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ant ant 30-287, Bezeichnung einer Gersten-Mutantenlinie aus einer speziellen
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 UV-B-Strahlung im bodennahen Bereich

Aus dem Strahlungsspektrum der Sonnenstrahlung (225 - 3200 nm) werden verschiedene
Wellenlangenbereiche beim Durchtritt durch die Erdatmosphére absorbiert oder gestreut, so
dass nur ein Teil der Strahlung als sogenannte Globalstrahlung die Erdoberflache erreicht (Te-
vini & Héder 1985). Der Anteil der UV-Strahlung an der Sonnenstrahlung betragt 5 % und
reduziert sich nach Durchtritt durch die Erdatmosphére auf 2 % der verbleibenden Gesamt-
strahlung (von Willert et al. 1995). Unter der UV-Strahlung versteht man den Bereich elek-
tromagnetischer Strahlung von 10 - 400 nm, der wie folgt unterteilt wird: extremes UV
(A=10-100 nm), UV-C (A=100-280 nm), UV-B (A=280-320 nm) und UV-A (A=320-400 nm)
(Tevini & Hader 1985).

UV-Strahlung < 290 nm wird von der Atmosphare vollstandig absorbiert; im wesentlichen
von der Ozonschicht in der Stratosphére, in geringen Mengen auch von anderen Spurengasen
wie SO, oder CO, (Madronich 1993). Die Dicke der Ozonschicht verteilt sich nicht
gleichméRig Uber die Erdatmosphédre und unterliegt jahreszeitlichen Schwankungen. Eine
Reduktion der Ozonschicht fihrt zu einer Erhéhung der UV-B-Strahlungsintensitat auf der
Erdoberflache und zu einer Verschiebung des UV-B-Spektrums zum kurzwelligen Bereich
hin. Die Vermutung von Molina & Rowland (1974), dass Fluorchlorkohlenwasserstoffe
(FCKWs) die Ozonschicht schadigen konnten, fand seine Bestéatigung durch die Entdeckung
des sogenannten "Ozonlochs" (Farman et al. 1985). Seither belegen regelmaRige Messungen
eine zunehmende Reduktion der Ozonschicht; der letzte Bericht der Organisation UNEP
(United Nations Environmental Program 1998) zu diesem Thema geht vom Erreichen einer
maximalen Ozonreduktion zum Jahr 2000 aus mit einer Zunahme der erythem-wirksamen
UV-Strahlung von 7 % in mittleren Breiten der nordlichen Hemisphére im Winter und
Frahling bzw. 4 % im Sommer und Herbst; einer 6 %igen Zunahme in mittleren Breiten der
sudlichen Hemisphére im Jahresdurchschnitt; einer etwa 130 %igen Zunahme (ber der
Antarktis im Frihjahr bzw. einer 22 %igen Zunahme Uber der Arktis ebenfalls im Fruhjahr
(Madronich et al. 1998).
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1.2 Die biologische Wirkung von UV-B-Strahlung

Photobiologische Prozesse bei Pflanzen werden durch Strahlung im gesamten
Wellenlédngenbereich von UV-B bis Dunkelrot in Gang gesetzt. Nicht nur fir den Prozess der
Photosynthese werden Lichtquanten genutzt; viele regulatorische Prozesse werden tber die
Perzeption von Strahlung unterschiedlicher Wellenldangen kontrolliert (Schopfer & Brenneke
1999). Man unterscheidet drei Photorezeptorsysteme: einen bis dato nicht identifizierten UV-
B-Photorezeptor fir den Bereich von 280-350 nm; Cryptochrom, einen ebenfalls bisher nicht
eindeutig identifizierten Photorezeptor fir den Bereich von 350-520 nm und das
Phytochromsystem, eine Proteinfamilie mit verschiedenen Proteinformen, deren chromophore
Gruppe wesentlich im roten Strahlungsbereich absorbiert (Schopfer & Brenneke 1999).
Anhand von Wirkungsspektren lai3t sich feststellen, welche biologischen Effekte bei einem
Organismus durch Strahlung unterschiedlicher Qualitat ausgeldst werden. In der Regel sind
solche Wirkungsspektren monochromatische Aktionsspektren, bei denen in Abhédngigkeit von
der Wellenlange des eingestrahlten monochromatischen Lichts eine spezifische biologische
Wirkung, z.B. die Schadigung der DNA, untersucht wird. Fir die Wirkung von UV-Strahlung
gibt es eine Vielzahl solcher Aktionsspektren (s. Madronich et al. 1991).

Aus dem Produkt des Wirkungsspektrums und der gemessenen Intensitat der Strahlung bei
jeder Wellenladnge ermittelt man die sogenannte Wichtungsfunktion (Caldwell et al. 1986).
Die Integration der Wichtungsfunktion tber einen bestimmten Wellenlangenbereich liefert ein
MaR fir die biologische Wirksamkeit der Strahlung, mit der man die Strahlungswirkung auf
unterschiedliche biologische Systeme quantifizieren und vergleichen kann. Man bezeichnet
dies als die biologisch gewichtete Strahlungsdosis, gemessen in J m™ s, versehen mit dem
Index BE fir "biologically effective”. Hinsichtlich der Beurteilung der Wirkung von UV-
Strahlung finden sich in der Literatur mehrere Wichtungsfunktionen, die auf unterschiedliche
Wirkungsspektren zurlickgehen (Abb. 1.1). Fur die Beurteilung von UV-Effekten auf
Pflanzen hat sich das "Generalized Plant"-Aktionsspektrum nach Caldwell et al. (1986)

durchgesetzt.
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Abb. 1.1: Solare UV-B-Strahlungskante bei einer Ozonschichtdicke von 360 DU (J ) und 180 DU
(...) (kalkuliert fir den 15. Juli, bei 49° N und Sonnenhdchststand). Zusétzlich sind die
Wirkungsspektren fir allgemeine Pflanzenschiden (®) nach Caldwell (1971) und der Thymin-
Dimergehalt in der DNA von Schneckenklee-Keimlingen (1) nach QUAITE et al. (1992) als
MaR fur die DNA-Schédigung abgebildet (aus Brickmann, 1998).

1.3 UV-B-Effekte bei Pflanzen

Der Einfluss von UV-B-Strahlung auf Pflanzen kann direkt und indirekt erfolgen und umfasst
die Schadigung von DNA, Proteinen und Membranen, Veranderungen der Transpiration und
Photosynthese sowie Anderungen im Wachstum, der Entwicklung und Morphologie. UV-B-
Toleranz héngt ab vom Gleichgewicht zwischen Art und Stérke der Schédigung und

entsprechenden Reparaturprozessen und Akklimatisierungsreaktionen (Jansen et al. 1998).

1.3.1 Entwicklung, Wachstum und Morphologie

Anderungen der Pflanzenmorphologie, im Wachstum und in der Entwicklung als Reaktion

auf UV-B-Strahlung gehtéren zu den meistbeobachteten Effekten. Reduktionen der
3
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Blattflache, des Blatt-Frisch- und -Trockengewichts, der Pflanzenhthe und weiterer
morphologischer Parameter findet man nicht nur bei verschiedenen Pflanzenarten (Cucumis
sativus L.: Adamse & Britz 1992, Lycopersicon esculentum Mill.: Hao et al. 1997, Secale
cereale L.: Deckmyn & Impens 1997, Oryza sativa L.: Teramura et al. 1991, Vigna
unguiculata L.: Lingakumar et al. 1999, Helianthus annus L.: Ros & Tevini 1995, Quercus
ruba, Pinus ponderosa, Populus trichocarpa: Nagel et al. 1998); oft unterscheiden sich die
Effekte innerhalb einer Gattung oder Art (Poaceae: Deckmyn & Impens 1999, Zea mays:
Correira et al. 1998, Pisum sativum: Gonzéles et al. 1998, Oryza sativa L.: Caasa-Lit et al.
1997). Zunahmen in der Blattdicke oder der Dicke der Epidermis werden von einigen Autoren
als Akklimatisierungsreaktionen verstanden, um den Strahlungsweg in der Pflanze zu
verlangern und die Maoglichkeit der UV-Strahlungsabsorption zu erhéhen. Die hinter den

morphologischen Verénderungen stehenden Mechanismen sind noch weitgehend ungeklart.

1.3.2 Oxidativer Stress

Zu den schadigenden Auswirkungen von UV-B-Strahlung auf Pflanzen zahlt die Bildung von
aktiven Sauerstoffspezies und freien Radikalen (Caldwell et al. 1998). Die Induktion von PR-
Proteinen (pathogenesis-related proteins) durch UV-B-Strahlung konnte bei Tabak
nachgewiesen werden (Green & Fluhr 1995), erhdhte Superoxid-Dismutase Aktivitaten
konnten bei Arabidopsis-Mutanten und bei Spirodela oligorrhiza festgestellt werden (Rao et
al. 1996, Jansen et al. 1996a). Auch bei Reis konnten erhohte Konzentrationen an O," mit
einer Erhohung der Malondialdehydkonzentration (Nachweis fur Lipid-Peroxidation) und der
Membranpermeabilitdt korreliert werden (Dai et al. 1997). Studien an Erbsenpflanzen
konnten einen Zusammenhang aufzeigen zwischen dem zunehmenden Gehalt an reaktiven O,
-Spezies, der Zunahme von Aktivitdten antioxidativer Enzyme (Ascorbat-Peroxidase,
Superoxid-Dismutase und Glutathion-Reduktase) und der Reduktion von Photosynthese-
Gentranskripten (Lhcb und psbA) (Mackerness et al. 1998, 1999). Die Autoren vermuten
einen Uber reaktive Sauerstoffspezies (ROS) vermittelten Signaltransduktionsweg, der die

Transkription verschiedener Gene (Photosynthese, antioxidatives System) beeinflusst.
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1.3.3 DNA-Schadigung

Die Absorption von UV-B-Photonen kann die Bildung von Cyclobutan-Pyrimidindimeren
(CPDs) und in geringerem Umfang von Pyrimidin (6-4)-Pyrimidondimeren (6-4 Photopro-
dukte) verursachen, die zum Abbruch von Gentranskription oder DNA-Replikation fiihren
konnen (Britt 1996). Die Reparatur derart geschadigter DNA erfolgt tGber den Prozess der
Photoreaktivierung, wo spezifische Photolyasen in der Lage sind, die Schadensstellen zu er-
kennen, die Dimerisierung aufzuheben und den nativen Zustand wiederherzustellen. Die Akti-
vierung der Photolyasen erfolgt lichtabhangig durch Strahlung im Wellenldngenbereich von
350 bis 500 nm. Arabidopsis-Mutanten, die nicht fahig zur Photoreaktivierung sind, haben
sich als sehr UV-sensitiv erwiesen (Landry et al. 1997, Jiang et al. 1997). Die Bedeutung der
Photoreaktivierung konnten Taylor et al. (1996) an Weizen-Priméarblattern aufzeigen, die
unter reiner UV-B-Bestrahlung CPDs und 6-4 Photoprodukte nachwiesen. Unter Bestrahlung
mit zusatzlicher PAR (400-700 nm) konnten sie nur eine leichte Zunahme von 6-4
Photoprodukten feststellen und dies mit einer hoheren Reparaturkapazitat fir CPDs unter
Weililicht erklaren.

1.3.4 Photosynthese

Die Photosynthese ist der elementare Lebensprozess fir jede Pflanze. Der komplexe Vorgang
zur Gewinnung von chemischer Energie aus Lichtenergie ist an eine Vielzahl von Strukturen

gebunden, die zum Teil als UV-B-sensibel beschrieben werden.

Photosystem Il gilt bei vielen Autoren als besonders UV-B-sensibel (Bornman 1989,
Bornman & Sundby-Emanuelsson 1995, Kulandaivelu et al. 1997, Jansen et al. 1988). Das
Photosystem |1 ist ein Multiproteinkomplex aus mindestens 25 verschiedenen Proteinen. Sie
bilden das Reaktionszentrum, in dessen Mitte das Heterodimer D1/D2 alle Cofaktoren bindet,
die zur Elektronengewinnung und zum Elektronentransport notwendig sind (Barber et al.
1997). Dazu gehoren der primdre Elektronendonor Pggy, ein  spezialisiertes
Chlorophylimolekul, welches ein Elektron weiterleitet auf den priméaren Akzeptor, ein
Pheophytinmolekil. Von dort wird das Elektron weiter auf ein Plastochinonmolekil, Qa,
Ubertragen. Ein weiteres Plastochinonmolekil, Qg, empfangt insgesamt 2 Elektronen von Qa

und verlésst vollstandig reduziert den Komplex. Auf der luminalen Seite des Photosystems |1
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ist der wasserspaltende Komplex lokalisiert, ein Proteinkomplex mit einem aus 4 Mn-Atomen
bestehenden katalytischen Zentrum. In einem 4-Stufen-Prozess wird H,O zu O, und H*
umgewandelt und die freigesetzten Elektronen Gber einen Tyrosinrest im D1-Protein auf den
im oxidierten Zustand vorliegenden Elektronendonor P680" (ibertragen (Barber et al. 1997,
Trebst 1999). Eine Besonderheit in diesem Komplex kommt dem D1-Protein zu, das bekannt
ist fir seine hohe Turnover-Rate. Dieser hohe Turnover wird als Reparaturprozess verstanden,
uber den geschadigte PS IlI-Komplexe erneuert werden. Eine Schadigung des D1-Proteins
wird durch Uberschissige Lichtenergie verursacht und fuhrt zu der vielfach beobachteten
Abnahme der effektiven photosynthetischen Quantenausbeute, die man als Photoinhibition
bezeichnet.

UV-Effekte auf das Photosystem Il sind vielfach gezeigt worden. Mit Hilfe von ChlorophylI-
Fluoreszenz Messungen lassen sich Aussagen zur Effizienz des Elektronentransports tber das
Photosystem 11 treffen, die unter dem Einfluss von UV-B-Strahlung in den verschiedensten
Pflanzen abnimmt (Erbse: Strid et al. 1990, Reis: He et al. 1993, Coniferen: Robakowski &
Laitat 1999). In vivo und in vitro-Untersuchungen konnten einen erhdhten Turnover des D1-
Proteins nachweisen, wobei die Autoren unterschiedliche Meinungen dariiber entwickelten,
ob die Plastochinone Qa und Qg primdr geschadigt werden oder ob ein Einfluss auf den
wasserspaltenden Komplex Ursache fiir den D1-Abbau ist (Greenberg et al. 1989a,b, Melis et
al.1992, Wilson & Greenberg 1993, Friso et al. 1995, Spetea et al. 1996, Jansen et al. 1996b,c,
Hideg & Vass 1996, Chaturvedi et al. 1998, Barbato et al. 1995, 1999, 2000).

Wahrend eine Schadigung des Photosystems | bisher nicht nachgewiesen werden konnte, gibt

es Berichte, die einen negativen Einfluss auf die ATPase aufzeigen (Zhang et al. 1994).

Der Einfluss der UV-B-Strahlung auf den pflanzlichen Gaswechsel und den Calvin-Cyclus
war ebenfalls Gegenstand vieler Untersuchungen. Dabei konnten Reduktionen der Netto-
Photosynthese, gemessen als mol CO, ~ Blattflache™, festgestellt werden (Nogués & Baker
1995, Singh 1996, Moorthy & Kathiresan 1997, Allen et al. 1997). Diese Effekte wurden
héufig in Zusammenhang gebracht mit einer Beeintrachtigung der Rubisco-Funktion
(Ribulosebisphosphat-Carboxylase/Oxygenase) bzw. einer Reduktion des Rubisco-Gehaltes
(Huang et al. 1993, Wilson et al. 1995, Rao et al. 1995, Greenberg et al. 1996, Gerhardt et al.
1999) oder einem Einfluss auf den stomatéren Blattwiderstand (Middleton & Teramura 1993,
Day & Vogelmann 1995, Dai et al. 1995, Nogués et al. 1999).
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Nicht nur Gehalt und Funktionalitat vieler Enzyme werden durch UV-B-Strahlung beeintrach-
tigt, auch die Genexpression wird oft nachhaltig gestért. Mehrere Untersuchungen konnten
eine Reduktion der Gentranskriptmenge fir die kleine und die grol3e Untereinheit der Rubisco
nachweisen, wobei die Transkription nukleus-codierter Proteine grundsatzlich UV-sensitiver
ist als die chloroplasten-codierter Proteine (Jordan et al. 1994, Mackerness et al. 1996,
1997b). Dies driickt sich beispielsweise in einer sehr viel geringeren Sensitivitat der psbA-
Transkripte (D1-Protein) aus (Mackerness et al. 1996, 1997D).

1.3.5 UV-absorbierende Substanzen

Die Strahlungsabsorption durch UV-absorbierende Substanzen in epidermalen Geweben ist
eine weitverbreitete Strategie im Pflanzenreich (Jordan 1996). Verantwortlich hierfir sind
phenylpropanoide Verbindungen, hauptsachlich Flavonoide und Hydroxyzimtsaurederivate.
Diese Substanzen besitzen eine hohe Absorptionskapazitat im UV-Bereich und nehmen unter
dem Einfluss von UV-Strahlung zu (Grammatikopoulos et al. 1999, Olsson et al. 1999, Mazza
et al. 2000). Untersuchungen zur epidermalen UV-Strahlungsabsorption weisen erhebliche
Unterschiede zwischen verschiedenen Pflanzengruppen auf (Day et al. 1992), wonach
Coniferen eine Absorption bis zu 100 % aufweisen, wéhrend bei manchen krautigen
Dicotylen noch 40 % der UV-B-Strahlung im Mesophyll detektierbar ist. Der Einsatz von
flavonoiddefizienten Mutanten konnte die Schutzfunktion dieser Substanzen besonders
deutlich machen (Li et al. 1993, Lois & Buchanan 1994, Stapelton & Walbot 1994, Mazza et
al. 2000).

1.4 Der Phenylpropanstoffwechsel im Gersten-Primarblatt

1.4.1 Allgemeine Biosynthese und Strahlungsregulation

Der Phenylpropanstoffwechsel nimmt seinen Ausgang in der Bildung von Zimtséure aus Phe-
nylalanin durch die Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL). Durch anschlieRende
Modifikationen und Aktivierung als CoA-Ester entsteht 4-Cumaroyl-CoA, welches durch
schrittweise Kondensation mit 3 Molekulen Malonyl-CoA unter Decarboxylierung und

Abspaltung von CoA das C,s-Grundgertist des Flavonoidstoffwechsels bildet, ein 2', 4, 4', 6'-
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Tetrahydroxychalkon (Heller & Forkmann 1999). Katalysiert wird diese komplexe Reaktion
durch die Chalkon-Synthase (CHS). Die Cyclisierung des Chalkons zum Flavanon erfolgt
durch die Chalkon-Isomerase (CHI) und davon ausgehend die Biosynthese verschiedenster
Klassen von Flavonoiden, z. B. Flavone, Isoflavone, Flavonole, Anthocyane und andere.
Nicht nur die Vielzahl an Substanzklassen, auch die Vielfalt der Modifizierungen, die diese
Substanzen  erfahren  konnen  (Glycosylierung,  Methylierung,  Hydroxylierung,
Glucuronidierung, etc.), erweitern die Palette flavonoider Substanzen (Heller & Forkmann
1999).

Die Biosynthese der Phenylpropane erfolgt entwicklungsabhéngig (Peters 1987, Reuber
1991), wird aber durch eine Vielzahl &uRerer Stimuli, u.a. hohe PAR- oder UV-Strahlung
induziert (s. Dixon & Paiva 1995). Die Strahlungsregulation erfolgt haufig auf der Ebene der
Transkription (Schmelzer et al. 1988, Strid 1993, Brosché et al. 1999) unter Beteiligung
verschiedener Photorezeptoren (Phytochrom, Cryptochrom und UV), die entweder allein
(Beggs et al. 1987) oder gemeinsam in synergistischer Weise (Ohl et al. 1989, Jenkins 1997)
auf die Genexpression wirken. Der Einfluss der UV-Strahlung auf das Eingangsenzym PAL
und auf die CHS (Kubasek et al. 1992, Wu & Hahlbrock 1992, Haussuhl et al. 1996, Kalbin et
al. 1997) bzw. auf die vermehrte Akkumulation der Phenylpropane ist in vielen
Untersuchungen nachgewiesen worden (Beggs & Wellmann, 1985, Frohnmeyer et al. 1992,
Lois 1994).

1.4.2 Phenylpropane im Gersten-Primarblatt

Im Gersten-Primarblatt akkumulieren hauptséchlich C-Glucosylflavone (Frost et al. 1977)
und bilden den Hauptanteil an l6slichen Phenylpropanen. Der Anteil an léslichen HCA-
Derivaten ist sehr viel geringer (Liu et al. 1985). Die flavonoide Hauptkomponente ist
Saponarin mit einem Anteil von 80 - 90% am Gesamtflavonoidgehalt (Peters 1987; Berger
1989, Reuber 1991, Liu et al. 1995). Als flavonoide Nebenkomponenten wurden Lutonarin,
Lutonarin-4'-Methylether, Isovitexin, Vitexin und Isoorientin identifiziert (Reuber et al.
1996a). Abb. 1.2 gibt die Strukturformeln der wichtigsten Substanzen wieder. Unter den

HCA-Derivaten wurden Ferulasdure und p-Cumarséure identifiziert.
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Gramineen zeichnen sich dadurch aus, dass sie nicht nur in der Epidermis, sondern auch im
Mesophyll Phenylpropane akkumulieren (Effertz & Weissenbock 1980, Knogge & Weissen-
bock 1986, Schulz et al. 1985, Jéhne et al. 1993). Im Gersten-Priméarblatt zeichnen sich
Epidermis und Mesophyll durch ein identisches Phenylpropanmuster aus (Peters 1987, Liu et
al. 1995). Liu et al. (1995) konnten in der oberen Epidermis etwa 40 % Saponarin und 20 %
Lutonarin wiederfinden. Die untere Epidermis konnte nicht isoliert untersucht werden, aber
die Autoren schatzten den Flavonoidanteil auf ca. 10 % des Gesamtgehaltes, so dass sie 50 %
der Flavonoide im Mesophyll vermuten. Eine Zunahme der Flavonoide unter UV-Bestrahlung
erfolgte gleichmélRig (ber beide Gewebetypen. Dartiber hinaus konnten sie der oberen

Epidermis einen Anteil an I6slicher Ferulasaure von ca. 8-10 % zuordnen.

Saponarin Lutonarin OH

glc—0O

gl glc

Isovitexin

Abb. 1.2: Losliche Flavonoide im Primérblatt von Gerste. Saponarin = Isovitexin-7-O-Glucosid,
Lutonarin = Isoorientin-7-O-Glucosid. Dargestellt sind die wichtigsten Flavonoide.

1.4.3 Phenylpropane in einer flavonoidarmen Gerstenmutante

Die UV-Reaktivitat des Gersten-Primarblatts im Hinblick auf den Phenylpropanstoffwechsel

wurde auch von Reuber (1996) gezeigt. Zur Bewertung der Rolle von I6slichen Flavonoiden
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als UV-Schutzsubstanzen verglich er den Einfluss von UV-Strahlung auf die Effizienz des
Photosystems Il mittels F,/F,-Messungen an einer 7 d alten flavonoidarmen Gerstenmutante
im Vergleich zu Muttervarietdit. Die Gerstenmutante stammte aus der Sammlung
proanthocyanidin-freier Mutanten des Carlsberg-Research-Laboratoriums in Kopenhagen,
Dénemark. Alle diese mit "ant" bezeichneten Gerstenmutanten weisen unter anderem eine
Mutation im Phenylpropanstoffwechsel auf (Jende-Strid 1993) und wurden mit der Intention
erzeugt, phenylpropanfreie Gerstekaryopsen zur einfacheren Bierherstellung zu gewinnen.
Die proanthocyanidin-freien  Gerstenmutanten zeigen keine stark eiweil3féllenden
Eigenschaften, was zu einer deutlich hohreren Haltbarkeit und Stabilitadt des Bieres fuhrt
(Reuber, 1996). Reuber konnte aus der umfangreichen Sammlung vier Mutantenlinien
ausfindig machen, deren Phenylpropanstoffwechsel im Primérblatt reduziert war (Reuber et
al. 1997). Die Untersuchung der Phenylpropanmuster im Priméarblatt aller vier Mutanten
entsprach im wesentlichen den Mustern der jeweiligen Muttervarietat, wies jedoch einen
erheblich reduzierten Gehalt an Flavonoiden auf (Reuber et al. 1996a). Zusétzlich
akkumulierte eine neue Substanz, die durch NMR-Spektroskopie, Massenspektroskopie,
Diodenarray-HPLC und Co-Chromatographie mit authentischem Standard als Isosalipurposid
=2, 4, 4, 6'-Tetrahydroxychalkon-2'-O-p-Glucopyranosid identifiziert wurde (Reuber et al.
1997). Eine genetische Analyse der phanotypisch ahnlichen Mutantenlinien fihrte zur
Identifikation eines bisher nicht bekannten Mutationsortes und zur Bildung einer weiteren
Komplementationsgruppe mit der Bezeichnung Ant 30. Danach werden die vier
Mutantenlinien wie folgt bezeichnet: 1. ant 30-287 (Muttervarietat Hege 550/75), ant 30-310
(Muttervarietat Ca 33787), ant 30-272 (Muttervarietdit VP 116) und ant 30-245
(Muttervarietat Gunhild) (Reuber et al. 1997). Die Mutation beruht aller Wahrscheinlichkeit
nach auf einem Defekt der Chalkon-lsomerase, die die enzymatische Cyclisierung des
Chalkons zum Flavanon bewirkt. Die geringen detektierten Flavonoidgehalte im Mutanten-

Primérblatt kommen durch chemische Autocyclisierung zustande (Mol et al. 1985).

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Thema dieser Arbeit ist die Frage, ob und inwieweit Flavonoide, speziell Flavonglykoside, in
der Lage sind, als epidermales ,,Schutzschild“ den Photosyntheseapparat im Primarblatt
junger Gerstenpflanzen vor dem Einfluss schédigender UV-Strahlung, insbesondere UV-B-

Strahlung zu schitzen. Fir die Beantwortung der Frage war eine vergleichende Untersuchung
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der flavonoidarmen Gerstenmutante ant 30-287 und der flavonoidreichen Muttervarietdt Hege
550/75 notwendig. Im Mittelpunkt stand hierbei der Einfluss erhéhter UV-B-Strahlung auf die
Flavonoidakkumulation und auf die Photosynthese in den Primérblattern beider

Gerstevarietaten.

1.5.1 Flavonoidakkumulation

1. Es sollte die Flavonoidakkumulation im Primérblatt tiber eine Entwicklungszeit von mehre-
ren Tagen charakterisiert werden, um Akklimatisierungseffekte in der Mutter (im weiteren
Verlauf nur noch mit "Hege" bezeichnet) bzw. in der Mutante (im weiteren Verlauf nur noch
mit "ant" bezeichnet) aufgrund UV-B-bedingter Flavonoidzunahme mit der Photosynthese in
Beziehung setzen zu kénnen. Folgende Fragen standen dabei im Vordergrund: Ist die Mutante
in der Lage, ihren Gehalt an UV-Schutzsubstanzen allein durch den nicht-enzymatischen
Mechanismus der autocyclischen Entstehung der Flavanone bzw. Flavonglykoside
kontinuierlich zu erhéhen? Wenn ja, wie groB ist dieser potentielle UV-Schutz in Relation zur

Muttervarietat?

2. Ein zweiter wichtiger Aspekt war die Untersuchung der UV-Strahlungsabsorption in der
Epidermis von Mutter und Mutante. In dieser Arbeit sollte eine kirzlich neu entwickelte
Methode auf der Grundlage der Messungen von Chlorophyll Fluoreszenz eingesetzt werden
(Bilger et al. 1997), die eine Beurteilung der epidermalen UV-Strahlungsabsorption auf nicht-
invasive Weise erlaubt. Reuber (1996) konnte mit Hilfe der "micro-fiber optic” zeigen, dass in
das Mesophyll der Mutante im Vergleich zur Muttervarietdt etwa die doppelte Menge an
monochromatischer Strahlung der Wellenldnge 310 nm eindringen konnte. Fir das
Gerstenblatt der Gerstensorte Atlas ist bekannt, dass das Hauptflavonoid Saponarin in beiden
Geweben Epidermis und Mesophyll lokalisiert ist, wobei die Epidermen einen Anteil von ca.
50 % aufweisen, der ungleich auf die abaxiale und adaxiale Seite verteilt ist (Liu et al. 1995).
Mit Hilfe dieser Methode sollte an den Gersten-Primarblattern beider Varietadten gezeigt
werden, ob eine Korrelation zwischen epidermaler Transmission und dem Flavonoid- bzw.
Phenylpropangehalt  vorliegt. Damit konnte eine Abschdtzung der epidermalen
Strahlungsabsorption bei Mutante und Muttervarietat erfolgen. Ein solcher experimenteller
Ansatz war bisher an Gramineen noch nicht etabliert worden. Aufgrund der Schwierigkeit
einer Zuordnung der phenylpropanoiden Inhaltsstoffe zur Epidermis bzw. zum Mesophyll bei

Gerste sollte die Methode vorab an Roggen-Primarblattern ausprobiert und etabliert werden,
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da diese sich durch eine strikte gewebespezifische Verteilung verschiedener
Flavonoidgruppen in Epidermis und Mesophyll auszeichnen, die einer einfachen HPLC-

Analyse zuganglich sind.

1.5.2 Photosynthese im Gersten-Primarblatt unter dem Einfluss erhéhter UV-B-
Strahlung

Die bisherigen Untersuchungen an einer Vielzahl von Pflanzenarten haben deutlich gemacht,
dass mehrere "targets” der Photosynthese als UV-sensibel gelten kdnnen. Wo und wie UV-
Strahlung, insbesondere UV-B-Strahlung in diese Prozesse aber schéadigend eingreift, ist
offenbar von Pflanzenart zu Pflanzenart verschieden. Mit dem Einsatz der flavonoidarmen
Gerstenmutante sollte der vermutete negative Einfluss erhdhter UV-Strahlung charakterisiert

werden. Diese Charakterisierung galt drei Schwerpunkten:

1. Wie wirkt sich erhohte UV-Strahlung auf den Elektronentransport und die Effizienz des
Photosystems Il, nachweisbar durch Untersuchungen zur Chlorophyll-Fluoreszenz (F./Fp),
uber eine mehrtagige Entwicklungsperiode im Primérblatt von Mutante und Muttervarietét
aus? Hierzu waren begleitende Untersuchungen zum photochemischen (gP) und nicht-photo-
chemischen quenching (gN) vorgesehen. Darunter versteht man die im Verlauf der
Photosynthese einsetzenden Prozesse, die zur L&éschung (“quenching™) der Chlorophyll-
Fluoreszenz beitragen. Dazu gehort die photochemische Energieumwandlung am
Photosystem 11 (gP) bzw. der nicht-photochemische Verlust der Anregungsenergie (qN), der
unterschiedliche Ursachen haben kann. Diese ergédnzenden Ergebnisse erlauben eine

umfassendere Beurteilung der Effizienz des Photosystems Il (von Willert et al. 1995).

2. Die Effizienz des Photosystems Il korreliert nicht unbedingt mit der CO,-Fixierung. Gas-
wechselmessungen sind daher zur umfassenden Beurteilung der photosynthetischen Leistung
sehr notzlich (Maxwell & Johnson 2000). Die Untersuchung der Sauerstoffentwicklung auf
der einen Seite und die Untersuchung der CO,-Fixierung auf der anderen Seite geben Auf-
schluss Uber verschiedene maogliche Orte einer UV-Schéadigung, beispielsweise im Bereich
des Calvin-Cyclus, wo die Ribulosebisphosphat-Carboxylase (Rubisco) ein mdgliches
"target" sein konnte (Gerhardt et al. 1999). UV-bedingte Anderungen am wasserspaltenden

Komplex kénnen durch direkte Messung der O,-Entwicklung erfasst werden.
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Diese Untersuchungen wurden im Rahmen einer Diplomarbeit von Jirgen Briickmann (1998)
in der Arbeitsgruppe von Prof. WeilRenbdck durchgefiihrt. Die in der Diplomarbeit veroffent-

lichten Ergebnisse (Briickmann 1998) werden in der Diskussion vorgestellt und diskutiert.

3. Neben der Charakterisierung von Beeintrachtigungen oder Schadigungen am Photosynthe-
seapparat sollte eine eventuelle Akklimatisierung an erhéhte UV-Strahlung untersucht
werden. Akklimatisierungsprozesse konnen neben dem oben erwahnten Aspekt der UV-
Abschirmung durch epidermale Flavonoidakkumulation auch durch effiziente Reparatur
geschadigter Strukturen charakterisiert sein, wie dies beispielsweise bei UV-induzierten
DNA-Schéaden der Fall ist (Jansen et al. 1998). Im Bereich der Photosynthese ist die
Maoglichkeit einer erhohten Synthese des D1-Proteins bzw. einer gesteigerten D1-
Turnoveraktivitdt sehr wahrscheinlich, da das D1-Protein als UV-sensible Struktur
beschrieben ist (Mackerness et al. 1997a). Eine erhohte Reparaturaktivitat im
Photosyntheseapparat bei der Gerstenmutante war durchaus zu erwarten, nachdem Reuber
(1996) das verstarkte Eindringen von UV-Strahlung in das Mesophyll der Mutante im

Vergleich zur Muttervarietét gezeigt hatte.

Wichtige Voraussetzungen fir eine erfolgreiche Bearbeitung waren zuverldssige, homogene
und naturnahe Strahlungs- und Klimabedingungen sowie die Verwendung eines

entwicklungsphysiologisch méglichst homogenen Blattmaterials:

1.5.3 Akklimatisierung wahrend der Blattentwicklung

AkKlimatisierungsprozesse sollten in Primarblattern verschiedenen Alters bzw. Entwicklungs-
stadiums verfolgt werden. Aufgrund des fiir das Gramineenblatt typischen Basalmeristems
waéchst bzw. altert das Blatt von basal nach apikal, d.h. es bildet sich ein
Entwicklungsgradient vom Blattgrund zur Blattspitze hin aus (Baier et al. 1996). Daher sollte
nicht das gesamte Blatt untersucht werden, sondern apikale Blattsegmente, um eine
weitestgehende entwicklungsphysiologische Homogenitat der Blattproben zu gewahrleisten.
Um verschiedene Phasen einer moglichen Akklimatisierung, z.B. durch zunehmende
epidermale Flavonoidkonzentrationen, studieren zu kénnen, wurden 5, 7, 10 und 15 d alte

Primérblattsegmente untersucht.
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1.5.4 Naturnahe Strahlungs- und Klimabedingungen

Die in der umfangreichen (UV-)Literatur veroffentlichten Untersuchungen zum Einfluss von
UV-Strahlung auf Pflanzen basieren auf vielfaltigen und wenig standardisierten Versuchsbe-
dingungen, insbesondere hinsichtlich des Strahlenklimas, dem die Versuchspflanzen jeweils
ausgesetzt waren. Untersuchungen in Feldversuchen und in Pflanzenanzuchtkammern mit na-
turnahen Strahlungsbedingungen konnten zeigen, dass die Strahlungszusammensetzung bzw.
die Berucksichtigung eines hohen Anteils der PAR an der Gesamtstrahlung fir die Interpreta-
tion beobachteter UV-Effekte von wesentlicher Bedeutung ist (Caldwell und Flint 1994). Zur
Durchfiihrung des Versuchsprogramms war daher die Einrichtung einer UV-Bestrahlungsan-
lage erforderlich, die innerhalb der technisch vorgegebenen Grenzen optimale
Bestrahlungsbedingungen aufwies und eine Simulation naturnaher Versuchsbedingungen

ermoglichte. Diese Bedingung war bisher nicht gegeben.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Pflanzenmaterial

Das Saatgut von Hordeum vulgare L. stammt urspriinglich aus der Mutanten-Sammlung
”Proanthocyanidin-freier Gersten” des Carlsberg-Research-Laboratory, Kopenhagen,
Déanemark und wurde von Frau Dr. B. Jende-Strid zur WVerflgung gestellt. Vier
Mutantenlinien aus dieser Sammlung mit den entsprechenden Muttervarietaten werden durch
die freundliche Unterstlitzung des Max-Planck-Instituts fir Zuchtungsforschung, Koéln, Abt.
Prof. Salamini, seit mehreren Jahren dort vermehrt und nach der Ernte im Samenlager des
MPIZ kihl und trocken gelagert. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete ungebeizte

Saatgutcharge wurde aus dem Original-Saatgut in einer Kalthaus-Anzucht vermehrt.

Das mit Sibutol gebeizte Saatgut von Secale cereale L. cv. Kustro wurde von der Fa.
Lochow-Petkus, Bergen, bezogen.

2.1.2 Gerate

Klimakammer: Pflanzenanzuchtschrank Typ VB 0714/S, Fa. Votsch,
Balingen.

Lampen: Krypton-Glihbirnen 100 W, Fa. Osram, Miinchen
HQI-T-Strahler 400 W, Fa. Osram, Munchen
UV-B-Leuchtstoffrohren des Typs TL 20 W/12, Fa. Philips,
Hamburg
Kaltlichtlampe KL 1500, Fa. Schott, Mainz

Filter: Plexiglas-Filter GS 231, Fa. Rohm, Darmstadt
Filterfolie URT (100 um), Fa. Digefra, Mlnchen

Photometer: Spektralphotometer Uvikon 810, LS Printer 48,

Uvikon Recorder 21, alle Fa. Kontron Hermle, GoRRheim
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Strahlungsmessung:

HPLC:

Fluorometer:

Filter Xenon-PAM:

Gelelektrophorese:

Blot:

Scanner:

Scintillationszahler:

Spektroradiometer Modell DM 150 BC, Fa. Bentham
Instruments, Berkshire (GB)

Quantameter LI-185 A, Fa. Lambda Instruments, Lincoln (USA)
System Controller SCL-10A, Fa. Shimadzu, Kyoto (J)

zwei Pumpen LC-10AS, Fa. Shimadzu, Kyoto (J)
Autoinjector SIL-10A, Fa. Shimadzu, Kyoto (J)
UV-spektrophotometrischer Detektor SPD-10A, Fa. Shimadzu,
Kyoto (J)

Integrator Chromatopac C-R5A, Fa. Shimadzu, Kyoto (J)
Vertex-Sdule 125 x 4,6 mm, Fa. Bischoff, Leonberg
Nucleosil 100-5 C8 (Partikelgrofie 5 pum),

Fa. CS Chromatographie-Service, Langerwehe

PAM Fluorometer 101 Kontrolleinheit

Zusatzmodulen PAM 102 und 103, alles Fa. Walz, Effeltrich
Mini-PAM Fluorometer, Fa. Walz , Effeltrich

Blattkammer 2030-B, Fa. Walz, Effeltrich
Xenon-PAM-Fluorometer, Fa. Walz , Effeltrich

2 DUG 11, 2mm, Fa. Schott, Mainz

UG 11, 1 mm, Fa. Schott, Mainz

GG 19, 2 mm, Fa. Schott, Mainz

DUG 11, 2 mm, Fa. Schott, Mainz

BG 39, 4 mm, Fa. Schott, Mainz

BG 39, 4 mm, Fa. Schott, Mainz

NG 3, 1 mm, Fa. Schott, Mainz

NG 5, 2 mm, Fa. Schott, Mainz

RG 9, 2 mm, Fa. Schott, Mainz

RG 695, 2 mm, Fa. Schott, Mainz

UV-blocking filter, Fa. Balzers, Liechtenstein

DT-red, Fa. Balzers, Liechtenstein

Mini-Protean Il Elektrophoresezelle, Fa. Biorad, Miinchen
Power Supply Modell 3000, Fa. Biorad, Miinchen
Semi-Dry-Blotapparatur, Fa. LTF Labortechnik, Wasserburg
Agfa Arcus I, Fa. Agfa, Mortsel (B)

Beckmann Betaszint LS 6000 TA, Fa. Beckmann, Miinchen
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pH Meter:

Thermoblock:

Waagen:

Zentrifugen:

2.1.3 Chemikalien

H1 9017 Microprocessor pH Meter, Hanna Instruments,
Kehl am Rhein

Bioblock Scientific, Thermolyne, lowa (USA)
Analysenwaage, Fa. Mettler Spoerhase, Zurich (CH)
Prézisionswaage FA-110-4, Fa. Faust, Kéln

Biofuge A, Fa. Heraeus Sepatech, Osterode

Rotixa K, Fa. Hettich, Tuttlingen

2.1.3.1 Kéaufliche Chemikalien

Fa. Linde, Koln:
Fa. Merck, Darmstadt:

Fa. Schindler, Koln:

Fa. Baker, Grof3gerau:
Fa. Beckmann, Munchen:
Fa. Roth, Karlsruhe:

Fa. Amersham, Freiburg:
Fa. ICN Pharmaceuticals,
Kalifornien (USA):

Fa. Macherey, Nagel & Co.,
Duren:

Fa. Schleicher & Schuell,
Dassel:

Fa. Biomol, Hamburg:

Fa. Sigma, Deideshofen:

Flussiger Stickstoff

Quarzsand, ortho-Phosphorsdure 85 % (reinst),
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Methanol (wurde vor Verwendung im Labor destilliert)
Acetonitril (ACN)

Readysafe Universalfliissigszintillationscocktail
PVDF-Membran, Rotiphorese Gel 30

Hyperfilm 3-max

%5.Methionin, 370 MBg/ml, 43.5 MBg/mmol
Papier-Rundfilter 615
Gel blotting paper GB 002

Tricine, Tris ultra pure, BSA, SDS, Glycine

alle nicht extra gelisteten Feinchemikalien

Wasser wurde der Millipore Super-Q-Anlage des Botanischen Institutes entnommen.
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2.1.3.2 Nicht-kdufliche Chemikalien

Der D1-Antikorper wurde freundlicherweise von Frau Dr. Doris Godde, Universitat Bochum,
zur Verfugung gestellt. Die Flavonoide aus Gerste (Saponarin, Lutonarin) und Roggen (R1,

R2, R3, R4) entstammten aus dem Laborbestand.

2.2 Methoden

2.2.1 Einrichtung eines neuen Pflanzenanzuchtschrankes mit UV-Bestrahlungsanlage

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden in einer neu eingerichteten Pflanzen-
anzuchtkammer durchgefuhrt. Die Notwendigkeit zur Einrichtung und Nutzung einer solchen
Kammer ergab sich aufgrund der zunehmenden Erkenntnis in der wissenschaftlichen
Literatur, dass die Beurteilung von UV-Effekten wesentlich von der Zusammensetzung der
Gesamtstrahlung abhéngt und nicht allein von der Dosis und der spektralen Qualitat der
verwendeten UV-Strahlung (Caldwell & Flint 1994). Die Entwicklung optimaler
Bestrahlungsbedingungen unter den vorgegebenen technischen Spezifikationen des in
Betracht kommenden Pflanzenanzuchtschrankes war eine wesentliche Voraussetzung fiir die

Durchflhrbarkeit der Experimente und soll im folgenden detaillierter erlautert werden.

2.2.1.1 Vorgegebene technische Spezifikationen der neuen UV-Kammer

MaRgeblich fur die Auswahl des Pflanzenanzuchtschrankes VB 0714/S (Fa. Votsch,
Balingen) war die Erfullung von Mindestanforderungen an die Intensitat der PAR (sichtbares
Licht, A = 400-700 nm) und die Kontrollierbarkeit bzw. Variierbarkeit von Temperatur und
Luftfeuchte. Zur Durchfiihrung von UV-Experimenten war der Einbau einer entsprechenden
Strahlungseinrichtung erforderlich. Die Konzeption hierzu wurde in Zusammenarbeit mit dem
zustandigen Ingenieur der Fa. Votsch von den beiden Doktoranden der Arbeitsgruppe
(R. Schmitz und P. Burchard) erstellt. Die dartiber hinaus erforderlichen Untersuchungen zur
Kammerausstattung und zur Strahlungsvermessung wurden mit unterschiedlichen

Schwerpunkten von R. Schmitz und der Autorin durchgefunhrt.
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Die Kammer wies folgende Standardspezifikation auf:

- Stellflache fiir Pflanzenmaterial 94 cm x 72 cm, Uber die gesamte Priifraumhohe von

- 1,40 m verstellbar;

- Temperatur von +5 bis +45 °C; bei voller Leistung des Beleuchtungsmoduls kann eine
Temperatur von +10 °C nicht unterschritten werden;

- Rel. Luftfeuchte von 40 % bis 95 % einstellbar; bei voller Leistung des Beleuchtungs-
moduls wird eine obere Grenze von 85 % erreicht;

- Die Bestrahlungsstarke der PAR lag nach Herstellerangaben bei einer Distanz von

50 cm zwischen Stellflache und Beleuchtungsmodul bei 1000 umol m?s™.

Das Beleuchtungsmodul der Kammer war mit 4 Krypton-Gluhlampen 100 W (Osram) und 8
HQI-T 400 W (Osram) besttickt. Nachfolgendes Schema gibt die Anordnung der Lampen
wieder (1-8 = HQI-T, G = Krypton Glihlampe)

Dieses Beleuchtungsmodul war in 6 Stufen schaltbar:
alle Glihbirnen und HQI-Lampen aus,

4 Gluhlampen;

4 Glihlampen + 2 x HQI (4,5);

4 Glihlampen + 4 x HQI (2,4,5,7);

4 Gluhlampen + 6 x HQI (1-3,6-8);

4 Gluhlampen + alle HQI.
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2.2.1.2 UV-Bestrahlungseinrichtung

In Zusammenarbeit mit dem Werkstattleiter des Botanischen Instituts, Herrn Leson, wurde ein
Filtergestell fiir das UV-Bestrahlungsmodul entwickelt, um mit Hilfe von Filterfolien oder
Plexiglas-Filtern unerwiinschte spezifische Bereiche des Strahlungsspektrums der UV-B-
Rdéhren (s. Abb. 2.1 - Emissionsspektrum), wie UV-C-Strahlung, herauszufiltern. Die bis dato
verwendeten WG-Glasfilter (Fa. Schott) konnten aus Kostengrinden nicht herangezogen
werden; als Ersatz kamen Folien mit geeigneten spektralen Filterqualitaten in Betracht. Mehr
als 30 verschiedene Folientypen wurden im Photometer spektral vermessen. Besondere
Beachtung fanden dabei folgende Gesichtspunkte:

a) die Folie sollte im Bereich der PAR eine Transmission von mindestens 90 % aufweisen;

b) die Absorptionskante sollte zum AusschluB von UV-C-Strahlung im Bereich von 280-290
nm moglichst steil sein und bei A< 280 nm eine Transmission von 0 % aufweisen;

c) eine weitere Folie sollte entsprechende Charakteristika fir den Ausschluf von UV-B-
Strahlung aufweisen, um im Bedarfsfall Unterschiede in UV-B- und UV-A-Effekten studieren

zu konnen. Diese Folie kam in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht zum Einsatz.

o
=
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/

0,001

Strahlungsleistung bei 1m [W/m A 2 nm]
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Abb. 2.1: Emissionsspektrum der UV-B-Leuchtstoffrohre TL 12/20 W, Fa. Philips, Hamburg
(Herstellerangaben). UV-B = 280 - 320 nm, UV-A = 320 - 400 nm. Der UV-C-Bereich
(A <280 nm) wurde in vorliegender Arbeit mit Hilfe geeigneter Folien aus dem Spektrum
herausgefiltert.
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Die spektralen Eigenschaften der Folien verandern sich unter dem EinfluR der UV-Strahlung,
wobei héufig eine Veranderung in den ersten Stunden der Bestrahlung festzustellen ist, die bei
langerer Dauer abnimmt. Unter Berlcksichtigung eines wdchentlichen Folienwechsels im
Routinegebrauch und einer taglichen Bestrahlungszeit von 6 h (s. Kapitel 2.2.1.4: Klima-
programmierung) wurden die in Frage kommenden Folien Uber einen Zeitraum von 72 h der
Bestrahlung mit den UV-B-Leuchtstoffrohren ausgesetzt. Die Transmissionveranderung
wurde Uber kurzfristige Zeitspannen (von 10 min bis 12 h) als auch tber langfristige (24 h,
36 h, 48 h, 54 h, 66 h, 72 h) durch spektralphotometrische Messungen (Uvikon 810, Fa.
Kontron Hermle, GoRheim) verfolgt und die beiden besten Folien fiir den Ausschluss von
UV-C- bzw. UV-B-Strahlung ausgewahlt. In Abb. 2.2 wird die Veranderung der spektralen
Eigenschaften dieser beiden Folien nach 24 bzw. 72 h UV-Bestrahlung im Vergleich zur
unbestrahlten Folie dargestellt. Wahrend die Transmission im Bereich der PAR unverandert
blieb, verénderte sich bei den Folien die Absorptionskante mit einer abnehmenden
Transmission im UV-Bereich. Diese Abnahme vollzog sich in den ersten 24 h deutlich starker
als in den darauffolgenden weiteren 48 h. Da sich die Transmissionseigenschaften in den
ersten 24 h der Bestrahlung am stérksten und nachfolgend deutlich weniger anderten, wurden
die Folien im Standardgebrauch 24 h lang vorbestrahlt, bevor sie fir weitere 42 h (7 ~ 6 h
taglich) eingesetzt wurden. Die Untersuchungen zur Vorauswahl der Folien wurde von der
Autorin durchgefuhrt, die endgultige Untersuchung der beiden in Frage kommenden Folien

sowie die graphische Auswertung aller Daten von R. Schmitz.

Folgende Folien standen somit als Filter zur Verfligung:

a) die UV-C-absorbierende Folie URT (100 um) (Fa. Digefra, Munchen)

b) die UV-B-absorbierende Folie Folanorm (100 um) (Fa. Folex, Dreieich)

c) der UV-absorbierende Filter aus Plexiglas GS 231, 3 mm, (Fa. Réhm, Darmstadt). Dieser
Filter hatte sich bereits friher als Filter fur die Kontrollexperimente bewéhrt. Die spektralen

Eigenschaften dieses Filters verandern sich nicht unter UV-Einfluss.
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Transmissionsspektren der verschiedenen UV-Filter
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Abb. 2.2: Transmissionspektren der Folien URT (UV-C-Filter), Folanorm (UV-B-Filter) und des
Plexiglases GS 231 (UV-Filter) nach Bestrahlung mit den UV-B-Leuchtstoffréhren TL12/20
W, Fa. Philips. Die Messungen erfolgten mit einem Spektralphotometer (Uvikon 810, Fa.
Kontron Hermle). Die Transmission der beiden Folien URT und Folanorm nimmt mit
zunehmender UV-Bestrahlung im UV-Bereich ab, wobei sich in den ersten 24 h der
Bestrahlung die starksten Veranderungen vollziehen. Danach andert sich die Transmission der
UV-C-Filterfolie nur noch geringfiigig, die der UV-B-Filterfolie etwas stérker. Der Plexiglas-
Filter zeigt keine Transmissionsverdnderungen. Der Bereich der PAR (400-700 nm) bleibt
unverandert. (Abbildung von R. Schmitz, verandert, mit freundlicher Erlaubnis).

Die Filter wurden in einen Rahmen eingespannt, der mit der UV-Bestrahlungseinheit direkt
verbunden war und die gleichen Ausmalie hatte. Der Abstand zwischen dem Filter und den
UV-B-Réhren betrug 10 cm.

2.2.1.3 Strahlungsvermessung

Im Vorfeld der Strahlungsvermessung wurde ein Anforderungsprofil an die erwinschten
Strahlungsbedingungen erstellt, welches sich an folgenden Eckdaten orientierte:
1. um dem Ziel der Simulation von naturnahen Strahlungsbedingungen weitestgehend gerecht

zu werden, musste die PAR-Strahlung so hoch wie mdglich sein;
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2. die Tagesdosis der UV-Strahlung sollte sich an der Dosis orientieren, die in der bis dato
genutzten UV-Kammer etabliert worden war. Diese betrug fiir eine 6-stiindige
Bestrahlungsdauer je nach Filtertyp zwischen 8.8 und 11.7 kJ m™ UV-Bgg). Eine solche
Tagesdosis wurde in tropischen Gegenden Asiens gemessen (Bachelet et al. 1991) wie auch in
Portugal an klaren Julitagen im Jahr 1989 (Braun 1990); unter Beriicksichtigung einer
angenommenen 15%igen Ozonreduktion entsprechen 13 kJ m™ UV-Bgg) einer kalkulierten
Tagesdosis (Bjorn & Murphy 1985) an einem wolkenlosen Sommertag (15. Juli) in Lund,
Schweden (56 °N, 13 °O) (Reuber 1996).

2.2.1.3.1 PAR-Strahlung

Mit der Einrichtung des UV-Bestrahlungsmoduls in den Prifraum des Pflanzenanzucht-
schrankes mussten Einschrankungen in der Bestrahlungsstarke und -verteilung des
darlberliegenden PAR-Moduls hingenommen werden:

1. Die vom Hersteller der Kammer ausgewiesene maximale Bestrahlungsstarke von 1000
umol m? s PAR bei einem Abstand der Stellfliche von 50 cm zum Bestrahlungsmodul
konnte durch den Einbau des UV-Moduls nicht erreicht werden;

2. zusatzlich wurde das Bestrahlungsfeld durch Beschattungseffekte weiter eingeschrankt.

Um zu erfassen, wie sich die Beschattung durch das UV-Modul auf die PAR-Verteilung
auswirkt, wurde diese auf Pflanzenhdhe mit einem Quantameter (LiCor 1851, Fa. Lambda
Instruments, Lincoln, USA) untersucht. Die Stellflache wurde rasterartig mit 42 Messpunkten
versehen. In dem sich hin- und herbewegenden UV-Modul wurden vier UV-Réhren in
mehreren Anordnungen installiert. Filter wurden nicht eingesetzt. An jedem Punkt wurden
Maximum = unbeschattet durch das UV-Modul) und Minimum (= beschattet durch das UV-
Modul) der PAR bei 100 % Strahlungsleistung festgestellt. Die Strahlungsverteilung ergab ein
deutlich inhomogenes Bestrahlungsfeld, das jedoch nicht nur auf der Beschattung durch das
UV-Modul, sondern auch auf der Verteilung der PAR-Strahlungsquellen im kammereigenen
Bestrahlungsmodul beruhte. Die beste Strahlungsverteilung ergab sich aus einer Anordnung
der UV-Rohren in alternierender Weise: in den mit 8 Platzen versehenen Rahmen wurden vier
Roéhren von rechts beginnend mit jeweils einem Leerplatz Abstand zwischen ihnen
angeordnet (s. Abb. 2.5). Die maximale Bestrahlungsstarke lag bei 650-700 pmol m? s*
PAR.
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2.2.1.3.2 UV-Strahlung

Mit der Vermessung der Bestrahlungsbedingungen durch ein Spektroradiometer erhalt man
ein genaues Bild der Strahlungsqualitét, die auf die Pflanzen einwirkt. Fir die Untersuchung
von UV-Effekten ist dies von grundlegender Bedeutung, da die Photonenwirksamkeit im UV-
Bereich mit abnehmender Wellenldnge der Strahlung steil ansteigt (Madronich 1993). Mit
Hilfe von sogenannten "Wichtungsfunktionen”, die auf der Grundlage verschiedener
Wirkungsspektren beruhen, kdnnen die physikalischen Daten in Dosis-Werte umgewandelt
werden (Caldwell et al. 1986). Diese Werte ermdglichen den Vergleich von Ergebnissen, die

auf der Grundlage unterschiedlichster Bestrahlungsbedingungen gewonnen wurden.

Die spektroradiometrische Vermessung der Bestrahlungsverhaltnisse in der UV-Kammer er-
folgte mit der freundlichen Unterstiitzung der ”Landesanstalt fur Arbeitsschutz Nordrhein-
Westfalen”,  Dusseldorf.  Grundlage fir die  Entwicklung einer  Standard-
Bestrahlungsbedingung war der Einsatz von vier UV-Rdhren wie in der friiher verwendeten
UV-Kammer (Burchard 1994). Um die Maoglichkeiten unterschiedlicher UV-Belastung zu
variieren, wurden weitere Variationen in Zahl und Anordnung der UV-Rdéhren getestet (s.
Tab. 2.1). Der Messkopf des Gerates (Spektroradiometer Model DM 150 BC, Bentham
Instrument, Berkshire, GB) war auf eine mittlere Pflanzenhthe (13.5 cm) eingestellt. Der
Motor des UV-Rahmens wurde aus messtechnischen Griinden festgestellt. Im Bereich
grofitmoglicher Homogenitét bei maximaler PAR-Strahlung wurden je ein unbeschatteter und
ein beschatteter Messpunkt ausgewahlt. Der Abstand zwischen den UV-Réhren und der
Bodenplatte betrug 50 cm. Die Absorption der UV-C-Strahlung erfolgte durch eine 24 h lang

vorbestrahlte Filterfolie (URT 100, s.0.). In Tab. 2.1 sind die Ergebnisse zusammengefasst.

In weiteren Messungen wurde die Strahlungsqualitét inklusive PAR-Bestrahlung und unter
Einsatz beider relevanter Filter (UV-C-Filter URT sowie der UV-absorbierende Filter R6hm-
Plexiglas fur die Kontrollexperimente) spektroradiometrisch erfasst. Fir die Kontroll-
bedingungen (WL = Weililicht) wurden die UV-Rd6hren ausgeschaltet und in gleicher Position
belassen. Leider war es aufgrund der Spezifikation des Spektroradiometers nicht moglich, den
gesamten Bereich der PAR abzudecken. Das Gerét konnte nur Strahlung bis A = 600 nm
messen. Daher wird der Bereich der PAR im folgenden besonders gekennzeichnet (PAR* =
400-600 nm). Der Einfluss der Filter auf die Standardbestrahlung wird in Tab. 2.2 deutlich.
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Belegung der UVv-B UV-Bge |UV-A

8 Rohrenplatze ((280-320nm) (320-400nm)
x=belegt; [W/m2] [kI/m2z  ([W/mZ]
o=nicht belegt d]

000X0XO00 0,9 8 8,2
0O0XO0XO0XO0 1,1 10 8,5
O00XXXO00 1,5 14 9,2
0X0X0XO0X 1,4 12 8,5
OO0OXXXXO00 1,8 16 8,1
OXXXXXXO0 2,5 22 8,2

Tab. 2.1: Spektrale Strahlungsleistung verschiedener UV-Réhrenanordnungen. Die in dieser Arbeit
verwendete Standard-Bestrahlungsbedingung ist mit Fettdruck wiedergegeben. Die
Bestrahlungsstérke ist in der Tabelle fiir den UV-B- und UV-A-Bereich getrennt ausgewiesen.
In der mittleren Spalte steht die nach Bjorn & Murphy (1985) berechnete UV-B-Dosis (der
Index (BE) steht fur "biologisch effektive Strahlung™) fiir die Dauer einer 6-stiindigen
Bestrahlung, die in der vorliegenden Arbeit der taglichen Bestrahlungsdosis entspricht.

Bestrahlungs- |Filter UVv-B UV-Bge |UV-A PAR*

Bedingung (280-320nm) (320-400nm) |(400-600Nm)
[WimZ] [kJ/m2 d]|{[W/mZ2] [Wim?]

WL R6hm-PG - - 2,0 110

UV+WL URT 100 1,4 12 8,5 110

Tab. 2.2: Strahlungsleistung in verschiedenen spektralen Bereichen unter dem UV-C-Filter URT und
unter dem UV-Filter Rohm-Plexiglas.
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Im Bereich der PAR* zeigten beide Filter identische Transmissionsgrade und somit gleiche
Strahlungsleistung. Die Absorptionskanten deckten allerdings die entsprechenden UV-
Bereiche nicht ganz ab:

der Rohm-Plexiglas Filter zeigte eine geringe Transmission im UV-A-Bereich (A < 380 nm;
entspricht 2% der Gesamtstrahlungsleistung, allerdings 24 % der Gesamt-UV-A-Strahlung,
siehe auch Abb. 2.2). Darin kam der von den HQI-Lampen emittierte UV-A-Anteil zum Aus-
druck, der nicht vollstandig gefiltert werden konnte;

der URT 100 Filter absorbierte vollstandig UV-C-Strahlung bis 250 nm und UV-B-Strahlung
< 290 nm). Die Spektren der Strahlungsverteilung unter beiden Filtern gibt Abb. 2.3 wieder:

Spektrale Verteilung der Standard-Bestrahlung
in der UV-Kammer
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Abb. 2.3: Spektrale Verteilung der Strahlung unter Standardbedingungen fiir die UV-Experimente
(UV+WL) und der Kontrolle (WL) in halblogarithmischer Darstellung. Unter UV+WL-
Bedingungen wurden 4 UV-B-Leuchtstoffrohren in alternierender Anordnung plus 100 %
Strahlungsleistung des PAR-Strahlungsmoduls eingesetzt. UV-C-Strahlung wurde durch den
Einsatz der URT-Folie gefiltert, die zuvor 24 h eingebrannt worden war. Fiir die WL-
Strahlungsbedingung wurden die UV-B-R6hren ausgeschaltet. Die von den HQI-Lampen
ausgehende UV-Strahlung wurde durch den Einsatz von dem Réhm-Plexiglasfilter bis auf den
langwelligen Bereich > 380 nm weitgehend absorbiert.
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Dartiiber hinaus wurde die Strahlungsleistung unter der UV-C-absorbierenden Folie im Stan-
dardgebrauch untersucht. Die Folie wurden 24 und 66 h (Einbrenndauer bzw. Bestrahlungs-
dauer bei einwochiger Benutzung) vorher bestrahlt. Es wurden je ein beschatteter und ein un-

beschatteter Messpunkt ausgewahlt. Die Ergebnisse fasst Tab. 2.3 zusammen:

Bestrahlungs- |UV-B UV-Bge [UV-A PAR*

bedingung (280-320nm) (320-400nm) |(400-600nm)
[W/m2] [kd/mz2d] ([W/m?] [W/m2]

URT B (1,39 12,2 6,20 82

24 h U [1,35 11,9 8,54 110

URT B |[1,25 10,8 6,07 83

66 h U |1,28 11,2 8,36 114

Tab. 2.3: Einfluss der Beschattung und der Filteralterung auf die Strahlungsleistung (B = beschattet,
U = unbeschattet).

Die Alterung der UV-C-absorbierenden Folie URT fiihrte im UV-B-Bereich zu einer Minde-
rung der Strahlungsleistung von 6 bis 11 %, im UV-A- und PAR-Bereich um 2 %. Die Unter-
schiede zwischen den beschatteten und unbeschatteten Messpunkten erwies sich im UV-B-
Bereich als gering (< 5 %). Dagegen zeigten sich im UV-A- und im PAR-Bereich deutliche
Unterschiede von mehr als 30 %. Diese Beschattungsunterschiede wurden durch die seitliche

Bewegung des UV-Moduls mit Hilfe des angebrachten Motors minimiert.
Eine abschlieBende Rastervermessung des Bestrahlungsfeldes bei UV+WL-Bestrahlung

lieferte die Daten fir die Strahlungsverteilung auf Pflanzenhthe. Abb. 2.4 gibt die Ergebnisse

wieder.

27



MATERIAL UND METHODEN

PAR* UV-A UV-B [190%-100%
(400 - 600 nm) (320 - 400 nm) (280 - 320 nm) []80%-90%
1 1 1 mg70%-80%
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Abb. 2.4: Verteilung der drei spektralen Bereiche PAR*, UV-A und UV-B unter UV+WL-
Strahlungsbedingungen im Bestrahlungsfeld auf Pflanzenhdhe. Durch den Einbau des UV-B-
Bestrahlungsmoduls mussten deutliche Einschrankungen in der Homogenitéat des
Bestrahlungsfeldes hingenommen werden. Die Strahlungsleistung ist in % angegeben, die 100
%-Werte entsprechen 110 W m™ (700 pmol m?s™) fiir PAR, 8.54 W m™ fiir UV-A und 1.35
W m? fiir UV-B. Die Punkte geben den Standort des Messkopfes (hell = unbeschattet, dunkel
= beschattet) wieder. (Abb. von R. Schmitz, mit freundlicher Erlaubnis).

Abb. 2.5 gibt die Sicht in den Priifraum der UV-Kammer nach vollstandiger Einrichtung

wieder.

Eine Vermessung des Bestrahlungsfeldes an den gleichen Messpunkten mit einem
Quantameter (Briickmann 1998) ergab fur die PAR eine maximale Bestrahlungsstarke von
700 umol m?s™.

Aus dieser Strahlungsverteilung ergab sich flr die experimentelle Nutzung der Kammer die
Konsequenz, die Pflanzen moglichst in den Bereich optimaler Bestrahlung zu stellen. In den
Féllen, in denen das Pflanzenmaterial mehr Platz beanspruchte, wurde die Anordnung durch
Rotation taglich verandert, so dass alle Pflanzen im Durchschnitt gleiche Bestrahlungsdosen

erfuhren.
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Abb. 2.5: Sicht auf die UV-Bestrahlungsanlage im Prifraum des Pflanzenanzuchtschranks. A:
Rahmen mit Platz fir insgesamt 8 UV-B-Leuchtstoffrohren des Typs TL 12/20 W (Fa.
Philips). B: Vier Leuchtstoffréhren waren von rechts beginnend mit jeweils einem Leerplatz
dazwischen angeordnet. C: In einem Abstand von 10 cm wurden die UV-Filter (UV-C-Filter
URT, UV-Filter R6hm Plexiglas) in einem Rahmen installiert, der die gesamte Stellflache D
abdeckte. Der Abstand der Stellflache zur unteren Kante der UV-B-Rohren betrug 50 cm, zum
Bestrahlungsmodul der Kammer (im Photo nicht sichtbar) 84 cm. Der Bewegungsmotor fir
das UV-Modul befand sich auf der linken Seite neben dem Rahmen des Modul (etwa in Hohe
A) und bewegte diesen (ber eine Strecke von 3 cm in seitlicher Richtung hin und zurlck.

Die Messungen im Vorfeld zur Beurteilung des PAR-Bestrahlungsfeldes wurden von
P. Burchard durchgefuhrt, die Auswertung und graphische Aufarbeitung der Daten zur spek-

troradiometrischen Vermessung erfolgte durch R. Schmitz.
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2.2.1.4 Klimaprogrammierung

Das Klimaprogramm in der Kammer orientierte sich an gemessenen Daten des Wetteramtes
Essen (1993) aus dem Monat April mit der Absicht, naturnahe Friihlingsbedingungen zu
simulieren. Der Tag/Nacht-Rhythmus betrug 13/11 h. Temperatur und Luftfeuchte blieben
Uber den Tages- bzw. Nachtgang konstant, um zusétzliche Klimaeffekte in der Kammer
auszuschliel3en. Die PAR-Bestrahlung wurde in 6 Stufen Uber einen Zeitraum von 3.5 h
automatisch hochgeschaltet und erreichte morgens um 10.00 Uhr 100 % Bestrahlungsleistung.
Parallel hierzu wurde die UV-Bestrahlung angeschaltet. Ab 16.00 Uhr wurde die Bestrahlung
in umgekehrter Reihenfolge zuriickgefahren. Abb. 2.6 gibt einen vollstandigen Uberblick tiber

die Standardklima- und Bestrahlungsbedingungen wieder:

30 1 | UV-Bestrahlung |
-+ 100%
25 | 3
—_ - 80% E
O 20+ ———t—=—— = = — —_ — — =
5 ' s
= ‘ . +60% O
T 15 | \ =
o ®
S I L "
§ 10 A% =
[ — — Temperatur 2
Strahlun =
5 1 g +20% g3
rel. Luftfeuchte
0 | | | | | | 0%
06:00 08:00 10:00 12:00 14:.00 16:00 18:00 20:00
Kammerzeit

Abb. 2.6: Standard-Tagesgang der Parameter Bestrahlung, Temperatur und Luftfeuchte in der neuen
UV-Kammer. Bei einem Tag/Nachtrhythmus von 13/11 h wurde die Bestrahlung ab 6.30 Uhr
morgens in den verfligbaren 6 Bestrahlungsstufen bis auf 100 % Bestrahlungsleistung um
10.00 Uhr hochgeschaltet. Die UV-Zusatzbestrahlung wurde mit der PAR-Strahlung
gekoppelt, so dass bei Einschalten von 100 % Bestrahlungsleistung automatisch die UV-
Bestrahlung zugeschaltet wurde. Nach einer Bestrahlungsdauer von 6 h wurde diese in
umgekehrter Stufenfolge in ebenfalls 3.5 h wieder bis auf 0 % Bestrahlung heruntergefahren.
Mit dem Tag/Nachtrhythmus wurde das Temperatur- und Luftfeuchteprogramm gekoppelt:
die Tagestemperatur betrug 20 +/- 1 °C bei einer Luftfeuchte von 50 %; die Nachttemperatur
betrug 10 +/- 1 °C bei einer Luftfeuchte von 80 %. Die Klimawerte orientierten sich an Mes-
sungen des Wetteramtes Essen aus dem Monat April. Die angegebenen Uhrzeiten entsprechen
nicht den tatséchlichen Tageszeiten, da die Zeitprogrammierung unabhéngig einstellbar war.
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Die Entwicklung der Klimaprogramme erfolgte durch P. Burchard und R. Schmitz, die Pro-

grammierung der Kammer wurde von R. Schmitz durchgefihrt.

2.2.1.5 Standard-Bestrahlungsprogramme

Zusammenfassend seien hier nochmals die Bestrahlungs- und Klimabedingungen wiedergege-
ben, die auf Grundlage oben dargestellter Ergebnisse als Standard-Bestrahlungsprogramme

definiert wurden:

1. WeiBlicht-Programm (WL)

- Klimaprogramm s. Abb. 2.6

- Keine zusétzliche UV-Bestrahlung

- Filter Rohm Plexiglas 231 (Absorption von UV-Strahlung, s. Tab. 2.2)
- Distanz UV-Bestrahlungsmodul — Kammerboden 50 cm

2. UV+WL-Bestrahlungsprogramm (UV+W.L)

- Klimaprogramm s. Abb. 2.6

- mit zusatzlicher UV-Bestrahlung (4 UV-B-Leuchtstoffréhren in alternierender
Anordnung)

- Filter URT 100 (Absorption von UV-C-Strahlung, s. Tab. 2.2)

- Distanz UV-Bestrahlungsmodul — Kammerboden 50 cm

2.2.2 UV-Experimente in der UV-Kammer

2.2.2.1 Aussaat

Die Aussaat der Gerstekaryopsen erfolgte jeweils morgens vor Einsetzen der UV-Bestrahlung
in der Kammer. Je 20 Karyopsen wurden in einem Topf (7 x 7 x 8 cm) in einem 1:1-Gemisch
aus Torf und Einheitserde (Typ ,, T*) ausgesat. Die Karyopsen wurden in finf Reihen ausge-
legt, um die gegenseitige Beschattung der Einzelpflanzen so gering wie moglich zu halten.
Nach dem Auslegen im Topf wurden sie mit dem Erdgemisch ubersiebt und gut gewassert.

Um eine komplette Keimung zu gewahrleisten, wurden die Topfe mit Glas abgedeckt. Nach
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dem Durchbruch der Coleoptile am dritten Tag wurden die Glasplatten abgenommen und die
Pflanzen jeden Morgen ausreichend gegossen.

Die Aussaat der Roggenkaryopsen erfolgte in gleicher Weise wie die der Gerstekaryopsen,

jedoch wurden die Roggenkaryopsen nicht tbersiebt. Der Durchbruch der Coleoptile und die
Abnahme der Glasplatte erfolgte am 2. Tag.

2.2.2.2 Bestrahlung und Ernte der Primérblattsegmente

Die Bestrahlung der Pflanzen in der UV-Kammer erfolgte bis zur Ernte in den Topfen unter

den jeweiligen Bestrahlungsprogrammen.

Die Erntezeiten waren je nach Versuchsbedingung unterschiedlich: Fir die Fluoreszenz-Mes-
sungen erfolgte die Ernte nach bzw. wéhrend der 6-stiindigen UV-Bestrahlungsphase, flr die
biochemischen Untersuchungen wurden die Segmente in der Regel vor Einsetzen dieser Be-
strahlungsphase geerntet. In der Regel wurden zur Ernte die Topfe aus der Kammer entnom-
men und die bendtigten Primarblatter aulRerhalb der Kammer aus den Topfen geerntet. Fiir die
Fluoreszenz-Messungen wahrend der UV-Bestrahlungsphase wurden jeweils einzelne

Pflanzen (Priméarblatter) aus den in der Kammer verbleibenden Tdpfen entnommen.

Alle Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit wurden mit Primarblattsegmenten durchge-
flhrt, nicht mit dem Gesamtblatt. Die Lange des Segmentes betrug jeweils 1.5 cm und begann
1 cm unterhalb der Blattspitze. Bei den Roggenversuchen (s. Kap. 2.2.2.5.3) wurden
zusétzlich Segmente gleicher L&nge verwendet, die 3.5 cm unterhalb der Blattspitze
begannen. Unmittelbar nach der Ernte wurde das Frischgewicht der Segmente bestimmt,
entweder einzeln oder gemittelt aus dem Gesamtfrischgewicht von je 10 Blattsegmenten.
Zusétzlich wurde in einem Experiment die Blattlinge 5, 7 und 10 d alter Gersten-
Primérblatter bestimmt. Proben, die nicht zum sofortigen experimentellen Einsatz bestimmt
waren, wurden anschliefend in fl. N, eingefroren und bis zur Aufarbeitung bei -80 °C

gelagert.
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2.2.2.3 Chlorophyllbestimmung der Blattsegmente

Die Extraktion zur Bestimmung des Chlorophyllgehaltes ganzer Blattsegmente erfolgte
mittels DMSO (Hiscox & Israelstam 1979). Einzelne Segmente wurden mit 1 ml DMSO, 10
Blattsegmente zusammen mit 5 ml DMSO inkubiert. Die Extraktion wurde ber Nacht unter
Lichtabschluss bei 60 °C im Thermoblock durchgefihrt. Die Bestimmung des
Chlorophyllgehaltes erfolgte photometrisch nach Zentrifugation des auf Raumtemperatur
abgekiihlten Uberstandes bei 663 und 647 nm. Die Berechnung des Chlorophyll-Gehalts
erfolgte nach Lichtenthaler (1987) wie folgt:

Chl a (mg/Probe) = ((12,25 « Ege3) — ( 2,79 « Eg47)) » Verdinnung

Chl b (mg/Probe) = (( 21,5 ~ Eg47) — (5,1 = Egg3)) = Verdlinnung

2.2.2.4 Analyse der phenolischen Inhaltsstoffe

2.2.2.4.1 Extraktion der l6slichen Phenylpropane aus Gersten-Primarblattsegmenten

Die bei -80 °C gelagerten Priméarblattsegmente wurden in flissigem N2 homogenisiert und

mit 80 %igem Methanol (6 ml/g FG) 3 min lang gemdrsert. Bei dem (berwiegenden Anteil
der Proben wurden 10 bzw. 5 Blattsegmente gemeinsam aufgearbeitet. Ein geringerer Teil der
Proben bestand aus Einzelsegmenten, die in Eppendorfgefaen mit entsprechendem Pistill
homogenisiert wurden. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand in ein zweites GefaR
uberfiihrt. Das Pellet wurde zweimal mit 80 %igem Methanol nachextrahiert. Die Uberstinde
wurden vereinigt und mit 80 %igem Methanol auf ein einheitliches Volumen eingestellt. Die
Extrakte standen wahrend der gesamten Extraktion auf Eis und wurden in der Regel noch am
gleichen Tag mittels HPLC analysiert oder bis zur Analyse am nédchsten Tag bei -80 °C
aufbewahrt.
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2.2.2.4.2 Extraktion der l6slichen Phenylpropane aus Roggen-Primarblattsegmenten

Die Extraktion der phenolischen Roggeninhaltsstoffe erfolgte an Einzelblattsegmenten mit 40

%igem Methanol. Die Durchfuhrung entsprach der oben beschriebenen Methode.

2.2.2.4.3 HPLC-Analyse

Zur Probenvorbereitung wurde der methanolische Extrakt in der Haereus-Tischzentrifuge bei
13000 rpm = 18000 g fiinf Minuten zentrifugiert. Ein Aliquot des klaren Uberstandes wurde

Uber den automatischen Probengeber der HPLC-Analyse zugénglich gemacht.

2.2.2.4.3.1 Gerste

Die Chromatographie der Gerstenextrakte erfolgte mit 1% (v:v) ortho-Phosphorsaure in H,O
(Laufmittel A) und Acetonitril (Laufmittel B). Als Saule fur die Auftrennung der Inhaltsstoffe
wurde eine mit Nucleosil RP-8 beflillte Séule (Ladnge 125 mm, Durchmesser 4.6 mm, Fa.
Bischoff, Leonberg; mittlere KorngréRe des Tragermaterials 5 um, Fa. CS Chromatographie-
Service, Langerwehe) verwendet. Der Losungsmittelfluss betrug 1 ml/min im folgenden

Gradientensystem (nach Reuber 1996):

Zeit Konzentration

Acetonitril (v/v)

0 - 18 min 13%-25%
18 — 22 min 25%-40%
22 -23 min 100 %

23 -32min 100 % - 13 %

Die Detektion der Gersten-Flavonoide erfolgte je nach Fragestellung bei unterschiedlichen
Wellenlédngen. Fir die Quantifizierung des Flavonoidgehalts in den Blattsegmenten der
Gerstenmutante und ihrer Muttervarietdt wahrend der Blattentwicklung (s. Kap. 3.2 ff)
erfolgte die Detektion bei 340 nm. Flr die Ermittlung der epidermalen UV-Transmission
(s. Kap. 3.3 ff) erfolgte die Detektion bei 313 und 366 nm. Die Identifizierung der Flavone in
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den Segmenten erfolgte durch Co-Chromatographie mit authentischen Substanzen aus
Gersten-Primarblattern.  Die  Referenzsubstanzen stammten aus Bestanden  der

Laborsammlung der Arbeitsgruppe von Prof. WeiRRenbdck.

2.2.2.4.3.2 Roggen

Die Auftrennung der Inhaltsstoffe (Flavonoide und HCAS) erfolgte mit der gleichen Saule wie

bei den Gerstenextrakten, aber mit einem anderen Laufmittelgemisch. Die

Flussgeschwindigkeit betrug 1ml/min in folgendem Gradientensystem nach Peters (1987):

Laufmittel A Laufmittel B
H20, 1%ig an H3POy4 H20, 1%ig an H3POy4
MeOH MeOH
THF THF
(84:6:10) (66 : 16 : 18)
0-15 min 100% - 0% A
15-16 min 0%-100 % A
16-24 min 100 % A

Die Detektion der Flavonoide und HCAs erfolgte bei 313 und 366 nm (s. Kap. 3.3 ff). Auch
hier erfolgte die Identifizierung der Substanzen durch Co-Chromatographie mit authentischen

Substanzen aus dem Laborbestand.

Fur die direkte Vergleichbarkeit der Chromatogramme auf Blattsegmentebene wurden jeweils
gleiche Volumina Extrakt erstellt und gleiche Aliquots per HPLC analysiert. Die vom HPLC-
System detektierte Absorption wurde in integrierte Flacheneinheiten umgewandelt und als
solche ("area") ausgegeben, d.h. die Flache war der Stoffmenge proportional. Fur die
Ermittlung der epidermalen UV-Transmission bei Gersten- und Roggenbléattern (s. Kap. 3.3
ff) wurde auf eine Umrechnung der ausgewiesenen Flacheneinheiten in molare
Konzentrationen pro Blattsegment verzichtet, da die absoluten Mengen der einzelnen

Substanzen nicht von vorrangigem Interesse waren. Unsere Fragestellung zielte zundchst im
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wesentlichen darauf, relative Anderungen im Gesamtgehalt aller phenylpropanoiden
Substanzen wie auch einzelner, besonders herausgehobener Substanzen in Abhangigkeit von
verschiedenen Parametern (Alter, Bestrahlung, Gerstevarietat) zu erfassen und diese relativen
Anderungen in Beziehung zu setzen zu der damit verbundenen UV-Absorptionskapazitit, die

sich direkt in den via HPLC ermittelten integrierten Flacheneinheiten ausdriickten.

Auch bei der Bestimmung des Flavonoidgehalts der Gersten-Blattsegmente wéhrend der
Blattentwicklung wurde auf diese Umrechnung verzichtet (s. Kap. 3.2.2). Um jedoch einen
Einblick in die GroéRenordnung der molaren Konzentration fiir die besonders wichtigen
Substanzen zu vermitteln, gelten hier folgende Umrechnungsfaktoren (bestimmt von Jurgen
Kriger, AG Prof. Weilienbock):

Flavonoide nmol/area Eichsubstanz
Saponarin 1,70535*107° Saponarin
Lutonarin 2,07035*10° Luteolin

2.2.2.5 Chlorophyll-Fluoreszenz

Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen haben in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung
gewonnen, da diese Methode dank einer mittlerweile relativ einfachen Handhabung schnellen
Einblick in die aktuelle Photosyntheseleistung erlaubt. Die auf ein Blatt einfallende Strahlung,
die weder durch die Photosynthese genutzt noch als Uberschissige Energie in Form von
Warme wieder abgeben wird, re-emittiert als langerwellige Strahlung und wird als
Chlorophyll-Fluoreszenz bezeichnet. Die Detektion erfolgt mit Hilfe von Fluorometern. Die
modulierten Fluorometer (z.B. PAM-Fluorometer = Puls-Amplituden-Modulation) sind in der
Lage, eine Trennung von MeRlicht und aktinischem Licht zu erreichen, so dass nur
Fluoreszenz-Signale detektiert werden, die vom MeRlicht angeregt wurden. Stérungen durch

uberlagernde Lichtsignale werden so vermieden.

Die Untersuchung der Chlorophyll-Fluoreszenz erlaubt in erster Linie Aussagen Uber den
aktuellen Status des Photosystems |1, inwieweit dieses in der Lage ist, die absorbierte Energie
zu nutzen und inwieweit es durch tberschiissige Energie geschadigt wird. Wichtige Parameter

zur Beurteilung des PS Il-Status sind die Grundfluoreszenz (F,) und die maximale
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Fluoreszenz (Fn,). Die Grundfluoreszenz gibt die Fluoreszenzstrahlung wieder, die durch die
Anregungsenergie in den Antennensystemen des PS Il vor Erreichen der Reaktionszentren
verursacht wird. Diese Grundfluoreszenz ist notwendig zur Standardisierung anderer
Fluoreszenzparameter. Maximale Fluoreszenz tritt auf, wenn alle Primérakzeptoren (Qa) in
reduziertem Zustand vorliegen und jeder weitere Elektronentransport zum Erliegen kommt.
Die Differenz zwischen diesen beiden Fluoreszenz-Zustdnden wird als variable Fluoreszenz
(Fy) bezeichnet. Das Verhéltnis von variabler Fluoreszenz zur maximalen Fluoreszenz (F./Fp,)
wird als MaB fir die Effizienz des Photosystems Il angesehen, mit der die Anregungsenergie

von den Antennenkomplexen zu den offenen Reaktionszentren im PSII geleitet wird.

Die Umwandlung von Lichtenergie in chemische Energie einerseits und die Abfuhrung von
uberschissiger Lichtenergie in Form von Warme andererseits fihrt im Lauf des
photosynthetischen Prozesses zu einem Rickgang der Fluoreszenz auf ein steady-state-level
(Fy). Dieses Phanomen bezeichnet man als Fluoreszenz-Léschung (quenching) mit der
Unterscheidung zwischen der photochemischen und der nicht-photochemischen Ldschung.
Beide Aspekte konnen mit Hilfe der Fluoreszenz-Messungen erfasst werden. Die Messung
des photochemischen quenching erlaubt Aussagen Uber das Verhaltnis der offenen PS II-
Reaktionszentren zur Gesamtzahl der Zentren. Das nicht-photochemische quenching setzt
sich aus einer Reihe unterschiedlicher Faktoren zusammen:

a) der Aufbau des Protonengradienten Uber die Thylakoidmembran ist direkt proportional zur
Fluoreszenz-L6schung und trégt den grofiten Anteil an der Fluoreszenz-Ldschung;

b) die durch reversible Phosphorylierung gesteuerte Abldsung der LHCII-Komplexe von den
PS IlI-Kernkomplexen und deren Verlagerung von den Grana-Bereichen in die Stroma-Berei-
che ermdglicht eine Ubernahme der Anregungsenergie aus diesen Zentren durch die PS I-
Zentren ("spill over™) und damit eine Léschung der Fluoreszenz. Dieses Phdnomen spielt nur
unter Schwachlichtbedingungen eine gréRRere Rolle;

¢) die unter Starklicht zu beobachtende photoinhibitorische Fluoreszenz-Ldschung, deren Zu-

sammenhange noch nicht geklart sind.
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2.2.2.5.1 Bestimmung von F,/Fp,

Die Bestimmung von F,/F,, erfolgte im Anschluss an die 6-stiindige Bestrahlungsperiode
nach einer Dunkeladaptationphase der Blatter von 30 min. Die Messungen erfolgten am
apikalen Blattsegment, beginnend 1 cm unterhalb der Blattspitze auf der abaxialen Seite. Der
Abstand der Probe zum Lichtleiter betrug 1 mm. Der Durchmesser des Lichtleiters

(Bestrahlungsfenster) betrug 1.4 cm.

Die Bestimmung der Chlorophyll-Fluoreszenz erfolgte mit einem PAM Fluorometer (Fa.
Walz), bestehend aus der Kontrolleinheit 101 und Detektor-Emitter-Einheit 101 mit den Zu-
satzmodulen PAM 102 und 103. Folgende Standard-Einstellungen (PAM 101) wurden ge-
wahlt: gain 4, damp 8, light intensity 8, Frequenz 1.6 kH. Die Pulslange des Sattigungspulses
betrug 0.8 s bei einer Frequenz von 100 kH und einer Lichtintensitat von 4000 pmol m? s
(Schott Kaltlichtlampe KL 1500). Die Bestimmung der Parameter F, und F, erfolgte zum Teil
durch die Auswertung der entsprechenden Signale tber einen angeschlossenen Schreiber, zum

Teil direkt Uber die zugehorige Computer-Software (Fa. Walz).

2.2.2.5.2 Bestimmung der quenching-Faktoren gP und gN

Die Ermittlung der quenching-Faktoren erfolgte mittels der Sattigungspulsmethode (Schreiber
et al. 1996). Nach der Ermittlung der Grundfluoreszenz und der maximalen Fluoreszenz
dunkeladaptierter Blatter wird aktinisches Licht zugeschaltet. Sattigende Lichtpulse fihren zu
einem transienten Ausschalten des photochemischen quenchings, da alle Reaktionszentren des
PS Il geschlossen werden. Die zu diesem Zeitpunkt detektierte Fluoreszenz (Fp')
unterscheidet sich von der maximalen Fluoreszenz um den Betrag, der durch den nicht-

photochemischen Prozel3 geléscht wird.

Die Fluoreszenz wurde mit Hilfe eines Mini-PAM Fluorometers (Fa. Walz) detektiert
(Geratesettings nach Standard-Voreinstellung, Ausnahme ML (measuring light) = 10). Eine
Schott Kaltlichtlampe KL 1500 diente extern als Lichtquelle fur das aktinische Licht. Die
Lichtintensitat betrug ca. 180 pmol m s™. Die Sattigungspulse hatten eine Lange von 1 s bei
einer Lichtintensitat von 4000 pmol m™ s™. Die Pulse erfolgten in einem Abstand von 10 s

bei einer Gesamtmesszeit von 5 min. Vor der Messung erfolgte die Bestimmung von F, und
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Fnm nach einer 15-minltigen Dunkeladaption, welche sich nach vergleichenden
Untersuchungen als ausreichend erwiesen hatte. Auf der Grundlage der so bestimmten
FluoreszenzgroRen F, und Fy, wurden die quenching-Berechnungen und die Berechnung des
Parameters Yield (=AF/Fm’) automatisch vom Gerét durchgefuhrt. Der Parameter Yield stellt
ein Mal} fir die effektive Quantenausbeute dar (Genty et al. 1989). Laut Herstellerangaben

erfolgten die Berechnungen der Quench-Parameter nach folgenden Gleichungen:

qP = Fm'- Ft/ Fm'- Fo gqN =Fm - Fm'/ Fm -Fo

Die Messungen erfolgten wéhrend der Bestrahlungsphase zwischen 10 und 16 Uhr. Die Pflan-
zen wurden in der UV-Kammer geerntet und bis zur Messung in einer lichtdichten Box aufbe-
wahrt. Die Bestimmung erfolgte am apikalen Blattsegment, 1 cm unterhalb der Blattspitze be-

ginnend.

2.2.2.5.3 Untersuchungen zur epidermalen Transmission durch Chlorophyll-Fluoreszenz

Messungen

Im folgenden soll eine Methode vorgestellt werden, die am Botanischen Institut der
Universitat Wirzburg entwickelt wurde (Bilger et al. 1997). Grundlage dieser Methode ist die
Tatsache, dass die Chlorophyll-Fluoreszenz auch durch UV-Strahlung angeregt wird. Somit
ist es moglich, Strahlung unterschiedlicher spektraler Qualitat auf ein Blatt einzustrahlen und
die Signale mit einem Fluorometer zu detektieren. Sichtbares Licht passiert die Epidermis
ungehindert und liefert ein Fluoreszenz-Signal. Strahlung im UV-Bereich wird jedoch durch
UV-Schutzpigmente absorbiert, die in der Epidermis lokalisiert sind und erreicht kaum noch
das Mesophyll, so dass das detektierbare Signal deutlich abgeschwdacht wird. Aus dem
Verhaltnis der beiden Signalstarken zueinander erhalt man ein relatives MalR fir die
Transmission der Strahlung durch die Epidermis. Ein erheblicher Vorteil dieser Methode
gegenuber anderen Methoden zur Messung der epidermalen Transmission (z.B. die Messung
der Transmission mittels einer Mikrofiber, s. Reuber 1996) liegt in der Tatsache, dass nicht-

invasiv gearbeitet wird.

Die Anregung und Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz erfolgte mit einem Xenon-PAM-
Fluorometer der Fa. Walz (Effeltrich, Deutschland). Abb. 2.7 gibt den Aufbau der Messanlage
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wieder. Das jeweilige Blattsegment wurde auf einen geschwarzten Messingblock mit Hilfe
doppelseitigen Klebebandes befestigt und in einem Winkel von 45 ° zur Anregungs- wie zur
Emissionsstrahlung positioniert. Durch Verwendung verschiedener Filterkombinationen
wurde die Anregungsenergie in drei distinkt getrennte Anregungsbereiche unterteilt: UV-B-,
UV-A- und Blau-Griin-Anregung (Abb. 2.8). Der UV-B-Bereich zeigte ein Maximum bei 314
nm mit einer Halbbandbreite von 18 nm. Der UV-A-Bereich besal} sein Maximum bei 366 nm
und eine Halbbandbreite von 32 nm. Das Maximum der Blau-Griin-Anregung lag bei 475 nm

mit einer Halbbandbreite von 140 nm.
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Flash Driver
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Quartz rod
: .
W Quartz rod  Leaf disc
/
- —
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Abb. 2.7: Schematische Wiedergabe des Aufbaus des Messapparatur. Die Anregung der Fluoreszenz
erfolgte mit einer Xenon-Lampe. Das Anregungslicht wurde durch verschiedene Filter, die in
einem beweglichen Rad vor der Lichtquelle installiert waren, in drei spektrale Bereiche (UV-
B, UV-A und Blau-Griin) getrennt und auf die Probe geleitet. Diese lag in einem Winkel von
45 ° zur Anregungs- und Emissionsstrahlung auf einem Probenhalter. Die
Fluoreszenzemission wurde ber einen Emissionsfilter in den Detektor geleitet und
amplifiziert. Die Ausgabe erfolgte Uber einen Schreiber. (Abb. von Markus Veit, Universitét
Wiirzburg, mit freundlicher Erlaubnis).

Folgende Filterkombinationen fanden hierbei Verwendung:

-UV-B: 2 DUG 11 (Fa. Schott, Mainz), 2 mm; UG 11 (Fa. Schott), 1 mm; GG 19
(Fa. Schott), 2 mm
-UV-A: DUG 11 (Fa. Schott), 2 mm; BG 39 (Fa. Schott), 4 mm
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-Blau-Griin:  BG 39 (Fa. Schott), 4 mm; UV-blocking filter (Fa. Balzers, Liechtenstein); NG
3 (Fa. Schott), 1 mm; NG 5 (Fa. Schott), 2 mm.

Die Filter wurden direkt vor der Anregungsquelle (Xenon flash lamp, EG&G, Typ FX-134)
positioniert. Die Anregungsintensitidten wurden mit Hilfe von Aluminium-Lochblenden, inte-
griert in die Filtereinrichtung, so justiert, dass ein epidermisfreies Spinatblatt bei Anregung
durch die drei unterschiedlichen Spektralbereiche ein annéhernd gleich groRes Fluoreszenz-

Signal lieferte.
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Abb. 2.8: Durch Einsatz verschiedener Filter wurde die Anregungsstrahlung einer Xenonlampe in drei
verschiedene Anregungsbereiche unterteilt: UV-B mit einem Maximum bei 314 nm, UV-A
mit einem Maximum bei 366 nm und ein Blau-Griin-Bereich mit einem Maximum 475 nm.
Die Anregungsintensitaten waren so justiert, dass jeder Spektralbereich ein annahernd gleich
starkes Fluoreszenz-Signal lieferte. (Abb. aus Bilger et al. 1997).

Die Emission wurde durch folgende Filterkombination gemessen:
UV-blocking filter (Fa. Balzers), DT-red (Fa. Balzers), RG 9 (Fa. Schott), 2 mm, RG 695 (Fa.
Schott), 2 mm. Die Messpuls-Frequenz lag bei 4 Hz.

Die Untersuchungen sollten Aufschluss geben Uber die epidermale Transmission von UV-

Strahlung in den Primérblattern der beiden Gerstenvarietaten, insbesondere die der flavo-

noidarmen Gerstenmutante. Es sollten Priméarblattsegmente unterschiedlicher Altersstufen mit

unterschiedlichem Flavonoidgehalt untersucht werden im Hinblick auf die Frage, ob man eine

Korrelation zwischen dem Gehalt an l6slichen Inhaltsstoffen und der Absorption von UV-

Strahlung in der Epidermis feststellen kann. Wenn epidermale Flavonoide tatsdchlich UV-
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Schutzstoffe sind, missen sie nicht nur eine UV-induzierte zunehmende Akkumulation
zeigen, sondern diese Akkumulation sollte sich auch in einer starkeren Absorption von UV-

Strahlung niederschlagen.

Die Frage der Lokalisation der flavonoiden Substanzen im Gewebe ist hierbei von besonderer
Bedeutung. Gramineenblatter zeichnen sich im Gegensatz zu vielen Dicotylen durch die
Anwesenheit von Flavonoiden auch im Mesophyll aus. Die Zuordnung einzelner Substanzen
zu den beiden Geweben Epidermis und Mesophyll ist aus methodischen Griinden schwierig
und konnte fur Gerste bislang nicht eindeutig geklart werden. Demgegeniber ist eine solche
eindeutige Zuordnung der Inhaltsstoffe in Roggen-Primarblattern madglich. Diese Tatsache
wurde ausgenutzt, um im Vorfeld der Gerste-Untersuchungen die Fluoreszenz-Methode am

Roggen-Primérblatt zu testen.

Im Roggen-Primarblatt findet man im wesentlichen vier 16sliche Haupt-Flavone, von denen
zwei (R3 = Isovitexin-2"-O-Arabinosid, R4 = Isovitexin-2"-O-Galactosid) ausschliel3lich epi-
dermal und die anderen beiden (R1 = Luteolin-4'-Glucuronyl-7-O-Diglucuronid, R2 = Luteo-
lin-7-O-Diglucuronid) ausschlie3lich im Mesophyll lokalisiert sind (Dellamonica et al. 1983,
Schulz et al. 1985). Im Mesophyll findet man dartber hinaus noch zwei Anthocyane (RI =
Cyanidin-3-O-Glucosid, RIl = Cyanidin-3-O-Gentiobiosid), die fir die Fragestellung nicht
weiter bedeutsam sind (Strack et al. 1982). Fir die UV-Absorption von Bedeutung sind
jedoch die ebenfalls ausschlieBlich epidermal lokalisierten Hydroxyzimtsaure-Ester, die sich
hauptséchlich aus p-Cumar- und Ferulaséure-Derivaten zusammensetzen (Strack et al. 1987).

Die Strukturformeln der Verbindungen sind in Abb. 2.9 dargestellt.

Die Akkumulation der Substanzen erfolgt entwicklungsabhangig, wird aber auch durch
aulere Faktoren induziert. Insbesondere die epidermalen Flavonoide zeichnen sich durch eine
erhohte Akkumulation unter dem EinfluR von UV-Strahlung aus, wéhrend die Mesophyll-
Flavonoide maRig oder kaum reagieren (Reuber et al. 1996). Die strikte Gewebelokalisation
ermaoglicht eine schnelle und einfache Zuordnung der Substanzen zu den beiden Gewebetypen
bei der HPLC-Analyse von methanolischen Gesamtblattextrakten. Aus diesem Grund bot sich
das Roggen-Primérblatt an, um die Korrelation von epidermalen UV-Schutzsubstanzen und
der epidermalen UV-Absorption mit Hilfe der Fluoreszenz-Messungen zu untersuchen. Nach

erfolgreicher Anwendung beim Roggen sollte bei der Gerste Uberprift werden, ob eine solche
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Korrelation hier auch nachweisbar ist und diese Ergebnisse zur Beurteilung der UV-

Strahlungsabsorption in den beiden Gerstenvarietaten herangezogen werden.
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Abb. 2.9: Losliche Flavonoide und Phenylpropane im Primérblatt von Roggen. Die einzelnen
Substanzen sind strikt gewebespezifisch lokalisiert. Epidermis: R3 = Isovitexin-2"-O-
Arabinosid, R4 = Isovitexin-2"-O-Galactosid, HCA-Ester (p-Cumar- und Ferulasdure-
Derivate). Mesophyll: R1 = Luteolin-4'-Glucuronyl-7-O-Diglucuronid, R2 = Luteolin-7-O-
Diglucuronid, Rl = Cyanidin-3-O-Glucosid, RIl = Cyanidin-3-O-Gentiobiosid.

Die Untersuchungen wurden an 4 bis 10 Tage alten Roggen-Priméarblattsegmenten durchge-
fihrt. Die Pflanzen wurden unter dem UV+WL-Bestrahlungsprogramm angezogen. Jeweils
10 Blattsegmente wurden pro Altersstadium vermessen. Zusétzlich zu dem apikalen
Blattsegment wurde — sofern mdglich - ein zweites Segment vermessen, welches jeweils 3.5
cm unterhalb der Blattspitze begann. Da die Flavonoidakkumulation im Roggen-Primarblatt
einem Gradienten folgt, der von basal nach apikal zunimmt, konnte so die Probenanzahl
deutlich erhoht und damit auf eine zuverlassige statistische Grofie angehoben werden. VVon
jedem Blattsegment wurden Frischgewicht und Blattflache bestimmt. Nach den Fluoreszenz-
Messungen wurden die Segmente einzeln in fl. N, eingefroren und bis zur Aufarbeitung der
Inhaltsstoffe bei —80 °C gelagert. Die Extraktion und Quantifizierung der Inhaltsstoffe tber
HPLC erfolgte fir jedes Segment einzeln.

Die Gersten-Primarblatter (Hege und ant) wurden ebenfalls unter UV+WL-Bedingungen
angezogen. Die Messungen erfolgten an 6, 9 und 11 d alten Gersten-Primarblattsegmenten.

Pro Altersstadium wurden sechs Segmente untersucht.

Von jedem Segment wurden die Fluoreszenzdaten nach Anregung durch UV-B, UV-A und

blau-griiner Strahlung ermittelt. In der Mehrzahl der Falle wurde die Fluoreszenz sowohl auf
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adaxialer wie auch auf abaxialer Seite gemessen, in den anderen Fallen nur adaxial. Als MaR
fiir die epidermale Transmission wurde das Verhéltnis der Fluoreszenzsignale von UV-B zu
Blau-grin bzw. UV-A zu Blau-Grin berechnet. Daneben wurde die Fluoreszenz an
epidermis-freien 7 d Roggensegmenten ermittelt, um den Wert fir 100 % Transmission zu
erhalten. Der Mittelwert (Referenzwert) wurde mit Hilfe einer blauen Plastikfolie (Fa. Walz)
normiert und die Daten fur die epidermale Transmission anhand des Referenzwertes
relativiert. Die Transmissionswerte wurden Gber die Gleichung A = - log T in

Absorptionswerte umgewandelt.

Aus den Absorptionswerten der adaxialen und abaxialen Messungen wurde der Mittelwert ge-
bildet und gegen den Gehalt an epidermalen oder Mesophyll-Phenylpropanen bei Roggen
bzw. gegen den Gesamtgehalt der phenylpropanoiden Substanzen bei Gerste aufgetragen.
Fehlende abaxiale Werte wurden durch Regression ermittelt, in dem die vorhandenen
abaxialen Werte gegen die korrespondierenden Fluorenzwerte aufgetragen (“geplottet™) und

fehlende Werte mittels der Regressionsgleichung berechnet wurden.

2.2.2.6 Bestimmungen zum Gehalt, Turnover und zur Synthese des D1-Proteins

2.2.2.6.1 Aufarbeitung der Blattsegmente

Die Aufarbeitung der Blattsegmente erfolgte nach einer abgewandelten Prozedur von Hertwig
et al. (1992). Die Auswahl dieser Methode bot sich an, weil sie mit einem einfach handhabba-
ren Protokoll bereits erfolgreich an Roggen-Primérblattern etabliert worden war. Pro Probe
wurden je 10 Segmente unter Zugabe von Extraktionspuffer gemorsert. Der Extrakt wurde
gefiltert (Papier-Rundfilter 615, Macherey, Nagel & Co., Diren), um alle groben
Pflanzenreste (Zellwand etc.) zu entfernen. Es folgte eine Zentrifugation bei 9000 g, um ein
Rohmembranpellet zu erhalten. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit
Lysepuffer versetzt und geschiittelt (Vortex). Nach Zentrifugation bei 9000 g wurde der
Uberstand verworfen und das Pellet mit 2M NaCl versetzt und zentrifugiert (dies dient der
Entfernung membran-assoziierter Proteine, so dass nur noch berwiegend membran-
integrierte Proteine vorhanden sind). Es wurde nochmals mit Lysepuffer gewaschen und das

verbleibende Pellet mit dem Resuspensionspuffer versetzt und bei -20° gelagert.
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Extraktionspuffer: 10mM Tricine/NaOH
0.4 M Sorbitol
10 mM MgCl,

Lysepuffer: 10mM Tricine/KOH pH 7.6
2 mM Na-EDTA

Resuspensionspuffer: 6.2 mM Tris/HCI pH 8.3
48 mM Glycin
10 % Glycerin

2.2.2.6.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Diese Methode erlaubt die Auftrennung von Proteingemischen aufgrund ihrer unterschiedli-
chen Molekulargewichte. Die Auftrennung erfolgte auf Mini-Gelen in einer Mini-Protean 11
Elektrophoresezelle (Fa. Biorad) nach dem System von Laemmli (1970). Die Geldicke betrug
0.75 mm mit einer konstanten Acrylamidkonzentration von 12 % im Trenngel. Die

Konzentration des Acrylamids im Sammelgel betrug 5 %.

Als ProteingroBenstandard wurde ein Gemisch aus Rinderserum Albumin (66 kDa),
Hihnerei-Albumin (45 kDa), Glycerinaldehyd-3-P-Dehydrogenase (36 kDa), Carbon
Anhydrase (29 kDa), Trypsinogen (24 kDa), Trypsin Inhibitor (20 kDa) und a-Lactalbumin
(14.2 kDa) verwendet.

Zur Probenvorbereitung wurde der Chlorophyllgehalt der Proben bestimmt und auf 1 pg
Chlorophyll eingestellt. Dann wurden die Proben entweder 1-2 h bei 30 °C vor dem
Probenauftrag (bei der Einzelsegment-Aufarbeitung) oder tber Nacht bei 4° C (bei allen
Aufarbeitungen von 10 Blattsegmenten pro Probe) in 1x Laemmli-Probenpuffer (4 ml H,0, 1
ml 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8, 0.8 ml Glycerin, 1.6 ml 10 % SDS, 5 % [3-Mercaptoethanol)
solubilisiert. Die Anwendung anderer Detergenzien zur Solubilisierung der Membranproteine
hatte sich in Vorversuchen als nicht notwendig erwiesen. Die Probe wurde ohne

vorhergehendes Erhitzen in 20 pl Probenpuffer auf das Gel aufgebracht. Die Elektrophorese
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wurde bei Raumtemperatur und konstanter Stromstdrke von 15 mA pro Mini-Gel
durchgefinhrt.

2.2.2.6.3 Chlorophyll-Bestimmung

Die Bestimmung des Chlorophyllgehaltes erfolgte nach Porra et al. (1989) in 100 % Methanol

durch Messung von drei Parallelproben.

2.2.2.6.4 Proteintransfer

Im Anschlul? an die Proteintrennung im Gel wurden die Proteine nach der "semi-dry"-
Methode auf eine PVDF-Membran (Fa. Roth) transferiert. Der Transfer erfolgte in einer
Semi-Dry-Blotapparatur der Fa. LTF Labortechnik (Wasserburg) nach Angaben des
Herstellers unter Verwendung von drei Transferpuffern. Der Transfer erfolgte bei einer
konstanten Stromstarke von 100 mA Uber 90 min. Die Vollstandigkeit des Protein-Transfers

wurde durch anschlieBende Farbung des Gels uberprift.

Transferpuffer:

Anode 1: 300 mM Tris/HCI, pH 10.4

Anode 2: 25 mM Tris/HCI, pH 10.4

Kathode: 40 mM Norleucin, 25 mM Tris/HCI, pH 9.4

Je nach Fragestellung wurden die Blots einer Immunodetektion unterworfen oder nach

Coomassie-Farbung getrocknet und anschliellend autoradiographiert.

2.2.2.6.5 Densitometrie

Alle Blots, Gele und Autoradiogramme wurden mit einem Scanner (Agfa Arcus |1, Fa. Agfa,
Mortsel, Belgien) digitalisiert (Graustufenscan 1:1, Auflésung 300 dpi, tif-Format). Die
densitometrische Auswertung erfolgte mit einem darauf spezialisierten Computerprogramm
(Scion Image, Release Beta 2, Fa. Scion Coorporation, Maryland, USA). Die mit dem

Programm moglichen verschiedenen Auswertungsmoéglichkeiten wurden an mehreren
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Beispielen (Immuno-Blots und Autoradiogramme) getestet und verglichen. Alle in dieser
Arbeit vorgestellten Auswertungen erfolgten ohne weitere digitale Bildbearbeitung an den
Originalscans mit Hilfe des integrierten Densitometrie-Makros (gelplot2.txt). Bei der
Auswertung der Daten wurde Wert darauf gelegt, dass nur Signale miteinander verglichen
wurden, die auf dem gleichen Blot, Gel oder Autoradiogramm aufgetragen waren und somit
vergleichbarer methodischer Behandlung ausgesetzt waren (z. B. identischer Proteintransfer,
dieselben Farbungsbedingungen, Autoradiographiebedingungen etc.). Damit konnten jedoch
nicht alle methodischen Fehlerquellen ausgeschlossen werden. Die densitometrische
Auswertung eines Immunoblots mit nebeneinander aufgetragenen identischen Proben wies
Signalunterschiede von bis zu 40 % aus (Abb. 2.10):
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einem Immunoblot
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Abb. 2.10: Exemplarischer Immunoblot (D1-Protein) von 10 d alten ant-Proben (1 - ant UV+WL, t =
Oh;2-antUV+WL,t=55h; 3-ant WL, t=0h; 4 -ant WL, t = 5.5 h) mit nebeneinander
aufgetragenen identischen Doppelproben. Nach densitometrischer Auswertung wiesen die
identischen Proben Signalunterschiede zwischen 6 und 40 % auf.

Die Auftragung von Doppelproben war dann nicht moglich, wenn die Probenanzahl der Ein-
zelproben, die direkt miteinander verglichen werden sollten, die Anzahl der verfugbaren
Spuren im Gel Uberschritt. Dies war insbesondere bei den Versuchen zur D1-Synthese und
zum D1-Turnover der Fall. Hier wurde eine gewisse Uberprifung der Signale dadurch
gewadhrleistet, dass verbleibende nicht genutzte Spuren mit anderen Vergleichsproben

bestuckt wurden. Bei einem Gel mit beispielsweise ant WL-Proben wurden die restlichen
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freien Spuren mit vergleichbaren Hege WL-Proben beladen und umgekehrt. Auf diese Weise
konnten relative Signalstarken zueinander auf verschiedenen Autoradiogrammen verglichen
und in die Beurteilung der densitometrischen Auswertung einbezogen werden. Ein direkter

Vergleich der absoluten Signalstarken war in solchen Féllen nicht mdglich.

2.2.2.6.6 Bestimmung des D1-Gehaltes

Die Bestimmung des D1-Gehaltes erfolgte durch immunologische Detektion der D1-Bande
mit einem spezifischen D1-Antikorper. Es handelte sich hierbei um einen Antikdrper gegen
ein Fusionsprotein bestehend aus einem Teil des D1-Proteins (AS 167-353) und [3-
Galactosidase (Johannigmeyer 1987), der uns freundlicherweise von Frau Dr. Doris Godde,

Universitat Bochum, zur Verfligung gestellt wurde.

2.2.2.6.7 Immunodetektion (verandert nach Johnson et al. 1984)

Die an den AuRenseiten der Membran gelegene Spur mit Proteinmarkern wurde von der
Membran entfernt und mit Coomassie-Losung gefarbt. Die restliche Membran wurde zur
Vorbereitung der Immunodetektion des D1-Proteins fir 1 h in Blocking-Puffer (1.2 g
Magermilchpulver in 15 ml PBT pro Membran) gelegt, um alle unspezifischen

Bindungsstellen abzuséttigen.

Die Inkubation der Membranen mit dem D1-Antikérper erfolgte Uber Nacht bei 30 °C. Die
Verdinnung betrug 1:4000 in Na-PBS / 1 % BSA. Nach Entfernen des Antikorpers und zwei-
maligem Waschen wurde der Sekundar-Antikorper, ein anti-Kaninchen-lgG Antikorper mit
gekoppelter alkalischer Phosphatase (Verdiinnung 1:10000, Fa. Sigma), zugegeben. Die Inku-
bation dauerte 1 h. Die Farbung der markierten Proteine erfolgte Uber eine durch die
alkalische Phosphatase gekoppelte Farbreaktion mit NBT (Nitro-Tetrazoliumblau) und BCIP
(5-Bromo-4-Chloro-3-Indolylphosphat). Die Membran wurde nach mehrmaligem Waschen
vor Zugabe der Farbreagenzien 15 min in dem alkalischen Farbreaktionspuffer (AP-Puffer)
aquilibriert und danach die Farbung durchgefuhrt (Endkonzentration NBT 0.02 % bzw. BCIP
0.005% in AP-Puffer). Die Reaktion wurde durch Waschen mit Wasser gestoppt.
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Na-PBS: 8.0 g NaCl; 0.2 g KCI; 1,44 g NaHPO, « 2 H,0;
0.2 g KH,POy; Aqua bidest ad 1000 ml

PBT: Na-PBS; 0.025 % Tween 20; 1 % BSA
Waschldsung: Na-PBS; 0,1 % Triton 100
AP-Puffer: 100 mM Tris, pH 9.5; 100 mM NaCl; 50 mM MgCl,

2.2.2.6.8 ldentifizierung der D1-Proteinbande durch den spezifischen Antikorper

Die ldentifizierung der D1-Proteinbande erfolgte durch GréRenvergleich mit Molekularge-
wichts-Standards. Das D1-Protein besitzt ein Molekulargewicht von 32 kDa. Auf dem
abgebildeten Immunoblot (Abb. 2.11) wird die Spezifitat des Antikorpers deutlich, der keine
Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen aufwies. Die ldentifizierung wurde durch Frau Dr.
Godde personlich bestétigt (Godde and Dannehl, 1994; Dannehl et al. 1996; Kilb et al. 1996).
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Abb. 2.11: Identifizierung der D1-Proteinbande durch den spez. Antikdrper und durch Vergleich des
Molekulargewichts. Die Proben auf dem Gel unterschieden sich durch die Verdiinnung des
spezifischen Antikorpers. In diesem Test wurde die geeignete Antikorper-Verdinnung
untersucht: A: 1:4000, B: 1:3000 und C: 1:2000. In den Versuchen wurde eine Verdinnung
von 1:4000 eingesetzt. Das D1-Protein zeichnet sich durch seine spezifische diffuse
Auftrennung im elektrophoretischen Verfahren aus (D fur "diffuse™), die keine scharfe
Einzelbande wie z.B. bei der Markerproteinen erkennen lasst.

2.2.2.6.9 D1-Turnover

Die Pflanzenanzucht erfolgte in der UV-Kammer unter Bestrahlungsprogramm WL bzw.
UV+WL. Im Alter von 5, 7 und 10 d wurden die Primé&rblattsegmente um 8 h morgens geern-
tet, d.h. zwei Stunden vor Beginn der maximalen Bestrahlungsintensitdt und dem Einsetzen
der UV-Zusatzbestrahlung in der UV-Kammer. Nach Bestimmung des Frischgewichtes
wurden jeweils 10 Segmente in ein Eppendorfgefal (1.5 ml) tberfuhrt und mit 0.6 ml
radioaktivem Inkubationspuffer (s.u.) versetzt. Diese Menge reichte aus, um die Segmente
vollstandig in die LoOsung einzutauchen. Die EppendorfgefaBe wurden in einen
Vakuumexsikkator eingebracht und die Segmente 2 min vakuuminfiltriert. Danach wurden
die Segmente je eines Eppendorfgefales samt Inkubationslosung in Kristallisationsschalen
(Durchmesser 4 cm) uberfihrt und nebeneinander angeordnet, um eine gegenseitige
Beschattung auszuschlieen bzw. auf ein Minimum zu reduzieren. In diesen Schalen wurden

die Segmente unter leichtem Schiitteln 90 min bei 750 pmol m? s bestrahlt (“pulse”-Phase).
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Die auftretende Warme wurde mit Hilfe eines Ventilators abgefuhrt. Als Verdunstungsschutz
diente eine aufgelegte Glasplatte.

Nach 90 min Inkubation wurde die Losung entnommen und die Segmente zweimal mit destil-
liertem Wasser gewaschen. Der dritte Waschschritt wurde im nicht-radioaktiven Inkuba-
tionspuffer (s.u.) vorgenommen. Die Segmente wurden mit Apura (Labor-Papiertiichern) ge-
trocknet und in neue Kristallisationsschalen mit 2 ml nicht-radioaktivem Inkubationspuffer
uberfihrt. Eine Probe wurde nach dem Abtrocknen sofort in fl. N, eingefroren (to = 100 %
radioaktiv markiertes D1-Protein). Die anderen Proben wurden danach den Bestrahlungspro-
grammen WL bzw. UV+WL in der UV-Kammer unterworfen (“chase"-Phase). Die Proben
wurden nach 1, 2, 4 und 5.5 h entnommen, gewaschen, getrocknet und sofort in fl. N einge-
froren. Wahrend der Bestrahlungsphase wurde der nicht-radioaktive Inkubationspuffer halb-

stiindig gewechselt.

Nach der Probenaufarbeitung, elektrophoretischer Trennung der Proteine und dem Transfer
auf PVDF-Membran wurden die Blots kurz mit Coomassie gefarbt und getrocknet. Dann wur-
den sie fiir 72 h auf einen Film (Hyperfilm - 3-max, Fa. Amersham, Freiburg) aufgelegt. Die
Identifikation der D1-Bande auf dem Autoradiogramm erfolgte durch den direkten Vergleich
mit Immuno-Blots. Die Coomassie-Farbung diente in erster Linie zur Abschéatzung der Frage,
ob UnregelméRigkeiten im Probenauftrag auf das Gel zu erkennen waren, die moglicherweise
Unstimmigkeiten bei der Bewertung der Autoradiogramm-Signale erklaren kénnten. Da die
D1-Bande auf einem Coomassie-gefarbten Blot von dem 33 kDa-Protein des
wasserspaltenden Komplexes Uberlagert wird (pers. Mitteilung von Frau Dr. Godde), diente
diese Bande nicht direkt als Nachweis fur die D1-Bande, gestattete aber eine relative
Zuordnung auf den Autoradiogrammen, die eine fortgesetzte Identifikation via Immuno-Blots

uberflissig machte.

Inkubationspuffer (radioaktiv): 5 mM Na-Phosphat, pH 7.4
0.01 % (v/v) Tween 20
1 mM Methionin
0.1 pCi **S-Methionin

51



MATERIAL UND METHODEN

Inkubationspuffer (nicht-radioaktiv): 5 mM Na-Phosphat, pH 7.4
0.01 % (v/v) Tween 20
1 mM Methionin

Abb. 2.12 gibt ein typisches Autoradiogramm wieder:

66 kDa

- = e

45 kDa
36 kD

we D1-Protein
28 kDa
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20 kD

Abb. 2.12: Exemplarisches Autoradiogramm der nach radioaktiver Markierung mit **S-Met elektro-
phoretisch aufgetrennten Proteine: Vier Banden waren deutlich auf jedem Autoradiogramm
herausgehoben. Nach Vergleich mit den entsprechenden Immunoblots konnte die markierte
Bande als D1-Bande identifiziert werden. Die Molekulargewichtsangaben stammen von dem
zu diesem Autoradiogramm entsprechenden Coomassie-Blot. Dargestellt sind die Proben
Hege 7 d WL (Spur 1 bis4vont=0h, 1 h, 2 h, 5.5 h chase-Phase; von links auflen
beginnend) und ant 7 d WL (Spur 1 bis4 vont=0h, 1 h, 2 h, 5.5 h chase-Phase; von rechts
aulRen beginnend).

2.2.2.6.9.1 Linearitat der radioaktiven Signale im Autoradiogramm
Eine Uberpriifung der Linearitat der radioaktiven Signale auf dem Film erfolgte durch den

Auftrag einer identischen Probe mit steigendem Chlorophyllgehalt. Abb. 2.13 weist die

Linearitat des Signals bis zu einer Chlorophyllmenge von 3 pg nach:
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Abb. 2.13: Linearitét des radioaktiven Signals auf dem Hyperfilm -max (Fa. Amersham). Es wurden
unterschiedliche Mengen derselben Probe (*S-markiertes D1-Protein) auf ein Gel aufgetragen,
auf PVDF-Membran geblottet und anschlieend autoradiographiert. Nach densitometrischer
Auswertung mit dem Programm Scion Image ergab sich eine Linearitat des radioaktiven
Signals auf dem Film bis zu einer Chlorophylimenge von 3 ug pro Probe.

Damit lag die standardmaRig aufgetragene Menge von 1 g pro Probe innerhalb der Linearitat

des Films.

2.2.2.6.10 D1-Synthese

Die Untersuchung der Synthese des D1-Proteins unter UV+WL-Bedingungen war aufgrund
der Sicherheitsbestimmungen zum Umgang mit radioaktivem Material in der UV-Kammer
ausgeschlossen. Somit war es nicht moglich, eine Aussage zum unmittelbaren Einfluss der
UV-Strahlung auf die D1-Synthese zu gewinnen. Allerdings konnte die Frage, ob eine
langerfristige UV-Einwirkung negativen Einfluf auf die Synthese des D1-Proteins nimmt,
konnte allerdings (im Rahmen der Sicherheitsbestimmungen) methodisch verfolgt werden:
Ein solcher EinfluR sollte sich in einer unterschiedlichen Syntheseleistung zwischen den WL-

bestrahlten und den UV+WL-bestrahlten Blattsegmenten zeigen.

Die Versuchsdurchfiihrung entsprach der Durchfihrung zum D21-Turnover bis zum

Uberfithren der Blattsegmente in die Kristallisationsschalen. Die Segmente wurden nach
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Bestimmung des Frischgewichts mit dem radioaktiven Inkubationspuffer (s. Kap. 2.2.2.6.9)
versetzt und die Vakuuminfiltration durchgefuhrt. Danach wurden die Segmente mit dem
Inkubationspuffer in die Kristallisationsschalen Gberfuhrt und einer Bestrahlung bei 750 pmol
m™?s™ PAR ausgesetzt. Nach 15, 30, 45, 60 und 90 min Bestrahlung wurde jeweils eine Probe

entnommen.

Nach Probenaufarbeitung und SDS-PAGE wurden die Gele getrocknet und 11 d lang autora-

diographiert. Nach Entwicklung des Films wurde dieser densitometrisch ausgewertet.

2.2.2.6.11 Aufnahme der Radioaktivitat in die Blatter

Die Aufnahme des **S-Met in die Blattsegmente wurde einerseits verfolgt durch die Abnahme
der Radioaktivitat im radioaktiven Inkubationspuffer wahrend der pulse-Phase und
andererseits durch die Zunahme von *S-Met in den nach Probenaufarbeitung untersuchten
Thylakoidsuspensionen. Aliquots der radioaktiven Inkubationslosung wurden nach
Beendigung der verschiedenen pulse-Phasen (15, 30, 45, 60, 90 min) im Scintillationszéhler
untersucht. Nach der Aufarbeitung der zu den verschiedenen pulse-Zeiten entnommenen
Blattsegmente (s. Kap. 2.2.2.6.10) wurden Aliquots der jeweiligen Thylakoidsuspensionen

ebenfalls im Scintillationszéhler untersucht.

2.2.2.6.11.1 Abnahme von *S-Met in der radioaktiven Inkubationsldsung wéhrend der pulse-

Phase

Abb. 2.14 verdeutlicht die relative Abnahme des *S-Met in der Inkubationslésung der Blatt-
segmente wahrend der pulse-Zeit von 90 min. Die im Scintillationszahler ermittelten Werte
der radioaktiven Ausgangslésung entsprachen 100 %. Uber die Pulse-Zeit von 90 min nahm
der Gehalt an *S-Met in der Ausgangsldsung +/- kontinuierlich ab und koinzidierte mit der
Aufnahme der Radioaktivitét in die Blattsegmente (s.u.). Die auftretenden Unterschiede sowie
die Uber 100 % liegenden Werte beruhten auf einer unterschiedlichen Anzahl von Proben (n
(WL) = 3, n (UV+WL) = 6), die den hier dargestellten Mittelwerten zugrunde lagen. Ein
Trend zur unterschiedlichen Aufnahme bei verschieden alten Blattsegmenten konnte nicht

ausgemacht werden (Daten nicht gezeigt), daher geben die Mittelwerte einen Durchschnitt
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uber alle gemessenen Aliguots mit Segmenten unterschiedlichen Alters wieder. Die
Ergebnisse belegen trotz geringer Differenzen zwischen den Proben gleicher pulse-Zeiten,
dass kein Trend fiir eine unterschiedliche Aufnahme des **S-Met aufgrund unterschiedlicher
Vorbehandlung (WL oder UV+WL) zu sehen ist.

Abnahme von **S-Met im Inkubationspuffer
120 f
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Abb. 2.14: Aliquots des radioaktiven Inkubationspuffers wurden wahrend der pulse-Zeit der
Blattsegmente auf ihren Gehalt an radioaktiv markiertem **S-Met mittels Scintillationszahlung
untersucht. Die radioaktive Ausgangslésung (0 min) wurde gleich 100 % gesetzt. Der relative
Gehalt an **S-Met nahm Uiber die pulse-Zeit mehr oder weniger kontinuierlich ab.

2.2.2.6.11.2 Anteil der aufgenommenen Aminosaure **S-Met in den aufgearbeiteten

Blattproben

In den Thylakoidsuspensionen am Ende jeder Probenaufarbeitung fanden sich in allen Proben
gleicher pulse-Zeit vergleichbare Mengen an *°S-Met, d.h. radioaktiv markiertes **S-Met
wurde von allen Proben unabhangig von der Art ihrer VVorbestrahlung in vergleichbarer Weise
in das Blattinnere aufgenommen. Der relative Anteil an Radioaktivitat bezogen auf den Inku-
bationspuffer stieg von 0.2 % auf knapp 0.7 %. Anhand der Daten konnte sichergestellt wer-
den, dass die Ergebnisse zum D1-Abbau- bzw. zur D1-Synthese nicht durch unterschiedliche

Aufnahmeraten des *°S-Met verfalscht wurden.
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Anteil von **S-Met in den aufgearbeiteten
Blattsegmenten

g 1,0
S 08 1
E %
£ 06 =
ez —
C ™ o4 I
c
©
= 0,2
i
c
< 00

15 30 45 60 90

Pulse-Zeit [min]

|——ant WL —0—Hege WL —A—ant UV+WL ——Hege UV+WL

Abb. 2.15: Je 10 Blattsegmente wurden unterschiedlich lang mit radioaktivem Inkubationspuffer (0.1
UCi *S-Met) gepulst. Nach Aufarbeitung der Blattsegmente wurde je ein Aliquot der
Thylakoidsuspension mittels Scintillationszdhlung auf seinen Gehalt an radioaktiv markierter
Aminoséure *S-Met untersucht. Der relative Anteil am Gehalt der Ausgangslosung (= 100 %)
wurde bestimmt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Wachstumsparameter

In die Untersuchungen zum Flavonoidgehalt der Blattsegmente wurden einzelne
Wachstumsparameter einbezogen. Dazu zéhlten das Frischgewicht der Blattsegmente wie die

Blattlange.

3.1.1 Frischgewicht der Blattsegmente

Von jedem untersuchten Blattsegment wurde das Frischgewicht entweder einzeln oder als
Mittelwert von 10 Blattsegmenten ermittelt. Es wurden alle Altersstadien (5-15 d)

berticksichtigt.

Der Vergleich der Kontrollpflanzen (WL-Bedingungen) und der UV+WL-bestrahlten
Pflanzen beider Gerstevarietiten wies wenig signifikante Unterschiede auf (Abb. 3.1).
Auffillig war der Unterschied bei den 5 d alten Pflanzen. Die UV+WL-bestrahlten
Blattsegmente beider Varietiten wiesen ein deutlich hoheres Frischgewicht auf als die
Kontrollen. Die Hege-Blattsegmente waren unter UV+WL-Einfluss um 66 % schwerer als die
Kontrollen, die ant-Segmente um 25 %. Im weiteren Verlauf der Blattentwicklung wurden bei
der Muttervarietit Hege keine Unterschiede im Frischgewicht festgestellt, die auf
unterschiedliche Bestrahlungsbedingungen hitten zuriickgefiihrt werden konnen. 7 d alte ant-
Pflanzen zeigten signifikante Unterschiede (P << 0.01), wobei die Kontrollpflanzen héhere
Frischgewichte (5 % mehr) aufwiesen als die UV+WL-bestrahlten. Das gleiche lie} sich auch
bei 9 d und 15 d alten ant-Pflanzen feststellen, allerdings betrug der Unterschied trotz
statistischer Signifikanz mit P < 0.05 nicht mehr als 5 %.

Deutlichere Unterschiede lieBen sich beim Vergleich von Muttervarietdit und Mutante
feststellen. Unter WL-Bedingungen zeigten nur die dlteren Blattsegmente unterschiedliche
Frischgewichte. 8 d alte Hege-Segmente wiesen ein hoheres Frischgewicht auf als ant (10 %
bei P < 0.05), 10 und 15 d alte Segmente bestitigten den Trend (14 bzw. 13 % bei P<< 0.01).
Unter UV+WL-Bedingungen zeigte sich dieser Trend bis auf eine Ausnahme (8 d) iiber alle

57



ERGEBNISSE

Altersstadien hinweg (P << 0.01). Hege-Blattsegmente wiesen ein zwischen 10 und 33 %

hoheres Frischgewicht auf als die entsprechenden ant-Segmente.

Frischgewicht der Blattsegmente
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Abb. 3.1: Mittleres Frischgewicht des oberen Primérblattsegments von Hege und ant unter zwei
Bestrahlungsbedingungen (helle Balken = WL-Anzucht, dunkle Balken = UV+WL-Anzucht).
Signifikante Unterschiede aufgrund der Bestrahlungsbedingungen sind mit ** oder *
gekennzeichnet (** = P<< 0.01, * = P < 0.05, n = 13-51). Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung (SD) wieder.

3.1.2 Blattlange

Die Blattlinge wurde nur bei den 5, 7 und 10 d alten Pflanzen untersucht (Abb. 3.2). Unter
dem Einfluss von UV+WL-Strahlung zeigten die 5 d alten Primarblatter geringfiigig hohere
Blattlangen (Hege UV+WL 7 % mehr, ant UV+WL 3 % mehr) als die Kontrollen, wobei der
Unterschied bei Hege ein Signifikanz-Niveau von P << 0.01 aufwies. Dies kehrte sich bei den
dlteren Blattstadien um; unter UV+WL-Bedingungen war die Blattlinge geringer als unter
WL-Bedingungen. Bei den 7 d alten Primérblittern wies die Mutante eine etwas grof3ere
Differenz von 8 % zwischen WL-bestrahlten und UV+WL-bestrahlten Bléttern auf als die

Muttervarietit mit 2 %. Deutlich geringer war die Blattlinge bei beiden Varietdten am 10.
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Tag. Hege musste eine Blattlingenreduktion auf 86 % der Kontrolle und ant auf 77 %
hinnehmen (P<<0.01).

Der unmittelbare Vergleich von Hege und ant zeigte in allen Altersstufen unabhéngig von der
Bestrahlung eine groBere Primérblattlinge bei Hege (P << 0.01). Unter WL-Bedingungen
nahm die Differenz zwischen Hege und ant jedoch mit zunehmendem Alter ab (5 d 21 %, 7 d
15 %, 10 d 8 % Unterschied im der Blattlinge). Unter UV+WL-Bedingungen blieben die
Unterschiede von Alterstufe zu Altersstufe konstant (5 d 26 %, 7 d 22 %, 10 d 22 %
Unterschied im der Blattldnge).

Blattlange
18
16 e
6 Hege - ant ~
14 - o
12 .
L. 10 - © 3
()
8
S 6<%
4 |
2 |
0 |
5d 7d 10d 5d 7d 10d
Probenalter
COWL mUV+WL \

Abb. 3.2: Mittlere Primérblattlinge von Hege und ant unter zwei Bestrahlungsbedingungen (helle
Balken = WL-Anzucht, dunkle Balken = UV+WL-Anzucht). Signifikante Unterschiede
aufgrund der Bestrahlungsbedingungen sind mit ** gekennzeichnet (** = P<< 0.01, n = 56-
118). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung (SD) wieder.

Zusammenfassung: Im Vergleich zur Mutante ant entwickelte die Muttervarietit Hege unter

beiden Bestrahlungsbedingungen WL bzw. UV+WL lidngere Primirbldtter mit hdéheren

Segment-Frischgewichten. Die Differenzen in der Blattlinge zwischen den beiden Varietdten
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nahmen bei WL-Bestrahlung mit zunehmendem Alter ab, blieben unter Einfluss von

zusitzlichem UV jedoch konstant.

Der Einfluss der erhohten UV-Strahlung driickte sich deutlich in einer Blattlingenreduktion
aus, die bei der Mutante zu einem fritheren Zeitpunkt einsetzte und sich im Alter von 10 d
starker auswirkte als bei der Mutter Hege. Ein UV-Einfluss auf das Segment-Frischgewicht
war bei Hege nur am 5. Tag, bei ant am 5., 7., 9. und 15. Tag zu beobachten, wobei die

Differenzen trotz statistischer Signifikanz gering waren.

3.2 Inhaltsstoffe

3.2.1 Chlorophyllgehalt der Blattsegmente

Unter WL-Bedingungen nahm der Chlorophyllgehalt (Gesamtchlorophyll pro Frischgewicht)
der untersuchten Blattsegmente bei Hege bis zum 10. Tag kontinuierlich zu (Abb. 3.3). Der
Zuwachs lag bei 89 %. Am 15. Tag war der Gehalt etwas niedriger. Ahnlich sah der Verlauf
der Chlorophyllzunahme bei ant aus: Ausgehend vom Gehalt an d = 5 erreichten die
Blattsegmente am 10. Tag einen Chlorophyllzuwachs um 85 % und zeigten dann am 15. Tag
ebenfalls einen verringerten Gehalt, der im Vergleich zu Hege deutlich niedriger ausfiel. Der
Gehaltsunterschied zwischen Hege und ant betrug am 5. Tag 12 % zugunsten von Hege und
erhohte sich am 15. Tag auf 23 % (signifikant nur an d = 15 mit P < 0.05, n = 7-10). Beiden
Varietiten gemeinsam war eine Zunahme des Chlorophyll a-Anteils im Verhéltnis beider
Chlorophylle a und b zueinander: 5 d alte Hege-Segmente wiesen ein a/b-Verhéltnis von 4.14
auf gegeniiber einem Verhdltnis von 4.87 bei 15 d. Der entsprechende Unterschied bei ant-

Segmenten betrug 3.87 gegeniiber 5.08.

Der Gesamtgehalt an Chlorophyll a und b war bei beiden Varietiten zu allen Zeitpunkten
unter UV+WL-Bedingungen gleich hoch. Beide Varietéten legten bis zum 10. Tag zu, danach
war ein weiterer Anstieg nicht erkennbar. Der Gehalt am 15. Tag entsprach dem vom 10. Tag.
Der Zuwachs bei Hege betrug vom 5. bis zum 15. Tag 64 % und bei ant 68 %. Die niedrigere
Zuwachsrate unter UV+WL-Bedingungen beruhte auf hoheren Gehalten in den 5 d alten
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Segmenten im Vergleich zur Kontrollanzucht. Hege-Segmente wiesen unter UV+WL-
Bedingungen einen 17 % hoéheren Chlorophyll-Gehalt pro Frischgewicht auf, entsprechende
ant-Segmente gar einen 28 % hoheren Gehalt. Wéhrend sich bei Hege diese Differenz mit
zunehmendem Alter nicht verdnderte, zeigten 15 d alte ant-Segmente einen um 42% hoheren
Gehalt an Gesamtchlorophyll gegeniiber Segmenten aus der WL-Anzucht. Signifikante
Unterschiede zwischen WL- und UV+WL-Anzuchten ergaben sich bei der Mutante
(Ausnahme: 7 d alte Blattsegmente) mit P< 0.01 und bei 15 d alten Hege-Segmenten mit
P<0.05. Das Chlorophyll a/b-Verhiltnis betrug bei Hege am 5. Tag 4,12 und erhodhte sich bis
zum 10. Tag auf 4.41; am 15. Tag jedoch betrug das Verhiltnis 4.02. 5 d alte ant-Segmente
wiesen gegeniiber der Kontrolle einen leicht hoheren Wert von 4.08 auf, der bis zum 15. Tag

auf 4.54 anstieg und damit unter dem der Kontrolle blieb.

Gesamtchlorophyllgehalt der Blattsegmente
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Abb. 3.3: Mittlerer Gesamtchlorophyllgehalt in den oberen Primérblattsegmenten von Hege und ant
unter zwei Bestrahlungsbedingungen (ohne Muster = WL-Anzucht, mit Muster = UV+WL-
Anzucht). Signifikante Unterschiede aufgrund der Bestrahlungsbedingungen sind mit ** oder
* gekennzeichnet (** = P << 0.01, * = P < 0.05, n = 9-22). Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung (SD) wieder.
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Zusammenfassung: Waihrend der Blattentwicklung vom 5. zum 15. Tag stieg der

Chlorophyllgehalt pro g Frischgewicht (Chl a und b) im oberen Blattsegment von Hege- und
ant-Primérbléttern unter WL-Bedingungen bis zum 10. Tag an und nahm danach wieder ab.
Unter diesen Bedingungen gab es Unterschiede von 12-23 % im Chlorophyllgehalt zwischen
Hege und ant zugunsten von Hege. Das Chlorophyll a/b-Verhéltnis nahm bei beiden
Varietiten bis zum 15. Tag zu. Gehaltsunterschiede zwischen Hege und ant waren unter
UV+WL-Bedingungen nicht auszumachen; der Gehalt blieb auch nach dem 10. Tag konstant.
In der Regel waren die Chlorophyllgehalte bei beiden Varietiten unter UV+WL hoher als
unter WL-Bedingungen, was aber nur bei ant als statistisch signifikant belegbar war. Unter
beiden Bestrahlungsbedingungen stieg bei Hege und ant das Chlorophyll a/b-Verhiltnis bis

zum 10. Tag und fiel danach mit Ausnahme von ant UV+WL wieder ab.

3.2.2 Flavonoidakkumulation in den Primarblattsegmenten

Eine Mutation im Sekundirstoffwechsel fithrt bei ant zu einem verdnderten
Phenylpropangehalt und -muster gegeniiber der Muttervarietidt Hege. Ein vermuteter Defekt in
der Chalkon-Flavanon-Isomerase (Reuber et al. 1997) verhindert die enzymatische
Cyclisierung des 2', 4, 4', 6'-Tetrahydroxychalkons zum Flavanon; lediglich ein geringer
Anteil wird durch Autocyclisierung gebildet. Daher ist die Menge der gerstentypischen
Flavone drastisch reduziert. Reuber (1996) konnte fiir 7 d alte ant Primérblattsegmente (1.5
cm ab der Blattspitze) einen um 70 % reduzierten Phenylpropangehalt gegeniiber der
Muttervarietdt Hege feststellen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Akkumulation der
l6slichen Phenylpropane im oberen Blattsegment iiber den Zeitraum von 5 bis 10 d und am
15. Tag unter den Bestrahlungsbedingungen des neuen UV-Anzuchtschrankes untersucht. Die
Detektion der Inhaltsstoffe erfolgte via HPLC bei 340 nm.

Abb. 3.4 A und B zeigt je ein typisches HPLC-Chromatogramm der Muttervarietit Hege und
der Mutante ant nach WL- bzw. UV+WL-Anzucht. Wie erwartet, erwies sich bei Hege unter
WL-Bedingungen Saponarin (Sap = Isovitexin-7-O-glucosid) als Hauptkomponente und
Lutonarin (Lut = Isoorientin-7-O-glucosid) als Nebenkomponente. Reuber (1996) konnte

dariiber hinaus noch Lutonarin 4'-Methylether, Vitexin und Isovitexin als weitere Flavone
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Abb. 3.4 A: HPLC-Chromatogramme von methanolischen Extrakten aus 10 d alten Hege-
Primérblattsegmenten. Die Detektion der Inhaltsstoffe erfolgte bei 340 nm. Die
Chromatogramme sind auf Blattebene direkt miteinander vergleichbar, auch mit denen aus
Abb. 3.4 B. Folgende Flavone sind markiert: Lut = Lutonarin, Sap = Saponarin, 3 = Lutonarin
4‘-Methylether, 4 = Isovitexin, 5 = Vitexin. Unmarkierte peaks sind z. T. noch nicht
identifizierte Flavone sowie HCA-Derivate (s. Reuber et al. 1997). Fiir die Berechnung des
Gesamtgehalts an phenolischen Inhaltsstoffen wurden alle peaks beriicksichtigt.
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Abb. 3.4 B: HPLC-Chromatogramme von methanolischen Extrakten aus 10 d alten ant-
Primédrblattsegmenten. Die Detektion der Inhaltsstoffe erfolgte bei 340 nm. Die
Chromatogramme sind auf Blattebene direkt miteinander vergleichbar, auch mit denen aus
Abb. 3.4 A. Folgende Flavone sind markiert: Lut = Lutonarin, Sap = Saponarin, 3 = Lutonarin
4‘-Methylether, 4 = Isovitexin, 5 = Vitexin. Isosalipurposid ist die mutanten-spezifische
Substanz. Unmarkierte peaks sind z. T. noch nicht identifizierte Flavone sowie HCA-Derivate
(s. Reuber et al. 1997). Fiir die Berechnung des Gesamtgehalts an phenolischen Inhaltsstoffen
wurden alle peaks berticksichtigt.
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identifizieren, die aber mengenmafig eine vernachldssigbare Rolle spielten. Unter UV+WL-
Bedingungen stieg der Gehalt der Substanzen an, insbesondere der des Lutonarins. Die
Mutante offenbarte erwartungsgemdll ein deutlich anderes Inhaltsstoffmuster mit einer
herausragenden Substanz, dem 2', 4, 4', 6'-Tetrahydroxychalkon-2'-O--Glucopyranosid
Isosalipurposid (Reuber et al. 1997). Daneben fanden sich in geringeren Mengen vor allem
Saponarin und Lutonarin. Dieses Muster verdnderte sich nicht unter UV+WL-Bedingungen,

nahm aber in der Quantitét etwas zu.

Unter den neuen Kammerbedingungen lie sich im Lauf der Entwicklung eine kontinuierliche

Zunahme an Inhaltsstoffen im untersuchten oberen Blattsegment feststellen (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: Akkumulation aller 16slichen UV-absorbierenden phenylpropanoiden Substanzen im oberen
Primérblattsegment von Hege und ant unter zwei Bestrahlungsbedingungen (offene Symbole
= WL-Anzucht, geschlossene Symbole = UV+WL-Anzucht). Die Detektion der Inhaltsstoffe
erfolgte via HPLC bei 340 nm. Die angegebenen arca-Werte (Summe aller HPLC-peaks eines
Extraktes) sind proportional zur Stoffmenge und geben somit direkt die Absorptionskapazitit
der entsprechenden Substanzen bei 340 nm wieder. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung (SD) wieder; nicht sichtbare Fehlerbalken sind kleiner als das
entsprechende Symbol.
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Unter WL-Bedingungen nahm der Gesamtgehalt an 16slichen Inhaltsstoffen bei Hege vom 5.
zum 15. Tag um 123 % zu. Die Hauptsubstanz Saponarin nahm unter diesen Bedingungen um
139 % zu, Lutonarin um 66 % (Abb. 3.6). Gemessen am Gesamtgehalt aller 16slichen Phenyl-
propane lag der Anteil an Saponarin iiber den gesamten Zeitraum zwischen 60 und 70 %, der
des Lutonarins zwischen 8 und 10 %. Unter UV+WL-Bedingungen nahm der Gesamtgehalt
iiber diesen Zeitraum nur um 52 % zu, allerdings erwies sich der Einfluss der zusdtzlichen
UV-Strahlung auf den Gesamtgehalt an 16slichen Inhaltsstoffen als bedeutsamer verglichen
mit dem Entwicklungseinfluss. Schon die 5 d alten UV+WL-bestrahlten Hege-Blattsegmente
wiesen einen mehr als doppelt so hohen Gesamtgehalt auf als die Kontrollen (Abb. 3.5). Diese
Relation wurde im Lauf der Entwicklung geringer, dennoch zeigten die UV+WL-Proben
zwischen 50 und 100 % mehr phenolischen Inhaltsstoffgehalt (Abb. 3.8). Die flavonoiden
Substanzen Saponarin und Lutonarin nahmen unter diesen Bestrahlungsbedingungen vom 5.
zum 15. Tag um 45 % bzw. 134 % zu (Abb. 3.6). Der Anteil des Saponarins am Gesamtgehalt
blieb wie bei den WL-Kontrollen unverdndert bei 62 bis 68 %, wihrend der Lutonarin-Anteil
von 11 % am 5. Tag auf 17 % am 15. Tag stieg. Gegeniiber der WL-Kontrolle lag der
Saponaringehalt bis auf d 5 (146 %) im Schnitt 70 % hoher (Abb. 3.9). Dagegen nahm der
Lutonaringehalt mit zunehmender UV-Bestrahlung kontinuierlich zu, erfuhr aber ab dem 9.

Tag einen leichten Riickgang (Abb. 3.9).

Bei der Mutante ant betrug der Zuwachs an 16slichen Inhaltsstoffen unter WL-Bedingungen
im Zeitraum von 5 bis 15 d 38 % (Abb. 3.5). Der Gehalt an Isosalipurposid, der
Hauptsubstanz der loslichen Phenylpropane, stieg bis zum 10. Tag um 31 % an und fiel bis
zum 15 d wieder auf das Niveau von 5 d ab (Abb. 3.7). Dies entsprach bis zum 10. Tag einem
Anteil am Gesamtgehalt von durchschnittlich 38 = 2 %, der zum 15. Tag auf 24 % abfiel.
Unter UV+WL-Bedingungen nahm der Gesamtgehalt im Beobachtungszeitraum um 47 % zu
(Abb. 3.5). Wie bei Hege waren die Gesamtgehalte der Blattsegmente unter dem Einfluss
zusitzlicher UV-Strahlung hoher als unter WL-Bedingungen, wenn auch der
Gehaltsunterschied am 5. Tag nicht ganz so hoch war wie bei der Muttervarietit (um 54 %
hoher als der Gesamtgehalt unter WL-Bedingungen). Relativ zu den WL-Proben stieg der
Gesamtgehalt der UV+WL-Proben am 8. und 9. Tag an auf maximal 114 % mehr Gehalt, fiel
aber zum 15. Tag hin wieder auf das Niveau der friihen Blattstadien (Abb. 3.8). Im
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Abb. 3.6: Akkumulation der Glycosylflavone Saponarin und Lutonarin im oberen Primérblattsegment

Abb.

von Hege unter zwei Bestrahlungsbedingungen (offene Symbole = WL-Anzucht,
geschlossene Symbole = UV+WL-Anzucht). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
(SD) wieder; nicht sichtbare Fehlerbalken sind kleiner als das entsprechende Symbol.
1,0E+07 area entsprechen 17 nmol Saponarin bzw. 21 nmol Lutonarin / Blattsegment.

ant

1,2E+07

2 1,0E+07 —/?‘4\
S 8,0E+06
© 5 AN
c 6,0E+06 W@\
= +06 -
S 40E+06 ﬁf i ~0
& 20E+06
0,0E+00 ‘ :

5d 6d 7d 8d 9d 10d  15d

Probenalter

—O— Isosalipurposid WL —@— Isosalipurposid UV+WL

3.7: Akkumulation des Tetrahydroxychalkonglucosids Isosalipurposid im oberen
Primérblattsegment von ant unter zwei Bestrahlungsbedingungen (offene Symbole = WL-
Anzucht, geschlossene Symbole = UV+WL-Anzucht). Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung (SD) wieder; nicht sichtbare Fehlerbalken sind kleiner als das
entsprechende Symbol.
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Abb. 3.8: Relativer Gehalt aller 16slichen UV-absorbierenden Substanzen (340 nm) im oberen
Primérblattsegment von Hege und ant unter UV+WL-Bestrahlungsbedingungen. Der Gehalt

in den entsprechenden Kontrollsegmenten (WL-Anzucht) ist jeweils gleich 100%. Die
Berechnungen beruhen auf den Werten aus Abb. 3.5.
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Abb. 3.9: Relativer Gehalt von Saponarin und Lutonarin im oberen Primérblattsegment von Hege

unter UV+WL-Bestrahlungsbedingungen. Der  Gehalt in den

entsprechenden

Kontrollsegmenten (WL-Anzucht) ist jeweils gleich 100%. Die Berechnungen beruhen auf

den Werten aus Abb

.3.6.
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wesentlichen akkumulierte bis zum 10. Tag das Chalkon als Reaktion auf zusitzliches UV
(Abb. 3.11). Hier zeigte sich das gleiche Phdnomen wie unter WL-Bedingungen: nach einer
Zunahme um 47 % bis zum 10 d erreichte der Gehalt am 15. Tag nur 91 % des Gehaltes vom
5. Tag (entspricht einem Anteil von 40 £ 4 % bis d = 10 bzw. 25 % an d = 15). Der Anteil an
Saponarin und Lutonarin am Gesamtgehalt der 16slichen Substanzen in der Mutante blieb bis
zum 15. Tag unter beiden Bestrahlungsbedingungen gering, wenn auch die relative Zunahme
fiir Saponarin bei 277 % unter WL- bzw. 231 % unter UV+WL-Bedingungen und fiir
Lutonarin bei 300 % unter WL- bzw. bei knapp unter 600 % unter UV+WL-Bedingungen lag
(Abb. 3.10). Verglichen mit dem Gesamtgehalt an 16slichen Inhaltsstoffen betrug der Anteil
an Saponarin unter WL-Bedingungen bei 5 d alten Segmenten 5% und nahm bis zum 15. Tag
kontinuierlich auf 10 % Anteil zu, blieb aber unter UV+WL-Bedingungen konstant zwischen
5 und 7 %. Der Anteil des Lutonarins am Gesamtgehalt erhohte sich unter beiden
Bestrahlungsbedingungen von 2 % (WL) bzw. 1 % (UV+WL) auf 5 % am Gesamtgehalt. Im
Vergleich zur WL-Anzucht lag der Gehalt an Isosalipurposid wihrend der Beobachtungszeit
zwischen 70 und 100 % hoher (Abb. 3.11). Dagegen nahm der Saponaringehalt relativ zur
Kontrolle ab. Nur der Gehalt an Lutonarin nahm relativ zur WL-Kontrolle von annihernd

gleichem Gehalt am 5. Tag auf insgesamt 180 % Gehalt am 15. Tag zu.

ant
2,0E+06 /x—l/i
")
m
1,5E+06 =
g i
©
< 1,0E+06 -
=
‘5 5,0E+05 -
]
0,0E+00
5d 6d 7d 8d ad 10d 15d
Probenalter
—O— Lutonarin WL —— Lutonarin UV+WL
—/— Saponarin WL —A— Saponarin UV+WL

Abb. 3.10: Akkumulation der Glycosylflavone Saponarin und Lutonarin im oberen
Primérblattsegment von ant unter zwei Bestrahlungsbedingungen (offene Symbole = WL-
Anzucht, geschlossene Symbole = UV+WL-Anzucht). Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung (SD) wieder. 1,0E+05 area entsprechen 0.17 nmol Saponarin bzw. 0.21
nmol Lutonarin / Blattsegment.
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Einfluss der UV-Strahlung auf die Akkumulation
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Abb. 3.11: Relativer Gehalt von Saponarin, Lutonarin und Isosalipurposid im oberen
Primérblattsegment von ant unter UV+WL-Bestrahlungsbedingungen. Der Gehalt in den
entsprechenden Kontrollsegmenten (WL-Anzucht) ist jeweils gleich 100%. Die
Berechnungen beruhen auf den Werten aus Abb. 3.7 und 3.8.
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Abb. 3.12: Vergleich des relativen Gesamtgehalts an UV-absorbierenden Substanzen im oberen

Primérblattsegment von ant vs. Hege. Der Gesamtgehalt in den entsprechenden Hege-
Segmenten ist jeweils = 100 %.
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Die Untersuchung der Flavonoidakkumulation {iber den Zeitraum von 5 bis 15 d bestitigte die
phinotypische Ausprdgung der Gerstenmutante im Primérblatt bei allen untersuchten
Altersstadien. Abb. 3. 12 macht den erheblichen Gehaltsunterschied an UV-absorbierenden
Substanzen zwischen der Muttervarietit und der Mutante deutlich. Unabhéngig vom Alter und
den Bestrahlungsbedingungen betrug der Gesamtgehalt an phenylpropanoiden Inhaltsstoffen
nur maximal 30 % dessen, was in der Muttervarietit akkumulierte. Damit erfiillte die Mutante
die Voraussetzung als geeignetes Objekt, um den Einfluss von erhohter UV-Strahlung auf den
Photosyntheseapparat bei reduziertem potentiellem UV-Schutz in verschiedenen

Entwicklungsstadien zu untersuchen.

Zusammenfassung: Uber den Zeitraum von 5 bis 15 d nahm der Gehalt phenylpropanoider

Substanzen im oberen Segment von Hege-Primérblittern sowohl unter WL- als auch unter
UV+WL-Bedingungen kontinuierlich zu. Die flavonoide Hauptkomponente war Saponarin,
die Nebenkomponente Lutonarin erwies sich als die UV-reaktivere Substanz von beiden.
Bereits die 5 d alten Segmente hatten unter UV+WL-Bedingungen einen mehr als doppelten
Inhaltsstoffgehalt gegeniiber der Kontrolle. Die Mutante erreichte insgesamt unter beiden
Bestrahlungsbedingungen nur einen Gesamtgehalt an phenolischen Inhaltsstoffen von 20-30
% im Vergleich zur Muttervarietidt. Die Hauptsubstanz war das Chalkon Isosalipurposid.
Unter UV+WL-Bedingungen erhohte sich der Gesamtgehalt in etwa gleicher Relation wie bei
Hege. Das Flavonoid Lutonarin erwies sich auch in der Mutante als die UV-reaktivste
Substanz, hatte aber, wie auch die Substanz Saponarin, nur einen geringen Anteil am

Gesamtgehalt phenolischen Inhaltsstoffe.

3.3 Epidermale UV-Strahlungsabsorption durch Messung der Chlorophyll Fluoreszenz

Die Funktion von Flavonoiden als UV-Schutzsubstanzen in epidermalen Geweben wird allge-
mein anerkannt. Untersuchungen von Bornman & Vogelmann (1991), Day et al. (1992, 1993,
1994) u.a. mit Hilfe der “microfiber-optic* belegen den Zusammenhang einer abnehmenden
epidermalen Transmission bei zunehmendem Flavonoidgehalt. Bilger et al. (1997) verfolgten
mit der Einfilhrung der Chlorophyll-Fluoreszenz-Messung in dieser Fragestellung einen ande-

ren methodischen Ansatz, mit der geklart werden sollte, ob die Korrelation einer
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zunehmenden UV-Absorption in der Epidermis mit einer zunehmenden Konzentration UV-
absorbierender Schutzsubstanzen in diesem Gewebe gegeben ist. Die flavonoidarme Mutante
im Vergleich zu ihrer flavonoidreichen Mutter war besonders geeignet, diesen Zusammenhang
zwischen dem Gehalt an UV-absorbierenden Substanzen und der Strahlungsabsorption durch
die Epidermis zu untersuchen. Da die Gewebeverteilung der Flavonoide in der Gerste nicht
eindeutig geklart ist, wurde die Methode zuerst an Roggen-Primérbléttern etabliert, die den
Vorteil einer strikten Gewebeverteilung zweier unterschiedlicher Flavonoidgruppen auf
Epidermis und Mesophyll aufweisen. Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit Herrn
Dr. Wolfgang Bilger (Universitit As, Norwegen) durchgefiihrt. Die Konzeption des
Versuches sowie die Auswertung erfolgte durch die Autorin. Alle Untersuchungen fanden am

Botanischen Institut in Koln statt.

3.3.1 Roggen Kustro

Man findet im Roggen-Primirblatt im wesentlichen vier Haupt-Flavonoide, von denen zwei
(R3 = Isovitexin-2"-O-Arabinosid, R4 = Isovitexin-2"-O-Galactosid) ausschlieBlich epidermal
und die anderen beiden (R1 = Luteolin-4'-O-Glucuronyl-7-O-Diglucuronid, R2 = Luteolin-7-
O-Diglucuronid) ausschlielich im Mesophyll lokalisiert sind (Dellamonica et al. 1983,
Schulz et al. 1985). Zusitzlich findet man nur in der Epidermis diverse HCA-Ester (Strack et
al. 1987). Die Akkumulation der Substanzen erfolgt entwicklungsabhéngig, wird aber auch
durch &dullere Faktoren induziert. Insbesondere die epidermalen Flavonoide zeichnen sich
durch eine erhohte Akkumulation unter dem EinfluB von UV-Strahlung aus, wihrend die
Mesophyll-Flavonoide und die epidermalen HCA-Ester miflig oder kaum reagieren (Reuber

et al. 1996b).

3.3.1.1 Akkumulation der Inhaltsstoffe

4 bis 10 d alte Primérblétter wurden unter UV+WL-Bedingungen angezogen in der Absicht,
unterschiedliche Gehalte an epidermal lokalisierten phenolischen Verbindungen zu

induzieren, insbesondere an Flavonoiden und HCA-Estern.
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Abb. 3.13: Akkumulation UV-absorbierender 16slicher Inhaltsstoffe in Roggen-Primérblattsegmenten
nach UV+WL-Anzucht. Die 1.5 cm langen Blattsegmente wurden entweder 1 cm oder 3.5 cm
unterhalb der Blattspitze abgeschnitten. Die streng gewebespezifische Lokalisation der unter-
schiedlichen Flavonoide und HCA-Ester erlaubt eine genaue Unterscheidung der
Akkumulation dieser Substanzen in den verschiedenen Geweben. A: Akkumulation epidermal
lokalisierter Flavonoide, B: Akkumulation der im Mesophyll lokalisierten Flavonoide, C:
Akkumulation der ausschlieflich epidermal lokalisierten HCA-Ester. Die Detektion der
Inhaltsstoffe erfolgte via HPLC bei 313 nm. Die angegebenen area sind proportional zur
Stoftmenge und geben somit direkt die Absorptionskapazitit der entsprechenden Substanzen
bei 313 nm wieder.

In Abb. 3.13 ist der Flavonoidgehalt der untersuchten Primérblattsegmente in Abhingigkeit
von ihrem Entwicklungszustand dargestellt. Dieser ist hier nicht als Blattalter in d zu

verstehen, sondern als physiologischer Zustand des in Entwicklung befindlichen Blattseg-
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mentes unter den gewéhlten Anzuchtbedingungen. Aufgrund des basipetalen Wachstums
eines Gramineenblattes unterscheiden sich die einzelnen, vertikal betrachteten Blattsegmente
in ihrer physiologischen Auspridgung, wobei die basalen Blattsegmente physiologisch jiinger
sind als die apikalen. In Abb. 3.13 ist der Abstand der unteren Schnittkante eines untersuchten
Blattsegmentes zur Blattbasis angegeben (Linge in cm). Beispiel: Das apikale Blattsegment
eines 10 cm langen Primérblattes wurde 1 cm unterhalb der Blattspitze entnommen. Die
Lénge jedes Blattsegmentes betrug 1.5 cm. Die hier aufgetragene Lénge betrdgt 10 cm - 1.5
cm - 1 cm = 7.5 cm. Analog wurden in der Abbildung auch die basalen Blattsegmente

miteinbezogen, die 3.5 cm unterhalb der Blattspitze abgeschnitten wurden.

Abb. 3.13 A zeigt den Gehalt an epidermal lokalisierten Flavonoiden in den untersuchten
Blattsegmenten. Erwartungsgeméll nahm der Gehalt iiber den Zeitraum von 10 d unter dem
Einfluss von erhdhter zusitzlicher UV-Strahlung zu. Im Gegensatz dazu blieb der Gehalt an
Mesophyll-Flavonoiden iiber den Zeitraum konstant; zu beobachten war nur die individuelle
Variabilitdt des Flavonoidgehaltes unabhingig von der Blattentwicklung (Abb. 3.13 B ). Das
gleiche galt auch fiir die epidermal lokalisierten HCAs (Abb. 3.13 C).

3.3.1.2 Epidermale UV-Absorption

Mit der Zunahme von phenolischen Inhaltsstoffen in der Epidermis des Roggen-Primérblattes
stieg auch die Absorption der Strahlung. UV-A-Strahlung wurde durch die epidermalen
Flavonoide absorbiert (Abb. 3.14 A). Die Einbeziehung der ebenfalls epidermal lokalisierten
HCAs hatte keinen wesentlichen Einfluss auf das Ergebnis (nicht gezeigt), was angesichts des
UV-Spektrums von HCA-Estern auch nicht zu erwarten war (Abb. 3.15). Zwischen der durch
Fluoreszenz-Messungen ermittelten Absorption und dem Gehalt an Mesophyll-Flavonoiden

ergab sich erwartungsgemal keine Beziehung (Abb. 3.14 B).
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Abb. 3.14: Regressionsanalyse zwischen dem Gehalt an epidermalen Flavonoiden (A) bzw.
Mesophyll-Flavonoiden (B) und der Absorption von UV-A-Strahlung in der Epidermis von
Roggen-Primérbléttern. Die Detektion der Inhaltsstoffe erfolgte via HPLC bei 366 nm.
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Abb. 3.15: UV-Absorptionsspektren epidermal lokalisierter Phenylpropane im Roggen-Primérblatt.
A:  Absorptionsspektrum  eines HCA-Esters  (nicht n#her identifiziert). B:
Absorptionsspektrum des Flavonoids R3 (aus: Reuber 1996, veriandert).

75



ERGEBNISSE

Abb. 3.16 A zeigt, daB3 die Absorption der UV-B-Strahlung nicht allein durch die Flavonoide
gewihrleistet wurde. Die Korrelationsgerade ging nicht durch den Nullpunkt, d.h. der Gehalt
an Flavonoiden im jungen Blattstadium reichte nicht aus, um die einfallende UV-B-Strahlung
zu absorbieren. Durch Einbeziehung der HCA-Ester in die Korrelationsanalyse ergab sich ein
anderes Bild: Die Absorptionsliicke konnte hier vollstindig geschlossen werden (Abb. 3.16
B). Es zeigte sich ebenfalls kein Zusammenhang zwischen der Absorption von UV-B-

Strahlung und dem Gehalt an Mesophyll-Flavonoiden (Abb. 3.16 C).
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Abb. 3.16: Regressionsanalyse zwischen dem Gehalt an epidermalen Flavonoiden (A), epidermalen
Flavonoiden + HCA-Estern (B) bzw. Mesophyll-Flavonoiden (B) und der Absorption von
UV-B-Strahlung in der Epidermis von Roggen-Priméarbléttern. Die Detektion der Inhaltsstoffe
erfolgte via HPLC bei 313 nm.
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3.3.2 Gerste

Nachdem am Roggen-Primérblatt die Korrelation zwischen der Absorption von UV-Strahlung
und der Menge an epidermal lokalisierten UV-absorbierenden Substanzen in so eindeutiger
Weise dokumentiert werden konnte, wurden die Experimente an der Gerste durchgefiihrt. Es
wurden Blattsegmente der flavonoidreichen Muttervarietidt und der flavonoidarmen Mutante
im Alter von 6, 9 und 11 d untersucht. In den vorangegangenen Untersuchungen zur
entwicklungsbedingten und UV-abhédngigen Akkumulation von Flavonoiden war deutlich
geworden, dass beide Varietiten unter UV-Einfluss ihren Inhaltsstoffgehalt zwischen 50 und
100 % erhohten. Da jedoch nicht eindeutig geklért ist, welche Substanzen in welchem
Verhiéltnis den beiden Geweben Epidermis und Mesophyll zugeordnet werden konnen und ob
sich dies unter dem Einfluss von UV é&ndert, konnten die Ergebnisse aus diesen Fluoreszenz-
Messungen zu einer besseren Abschitzung der UV-Schutzkapazitit der Flavonoide im
Gersten-Primarblatt beitragen. Eine Minderung von Fluoreszenzsignalen bei Erhohung des
Inhaltsstoffgehaltes ist vermutlich auf eine Erhohung der epidermalen Substanzen und nicht

auf eine Erhohung im Mesophyll zuriickzufiihren.

Abb. 3.17 zeigt das Ergebnis der Korrelationsanalyse der Absorption von Hege-
Primérblattsegmenten und dem Gesamtgehalt an phenolischen Inhaltsstoffen. Die Korrelation
zwischen den beiden Parametern war im UV-A-Bereich noch deutlich besser als bei den
Roggenexperimenten, im UV-B-Bereich waren die Ergebnisse vergleichbar gut. Die
Regressionskurve zeigte jedoch keinen durch den Koordinaten-Ursprung fiithrenden Verlauf,

sondern schnitt die Achse bei Werten zwischen 0.1 und 0.2.
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Abb. 3.17: Regressionsanalyse zwischen dem Gesamtgehalt an phenolischen Inhaltsstoffen in Hege-
Primérblattsegmenten und der Absorption von UV-A- bzw. UV-B-Strahlung. Die Detektion
der Inhaltsstoffe erfolgte via HPLC bei 366 bzw. 313 nm. Die Anzucht der Blétter erfolgte
unter UV+WL-Bestrahlung.

Die Ergebnisse bei der Mutante wiesen dhnlich hohe Korrelationskoeffizienten aus und einen
deutlich ndher an Null liegenden Ordinaten-Schnittpunkt (Abb. 3.18). Allerdings zeigte die
statistische Auswertung der Daten fiir die Schnittpunkte keine gesicherte Wahrscheinlichkeit
(P > 0.05 fir UV-A und UV-B), so dass der Schnittpunkt bei einer Erh6hung der Probenzahl

auch hoher ausfallen konnte.
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Abb. 3.18: Regressionsanalyse zwischen dem Gesamtgehalt an phenolischen Inhaltsstoffen in ant-
Primérblattsegmenten und der Absorption von UV-A- bzw. UV-B-Strahlung. Die Detektion
der Inhaltsstoffe erfolgte via HPLC bei 366 bzw. 313 nm. Die Anzucht der Blétter erfolgte
unter UV+WL-Bestrahlung.

Die Daten ergidnzten sich sehr gut nach einer Zusammenfassung von Muttervarietdt und
Mutante als eine Gruppe (Abb. 3.19). Die Korrelationskoeffizienten lagen sehr nahe 1. Die
Regressionskurve der UV-A-Daten verlief nahezu durch den Ursprung, zugehorige statistische
Daten wiesen die Signifikanz des Schnittpunkts jedoch als sehr unwahrscheinlich aus (P >>

0.05).
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Abb. 3.19: Regressionsanalyse zwischen dem Gesamtgehalt an phenolischen Inhaltsstoffen in ant-
und Hege-Primérblattsegmenten (als eine zusammengefasste Gruppe) und der Absorption von
UV-A- bzw. UV-B-Strahlung. Die Detektion der Inhaltsstofte erfolgte via HPLC bei 366 bzw.
313 nm. Die Anzucht der Blétter erfolgte unter UV+WL-Bestrahlung.

Der von Null abweichende Schnittpunkt konnte darin begriindet sein, dall hier der
Gesamtgehalt an UV-absorbierenden phenolischen Inhaltsstoffen erfasst war, auch die im
Mesophyll lokalisierten Inhaltsstoffe. Sollten diese, dhnlich wie beim Roggen, wenig zur UV-
Absorption und damit zur Abschwichung der Fluoreszenzanregung beitragen, konnte sich
dies im Kurvenverlauf niederschlagen. Dennoch bestétigte sich auch in Gersten-
Primédrblattsegmenten der eindeutige Zusammenhang zwischen der Abschwichung einer
durch UV-Strahlung verursachten Chlorophyll-Fluoreszenz bei einer Zunahme von
phenolischen Inhaltsstoffen, so dass man vermuten kann, dass auch bei Gerste hauptsédchlich

die epidermal lokalisierten Flavonoide durch UV-Strahlung induziert werden.
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Zusammenfassung: Die epidermale Absorption von UV-Strahlung wird durch

phenylpropanoide Substanzen, insbesondere Flavonoide und HCA-Ester gewéhrleistet. Durch
Messung der durch UV-A- bzw. UV-B-Strahlung verursachten Chlorophyll Fluoreszenz mit
Hilfe eines PAM-Fluorometers konnte die Zunahme der epidermalen Absorption mit der
Zunahme an Flavonoiden in Roggenprimirblittern eindeutig korreliert werden. Die im
Roggenprimérblatt akkumulierenden epidermalen Flavonoide sind allein an der Absorption
von UV-A-Strahlung beteiligt. Fiir die Absorption der UV-B-Strahlung spielen daneben die
epidermal lokalisierten HCA-Ester eine mallgebliche Rolle. Flavonoide im Mesophyll
dagegen haben keinen Einfluss auf die UV-Absorption. Eine hohe Korrelation zwischen dem
Gesamtgehalt an phenylpropanen Inhaltsstoffen und der Absorption von UV-Strahlung wurde
auch bei Gersten-Primirblittern festgestellt. Das legt die Vermutung nahe, dass die Zunahme
der Phenylpropane hauptséchlich in der Epidermis stattfindet. Die Fluoreszenz-Messungen
belegten in besonderer Weise die Annahme, dass die Gerstenmutante ant aufgrund ihrer
Flavonoidarmut wesentlich UV-sensibler sein sollte als die Muttervarietit Hege. Sie wies
Absorptionswerte auf, die im Vergleich zur Muttervarietdt nur etwa die Hélfte betrugen, d.h.
einfallende UV-Strahlung wurde bei ant nur halb so effektiv absorbiert wie bei der

Muttervarietit.

3.4 Einfluss von erhdhter UV-B-Strahlung auf das Photosystem 11

Eine Charakterisierung der Chlorophyll Fluoreszenz im oberen Blattbereich 5 bis 10 d alter
Gersten-Primérblatter unter den Klima- und Strahlungsbedingungen der neuen Anlage sollte
zum einen einer ersten Abschitzung von eventuellen Schadigungen am Photosystem II dienen
oder aber erste Hinweise auf Akklimatisierungeffekte im Verlauf der Entwicklung liefern.
Dartiber hinaus sollte damit eine Grundlage zur umfassenderen Beurteilung der weiteren

geplanten Photosynthese-Untersuchungen geschaffen werden.
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3.4.1 Effizienz des Photosystems 11 wahrend der Blattentwicklung

Uber einen Zeitraum von 5 bis 10 d wurden die Muttervarietit Hege und die Mutante ant den
beiden Bestrahlungsprogrammen WL bzw. UV+WL ausgesetzt. Nach der tédglichen
Bestrahlungsphase wurden die Pflanzen 30 min dunkeladaptiert, bevor die Chlorophyll-
Fluoreszenz-Messung erfolgte. Es wurde durchgehend das 1 cm unterhalb der Blattspitze

beginnende 1.5 cm lange Blattsegment untersucht.

Die Ergebnisse offenbarten geringe Unterschiede zwischen den beiden Anzuchten (Abb.
3.20). Die jungen Blattsegmente zeigten unter WL-Bedingungen geringe F,/F,-Werte,
beginnend bei 0.672 fiir Hege-Primirblitter und 0.665 fiir ant-Primérblitter. Offensichtlich
besallen sie in diesem jungen Stadium noch kein voll effizientes Photosystem II. Die Fv/Fm-
Werte nahmen mit wachsendem Alter zu; im Alter von 8-9 d erreichte die Entwicklungskurve
das Plateau bei mittleren F,/F,-Werten von 0.795 £ 0.011 (ant) bzw. 0.797 + 0.01 (Hege).

Damit wurde in guter Ndherung der optimale Wert von 0.8 erreicht.

Effizienz des PSllwahrend der Blattentwicklung

0,82
0,80 **
0,78 %
0,76 1 *%

0,74
0,72 4 =
0,70 -
0,68 -
0,66 -
0,64 T T T T T T T T T T T

Fv/IFm

’bg\ ’bg\ ’bg\ ’bg\ ’bg\ rzg\\ ‘231% ‘231% ‘231% ‘231% ‘231% Q\Q,Q)QI

Probenalter

Abb. 3.20: Chlorophyll Fluoreszenz (F,/F,,) in oberen Primérblattsegmenten von Hege und ant unter
zwei Bestrahlungsbedingungen (offene Symbole = WL-Anzucht, geschlossene Symbole =
UV+WL-Anzucht). Direkter Vergleich von Hege bzw. ant bei unterschiedlicher Bestrahlung.
Signifikante Unterschiede aufgrund der Bestrahlungsbedingungen sind mit ** oder *
gekennzeichnet (** = P<< 0.01, * =P <0.05, n = 30-60).
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Auch die UV+WL-bestrahlten Proben zeigten eine entwicklungsbedingte Zunahme ihres
F/Fn-Wertes. 5 d alte Hege-Primirblatter wiesen einen Wert von 0.724 auf. Der Endwert am
10. Tag lag bei 0.797 = 0.011 und entsprach damit dem Kontrollwert. Das F,/Fp,-Verhéiltnis
lag bis zum 7. Tag iiber dem Niveau der Kontrollwerte; anschlieend wiesen die Kontrollen
statistisch signifikant leicht hohere Werte auf, die sich am letzten Tag anglichen. Die Mutante
wies am 5. Tag einen F,/F-Wert von 0.708 auf und erreichte am 10. Tag ein Maximum von
0.78 £ 0.014. Hier blieb das F,/F-Verhiltnis nur an den ersten beiden Tagen iiber den
Kontrollwerten; ab dem 7. Tag lagen die UV+WL-Werte signifikant unter den

Kontrollwerten.

Der direkte Vergleich von Muttervarietit und Mutante (Abb. 3.21) unter beiden
Bestrahlungsbedingungen zeigte Unterschiede nur bei der Bestrahlung mit UV; die WL-
Kontrollen wiesen zwar innerhalb der Kurve geringe, signifikante Differenzen auf, im
wesentlichen aber deckte sich der Kurvenverlauf. Die Entwicklung unter Einfluss zusétzlicher
UV-Strahlung wirkte sich fiir die Mutante beeintrdchtigender auf die Effizienz des
Photosystems II aus als flir die Muttervarietit und fiihrte auch im Verlauf der

Blattentwicklung nicht zu einer Angleichung auf das WL-Niveau.

Effizienz des PSll wahrend der Blattentwicklung

0,82
0,80 - £
0,78 - g
0,76 - * .
Fo0,74 - uv WL
20,72 -
0,70 -
0,68 -
0,66 | | —e—ant -O—Hege
0,64 T T T T T T T T T T T T
5d 6d 7d 8d 9d 10d 5d 6d 7d 8d 9d 10d

Probenalter
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Abb. 3.21: Chlorophyll Fluoreszenz (F,/F,) in oberen Primérblattsegmenten von Hege und ant unter
zwei Bestrahlungsbedingungen (offene Symbole = Hege, geschlossene Symbole =ant).
Direkter Vergleich beider Gerstenvarietiten bei jeweils gleicher Bestrahlung. Signifikante
Unterschiede zwischen den Varietéiten sind mit ** oder * gekennzeichnet (** = P<< 0.01, * =
P <0.05, n=30-60). Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung (SD) wieder.
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Durch die statistische Auswertung der Daten wurde die Bedeutung des Blattalters fiir die
gemessene Effizienz des Photosystems II deutlich: F,/F,-Werte von 0.8 und dariiber wurden
nur mit hoherem Blattalter erreicht, unabhidngig von der Tatsache, dass immer der
entwicklungsphysiologisch dlteste Blattteil untersucht wurde. Auch eine Verldngerung der
Dunkeladaptationsphase flihrte zu keiner Erh6hung der Werte, so dass man davon ausgehen
konnte, dass sich alle Reaktionszentren im "offenen Zustand" befanden. Die Unterschiede in
den F,/F,-Werten von einem Blattalter zum néchsten waren durch hohe Signifikanz-Niveaus
(P<< 0.01) gekennzeichnet (nicht abgebildet). Lediglich zwischen den Mittelwerten von ant
UV 9 d und 10 d bzw. Hege 9 d WL und 10 d WL konnte kein Unterschied festgestellt

werden.

3.4.2 Untersuchung der quenching-Parameter gP und gN

Die Untersuchung der Fluoreszenz-Parameter zum photochemischen und nicht-
photochemischen quenching wurde in einer zweiten Versuchsreihe durchgefiihrt. Die
Versuchs- und Messbedingungen waren geringfiigig gedndert: Die Messungen wurden nicht
im Anschluss an die tigliche Bestrahlungsphase (UV+WL bzw. WL) vorgenommen, sondern
wihrend dieser Phase durchgefiihrt. Zudem wurden die Messungen mit einem Mini-PAM
durchgefiihrt (s. Material und Methoden, Kapitel 2.2.2.5.2.). Ergdnzend zu der 1.
Versuchsreihe wurden 15 d alte Blattsegmente in die Untersuchungen mit einbezogen, um zu
iiberpriifen, ob entwicklungsphysiologische Prozesse eventuelle UV-Effekte in den jlingeren

Blattern maskieren. Auf die Untersuchung der 5 d alten Blattsegmente wurde hier verzichtet.

Die in dieser 2. Versuchsreihe ermittelten F,/F,,-Verhiltnisse unterschieden sich an einigen
Stellen von denen der 1. Versuchsreihe (Abb. 3.22). 7 d und 10 d alte Pflanzen zeigten in
beiden Untersuchungen signifikant verschiedene F,/F,-Werte (P<< 0.01, Ausnahme Hege
UV+WL 10 d). Die jlingeren Pflanzen zeigten niedrigere Werte, wobei kein signifikanter
Unterschied zwischen ant UV+WL (0.748) und ant WL (0.751) nachzuweisen war. Zwischen
den beiden Hege-Anzuchten gab es einen leichten, nicht-signifikanten Unterschied (WL
0.755, UV+WL 0.762), wobei auch hier eine eher forderliche Tendenz unter UV-Einflul} zu

beobachten war. Bei den 10 d alten Pflanzen zeigten sich zwischen beiden Anzuchten sowohl
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bei der Muttervarietit als auch bei der Mutante Unterschiede auf unterschiedlichem Niveau
(ant WL 0.787, ant UV+WL 0.794, P<< 0.01; Hege WL 0.79, Hege UV+WL 0.794, P <
0.05). Unter gleichen Bestrahlungsbedingungen dagegen zeigte sich kein Unterschied
zwischen Muttervarietit und Mutante. Mit dem Erreichen des Alters von 15 d traten keine
Unterschiede mehr auf; die Effizienz des Photosystems II erreichte unter allen Bedingungen
ein Niveau von 0,791 bis 0.793. Auch hier bestdtigte sich die Altersabhdngigkeit der
Fluoreszenz-Daten. 7 d alte Primérblitter wiesen gegeniiber den entsprechenden 10 d alten
Blattproben signifikant niedrigere F,/F,-Werte auf (P<< 0.01; nicht abgebildet). Dieser
Unterschied hob sich von den 10 d alten zu den 15 d alten Blattsegmenten bis auf eine
Ausnahme (ant WL, P < 0,05) auf. Die Unterschiede in den F,/F,-Werten 7 d alter
Blattsegmente zwischen der 1. und der 2. Versuchsreihe deutete darauf hin, dass das gleiche

Blattalter nicht unbedingt mit dem physiologischen Alter der Blattsegmente iibereinstimmte.

Vergleich Fv/Fm bei zwei Untersuchungen

0,82 0,82
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Abb. 3.22: Die Bestimmung des F,/F,-Wertes bei zwei Versuchsreihen mit identischen
Versuchsbedingungen fiihrte zu signifikanten Unterschieden bei jiingeren Altersstadien (** =
P<< 0.01, n = 17-34). Insbesondere die 7d alten Priméarblattsegmente wiesen in beiden
Versuchsreihen unterschiedliche mittlere F,/F,-Werte auf. 7, 10, 15 = Alter in Tagen. H =
Hege, A = ant.
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Die Untersuchungen zum Fluoreszenz-quenching wurden an den drei Altersstadien 7 d, 10 d

und 15 d vorgenommen. Die Messdauer betrug 304 s. In den Tab. 3.1 und 3.2 sind die

Ergebnisse fiir die 7 d alten Pflanzen im Zeitraum von 180 bis 304 s zusammengefasst. In

diesem Zeitraum erreichten die Kurven ein Plateau, welches zur Auswertung der Daten

herangezogen wurde:

ant 7d - WL ant 7d - UV+WL
S gN qP AFmM’ gN gP AFmM’
180 0.441 £0.041 |0.915+£0.018 |0.574 £0.023 |0.419+0.033 0.885+0.013 |0.562 +0.020
192 0.435+0.025 [0.914 £0.013 |0.576 £0.023 |0.418 = 0.029 |0.888 +0.014 [0.563 £0.019
203 0.433 +£0.024 0916 £0.013 |0.578 £0.024 |0.417 +0.025 0.887 +0.014 [0.564 £0.019
214 0.432 £ 0.024 10.920+£0.013 |0.581 £0.023 |0.417 +0.024 0.889 +0.015 [0.565 £ 0.019
225 0.433 £0.023 10.922 £0.014 |0.582 £0.023 |0.415+0.022 |0.892+0.017 |0.567 £0.019
237 0.434 +0.023 10.924 £0.016 |0.583 £0.024 |0.414+0.022 (0.894+0.016 [0.569 £ 0.020
248 0.434 +0.021 ]0.924 £0.015 |0.583 £0.026 |0.415+0.023 |0.897+0.017 |0.570£0.019
259 0.434 +0.022 10.927 £0.015 |0.585£0.024 |0.414 +0.020 0.899+0.017 |0.572 £0.020
271 0.433 £0.020 [0.927 £0.016 |0.585£0.025 |0.413 £0.020 |0.901 +£0.015 |0.573 £0.020
282 0.433 £0.020 |0.931 £0.016 |0.588 £0.026 |0.413 +0.021 0.901 +£0.017 |0.573 £0.020
293 0.432 +0.018 ]0.930£0.015 |0.588 £0.025 |0.416 +0.023 0.901 +£0.015 |0.573 £0.020
304 0.432** £ 0.930** £ 0.587 £0.026 |0.413 +£0.018 |0.901 £0.015 |0.575 + 0.017

0.018 0.016

Tab. 3.1: Vergleich verschiedener Parameter der Chlorophyll Fluoreszenz in oberen Primérblatt-
segmenten von 7 d alten ant-Primérblattsegmenten unter WL-und UV+WL-Anzucht im
Zeitraum von 180 bis 304 s Messzeit. Die Endwerte sind fett wiedergegeben. * = P< 0.05,
** = P < (0.01 geben das Signifikanz-Niveau fiir die Unterschiede zwischen den beiden

Anzuchten an.

Die 7 d alte Mutante ant zeigte sowohl unter reiner WL- als auch unter UV+WL-Anzucht

gleiche Kurvenverlaufe fiir qN, qP und Yield (= AF/F,,') iiber den Beobachtungszeitraum von

5 min. Die beiden Yield-Kurven, die ein Mal} fiir die effektive Quantenausbeute darstellen

(Genty et al. 1989), wiesen statistisch keine signifikanten Unterschiede auf (0.587 und 0.575

fir WL bzw. UV+WL). Dies galt nicht fiir die beiden quenching-Kurven, auch wenn die

Unterschiede sehr gering waren. So zeigte die 7 d alte Mutante ein leicht erhohtes
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photochemisches quenching unter WL-Bedingungen (qP = 0.930 vs. 0.901, P<0.01), aber

auch ein leicht erhohtes nicht-photochemisches quenching (qN = 0.432 vs. 0.413, P<0.01).

Hege 7d - WL Hege 7d - UV+WL
S gN qP AFmM' gN qP AFmM’
180 ]0.465+£0.041 |0.930=+0.019 |0.578 £0.013 |0.404 £0.020 |0.902 = 0.020 |0.586 = 0.015
192 10.460 £0.037 |0.931+0.017 |0.581 £0.012 |{0.404 =0.017 |0.904 £ 0.019 [0.588 +0.016
203 0.456 £0.036 |0.934 £0.015 |0.584 =0.013 [0.404 =0.016 |0.905 £+ 0.020 [0.590+ 0.016
214 10.452 £0.033 |0.936 +£0.014 |0.587 £0.012 [0.405£0.015 0.908 = 0.022 |0.592 +0.015
225 10.450+£0.030 |0.939+0.014 |0.590 £0.012 [0.405£0.015 0.910=+0.020 |0.593 = 0.015
237 10.447 £0.030 |0.941 £0.014 |0.593 £0.011 |{0.403 £0.015 |0.912+0.021 |0.595+0.015
248 10.445 £0.028 |0.942 £0.012 |0.595 £0.012 {0.403 £0.014 0.914 +0.022 |0.596 = 0.015
259 10.441 £0.028 |0.943 £0.012 |0.596 =0.012 {0.404 =0.015 |0.915+0.019 |0.597+0.014
271 10.441 £0.025 |0.943 £0.012 |0.596 £0.012 [{0.403 £0.015 |0.918 =0.018 |0.598 = 0.015
282 10.441 £0.025 |0.944 +£0.012 |0.598 £0.011 {0.401 £0.016 |0.920+0.018 |0.600+ 0.014
293 10.441 £0.023 |0.944 +£0.015 |0.598 £0.011 |0.403 £0.015 10.920+0.018 |0.600 +=0.013
304 |0.439** 0.946** £ 0.600 £ 0.012 |0.403 +£0.015 |0.920 +0.017 |0.599 £ 0.013

0.026 0.010

Tab. 3.2: Vergleich verschiedener Parameter der Chlorophyll Fluoreszenz in oberen Primérblatt-
segmenten von 7 d alten Hege-Primérblattsegmenten unter WL-und UV+WL-Anzucht im
Zeitraum von 180 bis 304 s Messzeit. Die Endwerte sind fett wiedergegeben. * = P< 0.05,
** = P < (0.01 geben das Signifikanz-Niveau fiir die Unterschiede zwischen den beiden
Anzuchten an.

Auch die Muttervarietdt Hege wies annidhernd gleiche Kurvenverldufe bei der Yield- und der
qP-Kurve auf, wihrend die qN-Kurven nach ca. 50 s deutlicher voneinander abwichen und
sich im spiteren Verlauf wieder anglichen. Die Yield-Kurven zeigten untereinander keine
signifikanten Unterschiede (0.6 bzw. 0.599 fiir beide Anzuchten), im Gegensatz zu den
quenching-Kurven. Auch hier fand man bei der WL-Anzucht ein hoheres qP (0. 946 vs. 0.920,
P<0.01) und gN (0.439 vs. 0.403, P<0.01) als bei der UV+WL-Anzucht.

Der Vergleich zwischen ant und Hege bei gleicher Bestrahlung zeigte eine leicht hohere

effektive Quantenausbeute bei Hege unter UV+WL-Bedingungen, da der Yield-Wert im
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steady-state-Bereich der Photosynthese etwas hoher lag als bei ant (0.599 vs. 0.575, P<0.01).
Im Gegensatz dazu gab es bei der WL-Anzucht kaum Unterschiede. Hege zeigte unter WL-
Bedingungen geringfiigig hohere qP- (0.946 vs. 0.930, P<0.01) und gqN-Werte (0.439 vs.
0.432, P<0.01). Unter UV+WL-Bedingungen erwiesen sich die geringen Unterschiede im
photochemischen quenching als signifikant (0.920 bei Hege vs. 0.901 bei ant, P<0.01), nicht

jedoch beim nicht-photochemischen quenching.

Die 10 d alten Pflanzen vermittelten ein dhnliches Bild:

ant 10d - WL ant 10d - UV+WL

S gN qP AFmM' gN gP AFmM'

180 0.367 £ 0.027 |0.892 £0.015 [0.637 £ 0.012 |0.361 £0.026  |0.872+0.015 {0.620 £0.011
192 0.373 £0.026 |0.902 £0.018 [0.640+0.011 |0.365+0.026 |0.877+0.017 |0.623 £0.011
203 0.378 £ 0.026 |0.907 £0.011 [0.640 = 0.009 |0.370+0.025 |0.883 £ 0.017 {0.626 £0.011
214 0.382 +£0.027 |0.909 £0.013 |0.640 = 0.009 |0.373 £0.026  |0.887 = 0.018 {0.628 £0.012
225 0.385+0.027 |0.914 £0.012 |0.642 = 0.007 |0.377+£0.025 |0.893 +£0.017 {0.630£0.011
237 0.390 £ 0.028 [0.916 £0.009 |0.641 =£0.007 |0.382+0.026 |0.896 + 0.016 {0.631 £0.011
248 0.394 £ 0.029 |0.918 £0.010 |0.640 = 0.007 |0.386 £ 0.023  |0.899 + 0.015 [0.632 £0.010
259 0.397 £ 0.027 10.922 £0.014 [0.641 = 0.007 |0.389+0.023  |0.901 £ 0.013 {0.632 £ 0.009
271 0.398 £ 0.029 10.922 £0.011 [0.640 = 0.007 |0.393 £0.024 |0.903 £ 0.013 {0.633 £ 0.009
282 0.402 £ 0.029 10.922 £0.010 [0.640 = 0.006 |0.396 £ 0.024  |0.903 + 0.013 {0.632 £ 0.009
293 0.404 £ 0.029 10.923 £0.011 |0.640 = 0.006 [0.399 +£0.023  0.904 £0.012 |0.632 = 0.008
304 0.407 £ 0.028 |0.925** + 0.640** £ 0.400 £ 0.023 |0.903 +0.011 |0.631 + 0.008

0.012 0.005

Tab. 3.3: Vergleich verschiedener Parameter der Chlorophyll Fluoreszenz in oberen Primérblatt-
segmenten von 10 d alten ant-Primérblattsegmenten unter WL-und UV+WL-Anzucht im
Zeitraum von 180 bis 304 s Messzeit. Die Endwerte sind fett wiedergegeben. * = P< 0.05,
**% = P < (.01 geben das Signifikanz-Niveau fiir die Unterschiede zwischen den beiden
Anzuchten an.

Die Mutante wies einen sehr geringen Unterschied bei den Yield-Werten auf, der unter WL-
Bedingungen leicht hoher war (0.640 vs. 0.631, P<0.01; Tab.3.3). Dies deckte sich mit den
leicht hoheren gqP-Werten (0.925 vs. 0.903, P<0.01), wahrend sich qN zumindest in der
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steady-state-Phase nicht unterschied (0.407 fiir WL vs. 0.400 fiir UV+WL). Man sah jedoch in
der Anfangsphase einen deutlich unterschiedlichen Kurvenverlauf (Abb. 3.23), wonach die
UV+WL-bestrahlte Pflanze in den ersten 150 Sekunden der Photosynthese einen wesentlich
hoheren nicht-photochemischen quenching aufwies. Zum Ende der Beobachtungszeit waren

die Unterschiede aufgehoben.

ant 10d

Fluoreszenz

gN UV+WL
P WL —qP UV+WL
/Fm' WL — AF/Fm' UV+WL

150 200 250 300 350
Zeit [s]

Abb. 3.23: Vergleich verschiedener Parameter der Chlorophyll Fluoreszenz (AF/F,,' = Yield, gP, qN)
in oberen Primérblattsegmenten von 10 d alten ant-Primérblattsegmenten unter zwei
Bestrahlungsbedingungen (---- = WL-Anzucht, — = UV+WL-Anzucht).

Die Muttervarietit Hege zeigte bei dem Vergleich zwischen den beiden
Bestrahlungsbedingungen kaum ein anderes Bild (Tab.3.4) . Die effektive Quantenausbeute
lag unter WL-Bedingungen geringfiigig hoher (0.636 vs. 0.629, P<0.01), ebenso wie die qP-
Kurven (0.908 vs. 0.898, P<0.05). Die beiden gN-Kurven zeigten einen vergleichbaren
unterschiedlichen Verlauf wie bei der Mutante und waren im steady-state-Bereich ohne

Differenzen (0.397 fiir WL vs. 0.390 fiir UV+WL).
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Hege 10d - WL Hege 10d - UV+WL

S gN qP AFmM' gN qP AFmM'

180 ]0.364 £0.032 |0.876 +0.018 |0.629 +0.013 |0.353 £0.025 ]0.851 £0.017 (0,603 +0.027
192 ]0.369£0.032 |0.883 +0.018 |0.632+0.010 [0.358 £0.025 |0.858 £0.016 |0,608 +0.021
203 ]0.374+£0.032 |0.888+0.013 |0.633 £0.009 [0.363 £0.026 |0.866 £0.016 (0,613 +£0.018
214 10378 £0.033 |0.895+0.016 |0.635+0.009 [0.367 £0.025 |0.873 £0.014 (0,618 +£0.015
225 ]0.380+£0.033 |0.898+0.013 |0.636+ 0.008 |0.373+0.023 |0.880+0.014 0,621 £0.013
237 ]0.383£0.033 |0.900+0.012 |0.637 = 0.007 |0.376 £0.026 |0.885 £ 0.014 (0,624 +0.012
248 10.387 £0.034 10.903 £0.012 |0.637 +=0.007 |0.378 £0.026  |0.890 £0.015 (0,627 +£0.012
259  ]0.390+£0.035 10.905+0.013 |0.637 +0.008 |0.381 £0.024 |0.893 £0.014 (0,628 +£0.011
271 0.394 £ 0.035 ]0.907 £0.010 [0.636 +0.007 (0.384 +0.024 |0.894 +0.013 0,628 £0.010
282 10.397£0.035 10.907+0.013 |0.636+0.007 |0.384+0.025 ]0.895+£0.013 (0,629 +£0.010
293 ]0.398 £0.035 |0.908 +£0.012 |0.636 = 0.006 |0.386 +0.026 |0.897 £0.014 (0,630 = 0.009
304 ]0.397 £0.030 |0.908* £ 0.636** £ 0.390 £0.029 |0.898 + 0.014 (0,629 + 0.009

0.012 0.007

Tab. 3.4: Vergleich verschiedener Parameter der Chlorophyll Fluoreszenz in oberen Primérblatt-
segmenten von 10 d alten Hege-Primérblattsegmenten unter WL-und UV+WL-Anzucht im
Zeitraum von 180 bis 304 s Messzeit. Die Endwerte sind fett wiedergegeben. * = P< 0.05,
** = P < (0.01 geben das Signifikanz-Niveau fiir die Unterschiede zwischen den beiden

Anzuchten an.

Der Vergleich der Mutter und der Mutante bei gleicher Bestrahlung zeigte unter WL-

Bedingungen eine statistische Signifikanz (P<0.05) in den kaum differierenden Yield-Werten
(0.640 bei ant bzw. 0.636 bei Hege) und in den beiden qP-Werten (0.925 fiir ant vs. 0.908 fiir

Hege, P<0.01). Unter UV-Bedingungen zeigte sich keine solche statistische Signifikanz.

Weder die qN-Kurve unter gleichen Bestrahlungsbedingungen noch alle anderen Kurven unter

UV+WL-Bedingungen wichen statistisch gesehen signifikant voneinander ab.

15 d alte Hege- und ant-Primérblattsegmente zeigten sowohl unter UV-Einfluss als auch ohne

keine signifikanten Unterschiede in der effektiven Quantenausbeute (Tab. 3.5 und 3.6).
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Die Kurvenverldufe unterschieden sich im ersten Teil der Kurve geringfiigig, erreichten aber
die gleichen steady-state-level (WL: 0.625 bei Hege vs. 0.630 bei ant, UV+WL: 0.632 bei
Hege vs. 0.637 bei ant). Die quenching-Kurven zeigten bei Hege in beiden Fillen leichte
signifikante Unterschiede. Im Gegensatz zu den jlingeren Blattstadien lagen die UV+WL-
Werte geringfiigig iiber den WL-Werten (qP: 0.898 vs. 0.884, P<0.05; gN: 0.377 vs. 0.351,
P<0.01). Bei der Mutante war das nicht-photochemische quenching ohne Differenzen (0.374
fiir UV+WL vs. 0.361 fiir WL), nicht aber der qP-Wert (0.903 fiir UV+WL vs. 0.893 fiir WL,
P<0.05). Der Verlauf der Kurven zum nicht-photochemischen quenching unterschieden sich
wie bei den 10 d alten Pflanzen sehr deutlich zu Beginn der Kurve, im steady-state-Bereich

aber nur unwesentlich.

ant 15d - WL ant 15d - UV+WL

S gN qP AFmM’ gN gP AFmM’

180 0.316 £ 0.025 |0.860 £0.022 [0.616 £ 0.016 |0.338+0.024 |0.877+0.018 [0.629 £0.014
192 0.322 £ 0.024 |0.864 £0.022 [0.619 £ 0.015 /0.342+0.023  |0.883 £ 0.019 |0.632 £0.016
203 0.328 £ 0.027 10.869 £0.020 |0.621 £0.014 |0.348 £ 0.022 |0.889+0.017 |0.635£0.014
214 0.332+0.028 |0.873 £0.019 |0.623 £0.013 |0.351 £ 0.023  |0.892 + 0.015 [0.636 £0.012
225 0.335+0.026 |0.876 £0.019 |0.624 +£0.014 |0.356 £ 0.024 |0.895+0.016 |0.637 £0.014
237 0.340 +£ 0.030 |0.882 £0.017 |0.627 +£0.012 |0.360 + 0.024 |0.895 £ 0.015 [0.636 +0.013
248 0.343 £ 0.029 |0.882 £0.017 |0.627 +£0.012 |0.363 +£0.024 |0.897 £ 0.015 [0.636 +0.013
259 0.347 £ 0.029 |0.886 £0.017 |0.628 = 0.013 (0.366 = 0.025 0.899 +£0.016 [0.637 +0.013
271 0.350 £ 0.030 |0.887 £0.016 |0.629 +0.013 |0.367 +£0.026  |0.900 £ 0.016 [0.637 = 0.013
282 0.354 + 0.030 |0.889 £0.015 |0.629 = 0.013 |0.369 £ 0.025 ]0.900 £ 0.017 |0.636 = 0.013
293 0.357 £ 0.029 |0.889 £0.016 |0.628 £0.012 |0.371 £ 0.025 ]0.900 £ 0.016 [0.636 +0.013
304 [0.361+0.029 [0.893*+  |0.630+0.015 0.374+0.023 |0.903 + 0.015 |0.637 % 0.012

0.020

Tab. 3.5: Vergleich verschiedener Parameter der Chlorophyll Fluoreszenz in oberen Primérblatt-
segmenten von 15 d alten ant-Primérblattsegmenten unter WL-und UV+WL-Anzucht im
Zeitraum von 180 bis 304 s Messzeit. Die Endwerte sind fett wiedergegeben. * = P< 0.05,
**% = P < (.01 geben das Signifikanz-Niveau fiir die Unterschiede zwischen den beiden
Anzuchten an.
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Hege 15d - WL Hege 15d - UV+WL
S gN qP AFmM' gN qP AFmM'
180 ]0.310£0.027 ]0.859 +0.029 |0.617 =£0.019 |0.352 £0.065 |0.867 =0.024 |0.619 £0.021
192 ]0.316 £0.027 [0.865+0.028 |0.620 £0.017 |0.354 £ 0.058 |0.874 £0.023 |0.629 + 0.015
203 ]0.319£0.029 [0.869 = 0.026 |0.623 £0.016 [0.355+0.050 |0.878 £0.021 [0.624 £0.018
214 ]0.325£0.027 ]0.872+0.026 |0.623 £0.016 [0.359 +£0.043  |0.884 £ 0.022 [0.620 £ 0.018
225  ]0.329£0.026 [0.874+0.026 |0.623 £0.015 |0.364+0.042 |0.887 £0.019 [0.625 £0.016
237  ]0.333£0.025 |0.876 +0.026 |0.623 £0.015 |0.366 = 0.039 |0.889 £0.019 |0.627 + 0.015
248  10.336 £0.026 |0.876 +=0.025 |0.623 £0.014 |0.369 +£0.037 |0.891 £0.019 |0.629 + 0.015
259  ]0.340£0.026 |0.878 £0.025 |0.624 £0.014 [0.370+0.033 |0.889 £0.018 |0.627 £ 0.014
271 0.342 £ 0.026 |0.880 £0.024 |0.624 £ 0.013 |0.371 £0.031 |0.892 = 0.018 [0.629 +0.013
282  ]0.345+£0.026 |0.881+£0.024 |0.625 £0.013 |0.373 £0.028 |0.895 £0.018 |0.630 £ 0.011
293 ]0.348 £0.026 |0.882+0.024 |0.624 £0.013 [0.373 £0.026 |0.896 £0.018 |0.631 +0.013
304 |0.351** + 0.884* 0.625+£0.012 |0.377 £0.023 |0.898 £ 0.018 |0.632 £ 0.011

0.026 0.023

Tab. 3.6: Vergleich verschiedener Parameter der Chlorophyll Fluoreszenz in oberen Primérblatt-
segmenten von 15 d alten Hege-Primarblattsegmenten unter WL-und UV+WL-Anzucht im
Zeitraum von 180 bis 304 s Messzeit. Die Endwerte sind fett wiedergegeben. * = P< 0.05,
**% = P < (0.01 geben das Signifikanz-Niveau fiir die Unterschiede zwischen den beiden

Anzuchten an.

Der direkte Vergleich von ant und Hege bei gleicher Bestrahlung zeigte keine Unterschiede in

den Yield-Kurven. Die quenching-Kurven lagen im spéten Bereich alle auf gleichem Niveau,

sie unterschieden sich nur in den frithen Phasen, aber auch hier nicht besonders auffillig.

Zusammenfassend lief3 sich feststellen, dass die Unterschiede zwischen der Muttervarietét

Hege und der Mutante ant zwar in vielen Féllen signifikant, aber sehr gering waren. Stirker

bestdtigte sich jedoch die Tendenz einer Verdnderung mit zunehmendem Blattalter. Im

direkten Vergleich wurden diese Unterschiede deutlich:

Sowohl bei ant als auch bei Hege lagen die AF/F,'-Kurven fiir die 7 d alten Pflanzen im

steady-state-Bereich unterhalb derer fiir die élteren Pflanzen. Die entsprechenden Werte (ant

92




ERGEBNISSE

WL: 0,587, ant UV+WL: 0,575, Hege WL: 0,600, Hege UV+WL: 0,599) unterschieden sich
in allen Fillen signifikant (P<0.01) von den Werten fiir 10 d (ant WL: 0,640, ant UV+WL.:
0,631, Hege WL: 0,636, Hege UV+WL: 0,629) und 15 d alte Pflanzen (ant WL: 0,630, ant
UV+WL: 0,637, Hege WL: 0,625, Hege UV+WL: 0,632). Diese wiesen in allen Fillen fast
identische Kurvenverldufe auf mit sehr geringfiigigen Unterschieden, die jedoch bis auf Hege
UV+WL auf unterschiedlichem Niveau statistisch signifikant waren. Zusétzliches UV flihrte

offensichtlich nicht zu Einbu3en in der photosynthetischen Leistung.

Die quenching-Kurven zeigten fiir beide Varietiten unter WL-Bedingungen &hnliche
Kurvenverldufe. Je jiinger die Bléitter, desto hoher war das nicht-photochemische quenching
im steady-state-Zustand der Photosynthese (ant: 7 d: 0,432, 10 d: 0,407; 15 d: 0,361; Hege: 7
d: 0,439, 10 d: 0,397, 15 d: 0,351). Dies galt auch unter zusétzlicher UV-Belastung (ant: 7 d:
0,413, 10 d: 0,400; 15 d: 0,374; Hege: 7 d: 0,403, 10 d: 0,390, 15 d: 0,377). Die 7 d alten ant
und Hege-Pflanzen wiesen im frithen Kurvenverlauf allerdings ein deutlich hoheres

Maximum auf als die dlteren Pflanzen.

Hinsichtlich des photochemischen quenchings zeigte sich eine leichte Tendenz dahingehend,
dass unter WL-Bedingungen der qP-Wert mit dem Blattalter fiel; bei Hege war diese Tendenz
ausgeprégter (ant: 7 d: 0,930, 10 d: 0,925; 15 d: 0,893; Hege: 7 d: 0,946, 10 d: 0,908, 15 d:
0,884). Unter UV-belastenden Bedingungen zeigten sich bei ant keine Unterschiede im
Blattalter; bei Hege war die Differenz zwischen den ganz jungen Blittern und den &lteren
ausgepragter als bei ant (ant: 7 d: 0,901, 10 d: 0,903; 15 d: 0,903; Hege: 7 d: 0,920, 10 d:
0,898, 15 d: 0,898).

Zusammenfassung: Die Untersuchung zur Effizienz des Photosystems II mit Hilfe des

Parameters F,/Fy, lieferte in zwei Versuchsreihen nicht ganz deckungsgleiche Ergebnisse. In
einer ersten Charakterisierung dieses Parameters im Lauf der Blattentwicklung vom 5. bis
zum 10. Tag offenbarte sich bei der Mutante unter dem Einfluss zusitzlicher UV-Strahlung
eine Beeintrachtigung des Photosystems II. Dieser Einfluss war bei Hege nicht feststellbar. In
einer zweiten Versuchsserie wurden diese Ergebnisse nicht bestétigt; die 10 d alte Mutante
wies keinen Unterschied zwischen WL- und UV+WL-Anzucht auf. 15 d alte

Priméarblattsegmente wiesen ebenfalls keine Unterschiede auf. Unabhidngig von der
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Bestrahlung erwies sich aber das Blattalter selbst als einflussreicher Faktor beziiglich des
Parameters F,/Fy,. Erst im Alter von 8-9 d konnte unter WL-Bedingungen ein F,/F,-Wert von
anndhernd 0.8 gemessen werden, jiingere Blitter erreichten diesen Wert nicht. Die
Untersuchungen zum Fluoreszenz quenching (qP und gN) und zur Effizienz der
Quantenausbeute  (AF/F,') offenbarten bei allen drei untersuchten Altersstufen
vernachldssigbar geringe, wenn auch in vielen Fillen statistisch signifikante Unterschiede
zwischen der WL- und der UV+WL-Anzucht. Dies galt fiir Hege und ant gleichermaf3en.
Auch der direkte Vergleich beider Varietdten unter gleichen Bestrahlungsbedingungen lie3
keine auffilligen Differenzen im steady-state-Bereich der Photosynthese erkennen. Abhéngig
vom Blattalter lieBen sich deutlichere Unterschiede festmachen: Die Effizienz der
Quantenausbeute nahm mit zunehmendem Alter zu, das nicht-photochemische quenching

nahm ebenso wie das photochemische quenching tendenziell ab.

3.4.3 D1-Gehalt

Parallel zu den Fluoreszenz-Messungen wurde bei einem Teil der Proben der DI1-
Proteingehalt einzelner Blattsegmente auf der Grundlage von Immunoblots untersucht.
Insgesamt wurden je 7 Blattsegmente pro Varietdt, Altersstufe und Bestrahlungsbedingung als
Einzelproben untersucht. Die Ausbeute an  Thylakoidsuspension bei diesen
Einzelblattsegmenten war so gering (50 pl), dass die Probenmenge eben ausreichte fiir die
notwendigen Untersuchungen und daher keine Doppelproben auf ein Gel aufgetragen werden
konnten. Der Grund hierfilir war, dass zur Beurteilung der Unterschiede zwischen den beiden
Gerstevarietdten zwei Vergleichsebenen beriicksichtigt werden mussten:

a) der Vergleich beider Gerstevarietiten unter gleichen Bestrahlungsbedingungen, d.h. ein
Vergleich Hege WL vs. ant WL bzw. Hege UV+WL vs. ant UV+WL;

b) der Vergleich von Hege und ant bei unterschiedlichen Bestrahlungsbedingungen, d.h. ein
Vergleich Hege WL vs. Hege UV+WL bzw. ant WL vs. ant UV+WL. Auf diese Weise
wurden identische Proben auf zwei Gele aufgetragen. Damit war eine relative Beurteilung der
Signale untereinander und auch im Vergleich mit dem Parallelblot moglich. Dariiber hinaus
wurden pro Blot Proben aufgetragen, die parallel aufgearbeitet waren: einmal 3 Einzelproben

und einmal 4 Einzelproben.
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Trotz dieser eingebauten Kontrollen erwies sich eine Interpretation der Daten nach
Auswertung der Densitometrie als schwierig, da sowohl die Signale der verschiedenen
Einzelproben als auch die Signale der auf verschiedenen Blots aufgetragenen identischen
Proben stark differierten. Anhand dieser Auswertung war nicht auszumachen, ob die
Unterschiede in der Signalstirke tatsdchlich auf Unterschieden im D1-Gehalt der einzelnen
Blattsegmente, d.h. auf der Variabilitdt des Probenmaterials oder auf methodischen Fehlern
wihrend der Probenaufarbeitung beruhte. Daher wurden die Signale der parallel auf einem
Blot aufgetragenen Proben gemittelt, die Standardabweichung ermittelt und die WL-Proben
gleich 100% gesetzt.

In Abb. 3.24 wurden die Ergebnisse aus den beiden Blot-Reihen gegeniibergestellt. Anhand
der Fehlerbalken wird die Variabilitdt der ermittelten D1-Signale deutlich. Die Ergebnisse aus
den Blots mit 3 parallelen Proben spiegelten ein etwas einheitlicheres Bild wieder, dennoch
betrug die Standardabweichung hier bis zu 40 %. Sehr viel hoher fiel diese in der 2. Blot-
Reihe mit einer maximalen Abweichung von iiber 80 % aus. Mithin lieen diese Ergebnisse
keine wirklich signifikanten Aussagen liber den mittleren D1-Gehalt in den einzelnen
Blattsegmenten zu. Um dennoch einen mdglichen Trend herauszufinden, wurden die
jeweiligen Mittelwerte der UV+WL-Proben den Kontrollen gegeniibergestellt und verglichen.
Dabei zeigten sich in beiden Versuchsreihen bei den jiingeren Blattstadien vergleichbare
Tendenzen. 5 d alte ant- und Hege-Blattsegmente lieBen eine Tendenz zur DI-
Gehaltsabnahme unter UV+WL-Bedingungen von ca. 30-40 % gegeniiber der WL-Kontrolle
erkennen. Fine &hnlich hohe Gehaltsabnahme zeigte sich jeweils bei 7 d alten ant-
Blattsegmenten, wahrend bei Hege die Ergebnisse aus beiden Blot-Reihen zwischen einer
Abnahme um 30 % und einer Gehaltskonstanz differierten. Bei den 10 d alten Blattsegmenten
offenbarten sich einander widersprechende Ergebnisse: bei ant wurde eine Zunahme des D1-
Gehalts um knapp 25 % (3 Parallelproben) bzw. eine Abnahme um ca. 30 % (4
Parallelproben) festgestellt; bei Hege zeigten sich dhnlich hohe Zu- bzw. Abnahmen, jedoch

jeweils in der anderen Versuchsreihe.
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D1-Gehalt einzelner Blattsegmente
Vergleich zweier Versuchsreihen
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Abb. 3.24: Der DI1-Gehalt von insgesamt 7 Blattsegmenten pro Altersstadium, Varietdt und
Bestrahlungsbedingung wurde in zwei verschiedenen Blot-Serien immunologisch ermittelt. In
einer Blot-Serie wurden 3 Proben parallel auf ein Gel aufgetragen und anschlieSend geblottet,
in der anderen Blot-Seric 4 Proben. Die densitometrisch ermittelten Signalwerte wurden

gemittelt und die Kontrollen (WL) =

100% gesetzt. Die Fehlerbalken geben die

Standardabweichung wieder. 5, 7, 10 = Alter in Tagen; H = Hege, A = ant; UV = UV+WL-

Bestrahlung.
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Abb. 3.25: Mittelwert des relativen D1-Gehaltes aus zwei Blot-Serien (Werte aus Abb. 3.24). Die
Fehlerbalken geben die absolute Abweichung vom Mittelwert wieder (bei H5 UV keine
Abweichung, s. Abb. 3.24). 5, 7, 10 = Alter in Tagen; H = Hege, A = ant; UV = UV+WL-

Bestrahlung.
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Da nicht auszuschlieBen war, dass die Einzelblattsegmente tatsdchlich eine solch starke
Variabilitdt aufwiesen, wurden die relativen Signalstdrke-Werte aus beiden Versuchsreihen
nochmals gemittelt, wobei die WL-Kontrolle als 100 %-Bezugspunkt erhalten blieb. Dies
ermdglichte die Ermittlung eines Gesamttrends aus den unterschiedlichen Einzelergebnissen
beider Blot-Reihen (Abb. 3.25). Die Fehlerbalken gaben hier die absolute Abweichung vom
Mittelwert wieder und stellten somit ein Maf} fiir die Differenz zwischen den beiden
Versuchsreihen dar. Aufgrund der starken Differenzen in der Einzelsignalen blieb die
Signifikanz der Ergebnisse fraglich, dennoch wurde ein Trend erkennbar, wonach die
jingeren Blitter offensichtlich stirker dem UV-Einfluss ausgesetzt waren und Einbuflen am
D1-Gehalt hinnehmen mussten. Mit zunehmendem Alter manifestierte sich jedoch eine
Konstanz im D1-Gehalt. Der Vergleich von Hege und ant auf jeder Altersstufe offenbarte
geringere Gehaltseinbuflen fiir die Muttervarietit. Dies bedeutete fiir 5 d alte ant-Segmente
einen um 9% niedrigeren D1-Gehalt und fiir 7 d einen um 16 % niedrigeren D1-Gehalt

verglichen mit Hege. Bei 10 d konnte sich ein solcher Unterschied nicht manifestieren.

Zusammenfassung: Die Ermittlung des D1-Proteins in einzelnen Blattsegmenten erwies sich

als diffizil. Die durch immunologische Detektion mit einem spezifischen D1-Antikorper
gewonnenen Signale mehrerer parallel aufgearbeiteter Proben erwiesen sich als sehr variabel,
wobei trotz aller Kontrollen nicht abschlieend beurteilt werden konnte, ob die Variabilitdt im
Probenmaterial selbst oder in der Aufarbeitung der Proben begriindet war. Tendenziell aber
konnte bei 5 d alten Blattsegmenten eine Abnahme des D1-Gehaltes nach UV+WL-
Bestrahlung gegeniiber der Kontrolle festgestellt werden. Dies galt fiir die Muttervarietit und
die Mutante gleichermallen. Eine Reduktion wurde auch bei den 7 d alten Segmenten
offenbar; hier allerdings war der Trend bei der Mutante deutlicher als bei der Muttervarietit.
Die 10 d alten Segmente lieBen keine Gehaltsreduktion erkennen, weder bei Hege noch bei

ant.

3.4.4 D1-Turnover

Es wurden Primérblattsegmente 5 d, 7 d und 10 d alter Pflanzen untersucht. Fiinf Proben mit

je 10 Blattsegmenten der Mutante ant und der Muttervarietidt Hege wurden einer 90miniitigen
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pulse-Phase mit **S-Methionin zur Bildung von radioaktiv markiertem D1-Protein ausgesetzt.
Nach Wechsel der Blattsegmente in Puffer mit nicht-radioaktivem Methionin wurden diese
einer UV+WL- bzw. WL-Bestrahlung unterworfen und der Turnover des D1-Proteins zu
verschiedenen Zeitpunkten verfolgt, wobei eine Probe mit radioaktiv markiertem D1-Protein
als Probe fiir t = 0 h direkt nach der pulse-Phase in fl. N, eingefroren wurde. Die anderen
Proben wurden nach 1 h, 2 h, 4 h und 5.5 h chase-Phase geerntet. Die Versuchsreihe wurde
zweimal durchgefiihrt. Die Proteine wurden extrahiert, iiber SDS-Gele aufgetrennt und auf
Nylonmembranen geblottet. Nach Autoradiographie wurden die Filme densitometrisch

ausgewertet.

3.4.4.1 D1-Turnover bei 5 d alten Primérblattseementen

Der DI-Turnover der Muttervarietit Hege fiihrte unter WL-Bedingungen (Abb. 3.26) im
ersten Versuch zu einer stetigen Abnahme des radioaktiven Signals auf 67 %, im zweiten
Versuch auf 88 % der Ausgangswerte (=100%). Das zweite Autoradiogramm zeigte eine
leichte Verstirkung des Signals in der letzten Probenspur, was sich auch auf dem zugehdrigen
Coomassie-Blot andeutete (Daten nicht gezeigt). Moglicherweise war diese Probe etwas hoher
konzentriert als die anderen und der ermittelte densitometrische Wert etwas zu hoch bewertet,
was aber nicht abschlieend beurteilt werden konnte. Auf Grundlage der vorliegenden Daten
wurde eine lineare Regression durchgefiihrt, aus der sich die negative Steigung der Geraden
ermitteln und vergleichen lie. Die negative Steigung im ersten Durchgang betrug -5.6, im

zweiten Versuch -2.8.

Die Ergebnisse zum Turnover der 5 d alten Hege-Blattsegmente unter UV+WL-Bedingungen
entsprachen etwa denen der Kontrolle (Abb. 3.27). Im ersten Versuch betrug die Abnahme des
radioaktiven Signals 23 %, im zweiten Versuch 19 %. Die errechneten negativen Steigungen
betrugen -6.4 bzw. -4.8 und wiesen damit eine etwas stirkere Abbautendenz unter UV-

Bedingungen auf.
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Abb. 3.26: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI1-Proteinbande 5 d alter Hege-
Primérblattsegmente unter WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhéngig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstirke nach 5.5 h 67 % bzw. 88 %; die entsprechenden negativen
Steigungen der Regressionskurve betragen -5.6 bzw. -2.8.
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Abb. 3.27: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI1-Proteinbande 5 d alter Hege-
Primérblattsegmente unter UV+WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhingig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach

linearer Regression. Signalstirke nach 5.5 h 77 % bzw. 81 %; die entsprechenden negativen
Steigungen der Regressionskurve betragen -6.4 bzw. -4.8.
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Abb. 3.28: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI1-Proteinbande 5 d alter ant-

Primérblattsegmente unter

WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhéngig durchgefiihrte

Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstirke nach 5.5 h >100 % bzw. 61 %; die entsprechenden
negativen Steigungen der Regressionskurve betragen -1.4 bzw. -7.9.
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Abb. 3.29: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI1-Proteinbande 5 d alter ant-
Primérblattsegmente unter UV+WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhingig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstirke nach 5.5 h 43 % bzw. 80 %; die entsprechenden negativen
Steigungen der Regressionskurve betragen -10.6 bzw. -3.6.
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Bei der Mutante ant zeichnete sich unter WL-Bedingungen ein unerwarteter Turnover-Verlauf
ab. Die Radioaktivitdit nahm wéahrend der chase-Phase zu und fiel gegen Ende wieder auf
Anfangsniveau ab (Abb. 3.28). Dies bestitigte sich im Parallelexperiment ansatzweise; die
Radioaktivitdt nahm jedoch hier zum Ende der chase-Phase auf 61 % des Anfangswertes ab.
Aus den zugehorigen coomassie-gefarbten Blots ergaben sich keine Hinweise auf eine erhohte
Proteinkonzentration in einzelnen Spuren, was auf einen experimentellen Fehler als Ursache
fiir die hohen Signalstirken hétte hindeuten konnen. Ein verstérkter Einbau der markierten
Aminosdure in der chase-Phase war insofern unerwartet, als nach der pulse-Phase die
Blattsegmente griindlich gewaschen und in nicht-radioaktives Medium {iberfiihrt worden
waren. So konnte nur bereits ins Blattgewebe aufgenommenes, aber noch nicht umgesetztes
freies *°S-Methionin zur fortgesetzten Proteinbiosynthese verwendet werden. Die Ursache fiir
diesen unerwarteten und im weiteren Experiment einmaligen Kurvenverlauf konnte nicht
ermittelt werden. Auch konnte der Verlauf aus dem zweiten Experiment diesen Trend nicht
eindeutig belegen, da hier zum Ende der chase-Zeit ein deutlicher D1-Abbau zu verzeichnen
war. Daher wurde fiir diese Daten trotz der uneindeutigen Ergebnisse eine lineare Regression
berechnet, wonach sich fiir die 1. Versuchsreihe eine neg. Steigung von -1.4 bzw. fiir die 2.

Versuchsreihe eine von -7.9 ergab.

Unter UV+WL-Bedingungen zeigte sich eine Abnahme der Radioaktivitdt auf 43 % des
Anfangswertes im ersten Versuch und auf 80 % im zweiten Versuch (Abb. 3.29). Daraus
ergaben sich Steigungswerte von -10.6 bzw. -3.6, womit sich bei der Mutante sowohl unter
WL- als auch unter UV+WL-Bedingungen stirkere Unterschiede zwischen den beiden

Versuchsreihen dokumentierte als bei der Muttervarietit Hege.

Um die Abnahme des radioaktiven Signals in der D1-Proteinbande zwischen Muttervarietit
und Mutante bei gleichen Bestrahlungsbedingungen besser beurteilen zu konnen, wurden die
beiden Regressionskurven gemittelt und auf einen gemeinsamen Ursprung bei 100 %
normiert. Abb. 3.30 zeigt einen direkten Vergleich dieser mittleren Regressionskurven. Die
Muttervarietit zeigte unter WL-Bedingungen den geringsten Turnover mit einer mittleren
Steigung von -4.2, gefolgt von ant WL mit einer mittleren Steigung von -4.6. Unter UV+WL-
Bedingungen nahm der Abbau des DI1-Proteins bei Hege etwas zu; die mittlere Steigung
betrug -5.6. Die 5 d alte Mutante zeigte unter UV+WL-Bedingungen den starksten Abbau mit
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einer mittleren Steigung von -7.1. Auffillig hoher war bei der Mutante der Fehler, mit dem die
Mittelwerte behaftet waren. Unter UV+WL-Bedingungen war die Turnover-Rate bei Hege um

33% hoher als unter WL-Bedingungen, bei der Mutante ant entsprechend um 54 % hoher.

D1-Turnover bei 5d alten Pflanzen
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Abb. 3.30: Vergleich des DI-Turnovers 5d alter Hege- und ant-Primérblattsegmente bei zwei
Bestrahlungsbedingungen (offene Symbole = WL-Anzucht, geschlossene Symbole =
UV+WL-Anzucht). Die Regressionsgeraden aus zwei Versuchsreihen wurden gemittelt und
auf 100% normiert. Die negativen Steigungen betragen fiir Hege WL -4.2, fiir Hege UV+WL
-5.6, fiir ant WL -4.7 und fiir ant UV+WL -7.1.

3.4.4.2 D1-Turnover bei 7 d alten Primérblattseementen

Die Mutter Hege (Abb. 3.31) zeichnete sich unter WL-Bedingungen durch zwei differierende
Ergebnisse aus: in einem Fall betrug die Abnahme des D1-Signals 11 %, im anderen Fall 47
%. Dementsprechend unterschiedlich waren auch die ermittelten Steigungen: -2.4 bzw. -8.8.
Zu diesem unterschiedlichen Ergebnis trug die Tatsache bei, dass eines der beiden
Autoradiogramme (in Ubereinstimmung mit dem Autoradiogramm der entsprechenden ant-
Probe) einen sehr viel hoheren Schwirzungsgrad aufwies als alle anderen Autoradiogramme.
Es konnte nicht gekldrt werden, ob hier ein experimenteller Fehler vorlag.
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Unter UV+WL-Bedingungen herrschte eine groBere Ubereinstimmung in den Ergebnissen
(Abb. 3.32). Am Ende der Bestrahlungszeit wurden in einem Fall 69 % und im anderen Fall
56 % des Ausgangswertes detektiert. Die zugehdrigen ermittelten Steigungen lagen bei -7.6
bzw. -9.7.

Auch bei den unter WL-Bedingungen angezogenen ant-Pflanzen erbrachten die
Parallelversuche zwei deutlich unterschiedliche Ergebnisse: im ersten Versuch lieB sich eine
Signalabnahme von 15 %, im zweiten von 52 % feststellen (Abb. 3.33). Dies fithrte zur
Ermittlung einer Steigung von -2.1 im ersten Fall und von -8.5 im zweiten Fall. Dies stimmte
auffillig liberein mit den Hege-Daten. Da in jeder Versuchsreihe die beiden Varietdten den
gleichen Versuchsbedingungen ausgesetzt waren, konnten diese Differenzen auf mdogliche
Unterschiede in den Anzuchtbedingungen oder in der Probenvorbereitung bedingt sein, deren
Ursachen weder bekannt noch nachtraglich erschlossen werden konnten. Die Parallelitdt der
Ergebnisse allerdings deutete darauf hin, dass die Mutante und die Muttervarietédt sich in

ihrem Verhalten nicht unterscheiden.

Unter UV+WL-Bedingungen war die Abnahme des radioaktiven Signals iiber den
Beobachtungszeitraum in den beiden Parallelversuchen dhnlich stark und endete bei 51 bzw.

48 % des Ausgangswertes (Abb. 3.34). Die errechneten Steigungen lagen bei -7.5 und -8.1.

Da bei den Einzelergebnissen nicht beurteilt werden konnte, ob stark differierende Ergebnisse
auf eventuellen Fehlern oder auf der Variabilitidt des Probenmaterials beruhten, wurden auch
hier die Regressionskurven gemittelt und verglichen (Abb. 3.35). Die bereits oben angedeutete
Ubereinstimmung in den beiden WL-Versuchen zeigte sich in der Deckung beider mittlerer
Regressionskurven, deren Einzelwerte allerdings mit einem hohen absoluten Fehler behaftet
sind. Die beiden UV+WL-Kurven lagen deutlich darunter, unterschieden sich aber
untereinander weniger stark als bei den 5 d alten Primérblattern. Der Turnover der UV+WL-
bestrahlten Hege-Primirblatter war um 55 % schneller gegeniiber den Kontrollen; bei ant war

der Turnover entsprechend um 47 % schneller.
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Abb. 3.31: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI1-Proteinbande 7 d alter Hege-
Primédrblattsegmente unter WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhéngig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstirke nach 5.5 h 89 % bzw. 53 %; die entsprechenden negativen
Steigungen der Regressionskurve betragen -2.4 bzw. -8.8.
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Abb. 3.32: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI-Proteinbande 7 d alter Hege-
Primérblattsegmente unter UV+WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhédngig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstdrke nach 5.5 h 69 % bzw. 56 %; die entsprechenden negativen
Steigungen der Regressionskurve betragen -7.6 bzw. -9.7.
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Abb. 3.33: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI-Proteinbande 7 d alter ant-
Primérblattsegmente unter WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhidngig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstdrke nach 5.5 h 85 % bzw. 48 %; die entsprechenden negativen
Steigungen der Regressionskurve betragen -2.1 bzw. -8.5.
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Abb. 3.34: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI1-Proteinbande 7 d alter ant-
Primérblattsegmente unter UV+WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhingig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstirke nach 5.5 h 51 % bzw. 48 %; die entsprechenden negativen
Steigungen der Regressionskurve betragen -7.5 bzw. -8.1.
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Abb. 3.35: Vergleich des DI1-Turnovers 7 d alter Hege- und ant-Priméirblattsegmente bei zwei
Bestrahlungsbedingungen (offene Symbole = WL-Anzucht, geschlossene Symbole =
UV+WL-Anzucht). Die Regressionsgeraden aus zwei Versuchsreihen wurden gemittelt und
auf 100% normiert. Die negativen Steigungen betragen fiir Hege WL -5.6, fiir Hege UV+WL
-8.7, fiir ant WL -5.3 und fiir ant UV+WL -7.9.

3.4.4.3 D1-Turnover bei 10 d alten Priméirblattsegmenten

Die Mutter Hege konnte unter WL-Bedingungen folgenden DI1-Abbau verzeichnen: Die

Signalwerte nach 5.5 h lagen bei 47 bzw. 76 % des Ausgangswertes (Abb. 3.36). Die

entsprechenden Steigungen betrugen -10.5 bzw. -6.8. Unter UV+WL-Bedingungen war der

Abbau in beiden Versuchen weniger unterschiedlich: 43 bzw. 53 % vom Ausgangswert (Abb.

3.37). Die Regressionskurven zeigten Steigungen von -8 bzw. -9.6.

In beiden Parallelversuchen zeigten 10 d alte ant-Pflanzen unter WL-Bedingungen eine

Abnahme der D1-Signale um 23 bzw. 48 % (Abb. 3.38). Die Steigungen betrugen -3.9 bzw.

-9. Unter UV+WL-Bedingungen wurde in beiden Parallelversuchen ein starker Abbau auf 37

bzw. 38 % des Ausgangswertes mit Steigungen von -11.7 bzw. -9.6 festgestellt (Abb. 3.39).
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Abb. 3.36: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI-Proteinbande 10 d alter Hege-

Primérblattsegmente unter

WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhéngig durchgefiihrte

Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstirke nach 5.5 h 47 % bzw. 76 %; die entsprechenden negativen

Steigungen der Regressionskurve betragen -10.5 bzw. -6.8.
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Abb. 3.37: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI1-Proteinbande 10 d alter Hege-
Primérblattsegmente unter UV+WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhédngig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstdrke nach 5.5 h 43 % bzw. 53 %; die entsprechenden negativen

Steigungen der Regressionskurve betragen -8 bzw. -9.6.
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Abb. 3.38: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI-Proteinbande 10 d alter ant-
Primérblattsegmente unter WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhéngig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstirke nach 5.5 h 77 % bzw. 52 %; die entsprechenden negativen
Steigungen der Regressionskurve betragen -3.9 bzw. -9.
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Abb. 3.39: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI-Proteinbande 10 d alter ant-
Primérblattsegmente unter UV+WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhingig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstirke nach 5.5 h 37 % bzw. 38 %; die entsprechenden negativen
Steigungen der Regressionskurve betragen -11.7 bzw. -9.6.
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Abb. 3.33: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI-Proteinbande 7 d alter ant-
Primérblattsegmente unter WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhidngig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstdrke nach 5.5 h 85 % bzw. 48 %; die entsprechenden negativen
Steigungen der Regressionskurve betragen -2.1 bzw. -8.5.
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Abb. 3.34: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI1-Proteinbande 7 d alter ant-
Primérblattsegmente unter UV+WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhingig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstirke nach 5.5 h 51 % bzw. 48 %; die entsprechenden negativen
Steigungen der Regressionskurve betragen -7.5 bzw. -8.1.
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Abb. 3.35: Vergleich des DI1-Turnovers 7 d alter Hege- und ant-Priméirblattsegmente bei zwei
Bestrahlungsbedingungen (offene Symbole = WL-Anzucht, geschlossene Symbole =
UV+WL-Anzucht). Die Regressionsgeraden aus zwei Versuchsreihen wurden gemittelt und
auf 100% normiert. Die negativen Steigungen betragen fiir Hege WL -5.6, fiir Hege UV+WL
-8.7, fiir ant WL -5.3 und fiir ant UV+WL -7.9.

3.4.4.3 D1-Turnover bei 10 d alten Priméirblattsegmenten

Die Mutter Hege konnte unter WL-Bedingungen folgenden DI1-Abbau verzeichnen: Die

Signalwerte nach 5.5 h lagen bei 47 bzw. 76 % des Ausgangswertes (Abb. 3.36). Die

entsprechenden Steigungen betrugen -10.5 bzw. -6.8. Unter UV+WL-Bedingungen war der

Abbau in beiden Versuchen weniger unterschiedlich: 43 bzw. 53 % vom Ausgangswert (Abb.

3.37). Die Regressionskurven zeigten Steigungen von -8 bzw. -9.6.

In beiden Parallelversuchen zeigten 10 d alte ant-Pflanzen unter WL-Bedingungen eine

Abnahme der D1-Signale um 23 bzw. 48 % (Abb. 3.38). Die Steigungen betrugen -3.9 bzw.

-9. Unter UV+WL-Bedingungen wurde in beiden Parallelversuchen ein starker Abbau auf 37

bzw. 38 % des Ausgangswertes mit Steigungen von -11.7 bzw. -9.6 festgestellt (Abb. 3.39).
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Abb. 3.36: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI-Proteinbande 10 d alter Hege-

Primérblattsegmente unter

WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhéngig durchgefiihrte

Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstirke nach 5.5 h 47 % bzw. 76 %; die entsprechenden negativen

Steigungen der Regressionskurve betragen -10.5 bzw. -6.8.
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Abb. 3.37: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI1-Proteinbande 10 d alter Hege-
Primérblattsegmente unter UV+WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhédngig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstdrke nach 5.5 h 43 % bzw. 53 %; die entsprechenden negativen

Steigungen der Regressionskurve betragen -8 bzw. -9.6.
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Abb. 3.38: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI-Proteinbande 10 d alter ant-
Primérblattsegmente unter WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhéngig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstirke nach 5.5 h 77 % bzw. 52 %; die entsprechenden negativen
Steigungen der Regressionskurve betragen -3.9 bzw. -9.
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Abb. 3.39: Abnahme des radioaktiven Signals in der DI-Proteinbande 10 d alter ant-
Primérblattsegmente unter UV+WL-Strahlungsbedingungen (2 unabhingig durchgefiihrte
Versuchsreihen). Das Signal zum Zeitpunkt 0 h wurde gleich 100 % gesetzt. Die Balken
geben die densitometrischen Daten wieder, die Kurve entspricht den berechneten Daten nach
linearer Regression. Signalstirke nach 5.5 h 37 % bzw. 38 %; die entsprechenden negativen
Steigungen der Regressionskurve betragen -11.7 bzw. -9.6.
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Abb. 3.40: Vergleich des D1-Turnovers 10d alter Hege- und ant-Primérblattsegmente bei zwei
Bestrahlungsbedingungen (offene Symbole = WL-Anzucht, geschlossene Symbole =
UV+WL-Anzucht). Die Regressionsgeraden aus zwei Versuchsreihen wurden gemittelt und

auf 100% normiert. Die negativen Steigungen betragen fiir Hege WL -8.7, fiir Hege UV+WL
-8.8, fiir ant WL -6.5 und fiir ant UV+WL -10.7.

Der Vergleich der gemittelten Regressionskurven in Abb. 3.40 zeigt fir Hege
iibereinstimmende Turnover-Raten unabhingig von Bestrahlungsbedingungen. Allerdings
zeigen die WL-Pflanzen einen hoheren Turnover als die Mutante unter gleichen Bedingungen.
Zwischen ant WL und ant UV+WL ist der Turnover deutlich unterschiedlich: unter UV+WL-

Bedingungen ist dieser um 65 % schneller.

Abb. 3.41 stellt die mittleren Regressionskurven aller Altersstadien fiir ant und Hege getrennt
noch einmal gegeniiber. Es zeigte sich bei beiden Sorten eine Zunahme der Turnover-
Geschwindigkeit mit zunehmendem Blattalter. Dieser Trend war bei Hege weniger deutlich
abhiingig von den Bestrahlungsbedingungen, da es Ubereinstimmungen in der Turnover-Rate

bei 7 d alten WL-Proben und 5 d alten UV+WL-Proben gab ebenso wie bei den 7 d alten
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Abb. 3.40: Vergleich des D1-Turnovers 10d alter Hege- und ant-Primérblattsegmente bei zwei
Bestrahlungsbedingungen (offene Symbole = WL-Anzucht, geschlossene Symbole =
UV+WL-Anzucht). Die Regressionsgeraden aus zwei Versuchsreihen wurden gemittelt und

auf 100% normiert. Die negativen Steigungen betragen fiir Hege WL -8.7, fiir Hege UV+WL
-8.8, fiir ant WL -6.5 und fiir ant UV+WL -10.7.

Der Vergleich der gemittelten Regressionskurven in Abb. 3.40 zeigt fir Hege
iibereinstimmende Turnover-Raten unabhingig von Bestrahlungsbedingungen. Allerdings
zeigen die WL-Pflanzen einen hoheren Turnover als die Mutante unter gleichen Bedingungen.
Zwischen ant WL und ant UV+WL ist der Turnover deutlich unterschiedlich: unter UV+WL-

Bedingungen ist dieser um 65 % schneller.

Abb. 3.41 stellt die mittleren Regressionskurven aller Altersstadien fiir ant und Hege getrennt
noch einmal gegeniiber. Es zeigte sich bei beiden Sorten eine Zunahme der Turnover-
Geschwindigkeit mit zunehmendem Blattalter. Dieser Trend war bei Hege weniger deutlich
abhiingig von den Bestrahlungsbedingungen, da es Ubereinstimmungen in der Turnover-Rate

bei 7 d alten WL-Proben und 5 d alten UV+WL-Proben gab ebenso wie bei den 7 d alten
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Abb. 3.41: Altersvergleich des D1-Turnovers von Hege- und ant-Primérblattsegmenten bei zwei
Bestrahlungsbedingungen (offene Symbole = WL-Anzucht, geschlossene Symbole =
UV+WL-Anzucht). Die Regressionsgeraden aus zwei Versuchsreihen wurden gemittelt und
auf 100% normiert. (Unterschiedliche Symbolgrossen dienen der besseren Anschaulichkeit).
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UV+WL-Proben mit den 10 d alten Proben unabhédngig von der Bestrahlung. Bei ant zeigte
sich dieser Trend deutlich zunehmend von 5 d alten WL-bestrahlten Pflanzen iiber 7 und 10 d
alte WL-Proben, gefolgt von 5 d alten, danach 7 d alten und schlieBlich 10 alten UV+WL-

Proben.

Zusammenfassung: Die Untersuchungen zum DI1-Turnover unter WL- und UV+WL-

Bestrahlungsbedingungen lieferte in zwei unabhingigen Versuchsreihen zum Teil deutlich
unterschiedliche Ergebnisse. Tendenziell jedoch zeigten die WL-bestrahlten Proben in allen
untersuchten Altersstadien einen langsameren Turnover als die UV+WL-bestrahlten Proben.
Dabei nahm die Turnover-Rate mit zunehmenden Blattalter insbesondere bei der Mutante ant
zu. Die UV+WL-bestrahlten Hege-Segmente zeigten einen weniger ausgeprigten

altersabhingigen Unterschied in der Turnover-Rate.

3.4.5 D1-Gehalt der Proben vor und nach der UV-B-Bestrahlung

Neben der Gehaltsbestimmung in Einzelblattsegmenten parallel zu den Fluoreszenz-
Messungen wurden auch Gehaltsbestimmungen parallel zu den Turnover-Versuchen
durchgefiihrt. Es wurde der D1-Gehalt direkt vor und direkt nach der WL- bzw. UV+WL-
Bestrahlungsperiode parallel zu den chase-Zeiten t = 0 und t = 5.5 h immunologisch bestimmit.
Dies sollte die Ergebnisse der Turnover-Messungen komplettieren, da auf diese Weise auch
die Neusynthese unmarkierten Proteins nach Abbau des radioaktiv markierten erfalit wurde.
Zur Gehaltsbestimmung wurden ebenfalls je 10 Blattsegmente gemeinsam aufgearbeitet. Auf
einem Gel wurden Doppelproben aufgetragen und anschlieBend geblottet: a) Muttervarietit
und Mutante unter WL bzw. UV+WL-Bedingungen, b) Muttervarietdt bzw. Mutante unter
beiden Bestrahlungsbedingungen. Nur diese Doppelproben auf gleichen blots wurden nach
densitometrischer Auswertung direkt miteinander verglichen. Die Signalmittelwerte zum

Zeitpunkt 0 h wurden gleich 100 % gesetzt.
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5 d alte, WL-bestrahlte Hege- und ant-Keimlinge zeigten keinen Gehaltsunterschied vor und

nach der chase-Phase. Dies galt in gleicher Weise fiir die UV+WL-bestrahlten Pflanzen (Abb.
3.42).
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Abb. 3.42: D1-Gehalt 5 d alter Gersten-Primérblattsegmente zu Beginn und nach Beendigung einer 6-
stiindigen WL- bzw. UV+WL-Bestrahlungsphase in der UV-Kammer. Vergleich zwischen
Hege und ant unter gleichen Bestrahlungsbedingungen. (0 h = 100 %).
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Die zum direkten Vergleich von WL- und UV+WL-bestrahlten Pflanzen aufgetragenen
gleichen Proben auf einem zweiten Blot unterschieden sich leicht von dem ersten durch einen

hoheren D1-Gehalt (+ 25 %) bei den Hege-Keimlingen nach 5.5 h WL-Bestrahlung (Abb.
3.43).
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ADbb. 3.43: D1-Gehalt 5 d alter Gersten-Primérblattsegmente zu Beginn und nach Beendigung einer 6-

stiindigen WL- bzw. UV+WL-Bestrahlungsphase in der UV-Kammer. Vergleich zwischen
WL- bzw. UV+WL-Bestrahlung bei Hege bzw. ant. (0 h =100 %).
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Bei den 7 d alten Pflanzen war das Bild nicht ganz einheitlich. Unter WL-Bedingungen zeigte
sich bei ant eine Gehaltszunahme von ca. 30 % innerhalb der Beobachtungszeit. Hege liel3
einen leichte D1-Abnahme erkennen. Zwischen den UV+WL-Proben von Hege und ant

zeigten sich keine Gehaltsunterschiede, weder vor noch nach der chase-Phase. (Abb. 3.44).
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Abb. 3.44: D1-Gehalt 7 d alter Gersten-Primérblattsegmente zu Beginn und nach Beendigung einer 6-
stiindigen WL- bzw. UV+WL-Bestrahlungsphase in der UV-Kammer. Vergleich zwischen
Hege und ant unter gleichen Bestrahlungsbedingungen. (0 h = 100 %).
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Im Parallelblot wurden die Ergebnisse bei Hege im wesentlichen bestétigt (Abb. 3.45). Bei ant
wurde eine Abnahme (ca. 35 %) des D1-Gehaltes unter UV+WL-Bedingungen am Ende der

Bestrahlungszeit deutlich, die sich im Ergebnis des ersten Blots nicht niedergeschlagen hatte.

Dagegen bestitigte sich hier die D1-Zunahme unter WL-Bedingungen.
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ADbb. 3.45: D1-Gehalt 7 d alter Gersten-Primérblattsegmente zu Beginn und nach Beendigung einer 6-
stiindigen WL- bzw. UV+WL-Bestrahlungsphase in der UV-Kammer.Vergleich zwischen
WL- bzw. UV+WL-Bestrahlung bei Hege bzw. ant. (0 h =100 %).

Die 10 d alten Pflanzen zeigten insgesamt ein libereinstimmenderes Bild (Abb. 3.46). Hege
zeigte unter WL-Bedingungen keine Gehaltsunterschiede, unter UV+WL-Bedingungen eine
Gehaltsreduktion von 10 %. Dies wurde in den Parallelblots bestétigt. Bei ant konnte man

eine Zunahme des D1-Gehaltes unter WL-Bedingungen um 11 % nach der Bestrahlungsphase
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detektieren, die sich allerdings im Parallelblot als 50%iger Zuwachs erwies (Abb. 3.47). Diese
50 %ige Zunahme beruhte auf zwei unterschiedlichen Signalstirken einer Doppelprobe, was
sich in der Grofe des Fehlerbalkens dokumentierte und somit auf einen experimentellen
Fehler zuriickzufiihren ist. Die UV+WL-bestrahlten ant-Pflanzen zeigten eine geringfiigige
Gehaltszunahme (20 %) nach der chase-Phase in beiden Blots.
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Abb. 3.46: D1-Gehalt 10 d alter Gersten-Primédrblattsegmente zu Beginn und nach Beendigung einer
6-stiindigen WL- bzw. UV+WL-Bestrahlungsphase in der UV-Kammer. Vergleich zwischen
Hege und ant unter gleichen Bestrahlungsbedingungen. (0 h = 100 %).

Zusammenfassung: Aufgrund der Ergebnisse lieBen sich keine signifikant erscheinenden
Verdnderungen im D1-Gehalt vor und nach der téglichen Bestrahlungsphase (WL bzw.
UV+WL) feststellen. Eine Tendenz zur Gehaltsverdnderung lie sich nur in zwei Féllen
bestdtigen (ant 7 d WL und ant 10 d UV+WL). In allen anderen Féllen blieb der D1-Gehalt

unabhingig von Bestrahlungsbedingung, Varietit oder Blattalter relativ konstant.
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Abb. 3.47: D1-Gehalt 10 d alter Gersten-Primérblattsegmente zu Beginn und nach Beendigung einer
6-stiindigen WL- bzw. UV+WL-Bestrahlungsphase in der UV-Kammer.Vergleich zwischen
WL- bzw. UV+WL-Bestrahlung bei Hege bzw. ant. (0 h = 100 %).

3.4.6 D1-Synthese

Die Untersuchungen zur D1-Synthese wurden an 7, 10 und 15 d alten UV+WL- bzw. WL-
bestrahlten Pflanzen durchgefiihrt. Der geringe Unterschied im Turnover-Verhalten der
Muttervarietit und der Mutante war Anlass zu Uberlegungen, ob in einem 5, 7 oder 10 d alten
Primérblatt Entwicklungsprozesse einen durch UV-B-Zusatz erhohten Turnover maskieren. In
einem abschlieBenden Versuch wurde durch Einbeziehung des élteren Blattstadiums 15 d
dieser Aspekt beriicksichtigt. Die Untersuchung erfolgte in gleicher Weise wie bei den
Turnover-Experimenten: Je 10 Blattsegmente wurden in einer radioaktiven Losung mit *°S-
Methionin gefiittert. Diese Fiitterung erfolgte unter einer Bestrahlung mit 750 pmol m? s

>

um die D1-Synthese anzuregen. Die Proben wurden nach 15, 30, 45, 60 und 90 min geerntet
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und wie iiblich aufgearbeitet. Im Gegensatz zu den Turnover-Experimenten wurde hier auf
das Blotten der Proteine verzichtet und die Gele nach Trocknung direkt autoradiographiert.
Von jeder Probe wurden zwei identische Aliquots auf zwei Gelen aufgetrennt: auf einem Gel
wurden Mutter und Mutante unter gleichen Bestrahlungsbedingungen verglichen, auf einem
zweiten Gel wurden jeweils die Mutter bzw. die Mutante unter den verschiedenen

Bestrahlungsbedingungen (WL bzw. UV+WL) verglichen.

Bei der densitometrischen Auswertung der Autoradiogramme wurden nur Signale von Proben
verglichen, die auf dem gleichen Gel aufgetragen waren. Fiir die Bewertung der D1-Synthese
wurden in erster Linie die relative Zunahme (ausgehend vom ersten ermittelten Wert nach 15
min Bestrahlung) {iber den Beobachtungszeitraum von 90 min beriicksichtigt. Die absoluten

Signalstarken wurden nur zur Bewertung innerhalb des gleichen Gels hinzugezogen.

3.4.6.1 D1-Synthese bei 7 d alten Priméarblattsegmenten

Hege wies unter beiden Bestrahlungsbedingungen kaum Unterschiede bei der Zunahme der
Radioaktivitit im DI1-Protein auf (Abb. 3.48). Die relative Zunahme konnte nur bei der
UV+WL-Probe ermittelt werden, da der 15 min-Wert der WL-Probe ausfiel. Diese lag bei
124 %. Die absoluten Signalwerte nach 90 min Synthesezeit waren allerdings bei beiden
Proben nahezu identisch. Die Mutante wies wunter den unterschiedlichen
Bestrahlungsbedingungen eine &hnlich deckungsgleiche DI1-Synthese auf. Die relative
Zunahme der Radioaktivitdt im D1-Protein betrug 81 % fiir die WL-Proben bzw. 90 % fiir die
UV+WL-Proben.

Der direkte Vergleich der Muttervarietit mit der Mutante unter jeweils gleichen
Bestrahlungsbedingungen ergab vergleichbare Werte mit geringen Abweichungen bei den
erreichten absoluten Endwerten (Abb. 3.49). Hege WL lag um 22 % hoher als ant WL; Hege
UV+WL dagegen um 11 % unter dem entsprechenden ant-Wert. Fiir die relative Zunahme der
Radioaktivitdt im D1-Protein bedeutete dies eine um 20 % hohere Zunahme bei ant UV+WL
gegeniiber Hege, wihrend der Vergleich fiir die WL-Proben aufgrund des fehlenden

Ausgangswertes nicht moglich war.
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Abb. 3.48: DI1-Synthese bei 7 d alten Hege- bzw. ant-Primérblattsegmenten. Vergleich von
Muttervarietdt bzw. Mutante unter verschiedenen Bestrahlungsbedingungen (helle Farben =
WL-Anzucht, dunkle Farben = UV+WL-Anzucht). Die Proben wurden jeweils auf einem Gel
aufgetrennt. Die durch Linien verbundenen Symbole geben die absolute Signalstidrke nach
Densitometrie der Autoradiogramme wieder. Die relative Zunahme der Signalstarke wird

durch die Balken wiedergegeben (15 min = 100%).
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Abb. 3.49: DI-Synthese bei 7 d alten Hege- und ant-Primérblattsegmenten. Vergleich von
Muttervarietdt und Mutante unter den jeweils gleichen Bestrahlungsbedingungen (helle
Farben = WL-Anzucht, dunkle Farben = UV+WL-Anzucht). Die Proben wurden jeweils auf
einem Gel aufgetrennt. Die durch Linien verbundenen Symbole geben die absolute
Signalstéirke nach Densitometrie der Autoradiogramme wieder. Die relative Zunahme der
Signalstérke wird durch die Balken wiedergegeben (15 min = 100%).
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3.4.6.2 D1-Synthese bei 10 d alten Primérblattsegmenten

Bei Hege betrug die relative Zunahme 166 % unter WL- und 188 % unter UV+WL-
Bestrahlung. Die absoluten Anfangs- und Endwerte der WL und UV+WL-Probe lagen nah
beieinander, nur der Verlauf der Aufnahme an Radioaktivitiat war etwas unterschiedlich (Abb.
3.50). Bei der Mutante betrug die relative Zunahme bei ant WL 82 % und bei ant UV+WL
100 %. Die absoluten Endwerte wiesen Unterschiede auf, wobei die UV+WL-Probe um 24 %
hoher lag als die WL-Probe.

Der direkte Vergleich von Muttervarietdt und Mutante offenbarte groBere Unterschiede (Abb.
3.51). Hege WL wies einen Zuwachs von 155 % auf, ant WL dagegen nur einen Zuwachs von
81 %. Die UV+WL-Proben zeigten gleichartige Unterschiede: Hege 180 % Zuwachs, ant
90 %. Diese Syntheseunterschiede erkldren sich bei Betrachtung der absoluten Signal dadurch,
dass sowohl die WL-bestrahlten als auch die UV+WL-bestrahlten ant-Segmente von Beginn
an, d.h. zum Zeitpunkt von 15 min einen hoheren Gehalt an >S-Met aufwiesen. Die absoluten
Signale am Ende der Bestrahlungsphase unterschieden sich dagegen kaum. Die Frage, ob die
hohen Signalwerte am Anfang der Bestrahlungsphase auf eine sehr hohe Synthesetétigkeit bei
ant zurlickzufiihren sind oder auf eine erhohte Aufnahme an Radioaktivitit in das Blatt
(beispielsweise bei der Vakuuminfiltration), bleibt unbeantwortet. Die Ergebnisse konnten in
jedem Fall deutlich zeigen, dass die D1-Synthese bei beiden Gerstenvarietidten nicht durch
UV-B-Strahlung beeintrachtigt war. Im Vergleich zu den 7 d alten Blattsegmenten zeigten die
Hege-Segmente unter beiden Bestrahlungsbedingungen eine hohere Einbaurate der
radioaktiven Aminosdure in das neu synthetisierte D1-Protein, wahrend die Zunahmen bei ant

in vergleichbaren Gréf3enordnungen lag.

3.4.6.3 D1-Synthese bei 15 d alten Primérblattsegmenten

Bei der densitometrischen Auswertung der Gele mit den Proben 15 d alter Segmente fiel das
90 min-Signal der Hege WL-Proben unerwarteterweise geringer aus als das 60 min-Signal
(Abb. 3.52). Dieser Wert wurde in der Auswertung nicht berilicksichtigt. Hege wies

geringfiigige Unterschiede im Einbau der Radioaktivitdt auf: Unter UV+WL-Bedingungen
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Abb. 3.50: DI1-Synthese bei 10 d alten Hege- bzw. ant-Primidrblattsegmenten. Vergleich von
Muttervarietidt bzw. Mutante unter verschiedenen Bestrahlungsbedingungen (helle Farben =
WL-Anzucht, dunkle Farben = UV+WL-Anzucht). Die Proben wurden jeweils auf einem Gel
aufgetrennt. Die durch Linien verbundenen Symbole geben die absolute Signalstirke nach
Densitometrie der Autoradiogramme wieder. Die relative Zunahme der Signalstirke wird
durch die Balken wiedergegeben (15 min = 100%).
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Abb. 3.51: DI1-Synthese bei 10 d alten Hege- und ant-Primérblattsegmenten. Vergleich von
Muttervarietdt und Mutante unter den jeweils gleichen Bestrahlungsbedingungen (helle
Farben = WL-Anzucht, dunkle Farben = UV+WL-Anzucht). Die Proben wurden jeweils auf
einem Gel aufgetrennt. Die durch Linien verbundenen Symbole geben die absolute
Signalstirke nach Densitometrie der Autoradiogramme wieder. Die relative Zunahme der
Signalstérke wird durch die Balken wiedergegeben (15 min = 100%).
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betrug die relative Zunahme nach 1 h Einbauzeit 234 % vs. 184 % unter WL-Bedingungen;
der absolute Signalstirkewert lag in dieser Zeit bei UV+WL um 18 % hoher als bei WL. Der
Unterschied bei ant UV+WL gegeniiber ant WL fiel wesentlich geringer aus. Die absoluten
Endwerte unterschieden sich um 9 % zugunsten der UV+WL-Probe, was einen Zuwachs-

Unterschied von 16 % darstellte (UV+WL 144 %, WL 126 % Zuwachs).

Der direkte Vergleich von ant und Hege wies unter beiden Bestrahlungsbedingungen eine
etwas hohere Einbaurate bei ant aus (Abb. 3.53). Unter WL-Bedingungen wies Hege eine
hohere relative Zunahme auf (142 % vs. 121 % bei ant), der absolute Signalwert fiir ant nach
60 min Einbauzeit lag um 27 % iiber dem fiir Hege. Unter UV+WL-Bedingungen wichen die
Ergebnisse fiir Hege deutlich voneinander ab, obwohl es sich um Aliquots der gleichen
Proben handelte. Beim Vergleich von Hege WL mit Hege UV+WL lag die relative Zunahme
nach Auswertung der Autoradiogramme bei 234 % fiir Hege UV+WL (s. Abb. 3.52), beim
Vergleich von Hege UV+WL mit ant UV+WL betrug die relative Zunahme fiir Hege nur
143 % (Abb. 3.53). Obwohl aufgrund der densitometrischen Auswertungsmethode ein
Vergleich der absoluten Signalstirken zwischen verschiedenen Autoradiogrammen nur
vorsichtig bewertet werden kann, zeigte der Vergleich der absoluten Signalstirken auf den
vier Gelen eine hohere Wahrscheinlichkeit dafiir, dass die hohe Zunahme von 234 % von
einem zu geringen 100 %-Wert ausgeht, d.h. die relative Zunahme liegt wahrscheinlich
niedriger; eine genauere Quantifizierung ist jedoch nicht moglich. Die Syntheserate UV+WL-
bestrahlter ant-Segmente unterschied sich im direkten Vergleich nicht von Hege; sie wies

einen Zuwachs von 141 % auf.

Zusammenfassung: 7, 10 und 15 d alte Blattsegmente von Hege und ant lieferten keinen

Hinweis darauf, dass unter UV+WL-Bestrahlung die Syntheserate des D1-Proteins negativ
beeinflusst wird. Im direkten Vergleich der unterschiedlich bestrahlten Segmente fanden sich
weder bei der Muttervarietit noch bei der Mutante deutliche Unterschiede in der Syntheserate.
Es zeichnete sich aber &hnlich wie beim DI-Proteinturnover ein entwicklungsabhéngiger
Trend ab, wonach mit zunehmendem Blattalter die D1-Syntheserate geringfiigig zunimmt.
Wegen der nicht eindeutig quantifizierbaren Daten bei den 15 d alten Hege-Segmenten war

der Trend bei Hege weniger deutlich als bei ant.

124



ERGEBNISSE

D1-Synthese

Pulse-Zeit [min]

[C—Jant WL EEEIant UV+WL A ant WL —A—ant UV+WL |

Hege 15d
400 12000
_ — — + 10000  ¢n
X 300 + ] Q
o — -+ 8000 ;?_,
~ E g 9
T 200 + + 6000 & &
w i o X
c L2000 o
o o
& 100 + =
T - 2000 :
0 1 1 1 1 0
15 30 45 60 90
Pulse-Zeit [min]
[CIHege WL ™@Hege UV+WL O Hege WL —O-Hege UV+WL
D1-Synthese
ant 15d
400 12000
-+ 10000 0
__ 300 + A Q
8 1 8000 _ ®
= A sa
D &
= O o
© 200 T 6000 @, =
(2]
© )
g, -+ 4000 g
» 100 +
|_I | 2000
0 1 1 1 1 -0
15 30 45 60 90

Abb. 3.52: DI1-Synthese bei 15 d alten Hege- bzw. ant-Primirblattsegmenten. Vergleich von
Muttervarietidt bzw. Mutante unter verschiedenen Bestrahlungsbedingungen (helle Farben =
WL-Anzucht, dunkle Farben = UV+WL-Anzucht). Die Proben wurden jeweils auf einem Gel
aufgetrennt. Die durch Linien verbundenen Symbole geben die absolute Signalstirke nach
Densitometrie der Autoradiogramme wieder. Die relative Zunahme der Signalstirke wird
durch die Balken wiedergegeben (15 min = 100%).
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Abb. 3.53: DI-Synthese bei 15 d alten Hege- und ant-Primérblattsegmenten. Vergleich von
Muttervarietdit und Mutante unter den jeweils gleichen Bestrahlungsbedingungen (helle
Farben = WL-Anzucht, dunkle Farben = UV+WL-Anzucht). Die Proben wurden jeweils auf
einem Gel aufgetrennt. Die durch Linien verbundenen Symbole geben die absolute
Signalstirke nach Densitometrie der Autoradiogramme wieder. Die relative Zunahme der
Signalstérke wird durch die Balken wiedergegeben (15 min = 100%).
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3.5 Anhang

Tabellarische Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse aus der Diplomarbeit von
Jirgen Briickmann (1998): Unter den in vorliegender Arbeit beschriebenen Anzucht- und
Bestrahlungsbedingungen (WL bzw. UV+WL) wurden Untersuchungen zum Wachstum, zum
Phenylpropanstoffwechsel und zum photosynthetischen Gaswechsel vorgenommen. Bei den
Untersuchungen zum Wachstum wurde zusitzlich das Trockengewicht bzw. der Wassergehalt
der Primérblattsegmente bestimmt. Bei der Betrachtung der Phenylpropane im Primérblatt
beider Varietiten wurde zusétzlich zum Flavonoidstoffwechsel eine differenzierte qualitative
und quantitative Untersuchung der 16slichen und zellwandgebundenen Hydroxyzimtsdure-

Ester 7 d und 10 d alter Primérblattsegmente durchgefiihrt.
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Alter 7d
Hege ant 287
N N
4 |B = < |E G
e~ = Yo | = I < 8 5 | X
; + o g\/ = ; + o g\/ =
> < =) > < =
) S = -] = =
N %) N %)
. Pb-Lénge (cm) 77405 | 7,1£0,7 -8 * 68+05 | 57+05 | -16 *
(b} wn —
S E 9 . . *
S S % | Pb-Frischgewicht (mg) 10814 | 105+ 16 3 - g7+11 | 77+¢14 | -11
E % £
O C © . - -
> © o | Pb-Trockengewicht (mg) | 9,0+ 1,2 92+14 +2 7,5+1,0 7,1+£1,0 -5
= & ©
Q
< =2 Pb-Wassergehalt (mg) 99+13 | 95+15 4 - 79+10 | 7013 | -11 ok
Flavonoide
1 231+164 [378+326| +64 | n.b. | 61+04 | 90+06 | +48 | n.b.
(nmol-Pb™)
-
> 16sliche HCAs
= o 1 41,6+62 | 547403 | +31 | n.b. |347+14 | 40203 | +16 | n.b.
E o (nmol-Pb™)
H .
O o [Lnisliche HCAs
1 527+18|659+29| +25 | nb. |381+28(369+20| -3 n.b.
(nmol-Pb™)
CO;-Assimilation Amax
Lo ozeas | 830436 | -10 *  1o41+78|724+56| -23 *
o (umol COz-g-Chl -s™)
c
> CO;-Assimilation A
= s 1906 | 13610 | +14 * 11,3£09 | 10,612 | -6 -
" (umol COym™s™)
0 Photosynthesekapazitit P,
2 v , 1p 19.6+0,7 | 157+0,6 | -20 | n.b. [190+07|155+07| -18 | n.b.
-E (umol Orm™-s™)
Py Quantenausbeute QY 0,0479 = | 0,0445 + 0,0446 + | 0,0463 +
o] 1 -7 n.b. +4 n.b
"5 (umol Oz'pmol™ Photonen] 0,0011 0,0026 0,0010 0,0025
£
o Chlorophyll-Gehalt
P , 12807 | 164+1,6| +28 * 12,114 | 146+09 | +21 *
(ng Chl-em™)
Tab. 3.7: Ergebnisse der Untersuchung zum Wachstum, Phenylpropanstoffwechsel und

photosynthetischem Gaswechsel an 7 d alten Hege und ant-Primérbldttern aus der
Diplomarbeit von Jirgen Briickmann (1998). Die Trocknung der ganzen Primérblatter
erfolgte bei 60° C iiber 48 h. Die Bestimmung der 16slichen Hydroxyzimtsdure-Ester erfolgte
nach alkalischer Hydrolyse aus methanolischen Rohextrakten. Zellwandgebundene
Hydroxyzimtsdure-Ester wurden ebenfalls durch alkalische Hydrolyse gewonnen. Die
qualitative und quantitative Analyse der Zimtsduren erfolgte via HPLC. Die CO,-Messungen
erfolgten mit einem portablen CO,/H,O-Porometer LCA-2 an apikalen Primarblattsegmenten
unter Raumtemperatur (25£1 °C) und einem CO,-Partialdruck von 500£50 vpm. Die Messung
der maximalen CO,-Austauschrate erfolgte bei einer Bestrahlung mit 2000 pE-m™s™. Die
photosynthetische  O,-Entwicklung wurde polarographisch mit Hilfe der O,-
Blattstiickelektrode LD1 ermittelt. Signifikanz: *P < 0,01; **P < 0,05; - nicht signifikant; n.b.
= aufgrund nicht ausreichender Stichprobenanzahl nicht bestimmt.
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Alter 10d
Hege ant 287
N N
J |E = J |E S
= =
_ S (B o | X _ S |8 5| X
; + 8 = | & ; + s & | &
> < =) > < =
D 3 = ) S g
A ) N %)
Pb-Linge (cm) 13,108 | 11,407 | -13 * 121406 | 9,1+1,1 | -25 *
2 &
= g «f—»'j Pb-Frischgewicht (mg) 17524 | 167222 | -5 ** 1 1e1+16 | 135+14 | -16 *
- ¢
B0 S 8 Pb-Trockengewicht (mg 15,5+2,4 | 15,3+£2,1 -1 - 132+14 | 12,1 +£1,2 -8 *
= 2 5
< = = o *
Pb-Wassergehalt (mg) 160 £21 | 152415 -5 14815 | 122+13 | -18
Flavonoide
384+23 | 62715 | +63 | n.b. | 11,609 | 172+14 | +48 | n.b.
(nmol-Pb ™
= 2 [Tosichenca
> osliche S
= 8 544+45 [68,1+12 | +25 | nb. [333+3,1|561+26| +68 | n.b.
,f::) o) (nmol-Pb ™
—
B~ & [iissliche HCAs 1322+ | 1241+ 1051+ | 777+
1 -6 n.b. -26 | n.b.
(nmol-Pb™) 9,9 11,9 3,5 10,7
CO;-Assimilation Amax
- 763+75 | 68,7+79 | -10 * 1 887+64|747+56 | -16 *
(umol COyg'-Chl s™)
on
= CO,-Assimilation Ay
& ) 12,7407 | 12508 | -2 - 129406 | 12,6+08 | -2 -
o (umol COym™s™)
p—
@ Photosynthesekapazitét Ppmax
2 YR "l 15706 | 181506 | +15 | nb. |185+06 | 197+06| +6 | n.b.
a (pmol Oym™s™)
% Quantenausbeute QY 0,0483+ | 0,0503 % 0,0480+ | 0,0471+
S +4 n.b. 2 n.b.
2 (nmol 02~um()l'1 Photonen) 0,0008 0,0024 0,0010 0,0014
A Chlorophyll-Gehalt
Py 169+22 | 185+2,6 | +9 - 146+1,0 | 169+13 16 *
(ug Chl-cm™)
Tab. 3.8: Ergebnisse der Untersuchung zum Wachstum, Phenylpropanstoffwechsel und

photosynthetischem Gaswechsel an 10 d alten Hege und ant-Primérblittern aus der
Diplomarbeit von Jiirgen Briickmann (1998). Signifikanz: *P < 0,01; **P < 0,05; - nicht
signifikant; n.b. = aufgrund nicht ausreichender Stichprobenanzahl nicht bestimmt
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4 DISKUSSION

4.1 Methoden

4.1.1 Bestrahlungsbedingungen

Mit der Entdeckung des sogenannten "Ozonlochs™ und der damit verbundenen Erkenntnis,
dass der Abbau stratosphérischen Ozons - verursacht durch anthropogene Einfliisse - zu einer
qualitativen und quantitativen Zunahme von UV-B-Strahlung auf der Erde fiihrt, wurde das
Forschungsinteresse auf die Frage gelenkt, welche Auswirkungen dies auf Pflanzen hat,
insbesondere auf Wachstum und Ertrag von Kulturpflanzen. Dabei wurden von Anfang an
zwei Versuchsstrategien verfolgt: a) die Untersuchung von UV-Effekten direkt im Freiland
und b) die Untersuchung von UV-Effekten unter kontrollierten Versuchsbedingungen in

Gewéchshausern oder Pflanzenanzuchtkammern.

Bei den Freilandstudien kann man zwei experimentelle Ansétze unterscheiden:

a) der Vergleich des Einflusses von ambienter UV-B-Strahlung auf Pflanzen im Vergleich
zum Ausschluss dieser Strahlung mittels geeigneter, UV-absorbierender Folien oder

b) die Simulation einer durch Berechnungen zum erwarteten Ozonabbau ermittelten erhéhten
UV-B-Strahlung durch kinstliche UV-B-Strahlungsquellen. Mit dem ersten Versuchsansatz
lassen sich 6kologische Fragestellungen nur bedingt verfolgen, da der Ausschluss von UV-
Strahlung keine Naturrelevanz hat; es lassen sich aber mechanistische Fragestellungen verfol-
gen, die beispielsweise Eingang finden kénnen bei der Auswahl verschiedener Pflanzenrassen
oder -kultivare zur Weiterzucht. Die Simulation erwarteter Umweltszenarien 143t direkte
Einblicke auf mogliche Verénderungen zu, ist aber zum einen sehr kostenintensiv und
beinhaltet wie bei allen Freilandstudien den Nachteil, dass man den Einfluss eines einzelnen

Faktors, z.B. UV-B-Strahlung, nur schwer bestimmen kann.

Die Untersuchung okologischer Fragestellungen in kontrollierten Umgebungen an einem
Modellsystem ist eine Alternative zur Freilandstudie. Hier kann der Einfluss eines einzelnen
Umweltparameters genau studiert werden. Allerdings birgt dieser Ansatz den Nachteil, dass
die Ergebnisse nur mit Vorsicht auf Freilandbedingungen zu Ubertragen sind, da die
wechselseitige Beeinflussung aller im Freiland wirkenden Faktoren ausgeschlossen wird.

Viele Untersuchungen zum Einfluss von erhéhter UV-B-Strahlung auf Pflanzen wurden in
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Kammern und Gewdchshdusern durchgefiihrt und die Ergebnisse als umweltrelevant
dargestellt. Caldwell & Flint (1994) haben ca. 300 solcher Untersuchungen verglichen und
festgestellt, dass in einer Vielzahl dieser Untersuchungen die beschriebenen
Bestrahlungsbedingungen bestenfalls eine vorsichtige Ubertragung der Ergebnisse auf
Bedingungen im Freiland zulassen. Insbesondere das Verhéltnis von UV-Strahlung zu PAR-
Strahlung wurde in vielen Untersuchungen nicht beachtet; oft wurden Ergebnisse unter
Schwachlichtbedingungen auf erwartete Szenarien bei erhdhtem Ozonabbau Ubertragen.
Gezielte vergleichende Untersuchungen zum Einfluss erhéhter UV-B-Strahlung auf Pflanzen
unter unterschiedlichen PAR-Strahlungsbedingungen konnten jedoch zeigen, dass die PAR-
Hintergrundstrahlung fur die Auspragung der UV-Effekte bedeutsam ist (Cen & Bornman
1990; Caldwell et al. 1994).

In der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss von erhohter UV-B-Strahlung auf die
Photosynthese im Gersten-Primérblatt unter Berticksichtigung der Schutzfunktion UV-
absorbierender, epidermal lokalisierter Phenylpropane in einer Pflanzenanzuchtkammer
untersucht werden. Dabei sollten die experimentellen Bedingungen mdglichst naturnah sein,
wobei hier von vorne herein klare Einschrdnkungen in Kauf genommen werden mussten. Dies
betrifft besonders die Nachahmung der natirlichen Strahlung. In den Solarkammern der
Gesellschaft fur Strahlenforschung (GSF) in Oberschleilheim bei Miinchen konnte mit einem
enormen technischen Aufwand die Simulation der natlrlichen Strahlung erreicht werden
(Seckmeyer & Payer 1993); im Rahmen unserer technischen Mdoglichkeiten wurden die
Strahlungsbedingungen so gewahlt, dass die PAR-Strahlung mit 700 umol m™ s™ deutlich im
naturrelevanten Bereich lag. Messungen im Botanischen Garten der Universitdt Kéln von
R. Schmitz konnten solche Strahlungsintensitaten an einem sonnigen, wenn auch dunstigen
Tag Ende April 1996 bestatigen (personliche Mitteilung). Die UV-B-Strahlungsqualitat
konnte durch die Auswahl geeigneter absorbierender Folien dem natlrlichen
Strahlungsspektrum angepalit werden. Da die Folien unter dem Einfluss der UV-Strahlung
ihre spektralen Eigenschaften verandern, wurden sie wochentlich ausgetauscht, so dass das
UV-B-Spektrum fur die Pflanzen konstant blieb. Die UV-B-Bestrahlungsintensitat war mit 12
kJ UV-Bgg) m™ d* sehr hoch im Hinblick auf die Belastung in unseren Breitengraden, lag
aber durchaus im Bereich natlrlicher UV-B-Strahlung in starker UV-belasteten Gegenden
(Bachelet et al. 1991, Braun 1990). Technisch nicht zu beseitigen war die Inhomogenitét des
Bestrahlungsfeldes (Abb. 2.4). Nur ein Kkleiner Teil der gesamten Stellflache wurde

gleichméRig mit der hochsten PAR- und UV-B-Bestrahlungsintensitét versorgt. In den Féllen,
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in denen dieser Platz fir die Pflanzen nicht ausreichte, wurden die Anordnung der Topfe
taglich gewechselt, so dass im Schnitt alle Pflanzen die gleiche UV-Belastung erfuhren.

Eine zusatzliche Anndherung an naturnahe Strahlungsbedingungen konnte dadurch gewonnen
werden, dass die Strahlungsintensitat in der Kammer in sechs Stufen regelbar war. Auf diese
Weise wurden die Pflanzen nicht einer sofortigen hohen Bestrahlungsintensitdt nach der
Nacht- bzw. Dunkelphase ausgesetzt, sondern einer zunehmenden Lichtintensitdt am Morgen

bzw. einer abnehmenden am Abend.

Die Temperatur- und Luftfeuchtebedingungen wurden bewusst konstant gehalten, damit ein
zusatzlicher mikroklimatischer Effekt auf die Pflanzen ausgeschlossen werden konnte. Den-
noch wurden die Einstellungen der beiden Parameter mit tatsdchlich gemessenen Werten
abgeglichen. Die gewahlten Tages- und Nachtbedingungen entsprachen Durchschnittswerten,
die vom Deutschen Wetterdienst im April 1993 registriert worden waren.

Insgesamt konnten auf diese Weise Versuchsbedingungen geschaffen werden, die im Rahmen
der technischen Mdglichkeiten eine Simulation naturnaher Friihjahrsbedingungen
ermoglichte. Diese erheblich verbesserten experimentellen Versuchsbedingungen machten
eine realistischere, d.h. eine an natirlichen Lebensbedingungen orientierte Einschatzung des

Einflusses erhdhter UV-B-Strahlung auf die Photosynthese maglich.

4.1.2 Pflanzenmaterial

Alle Untersuchungen wurden mit definierten Primarblattsegmenten durchgefihrt. Jedes dieser
1.5 cm langen Segmente begann 1 cm unterhalb der Blattspitze. 5 d alte Primarblatter bildeten
eine Ausnahme: aufgrund ihrer geringen Blattlange wurde das 1.5 cm lange Segment direkt
ab der Blattspitze verwendet. Die Untersuchung des Gesamtblattes bot sich nicht an, da das
Gramineenblatt durch einen entwicklungsphysiologischen Gradienten charakterisiert ist mit
einer zunehmenden Ausdifferenzierung von apikal nach basal. Mit der Auswahl des apikalen
Blattsegmentes wurde der jeweils am weitesten differenzierte Teil des Blatts beriicksichtigt.
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4.1.3 D1-Extraktion und D1-Gehalt

Bei der Auswahl der Methode zur Isolierung des D1-Proteins wurde aus der Vielzahl der
Maglichkeiten die Methode von Hertwig et al. (1992) ausgewéhlt, da diese bereits an Roggen-
Primarblattsegmenten etabliert worden war und zudem ein einfaches Protokoll enthielt. Die
Anwendbarkeit auf Gerste erwies sich als problemlos; nach Auftrennung der Proteine aus
einer angereicherten Thylakoidfraktion konnte das D1-Protein problemlos von einem
spezifischen Antikorper erkannt werden. Allerdings wurde das Protokoll von Hertwig et al.
(1992) insofern abgeéndert, als der Solubilisierungsschritt mit Decyl-Maltosid nicht weiter
verfolgt wurde, nachdem sich in einem Vergleich mit mehreren Detergenzien gezeigt hatte,

dass man Aliquots der Thylakoidsuspension direkt mit Probenpuffer versetzen konnte.

Unerwartet problematisch erwies sich die Interpretation der Daten zum D1-Proteingehalt in
einzelnen Blattsegmenten. Obwohl sich die Extraktionsmethode als grundsatzlich geeignet
erwiesen hatte und die Identifikation mit dem spezifischen D1-Antikdrper unproblematisch
war, zeigten Parallelproben auf verschiedenen Blots zum Teil deutlich unterschiedliche Sig-
nale. Da die auf den Gelen aufgetragenen Aliquots aus der gleichen Probe entnommen
wurden und alle Proben der gleichen Extraktionsprozedur unterlagen, konnte keine Erklarung
fir dieses Phdnomen gefunden werden. Daher wurde bei allen densitometrischen
Auswertungen, d.h. bei den Auswertungen der Immunoblots wie auch der Autoradiogramme,
so vorgegangen, dass nur Proben auf gleichen Gelen, Blots oder Autoradiogrammen direkt
verglichen wurden. Die densitometrischen Ergebnisse verschiedener Blots oder
Autoradiogramme wurden auch bei Auftragung identischer Proben nicht verglichen bzw. in

Einzelfallen mit Vorsicht interpretiert (z.B. bei der D1-Synthese).

4.2 Flavonoidakkumulation und epidermale UV-Absorptionskapazitat im apikalen

Blattsegment von Gersten-Primarblattern

4.2.1 Flavonoidakkumulation

Unter beiden Bestrahlungsbedingungen (WL bzw. UV+WL) zeigten die Muttervarietiat Hege
und die Mutante ant im Lauf der Blattentwicklung ein konstantes Phenylpropanmuster, das

sich nur quantitativ mit steigendem Blattalter &nderte. Es entsprach dem von Reuber et al.

133



DISKUSSION

(1996a) beschriebenen phenolischen Inhaltsstoffmuster. In der Muttervarietdt Hege akkumu-
lierten im wesentliche Flavonoide, von denen Saponarin als Hauptsubstanz auszumachen war.
Unter UV+WL-Bedingungen nahm der Gehalt an Flavonoiden deutlich zu, wobei neben
Saponarin vor allem Lutonarin stark akkumulierte (Abb. 3.6). Die Mutante ant zeichnete sich
durch einen deutlich reduzierten Anteil an Flavonoiden aus. Reuber et al. (1997) vermuteten
einen Defekt der Chalkon-Isomerase, da die Mutante eine Substanz anreichert, die in der
Muttervarietat nicht auftaucht und die als Isosalipurposid (= 2', 4, 4', 6'-Tetrahydroxychalkon-
2'-O-B—glucopyranosid) identifiziert wurde. Isosalipurposid war mit einem Anteil von ca.
40 % am Gesamtgehalt aller phenylpropanoiden Verbindungen Hauptsubstanz in der Mutante.
Saponarin und Lutonarin konnten ebenfalls detektiert werden, allerdings in sehr viel geringe-
ren Mengen als bei der Muttervarietat (Abb. 3.7 und 3.10).

Die Zunahme der Gerstenflavonoide erfolgt entwicklungs- und lichtabhangig (Blume &
McClure 1979, Liu et al. 1995, diese Arbeit). Unter WL-Bedingungen nahm der Gehalt an
Flavonoiden in den apikalen Hege-Blattsegmenten bis zum 15. Tag kontinuierlich zu, was im
wesentlichen auf eine Steigerung des Saponaringehaltes zurtickzufiihren war. Unter Einfluss
der zusétzlichen UV-B-Strahlung stieg der Gesamtgehalt an UV-absorbierenden Substanzen
noch weiter an. Der Zuwachs betrug zwischen 50 und 100 % je nach Alter des Blattsegmen-
tes, wobei die ganz jungen, 5 d alten Blattsegmente einen noch hdheren transienten Zuwachs
von ca. 125 % aufwiesen (Abb. 3.8). Diese GroRenordnung entsprach etwa der, die auch Liu
et al. (1995) bei ihren Untersuchungen an Gerste cv. Atlas feststellen konnten. Relativ zum
Saponarin nahm der Gehalt an Lutonarin unter den UV+WL-Bedingungen starker zu, der
Anteil an der Gesamtmenge blieb jedoch deutlich unter 20 %, wahrend der Anteil des Sapona-
rins unter beiden Bestrahlungsbedingungen zwischen 60 und 70 % lag. Liu et al. (1995)
konnten in ihren Untersuchungen einen Saponarin-Anteil von 90 % ermitteln, was vielleicht

sortenspezifisch ist.

Die Mutante ant wies unter WL-Bedingungen nur eine gering zunehmende Akkumulation an
phenylpropanoiden Inhaltsstoffen auf. Die Hauptsubstanz Isosalipurposid nahm in den ersten
Tagen starker zu und fiel nach einer Plateauphase zwischen dem 7. und dem 10. Tag wieder
auf das Anfangsniveau zuriick. Der Anteil an Saponarin und auch Lutonarin nahm dagegen
bis zum 15. Tag zu (Abb. 3.10). Mdglicherweise wies der Riickgang an Isosalipurposid auf
das Erreichen des entwicklungsbedingten Maximums in der Akkumulation der phenylpropa-

noiden Inhaltsstoffe hin. Da die Flavonoide nur durch autocyclische Umwandlung des
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Chalkons zum Flavanon entstehen kdnnen (Reuber et al. 1997), nahm ihr Gehalt weiter zu auf
Kosten des Chalkons. Liu et al. (1995) konnten in ihren Untersuchungen einen Rickgang der
Flavonoidakkumulation unter WL-Bedingungen nach dem 15. Tag beobachten. Fur die Mut-
tervarietdt Hege konnte in dieser Arbeit ein Einsetzen der Seneszenz nicht beobachtet werden;
es ist jedoch nicht auszuschlieRen, dass bei der Mutante Entwicklungsprozesse friiher beendet
wurden bzw. Seneszenzerscheinungen friher eintraten als bei der Muttervarietat. Unter dem
Einfluss der zusétzlichen UV-B-Strahlung nahm der Gehalt an phenylpropanoiden Substanzen
zu. Relativ zum Gehalt der WL-Kontrolle lag der Zuwachs &hnlich hoch wie bei der
Muttervarietat, ndmlich zwischen 50 und 100 % (Abb. 3.11). Das laRt darauf schlieRen, dass
die Anlieferung der Vorstufen bis hin zum Chalkon bei Muttervarietdt und Mutante der
gleichen UV-bedingten Induktion folgten. Dies wird unterstiitzt durch den Befund von
Chalkonsynthase-Aktivitat in der Mutante (Reuber 1996a). Die Akkumulationskurve fir
Isosalipurposid Uber den beobachteten Zeitraum glich der Kurve im Weililicht, d.h. am 15.
Tag ging der Gehalt auf das Anfangsniveau zuriick, wahrend die Gehalte von Saponarin und
Lutonarin weiter stiegen. Auch in der Mutante ant stieg der Lutonaringehalt relativ viel
stiarker an als der Saponaringehalt. Jedoch blieb der Gesamtgehalt an phenylpropanoiden
Substanzen in der Mutante ant weit hinter dem Gehalt der Muttervarietdat Hege zuriick; er
bewegte sich unter beiden Bestrahlungsbedingungen zwischen 20 und 30 % (Abb. 3.12). Der
Gesamtanteil an Flavonoiden (Saponarin und Lutonarin) betrug dabei im Maximum 12 %.
Diese Daten decken sich mit den Inhaltsstoffanalysen aus ganzen Blattern von Reuber et al.
(19964a), der die Absorption des methanolischen Gesamtextraktes von 7 d alten Hege- und
ant-Pflanzen bei 310 nm verglich und fur ant eine Absorptionskapazitat von nur ca. 25 %

verglichen mit Hege feststellte.

Neben den Flavonoiden und Isosalipurposid konnte Reuber (1996a) auch Hydroxyzimtsduren
in den methanolischen Extrakten von Hege und ant nachweisen. Briickmann (1998) unter-
suchte die nach alkalischer Hydrolyse freigesetzten l6slichen und zellwandgebundenen
Hydroxyzimtsauren (HCAs) an 7 und 10 d alten Primérblattern und fand zwei HCAs:
Ferulasdure als Hauptkomponente und p-Cumarsdure als Nebenkomponente. In den ant-
Primérblattern betrug der Anteil der Ferulasdure am Gesamtgehalt 16 %, bei Hege nur etwa
7 % (Tab. 3.7 und 3.8). Unter dem Einfluss der zusétzlichen UV-Strahlung erhthte sich der
Gehalt an l6slichen Hydroxyzimtsauren um knapp 70 % am 10. Tag; dies war wahrscheinlich
die Folge einer UV-induzierten hoheren PAL-Aktivitat (Kalbin et al. 1997, Heller &

Forkmann 1999) und einer damit verbundenen erhéhten Anlieferung von Vorstufen fir die
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Flavonoidbiosynthese, die bei der Mutante gestort war und zu einem Rickstau der Vorstufen
fihrte. Dies war gleichbedeutend mit einer Erhohung der molaren HCA-Konzentration im
Primérblatt auf das Dreifache der molaren Flavonoidkonzentration. Da die Flavonoide im
UV-B-Bereich eine relativ niedrige Absorption aufweisen, fiihrte dies sicher zu einer
gewissen Erhéhung des UV-Schutzes; die durch den quantitativen Unterschied im
Flavonoidgehalt begriindete hohere Absorptionskapazitdt im Hege-Primarblatt wurde auf

diese Weise jedoch nicht ausgeglichen.

Der Anteil der zellwandgebundenen HCA-Ester am HCA-Gesamtpool im Primarblatt war
sowohl bei Hege als auch bei ant hoher als der Anteil an 16slichen HCAs (Briickmann 1998).
Ferulasdure stellte sich auch bei den zellwandgebundenen HCA-Estern als Hauptkomponente
dar, der Anteil an p-Cumarsdure war sowohl bei Hege als auch bei ant wesentlich geringer.
Im Gegensatz zu den l6slichen HCAs blieb der Zuwachs unter Einfluss von UV am 7. Tag bei
beiden Varietéten relativ gering und wies am 10. Tag sogar EinbufRen auf. Diese Gehaltsein-
buBen koinzidierten mit der Reduktion der Blattlange und kénnen somit mit einer Reduktion

des bendtigten Zellwandmaterials erklart werden.

4.2.2 Epidermale UV-Strahlungsabsorption

Die Unféhigkeit der ant-Mutante, Flavonoide in hohen Mengen als UV-Schutzsubstanz in der
Epidermis zu akkumulieren, war nach Reuber (1996a) Ursache firr eine erhohte Sensitivitéat
gegeniiber UV-B-Strahlung. Die geringe Menge an phenolischen Inhaltsstoffen konnte mit
einer hohen Penetration monochromatischer Strahlung der Wellenldnge A = 310 nm in das
Mesophyll des Primarblattes korreliert werden; im Vergleich dazu wurde rund 90 % der
monochromatischen Strahlung in der Epidermis des flavonoidreichen Primarblatts der
Muttervarietdt Hege absorbiert. Der entsprechende Anteil bei ant lag bei ca. 60 % epidermal
absorbierter Strahlung. Mit einer neuen nicht-invasiven Technik auf der Basis von
Fluoreszenz-Messungen (Bilger et al. 1997) sollte dieses Ergebnis verifiziert und flr
verschiedene Altersstadien der beiden Gerstenvarietdten die epidermale Absorption mit dem

Gehalt an phenylpropanoiden Inhaltsstoffen korreliert werden.
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4.2.3 Etablierung der Methode

Um zu Dbelegen, dass mit dieser Methode eine Korrelation der epidermalen
Strahlungsabsorption mit dem Gehalt an Phenylpropanen in den epidermalen Geweben
maoglich ist, wurde diese Methode vor Anwendung an der Gerste an Roggen-Primérbléattern
etabliert. Der Vorteil des Roggen-Primarblattes gegenuber der Gerste liegt in der strikten
Gewebelokalisation zweier verschiedener Flavonoidgruppen sowie von HCA-Estern, wonach
in der Epidermis ausschlielich die beiden Isovitexinderivate R3 und R4 zusammen mit den
HCA-Estern zu finden sind, im Mesophyll ausschlief3lich die beiden Luteolinderivate R1 und
R2 (Dellamonica et al. 1983, Schulz et al. 1985). Die beiden Substanzgruppen lassen sich per
HPLC einfach detektieren und quantifizieren. Ein weiterer Vorteil besteht darin, dass die
Akkumulation von R3 und R4 nicht nur entwicklungsabhéngig gesteuert wird, sondern auch
durch &uRere Einflusse wie z.B. UV-Strahlung stimuliert wird (Burchard 1994, Reuber et al.
1996b). Letzteres ist bei den Mesophyll-Flavonoiden nur in geringem Mal} zu beobachten.
Dadurch war es moglich, den Gehalt an epidermalen Flavonoiden abhéngig vom Blattalter
und durch Einsatz zusatzlicher UV-Strahlung zu variieren und die Chlorophyll-Fluoreszenz

dieser Blatter nach Anregung mit UV-B-, UV-A- und sichtbarer Strahlung zu korrelieren.

Nach Anregung der Chlorophyll-Fluoreszenz mit UV-A-Strahlung erwiesen sich die
Flavonoide als die verantwortlichen Substanzen fur die Absorption der Strahlung in der
Epidermis (Abb. 3.14). Dies galt im wesentlichen auch fir die Absorption von UV-B-
Strahlung, allerdings gab es offensichtlich eine Schwellenkonzentration an epidermal
lokalisierten Flavonoiden, ab der diese Substanzen erst in der Lage waren,
hauptverantwortlich die Strahlung zu absorbieren (Abb. 3.16). Unterhalb dieser
Schwellenkonzentration ware das Primaérblatt nicht in der Lage, effektiven UV-Schutz durch
epidermale Strahlungsabsorption zu leisten, wenn nicht eine zweite Substanzgruppe, ndmlich
l6sliche Hydroxyzimtséure-Ester diese Funktion berndhmen. Hydroxyzimtsauren kommen
im Roggen-Primarblatt ebenfalls ausschlieRlich epidermal vor und ergénzen bei geringen
Flavonoidkonzentrationen die fehlende Absorptionskapazitét des epidermalen Gewebes. Dies
ist vor allem firr ganz junge Pflanzen von auf3erordentlicher Bedeutung, wenn sie mit noch
geringen Mengen an flavonoiden Schutzsubstanzen im Primarblatt aus der Coleoptile

austreten und dem Einfluss der UV-Strahlung ausgesetzt sind.
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Die Bedeutung der Hydroxyzimtsauren fiir den UV-B-Schutz findet in der Literatur weniger
Beachtung als die der Flavonoide, dennoch zeigen Untersuchungen an Arabidopsis-Mutanten,
dass sie ebenso groRe Bedeutung haben konnen wie Flavonoide. Landry et al. (1995) und
Sheahan (1996) kamen aufgrund ihrer Untersuchungen an den Aradidopsis-Mutanten tt4, tt5
und fahl sogar zu dem Schluss, dass Sinapinsiureester fir Arabidopsis-Pflanzen eine
wichtigere UV-Schutzfunktion wahrndhmen als Flavonoide. Die tt4-Mutante zeichnet sich
durch einen Defekt der Chalkon-Synthase aus, der zu einem geringen Flavonoidgehalt, aber
hohem Gehalt an Sinapinsaure-Ester fiihrt; die tt5-Mutante hat einen geringen Flavonoid-
sowie Sinapinsdure-Estergehalt aufgrund eines Defekts der Chalkon-Isomerase und ein
Defekt der Ferulasdure 5-Hydroxylase fihrt bei der fah 1-Mutante zu einem geringen
Flavonoidgehalt ohne Sinapinsdure-Ester. Aus den prasentierten Daten wird nicht deutlich, in
welchen Mengenverhaltnissen sich Flavonoide und Sinapinséureester - sofern vorhanden - in
den verschiedenen Mutanten gegeniberstanden, so dass hier moglicherweise ein zu geringer
Flavonoidgehalt Ursache fir die vermeintlich Gberragende Bedeutung der Sinapinsaure war.
Es bestatigt aber in jedem Fall die Tatsache, dass beide Substanzgruppen zusammen eine
umfassendere UV-Absorptionskapazitat aufweisen als Flavonoide allein. Noch deutlicher
zeigt sich dies an Nadelbdumen, deren Blatter nach Day et al. (1993) bis zu 100 % UV-
Absorption zeigen. Die Inhaltsstoffe von Pinus sylvestris L. und Picea abies L. sind
Flavonolglycoside, die mit jeweils zwei HCAs verestert sind und die unter dem Einfluss von
erhdhtem UV-B zunahmen. Die intramolekulare Verbindung von Flavonolen und
Zimtsaurederivaten erwies sich als effektiver in Bezug auf die UV-Absorption, insbesondere
UV-B, als die von nicht-acylierten Flavonolen (Schnitzler et al. 1996, 1997; Fischbach et al.
1999).

4.2.4 Epidermale Strahlungsabsorption im Gersten-Primarblatt

Die Gerste zeichnet sich weder durch eine gewebespezifische Verteilung bestimmter
Flavonoidgruppen aus, noch ist die genaue Verteilung des Hauptflavonoids Saponarin auf die
Gewebetypen Epidermis und Mesophyll bekannt. Hinweise auf die Verteilung gaben Liu et
al. (1995), wonach der Saponaringehalt in 8 d alten Primérblattern der Gerstensorte Atlas sich
zu etwa gleichen Teilen auf Mesophyll und Epidermen aufteilte. In der Epidermis wiesen die
Autoren eine Ungleichverteilung zugunsten eines Anteils von 40 % in der abaxialen

Epidermis und nur 10 % in der adaxialen Epidermis auf. Dies konnte in der vorliegenden
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Arbeit bei ganz jungen Blattsegmenten (5 d, 6 d) bestétigt werden (Daten nicht gezeigt):
tendenziell wiesen die jungeren Blattsegmente hoéhere Absorptionswerte in der abaxialen
Epidermis auf, allerdings in einem geringeren Verhaltnis. Diese Unterschiede verschwanden
mit zunehmendem Blattalter. Die Regressionsanalyse zur Korrelation der phenolischen
Inhaltsstoffe mit der epidermalen Strahlungsabsorption erfolgte auf der Grundlage der
Absorptionsmittelwerte  von abaxialer und adaxialer Epidermis, da auch die
Phenylpropangehalte Mittelwerte darstellten, in die allerdings auch der im Mesophyll
lokalisierte Anteil mit einging. Aus den Ergebnissen der Roggenversuche war deutlich
geworden, dass die Roggen-Mesophyllflavonoide keinen Einfluss auf die Absorption der UV-
Strahlung haben. Da die Regressionsanalyse fur die Gersten-Blattsegmente auf der Grundlage
des Gesamtgehaltes aller Phenylpropane ebenso gute Korrelationskoeffizienten auswies wie
die aus den Roggenexperimenten (Abb. 3.19), ist anzunehmen, dass die Zunahme der
Flavonoide unter UV-Einfluss im wesentlichen in den Epidermen erfolgt und weniger im
Mesophyll. Eine mdogliche Alternative wére auch eine vermehrte Akkumulation von
Mesophyll-Flavonoiden im subepidermalen Bereich, wo ins Mesophyll eindringende UV-
Strahlung friihzeitig absorbiert werden kann und somit die Fluoreszenzausbeute reduziert. Der
vermutete Defekt der Chalkon-Isomerase bei der Mutante ant hatte nach den Ergebnissen der
Regressionsanalyse keinen Einfluss auf die UV-Strahlungsabsorption. Die Daten bestétigten
die micro-fibre-Untersuchungen von Reuber (1996a); die epidermale Strahlungsabsorption in

der Muttervarietat Hege ist doppelt so hoch wie bei der Mutante ant.

Die Bedeutung der Zimtsduren fur den UV-Schutz im jungen Gersten-Primérblatt wurde aus
den Daten nicht so deutlich sichtbar wie bei den Roggenprimérblattern, da auch die
Zuordnung der HCA-Ester im Gersten-Primérblatt auf der Gewebeebene nicht klar ist. Die
Daten von Brickmann (1998) lieRen vermuten, dass sie in der Mutante eine hohere
Bedeutung haben konnten, da der Anteil an Zimtsauren gegentber den Flavonoiden hoher war
als bei der Muttervarietat. Diesem Umstand tragt wahrscheinlich die Tatsache Rechnung, dass
die Regressionsgerade bei ant dem Koordinatenursprung deutlich ndher kommt als bei Hege,
d.h. dass der relativ hohere Anteil an HCA-Estern die Absorptionslicke der fehlenden
Flavonoide schlieft (Abb 3.15). Das Absorptionsspektrum von Isosalipurposid weist
allerdings auch eine deutliche UV-B-Absorption auf (s. Reuber et al. 1997), die aufgrund der
hoheren Stoffmenge hier mitgewirkt haben konnte. Dagegen &kt der Verlauf der
Regressionsgeraden bei Hege eine dhnliche UV-Funktion der Hydroxyzimtsaure-Derivate in

jungeren Blattern wie bei Roggen nicht vermuten.
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In jlngerer Zeit wird zunehmend ein weiterer Aspekt diskutiert, der auch fir die
Akkumulation des Flavonoids Lutonarin in der Gerste zutreffen kdnnte. Die Tatsache, dass
Lutonarin unter dem Einfluss der UV-B-Strahlung relativ starker zunahm als Saponarin,
deutet auf eine Funktion hin, die nicht direkt mit der Strahlungsabsorption verbunden ist.
Markham et al. (1998a, 1998b) konnten an UV-B-bestrahltem Lebermoos (Marchantia
polymorpha) und Reis (Oryza sativa L.), Olsson et al. (1998) an Brassica napus eine
Verschiebung im Gehalt von Flavonoiden zugunsten solcher Substanzen ausmachen, die eine
ortho-dihydroxy-Gruppe aufwiesen. Dies ist bei Lutonarin der Fall. Da die
Absorptionsspektren von Lutonarin und Saponarin keine wesentliche Unterschiede im UV-B-
Bereich aufweisen, wird angenommen, dass die bessere Effizienz der ortho-dihydroxy-
Substanzen als Radikalfanger einen erhéhten Schutz vor UV-bedingtem oxidativem Stress
bieten (Tournaire et al. 1993, Hu et al. 1995) oder dass sich diese Substanzen durch eine

effektivere Energiedissipation auszeichnen.

4.3 Wachstum der Gersten-Primarblattsegmente unter Einfluss zusatzlicher UV-B-

Strahlung

Aufgrund der verénderten experimentellen Anzuchtbedingungen in dem neu eingerichteten
Pflanzenanzuchtschrank konnte auf bereits bekannte Wachstumsdaten nicht zurtickgegriffen
werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur zwei ausgewahlte Wachstumsparameter
berucksichtigt; eine detailliertere Untersuchung des Wachstums wurde von Jirgen
Brickmann (1998) in der Arbeitsgruppe von Prof. WeiRenbdck durchgefuhrt. Darin wurden
neben der Blattlange und dem Blatt-Frischgewicht auch das Blatt-Trockengewicht bzw. der
Wassergehalt der Blatter von 5, 7 und 10 d alten Primarblattern unter WL- bzw. UV+WL-
Bedingungen berucksichtigt.

Die in der vorliegenden Arbeit gefundene, mit steigender UV-Bestrahlung zunehmende
Blattlangenreduktion bei beiden Gerstevarietaten (Abb. 3.2) bestatigt den Befund von Briick-
mann und anderen (Gerste: Diplomarbeit Sebastian Reuber 1991; Roggen: Diplomarbeit Petra
Burchard 1994; Diplomarbeit Rainer Schmitz 1995). Letztere Ergebnisse wurden unter
gleicher UV-B-Belastung, allerdings unter sehr viel geringerer PAR-Intensitat (ca. 80 pmol
m? s erzielt. Reuber (1996a) konnte in ersten Experimenten mit der Mutante und der

Muttervarietat an 7 d alten Primarblattern ebenfalls UV-bedingte Langenunterschiede bei -
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mit den in vorliegender Arbeit gewahlten - anndhernd vergleichbaren experimentellen
Strahlungsbedingungen zeigen. Offensichtlich fihrt eine beinahe zehnfach erhdhte PAR-
Hintergrundstrahlung (750 umol m? s™) nicht zu einer Milderung der Wachstumsdefizite
unter UV-B-Einfluss. Dies gilt offenbar nicht fiir alle Gerstevarietdten. Liu et al. (1995)
konnten unter geringerer PAR-Bestrahlung bei vergleichbaren UV-Bgg)-Tagesdosen (13,56
kJ m™) ein langsameres Wachstum fiir 6 bis 9 d alte Gersten-Primarblatter der Varietat Atlas

ausmachen, die allerdings am 10. Tag keine signifikanten Unterschiede zur Kontrolle aufwies.

Die Differenzen in der Blattlange von UV+WL-bestrahlten ant-Primarblattern im Vergleich
zu den WL-Kontrollen war groRer als bei Hege. Dies konnte nicht allein einem UV-Effekt
zugeschrieben werden. Die Mutante zeigte schon unter Kontrollbedingungen eine langsamere
Wachstumsrate, konnte aber mit zunehmendem Blattalter die Unterschiede zu den Hege-
Primarblatter kontinuierlich verringern. Dies war unter UV+WL-Bedingungen nicht der Fall;
die Mutante reagierte hinsichtlich ihres Blattlangenwachstums sensibler als die
Muttervarietat, da die Langendifferenz zwischen beiden mit zunehmendem Alter bestehen
blieb.

Brickmann (1998) konnte neben der Reduktion der Blattlange bei der Mutante auch eine
Reduktion des Blatt-Frischgewichts, und zwar des Wassergehalts, unter dem Einfluss
zusétzlicher UV-B-Strahlung feststellen. Die Muttervarietdt zeigte demgegeniber keine
signifikante Abnahme (Tab. 3.7 und 3.8). Eine solche Reduktion im Frischgewicht konnte
zum Teil auch bei den oberen ant-Blattsegmenten festgestellt werden, allerdings war der
Unterschied sehr gering. Nur die ganz jungen, 5 d alten Priméarblattsegmente von ant und

Hege wiesen unter UV-B-Einfluss ein deutlich hoheres Segment-Frischgewicht auf.

Solche morphologischen Anderungen werden von verschiedenen Autoren unterschiedlich
interpretiert: Fir die Gerstevarietat Atlas konnten Liu et al. (1995) unter dem Einfluss von
zusétzlichem UV-B geringe EinbuRen an Blatt-Frischgewicht und Blattflache bis zum 10. Tag
feststellen wie auch eine geringe, nicht-signifikante Zunahme des Trockengewichts. Die
Autoren vermuteten einen Einfluss der UV-B-Strahlung auf das Zellstreckungswachstum
durch Verénderungen der Zellwanddehnung verbunden mit einer Erhohung zellwand-

gebundener Ferulasdure-Ester.
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Eine Reduktion der Blattflache um 39 % bei Erbse fanden Nogués et al. (1998) nach 12-
tagiger Bestrahlung mit erhdhtem UV-Bgg) (Tagesdosis 32 kJ m) bei einer PAR-Strahlung
von 500 pmol m? s* und konnten dies mit einem Rickgang der Zellzahl im

Palisadenparenchym und in beiden Epidermen in Verbindung bringen.

Ein negativer UV-Effekt auf die Zellteilung wurde von Ros & Tevini (1995) an
Gurkenkotyledonen bzw. von Staxen et al. (1993) an Blattprotoplasten von Petunie
beschrieben. Ros & Tevini vermuten eine Photodestruktion des Phytohormons Auxin als
maogliche Ursache fur Zellwachstumsstorungen, Staxen et al. vermuteten DNA-Schéaden oder
eine direkte UV-B-induzierte Oxidation von Tubulin als mogliche Ursachen.

Auch die Auswirkung auf verschiedene Wuchsformen wird in diesem Zusammenhang
diskutiert: Furness et al. (1999) untersuchten den Einfluss von 6-woéchiger UV-B-Bestrahlung
bei drei verschiedenen Wildkrautern (Cynoglossum officinale L., Centaurea diffusa Lam. und
Tragopogon pratensis L.). Sie benutzten zwei verschiedene UV-Bgg)-Tagesdosen (7 und 11
kJ) und konnten bei den drei Pflanzenarten unterschiedliche UV-Effekte feststellen.
Cynoglossum-Blatter wiesen drastische Schaden mit dem WVerlust von ca. 90 %
Blattfrischgewicht und Blattflache auf, Centaurea reagierte weniger sensibel mit einem etwa
60-70 %igen Frischgewichtsverlust und Blattflachenverlust. Tragopogon verlor etwa 30 % an
Blattfrischgewicht und etwa 40 % an Blattflache bei hdchster UV-B-Belastung verglichen mit
den Kontrollen und reagierte somit deutlich weniger sensitiv. Die Autoren fuhren die
unterschiedliche Wirkung auf die verschiedenen Wuchsformen der Pflanzen und ihre
Orientierung zum einfallenden Licht zuriick. Danach sollen Cynoglossum und Centaurea
durch ihr Rosettenwachstum mit einer horizontalen Blattorientierung gegentber Tragopogon
mit einer vertikalen Blattstellung und einer verdeckten terminalen Knospe benachteiligt sein.
Cline & Salisbury (1966) hatten in diesem Zusammenhang einen entsprechenden Vorteil von
Monocotylen mit eher vertikaler Blattausrichtung gegenuber Dicotylen mit mehr horizontaler

Ausrichtung vermutet.
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4.4 Einfluss zusatzlicher UV-B-Strahlung auf die Photosynthese im apikalen Gersten-

Primarblattsegment

4.4.1 Chlorophyllgehalt der Primarblattsegmente

Die Muttervarietdt Hege wies unter WL-Bedingungen einen geringfligig héheren Gehalt an
Gesamtchlorophyll auf als die Mutante ant, welcher jedoch nur am 15. Tag statistisch
signifikant war. Beide wiesen zu diesem Zeitpunkt einen Rlckgang des Chlorophyllgehaltes
bezogen auf das Segment-Frischgewicht auf, was auf eine beginnende Seneszenz hinweisen
konnte. Diese beginnende Seneszenz findet zwar keine Entsprechung in den Fluoreszenzdaten
(Abb. 3.21), aber Humbeck et al. (1996) konnten an Fahnenblattern von Gersten zeigen, dass
der Seneszenz-Prozess in mehreren Phasen abléuft. Die Autoren stellten eine zeitliche
Ubereinstimmung zwischen Chlorophyllgehaltsreduktion und einer Reduktion der Effizienz
des Photosystems Il (F./Fn) fest, wobei ihre Messungen alle zwei Tage erfolgten. Es ist nicht
unwahrscheinlich, dass Gersten-Primarblatter im Alter von 15 d unter den gewahlten experi-

mentellen Bestrahlungsbedingungen langsam in den Seneszenz-Zustand ibergehen.

Unter UV+WL-Bedingungen fanden sich keine Gehaltsunterschiede in den Blattsegmenten
beider Gerstevarietaten (Abb. 3.3). Zudem wiesen beide Sorten gegenuber WL eine Erhéhung
des Chlorophyllgehaltes unter diesen Bestrahlungsbedingungen auf. Bei der Mutante ant
erwies sich der Unterschied zwischen den beiden Anzuchten in der Regel als signifikant, d.h.
unter dem Einfluss von zusatzlichem UV-B erhohte sich sowohl der Gehalt an Chlorophyll a
wie auch der Gehalt an Chlorophyll b pro Segment-Frischgewicht. Auch bei Hege war diese
Tendenz zu sehen, allerdings nicht statistisch gesichert. Dies deckte sich mit den Ergebnissen
von Briickmann (1998), der eine Erhéhung des Chlorophyllgehaltes bei 7 und 10 Tage alten
ant- und Hege-Blattsegmenten pro Blattflache feststellte (ohne Verénderung des Blatt-

Trockengewichts).

Ein solcher Einfluss auf den Chlorophyllgehalt durch zusétzliches UV-B ist ein mehrfach
dokumentiertes Phanomen. Ormrod et al. (1997) konnten bei Arabidopsis thaliana (Okotyp
Landsberg erecta) eine Zunahme nach 6-tagiger UV-B-Bestrahlung mit 7 kJ UV-Bgg)
feststellen, wéhrend die fahl-Mutante, eine Sinapinester-freie Mutante, einen Abbau von
Chlorophyll zu verzeichnen hatte. Dillenburg et al. (1995) wiesen eine Zunahme des

Chlorophyllgehaltes an Liquidambar styraciflua-Blattern unter UV-B-Bestrahlung mit einer
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Tagesdosis von 12-13 kJ m™ UV-Bgg) nach. Deckmyn & Impens (1995) zeigten in einer
Studie an Bohnenblattern einen negativen Einfluss auf den Chlorophyllgehalt der Blatter
wéhrend der Vegetationsperiode, wohingegen der Chlorophyllgehalt im Seneszenz-Stadium
gegeniber der Kontrolle hoher war: die Seneszenz wurde verzégert. Deckmyn et al. (1997)
fanden auch an Roggenbléattern eine Zunahme des Chlorophyllgehaltes unter Einfluss von
UV-B.

4.4.2 Effizienz des Photosystems 11 nach Dunkeladaption und unter "'steady-state

Photosynthese™

4.4.2.1 Effizienz des Photosystems ||

Der Einfluss zusatzlicher UV-Strahlung auf die Effizienz des Photosystems Il bei intakten
Pflanzen ist abhdngig von der Art der Pflanze und auch von der Art der Strahlenbelastung.
Verschiedene Untersuchungen von Nogués et al. (1995, 1998) an Erbsenpflanzen konnten
selbst bei hochsten UV-Tagesdosen bis 40 kJ UV-Bgg) und einer PAR-Hintergrundstrahlung
von 450 pmol m? s™ keinen Einfluss auf F,/Fr, wohl aber auf Ag: (CO»-Assimilation unter
lichtsattigenden Bedingungen) und ®pg, (AF/Fm’) feststellen. Untersuchungen an zwei unter-
schiedlichen Varietdten von Brassica napus unter identischen Bedingungen (Allen et al.
1997) offenbarten bei einer der beiden Sorten nach 5-tagiger Bestrahlung eine drastische Ab-
nahme in F,/Fy, auf 0.3, begleitet von Abnahmen bei Ag, qP und AF/Fm’, wéhrend die andere
Sorte leichte EinbuBen in Agy: und einen Rickgang von F./Fn, auf 0.7 erfuhr. DeLong &
Steffen (1997) bestrahlten 14 d alte Spinatblatter tiber 12 d mit 13.5 kJ UV-Bge m? d™* bei
einer PAR-Strahlung von 350 pmol und konnten eine Zunahme von F, feststellen, die bei

unverandertem F,, Ursache fiur die Reduktion von F,/F, war.

Die Ergebnisse zur Chlorophyll-Fluoreszenz in dieser Arbeit widersprechen friiheren
Untersuchungen von Reuber et al. (1996a) an der Gerstenmutante. Danach zeigten die
Primarblatter der 7 d alten Mutante unter vergleichbaren Bestrahlungsbedingungen (720 pmol
PAR, 13 ki UV-Bgg) m™ d™) eine Reduktion des F./Fr-Wertes unter UV+WL-Bedingungen
auf 0.73 verglichen mit einer WL-Kontrolle von 0.8. Die Muttervarietdt zeigte sich
unbeeinflusst von der zusatzlichen UV-Strahlung. Die Reduktion der PS II-Aktivitat (F./Fn)
beruhte auf einer Erh6hung von F, und einer Abnahme von Fp,, was auf eine Beeintréchtigung
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im Photosystem Il hindeutete. Deutliche Unterschiede fanden die Autoren auch hinsichtlich
der effektiven Quantenausbeute (AF/Fy’"). Diese erwies sich unter UV+WL-Bedingungen als
deutlich weniger effektiv verglichen mit der Kontrolle. In der vorliegenden Arbeit konnten
diese Ergebnisse nicht reproduziert werden. Die Untersuchung zur Effizienz des
Photosystems Il wéahrend der Primarblattentwicklung vom 5. bis zum 15. Tag wies unter WL-
Bedingungen eine entwicklungsabhangige Zunahme der PS Il-Aktivitdt nach, die erst ab dem
8.-9. Tag maximale Werte von knapp 0.8 erreichte (Abb. 3.21). Dies galt sowohl bei der
Muttervarietat als auch bei der Mutante. Unter UV+WL-Bedingungen wiesen die jingeren
Blatter beider Varietaten ein hoheres F,/Fy,-Verhaltnis auf als die WL-Kontrollwerte. Dieses
glich sich den WL-Werten mit zunehmendem Alter bei Hege mehr und mehr an, wéhrend bei
der Mutante in den &lteren Blattern eine signifikante Reduktion zu beobachten war. Dennoch
war zu keinem Zeitpunkt ein Unterschied zu beobachten, wie er bei Reuber et al. (1996a)
beschrieben worden war. Auch eine zweite Versuchsreihe konnte die Ergebnisse nicht
bestétigen, vielmehr zeigte die 7 d alte Mutante unter WL- bzw. UV+WL-Bedingungen keine
signifikanten Unterschiede in der Effizienz des Photosystems 1.

Es ist anzunehmen, dass diese unterschiedlichen Ergebnisse auf andere Ursachen als die
Strahlungsbedingungen zurtickzufiihren sind. Hier kommen in erster Linie mikroklimatische
Faktoren in Frage, da die Experimente von Reuber et al. (1996a) in einem Gewé&chshaus
durchgefuhrt wurden, welches sich hinsichtlich der Temperaturbedingungen als nicht optimal
regelbar erwies wie die in dieser Arbeit benutzte Anzuchtkammer, die ein geregeltes
Temperaturprogramm (Abb. 2.6) mit einer konstanten Nachttemperatur von 10° C bzw.
Tagestemperatur von 20° C aufwies. Dartiber hinaus betrug der Unterschied in der Tages- und
Nachttemperatur bei Reuber et al. (1996a) nur 4° C, so dass hier unterschiedliche

physiologische Bedingungen bei gleichem Blattalter (7 d) vorgelegen haben kénnen.

Die Zunahme der Effizienz der PS II-Aktivitdt mit dem Blattalter deckt sich mit den
Untersuchungen von Baier et al. (1996) zur Photosyntheseleistung in den basalen Zonen von
Gerste. Die Messungen der PS Ill-Aktivitat entlang des Blattgradienten eines 8 d alten
Primarblattes offenbarten eine Abnahme des Wertes von apikal nach basal von nahe 0.8 auf
0.65 in der Blattbasis. Der Wert von 0.65 liegt in guter Ubereinstimmung mit dem Wert, der
in der vorliegenden Arbeit an 5 d alten Primérblattern festgestellt wurde. Aufgrund des
typischen basiplasten Wachstums von Gerstenbléattern ist es wahrscheinlich, dass die beiden

unterschiedlichen Blattzonen am 5 d (apikal) und am 8 d alten Blatt (basal) entwicklungs-
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physiologisch miteinander vergleichbar sind. Auch andere Pflanzenarten zeigen eine
Zunahme der PS Il1-Aktivitat mit zunehmendem Alter. Diese kdnnen geringer ausfallen wie
z.B. bei Phaseolus vulgaris cv. Kinghorn, wo das Primarblatt eine Zunahme von F./Fn, von
0.73 auf 0.76 zeigte (Madey et al. 1995). Manche Pflanzen weisen auch deutlich gréRere
Unterschiede auf: bei Actinidia deliciosa steigt F./F, parallel mit der Blattflache von 0.39 auf
0.74 im Freiland (Greer, 1995). Sehr oft findet man jedoch auch den umgekehrten Fall,
wonach der F,/Fn-Wert mit zunehmendem Alter abnimmt (z.B. im Fahnenblatt von Gerste
(Hordeum vulgare), Humbeck et al. 1996; bei Baumwollblattern (Gossypium hirsutum) vom
1. zum 4. Blatt, Warner & Burke 1993).

4.4.2.2 Fluoreszenz-Quenching

Ergédnzend zu den F,/Fn-Bestimmungen zeigten die Untersuchungen zum Fluoreszenz-
Quench in allen Altersstadien und bei beiden Varietaten unter den beiden Bestrahlungsbedin-
gungen WL und UV+WL vernachlassigbar geringe Unterschiede. Wenn auch die Statistik fir
die meisten Unterschiede eine Signifikanz von P< 0.01 auswies, bewegten sich die Unter-
schiede zwischen den WL- und UV+WL-Werten in einem Bereich von maximal 3 % bei gP
und maximal 8 % bei gN (Tab. 3.1-3.6). Auch die Quantenausbeute differierte um nicht mehr
als 3 %. Unterschiede zwischen der WL- und der UV+WL-Anzucht gab es jedoch in der
Entwicklung des nicht-photochemischen gquenchings in den ersten ca. 100 s nach Einsatz des
aktinischen Lichts bei den &lteren Blattsegmenten (10 d und 15 d). Es werden mehrere
Mechanismen diskutiert, die zum nicht-photochemischen quenching beitragen. Die
energieabhangige Fluoreszenz-Ldéschung (qE) wird allgemein als die Komponente angesehen,
die den Hauptanteil zum nicht-photochemischen quenching beitragt (Maxwell & Johnson
2000). gE korreliert mit dem Aufbau des Protonengradienten (ber die Thylakoidmembran, die
zu einer Ansduerung des Thylakoidlumens fihrt. Durch den Prozess der
Photophosphorylierung werden die Protonen ins Stroma zuriickgefuhrt und somit ein
Ausgleich geschaffen. Wenn diese Balance gestort wird, steigt der Protonengradient an und
fuhrt zu einer Reihe von Reaktionen, die in Zusammenhang mit gN gebracht werden. Dazu
zéhlt z.B. die Aktivierung der Violaxanthin De-epoxidase, die den Xanthophyllzyklus
einleitet; ein Prozess, der Uberschiissige Energie aus den Reaktionszentren ableiten soll
(Bjérkman & Demmig-Adams 1994). Mdglicherweise war eine Verzogerung des Einsatzes

ATP-verbrauchender Prozesse bei den UV+WL-bestrahlten Blattsegmenten Ursache fir das
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anfangliche hohe nicht-photochemische quenching, welches jedoch nur eine transiente
Erscheinung war und die Photosynthese im weiteren Verlauf nicht negativ beeinflusste. Ob
man daraus einen UV-Effekt ableiten kann, scheint fraglich, da auch die jungen, 7 d alten

Pflanzen im Gegensatz zu den &lteren unter WL-Bedingungen dieses Phdnomen zeigten.

4.4.3 CO,-Assimilation und O,-Produktion

Jurgen Brickmann untersuchte im Rahmen seiner Diplomarbeit die O,-Evolution und die
CO,-Assimilation an 7 und 10 d alten Primdrblattsegmenten von Hege und ant unter den
gleichen Bestrahlungsbedingungen, wie sie in Kapitel 2.2.1.5 vorgestellt wurden. Die
Ergebnisse komplettieren die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Untersuchungen und

sollen daher hier im Zusammenhang mit den Daten aus vorliegender Arbeit diskutiert werden.

Der Einfluss zusatzlicher UV-Strahlung auf die O,-Entwicklung fuhrte bei den 7 d alten
Primarblattsegmenten zu einer Reduktion der Photosyntheseleistung um ca. 20 % bei beiden
Varietaten, die aber nicht statistisch signifikant abgesichert werden konnte (Tab. 3.7). Es
konnte als Hinweis auf eine Beeintrachtigung des Photosystems Il gedeutet werden, der auch
von den Daten zum D1-Gehalt in den Einzelsegmenten gestiitzt wirde. Wahrscheinlicher ist
jedoch, dass hierin die Variabilitit der Gersten-Primarblattsegmente zum Ausdruck kommt
und solche nicht-signifikanten Differenzen mit Vorsicht interpretiert werden massen. Im Alter
von 10 d war eine Reduktion der O,-Produktion nicht mehr zu beobachten, es zeigte sich im
Gegenteil eine geringfiigige Erhéhung der Photosynthesekapazitét, aber auch diese war statis-
tisch nicht signifikant. Zwischen den beiden Varietdten war im Hinblick auf die Art der
Bestrahlung kein Unterschied in der Photosyntheseleistung auszumachen. Der Anstieg der O,-
Produktion im Alter von 10 d koinzidiert mit dem Anstieg an Chlorophyll und kann als

Akklimatisierungsreaktion angesehen werden.

Ein negativer Einfluss von UV-B-Strahlung auf die CO,-Assimilation wird vor allem mit
einer Schadigung der Rubisco in Zusammenhang gebracht. Jordan et al. (1992) konnten eine
Reduktion des Rubisco-Gehaltes sowie eine Beeintrdchtigung der Rubisco-Funktion nach 3-
tagiger UV-B-Bestrahlung bei Erbse feststellen. Die Reduktion des Rubisco-Gehaltes war
zurickzufuhren auf eine Reduktion der Rbc S- und rbc L-Transkripte (Rbc S = LSU der
Rubisco, rbc L = SSU der Rubisco) unter Einfluss von UV-B (Mackerness et al. 1997a).
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Wilson et al. (1995) entdeckten bei Untersuchungen an Brassica napus L. ein neu
auftretendes 66 kDa-Protein nach UV-Bestrahlung und identifizierten dieses als eine durch
UV photomodifizierte Form der groRen Untereinheit der Rubisco. Dieses Protein konnten sie

in der Folge auch bei Tomate, Tabak und Erbse nachweisen.

Bei ant und Hege Primérblattsegmenten zeigte sich eine Reduktion der CO,-Assimilation pro
Chlorophyligehalt, nicht aber pro Blattflache. Da die Priméarblatter unter Zusatz-UV mit einer
Erhéhung des Chorophyllgehaltes durch Chlorophyll a und b reagierten, wurde so
offensichtlich die Reduktion in der Photosyntheseleistung ausgeglichen. Dies spricht nicht
dafiir, dass Rubisco durch die zusétzliche UV-B-Strahlung in ihrer Funktion beschéadigt wurde
oder der Enzymgehalt vermindert wurde. Eine solche Einschrankung wirde auch die
Photosyntheseleistung auf Blattflachenbasis beeintrachtigen; vielmehr spricht es fiir eine
Beeintrachtigung im Bereich der photochemischen Reaktionen, die durch verminderte oder
verlangsamte Anlieferung von Elektronen den biochemischen Bereich der Photosynthese in
Mitleidenschaft zog und durch eine verstarkte Reparatur von PS II-Komplexen ausgeglichen

wurde.

4.4.4 Einfluss auf das D1-Protein im Reaktionszentrum von Photosystem 11

4.4.4.1 D1-Gehalt in den Blattsegmenten

Eine Interpretation der Daten aus den Untersuchungen zum D1-Gehalt in einzelnen
Blattsegmenten von Gersten-Primérblattern durch Immunoblotting erwies sich als unerwartet
schwierig, da die Signalstarken zwischen vergleichbaren Proben hohe Schwankungen
aufwiesen. Die Sorgfalt bei der Probenaufarbeitung wie auch die Sorgfalt bei der Auswertung
der Ergebnisse legten die Wahrscheinlichkeit nahe, dass die Ergebnisdifferenzen auf die
Variabilitdt im Probenmaterial zuriickzufiihren waren. Aufgrund der groRen Unterschiede
konnten zwar keine signifikanten Aussagen zum Einfluss der UV-B-Strahlung auf den D1-
Proteingehalt im oberen Primérblattsegment getroffen werden; aus den Daten konnte jedoch
ein klarer Trend zu einer zunehmenden Unempfindlichkeit mit steigendem Alter entnommen
werden (Abb. 3.25). Die 5 d alten Primarblattsegmente der Muttervarietat Hege und der
Mutante ant zeigten unter Einfluss von UV-B eine Abnahme des D1-Gehaltes um 30-40 %

gegenuber den WL-Kontrollen. Bei den 7 d alten Segmenten wies die Mutante gegenuber der
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Mutter eine etwas hohere Sensitivitat auf, die jedoch angesichts der allgemeinen Variabilitat
in den Ergebnissen vorsichtig beurteilt werden musste. Im Alter von 10 d schien eine
signifikante Abnahme des D1-Gehaltes durch UV-B-Bestrahlung bei beiden Varietdten

unwahrscheinlich.

Zu anderen Ergebnissen kam eine Untersuchung von Barbato et al. (2000). Sie fuhrten
Experimente an 7 bis 10 d alten Gersten-Primérblattern durch, ohne diese alters- bzw.
entwicklungsmafig zu unterscheiden. Unter dem Einfluss reiner UV-Strahlung (UV-B-Lampe
des Typs Vilbert-Lourmat 312M: Strahlung im UV-A und UV-B-Bereich ohne zusétzliche
PAR-Hintergrundstrahlung - kein UV-C) ermittelten die Autoren einen Abbau von D1-
Protein von uber 50 % nach 8-stiindiger UV-Bestrahlung. Auch die Synthese von D1-Protein
wurde durch diese Bedingungen beeintréchtigt; Kontrollexperimente mit reiner PAR von 100
umol m? s zeigten eine doppelt hohe D1-Synthese. In einer friiheren Untersuchung (Barbato
et al. 1995) unter den gleichen Bestrahlungsbedingungen fanden sie bei in vivo-
Untersuchungen an Spinat und Mais nach einer 3-stiindigen Bestrahlung nur ein 20 kDa-
Abbauprodukt fur das D1-Protein, wahrend die Proteine CP43, CP47, Cytochrom bsse Q-

subunit und LHCII unbeeinflusst blieben.

Es gibt wenige vergleichbare Experimente, die den Altersaspekt bei der Untersuchung des
Einflusses erhohter UV-B-Strahlung auf den D1-Gehalt berlicksichtigen, geschweige denn
zeigen, dass mit zunehmendem Alter die Sensitivitat der Blatter abnimmt. Untersuchungen
zum UV-Einfluss auf mRNA-Transkripte verschiedener Photosynthesegene in Erbsenbléttern
unterschiedlichen Entwicklungsstadiums zeigten unterschiedliche Ergebnisse. Jordan et al.
(1994) untersuchten cab mRNA-Transkripte (cab = chlorophyll a/b binding protein) aus
jungen und &lteren ergrinten Erbsenblattern und konnten bei jungeren Bléttern eine relativ
starkere Reduktion der Transkriptmenge feststellen. Die Bestrahlung von etiolierten
Erbsenblattern fihrte jedoch nicht zu einer solchen Reduktion von cab mRNA-Transkripten,
was die Autoren darauf zurlckfthrten, dass die Reduktion in den griinen Blattern weniger auf
einen nicht-spezifischen DNA-Schaden durch UV als auf eine unterschiedliche Regulation
der cab-Gene zu unterschiedlichen Entwicklungsstadien beruhte und dass eine
entwicklungsbedingte Genregulation andere &uRere Einfllisse Uberlagerte. Eine andere
Untersuchung an der gleichen Erbsensorte von Mackerness et al. 1998 konnte eine Reduktion
von psbA-Transkripten (D1-Protein) an griinen Blattern nach 8-tdgiger UV-Bestrahlung

feststellen, wéahrend Transkripte von Lhcb (light harvesting complex binding protein) bereits
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nach 2 d reduziert wurden. Die Reduktion der Transkripte in den &lteren Blattern erfolgte
schneller als in jlingeren Blattern. Die Verwendung von unterschiedlicher Hintergrund-PAR-
Strahlung fiihrte dazu, dass unter geringerer PAR die Reduktion beider Transkripte schneller

erfolgte.

4.4.4.2 D1 Protein-Turnover

Die Tatsache des unterschiedlichen UV-Einflusses auf den D1-Gehalt der Blattsegmente
fuhrte zu der Untersuchung des D1-Abbauverhaltens beider Gerstevarietdten unter
zusétzlicher UV-B-Strahlung. Der D1-Abbau in den apikalen Blattsegmenten bei ant wies in
allen untersuchten Altersstadien eine schnellere Abbaurate unter UV+WL-Bedingungen auf
verglichen mit den WL-Kontrollen (Abb. 3.41). Der Unterschied zwischen ant WL und ant
UV+WL dokumentierte sich in einer 1.5fach schnelleren Abbaurate unter UV+WL, bei Hege
waren die Unterschiede im Alter von 5 d und 7 d vergleichbar. 10 d alte Hege-
Primarblattsegmente zeigten keinen Unterschied in der Abbaurate. Damit lie3 sich zumindest
fur die beiden jlngeren Altersstadien der beobachtete Trend zur Reduktion des D1-Proteins
unter UV+WL-Bedingungen erklaren. Dies setzt allerdings voraus, dass sich die Rate der D1-
Neusynthese unter WL bzw. UV+WL-Bestrahlung nicht unterscheidet. Diese Frage konnte
nicht untersucht werden. Daher wurde der D1-Gehalt in den Blattsegmenten vor dem Beginn
der "chase-Phase" und am Ende untersucht. Die D1-Gehalte in den radioaktiv markierten
Blattsegmenten vor und nach der UV-B-Bestrahlung unterschieden sich in allen Altersstufen
nur unwesentlich voneinander, d.h. die unter UV-B-Einfluss um den Faktor 1.5 erhohte
Abbaurate driickte sich nicht in einem entsprechend reduzierten D1-Proteingehalt aufgrund
eines unmittelbaren Einflusses aus und 1aBt auch keinen auf die Neusynthese von D1-Protein
vermuten. Der festgestellte Unterschied im D1-Gehalt bei den jungen Blattsegmenten ist
maoglicherweise auf ein Phdnomen zurlckzufiihren, welches erst kirzlich von Olsson et al.
(2000) beschrieben wurde. Sie konnten an Brassica napus Blattern eine reduzierte de-novo-
Synthese in der Erholungsphase nach UV-B-Bestrahlung feststellen, die in der UV-
Bestrahlungsphase selbst nicht zu beobachten war. Allerdings war die reduzierte de-novo-
Synthese nicht mit einer Reduktion des D1-Gehaltes verbunden. Sie vermuteten einen
Precursor-Pool fur D1-Protein, der schneller mobilisiert werden kann als die Neusynthese des

Proteins. Fir Gerste ist ein solcher Precursor-Pool bisher unbekannt.
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Beiden Varietdten war gemeinsam, dass mit steigendem Alter der D1-Abbau unter beiden
Bestrahlungsbedingungen zunahm. Die Tatsache, dass die Abbauraten von 7d und 10 d alten
UV+WL-bestrahlten Hege-Primérblattsegmenten gleich hoch waren, deutet méglicherweise
auf ein Maximum im D1-Abbau hin, dessen Mechanismus bisher noch nicht eindeutig geklart
ist, an dem aber enzymatische Prozesse beteiligt sind (Andersson et al. 1994). Bei der
Mutante schien dieses Maximum noch nicht unbedingt erreicht zu sein, da die 10 d alte
Mutante unter dem Einfluss von UV+WL deutlich mehr D1 in gleicher Zeit abbaute als die 7
d alte Mutante. Insgesamt aber war der Effekt einer Zunahme des D1-Abbaus nicht allein ein
Entwicklungseffekt, sondern auch abhangig vom UV-Einfluss, da bei ant unabhangig vom
Blattalter diese Differenzen zu beobachten waren. Wilson & Greenberg (1993) untersuchten
den EinfluB von erhohter UV-B-Strahlung auf Blatter unterschiedlichen Alters bei Brassica
napus L. cv. Topas. Die Pflanzen wurden bis zum Alter von 21 d unter
Schwachlichtbedingungen (70 pmol m? s™) angezogen und erfuhren danach eine 12-tagige
UV-B-Behandlung bei 2.6 k] UV-Bgg). Es wurden Blattstiicke von Blattern geerntet, die
entweder vor der UV-Behandlung voll entfaltet waren (alte Bléatter) oder sich erst wahrend der
UV-Behandlung entfalteten (junge Blatter). Die Blattstiicke wurden mit **S-Methionin
gefiittert und der Abbau des D1-Proteins unter WL- und UV-B-Bestrahlung bzw. im Dunkeln
bis zu 24 h verfolgt. Unter dem EinfluR der WL-Strahlung zeigte sich kein Unterschied im
D1-Abbau zwischen den alten und den neuen Blattern, unter UV-EinfluR jedoch zeigten die
alten Blatter einen um 70% verlangsamten Turnover gegenuber den jungen Blattern. Die
Autoren fiihrten dies auf den unterschiedlichen Gehalt von UV-absorbierenden Substanzen
(gemessen als methanolischer Gesamtextrakt bei 300 nm) zurtick, der in den &lteren Blattern

hoher war als in den jlngeren.

Diese Beobachtungen decken sich nicht mit denen an Gersten-Priméarblattern. Trotz der
deutlichen Unterschiede im Flavonoidgehalt zwischen ant und Hege gab es keinen
durchgéngigen Hinweis darauf, dass die flavonoidreiche Hege-Pflanze einen grundsétzlich
langsameren D1-Turnover zeigte. Tatsachlich war der D1-Abbau bei ant UV+WL im Alter
von 5 und 10 d um 30 bzw. 20 % hoher als bei Hege (Abb. 3.30 bzw. 3.40) , die 7 d alte
Mutante zeigte hingegen eine um 10 % langsamere Abbaurate als Hege (Abb. 3.35). Ob sich
aus der Tatsache, dass die 10 d alte ant-Pflanze ihren D1-Abbau nochmals steigerte, wahrend
bei Hege die Abbaurate konstant blieb, eine Tendenz ableiten 1aB8t, wonach der
unterschiedliche Flavonoidgehalt diese Unterschiede verursacht, bleibt ungeklart und lieRe

sich letztendlich nur mit weiteren Untersuchungen an noch &lteren Blattsegmenten zeigen.
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Immerhin konnte der erhdhte Flavonoidgehalt bei der Muttervarietdt ein Grund dafir sein,
dass durch vermehrte Absorption der UV-B-Strahlung tatsachlich nur noch der PAR-Anteil

der Strahlung fur den D1-Turnover verantwortlich ist.

4.4.4.3 D1-Synthese

Die D1-Syntheseleistung unter dem Einfluss von UV-B-Strahlung auf die
Primarblattsegmente wurde jeweils morgens vor Einsetzen der UV-B-Strahlung untersucht.
Insofern sind die Ergebnisse nicht Ausdruck des unmittelbaren Einflusses der UV-B-
Strahlung auf die D1-Synthese, sondern einer langerfristigen und mdglicherweise
kumulativen Beeintrachtigung dieses Prozesses. Statt eines sehr jungen Blattes (5 d) wurde
ein 15 d altes Blattstadium untersucht, um entwicklungsbedingte Einflisse auf die D1-
Synthese ausschliefen und so reine UV-B-Effekte feststellen zu kdnnen. Die ermittelten
Syntheseraten lieferten bei beiden Varietéten in allen untersuchten Altersstadien (7, 10 und 15
d) keinen eindeutigen Hinweis auf eine Beeintrachtigung der D1-Synthesekapazitat durch den
Einfluss von UV-B-Strahlung (Abb. 3.48-53). Auch nach einer 13-t4gigen Bestrahlung mit
zusétzlichem UV-B wiesen sowohl die Hege- als auch die ant-Segmente &hnliche hohe
Syntheseraten wie die UV-B-freien Kontrollsegmente auf. Im Gegenteil sprach der mit
einigem Vorbehalt zu bewertende Trend einer Zunahme der Syntheseleistung mit
zunehmendem Alter - auch unter UV+WL-Bedingungen - fir eine ungestorte D1-Synthese,
die auch nicht durch verringerte UV-Schutzsubstanzen in den Abschlussgeweben der

Primarblatter beeintrachtigt wurde.

4.5 Schlussbetrachtung und Ausblick

Die zentrale Frage, die dieser Arbeit zugrunde lag, war die, ob und inwieweit Flavonoide in
der Lage sind, als epidermales "Schutzschild" den Photosyntheseapparat im Primarblatt
junger Gerstenpflanzen vor dem Einfluss schédigender UV-Strahlung, insbesondere UV-B-
Strahlung zu schutzen. Diese Frage wurde untersucht an einer flavonoidarmen Gersten-
mutante im  Vergleich zur flavonoidreichen  Muttervarietit. Die Daten zur
Flavonoidakkumulation und zur epidermalen Absorption der UV-B-Strahlung dokumentierten

einen deutlichen Unterschied im phenolischen Inhaltsstoffgehalt zwischen den beiden
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Gerstevarietaten. Die urspringliche Erwartung, dass die Mutante aufgrund des geringeren
Phenylpropangehaltes entweder grofRere Schadigungen des Photosyntheseapparates oder
hohere Reparaturaktivitdten verglichen mit der Muttervarietdt zeigen wirde, wurde nur
bedingt bestatigt. Unter all den gemessenen Parametern erwies sich nur einer als UV-B-
sensitiv: der Abbau des D1-Proteins unterschied sich bei WL-bestrahlten und UV+WL-
bestrahlten in der Geschwindigkeit, so dass es einen begriindeten Verdacht auf einen erhéhten
Reparaturbedarf gab. Dieser Unterschied trat bei allen untersuchten Altersstadien auf, auch
bei der flavonoidreichen Muttervarietéat in den beiden jlingeren Altersstadien (5 d und 7 d);
erst die 10 d alte Hege-Pflanze wies zwischen WL- und UV+WL-Bestrahlung keine
Differenzen auf, im Gegensatz zur flavonoidarmen Mutante, die unter UV+WL einen
starkeren D1-Turnover aufwies. Alle anderen Parameter (Effizienz des Photosystems IlI,
Effektive Quantenausbeute am Photosystem Il, photochemischer und nicht-photochemischer
Quench, CO,-Assimilation, O,-Entwicklung, D1-Gehalt einzelner Blattsegmente, Synthese
des D1-Proteins) erwiesen sich als gar nicht oder nicht durchgéngig UV-sensitiv und es
bestétigte sich der Eindruck, dass die Netto-Photosyntheseleistung unbeeinflusst von den
Bestrahlungsbedingungen blieb. Eine Zunahme des Chlorophyllgehaltes unter dem Einfluss
zusatzlicher UV-B-Strahlung muss hierbei als Akklimatisierungsprozess an die
Bestrahlungsbedingungen angesehen werden, mit der es der Gerste gelingt, ihre Netto-
Photosyntheseleistung auf dem gleichen Niveau zu halten, welches sie unter (fast) UV-freier
Bestrahlung erreicht (die Kontrollpflanzen waren immer einem Anteil an langwelliger UV-A-

Strahlung ausgesetzt, s. Tab. 2.2).

Es stellt sich die Frage, ob die Gerste oder allgemeiner Gramineen in besonderer Weise an
hohe UV-Strahlungsdosen angepasst sind, so dass der Photosyntheseapparat und die
Photosynthese in besonderer Weise geschutzt sind oder ob es andere Griinde dafir gibt, dass
in der einschldgigen Literatur dieser elementare physiologische Prozess als sensitives UV-
target beschrieben wird. Gramineen zédhlen zu den Charakterpflanzen von Steppen, Prarien
und Savannen (von Sengbusch 1989) und sind somit an hohe Strahlungsintensitaten
angepasst. Man darf also vermuten, dass sie zumindest im Umgang mit hohen PAR-
Strahlungsintensitdten Anpassungsmechanismen zum Schutz der Photosynthese entwickelt
haben. Die Erhéhung der Chlorophyllmenge beispielsweise kann als eine solche Anpassung
gewertet werden: sie fiihrt zu einer Zunahme an Photosynthesezentren, um unter
Stressbedingungen den Anteil an geschadigten Zentren besser ausgleichen zu kdnnen,

verbunden mit einer Zunahme des Carotinoidgehalts, welcher seinerseits Uber den
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Xanthophyllzyklus Uberschussige Lichtenergie bzw. Photonen abfangt, bevor sie das
Reaktionszentrum schadigen (Adams I11 & Demmig-Adams 1993).

Inwieweit der epidermale Schutz durch Akkumulation UV-absorbierender Substanzen einen
direkten Einfluss auf den Schutz der Photosynthese oder des Photosyntheseapparates nimmt,
ist anhand der einschlégigen Literatur nicht eindeutig belegbar. Liu et al. (1995) sehen einen
Zusammenhang zwischen dem Schutz der Photosynthese und einer erhéhten Flavonoidkon-
zentration in 8 d alten Gersten-Primarblattern der Sorte Atlas. Diese Einschéatzung kann
anhand der hier vorgestellten Ergebnisse beziglich der Mutante ant nicht ohne weiteres
geteilt werden. He et al. (1993) verglichen zwei Reissorten unter dem Einfluss zusatzlicher
UV-B-Strahlung und stellten unterschiedliche EinbufRen hinsichtlich der Effizienz der
Photosystems 11, der maximalen Photosyntheserate und der Menge an Rubisco fest.
Interessanterweise zeigte das UV-Absorptionsspektrum des methanolischen Blattextraktes der
sensibleren Sorte eine hohere Absorption verglichen mit der insensitiveren Sorte. Ahnliche
Ergebnisse wurden auch bei einem &hnlichen Vergleich von 7 verschiedenen Reissorten
erzielt (Teramura et al. 1991). Jansen et al. (1996a) untersuchten den Einfluss von UV-B-
Strahlung auf den D1-Turnover in der Wasserlinse (Spirodela oligorrhiza). Sie konnten einen
reduzierten D1-Turnover mit einer erhohten Konzentration an sekundéren Inhaltsstoffen bei
solchen Pflanzen feststellen, die im Vorfeld keiner UV-Bestrahlung ausgesetzt gewesen
waren. Pflanzen, die vorab einer UV-Bestrahlung ausgesetzt wurden, wiesen den gleichen
Gehalt an sekundéren Inhaltsstoffen auf wie die Kontrollpflanzen, zeichneten sich aber nicht
durch einen héheren D1-Turnover aus. Daher vermuten die Autoren, dass die Photosynthese
bei der Wasserlinse durch unterschiedliche Mechanismen geschiitzt wird, wobei die UV-

Absorption durch Phenylpropane nur einer von mehreren ist.

Ohne Zweifel zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit einen negativen Einfluss der
UV-B-Strahlung auf die Morphologie des Gersten-Primérblatts. Eine beeintréchtigte
Photosynthese als Ursache ist ausgeschlossen, andere Ursachen fiir dieses in zahlreichen
Untersuchungen beobachtete Phadnomen sind bislang nicht bekannt bzw. werden
unterschiedlich diskutiert. Auch hierbei bleibt eine Schutzfunktion der Flavonoide fraglich, da
in vielen Untersuchungen morphologische Verdnderungen mit einer Zunahme an UV-
Schutzsubstanzen koinzidieren (Adamse & Britz 1992, Lingakumar et al. 1999, Deckmyn &
Impens 1999).
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Dariiber hinaus stellt sich bei vielen Untersuchungen die Frage, ob die unter teilweise recht
artifiziellen experimentellen Bedingungen gewonnenen Erkenntnisse fur die Pflanze unter
Freilandbedingungen relevant sind. Eine erst kirzlich veroffentlichte Freilandstudie mit vier
Gerstensorten (Stephen et al. 1999) konnte zeigen, dass die Effizienz des Photosystems Il
unter dem Einfluss von erhohter UV-B-Belastung bei Simulation einer 15 %igen Ozon-Re-
duktion in unseren Breitengraden (entspricht einer durchschnittlichen UV-Bgg)-Tagesdosis
von 2.5-3 ki m?) bei keiner Sorte negativ beeinflusst wurde. Eine ahnliche Freilandstudie
(Allen et al. 1999) mit Erbsenpflanzen, die unter Kammerbedingungen Beeintrachtigungen
oder Schédigungen am Photosyntheseapparat oder an Regulationsvorgidngen zur
Photosynthese zeigen (Jordan et al. 1992, Day & Vogelmann 1995), lieferte entsprechende
Ergebnisse. Insbesondere Freilandstudien an Pflanzen, die an erhdhte UV-Belastungen
adaptiert sind, z.B. Pinien oder Olivenbdume, zeigten im Freiland keine Beeintréchtigung der
Photosynthese aufgrund einer erhdhten UV-B-Strahlenbelastung (Petropoulou et al. 1995
bzw. Liakura et al. 1999).

Kammerexperimente eignen sich besonders, um mechanistische Fragestellungen zu
bearbeiten, die zum Teil immer noch nicht geklart sind, z. B. der Einfluss der UV-B-
Strahlung auf Zellteilung- oder Zellstreckungsprozesse, die Ursache fir morphologische
Anderungen sein konnen. Auch Reparaturprozesse, z. B. bei Schadigung der
Photosynthesestrukturen oder bei DNA-Schadigungen, lassen sich in Kammerexperimenten
untersuchen. Viele in vitro-Untersuchungen wurden durchgefiihrt, um sich der Frage zu
néhern, welche Strukturen im Photosystem Il besonders UV-sensibel sind (Melis et al. 1992;
Vass et al. 1995,1996; Spetea et al. 1996; Salter et al. 1997). In vivo-Untersuchungen zeigen
jedoch, dass nicht alle diese Ergebnisse auf die Verhdltnisse in der intakten Pflanze
Ubertragbar sind (Baker et al. 1997). Noch problematischer wird es, wenn man versucht, die
Ergebnisse aus solchen Kammerexperimenten auf Freilandsituationen zu tbertragen, wie dies
in den letzten Jahren vielfach geschehen ist. Nicht nur die strahlungsklimatischen
Unterschiede, auch andere mikroklimatische Faktoren konnen die Situation fiur die Pflanze im
Freiland unter erhdhtem UV-B-Stress vollig verandern und sind unter Kammer- oder
Gewadchshausbedingungen nicht zu simulieren. Dies gilt auch fir die Ergebnisse aus
vorliegender Arbeit: Die Tatsache, dass das Priméarblatt der flavonoidarmen Mutante ant
offensichtlich gut mit einer erhéhten UV-B-Strahlungsdosis leben kann, ist keine Garantie
dafiir, dass die Pflanze im Freiland ebenso gut wéachst. Eine Vermehrung der Mutante im

Freiland zur Sicherstellung ausreichender Mengen an Saatgut hat sich aufgrund einer
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veranderten Morphologie und einer hoheren Pathogen-Anfélligkeit verglichen mit der
Muttervarietdat als unmdglich erwiesen. Der herabgesetzte Sekundarstoffwechsel fihrt
vermutlich zu einer reduzierten Lignin-Bildung und auch zu einer verminderten
Phytopathogen-Resistenz, welche das Pflanzenwachstum nachhaltiger beeinflussen als eine
erhohte UV-Belastung. Dariiber hinaus zeigen erste Untersuchungen an der Gerstenmutante
ant 30-310, die zur gleichen Komplementationsgruppe gehort, dass die Bestrahlung der
Pflanze mit UV-B unter den hier vorgestellten Bestrahlungsbedingungen zu einer erhéhten
Bildung von DNA-Schaden fihrt, die im Verlauf einer fortgesetzten UV-B-Bestrahlung nicht
genuigend repariert werden kénnen und so kontinuierlich zunehmen (R. Schmitz, personliche
Mitteilung).
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In einer vergleichenden Studie wurde der Schutz der Photosynthese durch UV-absorbierende
phenylpropanoide Substanzen unter dem Einfluss erhéhter UV-B-Strahlung in apikalen
Gersten-Primarblattsegmenten untersucht. Die flavonoidreiche Gerstevarietat Hege 550/75
wurde mit der flavonoidarmen Mutante ant 30-287 verglichen. Dabei wurden verschiedene
Altersstadien (5, 7, 10, 15 d) bertcksichtigt. Die tagliche UV-B-Strahlungsdosis betrug 12 kJ
UV-Bgg m™ bei einer PAR-Strahlung von 700 pmol m? s™. Unter Kontrollbedingungen
wurde die UV-Strahlung bis auf einen unvermeidbaren geringen Anteil an langwelliger UV-

A-Strahlung ausgeschlossen.

Beide Gerstevarietaten zeichneten sich durch ein Phenylpropanmuster aus, das sich weder mit
zunehmendem Alter noch unter dem Einfluss zusétzlicher UV-B-Strahlung veranderte. Der
Flavonoidgehalt im oberen Priméarblattsegment der Gerstevarietdt Hege 550/75 nahm mit
steigendem Alter kontinuierlich zu. Die flavonoide Hauptkomponente stellte Saponarin dar
mit einem Anteil am Gesamtgehalt von 60-70 %. Die Mutante ant 30-287 wird durch einen
Defekt in der Flavonoidbiosynthese charakterisiert, der sehr wahrscheinlich die Funktion der
Chalkon-Isomerase betrifft und die Synthese hoher Mengen an Flavonoiden verhindert. Sie
reichert Isosalipurposid (2', 4', 4, 6'-Tetrahydroxychalkon) an, von dem ein geringer Anteil
durch autocyclische Umwandlung zum Flavanon in die Biosynthese von Flavonoiden eingeht.
Der Gehalt an phenylpropanoiden Inhaltsstoffen nahm wie bei der Muttervarietdat mit dem
Alter zu, lag jedoch im Durchschnitt um 75 % unter dem von Hege 550/75.

Unter UV-B-Einfluss stieg der Gesamtgehalt der Phenylpropane im oberen Blattbereich von
Hege 550/75 bereits in sehr jungen Blattern auf mehr als das Doppelte. Der Anteil an Sapona-
rin blieb verhdltnismaiig gleich, wéhrend Lutonarin als flavonoide Nebenkomponente unter
UV-B-Einfluss verhéltnisméaRig viel starker anstieg. Bei der Mutante stieg der Gesamtgehalt
an Phenylpropanen unter UV-B-Einfluss ebenfalls um das Doppelte. Auch hier stieg der Ge-
halt an Lutonarin verhaltnismaRig viel starker als der anderer Substanzen, hatte aber zusam-

men mit Saponarin nur einen geringen Anteil am Gesamtgehalt aller Phenylpropane.

Der unterschiedliche phenylpropanoide Inhaltsstoffgehalt in den Primarblattern beider Ger-
stevarietaten korrelierte mit einer unterschiedlich hohen Absorption von UV-B-Strahlung in

den untersuchten Segmenten. Es wurde eine neue Methode zur Untersuchung der UV-Strah-
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lungsabsorption Gber Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen an Roggen-Primarblattern eta-
bliert, da man hier aufgrund einer strikten Gewebelokalisierung unterschiedlicher Flavonoid-
gruppen in Epidermis und Mesophyll Aufschluss dartiber erhalten konnte, wie weit epidermal
sowie im Mesophyll lokalisierte Phenylpropane an der Strahlungsabsorption beteiligt sind.
Ein Einfluss von Mesophyllflavonoiden auf die Strahlungsabsorption konnte ausgeschlossen
werden. Da die Untersuchungen der Gersten-Primarblattsegmente vergleichbare Ergebnisse
lieferten, kann davon ausgegangen werden, dass die UV-B-induzierte Erhéhung der

Phenylpropane in der Epidermis bzw. im subepidermalen Gewebe erfolgt.

Gersten-Primarblatter der flavonoidreichen Muttervarietat Hege 550/75 und der flavonoid-
armen Mutante ant 30-287 reagierten auf die erhohte UV-B-Strahlung mit einer Reduktion
der Blattlange. Das Blattfrischgewicht wurde bei Hege 550/75 nicht, bei ant nur in geringem
MaR beeintréchtigt.

Bei Betrachtung aller Ergebnisse zur Photosynthese in den apikalen Blattsegmenten der bei-
den Gerstevarietaten Hege 550/75 und ant 30-287 gibt es keinen Hinweis, dass die Photo-
synthese durch den Einfluss der zusétzlichen UV-B-Strahlung im adulten Blatt nachhaltig
negativ beeintrachtigt wird. Die auffalligsten Unterschiede waren nicht auf den Einfluss durch
die Art der Bestrahlung, sondern auf das Entwicklungsstadium der Blattsegmente zuriickzu-
fuhren. So erreichten die Primarblattsegmente von Hege 550/75 und ant 30-287 unter WL-
Bedingungen erst im Alter von 8-9 d ein F,/Fn-Verhéltnis von annahernd 0.8. Die Fluores-
zenz-Daten wiesen zwischen WL- und UV+WL-Bestrahlung keine signifikanten Unter-
schiede auf, so dass der Elektronentransport und die Effizienz des Photosystems Il weder bei
der Mutante ant 30-287 noch bei der Muttervarietat Hege 550/75 unter UV-B-Einfluss beein-
trachtigt wurden. Lediglich das nicht-photochemische quenching liel3 eine leichte Verzdge-
rung zu Beginn der Photosynthese erkennen, die sich aber im steady-state-Bereich nicht ne-

gativ auswirkte.

Gaswechselmessungen zeigten, dass die Photosyntheseleistungen im biochemischen Bereich
nicht beeintrachtigt wurden. Die Nettophotosyntheserate bei 7 und 10 d alten Primérblattseg-
menten, gemessen als pmol CO,, nahm unter UV-B-Einfluss pro Chlorophylimenge ab. Dies
wurde durch eine Erhohung des Chlorophyllgehaltes kompensiert, so dass die
Nettophotosyntheserate pro Blattflache unter WL bzw. UV+WL-Bedingungen identisch war.

Dies galt fur die Muttervarietat und die Mutante im Alter von 7 und 10 d gleichermalen. Die
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O,-Entwicklung wies im Alter von 7 d eine nicht-signifikante Reduktion auf, die jedoch im
Alter von 10 d nicht mehr zu sehen war. Es konnte kein Unterschied zwischen der

Muttervarietat und der Mutante festgestellt werden.

Ein beeintrachtigender Einfluss der UV-B-Strahlung fand sich in Form einer Reduktion im
D1-Proteingehalt bei jiingeren Pflanzen, der mit zunehmendem Alter nicht mehr detektiert
werden konnte. Das Reparatursystem im Photosynthesebereich, gekennzeichnet durch einen
hohen Turnover des geschadigten D1-Proteins, liel} Unterschiede im D1-Abbau erkennen, die
sowohl vom Blattalter als auch durch UV-B-Strahlung beeinflusst waren. Unter WL-Bedin-
gungen nahm der D1-Turnover mit dem Alter zu, wobei zwischen 7 und 10 d alten Hege
550/75-Primérblattsegmenten kein Unterschied festzustellen war, im Gegensatz zur Mutante
ant 30-287. Im Vergleich zu den WL-bestrahlten Segmenten wiesen die UV+WL-bestrahlten
Segmente beider Gerstevarietaten einen hoheren D1-Turnover aus; lediglich die 10 d alten
Hege 550/75-Segmente lieRRen keinen solchen Unterschied erkennen.

Die Synthese des D1-Proteins wurde durch eine fortgesetzte Bestrahlung der Gerstenpflanzen
mit erhohtem UV-B nicht negativ beeintrachtigt. Dies galt fir beide Gerstevarietaten. Es
zeichnete sich ahnlich wie beim D1-Abbau ein Trend ab, wonach die D1-Synthese in Abhén-

gigkeit vom Blattalter zunimmt.
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6 SUMMARY

The protection of photosynthesis due to UV-absorbing phenylpropanoid compounds under the
influence of supplementary UV-B radiation was investigated in apical segments of barley
primary leaves. A barley variety called Hege 550/75 which accumulates high amounts of
flavones was compared to a corresponding barley mutant line called ant 30-287 with only low
amounts of flavones. Different leaf age (5, 7, 10, 15 d) was considered. Daily dose of UV-B
irradiation amounted to 12 kJ UV-Bggy m™ with a background PAR radiation of 700 pmol
m s™. Control irradiation conditions avoided UV apart from a small amount of UV-A > 380

nm.

The pattern of phenylpropanoid compounds of both barley varieties detected via HPLC
remained unchanged with both increasing leaf age and the influence of supplementary UV-B
radiation. However, the content of flavones in apical segments of the mother variety Hege
550/75 increased with leaf development. Saponarin turned out to be the main flavone with 60-
70 % of the overall amount of phenylpropanoid compounds. The corresponding barley mutant
ant 30-287 is defective in flavonoid biosynthesis probably due to a defective chalcone
isomerase gene and thus unable to accumulate high amounts of flavonoids. Isosalipurposid
(2, 4, 4, 6'-tetrahydroxychalcone) is accumulated instead and very low amounts of flavones
are synthesized via chemical autocyclization of the chalcone into flavanone. As with the
corresponding mother variety the content of overall phenylpropanoid compounds increased

but amounted to only about 25 % compared to Hege 550/75.

Even in 5 d old leaves the overall amount of phenylpropanoids doubled under the influence of
UV-B radiation in apical leaf segments of Hege 550/75 and remained or rose even higher in
all investigated stages of leaf development. While saponarin remained more or less constant
the amount of another flavone, lutonarin, increased relatively. The corresponding mutant line
ant 30-287 responded in a similar way to UV-B radiation by doubling the overall content of
phenolic compounds. Lutonarin was found to be most UV-reactive but remained low as

compared to all phenylpropanoid compounds just as to saponarin.

Differences in overall amounts of phenolic compounds in primary leaves of both barley
varieties correlated with differences in absorption of UV-B radiation. A new method for

investigating absorption of UV radiation via chlorophyll fluorescence measurements was
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established with rye primary leaves. Rye primary leaves are characterized by a distinct
distribution of two different groups of flavonoids to epidermis and mesophyll. Thus it was
possible to investigate which of the two groups took part in UV absorption showing that
mesophyll flavonoids had no influence on UV absorption. Flavonoid distribution in barley
primary leaves is not yet conclusively known, but as the results with barley primary leaves
were comparable to these of rye primary leaves, one might suggest that the increase of

flavones induced by UV-B radiation ocurrs in the epidermis or subepidermal mesophyll.

Under the influence of supplementary UV-B radiation both barley varieties Hege 550/75 and
ant 30-287 showed a reduction in leaf length. Leaf fresh weight was only little affected with
the mutant line ant 30-287 but not with Hege 550/75.

Considering all results concerning photosynthesis in apical leaf segments of the mother
variety Hege 550/75 and the corresponding mutant ant 30-287 there is no indication that
photosynthesis undergoes lasting damage by supplementary UV-B radiation in adult primary
leaves. The most striking differences were due to leaf developmental stage rather than to
irradiation wavelength. Maximum efficiency of photosystem Il, measured as F./Fp, was not
reached until the age of 8-9 days in apical leaf segments of both barley varieties. There was
no difference between UV-B irradiated and control leaf segments indicating that electron
transport and quantum effiency of photosystem 1l was not affected in both varieties. Analysis
of non-photochemical quenching revealed higher maximum values in older UV-B irradiated
leaf segments at the onset of photosynthesis but did not affect steady-state-photosynthesis.

Measurements of CO, fixation and O, evolution confirmed that there was no damage in
photosysnthesis concerning the biochemical reactions. The rate of net photosynthesis
measured as umol CO, was reduced under the influence of UV-B radiation in 7 and 10 d old
leaf segments compared on chlorophyll basis. This was compensated by increasing the
amount of chlorophyll. Therefore the net rate of photosynthesis compared on a leaf area basis
showed no differences between UV-B irradiated leaves and controls for both the mother
variety and the mutant. Younger leaf segments (7 d old) showed a non-significant reduction of
O, evolution due to UV-B radiation which was absent with 10 d old leaf segments. There was
no difference between Hege 550/75 and ant 30-287.
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UV-B induced damage was detected in younger plant leaves as the D1 protein content was
reduced. With increasing age D1 protein reduction could no longer be detected. Differences in
D1 protein turnover due to leaf age as well as UV-B radiation were detected. Under control
conditions D1 protein turnover increased with age in the mutant ant 30-287 and in the mother
variety Hege 550/75 although the latter showed no difference between 7 and 10 d old leaf
segments. Under the influence of supplementary UV-B D1 protein turnover increased
compared to the control with the exception of 10 d old Hege 550/75 leaf segments where no

differences could be detected.

Synthesis of D1 protein was not affected by constant irradiation (6 h per day) of barley plants
with supplementary UV-B. This was true for both barley varieties. Similar to D1 protein
turnover there seemed to be a trend for an increasing D1 protein synthesis depending on leaf

age.
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