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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Lichtbedingungen in der Umwelt einer Pflanze sind entscheidend fur den Ablauf und die
Effizienz der Photosynthese. Je nach Habitat sind Pflanzen Verdnderungen in der
Lichtintensitét oder Lichtqualitdt, d.h. der spektralen Zusammensetzung des Lichtes,
ausgesetzt. Lichtqualitétsgradienten treten bspw. in dichten Pflanzenbesténden wie Waldern
oder Wiesen auf. Um bel verénderten Lichtbedingungen eine effiziente Photosynthese zu
gewdhrleisten, verfligen Pflanzen Uber eine Reihe von Akklimationsmechanismen.

In dieser Arbeit wurde die Akklimation an veranderte Lichtqualitdéten bei dem
Modellorganismus Arabidopsis thaliana untersucht. Die betrachtete Langzeitantwort (long
term response, LTR) ist durch Umstrukturierung des Photosyntheseapparates, d.h. die
Anpassung der Photosystemstochiometrie, charakterisiert. Sie ist vor alem unter
Schwachlichtbedingungen von entscheidender Bedeutung und wird durch photosynthetische
Redoxsignale reguliert. Da der Photosyntheseapparat aus Untereinheiten besteht, die im
Zellkern und in der Plastide kodiert sind, ist wéhrend der LTR eine genaue Koordination der
Genexpression in beiden Kompartimenten erforderlich.

Wahrend die Anpassung der Photosystemsttchiometrie bereits gut untersucht wurde, ist der
Ablauf und die Regulation der LTR v.a. auf Ebene der Zelle oder Pflanze zum Grof3teil noch
unverstanden. In welchem Umfang retrograde Kommunikation stattfindet, wie schnell Signale
Ubertragen werden oder inwiefern verschiedene Regulationsebenen an der LTR beteiligt sind,
ist weitgehend unbekannt.

In dieser Arbeit wurde die LTR erstmalig mit einem systembiologischen Ansatz untersucht
und umfassend auf verschiedenen Ebenen parallel analysiert. Dazu wurden Lichtquellen
verwendet, die bevorzugt eines der beiden Photosysteme anregen. Sie wurden genutzt, um
Lichtqualitdtsunterschiede und damit ein Oxidations- bzw. Reduktionssignal im
photosynthetischen Elektronentransport zu erzeugen und die LTR unter reproduzierbaren
Bedingungen zu untersuchen.

Anhand von Array-Analysen wurde gezeigt, dass der zeitliche Verlauf der LTR durch
umfangreiche  Veranderungen auf  Transkriptebene  charakterisiert ist.  Neben
Photosynthesegenen wurde eine Vielzahl von Genen reguliert, deren Produkte regul atorische
Funktion erflllen oder am Stoffwechsel beteiligt sind. Die Daten deuten auf eine komplexe
Regulation wahrend der LTR hin, die Uber die reine Anpassung der Photosystemstochiometrie
hinausgeht, und lassen eine Beteiligung des Stoffwechsels an der LTR vermuten. Der
zeitliche Verlauf der LTR auf Transkriptebene zeigt, dass es sich bel der Reaktion auf ein
Oxidations- bzw. auf ein Reduktionssignal nicht direkt um die Hin- und Rlckreaktion eines
Prozesses, sondern vielmehr um verschiedene Akklimationsprogranme handelt. Dabei
wurden erste Verdnderungen in der Genexpression innerhalb von 30 min nach Erzeugung
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Zusammenfassung

eines Redoxsignales beobachtet, was auf eine schnelle Ubertragung photosynthetischer
Signale aus den Chloroplasten in den Zellkern (retrograde Kommunikation) schlief3en |&sst.

In dieser Arbeit wurden 105 Gene identifiziert, die schnell und deutlich nach Verénderung der
Lichtqualitét reguliert wurden. Bei diesen priméar regulierten Genen (PRGs) handelt es sich
um mogliche direkte Zielgene photosynthetischer Redoxsignale. Die meisten dieser Gene
wurden erstmalig mit einer Redoxregulation und der LTR in Verbindung gebracht und stellen
interessante Ausgangspunkte fir weitere Untersuchungen dar.

Der umfangreiche Vergleich der PRGs mit publizierten Expressionsdatensdtzen zeigt, dass
Phytochrome (Phy) und Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu Beginn der LTR kaum eine
Rolle spielen. Damit wird bestétigt, dass die LTR eine eigensténdige Reaktion darstellt und
unabhangig von Phy- und ROS-vermittelten Prozessen ablauft. Um mogliche
Regul ationsmechanismen zu verstehen, wurden die Promotoren der PRGs auf gemeinsame
Motive untersucht. In-silico-Analysen zeigen, dass lichtresponsive Elemente Uiberwiegen, ein
»redox-responsives Element* konnte nicht identifiziert werden.

Die tatsachliche Betelligung des Metabolismus als weitere Funktions- und Regulationsebene
bei der LTR wurde anhand von Messungen des Starkegehaltes und des Redoxstatus von
NADP nachgewiesen. Dabei sind Verénderungen auf der Ebene des Stoffwechsels nicht auf
Einzelmetabolite beschrankt. Signifikante Veranderungen treten wéahrend der LTR bei einer
Reihe von Verbindungen des Zuckermetabolismus, der Aminosduresynthesen sowie der
Atmung auf, wie mittels Metabolic Profiling nachgewiesen wurde. Schlief3lich konnte gezeigt
werden, dass Pflanzen je nach Lichtqualitdt verschiedene metabolische Zustdnde annehmen
und die Anpassung des Primdrmetabolismus an ,, Zustand 1“ bzw. ,Zustand 2“ reversibel
erfolgt. Langzeitversuche mit Wildtyp-Pflanzen und der sm7-Mutante belegen die
Auswirkung dieser metabolischen Zustande auf physiologischer Ebene.

Ausgehend von den Daten der Array-Anaysen wurden fir zwanzig ausgewéhlte PRGS knock-
out Mutanten auf physiologischer Ebene Uberprift und auf eine Beeintréachtigung der LTR hin
untersucht. Auf diese Weise konnten zwel Kandidaten fur LTR-Mutanten identifiziert
werden.

Basierend auf den in dieser Arbeit erhobenen Daten wurde en neues tbergreifendes Modell
entwickelt, dass die LTR Uber das Zusammenspiel von Signalen aus zwei Redoxsystemen,
dem Plastochinon-Pool und dem NADP/Thioredoxin-System, erkléart. Die Annahme zweier
zusammenwirkender Redoxsignale ermdglicht es weiterhin, die LTR in Beziehung zu anderen
Lichtakklimationsreaktionen zu stellen. Existierende Modelle zur photosynthetischen
Redoxkontrolle und Daten, die bisher nicht miteinander in Verbindung gebracht wurden bzw.
gegensétzliche Daten koénnen mit dem hier vorgeschlagenen hierarchisch strukturierten
Modell zusammengefuhrt werden.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Plastide als Bestandteil der Pflanzenzelle

Plastiden stellen eigene genetische und metabolische Kompartimente der Pflanzenzelle dar
und sind fur fast ale Aspekte pflanzlichen Lebens von essenzieller Bedeutung. Neben ihrer
Hauptfunktion, der Photosynthese, sind sie an einer Reihe von zentralen Stoffwechselwegen
wie der Assimilation von Stickstoff und Schwefel oder dem Metabolismus von Aminosduren,
Lipiden, Hormonen oder Sekundérstoffen beteiligt. Bei hheren Pflanzen konnen sich je nach
Lichtverhdtnissen und Gewebe aus den Proplastiden junger Zellen unterschiedliche
Plastidentypen mit verschiedener Morphologie und Funktion entwickeln. Grine
Chloroplasten treten in photosynthetisch aktiven Geweben auf, wahrend farbige, X anthophylI-
oder Carotinoid-reiche Chromoplasten vor allem in Bliten und Frichten vorkommen.
Amyloplasten, Elaioplasten und Proteoplasten dienen der Speicherung von Stérke, Fetten und
Proteinen.

Plastiden sind vermutlich vor ca. 1,5 Milliarden Jahren endosymbiontisch durch die
Aufnahme eines photosynthetischen Prokaryoten (ein Vorfahr der heutigen Cyanobakterien)
in eine heterotrophe, eukaryotische Wirtszelle entstanden (Mereschkowski 1905; Douglas
1998; Douglas und Raven 2003). Sequenzvergleiche deuten darauf hin, dass die Plastiden
heutiger Pflanzen monophyletischen Ursprungs sind (Douglas 1998). Wahrend der
Entwicklung vom urspriinglich frei lebenden Prokaryoten zum Zellorganell verlor der
Endosymbiont einen Groliteil seiner Autonomie. Die Mehrheit der Gene des Endosymbionten
wurde in das Genom der Wirtszelle integriert oder ging verloren (Martin und Herrmann
1998). Dieser massive Gentransfer ermoglichte es dem Wirt, Kontrolle tUber Funktion und
Entwicklung der neuen Organelle auszuiiben. Dennoch ist das , Erbe* der Endosymbiose
erhalten geblieben. Die Plastide bleibt von zwei Membranen umgeben, deren &aul3ere
urspringlich von der Wirtszelle stammt, wadhrend die innere auf den cyanobakteriellen
Endosymbiont zuriickgeht. Auch bleibt die Plastide weiterhin Ort der Photosynthese und
anderer biochemischer Stoffwechselwege. Sie enthdlt ein eigenes kleines Genom (Plastom)
sowie eine eigene Maschinerie zur Proteinbiosynthese (Transkription, Tranglation). Daher
handelt es sich bel Plastiden um genetisch semiautonome Organellen. Das Plastom hoherer
Pflanzen umfasst etwa 120 — 200 kb und deckt etwa 80-130 Gene ab, deren
Zusammensetzung relativ konserviert ist (Goldschmidt-Clermont 1998; Howe et al., 2003).
Die im Plastom verbliebenen Gene kodieren v.a. fur Komponenten des plastidaren
Transkriptions- und Trandlationsapparates (wie rRNAS, tRNAS, Ribosomen, Untereinheiten
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der RNA-Polymerase) sowie fur Proteine, die an der Photosynthese beteiligt sind. Eine
wachsende Zahl von bekannten Plastom-Sequenzen — bisher wurden 114 verschiedene
Plastome sequenziert (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomessORGANELLES/) — stellen
Information zum Verstandnis der Phylogenie der Plastiden und beteiligter Evol utions-
mechanismen zu Verfiagung (Shimada und Sugiura 1991; Martin et al, 2002; Lee et al.,
2006).

Die grofl3e Mehrheit der Proteine der Plastide ist jedoch im Zellkern kodiert. Nach derzeitigen
Schétzungen besteht das plastidare Proteom je nach Plastidentyp und Entwicklungszustand
aus ca. 2500-4500 verschiedenen Proteinen (Abdallah et al.,, 2000; Kleffmann et al., 2004,
van Wijk 2004). Das bedeutet: fir die meisten Proteine des Plastiden missen je nach Bedarf
Kerngene exprimiert, ihre mRNA im Zytoplasma tranglatiert und die synthetisierten Proteine
in die Plastide importiert werden. Die enge Verknifung von Plastide und Zellkern spiegelt
sich u.a. besonders deutlich in der Regulation der Genexpression im Plastiden und dem
Aufbau von Multiproteinkomplexen wider. An der Transkription von Plastidengenen ist
neben der plastidenkodierten PEP (plastid encoded polymerase) porkaryotischen Ursprungs
eine kernkodierte phagentypische RNA-Polymerase, die NEP (nuclear encoded polymerase),
beteiligt. Multiproteinkomplexe in der Plastide bestehen typischerweise sowohl aus kern- als
auch plastomkodierten Untereinheiten. Ein Beispiel dafir ist der Photosyntheseapparat,
dessen zentrale Untereinheiten (Core) plastidar, die periphere Untereinheiten jedoch im
Zellkern kodiert sind (Race et al., 1999)(Abb.1.2).

Kommunikation der gentragenden Kompartimente

Um die Funktion von Plastiden als Ort der Photosynthese und zentrales biochemisches
Kompartiment zu gewéhrleisten, ist eine genaue Koordination der Vorgange in der Plastide
und dem Zellkern und damit eine umfangreiche Kommunikation zwischen den beiden
Kompartimenten erforderlich. Im Laufe der Evolution hat sich ein komplexes Signalnetzwerk
entwickelt, das die Organelle mit dem Funktionszustand der restlichen Zelle verknupft (Abb.
1.1). So entstanden Signalmechanismen, die dem Zellkern die Kontrolle Uber den
Proteinstatus der Plastide ermdglichen. Diese ,anterograde” Kontrolle wird durch die
Riickkopplung Uber Signale aus der Plastide an den Zellkern komplementiert. Uber diese
»retrograden* Signale kann die Plastide Kontrolle Uber die Genexpression im Zellkern
ausiiben. Zusétzliche Komplexitét bei dem Austausch und der Verarbeitung anterograder und
retrograder Signale ergibt sich u.a. daraus, dass es in einer typischen Pflanzenzelle einen
Zellkern gibt, aber mehrere Plastiden (bis zu 100) mit eigenem Genom vorhanden sind. Die
komplexe Kommunikation zwischen den zwel Kompartimenten erméglicht es der Pflanze
auch, Umweltveranderungen, z.B. bei Lichtbedingungen wahrzunehmen, zu integrieren und
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auf zellulérer Ebene darauf zu reagieren. Neben den Plastiden sind auch Mitochondrien,
ebenfalls genetisch semiautonome Organellen der Zelle, an der intrazelluldren
Kommunikation beteiligt (Leister 2005; Pesaresi et al., 2006), worauf im Rahmen dieser
Arbeit allerdings nicht ndher eingegangen wird.

Umwelt

Transcriptom
des Chloroplasten:

~ 3000 Gene

: nukledres

¢ anterogrades
Signal

_ retrogrades
\ Signal

N

Abb. 1.1: Kommunikation zwischen Plastiden und dem Zellkern. In der schematischen Darstellung einer
Pflanzenzelle ist der Austausch von Signalen zwischen Zellkern (zentraler Kreis) und Plastiden (Ovale)
dargestellt. Externe Signale (Umwelt, Gewebe) kdnnen Uber zytosolische oder membrangebundene Rezeptoren
oder Uber die Plastide selbst wahrgenommen werden. Hinsichtlich der Anzahl der Genkopien unterscheiden sich
plastiden- und kernlokalisierte Gene betréachtlich, da in einer typischen Zelle hoherer Pflanzen ein Zellkern, aber
mehrere (bis 100) Plastiden vorhanden sein kénnen und das Plastom (kleine weil3e Kreise) jeweils in mehreren
(bis zu 100) Kopien vorliegt. Anterograde Signale vom Zellkern und retrograde Signale der Plastiden (siehe
Legende) tragen malf3geblich zur Kommunikation zwischen den beiden Kompartimenten bei und ermdglichen
eine integrierte Reaktion der Zelle auf interne und externe Veranderungen bzw. Signale (nach Brautigam et al.,
2007).

Anterograde Mechanismen

Da die Mehrheit der im Plastiden vorhandenen Proteine im Zellkern kodiert ist, kbnnen
anterograde Mechanismen auf verschiedensten Ebenen die Funktion der Plastiden
kontrollieren bzw. regulieren (Leister 2005; Brautigam et al., 2007):

(I) Synthese, Import und Assemblierung beeinflussen die Menge und das VVorkommen von
kernkodierten Plastidenproteinen bzw. von Proteinkomplexen. Der Proteinimport Uber die
Doppelmembran um die Plastide wird u.a. durch Tic/Toc-Komplexe (translocon of the inner
chloroplast membrane / translocon of the outer chloroplast membrane) ermoglicht, deren
Komponenten nukledr kodiert sind und die je nach Zusammensetzung unterschiedliche
Substratspezifitéat aufweisen (Soll und Schleiff 2004).

(1) Plastidéare Genexpression. Die Anzahl der im Plastom kodierten Gene ist relativ klein;
alerdings sind diese Gene von aul3erordentlicher Bedeutung fir die Plastide (s.0.) und daher

in ihrer Expression genau reguliert. Zusdtzlich zur Existenz einer kernkodierten RNA-
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Polymerase wird die plastidenkodierte PEP Uber kernkodierte o-Faktoren reguliert. Ebenfalls
entscheidend sind posttranskriptionelle Prozesse, die zum Grofdeill durch kernkodierte
Faktoren vermittelt werden (Leon et al., 1998; Choquet und Wollman 2002). Zu diesen
Prozessen zahlen Prozessierung, Edierung, Stabilisierung und Tranglation der Transkripte.

(111 Posttranglationale Modifikationen, an denen kernkodierte Komponenten beteiligt sind,
beeinflussen und kontrollieren den Stoffwechsel der Plastide. Die Aktivitdt von Enzymen
oder Proteinkomplexen wird, besonders ausgepragt im Chloroplasten, tUber Modifikationen
wie Phosphorylierung von Aminosduren oder Oxidation/Reduktion von Sulfhydrylgruppen
reguliert (Aro und Andersson 2001; Blankenship 2002).

(IV) Schliefdlich ist die Entwicklung, Differenzierung und Teilung von Plastiden eng mit dem
Entwicklungszustand der Zelle verknupft und wird anterograd tber kernkodierte Faktoren
kontrolliert (Osteryoung und Nunnari 2003; Aluru et al., 2006).

Retrogrades Signalling

Plastiden unterliegen jedoch nicht ausschliefdich der anterograden Kontrolle; sie kdnnen
selbst Signale aussenden (retrograde Signale) und damit die Expression von Kerngenen
kontrollieren. Diese Rickkopplung ermoglicht es, die Genexpression im Zellkern auf den
funktionellen Status der Plastide abzustimmen. Untersuchungen der letzten Jahre zeigen, dass
mehrere verschiedene retrograde Signale und Signaltransduktionswege existieren. Sie gehen
auf Vorgange der Plastidengenexpression (PGE; 1), der Pigmentbiosynthesen (11), der
Photosynthese oder auf reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (I11) zurick und sind in
verschiedenen Ubersichtsartikeln detaillierter beschrieben (z.B. Papenbrock und Grimm 2001;
Rodermel 2001; Surpin et al., 2002; Gray et al., 2003; Leister 2005; Bréautigam et al., 2007).
Die molekulare Identitdt vieler retrograder Signale bzw. die genauen Signal-
transdukti onsmechanismen sind allerdings noch weitgehend unbekannt.

(I) Erste Hinweise auf retrogrades Signalling gehen auf Untersuchungen der albostrians-
Mutante bel Gerste zurtick. Diese Mutante weist Defekte bei plastidéren Ribosomen auf und
zeigt Veranderungen in der Transkriptakkumulation von Kerngenen (Bradbeer et al., 1979,
Hess et al, 1991; Hess et al, 1994). Weitere Hinweise fir retrograde Signale aus der
Plastidengenexpression stammen aus Experimenten mit verschiedenen Inhibitoren der
plastidaren Tranglation (Chloramphenicol, Lincomycin, Streptomycin) oder Transkription
(Tagetitoxin, Rifampicin, Naldixinsaure) (Rapp und Mullet 1991; Adamska 1995; Gray et al.,
1995; Sullivan und Gray 1999). Retrograde Signale der PGE spielen hauptsachlich wahrend
der frihen Plastidenentwicklung eine Rolle (Hess et al., 1994; Gray et al., 2003). Mit GUN1
wurde ein Faktor identifiziert, der an diesem Signaweg (und moglicherweise auch anderen
retrograden Signalwegen) beteiligt ist (Koussevitzky et al., 2007).
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(I) Bel der Grunalge Chlamydomonas und bei hoheren Pflanzen wurde gezeigt, dass
Intermediate der Chlorophyllbiosynthese die Akkumulation der Transkriptmengen von
Kerngenen (Lhcb, Hsp70) beeinflussen (Johanningmeier und Howell 1984; Kittsteiner et al.,
1991; Kropat et al., 1997) und daher mogliche retrograde Signale darstellen (Rudiger und
Grimm, 2006). Die Beeintrachtigung der Biosynthese von Carotenoiden durch den Inhibitor
Norflurazon oder Mutationen kann zu photooxidativen Schaden fuhren, die, obwohl auf den
Chloroplasten beschrénkt (Reil3 et al., 1983), ebenfals Einfluss auf die Expression von
Kerngenen z.B. Lhcbl; PetE und RbcS haben (Mayfield und Taylor 1984; Oelmdiller und
Mohr 1986). Anhand der gun-Mutanten (genomes uncoupled) bei Arabidopsis konnten
schliefdlich Komponenten identifiziert werden, die am retrograden Signalling beteiligt sind.
Durch Norflurazonbehandlung wurde bei diesen Mutanten, anders as beim Wildtyp, die
Expression des Kerngenes Licbh nicht reprimiert (Susek et al., 1993). Gun2 und 3 kodieren fir
zwel Enzyme des Fe-Zweiges des Tetrapyrrolstoffwechsels, Gun4 und 5 fir einen Aktivator
bzw. die Untereinheit H der Mg-Chelatase, enes Schllisselenzyms  der
Chlorophyllbiosynthese (Mochizuki et al., 2001; Larkin et al., 2003). Als Signalmolekil
werden derzeit Mg-Protoporphyrin I1X bzw. Fe-Protoporphyrin IX (Ham), Intermediate des
Tetrapyrrolstoffwechsels, diskutiert (Vasileuskaya et al., 2005; Ankele et al., 2007)

(1) Retrograde Redoxsignale, die sich direkt oder indirekt aus dem photosynthetischen
Elektronentransport (PET) ableiten, verknilpfen die Lichtreaktion im Chloroplasten mit der
Genexpression im Zellkern. Bisher wurden Signale identifiziert, die aus dem
Plastochinonpool oder nachgeschalteten Komponenten des PET stammen (Escoubas et al.,
1995; Maxwell et al., 1995; Pfannschmidt et al., 2001; Yang et al., 2001; Fey et al., 2005)
stammen. Neuere Untersuchungen zeigen, dass Wasserstoffperoxid (H,O,) und Singulett-
Sauerstoff (*0,), deren Entstehung im Chloroplasten eng mit dem PET verknupft ist, zwel
verschiedene retrograde Signalwege aktivieren (Kovtun et al., 2000; Meskauskiene et al.,
2001; op den Camp et al., 2003; Apdl und Hirt 2004).

Interaktionen der retrograden Signalwege untereinander und mit weiteren Signalmechnismen
wie ABA- und Zucker-Signalling wurden diskutiert und teilweise nachgewiesen und
unterstreichen die wichtige Rolle der retrograden Kommunikation as Tell des
Signalnetzwerkes der Zelle (Karpinski et al., 1997; Karpinski et al., 1999; Oswald et al.,
2001; Shen et al., 2006).
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1.2 Die Photosynthese als Hauptfunktion des Chloroplasten

Die Photosynthese ist der wichtigste biochemische Prozess der Erde. Lichtenergie wird in
chemische Energie umgewandelt und steht damit photosynthetischen Organismen, die
wiederum die Grundlage fur nahezu ales heterotrophe Leben sind, fur Wachstum und

Reproduktion zur Verfligung.

1.2.1 Bau und Funktion des Photosyntheseapparates

Die Photosynthese findet bei htheren Pflanzen in den Chloroplasten statt. Sie enthalten
komplexe Membranstrukturen, die Thylakoide, in welche die Komponenten des
Photosyntheseapparates eingebettet sind. Im Wesentlichen besteht der Photosyntheseapparat
aus den integraen Multiproteinkomplexen Photosystem 1l (PSIl), dem Cytochrom b4f-
Komplex (Cyt bsf~-Komplex), Photosystem | (PSl) und der ATP-Synthase (Abb. 1.2).
Wahrend PSII  vorwiegend in  den Granathylakoiden, Regionen gestapelter
Thylakoidmembranen, lokalisiert ist, befinden sich PSI und die ATP-Synthase hauptsachlich
in Stromthylakoiden, d.h. in ungestapelten Membranbereichen. Der Cyt bsf-Komplex ist
sowohl Uber Grana- als auch Uber Stromathylakoide verteilt. Elektrochemisch sind die zwel
Photosysteme (PSI und PSII) in Serie geschaltet und Uber den Cyt bsf-Komplex sowie die
mobilen Elektronentibertréger Plastochinon (PQ) und Plastocyanin (PC) energetisch
gekoppelt. Jedes Photosystem setzt sich aus einem Kern-(Core-)Komplex einschliefdich
Reaktionszentrum und einem Lichtsammelsystem (Antennenkomplex) zusammen. Die
Antennenkomplexe (light harvesting complex, LHC) enthalten eine Reihe von akzessorischen
Pigmenten, hauptséachlich Chlorophylle, und sind fir die Absorption von Lichtquanten und
die Welterleitung der absorbierten Strahlungsenergie zu den Reaktionszentren (Forster-
Energietransfer) verantwortlich (FOrster 1946). Dabel weisen PSI1 und PSI unterschiedliche
Absorptionsmaxima auf (680 und 700 nm). Im Reaktionszentrum der Photosysteme fihrt
schliefdlich die Anregung eines speziellen Chlorophyll a-Paares (special pair) zu einer
gerichteten Ladungstrennung und der Abgabe eines ,energiereichen* Elektrons, das einen
priméren Elektronenakzeptor reduziert.

Im Licht werden durch Ladungstrennung im PSIlI Elektronen auf den Priméarakzeptor
(Phéophytin) und anschlief3end entlang eines Redoxpotential-Gradienten Gber Plastochinon
zum Cyt bsfKomplex Ubertragen. Vom Cyt bg/~Komplex werden Elektronen Uber
Plastocyanin weiter zum PS| transportiert und damit das Elektronendefizit am oxidierten PS|
ausgeglichen. Nach Anregung von PSI (Plastocyanin-Ferredoxin-Oxidoreduktase) durch
Lichtenergie werden schlieffdlich Elektronen Uber Ferredoxin und die Ferredoxin-NADP-
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Reduktase (FNR) auf den Endakzeptor NADP Ubertragen. Im Licht fungiert PSII als Wasser-
Plastochinon-Oxidoreduktase. Elektronen aus der Spaltung des Wassers werden auf das
Reaktionszentrum von PSII transferiert und fdllen somit die durch Ladungstrennung
entstandene Elektronenlticke am PSII. Paralel zum Eletronentransport wird ein pH-Gradient
unter Beteiligung von PQ und dem Cyt bs~Komplex (Q-Zyklus) aufgebaut, der von der ATP-
Synthase zur Bildung von ATP genutzt wird. Als Ergebnis des linearen Elektronentransportes
entstehen  somit  Sauerstoff  (Nebenprodukt), Energiedquivaente (ATP) und
Reduktionséguivalente (NADPH). Die Erzeugung von ATP (Photophosphorylierung) kann
sowohl Uber dem linearen Elektronentransport als auch durch zyklischen Elektronentransport
erfolgen. In welchem Umfang jedoch hohere Pflanzen zyklischen Elektronentransport
durchfuhren, wird noch kontrovers diskutiert (Munekage et al., 2004; Johnson 2005).

Dasin der Lichtreaktion erzeugt ATP und NADPH wird schliefdlich im Calvinzyklus genutzt,
um Kohlendioxid zu fixieren zu energierei chen organischen Verbindungen zu reduzieren.

Higher plant chloroplast »
/'—\\H —
& =) ‘-I ADP + P, ATP
" LRl:BlsCIUJ |
/ \—‘)MUN _} ;
Lhch Stroma MADP® + H* M[ip_H pat) | (FrA)

— [mokbils) —

—2528kD——
LHC Il
chlab
Lhch

_ |25-28kD =
LHC Il
Chlab ] 18-23 kD 19-23 kD
@g@ Chab  CHab
=2

T - esn

(stafionary)

f \ Lumen mar  >lRe >

Photosystern I Cytachrome bg/f Photosystem | ATP synthase
Abb. 1.2: Modell der Thylakoidmembran héherer Pflanzen. Dargestellt sind die Komplexe des
Photosyntheseapparates, ihre Untereinheiten sowie die genetische Herkunft der integralen und peripheren

Polypeptide. Plastidéar kodierte Proteine sind griin, kernkodierte gelb markiert. Der Elektronenfluss durch die
Multiproteinkomplexe (linearer Elektronentransport) ist durch blaue Pfeile angedeutet (nach Race et al., 1999).
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1.2.2 Reaktion der Photosynthese auf Umweltveranderungen

Die Photosynthese als komplexer elektro- und biochemischer Prozess reagiert sensibel auf
Veranderungen der Umwelt und kann bspw. durch Temperaturunterschiede oder veranderte
Nahrstoff- bzw. Wasserverflgbarkeit in ihrer Effizienz beeintréchtigt werden. Besonders
deutlich wirken sich jedoch Veranderungen in den Lichtbedingungen wie Schwankungen in
der Lichtintensitét oder -qualitét aus, da diese die Lichtreaktion direkt beeinflussen. Um eine
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hohe Effizienz der Photosynthese bel einem breiten Spektrum von Umweltbedingungen zu
gewéhrleisten, verfligen Pflanzen a's sessile Organismen lber eine Reihe von Strategien und
Anpassungsmechanismen.

Unter Starklichtbedingungen (oder auch bei niedrigen Temperaturen) kann Uberschissige
Anregungsenergie dazu fuhren, dass verstarkt reaktive Sauerstoffspezies (ROS) entstehen und
Photoinhibition, z.B. durch Schaden am D1 Protein des PSII, auftritt. Um das zu vermeiden,
kénnen Quenchingprozesse wie der Xanthophyllzyklus oder PsbS {berschiissige
Anregungsenergie als Warme abgeben (Young et al., 1997; Niyogi 2000). Weiterhin kénnen
Starklichtschaden am PSII durch schnellen Abbau und Ersetzen des D1-Proteins effizient
repariert werden (Vasilikiotis und Melis 1994; Baena-Gonzalez und Aro 1999).

Dartiber hinaus stehen der Zelle eine Reihe von Mechanismen zur Entgiftung von
hochreaktiven ROS zur Verfugung (siehe 1.3). Bel einer langerfristigen Anpassung an erhohte
Lichtintensitéten nimmt die Menge von Proteinen des LHCII ab, wahrend die Anzahl von
Komplexen des Photosyntheseapparates (PSII, Cyt b6f, ATP-Synthase) und von
Komponenten des Calvinzyklus erhoht wird (Bailey et al., 2001; Walters 2005).

Unter Schwachlichtbedingungen wirken sich dagegen Lichtqualitétsgradienten, die bspw. in
dichten Pflanzenbestanden auftreten, auf die Effizienz der Photosynthese aus.
Ungleichgewichte in der Vertellung der Anregungsenergie zwischen den Photosystemen
werden kurzfristig Uber die state transition ausgeglichen (Bonaventura und Myers 1969;
Murata 1969). Dabel wird der relative Antennenguerschnitt der beiden Photosysteme Uber die
Verschiebung des mobilen LHCII angepasst. Langerfristig konnen  Pflanzen
Anregungsungleichgewichte Uber die Anpassung der Photosystemstdchiometrie
kompensieren (Melis 1991; Fujita 1997; Allen und Pfannschmidt 2000). Diese
Langzeitantwort (long term response, LTR) erfordert die Synthese neuer Komponenten und
damit die Regulation der Genexpression in Chloroplast und Zellkern. Auf die LTR wird unter
1.4 genauer eingegangen.

Bel viden Umweltveranderungen werden Komponenten des PET oder daran gekoppelte
Komponenten wie bspw. Thioredoxin oder Glutathion in ihrem Redoxzustand verandert.
Redox-aktive Komponenten wiederum spielen bel photosynthetischen Akklimationsantworten
eine entscheidende Rolle und kdnnen, als Teil des Redoxnetzwerkes der Zelle, gezielt
Enzymaktivitéten bzw. die Expression von plastidéren und nukledren Genen beeinflussen
(Scheibe 1991, Link 2003; Baier und Dietz 2005; Fey et al., 2005b; Pfannschmidt und Liere
2005). Die Photosynthese erfiillt damit eine doppelte Funktion: Sie dient der Energiefixierung
und fungiert aul3erdem als Umweltsensor, der Redoxsignale erzeugen und entsprechende
AkKlimationsantworten initiieren kann.
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1.3 Das Redoxnetzwerk der Zelle

1.3.1 Begriffe

In biologischen Systemen wird ein Grofdteil der Energie Uber Redoxreaktionen freigesetzt
oder gespeichert. Darliber hinaus kann Uber den Zustand redox-aktiver Komponenten
Information aufgenommen bzw. weitergeleitet werden (siehe 1.2). Zunéchst eine kurze
Erkl&rung der verwendeten Begriffe:

Reduktions-Oxidations-(Redox)-Reaktionen sind chemische Reaktionen, bei denen sich die
Oxidationszahl von Atomen durch die tatsichliche oder formale Ubertragung von Elektronen
veradndert. Reduktion (Erniedrigung der Oxidationszahl) steht dabel fir Elektronenaufnahme
durch einen Akzeptor, Oxidation (Erhohung der Oxidationszahl) fur die Abgabe von
Elektronen durch einen Donor. Der ,, Redoxzustand® einer Verbindung bezieht sich somit auf
den oxidierten bzw. reduzierten Zustand eines Molekils oder eines Pools von Molekilen.
Verandert sich der Redoxzustand einer Verbindung z.B. durch Veranderungen in der Umwelt,
enthdt diese Veranderung Information, die weitergegeben und eine Reaktion ausldsen kann.
Daher konnen Veranderungen im Redoxzustand auch as ,Redoxsignale’ wirken. Die
Redoxregulation eines biologischen Prozesses beschreibt schliefdlich die Abhangigkeit einer
molekularen Antwort vom Redoxzustand von einer oder mehreren beteiligten Komponenten.
Jedes Redoxpaar, das Elektronen austauschen kann, besitzt ein elektrisches Potential. Dieses
Redoxpotentia E (in Volt) ist konzentrationsabhangig und wird durch die Nernst-Gleichung

beschrieben.

Gl. 1.1: Nernst-Gleichung: E: Redoxpotential, E,. Standard- oder
Mittelpunktspotential, R: universelle Gaskonstante, T: absolute Temperatur, z:

E_E RT iy et Anzahl der (ibertragenen Elektronen, F: Farraday-Konstante, a: Aktivitat des
—Fm F o betreffenden Redoxpartners. Die Aktivitét ist eine konzentrationsabhéngige
o Grole (,effektive  Konzentration*), die bei verdinnten Lésungen

naherungsweise durch die analytische Konzentration ersetzt werden kann.

Die Gleichung gibt das Redoxpotentia eines Redoxpaares gegenlber einer Normal-
Wasserstoffhalbzelle unter Standardbedingungen an. Konventionsgemél3 zeigen positivere
Werte eine starkere Tendenz zur Aufnahme von Elektronen an.
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1.3.2 Hauptkomponenten des zellularen Redoxnetzwerkes

Das zellulére Redoxgleichgewicht wird durch eine Vielzahl von redoxaktiven Komponenten
bestimmt und ist entscheidend fir die Funktion der Zelle. Daher verfiigt die Zelle Gber eine
Reihe von Mechanismen, um die Redoxhomdostase aufrechtzuerhalten. Fur viele redoxaktive
Komponenten wurde darlber hinaus eine Beteilligung am Signalling (s Ursprung oder
Ubertrager von Signalen) beobachtet bzw. diskutiert. Hauptkomponenten des zelluléren
Redoxnetzwerkes sind Pyridinnukleotide, Askorbat, Glutathion, Tocopherole, Thioredoxine,
Glutaredoxine sowie Peroxiredoxine, reaktive Sauerstoffspezies beeinflussen ebenfalls
entscheidend das Redoxgleichgewicht der Zelle.

Die Pyridinnukleotide Nikotinamidadenindinukleotid (NAD) und das zugehérige Phosphat
(NADP) fungieren in ihrer reduzierten Form (NADH, NADPH) als ,, Reduktionsaquivalente
und sind an einer Vielzahl von assimilatorischen und dissimilatorischen Prozessen beteiligt.
Sie sind Kofaktoren von zahlreichen Wasserstoff-Ubertragenden Enzymen wie
Dehydrogenasen und Oxidoreduktasen und konnen Uber allosterische Effekte
Enzymaktivitéten regulieren oder Einfluss auf den Redoxzustand weiterer zelluldrer
Redoxkomponenten, bspw. Glutathion, nehmen. Bei der Photosynthese spielt NADP eine
zentrale Rolle as Elektronenendakzeptor des PET. Uber ihre Beteiligung an
Stoffwechsel prozessen und am Signalling sind Pyridinnukleotide fest in das Redoxnetzwerk
der Zelle eingebunden (s.u.).

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wie Singulett-Sauerstoff (*O2), Superoxid Anionen (Oz-)
oder Wasserstoffperoxid (H202) stellen hochreaktive Verbindungen dar und werden sténdig
bei Prozessen des aeroben Stoffwechsels wie der Respiration oder der Photosynthese als
Nebenprodukte gebildet. Um oxidative Schaden zu vermeiden, verflgt die Pflanze Gber ein
umfangreiches Arsenal von Entgiftungsmechanismen. Unter biotischen oder abiotischen
Stressbedingungen kann jedoch die Entstehung den Abbau Ubersteigen und zur Anreicherung
von ROS fuhren. Vor alem unter Starklichtbedingungen oder Kélte, Nahstoffmangel oder
Trockenheit in Kombination mit Licht nimmt die Bildung von ROS am PSI und PSII stark zu.
Wasserstoffperoxid stellt das haufigste ROS der Pflanzenzelle dar. Im Chloroplasten wird
H2O> Uberwiegend am PSI gebildet, wenn Elektronen vom reduzierten Ferredoxin auf
Sauerstoff Ubertragen und gebildete Superoxid-Anionen disproportioniert werden (Mehler
Reaktion, Mehler 1951). Singulett-Sauerstoff, eine nicht-radikalische ROS, entsteht verstarkt
am PSII, wenn bei , Uberreduktion* des PET Triplett P680 entsteht und Energietransfer auf
Sauerstoff stattfindet. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von *O, (~ 200 ns) treten oxidative
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Schéden v.a. am Entstehungsort im Reaktionszentrum von PSII auf (op den Camp et al,
2003). Neben den Chloroplasten sind Mitochondrien und Peroxisomen Hauptorte der ROS-
Entstehung; ROS kénnen allerdings auch im endoplasmatischen Retikulum (ER), Zytoplasma
und an der Plasmamembran gebildet werden (Mittler et al., 2004). Untersuchungen der letzten
Jahre zeigen, dass ROS nicht nur toxische Nebenprodukte des aeroben Stoffwechsels
darstellen. Sie spielen auch bei der Vermittlung und Regulation biologischer Prozesse wie
Wachstum, Stressantworten oder dem programmierten Zelltod eine wichtige Rolle (Mittler et
al., 2004).

An der Entgiftung von ROS sind bedeutende zelluldre Redoxpuffer wie Askorbat und
Glutathion (GSH) und Enzyme wie Superoxid-Dismutasen (SOD), Askorbat-Peroxidasen
(APX), Glutathion-Peroxidasen (GPX) oder Katalasen (CAT) beteiligt.

Askorbat (Vitamin C) ist das wichtigste priméare Antioxidanz bei Pflanzen und tritt im
Chloroplasten in Konzentrationen von bis zu 300 mM auf (Smirnoff 2000). Askorbat wird
durch ROS zu Monodehydroaskorbat (MDA) bzw. Dehydroaskorbat (DHA) oxidiert. Durch
diese Reaktion werden ROS unschéadlich gemacht.

Bel Glutathion (GSH) handelt es sich um ein Tripeptid aus Glutamat, Cystein und Glycin (y-
glu-cys-gly), das insbesondere im Chloroplasten in hohen Konzentrationen (im mM Bereich)
vorkommt und neben seiner Funktion als Antioxidanz auch im Schwefelmetabolismus und a's
Signalgeber eine wichtige Rolle spielt (Noctor und Foyer 1998; Mullineaux und Rausch
2005). Glutathion kann mit Hilfe der Glutathion-Reduktase (GR) reversibel von der
oxidierten, dimeren Form (GSSG) wieder in die reduzierte (GSH) Uberfuhrt werden.

Die erste ,Verteidigungslinie® gegen ROS stellt die SOD dar, indem sie O, zu H,O,
dismutiert. Wasserstoffperoxid wird durch Katalasen (Peroxisomen), den GPX-Zyklus
(Zytosol) und den Askorbat-Glutathion-Zyklus (Chloroplast u.a. Kompartimente) entgiftet
(Asada 1999; Apel und Hirt 2004). Bel letzterem wird H,O, durch Askorbat-Peroxidasen zu
Wasser reduziert, wobel Askorbat als Elektronendonor fungiert und reduziertes Glutathion
bendtigt wird, um Askorbat zu regenerieren. Schliefdlich wird oxidiertes Glutathion durch die
Glutathionreduktase (GR) unter NAD(P)H-Verbrauch wieder in seine reduzierte Form
Uberfihrt. Alternativ dazu kann oxidiertes Askorbat im Chloroplasten durch Elektronen aus
dem PET durch reduziertes Ferredoxin regeneriert werden (Groden und Beck 1979; Asada
1999; Mittler et al., 2004). Damit dient der sogenannte Wasser-Wasser-Zyklus neben der
Entgiftung von ROS auch dem Ableiten Uberschiissiger Anregungsenergie.

Schliefdlich stellen Tocopherole (Vitamin E-Verbindungen) fettlésliche Redox-Komponenten
dar, die in der Plastide synthetisiert werden und Membranen durch das Abfangen von
Fettsdureradikalen oder ROS schiitzen. Die Regeneration von Tocopherol erfolgt bspw. durch
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Askorbat (Munne-Bosch und Alegre 2002; Dietz 2003). Oxidationsprodukte wie z.B.
Jasmonat, die sich aus Lipidhydroperoxiden ableiten, gehdren zur Gruppe der sogenannten
Oxilipine, die bspw. Abwehrreaktionen oder Stresstoleranz bei Pathogenbefall oder bei
Verwundung durch Herbivore vermitteln (Feussner und Wasternack 2002).

Thioredoxine (Trx) sind kleine (~12 kDa), ubiquitdre, redox-aktive Proteine, welche die
Aktivitét von Enzymen Uber die Reduktion intramolekularer Disulfidbriicken regulieren (Abb.
1.3). Pflanzen verfigen im Gegensatz zu anderen Organismen Uber komplexe
Thioredoxinsysteme: Bisher sind bei Pflanzen etwa 20 verschiedene Trx bekannt, die ale
kernkodiert sind und in 6 Gruppen unterteilt werden kdnnen (Laloi et al., 2001; Meyer et al.,
2002; Buchanan und Luan 2005). Thioredoxine der Gruppen f, m, x und y sind im
Choroplasten lokalisiert, wahrend Thioredoxine vom Typ o im Mitochondrium aktiv sind und
Typ & Thioredoxine in verschiedenen Kompartimenten wie Zytosol, ER, Mitochondrium oder

Zellkern auftreten.

Abb. 1.3: Redox-Regulation iiber das
Light Ferredoxin-Thioredoxin-Systems.
Uber Ferredoxin (Fd) werden Elektronen aus

f SH Ha dem PET mit Hilfe der Ferredoxin-
/ 29 NPLGT NI SN R AL (FTR)  auf
...-' Thioredoxin (Trx) Ubertragen und dessen
regulatorische  Disulfidbriicke  reduziert.

= 5 Reduziertes Trx wiederum kann

@ Disulfidbricken bei ener Reihe von

Proteinen reduzieren und damit ihre Aktivitét
regulieren (aus Lemaire et al., 2007).

e

Im Chloroplasten spielen Thioredoxine, hauptsachlich von Typ fund m, eine zentrale Rolle
bei der Regulation von SchlUsselenzymen des Photosynthesestoffwechsels. Klassische
Beispiele umfassen Enzyme des Calvinzyklus wie Fruktose-1,6-Bisphosphatase (FBPase),
Seduheptul ose-1-7-bisphosphatase (SBPase) und Glycera dehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH). Die ATP-Synthase oder die NADP-Malatdehydrogenase (NADP-MDH) werden
ebenfalls durch Thioredoxine reguliert (Buchanan 1991; Scheibe 1991; Buchanan et al.,
2002). Im Chloroplasten erfolgt die Reduktion von Trx durch Elektronen, die von Ferredoxin
mittels der Ferredoxin-Thioredoxin-Reduktase (FTR) Ubertragen werden (Ferredoxin-
Thioredoxin-System). Damit stellen Trx eine Verbindung zwischen dem PET (und damit
Licht) und CO,-Fixierung her. Beim zytosolischen Trx-System werden Elektronen von
NADPH mit Hilfe der NADPH-Thioredoxin-Reduktase (NTR) auf Trx Ubertragen, wobel
NTRs auch aus Mitochondrien und Chloroplasten bekannt sind (Laloi et al., 2001; Serrato et
al., 2004; Buchanan und Luan 2005). Neben der Regulation von Schitisselenzymen der CO,-
Fixierung spielen Trx bel einem breiten Spektrum weitere Prozesse eine Rolle. Sie sind z.B.
an der Regulation von Enzymen des Stérke- und Stickstoffmetabolismus, der Regulation der
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plastidaren Trandation oder an Stressantworten beteiligt (Lemaire et al., 2007). Die grol3e
Anzahl moglicher Substrate, bisher ca. 300, unterstreicht die Bedeutung von Trx bei der
Regulation zellulérer Prozesse (Lemaire et al., 2007).

Ahnlich den Thioredoxinen sind Glutaredoxine (Grx) kleine Proteine mit Thiol:Disulfid-
Oxidoreduktase-Funktion. Sie werden allerdings, anders als typische Trx, durch Glutathion
reduziert. Im Genom von Arabidopsis wurden ca. 30 verschiedene Grx identifiziert, Uber ihre
Funktion ist jedoch noch relative wenig bekannt (Lemaire 2004). Die am besten untersuchte
Funktion der Grx ist ihre direkte oder indirekte Beteiligung an Reaktionen auf oxidativen
Stress. Grx koénnen Peroxide und Dehydroaskorbat (allerdings mit sehr geringer Effizienz)
sowie Peroxiredoxine von Typ |l reduzieren und sind vermutlich an Mechanismen zum
Schutz von Thiolgruppen tUber eine reversible Glutathionylierung beteiligt (Sha et al., 1997,
Leeet al., 2002; Rouhier et al., 2002; Rouhier et al., 2006; Lemaire et al., 2007).

Peroxiredoxine (Prx), eine eigene Familie von Peroxidasen, konnen verschiedene Peroxide
z.B. H20O> oder Lipidperoxide entgiften und werden durch Trx oder Grx a's Elektronendonor
reduziert und damit regeneriert (Dietz 2003b). Peroxiredoxine werden durch eine Reihe von
Reizen auf Transkript- und Proteinebene reguliert und sind neben ihrer Funktion als
Antioxidantien als Teil des Redoxsignalnetzwerkes der Zelle an der Ubertragung von
Redoxsignalen beteiligt (Dietz 2003b; Baier et al., 2004).

Eine zentrale Stellung im Redoxnetzwerk des Chloroplasten und der photosynthetischen Zelle
nimmt der photosynthetische Elektronentransport en. Die oben beschriebenen
Redoxkomponenten sind eng mit dem PET verknupft und werden durch ihn direkt oder
indirekt in ihrem Redoxzustand beeinflusst. NADP und Thioredoxine werden durch
Elektronen aus dem PET reduziert und sind ihrerseits fir die Reduktion von Antioxidantien
(Askorbat, Glutathion) erforderlich bzw. an der Regulation von Enzymaktivitéten beteiligt.
ROS, die standig als Nebenprodukte bei der Lichtreaktion entstehen, werden mit Hilfe von
Askorbat und Glutathion und einer Reihe von Enzymen (SOD, APX) entgiftet. Eine
Zusammenfassung ist in Abb. 1.4 dargestellt.
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Abb. 1.4: Zentrale Stellung des PET im Redoxnetzwerk des Chloroplasten. (8 und (b): Reduktion von
NADP und Trx durch Elektronenen aus dem PET. (c): Entstehung von Superoxid-Anionen und Umwandlung in
H,0,. (d) und (€): Entgiftung von H,O, im Askorbat-Glutathion-Zyklus oder im Wasser-Wasser-Zyklus. PET:
photosynthetischer ~ Elektronentransport,  Trx:  Thioredoxin, SOD:  Superoxid-Dismutase, APX:
Askorbatperoxidase, MDA: Monodehydroaskorbat, DHA: Dehydroaskorbat, GSH: Glutathion (reduzierte
Form), GSSG: Glutathion (oxidierte Form), 1: MDA-Reduktase, 2: DHA-Reduktase.
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1.3.3 Retrograde Redoxsignale

Viele Kerngene, die fur plastidéare o.a. Proteine kodieren, werden in ihrer Expression durch
Signale aus der Plastide reguliert und sind damit eng mit dem funktionellen Zustand der
Organelle verknipft (Surpin et al., 2002). Dabei spielen retrograde Redoxsignale eine
entscheidende Rolle (siehe auch 1.1). Bisher wurden Signale identifiziert, die sich direkt aus
dem PET (PQ-Pool bzw. nachgeschaltete Komponenten), von ROS (H2O2 oder 102) oder
Glutathion ableiten (siehe 1.1 und Abb. 1.5).
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Abb. 1.5: Redoxsignale des Chloroplasten und mdgliche Signaltransduktionsmechanismen in den
Zellkern. Schematisch dargestellt sind die Zellkompartimente Chloroplast, Zytoplasma und Zellkern sowie die
Komponenten des photosynthetischen Elektronentransportes im Chloroplasten. Signalwege sind durch schwarze
Pfeile markiert, wobei gestrichelte Linien mogliche bzw. ungeklérte Wege darstellen. Diffusion ist durch eine
gepunktete Linie, Synthesewege sind durch weil3e Pfeile angegeben. Graue Ovale symbolisieren mégliche bzw.
identifizierte Kandidaten, die an der Signal tibertragung beteiligt sind. Der Ursprung der wichtigsten retrograden
Redoxsignale ist dargestelIt: Singulett- Sauerstoff (10,) am PSII, der PET (PQ-Pool), Wasserstoffperoxid (H,0,)
am PSI oder Glutathionsynthese (Glutamylcystein y-EC). Zur Beschreibung der Signalwege siehe Text. Nach
Brautigam et al., 2007.

Retrograde Signale aus dem photosynthetischen Elektronentransport

Der Einfluss von Redoxsignalen des PET auf die Expression von Kerngenen wurde erstmalig
bei Versuchen mit den Grunalgen Dunaliella tertiolecta und D. salina nachgewiesen
(Escoubas et al., 1995; Maxwell et al., 1995). Starklicht-akklimatisierte Zellen reagierten auf
eine Verringerung der Lichtintensitdt mit einem Anstieg der Transkription von
kernlokalisierten Lhcb-Genen. Mit Hilfe der Inhibitoren 3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-
dimethylharnstoff (DCMU) und 2,5-Dibromo-3-methyl -6-isopropylbenzochinon (DBMIB),
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die den PET spezifisch hemmen (Trebst 1980), wurde gezeigt, dass die veranderte Lhch-
Transkription durch den Redoxzustand des PQ-Pools kontrolliert wird (Escoubas et al., 1995).
Die Ergebnisse wurden durch Experimente mit verschiedenen Lichtintensitéten und
Temperaturen bestéatigt (Maxwell er al., 1995). Auch fir hohere Pflanzen wurde gezeigt, dass
der PQ-Pool am retrograden Signalling beteiligt ist.

Das wurde bei Lemna perpusilla durch DCMU-Behandlung und die Verwendung einer Cyt
bs~Mutante, d.h. der Blockierung der PET vor bzw. nach dem PQ-Pool, bei Experimenten mit
Stark- und Schwachlicht fir LHCII nachgewiesen (Yang et al., 2001). Ein Anstieg der
Transkription des Kerngenes 4px2, das fur eine zytosolische Askorbatperoxidase kodiert,
wurde in Antwort auf Signale aus dem Chloroplasten bel Arabidopsis beobachtet (Karpinski
et al., 1997, Karpinski et al., 1999). Starklicht- und Inhibitorbehandlungen weisen auf eine
Regulation von 4px2 durch Signale aus dem PQ-Pool und durch H,O,-vermittelte Signale hin.
Dieses Ergebnis wird auch durch Untersuchungen mit transgenen Tabakpflanzen unterstiitzt
(Yabuta et al., 2004). Ein dternativer experimenteller Ansatz verwendet Unterschiede in der
Lichtqualitét, statt der —intensitét. Mit transgenen Tabakpflanzen wurde gezeigt, dass der
Promotor des Kerngenes PetE (kodiert fur Plastocyanin) durch den Redoxzustand von PQ
reguliert wird, wahrend die Promotoren der Kerngene PsaD und PsaF durch Redoxsignale
von Komponenten des PET reguliert werden, die dem PQ-Pool nachgeschaltet sind
(Pfannschmidt et al., 2001). In einer umfassenderen Untersuchung der Kerngenexpression
wurden 286 Kerngene identifiziert, die in ihrer Expression durch ein Reduktionssignal aus
den PET reguliert wurden (Fey et al, 2005). Experimente mit Winterroggen, beli denen
Signale im PET durch veranderte Licht- und Temperaturbedingungen erzeugt wurden, weisen
darauf hin, dass die Genexpression von Lich in diesem System Uber den Redoxzustand von
Elektronenakzeptoren am PSI reguliert wird (Pursiheimo et al., 2001). Die genaue Identitét
dieser Signae ist bisher unbekannt, ebenso wie eine moégliche Interaktion mit oder die
aternative Entstehung zu Signalen des PQ-Pools.

Wahrend umfangreiche Daten vorliegen, die eine Beteiligung von Signalen des PET an der
retrograden  Kommunikation belegen, ist Uber die Signatransduktion wenig bekannt.
Aufgrund von Experimenten mit Phosphataseinhibitoren wurde vermutet, dass die
Signalweiterleitung Uber eine Phosphorylierungskaskade erfolgt (Escoubas et al, 1995;
Durnford und G. 1997). Weitere Hinweise auf einen moglichen Signalweg lassen sich aus
Untersuchungen der state transition und der Langzeitantwort (LTR) ableiten. Beide
Akklimationsprozesse werden durch den Redoxzustand des PQ-Pools reguliert und sind
funktionell eng miteinander verknipft (Allen und Pfannschmidt 2000; Pursiheimo et al.,
2001; Bonardi er al, 2005; Pfannschmidt 2005). Der Redoxzustand des PQ-Pools wird
wahrscheinlich durch eine thylakoid-assoziierte Kinase registriert, moglicherweise durch die
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erst kurzlich identifizierte STT7 (Chlamydomonas) bzw. STN7 (Arabidopsis) (Depege et al.,
2003; Béllafiore et al., 2005; Bonardi et al., 2005). Diese Kinase ist an der Phosphorylierung
der mobilen LHCII- Antenne und damit der state transition beteiligt. Sie konnte aul3erdem die
plastidare Genexpression Uber eine Phosphorylierungskaskade (mittels eines postulierten
redox-responsiven Faktors (RRF)) beeinflussen (Bonardi et al., 2005; Pfannschmidt und Liere
2005; Abb. 1.5). Wie das Signa innerhab des Chloroplasten weitergeleitet wird, ist
unbekannt. An der Signaltransduktion kdnnte moglicherweise TSP9, ein kleines, mit PSII-
assoziiertes Protein beteiligt sein, das unter reduzierenden Bedingungen partiell von PSlI
abgel6st werden kann (Carlberg et al., 2003). Alternativ dazu konnte das Signal Uber den
Phosphorylierungszustand von LHCII oder Verdnderungen in der Thylakoidmembran
weitergeleitet werden (Bonardi et al., 2005). Die Kinase STN7 kdnnte dartber hinaus an der
Regulation der Kerngenexpression wahrend der LTR beteiligt sein und damit eine
Verbindung zwischen PET und Kerngenexpression herstellen. Erste Expressionsanalysen
weisen jedoch darauf hin, dass die STN7 bei der Regulation der Kerngenexpression eine
untergeordnete Rolle spielt (Bonardi et al., 2005; Tikkanen et al., 2006).

ROS als retrograde Signale

Die Entstehung von ROS ist im Chloroplasten eng mit dem PET verknupft (siehe 1.2).
Hinweise auf H,O, als Signalmolekil der retrograden Kommunikation stammen u.a. aus
Starklichtexperimenten mit Arabidopsis. Die Expression der Kerngene Apx! und Apx2, die fir
zytosolische Askorbatperoxidasen kodieren, wird im Starklicht induziert. lThre Expression
konnte auch in der Dunkelheit durch externe Zugabe von H,O, induziert werden, wahrend im
Starklicht die Induktion durch Infiltrierung mit Katal ase vermindert werden konnte (Karpinski
et al., 1997; Noctor und Foyer 1998; Karpinski et al., 1999). Der Einfluss von H,0, auf die
Kerngenexpression wurde in groReren Umfang anhand von verschiedenen Array-
Experimenten untersucht (Desikan et al., 2001; Rizhsky et al., 2003; Davletova et al., 2005;
Vanderauwera et al., 2005; siehe auch 2.9.5). Diese Experimente zeigen, dass eine Reihe von
Genen einschliefdlich solcher, die an Stressantworten (z.B. auf Schadlingsbefall oder
abiotischen Stress) beteiligt sind, induziert bzw. reguliert werden. Die Transduktion von
H,O,-vermittelten Signalen ist einer der am besten untersuchten Signalwege der retrograden
Kommunikation. Es wird angenommen, dass H,0, frei aus dem Chloroplasten ins Zytoplasma
diffundiert und dort eine Mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-Kaskade aktiviert, die
wiederum Einfluss auf die Expression von Kerngenen nimmt (Kovtun et al., 2000; Apel und
Hirt 2004). Bel Arabidopsis wurden bereits verschiedene Komponenten dieser MAPK-
Kaskade identifiziert (z.B. MPK3, MPK6, ANP1; Kovtun ez al., 2000; Apel und Hirt 2004).
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Singulett-Sauerstoff stellt ein  eigenes retrogrades Signa dar und entsteht unter
Stressbedingungen z.B. Starklicht verstéarkt am PSII. Die Identifizierung der flu-Mutante bei
Arabidopsis ermdglichte es, das kurzlebige 10, unabhéngig von anderen ROS, die meist
paralel entstehen, zu untersuchen (Meskauskiene et al., 2001; op den Camp et al., 2003).
Mittels Array-Analysen wurden dabei eine Reihe von Kerngenen identifiziert, die spezifisch
durch 'O, induziert werden (op den Camp et al., 2003; Danon et al., 2005). Eine Komponente
des beteiligten retrograden Signalweges, das plastidare Protein EXECUTER1 (EX1), konnte
bereitsidentifiziert werden (Wagner et al., 2004b).

Schliefdlich ist fur Glutathion, eine wichtige Komponente bei der Entgiftung von ROS, eine
Beteiligung an der retrograden Kommunikation vermutet worden. Ein moglicher Signalweg
koénnte Uber y-Glytamylcystein, ein Zwischenprodukt der Glutathionsynthese, verlaufen und
letztendlich Kerngene, die an Stressantworten beteiligt sind, regulieren (Ball et al., 2004;
Mullineaux und Rausch 2005).
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1.4 Lichtqualitatsakklimation

Lichtqualitétsgradienten treten in der Natur unter verschiedenen Bedingungen z.B. in dichten
Pflanzenbesténden auf (Abb. 1.6). Da sich Photosystem | und Il in ihren Absorptionsmaxima
unterscheiden, konnen Veranderungen in der Lichtqualitdt ein Anregungsungleichgewicht
zwischen den Photosystemen erzeugen, den linearen Elektronentransport beeinflussen und die
Effizienz der Photosynthese deutlich herabsetzen. Um dem entgegenzuwirken, fihren
Pflanzen kurzfristig (im Bereich von Minuten) eine state transition und langerfristig (im
Bereich von Stunden bis Tagen) die LTR durch (vergl. 1.2.2).

Abb. 1.6: Dichte Pflanzen-
bestiinde und ihre typischen
Lichtbedingungen.

Der Photonenfluss ist in
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Buchenwald und einer Wiese
angegeben.
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533853 53 © $%3353553522858
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Bei der state transition efolgt die Umvertellung von Anregungsenergie durch
posttrandationale Mechanismen: Mobile Antennen des PSII (LHCII) werden in
Anbhangigkeit vom Redoxzustand der PQ-Pools reversibel phosphoryliert und zwischen den
Photosystemen verschoben. Wird hauptsachlich PSII angeregt und damit der PQ-Pool
reduziert, werden mobile Teile des LHCII phosphoryliert, |6sen sich von PSI1 und assoziieren
mit PSI, wodurch der relative Antennenquerschnitt von PSI vergrofdert wird (state 2). Wird
dagegen Uberwiegend PSI angeregt und damit der PQ-Pool oxidiert, ist LHCII mit PSII
assoziiert (state 1). An der Regulation des Phosphorylierungszustandes von LHCII sind
Phosphatasen sowie genau regulierte Kinasen beteiligt. Wahrend Griinalgen bis zu 80% ihrer
Antennen verschieben konnen (Delosme et al., 1996), bewegen hohere Pflanzen nur ca. 10-
20% ihrer Antennenkomplexe (Allen 1992).

Fur die Phosphorylierung von LHCII wurde eine redox-abhangige Kinase postuliert, die
durch den Redoxzustand des PQ-Pools in ihrer Aktivitét reguliert ist. Die Phosphorylierung
von LHCII wird darliber hinaus durch eine Beteiligung der PQ-Bindestelle des Cyt b4
Komplexes (Qo) (Vener et al., 1997; Zito et al., 1999) und durch Thioredoxine reguliert (Aro
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und Ohad 2003). Als guter Kandidat fur die LHCII-Kinase konnte kirzlich die thylakoid-
assoziierte Serin/Threonin-Kinase STT7 bel Chlamydomonas bzw. das Arabidopsis-Ortholog
STN7 identifiziert werden (Depege et al., 2003; Bellafiore et al., 2005; Bonardi et al., 2005).
Ob diese Kinase LHCII direkt phosphoryliert oder noch weitere Komponenten beteiligt sind,
ist Gegenstand derzeitiger Untersuchungen.

Halt das Anregungsungleichgewicht zwischen den Photosystemen weiter an, wird in der LTR
die Photosystemstchiometrie an die Lichtbedingungen angepasst. Dieser Prozess dient
ebenfalls der Umverteilung von Anregungsenergie und wurde bel allen bisher untersuchten
Organismen von Cyanobakterien Uber Grunalgen bis hin zu héheren Pflanzen beobachtet
(Pfannschmidt 2003). In vivo Messungen der Sauerstoffentwicklung bzw. der
Chlorophyllfluoreszenz belegen, dass die LTR einen effektiven Akklimationsmechanismus
darstellt (Chow et al, 1990; Wagner et al., 2007). Wahrend die state transition auf
posttrandationaler Ebene stattfindet, erfordert die LTR die Synthese neuer Komponenten und
umfasst damit die Ebene der Genexpression (Allen und Pfannschmidt 2000). Die Anpassung
erfolgt, indem die Menge des schwécher angeregten Photosystems relativ zur Menge des
besser mit Anregungsenergie versorgten Photosystems zunimmt. Bei der LTR handelt es sich
um enen Mechanismus, der v.a unter Schwachlichtbedingungen eine effiziente
Photosynthese gewahrleistet und zur Feinanpassung des Photosyntheseapparates beitragt.
Unter Laborbedingungen kann die LTR mit kinstlichen Lichtquellen, die bevorzugt PSI (PSI -
Licht) bzw. PSII (PSll-Licht) anregen, untersucht werden. Die Anpassung der
Photosystemsttchiometrie spiegelt sich auf Transkript- und Proteinebene wider. Das wurde
bspw. bei Erbse, Gerste, Senf oder Arabidopsis fur psad und psbA bzw. fur die von ihnen
kodierten Proteine der Reaktionszentren von PSI und PSII gezeigt (Kim et al., 1993;
Pfannschmidt e al., 1999; Fey et al, 2005; Abb. 1.7A). Die Anpassung der Photosystem-
stochiometrie kann ebenfalls Uber die Pigmentzusammensetzung detektiert werden, da
Chlorophyll a bei beiden Photosystemen vorkommt und Chlorophyll b vorwiegend mit PSII
assoziiert ist, oder auch anhand von Chlorophyllfluoreszenzmessungen bestimmt werden
(Mélis und Harvey 1981; Chow et al., 1990; Walters und Horton 1994; Pfannschmidt et al.,
2001; Fey et al, 2005; Abb. 1.7B&C). Dartber hinaus weisen Chloroplasten je nach
Lichtqualitét Verdnderungen in ihrer Ultrastruktur auf. Unter PSI-Licht nehmen die
Granastapel der Thylakoidmembran, die Gberwiegend PSII enthalten, deutlich zu; unter PSII-
Licht sind die gestapelten Membranregionen weniger stark ausgepragt (Deng et al., 1989,
Wagner et al., 2007; Abb. 1.7D).

Da die Photosysteme sowohl aus plastiden- as auch kernkodierten Untereinheiten bestehen,
ist eine genaue Koordination der Genexpression erforderlich. Von photosynthetischen
Organismen ist bekannt, dass verschiedene Redoxsignale aus der Plastide fast alle Ebenen der
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Genexpression im Zellkern und auch in der Plastide regulieren konnen (Rodermel 2001,
Pfannschmidt 2003). Anhand von Experimenten mit Inhibitoren des PET (DCMU und
DBMIB) konnte gezeigt werden, dass photosynthetische Redoxsignale, v.a. der Redoxzustand
des PQ-Pools, eine entscheidende Rolle bel der Regulation der Genexpression im
Chloroplasten und auch bei Genen im Zellkern wéhrend der LTR spielen (Pfannschmidt ez al.,
1999; Pfannschmidt et al., 2001; Fey et al., 2005; siehe 1.3).

Uber den Ablauf der Kommunikation zwischen Chloroplast und Zellkern wahrend der LTR,
z.B. Uber die Geschwindigkeit, die beteiligten Komponenten oder die direkten Zielgene, ist
bisher wenig bekannt. Kinstliche Systeme, die mit verschiedenen Lichtqualitéten arbeiten,
bieten daher eine interessante Méglichkeit zur Untersuchung der Kommunikation zwischen
Zellkern und der Plastide und der mdglichen Verknipfung mit weiteren regulatorischen
Ebenen.

Zur Untersuchung der LTR und der retrograden Kommunikation wurden in dieser Arbeit
Lichtquellen verwendet, die Uberwiegend PSI (PSI-Licht) bzw. PSII (PSII-Licht) anregen und
im Schwachlichtbereich (20-30 UE PAR) arbeiten. Zur detaillierten Beschreibung des
Systems siehe (Fey et al., 2005) sowie 2.5 und 2.6 dieser Arbeit. Im Gegensatz zu Systemen,
welche die Wirkung retrograder Signale nach Veradnderungen der Lichtintensitét untersuchen
(z.B. durch Wechsel zwischen Stark- und Schwachlicht), spielen bei der Lichtqualitéts-
akklimation Nebeneffekte durch Lichtstress wie z.B. Photoinhibition vermutlich keine grof3e
Rolle. Gleichzeitig belegen Langzeitversuche bel Arabidopsis, dass die verwendeten
Lichtintensitéten Uber dem Lichtkompensationspunkt der untersuchten Pflanzen liegen und
ausreichen, um keimfahiges Saatgut zu erzeugen (Wagner et al., 2007). Die Untersuchungen,
die im Dauerlicht durchgefuhrt werden, bieten weiterhin den Vorteil, Nebeneffekte durch
zirkadiane Schwankungen auf Transkriptebene, v.a. aber im Stoffwechsel (z.B. Tag-Nacht-
Regulation von Enzymaktivitdten Uber Thioredoxine) zu verringern.

Die kunstlichen Lichtquellen wurden verwendet, um Anregungsungleichgewichte zu erzeugen
und den PET in einen oxidierten bzw. reduzierten Zustand zu versetzen. Ein besonders
deutliches Oxidations- bzw. Reduktionssignal kann erzeugt werden, wenn Pflanzen nach
Vorakklimation an eine Lichtqualitét in die andere Lichtquelle umgestellt werden, d.h. durch
einen PSII-I- bzw. PSI-1I-Wechsel. Darliber hinaus ermoglichen Lichtwechsel die
Reversibilitét der Antwort zu Uberprifen.

Damit steht ein experimentelles System zur Verfigung, mit dem retrograde Signale gezielt
erzeugt und die Regulation von Kerngenen untersucht werden kann. Dartiber hinaus kann die
Akklimation der Pflanze an verénderte Lichtqualitéten unter reproduzierbaren Bedingungen
auf verschiedenen Ebenen analysiert werden.
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Abb. 1.7: Verinderung der Photosystemstochiometrie und der Thylakoidstruktur wihrend der LTR bei
Arabidopsis thaliana. Pflanzen wurden an PS|-oder PSII-Licht akklimatisiert bzw. zwischen den Lichtqualitéten
gewechselt (PSI-II; PSII-1). A: Veranderungen der Menge von D1 und P700, Proteinen der Reaktionszentren von
PSII bzw. PSI, in Abhangigkeit von der Lichtqualitdt. B, C: Das Chlorophyll a/b-Verhdtnis sowie der
Chlorophyllfluoreszenz-Parameter FS/Fm spiegeln die Anpassung der Photosystemsttchiometrie wider. D:
Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Chloroplasten. Pflanzen wurden an PSII-Licht (oberes Bild) bzw.
PSI-Licht (unteres Bild) akklimatisiert. G: Grana, U: ungestapelte Thylakoide, S: Stérke, Pg: Plastoglobuli, Sp:
Stroma (membran-frei). Aus Fey et al., 2005 (A,B), Daten aus Sherameti et al., 2002 (C) und Wagner et al.,
2007 (D).
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1.5 Systembiologie

Komplexitét ist ein Charakteristikum des Lebens. Eine Zelle oder ganzer Organismus stellt
ein dynamisches, biologisches System dar, dessen Funktion auf einer Vielzahl von Genen,
Proteinen und Stoffwechselprodukten beruht und durch viefdtige Signalprozesse und
Interaktionen reguliert und kontrolliert wird.

Der Schwerpunkt der meisten biochemischen und molekul arbiol ogischen Untersuchungen der
letzten Jahrzehnte lag auf der Analyse einzelner Gene bzw. ihrer Genprodukte, wobei diese
haufig isoliert von ihrem zelluldren Umfeld betrachtet wurden. Diese reduktionistische
Herangehensweise ermdglichte es, Identitét, Aufbau, Funktion und mdgliche Interaktionen
vieler molekulare Komponenten z.B. des Transkriptions- und Trandations- oder auch des
Photosyntheseapparates aufzuklaren. Biologische Prozesse und ihre Kontrolle sind jedoch
meist nicht auf einzelne Komponenten beschrankt, sondern werden vielféltig reguliert und
beeinflusst (ter Kuile und Westerhoff 2001). Eine neue Herausforderung der Biologie stellt
nun das V erstandnis biologischer Prozesse auf der Ebene des gesamten |ebenden Systems dar.
Die Systembiologie bietet einen solchen holistischen Ansatz zur Untersuchung eines
Gesamtsystems auf verschiedenen strukturellen, funktionellen und regulatorischen Ebenen
und verwendet dazu Methoden verschiedener Wissenschaftszweige wie der
Molekularbiologie, Biochemie sowie Bioinformatik und mathematischen Modellierung
(Kitano 2000; Ideker ef al., 2001; Kitano 2001; Carrari et al., 2006).

Um biologische Vorgange auf Systemebene zu analysieren, werden folgende Charakteristika
ndher betrachtet: (1) Die Systemstruktur, welche die einzelnen Bestandteile wie bspw. Gene
oder Metabolite und ihre strukturellen und funktionellen Beziehungen umfasst. (2) Die
Systemdynamik, die den zeitlichen Verlauf von Reaktionen nach Veranderungen betrachtet.
(3) Systemkontrolle, die sich auf Mechanismen, die vom System zur Kontrolle genutzt
werden, bezieht; sowie (4) Methoden, um ein System kinstlich zu modifizieren (Kitano 2000;
Kitano 2001).

Die Entwicklung und Etablierung multiparalleler Analysemethoden wie Transkript-Profiling
mittels Arrays, Proteomics oder Metabolit-Profiling innerhalb der letzten Jahre ermdglicht es,
umfangreiche Information Uber Menge, Verdnderungen und Identitdt von Transkripten,
Proteinen und Stoffwechsel produkten parallel zu erfassen. Solche umfangreichen Datensétze
wiederum ermoglichen, neben der Integration von Einzelstudien, systembiologische
Untersuchungen (Kitano 2001). Um von den experimentellen Daten auf regulatorische
M echanismen bzw. Netzwerke zu schlief3en, kdnnen verschiedene Strategien verfol gt werden.

Der sogenannte rop-down approach, der z.B. auch im Rahmen dieser Arbeit verfolgt wurde,
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1 Einleitung

ermdglicht es, umfangreiche Datensétze zu analysieren und diese auf verschiedenen Skalen zu
betrachten, wobel haufig Clustermethoden angewendet werden.

1.6 Zielsetzung

Die LTR ist eine Akklimationsreaktion, bei der die Photosystemstéchiometrie in den
Chloroplasten an die vorherrschende Lichtqualitée angepasst wird. Sie ist fur die
Aufrechterhaltung der Photosynthese-Effizienz  unter  Schwachlichtbedingungen von
entscheidender Bedeutung und wird durch photosynthetische Redoxsignale reguliert.

Mit Hilfe von kinstlich erzeugten Lichtqualitdtsunterschieden kdnnen Oxidations- bzw.
Reduktionssignale im PET erzeugt und die LTR unter Laborbedingungen untersucht werden.
Wie die Pflanze as Gesamtsystem auf Verdnderungen der Lichtqualitét reagiert, in welchem
Umfang retrograde Kommunikation  stattfindet oder  inwiefern  verschiedene
Regulationsebenen an der LTR beteiligt sind, ist weitgehend unbekannt.

In dieser Arbeit sollte die LTR erstmalig mit einem systembiologischen Ansatz untersucht
und auf verschiedenen Ebenen charakterisiert werden. Auf der Ebene der Genexpression
sollte die Dynamik der LTR mittels Array-Analysen untersucht werden. Ziel war es, den
Verlauf und Umfang der Regulation auf Transkriptebene zu efassen, die
Signalgeschwindigkeit zu ermitteln und primére Zielgene zu identifizieren. Zusétzlich zu
Genexpressionsanalysen sollte die Ebene des Metabolismus betrachtet werden. Dabei sollte
untersucht werden, ob und in welchem Umfang Metabolite wéhrend der LTR reguliert sind.
Dazu sollten erstmalig umfangreiche Untersuchungen verschiedener Stoffwechsel produkte
wahrend der LTR durchgefiihrt werden. Ausgehend von den Daten der Array-Anaysen
sollten schliefdlich deutlich regulierte Gene anhand von knock-out Mutanten auf
physiologischer/funktioneller Ebene Uberpriift und damit auf ihre mogliche Rolle bei der LTR
hin untersucht werden.

Die Analysen sollten bel Arabidopsis thaliana ds Modellorganismus fur hohere Pflanzen

durchgefihrt werden.
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2 Materia und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien und Enzyme

Die nicht explizit aufgefiihrten Chemikalien wurden im Reinheitsgrad ,, pro analysi* (p.a.) von

folgenden Firmen bezogen:

- Carl Roth GmbH, Karlsruhe

- ICN Biomedicals GmbH, Eschwege

- Merck Eurolab, Darmstadt

- Serva Feinbiochemika, Heidelberg

- Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Weitere Reagenzien und Enzyme

- ANTP-Mix

- GeneRuler™ 100bp Plus

- MS-Salz

- RCDC™ Protein Assay Kit
- Tag DNA-Polymerase

- Oligonukleotide

Fermentas GmbH, St. Leon-Roth
Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

Duchefa Biochemie, Haarlem, Niederlande
Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen
Fermentas GmbH, St. Leon-Roth

JenaBioscience, Jena oder
Biomers GmbH, Ulm

Bezeichnung Sequenz [ 5'—3' ]

Bezeichnung Sequenz [ 5'—3' |

T-DNA-spezifische Oligonukleotide

SAIL_LB1 GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTTGCTTCC
SALK_LBbl GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT
SALK_LBal TGGTTCACGTAGT GGGCCATCG

Genspezifische Oligonukleotide

SALK_006646 LP TGATTTTGGGTGTTGAAAAGG
SALK_ 022546 LP  GGCATAATCCCAAACCTTTTG
SALK_021028 LP  ACAGGTGCAAGAGTTGTGGAG
SALK 135489 LP  GCTTTACTCGAGATGCCTGIG

SALK_020831 LP

SALK_039887 LP  TCTTCCCTTGTTCCTTTCTCC
SALK_070529 LP  TTCAACATTTGCTATCCACAGG
SAIL_553 E09 LP CAGGTTGATACCTGAAGGTCC
SALK_141851 LP  AAATCGTGTTTCAGGGTCCTC
SALK_025975 LP  AAATGCGGCATCTTATGTGAC
SALK_054169 LP  CAAAACAGTGCATGCAATGAC
SALK_075188 LP Z_:CC;TCTCST AGATTGTATTACTATT
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TCAAGTGITTGITTCTGAATTCTTG

SALK_006646_RP
SALK_022546_RP
SALK_021028 RP
SALK_135489 RP
SALK_020831_RP
SALK_039887_RP
SALK_070529 RP
SAIL_553_E09 RP
SALK_141851 RP
SALK_025975 RP
SALK_054169 RP

SALK_075188 RP

GTCGATGAAGAGACTCATGGC
GAGAAGAACATGAGCTGTCGG
GAGAGCATTGTTGGTTAACGC
AGCAATGTCACATCACTTCCG
TCGTAAAGAGT AGCGAGGACG
AATAACCT TAGCCCAAGCAGG
TTGICACGACTCTCTTTGITCC
GTCTTGGAGACGCAGATTGAG
AAAAAGCAGAACGCACCG
ATGAGAACGTTAGTGGCECTTG
GCAAAGAGAGGATCTTTTGTCG

TGAGCAAGCAAGAGACTTGAAG
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Bezeichnung Sequenz [ 5'—3' ] Bezeichnung Sequenz [ 5'—3' |

SAIL 62 AO7 LP  TCATCTTTTATCGCTTGCACC SAIL 62 AO7 RP  GGGAGAAAGCAAGGACTAACG
SALK 017692 LP  TTTACGTCGCTGTATAACCGG SALK_ 017692 RP  AACTCCTTCTTCCCATTGACG
SALK_ 138594 LP  GTGCTCTCCATAAGAACGTCG SALK_ 138594 RP  AGGCTOGAGTAGAAGCAGAGG
SALK_049878 LP  TTCGAGAATGGTGAAGTCGTC SALK_049878 RP  CCATTTGTGATAGTCCATGEG
SALK_ 087650 LP  TCTACOCAGGAACATGAAACC SALK_087650 RP  GGGATTCTGCTACATTGTTGG
SALK_007876 LP CATGAACAGCTGTGATTCAMAC ~ SALK 007876 RP  TCAGTTCACAAGCTTGCATTG
SAL K_018871_L P CTGAATATGCGATGCGIGG SAL K_018871_RP GACGTGTTAGATGGTTCACATTTC
SALK_110990 LP  AAACACTGTAACAACAACCTCCC  SALK_ 110990 RP  COCTAGCTTGTAGTTGGTTTTTC
SALK 150053 LP  TCGITTGTACTCTGTACCATAGCC SALK_ 150053 RP  AAGCTAGGGITTTGCTCTTGC
SALK 015024 LP GCGAAGCGTATTTTGICCATAG SALK 015024 RP  GCACTTGAACCAGTATTCAAACC
SALK_ 108290 LP  ACGAAAGGATAGGTTGGTTGG SALK_108290 RP  TTCGGATCTGTCTTCTGCATC
SALK_004769 LP  ACGAAAGGATAGGTTGGTTGG SALK_004769 RP  TTCGGATCTGTCTTCTGCATC
SAIL_618 BO9 LP AATACCCGGAAAACACTGGAC SAIL_618 B09 RP CATCCCCTAAACTTGGACCTC
SALK_ 053764 LP  TGCTTTCTGACAACTGCACAC SALK_ 053764 RP  TCTACCTGCATCTGOCAAATC
SALK_ 138685 LP  TGCTGCAGGTGACAAATTATG SALK_138685_RP  gpn AAATTTAGATTCARAC

Tab. 2.1 : Oligonukleotide zur Untersuchung von T-DNA-Insertionslinien

2.2 Gerédte und Verbrauchsmaterialien
Neben den Ublichen Materialien und Laborgeréten wurden verwendet:

Fluorometrische CCD-Kamera Photon Systems Instruments, Brno,

FluorCam 700 MF Tschechien
Phosphoimager MD Storm820 GE Hedlthcare, Minchen
Phosphoscreen GE Hedlthcare, Minchen

UV/Visible Spectrophotometer Perkin Elmer Applied Biosystems,

Weiterstadt

Geophysical & Environmental Research
Corp., Millbrook, USA

Bandelin GmbH, Berlin

Spektroradiometer GER 1500

Ultraschall Homogenisator Sonoplus HD 2070

Zusdatzlich wurden in Kooperationen folgende Gerdte am Max-Planck-Institut fir Molekulare

Pflanzenpysiologie, Golm genutzt:

Gaschromatograph 6890N und 5890 Series | Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA

Pegasus I11 Time-of-Flight-Massenspektrometer  Leco, St. Joseph, M1, USA
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2 Materia und Methoden

2.3 Software und Datenbanken

Software

Bioconductor
MotifSampler
MotifScanner

R Statistical Software 2.4.1
SPSS11.0

TMeV 3.0.2

YMF 3.0

Datenbanken

NASC

NCBI

PLACE

PlantCare

TAIR

TransFac

Gentleman et al., 2004, http://www.bioconductor.org
Thijs et al., 2002

Thijs et al., 2002b

R Development Core Team 2006; http://R.project.org
SPSS Inc. Chicago, USA

Saeed et al., 2003

Sinha und Tompa 2003

The Nottingham Arabidopsis Stock Centre
http://arabidopsis.info/

National Center for Biotechnology Information
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

A Database of Plant Cis-acting Regulatory DNA Elements
http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/

A database of plant cis-acting regulatory elements
http://bi oi nformati cs.psh.ugent.be/webtool s/plantcare/html/

The Arabidopsis Information Resource
http://www.arabidopsis.org/

http://www.gene-regul ation.com/pub/databases.html

Stand der Datenbanken bei Verwendung in dieser Arbeit: Februar 2007
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2.4 Pflanzenmaterial

Die genetischen, molekularbiologischen und physiologischen Untersuchungen erfolgten
ausschlielich mit Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Okotyp Columbia. Die T-DNA-
Insertionslinien fur ausgewahlte Gene (Tab. 2.2) wurden vom Nottingham Arabidopsis Stock

Center (NASC) bezogen. Folgende Linien fanden in dieser Arbeit Verwendung:

SALK T-DNA Gen Ort der Insertion Bezeichnung*
SALK_006646 Atlg08540  Exon LTR1-1
SALK_022546 Atlg08540  Intron LTR1-2
SALK_021028 At3g17670  Exon LTR2
SALK_135489 At2g42300  exon LTR3
SALK_ 020831 At2047730  300-UTR5 LTR4-1
SALK_039887 At2g47730  Exon LTR4-2
SALK_070529 At4gl7740  Exon LTR5
SAIL_553 E09 At2041040 300-UTRS LTR6-1
SALK_ 141851 At2g41040  300-UTR5 LTR6-2
SALK_025975 Atlg51350 Exon LTRY
SALK_054169 At4g29060  300-UTR3 LTR8
SALK_075188 At2g04240  1000-Promotor LTR9
SAIL_62_A07 At2g40380 300-UTR5 LTR10
SALK_017692 At2g29670  Exon LTR11-1
SALK 138594 At2929670  Intron LTR11-2
SALK_049878 At3050140  Exon LTR12
SALK_087650 At4g39690 Exon LTR13-1
SALK_007876 At4939690  Intron LTR13-2
SALK_018871 At4g23150 300-UTR LTR14
SALK_110990 At2g02070  Exon LTR151
SALK 150053 At2g02070  Intron LTR15-2
SALK_015024 At4g25970  Intron LTR16
SALK _108290. At1g03600  300-UTRS5 LTR17-1
SALK_004769 Atlg03600  300-UTR5 LTR17-2
SAIL_618 B09 At2929650  1000-Promotor LTR18
SALK_053764 At1g54630  Intron LTR19
SALK_138685 At1g80740  Intron LTR20

Tab. 2.2: Ubersicht der verwendeten Insertionsmutantenlinien (NASC; Alonso et al, 2003)
@ Bezeichnung der homozygoten Linien bei den physiologischen Untersuchungen (siehe 3.3).
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2.5 Lichtsysteme

Folgende Lichtsysteme wurden zur Untersuchung der Lichtqualitétsakklimation verwendet:

Welildicht: 18 W Leuchtstoffréhren LW 30 ,,Cool White* (Osram, Minchen), ~ 35 uE PAR,

Dauerlicht

PSI-Licht: 18 W Leuchtstoffrohren ,, Red” (Osram, Minchen), gefiltert durch Kunststofffilter

» Medium Red 27" (Lee Filters, Andover, England), ~ 25 uE PAR, Dauerlicht

PSII-Licht: 18 W Leuchtstoffrohren LW 30 ,, Cool White" (Osram, M iinchen), gefiltert durch
Kunststofffilter ,, Orange” (Lee Filters, Andover, England), ~ 30 LE PAR,
Dauerlicht

Die Spektren von PSI- und PSII-Licht wurden mit einem Spektroradiometer (GER 1500,
Geophysical & Environmental Research Corp., Millbrook, USA) gemessen und sind in Abb.

2.1 angegeben.
Lichtquellen
1.2
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Abb. 2.1: Spektren der verwendeten Lichtquellen.
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2.6 Pflanzenanzucht

Die Anzucht von Arabidopsis thaliana fur Transkriptanalysen, Metabolitanalysen und
Enzymmessungen erfolgte auf einem Erde-Vermiculit-Gemisch unter kontrollierten
Bedingungen bei 21°C. Die Samendichte wurde so gewéhlt, dass sich die Pflanzen
gegenseitig kaum beschatteten. Nach 2 Tagen Stratifikation im Dunkeln bei 4°C wurden die
Pflanzen 21 Tage unter Kurztagsbedingungen (8 h Licht/ 16 h Dunkel) bei ~ 80 uE (,, Cool
white* LW30, OSRAM, Miinchen) kultiviert.

Mutantenlinien und die dazugehtrigen WT-Kontrollen fur Chlorophyllbestimmung und
Fluoreszenzmessungen wurden in Sterilkultur auf MS-Platten (0.47% (w/v) MS-Saz, 0.05%
(w/v) MES, 0.3% (w/v) Gelrite, pH 5.7, 2% (w/v) Saccharose; Murashige und Skoog 1962)
angezogen, da fur diese Messungen geringere Mengen Pflanzenmaterial benétigt wurden.
Zum Brechen der Dormanz wurden die Samen 2 Tage im Dunkeln bel 4°C inkubiert. Die
Kultivierung erfolgte dann im Dauerweildlicht (~35 puE, siehe 2.5) fur 9-11 Tage bei einer

konstanten Temperatur von 21°C.

Um die Akklimationsreaktionen der Pflanzen auf verschiedene Lichtqualitdten zu
untersuchen, wurden die Pflanzen danach in die Lichtsysteme (siehe 2.5) transferiert und

folgenden Lichtbedingungen (Dauerlicht) ausgesetzt:

0] PSI-Licht (5 Tage)

(1 PSI-Licht (3 Tage Vorakklimation), danach PSII-Licht (2 Tage)
(1 PSlI-Licht (5 Tage)

(V) PSII-Licht (3 Tage Vorakklimation), danach PSI-Licht (2 Tage)
V) Weildicht (5 Tage)

Gewebe fur RNA-, Pigment- und Metabolitmessungen wurde direkt unter den Lichtquellen
geerntet, sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80°C gelagert.

Zur Genotypbestimmung und zur Saatgutgewinnung wurden die Pflanzen nach 18 Tagen

Voranzucht auf MS-Platten auf Erde in Multiplatten pikiert und in Aracons (Beta Tech, Gent,
Belgien) zur Samenreife gebracht.
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2.7 Arbeiten mit Nukleinsauren

Typische Methoden wurden, sofern nicht genauer beschrieben, nach (Sambrook und Russel
2001) durchgefhrt.

2.7.1 DNA-Isolation

Die Extraktion genomischer DNA aus Arabidopsis thaliana erfolgte nach (Dellaporta et al.,
1983). Zur Analyse einzelner Pflanzen wurden 1-3 Blétter mit 900 pl Lyse-Puffer (7.0 M
Harnstoff, 0.3 M NaCl, 50 mM TrissHClI pH 8.0, 20 mM EDTA, 0.08% (v/v) N-
Laurylsarkosin) homogenisiert. Nach Inkubation von 5 min bei 37°C schloss sich eine
Phenol/Chloroform-Extraktion an. Dieisolierte DNA wurdein 20 pl 0.1 x TE aufgenommen.

2.7.2 DNA-Amplifikation mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

In dieser Arbeit kam die Polymerase-K ettenreaktion (PCR; Saiki et al., 1988) zu genomischen
Anaysen der T-DNA-Mutanten (Tab. 2.2) zum Einsatz. Die Bestimmung des Genotypes
erfolgte mit zwel genspezifischen Primern und mit einer Kombination aus enem
genspezifischen und enem  T-DNA-spezifischen  Primer  (http://signal.sak.edu/
tdnaprimers.ntml). Die verwendeten Oligonukeotide sind in Tab. 2.1 aufgelistet. Zur
Amplifizierung der genomischen Sequenz dienten zwel genspezifische Primer. Die an die
inserierte T-DNA angrenzenden Teilsequenzen wurden durch einen genspezifischen Primer
in Kombination mit einem T-DNA-spezifischen Primer gewonnen. Die Amplifikate wurden
elektrophoretisch aufgetrennt (1% Agarose in TBE). Zur Absicherung der Ergebnisse wurde
jede PCR zur Identifi zierung homozygoter Mutanten drei Mal durchgefihrt.

2.7.3 RNA-Isolation

Blattgewebe wurde direkt unter den Lichtquellen (2.5, 2.6) geerntet und sofort in flissigem
N> eingefroren. Die RNA-Isolation fur Macroarray-Anaysen erfolgte - mit Modifikationen -
nach (Westhoff et al., 1991). Gemahlenes Pflanzenmaterial wurde zu einem 2:1-Gemisch aus
vorgewdrmten Homogenisationspuffer (0.33 M Sorbitol; 0.2 M TrissNaOH pH 9.0; 0.3 M
NaCl, 10 mM EDTA, 10 mM EGTA, 2% SDS (w/v)) und Phenol gegeben. Nach zweimaliger
Phenol/Chloroform-Extraktion und einem weiteren Chloroformschritt wurden die
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Nukleinsauren gefdllt (Isopropanol/ NaAcetat, pH 6.0). Im Anschluss wurde RNA mittels
LiCl geféllt, mit Ethanol gewaschen und bei -80°C gel agert.

Konzentration und Reinheit der RNA-Proben wurden spektrometrisch bestimmt
(Biophotometer, Eppendorf AG, Hamburg) und die Qualitdt mittels denaturierender
Gelelektrophorese (1.2% Agarose, 2% Formaldehyd, Ethidiumbromidfarbung) tberprdift.

2.7.4 Genexpressionsanalyse mittels Macroarrays (Expression Profiling)

Der zeitliche Verlauf der Akklimationsreaktion in Antwort auf eine Verénderung der
Lichtqualitét (2.6) wurde auf Expressionsebene mittels Array-Anaysen untersucht. Jewells
funf Zetpunkte (Oh, 0.5h, 2h, 8h, 48h) pro Lichtwechsel (PSI-II und PSII-1) wurden
analysiert. Dazu wurde ein 3292-GST Nylonarray verwendet, der vor allem nukledre Gene
abdeckt, die fur Chloroplastenproteine kodieren (Kurth ef al., 2002; Richly et al., 2003). Der
Array erfasst damit fast das gesamte kernkodierte Transkriptom des Chloroplasten.
Herstellung und Verwendung des Arrays erfolgten wiein (Richly et al., 2003) beschrieben.
Fur die RNA-Extraktion wurden pro Probe ca. 200-500 Pflanzen verwendet, deren Anzucht
wie in 2.6 beschrieben erfolgte. Pro Lichtwechselvariante und Zeitpunkt wurden drei
unabhangige Experimente mit verschiedenen Filtern und unabhangigen cDNA-Sonden
durchgefuihrt, um die Variation zwischen Einzelpflanzen, cDNA-Sonden und Filtern zu
minimieren. Die cDNA-Synthese erfolgte mit einer Antisense-Primer-Mischung, die
spezifisch fur die 3292 Gene des Arrays ist. Die Hybridiserung erfolgte wie bereits
beschrieben (Kurth et al., 2002; Richly et al., 2003). Die hybridisierten Filter wurden auf
Phosphoimager-Platten exponiert und mit einem Phosphoimager (Storm 860, GE Healthcare,
Minchen) eingelesen. Zuordnung und Quantifizierung der Signale, Entfernung von
Artifakten, Hintergrundkorrektur und Normalisierung erfolgten mit der Software Array Vision
(Version 6.0, Imaging Research Inc., Ontario, Canada). Die vorverarbeiteten Daten wurden
dann mit der Software ArrayStat (version 1.0 revision 2.0, Imaging Research Inc., Ontario,
Canada) statistisch ausgewertet. Ein Z-Test unter Verwendung einer FDR (false discovery
rate)-Korrektur (Benjamini und Hochberg 1995) wurde durchgefiihrt, um signifikant
differenziell exprimierte Gene zu identifizieren. Die Expressionswerte wurden als Verhdtnis
zur Oh-Referenz angegeben und analysiert. Das Transcript Profiling erfolgte in
Zusammenarbeit mit Dr. Alexander Biehl und Prof. Dr. Dario Leister (Max-Planck-Institut
flr Zuchtungsforschung Koln und Ludwig-Maximilians-Universitédt Minchen).
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2.8 Metabolitanalysen

2.8.1 Starkebestimmung

Pflanzenmaterial (Anzucht siehe 2.6) wurde direkt unter den Lichtquellen geerntet. Die
Stérkebestimmung erfolgte kolorimetrisch nach (Magel 1991) mit leichten Modifikationen
(PD Dr. Appenroth, personliche Kommunikation). 200 mg Gewebe wurden in 18%iger
Salzsdure aufgeschlossen. Das Homogenisat wurde 60 min bei 4°C geschittelt und
anschliefend 20 min bei 5000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde 1:1 mit Lugol scher
Losung (0.5% KJ, 0.25% J) versetzt und die Absorption bel 530 und 605 nm gemessen.

2.8.2 Proteinbestimmung

Unter den Lichtquellen geerntetes Pflanzenmaterial (2.6) wurde in flissigem Stickstoff
gemorsert, mit Extraktionspuffer (0.06 M Tris-HCI pH 6.8; 2% SDS (w/v); 15% Saccharose
(w/v), 0.04 M DTT, Proteinase Inhibitor Cocktail (SigmaAldrich)) versetzt und im
Ultraschall weiter aufgeschlossen (3 x 20 s, 10% der max. Amplitude, Puls 2, Sonoplus HD
2070 mit MS72-Spitze, Bandelin, Berlin). Der Extrakt wurde 5 min bei 75°C inkubiert,
abgekihlt und kurz bei 10000 Upm zentrifugiert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration
erfolgte mit dem RCDC™ Protein Assay Kit (Bio-Rad) nach Herstellerangaben und mit BSA
as Standard.

2.8.3 Lipidmessungen

Die Bestimmung von Fettsauren erfolgte nach (Browse et al., 1986). Lipide wurden mit 1M
methanolischer HCl aus Blattgewebe (je 100mg, Pflanzenanzucht siehe 2.6) extrahiert. Nach
Inkubation fur 30 min bei 80°C wurde das abgekihlte Reaktionsgemisch mit 1 ml 0.9% NaCl
und 1 ml Hexan versetzt und gemischt. Die Hexan-Phase wurde abgenommen und die
extrahierten Fettsduremethylester mittels Gaschromatographie (GC 5890 Series 11, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) aufgetrennt und quantifiziert. Pentadecanonsaure (15:0)
wurde als interner Standard verwendet. Die Messungen erfolgten in Kooperation mit Dr. Peter
Dormann, MPI fur Molekulare Pflanzenphysiologie, Golm.
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2.8.4 Bestimmung der ATP/ADP und NADPH/NADP-Verhaltnisse

Homogenisiertes Gewebe (Anzucht siehe 2.6) wurde mit HCIOs extrahiert und
Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) und 3-Phosphoglycerat (3PGA) quantifiziert (Dietz und
Heber 1986). Die Bestimmung von ATP und ADP erfolgte luminometrisch nach (Kaiser und
Urbach 1977). Das NADPH/NADP'-Verhdtnis wurde Uber 3PGA, DHAP und das
ATP/ADP-Verhdltnis nach (Dietz und Heber 1989) berechnet. Die Messungen erfolgten in
Kooperation mit Dr. Dennis Wormuth und Prof. Dr. Karl-Josef Dietz, Universitét Bielefeld.

2.8.5 Bestimmung des Chlorophyll a/b-Verhaltnisses

Zur photometrischen Bestimmung des Chlorophyllgehates wurde unter den Lichtquellen
geerntetes Pflanzenmaterial mechanisch zerkleinert und Chlorophylle mit gepuffertem Aceton
(80% (v/v) Aceton, 20% (v/v) 1 M Tris-HCI pH 7.0) extrahiert. Die Konzentrationen von
Chlorophyll aund b wurden mit Extinktionskoeffizienten aus (Porra et al., 1989) bestimmt.

2.8.6 Bestimmung des Aktivierungszustandes der NADP-abhangigen
Malatdehydrogenase (NADP-MDH)

Die Bestimmung des Aktivierungszustandes der NADP-MDH erfolgte nach (Kolbe et al.,
2006) und wurde in Kooperation mit Dr. Peter Geigenberger und Dr. Sandra Oliver am MPI
fur Molekulare Pflanzenphysiologie in Golm durchgefihrt. Proteine wurden extrahiert und fur
jede Probe die Enzymaktividt unter nichtreduzierenden (ohne Zugabe von Dithiotreitol
(DTT)) und unter reduzierenden Bedingungen (mit DTT, vollstdndige Enzymaktivierung)
gemessen. Als Mal3 fur den Aktivierungszustand der NADP-MDH wurde das Verhdtnis der
Aktivitéten unter nichtreduzierenden und reduzierenden Bedingungen verwendet.

2.8.7 Analyse von Soffwechselmetaboliten mit GC-MS ( Metabolic
Profiling)

Der Einfluss der Lichtqualitdt auf den Stoffwechsel der Pflanzen wurde mit Hilfe des
sogenannten ,, Metabolic Profiling" untersucht. Dabel wurde das komplexe Stoffgemisch der
Pflanzenzellen mittels Gaschromatographie und Massenspektrometrie (GC-MS) aufgetrennt
und vermessen. Die Kombination von Retentionszeit und Massenspektrum ermdglichte dabel
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eine ldentifikation der Einzelmetabolite. Metabolitanalyse mittels GC-MS wurde nach
(Roessner et al., 2000) und (Lisec et al., 2006) durchgefiihrt.

Generell wurden dabei Metabolite aus Pflanzengewebe extrahiert und anschlief3end
derivatisiert, um ene Auftrennung im Gaschromatographen zu ermdglichen.
Karbonylgruppen wurden dabel durch Metoxyamin (MEOX) geschutzt und aktive
Wasserstoffatome durch Trimethylsilylgruppen (TMS) ausgetauscht.

Je 100 mg Pflanzenmaterial wurde direkt unter den Lichtquellen in flissigem Stickstoff
geerntet. Zur Extraktion wurde das Gewebe homogenisiert (Schwingmihle MM 200, Retsch
GmbH, Dusseldorf) und mit 1.4 ml Methanol versetzt, wobei 60 pl Ribitol (20 mg/ml ) as
interner Quantifizierungsstandard zugegeben wurden. Das Gemisch wurde fir 15 min bei
70°C inkubiert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen, mit 750 pl
Chloroform und 1.4 ml Wasser vermischt und erneut zentrifugiert (15 min, 4000 Upm). 150
pl-Aliquots der walrigen Phase wurden in einer Vakuumzentrifuge eingetrocknet. Die
anschlieffende Derivatisierung erfolgte in zwel Schritten: Inkubation der getrockneten Proben
fur 2 h bel 37°C in 40 pl Methoxyaminhydrochlorid (20 mg/ml in Pyridin) gefolgt von einer
weiteren Inkubation mit 70 pl N-Methyl-N-Trimethylsilyl-Trifluoracetamid (MSTFA) fur 30
min bel 37°C. 20 ul eines Fettsduremethylestergemisches wurden als Zeitstandard zugesetzt.
Leere Gefél3e ohne Probenmaterial wurden genauso behandelt und dienten als
Negativkontrolle.

Anschliel3end wurden die Proben in einem GC-MS-System, bestehend aus einem
Gaschromatograph 6890N (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA) und einem Pegasus
1l Time-of-Flight-M assenspektrometer-System (Leco, St. Joseph, M1, USA) gemessen. Fir
die Auswertung der Chromatogramme und Massenspektren wurde die Software ChromaT OF
V.1.6 (Leco, St. Joseph, MI, USA) sowie NIST 2.0 (Nationa Institute of Standards and
Technology, Gaithersburg, MD, US) herangezogen und Metabolite unter Verwendung der
Bibliothek GMD (Golm Metabolome Database: http://csbdb.mpimp-
golm.mpg.de/csbdb/gmad/gmd.html; Kopka ez al., 2005; Schauer et al., 2005) identifiziert. Zur
Quantifizierung wurden relevante Peaks auf den internen Standard Ribitol und das eingesetzte
Frischgewicht normalisiert. Zur weiteren Datenverarbeitung wurden die Daten logarithmiert
(Basis 2). Das Metabolic Profiling wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Nicolas Schauer, Dr.
Alisdair Fernie und Dr. Peter Geigenberger am Max-Planck-Ingtitut fir Molekulare
Pflanzenphysiologie in Golm durchgefuhrt.
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2.9 Datenanalyse

2.9.1 Analyse und Interpretation der Genexpressionsdaten

Die Expressionswerte der untersuchten Zeitpunkte nach einem Lichtwechsel wurden als
Verhdltnis zur Oh-Referenz angegeben. Mit der Software MapMan, Modul ImageAnnotator
(Version 2.0.0; Thimm et al., 2004; Usadel et a., 2005) wurden die Expressionswerte nach
funktionellen Gruppen geordnet visualisiert.

Mit dem statistischen Modul dieser Software wurde Uberprift, ob sich Gene ener
funktionellen Gruppe anders verhalten als die gesamten verbliebenen Gene. Der
implementierte Wilcoxon Rangsummentest wurde dazu in Verbindung mit einer Korrektur fur
multiples Testen verwendet (Benjamini und Hochberg 1995).

Gene, die bereits 30 min nach einem Lichtwechsel (PSI-11 oder PSII-I) signifikant um Faktor
>2.5 reguliert und deren Transkripte Uber den gesamten Verlauf der Akklimationsantworten
nachweisbar waren, wurden im Anschluss selektiert. Dieser Telldatensatz wurde genauer
untersucht. Die Gene wurden jeweils einer von drel Ubergeordneten Kategorien zugeordnet
(Regulation, Metabolismus, Unklassifiziert). Detailliertere funktionelle Klassifizierung
erfolgte wie in (Biehl er al,, 2005) beschrieben, wobei neuere Datenbankinformationen mit
bertcksichtigt wurden (NCBI, TAIR, Stand: Dezember 2006). Um Gruppen &hnlich
regulierter Gene zu erhalten, wurde anschlief3end Clustering (siehe 2.9.3) durchgefihrt.

2.9.2 Analyse und Interpretation der Daten des Metabolic Profiling

Die Auswertung der Metabolitdaten erfolgte in Excel (Microsoft, 2000) bzw. in R version
2.4.1 (http://R.project.org; R Development Core Team 2006). Pro Lichtbedingung wurden 6
unabhéngige Proben gemessen. Um den Einfluss veranderter Lichtqualitéten zu untersuchen,
wurden die Verhaltnisse aus den Mittelwerten der Lichtwechselvarianten (PSI-11 bzw. PSII-I)
und den Pflanzen unter konstanter Lichtqualitét (PSI bzw. PSII) gebildet. Ob Unterschiede
signifikant waren, wurde statistisch getestet (Student’s ~Test; p < 0.05, n = 3-6), wobel fir
multiples Testen korrigiert wurde (Benjamini und Hochberg 1995).

Metabolite mit ahnlichem Regulationsmuster kdnnen — wie auch Genexpressionsdaten —
durch Clusteralgorithmen gruppiert werden. Um die Regulation der Metabolite unabhéngig
von den Signastérken untereinander vergleichen zu konnen, wurden die Daten zuerst
standardisiert d.h. auf Mittelwert Null und Standardabweichung Eins transformiert (z-
Transformation). Alle Metabolite mit mindestens 3 Messwerten pro Lichtbedingung wurden
berticksichtigt und hierarchisch gruppiert (siehe 2.9.3). Aufgrund fehlender Messwerte
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wurden Glucose-6-Phosphat und Galakturonsaure daher nicht weiter berticksichtigt. Zur
Charakterisierung der Lichtsysteme hinsichtlich der gesamten Metabolite wurde ene
Hauptkomponentenanal yse durchgefiihrt (siehe 2.9.4).

2.9.3 Clusteranalysen

Clustering unterteilt einen Datensatz — nach Ahnlichkeit der Objekte zueinander - in
Untergruppen (Cluster) und ermdglicht es, vorher unbekannte Muster im Datensatz zu finden.
Ahnliche Objekte werden derselben Gruppe zugeordnet, wahrend Objekte aus
unterschiedlichen Gruppen nur geringe Ahnlichkeit besitzen. Die Ahnlichkeit zwischen
Objekten kann mathematisch durch verschiedene Distanzmalie beschrieben werden. In dieser
Arbeit wurden euklidische Distanzen verwendet.

Die Datensédtze des Transkript- und des Metabolitprofilings aus dieser Arbeit wurden mit
Hierarchischem Clustering (HCL) und k-means Clustering untersucht. Hierarchisches
Clustering erzeugt eine ineinander geschachtelte Folge von Clustern, welche graphisch als
Dendrogamm dargestellt werden. k-means Clustering ist eine Methode, bel der keine
hierarchische Struktur zugrunde gelegt wird und die einen Datensatz in eine vorgegebene
Anzahl von Gruppen (k) unterteilt.

Die Anaysen wurden mit der Software TMeV (Verson 3.0.2, (Saeed er al, 2003))
durchgefuihrt. Die Genexpressionsraten (Zeitpunkt vs. Oh) wurden log2-transformiert und
Metabolitdaten z-transformiert (Mittelwert Null, Standardabweichung Eins). Bet HCL wurde
die average linkage-Methode verwendet. Um eine sinnvolle Anzahl von Clustern k beim .-
means Clustering vorgeben zu konnen, wurde von dem k-means-Clustering der
Genexpressionsdaten HCL durchgefihrt.

2.9.4 Hauptkomponentenanalyse

Bel der Hauptkomponentenanalyse (PCA: Principal Component Analysis) wird ein
mehrdimensionaler Datensatz auf deutlich weniger Dimensionen reduziert, welche die
Hauptinformation (Varianz des Datensatzes) enthalten. Fir die Hauptkomponentenanal yse der
Metabolitprofile wurden alle sechs Messungen pro Lichtbedingung untersucht und Metabolite
as Variablen verwendet. Alle Metabolite mit mindestens drei Messwerten pro
Lichtbedingung wurden berticksichtigt, die Werte der Metabolite standardisiert und fehlende
Werte durch Mittelwerte ersetzt. Die Hauptkomponentenanalyse wurde mit SPSS 11.0 (SPSS
Inc., Chicago) durchgefihrt und eine Abb. der ersten drei Hauptkomponenten in
SigmaPlot10.0 (Systat Software GmbH, Erkrath) erstellt.
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2.9.5 Vergleich der zeitig regulierten Gene mit publizierten
Expressionsdatensatzen

Um den Einfluss anderer Signale bzw. Prozesse im verwendeten experimentellen System (2.5;
2.6) abschétzen zu kénnen, wurden die primér regulierten Gene (Tab. 3.2) mit Expressions-
datensétzen publizierter Studien verglichen. Fir den Vergleich mit Genen, die durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) in ihrer Expression reguliert sind, wurden Expressionsdatensétze aus
den in Tab. 2.3 aufgefiihrten Experimenten verwendet. Alle verwendeten Publikationen
beziehen sich auf A. thaliana. Eine detaillierte Beschreibung der Experimente befindet sich in
der Tabellenunterschrift.

ROS Beschreibung Arraytyp®  f.cB  #Gene® Publikation
ROS-Netzwerk: Gene, die ROS-Metabolismus
ROS  kontrollieren ATH1 / 152 Mittler et al., 2004 1

Mutanten mit verringererter Menge an
thylakoidassoziierter Cu/Zn Superoxiddismutase

0O,  (Cu/Zn SOD-knock-down) ATH1 2.0* 777 Rizhky et al., 2003 2
knock-out-Mutanten fir Apx1 unter moderatem
H,0, Starklichtstress ATH1 2.0 843 Davletovaer al., 2005 3
Katal ase-defiziente Pflanzen mit 20% Restaktivitét Vanderauweraet al.
H,0, (CATHP1) und Starklichtbehandlung ATH1 3.0 437 20054
externe Zugabe von 20 mM H2O; zu Arabidopsis- AFGC,
H,O, Zdlkulturen Cyclel 15 175 Desikan et al., 2001
flu-Mutante nach Dunkel-Licht-Shift erzeugt
0, verstarkt 'O, ATH1 25 70 opden Campet al., 2003°
flu-Mutante nach Dunkel-Licht-Shift sowie
ROS  Methylviologenbehandlung ATH1 25 1206 op den Camp et al., 2003°

Tab. 2.3 : Uberblick der zum Vergleich mit ROS-regulierten Genen verwendeten Datensiitze. Fir jedes
Experiment sind das untersuchte ROS, eine kurze Beschreibung des verwendeten Systems und relevante
Parameter der Expressionsanalyse angegeben. O, Superoxidanion; H,O,: Wasserstoffperoxid; 1O,
Singulettsauerstoff. * Der Affymetrix ATH1 Array deckt fast das gesamte Arabidopsis-Genom ab. ® Faktor, um
den betrachtete Gene mindestens reguliert sind. © Anzahl der regulierten Gene. * ein Faktor von 2.0 wurde
eingefihrt.

! Beschreibt ein Netzwerk aus 152 Genen, dass die Menge an ROS streng kontrolliert und damit deren toxische
Wirkung einschrankt, aber gleichzeitig Signalling noch ermdglicht. Die meisten dieser Gene zeigen verénderte
Expression unter verschiedensten Stressbedi ngungen.

2 Der Einfluss von Superoxidradikalen (O,”) wurde bei Mutanten mit verringerter Menge an
thylakoidassoziierter Cu/Zn Superoxiddismutase untersucht, einem Enzym, welches Superoxidradikale in H,O;
umwandelt. Beobachtete Veranderungen im Transkriptprofil der knock-down Mutante im Vergleich zu
Wildtyppflanzen zeigen Ahnlichkeiten zu Stressantworten (Starklicht). Fiir den Vergleich mit den priméar
regulierten Genen wurde bel diesem Datensatz eine Regulation um Faktor > 2.0 betrachtet.

® Ascorbatperoxidasen bauen H.O, ab. Fehlt die zytosolische Ascorbatperoxidasel (Apx1), werden zusitzlich
Schutzmechanismen des Chloroplasten beeintrachtigt und die Menge an H,0, stiegt an. Die Auswirkung der
H >0, Akkumulation auf die Genexpression wurde in krnock-out Mutanten fir Apx1 unter moderatem Lichtstress
untersucht.

* Katalasen — ebenfalls wichtige Enzyme der H,OxEntgiftung — sind v.a. in Peroxisomen lokalisiert. Werden
Katalase-defiziente Pflanzen Starklicht ausgesetzt, akkumulieren sie H,O,. In einem komplexen Experiment
wurden Katalase-defiziente Pflanzen mit 20% Restaktivitdt und Wildtyppflanzen unter Vergleichs- und
Starklichtbedingungen untersucht. Mit diesem Ansatz konnten spezifisch H,O,-regulierte Gene identifiziert
werden. Zum Datenvergleich wurden die 437 H;O.-regulierten Gene aus Suppl. Tables 2B und 2C verwendet.

> Der Einfluss von erhéhten Mengen Singulettsauerstoff, einem plastidenspezifischen ROS, auf die
Genexpression wurde in der flu-Mutante analysiert. Diese Mutante ermdglicht es, Singulettsauerstoff unabhangig
von anderen ROS zu untersuchen. Aus dieser Publikation wurden 2 Datensétze verwendet: (1) spezifisch durch
!0, induzierte Gene (70) sowie (II) Gene, die generell und z.T. unspezifisch auf ROS reagieren (1206);
verflgbar als Suppl. Tables.

38



2 Materia und Methoden

Fir den Vergleich wurden die Daten der Publikationen wie folgt bearbeitet:

Zuerst wurden zuerst bei (Rizhsky et al., 2003), (Davletova et al., 2005) und (Desikan et al.,
2001) den Affymetrix- bzw. EST-Identifiern AGI-Nummern zugeordnet. Bei der Studie von
(Rizhsky et al., 2003) wurden anschlief3end die 777 Gene selektiert, die um Faktor 2.0 oder
mehr reguliert waren. Bei (Davletova et al., 2005) wurde die Reaktion auf moderates
Starklicht zu sieben Zeitpunkten untersucht. Aus den 3915 Genen mit Transkriptveranderung
(online verfugbar as Suppl. Table 6) wurden digjenigen 843 Gene herausgefiltert, bel denen
sich Wildtyp und Mutante zu mindestens einem Zeitpunkt um Faktor > 2.0 in ihrer Expression
unterschieden. Bei (Vanderauwera et al., 2005) und (op den Camp et al, 2003) konnten
Parameter und Teildatensétze direkt verwendet werden (siehe Unterschrift Tabelle 2.3)

Publizierte Experimente, die den Einfluss von Phytochrom auf die Genexpression bei
Arabidopsis untersuchten und aus denen Datensétze verwendet wurden, sind in Tab. 2.4
aufgefuhrt. Flr eine genauere Beschreibung siehe Tabellenunterschrift.

Array /

B c -
Technik A f.c. # Gene Publikation

Einfluss Beschreibung

Lichtpuls mit schwachem Dunkelrotlicht bel WT und

PhyA  phy4-Mutante Dunkelrotlicht (VLFR) FDD* 15 15 Kuno et al., 2000 *
Dauerbestrahlung (5Tage) mit Dunkelrotlicht bei 4
Okotypen von Arabidopsis und einer phyA-Mutante 9.2K EST-

PhyA (HIR) Array 2.0 309  Wanget al., 2002 2

PhyA 45 min Dunkerotlichtbestrahlung WT-Keimlingen ATH1 2.0¢ 122 Dr. Kretsch, AFGN 3

PhyA 4 h Dunkelrotlichtbestrahlung WT-Keimlingen ATH1 2.0* 1345 Dr. Kretsch, AFGN 3
Bestrahlung mit Rotlicht fur 1h bei WT-Keimlingen

PhyB  (LFR) ATH1 2.0 201 Monteer al, 2004 *

Tab. 2.4: Uberblick der verwendeten Datensiitze, um den Einfluss von Phytochrom abzuschitzen. Fir
jedes Experiment sind das hauptséchlich beeinflusste Phytochrom, eine kurze Beschreibung des experimentellen
Aufbaus und relevante Parameter der Expressionsanalyse angegeben. PhyA: Phytochrom A, PhyB: Phytochrom
B; * Fluorescent Differential Display, “ Der Affymetrix ATH1 Array deckt fast das gesamte Arabidopsis-
Genom ab, der 9.2K EST-Array ca. 25%. B Faktor, um den betrachtete Gene mindestens reguliert sind. € Anzahl
der regulierten Gene. * Ein Faktor wurde eingefihrt.

! Untersucht wurde die Reaktion von Wildtyppflanzen und einer PhyA -defizienten Mutante auf eine kurze
Behandlung mit schwachem Dunkelrotlicht bei etiolierten Keimlingen. Um PhyA-regulierte Gene der VLFR
(very low fluence response) zu identifizieren, wurde Fluorescent Differential Display angewandt. Mit den
verwendeten Primer- Kombinationen sollten mehr als 95% aller mMRNAs detektiert werden kdnnen.

2 Veranderungen der Genexpression in Antwort auf Dauerbestrahlung mit Dunkelrotem Licht wurde bei vier
verschiedenen Okotypen von Arabidopsis und Mutanten der phyA-Antwort untersucht, wobei v.a. die HIR
(Hochintensitétsreaktion) analysiert wurde.

® Expressionsdatensitze des AtGenExpress-Projektes des AFGN (drabidopsis Functional Genomic Network).
Die Experimente wurden von Dr. Kretsch (Freiburg) durchgefiihrt. Expressionsprofile von Arabidopsis-
Keimlingen nach 45 min bzw. 4 h Bestrahlung mit Dunkelrotlicht und der zugehorigen Kontrollen wurden
verwendet, um den Einfluss von Phytochrom A abzuschétzen. Erl&uterungen zur Datenquelle und -bearbeitung
siehe unten.

* Untersucht u.a. die friihe Reaktion (innerhalb 1 h) des Transkriptoms auf Bestrahlung mit rotem Dauerlicht.
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Fur den Vergleich wurden die Daten der Publikationen wie folgt bearbeitet:

Bei (Wang et al, 2002) wurden aus Genen, die bei vier verschiedenen Okotypen auf
dunkelrotes Licht reagieren (696 Gene, Gruppe 1B) und aus den Genen, bel denen die
Reaktion auf Dunkelrotlicht in der phyA-Mutante beeintréchtigt ist (441 Gene, Gruppe 2B,
Faktor 2.0) digjenigen Gene herausgefiltert und verwendet, die beide Kriterien erfullen (309
Gene). Expressionsdatensétze der im Rahmen des AtGenExpress-Projektes von Dr. Kretsch
(Freiburg) durchgefihrten Experimente wurden Uber die NASCArray-Plattform
heruntergeladen (http://affymetrix/arabidopsis.info/; Experiment|D:124, MAS5.0-Dateien,
jeweils 3 Replikate). Anschliefend wurden mit Hilfe der Bioconductor Software in R,
Version 2.4.1 (http://www.bioconductor.org/, Gentleman et al, 2004) differenziell
exprimierte Gene identifiziert. Dazu wurden letztendlich Expressionsunterschiede um Faktor
> 2.0 betrachet, wobel Signifikanz unter Verwendung einer p-Wert-Korrektur fir multiples
Testen (Benjamini und Hochberg 1995) geprift wurde (Student’s #-Test, p < 0.05). 112 Gene
erfillen nach 45 min Dunkerotlichtbestrahlung diese Bedingungen; nach 4h sind es 1395
Gene. Das verwendete R-Skript wurde freundlicherweise von Dipl. Biochem. Dorte Radke
(HKI1, Jena) zur Verfligung gestellt.

Bel (Monte ef al., 2004) wurden 201 Gene selektiert, die signifikant um Faktor 2.0 oder mehr
reguliert waren, wenn rotlichtbehandelte WT-Pflanzen mit der Dunkelkontrolle verglichen
wurden.
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2.9.6 Promotoranalysen

Fur die zeitig regulierten Gene des Array-Experimentes (Tab 3.2) wurden Promotorsequenzen
bis 800 bp stangaufwérts des Startkodons Uber die RSA-homepage (van Helden 2003;
http://rsat.ulb.ac.be/rsat/) heruntergeladen, wobei  Uberlappungen mit  Nachbargenen
ausgeschlossen wurden. Die Sequenzen wurden fir jeden der Cluster (Abb. 3.6, Tab. A.1)
innerhalb der zeitig regulierten Gene untersucht.

Um bereits bekannte Moative zu identifizieren, wurden die Promotorsequenzen mittels der
MotifScanner 3.11 Software (Thijs et al., 2002) mit den Datenbanken PlantCARE (Lescot et
al., 2002) und Transfac (Matyset al., 2006) verglichen.

Um Uberreprésentierte Motive zu finden, wurden folgende Programme verwendet:
MotifSampler (Thijs et al., 2002) as Gibbs Sampler und YMF 3.0 (Sinha und Tompa 2003)
as , word-counting” Methode. Gibbs Sampling ist eine auf Wahrscheinlichkeiten basierte
Methode und beruht auf Schétzung der Maximum-Likelihood, wéhrend bei , word-counting*
im Rahmen vorgegebener Parameter die Anzahl éhnlicher Motive ermittelt und ggf. mit der
erwarteten Haufigkeit verglichen wird. Fir jeden Cluster und jede Parameterkombination (2-3
Motive der Lange 6-14 bp, p = 0.3-0.5) wurden 100 Suchlaufe in Motif Sampler durchgefihrt,
daraus die jewells besten 5 Kandidaten mittels MotifRanking extrahiert und diese wieder
untereinander verglichen. Es wurde ein A.thaliana-Hintergrundmodel 3.0Ordnung verwendet
(Thijs et al., 2001). In YMF 3.0 wurde ebenfalls jeder Cluster mit jeweils verschiedenen
Parametern (Lange 6-11bp, gaps 0-5) analysiert. ,FindExplanators Software wurde dann
verwendet, um innerhalb der signifikanten Motive die besten 5 zu ermitteln. Anschlief3end
wurde geprift, ob und welche Information zu den erhaltenen Kandidaten in den Datenbanken
PlantCARE und Transfac vorliegt.

41



2 Materia und Methoden

2.10 Chlorophylifluoreszenzmessungen

Chlorophyllfluoreszenzmessungen konnen Aufschluld Uber Verteilung der absorbierten
Lichtenergie am PSIl auf verschiedene Prozesse (Photochemie, Fluoreszenz, Wéarme-
dissipation) geben. Auch die Effizienz der Photosynthese oder Verdnderungen des
Photosyntheseapparates konnen so ermittelt werden (Maxwell und Johnson 2000;
Pfannschmidt er al., 2001). In-vivo-Chlorophyllfluoreszenzmessungen erfolgten mittels Puls-
Amplituden-Modulation (PAM) nach Bestrahlung mit Lichtpulsen (Mefdicht, aktinisches
Licht und Séttigungspulse). Definierte Fluoreszenzparameter wurden, wie in (Wagner et al.,
2004) beschrieben, ermittelt. Zur Messung wurde eine Kamera mit PAM (FluorCam 700 MF,
Photon Systems Instruments, Brno, Tschechien) verwendet. Alle Messungen fanden bei
Raumtemperatur statt.

Zur Chlorophyllfluoreszenzmessung wurden Pflanzen auf MS-Platten angezogen (2.6) und
nach Akklimation an die verschiedenen Lichtsysteme untersucht. Um Platteneffekte
ausschliefien zu konnen, enthielt jede MS-Plaite zur Halfte Wildtyp- und zur Hélfte
Mutantenpflanzen. Pro Lichtsystem (und Mutantenlinie) wurden 3 Platten gemessen, wobel
jede Platte 8-12 Wildtyppflanzen und 8-12 Mutanten enthielt.

Zuerst wurden Pflanzen (Tab. 2.2) fur 15 min an Dunkelheit adaptiert und die Minimal-
fluoreszenz bel Dunkelheit (Fp) gemessen. Anschlief3end wurde die maximale Fluoreszenz
nach Dunkeladaptation (F,,) mit einem séttigenden Lichtpuls (1600 ms, 2000 UE) bestimmt.
Nach einer kurzen Dunkelperiode von 60 s wurde aktinisches Licht (orange LED, Apa=620
nm) mit einer Intensitét von 90 pPE fur 10 min eingestrahlt und nach Erreichen eines
Gleichgewichtes die Fluoreszenz im Licht (F;) gemessen. Parallel dazu wurde alle 3 min ein
weiterer Sattigungspuls (1600 ms, 2000pE) zur Bestimmung der maximalen Fluoreszenz im
lichtadaptierten Zustand (F,,) abgegeben. Minimalfluoreszenz nach Lichtadaptation (Fy')
wurde im Anschlufd durch 120 s Dunkelheit bestimmt. Die steady-state-Fluoreszenz wurde
wie folgt berechnet: Fs=F-Fy. Eine Akklimation an PSI- oder PSlI-Licht ist durch eine
Veranderung im FS/Fm-Wert charakterisiert (Pfannschmidt er al., 2001; Sherameti et al.,
2002). Des Weiteren wurde u.a. die maximae Quantenausbeute von PSIlI (nach
Dunkeladaptation) F,/Fn=(Fn-F)/Fn (Schreiber et al, 1997; Maxwell und Johnson 2000)
berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der LTR auf der Transkriptebene

Bel der Untersuchung der LTR auf Transkriptebene stand die Dynamik dieses Prozesses im
Vordergrund. Um den Verlauf der LTR zu verstehen, sind besonders friihe Zeitpunkte von
Interesse, da diese fur den weiteren Ablauf der LTR entscheidend sind und direkt durch
photosynthetische Redoxsignale beeinflusst werden. Bisher ist alerdings nicht bekannt,
welche Verénderungen unmittelbar zu Beginn der Langzeitantwort auftreten. Daher sollte hier
der Verlauf der LTR mit besonderem Schwerpunkt auf friihen Zeitpunkten analysiert werden.

Untersuchungen der zentralen (Core)-Proteine von PSI und PSII, die Bestimmung des
Chlorophyll a/b-Verhaltnisses sowie spektroskopische Messungen zeigten, dass die
Anpassung der Photosystemstochiometrie wahrend der LTR relativ langsam verlauft (Kim et
al., 1993; Walters und Horton 1994; Pfannschmidt ez al., 2001). Die Halbwertszeit liegt dabei
bei htheren Pflanzen im Bereich von 12-24 h. Anhand von B-Glucuronidase (GUS)-4ssays
bei transgenen Pflanzen, die ein PC-Promotor::GUS-Konstrukt enthielten, wurden dhnliche
zeitliche Veranderungen beobachtet (Schitze und Pfannschmidt, unveréffentlicht). Zur
Untersuchung friher Veranderungen sind die genannten Ansétze somit eher ungeeignet.

Um zeitige und auch umfassende Verdnderungen zu erfassen, wurden daher
Genexpressionsanalysen mittels Arrays durchgefihrt (2.7.4). Dazu wurde ein Makroarray
verwendet, mit dem die Expression von ca. 3300 Genen analysiert werden kann und der v.a
Kerngene abdeckt, die fur plastidére Proteine kodieren (kernkodiertes Transkriptom des
Chloroplasten) (Kurth et al, 2002; Richly et al., 2003). Diese Vorauswahl der Gene
ermoglicht es, die enge Verknipfung von Chloroplast und Zellkern wahrend der LTR zu
berticksichtigen und den Einfluss retrograde Signale zu erfassen. Die enge Verbindung der
beiden Zelkompartimente ergibt sich ua daraus, dass an Verdnderungen und
Umstrukturierungen im Chloroplasten wahrend der LTR eine Reihe von kernkodierten
Chloroplastenproteinen beteiligt sind. Die Verlasslichkeit des gewahlten Makroarrays wurde
bereits in verschiedenen Studien mit unabhangigen Methoden bestétigt (Kurth e al., 2002;
Bosco et al., 2004; Kubis et al., 2004).

Fur die Analyse der Genexpression wurden hier, ausgehend von Untersuchungen zur
Anpassung der Photosystemstdchiometrie (s.0.), funf Zetpunkte ausgewahlt, die den
zeitlichen Verlauf der LTR abdecken und gleichzeitig eine genaue Anayse friher Zeitpunkte
ermdglichen. Die LTR wurde auf Transkriptebene 30 min, 2 h, 8 h sowie 48 h nach
Erzeugung eines Reduktionssignales im PET (PSI-11-Wechsel) bzw. eines Oxidationssignales
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(PSII-1-Wechsal) untersucht (Abb. 3.1). Die 0 h-Zeitpunkte (vor einem Lichtwechsel) dienten
dabel as Referenz. Der erhaltenen Datensatz der Expressionsprofile ist in der GEO-
Datenbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/) unter dem Zugangscode GSE9235 dffentlich

zuganglich.
Reduktionssignal Abb. 3.1: Experimenteller Ansatz zur
PSI-Licht PSIiLicht Untersuchung des zeitlichen Verlaufes der
A Langzeitantwort. 3 Wochen alte Arabidopsis-
KII\\ ‘ Pflanzen wurden 3 Tage entweder in PSI-Licht
oder PSII-Licht vorakklimatisiert und in das
jeweils andere Lichtsystem umgestellt, um ein
0 05 2 8 48 deutliches Reduktions- (A) bzw.
Oxidationssignal (B) im photosynthetischen
L . Elektronentransport  zu  erzeugen.  Die
Oxidationssignal Akklimationsreaktionen in Antwort auf diese
PSilLicht \ PSI-Licht Redoxsignale wurden nach 0.5, 2, 8 und 48 h
B K 1 untersucht. Der O h-Zeitpunkt (vor dem
'\l\ Umstellen) diente dabei als Kontrolle.

0 05 2 8 48
Zeit [h]

Zur Anayse der Expressionsdaten wurde zunéchst der gesamte Datensatz betrachtet, um
diesen auf algemeine Muster hin zu untersuchen. Danach wurden Teile des
Gesamtdatensatzes, v.a. Expressionsprofile friher Zeitpunkte, ausgewdahlt und von diesen
wiederum weitere Untergruppen genauer untersucht.

Diese Herangehensweise (top-down approach) ermoglicht es, die Daten auf verschiedenen
Skalen zu analysieren und ggf. Regulationsmechanismen, die auf verschiedenen Ebenen
stattfinden, zu erfassen. Die Strategie der Datenanalyseist in Abb. 3.2 dargestellt.

] Es sollte u.a. untersucht werden,
Array Analyse
e : welche Gene reagieren, wie
g Aligemeine schnell die Regulation erfolgt und
_g Antwort . . .
£ I I ob en Reduktions und en
[49]
g ' l ' Oxidationssignal  ent
8 g gegengesetzt
G & Funkti - — . - .
enegrupggn lons Geschwindigkeit Reversibilitét wirken. Ausgehend davon wurde
- ‘ anschlieRend ein Teildatensatz zur
N Friihe Gene detaillierteren Analyse ausgewahlt.
©
2 | |
% ' |
E Funktions- Regulations-
L] gruppen muster

Abb. 3.2: Strategie zur Analyse der Expressionsprofile.
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3.1.1 Uberblick iiber den zeitlichen Verlauf der Akklimationsreaktion auf
Transkriptebene: Transcript Profiling

Der zeitliche Verlauf der Akklimation auf Transkriptebene nach einem Reduktions- bzw.
Oxidationssignal ist in Abb. 3.3 dargestellt. Nur Gene, die sich in ihrer Expression signifikant
von der Referenz (Zeitpunkt Oh vor dem Lichtwechsel) unterscheiden (2.7.4), wurden
betrachtet.

2500

Q

A § Edm”" PSHHI - Abb. 3.3: Anzahl der signifikant regulierten Gene
5 2000 1 = im Verlauf der Akklimation nach einem
5 00 Reduktions- bzw. Oxidationssignal. Unterschiede
3 in der Expression nach einem photosynthetischen
S o0 Redoxsignal wurden bei Arabidopsis mit einem
3 GST-Array untersucht. Gene mit signifikantem
] 90 Unterschied in der Expression sind aufgefuhrt (Z-
g ] Test, p < 0.05, n = 4-6, FDR-Korrektur). Induzierte
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8 100 |12ur PSIH
g
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g
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<l B |
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Bei beiden Experimenten reagierten die ersten Gene innerhalb von 30 min mit signifikanter
Veranderung der Transkriptmenge (Z-Test, p < 0.05). Das deutet auf eine schnelle
Ubertragung der untersuchten photosynthetischen Redoxsignal e aus dem Chloroplasten in den
Zellkern hin.

30 min nach Erzeugung des Reduktionssignals (Abb. 3.3A) zeigten 1039 Gene signifikante
Expressionsénderungen, wobel die meisten davon reprimiert wurden (~ 76%). Das
Expressionsprofil 2 h nach einem Reduktionssignal war dem des 30 min-Zeitpunktes dhnlich,
wobei die Anzahl der induzierten Gene anstieg (von ca. 250 auf 430) und die Anzahl der
reprimierten Gene abfiel (von 790 auf 540). Ein weiterer Rickgang in der Anzahl der
reprimierten Gene trat nach 8 h auf (120 von 600). Ein deutlich anderes Expressionsprofil
zeigte sich schliefdlich nach 48 h. Es spiegelte den Endzeitpunkt der Akklimationsanwort auf
ein Reduktionssignal wider, da bereits auf physiologischer Ebene gezeigt wurde, dass nach
48h die LTR weitestgehend abgeschlossen ist (Kim et al., 1993; Pfannschmidt et al., 2001).
Zum 48 h-Zeitpunkt wurden 1840 reprimierte und 267 induzierte Gene detektiert.

Anders as bel der Reaktion auf ein Reduktionssignal reagierten nur 190 Gene innerhalb von
30 min auf ein Oxidationssignal (Abb. 3.3B), wobei die meisten davon reprimiert wurden. Die
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Anzahl der signifikant regulierten Gene stieg auch 2 h nach einem Oxidationssignal nur leicht
an (269 Gene). Nach 8 h allerdings zeigten viele Gene eine verénderte Expression, wobei vor
allem die Anzahl der reprimierten Gene erheblich zunahm (1862 vs. 99 bei 2 h). Zum 48 h-
Zeitpunkt Uberwogen induzierte Gene (840). Das Expressionsprofil zu diesem Zeitpunkt
reprasentierte den Endzustand der Akklimation an ein Oxidationssignal.

Wahrend bei der Akklimation auf ein Reduktionssignal regulierte Gene vorwiegend
reprimiert waren, Uberwogen bei der Reaktion auf ein Oxidationssignal (den 8 h-Zeitpunkt
ausgenommen) eher induzierte Gene.

Um einen detallietteren Uberblick (ber die Regulation zu erhalten, wurden die
Expressionsdaten mit Hilfe der Software MapMan (Version 2.0.0; Thimm et al., 2004; Usadel
et al., 2005) genauer untersucht und alle Gene funktionellen Gruppen zugeordnet. Die dabei
verwendeten 35 funktionellen Kategorien sind bel (Thimm et al., 2004) genauer beschrieben
und umfassen bspw. Photosynthese, Transport, Signalling, Stress sowie verschiedene
metabolische Funktionsgruppen.

Bei der genaueren Analyse der Expressionsdaten wurde deutlich, dass es meist nicht dieselben
Gene waren, die auf ein Reduktions- bzw. auf ein Oxidationssignal reagierten (als ein Bsp.
siehe Abb. 3.4). Bei der Akklimation nach einem Reduktions- bzw. Oxidationssignal handelt
es sich daher vermutlich um unterschiedliche Reaktionen, an denen auch verschiedene
Prozesse beteiligt sind.

Da die Langzeitantwort durch Umstrukturierung des Photosyntheseapparates charakterisiert
ist, wurde angenommen, dass Photosynthesegene wéhrend der LTR spezifisch kontrolliert
werden (Pfannschmidt ez al., 2001b). Um das zu Uberprifen und mogliche weitere
Zusammenhange aufzudecken, wurde fir jede einzelne funktionelle Gruppe (s.0.) zu jeden
Zeitpunkt getestet, ob sie sich hinsichtlich ihrer Expressionswerte von der Gesamtheit aler
anderen Funktionsgruppen unterschied (Wilcoxon Rangsummentest, p-Wert-Korrektur nach
Benjamini und Hochberg). Der Test zeigte, dass Photosynthesegene die einzige Kategorie
darstellten, die sich signifikant in ihrer Expression von alen anderen Gruppen unterschied (p
< 0.05, Tab. 3.1). Photosynthesegene, as Gesamtgruppe betrachtet, zeigten somit eine andere
Regulation as alle anderen mit dem Array untersuchten Gene. Dieses Ergebnis wurde fir den
30 min-Zeitpunkt nach Erzeugung eines Oxidationssignales, vor allem aber zu spéteren
Zeitpunkten bel beiden Akklimationsreaktionen (nach einem Oxidations- und nach einem
Reduktionssignal) erhalten (Tab. 3.1). Die beobachtete spezifische Regulation der
Photosynthesegene bestétigt damit eindeutig die oben getroffene Annahme.
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Experiment Zeitpunkt n p-Wert*
PSI-II 0.5h 102 5.00E-02

2h 102 1.33E-06

8h 102 2.62E-06

48h 100 9.30E-07

PSII-| 0.5h 100 1.00E-20

2h 102 8.00E-02

8h 101 7.15E-03

48h 101 1.42E-13

Tab. 3.1: Vergleich des Expressionsverhaltens von Photosynthesegenen mit dem der Gene aller anderen
Funktionsgruppen. Zu alen untersuchten Zeitpunkten wurden Expressionsprofile mit einem GST-Array
erstellt. Mit dem Wilcoxon Rangsummentest (MapMan Software, Version 2.0.0) wurde zu jedem Zeitpunkt fur
jede Gruppe funktionell dhnlicher Gene Uberprift, ob diese sich signifikant von allen anderen verbliebenen
Funktionsgruppen unterschied. Das traf einzig bei der Gruppe der hier aufgefihrten Photosynthesegene bei
einigen Zeitpunkten zu (p < 0.05 fett hervorgehoben). n: Anzahl der berticksichtigten Photosynthesegene, * unter
Verwendung einer Korrektur fir multiples Testen nach Benjamini und Hochberg 1995.

Weiterhin wurden die Expressionsprofile nach Zuordnung der Gene zu funktionellen Gruppen
graphisch dargestellt. Am Beispiel der 48 h - Zeitpunkte sind die Genexpressionsanderungen
(durch einen Farbcode wiedergegeben) in einem Uberblickschema des pflanzlichen
Stoffwechsels in Abb. 3.4 veranschaulicht. Dieser Zeitpunkt wurde gewahlt, da es sich um
den Endpunkt der untersuchten Kinetik handelt und im Vergleich zur Referenz (0 h) viele
Gene Veranderungen in  ihrer Expresson zeigten. Wie erwartet, wurden
Genexpressionsdnderungen bei einer Reihe von Photosynthesegenen beobachtet (Abb. 3.4:
Lichtreaktionen, Calvinzyklus). Interessanter Weise wurden auf3erdem Gene verschiedenster
weiterer Funktionsgruppen reguliert. Diese weiteren Funktionsgruppen betrafen u.a
Aminosdure-, Nukleotid- und Lipidstoffwechsel. Damit wurden umfassende Verénderungen
auf der Ebene der Genexpression, die nicht nur auf Photosynthesegene beschrankt waren,
beobachtet, was auf komplexe Regulationsmechanismen wahrend der LTR hindeutet.

Abb. 3.4 (umseitig): Akklimationsantwort auf Transkriptebene 48 h nach Verinderung der Lichtqualitiit.
A: Wechsel von PSI- nach PSII-Licht. B: Lichtwechsel von PSII- nach PSI-Licht. Expression Profiling erfolgte
mit einem GST-Array. Genexpressionsanderungen d.h. Verhdltnisse der Signale 48h nach Wechsel der
Lichtqualitét im Vergleich zur Oh-Referenz ohne Lichtwechsel sind (als log2-transformierte Verhaltnisse)
graphisch dargestellt. Rote Quadrate bedeuten Anstieg der Transkriptmenge, grin steht fir Herunterregulation.
Zur Veranschaulichung sind die Daten nach funktionellen Gruppen sortiert in einem Uberblickschema des
pflanzlichen Stoffwechsels dargestellt. Dazu wurde die Software MapMan (Version 2.0.0) verwendet. Da sich
die Farbskala auf log,-transformierte Werte bezieht, bedeuten blasse Farben halbe bzw. doppelte Expression;
Farbséttigung steht fiir Expressionsdnderung um Faktor > 4.
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3 Ergebnisse

3.1.2 Identifikation, funktionelle Zuordnung und Regulation von primar
regulierten Genen

Betrachtet man den Verlauf der Akklimationsreaktionen, so zeigen die Expressionsprofile,
dass verschiedene Gene unterschiedlich schnell reagieren. Anderungen in der Genexpression
traten zeitig, zu mittleren Zeitpunkten oder erst am Ende der Akklimation auf. Gene, bel
denen die Expressionsdnderungen zu Beginn der LTR auftraten, kdnnten direkt durch
photosynthetische Redoxsignale reguliert sein. Um mogliche primére Targets der
Redoxsignale zu identifizieren, wurden daher die Expressionsprofile der 30 min-Zeitpunkte
genauer untersucht. Schnell und deutlich regulierte Gene wurden dabei nach folgenden
Kriterien ausgewahit:

(1) signifikante Anderung der Transkriptmenge um Faktor 2.5 oder mehr im Vergleich zur
Referenz (Oh).

(2) Detektierbarkeit des Transkriptes zu allen Zeitpunkten

Nach einem Wechsel von PSI- nach PSII-Licht erflllten 45 Gene diese Kriterien; nach einem
PSII-I-Lichtwechsel wurden 60 Gene selektiert. Diese Gene sind in Tabelle 3.2 aufgefihrt
und werden im Folgenden als ,, primér regulierte Gene" oder kurz ,, PRGS"* bezeichnet.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten somit erstmalig 105 Gene identifiziert werden, die wahrend
der LTR schnell und deutlich reguliert waren und damit mogliche direkte Zielgene
photosynthetischer Redoxsignale darstellen.

ATG? Expression® Annotation funktionelle K lassifizierung
PSI-1I
Metabolism / Structure
At3g17670 0.19 ferredoxin-related protein photosynthesis
At3g43610 0.40 tubulin family protein cell organization
Atlg73110 2.55 putative RuBisCO activase photosynthesis
At4g26220 272 caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase like (CCoAMT) secondary metabolism
cofactor of nitrate reductase and xanthine dehadrogenease
At1g01290 2.75 3 (CNX3) secondary metabolism
At4g20930 313 3-ydroxyisobutyrate dehydrogenase, putative amino acid metabolism
Regulation
At4gl7740 0.27 putative PSII D1 protein processing enzyme photosynthesis
At1g07460 0.29 putative lectin sensing, signalling, communication
At1g08540 0.29 sigma factor (SIGB) transcription
At2g47730 0.36 glutathione S-transferase 6 (GST6) stress response
At3g23230 0.37 ethylene responsive factor family protein transcription
At2g17840 0.38 early-responsive to dehydration (ERD7) stress response
At2g42300 0.39 basic helix-loop-helix (bHLH) family protein transcription
At5g20730 251 auxin-responsive factor (ARF7) transcription
At5g14580 259 putative polyribonucleotide nucleotidyltransferase RNA metabolism
At4g07990 2.59 DNAJprotein stress response
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ATG" Expression” Annotation funktionelle K lassifizierung
At2904240 2.68 RING-zinc finger protein sensing, signalling, communication
Atl1g68725 2.80 rabinogalactan-protein 19 (AGP19) sensing, signalling, communication
At5g17820 291 peroxidase (ATP13) stress response
At2g40380 292 prenylated rab acceptor (PRA1) family protein sensing, signalling, communication
At4g11230 324 respiratory burst oxidase homolog F - like protein stress response
At2g14890 353 arabinogal actan protein (AGP9) sensing, signalling, communication
At4g29060 3.60 elongation factor Ts family protein protein synthesis
At5047610 3.88 zinc finger (C3HC4-type RING finger) family protein sensing, signalling, communication

Unclassified
At4g03530 0.29 putative reverse transcriptase unclassified
At2g15890 0.30 expressed protein unclassified
Atl1g67400 0.32 phagocytosis related, putative unclassified
At4g31510 0.32 expressed protein unclassified
At4g31930 0.32 MAM33 family protein unclassified
At4g22650 0.33 hypothetical protein unclassified
At3g57280 0.33 expressed protein unclassified
At2g29670 0.34 expressed protein unclassified
At5g32490 0.34 hypothetical protein unclassified
At1g18290 0.35 hypothetical protein unclassified
At4g35170 0.35 hypothetical protein unclassified
At4g38150 0.37 PPR repeat-containing protein unclassified
At2g36050 0.39 ovate protein-related unclassified
At2g16460 259 expressed protein unclassified
At4g39690 2.63 expressed protein unclassified
At3g50140 2.82 unknown protein unclassified
Atlg74220 2.98 expressed protein unclassified
At4g01650 3.83 putative lipid transport protein unclassified
At2g41040 391 methyltransferase related unclassified
At1g51350 4.84 armadillo/beta- catenin repeat family protein unclassified
At1g05130 5.20 expressed protein unclassified
ATG? Expression® Annotation funktionelle Klassifizierung
PSII-I
Metabolismus/ Structure
At2g37250 0.10 adenylate kinase family protein nucleotide metabolism
At1g69200 0.11 b3 pfkB-type carbohydrate kinase family protein carbohydrate metabolism
At4g12060 0.14 Clp amino terminal domain-containing protein protein metabolism
At5g13550 0.19 sulfate transporter 4.1 transport
At3g58990 0.19 aconitase domain-containing protein amino acid metabolism
At1g32220 0.20 expressed protein carbohydrate metabolism
At1g14230 0.20 nucleoside phosphatase family protein nucleotide metabolism
At2g27810 0.20 nucleobase-ascorbate transporter 12 (NAT12) transport
At3g55800 0.21 sedoheptul ose-1,7 -bi sphosphatase (SBPase) photosynthesis
At3g01180 0.22 starch synthase gene (STS2) carbohydrate metabolism
At4g18180 0.23 polygal acturonase (pectinase) family protein cell wall
At4g32540 0.25 flavin-containing monooxygenase (Y UCCA) hormon metabolism
At2g23800 0.27 geranylgeranyl pyrophosphate synthase secondary metabolism
At2g44800 0.30 oxidoreductase, 20G-Fe(I1) oxygenase family protein secondary metabolism
At1g03600 0.31 photosystem Il family protein photosynthesis
At1916250 0.34 kelch repest-containing F-box family protein protein metabolism
At5g10100 0.37 putative trehal ose-6-phosphate phosphatase carbohydrate metabolism
At2g23890 0.37 5' nucleotidase family protein nuclectide metabolism
At1g54630 0.38 acyl carrier protein 3 (ACP3) lipid metabolism
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ATG" Expression® Annotation funktionelle K lassifizierung
At2g29650 0.40 putative, inorganic phosphate transporter transport
At3g60750 0.40 transketolase photosynthesis/carbohydrate met.
At2g06520 251 photosystem |l subunit X photosynthesis
At4g25720 2.60 glutamine cyclotransferase family protein protein metabolism
At3g11670 2.76 digalactosyldiacylglycerol synthase 1 (DGD1) lipid metabolism
At3g12120 2.84 fatty acid desaturase 2 (FAD2) lipid metabolism
At4g25970 324 phosphatidylserine decarboxylase 3 (PSD3) lipid metabolism
At2g17120 4.00 peptidoglycan-binding LysM domain-containing protein cell wall
At5g38420 4.39 RuBisCO small subunit 2B photosynthesis
At3g56940 5.09 dicarboxylate diiron protein (Crdl) tetrapyrrol metabolism

Regulation
At1g80740 0.29 chromomethylase 1 (CMT1) transcription
At3g54660 0.29 gluthatione reductase stress response
At2g36480 0.31 zinc finger (C2H2-type) family protein transcription
At2902070 0.31 zinc finger (C2H2 type) family protein transcription
At4933500 0.31 protein phosphatase type 2C protein modification
At5g57180 0.32 chloroplast import apparathus 2 (CIA2) transcription
At4g23150 0.35 protein kinase protein modification
At1g26970 0.36 protein kinase protein modification
At4g39710 0.37 putative immunophilin protein modification
At2g29100 0.37 glutamate receptor family protein (GLR2.9) sensing, signalling, communication
At2g37060 0.37 putative CCAAT-box binding transcription factor transcription
At1g64890 0.38 integral membrane transporter family protein transport
At4903260 0.38 leucinerich repeat family protein protein modification
At5907770 251 FH2 domain-containing protein sensing, signalling, communication
At1g12090 3.65 extensin-like protein protein modification
Unclassified

At1g24350 0.22 expressed protein unclassified
At4g04430 0.23 CACTA-ike transposase family unclassified
At2g16270 0.26 expressed protein unclassified
At2g29670 0.27 expressed protein unclassified
At5g58930 0.30 expressed protein unclassified
At4g09970 0.32 expressed protein unclassified
At2g34700 0.36 pollen oleosin and extensin family protein unclassified
Atlg41670 0.36 hypthetical protein unclassified
At5g07540 0.36 glycinerich protein 16 (GRP16) unclassified
At3g52550 0.38 hypothetical protein unclassified
At1g67460 0.38 expressed protein unclassified
At2g01580 0.38 expressed protein unclassified
At4g11910 0.39 expressed protein unclassified
At5g23060 0.39 expressed protein unclassified
At4g16080 0.40 hypothetical protein unclassified
At4g10810 2.49 expressed protein unclassified

Tab. 3.2: Primir regulierte Gene (PRGs) wihrend der LTR. Expressionsprofile 30 min nach dem
Reduktionssignal (PSI-I11) bzw. dem Oxidationssignal (PSII-1) wurden analysiert. Aufgelistet sind die Gene,
deren Expression sich zu diesem Zeitpunkt um Faktor > 2.5 éndert und deren Transkripte Uber den Verlauf der
Akklimation detektiert wurden. Die funktionelle Klassifizierung erfolgte wie in Biehl er al., 2005 beschrieben,
wobel neuere Datenbankinformationen (NCBI, TAIR, Stand Febr. 2007) beriicksichtigt wurden. * AGI
Accession number. B Verhdltnis der Genexpresson 30 min nach Lichtwechsel im Vergleich zur
Referenzbedingung.
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Anschlief3end wurde die Funktion der primér regulierten Gene (Tab. 3.2) genauer betrachtet.
Die Zuordnung zu funktionellen Gruppen ist in Tab. 3.2 aufgefuhrt und in Abb. 3.5 graphisch
dargestellt.

Knapp die Héfte der nach einem PSI-11-Lichtwechsel selektierten Gene (47%) ist bisher nicht
klassifiziert. Innerhalb der klassifizierten Gene wurde die Mehrheit (83%) regulatorischen
Funktionsklassen zugeordnet. Produkte dieser Gene sind vor allem an Sensing und Signalling,
an Stressantworten oder an der Regulation der Transkription beteiligt. Nur ca. 13% der PSI-11-
Gene kodierten fur Proteine mit metabolischen Funktionen (Abb. 3.5A).

Im Gegensatz dazu konnten die meisten der nach einem PSII-I-Lichtwechsel selektierten
Gene laut Datenbankinformationen metabolischen Funktionsklassen zugeordnet werden
(48%). Sie kodieren fur Proteine mit unterschiedlichsten Funktionen, die vor alem bei der
Photosynthese, dem Kohlenhydratmetabolismus sowie dem Fett- und Sekundérstoffwechsel
eine Rolle spielen. Regulatorischen Funktionsgruppen wurden ca. 25% der Gene zugeordnet,
wobei hier Proteinmodifikation und Regulation der Transkription Uberwogen (73% der Gene
regulatorischer Funktionsklassen). Gene der Funktionsgruppen Signalling und Stressantwort
waren kaum vertreten. Etwa 27% der frihen PSII-I Gene sind bis jetzt nicht klassifiziert
(Abb. 3.5B).

Zusammenfassend ergibt sich, dass nach einem Wechsel von PSI- nach PSII-Licht vor allem
Gene reguliert sind, die fir Proteine mit regulatorischer Funktion kodieren. Auf einen PSI|-1-
Lichtwechsel reagieren dagegen Uberwiegend Gene, die metabolischen Funktionsklassen

zugeordnet sind.
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Abb. 3.5: Funktionelle Klassifizierung der primir regulierten Gene. Gene mit mindestens 2.5-facher
Regulation (Tab. 3.2) wurden einer von drei Ubergeordneten Kategorien (Regulation, Metabolismus/Struktur und
Unklassifiziert) zugeordnet und fur den Wechsel von PSI- nach PSII-Licht (PSI-11) sowie den entgegengesetzten
Lichtwechsel (PSII-1) im Tortendiagramm dargestellt. Die Aufteilung der Genfunktionen auf detaillierte
Funktionsklassen innerhalb der Kategorien Regulation und Metabolismus ist im farbigen Balken im rechten Tell
der Abb. veranschaulicht (jeder Balken entspricht 100%).

Nachdem 105 Gene verschiedener Funktionsklassen as ,, primér regulierte Gene" identifiziert
werden konnten, wurde nun untersucht, inwiefern diese Gene wéahrend der LTR zueinander in
Beziehung stehen. Anhand der Daten des Transcript Profiling war es moglich, dieser Frage
nachzugehen und das Expressionsverhaten der PRGs im gesamten zeitlichen Verlauf der
LTR zu betrachten. Zeigen verschiedene Gene ein dhnliches Expressionsverhalten, kann das
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auf Koregulation und eine funktionelle Verbindung dieser Gene hindeuten (guilt-by-
association, D'Haeseleer et al., 2000; Quackenbush 2003). Dagegen kénnen abweichende
Expressionsmuster unterschiedliche Regulationsmechanismen oder die Betelligung der
Genprodukte an verschiedenen Prozessen in der Zelle widerspiegeln.

Mit Hilfe eines Clusteralgorithmus wurden die PRGs in Gruppen &hnlich regulierter Gene
unterteilt. Hier wurde k-means-Clustering verwendet, da keine hierarchische Struktur
angenommen wurde (2.9.3). Die erhaltenen strukturellen Gruppen sind in Abb. 3.6 dargestel It
und die Zuordnung der Gene zu den einzelnen Clusternist in Tab. A.1 angegeben.

Nach einem Wechsel von PSI- nach PSII-Licht (Reduktionssignal) konnten drei deutliche
Cluster unterschieden werden, die sich durch Reprimierung der Expression (Clusterl),
Induktion (Cluster2) und gemischte Regulation (Cluster3) auszeichnen (Abb. 3.6A). Nach
einem PSlI-I-Lichtwechsel (Oxidationssignal) wurden vier Gruppen unterschieden, die
ebenfals durch Reprimierung (Clusterl), Induktion (Cluster2) und gemischte Regulation
(Cluster3&4) charakterisiert sind (Abb. 3.6B). Allerdings folgte bei diesem Lichtwechsel
(anders als bei dem PSI-11-Wechsel) direkt nach der Reprimierung bzw. Induktion wieder ein
Anstieg bzw. eine Abnahme der Transkriptmenge.

Wird die funktionelle Klassifizierung der Gene in den einzelnen Clustern betrachtet (Tab. 3.2,
Tab. A.1), so zeigt sich, dass keiner der Cluster eindeutig durch Gene einer einzelnen
Funktionsklasse dominiert oder charakterisiert ist. Damit konnte fur keinen der Cluster eine
eindeutige V erbindung zwischen Expressionsmuster und Funktion der kodierten Genprodukte
(funktionelle Klassifi zierung) hergestellt werden.
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Abb. 3.6: Regulationsmuster innerhalb der friih regulierten Gene. Die Unterteilung in Gruppen &hnlich
regulierter Gene erfolgte mittels k-means-Clustering. Nach einem PSI-11-Lichtwechsel wurden drei und nach
dem PSII-I-Lichtwechsel vier deutliche Gruppen unterschieden. Fir jeden Cluster ist der zeitliche Verlauf der
Akklimation dargestellt. Der mittlere Expressionsverlauf der Gene eines Clusters (Centroid) ist rosa
wiedergegeben. Positive Werte stehen fir Hoch-, negative Werte fur Herunterregulation, wobei ein Teilstrich
doppelte bzw. halbe Expression bedeutet.

3.1.3 Vergleich der primar regulierten Gene mit Expressionsdatensatzen
anderer Experimente

Zur Untersuchung der LTR wurden in dieser Arbeit Lichtquellen verschiedener Qualitét
verwendet (PSI- und PSII-Licht) und die Akklimationsreaktionen nach einem Wechsel von
PSI- nach PSII-Licht bzw. eéinem |1-1-Wechsel analysiert (2.5). Bei der Akklimation an eine
verdnderte Lichtqualitét konnen alerdings auch Uberlappungen mit anderen lichtabhangigen
Prozessen bzw. Interaktionen photosynthetischer Redoxsignale mit anderen Signalwegen
auftreten. Da sich die verwendeten Lichtquellen in ihrem Dunkelrotlichtanteil unterscheiden
(Abb. 2.1), konnten beispielsweise auch Phytochrom-vermittelte Antworten eine Rolle
spielen.  Weiterhin  kénnten reaktive Sauerstoffspezies (ROS), welche u.U. be
Umweltveranderungen verstéarkt erzeugt werden, auch bel einer Verénderung der Lichtqualitét
verstarkt gebildet werden.

Dass auch be Photorezeptormutanten eine LTR stattfindet, und damit funktionelle
Photorezeptoren fir die LTR nicht erforderlich sind, wurde mit Fluoreszenzmessungen
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gezeigt (Fey et al., 2005). Weiterhin gibt der Redoxzustand des Antioxidanz Gluthation
keinen Hinwels auf einem erhohten Gehalt an ROS nach Ablauf der LTR (Fey et al., 2005).
Allerdings stellen photosynthetische Redoxsignale, Photorezeptoren und ROS Teile eines
Signalnetzwerkes dar, bei dem Uberlappungen der Signalwege und der vermittelten
Antworten auftreten konnen. Ob und in welchem Umfang solche Uberlappungen wihrend der
LTR auftreten und wie sich diese auf die Ebene der Genexpression auswirken, ist bisher nicht
bekannt. Um das zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit ein neuer Ansatz verwendet. Dabei
wurden Expressionsdaten dieser Arbeit umfangreich mit Array-Daten aus Studien verglichen,
die den Einfluss von Phytochrom (Phy) oder ROS untersuchen. Falls wahrend der
Akklimation an eine verénderte Lichtqualité auch andere Einflisse (z.B. Phy, ROS) eine
Rolle spielen, missten diese Einflisse eine ,Signatur® in den Expressionsprofilen
hinterlassen, die nach einem Lichtwechse erstellt wurden. Das heildt, Gene, die durch
Phytochrome oder ROS reguliert werden, muissten auch wdahrend der
Lichtqualitétsakklimation Veradnderungen in der Genexpression aufweisen. Die Anzahl der
Gene, die sowohl nach Veranderung der Lichtqualitdt als auch bei ROS- bzw. Phy-
Experimenten reguliert werden (Uberlappende Gene), vermittelt einen Eindruck, wie stark
sich die verschiedenen Prozesse Uberlappen. Der hier durchgefiihrte Vergleich ist, da er auf
Transkriptdaten beruht, sehr sensitiv und ermdglicht es, Einflisse von ROS und Phy auch
dann zu detektieren, wenn diese auf physiologischer Ebene noch nicht nachwei sbar sind.

Fur den Vergleich wurden die primér regulierten Gene (PRGs, Tab. 3.2) aus dieser Arbeit
herangezogen, da hier am ehesten Uberlappungen zu erwarten sind. Des Weiteren wurden
verschiedene Array-Datensétze verwendet, die den Einfluss von ROS bzw. Phy
widerspiegeln. Dabei wurden v.a. solche Datensdtze ausgewdhlt, die mdglichst das gesamte
Arabidopsis-Genom abdecken (z.B. ATH1-4rray). Falls nétig, wurden die Datensétze vor
dem Vergleich bearbeitet (sehe 2.9.5). Um die Ergebnisse abzusichern und individuelle
Unterschiede im jeweiligen experimentellen Aufbau nicht zu stark zu gewichten, wurden
insgesamt 12 Datensétze verwendet.

Sechs Studien, die den Einfluss reaktiver Sauerstoffspezies wie Wasserstoffperoxid,
Superoxidanionen oder Singulettsauerstoff auf das Transkriptom von A. thaliana
untersuchten, wurden berticksichtigt (Desikan et al., 2001; op den Camp et al., 2003; Rizhsky
et al., 2003; Mittler et al., 2004; Davletovaet al., 2005; Vanderauwera et al., 2005). Fur eine
genauere Beschreibung der Datensétze und Publikationen siehe 2.9.5. Der Vergleich erbrachte
keine oder nur wenige Ubereinstimmungen mit den primér regulierten Genen (Abb. 3.7A).
Verschiedene Experimente, die den Einfluss von Photorezeptoren wie beispielsweise
Phytochrom A oder B auf die Genexpression untersuchten, wurden ebenfalls zum Vergleich
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herangezogen (Kuno et al., 2000; Wang et al., 2002; Monte et al., 2004; Kretsch 2005). Fur
eine genauere Beschreibung der Datensdtze und Publikationen siehe 2.9.5. Wiederum
erbrachte der Vergleich keine oder nur wenige Ubereinstimmungen mit den primér regulierten
Genen (Abb. 3.7B).

Daraus ist zu schlieRRen, dass die Uberlappung von PRGs mit Genen, die durch ROS bzw.
Phytochrome reguliert wurden, nur gering ist. Bel den Genen, die im verwendeten
experimentellen System schnell und deutlich auf eine Verdnderung der Lichtqualitét
reagierten (PRGs), wurde somit keine oder nur eine schwache ,Signatur reaktiver
Sauerstoffspezies oder von Phytochromen detektiert.

Das verdeutlicht, dass die in dieser Arbeit untersuchten Akklimationsantworten elgenstandige
Reaktionen darstellen und unabhangig von Phy- oder ROS-vermittelten Prozessen ablaufen.

A
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Abb. 3.7: Vergleich frither redox-regulierter Gene (PRGs) mit Trankriptomdaten aus ROS- &
Phytochromexperimenten. Die primér regulierte Gene aus dieser Studie (grau) wurden mit Expressionsprofilen
aus ROS-Experimenten (A) und Phytochromexperimenten (B) verglichen. Verwendete Publikationen und
Datensétze sind unter 2.9.5 genauer beschrieben.

A: Farbig dargestellt ist die Anzahl der Gene, die sowohl auf photosynthetische Redoxsignale as auch auf ROS
reagieren. Zahlen stehen fir die verwendeten Vergleichsdatensitze bzw. Publikationen. 1: Mittler et al., 2004;
2: Rizhky et al., 2003; 3: Davletova et al., 2005; 4: Vanderauwera et al., 2005; 5: Desikan et al., 2001 ; 6 und 7:
Op den Camp et al., 2003.

B: Gene, die sowohl auf photosynthetische Redoxsignale als auch bei Phytochromexperimenten reagieren, sind
farbig dargestellt. Zahlen stehen fur die verwendeten Vergleichsdatensdtze bzw. Publikationen. 1: Kuno et al.,
2000; 2: Wang et al., 2002; 3: Kretsch, AFGN 45 min; 4: Kretsch, AFGN 4 h; 5: Monte et al., 2004.
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3.1.4 In silico-Promotoranalyse der primar regulierten Gene

Der Mechanismus, Uber den photosynthetische Redoxsignale aus dem Chloroplasten in den
Zellkern Ubertragen werden und dort die Expression von Kerngenen wahrend der LTR
regulieren, ist bisher weitgehend unbekannt. Um mogliche Regulationsmechanismen zu
verstehen, wurden die Promotorbereiche der PRGs genauer betrachtet. Da die Transkription
eines Genes u.a. Uber cis-Elemente im Promotor reguliert wird, konnten die PRGs durch
spezifische Motive (,, redox-responsives Motiv*) oder eine typische Kombination von Motiven
in ihren Promotoren gekennzeichnet sein. Daher wurden die Promotorsequenzen der PRGs
auf haufige gemeinsam auftretende cis-Elemente (Motive) hin untersucht und dabei auch
Gruppen koregulierter Gene innerhalb der PRGs (Cluster, Abb. 3.6) berlicksichtigt.

Bereits bekannte Motive wurden durch Vergleich mit Datenbanken (PlantCARE, Transfac)
identifiziert. Bei den untersuchten Promotorsequenzen traten besonders haufig lichtresponsive
Elemente, Motive, die mit Meristementwicklung im Zusammenhang stehen und allgemeine
Promotorelemente wie bspw. G-, NON- oder CAAT-Box auf (Tab. A.2).

Unabhangig vom bisherigen Wissensstand und verflgbaren Datenbankinformationen wurden
die Promotorsequenzen aul3erdem nach Motiven durchsucht, die hédufiger auftreten als zuféllig
flr Arabidopsis erwartet (Uberreprésentierte Motive). Die besten Uberrepréasentierten
Sequenzmotive pro Cluster, die mit der Software Motif Sampler (Gibbs Sampler) identifiziert
wurden, sind in Tab. 3.3 aufgefuhrt. Ahnliche Ergebnisse wurden mit der Software YMF3.0
(, word counting”-Methode) erzielt. Die Nukleotidsequenzen der gefundenen Motive (Tab.
3.3) wurden anschlieffend mit Datenbankeintrdgen verglichen, um ihnen eine mdgliche
Funktion zuzuordnen. Der Vergleich zeigt, dass in fast alen Clustern Abschnitte
lichtresponsiver Elemente Uberwiegen. Die G-Box und konservierte Promotorelemente
lichtresponsiver Gene (SBPase, CHS) wurden u.a. gefunden. Neben generellen
regulatorischen Elementen wurden aul3erdem ein stress- und ein ethylenresponsives Element
identifiziert (Tab. 3.3).

Die in silico-Analyse zeigt, dass die Promotoren der PRGs v.a. durch lichtresponsive Motive
bzw. Abschnitte lichtresponsiver Elemente charakterisiert sind.
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Cluster®  Motiv # squ #ing” I Name® Funktion "
PSI-IT
Clusterl ACTGIT 8 46.8 OBP1 cis-regulatory element
DRE dehydration-responsive element
wnt NnCGGM 7 14 53.2 LRE part of LRE
r G CknwCnGnC 7 13 64.5 CHSunit-1 part of LRE in Chs genes
Cluster2 TOwCTC 15 23 101.6 G-box part of LRE
CTynCTCT 18 29 1419 Sbp-CMAlc  part of LRE in Sbp genes
Cluster3 GGAnTCAG 9 16 825 EIN3* ethylene response®
E4-ERE ethylene-responsive element
NTyTTTCTWTTynT 10 20 94.3 TATA-box core promoter
Cluster1-3 TOwCTC 27 40 187.7 G-box part of LRE
CGAGTK 22 35 169.8 CAAT-box common cis -acting element
yTnTCTCnsTCn 31 54 2594 Shp-CMAlc partof LRE
PSII-1
Clusterl TsACTC 13 15 95.2  G-box part of LRE
5UTR Py-rich stretch
CTONCTCn 12 17 1119 - part of LRE
LAMP-element part of LRE
Cluster2 wrccTG 9 11 640  GrGGemotif part of LRE
KKAATCr A 10 17 82.1 Ocselement auxin, SA and oxidative stresses
CHS unit-1
Cluster3 TCTkyTTC 16 28 127.8 Sop-CMA1c part of LRE
AykCnsCG 16 28 120.1 G-box part of LRE
Cluster4 niTCTCyAC 12 22 942 Shp-CMAlc  partof LRE
AAnsyCAw 13 22 919  severd mostly LRE
TATA-box core promoter
Cluster1-4 TCTnTnTC 48 76 3341 |ge L RE
5UTR Py-rich  conferring high transcription
CTOnyTCG 52 81 335.6 stretch levels

Tab. 3.3: Uberreprisentierte Motive der Linge 6-14 bp in den Promotorsequenzen zeitig regulierter
Gene. Die Motive wurden mit der Software MotifSampler identifiziert. * Bezeichnung der Cluster (vgl. Abb.
3.6); B Anzahl der Sequenzen, in denen das Motiv gefunden wurde; © Gesamtzahl, wie oft das Motiv gefunden
wurde; ° Loglikelihood; =" Angaben aus PlantCARE-Datenbank (Stand: April 2007) grau: keine Angaben zu
Arabidopsis vorhanden; Information stammt aus Eintréagen fur andere Pflanzenspezies; * Angabe aus PLACE-
Datenbank; LRE: light responsive element; Chs: Chalkonsynthase; Shp: Seduheptul ose-bisphosphatase; CMA:
conserved modular arrangement.
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3.2 Untersuchung des LTR-Einflusses auf die metabolische Ebene

Der Metabolismus stellt eine weitere regulatorische Ebene dar und spiegelt den funktionalen
Zustand einer Zelle bzw. Pflanze wider. Wahrend die LTR auf der Ebene der Genexpression
relativ gut untersucht ist (siehe Abschnitt 3.1: Fey er al, 2005), liegen bisher kaum Daten
Uber den Einfluss der LTR auf den Stoffwechsel vor.

Die Untersuchungen der Genexpression zeigen, dass neben Photosynthesegenen auch Gene
aus verschiedenen anderen Funktionsgruppen wahrend der LTR reguliert werden (3.1). Viele
der regulierten Gene kodieren Proteine, die an Prozessen des Stoffwechsels beteiligt sind, wie
z.B. am Aminosdure-, Kohlenhydrat- oder Fettstoffwechsel. Das wurde sowohl bel den
moglichen priméren Targets (Tab. 3.2, Abb. 3.5) zu Beginn der Akklimation als auch fur
spatere Zeitpunkte (Abb. 3.4) beobachtet. Die Daten der Transkriptanalysen geben somit
einen deutlichen Hinweis darauf, dass auch der Stoffwechsel wéhrend der LTR
Veranderungen unterliegt und an die Lichtqualitdt angepasst wird. Inwiefern der
M etabolismus tatsachlich wahrend der Lichtqualitdtsakklimation reguliert wird, wurde daher
als néchstes untersucht.

Dazu wurden zunéchst ausgewéhlte Produkte des Grund- und Energiestoffwechsels
betrachtet, gefolgt von einer umfassenden Anayse v.a. des Primarmetabolismus (Metabolic
Profiling).

Fur die Untersuchungen wurden wieder PSI- bzw. PSlI-Licht akklimatisierte Pflanzen (PSI-
oder PSII-Pflanzen) und die Lichtwechselvarianten (PSI-I1 bzw. PSII-1 Pflanzen) verwendet
(2.6). Wahrend durch einen Lichtwechsel photosynthetische Signale erzeugt werden und sich
die Pflanzen an die veranderte Lichtqual itét anpassen, dienen die nicht gewechselten Pflanzen
als Vergleich. Sie spiegeln die generelle Anpassung an PSI- bzw. PSII-Licht wider. Die LTR
wurde hier zwei Tage nach einem Lichtwechsel bzw. bel gleich alten nicht gewechselten

Pflanzen untersucht. Zusétzlich wurden Weif3lichtpflanzen untersucht.
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3.2.1 Untersuchung ausgewahlter Produkte des Grund- und
Energiestoffwechsels nach Lichtakklimation

Um einen Uberblick (ber metabolische
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alerdi ngs 1m Vergle|ch zur Weilllicht- Abb. 3.8: Gehalt der Pflanzen an Stirke, Proteinen

kontrolle verringert. Der allgemeine und Fettsiuren wiahrend der LTR. Arabidopsis-
9 9 Pflanzen wurden an PSI- oder PSlI-Licht

Gehalt an Fettsiuren wurde durch die  akklimatisiert, bzw. nach einem Lichtwechsel (PSI-I
und PSlI-1) untersucht. WL: Weifdlichtkontrolle.

Lichtqualitdt kaum beeinflusst. Eine  srkegehalt (A), Proteingehalt (B) und der Gehalt an

- . Fettsduren (C) wurde gemessen. Balken stellen
detailliertere  Analyse einzelner Fett- Mittelwerte von 34 unabhéngigen Proben dar,

sauren zeigte ebenfalls keine Fehlerbalken eine Standardabwei chung (SD).
signifikanten Effekte (Abb. A.1).

Die Daten zeigen, dass wahrend der Akklimation an verschiedene Lichtqualitéten v.a. der
Starkegehalt beeinflusst wird. Verénderungen im Starkemetabolismus konnten generell auf
Umverteilung der Anregungsenergie zwischen Speicherkohlenhydraten und direkt
verfugbarer Energie bei den Pflanzen hindeuten.
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Im né&chsten Schritt wurde daher der Energiestatus (ATP/ADP-Verhdtnis) und der
Reduktionsstatus (NADPH/NADP-Verhdtnis) der Pflanzen wadhrend der LTR genauer
betrachtet. Dazu wurden die primdren Photosyntheseprodukte ATP und NADPH sowie die

Verhdtnisse von ATP/ADP und NADPH/NADP untersucht (Abb. 3.9).

Fur das ATP/ADP-Verhdtnis konnte kein
signifikanter Einfluss der Lichtqualitét
festgestellt werden (Abb. 3.9A). Bei PSII-
Licht akklimatisierten Pflanzen (PSII; PSI-
1) war das ATP/ADP-Verhdltnis leicht
erhoht,
signifikant von PSI-Licht akklimatisierten
(PSI;  PSII-l). Bei
verwendeten Lichtqualitéten lag das
ATP/ADP-Verhdltnis zwischen 0.4 und
0.8. im  WeilJicht
Arabidopsis-Pflanzen, adlerdings bei etwas
Lichtintensitét,

unterschied sich aber nicht

Pflanzen dlen

Fiir angezogene

hoherer wurde en
Verhdtnis von 2.2 gemessen (Wormuth et
2006). Die

Lichtsystemen haben somit einen eher
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Abb. 3.9: Energie- und Redoxstatus der Pflanzen
wihrend der Langzeitantwort.

Die  Vehdtnisse von  ATP/ADP  und
NADPH/NADP wurden bei Arabidopsis-Pflanzen
wéhrend der LTR ermittelt. Pflanzen wurden an
PSI- oder PSII-Licht akklimatisiert (PSI; PSII) bzw.
nach einem Lichtwechse (PSI-Il und PSII-I)
untersucht. Mittelwerte von 3 unabhéngigen
Bestimmungen (+ SD) sind angegeben.

(PSI; PSII-1) bei etwa 13, wéahrend fur PSlI-akklimatisierte Pflanzen (PSI1; PSI-I1) deutlich
niedrigere Werte bestimmt wurden (6 und 2) (Abb. 3.9B). Das NADPH/NADP-Verhdtnis bei
Weildichtpflanzen unter etwas hoherer Lichtintensitdét (PAR: ~ 100 vs. ~35 UE) betrug

dagegen etwa 17 (Wormuth et al., 2006).

Diese Daten machen deutlich, dass reduzierendes PSII-Licht und Weildicht (alerdings bei

etwas hoheren Lichtintensitéten) nicht unbedingt vergleichbare Auswirkungen auf die

Pflanzen haben missen. Die Pflanzen befinden sich vielmehr in unterschiedlichen

energetischen Zustanden.
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Unter PSII-Licht, welches reduzierender auf Komponenten des PET (z.B. den PQ-Pool) wirkt
as PSI-Licht, wurde auch eine starkere Reduktion von NADP vermutet. Ebenso wurde fir
oxidierendes PSI-Licht ein niedrigeres NADPH/NADP-Verhdltnis als unter PSI-Licht
erwartet. Interessanter Weise waren die NADPH/NADP-Werte von PSI-Pflanzen deutlich
hoher als bel PSII-Licht akklimatisierten Pflanzen, was im Gegensatz zu den erwarteten
Ergebnissen stand.

Um die unerwarteten Ergebnisse der NADPH/NADP-Bestimmung zu bestétigen, wurde eine
weitere unabhangige Methode angewandt. Bei Pflanzen aus den verschiedenen Lichtsystemen
wurde der Aktivierungszustand der NADP-abhangigen Malatdehydrogenase (NADP-MDH)
bestimmt. Die plastiddre NADP-MDH ist ein Substrat von Thioredoxin; zur Aktivierung im
Licht ist allerdings ebenfalls das Verhédltnis von NADPH/NADP entscheidend. Ein hohes
Verhdltnis von NADPH/NADP fuhrt zur verstarkten Aktivierung, wahrend ein niedriges
Verhdtnis eine Aktivierung verhindert. Daher ist der Aktivierungszustand der NADP-MDH
ein Indikator fur das Verhadtnis von NADPH/NADP im Chloroplasten (Scheibe 1991; Kolbe
et al., 2006). Die Enzymmessungen ergaben eine Aktivierung der NADP-MDH von ca. 40 %
far PSII-, PSI-11- und Weildlichtpflanzen (Abb. 3.10). Im Gegensatz dazu zeigten PSI- und
PSII-I-Pflanzen einen hoheren Aktivierungszustand (55-60%). Das deutet auf einen hoheres
NADPH/NADP-Verhdltnis bel PSI- und PSII-1-Pflanzen hin und stimmt mit den Daten der
NADPH/NADP-Bestimmung (Abb. 3.9) Uberein.

80

NADP-MDH Abb. 3.10: Aktivierungszustand
der NADPH-MDH unter
-‘V verschiedenen Lichtqualitiiten.
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T J- '|' (ohne Zugabe von DTT) und unter

40 | T T reduzierenden Bedingungen unter
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Aktivierung) gemessen. Das
Verhdltnis der Werte ergibt den
20 | Aktivierungszustand des Enzymes.
Dargestellt sind Mittelwerte und
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3.2.2 Zeitlicher Verlauf der Starkeakkumulation nach Lichtakklimation

Der Stérkegehalt und das Verhaltnis von NADPH/NADP veradndern sich in Abhangigkeit von
der Lichtqualitét. Dabel handelt es sich um reversible Anpassungen, wie die Daten der
Lichtwechselvarianten zeigen (Abb. 3.8 — 3.10).

Um herauszufinden, in welchem Zeitraum metabolische Verénderungen stattfinden, wurde al's
néchstes der zeitliche Verlauf der Stérkeakkumulation nach einem Lichtwechsel Uber einen
langeren Zeitraum (7 Tage) untersucht. Die Messungen zeigten, dass der Starkegehalt der
Pflanzen innerhalb von zwel Tagen nach einem Wechsel von PSI- nach PSlI-Licht im
Vergleich zu nicht gewechselten Pflanzen deutlich anstieg und danach erhoht blieb (Abb.
3.11A). Nach einem Wechsel von PSII- nach PSI-Licht veranderte sich der Stérkegehalt
ebenfals innerhalb von 2 Tagen. Hier nahm die Stdrkemenge im Vergleich zu nicht
gewechselten PSII-Pflanzen ab und blieb danach erniedrigt (Abb. 3.11B).

Der Gehalt an Starke nach einem Lichtwechsel spiegelt aso die Akklimation an die neue
Lichtqualitét wider, d.h. erhohter Stérkegehalt nach Akklimation an PSlI-Licht und
verringerter Gehalt nach Anpassung an PSI-Licht.
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Abb. 3.11: Bestimmung des Stiirkegehaltes wihrend der Lichtqualititsakklimation iiber einen Zeitraum
von 7 Tagen. Pflanzen wurden an PS|-Licht (A) und PSlI-Licht (B) vorakklimatisiert und in die jeweils andere
Lichtquelle umgestellt (durchgezogene Linie); bei Vergleichspflanzen wurde die Lichtqualitét beibehalten
(gestrichelte Linie). Der Starkegehalt der Pflanzen wurde Uber einen Zeitraum von 7 Tagen untersucht;
Mittelwerte + SD (n = 3) sind angegeben.

Die gemessenen Veranderungen der Stéarkemenge wahrend der Lichtqualitétsakklimation
(Abb. 3.11) traten etwaim selben Zeitraum auf wie der Umbau des Photosyntheseapparates
und damit die Anpassung der Photosystemstochiometrie. Daher wurde der Zeitpunkt zwei
Tage nach Veréanderung der Lichtqualitét fir umfassendere M etabolitmessungen ausgewahit.
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3.2.3 Umfassende Untersuchung der LTR auf Metabolitebene: Metabolic
Profiling

Ahnlich der umfassenden Analyse der Genexpression (Transcript Profiling) wurde der
Metabolismus wahrend der Akklimation an unterschiedliche Lichtqualitdten untersucht
(Metabolic Profiling). V erschiedene Stoffwechsel produkte der Pflanzen wurden dabel mittels
an Gaschromatographie gekoppelter Massenspektroskopie (GC-MS) aufgetrennt und
analysiert (Roessner et al., 2000; Lisec et al., 2006).

Es wurde untersucht, welche Metabolite v.a. des Primérstoffwechsels wahrend der
Lichtqualitétsakklimation reguliert werden und inwiefern sich die funf verschiedenen
Lichtsysteme (PSI, PSI-1I, PSII, PSII-I, WL) in ihrem Metabolismus unterschieden.
Schliefdlich wurde gepriift, ob es sich bel der metabolischen Akklimation an eine verénderte
Lichtqualitét (PSI-11 bzw. PSII-I) um eine reversible Antwort handelt.

Dazu wurden Pflanzen wie bereits beschrieben den funf verschiedenen Lichtbehandlungen
ausgesetzt und nach zwei Tagen Akklimation untersucht (siehe 2.6. und 3.2.2). GC-MS
Messungen wurden mit 6 Proben pro Lichtsystem durchgefthrt. Eindeutig identifizierte
Metabolite wurden quantifiziert und Substanzklassen zugeordnet. Um die gemessenen Proben
untereinander vergleichen zu kénnen, wurden die Werte metabolitspezifischer Peaks auf den
internen Quantifizierungsstandard (Ribitol) und das eingesetzte Frischgewicht bezogen (siehe
2.8.7).

In den untersuchten Proben konnten 61 Substanzen eindeutig identifiziert werden. Dabei
handelte es sich vor alem um Aminosduren, Zucker und zentrale organische Sauren. Unter
den organischen Sauren wurden wichtige Stoffwechselintermediate wie Pyruvat, Malat oder
Shikimat erfasst. Alle gemessenen Substanzen sind in Anhang in Tabelle A.3 aufgefiihrt.
Mittels Metabolic Profiling wurde somit ein Datensatz erhalten, der einen umfassenden
Eindruck Uber den Primametabolismus in den verschiedenen Lichtsystemen gibt. Zur
Erkennung von Mustern im Datensatz, der Veranschaulichung der Ergebnisse und um eine
(vereinfachte) Interpretation zu ermdglichen, wurden verschiedene Analysen und
Darstellungsweisen gewahlt.
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Abb. 3.12: Uberblick iiber die Daten des Metabolic Profiling und hierarchisches Clustern der
Metabolitdaten. Metabolite unterschiedlicher Substanzklassen wie Aminosduren (gelb), organische Sauren
(schwarz), Zucker- und Zuckeralkohole (blau) sowie einige andere Verbindungen (grau) wurden erfasst. Pro
Lichtsystem (PSI, PSI-I1, PSII, PSII-I, WL) wurden jeweils 6 Proben (af) gemessen.

Mittels Clustering wurden die Metabolite nach ihrer Ahnlichkeit in der Regulation gruppiert. Die Messdaten
wurden wie unter 2.9.2 und 2.9.3 beschrieben standardisiert. Erhéhte Mengen eines Metaboliten im Vergleich
zum Durchschnitt Uber ale Messungen und Lichtsysteme sind rot dargestellt, unterdurchschnittliche
Metabolitmengen sind griin angegeben und fehlende Messwerte durch graue Kastchen dargestellt. Balken
markieren Cluster, die sich hauptsachlich aus Metaboliten einer Substanzklasse zusammensetzen.
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Zunéchst wurden alle Metabolite aus alen Proben betrachtet und graphisch dargestellt, um
einen Uberblick tber den gesamten Datensatz zu bekommen (Abb. 3.12). Gemessene
Metabolite sind dazu je nach Substanzklasse farbig markiert angegeben, gemessene Mengen
als Kastchen dargestellt. Erhdhte Mengen eines Metaboliten im Vergleich zum Durchschnitt
Uber ale Messungen in alen Lichtsystemen sind in rot dargestellt, unterdurchschnittliche
Metabolitmengen sind in grin angegeben (Ubliche Datentransformation, 2.9.2). Um zu
veranschaulichen, welche Substanzen in allen untersuchten Proben und Gber alle Lichtsysteme
dhnlich reguliert sind, wurden die Metabolite nach ihrem Regulationsmuster mittels
hierarchischem Clustern gruppiert. Fast alle Zucker und Zuckeralkohole wurden &dhnlich
reguliert (Abb. 3.12 blauer Balken). Koregulation wurde auch fir einige Aminosauren (gelber
Balken) und andere organische Sauren (schwarzer Balken) beobachtet. Die Koregulation von
Zuckerverbindungen, zentraler organischer Sauren oder einiger Aminosduren (Metabolite
einer Substanzklasse) konnte die gemeinsame Regulation eng verknupfter Stoffwechselwege
in den verschiedenen Lichtsystemen widerspiegel n.

Als néchstes wurden die Metabolite betrachtet, die wahrend der Lichtakklimation signifikant
reguliert wurden. Dazu wurden die Pflanzen 48 h nach einem Lichtwechsel (PSI-11 bzw. PSII-
I) mit den Pflanzen unter konstanten Lichtbedingungen (PSI bzw. PSII) verglichen und die
Ergebnisse in einem Uberblickschema des Stoffwechsels (Abb. 3.13) graphisch dargestellt.
Ein Lichtwechsel von PSI- nach PSII-Licht fuhrte zu einem Anstieg einiger zentraler
Stoffwechselintermediate wie Pyruvat, Shikimat oder Glycerat. Gleichzeitig wurden
verringerte Mengen der Zucker Fructose, Mannose und Glucose gemessen. Aminosauren
zeigen unterschiedliche Regulation: Erhdhung bel Histidin und Threonin sowie erniedrigte
Mengen bei Asparagin, Glutamin und Serin.

Auf einen Lichtwechsd von PSII- nach PSI-Licht reagieren die Pflanzen vor allem mit
Erniedrigung einiger Aminosduren oder organischer Sauren wie Alanin und Methionin bzw.
Pyruvat und Shikimat. Bei den wichtigsten Zuckern blieben die gemessenen Mengen dagegen
unverandert.

In Abhangigkeit von der Lichtqualitét konnten damit signifikante Verdnderungen bel einigen
Zuckerverbindungen, verschiedenen Aminosduren sowie zentralen organischen Sauren
detektiert werden.
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Abb. 3.13: Veriinderungen im Primérmetabolismus nach Akklimation an veriinderte Lichtqualitiiten.

Die Abbildung enthélt zentrale Stoffwechselwege wie die Umwandlung von Zuckern, den Citratzyklus und
verschiedene Wege des Aminosauremetabolismus. Unterschiede nach einem Wechsel von PSI- nach PSlI-Licht
im Vergleich zu PSI-Licht akklimatisierten Pflanzen sind im oberen Teil dargestellt; der Zustand des
Primérstoffwechsels nach einem Lichtwechsel von PSII- nach PSI-Licht im Vergleich zu PSlI-Licht
akklimatisierten Pflanzen im unteren Teil der Abbildung. Unterschiede wurden als Verhétnisse berechnet (siehe
Tab. A.3) und signifikante Unterschiede farbig markiert (Student’s ¢-Test, p<0.05, n=4-6), wobei rot erhdhte

Mengen und

verringerte Mengen bedeuten. In grau angegebene Metabolite wurden nicht gemessen und

schwarz markierte zeigten keine signifikanten Anderungen. * markiert Signifikanz auch nach einer Korrektur fir
multiples Testen (Benjamini und Hochberg 1995). Das Stoffwechselschema wurde nach Kolbe et al., 2006

verwendet.
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Die Untersuchungen von Einzelmetaboliten (Stérke, NADPH; Abb. 3.8-3.11) und auch der
Vergleich der Metabolitprofile (Abb. 3.13) zeigen, dass nach Veranderung der Lichtqualitét
verschiedene Metabolite reguliert werden. Aufgrund dieser Daten wurde die Hypothese
aufgestellt, dass sich Pflanzen unter PSI- und unter PSII-Licht in verschiedenen
»metabolischen Zustdnden* befinden (siehe auch 3.2.1). Ob sich die Unterschiede zwischen
PSI- und PSlI-Licht ausschlieffdlich auf einzelne Metabolite beziehen oder ob sich die
verschiedenen , metabolischen Zustdnde® generell im Primdrmetabolismus widerspiegeln,
sollte daher anhand der Metabolitprofile gepruft werden.

Dazu wurde untersucht, wie sich Pflanzen aus den verschiedenen Lichtsystemen (PSI, PSI-II,
PSII, PSII-I & WL) generell beziglich ihres Metabolismus zueinander verhaten und eine
Hauptkomponentenanalyse (PCA: Principal Component Analysis) durchgefihrt (2.9.4). Dabei
wird ein mehrdimensionaler Datensatz auf weniger Dimensionen reduziert, welche die
Hauptinformation (Varianz des Datensatzes) enthalten.

Zur Analyse wurden alle sechs Einzelproben pro Lichtsystem (af) verwendet, wobei die
Metabolite als Variablen dienten. In der graphischen Darstellung der ersten drei
Hauptkomponenten (Abb. 3.14) ist das Metabolitprofil jeder Einzelprobe durch einen
Datenpunkt reprasentiert. Innerhalb der Datenpunkte lassen sich drei deutlich getrennte
Gruppen erkennen. Die Proben der Weildlichtpflanzen (grau) verhalten sich hinsichtlich ihres
Metabolismus dhnlich zueinander, unterscheiden sich aber deutlich von den anderen Proben.
Metabolitprofile von Pflanzen aus PSII-Licht und nach einem Wechsel von PSI- nach PSII-
Licht &hneln einander und sind mittels PCA nicht zu unterscheiden (gelbe Symbole). Auch sie
unterscheiden sich deutlich von Metabolitprofilen aus anderen Lichtsystemen. Proben aus
PSI-Licht bzw. nach einem PSII-I-Wechsel bilden ebenfalls eine eigene Gruppe (rote
Symbole). Anhand der Metabolitprofile konnen aso PSI-Licht- und PSII-Licht-
akklimatisierte Pflanzen unterschieden werden. Es wird deutlich, dass die Pflanzen nach
einem Lichtwechsel ihren Metabolismus auf die neue Lichtqualitdt abstimmen. Das zeigt,
dass der Stoffwechsel wahrend der Lichtqualitétsakklimation tatsachlich unterschiedliche
Zustdnde annimmt und die Umstellung zwischen diesen Zustdnden reversibel erfolgt.
Letzteres ist besonders interessant, da Reversibilitdt kennzeichnend fur echte
Akklimationsantworten ist.
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Lichtsystemen. Fir die Hauptkomponentenanalyse wurden standardisierte Werte aller Metabolite als Variablen
verwendet und alle sechs Replikate pro Lichtsystem analysiert (siehe 2.9.4). Der Anteil der Hauptkomponenten
an der Gesamtvarianz ist in Klammern angegeben. Die drel dargestellten Hauptkomponenten erkléren zusammen

etwa 59% der Gesamtvarianz des Datensatzes.
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3.2.4 Einfluss der Lichtqualitat auf das Wachstum von Wildtyppflanzen
und der stn7-Mutante

Die hier durchgefiihrten Metabolitbestimmungen zeigen, dass sich Arabidopsis-Pflanzen nach
Akklimation an PSI- bzw. PSII-Licht in unterschiedlichen metabolischen Zusténden befinden
(siehe 3.2.1 und 3.2.3). Um zu Uberprifen, ob die unterschiedlichen metabolischen Zusténde
Auswirkungen auf das Wachstum und die Fitness der Pflanzen haben, wurden
Langzeitversuche durchgefiihrt.

Pflanzen wurden nach Voranzucht fur mehrere Wochen unter den verschiedenen
Lichtqualitdten (PSI- bzw. PSlI-Licht) beobachtet. Fir Dauerlicht ist bekannt, dass
Wildtyppflanzen unter PSI- bzw. PSII-Licht keine Fitnessunterschiede aufweisen (Wagner et
al., 2007). Daher wurde die Lichtphase verkirzt und eine Dunkelphase eingefiihrt, um
Bedingungen zu schaffen, unter denen die Zeit der Photosynthese begrenzt ist und die
metabolischen Zustande sich bei Wachstum und Fitness bemerkbar machen.

Zunéchst wurden Wildtyppflanzen unter Langtagbedingungen (16 h Licht / 8 h Dunkel)
untersucht. Dabei wurden ebenfalls keine Fitnessunterschiede zwischen PSI- und PSlI-
Pflanzen festgestellt (Brautigam, unvertffentlicht). Anschliefend wurde die Dauer der
Lichtphase weiter verringert und Kurztagsbedingungen verwendet (8 h Licht / 16 h Dunkel).
Dabei traten deutliche Wachstumsunterschiede beim Wildtyp auf: Pflanzen unter PSI-Licht
waren kleiner als PSI1-Licht-Pflanzen (Abb. 3.15).

Zusédtzlich zum Wildtyp wurde die stn7-Mutante, die weder state transition noch LTR
durchfuhren kann, untersucht. Bei dieser Mutante ist die Kinase STN7, welche fir die
Phosphorylierung des LHCII erforderlich ist, ausgeschaltet (Bellafiore et al., 2005; Bonardi et
al., 2005). Auch fir stn7 wurden unter Kurztagsbedingungen Unterschiede zwischen PS|- und
PSII-Licht-Pflanzen beobachtet (Abb. 3.15). stn7-Pflanzen zeigten unter PSI-Licht ein
deutlich geringeres Wachstum als unter PSII-Licht. Auferdem fiel unter beiden
Lichtbedingungen (PSI- und PSII-Licht) das Wachstum von stn7-Pflanzen geringer aus as
beim Wildtyp.

Im Kurztag sind die Pflanzen damit Bedingungen ausgesetzt, unter denen sich die
unterschiedlichen metabolischen Zusténde bemerkbar machen und Auswirkungen auf das
Wachstum der Pflanzen haben. Das verringerte Wachstum der stn7-Mutante zeigt deutlich

den Fitnessnachteil einer LTR-Mutante unter den untersuchten Lichtbedingungen.

71



3 Ergebnisse

72

Abb. 3.15: Wachstumsunterschiede
bei WT und stn7-Pflanzen unter
verschiedenen Lichtqualititen im
Kurztag. Pflanzen wurden 3
Wochen im Weilllicht angezogen
(siehe 2.6.) und dann fur 12 Wochen
in PSI- oder PSIl-Licht gestellt.
Dabel wurden Kurztagsbedingungen
(8 hLicht/ 16 h Dunkel) untersucht.
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3.3 Physiologische Untersuchung ausgewéhlter PRGs anhand von
Mutantenlinien

In einem ersten Schritt wurden Untersuchungen mit knock-out Mutanten durchgeftihrt, um die
anhand von Expressionsdaten identifizierten PRGs auf physiologischer Ebene zu Gberprifen.
Kann fur eine Komponente gezeigt werden, dass sie fur die LTR bendtigt wird, kann diese bei
spateren Analysen as Marker fur die LTR verwendet werden. Da die Signaltransduktion
wéhrend der LTR bisher nicht aufgeklart ist, kann bspw. mit Hilfe eines solchen Markergens
ein  Screen zur ldentifizierung von zytosolischen Signaltransduktionskomponenten
durchgefihrt werden.

Aus den PRGs wurden zwanzig Gene ausgewahlt und anhand von knock-out Mutanten
untersucht, ob die Produkte dieser Genefur die LTR erforderlich sind.

Zur genaueren Untersuchung wurden v.a. solche PRGs ausgewdhlt, deren Produkte
regulatorische Funktionen besitzen oder die im Zusammenhang mit der Photosynthese bzw.
dem Stoffwechsel stehen (Tab. 2.2 und 3.2). Bspw. kodieren die ausgewahlten Gene fir
Regulatoren der Transkription und Trandation (SIGB, bHLH- und Zinkfinger-
Transkriptionsfaktor, CMT1, Elongationsfaktor) oder Komponenten, die an Signalaufnahme
und -transduktion (PRA1, RING-Finger-Protein), Proteinmodifikation (Proteinkinase) oder
Photosynthese (Ferredoxin-verwandtes Protein, Untereinheit von PSII) betelligt sind.
Zusatzlich wurden einige deutlich regulierte Gene beriicksichtigt, deren Funktion bisher
unbekannt ist.

Fur die ausgewahlten PRGs wurden dazugehdrige T-DNA-Insertionslinien Uber das
Nottingham Arabidopsis Stock Centre (NASC) bezogen (Tab. 2.2) und unter verschiedenen
Lichtsystemen (PSI, PSI-II, PSII, PSII-I, WL) untersucht. Insgesamt wurden 27
Mutantenlinien verwendet, da fir einige Gene, sofern verfugbar, zwel genetisch unabhangige
Linien bezogen wurden. Ob sich homozygote Mutanten von Wildtyp unterschieden und die
LTR beeintrachtigt war, wurde mittels Chlorophyllfluoreszenzmessungen (Fs/Fm-Parameter)
und Pigmentanalysen (Chlorophyll a/b-Verhdtnis) tberprift. Der FS/Fm-Wert und das Chl
alb-Verhdltnis wurden verwendet, da es sich um etablierte Parameter zur Untersuchung der
LTR handelt (Wagner et al., 2004; Bonardi et al., 2005; Fey et al., 2005). Ein Schema der
Vorgehensweiseist in Abb. 3.16 gezeigt.
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Waéhrend der Akklimation an eine veranderte Lichtqualitdt, andert sich beim Wildtyp der
Fs/Fm-Wert und das Chl a/lb-Verhdtnis signifikant im Vergleich zu Pflanzen unter konstanten
Lichtbedingungen (Abb. 3.18 weil3e Balken, 3.19A). Werden bei Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp Unterschiede im Verhalten der FS'/Fm- bzw. Chl a/b-Werte festgestellt, deutet das auf
eine Beeintrdchtigung der LTR hin, wie bereits fir ene kinock-out Mutante der
plastidenlokalisierte STN7-Kinase gezeigt werden konnte (Bonardi et al., 2005).

Analyse der zeitig
Gen- regulierte Mutanten
expression Kerngene
Macroarrays 20 Gene 27 T-DNA-
ausgewahlt Insertionslinien
F./F, \
— Fluoreszenz- | <+—
parameter
LTR- Screening- Homo-
Mutante <« parameter 1 — zygotie
Bestimmung
T Chla/b - — mittels PCR
Verhaltnis
Screening-
parameter 2

Abb. 3.16: Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur Identifikation von akklimatorischen
Mutanten. Aus den mittels Array-Analysen identifizierten PRGs wurden 20 Kandidaten ausgewahlt und
homozygote knock-out-Pflanzen auf ihre Fahigkeit zur Anpassung der Photosystemstochiometrie (LTR) unter
verschiedenen Lichtsystemen untersucht. Dazu wurde der Chlorophyllifluoreszenzparameter FJ/F,, und das

Chlorophyll a/b-Verhdtnis bestimmt. Mutanten mit beeintréchtigter LTR sollten Uber diese Vorgehensweise
identifiziert werden.
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3.3.1 Genotypische Analyse der T-DNA-Mutanten

Die vom NASC bezogenen T-DNA-Insertionslinien lagen als Gemisch aus homozygoten
Samen, heterozygoten Samen und Wildtypsamen vor. Die Unterscheidung der Genotypen
erfolgte auf molekularer Ebene mittels PCR. Ein Amplifikat konnte nur in folgenden Féllen
erhalten werden (Abb. 3.17):

() Zwei genspezifische Primer (LP und RP) amplifizieren das WT-Allel bei heterozygoten
Mutanten und beim WT.

(I1) Ein genspezifischer Primer (RP) in Kombination mit einem T-DNA-spezifischen Primer
(LB1, Lbal oder LBbl) amplifizieren den an die T-DNA-Insertion angrenzenden
Sequenzbereich bel homo- und heterozygoten Pflanzen (mutiertes Allel).

Bei allen 27 verwendeten Linien wurden homozygote Pflanzen identifiziert. Ein Beispiel istin
Abb. 3.17 aufgefihrt.

7 - B
500
R ———

LP

LB1&RP: mutantes Allel

Genomische DNA PN,

Marker 1 2 3

Abb. 3.17: Strategie zur Unterscheidung zwischen Wildtyp und Mutanten sowie drei Pflanzen der Linie
LTRI10 als Beispiel. Links: Schema zur Identifizierung von Wildtyp und Mutanten. LP: linker genspezifischer
Primer, RP: rechter genspezifischer Primer, LB1 bzw. LBbl: T-DNA-gspezifische Primer. Rechts. Die
Bestimmung des Genotypes ist am Beispiel von drei Pflanzen der T-DNA-Insertionslinie SAIL_62_A07 gezeigt.
Unter Verwendung der beiden Primer-Kombinationen wurde das Wildtypallel bzw. das mutierte Allel
amplifiziert. Aus den erhatenen Amplifikaten ergibt sich, dass es sich bei Pflanze 1 um einen Wildtyp, bei
Pflanze 2 um eine homozygote und bel Pflanze 3 um eine heterozygote T-DNA-Mutante handelt.

Homozygote Pflanzen aller untersuchten Linien wurden zur Samenreife gebracht und das
homozygote Saatgut dann zur weiteren Analyse verwendet.

Im Folgenden werden die homozygoten Mutantenlinien der zwanzig ausgewahlten PRGs als
,LTR 1 — LTR 20“ bezeichnet (Tab. 2.2), da es sich dabei um Kandidaten fir Mutanten
handelt, bel denen die LTR beeintrachtigt ist.
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3.3.2 Messung der Chlorophyllfluoreszenz und Bestimmung des
Chlorophyll a/b-Verhaltnisses

Mutanten, bel denen die LTR beeintréachtigt ist, sollten sowohl in ihrer
Chlorophyllfluoreszenz (FS/Fm-Parameter) as auch in der Zusammensetzung der Pigmente
(Chl &b-Verhdtnis) Unterschiede zum Wildtyp aufweisen (Abb. 3.16).

Fur die Messung der Chlorophyllfluoreszenz wurden Pflanzen auf sterilen MS-Platten
angezogen und an PSI- und PSII-Licht akklimatisiert bzw. einem Lichtwechsel unterzogen
(PSI-I1 und PSII-1) (2.6). Weildichtpflanzen (WL) wurden zum Vergleich ebenfalls analysiert.
Pro Lichtsystem (PSI; PSI-1I; PSII; PSII-I; WL) und Mutantenlinie (LTR 1 bis LTR 20)
wurden je 3 Parallelen angezogen und gemessen. Jede M S-Platte enthielt dabei neben den zu
untersuchenden homozygoten Mutantenpflanzen (8-10 Individuen) auch Wildtyppflanzen (8-
10 Pflanzen) alsinterne Kontrolle.

Da ein Defekt in einem Gen tiefgreifende Folgen fir die Funktion der Zelle haben kann und
damit auch pleiotrope Auswirkungen auf die LTR zustande kommen koénnen, wurde zunéchst
far ale Mutantenlinien gepruft, ob die allgemeine Funktion der Photosynthese beeintrachtigt
war. Als Indikator dafir wurde der Chlorophyllfluoreszenz-Parameter Fv/Fm (maximale
Quantenausbeute von Photosystem Il nach Dunkeladaptation) verwendet. Werte, die kleiner
als 0.8 sind, kénnen auf Lichtstress oder physiologische Defekte hindeuten (Maxwell und
Johnson 2000; Fey et al., 2005). Bei den meisten der untersuchten Linien wurden unter alen
Lichtsystemen Werte Uber 0.8 gemessen (Tab A.4). Werte <0.8 wurden bel funf Linien
erhaten (LTR 5, 11-2, 12, 13-1, 17-2); dort alerdings meist auch fur die internen
Kontrollpflanzen (Wildtyp). Daher sind die geringen Fv/Fm-Werte vermutlich nicht durch
eine Mutation bedingt. Die Fv/Fm-Werte der Mutanten zeigen, dass Lichtstress keine Rolle
spielt und die Photosynthese normal ablaufen kann.

Zur Untersuchung der LTR wurde der Fluoreszenzparameter FS/Fm verwendet. Im Wildtyp
zeigt dieser Parameter typische Verdnderungen in Abhangigkeit von der Lichtqualitét: Nach
AkKklimation an PSlI-Licht (oder nach einem PSI-1I-Wechsel) nimmt der FS/Fm-Wert
signifikant ab und steigt nach Akklimation an PSI-Licht (oder nach einem PSII-I-
Lichtwechsel) an. Ein Beispiel dafir ist in Abb. 3.18 (erstes Diagramm; bzw. weil3e Balken)
dargestellt.
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Abb. 3.18: Der Fluoreszenzparameter Fs/Fm bei Wildtyp und Mutanten nach Akklimation an
verschiedene Lichtbedingungen. Baken stellen Mittelwerte + Standardabweichung von 3 Messungen mit
jeweils 8-10 Pflanzen dar, Mutanten sind grau und Wildtypkontrollen (WT) wei3 markiert. Bei Linie LTR 4-1
verlauft die Lichtqualitétsakklimation wie beim Wildtyp. Linien LTR 13-1, 13-2 und 17-2 weisen Unterschiede
zu Wildtyppflanzen bel der LTR auf.

Die Fs'Fm-Werte aler Mutantenlinien und Wildtypkontrollen sind in Tab. A.5 aufgelistet. Da
fur alle untersuchten Linien neben den Mutanten- auch Wildtyppflanzen auf der gleichen MS-
Platte angezogen wurden, enthielt jede Messung eine interne Kontrolle.

Die meisten Linien reagierten auf die Lichtbehandlungen wie die interne Wildtypkontrolle,
was darauf hindeutet, dass die LTR nicht beeintréchtigt ist. Als Beispiel dafir ist die Linie
LTR 4-1 in Abb. 3.18 gezeigt. Digenigen Mutantenlinien, die Abweichungen im Verhalten
der FFm-Werte zum Wildtyp aufwiesen, sind ebenfalls in Abb. 3.18 aufgefihrt.
Unterschiede zum Wildtyp wurden bel den Linien LTR 13-1, 13-2 und 17-2 beobachtet. Nach
einem PSI-1I-Wechsel fiel bel Linie LTR 17-2 die Abnahme des FS'Fm-Wertes deutlich
geringer aus als beim Wildtyp, wéhrend die Linien LTR 13-1 und 13-2 eine abgeschwéchte
Akklimation nach einem Wechsel von PSII- nach PSI-Licht zeigten. In mindestens einem
Lichtsystem wurden bei LTR 17-2 niedrigere und bel LTR 13-1 und 13-2 héhere Fs/Fm-
Werte gemessen als beim Wildtyp.

Bei grofen Schwankungen der Messwerte (LTR 11-1, 15-1, 16, 18 und 19) wurden keine
Aussagen getroffen.
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Als zweiten Parameter zur Untersuchung der Mutantenlinien auf eine Beeintréchtigung der
LTR wurde das Chl a/lb-Verhdltnis verwendet. Wéhrend bei hoheren Pflanzen Chlorophyll a
bei beiden Photosystemen vorkommt, ist Chlorophyll b vorwiegend mit PSII-Antennen
assoziiert. Eine Abnahme der Menge von Photosystem 1l im Verhdtnis zur Menge an
Photosystem | fuhrt demzufolge zu einem Anstieg des Chl a/lb-Wertes (und umgekehrt).
Wildtyp und Mutantenlinien (LTR 1 — LTR 20) wurden nach Voranzucht (2.6) unter den
verschiedenen Lichtsystemen (PSI; PSI-1I; PSII; PSII-I; WL) untersucht und die Chl a/b-
Verhdtnisse bestimmt. Alle erhaltenen Chl a/lb-Werte sind in Tab. A.6 aufgelistet.
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Abb. 3.19: Chlorophyll a/b-Verhiltnis bei Wildtyp und Mutantenlinien nach Akklimation an verschiedene
Lichtbedingungen. A: Wildtyppflanzen. B. Mutantenlinien mit Unterschieden zum Wildtyp. Anders as bei

Wildtyppflanzen sind bei diesen vier Linien die Verénderungen der Chl a/b-Werte nach einem Lichtwechsel
(PSI-I1 vs. PSI; PSI-I vs. PSI) nicht signifikant (t-Test, p < 0.05, Tab. A.6). Balken stellen Mittelwerte von drei

unabhéngigen Messungen + Standardabweichung dar.
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Der Wildtyp zeigt nach Akklimation an PSII-Licht bzw. nach einem Wechsel von PSI- in
PSII-Licht deutlich erhdhte Ch a/b-Werte. Unter PSI-Licht und nach einem PSlI-1-Wechsdl ist
das Chl a/b-Verhdtnis dagegen signifikant erniedrigt (Abb. 3.19A).

Zeigen Mutanten im Vergleich zum Wildtyp Unterschiede im Verhalten der Chl a/lb-Werte,
deutet das auf eine Beeintréachtigung der LTR hin. Solche Unterschiede wurden bei den
Linien LTR 8, 13-2, 17-1 und 17-2 beobachtet (Abb. 3.19B). Bei diesen Mutantenlinien fiel
die Veranderung des Chl a/b-Wertes nach einem Lichtwechsel deutlich geringer aus als beim
Wildtyp. Wéhrend LTR 8 und 13-2 generell einen abgeschwéachten Verlauf der Akklimation
zeigten, war bei LTR17-1 und LTR17-2 vor adlem die Akklimation nach einem PSII-I-
Wechsel betroffen.

Die meisten anderen Mutantenlinien reagierten wie Wildtyppflanzen auf Verénderungen der
Lichtqualitét. Zu Linien mit grof3en Schwankungen der Messwerte (LTR 11-1, 12, 15-2, 16
und 19, Tab. A.6) wurden keine Aussagen getroffen.

Bel der Untersuchung der Mutantenlinien LTR 1 — LTR 20 unter den verschiedenen
Lichtsystemen mittels Chlorophyllfluoreszenzmessungen und Pigmentanalysen wurden fir
die Linien LTR 13-1, 13-2 und 17-2 (F§Fm-Parameter) bzw. LTR 8, 13-2, 17-1 und 17-2
(Chl a/b-Parameter) Unterschiede zum Wildtyp beobachtet. Die Linien LTR 13-2 und 17-2
unterschieden sich bel beiden Parametern vom Wildtyp, was auf eine Beeintréchtigung der
LTR hinweist. Es konnten somit zwel LTR-Mutanten identifiziert werden.

Ein weiterer Hinweis dafUr ergibt sich aus dem Verhalten der Linien LTR 13-1 und 17-1, die
Unterschiede zum Wildtyp im FS/Fm-Wert bzw. im Chl alb-Verhdtnis aufwiesen. Bel LTR
13-1 und 17-1 handelt sich um genetisch unabhéngige Linien (andere Position der T-DNA-
Insertion, s. Tab. 2.2), bei denen jedoch das gleiche Gen wie bel LTR 13-2 bzw. 17-2
betroffen ist. Wenn sich die Insertionsstelle der T-DNA an unterschiedlichen Stellen befindet,
kann das Gen unterschiedlich stark betroffen sein (knock-down vs. knock-out), womit auch
Unterschiede zwischen LTR 13-1 und 13-2 bzw. 17-1 und 17-2 zu erkl&ren sein kénnten.
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3.3.3 Mutanten mit beeintrachtigter LTR

Bel den LTR-Mutanten LTR 13-2 und 17-2 (siehe 3.3.2) sind Gene betroffen, die fir eine
Untereinheit von Photosystem Il und ein Protein mit bisher unbekannter Funktion kodieren.
Die Struktur der Gene, vorhergesagte Transitpeptide und konservierte Doméanen, die Uber
Datenbankinformationen und Online-Tools erhaten wurden, sind in Abb. 3.20 dargestellt.

Bel LTR 17-2 befindet sich die T-DNA-Insertion in der 5 UTR des Genes At1g03600.
Dieses Gen kodiert fur ein kleines, luminales, mit PSll-assoziiertes Plastidenprotein. Beim
Vergleich mit Datenbankinformationen tUber NCBI bzw. PROSITE (Hulo et al, 2006)
wurden keine konservierten Doméanen detektiert. Bei LTR 13-2 ist das Gen At49g39690
betroffen, das fur ein mitochondriales Protein unbekannter Funktion kodiert und eine
konservierte ERM-Doméne (Ezrin/Radixin/M oesin-Doméne, NCBI) enthalt. Proteine der
ERM Familie verbinden das Aktinzytoskelett mit der Plasmamembran und spielen bel der
Signaltransduktion eine Rolle (lvetic und Ridley 2004).
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Abb. 3.20: Schematische Darstellung der Gene, die bei LTR 17 (At1g03600; A) und LTR 13 (At4g039690;
B) betroffenen sind. Balken markieren Exons, wobel kodierende Bereiche rot dargestellt sind. Der Ort der T-
DNA-Insertion ist durch ein schwarzes Dreieck markiert. Genstruktur und Ort der T-DNA-Insertion wurden tber
die Datenbanken NCBI und TAIR erhaten. Lokalisation und plastidére (cTP) bzw. mitochondriale (mTP)
Transitpeptide (grin) wurden Uber TargetP, ChloroP (Emanuelsson et al., 1999; Emanuelsson et al., 2000),
Mitoprot (Claros und Vincens 1996) und Predotar (Small et al., 2004) ermittelt. Konservierte Doménen sind
gelb dargestellt. ERM: Ezrin/radixin/moesin family domain. Bei der Suche nach konservierten Domanen wurden
Prosite (Huloer al., 2006) und NCBI beriicksichtigt.
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4 Diskussion

Verdnderungen in den Lichtbedingungen koénnen die Effizienz der Photosynthese
beeintrachtigen. Pflanzen verfiigen deshalb Uber eine Reihe von akklimatorischen
Mechanismen, um bei veranderten Lichtverhaltnissen eine hohe Photosynthese-Effizienz zu
gewdhrleisten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei dem Modelorganismus Arabidopsis
thaliana die Akklimationsreaktion an eine Veranderung der Lichtqualitét untersucht. Diese
hier betrachtete Langzeitreaktion (Long Term Response, LTR) ist durch Umstrukturierungen
des Photosyntheseapparates, d.h. die Anpassung der Photosystemstéchiometrie,
charakterisiert. Dabei spielen photosynthetische Redoxsignale als Ausloser der LTR eine
entscheidende Rolle (s. Einleitung). Die Beteilligung von Redoxsignalen aus dem
Plastochinon-Pool an der Regulation der Genexpression in Chloroplast und Zellkern wahrend
der LTR wurde bereits nachgewiesen (Pfannschmidt et al., 1999; Fey et al., 2005). Dagegen
ist der Zusammenhang mit weiteren Redoxsignalen (z.B. aus dem Trx-Pool), die Dynamik der
Genexpression, besonders zu frihen Zeitpunkten, und die Rolle des Stoffwechsels wahrend
der LTR bisher kaum verstanden.

Um diese ungeklarten Zusammenhdnge zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit en
systembiologischer Ansatz gewahlt. Dabel wurde erstmalig die Pflanze als Gesamtsystem
betrachtet und die Akklimationsreaktion auf verschiedenen Ebenen parallel untersucht. Zum
einen wurden Veranderungen auf der Ebene der Genexpression im zeitlichen Verlauf der LTR
mittels Makroarrays analysiert. Des Weiteren wurde anhand von Einzel metaboliten sowie
ganzen Metabolitprofilen die Ebene der Stoffwechsel produkte wéhrend der LTR untersucht.
Schliefdlich wurden die so erhatenen Ergebnisse bzw. daraus abgel eitete Hypothesen anhand
physiologischer Untersuchungen mit Mutanten tberpriift.

Zur Untersuchung der LTR unter Laborbedingungen wurden in dieser Arbeit Lichtquellen
verwendet, die bevorzugt PSI bzw. PSI1 anregen (PSI- und PSII-Licht; siehe 1.4 und 2.6).
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4.1 Verdnderungen wéahrend der LTR auf der Transkriptebene

Um einen Uberblick tber die Dynamik auf der Ebene der Kerngenexpression, den Umfang
der Regulation und die Geschwindigkeit bei der Ubertragung retrograder Signale aus dem
Chloroplasten zu erhaten, wurden Transkriptanalysen zu verschiedenen Zeitpunkten im
Verlauf der LTR durchgefhrt. Erste Analysen lagen bereits vor, bezogen sich allerdings nur
auf einen spdten Zeitpunkt und nur auf ein Reduktionssignal (Fey et al., 2005). Der
Schwerpunkt der hier durchgefihrten Untersuchung lag auf der Dynamik der LTR und auf
frihen Zeitpunkten, da diese entscheidend fir den spéteren Verlauf der LTR sind. Anhand der
Anayse friher Zeitpunkte konnen mogliche primére Zielgene retrograder Redoxsignae
identifiziert werden.

Die Genexpressionsanalysen wurden mittels Makroarrays durchgefiihrt und die Expression
v.a nuklegrer Chloroplastengene in zwei Experimenten (nach einem Reduktions- bzw. einem
Oxidationssignal) untersucht. Um den Verlauf der LTR abzudecken und gleichzeitig eine
genauere Analyse friher Zeitpunkte zu ermdglichen, wurden Transkriptprofile 30 min, 2 h, 8
h und 48 h nach Erzeugung eines Reduktions- (PSI-I1-Wechsel) bzw. Oxidationssignals
(PSI1-1) erstellt und Profile vor einem Lichtwechsel (0 h) als Referenz verwendet (3.1). Die
anschlief}ende Auswertung aller erhaltenen Array-Daten sowie die detaillierte Analyse
ausgewdhlter Telle ermoglichte es, Muster im Datensatz auf verschiedenen Skalen zu

untersuchen (top-down approach).

4.1.1 Die Dynamik der LTR auf Transkriptebene

Die Anayse der Transkriptprofile zeigt, dass der gesamte zeitliche Verlauf der LTR durch
umfangreiche Genexpressionsanderungen charakterisiert ist. Das konnte sowohl fur die
Akklimation nach Erzeugung eines Reduktionssignales als auch fir die Reaktion auf ein
Oxidationssignal nachgewiesen werden (siehe 3.1; Abb. 3.3).

Die Daten weisen darauf hin, dass die Akklimation auf Transkriptebene in verschiedenen
Stufen verlauft. Auf zeitige Genexpressionsdnderungen (bei 0.5 und 2 h) folgt ein deutlich
verschiedenes Zwischenstadium (8 h), bis schliefdlich der Endzustand der Akklimation (48 h)
erreicht wird (siehe 3.1; Abb. 3.3). Das Zwischenstadium kann dabei nicht ausschliefdlich
durch zirkadiane Veranderungen erklart werden, da die Versuche (einschliefdich der
Vorakklimation) im Dauerlicht durchgefiihrt wurden und damit die zirkadiane Rhythmik
abgedampft ist. Wahrend die Akklimation an ein Reduktionssignal hauptsachlich durch
Reprimierung der Genexpression charakterisiert ist, Uberwiegen bei Akklimation an en
Oxidationssignal eher induzierte Gene.
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Der Verlauf der LTR auf Transkriptebene zeigt, dass nach einem Reduktions- und auch nach
einem Oxidationssignal die ersten Gene bereits innerhalb von 30 min mit signifikanten
Veranderungen in der Transkriptmenge reagierten (Abb. 3.3). Das weist deutlich auf eine
schnelle Ubertragung photosynthetischer Redoxsignale aus dem Chloroplasten in den
Zellkern (retrograde Signallbertragung) hin. Die an der Signallbertragung beteiligten
Komponenten liegen daher vermutlich in der Zelle bereits vor und missen nicht erst gebildet
werden. Untersuchungen, bei denen die Expression einzelner Kerngene nach Erzeugung von
Redoxsignalen im PET durch veranderte Lichtintensitdten anaysiert wurde, weisen auf
ahnliche Geschwindigkeiten bei der SignalUbertragung hin. Diese Versuche zeigen, dass je
nach Organismus und experimentellen Bedingungen erste Veranderungen der Genexpression
von Lhch, Apxl oder Apx2 innerhalb von 15 min — 3 Stunden nach Erzeugung von
Redoxsignalen im PET auftreten (Maxwell et al., 1995; Karpinski et al., 1997; Chen et al.,
2004). Experimente mit Phosphataseinhibitoren lassen dabei auf die Beteiligung einer
Phosphorylierungskaskade an der Ubertragung von Signaen aus der Plastide in den
Zellerkern schlief3en (Escoubas et al., 1995; Durnford und Falkowski 1997; Chen et al., 2004;
1.3.3).

Je nach Zeitpunkt und Lichtwechsel wurden im Verlauf der Akklimationsreaktionen
signifikante Expressionsanderungen bei 200 bis 2000 Genen detektiert (Abb. 3.3). Diese
grof3e Anzahl regulierter Gene verdeutlicht, dass es sich bei der LTR um eine komplexe
Akklimationsantwort handelt, bei der photosynthetische Redoxsignale einen umfassenden
Einfluss auf die Genexpression austiben und as Teil eines Signalhetzwerkes agieren kdnnen.
Viele der regulierten Gene zeigen signifikante, aber nicht sehr starke Veranderungen in ihrer
Genexpression (<Faktor 2.5). Das lasst sich damit erkldren, dass die LTR einen Mechanismus
zur Feinanpassung der Photosynthese darstellt und alle Untersuchungen im physiologischen
Akklimationsbereich von Wildtyppflanzen durchgefihrt wurden. Bei Experimenten, die
deutlich stérkere Einflisse untersuchen, wie z.B. genetische Defekte (Mutationen),
Starklichtstress oder Hormonbehandlungen, wurden z.T. auch wesentlich starkere
Veranderungen in der Genexpression detektiert (op den Camp et al., 2003; Goda et al., 2004,
Vanderauwera et al., 2005).

Um einen detaillierteren Uberblick Uber Transkriptveranderungen wahrend der LTR zu
erhalten und die Daten unter einem funktionellen Gesichtspunkt zu analysieren, wurden die
Gene funktionellen Gruppen zugeordnet, statistisch untersucht und graphisch dargestellt
(MapMan-Software Version 2.0.0). Dabel wurde deutlich, dass sich die Expressionsprofile
nach Akklimation an ein Reduktions- bzw. Oxidationssignal nicht nur in der Anzahl der
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regulierten Gene z.T. betréchtlich unterschieden (s.o0., Abb. 3.3). Es waren auch verschiedene
Gene, die auf ein Reduktions- bzw. Oxidationssignal reagierten (s. Abschnitt 3.1.1). Bei den
beiden untersuchten Akklimationsantworten handelt es sich daher nicht direkt um die Hin-
und  Ruckresktion eines Prozesses, sondern  vielmehr um  verschiedene
AkKlimationsprogramme.

Die Untersuchung der einzelnen Funktionsgruppen zeigte weiterhin, dass Photosynthesegene
die einzige Kategorie darstellen, die sich in ihrer Expression als Gesamtgruppe signifikant
von allen anderen Funktionsgruppen unterschied (Wilcoxon Rangsummentest, p < 0.05; Tab.
3.1). Be beiden Akklimationsreaktionen (nach einem Okxidations- und nach enem
Reduktionssignal) wurde dieses Ergebnis v.a. zu spéteren Zeitpunkten erhalten (8 h & 48 h,
Tab. 3.1). Die somit beobachtete spezifische Regulation von Photosynthesegenen steht im
Einklang mit der Annahme, dass die LTR die Expression dieser Gene kontrolliert
(Pfannschmidt et al., 2001b).

Schliefdich verdeutlicht die graphische Darstellung der Expressionsdaten in einem
Uberblicksschema des pflanzlichen Stoffwechsels, dass neben Photosynthesegenen
interessanter Weise auch eine Reihe von Genen aus anderen Funktionsgruppen reguliert
wurden (Abb. 3.4). Als Beispiel sind die Expressionsprofile des 48 Stunden-Zeitpunktes in
Abb. 3.4 gezeigt. Deutliche Verdnderungen in der Expression traten bspw. bei Genen auf,
deren Produkte am Aminosdure-, Kohlenstoff- oder Lipidstoffwechsel, also verschiedenen
metabolischen Prozessen, beteiligt sind. Die beobachteten Expressionsanderungen deuten
somit auf eine komplexe Regulation der Genexpression und auch auf eine Beeinflussung des
M etabolismus wahrend der LTR hin und bestétigen deren Komplexitét.

4.1.2 Zeitige Veranderungen und primar regulierte Gene

Um Gene zu identifizieren, die in ihrer Expression direkt durch photosynthetische
Redoxsignale kontrolliert werden, wurden zeitig regulierte Gene genauer betrachtet und die
Expressionsprofile des 30 Minuten-Zeitpunktes ausfhrlicher untersucht. Dabei wurden die
Gene ausgewahlt, deren Transkriptmengen im Vergleich zur O h-Referenz signifikant und
mindestens um Faktor 2.5 reguliert waren und die im gesamten Verlauf der LTR detektiert
werden konnten. Nach einem Lichtwechsel von PSI- nach PSII-Licht erfiillten 45 Gene, nach
einem PSII-I-Wechsel 60 Gene diese Kriterien und wurden as , primér regulierte Gene®
(PRGS) bezeichnet (Tab. 3.2). Damit konnten in Rahmen dieser Arbeit 105 Gene identifiziert
werden, die mogliche primére Zielgene photosynthetischer Redoxsignale wéahrend der LTR
darstellen. Zwel der PRGs (At3g11670 und At4g11230) wurden bereits als redox-regulierte
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Gene wahrend der spaten LTR beschrieben (Fey et al., 2005). Alle anderen PRGs wurden
dagegen erstmalig mit der Langzeitantwort und photosynthetischen Redoxsignalen in
Verbindung gebracht und bieten interessante Ansatzpunkte fir weitere Untersuchungen. Erste
anschlieffende Untersuchungen ausgewahlter PRGs erfolgten Gber Mutanten und sind unter
3.3 beschrieben.

Die PRGs wurden hinsichtlich ihrer bekannten oder vermuteten Funktion genauer betrachtet.
Interessanter Weise befinden sich unter den PRGs nur relativ wenige Gene (<10%), die im
Zusammenhang mit der Photosynthese stehen. Das weist darauf hin, dass die Regulation
vieler Photosynthesegene mittelbar erfolgt und |asst ebenfalls darauf schlief3en, dass die LTR
eine komplexere Akklimationsantwort darstellt als bisher angenommen.

Die Zuordnung der PRGs zu den Ubergeordneten Kategorien , Regulation®,
»Metabolismus/Struktur®  und ,Unklassifiziert® sowie die detalliertere funktionelle
Klassifizierung verdeutlichen weiterhin, dass sich die Reaktionen auf ein Oxidations- bzw.
auf ein Reduktionssignal auf Transkriptebene deutlich unterscheiden (Abb. 3.5).

Bel den Genen mit bekannter Funktion Uberwogen nach einem Wechsel von PSI- nach PSII-
Licht Gene regulatorischer, nach einem PSII-I-Wechsel dagegen Gene metabolischer
Funktionsklassen:

Von den PRGs, die nach einem Reduktionssignal (PSI-11) selektiert wurden, ist etwas Uber die
Haélfte (53%) klassifiziert (Abb. 3.5 A). Davon konnte die Mehrheit (83%) regulatorischen
Funktionsgruppen, die v.a. Signawahrnehmung und -Ubertragung, Stressantworten und
Regulation der Transkription umfassen, zugeordnet werden (Beispiele s.u.). Nur wenige der
klassifizierten Gene (13%) kodierten flr Proteine mit metabolischer Funktion.

Dagegen Uberwogen bei den PRGs, die nach einem Oxidationssignal (PSII-1) selektiert
wurden, vor allem Gene, deren Produkte an Stoffwechsel prozessen beteiligt waren (48%)
(Abb. 3.5 B). Sie konnten diversen funktionellen Gruppen wie Photosynthese, Kohlenhydrat-,
Fett-, Sekundarstoffwechsel u.a. zugeordnet werden. Nur 25 % wurden regulatorischen
Funktionsgruppen, hauptsachlich den Funktionsklassen Proteinmodifikation und Regulation
der Transkription, zugeordnet. Direkt nach einem Wechsel von PSII- nach PSI-Licht scheint
die Regulation von Genen, deren Produkte an Stressantworten sowie der Signalwahrnehmung

und -weiterleitung beteiligt sind, eher eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Die LTR efordert u.a fir die Anpassung der Photosystemstochiometrie eine genaue
Abstimmung der Transkription in Chloroplast und Zellkern. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass sowohl SigB as auch Gene, die fir verschiedene Transkriptionsfaktoren
(bHLH-Faktor, ERF/AP2-Protein, ARF7; Tab. 3.2, I-11) kodieren, als primér regulierte Gene
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identifiziert wurden. SIG B ist einer von bisher 6 bekannten Sigma- Faktoren bei Arabidopsis
(Fujiwara et al., 2000; Privat et al., 2003). Sigma-Faktoren vermitteln die Promotorspezifitéat
der plastidenkodierten RNA-Polymerase (PEP) und sind somit direkt an der Regulation der
plastidaren Genexpression beteiligt (siehe 1.1). Die anderen Transkriptionsfaktoren sind laut
Vorhersageprogrammen im Zellkern lokalisiert und nehmen daher Einfluss auf die Regulation
der Expression von Kerngenen. Obwohl der verwendete Macroarray vorwiegend Kerngene
abdeckt, die fur Plastidenproteine kodieren, werden auch einige Kerngene berlicksichtigt, die
Ahnlichkeiten zu cyanobakteriellen Genen aufwei sen und deren Produkte im Mitochondrium
oder Zellkern lokalisiert sind (Abdallah ef al., 2000; Kurth et al., 2002; Richly et al., 2003).
Letztere konnen interessante Zusatzinformationen Uber den Einfluss photosynthetischer
Redoxsignalen im Regulationsnetzwerk der Zelle bieten. Weitere PRGs aus regulatorischen
Funktionsgruppen kodieren fir einen Elongationsfaktor (Ts; Proteinsynthese), ein Prenylated
Rab Acceptor Familyl Protein (PRAL, Sensing und Signalling) sowie fir RING-Finger-
Proteine (evtl. Protein-Protein-Interaktion) (Tab. 3.2; I-11). Einige der PRGs kodieren auch fir
Produkte, die v.a. im Zusammenhang mit Stressantworten bekannt sind (Gluthation-S-
Transferase GST6, Peroxidase ATP13, Respiratory Burst Oxidase, Tab. 3.2, 1-11). Schliefdich
deutet die Regulation von PRGs, die fur Proteinkinasen (At1g26970; At4g23150) sowie eine
Protein-Phosphatase (At4g33500) kodieren (Tab. 3.2, 1I-1) auf die Beteiligung
posttrandationaler Regulationsmechanismen im weiteren Verlauf der LTR hin. Nach
bisherigem Wissensstand spielen Stressreaktionen wahrend der LTR keine oder kaum eine
Rolle (s.u. und Fey ef al., 2005). Dagegen ist die Beteiligung von Phosphorylierungskaskaden
an der LTR durchaus wahrscheinlich (Fey et al., 2005b; Brautigam et al., 2007; 1.3.3).

Als PRGs wurden weiterhin - v.a nach einem PSII-I-Wechsel - eine Reithe von Genen
identifiziert, deren Produkte fur den Stoffwechsel und die Struktur der Zelle von Bedeutung
sind (Tab. 3.2; Il-1). Darliber, ob die Produkte dieser Gene zusétzlich auch regulatorische
Funktionen bel der LTR wahrnehmen, kann vorerst nur spekuliert werden. Zu den PRGs
gehoren u.a. zwel Gene, die fir die Enzyme Stérkesynthase 2 und eine putative Trehal ose-6-
Phosphat-Phosphatase  kodieren, was auf eine Betelligung bzw. Regulation des
Starkemetabolismus wéhrend der LTR hindeuten konnte. Eine Redox-Regulation des
Starkemetabolismus wurde kirzlich bei Untersuchungen an Arabidopsis-Pflanzen gezeigt
(Geigenberger et al., 2005; Kolbe et al., 2005). Die Produkte weiterer priméar regulierter Gene
stehen im Zusammenhang mit der Photosynthese und sind am Tetrapyrrolstoffwechsels
(Crdl) oder an der Dunkelreaktion der Photosynthese (Seduheptulose-1,7-Bisphosphatase,
SBPase; kleine Untereinheit der RuBisCO; Transketolase) beteiligt oder stellen Komponenten
des Photosyntheseapparates dar (zwei PSII-Untereinheiten). Schliefdlich kodieren eine Reihe
von PRGs fur Enzyme des Fettstoffwechsels wie die Digalactosyldiacylglycerol -Synthasel
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(DGD1), Fettsduredesaturase 2 (FADZ2), Phosphatidylserin-Dekarboxylase 3 (PSD3) oder fir
einen Kofaktor der Fettsauresynthese (Acylcarrierprotein 3, ACP3). Das deutet auf eine
Beteiligung des Fettstoffwechsels besonders zu frihen Zetpunkten wahrend der
Lichtakklimation hin. Die Digalactosyldiacylglycerol-Synthase bzw. die Phosphatidylserin-
Dekarboxylase katalysieren die Bildung von haufigen Galaktolipiden bzw. Phospholipiden
und damit Hauptkomponenten der Membranen der Pflanzenzelle (Nerlich et al., 2007). Von
besonderem Interesse konnte hier die Regulation des Genes fir DGD1 sein, da dieses Enzym
eines der Hauptlipide des Chloroplasten synthetisiert, welches auch fir die Stabilitdt und
Funktion der Photosysteme unentbehrlich ist (Dormann et al., 1999; Ivanov et al., 2006). Eine
Regulation der Synthese von Galaktolipiden, den Hauptlipiden in Chloroplasten, wirde auch
im Einklang mit Ultrastrukturanalysen von Chloroplasten stehen, die je nach Lichtqualitét
Unterschiede in den Membranstrukturen (Grana) bzw. der Anzahl von Plastoglobuli zeigen
(Deng et al., 1989; Wagner et al., 2007).

Nach der Betrachtung der PRGs hinsichtlich ihrer funktionellen Klassifizierung wurden die
Regulationsmuster der PRGs analysiert. Genexpressionsmuster, Uber den zeitlichen Verlauf
einer Antwort betrachtet, kénnen Hinweise auf zugrunde liegende Regulationsmechanismen
bzw. die Beteiligung der Genprodukte an bestimmten biologischen Prozessen liefern. Um
einen Uberblick tber Ahnlichkeiten und Unterschiede der Expressionsmuster zu erhalten,
wurden die PRGs — ohne die bereits diskutierte Zuordnung zu funktionellen Klassen zu
berticksichtigen — mit Hilfe eines Clusteralgorithmus (k-means Clustering) in Gruppen
ahnlich regulierter Gene eingeteilt (2.9.3).

Bel den PRGs, die nach einem Wechsel von PSI- nach PSII-Licht identifiziert wurden,
konnten drei deutliche Cluster unterschieden werden; bei den PRGs nach einem Wechsel von
PSII- nach PSI-Licht waren es vier Gruppen (Abb. 3.6A,B). Somit konnten die PRGs in
Cluster unterteilt werden, die verschiedene Regulationsmuster reprasentieren und
moglicherwel se verschiedene Regul ationsmechanismen widerspiegeln. Allerdings Giberwogen
in keinem der Cluster Gene einer bestimmten Funktionsklasse, weshalb kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen Regulation der PRGs und Funktion der kodierten Genprodukte
hergestellt werden konnte. Das kann die Interaktion verschiedener regulatorischer Prozesse,
dieim Verlauf der Lichtqualitdtakklimation eine Rolle spielen, widerspiegeln. Allerdings muf
auch berticksichtigt werden, dassein Tell der PRGs bisher nicht oder nur ungenau klassifiziert
und die Anzahl der PRGs fur Clusteranal ysen relativ gering ist.
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4.1.3 ,,Signaturen“ anderer Einfllisse bei primar regulierten Genen

Bei der LTR sind Uberlappungen mit anderen lichtabhangigen Prozessen, die sich in planta
nur bedingt voneinander trennen lassen bzw. Interaktionen photosynthetischer Redoxsignale
mit anderen Signalwegen denkbar. Die Untersuchung der LTR erfolgte in dieser Arbeit unter
Schwachlichtbedingungen und wurde mit Hilfe von Lichtquellen verschiedener Qualitét
durchgefunhrt.

PSI-Licht enthdlt Wellenléngen Uber 700 nm, wahrend das bei PSII-Licht nicht der Fall ist.
Daher verdndert sich bei einem Lichtwechsel wdahrend der Pflanzenanzucht auch das
Hellrot/Dunkelrot-Verhdltnis, was wiederum das Verhdtnis der P,- zu Py-Form von
Phytochrom beeinflussen und Phytochrom-vermittelte Antworten auslésen kénnte. Weiterhin
konnten reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die bel einer Reihe von Umweltveranderungen,
v.a. in Stresssituationen, in erhdhten Mengen entstehen, auch bei einer Veranderung der
Lichtqualitét verstérkt erzeugt werden. Das konnte insbesondere kurzfristig bei einem
Wechsel von PSI- nach PSlI-Licht der Fall sein, da dieser Wechsel zur deutlichen Reduktion
der photosynthetischen Elektronentransportkette fihrt.

Die Identifikation der PRGs ermdglicht damit erstmals einen bioinformatischen Ansatz, mit
dem zeitig regulierte Gene auf Expressionssignaturen von ROS oder Phytochromen
untersucht werden konnen (2.9.5, 3.1.3). Dieser sensitive Ansatz bietet somit die Mdglichkeit,
Uberlagerungen der LTR mit ROS- oder Phy-vermittelten Prozessen zu detektieren.

Dazu wurden Expressionsdaten dieser Arbeit (PRGs) umfassend mit publizierten Array-
Datensétzen aus Experimenten anderer Forschungsgruppen verglichen, die den Einfluss von
verschiedener ROS wie Wasserstoffperoxid, Superoxidanionen oder Singulettsauerstoff bzw.
Phytochrom A und B auf das Transkriptom von Arabidopsis untersuchten (Kuno et al., 2000;
Desikan et al., 2001; Wang et al., 2002; op den Camp et al., 2003; Rizhsky et al., 2003;
Mittler et al., 2004; Monte et al., 2004; Davletova et al., 2005; Kretsch 2005; Vanderauwera
et al., 2005). Falls Einflisse von ROS oder Phytochromen bei der Lichtqualitétsakklimation
eine Rolle spielen, mussten diese auch eine ,Signatur® in den Expressionsprofilen
hinterlassen, die nach einem Lichtwechsel erstellt wurden.

Der Vergleich der PRGs mit den zwdlf verschiedenen Datensétzen, die den Einfluss von
Phytochromen bzw. ROS widerspiegeln, ergab keine oder nur eine geringe Anzahl von
Ubereinstimmungen (3.1.3, Abb. 3.7). Bei den priméar regulierten Genen wurden damit keine
oder nur schwache , Signaturen resktiver Sauerstoffspezies (H,O,, O,”, 'O,) bzw. von
Phytochromen (PhyA, PhyB) detektiert. Das deutet darauf hin, dass zu Beginn der LTR
Uberlappungen mit ROS- bzw. Phytochrom-vermittelten Reaktionen auf Ebene der
Genexpression keine oder nur eine untergeordnete Rolle spielen. Wahrend die PRGs deutlich
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den Einfluss photosynthetischer Redoxsignal widerspiegeln (3.1, Einleitung), wurde ihre
Regulation vermutlich nur in begrenztem Umfang durch ROS- oder Phytochrom-bedingte
Signale beeinflusst. Das Ergebnis der Datensatzvergleiche verdeutlicht weiterhin, dass die in
dieser Arbeit untersuchten Akklimationsantworten eigenstandige Reaktionen darstellen und
unabhéngig von Phytochrom- oder ROS-vermittelten Prozessen ablaufen.

Das steht auch im Einklang mit Untersuchungen an Mutanten, die zeigen, dass wichtige
Photorezeptoren fur Rot- und Blaulicht (PHYA, PHYB, CRY1, CRY?2) direkt fur die LTR
nicht erforderlich sind (Fey et al., 2005). Weiterhin wurden bei Wildtyppflanzen am Ende der
LTR keine Veranderungen im Redoxzustand von Glutathion gemessen (Fey et al., 2005).
Glutathion ist ein wichtiges Antioxidanz der Zelle, das u.a. bei der Entgiftung von ROS
oxidiert wird. Damit wurden, allerdings nach am Ende der LTR, keine Hinweise auf einem
erhdhten Gehalt an ROS erhalten, was auch durch die Ergebnisse des Datensatzvergleiches
bestétigt wird.

Der in dieser Arbeit durchgefiihrte bioinformatische Vergleich konnte damit die Ergebnisse
vorangegangener physiologischer und biochemischer Analysen bestétigen und damit auf
molekularer Ebene komplementieren.

4.1.4 In-silico Promotoranalyse der primar regulierten Gene

Bisherige Untersuchungen der Kommunikation zwischen Chloroplast und Zellkern zeigen,
dass verschiedene , Plastidensignale” existieren (s. 1.1). Wie jedoch die Expression von
Kerngenen durch solche Signale reguliert wird, ist bisher nur teilweise geklart. Dass diese
Regulation Uber begrenzte Promotorbereiche vermittelt werden kann, wurde anhand von
Promotor-Reportergen-Konstrukten gezeigt (Bolle ef al., 1996; Kusnetsov et al., 1996; Baier
et al., 2004). Uber einzelne Promotormotive, die spezifisch auf Plastidensignale reagieren, ist
bisher jedoch bei htheren Pflanzen wenig bekannt.

Daher wurden die Promotorsequenzen der PRGs auf gemeinsam auftretende cis-Elemente
(Motive) hin untersucht (2.9.6; 3.1.4) und dabei auch Gruppen koregulierter Gene innerhalb
der PRGs (Cluster, Abb. 3.6) berticksichtigt. Tabelle A.2 enthdt die beim Vergleich mit
Datenbankeintragen (PlantCARE und Transfac) am haufigsten identifizierten bekannten cis-
Elemente, wahrend Uiberreprasentierte Motive in Tabelle 3.3 aufgefihrt sind.

Die Anayse zeigte, dass in den Promotersequenzen der PRGs lichtresponsive Motive (z.B. G-
Box, GAG-Motiv, ATC-Motiv und weitere Abschnitte lichtresponsiver Elemente) Gberwogen
(Tab. 3.3, Tab. A.2). Bel der Zusammensetzung der haufigsten Motive unterschieden sich die
einzelnen Cluster allerdings voneinander. Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass die
verschiedenen  Cluster  unterschiedliche  Regulationsmuster  (und  damit  ggf.
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Regulationsmechanismen) reprasentieren. Neben lichtresponsiven und algemeinen Motiven
wurden auch solche identifiziert, die bel Wachstumsprozessen (Non-Box, CAT-Box) eine
Rolle spielen; einige Motive sind als ABA- oder stressresponsiv beschrieben. Bei Genen, die
nach einem Wechsel von PSI- nach PSII-Licht reprimiert sind (PSI-Il: Cluster3), trat
aulerdem ein Motiv Uberdurchschnittlich héufig auf, dessen Sequenz am ehesten mit EINS,
einem ethylenresponsiven Element tberei nstimmt.

Vorhergehende Untersuchungen, die fur einzelne Kerngene wie AtpC, PetE oder Fnr
durchgefuihrt wurden, zeigen, dass Lichtregulation und retrograde Kommunikation tber
ahnliche Promotorregionen erfolgen kann (Kusnetsov et al., 1994; Bolle et al, 1996;
Kusnetsov et al, 1996; Puente et al., 1996). Untersuchung mit dem Transkriptionsfaktor
ABI4 (absciscic acid insensitive-4) lassen auch auf Uberlagerungen von ABA- und Licht-
vermittelten Signalen sowie retrograder Kommunikation schlief3en (Acevedo-Hernandez et
al., 2005; Koussevitzky et al., 2007). Bei Chlamydomonas konnte kirzlich mit Hilfe von
Promotor-Deletionskonstrukten ein ,plastid responsive element” identifiziert werden (von
Gromoff et al., 2006). Dieses Motiv reagiert spezifisch auf Licht oder Mg-Proto 1X, welches
ein mogliches Plastidensignal aus der Tetrapyrrolbiosynthese darstellt. Analog dazu konnte
ein ,redox-responsives Element® in den Promotoren der hier untersuchten PRGs nicht
identifiziert werden.

Wahrend die Regulation der Kerngenexpression durch retrograde Signale bisher nur teilweise
verstanden ist, ist die photorezeptorvermittelte Regulation kernkodierter Photosynthesegene
(photosynthesis associated nuclear genes PNANGS) wie beispielsweise Lhch und RbcS gut
untersucht (Arguello-Astorga und HerreraEstrella 1998). Die Promotoren solcher PhANGs
enthalten eine Reihe unterschiedlicher lichtresponsiver Motive, die oft auch in Kombination
mit anderen Elemente (z.B. ABA-responsiven Motiven) auftreten.

Die Ergebnisse der hier erfolgten Analyse deuten auf eine Beteiligung verschiedener, v.a.
lichtresponsiver, cis-Elemente an der Regulation der Genexpression durch plastidare
Redoxsignale hin. Sie stimmen mit bisherigen Untersuchungen Uberein, die darauf hinweisen,
dass Licht und andere Signale Uber dhnliche Motive vermittelt werden und eine Kombination
verschiedener Motive ausschlaggebend ist.

Zukunftige in-silico-Promotoranalysen konnen genauere und detailliertere Information
liefern, wenn grol3ere Datensétze bspw. durch die Verwendung umfangreicherer Arrays oder
Datenbankinformationen zur Verfiigung stehen. Alternativ dazu konnten die Promotoren
einzelner ausgewahlter PRGs fur detaillierte Analysen mittels Promotor-Reportergen-

Konstrukten herangezogen werden.
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4.2 Verdanderungen wéahrend der LTR auf metabolischer Ebene

Eine weitere Regulationsebene der Pflanzen umfasst die des Metabolismus. Verandert sich
die Umwelt, konnen Stoffwechselprodukte akkumulieren bzw. in verringerter Menge
auftreten und damit Funktionen und Signal Ubertragungswege innerhalb der Pflanzenzelle bis
hin zur gesamten Pflanze beeinflussen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals Veranderungen im Metabolismus wahrend der
Langzeitantwort umfassend und bei einer hdheren Pflanze untersucht. Deutliche Hinweise auf
metabolische Verdnderungen wahrend der hier betrachteten LTR ergaben sich aus den bereits
diskutierten Daten des Transcript Profiling (3.1) und auch aus Ultrastrukturanalysen von
Chloroplasten (Deng et al., 1989; Wagner et al., 2007).

4.2.1 Beteiligung ausgewahlter Produkte des Grund- und
Energiestoffwechsels an der LTR

Um einem allgemeinen Eindruck zu bekommen, ob und inwiefern der Stoffwechsel wahrend
der LTR Veranderungen unterworfen ist, wurden zunachst wichtige Grundbausteine der
Pflanzenzellen betrachtet und der Gesamtgehalt an Stérke, Proteinen und Fettsduren
gemessen.

Die Messungen zeigten, dass nur der Gehalt an Starke durch die Lichtqualitét beeinflusst wird
und sich wahrend der LTR deutlich verandert. Unter PSlI-Licht enthielten Pflanzen etwa 40-
50 % mehr Stérke als unter PSI-Licht (Abb. 3.8A). Diese Beobachtung steht im Einklang mit
bisherigen Ultrastrukturanalysen von Chloroplasten. Unter vergleichbaren experimentellen
Bedingungen wurde fur Spinat und Arabidopsis gezeigt, dass Chloroplasten unter PSII-Licht
deutliche Starkekorner ausbilden, wahrend dies unter PSI-Licht nicht der Fall ist (Deng et al.,
1989; Wagner et al., 2007). Die Lichtwechselvarianten verdeutlichen auerdem die reversible
Anpassung des Stérkegehaltes an die Lichtqualitét. Pflanzen nach einem Wechsel von PSI-
nach PSII-Licht enthielten etwa sovidl Starke wie Pflanzen aus PSII-Licht; nach einem PSII-I-
Wechsel entsprach der gemessene Stérkegehalt dem von PSI-Pflanzen. Eine solche
Reversibilitét ist charakteristisch fur ,, echte” akklimatorische Antworten.

Fur die Regulation des Stérkegehaltes in Abhangigkeit von der Lichtqualitdt sind
verschiedene M echanismen denkbar. Eine interessante Regulationsméglichkeit ergibt sich aus
dem direkten Zusammenhang zwischen Stérkemetabolismus und photosynthetischem
Elektronentransport (Geigenberger et al., 2005). Das Schlisselenzym der Stérkesynthese im
Plastiden ist ADP-Glucose-Pyrophosphorylase (AGPase), das durch lichtabhangige Signale
posttranslational reguliert werden kann. Bei Belichtung wird dieses Enzym durch Thioredoxin
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Uber die Reduktion einer regulatorischen Disulfidbriicke redox-aktiviert und ermdglicht so
einen Anstieg der Starkesynthese (Tiessen et al., 2002; Tetlow et al., 2004; Geigenberger et
al., 2005). Darliber hinaus sind verschiedene weitere Regul ationsmechanismen im komplexen
Starkemetabolismus bekannt (Tetlow et al., 2004; Geigenberger et al., 2005). Sie umfassen
dlosterischen Modifikationen der betelligten Enzyme (bspw. AGPase durch 3-
Phosphoglycerat und anorganisches Phosphat), weitere Redoxregulationen (bspw. Uber
Zuckerspiegel) oder Phoshorylierungen und betreffen sowohl Stérkeauf- als auch
Stérkeabbauprozesse.
Die Genexpressionsdaten dieser Arbeit (Abschnitt 3.1) und Untersuchungen der Ultrastruktur
von Chloroplasten (Deng et al., 1989; Wagner et al., 2007) lassen weiterhin Veranderungen
im Lipidstoffwechsel wéahrend der LTR vermuten. Messungen ergaben jedoch, dass der
Gesamtgehalt an Fettsduren durch die Lichtqualitét kaum beeinflusst wird (Abb. 3.8C). Daher
wurde der Gehalt an einzelnen Fettsduren wie Palmitin-, Linol- oder Linolensdure untersucht,
fur die alerdings ebenfals keine Veranderungen in Abhéngigkeit von der Lichtqualitét
beobachtet wurden (Abb. A.1). Die Daten zeigen, dass Veranderungen auf Transkriptebene
sich nicht unmittelbar auf metabolischer Ebene widerspiegeln missen. Neuere
Untersuchungen zeigen auch, dass lipidreiche Plastoglobuli, die verstarkt unter PSI-Licht
auftreten, nicht nur im Zusammenhang mit dem Lipidstoffwechsel stehen, sondern auch
Zwischenspeicher von Thylakoidmembranen darstellen (Bréhélin et al, 2007).
Veranderungen in der Ultrastuktur von Chloroplasten konnten daher auch auf interne
Umlagerungen zurickzufihren sein.
Die Messungen wichtiger Grundbausteine der Zellen zeigen (Abb. 3.8), dass der Gesamt-
gehalt der Pflanzen an Fettséuren und auch an Proteinen wahrend der LTR unveréndert bleibt.
Dagegen wird der Stérkegehalt deutlich reguliert und reversibel an die jewellige Lichtqualitat
angepasst.  Zusdtzlich zum bisher bekannten Umbau des Photosyntheseapparates und
umfassenden Genexpressionsanderungen konnte somit gezeigt werden, dass akklimatorische
Veranderungen wahrend der LTR auch auf metabolischer Ebene stattfinden.
Die beobachteten Unterschiede im Stérkegehalt deuten darauf hin, dass sich Pflanzen unter
PSI- und unter PSII-Licht, aso in Abhangigkeit von der Lichtqualitét, in unterschiedlichen
metabolischen und damit auch energetischen Zustanden befinden.
Um diese Annahme genauer zu untersuchen, wurden die priméaren Produkte der
Photosynthese: ATP (Energiedgquivalente) und NADPH (Reduktionsguivalente) genauer
betrachtet und die Verhdltnisse von ATP/ADP (Energiestatus) und NADPH/NADP
(Reduktionsstatus) unter den verschiedenen Lichtsystemen analysiert (Abb. 3.9).
Hinsichtlich ihres ATP/ADP-Verhdtnisses unterschieden sich PSI- und PSlI-Licht
akklimatisierte Pflanzen kaum (Abb. 3.9A). Nach Akklimation an PSII-Licht (PSII; PSI-I1)
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wurden etwas hohere ATP/ADP-Werte as nach PSI-Akklimation (PSI; PSII-I1) gemessen. Der
Unterschied war allerdings nicht signifikant. Fir alle untersuchten Lichtsysteme wurden
relativ geringe ATP/ADP-Verhdtnisse bestimmt (0.5-0.8). Sie lagen deutlich unter
ATP/ADP-Werten, die fur Arabidopsis-Pflanzen im Weildlicht, allerdings bel etwas htheren
Lichtintensitéten, ermittelt wurden (2.2; Wormuth er al., 2006). Wéhrend der Energiestatus
von Pflanzen unter den verschiedenen Lichtsystemen generell gering ist, wird aso das
ATP/ADP-Verhdtnis kaum durch die Lichtqualitét beeinflusst.

Dagegen unterlag der Redoxstatus von NADP deutlichen Verdnderungen wahrend der LTR
(Abb. 3.9B). Das NADPH/NADP-Verhdtnis von Pflanzen unter PSI-Licht und nach einem
PSII-1-Wechsel lag deutlich Uber den Werten von PSII- und PSI-I1-Pflanzen. Aus den Daten
der Lichtwechselvarianten ergibt sich aulRerdem, dass die Anpassung des NADPH/NADP-
Verhdtnisses an die Lichtqualitét reversibel verlauft. Eine hnliche reversible Anpassung
wurde bereits fur den Stérkegehalt beobachtet. Neben den Daten der Stérkebestimmung geben
die NADPH/NADP-Verhdtnisse einem weiteren Hinweis darauf, dass sich Pflanzen unter
PSI- und PSII-Licht in ihrem Metabolismus und Energiestoffwechsel unterscheiden und
verschiedene Zustande annehmen kdnnen.

Betrachtet man die Unterschiede im NADPH/NADP-Verhdtnis, waren es interessanter Weise
PSI-Licht akklimatisierte Pflanzen (PSI; PSII-1), die deutlich héhere Werte aufwiesen als
Pflanzen unter PSII-Licht (PSIl; PSI-11). Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu der
Annahme, dass PSI-Licht, welches oxidierend auf den PQ-Pool wirkt, auch zu einer stérkeren
Oxidation des NADP-Pools fuhrt. Umgekehrt wurde unter PSII-Licht, welches stérker
reduzierend auf den PQ-Pool wirkt als PSI-Licht, ein geringerer Reduktionsstatus von NADP
beobachtet.

Die unerwarteten Ergebnisse der NADPH/NADP-Bestimmung (Abb. 3.9B) wurden durch
eine unabhangige Methode, die Messung des Aktivierungszustandes der NADP-abhéngigen
Malatdehydrogenase (NADP-MDH), Uberprift und bestétigt (Abb. 3.10). Pflanzen unter PSI -
Licht und nach einem PSl1-I-Wechsel zeigen eine stérkere Aktivierung der NADP-MDH (55
60%) as unter PSII-Licht bzw. einem PSI-I1-Wechsel (~ 40%). Das deutet auf ein hdheres
NADPH/NADP-Verhdltnis nach Akklimation an PSI-Licht hin.

Wei(3ichtpflanzen zeigen eine NADP-MDH Aktivitédt (~ 0.4; Abb. 3.10), die mit publizierten
Daten fUr Arabidopsis unter vergleichbaren Anzuchtsbedingungen tbereinstimmt (Y oshida et
al., 2007). Fur den Einfluss der Lichtqualitét auf den Aktivierungszustand der NADP-MDH
wurden dagegen auch andere Ergebnisse erhalten (Piippo et al., 2006). Allerdings sind die
Ergebnisse nicht direkt vergleichbar, da in dieser Arbeit ein anderes Lichtregime verwendet
wurde. Bel Piippo et al. wurde die Aktivitédt der NADP-MDH 3 h nach Veranderung der
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Lichtbedingungen (Lichtintensitét und -qualitét) ermittelt, wahrend sie in dieser Arbeit bei
bereits vorakklimatisierten Pflanzen 48 h nach Veradnderung der Lichtqualitét erfolgte.

Mit zwel unabhangigen Methoden wurde gezeigt, dass im hier verwendeten experimentellen
System NADP unter PSI-Licht starker reduziert vorliegt as unter PSlI-Licht (Abb. 3.9B;
Abb. 3.10). Aus bisherigen Untersuchungen ist weiterhin bekannt, dass PSI-Licht auf den
Plastochinonpool stérker oxidierend wirkt als PSII-Licht (s. 1.4; Sherameti et al., 2002; Fey et
al., 2005). Damit wurde eine gegensdzliche Wirkung der Lichtqualitét auf den
Reduktionsstatus des NADP-Systems und des PQ-Pools beobachtet. Der Redoxstatus von
Komponenten des photosynthetischen Elektronentransportes (PQ-Pool) und von stromalen
Komponenten, die an den PET gekoppelt sind (NADP, Thioredoxin) kann aso einzeln
variiert werden. Die Beobachtungen geben weiterhin einen Hinwel's darauf, dass wahrend der
LTR verschiedene Redoxkomponenten (PQ-Pool, NADP) eine wichtige Rolle spielen
konnen. Auf diese Médoglichkeiten  wird  spdter im  Zusammenhang — mit
AkKlimationsmechanismen der Photosynthese genauer ei ngegangen (siehe 4.4).

4.2.2 Metabolic Profiling: Parallele Analyse von Stoffwechselmetaboliten

Die bisher diskutierten Untersuchungen ausgewéhlter Produkte des Grund- und
Energiestoffwechsels belegen, dass die Lichtqualitétsakklimation auch Verdnderungen auf
metabolischer Ebene umfasst (Abb. 3.8 - 3.10). In welchem Umfang weitere metabolische
Veranderungen auftreten und inwiefern Metabolite bei der Regulation der
Lichtqualitatsakklimation eine Rolle spielen, ist bisher unbekannt.

Zum genaueren Verstandnis der LTR wurden daher erstmalig umfangreichere Messungen,
sogenanntes Metabolic Profiling, durchgeftihrt (siehe Abschnitt 3.2.3). Da es sich bei der
LTR um enen dynamischen Akklimationsprozess handelt, wurde zuerst ein geeigneter
Zeitpunkt fur die ausfihrlicheren Metabolitmessungen bestimmt. Bisherige Untersuchungen
zeigen, dass der Akklimationsprozess auf funktioneller, Protein- und Transkriptebene nach
zwei Tagen abgeschlossen ist (Walters und Horton 1994; Pfannschmidt et al., 1999;
Pfannschmidt ez al., 2001).

Einen Hinweis auf den Zeitraum, in dem metabolische Veranderungen stattfinden, ergab sich
aus Messungen des Stérkegehaltes zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der LTR (Abb.
3.11). Die Anpassung des Stérkegehaltes an eine veranderte Lichtqualitét erfolgte ebenfalls
innerhalb von zwei Tagen und fand damit etwa im selben Zeitraum statt wie die Anpassung
der Photosystemsttchiometrie. Dieser Zeitpunkt (48h nach Verdnderung der Lichtqualitat)
wurde daher fur detaillierte Metabolitmessung ausgewahit.
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In PSI- und PSII-Lichtpflanzen, den Lichtwechselvarianten (PSI-I1-, PSII-I-Pflanzen) und
Weildichtpflanzen wurde eine Vielzahl von Stoffwechselprodukten (ca. 60) anaysiert. Vor
allem polare Metabolite des Primérstoffwechsels wie Aminosduren, Zucker, Zuckeralkohole,
und zentrale organische Sauren wurden dabei untersucht. Die Daten vermitteln einen
umfassenden Eindruck vom Verhalten des Metabolismus wahrend der LTR und zeigen, dass
eine Veranderung der Lichtqualitdt zu deutlichen Unterschieden in den Metabolitprofilen
fuhrt. Diese Unterschiede betrafen Verbindungen des Zuckermetabolismus, der
Aminosauresynthesen sowie der Atmung und damit wichtige Stoffwechselwege innerhalb
und auch aulerhalb des Chloroplasten (Abb. 3.13). Signifikante Verénderungen nach einem
Lichtwechsel (PSI-1I vs. PSI; PSII-I vs. PSII) wurden bel 16 bzw. 17 Metaboliten detektiert
(Tab. A.3) und sind nicht ausschliefdlich auf Produkte der Photosynthese (Starke, NADPH, s.
0.) beschrénkt. Die LTR umfasst somit zusdizlich zur direkten Anpassung des
Photosyntheseapparates eine Reihe metabolischer Verénderungen und stellt damit eine
komplexere Akklimationsreaktion dar als bisher angenommen. Das steht auch im Einklang
mit den umfangreichen Verénderungen der Transkriptmengen, die im Verlauf der LTR
detektiert wurden (s. 3.1).

Analog der Analyse der Transkriptdaten (Abschnitt 3.1) wurden zun&chst die Metabolitprofile
von Pflanzen nach einem Lichtwechsdl (PSI-1I; PSII-I) mit denen von Pflanzen unter
konstanter Lichtqualitét (PSI; PSII) verglichen (Tab. A.3; Abb. 3.13). Die genauere
Betrachtung der metabolischen Verdnderungen nach einem Lichtwechsel von PSI- nach PSII -
Licht (im Vergleich zu PSI-Licht) zeigte fur einzelne Metabolite unterschiedliche Reaktionen
(Abb. 3.13 oben). Wahrend die Menge an zentralen Stoffwechsel verbindungen wie Pyruvat
und Shikimat anstieg, wurde gleichzeitig ein geringerer Gehalt an Glucose, Fruktose und
Mannose gemessen. Der PSI-1I-Wechsel war weiterhin durch Veranderungen im Gehalt
einiger Aminosauren gekennzeichnet: Eine Erhohung wurde bei Histidin und Threonin, eine
Abnahme flr Serin, Glutamin und Asparagin beobachtet.

Dagegen fuhrt der Lichtwechsel von PSI1- nach PSI-Licht hauptséchlich zur Verringerung der
Menge verschiedener Aminosauren und organischer Sauren wie bspw. Glycin, Methionin,
Threonin und Histidin bzw. Malat, Glycerat, Pyruvat und Shikimat (Abb. 3.13 unten).
Weiterhin wurde nach einem PSII-1-Wechsel ein erhdhter Gehalt an Glutamin gemessen.
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Bel keinem der Lichtwechsel wurden Veranderungen im Gehalt an Hexosephosphaten,
welche den Ausgangspunkt fur Starkeaufbau, Zellwandsynthese und Atmung bilden,
beobachtet. Bei zentralen Zuckern (Glucose, Fructose, Mannose) traten zwar Verdnderungen
nach einem PSI-I1-Lichtwechsel auf, nach dem entgegengesetzten Lichtwechsel (PSII-1) war
das jedoch nicht der Fall. Eine reversibel Anpassung des Gehaltes an zentralen Zuckern
wurde somit nicht festgestellt. Das deutet u.a. darauf hin, dass die Anpassung des
Starkegehaltes an die Lichtqualitét nicht direkt Uber die Menge an Hexosephosphat oder
zentrale Hexosen erfolgt, sondern auf anderen Regulationsmechanismen (z.B. Enzymaktivitét
s.0., Umsatzraten) beruhen dirfte.
Im Gegensatz zu Zuckerverbindungen unterlagen die zentralen Stoffwechselintermediate
Pyruvat und Shikimat deutlichen Veranderungen in Abhéngigkeit von der Lichtqualitdt. Der
Gehalt stieg nach Akklimation an PSII-Licht an und nahm unter PSI-Licht signifikant ab.
Pyruvat stellt ein wichtiges Stoffwechselintermediat dar, welches vorwiegend glycolytisch
gebildet wird, Uber den Citratcyclus vollstandig zu CO, oxidiert werden kann und damit
wesentlich zur Energieerzeugung im Mitochondrium beitragt. Pyruvat ist auf3erdem an der
Biosynthese von Aminosauren bspw. Leucin, Valin und Isoleucin (Pyruvatfamilie) beteiligt.
Bel Shikimat handelt es sich um en wichtiges Intermediat der Synthese aromatischer
Aminosauren und sekundérer Metabolite. Die Regulation von Pyruvat und Shikimat kénnte
die generelle Anpassung des Stoffwechsels wahrend der LTR widerspiegeln und damit den
Bedarf an Energie und Intermediaten fur verschiedene Prozesse.
Wahrend kaum Verénderungen bei Metaboliten des Citratzyklus auftraten, reagierten
verschiedene Aminosauren bspw. Threonin, Methionin, Glycin oder Glutamin deutlich auf
eine  Vednderung der Lichtquaitde (Abb. 3.13). Fir die Regulation des
Aminosaurestoffwechsels sind bisher eine Reihe unterschiedlicher Mechanismen bekannt
(Allosterie, Kofaktoren, posttrandationale Modifikationen, Veranderung der Enzymmenge).
Eine interessante Regulationsmoglichkeit ergibt sich allerdings fir Glutamin aus dem
Zusammenhang des GS/GOGAT-Zyklus und dem photosynthetischen Elektronentransport.
Glutamin spielt bel der Stickstoffassimilation im Glutamin-Synthetase (GS)/Glutamin:2-
Oxoglutarat-Aminotransferase (GOGAT)-Zyklus eine wichtige Rolle.
Die beteiligten Enzyme koénnen tber Thioredoxine posttransational redox-reguliert werden
(Choi et al., 1999; Motohashi et al., 2001; Geigenberger et al., 2005). Des Weiteren
verwendet Fd-GOGAT, die vorherrschende Isoform in grinen Geweben, Ferredoxin as
Elektronendonor und steht damit in direkter Verbindung mit dem PET. Um jedoch fur
einzelne Aminosauren den Regulationsmechanismus wahrend der Lichtqualitatsakklimation
zu verstehen, sind detailliertere Untersuchungen notig, die jedoch Uber den Rahmen dieser
Arbeit hinausgehen.
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Bisher wurden die Auswirkungen einer veranderten Lichtqualitét auf den Stoffwechsel Uber
den Vergleich von Metabolitprofilen untersucht. Fir den Vergleich aler Metabolite
untereinander wurde anschlielRend hierarchisches Clustern durchgefiihrt. Die Ahnlichkeiten
der Metabolite hinsichtlich ihrer Regulation Uber alle untersuchten Lichtsysteme wurde dabei
in einem Kladogramm veranschaulicht (Abb. 3.12). Diese Analyse zeigt, dass fast dle
untersuchten Zucker und Zuckeralkohole &hnlich auf die verschiedenen Lichtbedingungen
reagieren, sich aber deutlich von anderen Metaboliten unterscheiden. Sie treten im Weil3licht
in deutlich verringerten Mengen auf und werden durch die verschiedenen Lichtqualitdten
(PSI, PSII-Licht) nur gering beeinflusst. Eine weitere Gruppe ahnlich regulierter Metabolite
umfasst v.a. zentrale organische Sauren und ist durch deutliche Unterschiede zwischen PSI-
und PSII-Licht charakterisiert. Des Weiteren wurde Koregulation fir einige Aminosauren
beobachtet.

Die dhnliche Regulation von Zuckerverbindungen, zentralen organischen Sauren bzw. einiger
Aminosauren d.h. von Metaboliten einer Substanzklasse konnte die gemeinsame Regulation
eng verknipfter Stoffwechselwege (z.B. innerhalb des Kohlenhydratstoffwechsels) bei
verschiedenen Lichtbedingungen widerspiegein. Des Weiteren deuten die beobachteten
Regulationsmuster darauf hin, dass verschiedene Lichtbedingungen (PSI-Licht, PSII-Licht,
WL) unter gemeinsamer Berlicksichtigung von Zuckerverbindungen, Aminosauren und org.
Sauren metabolisch unterschieden werden kénnen.

Diese Annahme wurde mittels einer Hauptkomponentenanalyse (PCA, Abschnitt 3.2.3)
Uberprift. Es wurde untersucht, wie sich Pflanzen aus allen Lichtsysemen generell
zueinander bezlglich ihres Metabolismus verhalten (Abb. 3.14). Dabei wurden nicht einzelne
Metabolite, sondern das gesamte Metabolitprofil, welches ca. 60 verschiedene Metabolite
umfasst, berlicksichtigt.

Der Vergleich aller Metabolitprofile zeigte zuerst, dass die biologische Variabilitét der
Pflanzen innerhalb einer Lichtbedingung (sechs Replikate pro Lichtsystem) gering ist. Des
Weiteren unterscheiden sich Weilllichtpflanzen hinsichtlich ihres Metabolismus deutlich von
allen anderen Lichtqualitéten. Das ist wahrscheinlich auf die spektrale Zusammensetzung des
Lichtes und den darin enthaltenen Blaulichtanteil zurtickzufihren, der bei PSI- und PSII-Licht
fehlt.

Weiterhin wurde ein deutlicher Unterschied zwischen Metabolitprofilen von PSI- und PSII-
Licht akklimatisierten Pflanzen festgestellt. Die Veranderungen des Stérkegehaltes und des
NADPH/NADP-Verhaltnisses gaben bereits Hinweise darauf, dass sich PSI- und unter PSI1-
Licht akklimatisierte Pflanzen in verschiedenen metabolischen Zustdnden befinden. Das
konnte nun mit den Daten des Metabolic Profiling zusdtzlich bestétigt werden.
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Metabolitprofile von Pflanzen unter PSI-Licht und nach einem Lichtwechsel von PSII- nach
PSI-Licht, also PSI-Licht akklimatisierte Pflanzen, weisen grofe Ahnlichkeiten auf und
unterschieden sich deutlich von alen anderen Metabolitprofilen. Sie befinden sich im
gleichen metabolischen Zustand, der im Folgenden als ,, metabolischer Zustand 1 bezeichnet
werden soll. Ebenso sind PSlI-akklimatisierte Pflanzen (PSII; PSI-I1) in ihren
Metabolitprofilen sehr dhnlich. Sie befinden sich damit ebenfalls im gleichen metabolischen
Zustand, dem ,, metabolischen Zustand 2°.

Anhand der Lichtwechselvarianten konnte damit gezeigt werden, dass die Anpassung des
Primarmetabolismus an ,Zustand 1“ bzw. ,Zustand 2* reversibel in Abhangigkeit von der
Lichtqualitét erfolgen kann, was wiederum ein Charakteristikum fir eine Akklimation ist.
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4.3 Untersuchung ausgewahlter PRGs anhand von Mutanten

Bisher ist nur eine Mutante bekannt, die keine LTR durchfuhren kann und deren Wachstum
und Photosynthese unter Standardbedingungen nicht beeintrachtigt ist. Bel dieser Mutante ist
sowohl die LTR als auch die state transition durch einen Defekt der plastidéren Kinase STN7
ausgeschaltet (Bellafiore et al., 2005; Bonardi er al., 2005). Diese Kinase wird fir die
Phosphorylierung des Antennenkomplexes LHCII benétigt. Aufgrund ihrer Funktion und
Lokalisation steht die Kinase STN7 vermutlich am Beginn der Signaltransduktion
photosynthetischer Redoxsignale vom Chloroplast in den Zellkern wahrend der LTR. Die
Signaltransduktion selbst und die daran beteiligten Komponenten sind bisher unbekannt.
Endglieder der Signakette kdnnten die mittels Transcript Profiling identifizierten PRGs
darstellen (Tab. 3.2), da es sich bei diesen Genen um primare Targets photosynthetischer
Redoxsignale handelt. Wird fur das Produkt eines PRGs gezeigt, dass dieses fur die LTR
erforderlich ist, so kann dieses PRG bei spéteren Analysen as Marker fur die LTR und as
Werkzeug fur die Untersuchung von Signaltransduktionsprozessen verwendet werden.

Zum Studium von Signalwegen hat sich die Verwendung von Markergenen bzw. deren
Promotoren bewahrt. So wurden bspw. die Promotoren der Gene fir 2-Cystein Peroxiredoxin
A (2-CPA) und LHCB1.2 fusioniert mit einem Reportergen verwendet, um die Ubertragung
von Signalen aus Plastidengenexpression und -entwicklung oder von Signalen ausgehend von
stromalen Redoxkomponenten zu untersuchen (Susek et al., 1993; Helber et al., 2007). Dabei
wurden gun (genomes uncoupled)- bzw. rimb (redox imbalanced)-Mutanten identifiziert, bel
denen die jeweiligen Signalwege betroffen waren.

In dieser Arbeit wurden fir zwanzig ausgewéhlte PRGs homozygote T-DNA-Mutanten
isoliert und auf eine Beeintréchtigung der LTR mittels zweier Parameter, dem
Chlorophyllfluoreszenz-Parameter FS/Fm und dem Chlorophyll ab-Verhdltnis, untersucht.
Mit LTR 13-2 und LTR 17-2, wurden zwel Mutanten identifiziert, bei denen die LTR im
Vergleich zum Wildtyp beeintrachtigt war (s. 3.3.2 und 3.3.3). Bei beiden Mutantenlini en war
die LTR, im Gegensatz zur stn7-Mutante, nicht komplett ausgeschaltet, verlief aber deutlich
abgeschwécht. Die betroffenen Gene kodieren interessanter Weise fir ein Photosynthese-
assoziiertes Protein sowie fr ein Protein bisher unbekannter Funktion (Abb. 3.20).

Bei Linie LTR 17-2 ist das Gen At1g03600 betroffen, welches fir eine kleine, im Lumen des
Chloroplasten lokalisierte Untereinheit von PSII (psb27) kodiert (Abb. 3.20A). Psb27 wurde
erstmalig bei dem Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC6803 identifiziert und spéter bel
Arabidopsis  untersucht (lkeuchi er al, 1995; Chen et al, 2006). Nach bisherigen
Untersuchungen hat Psb27 keinen Einfluss auf die Effizienz der Photosynthese und die
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Biogenese von PSII, unterstiitzt aber die Reparatur von PSI1 nach Photoinhibition (Chen et
al., 2006). Da die in dieser Arbeit durchgefihrten Experimente im Schwachlicht stattfanden,
spielt die Reparatur von Starklichtschaden vermutlich eine untergeordnete Rolle. Die hier
durchgefuhrten Untersuchungen deuten somit auf eine weitere Funktion von Psb27 hin. Damit
wurde ein Photosynthesegen as mogliches priméres Zielgen photosynthetischer Redoxsignale
und die dazugehdrige Mutante als LTR-Mutante identifiziert, was die enge Verkniipfung von
Photosynthese und der Regulation der LTR verdeutlicht.

Bei der zweiten LTR-Mutante, LTR 13-2, betraf die T-DNA-Insertion das Gen At4g39690,
das fur ein mitochondriales Protein unbekannter Funktion kodiert (Abb. 3.20B). Die
Identifikation eines mitochondrialen Proteins as mdogliche, an der LTR beteiligte
Komponente, ist nicht ungewdhnlich, da eine effiziente Photosynthese von der genauen
Abstimmung der Prozesse in Chloroplasten, Mitochondrien und Zellkern abhéngt (Pesares et
al., 2006). Bel Untersuchungen zur Lichtakklimation der Grinalge Chlamydomonas
reinhardtii wurde bspw. die Mutantestm6 isoliert, die keine state transition mehr durchfihren
kann (Schonfeld er al, 2004). Bei dieser Mutante ist ein Gen betroffen, das fur ein
mitochondriales Protein, den Transkriptionsterminationsfaktor MOCL1, kodiert.

Bel der Untersuchung zwanzig ausgewdhlter PRGs anhand von homozygoten T-DNA-
Insertionslinien wurden zwei Kandidaten fur LTR Mutanten identifiziert. Diese kénnen in
weiterfihrenden Studien molekular charakterisiert und ggf. as Markergene fir die LTR
eingesetzt werden.
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4.4 Redoxkontrolle der photosynthetischen Lichtakklimation

In der hier vorgestellten Arbeit wurde gezeigt, dass im Verlauf der LTR eine umfassende
Regulation der Kerngenexpression erfolgt (siehe 3.1). Weiterhin wurden umfangreiche
Verdnderungen des Metabolismus wéhrend der LTR nachgewiesen (siehe 3.2). Eine
reversible Anpassung an die jeweilige Lichtqualitét wurde bspw. fir den Gehalt an Stérke,
Glutamin, Pyruvat oder Shikimat beobachtet. Die parallele Analyse verschiedener polarer
Metabolite (organische Sauren, Aminosauren, Zuckerverbindungen) zeigte schliefdlich, dass
der Stoffwechsel generell unter PSI- und PSII-Licht verschiedene Zustdnde annimmt und die
Umstellung zwischen dem , metabolischen Zustand 1° (PSI-Licht) und , metabolischen
Zustand 2“ (PSl1-Licht) in Abhéngigkeit von der Lichtqualitét reversibel erfolgt (Abb. 3.14).
Aus bisherigen Untersuchungen ist bekannt, dass sich der Redoxzustand von Plastochinon je
nach Lichtqualitdt verandert und dass bei der LTR Redoxsignale aus dem Plastochinonpool
eine entscheidende Rolle spielen (Pfannschmidt er al., 1999; Pfannschmidt er al., 2001;
Sherameti et al., 2002). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass auch der Redoxstatus von NADP
in Abhangigkeit von der Lichtqualitét Veranderungen unterliegt (Abb. 3.9 und 3.10). Das
NADPH/NADP-Verhdtnis steht im engen Zusammenhang mit dem Redoxzustand von
Thioredoxinen, redox-aktiven Komponenten, die Enzymaktivitdten tUber die Reduktion von
intramolekularen Disulfidbriicken regulieren konnen.
Ausgehend von diesen Daten wird hier ein Modell vorgeschlagen, dass die LTR Uber Signale
aus zwei verschiedenen Redoxsystemen, dem Plastochinonpool und dem NADP/Thioredoxin-
System, erklart. Die Annahme, dass das Zusammenspiel zweier verschiedener Redoxsignale
erheblich ist, ermoglicht es dariber hinaus, die LTR in Beziehung zu anderen
Lichtakklimationsreaktionen zu stellen. Existierende Modelle zur photosynthetischen
Redoxkontrolle (Pfannschmidt et al, 2001b) werden erweitert und ein neues hierarchisch
strukturiertes Modell entwickelt. Dabel werden photosynthetische Akklimationsreaktionen
durch zwel kooperierende Redoxsignale (aus dem PQ-Pool und dem NADP/Trx-System)
erklart und die Auswirkungen sowohl auf die Genexpression als auch auf den Stoffwechsel
berlicksichtigt (Abb. 4.1).
Fur das Modell wurde angenommen, dass Veranderungen in der Umwelt spezifische
Kombinationen der Redoxgleichgewichte des PQ-Pools und des NADP-Systems erzeugen.
Die vier moglichen Kombinationen kénnen wie folgt beschrieben werden:
1) PQ- und NADP-Pool sind vorwiegend oxidiert, was bei Dunkelheit der Fall ist.
2) Wahrend der PQ-Pool Uberwiegend oxidiert ist, liegt NADP vorwiegend reduziert vor.
Diese Situation tritt unter PSI-Licht auf.
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3) Der PQ-Pool ist vorwiegend reduziert, wahrend NADP stérker oxidiert ist, was unter PSII-
Licht zu beobachten ist.

4) Beide Redoxsysteme (PQ, NADP) sind Uberwiegend reduziert, was im Weil3icht bei
hoheren Lichtintensitdten der Fall ist.

Diese vier Redoxzustande stellen vier verschiedene Eingangssignale fur das Regulations-

netzwerk der Zelle dar und l6sen verschiedene Akklimationsantworten aus. Redox-

kontrollierte Anderungen von Enzymaktivitaten und der Genexpression werden integriert; die

Pflanzen nehmen je nach Lichtbedingung verschiedene metabolische Zusténde an (Abb. 4.1).

DI I’GI W Lichtlimitation Lichtsattigung

PSI-Licht  PSlI-Licht

naorH,/NADP*

VvV V
Mobilisierung von Metabolischer Optimaler Metabolismus

transitorischer Starke

Zustand 1

Metabolismus

unter Stress

Abb. 4.1: Ubergreifendes Modell zur Redoxkontrolle der photosynthetischen Akklimation

Verschiedene Lichtbedingungen der Umwelt (Dunkelheit, PSI-Licht, PSII-Licht, Weil3licht mit ansteigender
Lichtintensitét) erzeugen spezifische Redoxgleichgewichte im PQ-Pool und im NADP-System. Ein vorwiegend
oxidierter Pool ist durch ein schwarzes Oval, ein Uberwiegen reduzierter Pool durch ein weil3es Oval
gekennzeichnet, wobei die Beschriftung des vorherrschenden Redoxzustandes fett hervorgehoben ist. Die
Kombinationen der Redoxgleichgewichte (siehe Text; Kombinationen aus weif3en und schwarzen Pfeilen) stellen
verschiedene Eingangssignale fur das Regulationsnetzwerk der Zelle dar, welches wiederum Genexpression und
Enzymaktivitéten (mit ,Gene, Enzyme" beschriftete Boxen) auf die vorherrschende Lichtbedingung abstimmt.
Die Eingangssignale werden integriert und schliefflich eine Akklimationsreaktion ausgel6st, die dazu fuhrt, dass
die Pflanzen je nach Lichtbedingung verschiedene metabolische Zusténde annehmen. ROS, die vermutlich als
zusétzliche Signale unter Starklichtbedingungen fungieren, sind ebenfalls beriicksichtigt (schraffierter Pfeil).

Bel Redoxzustand 1 wird das Fehlen von Licht signalisiert und gespeicherte Energie (Stéarke)
mobilisiert. Redoxzustand 2 signalisiert eine Limitierung von Photosystem [l und fuhrt
vermutlich dazu, dass die Enzyme des Calvinzyklus aktiviert sind, um so viel wie moglich an
CO; zu fixieren. Es findet vermutlich verstarkt zyklischer Elektronentransport statt, um ATP
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zu synthetisieren. Durch den Redoxzustand 3 wird dagegen eine Limitierung an Photosystem
| signalisiert und unter diesen Bedingungen v.a. der lineare Elektronentransport gefdrdert.
Redoxzustand 4 spiegelt schliefdlich optimale Bedingungen fur eine effizi ente Photosynthese
wider. Wahrend die Redoxzusténde 1-3 fir Bedingungen angenommen werden, bei denen
Lichtenergie limitiert ist, d.h. hauptséchlich unter Schwachlichtbedingungen, finden bel
Redoxzustand 4 alle Prozesse der Lichtreaktion unter Lichtsattigung statt. Bei einem weiteren
Anstieg der Lichtintensitdt kénnen verstarkt ROS gebildet und damit ROS-vermittelte
Antworten ausgel0st werden, die bei Starklicht oder anderen biotischen oder abiotischen
Stressbedingungen eine Rolle spielen.
Da das Moddl je nach Lichtbedingung verschiedene metabolische Zustéande vorschlégt,
sollten physiologische Bedingungen existieren, unter denen sich diese Zustdnde bemerkbar
machen und das Wachstum und die Fitness der Pflanzen beeinflussen. Um das zu tberprifen,
wurden Wildtyppflanzen und die LTR-Mutante stn7 unter PSI- und PSII-Licht angezogen.
Dabel wurde die Lange der Dunkelperiode im Tag-Nacht-Rhythmus schrittweise erhoht. In
der Dunkelphase ist die Pflanze dann auf ihre Reservestoffe (Stérke), die in der Lichtphase
synthetisiert werden, angewiesen. Im Dauerlicht und unter Langtagbedingungen wurden keine
Fitnessunterschiede beobachtet (Wagner et al., 2007; Brautigam, unvertffentlicht).
Dagegen traten unter Kurztagsbedingungen (8 h Licht / 16 h Dunke) deutliche
Wachstumsunterschiede auf (Abb. 3.15). Pflanzen unter PSI-Licht waren kleiner as PSII-
Licht-Pflanzen. Das war sowohl beim Wildtyp als auch bel der stn7 Mutante der Fall und
deutet auf Energielimitation unter PSI-Licht hin. Die beobachteten Wachstumsunterschiede
bestétigen somit die oben getroffene Annahme und unterstiitzen das vorgeschlagene Modell.
Die stn7 Mutante zeigt unter beiden Lichtqualitdten (PSI- und PSII-Licht) ein deutlich
geringeres Wachstum als der Wildtyp, was vermutlich den Anteil des PQ-Pools an der
Lichtakklimation widerspiegelt, da diese Mutante keine LTR durchfiihren kann und die
Ubertragung von Signalen aus dem PET vermutlich beeintréchtigt ist (Bellafiore et al., 2005;
Bonardi et al., 2005).
Das hier vorgestellte Modell integriert Ergebnisse verschiedener Studien, die
photosynthetische Akklimationsreaktionen bei unterschiedlichen Spezies untersuchten und
vereint eine Reihe von scheinbar widerspriichlichen Beobachtungen: Untersuchungen, die
zeigen, dass der Redoxzustand von PQ bei der Regulation der Genexpression eine
entscheidende Rolle spielt, sind in Ubereinstimmung mit dem Modell (Escoubas et al., 1995;
Pfannschmidt er al., 1999; Pfannschmidt et al., 2001; Yang et al., 2001; Sherameti et al.,
2002; Fey et al., 2005). Experimente, die dagegen auf eine Betelligung von stromalen
Elektronenakzeptoren am PSI (z.B. Trx/NADP-System) an der Regulation der Genexpression
schlief3en lassen, konnen ebenfalls durch das Modell erklart werden (Pursiheimo er al., 2001,
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Baier et al, 2004). Das Modell stellt darliber hinaus die in vitro beobachtete kombinierte
Redox-Regulation der LHCII-Kinase durch Trx und PQ in einen physiologischen
Zusammenhang. Redoxzustand 2 (s.0.) aktiviert die Kinase, wahrend sie durch Redoxzustand
3 inaktiviert wird. Durch reduziertes Thioredoxin (Wechsel von Schwach- in Starklicht) wird
die Kinase auch bel reduziertem PQ-Pool inaktiviert (Redoxzustand 4).

Das hier entwickelte neue Modell erweitert diese bisher bekannten photosynthetischen
Regulationsmechanismen. Redoxsignale werden im Regulationsnetzwerk der Zelle integriert,
beeinflussen neben der Genexpression auch Enzymaktivitdten und regulieren damit zelluldre
Aktivitéten der Pflanze. Das Modell der Lichtakklimation umfasst somit zusétzlich zur
Regulation der Genexpression auch eine Redoxkontrolle des Metabolismus. Die LTR wird
durch eine Kombination aus Anpassung der Photosystemstéchiometrie und des Stoffwechsels
erklart. Fur die Grunalge Chlamydomonas ist bekannt, dass state transitions einen
Mechanismus darstellen, um zwischen zwei extremen metabolischen Zusténden
umzuschalten: der ATP-Erzeugung mittels zyklischen Elektronentransportes und dem
linearen Elektronentransport zur Bildung von ATP und NADPH (Wollman 2001). In dieser
Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass auch hohere Pflanzen verschiedene
metabolische Zustéande annehmen konnen. Der Ubergang zwischen den metabolischen
Zustdnden, die vermutlich auch Veranderungen im Energiestoffwechsel widerspiegeln,
erfordert dabei komplexere Regulationsmechanismen als ein An- bzw. Abschalten durch
einen Licht-Dunkel-Ubergang.

Die hier betrachteten Kontrollmechanismen zur Feinanpassung der Photosynthese sind v.a. im
Schwachlicht von Bedeutung. Diese Mechanismen sind essenziell fur die Energieausbeute
und damit auch fur das Wachstum von Pflanzen und sind in dichten Pflanzenbesténden wie
bspw. in Wéaldern oder Kulturen landwirtschaftlicher Nutzpflanzen von grofer Bedeutung.
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Cluster Regulationsmuster Gene

PSI-II
1 Repression
2 Induktion
3 Gemischte
Regulation
PSII-I
1 Repression, danach
Anstieg
> Induktion, danach
Ansteig
Gemischte
3 ;
Regulation |
4 Gemischte
Regulation |1

At1g07460, At1g08540, At2g15890, At2g42300, At3g17670, At3g57280

At4g03530, At4g31930, At4g38150

At1g01290, At1g05130, At1g51350, Atlg68725, Atlg73110, Atlg74220, At2g04240,
At2g14890, At2g16460, At2g40380, At2g41040, At3g50140, Atdg01650, Atdg07990,
At4g11230, At4g20930, At4g26220, At4g29060, Atdg39690, At5g14580, At5g17820,
At5g20730, At5g47610

At1g18290, At1g67400, At2g17840, At2g29670, At2g36050, At2g47730, At3g23230,
At3g43610, Atdg17740, At4g22650, Atdg31510, Atdg35170, At5g32490

At1g03600, At1g14230, Atlg54630, At1g67460, Atlg80740, At2g16270, At2g27810,
At2g29100, At2g29650, At2g37060, At3g52550, At4g04430, Atdg16080, Atdg18180,
At5g07540, At5g57180

At1g12090, At2g06520, At2g17120, At3g11670, At3g12120, At3g56940, Atdgl0810,
At4g25720, At4g25970, At5g07770, At5g38420

At1g16250, At1g26970, At1g32220, Atlgdl670, At2g01580, At2g02070, At2g23890,
At3g01180, At3g54660, At3g58990, At3g60750, At4g03260, At4g09970, Atdgl1910,
At4g33500, At4g39710, At5g10100, At5g23060, At5g58930

At1g24350, At1g64890, At1g69200, At2g23800, At2g29670, At2g34700, At2g36480,
At2g37250, At2g44800, At3g55800, Atdg12060, At4g23150, At4g32540, At5g13550

Tab. A.1: Zuordung der Gene zu Gruppen mit dhnlichen Expressionsverhalten. Nach einem PSI-I1l-
Lichtwechsel wurden die PRGs nach ihrem Regulationsmuster mittels k-means-Clustering in 3 Gruppen
unterteilt; nach dem entgegengesetzten Lichtwechsel (PSlI-I) wurden 4 deutliche Gruppen unterschieden. Die
Zuordung der Gene zu den einzelnen Clustern ist aufgelistet.
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Abb. A.1: Gehalt der Pflanzen an
einzelnen Fettsduren wihrend der
LTR. Arabidopsis-Pflanzen wurden fir 5
Tage an PSI- oder PSlI-Licht
akklimatisiert (Beschriftung: PSI bzw.
PSI1) oder nach 3 Tagen Vorakklimation
an PSI - bzw. PSlI-Licht fir 2 Tage in das
jeweils andere Licht umgestellt (als PSI-
Il bzw. PSII-I beschriftet). Balken
reprasentieren Mittelwerte + SD von 4
unabhéngigen Replikaten. Geséttigte
Fettsduren sind blau, ungeséttigte gelb
dargestellt. 16:0: Palmitinsdure, 18:2:
Linolsdure; 18:3: Linolensdure.
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A

Cluster ID Consensus #squ #inst®  Funktion
PSI-1IT
Clusterl AT~CCGTCC-box CCGICC 6 7  related to meristem specific activation
AT~CAAT-box CAAT 4 6  common cis-acting promoter element
MO00352 Dof1 AnnwAAAGhNN 4 4 light response; tissue specificity (maize)
Cluster2  AT~NON-box AGATCGACG 11 19 related to meristem specific activation
AT~CCGTCC-box CCGTCC 9 19 related to meristem specific activation
MO00353 Dof2 nnNwWAAAGCNN 9 10 light response; tissue specificity (maize)
AT~CAAT-box CAAT 8 11  common cis acting promoter element
AT~GAG-motif - 8 10 part of alight response element
Cluster3 AT~GAG-motif - 7 8  part of alight response element
M00182 GBP nnnsACGTGnCm 3 4  light responsiveness, G-box
Cluster1-3 AT~CCGTCC-box CCGTCC 19 33  related to meristem specific activation
AT~NON-box AGATCGACG 16 24  related to meristem specific activation
AT~GAG-motif - 16 19  part of alight response element
AT~CAAT-box CAAT 15 20 common cis-acting promoter element
PSII-I
Clusterl AT~GAG-motif - 7 11 part of alight responsive element
AT~GT1-motif TGTGIGGTTAATATG 6 6  light responsive element
Cluster2 M00182 GBF nnns ACGTGnCm 4 8 light responsiveness, G-box
AT~ATC-motif r sOWATCC 6 6  light responsiveness
Cluster3 AT~NON-box AGATCGACG 9 14  related to meristem specific activation
AT~CAT-box GCCACT 8 8  related to meristem expression
MO00345 GAmyb  yAACsGnC 8 8  GA-regulated myb gene from barley
agaaat gCCACGT GG
AT~Unnamed 4 acgaatac 7 10 GBF3binding site, responseto light / ABA
Cluster4 MO00355 PBF NWNWAAAGNGn 7 7 involved in development (maize)
MO00353 Dof2 NNNWAAAGCHN 6 7 light response; tissue specificity (maize)
AT~TATA-box TATAAA 6 7  corepromoter element
Clusterl-4 AT~GT1-motif TGTGTGGTTAATATG 21 22 light responsive element
agaaat gCCACGIGG
AT~Unnamed__ 4 acgaat ac 20 25 GBF3hbinding site, response to light / ABA
MO00353 Dof2 NNNWAAAGCNN 20 21  light response; tissue specificity (maize)
AT~GAG-motif - 19 26  part of alight responsive element
AT~NON-box AGATCGACG 18 28  related to meristem specific activation
M00182 GBF nnnsACGTGnCm 16 26  light responsiveness, G-box

Tab. A.2: Bekannte Motive in den Promotorsequenzen der zeitig regulierten Gene. Innerhalb der primér
regulierten Gene wurden Gruppen mit dhnlichem Expressionsverhalten (Cluster) unterschieden (Abb. 3.6).
Bereits bekannte Motive wurden durch Vergleich mit den Datenbanken PlantCARE und Transfac mit Hilfe der
M otif Scanner- Software identifiziert. Die haufigsten Motive und eine kurze Beschreibung sind aufgefuhrt.

A Bezeichner des Motives bei PlantCARE bzw. Transfac ,.2 Anzahl der Sequenzen, in denen das Motiv gefunden
wurde © Gesamtzahl, wie oft das Motiv gefunden wurde; 1D, consensus und Funktion wurden PlantCARE und
Transfac ibernommen (Stand: April 2007)
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Aminosiiuren PSI-IT  PSII-1I PSI-11  PSII-1 PSI-11  PSII-I
Alanin 109 0.83 Glutamin 0.45 1.64 Phenylaanin 0.81 0.84
4-Amino- Pyroglutamin-

buttersdure 0.88 101 Glutaminsdure 075 075 saure 064 0.74
Arginin 0.81 0.62 Glycin 115 0.41 Serin 056 092
Asparagin 0.36 0.70 Higtidin 1.54 0.56 Threonin 1.57 0.55
Asparaginsiure 0.94 0.78 Isoleucin 123 091 Tryptophan 0.88 0.71
beta Alanin 0.88 0.89 Lysn 0.87 1.04 Tyrosin 1.15 1.36
Cydein 115 .58 Methionin 1.13 0.53 Vadlin 0.85 1.10
organische Siduren

2-methyl- Dehydroascorbin-

Apfelsiure 141  0.55 saure(Dimer) 141  0.56 Sdlicylsdure 085 0.70
Apfelsiure 133  0.58 Galacturonsiaure  0.25  2.24  Shikimisiure 2.02  0.54
Ascorbinsdure 123 100 Glycerinsdure 1.24 0.62 trans-Sinapinsdure 1.00  0.95
Benzoesdure 091 0.67 Isocitronensdure 0.58 0.70  Threoninsdure 0.87 0.55
Bernsteinsaure 132 037 Maeinsdure 2.78 0.39 Zitronensaure 0.81 0.40
Brenztraubensdure  1.74  0.62  Nicotinsdure 111 067

Zucker

Fructose 042 109 Glucose 0.34 1.36 Saccharose 1.00 0.77
Fucose 086 094 Matose 111 090 Trehaose 0.87 1.42
Galactose 0.97 0.81 Mannose 0.64 0.86 Xylose 0.99 0.65
Alkohole

Erythritol 1.09 090 Mannitol 144  0.74 CGlycerol 0.94 1.04
Galactinol 0.66 0.96 myo-Inositol 126 0.78

Maltitol 0.97 1.07 Xylitol 1.58 0.63

Stickstoffverbindung

Guanidin 1.25 2.84 Harnstoff 0.98 0.75 Putrescin 0.53 1.21
Phosphate

Glucose-6- Glycerol-3-

Phosphat 0.76  0.68 phosphat 0.50 0.38  Phosphorsaure 1.06 0.64
Fettsiure

Stearinsaure 0.89 0.80

Tab. A.3: Identifizierte Metabolite bei Arabidopsis-Pflanzen nach induzierter LTR. Die Metabolite
wurden mittels GC-MS bestimmt. Neben dem Substanznamen ist jeweils das Verhéltnis der Metabolitmengen
nach Lichtwechsel (PSI-I1 bzw. PSII-1) und der Vergleichsbedingung mit gleichbleibender Lichtqualitdt (PSI
bzw. PSII) angegeben. Signifikante Veranderungen (Student’s -Test, p < 0.05, n = 3-6) sind fett hervorgehoben.
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Linie PS| PSI-11 PSlI PSII - WL
LTR1-1 0.847 + 0.001 0.844 + 0.005 0.850 + 0.003 0.851 + 0.004 0.866 + 0.005
WT 0.841 + 0.003 0.842 + 0.004 0.849 + 0.003 0.850 + 0.004 0.864 + 0.007
LTR 1-2 0.823 + 0.005 0.834 + 0.003 0.830 + 0.005 0.841 + 0.004 0.848 + 0.004
WT 0.816 + 0.002 0.835 + 0.007 0.833 + 0.009 0.840 + 0.005 0.853 + 0.007
LTR2 0.821 + 0.022 0.821 + 0.010 0.827 + 0.006 0.813 + 0.003 0.854 + 0.018
WT 0.824 + 0.029 0.822 + 0.010 0.829 + 0.004 0.811 + 0.004 0.855 + 0.020
LTR3 0.828 + 0.005 0.834 + 0.007 0.837 + 0.009 0.846 + 0.005 0.861 + 0.006
WT 0.823 + 0.006 0.829 + 0.008 0.834 + 0.008 0.846 + 0.003 0.857 + 0.010
LTR4-1 0.821 + 0.013 0.835 + 0.001 0.847 + 0.004 0.853 + 0.002 0.859 + 0.004
WT 0.817 + 0.009 0.824 + 0.006 0.846 + 0.001 0.848 + 0.006 0.859 + 0.001
LTR 4-2 0.823 + 0.012 0.837 + 0.006 0.843 + 0.001 0.846 + 0.001 0.842 + 0.004
WT 0.820 + 0.017 0.837 + 0.005 0.842 + 0.003 0.845 + 0.004 0.835 + 0.005
LTR5 0.804 + 0.036 0.809 + 0.005 0.815 + 0.010 0.818 + 0.007 0.786 + 0.005
WT 0.792 + 0.033 0.804 + 0.003 0804 + 0.012 0.818 + 0.006 0.780 + 0.004
LTR6-1 0.818 + 0.005 0.833 + 0.007 0.844 + 0.004 0.824 + 0.006 0.847 + 0.011
WT 0.817 + 0.005 0.829 + 0.008 0.841 + 0.005 0.811 + 0.023 0.837 + 0.020
LTR6-2 0.844 + 0.003 0.834 + 0.003 0.846 + 0.001 0.848 + 0.001 0.855 + 0.009
WT 0.838 + 0.006 0.829 + 0.005 0.842 + 0.002 0.846 + 0.002 0.851 + 0.011
LTR7 0.827 + 0.008 0.827 + 0.009 0.827 + 0.007 0.835 + 0.003 0.849 + 0.001
WT 0.824 + 0.009 0.822 + 0.007 0.820 + 0.005 0.829 + 0.007 0.842 + 0.0007
LTRS8 0.804 + 0.056 0.819 + 0.016 0.825 + 0.012 0.801 + 0.012 0.801
WT 0.795 + 0.050 0.812 + 0.002 0.818 + 0.010 0.800 + 0.001 0.796
LTR9 0.806 + 0.033 0.801 + 0.013 0.813 + 0.006 0.808 + 0.007 0.803 + 0.002
WT 0.818 + 0.029 0.809 + 0.011 0.821 + 0.006 0.819 + 0.005 0.810 + 0.005
LTR 10 0.827 + 0.01 0832 + 0.01 0.838 + 0.007 0.846 + 0.005 0.840 + 0.019
WT 0819 + 0.011 0.820 + 0.022 0.829 + 0.019 0.833 + 0.010 0.839 + 0.013
LTR11-1 0822 = 0.007 0.815 + 0.018 0.833 + 0.008 0.840 + 0.004 0.848 + 0.007
WT 0.817 + 0.012 0.812 + 0.018 0.819 + 0.008 0.839 + 0.004 0.848 + 0.001
LTR11-2 0772 + 0.095 0.728 + 0.076 0.731 + 0.108 0.622 + 0.028 0.840 + 0.007
WT 0.762 + 0.100 0.724 + 0.072 0.729 + 0.110 0.621 + 0.025 0.835 + 0.008
LTR 12 0.759 + 0.003 0.794 + 0.005 0.797 + 0.008 0.807 + 0.002 0.809 + 0.005
WT 0.759 + 0.014 0.780 + 0.021 0.796 + 0.009 0.809 + 0.007 0.802 + 0.006
LTR13-1 0.800 + 0.029 0.782 + 0.015 0.818 + 0.007 0.801 + 0.011 0.794 + 0.013
WT 0.819 + 0.030 0.816 + 0.007 0.832 + 0.003 0.814 + 0.005 0.819 + 0.004
LTR13-2 0.837 = 0.018 0.811 + 0.009 0.829 + 0.017 0.835 + 0.011 0.843 + 0.002
WT 0.835 + 0.015 0.827 + 0.005 0.829 + 0.012 0.831 + 0.010 0.842 + 0.002
LTR14 0.842 + 0.030 0.843 + 0.010 0.849 + 0.002 0.839 + 0.004 0.838 + 0.005
WT 0.838 + 0.033 0.835 + 0.011 0.842 + 0.008 0.838 + 0.005 0.834 + 0.004
LTR15-1 0.809 = 0.022 0.804 + 0.009 0.825 + 0.021 0.812 + 0.009 0.820 + 0.009
WT 0.818 + 0.017 0.821 + 0.006 0.839 + 0.022 0.816 + 0.012 0.832 + 0.004
LTR15-2 0.821 + 0.016 0.823 + 0.008 0.828 + 0.005 0.822 + 0.002 0.832 + 0.007
WT 0.830 + 0.016 0.831 + 0.013 0.835 + 0.001 0.832 + 0.006 0.847 + 0.004
LTR 16 0.853 0.847 + 0.006 0.852 + 0.011 0.844 + 0.005 0.850 + 0.001
WT 0.863 0.852 + 0.005 0.858 + 0.013 0.852 + 0.003 0.852 + 0.008
LTR17-1  0.849 = 0.002 0.851 + 0.002 0.861 + 0.003 0.860 + 0.003 0.835 + 0.049
WT 0.847 + 0.003 0.846 + 0.004 0.855 + 0.007 0.853 + 0.004 0.823 + 0.052
LTR17-2 0.771 + 0.015 0.762 + 0.018 0.821 + 0.003 0.825 + 0.004 0.835 + 0.006
WT 0.790 + 0.011 0.805 + 0.003 0.856 + 0.003 0.859 + 0.004 0.866 + 0.001
LTR 18 0.815 + 0.007 0.808 + 0.020 0.815 + 0.006 0.823 + 0.010 0.802 + 0.029
WT 0.829 + 0.012 0816 + 0.018 0.829 + 0.004 0.831 + 0.006 0.809 + 0.029
LTR 19 0.852 + 0.026 0.842 + 0.003 0.840 + 0.011 0.846 + 0.008 0.854 + 0.003
WT 0.850 + 0.025 0.840 + 0.002 0.833 + 0.016 0.839 + 0.011 0.850 + 0.003
LTR20 0.813 + 0.013 0.831 + 0.004 0.835 + 0.001 0.847 + 0.019 0.841 + 0.013
WT 0.831 + 0.013 0.836_+ 0.009 0.844 + 0.001 0.851 + 0.016 0.844 + 0.018

Tab. A.4: Chlorophyllfluoreszenzparameter Fv/Fm der Mutanten LTR 1-20 und zugehoériger
Wildtypkontrollen (WT) nach Anzucht in den verschiedenen Lichtregimen. Pflanzen wurden auf MS-
Platten angezogen und an PS| - oder PSII-Licht akklimatisiert bzw. zwischen den Lichtquellen gewechselt (PSI-
II; PSII-I). WL: Weilllicht. Mittelwerte von drei unabhangigen Messungen (mit jeweils 8-10 Pflanzen) +
Standardabweichung sind aufgefihrt. Der Fluoreszenzparameter Fv/Fm spiegelt die maximale Quantenausbeute

von PSII wider.
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PSI & PSI-1I -

Linie PSI PSI -1 PSI| PSII-| WL p-Wert ? p-Wert P
LTR1-1 0.108 + 0.007 0.068 * 0.008 0.055 * 0.004 0.109 *= 0.003 0.059 * 0.007 0.0031 0.0000
WT 0.115 + 0.010 0.069 + 0.012 0.053 + 0.005 0.110 + 0.008 0.061 + 0.004 0.0068 0.0004
LTR1-2 0.139 *+ 0.042 0.059 *= 0.003 0.058 + 0.008 0.107 *= 0.004 0.057 + 0.003 0.0370 0.0025
WT 0.141 + 0.048 0.070 _+ 0.008 0.074 + 0.010 0.116 _+ 0.006 0.064 + 0.005 0.0730 0.0078
LTR2 0.158 + 0.010 0.084 * 0.006 0.058 +* 0.004 0.126 *= 0.008 0.051 * 0.006 0.0003 0.0002
WT 0.161 + 0.011 0.083 + 0.007 0.058 + 0.003 0.127 + 0.011 0.047 + 0.006 0.0005 0.0005
LTR3 0.135 * 0.012 0.087 * 0.005 0.080 * 0.013 0.128 *= 0.007 0.063 * 0.002 0.0035 0.0049
WT 0.138 + 0.013 0.080 + 0.007 0.085 + 0.018 0.127 + 0.002 0.065 + 0.004 0.0023 0.0176
LTR4-1 0.123 + 0.004 0.078 *= 0.006 0.073 * 0.001 0.123 *= 0.002 0.051 + 0.012 0.0004 0.0001
WT 0.130 _+ 0.006 0.086 _+ 0.001 0.073 + 0.002 0.122 + 0.007 0.045 + 0.003 0.0002 0.0023
LTR 4-2 0.117 + 0.010 0.074 + 0.004 0.063 + 0.006 0.096 + 0.007 0.056 + 0.020 0.0024 0.0036
WT 0.118 + 0.009 0.074 + 0.006 0.065 + 0.010 0.106 _+ 0.003 0.073 _+ 0.027 0.0018 0.0025
LTRS 0.120 + 0.016 0.088 + 0.004 0.076 + 0.015 0.099 + 0.003 0.066 + 0.012 0.0273 0.0552
WT 0123 + 0.024 0.098 + 0.010 0.083 + 0.020 0.102 + 0.003 0.070 + 0.016 0.1689 0.1852
LTR6-1 0.131 + 0.003 0.075 + 0.009 0.054 + 0.005 0.123 + 0.005 0121 + 0.025 0.0004 0.0001
WT 0.137 + 0.005 0.076 _+ 0.013 0.054 + 0.007 0.125 + 0.003 0139 + 0.044 0.0016 0.0001
LTR6-2 0.122 + 0.006 0.090 * 0.011 0.069 + 0.006 0121 + 0.001 0.055 + 0.005 0.0121 0.0001
WT 0.117 + 0.007 0.088 + 0.008 0.069 + 0.007 0.120 + 0.004 0.062 _+ 0.006 0.0069 0.0004
LTR7 0.115 + 0.010 0.078 + 0.013 0.059 + 0.006 0.097 + 0.003 0.060 + 0.013 0.0179 0.0006
WT 0.115 + 0.011 0.083 = 0.011 0.068 +* 0.006 0.100 *+ 0.009 0.066 * 0.001 0.0236 0.0068
LTR8 0.165 + 0.007 0101 + 0.012 0.067 + 0.004 0.117 + 0.008 0.051 0.0066 0.0029
WT 0.173 + 0.003 0112 + 0.011 0.073 _+ 0.010 0.122 + 0.003 0.045 0.0048 0.0069
LTR9 0.148 + 0.012 0.090 = 0.017 0.074 + 0.006 0.118 *= 0.005 0.053 * 0.002 0.0083 0.0006
WT 0.142 + 0.005 0.091 + 0.014 0.073 _+ 0.012 0.110 + 0.002 0.052 + 0.002 0.0039 0.0053
LTR 10 0.136 + 0.017 0.089 *= 0.016 0.075 * 0.006 0.119 *= 0.005 0.095 * 0.047 0.0263 0.0005
WT 0.153 + 0.009 0.102 + 0.029 0.082 + 0.015 0.125 + 0.005 0.078 + 0.029 0.0428 0.0092
LTR11-1 0.136 * 0.026 0.105 *= 0.033 0.077 = 0.011 0.104 *= 0.004 0.055 * 0.004 0.2659 0.0145
WT 0.146 + 0.023 0.107 _+ 0.025 0.086 * 0.015 0.096 + 0.005 0.058 + 0.011 0.1130 0.3667
LTR11-2 0.128 + 0.009 0.062 *= 0.008 0.072 + 0.023 0.131 += 0.009 0.086 + 0.008 0.0007 0.0143
WT 0.132 + 0.005 0.064 + 0.009 0.073 _+ 0.031 0.137 + 0.012 0.088 _+ 0.005 0.0004 0.0285
LTR12 0.147 + 0.006 0.123 = 0.009 0.082 + 0.007 0.108 + 0.011 0.048 + 0.004 0.0460 0.0304
WT 0.160 _+ 0.001 0.125 + 0.020 0.085 + 0.006 0.105 _+ 0.015 0.052 + 0.003 0.0986 0.0931
LTR131 0.155 + 0.011 0.110 + 0.019 0.073 + 0.009 0.121 + 0.002 0.060 * 0.005 0.0234 0.0008
WT 0.145 + 0.011 0.086 * 0.005 0.060 * 0.007 0.113 + 0.002 0.056 * 0.005 0.0009 0.0002
LTR13-2 0.140 * 0.007 0.117 = 0.021 0.069 * 0.010 0.102 += 0.010 0.056 * 0.016 0.1371 0.0157
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PSI&PSI-Il  PSI & PSII-|
Linie PSI PSI-1| PSI| PSI|-| WL p-Wert 3 p-Wert ?
WT 0137 + 0.010 0105 + 0.016 0.058 + 0.006 0103 + 0.008 0052 + 0.011 0.0405 0.0013
LTR 14 0112 + 0.006 0071 * 0.006 0.063 + 0.002 0096 * 0.007 0042 + 0.007 0.0010 0.0011
WT 0.118 + 0.020 0077 + 0.001 0.068 + 0.015 0094 + 0.015 0.044 + 0.002 0.0233 0.0994
LTR 151 0143 + 0012 0079 *+ 0014 0050 + 0.005 0104 * 0.005 0.066 + 0.028 0.0039 0.0002
WT 0127 + 0.011 0.067 + 0.014 0.044 + 0.005 0102 + 0.005 0.055 + 0.011 0.0042 0.0001
LTR 15-2 0119 + 0.001 0084 * 0017 0075 + 0.010 0082 * 0.000 0.056 + 0.004 0.0244 0.4085
WT 0111 + 0.009 0081 + 0.015 0.074 + 0.007 0079 + 0.006 0.048 + 0.013 0.0393 0.4724
LTR 16 0.153 0075 + 0.003 0062 + 0.002 0088 * 0.019 0054 + 0.016 0.1598
WT 0.137 0071 + 0.003 0.052 + 0.001 0.080 + 0.017 0.056 + 0.010 0.1104
LTR17-2 0073 + 0.009 0.042 % 0.008 0.046 + 0.002 0.056 * 0.003 0037 * 0.007 0.0109 0.0089
WT 0.085 + 0.009 0.062 + 0.005 0.051 + 0.002 0.086 + 0.002 0.042 + 0.006 0.0182 0.0000
LTR18 0094 + 0.032 0067 * 0.004 0.053 + 0.000 0070 + 0011 0.055 + 0.011 0.2173 0.1137
WT 0088 + 0.020 0067 + 0.003 0051 + 0.003 0069 + 0.008 0048 + 0.006 0.1434 0.0579
LTR 19 0108 + 0.009 0062 * 0.002 0062 + 0.012 0079 * 0.001 0.050 + 0.008 0.0010 0.0777
WT 0104 + 0013 0061 + 0.003 0065 + 0018 0085 + 0.003 0050 + 0.004 0.0056 0.1284
LTR20 0142 + 0011 0075 + 0.004 0.057 0.123 0057 + 0.002 0.0229
WT 0129 + 0.015 0082 + 0017 0.062 0.112 0077 + 0.021 0.0005

Tab. A.5: Chlorophyllfluoreszenz-Parameter Fs'Fm der Mutanten LTR 1- 20 und zugehoriger Wildtypkontrollen (WT) nach Akklimation an verschiedene
Lichtbedingungen. Pflanzen wurden auf M S-Platten angezogen und an PSI- oder PSII-Licht akklimatisiert bzw. zwischen den Lichtquellen gewechselt (PSI-11; PSII-1). WL:
Weilllicht. Daten stellen Mittelwerte £+ Standardabweichung von drei unabhdngigen Messungen mit jeweils 8-10 Pflanzen dar. Bei jeder Messung wurden paralel zur
untersuchten Mutantenlinie auch 8-10 Wildtyppflanzen as interne Kontrolle vermessen. Der FSFm-Parameter wurde verwendet, um Unterschiede zwischen Wildtyp und
Mutantenlinien zu detektieren und das Auftreten der Langzeitakklimation an veranderte Lichtqualitéten zu Uberprifen. FS/Fm-Werte, die sich in einem der Lichtsysteme (PSI,
PSI-II, PSII, PSII-1) um mehr as 20 % vom Wildtypwert unterscheiden sind kursiv dargestellt. Bei der Akklimation an verdnderte Lichtqualitdten (LTR) fallt bei
Wildtyppflanzen der FS'Fm-Wert typi scherwei se nach einem Wechsel von PSI- nach PSII-Licht ab und nimmt nach einem PSII-I-Wechsel zu. Um zu priifen, ob eine LTR auftritt
wurden Fs/Fm-Werte von PSI-Pflanzen und PSI-I1-Pflanzen @ bzw. von PSlI-Pflanzen und PSII-I-Pflanzen ® verglichen (Student’s ¢-Test) und die p-Werte aufgelistet.
Signifikante Unterschiede (p < 0.05) zeigen ein Auftreten der LTR an. p-Werte > 0.05 deuten entweder auf Schwankungen der Messungen (wenn auch beim WT p > 0.05 ist)
oder auf eine Beeintréchtigung der LTR hin (wenn nur die Mutante betroffen ist).

Vi



6 Anhang

Linie PSl PSI-II PSII PSII-I WL owetd  pwen?
WT 242 + 0207 289 + 0139 295+ 0229 236+ 0201 314 + 0153  0.030 0.028
LTR1-1 261 + 0119 295 + 0055 320+ 0102 282+ 0188 309+ 0433 0010 0.038
LTR1-2 253 + 0122 311 + 0087 307+ 0132 282+ 0031 318+ 0117 0003 0.041
LTR3 265+ 0040 298 + 0033 320+ 0006 269+ 0056 307 + 0183  0.000 0.000
LTR4-1 272+ 0040 318 + 0052 320+ 0137 285+ 0104 321+ 0061  0.000 0.045
LTR 4-2 255+ 0102 312 + 0064 336+ 0086 289+ 0077 318+ 0192 0001 0.002
LTR5 251 + 0047 292 + 0045 307 + 0128 226+ 0003 296+ 0170  0.000 0.003
LTR6-1 283+ 0040 336 + 0098 326+ 0041 273+ 0037 337+ 0086  0.001 0.000
LTR 6-2 272+ 0074 312 + 0082 322+ 0106 280+ 0094 334+ 0118  0.003 0.007
LTR7 283 + 0109 312 + 0083 310+ 0022 274+ 0096 322+ 0101  0.020 0.003
LTRS 263 + 0130 290 + 0402 298 + 0195 282+ 0049 312 + 0041 0446 0.235
LTRO 264 + 0059 294 + 0008 294+ 0086 250+ 0139 306+ 0031  0.007 0.010
LTR 10 268 + 0367 319 + 0228 347 + 0079 305+ 0147 331+ 0106 0.108 0.036
LTR11-1 250 + 0095 287 + 0274 280 + 0304 244+ 0134 324 + 0143  0.090 0.139
LTR11-2 289 + 0069 348 + 0101 343 + 0160 279+ 0025 355+ 0059  0.001 0.002
LTR12 277 + 0084 305 + 0269 324+ 0141 294+ 0133 304 + 0141  0.166 0.057
LTR13-1 249 + 0080 276 + 0171 274 + 0022 227 + 0113 275+ 0136  0.066 0.012
LTR13-2 277 + 0107 296 + 0201 311+ 0183 282+ 0070 321+ 0071 0212 0.063
LTR 14 250 + 0081 313 + 0261 310+ 0052 263+ 0057 282+ 0179 0025 0.013
LTR15-1 265+ 0125 314 + 0130 325+ 0105 273+ 0066 324 + 0141  0.009 0.002
LTR15-2 258+ 0128 297 + 0055 300+ 0254 253+ 0383 316+ 0127  0.008 0.157
LTR 16 270 + 0096 304 + 0204 315+ 0223 276+ 0212 293+ 0033 0056 0.091
LTR17-1 285+ 0089 310 + 0274 301 + 0093 299 + 0109 346 + 0142  0.205 0.781
LTR17-2 226+ 0127 245+ 0243 263+ 0065 252+ 0028 317 + 0060  0.296 0.055
LTR 18 271+ 0056 300 + 0047 303+ 0100 273+ 0087 303+ 0037 0002 0.017
LTR 19 264 + 0133 306 + 0066 312+ 0198 262+ 0310 313 + 0113  0.008 0.075
LTR 20 271+ 0142 296 + 0043 309+ 0097 281+ 002 323+ 0175 0.044 0.009

Tab. A.6: Chlorophyll a/ b-Verhiltnis unter verschiedenen Lichtbedingungen beim Wildtyp (WT) und
den Mutantenlinien LTR 1 — 20. Pflanzen wurden auf MS-Platten angezogen und an PSI- oder PSlI-Licht
akklimatisiert bzw. zwischen den Lichtquellen gewechselt (PSI-11; PSII-1) sowie im Weifdlicht (WL) untersucht.
Mittelwerte von drei unabhéngigen Messungen + Standardabweichung sind aufgefuhrt. Das Chl a/b-Verhdtnis
wurde als Indikator firr die LTR verwendet. Werte von PSI-Pflanzen und PSI-II-Pflanzen ? bzw. von PSII-
wurden verglichen (Student’s #-Test). p-Werte< 0.05 spiegeln signifikante
Unterschiede wider. Die LTR verlauft wie beim Wildtyp. Werden keine signifikanten Unterschiede detektiert
(p>0.05) deutet das entweder auf relativ grof3e Schwankungen der M ef3werte (siehe Standardabwei chungen) oder
eine Beeintrachtigung der LTR hin.

Pflanzen und PSII-1-Pflanzen

b)

vii
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