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1. Einleitung

1.1. Seneszenz, Blattseneszenz, strukturelle und
funktionelle Aspekte des Chloroplasten und
dessen Standardprotreinimportapparates

1.1.1. Seneszenz im Vergleich zu Apoptose und Alter  ung

In der pflanzenphysiologischen Literatur werden die Begriffe Seneszenz, Apoptose
und Alterung héaufig synonym verwendet, obwohl zumindest die jeweiligen
Anfangsstadien dieser Prozesse deutlich zu unterscheiden sind. Gemald NOODEN
(1988) wird unter Alterung eine eher stochastisch-passiv ablaufende, den gesamten
Organismus betreffende Degeneration verstanden, die durch externe Faktoren
ausgelost und endogen durch einen nicht mehr kontrollierbaren (oft oxidativen)
Stress vorangetrieben wird. Demnach ist die Alterung ein fortlaufender Prozess der
Pflanzenentwicklung, dessen Symptome oft erst nach Abschluss der Entwicklung
eines Organs oder Individuums augenfallig werden. Ihr Verlauf ist unkontrolliert und
in Ausmald und Art unterschiedlich. Somit kann der Alterungsprozess als
zeitabhangige, allmahliche Akkumulation von physiologischen Veranderungen
definiert werden (NOODEN et al., 1978). Mit zunehmendem Alter gewinnen
Dysfunktionen, die durch Stress noch intensivierbar sind, immer mehr an Bedeutung,
so dass die Gesamtheit der passiven Degenerationsereignisse schlie3lich zum
Absterben des Organismus fuhrt.

Die Apoptose ist, im Gegensatz zur Alterung, ein (genetisch) gesteuertes Programm
in der Pflanzenentwicklung, das ein “vorzeitiges” Absterben einzelner Zellen oder
Zellverbande mit dem Ziel der Funktionserlangung (z. B. Differenzierung der
Wasserleitungsbahnen) oder als SchutzmaRnahme zum Uberlebensvorteil des
Individuums (z. B. Abwehrreaktionen bei Pathogenbefall) bewirkt (THOMAS et al.,
2003; VAN DOORN und WOLTERING, 2004).

Auch die Seneszenz ist ein aktiver, hoch koordinierter, genetisch regulierter und
hormonell gesteuerter, degenerativer Prozess der Entwicklung. Anders als bei
Alterung oder Apoptose sind hierbei einzelne Organe oder Teile einer Pflanze

betroffen, die im Verlauf der Seneszenz gezielt absterben (STODDART und
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THOMAS, 1982; SPICKERS, 1999; THOMAS et al., 2003). So fuhren Prozesse, die
fur eine Remobilisierung von Ressourcen verantwortlich zeichnen, zwangslaufig zur
Desintegration von Zellen und deren Organellen. Als Beispiel dafir ist der
Blattabwurf der (sommergriinen) Baume (im Herbst) zu nennen, bei dem die frei
werdenden Ressourcen in Spross und Wurzeln gespeichert werden. Auch bei der
monokarpischen Seneszenz, dem kompletten Absterben einjahriger Pflanzen, wird
unter anderem das stickstoffhaltige Material der Mutterpflanze wahrend der finalen
Entwicklungsphase in die Samen verlagert (BUCHANAN-WOLLASTON, 1997;
THOMAS und HILDITCH, 1987). Da sowohl die Seneszenz als auch die Alterung
letztendlich zum Zell- und Organtod fuhren, lassen sie sich im fortgeschrittenen

Stadium phanomenologisch nicht mehr voneinander unterscheiden.

1.1.2. Blattseneszenz als abschlie3ende Phase der B  lattentwicklung

Die Seneszenz eines Blattes umfasst dessen abschlieBende Phase im pflanzlichen
Entwicklungsprozess und stellt somit eine der wichtigsten Schllisselpositionen im
Lebens- und Entwicklungszyklus des Individuums dar. Sie ist gekennzeichnet durch
hoch komplexe, stark regulierte Prozesse, die durch eine serielle Abfolge
physiologischer Ereignisse zur Mobilisierung und RlUckgewinnung von
Mineralstoffen, Kohlenhydraten und vor allem stickstoffhaltiger Verbindungen fuhrt
(BUCHANAN-WOLLASTON, 1997; THOMAS und HILDITCH, 1987; NOODEN und
GUIAMET, 1997; SMART, 1994). Daher sind dramatische Veranderungen auf
strukturellem und proteinchemischem Niveau untrennbar mit der Seneszenz
verbunden. Dazu zadhlen vor allem die Degradation, aber auch die Neusynthese
verschiedener Pigmente (z. B. Carotinoide) und Proteine wie z. B. Proteasen und
Enzyme des Lipidstoff-wechsels (BUCHANAN-WOLLASTON, 1997; THOMAS und
HILDITCH, 1987; SMART, 1994), sowie die damit einhergehenden Veranderungen
im Expressionsmuster spezifischer Gene (KAWAKAMI und WATANABE 1988a).
Weitere Facetten der Blattseneszenz treten als ultrastrukturelle Veranderungen von
Blatt-(parenchym)-zellen und deren Organellen zu Tage und wurden bereits frih
erkannt und beschrieben (BAILEY und WHYBORN, 1963; BUTLER und SIMON,
1970; THOMAS, 1977; WOOLHOUSE und BATT, 1976). So ist eine Reduktion
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sowohl der Anzahl als auch der Grol3e der Parenchymzellplastiden im Verlauf der
Blattseneszenz evident (KURA-HOTTA et al., 1990; MORTINOIA et al., 1983).

1.1.3. Plastiden als primarer Wirkort der Seneszenz

Das fur das unbewaffnete Auge auffélligste Merkmal der Blattseneszenz ist der
Verlust an griinem Pigment und somit das “Vergilben” der Blatter. Dieser sowohl
zum Schutz als auch aus Grunden der Mobilisierung von Nahrstoffen notwendige
Abbau des Chlorophylls und der Chlorophyll bindenden Proteine findet in den
photosynthetisch aktiven Organellen, den Chloroplasten, statt und hat eine
fortschreitende Verringerung ihrer photosynthetischen Kapazitat zur Folge
(BUCHANAN-WOLLASTON, 1997; HIDEMA et al. 1992; KAWAKAMI und
WATANABE 1988b; ROBERTS et al. 1987; Wilson et al. 2002). Des weiteren wirkt
sich der Ablauf des Programms Seneszenz auch in gravierender Weise auf die
Ultrastruktur der Plastiden aus; durch Desintegration des internen Membransystems
- vor allem der Granathylakoide - und durch das massive Auftreten osmiophiler
globularer Strukturen - so genannter Plastoglobuli — entwickeln sich die
Chloroplasten im Verlauf der Seneszenz (siehe Schema in Abbildung 1) zu so
genannten Gerontoplasten (LICHTENTHALER, 1968; LICHTENTHALER und
PEVELING, 1968; PARTHIER, 1988; GHOSH et al., 2001).

Chloroplast Gerontoplast

Granathylakoide Stromathylakoide

Stromathylakoide
(teilweise intakt)

- -

Plastoglobuli

Plastoglobuli

Innere- und auldere

Innere- und dufiere Huallmembran (teilweise intakt)

Hallmembran (intakt)

Abb. 1: Chloroplast — Gereontoplast, schematische D  arstellung
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1.1.4. Bedeutung der (doppelten) Hillmembran des PI  astiden

Wahrend der Entwicklung des Plastiden wird seine Integritdt durch die doppelte
Hullmembran garantiert, die das Organell gegentber den Ubrigen Reaktionsrdumen
(Cytoplasma und andere Organellen) der Wirtszelle abgrenzt. Dessweiteren hat die
Plastidenhtlle eine Vielzahl essentieller Funktionen, wie etwa die Biosynthese von
Fettsauren und Pigmenten, den Export von Produkten der Photosynthese und
anderer Metabolite, sowie den selektiven Import von Proteinen zu erfillen. Dadurch
konnte man u. a. auch die Meinung vertreten, dass die Plastidenhille bis in spate
Seneszenzphasen unverandert bleibt (WOOLHOUSE, 1984), um den kontrollierten
Abbau und Abtransport von Chloroplastenbestandteilen zu gewahrleisten. THOMAS
und STODDART (1980) sehen Veranderungen auf Ebene der Hullmembranen, die
zu einem teilweisen oder ganzen Verlust ihrer Integritat und Funktionalitat fihren, als
initiales Ereignis der Seneszenz an. In bestimmten Seneszenzstadien kann es
infolge dessen sogar zu einem regelrechten Exodus an Masse, in Form des
Durchtritts plastoglobuli-ahnlicher Strukturen durch die Hullmembranen kommen
(GUIAMET et al.,, 1999). Wahrend ein Teil der chloroplastidaren Komponenten
seneszenzbedingt aul3erhalb des Organells, also im Cytosol oder der Vakuole,
abgebaut wird, muss, fur andere katabolische Prozesse innerhalb der Plastiden, eine
Synthese kernkodierter plastidenspezifischer Proteine erfolgen, die mit dem
gerichteten Transport ihrer cytosolischen Vorstufen in den seneszenten Plastiden
(Gerontoplasten) verbunden ist. Vergleichende Importanalysen seneszenzinduzierter
Proteine in praseneszente bzw. seneszente Plastiden zeigen, dass tatsachlich ein
bevorzugter Import bestimmter, fir den Gesamtprozess notwendiger Proteine in die
Gerontoplasten erfolgt (KAWAKAMI und WATANABE 1993).

1.1.5. Proteintransport der Plastiden

Als semiautonome Zellorganellen besitzen Plastiden zwar ihre eigene DNA und
eigene Ribosomen (KUNG, 1977; JOY und ELLIS, 1975; ELLIS und HARTLEY,
1971), sind darUber hinaus jedoch auch auf eine Vielzahl von im Genom der
Wirtszelle kodierten und im Cytosol synthetisierter Proteine angewiesen (REUMANN

et al., 1999). Diese werden als Vorstufenproteine (Préakursor-Proteine) im Cytosol
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gebildet und anschlielRend fir jede Entwicklungsstufe spezifisch in den Plastiden
transportiert. Um den Transport durch die Hullmembranen zu gewahrleisten, besitzt
das eigentliche Protein N-terminal eine spezifische Transitsequenz mit einer GroR3e
von 20 bis 120 Aminosauren (KEEGSTRA et al. 1989; VOJTA et al., 2004). Der
Import der Vorstufenproteine erfolgt an bestimmten Orten der Hillmembranen, an
denen jeweils ein Multiproteinkomplex der auf3eren- (TOC = Translocon of the
Outer Chloroplast Envelope) und der inneren- (TIC = Translocon of the lnner
Chloroplast Envelope) Plastidenmembran in Wechselwirkung treten und topologisch
angenahert sind (JARVIS und SOLL, 2001). Gemall PERRY und KEEGSTRA (1994)
wird das Transportgeschehen durch die energieunabhangige Bindung des
Vorstufenproteins an einen Rezeptor an der Plastidenoberflache initiiert. Der daran
anschlieBende partielle Transport durch die auRere Hullmembran st
energieabhangig und erfolgt unter GTP- und ATP-Verbrauch (OLSEN und
KEEGSTRA, 1992; YOUNG et al., 1989). Auch der ubrige, komplette Transport des
Vorstufenproteins durch beide Hullmembranen in das Stroma erfolgt nur unter ATP
Hydrolyse (THEG et al., 1989).

1.1.6. Komponenten und Funktionen des Standardproteinim portapparats (TIC -
TOC Komplex)

Aus den Dbisher bekannten Bestandteilen und Funktionen der Dbeiden
Multiproteinkomplexe TIC und TOC ergibt sich gemall KEEGSTRA und CLINE
(1999) und MAY und SOLL (1999) folgendes Bild (siehe Abb. 2): Die Aufgaben des
in der aulBeren Plastidenhille lokalisierten Multiproteinkomplexes (TOC) sind
demnach die spezifische Erkennung der Transitsequenz, die Initiation der
Translokation und der Transfer des Vorstufenproteines zum in der inneren
Hullmembran befindlichen TIC Komplex, der den weiteren Transport ins Stroma des

Plastiden vermittelt.
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1.1.6.1. Komponenten und Funktionen des TOC Multipr  oteinkomplexes

Bisher wurden mehrere Komponenten des TOC Komplexes isoliert, wobei bei
dreien, die den so genannten Core-TOC-Komplex formen (BEDARD und JARVIS,
2005), sowohl deren Funktion als auch ihre Lage zueinander innerhalb der &uf3eren
Plastidenhullmembran als identifiziert gilt: Es handelt sich um Proteine mit einem
Molekulargewicht von ca. 160 kDa (=TOC 160), 75 kDa (=TOC 75) und 34 kDa
(=TOC 34) (MAY und SOLL, 1999; BEDARD und JARVIS, 2005).

TOC 160, oft auch als TOC 159 bezeichnet, fungiert als Rezeptor, der die
spezifische Erkennung (MA et al., 1996) der Transitsequenz vermittelt und somit den
ersten Kontakt - vermutlich Uber elektrostatische Interaktionen der N-terminalen
Doméane mit dem zu transportierenden Vorstufenprotein (LITHGOW, 2000) - herstellt
(HIRSCH, 1994; KESSLER, 1994); dabei wird das Vorstufenprotein zunachst unter
ATP Verbrauch reversibel gebunden (OLSEN und KEEGSTRA, 1992).
Verantwortlich daftr ist hauptsachlich der 86 kDa grof3e proteolytisch sensitive
Polypeptidanteil des in drei Domanen strukturierten TOC 160, der an der Oberflache
der aufReren Plastidenhillmembran lokalisiert ist und in das Cytosol hinein ragt
(BOLTER et al., 1998; KEEGSTRA und CLINE, 1999; CHEN et al., 2000). Die dritte,
C-terminale Doméane dieses Proteins fungiert offensichtlich als Verankerung in der
Membran (CHEN et al., 2000).

Konsistent mit seiner zentralen Rolle im Proteinimportmechanismus des
Chloroplasten ist TOC 75 das quantitativ haufigste Protein der &aulReren
Plastidenhullmembran (CLINE et al., 1984; JOYARD et al., 1983). TOC 75 bildet
nicht nur wahrend des Transports und in unmittelbarer Nahe des Vorstufenproteins
(SCHNELL et al., 1994; PERRY und KEEGSTRA, 1994) einen temporar begrenzten
Multiproteinkomplex mit den anderen Komponenten des TOC, sondern ist auch in
Abwesenheit des Vorstufenproteins mit TOC 160, TOC 34 und weiteren
Komponenten stabil assoziiert (MA et al., 1996; SOHRT und SOLL, 2000).
Topologische Studien des TOC 75 Proteins sagen eine (-barrel-Struktur - bestehend
aus 16 Transmembran-B-Faltblattstrukturen - voraus (HINNAH et al., 1997,
SVESHNIKOVA, 2000), wodurch auf dessen Kanal-bildende Eigenschaft in der
aulBeren Hullmembran geschlossen werden kann (SCHNELL et al., 1994). Der
grofte Teil des Proteins ist offensichtlich als integrales Membranprotein tief in die

aulBeren Plastidenhidllmembran eingebettet und bildet somit die zentrale
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Komponente des TOC Multiproteinkomplexes (MAY und SOLL, 1999). Daten aus
crosslinking Studien erharten den Befund, dass TOC 75 der Hauptbestandteil des
Translokationskanals ist, da der Grad der Vernetzung (crosslinking) zwischen dem
zu tranportierendem Vorstufenprotein und TOC 75 wahrend der spateren Phasen
des Imports merklich zunimmt (MA et al., 1996; KOURANOV und SCHNELL, 1997)
und seinen Maximalwert dann erreicht, wenn das Vorstufenprotein durch beide
Hullmembranen (bzw. durch den gesamten TIC-TOC Komplex) inseriert ist
(SCHNELL, 1997).

TOC 34 stellt eine weitere Komponente des TOC- Multiproteinkomplexes dar. Es
gehort zur selben Klasse von GTP-bindenden Proteinen wie TOC 160, da es,
aulRerhalb des konservierten GTP-Bindungs-Motivs, einige signifikante Homologien
zu TOC 160 aufweist (KESSLER et al., 1994). TOC 34 ist ebenso wie TOC 160 ein
an der au3eren Hullmembran ins Cytosol ragendes, integrales Membranprotein, das
mit seinem C-terminalen Ende in der Membran verankert ist (KESSLER et al., 1994;
SEEDOREF et al., 1995). Gemall MARSHALL et al. (1990) und SCHNELL et al.
(1994) formt TOC 34 einen stabilen Komplex mit TOC 160 und anderen
Translokationskomponenten, der sogar in Abwesenheit eines gebundenen
Vorstufenproteins identifizierbar ist (SEEDORF et al., 1995; NIELSEN et al., 1997,
KOURANOV et al., 1998; SHORT und SOLL, 2000). Uber crosslinking Experimente
fanden KOURANOV und SCHNELL (1997), dass TOC 34 Molekile sich wahrend
der energie-unabhangigen Bindung des Vorstufenproteins in dessen néachster
Umgebung befinden. Nach weiteren Befunden von DAHLIN und CLINE (1991) und
SVESHNIKOVA et al., (2000) spielt TOC 34 eine wichtige Rolle bei der Erkennung
der Tansitsequenz des Vorstufenproteins und bei der Regulation (vermutlich durch
den Phosphorylierungs-Status des TOC 34) des Proteinimports.

In jungster Zeit wurden noch weitere Komponenten, die mit dem TOC-Komplex an
sich in Verbindung stehen oder zumindest beim Transport der kernkodierten
Proteine in den Plastiden eine Rolle spielen, identifiziert (BEDARD und JARVIS,
2005). Neben zwei cytosolischen Proteinen (Hsp70, 14-3-3) wurde auch noch
TOC 64, das evtl. eine Rolle bei der Erkennung und/oder Translokation des zu
importierenden Proteins in frlthen Phasen des Importgeschehens Ubernimmt
(SOHRT und SOLL, 2000), und TOC 12, das evtl. eine regulatorische Funktion auf
der Basis des Redox-Zustandes des Intermembranraumes besitzt, gefunden
(BECKER et al., 2004a).
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1.1.6.2. Komponenten und Funktionen des TIC Multipr ~ oteinkomplexes

Ein vollig anderes Set an speziellen Proteinen — in seiner Gesamtheit als TIC-
Multiproteinkomplex bezeichnet - wird fir den energieabhéngigen (stromabdirtiges
ATP; OLSEN und KEEGSTRA, 1992; SCOTT und THEG, 1996) Weitertransport des
Vorstufenproteins durch die innere Plastidenhillmembran benétigt. Ahnliche
biochemische Studien wie fir den TOC-Komplex resultierten in der Isolierung und
Identifikation von mehreren Komponenten des TIC-Multiproteinkomplexes: bis jetzt
konnten mehrere Proteine mit Molekulargewichten von 110 kDa, 62 kDa, 55 kDa, 40
kDa, 32 kDa, 22 kDa und 20 kDa isoliert und zugeordnet werden (SCHNELL et al.,
1994; LUBECK et al., 1996; CALIEBE et al., 1997, STAHL, 1999; WU et al., 1994;
KOURANOYV und SCHNELL, 1997; MA et al., 1996; CHEN et al., 2002; INABA et al.,
2003; BEDARD und JARVIS, 2005). Deren Bedeutung und Funktion innerhalb des
Proteintransports in den Plastiden ist noch wenig erforscht und wird zudem in der
Literatur kontrovers diskutiert (KESSLER et al., 1996; CALIEBE et al.,, 1997;
HIDALGO et al., 1997; GRAY et al., 1997; PFANNSCHMIDT et al., 1999; OSWALD
et al., 2001; BEDARD und JARVIS, 2005). Der eigentliche Transportkanal wird
moglicherweise von TIC110 und/oder TIC 20 gebildet (KOUANOV et al., 1998;
CHEN et al., 2002), wobei TIC 110 auch eine Rolle bei der Erkennung der
Transportsequenzen des Proteins zukommen konnte (WU et al.,, 1994). TIC 62,
TIC 55 und TIC 32 kénnten in der Lage sein, auf unterschiedliche Redox-Zustande
zu reagieren und kénnten somit an der Regelung des Imports Uber Redox-Signale
beteiligt sein (CALIEBE et al., 1997; KUCHLER et al., 2002; HORMANN et al.,
2004). Weitere, in irgend einer Weise am Importgeschehen beteiligte, im Stroma
befindliche Proteine sind Hsp93, Hsp70, Cpn60 und eine stromal processing

peptidase (SPP), die das Transitpeptid nach erfolgtem Import abtrennt.
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cytosol

Abb. 2: Proteinimportapparat des Chloroplasten (gem an JARVIS und ROBINSON, 2004):
Schematische Darstellung der an der Translokalisation von Proteinen durch die Hullmembranen des
Plastiden beteiligten Komponenten. Die Komponenten der auReren Plastidenhille formen den TOC-
Komplex, die Komponenten der inneren Hillmembran den TIC-Komplex. Einzelne Komponenten sind
durch ihre Molekulargewichte (in kDa) bezeichnet. Weitere Erklarungen: siehe obigen Text.

1.2. Experimentelles System zur Untersuchung und
Charakterisierung der Seneszenz und dessen

Auswirkungen auf die Plastidenhiille

1.2.1. Untersuchung der Seneszenz am naturlichen Sy  stem

Die naturliche Seneszenz der Blatter ist im Allgemeinen kein synchron ablaufender,
prazise vorhersagbarer Prozess. Dabei unterscheiden sich einzelne Blatter der
Individuen oft stark in Bezug auf den Eintritt in die Seneszenzphase (BECKER und
APEL, 1993; SMART, 1994). Dartber hinaus gibt es auch innerhalb jeden Blattes
eine unterschiedliche Auspragung der Seneszenz entlang der Blattspreite; so ist die
Blattspitze “alter” als die Blattbasis (DAHLIN und CLINE, 1991), was am friiheren
Einsetzen des *“Vergilbens” (Chlorophyllverlust) zu erkennen ist. Diese grol3e
individuelle Variabilitdt ist es, die eine experimentelle Erfassung, vor allem der
physiologischen Auswirkungen des Phénomens Seneszenz auf zellularer,

subzellularer und molekularer Ebene, am natirlichen System stark behindert. Auch
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ist es nahezu unmaglich, aus Blattern eines bestimmten Alters (ab ca. drei Wochen)
noch qualitativ und quantitativ hinreichend gute Plastiden zu gewinnen.

Daher ist es nur méglich, Verfahren zur Untersuchung heranzuziehen, bei denen
entweder ein individuelles, ganzes Blatt verwertet wird (z.B. DNA-, RNA-Gehalte,
Chlorophyll- und Gesamtproteinbestimmungen auf Blattflachenbasis) oder mit
extrem geringen Mengen an Blattmaterial aus genau definierten Blattbereichen
gearbeitet werden kann (z. B. transmissionselektronenmikroskopische
Standardverfahren zur Klarung der Ultrastruktur und Immuncytochemie am
Ultradiinnschnitt). Es ist jedoch nichtsdestoweniger notwendig, mit Hilfe dieser
Methoden die charakteristischen Veranderungen wahrend der naturlichen
Seneszenz zu beschreiben und damit die geeigneten, spezifischen Marker der

Seneszenz zu erfassen.

1.2.2. Experimentelles System zur kunstlichen Auslosung ( Induktion) und

Beschleunigung der Seneszenz bei Gerstenprimarblatt  ern

Gegenuber der natirlichen bietet die kinstlich ausgeléste und beschleunigte
Seneszenz einige Vorteile: Bei Verwendung gleich alter (Gerstenpriméar-) Blatter
erhalt man Untersuchungsmaterial mit Zellen von annahernd gleichem (synchronen)
physiologischen Status und ohne den ublichen “Altersgradienten” entlang der
Battspreite. Darlber hinaus sind die Bedingungen der Experimente genau
determiniert, von &ufR3eren Einflissen, wie sie bei der Anzucht im Gewachshaus
auftreten (Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsschwankungen, unterschiedliche
Lichtverhaltnisse der einzelnen Gerstenprimarblatter durch ganzes oder teilweises
gegenseitiges Beschatten im Bestand, Source - Sink Beziehungen), nahezu
unabhéngig und somit leichter reproduzierbar. Der beschleunigte Ablauf der
Seneszenz lasst zudem mehr Experimente und Untersuchungen pro Zeiteinheit zu
und gewabhrleistet, auf Grund des geringeren Gesamtalters der Blatter, aus diesen
noch qualitativ und quantitativ hinreichend gute Plastiden zu gewinnen; diese kbnnen
dann mit Hilfe spezieller Methoden der Elektronenmikroskopie (z.B. konventionelles
Gefrierbruchverfahren, SDS-Freeze-Facture Replica Labeling, Immuno-Negativ-
kontrast und Immuno-Rasterelektronenmikroskopie) und anderer Verfahren

(z. B. Molekularbiologie, Proteinbiochemie und Spektroskopie) analysiert werden.
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1.2.2.1. Seneszenzausldsende und -beschleunigende F  aktoren

Die Seneszenz wird durch verschiedene innere und auf3ere Faktoren induziert
und/oder vorangetrieben (SMART, 1994; NOODEN und GUIAMET, 1997). Zu den
Auslosern zahlen unter anderem physikalische Faktoren, wie etwa Verdunkelung
Uber einen langeren Zeitraum (THIEMANN, 1980) oder Zusatzbestrahlung mit Licht
im UV-Wellenlangenbereich (HABER et al., 1969) und Phytohormone, wie
beispielsweise Abscisinsaure, Ethylen oder Jasmonat (OSBORNE, 1967;
MCKERSIE und THOMPSON, 1978; UEDA und KATO, 1981; WEIDHASE et al.,
1987; SMART, 1994). Wahrend Cytokinine den Eintritt der Seneszenz verzégern und
sogar bis zu einem gewissen Grad revertieren kénnen (DYER und OSBORNE,
1971), besitzen die anderen Phytohormone, Abscisinsdure, Ethylen oder Jasmonat
und dessen Methylester, seneszenzauslésende und -beschleunigende Wirkung
(WITTENBACH, 1977; NOODEN und LEOPOLD, 1980; SMART, 1994).

1.2.2.2. Kunstliche Auslosung (Induktion) und Beschleun igung der Seneszenz
bei  Gerstenprimarblattern mit  Methyllasmonat (Jasmonsau re-

methylester)

Jasmonsauremethylester (Methyljasmonat) ist als wohlriechender Bestandteil des
Jasmin-Ols (und anderer Spezies) schon seit den friilhen 60iger Jahren (DEMOLE et
al., 1962) gut bekannt. Das Vermogen, Seneszenzsymptone wie etwa den Abbau
von Chlorophyll und wichtiger Proteine, oder auch das Verstarken von Protease- und
Peroxidaseaktivitaten, durch exogene Applikation von Jasmonsdure bzw. dessen
Methylester an Blattern oder ganzen Pflanzen herbeizufiihren (UEDA und KATO,
1980; UEDA und KATO, 1981; WEIDHASE 1987) und der Umstand der leichten
Verfligbarkeit dieser Substanz (da in der Parfum-Industrie verwendet), macht es zu
einem idealen Werkzeug bei der experimentellen Untersuchung und
Charakterisierung der Seneszenz bei Gerstenprimarblattern. Dartiber hinaus waren
Jasmonate bis jetzt in mehr als 160 Pflanzenfamilien (Angio-, Gymnospermae,
Pteridophyta und Algae) zu finden (MAYER et al., 1984; UEDA et al.,, 1991;
PARTHIER et al., 1992; SEMBDNER und PARTHIER, 1993) und konnten auch in
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einigen Pilzen (ALDRIDGE, 1971; MIERSCH et al., 1987; MIERSCH et al., 1991)

nachgewiesen werden.

1.2.2.2.1. Endogene Entstehung von Jasmonsaure (bzw. Met hyljasmonat) in

Pflanzen - der Octadecanoid-Stoffwechselweg

Der Octadecanoid-Stoffwechselweg fiuhrt zur Produktion des Cyclopentanons
Jasmonsaure und Methyljasmonat, welche kollektiv als Jasmonate in Pflanzen
bezeichnet werden (AGRAWAL et al., 2004). Interessanterweise ist dieser
Stoffwechselweg sehr ahnlich dem des aus Cyclopentanon-Fettsduren (z.B.
Prostaglandine und Leukotrin A,) bestehenden Saugetier-lmmunsystems
(SCHALLER, 2001; BEALE und WARD, 1998).

In  Pflanzen stellt Jasmonsaure das Schlusselprodukt des Octadecanoid-
Stoffwechselwegs dar. Es wird Uber eine Serie von Stoffwechselschritten gebildet,
die mit der Freisetzung von a-Linolsaure durch eine Lipase beginnt. Nach der
Umwandlung dieser in (13S)-Hydroperoxy-Linolsdure durch 13-Lipoxygenase (13-
LOX) und anschlieRender, sequentieller Aktivitdt der Enzyme Allenoxid-Synthase
und Allenoxid-Cyclase wird 12-Oxo-Phytodiensaure (OPDA) - als Vorstufe der
Jasmonsaure (OPDA-JA) - gebildet. Der nachste Schritt umfasst die Reduktion des
Cyclopentanon-Rings der OPDA durch OPDA-Reduktase (OPR), der anschlieend
von drei Zyklen einer [(B-Oxidation am Phytodien-Rest zur Jasmonsaure fuhrt
(MUELLER, 1997; SCHALLER, 2001). Jasmonsaure kann dann weiterhin durch
Jasmonsaure-Carboxyl-Methyltransferase in ihr flichtiges Pendant Methyljasmonat
catabolisiert weden (SEO et al., 2001).

1.2.2.2.2. Die Wirkungen von exogen applizierter Jasmons  aure (bzw. Methyl-
jasmonat) auf physiologischer, zellularer und molekularb iologischer

Ebene

Exogen appliziertes Jasmonat zeigt an Pflanzen eine sehr breite Palette an entweder
induzierenden, vorantreibenden oder inhibitorischen Effekten, die sich in

physiologischen und/oder morphologischen Anderungen niederschlagen. Die
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jasmonat-induzierte Blattseneszenz beispielsweise zeichnet sich unter anderem
durch den Abbau von Chlorophyll, Proteinbestandteilen des Photosystems und des
Enzyms Rubisco aus (KODA, 1992; MASLENKOVA et al., 1990; POPOVA et al.,
1988; WEIDHASE et al., 1987; REINBOTHE et al., 1993 a, b; REINBOTHE et al.,
1994 b). Neben einer Verminderung der photosynthetischen Aktivitat wird unter
anderem ein Ansteigen von Protease- und Peroxidaseaktivitaten festgestellt
(WEIDHASE et al.,, 1987; POPOVA et al.,, 1988; MASLENKOVA et al., 1990;
PARTHIER, 1990; KODA, 1992; WASTERNACK und HAUSE, 2002; CHEONG und
CHOI, 2003). Auf zellularer und molekularbiologischer Ebene fuhrt sowohl die
endogene Freisetzung von Jasmonaten (z.B. in Folge von Stressreaktionen) als
auch ihre Akkumulation im Gewebe nach externer Applikation von Methyljasmonat
zu Anderungen auf dem Niveau der Genexpression (REYMOND und FARMER,
1998; REYMOND et al., 2000); So wird beispielsweise eine neue Klasse von
Proteinen, die sogenannten JIPs (= Jasmonat Induzierte Proteine), unter
Methyljasmonateinflu® generiert (WEIDHASE et al., 1987; HERRMANN et al., 1989;
REINBOTHE et al., 1992).

Die Effizienz der Wirkung von Jasmonsaure bei externer Applikation kann -
wahrscheinlich  durch unterschiedliche Aufnahmeraten bei den einzelnen
Pflanzenarten - von derer der Methylester-Form variieren (YAMANE et al., 1981).
Generell ist aber Jasmonsaure bzw. Methyljasmonat in mittleren Konzentrationen
von 10° M bis 10* M hoch aktiv. In speziellen Fallen, wie etwa der Inhibition der
Blutenknospenentwicklung oder des Wachstums von Mykorhizzapilzen wird eine
Wirkung schon bei niedrigeren Konzentrationen von etwa 10°’M beobachtet
(BARANDESE und CROES, 1985; GOGALA, 1991).

Ein System zur kinstlichen Auslésung (Induktion) und Beschleunigung der
Seneszenz bei Gerstenprimérblattern kann nicht global zur Untersuchung aller
seneszenzspezifischen Prozesse gleichermalRen herangezogen werden (BECKER
und APEL, 1993); geeignet scheint ein solches System jedoch, um grundlegende
eigentliche Regulations- und Wirkmechanismen - die unabhangig vom auslésenden

Ereignis immer gleich oder sehr &hnlich ablaufen - zu erfassen (SMART, 1994).
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1.3. Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten seneszenzbedingte Verédnderungen an Plastiden
untersucht werden. Dabei sollte die Frage beantwortet werden, ob, es bereits in
einem relativ frihen Stadium der Seneszenz zu Veranderungen in der
Zusammensetzung und Struktur der Plastidenhille kommt oder ob die
Plastidenhille, so wie auch spekuliert werden koénnte, bis zu einem relativ spaten
Seneszenzstadium unverandert bleibt. Zu dieser Analyse sollte der Transport von
Vorstufenproteinen aus dem Cytosol in die Plastiden gewissermal3en als Monitor
dienen. Da der Import von Proteinen durch Multiproteinkomplexe erfolgt, deren
Komponenten zumindest partiell in die Plastidenhillmembran integriert sind, sollten
sich Veranderungen, beispielsweise der Lipidzusammensetzung, indirekt auf die
Funktionalitat der Proteinimportmaschinerie auswirken. Neben einem solchen eher
unspezifischen Einfluss auf den Import sollte die Méglichkeit von Seneszenz-
spezifischen Veranderungen des plastidaren Proteinimportapparates gepruft

werden.

Da frihere Arbeiten in unserer Arbeitsgruppe zum Proteinimport vor allem mit
Plastiden aus Gerstenprimarblattern durchgefihrt worden waren, wurden diese als
Untersuchungsobjekt ausgewdahlt. Zu Beginn der Arbeiten musste der Ablauf der
naturlichen Seneszenz in Gerstenprimarblattern charakterisiert werden. Da die
Blatter monokotyler Pflanzen von der Blattbasis bis zur -spitze einen Gradienten in
der Plastidenentwicklung aufweisen, also keinen einheitlichen Plastidentyp in Bezug
auf die Seneszenz besitzen, sollte eine Mdglichkeit gefunden werden, Seneszenz in
den Primarblattern ,kunstlich® auszulésen und damit zumindest in der Blattmitte ein
einheitliches Seneszenzstadium von Plastiden zu erhalten. Eine weitere Problematik
der natlrlichen Seneszenz in Gerstenprimarblattern ist durch die Lange dieses
Entwicklungsprozesses (mehrere Wochen) begrindet, die sich auf experimentelle

Arbeiten negativ auswirkt. Aus diesen Griinden sollte

e zunachst ein experimentelles System ausgewahlt und etabliert werden, mit
dem es mdglich ware, Seneszenz in Priméarblattern der Gerste gezielt zu
induzieren und deren Ablauf, im Vergleich zur natlrlichen Seneszenz, zu

beschleunigen.
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dieses induzierbare System mit der natirlich auftretenden Seneszenz auf
biochemischer, molekularbiologischer, makroskopischer und elektronen-
mikroskopischer Ebene verglichen werden.

die Eignung verschiedener physiologischer Parameter als verlassliche,

seneszenzspezifische Marker hin untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Pflanzenmaterial, Anzucht- und Inkubations-

bedingungen

2.1.1. Pflanzenmaterial

Die Auswahl der Versuchspflanzen erfolgte vor dem Hintergrund, dass neben der
wissenschaftlichen auch der guten Verfligbarkeit mit gleich bleibender Qualitat des
Saatguts (durch dessen wirtschaftlicher Bedeutung) Rechnung getragen wurde.

Hordeum vulgare (L.) ist eine einjahrige Monokotyledone aus der Familie der
Poaceae. Die verwendete Varietat Scarlett ist eine in Bayern weit verbreitete
Braugerste (Sommergerste). Das Saatgut zur Anzucht wurde von der Firma BayWa

in Bayreuth bezogen.

2.1.2. Anzuchtbedingungen zur Untersuchung der nati rlichen Seneszenz

Als Substrat zur Pflanzenanzucht wurde eine Mischung aus 500 | Torfkultursubstrat
1 (TKS 1; Fa. Floragrad), 400 | Lauberde, 160 | Bims, 160 | Lava, 80 | Sand und
2500 g eines mineralischen Langzeitvolldiingers (Osmocote 15 % N -5 % P - 20 %
K - 2 % Ca; mit einer Wirkzeit von 3 - 4 Monaten) verwendet.

Es wurden jeweils 5 Gerstensamen direkt in 20 cm x 20 cm Pflanzcontainer (Fa.
Poppelmann) ausgesat, mit einer 0,5 cm dicken Schicht Substrat bedeckt und mit
Leitungswasser angegossen. Es wurden anfangs 9 Pflanzcontainer pro m?
aufgestellt und bei Bedarf auf 4 bis 6 Pflanzcontainer pro m? reduziert, so dass die
Pflanzen gentigend Raum fiur eine optimale Entwicklung nutzen konnten.

Die Anzucht erfolgte in den Gewachshausern der Universitat Bayreuth, bei 22T bis
28T unter Langtagbedingungen (16h Licht, 8h Dunkel) mit Zu satzbelichtung durch
Halogenmetalldampflampen (ES Leistungsstrahler, Typ 412/252, 50 - 60 Hz, 250 W)

mit einer Photonenflussdichte von 235 UE (U Einstein = umol Photonen/m? s PAR;
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PAR = photosyntetic active radiation: 400 nm - 700 nm; gemessen mit einem
Quantumsensor Li 185 - 13, Fa. Licor).

Da fur die Experimente nur die Priméarblatter der Gerstenpflanzen Verwendung
fanden, wurde die Dauer der Anzucht bis zum voélligen Zugrunde gehen (Vergilbung
und Austrocknung) der Primarblatter fortgesetzt (unter den genannten Bedingungen

typischerweise 8 Wochen).

2.1.3. Anzucht- und Inkubationsbedingungen fur durch Met hyljasmonat

induzierte Seneszenz an abgeschnittenen Gerstenprim  &arblattern

Anzucht:

Fur die Inkubationsexperimente mit dem Phytohormon Methyljasmonat wurden
7 Tage alte Gerstenprimarblatter verwendet; dazu wurden jeweils 25¢g
Gerstensamen direkt in 25 cm x 25 cm Pflanzcontainer (Fa. POppelmann) ausgesat
(Substrat wie in 2.1.2), mit einer 0,5 cm dicken Schicht Substrat bedeckt und mit
Leitungswasser gegossen. Die weitere Anzucht erfolgte 7 Tage lang wie unter 2.1.2.

beschrieben.

Inkubation:

Zur Induktion der Seneszenz wurden 7 Tage alte Gerstenprimarblatter
abgeschnitten, mit der Blattunterseite auf eine 45 uM Methyljasmonatlésung (in
Leitungswasser) gelegt, mit einer Glasplatte abgedeckt und unter leichtem
Schwenken bei RT (Raumtemperatur) inkubiert. Bei Inkubationszeiten langer als 24h

wurde jeweils nach 48h die Methyljasmonatlésung erneuert.

Kontrolle | (zur Inkubation):

Die Kontrolle zur Inkubation mit Methyllasmonat stellten 7 Tage alte
Gerstenprimarblatter dar, die abgeschnitten und mit der Blattunterseite auf
Leitungswasser gelegt, mit einer Glasplatte abgedeckt und unter leichtem

Schwenken bei RT inkubiert wurden.
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Kontrolle Il (Anfangs- und Endwert):

Als Anfangswert dienten jeweils unmittelbar vor Inkubationsbeginn frisch
abgeschnittene Gerstenprimarblatter.
Als Endwert wurden jeweils unmittelbar nach Inkubationsende abgeschnittene

Gerstenprimarblatter (siehe Anzucht: 2.1.3.) verwendet.

2.1.4. Anzucht- und Inkubationsbedingungen zur kinstlich en Auslésung und
Verstarkung der Seneszenz mit Phytohormonen oder durch

physikalische Verfahren an ganzen Gerstenpflanzen
200 g Gerstensamen wurden in mit Substrat geflllten (siehe 2.1.2) Pikierschalen
(40 cm x 60 cm; EWG Piki Box, Fa. Wiesau Plast) ausgesat, mit Leitungswasser

gegossen und bei den Bedingungen, wie unter 2.1.2. beschrieben, kultiviert.

Inkubation mit Methyljasmonat:

5 Tage nach der Aussaat wurden die Pikierschalen mit den Gerstenkeimlingen in
Plastikkisten (60 cm x 40 cm x 50 cm; Fa. Neolab) gestellt, bei Bedarf gegossen und
mit 200 pl 95% Methyljasmonatlosung (4 x 50 ul) auf 3 MM Filterpapierstreifen
(Fa. Schleicher und Schuell GmbH) inkubiert. Mit einer Glasscheibe abgedeckt
wurden sie wie unter 2.1.2 kultiviert, wobei wahrend dieser Zeit alle 12 h die gleiche

Menge Methyljasmonat erneut appliziert wurde.

Inkubation mit Ethylen:

5 Tage nach der Aussaat wurden die Pikierschalen mit den Gerstenkeimlingen in
Plastikkisten (60 cm x 40 cm x 50 cm; Fa. Neolab) gestellt und bei Bedarf gegossen.
Zur Ethylenerzeugung dienten 4 reife Apfel der Sorte Jonagold, die gemaR MIR et
al., (1999) etwa 1,2 nmol kg?'s™® Ethylen freisetzen. Das entspricht ca. 0,75 ul
Ethylen pro | Luft pro Stunde in den abgedeckten Plastikkisten und Ubersteigt somit
die fur Pflanzen wirksame Dosis von 20,01 pl I* (REID, 1995) deutlich. Mit einer
Glasscheibe abgedeckt wurden sie wie unter 2.1.2 kultiviert, wobei wahrend dieser
Zeit die Apfel alle 2 Tage ausgetauscht wurden.
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Inkubation im Dunklen:

5 Tage nach der Aussaat wurden die Pikierschalen mit den Gerstenkeimlingen in
Plastikkisten (60 cm x 40 cm x 50 cm; Fa. Neolab) gestellt mit einer Glasplatte
abgedeckt und mit schwarzem, lichtundurchlassigem Baumwollstoff verdunkelt. Um
ein Ansteigen der Temperatur zu vermeiden, wurden die Plastikkisten unter dem

Gewéachshaustisch gelagert.

Inkubation mit zusatzlicher UV-Bestrahlung:

5 Tage nach der Aussaat wurden die Pikierschalen mit den Gerstenkeimlingen in
Plastikkisten (60 cm x 40 cm x 50 cm; Fa. Neolab) gestellt und bei Bedarf gegossen.
Zusatzlich  zur  Zusatzbelichtung durch  Halogenmetalldampflampen (ES
Leistungsstrahler, Typ 412 / 252, 50 - 60 Hz, 250 W) mit einer Photonenflussdichte
von 235 PE (entspricht 15 W m2) erfolgte eine gesonderte UV-Bestrahlung (Osram
UV-Rohre, Typ UV A+B, A =280 nm-400nm; 50 Hz, 250 W) von 30 W m?
(gemessen mit einem Quantumsensor Li 185 - 13, Fa. Licor) in den Lichtphasen
(16 h).

Kontrolle | (naturliche Entwicklung):

Zur Kontrolle wurden Gerstenkeimlinge wie unter 2.1.4. angezogen und unter
denselben Bedingungen, jedoch ohne senszenzauslésende und —foérdernde

Applikation, kultiviert.

Kontrolle Il (Anfangs- und Endwert):

Als Anfangswert dienten jeweils unmittelbar vor Applikationsbeginn frisch
abgeschnittene Gerstenprimarblatter.
Als Endwert wurden jeweils unmittelbar nach Versuchende gleichalte, frisch

abgeschnitte Gerstenprimarblatter (siehe Anzucht 2.1.4.) verwendet.
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2.2. Subzellulare Fraktionierung von Gerstenprimar-

blattgewebe

Far die weiteren Untersuchungen war es notwendig, aus dem
Gerstenpriméarblattgewebe Protoplasten und Chloroplasten zu gewinnen. Die
Isolierung erfolgte gemarR TOWIN et al. (1996), wurde aber je nach den speziellen

Verwendungszwecken modifiziert.

2.2.1. Isolierung von Protoplasten

Von 25 zufallig ausgewahlten Gerstenpriméarblattern wurde mittels eines Skalpells
die Epidermis der Blattunterseite abprapariert, wobei 1 cm von der Blattspitze mit
abgeschnitten und verworfen wurde. Die so behandelten Blatter wurden sofort mit
der Blattunterseite auf 40 ml ,Digestions“-Puffer (400 mM Sorbitol, 10 mM
MES/KOH, pH 5,5, 1 mM CaCl;, 1 mM MgSO,, 1,5 % (w/v) Cellulase Onozuka
R-10) in einer Plastikschale (13 cm x 13 cm; Fa. Neolab) gelegt, mit einer Glasplatte
abgedeckt und bei 37 T 2,5 h lang inkubiert. Nach leichtem Sc hwenken wurde die
Protoplastenrohsuspension durch ein feines Edelstahlsieb in ein eisgekihltes 50 ml
Plastik-Reagiergefald (Fa. Sarstedt AG und Co.) gefillt und 5 min lang in der
Kihlzentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5804 R, Rotor A-4-44, Fa. Eppendorf-
Netheler-Hinz GmbH) zentrifugiert (250 x g, 4C, Beschleun igungsstufe 6 und freier
Auslauf). Ab hier wurde auf Eis und mit eisgekuhlten Puffern gearbeitet. Der
Niederschlag wurde in 10 ml eiskaltem Puffer 3 (400 mM Sorbitol, 25 mM
Tricin/KOH, pH 7,5, 1 mM CaCl,, 1 mM MgSO., 35 % (v/v) Percoll) mit Hilfe eines
feinen Pinsels (Fa. Pelikan; Starke 2) resuspendiert. AnschlieRend wurde die
Suspension gleichméafig auf 2 eisgekihlte Corex-Zentrifugenglaser (30 ml, 8445
Corex Il Tube, Fa. Corning Inc.) aufgeteilt und nacheinander mit 2 ml eiskaltem
Puffer 2 (400 mM Sorbitol, 25 mM Tricin / KOH, pH 7,2, 1 mM CaCl,, 1mM MgSO.,,
25 % (v/v) Percoll) und 1 ml Puffer 1 (400 mM Sorbitol, 10 mM MES / KOH, pH 5,5, 1
mM CaCl,, 1ImM MgSO.) uberschichtet, so dass sich ein diskontinuierlicher
Dichtegradient ergab und 1 h lang auf Eis gelagert. Anschlielend wurden die
Dichtegradienten 5 min lang in der Kuhlzentrifuge (Eppendorf Centrifuge 5804 R,
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Rotor A-4-44, Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH mit Gummieinsatzen Typ 8445,
Fa. Corning) zentrifugiert (300 x g, 4 C, Beschleunigungss tufe 6 und freier Auslauf).
Die intakte Protoplasten enthaltende Fraktion (an der Dichtephasengrenze zwischen
Puffer 1 und Puffer 2) wurde unter Verwendung einer abgeschnittenen 1-ml
Pipettenspitze vorsichtig abgenommen, in ein gekuhltes Corex Zentrifugenglas
Uberfuhrt, mit dem doppelten Volumen eiskaltem Puffer 4 (330 mM Sorbitol, 50 mM
Tricin/KOH, pH 7,8, 2 mM EGTA, 2,5 mM MgSO,, 1 mM MnSOQO.,,) verdinnt und
sofort 5 min. lang zentrifugiert (160 x g, 4C, Beschleuni gungsstufe 6 und freier
Auslauf). Der Uberstand wurde mdglichst vollstandig abgenommen und verworfen.
Die im Niederschlag enthaltenen, gereinigten und intakten Protoplasten wurden nach
Zugabe des gleichen Volumens Puffer 4 resuspendiert. Zur lichtmikroskopischen
Qualitatskontrolle wurden 5 pl der gereinigten und intakten Protoplastensuspension
entnommen und auf Glasobjekttrager mit Vertiefung (76 mm x 26 mm, Fa. Elka) bei
400-facher Vergrol3erung untersucht (Phasenkontrast-Lichtmikroskop BH 2, Fa.

Olympus).

2.2.2. Isolierung von Chloroplasten

Die unter 2.2.1.1. gewonnene Protoplastensuspension wurde zunachst mit dem 5-
fachen Volumen an Puffer 4 verdinnt. Zum Aufbrechen der Protoplasten wurde die
Suspension 3-mal mit einer Plastikspritze (10 ml Eppendorf Combitips Plus, Fa.
Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH) durch eine Nylonmembran (Nytal 25 TII-20,
Maschenweite 20 um; bezogen durch Fa. Sefar AG; Filter und Siebtechnik GmbH,
Minchen) gepresst und in ein geklhltes Corex Zentrifugenglas gefillt. Sofort im
Anschluss daran wurde 4 min. lang zentrifugiert (160 x g, 4 C, Beschleunigungs-
Stufe 6 und freier Auslauf). Der Uberstand wurde mit einer Glaspasteurpipette
abgenommen und verworfen; die im Niederschlag enthaltenen, intakten
Chloroplasten wurden nach Zugabe des gleichen Volumens Puffer 4 resuspendiert.
Zur lichtmikroskopischen Qualitatskontrolle wurden 2 pl der Chloroplasten-
suspension entnommen und auf Glasobjekttrager (76 mm x 26 mm, Fa. Elka) bei
geeigneter VergroBerung und mit geeignetem Phasenkontrast untersucht

(Phasenkontrast-Lichtmikroskop BH 2, Fa. Olympus).
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2.3. Proteinchemische Untersuchungsmethoden

2.3.1. Gesamtproteinextraktion unter denaturierende  n Bedingungen

Zur Extraktion des loslichen Gesamtproteins wurde aus zufallig ausgewéhlten
Gerstenprimarblattern jeweils aus der Blattmitte ein kreisférmiges Blattscheibchen
(Durchmesser 0,7 cm) mit Hilfe eines Korkbohrers (Fa. Laborcenter GmbH und Co.
GroBhandels KG) ausgestanzt und sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Lagerung erfolgte in 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaRen (ERG; Fa. Eppendorf-
Netheler-hinz GmbH) bei -80 T. Zur Extraktion des I6slichen Gesamtproteins
wurden die schockgefrorenen Blattproben in einem gekuhlten Morser mit 40 ml
flissigem N, Ubergossen und zu einem feinen Pulver zermahlen. Zum Auftauen
wurde das Pulver mit 250 pl SDS-Dissoziationspuffer (62,5 mM Tris-HCI; pH 6,8,
10 % (v/v) Glycerin, 2 % (w/v) SDS, 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol) versetzt. Bis zum
vollstdndigen Auftauen der Probe wurde in kurzen Zeitabstdnden gemorsert; nach
dem vollstandigen Auftauen wurde die Suspension in ein 1,5 ml ERG uberfihrt und
nochmals gemischt (10 sec lang; Vortex VF 2, Fa. Jahnke und Kunkel IKA
Labortechnik). Nach kurzer zentrifugation (5 sec, 12000 rpm, RT, Eppendorf
Centrifuge 5415 D, Rotor F 45-24-11) wurden die Proteinextrakte 5 min lang bei
95 € im Heizblock (HLC Blockthermostat BT 1302, Fa. Scientific Plastics Ltd.)
weiter denaturiert. Im Anschluss daran, wurden die Proben auf RT abgekihlt und
5 min lang (12000 rpm, RT) zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, in ein
neues 1,5 ml ERG Uberfuhrt und sofort weiterverarbeitet oder in flissigem N

schockgefroren und bei -20 T aufbewabhrt.

2.3.2. Konzentration von Proteinproben

2.3.2.1. Trichloressigsaure- (TCA-) Fallung

Die wie unter 2.3.1. gewonnenen Proteinproben wurden gegen SDS freiem Puffer

(62,5 mM Tris-HCI; pH 6,8, 5 % (v/v) B-Mercaptoethanol) dialysiert, in ein neues 1,5
ml ERG uberfuhrt und mit 1/3 Volumen 20 % (w/v) TCA gemischt. Die Féllung der
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Proteine erfolgte Uber Nacht bei 4 T im Dunklen. Anschlie3e nd wurden die Proben
zentrifugiert (10 min lang, 12000 rpm, 4 T; Eppendorf Centr ifuge 5804 R, Rotor F
45-30-11, Fa. Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH). Der Niederschlag wurde, um
vorhandene TCA Rickstande zu entfernen, 3 mal mit je 1 ml Aceton p.a. und
Ethanol p.a. gewaschen. Dazwischen wurde jeweils 10 min lang zentrifugiert (4<C,
12000 rpm); nach dem letzen Waschschritt wurden die Proben bei RT an der Luft
getrocknet, bis letzte Ethanolreste verdunstet waren. Die geféllten und gereinigten
Proteinproben wurden in 20 bis 50 ul SDS-Dissoziationspuffer (siehe 2.3.1.)
resuspendiert, in flissigem N. schockgefroren und bis zur Verwendung bei -20 T

gelagert.

2.3.2.2.Konzentration von Proteinproben durch semip  ermeable Membranen

Eine weitere Konzentration der wie unter 2.3.1. gewonnenen Proteinproben
(ebenfalls gegen SDS freiem Puffer dialysiert, siehe oben) wurde mit Hilfe
semipermeabler Membranen (Nanosep Centrifugal Devices mit Omega TM
Membran der Fa. Pall Life Sciences) mit einer AusschlussgrofRe von 3000 Da
erreicht. Dazu wurden die S&ulen mit maximal 500 ul Probenvolumen beladen und
30 min lang zentrifugiert (7500 x g, 4 C; Eppendorf Centrifuge 5804 R, Rotor F
45-30-11). Bei einem Probenvolumen tber der maximalen Saulenkapazitat von 500
ul wurde dieser Vorgang mehrmals wiederholt. War auf das gewlnschte Volumen
eingeengt, wurde das Proteinkonzentrat von der Membran abgenommen und bis zur

weiteren Verwendung bei -80 T gelagert.

2.3.3. Bestimmung des l6slichen Gesamtproteingehalt s

2.3.3.1. Bestimmung des l6slichen Gesamtproteingeha  Its mittels BCA Test

Fir die Bestimmung des Gesamtproteinanteils wurde der BCA™ Protein-Assay

(23225, Pierce, Rockford, lllinois, USA) nach SMITH et al. (1985) verwendet. Der

Test beruht auf dem Prinzip der proteinabhangigen Reduktion von Cu? zu Cu* und
der darauf folgenden Bildung eines Farbkomplexes mit 2,2’-Bicinchoinsaure. Dieser
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Farbkomplex ist photometrisch bei 562 nm quantifizierbar. Zur genauen
Quantifizierung der Gesamtproteinmenge wurde aus einem Proteinstandard
(2 mg/ ml BSA in 0,9 % (w/v) NaCl) eine Eichreihe (100 pg/ml bis 1200 pg/ml, mit
20-fach verdinntem SDS Dissoziationspuffer) erstellt.

Das Reagenz wurde gemall dem Standardprotokoll frisch aus Reagent A (BCA,
NaHCOs;, Na;CO3;) und Reagent B (4% (w/v) CuSO4-5H;0) im
Mischungsverhaltnis 50 : 1 hergestellt.

In die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (UV Starplate, 96 Wells, Flat Bottom,
Greiner Labortechnik GmbH) wurden 20 pl der Probe in unterschiedlichen
Verdunnungen pipettiert (Dreifachbestimmungen) und mit 200 ul der angesetzten
Reagenzldsung (s. 0.) versetzt. Es wurden bei jeder Messung je Mikrotiterplatte
jeweils zwei Eichreihen und Nullwerte (nur Reagenzl6ésung) mitgefihrt. Die
Miktotiterplatten wurden mit einer Glasplatte abgedeckt und bei 37 T 30 min lang im
Brutschrank (Heraeus) inkubiert. Die anschlieRende Messung erfolgte mit einem
Mikrotiterplatten-Reader (Power Wave X 340, Fa. Bio-Tek Instruments) bei einer
Wellenlange von 562 nm. Die Verdinnung der Proben musste so gewahlt werden,
dass nach 30 min die maximalen Extinktionswerte nicht Gber einem Wert von 1,3
lagen. Uber die Regressionskoeffizienten der Eichkurve konnten die
Gesamtproteinkonzentrationen in den Proben aus den Absorptionswerten ermittelt

werden.

2.3.3.2. Bestimmung des loslichen Gesamtproteingeha  Its nach ESEN (1978)

War eine Bestimmung des l6slichen Gesamtproteingehalts auf Grund zu hoher SDS-
Konzentrationen in den Proben Uber den BCA-Test oder andere Methoden nicht
maoglich, wurde der Gesamtproteingehalt der Proben nach ESEN (1978) bestimmit.

Dazu wurden zunéchst 2 ul einer Proteinprobe gleichmaflig auf ein 1 cm x 1 cm
grol3es Quadrat aus 3 MM Filterpapier aufgetragen, anschlie3end luftgetrocknet und
zur Fixierung der Proteine 5 min lang in Fixierlésung (25 % (v/v) Isopropanol, 10 %
(v/v) Essigsaure) geschwenkt. AnschlieRend wurde das Filterpapierpraparat 15 min
lang in Farbelésung (25 % (v/v) Isopropanol, 10 % (v/v) Essigsaure, 0,1 % (v/v)
Coomassie Brillant Blau G 250) inkubiert. Nach kurzem Spilen des

Filterpapierpraparats mit Aqua bidest. wurde, um den nicht durch Protein
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gebundenen Coomassie Farbstoff zu entfernen, das Filterpapierpraparat in
siedendem Aqua bidest. Entfarbt (2 mal je 1 min lang); abschlieRend wurde das
teilentfarbte Filterpapierpraparat mit kaltem Aqua bidest. gespilt und 15 min bis
30 min lang auf einem Edelstahldrahtgitter 5 cm Uber einer Heizplatte bei 80C
getrocknet. Anschliel3end wurde das getrocknete, teilentfarbte Filterpapierpraparat in
1 ml Elutionslésung (0,5 % (w/v) SDS, Aqua bidest.) tber Nacht bei RT im Dunkeln
zur Freisetzung des proteingebundenen Coomassie-Farbstoffs inkubiert. Die
anschlieBende Messung der Absorption erfolgte in Halbmikro-Kivetten (Fa. Brand
GmbH und Co. KG) bei 578 nm (UV/Vis Spectrophotometer DU 650, Fa. Beckman).
Zur Quantifizierung der Proteinkonzentration wurde ein BSA-Standard mit einer
Konzentration von 5 mg/ml in SDS-Dissoziationspuffer als Richtwert herangezogen.
Als Nullabgleich diente SDS-Dissoziationspuffer. Es wurden jeweils Doppelproben

angefertigt und jede Messung wurde mindestens 2 mal wiederholt.

2.3.4. Polyacrylamidgelelektrophorese von Proteinen un ter denaturierenden
Bedingungen (SDS-PAGE)

Fur die Auftrennung der Proteine in den Proben nach ihrem Molekulargewicht wurde
ein  Elektrophoresesystem aus einer Polyacrylamid-Gelmatrix und einem
Elektrodenpuffer nach LAEMMLI (1970) [25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v)
SDS] verwendet.

Vor der Zugabe des SDS und dem Starten der Polymerisationsreaktion durch das
Zusetzen von Ammoniumperoxodisulfat (APS) und N,N,N",N’-
Tetramethylethylendiamin (TEMED) wurden die Gellésungen (siehe Tab. 1) fur
Trenn- bzw. Sammelgel jeweils 10 min lang im Wasserstrahlvakuum entgast. Nach
dem Giel3en des Trenngels wurde dieses sofort mit wassergesattigtem n-Butanol
Uberschichtet und bis zum vollstandigen Polymerisieren erschuitterungsfrei gelagert
(ca. 1h, RT). Vor dem Aufbringen des Sammelgels wurde das n-Butanol

abgenommen und durch mindestens dreimaliges Waschen mit Aqua bidest. entfernt.
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Tab. 1: Komponenten der Gellésungen fir SDS-PAGE. Das Verhaltnis von
Acrylamid zu N, N” -Methylenbisacrylamid betrug 37,5:1

Komponente Trenngel Sammelgel
Acrylamid/Bisacrylamid 12,5% (wiv) 3,6% (w/v)
Tris-HCI 0,42 M (pH 8,8) 0,125 M (pH 6,8)
SDS 0,1% (w/v) 0,1% (w/v)

APS 0,5%(w/v) 0,5% (w/v)
TEMED 0,02% (v/v) 0,05% (v/v)

Um eine vollstdndige Denaturierung der Proteine zu gewahrleisten, wurden die
bereits in Auftragspuffer (0,125 M Tris-HCI; 20 %(v/v) Glycerin, 4 % (w/v) SDS, 10 %
(v/v) B-Mercaptoethanol, 0,001 % (w/v) Bromphenolblau; pH 6,8) vorliegenden
Proben vor der Elektrophorese 5 min lang auf 95C erhitzt. Das Auftragen der
denaturierten Proben in die zuvor grindlich mit Laufpuffer (s. 0.) gespulten Taschen
des Sammelgels erfolgte mittels einer Hamilton-Spritze (Microliter” Syringes,
Hamilton; Bonaduz, Schweiz) bei RT. Zur Bestimmung der apparenten
Molekilmassen wurde parallel zu den Proteinproben ein Proteinstandard (SDS VII;
Sigma, Deisenhofen) verwendet. Die Elektrophorese in einem Biometra-
Elektrophoresesystem (Multigel-Long, Biometra”, Gottingen in Kombination mit
Stromquelle Power Pack 3000, Fa. BioRad Laboratories GmbH) wurde bei 4 T und
einer konstanten Stromstarke von 125mA je Gel (Gelgrole
12,0cm x 11,0 cm x 0,1 cm; Lange x Breite x Dicke) begonnen. Nachdem sich eine
dinne, konzentrierte Farbstoffoande an der Trennlinie zwischen Sammel- und
Trenngel gebildet hatte (nach ca. 1 h) wurde die elektrophoretische Auftrennung bei
4 C und einer Stromstdarke von 30 mA je Gel fortgesetzt, bis die Brom-

phenolblaufront begann am unteren Rand des Gels auszutreten (nach ca. 6 h).
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2.3.5. Farbemethoden zum unspezifischen Nachweis vo  n Proteinen

2.3.5.1. Coomassie Blau Farbung

Zum Nachweis der elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurde das Gel nach
Beendigung des Laufes einer Coomassie-Farbung unterzogen. Dazu wurde das Gel
zunachst in Fixierlosung (7 % (v/v) Essigsaure, 30 % (v/v) Methanol) ca. 30 min lang
unter leichtem Schitteln (Schuittler KL-2; Edmund Buhler, Bodelshausen) fixiert.
Anschliel3end wurde das Gel in die Farbelésung [(10 % (v/v) Essigsaure, 50 % (v/v)
Methanol, 0,1 % (w/v) Coomassie-Blau (Serva-Blue R; Serva, Heidelberg)] tberfuhrt
und 90 min lang unter leichtem Schitteln gefarbt. Zum Entfarben des Hintergrundes
wurde das Gel in eine Entfarbelésung [(7,5 % (v/v) Essigsaure, 5 % (v/v) Methanol)]
gebracht und dort unter leichtem Schitteln bis zum optimalen Entfarbegrad
belassen. Zur Konservierung der Gele wurden diese 10 min lang in einer 5 %igen
(v/v) Glycerinlosung inkubiert und anschlieBend 2 h lang bei 80 T getrocknet
(Geltrockner der Fa. BioRad, Modell 583).

2.3.5.2. Silberfarbung

Zum Nachweis geringer Proteinmengen in SDS-PAGE-Gelen wurde eine
Silberfarbung nach SHEVCHENKO et al. (1996) angewandt: Zuerst wurde das Gel
20 min lang bei RT und gleichmaRigem Schwenken fixiert [(5 % (v/v) Essigsaure,
50 % (v/v) Methanol)]. AnschlieRend wurde das Gel je 10 min lang in 50 % (v/v)
Methanol und Aqua bidest. Bei RT gewaschen. Nach 1 minttiger Inkubation in
jeweils frisch angesetzter 0,02%iger (w/v) Natriumthiosulfatiosung wurde das Gel 20
min lang in 0,1%iger (w/v) Silbernitratldosung geschwenkt. Nach dem Waschen (2 x je
1 min lang mit Aqua bidest.,, RT) wurde das Gel in 2 %iger (w/v) Natrium-
carbonatlosung [(mit 0,04 % (v/v) Formaldehyd versetzt)] bis zur gewlnschten
Intensitat der Proteinsignale entwickelt (bis zu 5 min). Die Entwicklungsreaktion
wurde durch Inkubation in 5 % (v/v) Essigsaure gestoppt. Die Konservierung des

Gels erfolgte wie unter 2.3.5.1. beschrieben.
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2.3.6. Immunonachweis zur spezifischen ldentifikati  on von Proteinen

Proteine, die durch Blotting auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen und somit
immobilisiert worden sind (siehe 2.3.6.1.), kbnnen durch eine gekoppelte Antikdrper-
Farbereaktion sichtbar gemacht werden. Ein Antikorper (Serum) bildet hierbei mit
dem entsprechenden Antigen (immobilisiertes, aufgetrenntes Protein) auf der
Membran ein Konjugat. Dieser primare Antikdrper dient nun wiederum als Antigen
fur einen sekundaren Antikdrper, an den kovalent ein Enzym wie z. B. Alkalische
Phosphatase gebunden ist. Mittels dieses Enzyms kann dann eine sichtbare

Farbreaktion katalysiert werden.

2.3.6.1. Proteintransfer und Immobilisierung (  Western Blotting)

Fur Nachweise mit Antikérpern (2.3.6.2.) mussen Proteine zunachst aus der
Polyacrylamid-Gelmatrix auf eine geeignete Tragermembran transferiert und
immobilisiert werden. Dazu wurde die Tank-Blotting Methode gemal TOWBIN et al.
(1979) verwendet.

Die Polyacrylamid-Gele wurden sofort nach der Elektrophorese (siehe 2.3.4.) mit
einer in Aqua bidest. aquilibrierten Nitrocellulose-Membran (Reinforced NC, Optitran
BA-S 85, Fa. Schleicher und Schuell GmbH) gleicher GroRRe luftblasenfrei bedeckt
und zwischen insgesamt 6 Lagen mit Transferpuffer getrankten Filterpapier (Gel
Blotting Paper, Fa, Schleicher und Schuell GmbH) gelegt. Mit je einem
Schwammtuch pro Seite wurde das ,Sandwich® in eine Blotting-Kassette
(20 cm x 15 cm) Uberfuhrt und in den mit Transferpuffer [(192 mM Glycin und 25 mM
Tris-HCl in 20 % (v/iv) Methanol)] geflllten Blotting-Tank eingesetzt. Der
Proteintransfer aus der Polyacrylamid-Gelmatrix auf die Nitrocellulose-Membran
erfolgte Uber Nacht (12 — 15 h, 30 V, 100 mA, 4).

2.3.6.2. Spezifische Proteinidentifikation mit Anti ~ kérpern

Zur spezifischen Identifikation von Proteinen mit Antikbrpern wurde die

immobilisierte, Proteine tragende Nitrocellulose-Membran (siehe 2.3.6.1.) zur
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Sattigung der unspezifischen Bindungsstellen 1 h lang bei RT und unter leichtem
Schwenken in Blockierlésung (500 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,05 % (v/v)
Tween 20, 5 % (w/v) Magermilchpulver) belassen. AnschlieRend wurde 1 h lang bei
RT und unter leichtem Schwenken mit einer in Blockierldsung geeignet verdinnten
Losung an primaren Antikorper (immunisiertes Tier: Kaninchen) inkubiert. Zum
Entfernen von Uberschissigem, nicht gebundenem primaren Antikdrper wurde die
Membran 3 mal je 10 min lang mit 200 ml Blockierlésung gewaschen. Zur
Verstarkung des Immunsignals erfolgte nun eine einstindige Inkubation mit in
Blockierlosung verdinntem sekundéaren Antikorper (Verdinnung 1:1000; Anti-rabbit
IgG, immunisiertes Tier: Ziege, Sigma Aldrich Chemie GmbH). Anschliel3end wurde
die Membran 3 mal je 10 min lang mit 200 ml Blockierlésung gewaschen und darauf
folgend wiederum 1 h lang mit einem tertidren Antikoérper, gekoppelt mit Alkalischer
Phosphatase, in Blockierlosung (Verdinnung 1:1000; Anti-goat IgG, konjugiert mit
Alkalischer Phosphatase, immunisiertes Tier: Kaninchen, Sigma Aldrich Chemie
GmbH) inkubiert. Nachfolgend wurde die Membran 3-mal je 10 min lang mit TBS +
Tween-20 Lésung [(500 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 0,05 % (v/v) Tween-20)]
gewaschen. Fur die ldol-Farbreaktion wurde die Nitrocellulose Membran zun&chst
kurz mit Colour - Puffer (100 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 9,0) gespult und
anschlieBend in einer Losung aus 200 mM Tris-HCI, 0,015 % (w/v), 5-Brom-4-
chlor-3-indolylphosphat [(BCIP, 1,5 % (w/v) Stammldsung in DMF)], 0,03 % (w/v) 4-
Nitroblautetrazoliumchlorid [(NBT, 3 % (w/v) Stammlosung in 70 % DMF)], pH 9,5
geschwenkt, bis deutlich sichtbare Signale auftraten. Durch Uberfiihren in mit HCI
angesauertem Aqua bidest. wurde die Reaktion gestoppt und die Membran

anschlieBend an der Luft getrocknet.

2.4. Photometrische Pigmentanalysen

2.4.1. Bestimmung des Chlorophyllgehalts in DMF nac  h PORRA et al. (1989)

Zur Bestimmung der Chlorophyllgehalte aus Blattgewebe wurden die Pigmente nach
PORRA et al. (1989) extrahiert. Dazu wurden Blattscheiben mit 0,196 cm? Flache
mittels eines Korkbohrers aus den zu untersuchenden Blattern gestanzt, gewogen
und anschlielBend mit 995 pl N,N’-Dimethylformamid (DMF, Fluka) bei -20 T Uber
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Nacht extrahiert. Blattstiicke und unlésliche Bestandteile wurden durch 5 min langes
zentrifugieren bei 16000 x g und RT (Eppendorf-Tischzentrifuge) sedimentiert. Die
Absorption (A) des Uberstandes wurde bei den Wellenlangen 646,8 nm, 663,8 nm
und 750 nm photometrisch bestimmt (Lamda 2, Perkin Elmer, UV/Vis Spectrometer,
Uberlingen). Die Berechnung der Chlorophyllkonzentrationen in pg ml* erfolgte mit
Hilfe der unten aufgeflihrten Formeln. Die durch Lichtstreuung bedingte Absorption
bei 750 nm wurde jeweils von den berechnungsrelevanten Absorptionen 646,8 nm
und 663,8 nm subtrahiert.

Chlorophyllgehalt [ug ml ]

Chl a = 12,00 X (Asszs - Arso) - 3,11 X (Asass - A7so) (1)
Chlb = 20,78 X (A646,8 - A750) - 4,88 X (Assg,s - A750) (2)
Chla+bh = 17,67 X (A643,s - A750) + 7,12 X (A663,8 - A750) (3)

Der Chlorophyllgehalt wurde anschlie3end flachenbezogen (pro m?) berechnet.

2.4.2. Chlorophyllgehaltbestimmung in Methanol nach LICHTENTHALER (1987)

Zur Bestimmung der Chlorophyllgehalte aus Suspensionen wurden die Pigmente
gemal LICHTENTHALER (1987) extrahiert. Dazu wurden die in TE (2) 45 Puffer
resuspendierten Proben (siehe 2.2.2.) mit 90 % (v/v) Methanol verdinnt (1:1000),
gemischt und nachfolgend 10 min lang in einer Eppendorf Tischzentrifuge
zentrifugiert (9000 rpm, RT). Der Uberstand wurde in Kivetten (PlastiBrand Einweg-
Klavetten, Volumen 1,5 ml, Fa. Brand GmbH und Co. KG) uberfihrt und
anschlieRend die Absorption des Uberstandes bei einer Wellenlange von 624 nm
und 665 nm gemessen (UV/Vis Spectrophotometer DU 650, Fa. Beckman). Die
Berechnung des Gesamtchloro-phyligehalts (mg Chl pro ml) erfolgte gemaRi

folgender Gleichung:

Chla+b= (1,44 X A“ees) + (24,93 X A“624) (4)

Als Nullabgleich wurde TE (2) 45 Puffer mit 90 % (v/v) Methanol verdinnt (1:1000)

verwendet.
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2.5. Elektronenmikroskopische Methoden

Elektronenmikroskopische Methoden erlauben einen Einblick in Aufbau, Funktion
und Ultrastruktur biologischer Systeme, die durch eine andere Methode nur schwer
in gleicher visueller Weise erbracht werden konnte. Da in dieser Arbeit zum Teil
neuartige elektronenmikroskopische Techniken (z. B. SDS-Freeze Facture Replica
Labeling, Immuno-Rasterelektronenmikroskopie, Environmental Scanning Electron
Microscopy) zur Anwendung kamen, die eigens fir die speziellen Anforderungen der
Problemstellung dieser Arbeit adaptiert werden mussten, erfolgt eine umfassende

Beschreibung dieser Methoden.

2.5.1. Methoden zur Untersuchung der Ultrastruktur durch d ie Transmissions-

elektronenmikroskopie
2.5.1.1. Negativkontrastierung von Chloroplasten

Die Negativkontrastierung stellt eine schnelle Mdglichkeit dar, kleine und kleinste 3D-
Strukturen in der GréfRenordnung von um oder nm, wie etwa Organellen oder
Makromolekule, im Transmissionselektronenmikroskop (TEM) unter hoher Auflésung

darzustellen.

Die suspendierten Chloroplasten (siehe 2.2.1.2.) wurden in 2 % (v/v) Glutaraldehyd-
l6sung (in Puffer 4) 1 min lang fixiert. Anschlie3end wurden 15 pl der Suspension auf
Pioloform befilmte Gitternetzchen (Kupfer; 300 Maschen, Fa. W. Plannet GmbH)
aufgebracht und 15 min lang bei RT und 1 x g sedimentiert (in einer feuchten
Kammer). Anschlieend wurde 3-mal je 5 min lang mit Aqua bidest. gewaschen. Das
Uberschissige Aqua bidest. des letzten Waschschritts wurde mit Hilfe eines
Papierfilterstiicks (Rundfilter 589 Blauband, 9 cm, aschelos, Schleicher und Schuell
GmbH) abgesaugt. Die fixierten, gewaschenen und adhasierten Chloroplasten
wurden sofort 2 min lang mit einer 2 %igen (w/v) Uranylacetatlosung (in Aqua
bidest.; Fa. W. Plannet GmbH) kontrastiert. Im Anschluss daran wurde wiederum 3
mal je 5min lang mit Aqua bidest. gewaschen, das Uberschissige Wasser

abgesaugt und die Netzchen zum Trocknen bei RT staubfrei in Petrischalen
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(Petrischale 9 cm, Fa. Sarstedt AG und Co.) gelagert. Bis zur Untersuchung im
Transmissionselektronenmikroskop (TEM, Typ EM 109 oder EM 902, Fa. Zeiss) bei
einer Beschleunigungsspannung von 80 kV wurden die Proben staubfrei im Dunklen
bei RT aufbewahrt.

2.5.1.2. Standardpraparationsverfahren  biologischer P roben zur Trans-

missionseletronenmikroskopie (Ultramikrotomie und G efrierbruch)

Mit Hilfe der Dinnschneidetechnik ist es mdglich, interne Details biologischer Proben
hochaufgeltst auf einem ultrastrukturellen Niveau darzustellen. Werden hingegen
Informationen zur Topographie und zur Topologie biologischer Systeme in gentigend
hoher raumlicher Auflésung bendtigt, dann ist die konventionelle Gefrierbruchtechnik
die geeignete Methode. Bei beiden Methoden ist hierzu aber eine zahlreiche
Arbeitsschritte umfassende Probenpraparation notwendig, die den speziellen
Anforderungen der Transmissionselektronenmikroskopie Rechnung tragen muss.
Die zu untersuchende biologische Probe muss wasserfrei, vakuumstabil, hinreichend

dinn und kontrastreich sein.

2.5.1.2.1. Konventionelle Einbettung in Epoxidharz (nac h SPURR; 1969) zur

Ultramikrotomie

Im Folgenden werden die notwendigen Schritte zur konventionellen Einbettung in
Epoxidharz (zur Ultramikrotomie) beschrieben, wobei beim ersten Schritt - der
Probennahme und primaren Fixierung - zwischen Blattgewebe und Suspensionen

unterschieden wird. Alle nachfolgenden Schritte sind identisch.

Probennahme und primare chemische Fixierung von Blattgewebe (Aldehydfixierunq)

Ausgewahlte Gerstenpriméarblatter wurden mittels einer neuen, mit Ethanol
entfetteten Rasierklinge (Fa. Gillette) in einem Tropfen Fixierlésung (2 % (v/v)
Glutaraldehyd in 0,05 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,2) in kleine Sticke
(1,5 mm x 1 mm) geschnitten und sofort in ein mit Fixierlésung gefilltes Schraub-
deckelglas (5 ml; Fa. W. Plannet GmbH) tUberfihrt. Wahrend der Fixierung (bei RT)
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wurden die Blattgewebestiicke durch periodisches Anlegen eines Vakuums (200 hPa
- 300 hPa) entluftet. Nach 5 h bis 7 h wurden die entlifteten Blattgewebestiicke in

frische Fixierlésung tberfuhrt und 12 h lang bei 4 T ohne Vakuum fixiert.

Probennahme und primare chemische Fixierung  von Suspensionen
(Aldehydfixierunq)

Proben, die in Suspension vorlagen (z.B. isolierte Chloroplasten), wurden zuerst

(durch geeignete Zentrifugation) sedimentiert. Anschlielend wurde das Sediment in
2 %igem (w/v) Agar-Agar (in Aqua bidest.) eingeschlossen und nach dem Gelieren
mittels einer neuen, entfetteten Rasierklinge in kleine Blocke (mit etwa 1,5 mm
Kantenlange) geschnitten und sofort in ein mit Fixierlosung gefllltes
Schraubdeckelglas tberfiihrt. Die Proben wurden mindestens 4 h lang bei RT fixiert.

Ihre Aufbewahrung tiber Nacht erfolgte in frischer Fixierldsung bei 4 C.

Sekundére chemische Fixierung (komplementdre Schwermetallfixierung) und

Kontrastverstarkung

Die primar chemisch fixierten Proben (siehe oben) wurden anschlieRend 3 mal je
15 min lang gewaschen (0,05 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,2; RT) und sofort in
2 %iger (w/v) Osmiumtetroxid-Losung (in 0,025 M Natriumphosphatpuffer) bei RT
12 h lang fixiert. AnschlieRend wurde 3 mal je 15 min lang gewaschen (0,1 M Na-
Cacodylatpuffer, pH 7,2). Zur Verstarkung des Kontrasts der vorwiegend lipidhaltigen
Ultrastrukturen (z.B. Membranen, Plastoglobuli der Chloroplasten) der biologischen
Proben folgte eine Inkubation in 2 %iger (w/v) Tanninlésung (in 0,1 M Na-

Cacodylatpuffer 1h lang, RT).

Entwasserung der Proben (Dehydratation):

Nach der komplementaren Schwermetallfixierung und Kontrastverstarkung durch
Tannin (siehe oben) wurden die Proben 3 mal je 20 min lang mit Aqua bidest.
gewaschen. Die Entwasserung der Proben erfolgte in einer aufsteigenden
Acetonkonzentrationsreihe (RT). Zu Beginn war eine moglichst schonende
Entwasserung zu gewahrleisten; daher erfolgte die Anfangskonzentrierung von 0 %
bis 25 % (v/v) Aceton kontinuierlich Gber einen Zeitraum von 30 min. Um vor allem
auch proteinhaltige Ultrastrukturen gentgend kontrastreich fur die trans-

missionselektronischen Untersuchungen zu erhalten, wurde den Proben bei der
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anschlieBenden Entwéasserunsstufe auf 50 % Aceton noch zusatzlich 1 % (w/v)
Uranylacetat zugesetzt und diese dann 2 h lang inkubiert. AnschlieRend wurde die
Entwasserungsreihe mit 75 % Aceton (15 min lang) und 96 % Aceton (15 min lang)
fortgesetzt. Um eine vollstandige Dehydratation zu erreichen, wurde abschlielRend
3 mal je 20 min lang mit 100 %igem, tUber ein Molekularsieb (0,3 nm) getrockneten

Aceton gewaschen.

Infiltration mit niederviskosem Epoxidharz nach SPURR (1969)

Die fixierten, kontrastierten und dehydrierten Proben wurden anschlieend mit
niederviskosem Epoxidharz nach SPURR (1969) ebenfalls in einer aufsteigenden

Konzentrationsreihe nach Tabelle 2 bei RT infiltriert:

Tab. 2: Mischungsverhaltnisse von Epoxidharz und Aceton sowie die jeweiligen

Infiltrationszeiten

Harz / Aceton (v/v) Dauer der Infiltration (h)
1/3 4
1/1 12
3/1 4
1/0 4
1/0 12
1/0 4

Die Komponenten des Harzes wurden frisch in folgender Zusammensetzung
gemischt: 5,2 :2,0: 1,2 : 0,008 (v/v/viv) = NSA : ERL : DER : S-1 (Spurr-Harz Kit der
Fa. W. Plannet GmbH)

Polymerisation der Proben (Hartunq):

Zur Polymerisation der Proben wurden diese zuerst in flache Einbettungsgief3formen
(Blockgrofze 12,2 mm x 4,5 mm x 3 mm; Fa. W. Plannet GmbH) tberfihrt und
zunachst 4 h lang bei 50 C und dann 3 Tage lang bei 55 T gehar tet
(Polymerisationsofen KT 100; Fa. Reichert, Wien).
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Ultramikrotomie der polymerisierten Proben:

Um eine gentgend kleine und ebene Schnittflache zu erhalten, wurden die
geharteten Probenblockchen an geeigneter Stelle mit einer Diamantfrase (Leica EM
Trimm; Fa. Leica Microsystems GmbH) zu einem Pyramidenstumpf geformt
(Trimmen der Probe). Von den so vorbereiteten Probenblockchen wurden
Ultradtinnschnitte mit einer Dicke von 50 nm bis 70 nm (silber- bis goldfarbige
Interferenz der einzelnen Schnitte auf der Wasseroberflache unter Auflicht) mit Hilfe
eines Ultramikrotoms (Leica Ultracut UCT, Fa. Leica Microsystems GmbH) und eines
Diamantmessers (45° Messerschneidewinkel; Fa. Diatome) a ngefertigt. Nach dem
Glatten der Schnitte mit einem mit Chloroform getrankten Filterpapierstreifen, der fur
kurze Zeit (5 sec lang) etwa 5 mm Uber die schwimmenden Ultradinnschitte
gehalten wurde, wurden diese auf mit Pioloform beschichtete Kupfernetzchen

aufgenommen und getrocknet.

Nachkontrastierung und Mikroskopie der polymerisierten Proben:

Die auf den Kupfernetzchen aufgebrachten Ultradinnschnitte wurden, zur
nochmaligen Kontrastverbesserung, 7 min lang in wassriger 2 %iger (w/v)
Uranylacetatlésung inkubiert, dann 3 mal je 5 min lang gewaschen (Aqua bidest.)
und anschlielend 5 min lang mit einer alkalischen, wassrigen Bleicitratldosung (nach
REYNOLD’S 1963) nachkontrastiert. Nach einem abschlielenden Waschschritt
(3 mal je 5 min lang mit Aqua bidest.) wurden die Ultradliinschnitte getrocknet (RT,
staubfrei) und waren zur Untersuchung im Transmissionselektronenmikroskop (TEM,
Typ Zeiss EM 109 oder CEM 902A, Fa. Zeiss, Oberkochen) bei einer

Beschleunigungsspannung von 80 kV vorbereitet.

2.5.1.2.2. Konventionelle Gefrierbruchtechnik (Gefr  ierbruch und -atzen)

Mit Hilfe der Gefrierbruchtechnik kdnnen innere Zelldetails (z. B. Membransysteme
und deren Kontaktstellen, Vesikel) untersucht werden. Da der Bruch bei gefrorenen
biologischen Proben oft der hydrophoben Mitte der Doppelschicht von Membranen
folgt, kdnnen Informationen zur Topographie und Topologie der strukturellen
Bestandteile in diesen Membranen dreidimensional in gentigend hoher rdumlicher

Auflésung erhalten werden.
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Probenvorbehandlung Isolierter Chloroplasten  (chemische Fixierung und

Gefrierschutz)

Die Chloroplasten in der erhaltenen Suspension (siehe 2.2.1.2.) wurden in 2 % (v/v)
Glutaraldehydlésung (in Puffer 4, 4 T) 1 h lang fixiert, an schlieRend sedimentiert
(200 x g, 3 min, 4C) und einmal gewaschen (mit Puffer 4, 4 C) . Der Niederschlag
wurde in einem definierten Volumen Puffer 4 resuspendiert, anschlie3end mit dem
gleichen Volumen an Glycerin (70 %, in Puffer 4) versetzt (Endkonzentration
Glycerin: 35 %) und 1 h lang inkubiert. AnschlieRend wurden die chemisch fixierten

und gefriergeschitzten Chloroplasten sedimentiert (400 x g, 3 min, 4 ).

Physikalische Fixierung (Gefrierfixieren)

Zum Gefrierfixieren wurden 2 pl des weichen Niederschlags enthommen und
zwischen zwei vorbereitete Messingnieten (Fa. Leybold-Haeraeus, geschliffen mit
800er Sandpapier, mit leichtem Hammerschlag eingedellt und mit Aceton gereinigt)
gebracht. Nach dem Zusammendriicken der Nieten wurde Uberschissiges Material
mit Hilfe eines Filterpapiers entfernt und die Probe sofort in schmelzenden Stickstoff
(-210 C, 10 sec lang) ultraschnell eingefroren, um Eiskri stallbildung innerhalb der
Probe zu verhindern bzw. zu erreichen, dass die Eiskristalle kleiner als die
Auflésungsgrenze der kontrasterzeugenden Metallschicht sind. Eine Lagerung der

Proben bis zur weiteren Verwendung erfolgte unter flissigem Stickstoff (-196 ).

Gefrierbruch, Gefrieratzen und Herstellen eines Abdrucks

Die gefrierfixierten Proben wurden in den vorbereiteten und mit flissigem Stickstoff
gekuhlten (-196 C) Probenhalter eingesetzt (unter flissigem Stickstoff) und
anschlieBend sofort in die Gefrierbruchapparatur (BioEtch 2005, Fa. Leybold-
Haeraeus) uberfuhrt, wobei eine Erwdrmung des Probenhalters lber -150 T
unbedingt vermieden wurde. Der eigentliche Gefrierbruchvorgang, das ,Gefrieratzen”
sowie die Bedampfung mit Pt/C erfolgten unter Vakuum in der Gefrierbruchapparatur
(elektronisch gesteuert). Nach langsamer Erwarmung Uber einen Zeitraum von
45 min auf eine Temperatur von -97 T erfolgte automatisch (elektromagnetisch) der
Bruch der Proben durch plétzliches Auseinanderziehen der Nieten im Probenhalter
(p < 4 x 102 Pa). AnschlieRend wurden die gefriergebrochenen Proben 10 sec lang
bis 2 min lang ,geétzt* (= Sublimation des amorph gefrorenen Wassers aus der

Probenbruchoberflache). Zur Herstellung eines Abdrucks (Replik) der
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gefriergebrochenen und -geétzten Oberflachen wurde sofort mit Pt/C (7,5 sec,
Bedampfungswinkel 459 und darauf folgend nur mit C (6,0 sec,

Bedampfungswinkel 909 bedampft (elektronisch geste uert).

Ablésen und Reinigen der Replika

Nach der Bedampfung wurden die Proben aus der Gefrierbruchapparatur
entnommen; die einzelnen Nieten wurden aus dem Probenhalter entnommen und
die Replik durch Flotieren auf Aqua bidest. (RT) abgeldst. Zur Reinigung der Replika
von noch anhaftendem biologischem Material wurden diese auf 35 % (w/v)
Chromsaure ubertragen und 12 h lang inkubiert (RT). Nach 5-maligem Waschen mit
Aqua bidest. (je 1 min lang) waren die Replika zur Untersuchung im TEM (Typ Zeiss
EM 109; CEM 902A, Fa. Zeiss; EM 922 Fa. Leo/Zeiss) bei einer Beschleunigungs-
spannung von 80 kV (oder einer anderen geeigneten Beschleunigungsspannung)

vorbereitet.

2.5.2. Immuncytologische Untersuchungsmethoden (TEM )

Immunologische Verfahren kénnen in der Probenpréparation fur das TEM sowohl an
Ultradiinnschnitten, an kleinen, ganzen 3D-Strukturen (z. B. Organellen), als auch
bei Oberflachenabdriicken angewandt werden. Unter Verwendung von
entsprechenden Kontrollen erlauben diese Verfahren die zytologische Lokalisierung
und die Quantifizierung spezieller Verbindungen bzw. von Zielproteinen. Aul3erdem
konnen diese immunologischen Verfahren so sensitiv sein, dass sogar eine
Einzelmolekuldetektion mdglich ist. Die dazu eingesetzten Verfahren sind &auf3erst
aufgabenspezifisch und kdnnen Modifikationen eines oder aller Praparationsschritte
erfordern (nach FLEGLER, HECKMANN, KLOMPARENS, 1995; S.184)
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2.5.2.1. Immungoldmarkierung isolierter Chloroplast  en (Suspension)

15 pl der Chloroplasten enthaltenden Suspension (siehe 2.2.1.2.) wurden auf (mit
1,5 % Pioloform) befilmte Gitternetzchen (Kupfer; 300 Maschen, Fa. W. Plannet
GmbH) aufgetragen und 15 min lang bei RT und 1 x g sedimentiert (in einer feuchten
Kammer). Anschlielend wurde 3-mal je 5 min lang in Puffer 4 gewaschen. Der
Uberschissige Puffer 4 des letzten Waschschritts wurde mit Hilfe eines
Papierfilterstiicks (Rundfilter 589 Blauband, 9 cm, aschelos, Schleicher und Schuell
GmbH) abgesaugt. Die gewaschenen und adhé&sierten Chloroplasten wurden sofort
mit einer in Puffer 4 geeignet verdinnten Losung an primaren Antikdrper inkubiert
(1h lang, RT, staubfrei). Im Anschluss daran wurde 5 mal je 5 min lang mit Puffer 4
gewaschen, der Uberschissige Puffer abgesaugt und die Netzchen sofort mit einem
gegen den priméren Antikorper gerichteten, sekundéaren goldkonjugierten Antikorper
(Verdinnung 1:50, in Puffer 4; 1h lang, RT, staubfrei) inkubiert. Anschliel3end
wurden die Proben 5 mal je 5 min lang mit Puffer 4 gewaschen, der tberschissige
Puffer abgesaugt und sofort 10 min lang mit 4 % (v/v) Glutaraldehydlésung fixiert.
Nach dreimaligem Waschen (je 3 min lang, mit Aqua bidest.) wurden die Proben
zum Trocknen bei RT staubfrei in Petrischalen gelagert. Bis zur Untersuchung im
TEM (Typ Zeiss EM 109 oder CEM 902A, Fa. Zeiss) bei einer
Beschleunigungsspannung von 80 kV wurden die Proben staubfrei und im Dunklen
bei RT aufbewahrt (hach ACKER, 1990, verandert).

2.5.2.2. Immungoldmarkierung an Ultradunnschnitten

Die Immungoldmarkierung an Ultradinnschnitten ist ein Standardverfahren der
immuncytologischen Untersuchungsmethoden fur das TEM. Um die Antikoérper-
bindungsfahigkeit der Zielmolekile (Antigene) der Probe maoglichst gut zu erhalten,
muss eine speziell den Ansprichen der Immuncytochemie genltgende

Probenbehandlung gewahrleistet sein.
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2.5.2.2.1. Standard-Einbettungsverfahren in Acrylatha rz (Lowycryl-K4M) zur

Ultramikrotomie

Die Standard-Einbettung in Acrylat/Methacrylat, wie das hier verwendete
niederviskose  Lowycryl-K4M-Harz-System, genigt den  Ansprichen der
Immuncytochemie.  Neben der allgemein guten  Konservierung  der
Antikdrperbindungsfahigkeit der Zielmolekile (Antigene) zeichnet sich das Lowycryl-
K4M-Harz-System vor allem durch seine niedrige Viskositat aus, die bei
problematischen Pflanzengeweben eine genligend gute Penetration der Probe und
somit zufrieden stellende Schneideeigenschaften gewahrleistet.

Im Folgenden werden die notwendigen Schritte zur Standard-Einbettung in
Acrylatharz (Lowycryl-K4M) beschrieben, wobei beim ersten Schritt - der
Probennahme und der chemischen Fixierung - zwischen Blattgewebe und

Suspensionen unterschieden wird. Alle nachfolgenden Schritte sind gleich.

Probennahme und chemische Fixierung von Blattgewebe (Aldehydfixierunq)

Ausgewahlte Gerstenprimarbléatter wurden mittels einer neuen, mit Ethanol
entfetteten Rasierklinge in einem Tropfen Fixierlosung (2 % (v/v) Glutaraldehyd in
0,05 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,2) in kleine Sticke (1,5 mm x 1 mm)
geschnitten und sofort in ein mit Fixierlosung gefllltes Schraubdeckelglas (5 ml)
Uberfiihrt. Wahrend dieses Fixierungsschritts (RT) wurden die Blattgewebestiicke
durch periodisches Anlegen eines Vakuums (200 - 300 hPa) entliftet. Nach 5 bis 7 h
wurden die entlifteten Blattgewebestlcke in frische Fixierlésung tberfuhrt und 12 h

lang bei 4 T ohne Vakuum fixiert.

Probennahme und chemische Fixierung von Suspensionen (Aldehydfixierung)

Proben, die in Suspension vorlagen (z. B. Chloroplasten), wurden zuerst (durch
geeignete Zentrifugation) sedimentiert. Anschlie3end wurde das Sediment in 35 C
warmem, 2 %igem, (w/v) Agar-Agar (in Aqua bidest.) eingeschlossen und nach dem
Gelieren mittels einer neuen, entfetteten Rasierklinge in kleine Blocke (mit etwa
1,5 mm Kantenlange) geschnitten und sofort in ein mit Fixierlosung gefllltes
Schraubdeckelglas uberfiihrt. Die Proben wurden mindestens 4 h lang bei RT fixiert.
Die Aufbewahrung tber Nacht erfolgte in frischer Fixierlosung bei 4 C.
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Entwéasserung der Proben (Dehydratation)

Nach der chemischen Aldehydfixierung (siehe oben) wurden die Proben 3-mal je
20 min lang mit Aqua bidest. gewaschen. Die Entwasserung der Proben erfolgte in
einer aufsteigenden Ethanolkonzentrationsreihe bei RT. Um eine mdoglichst
schonende Entwasserung zu gewdahrleisten, erfolgte der erste Schritt von 0 auf 25 %
(v/v) Ethanol kontinuierlich in einem Zeitraum von 30 min durch tropfchenweise
Zugabe von Ethanol. AnschlieBend wurde die Entwasserungsreihe schrittweise mit
50 %, 75 %, und 96 % Ethanol (je 15 min lang) fortgesetzt. Um eine vollstandige
Dehydratation zu erreichen, wurde abschlielend 3 mal je 20 min lang mit 100 %
Ethanol (Uber Molekularsieb 0,3 nm getrocknet) inkubiert.

Infiltration mit Acrylatharz (Lowycryl-K4M)

Die fixierten und dehydrierten Proben wurden anschliel3end mit Lowycryl KAM Harz
ebenfalls in einer aufsteigenden Konzentrationsreihe, wie in Tabelle 3 gezeigt bei RT

infiltriert:

Tab. 3: Mischungsverhaltnisse von Acrylatharz und Ethanol sowie die jeweiligen

Infiltrationszeiten

Harz / Ethanol (v/v) Dauer der Infiltration (h)
1/3 4
1/1 12
3/1 4
1/0 4
1/0 12
1/0 4

Die Komponenten (Lowycryl-K4M Kit der Fa. W. Plannet GmbH) des Harzes wurden
jeweils frisch in folgender Zusammensetzung gemischt: 16,6 ml Monomer-
mischung B (48,8 % 2-Hydroxypropyl-methacrylat, 23,7 % 2-Hydroxyethyl-acrylat,
9,0 % n-Hexyl-methacrylat) 3,4 ml Crosslinker A (Triethylenglycol-dimethacrylat), 0,1
g Initiator C (Benzoin-ethylether)
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Polymerisation der Proben (Hartunq)

Zur Polymerisation der mit Acrylatharz infiltrierten Proben wurden diese zuerst in
flache EinbettungsgieRformen (BEEMR, BlockgroRe 12 mm x 5 mm x 3 mm; Fa. W.
Plannet GmbH) gegeben und mit UV durchlassiger ALCLAR Folie (Fa. W. Plannet
GmbH) luftdicht abgeschlossen. Die eigentliche Polymerisation erfolgte unter UV

Licht (Wellenlange A=360 nm; indirekte Bestrahlung) bei RT Uber 4 Tage.

Ultramikrotomie der polymerisierten Proben

Um eine genugend kleine und ebene Schnittflache zu erhalten, wurden die
geharteten Probenblockchen an geeigneter Stelle mit einer Diamantfrase (Leica EM
Trimm; Fa. Leica Microsystems GmbH) zu einem Pyramidenstumpf geformt
(Trimmen der Probe). Von den so vorbereiteten Probenblockchen wurden
Ultradiinnschnitte mit einer Dicke von ca. 50 nm mit Hilfe eines Ultramikrotoms
(Leica Ultracut UCT, Fa. Leica Microsystems GmbH) und eines Diamantmessers
(45°Messerschneidewinkel; Fa. Diatome) angefertigt. Die Schnitte wurden mit einem
Chloroform getrankten Filterpapierstreifen, der 5 sec lang ca. 5 mm Uuber die
schwimmenden Ultradlinnschitte gehalten wurde, geglattet. AnschlieBend wurden
diese auf Pioloform beschichtete Kupfernetzchen aufgenommen und damit sofort

eine Immungoldmarkierung durchgefihrt.

2.5.2.2.2. Immungoldmarkierung von Proteinen an Ult ~ radlnnschnitten

Der immuncytochemische Nachweis von Proteinen der in Acrylharz eingebetteten
Proben erfolgte im Wesentlichen nach ACKER (1988). Zur Absattigung freier
Aldehydgruppen wurden die frisch geschnittenen Proben (siehe oben) 30 min lang in
0,1 M Lysin in PBS (0,15 M NaCl, 0,01 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,4) bei RT
inkubiert. Weitere mdgliche unspezifische Bindungsstellen fir Antikorper wurden
durch eine folgende Inkubation der Schnitte mit 1% (w/v) Milchpulver (in PBS, 10 min
lang, RT) blockiert. Nachdem die Proben kurz (10 sec lang) mit PBS gewaschen und
der restliche noch vorhandene Puffer abgesaugt worden war, wurden die Proben 2 h
lang mit einem primaren Antikdrper geeigneter Verdinnung [in PBS mit 2 % (w/v)
BSA] moglichst staubfrei in geschlossenen Petrischalen inkubiert. Anschlie3end
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wurde 3 mal je 5 min lang gewaschen (PBS) und 1 h lang mit einem (gegen den
primaren Antikorper gerichteten) sekundaren Gold-konjugierten Antikorper inkubiert
[AuroProbe™ EM GAR G 10; oder GAR G 5; oder GAM G 5, Fa. Amersham Life
Science; Verdinnung 1 : 50, in PBS mit 1 % (w/v) BSA]. Nach Waschen mit PBS
(6 mal je 5 min lang, bei RT) wurden - zum Entfernen mdglicher stérender
Salzkristalle - die Proben noch mit Aqua bidest. gewaschen (3 mal je 5 min lang, bei

RT); restliches verbleibendes Wasser wurde abgesaugt.

2.5.2.2.3. Kontrastierung und Mikroskopie der immun markierten Proben

Die immunmarkierten Ultradinnschnitte wurden, zur Visualisierung der Ultrastruktur,
5 min lang in wassriger 2 %iger (w/v) Uranylacetatlosung inkubiert, dann 3-mal je 5
min lang gewaschen (Aqua bidest.) und anschlieBend 30 sec lang mit einer
alkalischen, wassrigen Bleicitratliosung (REYNOLDS 1963) nachkontrastiert. Nach
einem abschlieBenden Waschschritt (3 mal je 5 min lang mit Aqua bidest.) wurden
die Ultradinnschnitte bei RT getrocknet und konnten so im Transmissions-
elektronenmikroskop (TEM, Typ Zeiss EM 109 oder CEM 902A, Fa. Zeiss) bei einer

Beschleunigungsspannung von 80 kV untersucht werden.

2.5.2.3. Immungoldmarkierung an Gefrierbruch-Abdriicke n (SDS-FRL = SDS-
digested Freeze-fracture Replica Labeling; FUJIMOTO, 1995)

Die SDS-FRL ermdoglicht es, die konventionelle Gefrierbruchtechnik mit immun-
cytologischen Verfahren zu kombinieren. Durch diese neue Technik werden nicht nur
Informationen zur Topographie und Topologie biologischer Oberflachen (z.B.
Membranen) geliefert; es ist dartber hinaus auch eine zytologische Lokalisierung
und Quantifizierung spezieller Verbindungen bzw. Zielproteine mdglich. Diese
immunologische Methode kann so sensitiv sein, dass sogar eine
Einzelmolekuldetektion moglich ist. Durch Anpassung und Optimierung der SDS-
FRL speziell an die Fragestellung dieser Arbeit konnte diese Methode zur

Untersuchung der Chloroplastenhillmembran herangezogen werden.
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2.5.2.3.1. Chemische Fixierung und Gefrierschutz be i Chloroplasten

Um die Antikdrperbindungsfahigkeit der Zielproteine mdoglichst gut zu erhalten,
wurde die Chloroplasten enthaltende Suspension (siehe 2.2.1.2.) in einem Gemisch
aus 0,2 % (v/v) Glutaraldehyd- und 3 % (v/v) Formaldehydlbésung (jeweils End-
konzentrationen; in Puffer 4, 4 T) 30 min lang fixiert, ans chlielend sedimentiert
(200 x g, 3 min, 4C) und einmal mit eisgekuhlten Puffer 4 gewaschen. Das
Sediment wurde in 250 pl Puffer 4 resuspendiert und die Chloroplastensuspension
anschlieBend durch Zugabe des gleichen Volumens Glycerinlésung (20 %, in Puffer
4) auf eine Endkonzentration von 10 % Glycerin eingestellt und 30 min inkubiert.
Anschliel3end wurden die chemisch fixierten und gefriergeschitzten Chloroplasten

sedimentiert (500 x g, 3 min lang, 4 C).

Physikalische Fixierung (Gefrierfixieren)

Die physikalische Fixierung durch ultraschnelles Einfrieren erfolgte wie unter

2.5.1.2.2. (Konventionelle Gefrierbruchtechnik) beschrieben.

Gefrierbruch, Gefrieratzen und Herstellen eines Abdrucks (Replika)

Gefrierbruch, Gefrieratzen und Herstellen eines Abdrucks erfolgten wie unter
2.5.1.2.2. (Konventionelle Gefrierbruchtechnik) beschrieben. Die gefriergebrochenen
Proben wurden jedoch nur 15 sec lang ,geétzt“ (= Sublimation des amorph
gefrorenen Wassers aus der Probenbruchoberflache)

Ablésen und Reinigen der Replika

Nach der Bedampfung wurden die Proben aus der Gefrierbruchapparatur
entnommen; die einzelnen Proben wurden aus dem Probenhalter entfernt und die
Replika auf Aqua bidest. (RT) abflotiert. Diese Replika enthalten - neben den durch
die Pt/C-Schicht stabilisierten Membranhalften und die darin enthaltenen integralen
Proteine, die als potentielle Antigene fungieren kdnnen - noch Uuberschissiges
biologische Material, das entfernt werden muss. Dazu wurden die Replika auf SDS-
Puffer (2,5 % (w/v) SDS, 10 mM Tris-HCI, 30 mM Saccharose, pH 8,3) Ubertragen
und 12 h lang bei RT inkubiert. AnschlieRend wurden die Replika 5 mal mit PBS

gewaschen (je 15 min lang).
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2.5.2.3.2. Immundekoration von Proteinen an Gefrierbruc  h-Abdriicken ( Freeze-

fracture Replica Labeling)

Mogliche unspezifische Antikdrperbindungsstellen der gewaschenen Replika wurden
30 min lang in 0,1 M Lysin (in PBS, RT), darauf folgend 10 min lang in 1% (w/v)
Milchpulver (in PBS, RT) und schlie3lich 10 min lang mit 1% (w/v) BSA (in PBS, RT)
.blockiert”. Anschlieend wurden die Proben 2 h lang mit einem primaren Antikdrper
(gegen das zu detektierende Zielantigen gerichtet) in geeigneter Verdinnung (in
PBS mit 1 % (w/v) BSA) inkubiert. Nachfolgend wurde 5 mal je 5 min lang
gewaschen (PBS) und 1 h lang mit einem (gegen den primaren Antikérper
gerichteten) sekundéaren Gold-konjugierten Antikbrper immundekoriert [AuroProbe™
EM GAR G 10; oder GAR G 5; oder GAM G 5, Fa. Amersham Life Science;
Verdinnung 1 : 50, in PBS mit 1 % (w/v) BSA]. Abschlie3end wurden die Replika mit
PBS (5 x je 15 min lang) gewaschen.

2.5.2.3.3. Fixieren und Mikroskopie der immunmarkie  rten Replika

Die immunmarkierten Replika wurden mit 2 % (v/v) Glutaraldehyd (in 0,05 M
Natriumphosphatpuffer, pH 7,2) 5 min lang fixiert und mit Aqua bidest. gewaschen
(2 mal je 5 min lang). Zur Untersuchung im TEM (Typ Zeiss EM 109; CEM 902A, Fa.
Zeiss; EM 922 Fa. Leo/Zeiss) bei einer Beschleunigungsspannung von 80 kV (oder
einer anderen geeigneten Beschleunigungsspannung) wurden die Replika auf
unbefilmte Kupfernetzchen (300 oder 700 Maschen) aufgenommen.

2.5.3. Methoden  zur  Untersuchung  der  Ultrastruktur  durch die

Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Anders als bei der Transmissionselektronenmikroskopie, bei der ein
Untersuchungsobjekt durchstrahlt wird, wird bei der REM das Untersuchungsobjekt
mit einem Elektronenstrahl abgetastet. Dadurch ist es mdoglich, ultrastrukturelle

Details von Oberflachen nicht durchstrahlbarer Objekte hochaufgelost visuell
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darzustellen. Neben den Informationen zu Topographie und Topologie kbnnen auch

Hinweise zur elementaren Zusammensetzung (Materialkontrast) erhalten werden.

2.5.3.1. Konventionelle REM

Bei der konventionellen REM ist eine umfangreiche Probenpréaparation notwendig,

die die speziellen Bedingungen im Rasterelektronenmikroskop bertcksichtigt. Die

Probe muss von daher wasserfrei, vakuumstabil, kontrastreich und elektrisch leitend

sein.

2.5.3.1.1. Vorbehandlung von isolierten Chloroplasten fu r die konventionelle
REM

Priméare chemische Fixierung (Aldehydfixierung) und Immobilisierung

Die Chloroplasten enthaltende Suspension (siehe 2.2.1.2.) wurde zuerst in 2 % (v/v)
Glutaraldehyd (in Puffer 4, 4 <C) 10 min lang fixiert. Zur Im mobilisierung der
Chloroplasten wurden 50 pl der Suspension auf die adhasionsfahige Seite eines in
einem Spezialhalter (aus Teflon; Eigenbau) montierten Thermanox Plastic
Coverslips (Cell Culture treated on one side, Sterile; Fa. NUNC™ |, Brand Products)

aufgetragen und 30 min lang erschitterungsfrei sedimentiert (1 x g, RT).

Sekundéare chemische Fixierung (komplementdre Schwermetallfixierung) und

Kontrastverstarkung

Die primar chemisch fixierten Proben (siehe oben) wurden anschliel3end 3-mal je 5
min lang gewaschen (0,05 M Natriumphosphatpuffer, pH 7,2; RT) und sofort in 2 %
(w/v) Osmiumtetroxid (in 0,05 M Natriumphosphatpuffer) bei RT 1 h lang fixiert
(Kontrastverstarkung durch Erh6hung der Sekundarelektronenausbeute). Danach
wurde 3 mal je 10 min lang gewaschen (0,1 M Cacodylatpuffer, pH 7,2). Zur
Verbesserung der mechanischen Festigkeit der vorwiegend lipidhaltigen
Ultrastrukturen (z.B. Membranen, Plastoglobuli der Chloroplasten) der biologischen
Proben folgte eine einstindige Inkubation bei RT in 3 %iger (w/v) Tanninlésung (in
0,1 M Cacodylatpuffer).
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Entwéasserung der Proben (Dehydratation)

Nach der komplementaren Schwermetallfixierung und Kontrastverstarkung durch
Tannin (siehe oben) wurden die Proben 3 mal je 5 min lang mit Agua bidest.
gewaschen. Die anschlielende Entwéasserung der Proben wurde durch eine
aufsteigende Acetonkonzentrationsreihe (RT) erwirkt. Um eine mdglichst schonende
Entwasserung zu gewahrleisten, erfolgte der erste Schritt von 0 % auf 25 % (v/v)
Aceton kontinuierlich Uber einen Zeitraum von 15 min. Damit vor allem auch
proteinhaltige Ultrastrukturen mit ausreichendem Kontrast fir die rasterelektronen-
mikroskopischen Untersuchungen erhalten wurden, wurde den Proben bei der
anschlieBenden Entwasserungsstufe mit 50 % Aceton noch zusatzlich 1 % (w/v)
Uranylacetat zugesetzt und 20 min lang inkubiert. Anschlieend wurde die
Entwasserungsreihe mit 75 % Aceton (15 min lang) und 96 % Aceton (15 min lang)
fortgesetzt. Um eine moglichst vollstandige Dehydratation zu erreichen, wurde
abschlielBend 3 mal je 20 min lang mit 100 % Aceton (lber Molekularsieb 0,3 nm

getrocknet) gewaschen.

2.5.3.1.2. Trocknung der Proben am Kritischen Punkt (KPT; A NDERSON, 1951
und 1953, COHEN 1974)

Beim Trocknen an der Luft wirde die Oberflachenspannung des Losungsmittels
(hier: Aceton) beim Verdampfen aus der Probe ausgedehnte Schadigungen an
dieser hervorrufen. Deshalb muss eine Trocknung am kritischen Punkt erfolgen (der
kritische Punkt eines Gases ist die Kombination aus den Gr6Ren Druck und
Temperatur bei konstantem Volumen, ab dem die Dichte von flissiger und
gasformiger Phase gleich grof3 ist, d.h. es gibt keine Phasengrenze und damit keine
Oberflachenspannung. Dazu wird das Lésungsmittel durch flissiges CO., ersetzt (bei
5T bis 10C, 51 MPa), und anschlielend durch Erh6hung der Te mperatur bis tUber
den kritischen Punkt von CO, (31C, 7,38 MPa) gebracht. Durch langsames
Ablassen des gasférmigen CO. (ca. 25 min lang; bis auf Umgebungsbedingungen)
wird die Probe nahezu ohne Schéadigungen durch die Oberflachenspannung des
Acetons getrocknet. Dies erfolgte unter standiger Kontrolle der malf3geblichen
Parameter in einer KPT-Apparatur Typ 11 120 der Fa. Balzers (Lichtenstein).
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2.5.3.1.3. Aufbringen elektrisch leitender Schichte  n (Gold, Kohlenstoff)
Nicht leitende Proben mussen mit einer sehr diinnen Metallschicht (hier: Gold) oder
einer anderen Schicht eines elektrisch leitenden Materials (z. B. Kohlenstoff)

versehen werden, um eine negative Aufladung der Probe im REM zu verhindern.

Beschichten der Proben mit Gold

Die Beschichtung mit Gold erfolgte nach dem Prinzip der Kathodenzerstaubung in
einem ,Sputter Coater* der Fa. Edwards (Typ S 150 A). Dabei werden in einer
niedrig evakuierten Kammer (ca. 5-10° Pa) bei Anlegen einer Spannung (10000 V)
und einem Stromflul3 von 25 mA aus einer Goldkathode durch positive Argonionen
(erzeugt durch lonisation mit Hilfe der angelegten Spannung) Goldatome
herausgeschlagen. Durch mehrfache Kollision der Goldatome mit den in der
Kammer befindlichen Argonionen wird ein unidirektionaler Golduberzug der Probe
gewdhrleistet. Um eine mogliche Schadigung der Probe durch Uberhitzung zu
vermeiden, wurde 2 mal je 1 min lang (mit einer 2 minitigen Pause dazwischen)
beschichtet.

Beschichten der Proben mit Kohlenstoff

Unter bestimmten experimentellen Voraussetzungen erweist sich eine Beschichtung
der Probe mit Gold als ungunstig Werden beispielsweise Informationen benétigt, um
Ruckschlisse auf die Materialzusammensetzung (,Materialkontrast®) der Probe
ziehen zu konnen (Ruckstreuelektronenbild), muss die Probe zwar elektrisch leitend
sein, darf aber die Unterschiede in den Ordnungszahlen fir die ruckgestreuten
Elektronen nicht Gberdecken oder absorbieren (wie es bei einem Goldiberzug der
Fall ware). Dazu wurden die Proben in einem Vakuumbeschichtungsanlage (Fa.
Edwards) mit Kohlenstoff beschichtet.

Mikroskopie der Proben ohne Beschichtung

Zur hochauflésenden Darstellung der Topographie und Topologie der Oberflachen
von Chloroplasten muss auf eine Beschichtung, die ja feinste ultrastrukturelle Details
Uberdecken wirde, génzlich verzichtet werden. Durch die Probenpréaparation, wie
unter 2.5.3.1.1. und 2.5.3.1.2. beschrieben, ist jedoch durch die Impragnierung der

Probe mit OsO, und Uranylacetat eine schwache Leitfahigkeit gewabhrleistet.
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Allerdings miussen die Mikroskopiebedingungen den sehr empfindlichen Proben
speziell angepasst werden: Um eventuell auftretende Schaden am Praparat v. a.
durch elektrische Aufladungen und thermische Einflisse zu vermeiden, muss die
durch den Elektronenstrahl Ubertragene Energie minimiert werden. Dies geschieht
durch das Herabsetzen der Beschleunigungsspannung auf einige wenige Hundert
Volt (Niederspannungselektronenmikroskopie). Fur ein dennoch ausreichendes
Sekundarelektronensignal muss ein sehr geringer Arbeitsabstand der Probe zum
Bestrahlungs-/Detektorsystem gewéhlt werden (=3 mm). Untersuchungen im
Niederspannungsbereich wurden an einem REM der Fa. LEO (Typ 1540 FEG) am
Lehrstuhl Physik IV (Universitat Bayreuth) durchgefthrt.

2.5.3.3. REM unter Umgebungsbedingungen (ESEM = Environmental

Scanning Electron Microscope)

In einem ESEM kodnnen (biologische) Proben ohne vorherige Praparation, also im
voll hydratisierten Zustand untersucht werden. Somit wird v. a. bei empfindlichen
Proben die Ausbildung von Artefakten, die durch diese Probenpréparation entstehen
kénnten (Schrumpfungen, Geweberisse und -briiche, etc.), weitgehend verhindert.
Allerdings muss bei dieser Untersuchungsmethode mit einer limitierten Auflosung
(verglichen mit einem konventionellen SEM) gerechnet werden. Diese liegt je nach
Probe in einem GrolRenbereich von ca. 10 nm. AufRerdem ist nach wie vor mit
Schéadigungen des Praparats durch Wechselwirkungen zwischen Elektrodenstrahl
und Probenoberflache zu rechnen, die bei der Interpretation und Auswertung der

Aufnahmen zu berlcksichtigen sind.

2.5.4. Immuncytologische Untersuchungsmethoden (REM )

Eine Identifizierung und Visualisierung einzelner Proteine ist auch in der
Rasterelektronenmikroskopie madglich. Sollen periphere Membranproteine auf der
Organellenoberflache, wie z.B. im Rahmen dieser Arbeit Proteine auf der duf3eren
Chloroplastenhtllmembran, nachgewiesen werden, ist die Immuno-REM die einzige

Moglichkeit, da weder die Immuno-TEM (Nachweis am Dinnschnitt nur bei
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entsprechender, fur den Antikérper zugéanglicher Menge an Zielantigen mdglich)
noch die SDS-FRL (Nachweis nur von integralen Membranproteinen, die erst durch

Spaltung der Lipidbilayer zuganglich gemacht werden) eingesetzt werden kénnen.

2.5.4.1. Immuncytologische Untersuchungsmethoden im REM

Diese Methode ist eine Verbindung der konventionellen Immuncytochemie (siehe
2.5.2.2.2.) mit der konventionellen REM unter besonderer Beriicksichtigung der

Besonderheiten der fur die REM notwendigen Probenpraparation.

2.5.4.1.1. Vorbereitung von isolierten Chloroplasten fl r die konventionelle

immuncytologische REM (chemische Fixierung und Immo bilisierung)

Die sich in Suspension befindlichen Chloroplasten (siehe 2.2.1.2.) wurden zuerst in
einer Mischung aus 2 % (v/v) Glutaraldehyd und 3 % (v/v) Formaldehyd (jeweils
Endkonzentration, in Puffer 4, 4 C) 10 min lang fixiert. Zur Immobilisierung der
Chloroplasten wurden 50 pl der Suspension auf die adhasionsfahige Seite eines in
einem Spezialhalter (aus Teflon; Eigenbau) montierten Thermanox Plastic
Coverslips (Cell Culture treated on one side, Sterile; Fa. NUNC™ | Brand Products)
aufgetragen und 30 min lang erschitterungsfrei sedimentiert (1 xg, RT).

Anschlie3end wurden die Proben 2 mal je 5 min lang mit Puffer 4 gewaschen.

2.5.4.1.2. Immundekoration peripherer Membranproteine an isolierten, intakten

Chloroplasten

Mogliche unspezifische Antikérperbindungsstellen auf den vorbereiteten Proben
(siehe oben; 2.5.4.1.1.) wurden zuerst 30 min lang in 0,1 M Lysin (in Puffer 4, RT),
dann 10 min lang in 1% (w/v) Milchpulver (in Puffer 4, RT) und schlie3lich 10 min
lang mit 1% (w/v) BSA (in Puffer 4, RT) gesattigt. AnschlieRend wurden die Proben
2 h lang mit einem primaren, gegen das zu detektierende Antigen gerichteten

Antikdrper in geeigneter Verdinnung (in Puffer 4 mit 1 % (w/v) BSA) inkubiert.
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Nachfolgend wurde 5 mal je 5 min lang gewaschen (Puffer 4, RT) und danach 1 h
lang mit einem (gegen den primaren Antikérper gerichteten) sekundéaren Gold-
konjugierten Antikdrper immundekoriert [AuroProbe™ EM GAR G 10; oder GAR G 5;
oder GAM G 5, Fa. Amersham Life Science; Verdunnung 1 : 50, in Puffer 4 mit 1 %
(w/v) BSA]. AbschlielRend wurden die immundekorierten Proben mit Puffer 4 (5 mal

je 15 min lang) gewaschen.

2.5.4.1.3. Abschlussfixierung, Entwasserung, KPT, Besc hichtung und

Mikroskopie der immundekorierten Proben

Abschluffixierung, Entwasserung, KPT und Beschichtung (mit C)

Die immundekorierten Proben (siehe oben; 2.5.4.1.2.) wurden nach dem letzten
Waschschritt sofort in 4 % (v/v) Glutaraldehydlésung (in Puffer 4) 10 min lang fixiert.
Nach Waschen mit Aqua bidest (3 mal je 5 min lang) wurden die Proben, wie unter
25.3.1.1.,, 253.1.2. und 2.5.3.1.3. beschrieben, entwassert, getrocknet am
kritischen Punkt (KPT) und mit Kohlenstoff beschichtet.

Mikroskopie
Die immundekorierten Chloroplasten wurden unter verschiedenen Modi (Hoch- und

Niederspannung; Primar- und Sekundarelektronenbild oder eine Mischung beider)
an einem REM der Fa. LEO (Typ 1540 FEG) am Lehrstuhl Physik IV (Universitat
Bayreuth) mikroskopiert (siehe auch 2.5.3.1.3.).

2.5.4.2. Immuncytologische Untersuchungsmethoden im ESEM

Sollen Proben der REM, die durch sekundare Antikorper, konjugiert mit 10 nm
Goldpartikeln immundekoriert wurden, ohne jegliche Beschichtung mit der
hinreichenden Auflésung bei den notwendigen hodheren Beschleunigungs-
spannungen mikroskopiert werden, ist das nur im ESEM-Modus eines geeigneten
Mikroskops moglich. Die Proben wurden, wie unter 2.5.4.1. beschrieben, vorbereitet
und immundekoriert, wobei auf eine abschlieRende Beschichtung der Proben

verzichtet wurde.
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Mikroskopie
Die immundekorierten Proben wurden unter verschiedenen Modi (unterschiedliche

Beschleunigungsspannungen, Dricke, Arbeitsabstande und Temperaturen; Primar-
und Sekundéarelektronendetektoren oder eine Mischung beider) an einem ESEM (Fa.
FEI, ESEM XL 30 FEG) der Universitdit des Saarlands, Service Einheit EM,
Anatomie und Zellbiologie, mikroskopiert.

2.5.5. Bilderfassung, Bildbearbeitung und Bildauswe rtung

2.5.5.1. Bilderfassung

Die Bilderfassung in der Elektronenmikroskopie erfolgte entweder herkdmmlich
durch die Elektronenmikrografie (alle TEM Aufnahmen an der Abteilung EM der
Universitdt Bayreuth) oder auf digitalem Wege (alle REM Aufnahmen; TEM
Aufnahmen am Lehrstuhl Physik 1V, Universitat Bayreuth).

2.5.5.1.1. Elektronenmikrografie

Nach 2 s Belichtungszeit (fir TEM Zeiss EM 109 und CEM 902A) der Negative
(8 cm x 10 cm Planfilm, Kodak SO 163, flr Elektronenmikroskopie) wurden diese in
der Dunkelkammer 4 min lang entwickelt (Kodak Professional D-19), anschliel3end
1 min lang in flieBendem Wasser gewaschen und abschlielend 5 min lang fixiert
(Kodak Superfix; Mischungsverhéltnis 1 + 7) Die nach der Fixierung noch 10 min
lang gewasserten Negative wurden dann im Negativ-Trockenschrank bei 50 T 1 h
lang getrocknet. Fotografische Abzige und Vergrél3erungen von den Negativen
wurden je nach Bedarf in der Dunkelkammer angefertigt (auf Agfa Multicontrast
Classic MCC 1 FB, B/W Fiber Base Paper Glossy).
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2.5.5.1.2. Digitale Bildaufzeichnung

Digitale Bildaufzeichnungen erfolgten unter Verwendung der jeweiligen an den
Mikroskopen angeschlossenen verfigbaren Gerdte und Programme. Zur
Bildbearbeitung und -auswertung wurden die aufgezeichneten Bilder entweder als
TIF-, JPEG-Format gespeichert. Nicht digitalisierte Bilder oder Negative (siehe oben;
2.55.1.1.)) wurden mit Hilfe eines Scanners (Fa. Hewlett Packard, mit

Durchlichteinheit) am LS Pflanzenphsiologie, Universitat Bayreuth digitalisiert.

2.5.5.2. Bildbearbeitung und Bildauswertung

Flachenmessungen bzw. Quantifizierungen immunologisch nachgewiesener Proteine
erfolgten mit Hilfe der Bildauswertungssoftware Image Pro Plus (CAMBASE
SOFTWARE) gemal Anwendungsvorschrift;

Um eine optimale Bildauswertung zu ermoglichen, wurden die digitalisierten Bilder
mit der Bildbearbeitungssoftware (Adobe Photoshop 6.0) bearbeitet.

2.6. Molekularbiologische Methoden

Da es sich bei den hier angewendeten molekularbiologischen Methoden um
bekannte und gebrauchliche Standardmethoden handelte und oftmals kaufliche
Isolations-, Reinigungs-, und Analyse-Kit's verwendet wurden, soll hier auf eine
detaillierte Beschreibung weitgehend verzichtet und statt dessen auf entsprechende
Literatur verwiesen werden (siehe auch die Diplomarbeiten von Bartsch, Sandra und
Bauerschmitt, Heike; Lehrstuhl Pflanzenphysiologie, Bayreuth, sowie die

Literaturangaben von Reinbothe, Christiane und Reinbothe, Steffen).

2.6.1. Extraktion der RNA aus Gerstenpriméarblattern

Fur die Extraktion der Gesamt-RNA wurde der RNeasy Mini Kit (Fa. Qiagen)

verwendet und entsprechend dem RNeasy Mini Protokoll zur Isolierung von Gesamt-
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RNA aus pflanzlichen Geweben gearbeitet. Die genaue Zusammensetzung der
hierbei verwendeten Puffer ist ebenfalls dort zu finden.

Die Probennahme und das Aufbrechen des Zellmaterials erfolgten auf die bereits
unter 2.4.1. beschriebene Weise. Nachdem zu dem aufgebrochenen, gefrorenen
Zellmaterial 450 pl RLT-Puffer gegeben worden war, wurde dieses darin suspendiert.
Die sich ergebenden Lysate wurden auf vorbereitete Séulen (QIAshredder spin
column) pipettiert und 2 min bei RT und 12000 rpm zentrifugiert. Im Anschluss daran
Uberfihrte man den sich im Auffangbehalter befindenden Durchfluss in ein neues
RNase-freies ERG. Nachdem zu jedem Lysat 225 pl Ethanol (p. a.) gegeben worden
war, wurde schnell gemischt und die Proben auf vorbereitete Saulen (RNeasy mini
column) aufgetragen. Nach einer 15 sec dauernden Zentrifugation bei RT und
10000 rpm wurden die Saulen mit jeweils 700 ul RW1-Puffer gewaschen, in frische
Auffangbehéalter gesetzt und zweimal mit je 500 ul RPE-Puffer gewaschen. Um die
RNA, die sich nun auf der RNeasy Silica-Gel-Membran in der jeweiligen Saule
befand, zu trocknen, wurde im Anschluss an den letzten Waschschritt bei RT und
10000 rpm fur eine Dauer von 2 min zentrifugiert. Nachdem die Saulen in ein
frisches ERG gesetzt worden waren, eluierte man die RNA mit 50ul RNase-freiem
Wasser (1 minutiges Zentrifugieren bei RT und 10000 rpm). Dieser Vorgang wurde
ein zweites Mal wiederholt. Bevor die Reinheit und die Konzentration der isolierten
Gesamt-RNA bestimmt wurde, bewahrte man die Proben auf Eis auf bzw. lagerte die
RNA bei —80<C.

2.6.2. Bestimmung von Konzentration und Reinheit de  risolierten RNA

Mittels der gemessenen Absorptionswerte bei Wellenlangen von 260 und 280 nm
(UV/Vis Spectrophotometer DU 650) war es mdglich, die jeweilige RNA-
Konzentration in der Probe nach folgender Formel zu berechnen:

1 Az = 40 pg/ml RNA (s. MANIATIS) (5)
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Vor der Absorptionsmessung wurde das Photometer mit Aqua bidest. auf den
Nullwert geeicht und alle Proben mit RNase-freiem Wasser im Verhéltnis 1:100

verdinnt.

Die Reinheit der RNA ergab sich aus dem Verhaltnis von As/A2s0, Welches bei
reiner RNA ~ 1,6 — 1,8 betragt.

2.6.3. Ethanol-Prazipitation

Bevor die isolierte Gesamt-RNA in einem 1,2 %igen Formaldehyd-Agarose-Gel
getrennt werden konnte, wurde sie mittels Ethanol prazipitiert. Die Proben-Volumina
wurden zu diesem Zweck mit 1/10 des Volumens an 3 M Kaliumacetat und dem 2,5-
fachen Volumen an EtOH versetzt und Uber Nacht bei —20C gefa llt. Es folgte eine
20 minitige Zentrifugation bei 4T und 14000 rpm, nach der der Uberstand
verworfen wurde. Das Trocknen der RNA-Pellets erfolgte im Anschluss daran bei RT
und das Pellet wurde anschliel3end in einem zur Weiterverarbeitung entsprechenden

Volumen an RNase-freiem H,O aufgenommen.

2.6.4. Trennung und Nachweis der RNA

2.6.4.1. Agarose-Gelelektrophorese

Um die isolierte Gesamt-RNA aufzutrennen, wurde ein 1,2 %-iges Formaldehyd
(FA)-Agarose-Gel der GroRe 14cm x 12 cm benutzt. Tabelle 4 a zeigt die
Zusammensetzung des verwendeten Puffers, Tabelle 4 b die Zusammensetzung
des 1,2 %igen FA-Agarose-Gels.
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Tab. 4a: Zusammensetzung des MOPS-Puffers (10x)

MOPS-Puffer (10x)
MOPS 0,038 M
NaAcetat 0,625 M
0,5 M EDTA (pH 0,01 M
8,0)
DEPC-Wasser ad 11

Tab. 4b: Zusammensetzung des 1,2 %igen FA-Agarose-Gels

1,2 %iges FA-Agarose-

Gel
Agarose 1,2 % (wiv)
37 % (vIv) 1,1 % (v/v)
Formaldehyd
10 x MOPS-Puffer 1x
DEPC-Wasser ad 100 ml
EtBr 1 % (w/v) 3ul

Die getrockneten RNA-Pellets (vgl. 2.6.3.) wurden jeweils in 5,6 pul DEPC-Wasser,

2,5 pul 10 x MOPS-Puffer, 4,4 ul 37 %-igem Formaldehyd und 12,5 pl Formamid

gelést. Nach Mischen der Proben wurde die geloste RNA 15 min bei 65T im

Wasserbad inkubiert und 5 min im Eiswasser abgekiuhlt. Nach Zugabe von jeweils
3 ul Agarose-Gel-Auftragspuffer (vgl. Tab.10) wurden die Proben auf das Gel
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde Uber einen Zeitraum von 3 h bei einer
Spannung von 5 V/cm (Elektrophoresesystem der Fa. BioRad Laboratories GmbH)

durchgefiihrt, wobei ein Marker (High-range-RNA-ladder) der Fa. Fermentas als

Langenstandard diente.

Tab. 5: Zusammensetzung des verwendeten Auftragspuffers

Auftragspuffer: Agarose-

Gele (10 x)
Na.EDTA 0,1 M
SDS 1,0 % (wiv)

Bromphenolblau

0,25 %(w/v)

Xylencyanol

0,25 %(w/v)
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2.6.4.2. Alkalischer Northern Blot

Bei dieser Methode des Kapillar-Blottings wird die mittels FA-Agarose-Gel getrennte
Gesamt-RNA auf eine Nylonmembran Ubertragen. Zu diesem Zweck wurden auf
einen ca. 2-3 cm hohen Stapel aus Zellstoff vier Schichten trockenes Whattman
3MM Filterpapier und eine Schicht in Transferpuffer (TrP: 3 M NaCl, 8 mM NaOH)
getrdnktes 3MM Filterpapier gelegt, bevor die in Aqua bidest. &quilibrierte
Nylonmembran darauf zum Liegen kam. Diese wurde dann vom FA-Agarose-Gel
und von weiteren drei Lagen mit TrP getranktem 3MM Filterpapier bedeckt. Die sog.
.Brucke®, deren Aufgabe es ist, den Puffer aus dem Sammelbehalter auf den Blot zu
leiten, bestand ebenfalls aus zwei Lagen mit TrP getranktem 3MM Filterpapier. Nach
Abschluss des alkalischen Blot-Vorgangs (24 h; RT) wurde die Nylonmembran fur 15
min in Neutralisierungspuffer (0,2 M Natriumphosphat pH 6,8) geschwenkt. Die
Fixierung der RNA erfolgte bei einer Temperatur von 80<C fur 20 min.

2.6.4.3. RNA-Nachweis durch Sonden-Hybridisierung

Im Folgenden wird der RNA-Nachweis durch Sonden-Hybridisierung nur fir den
cDNA-Klon von lIsl1 (Pao, Zea mais, accession number: U77346) beschreiben.
Weitere Sonden-Hybridisierungen zum RNA-Nachweis von LHC Il (Type |, Hordeum
vulgare: accession number: X89023), PsaN (Photosystem | subunit N, Hordeum
vulgare: accession number: X66428), PsaL (Photosystem | subunit L, Hordeum
vulgare: accession number: M61146 J05758), PsaF (Photosystem | subunit F,
Hordeum vulgare: accession number: U08135) und Rbcs (kleine Untereinheit der
Rubisco — SSU- siehe Dissertation von Herrn Valdes, Oscar; LS Pflanenphysiologie,
Universitdt Bayreuth) erfolgten analog. Die vollstandigen Sequenzinformationen

finden sich in der Datenbank NCBI (http://www.ncbi.nim.nih.gov/entry).



Material und Methoden 57

2.6.4.3.1. Markierung der verwendeten Sonde

Zur Markierung der verwendeten llsl-Sonde benutzte man das RadPrime DNA
Labeling System (Fa. Invitrogen GmbH). Die dazu bendétigten radioaktiv markierten
Nukleotide [a®*%-P] dATP und [a**-P]JdCTP wurden von der Fa. Perkin Elmer Life
Sciences Inc. bezogen und besalRen eine spezifische Aktivitdt von 3000 Ci/mmol.
Um den partiellen cDNA-Klon von llsl aus Mais als Sonde benutzen zu kénnen,
wurde dieser zunachst aus dem Plasmid-Vektor geschnitten, gereinigt, 5 min bei
95<T denaturiert und auf Eis abgekunhlt.

Nachdem die fur die Synthese des Stranges bendtigten Komponenten:

* jeweils 1 ul nicht markierte Nukleotide (10 pM]

« jeweils 5 pl radioaktiv markierte Nukleotide (50 uCi)

e 20 pl 2,5 x Random Primer Solution

e 17 pl Agqua bidest.

hinzugefigt worden waren, wurde gemischt und die Reaktion durch Zugabe von 1 pl
des Klenow-Fragments gestartet. Nach einer 10 minttigen Inkubation bei 37C
beendete die Zugabe von 5 pl Stop Puffer die Reaktion. Im Anschluss daran wurde
die radioaktiv-markierte Sonde von der noch freien Reaktivitat getrennt (Microspin™
S-200 HR Colums; Amersham).

2.6.4.3.2. Hybridisierung der verwendeten Sonde

Nach zweistindiger Inkubation (Prahybridisierung) bei 62T in HYB-9
Hybridisierungslésung (Fa. Gentra Systems) erfolgte die Hybridisierung mit
insgesamt 55 pl radioaktiv markierter lls1-Sonde in 10 ml Hybridisierungslésung bei
62C Uber Nacht. Insgesamt folgten darauf vier Waschschrit te [2 x 30 min mit Puffer
W1 (2 x SSC/0,5 % SDS); 2 x 30 min mit Puffer W2 (0,5 x SSC/0,1 % SDS]; jeweils
bei 50C) nach denen der Blot bei —70T Uber einen Zeitraum von 22 h auf einem
Rontgenfilm exponiert wurde. Die an dieser Stelle verwendete Photokassetten,
Screens (Kodak BioMax TranScreen — HE) und Filme (Kodak BioMax MS) wurden
von den Firmen Amersham Pharmacia Biotech AB und Eastman Kodak Company
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bezogen. (Die genaue Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Losungen

konnen den Angaben des Herstellers entnommen werden.)

2.6.5. Proteinimportstudien und Identifizierung maoglic her Interaktionspartner

durch Vernetzungs-Experimente ( Crosslinking)

2.6.5.1. Herstellung von cDNA-Konstrukten, die fur trans  A-DHFR-Fusions-

proteine kodieren und Amber-Stop-Kodonen im TransA- Teil enthalten

Die Herstellung des transA-DHFR cDNA-Klons, der fir ein Fusionsprotein aus dem
Transitpeptid von pPORA und der cytosolischen Dihydrofolatreduktase kodiert,
wurde zuvor beschrieben (REINBOTHE et al., 1997). Diese DNA wurde als Template
in den nachfolgenden PCR-Reaktionen eingesetzt.

Drei verschiedene Konstrukte wurden hergestellt, die sich durch die Position des
Amber-Stop-Kodons im Transitpeptid von PORA unterschieden: am 5-Ende (PCR1,
zur Klonierung der cDNA des Fusionsproteins TransA2-DHFR), am 3'-Ende (PCR2
zur Klonierung der cDNA des Fusionsproteins TransA3-DHFR) bzw. am 5'-und am
3'-Ende (PCR3, zur Klonierung der cDNA des Fusionsproteins TransA1-DHFR)). Flr
die PCR 1 wurden die Primer Sup4 (5*-
AAAGGATCCATGGCTTAGCAGCTTCTCCCCTCCACC-3Y) und tr2 (5'-
TATGCCGGATCCGCTCGGCGACGCGGTCGA-3Y), fur die PCR 2 die Pimer NT (5'-
GAGAGAGGATCCCCAAGCTCACCGTCATCCATGGCT-3) und  Sup5 (5
AAAGGATCCCTACGGCGACGACGCGGTCGA-3) fur die PCR 3 die Primer Sup4
und Sup5 verwendet. Die PCR wurde mit dem ,Expand High Fidelity PCR System*
der Firma Roche entsprechend den Instruktionen des Herstellers unter Verwendung
folgender Zyklen durchgefihrt: 95C 2min, 39 Zyklen besteh end aus 95T 1min,
50C 2min und 72C 3min sowie 1 Zyklus 72T 5min. Die PCR-Prod ukte wurden auf
einem Ethidiumbromid-haltigen, 1%igen Agarose-TAE-Gel (s. SAMBROOK et al.,
1989) getrennt und die im UV-Licht sichtbar gemacht. Die PCR-Produkte, die der
erwarteten GrofRe entsprachen, wurden ausgeschnitten und die DNA mit Hilfe des
QIAEXRII-Gel Extraction Kits isoliert. Die DNA wurde dann einem Restriktionsverdau
mit BamHI (Roche) entsprechend den Empfehlungen des Herstellers unterzogen

und nach einer erneuten Aufreinigung durch Phenol-Chloroform-Extraktion
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(SAMBROOK et al., 1989) in den bereits friher verwendeten BamHI-geschnittenen
Vektor pSP64-DHFR (REINBOTHE et al., 1997) ligiert. Die richtige Orientierung bzw.
die Korrektheit der durch PCR amplifizierten Sequenz wurden durch Sequenzierung
(mit Hilfe eines T7-DNA-Sequencing-Kits von Promega und dem von SANGER et al.
(1977) beschriebenen Gel-Systems) Uberpruft.

2.6.5.2. Synthese von (Tmd)Phe-haltigen, radioaktiv mar  kierten transA-DHRF-
Polypeptiden sowie der radioaktiv markierten pPORA, pPORB , transA-
DHFR und transB-DHFR Prakursoren durch gekoppelte In-vitro-

Transkription/Translation

TransA-DHFR-Fusionsproteine, die den (Tmd)Phe-Rest (L-[3-(Trifluoromethyl)-3-
diazirin-3H-yl]phenylalanin) an den Positionen 2 plus 65 (TransA1l-DHFR), nur an
Position 2 (TransA2-DHFR) bzw. nur an Position 65 (TransA3-DHFR) des
Transitpeptides enthielten, wurden in Gegenwart von *S-Methionin und der
(Tmd)Phe-Suppressor-tRNA, die uns freundlicherweise von J. Brunner, ETH Zlrich,
Schweiz, zur Verfiigung gestellt wurde, translatiert. Die Methode beruht darauf, dass
die zuvor auf DNA-Ebene kinstlich eingefihrten Amber-Kodonen dann durch eine
Amber-Suppressor-tRNA, die den (Tmd)Phe-Test tragt, "dechiffriert" werden kdénnen.
Die anderen Polypeptide (pPORA, pPORB, transA-DHFR und transB-DHFR; s.
REINBOTHE et al., 1997), die nicht zum Photocrosslinking eingestzt wurden, wurden
nur in Gegenwart von **S-Methionin translatiert. Die In-vitro-Transkription/Translation
wurde in einem TNT-T7/SP6 gekoppelten In-vitro-Transkriptions/Translations-
Weizenkeimsystem der Firma Promega entsprechend den Empfehlungen des
Herstellers durchgefihrt. Fur die In-vitro-Transkription wurden die folgenden RNA-
Polymerasen (Promega) eingesetzt: SP6-RNA-Polymerase flur transA- und transB-
DHFR-Konstrukte (unabhéngig von der Einfuhrung der (Tmd)Phe-Reste), T7-RNA-
Polymerase fur pPORA und T3-RNA-Polymerase fir pPORB.
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2.6.5.3. In-vitro-Import von Vorstufenproteinen in isolierte Chloroplaste n und

Photocrosslinking

Chloroplasten wurden aus Gerstenprimarblattern (5 cm lange Segmente, 1 cm von
der Blattspitze wurde entfernt) isoliert, die entweder frisch geerntet wurden, 24 h auf
Wasser oder auf einer 45 pM Methyljasmonat-haltigen wassrigen Loésung flotiert
worden waren. Die Chloroplasten wurden durch Zentrifugation Gber einen Percoll
(Pharmacia-LKB Schweden)-Gradienten angereichert und weiter durch Flotation auf
einem Percoll-Kissen aufgereinigt (REINBOTHE et al., 1990, 1993).

Fur die Importstudien wurden die in vitro synthetisierten, radioaktiv markierten und
(Tmd)Phe-haltigen Vorstufenproteine (s. vorheriger Abschnitt), 5 x 107 Plastiden pro
50 ul Importreaktion (ausgezahlt mit einem Hamozytometer) und der Importpuffer
von DELLA-CIOPPA et al. (1986) eingesetzt. Die eingesetzten ATP-und GTP-
Konzentrationen sind an der entsprechenden Stelle im Ergebnisteil angegeben.
Sollte der Import in Protochlorophyllid (Pchlid)-haltige Plastiden getestet werden, so
wurden die Chloroplasten vor dem eigentlichen Importversuch mit o-
Aminolavulinsaure (o-ALA) (0,5 mM Endkonzentration in einem Phosphatpuffer,
REINBOTHE et al., 1995) bei 25T in der Dunkelheit fur 15 min inkubiert, um die
intraplastidare Pchlid-Produktion zu induzieren. Kontrolichloroplasten wurden nur in
Phosphatpuffer ohne o-ALA unter den gleichen Bedingungen inkubiert. Die
eigentliche Importreaktion wurde bei 23T im Dunkeln fur 15 min durchgefihrt. Das
Photocrosslinking wurde durch 1 min Bestrahlung mit einer UV-Lampe, wie bei HIGH

et al. (1991) beschrieben, ausgeldst.

2.6.5.4. Proteinextraktion und Analyse der Crosslink-Produkte  durch

Autoradiographie und nach Immunpréazipitation

Nach der Durchfuhrung des Photocrosslinking wurden die Plastiden auf einem
Percoll-Kissen (s. oben) aufgereinigt und die Proteine wurden dann nach Aufschluss
der Chloroplasten durch Ultraschall mit Trichloressigsaure (5% [w/v] prazipitiert und
zur  anschlieBenden Auftrennung durch Polyacrylamidgelelektrophorese weiter
verarbeitet (REINBOTHE et al.,, 1990). Die Proteine wurden auf eindimensionalen
SDS-Polyacrylamidgelen (Gradient von 12,5 bis 20% Polyacrylamid) (LAEMMLI,
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1970) aufgetrennt und durch Autoradiographie (Kodak BioMax MR Film, Firma
Sigma-Aldrich) sichtbar gemacht.

Die Immunprazipitation wurde, wie bei WIEDMANN et al. (1987) beschrieben, mit
den bei REINBOTHE et al. (2004) beschriebenen Antiseren durchgefihrt.

2.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm Statistica 6.1 (STAT
SOFT INC., TULSA, USA, 2004). Alle zu vergleichenden Stichproben wurden
zunachst auf Normalverteilung (Kolmogorov-Smirnov-Test) und Homogenitat der
Varianzen (Levene-Test) geprift. Im Falle der Normalverteilung und Homogenitat
der Varianzen wurde zum Vergleich zweier Stichproben der t-Test (nach Student)
verwendet. Fur Vergleiche von Stichproben mit der Kontrolle kam der Dunnett-Test
zur Verwendung. Multiple, orthogonale (a priori) Vergleiche von Stichproben mit der
Kontrolle wurden durch eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA = Analysis Of
Variance) getestet. Waren Normalverteilung und Homogenitat der Varianzen nicht
gegeben, wurde zum Vergleich zweier Stichproben ein Mann-Whitney-U-Test und
zum Vergleich mehrerer Stichproben eine Kruskal-Wallis-ANOVA angewandt.

Die Grafiken sind mit den Programm Microcal Origin (Version 3.54) erstellt. Bei den
numerischen Werten sind jeweils die Mittelwerte £ Stichproben-Standardabweichung
dargestellt.

Die Kennzeichnung von Signifikanzniveaus erfolgt durch die Sternsymbolik:
p <0,05: * p<0,01: **, p <0,001: ***
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3. Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit sollten seneszenzbedingte Veranderungen an Plastiden
untersucht werden. Dabei sollte die Frage beantwortet werden, ob die
Plastidenhillmembran bis in relativ spate Phasen der Seneszenz unverandert bleibt,
oder ob es schon in frihen Abschnitten der Plastidenentwicklung zu (seneszenz-)
spezifischen Veranderungen kommt. Ein besonderer Schwerpunkt des Interesses
galt dem Proteinimportapparat der Plastiden, der so genannten TIC/TOC-
Maschinerie (TIC = Translocon of the Inner Chloroplast Envelope; TOC =
Translocon of the Outer Chloroplast Envelope). Dabei handelt es sich um
Multiproteinkomplexe, die in die innere bzw. &aufRere Plastidenhillmembran
eingebettet sind. Dazu musste zunachst ein experimentelles System ausgewahlt und
etabliert werden, mit dem es mdglich ware, Seneszenz in Primarblattern der Gerste
gezielt zu induzieren und deren Ablauf, im Vergleich zur natiurlichen Seneszenz, zu
beschleunigen. Dieses induzierbare System wurde mit der natiurlichen Seneszenz
auf biochemischer-, molekularbiologischer-, makroskopischer- und
elektronenmikroskopischer Ebene verglichen. Es wurden dazu verschiedene
Parameter auf ihre Eignung als verlassliche, seneszenzspezifische Marker hin

untersucht.

3.1. Auswahl eines experimentellen Systems zur
Seneszenzinduktion mit Hilfe seneszenz-

spezifischer Marker

Die Merkmale, die als Marker von seneszenzbedingten Veranderungen an Plastiden
herangezogen werden sollen, missen - alleine fur sich, oder auch in Kombination
miteinander - einen gut erkennbaren, kausalen Zusammenhang zum Phanomen
Seneszenz aufweisen. Daneben sollen diese seneszenzspezifischen Marker
verlasslich (reproduzierbar) und experimentell gut zu erfassen sein. Diese Kriterien

erfillen Veranderungen des Chlorophylligehalts und der Ultrastruktur.
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Verfahren und Behandlungen, die potentiell dazu geeignet erscheinen, das
Phanomen Seneszenz vorzeitig auszulésen und dessen Ablauf zu beschleunigen,
missen zuerst, um der physiologischen Gesamtsituation wie z. B. Source — Sink-
Beziehungen, der Kommunikation zwischen entfernten Pflanzenorganen und/oder
der Wettbewerbsituation um Nahrstoffe, Licht und Raum (THOMAS und
STODDART, 1980) gerecht zu werden, an ganzen Pflanzen getestet werden.
Gerade bei einem experimentellen System mit monokarpen Pflanzen (in dieser
Arbeit: Hordeum vulgare L., Poaceae), bei denen die Seneszenz nahezu wéhrend
der gesamten Lebensspanne sukzessive ablauft und ja letztendlich zum Absterben
der ganzen Pflanze fiihrt (NOODEN et al. 1997), ist es von entscheidender
Bedeutung, einen kausalen Zusammenhang zwischen der Behandlung und dem

Erscheinen von seneszenzspezifischen Markern herstellen zu kénnen.

3.1.1. Veranderungen des Chlorophyligehalts in Abhangig keit von der

Behandlung der Primarblatter

Ein wesentliches, makroskopisch sehr auffalliges Merkmal der natirlichen
Seneszenz ist das ,Ausbleichen” der Blatter durch Chlorophyllverlust (GRUMBACH
und LICHTENTHALER, 1973; HIDEMA et al., 1992; WILSON et al., 2002;
HORTENSTEINER, 2006). Auf die Fahigkeit, vorzeitig einen Chlorophyllabbau in
Gerstenprimarblattern hervorzurufen, wurden vier unterschiedliche Behandlungen an
ganzen, acht Tage alten Gerstenpflanzen getestet. Dabei wurden zwei
unterschiedliche physikalische Behandlungen (Verdunkelung der Pflanzen oder
Bestrahlung mit UV-Licht) und zwei unterschiedliche Phytohormonbehandlungen
(Inkubation mit Ethylen oder Methyljasmonat) angewendet (7 Tage lang). Zur
Kontrolle wurden Gerstenpflanzen ohne jegliche Behandlung verwendet (siehe
2. Material und Methoden).

Als BezugsgroRe fur den Chlorophyllgehalt wurde entweder eine Blattflacheneinheit
oder das Blattfrischgewicht eingesetzt. In Abb. 3C sind die Chlorophyligehalte pro
Frischgewicht in Abhangigkeit von der jeweiligen Behandlung dargestellt. W&hrend
bei Blattern der Kontrollpflanzen und der Pflanzen unter Ethyleneinfluss keine
Anderung des Chlorophyllgehalts tber die gesamte Versuchsdauer festzustellen

war, zeigten die Blatter der Pflanzen nach Dunkelinkubation und unter



Ergebnisse und Diskussion 64

Methyljasmonateinfluss nach dem ersten Tag einen stetigen Verlust an Chlorophyll
(pro Frischgewicht) von 1,25 mgg™ auf 0,7 mgg™. Unter UV-Einfluss stieg der
Chlorophyllgehalt unmittelbar nach Applikationsbeginn bis zu einem Hochstwert von
etwa 3,5mgg® (nach 5 Tagen). Wurde allerdings die Entwicklung des
Frischgewichts pro Blattflache in Abh&ngigkeit zur jeweiligen Behandlung betrachtet
(Abb. 3D), so ging der Chlorophyllanstieg (pro Frischgewicht) unter UV- Einfluss mit
einem starken Abfall des Frischgewichts pro Blattflache einher (von ca. 275 g m2 auf
50 gm?). Deshalb handelt es sich hierbei nur um einen scheinbaren
Chlorophyllanstieg, der einzig durch das dramatische Absinken des
Blattfrischgewichts hervorgerufen wird. Dies wird durch eine makroskopisch sofort
erkennbare Erscheinungsform der UV-bestrahlten Blatter (grin-gelbe, fast heuartig
trockene Blatter) belegt (Daten nicht gezeigt). Bei allen anderen Behandlungen
wurden keine Veranderungen des Frischgewichts pro Blattflache beobachtet (das
Anfangsniveau blieb nahezu konstant; siehe Abb. 3D). Somit eignet sich die Angabe
des Chlorophyligehalts pro Frischgewicht — vor allem zum Vergleich der
unterschiedlichen Behandlungen - nicht fur alle Untersuchungen gleichermal3en.

Als geeignet hingegen erwies sich der Bezug des Chlorophyligehalts auf eine
Blattflacheneinheit, wie in Abb. 3A dargestellt: Bei Blattern der Kontrollpflanzen und
der Pflanzen unter Ethyleneinfluss war keine Anderung des Chlorophyllgehalts tiber
die gesamte Versuchsdauer festzustellen; es wurde ein gleich bleibender Gehalt von
ca. 350 mg Chlorophyll pro m? Blattflache festgestellt. Obwohl ein Ansteigen der
(endogenen) Ethylenproduktion als eine Begleiterscheinung der Seneszenz bekannt
ist, scheint exogen appliziertes Ethylen kein Initiator von Blattseneszenz zu sein
(ORZAEZ et al. 1999). Da eine Ethylen-Behandlung der Gerstenpflanzen in unseren
Versuchen (mit reifen Apfeln, siehe Material und Methoden) offensichtlich keinen
Chlorophyliverlust in den Blattern hervorruft — der ja ein wesentliches Merkmal der
Seneszenz darstellt (s.0.)—ist diese Behandlungs-Variante zur Auslosung der
kinstlichen Seneszenz nicht geeignet.

In den ersten 3 Tagen der UV-Bestrahlung war kein Chlorophyllverlust festzustellen,
dann folgte jedoch ein starker Chlorophyllverlust innerhalb der beiden folgenden
Tage von ca. 375 mg m? an Tag 3 auf ca. 200 mg m*2 an Tag 5. Danach wurde bis
zum Versuchende kein weiterer Chlorophyllverlust beobachtet.

Bei Dunkelinkubation war in den ersten 3 Tagen lediglich ein leichtes Absinken des

Chlorophyllgehalts zu verzeichnen, von ca. 350 mg m? beginnend an Tag 1 auf ca.
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300 mg m=. Dieser Wert blieb dann bis Tag 3 unverandert. AnschlieBend war ein
deutlicher, stetiger Chlorophyllverlust bis zum Versuchende zu verzeichnen (von ca.
300 mg m™ bis ca. 175 mg m? an Tag 7).

Unter Methyljasmonateinfluss wurde vom ersten Tag der Inkubation an ein stetiger
Chlorophyliverlust der Blatter registriert (von ca. 350 mg m™ bei Versuchsbeginn bis
ca. 170 mg m? an Tag 5). Von Tag 5 bis zum Versuchende blieb dieser niedrige
Chlorophyllgehalt erhalten.

Sowohl eine UV-Bestrahlung, als auch eine Dunkelinkubation oder
Methyljasmonatbehandlung hatten das Potential, zu einem Chlorophyllverlust, wenn
auch in zeitich und quantitativ unterschiedlicher Auspragung, in den
Gerstenprimarbléattern zu fuhren und erfillten somit ein Kriterium in Bezug auf die
Seneszenz. Ob allerdings die Mechanismen, die zu einem Chlorophyllverlust flihrten,
auch bei allen Behandlungen ursachlich mit dem Phanomen der Seneszenz
verbunden sind, soll durch die nachfolgenden Untersuchungen festgestellt werden.
Dazu wurde, neben dem Gehalt an Gesamtchlorophyll, das Verhaltnis von
Chlorophyll a zu Chlorophyll b (Chlorophyll a/b) untersucht. Mit Hilfe von Anderungen
im  Chlorophyll a/b Verhéltnis koénnen einerseits Ruickschlisse Uber den
Chlorophyllabbau  (ITO, 1993; ITO 1996;  MATILE, 1996;  MATILE, 1999;
HORTENSTEINER, 2006) und andererseits (ber die Zusammensetzung der
Photosysteme gewonnen werden (GREENBAUM und MAUZERAALL, 1991).

In Abb. 3B sind die Chlorophyll a/b Verhéltnisse in Abhangigkeit der Behandlung
dargestellt: Bei Kontrollpflanzen und Pflanzen unter Ethyleneinfluss blieb das
Chlorophyll a/b Verhéltnis der Priméarblatter Gber die gesamte Versuchsdauer bei
einem Wert von ca. 2,8 (relative Einheiten). Wie schon beim Chlorophyllgehalt
festgestellt wurde, zeigte eine Ethylen-Behandlung auch in Bezug auf das
Chlorophyll a/b Verhaltnis keinerlei Einfluss. Es kann davon ausgegangen werden,
dass somit weder ein seneszenzbedingter Chlorophyllabbau noch Anderungen in
der Zusammensetzung der Photosysteme erfolgten.

Bei Priméarblattern von im Dunkeln inkubierten Pflanzen ist am dritten Tag nach
Beginn der Behandlung ein leichter Anstieg des Chlorophyll a/b Verhaltnisses von
2,8 (Ausganswert) auf ca. 3,3 zu beobachten, der mit leichten Schwankungen bis
zum Ende des Versuches gehalten wird. Zum gleichen Befund, namlich einem
Ansteigen des Chlorophyll a/b Verhaltnisses nach dem dritten Tag (von ca. 2.3 auf
letztendlich 3.2), kommen PRUZINSKA et al. (2005) bei Verdunklung von
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abgeschnittenen Arabidopsis thaliana Blattern. Dieses Ansteigen des Chlorophyll
a/b Verhaltnisses - in Kombination mit dem ebenfalls am dritten Tag einsetzenden
Verlust an Gesamtchlorophyll (s. 0.) - wird hier allerdings nur in Zusammenhang mit
generellen Chlorophyllabbau-Mechanismen gesehen. Auch SCHEUMANN et al.
(1999) stellten nach Dunkel-Inkubation von Gerstenblattern ein ansteigendes
Chlorophyll a/b Verhaltnis fest und folgerten daraus, dass Chlorophyll b relativ zu
Chlorophyll a starker abnimmt, was darauf schliel3en lasst, dass hauptsachlich die
Antennenkomplexe der Photosysteme bevorzugt von einer Degradation betroffen
sind. Dass es sich lediglich um eine Anpassung (Schattentoleranz) der Pflanzen
handeln kdnnte, ist auszuschlieRen, da sich dann das Chlorophyll a/b Verhaltnis in
Folge des steigenden Chlorophyll b Anteils (zur besseren Ausnutzung der
,Grunlicke® zwischen 480 nm und 550 nm bei schwachen Strahlungsintensitaten
vergroBern sich die Antennenkomplexe) verringern musste, (KITAJIMA und
HOGAN, 2003; HANSEN et al., 2002).

Unter UV Einfluss findet von Beginn der Behandlung ein stetiger Abfall des
Chlorophyll a/b Verhéltnisses statt (von ca. 2,8 zu Beginn der Behandlung auf 1,5 an
Tag 5). In den folgenden zwei Tagen bleibt das Chlorophyll a/b Verhaltnis auf
diesem unteren Niveau. UV-Strahlen, v. a. die UVB-Anteile (Wellenlange: A = 280 —
320 nm) verursachen multiple physiologische und biochemische Veranderungen in
Pflanzen, einschlief3lich der Inhibition der Photosynthese (TERAMURA, 1983; STRID
et al., 1990; BORNMANN und TERAMURA, 1993). Diese Inhibition ist gemaf
HIDEMA (2006) auch zurtick zu fihren auf reduzierte Gehalte an Chlorophyll und
LHCII (light-harvesting chlorophyll a/b-binding protein of photosystem II). Dabei
spielen potentiell zwei primare Schadigungsmechanismen eine Rolle: Einerseits
fuhren hohe UVB-Dosen zu DNA-Lasionen, die mit der DNA-Replikation und DNA-
Transkription interferieren (BRITT, 1996). Andererseits unterliegen Proteine (v. a. der
Photosysteme) in Folge von Photooxidation, durch freie Radikale oder ROS (reactive
oxygen species) Modifikationen, die zu einer Denaturierung und zum verstarkten
Abbau fihren (CALDWELL, 1993; WILSON et al, 1995; BORKMANN und
MCLOUGHLIN, 1995; GREENBERG et al.,, 1996). Aber auch schon geringe UVB
Strahlungsintensitaten sind in der Lage, eine Degradation des zentralen D2 Proteins
des Photosystem 1l (PSIl) zu bewirken (JANSEN et al., 1996), das dann zur
Degradation des ganzen PS Il Komplexes fuhren kann. Das zuletzt sehr niedrige

Chlorophyll a/b Verhaltnis zeigt, dass offensichtlich nicht nur geregelter
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Chlorophyllabbau sondern weitergehende Schéadigungen vorhanden sein miussen.
Ein sehr wichtiger Schritt beim Chlorophyllabbau ist das Entfernen des zentral
gebundenen Magnesiums aus dem Chlorophyllmolekil, der zum Phaeophytin fihrt
(HORTENSTEINER, 2006). Dies geschieht normalerweise auf enzymatischem
Wege (metal chelating substance = MCS), wird aber auch durch Inkubation von
Chlorophyll im sauren Milieu, wie es beispielsweise in der Vakuole der Pflanzenzelle
herrscht, erreicht. Dies konnte durch eine nachhaltige Schadigung sowohl der
Zellabgrenzung, als auch der Chloroplastenmembranen in Folge hoher UV-
Strahlungsintensitaten geschehen und miuisste dann allerdings als dramatische
ultrastrukturelle Veranderungen erkennbar sein.

Der bei Methyljasmonatinkubation beobachtete stetige Chlorophyllverlust der Blatter
wird von Beginn der Behandlung an von einem Rickgang des Chlorophyll a/b
Verhdltnisses (von ca. 2,8 zu Beginn der Behandlung auf ca. 2,15 an Tag 3)
begleitet, allerdings erreicht das Chlorophyll a/b Verhdaltnis bis zum Ende des
Versuches wieder den Ausgangswert (2,8).

Einen vergleichsweise schnellen Chlorophyllabbau bei Gerstenblattern unter
Metyljasmonateinfluss konnten auch RODINI et al. (1998) feststellen, wobei eine
gesteigerte Aktivitat der Pheophorbid a Oxygenase (PAO) — ein Schliisselenzym des
Chlorophyllabbaus — registriert wurde. Die von HORTENSTEINER (2006)
proklamierte exklusive Spezifitat der PAO fur sein Substrat Pheophorbid a — einem
Zwischenprodukt des Chlorophyll a Abbaus - und die gesteigerte PAO Aktivitat unter
Methyljasmonateinfluss wirden bedeuten, dass zuerst bevorzugt Chlorophyll a einer
Degradation unterzogen wird, was zur Folge hatte, dass sich das Chlorophyll a/b
Verhéltnis vermindert. Eine Grundvoraussetzung fur den Abbau von Chlorophyll b via
PAO ist dessen Umwandlung zu Chlorophyll a (ITO, 1993; ITO und TANAKA, 1996;
MATILE, 1996; MATILE und THOMAS, 1999) durch eine Chlorophyll b Reduktase.
Das so entstandene Chlorophylla wird nun durch eine Chlorophyllase in
Chlorophyllid a (Chlid a) und den Phytolrest gespalten (BENEDETTI und ARRUDA,
2002; HORTENSTEINER, 1999). AnschlieRend wird das zentrale Mg?* lon durch
eine MCS freigesetzt (SUZUKI et al. 2005). Es ist durchaus vorstellbar, dass das
Enzym Chlorophyll b Reduktase, (und evtl. auch Chlorophyllase und MCS) mit
einiger Verzogerung an die durch Methyljasmonat gesteigerte Aktivitat der PAO
reagiert und somit sich die temporar unterschiedlichen Abbauraten von Chlorophyll a

und Chlorophyll b ergeben, was sich dann in einer Verdnderung des Chlorophyll a/b
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Verhéltnisses - ein anfangliches Absinken gefolgt von einem Anstieg, wie in unserem
Versuch - zeigen sollte (siehe Abb. 3B). Da gemal HORTENSTEINER (1998) PAO
ausschlie3lich wahrend der Blattseneszenz nachweisbar ist, ist anzunehmen, dass
es sich bei dem hier beobachteten Chlorophyllabbau in Gerstenprimarblattern unter
Methyljasmonateinfluss tatsachlich um einen seneszenzspezifischen Vorgang
handelt.

Gesamtchlorophyll pro Blattflache H Chlorophyll a/b-Verhaltnis
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Abb. 3: Anderungen des Chlorophylligehaltes, Chlorophyll a/b - Verhdltnisses sowie des

Frischgewichtes in Abh&ngigkeit von der Behandlung.

A: Behandlungsbedingte Anderungen im Gesamtchlorophyligehalt bezogen auf die Blattflache
(in mg m=2). Eine Behandlung mit Ethylen zeigte gegeniiber der Kontrolle keinerlei Einfluss; die
anderen Behandlungen (mit Methyljasmonat, bei Verdunkelung oder zuséatzlicher UV-Bestrahlung)
bewirkten jeweils ein Absinken des Gesamtchlorophyligehalts.

B: Chlorophyll a/b Verhéltnisse in Abhéngigkeit von der Behandlung (relative Einheiten). Nur unter
zusétzlicher UV-Bestrahlung zeigte sich ein deutliches Absinken des Chlorophyll a/b Verhéltnisses; bei
Methyljasmonatbehandlung war ein anfangliches Absinken des Chlorophyll a/b Verhdltnisses zu
beobachten, dass jedoch bis Versuchsende wieder den Ausgangswert erreichte.

C: Behandlungsbedingte Anderungen im Gesamtchlorophyllgehalt bezogen auf das Blattfrischgewicht
(in mg g*). Wahrend die Behandlung mit Ethylen gegeniiber der Kontrolle keinerlei Einfluss zeigte, war
unter Methyljasmonatbehandlung und bei Verdunkelung ein vergleichbarer Rickgang des
Gesamtchlorophylligehalts zu verzeichnen; unter zusatzlicher UV-Bestrahlung zeigte sich ein
sprunghafter Anstieg.
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D: Einfluss der unterschiedlichen Behandlungen auf das Blattfrischgewicht bezogen auf die Blattflache
(ing m=2). Unter zusatzlicher UV-Bestrahlung erfolgte fast augenblicklich ein rapider Verlust an
Blattfrischgewicht, wohingegen alle Gbrigen Behandlungen sich nicht von der Kontrolle unterschieden.
Probennahme: Pro Experiment (insgesamt drei) wurden jeweils drei zufallig ausgewahlte, ganze
Primarblatter fur die Analysen verwendet (n = 3).

Resimee:

Wahrend die Ethylenbehandlung keinerlei Einfluss auf den Chlorophyllgehalt und
das Chlorophyll a/b Verhaltnis in den Primarblattern der Gerste hatte, fuhrten die
anderen Behandlungen (UV-Bestrahlung, Dunkel- und Methyljasmonatinkubation) zu
einem vorzeitigen Chlorophyllverlust. Die unterschiedlichen Anderungen im
Chlorophyll a/b Verhaltnis unter UV-Einfluss und wahrend der Dunkelinkubation
geben Anlass zu der Vermutung, dass hier in erster Linie Reaktionen der
Photosysteme auf die verdnderten Licht- bzw. Strahlungsbedingungen bzw. multiple
physiologische und biochemische Schadigungen fir den Chlorophyllabbau
verantwortlich waren und keine seneszenzspezifischen Prozesse. Einzig die
Behandlung von Gerstenprimérblattern mit Methyljasmonat lasst auf Grund der oben
gezeigten Daten tatsachlich auf einen seneszenzspezifischen Abbau des
Chlorophylls schliel3en.

Da eine Ethylenbehandlung von Gerstenpflanzen keinen messbaren Einfluss auf
den Chlorophyligehalt von Priméarblattern hatte, war somit ein wesentliches Merkmal
der Seneszenz - der Chlorophyllverlust - nicht gegeben; daher wurde diese

Versuchsvariante nicht weiter verfolgt.

3.1.2. Behandlungsbedingte Veranderungen der Ultrastru ktur der

Chloroplasten

Neben dem Chlorophyllverlust zeigen die Plastiden spezielle, seneszenzbedingte
Veranderungen in ihrer Ultrastruktur. Vor allem das Auftreten und die
Veranderungen in der Grol3e so genannter Plastoglobuli, die sich im Elektronen-
mikroskop als osmiophile globulare Strukturen innerhalb der Plastiden darstellen, ist
ein augenfalliges seneszenzabhangiges Merkmal (LICHTENTHALER und SPREY,
1966; LICHTENTHALER und PEVELING 1967; LICHTENTHALER, 1969; THOMAS
und STODDART, 1980; PARTHIER, 1988; GOSH et al. 2001). Gleichzeitig kommt
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es zu einem Abbau der Thylakoide (NOODEN, 1988; KOLODZIEJEK et al., 2003;
KESKITALO et al., 2005). Daher sollten die verbleibenden Behandlungsmethoden
auf ihr Vermogen, solche seneszenzbedingten Veranderungen der Ultrastruktur der
Plastiden zu erzeugen, hin Uberprift werden. Verwendet wurden dazu
Ultradiinnschnitte von in Epoxydharz (gemald SPURR, siehe Material und Methoden)
eingebetteten Gerstenpriméarblattern.

Abb. 4A zeigt die Ultrastruktur eines Chloroplasten aus einem insgesamt 16 Tage
alten Gerstenprimarblatt ohne jegliche Behandlung (Kontrolle). Gut zu erkennen ist
das interne Membransystem der Thylakoide, die in gestapelter (Granathylakoide)
und ungestapelter Form (Stromathylakoide) vorliegen. Darliber hinaus zu erkennen
sind Plastoglobuli als gut sichtbare, kontrastreiche osmiophile globulare Strukturen.
Abb. 4a zeigt einen stark vergréRerten Bereich mit geordneten Grana- und
Stromathylakoiden und einigen Plastoglobuli.

In Abb. 4B ist die Ultrastruktur eines Chloroplasten aus einem insgesamt 16 Tage
alten Gerstenprimarblatt (nach 7-tagigem Methyljasmonateinfluss) zu sehen. Das
Thylakoidsystem des Chloroplasten ist zwar noch deutlich in Grana- und
Stromathylakoide gegliedert, aber es zeigen sich bereits Bereiche der Desintegration
der Thylakoidstrukturen. Sehr auffallig sind v. a. kontrastreiche osmiophile globuléare
Strukturen (Plastoglobuli), die im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 4A) wesentlich grol3er
sind. Noch deutlicher ist dies in starkerer Vergrol3erung (Abb. 4b) zu erkennen.
Offensichtlich ist eine Inkubation von Gerstenprimarblattern mit Methyljasmonat in
der Lage, den wichtigsten ultrastrukturellen Marker fir Seneszenz, namlich eine
VergroRerung der Plastoglobuli (BACHMANN et al., 2002) in den Chloroplasten im
Vergleich zu gleich alten unbehandelten Blattern zu verursachen. Solche
Verénderungen sind eigentlich typisch fur Chloroplasten aus wesentlich alteren,
bereits seneszenten Blattern (THOMAS und STODDART, 1980; PARTHIER, 1988;
GOSH et al. 2001).

Nach Dunkelinkubation (Abb. 4C) ist in den Chloroplasten eine beginnende
Desintegration des Thylakoidsystems zu erkennen, wobei hauptséchlich die
Granathylakoide betroffen sind (Abb. 4c). Auch SPUNDOVA et al. (2003)
beobachtete eine solche Desintegration des Thylakoidsystems bei Chloroplasten aus
Gerstenblattern (Hordeum wvulgare L. cv. Akcent) ab dem vierten Tag der
Dunkelinkubation. Daneben wird von einem gleichzeitigen Auftreten von

unterschiedlich elektronentransparenten Plastoglobuli, so genannten ,translucent
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plastoglobuli“, berichtet und daraus gefolgert, dass eine Veranderung der
Lipidzusammensetzung wahrend der Seneszenz der Verursacher dieses
Phdnomens ist. Es koénnte sich allerdings auch um eine ungenltgende
Kontrastierung der Proben mit OsO. handeln, zumal das Blattgewebe nur 2 Stunden
lang mit 2 % iger OsO.4-L6sung inkubiert wurde (zum Vergleich: die hier verwendeten
Proben wurden mit 2 % iger OsO4-Losung mindestens 12 Stunden lang inkubiert).
Die wenigen sichtbaren Plastoglobuli in den hier analysierten Proben unterscheiden
sich weder hinsichtlich ihrer Gréf3e noch hinsichtlich ihrer Elektronendurchlassigkeit
von denen aus der Kontrolle (Abb. 4A).

UV-Bestrahlung (Abb. 4D) bewirkt offensichtlich eine umfassende Schéadigung des
ganzen Chloroplasten und dessen interner Membranstrukturen. Zu erkennen sind
auch zahlreiche grol3e Starkekorner, die in dieser Form bei den anderen
Behandlungen nicht auftreten. Plastoglobuli oder ahnliche Strukturen scheinen ganz
zu fehlen. Bei starkerer VergréRerung (Abb. 4d) ergibt sich der gleiche Befund.

Was schon bei der Untersuchung der Chlorophyll-Daten (Chlorophyll a/b Verhaltnis
und Gesamtchlorophyllgehalt) zu vermuten war, namlich das Auftreten von
dramatischen ultrastrukturellen Verédnderungen des Chloroplasten in Folge hoher
UV-Strahlungsintensitaten, wird durch die in Abb. 4D zweifelsfrei erkennbaren
nachhaltigen Schadigungen sowohl der internen Membranstrukturen, als auch der
Chloroplastenmembranen bestétigt. Daftir verantwortlich ist sicherlich auch die hohe
Dosis an Gesamt-UV-Strahlung. Die auffallige Anhaufung und starke Vergro3erung
der Starkekdrner im Chloroplasten ist dagegen in erster Linie dem UV-A-Anteil des
Spektrums zuzuschreiben (KIVIMAENPAA et al.,, 2001; VALKAMA et al., 2003;
SANTOS et al., 2004).
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Abb. 4: Behandlungsbedingte Veranderungen der Ultra  struktur der Chloroplasten:

A: Chloroplast aus einem 16 Tage alten Gerstenprimérblatt (Kontrolle), mit gut entwickelten internen
Membranstrukturen und einigen kleinen Plastoglobuli (PG).

a: Stark VergroRRerter Ausschnitt eines Chloroplasten mit gut entwickelten Grana— und Stroma-
thylakoiden (GT bzw. ST) und kleinen PG

B: Ein Chloroplast aus einem insgesamt 16 Tage alten Gerstenprimarblatt nach 7-tagiger
Methyljasmonat Behandlung mit beginnender Desintegration der internen Membranstrukturen und
grof3en Plastoglobuli.

b: Stark vergréRerter Ausschnitt eines Chloroplasten mit immer noch gut entwickelten Grana— und
Stromathylakoiden und einigen grof3en PG

C: Ultrastruktur von Chloroplasten (aus einem insgesamt 16 Tage alten Gerstenprimarblatt) nach
7 Tagen Verdunkelung: Beginnende Desintegration hauptsachlich der Granathylakoide; keine
auffallige Veranderung der Plastoglobuli.

c: Stark vergroRBerter Ausschnitt eines Chloroplasten mit gut entwickelten, aber bereits
desintegrierenden Grana — und Stromathylakoiden. Nur vereinzelt kleine PG zu erkennen.

D: Chloroplast aus einem 16 Tage alten Gerstenprimérblatt nach 5-tagiger UV-Bestrahlung: Starke
Schéadigung der internen Membransysteme des Chloroplasten; Bildung gréRer Starkekdrner (STK),
jedoch keine Plastoglobuli.

d: Stark vergrof3erter Ausschnitt eines Chloroplasten mit kaum mehr zu erkennenden internen
Membranstrukturen, keine PG, jedoch grof3em Stérkekorn.

Abklrzungen: GT: Granathylakoide, M: Mitochondrium, PG: Plastoglobuli, ST: Stromathylakoide,
STK: Starkekorn, T: Thylakoide
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Resimee:

Sowohl unter Verdunkelung als auch unter UV Bestrahlung zeigten die jeweiligen
Chloroplasten z. T. erhebliche Veranderungen ihrer Ultrastruktur; dabei waren v. a.
die internen Membransysteme - die Thylakoide - betroffen. Jedoch war eine
zahlenmafige Anhaufung oder VergréRerung von Plastoglobuli nicht zu beobachten.
Lediglich unter Einfluss von Methyljasmonat war vor allem eine sehr deutliche
VergroRerung der Plastoglobuli zu erkennen. Somit zeigte nur die Behandlung mit
Methyljasmonat beide der geforderten seneszenzspezifischen Veranderungen -

einen Chlorophyllverlust und gleichzeitige, starke Vergréf3erung der Plastoglobuli.

3.2. Vergleich von natlrlich ablaufender mit methyl-

jasmonatinduzierter Seneszenz

Das experimentelle System, Seneszenz in Gerstenprimérblattern durch
Methyljasmonat kunstlich zu induzieren und zu beschleunigen, wurde nun mit der
naturlichen Seneszenz mit Hilfe von photometrischen-, biochemischen-,
molekularbiologischen- und elektronenmikroskopischen Analysen bzw. Methoden
verglichen und naher charakterisiert. Dieses kunstlich induzierbare System wurde
dann als experimentelles Modell fur die nachfolgenden, speziellen
elektronenmikroskopischen Untersuchungen zu Verdnderungen von Komponenten
des Standardproteinimportapparates der &uf3eren Plastidenhulle verwendet. Um ein
maoglichst genau determiniertes, von auf3eren Einflissen, wie sie bei der Anzucht im
Gewéchshaus auftreten (Temperatur- und Luftfeuchtigkeitsschwankungen, unter-
schiedliche Lichtverhaltnisse der einzelnen Gerstenpriméarblatter durch ganzes oder
teilweises gegenseitiges Beschatten im Bestand, Source — Sink Beziehungen),
weitgehend unabhéngiges experimentelles System mit Blattzellen im nahezu
synchronen, physiologischen Zustand zu gewahrleisten (siehe Einleitung 1.2.2.),
wurden dazu 7 Tage alte, abgeschnittene Gerstenprimarblatter auf Wasser mit
45 uM Methyljasmonat (bzw. nur auf Wasser zur Kontrolle) inkubiert. Als Vergleich
dienten Gerstenprimarblatter von im Gewachshaus konventionell (d. h. im
Gewachshaus in Erdkultur) angezogenen Gerstenpflanzen unterschiedlichen Alters

(siehe Material und Methoden).
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3.2.1. Gesamtchlorophyllgehalte von Gerstenprimérblat  tern bei natdrlich

ablaufender und Methyljasmonat-induzierter Seneszen  z

Wie unter 3.1.1. beschreiben, ist das Ausbleichen der Blatter durch den Verlust von
Chlorophyll das makroskopisch auffalligste Merkmal der Seneszenz. Auch bei
Inkubation von Gerstenprimérblattern mit Methyljasmonat tritt ein sukzessives
Ausbleichen der Blatter durch Verlust von Chlorophyll auf. Im Gegensatz zur
naturlich auftretenden Seneszenz lasst sich dieser Prozess in noch jungen
Gerstenprimarblattern (7 Tage alt) auslosen; dabei lauft der kinstlich induzierte,

seneszenzbedingte Chlorophyllabbau in einer wesentlich kirzeren Zeitspanne ab

(Abb.5).
;

6 7
Dauer der Inkubation (Tage

VWWasserbehandlung

2 3 4 5 6 7
Dauer der Inkubation (Tage

Nattirdich ablaufende Blattentwicklung

$
,&"O‘
AT F

356
Q
£
£ 309 3
jl._-:,' E - =—
= ® 50 =7 4 g™
i o i ! 54 g SN Kontroll
"t a0 & 208 | [ s A R ontrolle
i E = | o T
=150 =, 150 e Mo
g & : S $H,0
9 100+ S 10 e -
o o a
5 50 5 sof ¥
p % e Meldas
E O T T T T T T T T E O T T T T T T T T
7 M2 28 3m 42 50 56 0 1 2 3 4 5 & 7
Blattalter in Tagen (nach der Aussaat) Dauer der Inkubation (Tage)

Abb. 5: Zeitliche Veranderungen des Gesamtchlorophylige haltes bei naturlicher und kunstlich
induzierter Seneszenz:

A: Primérblatter konventionell (im Gewéachshaus in Erdkultur, siehe Material und Methoden)
angezogener Gerstenpflanzen photographiert im Abstand von einer Woche Uber die gesamte
Lebensdauer. Deutlich ist der ab Tag 42 an der Blattspitze beginnende, graduelle Chlorophyllverlust zu
erkennen, der sich dann im Laufe der Zeit auf das gesamte Blatt ausdehnt.
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a: GrolRenmalfistab (Millimeterpapier) und Anfangswert (konventionell angezogenes, 7 Tage altes
Gerstenprimarblatt).

B: Abgeschnittene, 7 Tage alte Gerstenprimarblatter nach unterschiedlichen Inkubationszeiten auf
Methyljasmonat. Ein beginnendes Ausbleichen des Blattes war schon ab Tag 4 nach Inkubations-
beginn festzustellen, wobei es bis auch bis zum vélligen Ausbleichen des ganzen Blattes zu keinem
~Chlorophyllverlustgradienten” von der Blattspitze bis zur Blattbasis kam.

C: Abgeschnittene, 7 Tage alte Gerstenpriméarblatter nach unterschiedlichen Inkubationszeiten auf
Wasser (= Kontrolle). Mit Ausnahme des Endpunktes des Versuches war keinerlei Ausbleichen der
Blatter zu erkennen.

D: Gesamtchlorophyligehalte von Priméarblattern konventionell angezogener Gerstenpflanzen
gemessen im wochentlichen Abstand Uber die gesamte Lebensdauer (natirliche Seneszenz). Nach
einem steilen Anstieg des Chlorophyligehalts innerhalb von 7 Tagen und einem mehrwdchigen
Verweilen des Chlorophylligehalts auf diesem Niveau, folgte ein rapider ca. 2 Wochen andauernder
Chlorophyliverlust.

E: Gesamtchlorophyllgehalte von abgeschnittenen, 7 Tage alten Gerstenprimérblattern nach

unterschiedlichen Inkubationszeiten auf Methyljasmonat (kinstlich induzierte Seneszenz). Ab Tag 4
der Methyljasmonatinkubation war ein signifikanter Rickgang (gegeniber der Kontrolle) des
Chlorophyligehalts zu verzeichnen, der bis zum Ende des Versuches anhielt. Bei Inkubation auf
Wasser unterschied sich lediglich der Endpunkt signifikant von der Kontrolle.
Pro Datenpunkt wurden von jeweils 3 zufallig ausgewahlten Primérblattern zur Gesamtchlorophyll-
bestimmung Uber die ganze Blattspreite Proben genommen, vereinigt und nach Extraktion mit DMF
photometrisch analysiert (n = 3). Die Kennzeichnung von Signifikanzniveaus erfolgt durch die
Sternsymbolik: p < 0,05: *, p < 0,01: **, p < 0,001: ***,

Die in Abb.5A dargestellten Primarblatter konventionell (im Gewachshaus in
Erdkultur, siehe Material und Methoden) angezogener Gerstenpflanzen zeigten ab
Tag 42 einen beginnenden Verlust an Chlorophyll von der Blattspitze ausgehend.
Bereits 7 Tage spater war ca. 1/3 des Blattes (von der Blattspitze ausgehend)
hellgelb. Am Tag 56 dann war das gesamte Blatt vollstandig hellgelb gefarbt. Nach
weiteren 7 Tagen war das Blatt vollstandig entfarbt, trocken und abgestorben.
Aufféallig war der ortlich unterschiedliche Chlorophyllverlust (Tag 42 und Tag 49), der
zu einem ,Chlorophyllverlustgradienten® innerhalb des einzelnen Blattes fiuhrte.
Dieser von der Blattspitze zur —basis laufende Chlorophyllverlustgradient lasst darauf
schlieRen, dass die Zellen und somit auch die Plastiden innerhalb des Blattes,
unterschiedliche physiologische Zustédnde reprasentieren. Dabei reicht die
Spannweite dieser Zustdnde von jungen, wenig differenzierten Zellen und deren
Organellen an der Blattbasis, Uber vollstandig differenzierte, ,reife* Zellen entlang
der Blattspreite bis hin zu seneszenten, und/oder im Absterben befindlichen Zellen in
der Blattspitze. Diese unterschiedlichen physiologischen Zustande der Zellen
innerhalb eines einzelnen Blattes finden sich auch in der differenzierten Auspragung
der Ultrastruktur von Chloroplasten der betreffenden Zellen wieder und konnten mit
Hilfe elektronenmikroskopischer Untersuchungen von uns gefunden werden (Daten
nicht gezeigt). Bezlglich einer experimentellen Bearbeitung des Phanomens der
Seneszenz ist es aber unumganglich, dass ein Uberwiegend grof3er Teil der Zellen
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sich in einem ann&hernd synchronen, physiologischen Zustand befinden. Ob dies
durch die Verwendung von abgeschnittenen, mit Methyljasmonat inkubierten
Gerstenprimarbléattern (siehe Material und Methoden) gewabhrleistet ist und in wie
weit die Auspragung der beobachteten seneszenzspezifischen Marker denen der
naturlich vorkommenden Seneszenz entsprechen, sollen die nachfolgenden
Untersuchungen und Vergleiche klaren.

Bei Inkubation von abgeschnittenen, 7 Tage alten Gerstenpriméarblattern mit
Methyljasmonat (Abb. 5B) war ein beginnendes Ausbleichen des Blattes schon mit
dem unbewaffneten Auge ab Tag 4 nach Inkubationsbeginn festzustellen; dieses
Ausbleichen setzte sich fort und ab Tag 5 war dieser Effekt sehr deutlich sichtbar. Zu
einem ,Chlorophyllverlustgradienten” innerhalb eines einzelnen Blattes wie bei der
naturlich ablaufenden Seneszenz (siehe Abb. 5A) kam es offensichtlich nicht.

Im Gegensatz dazu zeigten die nur auf Wasser inkubierten, ebenfalls 7 Tage alten
Blatter (Abb. 5C) keinen gravierenden Chlorophyllverlust tber fast die gesamte
Inkubationsdauer; lediglich nach 7 Tagen war auch hier ein beginnender
Chlorophyliverlust visuell festzustellen.

Abb. 5D zeigt die Entwicklung des Gesamtchlorophyligehalts von Priméarblattern
konventionell angezogener Gerstenpflanzen im wochentlichen Abstand Gber die
gesamte Lebensdauer. Nach einem Ansteigen des Gesamtchlorophyligehalts der
Blatter von ca.175 mg m? an Tag 7 bis 330 mg m™? an Tag 14 folgte eine ca. 21-
tagige Phase (bis Tag 35), in der der Gesamtchlorophyligehalt - mit geringen
Schwankungen - das erreichte Niveau (350 mg m™) in etwa beibehielt. Von Tag 35
bis Tag 42 war ein leichter Riickgang des Gesamtchlorophyllgehalts der Bléatter von
ca. 330 mg m2 bis auf ca. 285 mg m zu beobachten. AnschlieRend wurde von Tag
42 bis Tag 56 ein rapider Verlust des Gesamtchlorophyllgehalts der Blatter von ca.
285 mg m bis nur noch ca. 25 mg m? gemessen.

Der Gesamtchlorophyligehalt von abgeschnittenen Gerstenprimarblattern bei
Inkubation mit Methyljasmonat (Abb. 5E) war in den ersten 3 Tagen etwa gleich der
Gesamtchlorophyllgehalte von Kontrollen auf Wasser bzw. von nicht
abgeschnittenen Gerstenprimarblattern (um 260 mg m?2), wenngleich auch auf
einem etwas niedrigeren Niveau. Auch war schon ab Tag 2 der Inkubation mit
Methyljasmonat ein beginnendes Absinken des Gesamtchlorophyligehalts zu
erkennen. Ab Tag 4 der Inkubation mit Methyllasmonat war ein deutlicher
Unterschied zu den Kontrollen bzw. zu den nicht abgeschnittenen
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Gerstenprimarblattern messbar (250 mg m=2 bei den Kontrollen bzw. den nicht
abgeschnittenen  Gerstenprimarblattern; 130 mg m? bei Inkubation mit
Methyljasmonat). Von Tag4 bis Tag 7 fiel der Gesamtchlorophyligehalt unter
Einfluss von Methyljasmonat weiter auf ca. 25 mg m™2. Der Gesamtchlorophyllgehalt
der Kontrollblatter auf Wasser sank ab Tag 5 von 220 mg m auf ca. 120 mg m? an
Tag 7, wohingegen die nicht abgeschnittenen Gerstenprimarblatter keinen
signifikanten Rickgang des Gesamtchlorophylligehalts bis Tag 7 zeigten. Dass eine
Inkubation mit Methyljasmonat einen seneszenspezifischen Chlorophyllverlust an
Primarblattern ganzer Gerstenpflanzen herbeifihren kann, konnte unter 3.1.1.
bereits gezeigt werden. Auch eine Inkubation von abgeschnitten, 7 Tage alten
Gerstenprimarblattern mit  Methyljasmonat (Flotation der Blatter auf 45 um
Methyljasmonat in Wasser unter definierten Bedingungen, siehe Material und
Methoden) I6ste einen Chlorophyliverlust, mit Gerstenprimarblattern bei nattrlichem
Entwicklungsverlauf von Tag 42 bis Tag 56 vergleichbar, aus, ohne jedoch zu einen
Chlorophyliverlustgradienten im einzelnen Blatt zu fihren. Der in der spaten Phase
der natirlich vorkommenden Seneszenz (von Tag 42 bis Tag 56) festgestellte
Chlorophyliverlust bewegte sich in der gleichen GroRenordnung wie bei der durch
Methyljasmonat induzierten Seneszenz innerhalb von 7 Tagen. Da sich der
Chlorophyligehalt der nicht abgeschnittenen Kontrollblatter und der abgeschnittenen,
nur auf Wasser inkubierten Blatter - bis zum Tag 6 zumindest - nicht unterschieden,
ist die Inkubation der Blatter mit Methyljasmonat offensichtlich dazu geeignet, einen
seneszenzbedingten Chlorophyllabbau nahezu synchron in den Plastiden der Zellen
Uber einen sehr grof3en Bereich der Blattspreite (ohne Chlorophyllverlustgradienten)

Zu generieren.

3.2.2. Vergleich der zellularen und subzellularen Strukt ur von Gersten-
primarblattparenchym bei naturlicher und durch Methyljas monat

induzierter Seneszenz.

Im Folgenden wird die durch Methyljasmonat induzierbare mit der natlrlichen
Seneszenz auf Gemeinsamkeiten und Unterschiede auf zellularer Ebene und
ultrastrukturellem Niveau hin untersucht. Dabei wurden v. a. Anderungen in der

Anzahl und GroR3e der Plastiden, aber auch bezlglich deren Ultrastruktur betrachtet.
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Dazu verwendet wurden Ultradinnschnitte von in Epoxydharz (gemafRl SPURR,
siehe Material und Methoden) eingebetteten Gerstenprimarblattern unterschiedlichen
Alters bzw. nach Inkubation mit Methyljasmonat (Kontrolle: Inkubation nur mit

Wasser).

3.2.2.1. Anderungen der ZellgroRe

Die  Parenchymzellen eines 7 Tage alten, bereits voll entwickelten
Gerstenprimarblattes wiesen eine mittlere Grof3e (als Flache im Ultradtnnschnitt)
von 794 um? + 367 um? auf. Diese mittlere ZellgroRe blieb bei der natirlich
ablaufenden Seneszenz unverandert bis zu einem Blattalter von ca. 55 Tagen
erhalten. Allerdings war die GroRenvariabilitat der Zellen von Anfang an sehr
unterschiedlich; dabei bewegten sich die ZellgroRen in einem Bereich von ca.
400 um? bis 1200 um? (siehe Abb. 6A, C). Erst in einem sehr spaten, finalen
Stadium (58 Tage) kollabierten die Zellen des Parenchyms nahezu vollstandig und
waren somit auch nicht mehr als einzelne Zellen zu erkennen und messbar (siehe
Abb. 6B).

Wahrend der insgesamt 7-tdgigen Inkubation von 7 Tage alten abgeschnittenen
Gerstenpriméarblattern auf Methyljasmonat wurde ebenfalls keine signifikante
Veranderung der mittleren Zellgro3e beobachtet (Abb. 6D, F); zu einem Kollabieren
der Parenchymzellen nach 7 Tagen Inkubation kam es nicht. Bei der nur auf Wasser
inkubierten Kontrolle veranderte sich die mittlere ZellgréRe Uber die gesamte
Inkubationsdauer nicht und blieb im Bereich des Anfangswertes der
Parenchymzellen der 7 Tage alten Gerstenprimarblatter (Abb. 6E, F).

Wahrend der natlrlich ablaufenden Entwicklung &ndert sich die GroRR3e der
Parenchymzellen altersbedingt nicht. Die Zellen bleiben auch bis in die spate Phase
der Seneszenz intakt und turgoreszent. Offensichtlich werden die Integritat der
Zellbegrenzungen und die Funktionen, die fir einen geregelten Wasserhaushalt und
Nahrstofftransport notwendig sind, bis kurz vor dem Kollabieren des ganzen Organs
(des Blattes) aufrechterhalten. GemalR KESKITALO et al. (2005) ist das ein Hinweis
darauf, dass somit ein hoher Grad an Ruckgewinnung wichtiger Nahrstoffe und
Elemente sichergestellt wird. Dafir spricht auch (siehe Abb. 6B), dass die Zellen der
Leitbindel offensichtlich noch intakt bleiben, auch wenn die Parenchymzellen des
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Blattgewebes schon zu einem hohen Grad kollabiert sind. Obwohl das Blatt in
diesem sehr spaten Stadium keine Photosyntheseaktivitat aufweist (BUCHANAN-
WOLLASTON, 1997; ANDERSON et al.,, 2004), ist eine gewisse (Phloem-)
Transport-Kapazitat notwendig, um den Export von Nahrstoffen zu sichern. Aus der
Perspektive des Transports agieren Blatter auch in diesem sehr spaten
Seneszenzstadium noch als Source-Blatter (KESKITALO et al. 2005).

Bei den Inkubationsversuchen, sowohl auf Wasser als auch auf Methyljasmonat-
Losung konnte wahrend der Inkubationszeiten (7 Tage) kein Kollabieren der Zellen
beobachtet werden; wahrscheinlich war die Inkubationszeit zur Auslosung des
finalen Kollapses der Zellen nicht lange genug. Denkbar ist aber auch, dass das
Abschneiden der Blatter den Abtransport von N&ahrstoffen auf Grund der fehlenden
oder stark eingeschrankten Transportkapazitdt der Phloemzellen (da keine
Verbindung zu den Sink-Organen der Pflanze) behindert und somit es auch zu
keinem Kollabieren der Parenchymzellen innerhalb der abgeschnittenen Blattern

kommen kann.
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Natiirlich ablaufende Seneszenz Inkubation auf
Methyljasmonat
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Abb. 6: ZellgrolRen (mittlere Zellflachen) bei naturlich a  blaufender und kinstlich induzierter
Seneszenz:

A: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Parenchymzellen (PZ) eines Blattquerschitts eines 7
Tage alten Gerstenprimérblatts (Ultradinnschnitt): Zu sehen sind voll entwickelte, turgoreszente Zellen
mit Zellorganellen wie Chloroplasten (CP), Zellkern (N), Vakuole (V), intakten Zellwdnden und
Interzellularen (1Z) angrenzend an Epidermiszellen (EpZ); auRerdem ist ein gut entwickeltes Leitbtndel
(LB) sichtbar.

B: Blattquerschitt eines 58 Tage alten Gerstenprimarblatts (Ultradiinnschnitt): Vollkommen kollabiertes
Parenchym ohne erkennbare Zellgrenzen bzw. mit stark zerrissenen Zellwanden. Obere und untere
Epidermiszellen zum Teil noch erkennbar und mit zum Teil stark gefalteter au3erer Zellwand. Zellen
der LeitgefaBe im Zentrum noch klar zu erkennen, randstandige Zellen jedoch stark deformiert.

C: ZellgréRBen zu 4 unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der natirlich ablaufenden Seneszenz. Die
Mittelwerte unterschieden sich nicht. (20 < n < 24).

D: Aufnahme von Parenchymzellen eines Blattquerschitts eines 7 Tage alten Gerstenpriméarblatts nach
7-tagiger Inkubation auf Methyljasmonat: Alle Zellen noch mit intakter Abgrenzung, aber bereits
beginnender Deformation der Zellwande. Zellorganellen nur sparlich oder schon nicht mehr vorhanden
und schwer zu identifizieren.

E: Aufnahme von Parenchymzellen eines Blattquerschitts eines 7 Tage alten Gerstenprimarblatts nach
7-tagiger Inkubation auf Wasser: Gut erkennbar sind voll entwickelte, turgeszente Zellen mit
Zellorganellen (Chloroplasten, Zellkern, Vakuole), intakten Zellwanden und Interzellularen angrenzend
an Epidermiszellen. Teile eines gut entwickelten Leitbindels sind ebenfalls sichtbar.

F: ZellgréRen des Ausgangswertes und bei Inkubation mit Methyljasmonat bzw. Wasser (Kontrolle) zu
4 unterschiedlichen Zeitpunkten (Ausgangswert: n = 38; Methyljasmonatinkubation: 18 < n < 76;
Kontrolle: 31 < n < 56). Bei keiner Behandlung waren Unterschiede der Mittelwerte (im Vergleich zum
Ausgangswert) vorhanden.

Abkurzungen: C: Chloroplast, Ep: Epidermis, EpZ: Epidermiszelle, 1Z: Interzellulare, LB: Leitbindel,
N: Zellkern (Nukleus), PZ: Parenchymzelle, V: Vakuole
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3.2.2.2. Anderungen der Anzahl und GroRRe der Plasti  den pro Zelle

Dass sich wéahrend der natdrlichen Entwicklung von Pflanzen ultrastrukturelle
Verdnderungen v. a. in den Parenchymzellen ergeben, die mit einer Veranderung
der Anzahl und Gr6RRe von Plastiden einhergehen, ist zwar schon lange bekannt
(z. B. BARTON, 1966; LICHTENTHALER, 1969; BUTLER und SIMON, 1970),
diesbeziigliche detaillierte Untersuchungen wurden aber erst in jlungster Zeit
veroffentlicht (INADA et al., 1998; KOLODZIEJEK et al., 2003; KESKITALO et al.,
2005). Dabei stehen aber hauptsachlich die qualitativen Verdnderungen im
Vordergrund; eine umfassende quantitativ-statistische Bearbeitung fehlt bisher
weitgehend. Dies ware aber notwendig, um ein experimentelles System zur
artifiziellen Seneszenzinduktion und —propagation zu charakterisieren, und um es
mit der naturlich ablaufenden Seneszenz vergleichen zu kénnen. Dazu wurden in
dieser Arbeit die sowohl im Verlauf der naturlich ablaufenden, als auch wahrend der
durch Methyljasmonat induzierten Seneszenz auftretenden Verdnderungen in der
Anzahl der Plastiden pro Parenchymzelle und in der Gréf3e der Plastiden (gemessen

als Flache im Ultradunnschnitt) quantitativ-statistisch bearbeitet.

3.2.2.2.1. Anderungen der Anzahl der Plastiden pro  Parenchymzelle

Wahrend der natlrlichen Seneszenz war in der spaten Phase - ab Tag 50 - eine
Tendenz zur Verminderung der Anzahl der Chloroplasten pro Parenchymzelle der
Gerstenprimarblatter zu verzeichnen. Bei einem Alter der Primarblatter von 56 Tagen
waren pro Parenchymzelle nur noch 4 = 2 Plastiden, gegentber 10 £ 4 Plastiden pro
Parenchymzelle in 28 Tage alten Primarblattern enthalten (siehe Abb. 7A-D und
Abb. 8A). Nach 56 Tagen waren in den meisten Parenchymzellen nur noch
vereinzelt Plastiden bzw. deren verbliebene Ruckstdnde zu sehen (Abb. 7D). Auch
INADA et al. (1998) beobachteten bei der Seneszenz an Koleoptilen von Reis
(Oryza sativa L.) eine Verringerung der Plastidenanzahl pro Zelle. Zum selben
Befund kamen KESKITALO et al. (2005) bei der Seneszenz von Pappelblattern
(Populus tremula L.) und beschrieben dartiber hinaus das Verbleiben weniger,

einzelner Plastiden bis in eine sehr spate, letzte Phase der Seneszenz.
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Bei Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern mit Methyljasmonat war nach
dem ersten Tag keine Anderung der Anzahl der Chloroplasten pro Parenchymzelle
zu verzeichnen (Anfangswert: 9 + 4 Plastiden; nach einem Tag Inkubation: 10 + 2
Plastiden). Am zweiten Tag der Inkubation war eine leichte Tendenz zur
Verminderung der Chloroplastenanzahl pro Parenchymzelle zu erkennen
(7 = 4 Plastiden). Nach 4-tdgiger Methyljasmonatinkubation war dann ein abrupter
Ruckgang der Plastidenanzahl pro Parenchymzelle (2 + 1 Plastiden) zu erkennen,
der sich bis zum Ende der Inkubation nach 7 Tagen auf 0,4 + 0,3 Plastiden pro
Parenchymzelle fortsetzte. Die Anzahl der Plastiden pro Parenchymzelle nach 4-
tagiger Methyljasmonatinkubation von 7 Tage alten Gerstenpriméarblattern entsprach
also ungefahr der Plastidenanzahl von Parenchymzellen von 56 Tage alten
Gerstenprimarblattern (Abb. 7E - H und Abb. 8C).

Bei paralleler Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern auf Wasser
(Kontrolle) war (ber die gesamte Zeit (7 Tage) keine Anderung der Anzahl der
Plastiden pro Parenchymzelle zu erkennen (Abb. 71 - L und Abb. 8C).

Sowohl bei der naturlich ablaufenden Seneszenz als auch bei der
Methyljasmonatinkubation von Gerstenpriméarblattern war eine Reduktion der
Plastidenanzahl pro Parenchymzelle einwandfrei nachweisbar, wohingegen bei der
Kontrolle keinerlei Einfluss auf die Anzahl der Plastiden bis zum Ende des Versuchs
erkennbar blieb. Die Inkubation der abgeschnittenen Gerstenprimarblatter mit
Methyljasmonat fuhrte offensichtlich nicht zu einer generellen Schadigung samtlicher
zellularer- und subzellularer Strukturen, sondern zeigte eine, der natirlichen
Seneszenz entsprechende, spezifische Auspragung, die in erster Linie die Plastiden
betraf und auf einen regulierten, entwicklungsspezifischen Prozess (Seneszenz)
hinweist. Beiden Systemen gleich ist, dass sich der Abbau der Chloroplasten weder
im Zellverband allgemein, noch in Bezug auf die einzelne Zelle synchron ereignet; so
verbleiben bis in sehr spate Phasen der naturlichen Seneszenz und auch bei
entsprechender Methyljasmonatinkubation einige wenige Plastiden. Es konnte
spekuliert werden, dass diese wenigen Plastiden notwendig sind, um eine geringe,
aber nichtsdestoweniger notwendige metabolische Funktion in Bezug auf die
Ruckgewinnung von Nahrstoffen sicherzustellen; dafiir sprache auch der Befund von
KESKITALO et al. (2005), dass in Pappelblattern, die in der spaten Phase der
Seneszenz schon komplett gelb gefarbt sind und nur noch wenige Plastiden

aufweisen, noch eine detektierbare Photosyntheseaktivitat vorhanden ist.
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Noch nicht geklart ist die Frage, welche Mechanismen dazu fuhren, dass nicht alle
Plastiden in einer Zelle im gleichen Mal3e einem Abbau unterliegen. Vielleicht ist bei
der Selektion der zum kontrollierten Abbau bestimmten Plastiden ein
.Plastidensignal* an das genetische Zentrum der ,Wirtszelle® (den Zellkern)
maldgeblich beteiligt. Diese Art der Kommunikation von Plastiden mit dem Zellkern
(Plastid-to-Nucleus Retrograde Signaling) wird in jingster Zeit von NOTT et al.
(2006) sehr anschaulich diskutiert; Es werden darin im Wesentlichen drei retrograde
Signaltransduktions-Wege beschrieben, wobei der erste Weg mit der Koordination
der Biosynthese des Chlorophylls (der so genannte Mg-ProtoporphyrinlX-Signalweg),
und der zweite Weg mit der frithen Samenentwicklung (Plastiden-Genexpressions-
abhangiger-Signalweg) zu tun haben (KROPAT et al., 2000; STRAND et al., 2003;
STRAND, 2004; GRAY et al., 2003; RICHLY et al., 2004) und somit sicherlich nicht
mit seneszenzbedingten Veranderungen der Plastidenanzahl in Verbindung gebracht
werden koénnen. Anders verhalt es sich mit dem dritten der Signaltransduktions-
Wege, der auf unterschiedlichen Redox-Zustanden von Komponenten der
photosynthetischen Elektronentransport-Kette (PFANNSCHMIDT et al., 1999; FREY
et al., 2005), oder auf den im Chloroplasten entstehenden ROS selber (KARPINSKY
et al.,, 1999; WAGNER et al., 2004) basiert: So kann angenommen werden, dass
wahrend des Verlaufs der Seneszenz sicher nicht alle Plastiden einer Zelle genau
den selben Redox-Zustand und/oder den gleichen Gehalt an ROS aufweisen.
Dadurch kénnten einige wenige Plastiden einem verzdgerten seneszenzbedingten
Abbau unterliegen, was erklaren wirde, warum auch in der sehr spaten Phase der
Seneszenz noch vereinzelte, metabolisch aktive (KESKITALO et al., 2005) Plastiden

in den meisten Zellen zu finden sind.
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Natdirlich ab- Inkubation auf Inkubation auf
laufende Seneszenz Methyljasmonat Wasser

£ s

50 Tage

c |

=

Abb. 7: Querschnitte (Ultradiinnschnitte) durch Parenchy mzellen von Gerstenprimarblattern bei
natirlich ablaufender bzw. durch Methyljasmonat induzier ter Seneszenz und bei Inkubation auf
Wasser (Kontrolle).




Ergebnisse und Diskussion 85

A-D: zeigt Entwicklungsstadien von Parenchymzellen wahrend der natirlich ablaufender Seneszenz zu
unterschiedlichen Zeitpunkten: nach 7 Tagen (A), nach 28 Tagen (B), nach 50 Tagen (C) und nach
56 Tagen (D). Die Erscheinungsform der voll turgoreszenten Zellen veréanderte sich Uber die gesamte
Zeitspanne nicht. Jedoch war eine deutliche Abnahme der Anzahl der Plastiden pro Parenchymzelle zu
den spéaten Zeitpunkten der Blattentwicklung zu verzeichnen.

E-H: Entwicklungsstadien von Parenchymzellen aus 7 Tage alten Gerstenprimarblattern bei Inkubation
mit Methyljasmonat nach unterschiedlicher Inkubationsdauer von 1 Tag (E), 2 Tagen (F), 4 Tagen (G)
und 7 Tagen (H). Auch hier veranderte sich die Erscheinungsform der voll turgoreszenten Zellen tber
die gesamte Inkubationszeit nicht. Ahnlich der natirlich ablaufenden Seneszenz war jedoch eine
deutliche Abnahme der Anzahl der Plastiden pro Parenchymzelle zu den spéaten Zeitpunkten der
Inkubation zu erkennen.

I-L: Entwicklungsstadien von Parenchymzellen aus 7 Tage alten Gerstenprimarblattern bei Inkubation
mit Wasser (zur Kontrolle) nach unterschiedlicher Inkubationsdauer von 1 Tag (I), 2 Tagen (J),
4 Tagen (K) und 7 Tagen (L). Auch hier verénderte sich die Erscheinungsform der voll turgoreszenten
Zellen Uber die gesamte Inkubationszeit nicht. Es wurde keine Verminderung der Anzahl der Plastiden
pro Parenchymzelle Uber die ganze Inkubationszeit hinweg beobachtet; allenfalls nach 7 Tagen war
evtl. eine Tendenz zur zahlenmagigen Verringerung der Plastiden zu beobachten.

Abkurzungen: C: Chloroplast, Ep: Epidermis, EpZ: Epidermiszelle, 1Z: Interzellulare, LB: Leitbiindel,
N: Zellkern (Nukleus), PZ: Parenchymzelle, V: Vakuole

3.2.2.2.2. Anderungen der GroRe der Plastiden in Pa  renchymzellen

Die Plastiden der Parenchymzellen eines natiurlich gewachsenen Gersten-
primarblattes verloren von Beginn der Messungen an kontinuierlich an GroR3e
(gemessen als Flache im Ultradinnschnitt). Betrug die mittlere Flache eines
Chloroplasten eines 7 Tage alten Primarblattes noch 12 um? £ 4 um?, so waren es
bei einem 56 Tage alten Primarblatt noch 4 um? + 1 um? (Abb. 8B). Dieser Befund,
eine Verringerung der Plastidengro3e, konnte auch bei der Seneszenz an
Koleoptilen von Reis (Oryza sativa L.) beobachtet werden (INADA et al., 1998).
Wahrend der Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern mit Methyljasmonat
war ebenfalls eine Verkleinerung der Plastiden von Parenchymzellen zu
verzeichnen. Zu Beginn der Inkubation betrug die mittlere Flache eines
Chloroplasten noch 12 um? =2 um?, um dann nach insgesamt 7 Tagen Methyl-
jasmonatinkubation auf 3 um?+ 1 pm? zu sinken (Abb. 8D). Die GroRe der Plastiden
nach 4-tagiger Methyljasmonatinkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern
entsprach also ungefahr der PlastidengroRe von 56 Tage alten Gersten-
primarblattern (Abb. 8B und Abb. 8D) und sank bis zum Ende der Inkubation (nach
7 Tagen) noch weiter ab.

Bei paralleler Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern auf Wasser
(Kontrolle) war bis 4 Tage nach Inkubationsbeginn keine Anderung der
Plastidenflache festzustellen; erst am Ende der Inkubationsdauer (nach 7 Tagen)
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war ein leichtes Absinken der mittleren Plastidenflache von anfangs 12 pm? + 2 um?
auf letztlich 8 um? = 1 um? zu verzeichnen (Abb. 8D). Es wurden jedoch letztendlich
keine vergleichbaren Plastidengro3en wie unter natirlichen oder experimentell
hervorgerufenen Seneszenzbedingungen erreicht.

Von einer seneszenzspezifischen Gréf3enanderung - und deren quantitativer
Erfassung - der Plastiden wird in der Literatur nur von INADA et al. (1998) berichtet.
Allerdings wird dieses Phdnomen nur zur Charakterisierung und Unterscheidung der
unterschiedlichen Seneszenz-Phasen herangezogen und keineswegs das
Phanomen als solches erklart oder diskutiert. Eine seneszenzbedingte
Verminderung der PlastidengréRe konnte an Hand zweier verschiedener Vorgange
erklart werden: Entweder werden die Plastiden durch die entwicklungsabhéngige
Expansion der Vakuole (OTEGUI et al., 2005) einzig auf Grund des dadurch
steigenden Drucks physikalisch zusammengepresst, oder die Plastiden verlieren
durch (entwicklungs-) physiologische Verdnderungen an Masse. Fiur den letzteren
Vorschlag wiirde der von GUIAMET et al. (1999) beschriebene Exodus an Masse bei
seneszierenden Sojabohnen- (Glycine max L.) Chloroplasten sprechen. Dabei
kommt es zum massenhaften Austritt ganzer Plastoglobuli durch die Hillmembranen
der Plastiden in das Cytosol. Bei der monokotylen Pflanze Reis (Oryza sativa L.)
konnten ultrastrukturell &hnliche Protuberanzen an Chloroplasten festgestellt werden
(BOURETT et al., 1999). Auch bei den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit
war ein Durchtritt von Plastoglobuli oder einer plastoglobuliahnlichen Struktur durch
die Hullmembran von seneszenten Chloroplasten feststellbar, wenngleich dieses
Ereignis auch nicht sehr haufig zu sein scheint und im fortgeschrittenen Stadium der
Plastidenseneszenz (Gerontoplast) nicht mehr beobachtet werden konnte
(Abb. 11A, B). Dass dieser Massenexodus tatséachlich eine Relevanz im Seneszenz-
geschehen haben konnte, zeigen die in den Plastoglobuli unter anderem
gefundenen Inhalte: Neben Lipiden, die offensichtlich von der Disassemblierung der
Thylakoide stammen (TEVINI und STEINMULLER, 1985), wurden auch Chlorophyll
und Chlorophyllabbauprodukte, Carotinoide und Proteine der Photosysteme
(GUIAMET et al., 1999) gefunden; in den ultrastrukturell &hnlichen Protuberanzen an
Chloroplasten aus Reis konnte unter anderem auch die GrofRe Untereinheit der
Rubisco (Large subunit of Rubisco = LSU) durch immunologische Verfahren
detektiert werden (BOURETT et al., 1999).
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Abb. 8: Anderungen der Anzahl und GroRRe der Plastid  en pro Parenchymzelle:

Abb. A zeigt die Entwicklung der Plastidenanzahl wahrend der natirlich ablaufenden Seneszenz zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 7, 28, 50 und 56 Tagen; 20 < n < 24). Eine signifikante Abnahme
der Anzahl der Plastiden pro Parenchymzelle war nur zum letzten Zeitpunkt (Tag 56) der
Blattentwicklung messbar.

In Abb. B ist die Entwicklung der PlastidengroRe (als Flache im Ultradinnschnitt) wahrend der
natirrlich ablaufenden Seneszenz zu unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 7, 28, 50 und 56 Tagen)
dargestellt (13 <n<15). Von Beginn der Messungen an war eine kontinuierliche Abnahme der
PlastidengroiRe festzustellen, welche sich ab Tag 50 signifikant vom Anfangswert unterschied.

In Abb. C ist die Entwicklung der Plastidenanzahl bei unterschiedlich langer Inkubation von 7 Tage
alten Gerstenprimarblattern mit Methyljasmonat (31 < n < 59) bzw. Wasser (zur Kontrolle; 18 < n < 78)
zu sehen (nach 1 Tag, nach 2, 4 und 7 Tagen). Anfangswert : n = 38. Wahrend bei der Inkubation auf
Wasser keinerlei Veranderungen gegeniiber dem Ausgangswert zu erkennen waren, war bei der
Inkubation mit Methyljasmonat eine kontinuierliche Abnahme der Plastidenanzahl festzustellen, welche
sich ab Tag 4 signifikant vom Anfangswert unterschied.

In Abb. D ist die Entwicklung der PlastidengréRe (als Flache im Ultradiinnschnitt) wahrend
unterschiedlich langer Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern mit Methyljasmonat
(18 = n < 22) bzw. Wasser (zur Kontrolle; 16 < n < 22) zu sehen (nach 1 Tag, nach 2, 4 und 7 Tagen).
Anfangswert: n=22. Bei der Inkubation auf Wasser war erst nach 7 Tagen eine signifikante
Veranderung gegenuber dem Ausgangswert zu erkennen; demgegenuber war bei der Inkubation mit
Methyljasmonat eine Abnahme der Plastidengréf3e festzustellen, welche sich ab Tag 4 signifikant vom
Anfangswert unterschied.

Die Kennzeichnung von Signifikanzniveaus erfolgt durch die Sternsymbolik: p < 0,05: *, p <0,01; **,
p < 0,001; ***,
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3.2.2.2.3. Anderungen der mittleren GroRe des Plast oms pro Parenchymzelle

Wie unter 3.2.2.2.1. und 3.2.2.2.2. dargestellt, veranderten sich sowohl bei der
naturlichen Seneszenz als auch unter Methyljasmonateinflu® Anzahl und GréRRe von
Plastiden in den Zellen des Primérblattparenchyms. Im Folgenden sind die
synergistischen Effekte dieser beiden Verdnderungen auf das Plastom (Gesamtheit

der Plastiden pro Parenchymzelle) aufgezeigt.

Gesamtplastidenanteil Gesamtplastidenanteil
[y-Achse: relative Einheiten] [y-Achse: relative Einheiten]
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Abb. 9: Anderungen der mittleren GréRe des Plastoms pro Parenchymzelle

Abb. A: Gesamtplastidenanteil pro Zellanteil (gemessen als Flache in pm?2 und dargestellt als relative
Einheiten) zu unterschiedlichen Zeitpunkten wéahrend der natirlichen Seneszenz (nach 7, 28, 50 und
56 Tagen). Von Beginn der Messungen an war eine kontinuierliche Abnahme des Gesamt-
plastidenanteils festzustellen, welcher sich am Tag 56 signifikant vom Anfangswert unterschied.

Abb. B : Gesamtplastidenanteil pro Zellanteil (gemessen als Flache in pum? und dargestellt als relative
Einheiten) bei unterschiedlich langer Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern mit
Methylijasmonat bzw. Wasser (zur Kontrolle; nach 1 Tag, nach 2, 4 und 7 Tagen). Wahrend bei der
Inkubation auf Wasser keinerlei signifikante Verdnderungen gegeniber dem Ausgangswert zu
erkennen waren, war bei der Inkubation mit Methyllasmonat ab Tag 4 eine starke, signifikante
Abnahme des Gesamtplastidenanteils festzustellen.

Abb. C stellt den normierten Gesamtplastidenanteil pro Zellanteil in % (100 % = 1) vom Ausgangswert
zu unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 7, 28, 50 und 56 Tagen) dar. Dabei war zu erkennen, dass
sich der Gesamtplastidenanteil im Laufe der Blattentwicklung kontinuierlich auf 18 % des
Ausgangswertes vermindert.
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Abb. D stellt den normierten Gesamtplastidenanteil pro Zellanteil in % vom Ausgangswert bei
unterschiedlich langer Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern mit Methyljasmonat bzw.
Wasser (zur Kontrolle) dar (nach 1 Tag, nach 2, 4 und 7 Tagen). Bei Inkubation mit Wasser wurde
nach anfanglichem Anstieg (118 %) ein Endwert von 56 % Gesamtplastidenanteil (gegeniiber dem
Ausgangswert) erreicht; bei Inkubation mit Methyljasmonat waren an Tag 1 und 2 jeweils noch 75 %
des anfanglichen Gesamtplastidenanteils vorhanden, der dann allerdings am Tag 4 schon drastisch
auf 7 % sank und dann schlie3lich an Tag 7 nur noch 1 % des anfanglichen Gesamtplastidenanteils
betrug.

Daten fur Abb.9A und B wurden rechnerisch unter Beachtung des Fehlerfortpflanzungsgesetzes aus
den Werten von Abb.8 gewonnen.

Die Kennzeichnung von Signifikanzniveaus erfolgt durch die Sternsymbolik: p < 0,05: *, p <0,01: **,
p <0,001: ***,

Das Plastom  von Parenchymzellen eines natdrlich gewachsenen
Gerstenprimarblattes verlor - in Folge des synergistischen Effekts von Verminderung
der Anzahl und Grofl3e der Plastiden pro Parenchymzelle in Abh&angigkeit vom
Blattalter - von Beginn der Messungen an (Tag 7 nach Aussaat) kontinuierlich an
GroRRe (gemessen als Flache im Ultradtinnschnitt). Betrug der relative Flachenanteil
des Plastoms pro Parenchymzelle eines 7 Tage alten Priméarblattes noch
0,134 = 0,095, so sank der Anteil kontinuierlich auf 0,024 £+ 0,019 bei einem 56 Tage
alten Priméarblatt (Abb. 9A).

Auch wahrend der 7-tdgigen Inkubation von Gerstenprimarblattern mit
Methyljasmonat wurde ein vergleichbarer synergistischer Effekt auf das Plastom der
Parenchymzellen beobachtet (Abb.9B): An Tag 1 und 2 nach Beginn der
Methyljasmonatinkubation war nur ein leichter Ruckgang des relativen
Flachenanteils des Plastoms pro Parenchymzelle (0,127 + 0,072 bzw. 0,126 *+ 0,098)
gegeniber dem Ausganswert (0,169 +£0,102) zu verzeichnen. Nach 4-tagiger
Methyljasmonatinkubation allerdings war ein dramatischer Rickgang des relativen
Flachenanteils des Plastoms pro Parenchymzelle zu verzeichnen (0,011 + 0,007);
dieser Rickgang setzte sich dann bis zum Ende der Inkubation nach 7 Tagen
fort (0,002 + 0,002).

Bei paralleler Inkubation (zur Kontrolle) von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern auf
Wasser war bis 4 Tage nach Inkubationsbeginn kein Effekt auf den relativen
Flachenanteil des Plastoms pro Parenchymzelle festzustellen; erst am Ende der
Inkubationsdauer (nach 7 Tagen) war ein leichtes Absinken auf 0,095 + 0,057 (von
anfangs 0,169 + 0,102) zu verzeichnen (Abb. 9B).

Die grof3en Schwankungen der einzelnen Messwerte resultierten v.a. aus der

gro3en Flachenvariabilitat der Parenchymzellen (siehe 3.2.2.1.). Um die temporare,
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progrediente Dynamik der Veranderungen des relativen Flachenanteils des Plastoms
pro Parenchymzelle zu erfassen, sind die normierten Mittelwerte am besten
geeignet:

Abb. 9C zeigt die Anderungen des relativen Flachenanteils des Plastoms pro
Parenchymzelle von Gerstenprimarblattern unter naturlichen Bedingungen; dabei ist
der Ausgangswert (Blattalter: 7 Tage) mit 100 % gesetzt. Der Flachenanteil des
Plastoms vermindert sich kontinuierlich von 70 % (nach 28 Tagen), Uber 43 % (nach
50 Tagen) bis auf 18 % (nach 56 Tagen). Dieser drastische Riuckgang des relativen
Flachenanteils des Plastoms bedeutet ja letztendlich einen drastischen Rickgang
der gesamten Chloroplastenmasse pro Zelle. Das hiel3e, vor dem Hintergrund der
Tatsache, dass in den Chloroplasten ca. 70 % des Gesamtproteins des Blattes
enthalten sind (LIN und WU, 2004), dass mehr als 80 % des im Plastom
enthaltenen Proteins rickgewonnen werden konnte; das entsprache mehr als der
Halfte des Gesamtproteingehaltes des Blattes. Somit wirde selbst das stark
seneszente Primarblatt noch eine Source-Funktion (v. a. in Bezug auf Stickstoff)
bekleiden.

Abb. 9D zeigt die Anderungen des relativen Flachenanteils des Plastoms pro
Parenchymzelle wahrend einer 7-tagigen Inkubation von 7 Tage alten Gersten-
primarblattern mit Methyljasmonat (bzw. Wasser zur Kontrolle): Auch hier ist der
Ausgangswert (Blattalter: 7 Tage) mit 100 % gesetzt. Nach einem Tag Methyl-
jasmonatinkubation betragt der Flachenanteil des Plastoms noch 75 %; dieser Wert
wird auch am Tag 2 der Inkubation gehalten. Anschliel3end sinkt der Flachenantell
des Plastoms rapide auf 7 % (Tag 4 der Inkubation) bzw. sogar auf 1 % am Ende
(Tag 7) der Inkubation. Dass unter Methyljasmonateinflul3 ein noch gréf3erer Anteil
der gesamten Chloroplastenmasse pro Zelle abgebaut wird und offensichtlich fast
das gesamte Plastom und dessen darin enthaltene Proteine rickgewonnen werden
konnen, konnte seine Ursache darin haben, dass zum einen die
seneszenzbedingten Abbauprozesse schneller ablaufen und es bis zum Ende der
Inkubation (nach 7 Tagen) noch zu keinem erkennbaren Kollabieren der
Transportgefal3e im Blattquerschnitt kommt. Gemald KESKITALO et al. (2005) wird
eine gewisse (Phloem-) Transport-Kapazitdt auch bis in sehr spate Phasen der
Seneszenz aufrechterhalten, um den Export von Nahrstoffen zu sichern.

Bei der Inkubation auf Wasser ist bis zum Tag 4 ein leichter Anstieg des relativen

Flachenanteils des Plastoms auf 118 % zu verzeichnen; an Tag 7 jedoch betréagt der
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Flachenanteil des Plastoms noch 56 %; dieser Wert spiegelt den letzten Mittelwert
(Tag 7 der Inkubation) wieder, der, auf Grund der grof3en Abweichungen (Varianzen)
nicht signifikant ist (Siehe Abb. 9B).

3.2.2.3. Entwicklungsbedingte Anderungen der Plasti  den

Wahrend der Entwicklung von Pflanzen treten die Plastiden in verschiedenen
Formen auf, die sich durch Unterschiede in der Ultrastruktur auszeichnen und die in
der Regel ineinander umwandelbar sind (NULTSCH, 1991). Alle Plastidenformen
haben einen gemeinsamen Ursprung, so genannte Proplastiden, die typisch fir
junge, wenig differenzierte Gewebe sind. In Abhangigkeit vom Gewebetyp, dem
Entwicklungszustand der Pflanzen und den Lichtbedingungen koénnen sich
Proplastiden zu Etioplasten, Chloro-, Chromo- oder Gerontoplasten entwickeln
(NULTSCH, 1991).

3.2.2.3.1. Entwicklungsphasenspezifische Formen der Plastiden

Die entwicklungsphasenspezifischen Formen der Plastiden wahrend der natirlichen
Entwicklung eines Gerstenpriméarblattes lassen sich auf Grund ihrer
unterschiedlichen Ultrastruktur eindeutig identifizieren. Der am Anfang stehende,
unbelichtete Proplastid zeichnet sich durch das Fehlen eines Thylakoidsystems und
das Vorhandensein eines Prolamellarkdrpers aus (Frihe Phase; Abb. 10A). Wenige
Stunden nach Belichtung eines Proplastiden wird bereits ein Thylakoidsystem
angelegt, wobei noch keine eindeutige Trennung in Stroma- und Granabereiche zu
erkennen ist (Entwicklungsphase; Abb. 10B). Der anschlieend voll entwickelte
Chloroplast - mit deutlich in Grana- und Stromabereiche gegliedertem
Thylakoidsystem - dominiert den grof3ten Teil der gesamten Lebensphase
(Abb. 10C). In der letzten Entwicklungsphase, der Seneszenz (Abb. 10D), kommt es
zu einer schrittweise Umwandlung der Chloroplasten zu Gerontoplasten, deren
herausragende ultrastrukturelle Merkmale die Desintegration des Thylakoidsystems
(v. a. der Granathylakoide) und die zahlreichen, stark vergrof3erten Plastoglobuli

sind.
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Abb. 10: Ultrastruktur von Plastiden unterschiedlic

her Entwicklungsphasen

A: Proplastid; deutlich zu sehen der fir diese Entwicklungsstufe charakteristische Prolamellarkérper
(Friihe Phase). Auch Plastoglobuli sind bereits vorhanden. Die Plastidenhillmembranen sind intakt.

B: Entwicklungsphase; Beginn der
Stromathylakoide; noch keine Granathylakoide.

Ausbildung des Thylakoidsystems;

vorerst jedoch nur

C: Ausgereifter Plastid (Chloroplast); voll entwickeltes und in Grana- und Stromabereiche
differenziertes Thylakoidsystem.

D: Gerontoplast; gekennzeichnet durch desintegriertes, teilweise oder voéllig aufgeldstes
Thylakoidsystem; zahlreiche, groRe Plastoglobuli (Seneszenzphase) und sich auflésende,
z. T. durchlassig erscheinende Hillmembranen.

Abklrzungen: GT: Granathylakoide, M: Mitochondrium, PG: Plastoglobuli, ST: Stromathylakoide,

T: Thylakoide
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3.2.2.3.2. Spezielle ultrastrukturelle Merkmale der  Gerontoplasten

Die abschlieRende Entwicklung von Chloroplasten zu Gerontoplasten ist durch zwei
spezielle ultrastrukturelle Merkmale charakterisiert: Zum einen desintegriert das
Thylakoidsystem, wobei sukzessive zuerst die Grana- und anschlielend die
Stromathylakoide bis zum vollstandigen Verschwinden aufgelost werden. Zum
anderen bilden sich zahlreiche, stark vergréf3erte Plastoglobuli, die in der spaten
Seneszenzphase nahezu den gesamten Raum des Gerontoplasten einnehmen
(siehe Abb. 10D und Abb. 12D). Weiterhin weist der Bereich der Chloroplasten-
hdllmembranen, der sich in der unmittelbaren Nahe zu den randstandigen
Plastoglobuli befindet, eine hohere Elektronentransparenz, und damit eine geringere
Dichte auf, was auf eine beginnende Auflésung der Hillmembranen an dieser Stelle
hindeutet (Abb. 11A). Das konnte ein Hinweis dafur sein, dass, wie auch von
GUIAMET et al., (1999) berichtet, in manchen Féllen ein Durch- oder Austritt ganzer
Plastoglobuli oder plastoglobulidhnlicher Strukturen durch die Plastidenhulle erfolgen
konnte (Abb. 10B). Einige der Plastoglobuli sind aber auch offensichtlich mit der
inneren Chloroplastenhille verbunden (Abb. 11A, kleiner Pfeil links unten).
KESSLER et al. (1999) sieht solche Verbindungen in Zusammenhang mit der
Genese der Plastoglobuli. Dartiber hinaus scheinen nahezu alle Plastoglobuli in
Kontakt mit den Thylakoiden zu stehen (Abb. 11C). AUSTIN et al. (2006) stellt mit
Hilfe modernster elektronenmikroskopischer Methoden und Verfahren (Hochdruck-
gefrieren/Gefriersubstitution kombiniert mit Elektronentomographie; Gefrierbruch-
und -atztechniken) sogar fest, dass mehr als 98 % Plastoglobuli entweder mit den
Thylakoiden oder mit anderen Plastoglobuli in Verbindung stehen. Neben Lipiden
werden im Kern der Plastoglobuli auch Karotinoide, Plastochinone und Tocopherol
(Vitamin E) gefunden. Desweiteren konnten AUSTIN et al. (2006) zeigen, dass sich
Uber die Oberflache des Lipidmonolayers der Plastoglobuli ins innere das Enzym
Tocopherolcyclase (VTEL) spannt. Daraus, und aus dem Umstand der permanenten
strukturellen Kopplung der Plastoglobuli mit den Thylakoiden folgern AUSTIN et al.
(2006) weiter, dass die Lipide im Plastoglobuli-Kern mit denen der Thylakoide im
Gleichgewicht stehen. Somit kann eine freier Austausch der unterschiedlichen
Lipidmolekile zwischen den Plastoglobuli und den Thylakoiden, wo diese
Verbindungen u. a. zum Schutz vor Schadigungen (v. a. der Photosysteme) durch

freie Radikale dienen, stattfinden. Dass gerade wahrend des Seneszenzstadiums die
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Plastoglobuli so prominent auftreten, kdnnte auch ein Hinweis darauf sein, dass
dadurch potentiell destabilisierende makromolekulare Kataboliten aus den
Thylakoidmembranden entfernt und somit unschadlich gemacht werden kdnnten
(GOSH et al, 1994). Der wahrend der Seneszenz auftretende radikale
Chlorophyliverlust (s. 0.) und der Umstand, dass in den Plastoglobuli u. a. Chloropyll
und Chlorophyllabbauprodukte, Proteine der PS, Untereinheiten der ATPase und
Cytochrom f (GOSH et al., 1994; GUIAMET et al., 1999) sowie Tocopherol — ein
Radikalfanger, der zur ,Entgiftung“ von ROS befahigt ist - (AUSTIN et al., 2006; VIDI
et al., 2006) gefunden wurden, erharten die These von der ,Schutzfunktion“ der
Plastoglobuli im Laufe der Seneszenz. Eine weitere Unterstltzung dieser These
ergibt sich daraus, dass das in Plastoglobuli immuncytologisch nachgewiesene
Enzym VTE1 (AUSTIN et al., 2006) den wichtigen vorletzten Schritt der Tocopherol-
(Vitamin E) Synthese katalysiert (KANWISCHER et al., 2005). Weiterhin konnten
KANWISCHER et al., (2005) und PORVIROVA et al. (2002) zeigen, dass die VTE1
Aktivitat bei oxydativem Stress steigt und die Thylakoidmembranen und
photosynthetischen Proteine vor oxydativen Schaden durch ROS zu schitzen

vermag.

Abb. 11: Ultrastrukturelle Merkmale von Gerontoplas  ten

A: Ausschnitt aus einem 53 Tage alten Plastiden; zu sehen sind noch deutlich zu unterscheidende
Grana- und Stromathylakoide (G bzw. S), sowie z. T. die Innere- und AuRere Hillmembran (Im bzw.
Om). Des Weiteren zu sehen: Verbindung eines Plastoglobulus (P) mit der inneren Hullmembran
(kleiner Pfeil, links unten) sowie eine elektronentransparentere Zone im Bereich eines randstandigen
Plastoglobulus (3 Pfeilspitzen, rechts oben) welche auf eine lokale Auflésung der Hullmembranen
hindeutet.

B: Durchtritt eines Plastoglobulus oder einer plastoglobuliahnlichen Struktur durch die Hullmembran
(Pfeilspitze); Verbindung von Plastoglobuli mit der Thylakoidmembran (kleine Pfeile, unten).

C: Stark vergrof3erte Verbindungszone eines Plastoglobulus mit der Thylakoidmembran (Pfeile).
AbkiUrzungen: Cs: Cytosol, Im: innere Hillmembran, Om: auRere Hillmembran Ps: Plasmamembran,
Z: Zellwand
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3.2.2.4. Anderungen der Anzahl und GroRe der Plasto  globuli pro Plastid

Es sollte festgestellt werden, inwieweit im Verlauf der natirlichen als auch wéahrend
der durch Methyljasmonat induzierten Seneszenz die Verdnderungen in der Anzahl
der Plastoglobuli pro Plastid und in der GrofRe der Plastoglobuli (gemessen als
Flache im Ultradlnnschnitt) in vergleichbarer Weise auftreten.

3.2.2.4.1. Anderungen der Anzahl der Plastoglobuli pro Plastid

Wahrend der natirlichen Entwicklung konnte, in Ubereinstimmung mit Befunden der
Literatur (z. B. BARTON, 1966; LICHTENTHALER, 1968; GOSH et al., 2001;
KOLODZIEJEK et al., 2003; KESKITALO et al., 2005), ein Anstieg in der Anzahl der
Plastoglobuli pro Chloroplast festgestellt werden. Chloroplasten aus einer
Parenchymzelle eines 7 Tage alten Gerstenprimérblattes hatten ca. 17,9 + 6,0
Plastoglobuli; nach 28 Tagen bzw. 50 Tagen waren es 9,7 £ 5,1 bzw. 13,1 + 3,8.
Dass jedoch erst in der spaten Seneszenzphase (Tag 56) ein sprunghafter,
signifikanter Anstieg der Plastoglobulianzahl auf durchschnittlich 35,5 + 5,9 zu
verzeichnen war (siehe Abb. 12A bis D und Abb. 13A), ist ein starkes Indiz dafr,
dass den Plastoglobuli — obwohl in allen anderen Entwicklungsstadien der Plastiden
vorhanden — primar eine besondere (Schutz-)Funktion (siehe oben) wéahrend des
Programms Seneszenz zukommit.

Bei Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern mit Methyljasmonat waren
nach dem ersten Tag 6,0 + 2,7 Plastoglobuli pro Plastid vorhanden; die Anzahl der
Plastoglobuli pro Plastid stieg im weiteren Verlauf der Inkubation allmahlich von
8,3x2,1 (Tag 2) auf 149%7,3 (Tag 4) an, um letztendlich am Ende der
Inkubationsdauder (nach 7 Tagen) wieder leicht auf 10,5 + 2,7 Plastoglobuli pro
Plastid zu fallen (siehe Abb. 12E bis H und Abb. 13C). Auf Grund der Varianzen der
Mittelwerte konnte allerdings keine signifikante Anderung der Plastoglobulianzahl in
Abhangigkeit zur Methyljasmonat-Inkubation erkannt werden.

Bei paralleler Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern auf Wasser
(Kontrolle) war (ber die gesamte Zeit (7 Tage) keine Anderung der Anzahl der
Plastoglobuli pro Plastid gegentiber dem Ausgangswert zu erkennen (Abb. 121 - L
und Abb. 13C).
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Abb. 12: Querschnitte (Ultradiinnschnitte) durch Plasti den aus Parenchymzellen von Gersten-
priméarblattern bei natirlich ablaufender bzw. durch Methy llasmonat induzierter Seneszenz und
bei Inkubation auf Wasser (Kontrolle).
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Abb. A-D: Entwicklungsstadien von Plastiden bei natirlich ablaufender Seneszenz zu unter-
schiedlichen Zeitpunkten von 7 Tagen (A), 28 Tagen (B), 50 Tagen (C) und 56 Tagen (D). Auffallig
waren v.a. die im Laufe der Blattentwicklung sich verringernde GroRRe der Plastiden und die
seneszenzbedingten, ultrastrukturellen Verénderungen (Desintegration der Thylakoidmembranen,
Anhaufung und drastische VergréRerung der Plastoglobuli), die die Transformation des Chloroplasten
zum Gerontoplasten anzeigen.

In Abb. E-H: Entwicklungsstadien von Plastiden aus 7 Tage alten Gerstenprimarblattern bei Inkubation
mit Methyljasmonat nach unterschiedlicher Inkubationsdauer von 1 Tag (E), 2 Tagen (F), 4 Tagen (G)
und 7 Tagen (H). Ahnlich der natirlich ablaufenden Seneszenz waren auch hier im Laufe der
Methyljasmonatinkubation eine Verringerung der GroRe der Plastiden und vergleichbare
ultrastrukturellen Veranderungen (Desintegration der Thylakoidmembranen, Anh&aufung und drastische
VergréRerung der Plastoglobuli) festzustellen.

Abb. I-L: Entwicklungsstadien von Plastiden aus 7 Tage alten Gerstenprimarblattern bei Inkubation mit
Wasser (zur Kontrolle) nach unterschiedlicher Inkubationsdauer von 1 Tag (I), 2 Tagen (J), 4
Tagen (K), 7 Tagen (L). AuBBer einer nach 7 Tagen feststellbaren leichten Verringerung der Plastiden-
groRe ergab sich kein weiterer Befund. Ultrastrukturelle Veranderungen, wie die Desintegration der
Thylakoidmembranen oder eine Anhaufung und drastische VergréRerung der Plastoglobuli fehlten
ganzlich.

Abkurzungen: CS: Cytosol, GT: Granathylakoide, M: Mitochondrium, PG: Plastoglobuli,
ST: Stromathylakoide

GrolRenmalstabsbalken in den Aufnahmen: entspricht 0,5 um

3.2.2.4.2. Anderung der GroRe der Plastoglobuli

Die Plastoglobuli in Plastiden der Parenchymzellen eines natlrlich gewachsenen
Gerstenprimarblattes nahmen von Beginn der Messungen an kontinuierlich an
GroRRe (gemessen als Flache im Ultradinnschnitt) zu: Betrug die mittlere Flache von
Plastoglobuli der Plastiden aus einem 7 Tage alten Gerstenpriméarblatt erst noch
4,2-10° pm? £ 2,0-10° um?, so betrug die mittlere Flache von Plastoglobuli aus
Plastiden eines 56 Tage alten Primarblattes letztlich 55,8-10° um? + 28,5-10° um?
(Abb. 13B). Eine ahnliche Grolienzunahme von Plastoglobuli wurde auch schon von
LICHTENTHALER (1978) bei einer Reihe unterschiedlicher Pflanzen gefunden;
dabei unterschieden sich die GroéRen der Plastoglobuli von einjahrigen (annualen)
Pflanzen (Durchmesser zwischen 80 nm und 120 nm) deutlich von denen der
mehrjahrigen (perennen) Pflanzen (Durchmesser zwischen 300 nm und 500 nm;
einige sogar bis zu 2 um). Aussagekréaftiger in Bezug auf ultrastrukturelle
Veranderungen als die eindimensionale GroRe des Durchmessers ist die in dieser
Arbeit herangezogene zweidimensionale Grol3e, die Flache der Plastoglobuli
(&hnlich den GroRenvergleichen der Chloroplasten). Interessant im Zusammenhang
mit der GrofRenzunahme der Plastoglobuli wahrend der Seneszenz sind die Befunde
aus Proteomanalysen isolierter Plastoglobuli (VIDI et al., 2006; YTTBERG et al.,

2006): Neben bekannten Strukturproteinen wurden auch Enzyme der Lipidsynthese
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und des Lipidmetabolismus gefunden, was auf eine aktive Beteiligung auch an einer
seneszenzspezifischen Thylakoiddegeneration schliel3en lasst.

Wahrend der Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern mit Methyljasmonat
war ebenfalls eine VergréRerung der Plastoglobuli in den Plastiden der
Parenchymzellen zu verzeichnen: Von 4,0-10° pym? £ 1,2-10° um? stieg dessen
GroRe auf 37,7-10° pm? + 12,3-10° um? nach 7-tagiger Methyljasmonatbehandlung
(Abb. 13D). Das entspricht zwar nicht in den absoluten Werten denen, die bei der
naturlich ablaufenden Seneszenz erreicht werden (s. 0.), aber sie bewegen sich in
der gleichen GroRRenordnung, sowohl was die Steigerungsraten und die
Unterschiede zu den Werten zu Beginn der Behandlung betrifft. Dass gerade unter
Methyljasmonateinfluss solch eine gravierende Ahnlichkeit im GroRenzuwachs der
Plastoglobuli auftaucht kann folgendermalf3en erklart werden: Von YTTBERG et al.
(2006) wurden in den Plastoglobuli vier Enzyme identifiziert, die mdglicherweise in
unterschiedliche Aspekte des Lipid- und Hormonmetabolismus involviert sind, aber
die genauen Funktionen sind unbekannt. Die Ausnahme macht das Enzym Allene
Oxide Synthase (AOS; At5g42650), das erste und haufigste Enzym im
Lipidoxygenase-Stoffwechselweg, das zur Bildung von Jasmonsaure flhrt
(LAUDERT et al., 1996; MALEK et al., 2002). Die Biosynthese von Jasmonsaure
beginnt mit der Oxidation von aus den Membranen (durch eine unbekannte Lipase)
freigesetzter Linolsaure. Diese wird durch eine Lipoxygenase zu 13-
Hydroperoxylinolsaure umgewandelt und dient anschlieBend als Substrat fur die
AOS, die daraus ein nicht stabiles Epoxid bildet. YTTBERG et al. (2006) spekuliert
nun, dass die hohen Gehalte an Chinon und a—Tocopherol in den Plastoglobuli
helfen, dieses reaktive Epoxid gegentber einer Oxydation zu stabilisieren. Es ist
anzunehmen, dass das exogen applizierte Mehyljasmonat zu einem verstarkten und
beschleunigten Abbau der Thylakoidmembranen, und damit zur verstarkten
Freisetzung von Linolsaure, und somit zur Erhohung von reaktivem Epoxid fihrt. Das
wiederum zieht héhere Gehalte an Chinon und a-Tocopherol nach sich, was, in
Verbindung mit der Akkumulation von Lipiden und Proteinen aus dem (seneszenz-
spezifischen) Abbau der Thylakoidmembranen, die GroRenzunahme der
Plastoglobuli erklaren kdnnte.

Bei paralleler Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern auf Wasser
(Kontrolle) war bis 4 Tage nach Inkubationsbeginn keine Anderung der Plastoglobuli-

flache festzustellen; erst am Ende der Inkubationsdauer (nach 7 Tagen) war ein
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leichtes Ansteigen der mittleren Plastoglobuliflache (von 5,6-10° pm? + 2,5-10° um?

auf letztlich 12,7-10° um? + 7,5-10° pum?) zu verzeichnen (Abb. 13D).
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Abb. 13: Anderungen der Anzahl und GroRe der Plastoglobuli pro Plastid:

Abb. A: Plastoglobulianzahl wahrend der natirlich ablaufenden Seneszenz zu unterschiedlichen
Zeitpunkten (nach 7, 28, 50 und 56 Tagen; n: 13 < n < 15). Eine signifikante Anderung (Erhéhung) der
Plastoglobulianzahl war nur zum letzten Messzeitpunkt (nach 56 Tagen) messbar.

Abb. B: PlastoglobuligroRe (als Flache im Ultradiinnschnitt) wahrend der natirlich ablaufenden
Seneszenz zu unterschiedlichen Zeitpunkten (nach 7, 28, 50 und 56 Tagen; 13 < n < 15). Es erfolgte
vom ersten Messzeitpunkt an ein Anstieg, der sich ab Tag 49 signifikant vom Anfangswert unterschied
und zum letzten Messzeitpunkt hin noch mal stark anstieg.

Abb. C: Plastoglobulianzahl bei unterschiedlich langer Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimar-
blattern mit Methyljasmonat (18 < n < 22) bzw. Wasser (zur Kontrolle; 16 < n < 18) nach 1 Tag, nach 2,
4 und 7 Tagen. Anfangswert : n =22. Es ergab sich weder unter Methyljasmonateinfluss, noch bei
Inkubation auf Wasser Uiber den gesamten Versuchszeitraum ein Unterschied zum Ausgangswert.
Abb. D: PlastoglobuligroRRe (als Flache im Ultradinnschnitt) wahrend unterschiedlich langer Inkubation
von 7 Tagen alten Gerstenpriméarblattern mit Methyljasmonat (18 < n < 22) bzw. Wasser (zur Kontrolle;
16 <n<18) nach 1 Tag, nach 2, 4 und 7 Tagen. Anfangswert : n = 22. Wahrend bei Inkubation auf
Wasser nur der letzte Messzeitpunkt (nach 7 Tagen) einen leichten, signifikanten Anstieg der
PlastoglobuligrofRe aufwies, konnte bei Methyljasmonatinkubation schon ab Tag 4 ein signifikanter
Anstieg beobachtet werden, der bis zum letzten Messzeitpunkt nach 7 Tagen noch mal stark anstieg
und in etwa die gleiche GrdéRenordnung erreichte wie die PlastoglobuligréRe der natirlich ablaufenden
Seneszenz. Die Kennzeichnung von Signifikanzniveaus erfolgt durch die Sternsymbolik: p < 0,05: *,
p <0,01: **, p <0,001: ***,
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Resimee:

Das artifizielle System, mit Hilfe einer Methyljasmonatinkubation Seneszenz an
abgeschnittenen, 7 Tage alten Gerstenprimarblattern auszulésen und zu be-
schleunigen, zeigte in Bezug auf die zuvor ausgewahlten und gepriften
seneszenzspezifischen Marker, wie Chlorophyllabbau, ultrastrukturelle Ver-
anderungen sowohl der Blattparenchymzellen und des Plastoms, als auch die
ultrastrukturellen Veranderungen der Plastiden eine hohe Ubereinstimmung mit der
wahrend der naturlichen Entwicklung auftretenden Seneszenz. Somit wurde dieses
System als hinreichend geeignet betrachtet, um seneszenzspezifische Anderungen

der Plastidenhlle zu untersuchen.

3.3. Der Proteinimport als Monitor flr methyl-
jasmonat-induzierte  Veranderungen in der

Plastidenhulle

Gemall KEEGSTRA und CLINE (1999) besteht der Standardproteinimportapparat
der Plastiden aus zwei Multiproteinkomplexen. Der in der auf3eren Plastidenhdille
lokalisierte Multiproteinkomplex (TOC = Translocon Of The OQuter Chloroplast
Envelope) besteht aus Komponenten, die die spezifische Erkennung der
Transitsequenz (durch TOC 34, TOC 159), die Initiation der Translokation (TOC 159)
und den Transfer des Vorstufenproteines (TOC 75) durch die Membran vermitteln.
Der weitere Transport des Vorstufenproteins erfolgt durch den in der inneren
Hullmembran befindlichen TIC Multiproteinkomplex (TIC = Translocon Of The Inner
Chloroplast Envelope). Bis jetzt wurden insgesamt funf Proteine, und zwar TIC 110,
TIC 55, TIC 40, TIC 22 und TIC 20 isoliert und identifiziert (SCHNELL et al., 1994;
LUBECK et al.,, 1996; CALIEBE et al., 1997, STAHL, 1999; WU et al., 1994,
KOURANOV und SCHNELL, 1997; MA et al., 1996). Uber dessen genaue Lage,
deren Rolle und Funktionen innerhalb des Proteintransports in den Plastiden ist noch
relativ wenig bekannt und wird zudem in der Literatur kontrovers diskutiert
(KESSLER et al., 1996; CALIEBE et al., 1997; HIDALGO et al., 1997; GRAY et al.,
1997; PFANNSCHMIDT et al., 1999; OSWALD et al., 2001; BEDARD und JARVIS,

2005). Seneszenzspezifische Anderungen der Plastidenhiille sollten demnach auch
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gravierende Auswirkungen auf die Funktion und/oder Komposition des
Standardproteinimportapparats und somit auch auf den Proteinimport selbst

aufweisen.

3.3.1. Veranderungen im  Proteinspektrum von Gerstenblat tern nach

Methyljasmonatinkubation

Geméall BECKER und APEL (1993) und WASTERNACK und PARTHIER (1997)
fuhrt eine Inkubation von Gerstenpflanzen mit Jasmonat oder dessen Methylester zu
einer Expression spezifischer Proteine, die als jasmonate-induced proteins (JIP)
bezeichnet werden. Zeitgleich akkumulieren Proteine des Lipidstoffwechsels, die
beim Abbau von freien Fettsduren eine Rolle spielen. Dazu z&hlt unter anderem eine
Lipoxygenase (THOMPSON et al., 1998; WASTERNACK und PARTHIER 1997). Die
meisten Untersuchungen, in denen solche Reaktionen gefunden wurden, wurden vor
allem an abgeschnittenen Gerstenprimarblattern nach Inkubation — mit
Methyljasmonat beobachtet (BECKER und APEL, 1993; WASTERNACK und
PARTHIER 1997).

Magliche Anderungen im Proteinspektrum nach Inkubation ganzer Gerstenpflanzen
mit Methyljasmonat sollten zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Behandlung
nach SDS-PAGE und Immunnachweis (Western Blotting; siehe Material und
Methoden) analysiert (Abb. 14) werden.
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Abb. 14: Seneszenzinduktion durch Methyljasmonat: Nachw eis von Anderungen im

Proteinmuster  (verandert; gemaR  Diplomarbeit von Heike Ba uerschmitt, LS
Pflanzenphysiologie, Universitat Bayreuth):

A: Auftrennung der Gesamtproteinextrakte aus methyljasmonatinkubierten und unbehandelten
Gerstenprimarblattern mittels SDS-PAGE. Visualisierung der Proteine durch Coomassie-Blau-
Farbung.

B: Immunnachweis (Western Blot) von LOX mit einem polyklonalen Antikdrper.

C: Immunnachweis von JIP 23 mit einem polyklonalen Antikdrper.

Abklrzungen: GP (H:0): Extrahiertes Gesamtprotein aus unbehandelten Gerstenprimarblattern
(= Kontrolle). GP (MeJa): Extrahiertes Gesamtprotein aus methyljasmonatinkubierten
Gerstenpriméarblattern. MW: Molekulargewichtsstandard. 0-96 h: Zeitpunkte der Probennahme nach
Inkubationsbeginn

Bereits 12 Stunden nach Beginn der Seneszenzinduktion waren sowohl die
Lipoxygenase als auch ein Vertreter der jasmonatinduzierten Proteine, das JIP 23,
eindeutig immunologisch nachweisbar; mit zunehmender Dauer der Methyljasmonat-
inkubation (0-96 h) nahmen auch die Intensitat der Immunsignale der LOX und des
JIP 23 zu. Bei den unbehandelten Kontrollpflanzen ist zu keinem Zeitpunkt ein
Immunsignal der LOX oder des JIP 23 nachweisbar (Abb. 14B, C).

Die Kontrollpflanzen zeigten keinerlei Anderungen im Gesamtproteinmuster nach
SDS-PAGE und Coomassie-Blau-Farbung, wohingegen das Proteinmuster der
Primarblatter der methyljasmonatinduzierten Pflanzen eine Abnahme von Proteinen
im GrolRenbereich von ca. 15 kDa bis 20 kDa und von 30 kDa bis 35 kDa und z. B.
eine Zunahme von Proteinen der GrofR3e von ca. 118 kDa (LOX) und 23 kDa (JIP 23)
in Abhangigkeit der Inkubationsdauer zeigten (Abb. 14A). Durch den Nachweis an
sich und die zunehmende Akkumulation zweier Proteine, die zuvor als JIP's (JIP 23
und LOX) identifiziert wurden (BECKER und APEL, 1993; WASTERNACK und
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PARTHIER 1997) konnte die Wirksamkeit von Methyljasmonat in ganzen
Gerstenpflanzen auf der Ebene der Proteine gezeigt werden und deckten sich mit
den Befunden an abgeschnittenen Gerstenblattern (BECKER und APEL; 1993;
WASTERNACK und PARTHIER, 1997).

3.3.2. Quantitative Verdnderungen des Rubisco Gehalts im Plastiden unter

Methyljasmonateinfluss

Rubisco ist das mengenmallig héaufigste Enzym des Chloroplasten (ELLIS, 1979)
und besteht aus einer grofRen- (LSU = Large Subunit) und einer kleinen Untereinheit
(SSU = Small Subunit), wobei die SSU im Gegensatz zur LSU kernkodiert ist
(BARRACLOUGH und ELLIS, 1980). Durch die Anwesenheit des SSU Proteins im
Chloroplasten wird die Translation der rbcL RNA hochreguliert, was die Produktion
der LSU bedingt. Das LSU Protein bedingt seinerseits eine ruckwirkende
Unterdriickung der eigenen Translation (feedback repression), d. h. wenn die LSU im
Uberschuss vorliegt, wird die LSU-Produktion im Plastiden wieder herunter reguliert
(RODERMEL, 1999; IRVING und ROBINSON, 2006). Dadurch, dass die LSU-
Produktion im Plastiden von der Menge der im Plastiden vorliegenden kernkodierten
SSU abhangig ist, gibt es mehrere Mdglichkeiten der Kontrolle des Gehalts an
Rubisco: Eine Steuerung erfolgt dann entweder Uber die Transkription und/oder
Translation der SSU oder auch uber eine Veranderung der Transportraten in den
Plastiden. In allen Féallen sollte das sich direkt auch auf den Gehalt an Rubisco im
Plastiden auswirken. Da die Immunocytochemie einen Einzelmolekilnachweis
darstellt, und somit die Immunsignale direkt proportional zur Menge des Antigens
sind, mussen Veranderungen bezlglich des Rubisco Gehaltes nachweisbar und
quantifizierbar sein. Dessweiteren konnte eine unvollstandige Assemblierung des
Holoenzyms (durch das Fehlen der SSU) einen verstarkten Abbau der LSU zur
Folge haben (KATO et al., 2004) und dadurch eine Verminderung des Rubisco-
Gehalts immunocytochemisch detektierbar und quantifizierbar machen.

Abb. 15 zeigt die quantitativen Veranderungen des Rubisco-Gehalts in Plastiden von
7 Tage alten Gerstenprimarblattern bei insgesamt 24-stindiger Inkubation mit
Methyljasmonat: Deutlich zu erkennen ist die stetige, sukzessive Abnahme des

Immunsignals der Rubisco mit fortschreitender Dauer der Methyljasmonat-
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Inkubation; gegeniber dem Ausgangswert (7 Tage alte Gerstenprimarblatter) von
85 + 15 G/um? (Goldpartikel pro um? Plastidenquerschnittsflache) vermindert sich
die Immunsignaldichte der Rubisco von 71 + 6 G/um? nach 8 h Inkubationsdauer
tber 51 + 10 G/um? nach 16 h Inkubationsdauer auf letztlich 37 + 7 G/um? nach 24
h Inkubationsdauer (siehe Abb. 15D bis F, J). Eine parallel durchgefiihrte Inkubation
der 7 Tage alten Gerstenprimarblatter auf Wasser weist keinen solchen Effekt auf
(siehe Abb. 15A bis C, J). Der Endwert (8 Tage alte Gerstenprimarblatter,
herkdmmliche Anzucht) von 66 + 7 G/um? ist zwar gegeniiber dem Ausgangswert
etwas niedriger, unterscheidet sich jedoch nicht signifikant von diesem (Abb. 15G
und H, J). Eine Inkubation eines Ultradinnschnitts mit dem goldkonjugierten
sekundaren Antikorper ergibt kein unspezifisches Immunsignal (Abb. 151). Geringe
unspezifische Immunsignale des primaren Antikérpers (Anti-Holo-Rubisco-
Antikorper) mit anderen Zellstrukturen (Chromatin: 4 + 0 G/um?, Mitochondrien:
2+0G/um? und allgemeiner Hintergrund: 2 +0 G/um?) sind sehr gering und
bewegen sich weit unterhalb der Fehlergrenzen (siehe Abb. 15J).

Offensichtlich fuhrt nur eine Inkubation mit Methyljasmonat schon innerhalb von
24 Stunden zu einer signifikanten Verringerung des Rubisco Gehalts in Plastiden. Es
ist bekannt, dass exogen appliziertes Methyljasmonat nicht nur in Abwehrprozessen
der Pflanze (VIJAYAN et al., 1998; XIE et al., 1998; RYAN et al., 2000), sondern
auch in Entwicklungsprozessen (XIE et al., 1998; SANDERS et al., 2000) eine Rolle
spielt. Wie HE et al. (2002) an der Blattseneszenz (sowohl an abgeschnittenen als
auch an nicht abgeschnittenen Blattern) bei Arabidopsis-Mutanten zeigen konnten,
ist bei der Wirkung von exogen appliziertem Methyljasmonat ein funktional intakter
Jasmonatsignaltransduktions-Weg notwendig. Dennoch ist noch nicht klar, welche
Rolle von Methyljasmonat wahrend der Seneszenz eingenommen wird. Es gibt
Hinweise, dass exogen appliziertes Methyljasmonat zu einer reduzierten Expression
von Genen, die fur Komponenten des Photosyntheseapparates kodieren, fuhrt: so
wird beispielsweise von einer reduzierten Translation und gesteigerten Degradation
der SSU berichtet (WEIDHASE et al.,, 1987; PARTHIER, 1990). Neben der
Beeinflussung des Rubisco Gehalts lber die Syntheserate aul3erhalb des Plastiden
gibt es noch mindestens zwei plastidare Kontrollmechanismen: KHAN et al. (1999)
beschreibt eine ,proteolytische Regulation® des Rubiscogehalts lber generische
Proteasen. MORENO und SPREITZER (1999) berichten Uber einen Abbau der
Rubisco in Zusammenhang mit ROS, wobei die diese nicht selbst in der Lage sind,
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Rubisco zu spalten (DESIONE et al., 1996), aber Uber oxidative Schadigungen
bestimmter Stellen des Proteins einen proteolytischen Abbau beglnstigen (ISHIDA
et al., 1999). In Plastiden von seneszenten Blattern bildet sich ein mehr und mehr
oxidierendes Milieu, da die Peroxidproduktion und andere Radikale nicht mehr
effektiv durch enzymatische Radikalfanger entgiftet werden kénnen (MCRAE und
THOMPSON, 1983; MEHTA et al., 1992). Dadurch ist ein verstarkter, seneszenz-
bezogener Abbau der Rubisco auch im Plastiden wahrscheinlich. Unterstitzt wird
diese These durch die spezifische Akkumulation der speziellen, nur fir den
Rubiscoabbau in Plastiden verantwortlichen Protease CND 41 (KATO et al., 2005).
Allerdings ist Uber die Regelmechanismen, die zu einer Akkumulation im Plastiden
fihren noch nichts bekannt; hier kdnnten seneszenzbedingte Veranderungen des

Proteintransports in den Plastiden eine Rolle spielen.
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Abb. 15: Quantitative Veranderung des Rubisco Gehalts im Chloroplasten (als Dichte der

Immunogoldpartikel pro um 2 Plastidenquerschnittsflache) wahrend einer 24-stiindige n Methyl-
jasmonatinkubation:

Abb. A-C: Immunogoldmarkierung (Anti-Rubisco-Antikérper) von Ultradiinnschnitten aus 7 Tage alten
Gerstenprimarblattern nach unterschiedlich langer Inkubation auf Wasser (Inkubationsdauer: A: 8 h,
B: 16 h, C: 24 h). Das Immunsignal (10 nm Goldpartikel) ist deutlich in der Plastidenquerschnitts-flache



Ergebnisse und Diskussion 107

lokalisiert und gut zu erkennen. Eine Verminderung des Immunsignals im Laufe der Zeit war nicht
gegeben.

Abb. D-F: Immunogoldmarkierung (Anti-Rubisco-Antikdrper) von Ultradiinnschnitten aus 7 Tage alten
Gerstenprimarblattern nach unterschiedlich langer Inkubation auf Methyljasmonat (Inkubationsdauer:
D: 8 h, E: 16 h, F: 24 h). Auch hier ist das Immunsignal (10 nm Goldpartikel) deutlich in der
Plastidenquerschnittsflache lokalisiert und gut zu erkennen. Beim letzten Zeitpunkt kdnnte eine
Verminderung des Immunsignals gegeben sein.

Abb. G: Immunogoldmarkierung (Anti-Rubisco-Antikérper) von Ultradiinnschnitten aus 7 Tage alten
Gerstenprimarblattern (Anfangswert).

Abb. H: Immunogoldmarkierung (Anti-Rubisco-Antikérper) von Ultradiinnschnitten aus 8 Tage alten
Gerstenpriméarblattern (Endwert).

Abb. I: Immunogoldmarkierung mit sekundarem goldkonjugiertem Antikérper (10 nm Goldpartikel) von
Ultradliinnschnitten aus 7 Tage alten Gerstenprimarblattern (Kontrolle goldkonjugierte Imunoglobulin-
Fraktion). Es waren keinerlei Immunsignale vorhanden.

Abb. J: Grafische Darstellung der Anti-Rubisco-Immunsignal-Dichte (Goldpartikel pro um?2 Plastiden-
querschittsflache) in Abhangigkeit der Inkubationsdauer mit Methyljasmonat bzw. Wasser; Anfangs-
und Endwert (Immunogoldmarkierung aus 7 bzw 8 Tage alten Gerstenprimarblattern; konventionell im
Gewachshaus in Erdkultur gewachsenen), unspezifische Immunsignale mit anderen Zellstrukturen
(Kontrollen). Die Dichte der Immunsignale sowohl bei Anfangs- und Endwert, als auch bei Inkubation
mit Wasser unterschieden sich nicht signifikant und lieBen auch keinerlei Tendenz erkennen. Unter
Methyljasmonateinfluss zeigte sich im Laufe der Inkubation jedoch eine Abnahme der Markierungs-
dichte, wobei sich lediglich die Markierungsdichte des letzten Messzeitpunkts signifikant vom
Ausgangswert unterschied. Die Markierungsdichten der unspezifischen Immunsignale (Kontrollen)
lagen weit unterhalb der Fehlertoleranzen.

Fur alle Datensétze gilt: 10 <n < 12.

Die Kennzeichnung von Signifikanzniveaus erfolgt durch die Sternsymbolik: p < 0,05: *, p <0,01: **,
p <0,001: ***,

3.3.3. Quantitative Veranderungen des LHC-lII Gehalts im P lastiden unter

Methyljasmonateinfluss

LHC 1l (Light Harvesting Complex of Photosystem 1l) und die major light harvesting
chlorophyll a/b binding proteins sind weitere kernkodierte Protein-Pigment-Komplexe
des in den Thylakoiden befindlichen Photosystems Il, die durch den Standard-
proteinimportapparat der Plastidenhullmembran (TOC - TIC Maschinerie)
transportiert werden mussen, um in die Chloroplasten zu gelangen. Auch hier
missten sich - wie schon fur die Rubisco gezeigt (s. 0.) - seneszenzspezifische
Verdnderungen im LHC Il Gehalt des Plastiden ergeben. Solche mdglichen
Verdnderungen sind auch durch immunocytochemische Einzelmolektlnachweise
zuganglich und somit nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ messbar.

In Abb. 16 zeigt die quantitativen Veranderungen des LHC Il Gehalts in Plastiden
von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern bei insgesamt 24-stindiger Inkubation mit
Methyljasmonat: Zu beobachten war eine Tendenz zur Abnahme des Immunsignals
des LHC Il Gehalts mit fortschreitender Dauer der Methyljasmonatinkubation;

gegenuber dem Ausgangswert (7 Tage alte Gerstenprimérblatter) von
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101 + 26 G/um? (Goldpartikel pro um? Plastidenquerschnittsflache) erfolgte jedoch
erst ein scheinbarer (nicht signifikanter) Anstieg der Immunsignaldichte des LHC I
auf 131 + 14 G/um? nach 8 h Inkubationsdauer, um dann tber 106 + 12 G/um? nach
16 h auf letztlich 65 + 12 G/um? nach 24 h signifikant abzusinken (siehe Abb. 16D
bis F, J).

Eine parallel durchgefihrte Inkubation der 7 Tage alten Gerstenprimarblatter auf
Wasser wies keine einheitiche Tendenz des LHC ll-immunsignals mit
fortschreitender Dauer der Inkubation auf; so schwankten die Mittelwerte der
Immunsignaldichte von 141+22 G/um? nach 8h Inkubationsdauer Uber
93 + 14 G/um? nach 16 h auf 152 + 23 G/um? nach 24 h (siehe Abb. 16A bis C, J).
Der Endwert (8 Tage alte Gerstenprimarblatter von im Gewdachshaus in Erdkultur
gewachsenen Pflanzen) von 113 + 18 G/um? war gegeniiber dem Ausgangswert
nicht verandert (Abb. 16G und H, J). Eine Inkubation eines Ultradinnschnitts mit
dem goldkonjugierten sekundaren Antikorper ergab kein unspezifisches Immunsignal
(Abb. 16l).

Wie auch schon fiur die Rubisco gezeigt, fuhrt eine Inkubation mit Methyljasmonat
innerhalb von 24 Stunden zu einer signifikanten Verringerung des LHC Il Gehalts in
Plastiden. Auch hier ist noch keineswegs geklart, welche Mechanismen dafir
verantwortlich sind. Dass es durch exogen appliziertes Methyljasmonat zu einer
reduzierten Expression von Genen, die fur Komponenten des Photosynthese-
apparates kodieren, kommt, wird beispielsweise schon von WEIDHASE et al. (1987)
und PARTHIER (1990) berichtet. Uber die Regelung des seneszenzspezifischen
Um- und Abbaus (turnover) von photosynthetischen Proteinen durch spezielle
kernkodierte Plastidenproteasen existieren dahingegen nur sehr begrenzte
Informationen (ZELISKO et al., 2005). Eine weitere Méglichkeit der Einflussnahme
auf den Gehalt an kernkodierten Proteinen innerhalb des Plastiden, kdonnte auch

Uber seneszenzbedingte Veranderungen des Proteintransports erfolgen.

Resimee:

Eine  Methyljasmonatinkubation = abgeschnittener  Gerstenprimarblatter  war
offensichtlich in der Lage, innerhalb von nur 24 Stunden einen quantitativ messbaren
(signifikanten) Rickgang zweier wichtiger Proteine (Rubisco und LHC Il) des
Plastiden zu bewirken. Fur diese beobachtete Abnahme kdnnen sowohl verminderte
Synthese-, als auch erhthte Abbauraten (oder beides in Kombination) der
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betroffenen Proteine verantwortlich sein. Daneben ist aber auch noch eine
(zusatzliche) Regelung Uber die Importraten der jeweiligen Proteine in die Plastiden
denkbar. Dafir werden in den nachfolgenden Kapiteln die Genexpressionsmuster
von chloroplastidaren Proteinen und die seneszenzspezifischen Veranderungen der

Plastidenhille — insbesondere des Proteinimports - analysiert.



Ergebnisse und Diskussion 110

kubation auf.M'e.Jas; 8h G

i Vakuole
.. Vakuole ? e

Nachbarzelle -

Vakuole

<%,

%, o
> < (+4
Yo
Nachbarzelle Nachbarzelle

ation auf MeJas; 24 h
o 2 R Yakuol
Vakuole- Y

Chloroplast

Nachbarzelle

Wasser-
18 4 Behandlung MeJas -
o 16 o T T Behandlung
g_ 14 4 . T
0 12
B T
z '’ il
= 5 | .
= i
o 5 | T
Q_ -
T 4
o) ]
O 2
o 4
c;,f{? 6‘@(\ 8 16 24 8 16 24
@’é\@ & Inkubationsdauer (Stunden)

Abb. 16: Quantitative Veranderung des LHC |l Gehalts im Ch  loroplasten (als Dichte der Immun-
goldpartikel pro pm 2 Plastidenquerschnittsflache) wahrend einer 24-stiindige n Methyl-
jasmonatinkubation:

Abb. A-C: Immunogoldmarkierung (Anti-LHC II-Antikdrper) von Ultradiinnschnitten aus 7 Tage alten
Gerstenprimérblattern nach unterschiedlich langer Inkubation auf Wasser (Inkubationsdauer: A: 8 h,
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B: 16 h, C: 24 h). Das Immunsignal (10 nm Goldpartikel) ist deutlich in der Plastidenquerschnittsflache
lokalisiert und gut zu erkennen und beschréankte sich augenscheinlich auf die Bereiche, die die
Granathylakoide représentierten. Eine Verminderung des Immunsignals im Laufe der Zeit war nicht
erkennbar.

Abb. D-F: Immunogoldmarkierung (Anti-LHC II-Antikdrper) von Ultradiinnschnitten aus 7 Tage alten
Gerstenprimarblattern nach unterschiedlich langer Inkubation auf Methyljasmonat (Inkubationsdauer:
D: 8 h, E: 16 h, F: 24 h). Auch hier ist das Immunsignal (10 nm Goldpartikel) deutlich in der Plastiden-
querschnittsflache — in den Bereichen, die die Granathylakoide repréasentieren - lokalisiert und gut zu
erkennen. Beim letzten Zeitpunkt kénnte eine Verminderung des Immunsignals gegeben sein.

Abb. G: Immunogoldmarkierung (Anti-LHC IlI-Antikérper) von Ultradiinnschnitten aus 7 Tage alten
Gerstenprimarblattern (Anfangswert).

Abb. H: Immunogoldmarkierung (Anti-LHC lI-Antikdrper) von Ultradiinnschnitten aus 8 Tage alten
Gerstenpriméarblattern (Endwert).

Abb. I: Immunogoldmarkierung mit sekundarem goldkonjugiertem Antikérper (10 nm Goldpartikel) von
Ultradliinnschnitten aus 7 Tage alten Gerstenprimarblattern (Kontrolle goldkonjugierte Immunglobulin
Fraktion). Es waren keinerlei Immunsignale vorhanden.

Abb. J: Grafische Darstellung der LHC Il Dichte (Goldpartikel pro um? Plastidenquerschittsflache) in
Abhangigkeit der Inkubationsdauer mit Methyljasmonat bzw. Wasser; Anfangs- und Endwert (Immuno-
goldmarkierung aus 7 bzw. 8 Tage alten Gerstenprimarblattern; konventionell im Gewachshaus in
Erdkultur gewachsenen. Die Dichte der Immunsignale sowohl bei Anfangs- und Endwert, als auch bei
Inkubation mit Wasser unterschieden sich nicht signifikant und lieBen auch keinerlei Tendenz
erkennen. Unter Methyljasmonateinfluss zeigte sich im Laufe der Inkubation jedoch eine sinkende
Tendenz der Markierungsdichte, wobei sich auch hier lediglich die Markierungsdichte des letzten
Messzeitpunkts signifikant vom Ausgangswert unterschied.

Fur alle Datensétze gilt: 10 <n < 12.

Die Kennzeichnung von Signifikanzniveaus erfolgt durch die Sternsymbolik: p < 0,05: *, p <0,01: **,
p <0,001: ***,

3.3.4. Analyse der Genexpressionsmuster von chlorop  lastidaren Proteinen

Wie im vorangegangenen Abschnitt gezeigt werden konnte, nahm die Menge der
chloroplastenspezifischen Proteine Rbcs und LHCII mit zunehmender Dauer der
Jasmonatbehandlung ab. Diese Abnahme kann, wie bereits erdrtert, neben einer
Verringerung der Importraten auch eine Abnahme der Synthese bzw. einen
verstarkten Abbau als Ursache haben. Um Aussagen Uber die Synthese bzw. die
Transkription der kernkodierten chloroplastenspezifischen Proteine Rbcs und LHCII
treffen zu kdnnen, wurden abgeschnittene Gerstenprimarblatter auf Wasser oder
Methyljasmonat fur unterschiedliche Zeiten flotiert. Nach Extraktion der Gesamt-
RNAs wurde eine Abnahme der Menge der korrespondierenden mRNAs nach 24-
stindiger Flotation beobachtet. Auch fur die Transkripte von Komponenten des PS |
(psaL, psaF und psaN, siehe Abb. 17) konnte eine solche Abnahme nachgewiesen
werden. Bei der Abnahme schien es sich nicht um einen generellen RNA-Abbau zu
handeln, da die Menge ribosomaler RNAs (s. UV-induzierte Fluoreszenz ribosomaler

RNAs nach Ethidiumbromideinlagerung in Abb. 17) nahezu unveréandert blieb.
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Auch wahrend der naturlichen Seneszenz konnte in Gerstenprimarblattern eine
Abnahme der rbcs- und cab-Transkriptmengen boebachtet werden. Bereits in einem
Alter von 2 Wochen wiesen die Blatter eine wesentlich geringere Menge an rbcs-
und cab-Transkripten als 1-wochige Blatter auf (Abb. 18). Wie auch nach
Methyljasmonat-Behandlung schien es sich bei der Abnahme der Transkriptmengen
um ein Ph&nomen zu handeln, von dem photosynthetisch wichtige Proteine betroffen
waren. Im Unterschied zur Methyljasmonat-induzierten Seneszenz war jedoch
wahrend der natlrlichen Seneszenz eine generelle Abnahme des RNA-Gehaltes pro
Blattflacheneinheit zu beobachten. Dies geht aus der Menge der ribosomalen RNAs
hervor, die bereits in 14 Tage alten Blattern um ein Vielfaches geringer war als 1-
wochigen (siehe UV-induzierte Fluoreszenz ribosomaler RNAs nach Ethidium-

bromideinlagerung in Abb. 18)

Inkubation auf Inkubation auf
Wasser Methyljasmonat

Inkubationszeit¢h) 0 05 2 4 8 24 05 2 4 8 24
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Abb. 17: Transkriptmengen der kleinen Untereinheit der R ubisco ( rbcs), des Light-Harvesting
Chlorophyll a/b-binding proteins von Photosystem Il (cab) sowie der Untereinheit L, F und N
von Photosystem | (psaL, psaF and psaN), wahrend der Methyljasmonat-induzierten
Seneszenz.

Sieben Tage alte Gerstenprimarblatter wurden auf entweder Leitungswasser oder Methyljasmonat-
haltiger Losung fur die angegeben Zeitrdume flotiert. Blattscheibchen aus der Blattmitte von 5
verschiedenen Blattern, die zu einer Behandlung korrespondieren, wurden ausgestochen und die
Gesamt-RNA wurde extrahiert. RNA-Volumina, die gleichen Blattflachen entsprachen, wurden auf ein
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Formaldehyd-Agarosegel aufgetragen und geblotted. Die unterste Reihe zeigt die UV-induzierte
Fluoreszenz Etidiumbromid-markierter ribosomaler RNA (Beladungskontrolle).

Wochen 1 2 3 4
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Abb. 18: Transkriptmengen der kleinen Untereinheit der R ubisco ( rbcs), des Light-Harvesting
Chlorophyll a/b-binding proteins von Photosystem Il (cab) sowie der Untereinheit L, F und N
von Photosystem | (psalL, psaF and psaN), wahrend der nattrlichen Seneszenz.
Gerstenprimérblatter wurden zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Blattscheibchen wurden aus
der Blattmitte von 5 verschiedenen Blattern, die zu einer Behandlung korrespondieren, ausgestochen
und die Gesamt-RNA wurde extrahiert. RNA-Volumina, die gleichen Blattflachen entsprachen, wurden
auf ein Formaldehyd-Agarosegel aufgetragen und geblotted.

Die unterste Reihe zeigt die UV-induzierte Fluoreszenz Etidiumbromid-markierter ribosomaler RNA
(Beladungskontrolle).

Wie die Analyse der rbcs- und cab-Transkriptmengen zeigte, war die im Verlauf der
Methyljasmonat-Behandlung registrierte  Abnahme der intraplastidaren Protein-
konzentration sicher zumindest partiell durch eine Abnahme der Synthese infolge
geringer mMRNA-Mengen bedingt. Diese Beobachtung legte die Frage nahe, ob es
wahrend der (naturlichen oder Methyljasmonat-induzierten) Seneszenz maglicher-
weise zu einer koordinierten Abschaltung der Transkription, Synthese und des
Proteinimportes in die Plastiden kommen koénnte. Vielleicht, so kénnte man
spekulieren, ist wahrend der Seneszenz ein plastidarer Proteinimport ab einem
bestimmten Stadium gar nicht mehr notwendig. Dieses trafe sicherlich fir
photosynthetisch wichtige Proteine zu. Andererseits sollte es jedoch Proteine geben
(z.B. Proteasen, Nucleasen oder am Chlorophyllabbau beteiligte Enzyme), die
wahrend der natlrlichen oder Methyljasmonat-induzierten Seneszenz in gré3erer

Menge synthetisiert und dann importiert werden, da sie fir den koordinierten Ablauf
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des Entwicklungsprogrammes Seneszenz notwendig sind. Ein solches in
Chloroplasten vorkommendes Enzym kénnte z.B. die Pheophorbide a Oxygenase
sein (synonym zu LLS1 in Mais oder ACD1 in A.thaliana), deren Expression
zumindest in Mais seneszenzspezifisch erfolgt. Dieses Protein ist z.B. am
Chlorophyllabbau beteiligt (GRAY, 2004).

Es sollte zunachst geprift werden, ob die Expression des lis1-Gens aus Gerste nach
Methyljasmonat-Behandlung bzw. wahrend der natlrlichen Seneszenz induziert wird.
Dazu wurden 7 Tage alte Gerstenprimarblatter, wie oben beschrieben, auf
Leitungswasser bzw. Methyljasmonat-haltiger Losung flotiert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde Gesamt-RNA isoliert und nach Northern-Blotting mit der
radioaktiv-markierten lIsl-Sequenz aus Mais hybridisiert und autoradiographisch
nachgewiesen (Abb. 19A, obere Zeile). Aulerdem wurden Proteine aus den Blattern
extrahiert und nach SDS-PAGE und Western-Blot mit einem monoklonalen
Antikdrper inkubiert, der gegen das Mais LLS1-Protein gerichtet ist (Abb. 19A, untere
Zeile).
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Abb. 19: Transkript- und Proteinmengen des  Lethal leaf spot Proteins (LIs1).
Transkriptmengen (obere Zeile) und Proteinmengen (untere Zeile) des Lls1 wahrend Methyljasmonat-
induzierter (A) und natirlich auftretender Seneszenz (B). Blattscheibchen wurden aus dem mittleren
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Teil von 5 verschiedenen Blattern entnommen, die entweder einen Zeitpunk t(B) oder eine Behandlung
mit entweder Leitungswasser oder Methyljasmonat repréasentierten (A) und Gesamt-RNAs oder
Proteine wurden extrahiert. RNA- and Proteinmengen, die zu gleichen Blattflachen korrespondieren,
wurden analysiert.

Die unterste Reihe zeigt die UV-induzierte Fluoreszenz Etidiumbromid-markierter ribosomaler RNA
(Beladungskontrolle).

Darstellung eines Ergebnisses von drei unabhéangigen Wiederholungen (n = 3).

Nach Inkubation der Blatter auf Leitungswasser oder Methyljasmonat-haltiger
Ldsung konnte eine Zunahme der lisl-Transkriptmenge beobachtet werden, zu der
steigende Proteinmengen korrelierten. Auf Methyljasmonat erfolgte die Zunahme von
Transkript- und Proteinmenge friiher als nach Inkubation auf Leitungswasser.
Interessanterweise waren im Verlauf der natirlichen Seneszenz von
Gerstenprimarblattern abnehmende lls1-Transkriptmengen zu beobachten, die
jedoch zumindest von einer konstanten, wenn nicht sogar leicht ansteigenden
Menge des korrespondierenden Proteins begleitet wurden (Abb. 19B).

Die deutlich zunehmende Proteinmenge an LLS1 (Pheophorbide a Oxygenase) in
abgeschnittenen Gerstenprimarblattern nach Flotation auf Wasser und insbesondere
auf Methyljasmonat-haltiger Lésung legte die Schlussfolgerung nahe, dass dieses
Protein in die Chloroplasten importiert worden sein muss, da es nur in diesem
Organell stabil und in prozessierter (reifer) Form akkumuliert. Demzufolge mussen
Chloroplasten aus Blattern wahrend der Methyljasmonat-induzierten Seneszenz
einen funktionierenden Proteinimportapparat besitzen, bei dem es sich theoretisch
um die noch vorhandene TIC-TOC-Maschinerie, deren Reste, mogliche
Modifizierungen derselben oder sogar um einen Seneszenz-spezifischen
Importapparat handeln konnte. Neben diesen spezifischen Anderungen der
Importmaschinerie sind auch unspezifische Anderungen der Plastidenhillmembran
denkbar (Anderungen in der Lipidzusammensetzung), die den Proteinimport indirekt
beeinflussen konnten. Da beispielsweise die TIC-TOC -Maschinerie aus zwei
Multiproteinkomplexen besteht, bei deren Komponenten es sich zumindest zum Teil
um periphere oder integrale Membranproteine handelt (KEEGSTRA und CLINE;
1999), sollte eine Anderung der Lipidzusammensetzung einen Einfluss auf die
Lokalisierung solcher Proteine in der Plastidenhtlle haben.
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Resimee:

Die Analyse der Genexpressionsmuster der chloroplastidaren Proteine RBCS und
LHC Il ergaben, das unter Methyljasmonateinfluss die jeweiligen korrespondierenden
MRNA-Mengen dieser Proteine abnahmen. Da gleichzeitig keinerlei Veranderung
der rRNA-Mengen zu verzeichnen war, handelte es sich offensichtlich nicht um einen
generellen RNA-Abbau. Die Abnahme der Konzentration der interplastidaren,
photosynthetischen Proteine RBCS und LHC Il war zumindest zum Teil durch eine
Abnahme ihrer Synthese bedingt. Bei einem nicht photosynthetisch relevanten
Protein — LLS1 (Phaeophorbide a Oxygenase) — wurde demgegentber bei
Methyljasmonat-inkubation ein Ansteigen der Proteinmenge im Plastiden
beobachtet, was zu der Annahme fiihrt, dass es auch wéhrend der Methyljasmonat-
induzierten Seneszenz wenigstens einen funktionierenden Proteinimportapparat
geben muss, bei dem es sich theoretisch um Reste der noch vorhandenen TIC-
TOC-Maschinerie, mdgliche Modifizierungen desselben oder sogar um einen
Seneszenz-spezifischen Importapparat handeln kénnte. Neben diesen spezifischen
Anderungen der Importmaschinerie sind auch unspezifische Anderungen der

Plastiden-hullmembran denkbar, die den Proteinimport beeinflussen kénnten.

3.3.5. Seneszenzbedingte Veranderungen in der Proteinzu  sammensetzung der

Plastidenhulle

Ausgehend von den zuvor dargestellten Uberlegungen wurden zwei Arten von
Experimenten angeschlossen, um seneszenzbedingte Verdnderungen auf

Plastidenhullmembranebene zu erfassen.

Zum einen wurde die Proteinimportkapazitat von Chloroplasten verglichen, die aus
frischen Blattern oder Blattern nach Inkubation mit Leitungswasser bzw.
Methyljasmonat isoliert worden waren. Zum anderen wurden Crosslinking-Partner,
d. h. Proteine der Plastidenhille, die wahrend des Importes in unmittelbarer
Nachbarschaft zu den in transit befindlichen Vorstufenproteinen sind, analysiert. Wie
frihere Untersuchungen gezeigt hatten, (bt Methyljasmonat einen stark
seneszenzférderenden Effekt aus, wahrend die entsprechenden Wasserkontrollen
frisch geernteten Pflanzen gleichen (WEIDHASE et al., 1987a, 1987b).
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Dieses Experiment wurde mit zwei unterschiedlichen Vorstufenproteinen
durchgeftihrt. Dabei handelte es sich um die Prakursoren der NADPH:Proto-
chlorophyllid Oxidoreduktase A und B (pPORA und pPORB).

3.3.5.1. Import der Isoenzyme A und B der NADPH:Protochlor  ophyllid-
Oxidoreduktase (pPORA und pPORB) in Plastiden

Dieses Enzym ist an der Chlorophyllbiosynthese beteiligt, in der es die
lichtabhdngige Reduktion von Protochlorophyllid (Pchlid) zu Chlorophyllid (Chlid)
katalysiert (GRIFFITH, 1975; APEL et al., 1980). Beide Reduktasen sind kernkodiert
und werden als hohermolekulare Vorstufenproteine in die Plastiden importiert. Es
konnte gezeigt werden, dass der Import von pPORB durch die TIC-TOC-Maschinerie
erfolgt (REINBOTHE et al., 2004a). Der pPORA-Import hingegen ist Substrat-
abhéangig. Etioplasten, die einen hohen Pchlid-Gehalt aufweisen, kdnnen pPORA
importieren. Chloroplasten, deren Pchlid-Gehalt spektroskopisch nicht nachweisbar
ist, importieren pPORA hingegen nicht (REINBOTHE et al., 1995). Allerdings ist es
maoglich, durch Fatterung der Chloroplasten mit Aminolavulinsaure, einer
Tetrapyrrolvorstufe, die intraplastidare Pchlid-Konzentration zu erhéhen und damit
den pPORA-Import gewissermal3en zu restaurieren (REINBOTHE et al., 1995).

Kompetitionsexperimente und Crosslinking-Analysen haben gezeigt, dass es einen
pPORA-spezifischen Importapparat gibt, der als Pchlide-dependent translocon
complex (PTC) bezeichnet wurde (REINBOTHE et al., 2004b). Von einigen der
Proteinkomponenten des PTC-Komplexes konnte eine partielle Sequenzinformation
erhalten werden; von anderen ist lediglich das Molekulargewicht bekannt. Bei den
Komponenten in der auf3eren Hillmembran handelt es sich um ein 130 kDa groRRes
Protein (vermutlich der Rezeptor), ein 16 kDa groR3es Protein (der Transportkanal,
Reinbothe et al., 2004a und b) und ein Protein von 33 kDa (ein regulatives, GTP-
bindendes Protein, REINBOTHE et al., 2004b, REINBOTHE et al.,, 2005.) Des
Weiteren wurden ein 47 kDa-Protein, das Verwandtschaft zu Tyrosin-
Aminotransferasen besitzt, und ein 52 kDa-Protein, das als Pchlid a-Oxygenase aktiv
ist (REINBOTHE et al., 2004b) als PTC-Komponenten identifiziert.

Der Pchlid-abhangige Import konnte in vivo sowohl fur Kotyledonen aus A. thaliana

als auch fur Primarblatter der Gerste verifiziert werden: Im Dunkeln angezogene
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Kotyledonen/Pimarblatter importierten das getestete pPPORA-GFP-Fusionsprotein, im
Licht gewachsene jedoch nicht (KIM und APEL, 2004; REINBOTHE et al., 2004a).
Der substratabhéangige Import ist offensichtlich Teil eines komplexen Regulations-
mechanismus, das den Gehalt von pPORA entwicklungsabhangig reguliert:
Etioplasten aus dunkel gewachsenen Kotyledonen/Pimarblattern akkumulieren
grol3e Mengen PORA, Chloroplasten im Licht gewachsener Keimblatter jedoch nicht
(oder kaum). PORB hingegen wird sowohl in licht- als auch in dunkel-gewachsenen
Keimlingen in etwa gleicher Menge akkumuliert (REINBOTHE et al., 1995). Jingere,
grune Pflanzen reakkumulieren wahrend der Nachtperiode Pchlid und die Plastiden
kbnnen am Ende der Dunkelperiode pPORA importieren, altere Pflanzen jedoch
nicht. Dieses entwicklungsabhéngige Importverhalten sollte den pPORA-Import zu
einem geeigneten Monitor machen, um Anderungen in der Plastidenhiille zu
erfassen. Wenn diese Hypothese korrekt ist, dann sollte sich der pPORA-Import
sowohl wahrend der natirlichen als auch der Methyljasmonat-induzierten Seneszenz
andern (verringern). Andererseits konnte auch im Fall des pPORB-Proteins eine
Abnahme der Importkapazitat zu beobachten sein. Da dieses Protein, wie auch
RBCS und die LHC II-Proteine, durch die TIC-TOC-Maschinerie importiert werden
(REINBOTHE et al., 2004a), konnten sich Anderungen in der Plastidenhille bzw. im

Standardimportapparat (TIC-TOC) negativ auf die Importkapazitat auswirken.

3.3.5.2. Untersuchungen des Importverhaltens von pPORA u nd pPORB in
Chloroplasten in Abhangigkeit von der Vorbehandlung der BI atter (d. h.

Seneszenzstadium)

Im Importexperiment wurden der authentische pPORA-Prakursor und ein
Fusionsprotein, das aus dem Transitpeptid von pPORA und einem Reporterprotein
(DHFR = Dihydrofolatreduktase) bestand, durch gekoppelte In-Vitro-
Transkription/Translation in Gegenwart von *S-Methionin hergestellt und den
Chloroplasten zugesetzt. Parallelinkubationen wurden in Anwesenheit oder
Abwesenheit von 5-Aminolavulinsaure in Gegenwart von 2 mM ATP und 100 uM
GTP durchgefihrt. Als Kontrollen wurden das pPORB-Protein (HOLTDORF et al.,

1995) und das entsprechende TransB-DHFR-Protein verwendet. Der Import dieser
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Fusionsproteine erfolgt in Abhangigkeit vom jeweiligen Transitpeptid wie der des
entsprechenden authentischen Prakursors (REINBOTHE et al., 1997).
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Abb. 20: Import von pPORA, pPORB sowie TransA-DHFR  und TransB-DHFR:

Import von pPORA, pPORB sowie TransA-DHFR und TransB-DHFR, die durch gekoppelte In-Vitro-
Transkription/Translation in Gegenwart von 3**S-Methionin hergestellt wurden, in isolierte
Chloroplasten, die aus frischen (A) bzw. Gerstenprimarblattern nach Flotation auf Leitungswasser (B)
isoliert worden waren. Ein Aliquot der Chloroplasten wurde vor dem Import mit in Phosphatpuffer
geléstem ALA inkubiert (+ALA), um intraplastidares Pchlid zu produzieren. Ein anderes Aliquot wurde
in Phosphatpuffer allein inkubiert (Pchlid-freie Kontrolle, -ALA). Die Importreaktion wurde nach 15 min
abgestoppt. Proteine wurden extrahiert und nach Auftrennung durch 1D-SDS-PAGE auto-
radiographisch nachgewiesen. Prékursor:); reifes Protein: w@»

Die Abb. 20 zeigt die entsprechenden Ergebnisse. Hierbei stellte sich heraus, dass
pPORB und transB-DHFR mit nahezu identischer Effizienz in Pchlid-freie und Pchlid-

haltige Chloroplasten importiert werden. Jedoch war die generelle Importkapazitat
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der Plastiden aus Chloroplasten, die aus Wasser-flotierten Blattern stammten,
(Abb. 20B) in der Regel geringer als jene, die mit Chloroplasten aus der
Frischkontrolle bestimmt worden waren (Abb. 20A). In Chloroplasten, die aus
Methyljasmonat-behandelten Blattern stammten, war kein reifes (importiertes)
PORB-Protein nachweisbar (Ergebnisse nicht prasentiert). pPORA und transA-
DHFR wurden, in Ubereinstimmung mit friheren Befunden (REINBOTHE et al.,
1997), nur in Pchlid-haltige, nicht jedoch Pchlid-freie Chloroplasten der
Frischkontrolle importiert. Chloroplasten aus Blattern nach Flotation auf Wasser
importierten pPORA/transA-DHFR unabhangig davon, ob sie Pchlid enthielten oder
nichtt Eine Behandlung von Blattern mit Methyljasmonat vor der
Chloroplastenisolation wirkte sich wie im Fall von pPORB hemmend auf den Import

beider Prakursoren aus.

Der Befund, dass pPORA/transA-DHFR in Pchlid-freie Plastiden mit gleicher
Effizienz wie in Pchlid-haltige importiert wurden, legte die Vermutung nahe, dass
Anderungen in der Plastidenhiille abgeschnittener Blatter nach Flotation auf
Leitungwasser aufgetreten waren. Wahrend beide Vorstufenproteine in
Chloroplasten aus der Frischkontrolle in Abhangigkeit von Pchlid und damit hochst
wahrscheinlich durch den PTC importiert wurden, erfolgte in die Chloroplasten aus
Wasser-flotierten Blattern ein Pchlid-unabhangiger Import, der mdglicherweise durch
die TIC-TOC-Maschinerie vermittelt wurde. Um diese Vermutung zu prufen, sollten
Crosslinking-Analysen durchgefiihrt werden, um die beim Import interagierenden
Partner fur pPORA/transA-DHFR zu identifizieren.

Der transA-DHFR-Prakursor wurde dazu verwendet, tUber Crosslinking mit L-[3-
(Trifluoromethyl)-3-diazirin-3H-yl]phenylalanin (TmdPhe) (HIGH et al., 1993;
Brunner, 1996) die Protein- bzw. Lipidzusammensetzung der Plastidenhulle direkt
"abzugreifen”. Hierzu wurde das Transitpeptid derart verdndert, dass es an distinkten
Stellen den TmdPhe-Rest trug: An den Positionen 2 plus 65 (TransA1l-DHFR), nur
an Position 2 (TransA2-DHFR) bzw. nur an Position 65 (TransA3-DHFR). Die
Methode beruht darauf, dass auf DNA-Ebene kinstlich Amber-Kodonen eingefuhrt
werden, die dann durch eine Amber-Suppressor-tRNA, die den TmdPhe-Test tragt,
"dechiffriert” werden konnen. Durch In-Vitro-Mutagenese und nachfolgende
gekoppelte In-Vitro-Transkription/Translation konnen die TmdPhe-Reste somit an

distinkten Stellen in das Transitpeptid eingebracht werden.
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Da das Transitpeptid von pPORA (TransA) alle fur den substratabhéngigen
Transport notwendigen Informationen enthalt (REINBOTHE et al., 1997), wurden in
den folgenden Experimenten hauptsachlich chimare TmdPhe-haltige TransA-DHFR-
Prékursoren verwendet (siehe oben). Alle Prakursoren wurden in Gegenwart von
¥S-Methionin und der TmdPhe-Suppressor-tRNA, die uns freundlicherweise von

J. Brunner, ETH Zurich, Schweiz, zur Verfigung gestellt wurde, translatiert.

Die drei unterschiedlichen Prakursoren, TransAl-DHFR, TransA2-DHFR und
TransA3-DHFR, wurden fur 15 min in Gegenwart verschiedener ATP- und GTP-
Konzentrationen mit isolierten Gersten-Chloroplasten inkubiert. Diese wurden aus
frischem Pflanzenmaterial sowie Pflanzen gewonnen, die fir 24 h auf Wasser bzw.

einer 45 uM wassrigen Losung von Methyljasmonat im Licht flotiert worden waren.

Die Abbildung 21 zeigt die Crosslinking-Produkte. Hierbei offenbarte sich, dass die
Bandenmuster fir alle Prakursoren und Plastidentypen unterschiedlich waren. Fur
Chloroplasten aus den frisch geernteten Blattern (Abb. 21B-D) konnten Crosslinking-
Produkte von 160 kDa, 83 kDa, 65/66 kDa als auch 49 kDa und 47 kDa
nachgewiesen werden. Co-Immunféllungen zeigten, dass es sich zumindest bei
einigen um kovalente Produkte der TransAl, 2 bzw. 3-DHFR-Prakursoren mit den
zuvor identifizierten Proteinen der PTC-Importmaschinierie handelt, z.B. bei dem
83 kDa Crosslink-Produkt um das kovalente Produkt aus TransAl bzw. 2-DHFR und
dem 52 kDa-Protein. Gleiches gilt auch fir das 16 kDa-Protein (CP47, Daten nicht
gezeigt), Andererseits stellte sich heraus, dass das 47 kDa-Protein offenbar nicht
direkt mit dem Prékursor interagiert (siehe die Co-Immunofallung in Abb. 21C,
Spur 11).
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Abb. 21: Crosslinking-Partner der chimaren TmdPhe-haltigen Prékursoren:

TransA1l-DHFR, TransA2-DHFR und TransA3-DHFR, die in Gegenwart von **S-Methionin und einer
TmdPhe-Suppressor-tRNA  durch  gekoppelte  In-vitro-Transkription/Translation  synthetisiert
(Autoradiogramm der In-vitro-Translationsprodukte nach Trennung durch 1D-SDS-PAGE ist dargestellt
in A) und mit isolierten Gersten-Chloroplasten inkubiert wurden. Diese wurden aus frischem
Pflanzenmaterial (A-D) sowie Pflanzen gewonnen, die fiir 24 h auf Wasser (E-G) bzw. einer 45 uM
wassrigen Losung von Methyljasmonat (H-I) im Licht flotiert worden waren. Die Inkubation wurde in
Gegenwart von entweder 0,1 mM ATP (Spuren 1,2 und 3 in B, E und H), 0,1 mM ATP und 0,1 mM
GTP (Spuren 4,5 und 6 in B, E und H) oder 2 mM ATP und 0,1 mM GTP (Spuren 7,8 und 9 in B, E und
H) durchgefuhrt. Die Bildung von Crosslinking-Produkten wurde nach Auftrennung der
Plastidenproteine mittels eindimensionaler SDS-PAGE und Autoradiographie analysiert (B, E und H).
Ein Aliquot des Ansatzes mit 2 mM ATP wurde einer Co-Immunprézipitation mit Anti-DHFR-Antikdrper
unterworfen (C;F und H). Entsprechende Kontrollen wurden mit Pra-Immunserum durchgefihrt (D, G
und 1). Crosslinking-Produkte wurden mit CP und einer Zahl korrespondierend zu ihrer Grol3e
angegeben.
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Fur Chloroplasten aus den mit Wasser behandelten Blattern war das Bandenmuster
an Crosslinking-Produkten ganz unterschiedlich (Abb. 21E-G). Hierbei konnten
Produkte von ca. 117 kDa, 106 kDa und 83 kDa nachgewiesen werden. Mit
Ausnahme des 83 kDa-Crosslinking-Produktes konnten diese nach entsprechenden
Co-Immunféllungen als nicht verwandt zu den zuvor identifizierten PTC-Proteinen
klassifiziert werden (Daten nicht gezeigt). Entsprechende Kontroll-Fallungen
demonstrierten jedoch, dass es sich - wie oben vermutet wurde - um Crosslinking-
Produkte zwischen dem Transitpeptid und Toc86 (117 kDa-Crosslink-Produkt) bzw.
Toc75 (106 kDa-Crosslink-Produkt) handelt. TransA-DHFR (und damit auch das
authentische pPORA) wurden demnach tatsachlich durch den TIC-TOC-Apparat

importiert.

Aus Methyljasmonat-behandelten Blattern isolierte Chloroplasten erbrachten ein
vollig anderes Crosslinking-Muster (Abb. 12H und 1). Keines der zuvor identifizierten
Proteine schien an die TransAl, 2 bzw. 3-DHFR-Prakursoren gebunden zu sein.
Entsprechende Co-Immunfallungen mit den gegen das 16 kDa-Protein bzw. 47 kDa-
Protein, als auch gegen Toc86 und Toc75 gerichteten Antikbrpern waren in allen

Fallen negativ.

Reslmee:

Zum Vergleich von Proteinimportkapazitaten von Chloroplasten unterschiedlicher
Entwicklungsstufen wurden die Isoenzyme der NADPH:Protochlorophyllid-
Oxidoreduktase verwendet, wobei gezeigt werden konnte, dass der Import von
pPORB durch den Standardproteinimportapparat (TIC-TOC Maschinerie) und der
Import von pPORA entwicklungsabhangig - Uber einen pPORA-spezifischen
Importapparat (PTC) - erfolgte. Dieses entwicklungsabhangige Import-verhalten
macht den pPORA-Import zu einem geeigneten Monitor, um seneszenzbedingte
Anderungen in der Proteinzusammensetzung der Plastidenhille zu erfassen.
Anderungen der TIC-TOC-Maschinerie allein hingegen kénnen auch (ber veranderte
Importkapazitadten von pPORB erfasst werden.

Untersuchungen des Importverhaltens im Falle von pPORB in Chloroplasten
ergaben, dass sowohl in frischen Blattern als auch bei Flotation abgeschnittener
Blatter auf Wasser ein Import unabhangig von der Anwesenheit von Pchlid im
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Chloroplasten erfolgte. Eine Behandlung von Blattern mit Methyljasmonat vor der
Chloroplasten-isolation wirkte sich hemmend auf den Import des Prakursors aus.
pPORA wurde, wie zu erwarten war, nur in Pchlid-haltige, nicht jedoch Pchlid-freie
Chloroplasten der Frischkontrolle importiert. Eine Behandlung von Blattern mit
Methyljasmonat vor der Chloroplastenisolation wirkte sich, wie im Fall von pPORB,
hemmend auf den Import des Prékursors aus. Chloroplasten aus Blattern nach
Flotation auf Wasser importierten pPORA Uberraschenderweise unabhangig davon,
ob sie Pchlid enthielten oder nicht.

Die daraufhin angeschlossenen Crosslinking-Experimente zeigten, dass pPORA
tatsachlich tGber die TIC-TOC-Maschinerie in die Chloroplasten (aus Blattern nach
Flotation auf Wasser) importiert wurden. Im Gegensatz dazu zeigten sich bei den
Chloroplasten aus frischen Blattern zumindest einige der erwarteten Crosslink-
Produkte zwischen pPORA und PTC.

Aus mit Methyljasmonat behandelten Blattern isolierte Chloroplasten erbrachten ein
vollig anderes Crosslinking-Muster, wobei weder Proteine der TIC-TOC-Maschinerie
noch des PTC identifiziert werden konnten.

Da sich eine Methyljasmonat-Behandlung von abgeschnittenen Blattern jedoch
immer hemmend auf den Import auswirkte, kann davon ausgegangen werden, dass
es zu gravierenden Verdnderungen des ganzen oder Teilen des Standardprotein-

importapparates kommen muss.
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3.4. Spezielle  elektronenmikroskopische  Unter-
suchungen von Veranderungen des Standard-
proteinimportapparates In der aul3eren
Plastidenhtlle in Folge einer Methyljasmonat-

Behandlung

Mdgliche Verdnderungen des Standardproteinimportapparates in der aul3eren
Plastidenhtlle wahrend der durch Methyljasmonat vermittelten Seneszenz sollte mit
Hilfe von speziellen elektronenmikroskopischen Methoden untersucht werden. Dabei
lag das Hauptaugenmerk auf dem integralen Teil des Standardproteinimport-
apparates der auf3eren Plastidenhille, der den zentralen Kanal durch die aul3ere
Hullmembran bildet (TOC 75) und damit von zentraler Bedeutung fir den
eigentlichen Durchtritt kerncodierter Proteine in den Plastiden ist. Des Weiteren
sollte auch das wahrscheinlich als Rezeptor fungierende Protein TOC 159
immunologisch detektiert und mit Hilfe von speziellen rasterelektronen-

mikroskopischen Methoden dargestellt werden.

3.4.1. Mogliche Verédnderungen des integralen Membranpro teins TOC 75 der
auRReren Plastidenhillmembran wahrend der durch Methyljas monat

ausgldsten Seneszenz

3.4.1.1. Identifizierung von TOC 75 an Ultradinnschnitte n von Gersten-

primarblattern durch Immunogoldmarkierung

Mit Hilfe der Immunogoldmarkierung (siehe Material und Methoden) war es maoglich,
TOC 75 an Ultradinnschnitten von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern zu
identifizieren. Wie in Abb. 22 zu erkennen, waren wenige TOC 75 representierende
Immuno-goldsignale an oder in der Nahe der Plastidenhtille zu erkennen. Auf Grund
des fur die Immuncytochemie verwendeten Verfahrens (K4M-Harzsystem, keine
Schwermetall- Kontrastierung; siehe Material und Methoden) war die Ultrastruktur
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des Plastiden weniger gut zu erkennen. Da zudem die raumliche Entfernung von
Goldmarker und Antigen etwa 25 nm betragt (PLATTNER und ZINGSHEIM, 1987),
konnte die genaue Lage des Zielantigens (TOC 75) nicht bestimmt werden. Auf
Grund der wenigen Immunogoldsignale im Querschnitt und dem zusatzlichen
Auftreten von unspezifischen Immunogoldsignalen war auch keine quantitative
Aussage moglich. Da TOC 75 ein integrales Protein der auf3eren Plastidenhulle ist
und an Ultradinnschnitten nur sehr kleine Bereiche der Plastidenhillmembran
exponiert sind und somit zur Reaktion mit spezifischen Antikérpern zur Verfiigung
stehen, war es notwendig, eine geeignete Methode zur Oberflachendarstellung der
Plastidenhiille zu finden.

Inkubation auf MeJas; 24 h B .lr’lku@StiOn aIL'H’W c Kontrolle

M@)o L
g okuole " Vakuole -
N ‘ e =3

Idpartikel 7

10 nm Goldpartikels

Vakuole b i
3 3

:

Abb. 22: Immunogoldmarkierung von TOC 75 an Ultradlinnsch nitten (primarer Antikérper: poly-
klonaler anti-TOC 75-Antikdrper; sekundarer Antikor per: mit 10 nm Goldpartikeln konjugiert):

A: Immunmarkierter Ultradinnschnitt eines Chloroplasten eines 7 Tage alten Gerstenprimarblatts
(= Ausgangswert). Deutlich zu sehen sind die Immunsignale (10 nm Goldpartikel), die allerdings nicht
nur im Bereich der Hillmembranen auftraten.

B: Immunmarkierter Ultradiinnschnitt eines Chloroplasten eines 7 Tage alten Gerstenprimarblatts
nach 24 h Inkubation mit Methyljasmonat. Auch hier sind die Immungoldsignale deutlich erkennbar;
jedoch war auch hier keine eindeutige Lokalisation an den Hullmembranen maglich.

C: Immunmarkierter Ultradinnschnitt eines Chloroplasten eines 7 Tage alten Gerstenprimérblatts
nach 24 h Inkubation mit Wasser (= Kontrolle). Die Immungoldsignale sind deutlich erkennbar, aber es
war keine eindeutige Zuordnung zu dem Bereich der Hillmembranen méglich.

3.4.1.2. Topographische Darstellung und topologische Ide ntifizierung der

inneren und aufReren Plastidenhullmambran im Gefrier bruch

Mit Hilfe der Gefrierbruchtechnik kbnnen u. a. biologische Membransysteme in ihrer
Flache dargestellt und untersucht werden. Da der Bruch bei gefrorenen biologischen
Proben weitgehend entlang der hydrophoben Mitte der Membransysteme erfolgt
(PINTO DA SILVA und KAN., 1984), kbnnen Informationen zur Topographie und
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Topologie dieser Strukturen dreidimensional in gentugend hoher raumlicher
Auflésung erhalten werden.

Abb. 23A zeigt einen bei -97°C gefriergebrochenen ganzen Chloroplasten eines
7 Tage alten Gerstenprimarblattes. Deutlich zu unterscheiden sind die topographisch
unterschiedlichen HOhenniveaus der resultierenden Bruchflachen. Diese
Bruchflachen reprasentieren jeweils die hydrophoben (Membran-) Bereiche der
aulReren- (OE-EF = Outer Envelope Exoplasmatic Fracture Face) sowie der inneren
Chloroplastenhtllmembranen (IE-PF = Inner Envelope Protoplasmatic Fracture
Face).

In Abb. 23 B verlauft der Bruch zum grofdten Teil so, dass der hydrophobe Teil der
inneren Chloroplastenhillmembran zu erkennen ist. Lediglich im linken oberen
Quadranten verlauft der Bruch zum Teil durch den hydrophoben Teil der dufReren
Chloroplastenhillmembran.

Bei vergrolRerter Darstellung dieses Bereiches (Abb. 23C) ist deutlich eine
differenzierte Verteilungsdichte von Partikeln (Topologie) mit ca. 5 nm bis 10 nm
Durchmesser der topographisch unterschiedlichen Hohenniveaus der resultierenden
Bruchflachen zu erkennen; dabei zeichnet sich die die &uf3ere Hullmembran
reprasentierende  Bruchflache (OE-EF) durch eine wesentlich geringere
Partikeldichte gegentber der die innere Hullmembran repréasentierende Bruchflache
(IE-PF) aus (LEFORT-TRAN, 1980; CLINE et al., 1985). Nach Auszahlung der
Partikel ergab sich fur die die aul3ere Hullmembran reprasentierende Bruchflache
(OE-EF) eine durchschnittliche Partikeldichte von 491 + 140 pro um? und fir die die
innere Hullmembran reprasentierende Bruchflache (IE-PF) eine durchschnittliche
Partikeldichte von 1749 + 98 pro um?2. Das Verhaltnis der unterschiedlichen
Partikeldichten von 1 zu 3,6 entspricht auch den in der Literatur (LEFORT-
TRAN, 1980; CLINE et al., 1985) genannten Werten von ca. 1 zu 4 (Abb. 23D).
Somit war es auch in der vorliegenden Arbeit moéglich, die innere und &aufRere
Plastidenhullmembran im Gefrierbruch darzustellen und, auf Grund von
topographischen und topologischen Merkmalen, zweifelsfrei zu identifizieren.

In Abb. 23C ist am &ul3eren rechten Bildrand zudem auch noch ein kleiner Teil der
aulR3eren Oberflache der Inneren Hillmembran zu sehen (IE-PS = Inner Envelope-
Plasmatic Surface); darin sind deutlich 5 kanal&hnliche Strukturen zu erkennen,

deren ungefahrer Durchmesser 5 nm betrdgt. Dabei kénnte es sich um den
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zentralen Kanal des Proteinimportapparates der inneren Hullmembran (TIC
Komplex) handeln.

Aulere- Innere-
Plastidenhilimembran

Abb. 23: Topographische Darstellung und topologische Ide ntifizierung der inneren und
auleren Plastidenhillmambran im Gefrierbruch:

A: Gefrierbruch eines isolierten ganzen Chloroplasten eines 7 Tage alten Gerstenprimarblatts; der
Bruch zeigt wechselweise die hydrophobe Seite der &ufReren- (OE-EF) und der inneren- (IE-PF)
Chloroplastenhillmembran.

B: Gefrierbruch eines isolierten ganzen Chloroplasten eines 7 Tage alten Gerstenprimarblatts; der
Bruch verlauft weitgehend entlang der hydrophoben Seite der inneren Chloroplastenhillmembran (IE-
PF).

C: VergroRerter Bereich mit den hydrophoben Seiten der auReren- (OE-EF) und der inneren- (IE-PF)
Chloroplastenhillmembran und mit deren charakteristischen, unterschiedlichen Partikeldichten.
Ebenso zu sehen ist die &ufere Oberflache der inneren Hillmembran (IE-PS = Plasmatic Surface) mit
kanaldhnlichen Strukturen. Im markierten Ausschnitt: stark vergro3ertes, hoch aufgeltstes Detailbild
der kanaldhnlichen Strukturen (Pfeile) in der &uReren Membranhdlfte der inneren
Chloroplastenmembran (zur Veranschaulichung derselbe Ausschnitt nochmals coloriert).

D: Unterschiedliche Partikeldichte der &uf3eren und der inneren Chloroplastenhillmembran (n = 3).
Durch den hoch signifikanten Unterschied der Partikeldichten ergibt sich somit eine Mdoglichkeit zur
eindeutigen Identifizierung und Zuordnung der jeweiligen Bruchflachen.

Die Kennzeichnung von Signifikanzniveaus erfolgt durch die Sternsymbolik: p < 0,05: *, p <0,01: **,
p <0,001: ***,
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3.4.1.3. Darstellung und Identifizierung von TOC 75 in de  r aul3eren Plastiden-
hillmambran durch  SDS Freeze-Fracture Replica Labeling (SDS- FRL)

Die SDS-FRL-Methode ermdglicht es, die konventionelle Gefrierbruchtechnik mit
immunocytochemischen Verfahren zu kombinieren (FUJIMOTO, 1995). Diese neue
Technik erlaubt es, nicht nur Topographie und Topologie biologischer Membranen
im EM darzustellen, sondern ist auch zugleich in der Lage, bestimmte Komponenten
in solchen Membranen immunologisch zu identifizieren.

Abb. 24A zeigt eine SDS-FRL eines isolierten Chloroplasten (eines 8 Tage alten
Gerstenprimarblatts) mit Anti-TOC 75 Antikorper (detektiert mit 10 nm Gold-
konjugiertem sekundaren Antikdrper; siehe Material und Methoden) in Abh&ngigkeit
der Topographie der Bruchflachen. Die meisten Immunsignale (10 nm Goldpartikel)
sind auf der die &auf3ere Hullmembran repréasentierenden Bruchflache (OE-EF)
lokalisiert. Daneben werden aber auch einige wenige Immunsignale von Anti-TOC
75 auf der die innere Hullmembran reprasentierenden Bruchflache (IE-PF) detektiert.
Diese Immunsignale konnten von vorhandenen Kontaktstellen (contact sites,
CLINE et al., 1985; SCHNELL und BOBEL, 1993; XENIA et al., 1997) beider
Hullmembranen herrihren, da sich hier beim Proteintransport durch die
Hullmembranen die beiden multimeren Proteinkomplexe TOC und TIC sehr stark
anndhern und so vermutlich im Gefrierbruch nicht immer vollstéandig zu trennen sind.
Denkbar wére auch, dass der polyklonale Anti-TOC 75-Antikérper auch zu einem
gewissen Grad Epitope bestimmter Proteinkomponenten des TIC Komplexes auf der
IE-PF erkennt. Dazu mussten diese Komponenten aber eine strukturell grol3e
Ahnlichkeit mit dem TOC 75 Protein aufweisen. Da sich aber die Hillmembranen der
Plastiden in ihrer Zusammensetzung unterscheiden — gemal der Endosymbionten-
theorie stammt die aul3ere Hullmembran von der Wirtszelle und weist somit eher
eukaryotische Merkmale auf wohingegen die innere Huillmembran eher
prokaryotische Merkmale, auf Grund ihrer Abstammung von Vorlaufern der
Cyanobaktereien tragt — ist eine strukturell groRe Ahnlichkeit der Epitope nicht sehr
wabhrscheinlich.

Abb. 24B stellt einen Ultradtinnschnitt durch einen Chloroplasten (eines 8 Tage alten

Gerstenprimarblatts) dar. Neben anderen ultrastrukturellen Details der Pflanzenzelle,
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wie etwa Zellwand, Mitochondrien, Golgiapparat, Vakuole, Tonoplast, Plasmalemma
und Ribosomen, sind deutlich die beiden Hullmembranen des Chloroplasten (im
Querschnitt) zu erkennen. Bereits hier ist zu sehen, dass der Abstand zwischen den
Hullmembranen nicht Uberall gleich ist. Ein stark vergré3erter Ausschnitt (Abb. 24D)
aus dem Bereich der beiden Hullmembranen lasst deutlich die Kontaktstellen
(Contact sites) von &ufRerer und innerer Hullmembran erkennen, an denen
maoglicherweise die TOC - TIC Proteinkomplexe wahrend des Proteindurchtritts
durch die Hullmembranen rdumlich stark angenéhert sind. Solche Kontaktstellen der
Hullmembranen der Plastiden wurden auch von SCHNELL und BLOBEL (1993) im
Zuge der Identifikation von Proteinimportintermediaten beschrieben.

In Abb. 24C ist eine Doppelmarkierung mit polyklonalem Anti-TOC 75-Antikdrper
(detektiert mit 10 nm goldkonjugiertem sekundaren Antikdrper) und mit einem
monoklonalen Anti-MOG-Antikorper [ein Antikdrper gegen eine Monooxygenase, die
gemal GRAY et al., (1995) ausschlie3lich in der inneren Hullmembran lokalisiert ist
und kein strukturelles oder funktionelles Pendant in der &ufReren Hullmembran
aufweist; detektiert mit 5 nm goldkonjugierten sekundéaren Antikorper] gezeigt. Das
Immunsignal der Anti-TOC 75-Antikorper (10 nm Goldpartikel) ist ausschliel3lich auf
der die auf3ere Hullmembran reprasentierende Bruchflache (OE-EF) zu erkennen.
Das Immunsignal der Anti-MOG-Antikdrper (5 nm Goldpartikel) befindet sich
ausschlief3lich auf der die innere Hullmembran reprasentierenden Bruchflache (IE-
PF).
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Abb. 24: Darstellung und Identifizierung von TOC 75 in der & uBeren Plastidenhillmembran
mittels SDS-FRL:

A: SDS-FRL eines isolierten Chloroplasten (eines 8 Tage alten Gerstenprimarblatts) mit Anti-TOC 75-
Antikdrper (10 nm Goldpartikel). Deutlich sind die markierten Bruchflachen der inneren und auf3eren
Hullmembran zu sehen, wobei die Goldpartikel Uberwiegend auf der die aulRere Hullmembran
reprasentierenden Bruchflache (OE-EF) lokalisiert sind.

B: Ultradunnschnitt (Querschnitt) durch einen Chloroplasten eines 8 Tage alten Gerstenpriméarblatts.
Neben anderen ultrastrukturellen Details der Pflanzenzelle sind deutlich die beiden Hillmembranen
des Chloroplasten (im Querschnitt) zu erkennen. Bereits bei dieser VergréRerung ist zu sehen, dass
der Abstand zwischen den Hullmembranen nicht uberall gleich ist.

C: SDS-FRL Doppelmarkierung mit polyklonalem Anti-TOC 75-Antikérper (10 nm Goldpartikel) und mit
einem monoklonalen Anti-MOG-Antikérper (5 nm Goldpartikel). Das Immunsignal der Anti-TOC 75-
Antikorper (10 nm Goldpartikel) ist ausschlieBlich auf der die au3ere Hillmembran reprasentierenden
Bruchflache (OE-EF) zu erkennen. Das Immunsignal der Anti-MOG-Antikdrper (5 nm Goldpartikel)
befindet sich ausschlie3lich auf der die innere Hillmembran reprasentierenden Bruchflache (IE-PF).

D: VergroRerter Ausschnitt aus dem Bereich der beiden Hullmembranen mit méglichen Kontaktstellen
von auflerer und innerer Hullmembran. Die Kontaktstellen (Contact sites) von auf3erer und innerer
Hullmembran, an denen moglicherweise die TOC-TIC Proteinkomplexe wahrend des



Ergebnisse und Diskussion 132

Proteindurchtritts durch die Hullmembranen raumlich stark angenéhert sind, sind hier deutlich zu
erkennen (mit Kreise markiert).

Abkirzungen: GT: Granathylakoide, IM: innere Hullmembran, OM: &aufRere Hullmembran,
PG: Plastoglobuli, ST: Stromathylakoide

3.4.1.4. Analyse der TOC 75 Dichte in der aufReren Plastidenh Gllmembran
wahrend der durch Methyljasmonat vermittelten Seneszenz m it Hilfe
der SDS-FRL

Ein weiterer gro3er Vorteil der SDS-FRL Methode ist deren hohe Sensitivitat. Da es
sich hier um einen immunologischen Einzelmolekilnachweis handelt, kdnnen
behandlungsbedingte Veranderungen der TOC 75 Dichte nicht nur qualitativ sondern
auch quantitativ - bezogen auf die Hillmembranflache einzelner Plastiden - detektiert
werden.

Nach Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern mit Methyljasmonat fand
ein sukzessiver, zeitabhéngiger Rickgang der TOC 75 Dichte statt; so verminderte
sich die TOC 75 Dichte von anfangs 9,9 + 1,3 G/um? (=Goldpartikel pro pm?
Plastidenhillmembranflache) nach 8 h Inkubation auf 8,2 + 1,6 G/um2. Nach
weiterer Inkubation mit Methyljasmonat verminderte sich die TOC 75 Dichte
nochmals drastisch tber 4,1 + 0,5 G/um? nach 16 h auf letztendlich 1,4 + 0,8 G/um?
nach insgesamt 24 h (siehe Abb. 25K; D, E, F, G).

Die parallel durchgefiihrte Inkubation von 7 Tage alten Gerstenprimarblattern mit
Wasser zeigte keine signifikante Anderung der Dichte von TOC 75 gegeniiber dem
Ausgangswert; so betrug die Dichte von TOC 75 nach 8 h 10,3 + 3,5 G/um?, nach
16 h 11,5 + 3,3 G/um? und nach 24 h 13,2 + 2,0 G/um? (siehe Abb. 25K; A, B, C, G).
Ebenfalls keine Anderung der TOC 75 Dichte gegenuiber dem Ausgangswert zeigten
Plastiden aus 8 Tage alten, im Gewdachshaus in Erdkultur gewachsenen
Gerstenprimarblattern (10,3 + 1,8 G/um?; siehe Abb. 25K; H, G).

Eine Uberprifung der Spezifitat des primaren Antikorpers (Anti-TOC 75-Antikorper)
in der SDS-FRL an gefriergebrochenen Thylakoidmembranen ergab keine
unspezifischen Immunsignale des Anti-TOC 75-Antikdrpers (Abb. 25J). Auch die
Spezifitat des sekundéren goldkonjugierten Antikorpers in der SDS-FRL wurde durch
eine Inkubation des sekundaren goldkonjugierten Antikorpers alleine (also ohne
primaren Antikérper) mit einem gefriergebrochenen Plastiden Uberprift (siehe
Abb. 25I).
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Da bei der SDS-FRL Methode eine spezifische Immunmarkierung nur auf der Seite
der Replika erfolgen kann, die noch einen Teil des biologischen Materials aufweist,
ist entweder sicherzustellen, dass nur diese Seite fur die Markierung zuganglich ist
oder es ist zu Uberprufen, ob sich die Immunogoldpartikel auf einer Seite der Replika
befinden. Dazu ist es notwendig, Stereoaufnahmen solcher immungoldmarkierter
Replika anzufertigen. In Abb. 25L ist eine Stereoaufnahme einer mit Anti-TOC 75-
Antikdrper immunmarkierten Replika einer Plastidenhillmembran gezeigt, die ein
entsprechendes Immunsignal eindeutig nur auf einer Seite der Replika aufweist (zu
betrachten mit einer Rot - Grun Brille; alternativ: Stereoaufnahmen im Anhang).
Darlber hinaus zeigte eine REM-Aufnahme (Abb. 25M) einer markierten Replika
(gemischtes Sekundar- und Ruckstreuelektronenbild mit SE/BSE-Detektor) dass sich
die Goldpartikel deutlich als helle, punktférmige Strukturen von der Pt/C-Flache der
Replika abhoben. Auf Grund des Ruckstreuelektronensignals erscheint der
Durchmesser der Goldpartikel allerdings etwas grof3er als 10 nm.

Wie in den Kapiteln zuvor gezeigt wurde, hat eine Methyljasmonatinkubation von
Gerstenprimarbléattern einen Einfluss auf den Gehalt bestimmter plastidarer Proteine
(Rubisco, LHC ) im Plastiden. Ein weiterer durch Methyljasmonat bedingter
Mechanismus der Regelung des plastidaren Proteingehalts koénnte auch in
Veréanderungen der in den Huillmembranen eingebetteten Proteinimportkomplexe
liegen. Schon KEEGSTRA et al. (1989) wiesen der ungewdhnlichen Lipidzusam-
mensetzung der Plastidenhille eine direkte oder indirekte Rolle im
Proteintransportprozess zu. Unterstitzung erhielt diese Vermutung durch die
Beobachtung, dass sich die Proteintransportaktivitat durch Behandlungen, die den
Lipidgehalt der aul3eren Plastidenhtlle beeinflussen, signifikant verdndert (KERBER
und SOLL, 1992; BRUCE, 2001). Wie wir hier erstmalig eindrucksvoll zeigen
konnten, nimmt die Dichte des TOC 75 Proteins, das ja den zentralen Teil des TOC-
Multiproteinkomplexes bildet, in der auf3eren Plastidenhille nur unter Methyl-
jasmonateinfluss innerhalb von 24 Stunden dramatisch ab (Verlust der TOC 75
Immunsignaldichte gegeniber dem Ausgangswert um mehr als 85 %), wobei sich
die Abnahme schon von Beginn an zeigt und bereits nach 16 Stunden
Inkubationszeit mehr als die Halfte des Ausgangswertes erreicht hat. Ob
Methyljasmonat dabei direkt etwa durch Verdnderungen an der Hullmembran selbst,

oder indirekt, z. B. Uber die Beeinflussung von Transkription/Translation, turnover-
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Raten oder gezielter Steigerung proteolytischer Abbauaktivitdten des TOC 75 wirkt,
ist nicht geklart.

Dass eine Inkubation von Gerstenprimarblattern mit Methyljasmonat vorzeitig
Seneszenz auszuldésen und zu verstarken vermag, und der Umstand, dass der
Abbau von Membranbestandteilen durch Lipidperoxidation ein charakteristisches
Merkmal der Blattseneszenz (v. a. bei Monokotyledonen) darstellt (BACHMANN et
al., 2002), macht eine Veranderung der Lipidzusammensetzung der Plastiden-
hdllmembranden im Laufe der Methyljasmonatwirkung plausibel. Zu den
Hauptbestandteilen der Plastidenmembranen gehéren ungesattigte Fettsduren wie
die a-Linolensdure und Linolsaure (SOMMERVILE et al.,, 2000), die beide als
Substrate fur Lipoxygenasen (LOX) dienen, die die (positions- und stereo-)
spezifische Einfihrung von molekularem Sauerstoff in Position C-9 (9-LOX) oder
C-13 (13-LOX) katalysieren (BRASH, 1999). Die 13-LOX ist ein Schlisselenzym des
Octadecanoid-Stoffwechselwegs, der zur endogenen Bildung des in die Seneszenz
involvierten Phytohormons Jasmonsaure fihrt, und ist, mit anderen Isoformen der
LOX zusammen, hauptsachlich im Stroma und z.T. auch in der inneren
Hullmembran des Plastiden lokalisiert. Die zu den JIPs gehérende, in den Plastiden
lokalisierte 13-LOX (FEUSSNER et al., 1995; VOROS et al., 1998), ist durch
Jasmonsaure induzierbar und bildet somit die kausale Verbindung zwischen dem
Phytohormon Jasmonsaure, den LOX- (Iso-)Enzymen und der Seneszenz. Eine
Veranderung der Lipidzusammensetzung der Plastidenhille von Methyljasmonat-
inkubierten Gerstenprimarblattern erfolgt also zum Uberwiegenden, wenn nicht
ausschlief3lichen Teil tber LOX vermittelte Lipidperoxidation. Oxylipide, wie etwa die
Isomere 12- oder 16-Hydroperoxyoctadecatrienséure, die indikativ fir autooxydative
Prozesse waren (RUSTERUCCI et al., 1999; BERGER et al., 2001), konnten, im
Gegensatz zur natlrlichen Seneszenz bei Baumen und Arabidopsis Blattern
(BERGER et al.,, 2001), in Blattern von Gerste nicht nachgewiesen werden
(BAUMANN et al., 2002). Durch vergleichende Expressionsanalysen von drei 13-
LOX Isoformen in Reaktion auf Jasmonsaureinkubation konnte eine zeitlich
unterschiedliche Aktivierung (innerhalb einer und bis zu 18 Stunden) der einzelnen
Formen beobachtet werden (ROYO et al., 1996; HEITZ et al., 1997). Durch diese
unterschiedliche Aktivierung der Isoformen und der Lokalisation aller Isoformen im
Plastiden kann darauf geschlossen werden, dass ein Lipidabbau der

Chloroplastenmembranen ein frihes Ereignis der Methyjasmonat vermittelten
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Seneszenz darstellt. Dass durch diese friihen und starken Veranderungen der Lipide
der Plastidenmembranen auch Veranderungen im Gehalt an den in den
Hullmembranen eingebetteten Proteinen und Proteinimportkomplexen wie z. B. dem
integralen Membranprotein TOC 75, auftreten kdnnen, ist anzunehmen und wirde
den von uns beobachteten, rapiden Verlust von TOC 75 (siehe oben) unter
Methyljasmonatinkubation erklaren. Somit kdnnten Veranderungen im Proteingehalt
der Plastidenhiille als Monitor fiir seneszenzbedingte Anderungen der Plastidenhiille

auf der Ebene der Lipide dienen.
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Abb. 25: Quantitative Verdnderung der TOC 75 Dichte in der auRReren Plastidenhillmembran
wahrend 24-stiindiger Methyljasmonatinkubation:

A-C: SDS-FRL mit Anti-TOC 75-Antikdrper von isolierten Plastiden (Hullmembranflachen) aus 7 Tage
alten Gerstenpriméarblattern nach unterschiedlich langer Inkubation auf Wasser (Inkubationsdauer: A:
8 h, B: 16 h, C: 24 h). Deutlich ist die mit 10 nm Goldpartikel markierte Bruchflache der aufl3eren
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Hullmembran (OE-EF) zu sehen; eine augenfallige Veranderung der Markierungsdichte des TOC 75
Immunsignals im Laufe der 24-stiindigen Inkubation war nicht erkennbar.

D-F: SDS-FRL mit Anti-TOC 75-Antikdrper von isolierten Plastiden (Hullmembranflachen) aus 7 Tage
alten Gerstenprimarblattern nach unterschiedlich langer Inkubation auf Methyljasmonat
(Inkubationsdauer: D: 8 h, E: 16 h, F: 24 h). Auch hier ist die mit 10 nm Goldpartikeln markierte
Bruchflache der aueren Hillmembran (OE-EF) deutlich zu erkennen. Es ergab sich allerdings eine
deutliche Verminderung der Markierungsdichte des TOC 75 Immunsignals im Laufe der 24-stindigen
Inkubation, und zwar dergestalt, dass nach 24-stiindiger Inkubation nur noch wenige einzelne
Immunsignale detektierbar waren.

G: SDS-FRL mit Anti-TOC 75-Antikérper von isolierten Plastiden (Hullmembranflachen) aus 7 Tage
alten Gerstenprimarblattern (Anfangswert).

H: SDS-FRL mit Anti-TOC 75-Antikérper von isolierten Plastiden (Hillmembranflachen) aus 8 Tage
alten Gerstenprimarblattern (Endwert).

I: SDS-FRL mit sekundarem goldkonjugierten Antikérper (10 nm Goldpartikel) von isolierten Plastiden
(Hullmembranflachen) aus 7 Tage alten Gerstenpriméarblattern (Kontrolle goldkonjugierte
Imunoglobulin Fraktion). Es waren keine Immunsignale erkennbar.

J: SDS-FRL mit Anti-TOC 75-Antikorper von isolierten Plastiden (Thylakoidmembranen) aus 7 Tage
alten Gerstenprimarblattern (Kontrolle unspezifische Bindung). Ganz vereinzelt wurde eine
vernachlassigbare, unspezifische Bindung (< 0,1 G/um?) beobachtet.

K: Grafische Darstellung der TOC 75 Dichte (Goldpartikel pro pm2 Plastidenhillmembranflache) in
Abhangigkeit der Inkubationsdauer mit Methyljasmonat bzw. Wasser; Anfangs- und Endwert (SDS-
FRL aus isolierten Plastiden aus 7 bzw. 8 Tage alten Gerstenprimarblattern). Die Markierungsdichten
des Endwertes und aller drei Zeitpunkte der Inkubation auf Wasser unterschieden sich nicht signifikant
von der Markierungsdichte des Ausgangswertes. Ein anderes Verhalten zeigte sich bei
Methyljasnonatinkubation: schon nach 16 h Inkubation war ein deutlicher (hoch signifikanter)
Ruckgang der Markierungsdichte zu erkennen, der sich bis zum Ende hin nochmals drastisch
verscharfte.

Fur alle Datensatze gilt: 10 <n <12. Die Kennzeichnung von Signifikanzniveaus erfolgt durch die
Sternsymbolik: p < 0,05: *, p < 0,01: **, p < 0,001: ***,

L: Stereoaufnahme einer SDS-FRL mit Anti-TOC 75-Antikérper von isolierten Plastiden
(Hullmembranflachen) aus 7 Tage alten Gerstenprimarblattern. Die Immunmarker (10 nm
Goldpartikel) befinden sich tatsachlich nur auf einer Seite (Oberseite) der Replika (zu betrachten mit
einer Rot-Grun-Brille, oder alternativ: Stereobildaare, siehe Anhang). Weiterhin zu sehen ist eine
leichte Verunreinigung mit nicht vollstdndig abgeléstem biologischem Material (Pfeilspitze). Orginal-
und weitere, zusatzliche Stereoaufnahmen: siehe Anhang.

M: REM-Aufnahme einer markierten Replika (SE/BSE-Detektor) zur ldentifizierung und GréRRen-
bestimmung der Goldpartikel: Die Goldpartikel heben sich deutlich als helle, punktférmige Strukturen
von der Pt/C-Flache der Replika ab. Auf Grund des Riickstreuelektronensignals erscheint der
Durchmesser der Goldpartikel allerdings etwas grof3er als 10 nm.

Reslmee:

Mit Hilfe der Immungoldmarkierung von TOC 75 am Ultradiinnschnitt war weder eine
hinreichende qualitative, noch quantitative Aussage uUber mdgliche Veranderungen
des Membranproteins im Zuge einer Methyljasmonat-Behandlung mdglich. Erst die
Kombination der konventionellen Gefrierbruchtechnik, die eine einwandfreie
topographische Darstellung und topologische Identifizierung der inneren und
aul3eren Plastidenhidllmembranen erlaubt, mit der SDS-FRL, die eine sichere
immunologische Darstellung des integralen Membranproteins TOC 75 ermdglicht,
gelang es, seneszenzbedingte Veranderungen der Hullmembran zu detektieren. Wir
konnten hier erstmalig eindrucksvoll zeigen, dass die Dichte des TOC 75 Proteins,

das ja den zentralen Teil des TOC Multiproteinkomplexes bildet, in der &uf3eren
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Plastidenhtlle unter Methyljasmonateinfluss innerhalb von 24 Stunden dramatisch
abnimmt (Verlust der TOC 75 Immunsignaldichte gegentiber dem Ausgangswert um
mehr als 85 %). Diese starke Veranderung im Proteingehalt der Plastidenhulle unter
Methyljasmonateinfluss kann auch als Monitor von seneszenz-bedingten

Anderungen der Plastidenhiille auf der Ebene der Lipide dienen.

3.4.2. Darstellung des peripheren Teils des Membranprote ins TOC 159 der

auleren Plastidenhillmembran

Eine weitere wichtige Komponente des Standardproteinimportapparates der aul3eren
Plastidenhlle ist das Membranprotein TOC 159, (PERRY und KEEGSTRA, 1994;
KESSLER et al., 1994; BEDARD und JARVIS, 2005) dessen weitaus groRter Anteil
sich an der Peripherie der auf3eren Plastidenhille befindet. Nur ein kleiner integraler
Teil des Proteins dient als Verankerung in der Hillmembran. Auf Grund dieser
topographischen Exposition ist TOC 159 einem immunologischen Nachweis mittels
SDS-FRL kaum zuganglich (da beim Gefrierbruch die Biomembranen ja gréftenteils
entlang der hydrophoben Seiten gespalten werden). Um jedoch ein solches
peripheres  Membranprotein  eines  Organells  immunocytochemisch  im
Elektronenmikroskop darzustellen, stehen zwei Methoden zur Wahl: Die
Immunocytochemie an ganzen isolierten Plastiden mit anschlieBender Negativ-
Kontrastierung (Transmissionselektronenmikroskopie) und die Immunocytochemie
an ganzen isolierten Plastiden mit anschlieBender Préparation fur die

Rasterelektronenmikroskopie.

3.4.2.1. Immunologischer Nachweis von TOC 159 an ganzen is olierten

Plastiden mit anschlieRender Negativ Kontrastierung (TEM)

Abb. 26 zeigt TEM Aufnahmen mit Anti-TOC 159 Antikdrper immunmarkierter und
anschlieBend negativ-kontrastierter isolierter Plastiden aus Gerstenprimarblattern
nach 24-stindiger Inkubation entweder mit Methyljasmonat oder Wasser (zur
Kontrolle). Bei beiden Behandlungen sind die die TOC 159 reprasentierenden
Immunsignale (10 nm Goldpartikel) auf oder am negativ kontrastierten Plastiden zu
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erkennen (Abb. 26A, B, b); eine Inkubation der isolierten Plastiden mit dem
sekundaren goldkonjugierten Antikorper alleine ergab kein Immunsignal (Abb. 26C).
Bei der Methyljasmonatinkubation scheint die Dichte des Immunsignals von
TOC 159 etwas geringer zu sein (Abb. 26A) als bei der Kontrolle (Inkubation auf
Wasser, Abb. 26B). Da aber bei der Negativ-Kontrastierung mit Uranylacetat die
Granathylakoide beim Durchstrahlen als sehr dunkle Bildbereiche erscheinen und
eine einwandfreie topographische ldentifizierung der aufReren Hullmembran nicht
maoglich ist, konnte das vorhandene Immunsignal weder hinreichend topologisch

bestimmt noch quantifiziert werden.

A Inkubation auf MeJas; 24 h B Inkubation auf Wasser;

Kontrolle
24 h c

10 nm Goldpartikel
10 nm Goldpartikel

Abb. 26: Immunologischer Nachweis von TOC 159 an ganzen iso lierten Plastiden mit
anschlielender Negativ Kontrastierung (TEM):

A: TEM Aufnahme eines Anti-TOC 159 immunmarkierten und negativkontrastierten isolierten
Plastiden eines 7 Tage alten Gerstenpriméarblatts nach 24-stiindiger Inkubation auf Methyljasmonat.
Als elektronendichte, und somit dunkle Bereiche sind die Granathylakoide zu erkennen. Dartiber
hinaus kann auch das Immunsignal (10 nm Goldpartikel) identifiziert werden.

B: TEM Aufnahme eines Anti-TOC 159 immunmarkierten und negativ kontrastierten isolierten
Plastiden eines 7 Tage alten Gerstenpriméarblatts nach 24-stiindiger Inkubation auf Wasser (Kontrolle).
Auch hier sind die elektronendichten, dunklen Bereiche der Granathylakoide zu erkennen. Ebenfalls
kann hier das Immunsignal, in Form der 10 nm Goldpartikel, identifiziert werden.

b: VergroRerter Bereich aus Abb. B: Die 10 nm Goldpartikel des Immunsignals sind hierbei
einwandfrei zu identifizieren.

C: TEM Aufnahme eines nur mit sekundarem goldkonjugierten Antikérper (10 nm Goldpartikel)
immunmarkierten und negativkontrastierten isolierten Plastiden eines 7 Tage alten Gersten-
primarblatts nach 24-stiindiger Inkubation auf Wasser (Kontrolle). Nur die dunklen, die
Granathylakoide repréasentierenden Bereiche sind zu erkennen; ein Immunsignal in Form der 10 nm
Goldpartikel fehlt.

Abkurzungen: CP: Chloroplast, GT: Granathylakoide

GroRenmalstabsbalken in den Aufnahmen: entspricht 0,5 pum
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3.4.2.2. Darstellung von isolierten Plastiden bzw. der Ob  erflache der aufReren

Plastidenhullmembran im Rasterelektronenmikroskop ( REM)

Um ein Antigen an der aul3eren Plastidenhtllmembran mit dem REM detektieren zu
kbnnen, muss zuerst sichergestellt werden, dass die &uf3ere Oberflache von
isolierten Plastiden in hinreichend guter Auflésung im REM abgebildet werden kann.
Nachdem isolierte Plastiden auf speziellen Objekttragern (mit Poly-L-Lysin
beschichtet) immobilisiert sind, erfahren diese eine herkdmmliche Praparation zur
Rasterelektronenmikroskopie (Fixieren, Entwéassern, Kritisch-Punkt-Trocknung; siehe
MM); anschlieRend werden die so gewonnenen Proben mit Kohlenstoff beschichtet
und im Niedervolt REM abgebildet (siehe Material und Methoden).

Abb. 27A zeigt einen isolierten Plastiden im Niedervolt REM; in der Ubersicht stellt
sich der Plastid auf Grund der Praparation mehr oder weniger als kugeliges Gebilde
von ca. 2 pum bis 3 um Durchmesser dar. Des Weiteren sind durch die Praparation
auftretende Schrumpfungen als leichte Dellen der auf3eren Oberflache zu erkennen.
In dieser VergroRerung (ca. 10.000-fach) allerdings, sind keine weiteren Details der
Oberflache zu erkennen. Abb. 27B zeigt einen stark vergrof3erten Teil der duf3eren
Oberflache eines Plastiden (Vergrof3erung ca. 40.000-fach) mit erkennbarer
Strukturierung. Deutlich aufgelOst ist eine porenartige Struktur und helle, globulare
Strukturen der Oberflache in Abb. 27C (Vergrolerung ca. 130.000-Fach) zu
erkennen. Bei den hellen globularen Strukturen an der Oberflache handelt es sich
vermutlich um préazipitiertes Fixans (0OsO.; mit energiedispersiver Mikrobereichs-

Analyse = EDX detektiert, nicht gezeigt).
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Abb. 27: Darstellung von isolierten Plastiden bzw. der Obe rflache der &uleren
Plastidenhillmembran im Rasterelektronenmikroskop ( REM):

A: isolierter Plastid im Niedervolt-REM in der Ubersicht. Deutlich ist die durch die Praparation bedingte,
kugelige Form des Plastiden zu erkennen.

B: stark vergréRerter Bereich der &ufReren Oberflache mit deutlich sichtbaren porenartigen Strukturen
eines isolierten Plastiden im Niedervolt REM. Bei den hellen, globuléren Strukturen handelt es sich um
prazipitiertes 0OsO..

C: Hochaufgeldste Detailaufnahme der porenartig strukturierten au3eren Plastidenoberflache. Neben
den Poren mit wenigen nm Durchmesser, sind auch gréf3ere, ca. 100 nm Durchmesser aufweisende
.LOcher” zu erkennen, bei denen es sich vermutlich um Praparationsartefakte handelt.

3.4.2.3. Immuno-rasterelektronenmikroskopischer Nach weis von TOC 159 an

ganzen isolierten Plastiden

Wie unter 3.3.2.2. gezeigt, ist es moglich, isolierte Plastiden so zur REM zu
praparieren, dass ihre Oberflache in fir die Immunlokalisation von Antigenen mittels
goldkonjugierter Antikdrper gentgender Auflosung und VergroRerung dargestellt
werden kann. Um jedoch die verwendeten Immunmarker, die 10 nm Goldpartikel der
goldkonjugierten Antikorper, zu detektieren, ist es notwendig, unterschiedliche Modi
der Signaldetektion des REM zu verwenden. Wahrend das Sekundéarelektronenbild
(SE = Sekundary Electrons) allein nur eine Information der Topographie einer
Oberflache gibt, zur Detektion der Goldpartikel auf der mit Kohlenstoff beschichteten
Oberflache des Plastiden jedoch auch ein ,Materialkontrast” vonndéten ist, ist es
zwingend erforderlich, auch ein Bild der Ruckstreuelektronen (BSE = Back Scattered
Electrons) mit zu verarbeiten (siehe Abb. 28).

Abb. 28A zeigt ein SE-Bild eines immunmarkierten (mit Anti-TOC 159 Antikorper,
detektiert mit 10 nm Gold-konjugiertem, sekundaren Antikdrper) Plastiden; das SE-
Bild zeigt nur die in Folge der Praparation stark geschrumpfte und daher gefaltete
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Topographie der Plastidenoberflache ohne erkennbares Immunsignal. Abb. 28B
zeigt denselben Plastiden, wobei die SE-/BSE-Signale in geeigneter Weise jeweils
einen bestimmten Anteil an der Bildgenerierung haben: Deutlich ist jetzt neben der
topographischen Information auch die Topologie der Immunsignale (10 nm
Goldpartikel) als ,Materialkontrast zu erkennen (Abb.28a und b: jeweils stark
vergrof3erte Bereiche von A bzw B).

In Abb. 28C ist ein immunmarkierter Plastid (mit Anti-TOC 159 Antikorper, detektiert
mit 10 nm Gold-konjugiertem, sekundéaren Antikorper) im BSE-Bild dargestellt; es ist
nahezu keine topographische Oberflacheninformation enthalten, jedoch sind die
Immunsignale (10 nm Goldpartilel) deutlich sichtbar. Bei starker Vergrol3erung
(Abb. 28c; ca. 131.000-fach) und guter Auflésung entspricht der Durchmesser der
Signale den 10 nm Goldpartikeln des eingesetzten Gold-konjugiertem, sekundéren
Antikorpers (welcher die Anti-TOC 159 Antikdrper detekitert).

Abb. 28 D zeigt wiederum einen immungoldmarkierten Plastiden im SE-/BSE-Modus
mit einer anderen Gewichtung der Signale; dadurch werden auch interne Strukturen
des Plastiden sichtbar: Unter der sich als feiner ,Schleier” darstellenden
Hullmembran zeichnen sich die Granathylakoide als helle ,scheibenférmige”
Strukturen ab. Bei den kleineren, sehr hellen, globularen Partikeln mit einem
Durchmesser von ca. 50 nm - 100 nm kdnnte es sich um Plastoglobuli handeln;
dafur spricht auch der helle ,Materialkontrast®, der von in lipidreichen Plastoglobuli
eingelagertem OsO. (Fixier- und Kontrastiermittel) herrihren kénnte. In der starken
Vergrolierung (Abb. 28d) sind - neben den soeben genannten Strukturen - vor allem
die Goldpartikel sehr gut zu erkennen. Auch tritt in starker Vergro3erung und hoher
Auflésung die Hullmembran des Plastiden mit einer partikeldhnlichen
Subultrastruktur zu Tage.

Das fast vollstandige Fehlen eines TOC 159 Immunsignals kdnnte daran liegen,
dass der periphere Teil dieses Proteins — gemald dem ,targeting“-Modell (JARVIS
und ROBINSON, 2004), bei dem TOC 159 als Praproteinrezeptor z T. frei im Cytosol
vorliegt — wahrend der Isolation der Plastiden grof3tenteils verloren geht.
Crosslinking-Daten scheinen zu belegen, dass TOC 159 als primarer
Praproteinrezeptor fungiert (PEERY und KEEGSTRA, 1994; MA et al.,, 1996;
KURANOV und SCHNELL, 1997; BAUER et al., 2000) und dartber hinaus
wahrscheinlich nur fir den Transport photosynthetischer Proteine in den Plastiden
verantwortlich ist (BAUER et al., 2000; SMITH et al., 2004). Diese Erkenntnis und
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der Umstand, dass es offensichtlich unterschiedliche Proteinimportwege und auch,
spezifisch fur unterschiedliche Klassen von Praproteinen, strukturell unterschiedlich
zusammengesetzte Proteintransportkomplexe gibt (IVANOVA et al., 2004; KUBIS et
al., 2004 SMITH und SCHNELL, 2004; BEDARD und JARVIS, 2005) wére auch
vorstellbar, dass in dem Stadium der Versuchspflanzen (voll ausgewachsene
Gerstenprimarblatter) fast kein Import von photosynthetischen Prékursoren in den
Plastiden erfolgt und somit auch nahezu kein TOC 159 vorhanden ist. Dem
gegeniber steht allerdings die starke Markierungsdichte von TOC 159 an isolierten,
ganzen Plastiden (TEM, Negativkontrast, siehe oben).

Die allgemein geringe Dichte des Immunsignals von TOC 159 auf der
Plastidenoberflache ist aber evtl. auch bedingt durch die lange Prozedur der
Praparation fur die REM. Vor allem aber die Entwésserung mit Aceton und die
anschlielBende Kritisch-Punkt-Trocknung (KPT) kdnnten einen negativen Effekt -
namlich die Ablosung der Antikérper — hervorrufen. Damit ist die Technik in diesem
Stadium noch nicht geeignet, v.a. quantitative Aussagen Uber etwaige
behandlungsbedingte Unterschiede der Immunsignaldichte von TOC 159 zu
machen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass diese Methode es erlaubt, mit
hinreichender Auflosung eine Immungoldmarkierung an so sensiblen, schwer zu
praparierenden Objekten wie Organellen zu detektieren. Verbesserungen der
Isolations- und Praparationstechniken von Plastiden, sowie die Nutzung des
ESEM Modus (Environmental Scanning Electron Microscope) des Rasterelektronen-
mikroskops, bei dem eine Entwasserung der Proben (sowohl mit Losungsmittel, als
auch die KPT) entfallen wirde, hatten eine gute Aussicht, diese Methode auch zu

qualitativen und quantitativen Analysen einsetzbar zu machen.
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Abb. 28. Immuno-rasterelektronenmikroskopischer Nachw eis von TOC 159 an isolierten
Plastiden unter Verwendung von Gold konjugierten, sekunda ren Antikdrper (Goldparikelgrofie:
10 nm)

A: SE Bild eines immunmarkierten (mit Anti-TOC 159-Antikdrper, detektiert mit Gold konjugiertem,
sekundéaren Antikorper) Plastiden; nur die Topographie der Plastidenoberflache ist zu erkennen (a:
starke VergroRerung aus Abb. A)

B: SE/BSE Bild des Plastiden aus Abb. A; neben der Topographie der Plastidenoberflache ist auch
deutlich das Immunsignal (Anti-TOC 159-Antikdrper, detektiert mit Gold konjugiertem, sekundaren
Antikorper, GoldpartikelgréRe: 10 nm) als ,Materialkontrast” zu sehen (b: starke VergréRerung aus
Abb. B)

C: Immunmarkierter (Anti-TOC 159-Antikdrper, detektiert mit Gold konjugiertem, sekundaren
Antikorper, GoldpartikelgréRe: 10 nm) Plastid im BSE-Modus; nahezu keine Topographie der
Oberflache sichtbar, jedoch guter ,Materialkontrast* der 10 nm Immunsignale (c: stark vergroRerter
Bildausschnitt mit drei 10 nm Goldpartikel).

D zeigt wiederum einen immunmarkierten (Anti-TOC 159-Antik6rper, detektiert mit Gold konjugiertem,
sekundéaren Antikorper, Goldpartikelgréf3e: 10 nm) Plastiden im SE-/BSE-Modus mit einer anderen
Gewichtung der Signale; Neben inneren Strukturen (Granathylakoide, Plastoglobuli) und den 10 nm
Immunsignalen ist auch eine Subultrastruktur der &uf3eren Hullmembranoberflache zu erkennen.
Abkurzungen: BSE: rickgestreute Elektronen (Back Scattered Electrons), SE: Sdkunderelektronen
(Secundary Electrons).
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Resimee:

Eine weitere wichtige Komponente des Standardproteinimportapparates der aul3eren
Plastidenhille ist das Membranprotein TOC 159, dessen weitaus grof3ter Anteil sich
an der Peripherie der aufl3eren Plastidenhille befindet. Eine Darstellung dieses
peripheren Teils des Membranproteins war aber nur mit Hilfe der Immunraster-
elektronenmikroskopie isolierter Chloroplasten maoglich. Hierbei zeigte sich allerdings
eine allgemein geringe Immunsignaldichte des TOC 159, welche entweder im
physiologischen Zustand der Versuchspflanzen, oder aber durch die langwierige
Probenpraparation fur die REM begrindet ist. Im letztgenannten Falle, hatten
Verbesserungen der Isolations- und Préparationstechniken von Plastiden, sowie die
Nutzung des ESEM Modus des Rasterelektronenmikroskops, eine gute Aussicht,
diese Methode auch zu qualitativen und quantitativen Analysen einsetzbar zu

machen.
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4. Zusammenfassung

Die Seneszenz eines Blattes umfal3t dessen abschlieRende Phase im pflanzlichen
Entwicklungsprozess und stellt somit eine der wichtigsten Schliisselpositionen im
Lebens- und Entwicklungszyklus des Individuums dar. Sie ist gekennzeichnet durch
hoch komplexe, stark regulierte Prozesse, die durch eine serielle Abfolge
physiologischer Ereignisse zur Mobilisierung und Rickgewinnung von N&hr- und
Mineralstoffen fihrt. Daher sind dramatische Verdnderungen auf molekularem,
biochemischem und strukturellem Niveau untrennbar mit der Seneszenz verbunden.
Im Rahmen dieser Arbeit sollten seneszenzbedingte Veranderungen an Plastiden
untersucht werden, wobei der Frage, ob die Plastidenhillmembran bis in relativ
spate Phasen der Seneszenz unverandert bleibt, oder ob es schon in frihen
Abschnitten der Plastidenentwicklung zu (seneszenz-) spezifischen Veranderungen
kommt, speziell Rechnung getragen werden. Ein besonderer Schwerpunkt des
Interesses galt zudem dem Standardproteinimportapparat der Plastiden, der so
genannten TIC-TOC-Maschinerie.

Dazu wurde zunachst ein experimentelles System etabliert, bei dem es méglich war,
Seneszenz in Primarblattern der Gerste gezielt zu induzieren und deren Ablauf, im
Vergleich zur natirlichen Seneszenz, zu beschleunigen. Als Kriterium zur Auswahl
des experimentellen Systems - und zum anschlieRenden Vergleich mit der nattrlich
ablaufenden Seneszenz - stellte sich die Kombination zweier Parameter als
hinreichend verlasslich heraus: dabei handelte es sich um den makroskopisch gut
wahrnehmbaren Abbau von Chlorophyll und, mit Hilfe der Elektronenmikroskopie
visualisierbare Veranderungen der Plastidenultrastruktur, allen voran eine
VergroRerung der Plastoglobuli.

Von den vier getesteten seneszenz-ausldsenden Faktoren (zwei physikalische
Behandlungen: Verdunkelung der Pflanzen oder Bestrahlung mit UV-Licht und zwei
Phytohormonbehandlungen: Inkubation mit Ethylen oder Methyljasmonat), zeigte
einzig die Behandlung mit Methyljasmonat beide der erwarteten seneszenz-
spezifischen Veranderungen.

Die Veranderungen infolge der Methyljasmonatbehandlung mussten zunachst naher
charakterisiert werden, um sie dann mit denen wahrend der natirlichen Seneszenz

vergleichen zu kdnnen. Dabei zeigte das experimentelle System ,Methyljasmonat-
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induzierte Seneszenz" in Bezug auf die im Rahmen dieser Arbeit ausgewahlten und
gepruften seneszens-spezifischen Marker, wie Chlorophyllabbau, zellulare
(strukturelle) Veranderungen sowohl der Blattparenchymzellen und des Plastoms,
als auch die ultrastrukturellen Verdnderungen der Plastiden, eine hohe
Ubereinstimmung mit der wahrend der Entwicklung auftretenden natirlichen
Seneszenz. Somit sahen wir das experimentelle System ,Methyljasmonat-induzierte
Seneszenz in Gerstenprimarblattern® als geeignet an, um damit seneszenz-
spezifische Anderungen der Plastidenhiille zu untersuchen.

Es sollte getestet werden, ob die Plastidenhille — wie lange Zeit vermutet wurde —
bis in spate Phasen der Seneszenz unverandert bleibt oder ob es bereits relativ
zeitig zu Veradnderungen in der Struktur und/oder Zusammensetzung der
Plastidenhillle kommt. Solche seneszenzspezifischen Verdnderungen der
Plastidenhulle sollten sich v.a. auch auf den Import von kernkodierten,
chloroplastidaren Proteinen auswirken und somit am verdnderten Gehalt dieser
Proteine im Plastiden messbar sein. So war eine Methyljasmonatinkubation
abgeschnittener Gerstenprimarblatter offensichtlich in der Lage, innerhalb von nur
24 Stunden eine quantitativ messbare Abnahme der Menge zweier wichtiger
Proteine (Rubisco und LHC Il) des Plastiden zu bewirken. Fir diese beobachtete
Abnahme konnten aber sowohl verminderte Synthese-, als auch erhéhte Abbauraten
(oder beides in Kombination) der betroffenen Proteine verantwortlich sein. Daneben
ist aber auch noch eine (zusatzliche) Regelung tber die Importraten der jeweiligen
Proteine in die Plastiden denkbar. Aus diesem Grund wurden die
Genexpressionsmuster von chloroplastidaren Proteinen und die seneszenz-
spezifischen Veranderungen der Plastidenhille — insbesondere des Proteinimports -
analysiert.

Die Analyse der Genexpressionsmuster der chloroplastidaren Proteine Rbcs und
LHC Il ergaben nun, dass unter Methyljasmonateinfluss die jeweiligen
korrespondierenden mRNA-Mengen dieser Proteine abnahmen. Da gleichzeitig
keine mengenmaéaiige Abnahme der rRNA-Mengen zu verzeichnen war, handelte es
sich offensichtlich nicht um einen generellen RNA-Abbau. Die Abnahme der
Konzentration der plastidaren, photosynthetisch wichtigen Proteine Rbcs und LHC I
war zumindest zum Teil durch eine Abnahme ihrer Synthese bedingt. Bei einem an
Chlorophyllabbau beteiligten Protein — LLS1 (= PAO = Phaeophorbide a Oxygenase)
— wurde demgegeniber bei Methyllasmonatinkubation ein Ansteigen der
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Proteinmenge im Chloroplasten beobachtet, was zu der Annahme fuhrt, dass es
auch wahrend der Methyljasmonat-induzierten Seneszenz einen funktionierenden
Proteinimportapparat geben sollte. Prinzipiell sind neben spezifischen Anderungen
der Proteinimportmaschinerie (Veranderungen einzelner Komponenten oder des
gesamten Standardproteinimportapparates, moglicherweise die Bildung eines
seneszenzspezifischen Importapparates) auch unspezifische Anderungen in der
Protein- und/oder Lipidzusammensetzung der Plastidenhiille denkbar, die sich dann
auf den Proteinimport indirekt auswirken wirden.

Zum Vergleich von Proteinimportkapazitaten von Chloroplasten unterschiedlicher
Entwicklungsstufen wurden die Isoenzyme der NADPH:Protochlorophyllid-
Oxidoreduktase verwendet, wobei gezeigt werden konnte, dass der Import von
pPORB durch den Standardproteinimportapparat (TIC-TOC Maschinerie) und der
Import von pPORA entwicklungsabhangig - Uber einen pPORA-spezifischen
Importapparat (PTC) in Abh&angigkeit vom Substrat Protochlorophyllid (Pchlid) -
erfolgte. Dieses entwicklungsabhangige Import-Verhalten macht den pPORA-Import
Zu einem geeigneten Monitor, um seneszenzbedingte Anderungen in der
Proteinzusammensetzung der Plastidenhiille zu erfassen. Anderungen der TIC-TOC-
Maschinerie allein hingegen kdnnen auch Uber veranderte Importkapazitdten von
pPORB erfasst werden.

Untersuchungen des Importverhaltens im Falle von pPORB in Chloroplasten ergab,
dass sowohl in Plastiden aus frischen Blattern als auch in Chloroplasten die nach
Flotation abgeschnittener Blatter auf Wasser isoliert worden waren, ein Import
unabhéngig von der Anwesenheit von Pchlid im Chloroplasten erfolgte. Eine
Behandlung von Blattern mit Methyljasmonat vor der Chloroplastenisolation wirkte
sich hemmend auf den Import des Prakursors aus. pPORA wurde, wie zu erwarten
war, nur in Pchlid-haltige, nicht jedoch Pchlid-freie Chloroplasten der Frischkontrolle
importiert. Eine Behandlung von Blattern mit Methyljasmonat vor der
Chloroplastenisolation wirkte sich, wie im Fall von pPORB, hemmend auf den Import
des Prakursors aus. Chloroplasten aus Blattern nach Flotation auf Wasser
importierten pPORA Uberraschenderweise unabhéngig davon, ob sie Pchlid
enthielten oder nicht.

Die daraufhin angeschlossenen Crosslinking-Experimente zeigten, dass pPORA
tatsachlich tber die TIC-TOC-Maschinerie in den Chloroplasten (aus Blattern nach

Flotation auf Wasser) importiert wurde. Im Gegensatz dazu zeigten sich bei den
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Chloroplasten aus frischen Blattern zumindest einige der erwarteten Crosslink-
Produkte zwischen pPORA und den Komponenten des PTC-Komplexes. Die aus mit
Methyljasmonat behandelten Blattern isolierten Chloroplasten erbrachten ein vollig
anderes Crosslinking-Muster, wobei weder Proteine der TIC-TOC-Maschinerie noch
des PTC-Komplexes identifiziert werden konnten. Da sich eine Methyljasmonat-
Behandlung von abgeschnittenen Blattern jedoch immer hemmend auf den Import
auswirkt, kann davon ausgegangen werden, dass es jedenfalls zu gravierenden
Verdanderungen des ganzen oder Teilen des Standardprotein-importapparates
kommen muss.

Diese Veranderungen des Standardproteinimportapparates in der &ul3eren
Plastidenhtlle wahrend der durch Methyljasmonat vermittelten Seneszenz wurden
mit Hilfe von speziellen elektronenmikroskopischen Methoden untersucht. Dabei lag
das Hauptaugenmerk auf dem integralen Teil des Standardproteinimportapparates
der aul3eren Plastidenhtille, der den zentralen Kanal durch die auf3ere Hullmembran
bildet (TOC 75) und damit von zentraler Bedeutung fur den eigentlichen Durchtritt
kerncodierter Proteine in den Plastiden ist.

Mit Hilfe der Immungoldmarkierung von TOC 75 am Ultradiinnschnitt war weder eine
hinreichende qualitative noch gquantitative Aussage Uber mdgliche Veranderungen
des Membranproteins im Zuge einer Methyljasmonat-Behandlung mdoglich. Erst
durch die Kombination der konventionellen Gefrierbruchtechnik, die eine sichere
topographische Darstellung und topologische Identifizierung der inneren und
aulReren Plastidenhillmembranen erlaubt, mit der SDS-FRL, die einen sicheren
immunologischen Nachweis des integralen Membranproteins TOC 75 ermdglicht,
gelang es, seneszenzbedingte Veranderungen der Hillmembran zu detektieren. Es
konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Dichte des TOC 75 Proteins, in der
aulBeren Plastidenhtlle unter Methyljasmonateinfluss innerhalb von 24 Stunden
dramatisch abnimmt (Verlust der TOC 75 Immunsignaldichte gegentber dem
Ausgangswert um mehr als 85 %). Dieser deutliche Verlust von TOC 75 in der
Plastidenhille nach Methyljasmonatbehandlung deutet darauf hin, dass eine
spezifische Regulation des Imports photosynthetisch wichtiger Proteine wahrend der
kinstlich induzierten Seneszenz auftritt. Es sollte daher getestet werden, ob auch

andere Komponenten der TIC-TOC-Maschinerie mengenmaliig abnahmen.
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Eine weitere wichtige Komponente des Standardproteinimportapparates der aul3eren
Plastidenhille ist das Membranprotein TOC 159, dessen weitaus grol3ter Anteil sich
an der Peripherie der aul3eren Plastidenhille befindet. Eine Darstellung dieses
peripheren Teils des Membranproteins war aber nur mit Hilfe der Immunraster-
elektronenmikroskopie isolierter Chloroplasten maoglich. Hierbei zeigte sich allerdings
eine allgemein geringe Immunsignaldichte des TOC 159, welche entweder im
physiologischen Zustand der Versuchspflanzen, oder aber durch die langwierige
Probenpraparation fur die REM begrindet war. Im letztgenannten Falle hatten
Verbesserungen der Isolations- und Préparationstechniken von Plastiden, sowie die
Nutzung des ESEM Modus des Rasterelektronenmikroskops eine gute Aussicht,
diese Methode auch zu qualitativen und quantitativen Analysen einsetzbar zu

machen.
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5. Summary

Leave senescence marks the final stage of plant development and holds one of the
most important key positions of the individual plant live and development.
Senescence is indicated by highly complex, strong regulated processes leading to
mobilisation and recycling of nutrients and minerals by serial sequences of
physiological events. Therefore, dramatic changes on a molecular biologically,
protein chemistrically and ultra structurally level are inseparable linked with
senescence.

In the framework of this study senescence caused changes on plastids should be
investigated. Special interest is given to the question whether the plastid envelope
remains unchanged since relatively late stages of senescence or whether there are
also senescence specific changes in early stages of plastid development. A certain
focus of the interest lies on the protein import machinery of the plastid, the so called
TIC-TOC-machinery.

First of all an experimental system, which makes it possible to induce und to
accelerate senescence specifically in Barley primary leaves, was established. In
order to choose such a experimental system — and to compare it with the naturally
occurring senescence — the combination of two parameters are reliable: one was the
macroscopically good detectable degradation of chlorophyll and the other was
changes of the plastid ultra structure especially the increase of size of plastoglobuli
with the aid of electron microscopy.

Out of four tested systems (two physical treatments: darkening and UV-radiation of
plants and two phytohormone treatments: incubation either with ethylene or
methyljasmonate) only treatment with methyljasmonate showed both of the
necessary senescence specific changes.

In order to combine this system with the naturally occurring senescence, it had to be
characterized closely. Our experimental system was highly related to the naturally
occurring senescence according to the chosen and proofed senescence specific
markers, like chlorophyll degradation, ultra structural changes of leave parenchyma
cells and the plastome, and ultra structural changes of plastids. Therefore we
regarded our system as suitable to investigate senescence specific changes of the

plastid envelope.
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Such senescence specific changes of the plastid envelope should influence the
import of nucleus encoded, chloroplastidic proteins and should be detectable by
changes of these proteins in the plastid. Obviously, incubation of detached barley
primary leaves with methyllasmonate was able within 24 hours to cause a
quantitative measurable decrease of two important proteins (Rubisco and LHC 1) in
the plastid. Responsible of this detected degradation could be decreased synthesis-
as well as increased degradation-rates (or both in combination) of the influenced
proteins. Another possibility is an additional regulation of the import rates of such
proteins. Therefore the gene expression pattern of chloroplastidic proteins and the
senescence specific changes of the plastid envelope — especially the protein import
— were analysed.

Result of the analyses of the gene expression pattern of the chloroplastidic proteins
Rubisco and LHC Il was that under the action of methyljasmonate the corresponding
MmRNA-amounts of these proteins decreased. Because there are no changes in the
rRNA-amounts detectable simultaneously, it is obviously no general degradation
process of RNA. Therefore the decrease of the amount of these interplastidic,
photosynthetic proteins Rbcs and LHC Il was partly caused by degradation of
syntheses. In contrast, the amount of a photosynthetic non relevant protein — LLS1
(phaeophorbide a oxigenase) — increases in methyljasmonate treated plastids,
leading to the assumption that during methyljasmonate induced senescence at least
one functionally protein import apparatus exist. Theoretically, these might be
remainings of the still existing TIC-TOC-machinery or modifications of it or a new
senescence specific import apparatus. Besides these specific changes of the import
apparatus there are also protein import influencing unspecific changes possible.

In order to combine the capacity of protein import of plastids at different
developmental stages the isoenzymes of NADPH: protochlorophyllid-oxidoreductase
was used. It could be shown that pPORB was transported by the standard protein
transport apparatus (TIC-TOC-machinery) and pPORA - depending on the
developmental stage — by a pPORA specific way. These developmental stage
depended import behaviour of pPORA is a suitable monitor to record senescence
specific changes of the plastid envelope. Changes of the TIC-TOC-machinery on its
own are also recordable by changes of the different import capacities of pPORB.
Investigations of the import behaviour in case of pPORB in chloroplasts prepared of

fresh leaves or of detached, water floated leaves showed, that the import was Pchlid
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independent. Treatment of detached leaves with menthyljasmonate inhibits the
import of the precursor. pPORA was imported only in Pchlid containing and not in
Pchlid free chloroplasts of fresh leaves as expected. Surprisingly, pPORA was
imported independently in chloroplasts of detached, water floated leaves, weather
they contain Pchlid or not.

The following cross linking experiments showed that in deed pPORA was
translocated by the TIC-TOC-machinery in the chloroplasts (of detached, water
floated leaves). In contrast, a few of the expected cross linking products between
pPORA and PTC are found in chloroplasts of fresh leaves. Cross linking pattern of
chloroplasts of methyljasmonate treated leaves are completely different and neither
proteins of the TIC-TOC-machinery nor of PTC were detectable. Because
methyljasmonate treatment always inhibits the import, it is supposed that there are
serious changes of the whole standard protein import apparatus or at least of parts
of it.

These possible changes of the standard protein import apparatus of the outer plastid
envelope during methyljasmonat caused senescence were investigated with special
electron microscopic methods. There the main emphasis was placed on the integral
part of the standard protein import apparatus of the outer plastid envelope building
the central cannel thru the outer envelope membrane (TOC 75) and is therefore of
great importance for the translocation of nuclear coded proteins into the plastids.
Immuno gold labelling of TOC 75 on ultra thin sections was insufficient to make a
qualitative or quantitative statement about possible changes of the membrane
protein during methyljasmonate treatment. Only the combination of the conventional
freeze fracture technique, which allows a distinct topographic presentation and
topological identification of the inner and outer plastid envelope membranes, with the
SDS-FRL, allowing a safe immunological identification of the integral membrane
protein TOC 75, allows us to detect senescence specific changes of the envelope
membrane. We showed here for the first time very impressive, that the density of the
TOC 75 protein decreases dramatically within 24 hours under the action of
mehtyljasmonate (loss of TOC 75 immuno signal density of more than 85 %
combined with the start value). This strong alternation of the protein content of the
plastid envelope during methyljasmonate influence could act as monitor of

senescence related changes of the plastid envelope.
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An additional important component of the standard protein import apparatus of the
outer plastid envelope is the membrane protein TOC 159, whose biggest part is
located on the periphery of the outer plastid envelope. The detection of this periphery
part of the membrane protein was only possible on isolated chloroplasts with the aid
of immuno scanning electron microscopy. But this results in a common weak
immuno signal density of TOC 159, which is caused ether by the physiological
condition of the plants or by the long-lasting preparation of the samples for SEM. In
the last mentioned case improvements of the isolation- and preparation methods of
plastids as well as application of the ESEM mode of the SEM will be beneficial for
using this method for qualitative and quantitative analyses.
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7. Anhang

Bei den numerischen Werten sind jeweils die Mittelwerte + Stichproben-

Standartabweichung dargestellt.

Abb. 3: Anderungen des Chlorophyligehaltes, Chlorophyl | a/b — Verhéltnisse

sowie des Frischgewichts der Blatter in Abhangigkei t von der Behandlung

Gesamtchlorophyllgehalt pro Blattflacheneinheit [mg m?]

Ausgangswert 7 Tage alte Gerstenprimarblatter: & 29

Tage nach Versuchsbeginn

Behandlung I Il 11 \Y Vil
Kontrolle 343+29 339+24 367+21 349130 344 +26
Methyljasmonat 304 +12 250 18 241+7 16627 163+8
Ethylen 313+24 364+33 375+44 342+38 367 +£59
Verdunkelung 301+43 3135 317+46 237+13 174+29
UV-Bestrahlung 324+14 381+27 375+44 196+30 238+20

Chlorophyll a/b Verhaltnisse [relative Einheiten]

Ausgangswert 7 Tage alte Gerstenprimarblatter: 19 £ 0,3

Tage nach Versuchsbeginn

Behandlung I Il 11 \Y Vil

Kontrolle 29+03 29+02 27+0,1 29+0,1 28+0,1
Methyljasmonat 28+00 23+0,1 21+01 26+0,1 28zx0,1
Ethylen 30£0,2 29+0,1 33+0,1 3,0£0,3 3,2+0,6
Verdunkelung 30+0,1 30+0,1 28+0,2 28+0,1 28+0,1

UV-Bestrahlung 27+01 25+01 24+03 1,7+0,2 20+0,1
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Gesamtchlorophyllgehalt pro Blattfrischgewicht [mg g*]
Ausgangswert 7 Tage alte Gerstenprimarblatter:13 £ 0,1

Tage nach Versuchsbeginn

Behandlung I Il 1] \ Vi

Kontrolle 1,3+0,1 14+01 14+01 1,20 1,2+0,1
Methyljasmonat 13+0,2 1,0+x0,1 1,0+0 10£0,1 1,0£0,1
Ethylen 13+0,1 13+0,2 14+03 13+0,1 1,3+0,3
Verdunkelung 1,3+0,2 1,0£0,1 11+0,1 1,00 1,0+0,1
UV-Bestrahlung 18+03 2,1+02 2,704 35+0,3 3,1+05

Frischgewicht pro Blattflache [g m?]
Ausgangswert 7 Tage alte Gerstenprimarblatter: 277 + 12

I
Tage nach Versuchsbeginn

Behandlung I Il 1] \ Vi
Kontrolle 27712 251+6 264+3 291+19 279x14
Methyljasmonat 258 +24 270+21 290+5 270+x14 250zx10
Ethylen 246 £4 308+27 293+27 261+16 28815
Verdunkelung 240+£18 293 +22 299+7 278+19 258+20
UV-Bestrahlung 192 +25 172+21 117+37 558 806

Abb. 5: Zeitliche = Verdnderungen des  Gesamtchlorophyllg ehaltes  bei

naturlicher und kiinstlich induzierter Seneszenz

Gesamtchlorophyligehalt pro Blattflacheneinheit [mg m2] bei nattrlich ablaufender

Blattentwicklung.

Blattalter in Tagen nach der Aussaat
7 14 21 28 35 42 50 56
174 +24 334+18 315+16 343+17 332+20 289+12 140 +9 2019
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Gesamtchlorophylligehalt pro Blattflacheneinheit [mng m] von abgeschnittenen,

7 Tage alten Gerstenpriméarblattern nach unterschiedlichen Inkubationszeiten

Ausgangswert: 234 + 25

Kontrolle

Wasser
Methyljasmonat

Dauer der Inkubation in Tagen

1 2 3 4 5 7
278 £53 266+68 241+52 241+44 255+56 211+37

27035 273+49 237+49 249+68 21744 117+20
242+56 228+38 177+26 134+25 59 +7 28+7

Abb. 6: ZellgroBRen (mittlere Zellflachen) bei natirlich e ablaufender und

kiinstlich induzierter Seneszenz

Mittlere Zellflachen [um?] bei natirlich ablaufender Seneszenz

7
794 + 367

Blattalter in Tagen
28 50 56
865 + 390 677 322 666 + 316

Mittlere Zellflachen [um?] bei kunstlich induzierter Seneszenz

Ausgangswert 7 Tage alte Gerstenprimarblatter: & 278

Wasser
Methyljasmonat

Inkubationsdauer in Tagen

1 2 4 7
638 + 366 612 + 255 769 + 338 601 + 317
878 +435 636 *+ 355 711 +292 632 + 327
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Abb. 8: Anderungen der Anzahl und GroRe der Plastid
Mittlere Plastidenzahlen bei nattrlich ablaufender Seneszenz

Blattalter in Tagen
7 28 50
9+4 10+4 72

Mittlere Plastidenflache [um?] bei natirlich ablaufender Seneszenz

Blattalter in Tagen
7 28 50
11,8+3,6 8,1+3,0 55+0,9

Mittlere Plastidenzahlen bei kiinstlich induzierter Seneszenz

Ausgangswert 7 Tage alte Gerstenprimarblatter: 1,3 + 3,7

Inkubationsdauer in Tagen

1 2 4
Wasser 8,5+45 8,3+4,7 11,1+4,0
Methyljasmonat 9,6 +2,3 7,0+3,5 1,8+0,8

Mittlere Plastidenflachen [um?] bei kunstlich induzierter Seneszenz

Ausgangswert 7 Tage alte Gerstenprimarblatter: 10 £ 2,1

Inkubationsdauer in Tagen

1 2 4
Wasser 12,2 +2,7 14,0 +2,7 13,9+2,6
Methyljasmonat 116+£1,6 11,4+£2,2 43+14

en pro Parenchymzelle

56

56
39+14
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Abb. 9: Anderungen der mittleren GroRRe des Plastoms pro Parenchymzelle

Mittlerer Gesamtplastidenanteil pro Zellanteil [relative Einheiten] bei natirlich

ablaufender Seneszenz

Blattalter in Tagen
7 28 50 56
0,13+0,10 0,1+0,07 0,06 + 0,02 0,02 + 0,02

Mittlerer Gesamtplastidenanteil [relative Einheiten] bei kunstlich induzierter
Seneszenz

Ausgangswert 7 Tage alte Gerstenprimarblatter:,17 £ 0,10

Inkubationsdauer in Tagen
1 2 4 7
Wasser 0,16 £0,13 0,19+0,14 0,20 £ 0,07 0,10 £ 0,06
Methyljasmonat 0,13 £0,07 0,13+£0,10 0,01 +0,007 0,002 + 0,002

Normierter Gesamtplastidenanteil pro Zellanteil in % vom Ausgangswert (7 Tage) bei

nattrlich ablaufender Seneszenz

Blattalter in Tagen
7 28 50 56
100 70 43 18

Normierter Gesamtplastidenanteil pro Zellanteil in % vom Ausgangswert (7 Tage) bei

kunstlich induzierter Seneszenz

Inkubationsdauer in Tagen
1 2 4 7
Wasser 96 112 118 56
Methyljasmonat 75 75 7 1
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Abb. 13: Anderungen der Anzahl und GréRe der Plasto  globuli pro Plastid

Mittlere Plastoglobulianzahl bei nattrlich ablaufender Seneszenz

Blattalter in Tagen
7 28 50 56
17,9+6,0 9,7+5,1 13,1+3,8 35549

Mittlere Plastoglobuliflache [102 um?] bei natirlich ablaufender Seneszenz

Blattalter in Tagen
7 28 50 56
4,2+2,0 6,0£2,0 19,0£5,0 55,8 + 28,5

Mittlere Plastoglobulianzahl bei kinstlich induzierter Seneszenz

Ausgangswert 7 Tage alte Gerstenprimarblatter: 7,0 = 6,6

Inkubationsdauer in Tagen

1 2 4 7
Wasser 6,6 +4,2 7,5+5,6 9,0+4,6 6,6 +4,2
Methyljasmonat 6,027 8,321 149+7,3 10,5+2,5

Mittlere Plastoglobuliflache [102 um?] bei kiinstlich induzierter Seneszenz

Ausgangswert 7 Tage alte Gerstenprimarblatter: 4 + 1,2

Inkubationsdauer in Tagen
1 2 4 7
Wasser 56+25 6,2+2,2 6,9+20 12,7+7,5
Methyljasmonat 45+272 6,922 17,1+7,3 37,7+12,3
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Abb. 15: Quantitative Veranderungen des Rubisco Gehalts im Chloroplasten
wahrend 24-stindiger Methyljasmonatinkubation (Dichte d er Immungold-

partikel pro um 2 Plastidenquerschnittsflache)

Ausgangswert (Immungoldmarkierung an 7 Tage alten Gerstenpriméarblattern aus
herkémmlicher Anzucht): 85 + 15

Endwert (Immungoldmarkierung an 8 Tage alten Gerstenpriméarblattern aus
herkdbmmlicher Anzucht): 66 + 7

Inkubationsdauer in Stunden

8 16 24
Wasser 79 +£9 90 £ 12 73 £15
Methyljasmonat 71+6 51+10 377
Chromatin: 4+0
Mitochondrien: 2+0

Allgemeiner Hintergrund: 2 £0

Abb. 16: Quantitative Veranderungen des LHC Il Gehalts i m Chloroplasten
wahrend 24-stindiger Methyljasmonatinkubation (Dichte d er Immungold-

partikel pro um 2 Plastidenquerschnittsflache)

Ausgangswert (Immungoldmarkierung an 7 Tage alten Gerstenprimérblattern aus
herkdbmmlicher Anzucht): 10,1 £ 2,6

Endwert (Immungoldmarkierung an 8 Tage alten Gerstenprimérblattern aus
herkdbmmlicher Anzucht): 11,3 +£1,8

Inkubationsdauer in Stunden

8 16 24
Wasser 144 +2,2 93+1,4 15,2+2,3
Methyljasmonat 13,1+1,4 10,6 £1,2 6,5+1,2
Chromatin: n. d.
Mitochondrien: n. d.

Allgemeiner Hintergrund: n. d.
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Abb. 25: Quantitative Veranderungen der TOC 75 Dichte in der &ulReren
Plastidenhullmembran  wéahrend  24-stiindiger Methyljasmon atinkubation

(Dichte der Immungold-Partikel pro pm 2 Plastidenhtllmembranbruchflache)

Ausgangswert (Immungoldmarkierung an 7 Tage alten Gerstenpriméarblattern aus
herkémmlicher Anzucht): 9,9 +1,3

Endwert (Immungoldmarkierung an 8 Tage alten Gerstenprimérblattern aus
herkémmlicher Anzucht):10,3 £ 1,8

Inkubationsdauer in Stunden

8 16 24
Wasser 10,3+3,5 11,5+ 3,3 13,2+2,0
Methyljasmonat 8,2+1,6 4,1+0,5 1,4+0,8

Thylakoide: 0 ; Allgemeiner Hintergrund: 0



Anhang 193

Abb. 25: Quantitative Veranderung der TOC 75 - Dichte in de r &uf3eren
Plastidenhillmambran wahrend 24-stiindiger Methyljas monatinkubation

Abb. 25L: Stereoaufnahme einer SDS-FRL mit Anti-TOC 75 Antikorper von isolierten
Plastiden (Hullmembranflachen) aus 7 Tage alten Gerstenprimérblattern. Die
Immunmarker (10 nm Goldpartikel) befinden sich tatsachlich nur auf einer Seite
(Oberseite) der Replika (zu betrachten mit einer Rot-Grin-Brille, oder alternativ:
Stereobildaare, siehe unten). Weiterhin zu sehen ist eine leichte Verunreinigung mit
nicht vollstandig abgeldstem biologischem Material.

Um den visuellen Eindruck der Anaglyphen und Stereobilder nicht zu beintréchtigen,
wurde auf eine explizite Beschriftung und Markierung verzichtet. Weitere
Erklarungen: siehe Text des Kapitels 3.4.1.4.
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Ubersichtsbild, aus dem die obige Abbildung (Abb. 25L) vergroRert wurde. Um den
visuellen Eindruck der Anaglyphen und Stereobilder nicht zu beintrachtigen, wurde
auf eine explizite Beschriftung und Markierung verzichtet. Weitere Erklarungen:
siehe Text des Kapitels 3.4.1.4.
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Stereoaufnahme einer SDS-FRL mit Anti-TOC 75 Antikdrper von isolierten Plastiden
(Hullmembranflachen) aus 7 Tage alten Gerstenprimarblattern. Zu sehen ist eine
Verunreinigung mit nicht vollstdndig abgeldostem biologischem Material mit
Immungoldpartikel (oben rechts).

Um den visuellen Eindruck der Anaglyphen und Stereobilder nicht zu beintrachtigen,
wurde auf eine explizite Beschriftung und Markierung verzichtet. Weitere
Erklarungen: siehe Text des Kapitels 3.4.1.4.
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VergroRerung des Bereichs der Verunreinigung; deutlich zu sehen ist die 3 D-
Verteilung der Immungoldpartikel innerhalb des zurlickgebliebenen biologischen
Materials. Dabei sind einige der Immungoldpartikel so weit von der Oberflache der
Replika entfernt, dass eine Verbindung zum Antigen (TOC 75) auf der Replika-
Oberflache nicht gegeben sein kann. Solche Bereiche kénnen nicht zur Auswertung

der Immunsignaldichter herangezogen werden.
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Ein weiteres Beispiel einer SDS-FRL mit Anti-TOC 75 Antikérper von isolierten
Plastiden (Hullmembranflachen) aus 7 Tage alten Gerstenpriméarblattern. Die

Immunmarker (10 nm Goldpartikel) sind deutlich zu erkennen und befinden sich fast

ausschlief3lich auf oder in unmittelbarer Nahe der OE-EF der Replika. Weiterhin gut

zu sehen ist die |IE-PF.
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Abb. 25 M: REM-Aufnahme (Philips ESEM XL 30 FEG) einer markierten Replika
(SE/BSE-Detektor) zur Identifizierung und Gréf3enbestimmung der Goldpartikel: Die
Goldpartikel heben sich deutlich als helle, punktférmige Strukturen von der Pt/C-
Flache der Replika ab. Auf Grund des Ruckstreuelektronensignals erscheint der
Durchmesser der Goldpartikel allerdings etwas groR3er als 10 nm.

12. nm ]-1'
{4 13.40m

11.90m H

. 13.4 nm
13.4nm III!I

H10.8 nm H 10.9 v

13:5 nm H

H 11.9n0m
11.9 nm HI-I

AccV Spot Maagn Det WD }—— 200 nm
00KV 3.0 128000 MIX 95 Springer
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