Untersuchungen zur Hochlicht-Akklimatisierung

von Arabidopsis thaliana Mutanten mit Defekten im Kohlenhydratstoffwechsel

Inaugural - Dissertation

zur

Erlangung des Doktorgrades

der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Universitat zu Koln

vorgelegt von

Jessica Schmitz

aus Ahlen (Westfalen)

Februar 2011






Die dieser Dissertation zugrundeliegenden experimentellen Arbeiten wurden in der Zeit von

August 2007 bis Februar 2011 am Botanischen Institut der Universitat zu Kéln angefertigt.

Berichterstatter: Prof. Dr. Ulf-Ingo Fliigge

Prof. Dr. Reinhard Kramer

Tag der miindlichen Priifung: 11. April 2011



,Je komplizierter der Mechanismus, umso leichter ist es, ein bisschen Verwirrung zu stiften”

Montgomery ,Scotty” Scott (Star Trek I1l, 1984)



Inhalt

ADDIAUNESVEIZEICNNIS ....ciiiciiiieiiee e e e e e s e et e e e e e e s eessbrreeeeeeeeenns v
TabellENVEIZEICNNIS ....eiiieeee e s s e e e s ebae e e s s areee s Vi
ADKUrZUNGSVEIZEICANIS ....eviiiiiiiee et e e e bee e e s sate e e s s nabaeee s Vi
o N = I USSR 1
1.1 Der Elektronenfluss in der PhotoSYNtheSe . ........coooiiivieeiei e, 1

1.2 Protektive Mechanismen zum Schutz der Photosynthese bei erhohter
(76l 0] =Y o101 01 4 (o] FU USROS 3
1.3 Akklimatisierung der Photosynthese an veranderte Lichtbedingungen........c...cccoeuuneeee. 9
1.4 Retrograde SIBNAIE ..uuueeeiiiiiieiiiieiiee et e e e e e e e e e s eebbbeeeeeeessennaraneees 11
1.5 Zentrale metabolische Stoffwechselwege der Photosynthese.........ccccecvvvveeieiiiiicnnnneen. 14
1.6 ZielsetZUNg der ArDEIT......ccoi et et e e e e 18
MATERIAL & METHODEN ......iiiieieieieieiecciecesere s bbb aa s s b s asssssssasssssssssssssnsnnnnes 19
2.1 PFlANZENTINIEN w.eeiiieeeeeeeee et sre e e e 19
D A o 11 = SO TP PP PP P PP PPPPTPOPI 19
2.3 Chemikalien UNd ENZYME ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e nneeaes 20
2.4 Software und Datenbanken.........ooiiiiiiiiiiie e 21
2.5 Anzuchtbedingungen von A. thaliana ...............ccoooveeiiieiei i 21

2.5.1  Anzucht von A. thaliana auf EF0e.......ccceecuiiiiieiiiiieiieenitesie ettt saeeseae e sineenaee s 21

2.5.2  Anzucht von A. thaliana in StErilKUITUL .......cceiiiiiiiieiieeee e 22
2.6 Molekularbiologische Methoden .........cooiieiiii e e 23

2.6.1 Genomische DNA-Isolierung aus A. thaliana ............ccceccueeeecieeecciee e 23

2.6.2  Polymerase Kettenreaktion........ccocueiiiiiiiiiieeniieceee et 23

2.6.3  AgarosegelelektrophoreSse ...ttt 24

2.6.4  RNA-Isolierung aus Arabidopsis thaliana .................ccccovueeeieiiecciiieeie e e 25

2.6.5 Quantitative und qualitative Bestimmung isolierter RNA..........ccocveeiiiiiciiiieeee e, 26

2.6.6  Quantitative Reverse Transkriptase-PCR (QPCR)......ccceeeviiiiiieiiie ettt 26
2.7 Proteinbiochemische Methoden ........coociiiiiiiiiii e 27

2.7.1 Isolierung von Gesamt-Protein aus A. thaliQnQ............ccccoceeeecueiiecieeeeiiieeecee e 27

2.7.2  Proteinmengenbestimmung mit AMidoSChWarz.........cccceceeriiieriieeniieneeeee e, 28

2.7.3  Denaturierende diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) .. 29

2.7.4  Anfarbung von Proteinen im Gel mit kolloidalem Coomassie ..........ccccceeeeevieeeciiieeccnrennnn. 30

2.7.5 Transfer von Proteinen auf Membranen (Western Blot) .........ccoeevueiiiiiieeeciiececieec e, 30

2.7.6  Immunologischer Nachweis VON Prot@iNen ..........cccceeeeiiiiieeciiie et e 31

2.7.7 Immunologischer Nachweis von Proteinphosphorylierung .........ccccccoevveeeeciieiccieee e, 32

2.7.8  Blaue native kontinuierliche Polyacrylamid Gelelektrophorese (Blue Native) ................. 32

2.7.9  MassenspektrometrisChe ANAIYSE .......coeociiiiiciie e e e 35
2.8 Bestimmung photosynthetischer Parameter .......cccoccvveiiiiiiiiniiiee e 35

2.8.1  Messungen der PSH-AKLIVItAt in VIVO .........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiice 35

2.8.2  Messungen der PSI-AKLIVITAt iN VIVO ......coooo ittt aae e 36

2.8.3 Bestimmung der Fluoreszenz-Emissions-Spektren der Photosysteme bei 77 K ............... 37



Inhalt

2.9 ElektronenmikroSKOPIE......cco i ittt e e e e e e e e e e e anaaaeas 38
2.9.1 Fixierung von Blattmaterial fiir die Elektronenmikroskopie .........cccccveveercieesieencieesveennn. 38
2.9.2  Herstellung von Schnittpraparaten fiir die Elektronenmikroskopie .......ccccoevvevcieriieennne. 39
2.10 Genomweite Expressionsanalyse von A. thaliGna ...............cceevvvveeeeeeeiiiciiiveneneeenieninns 40
2.10.1 Experimenteller AUFDAU ........ooo i e 40
2.10.2 Statistische Analyse zur Identifizierung differentiell regulierter Gene ........cccccevvveveeeenee. 40
2.11 Quantitative und qualitative Pigmentanalysen .........ccccocviiiiniiiiiiiniieee e 41
2.11.1 Bestimmung des MgProtolX-Gehaltes .........ccoeuiiiiiiniiiniiiiiece e 41
2.11.2 Bestimmung des Chlorophyll- und Carotinoidgehaltes...........cccoevveiiiiieiiniiiiiniee e, 41
2.12 Quantitative und qualitative Metabolitanalysen.........cccccceiiieiiiiiiei e, 42
2.12.1 Qualitative und quantitative Bestimmung von Adenylaten.........ccccccoeveeeeciieecccineecciveeenn, 42
2.12.2 Qualitativer Nachweis von Starke in BIGTEErN ......occeeviiiiiiieniienieeieeee e 43
2.12.3 Quantitative Bestimmung I6slicher Zucker in BIGttern .......coccvvvveevieinieeniieeniecnie e, 43
2.12.4 Quantitative Bestimmung der Starke in BIGttern........cccoeveeriienieeniieneceeeee e, 44
S T =1 24 € =121\ 3] RN 46
3.1 Charakterisierung des Hochlicht-abhangigen Phanotyps der adgl-1/tpt-2
(B ToY o] o 1] a1V} =1 ) (= TUU U UPURR 47
3.1.1  Untersuchung der Photosyntheseeffizienz im Hoch- und Schwachlicht..........c.ccccccueee.. 49
3.1.2 Elektronenmikroskopische Untersuchung zur Ultrastruktur der Chloroplasten............... 55
3.1.3 Immunologische Analyse Photosynthese assoziierter Proteine .........cccoccevvveeiieevcnnnneenn.. 56
3.1.4 Auftrennung der am Elektronentransport beteiligten Superkomplexe...........cccceeeuneenn. 60
3.1.5 Untersuchung der Chl a Fluoreszenz-Emissions-Spektren bei 77 K.......ccccccvveeecieeeineennn. 63

3.1.6  AufschlUsselung der erhéhten Chl a Fluoreszenz der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante....... 64
3.2 Betrachtung des HCF Phanotyps der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante im metabolischen

KONTEXE. ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e aeeesaeaseeeasasasanasees 69
3.2.1  Uberblick tiber den Kohlenhydratstoffwechsel im Hochlicht..........cccocvveveiiviiieveceienen 70
3.2.2  Betrachtung der ATP/ADP Gehalte zur Uberpriifung des zellulidren Energiestatus.......... 72
3.2.3 Effekte von exogen geflitterter Saccharose auf den Wachstums- und HCF Phanotyp...... 73
3.2.4 Analyse weiterer Stoffwechselmutanten mit ahnlichem HCF Phanotyp .........cccceeeuneeee. 78

3.3 Transferexperimente zur Untersuchung der Akklimatisierung der adgl-1/tpt-2

Doppelmutante im HOChIICht .........cooiiiee e e 86
3.3.1 Effekte auf den HCF Phanotyp durch Schwachlicht Exposition...........ccccceeecvieieiiiveeeineennn. 87
3.3.2  Analysen der Akklimatisierung der Photosyntheseeffizienz an Hochlicht ....................... 89
3.3.3 Genomweite Expressionsanalysen in Kurzzeit- und Langzeit-Akklimatisierungsphasen
E= LT o (ool 1 [Tol | S 92
O B 1 1Y (U1 10 ] N 110
4.1 Die homozygote Doppelmutante adgl-1/tpt-2 ist lebensfahig.........coceevvvvieveiennnnn, 111
4.2 Eine Veranderung der Photosynthese-assoziierten Komponenten im Hochlicht
verursacht den HCF Phanotyp der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante .........ccceeeevveeennennnee. 113
4.2.1 Die Veranderungen im Stoffwechsel der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante fihren zu
starker Photoinhibition unter HOChlicht ......c..coiviiiiiiiiiccee e 114

4.2.2 Die Regulation der Lichtabsorption ist in der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante gestort..... 116
4.2.3 Ungebundene LHCs verursachen der HCF Phanotyp der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante 117
4.2.4  Fihrt eine Limitierung der ETK zu einer Etablierung alternativer Elektronenfliisse? ..... 120
4.2.5 Der metabolische Status der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante ist direkt fur die
Auspragung des HCF Phanotyp verantwortlich.........ccoccvveeecii e 124
4.2.6 Weitere Stoffwechselmutanten zeigen einen HCF Phanotyp im Hochlicht.................... 126



Inhalt

4.3 Die Akklimatisierung der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante an Hochlicht ist verdndert... 128
4.3.1 Die globale Expressionsanalyse der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante offenbart eine

deutliche veranderte Akklimatisierungsantwort auf Hochlicht ...........cccccooieiiiieninennn. 128

4.3.2 Der HCF Phénotyp - ein physiologisches Modell............ccoeeiiiiieeeciiiceceec s 131
ZUSAMMENFASSUNG ...ttt e e e e e e e e et e ee e e e e e e e e e aaaaaeeeaeeaaenes 134
y Y Y I A Y USSR 136
LITERATURVERZEICHNIS ...ttt e ettt e e e et e e e e et e e e e e et e e e saana e eeennn 137
F NN Y 1 L N 153
8.1 Bestatigung der generierten Stoffwechselmutanten........cccccevvviieiiiniiee e, 153
(D F T o] &= = (U1 V=R 155
[ = L Lo TP 157
(0= o T=T ] =T PSP 159



Abbildungs- & Tabellenverzeichnis

(N Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1.1 Ubersicht liber die Elektronentransportkette der Photosynthese. ..........ccccveevrverrnnee
Abbildung 3.1 Identifizierung der tpt-2 ,,knock-out” MUtante. .........cccveeeeiiiieicciiee e

Abbildung 3.2 Wachstumsphanotyp der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante in Abhdangigkeit
verschiedener LIChtinteNnSItAteN. ...c.civiiiiiiiiee e s

Abbildung 3.3 F,/F,-Verhaltnisse der verwendeten Mutanten adgl-1, tpt-2, adgl-1/tpt-2 im
Vergleich zum WT in Falschfarben dargestellt. ........c.ccoociiiiiiieiiice e,

Abbildung 3.4 Gegentberstellung der Elektronentransportraten am PSIl und PSI in Abhadngigkeit
von der PhotonenflusSAiChte. .......uvieeiiiieeiiieeee e e e ee e

Abbildung 3.5 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Thylakoidstruktur des WT und der
adgl-1/tpt-2 Doppelmutante im Vergleich von LLund HL.....ccooovveeiiiiicieeeieeccee e

Abbildung 3.6 Immunologischer Nachweis der wichtigsten Photosynthese-assoziierten Proteine
im Vergleich von HL und LL angezogenen WT, adgl-1, tpt-2 sowie adgl-1/tpt-2

Abbildung 3.7 Proteinsuperkomplexe der Thylakoidmembran von im HL angezogenen
adgl-1/tpt-2 Doppel- sowie den entsprechenden Einzelmutanten und des WT...........

Abbildung 3.8 Relative Chlorophyll a Fluoreszenz-Emissions-Spektren von isolierten Thylakoiden
des WT und der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante bei 77 K.......oooceveeveeeeeeecreeeceeeeree e

Abbildung 3.9 Verlauf der Chla Fluoreszenz bei Induktion mit Licht des HL angezogenen WT
sowie der adgl-1/tpt-2 DopPelMULante. .....cccceieeiee ettt e

Abbildung 3.10 Einfluss der Inhibitoren Tentoxin, Nigericin und Dithiothreitol auf die
Chl a Fluoreszenzloschung im Licht. .........oovviiiiiiie e

Abbildung 3.11 Chla Fluoreszenzkinetiken bei verschiedenen Inhibitorbehandlungen und
FErNIOtEM LICHT. c.eviiiiiiiieeee e e st e sba e e s abe e sbeeesaaee e

Abbildung 3.12 Darstellung der einzelnen Komponenten der absoluten Chl a Fluoreszenz im WT
und der adg1-1/tpt-2 DoppelMULaNnte. ....ccceeciieeie et

Abbildung 3.13 Diurnale Anderungen des Stirke-, Saccharose-, Glukose- und Fruktosegehaltes im
Blatt beim WT, tpt-2, sowie adg1-1 und adg1-1/tpt-2 Doppelmutante. ............c..........

Abbildung 3.14 Absolute ATP, ADP, und AMP Gehalte pro g Frischgewicht im Blatt der Mutanten
und des WT im Vergleich von HL UNd LL.......uiiiiiiiieciiee et

Abbildung 3.15 Veranderung des HL-abhdngigen Phinotyps der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante nach
Flitterung von 50 MM SACCNArOSE. .....ueviiiieiiiiieeee ettt e e e e e e e e e anrees

Abbildung 3.16 Relative Expression des GPT2 unter Einfluss exogen gefiitterter Saccharose................

Abbildung 3.17 Einfluss exogener Saccharose auf den HCF Phanotyp in der adgl-1/tpt-2
Doppelmutante und der adg1-1/tpt-2/gpt2-1 Tripelmutante. .......ccccoeveeeeeeeveeeneeenen.

Abbildung 3.18 Phadnotypische Betrachtung der generierten Doppelmutanten unter HL Anzucht. .......

Abbildung 3.19 Relative Anteile der Chla Fluoreszenz Komponenten der neu generierten
StoffwechseldoppelMUEANTEN. .....ccoi e e

.8
46

48

51

65

66

67

69

71

74

78
81

83



Abbildungs- & Tabellenverzeichnis

Abbildung 3.20 Phanotypischer Vergleich der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante und dpal Mutante bei
Anzucht auf SAaccharose iM HL. ....occiiiiiiie et e e e e ens 84

Abbildung 3.21 Immunologische Untersuchung verschiedener Photosynthese-assoziierter Proteine

in Abhangigkeit VON SACCRAr0oSe. ..ooooueiiiiiieee e e e e 86
Abbildung 3.22 Anderung der Chl a Fluoreszenzparameter bei Exposition HL angezogener Pflanzen
00T I PP U T OO PPUPUOPPRPP 88
Abbildung 3.23 Darstellung der einzelnen Chl a Fluoreszenzparameter im Zeitverlauf nach ein
Transfer VON LLINS HL. coeviiiiiiiiee ettt sttt sae e sate e s esaaeesineenas 90
Abbildung 3.24 Lhcbl Transkriptakkumulation im HL Transfer im Vergleich mit den
Mg-Protoporphyrin IX GEhateN. .....cccviii i 92
Abbildung 3.25 Schematische Darstellung der ArrayauSWertUNE. ........cccueeeeeciveeeeiieeeeeiireeseireeesereneeeenns 93

Abbildung 3.26 Ubersicht (iber die Anzahl signifikant de-regulierter Gene in der adgl-1/tpt-2
Doppelmutante und den entsprechenden Einzelmutanten im Vergleich zum WT........ 95

Abbildung 3.27 Proportionale Anteile der funktionellen Gruppen der Kandidatengene der

adg1-1/tpt-2 DOPPEIMULANTE.. c.cccvieieeieeieece ettt et e r e ebeesteesbe e be e beesbaesraa s 97
Abbildung 3.28 Hierarchische Ubersicht der signifikant (iberreprasentierten funktionellen Gruppen
von den Kandidatengene zU ZPAh. ...........eiiii ittt 98
Abbildung 3.29 Hierarchische Ubersicht der signifikant (iberreprasentierten funktionellen Gruppen
von den Kandidatengene zu ZP2d. ........oeeeiiiiie et 99
Abbildung 3.30 Darstellung aller vorausgesagten DNA Motive der 5 UTR fiir die Kandidatengene
nach ZP2d HL Exposition, gefiltert nach Bedingung 3. ......cccoooieeiiiiiieei e, 109
Abbildung 4.1 Aufbau der abundantesten PSII-LHCII Superkomplexe in A. thaliana. ......................... 120

Abbildung 8.1 Qualitativer Starkenachweis mittels lod-Kaliumiodid Farbung zur Verifizierung von
homozygoten Mutanten im Starkemetabolismus. .........cccveeiiiiiiieee s 153

Abbildung 8.2 Bestatigung der homozygoten T-DNA Insertion im TPT bzw. GPT2 Allel mittels PCR..154



Abbildungs- & Tabellenverzeichnis

Tabelle 3.1

Tabelle 3.2

Tabelle 3.3

Tabelle 3.4

Tabelle 3.5

Tabelle 3.6

Tabelle 3.7

Tabelle 3.8

Tabelle 3.9

Tabelle 3.10

Tabelle 3.11

Tabelle 3.12

Tabelle 3.13

Tabelle 3.14

Tabelle 3.15

Tabellenverzeichnis

Zusammenstellung der physiologischen Charakteristika der einzelnen Pflanzenlinien

im Vergleich von HL uNd LL ANZUChEEN. ....coeiiiiiieeee e 49
Zusammenstellung der Chlorophyll a Fluoreszenz Parameter der einzelnen
Pflanzenlinien im Vergleich von HL UNA LL. ....cooiiiiiiiiiiiiecciee e e 50

Parameter der Photosyntheseeffizienz am PSI der Mutanten und des WT im
Vergleich VON HL UNG LL. c...eviiiiiiicc ettt srttre e e s ate e e st e e e eenraeaeeans 52

Zusammenstellung aller mittels LC-MS/MS identifizierten Proteine des >1000 kDa
SUPEIKOMPIEXES. .cevveee ettt ettt e e et e e e s rate e e e e bee e e e abae e s sbeeeeesnseeeesnsres 62

Vergleichende Ubersicht der gemessenen Chlorophyll- und Carotinoidgehalte bei

Saccharoseanzucht der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante sowie des WT.......ccceevvecveeveenen. 74
Zusammenstellung der Chl a Fluoreszenz Parameter bei Saccharoseanzucht der
Adg1-1/tpt-2 UNd dES WT. ..oiiiiiiciiciecieete ettt et ettt te e st e e tae e beebeebeebeebeebeesraans 75
Zusammenfassung der Chl a Fluoreszenzparameter der generierten
Stoffwechselmutanten unter HL ANZUCht.......cooiiiviiiii i 80
Zusammenstellung der Chl a Fluoreszenzparameter von adgl-1/tpt-2
Doppelmutante und dpal Mutante im HL.........cceeeeeiiiciiiiiiee e 85
Verwendete Filterregeln zur Identifikation von Kandidatengenen in der
adgl-1/tpt-2 DOPPEIMULANTE. c.ooiitiietieeeeeeeee ettt ettt e et ettt e et e 94

Zusammenfassung der unter Bedingung 1 gefilterten Kandidatengene zu ZP4h und
7 oy o PSSP 102

Zusammenfassung der unter Bedingung 2 gefilterten Kandidatengene zu ZP4h mit
putativer chloroplastidarer Lokalisation.........cccueveieiiieiciiieeec e 103

Zusammenfassung der unter Bedingung 3 gefilterten Kandidatengene zu ZP4h mit
putativer chloroplastidarer Lokalisation.........cccccveeieiiiiiiiciie e 104

Zusammenfassung der unter Bedingung 2 gefilterten Kandidatengene zu ZP2d mit
putativer chloroplastidarer Lokalisation.........cccccueeieiiiiiiiciie e 105

Zusammenfassung der unter Bedingung 3 gefilterten Kandidatengene zu ZP2d mit
putativer chloroplastidarer LoKalisation........ccccuvveiiieieiciiieeeee e 106

Zusammenstellung der Transkriptionsdaten der Photosynthese-assoziierten Gene
im stationdren Vergleich von WT und adg1-1/tpt-2 Doppelmutante zum ZP2d. ......... 107

Vi



lll.  Abkiirzungsverzeichnis

% (v/v) Volumenprozent

% (w/v)  Gewichtsprozent

3-PGA 3-Phosphoglyzerinsdure

ADG1 ADP-Glukosepyrophosphorylase, kleine Untereinheit
AL aktinisches Licht

APX Ascorbatperoxidase
ATP Adenosintriphosphat
bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

cDNA komplementdre DNA

CEF zyklischer Elektronenfluss
Chl Chlorophyll
d Tag(e)

DBMIB Dibrommethylisopropyl-Benzoquinone
DCMU Dichlorphenylharnstoff
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DTT Dithiothreitol

E Extinktion

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ET Elektronentransport

etal et alii (und Andere)

ETK Elektronentransportkette

ETR Elektronentransportrate

Fo Grundfluoreszenz

Fd Ferredoxin

Fm maximale Fluoreszenz

FNR Ferredoxin-NADP"-Oxidoreduktase
FR dunkelrot

Fru Fruktose

Fo/Frm maximale Quanteneffizienz

g Erdbeschleunigung

g Gramm

Glc Glukose

GPT Glukose-6-phosphat/Phosphat Translokator
GUN genome uncoupled

h Stunde(n)

H Proton

HCF Hoch-Chlorophyll-Fluoreszenz
HL Hochlicht

LEF Linearer Elektronenfluss

LHC Lichtsammelkomplex

LL Schwachlicht

M mol/Liter

VI

MEX1
min
mRNA
NADPH
NDH
NF

oD

PAM
PC
PCR
PFD
PGl
PGM
pH
pmf
PQ
PS
Qe
ap
RNA
ROS
rom
RT

SEX1
SD
SDS
SE
Suc
Taq
T-DNA
TP
TPT
Tris
uv
VDE
Vol.
WT
Wwz
XPT
Xz
z.B.
ZP

Maltoseexporter

Minute(n)

messenger RNA
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
NAD(P)H Dehydrogenase
Norflurazon

optische Dichte

anorganisches Phosphat
Puls-Amplituden-Modulation
Plastocyanin

polymerase chain reaction
Photonenflussdichte
Phophoglukoseisomerase
Phophoglukomutase

potentia hydrogenii

proton motive force

Plastochinon

Photosystem

Hoch-Energie Loschung
photochemische Energieléschung
Ribonukleinsdure

Reaktive Sauerstoffspezies
revolutions per minute
Raumtemperatur

Sekunde(n)
Glukan-Wasser-Dikinase
Standardabweichung
Natriumdodecylsulfat
Standardfehler

Saccharose

Thermus aquaticus

Transfer-DNA

Triosephosphat
Triosephosphat/Phosphat Translokator
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Ultraviolett

Violaxanthin De-Epoxidase
Volumen

Wildtyp

Wasser-Wasser-Zyklus
Xylulose-5-phosphat/Phosphat Translokator
Xanthophyllzyklus

zum Beispiel

Zeitpunkt






1. EINLEITUNG

Alle anabolischen Stoffwechselprozesse sind energieabhangig. Pflanzen gewinnen ihre Energie
durch die Photosynthese im Chloroplasten, welche sie dazu befdhigt absorbierte Lichtenergie
in Form von chemischer Energie zu speichern. Daher ist Licht der wichtigste abiotische Faktor,
der Entwicklung, Wachstum und Reproduktion bestimmt. Im Rahmen der Photosynthese wird
das Licht verwendet, um Wassermolekiile zu oxidieren und die gewonnenen Elektronen tber
die Redoxpotential-abhingige Elektronentransportkette (ETK) auf NADP® zum Aufbau von
Reduktionsdquivalenten (NADPH) zu (bertragen. An diesen Elektronentransport ist die
Synthese der energiereichen Verbindung ATP aus ADP und P, gekoppelt. Die Assimilierung von
CO, im Stroma der Chloroplasten wird durch die Verfiigbarkeit von NADPH und ATP limitiert.
Veranderungen in der Lichtquantitdt und -qualitdt kdnnen dramatische Stérungen der ETK
sowie der Folgereaktionen verursachen. Somit sind die Akklimatisierungsprozesse der
Photosynthesemaschinerie an veranderte Lichtbedingungen von entscheidender Bedeutung
fir das Uberleben der Pflanze. Im Folgenden wird die Photosynthese in Bezug auf Leistung
und ihre protektiven Mechanismen im metabolischen Zusammenhang von photosynthetisch

aktiven Pflanzengeweben dargestellt.

1.1  DER ELEKTRONENFLUSS IN DER PHOTOSYNTHESE

Die als Photosynthese bezeichneten physikalischen, chemischen und biochemischen Prozesse
sind in der pflanzlichen Zelle im Chloroplasten lokalisiert. Die Chloroplasten sind durch
Endosymbiose mit einem prokaryotischen Organismus hervorgegangen (Race et al., 1999).
Pflanzliche Chloroplasten besitzen drei Membransysteme, die &dulRere und die innere
Hillmembran sowie die Thylakoidmembran, welche durch Ausstilpungen der inneren
Membran hervorgeht. Dieses Membransystem legt durch Schaffung eines zweiten
Reaktionsraumes im Stroma des Chloroplasten, dem inneren Thylakoidlumen, die Grundlage
fliir die Reaktionen der Photosynthese. Das Thylakoidmembransystem bildet Strukturen mit
hohen gestapelten Membranen (Granathylakoide) und ungestapelten Membranen
(Stromathylakoide) aus. Die ETK wird durch drei membranstindige Komplexe, das
Photosystem Il (PSIl), Cytochrom bef Komplex (Cyt bgf) und Photosystem | (PSl), vermittelt,

welche wiederum tiber den membranstandigen Plastochinon Pool (PQ-Pool) und das auf der
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Lumenseite mit den Thylakoiden assoziierte Plastocyanin (PC) miteinander gekoppelt sind.
Diese Membrankomplexe sind jedoch nicht gleichmaRig in der Thylakoidmembran verteilt.
Wadhrend PSI in der Stromathylakoiden lokalisiert, ist das funktionelle PSIl in den
Granathylakoiden vorzufinden (Danielsson et al., 2004). Dies verhindert die excitonische
Energielbertragung von PSIl auf PSI (Trissl und Wilhelm, 1993). Der Cyt bgf Komplex ist
hingegen homogen in den Thylakoiden verteilt (Allred und Staehelin, 1986). Alle Komplexe der
ETK sind multimere Proteinsuperkomplexe, von denen im Folgenden nur Untereinheiten im
direkten Zusammenhang mit der ETK beschrieben werden (fir Details siehe Abbildung 1.1 A

und Abbildung 4.1 B; Review von Barber, 2004; Busch und Hippler, 2010).

Das Licht wird durch die Lichtsammelkomplexe (light harvesting complex = LHC) absorbiert
und die Anregungsenergie zu den Reaktionszentren von PSIl und PSI Uber strahlungslosen
Energietransfer (Excitonentransfer) weitergeleitet (Melis, 2004). Im Zentrum des PSII,
gebunden in der Proteinuntereinheit PsbA (D1), befindet sich ein Chlorophyll a (Chl a) Dimer
(P680), welches durch Licht mit einer Wellenlange von 680 nm angeregt werden kann und ein
Elektron an den primédren Elektronenakzeptor Pheophytin a (Pheo) weiter gibt. Das oxidierte
P680 besitzt ein Redoxpotential von 1,15V, welches bendtigt wird um am
sauerstoffentwickelnden Komplex (oxygen evolving complex = OEC), einem Mn,Ca’-Cluster,
Wasser zu oxidieren. Die photolytische Wasserspaltung gibt unter Oxidation von zwei
Molekiilen H,O ein Molekiil O, und 4 Protonen (H*) in das Thylakoidlumen ab (Cady et al.,

2008). Hierbei werden vier Elektronen freigesetzt und tber die ETK transportiert.

Das reduzierte Pheo Ubertragt ein Elektron an ein im PSIl Zentrum PsbD (D2) gebundenes
Plastochinon A (Qa), welches im Folgenden das membrangangige Plastochinon (PQ) an der Qg
Bindestelle des D2 Proteins reduziert. PQ ist ein Zwei-Elektronenakzeptor und I6st sich nach
Aufnahme von zwei Elektronen und zwei H*, aus dem Stroma des Chloroplasten, vom PsbA ab
und geht als Plastohydrochinon (PQH,) in den PQ-Pool ein. PQH, Ubertragt ein Elektron liber
den Cyt bgf Komplex, unter Abgabe von Protonen ins Thylakoidlumen, auf PC weiter. Hier wird
von einem Zwei-Elektronentransportschritt (PQH,) auf einen Ein-Elektonentransportschritt
umgeschaltet, wodurch der Cyt bgf Komplex zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des

photosynthetischen Elektronentransports wird (Sacksteder et al., 2000; Baniulis et al., 2008).
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Neben der H*-Ubertragung ins Thylakoidlumen durch die Re-Oxidation von PQH, wird tber

den Q-Zyklus am Cyt bf ein weiteres H* pro Elektron transloziert.

PC reduziert auf der Donorseite des PSI das zuvor durch Lichtabsorption und
Elektronenweitergabe oxidierte Reaktionszentrum des PSI (P700). Analog zu P680 befindet
sich im P700 ein Chl a Dimer, das Licht mit einer Wellenlange von 700 nm absorbieren kann
und ein Elektron an ein modifiziertes Chla (Ao) Ubertragt. Vom P700 aus werden die
Elektronen entlang des Redoxpotentialgefilles iber ein Phyllochinon (A;) und nachfolgend
Uber drei proteingebundene Eisenschwefelzentren auf Ferredoxin (Fd) (bertragen. Hier
vermittelt die Ferredoxin-NADP* Oxidoreduktase (FNR) die Ubertragung der Elektronen in
einem  Zwei-Elektronentransportschritt von Fd auf NADP® zum Aufbau des
Reduktionsdquivalents NADPH (Mulo, 2010). Hierbei dient FAD als Kofaktor. Dieser lineare
Elektronenfluss (LEF, Abbildung 1.1 A) von H,0 zu NADP" ist an die H" Translokation durch den
Cyt bgf, PQH, und den OEC, ins Thylakoidlumen gekoppelt. Das aufgebaute elektrochemische
Potential der Protonen (proton motive force = pmf) wird verwendet, um Uber die thylakoidale

CFo-CF; ATP-Synthase ATP aus ADP und P, zu synthetisieren (McCarty, 2004).

Die stromabwartsliegenden Prozesse der Photosynthese, die CO, Assimilation (Stoffwechsel)
und die Abnahme von NADPH und ATP, sind eng mit den stromaufwartsliegenden Prozessen
(Lichtabsorption, Elektronentransport und Etablierung eines pH-Gradienten Gber der
Thylakoidmembran) gekoppelt. Im Tagesverlauf, aber auch Uber den gesamten
Entwicklungszeitraum der Pflanze kommt es zu starken Fluktuationen der Lichtintensitat (z.B.
Licht/Schatten). Um das Licht bei geringeren bzw. hohen Photonenflussdichten (PFDs)
effizient nutzen zu kénnen, missen protektive Mechanismen und Akklimatisierungsprozesse

etabliert sein bzw. werden.

1.2 PROTEKTIVE MECHANISMEN ZUM SCHUTZ DER PHOTOSYNTHESE BEI ERHOHTER
LICHTABSORPTION

Unter nattirlichen, physiologischen Bedingungen kommt es zu Situationen, in denen zu viel
Licht absorbiert wird, welches aufgrund von Limitationen in der ETK und den
stromabwartsliegenden Prozessen nicht flir die photochemischen Reaktionen verwendet

werden kann. In diesem Fall greifen protektive Mechanismen, welche innerhalb kurzer Zeit zu
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einem Abfluss des ,Energiedrucks” in alternative Wege flihren. Diese im Folgenden
beschriebenen protektiven Mechanismen werden haufig in der Literatur unter dem Begriff
der Kurzzeitakklimatisierung oder Kurzzeitantwort zusammengefasst (Bailey et al., 2001). Da
diese Mechanismen aber nicht direkt zu einer stdochiometrischen Verdnderung der
Photosynthesemaschinerie filhren und nicht durch eine Veranderung in der Genexpression
induziert werden, werden sie im Rahmen dieser Arbeit als protektive Mechanismen
beschrieben. Allerdings kann die Kapazitdt dieser protektiven Mechanismen mit
voranschreitender Akklimatisierung (Abschnitt 1.3) durch verstarkte de novo Synthese von
essentiellen (Protein) Komponenten vergrofRert werden und sind somit auch Gegenstand der

Akklimatisierungsprozesse.

(1) Protektive Mechanismen am PSII

Am PSII stehen die Loschung der absorbierten Energie durch photochemische Prozesse, die
Warmedissipation und die Chl a Fluoreszenz miteinander in Konkurrenz. Im intakten System
ist die Chl a Fluoreszenz minimal (3 %) und hat keine physiologische Bedeutung. Mithilfe der
Puls-Amplituden-Modulation (PAM) Fluorometrie lassen sich jedoch, iiber Anderungen der
variablen Chl a Fluoreszenz (F,) des PSIl, Photosyntheseeffizienz und Elektronentransportraten
(ETR) bestimmen (Abschnitt 2.8.1). Kann die absorbierte Lichtenergie nicht in den
photochemischen Prozessen verwendet werden (photochemische Energieléschung; gr = hohe
F.), wird ein GroRteil der Energie auf Kosten der F, in Form von Warme an den LHClls
abgestrahlt (nicht-photochemische Energieldschung; qe=niedriges F,; Ruban und Horton,
1994). Dieser Prozess der ,Hoch-Energie” Loschung (qg) wird Uber den transthylakoidalen
pH-Gradienten reguliert. Es wurde postuliert, dass die Ansduerung des Thylakoidlumens eine
Konformationsanderung der LHCII induziert. Die Lebensdauer der Anregungszustdnde der Chl
Molekile wird verkirzt und somit die Wahrscheinlichkeit zur Warmeabstrahlung erhoht
(Horton et al., 2008). Kontrovers hierzu postulierten Barros et al. (2009) auf Basis von
Kristallstrukturanalysen, dass die Energieléschung des LHCIl durch Interaktion mit anderen
Pigment-Protein Komplexen verursacht wird, ohne dass eine Konformationsanderung
induziert werden muss. g ist abhdngig von weiteren Prozessen, welche ebenfalls tGber den
pH-Gradienten reguliert werden. Durch Absinken des pH-Wertes im Thylakoidlumen unter 5,8
wird das dort lokalisierte Enzym Violaxanthin De-Epoxidase aktiviert (VDE; Pfiindel und Dilley,

1993). Die VDE wiederum ist essentiell fiir den Umsatz von Violaxanthin Gber Antheraxantin
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zu Zeaxanthin (Demmig-Adams und Adams, 1996). Zusammen mit der enzymatischen
Riickreaktion durch die Zeaxanthin Epoxidase beschreibt dieser Umsatz den Xanthophyllzyklus
(XZ). Auch wenn lber Mutanten mit einem Defekt in der VDE (npg1) gezeigt werden konnte,
dass der XZ essentiell fir das gg ist, bleibt die Funktion des XZ am qg unklar (Niyogi et al.,
1998). Es wurde postuliert, dass Zeaxanthin als allosterischer Regulator die
Konformationsanderung der LHCIl kontrolliert (Horton et al., 2000). Li et al. (2000)
identifizierten eine weitere g Mutante (npg4) mit einer Defizienz in der lumenstdandigen
PSIl Untereinheit PsbS, welche jedoch einen funktionsfahigen XZ besitzt. Es wird
angenommen, dass PsbS durch Protonierung als pH-Sensor fungiert und das gg an den LHClIs
in Kooperation mit dem XZ auf unbekannte Weise reguliert (Bonente et al., 2008).

Wird die Lichtenergie nicht Gber gt oder g abgefiihrt, konnen die Chl Molekiile in den LHCs
vom angeregten Singulettzustand (‘*Chl*) in den in der langlebigen Trippletzustand (*Chl*)
tbergehen. Dieser kann direkt durch Ubertragung der Energie auf eng assoziierte
Carotinoidmolekiile, deren Elektronenorbitale sich mit dem angeregten Chl Uberlagern,
geloscht werden (Edge und Truscott, 2004). Die Carotinoidmolekiile kdnnen im Folgenden die
Energie schadlos als Warme abstrahlen. So kann die Energietibertagung vom 3Chl* auf O, und
der damit einhergehenden Bildung von hoch reaktivem Singulettsauerstoff (*0,) in den LHCs
verringert werden. Bei einer akzeptorseitigen Limitation durch reduziertes Qs am PSII, flhrt
dies ebenfalls zu einer Uberfilhrung des Reaktionszentrums P680 in den langlebigen
3Chl* Zustand. Durch Ubertragung der Energie von >Chl* auf O, entsteht hier ebenfalls 0,,
welcher durch das Antioxidans a-Tocopherol im P680 durch Oxidation abgebaut werden kann
(Trebst et al., 2002). UbermiRige Produktion von 'O, ist jedoch Hauptkomponente der

oxidativen Schadigung am PSIl Reaktionszentrum (Triantaphylidés et al., 2008).

Das PsbA (D1) Protein, im Reaktionszentrum des PSIl, unterliegt aufgrund der Schadigung
durch die stetige 0, Produktion einem kontrollierten Ab- und Aufbauzyklus (damage and
repair cycle). Uberwiegt jedoch die photooxidative Schidigung des PSIl die
Reparaturmechanismen (de novo Synthese von PsbA) spricht man von Photoinhibition (Melis,
1999), welche die Photosyntheseeffizienz dramatisch reduziert. Dieser Prozess der
Photoinhibition wird vermutlich durch die Rickkopplung des Redoxzustands des Qs oder

Aktivierung des ge Uber die pmf moduliert (Foyer et al., 1990).
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(2) Protektive Mechanismen am PSI

Auch am PSI kann es dann zu einer akzeptorseitigen Limitation kommen, wenn der
Redoxzustand des Stromas aufgrund fehlender Abnahme der Reduktionsaquivalente hoch ist
und nicht ausreichend NADP" zur Reduktion zu Verfiigung steht. In diesem Fall kénnen die
Elektronen am PSI direkt auf Sauerstoff libertragen werden. Hierbei wird vermutlich an den
Fe-S Clustern des PSI, durch Ubertragung eines Elektrons auf O,, ein Sauerstoffradikal (O,
Superoxid-Anion) gebildet (Asada, 1999). Der reaktive Sauerstoff wird Uber das Enzym
Superoxiddismutase (SOD) unter Aufnahme von zwei H® zu H,0, umgesetzt. Die
Detoxifizierung des H,0, wiederum erfolgt Uber die Ascorbat Peroxidasen (APX), von denen
mehrere Isoformen im Chloroplasten vorliegen (Peltier et al., 2002). Bei der Verwendung von
Ascorbat als Elektronen- und H'-donor entsteht H,O. Die hierbei tibertragenen Elektronen
kommen urspriinglich aus der Wasserspaltung am OEC und werden letztendlich wieder auf
Wasser zurickgefiihrt. Daher wird dieser Prozess auch als Wasser-Wasser-Zyklus (WW?2Z)
beschrieben. Ob dieser alternative Abfluss der Elektronen jedoch einen signifikanten Anteil
am Elektronentransport hat und zur Reduktion der Photoinhibition beitragt wird kontrovers
diskutiert (Heber, 2006). Lovelock und Winter (1996) zeigten jedoch, dass der WWZ bei

tropischen Baumen etwa 30 % des Elektronentransportes ausmachen kann.

Neben dem WWZ kénnen die Elektronen am PSI auch in einem zyklischen Elektronentransport
(CEF) wieder von Fd” oder NADPH in die ETK am Cyt bgf oder PQ-Pool zurlickgefiihrt werden
(Joliot und Joliot, 2002; Breyton et al., 2006; Joliot und Joliot 2006). Schon 1963 konnten
Tagawa et al. durch in vitro Studien an isolierten Thylakoiden nachweisen, dass eine
ATP-Synthese in Anwesenheit von Fd, ADP sowie P, stattfand, wenn nur PSI spezifisch
angeregt wurde. Die Mechanismen und involvierten Proteinkomplexe sind, trotz der
Entdeckung im Jahr 1963, noch immer nicht klar umrissen. In héheren Pflanzen existieren
mindestens zwei, teilweise redundante Systeme des CEF, die nach den involvierten
Komplexen benannt sind, und vier mogliche Transportwege der Elektronen vom PSI vermuten
lassen (Abbildung 1.1 B [1-4]; Munekage et al, 2004). Erstens, der
NAD(P)H-Plastochinon-Dehydrogenase Komplex (NDH) kénnte die Elektronen direkt von Fd
oder auch NADPH Elektronen zurick uber den PQ-Pool auf Cytbgf Ubertragen
(Abbildung 1.1 B [1-2]). Die Substrataffinitdt des NDH Komplexes zu NADH ist allerdings hoher
als zu NADPH (Casano et al.,, 2000; Rumeau et al., 2005). Zweitens, das Protein PGR5
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(protongradient regulation 5) in Kooperation mit PGRL1 (PGR5-like 1) konnte als
Elektroneniibertrager von Fd” oder der FNR auf den Cyt bef fungieren (Dal Corso et al., 2008).
Erst kiirzlich konnten Iwai et al. (2010) nachweisen, dass sich
PSI-LHCI-LHCII-FNR-Cyt bgf-PGRL1 in Chlamydomonas reinhardtii zu einem Superkomplex

formieren, welcher wahrscheinlich den CEF vermittelt (Abbildung 1.1 B [3-4]).

Physiologisch erhéht die Ubertragung der Elektronen auf den PQ-Pool iiber den CEF die
Ansduerung des Thylakoidlumens und kdnnte, unter Bedingungen, in denen der LEF limitiert
ist, zur ATP Synthese beitragen. Parallel hierzu wird (ber eine Verstarkung des qe in
Abhangigkeit des CEF diskutiert, da die pgr5 Mutante aus A. thaliana in der Induktion des qe
gestort ist (Rumeau et al., 2007, Miyake, 2010). Der CEF konnte als Mechanismus zur
Anpassung der ATP/NADPH Verhéltnisse fungieren, wenn die Abnahme der
Reduktionsdaquivalente aufgrund von Pertubationen im Stoffwechsel oder Lichtabsorption
verandert wird. Wie grol} die Beteiligung des CEF am Elektronentransport sein kann, wird seit
langem diskutiert. Messungen in Hordeum vulgare unter HL und Trockenstress konnten einen
Anteil von fast 30 % des CEF am PSI zeigen (Clark und Johnson, 2001), wahrend Messungen
unter physiologischen Bedingungen bei Spinacia oleracea dem CEF nur eine geringe,

konstante Beteiligung am ET beimessen (Klughammer und Schreiber, 1994).

(3) Verringerung/Veranderung der Lichtabsorption

Anderungen in der Lichtintensitdt oder -qualitdt filhren zu einer ungleichen Anregung der
Photosysteme und somit zu einer Reduzierung der Effizienz durch z.B. Photoinhibition. Um
diesem Prozess entgegen zu wirken, kommt es in den Thylakoiden zu state transitions, dem
prominentesten Mechanismus der Kurzzeitantwort der Photosynthese auf veranderte
Lichtbedingungen. Hierbei werden die PSII assoziierten Lichtsammelkomplexe (LHCII) an der
Lhcb2 Proteinuntereinheit (state 1) phosphoryliert und dissoziieren von den PSIl Zentren ab.
Verantwortlich fiir die Phosphorylierung ist die chloroplastidare Proteinkinase STN7 (Bonardi
et al., 2005; Bellafiore et al., 2005). Die phosphorylierten LHCIls wandern von den
Granathylakoiden in Bereiche der Stromathylakoide und assoziieren mit PSI (state 2). Die fir
die Dephosphorylierung der LHCII verantwortliche Phosphatase (TAP38) wurde erst kiirzlich
identifiziert (Pibril et al., 2010; Shapiguzov et al., 2010). Diese Anpassungen laufen im

Minutenzeitraum ab und werden sehr wahrscheinlich Uber den Reduktionsgrad des
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Plastochinon Pools (PQ-Pool) reguliert, der in Abhdngigkeit des eingestrahlten Lichts mehr

oxidiert oder reduziert vorliegt (Allen et al., 1981).

Auf extraplastidarer Ebene lasst sich im HL eine Chloroplastenbewegung an die lateralen
Zellwande, die so genannte Lichtvermeidungsbewegung beobachten, wahrend hingegen im LL
die Chloroplasten nach dem Licht ausgerichtet werden um die maximale Photonenausbeute
zu erreichen. Diese Bewegung wird Uber Blaulichtrezeptoren, welche mit der Zellmembran
assoziiert sind, vermittelt (Sakamoto et al., 2002). Neuere Studien von Suetsugu et al. (2009)
konnten einen Zusammenhang mit der Lichtvermeidungsbewegung an kurzen

Aktinfilamenten, vermittelt durch Kinesin ahnliche Motorproteine, KAC1 und KAC2, zeigen.
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Abbildung 1.1 Ubersicht (iber die Elektronentransportkette der Photosynthese. (A) Modell des linearen
Elektronentransportes (LEF) im Zusammenhang mit dem Aufbau der Reduktionsdquivalente NADPH und ATP. (B)
Modell des zyklischen Elektronentransportes (CEF) mit den putativ involvierten Komponenten. Blau:
Transportwege  der  Protonen (H), Rot:  Transportwege der  Elektronen, Fd=Ferredoxin,
FNR=Ferredoxin-NADP*-Oxidoreduktase, NDH=NAD(P)H Dehydrogenase, CF,-CFy=ATP-Synthase,
PC=Plastocyanin, VDE=Violaxanthin De-epoxidase, WWZ=Wasser-Wasser-Zyklus. (1-4) mogliche Wege des
zyklischen Elektronentransport (modifiziert nach Cruz et al., 2005).



Einleitung

1.3 AKKLIMATISIERUNG DER PHOTOSYNTHESE AN VERANDERTE LICHTBEDINGUNGEN

Die  Langzeitanpassung umfasst den  spezifischen  Auf- und Abbau von
Photosynthese-assoziierten Komponenten durch denovo Synthese zum Umbau der
Photosynthesemaschinerie. Diese Prozesse bedingen eine Verdanderung der Transkription und
Translation von kernkodierten und plastomkodierten Genen. Der Umbau der
Photosynthese-assoziierten Komponenten zur Optimierung der Lichtabsorption ist ein

Mechanismus der unter dem Begriff ,,Akklimatisierung” zusammengefasst werden kann.

(1) Stochiometrische Anderungen der Photosynthese-assoziierten Komponenten

Die Akklimatisierungsprozesse der Photosynthese und des Chloroplasten selbst wurden
bereits eingehend beschrieben. Die Beobachtung, dass ein Anstieg der Chl a/b Verhaltnisse
mit steigenden Lichtintensitdten korreliert, geht auf die GroRenabnahme der LHCII zuriick
(Leong und Anderson 1984a). Unter LL Bedingungen angezogene Pflanzen besitzen wenige
PSIl Reaktionszentren mit groBen Antennen, die das Licht effizient absorbieren und der
Photochemie zuleiten. Im Gegensatz dazu wird die Anzahl der PSIl Reaktionszentren im HL
erhoht, welche jedoch mit kleinen Antennen ausgestattet sind (Bailey et al., 2001). Diese
stochiometrische Anderung der Antennen im Licht wird {iber Regulierung der Lhcb Proteine
transkriptionell gesteuert. Im HL konnte eine gesteigerte Abundanz des Cyt bgf Komplex und
der RubisCO (Leong und Anderson 1984b; Seemann et al., 1987) sowie eine gesteigerte
Aktivitat der thylakoidalen ATPase, beobachten werden (Leong und Anderson, 1984b). Auch
die absoluten Gehalte an PSI sind im LL gegeniiber Anzuchten im HL verdoppelt. Die Gehalte

der LHC Proteine des PSI bleiben jedoch konstant (Bailey et al., 2001).

Die stdchiometrischen Anderungen wirken sich konkret auf die Ultrastruktur der
Chloroplasten aus. Wahrend in den Chloroplasten LL-akklimatisierter Pflanzen eine starkere
Stapelung der Granathylakoide und eine geringe Anzahl der Plastoglobuli zu beobachten ist,
kann im HL eine deutliche Abnahme der Stapelung parallel mit einer Zunahme der

Plastoglobuli beobachtet werden (Lichtenthaler et al., 1982; Allen und Forsberg, 2001).

(2) Anpassung der protektiven Mechanismen
Logan et al. (1998) zeigten, dass die Produktion von H,O, und O, mit steigenden PFDs
ebenfalls zu einer Erh6hung der Proteingehalte von den detoxifizierenden Enzymen SOD und

APX fihren. Auch die GroRRe des Xanthophyll-Pools kann durch eine gesteigerte Biosynthese
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mit steigenden PFDs zunehmen und somit die Kapazitat fur die Photoprotektion erhéhen

(Bailey et al., 2004; Forster et al. 2009).

Haufig wird dem CEF eine protektive Funktion zugeschrieben und es konnte gezeigt werden,
dass unter Stressbedingungen wie z.B. HL die Aktivitat gesteigert wird (Dal Corso et al., 2008).
Es sind allerdings wenige Studien bekannt, die eine Induktion der CEF assoziierten
Komponenten im Zusammenhang mit der Akklimatisierung zeigen. Bei Hitze- und
Trockenstress konnte jedoch eine gesteigerte Expression bzw. Aktivitdat der PGR5 bzw.

NDH-Untereinheiten gezeigt werden (Johnson, 2010).

Physiologisch flihrt der stéchiometrische Umbau, auch unter extremen Bedingungen, zu einer
hohen Quantenausbeute und Photosyntheseeffizienz. Die Perzeption und Signalweiterleitung
zur Veranderung der Stéchiometrie ist im Detail noch nicht verstanden. Untersuchungen von
Photorezeptormutanten durch Walters et al. (1999) zeigten, dass dieser Mechanismus nicht
entscheidend fir die Akklimatisierung der Photosynthese an die Lichtbedingungen ist. Die
untersuchten Mutanten waren in der Lage, den stochiometrischen Umbau der Photosynthese
bei den jeweiligen Lichtbedingungen zu induzieren. Heute wird im Allgemeinen angenommen,
dass die Kontrolle des Umbaus auf einem selbst-regulatorischen feedback System basiert. Dies
beinhaltet die Perzeption von Ungleichgewichten in der Photosynthese durch verdnderte
Lichtabsorption anhand des Reduktionsgrads der ETK bzw. des PQ-Pools. Mithilfe von
Inhibitorstudien, welche die Reduktion bzw. Re-Oxidation des PQ-Pools verhindern
([3-(3',4'-Dichlorphenyl)-1,1-Dimethylharnstoff] [DCMU] bzw.
2,5-Dibromo-6-Methyl-3-Isopropyl-1,4-Benzochinon [DBMIB]), wurde gezeigt, dass die
Expression Photosynthese-assoziierter Gene an den Reduktionsgrad des PQ-Pools gekoppelt
ist (La Roche et al., 1995; Escoubas et al., 1995; Tullberg et al., 2000). Pesaresi et al. (2009)
fanden Hinweise, dass diese Perzeption des Reduktionsgrads an die Aktivitdt der STN7 Kinase
gekoppelt ist. Ahnliche Ergebnisse erhielt man, wenn mit verschiedenen Lichtqualititen
gearbeitet wurde, die bevorzugt PSIl bzw. PSI anregen (Pfannschmidt et al., 2001). Dies deutet
darauf hin, dass durch den Reduktionsgrad der ETK Signale generiert werden, welche den
aktuellen physiologischen Status der Photosynthese dem Zytosol (ibermitteln. Das Signal,

welches die Information Gbertragt, konnte allerdings bislang nicht identifiziert werden.
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1.4 RETROGRADE SIGNALE

Chloroplasten evolvierten aus freilebenden prokaryotischen Organismen, die Uber die
Endosymbiose in die eukaryotische Zelle aufgenommen wurden. Wahrend der Evolution der
hoheren Landpflanzen wurden die meisten Gene des plastidaren Genoms (Plastom) in das
Genom des eukaryotischen Wirtes transferiert (horizontaler Gentransfer). Schatzungsweise
werden Uber 95 % der (iber 3000 fir die Funktionalitdat bendtigten plastidaren Proteine im
Zytosol translatiert und in den Plastid importiert (Keeling und Palmer, 2008). So kodiert das
A. thaliana Plastom nur noch fiir 87 Proteine, welche fiir den Photosyntheseapparat und

Metabolismus, sowie fiir die Transkription und Translation essentiell sind (Sato et al., 1999).

Die lokale Trennung der Genome macht eine enge Koordination der Regulation zwischen Wirt
und Symbiont unabdingbar. Nicht nur wahrend der Differenzierung und Entwicklung der
Plastiden und der Pflanzengeweben, sondern auch bei ausdifferenzierten Zelltypen muss eine
stete Kommunikation lGiber den Status bestehen. Die Genexpression des Plastiden ist integriert
in das eukaryotische Regulationssystem, denn viele RNA-Bindeproteine, involviert in die
chloroplastidare Genexpression, sind kernkodiert. Diese umfassen z.B.
Pentatricopeptid Repeat  Proteine (PPR, Schmitz-Linneweber und Small, 2008),
RNA-Polymerase Sigma-Faktoren (Tanaka et al., 1997) oder auch RNA splicing Faktoren
(Kroeger et al., 2009). Die postulierten Kommunikationssignale vom Chloroplast zum Kern, die
dort die Genexpression an verdnderte Bedingungen anpasst, werden als retrograde, die
Antwort des Kerns hingegen als anterograde Signale bezeichnet. Die chemische Natur dieser
Signale ist unbekannt. Jedoch werden derzeit fiinf unabhingige plastidengenerierte
Signalklassen, abhangig vom Ort der Entstehung, definiert: (1) Tetrapyrrolbiosynthese, (2)
Redox Prozesse in der Photosynthese, (3) reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und
ROS-assoziierte Prozesse, (4) Plastiddare Genexpression, (5) Metabolische Signale oder Flisse

(Pfannschmidt, 2010). Diese werden im Folgenden naher beschrieben.

(1) Tetrapyrrolbiosynthese

Eine der detailliertesten Studien Uber retrograde Signale entwickelte sich mit der Entdeckung
der genome uncoupled Mutanten (gunl-5), die auch bei starker Photoinhibition verursacht
durch Norflurazonbehandlung (NF) keine Reprimierung der Lhcb1 Expression zeigten (Susek et

al., 1993). NF inhibiert die Phytoen-Desaturase und daher den Aufbau der Carotinoide.
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Interessanterweise sind die betroffenen Gene der Mutanten (GUN2-5) in die
Chlorophyllbiosynthese involviert. Strand et al. (2003) postulierten, dass die Akkumulation der
Chlorophyllvorstufe, MgProtoporphyrin IX, fiir die Reprimierung der Lhcbl Expression
notwendig ist. Diese Theorie wurde durch Mochizuki et al. und Moulin et al. (2008) widerlegt,
die keine Korrelation zwischen Lhcb1 Transkription und MgProtoXl Akkumulation feststellen
konnten. In Widerspruch zu den von Strand et al. (2003) publizierten Daten zeigten sie, dass
die MgProtolX Gehalte im Wildtyp (WT) bei NF Behandlung stark absanken. Es wird
angenommen, dass der metabolische Fluss oder aber die Enzymaktivitdit in der

Chlorophyllbiosynthese selbst eine entscheidende Rolle spielt.

(2) Redox Prozesse in der Photosynthese

Durch Modulation des Reduktionsgrads der ETK, vornehmlich durch Inhibitoren wie DCMU
oder Licht verschiedener spektraler Qualitat, zeigte sich ein Zusammenhang zu der
Transkription kernkodierter Gene. So konnte eine vollstandige Oxidation des PQ-Pools durch
DCMU Behandlung, die HL-abhangige Induktion bestimmter Gene verhindern (Escoubas et al.,
1995; Pfannschmidt et al., 2001). Eine vollstandige Reduktion des PQ-Pools durch Applizierung
von DBMIB Behandlung fiihrte hingegen zu einer Induktion HL-abhdngiger Gene (Karpinski et
al., 1999). Eine der detailliertesten Studien zur transkriptionellen Kontrolle kernkodierter
Gene als Antwort auf einen verdnderten Reduktionsgrad der ETK stammt von Fey et al.
(2005). Hier wurden in einem Macroarray-Ansatz 286 Gene identifiziert, deren Transkription
direkt abhangig vom Reduktionsgrad der ETK waren. Es wurden, interessanterweise, nur sehr
wenige Gene gefunden, die mit der Photosynthese assoziiert sind. Bei dem lberwiegenden

Teil der Gene handelte es sich um solche, die in den Stoffwechsel eingebunden sind.

(3) ROS und ROS assoziierte Prozesse

Die photosynthetischen Reaktionen kdnnen zu der Formierung von ROS, hauptsachlich
Wasserstoffperoxid (H,0,) und Singulettsauerstoff ('0,), insbesondere unter hohen
Lichtintensitdaten fuhren (Abschnitt 1.2). Im Zusammenhang mit der ROS Entstehung konnte
durch Karpinski et al. (1999) eine Induktion von kernkodierten Genen beobachtet werden,
welche in die Detoxifizierung von ROS involviert waren. Die H,O, Akkumulation korrelierte
positiv mit der Induktion der Ascorbatperoxidase (APX2). Allerdings bestehen Zweifel, ob H,0,

und 'O, tatsichlich direkt als Signalmolekile wirken kdnnen. Denn 0, ist hoch reaktiv und
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reagiert daher sehr schnell mit plastiddren Komponenten (Krieger-Liszkay, 2005). Daher
scheidet es als Signalvermittler Gber die Distanz vom Plastid zum Kern aus (Kleine et al., 2009).
Die H,0, Entstehung ist kein Photosynthese-spezifischer Prozess, sondern H,0, kann auch bei

anderen Stoffwechselvorgangen, z.B. in den Peroxisomen, gebildet werden.

(4) Plastidare Genexpression

Die Inhibierung der chloroplastidaren Transkription oder auch der Proteinbiosynthese unter
Verwendung verschiedener Antibiotika, stellte einen Zusammenhang mit der nukledren
Genexpression her. In den constitutive photomorphogenic Mutanten (cop1-4) kommt es auch
im Dunkeln zu einer normalerweise lichtabhdngigen Expression der Lhcbl Gene. Bei
Inhibierung der plastiddren Proteinbiosynthese durch Lincomycin wurde die Expression
hingegen reprimiert. Diese postulierte Regulation findet allerdings nur in der frihen
Keimungsentwicklung statt (Oelmiller, 1986). Ein ahnlicher Zusammenhang konnte auch
mithilfe der gun1 Mutante (chloroplastidar lokalisiertes PPR) hergestellt werden. Wahrend im
WT bei Lincomycinbehandlung die Akkumulation der Lhcb1 und RbcS (RubisCO small subunit)
Transkripte reduziert wurde, zeigte sich die gunl Mutante insensitiv gegeniber der
Lincomycinbehandlung (Gray et al., 2003). Mdoglicherweise konvergieren die Signalwege der

chloroplastidaren Genexpression und der Tetrapyrrolbiosynthese bei GUN1.

(5) Metabolische Signale oder Fliisse

Bis heute gibt es lediglich Indizien, die auf eine Rolle des Metabolismus in der retrograden
Signalgebung hindeuten. So ist in einem vorwartsgerichteten genetischen screen auf
Veranderungen in der Akklimatisierung von Mutanten (acclimation of photosynthesis to
environment = ape), eine  Mutante mit einem Defekt im chloroplastidaren
Triosephosphat/Phosphat Translokator (TPT, Abschnitt 1.5) aufgefallen (Walters et al., 2003,
Walters et al., 2004). Die tpt-1 Mutante zeigte eine reduzierte Photosyntheseeffizienz nach

Transfer von LL ins HL.

Zusatzliche Hinweise auf eine Beteiligung des Stoffwechsels an der retrograden Signalgebung
konnten durch die Beobachtung gewonnen werden, dass die Akkumulation von Glukose (Glc)
oder Saccharose (Suc) Photosynthese-assoziierte Gentranskripte reprimieren (Rolland et al.,

2006).
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15 ZENTRALE METABOLISCHE STOFFWECHSELWEGE DER PHOTOSYNTHESE

Die Produktion von NADPH und ATP in der Photosynthese muss in einem streng
stochiometrischen Verhaltnis stehen und dem Bedarf der an sie gekoppelten Reaktionen im
nachgeschalteten Stoffwechsel angepasst sein. Photoinhibition durch Schadigung am PSII bei
hohen Lichtintensitaten senkt die Photosyntheseeffizienz, reduziert dadurch die Produktion
von NADPH und ATP und fihrt folglich zu Limitationen im Stoffwechsel (feed forward
Kontrolle durch Licht). Im Gegenzug muss der Stoffwechsel an die Produktion von NADPH und
ATP angepasst werden kdnnen. Denn eine Diskrepanz zwischen Produktion und Abnahme der
Reduktionsdquivalente und ATP wiirde Zu einem ,Ruckstau” an der
Photosynthesemaschinerie und somit zu einer Storung der ETK fuhren (feedback Kontrolle
durch den Metabolismus; Cruz et al., 2005). Die Abnahme von NADPH und ATP erfolgt primar
im Calvin-Zyklus (reduktiver Pentosephosphatzyklus). Befindet sich der Calvin-Zyklus im
FlieRgleichgewicht, werden %% des aus der Reduktion hervorgehenden
Glyzerinaldehyd-3-Phosphates (GAP) in den regenerativen Prozess eingeschleust, wahrend %
in den weiteren Stoffwechsel einflieBen. Primar sind dies die Starke- und

Saccharosebiosynthese.

Die transitorische Starke dient als Kohlenhydratspeicher und wird am Tag wahrend der
Lichtphase im Chloroplasten aufgebaut und in der Dunkelperiode fast vollstandig
aufgebraucht (Smith et al., 2005). Der Aufbau der transitorischen Starke im Chloroplasten
erfolgt Gber Fruktose-6-Phosphat (Fru6P), einem Intermediat des Calvin-Zyklus, welches (iber
das Enzym Phosphoglukoseisomerase (PGl) in Glukose-6-Phosphat (Glc6P) umsetzt wird. Diese
Reaktion steht im Gleichgewicht mit der Folgereaktion zu Glukose-1-Phosphat (GIc1P),
vermittelt Gber das Enzym Phosphoglukomutase (PGM). Unter Verbrauch von ATP wird im
Folgenden durch die ADP-Glukose-Pyrophosphorylase (AGPase) Glc6P zu ADP-Glukose
(ADP-Glc) adenyliert, welches als direktes Substrat der I6slichen und Granula-gebundenen
Starke Synthasen (SS und GBSS) auf ein nicht reduzierendes Ende einer a-1,4- verknlpften
Glukankette Ubertragen wird (Smith et al., 1997). Die AGPase als Schliisselenzym der
Starkebiosynthese (Ballicora et al., 2004) besteht aus einer regulatorischen und katalytischen
Untereinheit (ADG1 bzw. ADG2). Im Stroma der Chloroplasten lokalisiert bildet es ein
Heterotetramer, welches Uber 3-PGA allosterisch aktiviert und durch anorganisches P,

inhibiert wird (Smith et al., 1997). Des Weiteren konnte durch Arbeiten von Hendriks et al.
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(2003) eine post-translationale redoxabhangige Aktivierung der AGPase gezeigt werden. Diese
Aktivierung hangt moglicherweise mit der NADP-Thioredoxin Reduktase C (NTRC) zusammen,
von der angenommen wird, dass sie den Aktivierungszustand in Abhangigkeit vom Licht
und/oder Saccharose reguliert (Michalska et al., 2009). Da transitorische Starke den
Energiespeicher in der Dunkelperiode darstellt, zeigen A. thaliana Mutanten mit Defekten in
der AGPase (adgl) oder weiter stromaufwarts liegender Prozesse (pgml1, pgil) besonders
unter Kurztagbedingungen eine Wachstumsretardierung (Kofler et al., 2000; Yu et al., 2000;
Kunz et al., 2010). Der Verlust der Starkebiosynthese ist jedoch nicht letal fiir die Pflanzen.
Offenbar kann der Stoffwechsel auf anderen Wegen in der Nacht die notwendige Energie
bereitstellen. Es wurde postuliert, dass der Fettsdaurestoffwechsel tber die B-Oxidation eine
Schlisselrolle in der Energiebereitstellung in Pflanzen mit Defekten in der Starkebiosynthese

Uibernehmen kann (Kunz et al., 2009).

In der Dunkelperiode erfolgt der Abbau der Starke; dieser wird reguliert durch die
Phosphorylierung des Amylopektins durch die Enzyme Glukan-Wasser-Dikinase (GWD) und
Phosphoglukan-Wasser-Dikinase (PWD; Kotting et al., 2005). A. thaliana Mutanten mit Defekt
in der GWD (sex1 = starch excess 1) akkumulieren hohe Mengen an Starke im Chloroplasten
(Yu et al., 2001). Die Endprodukte des Starkeabbaus, Maltose (Mal) sowie Glc flieRen in die
Saccharosebiosynthese im Zytosol oder in die Glykolyse ein (Weise et al., 2004; Zeeman et al.,
2007). Uber den in der inneren Hiillmembran lokalisierten Maltoseexporter MEX1 (maltose
excess 1) wird Mal ins Zytosol transportiert (Niittyld et al., 2004) und dort vermutlich iber
eine Transglukosidase (DPE2; disproportionating (iso)enzyme 2) in den Stoffwechsel
eingeschleust (Chia et al, 2004; Lu und Sharkey, 2004). Glukose wird {iber einen
Glukosetransporter (GIcT) ins Zytosol transportiert (Weber et al., 2000) und dort vermutlich
direkt durch eine an der &ulleren Hullmembran verankerte Hexokinase zu Glc6P
phosphoryliert und der Saccharosebiosynthese zugefiihrt. Im Gegensatz zu den Mutanten mit
Defekten in der Stdrkebiosynthese, die unter Langtagbedingungen keine gravierenden
Phanotypen aufzeigen, ist die mex1-1 Mutante chlorotisch und wachstumsretardiert (Lu et al.,
2006). Dies geht auf eine Akkumulation der Starkeabbauprodukte Maltose im Chloroplasten
zuriick, die in der Dunkelperiode Uber das 40-fache vom WT steigen kann und offenbar zu

schwerwiegenden Storungen fuhrt (Stettler et al., 2009).
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Saccharose ist der Haupttransportzucker und wird vom Ort der Synthese, dem source
Gewebe, zu heterotrophen Organen der Pflanze, den sink Geweben, Uber das Phloem
transportiert. Im Licht werden die im Calvin-Zyklus synthetisierten Triosephosphate (TP) Uber
den Triosephosphat/Phosphat Translokator (TPT) im Austausch gegen P, ins Zytosol
geschleust (Fligge et al., 1989; Fligge, 1999). Alternativ kdnnen die TP auch im Gegentausch
mit 3-Phosphoglyzerinsaure (3-PGA) exportiert werden. Die TP kdnnen im Zytosol durch die
NAD-Glyzerinaldehyd-Phosphat-Dehydrogenase (NAD-GAPDH) zu NADH und 3-PGA oxidiert
werden, welches zum Import erneut zur Verfiigung steht. Mithilfe dieses 3-PGA/TP Shuttles
kann so Reduktionskraft aus dem Chloroplasten abgefiihrt werden (Fliigge und Heldt, 1984).
Im Zytosol werden aus zwei Molekilen TP durch das Enzym Aldolase ein Molekil
Fruktose-1,6-bisphosphat (Frul,6P) aufgebaut. Im Folgenden dephosphoryliert die
Fruktose-1,6-bisphosphatase (FBPase) Frul,6P zu Fruktose-6-Phosphat (Fru6P), welches tber
die zytosolischen Isoformen der PGM, und PGl in GlclP umgesetzt wird. Durch die
UDP-Glukosepyrophosphorylase (UGPase) wird Glc1lP in UDP-Glukose (UDP-Glc) umgesetzt
und zusammen mit einem Molekil Fru6P zu dem Disaccharid Saccharose-Phosphat durch die
Saccharosephosphatsynthase (SPS) kondensiert. Wahrend der Saccharosebiosynthese wird
das gebundene Phosphat freigesetzt, welches wieder als Substrat fiir den TPT zu Verfiigung
steht. Somit ist der TP Export durch die Bereitstellung von P, an die Saccharosebiosynthese
gekoppelt. Des Weiteren wird der Umsatz von TP zu Fru6P im Zytosol liber Fru2,6P reguliert,
welches ein Inhibitor der FBPase darstellt (Stitt et al., 1987). Im Dunkeln akkumulierendes
Fru2,6P flihrt zu einer Abschaltung der FBPase Aktivitat (Servaites et al., 1989), daher kbnnen

TP im Dunkeln nicht in die Saccharosebiosynthese einfliellen.

Der TPT ist der Hauptexporter der Photoassimilate im Licht. Durch die Isolierung einer TPT
Mutante (tpt-1) mit drastisch verminderter Transportaktivitat auf etwa 10-20 % konnte
gezeigt werden, dass der verminderte Export der TPs fast vollstandig Gber den Fluss in die
Starkebiosynthese und Abbau im Licht kompensiert wurde (Schneider et al., 2002; Walters et
al., 2004). Dies bestatigte die friiheren Beobachtungen an Nicotiana tabacum Pflanzen, die ein
antisense Konstrukt des TPT exprimierten (Hausler et al., 1998; Hausler et al., 2000a; Hausler
et al., 2000b). Durch Einkreuzung einer A. thaliana Mutante mit Funktionsverlust in der
AGPase (adgl-1) wurde die zentrale Rolle des kompensatorischen Mechanismus offenbar. Die

adgl-1/tpt-2 Doppelmutanten waren stark chlorotisch und wachstumsretardiert.
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Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Chloroplasten zeigten eine starke Erhéhung der
Granathylakoide und eine Zunahme der Plastoglobuli (Hausler et al., 2009). Des Weiteren wies
die adgl-1/tpt-1 Doppelmutante eine deutliche Reduzierung in der Photosyntheseeffizienz
auf (Schneider et al., 2002), die durch eine substantielle Erhéhung der Grundfluoreszenz (Fo)
verursacht wurde (Hausler et al., 2009). Es wurde postuliert, dass dies auf einen erhdhten
Anteil von reduziertem Q, in diesen Doppelmutanten zuriickging. Da angenommen wird, dass
der Reduktionsgrad des PQ-Pools regulative Funktionen {bernimmt, machen die
physiologischen Eigenschaften der adgl-1/tpt-1 Doppelmutante sie hochst interessant fir
Studien der retrograden Signalwege und Akklimatisierungsmechanismen im Zusammenhang

mit dem Metabolismus.
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1.6 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Die Akklimatisierung und die damit einhergehenden Charakteristika der Photosynthese an
verdnderte Lichtbedingungen beschriankten sich haufig auf die Beobachtungen des
Akklimatisierungszustands, wahrend die Prozesse wie Signalgebung und deren Mechanismen
nicht ausreichend verstanden sind. Die Beteiligung des Kohlenhydratstoffwechsels an
Akklimatisierungsprozessen, da eng mit der Photosynthese assoziiert, wurde immer wieder
postuliert (Paul und Pellny, 2002; Kleine et al., 2009). Aufgrund der starken Uberschneidungen
mit anderen Signalwegen und moglicherweise auch aufgrund der hohen Flexibilitat des
Kohlenhydratstoffwechsels konnten bis heute keine eindeutigen Hinweise fir die Beteiligung
des Stoffwechsels an der Akklimatisierung an verdanderte Lichtbedingungen gefunden werden.
Die durch Schneider et al. (2002) generierte adgl-1/tpt-1 Doppelmutante bot fir solche
Studien einen entscheidenden Vorteil. Die Mutante besitzt keine direkte Beeintrdchtigung
innerhalb der ETK oder der Photosynthese-assoziierten Komponenten und daher kdnnen
Effekte der Akklimatisierung bzw. auf die Photosynthese direkt mit dem

Kohlenhydratstoffwechsel in Verbindung gebracht werden.

Die generelle Uberlebensfihigkeit dieser Doppelmutante wurde auf die Restaktivitat des TPT
zurtickgefiihrt. Eine zweite tpt Mutante (tpt-2) mit einem vollstdandigen Funktionsverlust des
TPT konnte aber inzwischen identifiziert werden (Diplomarbeit Henseler, 2003). Eine
generierte adgl-1/tpt-2 Doppelmutante war jedoch Uberlebensfahig und offenbarte den
gleichen Photosynthesephanotyp wie die Doppelmutante. Ziel dieser Arbeit war es daher den
Phanotyp der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante auf molekularer, biochemischer, sowie
biophysikalischer Ebene in Abhadngigkeit verschiedener Lichtintensitaten zu charakterisieren
und aufzuklaren. Mithilfe von Chlorophyll a Fluoreszenzmessungen und Proteinanalysen sollte
damit begonnen werden, zundchst den Photosynthesephanotyp zu charakterisieren. In
weiterfihrenden Experimenten sollte der Zusammenhang zwischen Akklimatisierung und
Kohlenhydratstoffwechsel detaillierter betrachtet werden. Lichttransferexperimente sollten
unter Bericksichtigung der globalen Genexpression Aufschlisse liber wichtige Faktoren der

Akklimatisierung im Zusammenhang mit retrograden Signalen geben.
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2. MATERIAL & METHODEN

2.1 PFLANZENLINIEN
Die in dieser Arbeit verwendeten Pflanzenlinien der Spezies Arabidopsis thaliana befinden sich
in folgenden genetischen Hintergriinden. Als Wildtyp (WT) diente A. thaliana L. Heynh. cv.

Columbia (Col-0), cv. Wassilewskija (WS-2), sowie cv. Landsberg erecta.

Mutante AGI Okotyp Mutagenese Resistenz Publiziert von
adgil-1 AT5G48300 Col-0 EMS - Lin et al., 1988
gpt2-1 AT1G61800 Col-0 T-DNA Sulf Niewiadomski et al., 2005
mex1-2 AT5G17520 Col-0 EMS - Niittyla et al., 2004
pgil-1 AT4G24620 Col-0 EMS - Yu et al., 2000
pgm1 AT5G51820 Ler AC/DS Hyg/Strep Kofler et al., 2010
sex1-3 AT1G10760 Col-0 EMS - Yu et al., 2001
tpt-2 AT5G46110 Col-0 T-DNA Kan (SALK_03707)
dpal AT4G04640 WS-2 EMS - Dal Bosco et al., 2004
2.2 PRIMER

Alle hier aufgefiihrten Primer wurden von der Firma Metabion (Planegg-Martinsried) geliefert.

Primer, welche das Kirzel RL tragen sind spezifisch fiir die qPCR (Abschnitt 2.6.6) entworfen

worden.

Name Sequenz 5’-3’
RL_Lhcbl fwd TTC CCT GGA GACTACGGA TG
RL_Lhcbl rev CCCACCTGCTGT GGATAACT
RL_GAPDH-3" fwd TTG GTG ACA ACA GGT CAA GCA
RL_GAPDH-3" rev AAA CTT GTC GCT CAATGCAATC
RL_GAPDH-5" fwd TCT CGATCT CAATTT CGCAAA A
RL_GAPDH-5 rev CGA AACCGTTGATTCCGATTC
g_tpt-2 fwd GTA ACT TAC GAG TAA ACT GGC TAC
g_tpt-2 rev TGA CTA GCC ATG GAT ACT TGG CGA GGA
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TPT fwd TGC TCT CAC TAT CAA AAC TCT GAA
Name Sequenz 5’-3’
TPT rev TGA CAG ACT GCG ACT GGT ATC AA
2 TPT fwd CGA TCA ACG GAG GAG AGA AA
2 TPT rev GAT ACT TGG CGA GGA ATCCA
g_gpt-2 fwd GTC GGA CCA AAC TTT GTCTGG T
g_gpt-2 rev GGT CTG ATC AAG AAA TGA CAC TGA
Salk_LB GTCCGCAATGTG TTATTAAGTTGTC
GB_LB ATATTG ACC ATC ATACTCATT GC
RL_gpt-2 fwd TGC CCT CGG TGC TGC CAT TG
RL_gpt-2 rev CCTCACTGCTTCGCCTGT GAGT
RL_Actin fwd CTT GCA CCA AGC AGC ATG AA
RL_Actin rev CCGATCCAGACACTGTACTTCCTT
RL_UBC fwd CTG CGA CTC AGG GAATCT TCT AA
RL_UBC rev TTG TGC CAT TGA ATT GAA CCC
35S_fwd GCA AGA CCCTTC CTC TAT ATAAG
dpal_fwd CAG TCG AAT CTT GAT GACCGT CGATGA TG
dpal_rev GTT CGT CGA GAA TCA GAG TGG CTC

2.3 CHEMIKALIEN UND ENZYME

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden bei folgenden Herstellern bezogen:

Applichem (Darmstadt), Biomol (Hamburg), Biorad (Hercules, Kalifornien), Difco (Hamburg),
Duchefa (Haarlem, Niederlande), GE Healthcare (Piscataway, New lJersey),
(Heidenheim), Invitrogen (Carlsbad, Kalifornien), Merk (Darmstadt), Millipore (Billerica,

Massachusetts), Quiagen (Hilden), Roche (Mannheim), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg),

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri), Whatman (Maidstone, England).

Enzyme fir die quantitative Metabolitanalyse im gekoppelten enzymatischen Test wurden

von Roche Molecular Biochemicals (Mannheim) bezogen.
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2.4 SOFTWARE UND DATENBANKEN
Fir die Aufnahmen und Analysen der photosynthetischen Parameter (Abschnitt 2.8) wurden

wie Programme DualPAM, ImagingWin sowie PAMwin der Firma Walz (Effeltrich) eingesetzt.

Bildaufnahmen zur Bestimmung der Blattflichen oder Bandenintensitaten wurde mit den
Programmen ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland) sowie Photoshop CS

(Adobe Systems, San José, Kalifornien) analysiert.

Zur statistischen Auswertung der Microarrays (Abschnitt 2.10) wurden folgenden Programme
verwendet: Robin (Lohse et al., 2010), FIRE (Elemento et al., 2007). Die Kandidatengene
wurden manuell in Access (Microsoft, Redmond, Washington) gefiltert und mit folgenden
Datenbanken abgeglichen: Aramemnon (Schwacke et al., 2003), AtSubP (Kaundal et al., 2010),
NCBI (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland), Tair (Swarbreck et
al., 2008).

Die Chromatogramme der HPLC wurden mithilfe des Programmes Chromeleon (Dionex,

Sunnyvale, Kalifornien) ausgewertet.

Fir die Auswertung der massenspektrometrischen Proteinanalyse wurde die Datenbank

Mascot (Matrixscience, Perkins et al., 1999) verwendet.

2.5 ANZUCHTBEDINGUNGEN VON A. THALIANA

2.5.1 Anzucht von A. thaliana auf Erde

Samen der verschiedenen Pflanzenlinien wurden auf einem Gemisch von Einheitserde
(Gebr. Patzer GmbH, Sinntal-Jossa) und Vermiculit (3:1) ausgesat und fir 48 h bei 4°C
stratifiziert. Nach etwa zehn Tagen erfolgte die Vereinzelung der Keimlinge auf oben

genanntem Substrat.

Die Anzucht der Pflanzen erfolgte in einer Phytokammer (Percival Scientific, Perry, lowa) bei
40-60 % relativer Luftfeuchte, einem Tag/Nacht-Rhythmus von 16/8 h sowie bei einer
Temperatur bei 22/20°C. Je nach Versuchsaufbau wurden die Pflanzen von Beginn der

Keimung bei einer Photonenflussdichte (PFD) von 300 umol-m'z-s'1 (HL = Hochlicht) bei
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30 pmol-m™?s™* (LL = Schwachlicht) angezogen. Als Lichtquellen dienten kalt-weiR Neonrohren
(Lumilux, 18W/840, Osram, Miinchen). Die Bewasserung erfolgte alle vier bis finf Tage mit
Leitungswasser. Fiir samtliche Experimente wurden 24-28 Tage alte Pflanzenrosetten ohne
Keimblatter verwendet, die sich im Entwicklungsstadium noch vor der Blihinduktion

befanden.

Zur Samengewinnung wurden die Pflanzen im Gewdachshaus bei einem Tag/Nacht-Rhythmus
von 16/8 h bis zum Abschluss des Reproduktionszyklus angezogen. Die Schadlingsbekampfung
erfolgte wochentlich mit Nematoden (Sautter und Stepper, Ammerbuch) gegen einen Befall
mit Trauermuckenlarven. Bei Befall mit Blattldusen wurden die Pflanzen entweder mit 25 %
Confidor-Emulsion (Bayer CropScience, Langenfeld) behandelt oder es wurden

Florfliegenlarven (Sautter und Stepper, Ammerbuch) ausgebracht.

2.5.2 Anzucht von A. thaliana in Sterilkultur

Anzuchten, bei denen den Pflanzen verschiedene Stoffe, wie Antibiotika oder Zucker,
kontrolliert zugefiittert werden sollten, erfolgten auf MS-Agar (Murashige und Skoog, 1962).

Zur Sterilisation wurden alle Medien bei 121 °C und 1,2 bar fiir 20 min autoklaviert.

Vor der Aussaat wurden die Samen einer trockenen Oberflachensterilisation durch Chlorgas
unterzogen. Hierbei wurden kleine Aliquots der Samen in 1,5 ml ReaktionsgefafRe gefiillt und
zusammen mit einem Becherglas mit 100 ml 13 % Na-Hypochloritldsung in einen Exsikkator
gegeben. Die Reaktion zur Entwicklung des Chlorgases wurde durch Zugabe von 3 ml 37 % HCI
zur Na-Hypochloritlosung gestartet. Nach 4 h Chlorgas-Behandlung wurden die Samen
entnommen und konnten nach einer 20 min Abdampfphase direkt auf die jeweiligen MS-Agar
Platten ausgebracht werden. Die Platten wurden mit luftdurchlassigem Vliesklebeband
(Omnipor, Hartmann) verschlossen. Nach der Stratifizierung bei 4 °C fir 48 h wurden die
Pflanzen unter den gewiinschten Lichtbedingungen (Abschnitt 2.5) in einer Phytokammer

angezogen.
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Bei Zuckerflitterungsexperimenten wurden die Pflanzen in Abstidnden von etwa sieben bis

zehn Tagen auf frisches MS-Medium umgesetzt.

Standard MS-Medium (Murashige und Skoog, 1962)

0,23 % (w/v) MS-Salze
0,7 % (w/v) Phytoagar
mit KOH einstellen auf pH 5,8

2.6 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN

2.6.1 Genomische DNA-Isolierung aus A. thaliana

(modifiziert nach Berendzen et al., 2005)

Zur Genotypisierung von Pflanzenlinien mithilfe der PCR wurde zunachst in einer
Schnellpraparation genomische DNA (gDNA) isoliert. Hierzu wurde ein kleines Blattfragment
von etwa 0,5 cm? mit 2-3 Glasperlen in ein 2 ml ReaktionsgefiR gegeben. Nach Zugabe von
300 pl M-Puffer wurden die Proben zum Zellaufschluss in einem Zelldisruptor (Tissuelyser,
Quiagen) bei 30 Hz fir 2 min homogenisiert und anschlieBend zentrifugiert (20000 g, 2 min,
RT). Von dem gDNA enthaltenden Uberstand wurden 100 pl in ein neues ReaktionsgefiR
Uberfihrt und bei -20 °C gelagert. Es wurde 1 pl der gDNA Praparation fir einen PCR-Ansatz

als Matrize eingesetzt.

M-Puffer

50 mM  Tris-HCI (pH 7,2)
300 mM NaCl
10 % (w/v) Saccharose

2.6.2 Polymerase Kettenreaktion

(Mullis, 1987)

Die Polymerase-Kettenreaktion (,polymerase chain reaction” = PCR) dient der Amplifikation
von definierten DNA-Fragmenten aus heterogenen Nukleinsauregemischen. Hierbei wird zu
Beginn eines jeden PCR-Zyklus eine DNA-Matrize bei 94 °C in ihre Einzelstrange denaturiert.

Nach Absenkung der Temperatur wird die Anlagerung synthetischer komplementarer
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Oligonukleotide (Primer) ermdoglicht, die als Replikationsstartpunkte fiir die hitzestabile
DNA-Polymerase dienen. Die Temperatur T, (,annealing temperature”), bei der die Primer
hybridisieren, richtet sich hierbei nach der Lange der Primer und des Gehaltes der vier
verschiedenen Basen. Die DNA-Polymerase bewirkt dann bei 72 °C, durch Kondensierung der
im Ansatz enthaltenen Desoxynukleotide, fir eine Amplifizierung der gewilinschten

DNA-Sequenz.

Als Standard verwendetes Reaktionsgemisch

10 % (v/v) | 10 x PCR-Puffer

0,5 uM | ,,primer forward” (10 pmol / ul)

0,5 uM | ,,primer reverse* (10 pmol / ul )
0,1 mM | je dNTP
5% (v/v) | gDNA

0,25 U | Tag-Polymerase (Promega, Mannheim)

Als Standard verwendetes PCR-Programm:

1 94 °C | Denaturierung 180 s
2 94 °C | Denaturierung 30s 32 Schleifen
3. Ta°C | Primerhybridisierung 30s
4 72 °C | Amplifikation 30s /500 bp
Fertigstellung von
5. 72 °C | unvollendeten 300s
Fragmenten
6. 4° C | Ende und Lagerung oo

2.6.3 Agarosegelelektrophorese
(Sambrook und Russel, 2001)

Die Trennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese. Hierzu wurde
die Agarose mit 1 x TAE-Puffer aufgekocht und in einen Geltrager mit Kamm gegossen. Es
wurden zusatzlich 0,05% einer 1% Ethidiumbromidlésung vor dem Polymerisieren
hinzugegeben. Die Separation von DNA-Fragmenten erfolgte standardmaRig in 1% (w/v)
Agarosegelen. Bei groReren DNA-Fragmenten ab 3 kb wurden niederprozentigere Gele

(0,6 % (w/v) Agarose) verwendet. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte anschlieBend bei
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Stromstdarken von 60-100 mA in 1x TAE-Puffer. Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden im
UV bei einer Wellenlange von etwa 254 nm durch Fluoreszenz des Ethidiumbromids sichtbar

gemacht.

Durch das Auftragen eines DNA-GroRenstandards (1 kb) der Firma Invitrogen (Carlsbad,
Kalifornien) mit definierten DNA-BandengroRen war eine GroRenabschatzung der

aufgetrennten Fragmente moglich.

TAE-Puffer (1x)

40 mM  Tris-HAc (pH 8,0)
1mM EDTA

2.6.4 RNA-Isolierung aus Arabidopsis thaliana

(modifiziert nach Logemann et al., 1987)

Das zur Untersuchung eingefrorene Pflanzenmaterial (100 mg) wurde unter fllssigem
Stickstoff (N;) pulverisiert und mit 600 ul Z6-Puffer versetzt. Nach Zugabe von 500 ul
PCl-Lésung (Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol; 25:24:1) wurde der Extraktionsansatz
grindlich durchmischt und nachfolgend zur Phasentrennung zentrifugiert (20000 g, 10 min,
4 °C). Die obere wassrige Phase wurde entnommen und mit 0,05 Volumen 1 N Essigsdure
sowie 0,7 Vol. 100 % Ethanol (EtOH) versetzt um die darin befindliche RNA nachfolgend fir
eine Stunde auf Eis auszufdllen. Nach Zentrifugation (20000 g, 10 min, 4 °C) wurde die
sedimentierte RNA mit 500 ul 3 M Na-Acetat (pH 5,2) und anschlieRend mit 80 % EtOH
gewaschen und getrocknet. Die RNA wurde in 30 pl reinem H,0 aufgenommen und bis zur

Weiterverarbeitung bei -80 °C gelagert.

Z26-Puffer

8 M Guanidinium-HCI
20mM MES
20mM EDTA (pH 7,0)
0,7 % (v/v) B-Mercaptoethanol
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2.6.5 Quantitative und qualitative Bestimmung isolierter RNA

Der Gehalt der isolierten Gesamt-RNA wurde photospektrometrisch bei 260 nm unter
Verwendung des Mikrovolumen-Spektrometers (Nanodrop, Thermo Scientific) bestimmt. Eine
zusatzliche Bestimmung des Extinktionskoeffizienten der RNA-Proben bei 260/230 nm sowie
260/280 nm gab Auskunft (ber den Reinheitsgrad und somit Uber die Qualitat der
RNA-Proben. Organische Kontaminationen absorbieren Licht von 230 nm wahrend Proteine
oder Phenol Licht von 280 nm absorbieren. Proben mit einem 260/230 Quotienten unter 1,8
enthalten deutliche Mengen von organischen Kontaminationen. Der 260/280 Quotient sollte

flir reine RNA bei etwa 2,0 liegen.

Die isolierte RNA wurde zudem auf einem Agarosegel zur Uberpriifung der Intaktheit
aufgetrennt (Abschnitt 2.6.3). Dazu wurden 1-2 ug RNA in Glyoxalpuffer (Lonza, Basel,
Schweiz) im Verhaltnis 1:1 fiir 30 min bei 65 °C denaturiert. Nach Abkiihlen auf Eis konnte die

RNA auf das Gel aufgetragen und aufgetrennt werden.

2.6.6 Quantitative Reverse Transkriptase-PCR (qPCR)
Um die Abundanz verschiedener mRNAs (,messenger” RNA) bei verschiedenen Bedingungen
zu untersuchen, musste die RNA zunachst in cDNA (,complementary“ DNA) umgeschrieben

werden. Erst dann kann auf Basis einer PCR die relative Transkriptmenge bestimmt werden.

2.6.6.1 Reverse Transkription isolierter Gesamt-RNA

Es wurden zundchst in einem quantitativen DNA-Verdau alle eventuellen gDNA
Kontaminationen in der Gesamt-RNA vollstdandig entfernt. Hier wurde das DNA-free Kit

(Ambion, Huntingdon, GroBbritannien) nach Angaben des Herstellers verwendet.

Fir die reverse Transkription wurde die RNA-abhdngige DNA-Polymerase Bioscript (Bioline,
London, GroBbritannien) nach Angaben des Herstellers verwendet. Zur Initilerung der
Erststrangsynthese wurden OligodT Primer der Firma Metabion (Planegg-Martinsried)
hinzugefiigt. Im Anschluss an die Synthese konnten die Proben bis zur gPCR bei -20 °C gelagert

werden.
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2.6.6.2 Relative Transkriptmengenbestimmung mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR-green

Die synthetisierte cDNA wurde in einer Standard-PCR (Abschnitt 2.6.2) mit 25-27 Schleifen
und spezifischen Primern auf Qualitat und Quantitat Gberprift. Im Anschluss wurde eine
adaquate Menge cDNA fir die gPCR-Reaktion eingesetzt. Es wurde der Pramix SYBR Green
PCR Master Mix der Firma Applied Biosystems (Foster City, Kalifornien) mit ausgewahlten
Primern nach Angaben des Herstellers mit einem 7300 Sequence Detection System (Applied
Biosystems) verwendet. Der Pramix enthdlt das Fluorochrom ,Syber Green |“, das bei
unspezifischer Bindung an doppelstrangige DNA eine 1000-fache Fluoreszenzerhéhung erfahrt
und somit proportional zur DNA Menge mit einer Steigerung des Fluoreszenzsignals reagiert.
~Syber green [|“ wird bei 475-495 nm zur Fluoreszenz angeregt, dessen Emission bei
515-545 nm wahrend der PCR in ,Echtzeit” detektiert wird. Abhdngig von der eingesetzten
Transkriptmenge steigt die Fluoreszenz der PCR-Probe in einem Zyklus, dem
Schwellenwert-Zyklus (threshold  cycle = Cy), erstmals signifikant Uber ihre

Hintergrundfluoreszenz hinaus.

Als Referenz fir gleichmaRig eingesetzte Transkriptmengen wurde ein endogenes Kontrollgen
(At5g25760 = UBC, Czechowski et al., 2005) verwendet. Die relative Transkription eines Gens

einer Mutante im Vergleich zum Wildtyp (WT) wurde wie folgt berechnet:

AACr = (Crwr (gen) - Crwr (usc)) - (Cr Mutante (Gen) - CT Mutante (UBC))

2.7 PROTEINBIOCHEMISCHE METHODEN

2.7.1 Isolierung von Gesamt-Protein aus A. thaliana

(Laemmli, 1970)

Um die Abundanz spezifischer Photosynthese-assoziierter Proteine nachzuweisen wurde
zunachst eine Gesamt-Proteinextraktion aus A. thaliana mit 2x Laemmli-Probenpuffer
vorgenommen. Etwa 100-200 mg Blattmaterial wurden in 1,5 ml Reaktionsgefdlle tUberfihrt
und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Unter Verwendung eines vorgekihlten Bohrers
wurden die Proben pulverisiert und nachfolgend mit 300-500 ul Probenpuffer (2x) versetzt.

Nach griindlichem Vermischen wurden die Proben fiir 10 min bei 75 °C erhitzt, der Extrakt
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wurde zentrifugiert (20000 g, 12 min, RT) und der Uberstand mit dem durch SDS in Lésung
gehaltenen Protein in neue Reaktionsgefafle liberfiihrt. Diese Extraktionen kénnen nach der

Bestimmung der Proteinkonzentration direkt im SDS-Polyacrylamid Gel aufgetrennt werden.

Laemmli-Probenpuffer (2x)

62,5 mM Tris-HCI (pH 6,8)
20 % (v/v) Glyzerin
4% (w/v) SDS
100 mM DTT
0,05 % (w/v) Bromphenolblau

2.7.2 Proteinmengenbestimmung mit Amidoschwarz

(Schaffner und Weissmann, 1973)

Die Proteine in Losung wurden in einem Methanol/Essigsauregemisch in Anwesenheit des
Azofarbstoffs Amidoschwarz ausgefallt, wobei sich der Farbstoff an die Proteine anlagert.
Jeweils 5 pl des zu bestimmenden Proteinextrakts wurden mit H,O auf 100 pl aufgefillt und
anschliefend mit 400 pl Farbeldosung versetzt. Nach Zentrifugation (20000 g, 12 min, RT)
wurde das blauliche Proteinsediment mit 1 ml Waschlésung gewaschen und erneut
zentrifugiert. Das Proteinsediment wurde im Folgenden fiir 10 min getrocknet und in 1 ml
0,2 M NaOH aufgenommen. Die Extinktion der Proben wurde bei 615 nm gegen 0,2 M NaOH
als Leerwert im Spektralphotometer bestimmt. Als Referenz diente eine Eichreihe von
bekannten Konzentrationen Rinderserumalbumin (BSA) anhand derer die

Proteinkonzentration des Pflanzenextraktes berechnet wurde.

Farbelosung

10 % (v/v) Essigsdure
90 % (v/v) Methanol
+ Amidoschwarz

Waschlosung

10 % (v/v) Essigsaure
90 % (v/v) Methanol
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2.7.3 Denaturierende diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970)

Die extrahierten und denaturierten Proteine wurden mittels denaturierender
Gelelektrophorese nach ihrer GroRe aufgetrennt. Das Herstellen der Gele erfolgte mithilfe der

Minigel Apparatur System 2050 Midget (Pharmacia, Freiburg).

Trenngele wurden vor der Polymerisierung mit 100 % Isopropanol (iberschichtet, welches vor
dem Giellen des Sammelgels wieder vollstandig entfernt wurde. Bei Gelen, welche fir die
Auftrennung der Proteinkomplexe in der zweiten Dimension aus der BlueNative
Gelelektrophorese verwendet wurden, wurde das Sammelgel mit wassergesattigtem 100 %

Isobutanol vor der Polymerisation Uberschichtet.

Die Proteinextrakte wurden bei 75 °C fir 5 min erhitzt und abzentrifugiert (20000 g, 5 min,
RT). Jede Tasche des Gels wurde mit gleicher Menge Protein (10 bzw. 5 pg) beladen. Die
Auftrennung erfolgte bei 10-25 mA pro Gel. Nach Eintritt der Proteine in das Trenngel wurde
die Stromstarke auf 25 mA pro Gel erhoht. Die aufgetrennten Proteine wurden direkt zur
Uberpriifung der gleichmiRigen Beladung im Gel gefirbt (Abschnitt 2.7.4) oder fiir den
immunologischen Nachweis spezifischer Proteine auf eine Membran transferiert

(Abschnitt 2.7.5).

In der SDS-PAGE wurde der GroRenstandard Pageruler (Fermentas, St.Leon-Roth) zur

ProteingroBenbestimmung eingesetzt.

Laufpuffer (1x)

25 mM  Tris
192 mM Glyzin
0,1% (w/v) SDS

Trenngel-Losung

375 mM  Tris-HCl (pH 8,8)
12,5 % (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
0,1% (w/v) SDS
0,02 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)
0,04 % (v/v) TEMED
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Sammelgel-Losung

125 mM  Tris-HCI (pH 6,8)
4% (w/v) Acrylamid/Bisacrylamid (29:1)
0,1% (w/v) SDS
0,01 % (w/v) Ammoniumpersulfat
0,01 % (v/v) TEMED

2.7.4 Anfirbung von Proteinen im Gel mit kolloidalem Coomassie

(Kang et al., 2002)

Die durch SDS-PAGE nach GroRe aufgetrennten Proteine wurden mithilfe des Farbstoffes
Coomassie G250 sichtbar gemacht. Dazu wurde das Gel dreimal in H,O fir 10 min geschwenkt
um das SDS zu entfernen. Im Anschluss wurde das Gel fiir mindesten 3 h oder iber Nacht in
der kolloidalen Coomassie-Losung inkubiert. Zur Intensivierung der Farbung ist es
empfehlenswert nochmals mit H,O fiir 1 h zu entfarben. Diese Farbemethode erreicht eine
Sensitivitdt von etwa 2 ng BSA/Bande und ist daher mit der Silberfarbung (Rabilloud et al.,
1988) vergleichbar.

kolloidales Coomassie

5% (w/v) Al,(SO,);'14-18 H,0
10% (v/v) EtOH
0,02 % (w/v) Coomassie G250
2% (v/v) ortho-Phosphorsaure

2.7.5 Transfer von Proteinen auf Membranen (Western Blot)

(Khyse-Andersen, 1984)

Proteinproben, die fiir den immunologischen Nachweis gesuchter Proteine bestimmt waren,
wurden nach der Auftrennung durch SDS-PAGE direkt auf eine PVDF-Membran unter
Verwendung einer Blotkammer (Carboglass, Schleicher und Schuell) transferiert. Die
Herstellung der bendtigten Anoden- sowie Kathodenpuffer (Rotiblot-System, Roth) und der
Aufbau der Apparatur wurden nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Zur Aktivierung

der PVDF-Membran (Biorad) wurde diese vor dem Aufbau flr 2 min in 100 % Methanol
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inkubiert. Der Transfer der Proteine erfolgte fiir 2 h bei einer Stromstirke von 1 mAcm™

Gelflache.

2.7.6 Immunologischer Nachweis von Proteinen

Die Proteinmembranen wurden nach dem Transfer zunachst in H,O geschwenkt um alle Reste
der verwendeten Puffer zu entfernen. Freie Membranbindungstellen wurden durch 1h
Inkubation bei RT oder Uber Nacht bei 4 °C in Blockierlésung abgesattigt. AnschlieRend
erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikérper unter standigem Schitteln iber Nacht
bei 4°C. Alle in dieser Arbeit verwendeten Antikorper gegen Photosynthese-assoziierte
Proteine wurden von der Firma Agrisera (Vanndas, Schweden) bezogen und nach den Angaben
des Hersteller in Blockierlosung verdiinnt. Unspezifische Bindungen des Antikdrpers wurden
nachfolgend durch zweimaliges Waschen in TBS-T und einmaliges Waschen in TBS fiir 10 min
entfernt. Die Bindung des sekundadren Antikorpers (Sigma, St. Louis, Missouri), der fir die
Detektionsreaktion mit der Peroxidase aus Meerrettich (,horseraddish peroxidase” = HRP)
gekoppelt ist, erfolgte in Blockierlosung fiir 1 h bei RT unter standigem Schiitteln. Hier wurden

ebenfalls alle unspezifischen Bindungen durch das oben beschriebene Waschen entfernt.

Zur Detektion wurden 400 ul Substratlosung (Pierce ECL, Thermo Scienentific) Uber die
Membran gegeben. Die entstehende Chemilumineszenz wurde durch Auflegen eines Films
(CL-XPosure, Thermo Scientific) oder mithilfe einer speziellen Kamera (LASmini 4000, Fujifilm)

detektiert.

Alle Antikorperverdiinnungen wurden mehrfach verwendet und zur Lagerung bei -20°C

eingefroren.

TBS (1x)

10 mM  Tris-HCl (pH 7,4)
150 mM NaCl

TBS-T (1x)

10 mM  Tris-HCl (pH 7,4)
150 mM NaCl
0,1% (v/v) Tween 20
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Blockierlosung

3% (w/v) Magermilchpulverin TBS (1x)

2.7.7 Immunologischer Nachweis von Proteinphosphorylierung

Um den Phosphorylierungsstatus bestimmter Photosynthese-assoziierter Proteine
nachzuweisen wurde ein spezifischer Phosphothreonin-Antikérper (Cell signaling, Beverly,
Massachusetts) verwendet. Da das im Milchpulver enthaltene Casein zur Absattigung der
Membran selbst stark phosphoryliert ist, wurden die Membranen daher mit BSA blockiert.

Auch der Antikérper wurde nach Angaben des Herstellers in Blockierldsung-P verdiinnt.

Blockierlésung-P

3% (w/v) BSAin TBS (1x)

2.7.8 Blaue native kontinuierliche Polyacrylamid Gelelektrophorese (Blue Native)

(Schagger und Pfeifer, 2000)

2.7.8.1 Isolierung von Thylakoidmembranen aus A. thaliana

(Bassi et al., 1985)

Fiir die Isolierung von Thylakoidmembranen wurden etwa 5 g Blattrosetten geerntet und in
100 ml eiskaltem T1-Puffer mithilfe eines Homogenisierers (Ultra-Turrax, Janke und Kunkel,
Staufen) aufgeschlossen. Das Homogenisat wurde durch vier Lagen Verbandsmull und eine
Lage Miracloth (Calbiochem, San Diego, Kalifornien) filtriert. Das Filtrat wurde abzentrifugiert
(1400 g, 10 min, 4 °C), der Uberstand verworfen und die sedimentierten Chloroplasten in
100 ml eiskaltem T2-Puffer resuspendiert. Im Anschluss wurde erneut zentrifugiert (10000 g,
10 min, 4 °C) und der Uberstand vollstindig abgenommen. Das Membransediment wurde in
einem addquaten Volumen (100-700 ul) eiskaltem T3-Puffer vorsichtig mit einem

Feinhaarpinsel resuspendiert, aliquotiert und direkt in flissigem Stickstoff schockgefroren.
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T1-Puffer
400 mM Sorbitol
100 mM  Tricin-KOH (pH 7,8)
10 mM NaF
+ Proteaseinhibitoren
T2-Puffer
25 mM Hepes-KOH (pH 7,5)
10 MM EDTA
10 mM NaF
+ Proteaseinhibitoren
T3-Puffer

10 mM Hepes-KOH (pH 7,5)
1mM EDTA
10 mM NaF
50 % (v/v) Glyzerin
+ Proteaseinhibitoren

Proteaseinhibitoren - Zusatz

0,2 % (v/v) 100 mM PMSF in Isopropanol
100 mM Benzamidine
in 20 mM Hepes-KOH (pH 7,5)
1% (v/v) 500 mM e-Aminocapronsaure in H,0

1% (v/v)

2.7.8.2 Native Solubilisierung und Auftrennung von Membranproteinkomplexen

Der Proteingehalt der nativ aufgereinigten Membranen wurde bestimmt (Abschnitt 2.7.2) und
250 ug Protein fiir die Solubilisierung verwendet. Hierzu wurden die Membranen zweimal mit
300 ul kaltem TMK-Puffer und einmal mit 100 ul Solubilisierungs-Puffer gewaschen,
zentrifugiert (2000g, 2min, 4°C) und im Folgenden in 60 ul Solubilisierungs-Puffer
aufgenommen. Nach der Zugabe von 15 pl 10 % Dodecylmaltosid (DDM) wurde der Ansatz
20 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Abtrennung der unloslichen Bestandteile
durch Zentrifugation (20000 g, 15 min, 4 °C). Der griine Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefald Gberfihrt, mit 10,7 pl Proben-Additiv versetzt und fir weitere 10 min auf Eis
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (20000 g, 5 min, 4 °C) wurde die Probe direkt im Gel

(NativePAGE Novex 3-12 % Bis-Tris Gele 1,0 mm, Invitrogen) aufgetrennt.
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Die Auftrennung erfolgte bei 4 °C und 150-250V in einem XCell SureLock Mini Gel-System
(Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien) nach Angaben des Herstellers mit 0,02 % (w/v) Coomassie

G250 im Kathoden-Puffer.

TMK-Puffer

10 mM  Tris-HCI (pH 6,8)

10 mM MgCl,
20mM KClI
10 MM NaF

Solubilisierungs-Puffer

4x NativePage Sample Puffer
25 % (v/v) .
(Invitrogen)
5mM NaF

750 mM  Aminocapronsaure

Proben-Additiv

0,04 % (w/v) Coomassie

750 MM  Aminocapronsaure

2.7.8.3 Denaturierende Auftrennung der Superkomplexe in der zweiten Dimension

Die in der Blue Native Gelelektrophorese aufgetrennten Proben wurden in Streifen

ausgeschnitten und in 20 ml SDS-Streifenpuffer fiir 30 min bei 95 °C inkubiert.

Die Streifen wurden auf vorbereitete 12,5 % SDS-Gele (Abschnitt 2.7.3) transferiert und mit
1% (w/v) Agarose in SDS-Laufpuffer tberschichtet. Nach der Auftrennung wurden die Gele
mit kolloidalem Coomassie angefarbt (Abschnitt 2.7.4) und die Proteinuntereinheiten nach

Aro et al., (2005) identifiziert.

SDS-Streifenpuffer

10 % (v/v) Glyzerin
2% (w/v) SDS
12,5 mM Tris-HCI (pH 6,8)
50mM DTT
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2.7.9 Massenspektrometrische Analyse

Die Proteinidentifizierung mithilfe der Massenspektrometrie (MS) wurde am Zentrum fir
Molekulare Medizin (ZMMK, Universitdt zu Koln) durchgefiihrt. Ausgestochene
Proteinsuperkomplexe aus der BN-Page (Abschnitt 2.7.8) wurden tryptisch verdaut, in der
Nano-liquid Chromatographie (Proxeon, Odense, Danemark) aufgetrennt, ionisiert
(Elektrospray-lonisation, ESI) und die Peptide in der Tandem-MS (HCT Ultra ETD Il, Bruker
Daltonik, Bremen) detektiert und fragmentiert. Molekulare Massenspektren in Kombination
mit entsprechenden Fragmentierungsspektren wurden fiir die Datenbanksuche durch Mascot
(Matrixscience, Perkins et al., 1999) gegen die NCBInr Datenbank (A. thaliana) verwendet.
Dabei wurden folgende Suchparameter festgelegt: Signifikanz: (p<0.05), Peptid und Fragment
Massentoleranz: + 0.3 Da, Enzyme: Trypsin/P, festgelegte Modifizierung: Carbamidomethyl,

variable Modifikation: Oxidation.

2.8 BESTIMMUNG PHOTOSYNTHETISCHER PARAMETER

2.8.1 Messungen der PSII-Aktivitat in vivo
(Schreiber et al., 1986)

Die Anderungen der Chlorophylla (Chla) Fluoreszenz des PSIl wurde mithilfe der
Puls-Amplituden-Modulations Fluorometrie (PAM; ImagingPAM oder PAM2100, Walz,
Effeltrich) gemessen. Die grundlegenden GrofRen der Fluoreszenz, wie Grundfluoreszenz (Fo),
maximale Fluoreszenz (F.,) wurden an 20 min dunkeladaptierten Pflanzen bestimmt. Wahrend
Induktion der Photosynthese (Induktionskinetik = I1C) wurde die maximale
Fluoreszenzausbeute (F.‘) sowie Fluoreszenz (F:;) durch Anwendung der Lichtsattigungspuls
Methode bestimmt. Anhand dieser absoluten Werte wurden die maximale Quanteneffizienz
von PSII (F,/Fm = [Fm-Fol/Fm) sowie die Quanteneffizienz im Licht (®PSIl = [F'-Fi]/Fn‘) nach
Genty et al., (1989) errechnet. Die PSII-Effizienz der Photosynthese im FlieRgleichgewicht in
Abhangigkeit verschiedener Lichtintensitaten wurde in einer Lichtsattigungskurve (LK) von
0-700 pmol-m™?s® gemessen. Die Elektronentransportraten (ETR) wurden nach
ETR = 0,5-®PSII-PFD-0,84 errechnet (Genty et al., 1989). Der Lichtsattigungspuls dauerte

800 ms bei einer Intensitat von etwa 4000 pmol-m™-s™.
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Die Inhibitorstudien wurden an abgeschnitten Blattern durchgefiihrt, wobei der Inhibitor fur
1 h Uber die Blattspreite infiltriert wurde. Anschliefend erfolgte die Bestimmung der
Chl a Fluoreszenzparameter mithilfe der PAM2100 in einer befeuchteten Blattkammer.
Tentoxin wurde als spezifischer Inhibitor der thylakoidalen ATPase Aktivitdt sowie Nigerizin als
Entkoppler des transthylakoidalen pH-Gardienten verwendet (Quick et al., 1989). DTT hemmt
die De-Epoxidierung von Violaxanthin zu Zeaxanthin und blockiert somit den

Xanthophyllzyklus (Gamon et al., 1990).

Inhibitoren

6,5 UM Tentoxin in H,O
100 uM Nigerizin in H,0
3mM DTTinH,0

2.8.2 Messungen der PSI-Aktivitat in vivo
(Klughammer und Schreiber, 1994)

Analog zu den Messungen der Photosyntheseeffizienz von PSIl wird auch bei der Messung der
Photosyntheseeffizienz von Photosystem | (PSI) die Lichtsattigungspuls Methode angewandt.
Der Reduktionsgrad des PSI wurde hier jedoch durch Absorptionsmessungen bei 830 nm unter

Verwendung der DualPAM (Walz, Effeltrich) bestimmt.

Durch 10 s Dunkelrot Bestrahlung wird PSI vollstandig reduziert und durch den nachfolgend
applizierten Lichtsattigungspuls (SP) wird der P,, Wert bestimmt. Dieser ist analog zu dem
Fm-Wert der Chl a Messungen. In diesem Fall ist PSI vollstandig oxidiert. Durch Induktion der
Photosynthese wird der Reduktionsgrad des PSI verdandert, bestimmt durch akzeptor- und
donorlimitierende Bedingungen. Im Licht applizierte SP bestimmen den Anteil der noch
oxidierbaren PSI (Py,‘). Der Reduktionsgrad von PSI selbst wird definiert zwischen 0
(vollstandig oxidiert) und 1 (vollstindig reduziert). Angegeben werden hier drei
komplementdre Quanteneffizienzen ®NA, ®ND, ®PSI. ®NA reprasentiert den Anteil an PSI,
welcher durch Gabe eines SP, aufgrund fehlender Akzeptoren, nicht oxidiert werden kénnen
(PNA = [P-P'1/Pm). ®ND reprasentiert den Anteil der PSI die oxidiert vorliegen
(PND = 1-P,,"). Aus diesen wird die Quanteneffizienz des PSI, nach ®PSI= 1- ®ND- ONA,

berechnet, welche analog zu ®PSI| ist.
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2.8.3 Bestimmung der Fluoreszenz-Emissions-Spektren der Photosysteme bei 77 K

2.8.3.1 Isolierung intakter Thylakoide aus A. thaliana
(Schottler et al., 2004)

Es wurden etwa 5 g Blattrosetten von 24 h verdunkelten Pflanzen geerntet und in 100 ml
eiskaltem Aufschlussmedium unter Verwendung eines Homogenisierers (Ultra-Turrax, Janke
und Kunkel, Staufen) aufgeschlossen. Im Anschluss wurde das Homogenisat durch zwei Lagen
Verbandsmull und eine Lage Miracloth (Calbiochem, San Diego, Kalifornien) filtriert und das
Filtrat zentrifugiert (4000 g, 3 min, 4 °C). Das Sediment wurde in 1 ml Aufschlussmedium
resuspendiert und im Anschluss mit 20 ml Schockmedium versetzt. Nach 30s Inkubation
wurden 20 ml Doppelmedium hinzugegeben und der Ansatz zentrifugiert (200 g, 2 min, 4 °C).
Der Uberstand wurde in einem neuen Zentrifugationsrdhrchen erneut zentrifugiert (4000 g,
3min, 4°C). Im Anschluss wurden die pelletierten Thylakoide in 1-2ml

Aufbewahrungsmedium aufgenommen und in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Aufschlussmedium

5mM MgCl,
30 mM KCI
50mM MES
350 mM Sorbit
mit KOH auf pH 6,1
Schockmedium
5mM MgCl,
30mM  KCI
50 MM Hepes
mit KOH auf pH 7,6
Doppelmedium
5mM MgCl,
30 mM KCI
50 MM Hepes
700 mM  Sorbit
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Aufbewahrungsmedium

5mM MgCl,
30 mM KCl
0,5mM MnCl,
50 mM Hepes

350 mM Sorbit
mit KOH auf pH 7,8

2.8.3.2 Fluoreszenz-Emissions-Spektren bei 77 K

Die 77 K Chlorophyll a Fluoreszenz-Emissions-Spektren wurden in Zusammenarbeit mit

Dr. Schottler am Max-Planck-Institut fir molekulare Pflanzenphysiologie (Golm) durchgefiihrt.

Die Photosystemkomponenten der Thylakoidproben wurden bei 430 nm und 77 K zur
Fluoreszenz angeregt und deren Emission zwischen 655-800 nm unter Verwendung eines

Fluorometers (F-6500, Jasco GmbH, Grof3-Umstadt) aufgezeichnet.

2.9 ELEKTRONENMIKROSKOPIE

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Ultrastruktur der Chloroplasten wurden
in Teilen in Zusammenarbeit mit Dr. Geimer an der Universitat Bayreuth sowie Dr. Buchen an

der Universitat Bonn durchgefiihrt.

2.9.1 Fixierung von Blattmaterial fiir die Elektronenmikroskopie

(modifiziert nach Spurr, 1969)

Blattmaterial von im HL und LL angezogenen Pflanzen wurde vorsichtig in etwa 1 mm?” groRe
Fragmente geschnitten und direkt in 2 ml ReaktionsgefdlRen in Fixierpuffer gelegt. Zur
vollstandigen Durchtrankung der Blattproben wurde der Fixierpuffer schonend im Exsikkator
Vakuum-infiltriert. Blattfragmente, welche nicht in der Fixierlésung herabgesunken waren,
wurden verworfen wahrend die herabgesunkenen Proben (iber Nacht bei 4 °C gelagert
wurden. Im Folgenden wurden die Blattproben dreimal mit 50 mM Na-Phosphatpuffer pH 7,2

gewaschen und anschlieRend mit 50 pl 1 % Osmiumtetroxidlosung (OsQ4) liberschichtet. Nach
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Inkubation mit OsO4 fiir 1 h bei RT wurde das lberschiissige OsO,4 durch dreimaliges Waschen

mit 1 ml H,0 entfernt.

Die Entwdsserung der fixierten und kontrastierten Proben erfolgte schonend durch
schrittweise Erhohung der Acetonkonzentration. Dazu wurden die Proben zundchst in 25 %
Aceton eingelegt und fur 20 min inkubiert. Im zweiten Entwadsserungsschritt mit 50 % Aceton
wurde zusatzlich 1% Uranylacetat zugesetzt und fiir weitere 90 min inkubiert. Es folgten
Waschungen mit 70 %, 96 %, sowie dreimalige Waschungen mit 100 % Aceton fir jeweils

20 min um das H,0 vollstdandig durch Aceton zu substituieren.

Im Folgenden wurde das Aceton durch eine steigendende Konzentration von Spurrmedium
ersetzt. Die Blattfragmente wurden hierzu Uber Nacht bei RT mit Spurr:Aceton (1:1)
Uberschichtet. Anschlieend wurden die Proben fiir 4 h in Spurr:Aceton (3:1) und daraufhin
flir 4 h in Spurr eingelegt. Nach einer Lagerung Uber Nacht in frischem Spurr wurden die

Blattfragmente in Silikonformen mit Spurr fiir 2 Tage bei 60 °C ausgehartet.

Fixierpuffer

2% (v/v) Glutaraldehyd
50 mM Na-Phosphatpuffer pH 7,2

Spurrmedium

6,5g Nonenylsuccinicanhydrid (NSA)
2,5g Vinylcyclohexandioxid (ERL) 4221D

L5 Diglycidylether von
- Polypropylenglycol (DER) 736

0,4g Dimethylaminoethanol (DMAE)

2.9.2 Herstellung von Schnittpraparaten fiir die Elektronenmikroskopie

Von den eingebetteten Blattproben wurden mithilfe eines Ultramikrotoms (MT-600, RMC,
Tuson, USA) 1 um dicke Semidiinnschnitte angefertigt und auf eine qualitative Fixierung hin
untersucht. Von ausgesuchten Praparaten wurden im Folgenden Ultradiinnschnitte fir die
Elektronenmikroskopie angefertigt. Diese Schnitte wurden erneut mit 2 % Uranylacetat sowie
2% Bleiacetat nachkontrastiert und bis zur Untersuchung mit dem EM 10

Transmissionselektronenmikroskop (Zeiss, Oberkochen) trocken gelagert.
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2.10 GENOMWEITE EXPRESSIONSANALYSE VON A. THALIANA

2.10.1 Experimenteller Aufbau

Die A. thaliana Linien wurden fir 28 Tage im LL bei 40 % relativer Luftfeuchte in Langtag
(16/8 h) und Temperatur von 22 °C tags und 18 °C nachts angezogen. Drei Stunden nach
Tagesanbruch im LL wurden die A. thaliana Blattrosetten ohne Keimblatter geerntet (ZP0O) und
die restlichen Pflanzen ins HL transferiert. Nach vier Stunden (ZP4h) sowie nach 48 Stunden
(zP2d) im HL wurden erneut Proben geerntet. Fiir jede Bedingung wurde ein unabhangiges
biologisches Replikat generiert. Alle Proben wurden ziigig geerntet, in fllissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur Gesamt-RNA Isolierung (Abschnitt 2.6.4) bei -80 °C gelagert.

Die nach der Extraktion erhaltene Gesamt-RNA wurde nach Qualitdtskontrolle mit dem
RNeasy Mini Kit der Firma Quiagen (Hilden) erneut aufgereinigt. Die Hybridisierungen der
verwendeten Affymetrix ATH1 Genome Arrays wurde extern im Kompetenzzentrum fir
Fluoreszente Bioanalytik (Regensburg) durchgefiihrt. Die erhaltenen Fluoreszenzdateien (.cel)

der hybridisierten Arrays wurden wie in Abschnitt 2.10.2 beschrieben verarbeitet.

2.10.2 Statistische Analyse zur Identifizierung differentiell regulierter Gene

Zur statistischen Analyse wurde das Programm Robin (Lohse et al.,, 2010) verwendet. Die
Fluoreszenzdaten der .cel Dateien wurden nach dem RMA Algorithmus (,,robust multiarray
averaging”) normalisiert und die statistische Analyse auf differentielle Genexpression
basierend auf einem linearen Modell durchgefiihrt (Smyth 2004). Die erhaltenen p-Werte
wurden nach der Strategie von Benjamini und Hochberg (1995) korrigiert. Alle generierten
Tabellen wurden zum weiteren Abgleich und Filtern in das Programm Access (Microsoft,

Redmond, Washington) importiert.

Die gefilterten Kandidatengene wurden am Helmholtz Zentrum Minchen in Zusammenarbeit
mit Dr. Haberer in statistisch signifikant (iberreprasentierte funktionelle Gruppen geordnet.
Hier wurden ebenfalls die Kandidatengene mithilfe des Programmes FIRE (Elemento et al.,

2007) auf Gber- oder unterreprdsentierte Promotormotive untersucht.
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2.11 QUANTITATIVE UND QUALITATIVE PIGMENTANALYSEN

2.11.1 Bestimmung des MgProtolX-Gehaltes

(Lermontova und Grimm, 2006)

Die Bestimmung der MgProtolX-Gehalte im LL-HL-Transfer wurden in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Grimm (Humboldt Universitdt, Berlin) durchgefihrt. Es wurden zu
jedem Zeitpunkt 15-18 Pflanzenrosetten ohne Keimblatter (etwa 100 mg) zu einer Probe
zusammengefihrt und sofort in flissigem Stickstoff eingefroren. Die Extraktion erfolgte in
einem basischen Methanol-Acetongemisch. Die Porphyrinextrakte wurden in der HPLC
aufgetrennt. Durch Anregung bei 405 nm und Detektion der Emission bei 625 nm konnten die

Porphyrine nachgewiesen und mithilfe entsprechender Standards quantifiziert werden.

2.11.2 Bestimmung des Chlorophyll- und Carotinoidgehaltes
(Arnon, 1949)

Die quantitative Bestimmung der Photosynthesepigmente wurde auf die Blattfliche bezogen.
Es wurden von HL Pflanzen 3-4 Blatter und von LL Pflanzen 10-15 Blatter pro Probe unter
Klarsichtfolie ausgelegt und deren Umrisse (ibertragen. Die Folien wurden zusammen mit
einem Flachenstandard digitalisiert und die Flache der einzelnen Blatter mithilfe des
Programmes ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland) vermessen. Die zuvor
abgezeichneten Blatter wurden nach dem Wiegen in 1,5 ml Reaktionsgefalle Uberfihrt und

zur weiteren Prozessierung bei -80 °C gelagert.

Das gefrorene Blattmaterial wurde mit einem vorgekiihlten Pistill in flissigem Sickstoff
pulverisiert und mit 500 pul 100 % Aceton versetzt. Das Extraktionsgemisch wurde mit zum
Neutralisieren starker Sduren CaCOs; versetzt und fir weitere 30s homogenisiert.
AnschlieBend wurden die Proben fiir 10 min im Dunkeln bei RT geschittelt um eine
vollstandige Pigmentextraktion zu gewahrleisten. Nach der Zentrifugation (20000 g, 3 min,
4 °C) wurde der Uberstand in ein lichtundurchlissiges ReaktionsgefaR tberfiihrt und bis zur
photospektrometrischen Messung auf Eis gelagert. Zur Messungen wurden die Extrakte 1:10
oder 1:5 so verdinnt, dass sie in 80 % Aceton vorlagen. Der Chlorophyllgehalt (Chl) wurde mit

den Wellenlangen 647 nm und 664 nm und der Carotenoidgehalt (Car) bei 480 nm, 645 nm
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sowie 663 nm mit 80 % Aceton als Leerwert bestimmt. Die zur absoluten Quantifizierung

verwendeten Formeln sind im Folgenden aufgefiihrt:

Chl(gesamt) pug/ml =20,2'Egss + 8,02°Ege3
Chla pug/ml =11,78Eees — 2,29°Ees7
Chlb pg/ml  =20,05Eess — 4,77 Eeea
Car ug/ml = E4g0+ 0,144'E¢e3 — 0,638 Eg4s

2.12 QUANTITATIVE UND QUALITATIVE METABOLITANALYSEN

2.12.1 Qualitative und quantitative Bestimmung von Adenylaten

2.12.1.1 Extraktion und Derivatisierung der Adenylate aus Blattmaterial von A. thaliana

(modifiziert nach Hausler et al., 2000)

Zur Extraktion der Adenylate wurden 50-100 mg gefrorenes pulverisiertes Pflanzenmaterial
mit 500 pl 1 M Perchlorsaure (HCIO,4) versetzt. Nach erneuter Zugabe von 500 ul 0,1 M HCIO4
wurden die Proben abzentrifugiert (20000 g, 2 min, 4 °C) und 400 pl des Uberstandes in neue
ReaktionsgefaRe Uberfiihrt. Dieser wurde durch Zugabe von 20,5 pl 5 M K,COs neutralisiert
und fir 20 min auf Eis offen stehen gelassen, damit sich entwickelndes CO, vollstandig
ausgasen kann. Nach Zentrifugation (20000 g, 2 min, 4 °C) konnte der Uberstand bei -80 °C bis

zur Derivatisierung gelagert werden.

Bei der Derivatisierung werden die Nukleotide in fluoreszierende Etheno-Derivate
umgewandelt. Hierzu wurden 50 pl des Extraktes mit 405 pl Derivatisierungspuffer sowie
45 pl Chloracetaldehyd (45 % in H,0, Sigma) versetzt und fiir 40 min bei 80 °C inkubiert. Die
Reaktion wurde durch schnelles Abkihlen auf Eis abgestoppt und die Proben anschlieRend
zentrifugiert (20000 g, 2 min, 4 °C). Die so behandelten Proben konnten direkt in die

HPLC-Analyse eingesetzt werden.

Derivatisierungspuffer

62 mM Zitronensaure
76 mM KzHPO4
pH 4,0
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2.12.1.2 Bestimmung der Adenylatgehalte mittels HPLC
(Haink und Deussen, 2003)

Die Analyse und Detektion der derivatisierten Adenylate erfolgte nach Auftrennung in der
high performance liquid chromatography (HPLC). Es wurde ein reversed-phase (Hyperclone
C18 BDS Saule (base-deactivated silica) HPLC-System (Dionex, ldstein) eingesetzt, mit
Tetrabutylammoniumbisulfat-Puffer (TBAS; A) und Acetonitril:TBAS (2:1; B) als Eluent
(Flussrate: 1,7 ml min'l; Gradient: 0-2 min, 18 % B; 2-6 min 50 % B; 6-6,6 min 90 % B; 6,6-7
min, 90 % B; 7-8 min, 0 % B). Durch Anregung der Adenosin Nukleotide bei 280 nm konnte die
Fluoreszenz bei 410 nm detektiert werden. Mithilfe der zuvor vermessen Standards wurden
die Chromatogramme ausgewertet (Chromeleon, Dionex), die jeweiligen Adenylate bestimmt

und deren Gehalte errechnet.

TBAS - Puffer

5,7mM TBAS
30,5 mM KH2PO4
pH 5,8

2.12.2 Qualitativer Nachweis von Starke in Blattern

Jod-Kaliumjodidlosung (Lugol'sche Losung) wurde standardmafig zum Stdrkenachweis
verwendet. Blatter von 24-27 Tage alten Pflanzen wurden in 2 ml 80 % EtOH bei 75°C
ausgekocht und mit 1% Lugol'scher Losung zur Anfarbung der Starke versetzt. Nach dem
Waschen mit 2 ml H,O konnte der Starkegehalt bemessen und photographisch dokumentiert

werden.

2.12.3 Quantitative Bestimmung l6slicher Zucker in Bldttern

(Lin et al., 1988)

Blattmaterial (50-100 mg) wurde zweifach in 80 % EtOH bei 95 °C ausgekocht, der Uberstand
vollstandig abgenommen und in 2 ml Reaktionsgefalle Gberfiihrt. Nach dem Eindampfen des

Extraktes im Vakuumkonzentrator (SpeedVac, Eppendorf) wurden die Proben in einem
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adaquaten Volumen H,0 (500-1000 pl) fiir 30 min unter starkem Schitteln geldst und bis zur

Messung bei 4 °C gelagert.

Die quantitative Messung der freien Zucker Glukose, Fruktose sowie Saccharose erfolgte
mithilfe eines gekoppelten enzymatischen Tests durch sequenzielle Zugabe der spezifischen
Enzyme (Stitt et al., 1989). Beim Umsatz von Glukose-6-Phosphat (GIc6P) durch die im Assay
zugesetzte Glukose-6-Phosphatdehydrogenase wird das NADP* zu NADPH reduziert, dessen
Absorption bei 340 nm in einem Mikrotiterplattenlesegerat (Tecan Group Ltd., Mannedorf,

Schweiz) detektiert wurde.

Die Reaktionssequenz wurde mit Zugabe von 0,02 U Hexokinase gestartet, welche die im
Extrakt enthaltene Glukose und Fruktose am Cg phosphoryliert. Bei konstanter Absorption
wurden 0,2 U Phosphoglukoisomerase (PGl) beigemischt um Fruktose-6-Phosphat (Fru6P) in
Glc6P umzusetzen. Bei Erreichen der maximalen Absorptionsanderung wurde im Folgenden
100 U Invertase zugeben um die vorhandene Saccharose in Glukose und Fruktose zu
katalysieren. Die absolute Absorptionsinderung bei 340nm bei bekanntem
Extinktionskoeffizienten von NADPH (6,22 cmz'umol'l) wurde verwendet um die

Konzentration (Ac in umol/ml) des Substrates zu berechnen.

Als Standard verwendeter Reaktionsansatz

100 mM | Hepes-KOH (pH 7,5)
10 mM | MgCl,
2mM | ATP
0,8 mM | NADP*

0,2 U | Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase
5% (v/v) | Extrakt

2.12.4 Quantitative Bestimmung der Starke in Blattern

Das ethanolisch extrahierte Blattmaterial (Abschnitt 2.12.3) wurde erneut mit 80 % EtOH
gespllt, in 300 ul 0,2 M KOH aufgenommen und mithilfe eines Pistills homogenisiert. Die
Proben wurden fiir 1 h bei 95 °C aufgekocht und nach Abkiihlung auf Eis wurde der pH-Wert

durch Zugabe von 60 ul 1 M Essigsaure auf etwa 5,5 eingestellt. AnschlieBend wurden 3,5 U
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a-Amylase sowie 2,5 U Amyloglukosidase zugesetzt und tber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach
dem Abzentrifugieren (20000 g, 5 min, RT) wurde der Uberstand bis zur Bestimmung bei 4 °C

gelagert.

Das Prinzip der Konzentrationsbestimmung beruht ebenfalls auf einem gekoppelten
enzymatischen Test, bei dem der Umsatz von NADP* zu NADPH detektiert wird (Abschnitt
2.12.3). Durch Zugabe von 0,02 U Hexokinase in den Reaktionsansatz (Abschnitt 2.12.3) wurde
die Katalyse von Glukose zu Glc6P gestartet. Die absolute Absorptionsdanderung bei 340 nm
bei bekanntem Extinktionskoeffizienten von NADPH (6,22 cm*pumol™) wurde verwendet um

die Konzentration (Ac in umol/ml) des Substrates zu kalkulieren.
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3. ERGEBNISSE
Die adg1-1/tpt-1 Mutante wurde bereits durch Schneider et al. (2002) beschrieben und zeigt
eine  deutliche  Wachstumsretardierung und  inhibitorische  Effekte in  der
Photosyntheseeffizienz, welche bei den entsprechenden Einzelmutanten adgl-1 und tpt-1
nicht beobachtet werden konnte. Da es sich bei der tpt-1 Mutante jedoch um eine ,knock
down” Mutante handelt, wurde angenommen, dass die generelle Uberlebensfihigkeit dieser
Doppelmutante auf die 10 % Restaktivitat des TPT zurlickzufiihren ist (Hausler et al., 2009). Es
konnte jedoch eine Mutantenlinie identifiziert werden, die keine TPT Transkripte mehr
exprimiert (tpt-2; siehe auch Diplomarbeit D.Henseler 2003). Bei dieser, als tpt-2
bezeichneten Mutante, handelt es sich um eine T-DNA Insertionsmutante im Hintergrund des
Wildtyps (WT) Col-0, in der die T-DNA acht Basenpaare (bp) hinter dem Startkodon (ATG)
inseriert ist (Abbildung 3.1 A). Die Insertion an dieser Position verhindert die Transkription
einer funktionellen mRNA. Dies wurde mithilfe von RT-PCR mit dem Primerpaar TPT bestatigt
(Abbildung 3.1 B). Die schwache Amplifikation mit dem Primerpaar 2 TPT ist wahrscheinlich
auf ein weiteres ATG, welches 32 bp stromabwarts des genspezifischen Startkodons liegt,

zurlickzufiihren. Jedoch liegt dieses Startkodon aulBerhalb des Leserasters des TPT.

T-DNA (8 bp)
LB RB LB
TPT fwd E ; 2.TPT fwd

> >

-« «

27TPT rev TPT rev

ATG TAG (2606 bp)
B
Col-0 tpt-2
——— TPT
iy 2TPT

— ” Actin

Abbildung 3.1 Identifizierung der tpt-2 ,knock-out” Mutante. (A) Ubersicht iber die Genstruktur des TPT und der
T-DNA Insertion. (B) Semiquantitative RT-PCR zur Uberpriifung der TPT Transkriptionslevel mit den Primerpaaren
TPT sowie 2 TPT. Als endogene Kontrolle wurden die Actintranskription mit den Primerpaar Act_rev/fwd
Gberpruft.
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Ergebnisse

Auch die im Liposomensystem getestete TP und 3-PGA Transportaktivitdt bestatigte ebenfalls
das Fehlen eines funktionellen TPT. Die Transportaktivitat von P, war um etwa 44 % von 2,94
(+ 0,35) nmol-g™* Frischgewicht (FW) im WT auf 1,64 (+ 0,02) nmol-g™* FW in der tpt-2 Mutante
verringert. Der Transport von 3-PGA mit 3,07 (+0,41) nmol-g* FW im WT war in der tpt-2
nicht mehr detektierbar (R. Hausler, personliche Mitteilung). Diese tpt-2 Mutation wurde in
die adgl-1 Mutante eingekreuzt und entgegen der postulierten Letalitat, war die generierte
Doppelmutante adgl-1/tpt-2 jedoch Uberlebensfahig und wies den gleichen Phanotyp wie die
adgl-1/tpt-1 Mutante auf (Abschnitt 1.5).

Da die eingefiihrten Mutationen den Primarstoffwechsel stark beeintrachtigen, ergab sich die
Frage nach den moglichen Ursachen fiir den Photosynthesephanotyp der Doppelmutante. Zur
Aufkldarung wurden verschiedene fluoreszenzspektroskopische Methoden zur Bestimmung der
Photosyntheseeffizienz sowie proteinbiochemische Methoden eingesetzt, deren Ergebnisse
im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit beschrieben werden. Im Zusammenhang
weiterfihrender physiologischer Analysen im metabolischen Kontext, welche im zweiten
Abschnitt der Ergebnisse dargestellt sind, wurden zudem weitere, mit Stoffwechsel und
Transportvorgangen assoziierte Doppelmutanten generiert, deren Phanotypen mit der
adgl-1/tpt-2 Doppelmutante vergleichbar sind. Mithilfe von Transferexperimenten von
schwachen zu hohen Lichtintensitditen sollte die Akklimatisierung basierend auf
Photosynthese und Genexpression in der Mutante naher beleuchtet werden. Im letzten
Abschnitt werden daher globale Expressionsanalysen im Zusammenhang mit diesen

Transferexperimenten dargestellt.

3.1 CHARAKTERISIERUNG DES HOCHLICHT-ABHANGIGEN PHANOTYPS DER ADGI1-1/TPT-2
DOPPELMUTANTE

Aufgrund des fir die adg1-1/tpt-1 Doppelmutante beschriebenen Phanotyps (Schneider et al.
2002), wurde zundchst der Einfluss von zwei verschiedenen Lichtintensitditen wahrend der
Wachstumsphase auf die adgl-1/tpt-2 Doppelmutante untersucht. Hierflir wurden die
Pflanzen unter sehr geringen Photonenflussdichten (PFD) von 30 umol:-m?s*
(LL = Schwachlicht) sowie unter einer 10-fach hdheren PFD von etwa 300 umol-m'z-s'1

(HL = Hochlicht) angezogen. Uberraschenderweise war nur unter HL Bedingung ein
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verdandertes Wachstum sowie eine Verminderung der Photosyntheseeffizienz der
adg1-1/tpt-2 Doppelmutante zu beobachten, wahrend diese unter LL Bedingungen vom WT

phanotypisch nicht zu unterscheiden war (Abbildung 3.2).

Abbildung 3.2 Wachstumsphidnotyp der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante in Abhédngigkeit verschiedener
Lichtintensitaten. Die Pflanzen der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante, der entsprechenden Einzelmutanten und des
WT wurden 26 Tage bei einer PFD von entweder 300 umol-m'z-s'1 (HL) oder 30 umol-m'z-s'1 (LL) im Langtag
angezogen. Balken =1 cm

Der morphologische Phanotyp wurde zundchst anhand der Rossettengewichte, der
Pigmentgehalte von Chlorophyll (Chl) und Carotinoide (Car) sowie des Proteingehaltes
untersucht. Bei HL Anzucht lag das durchschnittliche Rosettengewicht von 24 Tage alten
adg1-1/tpt-2 Doppelmutanten bei 0,016 (+ 0,003) g und war auf etwa 6 % im Vergleich zum
WT bei 0,274 (+0,062) g vermindert. Das spezifische Blattgewicht der adgl-1/tpt-2
Doppelmutante war hingegen auf etwa 75 % verringert, was sich auch im Proteingehalt
widerspiegelte, der mit 66 % unterhalb dem des WT lag. Die Chl- und Car-Gehalte waren um
etwa 50-60 % im HL verringert (Tabelle 3.1). Das Chl a/b Verhaltnis war von 3,09 (+ 0,13) im
WT auf 2,13 (+0,04) in der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante erniedrigt und deutet auf eine
veranderte Stochiometrie der Photosysteme oder deren LHCs hin. Wahrend tpt-2 keine
Verdnderungen in den gemessenen Parametern zeigte, war in adgl-1 das Rosettengewicht
auf 0,167 (+ 0,025) g verringert und damit einhergehend der Rosettendurchmesser deutlich
kleiner (Abbildung 3.2). Das spezifische Blattgewicht sowie die Chl Gehalte waren im Vergleich

zum WT hingegen erhdht.
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Im Unterschied zu der HL Anzucht, waren alle beschrieben Parameter der adgl-1/tpt-2
Doppelmutante und der entsprechenden Einzelmutanten im LL mit dem WT vergleichbar.
Auffallig war jedoch, dass die gemessenen Parameter unter LL Bedingungen im Vergleich zu
HL auch im WT verringert waren. Das Chl a/b Verhaltnis der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante war
bei LL-Anzucht mit 2,35 (+0,07) gegeniliber dem des WT (2,68 + 0,03) jedoch weiterhin

deutlich verringert.

Tabelle 3.1 Zusammenstellung der physiologischen Charakteristika der einzelnen Pflanzenlinien im Vergleich von
HL und LL Anzuchten.

HL

Chl pg-cm’ Car pg-cm” Chla/b FW mg-cm™ Protein pg-cm”
Col-0 28,62 + 2,65 1,06 + 0,05 3,09+0,13 19,62 +1,61 337,58 +42,07
adgl-1 32,06+ 2,43 1,24 +£0,09 3,00+ 0,04 24,61 +2,19 428,80 + 64,47
tpt-2 25,87 £0,99 1,01+ 0,06 3,11+ 0,07 19,45+ 2,04 323,50+ 41,76
adgl-1/tpt-2 10,30 +1,08 0,55 + 0,05 2,13+0,04 14,58 +1,13 225,87 + 47,96
LL
Col-0 12,72 +0,75 0,44 + 0,03 2,68 + 0,03 7,04 £ 0,62 59,17 £9,99
adgl-1 13,38+ 1,66 0,45 + 0,06 2,64 10,06 6,78 + 0,57 56,78 + 13,85
tpt-2 13,58 +1,13 0,45 +0,03 2,61+0,08 7,03+0,38 44,28 + 3,81
adgl-1/tpt-2 13,53+0,92 0,47 £0,04 2,35+ 0,07 7,05+0,51 53,51+5,12
n=5-10, + SD

3.1.1 Untersuchung der Photosyntheseeffizienz im Hoch- und Schwachlicht

3.1.1.1 Zusammenfassung der Effizienzbestimmungen am PSl|

Aufgrund der vorrausgegangenen Beobachtungen phadnotypischer Veranderungen im WT und
der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante, wurde angenommen, dass die Effizienz der Photosynthese
in den Pflanzen ebenfalls abhadngig von der Lichtintensitat sein konnte. Daher wurde mithilfe
der PAM die Effizienz des PSII (®PSII) Gber die Chl a Fluoreszenz bestimmt. In Tabelle 3.2 sind
die relativen sowie absoluten Fluoreszenzwerte von den in HL und LL angezogenen
Pflanzenlinien zusammengefasst. Das im dunkeladaptierten Blatt bestimmte F,/F,-Verhaltnis
gibt die maximal erreichbare Quanteneffizienz wieder, also den Anteil des Lichts, der fir
photochemische Prozesse verwendet werden kann. Unter physiologisch ungilinstigen

Bedingungen kann es zu Photoinhibition am PSIl kommen (Abschnitt 1.2), welches zu einer
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Verringerung des F,/F,-Verhéltnisses fihrt. Es dient somit auch als Indikator fir die Integritat

des PSII.

Die im HL angezogene adgl-1/tpt-2 Doppelmutante wies ein auf fast 25 % verringertes
Fu/Fm-Verhéltnis im Vergleich zum WT und den entsprechenden Einzelmutanten auf. Dies war
jedoch nicht auf eine reduzierte maximale Fluoreszenz (F.), sondern auf eine erhdhte
Grundfluoreszenz (Fg) im dunkeladaptierten Zustand zurlickzufiihren. Daher kann die
adgl-1/tpt-2 Doppelmutante auch als Hoch-Chlorophyll-Fluoreszenz (HCF) Mutante
bezeichnet werden. Solche Veranderungen des Fq lassen sich haufig bei Inhibitorstudien mit
Dichlorphenyldimethylharnstoff (DCMU) beobachten. Dieser Inhibitor blockiert die
Re-Oxidation des Qa am PSIl und fiihrt somit zu einer dramatischen Erhohung der
Fluoreszenzausbeute am P680 (Toth et al.,, 2005). Es wurde daher angenommen, dass
eventuell auch in der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante im dunkeladaptierten Blatt Qs und damit
gekoppelt PQ einen erhéhten Reduktionsgrad aufweist. Eine Dunkelperiode von etwa 20 min
sollte jedoch fir eine vollstandige Re-Oxidation von PQ ausreichen. Die Quanteneffizienz
®PSIl wurde bei PFDs gemessen, welche den Anzuchtbedingungen entsprachen. Hier zeigte
sich, dass ®PSIl in der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante bei HL deutlich verringert war
(Tabelle 3.2). Bei Untersuchung der Einzelmutanten konnte nur eine geringfigige

Verminderung in ®PSII detektiert werden.

Tabelle 3.2 Zusammenstellung der Chlorophyll a Fluoreszenz Parameter der einzelnen Pflanzenlinien im
Vergleich von HL und LL.

HL
Fu/Fm Fo Frm o PSII
Col-0 0,800 + 0,007 0,061 + 0,003 0,305 + 0,013 0,396 + 0,014
adgi-1 0,778 + 0,007 0,062 + 0,004 0,281 + 0,011 0,366 + 0,014
tpt-2 0,757 + 0,030 0,054 + 0,005 0,224 + 0,028 0,359 + 0,046
adg1-1/tpt-2 0,226 + 0,021 0,276 + 0,037 0,356 + 0,048 0,056 + 0,027
LL

Col-0 0,744 + 0,011 0,115 + 0,020 0,447 + 0,062 0,584 + 0,016
adg1-1 0,751 + 0,010 0,133 + 0,013 0,532 + 0,050 0,487 + 0,077
tpt-2 0,753 + 0,019 0,138 + 0,014 0,555 + 0,030 0,582 + 0,030
adg1-1/tpt-2 0,746 + 0,005 0,152 + 0,007 0,599 + 0,020 0,472 + 0,022
h=8-12,+SD
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Die Verringerung von ®PSllI in der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante im HL war bei der Anzucht im
LL nicht zu beobachten. Weiterhin erreichte das F,/F,-Verhéltnis in der Doppelmutante im LL
den Wert des WT und der Einzelmutanten und ®PSIl war nur geringfligig erniedrigt. Die
absoluten Fluoreszenzwerte Fg und F,, waren im Vergleich zu den Kontrollen nur leicht erhéht.
Es ist anzunehmen, dass die inhibitorischen Effekte durch das HL verursacht werden

(Abbildung 3.3)

Col-0 adgi-1 tpt-2 adgl-1/tpt-2

—
0 0.3 0.8 1

Abbildung 3.3 F,/F,-Verhéltnisse der verwendeten Mutanten adgl-1, tpt-2, adg1-1/tpt-2 im Vergleich zum WT in
Falschfarben dargestellt. Die Pflanzen wurden vier Wochen unter HL bzw. LL angezogen und fir etwa 20 min
dunkeladaptiert. Der farbige Balken beschreibt den verwendeten Farbcode der F,/F.,-Verhéltnisse.

3.1.1.2 Zusammenfassung der Effizienzbestimmungen am PS|

Die Ergebnisse deuteten auf gravierende Defekte in der Effizienz des PSIl in der adg1-1/tpt-2
Doppelmutante unter HL Bedingungen hin. Aus diesem Grund wurde weiterfihrend der
Reduktionsgrad des Photosystem | (PSI) durch Absorptionsmessungen bei 830 nm im Licht
bestimmt und die Quanteneffizienz (®PPSI) sowie die Parameter donorseitige Limitierung
(®PND) und akzeptorseitige Limitierung (PNA) abgeleitet (Tabelle 3.3; Abschnitt 2.8.2).
Konsistent mit den Ergebnissen aus den PSIl Messungen konnte gezeigt werden, dass die PSI
Effizienz der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante im HL um nahezu die Halfte vermindert war. Diese
Verringerung in der PSI Effizienz lasst sich auf eine Veranderung im ®ND zurickfihren, deren

relativer Wert etwa verdoppelt war. Daher ist anzunehmen, dass die Elektroneniibertragung
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von Plastocyanin auf PSI oder weiter vorgelagerter Prozesse gestort ist. Der ®NA Wert war im

HL hingegen unverdandert und spricht flr einen ungestorten Abfluss der Elektronen am PSI.

Diese Beobachtung war ebenfalls ein vom HL-abhangiges Merkmal, welches unter LL Anzucht
nicht mehr auftrat. Hier stimmten ®PSI des WT und der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante sowie
der entsprechenden Einzelmutanten Uberein und waren im Vergleich zur HL Anzucht sogar

erhoht.

Tabelle 3.3 Parameter der Photosyntheseeffizienz am PSI der Mutanten und des WT im Vergleich von HL und LL.

HL
® PSI ®ND ®NA

Col-0 0,521 +0,071 0,354 £ 0,075 0,125+ 0,032
adgl-1 0,339 +£0,052 0,558 £ 0,056 0,103 £ 0,027
tpt-2 0,449 £ 0,049 0,442 £ 0,027 0,108 £ 0,032
adg1-1/tpt-2 0,263 £0,063 0,651+0,121 0,095 +£0,104

LL
Col-0 0,785+ 0,109 0,032 £0,051 0,186 £ 0,140
adg1-1 0,705 +0,128 0,106 £ 0,079 0,189+ 0,132
tpt-2 0,738 £0,052 0,063 £0,018 0,176 £ 0,044
adgl1-1/tpt-2 0,787 £ 0,095 0,076 £ 0,039 0,147 £ 0,087
n=3-6,+SD

3.1.1.3 Vergleichende Untersuchung der am PSI und PSIl gemessenen Elektronentransportraten

Basierend auf den ®PSIl und ®PSI Messungen wurden die Elektronentransportraten (ETRII
bzw. ETRI; umol-m?s™) am PSIl und PSI in Abhingigkeit von der PFD unter den zwei
verschiedenen Anzuchtbedingungen LL und HL abgeleitet (Abbildung3.4). Die
Lichtsattigungskurven kénnen, durch Betrachtung der maximal erreichbaren ETR, Aufschluss
Uber die Akklimatisierung der Pflanzen an die jeweiligen Lichtanzuchtbedingungen geben. Im
WT lag die gemessene maximale ETRII unter HL Anzucht bei etwa 100 umol-m'z-s'l, erreichte
aber keine Lichtsattigung. Die im LL angezogenen WT Pflanzen hingegen erreichten eine
maximale ETRIl von nur ca. 30 umol-m’z-s'1 und waren bei einer PFD von 200 umol-m'z-s'1
lichtgesattigt (Abbildung 3.4 A). Wahrend die Lichtsattigungskurven der Einzelmutanten mit

dem WT vergleichbar waren, lag die maximale ETRIlI der im HL angezogenen adgl-1/tpt-2
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Doppelmutante bei unter 20 umol-m'z-s'l. Unter LL Bedingungen hingegen (iberstieg die
maximale ETRIl von 25pumol-m?2s® den unter HL Anzucht gemessenen Wert noch

(Abbildung 3.4 D).

Im WT stimmten die ETRII mit der ETRI unter HL bzw. LL Anzucht Uberein (Abbildung 3.4 E),
was fiir einen funktionellen, linearen Elektronentransport (LEF) spricht. Wahrend in der
adgl-1/tpt-2 Doppelmutante die ETRI bei HL Anzucht mit 50 % noch unter dem WT-Niveau
lagen, wurde eine Lichtsattigung jedoch erst mit einer ETRI von 45 umol-m'z-s'1 erreicht
(Abbildung 3.4 H). Dieser ETRI Wert lag mit 50 % Uber der ETRII und lasst auf einen zyklischen
Elektronentransport (CEF) um PSI oder auf eine ungleichméaBige Lichtnutzung der beiden
Photosysteme der im HL angezogenen adgl-1/tpt-2 Doppelmutanten schlieRen. Die im LL
angezogenen adgl-1/tpt-2 Doppelmutanten zeigten vergleichbare ETRIl und ETRI und es ist

abzuleiten, dass unter LL die Photosynthese nicht beeintrachtigt ist.

Die entsprechenden Einzelmutanten zeigten keine deutlichen Veranderungen im Vergleich
zum WT; die Lichtsattigungskurven waren mit denen des WT kongruent. Die maximale ETRI

der adgl-1 Mutante war im Vergleich zum WT um etwa 30 % verringert.
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Abbildung 3.4 Gegeniberstellung der Elektronentransportraten am PSII (A-D) und PSI (E-H) in Abhangigkeit von

der Photonenflussdichte (PFD). Die adgl-1/tpt-2 Doppelmutante wurde zusammen mit dem WT und den
entsprechenden Einzelmutanten fir vier Wochen im HL (weiB) oder LL (schwarz) angezogen. n = 4-8, + SD

54



Ergebnisse

3.1.2 Elektronenmikroskopische Untersuchung zur Ultrastruktur der Chloroplasten

Bereits in Hausler et al. (2009) wurde die Ultrastruktur der Chloroplasten der adgl-1/tpt-1
Doppelmutante mithilfe elektronenmikroskopischer (EM) Analysen untersucht. Die
Beobachtungen ergaben eine deutliche Veranderung des Thylakoidaufbaus, wobei die
Granastapel deutlich héher im Vergleich zum WT und den Einzelmutanten waren. Diese
Untersuchungen waren jedoch nicht in Abhangigkeit von verschiedenen Lichtintensitaten
durchgefihrt worden. Aus diesem Grund wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit
Untersuchungen der Thylakoidstruktur in der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante auch bei LL und HL
durchgefihrt.

Unterschiede im Aufbau der Ultrastruktur waren schon beim WT zwischen HL und LL zu
erkennen (Abbildung 3.5 A-D). Unter HL Anzucht akkumulierten groRe Mengen an Starke. Im
Bereich der Grana waren die Thylakoidmembranen im Durchschnitt drei- bis flnffach
gestapelt und es waren wenige grofSe Plastoglobuli vorhanden. LL Anzucht fiihrte hingegen zu
einer ausgepragteren Membranfaltung der Granathylakoide sowie zu einer geringeren
Akkumulation von Stdrke. Die Veranderung der Membranfaltung in Abhangigkeit von der
Lichtintensitat ist ein haufig beobachteter Akklimatisierungsprozess (Abschnitt 1.3), welcher
entweder auf die verdnderte Proteinkomposition und/oder auf den Phosphorylierungsgrad
von LHCBII Proteinen zurlickgefiihrt wird (Abschnitt 1.2). Bildung von Starke war in der
adgl-1/tpt-2 Doppelmutante im LL nicht und im HL nur selten durch das Auftreten kleiner
Starkekorner zu beobachten. Die adg1-1/tpt-2 Doppelmutante hingegen zeigte im LL sowie im
HL eine deutlich ausgepragtere Faltung der Granathylakoide, deren Stapel bis zu 17-fach
gefaltet waren. Des Weiteren kam es im HL zu einem erhéhten Auftreten von Plastoglobuli,
welche im LL fast vollstandig fehlten (Abbildung 3.5 E-H). Die verstarkte Bildung von
Plastoglobuli wurde z.B. flir Pflanzen beschrieben, die oxidativem Stress ausgesetzt waren

(Austin et al., 2006).

Im Vergleich zu adgl-1/tpt-2 Doppelmutante wiesen hingegen die Einzelmutanten adgl-1
sowie tpt-2 unter den verschiedenen Bedingungen von LL und HL keine gravierenden
strukturellen Veranderungen auf (nicht gezeigt). Wie bereits in Hausler et al. (2009) unter

moderaten Lichtbedingungen gezeigt, wurde in der adgl-1 Mutante eine tendenziell héhere
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Granastapelung beobachtet. In der tpt-2 Mutante konnte ein vermehrtes Vorkommen von

Starkekornen detektiert werden.

adgl1 -Itpt-

Abbildung 3.5 Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Thylakoidstruktur des WT (A-D) und der adg1-1/tpt-2
Doppelmutante (C-H) im Vergleich von LL und HL. Die entsprechenden lichtmikroskopischen Aufnahmen der
Blattquerschnitte sind unterhalb der EM Aufnahmen abgebildet. Die Bldtter von vier Wochen alten Pflanzen
wurden in 2% Glutaraldehyd fixiert und in Spurrmedium eingebettet. Starkegrana (s), Plastoglobuli (Pfeil),
weiRer Balken = 1 um, schwarzer Balken = 100 um

3.1.3 Immunologische Analyse Photosynthese assoziierter Proteine
Drastische Verdanderungen in der Ultrastruktur der Chloroplasten geben Hinweise auf eine
veranderte Komposition der Photosynthese-assoziierten Proteine. Dies kann entweder auf das

Fehlen bestimmter Proteine oder deren Formierung zu Superkomplexen zuriickgefiihrt
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werden. Daher wurde zundchst die Abundanz der wichtigsten Photosynthese-assoziierten

Proteine im HL sowie LL immunologisch untersucht.

Reprasentativ fur die Zusammensetzung des PSIl Kernkomplexes wurden die Anwesenheit der
Proteine PsbB (CP47), PsbC (CP43), PsbA (D1), sowie PsbD (D2) untersucht. Alle diese
plastomkodierten, zentralen Untereinheiten von PSIl waren in der adgl-1/tpt-2
Doppelmutante im HL bei Vergleich zum WT auf etwa 25 % verringert (Abbildung 3.6). Die
kernkodierten Lichtsammelkomplexe des PSII hingegen, von denen Lhcb4 sowie Lhcb2
untersucht wurden, waren in der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante im Vergleich zum WT nicht
verdandert. Das Protein Lhcb2 ist eines der Hauptbestandteile des LHCII (Caffarri et al., 2004).
Die Phosphorylierung von Lhcb2 durch die STN7-Kinase und die damit verbundene Assoziation
bzw. Dissoziation mit PSIl ist ein wichtiger Mechanismus zur Balancierung der Lichtabsorption
durch die Reaktionszentren von PSIl und PSI (state transitions, Abschnitt 1.3). Daher wurde
der Phosphorylierungsgrad mithilfe eines Phosphothreonin-spezifischen Antikorpers
immunologisch untersucht (P*-Threonin). Unter HL Bedingungen war die Phosphorylierung

der Lhcb2 Proteine in der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante deutlich verringert (Abbildung 3.6 [4]).

Das im Sauerstoff-entwickelnden Komplex (OEC = ,,oxygen evolving complex”) beteiligte PsbO
Protein war nur um etwa 50 % verringert. Des Weiteren zeigte das Rieske Protein (PetC), eine
Untereinheit des Cytochrom bg/f Komplexes, keine verdanderte Abundanz in der adg1-1/tpt-2

Doppelmutante im Vergleich zum WT.

Fiir Proteine die am Elektronentransport von PSI beteiligt sind, wurden reprasentativ das
kernkodierte Lhcal sowie das plastomkodierte PsaB Protein, als integraler Bestandteil des PSI,
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass das Lhcal Protein in seiner Abundanz in der
adgl-1/tpt-2 Doppelmutante nicht verandert war, wahrend die Menge an PsaB Protein im
Vergleich zum Wildtyp um etwa 50 % erniedrigt war. Weiterhin war die kernkodierte
PSl-assoziierte Ferredoxin-NADP"-Oxidoreduktase (FNR) im Vergleich zum WT deutlich
erhoht. Die ATP-Synthase in der Thylakoidmembran, reprasentativ durch die B-Untereinheit

(AtpB) getestet, war indessen um etwa 50 % reduziert.

Die Einzelmutanten zeigten keine signifikanten Unterschiede in der Abundanz der

untersuchten Proteine im Vergleich zum WT. Interessanterweise sind alle Veranderungen in
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der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante auf Proteinebene im LL revertiert und die

Proteinabundanzen mit dem WT vergleichbar.

Zusammenfassend kann abgeleitet werden, dass hauptsachlich plastomkodierte Proteine in
ihrer Abundanz im HL verdandert waren, wahrend kernkodierte Proteine unverandert zu sein
scheinen. Es lasst sich weiterhin feststellen, dass die Veranderungen auf Proteinebene unter
den verschiedenen Lichtbedingungen mit der Etablierung des HCF Phanotyps korrelierten.
Offenbar ist das reduzierte ®PSIl und ®PSI im HL auf eine starke Verminderung der PSIl bzw.
PSI Kernkomplexe in Relation zur LHCIl bzw. LHCI Proteinabundanz zuriickzufiihren.
Moglicherweise fiihrt eine starke Veranderung der Proteinstéchiometrie ebenfalls zu einer
Verdnderung im Aufbau oder Abundanz der am Elektronentransport beteiligten
Superkomplexe. Um die méglichen Anderungen in der Superkomplexformierung zu verstehen,
wurden diese in einer nativen Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Ergebnisse dieser Analyse

werden in folgendem Abschnitt dargestellt.
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Abbildung 3.6 Immunologischer Nachweis der wichtigsten Photosynthese-assoziierten Proteine im Vergleich von

HL

und

LL

angezogenen WT,

adgl-1, tpt-2 sowie

adgl-1/tpt-2

Pflanzen.

Ein

spezifischer

Phosphothreonin-Antikdrper (P*-Threonin) wurde verwendet um den Phosphorylierungsgrad von (1) PsbC,
(2) CaS (calcium sensing receptor) Vainonen et al. (2008), (3) PsbA/PsbD, (4) Lhcb zu detektieren. Es wurden
10 pg Gesamtprotein in einer 12,5 % SDS-PAGE aufgetrennt.
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3.1.4 Auftrennung der am Elektronentransport beteiligten Superkomplexe

Die native Auftrennung der Membran-integralen Superkomplexe ermdoglicht eine detaillierte
Betrachtung der strukturellen Anderungen im Elektronentransportsystem bedingt durch die
veranderte Abundanz der mit der Photosynthese-assoziierten Proteine. Dazu wurden
Thylakoidmembranen von HL angezogenen Pflanzen isoliert, nativ gelost und in einer
BN-PAGE aufgetrennt (Abbildung 3.7). In der relativen Abundanz der Superkomplexe konnten
keine Unterschiede zwischen WT und den Einzelmutanten beobachten werden, wahrend die
adgl-1/tpt-2 Doppelmutante eine verdnderte Komposition von bestimmten Komplexen
relativ zu den LHCIlI Trimeren (Abbildung 3.7 [7]) aufwies. Der etwa 110kDa grolie
LHCII Trimer Superkomplex diente in diesem Fall als Referenz fiir die Abundanz der anderen

Superkomplexe.

Die Gehalte der Superkomplexe von PSI sowie PSIl Dimer (Abbildung 3.7 [3], ca. 530 kDa)
waren in der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante deutlich vermindert. Auch fiir die hochmolekularen
PSIl  Superkomplexe konnte eine verringerte Abundanz beobachtet werden
(Abbildung 3.7 [2]). Diese Ergebnisse unterstiitzten die immunologischen Untersuchungen,
welche zeigten, dass die Kernkomplexe der beiden Photosysteme relativ zu Lhcb2 deutlich
vermindert sind. Die geringere Phosphorylierung des Lhcb2 Proteins schien hingegen keinen

Einfluss auf die Trimerisierung der LHCIl Komplexe zu haben.
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Abbildung 3.7 Proteinsuperkomplexe der Thylakoidmembran von im HL angezogenen adgl-1/tpt-2 Doppel-
sowie den entsprechenden Einzelmutanten und des WT. Die Komplexe wurden mit 2 % DDM solubilisiert und
anschlieBend in einer BN-PAGE (3-12 %) aufgetrennt. Die Proteinsuperkomplexe wurden in der zweiten
Dimension in einer denaturierenden SDS-PAGE nach ihren Untereinheiten getrennt und die Superkomplexe (2-7)
nach Aro et al. (2005) identifiziert. Die Bande (1) wurde aus dem Gel eluiert und die enthaltenen Proteine mittels
massenspektrometrischer Analyse identifiziert.

Die Auftrennung der Superkomplexe zeigte weiterhin, dass in der adgl-1/tpt-2
Doppelmutante der Superkomplex [1] (>1000 kDa) nicht detektiert werden konnte
(Abbildung 3.7). Da dieser Superkomplex nicht eindeutig zugeordnet werden konnte, wurde
die WT Bande aus dem Gel eluiert und die darin enthaltenen Proteine massenspektrometrisch
(LC-MS/MS) identifiziert. In Tabelle 3.4 sind alle eindeutig identifizierten Proteine
zusammengefasst. Diese Proteine lassen sich in drei Hauptkategorien einteilen,
(1) NDH-Komplex (NAD[P]H-Plastochinon-Dehydrogenase), (2) PSI-Komplex und (3)
PSll-Komplex. Es handelt sich demnach um den NDH-PSI Superkomplex, welcher mit CEF
sowie Chlororespiration in Verbindung steht (Rumeau et al., 2007). Diese |dentifizierung der
Proteine aus dem NDH-PSI Superkomplex stimmt mit den von Peng et al. (2009) identifizierten
Proteinen Uiberein. Neu identifizierte Proteine hingegen sind DNAJ-HSP sowie ein Protein
(putative MYB-like TF) mit einer MYB Transkriptionsfaktor ahnlichen Domane. Beide Proteine

besitzen ein putatives Transitpeptid (Aramemnon, Schwacke et al., 2003).
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Tabelle 3.4 Zusammenstellung aller mittels LC-MS/MS identifizierten Proteine des >1000 kDa Superkomplexes.

Protein Gen Mw? Anzahl Abdzeckung Punkatzahl
(kDa) Peptide (%)
NDH- NAD7* AtMg00510 45.5 7 15.3 331.8
Komplex NDF1* At1g15980 51 8 18.7 392.4
NDF2* At1g64770 38 5 18.1 221.4
NDF6* At1g18730 12.8 1 9.3 54.4
NDH-A AtCg01100 39.9 2 5 92.3
NDH-B.1 AtCg00890 57.1 1 1.8 47.5
NDH-D Atcg01050 56.9 2 4.2 97.2
NDH-E AtCg01070 11.3 1 8.9 70.7
NDH-F AtCg01010 30.5 3 8.5 61.4
NDH-I AtCg01090 20.1 5 25.6 222.2
NDH-K AtCg00430 25.3 5 18.7 2034
NDH-M At4g37925 24.8 1 9.2 52.6
NDH-N At5g58260 234 4 21.5 173.7
NDH-O At1g74880 17.6 1 5.7 42.1
NHD-J AtCg00420 18.5 5 304 302.5
PPL2* At2g39470 26.9 4 17.6 170.1
PQL1* At1g14150 22.1 5 21.6 224.9
PQL2* At3g01440 24.8 4 14.5 135.4
PSI- LHCA1 At3g54890 26 1 5.4 47.1
Komplex LHCA3 At1g61520 29.1 6 27.1 296.2
LHCA4 At3g47470 16.7 2 23 97.5
LHCAS* At1g4d5474 27.8 3 13.7 157.8
LHCA6 At1g19150 30 3 9.2 59.3
PSAA AtCg00350 83.2 4 5.3 191.1
PSAB AtCg00340 82.4 5 6.4 285.4
PSAD-1/-2 At1g03130/At4g02770 22.3 6 22.1 208.9
PSAE1 At4g28750 11.7 2 19.1 147.7
PSAF At1g31330 24.2 6 27.6 375.8
PSAG At1g55670 17.1 3 10.6 91.3
PSAH-1/-2 At1g52230/At3g16140 15.3 2 15.2 95.7
PSAL At4g12800 23.1 3 16.4 171.8
PSAN At5g64040 18.4 1 5.8 54.2
PSIl-  LHCB1 At1g29910/At1g29930/At2g34420 25 3 12.9 139.6
Komplex LHCB4 At5g01530 31.2 2 9.7 112.8
LHCB5 At4g10340 30.1 3 125 176.7
LHCB6 At1g15820 27.5 2 7 60.4
PSBA AtCgt00020 38.9 2 6.5 134.2
PSBB AtCg00680 56 5 12.4 321.5
PSBC AtCg00280 51.8 3 6.8 161.3
PSBD AtCg00270 39.5 4 10.8 199.1
PSBE AtCg00580 9.4 2 22.9 131.3
PSBL AtCg00560 4.5 1 36.8 76.8
PSBO-1/-2 At5g66570/At3g50820 35.1 1 2.4 40.5
Andere  DNAJ HSP At5g21430 24.4 4 27.1 232.5
K/l“;gt::’li - At3g04450 48.9 2 4.1 42.8

* Putative neue Untereinheiten des NDH-Superkomplexes (Peng et al., 2009)
! Theoretische zu erwartende ProteingroRe in kDa
? Prozentuale Abdeckung der Proteinsequenz durch die identifizierten Peptide
* >38 gilt als eindeutig identifiziert
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3.1.5 Untersuchung der Chl a Fluoreszenz-Emissions-Spektren bei 77 K

Bei niedrigen Temperaturen koénnen die charakteristischen Fluoreszenz-Emissionen der
Proteinkomplexe von PSII, PSI sowie den assoziierten LHCs differenziert und die Kopplung der
LHCs an die Photosysteme detektiert werden. Um die Auswirkungen der drastisch
verminderten PSIl Kernkomponenten zu analysieren, wurden Aufnahmen der Chla
Fluoreszenz-Spektren bei 77 K an isolierten Thylakoiden der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante
sowie des WT und der Einzelmutanten durchgefihrt. In Abbildung 3.8 sind die
aufgenommenen Spektren von 655-800 nm des WT und der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante

dargestellt.

Wahrend die Emissionsspektren des WT und der Einzelmutanten (nicht gezeigt) identisch
waren, wies die Doppelmutante eine charakteristische Verschiebung der Emissionsmaxima
der mit PSII assoziierten LHCII (PSII-LHCIIl) und der mit PSI assoziierten LHCI (PSI-LHCI) auf. Im
WT und in den Einzelmutanten besitzt PSII-LHCII ein Emissionsmaximum bei 686 nm, wobei
sich eine Emissionsflanke bei 692 nm, verursacht durch CP47, abzeichnet. Emissionssignale bei
686 nm sind typisch fir einen excitonisch gut gekoppelten PSII-LHCII Komplex. Die in der
adgl-1/tpt-2 Doppelmutante auftretende Verschiebung des Emissionsmaximums von 686 auf
684 nm und das Fehlen des PsbB Emissionsmaximums belegte hingegen, dass hier die LHCII
mehrheitlich nicht mehr an PSIl gebunden sind. Daher wird das PSII-LHCII Signal von der

Fluoreszenzemission freier, entkoppelter LHClIs tiberlagert.

Der WT und die beiden Einzelmutanten zeigten ein weiteres Emissionsmaximum bei 731 nm,
das typisch fur den PSI-LHCI Komplex ist und eine gute Kopplung der LHCI an das PSI belegt. In
der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante lagen hingegen freie, nicht mehr mit PSI gekoppelte LHCI
vor. Die Emissionsmaxima ungekoppelter LHCI liegen zwischen 705 und 725 nm, was in der
Summe zu einem deutlich erniedrigten und auf 722 nm verschobenen Emissionsmaximum in

der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante flhrte.

Ungebundene LHCs, welche ihre Anregungsenergie nicht auf PSIl und PSI weiterleiten kdnnen,
sind hoch-fluoreszent (Barros et al., 2009, Yamane et al., 1997). Offenbar wird ein grolRer
Anteil der Grundfluoreszenz der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante von freien, nicht mehr an die

Photosysteme gebundenen LHCs emittiert.
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Abbildung 3.8 Relative Chlorophyll a Fluoreszenz-Emissions-Spektren von isolierten Thylakoiden des WT
(schwarz) und der adgi1-1/tpt-2 Doppelmutante (grau) bei 77 K. Die Spektren wurden auf das 686 nm Maximum

des WT normalisiert.

3.1.6 Aufschliisselung der erhéhten Chl a Fluoreszenz der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante

3.1.6.1 Untersuchung der Chl a Fluoreszenzléschung im Licht

Die adgl-1/tpt-2 Doppelmutante zeigte unter HL eine drastische Reduzierung des

F./Fm-Verhéltnisses, verursacht durch eine stark erhéhte Grundfluoreszenz (Abschnitt 3.1.1.1).
Diese erhohte Grundfluoreszenz konnte jedoch bei Induktion der Photosynthese im Licht
schnell auf ein dhnliches Niveau wie im WT geléscht werden (Abbildung 3.9). Uber dhnliche
Beobachtungen der Fluoreszenzléschung im Licht sind auch bei einigen weiteren HCF
Mutanten berichtet worden, wie zum Beispiel der Cytochrom b559 (psbE) Mutante aus

Nicotiana tabacum (Bondarava et al., 2003; 2010) sowie der ATPase (AtpC) Mutante aus

A. thaliana (DalBosco et al., 2004) und bis heute nicht aufgeklart.
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Abbildung 3.9 Verlauf der Chla Fluoreszenz bei Induktion mit Licht des HL angezogenen WT (A) sowie der
adg1-1/tpt-2 Doppelmutante (B). Die Induktion erfolgte bei Anzuchtlichtintensitdten von 300 umol-m'z-s’1 (+AL).

Um die Ursachen der Fluoreszenzléschung im Licht zu analysieren wurden Blatter des WT und
der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante mit verschiedenen Inhibitoren infiltriert. (1) Tentoxin
inhibiert spezifisch die Aktivitat der thylakoidalen ATPase und verhindert somit den Abbau des
pH-Gradienten. (2) Dithiothreitol (DTT) inhibiert vollstandig den Xanthophyllzyklus, welcher
ein essentieller Bestandteil von g ist. (3) Nigericin ist ein lonophor, welcher den Aufbau des
transthylakoidalen pH-Gradienten verhindert und somit auch die Aktivierung des
Xanthophyllzyklus tGber die Violaxanthin De-Epoxidase. Die Inhibitoren wurden fiir eine Stunde
Uber die Blattspreite in die Blatter vier Wochen alter Pflanzen infiltriert, und nachfolgend die

Induktionskinetik der Chl a Fluoreszenz aufgezeichnet (Abbildung 3.10).

Nach der Tentoxinbehandlung zeigte der WT keine Veranderung in der Fluoreszenzléschung
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Durch Behandlung mit dem lonophor Nigericin
konnte hingegen eine geringere Loschung der Fluoreszenz im Licht beobachtet werden,
welche in Gegenwart von DTT fast vollstandig inhibiert wurde. Ein Grof3teil der
Fluoreszenzléschung zu Beginn der Induktion der Photosynthese beruht normalerweise auf
der Aktivitdit des Xanthophyllzyklus und der daraus resultierenden Loschung durch die
Abstrahlung von Warme an den LHCIIs (qg; Abschnitt 1.2) und ist daher mit den Ergebnissen

der Inhibitorstudien konsistent.

Die adgl-1/tpt-2 Doppelmutante reagierte bei Tentoxinbehandlung mit einem anfanglich
schnelleren Abfall der Fluoreszenz im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Es ist
anzunehmen, dass durch die Inhibierung der ATPase der transthylakoide pH-Gradient

verstarkt wird und die Violaxanthin De-Epoxidase schneller vollstandig aktiviert wird. Mit DTT
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und Nigericin behandelte Blatter zeigten fast keine Loschung der Fluoreszenz. Offenbar ist die
Hauptkomponente der Fluoreszenzléschung der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante im Licht,

unterhalb von Fy, das qe an den ungebundenen LHClIs.
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Abbildung 3.10 Einfluss der Inhibitoren Tentoxin (weil8), Nigericin (grau) und Dithiothreitol (DTT, rot) auf die
Chl a Fluoreszenzléschung im Licht (500 umol e'-m'z-s'l). Vier Wochen alte Blatter des WT (A) und der
adg1-1/tpt-2 Doppelmutante (B) wurden mit den jeweiligen Inhibitoren infiltriert und nach anschlieRender
Dunkelinkubation wurde die Indiktionskinetik in der PAM2100 aufgezeichnet. Die Chl a Fluoreszenzwerte wurden
zur vereinfachten Darstellung auf F,, (=1) normalisiert.

3.1.6.2 Untersuchung zur Chl a Fluoreszenzl6schung bei Bestrahlung mit dunkelrotem Licht

Die erhohte Grundfluoreszenz der adg1-1/tpt-1 Doppelmutante wurde in Hausler et al. (2009)
als ein erhéhter Reduktionsgrad des PQ-Pools gedeutet. In einem reduzierten System kann
durch eine FR-Bestrahlung der Abfluss der Elektronen durch spezifische Anregung von PSI
induziert werden. Versuche mit der adgl-1/tpt-1 Doppelmutante konnten zeigen, dass die
Fluoreszenz zu einem Teil unter FR-Bestrahlung geldscht wurde (Hausler et al., 2009). Weitere
Fluoreszenzkinetiken der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante wurden daher unter Verwendung der

in Abschnitt 3.1.6.1 beschriebenen Inhibitoren aufgezeichnet (Abbildung 3.11).

Im WT konnte keine deutliche Anderung der Fluoreszenzkinetik in Abhingigkeit von den
jeweiligen Inhibitoren bei FR-Bestrahlung beobachtet werden (Abbildung 3.11 A-D). Die
adgl-1/tpt-2 Doppelmutante zeigte hingegen, sowohl nach Infiltrierung mit DTT, als auch mit
Nigericin keine Fluoreszenzldéschung unter FR-Bestrahlung mehr, sondern im Gegenteil sogar

eine Erhohung (Abbildung 3.11 E-G).
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Die Infiltration mit Tentoxin fihrte hingegen zu einer Verstarkung der Fluoreszenzléschung in
der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante (Abbildung 3.11 H). Des Weiteren wurde bei erneuter
Bestimmung von F,,“ im FR eine Verringerung der variablen Fluoreszenz (F,) beobachtet, deren
Verringerung exakt dem Anteil der Fluoreszenzléschung durch FR entsprach
(Abbildung 3.10 H). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Fluoreszenzl6schung nicht
nur im Licht, sondern auch im FR-abhadngig von einem Aufbau des transthylakoidalen
pH-Gradienten und des damit verbundenen g ist. Dies ist konsistent mit der Beobachtung,
dass eine Fluoreszenzléschung deutlich langsamer voranschreitet, als es bei einer

Re-Oxidation des PQ-Pools zu erwarten ware (Bukhov et al., 1999).
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Abbildung 3.11 Chl a Fluoreszenzkinetiken bei verschiedenen Inhibitorbehandlungen und fernrotem Licht (FR).
Vier Wochen alte Blatter des WT (A-D) und der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante (E-H) wurden mit Tentoxin,
Nigericin und DTT (Dithiothreitol) infiltriert und nach anschlieRender Dunkelinkubation die Indiktionskinetik in
der PAM2100 aufgezeichnet. SP = Lichtsattigungspuls, +=an, -=aus.
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3.1.6.3 Zerlegung der absoluten Chl a Fluoreszenz in ihre Komponenten

Durch die Messungen der Chl a Fluoreszenz bei 77 K wurde belegt, dass die LHC beider PS
mehrheitlich nicht mehr an die Reaktionszentren gebunden sind. Um den Anteil
ungebundener LHCs an der erhohten Grundfluoreszenz zu bestimmen, wurden die
Fluoreszenzkinetiken nach Zuschalten von dunkelrotem Licht (FR) und aktinischem Licht (AL)
aufgezeichnet. Nach der Fo und F,, Bestimmung wurden die Blatter der HL angezogenen
Pflanzen mit FR bestrahlt. Wahrend die Fluoreszenz des WT bei FR-Bestrahlung unverandert
blieb, wurde die Fluoreszenz der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante zu einem Teil gel6scht, kehrte

aber nach dem Ausschalten des FR Lichtes wieder zurilick (Abbildung 3.12 A-B).

Unter starker AL-Bestrahlung (PFD = 4000 pmol-m2s?) wurde die Chla Fluoreszenz der
adgl-1/tpt-2 Doppelmutante deutlich geloscht und erreichte ein Niveau, welches mit dem WT
vergleichbar war. Diese schnelle Fluoreszenzléschung im Licht (siehe auch Abbildung 3.9)
unterhalb von Fy ist, wie in Abschnitt 3.1.6.1 gezeigt, vermutlich auf g¢ an den LHClIs
zurtickzufiihren. Auch hier erholte sich die Fluoreszenz der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante nach
Ausschalten des AL wieder. Bei erneuter F,, Bestimmung im Dunkeln zeigte die variable
Fluoreszenz F, eine drastische Reduktion im Vergleich zum Beginn der Messung. Die
FR-Bestrahlung hatte in diesem Fall keinen Effekt mehr auf die Fluoreszenz der adg1-1/tpt-2

Doppelmutante.

Mithilfe der Fluoreszenzkinetiken lassen sich nun die relativen Anteile der Komponenten an
Fm bestimmen (Abbildung 3.12 C). Der Anteil der Fluoreszenzléschung durch FR (Qgr), der
Anteil der Fluoreszenzloéschung durch AL (freie LHC), die gemessene Grundfluoreszenz (Fo)
nach Ausschalten von AL und die restliche variable Fluoreszenz (F, max) Wurden proportional zu
Fm (auf eins normalisiert) berechnet. In der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante lag der Anteil der
freien LHCs an der Fluoreszenz bei etwa 30 %, wohingegen diese Komponente im WT nicht
vorkam. Interessanterweise wird auch ein Anteil der Fluoreszenz durch FR-Bestrahlung in der
adgl-1/tpt-2 Doppelmutante geldscht. Wie jedoch auch schon in Abschnitt 3.1.6.1 und 3.1.6.2

beschrieben, handelt es sich hierbei ebenfalls um eine Fluoreszenzléschung durch ge.
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Abbildung 3.12 Darstellung der einzelnen Komponenten der absoluten Chl a Fluoreszenz im WT (A) und der
adgl-1/tpt-2 Doppelmutante (B). Der Verlauf der Chla Fluoreszenzkurven bei dunkelrotem Licht (FR) und
aktinischem  Licht (AL =4000 umol -m'z-s’l) der adgl-1/tpt-2  Doppelmutante und des WT.
SP = Lichtsattigungspuls, +=an, -=aus (C) Relative Anteile der Chl a Fluoreszenz Komponenten: Qg = Anteil der
Fluoreszenzléschung durch FR, freie LHC =der Anteil der Fluoreszenzldoschung durch AL, F,=gemessene
Grundfluoreszenz nach Ausschalten von AL und (F, ) restliche variable Fluoreszenz.

3.2 BETRACHTUNG DES HCF PHANOTYPS DER ADG1-1/TPT-2 DOPPELMUTANTE IM
METABOLISCHEN KONTEXT

Da die eingeflihrten Mutationen von adgl-1 und tpt-2 in den Metabolismus der Pflanze
eingebunden sind, ergibt sich die Frage, wie diese zu einer solch drastischen Umorganisierung
der Photosynthese auf molekularer Ebene im HL flihren kénnen. Der Abfluss der primaren
Produkte des Calvinzyklus in die Energie verbrauchenden konkurrierenden Prozesse,
Saccharosebiosynthese oder Starkebiosynthese, ist in der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante
inhibiert. Es wurde bereits gezeigt, dass im Licht schon die Beschrankung des TP Exportes
allein einen erhohten Starkeumsatz zur Folge hat. Das Fehlen einer funktionsfahigen
Starkebiosynthese hingegen fiihrt zu einer Akkumulation |6slicher Zucker (Schneider et al.,
2002; Kunz et al., 2010). Demzufolge muss die Blockierung des Tag- sowie Nachtexports der
Photoassimilate aus dem  Chloroplasten zu einer starken  Stérung des
Kohlenhydratmetabolismus in der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante fiihren. Diese Stérungen im
Chloroplasten kénnten ursachlich fir den HCF Phanotyp der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante

sein.
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3.2.1 Uberblick iiber den Kohlenhydratstoffwechsel im Hochlicht

Um einen Einblick in den Kohlenhydratstoffwechsel der untersuchten Mutanten und des WT
HL Bedingungen zu erhalten, wurden die Konzentrationen der |6slichen Zucker Saccharose
(Suc), Glukose (Glc), Fruktose (Fru), sowie die Konzentration der Starke im Tagesverlauf
bestimmt (Abbildung 3.13). Der Starkepool der tpt-2 Mutante war im Vergleich zum WT
nahezu verdoppelt und nach der Nachtphase nicht vollstandig aufgebraucht. Da die TP hier
nicht ins Zytosol in die Saccharosebiosynthese abflieRen kdnnen, werden die aufgebauten
Triosephosphate aus dem Calvinzyklus fiir die Starkebiosynthese verwendet. Daher waren die
Gehalte an l6slichen Zuckern der tpt-2 Mutante im durchschnittlich geringer als im WT. Es
kommt jedoch zu einem Abbau der transitorischen Starke schon im Licht, deren Produkte liber
den Maltoseexporter (Niittyld et al., 2004) und den Glukosetransporter ins Zytosol gelangen
(Weber et al.,, 2000; Schneider et al., 2002; Walters et al., 2004). Die adgl-1 sowie
adgl-1/tpt-2 Doppelmutanten waren hingegen aufgrund ihrer Mutation im Schliisselenzym
der Starkebiosynthese nicht in der Lage, signifikante Mengen an Starke aufzubauen
(Abbildung 3.13 B). Wahrend die adgl-1 Mutante daher im Tagesverlauf bis zu vierfach
hohere l6sliche Zuckergehalte als der WT akkumulierte, waren in der adgl-1/tpt-2

Doppelmutante die l6slichen Zucker im Vergleich zum WT konstant um etwa 50 % erniedrigt.

Der Abfluss der primdren Produkte des Calvinzyklus in die Energie verbrauchenden
konkurrierenden Prozesse, Saccharosebiosynthese oder Starkebiosynthese, ist in der
adgl-1/tpt-2 Doppelmutante inhibiert. Demnach sind zwei weiterfihrende Szenarien
vorstellbar, die einen Zusammenhang zwischen der Storung im Kohlenhydratstoffwechsel und
der Inhibierung der Photosyntheseeffizienz in der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante herstellen
konnten: (1) Phosphorylierte Intermediate des Calvinzyklus stauen sich im Chloroplasten an,
parallel hierzu ist der Import von freiem anorganischen Phosphat (P,) stark erniedrigt. Die
verringerten P, Gehalte in den Chloroplasten kdnnten sich negativ auf die ATPase Aktivitat
auswirken und, neben einer Verschiebung der ATP/ADP-Verhiltnisse, die Effizienz der
Photosynthese reduzieren. (2) Der inhibierte Export von priméaren Produkten des Calvinzyklus
sowie den fehlenden Starkeabbauprodukten aus den Chloroplasten kénnte zu einer starken
Verminderung der Konzentration l0slicher Zucker im Zytosol fiihren, welche wiederum
notwendig flir eine mogliche Zucker-abhdngige Signalgebung sein konnten. Um beide

Szenarien naher zu untersuchen, wurde im Folgenden der zelluldre Energiestatus anhand der
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ATP/ADP-Verhiltnisse bestimmt sowie der Effekt exogen zugefiitterter Saccharose auf die

Photosyntheseeffizienz der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante untersucht.

0~ w ‘- W
A Starke B

150 . 3F
100 E 2t
N f 1}

umol C.'g™ (FW)

Col-0

tpt-2

adgl-1
adgl1-1/tpt-2

Oom O e

0.0t (e —
4 8 12 16 20 24 4 8 12 16 20 24
Tageszeit (h)

Abbildung 3.13 Diurnale Anderungen des Stirke- (A-B), Saccharose- (C-D), Glukose- (E-F) und Fruktose- (G-H)
Gehaltes im Blatt beim WT, tpt-2, sowie adg1-1 und adgl-1/tpt-2 Doppelmutante. Die Pflanzen wurden in einem
Tag-/Nachtrhythmus von 16/8 h im HL flr vier Wochen angezogen. n =3, + SE
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3.2.2 Betrachtung der ATP/ADP Gehalte zur Uberpriifung des zelluldren Energiestatus

Moglicherweise kommt es, durch den Riickstau an phosphorylierten Intermediaten des
Calvinzyklus, zu einer Verringerung an freiem P, im Chloroplasten. Photophosphorylierung
und die CF1-ATPase Aktivitat sind sensitiv gegenlber einer verdanderten P, Konzentration, und
konnen inhibiert werden, wenn die P, Konzentrationen sinken (Pammenter et al., 1993). Dies
wiederum fiihrt zu einer Verschiebung der ATP/ADP-Verhéltnisse und einer Reduktion der

Photosyntheseeffizienz (Labate und Leegood, 1988; Leegood und Furbank, 1986).

Vergleichende Analysen des ATP, ADP sowie AMP Gehaltes von unter HL und LL angezogenen
adgl-1/tpt-2 Doppelmutanten sowie des entsprechenden WT sollten Aufschluss liber den
zelluldren Energiestatus geben. Uberraschenderweise waren die gemessenen absoluten
Gehalte von ATP und ADP bezogen auf das Blattfrischgewicht der adgl-1/tpt-2
Doppelmutante weder im HL noch im LL im Vergleich zum WT stark verandert
(Abbildung 3.14 A-B). Der AMP Gehalt der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante war unter HL
Bedingungen um 50 % verringert. Die ATP/ADP-Verhéltnisse waren im WT (1,76 +0,09) im
Vergleich zur adgl-1/tpt-2 Doppelmutante (1,78 +0,15) im HL kaum verdndert
(Abbildung 3.14 C). Im LL kam es zu einer leichten Reduzierung der ATP/ADP-Verhiltnisse

zwischen WT und Doppelmutante.

Die Einzelmutanten wiesen im HL ein deutlich hdheres ATP/ADP-Verhaltnis als der WT auf.
Der gemessene ATP Gehalt war um das 1,3-fache erhéht. Im LL konnte nur noch in der adg1-1
Mutante eine Erhéhung der ATP und ADP Gehalte beobachtet werden. In allen Pflanzenlinien
waren die absoluten Gehalte von ATP und ADP im LL um bis zu 75 % im Vergleich zum HL

erniedrigt.
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Abbildung 3.14 Absolute ATP, ADP, und AMP Gehalte pro g Frischgewicht (FW) im Blatt der Mutanten und des
WT im Vergleich von HL (A) und LL (B). Darstellung des aus den absoluten Gehalten berechnete
ATP/ADP-Verhiltnis (C). Vier Wochen alte Pflanzenrosetten wurden 4 h nach Tagesanbruch geerntet. n = 3-6,
+ SE.

3.2.3 Effekte von exogen gefiitterter Saccharose auf den Wachstums- und HCF Phanotyp

Aus den zuvor dargestellten Ergebnissen ldsst sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen
dem HCF Phédnotyp und der Verringerung der Gehalte an |6slichen Zuckern in der adg1-1/tpt-2
Doppelmutante im HL erkennen. Um Effekte durch eine mogliche fehlende Zucker-abhangige
Signalgebung naher zu untersuchen, wurden von Beginn der Keimung die Pflanzenlinien auf

% MS Agar mit zugesetzter 50 mM Saccharose angezogen.

Die Saccharosefiitterung zeigte schon bei einfacher makroskopischer Betrachtung einen
deutlichen Einfluss auf den Phdnotyp der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante (Abbildung 3.15). Der
Rosettendurchmesser war im Vergleich zur nicht gefiitterten Kontrolle deutlich vergrofert

und die Blattpigmentierung war verstarkt. Daher wurde die Auspragung des HL-abhangigen
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Phanotyps der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante anhand der Chl Gehalte und der Chla

Fluoreszenz genauer analysiert.

> MS 50 mM Suc

Col-0 adgl-1/tpt-2 Col-0 adgl-1/tpt-2

Abbildung 3.15 Verdnderung des HL-abhédngigen Phinotyps der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante nach Fitterung von
50 mM Saccharose. Der WT und adgl-1/tpt-2 Doppelmutante wurden fur vier Wochen im HL auf % MS
Agarplatten sowie auf % MS Agarplatten mit 50 mM Saccharose (Suc) angezogen.

In Tabelle 3.5 sind die Ergebnisse der Photosynthesepigmentbestimmungen fiir die auf
Saccharose (Suc) angezogenen Pflanzen als auch der entsprechenden Kontrollen
zusammengefasst. Die Chl und Car Gehalte der auf A MS Medium angezogenen Pflanzen
waren mit denen auf Erde vergleichbar und in der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante um 35-40 %
verringert. Das Chl a/b Verhiltnis lag mit 2,22 (+ 0,08) deutlich unterhalb des WT mit 3,02 (*
0,14). Die exogene Saccharosefitterung fiihrte zu einer Erhéhung der Chl Gehalte auf
WT-Niveau, wahrend die Car Gehalte sogar die des WT ubertrafen. Auch das Chla/b
Verhéltnis war in der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante mit einem Wert von 2,66 (+ 0,03) deutlich

gegenlber der nicht gefitterten Kontrolle erhoht.

Tabelle 3.5 Vergleichende Ubersicht der gemessenen Chlorophyll- und Carotinoidgehalte bei Saccharoseanzucht
der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante sowie des WT. Die Pflanzen wurden fir vier Wochen im HL auf % MS oder 50
mM Saccharose (Suc) angezogen.

% MS
Chl ug/g Chla/b Car pg/g
Col-0 1428,87 £ 102,96 3,02+0,14 51,28 £ 4,03
adgl-1/tpt-2 848,78 + 141,66 2,22 £0,08 34,38 £ 6,03
50 mM Suc
Col-0 1644,24 + 214,17 2,87 £0,06 49,83 +7,69
adgl1-1/tpt-2 1551,26 £ 214,16 2,66 £0,03 59,26 + 8,95
n=4,+SD
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Die uUberraschende Rettung des Phanotyps der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante nach
Saccharosefutterung konnte auch anhand der verdnderten Photosyntheseparameter
detektiert werden. So war das F,/F,-Verhdltnis bei exogener Saccharoseflitterung im
Vergleich zu den Kontrollen auf %2 MS deutlich erhéht, was auf eine Reduzierung der

Grundfluoreszenz Fq zurlickzufiihren war (Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6 Zusammenstellung der Chl a Fluoreszenz Parameter bei Saccharoseanzucht der adg1-1/tpt-2 und des
WT. Die Pflanzen wurden fiir vier Wochen im HL auf % MS oder 50 mM Saccharose (Suc) angezogen.

% MS
I:v/Fm FO I:m
Col-0 0,756 £ 0,004 0,065 = 0,005 0,268 £ 0,016
adg1-1/tpt-2 0,509 + 0,082 0,141 + 0,037 0,285+ 0,039
50 mM Suc
Col-0 0,805 + 0,008 0,052 + 0,004 0,268 £+ 0,013
adgl-1/tpt-2 0,698 £ 0,093 0,088 £ 0,036 0,288 + 0,032
n=9,+SD

3.2.3.1 Untersuchung der Transkription des GPT2 bei exogen zugefiitterter Saccharose

Wie im vorhergehenden Abschnitt dargestellt, fihrten die Zuckerfiitterung zu einer teilweisen
Komplementation des HL Phanotyps der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante. Die Zuckerflitterung
scheint bestimmte fehlende Signale fiir die HL-Akklimatisierung in der adgl-1/tpt-2
Doppelmutante zu kompensieren. Jedoch ist theoretisch auch eine Beteiligung des
Glukose-6-Phosphat/Phosphat Translokators (GPT2) an der Rettung des Phanotyps moglich.
Diese Annahme wird auch dadurch gestiitzt, dass der GPT2 neben seiner eigentlichen
Transportaktivitdt von GIc6P auch eine Affinitdat zu TP und 3-PGA besitzt (Kammerer et al.,

1998).

Normalerweise wird der GPT2 im WT nur in heterotrophen Geweben wie Bliiten, Schoten und
Wurzeln exprimiert (Niewiadomski et al., 2005). In Blattern von Mutanten der
Starkebiosynthese wie z.B. der adgl-1, pgil-1 oder pgm Mutante konnte jedoch eine
transkriptionelle und funktionelle Aktivierung des GPT2 nachgewiesen werden (Kunz et al.,
2010). Die erhohten Gehalte an freien Zuckern der starkefreien Mutanten kénnten als Signal

flir die Induktion des GPT2 wirken, da bereits gezeigt wurde, dass eine Transportaktivitat flr
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Glc6P in isolierten Chloroplasten mit exogener Bereitstellung von Saccharose korreliert (Quick
et al.,, 1995). Daher konnte eine erhéhte GPT2 Transportaktivitdt durch exogen zugefiihrte
Saccharose die fehlende TPT Transportaktivitit in der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante
kompensieren. Es wurde untersucht, ob der GPT2 auf transkriptioneller Ebene in der

adg1-1/tpt-2 Doppelmutante bei Saccharosefltterung hochreguliert wird.

Fiir die Transkriptmengenbestimmung mittels qPCR wurden die Pflanzenlinien fiir vier
Wochen auf %4 MS Agar sowie ¥ MS Agar mit 50 mM Saccharose angezogen. Die Expression
des GPT2 wurde mit dem Primerpaar RL_gpt-2_fwd/rev detektiert und gegen UBC mit dem

Primerpaar RL_UBC_fwd/rev als endogene Kontrolle normalisiert.

Die in Abbildung 3.16 zusammengefassten relativen Transkriptmengen zeigen nicht nur eine
Induktion der GPT2 Transkripte um das 2-fache im WT, sondern auch eine dramatische
Hochregulation um das 9-fache in der adg1-1/tpt-2 Doppelmutante als Antwort auf exogen

geflitterte Saccharose.
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Abbildung 3.16 Relative Expression des GPT2 unter Einfluss exogen gefltterter Saccharose. Der WT (schwarz)
und die adgl-1/tpt-2 Doppelmutante (weiR) wurden fir vier Wochen auf % MS sowie % MS mit 50 mM
Saccharose (Suc) angezogen. Dargestellt sind die logarithmierten relativen Verdnderungen in Bezug auf die % MS
Kontrollen.

3.2.3.2 Generierung und Analyse der adg1-1/tpt-2/gpt2-1 Tripelmutante bei exogen zugefiitterter
Saccharose

Um eine Beteiligung des GPT2 an der Rettung des Phanotyps zu verifizieren, wurde eine
adgl-1/tpt-2/gpt2-1 Tripelmutante generiert. Ware die gesteigerte GPT2 Aktivitat fur die

Rettung des Phanotyps der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante verantwortlich, sollte eine
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Komplementation des HL Phanotyps durch exogene Saccharosefiitterung in der Tripelmutante

unterbunden werden.

Nach dem Einkreuzen der gpt2-1 Mutante (Niewiadomski et al., 2005) in die adg1-1/tpt-2
Doppelmutante wurde in den Filialgenerationen die Homozygotie fir die T-DNA in den
Genloci TPT sowie GPT2 durch PCR mit dem Primerpaare g_tpt-2_fwd/rev und Salk_LB sowie
g gpt-2_fwd/rev und GK_LB bestatigt (Abbildung 8.2 A, C). Das Fehlen der Aktivitat der

AGPase wurde durch eine Starkefarbung im Blatt nachgewiesen (Abbildung 8.1 F).

Die verifizierte Tripelmutante wurde im Vergleich mit dem WT und der adgl-1/tpt-2
Doppelmutante im HL auf %2 MS und % MS mit 50 mM Saccharose angezogen und eventuelle
Verdanderungen des Phanotyps anhand der Chla Fluoreszenzparameter detektiert. Im
Vergleich der Tripelmutante mit der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante konnten unter % MS
Anzucht keine Veranderungen des Phanotyps festgestellt werden (Abbildung 3.17 A-B). Das
Wachstum sowie F,/F-Verhaltnis waren vergleichbar mit der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante.
Bei exogener Saccharosefiitterung zeigte sich, dass auch in der Tripelmutante die gleichen
phanotypischen Anderungen eintraten. Der Rosettendurchmesser war vergréRert und das
Fu/Fm-Verhéltnis war im Vergleich zur % MS Anzucht, wie in der adgl-1/tpt-2 Doppelmutante
erhoht (Abbildung 3.17 C-D). Bei der Betrachtung der F,/F,-Verhdltnisse in Falschfarben
wurde deutlich, dass die jlingeren Rosettenblatter besser auf die exogen zugefiihrte

Saccharose reagierten als die dlteren Blatter.

Folglich ist die Induktion des GPT2 eine Konsequenz der Saccharosefiitterung, jedoch nicht

Ursache der Abmilderung des adg1-1/tpt-2 Doppelmutanten Phanotyps.
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Abbildung 3.17 Einfluss exogener Saccharose auf den HCF Phanotyp in der adgi-1/tpt-2 Doppelmutante und der
adgl-1/tpt-2/gpt2-1 Tripelmutante. Der WT, die adgl-1 und tpt-2 Einzelmutanten und die adgl-1/tpt-2
Doppelmutante wurden fiir vier Wochen auf % MS sowie % MS mit 50 mM Saccharose (Suc) im Vergleich zur
Tripelmutante unter HL Bedingungen angezogen (A, C). Das F,/F,-Verhiltnis wurde mithilfe der ImagingPAM
aufgenommen und in Falschfarben dargestellt (B, D). Der farbige Balken beschreibt den verwendeten Farbcode
der F,/F,-Verhéltnisse.

3.2.4 Analyse weiterer Stoffwechselmutanten mit dhnlichem HCF Phdnotyp

Wie bereits in den vorangegangenen Abschnitten beschrieben, zeigte die Doppelmutante, die
in Enzymen bzw. Transportern fiir Intermediate des primdren Kohlenstoffwechsels defizient
ist, eine starke Reduktion der Photosyntheseeffizienz unter HL Bedingungen. Um die Ursachen
dieser phanotypischen Ausprdagung weiter zu charakterisieren, sollten zusatzliche Mutanten
generiert werden, die in verschiedenen Enzymen oder Transportern des Starkemetabolismus

Defekte aufweisen.

3.2.4.1 Generierung und Analyse von weiteren Doppelmutanten mit Defekten im
Stérkemetabolismus und im Triosephosphat-Transport

Neben der adgl-1 Mutante, sind weitere Mutanten in der Starkebiosynthese bzw. im
Starkekatabolismus (Abschnitt 1.5) bereits bekannt und charakterisiert. Dazu zdhlen Mutanten
mit Defekten in der Phosphoglukoseisomerase (pgil-1; Yu et al., 2000), in der

Phosphoglukomutase (pgml1; Kofler et al., 2010), in der Glukan-Wasser