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Einleitung

1. Einleitung

Uber die Photosynthese sind Pflanzen befihigt, Lichtenergie in chemische Energie
umzuwandeln und diese zu speichern, um damit die Assimilation anorganischer Substanz
zu betreiben. Licht ist daher der wichtigste abiotische Faktor filir Pflanzen.

Pflanzen miissen nicht nur wéhrend des Wachstums ihren Photosyntheseapparat den
Lichtverhéltnissen anpassen (Horton, 1987, Demming-Adams und Adams, 1992), sondern
auch der restliche pflanzliche Stoffwechsel wird maBgeblich durch die Verfiigbarkeit von
chemisch in Reduktionsdquivalenten, ATP oder organischen Verbindungen fixierter
Lichtenergie reguliert (Buchanan, 1984; Scheibe, 1994; Krapp et al., 1991, Sheen, 1990).
Dariiberhinaus spielt Licht auch eine grundlegende Rolle in der pflanzlichen Entwicklung

(Chory und Susek, 1994).

1.1. Die Arabidopsis thaliana cue-Mutanten

Zu Beginn der 90er Jahre wurde in der Arbeitsgruppe von J. Chory (Salk Institute, La
Jolla, USA) nach Mutanten gesucht, bei denen die lichtabhdngige Regulation kernkodierter
Gene gestort ist. Zu diesem Zweck wurde die mangelnde De-Repression des Chlorophyll
a/b-bindenden Protein 3 (CAB3)-Promotors bei der De-Etiolierung (Ergriinung) anhand
von transgenen Pflanzen mit einem bindren Reportergenkonstrukt untersucht (Li et al.,
1995; Lopez-Juez, 1998). Bislang sind neun verschiedene cue-Mutanten aus A. thaliana
bekannt, wobei das Kiirzel cue flir chlorophyll a/b binding protein (CAB) underexpressed
steht. Das Chlorophyll a/b bindende Protein 3 (CAB3), auch CAB180 (Leutwiler et al.,
1986) bzw. Lhcb1*2 (Jansson et al., 1992) genannt, ist der Hauptbestandteil der
Photosyntheseantenne (Leutwiler et al., 1986). Die Expression des CAB muf} bei der De-
Etiolierung nicht notwendigerweise mit der Ergriinung der Plastiden einhergehen (Lopez-
Juez et al., 1998) und korreliert nicht unbedingt mit der Expression anderer lichtregulierter
Gene wie dem Lichtsammelkomplex-Protein LHCP (Zhang et al., 1992).

Drei verschiedene Ursachen kommen fiir die mangelnde Induktion des CAB-Promotors bei
Belichtung in Betracht (Lopez-Juez et al., 1998). Die fehlerhafte CAB-Expression kann
entweder (1) durch eine defizitdre Transduktion lichtabhidngiger Signale, (2) durch die
Storung eines lichtunabhédngigen Signalweges oder (3) durch eine Blockade der
Plastidenentwicklung bedingt werden, die ebenfalls einen Einflu} auf die Genexpression
im Kern hat (Oelmiiller et al., 1986; Mayfield, 1990). Dabei scheinen sowohl die Integritit
des plastiddren Transkriptionsapparates (Rapp und Mullet, 1991), eine aktive plastidire
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Genexpression (Sullivan und Gray, 1999) als auch die korrekte Subkompartimentierung
von Schliisselmetaboliten (Moller et al., 2001) wichtige Faktoren zu sein. Fiir einige der
cue-Mutanten, die allelisch zu den schon bekannten Mutanten 4y/ und phyB (Fankhauser
und Chory, 1997) des Rotlichtrezeptors Phytochrom (Quail et al., 1995) sind, gilt die erste
der genannten Alternativen. Mit Ausnahme von cue6 ist die CAB-Expression bei den
restlichen cue-Mutanten schon in etiolierten Pflanzen geringer als im Wildtyp und 148t sich
dariiberhinaus schlechter durch Rotlicht induzieren als in Kontrollpflanzen (Li et al., 1995;
Lopez-Juez et al., 1998). Dies deutet auf die gemeinsame Steuerung des CAB-Promotors
durch Phytochrom und die Plastidenentwicklung hin (Lopez-Juez et al., 1998). Zu dieser
Klasse von cue-Mutanten zdhlt auch die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte cuel-

Mutante (L1 et al., 1995).

1.2. Das in cuel betroffene Gen ist der Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator
der inneren Plastidenhiillmembran

Die ersten beiden cuel-Allele (fiir chlorophyll a/b binding protein (CAB) underexpressed)
wurden bei der Suche nach A. thaliana-Mutanten gefunden, die den Promotor des CAB3-
Gens bei lidngerer Belichtung nicht dereprimieren (Li et al., 1995). Abgesehen von der
Aktivitidt des CAB-Promotors ist auch die Transkription anderer lichtregulierter Proteine
wie die des plastomkodierten D1, der katalytischen Untereinheit des Photosystems II, oder
die der Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase (RubisCO) in cuel-Mutanten
gegenliber Kontrollpflanzen verringert (Li et al., 1995). Transkripte der iliber den
Blaulichtrezeptor Cryptochrom (Ahmad und Cashmore, 1993) und den Rotlichtrezeptor
Phytochrom regulierten Chalkonsynthase (Chory und Peto, 1990), dem Schliisselenzym
des Flavonoidstoffwechsels, akkumulieren dagegen in gleicher Weise wie in
Kontrollpflanzen (Li et al., 1995).

Die cuel-Mutanten weisen einen retikulierten Blattphinotyp auf (s. Abb. 1.1), bei dem die
Bereiche um das Leitgewebe dunkelgriin und der Rest der Lamina hellgriin geférbt ist (Li
et al.,, 1995). Dies kann darauf zurlickgefiihrt werden, daBl der Anteil des
Palisadenparenchyms am Blattquerschnitt in cuel/-Mutanten zugunsten des
Interzellularraumes und der Biindelscheidenzellen gegeniiber den Kontrollpflanzen
verringert ist (Streatfield et al., 1999). Weiterhin sind cuel-Mesophyllchloroplasten, nicht
aber die Biindelscheidenchloroplasten, im Vergleich zu Kontrollpflanzen kleiner
(Streatfield et al., 1999). Die Retardierung in der Plastidenentwicklung der

Mesophyllzellen kann als Hauptursache fiir die verdnderte Blattmorphologie in cuel
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betrachtet werden, da die Teilungsrate und Grofenzunahme der Mesophyllzellen
vermutlich durch ein von den Plastiden ausgehendes Kontrollsignal verringert wird (Li et
al., 1995; Lopez-Juez et al., 1998; Kinsman und Pyke, 1998). Mittlerweile sind acht
verschiedene, voneinander unabhingige cuel-Allele bekannt, die {iber verschiedene
Mutagenesestrategien gewonnen wurden (Streatfield et al., 1999).

Anhand der kosegregierenden T-DNA-Insertion in cue/-8 konnte das in den cuel-
Mutanten betroffene Gen identifiziert und der Nachweis gefiihrt werden, dal3 die bislang
isolierten cuel-Mutanten allelisch sind (Streatfield et al., 1999). Uberraschenderweise
kodierte das betroffene Gen fiir einen Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator der
inneren plastiddren Hiilllmembran (Streatfield et al., 1999) und nicht, wie eher zu erwarten
war, fiir einen Transkriptionsfaktor oder eine Komponente zelluldrer
Signaltransduktionswege.

Bislang sind erst zwei Gene bekannt, deren Funktionsverlust Transportprozesse
beeintrichtigt, gleichzeitig in die Kommunikation zwischen Kern und Plastid eingreift und
die Plastidenentwicklung stort (Provencher et al., 2001; Mepller et al., 2001). In Mais (Zea
mays L.) sucrose export defectivel (sxdl)-Mutanten ist das defekte Genprodukt ein
hydrophiles, stromalokalisiertes Protein noch unbekannter Funktion, das in den Mutanten
den VerschluB3 der Stomata und somit mangelnden Saccharoseexport aus den Blittern
hervorruft (Provencher et al., 2001). Als Folge akkumulieren die sxd/-Mutanten derart viel
Stiarke in den Chloroplasten, da3 die diese das gesamte Zellumen ausfiillen (Provencher et
al., 2001). Das Genprodukt der A. thaliana long after far red6 (laf6)-Mutante ist ein ATP-
binding cassette (ABC) Protein, das in den Transport von Protoporphyrin IX von der

inneren Plastidenhiillmembran in die Thylakoide involviert ist (Mgller et al., 2001).

1.3. Der Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator (PPT) als Mitglied der
Phosphat-Translokator-Familie

Der Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator (Fischer et al., 1997) gehort zur Phosphat-

Translokator-Familie (PT), die in Samenpflanzen noch drei weitere, bisher identifizierte

Mitglieder aufweist; den Triosephosphat/Phosphat-Translokator (Fliigge et al., 1989), den

Glukose-6-phosphat/Phosphat-Translokator (Kammerer et al., 1998) und den Xylulose-5-

phosphat/Phosphat-Translokator (Eicks et al., 2002).
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Abb. 1.1 Der retikulierte Blattphénotyp der cue/-Mutanten

Die Phosphat-Translokatoren (PTs) weisen eine identische molekulare Architektur mit ca.
sechs Transmembranhelices auf (Fliigge, 1998), haben untereinander eine Homologie von
30% bis 40 % auf Proteinebene und teilen einen K,-Wert fiir anorganisches Phosphat (P,)
im sub-millimolaren Bereich (Kammerer et al., 1998; Fischer et al., 1997; Eicks et al.,
2002). Die PTs sind kernkodiert und tragen plastidenspezifische Importsequenzen (z.B.
Kammerer et al., 1998), die bei der posttranslationalen Insertion in die innere plastidire
Hiilllmembran durch den plastiddren Importapparat (May und Soll, 1999) abgespalten wird.
Die prozessierten PTs haben ein Molekulargewicht von 30 bis 40 kDa (z.B. Kammerer et
al., 1998). Die enzymatisch aktive Form des Triosephosphat/Phosphat-Translokators (TPT)
ist ein Homodimer (Fliigge, 1998), so daB3 dies aufgrund der architektonischen Homologie
auch fiir die anderen Mitglieder der PT-Familie angenommen werden kann. Die Relevanz
der Phosphattranslokatoren fiir die Aufrechterhaltung von Stoffwechselfliissen wird durch
Untersuchungen an Mesembryanthemum cristallinum unterstrichen, wo PPT und GPT
wiahrend des CAM-Syndroms induziert und den Stoffwechselfliissen entsprechend diurnal
reguliert werden (Héausler et al., 2000) — der Phosphoenolpyruvat/ Phosphat-Translokator
(PPT) exportiert dabei das wéhrend der Lichtperiode iiber die Pyruvat,P,-Dikinase (PPDK)
gebildete Phosphoenolpyruvat aus dem Plastiden, wohingegen der Glukose-6-phosphat/
Phosphat-Translokator (GPT) den Import von Glukose-6-phosphat (Glk6P) fiir die
Starkesynthese bewerkstelligt (Héusler et al., 2000).
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Jedem Mitglied der PT-Familie kann anhand seines Substratspektrums und seines
Expressionsmusters eine bestimmte physiologische Aufgabe zugewiesen werden.

Der TPT ist ausschlieBlich in grilnen Geweben exprimiert (Schulz et al., 1993) und ist das
dominierende Protein der inneren plastidaren Hiillmembran (Fliigge et al., 1991). Er
gewihrleistet unter physiologischen Bedingungen den Export von Assimilaten in Form von
TrioseP aus dem Chloroplasten ins Zytosol (Fliege et al., 1978; Fliigge und Heldt, 1984).
Als Gegentauschsubstrate kommen unter physiologischen Bedingungen P, oder 3-
Phosphoglycerat (3-PGA) in Frage, durch die die Phosphatbilanz der Chloroplasten
ausgeglichen wird.

Der GPT wird vornehmlich in heterotrophen, nicht-griinen Geweben exprimiert, die auf
die Bereitstellung organischer Verbindungen aus den autotrophen Organen der Pflanze
angewiesen sind (Kammerer et al., 1998). Seine physiologische Rolle ist dort, GIk6P aus
der Saccharose-Spaltung vom Zytosol ins Stroma als Substrat fiir die amyloplastidire
Starkesynthese zu importieren (Kammerer et al., 1998). ADP-Glukose (Thorbjernsen et al.,
1996; Mohlmann et al., 1997) und Glukose-1-phosphat (Glk1P), die die Starkebiosynthese
in einigen Studien betreiben konnten (Tetlow et al., 1996, Naem et al., 1997, Schiinemann
und Borchert, 1994), werden nicht vom GPT transportiert (Kammerer et al., 1998).

Die Substratpriferenzen des in allen Geweben exprimierten Xylulose-5-
phosphat/Phosphat-Translokators (XPT) beschrinken sich neben P, auf
Ketopentosephosphate und Triosephosphate (Eicks et al., 2002). Der XPT wird als
Verbindungsweg und Kommunikationsschnittstelle zwischen den zytosolischen und
plastiddren Pentosephosphatwegen gesehen (Eicks et al., 2002), da der nicht-oxidative Teil
des oxidativen Pentosephosphat-Zyklus (OPPP) in den meisten bislang untersuchten
Angiospermen ausschlielich im Stroma lokalisiert ist (Heber et al., 1967; Schnarrenberger

et al., 1973; Schnarrenberger et al., 1995).

1.4. Der Phosphoenolpyruvat/Phosphat-Translokator (PPT) der inneren
Plastidenhiillmembran

Die Kenntnisse liber das organ- und gewebespezifische Expressionsmuster des PPT und
iiber seine Transporteigenschaften sind noch liickenhaft. Die vorhandenen Daten aus
mehreren hoheren Pflanzen fiigen sich aber in ein eindeutiges Bild.

Die meisten bislang untersuchten Angiospermen, darunter auch A4. thaliana, weisen zwei
PPT-Gene auf (Fischer et al., 1997), deren Funktionalitit teilweise noch geklart werden
muB. Fiir Tabak (Voll, unverdffentlicht) und A. thaliana (Knappe, unverdffentlicht)
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existieren vorldufige Daten tliber die Transkriptmengen der jeweiligen PPT-Isoformen in
verschiedenen Geweben. Demnach finden sich PPT-Genprodukte in allen Organen der
Pflanzen, wobei sich die Transkriptionsmuster der jeweiligen PPT-Isoformen
unterscheiden. In Tabak (Nicotiana tabacum) und A. thaliana ist die Gesamtmenge der
PPT-Transkripte in heterotrophen oberirdischen Organen wie Bliiten und sink-Bléttern
(Voll, unveroffentlicht; Knappe, unveréffentlicht) am groBten, in A. thaliana ist eine PPT-
Isoform auch stark in Wurzeln exprimiert (Knappe, unverdffentlicht). In Chloroplasten ist
der Anteil des PPT an der Proteinmenge im Vergleich zum TPT verschwindend gering
(Fischer et al., 1997); auch in heterotrophen Geweben ist PPT-mRNA nur durch sensitive
Methoden wie RT-PCR nachweisbar (Voll, 1998; Knappe, unveroffentlicht).

Der rekombinante, affinitétsgereinigte PPT aus Blumenkohlinfloreszenzen weist nach der
Rekonstitution in Proteoliposomen die hochsten Transportraten fiir anorganisches
Phosphat, PEP und 2-PGA auf (Fischer et al., 1997). Hexosephosphate werden vom PPT
nicht, TrioseP nur in geringem Ausmal} transportiert (Fischer et al., 1997); die
Transporteigenschaften des PPT fiir Pentosephosphate wurden nicht untersucht. Der
apparente K,,-Wert fiir Phosphat von 0,8 mM und der apparente K;-Wert von PEP auf den
P,-Transport von 0,3 mM weisen darauf hin, dal diese beiden Substrate unter
physiologischen Bedingungen die hauptsédchlichen Transportsubstrate darstellen (Fischer et
al., 1997). Aufgrund des apparenten K;-Wertes von 5,7 mM fiir 2-PGA gegeniiber P,
scheidet dieser Metabolit als potentielles Substrat fiir den PPT aus. Daher transportiert der
PPT unter physiologischen Bedingungen nur PEP und P,.

Die Substratspezifititen von PPTs aus anderen Pflanzenarten sind noch nicht untersucht
worden, konnen aber anhand der bestehenden Homologieverhéltnisse als prinzipiell

dhnlich vorausgesetzt werden.
1.5. Die Rolle von PPT und PEP im Metabolismus von Cs;-Pflanzen

1.5.1. Die Bildung von PEP im Stoffwechsel von C;-Pflanzen

Phosphoenolpyruvat (PEP) ist ein in Pflanzenzellen vergleichsweise gering konzentriertes
(Savada et al., 1999; Scheible et al., 2000), energiereiches phosphoryliertes Intermediat
(Jencks, 1970) des Primirstoffwechsels, das in Pflanzen {iber drei verschiedene
Enzymaktivititen produziert werden kann. Zwei dieser drei Enzyme, die PEP-
Carboxykinase (PEPCK, EC 4.1.1.39) und die Pyruvat,P,-Dikinase (PPDK, EC 2.7.9.1),

spielen in C;-Pflanzen eine untergeordnete Rolle bei der Bereitstellung von PEP.
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Die PEPCK katalysiert die ATP-abhiangige Decarboxylierung von Oxalacetat (OAA) zu
PEP, ist ein zytosolisches Enzym (Walker et al., 1999) und in Cs-Pflanzen in hoherer
Aktivitdt nur in reproduktivem Gewebe und Trichomen (Chen et al., 2000; Walker et al.,
1999) zu finden. PEPCK ist in die Glukoneogenese wiahrend der Samenbeladung, wihrend
der Fruchtreife und in die Mobilisierung von Speicherfetten wihrend der Samenkeimung,
eingebunden (Bahrami et al., 2001; Leegood et al., 1999, Walker et al., 1999).

Die PPDK bildet PEP aus Pyruvat, wobei der y-Phosphatrest eines ATP auf P, und der [3-
Phosphatrest des ATP iiber einen Histidinrest des Enzyms auf Pyruvat iibertragen wird
(Carrol et al., 1994). In C;-Pflanzen ist die PPDK-Aktivitit stets, aber nicht immer
ausschlieBlich plastidir lokalisiert (Rosche et al., 1994; Aoyagi und Bassham, 1984;
Nomura et al., 2000). Obwohl sich die PPDK-Aktivitit sowohl in vegetativem Gewebe
(Ishimaru et al., 1997; Ishimaru et al., 1998; Rosche et al., 1994; Aoyagi und Bassham,
1983) als auch in reproduktivem Gewebe (Meyer et al., 1982) von C;-Pflanzen nachweisen
1aBt, ist sie vernachldssigbar gering (Ishimaru et al., 1997; Ishimaru et al., 1998). Das gilt
auch fiir A. thaliana (Ishimaru et al., 1997). Vermutlich ist die PPDK in vegetativen
Geweben von Cs-Pflanzen lediglich in die Riickfithrung von Kohlenstoffgeriisten von
Malat in Stirke wéhrend des Stomaschlusses beteiligt (Schnabl, 1981).

Im Metabolismus von C;-Pflanzen ist die Generierung von PEP aus 2-PGA im Zytosol
wéhrend der Glykolyse durch die Enolase (Journet und Douce, 1985; Lal et al., 1994)
weitaus bedeutender. Die nachfolgende irreversible Umsetzung von PEP zu Pyruvat iiber
die Pyruvatkinase (EC 2.7.1.40) stellt einen zentralen Schritt bei der Kontrolle des Flusses
durch die Glykolyse dar und weist hohe Kontrollkoeffizienten auf die Glykolyserate auf
(Plaxton et al., 1993; Thomas et al., 1997). PEP kann im Stroma griiner Plastiden
allerdings nicht aus 2-PGA hergestellt werden, da Chloroplasten nach heutigen
Erkenntnissen keine vollstindige Glykolyse betreiben konnen, weil die plastiddren
Enolase- und/oder Phosphoglyceratmutaseaktivititen unzureichend sind (Borchert et al.,
1993; Van der Straeten et al., 1991; Bagge und Larsson, 1986; Journet und Douce, 1985;
Stitt und ap Rees, 1979; Miernyk und Dennis, 1992; Schulze-Siebert et al., 1984). Daher
ist das Zytosol der einzige Ort in der Pflanzenzelle, an dem PEP in ausreichendem Maf3e
fir den Zellstoffwechsel bereitgestellt werden kann. Der PPT stellt demnach die
Versorgung des Chloroplasten-Stromas mit PEP durch den Import von PEP aus dem

Zytosol sicher (Fischer et al., 1997).
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Abb. 1.2 Ubersicht iiber die Rolle von PEP im Metabolismus von C;-Pflanzen

1.5.2. Die Rolle von PEP bei der plastidiren Fettsiiuresynthese

Die pflanzliche Fettsdurebiosynthese lduft vorwiegend im Plastiden ab (Moore, 1993). Die

Produkte der plastididren Fettsdurebiosynthese werden aus dem Plastiden exportiert und am

Endoplasmatischen Retikulum (ER) modifiziert (Moore, 1993). Endprodukte wie

Phosphatidylglycerin, Galaktosyldiglyceride, oder Sulfochinovosyldiglycerid sind

plastidenspezifisch (Bolton et al., 1978; Harwood, 1979) und eher prokaryotischer Natur,

wihrend im Plasmalemma andere Endprodukte vorherrschen (Bolton et al.,

1978,
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Harwood, 1979). Der storungsfreie Ablauf der plastiddren Fettsdurebiosynthese ist wichtig
fiir das Pflanzenwachstum und stellt auch ein Ziel fiir Herbizide dar (De Prado et al.,
2000).

PEP ist in der Lage, die Fettsduresynthese in isolierten nicht-griinen Plastiden effektiv
anzutreiben (Kleinig und Liedvogel, 1980; Qui et al., 1994). Nach dem Import von PEP ins
Stroma stehen nach der Umsetzung von PEP {iber die plastididre Pyruvatkinase, die sich
kinetisch (Sangwan et al., 1992), immunologisch (Plaxton, 1989) und regulatorisch
(McHugh et al., 1995) von der zytosolischen Pyruvatkinase unterscheidet, sowohl Pyruvat
fiir den plastiddren Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex (PDC) (Reid et al., 1977; Elias und
Givan, 1979; Lenmark und Gardestrom, 1994) als auch ATP zur Verfiigung. Die
benoétigten Reduktionséquivalente werden dabei durch den Umsatz von Hexosephosphaten
im OPPP bereitgestellt, die aus dem Stirkeabbau bzw. aus der Spaltung importierter
Saccharose rekrutiert werden (Qui et al., 1994; Kang und Rawsthorne, 1995; Fox und
Rawsthorne, 2001). In heterotrophen Plastiden ist auBerdem eine Speisung der plastididren
Fettsdurebiosynthese mit Reduktionsdquivalenten und Kohlenstoffgeriisten durch das
plastiddre NADP-Malatenzym moglich (Smith et al., 1992).

In autotrophen Geweben von Cs-Pflanzen wird die Versorgung der plastiddren
Fettsduresynthese mit Pyruvat durch einen direkten Import von Pyruvat (Proudlove und
Thurman, 1981) oder iiber die oxidative Spaltung importierten Malats iiber das NADP-
Malatenzym gewahrleistet (Drincovich et al., 1998; Edwards und Andreo, 1992). ATP und
die bei der ausschlieBlichen Verwertung von Pyruvat bendtigten Reduktionsdquivalente
konnen dann in der Lichtphase iiber die Photophosphorylierung bereitgestellt werden. Der
limitierende Faktor fiir die Fettsdurebiosynthese in autotrophen Geweben ist HCOs', um

das RubisCO und AcetylCoA-Carboxylase konkurrieren (Schulze-Siebert et al., 1984).

1.5.3. Die Aufgabe von PEP bei der Biosynthese verzweigtkettiger Aminosiuren

Die verzweigtkettigen Aminosduren Leucin (1), Valin (1) und Isoleucin (1,2) leiten sich
von Pyruvat (1) und o-Ketobutyrat (2) ab (Bonner und Jensen, 1997).

(1) Pyruvat kann iiber die oxidative Malatspaltung durch das NADP-Malatenzym aus
Malat oder die plastiddre Pyruvatkinase-Reaktion aus PEP abgeleitet werden. Von PEP ist
bekannt, daf3 es in der Lage ist, die stromalokalisierte Synthese (Kaneko et al., 1990; Frisch
et al., 1991; Weisemann und Matthews, 1993; Ghislain et al., 1994; Muehlbauer et al.,
1995; Samach et al., 1991; Sathasivan et al., 1990) verzweigtkettiger Aminosduren des
Acetolactatweges anzutreiben (Schulze-Siebert et al., 1984).
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(2) a-Ketobutyrat wird im Plastiden durch die Deaminierung von Threonin (Samanch et
al., 1991) bereitgestellt und unterliegt neben der Produktinhibition durch Isoleucin auch
den komplexen Regulationsmechanismen der von Aspartat abgeleiteten Aminoséduren
Methonin, Lysin und Threonin (Miflin und Lea, 1982; Umbarger, 1978; Galili, 1995).
Dabei wirken Lysin und das aus Methionin abgeleitete S-Adenosylmethionin regulatorisch
antagonistisch zu Threonin — und den Threonin nachgeschalteten verzweigtkettigen
Aminosduren — auf das Aspartatkinase/Homoserin-Dehydrogenase-Tandemenzym am
Eingang des gemeinsamen Stoffwechselweges ein (Rognes et al., 1980; Galili, 1995). In 4.
thaliana soll die antagonistische Kontrolle am gemeinsamen Startpunkt durch das
Vorhandensein einer fiir Lysin und Threonin insensitiven Aspartatkinase gelockert sein
(Frankard et al., 1997; Heremans und Jacobs, 1995). Eine Akkumulation von
verzweigtkettigen Aminosduren kann trotzdem indirekten Einflul auf die von Threonin
ausgeiibte Kontrolle am Eingang des Stoffwechselweges nehmen. Interessanterweise geht
Pyruvat auch in die Lysinbiosynthese ein (Galili, 1995), so dal3 die Bereitstellung des
gemeinsamen Substrates Pyruvat synergistisch auf den gesamten zuvor geschilderten
Stoffwechselkomplex wirkt.

Somit stellt PEP neben Malat eine wichtige Kontrollinstanz fiir die Synthese von

Aminoséduren der Pyruvat- und Aspartatfamilie dar.

1.5.4. Die anaplerotische Funktion von PEP fiir die Aminosiiurebiosynthese

PEP nimmt im Zytosol eine wichtige Position bei der anaplerotischen Bereitstellung von
Kohlenstoffgeriisten fiir die primire Aminosiduresynthese ein (Galili, 1995). Uber die
zytosolische Pyruvatkinase und die ebenfalls zytosolische PEP-Carboxylase (Andrews,
1986, Melzer und O’Leary, 1987) werden Pyruvat und Oxalacetat (OAA) aus PEP
gebildet, die nachfolgend in Mitochondrien importiert werden konnen (Brailsford et al.,
1986; Taniguchi und Sugiyama, 1996). Dort stehen Pyruvat - nach der Umsetzung zu
AcetylCoA iiber den PDC - und OAA als Substrate fiir den Citrat-Zyklus (bzw. Krebs-
oder Tricarbonsdurezyklus) bereit, aus dem wéhrend der Dunkelperiode Citrat und Malat
als Kohlenstoffdonoren fiir die Ammoniumfixierung entnommen werden kdnnen (Scheible
et al., 2000). AuBerdem konnen sowohl Pyruvat als auch OAA direkt iiber Transaminasen
in Aminosduren iiberfiihrt werden (Reed und Hess, 1975; Rech und Crouzet, 1974; Peeters

und Vanlaere, 1994).
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1.5.5. PEP als Vorstufe fiir aromatische Aminosiuren und Sekundirmetabolite

Im Stroma fungiert PEP zusammen mit Erythrose-4-phosphat (Ery4P) aus dem Calvin-
Zyklus bzw. dem OPPP (Herrmann et al., 1995; Henkes et al., 2001) als Vorstufe fiir den
Shikimatweg und geht bei der Bildung von 5-Enolpyruvylshikimat-3-phosphat (Anderson
et al., 1990) ein zweites Mal in den Shikimatweg ein, der bis zur Stufe des Chorismats
ausschlieBlich im Stroma ablauft (Schmid und Amrhein, 1995; Herrmann, 1995). Aus
Chorismat leiten sich die aromatischen Aminosduren Phenylalanin, Tyrosin und
Tryptophan ab (Schmid und Amrhein, 1995). Die Syntheseraten von Phenylalanin und
Tyrosin werden iiber Produktinhibitionsmechanismen auf den Stufen von Chorismatmutase
(Schmid und Amrhein, 1995) und Arogenat-Dehydratase (Siehl und Conn, 1988; Byng et
al., 1981) koordiniert, wihrend die Trpytophan-Biosynthese auf der Stufe der Anthranilat-
Synthase (Belser et al., 1971) reguliert wird.

Die Umsetzung von Phenylalanin zu Zimtsdure durch die Phenylalanin-Ammonium-Lyase
(PAL) stellt in Dikotyledonen den einzigen, koordiniert und streng regulierten
Ausgangspunkt fiir die Synthese von Phenylpropanen und anderen Sekundérmetaboliten
dar (Young et al., 1966; Jangaard, 1974). Sekundidrmetabolite decken ein breites
Funktionsspektrum ab, das von UV-Protektantien (Shehan, 1996; Hahlbrock und
Grisebach, 1979; Schmelzer et al., 1998) iiber Festigungssubstanzen (Lewis und
Yamamoto, 1990), Signalmodulatoren (Jacobs und Rubery, 1988; Brown et al., 2001;
Murphy et al., 2000) und Botenstoffe (Tamagnone et al., 1998b), Strukturelemente von
Zellwéanden und Cuticulae (Yan und Stark, 2000; Holloway, 1983), Allelopathika (Rusak
et al., 1997), Phytoalexine (Kombrink und Somssich, 1995) bis hin zu Antioxidantien
(Grace und Logan, 2000) und Redoxpigmenten (Garcia et al., 1999) reicht.

In 4. thaliana (Ohl et al., 1990; Wanner et al., 1995) und den meisten untersuchten
Pflanzenarten (Cramer et al., 1989; Lois et al., 1989; Kawamata et al., 1992; Yamada et al.,
1992; Subramaniam et al., 1993; Minami et al., 1989; Lee et al., 1992) befinden sich
mehrere PAL-Isoformen, die durch eine Multigenfamilie kodiert werden. Einzelne PAL-
Gene werden durch spezifische Stimuli wie Verwundung, Pathogeninfektionen, UV-Stref3
oder entwicklungsspezifisch induziert (Ohl et al., 1990; Lois et al., 1989; Yamada et al.,
1992; Liang et al., 1989; Shufflebottom et al., 1993; Diallinas et al., 1994; Hatton et al.,
1995) und werden vornehmlich iiber die Verfligbarkeit des Substrates reguliert (Margna,
1977; Da Cunha, 1987). In Pflanzen mit verdnderter PAL-Aktivitdt kann eine strenge

Korrelation zwischen der Akkumulation von Endprodukten aus dem
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Phenylpropanstoffwechsel und der PAL-Aktivitit festgestellt werden (Elkind et al., 1990;
Bate et al., 1994).

Der Phenylpropanstoffwechsel kann in zwei Teilabschnitte gegliedert werden:

(1) In die Biosynthese von Zimtsdurederivate und deren Polymerisierungsprodukte wie
Monolignole (Luderitz et al., 1982; Luderitz und Grisebach, 1981), Monolignol-Ester
(Schmid und Grisebach, 1982; Linscheid et al., 1980), Lignin (Bao et al., 1993) und
hydrolysierbare Tannine (Koornneef, 1990) geht ausschlieBlich Phenylalanin ein. Diese
Endprodukte bestehen nur aus Phenylpropan-Bausteinen. (2) Aktivierte Zimtsaurederivate,
CinnamoylCoA-Thioester, stellen gemeinsam mit MalonylCoA-Bausteinen den
Ausgangspunkt fiir den Flavonoidstoffwechsel dar, dessen mannigfaltige Produkte u.a.
Flavonoide, Coumarine und kondensierte Tannine umfassen (Graham, 1998; Hahlbrock
und Grisebach, 1979; Hahlbrock und Scheel, 1989).

Es gibt Hinweise darauf, dal die enzymatischen Aktivititen der Substratketten des
Phenylpropanstoffwechsels als Multienzymkomplexe am Endoplasmatischen Reticulum
organisiert sind (Winkel-Shirley, 1999; Stafford, 1974), die eine flexible und prizise
Steuerung der Produkte zulassen. Diese Multienzymkomplexe konnten iiber verschiedene
PAL-Isoformen angesteuert werden die auf unterschiedliche Stimuli ansprechen (Ohl et al.,
1990; Lois et al., 1989; Yamada et al., 1992; Liang et al., 1989; Shufflebottom et al., 1993;
Diallinas et al., 1994; Hatton et al., 1995).

AuBerhalb des Phenylpropanstoffwechsels ist die von Tyrosin ausgehende Plastochinon-
Biosynthese ein wichtiger dem Shikimatweg nachgeschalter Stoffwechselweg (Garcia et
al., 1999).

Der FluB} iiber den Shikimatweg kann bis zu 20 bis 50% des fixierten Kohlenstoffs
ausmachen (Haslam, 1993), so daB3 eine unzureichende Versorgung von Plastiden mit PEP
durch den PPT einen nachhaltigen negativen EinfluB auf die Gehalte aromatischer
Aminosduren und somit auch auf das gesamte Spektrum der zuvor genannten und im
folgenden funktional beschriebenen Sekunddrmetabolite nach sich ziehen sollte.
Interessanterweise kann der retikulierte cuel-Blattphénotyp durch die Fiitterung von

aromatischen Aminosauren in Sterilkulturen kompensiert werden (Streatfield et al., 1999).

1.5.6. Phenylpropane iibernehmen verschiedene Funktionen

Die Aufgaben von Phenylpropanen in der Pflanze sind divers und in allen Pflanzenorganen

von Bedeutung.
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1.5.6.1. Phenylpropane dienen dem UV-B-Schutz

Epidermal lokalisierte Flavonolglykoside, in A. thaliana vornehmlich Kaempferol- und
Quercetin-Derivate (Veit und Pauli, 1999), dienen dem Schutz vor UV-B-Strahlen (Lois
und Buchanan, 1994). AuBerdem sind einige Isoformen von Enzymen der
Phenylpropanbiosynthese wie PAL und p-CoumaroylCoA-Ligase (4CL) UV-induzierbar
(Kreuzaler et al., 1983; Reinold et al., 1983; Logemann et al., 1995; Schmelzer et al., 1988;
Schulze-Lefert et al., 1989), so daB3 der Bedarf an UV-Schutzsubstanzen unter UV-Strel3
angepasst werden kann. Neben den zuvor genannten Flavonolen Kaempferol und
Quercetin spielen einfache Phenylpropane wie Sinapin (Sinapoylcholin), Sinapoylmalat
oder Sinapoylglukose auch eine wichtige Rolle bei der Absorption schadlicher UV-B-
Strahlen in A. thaliana (Shehan, 1996; Chapple et al., 1992).

1.5.6.2. Phenylpropane stellen Geriistsubstanzen dar

In die Lignin- und Suberinbiosynthese gehen die Cinnamyl-Alkohole p-Coumarylalkohol,
Sinapylalkohol und Coniferylalkohol als Monolignolbausteine ein (Lewis und Yamamoto,
1990; Holloway, 1983). Monolignole sind einfache Phenylpropane. Beide Polymere,
Lignin und Suberin, werden in sekunddre und tertidre Zellwande inkrustiert (Lewis und
Yamamoto, 1990; Holloway, 1983). Lignin dient der Festigung des Xylems, wird aber
auch bei der Verwundung von Gewebe verstirkt produziert (Schmelzer et al., 1989);
Suberin kommt z.B. im Caspary’schen Streifen der Wurzelendodermis oder in den

Bindelscheidenzellen von Cs-Pflanzen als Permeabilititsbarriere vor.

1.5.6.3. Phenylpropane konnen antioxidative Kapazititen besitzen

Untersuchungen an der in Nordamerika beheimateten Mahonia repens haben gezeigt, daf3
Chlorogensdure (CGA), ein Kondensat aus Chinon und Kaffeesdure, ein effektives
Antioxidans darstellt und unter oxidativem Strefl vermehrt synthetisiert wird (Grace und
Logan, 2000). Chlorogensdure macht in M. repens mehr als 90% der Phenylpropanmenge
aus (Grace et al., 1998) und ist in vielen Dikotyledonen wie Tabak (Tamagnone et al.,
1998; Maher et al., 1994), Kartoffel (Yao et al., 1995), Sonnenblume (Koeppe et al., 1976),
Karotte (Kiihnl et al., 1987) und Paprika (Diaz et al., 1997) beschrieben worden, die ein
breites Spektrum an Pflanzenfamilien abdecken. Bislang sind jedoch noch keine
signifikanten Mengen an CGA in A. thaliana gefunden worden.

In Arabidopsis konnten Anthocyane diese Rolle iibernehmen, denen ebenfalls antioxidative

Féhigkeiten zugeschrieben werden (Yamasaki et al., 1996) und die z.B. bei Salzstre3 in
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Bldttern von A. thaliana akkumulieren (Piao et al., 2001). AuBBerdem haben auch
Kaempferol- und Quercetin-Aglyka antioxidatives Potential (Yamasaki et al., 1997). Der
GrofBteil der Anthocyane und Flavonole liegt in der adulten Pflanze als Glykosid in der
Vakuole vor. Es fragt sich daher, wie der Kontakt zwischen reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS), die vornehmlich im Chloroplasten durch die Mehler-Reaktion am Photosystem I
entstehen (Mehler, 1951), und den vakuoldr lokalisierten Anthocyanen und Flavonolen (Lu
et al., 1997; Debeaujon et al., 2000) — soweit diese glykosyliert sind - in der Pflanzenzelle

zustande kommt.

1.5.6.4. Phenylpropane dienen der Pathogenabwehr

Pflanzen konnen durch mannigfaltige Pathogene befallen werden. Dazu zéhlen Viren, bio-
und nekrotrophe Pilze, Bakterien und FraBfeinde.

Quercetin und Quercetinderivate (French und Towers, 1992; French et al., 1991; Rusak et
al., 1997), werden von Solanaceen zum Schutz vor Vireninfektionen synthetisiert. Sie
hemmen die fiir die Infektion notwendige virale Reverse Transkriptase (Spedding et al.,
1989; Ono et al., 1990).

In der Verteidigung gegen vorwiegend pilzliche Pathogene produzieren Pflanzen Toxine,
die aufgrund ihres pflanzlichen Ursprungs Phytoalexine genannt werden (Miiller und
Borger, 1941). Phytoalexine decken biochemisch gesehen viele Substanzklassen ab. Neben
Terpenen wie Rishitin finden sich vor allem auch Phenylpropane unter den Phytoalexinen.
Einfache Phenole (Benzoesdure - Svinburne, 1973; Franich et al., 1986), Coumarine
(Scopoletin, Harborne und Ingham, 1978), Stilbene (Resveratol, Harborne und Ingham,
1978), Isoflavone (Pisatin — Robeson und Harborne, 1980; O’Neill et al., 1983; Schroder et
al., 1979) und hydroxylierte Flavane (Harborne und Ingham, 1978) sind nur einige
Beispiele fiir die Vielfalt von Phenylpropan-Phytoalexinen. Jede Pflanzenfamilie
produziert vorwiegend eine Substanzklasse an Phytoalexinen mit zumeist einer
Hauptkomponente (Harborne, 1977). AuBlerdem sind Flavonoide bei der Etablierung der
systemischen Antwort (systemic aquired resistance, SAR) der Pflanze auf das Pathogen
beteiligt (Graham, 1995).

In A. thaliana scheinen aus dem Phenylpropanstoffwechsel abgeleitete Phytoalexine
jedoch keine Rolle zu spielen (Hagemeier et al., 2001).

Flavonoiden wie Quercetin, Isorhamnetin und Hesperidin ist auch eine Funktion bei der
Abwehr von Fralifeinden zugeschrieben worden (Tringali et al., 2001; Lattanzio et al.,

2000).
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1.5.6.5. Phenylpropane modulieren Signalwege

Das Pflanzenwachstum wird mafigeblich durch Phytohormone reguliert. Dies sind
Substanzen, die per Definition von der Pflanze selbst gebildet werden, ihre Wirkung aber
vorwiegend abseits ihres Syntheseortes ausiiben. Bislang ist bekannt, da3 Produkte des
Phenylpropanstoffwechsels in die Signalwege zweier der sechs bekannten Phytohormone,

Auxin und Cytokinin, eingreifen.

Die Inhibition des Lateralwurzelwachstums ist eine von vielen Funktionen von Auxin
(Indolessigsédure, IAA) in der Pflanze. Auxin wird in der Wurzel iiber polaren Transport
durch den Symplasten von Zelle zu Zelle geleitet (Goldsmith, 1977; Bennett et al., 1998) ,
wobei der Import- und der Export von Auxin iiber verschiedene Transportproteine
vermittelt werden (Bennett et al., 1996; Chen et al., 1998; Gélweiler et al., 1998; Luschnig
et al., 1998; Miiller et al., 1998; Utsuno et al., 1998; Marchant et al., 1999). Die Flavonole
Quercetin und Kaempferol binden an ein Membranprotein, das nach der Bindung der
Flavonole den Auxin-Effluxtransporter inhibiert (Jacobs und Rubery, 1988).

Quercetin und Kaempferol sind in keimenden A4. thaliana vor allem im Hypokotyl und in
der Wurzelspitze zu finden (Peer et al., 2001; Murphy et al., 2000). In 4. thaliana
transparent testa4 (tt4)-Mutanten, die aufgrund eines Defektes der Chalkonsynthase
(Feinbaum und Ausubel, 1988), einem regulierten Schliisselenzym des frithen
Phenylpropanweges, keine Flavonoide mehr bilden kdnnen, ist die Suppression der

Lateralwurzelbildung aufgehoben (Brown et al., 2001).

Cytokinine stimulieren die Proliferation von Geweben. Verschiedene Enantiomere des
Dehydrodiconiferylalkohol-Glukosids (DCG) weisen in Tabak wachstumsfordernde
Aktivititen auf (Binns et al., 1987; Lynn et al., 1987) und sind als Bestandteile des
Cytokinin-Signalwegs diskutiert worden (Teutonico et al., 1991). Thre Konzentration ist in
Cytokinin- oder Auxin-stimulierten Geweben um etwa das hundertfache hoher als in
ruhenden Geweben (Binns et al., 1987).

Interessanterweise tritt in Tabak bei der Blockade von Myb-Transkriptionsfaktoren durch
die Uberexpression heterologer Myb-Paraloge aus Antirrhinum majus ein retikulierter
Blattphianotyp auf (Tamagnone et al., 1998a; Tamagnone et al., 1998b), wie er auch in den
A. thaliana cue-Mutanten zu finden ist. Die Auswirkungen auf das Wachstum des
Palisadenparenchyms und das der gesamten Pflanzen sind in beiden Fillen sehr dhnlich

(Tamagnone et al., 1988b; Streatfield et al., 1999; Li et al., 1995).
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Viele verschiedene Myb-Transkriptionsfaktoren sind in die transkriptionelle Regulation
von Enzymen des Sekundirstoffwechsels wie PAL (Shufflebottom et al., 1993), Cinnamat-
4-Hydroxylase (Sablowski et al., 1994), 4CL (Hauffe et al., 1993) und Cinnamylalkohol-
Dehydrogenase (Feuillet et al., 1995) eingebunden, so da} die zugehdrigen Genfunktionen
bei der Blockade der Bindungsstellen fiir die endogenen Myb-Faktoren an den Promotoren
ausfallen, wie dies in der von Tamagnone et al. (1998a) vorgelegten Studie geschehen ist.
In Zellkulturen der von Tamagnone et al. (1998a) erzeugten transgenen Pflanzen konnten
Wachstumsabnormalitidten durch die Supplementierung von DCGs revertiert werden
(Tamagnone et al., 1998b). Ein Mangel an DCGs kann daher als mogliche Ursache fiir den
retikulierten Blattphidnotyp in cue-Mutanten erwogen werden, zumal die Beteiligung von
Myb-Faktoren an der Regulation des Sekundirstoffwechsels im Pflanzenreich konserviert

ist und dies auch auf A. thaliana zutrifft (Borewitz et al., 2000).

1.5.7. Zusammenfassende Bemerkungen

Wie unter 1.5 bis 1.5.6 dargelegt, stellt der PPT in Cs;-Pflanzen die Versorgung des
Chloroplastenstromas mit PEP sicher, das in Chloroplasten auf anderem Wege nicht in
ausreichendem MaBe bereitgestellt werden kann.

Damit ist der PPT der Ausgangspunkt fiir mehrere plastidar lokalisierte Biosynthesen, die
fiir den pflanzlichen Stoffwechsel wichtig sind. Darunter fallen die Biosynthese
aromatischer und verzweigtkettiger Aminoséduren, die Biosynthese bestimmter Fettsduren
und der Grofiteil der pflanzlichen Sekundarmetabolite.

Dariiberhinaus besteht eine Konkurrenz zwischen zytosolischer Pyruvatkinase, PEP-
Carboxylase und dem PPT fiir das gemeinsame Substrat PEP. Dabei wird auch

entschieden, ob PEP im Zytosol verwendet wird oder in plastiddre Synthesen eingeht.
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1.6. Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Storungen im Primédr- und
Sekundirstoffwechsel verschiedener Allele der cuel-Mutanten herausgearbeitet werden,
um Anhaltspunkte fiir die Ursachen der verschiedenen Teilaspekte des pleiotropen cuel-
Phénotyps zu erhalten.

AuBerdem wurden verschiedene Strategien zur Komplementation des cuel-Blattphinotyps
verfolgt, um anhand der physiologischen und molekularbiologischen Analyse der
Komplementanden weitere Hinweise auf Faktoren zu gewinnen, die die Ausbildung des
pleiotropen cuel-Phinotyps beeinflussen.

Bei den angewandten Strategien handelte es sich sowohl um biochemische als auch
genetische Ansédtze. Die biochemischen Komplementationsstrategien schlossen die
Uberexpression einer PPDK aus der C,-Pflanze Flaveria trinervia, die Uberexpression der
PEP-Synthetase aus E. coli und die Expression eines heterologen PPT aus Blumenkohl ein.
Uber eine chemische Mutagenese der Allele cuel-1 und cuel-5 wurde ein genetischer

Ansatz verfolgt.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Chemikalien

Chemikalien wurden von den Firmen Biomol (Hamburg), Difco (Hamburg), Duchefa
(Haarlem, NL), Ferak (Berlin), Fluka (Buchs, CH), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe),
Serva (Heidelberg) und Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen, Radiochemikalien von den

Firmen ICN (Eschwege) und Amersham Pharmacia (Freiburg).

2.1.2. Enzyme

Enzyme fiir die Manipulation von Nukleinsduren wurden von den Firmen New England
Biolabs (Schwalbach), GibcoBRL (Karlsruhe), Qiagen (Hilden), Pharmacia (Freiburg),
und Promega (Mannheim) erworben; Enzyme fiir biochemische und physiologische

Fragestellungen wurden von der Firma Boehringer bzw. Roche (Mannheim) bezogen.

2.1.3. Vektoren

Folgende Vektoren wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiir Klonierungen

eingesetzt:
Vektor Bezugsquelle Verwendung
pBluescript®-Serie | Stratagene™ Amplifikation von Fragmenten in E. coli
pGEM-T® Easy Promega Klonierung von PCR-Produkten in E. coli
pCAMBIA-Serie Cambia, Canberra, AUS Pflanzentransformation
pBIN-AR-Kan Stammbkulturensammlung Pflanzentransformation
pYES2-NT-C Invitrogen®, Groningen, NL | Proteinexpression und —reinigung in
S. cerevisiae

Der Vektor pSSppdk zur Uberexpression der PPDK (EC 2.7.9.1) aus Flaveria trinervia in
Pflanzen wurde freundlicherweise von Prof. Peter Westhoff, Institut fiir Entwicklungs- und
Molekularbiologie der Universitidt Diisseldorf, zur Verfiigung gestellt (Rosche et al.,
1994); den Vektor pSrLpps zur Uberexpression der E. coli PEP-Synthetase (EC 2.7.9.2) in
Pflanzen wurde von Prof. Fritz Kreuzaler, Institut fiir Biologie I der RWTH Aachen,
iiberlassen (Panstruga et al., 1997).
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2.1.4. Bakterien- und Hefestimme

2.1.4.1. E. coli

DHS5a. - zur Amplifikation von Plasmiden verwendet.

supE44 AlacU169 (D80, lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl
Dariiberhinaus wurden Stammkulturen aus den A-PRL2- und CD4-13- bis CD4-16-EST-
Banken des Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC), Ohio State University,
Columbus (USA) bezogen (s. Anhang 8.1).

2.14.2. A. tumefaciens

GV3101 (pMP90) zur Pflanzentransformation (Koncz und Schell, 1986)
Rif* Gm"®

2.1.4.3. S. cerevisiae

InvScl — zur Proteinexpression eingesetzt.

his3Al leu2 trpl-289 ura3-52

2.1.5. Pflanzenmaterial

Die A. thaliana-cuel-Linien und pOCA108-Saatgut wurden dankenswerterweise von Dr.
Stephen J. Streatfield zur Verfligung gestellt.

Die verschiedenen Allele der cuel/-Mutanten befinden sich in folgenden genetischen

Hintergriinden:

Linie Okotyp/ Hintergrund | Genotyp am PPT-Locus Literaturhinweis
pOCA108 |Bensheim (Be-0) Wildtyp Lietal., 1995

cuel-1 pOCA108 Gen deletiert, starkes Allel Lietal., 1995

cuel-3 pOCA108 AS-Austausch an Position 304 | Streatfield et al., 1999
cuel-5 Col-0 AS-Austausch an Position 181 | Streatfield et al., 1999
cuel-6 Col-0 Stop-Signal in der Prasequenz | Streatfield et al., 1999
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2.2. Methoden

2.2.1. Anzucht von Arabidopsis thaliana HEYN.

2.2.1.1. Oberflichensterilisation von Arabidopsis-Saatgut

Stratifizierte Arabidopsis-Samen wurden in die Spitze eines 1,5 ml Reaktionsgeféfles
gefiillt und fiir 30 s in 1 ml 70% Ethanol geschiittelt. Der H,O44-Anteil des Ethanol war
zuvor steril filtriert worden. Das Ethanol wurde nach der Sedimentation der Samen
abgehoben und 1 ml der Hypochlorit-Losung zu den Samen hinzupipettiert. Nach
fiinfzehn- bis zwanzigminiitiger Inkubation unter gelegentlichem Durchmischen wurde die
Hypochlorit-Losung abgenommen und die Samen sechsmal mit sterilem Leitungswasser
gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde das Saatgut auf sterilem Filterpapier
verteilt und steril gelagert. Alle aufgefiihrten Arbeitsschritte wurden unter der Sterilbank
ausgetibt.

Hypochlorit-Losung:

15 Vol% Natrium-Hypochlorid-Losung (12%)

85 Vol% H,0y4q (steril filtriert)

0,15% (v/v) Tween 20

2.2.1.2. Arabidopsis thaliana Sterilkulturen

Die wie unter 2.2.1.1 oberflachensterilisierten Arabidopsis-Samen wurden mit sterilen
Zahnstochern auf MS-Platten ausgelegt, denen bei Bedarf wie unten angegeben
Antibiotika zur Selektion beigemischt wurden. Die Platten wurden mit Gewebeband
(Omnipor, Hartmann) versiegelt und bis zum Pikieren der Pflanzen nach 2 bis 6 Wochen
bei einem Licht-Dunkel-Wechsel von 16:8 h und einer Temperatur von 22°C im
Phytoinkubationsschrank (Rubarth, Laatzen) inkubiert.

Soweit nicht anderweitig angemerkt wurden cue/-Mutanten bis zu sechs Wochen lang im
voraus steril angezogen; alle anderen Linien wurden erst zum Pikierzeitpunkt der cuel-
Linien ausgelegt und nach 2 bis 3 Wochen Sterilkultur pikiert. Durch diese
Vorgehensweise wurde sichergestellt, daB3 die Pflanzen zum Untersuchungszeitpunkt
physiologisch dhnlich eingestimmt sind und die gleiche Phase der vegetativen Entwicklung

durchlaufen.
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MS-Platten:
1 % (W/v) Saccharose
0,44 % (w/v) Murashige & Skoog-Medium (Duchefa, Haarlem, NL, Kat.-Nr. M
0245)
0,8 % (w/v) BiTek Agar (Difco)
pH 5,6/ KOH
bei Bedarf wurde nach dem Abkiihlen zugesetzt:
Kanamycin (50 pg/ml Endkonzentration)
oder Hygromycin (30 pg/ml Endkonzentration)
Die Suspension wurde autoklaviert und nach dem Abkiihlen auf Handwirme in
sterile Petrischalen gegossen. Die fertigen Platten wurden bis zur Verwendung bei

4°C maximal 1 Monat lang gelagert.

2.2.1.3. EMS-Mutagenese von Arabidopsis-Saatgut

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Mdoglichkeit ergriindet den retikulierten
Blattphinotyp der cuel-Mutanten durch Mutagenese zu revertieren. Fiir die chemische
Mutagenese wurden zwei verschiedene cuel-Linien eingesetzt, deren M,-Populationen auf
verschiedene Weise auf kontaminierende Samen tiberpriift wurden. Potentielle Revertanten
der cuel-1 M,-Population wurden iiber PCR (s. 2.2.3.3 ) auf das Fehlen des AtPPT1-Locus
im Genom untersucht, potentielle Revertanten der cuel-5 M,-Population wurden aufgrund
der hellen Samenschale der von ihnen hervorgebrachten Samen identifiziert.

Die chemische Mutagenese von Arabidopsis-Samen mit Ethylmethylsulfonsidure wurde in
Anlehnung an das von Lightner und Caspar in Methods in Molecular Biology (Vol. 82,
1998) dargelegte Protokoll durchgefiihrt.

250 mg Saatgut - das entspricht etwa 12.500 Samen — wurden unter dem Abzug {iber
Nacht in 25 ml 0,25 % (v/v) frisch geliefertem EMS bei Raumtemperatur geriihrt. Die
EMS-Lo6sung wurde nach Absetzen der Samen weitestgehend abgenommen und 3 bis 4
Wochen lang in 1 M Na,S,0; eingeriihrt. Ebenso wurden alle verwendeten Gefdlle 2 d
zum Abreagieren des EMS mit 1 M Na,S,0; gefiillt. Die restliche EMS-Losung wurde
mitsamt der Samen in 15 ml-Reaktionsr6hrchen tberfithrt und 5 mal mit 5 ml 1 M
Na,S,03 gewaschen, wobei die Samen nach jedem Waschschritt 2 min bei 1.500 U-min™
sedimentiert wurden und der Uberstand mit dem restlichen EMS-haltigen Abfall zur
Dekontamination vereinigt wurde. Anschliefend wurden die Samen dreimal in gleicher

Weise mit Leitungswasser gewaschen und im letzten Schritt in 300 ml Leitungswasser
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transferiert. Drei ml Aliquots wurden unter guter Verwirbelung des Inhalts mit einer
abgeschnittenen Plastikpasteurpipette gleichméBig in Teku-Pflanzschalen (TS 1520 S,
Nitsch & Sohn, Kreuztal) ausgebracht, so daB sich in jeder Pflanzschale etwa eine Gruppe
von 100 Individuen befand. Die Pflanzen wurden im Gewdchshaus unter
Langtagsbedingungen (s. 2.2.1.4) herangezogen.

Die M;-Generation wurde geselbstet und in gleicher Weise ausgebracht. Die M;-

Generation wurde schlieBlich phanotypisch untersucht.

2.2.14. Langtag-Wachstumsbedingungen im Gewéichshaus

Arabidopsis Pflainzchen wurden in 77er Multiplatten (Nitsch & Sohn, Kreuztal) mit einem
Gemisch von 3 Teilen Erde (Einheitserde Typ Minitray, Gebr. Patzer KG, Sinntal-Jossa)
und einem Teil Vermiculit (Basalt Feuerfest, Linz) pikiert und bei einem Licht-Dunkel-
Rhythmus von 16:8 h, also im extremen Langtag, bei einer tiglichen Photonendosis von
200 klxh und einer relativen Luftfeuchtigkeit von etwa 40% herangezogen. In der
Lichtperiode betrug die Temperatur 21°C, wéhrend der Dunkelperiode 18°C. Die
Beleuchtungsstirke wurde wéhrend der Lichtperiode durch fakultatives Hinzuschalten von
Leuchten oberhalb von 20 Ix gehalten.

Die Multiplatten wurden regelméBig angestaut und einmal wochentlich mit Nematoden
(Sautter und Stepper, Ammerbruch) zur Bekdmpfung eines eventuellen Befalls durch
Trauermiickenlarven bespritht. Bei Befall mit Blattliusen wurden als Niitzlinge

Florfliegenlarven (Sautter und Stepper, Ammerbruch) ausgebracht.

2.2.1.5. Kurztag-Wachstumsbedingungen in der Phytokammer

A. thaliana Pflainzchen wurden auf dasselbe Substrat wie unter 2.2.1.4 beschrieben pikiert
und bei einem Licht-Dunkel-Rhythmus von 12:12 h, also unter Kurztagsbedingungen bei
einer PFD von 80 umol-m™s™ , einer relativen Luftfeuchte von 40% und einer Temperatur
von 24°C wihrend der Lichtperiode und 18°C wihrend der Dunkelperiode kultiviert. Die
Phytokammer (Karl Weiss, Giessen) war zu gleichen Teilen mit Leuchtstoffrohren der Fa.
Osram L58W/11-860 (Tageslicht), L58W/30 (Warmweil}), LS8W/76 (Natura de Luxe) und
L58W/77 (FluorA) bestiickt. Zur Bekdmpfung von Blattlausbefall wurden bei Bedarf
Florfliegenlarven (s. 2.2.1.4) ausgebracht.
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2.2.1.6. Hydroponische Anzucht

Zur besseren Kontrolle der Nahrsalzzufuhr wurden A. thaliana Pflinzchen hydroponisch
angezogen. Sie wurden zu sechst in Topfe (& 10 cm) mit einer 1:1-Mischung aus mit
Nahrlosung durchzogenem Dorsilit Quarzsand der Kérnungen 0,3 bis 0,9 mm und 0,6 bis
1,2 mm (Gebr. Schifer/ Testra Strahlmittel Stid, Mannheim) pikiert. Die Topfe blieben
wihrend der gesamten Anzucht im Phytoinkubationsschrank (CLF Laborgerite,
Emersacker) in Kontakt mit der den Boden der Ubertdpfe bedeckenden Nihrlosung, die
bei Bedarf bis zu einem Fliissigkeitsstand von 1 cm nachgefiillt wurde. Einige Wochen
nach dem Pikieren wurde die Quarzsandoberfliche zur Vorbeugung von Algenbewuchs
diinn mit Schmelzkammerschlacke bestreut.

Im Phytoinkubationsschrank herrschte eine PFD von 200 pmol-m™s™ bei einem Licht-
Dunkel-Wechsel von 12:12 h (Kurztag) und einer relativen Luftfeuchte von 45 %; die
Temperatur wéahrend der Lichtperiode betrug 22°C, die wéihrend der Dunkelperiode 18°C.
Die Beleuchtung wurde wiahrend der Lichtphase durch Leuchtstoffrohren (Philips
F17T8/TL741) sichergestellt, zu Beginn und zum Ende der Lichtperiode wurde iiber
Gliihbirnen (Osram Krypton, 60W) eine halbe Stunde lang Ddmmerlicht erzeugt.

Nihrlosung zur hydroponischen Anzucht von 4. thaliana:

Mabkroelemente: 2 mM KNO;
2 mM Mg(NO3),
3mM KH,PO4, pH 5,7 /KOH bzw. H3PO4
2,2 mM MgSOg4
0,8 mM MgCl,
1,3 mM K>SOy
1,28 mM KClI
I mM NaCl
4 mM CaSO,
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Mikroelemente: 20 uM Fe-EDTA
60 uM H;BO;
14 uM MnSO4
1 uM ZnSOy4
0,6 uyM CuSOq4
0,4 uM NiCl,
0,3 uM HMoO,

0,02uM  CoCl,

2.2.1.7. Etablierung anaeroben Stresses durch Staunisse

A. thaliana wurde wie unter 2.2.1.2 und 2.2.1.4 beschrieben auf Multiplatten angezogen
und diese zu Beginn der Experimente mit Leitungswasser angestaut und darin bis zum
Ende der Experimente stehen gelassen. Alle zwei Tage wurden die Pflanzen inspiziert, bei
Bedarf fotographisch dokumentiert, Wasser bis zum Wulst nachgefiillt und Proben fiir die
Zucker- und Stirkebestimmung (2.2.5.21 und 2.2.5.22) sowie die Untersuchung des
Anthocyangehaltes (2.2.6.6) geerntet.

2.2.2. Mikrobiologische Methoden
2.2.2.1. Anzucht und Transformation von E. coli

2.2.2.1.1. Anzucht von E.coli

Die Anzucht der in 2.1.4.1 aufgefiihrten E. coli-Stimme wurde eine Kolonie von einer
Platte oder 10 pl einer Glyzerinstammkultur in 5 ml LB-Medium angeimpft und iiber
Nacht im Schiittelinkubator (200 min™") bei 37°C inkubiert. Falls erforderlich wurden
Antibiotika zur Selektion hinzugesetzt (s.u.). E. coli Zellen wurden entweder kurzfristig fiir
einige Wochen als Kolonie auf Agarplatten bei 4°C oder langfristig als Stammkultur bei
—20°C im gleichen Volumen 65% Glyzerin, 0,1 M MgSO4, 25 mM Tris/HCI, pH 8,0)
gelagert.

LB-Medium:

lg  Trypton
0,5 g Hefeextrakt
lg NaCl ad 100 ml H2Opigest.
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Das Medium wurde nach Zugabe aller Komponenten autoklaviert.
Wenn noétig wurden 0,1 % (v/v) Ampicillin (50 mg/ml in 1M Tris/HCI, pH 8)
bzw. 0,1 % (v/v) Kanamycin (25 mg/ml)

nach dem Autoklavieren hinzugegeben.

LB-Platten:
LB-Medium mit 1,5 % (w/v) Bacto-Agar

2.2.2.1.2. Herstellung kompetenter Zellen

Zur Herstellung und Transformation kompetenter Zellen wurde auf die von Chung und
Miller (1993) entwickelte TSS-Methode zuriickgegriffen.

E.coli des Stammes DH50o wurden in 5 ml LB-Medium (s. 2.2.2.1.1) angeimpft und iiber
Nacht bei 37° C im Schiittelinkubator (New Brunswick G25, Edison/ USA) angezogen.
Danach wurde 1 ml der Ubernachtkultur in einen Erlenmeyerkolben mit 100 ml frischem
LB-Medium iiberimpft und die Kultur bei 37° C im Schiittelinkubator etwa 1 bis 2 h
geschwenkt, bis die entnommene Proben mit einem AE = 0,4 (A = 600 nm) auf die
exponentielle Wachstumsphase hinwiesen. Die Kultur wurde dann auf SS34-Becher
verteilt und die Zellen im SS34-Rotor fiir 10 min bei 3.000 U-min"' sedimentiert. Die
Sedimente wurden in 10 ml TSS aufgenommen und vereinigt, 15 min auf Eis gestellt, zu
50 ul in Einmal-Reaktionsgefia3e aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und

maximal 2 Monate bis zur Verwendung bei -80° C gelagert.

TSS:
10% (w/v)  PEG 8000
5 Vol% DMSO
75 Vol% LB-Medium
50 mM MgCl,
pH 6,5/ NaOH
2.2.2.1.3. Transformation kompetenter E. coli Zellen

Ein 50 pl Aliquot kompetenter Bakterien wurde auf Eis aufgetaut und nach Zugabe eines
gesamten Ligationsansatzes fiir 20 min auf Eis inkubiert. Die Reaktionsgeféfle wurden 90 s
auf 42° C erwidrmt, kurz auf Eis abgekiihlt, dann mit 1 ml LB-Medium (s. 2.2.2.1.1)

versetzt und 1 h im bei 37°C unter Schiitteln inkubiert.
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2.2.2.14. Selektion auf Indikatorplatten

Die wie unter 2.2.2.1.3 transformierten Zellen wurden bei der Verwendung der Vektoren
pBSC oder pGEM-T Easy auf Indikatorplatten ausplattiert, die nach dem Antrocknen des
Mediums iiber Nacht bei 37° C bebriitet wurden und nach einer 24stiindiger Lagerung bei
4°C auf blaue und ungefarbte Kolonien kontrolliert wurden.

Ungefirbte Klone wurden in Kulturréhrchen mit 5 ml LB-Amp-Medium (s. 2.2.2.1.1)
iiberimpft. Nach der Inkubation im Schiittler bei 37° C iiber Nacht wurden von 500 pl der
Flissigkulturen wie unter 2.2.2.1.1 beschrieben Stammkulturen angelegt und bei —20°C
gelagert.

Indikatorplatten (Blau-weiB-Selektion):

lg Trypton

0,5¢g Hefeextrakt

0,1g NaCl

0,25 ¢g MgCl,

I,5¢ Bacto-Agar

20 mg IPTG, dioxanfrei

0,5 Vol% X-Gal, 2% (w/v) in Dimethylformamid
400 pl Ampicillin (0,1% w/v)

ad 100 ml H,Og4q
AuBer den hitzelabilen Bestandteilen IPTG, der X-Gal-Losung und Ampicillin
wurden alle Komponenten zusammengegeben und die resultierende Losung
autoklaviert. Nach dem Abkiihlen auf unter 40° C wurden die restlichen
Bestandteile hinzugefiigt, die Losung gut durchmischt und unter der Sterilbank in

Petrischalen gegossen.

2.2.2.1.5. Selektion positiver Klone mit Hilfe der PCR

Konnte der Ligations- und Transformationserfolg nicht {iber eine Blau-Weil3-Selektion
iiberpriift werden, so wurden transformierte Zellen auf Selektionsplatten ausgestrichen und
diese nach Antrocknen des Mediums iiber Nacht bei 37°C bebriitet. Am nichsten Tag
wurde auf die Riickseite der Platten ein Gitter gezeichnet und aus jedem Feld eine halbe
Kolonie mit einer Pipettenspitze in ein Reaktionsgefd3 mit 50 pl PCR-Pramix transferiert.
Die Ansdtze wurden 5 min auf 95°C erhitzt, und darauf kurz zur Abtrennung der
Zelltriimmer anzentrifugiert. Zwanzig pl der Uberstinde wurden in PCR-Reaktionsgefifie

iiberfiihrt, 1 U Tag-Polymerase (Qiagen, Hilden) hinzugegeben und die PCR-Reaktionen
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(s. 2.2.3.3) gestartet. Nach Ende des PCR-Programms wurden die Reaktionen auf 1 x Stop-

Puffer gebracht und elektrophoretisch auf die gewiinschten Produkte hin untersucht.

PCR-Primix:

0,1 mM dNTPs, jeweils
0,1 uM Oligonukleotid 1
0,1 uM Oligonukleotid 2

1/10 Vol 10 x Reaktionspuffer
Als Oligonukleotiden wurden jeweils konstruktspezifische Oligonukleotide (s.

Anhang 8.2) eingesetzt.

10 x Stop:
20 % (w/v)  Ficoll 400

1 % (W/v) SDS

100 mM EDTA, pH 8,0
0,02 % (w/v) Bromphenolblau
0,02 % (w/v) Xylencyanol

2.2.2.2. Anzucht und Transformation von Agrobacterium tumefaciens
2.2.2.2.1. Voranzucht von A. tumefaciens
YEB-Medium:

5g  Fleischextrakt (Rind)
lg  Hefeextrakt

Sg  Bacto-Pepton

5g  Saccharose

0,5g MgSOq4 ad 1 1 HyO4q4, pH 7,4

YEB-Platten:
YEB-Medium mit 1,5 % (w/v) Bacto-Agar

Bei Bedarf wurden ~ Gentamycin (25 pg/ml Endkonzentration),
Rifampicin (150 pg/ml Endkonzentration)
oder Kanamycin (25 pg/ml Endkonzentration) nach dem

Autoklavieren der Medien hinzugefiigt.
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MGL-Medium:

Sg  Bacto-Pepton

2,5 ¢ Hefeextrakt

5g NaCl

5g  Mannit

1,16 g Natriumglutamat

0,25 ¢ KH,PO,

0,1 g MgSO4

I mg Biotin

YEB-Medium mit selektiven Antibiotika wurde mit Agrobakterien-Stammkulturen
angeimpft und bei 28°C unter Schiitteln angezogen (200 min™). Aliquots der
Flissigkultur wurden dann auf Selektionsplatten ausgestrichen, die einige Tage bis
zur weiteren Verwendung bei 4°C gelagert werden konnten. Aus den

Bakterienrasen wurden dann Vorkulturen fiir die weitere Verwendung angeimpft.

2.2.2.2.2. Herstellung elektrokompetenter Agrobakterien

Eine 5 ml-Ubernachtkultur von A. tumefaciens in MGL-Medium mit Antibiotika wurde in
100 ml MGL-Medium (s. 2.2.2.2.1 ) auf eine Zelldichte von AE = 0,04 bis 0,08
(A =600 nm) verdiinnt und bis zu einem AE = 0,5 (A = 600 nm) herangezogen. Die Zellen
wurden dann 5 min bei 300 U-min' in der Bodenzentrifuge (Hermle ZK 364, Kontron)
sedimentiert und in 40 ml eiskaltem 1 mM Hepes-Puffer, pH 7,0 resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation wurden die Agrobakterien im gleichen Volumen 1 mM Hepes,
pH 7,0, 10 % (v/v) Glyzerin aufgenommen, wiederum sedimentiert und dann in 2 ml
eiskaltem 1 mM Hepes, pH 7,0, 10 % (v/v) Glyzerin resuspendiert. Je 1 ml dieser
Suspensionen wurde 30 s in einem sterilen 1,5 ml-ReaktionsgefiB bei 14.000 U-min’
sedimentiert. Die Bodensidtze aus Agrobakterien wurden jeweils in 200 ul 1 mM Hepes,
pH 7,0, 10 % (v/v) Glyzerin aufgenommen, zu 50 pl in sterile 1,5 ml-Reaktionsgefdf3e
aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert.

2.2.2.2.3. Elektrotransformation von A. tumefaciens

Fiinfzig pl gefrorene, kompetente Agrobakterien (s.2.2.2.2.2) wurden mit 0,5 pg Plasmid-
DNA versetzt und 2 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die Bakterien in eine
vorgekiihlte 0,2 cm Elektroporationskiivette (PEQIlab, Erlangen) tiberfiihrt. Die Kiivette

wurde in einen Elektroporator (Gene Pulser II, Biorad, Miinchen) eingesetzt und die DNA
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durch Elektroporation mit 25 puF, 400 Q und einem 2,5 kV Puls in die Agrobakterien
eingebracht. Der Transformationsansatz wurde mit 1 ml YEB (2.2.2.2.1) versetzt und 2 h
bei 28°C unter Schiitteln inkubiert. Dann wurden die Zellen fiir 30 s bei 14.000 U-min™
sedimentiert und in 200 ul YEB resuspendiert. Je 100 pl wurden auf eine YEB-Platte (s.
2.2.2.2.1) mit entsprechenden Antibiotika ausgestrichen und nach 3 bis 4 Tagen Inkubation
bei 28°C konnten einzelne Kolonien transformierter Agrobakterien groBflachig auf weitere

selektierende YEB-Platten ausgestrichen werden.

2.2.2.24. Selektion von A. tumefaciens-Kolonien

Zur Kontrolle der Transformation wurden die Agrobakterien von YEB-Platten (s.
2.2.2.2.1) in LB-Medium mit Kanamycin (s. 2.2.2.1.1) angeimpft und iiber Nacht bei 28°C
im Schiittelinkubator bebriitet und wie in 2.2.2.1.5 beschrieben auf die Anwesenheit

gewiinschter Plasmide hin untersucht.

2.2.2.2.5. Anzucht von A. tumefaciens zur Pflanzentransformation

Agrobakterienkolonien, die die entsprechenden Vektoren zur Pflanzentransformation
enthielten, wurden von den YEB-Platten (s. 2.2.2.2.1) in drei bis vier Vorkulturen von je
5 ml YEB-Medium iiberimpft und bei 28°C und 200 min™ ca. 26 h im Kulturschiittler
(New Brunswick Scientific, Nirtingen) inkubiert. Zur Selektion wurden die
entsprechenden Antibiotika zugegeben (s. 2.2.2.2.1). Dann wurden 300 ml YEB-Medium
mit den 5 ml Vorkulturen angeimpft und bis zur einem AE = 0,8 bis 1,0 (A = 600 nm) fiir
ca. 7 bis 9 h bei 28°C angezogen. Die Zellen wurden dann bei 2.500 xg (GS-3-Rotor,
Sorvall RC-5B, DuPont, Bad Homburg) fiir 15 min sedimentiert, in 100 ml

Infiltrationsmedium resuspendiert und bis zur Verwendung am gleichen Tag bei 4°C

gelagert.

Infiltrationsmedium:

05¢g MES, pH 5,7/ KOH

22¢g Murashige & Skoog-Medium (Duchefa, Haarlem, NL, Kat.-Nr. M
0245)

5% (W/v) Saccharose

44 nM 6-Benzylaminopurin

0,01 % Tween 20
ad 11 H,Oyq
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2.2.2.2.6. Transfektion von A. thaliana

A. thaliana HEYN. wurde nach der Methode von Bechthold et al. (1993) {iiber
Vakuuminfiltration der Infloreszenzen mit transgenen Agrobakterien des Stammes GV
3101 transfiziert.

Die zu transformierenden Pflanzen wurden nach der Anzucht in Sterilkultur (s. 2.2.1.2) zu
viert in Topfe (& 10 cm) auf Erde pikiert und bis zur Bliite angezogen. Nach der Resektion
der Primérinfloreszenzen wurden die Pflanzen nach der Ausbildung zahlreicherer
Sekundirinfloreszenzen fiir die Transfektion eingesetzt.

In einem Vakuumexsiccator wurden Weckgldser mit Agrobakteriensuspension in
Infiltrationsmedium (s. 2.2.2.2.5) gestellt und die Pflanzen kopfiiber mit den
Infloreszenzen in die Suspension getaucht. Mit einer Wasserstrahlpumpe wurde 15 bis 20
min Vakuum angelegt und der Exsiccator danach ziigig beliiftet. Die infiltrierten Pflanzen
wurden in den ersten vier Tagen der weiteren Anzucht unter einer Kunststoffpikierhaube

gehalten und die Samen am Ende der Reproduktiven Phase geerntet.

2.2.2.2.7. Selektion von A. thaliana T-Generationen

Die Oberflachensterilisation der Arabidopsis-Samen (s.2.2.1.1) und Sterilkultur der
Pflanzen (s. 2.2.1.2) erfolgte wie oben dargestellt, allerdings wurde dem MS-Medium nach
dem Abkiihlen neben dem Selektionsantibiotikum auch Cefatoxim (500 pg/ml) zugefiigt,

um das Wachstum der Agrobakterien in der Sterilkultur einzuddmmen.

2.2.2.3. Transformation von Saccharomyces cerevisiae

2.2.2.3.1. Herstellung und Transformation kompetenter S. cerevisiae-Zellen

10 pl einer Hefestammkultur des Stammes INVScl wurden auf YPD-Platten ausgestrichen
und ein bis zwei Tage bei 30°C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden in 10 ml YPD-
Medium iiberimpft und iiber Nacht unter Schiitteln bei 30°C herangezogen. Am néchsten
Tag wurde die Ubernachtkultur in einem Volumen von 50 ml YPD auf eine AE = 0,4
(A =600 nm) verdiinnt und weitere 2 bis 4 h unter Schiitteln bei 30°C inkubiert.

Die Zellen wurden dann auf sterile 50 ml-Polypropylenréhrchen aufgeteilt und 5 min in
einer Bodenzentrifuge (Hermle ZK 364, Kontron) bei 1.500 xg sedimentiert und in 40 ml
1 x TE resuspendiert. Die Zellen wurden wie zuvor sedimentiert, in 2 ml 1 x LiOAc/
0,5 x TE aufgenommen und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Fiir jeden

Transformationsansatz wurden 100 pl dieser Suspension mit 1 pl Plasmid-DNA und 10 pl
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Tréger-DNA (10 mg/ml denaturierte Heringsspermen-DNA) in einem sterilen 1,5 ml-
Reaktionsgefall vermischt, 700 pl 1 x LiOAc/ 40 % PEG-3350/ 1 x TE hinzugegeben und
das Reaktionsgefdll griindlich invertiert. Danach wurden die Transformationsansitze fiir
30 min bei 30°C inkubiert, bevor 88 pul DMSO zugegeben und die Suspension sorgfaltig
durchmischt wurde. AnschlieBend wurden die Hefezellen einem siebenminiitigen
Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt und 10 s anzentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgehoben, die Zellen in 1 ml 1 x TE resuspendiert, in gleicher Weise sedimentiert, in
100 ul 1 x TE aufgenommen und auf SC/-Ura-Platten zur Selektion auf fehlende Uracil-

Auxotrophie in den Transformanden ausgestrichen.

YPD-Medium:
1 % (W/v) Bactopepton

0,5 % (w/v) Hefeextrakt
2 % (W/v) Glukose

Das Medium wird vor dem Gebrauch autoklaviert.

YPD-Platten:
YPD-Medium mit 2 % (w/v) Bacto-Agar (Difco).

1 x TE-Puffer:
10 mM Tris/ HCI, pH 7,4

I mM EDTA

Die Losung wird autoklaviert.

1 x LiOAc/ 0.5 x TE

5 mM Tris/ HCIL, pH 7,5
100 mM Lithiumacetat
0,5 mM EDTA

1 x LiOAc/ 40% PEG-3350/ 1 x TE:

10 mM Tris/ HCL, pH 7,5
100 mM Lithiumacetat
1 mM EDTA

40% (w/v) ~ PEG-3350
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SC/-Ura-Platten:
0,67 % (w/v) Yeast Nitrogen Base

5% (v/v) 40% (w/v) Glukoselosung, sterilfiltiert
1% (v/v) 10 x Dropout -Ura
2% (W/v) Bacto-Agar

10 x Dropout -Ura:

0,03 % (w/v) Isoleucin
0,15% (w/v) Valin

0,02 % (w/v) Adenin
0,02 % (w/v) Arginin
0,02 % (w/v) Histidin

0,1 % (w/v) Leucin
0,03 % (w/v) Lysin

0,02 % (w/v) Methionin
0,05 % (w/v) Phenylalanin
0,2 % (w/v)  Threonin
0,02 % (w/v) Tryptophan

Soll auf andere Auxotrophien hin selektiert werden, so kdnnen dem 10x Dropout
ein oder mehrere der anderen Bestandteile vorenthalten werden und dafiir 0,02 %

(w/v) Uracil beigemischt werden.

2.2.2.3.2. Expression rekombinanter Hisc-PPDK in S. cerevisiae

Kolonien die auf SC/-Ura-Platten (s. 2.2.2.3.1) gewachsen waren wurden in 15 ml
SC/-Ura-Medium mit 2 % (w/v) Glukose liberimpft und iiber Nacht unter Schiitteln bei
30°C inkubiert.

Am nichsten Tag wurde die Dichte der Ubernachtkultur photometrisch bei A = 600 nm
bestimmt, und das Volumen berechnet, welches zum Erreichen eines AE von 0,4 in 50 ml
Induktionsmedium nétig war. Ein entsprechendes Aliquot der Ubernachtkultur wurde
5 min bei 1.500 xg bei 4°C zentrifugiert (Hermle ZK364, Kontron), der Uberstand
verworfen und die Hefezellen in 50 ml Induktionsmedium, SC/-Ura mit 2 % (w/v)
Galaktose anstelle von Glukose, aufgenommen. Die Proteinexpression wurde iiber einen
Inkubationszeitraum von 20 h bei 30°C unter Schiitteln induziert. Dieser Zeitraum hatte

sich in Vorversuchen als optimal fiir die Induktion der eingebrachten Proteine erwiesen.
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Induktionsmedium:

0,67 % (w/v) Yeast Nitrogen Base

5% (v/v) 40% (w/v) Galaktoseldsung, sterilfiltiert
1% (v/v) 10 x Dropout —Ura

2.2.2.3.3. Affinititsreinigung His¢-gekoppelter Proteine aus Hefe iiber NiINTA

Nachdem die Extinktion der Induktionskulturen bei A = 600 nm anhand eines
entnommenen Aliquots bestimmt worden war, wurden die Hefezellen 5 min bei
3.000 U-min' sedimentiert und in 1,5 ml-ReaktionsgefiBen mit Puffer A auf eine
Extinktion bei A = 600 nm von 50,0 gebracht. Danach wurde die 4fache Menge (w/w)
sduregewaschene Glasperlen hinzugegeben, gut durchmischt und die Zellen dann bei 4°C
im Kiihlraum in einem Zellhomogenisator (Braun, Melsungen) aufgeschlossen. Alle
weiteren Schritte erfolgten ebenfalls im Kiihlraum. Nach dem ZellaufschluB3 wurde das
gleiche Volumen Puffer A hinzupipettiert, die Suspension homogenisert und 8§ min bei
2.300 U-min™ zentrifugiert. Die Uberstinde werden schlieBlich auf identische Ansitze
aufgeteilt.

Maximal 750 pl des Uberstandes werden zum Bodensatz von 150 ul NiNTA-Agarose-
Suspension (Qiagen, Hilden) gegeben, die zuvor Smal mit 1 ml Puffer A &dquilibriert
wurde, wobei die NiNTA-Agarose-Partikel nach jedem Resuspendieren durch 10 s
Anzentrifugieren wieder abgesetzt wurden. Das Gemisch aus NiNTA-Agarose und
Hefelysat wurde resuspendiert und 1 h iiber Kopf geschiittelt.

Die Suspension wurde 15 s anzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und das Sediment
flinfmal mit 1 ml Puffer A gewaschen. Nach jedem Resuspendieren wurde das
Siulenmaterial erneut 15 s anzentrifugiert. Bei Bedarf wurden Aliquots der Uberstinde zur
Uberwachung der Wasch- und Elutionsschritte mit dem gleichen Volumen 2 x SB versetzt
und bis zur Analyse per SDS-PAGE (s. 2.2.4.1) bei Raumtemperatur gelagert. Das Hisg-
gekoppelte Protein wurde anschlieBend 6 mal mit 250 pl Puffer B von der NiNTA-Agarose
eluiert und korrespondierende Doppelproben vereinigt.

50 upl der Eluate wurden mit dem gleichen Volumen 2 x SB versetzt und bis zur
elektrophoretischen Auftrennung bei Raumtemperatur gelagert. Zu den restlichen 450 pl
der Eluate wurden 700 pl Mix C gegeben, die Reaktionsgefale sorgfiltig invertiert und bis
zur Verwendung in PPDK-Aktivitétstests (s. 2.2.5.11.6) bei —20°C aufbewahrt.
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Puffer A:
20 mM

150 mM

75 mM

S mM

0,1 % (W/v)
10 % (w/v)
1 % (v/v)
0,5 % (v/v)

Puffer B:
60 mM

150 mM
100 mM
0,1 % (w/v)
1 % (v/v)
0,5 % (v/v)

2xSB:
125 mM
20 % (v/v)
4% (W/v)
3 % (W/v)

Tris/HCI, pH 7,2

NaCl

NaH,PO4

Imidazol

Triton-X-100

Glyzerin

PMSF-Stammldsung (50 mg/ml Ethanol)
Protease-Inhibitor-Cocktail fiir Pflanzenextrakte (Sigma-Aldrich,

Deisenhofen)

NaH,POg, pH 6,8

Imidazol

NaCl

Triton-X-100

PMSF-Stammldsung (50 mg/ml Ethanol)
Protease-Inhibitor-Cocktail fiir Pflanzenextrakte (Sigma-Aldrich,

Deisenhofen)

Tris/HCI, pH 6,8
Glyzerin

SDS

DTT

0,005 % (w/v) Bromphenolblau

Mix C:
10 mM
10 mM

DTT
MgClz
in 86%igem Glyzerin
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Siuregewaschene Glasperlen:

Die Glasperlen (J 0,5 mm) wurden in 0,1 M HCl gewaschen und durch

mehrfaches Spiilen mit HOg4q4 neutralisiert.

2.2.2.34. Verlauf der Aufreinigung der Hiss-PPDK

Die beiden von Prof. Peter Westhoff (Institut fiir Entwicklungs- und Molekularbiologie der
Universitdt Diisseldorf) zur Verfiigung gestellten Partialklone der PPDK aus der Cs-
Pflanze Flaveria pringlei wurden zusammengefiigt, nach dem Austausch der Prisequenz
gegen eine N-terminale Hisg-Affinitidtskupplung des Vektors pYES2 (Invitrogen,
Groningen, NL, s. 2.1.3) zur Uberpriifung des Leserasters sequenziert und in Hefe
(S. cerevisiae) transformiert. Der Reinigungsverlauf der iiberexprimierten rekombinanten
Flaveria pringlei-PPDK eines Molekulargewichtes von 100 kDa iiber NiNTA-Agarose
wurde immunologisch mit anti-Hexahistidin-Antikorpern verfolgt (s. Abb. 2.1) und die
spezifischen Aktivititen sowie die Volumenaktivititen der Eluate gemessen (s. Tab. 2.1).
Das rekombinante PPDK-Protein konnte in ausreichender Reinheit und mit spezifischen
Aktivititen von bis zu 0,83 U-mg Protein” und Volumenaktivititen zwischen 16 und

29 mU-ml Extrakt” gewonnen werden (s. Tab. 2.1)

Abb. 2.1 Immunologische Verfolgung der Affinitétsreinigung der rekombinanten Hisg-PPDK von F. pringlei
aus Hefe. Der Pfeil zeigt eine GroBe von 100 kDa an. Spur 1: Uberstand des Hefeextraktes nach der
Sedimentierung der Ni-NTA-Agarose, Spur 2 bis 6: Ni-NTA-Agarose-Eluate 1 bis 5.
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Spezifische PPDK-Aktivitdt | Volumenaktivitat
Spur (U-mg Protein™) (mU-ml ™)

1 0 0

2 0,032 17,6
3 0,087 23,7
4 0,251 29,0
5 0,333 15,9
6 0,832 19,2

Tab. 2.1 Spezifische Aktivititen und Volumenaktivititen der aus Hefeextrakten gereinigten rekombianten F.

pringlei-PPDK. Die Numerierung der Eluate entspricht der in Abb. 2.1.

Die gereinigte Hise-PPDK wurde auf 50% Glyzerin gebracht und bei —20°C gelagert.
Aliquots der Priaparationen wurden bis zu sechs Monate spiter ohne deutlichen Verlust an
Aktivitit fir die Synthese von [2-'*C]-PEP aus [2-'*C-Pyruvat] (s. 2.2.5.10) oder als

Positivkontrolle fiir PEP-Synthetase-Aktivititsmessungen herangezogen.

2.2.3. Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1. Molekularbiologische Standardmethoden

Molekularbiologische Standardmethoden wie Priaparation von Plasmid-DNA, Behandlung
von DNA mit Restriktionsendonukleasen, RNasen, Ligasen, Phosphorylasen, Polymerasen
oder Kinasen, sowie die Agarose-Gelelektrophorese von DNA wurden wie in Ausubel et

al. (1997) beschrieben durchgefiihrt.

2.2.3.2. Schnellpriparation genomischer DNA aus Pflanzengewebe

Mit der DNA-Schnellpraparation nach Edwards et al. (1991) kann zwar relativ unreine,
aber PCR-fdhige genomische DNA aus kleinen Mengen Pflanzengewebe extrahiert und
angereinigt werden.

Mindestens 10 mg Blattmaterial wurde in 1,5 ml-Reaktionsgefdle geerntet und in
flissigem Stickstoff schockgefroren und evtl. bis zur Aufarbeitung bei —80°C gelagert.

Das Blattmaterial wurde in den Hohlungen von Mikrotiterplatten mit Plastikpistillen
gemorsert und nach Zugabe von 400 pl AufschluBpuffer 5 s gevortext (gestrudelt), in
1,5 ml-Reaktionsgefdfle iiberfiihrt und maximal 1 h bei Raumtemperatur bis zur

Aufarbeitung weiterer Proben stehengelassen. Gewebetriimmer wurden 1 min bei
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13.000 U-min™" (17.900 xg) sedimentiert und 300 pl der Uberstinde mit dem gleichen
Volumen Isopropanol in neuen ReaktionsgefaBen vermischt. Nach 2 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die GefiBe 5 min bei 13.000 U-min™" (17.900 xg) zentrifugiert,
die Uberstinde verworfen und die Sedimente unter der Sterilbank getrocknet. Die

getrockneten Sedimente wurden in 100 ul 1 x TE (s. 2.2.2.3.1) aufgenommen und bis zur

PCR-Analyse bei —20°C aufbewabhrt.

2.2.33. Durchsicht von transgenen Pflanzenpopulationen iiber PCR

Zwei pl der unter 2.2.3.2 gewonnenen genomischen Pflanzen-DNA wurden in Standard-
PCR-Reaktionen von jeweils 20 pul Gesamtvolumen unter Einsatz eines genspezifischen
und eines zum Promotorbereich des Konstruktes homologen Oligonukleotids auf die
Gegenwart des gewiinschten Konstruktes hin iiberpriift. Nach Beendigung des PCR-
Programms (s.u.) wurden die enzymatischen Reaktionen durch Zugabe von 1/5 Volumen
5 x Stop-Puffer (s. 2.2.2.1.5 ) abgestoppt. Positive Nachweisreaktionen zeichneten sich
durch eine Bande der erwarteten GroBe zwischen 800 und 100 bp bei der anschlieBenden
elektrophoretischen Auftrennung der Reaktionen aus.

Um die PCR-Tauglichkeit der eingesetzten DNA-Priparationen nachzuweisen wurde in
Parallelansdtzen aus jeder DNA-Probe ein 1100 bp-Fragment des AtPPT2 mit

entsprechenden Oligonukleotiden amplifiziert.

PCR-Reaktion:
1/10 Vol genomische DNA (nach 2.2.3.2)

0,1 mM dNTPs, jeweils
0,5 uM Oligonukleotid 1 (genspezifisches Oligonukleotid)
0,5 uM Oligonukleotid 2 (auf den Promotorbereich des Konstruktes

passendes Oligonukleotid)
1/10 Vol 10 x Reaktionspuffer
11U Taqg-Polymerase (Qiagen, Hilden)
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Standard-PCR-Programm:

2min  93°C

455  93°C |

45s  48°C t 40 Zyklen
80s  72°C J

10 min 72°C

oo 18°C

" Die Temperatur fiir die Anlagerung der Oligonukleotide an die Matrizen-DNA
hiangt von der Basensequenz der verwendeten Oligonukleotid-Paare ab. Im Rahmen
der vorliegenden Arbeit wurde bei allen eingesetzten Oligonukleotid-Paaren eine

Anlagerungstemperatur von 48°C gewéhlt.

2.2.34. Priparation von RNA aus Pflanzengewebe

Pflanzliche RNA wurde sowohl bei der Weiterverwendung fiir RNA-Blots als auch als
Ausgangspunkt fiir die Herstellung von radioaktiv markierten cDNA-Sonden nach der
Methode von Eggermont et al. (1996) isoliert und gereinigt. Wihrend der gesamten
Priparation wurde der Hautkontakt mit Einwegmaterialien vermieden.

Mindestens 20 mg gefrorenes Blattmaterial wurde in einem mit fliissigem Stickstoff
vorgekiihlten Morser pulverisiert, in 1 ml eines 1:1-Gemisches aus Extraktionspuffer und
PCI aufgenommen und bis zum Auftauen weitergemorsert. Die Suspension wurde in
1,5 ml-Reaktionsgefiafe liberfiihrt, maximal 15 min auf Eis inkubiert und dann 5 min zur
Phasentrennung bei 10.000 xg zentrifugiert. Der wiBrige Uberstand wurde abgenommen
und in frische Reaktionsgefile liberfiihrt, das gleiche Volumen PCI hinzugegeben und die
Gefidlle 30 s geschiittelt. Die Phasentrennung wurde durch zweiminiitiges Zentrifugieren
bei 10.000 xg herbeigefiihrt, die Oberphase zum gleichen Volumen CI gegeben und wie
vor geschiittelt und zentrifugiert. Zum wiBrigen Uberstand wurde ~ Volumen 8 M LiCl
gegeben, die Proben 1 h bei — 20°C inkubiert und die RNA danach 10 min bei 10.000 xg
sedimentiert. Das Sediment wurde mit 400 pl 70 %igem Ethanol gewaschen und das
Ethanol moglichst vollstindig abgenommen. Ethanolreste wurden unter dem Abzug
verdampft, das getrocknete Sediment in 40 ul DEPC-H,Oy4q4 resuspendiert und bei —20°C
gelagert.
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Extraktionspuffer:
100 mM NaOAc
1 mM Na-EDTA

4% (W/v) SDS

DEPC-H,0:
0,2 % (v/v) DEPC

Das Gemisch wurde 1 h geriihrt und danach autoklaviert.

8 M LiCl:
&M LiCl
0,2 % (v/v) DEPC

Das Gemisch wurde 1 h geriihrt und danach autoklaviert.

PCL:
H,0-gesittigtes Phenol (s.u.) : Chloroform : Isoamylalkohol (v/v/v) 25 : 24 : 1

CIL:

Chlorofrom : Isoamylalkohol (v/v) 24:1

H,0O-gesittigtes Phenol:

Kristallines Phenol wurde in der gleichen Masse H,O4q aufgenommen, 3 h geriihrt,
in einen Scheidetrichter tiberfithrt und die untere organische Phase nach der

Phasentrennung weiterverwendet und in getonten Glasgefillen gelagert.

2.2.3.5. Elektrophorese von RNA

Da die Konformation von Nukleinsduren entscheidend Laufeigenschaften bei der
Elektrophorese beeinfluBt, muBl bei einzelstringigen RNA-Molekiilen durch
denaturierende Agentien wie Formamid und Formaldeyd wie in der von Lehrach et al.
(1977) entwickelten Methode sichergestellt werden, dal3 alle identischen RNA-Molekiile
auch wihrend der Elektrophorese eine uniforme Konformation aufweisen.

Es wurden sowohl Auftrennungen in RNA-Gelen zur Quantifizierung der RNA als auch

praparative RNA-Gele zur Verwendung in RNA-Blot-Experimenten (s. 2.2.3.8) eingesetzt.
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Von jeder Probe wurden fiir analytische Gele 45 pl Beladungsmix bzw. 95 pl
Beladungsmix fiir priparative Gele vorbereitet. Die Ansédtze wurden 15 min bei 65°C
inkubiert und anschlieBend sofort auf Eis gestellt. Jeder Probenansatz wurde nachfolgend
mit 5 pl Ethidiumbromidldsung (1 mg Ethidiumbromid/ml) versetzt und der Inhalt des
ReaktionsgefdBes kurz durchmischt. Danach wurden die Ansdtze wenige Sekunden
anzentrifugiert, die Proben auf Eis zwischengelagert und auf ein 1%iges RNA-Agarosegel
aufgetragen.. Die elektrophoretische Auftrennung der RNA erfolgte bei 130V fiir ca. 1,5 h.
Das Gel wurde nach Abschlufl des Laufes wie unter 2.2.3.7 beschrieben bearbeitet und
ausgewertet.

RNA-Agarosegel (1%):

1% (W/v) Agarose

12 ml 10 x RB

8 ml Formaldehyd ad 120 ml HyOpigest.

Die Agarosesuspension wurde in der Mikrowelle aufgekocht, nach dem Abkiihlen

wurden 10 x RB und Formaldehyd zugegeben. Der Laufpuffer ist 1 x RB.

10 x RB:

200mM MOPS, pH 7,0 / NaOH
30mM NaOAc

SmM EDTA in HyOpidest.

Beladungsmix fiir RNA-Agarosegele (pro Ansatz):

6,25 ul Formaldehyd
20 ul deionisiertes Formamid
Sul 10x RB ad 45 pl bzw. 95 pl (s.0.) RNA-Losung

Formamid, deionisiert:

Formamid wurde mit 3,3% (w/v) AG 501-X8 Kationenaustauscherharz fiir 30 min

geriihrt und anschlieBend bei Raumtemperatur gefiltert.

2.2.3.6. Photometrische Quantifizierung von RNA

Wie auch DNA absorbiert RNA maximal bei einer Wellenldnge von A = 260 nm. Aus der
Absorption der Losungen bei A = 260 nm kann unter Kenntnis des

Extinktionskoeffizienten der RNA bei dieser Wellenlinge die RNA-Konzentration
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berechnet werden. Verunreinigungen durch Proteine, Kohlenhydrate, Phenol, sowie
Phenolderivate werden tiber die Absorption der Losungen bei A =280 nm und A = 230 nm
abgeschitzt. Der Quotient Ao/ Azgo sollte bei reinen RNA-Losungen zwischen 1,6 und
1,7 liegen. Der MeBwert bei A = 230 nm sollte ebenso wie der bei A = 325 nm moglichst
gering sein. Eine Extinktionsdifferenz (AE) von 0,025 entspricht einer RNA-Konzentration
von 1 pg/ ml Lésung. Die Kenntnis der Konzentration von RNA-Préparationen ist fiir den

korrekten Einsatz von RNA-Mengen fiir nachfolgende Experimente wichtig.

Ein Volumen von 1 pl der RNA-Préaparationen wurde mit DEPC-H,O (s. 2.2.3.4) 1:200
verdiinnt und die Bestimmung der Extinktion erfolgte bei den Wellenldngen A = 230 nm,
A =260 nm, A =280 nm und A = 325 nm am Photometer (Ultrospec III, Pharmacia,
Freiburg). Die MeBwerte wurden durch eine zuvor mit 200 ul DEPC-H,O aufgenommenen
Grundlinie iiber den gesamten MeBbereich der H-Lampe korrigiert. Aufgrund der
bisweilen auftretenden beachtlichen Verunreinigungen der Proben mit Kohlenhydraten
wurden zur Einstellung von gleichen RNA-Mengen fiir weiterfithrende Experimente die

Quantifizierung nach 2.2.3.7 vorgezogen.

2.2.3.7. Abschiitzung von Nukleinsiurekonzentrationen in Agarosegelen

Ethidiumbromid hat die Eigenschaft zwischen die Basen von Nukleinsduren zu
interkalieren. Der urspriinglich im Stapel vorliegende, thermodynamisch favorisierte
Abstand zwischen den hintereinanderfolgenden Basen wird dadurch geédndert, das
betreffende Molekiil, entweder RNA oder DNA, wird gestreckt. Der so gebildete Komplex
kann durch UV-C-Licht zur Fluoreszenz im Orangebereich angeregt werden. Die Anzahl
emittierter Quanten ist nach Sharp et al. (1973) proportional zur Anzahl der
Nukleinsduremolekiile an der entsprechenden Stelle im Agarosegel und kann
densitometrisch analysiert werden.

Die Agarosegele wurden nach der Beendigung des Gellaufes aus der
Elektrophoresekammer entfernt, auf einen UV-Tisch plaziert und mit einem
Bildbearbeitungsgerit (Intas, Gottingen) photografisch dokumentiert. Die resultierenden
Bilder wurden als TIFF-Dateien gespeichert, die mit Hilfe des Programmes N/H Image
Quant 1.60/ppc ausgewertet werden konnten. Dabei konnte iiber die Verteilung der
Pixeldichte (= Helligkeit) in den jeweiligen Gelspuren integriert und die Flichen unter den
interessanten Banden durch das Programm berechnet und zueinander in Relation gesetzt

werden.
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Durch die densitometrische Analyse der rRNA-Banden konnten etwa gleiche Mengen
RNA fiir den Transfer auf Nitrozellulose-Membranen (s. 2.2.3.8) oder die Anreicherung
von mRNA (s. 2.2.3.12) eingesetzt werden.

DNA-Mengen konnten durch den Vergleich der Quantifizierungsergebnisse der
aufgetragenen Proben mit denen des Molekulargewichtsmarkers bekannter Konzentration
abgeschitzt werden..

Marker fiir DNA-Agarose-Gele:

100 pl 1 kb-DNA-Leiter [1 pg/ul], GibcoBRL
100 pl 10x Stop ad 1 ml H,O44
2.2.3.8. RNA-Transfer von Agarosegelen auf Membranen (RNA-Blot)

Die Ubertragung von RNA auf Nitrozellulosemembranen erfolgt nach Chomczynski
(1992) tiber Hochsalzpuffer (10x SSC) und ist in Standardwerken beschrieben (Ausubel et
al., 1997).

Fiir den Transfer wurden Biodyne B-Membranen (Pall, Portsmouth, UK) und etwa 30 pg
der Gesamt-RNA (s. 2.2.3.4) pro Spur eingesetzt.

2.2.3.9. Herstellung radioaktiv markierter DNA-Sonden

Bei der Herstellung radioaktiv markierter DNA-Fragmente nach Feinberg und Vogelstein
(1983) wird *?P iiber die oi-Phosphatgruppe von o-[**P]-dATP in das Zucker-Phosphat-
Riickgrat enzymatisch synthetisierter Nukleinsduren eingebaut. Die Nukleation der DNA-
Synthese erfolgt dabei an Hexanuklotiden, die statistisch alle 4000 Nukleotide an den

Matrizenstrang binden (random priming).

2.2.3.9.1. Sondensynthese

30 ng isolierter DNA-Fragmente wurden mit 10 pl Oligomarkierungspuffer versetzt und
mit H,Ogyq so aufgefiillt, dal nach Zugabe der restlichen Komponenten ein Gesamtvolumen
von 50 pl in den ReaktionsgefaBBen vorlag. Die Ansédtze wurden fiir 10 min auf 95° C zur
Denaturierung der DNA-Strange erhitzt und danach sofort auf Eis gestellt. Nach dem
Abkiihlen und Anzentrifugieren der Losung wurden 2 ul BSA ([1 pg/pl]) und 2 pl
Klenow-Fragment (Boehringer, Mannheim - [2 U/ul]), sowie 40 pCi [**P]dATP (ICN,
Aurora/ USA) hinzugegeben und die Ansdtze fiir mindestens 2 h bis maximal 6 h bei 37° C
inkubiert.
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Oligomarkierungspuffer:

Der Oligomarkierungspuffer wurde aus drei getrennt angesetzten Ldosungen

hergestellt.

Losung A:

1,25M Tris/HCI pH 8,2
125 mM MgCl,

2 Vol% B-Mercaptoethanol

je0,5mM  dNTPs

Losung B:
2M Hepes/NaOH; pH 6,6

Losung C:
3,6 ng/ul Desoxyhexanukleotide (Boehringer, Mannheim)

Die Losungen A, B und C wurden aliquotiert, bei -20°C gelagert und im

Volumenverhéltnis (v/v/v) 1 :2,5: 1 gemischt.

2.2.3.9.2. Kontrolle der Einbaurate

Die Einbaurate wurde vor Reinigung und Verwendung der Sonden kontrolliert, um dem
Einsatz evtl. zu niedriger spezifischer Aktivititen vorzubeugen. War die Einbaurate zu
gering, so konnte die Inkubationszeit verlangert werden.

1,5 ul der Markierungsreaktionen wurden mit 100 ul H,Og4q4 verdiinnt und die DNA nach
Zugabe von 2 pl Triager-DNA (10 mg/ml Heringsspermen-DNA) mit 130 ul 20%iger
Trichloressigsdure (TCA) fiir 5 min auf Eis gefillt. Nachfolgend wurden die Ansétze 7 min
bei 13.000 U-min" (17.900 xg) zentrifugiert und die Uberstinde vollstindig in neue
Einweg-Reaktionsgefdfe iiberfiihrt. Nun wurde die Radioaktivitdt des Sedimentes und des
wiBrigen Uberstandes mit dem Z#hlrohr gemessen und die prozentuale Verteilung des **P
berechnet. Ab einer Markierungsrate von mindestens 70% wurden die Ansdtze weiter

aufgearbeitet.
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2.2.3.9.3. Reinigung der DNA-Sonden

S200 spin columns (Pharmacia, Freiburg) wurden zum Resuspendieren des
Sdulenmaterials mehrfach invertiert, gedffnet und in Einmal-Reaktionsgefdfle gestellt. Der
Puffer der Siulen wurden durch Zentrifugation fiir 1 min bei 3.100 U-min™' (1.000 xg) mit
leicht gelostem Saulenschraubdeckel abgetrennt Nach dem Auftrag des Restvolumens der
Markierungsansitze wurden Siulen und ReaktionsgefiBe fiir 2 min bei 3.100 U-min”
(1000x g) zentrifugiert, wobei die Sonden in neuen Reaktionsgefdllen aufgefangen wurden.
Die Eluate wurden anschlieBend mit 100 ul HyOg4q4 verdiinnt und wurden fiir 10 min bei
95°C denaturiert, auf Eis gestellt und schlieBlich in das Prahybridisierungsmedium (s.
2.2.3.10) gegeben. Es wurden spezifische Aktivititen zwischen 380 und 510 Ci-pmol”
Sonde (= 2,5 mCi-pg DNA™) erzielt. Alternativ konnten die Eluate nach der Verdiinnung

auch bei -20° C bis zur Verwendung gelagert werden.

2.2.3.10. Hybridisierung radioaktiv markierter DNA-Sonden mit RNA-Blots

RNA-tragende Nitrozellulosemembranen wurden im Hybridisierungsofen unter Rotation
30 min bei 68°C in Church-Puffer prahybridisiert. Die wie unter 2.2.3.9 vorbereitete
radioaktiv markierten DNA-Sonde wurde hinzugefiigt und iiber Nacht bei 58°C

hybridisiert.
Church-Puffer:
0,5M NaH,POy4, pH 7,2
7 % (W/v) SDS
I mM EDTA
2.2.3.11. Waschen der hybridisierten Nitrozellulosemembranen

Am néchsten Morgen wurde die Hybridisierungslosung in ein 50 ml Polypropylen-
Rohrchen tiberfiihrt und bei —20°C bis zur erneuten Verwendung oder bis zum Abklingen
gelagert. Die Membranen wurden jeweils 5 min bei Raumtemperatur mit steigender
Stringenz in 6 x SSC/ 0,5 % SDS, 4 x SSC/ 0,5 % SDS und 2 x SSC/ 0,5 % SDS
gewaschen. Danach werden die Membranen maximal 15 Minuten in 2 x SSC/ 0,5 % SDS
und bei Bedarf weitere Minuten in 1 x SSC/ 0,5 % SDS bei 65°C im Hybridisierungsofen
durchgefiihrt, wobei die auf der Membran verbliebene Radioaktivitidt auch wihrend der

Waschungen mit dem Monitor {iberwacht wurde.
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Die Membranen werden feucht in Gefrierbeutel eingeschweilit und iiber Nacht bis mehrere
Tage auf Bildspeicherfolien des Phosphoimagers (Molecular Dynamics, Krefeld)

exponiert.

2.2.3.12. Anreicherung von mRNA in RNA-Priparationen

Die Anreicherung von mRNA wurde mit dem QuickPrep® Micro Reaktionsbausatz
(Amersham Pharmacia, Freiburg) nach Angaben des Herstellers mit leichten
Modifikationen und unter akribischem Ausschlul mdglicher RNase-Kontaminationen
durchgefiihrt.

Ungefédhr 40 pg Gesamt-RNA wurden aus einer DEPC-H,0O-Losung (s. 2.2.3.4) heraus mit
Extraktionspuffer (Amersham Pharmacia, Bestandteil des Bausatzes) auf 0,4 ml aufgefiillt
und mit 0,8 ml Elutionspuffer (Amersham Pharmacia, Bestandteil des Bausatzes) verdiinnt.
Die Ansitze wurden 1 min bei 14.000 U-min™' (20.800 xg) anzentrifugiert und 1 ml des
Uberstandes auf das Sediment von 1 ml in gleicher Weise zentrifugierter Oligo(dT)-
Zellulose (Amersham Pharmacia, Bestandteil des Bausatzes) pipettiert und 10 min
griindlich durch Invertieren vermischt. Die Oligo(dT)-Zellulose-Partikel wurden durch
kurzes Anzentrifugieren sedimentiert, der Uberstand abgehoben und 1 ml Hochsalzpuffer
(Amersham Pharmacia, Bestandteil des Bausatzes) hinzugegeben. Es schlossen sich
weitere zwei Waschschritte mit Hochsalz- und drei weitere Waschschritte mit
Niedrigsalzpuffer (Amersham Pharmacia, Bestandteil des Bausatzes) an, bei denen die
Oligo(dT)-Zellulose-Partikel wie vor abgetrennt wurden. Das Sediment des letzten
Waschschrittes wurde in 0,3 ml Niedrigsalzpuffer resuspendiert und in leere MicroSpin®-
Sdulchen (Bestandteil des Reaktionsbausatzes, Amersham Pharmacia) transferiert. Die
Saulchen wurden in leere Einweg-Reaktionsgefdlle gestellt und 5 s anzentrifugiert. Das
Sdulenmaterial wurde noch dreimal mit 0,5 ml Niedrigsalzpuffer gewaschen und die
mRNA danach mit 0,2 ml auf 72°C temperiertem Elutionspuffer eluiert. Zum Eluat
wurden 1/10 Volumen 2,5 M KOAc (Amersham Pharmacia, Bestandteil des Bausatzes)
und 1 ml Ethanol gegeben und die mRNA iiber Nacht bei —20°C gefallt und bei Bedarf in

dieser Form bis zur weiteren Verwendung gelagert.

2.2.3.13. Synthese radioaktiv markierter cDNA-Sonden

Die unter 2.2.3.12 gefillte mRNA wurde 5 min bei 14.000 U-min™' (20.800 xg) prizipitiert,
der Uberstand moglichst vollstindig abgenommen und das restliche Ethanol im Abzug

verdunstet. Das getrocknete Sediment wurde in 5 ul RNase-freiem H,O aufgenommen,
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5 ul Oligo(dT) 1218 (1 pg/ ul) hinzugegeben, das Gemisch 10 min bei 70°C denaturiert und
unmittelbar danach auf Eis gestellt. In die Reaktionsgefifle wurden dann 5 pl
5 x Erststrangpuffer (GibcoBRL, Karlsruhe), 2,5 ul 0,1 M DTT (Gibco BRL, 1 ul dNTP-
Mix und 50 pCi o-[**P]-dATP (unstabilisiert, ICN, Eschwege) hinzupipettiert und die
Ansdtze 5 min bei 42°C inkubiert. Pro Ansatz wurden 100 U M-MLV-Reverse
Transkriptase (Promega, Mannheim) hinzugefiigt und die Sondensynthese erfolgte dann
fiir 75 min bei 42°C. Die Reaktionen wurden 15 min bei 70°C abgestoppt und die RNA-
Matrizen 30 min bei 37°C mit 2 U RNase H abgebaut. 1 ul Aliquots der Proben wurden
einem Einbautest (s. 2.2.3.9.2) unterzogen. Die cDNA-Sonden wurden ab einer Einbaurate
von 15 % verwendet und wie unter 2.2.3.9.3 beschrieben fiir die Hybridisierung mit den
Membranen vorbereitet. Die eingesetzten spezifischen Aktivititen lagen zwischen 10 und

32 Ci-nmol™ Sonde (= 25 bis 90 uCi-pg cDNA™).

2.2.3.14. Herstellung von Membranen fiir die Transkriptomanalyse

Mit Hilfe des TBlastN-Algorithmus wurden ESTs aus A. thaliana aufgrund ihrer
Homologie zu annotierten Genen aus A. thaliana und anderen Dikotyledonen ausgesucht
und die zugehorigen Stammkulturen der A-PRL2- und CD4-EST-Banken vom ABRC
(Ohio State University, Columbus, Ohio) geordert. Homologiezuordnungen wurden als
solche akzeptiert, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeiten dafiir statistisch kleiner als 10
waren.

Vom ABRC bezogene E. coli-Stammbkulturen (s. Anhang 8.1) wurden bei —80°C gelagert
und bei der Herausnahme der Mikrotiterplatte zum Ausstreichen der Kulturen auf
Selektions-Platten auf Trockeneis gestellt. Mit einer Impfose wurde dann etwas Substanz
der gefrorenen Stammkultur auf LB-Amp-Platten (s. 2.2.2.1.1) ausgestrichen und diese
iiber Nacht bei 37°C bebriitet. Fiir jede Ausgangsstammkultur des ABRC wurde eine
Kolonien wie in 2.2.2.1.1 beschrieben vermehrt, Stammkulturen dieser Kolonien angelegt
(s. 2.2.2.1.1) und Plasmid-DNA (s. 2.2.3.1) gewonnen. In Sequenzreaktionen (2.2.3.23)
wurde die Ubereinstimmung der amplifizierten Fragmente mit den EST-Sequenzen aus der
Datenabanksuche verifiziert. Die DNA-Konzentrationen der Plasmid-Praparationen
wurden dann densitometrisch (s. 2.2.3.7) bestimmt, auf 200 pg DNA/ul verdiinnt, in
mehrere Mikrotiterplatten nach feststehendem Schema aliquotiert und die Mikrotiterplatten
bei —20°C bis zur Verwendung gelagert. Die unverdiinnten Plasmid-Préparationen wurden

parallel gleichsam aufbewahrt.
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Membran
L ——

Abb. 2.2 oben: Einzelteile der Auftragsapparatur zur Herstellung der Membranen fiir die
Transkriptomanalyse. Die Membranen wurden in 0,2 M NaOH getriankt und zwischen den beiden obersten
Blocken eingesetzt (s. beschrifteter Pfeil), die Knebelverschliisse geschlossen, die Proben wie im unteren Teil
der Abbildung gezeigt aufgetragen, und schlieBlich ein Vakuum angelegt (Stutzen fiir den Anschlul3 der

Vakuumpumpe s. Pfeil links).

1 ul der aliquotierten Plasmid-DNA-Verdiinnungen (200 pg/ pl) wurden in PCR-
Reaktionen eines Gesamtvolumens von 100 pl mit geeigneten Primern (s.u.) aus den MCS
der entsprechenden Vektoren amplifiziert, 1/100 Vol der PCR-Ansédtze zur Kontrolle auf

Agarosegelen aufgetrennt und die Konzentration der Fragmente anhand der
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densitometrischen Analyse der Bandenintensititen (s. 2.2.3.7) bestimmt. Ein Volumen, das
jeweils 1 ug der PCR-Fragmente entsprach, wurde mit Applikationslosung auf 330 pl
aufgefiillt und fiir den punktformigen Auftrag auf mit 0,2 M NaOH benetzten Hybond N"-
Membranen (Amersham, Chalfont, GB) einer Serie verwendet. Jede Membranserie bestand
aus einem Paar vollstindiger EST-Fragment-Sitze, die auf jeweils drei Membranen nach
GroBenklassen - 1) 400 — 900 bp; II) 900 — 1200 bp; IIT) 1200 — 3000 bp - aufgeteilt
waren.

80 ul der Applikationslosungen wurden manuell mit ausgezogenen Kristallspitzen
(Sorenson, Salt Lake City, USA) an zwei verschieden Positionen der Membranen
aufgetragen, die in eine selbstgefertigte Auftragsapparatur (s. Abb. 2.2, Werkstatt des
Botanischen Instituts, Koln) eingespannt waren. Mit den Applikationslosungen aus einer
PCR-Reaktion konnten also jeweils Doppelauftrige auf zwei Membranen bestritten
werden, von denen eine bei der Transkriptomanalyse fiir die Kontrollinie und eine fiir die
Mutante bzw. Komplementande eingesetzt wurde.

Mit Hilfe einer Membranpumpe wurde 2 min lang ein Unterdruck an die Auftragsapparatur
angelegt, sobald alle Positionen der Membran beschickt waren. Die Membranen wurden
aus der Apparatur ausgespannt, 2 h bei 80°C gebacken und anschliefend ohne weitere
Behandlung fiir die Hybridisierungen mit Oligonukleotid-Sonden (2.2.3.18) zur
Uberpriifung des gleichmiBigen Auftrags oder ¢cDNA-Sonden (2.2.3.15) zur

Transktiptomanalyse eingesetzt.

PCR-Reaktion:

1 ul Plasmid-DNA (200 pg/ul)

20 uM dNTPs, jeweils

50 nM Oligonukleotid 1 (T7-pBSC-SK)

50 nM Oligonukleotid 2 (A-PRL2-Klone: EMBL3-SP6

CD4-Klone: T3-pBSC-SK)
1/10 Vol 10 x Reaktionspuffer
11U Taq-Polymerase (Qiagen, Hilden)
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PCR-Programm:

2min  93°C
45s  93°C |
45s  60°C t 40 Zyklen
80s  72°C J
10 min 72°C
oo 18°C
Applikationslésung:
1/160 Vol 0,04 % (w/v) Bromphenolblau in 1 M Tris/ HCL, pH 7,5
0,2 M NaOH
2.2.3.15. Hybridisierung von Membranen mit radioaktiv markierten cDNA-
Sonden

Die nach 2.2.3.14 hergestellten Membranen wurden ohne weitere Vorbehandlung mit der
DNA-tragenden Seite nach oben in Hybridisierungsrohrchen gesteckt. Diese wurden mit
25 ml APH gefiillt und anschlieBend 2 h im Hybridisierungsofen bei 65° C zur
Prahybridisierung rotiert. Die denaturierten cDNA-Sonden (s. 2.2.3.13) wurden jeweils auf
drei Hybridisierungsrohrchen aufgeteilt, die gemeinsam den kompletten Satz der EST-
Fragmente abdeckten.

Die Hybridisierung erfolgte iiber Nacht bei 65° C unter Rotation der
Hybridisierungsrohrchen. Die fiir die Hybridisierung eingesetzte Aktivitit lag zwischen 80
und 160 nCi-cm™> Membranfliche. Jede Membran wurde nur einmal fiir eine

Hybridisierung mit cDNA-Sonden eingesetzt.

APH:

4 ml 20 x SSC

1 ml 100 x Denhardt‘s

1% (W/v) SDS

400 pl Heringsspermen-DNA (10 mg/ml)

ad 100 ml Hzodd
Die Heringsspermen-DNA wird erst kurz vor der Verwendung 10 min bei 95° C

denaturiert und in die auf 65° C vorgewiarmte Losung gegeben.
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100 x Denhardt*s:

2% (wW/v) Ficoll 400
2% (wW/v) PVP

2% (wW/v) BSA

Die Losung wurde steril filtriert (FP030/2; 0,45 um Porendurchmesser, Schleicher
& Schuell, Dassel) und danach aliquotiert bei -20° C gelagert.

20 x SSC:

3M NaCl

0,3 M Natrium-Citrat
pH 7,5 / NaOH

Die Losung wurde vor Gebrauch autoklaviert.

2.2.3.16. Waschen mit radioaktiv markierten cDNA-Sonden hybridisierter

Membranen

Die benutzten Hybridisierungsmedien wurden nach Beendigung der Hybridisierung wie
unter 2.2.3.11 beschrieben bis zum Abklingen der Radioaktivitit gelagert. Die Ablosung
unspezifisch an die Membran gebundener Sonden erfolgte durch jeweils zwei
Waschschritte bei 65°C mit 2x SSC/ 0,1% SDS bei 65°C und 1x SSC/ 0,1% SDS. Die an
den Membranen verbliebene Radioaktivitdt wurde wiahrend der Waschungen mit einem
Ziahlrohr tiberwacht. Die Membranen wurden feucht und luftblasenarm in Gefrierfolie
eingeschweillt und zur Visualisierung und weiteren 2 d auf Bildspeicherfolien des

Phospholmagers (s.2.2.3.11) exponiert.

2.2.3.17. Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden

Oligonukleotide wurden mit Hilfe des Oligonucleotide Labelling Kit (MBI Fermentas, St.
Leon-Rot) radioaktiv mit **P am 5¢-Ende markiert und unter Zuhilfenahme des QI4quick
Nucleotide Removal Kit Reaktionsbausatzes (Qiagen, Hilden) aufgereinigt. Die
Markierung mit P erhielt aufgrund geringerer Uberstrahlungseffekte benachbarter Signale
den Vorzug gegeniiber einer Markierung mit **P. AuBerdem behinderten nicht ganz
vollstindig von den Membranen entfernte Oligonukleotid-Sonden die spitere

Hybridisierung mit **P-markierten cDNA-Sonden vergleichsweise gering.
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In jeden Markierungsansatz wurden 5 pmol T7-pBSC-SK-Primer (s. 8.2), 1/10 Volumen
10 x Puffer B (MBI Fermentas, Bestandteil des Reaktionsbausatzes), 4 ul PEG-6000 (MBI
Fermentas, Bestandteil des Reaktionsbausatzes), 1 pl Bakteriophagen T4-Kinase (MBI
Fermentas, Bestandteil des Reaktionsbausatzes) und 60 pCi [y->>P]-ATP (ICN, Eschwege)
gegeben, mit H,Oq4q4 auf 20 pl Reaktionsvolumen aufgefiillt und 30 min bei 37°C inkubiert.
Danach wurden 80 pl PN-Puffer (Bestandteil des Qiagen-Reaktionsbausatzes)
hinzupipettiert und wie vom Hersteller angegeben aufgereinigt (QIAquick Spin Handbook
01/99, S. 22/3).

Um den Einbau des markierten Phosphats quantifizieren zu kénnen wurden 1 pl [y-P]-
ATP Stammaktivitdt 1:500 verdiinnt und verschiedene Volumina dieser Losung im
Szintillationszéhler LS7500, Programm 3, Kanal 1 (Beckman, Miinchen) nach Zugabe von
2 ml Szintillationscocktail (Rotiszint EcoPlus, Roth) gezdhlt. Die Durchfliisse der
sdulengebundenen Oligonukleotidreinigung wurden vereinigt und ein Aliquot dieser
Losung ebenfalls in gleicher Weise im Szintillationszéhler gezdhlt. 40 bis 70% der
vorgelegten Radioaktivitit konnten in den Oligonukleotidsonden wiedergefunden werden,

was spezifischen Aktivititen von 4 bis 9 Ci-umol™ entspricht.

2.2.3.18. Hybridisierung von Membranen mit radioaktiv markierten

Oligonukleotiden

Durch die Hybridisierung mit Oligonukleotid-Sonden konnte der gleichméBige Auftrag der
EST-Fragmente auf die Membranen kontrolliert werden.

Mehrere komplette Membransdtze (s. 2.2.3.14) wurden 2 h bei 4°C in 40 pg
Heringsspermen-DNA/ml 1 x SSare préhybridisiert. Dabei wurden fiir jede der drei
Membranen eines Membransatzes 15 ml Losung eingesetzt. Die unter 2.2.3.17 markierten
und aufgereinigten Oligonukleotid-Sonden wurden zu gleichen Teilen auf die zu testenden
Membranen aufgeteilt, den Prahybridisierungsmedien zugesetzt und die Hybridisierung

iiber Nacht bei 4°C durchgefiihrt.

10 x SSare:

7 % (W/v) Sarcosyl

4 x SSC (s. 2.2.3.15)
4 mM EDTA
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2.2.3.19. Waschen mit radioaktiv markierten Oligonukleotiden hybridisierter

Membranen

Die mit radioaktiv markierten Oligonukleotiden hybridisierten Transkriptomanalyse-
Membranen (2.2.3.18) wurden 30 s bei 48°C in 1 x SSare (s. 2.2.3.18) gewaschen und wie
in 2.2.3.11 beschrieben auf Bildspeicherfolien des Phospholmagers (Molecular Dynamics,
Krefeld) exponiert.

2.2.3.20. Entfernen der an die Membran gebundenen markierten

Oligonukleotide

Vor der Weiterverwendung der Membranen (2.2.3.14) fiir die Hybridisierung mit
radioaktiv markierten cDNA-Sonden (2.2.3.13) wurden die gebundenen Oligonukleotid-
Sonden 2 h bei Raumtemperatur mit Stripping-Losung von den Membranen abgewaschen
und feucht in Stripping-Losung gelagert.

Stripping-Losung:

4 mM NaOH
0,1 % (w/v) SDS
0,1 x SSC (s. 2.2.3.15)
2.2.3.21. Einlesen von Bildspeicherfolien mit dem Phospholmager

Die in Gefrierfolie eingeschweiflten Membranen (s. 2.2.3.11, 2.2.3.16 und 2.2.3.19)
wurden in eine strahlungsabsorbierende Schatulle gelegt und eine Bildspeicherfolie mit der
weillen, sensitiven Seite nach unten aufgelegt. Je nach Intensitit der von den Membranen
ausgehenden Radioaktivitdt konnte die Exposition der Platte von 5 h bis zu einer Woche
reichen. Danach wurden die Platten mit dem Storm 860 (Molecular Dynamics, Krefeld)
eingelesen und ein virtuelles Abbild der Signalverteilung durch das Programm Image
Quant (Molecular Dynamics, Krefeld) berechnet. Die vom Programm generierten Grafiken
wurden im TIFF-Format gespeichert und mit dem Programm ScanAlyze v2.35+

(Shareware) analysiert.

2.2.3.22. Densitometrische Auswertung der Membranen der

Transkriptomanalyse

Die generierten TIFF-Dokumente (2.2.3.21) wurden in Adobe Photoshop invertiert und

dann mit dem Programm ScanAlyze (2.2.3.21) gedffnet. Fiir jeden untersuchten
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Membransatz wurden individuelle Gittergruppen erstellt und die vom Programm
ausgegebenen Daten der Analyse zugrundegelegt.

In der vergleichenden Auswertung wurden nur die Datenpaare beriicksichtigt, bei denen
der relative Fehler der Signale eines Doppelauftrages in beiden Membransitzen (2.2.3.14)
geringer als 60% war und bei denen mindestens 50% der jeweils eingeschlossenen Pixel

den Werte des Hintergrundes um den Faktor 1,5 tiberstiegen.

2.2.3.23. DNA-Sequenzierungen

Die enzymatische Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. (1977) ist ein enzymatisches
Verfahren und wird mittlerweile in modifizierter und automatisierter Form angewendet.
AuBer dNTPs werden auch 2,3-Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) zu linearen
PCR-Ansédtzen gegeben. Die enzymatische Kettenverldngerung bricht ab, sobald ein 2,3-
Didesoxynukleosidtriphosphat (ddNTP) in den neu synthetisierten DNA-Strang
inkorporiert wird. Im verwendeten System ist jedes ddNTP mit einem anderen
Fluoreszenzfarbstoff markiert (Big Dye, Perkin Elmer, Foster City/ USA), so daf3 die
Abbruchsfragmente im Sequenzierer (Perkin Elmer, ABI Prism 310) {ber
Kapillarelektrophorese aufgetrennt und iiber die vier verschiedenen Fluoreszenzsignale
detektiert werden konnen. Durch die Uberlagerung der vier charakteristischen
Fluoreszenzprofile kann die Sequenz der in der PCR eingesetzten DNA anhand des

Musters der Fluoreszenzmaxima gelesen werden.

2.2.3.23.1.  Reinigung der DNA fiir die Sequenzierungsreaktion

Eine Plasmid-DNA-Préparation (s. 2.2.3.1) wurde mit H,Og4q auf 100 ul aufgefiillt, 5 pl
DNase-freie RNase hinzugefiigt und die in der Priparation befindliche RNA fiir 1 h bei
37° C abgebaut. AnschlieBend wurden 200 ul PCI (s. 2.2.3.4) in die Reaktionsgefidlle
hinzugegeben, diese fiir 3 min auf dem Schiittler geschiittelt und fiir 5 min bei
13.000 U-min™" (17.900x g) zentrifugiert. Der wiBrige Uberstand wurde abgehoben und
noch je einmal in gleicher Weise mit PCI und CI (s. 2.2.3.4) ausgeschiittelt. Zum letzten
Zentrifugationsiiberstand wurden in frischen Reaktionsgefidlen Volumen 7,5 M NH4OAc
und 3 Volumen Rotisol gegeben, die Ansédtze durchmischt und die DNA fiir mehr als
30 min bei -20° C gefillt und anschlieBend bei 14.000 U-min"' (20.800x g) fiir 5 min
sedimentiert. Die Uberstiinde wurden abgenommen und verworfen, die Sedimente zweimal
mit 500 pul Rotisol gewaschen. Verbliebenes Rotisol des letzten Waschschrittes wurde

anschlieBend 7 min im Exsiccator unter Anlegen eines Vakuums abgezogen. Die
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Sedimente wurden schlieBlich in 40 pl H,Og44 aufgenommen und lagen nun befreit von
Proteinen, Ethanol, Phenol und stérenden Salzen vor. Zur Konzentrationsbestimmung
wurden 1 pl Aliquots der aufgereinigten DNA auf einem Agarosegel elektrophoretisch

aufgetrennt.

2.2.3.23.2.  Lineare PCR und Vorbereitung der Produkte fiir die Sequenzierung

In 0,2 ml-Reaktionsgefdlen (Perkin Elmer, Foster City/ USA) wurden 2 pl Big Dye-
Pramix (Perkin Elmer, Foster City/ USA), 1 pg Plasmid-DNA und 10 pmol Oligonukleotid
mit H,Oq4q4 auf 10 pl aufgefiillt, die GefdBle in den auf 90° C vorgeheizten Heizblock des
PCR-Gerites (Perkin Elmer 9600) gestellt und das PCR-Programm (s.u.) gestartet.

Nach Beendigung der PCR wurden die Reaktionsansdtze in 1,5 ml-Reaktionsgefille
iiberfiihrt, mit HyO4q auf 100 pl aufgefiillt, mit 10 ul 3M NaOAc (pH 5,0) und 250 pl
Rotisol vermischt und 30 min bei 14.000 U-min"' (20.800x g) zentrifugiert. Der
ethanolische Uberstand wurde griindlich abgenommen, das Sediment mit 250 pl
70% Ethanol versetzt und 5 min wie zuvor zentrifugiert. Das Ethanol wurde sorgfiltig
abgenommen, das Sediment wie unter 2.2.3.23.1 im Exsiccator getrocknet, in 20 ul TSR-
Puffer (= template suppression buffer, Perkin Elmer) aufgenommen und quantitativ in
Sequenzierrohrchen (Perkin Elmer, Foster City/ USA) tiberfiihrt. Die Sequenzierrohrchen
wurden mit speziellen Septen (Perkin Elmer, Foster City/ USA) verschlossen und die
Ansitze bis zur Sequenzierung bei 4° C gelagert. Vor der Sequenzierung wurden die
Proben 2 min zur Denaturierung der DNA auf 95° C erhitzt und danach sofort auf Eis
gestellt.

Die Proben wurden in den Sequenzierer (ABI Prism 310, Perkin Elmer, Foster City/ USA)
geladen und die rechnergesteuerte Kapillarelektrophorese gestartet. Mit dem Programm
ABI Prism 310 Diagnostics vI1.0 konnten die resultierenden Elektrophoreseprofile
analysiert und gegebenenfalls korrigiert werden. Die gelesenen Sequenzen konnten danach
zur Identifizierung mit Sequenzen aus Datenbanken verglichen werden.

PCR-Programm fur die Sequenzierung:

20's 96°C
10's 96°C |

55 50°C” t 30 Zyklen
4min  60°C J

oo 4°C
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2.2.4. Biochemische Methoden

2.24.1. Auftrennung von Proteinextrakten iiber SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden Bedingungen wurde nach Laemmli
(1970) durchgefiihrt.

SDS-Polyacrylamidgele wurden mit Hilfe der Minigel Apparatur System 2050 Midget
(Pharmacia, Freiburg) hergestellt, dabei wurden mehrere Gele gemeinsam in einer
Apparatur gegossen. Trenngele wurden vor der Polymerisierung mit n-Butanol
iiberschichtet, das nach erfolgter Polymerisierung wieder abgeschiittet wurde. Die
Sammelgele nahmen eine Strecke von 1 cm zwischen der Taschenkante und dem
Trenngelbeginn ein; die Gesamtmalle der Trenngele betrugen (L x B x T) 101 x 82 x
0,75 mm. Polymerisierungsreaktionen wurden durch Zugabe von TEMED gestartet.

Bei der Elektrophorese waren die Kathoden- und Anodenpuffertanks voneinander getrennt
und durch die Gele miteinander verbunden. Die Proben (s. 2.2.2.3.3) und
Molekulargewichtsmarker (Dalton Mark VII-L, Sigma-Aldrich, Deisenhofen) wurden
aufgetragen, 10 min bei 10 mA einlaufen gelassen, 5 min bei 40 mA fokussiert und bis die

Proteinfront das Ende des Trenngels erreicht hatte bei 25 mA aufgetrennt.

4 x Sammelgelpuffer:
500 mM Tris/HCI, pH 6,8

0,4% SDS

4 x Trenngelpuffer:
1,5M Tris/HCI. pH 8,8

0,4% SDS

Sammelgelzusammensetzung:

25 % (v/v) 4 x Sammelgelpuffer

15 % (v/v)  Acrylamid-Bisacrylamid-Losung (37,5 : 1) (Roth, Gel 30)
0,06 % (w/v) APS

0,3 % (v/v) TEMED
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Trenngelzusammensetzung (12,5 % Acrylamid):

25 % (v/v) 4 x Trenngelpuffer

42 % (v/v)  Acrylamid-Bisacrylamid-Loésung (37,5 : 1) (Roth, Gel 30)
0,05 % (w/v) APS

0,05 % (v/v) TEMED

2.2.4.2. Proteinfirbung mit Coomassie-Brilliantblau

Die Proteinfarbung mit Coomassie-Brilliantblau erfolgte nach Weber und Osborn (1969).
Die Farbelosungen 1 und 2 wurden zu gleichen Teilen gemischt und die SDS-PAGE-Gele
30 min unter leichtem Schiitteln darin gefiarbt. Die Gele wurden dann in Entféarber
iiberfiihrt und bis zur Entfarbung des Gelhintergrundes und unter einmaligem Wechseln
des Entférbers entfarbt und bei Bedarf fotografisch dokumentiert, sowie in gespannter und

in Entfarber getrankter Zellophanfolie mehrere Wochen lang luftblasenfrei getrocknet.

Coomassie Farbelosung 1:
0,5% (w/v)  Coomassie Brilliant Blau (Serva)

80% (w/v) MeOH

Coomassie Fairbeldsung 2:
20% (v/v) HOAc

Entfarber
10% (v/v) HOAc
40% (v/v) MeOH

2.2.4.3. Transfer von Proteinen auf PVDF-Membranen

Die Ubertragung von Proteinen von SDS-Polyacrylamidgelen (2.2.4.1) auf PVDF-
Membranen (BioRad, Miinchen) wurde im Halbtrockenverfahren nach Khyse-Andersen
(1984) in einer Transferkammer mit Carbon-Elektroden (Carboglass, Schleicher &
Schuell, Dassel) bewerkstelligt. Der Aufbau der Apparatur und die Vorbereitung der
Losungen erfolgten geméll den Angaben des Herstellers der verwendeten Kathoden- und
Anodenpuffer (RotiBlot®-System, Roth, Karlsruhe). Vor dem Aufbau des Systems wurde
die PVDF-Membran 10 s in Methanol aktiviert. Der Elektrotransfer dauerte 1,5 h bei
1 mA-cm™ Gelfliche.
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2.24.4. Immunologischer Nachweis von Proteinen auf PVDF-Membranen

Nach Beendigung des Elektrotransfers wurde der Bereich der PVDF-Membran mit dem
Molekulargewichtsmarker abgetrennt und 30 s in Coomassie-Brilliantblau (2.2.4.2)
gefarbt.

Der Rest der Membran wurde ziligig in Blockierpuffer liberfiihrt und 30 min unter
Schiitteln bei Raumtemperatur mit BSA abgesittigt. Der primére, gegen ein Epitop des
gesuchten Proteins gerichtete Antikdrper wurde in einer Verdiinnung von 1:2500 bis
1:3000 in den Blockierungspuffer gegeben und 3 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Membran wurde dann zweimal fiir 10 min mit TBST-T und einmal 10 min mit TBS
gewaschen und anschlieBend der sekundidre Antikorper einer 1:3000-Verdiinnung in
Blockierpuffer appliziert. Nach einer 1,5-stiindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Membran wie nach Entfernen des primidren Immunglobulins gewaschen und
schlieBlich solange in Féarbelosung geschwenkt, bis Banden des blau gefarbten, unldslichen
Niederschlags aus NBT- und BCPIP-Addukten sichtbar waren. Die Membran wurde dann
kurz in H,Oy4q4 tiberflihrt, an der Luft getrocknet und zur besseren Konservierung in Folie
eingeschweil3t.

Am Ende der Inkubationszeiten wurden die Antikorperlosungen in 50 ml-
Polypropylenréhrchen iiberfiihrt und bis zur erneuten Verwendung bei —20°C gelagert.

Antikorperlosungen konnten mehrfach wiederverwendet werden.

Férbeldsung:

10 ml Puffer A

66ul NBT (5 % (w/v) in 70 % DMF)
33ul BCIP (5 % (w/v) in DMF)
Puffer A:

100 mM Tris/ HCI, pH 9,5
100 mM NaCl
5 mM MgCl,

TBST-T:

10% (v/v) 10x TBS
0,2% (v/v)  Triton X-100
0,05% (v/v) Tween 20
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10x TBS:
0,1 M Tris/HCL, pH 7,4
I,5M NaCl
2.2.4.5. Bestimmung von Proteinmengen in Losungen

Bei dem von Bradford (1976) entwickelten Test werden Proteine mit Coomassie-
Brilliantblau nachgewiesen. Proteinmenge und Extinktion bei A = 590 nm korrelieren nicht
linear zueinander, so dal auch die Extinktion bei A = 450 nm gemessen und der Quotient
Asoo/ Auso gebildet wurde. Die Proteinkonzentrationen in den Proben wurden mit Hilfe
einer mitgefiihrten BSA-Eichreihe im Bereich bis 20 pg BSA berechnet.

Die Proben wurden mit H,Og4q4 auf 800 pl aufgefiillt, 200 ul Roti-Quant (Roth, Karlsruhe)
zugegeben, die Reaktionsgefiale griindlich invertiert und 5 min bei Raumtemperatur stehen
gelassen. Das Photometer wurde bei A = 590 nm mit einer leeren Einmal-Kiivette auf Null
abgeglichen, die Extinktionen der Losungen bei A = 450 nm und A = 590 nm gemessen und

die Proteingehalte anhand der Eichreihe berechnet.

2.2.5. Physiologische Methoden

2.2.5.1. Messungen an intakten Pflanzen

2.2.5.1.1. Statistische Erhebungen

Die Untersuchungspopulationen von 30 bis 70 Individuen pro Linie wurden gleichzeitig
wie unter 2.2.1.2 gekeimt und im Langtag (2.2.1.4) angezogen. Keimungsrate und
Blattanzahl wurden alle zwei bis drei Tage manuell aufgenommen. Fiir die Bestimmung
des spezifischen Frischgewichtes wurden mindestens zehn verschiedene Blitter einer jeden
Linie wihrend der vegetativen Phase gewogen und ihre Flache nachtriaglich ermittelt.

Zu Beginn der reproduktiven Phase wurden jeweils fiinf Blattrosetten gewogen und aus
den erhobenen Daten die Frischgewichtsproduktion wéhrend der vegetativen Phase, sowie
das mittlere Blattgewicht und der mittlere tdgliche Blattzuwachs bestimmt. Die Anzahl der
Schoten wurde gezéhlt, als die Pflanzen trotz gleichbleibender Kulturbedingungen keine

Schoten mehr bildeten.
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2.2.5.1.2. Messungen im Pulsamplitudenmodulationsverfahren an intakten

Blittern

Dynamische Anderungen der Chlorophyllfluoreszenz wurden mit einer PAM-2000 (Walz,
Effeltrich) gemessen. Grundlegende Groflen wie F, (variable Fluoreszenz), F; (Fluoreszenz
im FlieBgleichgewicht), Fn,° (maximale Fluoreszenz in lichtadaptierten Bléttern) Fy
(Grundfluoreszenz in dunkeladaptierten Bléttern) und F, (maximale Fluoreszenz in
dunkeladaptierten Bléttern) wurden wie in Schreiber et al. (1986) beschrieben wihrend der
Experimente alle 10 bis 30 s ermittelt. Die aus den MeBwerten abgeleiteten Parameter qn
(nicht-photochemische Fluoreszenzloschung), qp (photochemische Fluoreszenzloschung),
das F,/Fn-Verhiltnis, und die ETR (Elektronentransportrate) wurden wihrend der
Messungen von den mit dem Gerét gelieferten Programmen nach Schreiber et al. (1986),
OPSII (Effizienz des Quantentransfers im Photosystem II) nach Genty et al. (1989)
berechnet und ausgegeben. Vor der Bestimmung von Fy und F,, wurden die Pflanzen
20 min dunkeladaptiert. Die Berechnung von qni (= qs; Fluoreszenzloschung durch
Photoinhibition), qnt (= qm; Fluoreszenzldschung durch die Verlagerung von
Lichtsammelkomplexen) und qne (= qf Fluoreszenzldschung durch den an der
Thylakoidmembran anliegenden elektrochemischen Gradienten) erfolgte nach Quick und
Stitt (1989). Die Bestimmung von %Q,°, dem prozentualen Anteil reduzierten, an
Photosystem II gebundenen Plastochinons, wurde mit der Formel %Qa" = 100 - (1-qp) in

Anlehnung an Schreiber et al. (1986) bestimmt.

2.2.5.2. Priparation physiologisch intakter Chloroplasten aus Arabidopsis

thaliana

Physiologisch intakte Chloroplasten wurden in kleinem MaBstab in modifizierter Form
nach Kunst (1998) aus A. thaliana gewonnen.

A. thaliana wurden wie unter 2.2.1 beschrieben angezogen und unter Langtag-
Bedingungen auf Erde (2.2.1.4) verbracht, um die Akkumulation transitorischer Stirke in
der Lichtperiode moglichst gering zu halten. Vor der Ernte des Pflanzenmaterials wurden
die Pflanzen fiir mehr als 17 h dunkel gehalten. Ganze Blattrosetten 6 bis 10 Wochen alter
Pflanzen und eines Gesamt-Frischgewichts von 6 bis 8 g wurden geerntet und fiir 20 bis
40 min in Eiswasser schwimmen gelassen.

Vor Beginn der Préparation wurden gleiche Volumina Percoll (Pharmacia, Freiburg) und
2 x REB gemischt und 30 min bei 43.300 xg (SS-34-Rotor, Sorvall RC5B) zur Bildung

eines Gradienten zentrifugiert. Nach dem Auslaufen des Rotors bei desaktivierter Bremse
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wurden die Becher mit den Gradienten auf Eis gelagert. Die gesamte weitere Aufarbeitung
wurde im Kiihlraum bzw. bei 4°C durchgefiihrt.

Die Blitter wurden aus dem Eiswasser geholt, trockengetupft und im zwanzigfachen
Volumen HB mit dem Polytron-Riihrstab (Bachofer, Reutlingen) aufgeschlossen. Das
Homogenat wurde durch zwei Lagen Miracloth (Calbiochem, Schwalbach) in ein
Becherglas filtriert, auf SS-34-Becher verteilt und 90 s bei 280 xg (1.600 U-min™', Sorvall
RC5B) inklusive Verzogerungszeit bei desaktivierter Bremse im SS-34-Rotor zentrifugiert.
Der Uberstand wurde vorsichtig dekantiert, das Sediment in 1/50 Volumen 1 x REB mit
einem Pinsel resuspendiert und mit einer Pasteurpipette auf die Percollgradienten
aufgeschichtet.

Bei der Weiterverwendung fiir die Differentielle Zentrifugation wurde das Sediment in
0,5 ml HB resuspendiert und wie in 2.2.5.5 beschrieben weiterbehandelt.

Die Gradienten wurden 6 min bei 13.300 xg (SS-34, Sorvall RC5B) zentrifugiert und der
Rotor ohne Bremse auslaufen gelassen. Die obere plastidenhaltige Bande mit
aufgebrochenen Plastiden und die weiter unten im Gradienten befindliche Bande intakter
Plastiden wurden mit einer Pasteurpipette abgesaugt, mit 3 Volumen 1 x REB verdiinnt
und 90 s bei 3.300 xg (6.000 U-min”', SS-34, Sorvall RC5B) sedimentiert. Die Sedimente
wurden in 0,5 bis 1 ml 1 x REB aufgenommen und fiir polarographische Messungen an der

Clarke-Sauerstoffelektrode (Hansatech, Bachofer, Reutlingen) eingesetzt (2.2.5.3).

HB:

450 mM Sorbit

20 mM Tricin/KOH, pH 8,4
10 mM EDTA

10 mM NaHCO;

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

2x REB:

0,6 M Sorbit

40 mM Tricin/KOH, pH 7,6
10 mM MgCl,

5 mM EDTA
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5x REB:

1,5M Sorbit

100 mM Tricin/KOH, pH 7,6
25 mM MgCl,

12,5 mM EDTA

2.2.5.3. Polarographische Bestimmung der physiologischen Intaktheit von
Chloroplasten

Die Messung der Hill-Reaktion in chloroplastenhaltigen Suspensionen erfolgte
polarographisch nach der Methode von Delieu und Walker (1972).

Die Sauerstoff-Elektrode (Clarke-Typ, Hansatech, Bachofer, Reutlingen) wurde 2 bis 3 h
vor Versuchsbeginn, typischerweise vor Beginn der Chloroplastenprdparation,
eingeschaltet damit sich der Losungsdruck der Elektrode bei der Messung im
Gleichgewicht mit dem Abscheidungsdruck befand. Bei Bedarf wurde eine frische
Teflonmembran auf die mit einem Streifen Zigarettenpapier iiberbriickte Elektrode
gespannt und mit einem O-Ring aus dem beiliegenden Zubehdrsatz (WTW, Weilheim)
befestigt. Wiahrend der Eichung und der Messungen wurde das System mit einem
Thermostat auf 25°C temperiert.

Die Eichung der Elektrode erfolgte in HyO4q durch Einleiten von Raumluft und durch
Zugabe von Na,;S,04, um die jeweiligen Spannungen des Polarisators (CB1D, Bachofer,
Reutlingen) 1,23 pmol O,-1" und 0 pmol O,-1" in der Losung zuordnen zu kénnen. Um die
Chlorophyllmenge in den Messungen einstellen zu konnen wurden 10 pl Aliquots der
Suspensionen vor Beginn der Polarographie fiir eine Chlorophyllbestimmung (2.2.5.26)
eingesetzt.

Chloroplastensuspensionen (2.2.5.2) wurden mit 1 x REB (2.2.5.2) auf eine Konzentration
von 10 bis 30 pg Chlorophyll-ml™ aufgefiillt, mit 1 M K,HPO,, pH 7,0 auf 5 mM Phosphat
gebracht und abgedunkelt. Die Reaktion des Polarisators wurde mit einem Schreiber
(Goerz Servogor 110, Norma-Goerz, Neudorf, A) bei addquater Spreizung und geeignetem
Vorschub aufgezeichnet und etwa 5 min gewartet bis die O,-Zehrung eine konstante Rate
erreicht hatte. Dann wurde bei laufender Aufzeichnung der Polarisatorspannung 0,3 M
Kaliumhexacyanoferrat(IIl) (Ferricyanid) zugegeben , so da3 die Endkonzentration in der
Suspension 8 mM Fe[CN]¢>™ betrug. SchlieBlich wurde die thylakoidire
Elektronentransportkette optional mit NH4Cl einer Endkonzentration von 5 mM entkoppelt

und die Spannungsénderung des Polarisators wie zuvor aufgezeichnet.
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Die gesamte Messung wurde mit Chloroplasten gleicher Priparationen wiederholt, die
zuvor 5 min bei Raumtemperatur durch die Zugabe des gleichen Volumens H;Ogyq
osmotisch geschockt worden waren.

Die Steigungen der aufgenommenen Kurven wurden spiter manuell ausgewertet und aus
dem Verhiltnis der O,-Entwicklung intakter und osmotisch geschockter Chloroplasten
konnte die physiologische Intaktheit der Plastidenpraparationen berechnet werden. Diese
lag bei gradientengereinigten Priparationen zwischen 38 und 44 %, wobei nur ca. 1,5 %

der urspriinglich eingesetzten Chlorophyllmenge intakten Plastiden zuzuordnen war.

2.2.54. Raumbestimmung plastidirer Subkompartimente durch

Silikondlzentrifugation

Chloroplasten wurden aus Arabidopsis-Blittern angereinigt (2.2.5.2), jedoch nicht auf
einen Percoll-Gradienten (2.2.5.2) aufgetragen, sondern ein zweites Mal bei 280 xg (1.600
U-min™', SS-34, Sorvall RC5B) sedimentiert und in 1 ml 1 x REB (2.2.5.2) aufgenommen.
10 pl Aliquots dieser Suspensionen wurden vorab fiir eine Chlorophyllbestimmung
(2.2.5.26) eingesetzt. Die Raumbestimmung erfolgte wie von Heldt (1980) beschrieben.

In 0,4 ml-Polypropylen-Kapillarrdhrchen (Sarstedt, Niimbrecht, Best. Nr. 72.100) wurden
20 ul 1 M HCIOg4, 70 pl einer Silikondlmischung der Ole AR 200 und AR20 im
Volumenverhiltnis 8:2 und Chloroplastensuspensionen eines Chlorophylligehaltes von 10
bis 20 pg iibereinandergeschichtet. Es wurden 2.5 nCi *H,0 sowie 0,5 pCi ['*C]-Sorbit
hinzugegeben und die Ansdtze 30 s spéter in einer Vertikalzentrifuge (Beckman
Microfuge E™, Beckman Miinchen) fiir 15 s zentrifugiert.

Ein moglichst groBes Aliquot der obersten Phase mit definiertem Volumen wurde
abgenommen, in Szintillationsrohrchen tiberfiihrt, mit 2 ml Szintillationscocktail (Rotiszint
EcoPlus) versetzt und sorgfiltig geschiittelt. Im Fliissigszintillationszdhler (Beckman LS
6000A) wurden dann die meBbaren Zerfille im *H- und '*C-Fenster bestimmt, gegen
Uberlagerungen korrigiert und ausgegeben.

Die Spitze der Kapillarrohrchen wurde danach mit einem Skalpell in der Mitte der
Silikon6lbande abgetrennt und in 1,5 ml-Reaktionsgefale mit 300 pl H,Og4q Uiberfiihrt. Die
Reaktionsgefile wurden in einem Zellhomogenisator (Braun, Melsungen) 1 min
geschiittelt und grobe Chloroplastentrimmer anschliefend 3 min bei 14.000 U-min”
(20.800 xg) sedimentiert. 200 pl des Uberstandes wurden in gleicher Weise wie zuvor

dargelegt im Fliissigszintillationszédhler gemessen. Anhand der von Heldt (1980)
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hergeleiteten Formeln wurde die GroBe des Intermembranraumes und des Stroma aus den

MeBwerten berechnet.

2.2.5.5. Differentielle Zentrifugation

Der Aufschluf3 des Blattmaterials erfolgte wie in 2.2.5.2 beschrieben, allerdings wurden
die Pflanzen vor der Ernte 20 min zur Aktivierung lichtregulierter Enzyme belichtet.

2 ml Aliquots des Rohextraktes und des ersten Uberstandes wurden fiir die Anreicherung
von Proteinen (2.2.5.5.1) entnommen, genauso wie die Hélfte des in HB (2.2.5.2)
resuspendierten ersten Sedimentes (s. Hinweis in 2.2.5.2). Die andere Haélfte des
resuspendierten Sedimentes wurde mit 10 Volumen HB aufgefiillt und erneut wie zuvor
(2.2.5.2) zentrifugiert. 2 ml des Uberstandes und das gesamte im HB-Riickstand
resuspendierte Sediment wurden wiederum fiir die Proteinanreicherung (2.2.5.5.1)

verwendet.

2.2.5.5.1. Anreicherung von Proteinen in Losungen

Proteinldsungen wurden mit Hilfe des Amicon-30-Systems (Amicon, Beverly, USA) nach
Angaben des Herstellers mit leichten Modifikationen angereichert.

Die Amicon-Roéhrchen wurden mit 1ml H,Og4q gefiillt und die Membran 5 min bei 1.000 xg
(SS-34-Rotor mit Adaptern, Sorvall RC5B) dquilibriert. Der zugehorige Deckel wurde auf
die Rohrchen aufgesetzt, die Rohrchen umgedreht und 2 min wie zuvor zentrifugiert.

Nun wurden die Deckel abgenommen, die Rohrchen wieder richtig orientiert und die
Aliquots der in 2.2.5.5 gewonnenen Fraktionen in die Rohrchen pipettiert. Die Proben
wurden 90 min bei 4.000 xg (SS-34-Rotor mit Adapter, Sorvall RC5B) zentrifugiert und
die Retentate wie bei der Aquilibrierung der Membran gewonnen. Die Retentate wurden
auf 50 % (v/v) Glyzerin gebracht, die Volumina der Proben notiert und bis zur
Verwendung bei —20°C gelagert..

25 pl der Retentate wurden in NADP-GAPDH-Enzymtests, je 50 ul in PPDK- und
PEPCase Enzymtests (2.2.5.11.5, 2.2.5.11.6 und 2.2.5.11.4) eingesetzt. 100 pul der
Uberstandretentate und 20 pl der Sedimentretentate wurden fiir Chlorophyllbestimmungen
(2.2.5.26) verwendet.

Nach Beendigung des Verfahrens wurden die Membranen mit 1 % (w/v) SDS gereinigt

und mehrfach mit H,Og44 aus einer Spritzflasche ausgespiilt.
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2.2.5.6. Polarographische Messungen mit der Blattscheibenelektrode

Polarographische Messungen mit der Blattscheibenelektrode LD 2/2 (Bachofer,
Reutlingen) erfolgten nach Delieu und Walker (1981). Die Messungsvorbereitungen
wurden in Anlehnung an die vom Hersteller mitgelieferte Bedienungsanleitung
durchgefiihrt.
Die Polarisationsspannung wurde wie unter 2.2.5.3 geeicht, nur da3 N, anstelle von
Na,S,04 zum Nullen der Apparatur verwendet wurde. Weiterhin wurden jegliche
Berechnungen von O;-Konzentrationsdnderungen auf den Sauerstoffpartialdruck in
Gasgemischen bei Raumtemperatur bezogen.
Die Sauerstoffkonzentration [O;] in Luft betrdgt bei t °C:

[0,]=9,37 pmol-ml™" - 273 K : (t + 273) K (in pmol - ml Gas™)
Zur Bestimmung des effektiven Kammervolumens Vg wurde nach der Eichung der
Elektrode die Polarisatorspannung vor und nach der Injektion von 1 ml Luft in die
Blattkammer gemessen und das effektive Kammervolumen Vg nach der Formel

Ve =Ul/(U2-Ul)

Vi = effektives Kammervolumen [ml]
Ul = Polarisatorspannung bei 1016 mbar [mV]
U2 = Polarisatorspannung nach Injektion von 1 ml Luft [mV]
berechnet. Die Absolutmenge an Sauerstoff n(O,) in der Kammer ist durch das Produkt
von [O;] und Vg gegeben:
n(0,) =[02] - Vg

n(0;) = Stoffmenge O, in der Kammer [umol]
Vi = effektives Kammervolumen [ml]
[O2] = Os-Konzentration im Kammergasgemisch [umol - mI™]

Das System wurde durch die Ermittlung der Lichtabhéngigkeit der O,-Produktion
iiberpriift bevor die eigentlichen Experimente durchgefiihrt wurden.

Blattmaterial der verschiedenen Linien wurde geerntet und bis zur unmittelbar folgenden
Messung in einer feuchten Kammer aufbewahrt. Die Blattkammer wurde mit den Bléttern
beschickt und sofort mit Alufolie abgedunkelt bis die O,-Zehrung konstant war. Danach

wurden die Messungen gestartet. Die Anderung der Polarisatorspannung wurde mit einem
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Schreiber (2.2.5.3) protokolliert und Sauerstoffverbrauch bzw. —freisetzung manuell wie in
2.2.5.3 beschrieben ermittelt.
Nach Beendigung einer jeden Messung wurde die Flache der fiir die Messung eingesetzten

Blatter bestimmt (2.2.5.6.1).

2.2.5.6.1. Bestimmung der Blattfliche von A. thaliana Blittern

Blatter von A. thaliana wurden auf Millimeterpapier ausgelegt und mit Kopierfolien
abgedeckt, die wenn notig beschriftet werden konnten. Kopierfolie und Millimeterpapier
wurden mit Biiroklammern arretiert und mit der Kopierfolie nach unten kopiert. Die
Silhouetten der Blitter und Referenzflichen verschiedener Grof3e wurden aus der Kopie
ausgeschnitten und auf der Feinwaage gewogen. Anhand der Eichwerte der

Referenzflachen konnten die Blattflichen berechnet werden.

2.2.5.7. Transportexperimente mit Proteoliposomen

Die Extraktion, Solubilisation und Rekonstituition pflanzlichen Gesamtmembranproteins

wurde in leichten modifizierter Form nach Fischer et al. (1994) durchgefiihrt.

2.2.5.7.1. Reinigung von Phosphatidylcholin fiir die Liposomenherstellung

Das von Sigma (Deisenhofen) vertriebene Phosphatidylcholin weist noch
Verunreinigungen an freien Fettsduren auf, die nach dem folgenden Protokoll abgetrennt
wurden.

Es wurden 30 g Phosphatidylcholin (Sigma, Deisenhofen) in 100 ml Chloroform gelost,
mit 540 ml Aceton versetzt, das Gemisch 2 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt und das
Phospholipid iiber Nacht bei 4°C gefillt. Der Uberstand wurde dekantiert und das
Sediment in 100 ml Diethylether geldst, der nachfolgend am Rotationsverdampfer
abgezogen wurde. Der hochreine Phosphatidylcholin-Riickstand wurde aliquotiert bei

-20° C aufbewahrt.

2.2.5.7.2. Extraktion und Solubilisierung der Membranproteine

Blattmaterial definierten Gewichts wurde geerntet und in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und wenn notig bei —80°C gelagert. Das Blattmaterial wurde in einem mit
fliissigem Stickstoff vorgekiihlten Morser pulverisiert, 15 Volumen (v/w) AufschluSpuffer
hinzugegeben und das Gemisch bis zum Auftauen homogenisiert. Das Homogenat wurde
in 1,5 ml-ReaktionsgefiBe iiberfithrt und diese 2 min bei 14.000 U-min™" (20.800 xg) zur

Sedimentierung grober Gewebetriimmer zentrifugiert. Die Uberstéinde wurden abgehoben,
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in frische Reaktionsgefifle transferiert und die Suspension mit der Pipette durchmischt.
100 pl der Suspension wurden fiir eine Chlorophyllbestimmung (s. 2.2.5.26) abgenommen
und bei -20° C in einem Reaktionsgefdl bis zur Verwendung eingefroren, der Rest der

Praparation wurde bis zur Zugabe in die Liposomenldsung (s.u.) auf Eis gelagert.

AufschluBBpuffer:

0,2 M Tricin/ KOH, pH 8,0
10 mM EDTA

4 mM DTT

6 mM Ascorbat

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

2.2.5.7.3. Rekonstitution der Membranproteine

Mit dem Ultraschallgerdt (Branson Sonifier 250, Branson Ultrasonics, Danbury/USA)
wurden 5 ml der Liposomenpuffer 10 min auf Eis bei 30% Auslastung auf Stufe 5
beschallt und danach auf Eis gestellt. 600 pl der nunmehr leicht opaken
Liposomensuspension wurden mit je 400 pl der solubilisierten Proteine aus den
verschiedenen Blattproben vermischt, die Reaktionsgefdlle invertiert, wenige Sekunden
anzentrifugiert und bei -80° C in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Ansitze konnten
bei Bedarf bis zur zweiten Beschallung bei -80° C gelagert werden. Die
Liposomengemische wurden anschlieBend auf Eis aufgetaut und danach 30 Pulse lang in
gleicher Starke wie zuvor zur Bildung von Proteoliposomen beschallt. Das gesamte
Volumen von 1 ml der Proteoliposomenldsungen wurde auf vorher dreimal mit 5 ml
PD10-Puffer dquilibrierte NAP-25-Saulen (Pharmacia, Freiburg) aufgetragen und dann mit
einmal 500 pul PD10-Puffer und einmal 1,2 ml PD10-Puffer zur Abtrennung des alten
AuBlenmediums auf der Sdule nach unten gespiilt. Die Proteoliposomen wurden mit
1,15 ml PD10-Puffer eluiert bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Die NAP-25-Séulen

wurden nach der Verwendung zur Reinigung viermal mit Azidwasser gefiillt.

Liposomenpuffer:

100mM Tricin/ KOH, pH 7,8
50mM Kaliumglukonat
20mM Substrat

10 Vol% Phosphatidylcholin
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Als Substrate wurden Kaliumsalze des Phosphats, Phosphoenolpyruvats und

Glukonats eingesetzt.

PD10-Puffer:

100mM Natriumglukonat
50mM Kaliumglukonat
10mM Tricin/ KOH, pH 7,6
2.2.5.74. Vorbereitung der Anionenaustauschersiulen

Pasteurpipetten wurden mit wenig Watte an der sich verjliingenden Stelle verstopft, mit
1,5 ml einer dichten Suspension von Anionenaustauscherharz (Dowex AG 1-X8, 100-200
mesh, BioRad, Miinchen) in H,O4q gefiillt, mit 1 ml H,Og4q gespiilt und mit zweimal 1 ml

150 mM NaOAc édquilibriert.

2.2.5.7.5. Transportexperimente mit den gereinigten Proteoliposomen

Pro Ansatz wurden 6 pCi [*’P]-NaH,PO, mit 1 M KH,PO,, pH 7,0 auf eine
Phosphatkonzentration von 2,5 mM gebracht und 50 pl-Aliquots dieser Stammldsung in
ReaktionsgefidBe vorgelegt. Zur Bestimmung der exakten spezifischen Aktivitit der
Substratlosung wurden verdiinnte Aliquots der Phosphatstammldsung im
Szintillationszédhler (Beckman LS 6000A, Miinchen) iiber den Cherenkov-Effekt gezihlt.
Die spezifische Aktivitit des P, lag zwischen 50 und 100 cpm/ pmol PO,>".

950 pl der gereinigten Proteoliposomenlosungen wurden zur vorgelegten Phosphatlosung
in die Reaktionsgefile pipettiert und der Inhalt mit der Pipettenspitze durchmischt. 15, 35,
55 und 75 s nach Zugabe der Proteoliposomen wurden 200 ul aus den ReaktionsgefaB3en
entnommen und jeweils auf eine Anionenaustauschersidule (2.2.5.7.4) gegeben.
Anschlieend wurden die radioaktiv beladenen Proteoliposomen mit einmal 300 pl und
einmal 800 pl 150 mM NaOAc in Szintillationsgefdfe eluiert. Dabei inhibiert das NaOAc
die Transportproteine irreversibel, so kein Substratmolekiil mehr die Liposomen verlassen
kann. Die Eluate wurden wie die Aliquots der Substratlosung im Fliissigszintillationszéhler
gezahlt.

Das ans Austauscherharz gebundene [**P]-Phosphat wurde mit 3 mal 1 ml 1 M HCI eluiert

und entsorgt.
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2.2.5.8. Analyse von Kohlenstofffliissen im Primirstoffwechsel

Die Verteilung des bei Belichtung der Blattscheiben inkorporierten '*CO, gibt iiber die
Kohlenstofffliisse im Blattgewebe Auskunft. Um einen groben Uberblick iiber die
Verteilung zwischen Zuckern, Carbonsduren, phosphorylierten Intermediaten und
Aminosduren zu gewinnen reicht die Subfraktionierung der ethanolldslichen Fraktionen in

diese Substanzklassen vollig aus.

2.2.5.8.1. “CO,-Pulsverfolgungsexperimente mit A. thaliana Blittern

Lichtadaptiertes Blattmaterial der untersuchten 4. thaliana-Linien wurden von Pflanzen
definierten Alters (2.2.1.2) geerntet und bis zur Markierung dunkel und in feuchtem
Kiichenkrepp zum Schutz vor Austrocknung gelagert.

Der Boden der linken Inkubationskammer (s. Abb. 2.3) wurde mit 2 Lagen
Whatmanpapier (Schleicher und Schuell, Dassel) ausgelegt, diese anschliefend mit 5 ml
IM NaHCO; (pH 9,1) getrinkt, die Kammer gasdicht verschlossen und 0,2 mCi ['*C]-
NaHCO; (56 mCi/ mmol, ICN, Eschwege) durch ein Septum auf die Whatmanpapierlagen
injiziert. Pro Parallele wurden 2 Blitter eines Frischgewichts von etwa 40 mg entnommen
und das exakte Frischgewicht auf einer Feinwaage bestimmt. Die Blitter wurden 1 min
unter ambienten Bedingungen in der rechten, ebenfalls gasdicht verschlossenen
Blattkammer mit einem PhotonenfluB von 200 pmol-m™s™ vorbelichtet (Schott KL 1500,
H. Walz, Effeltrich) und in der linken Inkubationskammer einem Puls von 1 oder 3 min bei
gleicher PhotonenfluBdichte ausgesetzt. Danach wurde das Gitter mit den Bléttern zuriick
in die rechte Blattkammer gezogen, die Blétter direkt entnommen oder das mitgeschleppte
1C0;, iiber zwei Natronkalksdulen ausgeblasen und die Blitter weitere 30, 60, 150 oder
300 s mit 200 pE-m™s™ belichtet. Nach Beendigung der Inkubationen wurden die Blitter
sekundengenau in auf fliissigem Stickstoff treibende Aluschiffchen {iberfiihrt und in
schockgefrorenem Zustand in 1 ml auf 65°C vortemperiertes 80% Ethanol transferiert. Die
Reaktionsgefille wurden wenige Minuten auf 80°C erhitzt, das Ethanol abgehoben, durch
1 ml frisches 80% Ethanol ersetzt und weiter bis zur vollstindigen Ausbleichung der
Bldtter bei 80°C extrahiert. Die ethanolischen Extrakte wurden vereinigt und im
Vakuumkonzentrator (Bachofer, Reutlingen) zur Trockne eingeengt. Alternativ konnten
16sliche und unldsliche Fraktionen bis zur weiteren Aufarbeitung bei -20° C eingefroren

werden.
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Nach Beendigung der Markierungen wurde das '*CO; mit 10 ml 2 M NaOH in der linken
Inkubationskammer als '*CO5” fixiert und restliches '*CO, iiber zwei Natronkalksiulen

ausgeblasen.

2.2.5.8.2. Aufarbeitung der in Ethanol unléslichen Fraktion

Das ausgebleichte Gewebe wurde mit 250 pl 0,2 M KOH versetzt und mit einem
rotierenden Pistill (Techn. Werkstétten, Institut f. Botanik) in den ReaktionsgefidB3en
homogenisiert. Am Bohrkopf verbliebene Gewebereste wurde mit weiteren 250 ul 0,2 M
KOH zum Homogenisat gespiilt. Starke wurde durch 45miniitiges Erhitzen auf 95° C in
Losung gebracht, die Ansidtze 1 min auf Eis abgekiihlt und zur Einstellung des pH-Wertes
auf 5,5 bis 6 mit 120 pul 1 M Essigsdure vermischt. 7,3 U a-Amylase und 5 U
Amyloglukosidase in 100 pl 0,1 M NaOAc wurden zur enzymatischen Hydrolyse der
Stiarke hinzupipettiert und die Gefille iber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Die
Reaktionen wurden durch die 10miniitige Denaturierung der Enzyme bei 95° C abgestoppt
und die ReaktionsgefiBe danach 5 min bei 14.000 U-min™' (20.800 xg) zentrifugiert. 650 pl
des Uberstandes wurden in Szintillationsrohrchen gefiillt, 3 ml Szintillationscocktail
(Rotiszint EcoPlus, Roth, Karlsruhe) zugegeben, kriftig geschiittelt und im
Fliissigszintillationszahler (Beckman LS7500, Miinchen) im '“C-Fenster gezihlt.

2.2.5.8.3. Aufarbeitung der loslichen Fraktion

Die eingeengten l6slichen Fraktionen (2.2.5.8.1) wurden in 500 ul H,Og44 aufgenommen,
mit einem Enzymspatel resuspendiert, 5 min bei 14.000 U-min™' (20.800 xg) zentrifugiert
und 80 ul des Uberstandes im Fliissigszintillationszihler (2.2.5.8.2) gezihlt.

2.2.5.84. Subfraktionierung der loslichen Fraktionen

Sdulen mit Anionenaustauscherharz (Dowex AG 1-X8, 100-200 mesh, BioRad, Miinchen)
bzw. Kationenaustauscherharz (Dowex AG 50W-X8, 200-400 mesh, BioRad, Miinchen)
wurden wie unter 2.2.5.7.4 beschrieben hergestellt und mit H,O44 gespiilt . Die Anionen-
und Kationenaustauschersdulen wurden so in zwei Stidndern {ibereinander angeordnet, dafl
die Eluate der Kationenaustauscher- auf die Anionenaustauschersdulen tropften.

400 pul des Uberstandes des loslichen Fraktion (2.2.5.8.3) wurden auf die
Kationenaustauschersdulen aufgetragen und die neutralen Fraktionen mit zweimal 100 pl
H;044 und siebenmal 300 pl HyOg44 eluiert. Vor der Zugabe des Szintillationscocktails in

die Rohrchen wurden 1 ml des Eluates verworfen.
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Abb. 2.3 Blattinkubationskammer fiir Markierungen mit 14C02. Die Blitter befanden sich auf dem
verschiebbaren Gitter (Kolben s. Pfeil) und konnten so zwischen der linken Kammer (1) mit "*CO,-

Atmosphire und der rechten Kammer (2) mit Raumluft verschoben werden.

Die Stinder mit den Sdulen wurden getrennt und die Anionenaustauschersiulen zur
Elution markierter phosphorylierter Intermediate fiinfmal mit 300 ul 3 M Ameisensédure
gespiilt, danach wurden markierte Carbonsduren fiinfmal mit 300 pul 2 M HCI eluiert. Die
Kationenaustauschersidulen wurden fiinfmal mit 300 ul 5SM NH4OH gespiilt. 1 ml der in
Szintillationsréhrchen aufgefangenen Eluate wurde fiir die diinnschichtchromatographische
Auftrennung (2.2.5.9) bei —-20°C eingefroren und 500 pl der Eluate im
Fliissigszintillationszdhler (Beckman LS 7000) gezahlt (2.2.5.8.2).

2.2.5.9. Diinnschichtchromatographische Auftrennung von Kationen

Die von Brennner et al. (1967) als zweidimensionale Auftrennung fiir Aminosiuren
beschriebene Methode wurde im Rahmen dieser Arbeit nur in der ersten Dimension
angewendet.

Das gesamte Volumen der aminosdurehaltigen Eluate (2.2.5.8.4) mit einer

Volumenaktivitit von mehr als 0,5 nCi-ml" wurde im Vakuumkonzentrator (Bachofer,
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Reutlingen) zur Trockne eingeengt und in jeweils 7,5 pl 10% Ethanol aufgenommen. Zwei
korrespondierende Parallelproben wurden vereinigt und 10 pl dieser Losung punktférmig
mit einer Kristallspitze auf Kieselgelplatten (Durasil-25, Macherey und Nagel, Diiren)
aufgetragen. Die Abstdnde zwischen den Proben betrugen 1 cm, die zu den Réndern der
Platte 1,5 cm. Zur Identifizierung der Signale wurden 10 ul verschiedener Aminosiure-
Standardgemische (2.2.5.9.1) mitchromatographiert.

Die Kieselgelplatten wurden nach dem Trocknen der Proben vertikal in Laufmittel I
entwickelt und nach der Chromatographie 6 h unter dem Abzug getrocknet.

Laufmittel I (nach Brennner et al., 1967):

n-Butanol : Eisessig : HyOq4q (V/V/V) 4:1:1

2.2.5.9.1. Aminosiure-Standards

Als Standards wurden verschiedene Aminosdure-Gemische mit Aminoséure-
Konzentrationen von 1 mg AS - ml"' verwendet. Die zehnfach konzentrierten
Stammlosungen von Alanin, Phenylalanin, Glycin, Histidin, Isoleucin, Lysin, Leucin,
Prolin, Arginin, Serin und Valin wurden in H,O:n-Propanol (9:1 - v/v) angesetzt, die
Asparaginsdure-, Glutaminsiure-, Tryptophan- und Tyrosin-Stammldsungen in 0,1 M HCI

gelost.

2.2.5.9.2. Autoradiographien von DC-Platten auf Bildspeicherfolien

Die DC-Platten wurden mit Hilfe einer Sprithvorrichtung fiir Druckluftleitungen (Schott,
Mainz) gleichmédBig mit Amplifier (Amersham, Chalfont, UK) bespritht und in
Entwicklungsschatullen eingeklebt und mit Frischhaltefolien abgedeckt. Anschliefend
wurden Bildspeicherplatten des Phospholmagers (Molecular Dynamics, Krefeld) aufgelegt
und mindestens eine Woche exponiert. Anhand der markierten Position der Folien auf den
Kieselgelplatten konnten die Retentionsfaktoren der markierten Aminosiuren berechnet
werden. Nach Ablauf der Expositionszeit wurden die Platten mit Ninhydrinreagens

angefirbt (2.2.5.9.3).

2.2.5.9.3. Nachweis von Aminosauren auf DC-Platten

Die Kieselgelplatten wurden fein und gleichméfig mit Ninhydrin-Sprithreagens nach
Moffat und Lytle (1959) bespriiht (2.2.5.9.2) und iiber eine auf 100°C vorgeheizte
Kochplatte gehalten. Wahrend der Entstehung der Banden wurde ihre Position mit einem

Bleistift markiert. Die Platten konnten im Flachbettscanner (HP ScanJet II cx, Hewlett
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Packard) zur digitalen Dokumentation des Bandenmusters eingelesen und die einzelnen
Aminoséduren iiber die fiir die einzelnen Banden berechneten Retentionsfaktoren (Rg-

Werte) identifiziert werden.

ASL L

0,1g Ninhydrin

50 ml Ethanol

10 ml Eisessig

2 ml Collidin

ASL II:

1% (W/v) Kupfer(II)sulfat in Ethanol

Ninhydrin-Sprithreagens:

95 Vol% ASL 1
5 Vol% ASL 11
2.2.5.10. Enzymatische Synthese von [14C]-PEP aus [14C]-Pyruvat

['“C]-PEP ist nicht kommerziell erhiltlich. Weil ['*C]-PEP fiir einige weiterfiihrende
Experimente unabdingbar ist, wurde diese Substanz mit Hilfe gereinigter rekombinanter
PPDK aus Flaveria pringlei im Rahmen der vorliegenden Arbeit aus ['*C]-Pyruvat
dargestellt. Dazu muflte die Prasequenz der PPDK aus F. pringlei gegen eine Hexahistidin-
Affinititskupplung getauscht und das rekombinante Protein in Hefe exprimiert werden
(2.2.2.3.2und 2.2.2.3.3).
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2.2.5.10.1.  Synthese
In etwa einem Dutzend Parallelansitzen eines Endvolumens von jeweils 500 ul befanden
sich:

100 mM Tricin/KOH, pH 8,0

10 mM DTT

1 mM Glukose-6-phosphat

6 mM NaH,PO,

4 mM ATP

8 mM Creatinphosphat

8 mM MgCl,

5SmM KCI

35U Creatinkinase (Roche, in 20 mM Tricin, 1 mM DTT, pH 7,0)

0,1 U Nucleotidmonophosphat-Kinase  (Roche, in 20 mM MES, 50% (v/v)
Glyzerin, pH 6,5)

0,5 mM 2-["*C]-Pyruvat [555 MBg-mmol ] (NEN, KIn)

1 -3mU aufgereinigte Hise-PPDK’

" Creatinkinase und Nucleotidmonophosphatkinase konnten in den

angegebenen Puffern bis zu 4 Monaten bei 4°C ohne deutlichen

Aktivititsverlust gelagert werden. Die aufgereinigte rekombinante PPDK

war in dem unter 2.2.2.3.3 angegebenen Puffer mindestens 6 Monate bei

—20°C ohne erkenntlichen Aktivititsverlust lagerbar.
AuBer den Ansdtzen mit markiertem Pyruvat wurde stets ein Ansatz mit der gleichen
Menge nicht-radioaktiven Pyruvats fiir die spatere Kontrolle auf vollstindigen Umsatz des
Pyruvats nebenhergefiihrt.
Die Reaktionsansitze wurden 3 h bei 30°C inkubiert und dann in fliissigem Stickstoff
schockgefroren. Nach dem Auftauen wurden je 5 Reaktionsansitze in einem 50 ml-
Polypropylenréhrchen vereinigt, 1,25 ml Chloroform und 2,9 ml Methanol zugegeben, die
Proben invertiert und 30 min auf Eis gestellt. Danach wurden 2,5 ml H,Og44 hinzupipettiert,
erneut geschiittelt und die Phasentrennung in der Bodenzentrifuge (Hermle ZK 364,
Kontron) fiir 5 min bei 5.000 U-min" herbeigefiihrt. Die Oberphasen wurden in neue
50 ml-Polypropylenréhrchen iiberfiihrt und die Unterphasen wie zuvor mit 1,8 ml H>Ogq
ausgeschiittelt. Die Oberphasen wurden vereinigt und von der sich neu bildenden

Unterphase in neue Gefdlle abgehoben. Diese wurden mit Parafilm verschlossen, der
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danach mit einer Kaniile angestochen wurde, und in fliissigem Stickstoff gefroren. Die

Proben werden dann 3 d lyophilisiert (Christ Alpha I-5, Osterode).

2.2.5.10.2. Kontrolle der Ausbeute

Die Lyophilisate (2.2.5.10.1) werden in 1/5 des urspriinglichen Reaktionsvolumens
aufgenommen und jeweils 6 und 12 pl der Resuspendate der nicht-radioaktiven Parallele
fiir eine Pyruvat- und PEP-Bestimmung im Fluoreszenzmodus (KurzpaBanregungsfilter
A = 360 nm, KurzpaBemissionsfilter A = 435 nm) des Mikrotiterplattenlesegerits

(SpectraFluor plus, SIL-Tecan, Crailsheim) eingesetzt. Der Test setzt sich wie folgt

zusammen:
50 mM Hepes/ KOH, pH 7,5
1 mM ADP
1,5 mM MgCl,
0,1 mM NADH

0,03 % bzw. 0,06 % (v/v)  Probe
Vor Beginn der Messungen wurde etwa 15 min gewartet bis sich die Fluoreszenzsignale
stabilisiert hatten. Dann wurden zum sequentiellen Nachweis von Pyruvat (a) und PEP (b)
in je 2 ul Volumen hinzugegeben:

a) 14U Lactat-Dehydrogenase (Boehringer, Mannheim)

b)40 U Pyruvatkinase (Boehringer, Mannheim)
Zur Eichung der NADH-Fluoreszenzsignale wurde parallel eine Eichreihe mit 0 bis
20 nmol NADH mitgemessen.
Anhand dieser MeBwerte konnten Stoffmenge und Ausbeute radioaktiv markierten ['*C]-

PEPs berechnet und die Produkte der Reaktion addquat eingesetzt werden.

2.2.5.11. Enzymaktivititsbestimmungen aus Blattextrakten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die maximal extrahierbare Enzymaktivitit aus
Gewebeextrakten gemessen. Die Messung der Enzymaktivititen erfolgt wie auch die
Metabolitbestimmungen (2.2.5.13 bis 2.2.5.18) iiber einfache oder gekoppelte optische
Tests. Kopplungsenzyme und Substrate wurden im UberschuB hinzugegeben, damit allein
die Aktivitit des untersuchten Enzyms geschwindigkeitsbestimmend war. Durch
Substratmangelansitze konnten die gemessenen Aktivititen gegen einen unspezifischen

Hintergrund korrigiert werden.
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2.2.5.11.1. Aufschlufl des Blattmaterials

Arabidopsis-Blitter von Pflanzen eines unter 2.2.1.2 beschriebenen Alters wurden in
1,5 ml-Reaktionsgefdfle geerntet, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
Extraktion bei —80°C gelagert. Die Proben wurden dann mit einem in fliissigem Stickstoff
vorgekiihlten rotierenden Pistill im drei- bis fiinffachen Volumen Extraktionspuffer
aufgeschlossen, so daf} sich eine Proteinkonzentration von mindestens 1,5 mg Protein-ml
Extrakt” ergab. Die Extrakte wurden sofort auf —20°C gestellt und noch am gleichen Tag
gemessen.

Vor der Messung wurden die Extrakte 1 min bei 12.000 U-min' (15.300 xg)
anzentrifugiert und auf Eis gestellt. 5 bis 10 pl Aliquots der Uberstinde wurden in den
Enzymtests bei 30°C (s. 2.2.5.11.2 bis 2.2.5.11.7) im Absorptionsmodus des SpectraFluor
plus (SIL-Tecan, Crailsheim) eingesetzt und mit den mitgelieferten Programmen
(EasyWIN kinetics, SIL-Tecan, Crailsheim) ausgewertet. 20 pl des Uberstandes wurden
mit dem gleichen Volumen 100 mM DTT vermischt, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert
und fiir die Bestimmung der NADP-MDH-Aktiviédt (s. 2.2.5.11.3) verwendet. 10 pl
Aliquots dieser Verdiinnung und des urspriinglichen Uberstandes wurden fiir eine
Proteinbestimmung (s. 2.2.4.5) abgezweigt und bis zur Verwendung am gleichen Tag 4° C
gelagert.

Vor der Zugabe in die Reaktionsgemische wurden in NH4SO,; suspendierte
Kopplungsenzyme 1 min bei 12.000 U-min' (15.300 xg) zentrifugiert, der
ammoniumsulfathaltige Uberstand abgenommen und das Sediment im gleichen Volumen

50mM Hepes/ NaOH, pH 7,3 aufgenommen.

Extraktionsmedium:

50mM Hepes/ NaOH, pH 7,5
2mM DTT

SmM MgCl,

ImM EDTA

0,1 % (v/v)  B-Mercaptoethanol

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

50 % (v/v)  Glyzerin

B-Mercaptoethanol, Triton-X-100 und Glyzerin wurden erst nach Einstellung des
pH-Werts in den Puffer gegeben. Unmittelbar vor der Extraktion wurde der
Extraktionspuffer 2 min mit Stickstoff (Messer Griesheim, Krefeld) durchblasen.
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2.2.5.11.2.  Pyruvatkinase (EC 2.7.1.40)

Der Nachweis der Pyruvatkinase-Aktivitit wurde nach der von Plaxton (1988)
entwickelten Methode durch Zugabe von Lactat-Dehydrogenase gefiihrt. Um die erhalten
Umsatzgeschwindigkeiten gegen mitextrahierte PEP-Phosphatase-Aktivitdt zu korrigieren
wurde ein Kontrollansatz zur Messung der PEP-Phosphatase-Aktivitdt nach Duff et al.
(1989) parallel mitgefiihrt.

Zur Differenzierung der Aktivititen der zytosolischen und plastiddren Isoform wurden die

Messungen an den pH-Optima beider Isoformen durchgefiihrt.

Nachweis der Pyruvatkinase-Aktivitét:

Pyruvatkinase Lactat-Deydrogenase
PEP / » Pyruvat / > Lactat
\ K \
ADP ATP NADH NAD"

P, 4\ PEP-Phosphatase

PEP

Die Testansitze in den Mikrotiterplatten enthielten in 200 pl Volumen:

50 mM Hepes/ NaOH a) pH 6,9 (pH-Optimum der zytosolischen Isoform)
b) pH 8,1 (pH-Optimum der plastiddren Isoform)

2 mM PEP’

2 mM ADP™

50 mM KCI

10 mM MgCl,

0,2 mM NADH

0,2mgml’ BSA

2 mM DTT

2U Lactat-Dehydrogenase (Boehringer, Mannheim)

5% (v/v) Extrakt
" Wurden in den Ansitzen zur Messung des unspezifischen Hintergrundes weggelassen.

" Wurde dem Testansatz bei der Messung der PEP-Phosphatase-Aktivitit vorenthalten.
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2.25.11.3. NADP-Malat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.82)

Die Messung der NADP-Malat-Dehydrogenase erfolgte nach Johnson und Hatch (1970)

iiber einen einfachen optischen Test.

Nachweis der NADP-Malatdehydrogenase-Aktivitit durch einfachen optischen Test:

NADP"-Malat-Dehydrogenase
Oxalacetat / \ » Malat

NADPH NADP"

Die Testansédtze in den Reaktionsrdumen der Mikrotiterplatten enthielten in 200 pl

Volumen:
50 mM Tricin/ NaOH, pH 8,1
5mM EDTA
2 mM Oxalacetat”
0,2 mM NADPH
20 mM DTT

5% (v/v) in 50 mM DTT inkubierter Extrakt (2.2.5.11.1)

" Fehlte in den Kontrollansitzen zur Korrektur des unspezifischen Hintergrundes.

2.2.5.11.4. PEP-Carboxylase (EC 4.1.1.31)

In dem von Hatch et al. (1969) etablierten Test wird die PEP-Carboxylase-Aktivitit durch
einen an NAD-Malat-Dehydrogenase gekoppelten optischen Test ermittelt.

Nachweis der PEP-Carboxylase-Aktivitit:

PEP-Carboxylase Malat-Dehydrogenase
PEP Y > Oxalacetat Y > Malat
HCO5" P, NADH NAD"
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In den Reaktionsrdumen der Mikrotiterplatten befanden sich in 200 pul Volumen:

50 mM Hepes/ NaOH, pH 7,3

5 mM MgCl,

2 mM DTT

1 mM KHCO;

5 mM PEP

0,2 mM NADH

2U NADH-Malat-Dehydrogenase (Boehringer, Mannheim)

5% (v/v) Extrakt

* Fehlte in den Ansitzen zur Korrektur gegen den unspezifischen Hintergrund.

2.2.5.11.5. NADP-Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (EC 1.2.1.13)

Die Aktivitat der NADP-Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase wird prinzipiell in

gleicher Weise wie die Gehalte an TrioseP (2.2.5.16) nachgewiesen.

Nachweis der NADP-Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GA3PDH)-Aktivitéat:
ATP ADP NADPH NADP"

3-Phosphoglycerat \ 21,3-Bisphosphoglycerat \ :A. Glycerinaldehyd-3-phosphat
Phosphoglyceratkinase =~ NADP-Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

In den Reaktionsansétzen befanden sich in je 200 pl Volumen:

50 mM Tricin/ NaOH, pH 8,1

4 mM 3-Phosphoglycerat’

5mM ATP

10 mM MgCl,

0,2 mM NADPH

20U Phosphoglyceratkinase (Boehringer, Mannheim)

2,5 % (v/v)  Extrakt
" Das Substrat 3-Phosphoglycerat fehlte in den Kontrollansitzen.

2.2.5.11.6.  Pyruvat,P,-Dikinase (EC 2.7.9.2)

Die Messung der Aktivitit der Pyruvat, P,-Dikinase kann sowohl in anabolischer wie auch
in katabolischer Richtung erfolgen. Da nur auf eine in Cs;-Pflanzen erhohte Aktivitét
untersucht werden sollte, wurde der von Jenkins und Hatch (1985) ausgearbeitete

Nachweis in anabolischer Richtung gewihlt. Die Aktivierung des Enzyms durch
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Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte wahrend der Messungen, insbesondere bei einem

groBBen Probenaufkommen wie bei der Durchsicht von Populationen.

Messung der Pyruvat,P,-Dikinase-Aktivitét in anabolischer Richtung:

Pyruvat,P,-Dikinase PEP-Carboxylase Malat-Dehydrogenase

Pyruvat » PEP » Oxalacetat Malat
" N Y

ATP +P, AMP + PP, HCOy P, NADH NAD"

In den Reaktionsansétzen befanden sich in je 200 pl Volumen:

100 mM Tricin/NaOH, pH 8,0

10 mM DTT

8 mM MgSOy4

10 mM NaHCO;

2 mM Pyruvat*

5 mM (NH4)2SO04

1,5 mM NaH,PO4

0,24 mM NADH

I mM ATP

1U NADH-Malat-Dehydrogenase (Boehringer, Mannheim)
0,3U PEP-Carboxylase (Praparation nach Hatch und Heldt, 1985)

5% (v/v) Extrakt

' Pyruvat wurde in den Ansétzen zur Hintergrundkorrektur weggelassen.

2.2.5.11.7. NADP-Malatenzym (EC 1.1.1.40)

Die Aktividt des NADP-Malatenzyms wurde nach Hatch und Mau (1977) in

decarboxylierender Richtung mit einem einfachen optischen Test bestimmt.

Nachweis der Aktivitit des NADP-Malatenzyms durch einfachen optischen Test:
NADP-Malatenzym

Malat / \ » Pyruvat

NADP™ NADPH + HCO5

80



Material und Methoden

In den Reaktionsansétzen befanden sich in 200 pul Gesamtvolumen:

50 mM Tricin/ NaOH, pH 7,3
25 mM Malat"
25 mM MgCl,
0,6 mM NADP

5% (v/v) Extrakt
" Auf die Malatzugabe wurde in Ansitzen zur Bestimmung des unspezifischen

Hintergrundes verzichtet.

2.2.5.11.8.  PEP-Synthetase (EC 2.7.9.2)

Die Messung der E. coli-PEP-Synthetase-Aktivitit in transgenen Pflanzen erfolgte
radioaktiv in Anlehnung an die Verfahren von Cooper und Kornberg (1969) und Panstruga
et al. (1997). Zur Kontrolle auf systematische Fehler wurde die PEP-Produktion parallel
auch in Ansdtzen mit gereinigter rekombinanter PPDK aus F. pringlei (2.2.5.10.1)
untersucht.

Arabidopsis-Chloroplasten wurden wie unter 2.2.5.2 aufgeschlossen und sedimentiert. Das
Sediment der ersten Zentrifugation wurde im HB-Riickstand (2.2.5.2) resuspendiert, mit
5 Volumen Puffer A aufgefiillt und 10 min bei 3.000 U-min™ in der Bodenzentrifuge
(Hermle ZK 364, Kontron) zentrifugiert. Der Uberstand wurde aufbewahrt, das Sediment
mit einem rotierenden Pistill in 1 ml Puffer A aufgeschlossen und die Ansétze 3 min bei
12.000 U-min" (15.300 xg) zentrifugiert. Die Uberstinde wurden vereinigt und die
Extraktion des Sedimentes zweimal in gleicher Weise wiederholt. Die Vereinigten
Uberstinde wurden mit gesittigter (NH4),SO4-Losung auf 40% (NH4),SO4-Sittigung
gebracht und die Ansdtze 5 min bei 3.000 U-min™' zentrifugiert. Das Sediment wurde in
500 pl Puffer B aufgenommen und auf eine mit 6 ml Puffer B édquilibrierte DEAE-
Zellulose-Saule (Pharmacia, Freiburg) gegeben. Die Sdule wurde mit je 3 ml 0,1 M KCI,
0,2 M KCI und 0,3 M KCI gewaschen und die potentiell aktive Fraktion mit 6 ml 0,4 M
KCl eluiert. Die Sdule wurde mit 6 ml 1 M KCI gespiilt und die Eluate auf 60%
(NH4)>,S04-Sittigung gebracht, 10 min wie zuvor zentrifugiert. Die Sedimente wurden in
250 pl Puffer B aufgenommen und bis zur Aktivitdtsbestimmung bei 4°C gelagert.

Die Ansitze fiir die Aktivitdtsbestimmungen umfalite ein Volumen von je 500 pl und

setzten sich wie folgt zusammen:
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100 mM Hepes/ KOH, pH 8,4

10 mM MgCl,
10 mM ATP’
2 mM [2-'*C]-Pyruvat (15 mCi-mmol™, NEN, K&ln)

" Negativkontrollen wurde das ATP vorenthalten.
Die Kontrollansdtze mit PPDK, einer mit und einer ohne ATP, wurden im gleichen
Volumen und mit der gleichen Stoffmenge [2-'*C]-Pyruvat wie die PEP-Synthetase-
Reaktionsansidtze angesetzt. Auf den Zusatz der Kopplungsenzyme und des
Creatinphosphats (2.2.5.10.1) wurde dabei verzichtet.
Die Reaktionsgefdfie wurden bei 37°C inkubiert und 40 pl-Aliquots nach 0, 15, 30, 60 und
180 min Reaktionszeit entnommen in fliissigem Stickstoff abgestoppt und bis zum Auftrag
auf Kieselgur-Platten (GUR-25, Macherey & Nagel, Diiren) bei —80°C gelagert.
Je 25 pul der Proben wurden wie unter 2.2.5.9 auf die Kieselgur-Platten aufgetragen, die
Platten in Laufmittel IT entwickelt, anschlieend 3 h unter dem Abzug getrocknet und 24 h
auf Bildspeicherplatten exponiert (s. 2.2.5.9.2).

Laufmittel I1:

n-Propanol : 25 % NH; (v/v) 13:7

Puffer A:

5 mM Tris/ HCI, pH 7,5
10 mM MgCl,

2 mM EDTA

0,015 % (v/v) B-Mercaptoethanol

Puffer B:

5 mM Tris/ HCI, pH 6,8
I mM MgCl,

5 mM EDTA

0,015 % (v/v) B-Mercaptoethanol

1M Saccharose

2.2.5.12. Perchlorsaureextraktion von Blattmaterial

Blattmaterialproben definierten Frischgewichts wurden von A. thaliana-Pflanzen schon

beschriebenen Alters (2.2.1.2) geerntet und in Alubriefchen tliberfiihrt. Die wéhrend der

82



Material und Methoden

Lichtperiode eines Tagesganges genommenen Proben wurden bis zum Schockgefrieren in
fliissigem Stickstoff im Licht gehalten. Die Blattproben wurden bis zur Extraktion bei -
80°C gelagert.

Die Proben wurden in einem mit fliissigem Stickstoff vorgekiihlten Morser pulverisiert,
I ml 1 M HCIOj4 hinzugefiigt und homogenisiert. Der leicht angetaute Extrakt wurde mit
einem Spatel in 2 ml-Einweg-Reaktionsgefdfle liberfiihrt, der Riickstand der ersten
Uberfiihrung in 1 ml 0,1 M HCIO4 aufgenommen, bis zum Auftauen mit dem Pistill
weitervermischt und die resultierende Suspension mit dem ersten Homogenat vereinigt.
Die ReaktionsgefiBe wurden 3 min bei 14.000 U-min™' (20.800 xg) zentrifugiert, 1,8 ml
des Uberstandes abgehoben, in neue 2 ml-ReaktionsgefiBe transferiert und auf Eis
zweimal 50 pul 5 M K,COj; zur Neutralisierung hinzugegeben. Nachfolgend wurden die
ReaktionsgefiBe 3 min bei 14.000 U-min™' (20.800 xg) zentrifugiert und die Uberstinde in
1,5 ml-Reaktionsgefdfle aliquotiert, in die zuvor eine Spatelspitze Aktivkohle zur
Adsorption von phenolischen Substanzen, Reduktionsdquivalenten und ATP gegeben
worden war. Die Zugabe der Aktivkohle unterblieb wenn Polyamingehalte in den
Extrakten gemessen werden sollten. Die Reaktionsgefia3e wurden bis zur Verwendung bei

-80° C gelagert.

2.2.5.13. Bestimmung des Malatgehaltes in Perchlorsiureextrakten

Die Bestimmung der Malatgehalte erfolgt enzymatisch nach der von Lowry und Passoneau
(1992) ausgearbeiteten Endpunktmethode durch einen direkten optischen Test, bei dem die

Gesamtmenge reduzierten NAD's photometrisch bei A = 340 nm gemessen wird.

Reaktionsverlauf beim Malatnachweis nach Lowry und Passoneau (1992):

Malat-Dehydrogenase

Malatﬁ»OXalaceta‘t 7—» Oxalacetathydrazon

NAD"  NADH Hydrazin

Aliquots der Perchlorsdureextrakte wurden aufgetaut und die Aktivkohle sowie restliches
Kaliumperchlorat 1 min bei 14.000 U-min" (20.800 xg) sedimentiert. Aliquots der
Uberstinde wurden fiir die photometrische Messung bei 30°C im Absorptionsmodus
(KurzpaBabsorptionsfilter, A = 360 nm) des Mikrotiterplattenlesegerits (SpectraFluor plus,

SIL-Tecan, Crailsheim) eingesetzt.
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In einem Testansatz von 200 ul befanden sich:
200 mM Hydrazin/ HCI, pH 9,1
2mM NAD"
15 % (v/v)  Extrakt
Die Reaktionen wurden durch Zugabe von
2U NADH-Malat-Dehydrogenase (Boehringer, Mannheim)
mit einem Stempelblock (Technische Werkstitten der Botanischen Institute,

Universitit Koln) gestartet.

Aus den absoluten Extinktionsdnderungen konnten die Malatkonzentrationen in den

Ansitzen nach folgender Formel berechnet werden:

AE-m-1°
Ac (Malat) =

8340(NADH) - Vg
AE: absolute Extinktionsdnderung [dimensionslos]
r: Radius der Reaktionsraume [cm]

€340(NADH): Extinktionskoeffizient von NADH bei A = 340 nm [cm® umol'l]

VE: eingesetztes Extraktvolumen [cm’]
Ac (Malat):  Konzentrationsdnderung an Malat [umol-m] Extrakt™]
2.2.5.14. Bestimmung des Gesamtaminosiuregehaltes in Perchlorsiureextrakten

Ninhydrin enthélt eine thermodynamisch stabile Hydratgruppe, an die die Aminogruppe
der Aminosduren nukleophil angreifen kann. Das Endprodukt nachgeschalteter
Umlagerungen absorbiert maximal bei A = 506 nm. Um die Aminosduremengen in den
Proben quantifizieren zu konnen wurden Eichreihen mit Alanin-Konzentrationen zwischen
0 und 2,5 pmol-ml" mitgefiihrt.

Von den Extrakten und Eichlésungen wurden 40 pl in Einmal-Reaktionsgefillen mit
160 ul 3 M Essigsdure verdiinnt und mit 400 pl Ninhydrin-Losung versetzt. Die Proben
wurden 10 min auf 80° C erhitzt, auf Raumtemperatur abgekiihlt und je zweimal 250 pl
eines jeden Ansatzes in verschiedene Reaktionsrdume einer transparenten Mikrotiterplatte

(Greiner, Solingen) pipettiert und die Absorption der Losungen mit einem
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Absorptionsfilter von A =492 nm im SpectraFluor plus (SIL-Tecan, Crailsheim)
gemessen.

Ninhydrin-Losung:

04¢g Ninhydrin
lg CdCl,

80 ml Rotisol

10 ml Eisessig

ad 110 ml Hzodd

2.2.5.15. Bestimmung der Gehalte an Pyruvat und PEP in

Perchlorsaureextrakten

PEP und Pyruvat wurden gemeinsam durch einen indirekten optischen Test nachgewiesen.
Der Nachweis von Pyruvat erfolgt direkt durch Zugabe von Lactat-Dehydrogenase, der
daran gekoppelte Nachweis von PEP erfolgt durch Zugabe von Pyruvatkinase:

Nachweis von Pyruvat und PEP durch gekoppelten optischen Test:
NADH NAD'
2) k1 y
PEP > Pyruvat » Lactat
Pyruvatkinase Lactat-Dehydrogenase

Pyruvat- und PEP-Gehalte sind in Pflanzengeweben vergleichsweise gering und wurden
daher iiber NADH-Fluoreszenz in nicht-transparenten Mikrotiterplatten (Greiner,
Solingen) bei 30°C im SpectraFluor plus (SIL-Tecan, Crailsheim) nachgewiesen. Die
Anregung der Fluoreszenz erfolgte bei A < 360 nm, emittierte Fluoreszenz wurde bei
A <435 nm gemessen (s. 2.2.5.10.2). In verschiedenen Perchlorsiureextrakten wurde die
NADH-Fluoreszenz unterschiedlich stark gedimpft, was die MeBergebnisse verfialschen
kann sobald die Extrakte in der Messung mehr als 10 % des Gesamtvolumens einnehmen.
Daher wurden die Loschungseigenschaften eines jeden Extrakts auf die im Test eingesetzte
NADH-Menge tiiber individuelle Eichkurven erfafit.

AuBlerdem wurden die gemessenen Fluoreszenzdifferenzen gegen die Fluoreszenzanderung
durch bloBe Enzymzugabe korrigiert. Vor Zugabe der Kopplungsenzyme wurde ca. 15 min

gewartet bis sich die Fluoreszenzsignale aus den Reaktionsrdumen stabilisiert hatten.
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Pro Reaktionsraum der Mikrotiterplatten wurden in 200 pl vorgelegt:

50 mM Hepes, pH 7,5
I mM ADP

1 mM MgCl,

50 uM NADH.

50 % (v/v)  Extrakt

Spéater wurden mit einem Stempelblock in die Reaktionsrdume zugegeben:

1) 14 mU Lactat-Dehydrogenase(Boehringer, Mannheim) zur Umsetzung von
Pyruvat

2) 40 mU Pyruvatkinase(Boehringer, Mannheim) zur Umsetzung von PEP

Die NADH-Eichgerade deckte den Konzentrationsbereich bis 10 nmol-mI”' NADH ab. Die

Kinetiken wurden mit Hilfe der mitgelieferten Programme (EasyWin Kinetics, SIL-Tecan)

ausgewertet.

2.2.5.16. Bestimmung der Triosephosphat- und Fruktose-1,6-bisphosphatgehalte

in Perchlorsiureextrakten

Der Nachweis von Dihydroxyacetonphosphat, Glycerinaldehyd-3-phosphat und Fru-1,6-bP

erfolgte gemeinsam iiber einen gekoppelten optischen Test im Fluoreszenzmodus des

Mikrotiterplattenlesegerites (s. 2.2.5.15). Zur Umsetzung der einzelnen Metabolite wurden

sequentiell Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (1), Triosephosphatisomerase (2)

und Aldolase (3) zugegeben. Die unter 2.2.5.15 erstellten Eichkurven konnten

iibernommen werden. Die der Quantifizierung zugrundeliegenden NADH-Eichgeraden

deckten den Bereich bis 2 nmol-ml”! NADH ab.

86

Reaktionsfolge beim enzymatischen Nachweis von Triosephosphaten und Fruktose-1.6-

bisphosphat:

2) Triosephosphatisomerase

Dihydroxyacetonphosphat —— » Glycerinaldehyd-3-phosphat

3) I Aldolase P,+ NAD" 1) Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Fruktose-1,6-bisphosphat NADH dehydrogenase
Phosphoglyceratkinase
3-Phosphoglycerat < Vf\ 1,3-Bisphosphoglycerat

ATP ADP
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Pro Reaktionsraum wurden in einem Volumen von 200 ul vorgelegt:

50 mM Hepes/ NaOH, pH 7,5
0,6 mM NAD'

1 mM ADP

2 mM NaH,PO,

50 % (v/v)  Extrakt
Zur Umsetzung der einzelnen Metabolite wurden mit einem Stempelblock zugegeben:
1) 32 mU Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(Boehringer, Mannheim)
2) 80 mU Triosephosphat-Isomerase (Boehringer, Mannheim)
3)0,1U Aldolase (Boehringer, Mannheim)

Durchfiihrung und Auswertung der Messungen erfolgten wie in 2.2.5.15.

2.2.5.17. Bestimmung von 3-Phosphoglycerat-Gehalten in

Perchlorsiaureextrakten

Beim 3-Phosphoglyceratnachweis handelt es sich um einen gekoppelten optischen Test,
wobei hier der umgekehrte Weg wie bei der Bestimmung der TrioseP eingeschlagen wird

(s. 2.2.5.16):

Reaktionsverlauf beim gekoppeltem optischen Test fiir 3-Phosphoglycerat:
ATP  ADP NADH NAD"

3-Phosphoglycerat g 1,3-Bisphospho glyceratg Glycerinaldehyd-3-phosphat

Pro Reaktionsraum wurden in einem Volumen von 200 ul vorgelegt:

50 mM Hepes/ NaOH, pH 7,5
10 mM MgCl,

2 mM ATP

20 uM NADH

10 % (v/v)  Extrakt
Aufgrund des geringen Anteils des Extraktes am Gesamtvolumen der Tests wurden die

MeBwerte nicht gegen die spezifische Fluoreszenzloschung der Extrakte (2.2.5.15)
korrigiert. Die NADH-Eichwerte reichten bei diesem Test bis 20 nmol-ml” NADH herauf.
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Pro Ansatz wurden gemeinsam zugegeben:
20 mU Glycerinaldeyd-3-phosphat-Dehydrogenase (Boehringer, Mannheim)
50 mU Phosphoglyceratkinase (Boehringer, Mannheim)

Messung und Auswertung erfolgten ansonsten wie unter 2.2.5.17 beschrieben.

2.2.5.18. Bestimmung von Glukonsiure-6 phosphat- und

Hexosephosphatgehalten in Perchlorsiureextrakten

Gehalte an 6-PG, GIk6P, Glk1P und Fru6P wurden gemeinsam in einem z.T. gekoppelten
optischen Test bestimmt. Eichungen und Korrekturen wurden wie unter 2.2.5.17

vorgenommen.

Reaktionsfolge beim enzymatischen Nachweis von Glukonsiure-6-phosphat und Hexose-

phosphaten:
3) Phosphoglukomutase

Glukose-1-phosphat p Glukose-6-phosphat

4) PhosphoghWv 2) Glukose-6-phosphat-
Fruktose-6-phosphat NADP’ dehydrogenase
NADPH

6-Phosphoglukonolakton

1) Phosphoglukonat-Dehydrogenase

Ribulose-5-phosphat < Vf\ Glukonséure-6-phosphat
CO, + NADPH NADP*

In den Reaktionsraumen der Mikrotiterplatten befanden sich in 200 pl:
100 mM Hepes/ KOH,. pH 7,5

0,8 mM NADP"
I mM MgCl,
10 uM Glukose-1,6-bisphosphat

10 % (v/v)  Extrakt
Nach 15 min Prédinkubation (2.2.5.15) wurden sequentiell
1) 50 mU Glukonsidure-6-phosphat-Dehydrogenase (Boehringer, Mannheim)
2)0,1U Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase (Roche, Mannheim)
3) 40 mU Phosphoglukomutase (Boehringer, Mannheim)
4)0,35U Phosphoglukoisomerase (Roche, Mannheim)
mit einem Stempelblock in die Reaktionsrdume gegeben.

Messung, Korrektur und Auswertung der Bestimmungen erfolgten wie unter 2.2.5.17.
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2.2.5.19. Bestimmung der Gehalte an freiem P, in Perchlorsiureextrakten

Gehalte anorganischen Phosphats wurden nach der Methode von Bartlett (1958) mit
leichten Modifikationen bestimmt.
Mindestens 350 ul der Perchlorsidureextrakte (2.2.5.12) wurden mit H,Og44 auf 1 ml
aufgefiillt, 50 ul 5 M H,SO4, 50 ul 5 % (w/v) Ammoniumheptamolybdat und 50 pl Fiske-
Subbarow-Reagens hinzugegeben, die Ansdtze 10 min bei Raumtemperatur inkubiert,
2 min bei 14.000 U-min"' (20.800 xg) zentrifugiert und die Extinktion von 900 pl des
Uberstandes bei A = 680 nm im Photometer (LKB Novaspec II, Pharmacia, Freiburg)
gemessen. Eine Eichreihe mit 0 bis 0,2 umol Phosphat wurde parallel mitgefiihrt.

Fiske-Subbarow-Reagens:

15 % (w/v)  NayS,0s

0,25 % (w/v) 1-Amino-2-naphthol-4-sulfonsédure

0,5 % (w/v) NaySOs3

Die Losung ist bei dunkler Lagerung eine Woche lang haltbar.

2.2.5.20. Bestimmung von Polyamingehalten in Perchlorsiureextrakten iiber

HPLC

Die Bestimmung von Polyaminen erfolgte nach Dansylierung unter Anbringung leichter
Modifikationen wie von Marcé et al. (1995) beschrieben.

300 pl der Perchlorsdureextrakte von mehr als 100 mg Blattmaterial wurden in 2 ml-
ReaktionsgefaBBen mit 4 ul 50 uM Diaminoheptan als internem Standard, 300 pl geséttigter
Na,COs-Lésung und 600 pl Dansylchlorid (5 mg-ml Aceton™) vermischt und 30 min bei
40°C im Dunkeln derivatisiert. Nach der Zugabe von 200 pl Prolin (100 mg-ml™) wurden
die Proben 30 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Es wurden 1 ml Toluol
hizugegeben, die Reaktionsgefdfle 30 s geschiittelt und 600 pl der Oberphase nach der
Phasentrennung im Vakuumkonzentrator (Bachofer, Reutlingen) 25 min bei 35°C zur
Trockne eingeengt. Die Sedimente wurden unmittelbar vor der Injektion in das HPLC-
System in 40 pl Acetonitril resuspendiert und dunkel und auf Eis gelagert.

Zur Eichung des Systems wurden 1 mM Polyaminstandards verschiedener
Zusammensetzung in der Hélfte der o.a. Volumina derivatisiert und in 800 pul Acetonitril
resuspendiert.

20 pl der Standards und der Proben wurden auf einer 250 x 4,6mm C;s-Spherisorb ODS II-
Sdule, 5 um PartikelgroBe (Bischoff Analysentechnik, Leonberg) mit einer Nucleosil Cjg
120-5 250/8/4-Vorsiule (Macherey und Nagel, Diiren) bei 1,5 ml-min™' Losungsmittelfluf
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in folgendem Gradienten mit einer Shimadzu LC-6A-Anlage (Shimadzu, Tokio, JP)
aufgetrennt:

0 —4 min 70 % Acetonitril (= Eluent B)

5 -9 min 100 % Acetonitril

10-15min 70 % Acetonitril

Eluent A: H,O44

Die Detektion bei A = 500 nm erfolgte mit einem Fluoreszenzdetektor (Shimadzu RF-535,
Shimadzu, Tokio, JP) bei einer Anregungswellenldnge von A = 350 nm. Die Integration der
Signale erfolgte mit dem Shimadzu Chromatopac CR-5A (Shimadzu, Tokio, JP).
Abweichende Effizienzen bei der Derivatisierung wurden liber den internen Standard

Diaminoheptan korrigiert.

2.2.5.21. Bestimmung der Stirkegehalte in Blattproben

A. thaliana-Blattmaterial eines Frischgewichts zwischen 20 und 80 mg wurde in 2 ml-
Einweg-Reaktionsgefdflen geerntet und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. Extraktion
und Aufarbeitung des Blattmaterials erfolgte wie in 2.2.5.8, 2.2.5.8.2 und 2.2.5.8.3
beschrieben.

Der letzte Zentrifugationsiiberstand (2.2.5.8.2) wurde bis zur Messung bei —20°C
tiefgefroren.

Aliquots der Uberstinde wurden bei 30°C im Mikrotiterplattenlesegerit (SIL-Tecan,
Crailsheim) mit einem Absorptionsfilter von A = 360 nm im Absorptionsmodus in
folgenden Testansétzen eingesetzt:

100 mM Hepes/ KOH, pH 8,0

0,6 mM NADP"®
2 mM ATP
10 mM MgCl,

2,5% (v/v)  Uberstand

Die Reaktionen wurden nach wenigen Minuten durch Zugabe eines Gemisches von
34 mU Hexokinase und
17 mU Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase

mit einem Stempelblock gestartet und wie unter 2.2.5.13 dargelegt ausgewertet.
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2.2.5.22. Bestimmung der Gehalte loslicher Zucker in Blattproben

Die Riickstinde der ethanolischen Fraktionen nach dem Einengen (s. 2.2.5.8.1) wurden in
200 ul H,Og4q mit einem Riihrspatel resuspendiert, unlosliche Bestandteile 2 min bei
14.000 U-min™' (20.800 xg) sedimentiert. 20 pl des Uberstandes wurden fiir die
Zuckerbestimmung in den gleichen Testansidtzen wie unter 2.2.5.21 eingesetzt.

Glk6P, Glukose, Fruktose und Saccharose wurden nach Bergmeyer (1970) gemeinsam in
einem gekoppelten optischen Test durch die sequentielle Zugabe der folgenden Enzyme

(2.2.5.18) bestimmt:

Reaktionsfolge beim enzymatischen Nachweis von Glukose-6-phosphat, Glukose, Fruktose

und Saccharose:

Saccharose

/ 4 ) Invertase \

Fruktose Glukose

2) Hexokinase ATP 2) Hexokinase
ADP 1) Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase

Fruktose-6-phosphat —————® Glukose-6-phosphat 6-Phosphoglukonolakton
3) Phosphoglukoisomerase

NADP" NADPH

1) 50 mU Glukose-6-phosphat-Dehydrogenase (Roche, Mannheim)
2) 20 mU Phosphoglukomutase (Boehringer, Mannheim)

3)0,2U Phosphoglukoisomerase (Roche, Mannheim)

4) 120U Invertase (Roche, Mannheim)

Messung und Auswertung erfolgten wie unter 2.2.5.13 beschrieben.

2.2.5.23. Wiiirige Extraktion von Blattmaterial

Von A. thaliana eines Alters wie unter 2.2.1.2 beschrieben wurden Blitter eines
Frischgewichts zwischen 30 und 60 mg wurden wie unter 2.2.5.12 geerntet und in 300 pl
H,044 mit einem rotierenden Pistill extrahiert, der Pistill mit 100 ul HOg44 nachgespiilt und
die Proben 10 min bei 95°C gekocht. Danach wurden die Proben auf Eis abgekiihlt, kurz
anzentrifugiert, 250 ul des Uberstandes in neue 1,5 ml-Einweg-ReaktionsgefifBe liberfiihrt

und bis zur Derivatisierung bei —80°C gelagert.
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2.2.5.24. Bestimmung von Aminosiuregehalten in wilirigen Extrakten iiber
HPLC

Die Aminosduregehalte wurden {iber die Derivatisierung mit Orthophthalaldehyd (OPA)
nach der Methode von Hecker (unverdffentlicht) bestimmt.

Aliquots der wéBrigen Extrakte (2.2.5.23) wurden 1 min bei Raumtemperatur mit 1 pl
Fluoraldehyd™-Reagens (Pierce, Bonn) automatengesteuert prasdulenderivatisiert und auf
einer Hypersil-ODS 5 Séule (125 x 4,6 mm) mit einer 40 x 4,6 mm Vorsidule (beide CS
Chromatographieservice, Langerwehe) mit einem diskontinuierlichen binidren Gradienten
(s.u.) bei 40°C auf einem HP 1090 HPLC-System (Hewlett Packard,
Waldbronn).aufgetrennt. Die Derivate wurden bei einer Anregungswellenlinge von
A =230 nm und einer Emissionswellenldnge von A = 455 nm mit einem HP 1046A
Fluoreszenzdetektor detektiert und mit dem Programm Chemstation v6.03 (Hewlett
Packard, Waldbronn) quantifiziert.

Verwendeter bindrer Gradient:

t (min) | % (v/v) Puffer B | Flufirate (ml-min™)
0 7 0,8

3 10 0,8

12 15 0,8

12,1 15 1

20 50 1

22 100 1

25 100 Ende

Puffer A:

20 mM NaOAc, pH 7,2

0,008 % (v/v) Triethylamin

0,3% (v/v) THF

Puffer B:

100 mM NaOAc, pH 7,2 : Acetonitril : Methanol (v/v/v) 1:2:2

2.2.5.25. Bestimmung des Phosphorylierungsgrades transitorischer Stirke

Die Bestimmung des Stirkephosphorylierungsgrades wurde in modifizierter Form nach

Nielsen et al. (1994) durchgefiihrt.
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Zwei Blattrosetten von Arabidopsis thaliana-Pflanzen eines Alters wie unter 2.2.1.2
beschrieben und eines Gesamt-Frischgewichts von 150 bis 300 mg wurden unmittelbar vor
Ende der Lichtperiode und 2 h nach Beginn der Dunkelperiode geerntet, in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur Aufarbeitung des Materials bei —80°C gelagert. Das
Blattmaterial wurde in einem auf Eis gekiihlten Morser in 5 ml H,Og4q4 unter Zugabe einer
Spatelspitze sduregewaschenem Seesand gemdrsert, das Homogenisat durch eine Lage
Miracloth (Calbiochem, Schwalbach) filtriert, der Mdrser mit 2 ml H,O4q4 gespiilt und die
vereinigten Filtrate 4 min bei 3.000 U-min"' in der Bodenzentrifuge (Hermle ZK 364,
Kontron) zentrifugiert. Das Sediment wurde noch zweimal unter Resuspendieren des
Bodensatzes mit 2 ml HOg44 und einmal mit 2 ml 80 % Ethanol gewaschen und jeweils wie
zuvor zentrifugiert. Das letzte Sediment wurde unter dem Abzug getrocknet, in 100 pl
0,7 M HCI aufgenommen und in 1,5 ml-Einweg-Reaktionsgefiale iiberfiihrt. Die Stirke
wurde 2 h bei 95°C sauer hydrolysiert, nach dem Abkiihlen mit dem gleichen Volumen
0,7 M KOH unter Zugabe von 50 pl 333mM Hepes/ KOH, pH 7,3 neutralisiert, kurz
anzentrifugiert und die Uberstinde fiir Glukose- und Glk6P-Bestimmungen in getrennten
Ansitzen eingesetzt. Fiir die Glukosebestimmung mit einem Absorptionsfilter von
A =360 nm im Absorptionsmodus des Mikrotiterplattenlesegerdtes (SIL-Tecan,
Crailsheim) wurden 20 ul einer 1:10-Verdiinnung des Uberstandes eingesetzt, fiir die
Glk6P-Bestimmung im Fluoreszenzmodus (2.2.5.18) 20 ul des unverdiinnten Uberstandes.
In beiden Fillen enthielten die Reaktionsrdume 200 pl folgender Testansitze:

100 mM Hepes/ KOH, pH 8,0

032mM  NADP'

0,8 mM ATP

4 mM MgCl,

10 % (v/v)  Probe
Die Messungen wurden wie unter 2.2.5.22 gestartet und wie zuvor beschrieben (2.2.5.13

und 2.2.5.17) ausgewertet.

2.2.5.26. Bestimmung des Chlorophyligehaltes in Losungen
Chlorophyllgehalte wurden photometrisch nach Graan und Ort (1984) in 80 % Aceton

bestimmt.
Die zu testenden Losungen wurden mit 80 % Aceton auf 1 ml aufgefiillt, die Gefdl3e
invertiert und 10 min im Dunkeln inkubiert. Bei Bedarf wurde Blattmaterial bekannten

Frischgewichts direkt in 80 % Aceton gemorsert, in 1,5 ml-Einweg-Reaktionsgefille
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iiberfiihrt und in gleicher Weise inkubiert. AnschlieBend wurden die Reaktionsgefdfie 1
min bei 14.000 U-min™ (20.800 xg) zentrifugiert und 900 pl der Uberstinde im Photometer
(LKB Novaspec II, Pharmacia, Freiburg) bei A = 645 nm, A = 652 nm und A = 663 nm in
einer bei A = 663 nm gegen Null abgeglichenen Kiivette gemessen. Die Chlorophyllgehalte
der Losungen bzw. der Extrakte konnten mit den von Graan und Ort (1984) bestimmten

Extinktionskoeffizienten berechnet werden.

2.2.6. Untersuchung des Sekundirmetabolismus

2.2.6.1. Methanolische Extraktion von Pflanzengewebe

Die Auftrennung von UV-Schutzsubstanzen und ihre Extraktion (2.2.6.1 bis 2.2.6.3.2)
wurde in Anlehnung an Weissenbock et al. (1984) durchgefiihrt.

A. thaliana Blattmaterial eines unter 2.2.1.2 dargelegten Alters wurde gewogen, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Extraktion bei —20°C bis —80°C gelagert.
Die Proben wurden in 2 bis 5 Volumen (v/w) 60 % Methanol gemorsert, in 1,5 ml-Einweg-
Reaktionsgefile tberfiihrt, die Morser mit 200 pul 60 % Methanol gespiilt und die
vereinigten Extrakte kurz anzentrifugiert. Aliquots der Uberstinde wurden fiir

nachfolgende Analysen weiterverwendet und bei Bedarf bei —20°C aufbewahrt.

2.2.6.2. Auftrennung phenolischer UV-B-absorbierender Metabolite per HPLC

Mit einer Shimadzu LC-10A-Anlage (Shimadzu, Tokio, JP) wurden 10 pl der
methanolischen Extrakte (2.2.6.1) liber eine Nucleosil 100-5 Cg-Séule (125 x 4,6 mm, CS
Chromatographierservice, Langerwehe) in einem binédren, diskontinuierlichen
Phosphorsdure/ Acetonitril-Gradienten bei Raumtemperatur und einer Flufrate von
1 ml-min”" aufgetrennt. Phenylpropane wurden mit dem Shimadzu SPD-10A-Detektor iiber
die Absorption bei 315 nm detektiert und mit dem Chromatopac CR-5A (Shimadzu, Tokio,
JP) quantifiziert.

Verwendeter Gradient:

0 min 15 % Losung B
8 - 13 min 17 % Losung B
16 min 18 % Losung B
26 min 50 % Losung B, Ende der Aufzeichnung

27-31min 100 % Losung B
32-38min 15 % Losung B
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Losung A:
1 % (v/v) Phosphorséure in HyOgq

Losung B:

Acetonitril

2.2.6.2.1. Charakterisierung der Substanzen durch Co-Chromatographie

Aliquots gereinigter Kaempferol-Glykoside unbekannter Konzentration (Sammlung Prof.
Weissenbock, Institut fiir Botanik, K6ln) wurden bei Bedarf mit 80 % Methanol verdiinnt
und wie unter 2.2.6.2 chromatographisch aufgetrennt und detektiert. Stimmte die
Retentionszeit der Glykoside mit einer Komponente aus den Extrakten iiberein, so wurden
10 pl eines methanolischen Blattextraktes (2.2.6.1) mit dem gleichen Volumen einer

Referenzsubstanz adidquater Verdiinnung koinjiziert.

2.2.6.2.2. Charakterisierung der Substanzen durch die Aufnahme von

Absorptionsspektren

Konnten die Signale des HPLC-Chromatogramms (2.2.6.2) keinem der vorhandenen
Kaempferol-Glykoside zugeordnet werden, so wurde das Laufmittel widhrend der
Chromatographie (2.2.6.2) zum Zeitpunkt maximaler Detektorreaktion im Analysator
(Shimadzu SPD-10A, Shimadzu, Tokio, JP) festgehalten und grundlinienkorrigierte
Absorptionsspektrum von A = 230 nm bis A = 370 nm aufgenommen, mit einem Schreiber
(Goerz Servogor S, Norma-Goerz, Neudorf, A) festgehalten und die Absorptionsmaxima
und —minima am Detektor bestimmt. Mit Hilfe von Literaturwerten (Harborne et al., 1975)

konnten dann Zuordnungen zu bekannten Phenylpropanen vorgeschlagen werden.

2.2.6.3. Auftrennung phenolischer Substanzen iiber

Diinnschichtchromatographie

Methanolische Extrakte (2.2.6.1) von mehr als 100 mg Blattgewebe wurden in 1,5 ml
Aliquots im Vakuumkonzentrator (Bachofer, Reutlingen) zur Trockne eingeengt und in

50 ul 80 % Methanol aufgenommen und bei —20°C gelagert.

2.2.6.3.1. Eindimensionale Diinnschichtchromatographie

15 pl der eingeengten Extrakte (2.2.6.3) wurden punktformig auf mikrokristalline
Zellulose-Platten (Avicel 400, Macherey und Nagel, Diiren) und in 15 % Essigsédure
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entwickelt. Die iiber Nacht unter dem Abzug getrockneten Platten wurden zuerst mit
Ammoniakdampf gerduchert und unter UV-C- (A = 254 nm) und UV-B-Anregung
(A =350 nm) fotographisch dokumentiert, bevor sie nach dem Verfliegen des Ammoniaks
gleichmifig mit Naturstoffreagenz A-Spriihlosung bespriiht wurden und in gleicher Weise
analysiert wurden.

Naturstoffreagenz A-Sprithlosung:

1 % (W/v) Naturstoffreagenz A (Diphenylborsdure-2-Aminoethylester) in
Methanol

2.2.6.3.2. Zweidimensionale Diinnschichtchromatographie

30 pl der eingeengten Extrakte (2.2.6.3) wurden punktformig in die linke untere Ecke von
mikrokristallinen Zellulose-Platten (CEL MN 400 Avicel, Macherey und Nagel, Diiren)
aufgetragen, nacheinander in verschiedenen Dimensionen unter zwischengeschaltetem
Trocknen in Laufmittel A und B entwickelt und wie unter 2.2.6.3.1 nachbehandelt und
analysiert.

Laufmittel A:

60 % (v/v)  Chloroform

40 % (v/v)  Eisessig

Das Gemisch wird vor der Verwendung mit H,Og4q gesittigt und als einphasige

Fliissigkeit eingesetzt.

Laufmittel B:

15 % Essigsdure

2.2.6.4. Untersuchung des Kohlenstoffflusses in Sekundirmetabolite

A. thaliana Blattrosetten beschriebenen Alters (2.2.1.2) wurden wie unter 2.2.5.8.1 bei
einer PhotonenfluBdichte von 200 pE-m™s™' fir 7 h mit 240 pCi ["*C]-NaHCOs
(56 mCi-mmol™', ICN, Eschwege) markiert. Die Proben wurden am Ende des
Markierungspulses in 60 % Methanol aufgeschlossen (2.2.6.1), 200 ul der Extrakte bei
—20°C bis zur diinnschichtchromatographischen Auftrennung gelagert und 500 pl der
Extrakte bis auf 1/10 des Ausgangsvolumens eingeengt (2.2.6.3) und bis zur Auftrennung
iiber die HPLC (2.2.6.2) bei —20°C gelagert. 10 pl dieser angereicherten Proben wurden
auf der HPLC chromatographiert (2.2.6.2), die Eluate manuell alle 10 s fraktioniert und

wie zuvor im Szintillationszéhler gezihlt. Anhand der Quantifizierungsergebnisse des
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Chromatopac RC-5A und des '*C-Elutionsprofils konnten die spezifischen Aktivititen der
aufgetrennten Phenylpropane bestimmt werden.

Parallel dazu wurden jeweils 10 pl der wurspriinglichen Extrakte im
Fliissigszintillationszédhler (Beckman LS 7000, Beckman, Miinchen) nach Zugabe von 2 ml
Szintillationscocktail (Rotiszint EcoPlus, Roth, Karlsruhe) gezédhlt, um die
Volumenaktivitit der Sedimente zu bestimmen. Pro Probe wurde ein 12 mg Frischgewicht
entsprechendes Volumen einer Aktivitidt von 5 bis 25 nCi diinnschichtchromatographisch
aufgetrennt (2.2.6.3.1), autoradiographiert (2.2.5.9.2), mit Ammoniak gerduchert und mit
Naturstoffreagenz A bespriiht (2.2.6.3.1).

2.2.6.5. Histologische Lokalisierung von Sekundirmetaboliten

Handschnitte von Bléttern und Infloreszenzachsen der Ackerschmalwand (Arabidopsis
thaliana HEYN.) wurden mit Hilfe von Styropor®blocken angefertigt, in Tropfen
bidestillierten Wassers iiberfiihrt und unter dem Mikroskop (Nikon Eclipse E800, Nikon
Diisseldorf) im Durchlicht inspiziert. Geeignete Schnitte wurden ohne Zusétze oder nach
Durchziehen von 0,1 % (w/v) NH3 bzw. 0,05 % Naturstoffreagenz A mit einem
Anregungslicht von 330 nm < A < 380 nm und einem Emissionsfilter von A > 420 nm im
Fluoreszenzmikroskop betrachtet und mit einem Kameraaufsatz (Nikon FDX-35, Nikon,
Diisseldorf) fotographisch auf handelsiiblichen Tageslichtfilmen (Agfa RSX II,
Is0100/21°) dokumentiert.

2.2.6.6. Messung des Anthocyangehaltes in Blattproben

Blattproben anaerob gestreBter (2.2.1.7) Pflanzen wurden im zehnfachen Volumen 2 %
(w/v) salzsaurem Methanol aufgeschlossen, auf Eis gelagert, kurz anzentrifugiert, der
Uberstand 1:10 mit dem Extraktionsmedium verdiinnt und die Extinktion bei A = 534 nm
gegen salzsaures Methanol photometrisch bestimmt (LKB Novaspec II, Pharmacia,

Freiburg).

2.2.6.7. Photometrische Messung von UV-Schutzsubstanzen

Die Bestimmung des generellen Gehaltes von UV-Schutzsubstanzen erfolgte nach Pinto et
al. (1999) iiber die Absorption bei A =310 nm.

Blattmaterial des beschriebenen Alters (2.2.1.2) wurde geerntet, in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bis zur Extraktion bei —80°C gelagert. Die Blattproben wurden im

60fachen Volumen Methanol/H,O4¢/HCI (v/v/v) 79:20:1 gemorsert, in 2 ml-Einweg-
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Reaktionsgefafe iiberfiihrt und 2 h bei 65°C extrahiert. Die Reaktionsgefd3e wurden kurz
anzentrifugiert und 1 ml der Uberstinde gegen das Extraktionsmedium im Photometer

(LKB Novaspec II, Pharmacia, Freiburg) bei A = 310 nm gemessen.
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3. Ergebnisse

Die von Streatfield et al. (1999) an der cuel-/-Mutante gemessenen
Photosyntheseeigenschaften, Gehalte an Kohlenhydraten, Aminosduren und Anthocyanen
zeigten auf, dal sowohl der Primér-, als auch der Sekundéarstoffwechsel der cuel-I-
Mutanten durch das Fehlen des PPT-Genproduktes pleiotrop beeinflulit war. Eine
eingehendere Analyse des Primidr- und Sekundirstoffwechsels mehrerer cuel-Allele schien
daher weitgehende Einsichten iiber den Einflu3 des PPT auf den pflanzlichen Stoffwechsel
zu versprechen. Daher wurden neben detaillierteren Untersuchungen von Aminoséure-,
Metabolit-, Zucker-, Stirke- und Flavonoidgehalten weitere Daten iiber die Photosynthese,
Kohlenstofffliisse in Primdr- und Sekundirmetabolite und Wachstumseigenschaften
erhoben, sowie ausgewidhlte Enzymaktivititen des Primidrstoffwechsels bestimmt.
Dariiberhinaus wurden noch vergleichende Transkriptomanalysen mit cue/-Mutanten und
Kontrollpflanzen durchgefiihrt.

Es wurde dariiberhinaus versucht den retikulierten cuel-Blattphinotyp {iber verschiedene
Strategien zu komplementieren. Einen grundlegenden Ansatz stellte die Expression eines
heterologen PPT aus Blumenkohl im cue/-Hintergrund dar. Weiterhin wurde untersucht,
ob die iiber verschiedene Enzyme vermittelte Produktion von PEP aus Pyruvat im Stroma
von cuel-Plastiden ebenfalls in der Lage ist, den retikulierten Blattphidnotyp aufzuheben.
Dies wurde durch die stromagebundene Uberexpression der Flaveria trinervia C4-Typ-
PPDK, die unter physiologischen Bedingungen eine irreversible Reaktion katalysiert, und
die stromagebundene Uberexpression der E. coli PEP-Synthetase angegangen, die unter
physiologischen Bedingungen eine reversible Reaktion katalysiert. An jenen
Komplementanden wurden die gleichen physiologischen und molekularbiologischen
Untersuchungen wie an den cuel-Mutanten durchgefiihrt, um die Bedeutung des
plastiddren PEP-Spiegels fiir die Ausbildung des Phianotyps herauszuarbeiten.

AuBlerdem wurde liber chemische Mutagenese zweier cuel-Allele nach Mutationen
weiterer Gene gesucht, die die Ausbildung des retikulierten cuel-Blattphinotyps
verhindern.

Zuerst werden die angewandten Komplementationsstrategien und die daraus resultierenden
transgenen cuel-Linien vorgestellt, bevor die Ergebnisse der verschiedenen
physiologischen Analysen, gegliedert nach Wachstum, Photosynthese, Primér- und
Sekundarmetaboliten dargelegt werden. Zum Schlu3 werden die Ergebnisse aus der

Transkriptomanalyse vorgestellt.
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3.1. Komplementation des cuel-Phinotyps durch metabolic engineering

Aufler verschiedenen cuel-Allelen und Kontrollpflanzen wurden im Rahmen der
vorliegenden Arbeit transgene cuel-6-Pflanzen hergestellt und untersucht, in denen der
retikulierte Blattphinotyp durch die Uberexpression verschiedener Gene exemplarisch fiir

alle cuel-Mutanten aufgehoben wurde.

3.1.1. Uberexpression des PPT aus Brassica oleracea in cuel-6

Ein grundlegender Ansatz zur Uberpriifung der funktionalen Identitit eines defekten Gens
ist die Komplementation der Mutanten durch die Uberexpression eines homologen
Proteins. Hier wurde der heterologe PPT aus Blumenkohl-Infloreszenzen (BoPPT)
konstitutiv in cuel-6-Mutanten iiberexprimiert. Die Transformanden zeigten keinen
retikulierten Blattphdnotyp mehr (Abb. 3.1). Dariliberhinaus zeichneten sich die
cuel-6/PPT-Pflanzen durch ein erhohtes vegetatives (Abb. 3.1 und Tab. 3.1) und
reproduktives Wachstum (Tab. 3.4) gegeniiber dem Wildtyp aus.

Nachfolgegenerationen der cuel-6/PPT-Transformanden wurden fiir einige Studien
herangezogen. Die Integration des Konstruktes zur Uberexpression des BoPPT wurde in
den herangezogenen cuel-6/PPT-Pflanzen iiber PCR mit geeigneten Oligonukleotiden
(CaMV35Sforw, BoPPTrev) iiberpriift und die Aktivitit des funktionalen BoPPT in
cuel-6/PPT-Bléttern durch Transportexperimente mit Proteoliposomen im Vergleich zu

Wildtyp-, cuel-6- und cuel-6/PPDK-Pflanzen (s. 3.1.2) gemessen (Abb. 3.2).

Abb. 3.1 Gegeniiberstellung von cuel-6 (A), cuel-6/PPT (B) und Col-0 (Wildtyp, C).
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Abb. 3.2 Gegen Negativkontrollen korrigierte Transportaktivititen in Proteoliposomen mit rekonstituiertem
Blattgesamtmembranprotein. Insert: Verhéltnis der P,-Transportraten zu den PEP-Transportraten. 1: Col-0,
2: cuel-6, 3: cuel-6/PPDK, 4: cuel-6/PPT. schwarze Balken: PEP-Transportrate, weile Balken: P,-

Transportrate. n=2.

Die Transportraten fiir PEP und P, waren in Bléttern von cuel-6/PPT im Vergleich zum
Wildtyp (Col-0) jeweils um einen Faktor 5 erhoht; im Vergleich zu den cuel-6-Mutanten
konnte die PEP-Transportrate durch die Uberexpression des BoPPT in cuel-6/PPT-
Blattern sogar um das 24-fache gesteigert werden, der Phosphattransport um das 6-fache.

Die P,-Transportrate im Wildtyp (Col-0) und cuel-6/PPT betrug etwa das doppelte der
PEP-Transportrate. In Pflanzen wie cuel-6 und cuel-6/PPDK, denen ein funktioneller
AtPPTI1 fehlt, betrug die P,-Transportrate mehr als das sechsfache der PEP-Transportrate.
Die P,-Transportrate reprasentiert die Summe der rekonstituierten Phosphattranslokatoren,
wiahrend PEP nur durch den PPT transportiert wird. Der Ausfall der AtPPT1-Aktivitdt in
cuel-6-Mutanten und cuel-6/PPDK-Transformanden kann anhand des erhohten
Verhiltnisses der P,- zur PEP-Transportrate abgelesen werden (s. Abb. 3.2). Aullerdem

kann aus den Daten ersehen werden, dall sich die Transporteigenschaften der
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rekonstituierten Membranproteine von cuel-6-Mutanten nicht von denen aus
cuel-6/PPDK-Pflanzen unterscheiden. Durch die Uberexpression der PPDK bewirkte
Verdanderungen der PEP-Transportkapazititen in cuel-6/PPDK konnen demnach
ausgeschlossen werden.

Sowohl in cuel-6 als auch in cuel-6/PPDK konnte dennoch ein schwacher, aber
signifikant iber dem Hintergrund liegender PEP-Transport gemessen werden (Abb. 3.2).
Diese restliche Transportaktivitdt fiir PEP wire nicht zu erwarten, wenn kein anderer
Transporter PEP-Transport vermitteln konnte. Dies ist vor allem vor dem Hintergrund

interessant, da3 die Funktionalitit des AtPPT2 noch nicht nachgewiesen ist (s. 4.3.3).

3.1.2. Uberexpression der F. trinervia PPDK in cuel-6

Durch die stromagebundene Uberexpression der C4-Typ-PPDK aus F. trinervia wurde
versucht, die Bereitstellung von PEP aus Pyruvat im Stroma von cuel-Mutanten auf
artifizielle Weise wieder zu etablieren und somit den retikulierten cuel-Phinotyp, der
durch den Ausfall des AtPPT1 in den cuel-Mutanten zustandekommt, abzuwenden.

Das von Prof. Peter Westhoff (Institut fiir Entwicklungs- und Molekularbiologie der
Universitit Diisseldorf) iiberlassene Konstrukt zur konstitutiven Uberexpression der F.
trinervia-PPDK im Stroma wurde in cuel-6-Pflanzen transformiert und die Integration des
Konstruktes in die genomische DNA dreier unabhingiger Transformanden der T;-
Generation in einer PCR mit konstruktspezifischen Oligonukleotiden (CaMV35Sforw und
Ftppdk5°rev s. 8.2) nachgewiesen. Der cuel-Blattphdnotyp war in den cuel-6/PPDK
Transformanden den Vermutungen entsprechend aufgehoben worden (s. Abb. 3.3).

Die T;-Generation wurde geselbstet und Blitter der T,-Nachkommen fiir PPDK-

Aktivitdtsmessungen (s. 2.2.5.11.6) herangezogen.

Nicht alle Individuen der cuel-6/PPDK T,-Generationen wiesen eine im Vergleich zu
Wildtyp- und cuel-6-Pflanzen erhohte PPDK-Aktivitdt auf (Tab. 3.1). Interessanterweise
scheint auBlerdem ein Schwellenwert fiir die Komplementation des cuel-6-Phéanotyps
durch die eingebrachte PPDK-Aktivitit zwischen 20 und 25 mU (PPDK)-mg Protein™' zu
bestehen (Tab. 3.1). Fiir weitere physiologische und genetische Studien wurden drei
unterschiedliche cuel-6/PPDK-Linien ohne retikulierten Blattphénotyp mit abgestuften
PPDK-Aktivititen propagiert (s. Tab. 3.1).
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Abb. 3.3 Gegeniiberstellung von Wildtyp- (Col-0, A), cuel-6- (B) und cuel-6/PPDK-Pflanzen (C).

Die cuel-6-Pflanzen auf dem Foto sind 4 Wochen élter als die Pflanzen der anderen beiden Linien.

Linie PPDK-AKktivitiit Blattphinotyp
(mU " mg Protein™)
cuel-6/PPDK 7-11 3,3+0,3 unkomplementiert
cuel-6/PPDK 7-4 3,9+£0,5 unkomplementiert
cuel-6/PPDK 2-7 6,3+0,3 unkomplementiert
Col-0 6,4+1,5 Wildtyp
cuel-6 82+14 cuel-Mutante
cuel-6/PPDK 7-16 9,3+0,2 teilweise komplementiert
cuel-6/PPDK 1-3 20,5+ 4,0 teilweise komplementiert
cuel-6/PPDK 7-22* 20,7%5,0 kuriert
cuel-6/PPDK 2-19 20,9+0,9 teilweise komplementiert
cuel-6/PPDK 1-2 26,6 £2,5 kuriert
cuel-6/PPDK 1-6 280+ 64 kuriert
cuel-6/PPDK 2-9* 295+7,6 kuriert
cuel-6/PPDK 2-20 32,0£2,9 kuriert
cuel-6/PPDK 7-2* 35,1 £8,9 kuriert
cuel-6/PPDK 7-9 38,0£4,0 kuriert
cuel-6/PPDK 2-10 40,124 kuriert
cuel-6/PPDK 2-24 403+74 kuriert
cuel-6/PPDK 7-10 41,7 £4,1 kuriert
cuel-6/PPDK 2-1* 43,1 £5,5 kuriert

Tab. 3.1 Ubersicht iiber die PPDK-Aktivititen + Standardabweichung in transgenen cuel-6/PPDK-Linien im
Vergleich zu Kontrollen. Die mit einem Sternchen markierten Linien wurden fiir weitere Analysen

herangezogen.

Wie zu Beginn des Ergebnisteils (3) erwihnt, wurde auch eine Komplementation des cuel-
Blattphinotyps durch die Uberexpression der E. coli PEP-Synthetase angestrebt, die im
Gegensatz zur PPDK eine unter physiologischen Bedingungen reversible Reaktion

vermittelt.
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Die Komplementation des retikulierten Blattphénotyps von cuel-6-Mutanten durch die
stromagebundene Expression der E. coli PEP-Synthetase (PEPS) war dementgegen nicht
erfolgreich. Die E. coli PEPS katalysiert im Gegensatz zur PPDK eine reversible Reaktion,
bei der der y-Phosphatrest des ATP auf H,O statt auf Phosphat tibertragen wird. Sowohl
der immunologische Nachweis des PEPS-Proteins in cuel-6/PEPS-Rohextrakten als auch
der Nachweis der PEPS-Aktivitdt in plastidiren Fraktionen von cuel-6/PEPS-
Blattextrakten konnten nicht erbracht werden, obwohl die Prdasenz des Transgens im

Genom der cuel-6/PEPS-Pflanzen iiber PCR bestétigt werden konnte (nicht gezeigt).

3.1.2.1. Subzellulire Lokalisation der Flaveria trinervia-PPDK-Aktivitéit

Obwohl die in cuel-6 iiberexprimierte Flaveria trinervia-PPDK mit einer plastidiren
Pridsequenz ausgestattet ist, erschien es sinnvoll, die Lokalisation des Enzyms zu
iiberpriifen. Durch die Einbringung der PPDK in die Plastiden sollte aufgezeigt werden,
daB ein Mangel von PEP im Plastiden fiir den retikulierten Blattphénotyp der cuel-
Mutanten verantwortlich ist. Sollte die eingebrachte PPDK-Aktivitét in den phinotypisch
kurierten cuel-6/PPDK-Pflanzen nicht dem Stroma zuzuordnen sein, so wiren es
unwahrscheinlich, dal unzureichende PEP-Gehalte im Stroma fiir das Entstehen des
retikulierten Blattphidnotyps in den cue/-Mutanten verantwortlich sind.

Die Aktivitdt der iiberexprimierten PPDK liel sich nach der Sedimentation von
angereinigten Chloroplasten beim Vergleich mit der Verteilung von Markerenzymen des
Zytosols (PEPC) und des Stromas (NADP-GAPDH) mit hoher Wahrscheinlichkeit dem
Plastiden zuordnen (s. Tab. 3.2), obwohl sich etwa 65% bis 85% der Aktivitit des
plastiddren Markerenzyms NADP-GAPDH in der zytosolischen Fraktion befand (Tab.
3.2). Diese recht hohe Kreuzkontamination 1d6t sich auf eine hohe Aufbruchrate der
Chloroplasten bei den Zentrifugationsschritten zuriickfithren. Die Verteilung des
zytosolischen Markerenzyms PEPC war dagegen sehr eindeutig und lie auf eine
Kreuzkontamination der Sedimente durch zytosolische Bestandteile von weniger als 1,5%
schlieBen. Es kann festgehalten werden, dal3 die eingangs erwédhnte Annahme, dal3
unzureichende PEP-Gehalte im Stroma fiir die Entstehung des retikulierten Phénotyps in
den cuel-Mutanten verantwortlich sind, anhand der Ergebnisse der subzelluldren

Lokalisierung bestitigt werden konnte.
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Gesamtaktivitat (mU) Verteilung zwischen Uberstand und Sediment (%)
Col-0 NADP-GAPDH PEPC PPDK NADP-GAPDH PEPC PPDK
Rohextrakt 2614,1 48,9 3274
Uberstand 102,9 26,3 n.d. 85,4 99,4 n.d.
Sediment 18,4 0,3 n.d. 14,6 0,6 n.d.
cuel-6/PPDK | NADP-GAPDH PEPC PPDK NADP-GAPDH PEPC PPDK
Rohextrakt 674,0 49,0 733,7
Uberstand 117,6 1,2 n.d. 64,7 100,0 0,0
Sediment 42,8 n.d. 38,5 35,3 0,0 100,0

Tab. 3.2 Nachweis der PPDK-Aktivitdt in cuel-6/PPDK-Plastiden durch differentielle Zentrifugation.
Chloroplastenisolate wurden zweimal sedimentiert und die Aktivititen der angegebenen Enzyme im
Sediment und im Uberstand bestimmt. In der Tabelle ist die Verteilung der Enzymaktivititen reprisentativ
anhand der zweiten Sedimentation dargestellt. NADP-GAPDH fungiert als Markerenzym fiir Plastiden, PEP-
Carboxylase als Markerenzym fiir das Zytosol. Die gezeigten Daten sind Mittelwerte aus zwei

reprasentativen Experimenten.

3.1.2.2. Einige cuel-6/PPDK-Transformanden zeigen den retikulierten cuel-

Blattphiinotyp nach dem Pikieren auf Erde

20 bis 25% der Pflanzen der cuel-6/PPDK-Populationen, die in Sterilkultur urspriinglich
phénotypisch dem Wildtyp entsprachen, zeigten kurioserweise nach dem Pikieren auf Erde
und einigen Wochen weiteren Wachstums an der neugebildeten Basis der Blétter wieder

den retikulierten Blattphénotyp (Abb. 3.4).

Abb. 3.4 Blitter von cuel-6/PPDK-Pflanzen, bei dem der retikulierte Blattphdnotyp nur teilweise
komplementiert ist. A und B stellen zwei verschiedene Auspriagungen dar. A: Der Phénotyp ist nur an der
duflersten Blattspitze komplementiert, B: Am basalen Teil der Lamina ist die sich leicht vom Rest der

Lamina abhebende Blattnervatur zu erkennen.
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Messungen der PPDK-Aktivitdt in Blattbereichen mit und ohne Phinotyp ergaben, daf} die
PPDK-Aktivitit in beiden Teilen der Lamina niedriger ist als in vollstindig
komplementierten Pflanzen (Tab. 3.3). Sowohl die an der Blattbasis als auch die in der
phénotypisch dem Wildtyp gleichenden Blattspitze gemessene PPDK-Aktivitdt unterschied
sich nicht signifikant von der im Wildtyp oder in cuel-6-Mutanten gemessenen PPDK-
Aktivitit (Tab. 3.3), so dall davon ausgegangen werden kann, daf3 dort kein PPDK-Protein
mehr produziert wird und das Konstrukt transkriptionell stillgelegt ist. Diese Vermutung

miiflite in weiteren Experimenten tiberpriift werden.

3.1.3. Uberexpression von F. trinervia PPDK im Wildtyp (Col-0)

Um einige der an cuel-6/PPDK-Linien beobachteten Effekte kausal einordnen zu kdnnen
wurden Col-0-Pflanzen mit dem gleichen PPDK-Konstrukt transformiert (s. 3.1.2 und
2.1.3) und bis zur T,-Generation in gleicher Weise selektiert (s. 3.1.2).

Einige Enzymaktivitdten (s. 3.5.7) wurden an diesen Pflanzen schon bestimmt, die Analyse
weiterer Parameter wird folgen. Interessanterweise schienen Col-0/PPDK-Pflanzen ab
einer PPDK-Aktivitdt, die mehr als das Doppelte der endogenen PPDK-Aktivitit betragt,

steril zu sein und bildeten stark gedrungene Infloreszenzen aus (Abb. 3.5).

Linie Blattphiinotyp Apppk (mU-mg Protein™) *o
Col-0 Wildtyp 8,89 10,31
cuel-6 Mutante 9,25 + 1,07
cuel-6/PPDK komplementiert 19,25 +2,28
cuel-6/PPDK nicht komplementiert 12,88 +0,62
partiell komplementiert,
cuel-6/PPDK 10,71 +2,54
- Phénotyp
partiell komplementiert,
cuel-6/PPDK 8,48 +3,74
+ Phénotyp

Tab. 3.3 PPDK-Aktivititen in partiell komplementierten cuel-6/PPDK-Blittern im Vergleich zum Wildtyp

und cuel-6. ¢: Standardabweichung.
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A(PPD >2  A=<A(EE

Col-0/PPDK Col-0/PPDK

Abb. 3.5 Gegeniiberstellung von Col-0 und Col-0/PPDK-Uberexprimierern mit verschiedenen PPDK-
Aktivitdten am Ende der reproduktiven Phase. Die PPDK-Aktivitdten in Relation zum Wildtyp sind in der
Abbildung angegeben.

3.1.4. Kreuzungen zwischen cuel-6/PPDK und cuel-6/PPT-Pflanzen

Um eventuell positive oder negative Interferenzen der beiden Transgene im cuel-6-
Hintergrund zu bestimmen, wurden cuel-6/PPDK und cuel-6/PPT reziprok gekreuzt. Die
Prasenz beider Konstrukte im Genom der Nachkommen der F;-Generation wurde liber
PCR mit geeigneten Oligonukleotiden (s. 3.1.2 und 3.1.1) nachgewiesen. Individuen, die
beide Konstrukte im Genom enthielten, wurden auf die Hohe der PPDK-Aktivitét (s.
2.2.5.11.6) und iiber Northernblots auf die Mengen an BoPPT-Transkripten untersucht.
Pflanzen die hohe BoPPT-Transkriptmengen und hohe PPDK-Aktivititen aufwiesen,

wurden geselbstet und die individuenstarke F,-Generation wie zuvor durchmustert, um
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Nachkommen zu finden, bei denen beide Transgene aufgrund von
Rekombinationsereignissen im Genom kosegregieren. Die Kosegregationsanalyse ist noch

nicht abgeschlossen.

3.1.5. Chemische Mutagenese von cuel-Populationen mit EMS

Da sowohl die Stoffwechselwege als auch die Regulation des Stoffwechsels aus
komplexen Netzwerken besteht, konnten bestimmte Zweitmutationen im cue/-Hintergrund
zu einer Reversion des retikulierten Blattphinotyps fithren. Durch chemische Mutagenese
zweier verschiedener cuel-Allele wurde nach solchen Suppresor-Mutanten gesucht.

Je 15.000 Samen der Allele cuel-1 und cuel-5 wurden mit EMS mutagenisiert. Diese
beiden Allele wurden deshalb ausgewdhlt, weil sie unterschiedlich starke Phidnotypen
repriasentierten und bei der Durchsicht der M- und M;- Populationen vergleichsweise
leicht auf Kontaminationen mit Fremdsamen untersucht werden konnten.

Cuel-1 ist ein Deletionsmutante mit einem starken Phinotyp, bei dem das gesamte
AtPPT1-Gen im Genom fehlt (Streatfield et al., 1999). In PCR-Reaktionen mit AtPPT1-
spezifischen Oligonukleotiden (PPTfor2 und PPTrev2, s. 8.2) werden daher auf
genomischer DNA aus cuel-1 keine Produkte erhalten. Genomische DNA aus
kontaminierenden Pflanzen zeigte bei der Durchsicht der M- und M,-Populationen in
diesen PCR-Reaktionen genspezifische Banden und konnte dadurch von DNA aus
mutagenisierten cuel-/-Individuen, die keine AtPPTI1-spezifischen Banden zeigten,
unterschieden werden.

Cuel-5 ist ein Allel mit einem vergleichsweise milden Phianotyp (Streatfield et al., 1999)
und einer kosegregierenden transparent testa (tt)-Mutation. Saatgut von cuel-5 konnte
folglich tiber die transparente Testa, der kondensierte Tannine fehlen, von den Samen
kontaminierender Pflanzen unterschieden werden.

In den M;-Generationen beider Mutageneseansétze fanden sich einige statistisch haufige
Mutationen, darunter solche mit Ahnlichkeit zu Mutanten des Phytochrom-Signalweges,
Albinos, Pflanzen mit verdnderter Keimblattmorphologie und -anordnung,
Trichommutanten, usw., in erwarteter Frequenz (Lightner und Caspar, 1998), jedoch keine
Revertanten — die Mutagenese war also zumindest technisch erfolgreich verlaufen. Da nach
einer Reversion des cuel-Blattphinotyps gesucht wurde, wurden die mutagenisierten

Populationen nicht néher untersucht.
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3.2. Anmerkung zur Vergleichbarkeit der erhobenen Daten aus den
unterschiedlichen cuel-Mutanten
Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurden Untersuchungen an drei verschiedenen cuel-
Allelen durchgefiihrt, die sich in unterschiedlichen Okotypen von 4. thaliana befinden.
Der Vergleich der erhobenen physiologischen Daten innerhalb der entsprechenden
Okotypen ist sehr wichtig, da sich die unterschiedlichen Arabidopsis-Okotypen in ihren
physiologischen Eigenschaften z.T. deutlich voneinander unterscheiden. Eine Ubersicht
iiber die Verhéltnisse der Linien zueinander ist unter 2.1.5 dargestellt worden.
Cuel-6 ist eine Mutante des Okotyps Columbia (Col-0), in der durch chemische
Mutagenese ein Translationsstop an der Position 54 der Prdsequenz erzeugt wurde
(Streatfield et al., 1999), so daB der starke Phidnotyp von cuel-6 durch das gidnzliche
Fehlen des reifen AtPPT1-Proteins erklart werden kann. Der Blattphdnotyp dieser Mutante
konnte durch die Einbringung verschiedener Transgene - s. 3.1.2 (PPDK) und 3.1.1
(BoPPT) — komplementiert werden. Daten der Komplementanden werden daher auch stets
mit Daten aus Col-0 verglichen.
Die Mutanten cuel-1 und cuel-3 sind aus Populationen der transgenen Linie pOCA108
hervorgegangen und werden daher im weiteren mit pOCA108 verglichen. Die Linie
pOCA108 (im folgenden pOCA bezeichnet) ist eine Alkohol-Dehydrogenase-Totalmutante
und enthdlt neben einem Kanamycin-Selektionsmarker zwei verschiedene
Reportergenkonstrukte, mit denen bei der urspriinglichen Suche nach Mutanten die
Unterexpression von CAB3 bei der De-Etiolierung nachgewiesen wurde (Li et al., 1995).
Bei den Reportergenen handelt es sich um die E. coli B-Glukuronidase (GUS) und die 4.
thaliana Alkohol-Dehydrogenase (ADH), die beide durch den CAB3-Promotor getrieben
werden (Li et al., 1995). pOCA-Pflanzen befinden sich im Okotyp Bensheim (Be-0).
Im Genom der cuel-/-Mutanten ist der AtPPT1-Locus durch die Einwirkung von 7y-
Strahlen zerstort (Streatfield et al., 1999). Es handelt sich daher bei cuel-1 um ein starkes
Allel, da ohne PPT1-Gen auch kein PPT1-Protein mehr gebildet werden kann. Cuel-3-
Mutanten weisen einen Aminosdureaustausch von Alanin nach Valin an der Position 304
des C-Terminus des PPT1-Proteins auf (Streatfield et al., 1999). Das cuel-3-Allel ist ein
schwaches Allel.

3.3. Wachstumscharakteristika der untersuchten Linien
Um einen grundlegenden Eindruck iiber die Eigenschaften der untersuchten Arabidopsis-

Linien zu bekommen wurden Keimung, vegetatives und reproduktives Wachstum vor
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Beginn der physiologischen Analysen wihrend einer Vegetationsperiode untersucht (s.

2.2.5.1.1).

Die Keimung aller Linien im Col-0-Hintergrund war im Vergleich zum Wildtyp
signifikant beschleunigt, wohingegen die Keimung von pOCA-Samen im Vergleich zu
cuel-Saatgut schneller ablief (Tab. 3.4). Vegetatives und reproduktives Wachstum waren
vor allem in starken cuel/-Mutanten wie cuel-1 und cuel-6 im Vergleich zu den

Kontrollen gehemmt und diese Phinomene konnten durch die Uberexpression von PPDK

oder BoPPT in cuel-6 teilweise behoben werden (Tab. 3.4).

Tab. 3.4 Wachstumseigenschaften, Protein- und Chlorophyllgehalte der untersuchten Arabidopsis-Linien.

Col-0 cuel-6 cuel-6/PPDK cuel-6/PPT
Chlorophyllgehalt (mg Chl g FG™) 1,89 + 0,26 1,59+ 0,16 1,52 + 0,06 n.b.
Proteingehalt (mg Protein " g FG'I) 11,0£0,2 6,4+0,8" 6,8+1,3" n.b.
Chlorophyll a/b-Verhiltnis 1,35£0.02 1,36 £0,01 1,52 £0,02* n.b.
Keimungszeitpunkt (d nach Aussat) 4,1+£0,2 3,6 &£ 0,2%%* 3,8 £ 0,3%** 3,1 £0,1%**
Haufigkeit des Blattphanotyps (% d. Indiv.) 0 100 32,9 0
Mittleres Blattfrischgewicht (mg FG pro Blatt) 20,3+£2,0 5,5+ 0,9%** 16,1 £ 1,4%** | 29,1 £ [ 4%**
Spezifisches Blattfrischgewicht (g FG-m'z) 138+9 161 £ 10%** 1376 n.b.
Anthese (d nach Aussaat) 29,9+0,2 37,2£0,3*** | 31,0+0,3%** | 30,3+£0,2%**
Blattanzahl bei der Anthese 16,3+0,3 13,8 £ 0,2%** | 14,8 £0,4%** | 17,5+ 04%**
Schoten pro Pflanze 82,7+4,6 18,7 £3,7%** | 62,6 £ 6,1*%** 145 £ 23%**
n=>55 n=33 n=154 n=77
pOCA cuel-1 cuel-3

Chlorophyllgehalt (mg Chl - g FG™) 1,62 £ 0,08 1,0 £0,02" 1,34 +0,01"

Proteingehalt (mg Protein - g FG™) 11,3+2,0 73+£1,07 8,4+09"

Chlorophyll a/b-Verhiltnis 1,45 £0,07 1,55+£0,03 1,53 £0,01

Keimungszeitpunkt (d nach Aussat) 2,7+10,1 3,1 £0,1%%* 5,2 £ 0,1%%*

Haufigkeit des Blattphanotyps (% d. Indiv.) 0 100 100

Mittleres Blattfrischgewicht (mg FG pro Blatt) 30,929 5,3 £ 0,7%%* 10,9 £ 1,8%**

Spezifisches Blattfrischgewicht (g FG-m™) 127+9 146 £ 4*** 13012

Anthese (d nach Aussaat) 39,5+0,5 45,9 & 0,5%** 39,9+ 1,17

Blattanzahl bei der Anthese 32,5+0,9 26,3 £ 0,8%** 22,9 £ 2 4%*%

Schoten pro Pflanze 95,8 8,0 22,2 &2, 8%** 40 £ 6,3%**

n=25 n=66 n=33

Die Samen wurden auf MS-Platten gekeimt und unter Langtagsbedingungen (s. 2.2.1.4) angezogen.

T <0,1; o <005 7o < 0,025; % o0 < 0,015 *¥*: o < 0,005; *¥**: o0 < 0,0005 im Vergleich zu

Kontrollen. a gibt die Irrtumswahrscheinlichkeit eines einseitigen Welch-Tests an. n=2 fiir die Chlorophyll-

und Proteingehalte. n.b.: nicht bestimmt.
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Das durchschnittliche Blattfrischgewicht und damit auch die Rosettengro3e war in cuel-1
und cuel-6 auf etwa ein Sechstel bis ein Viertel, in cuel-3 auf ein Drittel der Kontrollwerte
reduziert und wurde durch die Uberexpression von PPDK in cuel-6 annihernd auf die
Grofle der Kontrollwerte revertiert bzw. wurde durch die Expression des heterologen PPT
um die Hailfte iberkompensiert (Tab. 3.4). Interessanterweise war das spezifische
Blattfrischgewicht in starken cuel-Allelen gegeniiber den Kontrollen signifikant erhdht
(Tab. 3.4). Eine verdnderte Blattmorphologie wurde bereits fiir verschiedene cuel-Allele
beschrieben (Li et al., 1995; Streatfield et al., 1999).

Weiterhin war die Anthese in starken cue/-Mutanten den Kontrollen gegentiber verzogert.
Diese Verzdgerung konnte in cuel-6 wiederum durch die Uberexpression von PPDK bzw.
BoPPT kompensiert werden (Tab. 3.4). Die Blattanzahl bei der Anthese lag bei den
Kontrollpflanzen signifikant hoher als in allen iibrigen Linien. Fiir die Schotenausbeute pro
Pflanze gilt dasselbe wie fiir die mittlere BlattgroBe: die in den starken cuel-Allelen um ca.
drei Viertel reduzierte reproduktive Kapazitit wurde durch die Uberexpression von PPDK
zu weiten Teilen, durch die Uberexpression des BoPPT um das 1,5fache iiberkompensiert
(Tab. 3.4). Die Uberexpression von PPT-Genen in PPT-Null-Mutanten scheint daher eine
Moglichkeit darzustellen, den vegetativen und reproduktiven Ertrag gegeniiber den
eigentlichen Wildtypen zu steigern.

Wie schon von der Ausprigung des Blattphidnotyps abzuleiten ist, war der
Chlorophyllgehalt in cuel-Mutanten signifikant - in cuel-/-Mutanten um 40% bzw. um
20% in cuel-3-Mutanten - im Vergleich zu pOCA-Kontrollpflanzen erniedrigt (Tab. 3.4).
Diese Verringerung des Chlorophyllgehalte war beim Vergleich von cuel-6 und Col-0
nicht zu finden. Erstaunlicherweise waren die Gesamtchlorophyllgehalte in cuel-6 und
cuel-6/PPDK-Blittern nur tendentiell gegeniiber Col-0-Bléttern verringert (Tab. 3.4). Dies
ist vor allem deswegen verwunderlich, weil die cuel-6-Mutanten optisch den gleichen
Blattphanotyp aufwiesen wie die cuel/-Mutanten im pOCA-Hintergrund. Fiir das Ergebnis
der Signifikanzanalyse war es unerheblich, ob die Chlorophylligehalte dabei auf
Frischgewicht oder auf Blattfliche bezogen wurden. Offenbar enthalten die dem
Leitgewebe benachbarten Zellen in cuel-6-Mutanten mehr Pigmente als die
Biindelscheidenzellen des Wildtyps und gleichen das Pigmentdefizit der restlichen cuel-6-
Blattspreite dadurch aus. Interessanterweise ist das Chlorophyll a/b-Verhiltnis in
cuel-6/PPDK-Blittern signifikant gegeniiber dem Wildtyp und den cuel-6-Mutanten
erhoht (Tab. 3.4), was auf eine Verschiebung der Stochiometrie der photosynthetischen

Pigment-Komplexe zueinander in cuel-6/PPDK-Blittern schlieBen 1a6t, da sich die pro
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Polypeptidkette gebundenen Mengen an Chlorophyll a und b unter den Chlorophyll-
bindenen Proteinen unterscheiden. Dieser Befund wird im Zusammenhang mit anderen
Beobachtungen an den cuel-6/PPDK-Pflanzen noch ausfiihrlich diskutiert werden (s.
4.2.2).

Die Gesamtproteingehalte waren in Blittern aller cue/-Mutanten und Bléttern von
cuel-6/PPDK gegeniiber den Kontrollen um 25% bis 40% verringert (Tab. 3.4). Durch die
Uberexpression der Flaveria trinervia PPDK kann also das vegetative und reproduktive
Wachstum der cuel-6-Mutanten positiv beeinfluBt werden (s.0.), ohne daB} der

Proteinanteil am Frischgewicht in den Komplementanden ansteigt.
3.4. Stoffwechselphysiologische Untersuchungen

3.4.1. Charakterisierung der Photosynthese unter Starklicht

Streatfield et al. (1999) konnten zeigen, da} die cuel-Mutanten hypersensitiv gegeniiber
Starklicht sind. Daher wurde die Etablierung der Photosynthese in dunkeladaptierten
Arabidopsis-Linien bei einer PFD von 900 pmol-m™s™ beobachtet, da hier die stirksten
Effekte auf die Lichtreaktionen und den Elektronentransport in den cuel/-Mutanten zu
vermuten waren.

Bei einer PFD von 900 pmol-m™s™' war der Elektronentransport (ETR) durch
Photosystem II (PS II) in cuel-1 tatsichlich um 60%, im schwécheren Allel cuel-3 um
30% gegeniiber den Kontrollen vermindert. Die in cuel-6 gemessene
Elektronentransportrate war im Vergleich zum Wildtyp nur tendentiell vermindert. Die an
den cuel-Mutanten gemessenen ETR spiegeln also im Vergleich zu den Kontrollen in etwa
die unter 3.3 dargestellten Verminderungen der Chlorophyllgehalte wider. Die ETR in
cuel-6/PPDK war dementgegen um 40% gegeniiber dem Wildtyp und um 30% gegeniiber
den cuel-6-Mutanten verringert. Dies ist angesichts der phénotypischen Komplementation
der cuel-6-Mutante durch PPDK-Uberexpression erstaunlich (s. 4.2.2.2).

Am Ende des zweieinhalbstiindigen Lichtstresses zeigten cuel-1 und cuel-6/PPDK-Blitter
eine gegeniiber den Kontrollen signifikant erhdhte Photoinhibition (s. Tab. 3.5), die iiber
qn-Relaxationskinetiken bestimmt wurde. Photoinhibition entsteht durch die mittelfristige
funktionelle Beeintrichtigung des Photosyntheseapparates und ist durch die Anderung der
Oligomerisierungszustinde der Reaktionszentren und Antennenpigmente gekennzeichnet.
Im Gegensatz zu den Daten aus Col-0 und cuel-6 konnte in cuel-1-Bléttern eine um 30%

verstirkte Photoinhibition gegeniiber pOCA-Blittern beobachtet werden (Tab. 3.5).
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Betrachtet man die nicht signifikante Erhohung von qn; in cuel-6 gegeniiber dem Wildtyp
im gleichen experimentellen Ansatz, so zeigt sich, dall die cuel-I-Mutanten prinzipiell
sensitiver gegeniiber hohen PFD sind als cuel-6-Mutanten. Cuel-/-Mutanten zeigten
entgegen den cuel-6-Mutanten auch im Vergleich zu den Kontrollen signifikant
erniedrigte Elektronentransportraten und deutlich geringere Chlorophyllgehalte (s.0.). In
cuel-1 und cuel-6/PPDK konnten im Vergleich zu den Kontrollen auch die deutlichsten
Effekte auf den Verlauf der Q4 -Reoxidation bei Belichtung festgestellt werden, die im
folgenden Absatz erldutert werden. Aulerdem ist in cuel-6/PPDK-Blittern die apparente
Atmung im Dunkeln gegeniiber dem Wildtyp (Col-0) und den cuel-6-Mutanten signifikant
erhoht (Tab. 3.5). Dieses Resultat wird aber an spiterer Stelle noch einmal aufgegriffen
werden (s. 4.2.2).

Die Oxidation des terminalen Elektronenakzeptors Qa im PS II durch freies Plastochinon
(PQ) gilt als geschwindigkeitsbestimmender Schritt am PS II. Limitationen durch eine
unzureichende stochiometrische Abstimmung der PS II-Reaktionszentren mit freiem PQ
oder anderen nachgeschalteten Reaktionen sind zumeist durch eine verlangsamte Qa’-
Reoxidation bei der Belichtung dunkeladaptierter Blétter gekennzeichnet (z.B. Streatfield
et al., 1999; Abadia et al., 1999; Melis und Brown, 1980). Der Anteil reduzierten Qs kann

direkt aus der photochemischen Fluoreszenzldschung qp bestimmt werden (s. 2.2.5.1.2).

Col-0 cuel-6 cuel-6/PPDK

Apparente Dunkelatmung (umol O, m™"s™') | 1,5+0,01 | 1,1+0,5 2,4"+0,6

ETR bei 900 pE-m™s™ (umol "m™ " s) 131,9+ 16 | 114,8+4,5| 799" +4,7
qnt” 0,48 +0,02 | 0,51 £0,04 | 0,58 £0,05
pOCA cuel-1 cuel-3
ETR bei 900 pE-m™s™ (umol 'm™-s™) | 131,9+8,9 | 55,0* £9,6 | 94,17 + 6,8
qn1 0,64 + 0,03 [ 0,827 £0,09 n.b.

Tab. 3.5 Photosyntheseparameter und Dunkelatmung, verschiedener Arabidopsis-Linien. n=3. *: Die durch
Photoinhibition bedingte nicht-photochemische Fluoreszenzloschung qn; wurde an Blittern gemessen, die
vorher 2,5 h lang einer PFD von 900 pE-m™s™ ausgesetzt waren. " a0 < 0,1; " o0 < 0,05; 7" o < 0,025;
* o< 0,01; ¥*: o < 0,005; ***: o < 0,0005; oo gibt die Irrtumswahrscheinlichkeit fiir eine bestehende

Differenz zu den Kontrollwerten bei einem einseitigen Welch-Test an. n.b.: nicht bestimmt.
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Abb. 3.6 Q,-Reoxidationskinetiken bei 900 pE-m™s™. n=3

Die initiale Geschwindigkeit der Q4 -Reoxidation war bei der Belichtung dunkeladaptierter
Blatter von cuel-Mutanten, vor allem in cuel-1, langsamer als in den Kontrollen (Abb.
3.6). Nach 20 Minuten Belichtung war zumindest in cuel-1 der gleiche relative Anteil von
Qa oxidiert wie in den Kontrollen. Dies war in den beiden anderen untersuchten cuel-
Mutanten nicht der Fall. Nach ca. 20-miniitiger Belichtung war das gebundene QA" im
Wildtyp vollstindig oxidiert, wihrend dies z.B. in den cuel-6-Mutanten nur zu 40% der
Fall war. Im Vergleich zu den cuel-6-Mutanten waren die Effekte auf die Q4 -Reoxidation
in cuel-6/PPDK-Blittern wiederum noch etwas stirker ausgeprdgt. Durch die neu in
cuel-6 eingebrachte PPDK-Aktivitit wird die Photosyntheseleistung und die Integritét des

Photosyntheseapparates offenbar weiter eingeschrénkt.

Die nicht-photochemische Chlorophyllfluoreszenzloschung qn setzt sich aus drei
verschiedenen Komponenten, qng, qnr und qni, zusammen, die bei Licht-Dunkel-Wechseln
unterschiedlich schnell auf- bzw. abgebaut werden (Quick und Stitt, 1989; Krause et al.,
1983; Horton und Hague, 1988; Laasch, 1987). qng kommt durch die thermische
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Dissipation von Anregungsenergie am PS II zustande und korreliert mit der Steilheit des
pH-Gradienten iiber die Thylakoidmembran. Die durch qng vermittelte
Fluoreszenzldschung stellt den Lowenanteil von qn dar (Quick und Stitt, 1989), wird bei
Belichtung innerhalb von wenigen Sekunden etabliert und zerfdllt genauso schnell wieder
bei der Verdunkelung der Blitter (Krause et al., 1983, Quick und Stitt, 1989). qnr ist die
Fluoreszenzloschung, die auf die Umverteilung von Lichtsammelkomplexen zwischen den
Photosystemen I und II beruht; Auf- und Abbau von qr laufen im MinutenmaBstab ab
(Quick und Stitt, 1989; Horton und Hague, 1988). qni ist die Fluoreszenzloschung durch
Photoinhibition, die durch die Umorganisation des Photosyntheseapparates zustande
kommt und ein langsamer Prozel ist, da zum einen ein ldngerer EinfluB hoher
Lichtintensitdten fiir die Bildung von gqn; vonnéten ist und die Neusynthese von z.B. D1-
Reaktionszentren des PS II beim Abklingen von qn; zum anderen einiges an Zeit bedarf
(Quick und Stitt, 1989; Laasch, 1987; Krause, 1988).

Bei der vergleichenden Betrachtung der qN-Induktionskinetiken von Col-0- cuel-6 und
cuel-6/PPDK-Blittern bei Belichtung mit hohen PFD zeigte sich, dafl der Aufbau von qN
innerhalb der ersten Minute in Wildtypen und cuel-6/PPDK schneller als in cuel-6
vonstatten ging (Abb. 3.10), die Werte von gN in der Sattigungsphase nach mehr als 15
min bei 900 pE-m™s™" in cuel-6/PPDK-Blittern jedoch signifikant hohere Werte als in
Wildtyp- oder cuel-6-Blittern annahmen. Diese Anderung von qn in cuel-6/PPDK-
Blattern gegeniiber dem Wildtyp kann aufgrund der oben beschriebenen Anteile von qng,
gyt und gnr an gy auf eine Erhohung von qug zuriickgefiihrt werden und wird im
Zusammenhang mit den an cuel/-6/PPDK im Vergleich zum Wildtyp und den cuel-6-
Mutanten beobachteten Verlangsamung der Qa-Reoxidation bei Belichtung, der
gegeniiber den cuel-6-Mutanten und dem Wildtyp verringerten ETR, der erhdhten
apparenten Dunkelatmung gegeniiber cuel/-6 und dem Wildtyp und der erhohten
Photoinhibition in cuel-6/PPDK im Vergleich zum Wildtyp diskutiert werden.
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Abb. 3.7 gN-Induktionskinetiken bei einer PED von 900 pE-m™s™. n = 3.

3.4.2. Bestimmung subplastidiirer Riume

Li et al. (1995) und Streatfield et al. (1999) haben gezeigt, da3 die Morphologie von
Mesophyllchloroplasten in cuel-Mutanten gegeniiber Kontrollen stark verdndert ist und
daB cuel-I1-Mesophyllchloroplasten unterentwickelt sind. Bei Transportexperimenten
(nicht gezeigt) mit isolierten, angereinigten Chloroplasten aus verschiedenen Linien wurde
festgestellt, daB3 die Chloroplasten aus cuel-6 und cuel-6/PPDK gegeniiber Col-0-
Chloroplasten im Schnitt das 1,6fache Volumen pro mg Chlorophyll aufwiesen (Tab. 3.6).
Dies war nicht in cuel-6/PPT-Chloroplasten zu beobachten.

Die Morphologie der cuel-6/PPDK Chloroplasten ist offensichtlich in anderer Weise als
die der cuel-6-Mutanten verdndert, da diese auller einer verdnderten Relation von
Chloroplastenvolumen zu Chlorophyllgehalt auch mehr Stromaraum pro
Chlorophyllmenge aufwiesen (Tab. 3.8). Hier wéren elektronenmikroskopische Studien

aufschluBreich.
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Col-0 cuel-6 | cuel-6/PPDK | cuel-6/PPT

ul Chloroplastenvolumen-mg Chl™" (% d. WT) | 100 £23 | 169 ** 1627 £33 120 20

Stromaraum (ul-mg Chl™) 52+23150+02| 907 £1,5 8,3%2,7

Tab. 3.6 Uber *H,0-["*C]-Sorbit Doppelmarkierungen bestimmte GroBe subplastidirer Rdume. n=3; Sorbit
gelangt nur in den Intermembranraum, wéhrend alle subplastiddren Kompartimente fiir H,O permeabel sind.
o< 0,1; o< 0,05 7T a0 < 0,025; *: o0 < 0,01; **: o0 < 0,005; ***: o0 < 0,0005. o gibt die
Irrtumswahrscheinlichkeit fiir eine bestehende Differenz zu den Kontrollwerten bei einem einseitigen Welch-

Test an. Das Chloroplastenvolumen betrug in Col-0 32,9 + 7,7 ul - mg Chl™". * nur eine Einzelmessung.

3.5. Analyse des Priméirmetabolismus

3.5.1. Untersuchungen von Kohlenstofffliissen durch Priméirmetabolite

Die Erfassung radioaktiv markierter Molekiile nach deren Assimilation ist eine Methode,
um AufschluB3 {iber Verdnderungen von Stoffwechselfliissen unter verschiedenen
Bedingungen bzw. in unterschiedlichen Pflanzenlinien zu erhalten. Kohlenstofffliisse
wurde mit Hilfe der Markierung mit '*CO, untersucht, wobei der FluB des assimilierten
Kohlenstoffs in verschiedene Substanzklassen und somit die Aktivitit bestimmter
metabolischer Wege im Blatt verfolgt wurde. AuBBerdem kann die Rate der CO;-Fixierung
iiber die Inkorporation des markierten Kohlendioxyds bestimmt werden.

Bei lingeren Pulsen mit hoch-'*CO, besteht die Gefahr, daB Kohlenstofffliisse in die
minderreprasentierten sauren und basischen Fraktionen nur schwer zu verfolgen sind und
von den Verdnderungen der Stirkefraktion und der 16slichen Fraktion maskiert werden,
weil die von ihrer Konzentration her dominierenden 16slichen Zucker vollstindig
durchmarkiert sind. Daher wurden lichtadaptierte Blitter von cuel-1, cuel-6 und von
Kontrollpflanzen nur maximal wenige Minuten mit '*CO, einer hohen spezifischen
Aktivitit von 56 mCi-mmol™ markiert, bevor die Umsetzung der markierten Metabolite im
Licht verfolgt wurde. Abb. 3.8 stellt die Ergebnisse bei einem Belichtungspuls von einer

Minute dar, die reprisentativ fiir die restlichen Messungen anderer Pulslédnge sind (nicht

gezeigt).
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Abb. 3.8 Prozentuale Verteilung von '*C in verschiedenen Fraktionen von Blattextrakten nach einminiitigem
Puls mit 0,2 mCi "*CO, und einer Verfolgung iiber eine Zeitspanne von 5 min. A — Stirkefraktion, B —
Neutrale Fraktion (vornehmlich Mono- und Disaccharide), C — Anionische Fraktion I (vornehmlich
phosphorylierte Intermediate), D — Anionische Fraktion II (vornehmlich Carbonsduren), E — Kationische
Fraktion (vorwiegend Aminosduren und Polyamine); schwarze Kreise: pOCA, weille Kreise: cuel-1,

schwarze Quadrate: Col-0, weille Quadrate: cuel-6.
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Die Gesamt-CO;-Einbaurate lag nach einer Minute Belichtungspuls in Col-0 bei 7,5 £ 0,8
umol-g FG™, in cuel-6 bei 5,3 £ 0,3 umol- g FG™', in pOCA bei 7,5 + 0,8 pmol- g FG" und
in cuel-1 bei 3,9 £ 0,4 pmol- g FG™' und war demnach in den beiden untersuchten cuel-
Mutanten gegeniiber den Kontrollen um etwas mehr als 50% verringert.

In allen untersuchten Linien war ein substantieller Flul aus der Stirkefraktion in die
neutrale und basische Fraktion wihrend der Verfolgungsphase zu konstatieren (Abb. 3.8).
Daraus kann geschlossen werden, daf} die relative Markierung der transitorischen Stérke in
bezug auf die Gesamtmenge an transitorischer Stirke recht gering war, so dal Verluste
einzelner Glukose-Monomere wihrend der Stirketrimmung im Licht (Ball et al., 1996)
erkennbare Verluste in der prozentualen Markierung der Stérkefraktion hervorriefen.
Dennoch fand sich etwa 60% des assimilierten '*CO, in der Stirkefraktion wieder (Abb.

3.8).

200 -
180 4
160
140
120

100 1 T

80 -

60

% der Kontrollen

40

20 A

Col-0

Abb. 3.9 CO,-Einbauraten in Arabidopsis-Blétter bei einer Markierungsdauer von 30 min unter
10 mCi-mmol™" hoch-"*CO,, gegeben in % der Einbauraten in den Kontrollen. Die CO,-Einbaurate von Col-0

lag bei 25,2 + 1,6 pmol-g FG™s™ und die von pOCA bei 31,2 + 2,5 umol CO,-g FG's™. n= 12.

Der Verteilung des '*C im Laufe der Pulsverfolgung unterschied sich zwischen cuel-
Mutanten und Kontrollpflanzen nur in einem Punkt klar: in cue/-Mutanten war der FluB3 in
die kationische Fraktion deutlich langsamer und prozentual geringer (Abb. 3.8). Die
Autoradiographie der diinnschichtchromatographisch aufgetrennten kationischen

Fraktionen ergab, daf} sich die Markierung fast ausschlieBlich in Serin wiederfand (nicht
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gezeigt). Da die Experimente in einer Hoch-CO;-Atmosphére durchgefiihrt wurden, um
markiertes CO, trotz geschlossener Stomata in den Interzellularraum einbringen zu
konnen, ist es nicht sicher, ob photorespiratorische Prozesse als Ursache fiir den starken
FluB in und durch Serin ausgeschlossen werden, da die tatsichliche Konzentration von
CO; im Interzellularraum der Blétter unbekannt ist.

Aufgrund der bei den Kurzzeitmarkierungen beobachteten Differenzen in der CO»-
Einbaurate zwischen den cuel/-Mutanten und den Kontrollen wurde die CO,-Einbaurate in
Arabidopsis-Blétter in einem weiteren Experiment durch einen dreifigminiitigen Puls mit
CO, bei einer PFD von 200 pE-m™ s niher bestimmt (Abb. 3.9). In Vorversuchen hatte
sich gezeigt, dal der Gesamteinbau von CO, nach Markierungen von 30 Minuten Dauer
noch nicht geséttigt war.

Der Einbau von CO, war in allen cuel-Mutanten gegeniiber den Kontrollen um etwa ein
Drittel verringert, wobei die CO,-Einbaurate der Kontrollen Col-0 und pOCA bei
252+ 1,6 und 31,2 + 2,5 pmol CO,-g FG™' lagen. Die Verringerung der CO,-Einbaurate in
cuel-1 kann mit den Verminderungen der Elektronentransportraten korreliert werden (s.
3.4.1). Dies gelingt in den cuel-3- und cuel-6-Mutanten nur zum Teil. Offenbar waren
cuel-6-Mutanten aber in der Lage nach ldngerer Belichtung im Vergleich zum Wildtyp
Col-0 relativ mehr CO; zu fixieren als bei kurzen Lichtpulsen (s.o.).

Der Einbau von '*CO; in Blitter von cuel-6/PPDK-Pflanzen war mit 200% der Einbaurate
des Wildtyps unter Berlicksichtigung der bereits aufgezeigten Photosyntheselimitationen in
cuel-6/PPDK-Blittern (s. 3.4.1) unrealistisch hoch und kann moglicherweise auf einen

Effekt der erhhten CO,-Konzentration wihrend der Markierung zurlickgefiihrt werden.

3.5.2. Tageszeitlicher Verlauf der Blattkohlenhydratgehalte

Die Assimilation von Kohlenstoff in Kohlenhydrate erfolgt in Blattern mit vergleichsweise
hohen Raten. Transitorische Stirke stellt den transienten Kohlenstoffspeicher des
Blattgewebes dar, Zucker sind die bevorzugte Transportform des Kohlenstoffs aus den
Bléttern in die heterotrophen Teile der Pflanze. Die transiente Kohlenhydratspeicherung im
Blatt und der Kohlenhydratexport aus dem Blatt sind antagonistische Stoffwechselwege
und ihr Gleichgewicht ist streng reguliert. Die Untersuchung des
Kohlenhydratstoffwechsels im Blatt als bedeutendstem Stoffwechselweg ist grundlegend

fiir weitere Stoffwechselanalysen.
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Abb. 3.10 Diurnaler Verlauf der Stirke- (A, B) und Saccharose-Gehalte (C, D) von Arabidopsis-Blittern.
n=4. Die Stirkegehalte sind als Einheiten an Glukosemonomeren angegeben. Die Balken am oberen Ende
der Diagramme zeigen Licht-(hell) und Dunkelphasen (dunkel) an. Die mit * gekennzeichneten Daten fiir

Col-0 und cuel-6/PPDK resultieren aus Parallelmessungen und sind deshalb nur untereinander vergleichbar.
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Daher wurden die Gehalte an Glukose, Fruktose und Saccharose, sowie der Gehalt an
transitorischer Stdrke als Tagesgidnge unter Kurztagsbedingungen (s. 2.2.1.5)
aufgenommen.

Die Saccharosegehalte waren in cuel-1 und cuel-3 liber den gesamten Tagesgang hinweg
geringer als in Blittern der Kontrollpflanze pOCA (Abb. 3.10 D). Dementgegen
entsprachen die Saccharose-Gehalte der cuel-6-Mutante fast zu allen Zeitpunkten des
Tages den Saccharose-Gehalten im Wildtyp. Ansonsten waren anhand der Saccharose-
Tagesgénge zunichst keine deutlichen Unterschiede auszumachen. Berechnete man jedoch
die Differenz der Saccharose-Gehalte zu Beginn und am Ende der Lichtperiode, so war die
Saccharose-Akkumulation wéhrend der Lichtphase in allen cue/-Mutanten und in den
cuel-6/PPDK-Pflanzen um etwa 30% gegeniiber den Kontrollen erniedrigt (Tab. 3.7).
Durch die Uberexpression des Blumenkohl-PPT in cuel-6 konnte die Saccharose-
Akkumulation wiahrend der Lichtperiode wieder auf Wildtyp-Niveau revertiert werden.

Die Gehalte an transitorischer Stirke sind in Abb. 3.10 A und B dargelegt; die Stirke-
Akkumulationen der verschiedenen Linien widhrend der Lichtperiode sind in Tab. 3.7
einander gegeniibergestellt. Die Akkumulation transitorischer Stirke wihrend der
Lichtperiode war in allen cue/-Mutanten um ca. 30% gegeniiber den Kontrollen verringert
(Abb. 3.10 A und B, Tab. 3.7). Die Saccharose-Akkumulation (s.0.) und die Akkumulation
transitorischer Stirke wihrend der Lichtperiode waren in cuel/-Mutanten gegeniiber den
Kontrollen also um den gleichen Prozentsatz reduziert wie die CO,-Einbaurate unter Hoch-
CO; (s. 3.5.1). In cuel-6/PPT war die Bildung transitorischer Stirke im Licht sogar h6her
als im Wildtyp, in cuel-6/PPDK konnten die geringeren Gehalte an transitorischer Stirke
der cuel-6-Mutante nur partiell kompensiert werden (Tab. 3.10).

Die Glukose-Gehalte lagen in den starken cuel-Allelen cuel-1 und cuel-6 liber den
gesamten Tagesgang hinweg signifikant (o < 0,05) {iber denen der Kontrollpflanzen (Abb.
3.11). Durch die Uberexpression des Blumenkohl-PPT als auch durch die Uberexpression
der F. trinervia PPDK im cuel-6—Hintergrund konnten die Glukose-Gehalte auf
Wildtypwerte verringert werden (Abb. 3.11). In den Pflanzen des Col-0-Hintergrundes
stiegen die Glukose-Gehalte wiahrend der Lichtperiode von durchschnittlich 1,5 pmol-g
FG"' auf 2 pmol-g FG™ an, in den Linien des pOCA-Hintergrundes blieben die Glukose-

Gehalte dagegen eher konstant.
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Abb. 3.11 Diurnaler Verlauf der Glukose- (A, B) und Fruktose-Gehalte (C, D) von Arabidopsis-Blittern.
n=4. Die Balken am oberen Ende der Diagramme zeigen Licht-(hell) und Dunkelphasen (dunkel) an. Die mit
* gekennzeichneten Daten fiir Col-0 und cue/-6/PPDK resultieren aus Parallelmessungen und sind deshalb

nur untereinander vergleichbar.
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Col-0* cuel-6/PPDK* Col-0 cuel-6 cuel-6/PPT
A Starke (umol Glk-Einheiten) | 88,5+5,7 | 54,2%%£10,0 | 69,6 £ 1,9 |459%**+£6,1 |81,0%*+49
A Saccharose (umol) 0,82+£0,06 | 0,61**£0,13 | 0,75+£0,08 |0,54"** 10,12 | 0,87 +0,14
pOCA cuel-1 cuel-3
A Starke (umol Glk-Einheiten) | 92,3+£7,9 | 53,8%*+ 153 | 61,8%*+82
A Saccharose (ymol) 0,96 +£0,1 0,67"+0,32 | 0,66"+0,23

Tab. 3.7 Starke- und Saccharose-Akkumulation nach 12 h im Licht unter Kurztagsbedingungen. n=4.

o< 0,1; o< 0,05; 7T a0 < 0,025; *: o0 < 0,01; **: o0 < 0,005; ***: o0 < 0,0005. o gibt die
Irrtumswahrscheinlichkeit fiir eine bestehende Differenz zu den Kontrollwerten bei einem einseitigen Welch-
Test an. *: Die Daten fiir Col-0 und cuel-6/PPDK resultieren aus Parallelmessungen und sind deshalb nur

untereinander vergleichbar.

Der Anstieg der Fruktose-Gehalte wihrend der Lichtperiode auf das Dreifache der Gehalte
am Ende der Dunkelperiode war zwar in allen Linien dhnlich, die Tendenzen innerhalb der
verschiedenen cuel-Linien waren jedoch uneinheitlich: cuel-1 und cuel-3 im pOCA-
Hintergrund wiesen niedrigere, cuel-6, cuel-6/PPDK und cuel-6/PPT-Blitter wiesen zum

Ende der Lichtperiode gegeniiber dem Wildtyp erhdhte Fruktose-Gehalte auf (Abb. 3.11).

Col-0* cuel-6/PPDK" Col-0 cuel-6
Glukose-Fruktose™ 4940.2 49+0.3 27+£0.2 | 40%*+04
Glukose-Saccharose™ | 2.8 +£0.2 3277 +£0.2 20+£0.2 | 3.6¥%*+0.4
pOCA cuel-1 cuel-3
Glukose-Fruktose™ 47402 | 19.6""+4.7|10.6"£3.6
Glukose-Saccharose”| 3+03 | 69" +1.1 | 4°1£0.8

Tab. 3.8 Relation der Glukosegehalte zu den Fruktose- und Saccharose-Gehalten in Blittern der untersuchten
A. thaliana-Linien nach 4 h im Licht. n=4.": 0. < 0,1; 7= 00 < 0,05; 7 o0 < 0,025; *: o0 < 0,01; **: 00 < 0,005;
*EE o < 0,0005. o gibt die Irrtumswahrscheinlichkeit fiir eine bestehende Differenz zu den Kontrollwerten
bei einem einseitigen Welch-Test an. Die mit * gekennzeichneten Daten fiir Col-0 und cuel-6/PPDK

resultieren aus Parallelmessungen und sind deshalb nur untereinander vergleichbar.
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Eine signifikante Erhohung der Glukose-Gehalte in den cuel-Mutanten sollte einen
Einflufl auf die Verhéltnisse der Zuckergehalte zueinander haben, wenn die Gehalte
anderer 10slicher Zucker in cuel in etwa gleich bleiben. In Tab. 3.8 sind daher die
Glukose-Fruktose-Verhéltnisse und die Glukose-Saccharose-Verhéltnisse exemplarisch
nach 4 h im Licht angegeben. In Bléttern aller untersuchter cue/-Mutanten war Glukose
gegeniiber Fruktose und Saccharose signifikant, bei cuel-1-Mutanten jeweils bis zu 4- und
zweifach, erhoht (Tab. 3.9). In cuel-6/PPDK war lediglich das Verhiltnis Glukose zu
Saccharose erhoht, weil die Saccharose-Gehalte in cuel/-6/PPDK geringer waren als im
Wildtyp (Abb. 3.10C); ansonsten waren in den Komplementanden gegentiber dem Wildtyp
keine Verschiebungen der Zuckergehalte zueinander festzustellen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dal3 der Stoffwechsel 16slicher Zucker und
transitorischer Stirke in cuel-Mutanten beeintrdchtigt war und in cuel-6 in jeglicher
Hinsicht durch die Uberexpression des Blumenkohl-PPT aufgehoben werden konnte. Die
Glukose-Gehalte waren in cuel-Mutanten zu jedem Tageszeitpunkt hoher als in den
Kontrollen, die Akkumulation von Saccharose und transitorischer Starke waren in cuel-
Mutanten jeweils um 30% gegeniiber den Kontrollen vermindert. Durch die
Uberexpression der F. trinervia PPDK in cuel-6 konnten lediglich die von den Kontrollen
abweichenden Gehalte an Monosacchariden revertiert werden; Saccharosegehalte und

Starkeakkumulation blieben in cuel-6/PPDK gegeniiber dem Wildtyp leicht verringert.

3.5.3. Untersuchungen des Stirkephosphorylierungsgrades als Indikator fiir die R1-
Bindung

In der Literatur wurde eine Beteiligung von PEP bei der Starkephosphorylierung diskutiert.
Dem RI1-Protein, das bei hohen Stirkephosphorylierungsgraden vermehrt mit Stérke
assoziiert ist (Lorberth et al., 1998; Yu et al., 2001; Ritte et al., 2000), wurde aufgrund
einer hohen Homologie zur E. coli PEP-Synthetase (PEPS) im Bereich des aktiven
Zentrums der PEPS eine Rolle bei der Stirkephosphorylierung zugeschrieben. Es war
jedoch unklar, ob das R1-Protein eine Stirke-Wasser-Dikinase-Funktion besitzt, bei der
PEP als Phosphatdonor in Frage kommt, oder ob sich das R1-Protein anderer
Phosphatdonoren bedient (G. Ritte, personliche Mitteilung).

Da die Starkebiosynthese im Stroma ablduft und der Defekt des AtPPT1 in cuel-Mutanten
eine unzureichende Versorgung des Stromas mit PEP nach sich ziehen sollte (s. 1.5.1),
wurden die Starkephosphorylierungsgrade in Bléittern von cuel-Mutanten im Vergleich zu

Kontrollblittern zum Ende der Licht- und eine Stunde nach Beginn der Dunkelperiode
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bestimmt. 80% der phosphorylierten Glukose-Einheiten tragen den Phosphatrest am C6-
Atom (Takeda und Hizukuri, 1971), so da3 eine Bestimmung des Verhéltnisses der GIk6P-
Monomere zu den unphosphorylierten Glukose-Monomeren nach der Stiarkehydrolyse
hinreichend zur Bestimmung des Stiarkephosphorylierungsgrades ist.

Die Phosphorylierungsgrade transitorischer Stirke lagen im Licht zwischen 0,5 und 0,8
nmol GIk6P-pmol Glk™ und stiegen im Dunkeln auf 0,8 bis 2 nmol GIk6P-pmol Glk™ an
(Abb. 3.12). In den Kontrollen (Col-0 und pOCA) erhohte sich der Phosphorylierungsgrad
der Stirke im Dunkeln um das 1,7- bis 2,7fache. Die in Abb. 3.12 erkennbaren
Unterschiede zwischen den Daten aus den starken cue/-Mutanten cuel-1 und cuel-6 und
den Kontrollen sind jedoch nicht signifikant. Sollten sich die PEP-Konzentrationen im
Stroma (s. 3.5.4) zwischen den cuel/-Mutanten und den Kontrollen unterscheiden, konnte
aufgrund der hier prdsentierten Daten eine direkte Beteiligung von PEP an der
Starkephosphorylierung in A. thaliana ausgeschlossen werden. Mittlerweile ist das R1-
Protein als ATP-abhidngige Wasser-Stiarke-Dikinase identifiziert worden (Ritte et al., in

Vorbereitung); PEP scheint also nicht an der Phosphorylierung der Stéirke beteiligt zu sein.

3.5.4. Metabolitgehalte in Blattproben

Neben der Analyse von Stoffwechselfliissen 148t die Beobachtung von Metabolitgehalten
im StoffwechselflieBgleichgewicht Riickschliisse auf den Ablauf des Metabolismus in den
untersuchten Geweben zu. Wird dies zu verschiedenen Tageszeiten durchgefiihrt, kann die
Dynamik des Stoffwechsels im Tagesverlauf erfalt werden. Besonders aussagekrifig ist
dabei die Relation der Gehalte miteinander iiber enzymatische Gleichgewichte gekoppelter
Metabolite zueinander.

In den untersuchten Linien von A. thaliana wurden daher die Gehalte ausgesuchter
Metabolite zu verschiedenen Tageszeitpunkten aufgenommen. Der Ubersichtlichkeit
halber sind jeweils nur die Daten eines reprdsentativen Licht- (Tab. 3.10) und
Dunkelzeitpunktes (Tab. 3.9) auf Frischgewicht bezogen dargestellt. Die {ibrigen Daten,
darunter auch Metabolitbestimmungen in jungen, vermutlich heterotrophen
Rosettenblittern, konnen in Anhang 8.4 nachgeschlagen werden. Obwohl das spezifische
Blattfrischgewicht in den cuel-Mutanten gegeniiber den Kontrollen erhdht war (s. 3.3),
verdndern sich die Unterschiede zwischen den untersuchten Linien verdndern sich nur
unwesentlich, wenn die gemessenen Metabolitgehalte auf die Blattfliche normiert werden;
selbst beim Bezug der Daten auf Chlorophyllgehalte, die in den cuel/-Mutanten drastisch
reduziert sind, dndert sich die prinzipielle Aussage lediglich geringfiigig.
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Abb. 3.12 Phosphorylierungsgrade der transitorischen Stdrke aus verschiedenen A. thaliana-Linien. n=4. A:
Starkephosphorylierungsgrad am Ende der Lichtperiode; B: Stirkephosphorylierungsgrad nach 1 h im
Dunkeln. Signifikante Unterschiede sind durch die Irrtumswahrscheinlichkeit o eines einseitigen Welch-

Tests oberhalb der Fehlerbalken angegeben.

Die Bildung von Hexosephosphaten und der Ablauf des Calvin-Zyklus stellen
anaplerotische Reaktionen fiir die Biosynthese von Saccharose, Stirke und reduzierenden
Zuckern dar, so daB ein verdnderter Kohlenhydratstoffwechsel im Blatt durchaus auch auf
verdnderte Kapazititen des Calvin-Zyklus (z.B. Price et al., 1995; Harrison et al., 1998)
oder des Hexosephosphatstoffwechsels (z.B. Kofler et al., 2000) zuriickgefiihrt werden
konnte. In den folgenden beiden Abschnitten werden daher die gemessenen Gehalte an

Hexosephosphaten und Calvin-Zyklus-Intermediaten beleuchtet.
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Col-0 *o cuel-6 +0  |cuel-6/PPDK *0
Glukose-6-phosphat (nmol-g FG'I) 517,3  £26,7| 194,5%*%* +244 45447 +26.2
Fruktose-6-phosphat (nmol-g FG'I) 1144 £10,3 59,5%*  +£8.8 82,6" +12.8
Glukose-1-phosphat (nmol-g FG™) 824 +£17,00 37,07 %97 101,8 +134
6-Phosphoglukonat (nmol-g FG'I) 84,7 33,6 2927 +6,7 146,8 £95,5
Fruktose-1,6-bisphosphat (nmol-g FG'I) 6,1 +6,1 46 *39 48 *48
3-Phosphoglycerat (umol-g FG™) nb. nb. 0,01" +0,01 0,717 £0,05
Triosephosphate (nmol-g FG™) 239  £66 8,6 +22 19.8 +4,6
PEP (nmol-g FG™) 39,8  £31,0 8,8 +3,8/nb. n.b.
Phosphat (umol-g FG™) 124 £0,0| 185%%* +24(nb. n.b.
Malat (umol-g FG™) 4,7 +0,0 6,5%% £0,3 63" *0,5
Pyruvat (nmol-g FG™) 302,0 +112,8 54,77 +18,1 234,0 £61,2
Pyruvat-PEP” 13,7 +78 64 +1,5/nb. n.b.
pOCA *o cuel-1 *o cuel-3 to
Glukose-6-phosphat (nmol-g FG™) 362,1 +54,3| 201,0%* +13.4| 25087 +672
Fruktose-6-phosphat (nmol-g FG'I) 120,8 £29,9 60,7 £19,2 65,3* +9,3
Glukose-1-phosphat (nmol-g FG'I) 136,8 +£23,5| 74,8*%* +6,7| 494%**  £26,2
6-Phosphoglukonat (nmol-g FG™) 136,4 +323| 92,57  +£208 62,0%*  +£223
Fruktose-1,6-bisphosphat (nmol-g FG'I) 40 £2,1|nb. n.b. 3,8 +2.2
3-Phosphoglycerat (umol-g FG'I) 0,05 0,03 0,04 £0,03 0,07" 0,03
Triosephosphate (nmol-g FG'I) 16,4 +44 8,1%* +1,7] 105,8*** +3,2
PEP (nmol-g FG™") 26,7 £3,9| 81%** +2,00 13,0%%* +34
Phosphat (umol-g FG™) 9,1 0,2 11,4% +1,0 4, 5H** +0,7
Malat (umol-g FG™) 7,0  £0,6] 5,5%* +0,5] 16,3%** +0,9
Pyruvat (nmol-g FG™) 103,2 +13,1| 80,17 +13,1 148,9 £129,1
Pyruvat-PEP” 83 +3,1 144  +108 72  +54

Tab. 3.9 Metabolitgehalte in Arabidopsis-Blittern am Ende der Dunkelperiode. n=4. "1 o0 < 0,1; " o0 < 0,05;
o0 < 0,025; *: 00 < 0,015 **: o0 < 0,005; ***: o < 0,0005. o gibt die Irrtumswahrscheinlichkeit fiir eine
bestehende Differenz zu den Kontrollwerten bei einem einseitigen Welch-Test an. 6: Standardabweichung.

n.b.: nicht bestimmt.
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Col-0 *o cuel-6 *0C cuel-6/PPDK o
Glukose-6-phosphat (nmol-g FG™) 411,0 +44,1| 31897 +382 437,8 +31.2
Fruktose-6-phosphat (nmol-g FG'I) 158,6 +9.,8 126,5% +£12,8 137,7 £51,5
Glukose-1-phosphat (nmol-g FG™) 89,7 £94| 52,0¥* £10,0 159,3 +38,0
6-Phosphoglukonat (nmol-g FG'I) 86,4 £29,5 53,87 +11,7 116,7 £0,0
Fruktose-1,6-bisphosphat (nmol-g FG™) | 25,1 + 14,9 56"  +3,1nb. n.b.
3-Phosphoglycerat (umol-g FG™) 0,54 +0,06] 036" +0,08 1,07 +£0.21
Triosephosphate (nmol-g FG") 84,9 £82| 44,0** 6,0 37,77 +£13,6
PEP (nmol-g FG™) 553 £12,9 54,1 £8)3 146,9° +29,7
Phosphat (umol-g FG™) 129 +16 18,5  +2.4/nb. n.b.
Malat (umol-g FG™) 9,1 +0.8 82" +07 81 +22
Pyruvat (nmol-g FG™) 1343 +44,7 1243 +184 488,9"" +64,2
3-PGA-Triosephosphate'1 6,3 0,5 75 £2,7 33,17 +£10,2
3-PGA-P; 0,045 +0,0] 0,02%** +0,002|n.b. n.b.
Pyruvat-PEP”' 35 1,6 2,8 £0,8 38 £09
pOCA o cuel-1 to cuel-3 *0o
Glukose-6-phosphat (nmol-g FG'I) 384,5 £21,8| 206,6*** +£17,1|260,4*%** +359
Fruktose-6-phosphat (nmol-g FG™) 169,3 14,01 103,1*** +13,7/ 101,8*** +10,1
Glukose-1-phosphat (nmol-g FG’I) 552 £84 41,1* £4,8] 349** 149
6-Phosphoglukonat (nmol-g FG™) 61,0 +19,7 62,3 192 57,0  *6,7
Fruktose-1,6-bisphosphat (nmol-g FG™) 3,8 1,5 0,7%*  £0,3 1,3*  £0,7
3-Phosphoglycerat (umol-g FG™) 0,47 =£0,03 0,22%*%* +0,03| 0,31*** +£0,02
Triosephosphate (nmol-g FG™) 443 +064 19,0%**  + 1,5 31,1*%* £3]1
PEP (nmol-g FG™) 602 +4,7 355%x  +44| 8577 +26,2
Phosphat (umol-g FG'I) 8,8 £1,5 14,8*%**  £(0,7| 18,5%** +£24
Malat (umol-g FG™) 83 £0,1 99"  +1,7| 153%* +17
Pyruvat (nmol-g FG™) 113,1 18,2 63,4%* +16,9| 338,7* +130,9
3-PGA-Triosephosphate'1 10,6 +£29 13,5 +2,7 11,3 +£24
3-PGA-P; 0,05 £0,011| 0,012%** +0,009| 0,031" +0,008
Pyruvat-PEP”' 1,1 +03 0,9 +02nb. n.b.

Tab. 3.10 Metabolitgehalte in Arabidopsis-Blittern nach 4 h im Licht. n=4. 1ot < 0,1; "": o0 < 0,05;

T or<0,025; *: 00 < 0,01; *¥*: o < 0,005; ***: o < 0,0005. o gibt die Irrtumswahrscheinlichkeit fiir eine

bestehende Differenz zu den Kontrollwerten bei einem einseitigen Welch-Test an. 6: Standardabweichung.

n.b.: nicht bestimmt.
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3.54.1. Hexosephosphatgehalte in Blattproben

Die Gehalte aller gemessenen Hexosephosphaten waren in sdmtlichen untersuchten cuel-
Mutanten sowohl im Licht als auch im Dunkeln signifikant um bis zu 50% gegeniiber den
Kontrollen verringert (Tab. 3.9 und 3.10). Hexosephosphate fungieren als energiereiche
Vorstufen fiir die Saccharosebiosynthese im Zytosol und die Stirkebiosynthese im Stroma.
Auch wenn keine Informationen iiber die subzellulire Verteilung der Hexosephosphate
vorliegen, reflektieren prinzipielle Verringerungen der Hexosephosphat-Gehalte die zuvor
angesprochenen geringeren Stirke- und Saccharosesyntheseraten (s. 3.5.2) in den cuel-
Mutanten, da Hexosephosphate in gleicher Weise in beide Biosynthesen eingehen. Analog
zur Reversion der Stiarke-Akkumulation in cuel-6/PPDK-Blittern (s. 3.5.2), wichen auch
die Hexosephosphatgehalte in cuel-6/PPDK wihrend der Lichtphase nicht signifikant von
den Gehalten in den Kontrollen ab. Am Ende der Dunkelperiode traten zwar signifikante
Veminderungen der Hexosephosphatgehalte in cuel-6/PPDK gegeniiber Col-0 auf, im
Vergleich zu den Hexosephosphatgehalten in cuel-6-Mutanten stellten die in
cuel-6/PPDK bestimmten Werte aber eine deutliche Steigerung in Richtung der
Wildtypwerte dar.

3.54.2. Gehalte von Calvin-Zyklus-Intermediaten in Blattproben

Die Gehalte an TrioseP, 3-PGA und Fru-1,6-bP waren vor allem wéhrend der Lichtphase
in allen untersuchten cuel-Mutanten gegeniiber den Kontrollen signifikant verringert (Tab.
3.10). Die Fru-1,6-bP-Gehalte betrugen in den starken cuel/-Mutanten nur etwa 20% der
Gehalte in den Kontrollen, TrioseP und 3-PGA waren in diesen beiden cuel/-Mutanten um
50% reduziert. Da die Gehalte dieser drei Metabolite in den Bléttern im Licht mindestens
vierfach, bei 3-PGA sogar zehnfach anstiegen (Vgl. Tab. 3.9 mit 3.10) kann davon
ausgegangen werden, daB3 der GroBteil der TrioseP-, Fru-1,6-bP- und 3-PGA-pools
wihrend der Lichtperiode in den Calvin-Zyklus und andere lichtabhingige Reaktionen wie
den Export von Photoassimilaten aus dem Chloroplasten und die daran angeschlossene
Saccharosebiosynthese eingebunden ist. Die Gesamtaktivitit des Calvin-Zyklus scheint
daher in Blittern von cuel stark verringert zu sein — das ist einleuchtend, wenn man
beriicksichtigt, daBl die Mesophyllchloroplasten in cuel unterentwickelt und die
Photosyntheseleistung und die CO,-Fixierungsrate gegeniiber den Kontrollen reduziert
sind (s. 3.4.1 und 3.5.1). Obwohl die Fru-1,6-bP-Gehalte in cuel-Blittern stirker
vermindert waren als die Gehalte an TrioseP und 3-PGA, dnderten sich die Gehalte dieser

Metabolite zueinander nicht signifikant (nicht gezeigt).
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Im Vergleich zu cuel-6-Mutanten zeigten sich im Licht keine einheitlichen Anderungen
der Gehalte an TrioseP, 3-PGA und Fru-1,6-bP in cuel-6/PPDK-Uberexprimierern (Tab.
3.10). Bemerkenswert war aber die signifikante Erhohung des Verhiltnisses von 3-PGA zu
TrioseP in cuel-6/PPDK im Vergleich zum Wildtyp und den cuel-6-Mutanten um das
Fiinffache (Tab. 3.10). In einigen Experimenten konnte sogar die Akkumulation von
3 PGA wihrend der Lichtperiode beobachtet werden (nicht gezeigt). Dieser Befund deutet
auf einen Mangel an Reduktionséquivalenten fiir die reduzierende Phase des Calvin-Zyklus
bzw. die Verdnderung des NADPH/ ATP-Verhiltnisses im Stroma hin und wird unter
Berticksichtigung der Daten aus den Photosynthese- und Gaswechselmessungen eingehend
diskutiert werden.

Die MeBwerte fiir TrioseP, 3-PGA und Fru-1,6-bP aus den Dunkelproben sind mit hohen

relativen Fehlern behaftet und daher schwer zu interpretieren.

3.54.3. Gehalte an Pyruvat und PEP in Blattproben

Die Vermutung liegt nahe, dafl eine mangelnde AtPPT1-Aktivitdt in den cuel/-Mutanten
einen eindeutigen EinfluBl auf die Gehalte des transportierten Substrats PEP und des mit
PEP iiber viele verschiedene enzymatische Reaktionen (s. 1.5.1) im Gleichgewicht
stehenden Pyruvat hat.

Am Ende der Dunkelperiode waren die PEP-Gehalte in den starken Allelen cuel-/ und
cuel-6 um jeweils 75%, im schwachen Allel cuel-3 immerhin noch um 50% gegeniiber
den Kontrollen vermindert (Tab. 3.9). Die Pyruvat-Gehalte waren nur in den starken
Allelen cuel-1 und cuel-6 gegeniiber den Kontrollen herabgesetzt. Im Licht waren
lediglich die Pyruvat- und PEP-Gehalte in cuel-1 im Vergleich zur Kontrolle vermindert.
Da die Kompartimentierung von PEP und Pyruvat nicht untersucht wurde, kann keine
Aussage dariiber getroffen werden, inwiefern sich PEP und Pyruvat in den verschiedenen
cuel-Linien im Zytosol anstauen oder inwieweit diese beiden Metabolite dem Stroma
zuzuordnen sind. Offenbar scheint die PPT-Aktivitit wihrend der Dunkelphase von
groBerer Bedeutung fiir den Stoffwechsel im Blatt zu sein als wahrend der Lichtperiode,
denn in den Kontrollen wurden keine substantiellen Verdnderungen der Pyruvat- und PEP-
Gehalte zwischen im Licht und im Dunkeln genommenen Blattproben beobachtet (vgl.

Tab. 3.9 mit Tab. 3.10).
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Abb. 3.13 Akkumulation von Pyruvat- und PEP-Gehalten in cuel/-6/PPDK wihrend der Lichtperiode. n=3.

Die Balken am oberen Ende der Diagramme zeigen Licht-(hell) und Dunkelphasen (dunkel) an.

Im Licht waren sowohl Pyruvat- als auch PEP-Gehalte in cuel-6/PPDK gegeniiber dem
Wildtyp verdreifacht (Tab. 3.10). Weitere Untersuchungen ergaben, dall Pyruvat und PEP
wiéhrend der Lichtperiode substantiell akkumulierten (Abb. 3.13) — die in Tab. 3.10
dargestellten Werte wurden schon nach 4 h im Licht gemessen und stellen somit nicht die
maximalen gemessenen Gehalte an Pyruvat und PEP in cue/-6/PPDK dar.

Weiterhin konnte die Akkumulation von PEP in cuel-6/PPDK-Blittern direkt mit der
Aktivitat der eingefiihrten PPDK korreliert werden (Abb. 3.14). Aufgrund der Lokalisation
der PPDK-Aktivitit in den Plastiden von cuel-6/PPDK (s. 3.1.2) und der AtPPTI-
Defizienz im cuel-Hintergrund kann davon ausgegangen werden, daf3 sich PEP in

cuel-6/PPDK im Stroma anstaut und aufgrund des AtPPT1-Defektes nicht mehr abgefiihrt
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werden kann. Da sich die PEP- und Pyruvat-Gehalte in cuel/-6/PPDK am Ende der
Dunkelperiode wieder im Bereich der Gehalte im Wildtyp bzw. der in cuel-6 bewegten
(Abb. 3.13), muB} auBerdem angenommen werden, daf} die angestauten Pyruvat- und PEP-
Mengen wihrend der Dunkelperiode metabolisch abflieBen koénnen. Auch in cuel-
Mutanten war eine Verringerung der Pyruvat- und PEP-Gehalte wihrend der
Dunkelperiode zu beobachten (s.o.), die in den Kontrollen nicht erkennbar war. Die
metabolische Zehrung an den Pyruvat- und PEP-Gehalten ist offenbar eine
Eigentiimlichkeit des cuel-Hintergrundes, die durch das Fehlen des AtPPT1 bedingt wird.

Die Akkumulation von Pyruvat konnte entgegen der PEP-Akkumulation in cue/-6/PPDK-
Bléttern nur schwach mit der Aktivitdt der PPDK in cuel-6-Transformanden korreliert
werden (nicht gezeigt); auBlerdem kann iiber die subzelluldre Lokalisation des
akkumulierten Pyruvats nur spekuliert werden. Abgesehen von den z.T. dramatischen
Anderungen der Pyruvat- und PEP-Gehalte war das Verhiltnis von Pyruvat zu PEP
erstaunlicherweise in allen untersuchten Linien im Rahmen der Signifikanzschwellen

identisch (Tab. 3.9 und 3.10).
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Abb. 3.14 Korrelation der PEP-Gehalte gegen Ende der Lichtperiode mit der PPDK-Aktivitit in
cuel-6/PPDK-Blittern. n=3 fiir die PEP-Gehalte; n=7 fiir die PPDK-Aktivitit — die PPDK-Aktivtidt wurde
aus den Daten dreier unterschiedlicher Anzuchten gemittelt. Die PEP-Gehalte des Wildtyps (Col-0) und von

cuel-6 sind durch gestrichelte Linien kenntlich gemacht.
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3.54.4. Phosphatgehalte in Blattproben

Interessanterweise waren die P,-Gehalte in den cuel-Mutanten gegeniiber den Kontrollen
bis auf das Doppelte erhoht (Tab. 3.9 und 3.10). In der Regel findet sich der GrofBteil des
zelluldren P, in der Vakuole (Schleucher et al., 1998). Fiir den Fall, daB3 sich ein erhohter
Gesamtphosphatgehalt auf die Phosphatkonzentrationen in allen Kompartimenten
auswirkt, konnte das in den cuel/-Mutanten um das Zwei- bis Vierfache verringerte 3-
PGA-P,-Verhéltnis (Tab. 3.12) einen inhibitorischen Effekt auf die plastidére
Starkesythese haben. Die Akkumulation transitorischer Stirke war wie unter 3.5.2 gezeigt
in den cuel-Mutanten tatsdchlich gegeniiber den Kontrollen um 30% verringert, was aber
auch durch eine Limitation der Lichtreaktion in cuel hervorgerufen werden kann (s. 3.5.2).
Daten iiber den Gehalt anorganischen Phosphats und dessen Verhiltnis zu 3-PGA-
Gehalten fehlen fiir cuel-6/PPDK-Blittern zum Vergleich.

3.5.5. Aminosiureprofile in Blattproben

PEP spielt eine wichtige Rolle bei der Biosynthese vieler Aminoséuren (s. 1.5.3, 1.5.4 und
1.5.5). Die iiber den Shikimatweg gebildeten aromatischen Aminosiuren spielen offenbar
eine zentrale Rolle bei der Auspriagung des Blattphénotyps in cuel, da dieser in cuel-
Sterilkulturen durch die Fiitterung von aromatischen Aminosduren verschwindet
(Streatfield et al., 1999). Die hier pridsentierten Aminosiduregehalte entstammen
Tagesgingen aus langtagadaptierten Pflanzen. Der Ubersichtlichkeit halber werden nur die
Aminosduregehalte am Ende der Dunkelperiode und nach 4 h im Licht gezeigt; die
Aminosduregehalte am Ende der Lichtperiode sind prinzipiell &hnlich mit den hier
aufgefithrten Daten aus der Lichtperiode und sind in Anhang 8.4 dargestellt. Die
dargestellten Aminoséduregehalte sind weiterhin auf gleiche Frischgewichte normiert.
Genausogut hétten die Daten auf gleiche Blattfldchen, gleichen Chlorophyllgehalt oder
prozentual auf die Gesamtaminosiuregehalte bezogen dargestellt werden koénnen. Da die
Aussage der Ergebnisse sich dadurch aber nicht maB3geblich dndert, werden die Werte nur
in einer Form présentiert. Eine Aufstellung der relativen Aminosduregehalte in Prozent des

Gesamtaminosduregehaltes findet sich fiir alle Mefzeitpunkte in Anhang 8.4.
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Tab. 3.11 (vorige Seite) Aminosduregehalte in Arabidopsis-Bléittern am Ende der Dunkelperiode im
Langtag. n=4; 1 o0 < 0,1; " a0 < 0,05; 7 a0 < 0,025; *: o0 < 0,01; **: o < 0,005; ***: o, < 0,0005; o gibt die
Irrtumswahrscheinlichkeit fiir eine bestehende Differenz zu den Kontrollwerten bei einem einseitigen Welch-
Test an. Die Daten fiir cuel-6/PPDK stammen aus einer anderen MeBreihe als die fiir cuel/-6 und cuel-6/PPT
und sind daher auf die mitgefiihrte Wildtyp-Kontrolle dieser Messung bezogen. n.b.: nicht bestimmt. SD:

Standardabweichung.

Generell unterscheiden sich die Gehalte der verschiedenen proteinogenen Aminoséuren in
Blattgewebe betrachtlich voneinander. Glutamat, Glutamin, Aspartat und Serin sind im
Blatt in Stoffwechselfliisse mit hohen FluBraten, wie die Ammonium(re)fixierung oder die
Photorespiration eingebunden und machen je nach Stickstoffverfiigbarkeit in ihrer Summe
etwa 60% bis 75% der Gesamtaminosduregehalte aus. Weitere stark reprédsentierte
Aminoséduren sind Asparagin, Glycin, Alanin und Threonin. Auf die restlichen zwolf
proteinogenen Aminosduren entfallen lediglich 10% bis 15% des
Gesamtaminosduregehaltes.

Die Gesamtaminosduregehalte (Tab. 3.11, 3.12 und Anhang 8.4) wiesen in den
verschiedenen Arabidopsis-Linien unterschiedliche Tagesgéinge auf. Anhand der
Unterschiede zwischen den beiden Col-0-MefBreihen (Tab. 3.11, 3.12 und Anhang 8.4), die
von verschiedenen Anzuchten unter den gleichen Bedingungen stammten, kann ersehen
werden, daB allein die Varianz der Gesamtaminosduregehalte trotz identischer
Bedingungen recht grof3 sein kann: In der ersten MefBreihe (in Tab. 3.11 und 3.12 links)
wiesen die Aminosduregehalte ein Maximum nach 4 Stunden im Licht auf, das
vornehmlich von einem Anstieg der Glutamin-Gehalte bestimmt wurde. In der zweiten
MeBreihe hingegen blieb dieser Anstieg der Glutamin- und Gesamtaminosauregehalte aus
(Tab. 3.11 und 3.12, Mitte). Daher ist es notwendig, stets nur Werte der gleichen
Probennahme zu vergleichen. Auflerdem macht es wenig Sinn, den Gehalt einer jeden
Aminosédure isoliert zu betrachten. Daher werden im folgenden diejenigen
Aminosduregehalte gemeinschaftlich betrachtet, die sich Biosynthesewege zumindest
partiell teilen.

Am Ende der Dunkelperiode waren die Gehalte der sauren Aminosduren Glutamat und
Aspartat sowie die Gehalte ihrer Sdureamid-Derivate Glutamin und Asparagin signifikant
um 70% bis 90% in cuel-6 und um 40% bis 60% in cuel-1 im Vergleich zu den
Kontrollen verringert (Tab. 3.11). Nach der Uberexpression der F. trinervia PPDK und des
Blumenkohl-PPT in cuel-6 waren diese Abweichungen vom Wildtyp nicht mehr

vorhanden (Tab. 3.11).
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Tab. 3.12 (vorige Seite) Aminosiuregehalte in Arabidopsis-Blittern im Langtag nach 4 h im Licht. n=4; ": o
< 0,1; o< 0,05 T oo < 0,025 *: o0 < 0,01; **: o0 < 0,005; ***: o < 0,0005; o gibt die
Irrtumswahrscheinlichkeit fiir eine bestehende Differenz zu den Kontrollwerten bei einem einseitigen Welch-
Test an. Die Daten fiir cue/-6/PPDK stammen aus einer anderen MeBreihe als die fiir cuel-6 und cuel-6/PPT
und sind daher auf die mitgefiihrte Wildtyp-Kontrolle dieser Messung bezogen. n.b.: nicht bestimmt. SD:

Standardabweichung.

Weitaus interessanter sind jedoch die Gehalte an aromatischen Aminoséuren in den cuel-
Mutanten. Die Messung der Aminosduregehalte diente urspriinglich dazu zu bestétigen,
daB der retikulierte Blattphénotyp durch einen Mangel an aromatischen Aminosaduren und
daraus abgeleiteten Phenylpropanen hervorgerufen wird. Diese Hypothese lag aufgrund der
erfolgreichen Komplementation des cuel-Blattphdnotyps durch die Fiitterung mit
aromatischen Aminoséuren (Streatfield et al., 1999) nahe. Die Gehalte der aromatischen
Aminosduren Tryptophan und Tyrosin waren jedoch in cuel/-Mutanten sowohl in
lichtexponierten Bldttern als auch am Ende der Dunkelperiode nicht wie erwartet
gegeniiber den Kontrollen vermindert, sondern lagen teilweise signifikant {iber den
Gehalten in Kontrollpflanzen. Lediglich die Gehalte an Phenylalanin, das in Dikotyledonen
die alleinige Vorstufe fiir die Synthese von Phenylpropanen darstellt (Young et al., 1966;
Jangaard, 1974), waren in cuel-Mutanten sowohl in Licht- als auch im Dunkelproben
signifikant um bis zu 50% gegeniiber den Gehalten in den Kontrollen reduziert.
Anscheinend scheint eine Limitation des Sekundirstoffwechsels ausschlieBlich von den
verringerten Phenylalaningehalten auszugehen, wie dies z.B. schon von Da Cunha (1987)
vorgeschlagen wurde (s. 4.1.4.5).

Die Gehalte aller aromatischer Aminosduren, inklusive der Phenylalaningehalte,
unterscheiden sich in Blattern von komplementierten cuel-6-Pflanzen weniger dramatisch
(cuel-6/PPDK) bzw. gar nicht mehr signifikant (cuel-6/PPT) von den Gehalten in Col-0
(Tab. 3.11, Tab. 3.12 und Anhang 8.4). Die partielle Reversion der Phenylalanin-Gehalte
zum Wildtyp hin ist aulerdem in lichtexponierten Blittern von cuel-6/PPDK deutlicher als
in Bldttern zum Ende der Dunkelperiode (Tab. 3.11 und Tab. 3.12). Durch die
unterschiedlichen Gehalte an Phenylalanin in cue/-Mutanten im Vergleich zu den anderen
Linien konnte die Bedeutung der Phenylalaningehalte fiir die Phenylpropan-Biosynthese
und die Muster an Sekundarmetaboliten untersucht werden (s. 3.6).

In den starken cuel/-Mutanten cuel-1 und cuel-6 waren die Alanin-Gehalte am Ende der
Dunkelperiode signifikant gegeniiber den Kontrollen um 40% bzw. 30% verringert (Tab.

3.11). Pyruvat und Alanin stehen iiber eine Transaminase in direktem Gleichgewicht
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miteinander und die Pyruvat-Gehalte waren in cuel-1 und cuel-6 ebenfalls am Ende der
Dunkelperiode um etwa denselben prozentualen Betrag im Vergleich zu den Kontrollen
reduziert (s. 3.5.4). Der Zusammenhang ist offensichtlich. Aus Pyruvat leiten sich
auBerdem die verzweigtkettigen Aminosduren des Acetolactat-Weges und Lysin ab (s.
1.5.3). Die iibrigen Aminosduren der Aspartat-Familie, Methionin und Threonin, werden
durch gemeinsame Regulationsmechanismen durch die Verfiigbarkeit von Pyruvat
beeinfluBBt (s. 1.5.3). Es erscheint daher einsichtig, da3 die Gehalte der meisten dieser
Aminosduren am Ende der Dunkelperiode in den beiden starken cuel-Mutanten cuel-1
und cuel-6 ebenfalls signifikant gegeniiber den Kontrollen verringert waren (Tab. 3.11).
Die Verfiigbarkeit von Pyruvat schien dariiberhinaus in cuel-6/PPDK-Komplementanden
permanent limitierend fiir die Biosynthese verzweigtkettiger Aminosiuren zu sein (Tab.
3.11 und Tab. 3.12), da die Gehalte der verzweigtkettigen Aminosiuren Valin, Isoleucin
und Leucin, wie auch die Gehalte an Methionin und Lysin sowohl wihrend der Licht- als
auch am Ende der Dunkelperiode in cuel-6/PPDK signifikant um 30% bis 40% gegentiber
dem Wildtyp vermindert waren. Dies scheint im Zusammenhang mit der Akkumulation
von Pyruvat und PEP in den cuel-6/PPDK-Pflanzen wihrend der Lichtperiode zu stehen
(s. 3.5.4). Je nach Kompartimentierung des Pyruvats konnte dieses nicht mehr in dem
Male als Baustein fiir die Aminosdurebiosynthese zur Verfiigung stehen. Dariiberhinaus
akkumulierte Threonin wahrend der Dunkelperiode in cuel-6/PPDK, wobei die Threonin-
Gehalte wahrend der Lichtperiode sogar wieder auf 15% des Wildtypniveaus absanken.
Threonin {ibt neben Lysin die stirkste metabolische Kontrolle auf die Biosynthese der
Pyruvat- und Aspartat-Familie aus (s. 1.5.3). Der Zusammenhang des Tagesganges der
Threonin-Gehalte mit der Kanalisation der akkumulierten Pyruvat- und PEP-Gehalte
wihrend der Dunkelperiode wird in der Diskussion néher erortert werden.

Die Gehalte der Endprodukte des Pyruvat-Aspartat-Weges, Methionin, Valin, Leucin und
Lysin waren auBlerdem wihrend der Lichtperiode in cuel-I im Vergleich zu den
Kontrollen vermindert (Tab. 3.12). Auch in diesem Fall waren die Pyruvat-Gehalte im
Licht ebenfalls geringer als in den Kontrollen (s. 3.5.4). Im Vergleich der cuel-6-Mutanten
zum Wildtyp sind beide Unterschiede nicht zu finden (Tab. 3.12 und 3.5.4). Das
Aufeinandertreffen geringer Pyruvat-Gehalte und verminderter Gehalte an Aminosduren
des Pyruvat- und Aspartat-Weges ist in cuel-1-Mutanten und cuel-6/PPDK-Pflanzen sehr
deutlich.

Die Beobachtung der Gehalte nicht-proteinogener Aminosauren wie Citrullin und Ornithin

in einigen Proben lie} erkennen, dafl das Gleichgewicht zwischen den beiden Metaboliten
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in Blattern von cuel-6 im Vergleich zu Col-0- und cuel-6/PPT-Blittern sowohl im Licht
als auch im Dunkeln um das Zehn- bis Zwanzigfache in Richtung Ornithin verschoben war
(Tab. 3.13 und 3.14). Ornithin fungiert neben dem Methionin-Derivat S-
Adenosylmethionin in Pflanzen als Vorstufe fiir die Polyaminbiosynthese. Daher wurden
Polyamingehalte in cuel/-Mutanten bestimmt und mit den Gehalten in den Kontrollen

verglichen (s. 3.5.6).

3.5.6. Polyamingehalte in Blattproben

Polyaminen wird nicht nur eine Rolle bei der Adaption an Wasserstre3 beigemessen,
sondern seit kurzem auch eine Beteiligung an der Blithinduktion und der
Internodienelongation in A. thaliana (Hanzawa et al., 2000; Applewhite et al., 2000). Die
hochsten Polyamingehalte finden sich in A. thaliana daher in reproduktiven Geweben,
doch auch im vegetativen Pflanzenkorper sind substantielle Gehalte an Polyaminen zu
finden (Applewhite et al., 2000).

Die Gehalte an Polyaminen sind in cuel-1-Blittern z.T. dramatisch gegeniiber der
Kontrollpflanze pOCA verringert (s. Tab. 3.13), die Spermingehalte um 95%, die Gehalte
an Putreszin um 75% und die Spermidin-Gehalte um die Hélfte. Es 148t sich nicht
feststellen, ob die verminderten Polyamin-Gehalte einer der pleiotropen Effekte in cuel-1
sind, oder ob sie ursdchlich den retikulierten Blattphdnotyp begiinstigen. Weitere

Untersuchungen der Polyamingehalte, insbesondere unter Wasserstref3, wiren hier

aufschluf3reich.
pOCA o cuel-1£ 0
Putreszin (nmol-g FG™) 88,6 £ 10,8 24,1** £1,6
Spermidin (nmol-g FG™) 230,5 £27,0| 147,177 £6,2
Spermin (nmol-g FG'I) 293 £9.2 2,07 £20

Tab. 3.13 Gehalte an Polyaminen in Blittern der Arabidopsis-Linien zur Mitte der Lichtperiode. n=4.
0<0,1; "o < 0,05 7o < 0,025 % o < 0,01; *¥*: o < 0,005; ***: o < 0,0005; o gibt die
Irrtumswahrscheinlichkeit fiir eine bestehende Differenz zu den Kontrollwerten bei einem einseitigen Welch-

Test an. n.b.: nicht mefbar.

140



Ergebnisse

3.5.7. Bestimmung von Enzymaktivititen des Primérstoffwechsels

Aktivititen von Pyruvat- und PEP-umsetzenden Enzymen des Primérstoffwechsels wurden
gemessen um den Einflu3 der in cuel verminderten AtPPT1-Aktivitdt auch auf der Ebene
von Enzymaktivititen zu ermitteln. Der Primarstoffwechsel der untersuchten Pflanzen wird
also unter drei verschiedenen Gesichtspunkten beleuchtet — die Ergebnisse der
KohlenstofffluBanalysen (s. 3.5.1) und der Metabolitgehalte im FlieBgleichgewicht (s.
3.5.2,3.5.4 und 3.5.5) sind schon in vorherigen Kapiteln dargelegt worden, die Ergebnisse
der Enzymaktivitatsbestimmungen werden im folgenden dargestellt.

In Tab. 3.15 sind die maximal extrahierbaren Enzymaktivititen aus Blittern der
verschiedenen cuel/-Mutanten den maximal extrahierbaren Aktivititen aus
Kontrollpflanzen gegeniibergestellt.

Die signifikantesten und konsistentesten Verdnderungen im Vergleich der cuel/-Mutanten
zu den Kontrollen waren die Erhohung der PEP-Carboxylase- und der NADP-GAPDH-
Aktivitdten in allen untersuchten cuel-Mutanten (Tab. 3.14). Die PEP-Carboxylase-
Aktivititen waren im Vergleich zu den Kontrollen verdoppelt bis verdreifacht, die
Aktivititen der NADP-GAPDH waren gegeniiber den Kontrollen um das Eineinhalbfache
erhoht. In den starken cuel-Mutanten war dariiberhinaus die NADP-MDH-Aktivitit im

Vergleich zu den Kontrollen um etwa 35% erniedrigt (Tab. 3.14).

Linie Col-0 cuel-6 pOCA cuel-1 cuel-3
NADP-GAPDH 278,1 £ 35,9 | 432,2%*% £ 34,5 | 230£28,8 | 352,3*¥**+30,3 | 315¥*+ 123
NADP-MDH 17,2+ 13,4 11,6 £22 245+ 11,2 18,1 +4,6 81,6155
NADP-Malatenzym 246+ 11,7 11,6"+2,1 71,3 n.b. n.b.
PPDK 6,4+1,5 82 +1,4 32+1,2 n.b. n.b.
PEP-Carboxylase 11,2120 29,3*%** £ 36 9,1+£32 17,8%** £32 | 29,9%** + (0,07
Pyruvatkinase, pH 6,9 71,2%£9,5 19,9%** £ 77 63,545 70,17+ 4,6 n.b.
Pyruvatkinase, pH 8,1 | 26,5+10,4 | 48,97 +£25 | 38,0%6,1 37,8+ 1,2 n.b.
PEP-Phosphatase 50,2+ 17,9 543+32 52,8+8.,9 49,3+3,5 64,5%*%* + 1.9

Tab. 3.14 Maximal extrahierbare Enzymaktivititen aus Arabidopsis-Blittern in mU-mg Protein™. n=6. Die
Aktivitdt der Pyruvatkinase wurde zur Abgrenzung der zytosolischen und plastiddren Isoformen an den
jeweiligen pH-Optima, pH=6,9 fiir die zytosolische und pH=8,1 fiir die plastiddre Isoform, gemessen. o. <
0,1; "o < 0,05 " o < 0,025; *: o < 0,01; **: a < 0,005; ***: o < 0,0005; o gibt die
Irrtumswahrscheinlichkeit fiir eine bestehende Differenz zu den Kontrollwerten bei einem einseitigen Welch-

Test an. n.b.: nicht bestimmt.
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Zusammengenommen legt die Verdnderung der Aktivititen der PEP-Carboxylase, der
NADP-MDH und des NADP-Malatenzyms in cuel-Mutanten eine Verlagerung der
Pyruvat-Malat-Balance zugunsten von Malat nahe, was noch im Rahmen der Diskussion
detaillierter erdrtert werden wird. Tatsdchlich waren die Malat-Gehalte in den meisten
Blattproben der cuel-Mutanten gegeniiber den Kontrollen signifikant erhoht (s. 3.5.4), aber
vor allem waren die Pyruvat-Gehalte in cue/-Bléttern im Vergleich zu den Kontrollen um
bis zu 50% geringer (s. 3.5.4).

Die NADP-GAPDH-AKktivitit ist ausschlieBlich in den Plastiden zu finden (s. auch 3.1.2).
Die tibereinstimmend in allen cuel/-Mutanten gefundene Erhdhung der NADP-GAPDH-
Aktivitdt konnte wie auch die verminderten Gehalte an TrioseP, 3-PGA und Fru-1,6-bP im
Licht (s. 3.5.4) auf Limitationen im Calvin-Zyklus der Mutanten hinweisen.
Interessanterweise war die endogene PPDK-Aktivitit in cuel-6-Mutanten im Vergleich zu
Col-0 um 30% erhoht (Tab. 3.14). Mit dem Wissen, daB sich der cuel-Blattphénotyp und
somit auch zumindest einige der Limitationen im Stoffwechsel der cue/-Mutanten durch
die Uberexpression einer C4-PPDK im Stroma aufheben lassen und daf die endogene C;-
PPDK ebenfalls vornehmlich plastidar lokalisiert ist (s. 1.5.1), kann man vermuten, dal} die
endogene PPDK-Aktivitét in cuel-6-Mutanten als Antwort auf den PEP-Bedarf im Stroma
erhoht ist, aber trotzdem nicht hinreichend ist den Blattphidnotyp zu kurieren. MeBwerte fiir
PPDK-Aktivititen in cuel-1 konnten diese Vermutung untermauern, liegen aber nicht vor.
Die Aktivititen der anderen bestimmten Enzymaktivititen lieBen keine eindeutigen

Tendenzen innerhalb der cuel-Allele erkennen.

Die o.g. Enzymaktivitidten wurden auch in Bléttern von cuel-6/PPDK bestimmt. Diese
wurden gegen die verschieden hohe PPDK-Aktivitit in den Transformanden aufgetragen,
um zu ermitteln, ob die neu eingebrachte PPDK die Aktivitit anderer PEP-umsetzenden
Enzyme des Primirstoffwechsels in irgendeiner Form beeinfluf3t.

In cuel-6/PPDK korrelierten die Aktivititen der NADP-GAPDH, der NADP-MDH und
des NADP-Malatenzyms negativ mit der Aktivitdt der eingebrachten PPDK (Abb. 3.15),
wobei PPDK-Uberexprimierer mit einer niedrigen PPDK-AKktivitit beachtlicherweise nicht
den cuel-6-Mutanten glichen und PPDK-Uberexprimierer mit einer hohen PPDK-Aktivitit
nicht dhnliche NADP-ME- und NADP-MDH-Aktivititen aufwiesen wie der Wildtyp, wie
es zu erwarten gewesen ware. Schon eine geringe Aktivitit des PPDK-Transgens scheint
den Transformanden prinzipielle Unterschiede gegeniiber dem cuel-6-Hintergrund zu

vermitteln, so dal vom kurierten Blattphénotyp in cuel-6/PPDK nicht auf dhnliche
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Enzymaktivititsmuster wie im Wildtyp geschlossen werden kann. Die iibrigen in
cuel-6/PPDK gemessenen Enzymaktivititen zeigten keinerlei Korrelationen bei der
Auftragung gegen die PPDK-Aktivitét (nicht gezeigt).

Wurde die Flaveria trinervia-PPDK in Col-0 iiberexprimiert (s. 3.1.3), so korrelierten die
Aktivitdten von PPDK- und NADP-Malatenzym ebenfalls negativ (Abb. 3.16). Der
EinfluB} der beiden Enzymaktivititen aufeinander scheint folglich unabhingig vom der
Intaktheit des AtPPT1-Genproduktes zu sein. Fiir Col-0/PPDK-Pflanzen liegen allerdings
keine Daten iiber PEP- und Pyruvatgehalte vor.
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Abb. 3.15 Korrelationen verschiedener Enzymaktivititen mit der eingebrachten PPDK-Aktivitdt in
cuel-6/PPDK-Blittern. A: NADP-Malatenzym, B: NADP-GAPDH, C: NADP-MDH. Jeder Datenpunkt
entspricht einer Einzelmessung. Die jeweiligen Aktivitidten fiir Col-0 und cuel-6 sind als gestrichelte

Abszissenparallelen dargestellt und entsprechend beschriftet.
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Abb. 3.16 Korrelation der Aktivitdit des NADP-Malatenzyms mit der eingebrachten PPDK-Aktivitét in
Col-0/PPDK-Bléttern. Jeder Datenpunkt entspricht einer Einzelmessung. Die gepunkteten Linien stellen das

Konfidenzintervall mit 0:<0,05 dar. Die Aktivitdt untransformierter Col-0-Pflanzen ist als gestrichelte Linie

Abszissenparallele dargestellt.

3.6. Analyse ausgesuchter Sekundirmetabolite

Obwohl die Gesamtgehalte an aromatischen Aminoséuren in cuel-Mutanten gegeniiber
Kontrollpflanzen nicht vermindert waren (s. 3.5.5), waren doch substanticlle
Verminderungen der Phenylalanin-Gehalte in cuel/-Mutanten festzustellen, die in
cuel-6/PPDK- und cuel-6/PPT-Komplementanden revertiert waren (s. 3.5.5). Da
Phenylalanin der gemeinsame Ausgangspunkt fiir die Biosynthese von Phenylpropanen
und davon abgeleiteten Substanzen ist, wurden die Gehalte einzelner ausgewihlter Klassen
von Phenylpropanen in cuel-Mutanten im Vergleich zu Komplementanden und

Kontrollpflanzen untersucht.

3.6.1. Bestimmung von Profilen der UV-Schutzsubstanzen

Gehalte an UV-Schutzsubstanzen sind vergleichsweise leicht iiber die
Absorptionseigenschaften im UV-Bereich nachzuweisen. Daher wurden methanolische
Extrakte der verschiedenen Linien iiber HPLC aufgetrennt und UV-absorbierende
Substanzen durch die Absorption bei A = 315 nm detektiert. Hierbei wurden vor allem

hydroxylierte Phenylpropane wie Kaempferol und Quercetin erfalit; die ebenfalls als UV-
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Schutzsubstanzen fungierenden Zimtsdurederivate, mengenmafig bedeutend sind hier
Sinapoyl-Derivate, haben ein Absorptionsmaximum bei A = 280 nm, waren aber auch bei
A =315 nm nachweisbar.

Beim Vergleich der HPLC-Chromatogramme (Abb. 3.17) fiel auf, dafl es in den
Kontrollen fiinf Hauptkomponenten gab, die in den cue/-Mutanten alle unterreprésentiert
waren. Wurden zehnfach konzentriertere Extrakte aufgetrennt, so fanden sich sowohl im
Wildtyp als auch in den cuel-6-Mutanten und den cuel-6/PPDK-Pflanzen mehr als 20
verschiedene UV-absorbierende Komponenten (nicht gezeigt), von denen sich einige auch
unter diesen Bedingungen am Rande der Nachweisgrenze befanden. In cuel-6/PPDK

fanden sich im Vergleich zum Wildtyp zwei weitere dominante Komponenten.
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Abb. 3.17 Reprdsentative HPLC-Elutionsprofile methanolischer Extrakte von Col-0-, cuel-6- und
cuel 6/PPDK-Blittern. Die Detektion der Substanzen erfolgte bei A = 315 nm. Die Hauptkomponenten sind
durch Ziffern tiber den Signalspitzen kenntlich gemacht, anhand derer sie in den nachfolgend présentierten

Tabellen 3.16 bis 3.19 und in der Abb. 3.23 zugeordnet werden konnen.
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Dariiberhinaus waren die Gehalte an UV-Schutzsubstanzen in cuel-6/PPDK entscheidend
gegeniiber cuel-6 erhoht (Abb. 3.17). Die in Abb. 3.17 dargestellten Elutionsprofile stellen
allerdings nur Muster dar, bei denen nicht gleiche Frischgewichtmengen aufgetrennt
worden sind, so da3 anhand dieser Abbildung keine absoluten Aussagen getroffen werden
konnen; Abb. 3.17 dient lediglich der Veranschaulichung der Elutionsprofile UV-
absorbierender phenolischer Inhaltsstoffe. Die Quantifizierung der einzelnen Gehalte wird
ausfiihrlich in 3.6.3 dargestellt.

Die Gesamtgehalte an UV-Schutzsubstanzen in cue/-6/PPDK wurden nach einer anderen
Methode photometrisch bestimmt und konnten positiv mit der PPDK-Aktivitit korreliert
werden (s. Abb. 3.18). Offenbar hdngt die Menge an produzierten UV-Schutzsubstanzen
direkt von der Menge des im Plastiden bereitgestellten PEP (s. 3.5.4) ab. Die Gehalte
einzelner UV-Schutzsubstanzen werden unter 3.6.3 gemeinsam mit den bestimmten

KohlenstofffluBraten in die UV-Schutzsubstanzen quantitativ dargestellt und erldutert.
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Abb. 3.18 Korrelation zwischen der Extinktion methanolischer Extrakte von cuel-6/PPDK bei A = 315 nm
und der in den Pflanzen gefundenen PPDK-Aktivitét. Jeder Datenpunkt entspricht einer Einzelmessung von
Ajo. Als Referenz ist cuel-5 angegeben (n=2, s. Pfeil). Die PPDK-Aktivititen der cuel-6/PPDK-Linien
entstammen den bereits unter 3.5.7 dargelegten Siebenfachmessungen. Die gepunkteten Linien stellen das

Konfidenzintervall mit 0:<0,05 dar.
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Substanz | Ay (Bande I) (nm) | Ay (Bande IT) (nm) | Ay (nm) Identifizierung
1 343 233, 267sh 250, 282
3 348 265 288 Kaempferol-3-O-glk-7-O-rha’
4 331 235 265 Hydroxyliertes Flavon
5 332 234 267 Hydroxyliertes Flavon
6 315sh, 342 264 238, 286 Kaempferol-Derivat

Tab. 3.15 Identifizierung einiger der mengenmifBig bedeutenden UV-Schutzsubstanzen. Die
Substanznummern beziehen sich auf die in Abb. 3.17 dargestellte Numerierung. sh: Schulter.

*: Identifizierung {iber Co-Chromatographie.

3.6.2. Charakterisierung der UV-Schutzsubstanzen

Eine Identifizierung der UV-Schutzsubstanzen, deren relative Gehalte sich in den cuel-
Mutanten und den Kontrollpflanzen unterscheiden (Abb. 3.17, Tab. 3.17) wurde
angestrebt, um die Zusammenhénge bei ihrer Biosynthese zu erfassen und analysieren zu
konnen. Daher wurden Phenylpropanderivate entweder {iber die Co-Chromatographie mit
isolierten und chemisch identifizierten UV-Schutzsubstanzen aus Roggen (Secale cereale)
und Gerste (Hordeum vulgare) charakterisiert oder es wurde wihrend der
Chromatographie ein Absorptionsspektrum zwischen A = 230 nm und A = 370 nm
aufgenommen, um Aussagen iiber die Natur des Aglykons treffen zu konnen. Die
Ergebnisse dieser Arbeiten sind in Tab. 3.15 aufgefiihrt.

Substanz Nr. 3 konnte iiber Co-Chromatographie eindeutig als Kaempferol-3-O-glukosid-
7-O-rhamnosid identifiziert werden. Die Phenylpropaneinheiten von Substanz Nr. 4 und
Nr. 5 sind mit groBer Sicherheit hydroxylierte Flavone — die bisherigen Kenntnisse {iber in
A. thaliana vorkommende Flavonoide legen hier Dihydrokaempferol- und
Dihydroquercetin-Bausteine nahe (Mittal, 1996). Bei Substanz Nr. 6 handelt es sich um ein
Kaempferol-Derivat, vermutlich Kaempferol-3-O-rhamnogalaktosid-7-O-rhamnosid. Uber
Massenspektromerie werden momentan weitere Anstrengungen unternommen,

Strukturinformationen tiber alle detektierten Phenylpropanderivate zu erhalten.

3.6.3. Kohlenstofffliisse in Sekundirmetabolite mit UV-Schutzwirkung und deren
Gehalte

Nicht nur die Gehalte an UV-Schutzsubstanzen, sondern auch die Syntheseraten dieser

Substanzen in planta geben Aufschluf iiber die Eigenschaften dieses Teilbereiches des
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Phenylpropanstoffwechsels. Daher wurden intakte Pflanzen 7 h lang unter Hoch-CO; mit
CO, markiert, die autotrophen Pflanzenteile extrahiert und eingeengt und dann die
Markierungsmuster der fraktionierten HPLC-Eluate (Abb. 3.20) mit den
Chromatographieprofilen zur Deckung gebracht, so da3 sowohl die Gehalte als auch die
FluBraten der detektierten Substanzen ermittelt werden konnten. Aliquots gleicher
Frischgewichtsmenge der '*C-markierten Extrakte wurden parallel zu der Auftrennung
iiber HPLC auch iiber eindimensionale Diinnschichtchromatographie aufgetrennt, um iiber
die Auto- und die durch Naturstoffreagenz A-induzierte Sekundirfluoreszenz der

separierten Substanzen weitere Informationen zu gewinnen.
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Abb. 3.19 Autoradiogramm der diinnschichtchromatographischen Auftrennung markierter UV-
Schutzsubstanzen. Die R-Werte sind auf der linken Seite neben den Signalen angegeben, die mit
Naturstoffreagenz A-induzierte Sekundirfluoreszenz auf der rechten Seite in Hohe der Signale. Die
Signalflecken sind um Verwechslungen mit den arabisch durchnumerierten HPLC-Signalen zu vermeiden
mit rdmischen Ziffern bezeichnet. Rechts neben den Spuren ist die Pridsenz der Substanz in den jeweiligen
Extrakten vermerkt. +: anwesend; -: abwesend. Es wurden Extrakte gleicher Frischgewichtsmenge

aufgetragen. 1: Col-0, 2: cuel-6, 3: cuel-6/PPDK2-1, 4: cuel-6/PPDK2-9, 5: pOCA, 6: cuel-1,7: cuel-3.
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Ein Autoradiogramm der chromatographierten Extrakte ist in Abb. 3.19 dargestellt. Es
konnten bis zu zwdlf verschiedene markierte Substanzen in cuel-6/PPDK-Extrakten
differenziert werden. In Extrakten der Kontrollpflanzen Col-0 und pOCA sind elf
verschiedene markierte Substanzen zu erkennen, im Extrakt der cuel-3-Mutante zehn und
in den Extrakten der starken cuel-Mutanten cuel-1 und cuel-6 nur acht bzw. sieben
Substanzen.

Gelbliche Sekundirfluoreszenzen weisen auf Kaempferol-Derivate hin, eine orange bis
gelb-griinliche Autofluoreszenz zeigt Quercetin-Derivate an. Allerdings konnten diese
Farbnuancen optisch auf den DC-Platten nicht so klar unterschieden werden wie bei der
zweidimensionalen Auftrennung (s. 3.6.4; Abb. 3.24), so daB diese beiden Gruppen an
dieser Stelle lediglich als Flavonol-Derivate angesprochen werden konnen. Zu den gelblich
fluoreszierenden Flavonol-Derivaten zdhlten die Substanzen I, II, V, VI und VII. Rétlich-
gelbe Sekundérfluoreszenz ging von Anthocyanen und Anthocyanidinen, den Aglyka der
Anthocyane, aus; dies waren die Substanzen Nr. III und IV. Blaue und blau-griinliche
Autofluoreszenz wird von Zimtsdurederivaten emittiert, zu denen folglich Substanz Nr.
VIII, X und XIa gehorten. Unter UV-Anregung fluoreszieren einfache Phenole gar nicht,
so daB die Flecken schwarz erscheinen; zu dieser Stoffklasse gehorten Substanz Nr. IX und
XIb.

Zwei verschiedene Flavonol-Derivate (I, IT) und ein Zimtséurederivat (VIII) fehlten in den
starken cuel-Mutanten, bzw. waren diese nicht ausreichend markiert. Auflerdem war die
Gesamtmarkierung in den Spuren von cuel-1 und cuel-6 schwicher als in den iibrigen
Pflanzenlinien. Bei der Auftrennung iiber HPLC konnten diese Unterschiede besser
quantifiziert werden (s.u.). Bei der ausschlieBlich in cuel-6/PPDK zu findenden Substanz

V1 handelte es sich nach der Sekundarfluoreszenz zu schliefen um ein Flavonol-Derivat.

Bei der Auftrennung der markierten Extrakte tiber HPLC konnten eine Fiille von Daten
gewonnen werden. In Abb. 3.20 sind die '*C-Elutionsprofile der HPLC der Extrakte
dargestellt, die gemeinsam mit den Absorptionsdaten jener Auftrennungen zur Berechnung
der in Tab. 3.16 und Tab. 3.17 angegebenen Einbaumengen und Gehalte dienten. In Tab.
3.16 sind der Gesamteinbau in UV-Schutzsubstanzen und der Gesamtgehalt an UV-
Schutzsubstanzen in den untersuchten Linien allgemein angegeben. Diese beiden Grof3en

sind in Tab. 3.17 auf die verschiedenen Metabolite aufgeschliisselt dargestellt.
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Abb. 3.20 "“C-Elutionsprofile der iiber HPLC aufgetrennten methanolischen Blattextrakte nach einer 7 h-
Markierung mit 250 pCi '*CO,. Die Numerierung entspricht den Numerierungen in den Tab. 3.16, 3.17 und

3.18, sowie der Numerierung in Abb. 3.17. Der Ordinatenmafstab ist unterschiedlich.
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Linie Flavonoidgehalt | % der Einbau % der
[A;;5 - g FG'] |Kontrollen | [10° dpm - g FG™'] | Kontrollen
Col-0 932,9 100 2,67 100
cuel-6 472,1 51 0,69 26
cuel-6/PPDK2-1 601,2 64 2,17 81
cuel-6/PPDK2-9 709,9 76 2,36 88
pOCA 549.,0 100 2,74 100
cuel-1 300,3 55 1,55 56
cuel-3 205,6 37 2,72 99

Tab. 3.16 Gesamteinbauraten in UV-Schutzsubstanzen. Die Quantifizierungsergebnisse des Detektors sind
als Ajzis-Einheiten angegeben. Eine Aj;s-Einheit entspricht 1000 berechneten Flicheneinheiten unter einem

Signalausschlag. Die Werte stellen die Ergebnisse von Einzelmessungen dar.

Der Gesamtgehalt an UV-Schutzsubstanzen war in den cuel/-Mutanten im Vergleich zu
den Kontrollen durchweg um etwa 50% verringert (Tab. 3.16) und betrug in cuel-6/PPDK-
Bléttern 70% der Kontrollgehalte. Dies entspricht in etwa der prozentualen Erhhung der
Phenylalanin-Gehalte durch die Expression der PPDK in cuel-6-Pflanzen (s. 3.5.5) und
stiitzt die Hypothese, dall die Phenylalaningehalte in cuel/-Mutanten limitierend fiir die
Phenylpropansynthese sind. Die KohlenstofffluBraten in UV-Schutzsubstanzen waren in
den starken cuel-Mutanten um 30% in cuel-6 bzw. um 50% in cuel-1 gegeniiber den
Kontrollen und den cuel-3-Mutanten vermindert (Tab. 3.16). Der FluB von '*C in UV-
Schutzsubstanzen in cuel-6/PPDK betrug mit anndhernd 90% fast die Rate des Wildtyps
(Tab. 3.17). Der Einbau und die Gehalte an UV-Schutzsubstanzen waren in den cuel-1-
Mutanten gegeniiber den Kontrollen um den gleichen Betrag vermindert, in cuel-6
unterschritt der KohlenstofffluB die Gehalte an UV-Schutzsubstanzen um die Halfte.
Demgegeniiber iiberstieg der Kohlenstoffflu die Gehalte an UV-Schutzsubstanzen in
cuel-6/PPDK jedoch relativ zum Wildtyp gesehen um 15% (Tab. 3.16). Aus Tab. 3.17
kann besonders gut ersehen werden, daf} der FluB} in die meisten der UV-Schutzsubstanzen
des Phenylpropanweges in cuel-6/PPDK-Rosetten deutlich erhoht ist, dies wird aber noch

dargestellt werden (s.u.).
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Substanz | R; | Gehalte (A35g FG")a Prozentualer Anteil (%) Spezifische Aktivitit (dpm " Ajs D)

(min) | Col-0 | cuel-6/PPDK | Col-0 | cuel-6/PPDK Col-0 cuel-6/PPDK
1 63 | 9.0 9,6+04 1,0 23+0,1 n.n. 4,42
2 103 | 424 | 224+25 32 54+0,04 n.n. 0,54+ 0,003
3 132 | 31,9 102+1,1 4,5 2,4+0,01 2,37 0,59 +0,12
4 14,6 | 74,2 56,4 +8,7 7.9 13,5+0,7 0,15 0,23 +0,02
5 17,5 | 566,8 | 203+19,3 60,8 48,8+0,5 0,08 0,12 0,04
6 216 | 83 40,9+ 5.4 0,9 9,.8+0,3 n.n. 0,32+0,06
7 23,6 | 168 10,3 +2 1,8 2,5+0,2 0,46 0,81 %0,11
8 252 | 204 122+15 22 2,9 0,06 n.n. 0,3+0,01
9 26 | 10,5 12,5+2,6 1,1 3403 n.n. n.n.

Substanz | R; | Gehalte (A35g FG")a Prozentualer Anteil (%) Spezifische Aktivitit (dpm " Ajs D)

(min) | pOCA cuel-1 pOCA cuel-1 pOCA cuel-1
1 6,3 18,8 15,0 3.4 5,0 52,2 26,5
2 10,3 7,6 n.b. 1,4 n.b. 7,3 n.n.
3 13,2 8,6 n.b. 1,6 n.b. 6,0 n.n.
4 146 | 76,7 37,8 14,0 12,6 1,7 22
5 17,5 346 142,6 63,0 47,5 0,7 0,5
6 21,6 0,5 11,5 0,1 3,8 88.4 9,0
7 23,6 4,0 33 0,7 1,1 19,9 24,7
8 252 3.4 9,7 0,6 3.2 34,1 3,6

Tab. 3.17 Ubersicht iiber die Gehalte und den Einbau in verschiedene UV-Schutzsubstanzen in cuel-I und
cuel-6/PPDK im Vergleich zu den Kontrollen. Die Daten entstammen einem reprisentativen Experiment.
n.n.: nicht nachweisbar. Die Quantifizierungsergebnisse des Detektors sind als Ajs-Einheiten angegeben,;
eine Ajs-Einheit entspricht 1000 berechneten Flicheneinheiten unter einem Signalausschlag. n=2 fiir die

cuel-6/PPDK-Pflanzen.

In den cuel-1-Mutanten waren die Gehalte der meisten UV-Schutzsubstanzen geringer als
in den Kontrollen, mit Ausnahme zweier Substanzen (Tab. 3.17). Der Gehalt eines
Kaempferol-Derivats war in cuel-1 zwanzigmal hoher als in pOCA. Diese Verdnderung
war bei der diinnschichtchromatographischen Auftrennung der Extrakte nicht zu erkennen,
vermutlich weil dieser Metabolit durch einen anderen iiberlagert war. Der Kohlenstofffluf3
in dieses Kaempferol-Derivat war in den cuel-/-Mutanten aber um 90% geringer als in
den Kontrollen. Das gleiche gilt auch fiir die bislang unidentifizierte Substanz Nr.8, deren
Gehalt in cuel-1 gegeniiber den Kontrollen um das Dreifache erhoht war, dessen

Syntheserate wihrend des '*CO,-Pulses aber im Vergleich zu den Kontrollen nur 10%
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betrug (Tab. 3.17). Zwei Substanzen, darunter Kaempferol-3-O-glukosid-7-O-rhamnosid,
fehlen in cuel-1-Mutanten im Vergleich zu den Kontrollen.

Auch in cuel-6/PPDK-Komplementanden waren die Gehalte von sechs der acht
untersuchten UV-Schutzsubstanzen gegeniiber dem Wildtyp Col-0 um 50% bis 75%
verringert. Im Gegensatz dazu war der Gehalt des anderen identifizierten Kaempferol-
Derivats, bei dem es sich vermutlich um Kaempferol-3-O-rhamnogalaktosid-7-O-
rhamnosid handelt, in cuel-6/PPDK im Vergleich zum Wildtyp um das Vierfache erhoht
(Tab. 3.17). Betrachtet man jedoch den KohlenstofffluB3 in diese acht Substanzen wéhrend
des Markierungsexperimentes, so existierten in cuel-6/PPDK-Pflanzen Fliisse in vier
Sekundarmetabolite, die im Wildtyp nicht markiert wurden (Tab. 3.17), darunter war auch
das — nimmt man die Daten aus dem Vergleich zwischen cuel-1 und pOCA zur Hand (s.0.)
— fakultative und vorldufig als Kaempferol-3-O-rhamnogalaktosid-7-O-rhamnosid
identifizierte Produkt. Aber auch die Kohlenstofffliisse in die restlichen drei UV-
Schutzsubstanzen, die sowohl im Wildtyp als auch in cuel-6/PPDK markiert waren, sind
in cuel-6/PPDK bis auf den Flufl in Kaempferol-3-O-glukosid-7-O-rhamnosid um das
eineinhalb- bis zweifache gegeniiber der Wildtyp-Kontrolle erhoht.

Die prozentuale Verteilung der Gehalte an UV-Schutzsubstanzen zeigte, dal zwischen
cuel-6/PPDK und dem Wildtyp nur geringe, aber bedeutsame Verdnderungen im Muster
der UV-Schutzsubstanzen bestanden (Tab. 3.17). Die Dominanz der Hauptkomponente,
einem hydroxylierte Flakon, war in Col-0 mit 60% des Gesamtanteils viel deutlicher
ausgepragt als in cuel-6/PPDK mit rund 50% des Gesamtanteils. In cuel-6/PPDK wurden
dafiir mehrere verschiedene Metabolite in substantieller Menge produziert (Tab. 3.17). Am
deutlichsten war der Anstieg der Gehalte eines im Wildtyp eher gering vertretenen
Sekundarmetabolite am Beispiel des vorldufig als Kaempferol-3-O-rhamnogalaktosid-7-O-
rhamnosid identifizierten Kaempferol-Derivats, das 1% des Gesamtanteils an UV-
Schutzstoffen im Wildtyp ausmacht, aber 10% der Gesamtsubstanz an UV-
Schutzsubstanzen in cuel-6/PPDK (Tab. 3.17).

Eine Verteilung der Gesamtmenge an UV-Schutzsubstanzen auf mehrere Komponenten als
in den Kontrollen war auch in cuel-1 zu beobachten. In cuel-1 waren daran aber weniger

und andere Metabolite beteiligt als in cuel-6/PPDK.

3.6.4. Histologische Lokalisierung von UV-Schutzsubstanzen

Die UV-Fluoreszenz der unter 3.6.1 bis 3.6.3 beschriebenen UV-Schutzsubstanzen kann

sowohl nach der diinnschichtchromatographischen Auftrennung als auch im intakten
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Gewebe mit Naturstoffreagenz A oder mit Ammoniak differentiell verdndert werden.
Durch Ammoniak wird die griin bis blauliche Autofluoreszenz von Zimtsidurederivaten
verstiarkt, mit Naturstoffreagenz A kann eine spezifische, gelbe bis griinliche
Sekundirfluoreszenz von Flavonoiden induziert werden (Schnitzler et al., 1996). Durch die
Alkalisierung mit Ammonium kann allerdings auch eine griine, in unbehandelten Schnitten
fehlende Fluoreszenz von Kaempferol-Glykosiden erzeugt werden (Schnabl et al., 1986),
die die Interpretation der Ammonium-induzierten Fluoreszenzen erschwert. Anhand des
Vergleichs von Autofluoreszenzen und Sekundirfluoreszenzen in handgefertigten
Gewebeschnitte konnen trotzdem prinzipielle Aussagen iiber die histologische

Lokalisierung einzelner Substanzklassen und Substanzen getroffen werden.

3.6.4.1. Histologische Untersuchungen an Blattschnitten

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit wurden transversale und oberflichenparallele
Blattschnitte wie auch Infloreszenzquerschnitte angefertigt. Die im folgenden dargestellten
fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen stellen eine exemplarische Auswahl der
Ergebnisse dar.

In den Zellen des Palisadenparenchyms war in Querschnitten von pOCA-Bléttern eine
blau-griinliche Fluoreszenz zu erkennen (Abb. 3.21 A), die unter Ammonium-Einfluf}
gleiBend grin wurde (Abb. 3.21 C). Diese war aufgrund der zu beobachtenden
Autofluoreszenz zu groflen Teilen auf ein Zimtsdurederivat zuriickzufithren. In cuel-1-
Blattquerschnitten kam die Autofluoreszenz durch die geringere Chlorophyllmenge im
Palisadenparenchym besser zum Vorschein als in der Kontrolle (Abb. 3.21 D), doch nach
der Ammonium-Behandlung war die Sekundédrfluoreszenz in cuel-I-
Palisadenparenchymzellen deutlich schwicher ausgepréigt als in den Kontrollen (Abb.
3.21 F). Dafiir schien jenes Zimtsdurederivat im Schwammparenchym von cuel-1 stirker
vertreten zu sein als im Schwammparenchym der Kontrollen (Abb. 3.21 F und Abb.
3.21 C). Die Untersuchung plasmolysierter Gewebe bestétigte dariiberhinaus, dafl die

zuvor angesprochenen Fluoreszenzen der Vakuole entstammten (nicht gezeigt).
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Abb. 3.21 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von pOCA- (A bis C) und cuel-1-Pflanzen (D bis F)
Blattquerschnitten bei einer Anregungswellenldnge von 330 nm < A < 380 nm und einer
Emissionswellenldnge von A > 420 nm. A, D: Autofluoreszenz; B, E: Sekundirfluoreszenz nach
Naturstoffreagenz A-Behandlung; C, F: Sekundérfluoreszenz nach Ammonium-Einwirkung. Der Maf3stab

entspricht 25 pm in allen Bildern.

In Abb. 3.21 sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Blattquerschnitten von
pOCA (oben, A bis C) und cuel-1-Blittern (unten, D bis F) einander gegeniibergestellt.
Anhand der Autofluoreszenzen bei UV-A-Anregung wird erkennbar, dall die
Chlorophyllfluoreszenz in den Plastiden des Palisaden- und Schwammparenchyms in
cuel-1 (Abb. 3.21D) viel geringer war als in der Kontrolle (Abb. 3.21 A). Dies
veranschaulicht die Unterschiede zwischen den unter 3.4.1 gezeigten Chlorophyllgehalten
von cuel-1 und pOCA. AuBlerdem ist beim Vergleich von Abb. 3.21 A mit 3.21 D klar
erkennbar, dal} das cuel-1-Blatt dicker war und mehr Interzellularen aufwies als das der
pOCA-Kontrolle. Auch dieser Befund ist an anderer Stelle in dieser Arbeit schon
aufgezeigt worden (s. 3.3).

In der oberen Epidermis befanden sich sowohl durch Naturstoffreagenz A zur
Sekundarfluoreszenz anregbare Flavonoide, als auch Zimtsdurederivate, deren
Primérfluoreszenz iiber Ammonium stimuliert werden konnte (vgl. Abb. 3.21 A mit 3.21 B
und C, z.B.). Der Flavonoidbestandteil war in der Epidermis der Kontrolle stdrker
vorhanden als in der oberen cuel-1-Epidermis (vgl. Abb. 3.21 B mit E), wihrend sich die
Gehalte des Zimtsdurederivats zwischen cuel/-1 und pOCA hochstens unwesentlich
unterschieden (vgl. Abb. 3.21 C mit F). Um eine zuverldssigere Quantifizierung der

fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesenen Substanzen fiir den Vergleich der cuel-1-
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Mutanten mit den Kontrollen zu erzielen, wurden auch an einem entsprechend
ausgestatteten Mikroskop konfokale Bilder aufgenommen, deren Aussagekraft jedoch

nicht die der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen iiberstieg (nicht gezeigt).

In tangentialen Blattlingsschnitten der oberen Epidermen konnte noch besser erkannt
werden, dal} die Gehalte des griin fluoreszierenden Zimtsdurederivats sich nicht merklich
zwischen cuel-1 und pOCA unterschieden (Abb.3.22 A und C). Verglich man jedoch die
Ammonium-induzierbare Sekundirfluoreszenz der unteren Epidermen von cuel-I und
pOCA, so zeigte sich eine strahlend blaue Fluoreszenz in der unteren Epidermis von pOCA
(Abb. 3.22 B), die nach einigen Minuten Einwirkung des Anregungslichtes in einen
dunklen Blauton tiberging (nicht gezeigt), wahrend in der unteren Epidermis von cuel-1
praktisch keine Sekundarfluoreszenz zu erkennen war (Abb. 3.22 E). Das fiir die strahlend
blaue Sekundérfluoreszenz verantwortliche Zimtséurederivat fehlte in cuel-1 offenbar
vollig. Der gleiche Schnitt des cuel-1-Blattes ist in Abb. 3.22 D zum Vergleich bei
gleicher VergroBerung im Durchlicht dargestellt.

Beim Vergleich von Abb. 3.23 A und D ist klar zu erkennen, daf3 das Palisadenparenchym
von cuel-1-Blittern eine einheitlich dominante sekundére Gelbfluoreszenz aussand (Abb.
3.23 D), die im Palisadenparenchym der Kontrollpflanzen nur in Ansdtzen zu erkennen
war (Abb. 3.23 A). Naturstoffreagenz A-induzierte Gelbfluoreszenz wird durch
Kaempferol-Derivate hervorgerufen (Hutzler et al., 1998). Interessanterweise wurde bei
der Analyse der Sekundérstoffgehalte ein Kaempferol-Derivat gefunden, dessen Gehalt in
cuel-1 gegeniiber der Kontrolle pOCA um das zwanzigfache angereichert war (s. 3.6.3).
Unter gemeinsamer Betrachtung dieser beiden Resultate kann mit groBer Sicherheit davon
ausgegangen werden, daB3 dieses Kaempferol-Derivat, vermutlich Kaempferol-3-O-
rhamnogalaktosid-7-O-rhamnosid (s. 3.6.2), im Palisadenparenchym lokalisiert ist und den
Unterschied zwischen den Sekundirfluoreszenzen von cuel/-1 und pOCA-

Palisadenparenchymen ausmacht.
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Abb. 3.22 Fluoreszenzmikroskopisches Bild der tangentialen Léngsschnitte von pOCA- (A und B, oben) und
cuel-1-Pflanzen (C und E, unten) bei einer Anregungswellenldnge von 330 nm < A < 380 nm und einer
Emissionswellenldnge von A > 420 nm. A bis C und E: Sekundirfluoreszenz der Epidermen nach
Ammonium-Einwirkung. D: Durchlichtaufnahme der gleichen Stelle wie in E. Der Malistab entspricht 25 pm

in allen Bildern.

Abb. 3.23 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von pOCA- (A bis C, oben) und cuel-1-Blattschnitten (D
und E, unten) bei einer Anregungswellenlinge von 330 nm < A < 380 nm und einer Emissionswellenldnge
von A > 420 nm. Alle Bilder (A bis E): Naturstoffreagenz A-induzierte Sekundérfluoreszenz. A, D und E:
Der MaB3stab entspricht 25 um, B und C: Der Mafistab entspricht 5 um. A und C: Tangentiale Langsschnitte
des Palisadenparenchyms, B und D: Aufsicht auf die obere Epidermis — der Zellsaft der den Stomata
benachbarten Epidermiszellen ist ausgelaufen, so daB3 die vakuoldre Fluoreszenz der SchlieBzellen besser zu

erkennen ist, E: Querschnitt.
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Beim Vergleich der Naturstoffreagenz A-induzierten Sekundérfluoreszenz in Schliefzellen
war in den Stomata der Kontrollen ein warmer, gelb-oranger Farbton zu finden (Abb. 3.23
B und C), wihrend die Schliezellvakuolen von cuel-1 gelb-griin fluoreszierten (Abb.
3.23 E). Orange Sekundérfluoreszenz ist auf Quercetin-Derivate zuriickzufiihren, wihrend
Kaempferol-Derivate durch Naturstoffreagenz A-Behandlung in der Regel eine gelbe bis
gelb-griinliche Sekundérfluoreszenz aufweisen (G. Weissenbock, personliche Mitteilung).
Wurden methanolische Blattextrakte gleicher Frischgewichtsmenge von cuel-1 und pOCA
in einer zweidimensionalen Diinnschichtchromatographie aufgetrennt, so zeigte sich, daf3
die Sekundirfluoreszenz zweier Quercetin-Derivate in den cuel-/-Mutanten fehlte und die
eines dritten Quercetin-Derivats im Vergleich zur Kontrolle stark verringert war (Abb.
3.24, Pfeilspitzen). Dies deutet darauf hin, daB3 die Aktivitit der Flavonoid-3°-Hydroxylase,

die Kaempferol zu Quercetin umsetzt, in cuel-/-Mutanten beeintrichtigt sein konnte.

Abb. 3.24 Naturstoffreagenz A-induzierte Sekundérfluoreszenz eines zweidimensionalen

Diinnschichtchromatogramms methanolischer Blattextrakte von pOCA (A, oben) und cuel-1 (B, unten). Die
erste Dimension (CEW 3:2) ist horizontal, die zweite Dimension (15% HoAc) ist vertikal orientiert. Die
orange fluoreszierenden Quercetin-Derivate in A und B sind mit Pfeilspitzen markiert. Mit Blattschnitten der
gleichen Pflanzen wurden zuvor die in Abb. 3.21 bis 3.23 gezeigten fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen

angefertigt.
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3.6.4.2. Histologische Untersuchungen an Infloreszenzachsen

Ein geringerer Stoffwechselflul in Sekunddrmetabolite hat zumeist auch einen Einfluf3 auf
die Lignifizierung des Xylems und anderen Festigungsgewebes (Tamagnone et al., 1998a,
Vignols et al., 1995; Halpin et al., 1994). Daher wurden frisch ausgebildete
Infloreszenzachsen von A. thaliana fluoreszenzmikroskopisch auf die Autofluoreszenz von

Ferulasdure-Resten in den Tertidrwéanden der Gefdllelemente des Xylems untersucht.

Das Ergebnis war unerwartet (Abb. 3.25). Die Anzahl der lignifizierten Gefdaelemente pro
Leitbiindel in cuel-1 und pOCA war nicht nur in etwa gleich, sondern in cuel-I-
Infloreszenzachsen zeigte sich zusétzlich eine Ferulasidure-Autofluoreszenz im
Kollenchymring (Abb. 3.25 D) und sogar in einzelnen Siebrohrenelementen (Abb. 3.25 F,
Pfeil), die in Infloreszenzquerschnitten der Kontrollpflanzen nicht vorhanden war (Abb.
3.25 A). In cuel-1-Mutanten war die Chlorophyllfluoreszenz der Chloroplasten-tragenden
Cortexzellen im Vergleich zu den Kontrollinfloreszenzen geringer (vgl. Abb.3.25 A
mit D), ganz analog zu den Verhiltnissen im Mesophyll (s.0.). Dies 148t darauf schlief3en,
daB der Ausfall der AtPPTI-Funktion in cuel-I sich auch auf die Entwicklung der
Chloroplasten auflerhalb der Blétter auswirkt.

Beim Vergleich der Flavonoid-Sekundarfluoreszenzen in Infloreszenzachsen zeigten sich
dramatische Unterschiede zwischen cuel/-/ und den Kontrollen (Abb. 3.25 B und D). In
den Kontrollen fanden sich sehr starke gelbe Fluoreszenzsignale in der Epidermis, im
Cortex, im Mark und auch im Leitgewebe (Abb. 3.25 B), wohingegen in cuel-I-
Infloreszenzquerschnitten nur einzelne Idioblasten in der Epidermis gelb fluoreszierten
(Abb. 3.25D). Ein dhnliches Bild bietet sich beim Vergleich der Ammonium-induzierten
Sekundarfluoreszenzen in cuel-1 und pOCA-Kontrollen (Abb. 3.25 F und C). Das
Fluoreszenzmuster nach Ammonium-Behandlung gleichte in den Kontrollen dem der
Naturstoffreagenz A-Sekundérfluoreszenz (vgl. Abb. 3.25 B und C); in cuel-1 waren -
entgegen der Naturstoffreagenz A-induzierten Fluoreszenz - schwache Fluoreszenzsignale
in einigen Cortex-Zellen zu erkennen (Abb. 3.25 F), die demnach auf Zimtsdurederivate
zuriickzufiihren sind. In Abb. 3.26 sind das Mark (Abb. 3.26 A) und das Leitgewebe (Abb.
3.26 C) von pOCA-Infloreszenzen sowie der Cortex von cuel-I-Infloreszenzen (Abb.
3.26 D) verschiedener Sekundirfluoreszenz vergroBert dargestellt, um einige der

vorgenannten Beobachtung préziser darlegen zu kdnnen.
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Abb. 3.25 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von pOCA- (A bis C, oben) und cuel-I-
Infloreszenzquerschnitten (D bis F, unten) bei einer Anregungswellenldnge von 330 nm < A < 380 nm und
einer Emissionswellenldnge von A > 420 nm. A, D: Autofluoreszenz; B, E: Sekundirfluoreszenz nach
Naturstoffreagenz A-Behandlung; C, F: Sekundarfluoreszenz nach Ammonium-Einwirkung. Der Malstab

entspricht 25 pm in A und C bis F 50 pm in B.

Abb. 3.26 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von pOCA- (A und C, oben) und cuel-I-
Infloreszenzquerschnitten (D, unten) bei einer Anregungswellenldnge von 330 nm < A < 380 nm und einer
Emissionswellenldnge von A > 420 nm. B: Durchlichtaufnahme der gleichen Stelle wie in C (pOCA), E:
Durchlichtaufnahme der gleichen Stelle wie in D. C: Sekundérfluoreszenz nach Naturstoffreagenz A-
Behandlung; A und D: Sekundérfluoreszenz nach Ammonium-Einwirkung. Der MafBstab entspricht in allen

Aufnahmen 25 pm.
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In Abb. 3.26A ist die durch Ammonium induzierte Sekundérfluoreszenz von
Zimtsdurederivaten in den weitlumigen Markzellen von pOCA-Infloreszenzen zu
erkennen, die in cuel-1 nicht vorhanden war (Abb. 3.26 D). In Abb. 3.26 D und E ist auch
eine lignifizierte Zelle im Phloem von cuel-1 zu erkennen (s. ausgefiillte Pfeile).
Lignifizierung von intakten Siebrohrenelementen ist duBlerst ungewohnlich und um eine
Zelle des Hartbastes kann es sich ebenfalls nicht handeln, da A. thaliana kein sekundéres
Dickenwachstum zeigt.

Die oben erwidhnte Ferulasidure-Autofluoreszenz im Kollenchymring von cuel-1 (Abb.
3.26 D; s. auch Abb. 3.25 D) ist nicht auf eine Lignifizierung zuriickzufiihren. Dies zeigt
das ungefirbte Durchlichtbild der gleichen Stelle im Praparat (Abb. 3.26 E), in dem die
Tertidarwinde der Gefdllelemente des Xylems bréunlich erscheinen (s. transparenter Pfeil),
die Winde des Kollenchyms dementgegen aber dichroitisch schimmern. Daher kann davon
ausgegangen werden, dal die Winde des Kollenchymringes zwar Ferulasdurereste
enthalten, aber dennoch nicht lignifiziert sind, so wie dies fiir Kollenchyme typisch ist.

In Abb. 3.26 C ist ein Ausschnitt eines Naturstoffreagenz A-behandelten Querschnittes
einer pOCA-Infloreszenz gezeigt. Es ist zu erkennen, dal3 das Lumen einiger Zellen des
Basts sekundir fluoreszierende Flavonoide enthielt — im Vergleich dazu ist in Abb. 3.26 B
die zugehorige Durchlichtaufnahme gezeigt, in der das Leitgewebe gut zu erkennen ist. Es
stellt sich die Frage, welche Aufgabe den hier nachgewiesenen Flavonoide im Phloem,
hochstwahrscheinlich im Phloemparenchym, zukommit.

Um den Effekt der phinotypischen Komplementation durch die Uberexpression der F.
trinervia-PPDK oder des Blumenkohl-PPT auf die Lokalisation der zuvor analysierten
Sekundédrmetabolite zu untersuchen, wurden Wildtyp-, cuel-6-, cuel-6/PPDK- und
cuel-6/PPT-Infloreszenzen quergeschnitten und fluoreszenzmikroskopisch in gleicher
Weise wie die anderen Gewebeschnitte untersucht. In Abb. 3.27 ist exemplarisch der
Vergleich zwischen der Autofluoreszenz und der Ammonium-induzierten
Sekundarfluoreszenz der Querschnitte von Col-0-, cuel-6- und cuel-6/PPT-Infloreszenzen

dargestellt.
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Abb. 3.27 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Col-0 (A und D, links), cuel-6- (B und E, Mitte) und
cuel-6/PPT-Infloreszenzquerschnitten (C und F, rechts) bei einer Anregungswellenldnge von 330 nm < A <
380 nm und einer Emissionswellenlinge von A > 420 nm. A bis C: Autofluoreszenz, D bis F:

Sekundirfluoreszenz nach Ammonium-Einwirkung. Der Maf3stab entspricht 125 pm in A und B, 50 pm in D

und E und 25 ym in C und F.

Die Autofluoreszenz der Querschnitte unterschied sich nicht offensichtlich (Abb. 3.27 A
bis C). Die Sekundirfluoreszenz von Zimtsiurederivaten war in cuel-6 nur in vereinzelten
Zellen des Cortex zu finden (Abb. 3.27 E), wihrend im Wildtyp alle Cortex-Zellen ein
Fluoreszenzsignal emittierten (Abb. 3.27 D) und in cuel-6/PPT-Komplementanden (Abb.
3.27 F) dariiberhinaus auch in vereinzelten Zellen des Marks Zimtsdure-
Sekundirfluoreszenzen zu finden waren. AuBlerdem war die Farbvielfalt im Cortex von
cuel-6/PPT-Infloreszenzen hoher als in den Wildtyp-Kontrollen (vgl. Abb. 3.27 F mit
3.27 D). Die fiir die cuel-6/PPT-Pflanzen gezeigten Ergebnisse trafen auch auf
Infloreszenzquerschnitte von cuel-6/PPDK zu (nicht gezeigt). Es liegt also nahe, daB3 die
Wiederherstellung der plastidiren PEP-Versorgung in Infloreszenzen von cuel-6-
Komplementanden eine im Vergleich zum Wildtyp erhohte bzw. diversifiziertere Synthese
von Phenylpropanen und Zimtsdurederivaten bewirkt.

Es sei an dieser Stelle darauf hingewiesen, dafl sich keine substantiellen Mengen an
Ferulasdure im Infloreszenzkollenchym von cuel-6-Mutanten lokalisieren lielen, so wie
dies in den Infloreszenzquerschnitten von cuel-1 zu beobachten war (s.0.). Der in cuel-1

festgestellte Effekt scheint also spezifisch fiir cuel-1-Mutanten zu sein.
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3.6.5. Vergleich der durch Stauniisse induzierbaren Anthocyansynthese

Aus der Literatur ist bekannt, dall A. thaliana Blitter z.B. bei Zuckerfiitterung (Tsukaya et
al., 1991) Starke und Anthocyane akkumulieren. Dies geschieht durch die Induktion von [3-
Amylase (Mita et al., 1995; Mita et al., 1997) und die Induktion einer Chalkonsynthase-
Isoform (Tsukaya et al., 1991). Dieses Syndrom tritt auch bei Staunésse auf. Staundsse
wurde daher als Testsystem eingesetzt, um die Fahigkeit zur Anthocyanakkumulation der

cuel-Mutanten und der komplementierten Linien zu tiberpriifen.

Wildtyp-Pflanzen, cuel-6-Mutanten, cuel-6/PPDK und cuel-6/PPT wurden acht Tage
lang Staunisse ausgesetzt und die Gehalte an Stérke, 16slichen Zuckern und Anthocyanen
alle zwei Tage bestimmt. Bei der optischen Inspektion der Pflanzen war schon zu
erkennen, dafl Col-0 und cuel-6/PPDK Pflanzen am Ende des Versuches massiv
Anthocyane in den Rosettenblittern akkumuliert hatten, wihrend dies bei 75% der cuel-6-
Mutanten nicht der Fall war (Abb. 3.28).

Beim Vergleich der gemessenen Gehalte von transitorischer Stirke und Anthocyanen
wiéhrend des anaeroben Stresses zeigte sich, daB sich die Gehalte an Glk6P, 16slichen
Zuckern und transitorischer Stirke unabhéngig von der Pflanzenlinie direkt mit dem
Anthocyangehalt korrelieren lieBen (Abb. 3.29). Die cuel-6-Mutanten wiesen dabei die
geringsten Gehalte aller getesteten Substanzen auf (Abb. 3.29, Dreiecke).

Abb. 3.28 Col-0 (A), cuel-6 (B) und cuel-6/PPDK-Pflanzen (C) nach acht Tagen Staunésse im Vergleich.
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Abb. 3.29 Korrelation zwischen dem Anthocyangehalt und den Gehalten an Stirke (A), Glukose (B),
Fruktose (C), Saccharose (D) und Glukose-6-phosphat (E). Jeder Punkt entspricht dem Mittelwert fiir einen
bestimmten Probentag. In die Auftragungen sind alle wihrend des Akkumulationsverlaufes erhobenen
MefBwerte eingegangen. Punkte: Col-0, Quadrate: cuel-6, Dreiecke: cuel-6/PPDK. Die gestrichelten Linien

geben das Konfidenzintervall fiir eine bestehende Korrelation von 0:<0,05 an.

Aus dem Auftrag des Akkumulationsverlaufes von Stirke und Anthocyanen kann ersehen
werden, dafl die Fahigkeit zur Akkumulation von Stdrke und Anthocyanen durch die
Uberexpression von PPDK und heterologem PPT in cuel-6-Mutanten wiederhergestellt
wurde (Abb.3.30). In cuel-6/PPDK verlief die Anthocyanakkumulation sogar noch etwas
schneller als im Wildtyp, wenn auch nicht mit identischen Endgehalten nach acht Tagen
anaeroben Stresses. Aufler dem in der Literatur beschriebenen Einflufl der Zuckergehalte
auf die Stirke- und Anthocyangehalte scheint umgekehrt auch die Fahigkeit Anthocyane

akkumulieren zu kénnen einen EinfluB} auf die Kohlenhydratgehalte auszutiben.
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Abb. 3.30 Anthocyan- (A) und Stérkegehalte (B) am Ende der Dunkelperiode wéhrend des Staunisse-

Einflusses. n=4. Col-0: schwarze Kreise, cuel-6: weille Kreise, cuel-6/PPDK: schwarze Dreiecke,

cuel-6/PPT: weille Dreiecke.
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3.7. Transkriptomanalysen

Die gleichzeitige Untersuchung einer grolen Anzahl von verschiedenen Transkriptmengen
ist eine sehr effektive und potente Methode eine moglichst umfassende Aussage iiber das
Transkriptom eines Organismus zu gewinnen. Die Grenzen bei der Erstellung von
Transkriptmengenprofilen liegen vornehmlich in der zuvor getdtigten Auswahl der
vertretenen Gene. Dennoch hat die Erfahrung bei der Erstellung von
Transkriptmengenprofilen gezeigt, dafl die gezielte und spezifische Untersuchung der
Transkriptmenge eines einzelnen Gens liber Northernblot und quantitative RT-PCR
zuverlédssiger und weniger storanfillig ist als ein unspezifischer, breitgeficherter Ansatz.
Bei der Transkriptomanalyse wird dariiberhinaus auf die Gegenwart der mRNA im
Gewebe getestet; eine verldlliche Aussage iiber die nach der Translation der mRNA
vorhandenen Proteingehalte kann damit nicht getroffen werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine vergleichsweise geringe Anzahl von 68 Genen
simultan untersucht, die fiir Enzyme des Primér- und Sekundérstoffwechsels kodieren. Zu
diesem Zweck wurden geeignete EST-Sequenzen (expressed sequence tag) aus
Datenbanken ermittelt, die zugehorigen Stammkulturen bezogen und PCR-Fragmente der
ESTs manuell im makroskopischen Mafstab auf Nylonmembranen aufgetragen und
immobilisiert. Ein vollstindiger Satz an EST-Fragmenten war auf drei verschiedene
Membranen nach GroBenklassen aufgeteilt (s. 2.2.3.14). Die gesamte Kollektion der
ausgewihlten EST-Klone ist in Anhang 8.1 gegeben, Tab. 3.18 gibt einen Uberblick iiber

die Funktionen der zu den EST-Sequenzen annotierten Gene.

Um die Qualitdt der hergestellten Membranen zu iiberpriifen, wurden diese mit *°P-
markierten Oligonukleotiden hybridisiert, die in allen aufgetragenen DNA-Fragmenten
vertreten waren. Abb. 3.31 zeigt den Auftrag der Signalstirken zweier

Parallelhybridisierungen gegeneinander.

Diese reprisentative Testhybridisierung zeigt, dall die Signalstirke zwischen den beiden
parallel hergestellten Membransitzen sehr gleichméBig war. Folglich waren die mit einem
Paar eines solchen Membransatzes erzielten Hybridisierungsmuster gut miteinander

vergleichbar.
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Eingruppierung Untersuchte Gene
ATPasen 2
Calvin-Zyklus 3
Fettsdurebiosynthese 1
Glykolyse 1
Kohlenstoff-Stoffwechsel 8
Nukleinsiuresynthese 1
Phenylpropanweg 6
Photophosphorylierung 3
Photorespiration 4
Phytohormon-Synthesen 4
Plastochinon-Biosynthese 1
Polysaccharidsynthese 4
Redox-Homeostase 5
Schwefel-Stoffwechsel 1
Shikimatweg 5
Starkemetabolismus 3
Stickstoff- und AS-Stoffwechsel 13
Kontrollen 3

Tab. 3.18 Funktionelle Klassifizierung der zu den ESTs annotierten Gene.

Im Verlauf der vorgelegten Arbeit wurden 8 komplette Membransatzpaare - also 16 Sitze
a drei Membranen (s. 2.2.3.14) — hergestellt. Bei der vergleichenden Hybridisierung zweier
Membransitze wurden dreimal cuel-1- im Vergleich zu pOCA-cDNA-Sonden eingesetzt,
zweimal cuel-6-cDNA-Sonden im Vergleich zu Col-0 und dreimal cDNA-Sonden aus
cuel-6/PPDK und Col-0. Unterschiede der Transkriptmengen zwischen cuel- bzw.
cuel-6/PPDK-Profilen und den Kontrollen wurden nur dann als solche angesehen, wenn
sich ihr Verhéltnis zueinander um das 2,5fache unterschied, die Signale gleichmiBig waren
und eindeutig iiber dem durch Negativkontrollen bestimmten Hintergrund lagen. In Tab.
3.19 sind die Transkripte aufgefiihrt, deren Mengen sich reproduzierbar zwischen cuel-

bzw. cuel-6/PPDK und den Kontrollen unterschieden.
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Abb. 3.31 Auftrag der Signalstirken zweier parallel angefertigter Membransitze gegeneinander, die mit

einer ubiquitir enthaltenen **P-markierten Oligonukleotidsonde hybridisiert wurden.

Linien induziert Relation

cuel und Kontrollen® Ribonukleotid-Reduktase 9.8

Phenylpyruvat-Dioxygenase 9,0

Tryptophan-Synthase 8,0

PEP-Carboxylase 4,2

cuel-6/PPDK und Kontrollen” Fd-GOGAT 6,6

EPSP-Synthase 4,2

NADP-GAPDH 34

Glycin-Decarboxylase-Komplex 3,2

Tryptophan-Synthase 2,7

Linien reprimiert Relation

cuel und Kontrollen® CAB 0,16
EPSP-Synthase 0,23
Prephenat-Dehydrogenase 0,27
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Tab. 3.19 (vorige Seite) In cuel- bzw. cuel-6/PPDK im Vergleich zu den Kontrollen veridnderte
Transkriptmengen. Die Daten sind als Relation der normalisierten Signalstirken zwischen
zusammengehorigen Filterpaaren angegeben. n=5 fiir den Vergleich zwischen cuel-1 und pOCA; n=3 fiir
den Vergleich zwischen cuel-6/PPDK und Col-0. *: Bei cuel-1 wurden ¢cDNAs aus pOCA als Kontrolle
eingesetzt, fiir Hybridisierungen mit cuel-6-cDNA fungierten Ansédtze aus Col-0 als Kontrolle. Die
Ergebnisse fiir cuel/-1 und cuel-6 sind zusammengefaBt und gemeinsam dargestellt. °: Als Kontrolle fiir

cuel-6/PPDK-Hybridisierungen dienten Col-0-cDNAs.

Wie erwartet war die Transkriptmenge des untersuchten CAB-Gens in cuel-Mutanten
gegeniiber den Kontrollen um 80% reduziert (Tab.3.20). Dieses Resultat deckt sich mit den
von Li et al. (1995) verdffentlichten Daten; letztlich sind die cue/-Mutanten urspriinglich
gerade durch die verringerte CAB-Transkription und -Expression bei der De-Etiolierung
charakterisiert worden. Die Daten fiir Enzyme des Shikimatweges und der Biosynthese
aromatischer Aminosiduren waren im Vergleich der cue/-Mutanten mit den Kontrollen
uneinheitlich. Die Tryptophan-Synthase zeigte eine achtfache transkriptionelle Induktion
in cuel-Mutanten, wahrend die 5°-Enol-pyruvyl-shikimat-3-phosphat-Synthase (EPSP-
Synthase) und die Prephenat-Dehydrogenase transkriptionell um 75% reduziert waren
(Tab. 3.19). Die unterschiedlichen Verdnderungen der Prephenat-Dehydrogenase- und
Tryptophan-Synthase-mRNA-Mengen in den cue/-Mutanten kann dadurch erklart werden,
daB3 diese beiden Enzyme von Chorismat ausgehend in antagonistisch regulierte
Stoffwechselwege eingebunden sind.

In den meisten Pflanzen gibt es mehrere Isoformen der EPSP-Synthase, so auch in A.
thaliana, wie sich anhand der EST-Datenbanksuche ergab (nicht gezeigt). Eventuell wurde
durch die verwendete EPSP-DNA-Matrize nur eine der EPSP-Isoformen erkannt, die
gemeinsam mit der Prephenat-Dehydrogenase reguliert ist, und andere EPSP-Isoformen,
die gemeinsam mit der Tryptophan-Synthase in den anderen Zweig des
Sekundérstoffwechsels eingebunden sind, wurden durch die Matrize nicht erfal3t.

Die transkriptionelle Induktion der PEP-Carboxylase in cuel-Mutanten gegeniiber den
Kontrollen stimmte mit den Ergebnissen der Enzymaktivitdtsmessungen iiberein (s. 3.5.7).
Der Effekt auf Aktivititsebene war jedoch im Vergleich zu den Verdnderungen auf
Transkriptebene um die Hélfte geringer. Die Erhohung der PEP-Carboxylase-Aktivitét auf
das Doppelte der Kontrollen (s. 3.5.7) war dennoch ein vergleichsweise starker Effekt.

In cuel-6/PPDK-Blittern waren im Vergleich zum Wildtyp vorwiegend Enzyme des
Primérstoffwechsels transkriptionell induziert (Tab. 3.19). Die plastidire Ferredoxin-

abhidngige Glutamin-Oxoglutarat-Ammonium-Transferase (Fd-GOGAT) und der
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mitochondriale Glycin-Decarboxylase-Komplexes (GDC) sind in die Photorespiration
eingebunden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Stiarke der Photorespiration in
cuel-6/PPDK im Vergleich zum Wildtyp oder zu den cuel-6-Mutanten jedoch nicht
bestimmt, so dall keine weiteren Daten zur Erhdrtung der hier gewonnen Ergebnisse
vorliegen.

Die Erhohung der Transkriptmenge der plastiddren NADP-GAPDH in cuel/-6/PPDK im
Vergleich zum Wildtyp (Tab. 3.19) steht im Gegensatz zur zuvor bestimmten (3.5.7)
klaren negativen Korrelation zwischen PPDK-Aktivitdt und NADP-GAPDH-Aktivitét in
cuel-6/PPDK-Blittern. Wie schon eingangs erwihnt, lassen die Transkriptmengen eines
Gens nicht immer Riickschliisse auf die Expressionsstirke oder den Aktivierungszustand
des Proteins zu.

Die Verdnderung der EPSP-Synthase-, Prephenat-Dehydrogenase- und der Tryptophan-
Synthase-Transkriptmengen im Vergleich von cuel-6/PPDK und Wildtyp war umgekehrt
zum Vergleich der Transkriptprofile von cuel/-Mutanten mit den Kontrollen (s.0.): die
Tryptophan-Synthase wurde durch die Uberexpression der Flaveria trinervia C4-PPDK in
cuel-6-Mutanten transkriptionell heruntergefahren, wihrend die Prephenat-Dehydrogenase
und die EPSP-Synthase transkriptionell induziert wurden. Die Transkriptmengen der
Prephenat-Dehydrogenase wiesen in cuel-6/PPDK dieselben relativen Mengen wie im
Wildtyp auf und sind daher in Tab. 3.19 nicht dargestellt. Gegeniiber den cuel-Mutanten
waren sie aber relativ gesehen induziert. Die urspriinglichen transkriptionellen
Verdnderungen von Genen des Shikimatweges und des Sekundirstoffwechsels in cuel-
Mutanten konnten also durch die Uberexpression der PPDK revertiert werden. Die
Resultate der Transkriptomanalyse decken sich in mit den in cuel-6/PPDK erhohten
FluBraten in UV-Schutzsubstanzen und Anthocyanen im Vergleich zu cuel-6 und auch im

Vergleich zum Wildtyp (s. 3.6.3 und 3.6.5).
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4. Diskussion

4.1. Das Stoffwechselgeschehen in cuel-Mutanten

4.1.1. Wichtige Fakten iiber die cuel/-Mutanten

Die cuel-Mutanten wurden Mitte der 90er Jahre bei der Suche nach Arabidopsis-Mutanten
gefunden, die den lichtregulierten CAB3-Promotor bei der De-Etiolierung (der Ergriinung
dunkelgehaltener oder sich entwickelnder photosynthetischer Gewebe) nicht dereprimieren
(Li et al., 1995). Das Ziel dieser Studie war es, Gene zu identifizieren, die in die
Photomorphogenese eingebunden sind. Auer den bislang bekannten Photorezeptoren fiir
Rotlicht (Phytochrom, Quail et al., 1995) und Blaulicht (Cryptochrom, Huala et al., 1997)
sind viele weitere Proteine in die von den Photorezeptoren ausgehenden Signalketten
involviert, die die Antwort der Zelle auf den perzipierten Lichtreiz propagieren (z.B. Sakai
et al., 2000; Fairchild et al., 2000; Bolle et al., 2000).

Erstaunlicherweise zeigten weitere Untersuchungen der cuel/-Mutanten, von denen
mittlerweile acht verschiedene Allele isoliert wurden (Streatfield et al., 1999), daB} es sich
bei dem in cuel mutierten Gen um den Phosphoenolpyruvat/ Phosphat-Translokator (PPT)
der inneren Plastidenhiille handelt (Streatfield et al., 1999). Eine mogliche Rolle des PPT
in Cs;-Pflanzen besteht darin den Chloroplasten mit PEP zu versorgen (Fischer et al., 1997),
das in den Shikimatweg (Herrmann, 1995; Schmid und Amrhein, 1995), die
Fettsdurebiosynthese (Kleinig und Liedvogel, 1980; Qui et al., 1994) und die Biosynthese
verzweigtkettiger Aminosduren (Schulze-Siebert et al., 1984) eingehen kann. Aus dem
Shikimatweg leiten sich aromatische Aminosduren und eine Reihe weiterer wichtiger
Primir- und Sekundirmetabolite ab (s. 1.5.6). Produkte des Shikimatweges scheinen eine
wichtige Rolle bei der Auspriagung des retikulierten Blattphénotyps zu haben, da dieser
durch die Supplementierung von aromatischen Aminosduren aufgehoben werden konnte
(Streatfield et al., 1999).

Diese Hypothese bildete den theoretischen Ausgangspunkt fiir die physiologische
Untersuchung des Primédr- und Sekunddrmetabolismus der cue/-Mutanten im Rahmen der
vorliegenden Arbeit. Streatfield et al. (1999) hatten bereits Hinweise darauf erhalten, dafl
die Gehalte an Zucker und Starke, Aminoséduren, die Gehalte einiger Phenylpropane sowie
die Photosyntheseeigenschaften der cuel-1-Mutante veridndert sind. Die Aussage der dort

vorgestellten Daten kann nach vertiefenden physiologischen Analysen mehrerer cuel-

171



Diskussion

Mutanten und funktionell durch die Expression der Flaveria trinervia-PPDK in den
Chloroplasten und die Uberexpression des Blumenkohl-PPT komplementierten cuel-

Mutanten erweitert und modifiziert werden.

4.1.2. Vorbemerkung zur Vergleichbarkeit der untersuchten cuel-Allele

Fiir die physiologische Untersuchung der cue/-Mutanten wurden drei verschiedene Allele
herangezogen, die starken Allele cuel-1 und cuel-6, sowie das schwache cuel-3 Allel. Die
drei cuel-Mutanten konnen nicht direkt miteinander verglichen werden, da sich cuel-1 und
cuel-3 im genetischen Hintergrund der transgenen Linie pOCA108 (Okotyp Bensheim
R002 (Be-0), s. 2.1.5 und 3.2) befinden und cuel-6 eine Mutante des Okotyps Columbia
(Col-0) ist. In die Diskussion werden vor allem die Resultate aus den starken cuel-
Mutanten cuel-I1 und cuel-6 eingehen, da die Unterschiede im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollen bei diesen beiden Linien am deutlichsten und dariiberhinaus zumeist

konsistent waren.

4.1.3. Auswirkungen der Mutation auf die Photosynthese in cuel-Mutanten

Die auf die Photosynthese ausgeiibten Limitationen sind in cuel-1 und cuel-6 im
Vergleich zu den Kontrollen unterschiedlich ausgepridgt. Die unter Lichtstre3 (PFD =
900 pmol-m™s™) gemessenen Elektronentransportraten waren in cuel-I im Vergleich zu
den Kontrollen um 60%, in cuel-6 hingegen nur um 15% gegeniiber dem Wildtyp
verringert (s. 3.4.1) - die Elektronentransportraten der Kontrollpflanzen beider Okotypen
waren aber dhnlich. Es scheint sich bei dieser Abweichung zwischen den beiden cuel-
Allelen um einen okotypspezifischen Effekt zu handeln, denn selbst in der schwachen
cuel-3-Mutante, die sich im gleichen Okotyp wie cuel-I befindet, waren die
Elektronentransportraten bei 900 pmol-m™s™' um 30% gegeniiber der Kontrolle
vermindert. Die graduelle Abstufung der Elektronentransportraten zwischen Kontrollen,
cuel-3 und cuel-1 ist bereits fiir geringere PFD beschrieben worden (Streatfield et al.,
1999).

Auch die Reoxidation des primédren Chinon-Elektronenakzeptors im Photosystem II, Qa,
war bei Belichtung in cuel-1 und cuel-6 im Vergleich zu den Kontrollen in
unterschiedlicher Weise vermindert (s. 3.4.1). In cuel-1 verlief die Q4 -Reoxidation
langsamer als in den Kontrollpflanzen, der Anteil oxidierten Qas war aber nach zwanzig
Minuten prozentual genauso grof3 wie in den Kontrollen. Die Q4 -Reoxidation verlief in

cuel-6 hingegen dhnlich schnell wie im Wildtyp, erreichte jedoch nur etwa 40% des
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Wildtypwertes. Von Streatfield et al. (1999) war anhand schneller
Fluoreszenzinduktionskinetiken an cuel-1 vorgeschlagen worden, dal} diese eine geringere
Menge freien Plastochinons als der Wildtyp besitzen. Insbesondere der hohe Prozentsatz
nicht-oxidierten Qo nach ldngerer Belichtung von cuel-6-Bléttern bekriftigt diese
Vermutung. Trotz dieser Unterschiede erscheint die Kapazitit des photosynthetischen
Elektronentransports sowohl in cuel-1 als auch in cuel-6 limitiert zu sein. Es ist aber
durchaus denkbar, da3 die Limitation des photosynthetischen Elektronentransports in den
cuel-Mutanten auch von Engpidssen der Dunkelreaktionen herriihrt, die unter 4.1.4
dargelegt werden. Eine Verringerung der PS II-Effizienz und der Plastochinon-Oxidation
wurde auch in etiolierenden Blittern bei Eisenmangel gefunden, deren
Photosyntheseapparat dhnlich beeintrichtigt ist wie der der cue/-Mutanten (Abadia et al.,
1999), so dal die Limitationen der cuel-Photosynthese genausogut auch durch die
verdnderte Zusammensetzung des Photosyntheseapparates in den cuel/-Mutanten bedingt
sein konnten.

AuBlerdem lauft der Aufbau von qy bei Belichtung dunkeladaptierter Blitter sowohl in
cuel-1 (s. Streatfield et al., 1999) als auch in cuel-6 (s. 3.4.1) im Vergleich zu den
Kontrollen langsamer ab. Es kann daher vermutet werden, daBl der an der
Thylakoidmembran anliegende pH-Gradient, der unter Vernachlidssigung des Beitrags der
Mehler-Reaktion mit der ETR an PS II korreliert und in der Regel innerhalb einer Minute
etabliert ist (Quick und Stitt, 1989), in cuel/-Mutanten langsamer aufgebaut wird.
Zusammengenommen zeigen die verglichenen Photosynthesedaten, dafl auBer einem
Mangel an Plastochinon (Streatfield et al., 1999) auch eine Limitation des Calvin-Zyklus
fiir die verzogerte Induktion der Photosynthese bei der Belichtung dunkeladaptierter cuel-

Blatter in Betracht kommt.

4.1.4. Auswirkungen der ppt-Mutation auf den Priméirmetabolismus im Blatt

4.1.4.1. Effekte auf die Akkumulation von Saccharose, transitorische Stirke

und den Calvin-Zyklus

Ein aktiver photosynthetischer Elektronentransport beeinflult die Aktivitdt zahlreicher
Enzyme des Calvin-Zyklus. Je steiler der transthylakoidale pH-Gradient ist, desto hoher ist
die Mg%-Konzentration im Stroma (Heldt, 1979; Portis, 1981) und desto grofler ist die
Reduktionskraft des Stromas, die iiber das Ferredoxin-Thioredoxin-System geregelt wird

(Buchanan, 1984). Beide Faktoren spielen eine maligebliche Rolle bei der

173



Diskussion

posttranslationalen Aktivierung von Enzymen des Calvin-Zyklus (Lorimer et al., 1976;
Buchanan, 1984). Wie unter 4.1.3 dargelegt, ist der photosynthetische Elektronentransport
in den cuel-Mutanten im Vergleich zu den Kontrollpflanzen eingeschrinkt, was sich auf
die Regulation und die Aktivitit des Calvin-Zyklus auswirken kann.

Uber die Untersuchung der Gehalte von Intermediaten des Calvin-Zyklus konnten bislang
Limitationen innerhalb des Calvin-Zyklus in transgenen Pflanzen aufgedeckt werden, in
denen die Aktivititen verschiedener Enzyme des Calvin-Zyklus artifiziell verringert
worden waren. Die Gehalte an TrioseP und 3-PGA, die im Licht vornehmlich in den
Calvin-Zyklus eingebunden sind (Henkes et al., 2001), sind in Bléttern von starken cuel-
Mutanten um 50% gegeniiber den Kontrollen verringert, die Gehalte von Fru-1,6-bP sogar
um 80% (s. 3.5.4). Bei der Verringerung von SBPase (Harrison et al., 1998), NADP-
GAPDH (Price et al., 1995), der plastidiren Aldolase (Haake et al., 1998) und der
plastiddren FBPase (Kossmann et al., 1994) zeigten sich Limitationen in der regenerativen
Phase des Calvin-Zyklus, die durch die Verringerung des 3-PGA/TrioseP-Verhiltnisses
oder des 3-PGA/RubP-Verhiltnisses gekennzeichnet waren. Auflerdem fanden sich in allen
dieser transgenen Pflanzen Einschrinkungen des photosynthetischen Elektronentransports
und der Assimilationsraten sobald die Aktivitit des betrachteten Enzyms eine spezifische
Schwelle unterschritt (z.B. Price et al., 1995; Haake et al., 1998; Harrison et al., 1998;
Ruuska et al., 2000). Trat dagegen ein Mangel an Reduktionsidquivalenten auf, so kam es
zwar auch zu einer Verringerung der Assimilationsrate, die Limitation der regenerativen
Phase des Calvin-Zyklus beschrinkte sich aber auf die Verringerung des RubP/ 3-PGA-
Verhiltnisses (Ruuska et al., 2000).

In den cuel-Mutanten scheint im Gegensatz zu den vorgenannten Beispielen aus der
Literatur eine unspezifische Minderung der gesamten Photosynthese, sowohl der Licht- als
auch der Dunkelreaktion vorzuliegen, da das Verhéltnis der verschiedenen Calvin-Zyklus-
Intermediate zueinander nicht veréndert ist. Dariiberhinaus war die Aktivitdt der NADP-
GAPDH in Bléttern der starken cuel-Mutanten gegeniiber den Kontrollen um 50% erhoht.
Die NADP-GAPDH ist ein allosterisch und posttranslational reguliertes Enzym des
Calvin-Zyklus, das die Reduktion des primidren CO;-Fixierungsproduktes 3-PGA zu
TrioseP katalysiert. Durch die Erhohung der NADP-GAPDH-Aktivitit in den cuel-
Mutanten konnte der Flul durch den Calvin-Zyklus aufrecht erhalten werden und dies
stellt moglicherweise eine physiologische Antwort auf einen erhdhten Bedarf an 3-PGA-
Reduktion in cuel dar, denn das 3-PGA-TrioseP-Verhiltnis war in den cuel-Mutanten

gegeniiber den Kontrollen nicht verdndert (s 3.5.4).
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In cuel-1 und cuel-6 waren die CO,-Einbauraten, die Saccharose- und
Starkeakkumulation wiahrend der Lichtperiode und die Gehalte von Hexosephosphaten
(s. 3.5.1, 3.5.2 und 3.5.4) gegeniiber den Kontrollen in etwa gleichem Umfang verringert.
In transgenen Pflanzen mit Limitationen von Calvin-Zyklus-Enzymen wie
Phosphoribulokinase (Paul et al., 1995), FBPase (Kossmann et al., 1994), Aldolase (Haake
et al., 1998) und SBPase (Harrison et al., 1998) édnderte sich stets das Gleichgewicht
zwischen den Kohlenstofffliissen in Saccharose und Stdrke zugunsten von Saccharose. In
den cuel-Mutanten konnte dagegen keine Verlagerung der Kohlenstofffliisse zwischen
Stirke und Saccharose festgestellt werden (s. 3.5.1). Abgesehen davon war die
Akkumulation von Saccharose und Stirke in cuel/-Mutanten gegeniiber den Kontrollen
wihrend der Lichtperiode in gleichem Ausmal} vermindert (s.0.). Auch bei der reduzierten
Produktion von Kohlenhydrat-Reserven scheint es sich um einen unspezifischen Effekt in
den cuel-Mutanten zu handeln. Insbesondere die Verringerung der Hexosephosphatgehalte
in den starken cuel-Mutanten cuel-1 und cuel-6 gegeniiber den Kontrollen reflektieren
die zu gleichen Teilen reduzierte Saccharose- und Stdrkebiosynthese. Bei einer
Kompromittierung der Starkebiosynthese in starch freel (stf1)-Mutanten mit einem Defekt
in der plastidiren Phosphoglukomutase (Kofler et al., 2000) wurde eine dramatische
Erhohung der Hexosephosphatgehalte, insbesondere der Glk6P-Gehalte, gegeniiber den
Kontrollen beobachtet, die auf die fehlende Aktivitét der plastidiren Phosphoglukomutase
zuriickgefiihrt wurden. Ein dhnliche metabolische Beeinflussung der Stirkeakkumulation
in cuel-Mutanten kann daher ausgeschlossen werden,. weil die Anderungen der
Hexosephosphatgehalte zwischen den cuel/-Mutanten und den Kontrollen véllig anders
ausgeprigt waren (s 3.5.4) als z.B. in den s#f/-Mutanten.

Ein weiterer EinfluBfaktor auf die Starkebiosynthese ist die Aktivitit der AGPase, die
allosterisch iiber das Verhéltnis 3-PGA-P, reguliert wird (Preiss, 1991). Das in
Gesamtblattextrakten von cuel-Mutanten gegeniiber den Kontrollen sehr signifikant
zugunsten von P, verschobene 3-PGA-P,-Verhidltnis scheint nicht die
Konzentrationsverhéltnisse im Chloroplasten widerzuspiegeln. Ansonsten wiren viel
deutlichere Effekte auf die Starkebiosynthese zu erwarten, weil die Aktivitit der AGPase

durch das verringerte 3-PGA-P,-Verhéltnis im Stroma nach unten moduliert wire.

Die folgende Erklarung fiir den in den cuel-Mutanten verdnderten Hexosephosphatgehalte
scheint plausibler: die Stidrke- und Saccharosebiosynthese bedienen sich der

Hexosephosphate in gleicher biochemischer Strategie, laufen aber in verschiedenen

175



Diskussion

Zellkompartimenten ab, so daB eine Verringerung der Gesamtgehalte an
Hexosephosphaten das Resultat eines konzertierten Effektes auf beide Biosynthesewege
sein mul. Wére einer der beiden Synthesewege zugunsten des anderen erniedrigt, so
wiirden sich die jeweiligen Verdnderungen der Hexosephosphatmengen aufheben, wie dies
von Haake et al. (1998) in antisense-Aldolase-Pflanzen beobachtet worden ist. Sowohl die
verminderten Gehalte an Calvin-Zyklus-Intermediaten als auch die niedrigeren Gehalte an
Hexosephosphaten, Stirke und Saccharose in den cuel-Mutanten im Vergleich zu den
Kontrollen konnen als Konsequenz eines prinzipiellen, durch die riickstindige
Chloroplastenentwicklung und die damit verbundene verringerte Photosynthesekapazitét
(s. 4.1.3) vermittelten Effektes verstanden werden.

Besonderer Bedeutung bei der Interpretation der Verdnderungen im Primér- und
Sekundirmetabolismus der cuel-Mutanten kommt einer neueren Studie zu, bei der
Tabakpflanzen mit bis zu 75% verminderter Aktivitdt der plastiddren Transketolase (TK)
untersucht worden sind (Henkes et al., 2001). Uber die Transketolase wird u.a. Ery4P im
Calvin-Zyklus gebildet, das neben PEP in die Synthese von DAHP, dem ersten Intermediat
des Shikimatweges, eingeht (Herrmann, 1995; Schmid und Amrhein, 1995). Tatsédchlich
sind in den Pflanzen mit stark verminderter Transketolase-Aktivitit dhnlich starke
Reduktionen der Qa-Reoxidation im Licht, der Assimilationsrate, der Stirke- und
Saccharosegehalte und der 3-PGA-Gehalte wéihrend der Lichtperiode wie in den cuel-
Mutanten gefunden worden (Henkes et al., 2001). Die Gehalte an Hexosephosphaten, Fru-
1,6-bP und TrioseP sind im Vergleich zu den cuel-Mutanten allerdings in den antisense-
Transketolase-Pflanzen gegeniiber den Kontrollen nicht verringert. Dies deutet darauf hin,
daB sich die Limitationen im Calvin-Zyklus und der Stirke- und Saccharosebiosynthese in
den antisense-Transketolase-Transformanden anders auswirken als in den cue/-Mutanten.
Aus dem Vergleich der in den cuel-Mutanten beobachteten Effekte auf Calvin-Zyklus-
Intermediate und Hexosephosphate mit den Verdnderungen in antisense-Aldolase- (Haake
et al., 1998), antisense-SBPase- (Harrison et al., 1998), antisense-FBPase- (Kossmann et
al., 1994), antisense-NADP-GAPDH-(Price et al., 1995), antisense-RubisCO- (Rodermel
et al., 1988) und vor allem antisense-Transketolase-Pflanzen (Henkes et al., 2001) kann
nochmals unterstrichen werden, dafl die Stoffwechsellimitationen durch den AtPPTI1-
Defekt in den cuel-Mutanten nicht durch den Calvin-Zyklus begriindet sind, sich aber auf
die Integritit des Calvin-Zyklus auswirken. Der Einflul der verminderten Transketolase-
Aktivitdat auf die Gehalte an aromatischen Aminosduren, Phenylpropanen und freien

Hexosen in den antisese-Transketolase-Pflanzen ist jedoch ungemein stirker als in den
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cuel-Mutanten (Henkes et al., 2001) und wird bei der Erorterung der Ursache des cuel-

Phénotyps einbezogen werden.

4.1.4.2. Effekte auf die Gehalte reduzierender Zucker

Im Gegensatz zu den vorgenannten antisense-TK-Tabakpflanzen mit erniedrigter
Transketolase-Aktivitidt (Henkes et al., 2001) enthielten die beiden starken cuel-Allele
hohere Glukosegehalte als die Kontrollpflanzen (s. 3.5.2). Erhohte Glukosegehalte wurden
u.a. dann beobachtet, wenn die Saccharosesynthese aufgrund zu schwacher metabolischer
Senken, wie z.B. durch erhohte endogene Invertase-Aktivitit eingeschrankt wurde (Hubert,
1989; Fichtner et al., 1993). Metabolische Senken sind heterotrophe Gewebe, die auf die
Zufuhr von Assimilaten aus den autotrophen Pflanzenteilen angewiesen sind. Metabolische
Senken in wachsenden Pflanzen stellen beispielsweise Apikalmeristeme und sich
entwickelnde Bldtter dar. Da das Wachstum von cuel-Blittern durch ein
plastidenabhéngiges Signal gehemmt wird (Li et al., 1995; Streatfield et al., 1999), kann
aufgrund der hoheren Glukosegehalte in den Bléttern von cuel/-Mutanten vermutet werden,
daB3 diese durch die unzureichende Senken-Stérke sich entwickelnder Blatter bedingt sind.
Die verdnderte Senkenstdrke in cuel/-Mutanten kann neben der im Mesophyll von cuel-
Mutanten kompromittierten Photosynthese als eine Hauptursache fiir den verdnderten

Blattkohlenhydratstoffwechsel angesehen werden.

4.1.4.3. Effekte auf den Pflanzenwuchs

Zusammengenommen korrelieren die Beeintriachtigungen im Primérstoffwechsel der cuel-
Mutanten mit verringerten vegetativen und reproduktiven Wachstumsraten. Sowohl
vegetatives als auch reproduktives Wachstum sind in beiden Allelen um 75% gegeniiber
den Kontrollen eingeschrinkt (s. 3.3) - mehr als aufgrund der Restriktionen im
Primdrmetabolismus der cuel-Mutanten alleine angenommen werden kann. Ein
zusitzliches Wachstumshemmnis durch Signale von den unterentwickelten cue/-Plastiden
(Li et al., 1995; Streatfield et al., 1999), die den oben beschriebenen Indizien zufolge auch
die Senkenstirke junger, heterotropher Blétter vermindern kdnnen, muf3 dariiberhinaus
vorhanden sein. Wachstumseinschriankungen, die vom riickstdndigen Entwicklungsstand
der Plastiden ausgehen und die gesamte Pflanze beeintrachtigen, sind auch in weiteren als
den von Lopez-Juez et al. (1998) beschriebenen iibrigen cue-Mutanten (cue3, cue4, cue6,
cue8 und cue9) beobachtet worden, so z.B. in den albostrians-Mutanten aus Gerste

(Borner und Hess, 1993), die eine defekte plastidire Translationsmaschinerie aufweisen,
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ghost- und dc/-Mutanten aus Tomate, bei denen die Chloroplastenentwicklung auf der
Stufe der Proplastiden zum Erliegen kommt, in Arabidopsis gun5-Mutanten (Mochizuki et
al., 2001) sowie weiteren Chlorophyll-Biosynthese-Mutanten aus Antirrhinum (olive,
Hudson et al., 1993) und Arabidopsis (hyl X gun5, Vinti et al., 2000; laf6, Moller et al.,
2001).

4.14.4. Effekte auf die Gehalte von PEP und Pyruvat

Die Pyruvat- und PEP-Gehalte in den cuel/-Mutanten sind vor allem deswegen besonders
interessant, weil der PEP-Transport in den cue/-Mutanten beeintréchtigt ist. PPT-Proteine
sind nur vergleichsweise gering exprimiert (Fischer et al., 1997) und der Flul von PEP
iiber die Chloroplastenhiille kann daher ebenfalls als recht gering angesehen werden.
Dennoch ist es denkbar, daB3 die vermutlich verédnderte Kompartimentierung des PEP in
den cuel-Mutanten zu unterschiedlichen PEP- und Pyruvat-Gehalten und einem im
Vergleich zu den Kontrollen verédnderten Pyruvat-PEP-Verhéltnis fithren kann.

Wiéhrend im Licht keine konsistenten Unterschiede zwischen den verschiedenen cuel-
Allelen und den Kontrollen bestanden, waren die PEP-Gehalte am Ende der Dunkelperiode
in den starken Allelen cuel-1 und cuel-6 um 75%, im schwachen Allel cuel-3 noch um
50% gegeniiber den Kontrollen reduziert. Auch die Pyruvatgehalte waren in den starken
cuel-Mutanten gegeniiber den Kontrollen um 20% bis 80% vermindert. Im Dunkeln
besteht in den cuel-Mutanten offenbar ein starker Umsatz von Pyruvat und PEP, der
sowohl wihrend der Lichtperiode als auch in den Kontrollpflanzen nicht vorhanden ist
(s. 3.5.4). Wihrend der Lichtperiode scheint PEP in den cuel-Mutanten vermehrt iiber die
PEPCase zu OAA umgesetzt zu werden und anaplerotisch in den Citrat-Zyklus
einzugehen. Sowohl auf Enzym-Aktivititsebene (s. 3.5.7) als auch auf Transkriptebene
(s. 3.7) konnte eine Erhohung der PEPCase festgestellt werden. Weiterhin scheint die
Bildung von Pyruvat aus Malat in cuel/-Mutanten wéihrend der Lichtperiode durch
Verringerungen der NADP-ME- und der NADP-MDH-Aktivititen vermindert zu sein
(s. 3.5.7). Die Kohlenstoffgeriiste, die in cuel/-Mutanten im Licht in PEP und Pyruvat
flieBen, werden anhand dieser Indizien offenbar in OAA und Malat umgeleitet. Tatsichlich
ist das Verhiltnis Pyruvat-Malat in den cuel-Mutanten zugunsten von Malat verschoben
(s.3.5.7).

In A. thaliana-Pflanzen mit defektem AtPPT1 werden die soeben angesprochenen
Verdnderungen der Pyruvat- und PEP-Gehalte wihrend der Dunkelperiode noch

deutlicher, wenn die Daten aus den cuel-6/PPDK-Pflanzen betrachtet werden.
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Cuel-6/PPDK-Pflanzen akkumulierten wéhrend der Lichtperiode massiv Pyruvat und PEP
und konnten auch diese im Vergleich zu den cuel-Mutanten viel hoheren Gehalte an
Pyruvat und PEP wihrend der Dunkelperiode kanalisieren (s. 3.5.4). Hierin besteht also
eine Gemeinsamkeit mit den unkomplementierten cuel/-Mutanten (s.0.). Eine mdgliche
Erklarung fiir diesen Effekt wire, daB3 die bei der Dissimilation der transitorischen Stérke
im Dunkeln aus den Chloroplasten exportierten Kohlenstoffgeriiste im Zytosol von cuel-
Mutanten verstirkt in Pyruvat flieBen, das in die Plastiden reimportiert wird und dort durch
die PPDK zu PEP umgesetzt wird. Die Aktivitit der PPDK ist in cuel-6-Mutanten
gegeniiber dem Wildtyp tatsdchlich signifikant um 30% erhdht (s. 3.5.7). Das iiber den
zuvor beschriebenen Weg bereitgestellte PEP konnte dann wéhrend der Dunkelphase in
den Shikimatweg, und somit in den Phenylpropanstoffwechsel und andere von Produkten
des Shikimatweges gespeisten Stoffwechselwege eingehen, fiir das es im Licht offenbar
nicht zur Verfiigung steht. Die Messungen der Aminosduregehalte in cuel-Bléttern
untermauern diese Vermutung. Die Gehalte der aromatischen Aminosduren waren in cuel-
Blédttern am Ende der Dunkelperiode besonders hoch und denen der komplementierten
cuel-6/PPDK-Pflanzen sehr dhnlich (s. 3.5.5); auerdem waren die Gehalte der von
Pyruvat abgeleiteten Aminosiduren Alanin, Threonin, Valin, Methionin, Isoleucin und
Lysin in Bldttern der starken cuel-1- und cuel-6-Mutanten am Ende der Dunkelperiode
zwischen 25% und 50% gegeniiber den Kontrollen vermindert (s. 3.5.5). Auch wenn die
Aminosduregehalte keine direkten Aussagen tliber Stoffwechselfliisse zulassen, so scheint
der FluB von PEP und Pyruvat in die verschiedenen Aminosduren wiahrend der
Dunkelperiode aufgrund der gemessenen Metabolitgehalte zugunsten der von PEP
abgeleiteten Aminosduren verschoben zu sein. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden
auch Pulsverfolgungen mit markiertem Kohlenstoff im Dunkeln durchgefiihrt (nicht
gezeigt). Die Verdnderungen in den Fraktionen der phosphorylierten Intermediate,
Carbonsduren und der Aminosduren werden aber substantiell von anderen Intermediaten
als PEP, Pyruvat und aromatischen bzw. verzweigtkettigen Aminosduren getragen, da die
Gehalte an PEP, Pyruvat und den angesprochenen Aminosduren nur einen Bruchteil der
Gesamtfraktionen ausmachen (s. 3.5.4 und 3.5.5), so daB aufgrund der
Pulsverfolgungsexperimente keine Bestitigung der angenommenen hohen Fliisse durch
Pyruvat und PEP im Dunkeln erfolgen kann.

In den Mais-Mutanten opaque-2 (02), in denen der Transkriptionsfaktor O2 defekt ist,
konnte im Gegensatz zu den cuel/-Mutanten u.a. eine Akkumulation von Lysin und den

Aminosiuren der Aspartatfamilie im Endosperm beobachtet werden (Wang und Larkins,
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2001), die iiber O2 reguliert werden. Dies verdeutlicht die Rolle der Regulation der
Aminosdurebiosynthesewege iiber Transkriptionsfaktoren wie O2 bei der Akkumulation
einzelner Gruppen von Aminosduren, denen im Umkehrschlufl auch eine Bedeutung bei
der Zehrung an Aminoséduregehalten bestimmter Gruppen beigemessen werden kann, wie
dies in den cuel-Mutanten wahrend der Dunkelperiode beobachtet werden konnte (s.0.). Es
ist also vorstellbar, dall die Repression der O2-kontrollierten Gene in den cuel-Mutanten
und den cuel-6/PPDK-Transformanden wihrend der Dunkelperiode stirker als im Wildtyp
ist.

Einen weiteren Hinweis auf hohere Stoffwechselfliisse in Aminosduren und andere
Metabolite, fiir deren Biosynthesen Stickstoffspeicher mobilisiert werden miissen, stellen
die Gehalte an Aspartat, Asparagin, Glutamat und Glutamin in Blittern der cue/-Mutanten
am Ende der Dunkelperiode dar, die im Vergleich zu den Kontrollen um 40% bis 90%
niedriger liegen. Besonders Asparagin und Glutamin stellen ja nach Stickstoffversorgung
transiente Stickstoffspeicher unter diesen hochkonzentrierten Aminosiuren dar (Galili,
1995; Lea et al., 1989; von Wettstein et al., 1995; Radwanski und Last, 1995) und kénnten
wéhrend der Dunkelperiode in cuel/-Mutanten als Stickstoffquelle fiir die dann
stattfindenen Biosynthesen aromatischer und verzweigtkettiger Aminosiduren genutzt

werden (s.0.).

4.1.4.5. Effekte auf die Gehalte an freien Aminoséiuren

Die wihrend der Lichtperiode gemessenen Aminosduregehalte in den starken cuel-
Mutanten cuel-1 und cuel-6 weisen nur wenige konsistente und signifikante Unterschiede
zu den Kontrollpflanzen auf; am deutlichsten ist die Verringerung der Glycin-Gehalte und
die Erniedrigung der Phenylalanin-Gehalte im Vergleich zu den Kontrollen (s. 3.5.5).
Erstaunlicherweise sind in den starken cuel-Mutanten auller den Phenylalanin-Gehalten
die Gehalte der anderen beiden aromatischen Aminosduren Tryptophan und Tyrosin weder
wihrend der Licht- noch wihrend der Dunkelphase gegeniiber den Kontrollen verringert.
Da vermutet wird, daB3 der Shikimatweg in den cue/-Mutanten durch die limitierende PEP-
Versorgung eingeschrinkt ist und ein Mangel an aromatischen Aminoséduren fiir den
retikulierten Blattphdnotyp in cuel verantwortlich ist (Streatfield et al., 1999), sollten die
Gehalte aller aromatischer Aminoséuren in cuel/-Mutanten gegeniiber den Kontrollen
dramatisch erniedrigt sein wie in antisense-TK-Tabakpflanzen (Henkes et al., 2001), bei
denen die Versorgung des Shikimatweges mit Ery4P limitierend ist. In den starken cuel-

Mutanten war aber immerhin eine konsistente Verringerung der Phenylalanin-Gehalte um
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50% gegeniiber den Kontrollen zu finden. Der Umsatz von Phenylalanin iiber die PAL
stellt in Dikotyledonen den einzigen Ausgangspunkt fiir den Phenylpropanweg dar (Young
et al., 1966; Jangaard, 1974), wobei berichtet worden ist, da3 der FluB3 {iber die PAL durch
die Verfligbarkeit des Substrates Phenylalanin gesteuert wird (Da Cunha, 1987; Margna,
1977). Daher liegt die Limitation in den cuel-Mutanten eher bei der Versorgung des
Phenylpropanstoffwechsels mit Phenylalanin. Es war folglich nur die Limitation der
aromatischen Aminosdure Phenylalanin, die in den von Streatfield et al. (1999)
durchgefiihrten Fiitterungsversuchen mit aromatischen Aminoséuren aufgehoben werden
konnte und nicht ein prinzipieller Mangel an allen aromatischen Aminosduren. Tyr und
Trp muBten in den Fiitterungsexperimenten beigefiigt werden um der ,Generellen
Aminoséure-Inhibition (Bonner und Jensen, 1987) vorzubeugen, die auf der allosterischen
Inhibition gemeinsam regulierter Aminosiduresynthesewege am Verzweigungspunkt
beruht. Bei der Fiitterung nur einer Aminosdure wird die Biosynthese anderer iiber den
gleichen Stoffwechselweg synthetisierten Aminosduren blockiert und fiihrt so zu
Mangelerscheinungen von nicht supplementierten Aminosauren.

Es ist durchaus denkbar, daf3 die eingeschriankte Phenylalanin-Verfiigbarkeit in den cuel-
Mutanten nicht direkt mit der verminderten PEP-Versorgung des Plastiden
zusammenhéngt, sondern liber sekundire Effekte und Signale bewirkt wird. Bei einer
mangelnden Verfiigbarkeit des anderen Shikimatweg-Substrates Ery4P haben sich
umfassendere Beeintrdchtigungen der Gehalte an aromatischen haben (Henkes et al.,
2001). Beim Vergleich der cuel-Mutanten mit den antisense-Transketolase-Pflanzen
(Henkes et al., 2001) darf aber nicht auBBer acht gelassen werden, dafl durch die verringerte
Aktivitdt der Transketolase auch der Calvin-Zyklus limitiert wird und neben einem Mangel
an Ery4P fiir die Speisung des Shikimatweges auch die Kohlenstoffassimilation massiv
beeintriachtigt ist. Dies hitte Auswirkungen auf Biosynthesewege, die von Intermediaten
des Calvin-Zyklus ausgehen. Neben einer unzureichenden Versorgung des Shikimatweges
mit Ery4P konnte ein genereller Mangel an Kohlenstoffgeriisten fiir jegliche Art von
Biosynthesen den Primidr- und v.a. den Sekundirstoffwechsel in den antisense-TK-
Tabakpflanzen nachhaltig beeinflussen. Genau aus dieser Argumentation heraus macht es
Sinn, dal} gerade die PEP-Versorgung als Signal fiir die Chloroplastenentwicklung dient,
da PEP vornehmlich in die Biosynthese von Aminosduren eingebunden ist (s. 1.5), also in
Stoffwechselwege, die, verglichen mit der CO,-Assimilation, nur geringe Fluraten im

Blatt aufweisen und deren Intermediate langst nicht so vielseitig verwendet werden.

181



Diskussion

4.1.5. Verinderungen des Sekundiirstoffwechels in den cuel/-Mutanten

Die Gehalte mehrerer verschiedener Gruppen an Sekundarmetaboliten wurden beispielhaft
untersucht. Dabei wurden wie bei den Gehalten an Primdrmetaboliten erwartete
Unterschiede zwischen cuel/-Mutanten und den Kontrollen gefunden, allerdings

entsprachen einige der erhaltenen Resultate nicht den urspriinglichen Erwartungen.

4.1.5.1. Gehalte und Muster an UV-Schutzsubstanzen

Sowohl Flavonoide (Lois und Buchanan, 1994) als auch Sinapinsidurederivate (Shehan,
1996) fungieren als UV-Schutzsubstanzen in A. thaliana (Veit und Pauli, 1999) und
anderen Pflanzenarten. Hier wurden beispielhaft Gehalte von UV-Schutzsubstanzen
flavonoider Struktur untersucht, deren Analyse vergleichsweise einfach ist. Die Ergebnisse
der Analysen sollten die Verdnderungen des Sekundidrmetabolismus exemplarisch
widerspiegeln.

Die cuel-1-Mutanten reagieren aufgrund ihres unterentwickelten Photosyntheseapparates
deutlich empfindlicher auf Starklicht als Wildtyp-Pflanzen (Streatfield et al., 1999),
folglich sollten sie auch ohne Lichtstrel mehr UV-Schutzpigmente akkumulieren als die
Kontrollen. Die Gesamtgehalte an UV-B-absorbierenden Substanzen und deren Synthese
sind jedoch in beiden starken cue/-Mutanten um 50% gegeniiber den Kontrollen verringert
(s. 3.6.3). Es kann also angenommen werden, daf3 die Kapazitit, UV-Schutzsubstanzen zu
bilden, in cuel-Mutanten vermindert ist. Weiterhin ist anzunehmen, daf} die Versorgung
mit Phenylalanin fiir die Phenylpropan-Synthese limitierend ist (s. 4.1.4). Aus den HPLC-
Profilen der acht Hauptsubstanzen a6t sich ableiten, dafl die Verminderung der
verschiedenen UV-Schutzsubstanzen nicht unspezifisch war, sondern daB3 einzelne
Komponenten in den cuel-Mutanten vollig fehlten, andere dagegen nur geringfiigig
gegeniiber den Kontrollen vermindert waren und ein Inhaltsstoff sogar um das
Zwanzigfache gegeniiber den Kontrollen erhoht war (s. 3.6.1 und 3.6.3). Bei dieser
Substanz handelte es sich um ein Kaempferol-Derivat, aufgrund des aufgenommenen
Absorptionsspektrums vermutlich um Kaempferol-3-O-rhamnogalaktosid-7-O-rhamnosid.
In histologischen Blattschnitten konnte die Akkumulation eines Kaempferol-Derivats im
Palisadenparenchym von cuel-1-Mutanten ersehen werden (s. 3.6.4), das in den Kontrollen
nicht nachzuweisen war. Es liegt nahe zu vermuten, da es sich hierbei um
Kaempferol-3-O-rhamnogalaktosid-7-O-rhamnosid handelt. Der Grund fiir eine

spezifische Akkumulation dieses Kaempferol-Derivates ist unklar.
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Die Untersuchung Naturstoffreagenz A-induzierter Sekundirfluoreszenz in SchlieB3zellen
ergab, dall die SchlieBzellen von pOCA-Kontrollbldttern eine gelb-orange
Sekundirfluoreszenz aussenden, die Stomata in cuel-/-Mutanten blafigelb bis griin-gelb
fluoreszierten (s. 3.6.4). Nach zweidimensionaler Diinnschichtchromatographie zeigte sich,
dall es cuel-I-Blattextrakten gegeniiber den Kontrollen an zwei Quercetin-Derivaten
mangelte und ein drittes unterreprisentiert war (s. 3.6.4). Der Ausfall der orangen
Quercetin-Sekundérfluoreszenz kann demnach als eine Ursache des Farbumschlages in den
Schliefizellen von cuel-1 im Vergleich zu den pOCA-Kontrollen betrachtet werden.
Daraus 146t sich ableiten, daBl die Aktivitidt des Enzyms Flavonoid-3°‘-Hydroxylase, das
Kaempferol zu Quercetin umsetzt, in Bldttern von cuel-1 beeintrachtigt ist. Schliezellen
des Columbia-Wildtyps und allen untersuchten Linien des Columbia-Okotyps wiesen die
gleiche gelb-griine Sekundirfluoreszenz in Schliezellen auf wie die cuel-I-Mutanten
(nicht gezeigt) — die in cuel-1 fehlenden Quercetin-Derivate sind also offensichtlich
verzichtbar.

In Tabakpflanzen mit einer Verminderung der Transketolase-Aktivitdt von mehr als 50%
gegeniiber dem Wildtyp wurden keine differenzierten Auswirkungen auf einzelne
Phenylpropane beobachtet wie in den cuel-Mutanten, sondern es wurden nur generell
drastisch herabgesetzte Gehalte aller aromatischen Aminosduren und Phenylpropane,
sowie Phenylpropanderivate wie Chlorogensdure (CGA), Kaffeesdure, Hydroxyzimtsduren
und Lignin festgestellt (Henkes et al., 2001), obwohl die Limitation des
Sekundirstoffwechsels in den antisense-TK-Transformanden und den cuel/-Mutanten
dhnlich sein sollte. Tatsdchlich unterscheiden sich aber auch schon die Effekte auf den
Primérstoffwechsel, insbesondere auf die Gehalte an aromatischen Aminosduren, zwischen
den antisense-TK-Pflanzen und den cuel/-Mutanten (s. 4.1.4), was auf die grofere
Bedeutung der Transketolase fiir den Primdrmetabolismus im Vergleich zum AtPPTI
zuriickgefiihrt werden kann. Die Limitation des Sekundédrmetabolismus wird daher in den
antisense-TK-Pflanzen vermutlich durch die Einschrdnkungen des Primdrmetabolismus
verstarkt, wahrend fiir die cuel/-Mutanten eine weniger generelle Beeintrachtigung des
Stoffwechsels angenommen werden kann (s. 4.1.4.5).

Entgegen der Untersuchungsergebnisse an den antisense-TK-Transformanden
unterscheiden sich interessanterweise die Lignin-Gehalte in den histologischen
Gewebeschnitten der Infloreszenzachsen nicht zwischen den cuel/-Mutanten und den
Kontrollen (s. 3.6.4), obwohl Ligninmonomere ebenfalls iiber den von Phenylalanin

gespeisten Phenylpropanweg gebildet wird (Lewis und Yamamoto, 1990; Holloway,
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1983). Im Gegenteil: offenbar findet sich in den Kollenchymen von cuel-I-Infloreszenzen
ein beachtlicher Anteil von Ferulasdure-Bausteinen, der nicht im Kollenchym der
Kontrollpflanzen zu finden ist (s. 3.6.4). Dies scheint ein spezifischer Auswirkung des
cuel-1-Hintergrundes zu sein, denn in cuel-6-Mutanten ist der Einbau von Monolignolen

in sekundire Kollenchymwinde nicht zu beobachten (s. 3.6.4).

4.1.5.2. Vergleichende histologische Lokalisierung von Flavonoiden und

Zimtsiurederivaten mit potentieller UV-Schutzfunktion in Bléttern

Unter Kenntnis der jeweils ausgesendeten Primér- und Sekundérfluoreszenzen - der
Fluoreszenz nach der Komplexbildung mit batho- oder hypsochromen Agentien - kann die
Verteilung verschiedener Klassen von Flavonoiden und Zimtsdurederivaten in den
Zelltypen von Gewebe anhand der Fluoreszenzmikroskopie von Gewebeschnitten
untersucht werden. Im Idealfall kann mit dieser Methode die Lokalisierung einzelner
identifizierter Flavonoide im Gewebe bei entsprechend eindeutigen Fluoreszenzmustern
aufgeklart werden. Da die Fluoreszenzeigenschaften eines Flavonoidglykosids oder
Zimtsaurederivats vornehmlich durch den phenolischen Bestandteil bestimmt werden und
zumeist mehrerer verschiedene Derivate eines Sekunddrmetaboliten synthetisiert werden,
bleibt dies jedoch die Ausnahme.

In Blattquerschnitten von cuel-I-Mutanten konnte im Vergleich zu den Kontrollen
exemplarisch festgestellt werden, daB3 die Gehalte an Zimtsdurederivaten mit UV-
Schutzfunktion in der oberen Epidermis von cuel-1 nicht vermindert sind, wohl aber die
dort lokalisierten Flavonoidkomponenten (s. 3.6.4). Die Gehalte an Zimtsdurederivaten des
Palisaden- und Schwammparenchyms waren in cuel-1 im Vergleich zu den Kontrollen
ebenfalls geringer, die in der unteren Epidermis lokalisierten Flavonoide fehlten in cuel-1
ganz (s. 3.6.4). Wie auch schon der Einbau in die verschiedenen Sekundirmetabolite und
deren Gehalte vermuten lassen,. sind die Anderungen in cuel-I gegeniiber den Kontrollen
sehr divers. So ist z.B. der FluB in Kaempferol-3-O-glukosid-7-O-rhamnosid, das auch von
Veit und Pauli (1999) als eins der Hauptflavonoide in A. thaliana beschrieben wurde, in
cuel-1-Mutanten hoher als in den Kontrollen, obwohl die absoluten Gehalte in den cuel-I-
Mutanten nur die Hilfte betragen. Genau gegensétzlich verhilt es sich mit dem anderen als
Kaempferol-Derivat identifizierten Sekunddrmetabolit (s.0.), dessen Gehalte in cuel-1
iibersteigen die der Kontrollen um das Zwanzigfache iibersteigen, wiahrend der Einbau von
'C in dieses Kaempferol-Derivat aber nur ein Zehntel der in den Kontrollen gemessenen

Werte betrdgt. Die aus der Transkriptomanalyse gewonnen Daten unterstiitzen weiterhin
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die Annahme, dal die Effekte auf den Sekundidrmetabolismus in cuel/-Mutanten
differentiell ausgeprdgt sind. Einige Gene von Enzymen des Shikimatweges wie EPSP-
Synthase und Prephenat-Dehydrogenase waren in den cuel/-Mutanten gegeniiber den
Kontrollen transkriptionell reprimiert, die Transkripte der Tryptophan-Synthase waren in
den cuel-Mutanten im Vergleich zu den Kontrollen jedoch angereichert (s. 3.7). Es ist
durchaus denkbar, dal durch die verwendeten DNA-Matrizen einzelne Isoformen
(Herrmann, 1995; Schmid und Amrhein, 1995) der Enzyme besser erkannt werden, die in
differentiell regulierte Zweige der Phenylpropanbiosynthese (Winkel-Shirley, 1999)
eingebunden sind. AuBerdem sei bemerkt, daB3 die Tryptophan-Synthase nicht in die
Bereitstellung von Vorstufen fiir den Phenylpropanweg eingebunden ist (Herrmann, 1995;
Schmid und Amrhein, 1995) und Tryptophan bei der Untersuchung der Aminosdure-
Gehalte in cuel-Mutanten stets gegeniiber den Kontrollen erhoht war (s. 3.5.5).

Anhand der verschieden starken Reduktionen von UV-Schutzsubstanzen in cuel-I-
Mutanten, die auf der abaxialen Seite der Blitter stirker ausgepriagt sind als auf der
adaxialen Seite kann geschlossen werden, dall das Spektrum an Phenylpropanen in cuel-1
trotz verminderter Kapazititen bei der Synthese bedarfsorientiert reguliert wird. UV-
Schutzsubstanzen der oberen Epidermis von Gerste (Hordeum vulgare) sind in der Lage
einen GroBteil der einfallenden UV-Strahlung zu absorbieren (Burchard et al., 2000). Den
Phenylpropanen der oberen Epidermis von A. thaliana wird die gleiche zentrale Bedeutung
wie denen in Gerste zukommen, so dafl diese Substanzen unverzichtbar fiir die Pflanze
sind (Lois und Buchanan, 1994). Die Deposition von Zimtsidurederivaten in der oberen
Epidermis von cuel-Mutanten scheint gegeniiber den Kontrollen weniger eingeschriankt zu
sein als die Gehalte an epidermalen Flavonoiden (s.0.). Es wurde schon hiufiger vermutet,
dafl Zimtséurederivate einen grofleren Beitrag fiir den UV-Schutz leisten als Flavonoide

(Shehan, 1996; Chapple et al., 1992).

4.1.5.3. Die Beeintrichtigung der Anthocyanakkumulation in cue/-Mutanten

Anthocyane werden als Antwort auf Stref3 (Streatfield et al., 1999) oder Nahrstoffmangel
(Salisbury und Ross, 1992) gebildet und werden koordiniert mit Enzymen des
Kohlenhydrat-Stoffwechsels wie B-Amylase (Mita et al., 1997a; Mita et al., 1997b) oder
Saccharosephosphat-Synthase (SPS) (Yanofsky et al., 1998) gebildet. Ahnlich deutlich wie
die Verminderung von Phenylpropanen in allen Zelltypen von cuel-Infloreszenzachsen ist
die verringerte Fahigkeit von cuel-6-Mutanten Anthocyane bei Staundsse zu akkumulieren

(s. 3.6.5). Die enge Verkniipfung der Anthocyanakkumulation mit dem Kohlenhydrat-
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Stoffwechsel war auch unter anaerobem Strefl durch Staunisse zu beobachten, denn die
Akkumulation von Anthocyanen in Bléttern korrelierte unabhingig von der untersuchten
Pflanzenlinie stets mit den Gehalten an Stérke und freien Zuckern und Glk6P am Ende der
Dunkelperiode (s. 3.6.5), wobei die cuel-6-Mutanten die geringsten Gehalte aufwiesen.
Bei deregulierter, permanenter Produktion von Anthocyanen in den Mutanten Ap-2
(Mustilli et al., 1999) bzw. dem Arabidopsis-Homolog detl (Chory et al., 1989; Chory und
Peto, 1990), fus6 (Castle und Meinke, 1994) und fhy3-1 (Yanofsky et al., 2000) ist stets die
Rotlichtperzeption iiber Phytochrom A gestort und durch ein konstitutives Signal ersetzt,
so daB3 diese Mutanten auch ohne Lichteinwirkung Photomorphogenese zeigen. Die exakte
Funktion der betroffenen Proteine ist jedoch in keiner der genannten Mutanten bekannt,
bisweilen sind lediglich einige Interaktionspartner von Homologen aus Tieren bekannt
(Spain et al., 1996). Die Anthocyanakkumulation bei fus6 (Castle und Meinke, 1994) und
hp-2 (Mustilli et al., 1999) geht einher mit einer Entwicklung der Proplastiden zu
Chloroplasten im Dunkeln. Im Umkehrschlufl ist daher abzuleiten, daB die
Unterentwicklung der Plastiden in cuel in der Lage ist, die Antwort auf Phytochrom-
Signale derart zu hemmen, da3 die Anthocyanakkumulation unterbleibt. Dariiberhinaus ist
schon von Li et al. (1995) gezeigt worden, dal3 die CAB-Expression in cuel-/-Mutanten
nicht mehr durch Rotlicht angesteuert werden kann. Interessanterweise sind auch fus6-
Mutanten nicht mehr fahig, CAB-mRNA auf Lichteinwirkung hin zu bilden (Castle und
Meinke, 1994). Offenbar agieren das fus6-Genprodukt, ein hydrophiles Protein mit
Proteinkinase C-Phosphorylierungsstelle, und der AtPPT1 antagonistisch im gleichen
Signalweg, da Mutationen in beiden Genen hyposensitive Antworten auf Phytochrom
bedingen, die fus6-Mutanten aber Anthocyane akkumulieren wihrend die cuel-Mutanten

diese Fahigkeit nicht mehr besitzen.
4.2. Einfluf} der in cuel-Mutanten exprimierten Transgene auf den Metabolismus

4.2.1. Uberblick iiber die Komplementationsstrategien

Die physiologische Komplementation des cuel-Blattphdnotyps birgt ein enormes Potential,
um die Ursache des Phianotyps aufzukldren, den der Defekt des AtPPT1 hervorruft. Geht
dies nur durch einen funktionellen PPT, reicht schon die Bereitstellung von PEP im
Plastiden aus, oder gibt es gar Moglichkeiten, die Ausbildung des Blattphinotyps tiber die

Mutation eines zweiten Gens verhindern?
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Durch die konstitutive Uberexpression des heterologen PPT aus Blumenkohl-
Infloreszenzen konnte nicht nur der cuel-Blattphinotyp kuriert und die Einschrankungen
im Blattkohlenhydrat-Stoffwechsel der cue/-Mutante revertiert werden, sondern auch das
vegetative und reproduktive Wachstum, sowie die Gehalte an freien Aminosduren {iber die
Spezifikationen des Wildtyps gehoben werden (s. 3.3, 3.5.2 und 3.5.5). Es zeigt sich also,
daB auch ein heterologer PPT die Aufgaben des AtPPT1 in vollem Ausmal iibernechmen
kann.

Besonders interessant ist die phanotypische Komplementation der cuel-Mutante durch die
alternative Bereitstellung von PEP im Stroma durch die Uberexpression von PEP-
synthetisierenden Enzymen. (1) Durch die Uberexpression der PEP-Synthetase (PEPS) aus
E. coli konnte der retikulierte Blattphénotyp der cuel-6-Mutante nicht kuriert werden
(s. 3.1.2). In den cuel-6/PEPS-Pflanzen konnte jedoch auBler der Integration des
Transformationskonstruktes weder das PEPS Protein noch die PEPS-Aktivitdt in den
Transformanden nachgewiesen werden (s. 3.1.2). Der definitive Nachweis, dall der
retikulierte cuel-Blattphinotyp durch die Uberexpression der PEPS nicht komplementiert
werden kann, steht also noch aus. (2) Der retikulierte cuel-Blattphdnotyp konnte aber
durch die Uberexpression der Flaveria trinervia C4-PPDK in den Plastiden der cuel-6-
Mutanten revertiert werden (s. 3.1.2). Demzufolge ist noch nicht einmal das PPT-Protein
selbst fiir die Komplementation des Blattphédnotyps vonnéten, sondern es reicht aus, die
Versorgung der Plastiden mit PEP wiederherzustellen. Obwohl die Uberexpression der
PPDK viele Aspekte des cuel-Phianotyps kurieren konnte, waren in den cuel-6/PPDK-
Transformanden auch weitere Restriktionen des Stoffwechsels zu beobachten, die im
folgenden dargelegt und erlautert werden sollen.

Uber die chemische Mutagenese zweier verschiedener cuel-Populationen mit EMS wurde
versucht ein Gen zu finden, dessen Mutation den retikulierten Blattphanotyp der cuel-
Mutante kurieren kann. Diese Strategie war jedoch nicht erfolgreich (s. 3.1.5). Es ist
trotzdem denkbar, daB3 ein solches Gen existiert, es aber aufgrund der zu geringen Grof3e
der mutagenisierten Populationen von 12.500 Samen in der M, nicht gefunden werden
konnte. In der Theorie sollte bei der gewihlten Populationsgréfle im Schnitt mehr als eine
Mutation pro Individuum zu finden sein (Lightner und Caspar, 1992), wobei mehr als drei
Viertel des Genoms abgedeckt sind. Haufig zu erwartende Mutationen waren in der zu
erwartenden Frequenz in der M, zu beobachten, so dall davon ausgegangen werden kann,

dal3 die Mutagenese prinzipiell erfolgreich war.
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4.2.2. Die Auswirkung der phinotypischen Komplementation der cue/-Mutanten

durch verschiedene Transgene auf den Priméirmetabolismus

4.2.2.1. Auswirkungen auf Wachstumscharakteristika

Durch die Uberexpression von PPDK und Blumenkohl-PPT in cuel-6 konnte nicht nur der
retikulierte Blattphdnotyp geheilt werden, sondern auch das vegetative und reproduktive
Wachstum wiederhergestellt werden; die in den cuel-6-Mutanten gegeniiber dem Wildtyp
um 75% reduzierte Wachstumsrate war in cuel-6/PPDK auf das Dreifache gesteigert, die
cuel-6/PPT-Pflanzen erreichten sogar ein um 50% gesteigertes Wachstum im Vergleich
zum Wildtyp (s. 3.3). Offenbar scheint die Dosis des PPT-Proteins, das in cuel-6/PPT
konstitutiv exprimiert wird, eine wichtige Rolle fiir die Produktion von Biomasse und die
reproduktive Kapazitit der Pflanze zu besitzen. Daher sind Ansdtze, PPT-Gene im Wildtyp
iiberzuexprimieren, in Angriff genommen worden.

Ein weiterer interessanter Aspekt der Wachstumseigenschaften der verschiedenen Linien
ist, daB durch die Uberexpression der Flaveria trinervia-PPDK in cuel-6 klare positive
Effekte erzielt werden konnten, sich aber bei der Erhohung der endogenen PPDK-Aktivitit
des Wildtyps auf mehr als das Doppelte durch die Transformation mit dem gleichen
Konstrukt ein drastisch reduziertes reproduktives Wachstum und Sterilitdt der
Transformanden ergab (s. 3.1.3). Mehr als eine zweieinhalbfache Steigerung der PPDK-
Aktivitdt konnte in Wildtyp-Transformanden nicht erreicht werden. Bei der
Uberexpression der C4-PPDK aus Mais in Arabidopsis (Ishimaru et al., 1997) oder der
Uberexpression der Mesembryanthemum cristallinum- PPDK in Tabak (Sheriff et al.,
1998) wurden dhnlich geringe Erhohungen der PPDK-Aktivitdt durch das Transgen erzielt
und auf eine strikte posttranslationale Regulation des eingefiihrten Enzyms zuriickgefiihrt
(Ishimaru et al., 1997). Die reproduktiven Fahigkeiten der Transformanden sind in dieser
Studie nicht untersucht worden (Ishimaru et al., 1997). Im Gegensatz dazu konnte die aus
cuel-6 extrahierbare PPDK-Aktivitit durch die Expression der Flaveria trinervia-PPDK
um mehr als das Fiinffache gesteigert werden und hatte dariiberhinaus einen durchweg
positiven Einflul auf die Wachstumseigenschaften der Mutante (s. 3.1.2, s.0.), was auf
eine geringere Modulation der -Aktivitdt des PPDK-Transgens im cuel-6-Hintergrund im
Vergleich zum Wildtyp schlieen 146t. Eine geringere Modulation der PPDK-Aktivitét ist
in cuel-6PPDK auch notwendig, da die cuel-6/PPDK-Pflanzen erst bei einer Erhohung der
endogenen PPDK-Aktivitit um mehr als das Vierfache einen deutlichen Nutzen aus der

PPDK-Uberexpression ziehen, der zum Verschwinden des retikulierte Blattphinotyps
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fiihrt. Verringerte sich die PPDK-Aktivitit in den cuel-6/PPDK-Komplementanden
wihrend des vegetativen Wachstums unter die Schwelle der Vierfachen endogenen PPDK-
Aktivitit, so zeigte sich der retikulierte Blattphénotyp der cue/-Mutante an den Blattbasen
wachsender Blitter, deren Spitze Wildtyp-dhnlich aussah (s. 3.1.2). Es wurde nicht
untersucht, ob diese Effekte auf eine transkriptionelle Stillegung des Transgens

zurickzufithren waren.

4.2.2.2. Auswirkungen der PPDK-Uberexpression auf Photosyntheseeigen-
schaften und den Calvin-Zyklus von cuel-6/PPDK-Komplementanden

Entgegen den phénotypischen Beobachtungen an den cuel-6/PPDK-Transformanden
waren die Photosyntheseeigenschaften in cuel/-6/PPDK im Vergleich zu den
untransformierten Mutanten keineswegs verbessert (s. 3.4.1). Die in den cuel-6-Mutanten
nur tendentiell gegeniiber dem Wildtyp verringerte ETR war in Bléttern von cuel-6/PPDK
um 30% gegeniiber den cuel-6-Mutanten reduziert. AuBerdem verlief die Q4 -Reoxidation
in cuel-6/PPDK noch langsamer und unvollstindiger ab als in den cuel-6-Mutanten. Es
stellt sich daher die Frage, warum die cuel-6/PPDK Transformanden, deren Phanotyp
kuriert worden ist und deren Wachstumseigenschaften gegeniiber den Mutanten deutlich
verbessert worden sind, derartige Einschrankungen der Photosyntheseleistung aufweisen.
Anhand weiterer Untersuchungen und Beobachtungen an den cuel-6/PPDK-Pflanzen
konnten Indizien zusammengetragen und eine schliissige Hypothese liber diese Phanomene
formuliert werden, die durch wenige weitere Messungen erhértet werden konnte.

(1) Aus gqn-Induktionskinetiken war ersichtlich, dal die nach einigen Minuten erreichten
qN-Werte in cuel-6/PPDK iiber denen des Wildtyps und der cuel-6-Mutante lagen
(s. 3.4.1). gng ist die anteilig bedeutendste Komponente von qn, deren Betrag mit dem
Gefille des iiber die Thylakoidmembran anliegenden pH-Gradienten korreliert (Krause et
al., 1993). Je steiler der pH-Gradient {iber die Thylakoidmembran ist, desto mehr
Reduktionsidquivalente und ATP werden durch den Elektronentransport gewonnen. Eine
Erhohung des pH-Gradienten kann aufler durch einen verstérkten Q-Zyklus, bei dem die
Ausbeute der liber die Thylakoidmembran verbrachten Protonen am Cyt-bes/f-Komplex
verdoppelt wird (Sackstedter et al., 2000; Cornic et al., 2000) und den zyklischen
Elektronentransport am PS I auch durch die Mehler-Reaktion entstehen, bei der
molekularer Sauerstoff direkt von PS I zu Superoxidradikalen reduziert wird (Mehler,
1951), die dann durch Antioxidantien unter Verbrauch von reduziertem Ferredoxin und

Protonen im Stroma in H,O iiberfiihrt werden (Asada, 1999). Das Potential, ATP iiber die
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ATP-Synthase zu gewinnen, ist unabhingig von der Ursache fiir die Erhéhung von qy in
den cuel-6/PPDK-Pflanzen gesteigert. Tatsdchlich kann eine verstirkte Mehler-Reaktion
als Ursache fiir die hoheren qn-Werte nicht ausgeschlossen werden, da das am Ende des
Lichtstresses gemessene qj, die MaB fiir die Photoinihibition, in cuel-6/PPDK gegeniiber
dem Wildtyp und den cuel-6-Mutanten signifikant erhoht war. (2) Das Chlorophyll a/b-
Verhéltnis war in cuel-6/PPDK-Pflanzen gegeniiber Wildtyp und cuel-6-Mutante erhoht
(s. 3.4.1), was den Riickschlu3 zuldBt, daB3 sich in cuel-6/PPDK-Thylakoiden im Vergleich
zu den beiden anderen Linien anteilsmdfig mehr Photosystem I als II befindet, da an
Photosystem I in Relation zu Photosystem II mehr Chlorophyll a als Chlorophyll b-
Chromophoren gebunden sind (Zouni et al., 2001; Krauss et al., 1996). Der Anstieg des
Chlorophyll a/b-Verhéltnisses in cuel-6/PPDK kann aber auch dadurch erklédrt werden,
daf} pro PS I- und PS II-Reaktionszentrum weniger Antennenkomplexe vorhanden sind,
wie dies in Tabak-Transformanden mit geringerer Mg-Chelatase-Aktivitit gefunden wurde
(Papenbrock et al., 2000). Tatsachlich war der Chlorophyllgehalt in cuel-6/PPDK-Bléttern
tendentiell geringer als im Wildtyp und den cuel-6-Mutanten (s. 3.4.1), was auf eine
geringere Anzahl an Antennenpigmenten zuriickgefiihrt werden konnte, experimentell aber
belegt werden miifite. Zusammengenommen bedeuten die Aussagen (1) und (2), daB3 in
cuel-6/PPDK-Blittern im Vergleich zum Wildtyp oder cuel-6 mehr Elektronen durch
Photosystem I als durch Photosystem II flieBen, so dal pro gespaltenem H,O-Molekiil
mehr ATP gebildet wird als im Wildtyp oder in cuel-6.

(3) Dariiberhinaus war das 3-PGA/ TrioseP-Verhiltnis in Bléittern von cuel-6/PPDK
gegeniiber dem Wildtyp und den cuel-6-Mutanten um das Filinffache erhoht. Ein derartiges
Ungleichgewicht zugunsten von 3-PGA zeigt an, dafl ein Mangel an ATP bzw.
Reduktionsdquivalenten fiir die Umsetzung von 3-PGA zu TrioseP besteht, genauso wie
die Verschiebung des 3-PGA/ TrioseP-Verhiltnisses in die andere Richtung Limitationen
in der regenerierenden Phase des Calvin-Zyklus anzeigen kann (Kossmann et al., 1994,
Harrison et al., 1998; Haake et al., 1998; Price et al., 1995). In Pflanzen mit erniedrigter
Aktivitit des Cytochrom-be/f-Komplexes und einer verringerten Produktion von
Reduktionsdquivalenten konnte wie in den cuel-6/PPDK-Transformanden eine Limitation
in der carboxylierenden bzw. reduzierenden Phase des Calvin-Zyklus aufgezeigt werden,
die allerdings durch die Messung des RubP-3-PGA-Verhéltnisses bestimmt wurde (Ruuska
et al., 2001). (4) Der Ky-Wert der Flaveria trinervia-PPDK fir ATP liegt mit 90 bis
100 uM (Nakamoto und Edwards, 1990) unter den Ky-Werten der AGPase (190 uM;
Fuchs et al., 1979) und plastiddren Phosphoglyceratkinase (220 bis 420 uM, Kopke-
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Secundo et al., 1990) fiir ATP. Die PPDK ist also durch ihre hohere Affinitdt zu ATP in
der Lage PGK und AGPase mit ATP auszuhungern. Obwohl die Photophosphorylierung in
cuel-6/PPDK gegeniiber den Kontrollen potentiell erhoht ist, ist sie wohl nicht in der
Lage, alle um ATP konkurrierenden Reaktionen im Stroma mit ATP zu versorgen, so dal3
sich z.B. 3-PGA anstaut, weil der Zugriff der PGK auf ATP gelockert ist (s. (3)). Das
durch die in cuel-6/PPDK erhohte Photophosphorylierung zusitzlich bereitgestellte ATP
(s. (1) und (2)) flieBt vermutlich in die neu etablierte PPDK-Reaktion, da die PPDK im
Vergleich mit AGPase und PGK den niedrigsten Ky-Wert fiir ATP aufweist. Weil die
Aktivitdt des eingebrachten PPDK-Transgens im cue/-6-Hintergrund konstitutiv ist (s.0.),
akkumulieren demzufolge wahrend der Lichtphase PEP und Pyruvat in cuel-6/PPDK-
Blattern (s. 3.5.4). Die maximal aus cuel-6/PPDK-Pflanzen extrahierbare PPDK-Aktivitit
ist jedoch deutlich hoher als sie in vivo sein kann. Unter Vernachldssigung der
Photorespiration kann vorausgesetzt werden, dal3 pro fixiertem CO, mindestens 3 ATP
produziert und durch den Calvin-Zyklus umgesetzt werden — dies ergibt eine minimale
ATP-Produktion von 8,6 pmol-g FG'-min™, die in die CO,-Fixierung im Calvin-Zyklus
eingeht. Anhand der maximalen aus den cuel/-6/PPDK-Transformanden extrahierbaren
PPDK Aktivitit von 43,1 mU-mg Protein™ fiir die stirksten Uberexprimierer, kann ein
ATP-Bedarf von 293,1 pmol-g FG"'-min™ fiir eine vollkommen aktivierte PPDK errechnet
werden. Da dies etwa 35-mal mehr ist als die minimal anzunehmende ATP-Produktion
durch die Photophosphorylierung, muf} die in vivo PPDK-Aktivitit in cuel-6/PPDK weit
unter der gemessenen Maximalaktivitit liegen. Ubertrigt man dieses Gedankenspiel auf
die Daten aus Col-0, so liegt der errechnete ATP-Verbrauch der PPDK immerhin noch um
das 15-fache iiber der zugrundegelegten basalen ATP-Produktion. Beim Vergleich der
Berechnungen fiir cue-6/PPDK und Col-0 zeigt sich jedoch, da3 das Potential des ATP-
Verbrauchs durch die PPDK im Verhiltnis zur geschidtzen ATP-Produktion in
cuel-6/PPDK mehr als doppelt so hoch ist wie im Wildtyp. Anhand dieses
Rechenexempels kann es als wahrscheinlich angesehen werden, daB3 cuel/-6/PPDK-
Pflanzen einen hoheren ATP-Bedarf haben als Wildtyp-Pflanzen.

In C4-Pflanzen wird die PPDK-Aktivitit posttranslational {iber reversible Phosphorylierung
und durch AMP als allosterischem Inhibitor reguliert (Smith et al., 1994; Nakamoto und
Edwards, 1983) In weiteren nicht gezeigten Experimenten wurde der Einflufl von Licht-
Dunkel-Wechseln und der EinfluB des allosterischen Regulators AMP auf die aus
cuel-6/PPDK-Rosetten extrahierbare PPDK-Aktivitit im Vergleich zur PPDK aus Mais-

Bléttern untersucht und festgestellt, da3 weder AMP noch Belichtung einen mef3baren
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Unterschied auf die Flaveria trinervia-PPDK-Aktivitét in cuel-6/PPDK-Pflanzen hatte.
Zumindest scheint die Regulation der Flaveria trinervia-PPDK-Aktivitit in cuel-6/PPDK-
Pflanzen tiber reversible Phosphorylierung nicht zu funktionieren.

Der negative Einflu auf den Calvin-Zyklus bzw. auf alle ATP-verbrauchenden
Reaktionen im Stroma mag einen Grund dafiir darstellen, daB3 die endogene plastidire
PPDK-Aktivitit in Cs-Pflanzen sehr niedrig ist (Ishimaru et al., 1997; Ishimaru et al.,
1998) und in C4-Pflanzen nur in Plastiden des Mesophylls, nicht aber in denen der
Biindelscheidenzellen zu finden ist, wo der Calvin-Zyklus ablauft (Hatch, 1987).

Weitere ATP-abhingige Enzyme im Stroma von Chloroplasten, wie z.B. die
Phosphoribulokinase (PRK) sind in der vorstehenden Argumentation vernachldssigt
worden, da mit der PGK bzw. der AGPase schon zwei Kandidaten behandelt worden sind,
die aufgrund einer potentiell zu geringen Affinitdt zu ATP im Vergleich zur eingebrachten
Flaveria trinervia-C4-Typ-PPDK die Stoffwechselfliisse durch die jeweiligen

Substratketten limitieren konnten.

4.2.2.3. Der Stoffwechsel von Pyruvat und PEP in den cuel-6/PPDK-Pflanzen

Das in Blittern von cuel-6/PPDK akkumulierte PEP und Pyruvat wird offenbar wéhrend
der Dunkelperiode metabolisch abgefiihrt, so daB3 sich die PEP- und Pyruvat-Gehalte in
cuel-6/PPDK zum Ende der Dunkelperiode nicht mehr signifikant von den Gehalten im
Wildtyp und cuel-6 unterscheiden (s. 3.5.4). Dafiir kommen zwei Mechanismen in Frage.
Zum einen konnten Pyruvat und PEP widhrend der Dunkelperiode in die
Aminosduresynthese eingehen, wie dies fiir die cue/-Mutanten angenommen wurde
(s. 4.1.4), zum anderen konnten die beiden Metabolite auch in den Mitochondrien veratmet
werden. Die erste Alternative erscheint unwahrscheinlich, da in cuel-6/PPDK viel mehr
PEP und Pyruvat fiir die Aminosdurebiosynthese zur Verfiigung stehen als in cuel-
Mutanten, so dal auch mehr transiente Stickstoffspeicher wie die Aminosduren Aspartat,
Asparagin, Glutamat und Glutamin wéhrend der Dunkelperiode gezehrt werden miif3ten.
Die Gehalte der sauren Aminosduren und der Sdureamid-Aminosduren waren in
cuel-6/PPDK gegeniiber dem Wildtyp am Ende der Dunkelperiode aber so gut wie
unveriandert und sogar eher leicht erhoht (s. 3.5.5). Die Moglichkeit zur Kanalisierung der
angestauten Pyruvat- und PEP-Mengen durch Veratmung erscheint aufgrund der Datenlage
viel wahrscheinlicher, da die polarographisch gemessene apparente Dunkelatmung in
cuel-6/PPDK-Blittern doppelt so grol war wie in cuel/-6 und den Wildtyp und sich

signifikant von der in cuel-6- oder Wildtyp-Blittern bestimmten apparenten
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Dunkelrespiration unterschied (s. 3.4.1). Sicherlich kann die erhdhte apparente
Dunkelrespiration in cuel-6/PPDK auch eine andere als die soeben dargelegte Ursache
haben, allerdings erscheint die zuvor gegebene Begriindung schon aufgrund der in (1) bis
(4) (s. 4.2.2.2) geschilderten Zusammenhénge plausibel. An den gemessenen PEP- und
Pyruvat-Gehalten ist bemerkenswert, da3 sich das Verhéltnis von PEP zu Pyruvat in
Blittern von cuel-6/PPDK nicht signifikant vom Verhéltnis im Wildtyp unterschied
(s. 3.5.4), obwohl angenommen werden kann, daB3 das Pyruvat-PEP-Gleichgewicht im
Plastiden von cuel-6/PPDK weit auf der Seite von PEP liegt, da die PPDK eine unter
physiologischen Bedingungen irreversible Reaktion katalysiert (Hatch und Slack, 1968).
Obwohl zwischen cuel-6/PPDK-Blittern und Blittern des Wildtyps keine signifikanten
Unterschiede der Aktivitdten der zytosolischen und plastiddren Pyruvat-Kinase (PK)
gefunden wurden, die an den pH-Optima der zytosolischen und plastidiren Isoform
gemessen wurden, konnte der Flul durch die plastiddre PK in cuel-6/PPDK trotzdem
erhoht sein. Dadurch konnte einen Teil des durch die PPDK gebildeten PEP und ADP - das
iiber die NTP-Kinase aus AMP, dem Produkt der PPDK-Reaktion bereitgestellt wiirde - in
Pyruvat und ATP zuriickfiihren. Unter diesen Voraussetzungen wére der ATP-Bedarf im
Stroma nicht héher als im Wildtyp, da die antagonistischen Reaktionen der PPDK und PK
lediglich die Substrate des jeweils anderen Enzyms regenerierten. Da jedoch mit groB3er
Sicherheit davon ausgegangen werden kann, dall sowohl die ATP-Produktion als auch der
—Bedarf in den cuel-6/PPDK-Transformanden gegeniiber dem Wildtyp und den cuel-6-
Mutanten erhdht sind, scheint dieser ping-pong-Umsatz von Substraten in vivo nicht ganz
vollstdndig abzulaufen; unter Umstdnden konnte die Bildung von ADP aus AMP im
Chloroplasten fiir dieses Szenario limitierend sein. Es ist allerdings noch keine pflanzliche
NTP-Kinase biochemisch charakterisiert worden, so dal3 errechnet werden konnte, ob die
NTP-Kinase-Aktivitdt limitierend fiir die zuvor dargestellten Riickfithrung von PEP in
Pyruvat iiber die PK sein konnte.

Aus diesen Uberlegungen folgt, daB sich zumindest ein Teil des Pyruvats in einem anderen
Zellkompartiment als dem Plastiden anstaut und daf dort die Gleichgewichtslage zwischen
Pyruvat und PEP zugunsten von Pyruvat verschoben sein mufl. Die Akkumulation von
Pyruvat im Zytosol ist denkbar, allerdings kommuniziert der zytosolische Pyruvat-pool
iiber einen Transporter mit dem plastiddren Pyruvat-pool (Proudlove und Thurman, 1981),
so daB riickwirkend auch die Pyruvat-Menge im Stroma ansteigen wiirde. Da keine
subzelluldren Gehalte von Pyruvat und PEP bestimmt worden sind, kann iiber die

rdumliche Verteilung von Pyruvat und PEP nur spekuliert werden.
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4.2.2.4. Verinderungen von ausgesuchten Enzymaktivititen des

Primiérstoffwechsels in cuel-6/PPDK

Die Verdnderung einer Enzymaktivitdt zieht nur dann eine Verdnderung der
Stoffwechselfliisse entlang von Substratketten nach sich, wenn die entsprechende
Enzymaktivitit limitierend fiir den SubstratfluB3 durch diese Kette war oder wird.

Die Akkumulation von Pyruvat und PEP bzw. die in cuel/-6/PPDK eingebrachte PPDK-
Aktivitdt beeinflussen tatsdchlich die Aktivititen einiger anderer Enzyme des
Primérstoffwechsels (s. 3.5.7). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dal die
Aktivitit der NADP-GAPDH, der NADP-MDH und des NADP-ME negativ mit der
Aktivitat der Flaveria trinervia-PPDK in verschiedenen cue/-6/PPDK-Linien korrelierten.
Eine Verringerung der Aktivitit des NADP-ME konnte auch bei der Uberexpression von
C4-Typ-PPDK in Arabidopsis-Wildtypen beobachtet werden (diese Arbeit, 3.5.7; Ishimaru
et al., 1997); der Einflul der C4-PPDK-Aktivitit auf NADP-GAPDH und NADP-MDH ist
in transgenen Tabak- (Sheriff et al., 1998), Kartoffel- (Ishimaru et al., 1997) und
Arabidopsis-Pflanzen (Ishimaru et al., 1998), die PPDK iiberexprimieren, nicht untersucht
worden.

Die Aktivititen der NADP-MDH und des NADP-ME sind auch in cue/-Mutanten
erniedrigt (s. 4.1.4). Die Bildung von Pyruvat konnte in cuel-6/PPDK durch die
Verringerung der Aktivititen von NADP-MDH und NADP-ME zugunsten von Malat
vermindert sein, um einer weiteren Produktion von PEP aus Pyruvat entgegenzuwirken
und die damit verbundene Notwendigkeit ATP zu verbrauchen zu umgehen. Obwohl sich
die relativen Gehalte von PEP, Pyruvat und Malat zueinander in cuel-6/PPDK zu Beginn
der Lichtperiode nicht signifikant von denen des Wildtyps unterscheiden, konnte eine
Verschiebung des Gleichgewichtes zwischen PEP, Pyruvat und Malat in Kartoffelpflanzen
beobachtet werden, die eine Mais-C4-PPDK iiberexprimieren (Ishimaru et al. 1998): in den
PPDK-iiberexprimierenden Kartoffelpflanzen wurden hohere Malat-Gehalte und ein
zugunsten von PEP verschobenes Pyruvat-PEP-Gleichgewicht gefunden. Es ist moglich,
daB diese Verschiebungen der Metabolitkonzentrationen aufgrund von verdnderten
Stoffwechselfliissen im cuel-6-Hintergrund im Vergleich zum Wildtyp nicht deutlich
werden.

Die Verringerung der NADP-GAPDH-AKktivitit in cuel/-6/PPDK im Vergleich zum
Wildtyp 146t sich physiologisch nicht direkt ersehen. Die Aktivitit der
Phosphoglyceratkinase, die der NADP-GAPDH im Calvin-Zyklus vorgeschaltet ist, wird
iiber das 3-PGA-ATP-Verhiltnis reguliert (Bassham und Krause, 1969; Leegood, 1990),
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das in cuel-6/PPDK-Blittern gegeniiber Wildtyp-Blittern stark in Richtung 3-PGA
verschoben ist, was eine allosterische Inaktivierung der PGK zur Folge hétte (Bassham und
Krause, 1969; Leegood, 1990). Obwohl die Aktivitit der plastidiren NADP-GAPDH nicht
iiber Metabolite reguliert ist, konnte eine Inhibition der PGK-Aktivitit auch die NADP-
GAPDH-AKktivitéit negativ beeinflussen, da die Edukte und Produkte der PGK- und NADP-
GAPDH-Reaktion sich fast im thermodynamischen Gleichgewicht befinden (Dietz und
Heber, 1984 und 1986).

4.2.2.5. Der EinfluB der PPDK-Uberexpression auf den Kohlenhydratstoff-
wechsel in Blittern von cuel-6/PPDK- und cuel-6/PPT-Pflanzen

Die Storung des plastiddren Stoffwechsels durch die konstitutiv aktive PPDK schlégt sich
auch im Saccharose- und Stiarkemetabolismus der cuel-6/PPDK-Pflanzen nieder. Wéhrend
die in cuel-6 gefundenen Verdnderungen des Saccharose- und Starkemetabolismus durch
die Expression des Blumenkohl-PPTs auf Wildtypwerte revertiert werden konnten, blieb
die Akkumulation von Saccharose und Stirke wahrend der Lichtperiode in cuel-6/PPDK
im Vergleich zum Wildtyp fast um den gleichen Anteil verringert wie in den cuel-6-
Mutanten (s. 3.5.2). Es ist durchaus denkbar, dal} die Starkeakkumulation in cuel-6/PPDK
durch die Konkurrenz der neu eingebrachten PPDK mit der in die Stirkebiosynthese
eingebunden AGPase (Smith et al., 1997) um ATP geschmailert wird. Die Gehalte an
Hexosen und Hexosephosphaten sind aber in cuel/-6/PPDK wie auch in cuel-6/PPT
gegeniiber dem Wildtyp unverdndert (s. 3.5.2 und 3.5.4). In Kartoffelknollen und Mais-
Samen mit verminderter Aktivitit des Adenylat-Translokators (AATP) ist die AGPase-
Aktivitdt durch mangelnde ATP-Versorgung limitiert (Tjaden et al., 1998; Shannon et al.,
1996). Im Gegensatz zu den Beobachtungen an cuel-6/PPDK-Blittern waren die Gehalte
an freien Hexosen und Saccharose sowohl im Mais-Endosperm (Shannon et al., 1996) als
auch in Kartoffelknollen um das Zwei- bis Dreifache erhoht. Auch in A. thaliana stfl-
Mutanten, denen die plastiddre Phosphoglukomutase fehlt, konnte eine Akkumulation von
freien Zuckern und Hexosephosphaten beobachtet werden (Kofler et al., 2000). Es kann
daher ausgeschlossen werden, dafl die Verminderung der Stdrkebiosynthese in

cuel-6/PPDK alleine durch einen Mangel von ATP ausgeldst wird.
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4.2.2.6. Verinderungen des Aminosiaurestoffwechsels in cuel-6/PPDK- und

cuel-6/PPT-Komplementanden

In 4.1.4 wurde aufgezeigt, daB3 die im Vergleich zum Wildtyp um 50% geringeren Gehalte
an Phenylalanin den Fluf3 durch den Shikimatweg und den Phenylpropanstoffwechsel in
cuel-Mutanten limitieren konnten. Wéhrend die Phenylalaningehalte in cuel-6/PPDK
gegeniiber dem Wildtyp nur noch um 20% reduziert sind, waren die Phenylalaningehalte in
cuel-6/PPT dhnlich wie im Wildtyp (s. 3.5.5). Die wiederhergestellte Bereitstellung von
PEP im Plastiden stellt beiden Fillen den Schliisselschritt fiir die Erhohung der
Phenylalanin-Gehalte in den Komplementanden gegeniiber den cuel-6-Mutanten dar.
Interessanterweise sind die Gehalte der beiden anderen aromatischen Aminosduren,
Tryptophan und Tyrosin, in den komplementierten cuel/-Mutanten nicht gegeniiber dem
Wildtyp erhoht wie in den cuel-Mutanten, sondern tendentiell verringert (s. 3.5.5). Die
Auswirkungen der PPDK- und PPT-Uberexpression auf den aus Phenylalanin abgeleiteten
Phenylpropanstoffwechsel in den cue/-Mutanten werden in 4.2.3 behandelt.

In cuel-6/PPDK-Pflanzen, nicht aber in cuel-6/PPT-Pflanzen, konnte aulerdem wihrend
der Lichtperiode eine Verminderung der Gehalte verzweigtkettiger Aminosduren der
Pyruvat-Familie und Aminosiuren der Aspartat-Familie um 30% bis 40% gegeniiber dem
Wildtyp beobachtet werden (s. 3.5.5). Die Regulation der Biosynthese dieser Aminosduren
ist auf Transkriptionsebene (Wang und Larkins, 2001) und auf allosterischem Wege
(Galili, 1995) eng miteinander verwoben (s. 1.5.3), wobei Pyruvat in die Biosynthese von
Lysin, Isoleucin, Valin und Leucin an verschiedenen Stellen des verzweigten Pfades
eingeht (Bonner und Jensen, 1997; Galili, 1995) und somit einen Schliisselbaustein
darstellt, dessen Fehlen iiber mehrere Riickkopplungsregulationsmechanismen (Bonner
und Jensen, 1997; Galili, 1995) die Syntheseraten von Aminosduren beider Familien
beeintrachtigen kann. Die Kontrolle auf die von der Aspartat-Kinase (AK) katalysierte
gemeinsame Eingangsreaktion fiir die Biosynthese der Aminosduren der Aspartat-Familie
ist in A. thaliana durch die Existenz einer Riickkopplungs-insensitiven AK-Isoform
gelockert (Frankard et al., 1997; Heremans und Jacobs, 1994), so daf} die Biosynthese von
Aminosduren der Aspartat- und Pyruvat-Familie auf niedrigem Niveau aufrecht erhalten
werden kann, wenn z.B. die Threonin-sensitiven AK/HSDH-Tandemenzyme bei einem
Pyruvatmangel und einer dadurch verminderten Synthese des Threonin-Antagonisten
Lysin allosterisch inhibiert sind. Durch die bereits angesprochene konstitutive Aktivitdt der
PPDK in cuel-6/PPDK wird nicht nur die Verteilung von ATP und die

Photosyntheseleistung beeintrachtigt (s.0.), sondern auch das im Plastiden befindliche
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Pyruvat statt in die Aminosdurebiosynthese in PEP geleitet. In cuel-6/PPDK konnte zwar
auch eine Akkumulation von Pyruvat beobachtet werden, diese kann aufgrund der
Gleichgewichtslage der PPDK-Reaktion (s.0.) aber nicht im Stroma auftreten, wo die
Biosynthese verzweigtkettiger Aminosduren und Aminosduren der Aspartat-Familie
stattfindet (Kaneko et al., 1990; Frisch et al., 1991; Weisemann und Matthews, 1993;
Ghislain et al., 1994; Muehlbauer et al., 1995; Samach et al., 1991; Sathasivan et al.,
1990). Es ist wahrscheinlich, dal ein Mangel an Pyruvat im Stroma von cuel-6/PPDK-
Mesophyllzellen die Ursache fiir die im Vergleich zum Wildtyp geringeren Gehalte an
Aminosduren der Pyruvat- und Aspartat-Familie ist. Diese Annahme wird dadurch
untermauert, dafll die Gehalte an Alanin, das sich direkt 1iiber eine
Transaminierungsreaktion von Pyruvat ableitet, in Blittern von cuel-6/PPDK gegeniiber
dem Wildtyp um 20% verringert waren (s. 3.5.5). Auch in den Blattproben der cuel-
Mutanten korrelierten geringere Pyruvat-Gehalte stets mit verringerten Gehalten an Alanin
und Aminosduren der Aspartat- und Pyruvat-Familie (s. 3.5.5). Daten tiber die Gehalte von
verzweigtkettigen und aromatischen Aminosduren in PPDK-iiberexprimierenden Cs-
Pflanzen sind bislang nur von Tabakpflanzen bekannt, die die PPDK aus der CAM-Pflanze
Mesembryanthemum cristallinum unter der Kontrolle CaMV35S-Promotors exprimieren
(Sheriff et al., 1998). Die in der Arbeit von Sheriff et al. (1998) gefundenen Unterschiede
zwischen den Gehalten der relevanten Aminoséduren in Bléittern, Samen und Wurzel waren
jedoch gering, uneinheitlich innerhalb der verzweigtkettigen bzw. aromatischen

Aminosduren und statistisch unsicher.

4.2.2.7. Ist die Subkompartimentierung in cuel-6/PPDK-Chloroplasten

veriandert?

Eine weiterer interessanter experimenteller Befund schlie3t an die von Streatfield et al.
(1999) beobachteten Verdnderungen von cuel-Mesophyllchloroplasten an. Cuel-
Mesophyllchloroplasten sind viel kleiner gegeniiber Mesophyllichloroplasten der
Kontrollen, wéahrend sich die Biindelscheidenchloroplasten von cuel/-Mutanten und den
Blattern der Kontrollen nicht erkennbar unterscheiden (Streatfield et al. 1999). Tatsdchlich
wurden die von Li et al. (1995) durch Elektronenmikroskopie gewonnenen Ergebnisse iiber
die Chloroplastenmorphologie bei der Bestimmung der Raumgrdéfen plastidérer
Subkompartimente reflektiert (s. 3.4.2). Gesamtchloroplastenpriparationen aus cuel-6

weisen pro mg Chl das 1,6-fache Volumen auf wie Wildtyp-Chloroplasten. Dies kann
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durch die riickstindige Entwicklung der cuel-6-Mesophyllplastiden und deren geringeren
Chlorophyllanteil erkldrt werden.

Der errechnete Stromaraum von cuel-6/PPDK-Plastiden liegt signifikant iiber denen von
cuel-6- und Wildtyp-Plastidenprdparationen, wobei das Verhiltnis von
Chloroplastenvolumen zum Chlorophyllgehalt dhnlich hoch ist wie in cuel-6-Plastiden
(s. 3.4.2). Dieser Befund konnte derart interpretiert werden, da3 cuel-6/PPDK-Plastiden
weniger Grana aufweisen als cuel-6-Plastiden und somit eine weiteres Indiz fiir einen
geringeren FluB3 von Elektronen durch Photosystem II in cuel-6/PPDK bereithalten, da
Photosystem II vornehmlich in den Grana-Thylakoiden lokalisiert ist (Andersson et al.,
1985; Greene et al., 1988a; Greene et al., 1988b). Um diese Hypothese zu erhérten, wiren
elektronenmikroskopische Studien der cuel-6/PPDK-Plastiden notwendig, die in naher

Zukunft in Angriff genommen werden.

4.2.3. Der Phenylpropanstoffwechsel der komplementierten cuel-Mutanten

Die Einschrinkung des Shikimatweges und der nachgeschalteten Biosynthesewege, wie
z.B. des Phenylpropanweges, wurde als die Hauptursache fiir die Entstehung des
retikulierten Blattphdnotyps in den cuel/-Mutanten angesehen, da die Bereitstellung von
aromatischen Aminosiuren hinreichend war um den Blattphidnotyp zu kurieren (Streatfield
et al., 1999). Es stellte sich daher die Frage, ob auch schon die Re-Etablierung der PEP-
Versorgung der Plastiden ausreichen wiirde, um zumindest den retikulierten Phinotyp der
cuel-Mutanten zu kurieren. Wie schon unter 3.1.2 und 3.1.1 dargestellt, konnte der
retikulierte Blattphénotyp der cuel-Mutanten durch die Uberexpression eines heterologen
PPT aus Blumenkohl und der Flaveria trinervia-C4-Typ-PPDK aufgehoben werden. In
cuel-6/PPDK und cuel-6/PPT konnten dariiberhinaus auch die Eigenschaften des cuel-
Sekundiarmetabolismus positiv beeinfluflt werden.

Schon bei der diinnschichtchromatographischen Auftrennung methanolischer Blattextrakte
der verschiedenen Linien wurde deutlich, dall in cuel-6/PPDK-Pflanzen alle durch
Sekundéarfluoreszenz detektierbaren Substanzen vorhanden sind, die sich auch im Wildtyp
befanden, wiahrend in cuel-Mutanten vier fluoreszierende Banden weniger als im Wildtyp
nachgewiesen werden konnten (s. 3.6.3). Dariiberhinaus fand sich in cuel-6/PPDK ein
Flavonol-Derivat, daB3 im Wildtyp nicht zu finden war (s. 3.6.3). Die Gesamtgehalte an
UV-Schutzsubstanzen korrelierten zwar mit der Aktivitit der PPDK in cuel-6/PPDK,

waren aber immer noch um 30% gegeniiber dem Wildtyp verringert (s. 3.6.3 und 3.6.1).
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Dennoch konnten die Gesamtgehalte an UV-Schutzsubstanzen im Vergleich zur cuel-6-
Mutante in cuel-6/PPDK um 40% gesteigert werden.

Bei der genaueren Betrachtung des Profils an UV-Schutzsubstanzen in cuel-6/PPDK fallt
auf, daBl die Hauptkomponente, ein hydroxyliertes Flavon, in Blittern von cuel-6/PPDK
zugunsten einiger geringer konzentrierter Substanzen im Vergleich zum Wildtyp
abgereichert ist (s. 3.6.3). Daraus folgt, daBl der Flul in UV-Schutzsubstanzen in
cuel-6/PPDK gegeniiber den cuel-6-Mutanten stimuliert ist, die produzierten Substanzen
aber keinesfalls dem Muster im Wildtyp gleichkommen. Noch deutlicher ist dies anhand
des Einbaus von markiertem CO, in die untersuchten UV-Schutzsubstanzen festzustellen
(s. 3.6.3). Die Fliisse in vier der acht in cuel-6/PPDK markierten Sekunddrmetabolite
waren im Wildtyp nicht nachzuweisen, die Fliisse in drei der restlichen vier Substanzen
waren in cuel-6/PPDK hoher als im Wildtyp (s. 3.6.3), obwohl die absoluten Gehalte aller
dieser Metabolite geringer waren als im Wildtyp. Eine mogliche Erklarung fiir diesen
Befund wire, dal3 die CO,-Assimilation von cuel-6/PPDK-Pflanzen unter ambientem CO,
limitierend ist und unter Hoch-CO,-Bedingungen, die bei den Markierungsexperimenten
eingesetzt wurden, iiberoptimal verlduft. Tatsdchlich war die CO,-Einbaurate in
cuel-6/PPDK unter Hoch-CO; auch in anderen Experimenten doppelt so grofl wie im
Wildtyp (s. 3.5.1). Diese Vermutung konnte leicht durch die Anzucht von cuel-6/PPDK
und Kontrollen unter Hoch-CO, bestitigt werden. Auch wenn man den Kohlenstoffeinbau
in UV-Schutzsubstanzen um den potentiell hoheren Gesamteinbau in cuel/-6/PPDK-
Bléttern korrigiert, so ist der Einbau in jene drei Sekundidrmetabolite, die einen erh6hten
Einbau im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen, immer noch mindestens genauso grof3 wie
im Wildtyp. Dies stellt immer noch eine Steigerung gegeniiber den cuel-Mutanten dar. Die
Induktion des Shikimat- und Phenylpropanweges in cuel-6/PPDK gegeniiber den cuel-6-
Mutanten und dem Wildtyp wird durch die Ergebnisse der Transkriptomanalyse
unterstrichen (s. 3.7). In cuel-6/PPDK sind die EPSP-Synthase und die Tryptophan-
Synthase transkriptionell gegeniiber dem Wildtyp induziert, gegeniiber den cuel-6-
Mutanten auch die Prephenat-Dehydrogenase. EPSP-Synthase und Prephenat-
Dehydrogenase sind beide in den Shikimatweg involviert (Hermann, 1995; Schmid und
Amrhein, 1995), der aromatische Aminosduren wie Phenylalanin bereitstellt, das in den
cuel-Mutanten als limitierend fiir den Sekundérstoffwechsel angesehen wurde (s. 4.1.4
und 4.1.5). Eine transkriptionelle Induktion von Genen des Phenylpropanstoffwechsels in
cuel-6/PPDK gegeniiber dem Wildtyp konnte allerdings nicht gezeigt werden. Dies wére

aufgrund des erhohten Flusses in Flavonoide zu erwarten gewesen.
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Die (ektopische) Bildung bestimmter Phenylpropane und Zimtsdurederivate in
cuel-6/PPDK und cuel-6/PPT konnte besonders eindrucksvoll anhand der
Infloreszenzquerschnitte von Wildtyp-, cuel-6-, cuel-6/PPDK- und cuel-6/PPT-
Infloreszenzen demonstriert werden (s. 3.6.4). Wahrend in Querschnitten von cuel-6-
Infloreszenzen nur in wenigen Cortex-Zellen Phenylpropane iiber ihre
Naturstoffreagenz A-induzierte Sekundérfluoreszenz nachgewiesen werden konnten, war
die Vielfalt der Sekundirfluoreszenzen und die histologische Verteilung in
Infloreszenzquerschnitten von cuel-6/PPDK und cuel-6/PPT breiter als im Wildtyp (s.
3.6.4). In diesem Zusammenhang sollte beriicksichtigt werden, daf3 sich beide Linien im
cuel-6-Hintergrund befinden, dessen Phytochrom-abhéngige Antworten beeintrachtigt
sind (Li et al.,, 1995), worunter auch die Akkumulation von Phenylpropanen wie
Anthocyanen fillt (s. 4.1.5). Die fiir die Anthocyanakkumulation notwendige
Chalkonsynthase ist transkriptionell durch viele verschiedene Stimuli induzierbar, auller
durch UV- (Fuglevand et al., 1996; Lin et al., 1996) und Blau- (Fuglevand et al., 1996)
auch durch Rotlicht (Barnes et al., 1996; Chory und Peto, 1990). AuBlerdem wird die
Bedeutung des Phytochrom-Signalweges fiir die Akkumulation von Anthocyanen anhand
von Mutanten (s. 4.1.5) des Phytochrom-Signalweges deutlich (Mustilli et al., 1999; Chory
und Peto, 1990; Castle und Meinke, 1994; Yanofsky et al., 2000). Die Akkumulation von
Anthocyanen und Blattkohlenhydraten durch Staunidsse konnte aber sowohl in
cuel-6/PPDK als auch in cuel-6/PPT wiederhergestellt werden (s. 3.6.5). Es ist daher
verwunderlich, daf} die Anthocyanakkumulation in cuel-6/PPDK wiederhergestellt werden
konnte, wenn das von der Plastidenentwicklung ausgehende und somit fiir die
Anthocyanakkumulation nétige Signal von einem funktionalen AtPPT1 ausgehen sollte.
Cuel-6/PPDK-Pflanzen enthalten nach wie vor keinen funktionalen AtPPT1, was auch
anhand der reduzierten PEP-Transportaktivitit in rekonstituierten Liposomen ersehen
werden kann, die in cuel-6/PPDK gegeniiber dem Wildtyp in gleichem Mafle wie in
cuel-6 vermindert ist (s. 3.1.1). Das die Plastidenentwicklung anzeigende Signal muf3

daher PEP selber oder — viel wahrscheinlicher — ein von PEP abgeleiteter Metabolit sein.
4.3. Eingrenzung moglicher Ursachen des retikulierten cuel-Blattphinotyps

4.3.1. Die Rolle der Chloroplastenentwicklung fiir die Entwicklung des Blattes

Aus zahlreichen dikotylen C;-Pflanzen sind Mutanten und transgene Pflanzen bekannt, bei

denen sich die leitbiindelnahen Bereiche und das restliche Mesophyll der Lamina
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phénotypisch unterscheiden. Dabei gibt es sowohl Pflanzen bei denen wie in den cuel-
Mutanten die leitbiindelnahen Bereiche dem Wildtyp dhneln und der Rest der Blattspreite
chlorotisch und abnorm erscheint (Kinsman und Pyke, 1998; Tamagnone et al., 1998a;
Redei und Hirono, 1964) , als auch solche bei denen es sich umgekehrt verhélt (Harrison et
al., 1998; Hofgen et al., 1994; Papenbrock et al., 2000). In einer weiteren Gruppe ist die
Chloroplastenentwicklung und die De-Etiolierung vollkommen blockiert (Chatterjee et al.,
1996; Scolnik et al., 1987; Borner und Hess, 1993; Walbot und Coe, 1979; Keddie et al.,
1996; Harpster et al., 1984; Stitt und Schulze, 1994; Reiter et al., 1994; Henningsen et al.,
1993), wobei den betroffenen Genen eine Rolle bei der frithen Plastidenentwicklung
zugeschrieben wurde, da die Chloroplastenentwicklung in diesen Mutanten auf der Stufe
der Proplastiden zum Erliegen kommt (z.B. Chatterjee et al., 1996; Keddie et al., 1996;
Walbot und Coe, 1979; Scolnik et al., 1987). Tatsichlich sind in Mutanten bei denen die
Ergriinung komplett blockiert ist Gene mit sehr grundlegenden Funktionen betroffen. In
den Gerste (Hordeum vulgare) albostrians-Mutanten (Borner und Hess, 1993), und den
Mais (Zea mays) iojap (ij)-Mutanten (Walbot und Coe, 1979; Han et al., 1992) sind die
plastidiren Ribosomen unfunktional, in den Tomate (Solanum lycopersicon) ghost-
Mutanten (Scolnik et al., 1987) und albino-Mutanten von Mais (Harpster et al., 1984) ist
die Carotenoid-Biosynthese kompromittiert und in Léwenmaulchen (Antirrhinum majus)
dag-Mutanten (Chatterjee et al., 1996) und Tomate dc/-Mutanten (Keddie et al., 1996) sind
plastomkodierte Komponenten des Signalweges zwischen Plastid und Kern betroffen, die
nur bei der Differenzierung von Proplastiden in Chloroplasten benétigt werden und bei der
Differenzierung in Amyloplasten oder Chromoplasten unwichtig sind (Mullet, 1993; Deng
und Gruissem, 1987; Deng und Gruissem, 1988). Die Blockade der Plastidenentwicklung
in den cuel-Mutanten findet zu einer spiateren Phase der Ontogenese statt, da cuel-
Plastiden immerhin Thylakoide ausbilden (Li et al., 1995). Interessanterweise gibt es
geniigend Pflanzen mit eingeschrinkten oder defekten Genfunktionen in der
Chlorophyllbiosynthese (Hudson, 1993; Papenbrock et al., 2000; Mochizuki et al., 2001;
Moiller et al., 2001), der Carotenoidbiosynthese (Mochizuki et al., 2001), im plastidiren
Proteinimportapparat (Voelker und Barkan, 1995; Gutensohn, 1999) und in der
Kommunikation zwischen Plastom und Kern (Mochizuki et al., 2001), deren
Chloroplastenentwicklung wie in den cuel/-Mutanten zu einem spiteren Zeitpunkt der
Ontogenese zum Erliegen kommt. In jenen Mutanten sind Genfunktionen derselben
Signal- oder Stoffwechselwege betroffen wie bei denen, in denen die

Chloroplastenentwicklung auf der Stufe der Proplastiden blockiert ist (Chatterjee et al.,
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1996; Keddie et al., 1996; Walbot und Coe, 1979; Scolnik et al., 1987). Es scheint also
Schliisselfunktionen innerhalb der verschiedenen Stoffwechsel- und Signalwege der sich
entwickelnden Chloroplasten zu geben, mit denen die Plastiden ihren Entwicklungsstatus
an den Kern weitergeben. Offenbar existieren in den verschiedenen Stoffwechselwegen
dariiberhinaus redundante Kontrollpunkte, die in unterschiedlichen Entwicklungsstadien

von Bedeutung sind.

Die Abhéngigkeit der Blattmorphogenese von der Plastidenentwicklung ist spezifisch fiir
Dikotyledonen, wihrend dhnliche Beeintrachtigungen in Mutanten von Monokotyledonen
wie Mais (Coe et al., 1988) und Gerste (Borner und Hess, 1993) keinen Einfluf3 auf die
Ausbildung der Blattmorphologie haben. In Monokotyledonen ist die Bedeutung von Licht
fiir die Entwicklung des Blattes weitaus weniger bedeutend als in Dikotyledonen (Vince-
Prue und Tucker, 1983; van Volkenburgh et al., 1985). Dagegen weisen die meisten
Mutanten von Dikotyledonen mit einer gestorten Chloroplastenentwicklung auch
verdnderte Sensitivitdt auf Phytochrom-Signale auf (Castle und Meinke, 1994; Mustilli et
al., 1999; Magiller et al., 2001; Mochizuki et al., 2001; Vinti et al., 2000; Susek und Chory,
1992), darunter auch die cuel/-Mutanten (Li et al., 1995). Nichtsdestotrotz sind auch
Mutanten aus Monokotyledonen wie Mais bekannt, die spezifisch die Ausbildung eines
Zelltyps blockieren (Langdale und Kidner, 1994; Roth et al., 1996), z.B. bsdl und bsd?2,
die die Bildung der Biindelscheide storen.

4.3.2. Mogliche Ursachen des cuel-Phinotyps

Das Leitbiindel samt benachbartem Assimilationsparenchym und das Mesophyll werden
bei der Blattmorphogenese einer Dikotyledonen von verschiedenen unabhéngigen
Zellinien des Blattprimordiums gebildet (Poethig, 1989). Auch wahrend des weiteren
Wachstums des Blattes behalten die leitblindelnahen Zellen des Assimilationsparenchyms
und die Mesophyllzellen unterschiedliche physiologische (Williams, 1989; Franceschi und
Giaquinta, 1983a und b) und morphogenetische (Kinsman und Pyke, 1996) Eigenschaften.
In C;-Pflanzen stellen die leitbiindelnahen Mesophyllzellen eine physiologische
Stiarkescheide dar, in der mehr Stirke gebildet wird als in den benachbarten
Mesophyllzellen (Williams, 1989; Franceschi und Giaquinta, 1983a und b; Miiller-Rober
et al., 1994) — dies ist auch in Bléttern von 4. thaliana zu beobachten (Knappe,

unverdffentlicht). Es ist diskutiert worden, daB3 die leitbiindelnahen Mesophyllzellen als
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Umschlag- und Knotenpunkt fiir die Beladung des Phloems mit Assimilaten aus dem
Mesophyll dienen (Franceschi und Giaquinta, 1983a und b).

In den cuel-Mutanten ist die Morphologie des gesamten Blattes verdandert, wobei lediglich
die Intercostalfelder einen sichtbaren Phianotyp aufzeigen, der sich von Wildtyp-Blittern
unterscheidet (Li et al., 1995). Aus den von Streatfield et al. (1999) und den im Rahmen
dieser Arbeit erhaltenen Daten kann klar abgeleitet werden, dall die unzureichende
Bereitstellung von Phenylalanin als einem Produkt des Shikimatweges durch eine
mangelnde Versorgung des Stromas mit PEP fiir das Entstehen des retikulierten
Blattphénotyps verantwortlich ist. Sowohl die Fiitterung mit aromatischen Aminosaduren
(Streatfield et al., 1999) als auch die Bereitstellung von PEP im Stroma der Chloroplasten
(4.2.2 und 4.2.3) waren in der Lage,den Phénotyp der cuel-Mutanten zu kurieren. PEP
steht dabei am Anfang der Substratkette des Shikimatweges, Phenylalanin am Ende. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten Indizien dafiir erarbeitet werden, dal die Gehalte
an Phenylalanin limitierend fiir den FluB} in weitere Stoffwechselwege sind (s. 4.1.4, 4.1.5,
4.2.2und 4.2.3).

Zwei von Phenylalanin abgeleiteten Metaboliten kann eine exponierte Rolle fiir die
Ausbildung des Phénotyps zugeschrieben werden. Plastochinon ist nicht nur wichtig als
Redoxakzeptor des PS II, sondern spielt auch eine Rolle als Elektronenakzeptor bei der
von der Phytoen-Desaturase katalysierten Reaktion bei der Biosynthese von Carotenoiden
(Norris et al., 1995). Von Streatfield et al. (1999) konnte errechnet werden, dal3 das
Verhéltnis von Qa zu freiem PQ in den cuel/-Mutanten gegeniiber den Kontrollpflanzen
erhoht war.

In Tabakpflanzen, in denen die Funktionalidt eines Myb-Transkriptionsfaktors durch die
Uberexpression von unspezifischen, heterologen Paralogen aus Antirrhinum majus
eingeschrinkt wurde,konnte ebenfalls ein retikulierter Blattphénotyp mit dunklen
leitbiindelnahen Bereichen und hellen Intercostalfeldern beobachtet werden (Tamagnone et
al., 1998a). Eine Analyse der Gehalte verschiedenster phenolischer Inhaltsstoffe zeigte,
daB die Lignifizierung und die Gehalte aller untersuchten Sekundidrmetabolite in den
Transformanden gegeniiber den Kontrollpflanzen dramatisch reduziert waren (Tamagnone
et al., 1998a), was vor allem auf die transkriptionelle Repression von Enzymen des
Phenylpropanstoffwechsels wie 4CL, C4H und CAD zuriickgefiihrt wurde (Tamagnone et
al., 1998a). In weiteren Studien von Tamagnone et al. (1998b) ergaben sich Hinweise, dal3
die in gleicher Weise wie in den cuel-Mutanten aberrante Blattmorphologie durch den

Mangel an Dehydrodiconiferylalkohol-Glykosiden (DCGs) ausgelost wird. DCGs sind in
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den Cytokinin-Signalweg eingebunden (Teutonico et al., 1991) und haben in
wachstumsfordernde Aktivitdt in Tabak (Binns et al., 1987; Lynn et al., 1987). Bei der
Auspriagung des cuel-Phidnotyps konnten auBler diesen beiden von Phenylalanin
abgeleiteten Metaboliten auch Polyamine von Bedeutung sein, denen eine Schutzfunktion
fir den Photosyntheseapparat (Subhan und Murphy, 2001) und eine Rolle bei der
Bliithinduktion (Applewhite et al., 2000) und der Internodienelongation von Arabidopsis-
Infloreszenzen (Hanzawa et al., 2000) zugeschrieben wird. Die Gehalte an Polyaminen
sind in cuel-1 um bis zu 75% bis 95% gegeniiber den Kontrollen verringert (s. 3.5.4), also
weitaus dramatischer als die Gehalte an Plastochinon oder den meisten untersuchten
Phenylpropanen. Es ist jedoch unklar, ob die in cuel-1 verringerten Polyamin-Gehalte
nicht nur eine Konsequenz anderer Beeintrachtigungen sind und in der Kausalitétskette bei
der Entstehung des Phianotyps nur eine nachgeordnete Funktion iibernehmen.

Ein Mangel an allen drei genannten Substanzen, Plastochinon, DCGs und Polyaminen,
kann fiir das Auftreten des cuel-Phinotyps in Betracht gezogen werden, zumal alle
Substanzen erst zu einem spiteren Zeitpunkt der Chloroplastengenese benotigt werden und
die Entwicklung der cuel-Chloroplasten auch erst in einem spateren Stadium blockiert ist
(Li et al., 1995; 4.3.1). Da die an cuel-Mutanten beobachteten physiologischen und
morphologischen Verdnderungen pleiotrop sind und die Photophosphorylierung (s. 4.1.3),
den Primdr- (s. 4.1.4) und den Sekundidrmetabolismus (s. 4.1.5), sowie die
Signaltransduktion (Li et al., 1995; 4.1.5) beeinflussen, ist der Ausfall weiterer wichtiger
(Sekundér-)Metabolite in cuel zu vermuten. Es fragt sich jedoch, warum nur die
Mesophyllzellen in cuel-Mutanten eine retardierte Chloroplastenentwicklung zeigen und
die leitblindelnahen Zellen nicht. Interessanterweise verhilt sich der an Tabakpflanzen mit
verminderter Transketolase-Aktivitdt zu beobachtende Blattphdnotyp genau umgekehrt
zum retikulierten Phanotyp von cuel-Bléttern, denn die Tabaktransformanden zeigen
chlorotische Leitbiindelbereiche und ein augenscheinlich intaktes Mesophyll (Henkes et
al., 2001). Uber die Transketolase wird wihrend der Lichtphase Ery4P bereitgestellt, das
gemeinsam mit PEP als Baustein in den ersten Syntheseschritt des Shikimatwegs eingeht
(Herrmann, 1995; Schmid und Amrhein, 1995). Die physiologischen Auswirkungen auf
den Primir-, aber v.a. auf den Sekundidrmetabolismus waren in den antisense-
Transketolase-Pflanzen viel dramatischer als in den cuel-Mutanten (Henkes et al., 2001):
die Gehalte aller aromatischen Aminosduren, die Chlorophyll-Gehalte, die Tocopherol-
Gehalte und die Gehalte der untersuchten Phenylpropane und Phenylpropan-Derivate

waren bei einer Reduktion der Transketolase-Aktivitdt von 75% gegeniiber dem Wildtyp
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drastisch reduziert (s. auch 4.1.5 und 4.1.4). Aufgrund dieser Unterschiede kann der in
cuel-Mutanten defekte AtPPT1 nicht nur metabolische Funktion besitzen. Es ist zu
vermuten, da3 ein von PEP abgeleiteter Sekundérmetabolit, der bei der Verringerung der
Transketolase-Aktivitdt nicht beeinflufit wird, zusammen mit anderen Metaboliten aus
anderen Stoffwechselwegen (Mgller et al., 2001; Provencher et al., 2001) den
Entwicklungsstatus des Plastiden an den Kern weitergibt.

Kenntnisse liber das Expressionsmuster des AtPPT1 im Blatt und die Verteilung der
untersuchten Primér- und Sekunddrmetabolite zwischen den leitbiindelnahen Zellen und
dem Mesophyll konnten weitere Aufschliisse iiber die zellspezifische Rolle des AtPPT1
geben, z.B. ist es denkbar, da3 das iiber den Shikimatweg bereitgestellte Signal nur in
bestimmten Zellen des Blattes vorhanden sein darf und die konstitutive Herunterregulation

der Transketolase zu unspezifisch ist, um ein solches Signal zu verdandern

4.3.3. Inwieweit konnen zelltypspezifische Effekte fiir das Auftreten des retikulierten

Blattphénotyps in den cuel-Mutanten verantwortlich sein?

Die Aktivitdt des AtPPT1-Promotors wurde anhand von Promotor-GUS-Fusionen
(Knappe, unverdffentlicht) untersucht. Verbliiffenderweise ist der Promotor des AtPPT1
ausschlieBlich in leitbiindelnahen Mesophyllzellen und im Leitgewebe selbst aktiv
(Knappe, unveroffentlicht), also genau in den Zellen, deren Entwicklung in den cuel-
Mutanten nicht beeintrdachtigt ist. Anhand des daraus abzuleitenden AtPPTI1-
Expressionsmusters miilte davon ausgegangen werden, dal die unter 4.3.2
angesprochenen fiir den Phéinotyp der cuel/-Mutanten verantwortlichen
Sekundirmetabolite gerade in den leitbiindelnahen phidnotypfreien Zellen von cuel-
Mutanten fehlen.

Die Entdeckung eines zweiten PPT, AtPPT2, im A. thaliana-Genom, durch dessen
konstitutive Uberexpression der cuel-Phinotyp kuriert werden kann, genau wie das fiir den
Blumenkohl-PPT (s. 3.1.1) und den AtPPT1 (Knappe, unveroffentlicht) der Fall ist,
verkompliziert die Situation. Durch Promotor-GUS-Fusionen (Knappe, unverdffentlicht)
konnte gezeigt werden, dafl der AtPPT2-Promotor in griinen Geweben ubiquitér und in der
Waurzel gar nicht aktiv ist. Bei einer entsprechenden ubiquitdren Expression des AtPPT2 in
Blittern wire zu erwarten, daBl der AtPPT2, dessen Transkription in cuel-Mutanten
unverédndert ist (Knappe, unverdffentlicht), die Rolle des AtPPT1 iibernehmen kann. Dies
ist aber offensichtlich nicht der Fall, obwohl eine PEP-Transportaktivitit in

rekonstituierten Liposomen aus cuel-6 gemessen werden kann, die auf die Prisenz des
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AtPPT2 zuriickgefiihrt werden muf3 (s. 3.1.1). Bislang sind noch keine Mutanten des
AtPPT2 gefunden worden.

Es wire denkbar, da3 aus dem Shikimatweg oder nachgeschalteten Stoffwechselwegen
abgeleitete Botenstoffe spezifisch im leitbiindelnahen Mesophyll produziert werden und
dann symplastisch im restlichen Blattgewebe verteilt werden, so dal} ein Gradient des
potentiellen Morphogens von den leitbiindelnahen Regionen zum restlichen Mesophyll
anliegen wiirde. Der Ausfall des AtPPTI1 hitte dann zur Folge, daB3 dieser Botenstoff
fehlen wiirde, der u.U. auch ausschlieflich fiir die Entwicklung der
Mesophyllchloroplasten benétigt werden konnte. Diese Hypothese wird zur Zeit durch die
Expression verschiedener PPTs und der Flaveria pringlei PPDK unter der Kontrolle
zelltypspezifischer Promotoren fiir das leitbiindelnahe Gewebe und das Mesophyll
iberpriift.

Eine weitere Hypothese beruht auf den hier vorgestellten Resultaten. Es konnte gezeigt
werden, dall sowohl die Aktivitdt der endogenen, plastidar lokalisierten PPDK in cuel-
Mutanten gegeniiber dem Wildtyp erhoht ist (s. 3.5.7) und daB3 die Gehalte an Pyruvat und
PEP in Pflanzen mit defekten AtPPT1 — dazu gehoren auch die cuel-6/PPDK
Komplementanden — wihrend der Dunkelperiode stark verringert sind (s. 3.5.4).
Beriicksichtigt man die Existenz einer physiologischen Stirkescheide um das Leitgewebe
in Blittern von A. thaliana (s. 4.3.2) liegt die Vermutung nahe, dal} die leitbiindelnahen
Mesophyllzellen aufgrund einer groferen Reserve transitorischer Stirke wihrend der
Dunkelperiode mehr glykolytisch aus der Stirkedissimilation gewonnenes Pyruvat {iber die
endogene PPDK in PEP und somit in den Shikimatweg leiten konnen und daher zumindest
wiéhrend der Dunkelperiode eine ausreichende Bereitstellung von PEP gewéhrleisten
konnen, die im chlorotischen restlichen Mesophyll aufgrund mangelnder Bildung von
Photoassimilaten wiahrend der Lichtperiode nicht gegeben ist. Diese Hypothese wird zur

Zeit durch die Kreuzung der cuel-Mutanten mit stiarkefreien Mutanten iiberpriift.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dall der retikulierte Blattphdnotyp der
in einem PPT-Gen defekten cuel/-Mutanten durch die konstitutive Expression der Flaveria
trinervia PPDK und die konstitutive Expression eines heterologen PPT aus Blumenkohl
aufgehoben werden kann. Die Transformanden wurden molekularbiologisch und iiber den
Nachweis der jeweiligen Enzymaktivititen charakterisiert. Dabei zeigte sich, dafl auch
rekonstituierte Liposomen mit Gesamtmembranprotein aus Bléttern von cuel-6-Mutanten
eine sehr geringe, aber deutlich vom Hintergrund zu unterscheidende PEP-
Transportaktivitit aufwiesen.

Mit den cuel-Mutanten und den komplementierten Linien wurde eine detaillierte
physiologische Analyse durchgefiihrt, die die Untersuchung von Wachstumseigenschaften,
ausgewdhlten Primédr- und Sekundidrmetaboliten, Photosyntheseparametern,
Enzymaktivitidten des Primdrmetabolismus, Kohlenstofffliissen und des Transkriptoms
einschlof3.

Es konnten klare Hinweise dafiir gefunden werden, dafl die Limitation des
Sekundérstoffwechsels in cuel auf eine mangelnde Versorgung des Chloroplastenstromas
mit PEP und die unzureichende Bereitstellung von Phenylalanin zustande kommt, die in
den komplementierten Linien nicht mehr zu beobachten waren. Die Gehalte der
aromatischen Aminosduren Tyrosin und Tryptophan und die Gehalte an Pyruvat und PEP
wihrend der Lichtperiode wurden in den cuel/-Mutanten entgegen den urspriinglichen
Erwartungen als unveridndert gegeniiber den Kontrollen bestimmt. In den cue/-Mutanten
konnte dagegen eine starke Verringerung der Pyruvat- und PEP-Gehalte wihrend der
Dunkelperiode gemessen werden, die gemeinsam mit der gegeniiber dem Wildtyp erhohten
PPDK-Aktivitit fiir eine partielle Kompensation des PPT-Defektes durch die Bildung von
PEP wihrend der Dunkelphase in Betracht gezogen werden kann. Die Einschrinkungen
der Photosyntheseleistung, der CO,-Einbaurate und des Saccharose- und
Starkemetabolismus um jeweils 30% konnten als Teil der pleiotropen Effekte der
riickstindigen Chloroplastenentwicklung in den cuel-Mutanten beschrieben werden. Die
Polyamingehalte in Bldttern der cuel/-Mutanten waren gegeniiber den Kontrollen
dramatisch verringert.

Bei der Untersuchung der in den cuel/-Mutanten produzierten UV-Schutzsubstanzen
konnten differenzierte Effekte auf die Synthese, Gehalte und histologische Lokalisierung

einzelner Substanzen aufgezeigt werden, von denen einige identifiziert werden konnten. Es
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zeigte sich, dal mindestens ein Zimtsdurederivat in der unteren Epidermis von cuel-1
fehlte. In cuel-6/PPDK- und cuel-6/PPT-Pflanzen konnte eine deutliche, wenn auch
unspezifische Erhohung an verschiedenen UV-Schutzsubstanzen beobachtet werden. Die
in cuel-Mutanten fehlende Fidhigkeit, Anthocyane unter anaerobem Strefl zu
akkumulieren, war in beiden Komplementanden wiederhergestellt. Aufgrund der
Anthocyanakkumulation in cuel-6/PPDK-Transformanden konnte das durch die Aktivitét
des PPT bereitgestellte, die Chloroplastenentwicklung vermittelnde Signal in einen
funktionalen Kontext mit dem fus6-Genprodukt gebracht werden. Die Ergebnisse der
Transkriptomanalyse untermauerten sowohl die auf den Sekundérstoffwechsel gefundenen
Effekte in den cuel-Mutanten als auch die Beobachtungen an den cuel-6/PPDK-

Komplementanden.

Es wurde beobachtet, daB durch die Uberexpression der Flaveria trinervia PPDK in
cuel-6/PPDK-Transformanden weitere Einschriankungen der Photosyntheseleistung, des
Calvin-Zyklus, der Stirke- und Saccharoseakkumulation erzeugt wurden, die klar auf die
konstitutive Aktivitdt des Transgens und den damit verbundenen Verbrauch an ATP
zuriickzufiihren waren. Uber die eingefiihrte PPDK wurde eine massive Akkumulation von
Pyruvat und PEP in Blittern von cuel-6/PPDK wihrend der Lichtperiode bewirkt. Die an
den cuel-6/PPDK beobachteten Verringerungen von NADP-GAPDH, NADP-MDH und
NADP-ME wurden als physiologische Malnahmen verstanden, mit denen dem Anstau von
Pyruvat und PEP begegnet wurde. Als weitere Konsequenz der PPDK-Uberexpression im
cuel-6-Hintergrund waren die Gehalte aller Aminosduren der Aspartat- und Pyruvat-
Familie in Blittern von cuel-6/PPDK gegeniiber dem Wildtyp verringert.

Mangelnde Gehalte an Plastochinon, Dehydrodiconiferylglykosiden und Polyaminen
werden als mogliche Ursachen fiir das Auftreten des retikulierten Phénotyps in den cuel-
Mutanten diskutiert und das Fehlen bzw. die verdnderte rdumliche Produktion eines von
PEP abgeleiteten Signalmetaboliten fiir die Ausbildung des retikulierten Blattphénotyps in
cuel in Erwiagung gezogen. Unter Einbeziehung neuester Erkenntnisse wird die Rolle des
PPT bei der Ausbildung des Phénotyps vor dem Hintergrund der Existenz eines zweiten
funktionalen PPT in A4. thaliana und der Aktivitat des AtPPT1-Promotors, die auf die in
den Mutanten unbeeintrdchtigten leitbiindelnahen Bereiche beschrinkt ist, kritisch

beleuchtet.
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2-PGA
3-PGA
4CH
4CL
6-PG

A
A
o

Azan

Abb.
ABRC

AcetylCoA
ADH

ADP
AGPase

AK
Ala
Amp
AMP
APS
AS
Arg
Asn
Asp
ATP
AtPPT1

2-Phosphoglycerinsiure
3-Phosphoglycerinsédure
Cinnamat-4-Hydroxylase
p-Coumaroyl-CoA-Ligase
Glukonséure-6-phosphat

Alanin, auch: Osterreich
Angstrom
Irrtumswahrscheinlichkeit
Absorption bei der
Wellenlange A
Abbildung

Arabidopsis Biological
Research Center
Acetyl-Coenzym A
Alkohol-Dehydrogenase
Adenosindiphosphat
ADP-Glukose-Pyrophos-
phorylase
Aspartat-Kinase

Alanin

Ampicillin
Adenosinmonophosphat
Ammoniumperoxodisulfat
Aminoséure

Arginin

Asparagin

Aspartat
Adenosintriphosphat
Arabidopsis thaliana
Phosphoenolpyruvat/
Phosphat-Translokator 1

Aufl.
AUS
BAC

Be-0
BoPPT

BSA
bsd

bzw.

C

°C
ca.

CAB

CAD

CAM

CaMV

cDNA

CGA

CH

Chl
CI

Auflage

Australien

bacterial artificial
chromosome

Bensheim
Blumenkohl-
Phosphoenolpyruvat/
Phosphat-Translokator
Basenpaare
Rinderserum-Albumin
bundle sheath defective
beziehungsweise
Cystein
Kohlenstoff-Isotop
Grad Celsius

zirka

chlorophyll a/b binding
protein
Cinnamylalkohol-
Dehydrogenase
crassulacean acid
metabolism
cauliflower mosaic virus
(= Blumenkohl-Mosaik-
Virus)

copyDNA
Chlorogensaure
Schweiz

Chlorophyll
Chloroform/
Isoamylalkohol
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CinnamoylCoA
Cinnamoyl-Coenzym A

Cit Citrullin

cm Zentimeter

cm’ Quadratzentimeter

Col-0 Columbia

cue chlorophyll a/b binding
protein underexpressed

Cys Cystein

d Tag(e)

D Asparaginsiure

DAHP 3-Desoxyarabinoheptulo-
sonat-7-phosphat

DC Diinnschicht-Chromato-
graphie

DCG Dehydrodiconiferyl-
Glykosid

dcl defective chloroplasts and
leaves

DEAE Diethylaminoethyl-

DEPC Diethylpyrocarbonat

detl deetiolated

ddNTP Didesoxyribonukleosid-
triphosphate

DMF Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

dNTP Desoxyribonukleosid-
triphosphate

dsDNA doppelstrangige
Desoxyribonukleinséure

DTT Dithiothreitol

AE Extinktionsédnderung

E Glutaminséure
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EDTA

EMS
Ery4P
EPSP

EST
et al.
EtOH
ETR
Fo

Fi, F»

Fa.
FBPase

Fd
ff.

Ethylendiamintetra-
essigsdure
Ethylmethylsulfonséure
Erythrose-4-phosphat
5¢-Enol-pyruvyl-shikimat-
3-phosphat

expressed sequence tag
und Andere

Ethanol
Elektronentransportrate
Phenylalanin
Chlorophyllgrundfluores-
zenz

erste und zweite Filial-
generation

Firma
Fruktose-1,6-bisphospha-
tase

Ferredoxin

die folgenden
Frischgewicht

maximale Chlorophyll-
fluoreszenz
Chlorophyllfluoreszenz im
Flieigleichgewicht
variable Chlorophyll-
fluoreszenz

Femtomol
Fruktose-1,6-bisphosphat
Fruktose-6-phosphat
fusca (lat.: violett)
Gramm

Vielfaches der Erdbe-

schleunigung
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GDC
Glk
GIKIP
Glk6P
Gln
Glu
Gly

GOGAT

GPT

HCO3
HEPES

His
HiS6

HPLC

Hrsg.
HSDH

Hyg

Glycin
Glycin-Dehydrogenase-
Komplex

Glukose
Glukosel-phosphat
Glukose-6-phosphat
Glutamin
Glutaminséure

Glycin

Gentamycin
Glutamat-2-Oxoglutarat-
Aminotransferase
Glukose-6-phosphat/
Phosphat-Translokator
Glutamin-Synthetase
genomes uncoupled
B-Glucuronidase
Stunde(n)

Histidin

Tritium

high chlorophyll
fluorescence
Hydrogencarbonat
N-2-Hydroxyethylpipera-
zin-N‘-2-ethansulfonséure
Histidin

Hexabhistidin

high pigment

high pressure liquid
chromatography
Herausgeber
Homoserin-Dehydro-
genase

Hygromycin

H,04
H044

IAA
i

Ile
IPTG

Kan

kb(p)
kDa

kV

mA
MalonylCoA
pCi
mCi

MCS

destilliertes Wasser
doppelt destilliertes
Wasser

Isoleucin
Indolessigsdure = Auxin
iojap

Isoleucin
Isopropyl-B-D-thiogalacto-
pyranosid

Lysin, auch: Kelvin
Kanamycin
Kilobasenpaare
Kilodalton
Michaelis-Menten-
Konstante

Kilovolt

Liter

Wellenldnge in nm
Leucin

long after far red

Leucin
Lichtsammelkomplex
(light harvesting complex)
Lysin

Meter

Methionin, auch: molar
Quadratmeter

erste und zweite Filialge-
neration einer Mutagenese
Milliampere
Malonyl-Coenzym A
Mikrocurie

Millicurie

multiple cloning site
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nE Mikroeinstein

MES 4-Morpholinoethan-
sulfonsdure

MeOH Methanol

Met Methionin

uF Mikrofarad

min Minute(n)

ug Mikrogramm

mg Milligramm

ul Mikroliter

ml Milliliter

pm Mikrometer

uM mikromolar

mm Millimeter

mM millimolar

mm’ Quadratmillimeter

umol Mikromol

MOPS (3-N-Morpholin)propan-
sulfonsdure

mRNA messenger-Ribonuklein-
sdure

mU Milliunits

N Asparagin

NAD" Nicotinadenindinukleotid,
oxidierte Form

NADH Nicotinadenindinukleotid,
reduzierte Form

NADP’ Nicotinadenindinukleotid-
phosphat, oxidierte Form

NADP-GAPDH

NADP-Glycerinaldeyd-3-
phosphat-Dehydrogenase

NADP-MDH NADP-Malat-Dehydroge-
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NADPH

n.b.
NiNTA
NL

nCi

ng

nm
nmol

nt

NTP

0,
02
OAA
OAc

0.g.
OPPP

Orn

oxid.

321)’ 33P

pac

PAGE

PAL

pBSC
PCI

NADP-Malatenzym
Nicotinadenindinukleotid-
phosphat, reduzierte Form
nicht bestimmt
Nickel-Nitrilotriessigsdure
Niederlande

Nanocurie

Nanogramm
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Nukleotide
Nukleosidtriphosphat
Ohm
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phat-Zyklus

Ornithin
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Phosphor-Isotope
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Lyase
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PCR
PDC

PEG
PEP
PEPC(ase)
PEPCK
PEPP
PEPS
PFD

pg
PGK
Phe
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PK
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PP
PP;
PPDK

PPT

PQ
PRK
Pro
Prot.
PS

PT
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PVP

Polymerasekettenreaktion
Pyruvatdehydrogenase-
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Polyethylenglykol
Phosphoenolpyruvat
PEP-Carboxylase
PEP-Carboxykinase
PEP-Phosphatase
PEP-Synthetase
Photonenfludichte
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Phosphoglyceratkinase
Phenylalanin
phytochrome
Pyruvatkinase
Picomol
Phenylmethylsulfonyl-
fluorid

Polypropylen
Pyrophosphat

Pyruvat, Phosphat-
Dikinase
Phosphoenolpyruvat-
Phosphat-Translokator
Plastochinon
Phosphoribulokinase
Prolin

Protein

Photosystem
Phosphat-Translokator
Polyvinylidendifluorid
Polyvinylpyrrolidon

Glutamin

Qa

aN

qNE

qnNI

gNT

qr

R
red.
Rif
RNA
rRNA

RT
RT-PCR

RubisCO

RubP
RWTH
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Plastochinon
nicht-photochemische
Fluoreszenzldoschung
Fluoreszenzloschung
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mischen Gradienten
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durch Photoinhibition
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photochemische Fluores-
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Arginin

Retentionsfaktor
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Rifampicin
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Reverse Transkription
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ssDNA
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T12

T, Tz

Tab.
Taq
TBS
TCA
TEMED

T-DNA
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8. Anhang

8.1. Fiir die Transkriptomanalyse eingesetzte EST-Stammkulturen des ABRC

StammKkultur Nr.

Homologie des ESTs zu

173B8T7 Ascorbat-Peroxidase (zytosolisch)
119H19T7 UGPase

17312417 SPS

113G11T7 SPS II

143C8T7 RubisCO, SSU (Volliange)

106F1T7 GSH-Reduktase

172D1T7 Cellulose-Synthase

186G16T7 NADP-GAPDH (Vollinge)

110L14T7 NADP-GAPDH (Partialklon)

231F6T7 FBPase

280GS8T7 Glycin-Decarboxylase, H-Untereinheit
203H11T7 CAB 1I (PSI)

HI10ES5T7 psaA

S4T7 CAB I (PS II) (Volldnge)

104L.22T7 CAB I (PS II) (Volldnge)

195L17T7 v-Untereinheit F-ATPase

G8B10T7 o-Untereinheit V-ATPase (fast Vollinge)
105H22T7 o-Untereinheit V-ATPase (Partialklon)
20102177 B-Amylase

135M15T7 o-Amylase

216H23T7 Nitrat-Reduktase

177N14T7 Nitrit-Reduktase

249120T7 PEP-Carboxylase

122A24T7 Fd-GOGAT

H1B7T7 NADH-GOGAT

242PAT7 Glutamin-Synthetase (zytosolisch), Volldnge
214A14T7 Glutamin-Synthetase (zytosolisch), Partialklon
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StammKkultur Nr.

Homologie des ESTs zu

91119T7 ATP-Sulfurylase

104L23T7 ATP-Sulfurylase II

179H3T7 Pre-Ferredoxin I (Volldnge)

271B5T7 Pre-Ferredoxin II (Volldnge)

273H6T7 Thioredoxin-m

156K18T7 AcetylCoA-Carboxylase

G10C5T7 HMG-CoA Reductase (Volldange)
114M5T7 HMG-CoA Reductase 11

120P4T7 HMG-CoA Reductase 111

202N9T7 Phytoen-Synthase

2291.21T7 Squalen-Synthase

181M9T7 Aspartat-Kinase

201J3T7 Ribonukleotid-Reduktase

107F14T7 Acetolactat-Synthase

251E22T7 v-Glutamylcystein-Synthase

115M22T7 v-Glutamylcystein-Synthase 11
E8CI12T7 Protochlorophyllid-Oxidase

E4F4T7 Mg**-Chelatase, 5-Untereinheit
195D3T7 Mg "-Chelatase H-Untereinheit
184J11T7 Glutamat-Semialdehyd-Dehydrogenase
31AS5T7 Alanin-Glyoxylat-Aminotransferase (Volldnge)
160N3T7 Alanin-Glyoxylat-Aminotransferase (Partialklon)
191F19T7 Dihydrodipicolinat-Synthase (Vollidnge)
218N24T7 NADP-Isocitrat-Dehydrogenase
148N6T7 NAD-Isocitrat-Dehydrogenase, Untereinheit 1(Vollédnge)
111K6T7 NAD-IDH, Untereinheit 1 (Partialklon)
180K 19T7 MDH (mitochondrial)

169F18T7 MDH (zytosolisch) (Vollidnge)

111C4T7 MDH (zytosolisch) (Partialklon)
155L16T7 PPDK

251K11T7 DAHP-Synthase
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StammKkultur Nr.

Homologie des ESTs zu

98G7TT7 Dihydrochinon-Dehydratase/Shikimate Oxidoreduktase
G10B8T7 EPSP-Synthase (Volldnge)

G2C8T7 EPSP-Synthase (Partialklon)

145F17T7 Chorismat-Mutase

82B7T7 PAL

175B13T7 4CL

187C23T7 Chalcon-Synthase

F4E1T7 Tryptophan-Synthase

129B12T7 Tryptophan-Synthase

180H16T7 Laccase

33E10T7 Cinnamylalkohol-Dehydrogenase (Vollinge)
193J2T7 Cinnamylalkohol-Dehydrogenase (Partialklon)
41H9T7 CinnamoylCoA-Reduktase (Vollidnge)
67E6T7 CinnamoylCoA-Reduktase (Partialklon)
231F8T7 CinnamoylCoA-Reduktase II

175H23T7 Tryptophan-Hydrolase

137C2T7 UDP-Glc-IAA-Glucosyltransferase (Vollinge)
176A10T7 UDP-Glc-IAA-Glucosyltransferase (Partialklon)
288D2T7 ACC-Synthase

105C8T7 Glutamat-Dehydrogenase (fast Volldnge)
128L23T7 Glycin-Decarboxylase, P-Protein

216M11T7 Glycin-Decarboxylase, T-Protein (Volldnge)
247G1T7 Glycin-Decarboxylase, T-Protein (Partialklon)
179M16T7 Actin 2

156L.22T7 Actin

1650717 Ubiquitin

13402XP Pyruvat-Kinase

161P15T7 Starke-Phosphorylase, H-Isoform

181M9T7 Homoserin-Dehydrogenase

F4HST7 Prephenat-Dehydrogenase (Vollidnge)
113G9T7 Prephenat-Dehydrogenase (Partialklon)
116C2T7 Isopropylmalat-DH

247



Anhang

Stammkultur Nr. Homologie des ESTs zu

125M17T7 Al-Pyrrolin-5‘-Carboxylat-Synthetase
126G8T7 Shikimate-Kinase

91B13T7 p-Phenylpyruvat-Dioxygenase
198M23T7 Nitrilase

E10BIT7 Aldehyd-Oxidase

Die Stammkultur-Nummer gibt die Nummer an, mit der die bezogene Stammbkultur in der

ABRC-EST-Datenbank annotiert ist.

8.2. Sequenzen verwendeter Oligonukleotide
Die hier aufgefiihrten Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Martinsried)

hergestellt und lyophilisiert angeliefert.

EMBL3-SP6 5¢-ATTTAGGTGACACTATAGAAGAGC-3°
T7-pBSC-SK 5*-GAATTGTAATACGACTCACTATAG-3¢
T3-pBSC-SK 5¢-GCTCGAAATTAACCCTCACTAAG-3¢

CaMV35Sforw 5°-GCAAGACCCTTCCTCTATATAG-3¢
PPDK3457forw 5*-CTCGAGCTGCTTTAATAGCTGAAG-3¢
PPDK3457Kpnrev  5‘-ACACAGGTACCCATAAGCCATCCTCCTTTCAAAGC-3¢

Ftppdk5‘forw 5¢-CCGCATAGAAATCAGATATCA-3°
FtppdkS5‘rev 5¢-CATCATACCAGGCATAGATAT-3¢
Ftppdk3‘rev 5¢-CATCCTCCTTTCAAAGCTTAA-3°
BoPPTrev 5¢-CAGTTGAATGAGACCTCTGTCAC-3¢
pYES2/6forw 5¢-AATATACCTCTATACTTTAACGTC-3¢
pYES2/6rev 5¢-CCGTGAATGTAAGAGTGAC-3¢
PPTfor2 5¢-CCACCGCCGCTTCTTCAAGCGATC-3¢
PPTrev2 5¢-TCAAATGGCACCGAGTACCCATGG-3¢
F4P13for2 5¢-ACACCAGCAAGTGAGACATGATGC-3¢
F4P13rev3 5¢-TTGGACTCGTTTGGCTCTTCG-3¢
PPSrev 5“-GATTTTAACCTGCTTGCCGTGCT-3¢
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8.3. GenBank-Annotationen der cDNA-Sequenzen der bearbeiteten Gene

Gen Organismus GenBank Registrier-Nr.
FtPPDK | Flaveria trinervia X75516
FpPPDK | Flaveria pringlei X57141
BoPPT | Brassica oleracea U13632
var. botrytis
AtPPT1 |Arabidopsis thaliana | U66321
AtPPT2 | Arabidopsis thaliana | BAC AC009325
PEPS Escherischia coli AAC74722
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8.4. Ubersicht iiber Metabolitgehalte weiterer Tageszeitpunkte

Tab. 8.4.1 Metabolitgehalte in Arabidopsis-Bléttern 10 h nach Beginn der Lichtperiode im Kurztag. n=4.

Col-0 to cuel-6 *G6  |cuel-6/PPDK 0O
Glukose-6-phosphat (nmol-g FG'I) 501,2 38,5 312,7 25,6 350,2 76,3
Fruktose-6-phosphat (nmol-g FG'I) 210,3 3,7 683 12,2 103,9 54,1
Glukose-1-phosphat (nmol-g FG'I) 127,0 16,7 53,3 11,3 122,1 8,2
6-Phosphoglukonat (nmol-g FG") 124,4 37,5 91,7 31,2 146,7 50,7
Fruktose-1,6-bisphosphat (nmol-g FG'I) 18,7 8,0 4,7 3,0 16,2 2,2
3-Phosphoglycerat (umol-g FG'I) 0,218 0,115 0,042 0,031 1,937 1,336
Triosephosphate (nmol-g FG'l) 19.8 5,3 10,8 2,7 32,2 16,1
PEP (nmol-g FG™") 42,9 18,4 45,9 6,0 181,4 30,1
Phosphat (umol-g FG™) 8,0 0,0 224 24nb. n.b.
Malat (umol-g FG™) 10,5 0,8 8,8 0,9 9,6 1,4
Pyruvat (nmol-g FG™) 181,3 89,1 98,2 17,1 592,0 50,0
Pyruvat-PEP” 6.7 3,0 23 05 33 03
pOCA *0  |cuel-1 %O cuel-3 to
Glukose-6-phosphat (nmol-g FG'I) 402,9 42,0 256,0 27,2 288,1 17,7
Fruktose-6-phosphat (nmol-g FG'I) 145,1 10,4 78,3 12,1 95,3 10,1
Glukose-1-phosphat (nmol-g FG'I) 38,6 7,1 80,1 16,0 43,7 5,2
6-Phosphoglukonat (nmol-g FG™) 68,0 23,1 76,4 29,4 73,7 19,3
Fruktose-1,6-bisphosphat (nmol-g FG'I) 4.4 1,5 1,4 0,5 2,3 1,0
3-Phosphoglycerat (umol-g FG™) 0,109 0,088 0,039 0,027 0,049 0,038
Triosephosphate (nmol-g FG'I) 5,0 1,1 13,0 4.4 9,4 1,2
PEP (nmol-g FG™") 57,5 7,5 34,6 11,0 98,4 28,4
Phosphat (umol-g FG™) 9,7 0,4 18,5 2,4 18,5 2,4
Malat (umol-g FG™) 11,6 0,7 11,3 1,1 19,7 3,1
Pyruvat (nmol-g FG™) 150,2 3,00 1479 64,0 257,1 78,9
Pyruvat-PEP™! 2,8 0,5 3,9 1,8 3,6 0,4

o: Standardabweichung. n.b.: nicht bestimmt.
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Col-0 *o cuel-6 +0  |cuel-6/PPDK *0
Glukose-6-phosphat (nmol-g FG'I) 1198,2 391,6 986,1 104,2 2217,8 647,6
Fruktose-6-phosphat (nmol-g FG'I) 334,8 112,0 157,7 31,2 186,7 60,0
Glukose-1-phosphat (nmol-g FG'I) 450,3 96,7 311,4 949 864,0 3204
6-Phosphoglukonat (nmol-g FG™) 358,0 79,1 253,7 70,6 1307,8 542
Fruktose-1,6-bisphosphat (nmol-g FG'I) n.b. n.b. 15,5 6,2 268,1 1282
3-Phosphoglycerat (umol-g FG'I) 552,2 167,2 299.6 714 1694,5 872,0
Triosephosphate (nmol-g FG'I) 134,6 53,3 2339 162,5 104,5 373
PEP (nmol-g FG™) 122,9 49,5 65,1 30,2 5514 176,3
Malat (umol-g FG™) 11,1 3,7 10,0 33 412 206
Pyruvat (nmol-g FG™) 1675,1  254,0 1302,7 313,3 2210,5 815,8
Pyruvat-PEP” 8.3 0,6 106 38 79 27
pOCA *0 |cuel-l *0O cuel-3 to
Glukose-6-phosphat (nmol-g FG'I) 808,6 63,5 677,1 48,4 899,3 62,5
Fruktose-6-phosphat (nmol-g FG'I) 3104 584 202,8 45,8 132,3 42,8
Glukose-1-phosphat (nmol-g FG'I) 226,6 36,5 206,3 59,0 113,0 6,7
6-Phosphoglukonat (nmol-g FG™) 278,6 39,0/ 2830 31,5 2184 17,5
Fruktose-1,6-bisphosphat (nmol-g FG'I) 196 9.6 31,5 16,8 32,2 15,6
3-Phosphoglycerat (umol-g FG'I) 221,0 65,2 135,4 24,8 139,6 32,7
Triosephosphate (nmol-g FG'I) 88,2 16,1 63,7 11,2 241,8 48,6
PEP (nmol-g FG™) 67,6 164 62,0 14,5 51,4 12,5
Malat (umol-g FG™) 158 19 7,0 1,0 16,3 2,5
Pyruvat (nmol-g FG™) 1016,0 81,6 756,6  119,7 438,6 1050
Pyruvat-PEP™! 9,7 2,0 11,9 3,7 8,6 1,1

Tab. 8.4.2 Metabolitgehalte in Arabidopsis-sink-Bliattern wiahrend der Lichtperiode im Kurztag. n=4.

o: Standardabweichung. n.b.: nicht bestimmt.

Tab. 8.4.3 (ndchste Seite) Aminosduregehalte in Arabidopsis-Bléttern 13 h nach Beginn der Lichtperiode im
Langtag. n=3. Die Daten von cuel-6/PPDK stammen aus einer anderen Mefreihe als die fiir cue/-6 und
cuel-6/PPT und sind daher auf die mitgefiithrte Wildtyp-Kontrolle dieser Messung bezogen. n.b.: nicht
bestimmt. SD: Standardabweichung.
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Tab. 8.4.4 Aminosduregehalte in Arabidopsis-Blattern am Ende der Dunkelperiode im Langtag, gegeben als

=3. Die Daten von cuel-6/PPDK stammen aus einer

prozentualer Anteil am Gesamtaminosduregehalt. n

anderen MeBreihe als die fiir cuel-6 und cuel-6/PPT und sind daher nur mit der mitgefithrten Wildtyp-

Kontrolle dieser Messung vergleichbar. n.b.: nicht bestimmt. SD: Standardabweichung.
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Tab. 8.4.5 Aminosduregehalte in Arabidopsis-Blittern 4 h nach Beginn der Lichtperiode im Langtag,
gegeben als prozentualer Anteil am Gesamtaminosduregehalt. n=3. Die Daten von cuel-6/PPDK stammen
aus einer anderen MefBreihe als die fiir cue/-6 und cuel-6/PPT und sind daher nur mit der mitgefiihrten

Wildtyp-Kontrolle dieser Messung vergleichbar. n.b.: nicht bestimmt. SD: Standardabweichung.
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Tab. 8.4.6 Aminosduregehalte in Arabidopsis-Bléttern 13 h nach Beginn der Lichtperiode im Langtag,
gegeben als prozentualer Anteil am Gesamtaminosduregehalt. n=3. Die Daten von cuel-6/PPDK stammen
aus einer anderen MefBreihe als die fiir cue/-6 und cuel-6/PPT und sind daher nur mit der mitgefiihrten

Wildtyp-Kontrolle dieser Messung vergleichbar. n.b.: nicht bestimmt. SD: Standardabweichung.
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Kurzzusammenfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt die physiologische Analyse des Primér- und
Sekundirstoffwechsels der Arabidopsis thaliana cuel-Mutanten, die einen Defekt im
Phosphoenolpyruvat/ Phosphat-Translokator (PPT) der inneren Plastidenhiillmembran und
einen retikulierten Blattphédnotyp mit griinen Bereichen um die Leitbiindel und einer
chlorotischen restlichen Blattspreite aufweisen. Die Chloroplastenentwicklung und die
lichtabhingige De-Repression des chlorophyll a/b binding protein3 (CAB3)-promotors
sind in den cuel-Mutanten gestort.

Die cuel-Mutante konnte phianotypisch durch die Expression eines heterologen PPT aus
Blumenkohl und durch die Uberexpression der Pyruvat, Orthophosphat-Dikinase (PPDK)
aus der C4-Pflanze Flaveria trinervia komplementiert werden.

Im Vergleich mit den komplementierten Linien und Kontrollinien konnte gezeigt werden,
dafl die Limitationen der Photosynthese, des Calvin-Zyklus, der Saccharose- und
Stirkeakkumulation in den cuel-Mutanten auf eine generelle
Stoffwechselbeeintrachtigung zuriickgefiihrt werden konnen. Es konnte erarbeitet werden,
daB die durch die mangelnde Versorgung des Stromas mit Phosphoenolpyruvat (PEP)
bedingten geringeren Gehalte an Phenylalanin verantwortlich fiir einen verringerten
Sekundirstoffwechsel und die Auspriagung des retikulierten Blattphénotyps in den cuel-
Mutanten sind, da die Gehalte an Phenylalanin und die Gehalte ausgewihlter
Sekundirmetabolite durch die Uberexpression des heterologen PPT und der PPDK im
cuel-Hintergrund wiederhergestellt werden konnten.

Obwohl der retikulierte Blattphinotyp durch die PPDK-Uberexpression aufgehoben
werden konnte, fiihrte dies zu weiteren Beeintrachtigungen der Photosyntheseleistung,
verminderten Gehalten an verzweigtkettigen Aminosduren, zu einer geringeren
Saccharose- und Stdrkeakkumulation, sowie zu der Akkumulation von Pyruvat und PEP
wihrend der Lichtperiode. Der Einflu auf den Stoffwechsel in den PPDK-
Uberexprimierern konnte auf den zusitzlichen ATP-Verbrauch der eingefiihrten PPDK im
Stroma zuriickgefiihrt werden.

Die moglichen Ursachen fiir den retikulierten Blattphénotyp der cue/-Mutanten wird im
Hinblick auf Mutanten mit gestorter Chloroplastenentwicklung und Mutanten des

Phytochrom A-Signalweges diskutiert.



Abstract

This work describes the physiological analysis of the primary and secondary metabolism of
the Arabidopsis thaliana cuel mutants, which are defective in the phosphoenolpyruvate/
phosphate translocator (PPT) of the inner envelope and show a reticulate leaf phenotype
with a dark green vasculature and light green intercostal region. Chloroplast development
and light-dependent de-repression of the chlorophyll a/b binding protein 3 (CAB3)
promotor are hampered in the cuel mutants.

The cuel mutant could be phenotypically complemented by the expression of a
heterologous PPT from cauliflower and by the overexpression of a plastid-targeted
pyruvate, orthophosphate dikinase (PPDK) from the C4-plant Flaveria trinervia.

In comparison with the complemented lines and the controls, it could be shown that the
restrictions in photosynthesis, the Calvin cycle, sucrose and starch metabolism in cuel
were due to a general effect on metabolism. It is shown that limiting contents of
phenylalanine caused by a shortage of phosphoenolpyruvate (PEP) supply to the stroma
were responsible for the a decreased secondary metabolism and the reticulate leaf
phenotype in cuel, as the contents of phenylalanine and selected secondary metabolites
could be restored by PPT and PPDK overexpression in the cuel background.

Although the reticulate leaf phenotype could be cured upon PPDK overexpression, this
resulted in further restrictions in photosynthesis, the contents of branched chain amino
acids, sucrose and starch metabolism and in an accumulation of pyruvate and PEP during
the light period. The constraints on metabolism in the PPDK overexpressors could be
attributed to ATP consumption by the introduced PPDK in the stroma.

The possible causes for the reticulate leaf phenotype in the cuel/ mutants are discussed with
respect to already described mutants with impaired chloroplast development and mutants

of the phytochrome A signal transduction pathway.
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