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.  Einleitung

1. Ozon

1.1 Eigenschaften und Vorkommen des Gases

Ozon is bei Raumtemperatur ein blaues Gas. Es zeichnet sch durch hohe Resaktivitét aus, da
es ds enes der daksen Oxidationsmittd besonders mit ungesdtigten, organischen
Verbindungen reegiet (Hoigné & Bader, 1983, Kley e d., 1999). In hoheren
Konzentrationen entwickdt es enen dechenden Geruch und  wirkt beim Menschen
hauptsichlich auf Schleimhéute reizend. Das Gas wurde 1839 durch Chrigian F. Schonbein
be der Elektrolyse von Wasser entdeckt und nach dem griechischen Wort |, riechen” benannt.
Als Einheit wird neben nl It noch pgm® verwendet. Beé 20°C und 1013 mbar entspricht
1n It =ewa2 pgm? (Stockwell et al., 1997).

Ozon kommt natlrlich in unserer Atmosphére vor. Hier spidt es e@ne ambivaente Rolle In
der Stratosphére schiitzt es die Erde vor schadlicher UV-Strahlung, in der Troposphére wirkt
es as Schadgas. Seit Beginn der Industridisierung stieg hier die Konzentration von 515 ni I't
(Dollard et a., 1995) auf 40-60 nl It (Enquete Kommission "Schutz der Erdamosphére” des
deutschen Bundestages, 1995). Als Spitzenwerte konnen kurzzeitig bis zu 250 It zB. in
Gebieten des San Bernadino (USA) auftreten (Stockwell et a., 1997). Zum einen sammt das
troposphérische Ozon aus der Stratosphare, wobel hier jedoch der Austausch Uber die
Tropopause in Durchschnitt langsam igt (Guderian, 1985). Zum anderen entsteht das erdnahe
Gas in Vehbindung mit der Vebrennung fossler Energietréger, indem es t&glich neu aus
Stickstoffdioxid und Kohlenwassergtoffen unter Zufuhr von Lichtenergie gebildet wird (Kley
eta., 1999).

Die Spitzenwerte fur Ozon treten in den Mittagsstunden wéhrend der Sommermonate auf, da
hier die Lichtintengtéd maxima id. Neben zetlichen Konzentrationsschwankungen kdnnen
auch réumliche fedgeddlt werden. So entsdehen zwar die anthropogen bedingten
Vorlaufersubsanzen in  den Badlungszentren, die hochgen Ozonkonzentrationen werden
jedoch meg in l&ndlichen ,Renluftgebieten” gemessen (Guderian, 1985; Sandermann et d.,
1997). Zum enen kann Ozon Uber weite Strecken verfrachtet werden. Zum anderen fungieren
in St&dten durch Kraftfahrzeugverkehr  emittietes  Stickstoffmonoxid  und  ungeséttigte
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Kohlenwasserstoffe ds ,,Ozonfanger. NO reagiet dabe mit Ozon zu NO, und O
(Sandermann et d., 1997).

1.2. Ozon als Schadgas bei Pflanzen

1944 ergaben erse Beobachtungen, dass photochemischer ,,Smog‘ Pflanzen schédigen kann.
In den S0er Jahren wurde spezifisch Ozon as Luftschadstoff fur Pflanzen entdeckt und zwar
an Wein (Richards et a., 1958), Kiefern (Miller et d., 1963) und an Tabak im Osten der USA
(Connecticut, Maryland, Florida) (Heggestad & Middleton, 1959). Seit 1959 konnte das
Auftreten von sogenannten ,Wetterflecken" auf Tabakbldttern mit  erhdhten  Ozonwerten
korrdiert werden (Heggestad & Middleton, 1959). Diee ,Wetterflecken” snd sat Beginn
der 20er Jahre an Tabak bekannt (Langebartels & Sandermann, 1999) und wurden ab etwa
1951 ein Problem fur Tabakziichter. So fuhrten diese Symptome zu starken Wertverlusten der
Ernten. Nachdem se ab 1955 das grofte Krankheitsproblem von Tabak in Connecticut Valey
darstellten, wurden Forschungsprojekte zur Bestimmung der Ursachen des Auftretens der
» Wetterflecken® und zur Zucht toleranter Tabakkultivare initiiert (Heggestad & Middleton,
1959). In Tabak-Zichtungsstudien, durchgefihrt in  Bedtsville, Maryland, wurden
Standardkultivare mit neuen Zichtungdinien verglichen und dabel ua festgesdlt, dass
Ozon-Sengtivitét ein erbliches Pflanzenmerkma dargtdlt (Heggestad, 1991). 1959 wurden in
enem ZUlchtungsprogramm in ene Rehe von 20 Tabakpflanzen ein bis zwe Individuen mit
deutlich groRReren ,Wetterflecken” entdeckt (Heggestad, 1991). Diese zeigten sch ds aulerst
Ozon-empfindlich und bildeten die Ausgangspflanzen der Tabaksorte B W3. Die eng
verwandte Sorte Bel B wurde as Ozon-tolerant aus einer nahe verwandten Zichtungdinie
ausgesucht. Sait dieser Zeit findet die Tabaksorte Be W3 ds Bioindikator fur phytotoxische
Ozonkonzentrationen weltweit Verwendung (Heggestad, 1991).

1.3. Aufnahme und Reaktionen von Ozon in Blattern

Nachdem die Cuticula rdativ Ozonrimpermesbd g, erfolgt die Aufnahme des Schadgases
fast ausschlieldich Uber die Stomata der Blétter wahrend des Gasaustausches (Abb. 1).
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Cuticula

5 Epidermis

<4— Pdlisadenparenchym

AN

Cuticula
O, CO,

Abb. 1. Schematischer Querschnitt durch ein Blait. Neben den einzdnen Zdlschichten it die
Aufnahme des Schadgases Ozon und von CO;, dargestdlit.

Ozon fuhrt haufig zu einer Veringerung der somatéren Letfahigket durch Schliefen der
Spdtéffnungen (Lyons et a., 1999). Eine Veringerung des Offnungszustandes der Stomata
fihrt konsequenterweise zu ener verminderten Aufnahme von CO, und Photosyntheserate
und dadurch zu geringgrem Wachsum. Durch die Resktivitdd von Ozon und sener
Trandormationsprodukte im Apoplasten der Mesophyllzellen (Abb. 1) werden hauptsachlich
Zdlmembranen geschédigt. Im Extremfdl fuhrt diesss zB. ba der Tabaksorte Bd W3 zur
Entwicklung von dchtbaren Blattschdden. Zunéchst zeichnen sch in dieser Tabaksorte
entsehende Blattschéden ds sogenannte ,weater-soaked areas’ ab, spater entwickeln se sich
zu well3en, pergamentartigen Stellen. Im Aussehen erinnern diese Blattschéden damit stark an
ene hypersengtive Antwort bei ener inkompatiblen Interaktion zwischen Pflanze und
Pethogen. Hier werden Pethogene durch Pflanzen abgewehrt, indem infizierte Pflanzenzellen
durch en spezifisch aktiviertes Zdltodprogramm absterben (Beers & McDowdl, 2001;
Shirasu & Schulze-Lefert, 2000).

Man schétzt, dass in Europa und den USA etwa 5-15% der Ernteverluste durch Ozon
augeost werden (Manning & von Tiedemann, 1995), ba empfindlichen Sorten sogar 10 -
30% (Dierkesmann & Sandermann, 2000). Allerdings wurden die meden Sudien in
sogenannten Opentop  Kammern  unter optimaer Bewasserung der Pflanzen und  bel
kongtanter Windgeschwindigkeit durchgefihrt (Langebartels & Sandermann, 1999). Diese

Umwedtbedingungen resultieren in ener versérkten Oznaufnehme der Bléter durch weit
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gedffnete Stomata. Tatsdchlich gehen in der Natur erhdhte Ozonkonzentrationen meist einher
mit geringer Wassarversorgung, hohen Temperaturen und niedrigen  Windgeschwindigkeiten,
0 dass aufgrund der geschlossenen Spatdffnungen nur geringe Mengen des Schadgases ins
Blattinnere gelangen. Unter Bertickschtigung solcher Faktoren konnten Krupa et a. (1994)
nur in 7 von 73 Sudien tatsichlich Ernteainbul?en aufgrund ambienter Ozonkonzentrationen
feststdlen.

Im Zuge von Bemihungen um Luft-Quditésstandards ist die UN-ECE (United Nations
Economic Comisson for Europe) sait 1988 bedreht, kritische Leve fir Ozon zu definieren.
Zid g es jene Konzentrationen in der Atmosphére zu bestimmen, oberhdb derer nachtelige
Effekte an Kultur- und Wildpflanzen auftreten (Kérenlampi & Skérby, 1996). Aus
Untersuchungen wurde jene Ozonbdastung innerhdb von drel Monaten definiert, bel der mit
enem 10%igen Emteverlus zu rechnen ig (Fuhrer & Achermann, 1994). Grenzwerte fir die
Ozonschédigung von Pflanzen werden dabel nicht mehr ds Mittedlwerte der Konzentrationen
Uber einen ausgewdhiten Zetraum ausgedriickt, sondern ds kumulative Dods. Hierbe wird
die Summe der Stundenmittelwerte oberhalb von 40l It aufaddiert ccumulated dose over a
threshold of 40n I'*, AOT40, Karenlampi & Skérby, 1996). Mit dem AOT40-Waert sollen
sowohl die akut schédigende Wirkung von einzenen Spitzenkonzentrationen ds auch die
chronischen Wirkungen lang andauernder, leicht erhthter Belastungen beriicksichtigt werden.
Fur Kulturpflanzen wurde hauptsichlich auf Studien von Weizen baserend ein Wert von
3000 ' engefihrt. An dieser Pflanzenat wurden die umfassendsten Studien  zur
Abhéngigkeit der Ernteertrége von den AOT40-Werten durchgefiinOrt (Fuhrer & Achermann,
1994). Zusizich ig fur eine Rehe weiterer Kultur-Pflanzen bekannt, dass se Ozon Schéden
entwicken, so ua fir Kartoffd, Luzerne, Klee, Soja und Tomate (Fuhrer & Achermann,
1994).

Effekte auf Wildpflanzen snd im Veglech zu Kulturpflanzen schwieriger zu quantifizieren
(Lyons et d., 1999). Wéahrend Kulturpflanzen in der Rege nach ener Vegetationsperiode
abgeerntet werden und die Ozon-Effekte auf die Enteertrége festgestdlt werden konnen,
Uberdauern vide Wildpflanzen mehrere Vegetationsperioden.  Aufgrund des Mangds an
expaimentdlen  Studien  wurde der  fir die  Kulturpflanzen  hauptsichlich  in
Kurzzetexperimenten betimmte kritische Levd fir nadrliche Vegetation Ubernommen
(Davison & Barnes, 1998). Vide Wildpflanzen zeigen dch jedoch mindestens so empfindlich
gegeniber Ozon wie Kulturpflanzen (Davison & Barnes, 1998). Ozon-induzierte Symptome
gnd hier in Form von Chlorosen und Nekrosen z.B. bei Malva sylvestris L., aber auch ds
unspezifische Blattverfarbungen wie Rotfabung von Bléitern der Gattung Rumex L. und as
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verfrihte Seneszenz beschrigben (Bergmann et d., 1999). Zusdtzlich ist bekannt, dass das
Schadges leichte Verdnderungen in der genetischen Zusammensetzung von  Wildpflanzen
Gemeinschaften  bewirken kann, und es somit nairliche und gesteuerte Okosysteme
beanflust (Barnes et d., 1999). Die Mdoglichket fur bestimmte Populationen, eine Ozon
Resdgenz zu entwickedn, wurde klar von Whitfidd et d. (1997) mit Pflanzen aus
verschiedenen Plantago major L.-Populationen gezeigt. Allerdings gibt es im Moment noch
keine Hinwelse darauf, was die ,Kogen" ener gebildeten Resstenz sind. Ebenfdls snd die
an der Entwicklung der Resgenz betaligten Gene immer noch unbekannt, und man wel3
nicht enmal, ob sch dle Pflanzen dersdben Mechanismen bedienen (Barnes et d., 1999).

Die fedgeegten AOT40-Werte werden in Europa und Nordamerika dlerdings héaufig
Uberschritten (Kley et a., 1999; Stockwell et a., 1997). Vide Wildpflanzenarten zeigen
zudem schon Schéden unterhalb dieses AOT40-Standards (Fuhrer & Achermann, 1999), so
dass dringend weitere Untersuchungen bendtigt werden. So reagieren z.B. Cirsium arvense L.
und Sonchus asper L. schon auf akkumuliete Ozondosen von <1500 It h (AOT40)
(Bergmann et a., 1999).

Nach der Aufnahme von Ozon durch die Stomata zefdlt es zu Uber 95% bereits im
Geweberaum aul3erhdb der Plasmamembran, dem Apoplasten (Dierkesmann & Sandermann,
2000). Bel dieser Resktion entstehen u.a resktive Sauerstoffspezies wie HBO,, O, OH und
'0, (Heath & Taylor, 1997). Diese und Ozon sdbst greifen Doppelbindungen ungesitigter
Fettsiuren der Membranen an. Uber Addition eines Ozon-Molekiils an die Doppelbindungen
entsehen zunéchst Criegee-Zwitterionen, die Addition enes Wassermoleklls an  das
Zwitterion wiederum resultiet in Carbonylverbindungen und Wasserstoffperoxid  (Elstner,
1990). Schliefdich kann es zur Zerst6rung der Membranen kommen. Darlber hinaus werden
zahlreiche funktiondle Gruppen von Proteinen wie Sulfhydryl-, Amino-, Alkohol- und
Aldehyd-Gruppen oxidiert. Insbesondere die Okxidation freier SH-Gruppen fihrt zum
Funktionsverlust einer Rethe von Enzymen (Hippdi & Elstner, 1996).

2. Reaktive Sauer stoffspezies

2.1. Entstehung und Detoxifizier ung von reaktiven Sauer stoffspezies

Pflanzen bendtigen wie ale aeroben Organismen Sauerdtoff (Dat et a., 2000). Die Reduktion
von Sauerstoff zu Wass ligfert die nétige Energie zur Aufrechterhdtung Iebensnotwendiger
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zdluldrer Prozesses Be dner  unvollgandigen Reduktion entstehen jedoch  resktive
Sauerdoffspezies, die vide hiologische Molekile wie DNA, Protene und Lipide oxidieren
konnen (Van Breusegem et a., 2001). Die Reduktion von molekularem Sauergtoff erfolgt in
vier Schritten Uber eine Rethe verschiedener resktiver Sauerstoffspezies (Hippeli et d., 1999):
O, —» (H) Oy —» H,O, —» OH + H,O—» 2H,0

De edge Schritt diesr Reaktionskette bendtigt Energiezufuhr  (Wojtaszek, 1997), die
weiteren Schritte Snd exotherm und konnen spontan oder aber katalysert ablaufen (Dat et d.,
2000). Abb. 2 4dit ene Zusammenfassung moglicher Bildungs- und Resktionswege von
reaktiven Sauerstoffspezies dar.

DAO, PAO, Glycolat- und Oxalatoxidase

Peroxidase
H.O + G
Catalase (Per, Mit)
NAD(P)H-Oxidase SOD APX
Autoxidation (Chl, Mit) =1 {Chl, Mit, C Per
o, utoxidation ( M O, { it, Cyt, HO. (Chl, SZLPer)szO
OH | +O,+ H,O

Abb. 2. Potetidle Bildungss und Resktionsvege von resktiven Sauersoffspezies in
Pflanzen. DAO = Diaminoxidase, PAO = Polyaminoxidase, APX = Ascorbat-Peroxidase,
GPX =GlutathionPeroxidase, Chl = Chloroplast, Mit = Mitochondrien, Cyt = Cytosol, Per =
Peroxisomen.

HO, und Oy snd sehr reaktiv, bedtzen jedoch nur eine geringe Habwertszeit (Kley et d.,
1999; Van Breusegem et a., 2001). H,O, entsteht aus O, Uber spontane Dismutation oder
mittels Katayse durch Superoxiddismutase (SOD; Abb. 2; Scanddios, 1993). Diese
Verbindung ig deutlich dabiler mit einer Habwertszeit von ca 1 ms und kann durch
Zdlmembranen diffundieren (Wojtaszek, 1997). OH  zeichnet dSch durch sehr hohe
Resktivitdt bel ener Habwertszeit von weniger ds 1pus aus (Elstner, 1990). Das
Hydroxylradikd kann in der sogenannten Haber-Weiss-Reaktion aus HO, und O,™, aber auch
Uber Reaktion von H,O, mit Eisen oder Kupfer (Fenton-Reaktion) gebildet werden @Abb. 2;
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Wojtaszek, 1997). Resktive Sauerdoffspezies konnen zudem as Beiprodukte des
mitochondriden  Elektronentransports, wéhrend der  Photosynthese und bel  der
Photorespiration entstehen (Dat et a., 2000).

Im Normdfal snd Pflanzen gegen das Auftreten von resktiven Sauerstoffspezies gewappnet.
Se bedtzen verschiedene antioxidative Enzyme und Metabolite in  unterschiedlichen
Zdlkompartimenten (Dat et d., 2000; Foyer et d., 1997; Langebartels et al., 2002).
Superoxiddismutasen snd Metdl-hdtige Enzyme, die O, zu H,O, und O, dismutieren
(Scandalios, 1993). Aufgrund des Medl-Cofaktors konnen drei SOD-Typen unterschieden
werden: Kupfer und Zink-hdtige (CwZzn), Mangan-hdtige (Mn) sowie Eisenhdtige (Fe)
Formen (Kliebengtein et a., 1998). Typischerweise kommen CuwZnSODs im Cytosol oder
Pastiden, FeSODs im Chloroplasten und MnSODs in Mitochondrien vor (Abb. 2). Dabei
zeigen 9ch Cu/Zn-Formen durch Cyanid hemmbar, FeSODs werden durch H,O- irreversbe
inektiviet, wahrend MnSODs von keinem der beden Inhibitoren gehemmt werden
(Scandalios, 1993). Die Exisenz apoplastidérer Isoformen wurde ua von Vanacker et al.
(1998) in Gerde nachgewiesen. In Arabidopsis gibt es mindestens sSeben verschiedene
Isoformen, die unterschiedlich reguliert werden (Kliebenstein et al., 1998).

Catalasen und Peroxidasen sorgen fur den Abbau von HO, zu Wasser (Dat et a., 2000;
Foyer et al., 1994). Catdasen snd Ham-hdtige Enzyme, von denen es drei Hauptisoformen
gibt, die in unterschiedlichen Geweben und Entwicklungsstadien vorkommen (Dat et 4.,
2000). Sie bendtigen kenen Elektronen-Donor fir die Disproportionierung von HyO».
Wéhrend Catalasen hohe Umsatzraten aber eine geringe Affinitdt fur H,O» bestzen, haben
Peroxidasen ene hohere Affinitdd zu diesr Sauerdoffverbindung, benttigen aber einen
Elektronen-Donor (Asada, 1997). Im Gegenstiz zu Cadasen, die hauptsichlich in
Peroxisomen lokdiset dnd, konnen Peroxidasen in dlen Zdlkompartimenten gefunden
werden (Asada, 1997). Be Peroxidasen kann in Abhangigkeit des Elektronen-Donors
zwischen Ascorbat-  und  Glutathion-Peroxidasen  unterschieden  werden.  Glutathion
Peroxidasen scheinen dabel  hauptsichlich fir den Abbau von Lipid-Hydroperoxiden
verantwortlich zu sain (Eshdat et a., 1997).

Als niedermolekulare  Antioxidantien wirken Ascorbat und Glutathion, die Uber den
Hdliwdl-Asada-Weg zusammenwirken und regeneriert werden (Lea et d., 1998, Sharma &
Davis, 1997). Millimolare Konzentrationen von Ascorbat konnen in viden pflanzlichen
Geweben gefunden werden (Horemans et a., 1999). Im dlgemeinen snd die Mengen in
jungen Geweben hoher ds in dten. Die wichtige Rolle diessr niedermolekularen Verbindung
ads Reduktionsmitted von resktiven Sauerdoffspezies konnte u.a mit Hilfe verschiedener
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Arabidopsis-Mutanten nachgewiesen werden (Conklin et a., 2000). Das Gleichgewicht
zwischen Ascorbat und seiner oxidierten Form, Dehydroascorbat, wird bestimmt durch
Gewebedter und Stress-induziertes Auftreten von  resktiven Sauerdoffgpezies und it
zusitzlich von Pflanzenart zu Pflanzenart verschieden (Horemans et al., 1999).

Glutathion ig ene niedermolekulare Thiol-Verbindung, von der es ene reduzierte (GSH) und
ene oxidiete Form (GSSG) gibt (Foyer et al., 1997). Unter normaen Bedingungen macht
GSH etwa 90-99% des GlutathionPools aus, dies kann dch jedoch durch verstérktes
Auftreten von Oxidantien zugungten von GSSG verdndern. GSH wird fir die Regeneration
von Ascorbat aus Dehydroascorbat benttigt (Lea et a., 1998). Zusdzlich kdnnen eine Reihe
von phenolischen Inhdtsstoffen wie Havonoide ds Radikdfanger fungieren (Bors e 4.,
1992; Borset d., 1996).

2.2. Ozon-induzierter oxidativer Stress

Durch die Einwirkung von biotischen oder abiotischen Stressfaktoren kann das Gleichgewicht
von Oxidantien und Antioxidantien gestort werden, es kommt zu oxidaivem Stress. Die
Akkumulation von resktiven Sauerdoffspezies kann dabe im Extremfdl zur Schédigung der
Pflanze fuhren. So konnen Schwermetdlbelastungen (Dat et a., 2000), Kéte-Stress (Allen,
1995), Ozon-Expostion (Pdl et d., 1997; Sharma & Davis, 1997), Hochlicht (Allen, 1995;
Dat et a., 2000), UV-B Srahlung (Surplus et da., 1998), mechanischer Stress (Orozco-
Cardenas & Ryan, 1999) und Xenobiotika ein Ungleichgewicht zwischen Oxidantien und
Antioxidantien bewirken.

Wie in Abschnitt 1.3 beschrieben, entstehen durch Ozonexpostion resktive Sauerstoffspezies
im Apoplasen der Pflanze. Dies efolgt durch die Resktion von Ozon mit organischen
Komponenten des extrazelul&den Kompatiments. Nachdem Ozon rdativ  schlecht
wassrlodich id, selt sch die Frage, ob die dabel gebildeten ROS-Konzentrationen von
ggnifikanter Bedeutung snd (Lyons et d., 1999). Lange Zeit wurde die Entwicklung der
Blattschaden direkt auf die toxische Wirkung von Ozon und der aus den Resktionen des
Schadgases im Apoplasten entstehenden ROS zuriickgeftihrt (Foyer et a., 1994; Heath &
Taylor, 1997). In der Zwischenzeit sprechen aber mehrere Befunde dafir, dass in Ozon-
empfindlichen Pflanzen eine aktive Bildung an ROS auftritt (Pellinen et d., 1999; Schraudner
et a., 1998). So komte am Begpid der Ozon-empfindlichen Tabeksorte Bd W3 gezeigt
werden, dass die Akkumulation von resktiven Sauerstoffspezies biphassch verlauft (Abb. 3).
Dabel trat sowohl bel der Ozon-toleranten Sorte Bd B das auch bei Bd W3 en erster Peak
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von H,O, wahrend der Ozonexpostion auf. Nur bel der sengtiven Sorte konnte ein zweiter,
ehohter und verléngerter Pesk mit enem Maximum vier bis fiunf Stunden nach Ende der
Behandlung, aber deutlich vor dem Auftreten erster Blattschaden detektiert werden. Es wurde
vermutet, dass dieser Peak ds Verstérker der OzonEffekte dient und Zelltod sowie Lasonen
Bildung audts (Schraudner et al., 1998). Dieser hiphassche Verlauf erinnet an die
extrazdluldre, oft biphassche Akkumulation von resktiven Sauerstoffspezies  in
inkompatiblen Interaktionen mit Pathogenen (Lamb & Dixon, 1997; Schedl, 2002).

Blattschaden —r”\/___j

B 0700 |
8- Bel W3
6 -

H,0, Aquivalente [uM]

Bel B

0 5 10 15 20 25

Zeit [h]

Abb. 3. Detektion von HO, im Apoplasten der Tabaksorten Be B und B W3 wahrend und
nach Ozonexpogtion (Schraudner et a., 1998). Der schwarze Baken symbolisert die Dauer
der Ozonbehandlung, das rote Dreieck zeigt den Zeitraum der Blattschéden Entwicklung.

Aufgrund der kurzen Habwertszeit von Ozon (70x10°s, Heath & Taylor, 1997) und der
davon abstammenden ROS (O : 2-4pus H2O2: 1ms Dat et a., 2000) in biologischen
Geweben sowie Messungen von Runeckles & Vaartnou (1997), nach denen 15min nach
Beendigung der Expogtion kein aus Ozon entstandenes Signd (O2) mehr nachzuweisen war,
muss zumindest der zweite Pesk an ROSin Bd W3 von der Pflanze sammen.

Diexe Bildung resktiver Sauerdoffspezies erinnet damit an die Resktion ener Pflanze auf
Pathogene. Die rasche Bildung von resktiven Sauerstoffspezies am Ort der Infektion wird hier
Loxidaiver Burg® genant. So fuhrt die Inokulation sowohl mit virulenten ds auch

avirulenten Pathogenen zu enem schndlen, ersen Pesk von ROS, auf den nur im Fale ener

9
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inkompatiblen Interaktion ein zweiter, verlangerter Pesk folgt (Lamb & Dixon, 1997). Der
zwelte ,Burst” scheint damit fir die Ausbildung der Resstenz und den Zdltod verantwortlich
zu s=n (Lanb & Dixon, 1997). Die Rolle der resktiven Sauerstoffspezies bel dem Auftreten
von Zdltod ig zur Zet Gegengdand von Diskussionen (Beers & McDowdl, 2001; Bethke &
Jones, 2001; Dorey et a., 1999; Jabs, 1999; Shirasu & Schulze-Lefert, 2000). Der Begriff
Loxidativer Burst” wird in der Zwischenzelt auch zur Beschrebung der schnellen, trandenten
Produktion von ROS bei abiotischem Stress verwendet. Als erster konnte Doke (1983) die
Pathogerrinduzierte Bildung von ROS in Kartoffdn wahrend einer inkompatiblen Resktion
zeigen. Diesr biphessche oxidaive Burs is notwendig und auseichend, pflanzliche
Abwehrgene und damit die Resistenz der Pflanze zu induzieren (Lamb & Dixon, 1997).

2.3. Enzymatische Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies beim

, oxidativen Burst“

Verschiedene Enzyme werden bel der Bildung von resktiven Sauerstoffspezies, besonders
bem oxidativen Burg wahrend der Pathogendbwehr, diskutiert (Abb. 2; Baker & Orlandi,
1995; Lamb & Dixon, 1997; Wojtaszek, 1997).

In Frage kommen zunéchst apoplastiddre Diamin- und Polyamin-Oxidasen. Diese sind
besonders aus dem Apoplasten vider Vertreter der Fabaceae bekannt. Diaminoxidasen
katalysieren folgende Reektion (Tipping & McPherson, 1995):

Putrescin + O, + HLO—»  4-Aminobutyradehyd + NH; + H,O»
Polyamin-Oxidasen kommen sowohl in Pflanzen ds auch in Tieren vor (Federico et d.,
2001). In Versuchen von Allan & Huhr (1997) an Tabak efolgte durch Zugabe von Aminen
wie Putrescin eine agpoplagtidére, Catdase-sendtive Produktion von HO,. Die Akkumulation
von Di- und Polyaminen durch verschiedene Stressfaktoren wie Ozon konnte u.a in Gerse
und Weizen nachgewiesen werden (Bouchereau et d., 1999; Rasb & Weingtein, 1990;
Rowland-Bamford et d., 1989).

Arbeten von P. Reupold mit Pisum sativum L. im Rahmen einer Dissertation (Reupold, 1991)
und von Peters et a. (1989) mit Phaseolus vulgaris L. zeigten jedoch, dass Diamin-Oxidasen
deutlich durch Ozon um bis zu 85% gehemmt wurden. Be Reupold (1991) naéhm mit
deigender Blattschédigung  die  Inhibierung des Enzyms zu. Peters et d.  (1989)
demonstrierten, dass das Produkt H,O, sdbst einen hemmenden Effekt auf Diamin-Oxidasen
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audibt. Eine mogliche Beteligung be der ROS-Bildung konnte damit ausgeschlossen

werden.

In Abschnitt 2.1 wurden Peroxidasen ds H,O,-abbauende Enzyme beschrieben. Hinweise auf
Zdlwand-gebundene Peroxidasen, die unter akaischen Bedingungen nicht H,O, abbauen,
sondern  bilden, sammen von Bolwdl e d. (1995). Warend im Apoplasen im
Normdzudand leicht saure Bedingungen herschen, kommt es wdahrend ener
Pathogenadbwehr oder Elicitorbehandlung durch lonensréme kurzzeitig zu ener Alkaiserung
(Ebel & Mithofer, 1998; Jabs et a., 1997). Dies konnte zur Aktivierung pH-abhéngiger
Zdlwand-Peroxidasen fuhren. Durch ene Veanderung im aktiven Zentrum des Enzyms wird
Oz durch die Oxidation des Cystein-Restes in der Nahe des Hams gebildet, welches sofort zu
H20, umgesetzt wird (Wojtaszek, 1997).

Zur Zet ig jedoch das apoplastiddre Reduktionsmittel noch unbekannt (Bolwell, 1999). In
vitro-Studien wiesen bisher gesdttigte Fettsturen as die besten Elektronen-Donoren aus.
Gezeigt wurde eine Co-Lokdisation ener in vitro H>O»-produzierenden Isoform mit der
Akkumulation von H>O» in P. vulgaris (Bolwell, 1999). Kirzlich wurde ene Isoform in P.
vulgaris, FBPL, identifiziert, die bel Expresson in Pichia pastoris unter Verwendung von
Cygein ba einem pH-Wert von 7,2 H,O, generierte (Blee et a., 2001). Die Genexpresson
von FBP1 zegte dch zudem durch einen Elicitor induzierbar. Dartber hinaus erwiesen sch
mit  antisense-FBP1-Kontrukten  trandformierte Arabidopsis-Pflanzen  ds  deutlich
empfindlicher gegenlber virulenten Stdmmen von Pseudomonas syringae und ener Anzahl
an pilzlichen Pathogenen (Blee et d., 2001).

Oxalatoxidasen snd besonders aus Monokotylen bekannt. Se katdyseren die Umsetzung
von Oxdat und Sauerdoff zu Wassersoffperoxid und Kohlenstoffdioxid (Lane, 1994). 1993
entdeckten Lane et d. (1993), dass ein wahrend der Kemung von Weizen in grof3en Mengen
auftretendes Protein namens Germin Oxaatoxidase-Aktivitdt bestzt. Dieser Nachwels konnte
erbracht werden, nachdem ene hohe Seguenzhomologie von WeizenGermin mit einer aus
Gagenwurzen isolierten Oxalatoxidase (Schmitt, 1991) deutlich wurde. Germin is en
goopladtidéres, multimeres, glycosyliertes Protein mit hoher Resisterz gegen Hitze, Proteasen
und HyO, (Lane et a., 1993). Antikorper gegen Germin detektierten weitere Isoformen in
Weizen, Gerste, Hafer, Roggen, Maisund Reis (Lane et d., 1992).

Auch in dkotylen Pflanzen konnten Proteine mit Seguenzhomologien von 50-90 % zu
Germin gefunden werden (Dunwell et d., 2000), s0 z.B. in Arabidopsis thaliana (Membré et
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al., 1997), Snapis alba L. (Heintzen et d., 1994), Tabak (Carter et al., 1999), Prunus persica
Batsch (Ohmiya et a., 1998) und Pharbitis nil L. (Ono et a., 1996). In Anlehnung an Germin
werden homologe Proteine ds Germin-dhnliche Proteine (GLPs fir Germin-like proteins)
zusammengefasst.  Aufgrund  spezifischer drukturdler Doménen  gehdren Germin und
Germin-ghnliche Proteine wiederum zu der Uberfamilie der Cupine (Dunwell et al., 2000).

Die Funktion vider Germin-ghnlicher Proteine ist bisher unbekannt (Bernier & Berna, 2001).
Fest deht, dass vide in Abhdngigkeit der pflanzlichen Entwicklung (Dumeas et al., 1995; Lane
et a., 1992; Membré et d., 1997) und in unterschiedlichen Geweben (Carter et al., 1999;
Goyd et d., 1999; Membré et a., 1997), zT. mit circadianer Rhythmik (Heintzen et d.,
1994; Ono et a., 1996) detektiert werden konnen. Eine Rolle bei der Abwehr von Pathogenen
kommt der Germin-&hnlichen Oxaaoxidase von Gerge zu (Dumeas et d., 1995; Zhang et d.,
1995): Dieses Enzym wird durch die Infektion mit dem Filz Blumeria graminis f.sp. hordei
induziet. Fir en weiteres, zu der Gerden-Oxdatoxidase rdativ dhnliches Protein, jedoch
ohne Oxaaoxidase-Aktividt (Oxdatoxidase-dhnliches Protein) wurde ebenfdls ene
Beteligung an der Abwehr des MehltarPlzes nachgewiessn (We et d., 1998).
Oxaatoxidase-Aktivitdé konnte ansongen nur fir wenige Germin-&hnliche Proteine gezeigt

werden, so z.B. fur en Protein aus Pinus caribaea L. (Neutelings et d., 1998).

Nachdem be der Abwehr avirulenter Pathogene eine NADPH-abhéngige Bildung von Oz in
Katoffeln gezeigt wurde (Doke, 1985), lag die Vermutung der Exigenz einer NADPH-
Oxidase in Pflanzen nahe. Die NADPH-abhdngige Produktion von  resktiven
Sauerstoffspezies konnte in den folgenden Jahren in zahireichen Systemen, wie z.B. Elicitor-
behandelten Soja-Zdlkulturen bestétigt werden (Mithdfer et d., 1997). Dieses Enzym war bis
dahin aus menschlichen Leucozyten bekannt. Hier efolgt ds Abwehr von Mikroorganismen
durch die schndle Produktion von O, durch eine NADPH-Oxidase. Diese katdysert
folgende Resktion:
NADPH + H" + 20, —%» NADP" + 20, + 2H".

Wéhrend neutrophile Granulocyten und Macrophagen auf die Abwehr von Bakterien
goezidisget snd, diminieren eosnophile Granulocyten hauptsichlich Paradten. Alle diese
Zdltypen phagocytieren zundchst die Mikroorganismen, 0 dass diese vollsténdig von ener
Zdlmembran umgeben snd. AnschlieRend wird zum Abt6ten des Pathogens neben NO und
OCI' von der NADPH-Oxidase produziertes O, in den phagocytotischen Spat abgegeben
(Henderson & Chappell, 1996). Die NADPH-Oxidase setzt sich in diesen Zdlen aus
vaschiedenen  Unteréinheten  zusammen  (Abb.  4). Zunédchst gibt es en in  der
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Plasmamembran lokaisertes, aus einem Heterodimer bestehendes FHavocytochrom bssg. Das
Heterodimer umfasst die beden Proteine gp9lphox und p22phox (Abb. 4). Dazu kommen
drei im Cytosol befindliche Untereinheiten, p47phox, p67phox und p40phox, die wohl mit
p67phox assoziiert it (Wientjes et d., 1993). De Zusaz ,phox* be den enzenen
Untereinheiten seht dabe fir ,phagocyte oxidasg’. Ein schematisches Modedl dieser
NADPH-Oxidaseigt in Abb. 4 zu sehen.

p47phox X
p67phox

Abb. 4. Schematisches Model der menschlichen NADPH-Oxidase. Diese gdlt enen
MultikomponentenrKomplex aus  funf  Untereinheiten  (gp91phox, p22phox, p47phox,
p67phox und p4Ophox) dar. Dazu kommen noch G-Proteine wie RaplA und Rac. Nach
Simulierung des Enzyms eafolgt die reversble Trandokation der cytosolischen
Untereinheiten zu der Plasmamembran (durch Pfelle angedeutet) und O, wird in die
phagocytotische Vakuole abgegeben.

p22phox bedtzt en Molekulargewicht von 22kDa und liegt unglykosyliert vor. gp9lphox
zagt in Gden je nach Glykosylierung en Molekulargewicht zwischen 70 und 110 kDa. An
diesr Untereinheit findet auch die Ham-Bindung stait (Yu et a., 1998), die das Heterodimer
dabiliset (Yu et a., 1999). Damit gelt gp9lphox die zentrae kataytische Untereinheit dar,
an der der Elektronentransport und die Reduktion des Sauerstoffs erfolgt (Abb. 4). Schlielich
gnd noch niedermolekulare GTP-bindende Proteine der ras-Unterfamilie an der Bildung enes
funktiondlen Enzymkomplexes beteligt: RaplA, welches Membran-assoziiert i sowie Racl
oder Rac2, die im Cytosol liegen (Gabig et d., 1995). Als Vetreter dieser Unterfamilie
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zeichnen de dch dadurch aus, dass de as Monomere vorliegen und eine Grole von ca
21 kDabestzen (Henderson & Chappell, 1996).

Dies gdlt die inaktive, ungimuliete Form der NADPH-Oxidase dar. Wéahrend einer
Aktivierung finden zundchst Phosphorylierungsprozesse  dait, und die  cytosolischen
Untereinheiten wandern zu der Plasmamembran. Phosphoryliert werden p47phox, p40phox,
p67phox und das RaplA-Protein (Babior, 1999). Die Aktivieeung von Rac efolgt durch
Bindung von GTP. Die Interaktion zwischen den cytosolischen Komponenten und dem
Cytochrom bssg-Komplex  findet wahrscheinlich zwischen p47phox und gp9lphox datt
(Henderson & Chappdl, 1996). Die Funktion der G-Protene liegt nur in ener
Aktivitissteigerung  des  Enzymkomplexes. Uber die  Funktion der  cytosolischen
Untereinheiten is noch sehr wenig bekannt. So scheint die Untereinhelt p47phox nicht direkt
fir die Funktionditdt des Enzyms und damit fir den Elektronentransport bendtigt zu werden,
ge fungiet eher ds Adapter zwischen dem Cytochrom und den anderen cytosolischen
Untereinheiten (Freeman & Lambeth, 1996). Nach der Assemblierung der Untereinheiten
werden <chlieldich in einer  Elektronentransportkette  Uber die  Plasmamembran  hinweg
Elektronen von NADPH auf Sauerstoff Ubertragen. O, dient dabe ds Vorlaufer fir weltere
reaktive Sauerstoffspezies wie H,O».

In verschiedenen Pflanzen konnten in der Zwischenzeit Homologe der gp9lphox detektiert
und kloniert werden: In Oryza sativa L. (Groom et a., 1996), mehrere Isoformen in
Arabidopsis thaliana L. (Keller et d., 1998; Torres et d., 1998), zwe Isoformen in
Lycopersicon esculentum Mill. (Amicucci et d., 1999, wfil AC AF148534), in Potamogeton
crispus L. (Amicucci et d., 1999) und zwe Isoformen in Solanum tuberosum L. (Y oshioka et
a., 2001).

Antikorper gegen cytosolische Untereinheiten der menschlichen NADPH-Oxidase ergaben
deutliche Signde in verschiedenen Pflanzenproben (Desikan et d., 1996; Xing et d., 1997).
Die Hemmung der Bildung von O, in didtieten Pflanzenzdlen durch Diphenyleniodonium
(DF), enem Hemmdoff des menschlichen Enyzmkomplexes sowie anderer flavin-hatiger
Oxidasen, liel3 einen andogen Mechaniamus in Pflanzen vermuten (Deskan et d., 1998;
Levine e d. 1994). Glachzdtig wies en Vesuch mit Membranr und cytosolischen
Frektionen aber auch auf Unterschiede zwischen dem pflanzlichen und dem menschlichen
Sysem hin: Eine Kombination der Membranfrektion von Arabidopsis mit Cytosol der
neutrophilen Granulocyten konnte nach Zugabe enes Elicitors O, -Bildung audtsen, die
umgekehrte Kombination jedoch nicht (Desikan et d., 1996). Beam Versuch, die mit den
menschlichen  Antikérpern  resgierenden  cytosolischen  Proteine  aufzureinigen, ergab  dch
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jedoch, dass diese keine Homologe zu den cytosolischen Untereinheiten der menschlichen
NADPH-Oxidase darstelIten (Tenhaken & Rubel, 1999).

Nachgewiesen ig die Exisenz des G-Proteins Rac in Pflanzen. $ waren zunéchst Nachweise
mit Antikbrpern gegen die menschlichen Rac-Proteine in Tabak (Kieffer et d., 1997) und
Tomate (Xing et d., 1997) pogtiv. Klonierung von rac erfolgte u.a. aus Reis (Kawasaki et 4.,
1999), Medicago sativa L. (Schiene et a., 2000) und Soja (Park et a., 2000). Die Beteligung
an der Regulation der NADPH-Oxidase wurde mit Hilfe transgener Pflanzen gezeigt. So kam
es in rac-antisense-Pflanzen nach Elidtation zu keinem oxidaiven Burg (Kawasski et 4.,
1999; Schiene et d., 2000).

Die vorgesditen ROS-produzierenden Enzym-Syseme konnten zum  enen  in
unterschiedlichen Pflanzen vorkommen. So scheint die Bildung von H»O; in P. vulgaris durch
ene spezifische, zelwandgebundene Peroxidase-lsoform zu efolgen (FBPL;, Bolwel, 1999),
in H. vulgare wurde die Produktion von H>O» nach Infektion mit Blumeria graminis f.sp.
hordei durch eine Oxdatoxidase (Dumas et d., 1995; Zhang et a., 1995) gezeigt. Auf der
anderen Sdte konnten mehrere Systeme auch padld in dersdben Pflanze existieren und
gleichzeitig oder in Abhangigkeit des Stressfaktors induziet werden (Allan & Fuhr, 1997;
Pellinen et d., 1999).

2.4. Rolle der reaktiven Sauerstoffspezies als Signalmolekile und bei

pflanzlichem Zelltod

Resktive Sauerstoffspezies snd zundchst aufgrund ihrer hohen Resktivitdt toxisch fir Zelen
und gelten dadurch ds Auddser von Zedltod. Darliber hinaus zeigt dch, dass Se wichtige
Komponenten von Abwehrreaktionen und Signaketten dargellen (Lamb & Dixon, 1997; Rao
et a., 2000). So bedtzen de in Abwehrreaktionen gegen Peathogene zunéchst direkt
antimikrobielle Eigenschaften. Darlber hinaus katdyseren de ds ene de  schndlgen
Abwehrdrategien drukturdle Veranderungen in den Zdlwanden zT. innerhdb von 2-5
Minuten (Grant & Loake, 2000). Glykoproteine, besonders Hyroxyprolin-hdtige, werden
oxidetiv mit der Zdlwand vernetzt (Bolwel, 1999). Dies fiuhrt zu einer Stérkung der
Zdlwand ds Bariere, um ene Audireitung des Pathogens zu verhindern oder zu
velangsamen (Lamb & Dixon, 1997). H,O, induziet ds Sgndmolekil die Bildung von
Phytodexinen, das dSnd niedermolekulare Verbindungen mit  antimikrobidler  Aktivitét
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(Wojtaszek, 1997). Resktive Sauerdoffspezies induzieren die Expresson ener Relhe von
Abwehrgenen. Levine e d. (1994) komten z.B. die Induktion von GlutathionS-transferase
nachweisen, Chamnongpol et a. (1998) erhidten ene erhdhte Expresson von PR1 und
Deskan et d. (1998) zegten die Induktion der Phenyldanin-Ammoniak-Lyase (PAL). Eine
Reihe von weteren Genen wird in der Expresson durch H,O, veréndert (Deskan et d.,
2001). Daunter fdlen Gene der Sgnd-Transduktion, des Kohlenstoff- und Stickstoff-
Metabolismus, Transkriptionsfaktoren, des Energie-Haushdtes und weitere Gene unbekannter
Funktion. Vor dlem das langerlebige und membrangangige Molekdl H,O, kann ds
bewegliches Signd fir Nachbarzellen dienen (Allan & Fluhr, 1997; Levine et a., 1994), aber
auch zu der Entwicklung von lokder und systemischer Resstenz in A. thaliana be Infektion
mit enem avirulenten Stamm von Pseudomonas syringae beitragen (Alvarez et d., 1998).

Dariiber hinaus spiden resktive Sauerdoffspezies eine wichtige Rolle be dem pflanzlichen
Zdltod. Zdltod igt en wichtiger Prozess wahrend Wachstum und Entwicklung sowie bel der
Antwort auf verschiedene Stressfaktoren (Rao & Davis, 2001). So treten Zdltod und resktive
Sauardoffgpezies ba der Bildung und Lignifizierung der Letbahnen (Olson & Varner, 1993),
be der Entwicklung von Aerenchym (Drew et al., 2000) und beim Absterben der Aleuron
Schicht in kelmendem Getreide (Bethke & Jones, 2001) auf, ferner wahrend der Seneszenz,
wahrend der hypersengtiven Reektion gegen avirulente Pathogene (Doke & Ohashi, 1988;
Levine et d., 1994; Wojtaszek, 1997) und bel oxidativem Stress (Dat et a., 2000; Schraudner
et a., 1998). In dlen Falen handdt es sch bel dem auftretenden Zeltod um en kontrolliertes
Abgerben der Zdlen, in einigen Punkten vergleichbar mit der Apoptose in Tieren (Jabs,
1999). Apoptose wurde definiert ds Verdnderung in der Zdlgruktur, die in dem Auftreten
von ,gooptotic bodies® und DNA-Fragmentetion gipfdt. Auch in Pflanzen treten in enigen
Fdlen DNA-Fragmentation im Zdlkern und Chromain-Kondensation, zusammen mit
Schrumpfung der Zdlen, Kondensation des Cytoplasmas und Veskdbildung aus den
Zdlmembranen auf (Houot e da., 2001). Von DNA-Fragmentaion und Chromatin-
Kondensation explizit bei Ozorrinduziertem Zdltod berichten Rao & Davis (2001). Cystein-
Proteasen, sogenannte Caspasen und Caspasen-dhnliche Proteine, scheinen ds ubiquitére
Komponenten bel der Regulaion von programmiertem Zelltod (PCD) in dlen Eukaryoten, so
auch in Pflanzen, vorhanden zu sein (Lam & de Pozo, 2000). Der Nachwels ener
Betaligung von Cagpase-dhnlichen Proteinen an der Kontrolle von PCD in Pflanzen efolgte
bis jetzt jedoch immer indirekt, z.B. Uber den Einsatz Caspase-spezifischer Inhibitoren. Die
Expresson des tierischen Zdltod-Regulators Bax, eines Mitglieds der Bdl-2-Familie, fihrte in
Tabak zur Aktivierung eines endogenen Zeltod-Programmes, das sch sehr dhnlich zu der

16



|. Einleitung

durch Tabakmosaikvirus (TMV) ausgedsten hypersengitiven Resktion zeigte (Lacomme &
Santa Cruz, 1999).

De Konzentration resktiver Sauerstoffspezies scheint eine wichtige Rolle as Modulator der
Stressantworten  zuzukommen (Dat et d., 2000). So fuhrt die Behandiung von Soja
Zdlkulturen mit 1-2mM H»O, zu ene GenAktivierung, wérend 6-8 mM H,O, Zeltod
audosen (Levine et d., 1994). Darlber hinaus entscheidet die Konzentration an H,O» auch
Uber die Art des Zdltodes Konzentrationen um 10 mM resultieren in Tabak-Zdlkulturen in
enem programmierten Zdltod, Konzentrationen Uber 50 mM flhren zum nekrotischen, d.h.
unkontrollierten Absterben der Zdlen (Houot et a., 2001). Levine et d. (1994) postulierten
ds ede die entscheidende Rolle von resktiven Sauerstoffspezies bel Zdltod wahrend der
hypersengtiven Antwort (HR, fir ,hypersenstive responsg’). Zum enen konnten Se die
Zdltod-fordernde  Wirkung von  exogen goplizietem H,O, auf  Soja-Zdlkulturen
demondrieren. Zum anderen korredlierten Se das Auftreten des zweten Pesks von ROS
auxyddst nur durch enen avirulenten PahogenStamm mit dem Auftreten von Zdltod
wahrend HR. Ein virdenter Stamm fihrte in Soja-Zdlkulturen nur zu ener monophasischen
Akkumulation von ROS und zu keiner HR.

Trotz zahlreicher Hinwese auf die Beeligung von resktiven Sauerdoffspezies in
Stressantworten bleiben bestimmte Schltissdfragen noch unbeantwortet. Es ist unklar, welche
resktive Sauerdoffspezies fir die Induktion der Resktionen verantwortlich igt. In
verschiedenen Pflanzenarten konnen be unterschiedlichen Behandiungen entweder H,O, oder
02" oder beide Spezies nachgewiesen werden (Wojtaszek, 1997). Ebenso it unbekannt,
welche Faktoren das Ausmal der abgterbenden Blaitflache bestimmen. Schliefdich gibt es
ene Vidzahl von Hinweisen darauf, dass die resktiven Sauerdoffspezies nicht dlene
Abwehrregktionen und Zelltod audésen, sondern noch wetere Signdmolekile nétig sind.
Dartiber hinaus kann die Induktion bestimmter Abwehrresktionen und Zeltod anscheinend
auch unabhéngig von resktiven Sauerdoffspezies eafolgen (Dorey et d., 1999):
Tabakzdlkulturen, die mit a- bzw. (FMegaspermin behanddt wurden, zeigten trotz Hemmung
des oxidaiven Burgs durch DP in dicitierten Tabakzdlkulturen Zelltod, ebenso erwies sich
die Aktivierung von PAL as unabhéngig von HyOo.
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3. Weitere Signalmolekiile bei der Induktion pflanzlicher Abwehr und bei
programmiertem Zelltod

3.1 Salicylsaure

SHicylsaure kommt in Pflanzen ene wichtige Rolle ba der Abwehr von Pathogenen zu
(Durner et d., 1997). Higorisch konnte zunéchst gezeigt werden, dass exogene Applikation
von Sdicylsdure oder Aspirin zu der Induktion von Abwehrgenen und verstérkter Resistenz
z.B. gegen Tabakmosak Virus fuhrt, bevor die Verbindung as endogene Komponente der
Sgndwege pflanzlicher Abwehr identifiziert wurde (Durner et d., 1997).

Im Gegensatz zu Tieren snd Pflanzen in der Lage, Sdicylsaure zu synthetiseren und
Sicylsure-abhdngige  physologische Programme  zu  aktivieren  (Alvarez, 2000). Die
Biosynthese von Sdicylsiure efolgt dabel Uber das im Shikimatweg gebildete Chorismat
(Abb. 5). Aus Chorismat wird Uber Zwischengufen die Aminosiure Phenyldanin gebildet,
diee gt ds Ausgangsverbindung fir die Synthese von Sdlicylsaure (Ribnicky et a., 1998).
Die Resktion von Phenyldanin zu Zimtsdure gdit auf dem  Synthesaweg enen
Geschwindigkeits-bestimmenden Schritt dar und wird von dem hoch regulieten Enzym PAL
katalysert. Nach weteren Zwischenschritten bildet die Benzoesiure-2-Hydroxylase aus
Benzoesaure Sdicylsaure (Ribnicky et d., 1998). Neueste Erkenntnisse wesen auf die
Mdoglichkeit hin, dass Pflanzen neben dem oben ausgeflihrten Synthesaweg noch einen
zweten bestzen konnen (Abb. 5). In verschiedenen Bakterien wie z.B. Pseudomonas
aeruginosa wird Sdlicylsdure aus Chorismat Uber Isochorismat-Synthase (ICS) und Pyruvat-
Lyae (PL) gebildet. Kirzlich konnten in Arabidopsis Isoformen der Isochorismat- Synthase
identifiziert werden, und eine Pathogenbehandlung fihrte zu ener deulichen Induktion der
Genexpression (Wildermuth et d., 2001). Uber Sequenzvergleiche in Datenbanken konnten
die Autoren zusdtzlich zu ICS homologe Sequenzen in Soja und Tomate finden. Damit
erscheint die Synthese von Sdlicylsiure in Pflanzen Uber diesen zweiten Weg méglich.
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Abb. 5: Mdgliche Biosynthesawege der Sdicylsure. PAL = Phenyldanin-Ammoniak-Lyase,
BA2H = Benzoesiure-2-Hydroxylase, SAGase = Sdicylsiure-3-Glucosdase, SAGT= UDP-
GlucoseSicylsiure  Glucosyltrandferase, SAMT = Sdicylsdure-Methyltransferase, ICS =
Isochorismat-Synthase, PL = Pyruvat-Lyase (zusammengestdlt aus Hock & Elstner, 1995;
Moeder, 1999 und Wildermuth et d., 2001, veréndert).

Ein groler Antel der Sdicylsiuregehdte liegt in Pflanzen in konjugieter Form, megt
glucosyliert, vor. Das Hauptkonjugat in Tabak stdlt das Sdlicylsiure-2-O-[3-glucosd (Abb. 5)
dar (Alvarez, 2000). Waetehin kann Sdicylsuure noch zu  Gentignsdure (2,5
Dihydroxybenzoesiure) umgesstzt werden. Eine Betaligung von  Gentisnsdure  an
pflanzeneigenen Abwehrresktionen i bidang nur aus Tomae bekannt (Bellés et d., 1999).
Als gadfdrmiges, flichtiges Derivat von Sdicylsdure konnte Methylsdicylat ds Botengoff
innerhab des Blattgasraumes und zu benachbarten Pflanzen fungieren (Heiden et a., 1999;
Ribnicky et a., 1998).

Eine Schiisdrdlle nimmt Sdicylsure in der Aktivierung der Pathogenresstenz ein (Durner
et a., 1997). Se akkumuliet hier lokd in den infizieten sowie in digden pflanzlichen
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Geweben. Diee Resdgenz gent haufig mit der kontrollieten Bildung von Lasonen im
Bereich der Pathogeninfektion, der sogenannten hypersendtiven Antwort, enher. Sdicylsaure
aktiviert hierbel induzierbare Abwehrprogramme, die zu der Resigenz fihren. Dies geschieht
zum einen durch die Induktion der Gen-Expresson verschiedener PR-Proteine. Zum anderen
id de zusammen mit resktiven Sauerdoffspezies fir Zdltod verantwortlich und unbedingt
notwendig be der Etablierung systemisch erworbener Resisenz (SAR; systemic acquired
ressance; Durner et da., 1997). Sysemisch erworbene Resistenz tritt nach efolgreicher
Abwehr enes Pathogens in angrenzendem Gewebe, aber auch in disden Bereichen auf und
zeigt dch durch ene schndlere und déakere pflanzliche  Antwort  gegeniiber  ener
Sekundérinfektion.

Redativ unklar is die Rolle von Sdicylsiure bel der Entsehung von L&sionen. Infiltretion von
SHicylsure ergab keinen HR-dhnlichen Zdltod. Allerdings lésst das raumliche und zetliche
Muster der Sdicylsdure-Akkumulation wahrend der HR vermuten, dass diese Verbindung zur
Kontrolle des Zetpunktes und der Grole der Lésion beitragt (Alvarez, 2000). Bei der HR
werden die hdchsten Konzentrationen an Stdlen entstehender L&onen gemessen, im
angrenzenden, gesunden Gewebe sSnd gegeniber nicht-infizieten Pflanzen noch  leicht
erhdhte Werte zu verzeichnen. Eventudl entscheidet diesr Konzentrationsgradient Uber das
Ausmal3 der Lasion (Alvarez, 2000).

Kontrovers wird das Zusammenspid von ROS und Sdicylsiure bei der Resistenzantwort
dikutiert. Kawano et a. (1998) konnten in Tabak-Zdlkulturen die Sdicylshure-induzierte
Bildung von Superoxid nachweisen. Aulerdem it die phendlische Verbindung in der Lage,
die H,O,-abbauenden Enzyme Catalase und Ascorbat-Peroxidase zu inhibieren (Chen et d.,
1993; Durner & Klessig, 1995). Diese Befunde sprechen fir eine Rolle von Sdicylséure in
der Abwehr-Signdkette oberhdb von resktiven Sauerdoffspezies. Anderersaits deuten
Experimente mit ROS-Scavenger und transgenen Arabidopsis-Fflanzen auf eine Rolle von
H.O, oberhalb von Sdicylsdure hin (Surplus et d., 1998). Diese transgenen Pflanzen waren
aufgrund der Uberexpression des bakteridlen Sdicylat-Hydroxylase-Gens (NahG) nicht in
dar Lage SHicylsdure zu akkumulieren. Zusdtzlich konnte die  Induktion  der
Sdicylsdurebiosynthese durch H2O» nachgewiesen werden (Bi et al., 1995; Neuenschwander
e a., 1995). In mit enem avirulenten Stamm von Pseudomonas syringae infizietten
Tabakpflanzen wurde jede Phase der ROS-Akkumulaion von enem Angieg der
Sdicylsiurekonzentration gefolgt (Draper, 1997). Damit ewelsd dch auch die Sdicylsdure
Bildung ds biphassch. Wahrscheinlich arbeiten resktive Sauerstoffspezies und  Sdlicylsdure

20



|. Einleitung

be der Pathogendbwehr in Einklang ds sdbg-amplifizierendes System (Van Breusegem
al., 2001): H,O- induziert Sdicylséure, Sdicylsiure versarkt die HoO,- Akkumulation.
Veschiedene Arbeiten zeigen, dass Sdicylsdure auch durch abiotische Stressfaktoren
induziert wird. Dies konnte fir Hitzestress (Dat et d., 1998), fur UV-B Srahlung (Surplus et
al., 1998) und fir Ozon-Expogtion (Rao & Davis, 1999; Sharma & Davis, 1997; Ydpani et
a., 1994) nachgewiesen werden. Yapani et a. (1994) konnten ein dgnifikantes Ansteigen der
Gehdte an frder und konjugierter Sdlicylsiure in Tabak wahrend ener 4tégigen Expostion
mit hohen Ozonwerten messen. Wahrend die maximae Induktion der Konjugate schon nach
dem eden Behandlungstag efolgte, konnten die hochsten Konzentrationen an  freler
Sdicylsiure am vieten Behandlungsteag festgestdllt werden. Gleichzeitig konnte auch en
aktivierender Einfluss von Ozon auf das Enzym Benzoesiure-2-Hydroxylase gezeigt werden.
Versuche von Rao & Davis (1999) wiesen auf einen Zusammenhang von Ozon Sengtivitét
und Sdicylsiure-Akkumulation hin: Im Vergldch zweer Arabidopsis-Okotypen bildete der
empfindlichere (Cvi-0) deutlich mehr Sdlicylsiure a's der Ozon-tolerante Okotyp (Col-0).

3.2. Ethylen

Ethylen (CoHi) i e@n endogenes Pflanzenhormon welches verschiedene Entwicklungs- und
Weachdumsprozesse wie Samenkeimung, Zdldongation, Fruchtreifung, Seneszenz  und
Abszisson in Pflanzen reguliet (Alonso et al., 1999; Johnson & Ecker, 1998; Kieber, 1997).
Darlber hinaus ist Ethylen an Stressantworten beteiligt. So kann bel  Pathogenabowetr,
Vewundung und Uberflutung erhdhte Ethylenemisson gemessen werden. Ethylen induziert
in diesen Fdlen Abwehrantworten wie beschleunigte Seneszenz, Abwurf von  infizierten
Organen und Induktion spezifischer Abwehrgene (Chang & Shockey, 1999). Aul¥rdem gilt
Ethylen ds friher, besténdiger Marker fur OzonSengtivitét in Pflanzen (Sandermann, 1996;
Wdlbun & Wadlburn, 1996). Im Vergleich von Ozon-toleranten und —sendtiven Pflanzen
produzieren die erseren kein oder deutlich weniger Ethylen ds empfindliche Sorten und
Arten (Wdlburn & Weélburn, 1996). Higtorisch wurde angenommen, dass Ozon direkt mit
Ethylen reagiert und Formadehyd sowie H,O bildet (Elstner et d., 1985).

Die Ozorrinduziete Ethylenemisson i das Resultat ener  Aktivierung pezifischer
Isoformen  Ethylen-bildender Enzyme (Tuomanen & d., 1997). Die Synthese erfolgt aus dem
im Yang-Zyklus gebildeen S-Adenosylmethionin (SAM)  Uber  1-Aminocyclopropan1-
carbonsdure (ACC; katdysert duch ACC-Synthase), welches durch ACC-Oxidase zu Ethylen
umgewanddt wird (Abb. 6; Johnson & Ecker, 1998). SAM dgdlt jedoch nicht nur die
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Ausgangsverbindung  fir die Ethylenbiosynthese dar, sondern  auch fir  die  damit
konkurrierende Polyamin-Synthese (Bouchereau et a., 1999).

Sowohl ACC-Synthase as auch ACC-Oxidase snd stark regulierte Enzyme (Moeder, 1999,
Tuomainen et d. 1997). Von beiden Enzymen gibt es mehrere Isoformen, die in
Abhdngigkeit der Entwicklung und infolge verschiedener Stressfaktoren unterschiedlich
exprimiert werden. Sdektive Induktion spezifischer Isoformen konnte nach Verwundung,
Uberflutung, mechanischem Stress, Pathogen-Abwehr, Ozon-Expostion, aber auch nach
Ethylenbehandlung nachgewiesen werden (Johnson & Ecker, 1998). Der Gehdt an ACC
korrdiert in Ozon-behanddten Pflanzen mit der Menge an emittietem Ethylen, so dass
Gehdte dieses Vorlaufers zum Abschétzen der EthylentInduktion verwendet werden kénnen
(Langebartels et d., 1991; Tuomainen e al., 1997). Dartber hinaus i ACC nicht nur der
Vorlaufer fir Ethylen, sondern scheint auch as bewegliches Kurzstreckensgnd innerhab der
Ethylen-Sgnadkette im Apoplasten zu fungieren (Moeder et a., 1999). Alternativ kann ACC
auch mit Madonat zu Mdonyl-ACC (MACC; Matin & Sdftner, 1995) bzw. mit Glutamat zu
?-Glutamyl-ACC (GACC; Martin et d., 1995) konjugiert werden (Abb. 6).

H:C — CH.
Yang e — H:C i CH;
Zyklus i Neoon
5'Methylthio- -
adenosin (MTA) Methionin ACC Ethylen
e

S-Adenosyl-
methionin ——=> ACC =—————=——% Ethylen

*

GACC

Abb. 6: Resktionschema de Ethylenbiosynthese und mdgliche Induktoren  der
Syntheseenzyme. SAM-S = SAM-Synthetase, ACS = ACC-Synthase, ACO = ACC-Oxidasg,
ACC = XAminocyclopropat 1-carbonsdure, MACC = Maonyl-ACC, GACC = g-Glutamyl-
ACC (aus Langebartels et d., 2000), verandert).

Mit Hilfe von exten goplizietem Ethylen, sowie unter Vewendung von Mutanten und
Trandformanten, wurde die Rolle von Ethylen in Stressantworten untersucht. Ethylen aktiviert
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zunichs  Abwehrgene wie basische PR-Proteine und Peroxidasen (Kieber, 1997). Mit
transgenen Tabakpflanzen konnte nachgewiesen werden, dass Ethylen Resstenz gegen nicht
pathogene Boden-Pilze vermittdt, aber auch das Wahrnehmen und Erkennen von
Nachbarpflanzen erméglicht (Knoester et a., 1998). Das Pflanzenhormon scheint ene
wichtige Rolle in der sogenannten induzierten sysemischen Ressenz (ISR) zu spiden
(Pieterse et d., 1998). Diese wird durch die Beseddung der Pflanzenwurzen mit spezidlen,
nicht-pathogenen Rhizobakterien ausgdds, und die Sgnakette zeigt sich im Gegensatz zu
SAR unabhéngig von Sdicylsaure (Ton et d., 2001).

Schliedich kommt  Ethylen eine wichtige regulaorische Rolle in der Entsehung von
Lasonen zu. In Tabak-Zdlkulturen war das Hormon in der Lage, in bestimmten Phasen des
Zdlzyklus programmierten Zdltod zu induzieren (Herbert et a., 2001). In Tabakpflanzen
zeigte sch die Bildung der TMV-induzierten Lasoren Ethylen abhéngig. Inhibitoren der
Ethylenbiosynthese und —perzeption fihrten zu ener deutlichen Veringerung der Lasonen
(Ohtsubo et al., 1999).

3.3. Jasmonsaure

Neben resktiven Sauerstoffspezies, Sdicylsdure und Ethylen i an Pathogent und Ozon
induzierten Reektionen Jasmonsaure (JA) betelligt. Jasmonsdure gdlt ein Stresssignd  dar,
das prim& an Vewundungsantworten beteligt is (Van Breusegem et d., 2001). Eine
Vewundung von pflanzlichem Gewebe &ktiviert Phospholipasen, deren  Aktivitst  aus
Membransysemen Linolensdure freisetzt. Linolensaure wird durch die  Aktivitdt  von
Lipoxygenasen (LOX) dioxygeniet und schligdich nach Cycdliserung durch Oxidetion in
Jesmonsiure umgesetzt (Orvar et al., 1997). Jasmona wird im Gegensatiz zu Sdicylsiure fir
die Entwicklung der ISR zusammen mit Ethylen bendtigt (Ton et al., 2001, sehe Einletung
Abschnitt 3.2). In Ozon-induzierten Antworten scheint Jasmonsdure eher die Rolle eines
negativen  Zdltodregulators  innezuhaben.  Jasmonsdure  greift  hierfir  an zwe
unterschiedlichen Stdlen in die Sgndwege en: Zum enen vemindet Jasmonséure die
Akkumulation von resktiven Sauerstoffspezies, zum anderen schwécht es die Wirkung von
Sicylsiure ba Zdltod (Rao et d., 2000; Van Breusegem et al., 2001). Vorbehandlungen mit
Jesmonséure, Verwundung oder Methyljasmonat resultieren in einer deutlichen Verringerung
der Ozonrinduzierten-Lsionen (Orvar et d., 1997; Rao et al., 2000).
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3.4. Stickstoffmonoxid

Stickdoffmonoxid i€ ds intraa und interzdluldes Sgndmolekil  verschiedener
ZdlIfunktionen in Tieren bekannt (Wendehenne et d., 2001). In Pflanzen sdit NO enen
Effektor von Wachsum, Entwicklung und Pathogenadbwehr dar (Durner & Klessig, 1999):
zB. induziet es Blatexpandon, Wurzdwachgum und Phytodexin-Produktion. Hinweise auf
ene wichtige Funktion be der Abwehr von Pathogenen resultieren u.a aus der Infektion von
Tabakpflanzen mit TMV. Nur in resgenten Pflanzen konnte ene verstérkte NO-Bildung
gemessen werden (Durner et d., 1998). Die Inokulation von SojaZdlkulturen mit
Pseudomonas syringae pv. glycinea dimuliete die NO-Produktion in Form enes
biphesschen Verlaufs nur in ener inkompatiblen Interaktion (Delledonne et d., 1998).
Darlber hinaus wurde NO as ,second messenger wéahrend der hypersenstiven Antwort
identifiziert und bedtzt hier sowohl komplement&re as auch antagonistische Funktionen zu
H,0O, (Deledonne et d., 1998; Durner et a., 1998).

Im Immunsysem von Saugern wirken resktive Sauerstoffspezies und NO oft zusammen bel
der Abtotung von Bakterien und Tumorzdlen durch Makrophagen (Delledonne et d., 1998).
NO konnte auch in Pflanzen direkt mit Oy~ reagieren und die cytotoxische Verbindung
Peroxynitrit und Hydroxylradikde bilden (Van Camp et al., 1998). Wahrend eine Behandlung
von pflanzlichen Zdlkulturen mit NO in Abwesenheit von resktiven Sauerstoffgpezies keinen
Zdltod induzierte, konnte der ROS-induzierte Zeltod durch NO deutlich verstérkt werden
(Delledonne et al., 1998). Bisher nicht erforscht ist eine potentidle Akkumulation von NO be
abiotischem Stress in Pflanzen. Zusdtzlich schent NO die  Abwehrantworten  durch
Wechsdwirkung mit Sdlicylsiure zu bednflussen. Die Behandlung von Tabakbl&ttern mit
NO induziete dgnifikant die endogene Sdicylsiure-Akkumulaion durch Aktivierung der
PAL (Durner et d., 1998).

Die Herkunft von NO igt bisher unbekannt (Bolwel, 1999). Fraglich igt, ob es in Pflanzen en
Homolog zu der NO-Synthase (NOS) in Saugern gibt. Diese kadysert die NADPH-
abhangige Bildung von NO und Citrullin aus L-Arginin und Sauerdoff (Durner & Klesdg,
1999; Wendehenne et al., 2001). Zwar werden NOS-Aktivitden in Form von Citrullin-
Akkumulation und immunoresktive Proteine mit Antikdrpern gegen  NO-Synthase von
Méusen zT. in Pflanzen detektiert (Barroso et d., 1999; Delledonne et d., 1998), bisher gibt
es jedoch keine genetischen Beweise fir deren Existenz. Darlber hinaus ist fraglich, ob der in
Saugern bendtigte Co-Faktor der NOS, BHg, in Pflanzen synthetisert wird (Wendehenne et
a., 2001). Als dternative Quelen werden Enzyme aus dem Nitrat/Nitrit-Metabolismus oder
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aber die nicht-enzymatische Reduktion von Nitrit diskutiert (Wendehenne et al., 2001).
Corpas et a. (2001) konnten kirzlich Peroxisomen as Ort der NO- Produktion nachwel sen.
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4. Themenstellung

Als potentidles Schadgas bel  Pflanzen i Ozon schon sdt Uber 50 Jahren bekannt.
Biochemische und physologische Zusammenhdnge zwischen erhthten Ozonkonzentrationen
und dem Auftreten von Blatschdden in Form von Zdltod snd dlerdings immer noch
Gegengtand wissenschaftlicher Untersuchungen und nur ansatzwei se geklért.

In diesr Arbeit solite die Entsehung von Lésionen ds Marker fur Ozonempfindlichkeit mit
der Akkumulaion von resktiven Sauerdoffspezies (,oxidative Burs*) réumlich und zetlich
korreliet und dadurch die Rolle der resktiven Sauerstoffspezies bel der Initistion von Zelltod
nachgewiesen werden. Diese Untersuchungen ollten neben  Kultur- auch  Wildpflanzen
umfassen, 0 dass ene Ausanandersstizung mit zur Zet glltigen Ozongrenzwerten moglich
ig. Versuche im Frelland unter ambienten und leicht erhdhten Ozonkonzentrationen wurden
durchgefihrt, um esmds nachzuprifen, ob en ,oxidativer Burs® auch unter ambienten
Ozonwerten im Feld vorkommt.

Die Vewendung unterschiedlich empfindlicher Pflanzen sollte ene Aussage Uber potentidle
Ursachen unterschiedlicher  Ozontoleranz  im Pflanzenreich  erméglichen.  In - diesem
Zusammenhang wurden auch Messungen von Signdmolekilen wie Ethylen und Sdicylsture
angedirebt. Nachdem die Betelligung von NO bel der Pathogenabwehr nachgewiesen i,
sollte erstmal s dessen Akkumulation nach einer Ozonbehandlung untersucht werden.

Die aktive, Ozonrinduzierte Bildung von resktiven Sauersoffgpezies ds Resultat einer sdbgt-
anplifizierenden Antwort <ollte durch ene Andyse potetidler Enzyme nachgewiesen
werden, die zur Bildung resktiver Sauerdoffspezies in Tabak beféhigt snd. Als erster
Kandidat wurde die Untersuchung einer Oxalatoxidase angestrebt, auf deren Vorkommen in
Tabak Vorarbeten hingewiesen hatten. Zu der menschlichen NAD(P)H-Oxidase homologe
Gene waren zu Beginn der Arbet nur aus Arabidopsis thaliana L. und Oryza sativa L.
bekant. In enem zweten Schritt sollten daher ergmas Isoformen der kataytischen
Untereinheit gpOlphox in Tabak identifiziet und charakterisert werden. Hierzu wurden
Expressonsstudien in  verschiedenen Geweben sowie nach Behandlung mit  resktiven
Sauerdoffgpezies und Pathogenen angestrebt. Schlieldich sollte die Induktion von Isoformen
der NADPH-Oxidase in Tabak durch Ozon und eine potentidle Betelligung beim Ozon
induzierten oxidativen Burst gepriift werden.
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[I. Material und Methoden

1. Gerate
Andysenwaage Sartorius, Gottingen
Elektrophorese- Apparatur BioRAD, Miinchen

Mini-PROTEAN Il Céll

Fluorostar |1 microplate reader Tecan, Crailsheim

Gaschromatograph AutoSystem XL Perkin-Elmer, Uberlingen

Gdtrockner 2003 LKB, Bromma, Schweden

Heizschrank Memmert, Schwabach

Horizontal gelapparaturen Easy-Cast, Erlangen

HPLC (Gold 7.11, System Gold) Beckman Coulter, Unterschlaii?heim
Hybridisierungsofen Hybrid 2000 H. Sauer, Reutlingen

Image Magter VDS mit Amersham Pharmacia Biotech, Freilburg

Software Imagemaster 1D Elite, Verson 2.0

Konzentratoren: Centricon YM-10, YM-30

Millipore, Eschborn

Membranpumpe MD 4C

Kremer und Kreller, Minchen

Microplate-Reader Thermomax mit Software
Softmax

Molecular Devices, USA

Mikroskope: Axioskop, konfokales Laser
Scanning Mikroskop LSM 510

Zess, Oberkochen

Milli-Q Water System

Millipore, Eschborn

Ozonanaysator CSl 3100 Columbia  Scentific  Indruments,  Audtin,
USA

Ozongenerator 500 Fischer, Meckenhem

Ozongenerator 503

PCR-Maschinen
PTC-200 MJ Research (Biozym Diagnogtik), Oldendorf
PCRExpress Thermo Hybaid, Frankfurt

pH Meter 743 Knick, Berlin

Photometer Ultrospec 3100 pro Amersham Pharmacia Biotech, Freilburg

Porometer CQP 130a Wadz, Effdtrich

UV-Crosdinker Stratalinker 1800 Stratagene, La Jolla, USA

Wasserbad Bachofer, Reutlingen

Zentrifugen
KUhlzentrifuge 3K12 Sigma Laborzentrifugen, Osterode (Harz)
KUhlzentrifuge J2-21 Beckman Coulter, Unterschleilfheim
Tischzentrifuge 5415 Eppendorf, Hamburg
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2. Chemikalien

2.1.

Feinchemikalien und Enzyme

3,3’ - Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
(DAB)

SgmaAldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

4-Chlor-1-naphthol

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

5-Brom-4-chlor-3-indolyl- b - D-glucuronsiure

Biomol, Hamburg

(X-Glue)

Carboxy-PTIO Alexis Deutschland, Griinberg

Catalase (Rinderleber) Sigma Alrich Chemie GmbH, Taufkirchen
4,5-Diaminofluorescein diacetat (DAF-2DA) Alexis Deutschland, Griinberg
Diphenyleniodoniumchlorid SgmaAldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Dithioerythritol DTE

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Glucose-Oxidase (Aspergillus niger)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Kae doscope Prestained Standard BioRAD, Miinchen

Nitroblautetrazolium Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Oxdatoxidase (Gerste) Roche Diagnogtic, Mannheim

OxyBurst Green H,HFF BSA Molecular Probes, Leiden, NL

Peroxidase (Meerrettich) Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Precison Protein Standard

BioRAD, Minchen

Sigmamarker Low, high and wide range

Sgma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Superoxiddismutase (Meerrettich)

SgmaAldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Xanthin

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Xanthin-Oxidase (aus Buttermilch)

Sigma Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

2.2.

M olekular biologische Reagenzien

Agarose Gal DNA Extraction Kit

Roche Diagnogtic, Mannhem

AGS Gold DNA Polymerase

Thermo Hybaid, Heidelberg

cDNA-Synthese Reagenzien

Invitrogen, Karlsruhe

DNA-Marker pBR328 Mix |

MBBL, Bidefdd

DNase Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Genome Clean System Thermo Hybaid, Heidelberg

Northern Blot Reagenzien Roche Diagnogtic, Mannheim

Nucleon Resin Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
pAW109 RNA Perkin-Elmer, Uberlingen

pGEM-T Vector System Promega, Heidel berg

PicoGreen'" Molecular Probes, Leiden, NL
QIAprep Spin, Miniprep Kit Qiagen, Hilden

RiboGreen'" Molecular Probes, Leiden, NL

RNase H Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Trizol Invitrogen, Karlsruhe
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3. Pflanzenmaterial

3.1. Art und Herkunft des Pflanzenmaterials

Nicotiana tabacum L ., Virginischer Tabak (Solanaceae):
- cv. Bd B, zur Veflgung gestdlt von Prof. T.A. Mandfied, Lancaster, UK
- cv. Bd W3 von Dr. G.H.M. Krause, Landesangtdt fur Immissonsschutz, Essen
- cv. Xanthi von Prof. F. Bernier, Strasbourg (F)
- tranggene Pflanzen auf dem Hintergrund cv. Xanthi, ebenfdls von Prof. F. Bernier
(Berna & Bernier, 1997, Berna & Bernier, 1999). Diese transgenen Pflanzenlinien enthaten
Telle oder das gesamte Gen einer Oxa atoxidase aus Weizen (gf-2.8; AC M63223 ).
0 Oxo-Gus Pflanzen dieser Linie bedtzen en chimé&es Gen, das aus dem
Promotor einer Weizen-Oxdatoxidase und dem Reportergen b-Glucuronidase
(Gus) aus E. coli bestent. Ort und Zeitpunkt der Induktion der Oxaatoxidase
kann so durch die Aktivitdt der b-Glucuronidase in situ nachgewiesen werden
(sehe Materid und Methoden Abschnitt 14).
0 Ox0-2.8: diese Pflanzen enthdten das Gen einer Oxal atoxidase aus Weizen.
0 35S-0Oxo: diexe Linie i gekennzeichnet durch den Bedtz eines diméren Gens
bestehend aus dem CaMV 35S-Promotor und dem codierenden Bereich einer
Weizen Oxdatoxidase.

Lycopersicon esculentum Mill., Tomate (Solananceae):
Bei den Versuchspflanzen handdt es sch um kommerzidl erhdtliche Sorten.

Sorte Vertreiber / Herkunft

Ailsa Craig Syngenta, Bracknell, GB

DRK 2003 De Ruiter Samen, Bergschenhock, NL
Trust De Ruiter Samen, Bergschenhock, NL
Piedmont Syngenta, Bracknell, GB

Money M aker Sutton Samen /Syngenta, Bracknell, GB
Thomas Novartis, NL

Solairo De Ruiter Samen, Bergschenhock, NL
Nikita CEAM, Paterna, ES

Roma Gartner Potschke, Marburg

29




Il. Material und Methoden

Arabidopsisthaliana L., Acker schmalwand (Brassicaceae):
Alle Samen wurden Uber das Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC) in Nottingham

bezogen (http://nasc.nott.ac.uk/).

Okotyp Herkunft Stocknummer
Ws-2 (Wasslewskija) Vadjevici/Dnjepr N1601
LC-0 Loch Ness, GB N1306
Sha  (Shokhdara) Tadschikistan N929
J-1  (JHinka) Vranov u Bro N1248
Lan-0 (Lanarck) Lanark, GB N1304
Np-O (Nieps) Nieps/ Salzwedd N1396
Cvi-0 (Cape Verde Idands) Cape Verde Idands N902
Sap-0 (Sapy) Slapy, Cz N1506
Ler-1 (Landsberg erecta) Landsberg, D N1642
Col-0 (Columbia) Columbia, USA N1092

Malva spec., Malve (Malvaceae):

Die Samen von Malva sylvestris L. Wilde Mdve und Malva moschata L. Moschusmave
Stammen von der Firma Borntrager, Offstein.

Rumex spec., Ampfer (Polygonaceae):
Die Samen von R crispus L. (Krauser Ampfer) und R obtusifolius L. (Stumpfbléitriger
Ampfer) wurden von der Firma Borntréger, Offstein bezogen.

3.2. Anzuchtbedingungen

A. thaliana:

Die verschiedenen Okotypen wurden in einer klimaiseten Anzuchtskammer (VB 101/S,
Vétsch, Baingen) ohne Anschluss an Renluft (Ozonkonzentration < 20n 1Y) bel ener
Temperatur von 22 + 2°C (Tag u. Nacht), einer relativen Luftfeuchte von 70 + 5 % und enem
14stindigen Tag-Nacht-Zyklus (7-21:00 Uhr Licht mit ener Intensitét von 120 pmol m?s?,
PPFR 400-700 nm, Warmton und Daylight Lampen, Sylvania, Erlangen) angezogen.

Die Samen wurden in ener 4:1 (viv) Mischung aus Floraion 1 Erde (FHoragard, Oldenburg)
und Send ausgesdt, mit Frischhdtefolie abgedeckt und zur Stratifikation (Induktion der
Samenkeimung durch Kdte) fur funf Tage be 8°C im Dunklen gehdten. Der verwendete
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Sand war ene Mischung aus 31 (viv) Krigdl Quazsand (dorslit, Hirschau) und
Schweissersand  (dorglit).  Anschlielfend wurden die Pflanzen in der oben beschriebenen
Anzuchtkeammer weiterkultiviet. Nach der Kemung wurden die Pflanzen zu je funf in en
Topfchen (5 © 5cm, schwarz) pikiert. Vier Wochen nach Aussaat wurde mit den Versuchen
begonnen; geerntet wurden jewells ganze Blattrosetten.

Die redlichen Pflanzen wurden in einer mit Renluft versorgten Klimakammer (HPZ 90/50,
Votsch) mit enem Tag/Nacht-Rhythmus von 14/10h bel einer Lufttemperatur von 2520 +
2°C und ener kongtanten relativen Luftfeuchte von 70 + 5% angezogen. Die Lichtphase
begann um 6:00 Uhr MEZ, die Lichtintensitét betrug auf Pflanzenhthe ca 120 pmol m? st
(Leuchtgtoffrohren FO96T 12/CW/VHOISS 195 W, cool white, Sylvania).

Die Samen der Pflanzen wurden auf Erde (Paizer T-Erde) ausgebracht und bis zur Keimung
mit Frischhdtefolie abgedeckt. Nach dre bis vier Wochen konnten die Kemlinge in
Einzdtopfe pikiert werden. Die Grofe der Topfe fur Tomaten und Mavenpflanzen betrug
11x11x12 cm, die runden Pladtikttpfe der Tabakpflanzen besa¥en enen Durchmesser von
14 cm. Die Pflanzen wurden téglich mit delonisetem Wassr von unten gegossen, sowie
zweimd in der Woche mit Minerddinger (100 ml pro Pflanze aus ener Stammlésung von
2,5 ml I'* Substral, Thompson, Dilsseldorf) versorgt.

Ubersicht tiber das Alter der verschiedenen Pflanzenarten zu Versuchsbeginn:

Pflanze

Alter der Pflanzenzu
Versuchsbeginn in den
Klimakammern

Alter der Pflanzenzu
Versuchsbeginn in den
Freilandver suchen

Arabidopsis thaliana 4 Wochen -
Rumex
acetosa 5 Wochen 7 Wochen
crispus 5 Wochen 7 Wochen
obtusifolius - 7 Wochen
Malva
moschata 4 Wochen -
sylvestris 4 Wochen 7 Wochen

(5-6 Folgebl&tter, Blatt 1
noch nicht voll expandiert)

(5-6 Folgeblé&tter, Blatt 1
noch nicht voll expandiert)

Lycopersicon esculentum 6 Wochen -
(ca. 20-30 cm hoch,
Blait 1 > 5 am)
Nicotiana tabacum 9 Wochen 9 Wochen
(7-8 Folgebl &tter; (7-8 Folgebl &tter;
Blatt 1 > 8 cm) Blatt 1 > 8 am)

Die Durchnummerierung der Pflanzenbléiter erfolgte stets vom Apex in Richtung Wurzel.
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3.3. Ernte

Von den Arabidopsis-Pflanzen wurden jewells ganze Blattrosetten geerntet, von alen anderen
Pflanzen jewels enzene, mittddte Bléter, von Tomaenpflanzen Federbldttichen. Von
Tabak wurde mes ene Blathdfte fir Andysen, die zwete Hédfte zur Bonitur der
Blattschaden verwendet (Materid und Methoden Abschnitt 17). Das Blatmaterid wurde
anchlielfend entweder mit  entsprechenden  Lésungen  infiltriert (Materid  und  Methoden
Abschnitt 13) oder sofort in Aluminiumttitchen verpackt, in flissgem Stickstoff tiefgefroren
und bis zur weiteren Andyse bel —-80°C aufbewahrt.

4. Ozonbehandlung

4.1. Ozonbehandlungin den Expositionsklvetten

Expositionskvetten:

In ener der Anzuchtskammer vergleichbaren Klimakammer (Ragb und Thide, Minchen)
befanden Sch vier Pexiglas Kivetten (70x110x110cm) fur die Ozonbehandlung. Diese
wurden mit Aktivkohle und Purd-Filter gereinigter Frischiuft versorgt (Langebartels et d.,
2000). In den Zuluftstrom konnte Ozon zudosert werden. Ein schwenkbarer Ventilator pro
Kivette sorgte fir eine gleichméige Vertelung des Gases und fir eine Veringerung des
Grenzflachenwiderstandes der Blétter (Abb. 7). Die Windgeschwindigkeit betrug auf
Pflanzenhthe zwischen 0,3 und 1,3ms?. Uber Teflonschléuche wurde Luft aus den Kiivetten
zu dnem Ozonadysator geete, so dass ene kontinuierliche Bestimmung der
Ozonkonzentration in der unmittelbaren Nahe der Versuchspflanzen moglich war.

Luftfeuchte, Temperatur und Lichtintenstét entsprachen den Bedingungen der Anzucht.
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Abb. 7: M. sylvestris-Pflanzen in ener der vier Ozon-Expositionskivetten.

Ozonerzeugung und —analyse:

Die Ozonerzeugung efolgte mit Hilfe enes Ozongeneratiors (Modd 500, Fischer,
Meckenheim) und reinem Sauerstoff durch elektrische Entladung (Langebartels et a., 1991).
Die Bedimmung der Ozonkonzentration wurde UV-spektrometrisch mit  einem
Ozonandysator (CSl 3100, Columbia Scientific Ingtruments, USA) durchgefiihrt. Die
Iswerte wurden manudl Uber einen Massendurchflussregler  (GSF, Neuherberg) an die
Sollwerte angeglichen und von einem Schreiber (Lamman, Servokass 600) aufgezeichnet.

Ozonbehandlung der Pflanzen:

Alle Vesuchgoflanzen wurden am Abend vor dem Behandlungsbeginn  in die
Expositionskivetten umgestellt, um eine Adaptation der Pflanzen zu ermdglichen.

Die Vesuchgoflanzen wurden in der Rege ener funfstindigen Ozonbehandiung (9:00-14:00
uUhr) unterzogen und anschlieend in Renluft weterkultiviert. Die Ozonkonzentrationen
betrugen dabei zwischen 150 und 450 rl I, je nach Pflanzenart. Die genauen Angaben finden
sch be der Beschrelbung der einzdnen Versuche. Entsprechende Kontrollpflanzen erhidten
oefilterte Frischluft ohne Ozonzusatz.
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4.2. Ozonexposition im Freiland

421 Tabak

Dra in den Anzuchtskammern angezogene Pflanzen der Tabaksorte Bd W3 (neun Wochen
adt) wurden im Sommer fir 14 Tage (03.08.-16.08.99) im Freiland unter Schettierung im
Pflanzgaten des Inditutes kultiviet und bezlglich der Entwicklung von Blattschéden
beobachtet. Zusdtzlich wurde am Emtetag die Akkumulation von H»O, (Materid und
Methoden Abschnitt 13.1) dSchtbar gemacht. Wéhrend dieser Zeit herrschten maximde
Ozonkonzentrationen von ewa 65 nl I,

4.2.2 Expogtion der Pflanzen in Opentop Kammern

Opentop Kammern

Auf dem Gdéande des Indituts fir Agrardkologie der FAL Braunschweilg befand sch ene
Anlage aus 24 Opentop Kammern, mit denen die Auswirkungen kontrolliert zugefthrter
Schadgase wie z.B. SO;, NO; und Oz auf Wildpflanzen und auf die Produktiondeistung
landwirtschaftlicher Kulturpflanzen experimentel untersucht werden konnte (Weigd & Jager,
1988). Der Durchmesser der Kammern betrug ca. 3,2 m und die Hohe beief sch auf 34 m.
Dies filhrt zu einer Grundfléche von ca. 7,8 n? und einem Gesamtvolumen von ca. 26 nt. Die
konusformige Verengung am oberen Ende der Kammen und ene Dachabdeckung
verminderten ein Eindringen von Aul3enluft und schlossen den natiirlichen Niederschlag aus.

Die Kanmen waen mit ene transgparenten UV-dabiliserten Polyethylenfolie Typ SPR3
(POLY-DRESS, Neuminger) von 0,2mm Dicke bespannt, deren Lichtdurchldssigkeit im
Bereich der photosynthetisch aktiven Strahlung (PAR) bel ca. 88-90 % lag.

Die durch den Einblassutzen zugefihrte Luft wurde zuvor Uber Aktivkohleplaiten und
Fltersyseme gdetet. Dies fihrte zu einer Reduktion gas und partikdformiger Schadstoffe.
Die zu doserenden Schadgase wurden Uber Doserleitungen, die in die Gebléseeinheten
enden, in die Kammen gdetet. Eine dealliete Daddlung des Aufbaus und der
Funktionsveise der Kammern i der Beschrelbung von Welgd & Jager (1988) zu
entnehmen.

Durch das Schadgasdosersystem (Messer-Grieshem, Duisburg) war  ene  kontrollierte
Doserung der je nach Versuchsaufbau erwinschten Schadgase moglich. In der vorliegenden
Arbeit wurde auschliefdich mit Ozon gearbetet, das aus renem Sauerdoff mittels
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eektrischer Entladung (Os-Generator Modell 503, Fischer) erzeugt wurde. Bel den hier
verwendeten Generatoren handete es sch  um  enen  Proportiona- und  enen
Kongantgenerator. Durch enen Massenflussregler (TYLAN) konnten die
Ozonkonzentrationen in den Kammern 0 geregdt werden, dass se dem Ozontagesgang der
Umgebungduft folgten.

Be der prozentuden Anpassung der Ozonkonzentration in den Versuchskammern wurde die
Ozonkonzentration einer NF-Kammer (non filtered), die mit ungdfilteter Umgebungduft
versorgt wurde, ds Referenz verwendet. Be einer Doserung von 100 % ergaben sich aber
trotzdem unterhdb der AulBenkonzentration liegende Werte, da sich die Konzentration des
aulers  resktiven Ozons his zum Eindringen in die Kammen veringete. Die
Schadgaskonzentrationen jeder Kammer wurden mit einem Schadgasmef3sysem (Messer-
Griesheim, Duisburg) geregelt und Uberwacht. Mit ener Probengas-Vorabsaugung wurden in
Pflanzenbestandshohe (50 cm) stiindlich Proben der eingebrachten Luft aus den Kammern
entnommen und andyset. Die Ozonkonzentrationen wurden mittedls UV-Absorption
(Monitor Labs, Modell 8810) gemessen (Abb. 8). Die wahrend des Betriebs der Anlage
anfalenden Daten der Schadgaskonzentrationen der 26 Messstdlen und der Klimastationen
wurden von einem Datenerfassungssystem aufgezeichnet. (Weigd & Jager, 1988).

Ver suchsaufbau
Insgesamt  wurden dre verschiedene Wildpflanzenarten (R, obtusifolius, R. crispus, M.
sylvestris) zwel  unterschiedlichen Ozonbehandlungen ausgesetzt. Die  Ozonkonzentrationen

waren wie folgt:
NF (non filtered): Die Ozonkorzentration diessr Kammer entsprach zu jedem Zetpunkt in
elwa der Ozonkonzentration der Umgebungduft (Abb. 8). Geringfligige Abwechungen der

Ozonkonzentration kamen durch die hohe Reaktivitét des Ozons zustande.

NF+O3: Die Ozonkonzentration der zweiten Behandlung entsprach einer Ozonkonzentration
von ungefédhr 1,77 der Ozonkonzentration der Umgebungduft (Abb. 8).
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Abb. 8. Teagesmittdwerte (12h) der Ozonkonzentration der Umgebungduft und
Ozonkonzentration der NFO; Kammer (1,7 ambiente Ozonkonzentration) Uber den
Versuchszeitraum vom 26.06.-12.08.1999, gemessen auf dem Geldnde des Indituts fur
Agarokologie der FAL Braunschweig. Aufgrund einer Storung der Rechenanlage am 18. Juli
keine Aufzeichnung der Ozonwerte,

5. Messung der stomataren Letfahigkeit

Die domaéae Letfahigket wurde be M. sylvestris nach Infiltration von Diphenylen
iodonium (DF), enem Inhibitor von flavinhdtigen Oxidasen wie NADPH-Oxidase,
Uberprift (Abb. 9). Damit sollte schergestelt werden, dass die mit Inhibitor behandeten
Pflanzen in de anschliddenden Behandlung mit Ozon  wie die  entsporechenden
Kontrollpflanzen die Stomata gedffnet hatten. Das Messgerét, ein CQP 130a Porometer
(Waz, Effdtrich) konnte  gleichzetig domatére Latfahigket, Transpiration,
Nettophotosynthese, Lichtstérke, relative Luftfeuchte, Temperatur, Druck und CO,-Gehdt der
Umgebungduft bestimmen. Alle Daen wurden online mit einem Computer aufgezeichnet.
Die vorsichtig in den Messkopf eingespannte Blaitflache einer Mave betrug 10cn?. 1,5h
nach der Infiltration war die infiltriete Hissgkeit vallig verdunstet, und es ergaben dch
keine dgnifikenten Unterschiede in der Transpirations- und Assmilationsrate sowie der
somataren Letfahigkelt zwischen DPI-infiltrierten und unbehanddten Pflanzen.
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Abb. 9: Transpirations- und Asamilationsrate sowie somatare Leitféhigkeit der Bléter von
M. sylvestris kurz vor Beginn der Ozonbehandlung. In einen Tell der Bléter wurde zuvor der
Inhibitor von Havin-hdtigen Oxidasen, Diphenyleniodonium (DP1), infiltriert. Gezeigt snd
Mittelwerte £ SE. (n=5).

6. Messung von Parametern der Ethylenbiosynthese

Die Ermte von Blatmaterid fir die Messung von Parametern der Ethylenbiosynthese erfolgte
immer zwel  Stunden nach Beginn der Ozonbehandlung bzw. zu dem entgprechenden
Zdtpunkt bei Kontrollpflanzen.

6.1. Bestimmung der Ethylenemission

Blattstiicke oder ganze Blattrosetten mit ca. 100-300 mg von Arabidopsis-Pflanzen wurden in
mit Wasser angefeuchtete Filterpapiere eingerollt, in Glasréhrchen (Volumen V. = 65ml)
gesteckt und diese mit Slikonsepten verschlossen. Nach ener Inkubationszeit von ener
Stunde be Raumtemperatur wurde 1ml Gas mit ene Insulin-Einwegspritze  (Becton
Dickinson, Dublin, Irland) aus dem Rohrchen entnommen und in enen Gaschromatographen
(AutoSystem XL , Perkin-Elmer, Uberlingen) mit einer Porapak Q-Saule (Durchmesser 1/8°,
Lahge 60cm) und einem Hammenlonisations-Detektor (FID) eingespritzt. Die Injektor-,
Saulen- und Detektortemperaturen betrugen 150, 40 und 200°C. Als Trégergas wurde
Stickstoff (5.0, Linde, Unterschleitheim) mit einer Flussrate von 30 mi min'! verwendet. Die
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Flussaten der fir den Detektor bendtigten Gase betrugen 450 mi mint fir synthetische Luft
und 45m mint fir Wasserstoff. Unter diesen Bedingungen betrug die Retentionszeit firr
Ethylen 0,75 Minuten, fir Ethan 1,1 Minuten. Zur Umrechnung der gemessenen Ethylen
Facheneinhéiten in nmolg! FGh? wurde ene Eichung mit Ethylensandardges (1056,
Messer, Griesheim) durchgefihrt. 1 ml dieses Standardgases, welches 0,0641 nmal Ethylen
entsprach, wurde drei Md in den Gaschromatographen eingespritzt und der Mittelwert der
erhdtenen Hacheneinheiten gebildet. Die Umrechnung der Probenkonzentrationen erfolgte
nach folgender Formd:

Ethy|en [nmo| g—l FG] =0,0641 nmol ml-1 * Flache des Probenpeaks * 6,5m
/ MW (Fléche des Eichgaspeaks) Einwaage
0,0641 nmol Ethylenin 1 ml Standardgas 6,5 ml entspricht dem Gesamt -

volumen der Glasrohrchen

Die Flache des Eichgaspeaks wurde ermittelt aus
drei Wiederholungen der Einspritzungvon 1 m
Ethylenstandardgas.

6.2. Bestimmung des Gehaltsan 1-Aminocyclopropan-1-carbonsaure

Das geerntete Pflanzenmaterial wurde sofort in flissgem Stickgoff tiefgefroren und bis zum
Zeitpunkt der Anadyse be —80°C gdagert. Die Begstimmung von 1-Aminocyclopropan1-
cabonsdure (ACC) und Konjugaten (Gesamt-ACC minus frees ACC) efolgte in
Abwandlung nach Tuomainen e d. (1997). 200mg in Stickstoff gemorsertes Blattmateria
wurde in Eppendorf-Resktionsgefd3en mit 1,2 ml a@ner 2 %igen (v/v) Metaphosphorsdure und
ene Spaelspitze Polyvinylpolypyrrolidonphosphat (PVPP) versatzt und fir 15min be
Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Nach ener Zentrifugation be 20100g und
4°C fur 15 Minuten wurden 1000 ul Uberstand abgenommen, emneut zentrifugiet und ca
900 ul Uberstand bei —80°C aufbewahrt. Fir die Bestimmung von ACC und Gesamt-ACC
wurden jewells 200 pl des Extraktes eingesatzt.

Fur die ACC-Besimmung wurde dem auf Eis gehdtenen Extrakt 500 pl H2Opigest. Und 100 Ul
ener 10mM HgCh-Losung zugefigt und das Rohrchen gasdicht verschlossen. Die
Umsetzung von ACC zu Ethylen efolgte durch Zugabe von 200l  Oxidationddsung
(geséttigte NaOH-Losung und NaClO-Losung, Sgma, Deisenhofen im Verhditnis 1:3 viv).
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Die Messung efolgte nach 13minltiger Inkubatiion unter kréftigem Schittedn mit dem
Gaschromatographen wie fur Ethylen (Materid und Methoden Abschnitt 6.1) beschrieben.
Gesamt-ACC, bestehend aus freiem ACC und ACC-Konjugaten, wurde zunéchst einer sauren
Hydrolyse unterzogen (Zugabe von 40l 12N HCI, 3 h ba 120°C). Diese wurde mit 240 p
2N NaOH nach dem Abkihlen gestoppt. Danach wurden die Proben auf Eis gestdlt und
220 4l H>0O und 100 Wl 10nM HgCh zugegeben. Die Umsatzung zu Ethylen efolgte wie ba
ACC mit Hilfe der Oxidationd 6sung, die Messung wurde in Abschnitt 6.1 beschrieben.

Der ACC-Gehdt berechnete sch wiefolgt:

ACC [nmo| g—l FG] = Héchedes PrObenped(S * ACC Standard [nm0|] * Endval. [ml] *
MW (Flachen des Eichpeaks) Testval. [ml] *

Gasraum Reektionsgefal3 [ml]
Testvol. Gas [ml] *Einwaage

Die Menge an konjugietem ACC wurde durch Subtraktion des Gehdts an freiem ACC von
der Gesamt-ACC-Menge berechnet.

7. Gewinnung von Apoplasten-Flussigkeit aus Tabakblattern

Mitteldte Blétter der Tabakpflanzen wurden seben Stunden nach Ozonbehandlung bzw.
Kontrollpflanzen zu dem entsprechenden Zeitpunkt abgeschnitten, die Mitterippe entfernt,
gewogen und dann Vakuumrinfiltriert mit 200ml Acetat-Puffer (50 mM  Natriumacetat, pH 5,
100mM KCI, 5mM DTE). Die infiltrierte Fl&che betrug dabel ca 80-90 % der Blattflache.
Anschlief?end wurden die Bléter vorschtig mit Pepiertlichern trocken getupft und mit der
Schnittflache nach oben und Blattunterseite nach aulfen 20min ba 1000g und 4°C in
Eppendorf Variotips abzentrifugiet. Die Apoplasten-Hissigkeit wurde in  Eppendorf-
Resktionggefdlien aufgefangen und sofort in flissgem Stickgtoff tiefgefroren. Das Volumen
der gewonnenen Fliissigkeit betrug ca. 300-500 i g FG.
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8. Nachweis phenolischer Inhaltsstoffe in der Apoplasten-Flissigkeit von
Tabakbléttern als Hinweis auf cytosolische Verunreinigung

Wie von MoOder (1999) gezeigt werden konnte, lassen sch  besimmte phenolische
Inhatsstoffe ds cytosolische Marker einsetzen. So liegt der prozentude, apoplagtische Antel
phenolischer  Verbindungen bei  unbehanddten Kontrollen im Bereich der agpoplastischen
Aktivitéten cytosolischer Markerenzyme (Hexosephosphat Isomerase, Maat Dehydrogenase).
Diee Bedimmung wa fir die Messung de Superoxiddismutase-Aktivitéd in  der
Apoplagtenfliissigkeit nétig.

Wie in Materid und Methoden Abschnitt 7 vorgestellt, wurde die Apoplastenfliissgkeit von
Blatt vier und funf von dré ozonbehandeten Pflanzen gewonnen, dlerdings wurde der
Acetatpuffer durch enen Citratpuffer (20 mM  Citronenséure/Natriumcitrat, pH 4, 25mM
Ascorbat) ersetzt. Die gewonnene Hussgkeit wurde mit Stickstoff bis zur  Trockene
abgeblasen, in 100 Yl 75 %igem (viv) Methanol gelost und von dem klaren Uberstand nach
ener Zentrifugation 20 ul mit der HPLC (Beckman Gold 7.11) nach Turunen et d. (1999)
andyset:

UV-Detektor 166 Beckmann, Minchen

Fluoreszenz- Detektor RF-535 Shimazu, Miinchen

Diodenarray-Detektor 168 Beckmann, Minchen

RP-18 Spherisorb ODS-Saule Bischoff, Leonberg
Gradientenprogramm;

Laufmittd A: 980 ml HoOpigest; 20 ml 5% Ammoniumformiat in Amesensiure
Laufmittd B: 882 ml Methanal; 96 ml HoOpigest.; 20 ml 5 % Ammoniumformiat

in Amesenséure

Gradient: 0-5min 100 % A
5-45 min auf 100 % B
45-50 min auf 100% A
50-60 min 100% A
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Aliquots von 10l wurden mit einem Probengeber (Modd 231, Abimed) aufgetragen. Der
Fluss betrug konstant 1 mlmin'. Die Detektion der euierenden Verbindungen erfolgte mit
den oben genannten Detektoren unter den folgenden Bedingungen:

UV-Absorption bel 280 nm
Fluoreszenzdetektion (Anregung bei 300 nm und Emission be 400 nm)
Diodenarray-Detektion zwischen 250 und 450 nm

Das Ergebnis diessr Messung it in Abb. 10 dargestdlt. In Gesamtblattextrakten treten drei
Hauptkomponenten auf: neo-, krypto- und n-Chlorogensiure. Zusétzlich i noch en
unbekannter Peak bel 28,97 min zu detektieren. Sgnifikante Unterschiede waren hier nicht
zwischen Blatt 4 und 5 zu verzeichnen. Die Pegks in den Apoplagenfliissgkeiten erwiesen
dgch ds deutlich geringer, dafir konnten aber mehr phenolische Inhdtsstoffe unterschieden
werden, wovon die meden jedoch nicht identifizierbar waren. Das Auftreten von
Acetosyringon wurde schon von W. Mdoder beschrieben (Moeder, 1999). Die hohen
Standardfehler bei der Apoplastenfliissigkeit von Blatt 4 berunen auf den hoheren Werten
enes Blattes. Diesss zeigte bel der Gewinnung der Hussgket, zum Zetpunkt 7h nach
Behandlungsbeginn, schon deutliche Schéden. Normaerweise werden die Lasonen erst
sédter dchtbar. Bildete man das prozentude Verhditnis zwischen den Konzentrationen der
neo-, krypto- und nChlorogensaure aus der  Apoplagtenfliissgkeit zu  den
Gesamtblattextrakten, so betrugen diese fur Blait 4 rund 4%, fir Blatt 5 etwa 2 %. Eine
Berechung ohne die Werte des stark geschédigten Blatt 4 wirde in dhnlichen Ergebnissen wie
bel Blait 5 resultieren.
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Abb. 10: Besimmung der phenolischen Inhdtsstoffe in Ozon-behandelten Bléttern der
Tabaksorte Bd W3, Das prozentude Verhdtnis 2zwischen den  verschiedenen
Chlorogenséuren in der Apoplastenflissigkeit und Gesamtblattextrakten gilt ds Marker fir
die Verunreinigung der Apoplagtenfliissgkeit durch cytosolische Subgtanzen. ? = unbekannte
Verbindung. Gezeigt snd Mittelwerte = SE. (n=3). Rr = Retentionszeit.
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9. Polyacrylamid-Gelelektrophorese

9.1. Aufkonzentrierung von Probenextrakten

Extrakte, die mittes Polyacrylamid-Elektrophorese aufgetrennt werden sollten, wurden fir
die megen Vesuche zundchst mit Hilfe von Centricon YM-10 oder YM-30 (Millipore,
Eschborn) nach Angaben des Herstdllers aufkonzentriert.

9.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Um vergleichbare Mengen an Protein auf ein Polyacrylamid Ge aufzutragen, wurde davor
der Proteingehdt jeder Probe nach Bradford (1976) bestimmt. Die Messung wurde an einem
Microplate-Reader (Molecular Devices, USA) durchgefiihrt, der die Absorption der Proben
bei 590 nm bestimmte. Die Auswertung (Abzug des Nullwertes, Berechnung der Eichgeraden
und der Mittelwerte der Proteinkonzentrationen mit Standardabweichung) erfolgte durch die
dazugehtrige Software SOFTMAX.

9.3. Auftrennung von Proteinextrakten mit Polyacrylamid-
Gelelektrophorese

9.3.1 SDS-Gelelektrophorese

Mit ener lecht verdnderten Methode nach Laemmli (1970) wurden Proteine in einem
diskontinuierlichen Tris-Puffersystem aufgetrennt. In der Mini-PROTEANaA 11 Cdl (BioRad)
wurden Gele einer Grole von ca. 7x8 cm mit folgender Zusammensetzung gegossen:
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Trennge:
Stammlésung Volumen [p]

125% 10 % 75 %
1,0 M Tris-HCl, pH 8,8 3375 3375 3375
Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8) 3750 3000 2250
10 % (wiv) SDS 90 90 90
50 % (v/v) Glycerin 225 225 225
H,O 1500 2250 3000
10 % (wiv) Ammoniumpersulfat 45 45 45
TEMED 9 9 9
Sammelgel 5%:

Stammlosung Volumen[ul]

0,5M Tris-HCI pH 6,8 600
Acrylamid:Bisacrylamid (30:0,8) 400
10 % (w/v) SDS 24
H,O 1400
10 % (w/iv) Ammoniumpersulfat 12
TEMED 2,4

Zur Vorberetung wurde fir dle Proben das Volumen fir die gewilnschte Menge an
aufzutragendem Protein ermittelt und dann mit Probenpuffer (Laemmli-/Spdt-Puffer; 0,1 M
TrissHCI, pH 6,8, 20% (v/v) Glycerin, 4% (w/v) SDS, 0,002 % (w/v) Bromphenolblau) im
Verhdtnis 2:1 gemischt und mit 9,1 % (v/v) Mercaptoethanol versetzt.

Fur denaturierende Gele wurde die Mischung anschlieliend 6 min bel 95°C denaturiert, 5 min
mit ca 20000g ba 4°C zentrifugiet und bis zum Auftragen auf das Gd auf Eis gdagert.
Davon konnten je nach verwendetem Kamm 10 bis 30 pl auf das Gel aufgetragen werden.

Die Elektrophorese efolgte mit einem Tris-Glyan-Puffer (Laufpuffer; 25mM Tris, pH 84,
192 mM Glycin, 0,1 % SDS) ca. 1 Stunde mit 18 mA be einem Gel und entsprechend 36 mA
bel zwel Gelen.

Coomassie-Féarbung
Zur Visudiserung der Proteinbanden wurde eine Coomassie-Farbung verwendet (0,05 %
(w/v) Coomasse R-250, 5 Vol. Methanol, 1 Vol. Eisessg, 5 Vol. H,O bidest). Die Gee
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wurden 2-3h bei RT oder 1h bei 50°C geféarbt, anschlielend 2h bei RT mit Entférberlésung
(10% (viv) Eisessg, 10% (v/iv) Methanol in Wasser) entférbt. Nach Entfarbung wurden
diese Gele enige Zeit in Wasser gelagert und anschlief¥end in Cellophan getrocknet.

Die Nachweisgrenze betrug mit diessr Methode mit BSA ds Standardprotein ca. 100 ng pro
Bande (F. Kaffarnik, mindliche Mittellung).

9.3.2 Native Polyacrylamid-Gelelektrophor ese

a) Ohne Denaturieren der Proben

Von SDS-resgenten Proteinen wie dem Enzym Oxdaoxidase konnte nach ener
Auftrennung in SDS-hdtigen Gelen noch ohne Schwierigkeiten Aktivitdten bestimmt werden.
Dazu wurde lediglich die SDS-Konzentration im Probenpuffer von 4 % auf 1 % gesenkt und
auf das Hitzedenaturieren der Proben nach Zugabe des Probenpuffers und Mercaptoethanol
verzichtet. Die Aktivitétsoestimmung wird in Materid und Methoden Abschnitt 10 erlautert.

b) Ohne Denaturieren der Proben und ohne Zugabe von SDSin die Gele

Fir Aktivitésbesimmungen von SDS-sendtiven Enzymen (zB. Superoxiddismutase, SOD)
wurde auf Zusaz von SDS in dlen Lésungen verzichtet und dieses Volumen durch Wasser
esetzt. Zusdzliich wurde auch hier keine Hitzedenaturierung  durchgefihrt und  dem
Probenpuffer kein Mercaptoethanal zugefiigt.

10. Aktivitatsbestimmung von Oxalatoxidase

Der Aktivitdtsnechweis efolgte auf ener NitrocdluloseMembran  mit  Hilfe ener
Farbreaktion (Dumas et d., 1995; Zhou et al., 1998).

Von verschiedenen Tabaksorten wurde en Test auf Oxaatoxidase Aktivitd in der
Apoplastenfliissigkeit sowie in Gesamtbl attextrakten durchgefthrt.

Zur Gewinnung der Apoplagtenfliissgkeit wurden die entsprechenden Blditer mit Natrium-
Acetat-Puffer infiltriet (50 mM NaAcetat, pH 5,0, 100mM KCl, 5mM DTE (frisch)) und
wie in Maerid und Methoden Abschnitt 7 beschrieben behanddt. Gesamtblattextrakte
wurden durch Zugabe von 1ml NaAcetapuffer auf 05g gemorsartes Blatmaterid nach
ener Inkubation von 10min ba RT und anschliefender Zentrifugation be 201009 fir
10 min gewonnen. Diese Proben wurden mit Centricon Y M-30 aufkonzentriert.
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Nach Auftrennung der Proben durch ein natives 7,5% SDS-Polyacrylamid Ge (nur 1%SDS
im Probenpuffer; Proben wurden nicht Hitze-denaturiert) wurde dieses 1 h bal 12V mit Hilfe
ener Transblot SD Semi-dry Electrophoretic Trandfer Cdl (BioRAD) auf eine Nitrocdlulose-
Membran 0,45 Micron (BioRAD) geblottet. Der Marker (Kaleidoscope Prestained Standards
bzw. Presaned Precison Protein Standards, BioRAD) wies dabe enen vollsténdigen
Transfer nach. Auf die Membran wurden anschlief®end 5 ml Subdrat-Lésung (2 mM Oxdat,
50 mM Succinat, 3,5mM EDTA, pH 4) und 3 ml Entwicklungs-L6sung (40U Meerrettich-
Peroxidase, 0,6 mgmi™ 4-Chlor-1-naphthol) gegeben. Nach etwa 10 min zeigte sich an der
Stelle von Oxda-Oxidase Aktivitst eine Bande von blauvioletter Farbung. Hier setzte das
Enzym Oxda zu H,O, um, weches anschliellend mit der Peroxidase und dem 4-Chlor-1-
naphthol die violette Bande hervorruft. Als Postivkontrolle diente Oxaatoxidese aus Gerste
(Sigma), von der 8 g pro Tasche auf das SDS-Gd aufgetragen wurden.

11. Aktivitatsbestimmung von Superoxiddismutase

Der Nechwels von Superoxiddismutase Aktivitéd wurde in einem ,in-Ge-Assay”, mit Hilfe
ener Fabresktion nach Beauchamp & Fridovich (1971) durchgefihrt. Dabel  werden
Superoxidradikde durch  Starklicht-Expostion  aus  Riboflavin - gebildet, die  mit
Nitroblautetrazolium (NBT) enen blarvioletten Farbkomplex bilden. An Stdlen  mit
Superoxiddismutase-Aktivitst  werden  entstehende  Superoxidradikde sofort  zu  HO
dismutiet und konnen somit nicht mit NBT reagieren. Diee Sdlen nehmen kene
dunkeblaue Fabung an. Wie in Maerid und Mehoden Abschnitt 10 wurde
Apoplagenfliissigkeit mit einem Narium-Acetatpuffer gewonnen und aufkonzentriert, jedoch
mit einem Centricon YM-10 Konzentrator. Jeweils 25-35 pg Gesamtprotein wurden pro Spur
auf enem 10 %igem, natliven Polyacrylamid-Gd aufgetragen und be 25 mA und 4°C fir
etwa 2 Stunden aufgetrennt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gd mit Wasser
gewaschen und fir 30 min in 100 ml Farbel sung inkubiert:
Losung 1: 70 ml

20 mg Nitroblautetrazolium (NBT)

65 ml H,O bidest.

200 ul 05M EDTA

5ml 1M Kaiumphosphat (pH 7,8)

330 pl TEMED
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Lésung2: 30 ml

5 % (w/Vv) Riboflavinin H,O bidest.
Anschlielfend wurde das Ged in Wasser gewaschen und unter Starklicht exponiert. Nach
kurzer Zeit wurden wel(3e Banden auf violettfarbigem Hintergrund sichtbar.
Die verschiedenen SOD-Isoformen wurden durch den Gebrauch spezifischer Inhibitoren
identifiziert (Sanddio & Rio, 1987). So waren die Cu/Zn- und FeSOD-Isoformen durch HO;
hemmbar, die CuZn-Isoform zusitzlich durch KCN, wéahrend die Mn-abhdngige Isoform
durch keine der beiden Chemikaien hemmbar war.
[nhibition mit H,Oo:
Nach der Elektrophorese wurde das Gel mit Wasser gewaschen und fir 30 min in 10 mi
Inhibitor-Lésung (1 ml 1 M K-Phosphat, pH 7,8, 40l 05M EDTA, 6l 30 %iges H205)
inkubiert, bevor das Gel in die oben genannte Féarbel 6sung Uberfihrt wurde.
Inhibition mit KCN:
Hier setzte sch die 10 ml Inhibitor-Lésung aus 1 m 1 M K-Phosphat, pH 7,8, 40m 05 M
EDTA, 2mM KCN zusammen. Nach einer Inkubation von 30 min wurde das Gd ebenfals
wie oben beschrieben geféarbt.
Die wefdich erscheinenden Aktivitdisbanden wurden fotografisch mit enem Image Master
VDS (Amersham Pharmacia Biotech) festgehalten.

12. Bestimmung der Gehalte an Salicylsaure

Die Extrektion efolgte nach einer modifizieten Methode von Meuwly & Méraux (1993).
0,2g unter flussgem Stickdoff homogenisertes Blatmaterid wurde mit 5ml 100 %igem
Methanol fur 30 Sekunden unter Schitteln extrahiert. Nach Zentrifugation bei 30000 g
(10 min, 4°C) wurde das Pedlet nochmas in 4 ml Methanol resuspendiert. Nach erneuter
Zentrifugation wurden die beiden Ubergtdnde vereinigt und das Losungsmitted bei 38°C im
Vakuum mittels eines Rotationsverdampfers (RE111, Buchli, FHawil, CH) abgezogen. Nach
Aufnahme in 2ml 20%ige (viv) Ameisensiure und Ansduerung mit 50l 32 %iger (VIV)
Sdzsiure adf  enen pH-Wet kleiner 15 wurden die Proben zweima gegen
Ethylacetat:Cyclohexan (1.1, viv) ausgeschittedt (5 und 3ml) und die verenigte organische
Phase im Vakuum enrotiert.

Die wassrige Phase wurde mit 1,3 ml 32 %iger Sdzsdure auf 4N HCL eingestdlt und dann in
verschlossenen  Pyrexgléschen fir ene Stunde be 80°C  hydrolysert. Die freigesetzten
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Verbindungen wurden wie oben beschricben zweima gegen  Ethylacetat:Cyclohexan
ausgeschiittelt und anschlief¥end einrotiert.

Die Proben wurden dann in 500l Laufmittd A, 20% Methanol aufgenommen und nach
Zentrifugation (20000 g, 5 min, 4°C) mittdls HPL C aufgetrennt.

Die Quantifizierung erfolgte mit folgender HPLC-Anlage:

Inteligent Pump | 6200A Merck/Hitachi, Darmstadt
Autosampler Basc Marathon Spark, Holland
Huoreszenz- Detektor RF-535 Shimazu, Miinchen
Chromato Integrator D 2500 Merck/Hitachi, Darmstadt
RP-C-18 Nucleos|-Saule Bischoff, Leonberg
Gradientenprogramm:
Laufmittd A: 27 mM Natriumacetat, 30 mM Zitronensaure, pH 5,0
Laufmittd B: 27 mM Natriumacetat, 30 mM Zitronensaure in 95 % Methanol
Gredient: 0-20 min 100% A
20-25 min auf 100 % B
25-35min 100 % B
35-40 min auf 100% A
40-45 min 100% A

Aliquots von 20 il wurden auf eine RP-C-18 Nucleos|-Saule aufgetragen. Der Huss betrug
dabei konstant 1,5m min’. Sdlicylsiure wurde mit dem Fluoreszenzdetektor bel Anregungs-
und Emissonswdlenldngen von 305 und 407 nm detektiert. Die Retentionszeit betrug ca
11 min. Aus den Hé&heneinheiten der Chromatogramme wurde mit Hilfe der folgenden
Formen die Gehdte an Sdlicylsaure (SA) berechnet:
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Freie Sdicylsiure:

. = 1 Héche des Probenpeaks
freie SA [2m]=25*13*0.0724* *
[9 = Einwaage [ MW der Fléchen der Standardpeaks

Von in 500 pl Laufmittel A SA -Standard-Stoffmenge Mittelwert aus 8 Wiederholungen pro Lauf
aufgenommener Probe 20 pl in eingesetzten 20
eingesetzt

Wiederfindungsrate 75 %

Konjugierte Sdlicylsiure:

konj. SA [Mmd] = 25*143* 0,0724* — 1 * Fla3he" des Probenpeaks
°re Einweege [g MW der Flachen der Standardpeaks

Wiederfindungsrate 70 %

Die Messung von Sdicylsiure war Uber enen grof3en Konzentrationsbereich linear (Moeder,
1999).

13. Histochemische Detektion von reaktiven Sauer stoffver bindungen

13.1. Detektion von Wasser stoffper oxid mittels Diaminobenzidin-Farbung

Die Detektion von Wasserstoffperoxid (H2.0,) efolgte an abgeschnittenen Bléttern,
Blattrosetten oder Blatthdften mindestens 30 Minuten, in der Rege zwe bis dre Stunden
nach Beendigung der Ozonexpostion mitteds Vakuuminfiltration ener Farbdosung. Diese
besand aus MES-Puffer 10mM (Sigma) pH 65 (NaOH) und 01% (w/v) 33-
Diaminobenzidin-hydrochlorid (DAB). DAB polymerisert in Anwesenheit von H>O» und
Peroxidase Aktivitdt zu enem braunen unlddichen Farbstoff. Schraudner et d. (1998) hatten
mittels Co-Infiltration enen limitierenden Einfluss von Peroxidase be der Entwicklung der
DAB-Hecken in Tabak ausgeschlossen. Detektiert werden H,O», Konzentrationen ab 0,1 uM,
ene darke Farbentwicklung kann man a 1-10 uM beobachten (Thorda-Christensen et d.,
1997).

Der Infiltrationsschritt musste zwel bis dred Md wiederholt werden. Die infiltrierten Blé&ter
wurden danach 45min ins Habdunkd (keine direkte Lichtexpodtion) gestelt, bevor se mit
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96 % (v/iv) Ethanol unter leichtem Erwdrmen entfabt wurden. Wéhrend der Puffer im
Kihischrank bis zu einer Woche hatbar war, musste der Farbstoff zum Schutz vor Auto-
Oxidation erst kurz vor der Verwendung zugegeben werden.

Als Nachwes der Spezifitdt von DAB gegentiber H>O, wurden manche Pflanzen gleichzeitig
mit der Férbeldsung mit Catdase infiltriert (100U m™, Rinderleber; 1 U setzt 1 umol H,O,
pro min be einem pH-Wert von 7,0 und 25°C um). Catalase setzt HO, zu HO und O, um,
und es sollte dadurch zu ener deutlichen Veringerung der braungeférbten  Blattflache

kommen.

13.2. Detektion von Superoxidanion-Radikalen mit Hilfe des Farbstoffs

Nitroblautetrazolium

Die Detektion von Superoxidanion-Radikaen (O,) efolgte andog zur H,O, Detektion
(Materid und Methoden Abschnitt 13.1) durch Vakuuminfiltration einer Lésung aus 0,1 %
(Wwh) 4-Nitroblautetrazolium (NBT), 10 mM Natriumazid und 50 mM Kaiumphosphat, pH
6,4. NBT reagiet mit O, -Radikden zu blauem, unlédichem Formazan (Doke & Ohashi,
1988). Die Inkubationszeit betrug im Gegensatz zu der H,O,-Férbung nur 20 min und efolgte
im Dunkdn. Zum Nachweis der spezifischen Detektion der SuperoxidanionRadikale durch
NBT (Baker & Orlandi, 1995) wurde in manchen Pflanzen gleichzaitig mit der Féarbe6sung
Superoxiddismutase  (Mearrettich) infiltriet (240U mi™, Jabs et a., 1996). Durch SOD
efolgt ene Disproportionierung der Radikde zu H,O, und O, die Formazanbildung sollte
folglich deutlich reduziert werden.

14. Histochemischer Nachweis von R-Glucuronidase Aktivitat

Tabakpflanzen der Sorte Xanthi, die mit enem chim&en Gen aus dem Promotor einer
Weizen-Oxadatoxidase und dem Reportergen b-Glucuronidase transformiert waren  (zur
Vefugung gesdlt von Prof. F. Bernier, Strasbourg, F), sollten Uber die Lokalisaion ener
maglichen  Enzym-Aktivierung durch Ozon Aufschluss geben. Dazu wurden abgeschnittene
Blathdften nech dner funfgindigen Ozonbehandlung und ener Weterkultivierung  in
Reinluft von 2 bzw. 19 Stunden oder nur mit Renluft behanddte Pflanzen mit folgendem
Puffer Vakuum+infiltiert:
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50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,0

10 MM NgEDTA

0,1 % Triton X-100

0,1 mM Kdiumferricyanid Fell/Felll Tetrakaium-hexacyanoferrat(l1)/Trikaium-

hexacyanoferrat (111) (1:1)
Als Subgtrat wurde 1 mM 5-Brom+-4-chlor-3-indalyl- b - D- Glukuronsdure (X-Gluc, Biomaol)
zugesetzt. Anschlief3end wurden die Blétter Gber Nacht in dieser Losung bei 37°C inkubiert
und am néchsten Tag Uber eine ethanolische Reihe (60, 80, 90, 95 %, v/v) entférbt. An Orten
der b-Glukuronidase-Aktivitét bildete sich wahrend der Inkubation nach oxidetiver
Dimerisierung des entstehenden Produktes ein blaues Prazipitat.

15. Infiltrationen ver schiedener Substanzen in den Apoplasten

Um en Auftreten verschiedener Substanzen im Apoplasten zu smulieren, wurden Ldsungen
mit ene Soritze ohne Kanlle (Einmdspritzen Omnifix  Tuberkulin)  vorschtig von der
Blattuntersate in den Interzdlularaum infiltriet (Willekens et d., 1997). Die ifiltrierte
Losung bretete sch um die Infiltrationsstedle im Meophyll aus, was durch dunkle
Verfarbung des Bereiches sichtbar wurde. Nach @ einer Stunde war diese Verfarbung wieder
veschwunden, was auf ene schndle Aufnehme der Hisdgket in die Zdlen bzw.
Verdunstung schlief¥en lief3.

I nfiltration von Diphenyleniodonium

DP gilt ds Hemmgoff von flavinhdtigen Oxidasen wie zB. der NADPH-Oxidase (Jabs et
a., 1996; Mithodfer et al., 1997). Mit dieser Subgtanz sollte die Superoxid-Akkumuletion in
Arabidopsis und M. sylvestris gehemmt werden. Dazu wurde in Arabidopsis eine 10 uM

wassige Lésung und in M. sylvestris ene 7uM Lésung 2-3 Stunden vor Beginn der
Ozonbehandlung mit einer Spritze in mitteldte Bléter infiltriert.

Infiltration von K252a

K252a (BioMol) is ein Alkaoid des Bodenpilzes Nocardiopsis sp. und inhibiert en bretes
Spektrum von Proteinkinasen. Eine 0,5uM Lésung wurde wie DPl vor Beginn der
Ozonbehandlung in Federblétchen der Tomatensorte Romainfiltriert.
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Infiltration von reaktiven Sauer stoffspezies-bildende Systemen

Hierbel handelt es sch um zwel Systeme, die entweder HO, (Glucose/Glucose-Oxidase; Jabs
et d., 1996) oder O, (Xanthin/Xanthin-Oxidase; Overmyer et a., 2000) bilden.

Eingesetzt wurden folgende K onzentrationen in Wasser, pH 6,5:

G/GO: 10 mM Glucose, 25 U mi™* Glucose- Oxidase (aus Aspergillus niger)

X/XO: 1 mM Xanthin, 0,2 U m™ Xanthin-Oxidase (aus Buttermilch)

1 U szt 1 pmol Subgrat in ener Minute bel einem pH-Wert von 5,1 (GO) bzw. 7,5 (XO)
um. Als Kontrolle wurde Natriumphosphat infiltriert. Die Blétter wurden nach 2 h geerntet.

Infiltration des NO-DonorsNatriumnitroprussd
Von Natriumnitroprussd (SNP) wurde ene 0,5mM Ldsung in die Bléiter infiltriert. Geerntet

wurde nach zwel Stunden Inkubationszeit.

16. Behandlung mit Pseudomonas syringae pv. syringae

10 ml enes Luria-Bertani-Flissgmediums wurden mit Pseudomonas syringae pv. syringae
aus dner  Glycearin-Stammkultur  (Stammnummer 10604 der  deutschen  Sammlung  von
Mikroorganismen und Zdlkulturen, Braunschweig) angeimpft und zur Vermehrung fir 24 h
bea 30°C in dnen Schittler gedtdlt. Zur Bestimmung der Lebendkemzahl  der
Ubernachtkultur wurde ene  Verdinnungsreihe in - 10mM  MgSO,; egdlt und die
vaschiedenen  Vedinnungen auf LB-Agaplatten aufgebracht. Die  Lebendkeimzahl
berechnet gch aus der Anzahl der gewachsenen Kolonien multiplizet mit  dem
Verdinnungsfaktor. Betrug die Keimzahl zB. 1 * 10’ cfum™ (colony forming units) und
wlite eén Titr von 1 * 10°dum™ irfiltriet werden, so wurden 7ml der
Bakteriensuspension bel 3220g und 4°C fur 10 min abzentrifugiert, und das Bakterien Pelet
in 70ml 10mM MgSO, resuspendiert. Diese Lésung bzw. ds Kontrolle eine reine MgSO;-
L6sung wurde anschlief3end in Blatt 4 und 5 von Tabak Bl W3 infiltriert.

17. Bonitur der Blattschaden

Die Blattschaden wurden 24 oder 48 h nach Beginn der Ozonbehandiung visudl abgeschétzt
ds prozentuder Antell der geschédigten Héche an der Gesamtblattflache. Die Bonitur
erfolgte meist durch zwel vonenander unabhéngige Wissenschaftler/-innen.
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18. Mikroskopie

18.1. Vergleichende Auszahlung der Stomata bei Blattern von M. sylvestris
und der Tabaksorte Bel W3

Mit der Auszdhlung der Spdtdffnungen pro Héchenenhdt von M. sylvestris und der
Tabaksorte Bd W3 sollte die Bestimmung des Verhdtnisses der Stomata von Blattober- zu
Blattuntersaite berechnet werden. Von den Obeflachen von mindestens finf verschiedenen,
mitteldten Blétern wurde zunéchst ein Nagdlackabzug ergelt und an diesem die Anzahl der
Stomata auf einer Flache von 1,25 mn? ausgezahlt:

Pflanze Stomata Mittelwert Stomata Mittelwert Verhéltnis
Blattober seite Blattunter seite Ober-
/unter seite
Tabak 18 39
21 37
19 19 a1 40,8 0,47
17 42
20 45
Malve 19 34
20 31
17 37
22 19,44 32 34 0,57
21 36
18
19
19
20

Beide Pflanzenarten besitzen amphisomatére Blétter, Stomata sind sowohl auf der Blattober-
ds auch —untersdite zu finden. Ba Tabak ligfen sch im Mittdwert 19 Spdtdffnungen pro
1,25 mt auf der physiologischen Blattoberseite zzhlen, auf der Unterseite waren es ca 41.
Auf der glechen Héche befanden sch ba M. sylvestris ca 19 Stomata auf der Oberseite und
34 auf der Blattunterseite.
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18.2. Hellfeld- und Fluor eszenzmikr oskopie von Blattquer schnitten

Mit Hilfe von Blattquerschnitten ozonbehanddter Tabakpflanzen der Sorte Bd W3 solite die
Akkumulation von H,O, auf hisologischer Ebene lokdidert werden. Dafir wurden die
ozonbehanddten Pflanzen bzw. entsorechende Kontrollpflanzen  eine Stunde  nach
Beendigung der Ozonexposdtion mit DAB (Materid und Methoden Abschnitt 13.1) und
dternativ mit dem Fluoreszenzfarbstoff OxyBurst Green H,HFF BSA (10 pgmi™ in 10mM
MES-Puffer pH 6,5 Molecular Probes) infiltriet. Die Kopplung des letztgenannten
Farbgtoffs an BSA unterbindet free Diffuson Uber intskte Membranen. Die von Hand
angefertigten Blattquerschnitte wurden auf den Objekttrégern in Ethanol entférbt und danach
an enem Axiokop (Zess, Oberkochen) im Helfdd oder unter Huoreszenz (Anregung:
488 nm, Detektion: >530 nm) betrachtet. Aufnehmen wurden mit 20facher oder 40facher
Vergrolerung mit Hilfe einer Zeiss Mikraskop Kamera MC 100 gemacht.

Darlber hinaus wurden auch Blattquerschnitte Ozon-behanddter Mavenblédtter mit  der
Helfedldmikroskopie auf die Lokdisation der O, -Radikde untersucht. Die Bléter wurden
hierfir eine Stunde nach Ende der Ozonbehandlung mit NBT (Abschnitt 13.2) infiltriert und
anschliefRend wie die Tabakproben behanddt.

18.3. Konfokale L aser-Scanning-Mikr oskopie

Die Methode der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie erlaubt das Betrachten einer
auggewdhiten Ebene innerhdb enes Objektes und ermdglicht somit auch die Arbeit mit
Objekten, die fur e@ne Untersuchung mit herkdmmlichen Lichtmikroskopen zu dick snd. In
enem Kkonfokalen Laser-Scanning-Mikroskop werden zunachst die von ener Laser-
Lichtqudle enfalenden Strahlen gebiindelt, so dass der Brennpunkt auf einen bestimmten
Punkt definierter Tiefe im Objekt trifft. Das von diesem Punkt reflektierte Licht wird durch
die Linse wiederum fokussiert, so dass es durch ene kleine Offnung in der vor dem Detektor
angebrachten Blende wandern kann. Die von den Bereichen ober- und unterhdb des
betrachteten Punktes reflektierte Strahlung, deren Erfassung durch den Detektor zu einem
unschafen Bild fihren wirde, wird durch die Blende ferngendten. Durch horizontde
Bewegung des Brennpunktes im Objekt wird die gesamte Ebene Punkt fir Punkt gescannt.
Durch das Erfasen vider pardlder Ebenen entsteht durch Verrechnung der Einzelbilder en
dreidimensionaes Gesamthild des Objekts (Hutzler et ., 1998).

54



Il. Material und Methoden

Zur Visudiseung von H;O, und NO in intekten Blattstlickchen von ozonbehandelten
Tabakpflanzen der Sorte Be W3 oder entsprechenden Kontrollpflanzen wurden diese
frihestens 0,5h nach Beendigung der Ozonbehandlung (Materid und Methoden Abschnitt
4.1) mit dem Fluoreszenzfarbstoff OxyBurst Green HoHFF BSA (10 pgm™t in 10mM MES-
Puffer pH 6,5 Molecular Probes) bzw. 4,5-Diaminofluoresceindiacetat (DAF-2DA, Alexis,
10puM in 10mM TrigHCl pH 7,2) infiltriert. Anschliel3end wurden die Blattsttickchen kurz
in Puffer gewaschen, auf einen Objekitrager gebracht und an einem Axiovert 100 Mikroskop
(Zeiss, Oberkochen), angeschlossen an ein Zeiss LSM510 Laser Scanning Mikroskop bel 10-
oder 40facher Vergroferung angeschaut. Als Anregung diente ein Argon Laser der
Wdlenlénge 488nm, die Huorezenz der Prgparate wurde nacheinander in  den
Spektralbereichen 515-565nm (Grin) und >590nm (Rot) detektiert. Neben Einzel- und
sridlen Aufnahmen wurden auch Zetserien sch entwickender L&sionen festgehdten. Als
Nachweis der Spezifitd wurden in enigen Blaitstiickchen gleichzetig mit den betreffenden
Farbstoffen entweder Catdase (Rinderleber, 100U mi™* zussmmen mit OxyBurst Green) oder
der NO-Scavenger [2-(4-Caboxyphenyl)-4, 4, 5, 5-tetramethylimidazoline-1-oxyl-3-oxid
(PTIO, 100 pM, zusammen mit DAF-2DA) infiltriert. Die Arbdten zur Laser Scanning
Mikroskopie wurden am Ingtitut fir Pathologie, Neuherberg, unter der Letung von Dr. P.
Hutzler durchgefuihrt.

19. Molekularbiologische M ethoden

19.1. Haufig verwendete M edien, Puffer-Systeme und L 6sungen

Die Ldsungen wurden meist nach Angaben von Sambrook & Russell (2001) hergestellt.
Ampidllin: 100 mgmitin H,0
Luria-Bertani (LB)-Medium: 1 % (w/v) Bacto- Trypton, pH 7
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) NaCl
SOC-Medium: 2 % (w/v) Bacto-Trypton, pH 7
0,5 % Bacto-Hefeextrakt
0,05 % (w/v) NaCl
2,5mM KCI
10 mM MgCh
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10 MM MgSOy x 7 H,O
20 mM Glucose
20xSSC: 0,3 M NaCitrat, pH 7
3 M NaCl
TBE-Puffer: 45 mM Tris-HCl, pH 8,3
45 mM Borsaure
1 mM EDTA

TE-Puffer: 10 mM TrigHCI, pH 8
1 mM EDTA

19.2. Sterilisation und RNase-I nhibition

Alle verwendeten LoOsungen, Puffer, deionisertes Wasser und Kungstoff-Utenslien wurden
vor Gebrauch fir 20min be 121°C autoklaviert. Nicht autoklavierbare Losungen wurden
durch Membranfilter derilfiltriert. Lésungen fir RNA-Andysen wurden mit 0,1% (V/iv)
Diethylpyrocarbonat (DEPC) tUber Nacht gertihrt und anschlief3end autoklaviert.

19.3. Primer

Alle in diesr Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von U. Linzner (Indtitut fir
Pathologie, GSF Neuherberg) nach der Di-phosphoramidit-Methode unter Verwendung eines
ABI Synthesizer 394 hergestellt. Die Sequenzen sSind im Anhang angegeben.

19.4. I solierung von Nukleinsaur en

19.4.1 Gesamt-RNA

19.4.1.1 Isolierung nach der TRIZOL-Methode

120 mg unter flissgem Stickgoff gemdrsertes Pflanzenmaterid wurde mit 1 ml TRIZOL

(Invitrogen, Karlsuhe) versetzt und 10min ba RT auf e@nem Schittler inkubiet. Hierzu

wurden 200l  Chloroform  (Merck, Darmdtadt) gegeben, gemischt und wieder 3min
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inkubiert. Nach Zentrifugation (12000g, 15min, 4°C) wurde die wéassige obere Phase
abgenommen, erneut mit Chloroform versetzt und zentrifugiert. Auf die wéssrige Phase
wurden 500 yl  Isopropanol  pipettiet und die Mischung fir mindestens 10 min auf Eis
gestdlt. Eine anschlieliende Zentrifugation (150009, 10 min, 4°C) pelletiete die RNA. Der
Ubergtand wurde verworfen und das Pdllet mit 70% (v/v) Ethanol gewaschen. Nach dem
Trocknen des Pelets wurde die RNA in 0,1% (w/v) mit Diethylpyrocarbonat (DEPC)
behandeltem Wasser aufgenommen und die jewellige Konzentration photometrisch bestimnnt.

19.4.1.2 Isolierung nach der RNA-Rapid Extraktionsmethode

Diese Extraktion erfolgte nach Kiefer et a. (2000) und wurde fur die Proben der quantitativen
RT-PCR-Andysen (Materia und Methoden Abschnitt 19.10) herangezogen.

120mg unter flissgem Stickgoff gemérsertes Pflanzenmaerid wurde mit 1 ml 65°C
wamen Extraktionspuffer (100 mM Tris-HCI, pH 8; 25mM EDTA; 2mM NaCl; 2 % (wh)
CTAB; 2% (w/v) PVP; 0,5% (w/v) Spermidin; 2 % (viv) b-Mercaptoethanol) versetzt und
fir 5min ba 65°C inkubiet. Ba Wurzdmaterid wurde zusdizlich noch 05% CaCl,
zugefigt. Danach wurden 500l Chloroform und 100l Haz (Amersham  Pharmacia
Biotech, Frelburg) zugegeben und wieder gut gemischt. Anschlie?end wurde die Losung
10 min bae RT auf enen Schittler gestdlt. Nach Zentrifugation be 150009 fir 5 min und
4°C wurde der Ubergtand abgenommen und noch einma mit 500 ul Chloroform behanddt
und wie oben beschrieben zentrifugiert. Durch Zugabe von 500l Isopropanol  und
Inkubation von 10min auf Eis wurden die Nukleinsuren gefdllt. Nach Zentrifugation fir
5min be 4°C wurde der Uberstand verworfen und das Pellet getrocknet. Fiir den folgenden
DNase-Verdau wurde das Pelet zunéchst in 445 ul Wasser gt und 5yl DNase-Puffer
(400 mM TrissHCl, 60mM MgCh, pH 7,5 sowie 05pul DNase (Amersham Pharmacia)
zugegeben. Dieses Gemisch wurde danach fir 30 min bel 37°C inkubiert. Die RNA wurde
mit 50yl Isopropanol gefdlt und zentrifugiert, abschlielend noch mit 500l 70% (Viv)
Ethanol gewaschen und das getrocknete Pellet wieder in 25-30 pl Wasser gel64t.

Die RNA wurde nach Bestimmung der Konzentration bel —80°C aufbewahrt.
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19.4.2 Genomische DNA

Genomische DNA wurde mit Hilfe des Genome Clean Systems (Thermo Hybaid, Heidelberg)
ioliert. Dafir wurde auf 0,3-0,6 g Pflanzenmaterid 600 pl Lysspuffer (Puffer 1 aus dem Kit)
gegeben und be 68°C fur 10 min inkubiert. Nach der Zugabe von 900 pl Chloroform und
gutem Mischen der Proben wurde be RT und 90009 fir 5 min zentrifugiert. Die wéassige
Phase wurde anschliefend abgenommen und mit 900l Wasser und 100
Prézipitationspuffer (Puffer 2) versatzt. Eine Zentrifugation fir 5min bel 175009 und RT
pelletierte die Nukleinsturen. Das Pellet wurde in 300 ul 1,0M NaCl (Puffer 3) resuspendiert
und mit 1ml absoluten Ethanol gemischt. Abschlielend wurde fur 20min b RT und
17500 g zentrifugiert und das getrocknete Pellet in 50 pl Wasser gelést. Der Abbau der RNA
efolgte durch dne Behandlung fir 20min be 37°C mit RNase A (5ul einer 10 mgmi™
Stammlésung).

Die Aufbewahrung der DNA erfolgte bel —20°C bzw. fir einige Tage auch bel 4°C.

19.4.3 Plasmid DNA (QlAprep Spin)

In e@ner 5ml  LB/Ampidllin-Flissgkultur (100 i m™) wurden erfolgreich  transformierte
Zdlen (Materid und Methoden Abschnitt 19.12) bel 37°C und 250 rpm Uber Nacht vermehrt.

3m von dieser bakteridlen LB-Ubernachtkultur wurden anschlieRend zur Isolierung der
Plasmid DNA eingesetzt, welche exakt nach der Qiagen Anleitung (QIAprep Spin, Miniprep
Kit) durchgefiihrt wurde. Die Plasmid DNA wurde zum Schluss mit 50 pl Wasser duiert und
nach Konzentrationsbestimmung bei —20°C aufbewahrt oder direkt zum Sequenzieren
gegeben.

Gleichzeitig wurden zusdtzlich von den Ubernachtkulturen Stammkulturen angelegt (850 W
der Ubernachtkultur + 150 pl Glycerin) und bei —=80°C gelagert.

19.5. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Konzentration und Reinheit der Nukleinsauren wurden spektrophotometrisch (Utrogpec 3100
pro, Amersham Pharmacia Biotech) durch Messung der Absorption bet | = 260 m
(Nukleinsauren), | = 280nm (Proteine) und | =320nm (kurze Nukleinsurefragmente)
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bestimmt. Eine Uberprifung der Ergebnisse fir RNA efolgte durch Auftragen von 1ug RNA
auf ein Agarose-Gdl.

19.6. Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren in nicht-

denaturierenden Agar ose-Gelen

RNA und DNA wurden in Horizontageapparaturen (Easy-Cadt, Erlangen) in 1 %igen
Agarose-Gden aufgetrennt. Als Puffersysem diente TBE (89 mM  Tris, 89 mM Borsiure,
2mM EDTA, pH 8,3). Fir RNA-Elektrophorese wurde die Gelapparatur vor Gebrauch gut
mit RNase ZAP (Biohit, Heddgnki) geranigt, um ene Kontamination mit RNasen
auszuschliel¥en. Zur Anfabung der Nukleinssuren wurde der Gdlosung  Ethidiumbromid
(0,1 pgm™?) zugefiigt, so dass sSe im UV-Durchlicht (I = 302 nm) sichtbar waren. Vor dem
Auftragen auf das G wurden die Proben mit 10 % (v/v) Probenpuffer (50% TE pH 8,0,
50% (viv) Glycerin, 0,1% Bromphenolblau) versetzt. Als Langenstandards wurden DNA
Standards von MBBL (pBR328 Mix |, Bidefeld) bzw. MBI Fermentas (Gene Ruler™, St.
LeonRot) eingesetzt. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 59V cmt fir 22 h
durchgefiinrt. Anschlielend wurden die Gde mit einem Tranglluminator (ImageMaster VDS,
Amersham Pharmacia Biotech) dokumentiert.

19.7. Northern Analyse

Alle wahrend der Northern Andyse verwendeten Gerdte mussten as Schutz gegen RNasen
zuvor grindlich mit RNase ZAP gereinigt werden.

19.7.1 Herstelung von spezifischen, mit Digoxigenin-dUTP markierten Sonden

Die Sonden wurden mit Hilfe des PCR DIG Probe Synthess Kit (Roche) nach Angaben des
Hergstellers aus 10 ng cDNA hergestelt. Folgendes Programm wurde verwendet, wobel sich
die Anneding- Temperatur nach den spezifischen Primern der betreffenden Gene richtete:
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Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
95 5 1
95 1 38
Spezif. Temp. 0,5
72 0,5
72 10 1

Wéhrend der Amplifikation wurden in die Sonden DIG-dUTP eingebaut, die bei der spéteren
Detektion (Materiad und Methoden Abschnitt 19.7.5) durch die Anti-DIG-Antikorper erkannt
wurden. Hergestellt wurden Sonden fir die Detektion der Oxdatoxidese gf-2.8 (M63223),
sowie fur die D- und FIsoform der NADPH-Oxidase aus Tabak. Die Primer sind im Anhang
angegeben. Die Aufbewahrung der Sonden erfolgte bei —20°C.

19.7.2 Elektrophoretische Auftrennung der RNA in denaturierenden Gelen

Die RNA wurde unter denaturierenden Bedingungen in enem 1,2%igen Agarosege
aufgetrennt. Der hierzu verwendete Gelpuffer enthidt 20mM MOPS (pH 7), 3% (Viv)
Formdin, 5mM NaAcetaa und 1 mM EDTA. Die RNA-Proben (10pg Gesamt-RNA)
wurden vor dem Auftragen mit 0,8 Vol. Probenpuffer (20 mM MOPS pH 7, 5mM NaAcetat,
1mM EDTA, 15% (viv) Formadehyd, 25% (v/iv) Formamid deionisert, eine Spatelspitze
Bromphenolblau) versetzt, fir 10 min bei 65°C hitzedenaturiert, auf Eis gekihlt und auf das
Gd aufgetragen. Die Elektrophorese efolgte in Horizontalgelgpparaturen (Easy Cast) bel
ener Spannung von 5-9V cm? fir 1-2h. Als Laufpuffer diente eéine Lésung aus 20 mM
MOPS pH 7, 5mM NaAceta und 1 mM EDTA. Anschlielend wurden die Gee mit einem
Translluminator auf gleichmé3ges Auftragen der Proben Uberprift.

19.7.3 Northern Blotting

Nach der denaturierenden Gelelektrophorese wurde das Gel kurz mit 20x SSC gewaschen und
die aufgetrennte RNA mittels Kapillarblot (Sambrook & Russdll, 2001) Uber Nacht auf eine
Nylonmembran  (Nylon membranes, podtivdly charged; Roche) tranderiet. Als
Tranderpuffer diente ebenfals 20x SSC. Am néchgsten Tag wurden die Membran und das Gel
auf enen moglichs vollgandigen Trandfer Uberprift und zur Dokumentation unter UV-Licht
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fotografiert. Zur Fixierung der RNA wurde die Membran mit 254 nm UV-Licht bestrahit
(UV-Stratainker 1800, Stratagene, La Jolla, USA) und konnte in Folie eingeschweild im
Kuhlschrank bis zur Hybridiserung aufbewahrt werden.

19.7.4 Hybridiserung der Transkripte

Zur Préhybridiserung wurden 10ml  Hybridiserungdésung (DIG Easy Hyb, Granules,
Roche, Mannheim) mit der Membran in en Hybridiserungsohrchen gegeben und ba 50°C
mindestens 30 min in enem Hybridiserungsofen (Hybrid 2000, H. Sauer, Reutlingen)
inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die hergestellten Dig-Sonden fur 10 min bei 95°C
denaturiert und en Renaturieren durch sofortige Lagerung auf  Eis  verhindet. Die
Hybridigerung efolgte nach Zugabe von 35ul Sonde in 1 ml Hybridiserungdésung be
50°C Uber Nacht. Nach der Hybridiserung wurde die Membran fir 2x 5min mit 2x SSC mit
0,1% SDS bel RT, dann 2x 15 min mit 0,1x SSC und 0,1 % SDS be 50°C gewaschen. Zur
Vemadung unspezifischer Hintergrundfarbung musste be dlen Schritten das Trockenfdlen

der Membran sorgfdtig verhindert werden.

19.7.5 Detektion der Transkripte

Fir die Detektion musste die Membran zunéchst noch enma fir 2 min mit 10x Waschpuffer
(Roche) gewaschen werden, anschlieRend wurde se fur 30min in ener 1%igen
Blockierlosung (Roche) inkubiert. Die Antikorperbindung efolgte wahrend ener
30mindtigen Inkubation der Membran mit der in der Blockierlsung 1:10000 verdinnten
Antikorperlésung (Anti Dig-AP, Roche). Danach wurde die Membran wieder 2x fir je 15 min
mit Waschpuffer gewaschen. Fir die anschlieRende Agquilibrierung wurde die Membran fir
2min in 3ml Deektionsouffer (Roche) gegeben. Wahrend der Sminltigen Inkubation der
Membran in Lumineszenz-Reagenz CSPD (Roche), katdyserte das an den Antikorper
gekoppelte Enzym dkdische Phosphatase die Umsetzung des Lumineszenz-Resgenz  zu
Lichtenergie. Vor der Expodtion wurde die feuchte Membran in ene Padtikhille
engeschwell@ und fir 10min be 37°C inkubiert. Abschlielend wurde der FHIm in ener
Rontgenkassette fur 30-120 min der Membran exponiert. Die Entwicklung des FIms efolgte
mit Hilfe ener Fimentwicklungsmaschine Curtix 60 (Agfa- Gevaert, Leverkusen).
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19.8. cDNA-Synthese

Alle Reagenziensysteme fir die cDNA-Synthese wurden von Invitrogen (Karlsruhe) bezogen.
Jewells 5 g der in Materid und Methoden Abschnitt 19.4.1 isolierten Gesamt-RNA wurde in
cDNA umgeschrieben. Dabel wird die Ersstrang cDNA-Synthese von einer RNA-abhangigen
DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase) katdysiert. Fir die Initigtion der Synthese wurde
en oligo(dT)-Primer (12-18 Nukleotide) benutzt, der an den poly(A) Schwanzen der 3'-
Enden von eukaryotischen mRNA Molekilen bindet. Um den Abbau von RNA durch RNasen
zu verhindern, wurde eéin RNase Inhibitor (Invitrogen, Karlsruhe) zugegeben.

5ug der isolieten Gesamt-RNA wurden zusammen mit dem oligo(dT)12.18 Primer fur 10 min
be 70°C denaturiert und anschlielend auf Eis gestdlt. Die reverse Transkription wurde fir
60 min be 42°C nach Zugabe von 200U Superscript 1, 1x Puffer, 10mM DTT, 05 mM
dATP, dCTP, dGTP und dTTP sowie 20U RNase Inhibitor durchgefihrt. Die Resktion
wurde durch Inkubation von 10min bei 70°C beendet. Daran angeschlossen efolgte en
Vedau der RNA durch Zugabe von 2U DNase-freier RNase H (Amersham Pharmacia
Biotech) und 50 pg RNase A be 37°C fur 20 min. Fir quantitetive RT-PCR-Andysen mit
gleichzeitiger Amplifikation einer Bezugshande ds rdaiver Standard wurde in jede Probe
vor der cDNA-Synthese ds interner Standard 25ul pAW109 RNA (Perkin  Elmer)
dazugegeben.

19.9. Quantifizierung der cDNA

Die Quantifizierung der cDNA efolgte mit Hilfe des RiboGreen™ RNA quantitation kits
(Molecular Probes) nach Kiefer et d. (2000) durch en Huoreszenzphotometer (Fuorostar
microplate reader, Tecan). Dafir wurde die enzddrangige ¢cDNA 1:100 in TE-Puffer
verdinnt und jewells 100 ul der verdinnten Probe mit 100yl des 1:2000 in TE verdinnten

RiboGreen™ Reagenz versetzt und gegen eine Standardkurve vermessen (Anregung: 480 nm,
Emisson: 520 nm).
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19.10. Polymerase Kettenr eaktion (PCR)

19.10.1 Design der Primer

Alle eingesetzten Primer besal?en eine Lange von 20-26 Basen.

Primer fur Germin-ahnliche Proteine:

Zunéchst wurden degenerierte Primer mit Hilfe ansequenzierter Peptide eines Proteins aus der
Taboksote Bd B mit Ahnlichket zu Gemin-dhnlichen Proteinen entwickdt. Zusitzlich
wurden degenerierte Primer in konsarvierte Regionen bekannter  Germin-&hnlicher Proteine
aus Solanum tuberosum L. (AF067731) und L. esculentum (AWO035078) gelegt sowie
spezifische Primer fir das Gen Nectarin (AF132671) aus Tabak entworfen.

Primer fir NADPH-Oxidase:

Diese Primer wurden in Anlehnung an bekannte Sequenzen pflanzlicher Isoformen der
NADPH-Oxidase (A. thaliana, Oryza sativa L., Potamogeton crispus L., und besonders L.
esculentum) zunéchst degeneriert, dann spezifisch entworfen. Die Sequenzen der Primer sind

im Anhang angegeben.

19.10.2 PCR-Amplifikation

Alle Resktionen wurden in einem Volumen von 50l durchgefiihrt, welches sch aus 1x
Reaktionspuffer, 02mM dNTPs, 25U DNA Polymerase, 02puM Primer (forward und
reverse), 1 pl bzw. 10 ng cDNA-Probe und sterilem Wasser zusammensetzte.

In Abhéngigkeit der Primer, der Grofe und der Expresson des betreffenden Gens wurde
folgendes Programm in Anneding- Temperatur, Extensonszeit und Zyklenzahl angepasst:

Bezeichnung Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
Denaturierung 95 5 1
Denaurierung 95 1 26-40

Annedling pezifisch fir Primer 0,5

Extenson 72 0,5-3

Extension 72 10 1
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Fir die Amplifiketion von Nukleinsduren mit unspezifischen Primern wurde héaufig ene
» rouch down"-Methode eingesetzt:

Bezeichnung Temperatur [°C] Dauer [min] Anzahl der Zyklen
Denaurierung 95 5 1
Denaurierung 95 1 9

Anneding spezifisch fir Primer 0,5

dann jeden Zyklus 1°C
weniger

Extension 72 0,5-3
Denaurierung 95 1 30

Anneding spezifisch fir Primer 0,5

Extenson 72 0,5-3

Extension 72 10 1

Quantitative RT-PCR-Analysen:

Quantitetive RT-PCR-Andysen wurden nach zwe unterschiedlichen Methoden durchgeftinrt.
Die erste Methode beruhte auf dem Einsatz von 10 ng quantifizieter cDNA (Maerid und
Methoden Abschnitt 19.9) pro PCR-Ansatiz. Be der zweiten Variante wurde den 5 ug RNA
jeder Probe vor der cDNA-Synthee en atifizidler RNA-Standard (pAW109 RNA, Perkin
Elmer) zugefigt (Wang et al., 1989). Aus dieser Gesamt-cDNA wurde 1pul pro PCR
engextzt. Neben den Primern fir das untersuchte Gen mussten diessm Ansaiz zusédizlich
05u des Primepaares DM151 und DM152 (sehe Anhang) zur Amplifikation des
atifizidlen, internen Standards zugeftigt werden.

In beiden Fdlen wurde zunéchst die optimae Zyklenzehl der PCR-Andysen fir das zu
untersuchende Gen emittdt. Die Amplifikation von Transkripten folgt ener sgmoidden
Sitigungskurve. Quantitative Expressonsandysen machen keinen Snn im
Sétigungsbereich, sondern nur in der linearen Phase, wo Unterschiede zwischen den
Behandlungen sichtbar werden. Je stérker ein Gen exprimiert wird, desto schndller wird diese
Sitigung in einer PCR erreicht.

Beispiehaft wird die Besimmung fir die erste Methode gezeigt (Abb. 11).

Diee efolgte, indem mehrere PCR-Ansiize der gleichen ¢cDNA nach unterschiedlicher
Anzahl von PCR-Zyklen quantifiziert (Sehe Abschnitt 19.10.3) und die Konzentration ds
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Kurve aufgetragen wurden. Hieraus wurde eine Zyklenzahl ausgewahlt, die sch im linearen
Bereich der Kurve befand.

3
Zyklenzahl
25 28 31 34 37 25 28 31 34 37 bp
2176
1766
: 1230
1033
== 653
v 0 = - {8 (= B
298
Bel B S Bel W3
b)
< 60 1
pd —&— Bel B
3 50{ | —e— Bd W3
2
= 40
<
3
o 30 T
T
?é 20 -
=10 |
c
0

24 26 28 30 32 34 36 38
Zyklenzahl

Abb. 11: Bedimmung der optimden Zyklenzahl fir ene quantitative RT-PCR-Andyse, hier
an Bespid der Primer fir die F-lsoform der NADPH-Oxidase. Jeweils 10 ng dersdben
cDNA wurden mit verschiedenen Zyklenzahlen amplifiziert. In @ ist das Ergebnis optisch auf
enem Ethidum-Bromid gefarbten Agarose-Ge zu sehen, die Grafik in b) zeigt das Reaultat
der fluorimetrischen Quantifikation.
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19.10.3 Quantifizierung der PCR-Produkte

Die Quantifizierung der PCR-Produkte erfolgte in Abhangigkeit der verwendeten Methode
der quantitativen RT-PCR-Andyse Bem Einsaiz von 10ng cDNA pro PCR-Ansatz wurden
die PCR-Produkte wie die cDNA Uber einen Fluoreszenzfarbstoff photometrisch vermessen.
PicoGreen (Molecular Probes) dgdlt en  Fuorochrom dar, weches sdektiv  an
doppelstrangige DNA bindet und auch noch geringe DNA-Mengen nachweisen kann. Der
Farbstoff wurde 1:200 mit TE-Puffer verdinnt und 100l davon mit 100yl entsprechend
verdinnter Probe (1:100-1:500) in einer Microtiterplaite gemischt. Die Vermessung wurde
be ener Anregung von 485nm und ener Emisson ba 520nm gegen eine DNA-
Standardkurve in eéinem Fluoreszenz- Photometer durchgefiinrt.

Bam Einsatz enes atifizidlen Standards wurden 40l jedes PCR-Ansaizes auf enem
Agarose-Gd  dektrophoretrisch  aufgetrennt und  die relativen Bandenintengtdéen mit  Hilfe
enes Translluminator (ImageMaster VDS, Amesham Phamacia Biotech) und der
dazugehdrigen Software (ImageMaster 1D Elite, Amersham Pharmacia) bestimmt. Zunéchst
wurde jeweils der Quotient der Bandenintensitdt des untersuchten Gens durch die Intenstét
der Bande des atifizidlen Standards ener Probe berechnet. Alle Quotienten wurden
schliedich in Rdation zu dem de Kontrollprobe gesetzt und dadurch die reativen
Induktionen bestimmt.

19.11.  Elution von DNA aus Agar ose Gelen

Zur Elution von DNA aus Agarose Geen wurde der Agarose Gel DNA Extraction Kit von
Roche verwendet. Die DNA wurde abschlief3end in 20 pl Wasser duiert.

19.12.  Klonierung und Sequenzierung von PCR-Produkten

19.12.1 Ligation

Die Ligation der duieten PCR-Produkte in einen Vektor efolgte mit Hilfe des pGEM-T
Vector Systems (Promega) nach leicht veréndertem Protokall.

66



Il. Material und Methoden

Ligationsansatz:
7,5 U 2x Rapid Ligation Buffer
1 pl pPGEM-T Vector
5,5 pl PCR-Produkt
1 pl T4DNA Ligese
Die Ligation wurde Uber Nacht bel 4°C durchgefihrt.

19.12.2 Transformation

Ba der Trandormation wurde ebenfdls dem Protokoll von Promega mit nur kleinen
Veranderungen gefolgt. So wurden angelle von 2yl des Ligationsansatz die gesamten 15
engestzt und nicht nur 100w, sondern auf ener zweiten LB/Ampicllin/IPTG/X-Gd Patte
(Ampicllin -~ 100pgm™®, 20 IPTG 01M, 50 X-Ga 20mgm™t in  N)N-
dimethylformamid) zusitzlich noch 250l der Trandformationskultur ausplattiert. Von den
wachsenden Kolonien wurden stets mehrere gepickt und das Vorhandensein des Insarts mit
einer PCR-Anayse bedtétigt.

19.12.3 Sequenz-Analysen

Von jedem ausgeschnittenen PCR-Produkt wurden wenn moglich drel verschiedene Klone
jewells zum Sequenzieren gegeben. Die Sequenzierung efolgte durch die Firma Toplab,
Munchen. Die Andyse der Sequenzdaten efolgte mit den Software Programmen DiAlign von
Genomatix  (http://genomatix.gst.de/cgi-binvdidigrn/didign.pl), Blast vom Nationd Center for
Biotechnology Information (http://mwww.ncbi.nim.nih.gov/), Vector NTI (InforMax Inc) und
ExPASy Proteomics tools (http://mww.expasy.ch/tools).

20. Statistik

Ergebnise dieser Arbeit, die mit Fehlerbaken angegeben wurden, sind aus Experimenten mit
n = 3 Padlden. Dargestdlt snd jewels Mittdwerte £+ Standardfehler (SE.). Vergleiche von
Datengruppen auf dgnifikante Unterschiede, sowie lineare Regressonen wurden mit dem
Programm StatGraphics Verson 2.6 nach dem ,Least Sgnificant Difference® (LSD)-Test
durchgeftihrt.
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1. Ergebnisse

1. Veaglechende Untersuchungen zur Ozonempfindlichkeit der
Tabaksorten Bel B und Bel W3

Zunéchgt sollte im Rahmen dieser Arbeit die sait 1962 ds Bioindikator fir erhthte Ozonwerte
vewendete Tabaksorte Be W3 (Heggestad, 1991) mit der Ozon-toleranten Sorte Bel B
beziiglich der Entsehung von Blatschéaden, auch ds L&sonen bezeichnet, und der
Akkumulation von  resktiven  Sauerdoffspezies verglichen werden. Die  Andyse
phytotoxischer Effekte von Ozon konnte durch Vergleiche zwischen toleranten und
empfindiichen Pflanzen in den letzten Jehren deutlich verbessert werden (Moeder et a., 1999,
Widlburn & Wélburn, 1996).

Die Zetangaben beziehen sch be dlen Behandiungen auf den Beginn der Ozonexposition,
welcher den Zeitpunkt O darstelIt.

1.1 Charakterisierung der Blattschaden

Wie aus d Literatur (Heggestad, 1991) bekannt, zeichnen sich die beiden Tabaksorten Bel B
und Bd W3 durch unteschiedliche Ozonempfindlichkeiten aus. Schon  ambiente
Ozonkonzentretionen fuhren bel der Sorte B W3 zu der Entwicklung von Blattschaden,
wéhrend die Sorte Bdl B relativ Ozon-tolerant it und noch keinerlel Symptome zeigt.

In dieser Arbeit wurden beide Sorten in Kammerversuchen in der Regd fir funf Stunden mit
185n It (8 n ) Ozon behanddt. Zum Zeitpunkt der Behandlung waren die Pflanzen ca
neun Wochen at und besal3en sechs bis Seben Folgeblétter. Als Blatt 1 wurde das jlngste
Blatt mit einer Blatlange von 8cm oder mehr bezeichnet. Wie in Abb. 12 deutlich zu
erkennen, fihrt ene solche Ozonbehandlung nur be der Sorte Bd W3 zu der Entstehung von
Blattschéden. Diese lassen sich gegen Ende der funfstiindigen Behandlung schon ds sog.
.water-sosked aress’, dh. ewas dunklere, wie mit Hissgket geflllt wirkende Stelen,
erkennen und entwickdn sch dann im Laufe von weteren 12 Stunden zu  punktférmigen,
wel[dich pergamentartigen Stellen.
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Abb. 12: Vegleich der Symptomausprégung Ozonbehandelter Blétter der Tabaksorten Be
B und Bd W3. Pflanzen beider Tabaksorten wurden 5h mit 185n I Ozon behanddlt. Die
Aufnahmen der Bléiter erfolgten 48 h nach Beginn der Ozonbehandlung.

In Abb. 13 ist die Abhéngigkeit der Blattschéaden der Sorten Be B und Bel W3 von der Dauer
der Ozonexpostion dargestellt. Wahrend einer finfstiindigen Ozonbehandlung mit 185l I
wurden zu jedem dagedditen Zetpunkt drei  Pflanzen aus der  Ozonbehandiung
herausgenommen und in Renluft bis zur Bonitur der Blatschéaden 48h nach Beginn der
Behandlung weiterkultiviert. Dies bedeutet, dass die Pflanzen zu den Zeitpunkten 5h, 6 h und
8h dle 5h behanddt wurden und anschlielend 43h in Renluft danden. Die
Kontrollpflanzen befanden sch Uber die gesamte Versuchszeit in Renluft. Wéhrend die
Blétter der Kontrollen und auch der ozonbehandeten toleranten Sorte Bl B keine Schéden
aufwiesen, zeigte sSch be der Sorte B W3 en kontinuierlicher Angtieg der geschédigten
Blattflache mit zunehmender Dauer der Ozonexpostion bis zum Zetpunkt 4 h, zu dem etwa
8-9% der gesamten Blattflache Schéden hatte. Obwohl die Pflanzen vom Zeitpunkt 5 h ene
Stunde langer exponiert waren, zeigten de etwas weniger Blattschaden. Zu erwarten wéare hier
en Wet zwischen 10 und 11% Schaden, wie bel den gleichbehanddten Pflanzen der
Zeitpunkte 6 und 8 h. Dieses weig darauf hin, dass Schwankungen zwischen den Pflanzen
bezliglich der Aushildung von Blattschaden auftreten konnen. Die Blétter der Sorte Be W3
snd im Durchschnitt nach dner 5stiindigen Ozonbehandlung mit 185n It zu ewa 10%

geschadigt.

69



I11. Ergebnisse

OS
15
E —— BdBC
2 —a— BedBO3
= —o— Bd W3C
® 101| _e— BdW303
m
S,
& 5|
3
e
N
0 e
0 2 4 6 8
Zet[h]

Abb. 13: Abhangigkeit der Blattschéden von der Dauer der Ozonexpostion (insgesamt 5 h,
185 I). Zu jedem dargestellten Zeitpunkt wurden drei Pflanzen aus der Oznbehandlung
genommen und in Renluft waterkultiviet. 48h nach Beginn der Behandlung wurden dle
Blétter bonitiert. Dargestd|t snd Mittelwerte +SE (n=3).

1.2. Vergleich der Entstehung von Blattschaden mit der Akkumulation

reaktiver Sauerstoffspezies

In den letzten Jahren héufen dch die Hinwelse, dass resktive Sauerdoffspezies in engem
Zusammenhang mit etwas spater auftretendem  Zdltod gehen, zB. be  inkompeatiblen
Resktionen von Pflanzen gegentber enes Pethogens. Die Akkumulation von resktiven
Sauerstoffspezies wahrend und nach einer Ozonbehandiung im Apoplasten von Tabak wurde
schon von Schraudner et a. (1998) gezeigt.
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Abb. 14: Quantitativer Verglech des Auftretens von Blattschéden mit der Akkumulation von
reaktiven Sauerstoffspezies bel den Tabaksorten B B und Bd W3. Von Kontroll- und Ozon
behandelten (5h 185n %) Pflanzen wurde nach 7h jeweils eine Blathdfte mit dem
Farbstoff DAB (H»O,) bzw. NBT (O2~) gefarbt, die andere Blatthdfte bis zur Bonitur der
Schéden nach 48 h an der Pflanze stehen gdlassen. Gezeigt snd Mittelwerte £ SE. (n=3). In
a und b) snd vegleichend Blattschédden und DAB-Fabung dargestdlt, in ¢) und d)
Blattschaden und NBT-Farbung. Mittelwerte mit gleichen Buchstaben and nach dem LSD-
Test nicht signifikant verschieden.
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Abb. 15: Darstellung der Blattschdden (a, b), DAB- (c, d) und NBT-Férbung (e, f) von
Kontroll- und Ozon-behandelten Bléttern der Tabaksorte Bel B. 7 h nach Behandlungsbeginn
wurden Blatthalften fir den Nachweis der reaktiven Sauerstoffspezies mit den entsprechenden
Farbstoffen (DAB fur H,O, Nachweis und NBT fur O,") infiltriert und zusammen mit den an
der Pflanze verbliebenen Blatthélften fur die Blattschadenentwicklung nach 48 h fotografiert.

DAB nimmt in Gegenwart von H,O, eine braunrote Farbe an, NBT wird durch O, zu einem
blauen, unl6slichen Prézipitat.
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Kontrolle Ozon

4;;\\ \

Abb. 16: Blattschaden (a, b), DAB- (c, d) und NBT-Farbung (e, f) von Kontroll- und Ozon-
behandelten Blattern der Tabaksorte Bel W3. 7 h nach Beginn der Exposition wurden
Blatthélften fur den Nachweis der reaktiven Sauerstoffspezies mit den entsprechenden
Farbstoffen infiltriert und zusammen mit den an der Pflanze verbliebenen Blatthdften fur die
Blattschadenentwicklung nach 48 h bonitiert.
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Aus diessm Grund wurde die apoplagtische Akkumulation resktiver Sauerstoffspezies in den
beiden Tabaksorten Bd B und Bd W3 untersucht und mit den auftretenden Schéden in
Quantitdt und Lokdisation verglichen. Die Akkumulation von H,O, wurde dabel mit dem
Farbstoff Diaminobenzidin (DAB, braunrote Farbe), die Akkumulation von O, mit Hilfe des
Farbstoffs Nitroblautetrazolium (NBT, blaue Farbe) nachgewiesen. DAB polymerisert in
Anwesenhet von H»O, und Peroxidase-abhéngig zu enem braunroten, unlédichen Komplex
(Thordd-Christensen et d., 1997), wobel eine Limitierung der Férbung durch Peroxidase-
Aktivitdt von Schraudner et d. (1998) ausgeschlossen wurden. NBT bildet mit O, blaues,
unlédiches Formazan (Jabs et a., 1996). Beide Farbstoffe snd unter normaen Bedingungen,
dh. be intekten Membranen, nicht membrangangig. Von Kontroll- und Ozon-behandelten
Pllanzen (5h 185n I'Y) beider Sorten wurde jeweils eine Blathdfte nach 7 h mit @nem der
beiden Farbstoffe infiltriert, die andere Hafte verblieb bis zur Bonitur 48 h nach Beginn der
Behandlung an der Pflanze stehen.

Wie im vorigen Kapitd beschrieben, fihrte eine 5stlindige Ozonbehandlung bei der Ozon
toleranten Sorte B B nicht zu Blatschéden (Abb. 14a und ¢, Abb. 15a und b). An den
entsprechenden  Blathdften  konnte auch keine DAB-Fabung ds Hinwes auf
H.O>-Akkumulation festgestellt werden. Im Unterschied dazu konnte sowohl bel Kontroll- ds
auch behanddten Blétern NBT-Farbung gezeigt werden. Diese war nur sehr schwach
hellblau und eher flachig, be den behanddten Blétern etwas grof¥léchiger zu sehen (Abb.
15).

Ozonbehanddlte Blétter der Sorte Bel W3 wiesen wieder etwa 10 % Schaden auf Abb. 14b
und ¢). Zusdtzlich konnte hier nur in den behanddten Blétern braunrote DAB-Farbung Abb.
16) gefunden werden, in etwa der gleichen Prozentzahl wie die Schéaden (Abb. 14). Wie be
Bd B trat auch in Bd W3 ene blassblaue, flachige NBT-Farbung auf, die in den behandelten
Pflanzen ebenfdls grof¥léchiger war und bis zu 60 % der Blattflache umfasste. Ein genauerer
Vergleich der Schéden und DAB-Farbung bei Ozon-behanddten Bd W3 ergab nicht nur eine
Ubereingimmung der prozentualen Flachenanteile, sondern auch in der Lokalisation: sowohl
de Schdden ds auch die DAB-Fabung wurden hauptsichlich entlang der Blattadern
gefunden (Abb. 17).
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Abb. 17: Lokdisation von Blattschdden und DAB-Farbung entlang der Blattadern bel Ozon-
behanddten Blétern der Tabeksorte Bd W3, Die Fabung efolgte 7h nach
Behandlungsbeginn, die Aufnahmen wurden 48 h spéter gemacht.

Zusitzlich liel3 sch Ozonrunabhdngig mit Hilfe von Blattquerschnitten bestéigen, was sSich
schon bel der Betrachtung DAB-geférbter Bléter mit dem Auge andeutete: In bestimmten
Blattadern, besonders der Blattadern erster und zweter Ordnung im basden Bereich

mitteldter Blétter, zeigte sch im Bereich des Letbindes sarke DAB-Farbung unabhéngig
von der Tabaksorte und der Behandlung (Abb. 18).

. v
. ..;r

Abb. 18: Querschnitt durch ein Letbinde eines unbehandelten Blaites der Tabaksorte Bel

Wa3. Die mikroskopische Aufnahme efolgte 1h nach Infiltration des Farbstoffs DAB. X =
Xylem, P =Phloem.

Es is bekannt, dass Blétter in verschiedenen Entwicklungsstadien unterschiedlich Ozon

empfindlich sind. Junge Bléter weisen norma keine oder deutlich weniger Léasionen auf ds
mittddte und dte (Guderian, 1985). In diesem Versuch sollte Uberprift werden, ob ene
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Ozorrinduziete DAB-Féarbung ebenfals eine Abhangigkeit vom Blattdter zeigt, und ob diese
mit dem Muster der Blattschéden Ubereinstimmt.

Blatt 1 dellte dabe das jingste Blatt dar, das eine Blattlange von mindestens 8 cm besali.
Nach ener Standard-Ozonbehandlung von Pflanzen der Tabaksorte Bd W3 wurde zum
Zeitpunkt 7 h jewels ene Blathdfte von Blat 1-6 mit DAB infiltriert, die andere Héfte
verblieb an der Pflanze bis zur Bonitur der Schéden. Abb. 19 zeigt, dass in der Ta en
deutlicher Unterschied in der Ozonempfindlichkeit der einzelnen Bléiter ener Pflanze bestent.
So wies Blatt 1 nie Schaden auf, ab Blatt 2 dieg die prozentud geschédigte Blattfléche detig
bis zu Blat 5 an, welches im Durchschnitt zu etwa 20 % geschédigt war. Be Blatt 6, dso
dem dtesten Folgeblait, gab es grol’e Abweichungen der Schéden zwischen den einzelnen
Pflanzen. Be manchen Pflanzen gab es grol¥lachige Blattschdden, be anderen nur enzelne
kleine Hecken. Rdativ dnlich sah auch die mit DAB-gefarbte Féche aus be Blatt 1 und 2
konnte kaum HO,-Akkumulation nachgewiesen werden, ba den Bléitern 3 — 6 lag Se bel 10
bis 15 % und stieg somit im Mittelwert dhnlich zu den Blattschéden an.

25 1 | B2 Blattschéden c 25
H>0
20 | 22 L, abc L 20

= =
o (6]

Schaden [% Blattflache]
(03]

DAB-Farbung [% Blattflsche]

o

Blattnummer

Abb. 19: Abhéngigkeit der Ausbildung von Blatschédden und Akkumulation von H>O2 vom
Blattater ozonbehanddter Pflanzen der Sorte Be W3. Blat 1 delte das jingste Blatt mit
ene Mindestlange von 8 cm dar, Blatt 6 war das dteste Blatt. Gezeigt snd Mittedwerte +
SE. (n=3). Bl = Blat. Mittdwerte mit gleichen Buchgaben sind nach dem LSD-Tedt nicht
ggnifikant verschieden.
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Schéden DAB-Féarbung

Blattl

Blatt4:

Abb. 20: Abhangigkeit der Aushbildung von Blattschaden (a, ¢, €) und Akkumulation von
H202 (b, d, f) vom Blattalter ozonbehandelter Pflanzen der Sorte Bel W3. Blatt 1 stellte das
jungste Blatt mit einer Mindestlange von 8cm dar. Die Blétter wurden 7 h nach
Expositionsbeginn mit DAB infiltriert, die Fotos wurden nach 48 h aufgenommen.
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Zusdtzlich ergaben dch auch Unterschiede in der Vertellung der Schéden und DAB-Farbung
auf der Blatflache. Ba Blait 2 zeigten sch die Schaden und DAB-Fecken nur an der Spitze
des Blattes (Abb. 20c und d), bel Blatt 3 war fast die gesamte didae Blatthdfte betroffen, ab
Blatt 4 breiteten dch die punktformigen Schéden und HO,-Akkumulation auf der gesamten
Blattfléche (Abb. 20e und f) aus. Be dlen Blétern traten die Schaden und die DAB-Farbung
jedoch immer hauptsichliche entlang der Blattadern auf.

Da die Muser de Schadbilder und DAB-Farbungen be  dlen Blédtern rdaiv gut
Ubereingimmten und die mitteddten Bléter die an s&ksen und Uber die Blatfliche am
gleichméd3dgsien geschédigten Bléiter dargtdlten, wurden fur die weteren Versuche sets die
Blétter 4 und 5 ausgewahit.

In enem weteren Versuch wurde die Abhangigkeit der Blattschéden und  HOo-
Akkumulation von der Ozondosis untersucht. Pflanzen der Tabaksorte Be B und Bd W3
wurden fir finf Stunden mit 0, 100 +8, 200 +10, 300 +10 bzw. 400 +10 i I'* Ozon behandelt.
Abb. 21 und Abb. 22 zeigen die Ergebnisse. Bel der Ozonttoleranten Sorte Bel B traten erst
ab 300! erste Anzeichen von Schaden in Form vereinzdter, punktférmiger L&sionen auf,
die sich dann be 400n ! af ca 8% der Blatflache ausweiteten. Sehr shnlich dazu war
wieder die DAB-Férbung. Erst bei 300 ' wurde se deutlich sichtbar und bei 400 I
ggnifikant unterschiedlich zu unbehanddten Pflanzen. Die Sorte Bd W3 zeigte schon bel
100l I'* die ersten Anzeichen von DAB-Féarbung, was aber nur an einem Blat zu geringsten
Schaden an der Blattspitze filhrte (Abb. 22c und d). Bei 200l I'* ergaben sich etwa 18 % an
Blattschéden und 10% DAB-Fabung. Belde Parameter erhdhten sch be  ener
Ozonkonzentration von 300n It noch enma, bevor 400n It eine deutliche Steigerung vor
dlem der Blatschaden, aber auch der DAB-Farbung bewirkten. Be dieser Konzentration
waren ca. 80% der Héachen der Bléater 4 und 5 zum Zeitpunkt 48h nach dem
Behandlungsbeginn geschédigt, etwa 40% der Féche zeigte nach 7 h H,O,-Akkumulation.
Bonitiet wurde hierfur dlerdings nur die starke, rotbraune DAB-Farbung und nicht die Gber
die fat gesamte Blattflache gehende, schwéchere (Abb. 22h). Wie schon in den vorigen
Versuchen, konnte ene deutliche Korrdation der Blattschéden mit der DAB-Fabung nicht
nur in der prozentuden Héche, sondern auch in der Lokdisation entlang der Blattadern
festgestelt werden (Abb. 22). Darlber hinaus scheint es, wie schon erwahnt, besonders bei
den hoheren Ozonkonzentrationen Unterschiede in der Stéarke der DAB-Farbung zu geben,
wobe nur die starke Férbung mit dem Auftreten der Lasionen korrdierte. Ein Verglech der
Sorte Bd B mit Bd W3 machte die unterschiedliche Ozontoleranz der beiden Sorten in
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diessm Versuch deutlich: Bd B entwickdt be 400 I' von der prozentua betroffenen
Flache dhnliche Blattschaden und DAB-Farbung wie Bel W3 bei 2001 I,

& d
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Abb. 21: Abhéngigkeit der Blattschéden und DAB-Farbung von der Ozonkonzentration.
Tabakpflanzen der Sorte Bd B und Bel W3 wurden 5h mit 0, 100, 200, 300 und 400 nl I
behanddt. Die Bonitur der Schéden erfolgte nach 48 h, die DAB-Farbung nach 7 h. Gezeigt
snd Mittedwerte £+ SE. (n=3). Nur Mittdlwerte mit verschiedenen Buchgtaben snd nach dem
LSD Multiple Range Test Sgnifikant unterschiedlich.
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Schéden DAB-Féarbung

BelW30nlII*

BelW3100n!I*

Abb. 22: Verteilung der Blattschaden (a, ¢, e, g, i) und DAB-Farbung (b, d, f, h, j) auf der
Blattflache von Tabakpflanzen in Abhangigkeit von der Ozonkonzentration. Pflanzen der
Sorte Bel B und Bel W3 wurden 5h mit 0, 100, 200, 300 und 400 nl I'* Ozon behandelt. Die

DAB-Férbelsung wurde 7 h nach Beginn der Behandlung infiltriert. Die Fotos wurden 48 h
nach V ersuchsbeginn aufgenommen.
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1.3. Ozonexposition von Tabakpflanzen der Sorte Bel W3 im Freiland

Mit dem folgenden Versuch soliten die Ergebnisse der Kammerversuche im Freiland bestétigt
werden. In den Kammerversuchen wurde gets das 2- bis 3fache heutiger ambienter
Ozonkonzentrationen in eénem enmdigen Kurzzetpuls von 5h verwendet. In der Natur
folgen die Ozonkonzentrationen einem Tagegang mit enem Maximum gegen Mittag und
mest nur geringen Konzentrationen in der Nacht. Um das Auftreten von Blattschdden unter
ambienten, wiederkehrenden Ozonkonzentrationen zu untersuchen, wurden drei Pflanzen der
Sorte Be W3 fir 14 Tage im August unter Beschaitung im Freien kultiviert. Die Ozonwerte
wahrend dieser Zeit Snd in Abb. 23 zu sehen.

Ozon [nl I

FFFFFFF P

Datum

®
&

Abb. 23: Verlauf der Ozonkonzentrationen im Zeitraum vom 03.08. bis 16.08.99 auf dem
Gedléande der GSF. Die Messstdle befand sch unweit des Expostionsortes der Tabakpflanzen.
Die dngezdchnete Linie be 40! symbolisert die Schwelle fir die Berechnung der
AOT40-Werte.

Schon nach enigen Tagen zeigten Sch die ersten Blattschéden. In der folgenden Zet konnte
deutlich beobachtet werden, wie neue Blattschaden dazu kamen, aber hauptsachlich die dten
gch ausweteten. Dies fuhrte zu enem weniger punktformigen ds fléchigen Schadbild der
Bldter im Veglech zu den Kurzzetpulsen in den Kammern. In Abb. 24a kann man
ekennen, dass schon gesetzte Blattschaden durch  weitere Ozonexposition  ineinander
Uberlaufen. Die dten Schéden snd dabel klarer und in ihren Konturen schéfer umrissen ds
die neu gesetzten, die noch nicht so pergamentatig snd. Im Unterschied zu den Ozon
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induzierten Blattschdden in Kammerversuchen besdlen diese Lasionen haufig ene lecht
braunliche Fé&bung. Dies konnte auf en Zusammenwirken von Ozon mit anderen
Luftschadgtoffen wie z.B. NO zurlickgefihrt werden (Guderian, 1985). Am letzten Tag der
Expodtion wurden die Bléter gegen 16 Uhr mit dem Farbstoff DAB gefarbt. Wie in den
Kammern konnte damit auch bel den Pflanzen unter ambienten Ozonkonzentrationen H,Oo-
Akkumulaion nachgewiesen werden (Abb. 24b). Neben enzenen Punkten entlang der
Blattadern konzentrierte sch das braunrote Prézipitat jedoch hauptsichlich entlang der
weil¥en, dteren Schéden in Form eines deutlich abgegrenzten Ringes mit dem Durchmesser
mehrerer Zellen (Abb. 24c).

Abb. 24: Schaden und HyO»-Akkumulation bel der Tabaksorte Bd W3 im Frelland. Drel
Pfllanzen der Sorte Bd W3 wurden im  Augus unter Beschatung ambienten
Ozonkonzentrationen fir 14 Tage ausgesetzt und die Entwicklung der Blattschéden
beobachtet. Am letzten Tag wurden die Bléter mit DAB auf H,O,- Akkumulation untersucht.

a) zeigt das Schadbild, b) die DAB-Fabung und c) gdelt eine Vergrolerung eines DAB-
geféarbten Blattes im Bereich einer Lasion dar.

Eine Auszéhlung der punktformigen, aso nicht um ene schon bestehende L&son herum
liegende DAB-Farbungen ergab auch im Frelland enen deutlichen Aderbezug (Abb. 25). So
konnte nur be knapp 16 % dler Sdlen mit H,O2-Akkumulation kein Aderbezug hergestdlt
werden. Die ggnifikant haufigste Anordnung (44 % dler Spots) konnte entlang der Blattadern
3. Ordnung gefunden werden.
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Aderordnung

Abb. 25: Vertelung der punktformigen DAB-Farbung auf der Blattflache von Bd W3 nach
14tagiger Expodtion im Frelland in Bezug zur Ordnung der Blattadern. Gezeigt snd
Mittelwerte + SE. (n=4). Mittelwerte mit gleichen Buchstaben $nd nach dem LSD-Test nicht
ggnifikant verschieden.

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass auch im Frelland unter ambienten Bedingungen bei
der Tabaksorte Bel W3 Blattschaden ausgelost werden, die mit der Akkumulation von HO»
enhergenen. Darlber hinaus fihrten die immer wiederkehrenden Ozonkonzentrationen
innerhab der 14 Tage neben der Entstehung neuer, punktférmiger L&sonen auch stark zu
ener Vegroflerung schon bestehender. Da DAB-Fébung konzentriscch um  bestehende
Lasonen nachgewiesen wurde, konnte vermutet werden, dass die Akkumulation von H;O»
einer Vergrol¥erung der Lasion vorangeht.

De kritische Wert fir Ozon in Europa bedet auf ener Addition der sindlichen
Ozonkonzentrationen Uber einem Schwellenwert von 40 I (AOT40) und eén AOT40-Wert
von 3000n *h wurde zum Schutz der Vegetation angenommen (Karenlampi & Skérby,
1996). Dieser Wert wurde anhand von Ertragsverlusen bel Weizen festgelegt, aber auf
natlrliche  Vegetationen  Ubertragen. Berechnet man  den  AOT40-Wert  dieses
Freilandversuches so kommt man auf 600nI*h und bldbt damit deutlich unter dem
festgesetzten kritischen Wert.

14. Ozonbehandlung in Kammer ver suchen Gber mehrere Tage hinweg

In Kanmerversuchen <ollte die Ausweitung bestehender Lasionen durch wiederkehrende,
fast-ambiente Ozonkonzentrationen bei Bd W3 sowie die konzentrische Akkumulation von
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H.O> um besehende Lasonen herum bedtétigt werden. Dariber hinaus sollte auch die
Resktion der Ozon-toleranten Sorte Bd B auf mehrmdige Ozonbehandlungen untersucht
werden. Beide Sorten wurden an vier aufeinanderfolgenden Tagen fir 5h mit 100 It Ozon
behanddt. Abb. 26 zeigt die Entwicklung der Blattschéden sowie die Akkumulaion von H>O»

in diesem Zdtraum.
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Abb. 26: Entwicklung von Blatschdden und H>O2-Akkumulation bea  mehrtagiger
Ozonbehandlung. Tabakpflanzen der Sorte Bd B und Bd W3 wurden taglich fir 5h mit
100 I Ozon behanddt. Nach jedem Behandlungstag wurden dre Pflanzen aus dem
Versuch genommen und zum Zetpunkt 7h mit DAB gefabt. Die jewels andere Blatthdfte
der Bléter 4 und 5 wurde zur Bonitur der Schéden an der Pflanze belassen. Gezeigt sind
Mittelwerte + SE. (n=3).

Nach jedem Behandlungstag wurden je dre Pflanzen aus der Behandlung genommen und zu
dem Zeitpunkt 7 h mit DAB gefarbt. Die anderen Héften der Blétter 4 und 5 verblieben an
der Pflanze, die in Renluft bis zur Bonitur der Schéden waterkultiviert wurde. Blait 1 gelte
dabei das Blatt dar, das zu Versuchbeginn etwa 8 cm lang war.

Ba da Sorte Bd B zegte sch wédhrend den esen beden Behandlungstagen kein
Unterschied zwischen den Kontroll- und Ozonbehandelten Pflanzen. Nach dem dritten Tag
konnten bel ener Pflanze die erden Anzeichen von L&sonen gefunden werden, nach Tag 4
be dlen dre Vesuchgflanzen. Nach enem zusdizlichen Tag der Expodtion waren
schliefdich ca 3% der Flache der Blétter 4 und 5 von Bel B geschéadigt. Anders bel der Sorte
Be W3, hier traten schon nach den ersten 5h mit 100 I etwa 8% an Blattschéden auf, die
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sch mit jedem Behandlungstag seigeten. Be den Pflanzen mit vier Behandlungsagen war
schlielich elwa 20% der Blatflache geschédigt. Wie schon im Frelland erfolgte die
Zunahme an geschédigter Blaitfléche nicht nur durch das Auftreten weiterer, punktformiger
L&sonen, sondern vor adlem durch ene Vergrolerung bestehender Lasonen (Abb. 27).
Weil}e, pergamentartige Flachen gelten dabel die dten L&sonen der Vortage dar, leicht
unschaf und durchachtig wirkende Hé&chen waen die Schéden des aktudlen
Behandlungstages (Abb. 27).

Abb. 27: Blatschdden nach dem zweiten Behandlungstag bei der Tabaksorte Bel W3.
Pflanzen wurden an vier aufeinanderfolgenden Tagen téglich fir 5h mit 100n It Ozon
behanddt. Nach jedem Expostionstag wurden drei Pflanzen aus dem Versuch genommen und
untersucht.

Interessant war das Verhdten der DAB-Farbung be Bd W3, Nach dem eden
Behandlungstag waren etwa 15% der Blattflache rotbraun geférbt, was wie schon erwahnt
mit 8% Blattschaden enherging. Diesr Prozentsatz an Blattflache mit HoO»- Akkumulation
blieb an dlen Expostiondagen in etwa konstant, die Schéden nahmen aber pro
Behandlungstag im Schnitt nur um ca 4-5% zu. D.h. prozentua geschen wurden nicht dle
Sdlen mit H,O»-Akkumulation in Schéden umgesatzt. Wie schon be dem Versuch mit der
Abhdngigkeit von Schéden und H,O»-Akkumulation von der Ozonkonzentration (Abschnitt
1.2) konnten jedoch Stellen mit stérkerer und schwécherer DAB-Farbung ausgemacht werden.
Stelen mit schwécherer Farbung resultierten wahrscheinlich auch in diesem Versuch nicht in
Lasonen. Die DAB-F&rbung an den Expostionstagen 2-4 zeigte das gleche Muger wie im
Frellandversuch: Zum einen konnte punktformige Férbung entdeckt werden, zum anderen
fand sich wieder H,O, konzentrisch um schon bestehende Lasionen (vergleiche Abb. 24b und

C).
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1.5. Abhangigkeit der Akkumulation von reaktiven Sauer stoffspeziesvom
Abstand zur Ozonbehandlung

Tabakpflanzen der Sorte Bé W3 wurden fir 5h mit 250 ! Ozon behanddt. 72 h nach
Beginn der Expogtion wurden Haften der Bléter 4 und 5 mit DAB bzw. NBT infiltriert. Zu
diessm Zetpunkt waren die Schéden der Bléter schon festgeegt und veranderten sich nicht
mehr. Wéhrend die Blétter 4 und 5 der ozonbehanddten Pflanzen mit ca 35% (Abb. 28)
geschédigt waren, konnte weder sgnifikante DAB- noch NBT-Farbung festgestel It werden.
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Abb. 28: Blatschdden und Akkumulation von resktiven Sauerstoffspezies 72 h nach Beginn
der Ozonbehandlung. Pflanzen der Sorte Bel W3 wurden fiir 5h mit 250 nl I'* behandelt, zum
Zeitpunkt 72 h wurden jewells Haften der Bléter 4 und 5 mit DAB bzw. NBT gefarbt.
Gezaegt snd Mittedwerte + SE. (n=3). Gleche Buchgaben bedeuten nach den LSD-Test
keine ggnifikanten Unterschiede.

67 h nach Beendigung der Ozonbehandlung wurde folglich ken H,O, mehr, aer auch kein
Oy~ akkumuliet. Die durch ene Ozonbehandlung ausgeloste Akkumulation an  resktiven
Sauerstoffspezies dauerte trotz erhdhter Ozonkonzentrationen weniger ds 72 h.

Diesr Vesuch wies eneut auf den Zusammenhang zwischen der Ausbildung von
Blattschaden und der Akkumulation von resktiven Sauerdtoffspezies hin. Ohne weltere
Akkumulation von H,O, veranderten sch auch die Lasonen nicht mehr.
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1.6. Induktion ver schiedener Signalmolekile  ausgel st durch

Ozonexposition

Zur Uberprifung einer Beeligung anderer Signdmolekile an der Ausbildung der Lasionen
wurden die Bildung von Ethylen bzw. dessen Vorlaufer 1- Aminocyclopropan1-carbonsdure
(ACC) und von freier sowie konjugierter Sdicylsiure gemessen. In der Literatur gibt es
zehlreiche Hinwese auf enen Zusammenhang zwischen der Entsehung von Lasonen und
dem Auftreten dieser Verbindungen (Chamnongpol et d., 1998; Overmyer et d., 2000; Pdl et
a., 1997; Sandermann et al., 1998).

Die Korrdation zwischen erhdhten Ethylenemissonen und vergékter Bildung des Vorlaufers
ACC wahrend einer Ozonbehandlung von Tabak wurde von W. Moder im Rahmen seiner
Dissrtation gezeigt (Moeder, 1999). Standardmadg wurden die ACC-Gehdte wahrend der
Ozonexpogtion (nach 2 h) gemessen, da Ethylen ein friher und besténdiger Marker fir Ozon
darsdlt (Welburn & Wdlburn, 1996), die Sdicylsaurekonzentrationen in der Phase nach der
Behandlung (6 bis 8h). Geerntet wurden dafir die Bléter 4 und 5 von jewels dre
verschiedenen Pflanzen.

In Abb. 29a ist deutlich zu erkennen, dass durch eine Ozonexpostion (5h, 185n 1Y) die
Konzentretionen des Ethylenvorlaufers ACC erhdht werden. Wéahrend bel Kontrollpflanzen
kein oder kaum ACC zu messen war, konnten bei Ozon-behanddten Pflanzen der Sorte Bl B
bzw. Bd W3 im Mittd 0,8 bzw. 1,1 nmol gFG' verzeichnet werden. Der Unterschied im
ACC-Gehdt zwischen den Sorten war dabel jedoch nicht signifikant.

Eine Ozonbehandlung fihrte 8 h nach Beginn der Expodtion ebenfdls zu erhdhten
Konzentrationen an freier und konjugierter Sdlicylsiure gegentiber Kontrollpflanzen (Abb.
29b und c). Alledings ewies sch die Erhthung ds nicht dgnifikent, ebenso wie die
Unterschiede zwischen der Sorte Bel B und Bel W3.
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Abb. 29: Verglech der Konzentrationen von ACC (@) sowie freier (b) und konjugierter (c)
SHicylsdure zwischen Kontroll- und Ozonbehandelten Tabakpflanzen der Sorten Bd B und
Bd W3. Die Emte fir die ACC-Messungen efolgte 2h, die fir SA 8h nach
Behandlungsbeginn (185 I Ozon). Gezeigt snd Mittdlwerte + SE. (n=3). Mittdwerte mit
gleichen Buchstaben sind nicht sgnifikant verschieden (LSD Multiple Range Test).
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Betrachtet man die ACC- und Sdicylsiurekonzentrationen in  Abhdngigkeit von der
Ozondos's, s0 ergab dch folgendes Bild (Abb. 30): Weder bei ACC noch bel Sdlicylsdure
konnte men signifikante Unterschiede zwischen unbehanddten und mit 100l I'* behandelten
Pflanzen der Sorte Bd B und Bd W3 erkennen. In beiden Behandlungen liel3en dch keine
oder nur sehr geringe Konzentrationen der Signdmolekile messen. Erst die Behandlung mit
2001t Ozon fihrte be ACC zu dner Erhdhung der Gehdte (Abb. 30a). Eine
Ozonkonzentration von 300 I* hatte einen weiteren Anstiey der ACC-Konzentrationen zur
Folge, dlerdings konnten wie schon bel den vorhergehenden Ozonkonzentrationen keine
Unterschiede zwischen der Ozon-toleranten und empfindlichen Tabaksorte erkannt werden.
Erg be der hochsen eingesatzten Ozonkonzentration erfolgte bei der Sorte Be W3 en
sprunghafter Anstieg af ca 6nmol ACCgFG?, wahrend die Konzentrationen be Bd B
kontinuierlich auf nur 3,6 nmol Kletterten. Zusammenfassend lie3 sch fir die ACC-Gehdte
ab 100 * dso dne Zunshme in Abhéngigkeit der Ozonkonzentration erkennen, jedoch
kam es et be der hochgen Ozonkonzentration zu einem sgnifikanten Unterschied zwischen
Bed B und Bl W3.

Etwas anders gdlten sich die Daten der Sdicylsiure dar. Hier deuteten sich die Unterschiede
zwischen den beiden Tabaksorten schon ab 200 I'an, wenn auch mit dem LSD-Test ds
nicht ggnifikant emittdt. Wéhrend be Bd B die Gehdte an frder Sdicylsiure be
3,4nmol gFG? lagen, betrugen se bei Bd W3 etwa 15 nmol (Abb. 30b). Eine Erhdhung der
Ozonkonzentration um weitere 100l I brachte keine weitere Steigerung der Werte an freier
Sdicylsaure. Diese stiegen erst wieder bei 400 It auf 11 bzw. 44 nmol. Wie bei den ACC-
Konzentrationen war auch bel der freien Sdicylsure der Unterschied zwischen Bd B und Bd
W3 hier zum erden Md dgnifikant. Der Andieg der Gehdte an freer Sdicylsiure scheint
zusammengefast  nicht  kontinuierlich  mit  zunehmender  Ozonkonzentration  zu  efolgen,
sondern nach bestimmten Schwdlenwerten. Es traten keine Unterschiede zwischen O und
100 nl I'* Ozon sowie zwischen 200 und 300 l I auf.

Im Gegensatz zu den Werten der freden Sdicylsdure efolgte die Zunahme der konjugierten
Sicylsdure wieder mit seigender Ozonkonzentration (Abb. 30c). Auljerdem zeigte sich hier
schon ein signifikanter Unterschied bei 300nl ' Ozon zwischen Bd B und Bel W3. Sechs
Sunden nach Beginn der Ozonexpostion mit 400n I'* enthidten die Pflanzen der
empfindlichen Sorte Bd W3 mit 34nmol gFG' immerhin die 4fache Konzentration an
konjugierter Salicylsdure gegentiber der Sorte Bel B.

Deutlich lie3 dch ene Induktion der Verbindungen ACC und Sdicylsiure durch Ozon
nachweisen. Unterschiede lagen dabei zum enen in der Art des Andiegs, zum anderen im
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Verhdtnis zwischen Bd B und Bd W3, Wahrend die ACC- und Gehdte der konjugierten
Sicylsiure kontinuierlich stiegen, seigerten sch die Konzentrationen der frelen Sdicylséure
in Springen. Unterschiede zwischen den beiden Tabaksorten traten bel den ACC-Werten erst
bei der héchsten Ozonkonzentration auf, bei den Salicylsauredaten schon ab 200 i I,

ACC [nmol gFG™]

SA [nmol gFG™]

SA [nmol gFG ]
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Abb. 30: Abhangigkeit der Gehdte an ACC (@) und an freer (b) sowie konjugierter (c)
Sdicylsiure von der Ozonkonzentration be Bd B und B W3. Geerntet wurde fir ACC 2h,
fur Sdicylsiure 6 h nach Beginn der Expogtion. Gezeigt snd Mittdwerte £ SE. (n =3).
Mittelwerte mit unterschiedlichen Buchgtaben snd nach dem LSD Multiple Range Test
sgnifikant verschieden.
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2. Charakterisierung weiterer Nutz- und Wildpflanzen beztiglich ihrer
Ozon-Empfindlichkeit

2.1. Tomatenpflanzen (Lycopersicon esculentum Mill.)

Die wichtige Kulturpflanze Tomate gehdrt in die gleche Pflanzenfamilie wie Tabak, ndmlich
Zu den Solanaceae. In e@nem Langzatexpeiment im Rahmen des EU-Vorhabens
TOMSTRESS konnte schon gezeigt werden, dass auch bel dieser Pflanzenart Unterschiede in
der Resktion auf erhthte Ozonkonzentrationen zwischen verschiedenen Sorten bestehen (G.
Vogg, unvedffentlicht). Nun sollten neun kommezidl ehdltliche Sorten auf ihre
Ozonempfindlichkeit in Kurzzeitexperimenten geprift werden. Wie bel den Tabaksorten Be
B und Bd W3 wurden die Parameter Blattschaden, Akkumulation von  resktiven
Sauergoffgpezies und Ethylenbiosynthese untersucht. Die Ozonbehandlung efolgte fir finf
Stunden mit 200 +10n I, Betrachtet wurden ebenfdls mittdate Fiederbléiter, da se die
deutlichsen Schéden aufwiesen. Junge Blétter zeigten dch, wie schon be den Tabakpflanzen
der Sorte Bd W3, ds Ozonunempfindlich. Die Pflanzen besal3en zum Zeitpunkt der
Behandlung en Alter von etwa sechs Wochen und befanden sich im vegetativen Stadium.

2.1.1 Ausbildung von Blattschdden und Akkumulation von reaktiven Sauer stoffspezies
nach Ozonexposition

Wédhrend ba keiner der Kontrollpflanzen Blattschéden zu verzeichnen waren, entwicketen
gch be dlen Ozon-behanddten Pflanzen im Zeatraum von 15-48 h nach Behandlungsbeginn
weille, pergamentatige Symptome. Die Bonitur efolgte sets 48h nach Beginn der
Expostion. Nach der Grole der geschédigten Blaitflache konnten die neun Sorten in dre
Gruppen engeteilt werden (Abb. 31): Die Tomatensorten Ailsa Craig und DRK 2003 zeigten
gch rdativ Ozontolerant und entwicketen kaum Blattschdden (etwa 5 %). Die Gruppe mit
mittlerer Schadausprégung umfasste die Sorten Trust, Piedmont, Moneymaker, Thomas,
Nikita und Solairo. Die Schédigung betrug hier etwa 20 % der Blattflache. Als einzige Sorte
erwies sch Romaas stark Ozon-empfindlich. Bei ihr waren 60 % der Blaitfléche geschédigt.
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Abb. 31: Ausbildung von Blatschéden be  Kontrollpflanzen und Ozonbehandeten
Tomatenpflanzen. Neun Sorten wurden fir 5h mit 200 +10n ' Ozon behanddt. Die
Schéden von mittddten Fiederbléttern wurden 48 h nach Beginn der Expostion bonitiert. Die
Anordnung der Sorten efolgte mit zunehmender Ozon-Empfindlichkeit. Aus Grinden der
Ubersichtlichkeit wurden die Kontrollen nicht mit dem aus dem LSD-Test ermittelten
Buchstaben gekennzeichnet. Ihnen igt jedoch dlen der Buchgtabe ,a zuzuordnen. Gezeigt
and Mittdwerte + SE. (n=6). Mittddwerte mit gleichen Buchgtaben snd nicht sgnifikant
verschieden (LSD Multiple Range Test).

Dartiber hinaus unterschieden dch die Tomatensorten auch im Muster der Blattschéden. Der
Grol¥eil der Pflanzen zeigte die L&sonen hauptsichlich entlang der Blattadern, bel den
Sorten Roma und Piedmont etwas flachiger ausgeprégt (Abb. 32a und €). Dagegen war das
Schadbild der Sorten Solairo und Trust eher durch intercostde, punktférmige Lasionen der
Blétter gepragt (Abb. 32¢).

92



[11. Ergebnisse

Schéden DAB-Farbung

Abb. 32: Lokalisation der Blattschaden (a, ¢, €) und DAB-Farbung (b, d, f) bel den Ozon-
behandelten Tomatensorten Ailsa Craig (AC), Trust und Nikita. Die DAB-Farbung wurde

sieben Stunden nach Beginn der 5stiindigen Behandlung mit 200 nl I Ozon durchgefihrt, die
Fotos 48 h nach Expositionsbeginn aufgenommen.
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Als néchges wurden die Symptome mit der Akkumulation resktiver Sauerstoffspezies
verglichen. Die Fabung mit dem Farbstoff DAB fand wie be den Tabakpflanzen 7 h nach
Beginn der Ozonbehandlung datt. Zunéchst konnte bel dlen Pflanzen auller der Sorte DRK
2003 bel den Ozon-behanddten Pflanzen erhohte DAB-Farbung gegentber Kontrollpflanzen
festgestellt werden (Abb. 33). Be DRK 2003 zeichneten sch schon die Kontrollen durch eine
Farbung im Bereich von etwa 10% aus, s0 dass hier die H,O»-Akkumulation be den
behandelten Pflanzen nicht auf die Ozonexpostion zurlickgefiihrt werden konnte. Nur geringe
DAB-Fabung konnte bel den Sorten Moneymaker, Piedmont und Trust mit ewa 5%
gefarbter Blattfliche gefunden werden. Etwas stérker gefarbt waren die Bléiter der Sorten
Thomas, DRK 2003 und Ailsa Crag mit etwa 8 %. Sgnifikante, durch die Ozonbehandiung
induzierte Akkumultion an H,O, in enem Beech von ewa 20% der Blattflache
charekteriserte die Sorten Solairo, Roma und Nikita Roma gelte auch die empfindlichste

Sorte mit den meisten Ozonschaden dar.
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Abb. 33: Daddlung der DAB-gefarbten Blattflache von Kontroll- und Ozon-behanddten
Tomatenpflanzen in Rehenfolge der Blatschadigung. Allen Kontrollen i der durch den
LSD-Test ermittelte Buchstabe ,a zuzuordnen, bis auf Pflanzen der Sorte DRK 2003 (abc 2
Die Fabung wurde dets 7 h nach Beginn der 5dlndigen Ozonbehandlung (200N 1)
durchgefiihrt. Gezeigt snd Mittdwerte + SE. (n=4). Mittedlwerte mit gleichen Buchstaben
and nicht Sgnifikant verschieden (LSD Multiple Range Test).
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Betrachtete man die Vertellung der Férbung auf der Blattflache, so fiel wie be den Schaden
be den mesen Sorten der starke Aderbezug ins Auge (Abb. 32). Die ozoninduzierte H2O-
Akkumulation konnte hauptsachlich entlang der Adern erster, zweiter und dritter  Ordnung
gefunden werden. Hé&chige und punktformige Farbung nicht nur entlang der Blattadern trat
be der Sorte Trust (Abb. 32d) und der Sorte Solairo auf. Wie in der Abbildung deutlich zu
erkennen, korrdierte auch bel den Tomatensorten das Schadbild gut mit der Akkumulation
von HOs.

Deutliche O, -Farbung konnte nur bei der Sorte Thomas erkannt werden. Se bdief sch auf
etwa 60% de Blatflache. Be dlen anderen Pflanzen war die fléchige, Uber die ganze
Fiederblattspreite ausgebreitete Farbung sehr schwach und nur schwer zu  bonitieren und
darzustdlen. Be der Ozon-empfindlichsen Sorte Roma konnte gar keine O, -Akkumulaion
festgestellt werden. Somit konnte bel der NBT-Farbung keine Korreation mit den Schéden
hergestel It werden, weder in der Flache noch im Schadmusdter.

212 Bildung des Pflanzenhormons Ethylen bei Kontroll- und Ozon-behandelten

Tomatenpflanzen

Um den Zussammenhang zwischen der Ozonempfindlichkeit, Akkumulation von resktiven
Sauerstoffspezies und anderen Signalmolekilen besser zu verstehen, wurden Ethylenwerte bel
Kontroll- und Ozon-behanddten Tomatenpflanzen gemessen. Die Messung efolgte wie be
Tabak zwel Stunden nach Beginn der Ozonbehandlung (Langebartels et a., 2000). Abb. 34
ddlt die Ergebnisse dar. Eine Induktion der Emisson gegeniber den Kontrollen lief3 sch bel
dlen exponieten Pflanzen klar erkennen. Die Gruppe bestehend aus den Sorten Thomeas,
Ailsa Crag und Trust zeigte geringere Emissionen von ewa 1 nmol gFG! hl. Darauf folgten
Pledmont, Roma, Moneymeker und Nikita mit ener Ethylenentwicklung von ewa 2-
3nmol gFG* h. Die hochste Emission konnte bei Solairo und DRK 2003 gefunden werden.
Die Induktionen der Ethylenfreisetzung gegentiber den Kontrollen lagen damit zwischen 5-
(Thomas) und 17fach (DRK 2003).
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Abb. 34: Ethylenemisson be Kontroll- und Ozon-behandelten Tomatensorten. Das
Blattmateriad wurde 2 h nach Beginn der Ozonexpodtion geerntet und nach ener 1stindigen
Inkubation am Gaschromatographen gemessen. Die Kontrollen unterscheiden sch  nicht
gonifikant vonenander. Gezeigt sSnd Mittdwete = SE. (n=4). Mittdwerte mit
unterschiedlichen Buchdaben dnd nach dem LSD Multiple Range Test dgnifikant
verschieden.

2.2. Arabidopsisthaliana L.

Neben Kulturpflanzen <ollten auch Wildpflanzen in die Untersuchungen unterschiedlich
augepragter Ozonempfindlichkeit einbezogen werden. So  wurden  zehn  Arabidopsis-
Okotypen aus verschiedenen Kontinenten an zwe  aufeinanderfolgenden Tagen fir  fiinf
Stunden mit 400 +20 i I bzw. in Folgeversuchen mit 300 +20n It Ozon behanddt. Fir die
Untersuchungen wurden mitteldte und dtere Rosettenbléiter herangezogen. Das Alter der
Pflanzen betrug zum Zeitpunkt der Exposition etwa vier Wochen.

Die Okotypen Cape Verde Idands (Cvi-0) und Shokhdara (Sha) er'wiesen sich as deutlich
empfindlicher as die anderen. Sie wurden aus diessm Grund jewells nur einen Tag mit Ozon
behandelt.
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2.2.1 Entstehung von Blattschaden und Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies
bel Kontroll- und Ozon-exponierten Pflanzen

In dlen Vesuchen zegten sch be diessr Pflanzenat deutliche Unterschiede in der
Sendtivitét der einzelnen Okotypen gegentiber Ozon.

Ergebnisse von zwe unabhangigen Versuchen weden in Abb. 35 dagesdlt. Die
Versuchgpflanzen der Okotypen Cvi-0 und Sha waen jewells nach dem ersten
Behandlungstag schon so stark geschédigt, dass eine weitere Ozonbehandlung am folgenden
Tag nicht mehr snnvoll war. Bei dem empfindlichsen Okotyp Cvi-O erstreckte sich die
geschadigte Blatflache aff ewa 95% der Gesamtblatflache, Okotyp Sha kam  auf
mindestens 80 %. Rediv tolerant gegeniber Ozon ewiesen sch be dlen Versuchen die
Okotypen Col-0, Ws-2, Lan-0, LC-0 und II-1. Die Blétter dieser Okotypen waren selbst bei
2tagiger Ozonexposition mit 400 I maximd his zu 10% geschédigt. Einen mittleren
Schédigungsgrad zeigten die Okotypen Np-O und Ler. Der letztgenannte Okotyp hatte jedoch
in enem Vorvesuch mit 4001t kaum L&onen (nur 5% der Gesamtblaitflache)
ausgebildet. Starke Blattschaden traten bei dem Okotyp Sap-0 auf. Die geschadigte
Blaitfl&che umfasste hier zwischen 40 und 60 % der Gesamitflache.

Bei dlen Okotypen waren die durch Ozon hervorgerufenen Lasionen 72h nach Beginn der
Expodtion as weil}e, pergamentartige Stellen zu erkennen (Abb. 36). Die Lésionen bel den
aulers empfindlichen Sorten Cvi-0 und Sha wurden zuerst an den Blattrandern sichtbar und
wanderten dann Richtung Mittdrippe, bis fast die gesamte Blatspreite betroffen war. Auch
die Pflanzen des Okotyps Np-O zegten die Schaden hauptsichlich entlang der Blattrander.
Punktformige Lasionen Uber die gesamte Blatflache hinweg konnten bei den Okotypen II-1
und Sap-0 gefunden werden (Abb. 36¢ und €). Das in Abb. 36a dargestellte Ozon-behandelte
Blatt von Col-0 war im Vergleich mit anderen Bléttern dieses Okotyps tberdurchschnittlich
stark geschadigt.

97



I11. Ergebnisse

e

- 100 { @) —— Kontrolle
é mmmm OzON
2 80 d
s
M 60 - c
S,
S 40 -
@

20 -
N a a a

0 u

Ry
o 100 1 b) —— Kontrolle
g—é mmmm OzON
:__ 80 -
s
m 60 -
S, c
S 40
E 20 ab :
T ab

by a a a i i i

0 . . .

F&VIE L o
Okotypen

Abb. 35: Durch Ozonexpostion induziete Ausbildung von Blattschéden bei verschiedenen
Okotypen von Arabidopsis thaliana. Die Pflanzen wurden an zwe aufeinanderfolgenden
Tagen fir 5h mit 300 1 Ozon behandelt. Die abgesetzten Okotypen Sha und Cvi-0 zeigten
schon nach ener enmdigen Expogtion so sarke Schédigung, dass ene wetere Behandlung
nicht mehr snnvoll erschien. Die Abbildungen @ und b) gdelen unabhdngige Versuche dar.
Gezeigt snd Mittdwerte + SE. (n=5). Mittdwerte mit unterschiedlichen Buchgtaben sind
ggnifikant verschieden (LSD Multiple Range Test).
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DAB-Féarbung NBT-Farbung

Abb. 36: Schadbilder (a, d, g) und Akkumulation der Sauerstoffspezies (b, c, e, f, h, i) der
Ozon-behandelten Arabidopsis-Okotypen Col-0, Sap-0 und I1-1. Die Pflanzen wurden an zwei
aufeinanderfolgenden Tagen fur 5h mit 400 +20 nl I+ Ozon behandelt. Die DAB- und NBT-

Farbungen erfolgten nach dem zweiten Behandlungstag. Die Aufnahmen wurden 72 h nach
Expositionsbeginn gemacht.
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Mit Hilfe der DAB-Farbung konnte bei Pflanzen des Okotyps Ws-2, Sap-0, LC-0, Ler, Lan-0
und Col-O gegenuber den Kontrollen nur kaum oder leicht erhdhte HoO»-Akkumulation
nachgewiesen werden (Abb. 37a). Sie umfasste nach zweitégiger Behandlung mit 400 ni It
Ozon nur bis ca 4% de Blatflache. Sgnifikant mehr gefarbte Blattfléche trat bel den
Okotypen 1I-1 und Np-O auf, bel denen etwa 10 bzw. 15 % der Blaitflache braunrote Farbe
zeigten. Die H,Op-Akkumulation bei den sehr empfindlichen Okotypen Sha und Cvi-0 konnte
in diesem Versuch nicht ermittelt werden, da se 7 h nach Beginn des ersen Expostionstags
schon zu sehr geschédigt waren. Bel dlen Okotypen mit H,O»-Akkumulation zeigte sich die
Farbung hauptsdchlich in der Ndhe der Mittelrippe @Abb. 36b und h), meisens am Blatgrund
deutlicher ausgeprégt ds an den Blattspitzen. Sdten war die Farbung flachig, wie bei Okotyp
[l-1 (Abb. 36h), ma g zeigte Se en punktformiges Muder.

Als Nachwels, dass die braunrote DAB-Farbung tatsachlich aus der Akkumulaion von H,O»
resultiete, wurde in eénem weteren Vesuch nach ener zwetégigen Ozonbehandlung mit
300t in dnige Pflanzen gleichzetig mit dem Farbstoff DAB Catdase (Rinderleber)
infiltriert. Dieses Enzym sorgt fir die Disproportionierung von H;O, zu Wasser und
Sauerstoff. Abb. 37 zeigt das Ergebnis dieses Versuchs. Die beiden Okotypen Sha und Cvi-0
wurden schon nach dem erden Behandlungstag infiltriert. In Abb. 37b falt zundchst auf, dass
in diessm Versuch die Ozon-behandelten Bléter des Okotyps Sap-0 eine stiarkere DAB-
Farbung aufwiesen ds bei der Exposition bei 400 It Bezient man jedoch die ebenfdls
verdéarkte Férbung der Kontrollblétter in die Auswertung mit ein, sO ergab sch durch die
Behandlung wieder keine dgnifikante Akkumulation von H»O,. Die braunrot geférbte FHéche
bei Ozon-behandelten Pflanzen des Okotyps 1I-1 lag nur leicht unter dem Anteil von der
Exposition mit 100 Y mehr. Trotz der hohen Empfindlichkeit gegeniiber Ozon konnte bei
dem Okotyp Cvi-O keine H,O,-Akkumulation festigestellt werden, im Gegensatiz zu dem
Okotyp Sha, welcher nach nur einem Behandlungstag mit 300 It eine deutlich gefarbte
Blattflache von etwa 20 % zeigte. Durch die Coinfiltration von DAB und Catalase @Abb. 37¢)
konnte die gefarbte Blattfléche be dlen Pflanzen auf3er den Ozon-behandelten Pflanzen des
Okotyps II-1 deutlich reduziet werden. Bei den Ozon-exponierten Blétern der Okotypen
Sap-0 und Sha betrug die Reduktion der DAB-Férbung tber 70 %.
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Abb. 37: Prozentude Akkumulaion von HO, in Kontroll- und Ozon-behanddten Pflanzen
verschiedener  Arabidopsis-Okotypen. Die  Pflanzen in 8@ wurden an  zwel
aufenanderfolgenden Tagen fir 5h mit 400n It Ozon behanddt, Pflanzen in b) und ©)
erhielten 300 I't. Die abgesatzten Okotypen Cvi-0 und Sha wurden nur einen Tag exponiert.
Glechzeitig mit dem Farbstoff DAB wurde in ¢) das Enzym Cadase ds Nachwes der
Spezifitdt der Farbung 7 h nach Beginn der Expogtion infiltriet. Mittdwerte mit gleichen
Buchstaben sind nicht signifikant verschieden (LSD Multiple Range Test).

DAB-Farbung [% Blattflache]

DAB-Farbung [% Blattflache]

Padld zu den Untersuchungen zur Akkumulaion von H2O, wurden NBT-Farbungen

durchgefiihrt. Nach einer zweitdgigen Expostion bei 400n ! Ozon zeigen nur die

Okotypen 1I-1 und Lan-0 keine signifikanten Unterschiede in der O, -Akkumulation zwischen

unbehandelten und behanddten Pflanzen (Abb. 38a). Im Unterschied zu den untersuchten

Vertretern der Familie der Solanaceae konnte aber bei den restlichen Arabidopsis-Okotypen

dgnifikente, Ozon-induziete O, -Akkumulation nachgewiesen werden. Wéahrend der Okotyp
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Ws-2 nur leicht erhdhte NBT-Farbung (bis zu etwa 10 % der Gesamtblattfléche) hatte, waren
bei den Okotypen Col-0, Np-0, LC-0 und Ler zwischen 15 und 22 % der Blattflachen gefarbt.
Die meite Akkumulation von Oy nach der Ozonbehandiung konnte bei dem Okotyp Sap-O
gefunden werden. Das Muster der NBT-Farbung (Abb. 36) dieses Okotyps wies dunklere,
punktformige Stellen neben flachiger Farbung auf. Bel den meisten anderen Okotypen zeigte
sch die nachgewiesene O, - Akkumulation eher fl&chiger wie z.B. bel Col-0 (Abb. 36¢).
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Abb. 38: Nachweis der O,-Akkumulation nach zweitégiger Ozonbehandlung mit 400 I
(@ bzw. 300nI? (b und c) be verschiedenen Arabidopsis-Okotypen. In c) wurde
gechzatig mit dem Fabsoff NBT auch das Enzym Superoxiddismutase (SOD) infiltriert
und dadurch die Spezifitdé der Fabung auf O, Uberpriift. Die abgesetzten Pflanzen wurden
nur enen Tag behanddt. Mittdlwerte mit unterschiedlichen Buchstaben sind nach dem LSD
Multiple Range Test Sgnifikant verschieden.
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Wie fir die DAB-Fabung wurde auch fur die NBT-Farbung die Spezifitét Uberprift (Baker
& Orlandi, 1995). Nach dner Ozonbehandlung mit 300n It wurden in einen Tel der
Pflanzen gleichzetig mit der Fabdofflésung das Enzym Superoxiddismutase (SOD,
Meearrettich) infiltriert. In Abb. 38b und ¢ it das Ergebnis zu sehen. Die Okotypen Col-0 und
Ws-2 zeigten wieder eine prozentud geféarbte Blattflache von etwa 10 %, Sap-0 war mit etwa
35 % wieder stérker geféarbt. Deutlich mehr O, akkumulierte in diessm Versuch gegenlber
dem ersten der Okotyp Np-O, némlich troz ener um 100nI*  verringerten
Ozonkonzentration etwa das Doppdte. Die hochste Akkumulation konnte jedoch be den
empfindlichsten Okotypen Sha und Cvi-0, die nur einen Tag behandelt wurden, nachgewiesen
werden. Sie erdreckte sich Uber 40-50 % der gesamten Blaitflache. Die Coainfiltration mit
SOD verringerte bel fast dlen Okotypen die prozentua gefarbte Blatflache. Die Reduktion
lag hierbei zwischen 40 (Col-0) und 80 % (Sha). Eine Ausnahme bildete der Okotyp Sap-O.
Hier hette die Infiltration von SOD keine Auswirkungen auf die durch NBT geféarbte
Blattfléche.

2.2.2 Ozon-induzierte Emission von Ethylen bei ver schiedenen Arabidopsis-Oktoypen

Ba dlen bisher untesuchten Pflanzen ging die durch Ozon induziete Ausbildung von
Blattschdden einher mit ener  erhthten Ethylenemisson. Dies <ollte auch be  den
verschiedenen  Arabidopsis-Okotypen gepriift werden. Die Emisson wurde hier fir ganze
Blattrosetten  besimmt. Die Emnte des Blatmaerids wéhrend ener zwetégigen
Ozonexpodtion efolgte sowohl am eden ds auch zweiten Tag zwe Stunden nach
Behandlungsbeginn. Abb. 39 zeigt das Ergebnis enes reprasentativen Experimentes. Zwel
Sunden nach Beginn des Versuchs emittieren dle exponierten Pflanzen mehr Ethylen ds die
Kontrollen. Die Induktionsfaktoren bewegten sch im Bereich von 1,7 (Col-0) und 7,0 (Sap-
0). Gegentber den unbehandelten Pflanzen waren die Unterschiede bel den behanddten
Okotypen Ler und Col-O jedoch nicht signifikant. Eine mittlere Ethylenemisson konnte bei
den Okotypen Lan-0, Sha, Ws-2 und J-1 gemessen werden. Durch eine hohere bis hohe
Bildung dieses Signdmolekiils zeichneten sich die Okotypen Cvi-0, Np-0 und Sap-0 aus. Die
letztgenannten  Pflanzen erreichten Werte von ewa 2,3 nmol gFG* h'. Betrachtet man die
Ethylenwerte des folgenden Expostionstags in Abb. 39b, werden sofort die verringerten
Emissionen deutlich. Bei kaum einem Okotyp lie} sich am zweiten Behandlungstag noch eine
gegeniber den Kontrollpflanzen erhthte Abgabe feststdlen. Eine Ausnehme gdlten in dlen
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Versuchen lediglich die behandeten Pflanzen des Okotyps Sgp-O dar. Hier lag der
Induktionsfaktor noch bei 2,5.

C
L a)l Tag C
e
O 2 bc
L& abc abc
S ab
£ a & ®
5 ']
>
=
L

VR P TGS

b) 2. Tag —— Kontrolle
mmmm Ozon

N
1

Ethylen [nmol gFG ™ h™]
[EY

oo UK fia e ﬂ'

¢ O
™ \/:59 & &él/ N3¢ QQQ O;QQ
Okotypen

Abb. 39: Ethylenemisson von Kontroll- und Ozonbehanddten Pflanzen verschiedener
Arabidopsis-Okotypen. In @) ist die Bildung des pflanzlichen Hormons am ergen
Behandlungstag zu sehen, in b) am zweten. Die Ernte des Blattmaterids efolgte dets zwel
Stunden nach Beginn der Exposition. Die Okotypen Sha und Cvi-O konnten aufgrund des
hohen Schédigungsgrad nach dem eden Behandlungstag am zweten Tag nicht mehr
untersucht werden. Gezeigt snd Mittdwete + SE. (n=3). Mittddwerte mit gleichen
Buchstaben sind nicht signifikant verschieden (LSD Multiple Range Test).
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2.3. Malve (Malva sylvestrisL. und M. moschata L .)

Die Wildpflanze M. sylvestris wurde in der Literatur (Bergmann et al., 1998) im Veglech zu
M. moschata as Ozonempfindliich charakterisert. Bei diesen beiden Pflanzenaten <ollte
ebenfdls die Korrdation zwischen der Ausbildung von Blattschdden, Akkumulation von
resktiven Sauersoffpezies und der Emission des Signamolekils Ethylen untersucht werden.

2.3.1 Korreation der Blattschaden mit der Akkumulation reaktiver Sauer stoffspezies

Beide Mavenarten wurden an zwei aufeinanderfolgenden Tagen fir 5h mit 150n It Ozon
behanddt. Zu diesem Zetpunkt besal’en Se en Alter von etwa sechs Wochen und hatten 56
Folgeblétter entwickelt. Nach dem erden Behandlungstag zeigten sich die behanddten Bléter
von M. sylvestris im Gegensatiz zu M. moschata mit deutlicher Epinastie (Abb. 40c und d), bei
beiden Arten waren aber keinerle L&sonen zu erkennen. Diese waren et nach ener
welteren, Satiindigen Expostion nur be M. sylvestris zu sehen und betrugen im Durchschnitt
knapp 10% der Gesamtblattflche (Abb. 42). Besonders bei den etwas dteren Blétern
verliefen die weil3en, pergamentartigen Lasonen hauptsichlich entlang der Blattadern (Abb.
40b). Be den jiungeren Blétern traten zusdizlich noch fl&chigere Lasionen auf, bel denen kein
Aderbezug ermittelt werden konnte. Die jingsten Blétter zeigten keine Symptome.

Die Fabungen zum Nachwes von resktiven Sauersoffspezies efolgten 7h nach Beginn der
Exposdtion. Weder bel unbehandelten noch bel behandelten Bléitern beider Mavenarten
konnte ene dgnifikante H,O,-Akkumulation festgestelt werden. Deutliche NBT-Férbung
charekteriserte die Ozon-behanddten mitteldten Bléter von M. sylvestris. Auf etwa 25 %
der Blatspreite konnte hier O, -Akkumulation nachgewiesen werden (Abb. 42f). Abb. 40h
zeigt das Muster der NBT-Farbung auf dem Gesamtblatt. Abb. 43a gelt eine vergroRerte
Aufnahme eines NBT-gefarbten Blattes dar, um auch be diessr Farbung die Haufung der
Flecken mit O, - Akkumuletion in der N&he von Blattadern aufzuzeigen.
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Kontrolle

ADbb. 40: Symptome (a-d) und Muster der DAB- und NBT -Féarbungen (e-h) bei Kontrollen
und Ozon-behandelten Pflanzen von M. sylvestris. Die Farbungen auf H202 und Oz wurden

zwei Stunden nach Beendigung der Exposition durchgefihrt. Die Fotos ¢ und d wurden 1 h
nach Expositionsende aufgenommen, die anderen 48 h spéter.
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Kontrolle Ozon
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Abb. 41: Blattschaden und Nachweis von H;O, und O;" (7 h nach Behandlungsbeginn) bei
M. moschata. Die Foto§ a, ¢ und e zeigen Kontrollpflanzen, in b, d, und f sind Ozon-
behandelte (5 h, 150 nl I ) Bl&tter zu sehen.
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Abb. 42: Quantitative Andysen der geschédigten Blaitfléchen sowie der mit DAB- und NBT
gefarbten Fléche bei den Mavenaten M. moschata und M. sylvestris nach einer 5stlindigen
Behandlung mit 150 nl I Ozon. Gezeigt sind Mittelwerte + SE. (n=6). Zu beachten sind die
unterschiedlichen Ordinaten be ¢ und d gegeniber e und f. Nur Mittdwerte mit
unterschiedllichen Buchgtaben snd signifikant verschieden (LSD Multiple Range Test).

108



I11. Ergebnisse

Mit Hilfe ener glechzetigen Infiltration von NBT und dem Enzym SOD (Mearettich) sollte
die Spezifitdé des Farbstoffs fir O, nachgewiesen werden (Baker & Orlandi, 1995). Abb.
43b) und c) zeigen den Vergleich zweer Ozon-behandelter Blétter, wobel das Blatt in b) nur
mit der normalen Fabedsung infiltriert wurde, das Blat ¢) zusdtzlich mit SOD. Sehr deutlich
war eine Reduktion der Intensitét der Férbung zu erkennen, nur noch eine aulerst schwache
O, -Akkumulaion konnte wahrgenommen werden. Allerdings konnte unter Auflicht erkannt
werden, dass die prozentual geféarbte FHache gegeniiber Blatt b) etwagleich blieb.
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Abb. 43: NBT-Féabung von M. sylvestris-Blétern. Pflanzen wurden fir 5h mit 150 nl It
Ozon behanddt und 2 h spéder mit NBT infiltriert. 8 sdlt ene Aufnahme mit dem Binokular
dar, b) und c) zegt den Verglech zwischen der Infiltration mit der normaden Farbedsung (b)
und zusétzlicher SOD-Zugabe (C).

2.3.2 Vergleich der Ozon-induzierten Emission von Ethylen zwischen M. moschata und
M. sylvestris

Vergleichende Messungen der Ethylenemissonen der Bléiter 2-5 zwischen Kontroll-  und
Ozon-behandelten Pflanzen zweler Vertreter der Gattung Malva ergaben zunéchst fur die Art
M. moschata keine quantitativen Unterschiede (Abb. 44a). Die Emisson be unbehandeten
und behanddten Pflanzen lag hier jeweils ba ewa 05nmol gFG!h!. Etwa die gleiche
Menge an Ethylen setzten auch die Kontrollpflanzen von M. sylvestris fra (Abb. 44b). Eine
sgnifikente Induktion der Emission zeigten jedoch die fir 2 h mit 150 nl 't Ozon behanddten
Pflanzen. Sie emittierten etwa das 6fache gegentiber den Kontrollpflanzen und den Pflanzen
beider Behandlungen von M. moschata.
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Abb. 44: Veglech der Ethylenemisson zwischen Kontroll- und Ozon-behanddten Pflanzen
von M. moschata und M. sylvestris (a und b). Das Blattmateria von Blatt 25 wurde 2h nach
Beginn ener Expostion mit 150n It geerntet. ) zeigt die Abhangigkeit der Ethylenemisson
be M. sylvestris vom Blaitdter in enem weteren Versuch. Blatt 1 dellte das jingse Blait
dar, Blat 5 das dtete. Gezeigt snd Mittdwete + SE. (n=4). Mittdwerte mit
unterschiedlichen Buchgtaben sind sgnifikant verschieden (LSD Multiple Range Test).

Be ener genaueren Andyse der Ethylenabgabe bei Ozon-behandeten Blétern von M.
sylvestris ergab dch ene deutliche Abhdngigkeit vom Blatdter (Abb. 44). Nach einer
2gindigen Behandlung mit 150n I'* Ozon setzten die jingeren Bléter signifikant weniger
des pflanzlichen Hormons fre ds die mittddten und dten Bléter. Die hochste Emission
konnte bei Blatt 3 mit 3,6 nmol gFG* h* festgestelIt werden.
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2.3.3 Frelandversuchevon M. sylvestrisund zwe ver schiedenen Ampferarten

In Opentop Kammen auf dem Gedénde des Indituts fir Agrardkologie der FAL
Braunschweig wurden neben M. sylvestris mit Rumex crispus L. und R. obtusifolius L. zwel
Ampferaten Uber enen Zetraum von vier Wochen ambienten und 1,7x  ambienten
Ozonkonzentrationen ausgesetzt. Von beiden Ampferaten war aus ener friheren Studie
(Bergmann et d., 1999) bekannt, dass se mit Blatverfarbungen auf Ozon reegieren. Die
Ozonmaxima der Emntetage lagen bei M. sylvestris bei 731, bei den beiden Ampferarten
bei 65nll. Die berechneten AOT40-Werte ergaben fir die ambiente Behandlung
3820n It h fir die 1,7x ambiente 11480nI*h. In dieser Arbdt sollten ersmdig
Wildpflanzen auf das Vorkommen ener Ozorrinduzieten Akkumulation von  resktiven

Sauerstoffspezies und die Korrdation mit den Schadsymptomen untersucht werden.

2.3.3.1 Ozoninduzierte Blattschaden und Akkumulation von reaktiven
Sauer stoffspezies

Eine Expodtion ba ambienten Ozonkonzentrationen bewirkten be keiner Pflanzenat die
Bildung von L&sonen bzw. ene dgnifikante Akkumulation von resktiven Sauerdoffspezies
Dagegen konnten Reektionen der Pflanzen auf die erhthten Konzentrationen verzeichnet
werden (Abb. 45). Be der Mave tralen este Ozonrinduziete Schéden nach ener
Expogdtionszeit von ene Woche auf. Nach 3wochiger Expodtion zeigten dle
Versuchspflanzen dieser Art pergamentartige Lasonen an den dteren Bléttern. Diese Schéden
waren flachig zwischen den Blattadern Uber die Blatspreite verteilt (Abb. 45a). Zusédzlich
konnten noch schwarze, punktformige Lasionen entlang der Blattadern entdeckt werden.
Nach 4wochiger Expodtion mit 1,7x Ozonwerten waren etwa 60 % der gesamten Blattflache
Aterer Blétter geschédigt.

Ozonbehandlungen in Expostionskammern hatten bei M. sylvestris starke O,-Akkumulation
(Abschnitt 2.3.1) gezeigt. Diesr Befund wurde im Frelland begtétigt. So konnte bel diesen
Pflanzen unter 1,7x ambienten Ozonkonzentrationen ebenfdls keine dggnifikante DAB-
Farbung, dafir aber wieder hauptsichlich entlang der Blatadern sarke NBT-Farbung
gefunden werden (Abb. 45b und c). Die untersuchten mitteldten Bléter wiesen eine bis zu
50% der Gesamtblattflache umfassende Blaufarbung auf, zeigten jedoch noch kene
S chtbaren Schadsymptome,
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Schéaden NBT-Férbung DAB-Farbung

Abb. 45: Blattschéden (a, d, g) und Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies (b, c, e, f,
h, i) bei M. sylvestris (a-c), R. obtusifolius (d-f) und R. crispus (g-i) nach 4wdchiger
Ozonexposition unter 1,7x ambienten Konzentrationen in Open-top Kammern.
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Wie die Mdve reagierten die beden Ampferarten R. crispus und R. obtusifolius ebenfdls auf
die 1,7x ambienten Ozonkonzentrationen mit den in der Literatur (Bergmann et a., 1998)
beschriebenen Symptomen: Nach ener Expostionszeit von vier Wochen zeigten ca 12 %
dler Bléter der seben Wochen dten Versuchspflanzen von R. crispus schwache bis mittlere
rote Verfarbung an den dteren Blétern (Abb. 45d). Diese konnte wahrschenlich auf ene
erhohte  Akkumulation von Anthocyanen zurlickgefihrt werden. Auch be R. obtusifolius
fuhrte die Exposition bel 22 % der dteren Bléiter zu einer Rotfarbung.

De Nachwes auff H,O, mit Hilfe von DAB war be beden Ampfersorten negdiv. Vier
Wochen mit 1,7x ambienten Ozonkonzentrationen behandelte Pflanzen von R. crispus und R
obtusifolius (Abb. 45f und i) zeigten somit keine H,O,- Akkumulation.

Wie be de Mave konnte dlerdings deutliche O, -Akkumulation mit Hilfe von NBT-
Férbung nachgewiesen werden. Bel R, obtusifolius waren bis zu 24% der gesamten
Blattflache blau gefarbt, bei R. crispus nur etwa 11% (Abb. 45e und h). Die NBT-Farbung
ergreckte sch bel beiden Arten punktférmig entlang der Blattadern.

2.3.3.2 Induktion des Gehaltsder Ethylenvor stufe 1-Aminocyclopropan-1-carbonsiure

Von den vier Wochen in Openttop Kammern exponierten Pflanzen wurde an ihrem Erntetag
morgens um 11 Uhr Blatmaterid zur Bestimmung der ACC-Konzentrationen gewonnen. Der
direkte Vorlaufer von Ethylen solite Rickschlisse auf eine eventudl vorhandene erhohte
Emisson elauben. In Abb. 46 snd die Ergebnisse der Messungen zu sehen. Bea den
untersuchten Maven konnten sgnifikante Unterschiede zwischen den Pflanzen der ambienten
und 1,7x ambienten Ozonbehandlung festgestellt werden. Sowohl freies as auch konjugiertes
ACC war um etwa den Faktor 3 hoher bel den Pflanzen mit der héheren Ozonkonzentration.

Die ACC-Wete de beden Ampfer-Arten unter ambienten Bedingungen lagen mit etwa
0,15nmol gFG*' im gldéchen Bereich wie die der Mave. Die 1,7fache Erhéhung dieser
Ozonkonzentration konnte aber keine Steigerung der ACC-Gehdte bewirken. Dieses gdt
auch fur die Werte der ACC-Konjugate. Diese betrugen sowohl be R crispus und ds auch
bei R. obtusifolius jeweils 3,4-3,8 nmol gFG™* bel beiden Ozonbedingungen.
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Abb. 46: Dargdlung der Gehdte an freiem (a ¢, € und konjugiertem (b, d, f) ACC ba M.
sylvestris (a, b) und den beiden Ampferarten R. crispus (c, d) und R. obtusifolius (e, f) unter
ambienten und 1,7x ambienten Ozonkonzentrationen. Die Pflanzen wurden vier Wochen lang
in Openttop Kammern exponiert, das Pflanzenmaterid flr die Messung am Erntetag um 11
Uhr gewonnen. Gezeigt snd Mittdwerte + SE. (n=4). Mittdwerte mit unterschiedlichen
Buchstaben snd nach dem LSD Multiple Range Test signifikant verschieden.
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2.4. Mikroskopische Untersuchungen zur raumlichen und zeitlichen
Vertellung der Akkumulation reaktiver Sauerstoffverbindungen bel Tabak
und Malve

241 Malve

Mit Hilfe von higologischen Untersuchungen <ollten wetere  Aufschlisse  Uber  die
Lokalisation der Akkumulation von resktiven Sauerstoffspezies gewonnen werden. Daflr
wurden Blattquerschnitte angefertigt und mikroskopisch untersucht. 30 min nach Beendigung
d@ner fir M. sylvestris standardméRigen Ozonexposition fir 5h mit 150l It wurden Blétter
behanddter und unbehanddter Pflanzen mit ener NBT-Fabdosung infiltriet und  fdr
mindestens 30 min inkubiert. Die mit der Hand angefertigten, entférbten Schnitte wurden
anchliefend an  e@nem  Axioskop (Zess) ausgewertet. Wahrend  Schnitte von
Kontrollpflanzen hochstens leichte, flachigere NBT-Farbung zeigten, konnten bel den Ozon-
behanddten Pflanzen dunkdblau gefabte Stdlen von ungeféarbten Bereichen unterschieden
werden (Abb. 47). Die Grole dieser gefarbten Stellen war stark abhéngig vom Stadium der
Oy -Akkumulation. Im egen Sadium konnten enzelne, blau leuchtende Zelen im
Schwammparenchym entdeckt werden. In enem zweten Stadium erstreckte sich die O, -
Akkumulation Uber dle Zdlschichten des Schwammparenchyms und ging auch auf das
Pdissdenparenchym  Uber. Einzdne Zdlen waen meg nicht mehr deutlich in ihren
Abgrenzungen zu erkennen. Im extremgten Stadium konnte man schlieldich den Kollaps der
Zdlen des Schwammparenchyms ds Einbuchtung im Querschnitt erkennen (Abb. 47 Phase
3). An solchen Stdlen wéren zu enem spdteren Zeitpunkt wohl die pergamentartigen
Lasionen zu sehen, die nur noch aus der Cuticula der Blattober- und —untersaite bestehen und
keine zdluldren Strukturen mehr erkennen lassen. Diee unterschiedlichen Stadien  konnten
zT. gechzdtig an verschiedenen Stdlen enes Blattes gefunden werden. Die bevorzugte
Akkumulation von O~ entlang der Blattadern konnte auch in diesen Versuchen bestétigt
werden. Allerdings zeigte sch in diesen Aufnahmen, dass nicht die direkt an ein Letbinde
grenzenden Zelen die Initiationsorte der Oy -Akkumulation dargtdlten, sondern digenigen
Zdlen, die noch enige Zdlschichten davon entfernt lagen. In Abb. 47 ig en Blattquerschnitt
an ener Blatader zu sehen, der zwel der Stadien enthdt. Auf der rechten Seite der Blattader
and nur einzelne Zellen mit NBT angefarbt, auf der Inken Seite kann man eine grof3ere blaue

Héche, besonders im Bereich des Schwammparenchyms erkennen.
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Abb. 47: Querschnitte durch mit 150 nl It Ozon behandelte mitteld te Bl&ter von
M. sylvestris. Die Infiltration der NBT-L6sung erfolgte 30 min nach Ende der
Exposition. Die mit Pfeilen gekennzeichneten, blau geférbten Stellen zeigen Orte
der O, Akkumulation. 1 = punktférmige Farbung, 2 = starke, fl dchige Farbung, 3

= Kollaps der Zellen.
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24.2 Tabak

In Blatquerschnitten der Tabeksorte Bed W3 sollte die Lokdisation der DAB-Férbung
Uberprift werden. Die Tabakpflanzen wurden dafir in ener Ozonexpodtion mit 190
200 It behanddt. 30 min nach deren Ende wurden die Bléter gearntet, mit DAB geféarbt
und fir etwa wetere 30min inkubiert, bevor die Schnitte angefertigt wurden. Die
Anfertigung von Schnitten vor dem Farben auf dem Objekttréger resultierte in starker DAB-
Féarbung an den Wundréndern auch be Kontrollpflanzen, und eine sichere Unterscheidung zu
der Ozonrinduzieten HyO2-Akkumulation war unmaglich. Die braunrote Farbe von DAB
konnte wieder bevorzugt in der Ndhe der Leitbinde gefunden werden. In der Néhe bedeutete
jedoch, dass gets noch enige ungeférbte Zdlen zwischen der Stelle der HyO»-Akkumulation
und der Blatader lagen. Die DAB-Fabung war in frihen Sadien ausschliedich im
Pdisadenparenchym und z.T. in der oberen Epidermis zu finden (Abb. 483). Erg in ener
ewas <spdteren Phase edreckte se sch auch Uber die oberen Zelen des
Schwammparenchyms, bevor dann der gesamte Querschnitt an dieser Stelle braunrot geférbt
war und die Zdllen zwischen den Cuticulae kollabierten.

Zusitzich zu DAB wurde en Huorezenzfabgtoff (Dihydro-2', 4, 4, 6, 7, 7'-
hexafluorofluorescein BSA OxyBurst Green H;HFF BSA) eingesetzt, der ebenfals H,O,
nachwies. Dieser reduzierte, an BSA gekoppelte Farbstoff detektiert aufgrund seines hohen
Molekulargewichtes in intakten Zdlen nur extrazdlulaes H,O,. Wie bei der DAB-Farbung
waren auch hier die Zelen des Pdisadenparenchyms ds Initidisationsort der Akkumulation
von H,O3 deutlich zu erkennen (Abb. 48b).

Epidermis
Palisaden-

parenchym

Schwamm-
parenchym

Epidermis

e

Abb. 48: Querschnitte durch Ozon-behandelte Blétter der Tabaksorte Bel W3. Das Bldt in &)
wurde mit DAB gefarbt, das Blatt in b) mit dem Huoreszenzfarbstoff OxyBurst Green HoHFF
BSA. Braunrote Farbung bzw. gelbe Huoreszenz weisen auf H,O,- Akkumulation hin.
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Weitere Aufschliisse wurden durch Arbeiten am Laser Scanning Mikroskop angestrebt. Von
der Obersaite kleiner Blattstlickchen aus war mit Hilfe des Lasers der basde Tel der
Pdisadenparenchym-Zellen gerade noch dchtbar. Der grof3e Vortell diessr Methode sellte
die weitgehende Intektheit der Zdlen da. Wundeffekte konnten in der Mitte enes
Blattstiickchens ausgeschlossen werden. Als Farbstoff wurde hierfir OxyBurst Green fir das
Sichtbarmachen der H,O,- Akkumulation verwendet.

Abb. 49 zeigt Aufnéhmen von Blétern, die mit OxyBurs geféarbt wurden. Kontrollpflanzen
wiesen keine grin-gelbe Huoreszenz auf. Hier war nur die starke, rote Huoreszenz des
intakten Chlorophylls zu erkennen (Abb. 49c). In ener stérkeren Vergrof¥erung konnte man
die e@nzdnen, rot leuchtenden Chloroplasen in den Zdlen deutlich sehen. Glechzatig
betétigie en leachter Grinschimmer im extrazdlul&en Raum die glechmédge Infiltration
der Farbelosung (Abb. 49f). In Blédtern Ozonbehanddter Pflanzen leuchteten zwischen
gesundem, rot-fluoreszierendem Gewebe immer wieder grinlich-gelbe Stellen heraus. Diese
lagen meigens wenige Zdlen vom Letbindd entfernt. So snd auf den Aufnahmen megs
auch langgedrecktere Zdlen der Leitbahnen zu finden. Abb. 49a zeigt zum enen klenere
Sdlen mit extrazdluldrer H,O,-Akkumulation in enigen subsomat&en Hohen und im
Apoplagten verschiedener Zelen, darlber hinaus ene zatlich weter fortgeschrittene Stele,
wo auch schon in den Zdlen grine Huoreszenz wahrgenommen werden kann. Einzelne
Chloroplasten snd dabei ds Punkte zu erkennen. Die in diessm Bereich dles Uberlagernde
Grunfluoreszenz lief3 vermuten, dass hier die Chloroplasten schon geschédigt und nicht mehr
intekt waren. In Abb. 49b rahmen sch aufspdtende Blattadern H,O, akkumulierende Zdlen
en. Dicht an den Aden bzw. im Bild links unten kann man noch rétlich leuchtende, gesunde
Zdlen sehen. Der Ubergang zwischen gesunden und schon geschadigten Zellen war an der
gdben Farbe erkennbar. Hier Uberlagern sch grine und rote Huoreszenz. Abb. 49e zeigt
vergroRert den Ubergang zwischen gesunden und H,O, akkumulierenden Zellen.

Eine glechzeatige Infiltration des Farbstoffs mit Cadase (Rinderleber) in Ozonbehandelte
Blétter fuhrte zur deutlichen Reduktion der Grinfluoreszenz und wies damit die Spezifitét des
Farbstoffs fur H>O, nach. In Abb. 49d ig nur noch an manchen Stdlen en lecht grinlicher
Schleier zu erkennen.
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Abb. 49: Confokale Laser Scanning Aufnahmen von Ozon-behandelten (a, b, d, e, f) und
Kontroll- (c) Bléttern der Tabaksorte Bel W3. Die Blatter wurden 30 min nach Beendigung
der Exposition mit dem Fluoreszenzfarbstoff OxyBurst Green HoHFF BSA infiltriert, der in
Anwesenheit von H,0, grin-gelb fluoresziert. Die rote Farbe zeigt die Autofluoreszenz des
ChlorophylIs. In d) wurde zusammen mit OxyBurst Catal ase infiltriert.
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In den gleichen Blétern, nur anderen Telgtlickchen wie fir H,O,, sollte zum ergen Md in
Ozon-behanddten Pflanzen NO mit Hilfe des Fuorezenzfarbstoffes DAF-2DA  detektiert
werden. Wahrend NO im menschlichen System schon lange as wichtiges Molekll  bekannt
ig, wird sene Bedeutung be Pflanzen ers in letzter Zeit ergchtlich. So sidt es in der
Pflanze ua auch be Abwehrresktionen ene wichtige Rolle (Bolwel, 1999; Durner &
Klessg, 1999). Die Eignung des Farbstoffes DAF-2DA ds in vivo Indikator fur NO in der
Laser Scanning Mikroskopie wurde erst kirzlich an Epidermiszellen von Tabak von Foissner
et d. (2000) demondtriert. So konnte die NO-induzierte Fluoreszenz durch Zugabe des NO-
Scavenger Carboxy-2-phenyl-4, 4, 5, 5,-tetramethylimidazolinon-3-oxid-1-oxyl (PTIO) und
enem Inhibitor der NO-Synthase (L-N®-monomethylarginin  monoacetat, L-NMMA)
unterdriickt werden.

In unbehanddten Blétern, die mit diesem Fabgtoff infiltriet wurden, konnte unter
Blaulichtanregung in  den Zdlen nur de dake Chlorophyll-Huoreszenz  intakter
Chloroplasten  wahrgenommen werden. Der leichte Grinschimmer der InfiltrationdGsung in
den substomatdren Hohlen bewies ene glechmdige Vetelung der Lésung in den
untersuchten Blattstiickchen (Abb. 50c und f). Ba Ozon-behanddten Blétern konnte en
ahnliches Muster zu der H,O» Fabung erkannt werden. Zwischen normden Zelen konnten
Insdn mit NO-Akkumulation an ihrer hdlgrinen Farbung im Pdisadenparenchym entdeckt
werden. Diese lagen bevorzugt in der Ndhe von Letbindeln (Abb. 504). In Abb. 50b wird der
Ubergang von normaen Zelen des Pdisadenparenchyms zu  griin-leuchtenden und die
Unabhangigkeit von der Lage um substomatdre Hohlen herum deutlich: Wahrend auf der
rechten Seite der Hohle NO akkumulierende Zellen liegen, zeigen die Zdlen der linken Sdte
nur rote Chlorophyll-Huoreszenz. Be ener direkten Transformation von Ozon in resktive
Sauerdoffverbindungen  sollte man eher ene glechméige Vetelung des Schadgases
ausschliedich um Zdlen von substomat&re Hohlen herum e'warten. In das Blattstiickchen in
Abb. 50d wurde glechzetig mit DAF-2DA der NO Scavenger PTIO infiltriert. Durch das
Abfangen von NO durch diese Substanz sollte Sch die Grinfluoreszenz verringern. Dies war
aber nicht so deutlich der Fal wie ba der Coinfiltration von OxyBurgt und Cadase. Nur ene
leichte Reduktion der Fluoreszenz konnte erkannt werden. Die Abb. 50e und f zeigen NO
akkumulierende und Kontrollzdllen in einer stérkeren VergrofRerung. Das in €) dargestdlte
Stadium liegt etwas spéer ds die Bilder in @ und b). Die grin bzw. rot leuchtenden
Chloroplasten lassen sch leicht in den Zellen erkennen. Neben den Chloroplasten schimmern
auch in einzelnen Zellen noch Bereiche des Cytoplasmas griin.
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Abb. 49: Confokale Laser Scanning Aufnahmen von Ozon-behandelten (a, b, d, e, f) und
Kontroll- (c) Bléttern der Tabaksorte Bel W3. Die Blétter wurden 30 min nach Beendigung
der Exposition mit dem Fluoreszenzfarbstoff OxyBurst Green HoHFF BSA infiltriert, der in
Anwesenheit von H»O, griin-gel b fluoresziert. Die rote Farbe zeigt die Autofluoreszenz des
ChlorophylIs. In d) wurde zusammen mit OxyBurst Catal ase infiltriert.
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Saidle Aufnéhmen von H,O, bzw. NO akkumulierenden Zdlbereichen zeigten deren
zeitliche Veranderung nach Ende der Ozonexposition. Uber einen Zeitraum von 1,5 Stunden
wurden nach Infiltration der Farbedsungen dle 10 min Aufnahmen von der physologischen
Blattobersaite aus gesehen in 12 und 48 um Bléattiefe gemacht. Eine Auswahl der Bilder ig in
Abb. 51 zu sehen. Dagedtdlt ist fir beide resktiven Sauerstoffverbindungen sowohl der
Bereich der oberen Epidermis (12 um) und des Pdisadenparenchyms (48 um). Zunéchg falt
in jeder Relhe von links nach rechts die Zunahme der grinlich leuchtenden Fléache auf.
Wéhrend sch in dlen Schichten die Grin-Huoreszenz zum Zatpunkt O auf einzelne Bereiche
beschrénkte, leuchteten mit fortschratender Zeit immer mehr Zdlen. Mes begann die
Akkumulaion von H202 und NO in enzdnen subsomaté&en Hohlen und breitete sch dann
auf angrenzende Zdlen aus. Ein Unterschied bel der Akkumulation der beiden resktiven
Sauersoffspezies lag darin, dass H,O, flachiger in Epidermiszelen nachgewiesen werden
konnte as NO. Die durch HO, geféarbte Héche ergtreckt sich zum Zetpunkt 80 min wie eén
Schiger Uber fast den gesamten Bildausschnitt. In beiden Félen befand dch wieder en
Leitbiindd in unmittelbarer Néhe.

Folgende Saite:

Abb. 51. Zetkineik der Entwicklung der HyO,- bzw. NO-Akkumulgtion in Ozon
behanddten Blétern, infiltriet mit OxyBurs Green bzw. DAF-2DA 30 min nach
Expostionsende. Dargestdlt sind von jeder Férbung Bilder der Zetpunkte O, 20, 40, 60 und
80 min, woba Zetpunkt O unmittelbar nach Infiltration der jeweligen Féarbeldsung und damit
ca 5h und 30min nach Beginn der Behandlung -lag. Zusdizlich werden zwel verschiedene
Zdltypen gezeigt: in ener Blattife von ca 12um snd hauptsichlich Zdlen der oberen
Epidermis zu sehen, in ener Tiefe von 48 um liegen die Chloroplagtenreichen Zedlen des
Pdisadenparenchyms.
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2.5. Hemmung des , oxidativen Bursts‘ durch Inhibitoren verschiedener

Enzyme

Vorarbeiten (Schraudner et a., 1998) deuteten schon an, dass die Akkumulation der resktiven
Sauergoffgpezies nicht wie friher angenommen nur auf die Trandformation des Schadgases
sebst  zurlickgefuhrt werden konnte. Ozon wird aufgrund seiner hohen Resktivitdt sehr
schndl im Apoplasten der Pflanzen abgebaut, und seine Reaktionsprodukte wie HO» und O»™
bedtzen ene rddaiv kurze Hdbwetszat (Einlatung Abschnitt 2.1). Damit i€ ene
Akkumulation von resktiven Sauerstoffspezies 1-2 h nach Beendigung der Ozonbehandliung
schlecht durch die direkte Einwirkung des Gases zu erklaen. Aus diessem Grund delte sch
die Frage nach der Herkunft der biphasschen Akkumulation der Sauerstoffspezies. Mit Hilfe
von Inhibitoren sollten nun Hinweise auf eine enzymatische Bildung diessr Verbindungen
gefunden werden. Neben Diphenyleniodonium (DP), enem Hemmgoff fur flavinhdtige
Oxidasen, wurde K252a, ein Alkdoid des Bodenpilzes Nocardiopsis sp. und Inhibitor fir
Protein-Kinasen, eingesetzt. Sowohl bei dem sehr Ozon-empfindlichen Arabidopsis-Okotyp
Shokhdara (Sha) ds auch be Tomate reduziete der Hemmdsoff DPl die prozentud
geschadigte Héche deutlich (Abb. 52a und b). Bel Sha von 80 % geschédigter Blattfléche auf
20 %, bei Tomate von knapp 30 auf knapp 10 %. Glechzeitig mit den Schéden verringerte
gch auch die mit NBT- bzw. DAB-gefabte Blaitflache. Hier war be dem Arabidopsis-
Okotyp eine Abnahme der Flache von 80 %, bel den Tomatenpflanzen von mehr as 50 % zu
verzeichnen.

Sehr dhnliche Ergebnisse wie mit Dl ezidte der Inhibitor K252a bel Tomate (Abb. 52b).
Sowohl die Schéden a's auch die DAB-Farbung wurden auf knappe 10 % gesenkt.

In Abb. 53a und b sind Blattschaden des Okotyps Sha zu sehen. Durch eine Ozon-Exposition
mit 300 ' wurde fast die gesamte Blaitsprate geschadigt, die ganze Flache it
pergamentatig well3 Eine Infiltration mit DPI reduzierte die geschédigte Flache deutlich und
resultierte in einzdnen, flachigen L&sonen (Abb. 52, Abb. 53). Eine ebenso offenschtliche
Wirkung heate der Hemmgoff auf die Akkumulation von O, be M. sylvestris. Das
sandardmédg Ozon-behanddte Blatt in Abb. 53c wies das gewohnte Bild der punktférmigen
NBT-Fabung auf, wahrend ein zuvor mit DPl behanddtes kaum noch O~ akkumulierte
(Abb. 53d).
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Abb. 52: Effekt der Infiltration enes Inhibitors vor Beginn der Ozonbehandlung auf
Blattschaden und O2- bzw. H»O.-Akkumulation. In @ ig die Auswirkung auf die
Blattschéden-Entwicklung und die NBT-Farbung zwischen Ozon-behanddten Pflanzen des
Arabidopsis-Okotyps Shokhdara mit und ohne vorheriger DPI-Irfiltration zu sehen. b) zeigt
vergleichend die Wirkung von DPI (10 uM) und K252a (0,5 uM) auf die Schéden und DAB-
Farbung be Tomate (Sorte Roma). Gezeigt snd Mittdwerte + SE. (n=3). Mittdwerte mit
gleichen Buchstaben sind nicht sgnifikant verschieden (LSD Multiple Range Test).
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-DPI +DPI

Abb. 53: Darstellung der Effekte einer DPI-Infiltration vor der Behandlung mit Ozon. a) und
b) zeigen die Veranderung der geschadigten Blattflache bei dem Arabidopsis-Okotyp Sha
nach einer 5stiindigen Ozonbehandlung mit 300 nl I* Die eingesetzte DPI-Konzentration
betrug 10 uM. ¢) und d) demonstrieren dle Auswirkung auf die O, Akkumulation nach einer
5stindigen Behandlung mit 150 nl It bei Malva sylvestris Hier wurde eine DPI-
Konzentration von 7 uM verwendet.

126



I11. Ergebnisse

Dass die veringete Akkumulation von resktiven Sauerstoffspezies und Lasonenbildung
nicht einfach audf ener durch die Hemmdoffe ausgdosen reduzierten OzonAufnehme
zuriickging, wurde durch Messungen der stomatdren Letfahigket, der Transpirations- und
Assmilationsrate bel Bldtern von M. sylvestris nachgewiesen. So gab es keine sgnifikanten
Unterschiede in diesen drei Parametern zwischen DPI-infiltrierten und unbehanddten Blé&tern
kurz vor Beginn der Ozonbehandlung (Abb. 9).

3. Untersuchung mdéglicher am ,, oxidativen Burst“ beteiligter Enzyme in
Tabak

In Anlehnung an den sog. ,respiratorischen Bure® in neutrophilen Granulocyten zur Abwehr
von Peathogenen spricht man in Pflanzen bel der raschen Bildung von  resktiven
Sauerdoffspezies vom sog. ,oxidaiven Burst“. Wéahrend im menschlichen System  der
Enzymkomplex und seine Funktionsweise gut charakterisert id, blebt in der Pflanze die
Frage offen, wedche(s) Enzym(e) fir die Bildung der Sauerstoffgpezies verantwortlich
ig/snd. In Frage kommen Peroxidasen, Diamin- oder Polyamin-Oxidasen, Oxalatoxidasen
und NADPH-Oxidasen (Abb. 2; Einletung Abschnitt 2.3). In dieser Arbeit sollte zunéchgt die
Beteligung ene Oxdatoxidese an der  Ozonrinduzieten Bildung der  resktiven
Sauerdoffgpezies Uberprift werden, auf deren Exigenz in Tabak Hinweise aus Vorarbeten
vorlagen (Thamair, 1996).

3.1 Potentielle Beteiligung einer Oxalatoxidase am Ozon-induzierten

,oxidativen Burst“ in Nicotiana tabacum L.

Proteine mit Oxaatoxidase-Aktivité bilden aus Oxda und Sauersioff Kohlenstoffdioxid und
H,0,. Se dnd besonders bekannt aus Monokotylen. Hier spidlen se zB. be der Entwicklung
von Gerde und Weizen ene Rolle (Dumas et a., 1995; Lane et d., 1993). Se gehdren zu
ener Gruppe von Protenen, die nach dem Enzym von Weizen (Germin) Germin-ghnliche
Proteine genannt werden. Im Gegensatz zu Germin zeigen aber nicht dle Germin-dnlichen
Proteine Oxaatoxidase-Aktivitdt. Neben der Rolle be der Keimung und Entwicklung der
Embryos wird auch in adulten Pflanzen von Induktionen der Transkripte und/oder der
Aktivitdt von Oxdatoxidasen durch Pathogenbefdl berichtet (Dumas et d., 1995; Gregersen
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et a., 1997; We et a., 1998). Auch in dikotylen Pflanzen haufen sch die Hinweise auf die
Exigenz Germin-dhnlicher Proteine (Carter et a., 1999; Membré et d., 1997; Ohmiya e d.,
1998).

Zid diesss Talabschnittes der Arbat war, Tabakpflanzen auf die Exidenz von
Oxaatoxidase-Aktivitdt und deren moglicher Beteligung an der Ozonrinduzierten Bildung
von resktiven Sauerdoffgpezies zu  untersuchen. Damit  enhergehend <olite  die
unterschiedliche Ozon-Toleranz der Tabaksorten Bel B und B W3 geklart werden.

3.1.1 Unterschiedeim Proteinmuster der apoplastischen Fliissigkeit zwischen Pflanzen
der Tabaksorten Bel B und Bel W3

Nachdem die Ozon-induzierte Bildung der resktiven Sauerstoffspezies nur im Apoplasten der
Tabaksorte Bd W3 detektiert wurde, sollten Unterschiede im  Proteinmuster  der
Apoplagtenfliissgkeit zwischen Bel B, der toleranten Sorte, und B W3, der empfindlichen
Sorte, mit Hilfe von SDS-Polyacrylamidgelen enthiillt werden. Abb. 54 gdlt die Auftrennung
der gpoplagtidaen Proteéine von Bd B und Bd W3 da. Zusdtzlich wurde die
Apoplastenflissgkeit ener ebenfals Ozontoleranten Tabaksorte, Samsun NN, auf das
125%ige SDS-PAGE aufgetragen. Als deutlichster Unterschied zwischen den beiden
toleranten Sorten und B W3 fid ene Bande im Bereich knapp Uber 20kDa auf. Diese
21 kDa-Bande war nur bei Be B und Samsun NN vorhanden, nicht jedoch bel der Ozon
empfindlichen Sorte Bd W3 zu finden.
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Abb. 54: 125%iges SDS-Polyacrylamidged der  Apoplagenflissgkeit von dre

verschiedenen Tabakkultivaren. Die Tabaksorten Bel B und Samsun NN ewiesen sch ds

deutlich Ozon-toleranter ds die Sorte Bd W3. Aufgetragen wurden bel Bl B 16 fir Samsun

NN und Bd W3 18pug Gesamtprotein. Der Pfell makiet den wichtigen Unterschied
zwischen den toleranten und der sengitiven Sorte.

Darlber hinaus wurde auch das Bandenmuster der Apoplagtenfliissigkeit beider Tabaksorten
mit dem Ozonbehanddter Proben verglichen (Abb. 55). Auch auf diessm Ge bestétigte sich
das Fehlen der 21kDa-Bande be Bd W3, sowohl be Kontroll- as auch ba Ozon
behandelten Pflanzen. Diese Bande blieb be Bd B dlerdings unbeanflust durch ene
Ozonexposition. Dagegen zeigten sich andere Banden bel beiden Tabaksorten in ihrer Stérke
durch Ozon verandert. Verschiedene Banden traten durch die Ozonbehandlung bel beiden
Sorten stérker hervor as bel den Kontrollen, so z.B. eine Bande im Berech von 50 kDa.
Andere Banden schwéchten sich durch die Expostion ab oder verschwanden fast ganz: Eine
Bande bei 10kDa, zwei Banden ba 25 und 26 kDa sowie ene in den Kontrollen stark
hervortretende Bande bei etwa 34 kDa.
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Abb. 55. Vergleich des Bandenmusters der Apoplagtenfliissgkeit zwischen Kontroll- und
Ozon-behandelten Pflanzen der Tabaksorten Bel B und Bd W3 auf einem 125 %igen PAGE.
Aufgetragen wurden jeweils ca 20pg Gesamtprotein pro Spur. Die Pfelle weisen auf
anequenzierte Proteine hin.

In einer vorangegangenen Doktorarbeit (Thamair, 1996) wurden sowohl die 21 kDa-Bande
as auch die durch Ozon reprimierten Banden von 25 und 26 kDa ansequenziert. Zum
damdigen Zetpunkt konnten zu der Bd B spezifischen 21kDaBande nur telwese
Homologien zu ener Ubiquitin-Protein-Ligase in der Datenbank gefunden werden. Aufgrund
der deutlichen Ubereingtimmung der sequenzierten Peptide der 25 und 26 kDa-Bande handdlt
es sch hierbe wohl um Isoformen des gleichen Proteins. Die grofen Homologien bestanden
zu @nem Gemin-dnlichen Protein aus Snapis alba sowie aus Pharbitis nil. In der
Zwischenzeit weisen Datenbankrecherchen bei  dlen drei Banden auf Ahnlichkeiten zu
Germin-ahnlichen Proteinen auf. Die bese Ubereindimmung zeigte sich dabel zu sog. Auxin-
bindenden Proteinen von Prunus persica (ABP19 und 20; Ohmiya et d., 1998). Diese
gehdren ebenfdls zu der Gruppe der Germin-&hnlichen Proteine. In Abb. 56 ig en Alignment
von ABP20 aus Prunus persica mit Peptiden der 21 (Bd B), 25 (OsR-2) und 26 (OsR-3) kDa
Baden aus den beiden Tabaksorten dargestdlt. Ubereingimmende bzw. &hnliche

Aminoséuren snd grau markiert.
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Abb. 56: Seguenzvergleich zwischen dem Auxin-bindenden Protein ABP20 aus Prunus
persica (Ohmiya et d., 1998) mit den durch Sequenzierung erhatenen Peptiden der 21 (Be
B), 25 (O3R-2) und 26 (O3R-3) kDa Banden aus Tabak.

Besonders das C-terminde Peptid GVLGGTN tritt be enigen Germin-ahnlichen Proteinen
sehr konserviert auf.

3.1.2 Detektion von Oxalatoxidase-Aktivitét im Apoplasten von Tabak

Nachdem gch Hinwese auf die Exigenz von Gemin-dhnlichen Proteinen in  der
Apoplagtenfliissigkeit der Tabaksorten Bd B und Bd W3 ergeben hatten, wurde in einem
nachgen Schritt die Hissgket auf Oxalatoxidase-Aktivitédt untersucht. Zunéchst wurden die
Protene der Apoplagtenflissgkeit aufkonzentriet und in enem nativen Polyacrylamidgd
aufgetrennt, danach auf ene Nitrocdlulosemembran  geblottet und  schliefdich  en
Aktivitiisnachwels  mittddls  ener  enzymaischen,  Peroxidase-abhangigen  Farbresktion
durchgefihrt. An ener Stelle mit vorhandener Oxalatoxidase-Aktivitéd <ollte ene violette
Bande schtbar werden. In Abb. 57 wurden Proben von Kontroll- und Ozonbehanddten
Pflanzen der Tabeksorten Bd B und Bd W3 sowie ene Oxaaoxidase aus Gerste
aufgetragen. Wahrend bel der Gerstenprobe deutlich Aktivitdt nachgewiesen werden konnte
(Pfeil), war diesfur die Tabakextrakte nicht moglich.
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Abb. 57: Oxdatoxidase-Aktivitdtsassay auf  ener Nitrocdlulose-Membran.  Die
aufkonzentrierten Proteine der Apoplastenfllissgkeit der Tabaksorten Bd B und Bd W3
wurden zunéchst dektrophoretrisch aufgetrennt, anschlief?end auf die Membran geblottet. Der
Aktivitidasnachwels  efolgte mit Hilfe ener Fabresktion. Aufgetragen wurden 34 g
Gesamtprotein bzw. 5 g reine Oxaaoxidase aus Gerste. Hv = Hordeum wvulgare; OxO =
Oxadatoxidase; S = Standard; O3 = Ozon-behandelte Probe; C = Kontrolle

Auch mit Hilfe enes photometrischen Tests komte keine Oxaatoxidase-Aktivitét in der
Apoplagtenfliissigkeit der beiden Tabaksorten Bel B und Bel W3 festgestel It werden.

Um zu prifen, ob Ozon tatsachlich ene vorhandene Oxdatoxidase aktivieren wirde, wurden
tranggene Tabakpflanzen (zur Verfigung gestdlt von F. Bernier, Strasbourg, F) mit Ozon
behandelt. Diese transgenen Pflanzen enthidten verschiedene Konstrukte der Oxdatoxidase
aus Weizen (@f-2.8). Zum enen wurde das volle Gen in die Tabaksorte Xanthi gebracht (diese
Linie wird im folgenden bezeichnet ds ¢f-2.8), zum anderen nur der Promotor an das
Glucuronidase-Gen  gekoppelt, und schliefdich noch der 35S-Promotor mit der codierenden
Sequenz der Oxaatoxidase (kurz genannt 35S). Mit diesen transgenen Tabakpflanzen sowie
dem Wildtyp Xanthi (X) wurden noch enmd Kontroll- und Ozonbehandelte Proben der
Sorten Bd B und B W3 auf Aktivité in der Apoplastenfliissgkeit untersucht Abb. 58). Da
die Tabaksorte Xanthi relativ Ozonrtolerant war, wurden diese Pflanzen und die transgenen
Linien im Unterschied zu Bd B und Bd W3 mit 380" Ozon behandet. Nach der
Expogtion konnten auch deutliche Lasonen fedgestdlt werden. Wie schon im  vorigen
Versuch zeigte sich weder bei den Kontrollen noch bel den behandeten Pflanzen von Bd B
und Bd W3 ene Aktivitdtsbande @Abb. 58). Auch be den Wildtyp-Pflanzen der Sorte Xanthi
konnte, wie schon in der Literatur beschriecben (Berna & Bernier, 1997) keine Aktivité
nachgewiesen werden. Zu erwarten war ebenfals nach der Literatur die fehlende Bande bel
unbehandelten Tabakpflanzen mit dem Volllangenkongtrukt. Allerdings konnte auch keine
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Aktivitad in Ozon-behanddten Pflanzen dieser transgenen Linie gefunden werden. Dass der
Aktivitdtsnachwels an sich sehr gut funktionierte, konnte mit den starken Banden ba etwa
80kDa bei den Proben der 35S-Linie bewiesen werden. So musste die Apoplastenfliissgkeit
gegenllber den anderen Proben um das 100fache verdinnt aufgetragen werden, um saubere
Banden auf dem Blot zu erhdten. Auch hier traien dlerdings keine Unterschiede zwischen
den Kontroll- und Ozon-behandelten Pflanzen auf. Die Bande blieb in ihrer Stérke
unbeainflusst.

kDa
201

122
85

31
18

Abb. 58: Nachweis der Oxalatoxidase-Aktivitst in der Apoplasenflissgkeit von Wildtyp-
und transgenen Tabakpflanzen. Die tranggenen Tabakpflanzen enthidten verschiedene
Kongrukte der Oxadatoxidase aus Weizen (gf-2.8 = gesamtes Gen; 35S = codierende Sequenz
von gf-2.8 gekoppelt an HS-Promotor; sehe Materia und Methoden Abschnitt 3.1). Von den
meisten aufkonzentrierten Proben wurden 27 ug Gesamtprotein aufgetragen nur die Proben
der 35S-Pflanzen mussten 1:100 verdinnt werden. C = Kontrolle, O3 = Ozon-behandelte
Probe; X = Xanthi; S = Standard.

Gus-Farbungen der tranggenen Linie mit dem an Glucuronidase gekoppelten Promotor der
Weizen-Oxdatoxidase bedtétigten die Ergebnisse der Aktivitdisassays. Auch in  diesen
Blétern konnte keine Ozonrinduziete Blaufarbung durch die Aktivierung der Glucuronidase
nachgewiesen werden.

Um dcher Oxaatoxidase-Aktivitdde in den beden Tabeksorten Bed B und Bd W3
auszuschlief3en, wurden noch Gesamtblattextrakte getestet. Auch die transgenen Linien und
deren Wildtyp Xanthi wurden noch einma mit untersucht. Das Ergebnis, welches in Abb. 59
dargestelt ist, wiederholte die vorangegangenen. Es konnte keine Aktivitét bei den Sorten Be
B, Bd W3, Xanthi und der tranggenen Linie gf-2.8 detektiert werden, unabhdngig von der
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Behandlung. Die Blattextrakte der Linie 35S mussten 1:20 verdinnt werden, um aufgrund
ihrer hohen Aktivitét schone, klare Banden zu erhaten.
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Abb. 59: Uberpriifung der Gesamtblattextrakte der Tabaksorten Bel B, Bd W3, Xanthi (X)
und der transgenen Linien gf-28 und 35S auf Oxaatoxidase-Aktivitdt (sehe Abb. 58).
Aufgetragen wurden 31 ug Gesamtprotein, bel den Pflanzen der 35S-Linie nur 1,55 g

(Probenextrakte wurden 1:20 verdinnt). S = Standard; C = Kontrollee @ = Ozon-behandelte
Probe.

Zusétzlich wurden Northern Blots der transgenen Tabaklinien und des Wildtyps durchgefihrt.
Als Sonde diente eine 649 Basen lange DIG-markierte DNA-Telsequenz von gf-2.8. Auch
auf Transkriptebene konnte keine Induktion der Weizen-Oxdatoxidase gefunden werden
(Abb. 60). Eine fehlende Enzym-Aktivitd konnte damit nicht mit Problemen des Wezen
Proteins in enem anderen Pflanzensystem begrindet werden. Die hohen Transkriptmengen
der transgenen Linien 35S spiegdten die hohen Aktivitdten im Enzymtest wieder.

NP
& O O o?c}f & o <z>° <e>° Cbo

N o)
T TR P P g S
e s gi-2.8

Abb. 60: Northern Blot der transgenen Tabaklinien (Gus = Promotor von gf-2.8 gekoppelt an
-Glucuronidase, 35S, ¢f-2.8) und des Wildtyps Xanthi (X). Jewells 10ng Gesamt-RNA
wurden auf eine Membran geblottet und mit ener 649 Basen langen DIG-markierten Sonde
(Primer OxOa, OxOb) gegen ¢f-2.8 spezifisch hybridigert. Als Kontrolle der gleichmé@gen
Beladung wird die Bande der 25S rRNA gezeigt. C = Kontralle; Os = Ozon-behandelte Probe.
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Abschlielfend musste eine Beteligung einer Tabak-eigenen Oxdatoxidase bel der Ozon
induzierten Bildung von reektiven Sauerdoffspezies ausgeschlossen werden. In den Sorten
Bd B und Bd W3 konnte weder in Kontroll- noch in Ozonbehandeten Pflanzen ene
Aktivitét detektiert werden. Darlber hinaus erfolgte auch keine Aktivierung ener in Tabak
gebrachten Oxadatoxidase aus Weizen durch das Schadgas, weder auf Aktivitdts noch auf
Transkriptebene.

3.1.3 Suchenach den Genen fir Germin-adhnliche Proteinein Tabak

Die Suche nach den Genen de potetidlen Gemin-dhnlichen Proteine in  der
Apoplagtenfliissgkeit mit Hilfe von degenerieten Primern zu den Peptiden der 21, 25 und
26 kDa Bande blieb efolglos. Auch die nach konsarvierten Regionen samtlicher GLPs
entwickelten degenerierten und spezifiscchen Primer  brachten kein postives  Ergebnis.
Samtliche amplifizieten  DNA-Fragmente zeigten keine Homologien zu  Germin-dhnlichen
Proteinen, bzw. enthielten keines der Peptide aus Abschnitt (3.1.1).

Als bisher enziges zu GLPs-homologes Protein in Tabak wurde Nectarin | in Nektar
nachgewiesen (Carter & Thornburg, 2000). Nectarin | wird ausschliefldich in  Nektar
exprimiert, hat eine molekulare Masse von 29 kDa und besitzt keine Oxaatoxidase-Aktivitét.
Mit Hilfe von spezifischen Primern (Sehe Anhang) gdang es dieses Gen in genomischer
DNA von Blétern zu detektieren (Abb. 61).

bp
2176
1766
1230
1033

Abb. 61. Nachwes des Germin-ghnlichen Proteins Nectarin (Pfell) auf genomischer Ebene
mit Hilfe ener spezifischen PCR-Andyse. Durchgefiihrt wurden 38 PCR-Zyklen be 55°C.
Primer:

5-CACGGCGGCAGATTTCTCG-3 Neca 5'-GGCACAGTTGGTGAAGCCCC-3' Nech.
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Keines der Peptide der 21, 25 und 26 kDa Bande konnte in dieser Sequenz wiedergefunden
werden. Neueste Erkenntnisse  (Cater &  Thornburg, 2000) weisen Nectarin |
Superoxiddismutase- Aktivitét zu.

3.2. Beteiligung von NADPH-Oxidase homologen Enzymen und

Superoxiddismutase an der Bildung reaktiver Sauer stoffspeziesin Tabak

Die NADPH-Oxidase ig besonders aus den menschlichen neutrophilen Granulocyten bekannt
(Henderson & Chappell, 1996), wo en Komplex aus verschiedenen Untereinheiten nach
Aktivierung durch Pahogene die Bildung von Oy katdyset (Abb. 4). Die
Elektronenlbertragung auf den Sauerstoff erfolgt dabei durch die Untereinheit gp91phox.

In verschiedenen Pflanzenaten wurden zu der Untereinheit gp91lphox homologe Gene
gefunden: in Arabidopsis thaliana (Keller et d., 1998; Torres et d., 1998), in Ras (Groom et
al., 1996), in Tomaete und Potamogeton (Amicucci et d., 1999, AF148534), sowie sait kurzem
in Katoffd (Yoshioka et a., 2001). Diese waren dlesamt durch eine Verlangerung des 5'-
Endes gegeniber der menschlichen Form charakterisert und werden ds ,respiratory burst
oxidase homologues (rboh)* bezeichnet.

3.2.1 Identifikation und Charakteriserung von zwe Isoformen der NADPH-Oxidase
in Tabak

Im folgenden sollten die Tabaksorten Be B und B W3 auf das Vorkommen von Isoformen
einer  NADPH-Oxidase untersucht, sowie deren potentidle Beteligung an der Ozon
induzierten Bildung der resktiven Sauerdoffspezies geprift werden. Mit Hilfe verschiedener
degenerierter Primer, entworfen nach enem Alignment der bekannten pflanzlichen putativen
NADPH-Oxidasen, und Primern, die spezifisch zu den Tomatensequenzen entwickelt wurden,
konnten zunéchst Tellsequenzen (mit den Primern Tom2a und Tom3b, 5a und 7b, 5a und 9b,
sowie Tom8a und Tom7b; sehe Anhang) und schliefldich der gesamte codierende Bereich von
zwe Homologen der menschlicher gp9lphox in Tabak-Blétern detektiert werden (Primer
D5full und D3full, sowie F5a und F3'b). Sie wurden in Anlehnung an die Ahnlichkeit zu
den betreffenden Isoformen in Arabidopsis Ntrboh D und F genannt (Ntrboh = N. tabacum
respiratory burst oxidase homologue). Die beiden Sequenzen umfassen 2817 (Ntrboh D bzw.
2889 (Ntrboh F) Nukleotide einschlieldich des Stopp-Codons (sehe Anhang), was
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abgeleteten Sequenzen von 938 bzw. 962 Aminosiuren entspricht. Abb. 62 zegt enen
Vergleich der beiden abgd eiteten Aminosiure- Sequenzen mit der menschlichen gp91phox.
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FAD
KYKSGQYMFV NCAAVSPFEW [HPESI TSAPG DDYLSVHI RT LGDWIRQLKT

Nt r bohD 633
Nt rbohF 662 RYKSGQYMFV AVSPFEW [HPFSI TSAPG DDYLSHH RQ LGDWIQELKR
gp91phox 319 MEV- GQYI FV KCPKVSKLEW [HPFTLTSAPE EDFFSHHI RI VGDWIEGLFN
Motif 2

Nt r bohD 683 VFSEVCQPPP NCKSGLLRAD YLQGENNPNF PRVLI[DGPYE APAQDYKKYE
Nt rbohF 712 VFSEACERPE AGKSGLLRAD ENTKKSE- - - PKLLI [DGPYH APAQDYRKYD
gp91phox 368 ACGCDKQEFQ DAWK- - - --- ------FE--- PKI AVIDGPFG TASEDVFSYE

NADPH ri bose
Nt r bohD 733 VVLLV! ATPMI SI VKD - | VNNMKAMD EEENSLEDGH NNNMAPNSSP
Nt r bohF 759 VL | SI EKD LLVNI VKMEE QADLASDFSG NSDMSVATSE
gp91phox 403 WMLVGAG G VT S| EKS VWYKYCNNAT - - -------- mmmaam oo

*
Nt r bohD 782 NI AKNKGNKS GSASGGNNFN TRRAYFYWY/T REQGSFDWFK Gl M - - - NEA
Nt rbohF 809 QPALNKI SLK RRKSTLRTTN - - - AYFYW/T REQGSFDWFK GVM - - - NEV
gp91phox 433 -eeeeaa o NLK LKKI YFYW.C RDTHAFEWFA DLLQLLESQM
Nt r bohD 828 AENMDHKGVI E MHNYCTSVYE EGDARSALI T MLQSLHHAKN GVDI VSGTRV
Nt rbohF 852 AELDQRGVI E MHANYETSVYE EGDARSALI T MVQALNHAKN GVDI VSGTRV
gp91phox 466 QERNNAGFLS YNI YETGWDE SQANHFAVHH DEEK- - ---- -- DVI TGLKQ
*
NADPH adeni ne

Nt r bohD 878 KSHFAKPNWR NVYKRI ALNH PEAKVIGVFYQ GAPALTKELR QHALDFSHKT
Nt r bohF 902 HFARPNVWK KVESKTLTKH FYQ GAPVLAKEL LCKEYN
gp91phox 508 LYGRPNWD NEEKTI ASQH PNTRFEGVFLQ GPEALAETL QS| SNSES!
Nt r bohD 928 STK- - FDFHK ENF
Nt r bohF 952 ATK- - FEFHK EHF
gp91phox 558 PRGVHFI ENK ENF

Abb. 62: Sequenzvergleich der putativen Tabak NADPH-Oxidase Isoformen D und F mit der
menschlichen  gp9lphox (NM_000397). Ubereindimmende Aminosiuren wurden  grau
markiert. Besondere Doménen (EF-Hand-Motive, FAD-, NADPH Ribose- und NADPH
Adenin-Bindungsstellen und Motif 2) wurden durch Rahmen hervorgehoben. Be  geb
hinterlegten Aminosduren (H) handdt es sich um konsarviete Hididinretee TM  geht fir
Transmembrandoméane, | bedeutet Intron (Torres et d., 1998), die * zeigen konservierte
Prolinn und Agpartat-Reste. Striche gtelen Licken der Sequenzen dar, die zum Optimieren
des Alignments engefliigt wurden. Das Alignment wurde mit Hilfe des Programms DiAlign
von Genométix erstd|t.

Waéhrend die abgdeteten Aminosiuresequenzen der beiden Tabak-Isoformen ene ldentitét
von 52% zueinander bedtzen, simmen zwischen der D-lsoform bzw. der F-Isoform und
gp91phox jewells 29 % der Aminosauren Uberein (Tab. 1). Stark konserviert sind besonders
die fur die Funktion des Enzyms wichtigen Bindungsstdlen fir FAD, NADPH Ribose und
NADPH Adenin. Ubereindimmend enthdten die menschliche gp9lphox und pflanzliche
Lrespiratory burst  oxidass® Homologe sechs putative Transmembrandomanen (TM1-6).
Konsarvierte Hididine in den Transmembranen 3 und 5 snd in gp9lphox fir die Ham
Bindung verantwortlich (Finegold et d., 1996; in Abb. 62 markiert). Die in der menschlichen
gp9lphox fur die Funktion wichtigen Aminosduren Prolin-415 und Aspartat-500 (in Abb. 62
mit * markiert) and ebenfdls in den pflanzlichen Isoformen vorhanden. Ein Audtausch dieser
Aminosiuren durch Higidin und Glycn fuhrt zu ener Insktivierung der  menschlichen
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NADPH-Oxidase und damit zu der Krankheit Chronische Granulomatose (CGD; Segd e 4.,
1992).

Ein grolRer Unterschied zwischen den pflanzlichen, putativen NADPH-Oxidasen und der
gp91phox liegt vor dlem im 5-Ende Hier zeigen die pflanzlichen Isoformen ene deutliche
Verlangerung, in deren Bereich auch die beiden charakterisischen EF-Hand-Motive (Abb.
63) zu finden snd. EF-Hande bestzen Cacium-bindende Eigenschaften und bestehen aus der
Struktur  Hedlix-Loop-Heix. Der Loop umfast im Normdfdl immer en Glutamat oder
Aspartat, die zwel Sauerstoffatome ds Ligand fur die Ca-Bindung bereitgelen.

EF hand | EF hand 11
Nt r bohD RLQIrFFDMWDKDADGR TEEEVRE! | GLS YAALI MEELDPNNLGYl M ENLEMLLLQA
Nt r bohF RLQ SFDWDKNEDGRI AEEEVKEI | MLS YAALI MEELDPERLGY! ELWLETLLLQK
consensus -n—nn- —AX-Y-ZG#l $- - &—nn—n - n—nn-—aX- Y- ZG#| $- - &—nn--n
L | L
— 111} HHTTE
Hel i x Loop Hel i x Hel i x Loop Heli x

Abb. 63. EF-Hand-Motive der N-terminden Doméne von Ntrboh D und F und Konsensus-
Sequenz. n = hydrophobe Aminosiure-Reste, - = variable (oft hydrophile) Aminosduren, X,
Y, Z = Aminosiurereste mit Sauerstoffatomen in der Satenkette, G = Gly, # = der Carbonyl-
Sauerstoff dieses Aminosaurerestes dient dsLigand, | = lle, Leu oder Va, Z = mes Glu.

Sehr hohe Homologien bestzen beide Tabakisoformen zu Sequenzen aus Tomae (Tab. 1).
Waéhrend bei Ntrboh D 90 % dler Aminosiuren identisch mit einer Isoform in der Genbank
(AF148534, wfil) idt, stimmen zwischen der F-lsoform und Lerbohl (= L. esculentum
respiratory burst oxidase homologue 1; Amicucci et a., 1999) 84 % der Aminosduren
Uberein. Im Vergleich mit den entsprechenden, namensgebenden Isoformen aus Arabidopsis
and 67 (D-Isoformen) bzw. 72 % (F-1soformen) aler Aminosiuren identisch. Die genannten
Doménen gtellen dabel aber hoch konservierte Regionen in dlen |soformen dar.

Mit den putativen pflanzlichen NADPH-Oxidasen und der menschlichen gp9lphox wurde
noch die menschliche Sequenz ThOX 1 aus der Schilddrise verglichen (Tab. 1). Diese
Thyroid-Oxidase stdlt eberfals en Homolog zu der gp9lphox dar, zeichnet Sch aber wie die
pflanzlichen Homologe durch den Bestz von EF-Hand-Motiven aus (De Deken et a., 2000).
Dartber hinaus ig diesss Enzym im N-terminden Berdich noch @nmd verlénget: hier liegt
ene zusitzliche Transmembrandoméne vor, insgesamt gibt es Seben.
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Tab. 1. Vewandtschaft von Ntrboh D und F zu bekannten pflanzlichen und humanen
NADPH-Oxidasen. Lewfi 1und LeRBOH 1 stammen aus L. esculentum, Atrboh D und F aus
Arabidopsis thaliana, gp9lphox und ThOX 1 aus dem Menschen, Fe-Reductase aus
Saccharomyces cerevisiae.

Ntrboh D Ntrboh F
938 AS 962 AS
Acc.-Nr. ahnliche AS identiscche AS | ahnliche AS identische AS
Lewfi 1 AF148534 92 % 90 % 71 % 58 %
938 AS
Lerboh 11 AF088276 64 % 51 % 86 % 84 %
989 AS
Atrboh D AF055357 79 % 67 % 71 % 57 %
921 AS
Atrboh F AB008111 67 % 53 % 78 % 72 %
944 AS
gpP91phox NM_ 000397 45 % 29 % 44 % 29 %
570 AS
ThOX 1 AF230495 46 % 27 % 46 % 29 %
1551 AS
Fe-Reductase | M86908 40 % 21 % - -
686 AS

Abb. 64 zeigt verglechend Hydropathie-Blots der putativen NADPH-Oxidasen Ntrboh D und
F, sowie von gp9lphox und ThOX1. Deutlich snd die verschiedenen Grolenverhdtnisse der
Enzyme Wahrend die pflanzlichen Enzyme Uber 900 Aminosauren lang sind, kommt die
menschliche gp9lphox auf kngpp 600. Die langste Sequenz besitzt ThOX1 mit kngpp 1600
Aminosauren. Hydropathie-Blots zeigen hydrophobe und hydrophile Bereiche der Sequenzen
an und ermdglichen damit eine Voraussage der hydrophoben Transmembrandoménen. Diese
dnd mit romischen Zahlen durchnummeriert. Dabei it die Ahnlichkeit der Anordnung der
putativen Transmembrandoménen zwischen Ntrboh D und F, gp9lphox und ThOX1 sehr
hoch. Zusizlich kan sgdr gut die ebenfdls hydrophobe NADPH-Bindungssele
herausgelesen werden. Sieist mit einem* in Abb. 64 gekennzeichnet.

Folgende Saite:

Abb. 64: Hydropathie-Blots der Oxidasen Ntrboh D und F aus Tabak sowie gp91phox und
ThOX1 nach Kyle and Dodlittle zur Bestimmung der Transmembrandoménen. Unterschieden
wird in diessm Programm nach hydrophoben und hydrophilen Aminosduren. Die Nummern |-
VIl gehen flr Transmembrandoménen, * markiet die NADPH-Bindungsstdle. Negative
Zahlen zeigen Hydrophilie, podtive Zahlen Hydrophobie an. Ergdlt mit dem Programm
TMpred (EXPASy Proteomicstools), veréndert.
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I11. Ergebnisse

3.2.2 Nachweis von Superoxiddismutase-Aktivitat in der Apoplastenflissigkeit von
Tabak Bel B und Bel W3

In Abschnitt 3.2.1 konnte die Exisenz von zwe putativen Isoformen einer NADPH-Oxidase
in Tabak nachgewiesen werden. Nachdem dieses Enzym die NADPH-abhéngige Resktion
von Sauersoff zu Superoxid katdysert und in Tabak aber hauptsachlich H,O, wahrend und
nach der Ozon-Behandlung detektiet wurde, muss Superoxid noch in Wasserstoffperoxid
umgewandelt werden. Dies kann entweder Uber spontane Dismutation oder aber durch die
Katdyse von SOD geschehen. Aufgrund verschiedener Hinweise auf die Exisenz von
Superoxiddismutase-1soformen im  Apoplasten, zB. in Pinus sylvestris (Karpinska et 4.,
2001; Streller & Wingde, 1994) und Spinat (Ogawa et a., 1996), wurden Aktivitéstest mit
Kontroll- und Ozonbehandelten Proben der Tabaksorten Bd B und Bd W3 durchgefiihrt.
Diese efolgten leicht verandert nach Beauchamp & Fridovich (1971) ds Farbresktionen in
gnem ndiven Polyacrylamid-Gd. Abb. 65a weist nach, dass sowohl im Apoplasten von
Kontrollen ds auch Ozonexponieter Pflanzen beider Tabaksorten Aktivitée  von
Superoxiddismutase-1soformen vorhanden ist. Die Aktivité in den Ozon-behandelten Proben
zeigte dch dabel zum Zeitpunkt 7 h nach Beginn der Ozonexpostion, dso zu dem Zetpunkt
der H,O, Detektion, gegentber den Kontrollen deutlich erhoht. Versuche mit den Inhibitoren
KCN (Abb. 65b) und HO, (Abb. 65c) fur spezifische Isoformen ergaben, dass es sich bel den
detektierten Enzymen um Cu/Zn-lsoformen handelte. Nach Sanddlio & Rio (1987) hemmt
KCN die Aktivitst von CuwZn-SOD, H;O, hemmt sowohl CwZn-SODs as auch Fe-SODs,
wahrend Mn-Superoxiddismutase durch keinen der beiden Inhibitoren beeinflusst wird.

Um auszuschliel¥en, dass die Zunahme der SOD-Aktivitét in den Ozon-behanddten Pflanzen
auif ene Veunrenigung durch Cytosol beruhte, wurde die Apoplagtenfliissgkelt auf das
Vorhandensein von Chlorogensauren ds cytosolische Marker untersucht (Moeder, 1999).
Diese lagen im Bereich von etwa 2 % (Abb. 10).
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Abb. 65: Nachwes von Superoxiddismutase-Aktivitst in der Apoplagenfliissgkeit von
Kontroll- und Ozon-behanddten Blétern der Tabeksorten Bed B und Bd W3. Die
Apoplagtenflissigkeit wurde 7h nach Beginn der Expostion gewonnen. b) und c) zeigen die
Ergebnisse der Inkubation mit den Hemmstoffen KCN und HO,. C = Kontrolle, O; = Ozon-
behanddte Pflanzen.
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3.2.3 Expressonsstudien der beiden putativen NADPH-Oxidase | soformen in Tabak

Zur Charakteriserung der Transkriptakkumulation von Ntrboh D und F wurden verschiedene
Northern- und RT-PCR- Experimente durchgefihrt.

3.2.3.1 Expression der GeneNtrboh D und F in ver schiedenen Geweben

Mit Hilfe von Northern-Anadysen wurden zundchst verschiedene Gewebe von Tabakpflanzen
auf die Expresson der beden Isofoomen D und F untersucht. Das entgprechende
Pflanzenmateriad wurde morgens gegen neun Uhr geerntet. Die Detektion der beiden mRNAS
efolgte jewels Uber ene spezifische, DIG-markierte, 415 Basen (Basen 977-1391) bzw. 459
Basen (Basen 1663-2121) lange Sonde. Weder bei der Sorte Bl B noch bel der Sorte Bel W3
konnte in unbehanddten Blétern ene dSgnifikante Menge an Transkripten der Isoform D
nachgewiesen werden (Abb. 66). Ebenso konnte die Sonde auch in den Blutenhillbl&tern
keine Transkripte detektieren. Eine starke Expresson der Ntrboh D efolgte in den Wurzen.
Auch hier erschien die Expresson in Bel B etwas stérker ds in Be W3. Be der Sorte Bd W3
wies eine der beiden Proben eine hohe und mit Bd B verglechbare Bandenstérke auf, die
Bande bei der anderen Pflanze dagegen war nur schwach. Auffélig bel den Proben mit starker
Expresson war das Auftreten von Doppelbanden. Zu der erwarteten oberen Bande mit einer
Grofee von ca 3000 Basen kam noch ene kleinere mit etwa 1900 Basen hinzu. Auch in den
Sprossachsen beider Tabaksorten konnten Transkripte der D-lsoform  detektiert werden.
Allerdings zeigte sch die Menge der Transkripte abhangig von der Probennahme. So konnte
in Abb. 66a jewels in ener von zwe Proben ene deutliche Bande erkannt werden, in der
anderen Probe jedoch kaum. Dabe stammten die Proben mit kréftigerer Bande jewells von
néher an der Wurzel gelegenen Sprossachsenabschnitten. In Abb. 66b wurde pro Gewebe das
Materid von dre verschiedenen Pflanzen gemischt. Hier zeigte sSch beal beiden Tabaksorten
eine schwache Bande, bel der Sorte Bel B etwas Stérker asbel Be W3.

Bel der Detektion der Ntrobh F zeigten sch keine Unterschiede zwischen den verschiedenen
Geweben und den beiden Tabaksorten (Abb. 66b). Die Expresson dieses Gens efolgte
gechmddg schwach und wa damit nur mit langen Expostionszeten des HIms
nachzuweisen. Als Kontrolle der glechmddgen Gebdadung wurde unter den Blots die
Bande der 25S rRNA abgebildet. Ribosomade RNA zeichnet sch durch eine konditutive
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Expresson aus und sollte damit in dlen Proben unabhdngig von der Behandiung in @nlicher
Konzentration vorhanden sein.

3) Bel B Bel W3

Bl Bl Sp Sp Wu Wu B Bu Bl Bl Sp Sp Wu Wu Bii Bl

' Ntrboh D
"

T e

b) Bel B Bel W3
Bl Sp Wu BU Bl Sp Wu Bl
band Ntrboh D
-— —
Ntrboh F

ET L L LT I™) >skRhA

Abb. 66: Expressonsmuster der beiden Ntrboh-Isoformen in verschiedenen Pflanzengeweben
der Tabaksorten Bd B und Bd W3. Aufgetragen wurden jewells 10 ug Gesamt-RNA. Als
Kontrolle fir ene glechmdldge Gebedadung wird die Bande der 25S rRNA gezegt.
Detektiet wurden die Transkripte mit Hilfe einer DIG-markierten Sonde, die bei der D-
Isoform 415 Basen, bei der FIsoform 459 Basen grold war. Bl = Blatt, Sp = Sprossachse, Wu
= Wurzd, BU = BlUtenhtlle. In @ wurde pro Spur das Probenmaterid von nur einer Pflanze
aufgetragen, in Versuch b) wurde das Materid von drel Pflanzen gemischt.

Neben Northern-Blots eignen sch quanttitative RT-PCR-Expeimente zur vergleichenden
Anayse der Transkriptmengen enes Genes zwischen verschiedenen Pflanzengeweben oder
Behandlungen. Die Ergebnisse der quantitativen RT-PCR bedtétigten die Resultate der
Northern-Blots der D-Isoform. Diese wurden mit spezifiscchen Primern (15a + 16b, sehe
Anhang) durchgefiihrt, die ein 415 Basen grof3es Tellstlick der cDNAs amplifizierten. Fir das
Primerpaar wurde zundchgt die optimale Temperatur und Zyklenzahl (Materid und Methoden
Abschnitt 19.10.2; Abb. 11) bestimmt. Ein Tell des PCR-Ansatzes wurde schlieldich auf en
Agarose-Gd  aufgetragen  (Abb. 678, mit dem Rest wurden quantitative Anaysen
durchgefiihrt (Abb. 67b).
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Abb. 67: Quantitative Expressonsandysen der Ntrboh D mit Hilfe von RT-PCR. Pro PCR-
Ansatz wurden jewells 10ng cDNA engesetz und be 69°C 36 Zyklen durchgefiihrt. Die
Proben bestanden aus Materid von drel verschiedenen Pflanzen. In @) ig ein Foto enes
Ethidiumbromid-gefarbten Agarose-Geds zu sehen, in b) die quantitative, fluorometrische
Auswvertung. Die Standardfehler delen die Unterschiede zwischen vier verschiedenen PCR-
Experimenten einer cDNA-Synthese dar. Bl = Blatt, Sp = Sprossachse, Wu = Wurzd, Bl =
Bliute. Primer: 15aund 16b (3ehe Anhang).

Wie bel den Northern-Blots zeigten die Organe Blait und Blite beider Tabaksorten nur sehr
geringe Transkriptmengen (Abb. 6738). In den Sprossachsen konnte eine grél¥ere Menge
detektiert werden. Hier waren es bel Bd B ca. 5, bei Be W3 etwas weniger mit ca. 3ng pro
ngcDNA Abb. 67a und b). Wiederum konnte in den Wurzeln die hochste Konzentration der
Transkripte nachgewiesen werden. Der relativ hohe Standardfehler be den Wurzd-Proben
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von Bd B weg aer auf die darken Schwankungen zwischen verschiedenen PCR-
Experimenten hin. Der Standard auf den Gebild zeigt, dass die richtige Bande in der

erwarteten Grofe amplifiziert wurde.

3.2.3.2 Transkript-Analyse fir Ntrboh D und F wéhrend und nach ener
Ozonbehandlung

In einem néchgen Schritt wurde der Einfluss einer Ozonbehandlung auf die Genexpression
der beiden NADPH-Oxidase-Homologe in Tabak geprift. Dafir wurden Pflanzen der Sorte
Bd W3 fir 1,5h mit 185n I'* Ozon behanddt. In Abb. 68 wurde RNA von Kontrollpflanzen
und behanddten Pflanzen mit den Sonden fir Ntrboh D und F hybridisert. Wéhrend bel
Blattmateriad von Kontrollpflanzen ken Sgnd be der D-lsoform detektiert werden konnte,
zeigte dch ene deutliche Bande in Probenmaterid von Ozortexponierten Pflanzen. Der mit
Hilfe des ImageMager (Amersham Pharmacia) berechnete Induktionsfaktor betrug 15. Bei

der F-lsoform waren weder in unbehanddtem noch in behanddtemn Blattmateria Banden zu
erkennen.

C o

3

R Ntrboh D

|
Ntrboh F

Abb. 68: Veglechende No