gar Verbesserung des GO-Phanotyps. Die MS
und TSS Pflanzen dagegen sind unter den gewahlten Bedingungen auf3erlich nicht

vom Wildtyp zu unterscheiden.

3.4.2 Einfluss der Lichtstarke auf den Phanotyp von GO und doppelt

transgenen Pflanzen

Die im vorigen Abschnitt erwahnten unterschiedlichen Ergebnisse hinsichtlich des
Phanotyps der GO, GO-MS und GO-TSS Pflanzen in den Klimakammern einerseits
und dem Gewachshaus andererseits, lassen vermuten, dass die Starke des GO-
Phanotyps in gewissen Grenzen variabel ist, abhangig von duReren Bedingungen. In
diesem Zusammenhang, eingedenk der Uberlegungen zu den PAM-Ergebnissen

(3.3.2), scheint die Lichtintensitat der wahrscheinlichste Kandidat fur den
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modulierenden Faktor auf den Phanotyp zu sein, besonders weil diese im
Gewachshaus stark fluktuiert (2.2.2.1 & 3.9) und somit auch sehr hohe Bereiche
erreicht, wohingegen in der Klimakammer keine Schwankungen auftreten. Im
Gegensatz dazu sind Luftfeuchtigkeit und Temperatur sowohl im Gewachshaus als
auch in der Klimakammer gut kontrollierbar und zudem ahnlich (2.2.2).

Diese Uberlegungen fiihrten zu einer Reihe von Experimenten, bei denen die
Pflanzen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien verschiedenen Lichtintensitaten
ausgesetzt und beobachtet wurden. In diesem Abschnitt wird nun die Variabilitat der
aulBeren Merkmale des GO-Phanotyps bei wechselnden Lichtverhaltnissen
beleuchtet.

Zuerst wurden in diesem Zusammenhang GO Pflanzen im Alter von vier Wochen in
eine Phytokammer transferiert, in der hohe Lichtintensitaten (600 pE, s. 2.2.3.2)
erreicht wurden. Diese Lichtintensitat liegt bereits in dem Bereich, in dem die GO
Pflanzen in den PAM-Messungen (3.3.2) deutlich niedrigere Elektronentransportraten

als der Wildtyp aufwiesen.

Col-0 GO5 GO14 GO16 GO19 GO 20

Abbildung 19: Col-0 und GO Pflanzen, die im Alter von 4 Wochen aus dem Gewachshaus in
Hochlichtbedingungen (600 pE, 16:8 h Licht/Dunkel) transferiert wurden, fotografiert im
Abstand von jeweils etwa einer Woche.
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In diesem Experiment fiel auf, dass die Blatter der GO Pflanzen wahrend der ersten
Tage nach dem Transfer in Hochlichtbedingungen ausblichen (Abb. 19) und an
einigen Stellen Nekrosen bildeten (Abb. 20 & 21), die auf oxidative Schadigungen
zurlckzufihren waren (Landry et al. 1995; Bouche et al. 2003). Im Gegensatz dazu
zeigten die Blatter des Wildtyps keine Schadigungen, sondern akkumulierten als
Stressantwort (Vanderauwera et al. 2005) von Beginn an Anthocyane und wurden
somit immer dunkler.Die Anthocyansynthese schien bei den GO Pflanzen gehemmt
(vgl. Abb. 22), so dass sie wahrend der ersten zwei Wochen im Hochlicht kaum
Schutzpigmente synthetisierten, und wiederum waren die genannten Eigenschaften
besonders ausgepragt bei der Linie GO 19 mit den zwei genomischen Insertionen
(vgl. 3.3). Allerdings Uberlebten alle GO Pflanzen diese Behandlung und bildeten

Samen aus.

GO-TSS GO-TSS TSS 2

Abbildung 20: Col-0, GO, GO-TSS und TSS Pflanzen im Alter von funf Wochen, die teils vollstéandig
im Gewachshaus, teils seit 10 Tagen bei 600 pE (16:8 h Licht/Dunkel) angezogen
wurden.

Die doppelt transgenen GO-TSS und GO-MS Pflanzen (3.4.1) verhielten sich unter
Hochlichtbedingungen wie die GO Pflanzen. Sie blichen aus und akkumulierten im
Gegensatz zum Wildtyp keine Anthocyane (Abb. 20 & 21). Es war also auch unter
diesen Bedingungen keine Verbesserung des GO-Phanotyps durch die Einfihrung

der zusatzlichen Aktivitaten zu erkennen.
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Abbildung 21:Vergleich von Col-0, GO, MS und GO-MS Pflanzen, die unter verschiedenen
Lichtintensitaten angezogen wurden und mit Hochlicht behandelt wurden. Alle
Lichtintensitaten wurden unter Langtagbedingungen in Klimakammern eingestellt.

Der visuelle Eindruck, nach dem die GO Pflanzen unter Hochlichtbedingungen keine
Anthocyane akkumulierten, konnte durch eine Quantifizierung dieser in Blattextrakten
von Col-0, MS, GO und GO-MS Pflanzen bestatigt werden (Abb. 22). Dies ist im
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Abbildung 22: Anthocyangehalte in Blattextrakten von Col-0, GO, GO-MS und MS Pflanzen, die bis
zu einem Alter von 4 Wochen bei 30 yE angezogen (Langtag) und dann auf 600 pE
Hochlicht transferiert wurden (s. Abb. 21).
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=3 Einzelmessungen
+Standardabweichung.
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Zusammenhang mit der Suche nach der Ursache des GO-Phanotyps besonders
interessant, da bereits mehrfach berichtet wurde, dass oxidativer Stress, besonders
durch H»0,, die Anthocyansynthese inhibiert (Vanderauwera et al. 2005; Miller et al.
2007).

Wurden GO und GO-MS Pflanzen hingegen unter sehr niedrigen Lichtintensitaten
(30 uE, Abb. 21) angezogen, verschwand der charakteristische GO-Phanotyp. Die
GO Pflanzen hatten unter diesen Bedingungen dieselbe Blattfarbe und erreichten
dieselbe Grolie wie die Wildtyppflanzen.

Es kann also zusammenfassend gesagt werden, dass der GO-Phanotyp in der
Starke seiner Auspragung in hohem MalRe von der angewandten Lichtstarke
abhangig ist. So fuhrte eine sehr niedrige Lichtstarke (30 pE, Abb. 21) zu einem
nahezu vollstandigen Verschwinden des Phanotyps, eine moderate Lichtstarke (75
ME, Abb. 10, 20 & 21) zu kleineren, gelblicheren Pflanzen und schlie3lich eine hohe
Lichtstarke (600 uE, Abb. 19-21) zu nekrotischen Lasionen durch oxidative Schaden
und einer behinderten Stressantwort (Abb. 19 & 22).

3.4.3 Einfluss der Lichtstarke und der Expression des zweiten

Transgens auf physiologische Parameter

Die beobachtete Verstarkung des GO-Phanotyps unter Konditionen mit hdheren
Beleuchtungsstarken sollte auf physiologischer Ebene naher untersucht werden, um
die Ursache dieses Phanomens zu ergrunden. Da die Daten von doppelt transgenen
Pflanzen, die bereits das nachste (s. 1.2.6) Glyoxylat-metabolisierende Enzym
enthalten, in diesem Zusammenhang sehr hilfreich sein kdnnten, wurden sie in die

Untersuchungen mit einbezogen.

3.4.3.1 Akkumulation von Glyoxylat

Zuerst stellte sich die Frage, inwieweit die Produkte der GO-Reaktion (H2O2 und
Glyoxylat) in dem Gewebe der transgenen Pflanzen unter den verschiedenen

Bedingungen akkumulierten.

94



Ergebnisse

70 1

T

50 -

40 -

30 -

20 -

Glyoxylatgehalt [pmol / mg FG]

10 -

Tse  Tsa '
Ss, "Ss,, Go 4 Go.,ssia

Coy, Go.,.. Go.
(0] 7'8827 TSS s 7'8-8 9

Abbildung 23: Glyoxylat-Gehalte von 5 Wochen alten Col-0, GO, TSS und GO-TSS Pflanzen aus
dem Gewachshaus im Vergleich.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen tStandardfehler,
Probennahme fand um 14 Uhr statt.

Fur die GO-TSS Pflanzen konnte die durch die Messung des Glyoxylat-Gehalts in
Pflanzen aus dem Gewachshaus indirekt die Funktionalitat der eingefuhrten TSS
nachgewiesen werden, da sie wieder mit dem Wildtyp Col-0 (22,25 +5,47 pmol/mg
FG) vergleichbare oder sogar etwas niedrigere Gehalte (GO-TSS 6: 15,37 +3,9
pmol/mg FG) aufwiesen, wohingegen die GO-Pflanzen gegenuber dem Wildtyp etwa
2,5-fach erhohte Glyoxylat-Gehalte (52,18 +9,47 pmol/mg FG) akkumulierten (Abb.
23).
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Abbildung 24: Glyoxylat-Gehalte 5 Wochen alter Col-0, GO, MS und GO-MS Pflanzen aus dem
Langtag (Gewachshaus) und nach 6 h Hochlichtbehandlung bei 600 uE im Vergleich.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen
t+Standardabweichung.

95



Ergebnisse

Bei den GO-MS Pflanzen zeichnete sich bezlglich der Glyoxylat-Gehalte ein
ahnliches Bild zu den GO-TSS Pflanzen. So wiesen auch die GO-MS Pflanzen mit
Ausnahme derer der Linie GO5-MS 2 unter Gewachshausbedingungen niedrigere
Glyoxylat-Gehalte (GO-MS 14: 16,99 5,2 pmol/mg FG) als die GO Pflanzen (46,74
12,4 pmol/mg FG) auf, die etwa auf der Hohe des Wildtypwertes (16,99 4,24
pmol/mg FG) waren.

Wurden die Gehalte nach sechsstundiger Inkubation bei 600 pE erneut ermittelt,
zeigte sich, dass die GO-MS Pflanzen trotz der MS-Aktivitat mehr Glyoxylat (GO-MS
14: 65,35 5,18 pmol/mg FG) als der Wildtyp (14,16 12,17 pmol/mg FG)
akkumulierten, aber dennoch signifikant unter den Gehalten der GO Pflanzen (84,15
11,6 pmol/mg FG) blieben (Abb. 24).

3.4.3.2 Akkumulation von H,0-
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Abbildung 25: H,0,-Gehalte 5 Wochen alter Col-0, GO, MS und GO-MS Pflanzen aus dem Langtag
(Gewachshaus) und nach 6 h Hochlichtbehandlung bei 600 uE im Vergleich.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen t+Standardfehler

Der Gehalt des zweiten Produkts der GO-Reaktion, H;0,, war unter
Gewachshausbedingungen in GO (GO 5: 0,179 +0,017 nmol/mg FG) und GO-MS
(GO-MS 14: 0,182 +0,008 nmol/mg FG) Pflanzen gleichermal3en gegenuber dem
Wildtyp (0,152 +£0,014 nmol/mg FG) erhoht. Allerdings zeigte sich, im Gegensatz zum
Glyoxylat (Abb. 24), keine Erhdhung der H,O,-Gehalte nach 6 h Hochlicht in den

untersuchten Linien (Ausnahme: GO-MS 14). Also waren auch nach dieser
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Behandlung die Unterschiede zwischen GO, GO-MS und Wildtyppflanzen und die

absoluten Gehalte ungefahr genauso grol3 wie im Gewachshaus (Abb. 25).

3.4.3.3 Superoxid-Dismutase (SOD)
H,O, kann als Produkt der Reaktion der SOD (Cakmak und Marschner 1992;

Kliebenstein et al. 1998) das Reaktionsgleichgewicht dieser mehr auf die Seite der
Superoxidanionen verlagern, was zur Bildung von Hydroxylradikalen fihren kann
(Asada 2000), die massive oxidative Schaden an Proteinen, Lipiden und
Nukleinsauren hervorrufen (Berlett und Stadtman 1997; Noctor et al. 2000; Kimura et
al. 2001).

Mn-SOD
mitochondriell
Fe-SOD
plastidar

Cu-Zn-SOD
cytosolisch/ —>
plastidar —>

Abbildung 26: Natives Gel, gefarbt fir SOD-Aktivitat mit Proteinextrakten aus fiinf Wochen alten Col-
0 und GO-Pflanzen aus dem Langtag (60uE), die 6 h mit 200 yE Hochlicht behandelt
worden sind.

Die Gewichtsangaben beschreiben die aufgetragene Proteinmenge, die Angaben links
vom Gel ordnen den Banden die einzelnen SOD-Isoformen zu.

Die SOD-Aktivitat ihrerseits scheint durch oxidativen Stress positiv reguliert zu sein
(Cakmak und Marschner 1992). Dies war der Grund, in Proteinextrakten von
Hochlicht-behandelten GO und Col-0 Pflanzen die SOD-Aktivitat semi-quantitativ zu
untersuchen (Abb. 26), denn eine hohere Aktivitat der SOD wirde auch auf ein
héheres Mald an oxidativem Stress hindeuten. In der Tat wurde in den Extrakten der
GO Pflanzen eine starkere Bande, also eine hohere Aktivitat, bei den Cu/Zn SOD
gefunden, von denen cytosolische und plastidare Isoformen existieren (Kliebenstein
et al. 1998).
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3.4.3.4 Integritat und Leistung der Photosysteme

H,O,, das Superoxidanion und das Hydroxylradikal werden als reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) zusammengefasst. Es ist bekannt, dass eine erhdhte
Produktion von ROS im Chloroplasten das D1 Protein des Photosystems Il (PSll)
schadigen kann (Krause 1991; Asada 2000) bzw. dessen Reparatur blockieren kann
(Nishiyama et al. 2006; Murata et al. 2007). Die Integritat des D1 Proteins bzw. des
PSII lasst sich mit Hilfe des Fy/Fy Verhaltnisses (s. 2.8.1) bestimmen (Krause 1991).
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Abbildung 27: F\/Fy-Verhaltnisse von Col-0, GO, MS und GO-MS Pflanzen, die bei 30 uE im Langtag
angezogen wurden und denselben Pflanzen nach 6 h Hochlicht von 600 pE im
Vergleich.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n28 Einzelmessungen
tStandardabweichung.

Aus Abbildung 27 wird deutlich, dass alle untersuchten GO (GO5: 0,55 +0,02) und
GO-MS (GO5-MS 6: 0,52 +0,03) Pflanzen nach einer sechsstlindigen Inkubation
unter 600 pE Hochlicht deutlich niedrigere F\/Fu Verhaltnisse und damit eine héhere
Photoinhibition (Aro et al. 1993; Nishiyama et al. 2006) als die Wildtyppflanzen (0,67
10,02) bzw. die Pflanzen der Linie MS 4 (0,72 +0,01) zeigten. Im Gegensatz dazu
waren die Fy/Fy-Verhaltnisse der untersuchten Linien vor der Hochlichtanwendung

nicht zu unterscheiden.
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Abbildung 28: Photosynthetische Elektronentransportraten (ETR) flinf Wochen alter Col-0, GO, TSS
und GO-TSS Pflanzen aus dem Gewachshaus wahrend einer Lichtreihe.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n23 Einzelmessungen
t+Standardabweichung.

Eine Inhibition des Photosystems Il bei Hochlichtbedingungen ware auch eine gute
Erklarung fur die niedrigen photosynthetischen Elektronentransportraten bei hohen
Lichtintensitaten, wie sie schon bei den GO Pflanzen beobachtet wurden (Abb. 13).
Auch die GO-TSS Pflanzen zeigten etwa ebenso hohe ETR wie die GO Pflanzen,
wobei bei den TSS Pflanzen keine Veranderung zum Wildtyp zu erkennen war (Abb.

28).

3.4.3.5 Synthese von Speicherstoffen

A. thaliana-Pflanzen akkumulieren als hohere Pflanzen wahrend des Tages
transitorische Starke in ihren Chloroplasten, die wahrend der Nacht zur
Aufrechterhaltung des Metabolismus im Dunkeln wieder abgebaut wird (Preiss 1982;
Beck und Ziegler 1989; Weise et al. 2006; Zeeman et al. 2007). Studien an Mutanten
fur die Starkesynthese (Caspar et al. 1985; Lin et al. 1988) haben gezeigt, dass die
Akkumulation von Starke zwar nicht lebenswichtig fir die Pflanzen ist, aber einen
grolken Effekt auf das Wachstumsverhalten hat (Schulze et al. 1991). Aus diesem
Grund wurde der Gehalt von Starke in GO, TSS und doppelt transgenen GO-TSS

Pflanzen bestimmt.
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Abbildung 29: Starkegehalte von 5 Wochen alten Col-0, GO, TSS und GO-TSS Pflanzen aus dem
Langtag (Gewachshaus) im Vergleich
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=3 Einzelmessungen
tStandardabweichung, die Probennahme war 7 h nach Beginn der Lichtperiode.

Dabei war deutlich zu erkennen (Abb. 29), dass die GO und auch die GO-TSS
Pflanzen erheblich weniger Starke akkumulierten als der Wildtyp Col-0 und die TSS
Pflanzen, wobei bei den letzteren der Messfehler recht hoch war. Fur die GO-MS
Pflanzen wurde ein qualitativer Starkenachweis mit Lugol'scher Lésung durchgeflhrt,
dessen Ergebnis unter 3.7.2 (Abb. 45) dargestellt ist.

3.4.4 Einfluss der Lichtstairke und der Expression des zweiten

Transgens auf den Primarmetabolismus

Im Rahmen der Charakterisierung der doppelt transgenen Pflanzen und der
Beschreibung der Hochlichtwirkung wurden auch Analysen des Primarmetabolismus
unter verschiedenen Bedingungen mittels GC/MS (s. 2.12) durchgefuhrt. Die
Ergebnisse dieser Experimente werden, der besseren Ubersichtlichkeit wegen, im

Kapitel Uber die GMK Pflanzen (3.7) aufgefuhrt, die ebenfalls untersucht wurden.
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3.5 Die Linien des GO-TSS-TSR (GTT) Weges im Vergleich

Der GTT-Weg ist der erste der beiden postulierten Ansatze zur Verminderung der

photorespiratorischen Verluste (1.2.6). Die Summenformel der Reaktionen lautet:

2 Glykolat + O, + NADH + ATP = 3-PGA + CO, + NAD" + H,0, + ADP + P,

Es konnten im Verlauf dieser Arbeit Pflanzen erstellt werden, die den

Stoffwechselweg vollstandig etabliert hatten und nun kurz vorgestellt werden sollen.

3.5.1 Wachstum und Entwicklung

Die Pflanzen, die alle drei Gene des ersten groRen Ansatzes (GTT, 1.2.6) enthielten,
wurden erzeugt, indem GO-TSS Pflanzen der Linien 21 und 74 (2.6.2 & 3.4) mit dem
TSR-Konstrukt transformiert wurden. Die Pflanzen, die homozygot fur alle drei
Transgene waren und zudem die zugehdrigen Enzymaktivitdten zeigten (3.2),

wurden zu einer ersten Charakterisierung im Gewachshaus angezogen.

g_‘ "

- |GTT 74-3° =

Abbildung 30: Finf Wochen alte Col-0, GO und GTT Pflanzen aus dem Langtag (Gewachshaus) im
Vergleich.

Dabei (Abb. 30) zeigte sich jedoch recht schnell, dass bei den GTT Pflanzen zwar
der GO-Phanotyp etwas abgeschwacht war, aber die Pflanzen dennoch nicht die
Grole des Wildtyps erreichten oder gar grof3er als dieser waren. Die Verbesserung
gegenuber den GO Pflanzen war dergestalt, dass die Blattfarbe der GTT Pflanzen
wieder ein dem Wildtyp ahnliches Grin darstellte und die GTT Pflanzen zudem

grolRer waren als die GO Pflanzen.
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Abbildung 31: Sechs Wochen alte Col-0, GO und GTT Pflanzen aus dem Kurztag (75 PE).

Besonders ausgepragt waren diese Eigenschaften, wenn die Pflanzen unter

Kurztagbedingungen in der Klimakammer (Abb. 31) angezogen wurden.

3.5.2 Photosynthetische Eigenschaften

Da die GTT Pflanzen eine leichte Verbesserung des Phanotyps gegenuber den GO
Pflanzen zeigten, stellte sich die Frage, ob diese Verbesserung auch in den

photosynthetischen Eigenschaften wahrnehmbar ist.
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Abbildung 32: Photosynthetische Elektronentransportraten (ETR) finf Wochen alter Col-0, GO und
GTT Pflanzen aus dem Langtag (Gewachshaus) wahrend einer Lichtreihe.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n23 Einzelmessungen

tStandardabweichung.

Allerdings konnte bei der Messung der Elektronentransportraten wahrend einer
Lichtreihe keine bessere Leistungsfahigkeit der GTT Pflanzen verglichen mit den GO
Pflanzen erkannt werden (Abb. 32). Allenfalls bei sehr hohen Lichtintensitaten
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(>1000 WE) kdnnte eine leichte Uberlegenheit der GTT Pflanzen vorhanden gewesen

sein, die jedoch nicht Uber die Fehlerbereiche hinausging.
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Abbildung 33: F\/F\-Verhéltnisse von Col-0, GO, und GTT Pflanzen, die bei 75 uE im Langtag
angezogen wurden und denselben Pflanzen nach 6 h Hochlicht mit 600 yE im
Vergleich.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=3 Einzelmessungen
t+Standardabweichung.

Eine bessere photosynthetische Leistung der GTT Pflanzen bei hohen
Lichtintensitaten erscheint allerdings nicht mehr plausibel, wenn die Ergebnisse aus
Abbildung 33 in Betracht gezogen werden. So konnte bei den GTT Pflanzen nach
sechs Stunden Hochlichtbehandlung bei 600 pE das gleiche gegenliber dem Wildtyp
erhohte Mal3d an Photoinhibition (s. 3.4.3.4) wie bei den GO Pflanzen ermittelt

werden.

3.5.3 Fazit

Die GTT Pflanzen zeigten zwar im Gewachshaus und besonders unter
Kurztagbedingungen in der Klimakammer eine Verbesserung des Phanotyps
gegenuber den GO Pflanzen, jedoch erreichten sie nicht die GroRe des Wildtyps
oder waren gar grolker als dieser (Abb. 30 & 31). Weiterhin wurden bei den GTT
Pflanzen keine Verbesserungen der photosynthetischen Leistungsfahigkeit oder der
Hochlichtsensitivitat verglichen mit den GO Pflanzen erkannt (Abb. 32 & 33). Aus den

genannten Grunden wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.
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3.6 Die Linien des GO-MS-ME (GMM) Weges im Vergleich

Der GMM-Weg ist der zweite der beiden vorgeschlagenen Wege zur Verminderung
der Verluste durch Photorespiration (s. 1.2.6). Die Summenformal des GMM-Weges

lautet:

Glykolat + O, + NAD" + NADP* = 2 CO, + NADH + NADPH + 2H" + H,0,

Auch fir den GMM-Weg konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit Pflanzen
erstellt werden, die diesen vollstandig etabliert hatten und die nun kurz charakterisiert

werden sollen.

3.6.1 Wachstum und Entwicklung

Die Pflanzen, die alle drei Gene des zweiten gro3en Ansatzes (GMM, 1.2.6)
enthielten, wurden erzeugt, indem GO-ME Pflanzen der Linien 25 und 60 (2.6.2) mit
dem MS-Konstrukt transformiert wurden. Das Wachstum der homozygoten Pflanzen
wurde, nachdem die Enzymaktivitaten der transgen exprimierten Proteine bestatigt

wurden (3.2), an Pflanzen im Gewachshaus verfolgt.

Abbildung 34: Finf Wochen alte Col-0, GO und GMM Pflanzen aus dem Langtag (Gewachshaus) im
Vergleich.

Dabei stellte sich heraus, dass die GMM Pflanzen deutlich gro3er wuchsen als die
GO Pflanzen und etwa die GroRe der Wildtyppflanzen erreichten (Abb. 34). Die
Blattfarbe der GMM Pflanzen kann als blasses Grun beschrieben werden, ahnlich
dem der ME Pflanzen (s. 3.8).
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Abbildung 35: Rosettendurchmesser der Col-0, GO und GMM Pflanzen im Verlauf der
Pflanzenentwicklung im Langtag (Gewachshaus) im Vergleich.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=10 Einzelmessungen +Standardfehler.

Um jedoch eine genauere Aussage hinsichtlich des Wachstumsverhaltens der GMM
Pflanzen treffen zu konnen, wurden deren Rosettendurchmesser Uber einen
Zeitraum von vier Wochen ab einem Alter von 21 Tagen protokolliert (Abb. 35). Die
gewonnenen Daten erlauben die Aussage, dass die GMM Pflanzen in der Mehrheit
(GMM 60-8 war etwas groler) bis Tag 40 keine Wachstumsunterschiede zum
Wildtyp zeigten. Danach jedoch nahm ihr Rosettendurchmesser noch einige Tage zu,
wahrend der des Wildtyps stagnierte, und so waren die GMM Pflanzen am Ende des

Beobachtungszeitraums groéfRer als die des Wildtyps Col-0.

Tabelle 5: Zeitlicher Verlauf des Anteils blihender Pflanzen an der Gesamtpopulation der
jeweiligen GMM und Col-0 Linien im Gewachshaus

Alter der Pflanzen
Linie 4 Wochen 5 Wochen 6 Wochen 7 Wochen
Col-0 0% 61% 100% 100%
GO 5 0% 14% 82% 98%
GMM 60-4 0% 30% 93% 100%
GMM 60-8 0% 37% 95% 100%
GMM 60-11 0% 14% 93% 100%
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Hinsichtlich des Zeitpunkts des Ubergangs von der vegetativen in die generative
Phase war bei den GMM Pflanzen allerdings keine Veranderung gegenuber den GO
Pflanzen zu erkennen (Tab. 5). Ebenso wie diese bluhten die GMM Pflanzen spater
als der Wildtyp (Tab. 4).

Hinsichtlich der Grolie der GMM Pflanzen ergab sich aber ein anderes Bild, wenn die

Pflanzen unter Kurztagbedingungen angezogen wurden.

Abbildung 36: Sechs Wochen alte Col-0, GO und GMM Pflanzen, die ab einem Alter von 14 Tagen
im Kurztag (75 uE) gewachsen waren.

Unter Kurztagbedingungen (Abb. 36) waren die GMM Pflanzen zwar immer noch
deutlich groRer als die GO Pflanzen, erreichten jedoch nicht mehr die Grolke der
Wildtyppflanzen und zeigten zudem eine noch weiter ausgeblichene Blattfarbe,

vergleichbar mit dem bei den ME Pflanzen beobachteten Kurztagphanotyp (s. 3.8).
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Abbildung 37: Frischgewicht 7 Wochen alter Col-0, GO und GMM Pflanzen, die ab einem Alter von
14 Tagen im Kurztag (75 YE) gewachsen waren, im Vergleich.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=5 Einzelmessungen tStandardfehler.

Der geringere Wuchs unter Kurtagbedingungen konnte auch durch die Messung des

Frischgewichts sieben Wochen alter Pflanzen bestatigt werden (Abb. 37). So waren
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die Rosetten der GMM Pflanzen (GMM 60-11: 738,2 +57,3 mg) zwar schwerer als
die der GO Pflanzen (484,5 39,3 mg), aber deutlich leichter als die des Wildtyps

Col-0 (962,4 82,9 mg).

3.6.2 Photosynthetische Eigenschaften

Ebenso wie bei den GTT Pflanzen stellte sich bei den GMM Pflanzen die Frage, ob
neben der hier beobachteten Verbesserung des Wachstums gegenuber den GO
Pflanzen auch eine Verbesserung der Effizienz der Lichtreaktionen der

Photosynthese nachgewiesen werden kann.
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Abbildung 38: Photosynthetische Elektronentransportraten (ETR) fiinf Wochen alter Col-0, GO und
GMM Pflanzen aus dem Langtag (Gewachshaus) wahrend einer Lichtreihe.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=3 Einzelmessungen

+Standardabweichung.

Allerdings konnte auch bei den GMM Pflanzen keine generelle, signifikante
Verbesserung des photosynthetischen Elektronentransports (ETR), besonders bei
hohen Lichtintensitaten, gegentber den GO Pflanzen festgestellt werden (Abb. 38).
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Abbildung 39: F\/F\-Verhaltnisse von Col-0, GO, und GMM Pflanzen, die bei 75 pE im Langtag
angezogen wurden und von denselben Pflanzen nach 6 h Hochlicht bei 600 yE im
Vergleich.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n23 Einzelmessungen
t+Standardabweichung.

Auch hinsichtlich der Photoinhibition (vgl. 3.4.3.4) nach sechsstindiger Inkubation
bei 600 pE Hochlicht zeigten die GMM Pflanzen keine Verbesserung gegenuber den
GO Pflanzen (Abb. 39).

3.6.3 Synthese von Speicherstoffen

Aus den bereits in 3.4.3.5 genannten Grinden wurden die GMM Pflanzen aus dem
Gewachshaus, die verglichen mit den GO Pflanzen ein gutes Wachstum zeigten,

einer Starkebestimmung unterzogen.

GMM 60-11 - F———
GMM 60-8 - —
Col-0 - ——
0 2 4 6 8 10 12

Starkegehalt [nmol / mg FG]

Abbildung 40: Starkegehalt von fiinf Wochen alten Col-0 und GMM Pflanzen aus dem Langtag
(Gewachshaus) im Vergleich.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen
+Standardabweichung, Probennahme war 7 h nach Beginn der Lichtperiode.

Die hierbei ermittelten Werte zeigten, dass die Expression der MS und ME im GO

Hintergrund die Akkumulation von Starke wahrend des Tages wieder knapp auf
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Wildtypniveau heben kann (vgl. 3.4.3.5). So erreichten die Pflanzen der Linie GMM
60-8 den gleichen Starkegehalt wie der Wildtyp, die Pflanzen der Linie GMM 60-11
jedoch nicht ganz, wobei auch ein recht groRer Meffehler zu verzeichnen war (Abb.
40).

3.6.4 Fazit

Die GMM Pflanzen zeigten unter Gewachshausbedingungen eine deutliche
Verbesserung des Wachstums gegeniber den GO Pflanzen und Ubertrafen ab
einem Alter von etwa 42 Tagen sogar die Grélke das Wildtyps. Zusatzlich wurden in
Blattextrakten von GMM Pflanzen dem Wildtyp ahnliche Starkekonzentrationen
gemessen, was ebenfalls eine Verbesserung verglichen mit den GO Pflanzen
darstellte. Allerdings konnte kein gegenuber den GO Pflanzen erhdhter
Elektronentransport festgestellt werden, und auch die Behandlung mit Hochlicht
fuhrte zu demselben hohen Ausmald an Photoinhibition wie bei den GO Pflanzen.
Dartber hinaus konnte der im Gewachshaus beobachtete Phanotyp der GMM
Pflanzen unter Kurztagbedingungen nicht reproduziert werden, dort waren die GMM
Pflanzen zwar immer noch gréler als die GO Pflanzen, aber deutlich kleiner und
blasser als der Wildtyp. Dieses Phanomen konnte in der Folge weiterer
Untersuchungen (3.8 & Fahnenstich et al. 2007) der Expression des Malat-Enzyms
(ME) zugeordnet werden (3.8 & 4.3), welches somit flr diesen Ansatz weniger
geeignet erschien. Da aber zwischenzeitlich die Existenz eines NADP-Malat-Enzyms
in den Chloroplasten von A. thaliana nachgewiesen wurde (Gerrard-Wheeler et al.
2005), das zudem noch dem ME aus Mais ahnliche kinetische Eigenschaften
aufweist, konnte postuliert werden, dass der GMM-Ansatz (s. 1.2.6) auch ohne das
ME funktionieren kann (4.3).
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3.7 Die Einfuhrung der Katalase in den GMM Weg: GMMK und
GMK Pflanzen

Wie in den vorangegangenen Kapiteln deutlich wurde, konnte durch die Expression
der weiteren Enzyme des GTT- oder GMM-Weges eine Verbesserung des GO-
Phanotyps unter bestimmten Bedingungen erreicht werden (3.5 & 3.6). Allerdings
erreichten nur die GMM Pflanzen unter Gewachshausbedingungen die Groe des
Wildtyps und wuchsen teilweise Uber diese hinaus. Ansonsten zeigten alle mehrfach
transgenen Linien, die auch die GO enthielten, einen mehr oder weniger stark
ausgepragten GO-Phanotyp, was besonders bei den Ergebnissen der
Hochlichtstudien deutlich wurde. Da die Aktivitaten der Glyoxylat-abbauenden
Enzyme in GO-MS, GMM, GTT und damit indirekt auch in GO-TSS Pflanzen
bestatigt werden konnten und zudem auch niedrigere Glyoxylat-Gehalte in GO-TSS
und GO-MS Pflanzen als in GO Pflanzen gemessen wurden, musste von einem
groRen Einfluss des von der GO produzierten H,O, ausgegangen werden. Als
Losung fur dieses Problem wurde die Expression eines weiteren Enzyms, der
Katalase aus E. coli (katE) im vielversprechenden GMM-Hintergrund angestrebt (—
GMMK Pflanzen). Auf Grund der neuen Erkenntnisse (Gerrard-Wheeler et al. 2005),
die dafur sprechen, dass das Malat-Enzym in dem GMM-Ansatz nicht notig ist (s.
3.6.4) und der negativen Auswirkungen der Expression dieses Enzyms (3.8 &
Fahnenstich et al. (2007)), wurden auch GO-MS Pflanzen mit dem Katalase-
Konstrukt transformiert (2.6.2), was zu den GMK-Pflanzen flhrte.

Sowohl die GMMK als auch die GMK Pflanzen werden im folgenden Kapitel

vorgestellt.

110



Ergebnisse

3.7.1 Die GMMK Pflanzen

Die GMMK Pflanzen wurden durch die Transformation der vielversprechenden Linien
GMM 60-4 und 60-11 (vgl. 3.6) mit dem Katalase-Konstrukt erstellt. Von den aus
dieser Transformation entstandenen Linien soll hier nur auf die am besten
wachsenden exemplarisch eingegangen werden. Nachdem die Transgeninsertionen
und deren Enzymaktivitaten bestatigt waren (3.1 & 3.2), wurden die GMMK Pflanzen
zur Evaluation ihres Wachstums unter verschiedenen Bedingungen angezogen
(Maier 2006).

Abbildung 41:33 Tage alte Col-0, GO, GMM und GMMK Pflanzen aus verschiedenen
Anzuchtbedingungen im Vergleich. LT = Langtag (50 yE), KT = Kurztag (70 pE), HL =
Pflanzen aus LT, die seit neun Tagen unter 600 uE Hochlicht angezogen wurden.

Dabei wurde deutlich (Abb. 41), dass die Pflanzen der Linie GMMK 60-11-8 sowohl
im Langtag wie auch im Kurztag grof3er wuchsen als die Pflanzen der Linie GMM 60-
11, wobei sie aber nicht die Grolke des Wildtyps ubertrafen. GMMK 60-4-2 Pflanzen
dagegen hatten unter diesen Bedingungen keinen gréleren Habitus als die GO
Pflanzen und waren unter Langtagbedingungen sogar von kleinerem Wuchs als die
GMM 60-11 Pflanzen. Ferner war die Blattfarbe der GMMK und GMM Pflanzen im

111



Ergebnisse

Kurztag wesentlich heller als die des Wildtyps, was allerdings auch bei den GO
Pflanzen beobachtet werden konnte, so dass dieses Phanomen nicht eindeutig der
GO- und/oder der ME-Expression (vgl. 3.3; 3.4 & 3.8) zugeordnet werden konnte.
Wurden die Pflanzen in einem Alter von 24 Tagen in Starklicht von 600 yE Uberfuhrt,
so stellte sich nach neun Tagen heraus, dass die GMMK Pflanzen unter Starklicht
noch immer die Merkmale des GO-Phanotyps in derselben Starke wie die GO
Pflanzen selbst auspragen (Abb. 41) und unter der Bildung von photooxidativen
Lasionen ausbleichen (vgl. 3.4.2 & Maier 2006).

Da die Linie GMMK 60-11-8 unter Langtagbedingungen zu einem groReren Habitus
als ihre Vorlauferlinie GMM 60-11 heranwuchs und die Grélke des Wildtyps erreichte,
sollte ermittelt werden, ob diese Wachstumsverbesserung auch mit einer

Verbesserung des photosynthetischen Elektronentransports einherging.
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Abbildung 42: Photosynthetische Elektronentransportraten finf Wochen alter Col-0, GO, GMM und
GMMK Pflanzen aus dem Langtag (Gewachshaus)
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=3 Einzelmessungen

+.Standardabweichung

Es konnte allerdings wie schon bei den GMM Pflanzen (Abb. 38) keine Steigerung
der Elektronentransportraten bei den Linien GMMK 60-11-7 und 60-11-8 gegentber
GO 5 gemessen werden (Abb. 42).

Da die GMMK Pflanzen nicht groRer als der Wildtyp wuchsen, niedrigere
Elektronentransportraten als dieser zeigten, unter Hochlicht wie GO Pflanzen
reagierten und wegen den in 3.8 ausflhrlich dargelegten Problemen mit der ME
Expression wurden die GMMK Pflanzen nicht weitergehend charakterisiert.

112



Ergebnisse

3.7.2 Die GMK Pflanzen

Die GMK Linien entstanden durch die Transformation von Pflanzen der Linie GO5-
MS 6 mit dem Katalase-Konstrukt. Von den resultierenden Linien soll hier nur
exemplarisch auf die Linien GMK 3 und 9, die in Vorexperimenten reprasentative
Wachstumseigenschaften (Maier 2006) und vorhandene Katalase-Aktivitaten (Abb.
9) zeigten, eingegangen werden.

Wenn die GMK Pflanzen unter Kurztagbedingungen mit moderater Lichtintensitat
(120 pE) angezogen wurden, waren die Pflanzen der Linie GMK 3 und 9 groRer als
GO und GO-MS Pflanzen, wobei die GMK 3 Pflanzen sogar einen grof3eren Habitus
als der Wildtyp entwickelten (Abb. 43).

CoI-O GO5 GO-MS11 GMK 9

Abbildung 43: Sechs Wochen alte Col-0, GO, GO-MS und GMK Pflanzen, die bei 120 pE im Kurztag
gewachsen waren.

Zusatzlich konnte hinsichtlich der Blattfarbe kein Unterschied zwischen dem Wildtyp
und GMK 3 festgestellt werden und auch die Pflanzen der Linie GMK 9 waren
dunkler grun als die der Linien GO 5 und GO-MS 11 (vgl. Abb. 21).

Bereits in Kapitel 3.3 (Abb. 11) wurde gezeigt, dass die Auswirkungen der GO
Expression auf den Phanotyp durch Anzucht der Pflanzen unter erhdhter CO,-
Konzentration verhindert werden konnten. Somit sollte auch der gré3ere Wuchs der
GMK 3 Pflanzen, falls er eine Folge der GO Expression sein sollte, bei hohen CO,-
Konzentrationen (2000 £200 ppm CO3) nicht auftreten. In der Tat war bei Pflanzen,

die unter diesen Bedingungen im Kurztag bei moderater Lichtstarke gewachsen

waren, kein Unterschied zwischen den GO-exprimierenden Pflanzen (darunter auch

Abbildung 44: Sieben Wochen alte Col-0, GO, GO-MS und GMK Pflanzen, die bei einer CO,-
Konzentration von 2000 +200ppm CO, (Kurztag, 120uE) gewachsen waren.
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GMK 3) und den Wildtyppflanzen bezlglich GroRe oder Blattfarbe feststellbar (Abb.
44).

Auch bei der Starkeakkumulation wahrend der Lichtperiode zeigten die GO, GO-TSS
und GMM Pflanzen starke Defizite gegenuber dem Wildtyp (vgl. Abb. 29 & 40), so
dass sich angesichts der Grolke der GMK Pflanzen die Frage stellte, ob dieses

Problem durch die Expression der Katalase reduziert wurde.

Col-0 GO 5 GO-MS11| GMK3 GMK 9

e

380 ppm
CO,

« .+ @
-

Abbildung 45: Starkefarbung von Blattern von Col-0, GO, GO-MS und GMK Pflanzen, die im Kurztag
bei 120 pE unter zwei verschiedenen CO,-Konzentrationen gewachsen waren. Die
Probennahme fand am Ende der Lichtperiode statt.

L

Um dies zu evaluieren, wurden von Pflanzen unter den genannten Bedingungen
(Abb. 43 & 44) am Ende der Lichtperiode Blattproben zur Starkefarbung mit
Lugol’'scher Lésung genommen (Abb. 45). Erwartungsgemal® konnten unter
Bedingungen erhdhter CO,-Konzentration keine Unterschiede im Starkegehalt der
untersuchten Linien festgestellt werden. Dagegen wurde bei den Proben aus
ambienter CO»-Konzentration (Abb. 45, 380 ppm CO,, vgl. 3.4.3.5) deutlich, dass GO
5 und GO-MS 11 in diesem Vergleich am wenigsten Starke akkumulierten,

wohingegen GMK 3 und 9 sogar eine starkere Farbung als der Wildtyp zeigten.
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Abbildung 46: (A) Trockengewicht von sechs Wochen alten und (B) Blattanzahl von acht Wochen
alten Col-0, GO, GO-MS und GMK Pflanzen aus dem Kurztag (120 uE).
Die dargestellien Werte sind Mittelwerte aus n=6 Einzelmessungen tStandardfehler
(A) bzw. Standardabweichung (B)

Der visuelle Eindruck aus Abbildung 43 konnte durch Messungen des
Trockengewichts bestatigt werden (Abb. 46 A). So waren die getrockneten Rosetten
der GMK 3 Pflanzen etwa 14% schwerer als die des Wildtyps, wohingegen die
Trockengewichte der GO 5 (29% vom Wildtypwert), GO-MS 11 (41%) und GMK 9
(81%) Pflanzen nicht das Wildtypniveau erreichten. Bemerkenswert dabei war, dass
die Pflanzen der Linie GMK 9 zwar nicht das Wildtypgewicht erreichten, aber
dennoch etwa doppelt soviel Biomasse aufbauten wie die GO-MS 11 Pflanzen.
Interessant ist auch, dass die Blattanzahl (Abb. 46 B), die als Indikator fur das
Stadium der Ontogenese angesehen werden kann (Bagnall 1993; Berardini et al.
2001), bei den Pflanzen der Linien GMK 3 und 9 um 14% bzw. 6% gegenuber Col-0
erhoht , bei den GO 5 und GO-MS 11 Pflanzen jedoch um 28% bzw. 25% niedriger
als beim Wildtyp war.

Ebenso wie in den vorangegangenen Kapiteln sollte auch bei den GMK Pflanzen die
Leistungsfahigkeit der Photosysteme bestimmt werden, indem photosynthetische
Elektronentransportraten gemessen wurden. Entgegen den Ergebnissen, die bisher
mit den GO, GO-TSS, GTT, GMM und GMMK Pflanzen gewonnen wurden (Abb. 13,
28, 32, 38 & 42), entwickelten die GMK Pflanzen der Linie GMK 3 besonders bei
hohen Lichtintensitaten eine deutlich hdhere Elektronentransportrate als der Wildtyp
(Abb. 47). Die Linie GMK 9 erreichte mit dem Wildtyp vergleichbare Werte,
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Abbildung 47: Photosynthetische Elektronentransportraten sechs Wochen alter Col-0, GO und GMK
Pflanzen aus dem Kurztag (120 pE)
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen

+Standardabweichung.

wobei die Linie GO 5 das aus den vorigen Messungen bekannte Ergebnis, namlich
eine klar gegenuber dem Wildtyp verringerte Elektronentransportrate, zeigte (Abb.
47). Zur besseren Ubersicht sind die interpolierten Werte bei einer PFD von 600 uE
hier noch in Tabelle 6 aufgefuhrt.

Tabelle 6: Photosynthetische Elektronentransportraten von sechs Wochen alten Col-0, GO 5, und
GMK Pflanzen aus dem Kurztag (120 pE) bei PFD = 600 pE.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen
t+Standardabweichung.

‘ Col-0 ‘ GO 5 ‘ GMK 3 ‘ GMK 9
ETR (600 WE) ‘ 70,5 £5,9 ‘ 52,9 9,8 ‘ 89,1 £3,4 ‘ 75,8 £2,6

Da eine hohere Elektronentransportrate aber keine Aussagen bezuglich des
Verhaltnisses von Photorespiration und photosynthetischer Kohlenstofffixierung
erlaubt, sollte das Kohlenstoffisotopenverhéltnis von *C zu *C in GMK und Col-0
Pflanzen bestimmt werden. "*C ist ein natiirlich vorkommendes, stabiles Isotop des
Kohlenstoffs und liegt im CO, der Atmosphare in einem Anteil von etwa 1,109% vor
(Gillon und Griffiths 1997). Der in Pflanzen fixierte Kohlenstoff zeigt aber einen
geringeren Anteil von 'C verglichen mit atmospharischem CO, (5'°C). Die

hauptsachlichen Griinde fiir dieses Ungleichgewicht sind die gegeniiber '*CO,
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reduzierte Diffusivitat von *CO, durch die Stomata und die Diskriminierung der
RubisCO gegen '*CO, (Farquhar et al. 1989). Wenn allerdings das Verhaltnis
interzellularer zu atmospharischer CO»-Konzentration niedrig ist, wie es zum Beispiel
bei geschlossenen Stomata aber auch bei erhdhter Carboxylierungseffizienz der Fall
ist, kann die Diskriminierung der RubisCO nicht aufrecht erhalten werden. Unter
diesen Umstanden wird wieder vermehrt *CO, assimiliert und der Betrag des &'°C
sinkt. Anders als die RubisCO diskriminiert die Glycin-Decarboxylase des
photorespiratorischen  Stoffwechselweges entgegen anderer Decarboxylasen
(O'Leary 1989) gegen '°C-Glycin, so dass das von ihr freigesetzte CO, in °C
angereichert ist, was dazu fiihrt, dass durch Photorespiration der Betrag des &'°C
groRer wird (Ivlev et al. 1996; Igamberdiev et al. 2001). Eine Messung des &'°C
vollstandiger  Blattrosetten integriert diese Effekte Uber die gesamte
Pflanzenentwicklung und ist daher ein guter Indikator fur die Carboxylierungseffizienz

und die photorespiratorischen Verluste wahrend dieser Zeitspanne.
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Abbildung 48: Kohlenstoffisotopenverhaltnis 5"C in Promille (%0) von acht Wochen alten Col-0 und
GMK Pflanzen aus dem Kurztag (120 uE) bei (A) 380 ppm CO, und (B) 2000 ppm
CO..
Die dargestellten Werte sind relativ zu der Umgebungsluft bei der Messung und
Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen tStandardfehler.

Die Messung des niedrigeren 8'°C in GMK 3 Pflanzen (Abb. 48) verdeutlichte, dass
sie im Kurztag bei 120 yE und ambienter CO»-Konzentration (380 ppm) weniger von
photorespiratorischen Kohlenstoffverlusten betroffen waren bzw. eine hdhere
Carboxylierungseffizienz zeigten als der Wildtyp und die GMK 9 Pflanzen. Dagegen
war unter nicht-photorespiratorischen Bedingungen erhohter CO»-Konzentration das
5'C bei allen untersuchten Linien in etwa gleich.
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Da die GMK Pflanzen, insbesondere die der Linie GMK 3, eine deutliche
Verbesserung hinsichtlich ihrer Wachstums- und Photosyntheseeigenschaften
gegenuber den GO und GO-MS Pflanzen darstellten (Abb. 43, 46, 47 & 48) kam die
Frage, auf, ob auch die schadigenden Auswirkungen von Starklicht, die den GO-
Phanotyp charakterisieren, bei diesen Pflanzen reduziert sind.

Diese Frage sollte beantwortet werden, indem Col-0, GO, MS, GO-MS und GMK
Pflanzen in Hochlichtbedingungen Uberfuhrt und nach sechs Tagen evaluiert wurden.
Die GO 5 und GO-MS 11 Pflanzen verhielten sich unter diesen Bedingungen wie
erwartet (vgl. Abb. 19, 20, 21 & 41) und zeigten ausgebleichte Blatter und
photooxidative Schadigungen. Der Wildtyp und die MS 4 Pflanzen dagegen waren
durch die Akkumulation von Anthocyanen bereits von dunklerer Blattfarbe, und
offensichtliche Schadigungen waren nicht sichtbar. Von den GMK Pflanzen
verhielten sich die der Linie 9 in diesem Experiment wie die GO und GO-MS
Pflanzen, aber die der Linie GMK 3 waren weder ausgeblichen noch offensichtlich
geschadigt (Abb. 49) und somit eher mit Col-0 und MS 4 vergleichbar.

Abbildung 49: Col-0, GO, MS, GO-MS und GMK Pflanzen aus dem Langtag (Gewachshaus), die in
einem Alter von fiinf Wochen auf 600 pE Hochlicht transferiert und nach sechs Tagen
fotografiert wurden.

Offensichtlich konnten also die GMK 3 Pflanzen die schadigenden Auswirkungen der

GO Expression unter Bedingungen hoher Lichtstarken kompensieren.

118



Ergebnisse
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Abbildung 50: Starkefarbung von Blattern von Col-0, GO, GO-MS und GMK Pflanzen aus dem
Langtag (Gewachshaus), die in einem Alter von finf Wochen auf 600 uE Hochlicht
transferiert und nach sechs Tagen am Ende der Lichtperiode gefarbt wurden.

Diese Aussage konnte auch durch eine Starkefarbung von Blattern der unter
Starklicht von 600 uE inkubierten Pflanzen am Ende der Lichtperiode bestatigt
werden (Abb. 50). In den Blattern der GO Pflanzen war unter diesen Bedingungen
nahezu keine Starke nachweisbar, dagegen konnte bei den Linien GO-MS 11 und
GMK 9 zumindest eine geringe Starkemenge ermittelt werden. Wildtyppflanzen und
Pflanzen der Linie GMK 3 akkumulierten gleichermallen in groRer Menge
transitorische Starke, in etwa vergleichbar mit jener am Ende eines Tages in CO»-
angereicherter Atmosphare (Abb. 45).

Da die Starklichtbedingungen so ausgepragte Effekte auf die GO-exprimierenden
Pflanzen zeigten (vgl. 3.4), sollten die Auswirkungen dieser auch auf biochemischer
Ebene naher beleuchtet werden. Zuerst sollten dabei die Anderungen der Gehalte

von H>O; und Glyoxylat, den Produkten der GO-Reaktion, untersucht werden.
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Abbildung 51: (A) Glyoxylat- und (B) H,O.-Gehalte fiinf Wochen alter Col-0, GO, MS, GO-MS und
GMK Pflanzen aus dem Langtag (Gewachshaus) und nach 6 h Hochlichtbehandlung
bei 600 uE im Vergleich.

Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen
tStandardabweichung.
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Sechs Stunden nach dem Transfer in Hochlicht von 600 uE (Abb. 51 A) zeigten die
GO 5 Pflanzen die schon in Abb. 24 dargestellten hohen Glyoxylat-Gehalte
verglichen mit dem Wildtyp, wobei sie allerdings unter Gewachshausbedingungen
entgegen fruher ermittelten Werten (Abb. 23 & 24) sogar niedrigere Gehalte als Col-0
aufwiesen. Im Gegensatz zu den in Abb. 24 dargestellten Ergebnissen konnten die
Pflanzen der Linie GO-MS 11 hier keine niedrigeren Glyoxylat-Gehalte nach der
Hochlichtbehandlung vorweisen, und bei GMK 9 wurden sogar noch gegenuber GO
5 deutlich erhdhte Werte festgestellt. Einzig in GMK 3 Pflanzen schien das von der
GO produzierte Glyoxylat unter diesen Bedingungen effektiv abgebaut zu werden.
Interessanterweise war, wie schon in Abb. 24 fiir MS 4 zu sehen, bei MS 5 Pflanzen
nach 6 h Hochlicht ein deutlich niedrigerer Glyoxylat-Gehalt als vor der Behandlung
messbar.

Die Messung des H>O;-Gehaltes lie® wie bereits in Abb. 25 kaum Unterschiede
zwischen den Linien unter den verschiedenen Konditionen erkennen.

Neben der Messung von Glyoxylat und H>O, waren bei diesen Pflanzen auch die
weitergehenden Auswirkungen der Katalase-Expression auf den Metabolismus von
Interesse, und so sollte ein Profil des Metabolismus unter Niedrig- und Starklicht
erstellt werden. Da die Pflanzen aus dem Gewachshaus fur eine Metabolitenanalyse
mittels GC/MS nur bedingt geeignet sind (vgl. 3.9), wurden flr diese Messung
Pflanzen unter 30 pE im Langtag angezogen. Diese wurden dann fur 6 h 600 pyE
ausgesetzt und zu gleichen Zeiten wie die Kontrollpflanzen unter 30 uE beprobt (16
Uhr). Die fur die Beurteilung des GMK Phanotyps wichtigsten Ergebnisse dieses
Experiments finden sich in Tabelle 7.

Wenn zunachst nur die Ergebnisse der Pflanzen von 30 pyE betrachtet werden, so
fallt auf, dass die Unterschiede bei den Hexosen nicht sehr stark ausgepragt waren.

So enthielten die Blatter von Kat 1 und GMK 3 Pflanzen signifikant mehr Glukose und

Tabelle 7: Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse der GC/MS-Analyse von Blattextrakten
von Col-0, MS, Kat, GO, GO-MS und GMK Pflanzen, die unter 30 YE (Langtag)
angezogen wurden und dann im Alter von finf Wochen einerseits unter diesen
Bedingungen 6 h nach Beginn der Lichtperiode, andererseits nach 6 h 600 pE
Starklicht beprobt wurden.

Die aufgefihrten Werte sind Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen
tStandardabweichung, ein * markiert mit p < 0,05 vom Wildtyp signifikant
unterschiedliche Werte. (Tabelle s. folgende Seite)
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Tabelle 7 (Beschreibung siehe vorige Seite)
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auch mehr Fruktose (nicht gezeigt) als der Wildtyp, wobei letzteres auch fir GMK 9
galt. Hohere Saccharosegehalte konnten in MS 4 und den GO Linien nachgewiesen
werden, GO-MS 11 und auch Kat 1 erreichten die Wildtypwerte nicht. Bei den
wichtigen Intermediaten Malat und Fumarat (vgl. 3.8 & 4.3) waren die Unterschiede
schon zahlreicher. So akkumulierten die GO Linien, GO-MS 11 und MS 4 geringere
Mengen an Malat und Fumarat als Col-0, im Gegensatz zu Kat 1, die hohere Werte
fur beide Metabolite aufweisen konnte und GMK 3, die zumindest hohere Fumarat-
Gehalte als der Wildtyp zeigte.

Hinsichtlich der Gehalte von Glycin und Serin, die beide Intermediate des
photorespiratorischen Stoffwechselweges sind, bleibt lediglich festzuhalten, dass
Glycin bei 30 yE auf niedrigem Niveau in den Linien Kat 1 und GO 5 weniger, in MS
4 hoher und Serin in den Linien GMK 3 und 9 weniger abundant als im Wildtyp
anzutreffen war.

Wenn nun zusatzlich die Daten der Hochlichtinkubation betrachtet werden, wird
deutlich, dass die Gehalte der Zucker Glukose, Fruktose (nicht gezeigt) und
Saccharose und auch der Intermediate des Citrat-Zyklus Malat und Fumarat in allen
untersuchten Linien teils drastisch anstiegen. Im Einzelnen konnte beobachtet
werden, dass die Glukosegehalte der GO 5, 16 und GO-MS 11 Pflanzen deutlich
niedriger als die des Wildtyps waren und die der GMK, MS 4 und Kat 1 Pflanzen sich
zwischen diesen Extremen befanden. Die nicht in Tabelle 7 gezeigten
Fruktosegehalte waren im Hochlicht sogar zwischen dem Wildtyp und den GMK, MS
4 und Kat 1 Pflanzen nicht zu unterscheiden, wohingegen die GO und GO-MS 11
Pflanzen auch hier sehr niedrige Gehalte prasentierten. Zu den Saccharosegehalten
lasst sich anmerken, dass aul3er der Linie Kat 1 keine andere Linie in der Lage war,
ahnlich viel Saccharose zu akkumulieren wie Col-0. Die niedrigsten Werte waren
hierbei wiederum bei den GO und GO-MS 11 Pflanzen zu finden. Die GMK 3 und 9
Pflanzen zeigten dagegen zusammengenommen einen deutlichen Trend, mehr
Saccharose zu produzieren als die GO und GO-MS 11 Pflanzen.

Etwa auf dieselbe Weise lassen sich auch die Ergebnisse fur Fumarat unter
Hochlicht zusammenfassen: Kat 1 erreichte die Wildtypwerte, die GO und GO-MS 11
Pflanzen enthielten am wenigsten Fumarat und dazwischen lagen die Gehalte der
MS 4 und GMK 9 Pflanzen. Die Linie GMK 3 zeigte zwar noch deutlich hohere
Fumarat-Gehalte als GO und GO-MS 11 (wenn auch niedrigere als MS 4 und GMK
9), allerdings liel3 sich dies fur den Malat-Gehalt bei 600 uE so nicht festhalten, da
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sich dort die Linien GO 5, 16, GO-MS 11 und GMK 3, verglichen mit Col-0, MS 4, Kat
1 und GMK 9, auf niedrigem Niveau kaum unterschieden.

Durch die Zunahme des metabolischen Flusses durch die Photorespiration bei
Hochlicht (vgl. Abb. 49, 3.4) war nahezu eine Verhundertfachung des Glycingehaltes
im Wildtyp zu beobachten, die sich zusammen mit einem fast halbierten Seringehalt
sehr stark auf das Glycin/Serin-Verhaltnis auswirkte. Bei den GO-exprimierenden
Pflanzen war dagegen ein viel geringerer Anstieg des Glycingehaltes und
konsequenterweise des Glycin/Serin-Verhaltnisses zu beobachten mit den
niedrigsten Werten bei der Linie GMK 3. Entgegen dem Wildtyp veranderten sich die
Seringehalte in diesen Pflanzen durch die Hochlichtbehandlung nicht, sondern
blieben tendenziell konstant, wobei die GMK Pflanzen beider Linien immer noch die
geringsten Seringehalte aufwiesen, die sich nun etwa in der GroRenordnung des
Wildtyps befanden.

Konsistent mit der Vermutung, dass die GO-exprimierenden Pflanzen von oxidativem
Stress durch H,O, betroffen sind, zeigten sich die Gehalte flir Galaktonat-y-lakton,
die in den GO-Linien und GO-MS 11 unter Niedrig- und Hochlicht hoher als im
Wildtyp waren. Galaktonat-y-lakton ist die direkte Vorstufe in dem Biosyntheseweg
von Ascorbat (Wheeler et al. 1998), der durch oxidativen Stress aktiviert wird
(Smirnoff 2000) und so konnte auch in allen Linien aufl’er denen, die Katalase
exprimierten, ein Anstieg des Galaktonat-y-lakton-Gehaltes nach Transfer in
Hochlichtbedingungen beobachtet werden.

Diese GC/MS-Analyse wurde auch mit acht Wochen alten Pflanzen durchgefihrt, die
unter nicht-photorespiratorischen Bedingungen erhdhter CO»-Konzentration (2000
1200 ppm CO;) bei normaler Lichtstarke (120 pE) gewachsen waren (Tab. 8,
folgende Seite) und gegen Ende der Lichtperiode beprobt wurden. Dabei zeigte sich,
dass unter diesen Bedingungen keine Unterschiede in den Gehalten der
photorespiratorischen Aminosauren Glycin und Serin zwischen den untersuchten
Linien auftraten und auch die Menge an Galaktonat-y-lakton war zwischen dem

Wildtyp und den transgenen Linien nicht zu unterscheiden.
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Tabelle 8: Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse der GC/MS-Analyse von Blattextrakten
von Col-0, GO, GO-MS und GMK Pflanzen, die unter 120 yE (Kurztag) bei einer CO2-
Konzentration von 2000 +200 ppm angezogen wurden und im Alter von acht Wochen
am Ende der Lichtperiode beprobt wurden.
Die aufgefihrten Werte sind Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen
+Standardabweichung, ein * markiert mit p < 0,05 vom Wildtyp signifikant
unterschiedliche Werte.

Col-0 GO 5 GO-MS 11 GMK 3 GMK 9

Galaktonat- | (03940004 | 0,036+0,006 | 0,043+0,007 | 0,033+0,008 | 0,037 0,006
y-lakton

Glycin 0,190 +0,005 | 0,192 +0,014 | 0,195+0,008 | 0,208 £0,007 | 0,242 +0,013

Serin 5,66 0,34 5,81 +0,23 6,43 +0,21 4,80 +0,12 5,72 +0,07

Glycin/Serin- | 0034 +0,003 | 0,033+0,003 | 0,031+0,004 | 0,043 0,003* | 0,042 +0,006
Verhaltnis

3.7.3 Fazit

Mit der Kombination aus GO, MS und Katalase war es moglich, Pflanzen zu
erzeugen, die unter den gewahlten Bedingungen weniger stark von
photorespiratorischen Verlusten betroffen waren und groRer wuchsen als der
Wildtyp. Insgesamt ist damit das Projekt zur Reduktion photorespiratorischer Verluste

mit den Pflanzen der Linie GMK 3 zu einem erfolgreichen Abschluss gekommen.
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3.8 Der konditionale Phanotyp der NADP-Malat-Enzym (ME)

Pflanzen

Im Rahmen der Etablierung des zweiten vorgeschlagenen Stoffwechselweges
(GMM-Weg, s. 1.2.6) wurden auch einfach transgene Pflanzen erstellt, die das Cy-
NADP-Malat-Enzym aus Z. mays in ihren Plastiden exprimieren (ME Pflanzen). Fir
die generierten Linien konnte die Transgeninsertion auf genomischer Ebene (3.1),
die Aktivitat (3.2) und die korrekte subzellulare Lokalisation (Abb. 52) des transgenen

Enzyms bestatigt werden.

W . ME5| “Colo
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e
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Abbildung 52: Immunolokalisation von C,-NADP-Malat-Enzym in fixierten mikroskopischen Schnitten
von Col-0 und ME 5 Blattern. Die Immunoprazipitate sind als schwarze Punkte zu
sehen, die Chloroplasten erscheinen rot (Fahnenstich et al. 2007). Der schwarze
Balken entspricht 5 ym.

Die ME Pflanzen wurden, wie alle anderen erstellten Linien auch, einer
Durchmusterung auf interessante Phanotypen unter verschiedenen Bedingungen
unterzogen, und dabei fiel auf, dass der Phanotyp der ME Pflanzen sehr plastisch
auf eine Anderung der Lichtverhaltnisse reagierte, was in diesem Kapitel ausgefiihrt

werden soll.

3.8.1 ME Pflanzen zeigen im Kurz- bzw. Langtag unterschiedliche

Eigenschaften
Wurden ME Pflanzen, die im Kurztag gewachsen waren, mit ME Pflanzen aus dem

Langtag verglichen, so fiel sofort auf, dass die ME Pflanzen aus dem Kurztag eine
gelblichere, bleichere Blattfarbe als die Pflanzen aus dem Langtag hatten (Abb. 53).
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Abbildung 53: Col-0 und ME Pflanzen, die in vier Wochen lang im Langtag (LT, 70 pE) oder flnf
Wochen im Kurztag (KT, 70 uE) gewachsen waren im Vergleich.

Zudem waren sie kleiner als der ebenfalls im Kurztag gewachsene Wildtyp Col-0 was
bei den ME Pflanzen aus dem Langtag nicht beobachtet werden konnte.

Die veranderte Blattfarbe legte Messungen des Chlorophyllgehaltes nahe, bei denen,
auf Grund eines niedrigeren Chlorophyll b Gehaltes unter Kurztagbedingungen ein
erhdhtes Chlorophyll a/b-Verhaltnis der ME Pflanzen gegentber Col-0 festgestellt
wurde (7-12% hoéher, Abb. 54 A).

Weiterhin entstand bei Probennahmen der Eindruck, dass die ME Pflanzen aus dem
Kurztag besonders leicht bezogen auf ihre Flache waren, und eine Quantifizierung
des Frischgewicht zu Flache-Verhaltnisses bestatigte diesen Eindruck (ME Pflanzen:
71-83% vom Wildtyp, Abb. 54 B).

Auf der Suche nach der Ursache dieses Phanomens wurde in mikroskopischen
Schnitten festgestellt, dass die ME Pflanzen im Kurztag einen reduzierten
Blattdurchmesser (44-59%, gemessen nahe der Mittelrippe als Abstand von oberer
zu unterer Epidermis (Niessen 2006)) gegenuber den Col-0 Pflanzen aufwiesen
(Abb. 54 C & 55 A).
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Abbildung 54: (A) Chlorophyll A zu B Verhaltnis, (B) Verhaltnis von Frischgewicht zu Flache und (C)
Blattdicke von Col-0 und ME Pflanzen aus dem Kurztag (70 yE) und Langtag (70 uE)
im Vergleich.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte +Standardabweichung. Bei (A) n=4, (B) n=6,
(C) n290.
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Die reduzierte Dicke der Blatter konnte zusatzlich zu der veranderten
Chlorophyllzusammensetzung auch eine Ursache fur den helleren Farbton der
Blatter sein, da das Licht die duinneren Blattern einfacher passieren kann und sie
somit heller erscheinen.

Die veranderte Pigmentausstattung provozierte die Frage, ob die Struktur der
Chloroplasten und die photosynthetischen Eigenschaften der ME Pflanzen unter
Kurztagbedingungen gegenuber dem Wildtyp verandert waren. Zu diesen Punkten

wurden weitergehende Untersuchungen angestellt.
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Col-0

Abbildung 55: (A) Mikroskopische Aufnahmen von fixierten Blattquerschnitten und (B) EM-Bilder der
Chloroplasten von Col-0 und ME 5 aus dem Kurztag (70 YE) im Vergleich (Niessen
20086).
Fir jeweils beide Bilder in (A) und (B) gilt die gleiche VergréRerung.

Um die Struktur der Chloroplasten zu untersuchen, wurden am Transmissions-
Elektronenmikroskop (2.13.3) Ultradinnschnitte von ME und Col-0 Pflanzen aus dem
Kurztag (8:16 h und 12:12 h) verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass die
Chloroplasten von ME Pflanzen ein héheres Mal} an Grana-Stapelung aufwiesen als
die des Wildtyps. Anhand mehrerer Praparate wurde diese Eigenschaft der ME
Pflanzen quantifiziert und die Ergebnisse in Tabelle 9 zusammengefasst (Niessen
2006).

Tabelle 9: Anteil [%] der Thylakoide mit x gestapelten Grana an der Gesamtmenge untersuchter
Thylakoide von im Kurztag (70 pE) gewachsenen Col-0 und ME 5 Pflanzen.
Angegeben sind Mittelwerte +Standardabweichung, n=6

Anzahl der Grana pro Granathylakoid
Linie 2 3-4 5-8 9 und mehr
Col-0 14,9 +2,26 76,47 +2,05 8,73 £1,58 0,16 £0,16
ME 5 15,79 +2,78 53,33 £3,66 21,91 1,94 6,31 1,43
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Auch die Messung von photosynthetischen Eigenschaften lieferte interessante
Erkenntnisse, die einen starken Einfluss der Tageslange auf die Eigenschaften der

ME Pflanzen weiter bestatigten.
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Abbildung 56: Photosynthetische Elektronentransportraten (ETR) von Col-0 und ME Pflanzen, die
vier Wochen im Langtag (70 puE) bzw. finf Wochen im Kurztag (70 pE) gewachsen

waren.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen

tStandardabweichung

So konnte gezeigt werden, dass die ME Pflanzen aus dem Kurztag gegenuber Col-0
besonders bei hohen Lichtintensitaten nur deutlich verringerte
Elektronentransportraten entwickelten (Abb. 56), wohingegen dies bei ME Pflanzen
aus dem Langtag nicht beobachtet werden konnte. Bei diesen Messungen fiel
weiterhin auf, dass die Kurztag-ME-Pflanzen mit zunehmender Lichtintensitat ein
starker werdendes nicht-photochemisches Quenching (NPQ) zeigten, das Uber den
Werten des zugehdrigen Wildtyps lag (nicht gezeigt). Im Gegensatz dazu konnte kein
Unterschied zwischen diesen Wildtyp und ME Pflanzen hinsichtlich der Parameter Fq
und 1-gp gefunden werden (nicht gezeigt), wie es bei einem hdheren
Reduktionszustand der Elektronentransportkette, mdglicherweise ausgeldst durch
das vom ME produzierte NADPH, zu erwarten gewesen ware (Krause 1991).

Wurden Col-0 und ME Pflanzen aus Kurztag und Langtag dagegen mit 600 uE
Hochlicht Uber eine langere Zeit behandelt, waren die Unterschiede in den
ermittelten Fy/Fu Verhaltnissen nicht sehr stark (Abb. 57). So zeigten sowohl die ME
Pflanzen aus dem Kurz- wie aus dem Langtag nach 5 h Hochlicht einen gréfReren
Abfall im F\/Fy Verhaltnis als Col-0, die anschlieRende Regeneration dauerte bei den
Kurztagpflanzen jedoch vier Tage, wahrend die Langtagpflanzen bereits nach zwei
Tagen wieder ein stabiles Fy/Fy Verhaltnis erreicht hatten, das aber niedriger als das

der Kurztagpflanzen war. Aulderdem schloss sich bei den Kurztagpflanzen an diese
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Abbildung 57: F/Fy-Verhaltnisse von Col-0 und ME Pflanzen aus Kurz- und Langtag (je 70 uE), die
in 600 WE Hochlicht Gberflhrt und daraufhin jeden Tag gemessen wurden.
Die Werte sind Mittelwerte aus n=8 Einzelmessungen tStandardabweichung.

Regeneration direkt eine wiederum starke Verringerung des F\/Fy Verhaltnisses an,
welcher bei Langtagpflanzen erst ab Tag sechs der Behandlung einsetzte. Es muss
aber angemerkt werden, dass keine der ME Pflanzen wahrend dieses Experiments
die Fv/Fu-Werte des Wildtyps erreichte (Abb. 57).

Tageslangen-abhangige Effekte werfen die Frage auf, ob sie allein ein Resultat der
Tageslange oder vielleicht auch der Lichtmenge oder gar dem Produkt aus beidem
sind. Um dies zu testen, wurden ME Pflanzen im Kurztag unter verschiedenen
Lichtstarken (30, 50 und 150 pE) angezogen und grundlegende physiologische
Parameter wurden aufgezeichnet.

Anhand der Fotos von den Pflanzen wurde aber schon deutlich, dass der ME-
Phanotyp mit zunehmender Lichtintensitat schwacher wurde und umgekehrt auch
noch starker ausgepragt war, wenn die Lichtintensitat mit 30 yE sehr gering war
(Abb. 58). Die groRen Unterschiede bezlglich des Alters der fotografierten und fur
die Experimente zu Abb. 59 verwendeten Pflanzen erklaren sich durch die extrem

unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeiten bei verschiedenen Lichtintensitaten.
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Abbildung 58: 14 Wochen alte, im Kurztag bei 30uE gewachsene Col-0 und ME Pflanzen.
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Abbildung 59: Vergleich verschiedener Eigenschaften der Col-0 und ME Pflanzen im Kurztag unter
verschiedenen Beleuchtungsstarken: (A)+(B) Frischgewicht, (C)+(D) Trockengewicht,
(E) Verhaltnis von Frisch- zu Trockengewicht und (F) das Fy / Fy Verhaltnis.

Fir (A)-(E) ist n=8, fir (F) ist n=10, die Fehlerbalken entsprechen den Standardfehlern.
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Die Unterschiede, die bereits in der Abbildung 58 deutlich wurden, konnten durch die
Messung des Frisch- und Trockengewichts bestatigt werden. So zeigten besonders
die relativen Werte (Abb. 59 B & D), dass bei 150 pE sowohl bei Frisch- und
Trockengewicht die Linie ME 2 (die mit der niedrigsten transgenen Enzymaktivitat, s.
3.2.3) noch Wildtypniveau erreichte, wohingegen bei 50 uE alle ME Pflanzen leichter
als die des Wildtyps waren, was bei 30 uE noch deutlicher ausfiel. Zusatzlich ist bei
den ME Pflanzen, die bei 30 pE gewachsen waren, ein hoheres Frisch- zu
Trockengewichtsverhaltnis festgestellt worden. Ferner geht aus Abbildung 59 F
hervor, dass bei 150 yE keine Unterschiede in den Fy/Fy-Verhaltnissen von Col-0
und ME Pflanzen gemessen werden konnten, aber bereits bei 50 yE zeigt die Linie
ME 5 (die mit der hochsten ME-Aktivitat, s. 3.2.3) einen Abfall dieses Parameters
gegenuber Col-0, und bei 30 YE schliel3lich wurden bei allen ME Linien niedrigere
Fv/Fu-Verhaltnisse als beim Wildtyp nachgewiesen.

Bezuglich der Empfindlichkeit flr kurze Tageslangen und auch im Hinblick auf die im
nachsten Kapitel beschriebenen Auswirkungen von Dauerdunkel auf die ME
Pflanzen wurde ein ganz ahnlicher Phanotyp bereits beschrieben (Reiser et al. 2004;
Reinhold et al. 2007). Die beschriebenen Pflanzen sind Nullmutanten fur die
plastidaren ATP/ADP-Translokatoren (AtINTT 1 & 2), die vor allem im Dunkeln die
Versorgung des Chloroplasten mit ATP gewahrleisten. Die groRe Ahnlichkeit des
Phanotyps und seine gleiche Modulation durch Variation der Lichtstarken und
Tageslangen fuhrten zu der Vermutung, dass auch der ME-Phanotyp durch
Storungen der plastidaren ATP-Versorgung verursacht wird. Die NTT-Mutanten
versuchen den Wegfall des ATP-Imports in die Chloroplasten durch eine Erhéhung
der Expression und Aktivitat von stromalen, ADP phosphorylierenden Enzymen wie
der Pyruvatkinase (PK) und der Phosphoglyzeratkinase (PGK) zu kompensieren.
Sollte der Phanotyp der ME Pflanzen also mit dem Mangel an ATP in den
Chloroplasten verbunden sein, sollten auch in den ME Pflanzen hohere Aktivitaten
von PK und PGK sowie starkere Expressionen der hier vorhandenen NTTs und
eventuell auch der mitochondrialen ATP-Transporter AtACC1-5 (Fiore et al. 1998)
nachzuweisen sein.

Die Messungen der Pyruvatkinase (Abb. 60) unter verschiedenen Tageslangen und
Lichtstarken konnten diese Vermutung allerdings noch nicht bestatigen, da unter

allen gemessenen Konditionen keine signifikanten Unterschiede zwischen den ME
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Abbildung 60: Die Aktivitaten der plastidaren Pyruvat- und Phosphoglyzeratkinase von Col-0 und ME
Pflanzen unter verschiedenen Lichtstarken und Tageslangen im Vergleich.
Die Werte sind Mittelwerte aus n=5 Einzelmessungen tStandardabweichung und die
Probennahme fand am Ende der jeweiligen Dunkelperiode statt (Niessen 2006).

und Col-0 Pflanzen offensichtlich wurden.

Anders verhielt es sich dagegen mit der Messung der Phosphoglyzeratkinase (Abb.
60), bei der unter Kurztagbedingungen eine deutlich erhéhte Aktivitat in Extrakten
von ME Pflanzen, besonders der Linie 5, gegenuber dem Wildtyp auffiel. Unter
Langtagbedingungen war die gemessene absolute Aktivitat aller Linien zwar hoher,
aber es waren (auch auf Grund des hohen Messfehlers der Wildtypproben) keine

eindeutigen Unterschiede zwischen den Linien auszumachen.
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Abbildung 61: Banden der Gelelektrophoresen von semiquantitativen RT-PCRs. Gezeigt sind die
Banden der Amplifikation der cDNAs von NTT 1 & 2 und von Actin 2 aus Blatt-cDNA
von Col-0 (—0) und ME Pflanzen (—2, 4, 5).
KT = Kurztag, 70 pE; KTHL = Kurztag mit 700 pE Hochlicht; LT = Langtag, 70 uE.
Probennahme war am Ende der jeweiligen Dunkelperiode (Niessen 2006).

Expressionsstudien der NTTs (Abb. 61) ergaben, dass im Langtag (LT) die
Expression von NTT 1 im Wildtyp hoher ist als die von NTT 2, wohingegen sich diese
Verhaltnisse im Kurztag (KT) umkehrten. Im Vergleich mit den ME Pflanzen zeigte

sich, dass diese im Langtag hohere Expressionsstarken fir beide NTTs erreichten,
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aber im Kurztag nur die Expression von NTT 1 gegentber dem Wildtyp erhdht war.
Bei den Proben aus dem Kurztag mit Hochlicht (700 pE) konnten keine Unterschiede
festgestellt werden. Parallel mit denselben cDNAs durchgefuhrte RT-PCRs auf die
Gene AtACC1-5 lielden lediglich unter Langtagbedingungen eine starkere Expression
von ACC 2 und 3 in allen ME Linien relativ zu Col-0, aber ansonsten keine
Unterschiede zwischen den untersuchten Linien in den anderen Konditionen
erkennen (nicht gezeigt).

Letzte Klarheit in diesem Punkt sollte eine Messung der Gehalte von ATP und ADP
in Blattextrakten von Col-0 und ME Pflanzen bringen, die nach 2.11.6 in

Zusammenarbeit mit Maria Inés Zanor (MPIl Golm) durchgefiihrt wurde.

25 1 | Langtag 70 pE

O Kurztag 70 uE

20 ~

15 - T w

ol

ATP / ADP Verhaltnis

Cory K e 4 e 5

Abbildung 62:Das ATP zu ADP Verhaltnis in Blattextrakten von vier Wochen alten Col-0 und ME
Pflanzen aus dem Langtag bzw. finf Wochen alten Pflanzen aus dem Kurztag.
Die Werte sind Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen tStandardabweichung und die
Probennahme fand drei Stunden nach dem Ende der jeweiligen Dunkelperiode statt.

Das aus diesen Messungen abgeleitete ATP/ADP Verhaltnis, das ein wichtiger
Indikator und Regulator des zellularen Energiezustandes ist (lgamberdiev und
Kleczkowski 2006; Reinhold et al. 2007), war im Langtag bei den Pflanzen der Linien
ME 4 und 5 tendenziell gegenuber dem Wildtyp erhoht, aber noch im Rahmen der
Standardabweichungen. Auch unter Kurztagbedingungen, die den Phanotyp der ME
Pflanzen hervorriefen, konnte in den Pflanzen der Linie ME 5 ein erhohtes ATP/ADP
Verhaltnis nachgewiesen werden (Abb. 62). Diese Ergebnisse konnten im Kurztag
allerdings fur die anderen ME Linien nicht bestatigt werden, deren ATP/ADP-

Verhaltnisse vergleichbar mit dem Wildtyp waren.
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Da von diesen Ergebnissen auf keine schwerwiegenden Beeintrachtigungen in der
ATP-Versorgung der Plastiden der ME Pflanzen geschlossen werden konnte, sollte
ein moglichst komplettes Bild des Primarmetabolismus der ME und Wildtyppflanzen
wahrend eines Tagesgangs aufgenommen werden, um die Auswirkungen der
zusatzlichen NADP-ME-Aktivitat in den Chloroplasten der ME Pflanzen auf den
Metabolismus besser einschatzen zu kdénnen. Daflr wurden wahrend eines
Tagesganges im Langtag und an ausgewahlten Punkten im Kurztag von ME und
Col-0 Pflanzen Proben zur simultanen Messung von ~80 Metaboliten mittels GC/MS

und zur Starkebestimmung genommen.
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Abbildung 63: Verlauf der Starkegehalte von vier bzw. finf Wochen alten Col-0 und ME Pflanzen aus
dem Lang- bzw. Kurztag (70 uE) wahrend eines Tagesganges im Vergleich.
Die dargestellten Werte sind Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen
t+Standardabweichung, die schraffierten Felder markieren die Dunkelperiode.

Die Starkebestimmung (Abb. 63) wahrend der Kurz- und Langtagesgange offenbarte
keine Unterschiede in der Starkeakkumulation oder dem nachtlichen Abbau zwischen
den Col-0 und ME Pflanzen. Zwar gab es z. B. zum Beginn der Lichtperiode im
Kurztag Unterschiede im Starkegehalt der ME Pflanzen und Col-0, aber es ist kein
eindeutiger Trend der ME Pflanzen hin zu mehr oder weniger Starke im Vergleich
zum Wildtyp erkennbar. Bei den hier nicht dargestellten Gehalten der Zucker
(Saccharose, Fruktose und Glukose) konnten ebenfalls keine Unterschiede zwischen
den Col-0 und ME Pflanzen wahrend der Tagesgange ermittelt werden, so dass
davon ausgegangen werden musste, das der Zucker-Metabolismus in den ME

Pflanzen nicht beeintrachtigt war.
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Ein anderes Bild ergab sich jedoch bei den Ergebnissen der GC/MS Analyse (s.
2.12) von Proben aus dem Langtagesgang von ME und Col-0 Pflanzen, wie sie in
Abbildung 65 dargestellt sind. Die ME Pflanzen produzierten in dieser Untersuchung
ein nahezu deckungsgleiches Ergebnis, so dass in der Abbildung der
Ubersichtlichkeit halber nur die Linie ME 4 gezeigt wird (Fahnenstich et al. 2007).
Wie erwartet sind die Gehalte von Malat in den ME Pflanzen gegentber Col-0
dramatisch reduziert (Abb. 65, Ubersicht in Tabelle 10), wobei auch das metabolisch
nahestehende Fumarat (Behal und Oliver 1997; Nunes-Nesi et al. 2007) ebensolche
Unterschiede zum Wildtyp aufweist. Diese beiden Metaboliten akkumulieren wahrend
der Lichtphase, bevor sie kurz vor der Dunkelperiode ihr Maximum erreichen, um
dann im Dunkeln wieder bis auf ein Minimum zum Beginn der Lichtperiode abgebaut
zu werden. Dieser Abbau verlauft bei Malat kontinuierlich, bei Fumarat dagegen
ergibt sich ein schneller Abbau in der ersten Stunde der Dunkelheit, gefolgt von
einem ebenso sprunghaften Anstieg, woran sich der endgultige Abbau bis zum Ende
der Nacht anschlie3t. Diesen Verlauf im Tagesgang zeigen auch die ME Pflanzen,
aber auf einem wesentlich niedrigeren Niveau und ohne den néachtlichen
Zwischenanstieg beim Fumarat.

Im Zusammenhang mit Fumarat fiel bei den GC/MS Messungen uberdies auf, dass
Fumarat, wie aus den Gaschromatogrammen ersichtlich (Abb. 64), an vielen Punkten
des Tagesganges neben Saccharose der Metabolit mit der zweithochsten
Konzentration in den Extrakten war.
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Abbildung 64: Gaschromatogramm eines GC/MS Laufes, Probe von Col-0 am Ende der Lichtperiode

Die Gehalte von Pyruvat, dem Produkt der ME-Reaktion waren in allen ME Linien
gegenuber dem Wildtyp stark erhdht (70% mehr am Ende der Nachtperiode, Abb.

65), wobei jedoch das Muster des Tagesverlaufs gleich dem von Col-0 war. Dabei
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Abbildung 65: Ergebnisse der GC/MS-Analysen von Blattextrakten von vier Wochen alten Col-0 und

ME Pflanzen aus dem Langtag (70 uE). Zur besseren Ubersichtlichkeit werden nur die
Ergebnisse von Col-0 (geflllte Kreise) und ME 4 (offene Kreise) wiedergegeben. Ein *
markiert ME 4-Werte, die signifikant (p < 0,05) von denen des Wildtyps unterschiedlich
sind, der schwarze Balken zeigt die Dunkelperiode an.

Die Werte sind Mittelwerte aus n=4 Einzelmessungen +Standardfehler.
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zeigte Pyruvat in allen Linien am Anfang der Lichtperiode die hochste Akkumulation
des Tagesganges (bei ME Pflanzen etwa doppelt so hoch wie bei Col-0), gefolgt von
einem stetigen Abbau hin zu einem basalen Niveau am Ende des Tages.

Die von Pyruvat abgeleiteten Aminosauren Leucin, Valin und besonders Alanin
(Schulze-Siebert et al. 1984) veranderten ihre Gehalte im Tagesverlauf nach dem
gleichen Muster wie beim Wildtyp, waren aber wie Pyruvat in ME Pflanzen héher
konzentriert.

Die organischen Sauren Citrat, 2-Ketoglutarat und Oxalacetat zeigten vergleichbare
Gehalte und Veranderungen in allen Linien. Interessanterweise war der
Succinatgehalt in den transgenen Linien Uber die ganze Lichtperiode gegenuber dem
Wildtyp erhoht, wahrend in der zweiten Halfte der Dunkelperiode alle Linien wieder
ahnliche Werte aufwiesen.

Weiterhin waren in den ME Pflanzen die Gehalte von Aspartat, Threonin, Isoleucin
und Methionin wahrend des gesamten Tagesgangs gegenuber dem Wildtyp erhdht
(auler Leu und Asp am Ende der Nacht).

Glutamat und GABA veranderten sich im Tagesverlauf zwar wie beim Wildtyp, aber
wahrend der Glutamatgehalt auRer am Ende der Nacht niedriger als bei Col-0 war,
war der GABA-Gehalt am Ende der Lichtperiode hoher und am Ende der
Dunkelperiode niedriger als beim Wildtyp. Der erhéhte GABA-Gehalt kénnte durch
eine erhohte Umwandlung von Glutamat zu GABA (Bouche et al. 2003; Studart-
Guimaraes et al. 2007) bedingt sein, woflur auch die hoheren Gehalte an Succinat in
den ME Pflanzen zu diesen Zeitpunkten sprachen.

Die Gehalte von Glukose-6-Phosphat und Fruktose-6-Phosphat zeigten nahezu
synchrone Veranderungen wahrend des Tagesganges mit einer Akkumulation zu
Beginn der Dunkelperiode, und auch zwischen den untersuchten Linien wurden
keine grofRen Unterschiede offensichtlich.

Die mit der Photosynthese assoziierten Metabolite 3-PGA und Glyzerat (Tolbert
1997; Raines 2003) akkumulierten wahrend der Lichtperiode und wurden im Dunkeln
(3-PGA etwas verzdgert, Abb. 65) wieder abgebaut, wobei sie in den ME Pflanzen in
hdéheren Konzentrationen als im Wildtyp vorlagen.

Shikimat, das aus der Kondensation von PEP (aus 3-PGA) und Erythrose-4-
Phosphat entsteht und die Ausgangssubstanz fur die Synthese von aromatischen
Verbindungen ist (Voll et al. 2003), wurde in den ME Pflanzen, zusammen mit der

aromatischen Aminosaure Phenylalanin, gleichfalls in hdheren Konzentrationen als in
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Col-0 Pflanzen gefunden. Andererseits waren die Gehalte der aromatischen
Aminosaure Tyrosin gegenuber dem Wildtyp unverandert und Tryptophan lag
unterhalb der Detektionsgrenze.

Auch im Kurztag wurden unter verschiedenen Lichtintensitaten (30 uE und 75 5 pE)
an ausgewahlten Punkten (so auch an den Ubergédngen von Licht- zu
Die dabei

gewonnenen Ergebnisse entsprachen in ihrer generellen Tendenz denen des

Dunkelperioden) Proben zur Analyse in der GC/MS genommen.
Langtags. So waren auch im Kurztag die Gehalte von Malat und Fumarat in den ME
Pflanzen gegenliber dem Wildtyp stark erniedrigt, und auch die im Langtag in den
ME Pflanzen beobachteten hdheren Gehalte von Pyruvat und seinen Derivaten
konnten bei Kurztagpflanzen an den untersuchten Punkten bestatigt werden.

GroRRe Unterschiede zeigten sich jedoch beim Vergleich der auf den jeweiligen
Wildtyp bezogenen relativen Fumarat- und Malat-Gehalte unter den verschiedenen

Tageslangen und auch Lichtstarken, zusammengefasst in Tabelle 10.

Tabelle 10:  Die Gehalte von Malat und Fumarat in den Pflanzen der ME Linien bei verschiedenen
Tageslangen und Beleuchtungsstarken am Ende der Licht- und Dunkelperiode.
Angegeben sind die Mittelwerte aus drei Linien (ME 2,4 und 5 — n212) als
prozentualer Anteil am jeweiligen Wildtypwert.
Langtag (75 15 uE) Kurztag (75 15 uE) Kurztag (30 uE)
Ende Tag | Ende Nacht | Ende Tag Ende Nacht | Ende Tag Ende Nacht
Malat 22% 26% 25% 23% 36% 6%
Fumarat 44% 39% 27% 24% 22% 3%

Bei diesen Berechnungen fiel auf, dass sich der relative Fumarat-Gehalt von ME
Pflanzen durch das Wachstum im Kurztag gegeniuber dem Langtag an beiden
Licht/Dunkel-Ubergéangen nahezu halbiert hatte, wohingegen der relative Malat-
Gehalt nahezu unverandert blieb. Wurden die Pflanzen dann im Kurztag bei
Schwachlicht (30 uE, vgl. Abb. 58) angezogen, so konnten Malat- und Fumarat-
Gehalte gemessen werden, die nur noch 6% respektive 3% der Wildtypgehalte zu

diesem Zeitpunkt darstellten.

3.8.2 Andauernde Dunkelheit fuhrt zu einer verfrithten Seneszenz

Die in 3.8.1 dargestellten Ergebnisse zeigten eindeutig, dass eine geringere

Lichtmenge zu einer starkeren Auspragung des ME-Phanotyps flhrt. Es stellte sich
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daher zwangslaufig die Frage, wie die ME Pflanzen auf eine langere Periode

absoluter Dunkelheit reagieren wurden.

4 Tage
dunkel

B - 7B\ o NN 2 W

Abbildung 66:Im Langtag (70 uE) gewachsene Col-0 und ME Pflanzen, die ab einem Alter von 30
Tagen fir vier Tage ohne Licht inkubiert wurden.

Um diese Frage zu beantworten, wurden ME und Col-0 Pflanzen aus dem Langtag
(vgl. Abb. 53) fur mehrere Tage abgedunkelt. Wahrend sich der Wildtyp nach vier
Tagen im Dunkeln immer noch grin zeigte, waren die ME Pflanzen bereits in einem
Stadium fortgeschrittener Seneszenz angelangt, was sich durch die gelben Blatter
manifestierte (Abb. 66). Wurden die Pflanzen in diesem Stadium wieder ins Licht
Uberfuhrt, zeigte der Wildtyp weiterhin normales Wachstum, die ME Pflanzen
hingegen waren nicht mehr zu retten und vergingen nach wenigen Tagen. Dieselben
Symptome fortschreitender Seneszenz zeigten sich im Dauerdunkel auch beim
Wildtyp, jedoch mit einer zeitlichen Verzdgerung von etwa 3-4 Tagen gegenuber den
ME Pflanzen, bei denen die ersten Symptome nach etwa zweieinhalb Tagen
auftraten. Es konnte ebenfalls beobachtet werden, dass die Seneszenzsymptome,
also die Gelbfarbung der Blatter, wie bei einer normalen, also einer
entwicklungsabhangigen Seneszenz, fortschritten (Lim et al. 2007). Diese Symptome
zeigten sich demnach zuerst an der Spitze der Blatter und breiteten sich von dort in
Richtung der Blattbasis aus (Abb. 67 E), auRerdem bleiben die Blattvenen ein wenig
langer grin und lebensfahig, um den Export von Nahrstoffen aus den sterbenden
Zellen zu gewahrleisten (Buchanan-Wollaston et al. 2005).

Damit abschliel3end geklart werden konnte, ob das Phanomen korrekt als Seneszenz
bezeichnet werden kann, wurden weitere Parameter gemessen, von denen bekannt
war, dass sie sich im Zuge einer Seneszenz stark verandern, wie das Fv/Fy-
Verhaltnis, der Chlorophyll- und Proteingehalt und natlrlich die Anzahl und die
raumliche Verteilung von Zelltodereignissen in den Blattern (Abb. 67, Buchanan-
Wollaston et al. (2005), Diaz et al. (2005)).
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Abbildung 67: Verschiedene seneszenz-assoziierte Parameter, gemessen an Col-0 und ME Pflanzen
aus dem Langtag(70 pE), die im Alter von 30 Tagen in die Dunkelheit tberfihrt
wurden. (A) Chlorophyligehalt bezogen auf Frischgewicht, (B) FV/FM Verhaltnis, (C)
Proteingehalt bezogen auf Frischgewicht, (D) Fotos von der 54 kDa Bande der
RubisCO in SDS-Gelen, beladen mit Proteinextrakten aus Blattern und gefarbt mit
Coomassie Blue; (E) Fotos: in situ-Farbung von Zelltodereignissen in Blattern von Col-
0 (jeweils links) und ME Pflanzen zu den unten angegebenen Tagen in Dunkelheit;
Diagramm: Quantifizierung von Zelltodereignissen in Blattextrakten.
Die angegebenen Werte sind Mittelwerte aus n=6 Einzelmessungen
+Standardabweichung.
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Bei diesen Untersuchungen konnten die Aussagen, die auf Grund der
AuBerlichkeiten der ME Pflanzen im Dauerdunkel gemacht wurden, bestatigt werden.
So fiel der Chlorophyligehalt in ME Pflanzen deutlich schneller als im Wildtyp (Abb.
67 A) und das Fy/Fu-Verhaltnis der ME Pflanzen erreichte bereits nach zwei Tagen
Dunkelheit Werte, die der Wildtyp erst nach funf Tagen im Dunkeln annahm, als bei
den ME Pflanzen schon kaum noch Fluoreszenz der Photosysteme feststellbar war
(Abb. 67 B).

Auch bei der Proteinbestimmung (Abb. 67 C) kann ein Trend der ME Pflanzen zu
geringeren Werten als bei Col-0 erkannt werden, wirklich deutlich wird der
fortschreitende Proteinabbau jedoch bei Betrachtung des RubisCO-Gehaltes in
Proteinextrakten (Abb. 67 D). Die ME Pflanzen hatten am Tag drei der Dunkelheit
schon einen erkennbaren Anteil der RubisCO abgebaut, und dieser Prozess setzte
sich bis zum Ende des Experiments fort, wobei jedoch der Wildtyp kaum Anzeichen
eines beginnenden Abbaus der RubisCO zeigte.

Die Farbung von Zelltodereignissen letztlich verdeutlichte nicht nur, dass das
photometrisch bestimmte Ausmal des Zelltods in den ME Pflanzen im Dunkeln um
etwa 2-3 Tage schneller zunimmt als beim Wildtyp, sondern es konnte auch durch
die histochemische Farbung der Zelltodereignisse bestatigt werden, dass sich diese
in Threr Zunahme von der Spitze des Blattes zur Basis entwickeln (Abb.67 E).
Nachdem nachgewiesen war, dass es sich bei dem beobachteten Dunkelphanotyp
(Abb. 66) der ME Pflanzen um eine verfruhte dunkel-induzierte Seneszenz handelt,
stellte sich wiederum die Frage nach der Ursache dieser Entwicklung. Weiterhin
musste naturlich in Betracht gezogen werden, dass diese Seneszenz eine extreme
Form des Kurztagphanotyps (vgl. 3.8.1) ist und daher die gleichen Ursachen hat.
Ebenso wie bei der Untersuchung des Kurztagphanotyps wurde auch hier
angestrebt, ein maoglichst komplettes Bild des Primarmetabolismus wahrend der
Dunkelinkubation zu erstellen. Dafur wurden wiederum wahrend dieser Phase
Proben fur die Bestimmung von Starke, 16slichen Zuckern und fur die Analyse in der

GC/MS genommen.
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Abbildung 68: Verlauf des Starke- und Saccharosegehaltes in Col-0 und ME Pflanzen wahrend der
Dunkelinkubation (schraffierter Bereich). Die Pflanzen waren zu Beginn des
Experiments 30 Tage alt und im Langtag (70 pE) gewachsen.
Die Werte sind Mittelwerte aus n=8 Einzelmessungen +Standardabweichung.

Die Messungen von Starke in den Blattern der Col-0 und ME Pflanzen (Abb. 68)
erbrachten keine Anhaltspunkte fir veranderten Starkeaufbau oder -abbau in den
ME Pflanzen. So synthetisierten sowohl Col-0 als auch ME Pflanzen bis zum Eintritt
der Dunkelheit Starke bis zu einem vergleichbaren Niveau und bauten sie von dort
ausgehend mit gleicher Geschwindigkeit ab, bis etwa 32 h nach Beginn der
Dunkelheit nahezu alles verbraucht war. Auch beim Verlauf der Saccharosegehalte
wahrend dieses Experiments konnten keine eindeutigen Unterschiede zwischen den
ME Linien und dem Wildtyp festgestellt werden. Die Saccharosegehalte der
untersuchten Linien oszillierten im Licht, wobei aber kein genereller Trend
beobachtet werden konnte. Nach etwa 4 h im Dunkeln setzte ein genereller
Verbrauch von Saccharose ein, der 24 h spater beendet war, wenn der
Saccharosegehalt ein basales Niveau in allen Linien erreicht hatte.

Die Gehalte von Saccharose im Dunkeln wurden ebenso wie die von Glukose und
Fruktose auch in der GC/MS gemessen (Abb. 69), und es bestatigte sich der
photometrisch fir Saccharose ermittelte Verlauf (Abb. 68). Glukose und Fruktose
zeigten eine ahnliche Entwicklung, auch ihre Gehalte sanken im Dunkeln in ME und
Col-0 Pflanzen gleichermalien ab und verweilten dann auf einem basalen Wert (Abb.
69).

Die Gehalte von Malat, Fumarat, Citrat, Succinat und 2-Ketoglutarat sanken wahrend
der ersten Stunden in Dunkelheit sehr schnell ab und verweilten auf diesem
niedrigen Niveau wahrend der nachsten Tage, bevor sie in ME Pflanzen am Tag vier

und in Col-0 Pflanzen am Tag sechs der Dunkelbehandlung stark anstiegen.
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Abbildung 69: Ergebnisse der GC/MS-Analysen von Blattextrakten von Col-0 und ME Pflanzen aus
dem Dauerdunkel nach Langtag (70 WE). Der besseren Ubersichtlichkeit halber werden
nur die Ergebnisse von Col-0 (geflillte Kreise) und ME 4 (offene Kreise)
wiedergegeben. Ein * markiert ME 4-Werte, die signifikant (p < 0,05) von denen des
Wildtyps unterschiedlich sind.

Die Werte sind Mittelwerte aus n24 Einzelmessungen tStandardfehler.
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Dieser Verlauf wurde auch bei Shikimat und Glyzerat beobachtet, allerdings waren
die Anstiege im spateren Verlauf des Experiments nicht so ausgepragt wie bei den
Intermediaten des Citrat-Zyklus (Abb. 69).

Im Gegensatz dazu verringerten sich die Gehalte von Pyruvat in den ersten Stunden
Dunkelheit und blieben dann wahrend der gesamten Dauer des Experiments auf
niedrigem Niveau, wobei die ME Pflanzen immer héhere Gehalte als der Wildtyp
vorzuweisen hatten.

Auch die Gehalte von Aminosauren wurden wahrend der Inkubation im Dunkeln
verfolgt, und dabei zeigte sich, dass der Gehalt von Alanin in den ersten Stunden im
Dunkel in den ME und kurzzeitig auch in den Col-0 Pflanzen anstieg, um dann aber
nach zwei Tagen ohne Licht minimale Werte zu erreichen. Im Wildtyp wurde dann ein
leichter Anstieg von Alanin nach sechs Tagen im Dunkeln registriert, wahrend sich in
den ME Pflanzen bereits zwei Tage vorher ein starker Anstieg des Alaningehaltes
ereignete. In beiden Fallen fiel dieser Anstieg zeitlich mit dem Auftreten erster
Seneszenzsymptome zusammen.

Die Glutamat- und Asparagingehalte verliefen in ME und Col-0 Pflanzen ohne Licht
nahezu gleich. Der Glutamatgehalt stieg nach 24 h an, sank am nachsten Tag ab
und nahm danach wiederum weiter zu. ME Pflanzen erreichten maximale Werte am
Tag funf, und fir den Wildtyp wurden zwei Maxima erkannt, eines am Tag vier und
das andere am Tag sieben. Die Asparaginkonzentration war zu Beginn der
Dunkelphase nahe dem Detektionslimit, stieg aber nach 24 h stetig an und erreichte
maximale Werte zu denselben Zeitpunkten wie Glutamat. Glutamin zeigte im Verlauf
in ME und Col-0 Pflanzen das gleiche Profil mit zwei Maxima, jeweils nach 15 h und
nach vier Tagen im Dunkeln.

Ein konstanter Anstieg direkt nach Beginn der Dunkelinkubation wurde dagegen in
den Gehalten der Aminosauren Methionin, Valin, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan,
Leucin, Isoleucin und Serin beobachtet. In den ME Pflanzen stiegen sie dann an Tag
vier sehr stark an und erreichten dort ihre Maximalwerte, wahrend dieser Anstieg und
die maximalen Akkumulationen bei Col-0 Pflanzen auf Tag sechs verschoben waren.
Auch bei B-Hydroxybutyrat und [B-Alanin konnte dieses Profil der
Konzentrationsveranderung beobachtet werden.

GABA und Glycin (ebenso wie Harnstoff und Ribose) verweilten in den ersten Tagen

ohne Licht auf niedrigen Konzentrationen und steigerten sich dann in den ME
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Pflanzen am Tag vier sehr stark. Im Wildtyp trat dies auch auf, aber auch hier fand

der starke Anstieg erst am Tag sechs statt.

3.8.3 Rettung des Phanotyps durch exogene Zugabe von schnell

verwertbaren Substraten

Die in 3.8.2 beschriebene dunkel-induzierte Seneszenz konnte beschleunigt werden,
indem drei Wochen alte, auf MS-Agar-Platten gewachsene, Pflanzen auf Whatman-
Papier Uberfihrt wurden, das mit Wasser getrankt war, und im Dunkeln inkubiert
wurden. Bei diesem Aufbau stellten sich die Symptome der Seneszenz bei den ME
Pflanzen bereits nach zwei und bei den Col-0 Pflanzen nach vier Tagen ein. Dieses
System wurde genutzt, um zu testen, inwieweit die dunkel-induzierte Seneszenz

durch die externe Zugabe von Nahrstoffen verzogert werden konnte.

Col-0 ME 2 ME 4 ME 5

Wasser

Glukose
1%

Saccharose B
1%

Fumarat
2 mM

Glutamat
2 mM

Abbildung 70: Col-0 und ME Pflanzen, die nach drei Wochen Wachstum auf MS-Agar auf Whatman-
Papier, getrankt mit verschiedenen Ldsungen, transferiert und dann drei Tage im
Dunkeln inkubiert wurden.

Zu diesem Zweck wurde das Wasser, mit dem das Whatman-Papier getrankt wurde,

durch verschiedene Nahrstofflésungen definierter Konzentrationen ersetzt und die

146



Ergebnisse

Pflanzen im Dunkeln inkubiert. Wie in Abbildung 70 zu sehen ist, verhinderte die
externe Zugabe von Glukose, Saccharose und L-Malat die vorzeitige dunkel-
induzierte Seneszenz bei den ME Pflanzen nach drei Tagen im Dunkeln, wahrend sie
durch Fumarat und Glutamatwenigstens deutlich abgeschwacht wurde. Keine
Komplementation oder Abschwachung des Phanotyps konnte durch die externe
Gabe von L-Leucin oder L-Valin erreicht werden (nicht gezeigt).

Besonders interessant erschien in diesem Zusammenhang, die metabolischen
Anderungen zu erfassen, die mit der verhinderten Seneszenz der ME Pflanzen durch
Zugabe von Glukose vermutlich einhergingen. Also wurden von den Pflanzen, die
wahrend der Dunkelinkubation mit Glukose und Wasser versorgt worden waren,
Proben fur die Messung in der GC/MS genommen.

Aussagekraftige Ergebnisse dieser Messungen sind in Abbildung 71 eingeflossen.
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Abbildung 71: GC/MS Ergebnisse der Proben von Col-0 und ME Pflanzen, die, versorgt mit Wasser
oder 1% Glukose, drei Tage im Dunkeln inkubiert waren (Fahnenstich et al. 2007).
Die Werte sind Mittelwerte aus n=8 Einzelmessungen tStandardfehler. Ein * markiert
ME-Werte, die signifikant (p < 0,05) von denen des Wildtyps unterschiedlich sind.

Bei den nur mit Wasser versorgten Pflanzen konnten signifikant niedrigere Gehalte
von Malat, Fumarat, 2-Ketoglutarat und Asparagin verglichen mit dem Wildtyp Col-0

beobachtet werden. Alanin, Valin, Serin, Isoleucin, Tryptophan und Tyrosin
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akkumulierten signifikant starker in den Blattern der ME als in denen der Col-0
Pflanzen, und auch Phenylalanin zeigte diese Tendenz, wohingegen die Gehalte von
Saccharose, Glukose-6-Phosphat, Fruktose-6-Phosphat und auch von Glukose und
Fruktose (hier nicht gezeigt) sich in allen Linien auf ahnlichem Niveau befanden.
Auch bei anderen gemessenen Metaboliten wie GABA und Glutamat konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen den untersuchten Linien festgestellt werden.
Wenn die Pflanzen supplementiert mit Glukose drei Tage im Dunkeln verbrachten
(Abb. 71), erhdhten sich beim Wildtyp die Gehalte von Malat und Fumarat 1,2- bzw.
2,7-fach gegenuber den Pflanzen ohne Glukose. In den ME Pflanzen mit Glukose
dagegen zeigten diese Substanzen einen funf- bzw. sechsfach héheren Gehalt als
mit Wasser. Es erscheint wichtig zu bemerken, dass diese Gehalte von Malat und
Fumarat in den ME Pflanzen mit Glukose vergleichbar oder sogar hoher als die des
Wildtyps mit Wasser sind, der nach den drei Tagen im Dunkeln noch keinerlei
Seneszenzsymptome erkennen liel3.

Im Vergleich der Messergebnisse beider Konditionen wird weiterhin deutlich, dass
der Wildtyp mit Glukose einen deutlich niedrigeren Gehalt von 2-Ketoglutarat als mit
Wasser hat, wohingegen die ME Pflanzen keine Veranderung zeigen. Die
Asparagingehalte andererseits sind im Wildtyp in beiden Konditionen gleich, aber in
den ME Pflanzen mit Glukose hdher.

Ein weiterer wichtiger Punkt in dieser Vergleichsstudie ist, dass Valin, Tryptophan
und Phenylalanin in dem Ansatz mit Glukose bei allen Linien vergleichbare Werte
annahmen und die Konzentrationen von Leucin und Tyrosin in ME Pflanzen sogar
niedriger als die des Wildtyps waren. Alanin und Serin dagegen wurden unter diesen
Bedingungen zu hohen Konzentrationen zumindest in zwei ME Linien angehauft und
dabei vermutlich aus Pyruvat synthetisiert, dem Produkt der ME-Reaktion. Wie
erwartet werden konnte, wurden Saccharose und die freien und phosphorylierten
Formen der Zucker in den mit Glukose versorgten Pflanzen in sehr hohen
Konzentrationen gegenuber denen in Pflanzen ohne Glukose gefunden, wobei in den
ME Pflanzen fur die freien Zucker niedrigere Werte als bei den Col-0 Pflanzen
ermittelt wurden (Abb. 71).
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3.9 Die Salzresistenz der TSS-TSR Pflanzen

Die TSS-TSR Pflanzen wurden im Rahmen der Etablierung des GTT-Weges (s.
1.2.6) erstellt, um sie spater mit dem GO-Konstrukt zu transformieren. In den TSS-
TSR Pflanzen sollten die TSS und damit auch die TSR zwar mit ihrer Aktivitat in
Chloroplasten der transgenen A. thaliana Pflanzen lokalisiert (vgl. Abb. 8) aber nicht
mit Substrat versorgt sein. Das von der TSS bendtigte Substrat Glyoxylat sollte
ausschlieBlich in den Peroxisomen von der Glykolat-Oxidase hergestellt und auch
dort direkt weiter metabolisiert werden, so dass im Chloroplasten kein Glyoxylat
anfallen sollte (Tolbert 1997).

3.9.1 Der Phanotyp der TSS-TSR Pflanzen

TSS-TSR Pflanzen wurden ebenso wie die GO-TSS Pflanzen erstellt, um den ersten
vorgeschlagenen Ansatz zur Verminderung der Photorespiration (GTT-Weg, 1.2.6)
zu verfolgen. Dazu wurden TSR 5 Pflanzen mit TSS 2 (-»TSS-TSR 16) und mit TSS
13 (—»TSS-TSR 18) Pflanzen gekreuzt (2.6.2). Die resultierenden homozygoten
Pflanzen wurden im Rahmen der Durchsicht auf moglicherweise interessante

Phanotypen im Gewachshaus angezogen.

Abbildung 72: Col-0, TSS, TSR und TSS-TSR Pflanzen aus dem Langtag (Gewachshaus) in einem
Alter von 30 Tagen im Vergleich.
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Dabei fiel zunachst nur auf, dass die TSS-TSR Pflanzen ein wenig kleiner als der
Wildtyp wuchsen, dafur aber einen kompakteren Habitus mit kirzeren Petiolen
ausbildeten (Abb. 72). Zudem waren sie immer von etwas dunklerer Blattfarbe und
im Vergleich zu den Col-0, TSS und TSR Pflanzen sehr leicht stressinduziert, was
aus der Akkumulation von Anthocyanen geschlossen wurde. Dieses Verhalten trat
bereits bei geringen Anderungen der &uBeren Gegebenheiten, v. a. der
Lichtverhaltnisse auf, so dass es im Gewachshaus recht haufig der Fall war.

Um diese Eigenschaft unter reproduzierbaren Bedingungen zu beobachten, wurden
Pflanzen zuerst in einer Klimakammer angezogen und dann in 600 yE Hochlicht

transferiert.

Abbildung 73: Col-0, TSR, TSS und TSS-TSR Pflanzen, die ab einem Alter von 4 Wochen fir 14
Tage unter Hochlichtbedingungen (600 uE, Langtag) wuchsen.

Bei diesem Experiment bestatigte sich der Eindruck aus dem Gewachshaus, nach
dem die TSS-TSR Pflanzen schneller grolkere Mengen an Anthocyanen
akkumulieren. So verdeutlicht die Abbildung 73, dass die TSS-TSR Pflanzen eher
eine lila Blattfarbe im Gegensatz zu den grunlichen Rottonen der Col-0, TSS und

TSR Pflanzen entwickelten.

3.9.2 Die Salztoleranz der TSS-TSR Pflanzen

Im Rahmen der normalen Charakterisierung wurden auch wassrige Extrakte von
TSS-TSR Pflanzen prapariert und bis zur Analyse auf -20°C gelagert. Dabei fiel auf,
dass die Extrakte der TSS-TSR Pflanzen deutlich schneller auftauten bzw. spater
einfroren als die Extrakte anderer Pflanzen. Dies war ein Indiz dafur, dass die TSS-
TSR Pflanzen eventuell Substanzen akkumulierten, die Kalte- oder
Salzstressresistenz vermittelten.

Die TSS-TSR und die zugehdrigen Kontrollpflanzen (Abb. 74) wurden daraufhin in

einem Alter von 33 Tagen im Gewachshaus mit einer 150 mM, bzw. einer 300 mM
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NaCl-Lésung gegossen, nachdem das Substrat zuvor nahezu ausgetrocknet war.

Sieben Tage nach dem Beginn der Wasserung mit 150 mM NaCl war bei allen

0 mM NaCl 7d 150 mM 7d 300 mM

Abbildung 74:40 Tage alte, im Langtag (Gewachshaus) gewachsene, Col-0, TSS, TSR und TSS-
TSR Pflanzen, die ab sieben Tagen vor diesen Aufnahmen mit Salzldsungen
verschiedener Konzentration gegossen wurden, im Vergleich.
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untersuchten Linien die fur Salzstress typische Arretierung des Wachstums zu sehen
(Munns 2002; Xiong und Zhu 2002), aber darliber hinausgehend war kein
Unterschied zwischen den Linien festzustellen. Im Gegensatz dazu waren an den
Col-0 und TSR Pflanzen nach sieben Tagen mit 300 mM NaCl deutliche
Schadigungen aufgetreten, und auch die Pflanzen der Linie TSS 2 zeigten
beginnende Lasionen unter diesen Stresskonditionen. Die TSS-TSR Pflanzen
dagegen schienen auller einem langsameren Wuchs (s. 0.) keine nachteiligen
Effekte des Salzstresses auszupragen.

Nach dem Salzresistenztest mit adulten Pflanzen sollte auch noch die
Keimungsfahigkeit der TSS-TSR Pflanzen bei hohen Salzkonzentrationen im
Substrat ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden Col-0, TSS, TSR und TSS-TSR
Samen auf MS-Agar-Platten, die mit 100 bzw. 150 mM NaCl supplementiert waren,

ausgesat und deren Keimungseffizienz wahrend der ersten Tage nach der Aussaat

bestimmt.
? £ L. _—
o - ST N L PP
] { . o J - & %"u
8 o 5 P ,
e | Tss- 4 _J | TSs- .
Col-0 TSR16 '« TSR 18

Abbildung 75:Drei Tage alte Col-0 und TSS-TSR Pflanzen bei der Keimung auf MS-Agar zu dem
100 mM NaCl hinzugefugt wurden.
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Abbildung 76: Anteil der gekeimten Col-0, TSR, TSS und TSS-TSR Samen an der ausgesaten
Gesamtmenge drei bis sieben Tage nach der Aussaat auf MS-Agar-Platten mit 100
oder 150 mM NacCl.
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Die Ergebnisse dieses Experiments bestatigten eine hdohere Salztoleranz der TSS-
TSR Pflanzen. So waren drei Tage nach der Aussaat sowohl bei 100 mM als auch
bei 150 mM NaCl mehr TSS-TSR Samen als Col-0 Samen gekeimt (Abb. 75 & 76).
Die Samen des Wildtyps keimten etwas spater, aber auch dieser erreichte ab Tag
funf in beiden Konditionen die Keimungseffizienz der TSS-TSR Pflanzen, und auch
der Anteil der (Tab. 11) war bei beiden NaCl-

Konzentrationen zwischen Wildtyp und TSS-TSR Pflanzen vergleichbar. Im

nicht gekeimten Samen

Gegensatz dazu waren die TSS und TSR Samen scheinbar empfindlicher fur die
hohen Salzkonzentrationen, da sie langsamer keimten (Abb. 76, Ausnahme: TSS 13
bei 100 mM NaCl) und am Ende des Beobachtungszeitraums, sieben Tage nach der
Aussaat, die hochsten Anteile an nicht gekeimten Samen vorzuweisen hatten (Tab.
11).

Tabelle 11:  Anteil (in %) der nicht gekeimten Col-0, TSR, TSS und TSS-TSR Samen an der
Gesamtmenge nach der Aussaat auf MS-Agar-Platten mit 100 oder 150 mM NaCl.
Col-0 TSR 5 TSS 2 TSS 13 | TSS-TSR | TSS-TSR
16 18
100 mM NaCl 5,98 17,46 18,84 4,62 0 5,17
150 mM NaCl 1,84 17,65 21,54 26,32 3,12 4
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3.9.3 Die Kaltetoleranz der TSS-TSR Pflanzen

Da die Motivation fir diese Studien aus der Beobachtung des unterschiedlichen
Einfrierens der wassrigen Extrakte der TSS-TSR Pflanzen herrthrte, sollte auch noch

die Reaktion der TSS-TSR Pflanzen auf Kaltestress untersucht werden.

Col-0 TSS 2 TSRS TSS-TSR TSS-TSR
16 18

Abbildung 77: Col-0, TSS, TSR und TSS-TSR Pflanzen, die seit 18 Tagen, ab einem Alter von 24
Tagen, in der Kiihlkammer inkubiert wurden im Vergleich.
Vor dem Transfer waren die Pflanzen fur vier Wochen im Gewachshaus angezogen
worden.

Dazu wurden vier Wochen alte Col-0, TSS, TSR und TSS-TSR Pflanzen aus dem
Gewachshaus in eine Kihlkammer mit aufgehangter Lichtbank transferiert und bei
4°C und 50 pE inkubiert. Nach 18 Tagen ergab sich dann das Bild in Abbildung 77:
Die Pflanzen der Linien Col-0, TSS 2 und TSR 5 zeigten Lasionen an einigen
Blattern und hatten allesamt bereits begonnen zu bluhen, was allgemein als
Stressantwort gilt. Dagegen waren noch alle Blatter der TSS-TSR Pflanzen griin, und

die Blute hatte noch nicht eingesetzt.
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4. Diskussion

Als Zielsetzungen der vorliegenden Arbeit wurden unter Punkt 1.4 die Etablierung
der Stoffwechselwege GMM und GTT in A. thaliana-Pflanzen, die kurze
Charakterisierung von intermediar entstandenen transgenen Linien, sowie schlief3lich
die Generierung von Pflanzenlinien mit gegenuber dem Wildtyp reduzierten
photorespiratorischen Verlusten formuliert.

Die GMM und GTT-Stoffwechselwege wurden funktional in die Zielpflanzen integriert
und diese dann charakterisiert (3.5 & 3.6). Auf dem experimentellen Weg dorthin
wurden viele Pflanzenlinien mit teilweise sehr interessanten Phanotypen und grolem
Nutzen auch flir das Gesamtprojekt erstellt. So legte die erfolgreiche
Charakterisierung des Lichtmengen-abhangigen Phanotyps der ME Pflanzen (3.8;
Fahnenstich et al. 2007) zusammen mit neueren Erkenntnissen (Gerrard-Wheeler et
al. 2005) nahe, dass das NADP-Malat-Enzym aus dem GMM-Ansatz entfernt werden
kann. Zusatzlich deutete die detaillierte Untersuchung des GO-Phanotyps in GO,
GO-MS und GO-TSS Pflanzen (3.3 & 3.4) schon frih auf die Notwendigkeit einer
zusatzlichen Katalase hin. Zusammengenommen flhrten diese Studien und
nachfolgende Uberlegungen zu dem GMK-Ansatz, der schlieRlich Pflanzen
hervorbrachte, die grof3er als der Wildtyp wuchsen und scheinbar weniger stark von
photorespiratorischen Verlusten betroffen waren (3.7).

Als Nebenprodukt wurden dariber hinaus auch noch die TSS-TSR Pflanzen
generiert, die eine hohere Salztoleranz als der Wildtyp zeigten (3.9) und wie andere
Teilbereiche dieser Arbeit noch viele Ansatzmoglichkeiten flr weitere
Untersuchungen bieten.

Fur alle in Abschnitt 3 beschriebenen Pflanzenlinien konnten die jeweiligen
Transgeninsertionen auf genomischer Ebene (3.1) und die Aktivitaten der transgen
eingefuhrten Enzyme bestatigt werden (3.2). Fur die GO, MS und ME konnte zudem
Uber Aktivitatsmessungen in Plastidenisolationen (3.2.1 & 3.2.2) bzw.
Immunolokalisation (Abb. 52) die korrekte subzellulare Lokalisation nachgewiesen
werden.

In der folgenden Diskussion sollen nun die in Abschnitt 3 dargestellten Ergebnisse an
sich und vor dem theoretischen Hintergrund diskutiert werden. Aul3erdem soll

versucht werden, diese Ergebnisse im Hinblick auf ihre Bedeutung fiur das
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Gesamtprojekt einzuordnen und Strategien fur zukdnftige Untersuchungen zu

entwickeln.

4.1 Der GO-Phanotyp — Bedrohung des Gesamtprojekts

Die Glykolat-Oxidase (GO) aus A. thaliana wurde gewahlt, da die aus drei
Untereinheiten  bestehende  Glykolat-Dehydrogenase aus E. coli drei
Transformationen notig gemacht hatte und zu Beginn des Projekts noch keine der
spater entdeckten Einzelgen-Glykolat-Dehydrogenasen bekannt war (Bari et al.
2004; Eisenhut et al. 2006). Neben diesen praktischen Uberlegungen wurde auch
davon ausgegangen, dass die H,O»-Entgiftungskapazitat der Chloroplasten (4.1.3)
ausreichen wurde, um auch das zusatzliche H;O, aus der GO-Reaktion zu
verarbeiten. Da die GO ferner das Startenzym fur beide vorgeschlagenen
Stoffwechselwege zur Reduktion photorespiratorischer Verluste war, war es wichtig
fur die erfolgreiche Etablierung dieser Stoffwechselwege, die Auswirkungen der GO-
Expression auf A. thaliana Pflanzen zu charakterisieren und zu verstehen. Sollten an
diesem Punkt namlich bereits Probleme auftauchen, waren damit beide Ansatze

gefahrdet.

4.1.1 Der Phanotyp

In der Tat war die Expression der GO mit einem starken Phanotyp verbunden. Im
Vergleich mit dem Wildtyp wuchsen die GO Pflanzen langsamer (Abb. 11), bluhten
spater (Tab. 4) und zeigten eine gelbliche Blattfarbe (Abb. 10 & 17), die auf oxidative
Schaden schlielen lie® (Vandenabeele et al. 2004), wie sie schon haufiger bei
Pflanzen mit Problemen im photorespiratorischen Stoffwechselweg beobachtet
wurden (lgarashi et al. 2003; Voll et al. 2006; Queval et al. 2007). Die Starke des
beobachteten Phanotyps (Abb. 10) lie® sich mit der gemessenen GO-Aktivitat (Abb.
5) korrelieren, da die Linien GO 14 und 19 mit den hochsten Aktivitaten die kleinsten
Pflanzen ausbildeten und umgekehrt die Pflanzen der Linien GO 5 und 16 mit
moderaten Aktivitaten die gréfdten der GO Pflanzen waren. Durch das Verschwinden
des GO-Phanotyps bei Anzucht unter erhohter CO,-Konzentration (4000 ppm, Abb.
11), die dazu fuhrt, dass Photorespiration kaum stattfindet (1.2.1) und somit die GO
kein Substrat erhalt, konnte eine eindeutige Verbindung zwischen der GO-Aktivitat

und dem Auftreten des Phanotyps hergestellt werden (3.3.1).
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Die weitere Charakterisierung der GO Pflanzen ergab, dass sie, verglichen mit dem
Wildtyp, wesentlich niedrigere maximale photosynthetische Elektronentransportraten
(Abb. 13), geringere Starkeakkumulationen (Abb. 29 & 45), aber hohere Glyoxylat-
und H,O»-Gehalte (Abb. 12) aufwiesen. Ferner konnte unter Starklichtbedingungen,
unter denen der absolute Fluss durch die Photorespiration stark erhoht ist (Veljovic-
Jovanovic et al. 2001), eine weitere Ausbleichung der GO Pflanzen, eine deutlich
verzogerte Produktion von Anthocyanen (Abb. 19 & 22) und eine stark erhohte
Photoinhibition des Photosystems Il (Abb. 27) beobachtet werden.

Da eine klare Verbindung zwischen der GO-Aktivitdt und dem Auftreten des GO-
Phanotyps etabliert werden konnte, provoziert dies die Frage, welches der beiden
Produkte der GO-Reaktion, H,O, oder Glyoxylat, fur das Entstehen des Phanotyps
verantwortlich ist. Eine Rolle des durch die GO-Aktivitat im Chloroplasten
erniedrigten Glykolat-Gehaltes kann in diesem Zusammenhang ausgeschlossen
werden, da unter nicht-photorespiratorischen Bedingungen ohne Glykolat-Produktion
kein GO-ahnlicher Phanotyp beim Wildtyp beobachtet wurde. Zudem kann die GO
auch nur einen Teil des produzierten Glykolats verwenden, da sie mit dem putativen
Glykolat/Glyzerat-Transporter der inneren Plastidenmembran in Konkurrenz steht
(Howitz und McCarty 1985, A. Brautigam und A.P.M. Weber pers. Kommunikation)
und auf diese Weise, wie auch an den Glycin-Gehalten unter Starklicht zu sehen ist
(Tab. 7), immer noch ein signifikanter Anteil des Glykolats in den normalen

photorespiratorischen Stoffwechselweg eintritt.

4.1.2 Die Rolle des Glyoxylats

Obwohl bisher noch keine Glyoxylat produzierende Enzymaktivitdt in den
Chloroplasten hoherer Pflanzen eindeutig nachgewiesen werden konnte, kann
dennoch nicht vollstandig ausgeschlossen werden, dass Glyoxylat in den
Chloroplasten vorkommt. So wurde an isolierten Thylakoiden eine ETR-abhangige
Glyoxylat-Produktion nachgewiesen (Goyal und Tolbert 1996) und auch Uber
plastidare Glyoxylat-Reduktase-Aktivitaten wurde mehrfach berichtet (Mulligan et al.
1983; Givan und Kleczkowski 1992), wobei aber bisher keine Gene fir diese
Aktivitaten identifiziert werden konnten.

Trotz dieser Unsicherheiten wurden zur Aufklarung der Wirkung von Glyoxylat auf
Chloroplasten schon viele Studien durchgeflhrt, vor allem zur Erforschung der

Letalitat von photorespiratorischen Mutanten. Es wurde dabei mehrfach festgestellt,
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dass Glyoxylat die RubisCO-Aktivierung in vitro und in vivo inhibiert (Oliver und
Zelitch 1977; Mulligan et al. 1983; Chastain und Ogren 1985; Cook et al. 1985;
Chastain und Ogren 1989; Campbell und Ogren 1990; Hausler et al. 1996). Der
Mechanismus dieser Inhibition ist noch nicht vollstandig verstanden, wobei ein Effekt
auf die RubisCO-Aktivase ausgeschlossen werden konnte (Chastain und Ogren
1989).

Sollte im Chloroplasten tatsachlich Glyoxylat produziert werden (wie in den GO-
exprimierenden Pflanzen, s. Abb. 12, 23, 24 & 51), kann es auf Grund des fehlenden
Glyoxylat-Zyklus und nicht vorhandener Transaminasen nur auf drei Wegen
weiterreagieren (Igamberdiev 1989). Die Glykolat-Oxidase der GO Pflanzen kénnte
Glyoxylat weiter zu Oxalat oxidieren (Igamberdiev et al. 2001), welches in der GC-
MS-Analyse aber nicht beobachtet wurde (nicht gezeigt). Ferner kdonnte Glyoxylat
angesichts der erhohten Produktion von H>O; in GO Pflanzen nicht-enzymatisch
durch H20, zu Formiat und CO; oxidiert werden (Grodzinski 1979). Formiat inhibiert
reversibel das Photosystem |l (Feyziev et al. 2000) und kann vermutlich durch eine
Formiat-Dehydrogenase (Olson et al. 2000) oder Uber die Kondensation mit Glycin
zu Serin entgiftet werden (Shingles et al. 1984). Als letzte Mdglichkeit kann Glyoxylat
von der oben erwahnten Glyoxylat-Reduktase zu Glykolat umgesetzt werden, was
zusammen mit der GO einen verschwenderischen Zyklus konstituieren wirde, in
dem H,0, produziert und Reduktionskraft verbraucht wirde.

Alternativ zu Reaktionen im Chloroplasten kann Glyoxylat scheinbar auch in das
Cytosol transportiert werden (Howitz und McCarty 1985) und dort weiterreagieren
oder eventuell in den Mitochondrien von der Glykolat-Dehydrogenase zu Glykolat
reduziert werden (Bari et al. 2004; Niessen et al. 2007).

4.1.3 Die Rolle des H,0,

H,O, entsteht in den Chloroplasten normalerweise wahrend der Mehler-Peroxidase-
Reaktion, die Teil des so genannten Wasser-Wasser-Zyklus ist (Asada 1999 und
2000). Ursprung dieser Reaktionsfolge ist, dass die Elektronenakzeptoren der
photosynthetischen Elektronentransportkette reduziert sind und keine angeregten
Elektronen von den Photosystemen abnehmen, die in der Folge auf molekularen
Sauerstoff Ubertragen werden (Foyer und Noctor 2000; Murata et al. 2007). Dies
kann z. B. unter Starklicht (Vanderauwera et al. 2005) oder bei geschlossenen

Stomata und somit geringer Verflugbarkeit von CO,, die mit reduzierter Calvin-Zyklus-
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Aktivitat einhergeht, vorkommen (Hoffmann et al. 2005). Das dabei entstandene
Superoxidanionenradikal *O; sollte schnell Uber die Superoxid-Dismutase (SOD,
Heldt 2003) mit Protonen zu H,O, und O, umgesetzt werden, da es sonst Metalle z.
B. aus prosthetischen Gruppen von Enzymen reduzieren kann, die dann ihrerseits
das H,O;, zu OH" und dem Hydroxylradikal *OH" umwandeln. Das Hydroxylradikal, far
das kein entgiftendes Enzym existiert, kann massive oxidative Schaden an
Proteinen, Lipiden und Nukleinsauren hervorrufen (Berlett und Stadtman 1997,
Noctor et al. 2000; Kimura et al. 2001) und damit die Struktur des Chloroplasten
bedrohen.

Zusammengefasst werden diese Radikale und H;O, 2zu den reaktiven
Sauerstoffspezies (ROS, Apel und Hirt 2004). Favorisierte Ziele fur die oxidative
Wirkung von ROS im Chloroplasten sind die Proteine in den Reaktionszentren der
Photosysteme, was zu Photoinhibition fihrt, wobei neuere Studien darauf hindeuten,
dass sie eher die Reparatur dieser Proteine behindern (Nishiyama et al. 2006;
Murata et al. 2007) statt sie direkt zu schadigen, wie friher angenommen (Krause
1991; Asada 2000). H,O2 kann zudem durch Thioredoxin aktivierte Enzyme z. B. des
Calvin-Zyklus wieder desaktivieren, indem es die Disulfidbricken oxidiert (Kaiser
1976; Kaiser 1979).

Es ist also fur die Pflanzen besonders wichtig, diese ROS zu beseitigen. In den
Chloroplasten kann <O, von Carotinoiden oder Tocopherolen eingefangen werden
(Mittler 2002) oder von der erwahnten SOD zu H,O, umgesetzt werden. Das H;O»
wiederum wird durch eine Ascorbat-spezifische Peroxidase (APX; Nakano und
Asada, 1981) zu zwei H,O umgesetzt. Das dabei oxidierte Ascorbat wird entweder
Uber Ferredoxin mit Elektronen aus dem PS | oder Uber Glutathion wieder reduziert
(Heldt, 2003, Mullineaux und Rausch 2005). AuRerdem gibt es im Chloroplasten
Peroxiredoxine, die ebenfalls in der Lage sind, H,O, und andere Peroxide zu
entfernen (Dietz 2003). Da Membranen allerdings kein Hindernis fur H,O, darstellen
(Willekens et al. 1997), findet der Abbau von H20, auch durch die Katalase in den
Peroxisomen, die APX in Mitochondrien (Jimenez et al. 1997) und die APX im
Cytosol, die kirzlich als zentrale Komponente der ROS-Abwehr identifiziert wurde
(Davletova et al. 2005), statt.

Neben den Gefahren, die vom H;0, ausgehen, hat dieses Molekll aber auch seine
Aufgabe in der Pflanze, indem es als SignallUbertrager (Desikan et al. 1998; Mittler
und Berkowitz 2001; Laloi et al. 2004; Bright et al. 2006; Halliwell 2006; Laloi et al.
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2007) und bei der Steuerung von Genexpression (Desikan et al. 2000; Desikan et al.
2001; Queval et al. 2007) eine wichtige Rolle spielt. Durch seine Interaktion mit
Redoxpaaren (z. B. Glutathion/oxidiertes Glutathion), die durch die Reaktionen von
Peroxidasen vermittelt werden, steht es zudem mit dem Redox-System der Zelle in
Wechselwirkung, das (v. a. uber Thioredoxin, s. 0.) die fundamentalen energetischen
Prozesse wie Photosynthese, Calvin-Zyklus-Enzyme, mitochondriellen Enzyme und
die Atmungskette und auch Genexpression als Antwort auf verschiedenste Reize
steuert (Karpinski et al. 1997; Aluru und Rodermel 2004; Noctor et al. 2004; Baier
und Dietz 2005; Buchanan und Balmer 2005; Fey et al. 2005; Geigenberger et al.
2005; Mullineaux und Rausch 2005; Dietz et al. 2006; Noctor 2006; Heiber et al.
2007).

Unter normalen Bedingungen wird angenommen, dass etwa 70% des in der
photosynthetisierenden Zelle einer Cs-Pflanze produzierten H,O; in den Peroxisomen
im Zuge der Photorespiration anfallt (Noctor et al. 2002). In den GO Pflanzen wird
durch die Aktivitdt der GO nun ein Teil dieser 70% in den Chloroplasten verlagert,
was zu einer leicht erhohten Akkumulation von H,O, fuhrte (Abb. 12 & 25), die
jedoch nicht in allen Fallen beobachtet werden konnte (Abb. 51). Dies kann damit
zusammenhangen, dass die Messung durch die niedrige Konzentration und hohe
Reaktivitat des H,O, recht fehleranfallig war. Andererseits stellt sich angesichts der
Membranpermeabilitat (Willekens et al. 1997), der vielfaltigen
Reaktionsmaoglichkeiten und der Signalwirkung von H;O, auch die Frage, ob
Uberhaupt die gemessenen absoluten Gehalte oder nicht eher die Rate der
Produktion von H;O, fir die Auswirkungen entscheidend sind. Diese konnte

allerdings im Rahmen der vorliegenden Arbeit experimentell nicht bestimmt werden.

4.1.4 Ist H,0, oder Glyoxylat verantwortlich fiir den GO-Phanotyp?

In Anbetracht dieser Ausfuhrungen koénnte im Chloroplasten der GO Pflanzen
akkumulierendes Glyoxylat also durchaus seinen Anteil an der Auspragung des GO-
Phanotyps haben, indem es die RubisCO-Aktivierung oder uber Formiat das
Photosystem Il inhibiert (4.1.2). Diese Effekte sind moglicherweise eine Ursache flr
den geringeren Wuchs und die niedrigeren Elektronentransportraten der GO
Pflanzen verglichen mit dem Wildtyp. Der postulierte verschwenderische Zyklus Uber
die GO und die Glyoxylat-Reduktase (4.1.2) wirde dagegen Reduktionskraft
verbrauchen, was als eine zentrale Aufgabe der Photorespiration gesehen wird
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(Noctor et al. 2002) und daher, abgesehen von der Produktion von H,0», nicht mit
negativen Effekten einhergehen sollte.

Wenn zusétzlich die mehrfach transgenen Pflanzen in diese Uberlegungen
einbezogen werden, erscheint eine dominierende Rolle des Glyoxylats aber eher
unwahrscheinlich. So zeigten die GO-MS und die GO-TSS Pflanzen trotz Wildtyp-
ahnlicher Gehalte von Glyoxylat unter normalen Konditionen (Abb. 23 & 24) einen
deutlichen GO-Phanotyp (Abb. 14, 15 & 21). Allerdings wuchsen die GO-MS
Pflanzen (Abb. 18 & 43) tendenziell und die GMM und GTT Pflanzen deutlich besser
als die GO Pflanzen (Abb. 30, 31, 34, 35, 36), aber nur einige der GMM-Linien
wuchsen im Gewachshaus genauso gut oder besser als der Wildtyp (Abb. 34, 35 &
36). Daraus kann geschlossen werden, dass das Glyoxylat, welches in diesen
Pflanzen nicht mehr akkumuliert, teilweise fur den GO-Phanotyp verantwortlich ist.
Alle Ergebnisse betrachtend, muss aber die weitaus groRere Verantwortung fir den
GO-Phanotyp bei H,O; liegen. Daflir sprechen eben besonders die GO-MS und GO-
TSS Pflanzen, die einen deutlichen GO-Phanotyp zeigten und im Falle der GO-MS
Pflanzen auch hohere H,O,-Gehalte vorzuweisen hatten (Abb. 25). Zusatzlich ist
eine groBe Ahnlichkeit zwischen dem GO-Phanotyp und den Phanotypen von
Pflanzen, deren Kapazitat zur Entgiftung von ROS experimentell herabgesetzt wurde
(Veljovic-Jovanovic et al. 2001; Rizhsky et al. 2002; Pnueli et al. 2003; Rizhsky et al.
2003), festzustellen. Diese Pflanzen zeigten in unterschiedlicher Starke retardiertes
Wachstum (vgl. Abb. 11), eine verzogerte Entwicklung (vgl. Tab. 4 & 5), geringere
photosynthetische Leistungsfahigkeit (vgl. Abb. 13, 28, 32 & 38) und meist
gelblichere Blatter als der jeweilige Wildtyp (vgl. Abb. 10, 15 & 18). Weiterhin kann
die niedrige Akkumulation von Photosynthaten (Tab. 7) und Starke (Abb. 29, 40, 45
& 50) in GO-exprimierenden Pflanzen durch eine fortwahrende Inaktivierung der
normalerweise im Licht aktivierten Enzyme u. a. des Calvin-Zyklus (Schiarmann und
Jacquot 2000; Buchanan et al. 2002; Buchanan und Balmer 2005) und der AGPase
der Starkesynthese (Hendriks et al. 2003; Geigenberger et al. 2005) durch H>O,
erklart werden (4.1.3). Die relativ zum Wildtyp hoheren Gehalte der Ascorbat-
Vorstufe Galaktonat-y-lakton in GO-exprimierenden Pflanzen sowohl unter Hoch- als
auch Niedriglicht aber nicht unter erhdhter CO,-Konzentration (Tab. 7 & 8) legen
ebenfalls eine erhohte photorespirationsabhangige ROS-Wirkung auf den
Metabolismus nahe (Wheeler et al. 1998; Smirnoff 2000).
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Eine Inkubation GO-exprimierender Pflanzen unter Starklicht liel} schliellich
eindeutig ROS-spezifische Effekte sichtbar werden. Das Ausbleichen der Blatter von
GO-exprimierenden Pflanzen und das Auftreten von oxidativen Schaden mit
zunehmender Dauer der Hochlichtbehandlung (Abb. 19, 20 & 21) kdnnen der
erhdhten Produktion von ROS zugeschrieben werden (Landry et al. 1995; Bouche et
al. 2003), ebenso wie die Inhibition der Anthocyan-Akkumulation unter diesen
Stressbedingungen (Abb. 22) ein durch H,0, ausgeloster Effekt ist (Vanderauwera et
al. 2005; Miller et al. 2007). Konsequenterweise konnten in den GO-exprimierenden
Pflanzen auch ein héheres Mal} an Photoinhibition des PS Il (Abb. 27, 33 & 39) und
niedrigere photosynthetische Elektronentransportraten bei hohen Lichtintensitaten
(Abb. 13, 28, 32 & 38) als im Wildtyp festgestellt werden, da die gesteigerte
Produktion von ROS im Hochlicht die Schadigung des PS |l vorantreibt (3.1.4).
Ebenfalls verringert ist die Fahigkeit der GO-exprimierenden Pflanzen, die
gesteigerte Lichtmenge in Photosynthate wie Zucker und organische Sauren (Malat
& Fumarat) umzusetzen, wodurch auf eine weiterhin inhibierte Calvin-Zyklus-Aktivitat
geschlossen werden kann (Tab. 7).

Zusammenfassen lassen sich diese Ergebnisse und Uberlegungen so, dass das
H>O, zwar hauptverantwortlich fir das Auftreten des GO-Phanotyps ist, aber eine

wenn auch untergeordnete Rolle des Glyoxylats wahrscheinlich ist.

4.1.5 GO Pflanzen als Modell fiir oxidativen Stress?

Die Erforschung der Wirkung von ROS und der von ihnen ausgelbsten
Signalkaskaden konzentriert sich momentan hauptsachlich auf die Analyse von
Pflanzen, die in Paraquat (Ubertragt Elektronen von PS | auf O,), DCMU (blockiert
den Elektronentransport) oder direkt in H,O, inkubiert wurden oder deren Gehalt an
antioxidativen Enzymen modifiziert wurde. Bei den Ansatzen mit Paraquat, DCMU
und H,O, ist das Problem, dass die Starke des oxidativen Stresses kaum reguliert
werden kann, die Blatter erst infiltriert werden mussen und dass sofort verschiedene
ROS gebildet werden, so dass zwar der ROS-Stress im Allgemeinen beobachtet
werden kann, aber im Detail kaum Aussagen zu der Rolle einer einzelnen reaktiven
Sauerstoffspezies moglich sind. Der Nachteil der modifizierten Enzymaktivitaten ist
dagegen, dass von vornherein mit einem artifiziellen System gearbeitet wird, in dem
nicht eindeutig ist, inwieweit beobachtete Effekte der ROS-Akkumulation oder der

verringerten ROS-Entgiftung geschuldet sind.
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Da aulierdem kein System bekannt ist, das es ermdglicht, nicht-invasiv H,O, direkt
im Chloroplasten zu produzieren, wobei die Menge des produzierten H,O, pro
Zeiteinheit einfach durch die Lichtstarke reguliert werden kann (vgl. Abb. 21), bieten
sich die GO Pflanzen als Forschungsobjekt in diesem Zusammenhang an. Wie in
4.1.4 dargelegt, ist der Einfluss von Glyoxylat wahrscheinlich gering im Verhaltnis zu
dem des H>0,, aber um den ROS-Stress der GO Pflanzen sicher von den Effekten
des Glyoxylats trennen zu konnen, mussen GO-MS und GO-TSS Pflanzen als
Kontrollen hinzugezogen werden.

Die Studien zu diesem Thema haben bereits begonnen und werden in
Zusammenarbeit mit Dr. Telma Scarpeci von der Universidad Nacional de Rosario
durchgefuhrt. Im Vordergrund steht dabei zuerst die Untersuchung von GO-
exprimierenden Pflanzen unter verschiedenen Lichtintensitaten, wobei besonderes
Augenmerk auf die Aktivitaten antioxidativer Enzyme (z. B. APX, SOD (Abb. 26)) und
die Transkriptabundanz ROS-regulierter Gene gelegt werden wird (z. B. nach
Desikan et al. 2000).

4.1.6 Bedeutung des GO-Phanotyps fir das Gesamtprojekt dieser
Arbeit

Die Erkenntnis, dass H,O, und nicht Glyoxylat das Hauptproblem der GO Pflanzen
ist, fuhrte unausweichlich zu einer Anderung der gesamten Strategie zur Erstellung
von Pflanzen, die weniger stark von photorespiratorischen Verlusten betroffen sein
sollten. Es war nun klar, dass der GO-Phanotyp auf keinen Fall durch die Expression
der im GTT bzw. GMM-Ansatz folgenden Enzyme verschwinden wirde, und so
wurde die Expression eines vierten, H,O»-verarbeitenden Enzyms notwendig. Die
Wahl fiel dabei auf die bakterielle Katalase (von Ossowski et al. 1991; Shikanai et al.

1998), deren Gen dann aus dem E. coli-Genom amplifiziert wurde

4.2 Die GTT- und GMM-Ansatze — Opfer der GO

Da die GTT und GMM Pflanzen das ursprungliche Ziel der vorliegenden Arbeit
darstellen (1.2.6) sollen die von ihnen erhaltenen Ergebnisse hier kurz diskutiert
werden. Als diese Pflanzen erstellt wurden, lagen die in 4.1.4 diskutierten Ergebnisse
noch nicht vollstandig vor, so dass diese Pflanzen, wenn auch kurz, charakterisiert

wurden.
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4.2.1 Die GTT Pflanzen

Die GTT Pflanzen waren grolier als die GO Pflanzen, aber kleiner als der Wildtyp
(Abb. 30) und zeigten eine dem Wildtyp ahnliche Blattfarbe. Da bereits fir die GO-
TSS Pflanzen ein mit Col-0 vergleichbarer Glyoxylat-Gehalt gemessen wurde (Abb.
23), kann davon ausgegangen werden, dass dies auch fur GTT Pflanzen gilt. Also
mussen die Photoinhibition nach 6h Hochlicht und die verglichen mit dem Wildtyp
niedrigeren photosynthetischen Elektronentransportraten (Abb. 33 & 32) einzig der
Wirkung des H,O, zugerechnet werden. Die Integration der Katalase wurde fir den
GTT-Ansatz allerdings nicht in Betracht gezogen, da die GTT wie auch die TSS-TSR
Linien ohne Ausnahme kleiner wuchsen als der Wildtyp (Abb. 72 & 74) und somit
dem gesamten Ansatz mit TSS und TSR wenig Erfolgschancen eingeraumt wurden.
Die schlechtere Wachstumsleistung der TSS-TSR-exprimierenden Pflanzen kénnte
durch eventuell akkumulierendes Tartronat-Semialdehyd verursacht worden sein,
Uber dessen Wirkung in Pflanzen allerdings nichts bekannt ist, obwohl es durchaus in
Pflanzenextrakten vorzukommen scheint (Fiehn et al. 2000).

Das geringe Wachstum der GTT und auch der TSS-TSR Pflanzen verwundert ein
wenig, wenn es mit einer kurzlich erschienenen Studie verglichen wird (vgl. 4.5.4), in
der ein recht ahnlicher Ansatz zu scheinbar deutlich reduzierten
photorespiratorischen Verlusten und grof3eren Pflanzen geflihrt hat (Kebeish et al.
2007).

4.2.2 Die GMM Pflanzen

Die GMM Pflanzen waren unter Langtagbedingungen deutlich groRer als die GO
Pflanzen und teilweise sogar grof3er als der Wildtyp (Abb. 34). Allerdings zeigten
auch die GMM Pflanzen nach 6 h Hochlicht verstarkte Photoinhibition und verglichen
mit dem Wildtyp verringerte photosynthetische Elektronentransportraten (Abb. 38 &
39). Nachdem fur die GO-MS Pflanzen bereits Glyoxylat-Gehalte auf Wildtyp-Niveau
bestimmt wurden (Abb. 24) und in GMM Pflanzen von ahnlichen Verhaltnissen
ausgegangen werden konnte, mussten diese Ergebnisse wiederum den
schadigenden  Wirkungen des H;0O, zugeordnet werden. Die guten
Wachstumseigenschaften dieser Pflanzen unter Langtagbedingungen kénnten ihre
Ursache in der durch das zusatzliche ME verursachten plastidaren Produktion von
NADPH haben, welches Reduktionskraft fur die teilweise Entgiftung von H;0O-
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bereitstellen wirde. Diese guten Wachstumseigenschaften und die gegentber GO
Pflanzen deutlich verbesserte Starkesynthese einiger GMM-Linien (Abb. 35 & 40),
lie3en sie als die idealen Kandidaten fur die Expression der Katalase erscheinen.

4.3 Der Lichtmengen-abhangige ME-Phanotyp

4.3.1 Der Phanotyp

Die ME Pflanzen wuchsen im Langtag wie der Wildtyp (Abb. 53), wobei auch
hinsichtlich des Elektronentransports, des Chlorophyll A/B-Verhaltnisses, des
Frischgewicht/Flache-Verhaltnisses und der mikroskopisch bestimmten Blattdicke
keine Unterschiede zu Col-0 offenbar wurden (Abb. 54). Dies steht im Gegensatz zu
bereits veroffentlichten Ergebnissen, die mit NADP-Malat-Enzym Uberexprimierenden
Reispflanzen erhalten wurden. Diese Pflanzen zeigten unter normalen
Langtagbedingungen massive photooxidative Schaden, Wachstumshemmung und
eine starke Photoinhibition des PS Il (Takeuchi et al. 2000; Tsuchida et al. 2001).
Tabakpflanzen, die das NADP-ME uberexprimierten zeigten dagegen Kkeine
phanotypischen Anderungen aber eine verringerte stomatére Leitfahigkeit (Laporte et
al. 2002).

Wenn die ME Pflanzen der vorliegenden Arbeit aber unter Kurztagbedingungen
angezogen wurden, so wuchsen sie kleiner als der Wildtyp (Abb. 53). Im Vergleich
mit diesem enthielten ihre gelblicheren Blatter zudem mehr Chlorophyll b und damit
ein  hoheres Chlorophyll a/b-Verhaltnis und weniger Frischgewicht pro
Flacheneinheit, was durch eine reduzierte Blattdicke verursacht wurde (Abb. 54 &
55). Wurde die zur VerfUgung stehende Lichtmenge, also das Produkt aus
Belichtungsstarke und Tageslange, durch Herabsetzen der Lichtstarke weiter
verringert, so verstarkten sich die Unterschiede zwischen ME und Col-0 Pflanzen
(Abb. 58). Bei geringerer Lichtmenge reduzierte sich das Wachstum der ME Pflanzen
noch starker, sie akkumulierten weniger Frisch- und Trockengewicht und zeigten
schliel3lich bei sehr geringer Lichtintensitat (30 pE) verringerte Fy/Fy-Verhaltnisse
verglichen mit dem Wildtyp (Abb. 59).

Die extreme Form des ME-Phanotyps manifestierte sich bei nicht vorhandener
Belichtung, also wenn die Pflanzen im Dunkeln inkubiert wurden (Abb. 66). Unter

diesen Bedingungen wurden die ME Pflanzen sehr schnell gelb und gingen
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schliel3lich etwa 2-3 Tage fruher als der Wildtyp ein, der unter diesen Bedingungen
naturlich auch nicht dauerhaft lebensfahig war. Es konnte durch die in Abbildung 67
dargestellten Untersuchungen bestatigt werden, dass es sich bei diesem Prozess,
der nach 72 h im Dunkeln nicht mehr durch Beenden der Dunkelinkubation
aufgehalten werden konnte, um eine beschleunigte dunkel-induzierte Seneszenz
handelt, da in ME Pflanzen dieselben Veranderungen beobachtet wurden, die im
Wildtyp erst einige Tage spater auftraten und allgemein mit Seneszenz assoziiert
werden (Buchanan-Wollaston et al. 2005; Diaz et al. 2005).

4.3.2 Die moglichen Ursachen des ME-Phéanotyps

Die Suche nach den Ursachen des ME-Phanotyps fuhrte zu Untersuchungen des
Zucker- und Starkemetabolismus, photosynthetischer Parameter, des Redox-
Zustandes, des ATP/ADP-Haushaltes und der Expression beteiligter Gene und
schlie3lich zu einer umfassenden Analyse des Primarmetabolismus der ME und Col-
0 Pflanzen und soll hier skizziert werden.

Da Stérungen im Starke- und Zuckerstoffwechsel der Pflanze haufig mit negativen
Auswirkungen auf das Pflanzenwachstum verbunden sind (Caspar et al. 1985; Lin et
al. 1988), wurde eine Analyse der Starke- und Zuckergehalte der ME Pflanzen im
Tagesgang vorgenommen, die allerdings keine nennenswerten Unterschiede
zwischen dem Wildtyp und den transgenen Linien aufdecken konnte (Abb. 63). Da
auch wahrend der Dunkelinkubation zwischen den untersuchten Linien keine
Differenzen in diesen Parametern auftraten, kommen Beeintrachtigungen des
Zucker- und Starkehaushalts nicht als Ursache fur den ME-Phanotyp in Frage (Abb.
68).

Die Messung photosynthetischer Parameter verdeutlichte dagegen, dass die ME
Pflanzen im Kurztag nur eine geringere Elektronentransportrate erreichen konnen als
der Wildtyp (Abb. 56). Aullerdem war in den Plastiden von ME Pflanzen im Kurztag
ein hoherer Grad an Grana-Stapelung zu beobachten (Abb. 55). In den gestapelten
Bereichen der Grana findet sich hauptsachlich PS Il (Heldt 2003). Die Organisation
der Grana-Stapelung ist hoch dynamisch und reagiert auf Veranderungen der Licht-
und Redox-Verhaltnisse (Rozak et al. 2002; Pfeiffer und Krupinska 2005). Da diese
Untersuchung noch nicht mit ME Pflanzen aus dem Langtag durchgeflhrt wurde,
kann noch nicht abschlieRend beurteilt werden, ob das Phanomen nur von der ME-

Expression oder zusatzlich auch von der Tageslange abhangt. Trotzdem deutet die
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veranderte Grana-Stapelung (Abb. 55 & Tab. 9), der reduzierte Chlorophyll B-Gehalt
und der geringere Elektronentransport auf Probleme des PS Il hin. Ausgelést werden
konnten diese durch eine gestorte Redox-Balance, moglicherweise verursacht durch
die gesteigerte Produktion von NADPH durch das zusatzliche Malat-Enzym im
Chloroplasten, wie bereits flr Reispflanzen berichtet wurde (Tsuchida et al. 2001).
Unterstitzen wirde diese Argumentation auch der beobachtete drastische Abfall des
Fv/Fu-Verhaltnisses in ME Pflanzen bei Hochlichtinkubation — unabhangig von der
zur Anzucht verwendeten Tageslange (Abb. 57). Weitere Messungen konnten die
Hypothese der gestdrten Redox-Balance aber nicht bestatigen. So war der
Aktivierungszustand der plastidaren Malat-Dehydrogenase (gemessen von Mariana
Saigo, Universidad Nacional de Rosario, nicht gezeigt), der als Indikator fur den
Redoxzustand gilt (Tsuchida et al. 2001) unter Langtagbedingungen nicht zwischen
dem Wildtyp und den ME Linien zu unterscheiden. AuflRerdem konnte ohne
Hochlichtinkubation kaum eine Anderung der Grundfluoreszenz des PS Il und damit
des F\/Fu-Verhaltnisses in ME Pflanzen gegentber dem Wildtyp festgestellt werden
(Abb. 57 & 67), wie es bei Problemen im Redox-System zu erwarten gewesen ware
(Krause 1991). Zusammenfassend scheinen gewisse Storungen der Redox-Balance
und des PS Il in den ME Pflanzen unter bestimmten Bedingungen aufzutreten, die
aber nicht ausschlaggebend fir den unter 4.3.1 beschriebenen Phanotyp sein
sollten.

Eine andere Moglichkeit zur Erklarung des Kurztag-Phanotyps der ME Pflanzen
ergab sich aus den Arbeiten Uber die plastidaren ATP/ADP-Translokatoren (NTT 1 &
2). Die Aufgabe dieser Translokatoren ist es, nachts ATP im Gegentausch mit ADP
aus dem Cytosol (und damit hauptsachlich aus der mitochondrialen Atmungskette) in
die Chloroplasten zu transportieren (Reiser et al. 2004; Reinhold et al. 2007), womit
vorwiegend die im Dunkeln stattfindende Tetrapyrrol-Biosynthese versorgt wird
(Tanaka und Tanaka 2007). Wenn die ATP-Versorgung in einer langen Nacht nicht
gewabhrleistet ist, akkumuliert in den Plastiden das (phototoxische) Intermediat
Protoporphyrin 1X, das in der folgenden Lichtperiode angeregte Elektronen auf O
Ubertragen kann. Dabei entstehen Radikale, die den Plastiden schadigen (Kruse et
al. 1995; Mock und Grimm 1997) und so zu einem Kurztag-Phanotyp bei den NTT-
Mutanten fuhren (vgl. 4.1.3 & 4.1.4; Reinhold et al. 2007).

Bei den Untersuchungen zu dieser Hypothese konnte eine gegenuber dem Wildtyp

verstarkte Expression von NTT 1 in ME Pflanzen am Ende der Dunkelperiode im
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Kurztag ermittelt werden, die auf einen erhdéhten nachtlichen ATP-Import in die
Plastiden hindeuten koénnte (Abb. 61). Auch die Expression der mitochondrialen
ATP/ADP-Translokatoren ACC 2 und ACC 3 war in den ME Pflanzen am Ende der
Dunkelperiode gegenuber den Wildtyppflanzen allerdings im Langtag erhoht (nicht
gezeigt). Eventuell soll auf diese Weise mehr ATP von den Mitochondrien flr die
Plastiden bereitgestellt werden. Eine Verbindung zwischen dem Kurztag-Phanotyp
und dem ATP/ADP-Haushalt kann auch mit Hilfe der Ergebnisse der PGK-Messung
konstruiert werden, da dieses glykolytische Enzym in den ME Pflanzen im Kurztag
eindeutig aktiver ist als im Wildtyp und so im Chloroplasten bendtigtes ATP
bereitstellen kann (Abb. 60). Die Aktivititsmessung der PK indes gibt in diesem
Zusammenhang keinen eindeutigen Hinweis, da zwischen den Linien kein
Unterschied offensichtlich wird (Abb. 60). Gegen eine verringerte ATP-Verfugbarkeit
als Ursache des ME-Phanotyps scheint das Ergebnis der ATP/ADP-Messung
(gemessen in Zusammenarbeit mit Maria 1. Zanor, MPI Golm) zu sprechen, das in
den ME Pflanzen eher héher als im Wildtyp bestimmt wurde und so eine bessere
Versorgung mit ATP in den ME Pflanzen als im Wildtyp nahelegt (Abb. 62). Das
ATP/ADP-Verhaltnis ist aber in einem Blattextrakt gemessen worden und kann so
keine Auskunfte Uber die fur diese Diskussion wichtige subzellulare Verteilung des
ATP und ADP machen.

Eindeutig gegen eine Beteiligung des Nukleotid-Haushalts am ME-Phanotyp spricht,
dass eine Protoporphyrin IX-Akkumulation als Ursache der Lasionen an NTT-
Mutanten ausgemacht wurde (Reinhold et al. 2007). Die schadigende photooxidative
Wirkung dieses Intermediats bendtigt Licht und kann so als Ursache zumindest fir
die verfrihte dunkel-induzierte Seneszenz ausgeschlossen werden (Fahnenstich et
al. 2007). Fur den Kurztag-Phanotyp aber sollte angesichts der oben diskutierten
Deregulationen eine Beteiligung der ATP/ADP-Balance nicht endguiltig aulzer Acht
gelassen werden.

Nachdem die vorgestellten Hypothesen den ME-Phanotyp in seiner Gesamtheit nur
unbefriedigend erklarten, sollte Uber eine Metabolitanalyse des Primarstoffwechsels
im Tagesgang geklart werden, ob hier eine andere schwerwiegende
Beeintrachtigung vorliegt (Abb. 65). Obwohl Malat ein sehr zentraler Metabolit mit
vielfaltigen Funktionen im pflanzlichen Stoffwechsel ist (1.3 & 4.3.3), war das
Ausmaly der ermittelten Abweichungen im Primarmetabolismus der ME Pflanzen

gegenuber dem Wildtyp recht Uberschaubar. Wie erwartet konnten verglichen mit
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Col-0 in den ME Pflanzen deutlich verringerte Gehalte von Malat aber auch des
metabolisch nahestehenden Fumarats gemessen werden. Die beiden Metaboliten
zeigten eine Akkumulation wahrend der Lichtperiode, gefolgt von einem Abbau im
Dunkeln, wobei die in den ME Pflanzen festgestellten maximalen Mengen von Malat
und Fumarat im Licht nicht die minimalen Werte des Wildtyps am Ende der
Dunkelperiode erreichten (Abb. 65). Malat und Fumarat sind Uber die Reaktion der
mitochondriellen Fumarase verbunden und in Tomatenpflanzen mit einem Defekt in
dem Fumarase-Gen konnten erhohte Malat-Gehalte ermittelt werden (Nunes-Nesi et
al. 2007). Auffallend war, dass auller fur Malat, Fumarat und Succinat keine
Unterschiede bei den Citrat-Zyklus-Intermediaten zwischen ME und Col-0 Pflanzen
entdeckt wurden (Abb. 65). Daneben waren in ME Pflanzen, wie ebenfalls antizipiert
werden konnte, die Gehalte des Produkts der ME-Reaktion Pyruvat und der von
Pyruvat abgeleiteten Aminosauren Leucin, Valin und Alanin gegenuber dem Wildtyp
deutlich erhoht. Die fur die Produktion dieser Aminosauren nétigen Aminogruppen
stehen so nicht mehr flir Aspartat und Glutamat zur Verfligung, deren
Kohlenstoffgeruste Oxalacetat und 2-Ketoglutarat nun weiterhin dem Citrat-Zyklus
zur Verfugung stehen konnen, aus dem konstant Malat abgezogen wird. Daneben
konnten die niedrigen Gehalte von Glutamat zusammen mit den gegentber dem
Wildtyp erhdhten Succinat-Gehalten auch auf eine Umsetzung von Glutamat Gber
GABA zu Succinat hindeuten (Studart-Guimaraes et al. 2007), das so in den Citrat-
Zyklus eingehen konnte.

Die Metabolitanalyse der dunkelinkubierten ME und WT Pflanzen lieferte Uber die
bereits erwahnten hinaus keine neuen Erkenntnisse bezuglich der Ursache des ME-
Phanotyps (Abb. 69). Allerdings konnte durch diese Untersuchung auch auf
metabolischer Ebene gezeigt werden, dass die ME Pflanzen tatsachlich eine
verfrihte dunkel-induzierte Seneszenz zeigen, da ein gegenuber dem Wildtyp zwei
bis drei Tage friherer Anstieg in den Gehalten Seneszenz-assoziierter Aminosauren
Asparagin, Leucin, Isoleucin, Tyrosin und Tryptophan festgestellt werden konnte
(Diaz et al. 2005; Abb. 69).

Im Zusammenhang mit Aminosauren ware auch noch eine weitere Ursache der
verfrihten dunkel-induzierten Seneszenz denkbar, da Ishizaki et al. 2005 & 2006
Uber einen mitochondriellen Elektronentransportkomplex ETF berichteten, der in die
B-Oxidation und den Katabolismus von Aminosauren mit aliphatischen Seitenketten

wie Leucin und Isoleucin involviert ist und Pflanzen mit einem Defekt in einem der
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beteiligten Gene ebenfalls eine verfrihte Seneszenz im Dunkeln zeigen. Da aber
keine Unterschiede in der Hohe der Akkumulation von Leucin und Isoleucin zwischen
Wildtyp und ME Pflanzen erkennbar waren (Abb. 69) und auch keine Probleme
wahrend der Keimung von ME-Samen auffallig wurden (nicht gezeigt), bei der in A.
thaliana hauptsachlich Speicherlipide mobilisiert werden (Penfield et al. 2005), wurde
diese Hypothese verworfen.

Nachdem also intensiv nach Hinweisen gesucht wurde, die die bekannten
Spezialfalle von verfriUhter dunkel-induzierter Seneszenz mit den in ME Pflanzen
beobachteten Vorgangen in Verbindung zu bringen wund dabei keine
zufriedenstellende Lésung gefunden wurde, blieb als mdégliche Erklarung nur noch
der Mangel an Kohlenstoffgeristen (carbon starvation) - die normale Ursache
dunkel-induzierter Seneszenz (Hensel et al. 1993; Quirino et al. 2000; Fujiki et al.
2001; Lam et al. 2001).

Dieser Mangel wird von der Pflanze normalerweise Uber sinkende Gehalte von
Zuckern wahrgenommen. Dieses Signal kommt auf Grund der fehlenden
Unterschiede zwischen ME und Col-0 Pflanzen (Abb. 63 & 68) aber hier nicht in
Frage, so dass das Signal fur den Seneszenz auslésenden Mangel vermutlich Gber
die niedrigen Gehalte von Malat oder Fumarat vermittelt wird. Unterstutzung erhalt
diese These durch die Moglichkeit, die verfriihte Seneszenz durch Supplementierung
der ME Pflanzen mit leicht metabolisierbaren Kohlenstoffquellen wie Glukose,
Saccharose, Malat und Fumarat zu verhindern (Abb. 70), was einen starken Hinweis
auf carbon starvation als Ursache der verfrihten dunkel-induzierten Seneszenz gibt
(Fujiki et al. 2001). Die Metabolitanalyse der Pflanzen dieses Experiments (Abb. 71)
offenbarte zudem, dass wiederum keine Unterschiede in den Zuckergehalten
zwischen ME und Col-0 Pflanzen innerhalb beider Behandlungen auftraten, aber
dass stattdessen die Malat- und Fumarat-Gehalte der supplementierten ME-Pflanzen
das Niveau der nicht-seneszenten, in Wasser inkubierten Wildtyppflanzen erreichten.
Da in dieser Analyse keine anderen Unterschiede zwischen den Behandlungen und
zwischen den ME und Col-0 Pflanzen gefunden wurden, die zur Erklarung der
verhinderten Seneszenz geeignet waren, muss auch dies als wichtiges Argument fur
eine bedeutende Rolle des Duos Malat und Fumarat eingeordnet werden. Die
Ursache der verfrihten dunkel-induzierten Seneszenz scheint also, trotz Wildtyp-
ahnlicher Mengen von Zuckern und Starke, eine durch die niedrigen Malat und/oder

Fumarat-Gehalte ausgelGste carbon starvation zu sein.
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Auch flr den beobachteten Kurztag-Phanotyp der ME Pflanzen scheint eine
Beteiligung reduzierter Gehalte von Malat und Fumarat wahrscheinlich. So konnte
ermittelt werden, dass mit abnehmender Tageslange und Lichtintensitat der
Phanotyp an Starke gewinnt (Abb. 53, 58 & 59) und gleichzeitig die am Ende der
Dunkelperiode gemessenen Gehalte von Malat, aber besonders von Fumarat
dramatisch absinken (Tab. 10). Dies kénnte dazu fiihren, dass die ME Pflanzen bei
wenig Licht im Kurztag am Ende jeder Nacht in eine Phase der carbon starvation
geraten, die bereits das Seneszenzprogramm startet (Fujiki et al. 2001), welches
durch die folgende Lichtperiode wieder gestoppt wird und so das Wachstum der

Pflanzen stark gestort ist.

4.3.3 Malat und Fumarat in A. thaliana

Malat und Fumarat sind bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht als maogliche
Signalgeber im pflanzlichen Metabolismus in Betracht gezogen worden, obwohl
beide wichtige Rollen in der Physiologie von A. thaliana erfullen (1.3). Malat bildet mit
Oxalacetat ein Redox-Paar, das in der Zelle dazu dient, Redox-Aquivalente zwischen
den verschiedenen Organellen der Zelle auszutauschen (Scheibe 2004). Uber eine
Stérung dieses Systems in ME Pflanzen kénnten neben der zusatzlichen NADPH-
Produktion durch die ME auch die eventuell Redox-assoziierten Teilaspekte (4.3.2)
des ME-Phanotyps erklart werden. Malat steht zudem im Verdacht, das Substrat der
light-enhanced dark respiration (LEDR) zu sein, einem mehrere Minuten
andauernden Anstieg der Dunkelrespiration von Pflanzen nach voriger Belichtung
(Reddy et al. 1991; Padmasree et al. 2002; Parys und Jastrzebski 2006). Es wird
spekuliert, dass die LEDR dazu dient, Photosynthate zu Beginn der Dunkelperiode
schnell zur Produktion von ATP zu verwenden, was fur die ME Pflanzen bedeuten
wulrde, dass sie auf Grund der verglichen mit dem Wildtyp niedrigen Malat-Gehalte
bereits von einem energetisch gesehen schlechteren Start in die Dunkelperiode als
der Wildtyp betroffen waren.

Auch Fumarat scheint eine wichtige Rolle in A. thaliana zu erfillen. Es wurde
berichtet, dass Fumarat in sehr hohen Konzentrationen (mehrere mg pro g FG) in A.
thaliana-Blattern gemessen werden konnte (Chia et al. 2000) und damit etwa
dieselben Konzentrationen wie die Zucker erreichte, was auch in den vorliegenden
Untersuchungen beobachtet werden konnte (Abb. 64). Chia et al. (2000) fanden

grolle Mengen von Fumarat auch in anderen Cs;-Pflanzen, die diese organische
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Saure im Tagesverlauf akkumulierten. Zudem wurde Fumarat im Phloem von A.
thaliana in einer hohen Konzentration nachgewiesen (1/10 von Saccharose), was
Fumarat zu einem moglichen systemischen Signalgeber des Kohlenstoffstatus der

Pflanze macht.

4.3.4 Weitere Ansatze fir Untersuchungen an ME Pflanzen

Um weitere Klarheit Gber den ME-Phanotyp und die zu Grunde liegenden Ursachen
zu erhalten, sollte ein verstarktes Augenmerk auf das Verhalten der ME Pflanzen im
Kurztag gelegt werden. So koénnte hier eine kombinierte Analyse des
Primarmetabolismus und der Expression im Tagesverlauf Auskunft Uber die
Wechselwirkung von Metabolitgehalten und eventuell von diesen ausgeloste
Expressionen von Genen, die mit Seneszenz oder carbon starvation assoziiert sind
zu geben. Weiterhin sollten die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen an
anderen Pflanzenlinien mit Stérungen im Malat/Fumarat-Metabolismus durchgefuhrt
werden, um eine kritische Menge dieser Metaboliten zu ermitteln, ab der ein
Phanotyp entwickelt wird. Durch die Einbeziehung von Pflanzenlinien, die andere
Enzyme als das ME mehr oder weniger stark als der Wildtyp exprimieren ware
zudem moglich, Nebeneffekte wie den Redox-Effekt auszuschlielen. Ob Fumarat als
Transport- und Speicherform von photosynthetisch fixiertem Kohlenstoff eine
wichtige Rolle spielt, wie die Studie von Chia et al. 2000 nahelegt, kdnnte am besten
Uber Kreuzungen der ME Pflanzen mit Mutanten oder Pflanzen mit reduzierter
Expressionsstarke  essentieller Gene  der  Starkesynthese oder des
Saccharosetransports und die Beurteilung der resultierenden Phanotypen
geschehen. Sollte sich bei all diesen Untersuchungen eine Signalwirkung von
Fumarat oder auch von Malat bestatigen lassen, so ware die Ebene der Regulation
von pflanzlicher Entwicklung durch den Kohlenstoff-Metabolismus nicht mehr nur auf
die Zucker beschrankt (Rolland et al. 2002; Rolland und Sheen 2005), sondern
wulrde auch den Status der organischen Sauren einbeziehen und kdnnte ein neues

Forschungsfeld begriinden.

4.3.5 Bedeutung fiir das Gesamtprojekt dieser Arbeit

FUr das Gesamtprojekt dieser Arbeit, also die Erstellung von Pflanzen, die weniger

von photorespiratorischen Verlusten betroffen sind, bedeuteten diese Erkenntnisse,
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dass der GMM-Ansatz durch die zu erwartenden negativen Effekte der ME-
Expression stark gefahrdet war (vgl. Abb. 37). Allerdings deuteten wahrend dieser
Arbeit veroffentlichte Ergebnisse darauf hin, dass in A. thaliana-Chloroplasten bereits
eine fur das Funktionieren das GMM-Stoffwechselweges ausreichende NADP-ME-
Aktivitat vorhanden ist (Gerrard-Wheeler et al. 2005), so dass die transgene

EinflUhrung des NADP-ME mit all seinen Konsequenzen nicht mehr nétig erschien.

4.4 Die GMMK Pflanzen

Die GMMK Pflanzen zeigten hinsichtlich ihrer Wachstumseigenschaften geringflgige
Verbesserungen gegenuber den GMM Pflanzen (Abb. 41). Allerdings waren die
photosynthetischen Elektronentransportraten weiterhin deutlich niedriger als die des
Wildtyps (Abb. 42) und auch unter Hochlicht zeigten sie einen eindeutigen GO-
Phanotyp (Abb. 42), obwohl die Transformation mit der Katalase (Kat) erfolgreich war
(3.1) und eine, wenn auch nur leicht erhohte Kat-Aktivitat in ihren Blattextrakten
bestimmt werden konnte (Abb. 10, Maier 2006).

4.5 Der GMK-Ansatz — der Machbarkeitsbeweis (proof of concept)

Der GO-MS-Kat-(GMK)-Ansatz entstand aus zwei Modifikationen des GMM-
Ansatzes (1.2.6). Nach den Erfahrungen mit den GO Pflanzen und den daraus
resultierenden Uberlegungen (4.1.6) wurde die Einfiihrung der Katalase als
notwendig angesehen. Zusatzlich erschien nach den in 4.3.5 ausgeflhrten
Schlussfolgerungen aus dem ME-Phanotyp die Einbeziehung des Malat-Enzyms
nicht mehr notig, so dass die Glykolat-Oxidase, die Malat-Synthase und die Katalase
den endgultigen Ansatz zur Reduzierung photorespiratorischer Verluste bilden

sollten.

4.5.1 Der Phanotyp der GMK Pflanzen — weniger H,0,, mehr Biomasse

Nachdem bereits die GO-MS Pflanzen ein besseres Wachstum als die GO Pflanzen
zeigten (Abb. 21 & 43), wurden sie von den GMK Pflanzen noch deutlich Ubertroffen.
Die Pflanzen der Linie GMK 3 wuchsen unter Kurztagbedingungen und moderater

Lichtstarke (120 pE) sogar signifikant besser als Col-0 (Abb. 43). Das
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Trockengewicht der GMK 3 Pflanzen war unter diesen Bedingungen ebenfalls groer
als das des Wildtyps, woflr eine Kombination aus gréfierem Rosettendurchmesser
und hoherer Blattanzahl verantwortlich zu sein scheint (Abb. 43 & 46).

Die bei GO und GO-MS Pflanzen beobachtete gegenuber Col-0 reduzierte
Starkesynthese wahrend der Lichtperiode trat bei den GMK Pflanzen nicht auf,
sondern sie schienen im Gegenteil eher eine gréliere Starkemenge in ihren Blattern
zu akkumulieren als der Wildtyp (Abb. 45). Zusatzlich waren die GMK Pflanzen
ebenso wie die GO Pflanzen unter erhohter CO,-Konzentration hinsichtlich des
Phanotyps und der Starkemenge nicht vom Wildtyp zu unterscheiden (Abb. 44 & 45),
woraus geschlossen werden kann, dass der GMK Phanotyp von der Photorespiration
und den sich daraus ergebenden Produkten der GO-Aktivitat abhangt. Da
andererseits der starke Phanotyp der GO und GO-MS Pflanzen bei den GMK
Pflanzen unter normalen Kurztagbedingungen nicht mehr auftritt, muss davon
ausgegangen werden, dass die Reaktionssequenz Uber die Glykolat-Oxidase und die
Malat-Synthase mit anschlieRender Disproportionierung des H,O, durch die Katalase
erfolgreich etabliert wurde.

Neben den Grollenunterschieden im Kurztag konnten durch die Inkubation bei
Hochlicht mit 600 pE fur einige Tage allerdings noch weitere Differenzen zwischen
den GMK Linien ausgemacht werden. So blichen die Pflanzen der Linie GMK 9 wie
die GO und GO-MS Pflanzen weiterhin aus und schienen von einer Inhibition der
Anthocyan- und Starkesynthese betroffen zu sein, wogegen die Pflanzen der Linie
GMK 3 ihre grine Farbe behielten, Anthocyane produzierten und am Ende des
Tages auch eine mit dem Wildtyp vergleichbare Starkemenge akkumulierten (Abb.
49 & 50).

4.5.2 Photosynthetische Charakteristika

Die Messung der photosynthetischen Elektronentransportraten lie® ebenfalls eine
ausgepragte Verbesserung der GMK gegenuber den GO Pflanzen und teilweise
auch gegenuber dem Wildtyp erkennen (Abb. 47). So waren die fur GMK 3 Pflanzen
bestimmten Elektronentransportraten besonders bei hohen Lichtintensitaten, die bei
den GO Pflanzen immer zu massiven Problemen gefuhrt hatten, sogar deutlich hoher
als die des Wildtyps. Auch die fur GMK 9 bestimmten Werte waren besser als die
sonst fur die GO-exprimierenden Pflanzen ermittelten Raten und lagen dabei etwa

auf Wildtyp-Niveau. Dagegen zeigten die GO Pflanzen verglichen mit Col-0 in dieser
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Messung die schon haufiger bestimmten niedrigeren Elektronentransportraten.
Obwonhl der Meldfehler der GO-Messung hier recht hoch war, stellt er angesichts der
guten allgemeinen Datenlage fur diese Eigenschaft des GO-Phanotyps (Abb. 13, 28,
32 & 38) die genannten Schlussfolgerungen nicht in Frage.

Den endglltigen Nachweis dafur, dass durch den GMK-Ansatz ein geringeres
Ausmaly an photorespiratorischen Verlusten moglich ist, lieferte die Messung des
Kohlenstoffisotopenverhaltnisses &'°C in der getrockneten Biomasse von GMK und
Col-0 Pflanzen (Abb. 48). Wahrend bei den Pflanzen, die unter nicht-
photorespiratorischen Bedingungen gewachsen waren, keine Unterschiede des 5'°C
erkannt werden konnten, zeigten die GMK 3 Pflanzen unter normalen
Kurztagbedingungen ein (vom Betrag her) deutlich gegenuber Col-0 und auch GMK
9 Pflanzen verringertes 5'°C. Fir dieses Ergebnis ist nach jetzigem Kenntnisstand
keine Erklarung auller einer verringerten Photorespiration bzw. einer gesteigerten
Carboxylierungseffizienz der Photosynthese denkbar (Farquhar et al. 1989; Gillon
und Griffiths 1997; Igamberdiev et al. 2004).

Die Unterschiede, die in den absoluten Werten des 5'°C zwischen den Pflanzen
beider Behandlungen bestehen, sind technischer Natur: Das zur Erh6hung der CO,-
Konzentration eingeleitete und von den flir Abb. 48 B beprobten Pflanzen
aufgenommene CO; ist industriell produziert und hat deswegen ein anderes
Kohlenstoffisotopenverhaltnis als die Raumluft, die von den Pflanzen unter
photorespiratorischen Bedingungen aufgenommen wurde (Abb. 48 A). Die
Ergebnisse der 5'°C-Messung fiir beide Bedingungen beziehen sich aber auf
denselben Standard, wodurch die Unterschiede in den absoluten Werten zustande

gekommen sind.

4.5.3 Biochemische Eigenschaften

Die Ergebnisse der GC/MS-Analysen von Pflanzen aus dem Niedriglicht und nach
sechsstindiger Hochlichtinkubation (Tab. 7) gaben noch einen weiteren Hinweis auf
eine funktionierende Detoxifizierung des von der GO produzierten H,O,, da in den
GMK Pflanzen, anders als in GO und GO-MS Pflanzen, unter beiden Bedingungen
keine erhohten Galaktonat-y-lakton-Gehalte mehr auftraten, die fur erhohten ROS-
Stress indikativ gewesen waren (Wheeler et al. 1998; Smirnoff 2000).

Auch die Werte fur die Zucker Glukose und Saccharose und die organischen Sauren

Malat und Fumarat unterstiitzen diese These, da sie unter Niedriglicht in den GMK im
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Gegensatz zu den GO Pflanzen in viel héheren, mit dem Wildtyp vergleichbaren
Konzentrationen nachgewiesen werden konnten, was auf eine geringere Inhibition
der Kohlenstofffixierung (4.1.3) hindeutet. Allerdings erreichten diese Metabolite in
GMK Pflanzen nach Hochlichtbehandlung zwar deutlich groRere Mengen als in den
GO Pflanzen, aber haufig nicht die Gehalte des Wildtyps (Tab. 7). Da diese
Eigenschaften aber teilweise auch bei MS und Kat Pflanzen festgestellt wurden, die
phanotypisch unter keiner Bedingung vom Wildtyp zu unterscheiden waren, muss fur
diese Metabolite von einem durch die Hochlichtinkubation bedingten hoch
dynamischen Stoffwechsel ausgegangen werden, der einen Vergleich schwierig
macht.

Eindeutig interpretieren lassen sich dagegen die in den GO-exprimierenden Pflanzen
nach Hochlichtinkubation drastisch gegentber dem Wildtyp verringerten Werte fur
Glycin und damit auch fur das Glycin/Serin-Verhaltnis (Tab 7). Diese Werte weisen
nach, dass die Glykolat-Oxidase und damit auch die Kombination aus dieser mit der
Malat-Synthase ihr Substrat aus dem photorespiratorischen Stoffwechselweg
beziehen, in dem das Glycin normalerweise produziert wird (Tolbert 1997). Somit
funktionieren die transgen eingefuhrten Enzyme an der vorgesehenen Stelle und
verringern dadurch den metabolischen Fluss durch die Photorespiration. Dabei fallt
auf, dass der Glycin-Gehalt nach Hochlicht in GMK 3 Pflanzen deutlich geringer, in
GMK 9 Pflanzen aber deutlich hdher als in den GO und GO-MS Pflanzen ist.

Die GC/MS-Daten, die von den unter erhohter CO»-Konzentration inkubierten
Pflanzen gewonnen wurden, bestatigen erneut, dass auch der metabolische
Phanotyp der GO, GO-MS und GMK Pflanzen von der Photorespiration abhangt
(Tab. 8): Unter diesen nicht-photorespiratorischen Bedingungen wurden keine
Unterschiede in den photorespiratorischen Aminosauren Glycin und Serin zwischen
den Linien gefunden und auch der Gehalt von Galaktonat-y-lakton war in GO-
exprimierenden Linien und Col-0 gleich, so dass von einer nicht vorhandenen H;0,-
Produktion durch die GO ausgegangen werden kann.

Die Ursache fur den grofden Unterschied zwischen den Pflanzen der Linien GMK 3
und 9 hinsichtlich des Phanotyps und der weiteren ermittelten Eigenschaften (Abb.
43, 45, 46, 47, 48, 49 & 50) ist nicht ohne weiteres ersichtlich. Die Variationsbreite
des Phanotyps zwischen den GMK Linien deutet aber schon darauf hin, dass genau
aufeinander abgestimmte Enzymaktivitaten essentiell fir das vorteilhafte

Funktionieren des GMK-Ansatzes sind. Die GMK 9 Pflanzen zeigten zwar hdhere
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Katalase-Aktivitaten in Blattextrakten als GMK 3 Pflanzen, schienen aber dennoch
stark unter ROS-Stress zu leiden, vielleicht verursacht durch eine gestorte
Signalweiterleitung uber H,O, durch Ubermaligen Abbau durch die Katalase (Laloi et
al. 2007). In diesem Punkt kdnnten eine Transkriptionsanalyse ROS-regulierter Gene
und die Messung der auf ROS reagierenden Enzymaktivitaten, wie unter 4.1.5
vorgeschlagen, weitere Klarheit bringen. Auch die gegentber GMK 3 stark erhohten
Glycin-Gehalte der GMK 9 Pflanzen konnten auf nicht perfekt abgestimmte
Enzymaktivitaten hindeuten, die es den GMK 9 Pflanzen nicht erlauben, eine ahnlich
grolle Menge an Metaboliten aus dem photorespiratorischen Stoffwechselweg

abzugreifen wie es in den GMK 3 Pflanzen geschieht.

454 Vergleich mit einem ahnlichen Ansatz zur Reduktion

photorespiratorischer Verluste

Klrzlich wurde von einem Ansatz zur Reduktion photorespiratorischer Verluste
berichtet, in dem der gesamte katabolische Stoffwechselweg fur Glykolat von E. coli
auf A. thaliana-Pflanzen Ubertragen wurde, bestehend aus der Glykolat-
Dehydrogenase, der Glyoxylat-Carboligase und der Tartronat-Semialdehyd-
Reduktase (Kebeish et al. 2007). Auch bei diesem Ansatz konnte in den Pflanzen,
die den vollstandigen Ansatz exprimierten, wie in der vorliegenden Arbeit relativ zu
Col-0 eine deutliche Zunahme der Biomasse bei den resultierenden Pflanzen
festgestellt werden, die mit einer erhohten Carboxylierungseffizienz und niedrigerem
CO2-Kompensationspunkt der Photosynthese einherging. Uber ein gegeniiber dem
Wildtyp reduziertes Glycin/Serin-Verhaltnis und eine erhohte CO,-Evolution einer mit
Glykolat gefltterten Plastidenpraparation der transgenen Pflanzen konnte gezeigt
werden, dass der eingefuhrte Stoffwechselweg mit dem photorespiratorischen Weg
verbunden ist und in den Plastiden arbeitet.

Allerdings konnten von Kebeish et al. alle diese Eigenschaften in etwas geringerem
Ausmal} bereits in den Pflanzen beobachtet werden, die lediglich das Startenzym,
die Glykolat-Dehydrogenase, exprimierten. Mit der Kenntnis der GO-Daten (Abb. 12,
23 & 24) und der Argumentation in 4.1.2 kann davon ausgegangen werden, dass
auch in diesen Pflanzen unter photorespiratorischen Bedingungen Glyoxylat
akkumuliert. Dies wiederum wirde unter Berlcksichtigung der von Kebeish et al.
dargelegten Eigenschaften dieser Pflanzen bedeuten, dass diese Glyoxylat-

Akkumulation, entgegen allem was bisher zu diesem Thema veroffentlicht wurde (vgl.

177



Diskussion

4.1.2), eine Uberaus positive Wirkung auf die Photosynthese hat und darlber hinaus
die Photorespiration teilweise inhibiert. Da der Glyoxylat-Gehalt in den transgenen
Pflanzen nicht ermittelt wurde und dieser Punkt nur am Rande diskutiert wurde,
konnen die von Kebeish et al. erhaltenen Ergebnisse auch fur die Pflanzen, die den
vollstandigen Weg exprimierten, hier nicht abschliel3end interpretiert werden.

Aber auch wenn die Verbesserung des Wachstums und der photosynthetischen
Leistungsfahigkeit der von Kebeish et al. erstellten Pflanzen nicht vollstandig erklart
werden kann so unterstitzen sie dennoch die in der vorliegenden Arbeit gewonnen
Erkenntnisse, indem sie zeigen dass die beobachteten Verbesserungen durch eine

Modifikation des photorespiratorischen Metabolismus im Prinzip mdglich sind.

4.5.5 Fazit & Ausblick

Die von den GMK Pflanzen erhaltenen Ergebnisse zeigen eindeutig, dass es moglich
ist, auf einem hier skizzierten Weg in die Photorespiration einzugreifen und dass
dabei Pflanzen entstehen kdnnen, die dem Wildtyp in photosynthetischer Effizienz
und Wachstum uberlegen sind.

Wie an den unterschiedlichen Ergebnissen mit den Pflanzen der Linien GMK 3 und 9
aber auch zu sehen ist, sind die durch den GMK-Ansatz reduzierten
photorespiratorischen Verluste vermutlich sehr stark von einer gut koordinierten
Expression der drei beteiligten Gene abhangig. Dies konnte fur den eventuellen
Transfer des GMK-Ansatzes auf wirtschaftlich bedeutende Pflanzen zu einem
Problem werden, da unter Umstanden eine sehr grof3e Population transformierter
Pflanzen auf verbesserte Wachstumseigenschaften durchgesehen werden musste.
Vor diesem Hintergrund ware der Austausch der H;O»-produzierenden Glykolat-
Oxidase gegen eine der kirzlich beschriebenen Glykolat-Dehydrogenasen (Bari et al.
2004; Eisenhut et al. 2006) wunschenswert, da damit die Expression der Katalase
und der Eingriff in das ROS-System vermieden werden konnte. Auf diese Weise
konnten die positiven Auswirkungen des GMK-Ansatzes durch die Transformation
von nur zwei Genen auf die Zielpflanzen Ubertragen werden — eine deutliche
Erleichterung der Selektion auch gegenuber dem von Kebeish et al. 2007
vorgestellten Ansatz, der die Transformation von funf Genen fordert.

Der GMK-Ansatz oder der eben vorgeschlagene modifizierte Ansatz kénnten zudem
durch die zusatzliche Uberexpression der plastidaren Sedoheptulose-1,7-

bisphosphatase (SBPase) und/oder der Fruktose-1,6-bisphosphatase (FBPase) noch
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verbessert werden. Es wurde namlich gezeigt, dass unter lichtgesattigten
Bedingungen die Regeneration von RubP durch den Calvin-Zyklus fir die Cs-
Photosynthese zum Flaschenhals der Carboxylierung durch die RubisCO wird und
somit die Geschwindigkeit dieser bestimmt (Raines 2003; Lawson et al. 2006). So
hatte die Uberexpression der SBPase und auch der FBPase verglichen mit dem
Wildtyp deutlich gesteigerte CO,-Assimilationsraten, besseres Wachstum und
gesteigerte Gehalte von RubP in den transgenen Pflanzen zur Folge (Miyagawa et
al. 2001; Tamoi et al. 2006). Da anhand der Ergebnisse der GMK Pflanzen davon
ausgegangen werden kann, dass diese mit einer hdheren Rate CO, assimilieren als
der Wildtyp, wurde eine Kombination des GMK-Ansatzes mit den Vorteilen der
SBPase/FBPase-Uberexpression noch eine  weitere  Verbesserung der

Biomassenproduktion der resultierenden Pflanzen erwarten lassen.

4.6 Die Salztoleranz der TSS-TSR Pflanzen

Bezlglich der Toleranz gegenuber den im Boden vorhandenen NaCl-
Konzentrationen kénnen die Pflanzen in Glykophyten (u. a. A. thaliana), die kaum
NaCl im Boden vertragen und Halophyten, von denen einige noch bei einer NaCl-
Konzentration wachsen, die der doppelten von Meerwasser entspricht, unterteilt
werden (Xiong und Zhu 2002). Hohe NaCl-Konzentrationen im Boden verringern die
Wasserverflugbarkeit fur die Pflanzen durch ein reduziertes osmotisches Potential.
Aber auch NaCl an sich kann negative Effekte ausiiben, besonders das Na*, welches
aber auf Grund seiner hohen physikalischen Ahnlichkeit mit dem benétigten K™ nicht
effizient von der Aufnahme Uber die Wurzeln ausgeschlossen werden kann. Der
hauptsachliche Unterschied zwischen Halophyten und Glykophyten besteht darin,
dass erstere aufgenommenes Na* sehr effizient in die Vakuole einlagern oder aus
den Zellen ausschlieRen konnen und/oder kompatible Solute (Substanzen, die nicht
sehr reaktiv sind, aber das osmotische Potential absenken) wie Glycin-Betain
(Holmstrom et al. 2000; Yang et al. 2007) synthetisieren, wohingegen Glykophyten
diese Fahigkeiten zwar teilweise besitzen, aber nur eingeschrankt nutzen (Xiong und
Zhu 2002). Ist die Menge an NaCl zu grof}, so stellt sich Salzstress ein, der sich bei
A. thaliana durch eine Arretierung des Rosettenwachstums und eine beschleunigte

Entwicklung uUber die Blute zur Seneszenz auszeichnet (Munns 2002).
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Gemessen an diesen Symptomen zeigten die TSS-TSR Pflanzen eindeutig eine
relativ zu Col-0 erhdhte Toleranz gegenulber extern appliziertem NaCl Gber die ganze
Spanne ihres Lebenszyklus, die bei den TSS und TSR Pflanzen nicht beobachtet
werden konnte (Abb. 74, 75 & 76; Tab. 11). Bei den TSS-TSR-Pflanzen konnte
ebenfalls eine grolRere Tendenz zur Auspragung von Stresssymptomen bei
Schwankungen der &auferen Bedingungen und sogar eine leicht erhdhte
Kaltetoleranz beobachtet werden (3.9.1; Abb. 73 & 77).

Uber die Ursache fiir diese Phanomene kann angesichts der geringen Menge
vorhandener Daten nur spekuliert werden.

Ein grolRes Problem fir die Interpretation dieser Eigenschaften der TSS-TSR
Pflanzen ist die Tatsache, dass die Enzymkombination aus TSS und TSR ohne die
GO im Chloroplasten nach gangiger Theorie (4.1.2) nicht mit Substrat versorgt
werden sollte und somit kein vom Wildtyp unterschiedlicher Phanotyp zu erwarten
war. Da aber ein Phanotyp auftrat, muss entweder Glyoxylat auch im Wildtyp-
Chloroplasten entstehen oder eine unbekannte Seitenreaktion der TSS-TSR-
Kombination zu den beobachteten Charakteristika der TSS-TSR Pflanzen flhren, wie
es fur andere Aldehyd-Dehydrogenasen bereits beobachtet wurde (Kotchoni et al.
2006). Zur Klarung dieses Punktes wirde sich eine detaillierte metabolische Analyse
dieser Pflanzen unter verschiedenen Bedingungen anbieten.

Eine Beteiligung des Redox-Haushaltes an der Salztoleranz kann wahrscheinlich
ausgeschlossen werden, da von der TSS-TSR-Kombination nicht, wie von den
entsprechenden Studien gefordert (Huang et al. 2005; Cheng und Long 2007),
Reduktionsaquivalente bereitgestellt, sondern durch die TSR verbraucht werden.

Die Signalwege, die zu Ausbildung von Salzstress flhren, teilen allerdings viele
Elemente und Hormone mit Signalwegen anderer Stressarten wie osmotischem,
mechanischem und Kalte-induziertem Stress (Munns 2002; Ma et al. 2006), so dass
in Anbetracht der erhdhten Neigung der TSS-TSR Pflanzen zur Ausbildung von
Stresssymptomen (3.9.1; Abb. 73) auch eine Deregulation in der generellen
Stressantwort in Frage kommt. Dies wurde ebenfalls die beobachtete Kaltetoleranz
(Abb. 77) erklaren und zudem nahelegen, die TSS-TSR Pflanzen auf die Toleranz
gegen weitere abiotische Stressarten (Hitze, Licht, Verwundung) zu testen. Um diese
Hypothese weiter zu untersuchen, ware einerseits zu prufen, ob vollig ungestresste
TSS-TSR Pflanzen ebenfalls eine erhohte Salztoleranz zeigen und ob andererseits in

TSS-TSR Pflanzen aus einer variierenden Umgebung tatsachlich die Transkripte
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Stress-assoziierter Gene relativ zum Wildtyp in erhdhter Menge vorliegen und die

Pflanzen so auf weitere abiotische Stressereignisse vorbereiten (Piao et al. 2001).
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8. Kurzzusammenfassung & Abstract

8.1 Kurzzusammenfassung

Die Photorespiration fuhrt in Cs-Pflanzen zu einem Verlust von Energie,
Reduktionskraft und fixiertem Kohlenstoff und ist bedingt durch die katalytischen
Eigenschaften der RubisCO. In der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, zwei
alternative katabolische Stoffwechselwege fur Glykolat in den Chloroplasten der Cs-
Pflanze A. thaliana zu etablieren. Die daraus folgende Iokale CO,-
Konzentrationserhbhung sollte die Photorespiration an sich und die
photorespiratorischen Verluste reduzieren und zu Pflanzen mit besseren
Wachstumseigenschaften fuhren. Das Startenzym Glykolat-Oxidase (GO) war in
beiden Stoffwechselwegen identisch, aber das von ihm neben Glyoxylat produzierte
H,O, flhrte zu so starken Schadigungen an GO-exprimierenden Pflanzen, dass die
zusatzliche Einfuhrung einer Katalase noétig wurde. Letztlich fuhrte aber die
Modifikation eines der vorgeschlagenen Wege bestehend aus der Glykolat-Oxidase,
Malat-Synthase und Katalase zum Erfolg. Die Pflanzen, die diesen Weg in ihren
Plastiden exprimierten, wuchsen grolder als der Wildtyp, zeigten eine hdhere
photosynthetische Effizienz und litten nicht mehr unter dem schadigenden Einfluss
des H;0..

Bei dem Versuch, diese Stoffwechselwege zu etablieren, wurden viele verschiedene
Pflanzenlinien, die teilweise interessante und aussagekraftige Phanotypen aufwiesen
erzeugt und analysiert. So forderte die Untersuchung des Lichtmengen-abhangigen
Phanotyps der NADP-Malat-Enzym-Pflanzen neue Erkenntnisse Uber eine Rolle von
Malat und Fumarat im Licht/Dunkel-Metabolismus und als mogliche Signalmolekile
des Kohlenstoffstatus zu Tage (Fahnenstich et al. 2007). Andererseits wurden durch
die kombinierte plastidare Expression der Tartronat-Semialdehyd-Synthase und der
Tartronat-Semialdehyd-Reduktase Pflanzen erzeugt, die offensichtlich eine héhere
Salz- und Kaltetoleranz als der Wildtyp aufwiesen, wobei die Ursache fur dieses

Phanomen noch nicht abschliefend geklart werden konnte.
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8.2 Abstract

Photorespiration is caused by the catalytic properties of RubisCO and leads
inevitably to a loss of energy, reducing power and fixed carbon in C3 plants. In this
work two alternative glycolate catabolic pathways capable of reducing those losses
and photorespiration itself by increasing local CO, concentration should be
introduced into plastids of the Cs plant A. thaliana. The starting enzyme glycolate
oxidase (GO) was identical for both proposed pathways. Unfortunately, the H,O,
produced by the action of the GO lead to severe deteriorations in GO expressing
plants and rendered the introduction of an additional catalase necessary. Finally, a
modification of one of the proposed pathways consisting of a glycolate oxidase, a
malate synthase and a catalase has proved successful. Plants expressing this
pathway presented enhanced biomass accumulation and displayed a higher
photosynthetic efficiency than the wild-type. Furthermore they did not suffer from the
adverse effects of H,O, anymore.

During the establishment of these pathways several transgenic lines have been
generated and examined, in part showing very interesting and meaningful
phenotypes. The investigation of the light-amount-dependent phenotype of the
NADP-malic-enzyme expressing plants lead to new insights on the role of malate and
fumarate in light/dark-metabolism and as possible signal molecules of the carbon
status (Fahnenstich et al. 2007). Additionally the plastidic expression of tartronic-
semialdehyde synthase together with tartronic-semialdehyde reductase yielded
plants that displayed a higher degree of salt- and cold tolerance compared to the

wild-type — a phenomenon which remains elusive.
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