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Kapitel 1

Einleitung

Pilzbefall auf Getreidefeldern kann in feuchten Regionen wie in Schleswig-Holstein zu erhebli-
chen Ernteeinbuflen fithren. Die ibliche phytosanitéire Vorgehensweise ist die einheitliche, ganz-
flichige Behandlung von Pflanzenbestéinden mit Fungiziden. Dieses Verfahren gilt als sehr um-
weltbelastend. Denn in der Regel sind nicht alle Pflanzen eines Feldes gleichméBig infiziert und
die eingetragene Giftmenge iibersteigt die wirklich notwendige bei weitem. Hieraus erwéchst
aus finanziellen und 6kologischen Griinden die Forderung, die Ausbringung von Fungiziden an
den tatséchlichen Bedarf anzupassen.

Ein Schritt in diese Richtung ist die Ausbringung der Gifte in Abhingigkeit von der Wet-
terlage (Verreet et al., 2000): Bei trockenem, sonnigem Wetter besteht keine Gefahr. Erst wenn
es iiber einen bestimmten Zeitraum feucht gewesen ist, erhalten die Bauern die Aufforderung
zum Spritzen. Wenn die Methode auch bereits die Giftmenge stark reduziert hat, so bleibt doch
der Wunsch nach weiterer Anpassung an den tatsichlichen, insbesondere teilflichenspezifischen
Bedarf.

Das Fernziel ist damit eine Erkennung des Pilzbefalls vom fahrenden Traktor und die
dadurch mogliche hochangepasste Ausbringung der Bekdmpfungschemikalien. Hierzu miissen
leicht messbare Signale von der Pflanze gefunden werden, die den Befall anzeigen. Fiir den
Biophysiker stellen sich damit folgende Fragen:

e Gibt es befallanzeigende Signale von der Pflanze?
e Wie konnen diese Signale vom fahrenden Traktor aus registriert werden?

Tucker und Chakraborty (1997) haben ein digitales Bildverarbeitungssystem entwickelt,
das automatisch Lisionen von Bléttern entdecken kann. So faszinierend diese Technik auch ist,
so ist sie aus zwei Griinden zur Zeit noch nicht fiir die Infektionserkennung einsetzbar: Die
Leistungsfiahigkeit von Laptops ist noch nicht so grofl, dass eine Online-Bildauswertung vom
fahrenden Traktor aus moglich ist. Zusétzlich ist es auch eher unwahrscheinlich, dass das System
den Befall im Frithstadium erkennen kann, wenn noch keine sichtbare Blattschadigung auftritt.

Leichtere Messbarkeit und Auswertbarkeit verspricht ein Signal, das sich in der Pflanzenboni-
tur (Beurteilung des Gesundheitszustandes) in groem Mafle durchgesetzt hat: die Chlorophyll-
Fluoreszenz (Schreiber et al., 1986; Schreiber und Bilger, 1993; Strasser et al., 1995). Sehr
einfach ist die Bestimmung des Chlorophyllgehaltes als Maf fiir die photosynthetisch aktive Bio-
masse. Die sogenannten Vegetationsindizes, die auf der Bestimmung der Reflexionsverhéltnisse
R750/R550 und R750/R700 beruhen (Lichtenthaler et al., 1996; Gitelson et al., 1996, 1998),
sind so leistungsfihig, dass sie sogar vom Satelliten aus eingesetzt werden kénnen. Fouche (1992)
setzte eine Infrarot-Kamera in einem ferngesteuerten Flugzeug ein, um Wassermangel zu iiber-
wachen. Fiir den Einsatz vom fahrenden Traktor zur Online-Steuerung der Stickstoffdiingung
wurde in Kiel in der AG Heege ein Verfahren entwickelt, welches {iber den Wendepunkt im Rot-
zu-Infrarot-Anstieg des Reflexionsspektrums den Chlorophyllgehalt und den Blattflichenindex
ermittelt. Dieses Verfahren wird von der Industrie kommerziell angeboten (Hydro N-Sensor)
und bereits weltweit eingesetzt. Unterschiede in den photosynthetischen Pigmenten sind die
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Grundlage, um durch Anregung bei bis zu 7 verschiedenen Wellenléingen und Detektion bei vier
verschiedenen Wellenldngen Algenklassen zu unterschieden (Kolbowski und Schreiber, 1995;
Beutler et al., 2002, 2003, 2004).

Alle diese Verfahren messen den Gehalt an Chlorophyll oder anderen Antennenpigmenten.
Doch das Ziel bei der rechtzeitigen Erkennung des Pilzbefalls ist es, die Infektion bereits dann zu
detektieren, wenn das Blatt noch griin ist und eine phytosanitire Mainahme das Fortschreiten
noch stoppen konnte. Das heifit, der Befall soll in einem Stadium erkannt werden, in dem
der Pilz gerade angefangen hat das Blatt zu infizieren. Da die Photosysteme sehr robust sind
(bzw. durch Reparatursysteme sofort nach einem Schaden wieder hergestellt werden, Baroli
und Melis, 1996), ist nicht damit zu rechnen, dass ein Pilzbefall im Friithstadium durch eine
Chlorophyllgehaltsbestimmung erkannt werden kann.

Anderungen in den Stoffwechselprozessen kénnen dadurch entstehen (und moglicherweise
sichtbar werden), dass die Pflanze bestimmte Prozesse stimuliert oder deaktiviert. Dies kann
im Rahmen einer Abwehrstrategie (Radikalerzeugung, Verdickung), als Folge der Schiadigung
oder initiiert durch den Pilz zur Mobilisierung der Reserven der Pflanze (um sie auszubeuten)
geschehen. Folgen dieser Prozesse sollten aber den Chlorophyllgehalt unverdndert lassen und
allenfalls in der variablen Fluoreszenz sichtbar werden.

In der Diplomarbeit (Hammes, 2000) wurde hinsichtlich der obigen beiden Fragen ein Weg
beschritten, der von der umgekehrten Reihenfolge ausging: erst die Losung technischer Proble-
me, dann die Untersuchung, ob die Signale sich iiberhaupt eignen. Dies liegt daran, dass ein
technisches Problem sich besser fiir die Bearbeitung in einer physikalischen Diplomarbeit eignet.
Allerdings lagen aus den im Kapitel 2 zu besprechenden Vorarbeiten von Eiko Thiessen bereits
Hinweise vor, dass die variable Chlorophyll-Fluoreszenz sich bei Pilzbefall verédndert.

Die Auswertung der zeitlichen Verédnderung der Chlorophyll-Fluoreszenz nach einem Licht-
blitz sollte dadurch erreicht werden, dass einen Reihe von Detektoren, léngsseits am Traktor
angebracht, den gleichen Blattbestand zeitlich versetzt sehen (durch die Fahrt des Treckers).
In der Machbarkeitsstudie in der Diplomarbeit Hammes (2000) wurde der Traktor im Labor
durch eine Mérklin-Spur-I-Eisenbahn ersetzt. Es konnten folgende Probleme geltst werden:
Ein Normierungsverfahren, das das blaue vom Blatt reflektierte Licht zur Skalierung der ro-
ten Fluoreszenzantwort nimmt, erméglichte die Messung vom wippenden Traktor auch, wenn
der Blattabstand im Bereich von 1 m stark schwankte. Das Wiederfinden derselben Blitter
in den Spuren verschiedener Detektoren konnte mit Hilfe einer Kreuzkorrelation zwischen den
Datenspuren erreicht werden.

Die technischen Probleme der Messung im Feld waren also beherrschbar. Die Frage, die offen
blieb, war nur: Gibt es iiberhaupt etwas zu messen? Die Diplomarbeit schloss zwar damit, dass
auf den fahrenden Zug gelegte infizierte Blétter bei der Durchfahrt unter der Detektorreihe von
gesunden unterschieden werden konnten. Doch ob die kleinen Unterschiede, die unter Laborbe-
dingungen zur Identifikation geniigten, wirklich fiir eine Pilzerkennung im Feld reichen wiirden,
war noch offen.

In dem darauf folgenden DFG-Projekt Ha712/16-1,2 der Arbeitsgruppen Hansen, ZBM, und
Verreet, Phytopathologie, in dessen Rahmen die vorliegende Dissertation angefertigt wurde, ging
es darum, zu suchen, unter welchen Bedingungen Signale aus dem photosynthetischen Apparat
einen maximalen Unterschied zwischen infizierten und gesunden Bléttern zeigten. Besonderes
Gewicht legte die DFG aber auf die Grundlagenforschung, das heisst, auf die Untersuchung,
welche pilz-induzierten Umschaltungen in den Stoffwechselwegen des Blattes die Signale aus
dem photosynthetischen Apparat verdndern.

Im folgenden Kapitel wird ausgefiihrt, dass zahlreiche Phianomene (Radikalerzeugung, As-
corbat-Erschopfung, Glutathion-Erhéhung, Stimulation der Atmung) beobachtet werden, die
in pathogenbefallenen Pflanzen und in solchen, die mit Ammonium statt mit Nitrat als Stick-
stoffquelle erndhrt wurden, dhnlich sind. Die Wirkung der N-Form auf die Stoffwechselwege in
Bldttern ist Gegenstand des gemeinsamen DFG-Projektes Sa 359/13-1,2 der Arbeitsgruppen
Sattelmacher, Pflanzenerndhrung, und Hansen, ZBM. So ist es naheliegend, dass die Arbeits-
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hypothesen fiir die vorliegende Dissertation sich an die in Zhu et al. (2000) aufgestellte Hy-
pothese iiber den Einfluss der N-Form bei nitrat- und ammonium-ernihrten Pflanzen anlehnt.
Im Zentrum des Modells steht dort das Problem, dass die photosynthetische Elektronentrans-
portkette einen Uberschuss an Redox-Aquivalenten im Vergleich zur ATP-Erzeugung liefert.
Noctor und Foyer (1998) beschreiben verschiedene Strategien der Pflanzen zum Ausgleich die-
ser Unsymmetrie. Hiermit bietet die Proteinsynthese der nitraterndhrten Pflanzen zusammen
mit der notwendigen Bereitstellung von C-Skeletten einen scheinbar sehr vorteilhaften Stoff-
wechselweg, wihrend die ammonium-erndhrten Pflanzen, die die Proteinsynthese in der Wurzel
durchfiihren, stattdessen auf sehr viel ,,riskantere* Wege zuriickgreifen miissen; riskant in dem
Sinne, dass mehr Radikale erzeugt werden. Insbesondere wird angenommen, dass der Pathogen-
Befall zu einer Verdnderung in der Verzweigung des Redox-Flusses hinter PS I fiihrt und damit
zu einer unterschiedlichen Kopplung zwischen Mitochondrien und Chloroplasten. Nach den
oben genannten Phénomenen sieht es so aus, als verhielte sich die befallene Pflanze wie eine
ammonium-ernghrte Pflanze.

Allerdings mag die Ursache eine ganz andere sein. Wihrend im N-Form-Projekt wahrschein-
lich das ATP/Redox-Stochiometrie-Problem zur Wahl der jeweiligen Stoffwechselwege fiihrt,
konnen beim Pathogen-Befall andere Mechanismen die Steuerung iibernehmen, wie zum Beispiel
die folgenden Signale vom Pilz: IAA, Cytokine (Szirdki et al., 1975), Jasmonat (Creelman und
Mullet, 1997), Zucker (Ehness et al., 1997; Koch et al., 2000), Plasmalemma-Rezeptoren (Keen,
1990), G-Proteine (Vera-Estrella et al., 1994), die die Respiration und das Blatt-Wachstum
erhohen. Wihrend die Erzeugung von Radikalen in ammonium-ernéhrten Pflanzen ein ,tech-
nisches Versagen* zu sein scheint, kann sie beim Befall durchaus ein Teil der Abwehrstrategie
sein. Die Anlehnung an die Stickstoff-Arbeitshypothese bedeutet nicht, dass die Ergebnisse aus
dem N-Form-Projekt direkt iibernommen werden. Aber die Fragestellungen sind dort &hnlich
und die experimentellen Voraussetzungen vorhanden, sie zu beantworten.

In der vorliegenden Arbeit werden also d&hnliche biophysikalische Messungen wie beim Stick-
stoffprojekt zum Einsatz kommen (z. B. Messung von Chlorophyll-Fluoreszenz und diskreten
Absorptionslinien, Inhibitoreinsatz und Gassprunganalysen). Die Kooperation mit dem Kieler
Graduiertenkolleg GRK 820 ,, Antioxidantien®, Sprecherin Frau Krupinska, Botanik, bringt wei-
terhin das Know-How fiir den Einsatz von Farbstoffen fiir ROS (reactive oxygen species), so
dass die Untersuchungen auf eine breite Basis gestellt werden koénnen. Die Suche nach geeigne-
ten Signalen fiir die Infektionserkennung im Feld hat allerdings den Nachteil, dass héufig nach
dem Prinzip des Schrotschusses vorgegangen werden muss, um abzustecken, wo es verwertbare
Signale gibt. Das geht bei beschréinktem Zeitrahmen manchmal auf Kosten der Tiefe, die man
erreichen konnte, wenn man sich auf einen Effekt konzentrieren wiirde. Allerdings miissen dazu
passende Effekte erst einmal bekannt sein, so dass sich diese Arbeit hauptséichlich mit der Suche
nach solchen beschiftigen wird.






Kapitel 2

Stand der Forschung

Der Stand der Forschung wird in Bezug auf die beiden Zielsetzungen der Arbeit behandelt:

e Analyse der Auswirkung einer Pilzinfektion auf das photosynthetische System in Pflanzen,
insbesondere auf die Wechselwirkung zwischen Chloroplasten, Peroxisomen und Mitochon-
drien,

e Suche nach Parametern, die sich fiir die Erfassung des Pilzbefalls vom fahrenden Fahrzeug
eignen, und Installation sowie Erprobung eines Messsystems auf einem Traktor.

Es gibt zahlreiche Untersuchungen, die sich mit der Wirkung von Pathogenen auf die Pho-
tosynthese befassen. Sehr h#ufig sind Studien mit Viroiden (Jakob et al., 1997) oder Viren
(Osmond et al., 1998). Aber es existieren auch mehrere Arbeiten zum Pilzbefall. Die generelle
Beobachtung ist eine Reduzierung der photosynthetischen Aktivitit, ausgedriickt durch die va-
riable Chlorophyll-Fluoreszenz (Koch et al., 1994; Levall und Bornman, 2000; McAinsh et al.,
1990; Raggi, 1995), teilweise in Zusammenhang mit der Verfiigbarkeit von Néhrstoffen wie Cal-
cium oder Magnesium (Schwab et al., 1993), Phosphor (Zulu et al., 1991) und Stickstoff-Form
(Cruz et al., 1993). Wichtig fiir die Fritherkennung ist, dass diese Reduktion bereits in befalle-
nen, aber noch griinen Bléttern auftritt (Bastiaans, 1991; Hammes, 2000). Sowohl beim Befall
von Weinbldttern mit Viroiden (Jakob et al., 1997) als auch von Pfirsichbléttern mit Taphrina
deformans (Raggi, 1995) findet man eine Stimulation der Respiration (auch der Dunkelrespi-
ration, Bastiaans, 1991), wihrend die COs-Fixierung sogar negative Werte annimmt (Raggi,
1995). Der Anstieg der Respiration fillt mit einer 2- bis 3-fachen Stimulation der Expression
der mitochondrialen ATPase zusammen (Madrid et al., 1999). Peroxisome losen sich teilweise
von den Chloroplasten und den Mitochondrien und versammeln sich am Plasmalemma, offenbar
um Radikale zur Abwehr zu liefern (Coulomb et al., 1996). Zuckerman et al. (1997) dagegen
finden, dass die COo-Fixierung bei mit Septoria tritici infizierten Weizenbléttern bei den noch
griinen Blattteilen pro Fldche steigt, als ob der Verlust aktiver Blattteile kompensiert werden
sollte.

Doch auch fiir andere Mechanismen gibt es Hinweise: Plasmalemma-Redoxsysteme (Va-
nacker et al., 1998) spielen offenbar keine allzu grofie Rolle bei der Pathogenabwehr (Liith-
je et al., 2000). Aber es gibt Hinweise auf die Beteiligung von exozelluliren Enzymen wie
Germin/Oxalate-Oxidasen und Amine-Oxidasen, die ROS als Antwort auf Pathogen-Infektion
produzieren (Bolwell und Wojtaszek, 1997). Hiickelhoven et al. (2000) haben mit NBT (nitro-
blue tretrazolium) im oxidativen Burst ROS-Erzeugung im Apoplasten gezeigt.

Baker et al. (2000) berichten, dass die ROS-Produktion bei Infektion durch Bakterien mit
dem Cytochromweg in den Mitochondrien zusammenhingt und damit doch die aus dem N-
Form-Projekt (Sa359/13, Guo et al., 2005) bekannten Mechanismen in Betracht gezogen werden
miissen.

Diese Effekte zeigen, dass sich bei einer Infektion der Stoffwechsel des Wirtes verédndert.
Tiefergehende Kenntnisse iiber das Umschalten auf andere Synthesewege gibt es jedoch noch
nicht.
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Konzepte fiir das Verstehen dieser Vorgénge findet man in den neueren Arbeiten bei der Kopp-
lung zwischen Photosynthese, Photorespiration und Atmung (Backhausen et al., 1994; Kromer,
1995; Noctor und Foyer, 1998). Sie fiithrten bei Arbeiten der eigenen Gruppe (Zhu et al., 2000;
Bendixen et al., 2001; Guo et al., 2005) iiber die Untersuchung der Wirkung der N-Form bei
nitrat- oder ammonium-erndhrten Bohnen (Phaseolus vulgaris) zur Hypothese, dass die N-
Form-abhéngige Schidigung durch Starklicht mit der Benutzung unterschiedlicher Wege der
Chloroplasten-Mitochondrien-Kopplung zusammenhéngt, die fiir die Pflanze unterschiedlich ris-
kant, hinsichtlich der Generation von Radikalen sind. Im Sinne der Arbeit von Noctor und Foyer
(1998) liegen die Unterschiede in der Art des Redox-Exportes aus den Chloroplasten, der dem
Bedarf an C-Skeletten fiir die Proteinsynthese und dem Ausgleich der NADPH/H*-ATP-Bilanz
angepasst wird (siehe Abb. 2.1).
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Abbildung 2.1: Darstellung der Kopplung zwischen Photosynthese, Photorespiration und Atmung in
Hinblick auf die Unterschiede bei der Stickstofferniherung; nach Guo et al. (2005).

Fiir die Existenz &hnlicher Mechanismen bei Pilzinfektion sprechen einige Beobachtungen: Rag-
gi (1995) zum Beispiel findet bei Pilzbefall die bereits erwihnte Erhohung der Respiration, eine
sehr starke Abnahme der COo-Fixierung im Gegensatz zu einem sehr geringen Effekt auf die
iiber Chlorophyll-Fluoreszenz gemessene photosynthetische Effektivitdt. Der Autor versucht,
diesen scheinbaren Widerspruch mit COs-Refixierung aus der bereits oben erwidhnten stimu-
lierten Respiration (ATPase Expression, Madrid et al., 1999) zu erkléren.

Doch im Lichte neuerer Hypothesen (Noctor und Foyer, 1998) und der Befunde der eige-
nen Arbeitgruppe, dass zum Beispiel bei COs-Mangel der Fluss durch die ETC erhalten bleibt
(Chlorophyll-Fluoreszenz und photoakustisch gemessene Os-Entwicklung an PS II, Schinner
et al., 2001a), wihrend die Netto-O2-Entwicklung (Clark-Elektrode) auf null geht, kann auch
angenommen werden, dass der photosynthetische Elektronenfluss direkt, z. B. {iber den Malat-
Shuttle, in die Mitochondrien geleitet wird und kaum noch zum Calvin-Zyklus flieft. Dies un-
terstiitzt die Hypothese, dass die befallene Pflanze die COo-Fixierung einstellt, da soviel ATP fiir
Reparaturen und Pilzabwehr gebraucht wird, dass das ATP aus der Thylakoid-Energetisierung
nicht mehr fiir den Calvin-Zyklus zur Verfiigung steht und dann die exportierten Redox-Aqui-
valente der ETC (z. B. iiber den Malat-Shuttle, Backhausen et al., 1994; Reumann et al., 1994)
weiteres ATP (erhohte Respiration) in den Mitochondrien erzeugen.
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Die Ahnlichkeit zu diesen Ergebnissen aus dem N-Form-Projekt erstreckt sich selbst auf sol-
che Details, dass das mit HPLC gemessene Antennen-Xanthophyll Zeaxanthin bei Befall fillt
und Violaxanthin steigt (Levall und Bornman, 2000). Bei den Untersuchungen der eigenen
Gruppe zum N-Form-abhéngigen Lichtstress wurde die Unterdriickung der Zeaxanthin-Bildung
bei ammonium-erniihrten Pflanzen (Bendixen et al., 2001) in Ubereinstimmung mit Ergebnissen
von Neubauer und Yamamoto (1994) damit erklért, dass die Entgiftungsreaktionen bei erhohter
Radikalbildung so viel Ascorbat verbrauchen (Zhu et al., 2000), dass dies fiir die Zeaxanthin-
Bildung in den Antennen fehlt (Bendixen et al., 2001). Eine Erniedrigung des Ascorbatgehaltes
in infizierten Blittern fanden auch Jakob et al. (1997). Hierzu scheinen Ergebnisse zum starken
Auftreten von Radikalen sowohl bei Infektion mit Viroiden (Jakob et al., 1997) als auch bei
Pilzen (Coulomb et al., 1996; Vanacker et al., 1998) zu passen. Vanacker et al. (1998) fanden im
Blattapoplasten von Hafer unter Einfluss des Pilzbefalls ( Blumeria graminis) starke Anderungen
von Superoxid-Dismutase (SOD), Catalase, Ascorbat-Peroxidase, Dehydroascorbat-Reductase,
Monodehydroascorbat-Reductase und Glutathion-Reductase, entsprechend den Ergebnissen der
eigenen AG von ammonium-ernihrten Pflanzen (Zhu et al., 2000).

Allerdings kann die physiologische Bedeutung der jeweiligen Effekte bei Pilzbefall und N-
Form-Anpassung verschieden sein. Nach der in Zhu et al. (2000) vertretenen Hypothese héingt
die Art der Chloroplasten-Mitochondrien-Kopplung an den Erfordernissen einer ausgewogenen
ATP/NAD(P)H-Bilanz und an der Bereitstellung von C-Skeletten fiir die Protein-Synthese.
Bei Pilzbefall kann die Ursache fiir &hnliche messtechnische Befunde die Aktivierung der Ra-
dikalerzeugung zur Pathogenabwehr (Ascorbat, Lipidperoxidation, Glutathion) oder eine vom
Pathogen stimulierte Bereitstellung von Biomasse (Respiration) sein.

Doch gerade diese Unterschiede ermdéglichen eine Beleuchtung dhnlicher Befunde von ver-
schiedenen Seiten und koénnen deshalb sehr hilfreich fiir das Verstehen der auftretenden An-
passung der Stoffwechselwege sowohl bei N-Form-abhéngiger Stressresistenz als auch beim
Pathogen-Befall sein. Die Vermutung solcher Ahnlichkeiten wird dadurch gestiitzt, dass die
mehr Radikale erzeugenden ammonium-ernéhrten Pflanzen (Zhu et al., 2000) auch resistenter
gegen Pilzbefall sind (Cruz et al., 1993).

Auf dem Gebiet der Signalstoffe, die mit einer Pilzinfektion einhergehen, gibt es eine grofie
Zahl neuer Veroffentlichungen. Nach wie vor eine grofie Rolle spielen globale Signal-Molekiile wie
Jasmon-Séure (JA), Salicyl-Séure (SA) (Berrocal-Lobo et al., 2002; Bostock et al., 2001; Stotz
et al., 2002), auch Abscisin-Séure (ABA) und Athylen. Aber auch die Kooperation von Athylen
mit dem Athylen-Generator Ethephon (Agrawal et al., 2002), dem Ethylene-Response-Factor
(ERF1) (Berrocal-Lobo et al., 2002), von Salicyl-Sdure mit dem PR-1-Transcript (Nawrath
et al., 2002) und von Jasmonat mit dem Rice-Peroxidase-(OsPOX)-Gen werden behandelt.
Daneben werden auch andere Signalstoffe erértert wie Oligosaccharide (Bouarab et al., 2001).

Anschluss an die weit fortgeschrittene Forschung an tierischen Signalketten finden Arbeiten,
die sich mit Protein-Kinase-Kaskaden beschéftigen, zum Beispiel Mitogen-Activated-Protein-
Kinasen-Kaskaden (MAPK) (Cardinale et al., 2002; Link et al., 2002; Nuernberger und Scheel,
2001; Zwerger und Hirt, 2001) und dazu noch WRKY22/WRKY29 transcription factors (Arai
et al., 2002), Calcium-Dependent-Protein-Kinasen (CDPKs) (Lee und Rudd, 2002), Serine
Threonine Kinase Pto (Peart et al., 2002; Sessa und Martin, 2000) und Rx (a CC-NBS-LRR
protein) (Peart et al., 2002).

Resistenzgene sind z. B. bei mit Mehltau befallener Gerste entdeckt worden (Hiickelhoven
et al., 2000). Dort wird auch die Entstehung von ROS mit den Farbstoffen NBT (nitroblue
tretrazolium, O *) und DAB (diaminobenzidine, HoO3) nachgewiesen.

Dieser breiten Literatur zu Signalstoffen steht kaum etwas an molekularbiologischen Arbei-
ten zum pathogen-induzierten Umsteuern des Redoxflusses nach PS I entgegen. Bemerkenswert
ist die Arbeit von Narusaka et al. (2003), in der mit cDNA-Microarray-Technologie das Einschal-
ten von Genen in Arabidopsis thaliana und in der Mutante Arabidopsis pad3-1 bei Infektion
mit Alternaria brassicicola untersucht wurde.
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In diesem Zusammenhang sind die Befunde von Maxwell et al. (2002) wichtig, dass durch den
mitochondrialen Inhibitor Antimycin A sechs cDNAs, die denen bei Pathogenbefall &hnlich sind,
induziert werden. Moglicherweise bedeutet dies, dass reduzierter Export aus den Chloroplasten
in die Mitochondrien ebenfalls Pathogenbefall anzeigende cDNA anschaltet.

2.1 Eigene Vorarbeiten

Im Rahmen der Diplomarbeit Hammes (2000) wurden in Voruntersuchungen zum Verhalten
der Chlorophyll-Fluoreszenz bereits einige Ergebnisse gewonnen: Ein Vergleich der photosyn-
thetischen Exitonenfliisse (Fluorescence Clamp, Schinner et al., 2000) zeigt bei den Induk-
tionskurven mit séttigenden Blitzen bei befallenen Weizenbldttern Unterschiede in den pho-
tochemischen Elektronenfliissen und der thermischen Deaktivierung. Auch konnten bei den
Fluoreszenz-Signalen Fy; und Fy unterschiedliche Werte bei gesunden und infizierten Blattern
gemessen werden. Besonders ermutigend war, dass in infizierten Blattern, bei denen noch kein
Befall mit dem bloflen Auge sichtbar war, bereits Infektionsymptome in den Messungen auf-
traten. Ein Blindversuch mit Bldttern, die nur fiir infiziert gehalten wurden, obwohl sie gesund
waren, ergab keine Unterschiede.

Wie in der Einleitung schon angesprochen, wurde in der Diplomarbeit Hammes (2000) auch
gezeigt, dass die Messung der zeitlich variablen Chlorophyll-Fluoreszenz vom fahrenden Traktor
aus prinzipiell machbar ist:

e Statt eines Traktors wurde ein Aufbau mit einer Mérklin-Spur-I-Bahn verwendet, wie
Abb. 2.2 zeigt.

e Messungen der Chlorophyll-Fluoreszenz aus einem Meter Abstand sind problemlos moglich.

e Der schwankende Abstand Pflanze-Detektor, welcher durch einen fahrenden Trecker ver-
ursacht wird, kann durch Normierung mit dem Reflexionssignal korrigiert werden.

o Fiir zeitaufgeloste Messungen wurden hintereinander angeordnete Detektoren verwendet.
Uber eine Kreuzkorrelation kénnen die Messungen der einzelnen Blétter einander zuge-
ordnet werden.

e Mit diesem Aufbau konnte in der Abklingkurve des Chlorophyll-Fluoreszenz-Yields nach
Beleuchtung bei einem nicht befallenen und einem mit Septoria tritici befallenen Blatt
Unterschiede gemessen werden.

Fotozelle Blaue
e - -

% LED's

Halogen- i
lampe

180 cm ‘

Abbildung 2.2: Der Gleisaufbau zur Simulation der Messung vom fahrenden Traktor und der beladene
Zug (Hammes, 2000).
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2.2 Messungen von Eiko Thiessen

Auch Vorversuche von Eiko Thiessen im Institut fiir Landwirtschaftliche Verfahrenstechnik der
CAU unter Professor Heege zeigten bei Pilzbefall Unterschiede in den Chlorophyll-Fluoreszenz-
Signalen:

Der im klassischen Light-Clamp (PAM) gemessene photochemische Fluss ist bei Befall mit
Septoria tritici geschwécht, wie Abb. 2.3A zeigt.

Interessant ist auch der Verlauf von Fluoreszenzparametern im frithen Stadium der Infektion
bei Puccinia recondita (Abb. 2.3B): Die Fy- und Fg-Messungen (linke S#ulen) zeigen noch
keinen Unterschied, wéhrend die relative Steigung der Kinetikkurve sich jedoch schon &ndert
(Abb. 2.3B rechte Saulen). Dies zeigt sich auch in Abb. 2.4A im Detail: Gesunde Blétter haben
einen steileren Verlauf beim Einschalten des aktinischen Lichtes als infizierte (Abb. 2.4A, links).
Dies ist auch im abfallenden Teil der Kinetik zu sehen (Abb. 2.4A, rechts) sowie sogar im
Millisekundenbereich (0,1 bis 10 ms in Abb. 2.4A links).
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Abbildung 2.3: (A) Photochemischer Fluss in gesunden und mit Septoria tritici infizierten Weizen-
blittern nach Anschalten des aktinischen Lichtes, gemessen mit dem Plant Efficiency
Analyzer von Hansatech (Thiessen, unpublished). (B) Verdnderte Fluoreszenzkinetik
bei mit Puccinia recondita infizierten Weizenblittern gegeniiber den gesunden (Thies-
sen, unpublished).
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Abbildung 2.4: (A) Verinderung der Induktionskurven bei Befall mit Septoria tritici (Infektion 5 Wo-
chen vorher) im Millisekundenbereich (Heege et al., 2001). OJIP bezeichnet charakteri-
stische Zwischenniveaus (Strasser et al., 1995). (B) Hinweise auf einen Zusammenhang
zwischen den Messungen im Millisekundenbereich (Quotient der Fluoreszenz bei 2 und
3 ms: Foms/Fams) und photochemischem Quenching (qp ), wobei Fy allerdings vor der
Zugabe des aktinischen Lichtes gemessen wurde und F am Ende einer 30-sekiindigen
Beleuchtung mit 600 pmol m 2 s 1 (Sdttigungsblitze: 1500 pumol m~2s71, Thiessen,
unpublished).

Abbildung 2.4A zeigt, dass moglicherweise befallsinduzierte Unterschiede im Millisekundenbe-
reich bestehen. Der Quotient aus den Antworten bei 2 ms zu Fg unterscheidet sich bei gesunden
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und infizierten Pflanzen. Veréinderungen dieser Art bei Algen wurden in Kooperation mit dem
FTZ Biisum quantitativ auf der Grundlage eines Modells beschrieben (Hintze, 1999). Abbil-
dung 2.4B zeigt, dass moglicherweise eine Kopplung zwischen dem schnellen und dem langsamen
Bereich besteht.

2.3 Nachweis von pilzlichen Pflanzenkrankheiten des Weizens
am Beispiel des Erregerkomplexes Fusarium spp. durch
molekulare Techniken

Mit dem DFG-Forschungsprojekt Ve 156/2 (Thema ,,Molekulare Analyse der genetischen Struk-
tur und Diversitdt deutscher und européischer Populationen von Septoria tritici, dem Erreger
einer Blattdiirre an Weizen“, Schnieder, 1998; Schnieder et al., 1998, 2001) konnte durch die
Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Jung (Institut fiir Pflanzenziichtung, CAU Kiel) die Etablierung
molekularer Nachweismethoden von pilzlichen Erregern am Institut fiir Phytopathologie (AG
Verreet) realisiert werden. Dr. Frank Schnieder war Bearbeiter des Forschungsprojektes und ist
am Institut weiterhin als Wissenschaftlicher Assistent téitig.

Die Problematik einer sicheren Diagnose phytopathogener Pilze ist durch die bei einigen
Erregern auftretende Inkubationszeit bis zum Auftreten erster sichtbarer Befallssymptome be-
griindet. Besonders die Erreger Septoria tritici, Septoria nodorum und Fusarium spp. erschwe-
ren durch ihre lange Inkubationszeit eine frithzeitige Diagnose und damit geeignete Bekdmp-
fungsmafinahmen.

Gleichzeitig erschwert diese Problematik aber auch die Interpretation der Fluoreszenzmes-
sungen. Nur iiber ein parallel laufendes System der quantitativen Erfassung des oder der Patho-
gene konnen die Aussagen der Fluoreszenzmessungen verifiziert werden. Als zur Zeit geeignete
Methode erscheint die Quantifizierung der Erreger durch eine PCR. Diese Methode ist neben
anderen molekulardiagnostischen Verfahren am Institut fiir Phytopathologie seit langem eta-
bliert.

In den unten aufgefithrten Ergebnissen von Voruntersuchungen wurde ein PCR-Verfahren
fiir den qualitativen und ansatzweise quantitativen Nachweis von Fusariosen an Winterweizen
ausgearbeitet und etabliert.

Fiir die verschiedenen Fusarium spp. stehen spezifische Primer fiir die PCR zur Verfiigung
(Abb. 2.5). Diese Primer erméglichen mit Hilfe der PCR die eindeutige Erkennung des Pilzbe-
falls.

Abbildung 2.5: Nachweis der wichtigsten Weizenfusariosen durch eine PCR mit pathogenspezifischen
Primern (AG Verreet). M = Griflenmarker, Fg = Fusarium graminearum, Fc¢ = Fusa-
rium culmorum, Fa = Fusarium avenaceum, Fp = Fusarium poae.



Kapitel 3

Photosynthese und Pflanzenstoffwechsel

Untersuchungsgegenstand dieser Arbeit ist die Interaktion von Pflanzen mit Pilzen. Da zum
Versténdnis der Prozesse, die fiir diese Arbeit von Bedeutung sind, Kenntnisse iiber den Aufbau
einer Pflanzenzelle und der beteiligten Stoffwechselwege notig sind, wird in diesem Kapitel ein
kurzer Uberblick gegeben.

3.1 Aufbau einer Pflanzenzelle

Abbildung 3.1 zeigt auf der linken Seite die schematische Darstellung einer Pflanzenzelle. Diese
ist von einer Zellwand und einer Plasmamembran umgeben, die auch als Plasmalemma bezeich-
net wird. In ihrem Inneren enthélt die Zelle verschiedene Organellen. Dadurch wird die Zelle in
verschiedene Réume (subzelluldre Kompartimente) unterteilt. Jede dieser Organellen hat eine
bestimmte Stoffwechselaufgabe.

Peroxisom Envelope

Chloroplast Mitochondrium

Nucleolus

ER

A

Apoplast
| Zellwand

Plasmodesmen

Plasmamembran Starke Stromathylakoid Gfanathy|ak0id

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung einer Pflanzenzelle (Heldt, 2003) und eines aufgeschnittenen
Chloroplasten nach Libbert (1987).

Die groite Organelle ist die Vakuole, die etwa 80 % des gesamten Zellvolumens einnimmt. Thre
Aufgabe ist die Aufrechterhaltung des Zellturgors. Auflerdem dient sie als Speicher und ,, Abfall-
deponie* der Zelle. Die Chloroplasten bilden das néchstgrofiere Kompartiment. Den Rest der
Zelle teilen sich die Mitochondrien, Peroxisomen, der Zellkern, das endoplasmatische Reticu-
lum (ER) und der Golgi-Apparat. Das Zellplasma auferhalb dieser Organellen wird als Cytosol
bezeichnet.

Jede Zelle innerhalb eines pflanzlichen Gewebes oder eines Zellverbandes ist mit ihrer Nach-
barzelle iiber Plasmodesmen verbunden (Robard und Lucas, 1990). Sie verbinden das Cytoplas-
ma einer Zelle mit dem der benachbarten Zelle und ermdoglichen so den Stoffaustausch. Der so
entstandene cytoplasmatische Verbund innerhalb einer Pflanze wird Symplast genannt im Ge-
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gensatz zum Apoplasten, der vom gesamten extrazellularen Raum innerhalb eines pflanzlichen
Gewebes gebildet wird. Im Folgenden wird detailierter auf die Kompartimente Chloroplasten,
Mitochondrien und Peroxisomen (im Rahmen der Photorespiration) eingegangen, da sie fiir
diese Arbeit von Bedeutung sind.

3.2 Chloroplasten

In griinen Pflanzen findet Photosynthese in den Chloroplasten der Pflanzenzelle statt. Jede Zelle
enthilt bis zu 400 davon in ellipsoider Form mit einem Volumen von 40 pym?. Abbildung 3.1
zeigt auf der rechten Seite einen Schnitt durch einen Chloroplasten.

Im Inneren des Chloroplasten befindet sich eine 7 nm dicke Lipiddoppelschicht, die als Thy-
lakoidmembran bezeichnet wird. Sie kommt in gestapelter und ungestapelter Form vor. Die
ungestapelten Schichten werden Stromathylakoide genannt, die gestapelten heiflen Granathy-
lakoide (siehe Abb. 3.1 rechts). Die Thylakoidmembran ist in sich geschlossen und teilt den
Innenraum des Chloroplasten in zwei Bereiche auf: das &uflere Stroma und das innere Lumen.
Die Thylakoide enthalten die Komponenten des Photosyntheseapparates, die fiir die Energieum-
wandlung zustidndig sind (Junge, 1975; Renger et al., 1987):

lichtsammelnde Proteine (LHC),

Photosysteme I und II (PS I und PS II),

Elektronentransportkette (ETC),

Elektroenzym ATPase.

Dabei befinden sich die PS Iim Stroma-Bereich der Thylakoiden und die PS Il im Grana-Bereich
(Danielsson et al., 2004; Heldt, 2003). Das Stroma des Chloroplasten enthilt die Komponenten,
die fiir die Substanzumwandlung verantwortlich sind:

e Enzyme des Calvin-Zyklus,
e Enzyme weiterer Stoffwechselprozesse, wie Mehler-Reaktion und Stickstoff-Stoffwechsel.

Die Chloroplasten sind von einer Auflenmembran, der Envelope, umgeben und beweglich im
Cytosol eingelagert, in dem sich auch die Mitochondrien, die ,,Kraftwerke* der Zelle, befinden.

3.2.1 Photosysteme

Das zur Photosynthese notwendige Licht wird in den Photo- bzw. Antennensystemen von PS I
und PS II absorbiert. Die Antennenpigmente werden aus Chlorophyll-Molekiilen gebildet, die in
der Lage sind, Photonen unterschiedlicher Wellenldngen zu absorbieren. Ein Photosystem be-
steht aus ca. 300 Chlorophyllmolekiilen a (Chl a), weiteren Photorezeptormolekiilen (Chl b und
Carotinide) und einem Reaktionszentrum (RZ), in dem die von der Lichtenergie angetriebene
Trennung von Ladungen stattfindet.

Die Reaktionszentrumsmolekiile sind spezielle Chl a, die im Falle von PS I bei 700 nm
(P700) und im Falle von PS II bei 680 nm (P680) ihr Absorptionsmaximum haben. Zur La-
dungstrennung wird die von den Antennenpigmenten absorbierte Energie benétigt.

Der genaue Prozess der Ubertragung des Anregungszustandes (das Exziton, was dem S;-
Zustand des Chlorophyll-Molekiils entspricht, siehe Diagramm in Abb. 4.5) aus der Antenne
in das RZ ist Gegenstand zahlreicher Untersuchungen mit Hilfe der Picosekunden-Fluoreszenz-
Messtechnik (Dau und Sauer, 1996).

Beim ,,Shallow Trap“-Modell wird davon ausgegangen, dass sich das Exziton frei im Anten-
nenkomplex bewegt. Dabei kommt es nach Messungen von Leibl et al. (1989) ca. 60-mal am RZ
vorbei, bevor es dort eine Ladungstrennung bewirken kann. Voraussetzung dafiir ist ein ,,offener*
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(reduzierter) Zustand des P680. Bei einem oxidierten P680(P680%) kann die Anregungsener-
gie hingegen nicht genutzt werden. Entweder verschwindet das Exziton dann durch thermische
Deaktivierung oder durch Fluoreszenzabstrahlung. Beim sogenannten , connected-unit“-Modell
(Geacintov und Breton, 1987) kann der Anregungszustand auf einen anderen Antennenkomplex
iibertragen und dort von einem reduzierten RZ eingefangen werden.

Auch bei offenen Reaktionszentren kann das Exziton iiber die genannten alternativen Pro-
zesse (thermische Deaktivierung oder Abstrahlung von Fluoreszenz) deaktiviert werden. (Die
Verteilung der einzelnen Prozesse wird im Zusammenhang mit dem Topfmodell in Kapitel 4.4.2
besprochen.)

Die Antennenfliche wird durch den , Light-Harvesting-Complex* (LHC) vergroert, der den
grofiten Teil des Lichtes absorbiert und auf die beiden Photosysteme iibertrigt. Ein Teil dieses
Antennenkomplexes ist beweglich und erméglicht eine Verdnderung der relativen Antennen-
grofle von PS I und PS II. Dadurch kann die Pflanze sich an die Umwelt anpassen und die
Energieiibertragung auf die beiden Photosysteme regeln und ausgleichen (sog. ,,State Transiti-
ons"“).

Eine weitere Moglichkeit der Pflanze, bei zuviel Licht die iiberschiissige Energie loszuwerden,
ist die verstirkte Umsetzung der Exzitonen in Wirme, die sog. thermische Deaktivierung.

3.2.2 Elektronentransportkette

2NADPH 2 NADP +2H
4 Excitonen 4 Excitonen
Volt
A Hj\:lH 0'1“" 4Fd 4Fd 2 e
l — 1,01 Phyllo-
P chinon
b2 PQHX-»%:'”%(; A E:;t?r; 4 Exzitonen IEX 2 NADP
T 4 Exzitonen QI F +2H
\ . ° 4Fd
48 H\\4 po—" L, }»2PaH C
2HO 4H+O 0 B 4Fd
3-4H ~—2ra+] v
Cyib 2NADPH
g
Thylokoid- Cyt f 4PC
membran — ) )
My N-aPC P
o )
Stroma {p » Cyt b /F-Komplex Photosystem |
H -ATP-Synthase Photosystem Il
ADP+P  ATP

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der Elektronen-Transport-Kette (ETC) in den Chloroplasten
(A) Thylakoid-Membran mit den Photosystemen und der ATPase. (B) Sogenanntes Z-
Schema: Die Schritte der ETC sind nach ihrem Redox-Potential aufgetragen. Details
im Text. Nach Heldt (2003).

Mit Hilfe der Energie des absorbierten Lichtes werden am wasserspaltenden Enzym (WSE -
water splitting enzyme) Elektronen abgespalten, welche iiber eine Folge von Redox-Reaktionen
schlieBlich auf die Akzeptorseite von PS I gebracht werden. Diese Kette bezeichnet man als
Elektronentransportkette (ETC - electron transfer chain); dabei werden auch Protonen von der
Stroma- auf die Lumenseite transportiert. Abb. 3.2 zeigt die Abfolge der Reaktionen.

Nach Absorption eines Photons beginnt die Kette mit der Anregung des Reaktionszentrums
P680 von PS II. Das WSE spaltet zwei Molekiile HoO aus dem Lumen in Sauerstoff, vier
Protonen und vier Elektronen. Der Akzeptor Pheophytin (Pheo) wird vom P680 reduziert
(Abb. 3.2B) und wird dann reoxidiert durch die Weitergabe des Elektrons an den priméren
Chinonakzeptor, den Quencher Qa, welcher das aufgenommene Elektron an den sekundéren
Chinonakzeptor Qg abgibt. Qp kann nun im zweifach negativ geladenen Zustand das PS II
verlassen. Nach Aufnahme von zwei Protonen aus dem Stroma tritt es als Plastohydrochinon
(PQHs) in den Plastoquinonpool ein (PQ-Pool). Dieser stellt einen Zwischenspeicher zwischen
PS II und den nachfolgenden Komponenten der ETC dar.

PQHs diffundiert durch die Thylakoidmembran zum Lumen, wo es die beiden Protonen
abgibt. Die Erhchung der Protonenkonzentration im Lumen, es sind dort noch zusétzlich die
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4 Protonen aus der Wasserspaltung vorhanden, fithrt zum Aufbau eines pH-Gradienten iiber
der Thylakoidmembran. Die daraus resultierende freie Reaktionsenthalpie erméglicht iiber eine
inverse Protonenpumpe (ATPase) die Synthese des ATP aus ADP und Phosphat (Mitchell,
1977; Witt, 1979). Zur Erzeugung eines ATP werden 3-4 Protonen benétigt (Noctor und Foyer,
1998).

Die Reoxidation von PQ erfolgt iiber den Cytochrom-bg/f-Komplex. Das aufgenommene
Elektron gelangt in den Plastocyanin-Pool (PC). Das Reaktionszentrum P700 von PS I iiber-
nimmt die Elektronen und fiithrt mit zusétzlicher Lichtenergie eine weitere Ladungstrennung
durch. Uber Zwischenschritte (A,) wird schlieflich Ferredoxin (Fd) reduziert. Das Fd gibt seine
Ladung an das Enzym Ferredoxin-NADP-Reduktase weiter, welches NADPH aus NADP™' und
H* synthetisiert.

Bei ausschlieflich linearem Elektronentransport sind das 4 H* pro Elektron (und damit
NADPH). Es werden also 1 bis 1,33 ATP pro NADPH erzeugt (Noctor und Foyer, 1998).

3.2.3 Zyklischer Elektronentransport und Mehler-Reaktion

Beim zyklischen Elektronentransport (sieche Abb. 3.3A) werden Elektronen von PS I iiber den
Plastoquinonpool (PQ) wieder in die Elektronentransportkette gebracht (Harbinson und Foyer,
1991; Katona et al., 1992; Heldt, 2003). Es kann durch den damit verbundenen Transport von
Protonen ins Lumen zusétzlich ATP gebildet werden, ohne dass dabei NADPH entsteht. Die
physiologische Bedeutung dieses Prozesses in vivo ist umstritten (Krémer, 1995; Munekage
et al., 2004). Der zyklische Elektronentransport kann durch Antimycin A inhibiert werden, da
er von einem Cytochrom vermittelt wird (Backhausen et al., 1994; Heber et al., 1995; Heldt,
2003). Es gibt aber auch Vermutungen, dass es zwei verschiedene Wege fiir einen zyklischen
Transport gibt, wovon einer nicht durch Antimycin A inhibiert werden kann (Joét et al., 2001).

Mehler- Superoxid-
A B 20 |Reaktion Dismutase
P* :

NADPH- -
Dehydrogenase ? 4 Excitonen

NADPH?  ~2Fd
/ 2e \2 oy 2 Ascorbat
LC PQH. 2 Excitonen 4 Excitonen %Monodehydm

ascorbat

PQ c ;t b \\\.
e,
Cy‘tf PS| spontan
) 2PC
L»C \.—> P .
2pC PSII
Cyt-b /f-Komplex Photosystem | 2HO 4 H‘+O,

Abbildung 3.3: Schematische Darstellungen: (A) Zyklischer Elektronentransport zwischen PS I und
dem Cyt-bg /f-Komplex. Der Zwischenweg ist nicht eindeutig geklirt. (B) Mehler-
Reaktion, durch die vom Ferredozin Elektronen auf Sauerstoff ibertragen werden. Da-
bei bildet sich Superoxid, welches tiber Superoxid-Dismutase und Ascorbat-Peroxidase
eliminiert wird. Ein Teil der Prozesse findet sich auch in Abb. 3.2. Aus Heldt (2003).

Bei der Mehler-Reaktion (pseudozyklischer Elektronentransport, Abb. 3.3B) werden bei einem
hohen Reduktionsgrad von Ferredoxin aus der Wasserspaltung stammende Elektronen unter
Bildung von Radikalen auf Oz iibertragen (Hormann et al., 1993, 1994). Der Prozess besteht
aus mehreren Einzelreaktionen (Heldt, 2003; Schreiber und Neubauer, 1990), in deren Verlauf
unter Beteiligung der Superoxid-Dismutase (SOD) Wasserstoffperoxid (H2O2) entsteht. Dies ist
ein Zellgift, das unter Beteiligung des Enzyms Ascorbatperoxidase (APO) durch Ascorbat redu-
ziert werden kann. Dabei wird gleichzeitig Monodehydroascorbat (MDA) gebildet. Vereinfacht
kann gesagt werden, dass die Mehler-Reaktion Elektronen aus der Wasserspaltung aufnimmt
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und damit zum Aufbau des pH-Gradienten beitréigt, dass sie selbst aber kein ATP verbraucht.
Stochiometrisch gesehen wird bei dieser Reaktion die Freisetzung von Og-Molekiilen im zeitli-
chen Mittel nicht sichtbar, da das bei der Wasserspaltung an PS II erzeugte O von der Mehler-
Reaktion wieder verbraucht wird; man spricht deshalb auch vom ,, Wasser-Wasser-Zyklus“. Das
Auftreten der Mehler-Reaktion in vivo ist auch nicht unumstritten, wahrscheinlich ist sie unter
normalen Bedingungen nur zu Beginn einer Beleuchtungsphase aktiv und spielt im steady-state

kaum eine Rolle (Backhausen et al., 1994; Schinner et al., 1998; Zhu et al., 2000).

3.2.4 Calvin-Zyklus

Die von der ETC in Form von NADPH gelieferten Reduktionsidquivalente und das ATP (siehe
Abb. 3.2A) werden im Calvin-Zyklus zur COz-Assimilation verwendet, wie im Schema in Abb.
3.4 gezeigt. Im Gegensatz zu den ETC-Prozessen (der ,Lichtreaktion®) bezeichnet man das,
was im Calvin-Zyklus ablauft, als ,,Dunkelreaktion®, weil hierfiir nicht direkt Licht notig ist.

co,
©) Carboxylierung

©)

Ribulose-1,5-bisphosphat 3-Phosphoglycerat
ADP RUBP

® ATP
3 ©®
ATP ADP
Redulktion NADPH+H"
®
NADP* +P
R Regeneration /

\ Triosephosphat ®—[:]—>
®/ s Transport

~_

Chloroplasten-Stroma Cytosol

Abbildung 3.4: Schematische Darstellung des Calvin-Zyklus, die Zahlen geben die Stdchiometrien an.
Aus Heldt (2003).

Das Enzym Ribulosebisphosphat-Carboxylase-Oxygenase (RubisCO) katalysiert hierbei die Bin-
dung von atmosphérischem COgy an Ribulose-1,5-bisphosphat (RuBP), wobei 3-Phosphoglyce-
rat entsteht. Die weiteren Schritte des Zyklus zeigt die Abb. 3.4, wobei im wesentlichen mit
Hilfe der ATP-Energie und des NADPHs das RuBP regeneriert und ein Triosephosphat ex-
portiert werden kann. Letztes stellt das primére Produkt des Calvin-Zyklus dar, welches in
weiteren Schritten verarbeitet wird, unter anderem zu Stérke. Dabei werden pro fixiertem CO»
2 NADPH und 3 ATP verbraucht. Beim oben beschriebenen linearen Elektronentransport wird
also im Verhéltnis zu NADPH zu wenig ATP erzeugt.

3.2.5 Stickstoffassimilation

Stickstoff wird von hoheren Pflanzen in Form von Nitrationen (NO3) oder Ammoniumionen
(NHJ) iiber die Wurzel aufgenommen. Die meisten Pflanzen nehmen Nitrat ins Blatt auf, ver-
arbeiten Ammonium hingegen direkt in der Wurzel (Heldt, 2003). Die Proteinsyntheseprozesse
verarbeiten ausschliefilich NHs, was bei Nitratdiingung eine Reduktion des Nitrats notwendig
macht. Fiir die Reduktionsprozesse verbrauchen die beiden Enzyme Nitrat (NR)- und Nitritre-
duktase (NiR) Elektronen und Energie aus der ETC. Dadurch entsteht bei Nitratdiingung ein
zusétzlicher Elektronenakzeptor hinter PS I (Manzano et al., 1976; Turpin und Bruce, 1990;



16 3.2 Chloroplasten

Vanselow, 1993). Ammoniumgediingte Pflanzen assimilieren den Stickstoff bereits in der Wurzel
(Givan, 1979). Sie besitzen daher diesen zusétzlichen Elektronenakzeptor hinter PS T nicht.

3.2.6 Xanthophyll-Zyklus

Wird die Pflanze sehr hohen Lichtintensitdten ausgesetzt, kommt es zu einer Inaktivierung
des photosynthetischen Apparates. Diese lichtbedingte Zerstorung wird als Photoinhibition be-
zeichnet. Diese geschieht vermutlich hauptséchlich an PS II, was zu einer Beeintrichtigung des
Elektronentransportes fiihrt.

Als Schutzmechanismus gegen Lichtstress fungiert der Xanthophyllzyklus. Die zu diesem
Zyklus gehorenden drei Xanthophylle (Violaxanthin, Antheraxanthin und Zeaxanthin), welche
man den Carotinoiden zurechnet, kénnen ineinander umgewandelt werden, wie es Abb. 3.5 zeigt.

De-Epoxidase
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung des Xanthophyll-Zyklus (nach Demming-Adams und Adams

111, 1996)

Zeaxanthin kann am PS II iiberschiissige Exitonen-Energie aufnehmen, unschédlich als Wérme
abfithren und so eine Schidigung des Photosystems verhindern. Wie in der Abb. 3.5 auf der
linken Seite gezeigt, finden die Reaktionen des Zyklus in Richtung des Zeaxanthins bei einem
pH-Wert des Lumen von 5,0 statt. Dies ist dann der Fall, wenn die Elektronen-Transportkette
stark lduft, also viele Protonen iiber die Membran ins Lumen befordert, im Gegensatz dazu
aber zu wenige Abnehmer fiir die Energie in Form von ATP vorhanden sind, so dass das Lumen
saurer wird. Dann bindet sich die De-Epoxidase an die Membran und wird so aktiviert (Eskling
et al., 2001). Der gegenldufige Prozess (rechte Seite in Abb. 3.5) findet bei einem Stroma-pH
von 7,5-8 statt, also in Dunkelheit (Nayak et al., 2001). Dann werden keine Protonen mehr
iiber die Membran transportiert und damit wird durch den Riickfluss das Stroma saurer. Auf
diese Weise wird der Zyklus so geregelt, dass genau dann Zeaxanthin zur Verfiigung steht, wenn
iiberschiissige Energie abgeleitet werden muss. Die Xanthophylle kénnen sich in der Membran
bewegen und gelangen so zu den Epoxidase-Enzymen auf beiden Seiten der Membran. Fiir die
Umwandlungsprozesse ist Ascorbat bzw. NADPH notig, wie in der Abb. 3.5 gezeigt.

3.2.7 Export

Reduktionsédquivalente von PS I kénnen in Form von NADPH nicht nur an den Calvin-Zyklus
gegeben, sondern auch iiber die Envelope ins Cytosol exportiert werden. NADPT und NADPH
in den Chloroplasten sowie NADT und NADH im Cytosol kénnen allerdings die intakte Chloro-
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plasten-Envelope nicht passieren. Stattdessen muss ein besonderes Transportsystem, das Malat-
Oxalacetat-Shuttle (Dry et al., 1987; Hanning und Heldt, 1993), verwendet werden (Abb. 3.11).
Unter einem ,,Shuttle“ versteht man einen Antiporter, der einen Stoff (Malat) gegen einen ande-
ren (Oxalacetat, OAA) iiber eine Membran austauscht. Da die Chloroplasten iiber diesen Weg
iiberschiissiges NADPH loswerden kénnen, spricht man auch vom ,,Malat-Ventil“ (Backhausen
et al., 1994).

Chloroplasten kénnen reduzierende Aquivalente auch durch den Triosephosphat-3-Phospho-
glycerat-Shuttle in das Cytosol liefern. Durch diesen Shuttle wird dem Cytosol mit NADH
gleichzeitig auch ATP bereitgestellt .

3.2.8 Chlororespiration

Als Chlororespiration bezeichnet man einen Vorgang, bei dem iiber eine NADPH-Plastoquinone-
Oxidoreductase NADPH oxidiert und Plastoquinone reduziert wird (siehe Abb. 3.6). In einem
weiteren Schritt wird dann molekularer Sauerstoff reduziert, so dass die Elektronen des NADPHs
auf Og iibertragen werden. Einbezogen ist nur der PQ-Pool, nicht aber der Cyt-bg/f-Komplex
(Cournac et al., 2000).

NADPH NADP

PS |

Abbildung 3.6: Schema der vermuteten Vorginge bei der Chlororespiration (nach Bennoun, 1994)

Die Aufgabe der Chlororespiration ist noch nicht ganz geklart, man vermutet aber, dass sie
moglicherweise bei Anderung von internen oder externen Bedingungen dazu dienen kann, das
ATP/ADP- und NADPH/NADP-Verhéltnis auszutarieren (Berger et al., 1993). Dies gewinnt
dann an Bedeutung, wenn wihrend der Biogenese der Chloroplasten, wenn das PS I schon vor
PS II funktionsbereit ist, oder bei der Seneszenz, wo PS II zuerst seine Aktivitit vermindert,
der Elektronenfluss aufrecht erhalten werden muss (Casano et al., 2000).

Auch bei der Empfindlichkeit auf Inhibitoren ist man sich nicht einig: Bei einigen Autoren
ist die Chlororespiration sensitiv auf SHAM (Feild et al., 1998), bei anderen wiederum nicht
(Bennoun, 2002).

Umstritten ist weiterhin die Stéirke der Aktivitdt und damit die Bedeutung fiir den Stoff-
wechsel. Bennoun (2002) schreibt der Chlororespiration eine geringere Affinitét fiir Sauerstoff
als den Mitochondrien zu, und Peltier und Cournac (2002) schétzen die Elektronen-Flussrate
der Chlororespiration auf ungefihr 2% des maximalen Flusses durch die ETC.

3.3 Mitochondrien

Mitochondrien haben eine Grofie von etwa 2 ym? und bestehen aus einer #ufieren und einer in-
neren Membran, dem dazwischen liegenden Intermembran-Raum und der Matrix innerhalb der
inneren Membran. Sie stellen durch die aerobe Respiration die Haupt-ATP-Quelle fiir alle ener-
gieverbrauchenden Reaktionen im Cytosol (z.B. Wachstum) dar und versorgen den gesamten
Stoffwechsel im Dunkeln, wenn die Photosynthese nicht 1auft.
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An der nicht-lichtgetriebenen Respiration sind hauptséchlich vier Prozesse beteiligt: die Glyco-
lyse, der Citrat-Zyklus und die Prozesse des mitochondrialen Elektronentransportes sowie der
ATP-Synthese, wobei die Glycolyse nicht in den Mitochondrien, sondern im Cytosol stattfindet
(Siedow und Umbach, 1995). Bei der Glycolyse, die auch alleine ablaufen kann, wird Saccharose
in Pyruvat umgewandelt, welches vom Cytosol in die Mitochondrien transportiert wird, wo es
vom Citrat-Zyklus zu Kohlendioxid oxidiert wird.

3.3.1 Citrat-Zyklus (TCA-Zyklus)

Wie in der Abbildung 3.7 ersichtlich, werden im Citrat-Zyklus (auch TCA-Zyklus) diverse
Stoffe gebildet und ineinander umgewandelt. Davon werden einige auch an anderen Stellen des
Pflanzenstoffwechsels verwendet. Hauptséchlich dient dieser Zyklus aber der Energieversorgung,
indem er das zu Acetat (in Form von Acetyl-CoA) umgewandelte Pyruvat zu CO9 oxidiert
(Heldt, 2003). Die dabei entstehenden Reduktionséiquivalente in Form von NADH dienen in der
mitochondrialen Elektronentransportkette zur ATP-Erzeugung (siehe Abschnitt 3.3.2).

Malat Pyruvat Glutamat
¢ NAD-Malat- ¢ MITOCHONDRIALE MATRIX ¢
Enzym
Glutamat
Malat > Pyruvat X
CoASH NAD* Pyruvat- NAD
NAD*  NADH +H* Dehydrogenase
+ Glutamat-
2 2 Dehydrogenase NADH + H'
+
Acetyl-CoA CoASH +NH,
Malat- Citrat- V-Ketoglutarat
Dehydrogenase synthase
+ Oxalacetat .
NADH + H Citrat
NAD™
Malat

Isocitrat + -
NAD Isocitrat-
Dehydrogenase

CO, +
Fumarat 2 NADH +H

V-Ketoglutarat

FADH CoASH +
2 co NAD Ketoglutarat-
) 2 + |Dehydrogenase
FAD Succinat Sucginyl-CoA NADH +H
— v>_< -
Succinat-

Dehydrggenase

Complex Il ATP ADP +P

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung des Citrat-Zyklus. Die Enzyme sind bis auf die Succinat-
Dehydrogenase alle in der mitochondrialen Matriz vorhanden (Heldt, 2003).

Eine weitere Moglichkeit, neben Pyruvat den Citrat-Zyklus zu speisen, ist Malat, welches aus
den Chloroplasten exportiert werden kann (siehe Abschnitt 3.2.7).

3.3.2 Elektronentransportkette und ATP-Erzeugung

Abbildung 3.8 zeigt eine schematische Darstellung der inneren Membran der Mitochondrien mit
den Komplexen I-IV, dem Ubiquinonpool (UQ) und der Alternativen Oxidase (AOX). Ahnlich
wie im Chloroplasten findet auch hier ein Elektronentransport sowie ein Protonentransport iiber
die Membran zum Aufbau eines elektrochemischen Gradienten (hier die elektrische Spannung)
statt, nur dass die treibende Kraft hier nicht die absorbierte Lichtenergie ist, sondern u.a. NADH
aus dem Citrat-Zyklus.

e Komplex I ist eine NADH-Dehydrogenase, die das NADH oxidiert, das in der Matrix
durch den Citratzyklus erzeugt wird. Die dabei entstehenden Elektronen werden auf das
Ubiquinon iibertragen (Siedow und Umbach, 1995).
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Intermembran-Raum

NAD(P)" NAD(P)H .
H H H

NDX
Compempex 1] I Complex IV

HZO ATP ADP+Pi

NADH NAD" NADH Succ Fum %20, HZO
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Abbildung 3.8: Innere Mitochondrien-Membran mit den Komplezen I-IV, dem Ubiquinonpool (UQ),
dem Cytochrom C (cyt c), der Alternativen Owidase (AOX), der ATPase und den
beiden zusdtzlichen NAD(P)H-Dehydrogenasen. Die diinnen Pfeile stellen die Richtung
des Elektronentransportes dar, die dicken Pfeile markieren die Orte, an denen ein
Protonentransport tiber die Membran stattfindet. An der Alternativen Ozidase und an
Komplex IV wird Sauerstoff verbraucht (Hoefnagel et al., 1998).

o Komplex II enthilt das einzige Enzym des Citrat-Zyklus (Succinat-Dehydrogenase), das
nicht frei 16slich in der Matrix vorhanden ist. Dieser Komplex katalysiert die Oxidation
von Succinat zu Fumarat wihrend des Citrat-Zyklus (Siedow und Umbach, 1995). Die
hierbei entstehenden Elektronen werden wiederum auf das Ubiquinon iibertragen.

o Komplex III oxidiert das durch die Komplexe I und II reduzierte Ubiquinon und transfe-
riert die Elektronen zum Cytochrom C.

o Komplex IV oxidiert das reduzierte Cytochrom C , transferiert die Elektronen auf Sauer-
stoff und stellt das Ende der mitochondrialen Elektronentransportkette dar (Siedow und
Umbach, 1995).

Wihrend dieses Elektronentransportes werden an drei Orten Protonen iiber die innere Membran
transportiert. Dabei entsteht eine elektrische Spannung von ca. -200mV, welche in der ATPase,
die an sich nicht Teil der Elektronentransportkette ist, aber auch als Komplex V bezeichnet
wird (Siedow und Umbach, 1995), zur Erzeugung von ATP genutzt wird. Diese Umwandlung
von ADP zu ATP durch die Fi-Einheit der ATPase findet auf der Matrixseite statt.

Die meisten Mitochondrien in Pflanzen haben zwei weitere NAD(P)H-Dehydrogenasen: eine
auf der matrixzugewandten Seite, eine weitere auf der dem Intermembran-Raum zugewandten
Seite (Abbildung 3.8). Die der Matrix zugewandte NAD(P)H-Dehydrogenase kann in Kon-
kurrenz zu Komplex I treten, um das wihrend des Citrat-Zyklus entstandene NADH zu oxi-
dieren. Die dem Intermembran-Raum zugewandte NAD(P)H-Dehydrogenase wird als externe
NAD(P)H-Dehydrogenase (NDX) bezeichnet (Moller und Lin, 1986). Sie kann sowohl NADH
als auch NADPH aus dem Cytosol reoxidieren.

Beide Dehydrogenasen transferieren die Elektronen direkt an den Ubiquinon-Pool. Da diese
Oxidation nicht mit einem Transport von Protonen iiber die Membran verbunden ist (wie in
Komplex 1), trigt sie nicht unmittelbar zur ATP-Bildung bei.
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3.3.3 Alternative Oxidase (AOX)

In der Elektronentransportkette der Pflanzenmitochondrien kénnen Elektronen vom Ubiquinon-
Pool anstatt auf Komplex IIT auch {iber ein Enzym auf Sauerstoff iibertragen werden. Die dabei
involvierte Oxidase wird Alternative Oxidase genannt (AOX in Abbildung 3.8) und ist nur
bei den Pflanzen und Pilzen vorhanden. Bei diesem Weg werden zwei Komplexe (III und IV)
umgangen, an denen Protonen fiir die ATP-Bildung iiber die Membran transportiert werden
konnten.

Unter welchen Bedingungen und in welchem Umfang die Alternative Oxidase zum Einsatz
kommt, ist noch nicht ganz geklért. Lange wurde davon ausgegangen, dass sie nur als sogenann-
tes Uberlaufventil fiir den Cytochrom-Weg dient, d. h. nur dann von Bedeutung ist, wenn der
Ubiquinon-Pool stark reduziert ist (Lambers, 1980; Moore und Siedow, 1991), weil z.B. der ATP-
Bedarf der Zelle gering ist, aber Stoffe aus dem Citrat-Zyklus benétigt werden (Heldt, 2003).
Auch iiberschiissige Redox-Aquivalente aus den Chloroplasten, die iiber das Malat-Shuttle ins
Cytosol exportiert wurden (sieche Abschnitt 3.2.7), kénnen in die Mitochondrien-ETC einge-
speist (entweder iiber den TCA-Zyklus oder direkt {iber die NDX) und dann iiber die AOX
verbrannt werden (Padmasree und Raghavendra, 1999b).

Es zeigte sich aber, dass die Alternative Oxidase bei einem erhchten Pyruvatgehalt mit dem
Hauptweg um die Elektronen vom Ubiquinon-Pool konkurrieren kann (Hoefnagel et al., 1995;
Ribas-Carbo et al., 1995; Vanlerberghe et al., 1995; Igamberdiev et al., 1997a). In diesem Fall
ist fiir ihre Aktivierung keine Sattigung des Hauptweges notig.

3.3.4 Erzeugung von Reaktivem Sauerstoff (ROS) in den Mitochondrien

Wie die ETC in den Chloroplasten kann auch die mitochondriale Elektronentransportkette
Elektronen auf Sauerstoff iibertragen und so reaktiven Sauerstoff (ROS) erzeugen. So fiihrt eine
zu starke Reduktion des Quinon und eine Hyperpolarisation des Membranpotentials dazu, dass
die Reoxidation des Komplex I behindert wird (Casolo et al., 2000). Dies erhoht deutlich die
ROS-Produktion im Eisen-Schwefel-Cluster N2 (Genova et al., 2001) oder N1-a (Kushnareva
et al., 2002).

Dabei macht nicht nur die Stérung der Reoxidation des Ubiquinol (Kushnareva et al., 2002)
Probleme: Einige Autoren (Braidot et al., 1999; Gredilla et al., 2001; Batandier et al., 2004)
haben festgestellt, dass das Fiittern des Komplex II mit Succinate aus dem TCA-Zyklus zu
einer stirkeren ROS-Erzeugung fiihrt als die Anlieferung von NADH zum Komplex 1.

Die AOX kann nun den hoheren Reduktionsgrad des Quinons verringern, was zu einer
Stabilisierung des Redox-Potenzials des Ubiquinon-Pools und einer Verminderung der ROS-
Bildung fiithrt (Millenaar und Lambers, 2003). Versorgt man hingegen die Mitochondrien mit
Succinat und inhibiert die AOX mit SHAM (siehe Abschnitt 4.3), so kommt es zu einer starken
H502-Bildung (Popov et al., 1997).

Allerdings kann die ROS-Erzeugung bei der Pathogen-Abwehr auch aus Sicht der Pflanze
wiinschenswert sein, so dass die AOX herunterreguliert werden konnte (Day et al., 1995).

3.4 Photorespiration

Im Abschnitt 3.2.4 wurde die Hauptreaktion des Enzyms RubisCO beschrieben, namlich die Fi-
xierung von atmosphérischem COsg, indem dies an RuBP gebunden wird unter Bildung von zwei
3-Phosphoglycerat. Die RubisCO weist aber auch noch eine Nebenreaktion auf, bei der Sauer-
stoff an RuBP gebunden wird und nur ein 3-Phosphoglycerat entsteht und ein 2-Phosphoglycolat
(siehe Schema in Abb. 3.9). Dabei ist die COz-Konzentration, die fiir eine 50%ige Séttigung des
Enzyms noétig ist, viel niedriger als die von Os, aber zusammen mit der viel geringeren COo-
Menge in der Luft (350 ppm zu 21%) kommt die RubisCO auf ein Verhéltnis von Carboxylierung
zu Oxygenierung von 4:1 bis 2:1 (Heldt, 2003).
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Abbildung 3.9: Der Calvin-Zyklus: Das zentrale Enzym Ribulosebisphosphat-Carbozylase-Ozxygenase
katalysiert zwei Reaktionen: die Carbozylierung von RuBP, dies ist die eigentliche COs-
Fizierung, sowie die Ozygenierung als Nebenreaktion (Heldt, 2003).

Da also die Oxygenierung ein h&ufiges Ereignis ist und die Pflanze nur das 3-Phosphoglycerat
weiter im Calvin-Zyklus verarbeiten kann, muss sie das entstehende 2-Phosphoglycolat ,re-
cyclen“, um kein RuBP zu verlieren. Dies geschieht im sogenannten ,, Photorespirations-Weg“
wie er in der Abb. 3.10 gezeigt ist. Dieser erstreckt sich iiber drei Kompartimente, namlich
Chloroplasten, Peroxisomen und Mitochondrien, und ist mit einem bedeutenden Verbrauch von
Redox-Aquivalenten (NAD(P)H) und Energie (ATP) verbunden.

Reaktionsschritte bei der Photorespiration

Das entstandene 2-Phosphoglycolat wird in Glycolat umgewandelt (Abb. 3.10), welches mit-
tels Translokator in die Peroxisomen gelangt. Dort erfolgt die Umsetzung in Glyoxylat, wobei
reaktiver Sauerstoff in Form von HsOs entsteht, welcher direkt durch das Enzym Catalase in
Wasser und Sauerstoff disproportioniert wird. Das Glyoxylat wird zu Glycin umgewandelt und
in den Mitochondrien weiter zu Serin, welches wieder in den Peroxisomen zu Hydroxypyruvat
und weiter zu Glycerat umgesetzt wird. Letzteres wird wieder in die Chloroplasten transpor-
tiert und dort zu dem gewiinschten 3-Phosphoglycerat umgesetzt, so dass der Calvin-Zyklus
weiterlaufen kann. Der in den Mitochondrien freiwerdende Stickstoff (in Form von NHy) wird
in den Chloroplasten im GOGAT/GS-Zyklus (Noctor und Foyer, 1998) wieder fixiert (siche
Umwandlung von 2-OG in GLU in Abb. 3.11).

Nutzen der Photorespiration

Uber den Nutzen der mit hohem Energieverbrauch einhergehenden Photorespiration fiir die
Pflanze herrscht keine Klarheit. Wenn allerdings bei Wassermangel die Stomata (siehe Ab-
schnitt 12.1) geschlossen sind und damit in kiirzerer Zeit das CO2 im Blatt verbraucht ist,
liefert der Photorespirationsweg eine Moglichkeit, die dann iiberschiissigen Redox-Aquivalente
loszuwerden und eine Schidigung des Photosyntheseapparates zu vermeiden (Krause, 1994).

Bei der Pathogenbekiampfung ist eine Beteiligung der Photorespiration denkbar, da das in
den Peroxisomen entstehende HoO9 im Kampf eingesetzt werden kann.
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Abbildung 3.10: Schema der Reaktionsschritte der Photorespiration in den drei beteiligten Komparti-
menten (Heldt, 2003). Ein Stoffaustausch dazwischen erfolgt mittels Translokatoren
(,T¢). Details siche Text.
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3.5 Zusammenfassende Darstellung

In Abbildung 3.11 sind noch einmal zusammenfassend die in den vorangegangenen Abschnitten
besprochenen Stoffwechselprozesse dargestellt. Wichtig zu erwédhnen ist hierbei, dass es sich
um die Stoffwechselprozesse in Cs-Pflanzen handelt, zu denen auch der Weizen ( Tritium aesti-
vum) und Giersch (Aegopodium podagraria) gehort. Die Bezeichnung kommt daher, dass das
erste Produkt der COs-Fixierung 3-Phosphoglycerat ein sogenannter 3-Kohlenstoffkorper ist,
das heifit, der Stoff hat drei Kohlenstoff-Atome. Im Gegensatz dazu entsteht bei der Kohlen-
stofffixierung bei C4-Pflanzen Oxalacetat, ein 4-Kohlenstoffkérper. Die C4-Pflanzen haben einen
Mechanismus, der es ihnen erlaubt, die COs-Konzentration im Chloroplasten stark anzuheben,
wodurch sie bei viel geringer ge6ffneten Stomata und damit weniger Wasserverlust Photosyntese
betreiben kénnen. Da diese Pflanzengruppe aber nicht Gegenstand dieser Arbeit ist, wird nicht
weiter darauf eingegangen.

Folgende Hauptwege sind in der Abbildung 3.11 erkennbar:

o (COy-Fizierung: Photosysteme mit Elektronentransportkette in der Thylakoid-Membran
des Chloroplasten unten links mit ATP- und NADPH-Erzeugung. Rechts davon die Nut-
zung der beiden Stoffe zur Fixierung von COy oder Os (Photorespiration) im Calvin-
Zyklus.

o Stickstoff-Assimilation: Im Chloroplasten oberhalb der Thylakoid-Membran: Einbau von
Stickstoff in Aminoséuren unter Einsatz von Redox-Aquivalenten und ATP.

e Redoz-Ezxport: Das Malat-Oxalacetat-Shuttle zum Export ins Cytosol und Verarbeitung
in der NDX im Mitochondrium.

o Weiterverarbeitung des Triosephosphats: Auf der rechten Seite im Cytosol wird das vom
Calvin-Zyklus gelieferte TP weiterverarbeitet in Aminoséuren, in Pyruvate (fiir die Mito-
chondrien) oder in Sucrose, welche spéter in Stirke umgesetzt wird.

e Photorespirationsweg: Vom Calvin-Zyklus iiber die Peroxisomen (Mitte) bis in die Mito-
chondrien.

o TCA-Zyklus und ETC'": Energieerzeugung in den Mitochondrien (oben Mitte): Erzeugung
von NADH, Lieferung an die ETC mit den Komplexen I-IV, dem Ubiquinonpool, der
AOX und der ATPase.

e ROS-Erzeugung: Am Komplex I in den Mitochondrien kann bei Uberreduktion von ,,Q“
reaktiver Sauerstoff entstehen in Form von O .
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Abbildung 3.11: Zusammenfassende Darstellung der Stoffwechselprozesse in den Zellkompartimenten
Chloroplasten, Mitochondrien, Perozisomen und Cytosol; nach Guo et al. (2005). Die
»4 ¢ 1m Quadrat und die ,3“ im Dreieck beziehen sich auf unterschiedliche Stoffwech-
selwege bei Pflanzen, die mit Nitrat oder Ammonium gedingt wurden. Dies ist aber
nicht Bestandteil dieser Arbeit, weshalb nicht weiter darauf eingegangen wird.



Kapitel 4

Pflanzen und Messsysteme

Dieses Kapitel widmet sich zum einen den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Pflanzen
und ihrer Aufzucht, sowie den eingesetzten Pathogenen und beschreibt zum anderen verwende-
te Messverfahren und Messsysteme. Details, insbesondere die genauen Messprotokolle, werden
in den spéteren Kapiteln bei den zugehorigen Messungen dargestellt. Die besonderen Mes-
saufbauten fiir die Messungen an den Stomata, die Detektion von reaktivem Sauerstoff, die
Zeaxanthin-Bestimmung mittels HPLC und die Messung mit dem Algenspektrometer finden
sich in den zugehorigen Kapiteln 12, 14, 16 bzw. 17.

4.1 Verwendete Pflanzen

4.1.1 Giersch (Aegopodium podagraria)

Parallel zur Anzucht der eigentlichen Versuchspflanzen wurde der Messaufbau an Freilandexem-
plaren von Giersch getestet, da es hiermit bereits Erfahrungen gab (Hansen et al., 1993).

4.1.2 Weizen (Tritium aestivum)
Anzucht im Institut fiir Phythopathologie

Ein Teil des fiir diese Arbeit verwendeten Weizens wurde unter Leitung von Dr. Schnieder und
Prof. Verreet im Institut fiir Phytopathologie der Kieler Universitéit angezogen. Dazu wurde
die Sorte ,Ritmo*“ verwendet. Diese hatte sich in Vorversuchen als am anfilligsten fiir eine
Pilzinfektion erwiesen. Die K&rner wurden einer Vernalisation fiir 6 Wochen bei 4°C unterzo-
gen. Dieser Kilteschock ist notig, damit die Pflanze spéter auch Ahren mit Kérnern ausbildet.
Danach wurden die Keimlinge in Einheitserde (Einheitserde Uetersen) verpflanzt und in einem
Heraphyten (Heraeus Vétsch HPS2000) 16h Licht mit ca. 350 gmol m~2s~! bei 18C° und 8h
Dunkelheit bei 14°C ausgesetzt.

Nachdem die Pflanzen im Mittel 2 Monate gewachsen waren, wurden sie ins Messlabor
transportiert und dort mit Licht der Stirke von ca. 60 ymol m~2s~! (Osram Luminlux Eco
Warm White und Philips TLD) bei einem Tag-/Nachtrhythmus von 16h/8h bei Raumtempe-
ratur versorgt. Dort verblieben die Pflanzen bis zur Messung, infizierte zur Beobachtung des
Infektionserfolges auch langer.

Anzucht im eigenen Labor

Parallel zur Anzucht im Institut fiir Phytopathologie wurde auch in institutseigenen Klimakam-
mern junger Weizen angezogen.

In Anlehnung an die Beschreibung von Krupinska (1992) wurden Weizenkérner in mit Ver-
miculit gefiillte PAanztopfe gelegt, bedeckt und befeuchtet. Die T6pfe wurden auf Schalen ge-
stellt, die mit Wasser befiillt waren, und in einer Klimakammer einer Temperatur von 23°C
(,tagsiiber®, Licht: 35 ymol m~2s~*, 10h) und 20°C (,,nachts®, 14h) ausgesetzt.



26 4.2 Weizenpathogene

Da auch die infizierten Weizenpflanzen in der Klimakammer aufbewahrt werden mussten, wurde
aus Sicherheitsgriinden eine ,, Kammer in der Kammer* verwendet, um eine Pilzausbreitung iiber
die infizierten Pflanzen hinaus zu verhindern. Diese Kammer bestand aus einem Glasaquarium
(70x42x35 cm, siche Abb. 4.1), welches an der zur Seite gedrehten Offnung mit einer Kunststoff-
Tiir verschlossen wurde. In dieses Behéltnis wurden die Schalen mit Pflanztopfen hinein gestellt.
Innerhalb dieses Kastens trennte eine Folie den Bereich der gesunden Pflanzen von den infizier-
ten. Zwei runde Locher (@ 14 cm), welche mit Filterpapier verschlossen waren, ermoglichten
den Luftaustausch, verhinderten aber den Austritt von Pilzsporen. Auf der Seite der gesunden
Pflanzen war auch Filterpapier angebracht, damit sich in beiden getrennten Teilen des Kastens
aus Griinden der Vergleichbarkeit dhnliche Bedingungen (Luftfeuchte, Gasaustausch usw.) ein-
stellen konnten.

Licht

Liiftungsoffnlingen
(mit Filterpapier verschlossen)

N

Trennwand
(Folie)

Bereich gesunde Pflanzen | infizierte Pflanzen

Abbildung 4.1: Vorderansicht des Kastens zur Weizenanzucht in der Klimakammer

4.2 Weizenpathogene

Als Pathogene wurden die Pilze Septoria tritici und Septoria nodorum eingesetzt. Septoria tri-
tici, auch Blattdiirre genannt, befallt ausschlieflich Weizenpflanzen. Dieser Pilz tritt besonders
in maritimen Klimaregionen auf (Verreet, 1995) bzw. bei nasser Witterung (Shaner und Finney,
1976) und damit nicht nur sehr héufig in den Marschgebieten Norddeutschlands, sondern auch
an vielen Orten in der Welt, z. B. Australien (Eyal et al., 1973), Latein-Amerika (De Ackermann
et al., 1995) und dem Osten der USA (Shaner und Finney, 1982). Wird ein Weizenfeld befallen,
so kann dies bis zu 50 % Ertragseinbuflen verursachen (Eyal und Ziv, 1974).

Man unterscheidet zwei verschiedene Stadien dieser Pilze: die Hauptfruchtform und die
Nebenfruchtform. Diese treten unterschiedlich auf, sowohl zeitlich als auch in ihrer Form und
Verbreitung. Deshalb ging man eine ganze Zeit davon aus, dass es sich nicht um den selben
Pilz in unterschiedlichen Stadien handelt. Darum tragen beide auch unterschiedliche Namen:
Mycospaerella graminicola bzw. Septoria Tritici. Eriksen und Munk (2003) zeigten, dass es sich
hierbei um denselben Pilz in unterschiedlichen Stadien handelt.

o Mycospaerella graminicola ist der Teleomorph bzw. die Hauptfruchtform oder das sexuelle
Stadium. In diesem kann der Pilz die Zeit ohne Bewuchs auf den Feldern {iberdauern und
wird dann bei Beginn der Wachstumsperiode mit Wind und Wasser auf den Feldern
verteilt. Dadurch entsteht die Primérinfektion des Bestandes mittels Ascosporen, die fast
gleichméfig {iber das Feld erfolgt.
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o Septoria Tritici ist der zugehdrige Anamorph bzw. die Nebenfruchtform oder das asexu-
elle Stadium. Dieses entsteht aus der Primérinfektion und bewirkt die fast epidemische
Verbreitung auf dem Feld. Diese erfolgt durch Pycnosporen in Pyknidien (=Fruchtkérper)
von einer Blattetage zur néchsten.

Da fiir die Schédigung der befallenen Pflanzen sowie fiir die weiteren Infektionen wihrend
der Wachstumsperiode und fiir die Bekdmpfung fast ausschliefilich die Nebenfruchtform von
Interesse ist, wird nur diese im Folgenden betrachtet.

Septoria nodorum verhalt sich &hnlich wie Septoria tritici und wurde wegen der grofleren
Aggressivitit zum Teil bei der Infektion verwendet.

Abbildung 4.2: Stiick eines Weizenblattes, das von Septoria tritici befallen ist. Die hellgelben oder
braunen Stellen sind Ldsionen, darin die schwarzen Pyknidien (Fruchtkérper).

4.2.1 Infektionsverlauf

Gelangt eine Spore auf ein Blatt, so sucht sich ein ausgetriebener Keimschlauch eine Spaltoff-
nung. Innerhalb der nichsten Tage breitet sich dann der Pilz im Blattgewebe aus (Duncan und
Howard, 2000), wie auch in der Abbildung 4.3 gezeigt:

e Innerhalb der ersten 24 h nach Inoculation treten erste Hyphen in den substomatéiren
R&aumen auf.

e Bis 2 Tage nach Inoculation breitet sich der Pilz interzellular in das umgebende Mesophyll-
Gewebe aus.

e Bis zum dritten Tag breiten sich die Hyphen auf benachbarte substomatére Réume aus
und schaffen so viele Kolonien.

e In den niichsten Tagen breiten sich die Hyphen immer weiter im Gewebe aus.

Erst nach einer langeren Inkubationszeit von bis zu 30 Tagen, in der sich keine makroskopisch
sichtbaren Verdnderungen zeigen, werden im Blatt durch das Absterben von Zellen braune
Lésionen sichtbar, in denen sich nach und nach schwarze Pyknidien (Fruchtkorper) bilden. Sind
diese reif, so 6ffnen sie sich und geben die Sporen frei. Ein Bild einer Befallsstelle findet sich in
der Abbildung 4.2.

Die Sporenverbreitung findet durch Niederschldge statt. Die kinetische Energie der auftref-
fenden Regentropfen schleudert die Sporen auf die néchste Blattetage. Auch dort ist Feuchtigkeit
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Abbildung 4.3: Infektion mit Mycospaerella graminicola, dem Teleomorph von Septoria tritici: (A4)
Cryo-SEM-(Scanning Electron Microscopy)-Bild einer Spaltiffnung von Weizen mit
mehreren Keimschliuchen. (B) Konfokal-Laser-Scanning-Mikroskop-Aufname einer
Schliefizelle 9 Tage nach Inokulation, mit WGA-Rhodamine angefirbt. (C-E) Aus-
breitung des Pilzes in der Pflanze am dritten, siebenten bzw. vierzehnten Tag nach
Inokulation. Die grofien dunklen Flecken im Bild E sind die Pygnidien. Aus: Duncan
und Howard (2000)

notig, damit die Keimhyphe eine Offnung des Blattes suchen kann. Die Infektion kann sich in-
nerhalb der Pflanze durch Wachstum alleine nicht iiber ein erkranktes Blatt hinaus ausbreiten.
Fehlt die notige Feuchtigkeit, so kann kann der Pilz das befallene Blatt nicht verlassen.

Im Weiteren sorgt das sich ausbreitende Mycel des Pilzes dafiir, dass immer mehr Teile
der Blattes absterben und damit auch die Photosynthese als Energielieferant ausféllt, worunter
schlieBlich die Versorgung der ganzen Pflanze und vor allem die der Frucht leidet. Auf diese
Weise kommen die hohen Ernteeinbuflen zustande.

4.2.2 Erkennung und Bekimpfung

Wie oben gesagt, ist eine Fritherkennung von Septoria tritici nur schwer moglich, da die Pflanze
in der langen Zeit zwischen Infektion und Auftreten von Lésionen keinerlei duflere Anzeichen
zeigt.

Der bisher in der Landwirtschaft verfolgte Ansatz arbeitet mit einer indirekten Erkennung.
Wird im Bestand ein Krankheitsausbruch erkannt, so ist es nicht mehr moglich, die Krankheit
selbst zu bekdmpfen, da die verfiighbaren Fungizide maximal 5-7 Tage nach Infektion wirksam
sind. Allerdings kann ein Befall der néchsten Blattetagen verhindert werden. Hierzu wird die
Witterung beobachtet. Stellt man dabei einen gentigend starken Niederschlag und in der Folge
eine hinreichend lange Phase der Blattnésse fest, so hat héchstwahrscheinlich ein Infektionser-
eignis stattgefunden. Nun kann einige Tage spéter der Einsatz von Fungiziden stattfinden, die
dann noch eine Wirkung haben.

Auf diese Weise ist eine relativ sichere Bekdmpfung von Septoria tritici moglich. Allerdings
hat dieses Verfahren zwei entscheidende Nachteile:

e Es kann erst dann eine Bekdmpfung der Weiterverbreitung stattfinden, wenn sich bereits
auf einigen Bléttern Lésionen gezeigt haben, also bereits eine Schidigung vorliegt.
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e Der Fungizid-Einsatz erfolgt vorbeugend. Es wird dabei angenommen, dass eine Infektion
stattgefunden hat, dies kann aber nicht sicher festgestellen werden. Es wird also vermutlich
zuviel Gift gekauft und in die Umwelt gebracht.

Das Ziel ist also in diesem Fall, eine Infektion bereits dann zu erkennen, wenn dies von auflen
noch nicht moglich ist, und so friih, dass ein wirksamer und sparsamer Fungizid-Einsatz noch
erfolgen kann.

4.2.3 Infektion der Pflanzen im Labor
Anzucht der Pilze

Auch die Bereitstellung der Pilze iibernahm das Institut fiir Phytopathologie. Septoria triti-
ci und Septoria nodorum wurden in Petri-Schalen auf MYA-Medium (malt yeast agar, 4gr
Malz, 4gr Hefe, 4 gr sucrose, 10 g Agar, Zugabe 1 ltr.) angezogen. Die Platten kamen fiir 12h
unter UV-Licht und wurden dann bei 20°C fiir mindestens sieben Tage dunkel gelagert.

Zur Inokulation der Pflanzen wurde der Pilzrasen auf einer Petrischale mit Wasser bedeckt,
und dann wurden mit einem Objektriger-Glas die Sporen abgekratzt. Nach einer Filterung
durch eine Mullbinde wurde mit Hilfe einer Thoma-Z#hlkammer unter dem Mikroskop die Spo-
rendichte bestimmt. Es wurden so lange Pilze von neuen Platten hinzugefiigt, bis sich ein Wert
von 5-105-107 Sporen/ml eingestellt hatte. Zur Reduzierung der Oberflichenspannung wurden
noch einige Tropfen ,, Tween 20“ (Roth, Karlsruhe) hinzugegeben.

Infektionsverfahren

Die Sporensuspension wurde mit einer handelsiiblichen Spriihflasche aus kurzer Distanz auf die
Blatter gespriiht, bis sich geniigend Tropfen auf den Bldttern gesammelt hatten.

Um eine erfolgreiche Infektion zu erméglichen, war eine hohe Luftfeuchtigkeit vonnéten. Bei
den jungen, selbst angezogenen Pflanzen war dazu keine weitere Mafinahme nétig, da in der
verwendeten Kammer die Feuchte hinreichend hoch war. Die dlteren Weizenpflanzen wurden
nach dem Besprithen entweder fiir zwei Tage in eine kleine Box gestellt, oder es wurde eine
Plastiktiite fiir dieselbe Zeit iiber die Pflanze gezogen.

4.3 Stoffwechselgifte

Der Einsatz von Stoffwechsel-Inhibitoren ist eine weit verbreitete Methode zur Identifizierung
von Reaktionswegen in lebenden Organismen. So lassen sich gezielt einzelne Wege ausschal-
ten, und man kann die daraus resultierenden Effekte beobachten. Zum Einsatz kamen mehrere
Inhibitoren:

e Glyceraldehyd hemmt das Enzym RubisCO im Calvin-Zyklus (siehe Abb. 3.4) in den
Chloroplasten (Loreto et al., 1994; Wiese et al., 1998).

o SHAM (Salicylhydroxamic acid) inhibiert die Alternative Oxidase (AOX) in den Mito-
chondrien (Gonzalez-Meler et al., 1996; Igamberdiev et al., 1997a,b), die iiberschiissige
Redox-Aquvalente verbrennt und damit ROS-Bildung in den Mitochondrien verhindert
(Maxwell et al., 1999; Purvis, 1997; Guo et al., 2005). Andererseits gibt es auch Hinweise,
dass die Chlororespiration durch SHAM gehemmt wird (Feild et al., 1998; Padmavathi
und Raghavendra, 2001), aber der Einfluss soll sehr gering sein (Bennoun, 2002; Cournac
et al., 2000).

o Antimycin A hemmt den Komplex III ebenfalls in den Mitochondrien und legt damit den
gesamten Cytochrom-Weg (vom Ubiquinonpool zum Komplex IV) lahm (Igamberdiev
et al., 1997b). Dies verhindert aber nicht eine ATP-Produktion, da der Komplex I auch
am Aufbau des Protonengradienten beteiligt ist und die AOX als terminale Oxidase immer
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noch zur Verfiigung steht. Selbst wenn beide Oxidasen inhibiert werden, bleibt noch eine
,Rest-Atmung“ (Igamberdiev et al., 1997b). Antimycin A wirkt auch auf einen Teil des
zyklischen Transports um PS I in den Chloroplasten (Backhausen et al., 2000; Joét et al.,
2001, 2002).

e Oligomycin inhibiert die ATPase der Mitochondrien und verhindert damit die ATP-
Erzeugung (Igamberdiev et al., 1997b, 1998). Es wirkt zwar auch auf die ATPase in den
Chloroplasten, allerdings um ein vielfaches schwéicher (Kromer und Heldt, 1991), so dass
dies vernachléssigt werden kann.

Die Wirkungsorte der mitochondrialen Inhibitoren zeigt auch die Abbildung 4.4.

Intermembran-Raum
NAD(P)" NAD(P)H .

Complex |

NADH NAD" NADH Succ Fum %0, HZO

Matrix

Abbildung 4.4: Wirkungsorte der mitochondrialen Inhibitoren: SHAM hemmt die Alternative Oxida-
se (AOX), Antimycin A den Komplex III und damit den gesamten Cytochrom-Wey,
Oligomycin hemmt die ATPase.

Anwendung der Gifte

Falls bei den einzelnen Versuchen nichts anderes angegeben ist, wurden die Inhibitoren wie folgt
verwendet (Bezugsgellen im Anhang auf S. 203):

e Glyceraldehyd: Losung mit 10mM in Wasser oder Standard-Medium (SM: 1 mM KCI,
1mM CaCl, ImM MgCls, pH 6,2)

e SHAM: Losung mit 5 — 20mM in Wasser oder SM
o Antimycin A: Losung mit 10uM in Wasser oder SM
o Oligomycin: Losung mit 10uM in Wasser oder SM

Die Blatter wurden unter Wasser abgeschnitten und fiir mehrere Stunden oder iiber Nacht in
die Giftlosungen gestellt.
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4.4 Fluoreszenzmessung

4.4.1 Chlorophyll-Fluoreszenz

Es gibt mehrere optische Signale, die genutzt werden, um Informationen iiber Stoffwechsel-
vorgénge zu bekommen:

o Transmission: Sie enthélt zahlreiche Absorptionssignale, die Aussagen iiber die Photosyn-
these liefern, z.B. die Thylakoidspannung (Dau et al., 1991) oder den Redoxzustand des
Reaktionszentrums von PS I (Schreiber et al., 1988; Klughammer und Schreiber, 1994).

e Wirme: Die Wiarmeentwicklung kann photoakustisch gemessen werden und Aufschluss
iiber die thermische Deaktivierung in der Antenne geben (Dau und Hansen, 1990).

o Reflexion: Sie beinhaltet das bei 535 nm zu messende Scattering-Signal, das mit dem
pH-Gradienten iiber der Thylakoid-Membran zusammenhéngt (Krause und Weis, 1984;
Hansen et al., 1993).

e Fluoreszenz: Das Fluoreszenz-Signal liefert die grofite Vielfalt an Informationen und wird
deshalb die zentrale Messgréfle in der vorliegenden Arbeit sein. Auf dieses Signal wird im
Folgenden noch detaillierter eingegangen.

Entstehung der Fluoreszenz

Beleuchtet man phytosynthetisch aktives Material (griine Blétter, Algen, verschiedene Bakte-
rien, aber auch isolierte Chloroplasten), so fiihrt dies zur Emission von Fluoreszenzlicht im
Bereich von 680 nm.

Das Licht wird von den Antennen der Photosysteme ausgesandt. Wie im Abschnitt 3.2.1
dargestellt, bestehen diese Antennen hauptséchlich aus den Pigmentmolekiilen Chl a und Chl b.
In der Abbildung 4.5 findet sich auf der linken Seite das Absorptionsspektrum des Chl a (durch-
gezogene Linie). Man erkennt zwei ausgepriigte Maxima bei 450 nm (blau) und 680 nm (rot).
Diese entstehen durch den Ubergang vom Grundzustand Sy zu héheren Singulettzustinden Sx
(in der Abbildung auf der rechten Seite im ,,Jablonski-Diagramm® dargestellt). Hohere Anre-
gungszustinde kénnen strahlungslos in den S iibergehen oder durch einen Energietransfer auf
Nachbarmolekiile deaktivieren.

Beim Ubergang vom S;-Zustand nach Sy kann Fluoreszenzlicht ausgesandt werden. Ge-
schieht dies nach einer Zeit von mehr als 2 ns, so spricht man von Lumineszenz (delayed fluo-
rescence, manchmal auch Phosphoreszenz genannt), letztere kommt allerdings viel seltener vor.
Das Intensitétsverhéltnis von Lumineszenz zur Fluoreszenz liegt bei 1:100 bis 1:1000 (Blohm,
1994; Ramm, 1991; Bilger und Schreiber, 1990).

Fiir ein Exziton (der Si-Zustand) gibt es die folgenden Méglichkeiten, wieder in den Sp-
Zustand zu gelangen:

durch Fluoreszenz iiber die Abstrahlung eines einzelnen Lichtquants,

iiber die sogenannte thermische Deaktivierung durch Abgabe der Energie als Warme,

durch die Ubertragung der Anrequngsenergie auf ein benachbartes Pigmentmolekiil,

durch Abgabe der Energie an das Reaktionszentrum des Photosystems,

indirekt als Phosphoreszenz iiber einen Triplettzustand.

Der Prozentsatz des iiber die Fluoreszenz abgegebenen Lichtes liegt zwischen 3 und 7 % bei
intakten, photosynthetisch aktiven Blidttern und bei 30 % bei isoliertem Chlorophyll. Dieser
Anteil hat eine hohe messtechnische Bedeutung, weil er ein Ma$ fiir den physiologischen Zustand
und die Photosyntheseaktivitiat der jeweiligen Probe ist.
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Spektren des Chlorophyll a Ausschnitt aus dem Termschema
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Abbildung 4.5: Darstellung des Absorptions- und Emissionsspektrums von Chl a (links). Die entspre-
chenden atomaren Zustinde sind im Jablonski-Diagramm auf der rechten Seite aufge-
tragen (Haken und Wolf, 1987).

Die Photosysteme

Die beiden Photosysteme I und II unterscheiden sich sowohl in ihren Absorptions- als auch
ihren Fluoreszenzspektren. PS I absorbiert maximal bei einer Wellenléinge von 700 nm, bei
PS 1T sind es hingegen 680 nm. Dies liegt an der unterschiedlichen Pigmentverteilung in den
Systemen. Mit fernrotem Licht (A > 700 nm) kann man diese Tatsache ausnutzen, da hiermit
hauptséichlich das Photosystem I angeregt wird und damit dessen Einfluss auf physiologische
Prozesse eingeschiéitzt werden kann.

Die Emission von Fluoreszenzlicht findet bei PS I hauptséchlich bei 735 nm statt, bei PS 11
sind es 683 nm. Bei Zimmertemperatur kann man davon ausgehen, dass die variable Fluoreszenz
ausschliefllich vom PS II stammt (Baker und Webber, 1987).

In der Abbildung 4.5 sind deshalb nur die Absorptions- und Fluoreszenzspektren von PS II
eingzeichnet.

4.4.2 Quenching-Mechanismen

Alle Mechanismen, die, wie im vorigen Abschnitt behandelt, Moéglichkeiten zur Deaktivierung
von Si-Zustéinden des Chlorophylls darstellen und zur Verringerung der dazu proportionalen
Fluoreszenz fiihren, bezeichnet man als Quenching-Mechanismen (to quench = 16schen). Zur
Veranschaulichung wird das Topfmodell verwendet.

Das Topfmodell

Fiir dieses Modell wird ein Topf betrachtet, der mit dem sogenannten Exzitonensee (siehe
Abbildung 4.6) gefiillt ist, also allen angeregten Zusténden. Die Hohe des Seespiegels ergibt
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sich aus dem Gleichgewicht zwischen eingestrahlter Lichtenergie und Exzitonenfliissen aus der
Antenne heraus. Die Spiegelhohe ist aber nur als statistisches Mittel zu betrachten, da bei einer
Absorptionsrate von 10 bis 100 Photonen pro Sekunde und einer mittleren Lebensdauer der
Exzitonen von 9 us (Rogers und Bates, 1980) die Photosysteme die meiste Zeit iiber leer sind.
Der Topf in der Abbildung stellt die Gesamtheit der Photosysteme II dar.

Die Exzitonzahl kann iiber mehrere Wege abgebaut werden: iiber thermische und photoche-
mische Deaktivierung und iiber Fluoreszenz-Abstrahlung, wie in Abbildung 4.6 darstellt. Die
Ratenkonstanten k¢, k, und k¢ reprisentieren die zugehorigen Vorgénge.

Man kann nun annehmen, dass die Ratenkonstante k¢ der Fluoreszenz konstant ist, da es
sich hierbei um einen rein physikalischen Prozess handelt. Dann spiegelt die Intensitét des Fluo-
reszenzsignals den Pegelstand im Exzitonensee wieder und liefert so eine wichtige Messgrofe.

Fiir den Energietransfer zwischen den einzelnen Photosystemen geht man von einer starken
Koppelung der Photosysteme untereinander aus (sog. Matriz-Modell). Dann ergibt sich der
folgende Zusammenhang zwischen den Grolen des Topfmodells (Dau, 1989, 1994):

al
E= 4.1
ke + Ky + kp {QA] ( )
mit FE: Hohe des Exzitonensees
a: mittlerer Absorptionsquerschnitt der Photosysteme II
I: Intensitiat des Anregungslichtes
kg Ratenkonstante der Fluoreszenz
ky: Ratenkonstante der thermischen Deaktivierung
kp: Ratenkonstante der photochemischen Deaktivierung
[Qa]: Konzentration an nichtreduziertem Quencher Qa
Daraus ergibt sich die Fluoreszenz F' zu:
Ik
F=kE @- o (4.2)

" kit kg kp[Qa]

al

Q, —» EIC

Abbildung 4.6: Das Topfmodell. Durch eingestrahltes Licht der Intensitdt I bildet sich in den
PS-II-Antennen ein ,Exzitonensee“. Die Deaktivierung der Ezzitonenenergie kann
thermisch(k), photochemisch (k) oder tber die Abstrahlung von Fluoreszenz (kg) er-
folgen.

An Gleichung 4.2 lassen sich verschiedene Quenching-Mechanismen gut erldutern: Eine Verrin-
gerung der Fluoreszenz F' kann bei konstantem k; und konstanter Lichtintensitéit I durch eine
Verminderung des Absorptionsquerschnitts a der Photosysteme oder durch eine Erhéhung der
thermischen oder photochemischen Deaktivierung k¢ bzw. k, auftreten.
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Die ersten beiden Punkte bezeichnet man als nichtphotochemisches Quenching gy, die Erhéhung
von k;, als photochemisches Quenching ¢,. Mit Hilfe der nichtphotochemischen Prozesse ist die
Pflanze in der Lage, sich vor zu hohen Lichtintensitéiten zu schiitzen. Dabei werden verschiedene
Arten unterschieden:

e Das Energy-Quenching gqg wird auch pH-abhingiges Quenching genannt, weil es zusam-
men mit dem Aufbau des pH-Gradienten iiber der Thylakoid-Membran auftritt. Es macht
sich in einem Anstieg von ky im Zeitraum von 5 bis 20 Sekunden bemerkbar. Die genau-
en Prozesse, die zu dieser thermischen Deaktivierung fithren, sind noch nicht vollstandig
gekldrt (Dau und Hansen, 1990; Schreiber und Neubauer, 1990; Schreiber et al., 1991;
Ramm und Hansen, 1993; Horton und Ruban, 1993; Horton, 1996).

e Beim State-Transition-Quenching qr werden die beweglichen LHCs zwischen den Photo-
systemen IT und I umverteilt, um eine bessere photochemische Ausnutzung der Anregungs-
energie zu ereichen. Dies duflert sich in einer Verringerung des Absorptionsquerschnitts a
und tritt nach 3 bis 10 Minuten auf (Dau und Hansen, 1988; Dau, 1989; Dau und Canaani,
1990).

e das Photoinhibitions-Quenching g wird durch sehr hohe Lichtintensitéiten ausgelost. Da-
bei werden Einheiten von PS II geschéddigt und damit wird die Fluoreszenzausbeute ver-
mindert. Dieser Prozess lduft mit einer Zeitkonstanten von 30 Minuten relativ langsam ab
und macht sich ebenfalls in einer Verringerung des Absorptionsquerschnitts a bemerkbar
(Powles und Bjorkman, 1982; Krause und Laasch, 1987).

4.4.3 Fluoreszenzkinetik

Wird ein dunkeladaptiertes Blatt mit Licht mittlerer Intensitét bestrahlt, so zeigt das Fluores-
zenzsignal einen charakteristischen Verlauf, der in Abbildung 4.7 zu sehen ist. Dieses Phanomen
wurde zum ersten Mal von Kautsky und Hirsch (1931) entdeckt und wird hiufig als ,, Kautsky-
Induktionskurve“ bezeichnet. Aus dem Kurvenverlauf kann auf einzelne Prozesse geschlossen
werden. Die zu den in der Grafik eingezeichneten Nummern gehtérenden Prozesse werden im
néchsten Abschnitt genauer besprochen.

Die Zeitkonstanten und ihre Bedeutung

Unter linearisierenden Messbedingungen (Hansen et al., 1991) ldsst sich die Fluoreszenzantwort
auf einen Lichtsprung aus der Abbildung 4.7 durch die Summe von Exponentialfunktionen
nahern:

F(t) = zn:Ai (1 - e‘%) (4.3)
i=1

Jede Zeitkonstante 7; entspricht dabei ndherungsweise einem Prozess wéhrend der Photosynthe-
se. Die Amplitudenfaktoren A; spiegeln die Auspriagung der jeweiligen Prozesse wider. Folgende
Prozesse liegen den in der Abbildung 4.7 dargestellten Zeitkonstanten zugrunde:

T1<1ls Das Anwachsen der Fluoreszenzausbeute wird hauptséchlich durch die Zu-
nehmende Reduktion des Quenchers Qo verursacht.

1<m<10s Das leichte Absinken der Fluoreszenz spiegelt die Redoxzustandséinderung
im PQ-Pool wider aufgrund der Saugwirkung von PS I. In dieser Phase
wird Q4 verstarkt vom PQ reoxidiert. Damit ist eine Zunahme des Elektro-
nenflusses verbunden, der sich in der Verringerung der Fluoreszenzausbeute
auflert.
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| Ver@nderungen im Redoxzustand von QA |
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Abbildung 4.7: Charakteristische Fluoreszenzantwort auf einen Sprung in der Lichtintensitdt von I
auf Iz. Die eingezeichneten Nummern bezeichnen die zugehdrigen Zeitkonstanten; sie-
he Text (Hansen et al., 1993).
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3< 1 <30s

10 < 154 < 100 s
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Die zunehmende Reduktion der Akzeptoren von PS I bewirkt eine Abnahme
der Reoxidation von PQ. Dies fithrt zu einem Mangel an Akzeptoren fiir
PS II, was einen Anstieg der Fluoreszenz auf den Maximalwert P mit sich
bringt (Vanselow, 1993).

Der steile Abfall der Fluoreszenz ist zum einen auf verstirktes Energy-
Quenching durch den Aufbau des pH-Gradienten iiber der Thylakoid- Mem-
bran zuriickzufithren (Hansen et al., 1987, 1993; Dau und Hansen, 1989,
1990). Zum anderen verursacht das mit dem Aufbau des pH-Gradienten
zusammenhéngende Anlaufen des Calvin-Zyklus und die damit verbundene
Sogwirkung auf die ETC auch einen Anstieg des photochemischen Quen-
chings.

Diese Zeitkonstante, die mit einer Zunahme der Fluoreszenz auf das Neben-
maximum M einhergeht, héingt mit der lichtinduzierten Ca?*-Aufnahme in
die Chloroplasten (Plieth und Hansen, 1992, 1998; Vanselow et al., 1989)

zusaminen.

Der genaue Ursprung dieses Prozesses ist zur Zeit noch nicht bekannt. Es
wird ein Zusammenhang mit der verstirkten Umwandlung von ATP zu
ADP ermutet (Dau, 1994).

Diese Phase verschwindet nach Zugabe von NaF, das den Austausch der
beweglichen LHC zwischen den Photosystemen hemmt. Aus diesem Grunde
wird 7 dem Lichtverteilungsregler zugeordnet (Dau und Canaani, 1990,
1992).

Die Sekundenangaben der Zeitkonstanten sind Orientierungswerte. Sie hingen stark von der Art
der Pflanze, ihrem jeweiligen physiologischen Zustand sowie der eingestrahlten Lichtintensitét
ab (Vanselow et al., 1988).
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Yield-Messung

Die Fluoreszenzmessung ist eine sogenannte Yield-Messung. Man unterscheidet dabei zwischen
zwei Lichtarten:

e das aktinische Licht (AL) stellt den Zustand des Blattes ein, das heifit die Groflen kg, K
und k;, aus der Abbildung 4.6 durch Verénderung der Redoxzustédnde der ETC und der
Quenching-Mechanismen,

e das modulierte Messlicht (ML) detektiert den vom aktinschen Licht eingestellten Zustand.

Bei einer Messung unterscheidet man zwischen dem integralen Fluoreszenzyield

F
Y == 4.4
- (4.4)
und dem differentiellen Fluoreszenzyield
dF
= — 4.
y=a7 (4.5)

Die Unterschiede sieht man, wenn man Gleichung 4.2 betrachtet: Dort ist der differentielle Yield
dann:

AE R
V=A™ b+ ko + kplQa)

Die Differentiation wird durch das Messlicht dI bewirkt und ist damit die Antwort dF auf
eine hochfrequente Anderung dI des Messlichtes. Hierbei werden Qa und k¢ am Arbeitspunkt
genommen. Diesen Punkt stellt das aktinische Licht ein, das aus dem Licht der hierfiir vorge-
sehenen Lichtquelle (meist eine Halogenlampe) und dem Mittelwert des Messlichtes besteht.

Der integrale Yield ist das Verhé&ltnis zwischen der Fluoreszenzintensitdt F' und der des
eingestrahlten Lichtes I. Das Verhéltnis F'/I kann zwar auch formal durch den Quotienten aus
Gleichung 4.6 beschrieben werden, er ist aber nicht unabhéngig von I, da Qa und k¢ sich mit
I &ndern.

Nun kann man aber die Frequenz des Messlichtes so hoch wéhlen, dass sich die Parameter der
Gleichung 4.6 wahrend einer Messlichtperiode nicht &ndern. Dann ist der mit diesem Messlicht
gemessene differentielle Fluoreszenz-Yield mit dem integralen identisch:

(4.6)

F _dF

V=TT ar (47)

Durch das niederfrequente aktinische Licht werden die Parameter der Photosynthese, wie oben
beschrieben, verédndert, aber auch das Messlicht wirkt aktinisch. Da die Yieldmessung aber nur
Prozesse detektiert, die langsamer als die Messlichtperiode ablaufen, wirkt das Messlicht als
aktinischer Gleichanteil.

Die Yield-Messung dient der Abtrennung des unerwiinschten Gleichanteils des Fluoreszenz-
signales, um die interessanten Anderungen entsprechend auflésen zu kénnen. Details und Rech-
nung hierzu finden sich bei Hammes (2000).

4.4.4 Methoden der Fluoreszenzmessung
Puls-Amplituden-Moduliertes Fluorometer (PAM)

Das Puls-Amplituden-Modulierte Fluorometer (PAM) wird von der Firma Walz gebaut und
geht auf eine Entwicklung von Schreiber et al. (1986) zuriick. Es hat sich inzwischen zu einem
internationalen Standardgerét entwickelt.

Eine Prinzip-Skizze des Messaufbaus zeigt Abbildung 4.8. Dieses Gerét benutzt fiir die Mes-
sung der Fluoreszenz des Chlorophylls getrenntes aktinisches Licht und Messlicht. Das gepulste
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Messlicht kommt iiber einen Lichtleiter aus einer LED auf das Blatt, und das zuriickgestrahlte
Licht wird mit einer Photodiode aufgefangen. Ein Korrelator trennt dann daraus das Yield-
Signal ab (siehe Abschnitt 4.4.3).

Das rote Anregungslicht, das vom PAM gesteuerte LEDs erzeugen, wird iiber einen Lichtlei-
ter zum Blatt gefithrt. Ebenso wird mit dem Licht einer Halogenlampe verfahren (der Shutter
dient zum schnelleren Hoch- und Herunterfahren der Lampe), das je nach Stérke als séttigender
Blitz oder als aktinisches Licht wirkt. Dieses durchléuft vorher noch ein Wirmefilter. Die vom
Blatt zuriickgestrahlte Fluoreszenz wird wieder mit einem Lichtleiter zum Detektor geleitet,
dessen Signal das PAM empfingt. Ein angeschlossener Rechner steuert das aktinische Licht
und nimmt die Messdaten vom PAM auf.
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Abbildung 4.8: Prinzip des PAM: A: Aufbau einer PAM-Messung: Uber einen Lichtleiter wird das
Anregungslicht von LEDs und das Licht von einer Halogenlampe zum Blatt gefiihrt.
Das Detektorsignal wird dann wieder an das PAM tibergeben. Fin Rechner steuert den
Ablauf und nimmt die Messwerte auf.
B: Schematischer Aufbau des PAM: Rote Messlichtimpulse werden von LEDs ausge-
sandt. Das Blatt sendet Fluoreszenzlicht zuriick. Dieses, aber nicht das Messlicht, wird
vom zweiten Filter zum Detektor durchgelassen. Der selektive Verstirker macht daraus
das Signal.

Das PAM halt die Messlichtintensitat konstant und misst mit Hilfe der Fluoreszenz die Hohe
des Exzitonenseespiegels (siehe 4.4.2: ,Das Topfmodell*).

Fluorescence-Clamp-Maschine (FC)

Der Ansatz bei dieser Maschine ist ein anderer (Schinner et al., 2000; Schinner, 2001): Im
Gegensatz zum PAM wird hier die Messlichtintensitit so geregelt, dass der Fluoreszenz-Yield
konstant bleibt. Dadurch wird nicht die ,,Seehdhe“ gemessen, sondern iiber den Photonenfluss
des Messlichtes der Fluss aus dem ,, Exzitonensee“.

Eine Ubersicht iiber den Aufbau der FC-Maschine gibt Abbildung 4.9. In einer Messkam-
mer befinden sich wieder Messlicht-LEDs und ein Photodetektor. Wie beim PAM wird auch
hier iiber einen Lichtleiter Halogenlicht zugefiihrt. Ein Regler sorgt dafiir, dass das vom Photo-
detektor gemessene Fluoreszenz-Signal des Blattes einem festen Sollwert entspricht, indem die
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Intensitdt der Messlicht-LEDs entsprechend eingestellt wird. Das vom Computer aufgezeichnete
Messsignal ist in diesem Falle der Leuchtdiodenstrom.

Ein Vergleich der Charakteristika von FC-Maschine und PAM findet sich bei Schinner et al.
(2000).

Computer
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LED DIODEN -
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Abbildung 4.9: Prinzip der FC-Maschine: Ein Regler stellt die LEDs so ein, dass das vom Photodetek-
tor gemessene Signal konstant ist. Die Halogenlampe dient als aktinisches Licht. Der
LED-Strom ist das zu messende Signal und wird aufgezeichnet. Fy, Fy sind Filter.

Sattigungsblitz-Methode nach Schreiber

Bei der Messung von Fluoreszenz ist es iiblich, jeweils zwei besondere Zusténde der Photo-
systeme zu bestimmen, welche sich nach ldngerer Dunkeladaption einstellen: die Werte der
Fluoreszenz bei vollstidndig oxidiertem bzw. reduziertem Quencher Qa (Abbildung 3.2). Diese
werden mit Fj (minimale Fluoreszenz) bzw. Fy; (maximale Fluoreszenz bei sittigendem Licht)
bezeichnet. Im helladaptierten Zustand heiBen die entsprechenden Grofien Fjj bzw. FY;. Hat
man diese Werte bestimmt, so kann man daraus das photochemische und nichtphotochemische
Quenching berechnen.

Fiir die FC-Maschine gilt dies im Prinzip auch, nur dass hier die gemessene Groéfle nicht
die Fluoreszenz, sondern der Exzitonenfluss ist. Deshalb bezeichnet man die Gréflen an den
ausgezeichneten Messpunkten auch mit Jy bzw. Jy;. Die Indizes bezeichnen dabei wieder den
Zustand von Qa, aber die Werte drehen sich um (Jy: Maximaler Fluss im Gegensatz zu Fy:
minimale Fluoreszenz), da zwischen den Gréflen der PAM- und FC-Messungen ein reziproker
Zusammenhang besteht (Schinner et al., 2000):

maximale Fluoreszenz Fy; < minimaler Exzitonenfluss Jy;

minimale Fluoreszenz Fy <« maximaler Exzitonenfluss Jy

Als standardisierte Messmethode fiir diese Grofien gilt die sogenannte Sattigungsblitzmethode
nach Schreiber et al. (1986), die mit dem PAM-Gerét oder der FC-Maschine durchgefiihrt wird.

Fiir die Messungen mit beiden Geréten findet ein standardisiertes Lichtprotokoll Verwen-
dung. Eine solche Messung zeigt Abbildung 4.10. Es wird hierbei zwischen zwei Lichtern, dem
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Messlicht und dem aktinischen Licht, unterschieden. Das aktinische Licht stellt den Zustand des
photosynthetischen Apparates ein (wie bereits in Abschnitt 4.4.3 beschrieben), das Messlicht
soll diesen Zustand messen.
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Abbildung 4.10: Vergleich der Messkurven aus dem Sittigungsblitz-Protokoll (A) mit der PAM und (B)
mit dem FC-Prinzip. Verwendetes Lichtprotokoll: in den ersten 60 s nur Messlicht,
dann FEinschalten des aktinischen Lichtes (markiert mit einen Pfeil nach oben) mit
500 pmol m™2 s~ bis 360 s (Pfeil nach unten). Dazwischen sittigende Blitze mit ca.
4000 pmol m™2 s, Details des Kurvenverlaufs im Text. Aus Schinner et al. (2000).

Den Ablauf der Messung mit PAM und FC-Maschine aus der Abb. 4.10 beschreibt der folgende
Abschnitt. Das Messprotokoll wird genauso bei beiden Gerdten verwendet.

1. Zur Messung der Grundfluoreszenz Fy bzw. des Grundflusses Jy muss das Blatt vorher
dunkeladaptiert worden sein. Deshalb darf das Messlicht keine zu grofie Intensitét besitzen.
In diesem Fall sind alle Reaktionszentren von PS II geoffnet, das heifit, Qa ist vollstandig
oxidiert, was Qa = 1 in Gleichung 4.2 entspricht. Aus diesem Grund kann eine maximale
Anzahl von Elektronen in die ETC flieflen, die Fluoreszenz ist minimal. Deshalb tritt
maximales photochemisches Quenching auf (¢gp = 1;gn = 0), wobei hier gy die thermische
Deaktivierung ist, die iiber dem immer vorhandenen minimalen k; liegt.

2. Durch einen séttigenden Blitz (in der Abb. 4.10 die Peaks nach unten bzw. oben) von 0,5 s
bis 2 s Dauer und mit einer Intensitit von ca. 1000 W/m? wird Qavollstindig reduziert.
Das entspricht Qa= 0 in Gleichung 4.2 und &uflert sich bei einem dunkeladaptierten
Blatt in einer maximalen Fluoreszenzantwort. Da der Akzeptor Qavollig reduziert ist,
kann er bei zusétzlichem Messlicht keine Elektronen mehr aufnehmen. Es tritt deshalb
weder photochemisches noch nichtphotochemisches Quenching auf (¢gp = 0 ; gn = 0). Fiir
die FC-Messung gilt analog, dass es keinen Elektronenfluss mehr in die ETC gibt und
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damit nur noch thermischer Fluss gemessen wird. Die Linge des Blitzpeaks in der Abb.
4.10 gibt dann die Grofle des Elektronenflusses an.

3. Um die Kautsky-Induktionskurve (siehe Abschnitt Abschnitt 4.4.3) zu erhalten, wird ak-
tinsches Licht mittlerer Intensitdt eingeschaltet. Die Fluoreszenz zeigt einen schnellen
Anstieg, dem ein langsamer Abfall auf einen Gleichgewichtszustand F' folgt mit eventuell
mehreren Nebenmaxima. Der Exzitonenfluss verhélt sich invers dazu.

4. Werden wihrend der Induktionskurve in bestimmten zeitlichen Abstdnden erneut sétti-
gende Blitze auf das Blatt gegeben, so wird die maximale Fluoreszenz FY; im helladaptier-
ten Zustand gemessen, die im Vergleich zu Fy; durch anwachsendes nichtphotochemisches
Quenching verringert ist (gp = 0 ; 0 < gy < 1); bzw. es wird der minimale Elektronefluss
Ji; gemessen, der durch die steigende thermische Deaktivierung vergréfert ist.

5. Nach Ausschalten des aktinischen Lichtes wird die Grundfluoreszenz F{ im helladaptierten
Zustand erreicht. Fj kann wegen des inzwischen angewachsenen nichtphotochemischen
Quenchings tiefer als Fp liegen (¢p = 1; 0 < gn < 1). Fiir FC-Messungen ist dies J{), und
hier ist die Thermik hoher als im dunkeladaptierten Zustand.

Aus den mit der PAM gemessenen Groflen F, Fy, Fyj, Fu, Fy; lassen sich die Quenching-
Parameter wie folgt berechnen (Schreiber et al., 1986; van Kooten und Snel, 1990):

Fl —F

Photochemisches Quenching: gp = SR (4.8)
M 0
F, — F]
Nichtphotochemisches Quenching: ¢y =1 — M0 (4.9)
v — Fy

Die Trennung der beiden Quenching-Arten ist allerdings nicht sauber, sondern wird nur mit
dem FC-Prinzip erreicht: Die Lénge des Blitzpeaks liefert den Anteil des Elektronenflusses in die
ETC, und der Abstand des unteren Endes des Peaks zu Null ist die thermische Deaktivierung,
welche dem nichtphotochemischen Quenching zugeordnet werden kann. Man kann zwar bei
einer FC-Messung wegen des konstant gehaltenen Fluoreszenz-Wertes nicht vom ,,Loschen® der
Fluoreszenz sprechen, aber die zugrunde liegenden Mechanismen sind die selben.

Das Fy-Fp-Verhidltnis liefert Aussagen iiber den physiologischen Zustand des Blattes, bei
einem gesunden ist es ein Wert von 4-5, ein krankes Blatt hat meist niedrigere Werte (2-4).

4.5 Fluoreszenz- und Gasflussmessaufbau

Die Fluoreszenz- und Gasflussmessungen fanden ausschlieflich mit der FC-Maschine statt (Ab-
schnitt 4.4.4), da diese, wie in Schinner (2001) beschrieben, besonders bei hohen Fliissen (Ther-
mische Deaktivierung oder ETC) eine groflere Empfindlichkeit als die PAM hat (siehe auch
Horton, 1996).

Es wurden zwei verschiedene Messplitze verwendet: ein FC-Messplatz, der nur Fluores-
zenzmessungen ermoglicht, und ein Gaswechsel-Messplatz, der neben einer FC-Maschine und
einigen anderen Signalen auch eine Moglichkeit zur Anderung von Gaskonzentrationen hat.
Beide werden im Folgenden beschrieben.

4.5.1 Messaufbau FC-Platz

Der Aufbau des FC-Messplatzes war grofitenteils derselbe, der auch in der Arbeit von Schinner
(2001) verwendet wurde: 18 Rote Leuchtdioden (Oshino, 660 nm, Spektrum in Abbildung 4.11)
saflen in einer halbkugelférmigen Kuppel (siehe Abb. 4.12) und lieferten das aktinische Licht
(bis max. 700 pmol m~2 s71), weitere drei LEDs desselben Typs waren fiir das von der FC-

Maschine geregelte Messlicht zusténdig. Zwei weitere Leuchtdioden (Walz) erzeugten fernrotes
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Licht (A > 700 nm). Eine Halogenlampe (Osram, HLX 64653, 24V, 250W) mit nachgeschaltetem
Shutter und Wirmefilter (DT Cyan, Walz) erzeugte die séittigenden Blitze. Ein Detektor erfasste
die vom Blatt zuriickgestrahlte Fluoreszenz, wobei ein RG9-Filter (Schott) den Anregungsanteil
des Lichtes abtrennte.
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Abbildung 4.11: Spektren der verwendeten LEDs fiir die Fluoreszenz-, 505- und 535-nm-Messungen
und Filter.

Die Ansteuerung der verschiedenen Lichter (aktinisch, Fernrot, Blitze) und des Shutters wie
auch die Aufnahme der Messdaten {ibernahm ein handelsiiblicher PC (Pentium 133MHz, mit
Wandlerkarte PCI 6024E, National Instruments, Miinchen) mit einem selbstgeschriebenen Pro-
gramm unter LabVIEW (National Instruments), welches die flexible Verwendung beliebiger
Lichtprogramme (und Gasprogramme, s.u.) ermoglichte. Eine Beschreibung findet sich weiter
unten im Abschnitt 4.5.3.
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Abbildung 4.12: Schematischer Messaufbau fiir die FC-Messungen: In der Kuppel sitzen rote LEDs,
die das aktinische Licht und das geregelte Messlicht liefern; das Licht fiir die sdttigen-
den Blitze erzeugt eine Halogenlampe und kommt iber einen Lichtleiter von oben. In
der Messkuppel sitzen zusdtzlich zwei LEDs fiir fernrotes Licht. Der Detektor erfasst
durch ein RG9-Filter die vom Blatt zuriickgestrahlte Fluoreszenz.
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4.5.2 Messaufbau Gasfluss-Platz

Der Gasfluss-Aufbau erméglichte die gleichzeitige Messung sowohl des FC-Signales als auch des
Scatterings bei 535 nm und der Absorption bei 505 nm oder 820 nm. Gleichzeitig war eine
Bespiilung mit verschiedenen Gaskonzentrationen moglich. Abbildung 4.13 zeigt den Aufbau
der Anlage. Auch hier nahm eine Kuppel die LEDs fiir die verschiedenen Lichtquellen auf (wie
unten beschrieben) sowie einen Detektor.
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Abbildung 4.13: Messaufbau fiir FC-Messungen der Chlorophyll-Fluoreszenz und fiir parallele Messun-
gen von Scattering bei 535 nm und Zeazanthin bei 505 nm bei verschiedenen Gaskon-
zentrationen. Beschreibung siehe Text.

FC-Maschine

Im Gegensatz zum anderen FC-Messplatz (Abb. 4.12) wurde in dieser Version das FC-Signal im
Durchlichtbetrieb erfasst, das heifit, die Messlicht-LEDs befanden sich genauso auf der Oberseite
in der Kuppel wie auch in der Abbildung 4.13 ersichtlich (rote LED auf der linken Seite).
Der Detektor hingegen safl auf der anderen Seite des Blattes hinter einem RG9-Filter, das das
Anregungslicht abtrennte. Diese Konfiguration verursacht grofiere Probleme, da im ,,Durchlicht®
eher die Gefahr besteht, dass das Filter an seiner Sperrkante zuviel Licht auf den Detektor
gelangen liasst. Doch durch diese Anordnung wurde weniger Platz in der Kuppel verschenkt,
und er konnte fiir weitere LEDs benutzt werden. Der sonstige Aufbau ist nahezu identisch:
rote LEDs fiir das aktinische Licht, die sdttigenden Blitze werden von einer Halogenlampe
mit Shutter erzeugt, von einem BG39 (Schott) gefiltert und iiber einen Lichtleiter (Scholly,
Denzlingen) von oben durch die Kuppel auf das Blatt gefiihrt.

Scattering bei 535 nm

Die Lichtstreuung des Blattes bei 535 nm ist ein Ma$8 fiir die Thylakoid-Energetisierung (Ruban
et al., 1993; Vanselow et al., 1988, 1989) und damit fiir den pH-Wert des Lumens und nicht etwa
fiir den pH-Gradienten iiber der Thylakoid-Membran (Briantais et al., 1979), wie vielfach be-
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hauptet wird. Da aber der stomatire pH-Wert nahezu konstant ist, spielt diese Unterscheidung
kaum eine Rolle.

Eine griine LED (NSPG500S, Nichia Chemical, Niirnberg) erzeugt Licht mit dem in Abb.
4.11 gezeigten Spektrum. Ein schmalbandiges Filter (DAL 535, Schott) ldsst nur den Bereich
um 535 nm passieren. Die LED und das Filter befinden sich in einer kleinen Metallhiilse, die
in die Messkuppel hineinragt (in der Abbildung 4.13 der Ubersicht halber nicht eingezeichnet).
Die Detektion des Streulichtes erfolgt unter einem kleinen Winkel, sonst fillt zuviel reflektiertes
Licht ein, ebenfalls durch ein 535-er Filter (Bandpass-Interferenzfilter DADS8 536,7 nm, HWB
7,72 nm, Schott), das Stérungen u.a. durch die 505-nm-Strecke verhindern soll.

Da die Schmalbandigkeit des Filters nicht gut genug ist und die beiden Messstrecken bei
505 und 535 nm sehr spektral nahe beieinander liegen, wurde die griine 535-nm-LED mit einem
Rechteck-Signal mit einer Frequenz von 10 kHz angesteuert und die 505-nm-LED mit 11 kHz.
Ein Korrelator (Lock-In Amplifier 126, Princeton Applied Research) trennte aus dem Detek-
torsignal den zugehorigen Anteil mit der passenden Frequenz ab und leitete das Signal dem
Rechner zu.

Absorption bei 505 nm

Die Absorption des Blattes bei 505 nm héngt mit der Umwandlung von Violaxanthin in Zea-
xanthin (siehe Abschnitt 3.2.6) im Xanthophyll-Zyklus zusammen (Yamamoto und Kamite,
1972; Bilger et al., 1989; Bendixen et al., 2001). Mit der Bildung von Violaxanthin nimmt die
Absorption bei 505 nm ab (Pfiindel und Bilger, 1994).

Eine entsprechende Messstrecke findet sich in dem Aufbau in der Abbildung 4.13. Eben-
falls eine griine LED (NSPG500S, Nichia) wie bei der 535-er Strecke (blaugriine LEDs waren
zur Zeit des Aufbaus noch nicht lieferbar) liefert durch ein schmalbandiges Filter (Bandpass-
Interferenzfilter DAD8 505,8 nm, HWB 10,76 nm, Schott) das Licht, welches das Blatt passiert
und von einem Detektor mit vorgesetztem 505-nm-Filter (DAL 505, Schott) registriert wird.
Auch diese Lichtstrecke wird getaktet (11 kHz) und iiber einen digitalen Korrelator (SR830
DSP Lock-In Amplifier, Stanford Research) betrieben.

Trotz des Aufwandes mit den Trennfiltern und dem Korrelator bleibt das Problem, dass das
Zeaxanthin-Signal und das Scattering sich spektral iiberlappen, weil die Pigmente so breitbandig
sind (Bilger et al., 1989). Deshalb ist eine Trennung nur durch eine Betrachtung des zeitlichen
Verlaufes moglich: Der Aufbau der Thylakoid-Energetisierung nach Einschalten des aktinischen
Lichtes findet wesentlich schneller statt (Zeitbereich 5-20 s) und geht nach dem Ausschalten
auch wieder zuriick, wihrend die Zeaxanthin-Bildung mehr Zeit braucht und sich nur sehr
langsam wieder zuriickbildet.

Gaswechselanlage

Die in der Abbildung 4.13 auf der rechten Seite eingezeichnete Gaswechselanlage ermdglicht es,
das Blatt in der Messkammer nicht nur mit Gaskonzentrationen wie in der normalen Umge-
bungsluft zu versorgen, sondern auch Messungen unter wenig CQO2 oder Os zu machen.

In drei Druckgasflaschen befand sich Stickstoff, Sauerstoff bzw. ein Gemisch aus 99% Stick-
stoff und 1% COaq. Die Gasfliissse wurden iiber drei Gasflussregler (No: FC2900, max. 21/min;
O2: FC280SA, max. 20ml/min; COg: FC260, max. 10ml/min; Tylan) gesteuert, wobei der Nj-
Fluss in der Regel auf 200ml/min eingestellt war und die anderen Gase entsprechend in der
in der Grafik eingezeichneten Kammer dazugemischt wurden. COy wurde nicht in reiner Form
verwendet, weil sonst die notigen Gasfliisse fiir die Flussregler zu klein gewesen wéren.

Ein Kontrollgerdt (Briining, 1990) erlaubte eine Einstellung und Kontrolle der Flussraten.
Fir die automatisch ablaufenden Messungen wurden die Sollwerte fiir den Os- und COq-Fluss
vom Steuerrechner in Form zweier Spannungen vorgegeben, der No-Fluss blieb in allen Féllen
(bis auf die Messungen zur Windabhéngigkeit im Kapitel 13) konstant eingestellt.
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Steuerung und Messaufname

Die Aufnahme der Messwerte der FC-Maschine (Fluoreszenz) und der Korrelatoren fiir die
Messung des Scatterings und der Absorption bei 505 nm erfolgte mit einem PC (486er) mit einer
Lab-PC-1200-AD-DA-Wandlerkarte (National Instruments). Zusétzlich zu den drei Signalen
konnten die Sollwertspannungen fiir die Gasflussregler aufgezeichnet werden, um die Messsignale
bei modulierter Anregung wie im Kapitel 10 (Gasflussmodulation an Weizen) damit korrelieren
zu kénnen.

Die analogen Ausgénge der Messkarte lieferten die Sollspannungen fiir die Gasflussregler.
Uber die digitalen Ausgéinge wurde das aktinische Licht (bis max. 700 ymol m~2s ! in drei Stu-
fen), die Halogenlampe und der zugehorige Shutter angesteuert. Softwareseitig erfolgte die Pro-
grammsteuerung und Datenerfassung mit derselben Software wie auch auf dem FC-Messplatz.

4.5.3 Mess- und Steuersoftware

Das bereits im Abschnitt 4.5.1 erwdhnte selbst erstellte Messprogramm findet sich als Blockdia-
gramm in der Abbildung 4.14. Es hatte zwei Aufgaben zu erfiillen: Aufzeichnung der Messwer-
te der Analog-Digital-Wandelung fiir bis zu acht Kanéle und Ansteuerung der verschiede-
nen Parameter (z.B. Blitzlampe und Shutter, aktinisches Licht, Fernrot-Licht, COg2- und Os-
Konzentrationen) zu den vorgegebenen Zeitpunkten. Dabei konnten mehrere Messungen hin-
tereinander durchgefiihrt werden mit gleichen oder unterschiedlichen Messprotokollen.

Messprotokoll Startpara- Adaptionszeit
Start einlesen [ |meter setzen[§| warten _‘

Messung Parameter Messwert
Start ggf. andern | | einlesen

Endparame- Daten
ter setzen | | speichern

Abbildung 4.14: Blockdiagramm der verwendeten Mess- und Steuersoftware. Erliuterungen zu den
einzelnen Punkten finden sich im Text.

An den im Diagramm 4.14 eingzeichneten Punkten passiert das Folgende (dabei bedeutet ,,Pa-
rameter” stets die vom Messprogramm geforderten Werte fiir die Ausgangssignale, also die
genannten Lichtquellen und Gas-Konzentrationen):

e Messprotokoll einlesen: In einem Messprotokoll (einer ASCII-Datei) werden die Schalt-
punkte der verschiedenen Parameter definiert, also welcher Wert zu welchem Zeitpunkt
vorherrschen soll. Dabei konnen Wiederholungen (z. B. séttigende Blitze alle 30 s) durch
Schleifen iibersichtlich gekennzeichnet werden. Zu Beginn wird diese Protokoll-Datei ein-
gelesen, welche auch Parameter fiir mehrere Messungen hintereinander enthalten kann.
Das Programm verwendet spéter die zu der jeweiligen Messung passenden, welche unter-
schiedlich sein kénnen.
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o Startparameter setzen: Vor der Messung werden die Startwerte entsprechend gesetzt, da-
mit in der ersten Adaptionsphase die Bedingungen wie zur Messung vorherrschen kénnen
(z.B. der Gasfluss).

e Adaptionszeit warten: Zu Beginn jeder Messung kann eine bestimmte Zeit gewartet wer-
den, damit sich das Blatt an die eventuell geéinderten Parameter oder auch an die Dun-
kelheit anpassen kann.

o Messung Start: Die AD-Wandler werden initialisiert und auf die gewiinschte Sampling-
Rate eingestellt.

e Parameter gqf. dndern und Messwerte einlesen bilden die eigentliche Messschleife: Es wird
bei jedem Durchgang kontrolliert, ob die Parameter geéndert werden sollen (Vorgabe des
Messprotokolles); falls ja, wird dies durchgefiihrt. Danach werden die néchsten Messwerte
vom Wandler abgeholt. Dies kénnen auch mehr als einer sein, weil das Timing der Mess-
aufnahme von der Wandlerkarte gesteuert und ggf. die Daten gepuffert werden, bis das
Programm sie abholt. Da auf diese Weise das eigentliche Wandeln der analogen Daten
automatisch erfolgt, das Setzen der Parameter aber zeitkritisch ist (fiir eine einfachere
Auswertung miissen z.B. Blitze sehr genau zum richtigen Zeitpunkt angeschaltet werden),
wird das Abholen der Daten aus dem Kartenpuffer jeweils automatisch vor und nach den
Parameteranderungspunkten unterbrochen und spéter nachgeholt.

o FEndparameter setzen: Ist das Ende einer Messung erreicht, so werden die Endparameter
(analog zu den Startparametern) gesetzt. Folgt danach noch eine weitere Messung, so
dienen diese wieder als Startparameter.

e Daten speichern: Die Messreihen werden als ASCII-Datei auf die Festplatte geschrieben,
wobei der vorgegebene Dateiname automatisch um die Nummer der Messung (bei Serien)
ergénzt wird.

e Nun wird entweder das Programm beendet oder eine weitere Messung durchgefiihrt, wel-
che wieder mit dem Abwarten der Adaptationszeit beginnt.

Die Frequenzgang-Messungen in den Kapiteln 9 und 11 erforderten eine abgewandelte Version
der Messsoftware. Abb. 4.15 zeigt hierzu das Blockschaltbild.

Da bei Frequenzgang-Messungen die Phasenlage wichtig ist, musste in diesem Programm der
Start der Messung sehr genau erfolgen. Deshalb wurde dieser Beginn automatisch auf den Null-
durchgang des Anregungssignales (CO2 bzw. O2) getriggert. So konnten Anregung und Mess-
signal phasenstarr aufgezeichnet werden, weshalb die Richtung des Durchganges (steigend oder
fallend) hier keine Rolle spielt. Diese Messdaten wurden dann auf die richtige Lénge geschnitten
(meistens drei oder sechs Perioden), wobei der Einschwingteil am Anfang entfernt wurde. Da-
nach erfolgte die Elimination der Drift (siehe unten). Aus den so erhaltenen korrigierten Messda-
ten wurden dann zusammen mit der aufgezeichneten Anregungskurve die Fourier-Koeffizienten
a und b berechnet mit den folgenden Gleichungen:

g N-1
a = - Yi* Jitd (cos — Anteil) (4.10)
=0
g N1
b = — Yi * Gi (sin — Anteil) (4.11)
N 1=0
Dabei ist
N . Zahl der Messpunkte
y; : Messwert zum Abtastzeitpunkt ¢
gi : Wert der Gasanregung zum Zeitpunkt ¢

d : Zahl der Datenpunkte in einer Viertelperiode
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Messprotokoll Parameter Adaptionszeit
Start einlesen  ¥| setzen [ | warten
Anregung Auf Trigger Messung Messwerte
initialisieren [ | warten [7| Start [ | einlesen
Vorlauf Drift Fourier- Daten
abschneiden [ eliminieren [[] Analyse [ | speichern

Abbildung 4.15: Blockdiagramm der verwendeten Software fiir die Frequenzgangmessungen. Erldute-
rungen finden sich im Text.

Daraus berechnen sich die Amplitude A und die Phase ¢:

A = Va*+b? (4.12)
0 bei >0

m bei b<0 (4.13)

a
(¢ = arctan 3 + {
Die dabei ermittelten Werte sowie die Orignalmessdaten wurden auf die Festplatte gespeichert.
Mit einer entsprechenden Messparameter-Datei konnen so automatisch COs- und Os-Frequenz-
ginge bei verschiedenem aktinischen Licht gemessen werden, ohne dass ein Eingriff des Expe-
rimentators nétig ist.

Driftelimination

Die Frequenzgangmessungen dauerten zum Teil mehrere Stunden. Dabei entstand eine Drift in
der Messapparatur, welche eliminiert werden musste, um die Auswertung nicht zu verfilschen.
Nach der Einschwingphase liefern Punkte mit derselben Phase des Anregungssignales gleiche
Ergebnisse, nur die Drift verfilschte diese. Deshalb wurden fiir jeden Messzeitpunkt k Differen-
zen der Messwerte yy, iiber eine Periode gebildet (P: Zahl der Punkte pro Periode):

Yk+P — Yk
Dy ="——"— 4.14
P = (4.14)

Dy, ist dann die jeweilige Drift-Steigung zwischen zwei Punkten. Die Drift wurde mit einem
Polynom des Grades N angenéhert. Mit diskret abgetasteten Werten an den Zeitpunkten ¢t = kT
(T': Abtastrate) ergab sich dann der Polynomwert fiir &:

N
=0
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oder in Matrix-Schreibweise mit z;; = 5"

1 1 1
1 2 4
Z=X-a=| 139 @ (4.16)
1 4 16
Die Driftwerte als Vektor waren dann:
D,
D = : (4.17)
Dy

Die Annéherung des Driftpolynoms an die Driftwerte erfolgte iiber die Berechnung des Lotes
zwischen K - @ und np (Kief, 1988). Aus der Projektion ergab sich dann der Vektor fiir das
Driftpolynom:

7= (X"X)"' XT3 (4.18)

Die neuen driftkorrigierten Messwerte 1, ergaben sich dann aus:

N

~ i 1

yk_yk—<g aikJrl'Z._i_l)—dO (4.19)
=0

Dabei korrigierte dyp = ) a; den Nullpunkt. In der Formel steht (k:i“ . H%) statt k%, um die

Ableitung aus der Diffenzbildung in Gleichung 4.14 wieder auszugleichen.

4.5.4 Auswertungssoftware

Um die Daten der verschiedenen Messprotokolle verarbeiten zu kénnen, wurde ebenfalls unter
LabVIEW ein Programm zur Auswertung erstellt. Dieses bietet unter anderem die folgenden
Funktionen:

e Laden und Speichern: Hierbei werden ASCII-Dateien in verschiedenen Formaten unter-
stiitzt, wobei als Dezimaltrenner wahlweise ein Punkt oder ein Komma verwendet werden
kann. Dies ist u.a. deshalb nétig, da die spéiter verwendeten Fit-Routinen nur spezielle
Formate lesen konnen. Je nach Bedarf kénnen mehrere Dateien zusammen eingelesen
werden, um die Datenreihen dann zusammen verarbeiten und speichern zu kénnen.

e Daten bearbeiten: Es konnen Ausreifler entfernt werden, welche als Storung bei der Mess-
aufnahme entstehen und eindeutig an ihrer geringen Breite identifizierbar sind. Danach
konnen die Datenreihen verschoben, skaliert und geschnitten werden, auch die Bearbeitung
einzelner Punkte ist moglich.

e Verschiebung in z-Richtung: Zum Beispiel bei der Auswertung mehrerer Messungen mit
sdttigenden Blitzen ist es notig, die Flanken exakt aufeinander zu positionieren. Hierzu
konnen in einer vergroflerten Darstellung die x-Werte dieser Stellen erfasst und dann auf
denselben Punkt verschoben werden.

o Messwerte bestimmen: Fiir die Erfassung einzelner Parameter einer Messkurve (z.B. Ther-
mik und Elektronenfluss oder Sprunghthen) kénnen diese Punkte einfach mit einem Cur-
sor markiert und auf Tastendruck gespeichert werden. Ist die Aufnahme beendet, konnen
diese Datentabellen einfach iiber die Zwischenablage des Rechners z. B. in Excel importiert
werden.



48

4.5 Fluoreszenz- und Gasflussmessaufbau

o Anderung der Sampling-Rate: In den Fillen, wo die Auszeichnung mit einer hohen Da-

tenrate erfolgte, fiir eine Ubersichtsdarstellung aber weniger Daten erwiinscht sind, kann
eine Mittelung zwischen den Datenpunkten erfolgen. Dies ist besonders bei den spéter
verwendeten Fit-Programmen nétig, da diese nur 50 Punkte verarbeiten kénnen. Diese
Komprimierung kann auch mit einer logarithmischen Skala geschehen, was insbesondere
dann wichtig ist, wenn mit e-Funktionen gefittet werden soll.

Dateilisten: Haufig wurden Messreihen unter verschiedenen Bedingungen gemacht (z. B.
hintereinander wenig und viel aktinisches Licht). Fiir die Auswertung mussten dann die
Dateien zusammengefiihrt werden, die nur zu der jeweils gewiinschten Bedingung passen.
FEine einmal zu diesem Zweck erstellte Dateiliste kann gespeichert werden, um dann diese
Zusammenstellung jederzeit schnell wieder laden zu kénnen. Wurden Messungen fortlau-
fend nummeriert (z.B. die mit wenig Licht xxx und die mit viel xxx+1), so kénnen auch
die jeweils anderen Bedingungen geladen werden, indem z. B. eine 1 hinzuaddiert wird.

Makro: Schliellich erlaubt eine Makro-Funktion die automatische Ausfithrung vieler dieser
Funktionen mit einem Mausklick oder direkt nach dem Laden der Daten.



Kapitel 5

Klassische Chlorophyll-Fluoreszenzsignale

Wie in der Einleitung beschrieben, geht es bei der vorliegenden Arbeit um zwei Fragenkomplexe:

1. Gibt es in der Chlorophyll-Fluoreszenz Parameter, die sich dazu eignen, Pilzbefall per
Fluoreszenz vom fahrenden Trecker anzuzeigen?

2. Welche metabolischen Prozesse, die Ursache fiir pilzinduzierte Anderungen der Chloro-
phyll-Fluoreszenz sein kénnten, sind beteiligt?

Fiir beide Fragen hat die Untersuchung pilz-induzierter Anderungen der Chlorophyll-Fluores-
zenz eine Schliisselstellung. Bei der ersten ist sie Ziel der Untersuchung, bei anderen ein wichtiger
Messzugang.

5.1 Messaufbau und Ablauf

Die hier dargestellten Messungen benutzen den etablierten Ansatz, den Schreiber et al. (1986)
fiir das zum Weltstandard gewordene Fluorometer (PAM) entwickelten: die Messung der Induk-
tionskurve mit sittigenden Blitzen (Abschnitt 4.4.4). Abweichend vom urspriinglichen Messver-
fahren wird hier das FC-Prinzip eingesetzt (ebenfalls Abschnitt 4.4.4).

Abb. 5.1 zeigt an einer typischen Messung die ermittelten Parameter, welche unter jeweils
vier Lichtbedingungen am selben Blatt durchgefiihrt wurden:

e Low-Light (290 pmol m~2s71),

High-Light (700 gmol m~2s~1),

Low-Light + Dauer-FR (6,5 pmol m—2s71),

High-Light 4+ Dauer-FR (6,5 pmol m2s™1).

5.1.1 Einsatz von Stoffwechselinhibitoren

Hierfiir wurden die Blatter unter Wasser abgeschnitten und iiber Nacht in die geeignete Losung
gestellt. Folgende Inhibitoren kamen zum Einsatz, wobei statt destilliertem Wasser Standard-
Medium (SM: 1 mM KCl, 1mM CaCl, 1mM MgCl,, pH 6,2) verwendet wurde:

e Kontrolle: ImM SM,
e SHAM: 5mM in 1mM SM,

o Glyceraldehyd: 10mM in 1mM SM.



50 5.2 Ergebnisse bei gesunden und infizierten Bléttern

3
Aktin. an lAktin. aus
: Jo J " Jp
_W‘# r-*—/-‘/;// >< -
2 | & q < /
= |
c
=2
W
QO
L
1 — Fy
A ‘JL
Jri Jip
Jro
O hd "\ T T \" T T ‘\r T T I‘
0 200 Zeit/s 400 600

Abbildung 5.1: Messung einer FC-Induktionskurve mit dem Sdttigungsblitzprotokoll nach Schreiber
et al. (1986). Die im folgenden benutzten Auswertungsparameter sind hier definiert.
An den Pfeilen oben wurde das aktinische Licht an- bzw. ausgeschaltet.

5.1.2 Auswertung

Die Parameter wurden aus den Messungen ermittelt, wie in der Abbildung 5.1 gezeigt:

Der Gesamtfluss J; (gemessen kurz vor dem Blitz), der thermische Fluss Jr; (gemessen
wéhrend des Blitzes) und der photochemische Elektronenfluss Jp; (Impulslinge) héngen wie
folgt zusammen:

Jpi=Ji—Jr; 1=0,L,P (5.1)

Zur Mittelung wurden sie, wie in Abb. 5.1 dargestellt, an drei verschiedenen Zeitpunkten
wéhrend der Messung bestimmt:

Dunkel : Blitz in der Dunkelheit, Jp o, JT0
Licht : Blitz am Ende der Hellphase (ca. 400 s), Jp 1, JT1
nach Licht : Letzter Blitz der Messung (nach Licht) , Jpp, Jrp

In den Abbildungen wurden die Messdaten jeweils auf Jy normiert und iiber gleiche Messbedin-
gungen gemittelt. Die infizierten Blatter wurden in den folgenden Auswertungen in die Bereiche
,»1-7 Tage® und ,,8-25 Tage* nach Infektion aufgeteilt, um kurz- und langfristige Einfliisse unter-
scheiden zu kénnen. Mit Hilfe des t-Tests (SPSS, p=0.05) wurden die Mittelwerte auf statistisch
signifikante Unterschiede getestet.

5.2 Ergebnisse bei gesunden und infizierten Blittern

Abb. 5.2 zeigt eine Zusammenstellung der in Abb. 5.1 definierten Parameter Jp und Jp bei
unvergifteten gesunden und infizierten Bléttern.

Bei Low-Light (Abb. 5.2A) zeigen sich nur beim Elektronenfluss nach Beleuchtung (Jp p,
letzte Sdulengruppe) signifikante Unterschiede (p=0.05) zwischen gesunden und vor 1-7 Tagen
infizierten Blidttern. Unter High-Light (Abb. 5.2C) sind nur kleine Verédnderungen gegeniiber
LL zu finden, auch hier ist Jpp zwischen ,gesund“ und ,1-7 Tage“ signifikant verschieden.
Der Unterschied zwischen ,,gesund® und ,,1-7* Tage ist auch bei den anderen Signalen in Abb.
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Abbildung 5.2: Unterschiede zwischen gesunden (jeweils linke Sdule) und vor 1-7 Tagen (mittlere
Siule) bzw. 8-25 Tagen mit Septoria tritici infizierten Weizenblittern. Aufgetragen
sind die Mittelwerte der FC-Parameter Thermik (Jr) und Elektronenfluss (Jp) an
drei Zeitpunkten der Messung (siehe Text). Fehlerbalken geben den Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) an. Statistisch signifikante Unterschiede sind mit ,S“ gekennzeich-
net (p=0.05). (A) Low-Light, (B) LL mit FR-Hintergrundlicht, (B) High-Light, (D)
HL mit FR.

5.2A,C deutlicher als zwischen ,,gesund“ und ,,vor 8-25 Tagen infiziert“, wenngleich dies nicht
statistisch signifikant ist.

Abb. 5.2B und D zeigen die gleichen Messungen wie in Abb. 5.2A bzw. C, nur jetzt mit
FR-Hintergrundlicht (6,5 pmol m~2 s71). Dabei treten zwischen ,gesund“ und ,,vor 1-7 Tagen
infiziert“ deutlichere Unterschiede auf als in den Nachbargraphen ohne FR-Licht. Insbesondere
fallt ein inverses Verhalten von thermischen und elektrochemischen Fliissen auf: Die Thermik
wird im Zeitbereich 1-7 Tage nach Infektion unter allen Bedingungen gegeniiber den Werten
von gesunden Blédttern erniedrigt, wihrend der photochemische Fluss erhcht wird. Dies gilt
sowohl unter LL (5.2B) als auch unter HL (5.2D). Obwohl die Fehlerbalken nicht iiberlappen,
ergibt der t-Test auf einem Niveau von p=0.05 immer noch keine Signifikanz. Diese ergibt sich
erst im Abschnitt 5.4 durch die Zusammenfassung in Gruppen.

Die Zunahme des photochemischen Flusses bei Infektion (1-7 Tage) unter FR (Fig. 5.2B,D)
zeigt das entgegengesetzte Verhalten wie ohne FR nach Licht (Jpp) in Abb. 5.2A,C. In der
Diplomarbeit Hammes (2000) fand sich bei den ohne FR gemessenen Induktionskurven eine
Erniedrigung des Elektronenflusses (entspricht den mit ,,S* markierten Sdulen in Abb. 5.2A,C)
und eine Zunahme der Thermik bei infizierten Weizenblittern, die in Abb. 5.2A,C allerdings
nicht angedeutet ist.
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5.3 Gesunde und infizierte Blatter mit Inhibitoren

Die Unterschiede zwischen den Fluoreszenzantworten von infizierten und nicht infizierten Bl&t-
tern in Abb. 5.2 sind nicht sehr stark. Im Folgenden wird untersucht, ob diese Unterschiede unter
Inhibitorwirkung deutlicher werden. Insbesondere dienen Inhibitormessungen dazu, Hinweise
auf die beteiligten metabolischen Reaktionen zu bekommen.

Die in Abb. 5.2 dargestellten Messungen sind als Kontrollbalken in Abb. 5.3 mit eingetragen.
In den Abbildungen 5.3 und 5.4 finden sich die Daten von den Infektionstagen 8-25. Die Werte
von den Infektionstagen 1-7 werden in Abb. 5.5 gezeigt.

Um gesunde und infizierte Blétter direkt vergleichen zu kénnen, wurden die Mittelwerte
der Messparameter der gesunden Blatter von den infizierten abgezogen, also ,infiziert“ minus
»gesund“ gerechnet. Die zugehorigen Darstellungen finden sich in den Abbildungen 5.3E.F und
5.4E.F fiir die Tage 8-25 bzw. in 5.5E-H fiir Tag 1-7 nach Infektion. Die Balken, bei denen
sich die zugehorigen Mittelwerte fiir ,infiziert“ und ,,gesund“ signifikant unterscheiden (t-Test,
p=0.05), sind mit ,,*“ markiert. Der t-Test findet keine Signifikanzen unter LL-Bedingungen.
Da aber die spétere Zusammenfassung von Messungen zu signifikanten Unterschieden fiihren
wird, seien hier schon einmal die in Abb. 5.3 auftretenden Trends besprochen: In allen folgenden
Messungen ist es eigentlich nur SHAM, das sichtbare Unterschiede gegeniiber den unvergifteten
Blattern bewirkt. Glyceraldehyd wirkt sich kaum aus.

Bei den gesunden Blidttern mit Low-Light (Abb. 5.3A) verursacht SHAM beim photoche-
mischen Fluss in Dunkelheit und im Licht eine leichte Erniedrigung. Der zugehérige thermische
Fluss ist erhoht. Bei High-Light (Abb. 5.3C) sind diese Effekte schwécher. Es gilt aber wieder
die in bereits in Abb. 5.2 gefundene Regel, dass eine Erhéhung der Thermik mit einem inversen
Effekt auf den photochemischen Fluss einhergeht.

Bei vor 825 Tagen infizierten Bléittern unter Low-Light (Abb. 5.3B) treten diese Effekte
deutlicher hervor: Die Thermik unter SHAM ist immer hoher als die Wasser-Kontrolle, und der
photochemische Fluss ist generell erniedrigt. Zwischen Glyceraldehyd und Wasser treten wieder
keine Unterschiede auf.

Keine der Verédnderungen durch die Gifte besteht allerdings den Signifikanztest. Dies liegt
an der hohen Streuung, die dadurch verursacht wird, dass jede Messung an einem neuen Blatt
stattgefunden hat. So kommen zu den Variationen durch die Infektion auch noch die des Blattes
hinzu. Signifikante Unterschiede ergeben sich erst, wenn diese Messungen im Abschnitt 5.4 zu
Gruppen zusammengefasst werden.

In Abb. 5.3E,F sind die Differenzen infiziert—gesund aus den dariiberliegenden Daten aufge-
tragen. Hier wird der SHAM-Effekt sehr deutlich, insbesondere das komplementéire Verhalten
von thermischem und photochemischem Fluss sowohl unter Low- als auch unter High-Light.
Glyceraldehyd verhlt sich hier von der Tendenz wie SHAM, nur sind die Anderungen viel
kleiner.

Abb. 5.4 zeigt die gleichen Messungen wie in Abb. 5.3 nur mit zusétzlichem konstanten
FR-Licht (6,5 pmol m~?2 s71). Hier ergibt sich aus allen Diagrammen eine Tendenzverstirkung:
Die Effekte von SHAM treten etwas stiarker hervor. Wieder zeigt sich das komplementére Ver-
halten von thermischem Fluss (erhoht unter SHAM) und photochemischem Fluss (erniedrigt
unter SHAM) durchgehend. Der Vergleich zwischen infizierten und gesunden Blittern (in Abb.
5.4EF) zeigt wie bei Abwesenheit von FR-Licht das gleiche Muster: SHAM erhoht deutlich die
Thermik bei infizierten Pflanzen gegeniiber den gesunden und senkt den photochemischen Fluss
unter beiden Lichtstiirken. Die Kontrolle zeigt nur kleine Anderungen: Nur die Thermik unter
High-Light im Licht (J71,) ist bei den infizierten Pflanzen deutlich hoher als bei den gesunden
(gespiegelt in der Erniedrigung von Jp,), ebenso bei Glyceraldehyd (Abb. 5.4F).
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Abbildung 5.3: Inhibitor- Wirkung auf die Fluoreszenzparameter aus FC-Messung (ohne FR, Tag 8-
25): Thermik (Jt) und Elektronenfluss (Jp) nach Gleichung 5.1 in Dunkelheit (die
linken beiden Sdulengruppen), am Ende der Aktin-Licht-Phase (die mittleren beiden
Sdulen) und am Ende der Phase nach Beleuchtung (die rechten Sdulen) mit ver-
schiedenen Giften bei gesunden und mit Septoria tritici vor 8-25 Tagen infizier-
ten Weizenblittern. Auf Jy normiert, Mittelwerte iber 4—5 Messungen, Fehlerbal-
ken geben den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an. (A) gesund, Low-Light
(290 pmol m™2 s71), (B) infiziert, LL, (C) gesund, High-Light (700 pmol m™2s1),
(D) infiziert, HL (E) Vergleich infiziert—gesund LL, (F) Vergleich infiziert—gesund HL.
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Abbildung 5.4: Inhibitor-Wirkung auf die Fluoreszenzparameter aus FC-Messung (mit FR, Tag 8-
25): Thermik (Jr) und Elektronenfluss (Jp) nach Gleichung 5.1 in Dunkelheit (die
linken beiden Siulengruppen), am Ende der Aktin-Licht-Phase (die mittleren beiden
Sdulen) und am Ende der Phase nach Beleuchtung (die rechten Sdulen) mit verschie-
denen Giften bei gesunden und mit Septoria tritici vor §-25 Tagen infizierten Weizen-
blittern mit FR-Hintergrundlicht (6,5 pmol m? s7Y). Auf Jo normiert, Mittelwerte
iber 4—5 Messungen, Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
an. (A) gesund, Low-Light (290 pmol m™%s), (B) infiziert, LL, (C) gesund, High-
Light (700 pmol m™%s~'), (D) infiziert, HL, (E) Vergleich infiziert-gesund LL, (F)
Vergleich infiziert-gesund HL.
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Bei den Messungen an den Tagen 1-7 nach Infektion in Abbildung 5.5 sind die Unterschiede
in der Inhibitorwirkung und der der Infektion kaum noch erkennbar, welche bei der Infektion
vor 8-25 Tagen noch deutlich auftraten. Dies gilt ganz besonders fiir die Low-Light-Messungen
ohne (Abb. 5.5A) und mit FR (Abb. 5.5B). Nur die Thermik im Licht (Jr,) ist unter SHAM
etwas geringer als die Kontrolle im Gegensatz zur Situation bei Tag 825 (Abb. 5.3B und 5.4B),
wo Jr 1, unter SHAM hoher ist als die Kontrolle.

Bei High-Light ohne (Abb. 5.5C) und mit FR (Abb. 5.5D) kehrt sich die Situation bei SHAM
im Vergleich zu den Messungen bei Tag 825 (Abb. 5.3D und 5.4D) nahezu um: Die Thermik ist
jetzt nicht hoher, sondern niedriger oder gleich mit der Kontrolle. Und der Elektronenfluss ist im
Gegensatz dazu nicht mehr niedriger, sondern gleich mit der Kontrolle. Alle diese Unterschiede
sind allerdings nicht signifikant.

Der Vergleich der infizierten mit den gesunden Bléttern (Abb. 5.5E-H) zeigt hier ein etwas
anderes Bild als vorher: Zwar bleibt das komplementére Muster erhalten, dass der thermische
Fluss sich invers zum photochemischen verhélt, aber SHAM erniedrigt jetzt die Thermik bei den
infizierten im Vergleich zu den gesunden Blédttern, dafiir ist der photochemische Fluss grofler
geworden. Insbesondere bei der Thermik im Licht (Jr 1) ist dies bis auf LL ohne FR signifikant.
Unter FR-Licht (Abb. 5.5F,H) findet sich bei der Wasserkontrolle und bei Glyceraldehyd ein
analoges Bild zu SHAM, nur sind hier die Anderungen kleiner. Ohne FR-Licht (Abb. 5.5E,G) ist
der photochemische Fluss (Jp p) der Kontrolle bei infizierten Bléttern signifikant kleiner als bei
gesunden. Unter High-Light (Abb. 5.5G) ist auch fiir Glyceraldehyd Jp p signifikant verschieden
zwischen infizierten und gesunden Bléttern, nur ist der Fluss hier gréfler geworden.
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Abbildung 5.5: Inhibitor- Wirkung auf die Fluoreszenzparameter aus FC-Messung (Tag 1-7): Thermik
(Jr) und Elektronenfluss (Jp) nach Gleichung 5.1 in Dunkelheit (die linken beiden
Sdulengruppen), am Ende der Aktin-Licht-Phase (die mittleren beiden Séulen) und
am Ende der Phase nach Beleuchtung (die rechten Siulen) mit verschiedenen Giften
mit Septoria tritici vor 1-7 Tagen infizierten Weizenblittern. Auf Jo normiert, Mit-
telwerte tber 2-5 Messungen, Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) an. Die zugehdrigen gesunden Kontrollen finden sich in den Abbildungen 5.8
und 5.4 ,5% kennzeichnet Balken, bei denen die Mittelwerte der Messungen an gesun-
den und inifizierten Blitter signifikant verschieden sind (t-Test, p=0.05). (A) Low-
Light (290 pmol m™2 s71), (B) LL mit FR, (C) High-Light (700 pmol m~%s~1), (D)
HL mit FR (E) Vergleich infiziert-gesund LL, (F) Vergleich infiziert-gesund LL mit
FR, (G) Vergleich infiziert-gesund HL, (H) Vergleich infiziert—gesund HL mit FR.
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5.4 Zusammenfassung in Gruppen

Wegen der hohen Streuung sind in den Abbildungen 5.3, 5.4 und 5.5 die besprochenen Trends
nicht signifikant, wohl aber deutlich erkennbar. Deshalb erfolgt hier ein neuer Test: Da diese
Unterschiede sich in verschiedenen Messungen bei dem photochemischen Fluss und der Thermik
dhnlich verhalten, werden im Folgenden die Messungen der drei Zeitpunkte zusammen analy-
siert. Auf diese Weise bekommt man drei Messungen vom selben Blatt (Dunkelheit, im Licht
und nach Licht), die zusammen gemittelt werden kénnen, statt nur einer. Allerdings unterschei-
den sich die Sdulengruppen in ihrer Absoluthéhe (z. B. in Abb. 5.3A die Sidulengruppen fiir
Jr,o und Jp ). Deshalb werden alle Messwerte eines Signales (z. B. Jp p) iiber alle Bedingun-
gen gemittelt. Der sich dabei ergebende Normierungsfaktor wird danach auf die Messwerte des
zugehorigen Signales angewandt. Die Mittelwerte aus diesen normierten Werten wurden erneut
auf statistisch signifikante Unterschiede getestet (t-Test, p=0.05).

Diese Unterschiede zwischen infizierten und gesunden Bldttern sind in Tabelle 5.1 dargestellt.
Man erkennt, dass die Daten aus Abbildung 5.2 nur unter FR-Licht signifikante Aussagen liefern.
Mit FR-Hintergrundlicht findet man eine signifikante Verminderung des thermischen Flusses bei
infizierten Bldttern im Zeitraum von 1 bis 7 Tagen. Mehr Aussagen sind aus diesen Messungen
nicht zu gewinnen.

Tabelle 5.1: Vergleich gesund—infiziert: Signifikanz-Tests an den Chlorophyll-Fluoreszenz-Parametern
aus der Abbildung 5.2: Die jeweils drei Siulengruppen zu Thermik und Photochemischer
Fluss wurden normiert und zusammengefasst (Details im Text). Ein ,+% in dieser Ta-
belle bedeutet, dass der Wert der infizierten Blitter gegeniiber den gesunden signifikant
erhoht ist. Fin - zeigt das Gegenteil an. Leere Felder bedeuten einen nicht signifikanten
Unterschied (t-Test, p=0.05).

Low-Light High-Light
-FR +FR -FR +FR
Inf von Tag: 1 8 1 8 1 8 1 8
bis Tag: 7 25 7 25 7 25 7 25
gesund (Thermik)
gesund (Phot.Fluss)

Der Einfluss der Gifte bei verschiedenen Infektionszustédnden (,gesund“ gegen ,Inf. Tagl-7¢
und ,, Inf. Tag8-25“) ist in Tabelle 5.2 zusammengestellt. Dies geschah fiir jede Lichtbedingung
getrennt und alle drei Gifte jeweils gegeneinander (Kontrolle-SHAM, Kontrolle-Glyceraldehyd,
SHAM-Glyceraldehyd). Ein ,+“ bedeutet, dass der jeweilige Wert fiir das 2. Gift gegeniiber
dem vom 1. Gift erhoht ist, ,,— zeigt das Gegenteil an. Tabelle 5.2 zeigt wieder das bereits
oben erwihnte komplementéire Verhalten der SHAM-Wirkung auf Thermik und photochemi-
schen Fluss bei infizierten Pflanzen, aber nur im Bereich ,8-25 Tage“: Ein Pluszeichen in der
Thermik bei ,,Kontrolle gegen SHAM* unter allen Bedingungen und ein Minuszeichen bei den
entsprechenden Stellen beim photochemischen Fluss. Bei Pflanzen, die nur vor 1-7 Tagen infiziert
waren, ergibt sich bei High-Light ohne FR ein inverser Effekt: Erniedrigung der thermischen
und Erhohung des photochemischen Flusses. Dieser Effekt wird auch bei gesunden Pflanzen
unter LL mit FR signifikant.

Glyceraldehyd gibt nur unter einer Bedingung ein signifikantes Ergebnis: Erhohung des
thermischen Flusses unter LL + FR im Zeitbereich ,,1-7 Tage* fiir infizierte Blatter. Der Ver-
gleich ,SHAM gegen Glyceraldehyd“ ergibt das inverse Verhalten von ,,Kontrolle gegen SHAM*,
wiahrend Glyceraldehyd sich selbst von der Kontrolle kaum unterscheidet.

Insgesamt zeigt der Signifikanztest in Tabelle 5.2, dass die in den Abbildungen 5.2 bis 5.5
sichtbaren Effekte real, aber nicht sehr ausgepréigt sind. Sie sind fiir die Forschung nutzbar,
aber nicht fiir den Feldeinsatz.
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Tabelle 5.2:

Vergleich der Giftwirkung: Signifikanz-Tests an den Chlorophyll-Fluoreszenz-Parametern
aus den Abbildungen 5.3, 5.4 und 5.5: Die jeweils drei Sdulengruppen zu Thermik
und Photochemischer Fluss wurden normiert und zusammengefasst (Details im Text).
K=Kontrolle, S=SHAM, G=Glycerladehyd. Ein ,,+“ in dieser Tabelle bedeutet, dass der
Wert der 2. Behandlung gegeniiber der 1. signifikant erhéht ist. Ein - zeigt das Gegenteil
an (z. B.: Inf. Tag8-25% K gegen S: Das ,+“ bedeutet, dass SHAM gegeniiber der Kon-
trolle signifikant erhoht ist.) . Leere Felder bedeuten einen nicht signifikanten Unterschied
(t-Test, p=0.05).

Thermik Low-Light High-Light
-FR +FR -FR +FR
1. Behandlung: | K K S|K K S||K K S|K K S
2. Behandlung: | S G G|S G G|S G G|S G G
gesund - | - -
Inf. Tag 1-7 + -
Inf. Tag 8-25 + - |+ - || + - |+ -
Photochemischer Low-Light High-Light
Fluss -FR +FR -FR +FR
1. Behandlung: | K K S| K K S||K K S|K K S
2. Behandlung: | S G G|S G G|S G G|S G G
gesund +
Inf. Tag 1-7

Inf. Tag 8-25 - + | - + || - + | - +




Kapitel 6

Analyse der Blitzriickstellflanken nach
sidttigenden Blitzen

Die Chlorophyll-Fluoresenz eines intakten Blattes wird hauptséachlich von zwei verschiedenen
Prozessen bestimmt: dem photochemischen und dem nicht-photchemischen Quenching (Schrei-
ber und Bilger, 1993; Schreiber und Krieger, 1998, siche auch Abschnitt 4.4.2). Das Standard-
Messverfahren zur Trennung dieser beiden Anteile ist die Séttigungsblitzmethode (Schreiber
et al., 1986, siehe Abschnitt 4.4.4). In einem solchen Experiment wird der Status des photo-
synthetischen Apparates mit einem PAM-Fluorometer oder der FC-Maschine (Abschnitt 4.4.4)
mit einem schwachen Messlicht erfasst, und dann werden Anderungen mit einem stiirkeren
aktinischen Licht induziert. Wahrend eines zusétzlich in bestimmten Zeitabsténden eingeschal-
teten séttigenden Blitzes wird der photochemische Weg durch die vollsténdige Reduktion des
priméren Akzeptors von PS II geschlossen. Dann wird der Yield (siehe Abschnitt 4.4.3) nur noch
von der nicht-photochemischen Komponente bestimmt. Auf diese Weise lassen sich die beiden
oben genannten Anteile trennen. Die hochste Punkt des wihrend des Blitzes vorherrschenden
Peaks in der Chlorophyll-Fluoreszenz wird Fy; genannt (van Kooten und Snel, 1990).

Dieser Ansatz wird iiberall in der Photosynthese-Forschung eingesetzt. Dennoch findet ein
Charakteristikum wenig Beachtung: die Riickstellflanke der Blitzantwort nach Abschaltung, also
die Phase, wenn die Photosynthese zum normalen Betrieb nach dem séttigenden Licht zuriick-
kehrt. Diese Riickstellflanke besteht aus einer schnellen und einer langsamen Komponente. In
den meisten Experimenten wird die langsame Phase wahrscheinlich iibersehen, da sie meist
viel kleiner ist als die schnelle. Insbesondere bei Messungen mit dem PAM-Protokoll ist die
Auflésung fiir die langsame Komponente zu ungiinstig, denn sie tritt am Ende des Fj-Peaks
auf, wo die Fluoreszenzéinderung nur gering auf Flussdnderungen reagiert.

Besser erkennbar wird die langsame Riickstellkomponente in Fluorescence-Clamp-Messungen
(FC, Abschnitt 4.4.4). Da bei diesem Ansatz ein Regelkreis iiber die Messlicht-LEDs die Flu-
oreszenz konstant hilt, ist dieser LED-Strom ein direktes Maf fiir den Exzitonenfluss aus der
PS-II-Antenne. Somit misst das FC-Prinzip Fliisse und nicht Anregungszustéinde der Antenne
(Schinner et al., 2000). Im Gegensatz zu klassischen Chlorophyll-Fluoreszenz-Messungen liefert
FC einen linearen Zusammenhang zwischen Signal und Fluss. Deshalb gibt es keine Proble-
me mit einer kleineren Skalierung bei grofien Fliissen, und die Riickstellflanke wird deutlich
erkennbar.

Die Motivation fiir die Messungen in diesem Kapitel stammen aus einer Beobachtung aus
Schinner et al. (2001b), dass der Anteil der langsamen Komponente der Blitzriickstellflanke auf
bis zu 50% anwiéichst, wenn das COg in der geschlossenen Messkammer verarmt (in Abb 6.1 ge-
zeigt). Um die Aufmerksamkeit auf eine mogliche Verwendung der Analyse der Riickstellflanken
als Werkzeug zur Untersuchung der Entladevorgéinge der Pools in der ETC zu lenken, werden
hier Experimente gezeigt, die die Einfliilsse von Stoffwechsel-Inhibitoren auf die Entladung des
PS-I-Akzeptor-Pools aufzeigen.
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Abbildung 6.1: (A) Auftauchen von langsamen Riickstellflanken bei sdittigenden Blitzen (Exzitonen-
fluss bei FC-Messungen) an NHI—erndhrter Bohne. (B) Die parallel gemessene Sauer-

stoffentwicklung bei COs-Verarmung in der Messkammer der Clark-Elektrode. Ergeb-
nisse aus Schinner et al. (2001b).

6.1 Messaufbau und Ablauf

Die Messungen fanden mit dem im Abschnitt 4.5.1 (S. 40) beschriebenen FC-Aufbau statt. Der
Weizen wurde aufgezogen wie im Abschnitt 4.1.2 beschrieben. Die Blitter wurden unter Wasser
abgeschnitten und iiber Nacht in die entsprechenden Losungen gestellt, so dass diese mit dem
Transpirationsstrom aufgenommen werden konnten. Folgende Inhibitoren kamen zum Einsatz
(siehe auch 4.3, S. 29) zusammen mit der Wasser-Kontrolle:

o 10 mM Glyceraldehyd: Inhibitor des Calvin-Zyklus

e 20 mM SHAM: Inhibitor der Alternative Oxidase in den Mitochondrien, aber auch der
Chlororespiration,

o 10 uM Antimycin A: Inhibitor des zyklischen Elektronentransportes um PS I und Elektro-
nenfluss des Weges von Komplex IIT zu Komplex IV in den Mitochondrien (Cytochrom-
Weg),

e 10 uM Oligomycin: Inhibitor der mitochondrialen ATPase.

Die Weizenblétter wurden in die Messkammer wie im Abschnitt 4.5.1 beschrieben gelegt und
dem folgenden Programm unterworfen:

10 Minuten Dunkeladaption,

10 Minuten messen bei Low-Light (LL=290 pmol m2s~1),
5 Minuten Dunkeladaption,

10 Minuten messen bei High-Light (HL=700 pmol m 2 s71).

Eine Messung von 10 min Dauer bestand dabei aus einer Aktin-Licht-Phase, die von 50 bis 410 s
dauerte, und einer Dunkelphase davor und danach. Es wurden alle 20 Sekunden sdttigende Blitze
gegeben. Alle hier gezeigten Messungen fanden ,,nach Licht“, d. h. 120 s nach Ausschalten des
aktinschen Lichtes statt.

6.2 Die langsame Komponente der Blitzriickstellflanke

Von einem unvergifteten Weizenblatt wurde ein Stiick von 3,5 cm Lénge abgeschnitten und
in die Messkammer auf feuchtes Papier gelegt. Nach einer Dunkeladaption von 10 min mit
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eingeschaltetem Messlicht wurde die Kammer zu Beginn der Messung kurz beliiftet und dann
gasdicht verschlossen. Nach 60 sec. wurde das aktinische Licht (290 ymol m~2s~!) eingeschaltet.
Das Ergebnis einer solchen Messung findet sich in der Abb. 6.2.
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Abbildung 6.2: Wiederholung der Messung aus Schinner et al. (2001b) mit einem Weizenblatt in einer
geschlossenen Kammer: Man sieht, dass die Riickstellflanke des FC-Signals als Antwort
auf einen sdttigenden Blitz zwei Phasen enthdlt. Die Messlichtintensitit betrug max.
120 pmol m™2 s, Das aktinische Licht (290 pmol m™2 s~1) wurde bei dem mit dem
Abwidrtspfeil markierten Zeitpunkt eingeschaltet.

Diese Abbildung zeigt eine Wiederholung des Experimentes von Schinner et al. (2001b) im
selben Versuchsaufbau. Dort ist der gleiche Anstieg der langsamen Phase der Riickstellflanke
mit zunehmender COs-Verarmung zu erkennen. Die erneute Messung war nétig, da fiir die
folgende Analyse die Abtastrate bei Schinner et al. (2001b) zu niedrig war (jetzt 1 kHz statt
vorher 5 Hz).

Am unteren Ende der Blitzpeaks besteht der Yield des Signals (Jy;, was 1/F}; bei einer
PAM-Messung entspricht, Schinner et al., 2001b) nur noch aus dem Fluss, der zum nicht-
photochemischen Quenching gehért. Nach dem Ende des séttigenden Blitzes kehrt das FC-
Signal wieder zum aktuellen Wert auf der Induktionskurve zuriick. Dieser Signalanstieg zeigt
die Wiederherstellung der photochemischen Fliisse an. In Abb. 6.2 wird deutlich, dass diese
Riickstellflanke aus zwei Phasen besteht: einer schnellen und einer langsamen. Um diese Phasen
besser erkennen zu kénnen, sind in der Abbildung die Datenpunkte alle 30 ms eingezeichnet, so
dass sich auf dem schnellen Teil der Flanke fast keine finden.

Wihrend der Messung in Abb. 6.2 verbraucht das ausgeschnittene, photosynthetisch aktive
Blatt das COg2 in der Messkammer. Wie schon bei Schinner et al. (2001b) gezeigt, ist der
Anstieg der langsamen Komponente direkt an den Abfall der Oo-Bildung gekoppelt, welche
mit einer Clark-Elektrode im selben Aufbau gemessen wurde. Da dies dort deutlich genug
war, wurde dieser Teil des Experiments nicht wiederholt. Der Effekt der CO2-Verarmung in
der geschlossenen Kammer ist hier nicht so dramatisch wie vorher bei Schinner et al. (2001b),
welcher dort an Bohne gemessen wurde. Dennoch ist er hier deutlich erkennbar.

Der Beginn der langsamen Phase (siche auch Abb. 6.3) kann besser auf dem Computerbild-
schirm mit hoher Auflésung erkannt werden (Original-Sampling-Rate: 1 kHz). Diese Punkte sind
in der Abbildung 6.2 durch horizontale Pfeile markiert. Sie zeigen an, dass bei der Blitzantwort
bei ca. 140 s der langsame Anteil ca. 28% =+ 2% der gesamten Riickstellflanke ausmacht. Die
Blitze in diesem Bereich wurden deshalb gewé&hlt, weil dort die Induktionskurve durchlaufen
wurde und die Thylakoid-Membran geniigend stark energetisiert war, um den Calvin-Zyklus
anzutreiben.
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Nach ungefihr 200 s erreicht der Anteil der langsamen Komponente einen stabilen Wert von
48% + 3% (zweites Paar horizontale Pfeile), wenn das COz in der Kammer verarmt ist wie
bei Schinner et al. (2001b). Wichtig ist anzumerken, dass diese Verdnderungen nicht auf das
Energy-Quenching (Thermik) zuriickzufithren sind, denn die unteren Enden der Blitz-Peaks
verdndern ihre Hohe nicht.

6.3 Einfluss von Inhibitoren

Der in Abbildung 6.2 gezeigte Effekt auf die langsame Komponente der Blitzriickstellflan-
ken wird nun verwendet, um den Einfluss von Stoffwechsel-Inhibitoren auf die Entladung des
Akzeptor-Pools von PS I zu untersuchen. Dazu wurden Weizenblitter, wie im Abschnitt 6.1 be-
schrieben, mit den genannten Inhibitoren beladen. Im Gegensatz zu den Messungen in Abb. 6.2
wurde bei den folgenden die Messkammer nicht geschlossen, sondern ein kleiner Spalt erlaubte
den Gasaustausch.

Die Bliitter wurden 300 s lang aktinischem Licht von 290 gmol m~2s~! ausgesetzt, um die
Enzyme der ETC zu aktivieren. Der Effekt auf die Riickstellflanken wurde 140 s nach Ausschal-
ten dieses Lichtes analysiert, da sich herausgestellt hatte, dass die Einfliisse der Inhibitoren am
deutlichsten nur bei Messlicht nach einer Vorbeleuchtung waren.
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Abbildung 6.3: FEinfluss der Inhibitoren auf die langsame Komponente der Blitzriickstellflanken im FC-
Modus gemessen. Die Messungen wurden 120 s nach dem Ausschalten des aktinischen
Lichtes (290 pmol m=? s71) durchgefiihrt. Die Kurven zeigen eine Mittelung iiber je-
weils 10 Versuche. Die Streuung ist der Ubersicht halber nicht gezeigt, ergibt sich aber
aus den Fit-Daten in Tabelle 6.1. (A) Uberlagerung verschiedener Blitz-Antworten un-
ter verschiedenen Behandlungen. (B) Vergriferter Ausschnitt von A, der die langsame
Komponente der Riickstellflanke mit hoherer Auflosung zeigt.

Abbildung 6.3A zeigt die Mittelwerte von kompletten Blitzantworten (auf die gleiche Hohe nor-
miert) bei verschiedenen Inhibitoren. In 6.3B ist der entscheidende Bereich vergrofiert darge-
stellt, um die Inhibitor-Einfliisse auf die langsame Phase der Riickstellflanke sichtbar zu machen.
Das Artefakt in Abbildung 6.3A zu Beginn des Blitzes hat seine Ursache in der fiir diese Mes-
sungen verwendeten Shutter-Konstruktion, was aber keinen Einfluss auf die Riickstellflanken
hat.

Es ist nicht verwunderlich, dass Glyceraldehyd den grofiten Anstieg der langsamen Kom-
ponente in Abb. 6.3B verursacht (also am langsamsten zuriickgeht), da diese Behandlung (In-
hibition des Calvin-Zyklus) eine #hnliche Wirkung hat wie die COz-Verarmung aus Abb. 6.2.
Der Effekt von Oligomycin ist kleiner als der von Glycerladehyd. SHAM zeigt weniger deutliche
Auswirkungen, deren Reabilitdt wahrscheinlich nur mit verbesserten Experimentierbedingungen
iiberpriifbar wére. Interessant ist der Effekt von Antimycin: Der langsame Anteil der Riickstell-
flanke ist kleiner als der von der Kontrollkurve.
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6.4 Numerische Auswertung der Effekte auf die Riickstellflan-
ken

6.4.1 Prozesse und Zeitkonstanten, die zur Form der Riickstellflanke beitra-
gen

Die Riickstellflanke als Antwort auf einen sittigenden Blitz erhilt ihre charakteristische Form
von den folgenden Prozessen (wie in Abb. 3.2 gezeigt): Wéhrend des Blitzes wird Q 4 vollstindig
reduziert. Der Plastoquinon-Pool und der Pool der PS-I-Akzeptoren stellen sich auf ein Redox-
Level ein, das sich aus dem Zufluss von Elektronen von Q4/Qp, dem von PS I getriebenen
Abfluss und der Reoxidation der PS-I-Akzeptoren von nachfolgenden metabolischen Prozessen
ergibt. Die gesamte Riickstellflanke der Blitzantwort (bestimmt durch die Entladung von Q4)
besteht aus den folgenden Schritten:

1. Transfer der Elektronen von Q4 zu PQ,
2. Transfer von PQ zu den priméren Akzeptoren von PS I,
3. Entladung der Akzeptoren von PS 1.
Hansen et al. (1991, 1993) ordneten die folgenden Zeitkonstanten der Modulation des Pools zu:
® Qa (1),
e PQ (72),
e PS I-Akzeptoren (73),

e Zeitkonstanten mit Indizes grofler als 4 sind noch nicht identifiziert, aber es gibt wahr-
scheinliche Annahmen zu 7s4: Lichtinduzierte Aufnahme von Ca?t in die Chloroplasten
(Vanselow und Hansen, 1989; Plieth et al., 1998) und zu 7¢: ,,State Transitions“ (Hansen
et al., 1987, 1991, 1993; Dau und Canaani, 1992).

e Eine zusétzliche Verdnderung des gemessenen Gesamt-FC-Fluss kann durch gedndertes
Energy-Quenching (74) hervorgerufen werden.

Die Konstanten (71) bis (74) bewegen sich in einem Zeitbereich von 0 — 20 s. Dies ist der Bereich
der sichtbaren Komponenten der Riickstellflanke in Abbildung 6.3. Die Abwesenheit der sehr
langsamen Komponenten (mit Nummer gréfier als 4) erleichtert die Auswertung. Dieses Fehlen
kommt wahrscheinlich daher, dass es sich bei den Riickstellflanken um Puls-Antworten handelt,
bei denen die Komponenten mit 1/7 gewichtet sind. Auflerdem werden diese Komponenten
wéhrend des im Verhéltnis dazu kurzen Blitzes (Dauer 1 s) nicht hinreichend aufgeladen.

Die Identifikation der beteiligten Komponenten muss mit der Frage beginnen, ob die Riick-
stellflanken vom nicht-photochemischen Fluss (74) oder von photochemischen (71 bis 73) Fliissen
verursacht werden. Nicht-photochemische Fliisse kénnen mit der folgenden Argumentation aus-
geschlossen werden:

e Man koénnte annehmen, dass wéhrend des Blitzes der pH-Gradient iiber der Thylakoid-
Membran ansteigt. Dies kann aber mit dem Experiment in Abb. 6.2 ausgeschlossen werden
(und zeigt sich noch dramatischer in dem Versuch bei Schinner et al., 2000): Wihrend
der Verarmung an atmosphéirischem COq steigt der Anteil der langsamen Komponente
der Riickstellflanke auf 50% der gesamten, durch den Blitz induzierten Exzitonen-Fluss-
Reduktion, ohne dass sich der Gesamtpeak Jj; dndert. Wenn dieser Anstieg der langsa-
men Komponente aufgrund von veréindertem nicht-photochemischen Quenching passieren
wiirde, dann miisste sich Jy; nach oben verschieben. Dies wird aber nicht beobachtet.
Es gibt keine Anderung in dem unteren Ende des Peaks wihrend der Blitz-Antwort, das
heif3t, das nicht-photochemische Quenching bleibt unveréndert.
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e In Experimenten, die den Einfluss von Stoffwechsel-Inhibitoren studieren, steigern sowohl
Glyceraldehyd als auch mitochondriale Gifte die langsame Komponente. Wenn diese im
Zusammenhang mit der Thylakoid-Energetisierung stehen wiirde, sollte sich der gegentei-
lige Effekt bei Glyceraldehyd und den mitochondrialen Blockern in Abb. 6.3 beobachten
lassen.

6.4.2 Fit der Riickstellflanken

Um die beteiligten Prozesse im photochemischen Quenching zu identifizieren, wird der lang-
same Anteil der Riickstellflanken aus Abb. 6.3B mit einer Kurve angefittet. Die Theorie der
linearisierten Antworten (Hansen et al., 1991) verlangt, dass dazu eine Summe von Exponenti-
alfunktionen verwendet wird (Vanselow et al., 1989):
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Dabei sind 7; die Zeitkonstanten und a; die zugehorigen Amplitudenfaktoren. Gute Fits erfor-
dern 4-5 Zeitkonstanten.

In den unten dargestellten Ergebnissen der Fits sind die zwei bis drei schnellsten Zeitkon-
stanten nicht gezeigt. Sie haben nur eine Hilfsfunktion bei der Elimination der Artefakte, die am
Anfang des Riickstellflanke auftreten und die aufgrund der Abtastrate sowieso nicht geniigend
hoch aufgel6st wurden. Deshalb werden nur die beiden langsamen Komponenten aus Gleichung
6.1, welche aus den Messungen in Abb. 6.2 und 6.3 gewonnen wurden, betrachtet. Diese werden
72 und 73 nach der Nomenklatur von Hansen et al. (1991, 1993) zugeordnet, da ihre Werte gut
in das von den Autoren erstellte Muster und auch zu Vanselow et al. (1989) passen.

Einfluss der CO;s-Verarmung

500+ 1 43ms a,; 30017 a; 4.1-10”
1,0 16 ms a,. -1868 a,. -8.4-10"
a; -64.2
2004 7. 1,68 a,. -241 |
15 10s a;: -162 1,28 a,. -483

Abbildung 6.4: Beispiele fiir Fits der Blitzrickstellflanken mit Hilfe der Gleichung 6.1. Die Kurven
stammen aus den Ezperimenten mit COq-Verarmung von den Zeitpunkten (A) 100 s
und (B) 240 s. Die Fitparameter sind im Bild angegeben. Die schnellen Zeitkonstanten
sind mit a,b,c numeriert, die langsamen mit 2 und 3; siehe Text.

Abbildung 6.4 zeigt zwei Beispiele fiir Fits der Riickstellflanken, welche sich bei den Experi-
menten wie in Abbildung 6.2 ergeben: Eine Kurve (A) stammt von 100 s, die andere (B) von
240 s. Es wird in der Abbildung offensichtlich, dass der Fit die Datenpunkte sehr gut trifft.
Die erste Kurve musste mit beiden Zeitkonstanten 7o und 73 gefittet werden, wie man an dem
Auftauchen der langsamen Komponente erkennt, fiir den Fit der anderen Kurve hingegen war
73 nicht notig, da die langsame Komponente hier verschwunden ist.

Den kompletten Zeitverlauf der Anderungen in den Parametern 7o, 73, as und asz zeigt
die Abbildung 6.5B bzw. D. Diese werden verglichen mit dem Zeitverhalten des Gesamt-
Exzitonenflusses J und der thermischen Deaktivierung Jr in Abb. 6.5A und dem relativen



6.4.2 Fit der Riickstellflanken 65

4 - 16
A ! J B :
; 13 1 1 B F g 1
IS 1
I3 3 A
51,0 I ]
) w0 A
¥ J =2
3 T -
T s .. ]
1 :
0,0 I T T T 0 T T T T -
0 150 t/s 300 0 150 tis 300
0,8 600
0,6 ] 1 a
E‘ JR,reI I p ! ! { 2 400 1
- } { ‘g 1
0.4 I [ l I I 3
c
S i
(%)
200
0,2
as
ol ] R

0 150 t/s 300 0 150 t/s 300

Abbildung 6.5: Effekt der Licht-induzierten Aktivierung der Enzyme des Calvin-Zyklus und der COs-
Verarmung auf die Blitzrickstellflanken. Zeitverliufe (A) des Gesamt-Exzitonen-
Flusses J und der thermischen Deaktivierung Jr, (B) der Zeitkonstanten 7; aus den
Fits der Flanken mit Gleichung 6.1 (unterschiedliche Achsen), (C) des relativen Anteils
Jr.rel der langsamen Komponente in Prozent an der gesamten Flanke, (D) der Para-
meter a; aus den Fits der Flanken mit Gleichung 6.1. Mittelwerte aus drei Messungen.
Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. An der mit dem Pfeil markierten
Stelle wurde das aktinische Licht mit 290 pmol m™2 s~ eingeschaltet.

Anteil der langsamen Komponente Jg e an der gesamten Riickstelllanke (Abb. 6.5C). Vor
dem Einschalten des aktinischen Lichtes bei 50 s hat die Zeitkonstante 73 = 13,5 s einen hohen
Wert (Abb. 6.5B, rechte y-Achse). Nach dem Einschalten féllt sie und erreicht bei ungefihr
240 s ein Minimum. Auch der Amplitudenfaktor as fillt (Abb. 6.5D), bis diese Komponente bei
ungefihr 240 s komplett verschwindet. Dies findet sich auch wieder in der Abwesenheit einer
sichtbaren langsamen Komponente in der Kurve von 240 s in Abbildung 6.4B. Das Verhalten
von Ty ist insofern dhnlich, als diese Zeitkonstante auch nach Einschalten des Lichtes fallt. Aber
der Wert vor dem Einschalten ist deutlich kleiner als kurz danach, und nach 240 s steigt m
wieder an; vermutlich {ibernimmt sie hier den Rest der verschwindenden 73-Komponente. Dies
héngt zusammen mit ap, welche die stérkste Korrelation mit dem Verhalten von Jg ;¢ in Abb.
6.5C zeigt. JR rel ist die Summe aus as und ag.

Einfluss der Inhibitoren

Die Effekte der Inhibitoren, wie in der Abb. 6.3B dargestellt, wurden auch mit Hilfe des oben be-
schriebenen Kurven-Fits auf Basis der Gleichung 6.1 untersucht. Tabelle 6.1 gibt einen Uberblick
iiber die Mittelwerte der Zeitkonstanten 7o und 73 und der zugehorigen Amplitudenfaktoren ao
und aj3. Letztere finden sich auch in der Abbildung 6.6. Im Falle der Zeitkonstanten in Tabelle
6.1 war die Variabilitdt der Fits recht grofl; weshalb diese Werte hier nicht diskutiert werden.
Ein Effekt ist aber deutlich in allen Fits zu finden, ndmlich eine sehr deutliche Zunahme von
79 bei Glyceraldehyd. Bei dem momentanen Stand der Untersuchung muss davon ausgegangen
werden, dass bei allen anderen Inhibitoren ein signifikanter Einfluss auf die Zeitkonstanten nicht
gefunden werden kann.
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Tabelle 6.1: Ergebnisse der Fits der langsamen Komponente der Blitz-Riickstellflanken aus Abbildung
6.3B mit der Gleichung 6.1. Mittelwerte tiber 5-10 Blitter pro Behandlung.

) / S T3 / S as as
Kontrolle 1,0 8,7 —-92 27| —99 +£30
Glyceraldehyd | 1,46 | 5,7 |—151 474 |—-171 =+97
SHAM 0,78 | 5,7 |—-118 =£36 |—113 =£95
Antimycin A 0,90 | 9,5 —85 +28 | —86 +49
Oligomycin 0,85 | 6,7 —66 56 |—158 +£60
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Abbildung 6.6: Amplitudenfaktoren as und az aus den Fits der Kurven aus Abb. 6.3B, welche auch
in Tabelle 6.1 zu finden sind. Erliuterung zu Mittelung und Fehlerbalken im Text.
Lichtintensitit: 290 pmol m™2 s~

Interessanter ist das Verhalten der Amplituden-Faktoren as und as. In der Abbildung 6.6 stellt
die Hohe der Balken den Wert der Amplitudenfaktoren da, wie sie aus den Fits der gemittelten
Kurven gewonnen wurden. Da es aber so pro Balken nur einen Fit gab, kénnen daraus keine
Fehlerbalken ermittelt werden. Um trotzdem ein Maf} fiir die Zuverlissigkeit zu bekommen,
wurde die Fehlerstreuung aus den Fits der einzelnen Kurven entnommen, die zu der gemittelten
in der Abb. 6.3B beigetragen haben. Dieser Ansatz ist nicht ganz korrekt. Allerdings muss
beachtet werden, dass die Nicht-Orthogonalitidt der Exponentialfunktionen zu Ungenauigkeiten
fithrt, welche bewirken, dass der Fit der Mittelwerte andere Resultate bringt als die Mittelwerte
der Einzelfits. Das Mitteln der Kurven vor dem Fitten sollte aber bessere Ergebnisse liefern.
Will man hingegen die Mess-Streuung abschétzen, so ist ein kleiner Fit-Fehler fiir diesem Zweck
vernachléssigbar, weshalb hierfiir die Daten aus den Fits der Einzelkurven verwendbar sind.

Wie bereits in der Abb. 6.3B gezeigt, hat Glyceraldehyd auf as und a3z (Abb. 6.6) einen
deutlichen Effekt. Der Einfluss von SHAM ist in Abb. 6.3B nicht sonderlich ausgeprigt, was
auch durch die nicht-signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrolle und SHAM in Abb. 6.6
deutlich wird. Abbildung 6.3B zeigt die Besonderheit, dass die Antimycin-Kurve oberhalb der
Kontroll-Kurve liegt. Bei Oligomycin ist as verstiarkt, was den Abfall in ag iiberkompensiert
(Abb. 6.6).
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6.5 Diskussion

Hansen et al. (1991) haben aus einem einfachen Modell lineare Gleichungen hergeleitet, welche
das kinetische Verhalten fiir die Entladung des PQ-Pools und des PSI-Akzeptor-Pools beschrei-
ben. Die resultierenden Zeitkonstanten 7o und 73 berechnen sich dann wie folgt:

2
) + kxpkpx (6.2)

2

L Rexthx [ kex +kx
72,3 a 2

Dabei ist kpx die Ratenkonstante des ETC-Flusses von PQ zu X, dem Pool der PS-I-Akzeptoren;
kxp ist der inverse Fluss und kx der Fluss aus dem PS-I-Akzeptorpool heraus.

In Gleichung 6.2 ist ersichtlich, dass es keine einfache inverse Beziehung zwischen den Ra-
tenkonstanten der Entladung des einzelnen Pools und den gemessenen Zeitkonstanten m und
73 gibt, denn diese Zeitkonstanten sind gekoppelt. Deshalb beeinflusst eine Verdnderung der
Entlade-Ratenkonstante des PS-I-Akzeptorpools nicht nur 73, sonder auch 7. Diese Kopplung
zwischen 79 und 73 wird sogar noch stérker, wenn ein komplizierteres Modell, das z. B. den zy-
klischen Fluss um PS I beriicksichtigt, angenommen wird. Dennoch ist bereits nur aufgrund der
Gleichung 6.2 die Zuordnung der in Tabelle 6.1 und in den Abbildungen 6.5 und 6.6 gefundenen
Anderungen schwierig. Aus dieser Gleichung ergibt sich, dass beide Zeitkonstanten fiir kleine
Werte von kx ansteigen. kx beschreibt die Reaktionen, die zu einer Entladung des PS-I-Pools
fithren.

Das Verhalten von as, 72, ag und 73 in Abb. 6.5B,D erscheint einfach zu interpretieren in
der Phase zwischen 50 und 140 s, also im Bereich der Induktionskurve der Photosynthese: Zu
Beginn der Beleuchtungsphase mit aktinischem Licht kénnen kleine Werte von kx in Gleichung
6.2 erklirt werden mit der Verzogerung durch die lichtinduzierte Aktivierung der Enzyme des
Calvin-Zyklus (Wedel et al., 1997). Kleine Werte der Ratenkonstante kx der PS-I-Entladung
fithren zu langsamen Zeitkonstanten 7o und 73 sowie grofien Werten fiir ao und as (Hansen et al.,
1991). Dann wird der Pool auf einen hohen Level wihrend des sittigenden Blitzes aufgefiillt.
Dieser hohe Fiillstand fiithrt zu einem grofien Wert der Amplitudenfaktoren as und as. Mit
steigender Aktivierung des Calvin-Zyklus sinken die vom Blitz aufgeladenen Pool-Level hingegen
wieder. Die Zeitkonstanten werden schneller und erreichen minimale Werte oder ein Plateau bei
140 s.

Aufwendiger hingegen ist die Erkldrung des Verhaltens wiahrend der Phase der COs-Verar-
mung, welche bei ungefihr 150 s beginnt. Es treten nicht so dramatische Effekte bei den Zeitkon-
stanten auf. Das deutet an, dass ein anderer Mechanismus ins Spiel kommt, der Elektronen aus
der ETC iibernimmt. Dieser Unterschied wird bereits bei der Betrachtung des Gesamtflusses J
deutlich: Wihrend der Induktionsphase der Enzyme des Calvin-Zyklus bei 50-150 s (Abb. 6.5A)
steigt J parallel zur Verfiigbarkeit von PS-I-Akzeptoren. Dies fiithrt zu einem Abfall von a9, 7
und 73 in Abb.6.5B,D. Wihrend der COs-Verarmung findet keine Abnahme des Flusses J statt,
wie bereits bei Schinner et al. (2001b) gefunden. Es gibt aber eine dramatische Verinderung in
az (Abb. 6.5D), welche den Grofiteil der Anderungen in Jg rel in Abb. 6.5C verursacht.

Die Suche nach moglichen Mechanismen fiir diesen Anstieg von as, welcher mit einem kon-
stanten Exzitonenfluss J unter CO2-Verarmung einher geht (Abb. 6.5A), fithrt auf die folgende
Fallunterscheidung:

1. Es wird angenommen, dass alle Ratenkonstanten der ETC die gleichen sind unter aktini-
schem Licht und unter séttigenden Blitzen. Dann muss gefolgert werden, dass die COs-
Verarmung die Ratenkonstante der PS-I-Entladung geéindert hat, aber der Fluss J bleibt
gleich. Hier ist auf einen hoheren Grad an Reduktion der Pools zu schlieen, insbesondere
des PQ-Pools, was durch einen hoheren Wert von as angezeigt wird.

2. Es kann aber auch angenommen werden, dass die Abnahme des Flusses in den Calvin-
Zyklus komplett zu einem anderen Redox-Akzeptor umgeleitet wird. Dieser zusétzliche
Weg wird aber wihrend des Blitzes geséttigt. Dies wiirde den unverdnderten Fluss J
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unter aktinischem Licht ebenso erkliaren wie die Zunahme des durch as angezeigten Redox-
Niveaus unter sittigenden Bedingungen.

3. Die Einbeziehung eines zusétzlichen Akzeptors fiir die PS-I-Elektronen kann mdoglicher-
weise an eine Zunahme des zyklischen Transportes (Scheller, 1996; Joét et al., 2001, 2002;
Munekage et al., 2002) wéhrend des Blitzes gekoppelt sein, welcher die Entladung des
PQ-Pools verhindern und damit as erhéhen wiirde.

Stoffwechsel-Inhibitoren (Abb. 6.3 und 6.6) stéren den Elektronenfluss aus dem Akzeptorpool
von PS I hinaus, weshalb der Reduktionsgrad dieses Pools einen héheren Level erreicht. Dies
findet sich fiir a2 und a3 im Falle von Glyceraldehyd, welches die RubisCO inhibiert. Aber
im Gegensatz zur COg-Verarmung ist hier der Haupteffekt bei as. Die Zeitkonstante 7o ist
angewachsen wie bei 7o in Abbildung 6.5B. Aber in dieser Abbildung kann der Anstieg von
79 vom Verschwinden der m3-Komponente herrithren, wobei diese langsame Komponente unter
Glyceraldehyd sogar verstédrkt ist. Vermutlich unterscheidet sich das Umschalten auf Photore-
spiration unter COz-Mangel von der Wirkung von Glyceraldehyd. Der Effekt von Oligomycin
zeigt an, dass der Export an die Mitochondrien eine Rolle spielt, was auch bei Igamberdiev
et al. (1998), Padmasree und Raghavendra (1999b) und Guo et al. (2005) deutlich wird. Eine
weitere kleine Unterstiitzung fiir diese Befunde liefert der Effekt von SHAM (einem Inhibitor
der mitochondrialen AOX) in Abb. 6.6. Aber dieser Unterschied ist nicht sonderlich ausgeprigt.
Oben war der zyklische Transport um PS I als mogliche Erkldrung fiir den Anstieg von ao
unter CO-Mangel in Erwigung gezogen worden (Abb. 6.5D). In Abbildung 6.3B verursacht
Antimycin eine schnellere Entladung der Riickstellflanke als unter Kontroll-Bedingungen. Dies
zeigt sich auch in ae und a3 in Abb. 6.6. Da der Effekt von Antimycin das Gegenteil von dem von
Oligomycin und SHAM ist, kann die Auswirkung auf den mitochondrialen Elektronentransport
nur eine geringe Rolle spielen. Stattdessen wiirde tatséichlich eine Inhibition des zyklischen
Transportes die Wiederaufladung des PQ-Pools und damit dessen Entladung verhindern.

6.6 Zusammenfassung

Die langsame Komponente der Blitzriickstelllanken nach sdttigenden Blitzen kann verwendet
werden, um das Verhalten des PS-I-Akzeptor-Pools und des Plastoquinon-Pools zu untersu-
chen. Die Ergebnisse in diesem Kapitel (besonders der Effekt von Oligomycin) unterstiitzt die
Ergebnisse fritherer Studien (Gardestrom, 1996; Igamberdiev et al., 1998, 2001; Padmasree und
Raghavendra, 1999b, 2001; Guo et al., 2005), dass der Export an die Mitochondrien eine starke
Rolle spielt als Senke fiir Redox-Aquivalente von PS I. Untersuchungen der Riickstellflanken
bieten eine Methode um zu zeigen, dass Antimycin auf den zyklischen Transport wirkt, da die
Effekte anders sind als die von Oligomycin.



Kapitel 7

Anwendung der Analyse der
Blitzriickstellflanken auf infizierte Pflanzen

Im Kapitel 6 wurde gezeigt, dass die Analyse der langsamen Komponente der Riickstelllanken
nach séttigenden Blitzen ein Werkzeug darstellt, dass das Studium des PS I-Akzeptor- und
PQ-Pools erlaubt. Da eine Pilzinfektion auch Auswirkungen auf diese Pools haben sollte (siche
Kapitel 10), wird in diesem Kapitel das Verfahren auf gesunde und infizierte Weizenblétter
angewandt.

7.1 Mess- und Infektionsverfahren

Weizenbldtter wurden wie im Abschnitt 4.2.3 (S. 29) beschrieben mit Septoria tritici oder
Septoria nodorum infiziert und dann mit den im Abschnitt 6.1 genannten Inhibitoren vergiftet.

Alle Blitzantworten sind dergestalt normiert (Funktion x,orm = aZmess+b), dass die Kurven
vor und wihrend des Blitzes iibereinander liegen, da nur die relativen Anderungen wihrend der
Riickstellung von Interesse sind. Alle weiter hinten gezeigte Antworten sind jeweils Ausschnitt-
vergroflerungen, die dort beginnen, wo die Riickstellflanke auf 30-40% des Gesamtausschlages
zuriickgegangen ist.

Da in diesem Kapitel auch Messungen durchgefiihrt wurden, bei denen zusétzliches Fernrot-
Licht (fur die selektive Anregung von PS I) gegeben wurde, kam ein erweitertes Messprotokoll
zum Einsatz:

10 Minuten Dunkeladaption,

10 Minuten Messung bei Low-Light (LL=290 gmol m~2?s~1),

5 Minuten Dunkeladaption,

10 Minuten Messung bei High-Light (HL=700 pmol m~2s~1),
FEinschaltung des FR-Lichtes und 5 Minuten Dunkeladaption,

10 Minuten Messung bei Low-Light (LL=290 gmol m~2?s~! mit FR),
5 Minuten Dunkeladaption,

10 Minuten Messung bei High-Light (HL=700 pmol m~2s~! mit FR).
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7.2 Riickstellflanken bei gesunden und infizierten Pflanzen oh-
ne Stoffwechselgifte
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Abbildung 7.1: Vergleich der Riickstellflanken nach einem Blitz bei gesunden (jeweils oberste Kur-
ve) mit infizierten (S. tritici und S. nodorum) Weizenblittern (an der Pflanze).
Die Abbildung beginnt an der Stelle, bei der die Blitzantwort von 100% auf 40%
abgefallen ist. Lichtprogramm: (A) Low-Light (290 pmol m~%s™'), (B) High-Light
(700 pmol m2 s71.) Mittelung aus jeweils vier Messungen.

Abb. 7.1 zeigt, dass die Riickstellflanken bei infizierten Pflanzen stets unterhalb der Riickstell-
flanken der gesunden liegen. Das bedeutet, dass die Entladung des PQ-Pools bei den infizierten
Pflanzen geringfiigig langsamer geschieht. Ein Einfluss der Hintergrundbeleuchtung mit FR oder
der Intensitéit der Beleuchtung auf diesen Effekt ist nicht signifikant. Diese etwas langsamere
Riickstellung passt zu den spéteren Schliissen aus den Frequenzgangmessungen (Abb. 9.1C)
und den Gasprungmessungen (Abb. 10.6 und Abb. 10.9), die besagen, dass der Export an die
Mitochondrien bei infizierten Pflanzen kleiner ist. Allerdings wird die Aussage iiberzeugender
bei der Betrachtung der Riickstellflanken nach Vergiftung. Deshalb wird hier auf eine genauere
Analyse verzichtet.

7.3 Blitzflanken bei Infektion mit Stoffwechselgiften

Gesunde und infizierte Weizenblétter wurden wie beschrieben vergiftet und dem im Abschnitt
7.1 genannten Messprotokoll unterworfen. Die Blitzriickstellflanken zeigt Abb. 7.2 fiir Low- und
High-Light. Die Funktion aus Gleichung 6.1 wurde an diese Kurven angefittet wie im Kapitel
6 beschrieben. Tabelle 7.1 zeigt die gemittelten Zeitkonstanten 75 und 73 und die zugehérigen
Amplitudenfaktoren as und a3 zu diesen Messungen nach einer Vorbeleuchtung mit wenig Licht
(LL: 290 pzmol m™—2 s71). Die Messwerte zu ,gesund“ wurden bereits in Tabelle 6.1 gezeigt. In
der Tabelle 7.2 finden sich die zugehérigen Fitparameter fiir High-Light (700 pmol m~2s~1).
Abb. 7.3 zeigt eine Ubersicht der Amplitudenfaktoren.

Die Messungen an gesunden Bldttern unter Low-Light (Abb. 7.2A bzw. 7.3 A) sind schon
im Kapitel 6 besprochen worden, weshalb hier auf eine Wiederholung verzichtet wird. Bei einer
Infektion unter LL (Abb. 7.2B) sind die Unterschiede in den Kurven der Gifte geringer geworden,
unterscheiden sich aber noch deutlich von der Wasserkontrolle; nur Glyceraldehyd ist deutlich
weiter unterhalb der Kontrollkurve geblieben. Dies ist auch in den Amplitudenfaktoren (Abb.
7.3 B) erkennbar. Hier fillt auch Antimycin noch ein wenig heraus, und dementsprechend ist
die Kurve auch etwas flacher.

Bei gesunden Pflanzen unter High-Light verhalten sich die Kurven von Glyceraldehyd und
Oligomycin dhnlich (Abb. 7.2C) wie unter LL; SHAM hat sich der Kontrolle stark angenéhert,
und Antimycin hat seine Sonderstellung verloren und ist kaum noch von Wasser zu unterschei-
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Abbildung 7.2: Giftwirkung auf die Blitzriickstellflanken nach Beleuchtung, gemessen mit dem Licht-
programm nach Messprogramm aus Abschnitt 7.1. Es wurden pro Kurve Mes-
sungen von 4—10 Weizenblittern gemittelt. Vorbeleuchtung mit (A, B) Low-Light:
290 pmol m™%s~, (C, D) HL: 700 ymol m™*s~'. (A, C) gesunde Blitter, (B,D)

mit Septoria tritici infiziert.

den. Bei den Amplitudenfaktoren (Abb. 7.3 B) fallen nur noch Glyceraldehyd und Oligomycin

auf.

Bei den Kurven der infizierten Pflanzen unter High-Light (Abb. 7.2D) fallen nun alle Gifte
bis auf Glyceraldehyd nahezu mit der Kontrolle zusammen. Bei den a; (Abb. 7.3 D) sieht man
dementsprechend auch keine signifikanten Unterschiede mehr bis auf den von Glyceraldehyd.

Dieser Inhibitor bremst also auch hier in allen Fillen die Entladung der Pools. Da unter
diesen Bedingungen (HL und infiziert) die mitochondrialen Gifte keine Wirkung mehr zu haben
scheinen, ist offensichtlich der Export an die Mitochondrien heruntergefahren.
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Tabelle 7.1: Ergebnisse der Fits der langsamen Komponente der Blitz- Riickstellflanken nach Low-Light

(290 pmol m™> s71) mit der Gleichung 6.1. Mittelwerte iiber 4—5 Blétter pro Behandlung.
Die Messwerte zu ,gesund® wurden bereits in Tabelle 6.1 gezeigt.

gesund To /s | 13/s as as

Kontrolle 1,0 8,7 -92 +£27| -99 + 30
Glyceraldehyd | 1,46 | 5,7 |—151 +74 |—171 =+ 97
SHAM 0,78 57 |—118 436 |—113 + 95
Antimycin A 0,90 9,5 -85 +£28 | —8 =+ 49
Oligomycin 0,85 6,7 —66 +£56 |—158 + 60
Inf ST T / S | 73 / S as as

Kontrolle 0,63 7,1 -94 +£35| -93 + 35
Glyceraldehyd | 1,3 6,7 |—135 +£92 |—-156 £ 92
SHAM 0,77 6,5 —93 £37 |—-111 =+ 48
Antimycin A 0,86 7,7 —62 £37 |—129 =+ 43
Oligomycin 12 | 83 | —78 451 [—122 4117

Tabelle 7.2: Ergebnisse der Fits der langsamen Komponente der Blitz- Riickstellflanken nach High-Light
(700 pmol m™2 s71) mit der Gleichung 6.1. Mittelwerte iiber 45 Blitter pro Behandlung.

gesund To /s | T3/s as as

Kontrolle 0,70 4.4 -85 £ 66| —80 £ &
Glyceraldehyd | 1,1 5,2 —118 4+ 99 |-116 =+ 60
SHAM 0,65 4.9 —86 £ 48| —90 =+ 50
Antimycin A 0,64 6,3 —76 + 45| —81 &+ 25
Oligomycin 0,70 9,8 —76 £ 69 |—-110 =+ 66
Inf ST T /s | T3/s as as

Kontrolle 0,72 4,6 —87 £ 27| —78 £+ 22
Glyceraldehyd | 1,1 5,2 —118 +109 |—116 =+ 67
SHAM 0,69 | 5,1 —88 + 27| -T2 4+ 23
Antimycin A 0,74 | 6,9 -72 4+ 29| -81 &+ 37
Oligomycin 0,62 7,4 —67 £ 19| -91 &£ 31
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Abbildung 7.3: Amplitudenfaktoren as und az aus den Fits der Kurven aus Abb. 7.2, welche auch in
den Tabellen 7.1 und 7.2 zu finden sind. Erlduterung zu Mittelung und Fehlerbalken
finden sich im Abschnitt 6.4.2. (A, B) Low-Light: 290 pmol m s, (C, D) HL:
700 pmol m™2 s~1. (A, C) gesunde Blitter, (B,D) mit Septoria tritici infiziert.



74 7.4 Blitzriickstellflanken bei Infektion mit Stoffwechselgiften mit Fernrot-Licht

7.4 Blitzriickstellflanken bei Infektion mit Stoffwechselgiften mit
Fernrot-Licht
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Abbildung 7.4: Giftwirkung auf die Blitzriickstellflanken mit FR-Hintergrundlicht und nach Beleuch-
tung, gemessen mit dem Lichtprogramm nach Messprogramm aus Abschnitt 7.1. Es
wurden pro Kurve Messungen von 10-20 Weizenbldttern gemittelt. Vorbeleuchtung mit
(A, B) Low-Light: 290 ymol m™2 s, (C, D) HL: 700 pmol m™2 s~*. (A, C) gesunde
Blitter, (B,D) mit Septoria tritici infiziert.

Die Messungen der Abb. 7.2 wurden auch in Gegenwart eines schwachen FR-Lichtes (0,2
pmol m ™2 s~1) wiederholt und sind in Abb. 7.4 gezeigt. Es ist deutlich erkennbar, dass das
Rauschen stark zugenommen hat. Dies liegt daran, dass das Fernrot-Licht durch das RG9-Filter
des Detektors durchgeht (siehe Abschnitt 4.5.1) und deshalb von der FC-Maschine weggeregelt
werden muss. Dies fiihrt bei dem im Vergleich zur Fluoreszenz hellen FR-Licht zu starkem
Rauschen.

Deshalb sind die Unterschiede zwischen den verschiedenen Giften aus Abb. 7.2 nun in 7.4
weitestgehend im Rauschen verschwunden. Nur Glyceraldehyd zeigt unter Low-Light (7.4A,B)
noch die gleichen Unterschiede: Die Kurve liegt deutlich unter den anderen. Unter High-Light
und Infektion (7.4D) ist dies auch noch leicht erkennbar.

Im Vergleich zu Abb. 7.2 ist jedoch deutlich, dass unter FR-Licht die Wirkung der Inhibi-
toren vermindert ist. Aufgrund des hohen Rauschens konnte eine Auswertung durch Fitten mit
Gleichung 6.1 nicht zum Erfolg fiihren.
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7.5 Schlussfolgerungen

Da Fits mit Gleichung 6.1 nicht-orthogonale Exponentialfunktionen benutzten, kann es immer
geschehen, dass ein Fehler in der m-Komponente durch einen Fehler in der 73-Komponente
ausgeglichen wird. Deshalb sind in Abb. 7.5 die Summen von as und ag dargestellt.

400 + 400 +
A ] Glyceraldehyd B ] Glyceraldehyd
] Oligomycin ] Oligomycin
300 - SHAM 300 1 SHAM
Kontrolle Antimycin Kontrolle Antimycin
200 1 200 1
100 ] 100 ]
0! 0!
400 + 400 4
C ] Glyceraldehyd D ] Glyceraldehyd
] Oligomycin ] Oligomycin
300 1 SHAM 300 1 SHAM
Kontrolle Antimycin 1 Kontrolle Antimycin
200 1 200 1
100 1 100 ]
0! 0!

Abbildung 7.5: Summen der Amplitudenfaktoren as und as aus den Fits der Kurven aus Abb. 7.2 bzw.
aus den Tabellen 7.1 und 7.2. Erliuterung zu Mittelung und Fehlerbalken finden sich im
Abschnitt 6.4.2. (A, B) Low-Light: 290 pmol m™2 s~*, (C, D) HL: 700 pmol m™* s~
(A, C) gesunde Blitter, (B,D) mit Septoria tritici infiziert.

Man sieht jetzt Folgendes: Glyceraldehyd bewirkt unter allen Bedingungen eine Vergroflerung
der langsamen Phase der Riickstellflanke. Die Wirkung von SHAM wird bei infizierten Pflan-
zen schwicher, die von Oligomycin verschwindet unter High-Light-Bedingungen. Diese Aussage
deckt sich mit dem Eindruck aus Abb. 7.3 und Abb. 7.2. Es lidsst sich also feststellen, dass
bei Infektion der Redox-Export in die Mitochondrien entweder eine geringere Rolle spielt oder
unter High-Light schneller gesédttigt wird als bei gesunden Pflanzen.






Kapitel 8

Antworten auf Fernrot

Als Fernziel wird der Einsatz der Chlorophyll-Fluoreszenz zur Pathogendetektion angestrebt.
Die obigen Versuche haben gezeigt, dass zwar Unterschiede in der Chl-Fluoreszenz im Kapitel 5
und in den Blitzriickstelllanken (Abb. 7.1) zu sehen waren. Doch die Unterschiede waren nicht
sehr grof}, so dass die Erwartung, dass diese Unterschiede nicht von abiotischen Stresseffekten
iiberdeckt werden, gedampft ist.

Deshalb werden hier Antworten auf Fernrot-Licht untersucht, welches hauptséchlich das
Photosystem I anregt. Es wird gehofft, dass pilz-induzierte Elektronenfluss-Verzweigungen sich
hier am deutlichsten abzeichnen.

8.1 Messprogramm

Als mogliche Fernrot-Lichtsignale bieten sich Blitze und Ein- und Ausschaltkinetiken an. In
einem kombinierten Messprogramm ist es moglich, diese hintereinander am selben Blatt zu
messen. Das Lichtprogramm dazu zeigt Tabelle 8.1. Eine Beispielmessung mit eingezeichnetem
Lichtprogramm zeigt die Abbildung 8.1.

Tabelle 8.1: Messprogramme fiir Blitz- und Schaltkinetikmessungen mit Fernrot-Licht

Messung | Messung 1 | Messung 2 | Messung 3 | Messung 4 | Messung 5
Low-Light | Low-Light | High-Light | High-Light | High-Light

Funktion kurz lang kurz mittel lang
Aktin.Licht an 20 s 20 s 20 s 20 s 20 s
Start FR-Blitze 300 s 900 s 300 s 600 s 900 s
Aktin.Licht aus 320 s 920 s 320 s 620 s 920 s
Ende FR-Blitze 580 s 1180 s 580 s 880 s 1180 s
FR-Licht an 600 s 1200 s 600 s 900 s 1200 s
FR-Licht aus 750 s 1350 s 750 s 1050 s 1350 s

Da neben anderen Parametern in diesem Falle weder die optimale Dauer des aktinischen Lich-
tes noch dessen Intensitit bekannt war, wurden diese variiert: Low-Light (125 pmol m—2s~1)
und High-Light (700 gmol m~2s~!) wurden verschieden lang eingeschaltet, wobei alle anderen
Zeiten (FR-Blitz- FR-Lichtphase) konstant gelassen wurden. So ergaben sich die in der Tabelle
8.1 angegebenen fiinf verschiedenen Messprogramme, die hintereinander weg am selben Blatt
gemessen wurden.
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Abbildung 8.1: Beispielmessung fir die Erfassung von FC-Antworten auf FR-Blitze und FEin- und
Ausschaltkinetiken mit dem Messprogramm aus Tabelle 8.1. Gezeigt ist das Ergebnis
von “Messung 1%: Aktinisches Licht (125 pmol m™2s~1) von 20 bis 320 s, Fernrot-
Blitze von 300 bis 580 s und Fernrot-Dauerlicht von 600 bis 750 s. Intensitit FR-Licht:
6,5 pmol m™2 s~ 1.

8.2 Auswertung und Optimierung der Lichtparameter

8.2.1 Ermittlung der Messwerte

Aus den Messungen mit dem Lichtprogramm aus Tabelle 8.1 wurden nun die folgenden inter-
essante Bereiche ausgewihlt (Die Auswahl der hier genannten Bilder in Abb. 8.2 wird spéter
bei den Optimierungen erldutert.):

FR-Blitz Anfang: FR-Blitz zu Beginn der Blitzphase direkt nach dem Ausschalten des akti-
nischen Lichtes. In der ,Messung 1“ (nach Tab. 8.1) ist dies der Bereich von 325 bis 348 s.
Fiir die Messungen 2, 4 und 5 gelten entsprechend andere Zeiten. In Abbildung 8.2A ist
ein solcher Blitz fiir eine ,Messung 4“ gezeigt (625 bis 648 s).

FR-Blitz Ende: FR-Blitz am Ende der Blitzphase. Fiir ;,Messung 1 (nach Tab. 8.1) ist dies
der Bereich 545 bis 548 s, wie in der Abbildung 8.2B gezeigt, fiir die anderen Messpro-
gramme gelten entsprechende Zeiten.

FR-Licht an : Einschalten des Fernrot-Lichtes (fiir 150 s und nicht nur die eine Sekunde bei
einem Blitz). Fiir ,Messung 1¢ (nach Tab. 8.1) der Bereich 590 bis 625 s. Abb. 8.2C zeigt
einen solchen Ausschnitt fiir ,Messung 2* im Bereich von 1190 bis 1255 s.

FR-Licht aus : Ausschalten des Fernrot-Lichtes. Fiir ,,Messung 1% ist dies die Zeit von 740
bis 774 s, wie in Abb. 8.2D gezeigt.

Diese Bereiche wurden aus allen Messungen entsprechend ausgeschnitten, zusammensortiert und
auf den Fluoreszenzwert zu Beginn normiert. Dann wurde fiir die Punkte zu jedem Zeitpunkt
jeweils ein Mittelwert errechnet. So ergaben sich Mittelwertkurven wie in der Abbildung 8.2
gezeigt.

Zur weiteren Auswertung wurden nun an bestimmten Punkten in den Messungen die je-
weiligen Fluoreszenzwerte ermittelt und daraus die wie folgt beschrieben Parameter berechnet
(diese sind in der Abbildung 8.2 eingezeichnet):
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Abbildung 8.2: Messung der FC-Antworten auf verschiedene FR-Lichter gemdf Messprogramm aus
Tabelle 8.1 mit gesundem und mit Septoria tritici infiziertem Weizen. Die Kurven
zeigen jeweils die Mittelwerte iber 85-40 (gesund) bzw. 65-70 (infiziert) Messungen.
Eingezeichnet sind ferner die fir die Auswertung erfassten Grifien aus Gleichung 8.1
bis 8.6. Die Zeiten auf der x-Achse sind die Originalmesszeiten. (A) FR-Blitz am
Anfang der Blitzphase gemdfs Programm ,Messung 4% (Tab. 8.1): Aktinisches Licht
(700 pmol m™2 s7') won 20-620 s. (B) FR-Blitze am Ende der Blitzphase (Programm,
,Messung 1¢): Akt.Licht (125 pmol m™2s~1) von 20-320 s. (C) FR-Licht an (nach
Programm ,Messung 2°): Aktinisches Licht mit 125 pmol m™* s~ von 20-920 s. (D)
FR-Licht aus (nach ,Messung 1“): Aktin.Licht (125 pmol m™2 s1) von 20-320 s. Die
Auswahl der hier gezeigten Messprogramme ergibt weiter unten aus der Parameter-
Optimierung.

FR-Blitz Anfang: Werte kurz vor Beginn des FR-Blitzes (Bjy), kurz vor dessen Ende (B) und
kurz nach dem Blitzende (Bpg). Daraus berechnet:

Sprunghdhe Blitz = B — B (8.1)
Sprunghdhenach Blitz = B — Bg (8.2)
FR-Blitz Ende: genauso wie bei ,, Anfang*

FR-Licht an : Wert kurz vor Einschalten (A), einer kurz danach (B) und einer am Ende des
Ausschnitts (C). Daraus:
Sprunghéhe = B — A (8.3)

Ende — Anfang=C — A (8.4)
FR-Licht aus : Wertermittlung analog zu ,,FR-Licht an“. Berechnung:
Sprunghdhe = A — B (8.5)

Ende — Anfang = A — C (8.6)
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Die so erhaltenen Werte fiir jede Messung wurden sortiert und gemittelt.

Da das Fernziel der Untersuchung die Unterscheidung von gesunden und infizierten Pflan-
zen ist, wurden die Differenzen bei den so erhaltenen Werten zwischen diesen beiden Gruppen
gebildet und die Ergebnisse in Abbildung 8.3 dargestellt. Hierbei wurde zusétzlich unterschie-
den, wie lange die Infektion schon her war. Die mit Tagl-4 bezeichneten Messungen beinhalten
diejenigen, die am ersten bis vierten Tag nach der Infektion gemacht wurden, bei Tag1-7 sind
dies entsprechend mehr bis zum siebenten Tag, und schlielich bezeichnet Tagi1-18 alle durch-
gefithrten Messungen bis hin zum 18. Tag nach Infektion. Die Gruppierung erfolgte hier immer
mit dem ersten Tag beginnend, da auf dem Feld damit zu rechnen ist, dass man ein Gemisch aus
verschiedenen Infektionsstadien vorfindet, tiber das dann dort auch gemittelt werden wiirde.
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Abbildung 8.3: Differenzen gesund-infiziert bei Messung der FC-Antworten auf verschiedene FR-
Lichter gemdfs Messprogramm aus Tabelle 8.1 mit gesundem und mit Septoria tri-
tici infiziertem Weizen. Programm ,Messung 1“: Low-Light (125 pmol m2 s7Y) fir
5 min, ,2% LL fir 15 min, ,3% High-Light (700 pmol m™%s™') fir 5 min, 4%
HL fiir 10 min, ,5% HL fir 15 min. z-Achse: Tagl-4: nur Messungen am ersten bis
vierten Tag nach Infektion, Tagl-T: entsprechend erster bis siebenter Tag, T1-18: bis
zum 18. Tag nach Infektion (Alle Messungen). ,,*“ bezeichnet solche Messungen, die
in Abbildung 8.2 dargestellt sind und die weiter in Abb. 8.4 ausgewertet wurden. ,S*
kennzeichnet solche Messungen, die im Abschnitt 8.8 signifikant wurden. Details und
Ermittlung der dargestellten Werte siehe Text. (A) FR-Blitz am Anfang der Blitzphase,
(B) FR-Blitze am Ende der Blitzphase, (C) FR-Licht an, (D) FR-Licht aus.

8.2.2 Optimierung der Licht- und Infektionsparameter

Wie in der Abbildung 8.3 erkennbar ist, hat sowohl die Wahl des Messprogrammes geméfl Ta-
belle 8.1 als auch die Infektionsphase einen entscheidenden Einfluss nicht nur auf die Quantitiit,
sondern auch auf die Qualitéit des Ergebnisses.

So ist die Differenz in der Abbildung 8.3A fiir FR-Blitze am Anfang der Dunkelphase fiir
das Signal Sprunghéhe Blitz bei Messungen mit dem Programm ,Messung 5¢ (nach Tabelle
8.1) am groBten, also fiir High-Light-Messungen mit 15 min Belichtungsphase; bei dem Signal
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Sprunghohe nach Blitz hingegen liefern eher kiirzere Belichtungszeiten mit High-Light grofiere
Differenzen (rechte Séulengruppen in Abb. 8.3A).

Fir FR-Blitze am Anfang der Dunkelphase (Abb. 8.3B) liefern kurze Belichtungen mit
Low-Light groiere Differenzen (,Messung 1“ und ,,2“). Bei der Signalphase FR-Licht an (Abb.
8.3C) ist das optimale Ergebnis nicht nur von der Wahl des Lichtprogrammes abhéingig, sondern
auch vom Signal (Sprunghohe bzw. Ende-Anfang) und von der Pflanzengruppe (Tagl-7 bzw.
Tag1-4). Bei FR-Licht aus (Abb. 8.3D) verhélt sich dies analog.

8.3 Ergebnisse

Die Abbildung 8.3 zeigt deutlich, dass sich zum einen durch die Wahl der richtigen Parameter
des Lichtprogrammes die Stérke des gewiinschten Signales zur Unterscheidung von gesunden
und mit Septoria tritici infizierten Weizenpflanzen optimieren ldsst, zum anderen wird aber
auch klar, dass diese optimalen Parameter nicht fiir alle erfassten Signale und auch nicht fiir
alle Stadien der Infektion gelten.

Statistische Absicherung

In der Abbildung 8.3 waren keine Fehlerbalken eingezeichnet, was insofern sinnvoll ist, als bei
einer Erfassung vom fahrenden Traktor aus der Detektor auch nur einen Mittelwert iiber viele
Blédtter zu sehen bekommt.

Betrachtet man aber auch die einzelnen Messungen, so kann man die entsprechenden Mess-
grofen aus Abschnitt 8.2.1 auch getrennt gemittelt fiir gesunde und infizierte Pflanzen (also
ohne Differenzbildung) auftragen. Dies ist in der Abbildung 8.4 fiir je eine Signalart dargestellt.

Mit Hilfe des Statistik-Programmes SPSS wurden nun t-Tests gerechnet und zwar immer fiir
zwei zusammengehorige Datenreihen gesund — infiziert unter den verschiedenen Messprogram-
men aus Tabelle 8.1 und den vier Signalen aus Abschnitt 8.2.1. Waren bei einem Messwertpaar
signifikante Unterschiede festzustellen, so wurde der zugehorige Differenzbalken in der Abbil-
dung 8.3 mit einem ,,S* gekennzeichnet.

Hier wird deutlich, dass es eher auf die Wahl des Signales ankommt als darauf, welches Mess-
programm verwendet wird. So werden bei FR-Blitz am Anfang (Abb. 8.3A) in der Séulengruppe
Sprung nach Blitz fiir ,, Tagl-7“ mehr als die Hélfte der Messungen signifikant unterschiedlich,
ebenso bei FR-Blitz am Ende (Abb. 8.3B) im gleichen Signal fiir , Tagl-4“. Fiir FR-Licht aus
(Abb. 8.3D) finden sich bei Sprunghéhe Blitz signifikante Unterschiede sogar bei sieben von
zehn Messungen fiir , Tagl-7“ und ,, Tagl-7“. Andererseits finden sich weder fiir das Signal FR-
Licht an (Abb. 8.3C) noch fiir jeweils die Mittelwerte iiber alle Messungen bei allen Signalen
irgendwelche Signifikanzen.

8.3.1 Verschiedene Phasen der Infektion

Bei einer Infektion mit Septoria tritici auf dem Feld werden sicher verschiedene Stadien der
Infektion nebeneinander existieren. Die Abbildung 8.3 zeigt hierzu deutlich, dass dies bei einer
Detektion Probleme macht, da die Differenz des gezeigten Signales davon abhingt. Die grofite
Differenz gesund-infiziert ergibt sich fiir die Tage 1-4 (Abb. 8.3A, B), bei denen nur iiber die
Messungen gemittelt wurden, die bis zum vierten Tag nach der Infektion gemacht wurden, oder
fiir die Tage 1-4 und 1-7 (Abb. 8.3C, D). Die Mittelwerte, die tiber alle Messungen (bis zu Tag
18 nach Infektion) gerechnet wurden, zeigen keine deutlichen Differenzen, dafiir tritt aber ein
anderer Effekt auf, namlich das gednderte Vorzeichen in einigen Fillen: Dort sind die Spriinge
bei den infizierten Pflanzen sogar hoher.

Auch die statistische Auswertung aus Abschnitt 8.3 bestétigt, dass eine Unterscheidung
gesund — infiziert nur in den ersten Tagen nach der Infektion moglich ist.

Eine solche Abhéngigkeit vom zeitlichen Abstand der Messung nach Infektion zeigt sich auch
im Kapitel 14 bei der Messung der SHAM-abhingigen Bildung von Reaktivem Sauerstoff (Abb.
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Abbildung 8.4: Messung der FC-Antworten auf verschiedene FR-Lichter gemdf Messprogramm aus
Tabelle 8.1 mit gesundem und mit Septoria tritici infiziertem Weizen. Dargestellt sind
jeweils die Mittelwerte fiir gesunde und infizierte Blitter fiir verschiedene Tage nach
Infektion (siche Teat). Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes (SEM)
an. Mit ,S“ markierte Siulen kennzeichnen signifikante Unterschiede (t-Test, 0,06)
zwischen den zusammengehorigen Werten fir gesund und infiziert. Details und Er-
mittlung der dargestellten Werte siehe Text. (A) FR-Blitz am Anfang der Blitzphase
mit Programm ,Messung 4 nach Tabelle 8.1, (B) FR-Blitz am Ende der Blitzphase
mit ,Messung 1%, (C) FR-Licht an mit ,Messung 2%, (D) FR-Licht aus mit ,Mes-
sung 1%

14.20). Dort ist das Auftreten von Unterschieden zwischen gesunden und infizierten Blidttern
am Tag drei nach Infektion wieder verschwunden.

8.4 FErkliarung der unterschiedlichen FR-Wirkung bei gesunden
und infizierten Pflanzen

In jeder Reaktionskette gibt es ,,Rate-Limiting Steps®, d. h., Reaktionsschritte, die den Fluss
durch die Gesamtkette begrenzen und damit bestimmen. Im Fall der ETC kann es die Ak-
tivitédt von PS I sein, die durch die Lichtintensitit begrenzt ist, oder die Aufnahmefihigkeit
der PS-I-Akzeptoren. Je stérker sich also eine Erhohung der FR-Intensitdt auswirkt, um so
weniger sind die PS-I-Akzeptoren begrenzend. Die Ergebnisse der Abbildung 8.4 zeigen, dass
die ,,Sprunghche nach Blitz* signifikantere FErgebnisse liefert als die Sprunghche selbst. Ebenso
ergeben sich signifikante Anderungen nur in den Abschaltvorgéingen bei den FR-Antworten in
Abb. 8.2D. Hieraus ist zu schlieffen, dass die Fliisse nach Vorbeleuchtung stiarker durch die
verschiedene Verfiigbarkeit von PS-I-Akzeptoren beeinflusst werden. Es scheint der Effekt vor-
zuliegen, dass nach Ausschalten des FR-Lichtes die PS-I-Akzeptoren bei infizierten Pflanzen auf
einem héheren Redox-Zustand verbleiben, weil der Abfluss geringer war. Etwas Ahnliches trat
bei den Giftwirkungen im Kapitel Blitzriickstelllanken auf.



Kapitel 9

Hinweise auf zusétzliche PS-I-Akzeptoren
neben dem Calvin-Zyklus

Die vorigen Kapitel verwendeten als Eingangssignal Licht (Aktinisches Licht, Fernrot-Licht und
sittigende Blitze). Dabei ergaben sich insbesondere bei den Blitzriickstelllanken Hinweise auf
die unterschiedlichen Akzeptoren von PS I. Durch die Verdnderung der Gaskonzentrationen
kann die Verarbeitung von ATP und Redox-Aquivalenten an der RubisCO, und damit dieser
interessante Bereich hinter PS I, ebenfalls beobachtet werden. Dies wird im Folgenden durch-
gefiihrt

9.1 Ein Hinweis aus der Neuinterpretation alter Daten

Dabei ergibt sich das Problem, dass eine Absenkung der CO2-Konzentration durch vermehrte
Photorespiration (siehe Abschnitt 3.4) kompensiert wird, welche den Verbrauch iibernehmen
kann.

Eine haufig benutzte Methode, zwischen Carboxylierung und Oxygenierung der RubisCO
zu unterscheiden, ist die Messung unter sogenannten nicht-photorespiratorischen Bedingungen,
d. h. unter 2 % O, da dann die Photorespiration wegen der Selektivitéit der RubisCO praktisch
nicht mehr lduft. Aber auch die mitochondrialen Prozesse werden bei 2 % O heruntergefahren,
so dass die Interpretation nicht eindeutig ist. Eine andere, allerdings aufwéndigere Moglich-
keit, zwischen diesen Prozessen zu unterscheiden, ergab sich aus einer Beobachtung von Hansen
et al. (1993), deren Bedeutung damals aber noch nicht erkannt wurde: Abb. 9.1 zeigt die Fre-
quenzginge der Wirkung von sinusformig modulierten CO9- und Og-Konzentrationen auf die
Chlorophyll-Fluoreszenz und die simultan gemessene Plasmamembranspannung von Giersch.
Im Niederfrequenten haben COs- und Os-Wirkungen verschiedene Frequenzginge. Die Kerbe
der O9-Wirkung bei ca. einer Schwingung pro 300 s in Abb. 9.1 A fillt auf, doch aussagekrafti-
ger sind die unterschiedlichen niederfrequenten Phasenspriinge (180° bei COq, 360° bei Oy in
Abb. 9.1 C).

Wire der Calvin-Zyklus der einzige Akzeptor, hiatten die beiden Frequenzginge sich nur
um einen konstanten Faktor unterscheiden diirfen. Sie miissten also die gleiche Form haben,
denn der Quotient aus CO2- und O2-Bindung der RubisCO ist konstant und darf nicht von
der Frequenz der Gasschwankungen im Minutenbereich abhéngen. Es muss also ein langsamer
modulierbarer Prozess involviert sein, der eine andere COg/O9-Selektivitit hat als die RubisCO.
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Abbildung 9.1: Frequenzganguntersuchungen der Wirkung sinusformiger COs- oder Os-Konzentration
auf die Chlorophyll-Fluoreszenz (A, C) und die elektrische Spannung am Plasmalem-
ma (B, D) in Aegopodium podagraria. (A, B) Frequenzgang der Amplitude der (A)
induzierten Fluoreszenz bzw. (B) Spannungsinderungen an der Plasmamembran (als
Maf3 der Thylakoid-Energetisierung). (C, D) Frequenzgang der Phasenverschiebung
der (C) induzierten Fluoreszenz bzw. (D) Spannungsinderungen. Lichtintensitdt =
100 pmol m=2s~1. Aus Hansen et al. (1993).

9.2 Wiederholung der Frequenzgangmessungen

9.2.1 Messaufbau und Ablauf

Die Frequenzgang-Messungen wurden mit dem Gasfluss-Messplatz durchgefiihrt, der im Ab-
schnitt 4.5.2 (S. 42) beschrieben wurde. Die Erzeugung der sinusférmigen Gasanregung wurde
von dem im Abschnitt 4.5.3 beschriebenen Programm durchgefiihrt, welches auch aus den ge-
messenen Anregungsantworten die Fourier-Amplitude und die Phase errechnete.

Der Frequenzbereich von 1-0,001 Hz wurde in 24 Schritte geteilt mit einer logarithmischen
Skala. Fiir eine Messung bei einer dieser Frequenzen wurde eine entsprechende sinusférmige
Gasanregung erzeugt, welche sechs Perioden lang war, von denen nur die letzten drei ausgewertet
wurden. So hatte das Blatt geniigend Einschwingzeit.

Dazu wurden entweder konstant 4% O5 und CO2 moduliert von 150-300 ppm oder konstant
300 ppm CO2 und Oz moduliert von 2-8%. Der Stickstoff-Fluss war auf konstant 200 ml/min
eingestellt.

9.2.2 Ergebnisse

Da die Frequenzgangmessungen aus Abb. 9.1 weit zuriickliegen, ist ihre Giiltigkeit noch einmal
in neuen Messungen bestitigt worden. Leider lag zu der Zeit kein Weizen vor, so dass auf
Giersch zuriickgegriffen wurde.

Abb. 9.2 und Abb. 9.3 zeigen verschiedene Typen der Gasantworten als Mittelwerte. Die
CO3-Antwort ist verhéltnisméfBig gut reproduzierbar, wenn die Phase als wichtigstes Kriteri-
um genommen wird: 180° im Niederfrequenten, 0° bei ungefihr 0.03 Hz (entspricht ca. 5 s auf
der Zeitskala, da T'=1/(27f)). Die Os-Modulation bewirkt entweder eine zusétzliche Phasen-
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Vergleich der Wirkung sinusférmig modulierter COz- (150 bis 300 ppm) oder Oq-
Konzentration (von 2 bis 8 %) auf die (A) Amplitude und (B) Phase der gas-
induzierten Anderung der Chlorophyll-Fluoreszenz (FC-Messung). Mittelwerte der
Gaskonzentrationen waren : COy = 225 ppm, Oy = 5 % und Rest No, Gesamtfluss:
210 ml/min, Lichtintensitit = 200 pmol m~2 s~ 1. Mittelwert iiber 2-4 Messungen.

drehung von 180° im Niederfrequenten (Abb. 9.1C und 9.2B), oder die Phase ist iiber einen
weiten Frequenzbereich um 90° verschieden (Abb. 9.3B). Beide Typen (Abb. 9.2 und Abb. 9.3)
traten unter dhnlichen Bedingungen auf. Die Lichtintensitit war zwar unterschiedlich, doch
ldsst sich dazu keine direkte Korrelation finden. Aus der Verschiedenartigkeit der CO9- und
Oq-Frequenzgiinge ergibt sich die wichtige Aussage: Es ist nicht nur RubisCO beteiligt.
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9.3 Hinweis auf die Existenz zusétzlicher Akzeptoren durch Si-
multanmessung von O, und CO,

Ein Argument gegen die Messungen in Abb. 9.1, Abb. 9.2 und Abb. 9.3 kénnte sein, dass die
CO3- und Os-Frequenzginge nacheinander im Abstand von 1 bis 2 Tagen (so lange dauerte
eine Frequenzgangmessung) aufgenommen wurden. Um diese Bedenken auszurdumen, wurde
ein neues Messprotokoll verwendet: COg und Og wurden simultan mit gleicher Frequenz gegen-
phasig moduliert. Mit verschiedenen CO2-Modulationstiefen wurde der Kompensationspunkt
gesucht, bei dem eine COz-Erniedrigung durch eine Og2-Erhohung ausgeglichen wurde. Wenn
dieser Kompensationspunkt bei verschiedenen Frequenzen der Gasmodulation verschieden liegt,
dann ist der Beweis fiir Mechanismen neben der RubisCO erbracht und auch eine Moglichkeit
der messtechnischen Erfassung geschaffen. Im Versuchsaufbau der Abb. 4.13 wurden folgende
Messungen durchgefiihrt: Die Oo-Konzentration wurde von 2 % bis 8 % sinusférmig moduliert.
Dann wurde simultan die CO2-Konzentration gegenphasig moduliert, von 300 ppm ausgehend,
vermindert auf Stufen von 300 ppm bis 50 ppm.

Abb. 9.4 zeigt den Effekt auf den FC-Fluss fiir verschiedene Modulationstiefen der CO»-
Modulation. Es ergibt sich ein Schnittpunkt bei ACOq bei ungefdhr 45 ppm. Zum Vergleich
werden die bekannten Bindungskonstanten der RubisCO herangezogen: Ko = 37826 Pa, K¢ =
28,4 Pa. Das ergibt einen Selektivitatskoeflizienten von S = 3410. Bei einer Os-Modulation von
2 bis 8 % sollte dann der theoretische Schnittpunkt in Abb. 9.4 bei 17,5 ppm liegen.
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Abbildung 9.4: Wirkung einer gegenphasigen simultanen Modulation der Gaskonzentrationen von Os
und COq auf die Exzitonenflisse im Photosystem II (FC-Messung). Aufgetragen ist die
erste Fourierkomponente (Grundwelle). Lichtintensitit: 50 pmol m™2 s~ . Frequenz:
0,01 Hz

Aber die Messungen ergaben nicht immer Schnittpunkte. Abb. 9.5 zeigt zwei andere Félle: In
9.5A ergibt sich kein Schnittpunkt, aber man wiirde einen Schnittpunkt fiir negative Modulation
(das heifit gleichphasig mit Og) erwarten. In Abb. 9.5B hingegen entfernt sich die Kurve nach
einem Minimum wieder von der x-Achse. Es gibt also gar keinen Schnittpunkt.

Es ergeben sich also folgende Fille:

e Abb. 9.4: Schnittpunkt zu positiv,
e Abb. 9.5A: Schnittpunkt zu negativ,

e Abb. 9.5B: Schnittpunkt im Imaginéren.
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Abbildung 9.5: Wirkung einer gegenphasigen simultanen Modulation der Gaskonzentrationen von O
und COq auf die Exzitonenflisse im Photosystem II (FC-Messung). Lichtintensitit:
(A) 200 pmol m™2 571 bzw. (B) 850 pmol m™2 s~. Frequenz: 0,01 Hz.

9.4 Analyse der unterschiedlichen Kurvenverliufe

Wie die folgenden Messungen zeigen, héngt das Erscheinen der verschiedenen Kompensations-
typen nicht nur von der Lichtintensitéit ab. Abb. 9.6 zeigt eine Ubersicht {iber das Auftreten der
verschiedenen Typen, aufgeteilt nach Frequenzbereich (langsamer oder schneller als 1 Schwin-
gung/80 s) und nach Lichtintensitit (50, 200, 350 ymol m~2s™1).

100% 7 Low Light Medium Light High Light

(50 pmol m3s™") (200 pmol m?s™) (350 pmol m3s™

75% 1
50% | g

25% 1
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Abbildung 9.6: Hdiufigkeit der Kompensationstypen aus Abb. 9.4 und 9.5 im Niederfrequenten und
Hochfrequenten bei verschiedenen Lichtintensitdten. Mit sinusformiger Gasflussmodu-
lation am Gierschblatt gemessen. Oo-Modulation: von 2% bis 8%, COo-Modulation:
von 300 ppm um 0 bis 250 ppm erniedrigt, 180° phasenverschoben zu Os. No-Fluss
war jeweils bei 200 ml/min. Es wurde ausgezihlt, bei wie vielen Messungen der
Fourierkoeffizient der Grundwelle die Achse im Bereich schneidet (Typ ,S% Abbd.
9.4), sich ihr nur anndhert (Typ ,N¥ Abb. 9.5A) oder wieder hochgeht (Typ ,U¢,
Abb. 9.5B). Diese Zahlen wurden sortiert nach Lichtintensitit (50 pmol m™2 s~
200 pmol m™2 s, 850 pmol m™> s71) und nach Frequenzbereich: Frequenz kleiner
oder grifler als 0,02 Hz. Die Summe aller drei Fille wurde jeweils auf 100% normiert.

Man sieht an Abb. 9.6 sehr deutlich, dass der Fall der Abb. 9.4 (Typ ,,S“, fast nur Beteiligung
der RubisCO) nur bei niedrigen Lichtintensitéten auftritt. Je hoher die Lichtintensitét, um so
mehr verhindern Prozesse, die nicht mit der RubisCO zusammenhéngen, einen Schnittpunkt.
Dies ist bei niedrigen Frequenzen stirker ausgeprégt als bei hohen Frequenzen, das heisst, die
Nicht-RubisCO-Prozesse wirken mit langsameren Zeitkonstanten, vielleicht weil weiter entfernte
Prozesse wie die in den Mitochondrien beteiligt sind.

Die Bedingungen, unter denen diese verschiedenen Typen auftreten, sind aber wegen der
unterschiedlichen Lichtempfindlichkeit nicht unbedingt auf Weizen iibertragbar.
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9.5 Numerische Analyse der unterschiedlichen Kurvenverliaufe

Ein Schnittpunkt kann sich nur ergeben, wenn COs- und Os- Wirkung in den Frequenzgéingen
der Abb. 9.3B die gleiche Phase haben. Wenn ein Phasenunterschied von 180° vorliegt, wiirde
der Fall von Abb. 9.2B vorliegen. Wenn die Phasendifferenz 90° oder 270° ist, dann kommt es
zu dem Fall der Abb. 9.5B, dass die Kurve sich zunéichst der Null annéhert, aber dann wieder
entfernt.

Die Wirkung von Og wird durch ae/™! beschrieben, die von der um den Phasenwinkel ¢
verschobenen COo-Wirkung mit bm e/*+7%. Allgemein gilt, dass die Kurven in Abb. 9.4 und
9.5 sich aus dem Betrag der Summen dieser beiden Signale ergeben. Mit

ae?Vt 4 bm IUHIY = g eIV 4 bm Tt (cosp + jsing) (9.1)

folgt dann fiir die Amplitude des Signals:

Yy = \/@2 — 2mab cos ¢ + m2b2 cos? p + m2b2sin? ¢ (9.2)

und daraus

Yy = \/CLQ — 2mab cos p + m2b? (9.3)
mit
m: COg-Modulation auf der x-Achse
y:  Betrag des gemessenen Signals auf der y-Achse

Fiir ¢ = 0 oder ¢ = 180° erhilt man eine monoton steigende bzw. fallende Kurve wie in Abb.
9.4 oder 9.5A.

Durch richtige Wahl der Parameter wurde die Gleichung 9.3 an die Messkurven angepasst.
In Abb. 9.7 finden sich hierzu zwei Beispiele, die zeigen, wie gut die Fits die Messpunkte treffen.
Die iiber mehrere Messungen gemittelten Fitparameter stellt die Tabelle 9.1 dar.
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Abbildung 9.7: Anpassung der Gleichung 9.3 auf Messungen wie in der Abb. 9.5. Die Punkte entspre-
chen den Messpunkten, die durchgezogene Kurve ist das Fit-Ergebnis. Lichtintensitit:

(A) 200 pmol m™2 s~ bzw. (B) 350 pmol m™2 s~ L.

Es ist erkennbar, dass sich die verschiedenen Kurventypen aus der Abbildung 9.5A bzw. B auch
in den Fit-Parametern unterscheiden. Insbesondere bei b, also dem COo-Anteil des Signals, und
der Phase ¢ ergeben sich deutliche Unterschiede.

Geht man von der Annahme aus, dass die Gasmodulation nur auf die RubisCO wirkt, so
miisste in der Gleichung 9.3 ¢ = 0 sein, und dann wiirde gelten (fiir positive a, b, m):

y = Va® — 2mab + m2b? = a + mb (9.4)

Mit dem oben im Abschnitt 9.3 fiir die RubisCO am Kompensationspunkt genannten Wert von
17,5 ppm CO2 und dem Wert fiir b fiir den Fall ,A“ aus der Tabelle 9.1 wiirde folgen (y = 0):

a=mb=17,5ppm - 0,291ppm* = 5,1 (9.5)
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Tabelle 9.1: Fitparameter fir die Anpassung der Gleichung 9.3 an die Kurven aus der Abbildung 9.5.
Geometrisches Mittel der Parameter a, b und ¢ tber 8 bzw. 12 Messungen. Die unter-
schiedliche Streuung fir + und — ergibt sich aus dieser Art zu mitteln und daraus, dass
keine Faktoren, sondern Summanden angegeben sind.

Kurventyp a (O2) b (CO2) ¢ (CO2)

95A 779 43,53 | 0,291 40,042 | 311,77 +43,1
—92.43 0,037 ~37,9

9.5B 6,21 +6,75 | 0,156 40,300 | 87,4° +477,8
3,24 0,103 41,2

Dieser Wert liegt deutlich unter dem errechneten Wert fiir a von 7,79 in Tabelle 9.1. Dies kénnte
daran liegen, dass COs-Konzentration auflerhalb des Blattes gemessen wurde. Im Mesophyll und
vor allem im Calvin-Zyklus sind diese deutlich geringer (Guo et al., 2005), allerdings nicht genau
bekannt. Setzt man nun einen in der Verétffentlichung verwendeten Schétzwert von Faktor 2 ein,
so kommt man auf einen COs-Wert zwischen 17,5 und 35 ppm, und dann gilt a = 5,1...10, 2.
Der Fit-Wert aus der Tabelle 9.1 liegt in diesem Bereich.

Der Flusswert am Kompensationspunkt (falls es einen Schnitt mit der Achse gibt) bzw. bei
kleinstem Signal passt also ungefdhr zur RubisCO, allerdings zeigen die Phasenwinkel in der
Tabelle, da sie von Null verschieden sind, an, dass es dennoch mehr Prozesse geben muss, die als
Akzeptoren dienen. Fiir die Sauerstoff-Modulation ergibt sich dann fiir die beteiligten Prozesse
die Gleichung

acos p = Ogealy + O2x COS 0y (9.6)
mit
Oscalv:  O2-Modulation vom Calvin-Zyklus
Ooy: 0s-Modulation iiber andere unbekannte Akzeptoren
Ot Phasenwinkel der unbekannten Prozesse

Da aber wegen der ungenauen Kenntnis iiber die COs-Konzentration im Chloroplasten eine
genaue Bestimmung von Ogy), nicht moglich ist, erlaubt diese Gleichung leider auch nicht die
Bestimmung der gesuchten Os,. Aber es ergibt sich auf jeden Fall der Hinweis auf die Existenz
weiterer Prozesse, die auf Oy reagieren.

9.6 Zusammenfassung
Die Messungen in diesem Kapitel liefern folgende Erkenntnisse:

e O2- und CO2-Wirkungen laufen iiber verschiedene Wege, das heisst, es geht nicht alles
iiber die RubisCO.

e Die Beteiligung von Nicht-RubisCO-Wegen tritt hdufiger im Niederfrequenten auf (Stoff-
wechselprozesse langsamer als ca. 10 s).

e Die Beteiligung von Nicht-RubisCO-Wegen steigt mit der Lichtintensitét (Abb. 9.6).






Kapitel 10

Gasflussmodulation an Weizen

Sowohl aus der im Kapitel 2 (Stand der Forschung) geschilderten Hypothese als auch aus den
Ergebnissen des Kapitels 7 folgt die Erwartung, dass die Elektronenverzweigung hinter PS I eine
zentrale Rolle bei einer Wirkung der Pilzinfektion auf metabolische Prozesse spielt. Die Ver-
zweigung lésst sich dadurch studieren, dass man einzelne Elektronensenken separat moduliert.
Einen fiir biophysikalische Online-Messungen sehr geeigneten messtechnischen Zugang bietet
die Modulation von COy oder Os.

Frequenzgangmessungen wie in Abb. 9.1, 9.2 und 9.3 haben den Vorteil, dass die Linea-
ritét der Antworten erzwungen und iiberpriift werden kann. Linearitit ist unverzichtbar, um
mathematische Analysen durchzufithren. Allerdings darf man dabei den folgenden Kernpunkt
nicht {ibersehen: Der lineare Ansatz sagt nicht, dass eine beliebige Messung mit linearer Analyse
ausgewertet wird, sondern der Versuch muss vorher so geplant werden, dass die lineare Analy-
se zuldssig ist. Aber Frequenzgangmessungen bendtigen sehr viel Zeit (1 bis 3 Tage fiir einen
einzigen Frequenzgang). Im Allgemeinen kann man damit kein Screening durchfiihren, sondern
nur Grundlagenforschung.

Bevor weitere Frequenzgangmessungen durchgefiihrt werden, wird hier erst einmal schnel-
lerer Weg eingeschlagen: die Benutzung von sprungférmigen Gasdnderungen (Abb. 10.1).

2,5
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2j 50 ppm ) W . -
o |
L 100 ppm
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L
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Abbildung 10.1: zeigt eine Versuchsreihe, bei der bei 60 s von ,Normalluft“ (2%0s, 300ppm COs, Rest
Ny, Gesamtfluss: 210 ml/min) auf die angegebene COs-Konzentrationen umgeschaltet
wurde. Nichtinfiziertes Weizenblatt, Lichtintensitit: 700 pmol m™2 s~*. Zur besseren
Ubersicht sind die Kurven jeweils um 0,2 nach oben verschoben.
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10.1 Gassprungantworten zur Unterscheidung von infizierten
und nicht-infizierten Weizenblittern

Ein Teil der Weizenbldtter wurde im Institut fiir Phythopathologie der CAU, wie im Abschnitt
4.1.2 (S. 25) beschrieben, mit Septoria tritici infiziert. Nach zwei Tagen in der Klimakammer bei
hoher Luftfeuchte wurden die Pflanzen in das Labor in der Leibnizstrafle transportiert, wo sie
bis zur Messung max. 25 Tage verblieben. Die in Abb. 10.2 gezeigten Messungen wurden nach
7 Tagen an infizierten und nicht-infizierten Pflanzen durchgefiihrt, wobei auf den infizierten
Blittern Blattstellen benutzt wurden, bei denen duflerlich noch keine Anzeichen des Befalls
erkennbar waren.

Abb. 10.2 zeigt die FC-Antworten auf einen Gassprung von 300ppm COq auf 50 ppm. Er-
warten wiirde man zwei gegenléufige Effekte: Das eine wire ein Abfall des mit FC gemessenen
Flusses aus PS II, da mit der COsq-Erniedrigung Akzeptoren fortfallen. In die andere Rich-
tung ginge die Erhchung des thermischen Flusses, da der geringere ATP-Verbrauch zu einer
erhohten Thylakoid-Energetisierung und damit zu einem hoéheren Energy-Quenching fiithren
wiirde (Hansen et al., 1993). Es fillt auf, dass bei den gesunden Pflanzen nur eine Erhéhung
des gemessenen Exzitonenflusses aus den PS-II-Antennen auftritt (Abb. 10.2A). Der Effekt auf
die Energetisierung scheint also zu iiberwiegen. Infizierte Pflanzen reagieren mit einer kurzen
Flusserniedrigung, gefolgt von einer Erhéhung, die auf das alte Flussniveau fiihrt (Abb. 10.2B).
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Abbildung 10.2: FC-Antworten der Chlorophyll-Fluoreszenz auf Gasspringe von 300 ppm COs auf 50
ppm (O = 2%, Rest Ny). Lichtintensitit: 700 pmol m™?s~. (A) gesund, (B) mit
Septoria tritici infiziert. Messzeit: April 2003

Aus weiteren Messungen (wie in Abb. 10.2) wurde die anféingliche Abwértskomponente (AF' in
der Skizze in Abb. 10.3) gemittelt und in Abb. 10.3 abgetragen. Man sieht, dass der Unterschied
zwischen gesund und infiziert sehr stark ist und dass die Infektion mit Septoria nodorum einen
stiarkeren Effekt hat als mit Septoria tritici.

Wie eingangs erwéhnt bestehen die in Abb. 10.2B dargestellten Antworten aus einer photo-
chemischen und einer photothermischen Komponente. Diese beiden Anteile lassen sich mit der
Séttigungsblitzmethode trennen (siehe Abschnitt 4.4.4).

Abbildung 10.4 zeigt deutlich, dass bei gesunden Pflanzen (Abb. 10.4A) das Umschalten
der Gaskonzentration eine nur kleine Anderung im photochemischen Fluss, wohl aber deutliche
Erh6hung im nichtphotochemischen Quenching bewirkt. Hiernach ist die in Abb. 10.2 gezeigte
Erhohung des Exzitonenflusses in PS II bei COs-Verarmung auf eine ErhShung der thermi-
schen Deaktivierung zuriickzufiihren. Es konnte folgender Mechanismus dahinter stecken: Ei-
gentlich geht der Fluss in den Calvin-Zyklus zuriick, aber dies wird aufgefangen durch den
etwas spéter einsetzenden Export von Redox-Aquivalenten in alternative PS-I-Akzeptoren, wie
Mehler-Reaktion, N-Assimilation, Export in die Mitochondrien.

Bei infizierten Bléttern hingegen ist das Bild anders (Abb. 10.4B): Die photochemischen
Fliisse werden stérker verringert als bei gesunden Bléttern, die Erhéhung des thermischen Flus-
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Abbildung 10.3: Anfingliche Abwirtskomponente AF (photochemisch) bei FC-Antworten auf einen
Gassprung von 300 ppm auf 50 ppm (siehe Abb. 10.2) bei gesunden Weizenblittern
und bei Weizenbldittern die vor 7-25 Tagen mit Septoria nodorum oder Septoria triti-
ci infiziert worden (Mittelwerte aus jeweils vier Experimenten). Die Skizze zeigt, wie
die dargestellte Grifle aus den Messungen wie in Abbildung 10.2 entnommen wurde.

ses bleibt hingegen dhnlich grofi. Die oben postulierte Kompensation fillt also aus. Dies bewirkt
den kurzen Abfall direkt nach der Gasumschaltung im Gesamt-FC-Fluss (Abb. 10.2), der sich
dann aber schnell auf den 300-ppm-Level wieder einstellt.
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Abbildung 10.4: Trennung von photochemischen und photothermischen Komponenten in der FC-
Yieldmessung beim Umschalten der COs-Konzentration von 300 ppm auf 50 ppm bei
(A) gesunden und (B) mit Septoria tritici infizierten Weizenbldttern. Lichtintensitit
= 700 pmol m™? s '. Die im Abschnitt 4.4.4 eingefiihrte Methode der Sittigungs-
blitze (Schreiber et al., 1986) dient dazu, photochemische und nicht-photochemische
Fliisse zu unterscheiden. Die Scattering-Messungen (Abb. 10.6) zeigen ebenfalls eine
Erhohung des Energy-Quenchings.
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10.2 Weitere Ausgangssignale

10.2.1 Vorversuche zur Chloroplastenbewegung

Der hier verwendete Messaufbau (Beschreibung in Abschnitt 4.5.2) sollte urspriinglich mit blau-
en LEDs fiir das Messlicht und das aktinische Licht bestiickt werden. Beim Vergleich der LED-
und Filterspektren in der Abbildung 4.11 mit den Chlorophyll-Spektren in Abbildung 4.5 fallt
ein zweites Anregungsmaximum bei ca. 440 nm auf. Eine Fluoreszenzanregung bei dieser Wel-
lenldnge mit blauen LEDs (NSPB500S, Nichia, Spektrum ebenfalls in Abb. 4.11) hétte den
Vorteil, dass zur Trennung von Anregungs- und Emissionslicht nicht ein RG9 als Filter verwen-
det werde miisste, was auch viel Fluoreszenzlicht abschneidet, sondern ein RG610 (Schott, siehe
selbe Abb.) wiirde ausreichen.

Aber blaue LEDs als aktinische Lichtquelle ergaben nach Einschalten des aktinischen Lich-
tes ein Ansteigen der Intensitdt auf dem A505-Detektor (Abb. 10.5A), obwohl eigentlich ein
Abfall aufgrund der Zeaxanthin-Bildung zu erwarten war. Es zeigte sich, dass die Hinweise in
der Literatur (Brugnoli und Bjorkmann, 1992; Brandt und Keston, 1965) doch sehr ernst zu
nehmen sind, dass namlich blaues Licht Chloroplastenbewegung auslést, was insbesondere die
505- und 535 nm-Messungen beeinflusst und ebenfalls auch Quenching-Bestimmungen. Einzig
Fernrot-Messungen scheinen unbeeinflusst (Brandt und Keston, 1965). Der Umbau auf rote
LEDs beseitigte den unerwiinschten Effekt (Abb. 10.5B). Rotes aktinisches Licht erzeugte eine
Zunahme der Absorption, d. h., eine Abnahme der dargestellten Transmission.
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Abbildung 10.5: Reaktion des 505-Signals (dargestellt ist die Lichtintensitit gemessen in Transmis-
sion) auf (A) blaves und (B) rotes Licht gemessen in der Messkammer nach Abb.
4.13. Die Intensitit des aktinischen Lichtes betrug: blau 600 pmol m™2 s~' und rot
650 pmol m™2 s~1. Das Messlicht war 50 pmol m™2 s71.

10.2.2 Ubersicht iiber die Signale

Das Verhalten der thermischen Komponente in Abb. 10.4 ldsst sich mit einer weiteren Messgrofie
bestdtigen: dem Scattering-Signal. Abb. 10.6 zeigt neben der FC-Messung wie in Abb. 10.2
auch noch das Scattering bei 535 nm, gemessen als Riickstreuung (S535), und die Transmission
bei 505 nm (T505) (Methoden siehe Abschnitt 4.5.2). S535 gilt als Maf§ des luminalen pHs
(Gradient iiber der Thylakoidmembran), T505 (bzw. A505) als Ma$ fiir den Zeaxanthingehalt.
Die Messungen im Kapitel 16 ergaben eine hohe Korrelation mit dem Zeaxanthingehalt aus
HPLC-Messungen (siehe auch Bendixen et al., 2001). Das pH-Signal und das Zeaxanthinsignal
haben eine starke Uberlappung und lassen sich nicht rein spektral trennen. Es miissen die
Zeitkonstanten mit folgender Regel zur Hilfe genommen werden:
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e S535 ist der Signalanteil, der sich im 10-s Bereich &ndert,
e T505 ist der Anteil, der sich langsam &ndert und nach Lichtausschalten bestehen bleibt,

e T515 wird hier nicht betrachtet, da diese zur Membranspannung gehérenden Anderungen
im ms-Bereich liegen und sehr klein sind (Dau et al., 1991).

10.2.3 Scattering bei 535 nm: Membran-Energetisierung
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Abbildung 10.6: Vergleich von FC-Yieldmessungen mit Scattering bei 5385 nm (S535) und Zeazan-
thinbildung (T505) beim Umschalten der COs-Konzentration in einem (A) gesun-
den Blatt und in einem (B) mit Septoria tritici infizierten Blatt. Lichtintensitit =
700 pmol m™2 s, 8535 und T505 sind als Lichtintensititen dargestellt (Originalauf-
zeichnungen), d. h., eine Abnahme von S535 entspricht einer Zunahme des luminalen
pH.

Die Scattering-Messungen bestétigen die Messungen mit Sattigungsblitzen. Scattering verhélt
sich wie die thermische Komponente in Abb. 10.4 (In den Messungen in dieser Arbeit ist das
gemessene Scattering-Signal invers zur Thylakoid-Energetisierung, also proportional zum lumi-
nalen pH.). Dies ist zu erwarten, da die thermische Deaktivierung vom luminalen pH abhéngt
(Krause et al., 1982; Briantais et al., 1979). Das Scattering-Signal bestétigt, dass in der ther-
mischen Deaktivierung, zumindest bei diesen Versuchen unter High-Light, kein Unterschied
in Abhéngigkeit von der Infektion auftritt. Der Unterschied liegt im photochemischen Signal.
Unter Low-Light sieht dies anders aus, wie der Abschnitt 10.2.5 zeigen wird.

Die unterschiedlich langsame Komponente im Scattering-Signal ist wahrscheinlich ein ,, Uber-
sprechen® des Zeaxanthin-Signals. Wie bereits oben erwéihnt, ist eine rein spektrale Trennung
der Signale bei 505 nm, 515 nm und 535 nm nicht méglich, sondern das Zeitverhalten muss mit
hinzugenommen werden.

10.2.4 Absorption bei 505 nm: Zeaxanthin

Das Zeaxanthinsignal, T505, zeigt interessante Unterschiede zwischen infizierten und nicht-
infizierten Pflanzen: Bei gesunden Pflanzen (Abb. 10.6A) wichst die Absorption nach Ernied-
rigung der Gaskonzentration (gezeigte Transmission nimmt ab). Die Anregung der Zeaxanthin-
bildung geschieht nach Ruban et al. (2002) und Yamamoto und Kamite (1972) durch den
pH-Gradienten. Damit entspricht die COs-Verminderung der Erhéhung der Lichtintensitiit.
Bei infizierten Pflanzen fillt die Zeaxanthin-Antwort sehr schwach aus. Dies erinnert an die
ammonium-ernidhrten Pflanzen, bei denen nach den Ergebnissen von Bendixen et al. (2001) ein
grofler Ascorbatmangel die licht-induzierte Zeaxanthin-Bildung verhinderte. Ob Ascorbat, das
moglicherweise durch die ROS-Bildung bei der Pilzabwehr (siehe Kapitel 14) verbraucht wird,
hier eine dhnliche Rolle spielt, muss offen bleiben. Jedenfalls fanden Levall und Bornman (2000)
eine Abnahme des Zeaxanthins bei Befall, was zu der obigen Messanwort passen wiirde.
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10.2.5 Quantitative Analyse des Scattering-Signals

Zur quantitativen Analyse des Scatterings-Signals wie in der Abbildung 10.6 wurden zu meh-
reren Zeitpunkten die Messwerte erfasst:

e zu Beginn der Messung (Wert: Ssiqrt),

e kurz vor dem Gas- bzw. Lichtsprung (Sp),

e 10, 20 und 30 s nach dem Sprung (S19, S20, S30),
e 5 Minuten nach dem Sprung Ssgp.

Daraus wurden Differenzen zwischen dem Wert Sy und denen danach gebildet und die Drift mit
Hilfe des Signales Ssiqr+ und Sp nach Gleichung 16.6 korrigiert (Details siehe Abschnitt 16.5).

Die Abbildung 10.7 zeigt Mittelwerte der Antworten auf Lichtspriinge (Low- (A) und High-
Light (C)) sowie COo-Spriinge von 300 auf 50 ppm bei Low- (B) oder High-Light (D). Bei
statistisch signifikant verschiedenen Mittelwerten von gesunden und infizierten Bléttern (t-Test)
sind die zusammengehorigen Balken in der Abb. 10.7 mit , ***“ (p = 0.001) bzw. ,,**“ (p = 0.05)
gekennzeichnet.
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Abbildung 10.7: Scattering-Signal (S535) bei gesunden und mit Septoria tritici infizierten Weizen-
blittern (Messzeit: August/September 2003). Aus den Messungen wie in Abb. 10.6
wurden an den im Text genannten Messpunkten die Werte bestimmt und dann die
Grifen nach Gleichungen 16.6 bis 16.9 berechnet. SZ(ohne DK): Anderung des 535-
Signals nach Finschalten des Lichtes ohne Driftkorrektur, SZ: selbes Signal mit Drift-
abzug, S10 bis S30: Verdnderungen 10 bis 30 s nach ,Licht an®, S30-300: Verdnde-
rungen zwischen 30 s und 300 s nach ,Licht an®. Siehe Gleichungen 10.1 bis 10.3.
FEingezeichnet sind die Mittelwerte (Nges = 5...7, Ning = 20...22). Bei den mit
L ¥ und L, *F*4 markierten Siulen sind die Mittelwerte fiir gesund und infiziert si-
gnifikant verschieden (p = 0.05 bzw. p = 0.001). Fehlerbalken geben den Standard-
fehler des Mittelwertes (SEM) an. (A) Low-Light-Sprung (auf 100 pmol m™2s~*),
(B) COy Sprung von 300 auf 50 ppm bei LL, (C) Sprung von Low- auf High-Light
(700 pmol m™2s~1), (D) COy Sprung von 300 auf 50 ppm bei HL.
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Der Wert SZ(ohne DK) gibt den (negativen) Zuwachs im Scattering-Signal vom Zeitpunkt vor
dem Einschalten (Sg) des aktinischen Signales (Licht-Erhohung oder COs-Erniedrigung) bis
zum Messpunkt 5 min spéter ohne Driftkorrektur an:

SZ = Sy — Ss00 (10.1)

SZ ist der nach Gleichung 16.6 drift-korrigierte SZ(ohne DK)-Wert. Der Umgehung des Pro-
blems der fehlenden spektralen Trennung zwischen Scattering- und Zeaxanthin-Signal dienen
die Differenzen zwischen dem Start-Wert und den Messwerten 10, 20 und 30 s nach dem Schalten
(in Abb. 10.7 mit S10, S20 und S30 bezeichnet), z. B.:

S10 = Sy — Sio (10.2)

Sie zeigen die Verdnderungen in den ersten 30 s an und damit den Anteil der Thylakoid-
Energetisierung. Die Differenz S30-300 hingegen stellt den weiteren Verlauf nach dem Kurz-
zeitbereich bis hin zu 5 min dar (also den auf Zeaxanthin-Bildung zuriickzufiihrenden Anteil):

530 — 300 = S30 — Ss00 (10.3)

Bei den Lichtspriingen (Abb. 10.7A, C) treten in den ersten 10 s schon starke Anderungen auf.
In den ersten 30 s fillt das Signal schon um mehr als die Hélfte von dem ab, was es insgesamt
in den ersten 5 min zeigt.

Signifikante Unterschiede zwischen gesunden und infizierten Pflanzen

Der t-Test ergibt folgenden signifikante Unterschiede zwischen gesunden und infizierten Bléttern:

e bei Low-Light nur im schnellen Bereich sowohl fiir den Lichtsprung (Abb. 10.7A) auch als
fiir den Gassprung (Abb. 10.7B),

e bei High-Light nur im langsamen Bereich hier, nur fiir den Lichtsprung (Abb. 10.7C).

Unterschiede in der licht- oder COg-stimulierten Thylakoid-Energetisierung zwischen infizierten
und nicht infizierten Bléttern treten also signifikant nur bei Low-Light-(LL)-Bedingungen auf.
Obige Messungen stehen nicht im Widerspruch zu Abb. 10.6, denn dort war die Messung unter
High-Light erfolgt. Deshalb ist kein Unterschied im Scattering sichtbar. Diese héhere Emp-
findlichkeit gegeniiber Infektion begegnet uns noch an anderen Stellen dieser Arbeit: bei den
Frequenzgingen (Kapitel 11), den Blitzriickstelllanken (Kapitel 7) und den ROS-Messungen
(Kapitel 14). Im Kapitel 18 wird dazu folgendes Szenario diskutiert: Stimulation der Thylakoid-
Energetisierung durch Licht oder COs-Erniedrigung tritt auf, wenn der Elektronenfluss stéirker
ist als der Anteil, der fiir die ATP-Synthese bendtigt wird. Das bedeutet, es stehen genug Elek-
tronensenken neben dem Calvin-Zyklus zur Verfiigung, die kein ATP verbrauchen. Bei Pilz-
befall scheinen einige dieser Senken abgeschaltet zu sein, die Thylakoid-Energetisierung wird
schwicher.

Dass dies nur bei LL-Bedingungen auftritt, bedeutet, dass diese Senken sittigbar sind (wie
zum Beispiel die Mehler-Reaktion, Wu et al., 1991). Die bei mehr Licht aktivierten Senken sind
offenbar weniger von den Auswirkungen der Infektion betroffen. Dieser Befund wird durch die
andere Messungen in dieser Arbeit noch weiter bestétigt, wie im Kapitel 18 (Fazit und Ausblick)
diskutiert wird.
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10.2.6 Transmission beil 505 nm: Zeaxanthin

Im obigen Abschnitt war auf das Verhalten des Zeaxanthins aus der langsamen Komponente
des Scattering-Signales bei 535 nm geschlossen worden. Doch die in Abb. 10.6 exemplarisch
dargestellten Messungen, die die Grundlage der Auswertungen in Abb. 10.7 und Abb. 10.11
bilden, enthalten noch das A505-Signal direkt. Die Auswertung dieser Messungen wird jedoch
auf das Kapitel 16 verschoben, um es dort gemeinsam mit den chemischen HPLC-Bestimmungen
des Zeaxanthins darzustellen.

10.3 Schliisse aus den CO;,-Gassprungmessungen

Die FC- und Scattering-Messungen zeigen wieder, dass die oben mehrfach (Blitzriickstellflanken
in den Abschnitten 6.5 und 7.5 und FR-Licht-Wirkung in 8.4) skizzierte und in Abb. 10.8 noch
einmal dargestellte Hypothese giiltig ist:
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Abbildung 10.8: Modell der Fliisse, die zu den oben beschriebenen Phdnomenen fiihren.

A: photochemischer Fluss in den Calvin-Zyklus

B: Energy-Quenching-Abnahme durch den ATP-Verbrauch des Calvin-Zyklus

C: Ezport aus den Chloroplasten, der z. T. den Fluss in den Calvin-Zyklus bei COs-
Verarmung dbernimmt (nicht Photorespiration).

Im normalen Betrieb der Photosynthese miissen Redox-Aquivalente nicht nur an den Calvin-
Zyklus, sondern auch noch an alternative Akzeptoren abgegeben werden, sonst wiirde der Elek-
tronenfluss nicht ausreichen, um geniigend ATP fiir den Calvin-Zyklus bereit zu stellen (Abb.
10.8). Der Abgleich zwischen den beteiligten Akzeptoren ist fiir jede Umweltbedingung neu ein-
zustellen, wobei die beteiligten Regelmechanismen kaum bekannt sind. Die Schwingung beim
Ausschalten des Gases in Abb. 10.2 weist auf die Existenz von Feed-Back-Systemen hin. Wenn
man die in den obigen Abschnitten berichteten Beobachtungen im Rahmen dieses Konzeptes
erkldren mochte, kann Folgendes festgestellt werden:

e Bei COy-Mangel werden die Redox-Aquivalente, die sonst als NADPH iiber den Weg A
in den Calvin-Zyklus gehen wiirden, zu alternativen Akzeptoren (C) umgeleitet.

e Bei gesunden Pflanzen geschieht die Umschaltung so reibungslos, dass man im photoche-
mischen Fluss vom PS II in die ETC kaum etwas merkt.

e Die exportierten Redox-Aquivalente (C) gehen zu Akzeptoren, die kein chloroplastisches
ATP iiber den Weg B verbrauchen. Da aber trotzdem iiber den Elektronenfluss ein pH-
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Gradient aufgebaut wird, erhoht sich damit das Energy-Quenching (und damit die Ab-
sorption bei 535 nm).

e Bei infizierten Pflanzen scheinen weniger alternative Akzeptoren zur Verfiigung zu stehen,
denn der photochemische Elektronenfluss sinkt mit dem CQOs-Gehalt.

Der Weg C, der Redox-Aquivalente iibernimmt, héngt nicht mit der RubisCO zusammen. Mogli-
che alternative Wege sind (Guo et al., 2005):

1. Stickstoff- Assimilation,

2. Mehlerreaktion,

3. Chlororespiration,

4. mitochondriale Atmung,

5. zyklischer Elektronentransport um PS I,
6. Photorespiration.

Von diesen Akzeptoren verbrauchen Nr. 2, 3 4, und 6 Sauerstoff. Ihre Rolle im Detail aufzukliren
ist Anliegen der meisten Kapitel dieser Arbeit. Photorespiration nimmt eine Sonderrolle ein
insofern, als sie auch iiber die RubisCO ldauft und sich in der Redox/ATP-Bilanz nicht allzu
sehr von der Carboxylierung unterscheidet. Insbesondere wird sie als Ersatz- Akzeptor nicht zum
ATP-Aufbau, sondern eher wie die Carboxylierung zum Abbau beitragen.

10.4 O,-Spriinge bei gesundem und infiziertem Weizen

Im Anschluss an Abb. 10.8 wurden mehrere potenzielle PS-I-Akzeptoren ertrtert. Dabei traten
vier Mechanismen auf, die auf Verianderungen der Os-Konzentration reagieren miissten. Drei
von ihnen, Mehlerreaktion, Chlororespiration und mitochondriale Atmung, wiirden den ATP-
Gradienten erhohen, einer, die Photorespiration, ihn genau wie die Carboxylierung erniedrigen.
Aus diesem Grunde wird im Folgenden die Wirkung einer Erniedrigung der Os-Konzentration
auf FC-Fluss, Scattering und Zeaxanthinbildung untersucht.

10.4.1 Ergebnisse und Diskussion

Abb. 10.9A bis 10.9D zeigen die Antworten des photosynthetischen FC-Flusses, des Scattering-
und des Zeaxanthin-Signals auf einen Oy-Sprung von 8% auf 0,5% an gesunden und inifzierten
Weizenblattern jeweils unter zwei verschiedenen Bedingungen aufgenommen mit Low-Light (LL
= 160 gmol m~?s~!) und High-Light (HL = 700 pgmol m~?s~!).

Signifikante Effekte im FC-Fluss und in der Thylakoid-Energetisierung treten nur nach HL-
Vorbeleuchtung (Abb. 10.9C und D) auf, und das im wesentlichen nur bei infizierten Pflanzen
(Abb. 10.9D). Deshalb werden sie zuerst besprochen. In Abb. 10.9D (infiziert, HL) sieht man
eine starke Thylakoid-Energetisierung, die durch die schnelle Erniedrigung im S535-Signal an-
gezeigt wird (der Ursprung der langsamen Komponente bleibt ohne weitere Untersuchungen
zuniichst unklar, kann aber ein Ubersprechen des Zeaxanthin-Signales bedeuten). Der Anstieg
dieser Thylakoid-Energetisierung iiberkompensiert die Abnahme des ETC-Flusses im FC-Signal,
weshalb das FC-Signal nach dem anfiinglichen kurzen Abfall nach unten nach unten (photoche-
misch) stark nach oben geht (thermische Deaktivierung). Dies entspricht dem Verhalten unter
COg3-Anregung in Abb. 10.2. Bei gesunden Blattern in Abb. 10.9C ist die schnelle Wirkung auf
die Thylakoidernergetisierung sehr gering, auf den FC-Fluss nicht nachweisbar.
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Abbildung 10.9: Effekt eines Os-Sprunges auf den FC-Fluss, das Scattering (5535), das Zeaxanthin-
Signal (T505) unter LL (160 pmol m™2s~') und HL (700 pmol m™ > s1) bei ge-
sunden und mit Septoria tritici infizierten Weizenblittern. Es wird kontinuierlich
mit unterschiedlichen Konzentrationen gespilt. COs: 300 ppm, Rest No, Gesamtfluss
210 ml/min, konstant, Umschaltung von 8% Os: fiir 60-360 s auf 0,5% O und zuriick
auf 8% bei 360 s. S535 und T505 stellen die Lichtintensititen dar (Originalaufzeich-
nung), fallendes Scattering entspricht steigender Energetisierung. (A) gesund, Low-
Light, (B) infiziert, LL, (C) gesund, High-Light, (D) infiziert, HL

Das wichtigste Ergebnis der Abb. 10.9 ist also, dass unter HL in infizierten Bléttern ein
Stoffwechselweg aktiviert wird, der sehr Os-sensitiv ist. Hier stellt sich die Frage, welche Oo-
empfindlichen Akzeptoren vor dem Herunterschalten der Os-Konzentration aktiv waren. Dies
konnen sein:

1. Mehler-Reaktion,
2. Export an die Mitochondrien,

3. verstédrkte Photorespiration.

Bei allen drei Prozessen erzeugt eine Absenkung der Os-Konzentration einen sinkenden Elek-
tronenfluss. Die ersten beiden Prozesse sind an einen geringen ATP-Verbrauch gekoppelt, der
letztere an einen hohen. Ein Herunterfahren dieser Prozesse wiirde bei den ersten beiden zu ei-
ner Abnahme der thermischen Deaktivierung fithren, bei dem dritten zu einer Erhhung. Die in
Abb. 10.9D beobachtete Erhohung kann damit nur so erklirt werden, dass in infizierten Pflan-
zen unter HL eine starke Photorespiration aktiv ist. Eine mo6gliche Ursache hierfiir ergibt sich
in Kapitel 12 aus der Beobachtung, dass die Offnung der Stomata sich bei Pilzbefall vermindert
und die stomére Leitfahigkeit und die Nettophotosyntheserate sinken. Dies wiirde durch den
COg2-Verbrauch durch die RubisCO das CO2/O2-Verhéltnis im Blatt erniedrigen und so die
Photorespiration stérken.

Diese Stirkung kann aus folgender Abschitzung erhalten werden: Die FC-Anderungen der
Thylakoid-Energetisierung sind ungeféhr so gro3 wie bei einem Sprung von 300 ppm COy auf
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50 ppm. Nach obiger Rechnung (Abschnitt 9.3, S. 86) zur Selektivitdt der RubisCO anhand
von Abb. 10.9 wurde dargestellt, dass ein Sprung von ca. 6% O2 durch einen Sprung von
ca. 20 ppm COs kompensiert wird. Die Os-Sprungantwort in Abb. 10.9D ist also unerwartet
hoch und entspricht nicht der einer 20 ppm COs-Anderung, sondern eher einer von 200 ppm.
Diese hohe Os-Empfindlichkeit wiirde eine gewaltige Steigerung der Oxygenase-Aktivitéit der
RubisCO bedeuten. Ob wirklich so extreme Werte vorliegen, muss durch weitere Versuche belegt
werden.

Ein Erhohen der Photorespiration allerdings 16st nicht das Problem der ATP-Erzeugungs-
stochiometrie. Auch pilzinfizierte Pflanzen miissen Akzeptoren haben, die nicht-ATP-verbrau-
chende Elektronenfliisse erméglichen.

Bei der gesunden Pflanze in Abb. 10.9C ist die Photorespiration, also die Os-Wirkung auf
die RubisCO, schwicher. Dies wird daran deutlich, dass die Erhchung der Membran-Energeti-
sierung im S535-Signal wesentlich kleiner ist, als auch daran, dass die Anderungen im FC-Fluss
nicht so grof} sind wie in Abb. 10.6A.

Das T505-Signal erlaubt keine eindeutigen Aussagen. Bei gesunden wie auch infizierten
Pflanzen (Abb. 10.9) verlaufen die langsame Komponente des S535-Signals und das T505-Signal
parallel und gehen auch gemeinsam, wenn auch langsam, zuriick. Das T505-Signal bei gesunden
Pflanzen (Abb. 10.9A, C) klingt in beiden Fillen etwas langsamer ab als bei den infizierten
Pflanzen (Abb. 10.9B, D). Ein ,Stehenbleiben* der 505-Messung wird als Anzeichen genom-
men, dass das T505-Signal die Bildung von Zeaxanthin anzeigt. Doch ob Zeaxanthin gebildet
wird, ist zur Zeit nicht zu entscheiden, da der Riickgang in einem Zeitbereich liegt, der kei-
ne eindeutige Aussage erlaubt. Deshalb wird die Frage der Zeaxanthin-Bildung bei infizierten
Pflanzen durch weitere Untersuchungen im Kapitel 16 geklart, wobei die T505-Messungen mit
HPLC-Bestimmungen des Zeaxanthins (wie in Bendixen et al., 2001) verglichen werden.

10.4.2 Fazit aus den O,-Sprung Messungen

Die oben gezeigten O2-Sprung-Messungen ergidnzen die Erkenntnis aus den vorigen COs-Sprung-
Messungen bei infizierten Pflanzen:

Bei infizierten Pflanzen scheint der Export an die Mitochondrien herabgesetzt zu sein. Die
O2-Messungen ergeben den Hinweis (Abb. 10.9D), dass stattdessen die Photorespiration bei
Infektion stark ansteigt. Das Umschalten des PS-I-Elektronenflusses von Export in die Mito-
chondrien auf Photorespiration wirft jetzt aber das Problem der ATP-Stochiometrie auf. Es
miissten weitere nicht-ATP-verbrauchende Wege beteiligt sein, die hier noch nicht identifiziert
werden konnten.

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse von Abb. 10.9C und D durch weitere
Messungen ergéinzt. Hierzu gehort die Vertiefung der Aussagen aus den Gas-Sprungantworten
dieses Kapitels und aus den Blitzriickstellflanken (Kapitel 6 und 7) durch die Ergénzung der
alten Frequenzgangmessungen (Abb. 9.1) mit neuen in Kapitel 11.
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10.5 Jahreszeitliche Unterschiede

Um zu untersuchen, ob die oben gezeigten deutlichen Unterschiede auf die COo-Spriinge zwi-
schen gesunden und infizierten Pflanzen im photochemischen Fluss (FC-Messung) und in der
Thylakoid-Energetisierung (Scattering) konstant sind, wurden weitere Messungen zu einer an-
deren Jahreszeit durchgefiihrt

10.5.1 Photochemischer Fluss

Die Messung der in der Abb. 10.3 gezeigten anfanglichen Abwértskomponente des FC-Signales
auf eine Erniedrigung der COs-Konzentration wurde ein Jahr spéter wiederholt. Das Ergeb-
nis findet sich in der Abb. 10.10. Es ist deutlich zu erkennen, dass der Unterschied zwischen
gesunden und mit Septoria tritici infizierten Blédttern aus der ersten Messung verschwunden ist.
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Abbildung 10.10: Anfingliche Abwdirtskomponente AF (photochemisch, Definition siehe Abb. 10.3)
bei FC-Antworten auf einen Gassprung von 300 ppm auf 50 ppm bei gesunden Wei-
zenbldttern und bei Weizenbldttern die vor 7-20 Tagen mit Septoria tritici infiziert
worden waren. Mittelwerte aus jeweils 19 Experimenten. Die Messung fand im Juni

2004 statt.

10.5.2 Scattering

Die Abbildung 10.11 hat die Funktion, die Hoffnung auf ein zuverldssiges Detektionsverfah-
ren fiir Pilzbefall, die nach den recht deutlichen Ergebnissen in Abbildung 10.7 aufkommen
mag, ein wenig zu ddmpfen. Biologische Objekte sind extrem variabel. Mdgliche Ursache fiir die
jetzt dargestellten Abweichungen vom Verhalten in Abbildung 10.7 mag die Messzeit sein (Ju-
ni 2004 gegeniiber August/September 2003), doch kénnen andere unbekannte Ursachen nicht
ausgeschlossen werden.

Das Messprotokoll fiir Abbildung 10.11 ist identisch mit dem in Abbildung 10.7. Verschwun-
den ist jetzt jedoch der Unterschied zwischen gesund und infiziert in den licht- und CO»-
induzierten Scattering-Erh6hungen unter LL, wihrend das aussageschwache Bild unter HL sich
fiir den licht-induzierten Sprung wiederholt.

Bemerkenswert ist, dass die Zeaxanthinbildung hier bereits bei LL eine stérkere Licht-
Induktion ausweist, wihrend bei HL keine Stimulierung mehr auftritt.
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Abbildung 10.11: Messungen im Juni 2004: Scattering-Signal (5535) bei gesunden und mit Septo-
ria tritici infizierten Weizenblittern (Juni 2004). Aus den Messungen wie in Abb.
10.6 wurden an den im Text genannten Messpunkten die Werte bestimmt und dann
die Grifen nach Gleichungen 16.6 bis 16.9 berechnet. SZ(ohne DK ): Anderung des
5385-Signals nach Finschalten des Lichtes ohne Driftkorrektur; SZ: selbes Signal mit
Driftabzug; S10 bis S30: Verdnderungen 10 bis 30 s nach ,Licht an®; S30-300:
Verdinderungen zwischen 30 s und 300 s nach ,Licht an“. Siehe Gleichungen 10.1
bis 10.3. Eingezeichnet sind die Mittelwerte (N = 19). Bei den mit ,**“ und ,***«
markierten Siulen sind die Mittelwerte fiir gesund und infiziert signifikant verschie-
den (p = 0.05 bzw. p = 0.001). Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwer-
tes (SEM) an. (A) Low-Light-Sprung (auf 100 pmol m™2s~1), (B) COy Sprung von
300 auf 50 ppm bei LL, (C) Sprung von Low- auf High-Light (700 pmol m™2 s 1),
(D) COy Sprung von 300 auf 50 ppm bei HL.

Bemerkung

Die beiden Messungen aus den Abbildungen 10.7 und 10.11 zeigen zum einen, dass das Scattering-
Signal deutliche Unterschiede zwischen gesunden und infizierten Pflanzen anzeigen kann, es

andererseits aber auch sehr variabel ist, so dass dieser Effekt je nach Jahreszeit und Pflanzen-
zustand auch verschwinden kann.
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10.5.3 Darstellung des Jahresganges der Anderungen

Die bei den Gassprungmessungen im Abschnitt 10.1 als Reaktion des Exitonenflusses (FC-
Messung) fiir einen CO2-Sprung von 300 auf 50 ppm ermittelten Werte fiir die Abwértskom-
ponente (AF' in der Skizze in der Abbildung 10.3) und die Komponente danach wieder hinauf
weisen iiber verschiedene Messserien eine grofie Streuung auf. Da diese Messungen iiber einen
grofferen Zeitraum durchgefithrt wurden, war es moglich, diesen Parameter fiir je 20 Tage zu
mitteln und iiber die Jahreszeit aufzutragen. Abbildung 10.12 zeigt hierzu die Ergebnisse.
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Abbildung 10.1

2: Jahreszeitengang der Antworten auf einen Gassprung: (A) Anfingliche Abwdirts-
komponente (AF in der Skizze in der Abbildung 10.3) (B) Aufwirtskomponente
danach von gesunden und mit Septoria tritici infizierten Weizenblittern, gemittelt
tber jeweils die Messungen, die in einem Zeitraum von 20 Tagen gemacht wur-
den, und aufgetragen iber das jeweilige Datum. Mittelwerte iber 2-20 Messungen.
Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an.

Erkennbar ist eine deutliche Variabilitit des Messparameters. Da beide Parameter (Komponente
nach unten, welche mit dem Elektronenfluss zusammenhéngt, und die Komponente hinauf,
welche den Aufbau der Thylakoid-Energetisierung anzeigt) sich ungeféhr gleich verhalten, sieht
es so aus, als wiirde sich nur die Empfindlichkeit des Systems iiber das Jahr &ndern. Wichtig
fiir die Frage einer messtechnischen Erfassung des Infektionszustandes ist, dass eine fiir jeden
Zeitraum giiltige Linie, die gesunde von infizierten Blédttern trennt, nicht existiert.

Leider fehlte die Zeit fiir langjihrige Versuche. Doch bis auf den Ausreifler vom 16.7.03
deutet sich in den vorliegenden Daten eine Periodizitdt beider Kurvenverldufe an, die vermuten

ldsst, dass die Jahreszeit eine Rolle spielt. Dieser Schluss wird unterstiitzt durch Berichte in der
Literatur iiber jahreszeitliche Unterschiede fiir

e Netto-COgz-Assimilationsrate (Manter et al., 2000),

e Antioxidantien und ROS-fangende Enzyme (Gillham und Dodge, 1987),
o Glutathione-Reduktase (Hausladen und Alscher, 1994),

e Glucose, Phenole, Glucose (Esterbauer et al., 1975) oder

e Antioxidantien (Anderson et al., 1992).



Kapitel 11

Frequenzginge

Im Kapitel 9 waren bereits Frequenzgang-Messungen an Giersch durchgefithrt worden. Dort
fithrten die unterschiedlichen Frequenzginge fiir CO2 und O2 auf die Aussage, dass es neben
der RubisCO noch andere Akzeptoren geben muss. Dies war im Kapitel 10 mit Gassprungsmes-
sungen an Weizen vertieft worden.

In diesem Kapitel sollen nun mit erneuten Frequenzgang-Messungen dieses Mal mit gesun-
dem und infiziertem Weizen unter Stoffwechselgiften die Aussagen aus den obigen Kapiteln
vertieft werden.

11.1 Messaufbau und Ablauf

Die Frequenzgang-Messungen wurden mit dem Gasfluss-Messplatz durchgefiihrt, der im Ab-
schnitt 4.5.2 (S. 42) beschrieben wird. Die Erzeugung der sinusférmigen Gasanregung wurde
von dem im Abschnitt 4.5.3 beschriebenen Programm gesteuert, welches auch aus den gemes-
senen Anregungsantworten die Fourier-Amplitude und Phase errechnete.

Wie schon im Kapitel 9 wurde der Frequenzbereich von 1-0,001 Hz in 24 Schritte geteilt
mit einer logarithmischen Skala. Fiir eine Messung bei einer dieser Frequenzen wurde eine
entsprechende sinusformige Gasanregung erzeugt, welche sechs Perioden lang war, von denen
nur die letzten drei ausgewertet wurden. So hatte das Blatt geniigend Einschwingzeit.

Es wurde entweder konstant 4% O verwendet und COs von 150-300 ppm moduliert oder
konstant 300 ppm COs bei einer O2-Modulation von 2-8%. Der Stickstoff-Fluss war auf konstant
200 ml/min eingestellt.

Eine Messung (Gesamtdauer: ca. 19h) umfasste dann hintereinander:

e 10 Minuten Adaption auf Low-Light mit eingeschaltetem Gas: 300 ppm COq, 4% Oa,

e Messung COs-Frequenzgang mit 150-300 ppm bei 4% O,

Messung Os-Frequenzgang mit 2-8% O2 bei 300 ppm COa,

10 Minuten Adaption auf High-Light mit Gas: 300 ppm COs, 4% O,
e Messung COs-Frequenzgang mit 150-300 ppm bei 4% O,
e Messung Os-Frequenzgang mit 2-8% Og bei 300 ppm COs.

Die Blatter wurden jeweils am Abend vorher unter Wasser abgeschnitten und in die folgen-
den Losungen gestellt, so dass die Blatter die Gifte mit dem Transpirationsstrom aufnehmen
konnten:

e nur SM (Kontrolle),

e 10 mM Glyceraldehyd in SM,
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e 5 mM SHAM in SM,
e 10 uM Antiymcin in SM,
e 5 mM SHAM mit 10 uM Antiymcin in SM.

11.2 Ergebnisse

Abb. 11.1 bis 11.5 zeigen Frequenzgangmessungen an gesunden und infizierten Weizenblattern.
Die Daten an infizierten Bléttern sind aufgeteilt in solche, bei denen die Infektion zwei Tage
bzw. drei Tage alt war. Der Amplitudengang ist jeweils auf der linken, der Phasengang auf der
rechten Seite dargestellt. Die Phase im Hochfrequenten dreht teilweise sehr weit. Dies ist auf ein
Artefakt zuriickzufithren, und zwar auf Gaslaufzeiten von der Modulationsstelle bis zum Blatt.

In unvergifteten Bldttern (Abb. 11.1A) sind unter Schwachlicht die Unterschiede zwischen
infizierten und nicht-infizierten Bléttern sehr gering. Es ist kein signifikanter Effekt auf Phase
oder Amplitude zu erkennen. Unter Starklicht findet man zumindest am 2. Infektionstag bei
CO3-Modulation eine Herunterskalierung der Amplitude. Am 3. Tag n&hert sich der Amplitu-
dengang im Hochfrequenten dem der gesunden Blatter und im Niederfrequenten dem vom 2.
Infektionstag an. Bei O2-Modulation unter Starklicht ist im Niederfrequenten der Effekt ge-
genldufig zu dem der CO2-Modulation. Dies mag ein Hinweis auf erh6hte Photorespiration sein,
wie sie ja auch bereits im Abschnitt 10.4 angedeutet wurde. Im Hochfrequenten ist der Effekt
auf die Og-Modulation wesentlich uniibersichtlicher: eine Erhohung am 3. Infektionstag und
eine Erniedrigung am 2. Infektionstag.

Bei Giften werden die Unterschiede zwischen infizierten und nicht-infizierten Blattern deut-
licher. Da eine Diskussion Bild fiir Bild sehr uniibersichtlich wiirde, sind aus den Daten der
Abbildungen 11.1 bis 11.5 die aufgetretenen Veréinderungen in Tabellenform zusammengestellt:
Tabelle 11.1 zeigt die Unterschiede in der Wirkung der Inhibitoren gegeniiber den unvergifteten
Bldttern getrennt fiir gesunde und fiir infizierte Blatter am 2. und 3. Infektionstag. In Tabelle
11.2 werden getrennt fiir verschiedene Gifte die Unterschiede der infizierten Blitter gegeniiber
den gesunden dargestellt. Die Aussagen der Tabelle 11.2 sind unmittelbar aus den Abbildungen
11.1 bis 11.5 abzulesen. Fiir die Tabelle 11.1 sind die Frequenzgénge umsortiert worden. Diese
Graphen sind aus Platzgriinden hier jedoch nicht gezeigt.

Folgende Unterschiede zwischen den Behandlungen (infiziert gegen gesund bzw. Inhibitor
gegen Kontrolle) sind in den Tabellen eingetragen:

e T: Fiir alle Frequenzen ist die Amplitude grofler geworden.
e |: Fiir alle Frequenzen ist die Amplitude kleiner geworden.

e Nf bzw. Hf: Die obigen Anderungen gelten nur fiir niedrige bzw. hohe Frequenzen Die
Grenze liegt bei ca. 0.01 Hz.

(): Es entsteht ein hochfrequenter Buckel (bei ca, 0.03 Hz) bei Oz-Modulation.

V: Es tritt eine Kerbe im Frequenzgang (meistens bei ca. 0.007 Hz) auf.

V Hf: Es tritt eine hochfrequente Kerbe auf.

+180: Die Phase dreht um 180° stérker, das heisst, ein anderer Weg der Gaswirkung
auf den FC-Fluss hat die Vorherrschaft {ibernommen. Die Phase gibt Auskunft {iber die
Verénderung der Amplitude mit der Frequenz (Bode, 1945). Insofern ist sie ein zuverldssi-
geres MaB fiir Anderungen der Form von Amplitudenfrequenzgéingen.

Die Phasenunterschiede in Abb. 11.1 bis 11.5 sind nicht sehr signifikant bis auf gelegentliche
Drehungen von 180°. Geringe Phasenunterschiede bedeuten, dass die Wirkungen von Infek-
tion und Inhibitoren auf die Frequenzgéinge nicht sehr dramatisch sind, das heisst, dass die
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hier betrachteten Umwelteinfliisse keine starken Anderungen an der Kurvenform ergeben ha-
ben. 180°-Drehungen entstehen dadurch, dass die Vorherrschaft bei zwei gegenldufig wirkenden
Wegen wechselt.

11.2.1 Awussagen der Tabelle 11.1

Unter Low Light fallen in Tabelle 11.1 vier Merkmale auf: 180°, Kerbe, Kerbe Hf und Buckel.
Glyceraldehyd bewirkt bei gesunden und infizierten Pflanzen stets eine Kerbe bei COq, al-
lerdings schwicher ausgeprégt bei infizierten Bléttern. Zur Zeit ldsst sich nur sagen, dass die
Balance der langsamen Reaktionen, die Redox-Aquivalente von PS I iibernehmen, sich unter-
einander oder gegeniiber der Membran-Energetisierung verschoben hat. Das Entstehen eines
hochfrequenten Buckels ([)) im Oz-Amplitudengang, mag ein Hinweis sein, dass hier eine Reak-
tion stimuliert wird, die schnell Og verbraucht. In Frage k&imen chloroplastische O2-Verbraucher
wie die Mehlerreaktion. Mitochondriale Atmung wiirde wahrscheinlich in einem niederfrequen-
teren Zeitbereich wirken. Erhohte Photorespiration sollte sich wie in den unten besprochenen
Féllen im niederfrequenten Bereich auswirken und sich vor allem in einem inversen Effekt auf
den CO2-Amplitudengang spiegeln.

Tabelle 11.1: Verdnderung der Amplituden- und Phasengdinge unter Inhibitor- Wirkung im Vergleich
zur Kontrolle. Man erhdilt die Aussagen durch Umsortieren der Frequenzginge in Abb.
11.1 bis 11.5. Verwendete Symbole: | : fiir alle Frequenzen ist die Amplitude unter Giftwir-
kung kleiner geworden, 1: fiir alle Frequenzen grifier, V: Kerbe im Frequenzgang (meist
bei 0,007 Hz), (\: hochfrequenter Buckel (bei ca. 0,03 Hz), Hf bzw. Nf schrinken das
salle Frequenzen® auf hohe bzw. niedrige ein (Grenze liegt bei ca. 0,01Hz), in Klammern:
schwichere Effekte.

gesund Infektion 2. Tag Infektion 3. Tag
COq O2 COq 02 COq O2
LL| A © A ® A ® A o | A ® A ©
Glyc | V. 4360 | NHf +180 | (V) 4360 | (("Hf) (V) +360
SHAM | |Hf V Hf (Hf \Y% (Hf
Antim
S+A | V. 4360 +360 | (Hf vV +360 (Hf
HL | A % A % A ©® A wl| A % A %
Glyc | |  -180 T (1) T I 4180 | (T)Nf
SHAM | | (1) 1 TNf |Hf
Antim NI (M) (1) 1
S+A | | 1 ! (1) I (1)

Bei SHAM tritt in gesunden Pflanzen kein besonderer Effekt auf, erst bei infizierten Pflanzen
unter Schwachlicht kommt es zum hochfrequenten Buckel im Os-Frequenzgang und auch die
Kerbe wird verstiarkt. Antimycin A zeigt keine Wirkung unter Schwachlicht. Erst zusammen
mit SHAM ergibt sich bei gesunden Blédttern und am 3. Infektionstag eine Kerbe, am 2. und 3.
Infektionstag ein hochfrequenter Oz-Buckel.

Unter Starklicht tritt ein eindrucksvolles Phanomen auf: Zu einer Verkleinerung der CO»-
Wirkung auf die Amplitude gehort eine verstirkte Oo-Wirkung, und zwar iiber den ganzen
Frequenzbereich. Dies sieht sehr danach aus, dass die RubisCO die Oxygenierung zu Lasten der
Carboxylierung verstérkt hat.
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11.2.2 Aussagen der Tabelle 11.2

Tabelle 11.2: Verdinderung der Amplituden- und Phasengdnge der infizierten Bldtter gegeniiber den
gesunden. Man erhdlt die Aussagen direkt aus den Frequenzgingen in Abb. 11.1 bis 11.5.
Verwendete Symbole: | : fiir alle Frequenzen ist die Amplitude bei den infizierten kleiner
geworden als bei den gesunden, 1: fir alle Frequenzen gréfer, V: Kerbe im Frequenzgang
(meist bei 0,007 Hz), Hf bzw. Nf schrinken das ,alle Frequenzen® auf hohe bzw. niedrige
ein (Grenze liegt bei ca. 0,01Hz),in Klammern: schwichere Effekte.

Infektion 2. Tag Infektion 3. Tag
COq O2 COq O2
LL A © A ® A ® %
Kontrolle
Glyc. Typ 1 (INf) |Hf -180 TNf (INf) |[Hf -180
Glyc. Typ 2 INf (THf) TNf TNf (THf)
SHAM \Y TNf \Y% TNf
Antimycin
SHAM+Antim. | TNf T \Y
HL
Kontrolle ! TNf |Hf INf T
Glyceraldhyd | |Hf THf 1 +180 | |Nf THf
SHAM ! T \Y% T
Antimycin 1 T INf ([Hf) 7
SHAM+Antim | (|Nf) INf INf

Um die durch den Pilzbefall erzeugten Verédnderungen in den Frequenzgéngen deutlicher sicht-
bar zu machen, werden sie in Tabelle 11.2 getrennt nach Inhibitor unter dem Gesichtspunkt
yinfiziert gegeniiber gesund* dargestellt. Unter Schwachlicht sind Effekte nur im Niederfrequen-
ten zu finden (bis auf Glyceraldehyd). Aber auch die Kerbe bedeutet einen Einfluss auf die
niederfrequenten Komponenten, also diejenigen, die mit langsamen Zeitkonstanten den Abfluss
aus dem PS-I-Akzeptorpool regeln. Unter Starklicht findet man unter fast allen Bedingungen
am 2. und am 3. Infektionstag eine Verminderung der CO2-Wirkung, zumindest im Niederfre-
quenten, gekoppelt an eine Erhchung der Oo-Wirkung. Diese Kopplung wurde bereits bei der
Besprechung von Tabelle 11.1 als ein Hinweis auf erhohte Photorespiration gewertet. Ausnah-
men sind der umgekehrte Effekt bei Glyceraldehyd am 3. Infektionstag und die gleichsinnige
Verkleinerung bei Antimycin A plus SHAM am 3. Infektionstag. Die Kerbe am 3. Infektionstag
bei SHAM ist komplizierter zu beurteilen. Die Unterschiede im Auftreten der beiden Typen
unter Glyceraldehyd konnten nicht geklart werden.

Auf jeden Fall gibt sich aus der iiberwiegenden Anzahl der obigen Bedingungen eine Stimula-
tion der Photorespiration, insbesondere bei unvergifteten Blétter. Dies entspricht den Befunden
in Abb. 10.9, die auch auf erhohte Photorespiration hinwiesen und die auch in Verbindung zu
den Messungen zur Stomata-Offnung und zur Netto-Photosyntheserate in Kapitel 12 zu sehen
sind.
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11.3 Auswertung der Messungen

Die oben beschriebene Diskussion der Frequenzgénge ging von den unmittelbar sichtbaren Cha-
rakteristika in den Abb. 11.1 bis 11.5 aus. Hiermit konnten bereits wichtige Schliisse iiber die
Wirkungen von Inhibitoren und Infektion auf die Elektronenfluss-Verzweigung hinter PS I ge-
zogen werden. Noch préizisere Aussagen, insbesondere auf quantitativer Basis, konnen erhalten
werden, wenn die Frequenzgédnge mit Hilfe einer Fitroutine approximiert werden.

Die Werkzeuge fiir eine solche quantitative Analyse der Frequenzgéinge der Chlorophyll-
Fluoreszenz finden sich in den Arbeiten von Hansen et al. (1991, 1993): Sinusférmige Eingangs-
signale ermoglichen es, mit Hilfe der Fourieranalyse den Anteil der Grundwelle im Ausgangs-
signal zu berechnen. Wenn man nur diese Welle fiir die weitere Analyse benutzt, erreicht man
Linearitédt bis ca. 50% Modulationstiefe (Hansen et al., 1991). Aus den jeweiligen Grundwellen
ergibt sich die komplexe Frequenzantwort des Blattes H(f) auf eine sinusférmige Anregung aus
dem gemessenen Amplitudengang A(f) und dem Phasengang ¢(f) (siehe auch Gleichung 4.10
im Abschnitt 4.5.3):

_ A tan® o(f) | A(f)?
H(f)\/ 1+ tan? o(f) +‘7\/1+tan2g0(f) (1L.1)

Im Falle linear(isiert)er Systeme mit diskreten Bauelementen (biochemische Reaktionen, die
langsamer sind als die beteiligten Diffusionsprozesse) weifl man, dass der Frequenzgang durch
eine sogenannte Transferfunktion mit den freien Parametern A; und 7; angefittet werden kann:

N
Ai
Fpy=>_ T (11.2)
i=1

mit p =27/ —-1f = jw.

Eine Aufspaltung von F{,) in Real- und Imaginérteil ergibt:

N
Ai . Ai WwTy
Fy = — 11.3
®) ; 1+ w?r? S w?7? (11.3)

Das Programm fgsjfit.pas ermoglicht mit Hilfe der Gleichung 11.3 die in die Form der Glei-
chung 11.1 gebrachten Frequenzgénge zu fitten. Hierbei werden jeweils Real- und Imaginérteile
beim Fit getrennt verglichen (Funktion und Messpunkte), so dass die Anzahl der , Messpunkte*
doppelt so hoch ist wie die Anzahl der benutzten Frequenzen. Das Gesamtfehlerquadrat (als
Optimierungsparameter) ergibt sich aus der Summe der Fehlerquadrate fiir die Real- und die
Imaginérteile.

Der Fit liefert fiir jeden Frequenzgang einen Satz von A; und 7; (Gleichung 11.3). Ziel ist
es, mit diesen Werten die Verdinderungen an den Frequenzgéingen quantitativ zu beschreiben
und im Rahmen eines Modells iiber die Umschaltung der Akzeptorwege zu erkliren. Es zeigte
sich aber, dass hier die Analyse mit Fitroutinen nicht zu dem gewiinschten Ziel fiihrte. Die
Problematik wird an den folgenden Beispielen erldutert und mag bei der Planung zukiinftiger
Experimente helfen:

Niitzlich wire eine solche Analyse zum Beispiel um zu verstehen, wie die ,,Kerben“ in den
Frequenzgéngen entstehen. Eine solche Kerbe tritt zum Beispiel bei SHAM-vergifteten Bldttern
nach Infektion unter Low-Light auf. Abb. 11.3 zeigt Amplituden- und Phasengang eines SHAM-
vergiften, nicht infizierten Blattes. Es ist keine Kerbe zu sehen. Nach der Infektion zwei Tage
zuvor tritt die Kerbe sehr deutlich im Amplitudengang auf (Abb. 11.3A). Der Phasengang, der
beim nicht-infizierten Blatt noch sehr glatt ist (Abb. 11.3B), zeigt bei den infizierten einen sehr
deutlichen Sprung, wie er bei Kerben aufgrund des Satzes von Bode auch auftreten muss (Bode,
1945).
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Die Tabellen 11.3 und 11.4 geben die Ergebnisse der Fits von fiinf Frequenzgéngen wieder, die
mit zwei verschiedenen Strategien analysiert worden sind: Der Fit in Tab. 11.3 ist ein ,,Joint-Fit“.
Hierbei wird das Programm fgsjfit.pas gezwungen, fiir alle fiinf Frequenzgéinge den gleichen Satz
von sechs Zeitkonstanten zu benutzen. In Tab. 11.4 findet man die Ergebnisse eines partiellen
Joint-Fits. Die drei hochfrequenten Zeitkonstanten 7 bis 73 sind im Joint-Fit gen&hert worden,
die Zeitkonstanten 74 bis 74 waren frei. Frei bedeutet, jeder Frequenzgang durfte unabhéngig
von den anderen diese Zeitkonstanten optimieren. Beruhigenderweise sind die Mittelwerte der
Zeitkonstanten 74 bis 74 aus dem freien Fit den gemeinsamen aus dem Joint-Fit sehr dhnlich.

Tabelle 11.3: Ergebnisse eines Joint-Fits von finf Frequenzgingen von SHA M-vergifteten Blittern. Die
beiden ersten Spalten (gesund 1 und 2) stammen von nichtinfizierten Blittern, die dritte
und vierte (inf. 2d1 und 2d2) von vor 2 Tage infizierten, und die fiinfte (inf. 3d) stammt
von einem Blatt, das 8 Tage vorher infiziert wurde. Die Spalte ; zeigt die gemeinsamen
Zeitkonstanten, die anderen finf Spalten die zugehérigen A;.

Ti/s gesund 1 gesund 2 | inf. 2d1 inf. 2d2 inf. 3d

71 =1,6 Ay 4,4 21 68,5 36,6 85
Ty =2,2 Ao 2.3 24| 897 46,2  -116
73 =9,8 As 16 -12 19,6 1 41
Summe A; —As -13,9 -15 -1,6 -8.,6 10

T4 = 25 Ay 44 14 25 47 2
75 = 68,2 As -124 4 -94 -158 -83
T6 = 127,7 Ag 94 4 68 130 79
Summe Ay —Ag 14 14 -1,0 19 -2

Summe A5 +Ag -30 0 -26 -28 -4

Summe A —Ag -0,1 -1 -2,6 9,4 8

Tabelle 11.4: Ergebnisse eines teilweisen Joint-Fits der fiinf Frequenzginge in Tab. 11.3 von SHAM-
vergifteten Blittern. Die beiden ersten Spalten (gesund 1 und 2) stammen von nicht-
infizierten Bldittern (der Fit fir gesund 1 ist in Abb. 11.6A dargestellt), die dritte und
vierte (inf. 2d1 und 2d2) von vor 2 Tage infizierten (Abb. 11.6B zeigt inf. 2d2), und die
fiinfte (inf. 3d) stammt von einem Blatt, das 3 Tage zuvor infiziert wurde. Die Spalte
7; zeigt fir T bis 73 die gemeinsamen Zeitkonstanten (Joint) und fir 14 bis 16 die Mit-
telwerte (nicht im Joint-Modus) der Zeitkonstanten, welche einzeln in den letzten drei
Zeilen dargestellt sind. Die anderen fiinf Spalten zeigen die zugehdrigen A;.

Ti/s gesund 1 gesund 2 | inf. 2d1 inf. 2d2 inf. 3d
=14 Aq 2,3 12,7 63 23,7 57
=21 Ay 0,3 12| 849 -27.6 -83
=91 As -12,2 97,6 20,6  -16,5 31

Summe A; —Aj -9.6 -26,9 -1,3 -20,4 5

74 = 26,92 Ay 91 20 7.5 782 9.3
75 = 70,35 Aj -201 3,4 -127 -135 -136
76 = 111,25 Ag 156 1,4 102 784 131
Summe Ay —Ag 46 24,8 2,5 21,6 4,3

/s 38 13,5 325 239 26,7

To/s 65 50,8 85,7 52,8 75,7

T3/ 112,5 115,8 141,4 115 110
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Abbildung 11.6: Amplituden- (linke y-Achse) und Phasengang (rechte y-Achse) zweier Frequenzginge
aus Abb. 11.3A,B (Punkte bzw. Kreuze) zusammen mit der mit der Gleichung 11.3
gefitteten Kurve und den Parametern aus Tabelle 11.4 (durchgezogene Linien). (A)
gesundes Weizenblatt ohne Kerbe im Frequenzgang, (B) zwei Tage zuvor infiziertes
Weizenblatt mit Kerbe.

Aussagen kann man aus dem Verhalten der Amplitudenfaktoren gewinnen: Die Erwartung war
eigentlich, dass man erkennen konnte, wie die Kerbe in Abb. 11.6B durch eine charakteristiche
Anderung von einem oder zwei der Amplitudenfaktoren entstiinde. Die Werte der A; in beiden
Tabellen lassen aber keine GesetzméfBigkeit erkennen, die mit dem Auftreten der Kerbe in
Verbindung gebracht werden kénnte. Die ersten beiden Datenséitze stammen von zwei gesunden
Blattern ohne Kerbe wie in Abb. 11.6A, die anderen drei von infizierten Bliattern mit Kerbe
(Abb. 11.6B). Die Kerbe tritt auf, wenn die Phasen- und Amplituden der beteiligten Wege solche
Werte annehmen, dass die zugehorigen Signale aus diesen Wegen sich gerade aufheben. Diese
Wege sind (wie schon in Kapitel 6 genannt) der photochemische Fluss mit den Zeitkonstanten
71 bis 13, die Membran-Energetisierung mit der Zeitkonstante 74 und nicht identifizierte Wege
mit den Zeitkonstanten 75 und 7.

Die 4. Datenzeile in den Tabellen enthélt die Summe der Komponenten 1 bis 3 und die
8. Datenzeile die Summe der Komponenten 4 bis 6. Erstaunlicherweise ldsst sich weder in
den Amplitudenfaktoren der Einzelwege noch in den zusammengefassten Koeffizienten noch im
Quotienten der Wege untereinander etwas feststellen, was zwischen den Frequenzgingen mit
und ohne Kerbe charakteristisch verschieden wére. Offenbar ist bei vier Wegen die Auswahl an
Moglichkeiten, die eine Kerbe zu erzeugen, so vielfiltig, dass ein klares Schema nicht erkennbar
ist. Eis muss aber charakteristische Unterschiede geben, denn nur die infizierten Pflanzen haben
eine Kerbe.

Moglicherweise ist die Variabilitdt der Fits auch zu grofl, denn die gebrochen rationa-
len Funktionen der Gleichung 11.3 bilden kein Orthogonalsystem. Beim Fitten mit nicht-
orthogonalen Systemen kann ein Fehler in einer Komponente durch Fehler in den anderen wieder
ausgeglichen werden. Eine Weiterfiihrung dieser Analyse, die die gewiinschte Riickfithrung der
beobachteten Anderungen auf bestimmte Stoffwechselwege (bestimmte Amplitudenfaktoren in
Tab. 11.3 und 11.4) erreichen konnte, sollte folgende Methoden einsetzen:

Joint-Fit mit Frequenzgingen von anderen Ausgangssignalen: Solche Signale kénnten
sein:
e Scattering-Messungen bei 535 nm (S535 fiir die Thylakoiden-Energetisierung, also 74),

e Absorptionsmessungen bei 820 nm (Redox-Zustand von PS 1),

e photoakustische Signale (Og-Bilanz-Storung durch die Mehlerreaktion, Stroma-Ansiue-
rung, Tabrizi et al., 1998),

o clektrische Membranspannung (Vanselow et al., 1989).
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Die Kombination verschiedener Ausgangssignale, in denen die einzelnen Komponenten der Glei-
chung 11.3 mit anderen Amplitudenfaktoren auftreten, erwies sich als sehr effektives Mittel, die
Aussagekraft von Fits zu erhohen (Vanselow et al., 1989). Die Besonderheiten des Weizenblattes
hétten allerdings fiir die Messung dieser Signale die Entwicklung einer verbesserten Messtechnik
erfordert, fiir die der Zeitrahmen nicht ausreichte.

Entwicklung eines Target-Fits: Ein Target-Fit zielt auf die Bestimmung von Grofien, die
in moglichst unmittelbarem Zusammenhang zu den biophysikalischen Prozessen stehen. Im Fall
der hier interessierenden Analyse der Verzweigung der PS-I-Akzeptorwege sind die Ratenkon-
stanten der Ubergabe von Redox-Aquivalenten in der ETC und von PS I auf die verschiedenen
Akzeptoren das Target. Ein solcher Ansatz war bereits von Gebh (1996) versucht worden,
erreichte aber noch keine volle Anwendungsreife. Die Entwicklung eines Target-Fits fiir die
hier gemessenen FC-Frequenzgénge ist wahrscheinlich einfacher als fiir normale mit dem PAM
gemessene Chlorophyll-Fluoreszenz-Frequenzgénge, da der FC-Regelkreis die nicht-lineare Ver-
koppelung von photochemischem Fluss und thermischer Deaktivierung in der Antenne aufhebt
und in eine lineare Uberlagerung verwandelt.

Ein Target-Fit konnte aus folgenden Griinden bessere Ergebnisse liefern: Angenommen, die
Infektion wiirde nur eine Ratenkonstante &ndern, dann koénnten in einem Joint-Fit die ande-
ren Ratenkonstanten als unbeeinflusst angenommen werden. Das ist beim Fit nach Gleichung
11.3 wahrscheinlich nicht mé6glich, weil eine einzelne Ratenkonstante aufgrund der zugehorigen
gekoppelten Differentialgleichungen mehrere Zeitkonstanten und Amplitudenfaktoren beeinflus-
sen kann. Im Falle der Analyse von Patch-Clamp-Daten zum Schaltverhalten von Ionenkanélen
hat sich der Target-Fit dem Zeitkonstantenfit (Gleichung 11.3) als weit iiberlegen erwiesen
(Albertsen und Hansen, 1994; Blunck et al., 1998; Schroder et al., 2005) Insofern sollte eine
Fortfithrung der in den Tabellen 11.3 und 11.4 nicht sehr erfolgreich erscheinenden Analysen
erst dann durchgefithrt werden, wenn ein Target-Fit fiir den Elektronenfluss in den Chloro-
plasten erstellt worden ist. Da hierzu eine sehr schwierige Modellerstellung gehort, ist dies ein
Thema fiir eine eigenstédndige Arbeit.






Kapitel 12

Messungen an Stomata

Der Befund einer unterschiedlichen Photorespirationsrate bei gesunden und infizierten Blattern
(siche Kapitel 10) legte die Vermutung nahe, dass die Pflanze durch Offnen oder SchlieBen der
Spaltoffnungen die Gaskonzentration dahingehend regeln kann, dass sich das Verhéltnis von Oq
zu CO3 zu ersterem hin verschiebt, was eine verstirkte Photorespiration ermoglicht.

In Zusammenarbeit mit Dr. Hartmut Kaiser aus der Abteilung ,,Okophysiologie der Pflan-
zen“ des Botanischen Instituts der Kieler Universitdt konnten entsprechende Messungen an
Stomata durchgefiihrt werden.

12.1 Spaltéffnungen

Aufgrund der verdunstungsverhindernden Undurchléssigkeit der Wachsschicht der Blétter fin-
det keine Diffusion durch die Auflenhaut des Blattes statt. Deshalb verfiigt die Pflanze iiber
Spaltoffnungen (Stomata). Da durch diese aber viel Wasserdampf entweicht (ca. 500-2000 Mo-
lekiile HyO pro fixiertem COy-Molekiil, Sitte et al., 2002), diirfen diese Offnungen nur bei guter
Wasserversorgung gedffnet sein (Kaiser, 1999).
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Abbildung 12.1: (A) Schema des Riickkopplungssystems der Stomata. ¥, Wasserpotential; ABA, Ab-
scisinsiure. (B) Schematische Darstellung einer Schlief$zelle, wie sie in Weizen zu
finden ist. Beides nach Sitte et al. (2002).

Die Abbildung 12.1A zeigt einige der funktionalen Zusammenhénge, die zu den Regelkreisen
gehoren, die sich auf den Offnungsgrad der Stomata auswirken, z.B. :

o (C'Oy-Konzentration: Photosyntheseaktivitit erniedrigt den COo-Gehalt und gedffnete Spal-
te erhohen ihn.
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o Wassergehalt: Da die Hauptaufgabe der Spaltoffnungen ist, den Wassergehalt zu regulie-
ren, ist er eine Signalgrofle fiir die Einstellung des Offnungsgrades.

e Blaues Licht wirkt schon bei geringen Intensitdten {iber einen Blaulichtrezeptor 6ffnend
auf die Stomata.

Funktionsweise: Abbildung 12.1B zeigt schematisch den Querschnitt durch eine Spaltoft-
nung des Typs, wie er bei Weizen zu finden ist. Die Groéfle des Spaltes in der Mitte wird
dadurch gedndert, dass sich der Zelltugor in den keulenférmig aufgetriebenen Enden &ndert.
Dadurch vergréfiern oder verkleinern diese ihr Volumen. Die Cellulose-Mikrofibrillen (diinne
Linien) verleihen der Zelle in den Langsbereichen Starrheit. Wenn nun die runden Enden ihr
Volumen vergrofiern, verschieben sich die Rénder parallel auseinander und 6ffnen damit den
Spalt.

Der Tugor wird iiber das osmotische Potential bestimmt, welches die Triebkraft fiir den
Ein- oder Ausstrom von Wasser liefert. Die Einstellung des osmotischen Potentials geschieht
hauptsichlich durch Malat-, C1™- und K™ -Ionen. Weitere Details, die fiir das Verstindnis dieses
Kapitels aber nicht notig sind, finden sich bei Sitte et al. (2002) oder bei Kaiser (1999).

12.2 Messaufbau und Ablauf

Im Wesentlichen besteht die Anlage zur Bestimmung der Stomata-Offnungen aus zwei Kompo-
nenten:

1. Gaswechselanlage, mit deren Hilfe die COgs-Absorption (Netto-Photosynthese) und die
stomatére Leitfihigkeit (Transpiration) bestimmt werden kénnen,

2. Mikroskop mit Kamera, welche die Photos von Blattstiicken erm6glichen, auf denen dann
die Spaltflichen, also die Offnungsflichen der Stomata vermessen werden kénnen.

12.2.1 Gaswechselanlage

Die Gaswechselanlage (siehe Abbildung 12.2) entspricht weitestgehend der, welche bereits in
Kaiser (1999) beschrieben wurde:

Das Weizenblatt wird durch ein gegen Gasein- und -ausstrom abgedichtetes Loch in die
Messkiivette gefithrt und von oben mit einer regelbaren Lichtquelle beleuchtet. Unter dem
Blatt befindet sich ein Mikroskop (Beschreibung im Abschnitt 12.2.4). Das System zur Mes-
sung der Blatt-Transpiration und der COz-Aufnahme ist in der Abbildung 12.2 gezeigt. Die
angesaugte Zuluft wird in zwei Wege geteilt: Der eine Luftstrom passiert die Kiivette mit dem
Blatt. Der Vergleichsstrom durchstromt eine leere Kiivette gleichen Volumens. Ein Infrarot-COs-
Analysator (Binos 2, Leybold Heraeus, Hanau) bestimmt dann die Differenz der CO,-Gehalte
zwischen den beiden Gasstromen iiber Infrarot-Absorptionsmessung.

Zwei Kaltefallen (KF, Abb. 12.2) und drei peltiergekiihlte Taupunktspiegel (TPS) dienen
der Einstellung der Soll-Luftfeuchte und der Transpirationsmessung. Die einstrémende Um-
gebungsluft wird in der Waschflasche mit Wasserdampf geséttigt. Die Temperatur der ersten
Kaltefalle wird auf den Taupunkt der gewiinschten Feuchte eingestellt und damit iiberschiissiges
Wasser entfernt. Der erste Taupunktspiegel misst dann die Eingangsfeuchte (EF). Hinter der
Messkiivette dient ein zweiter Taupunktspiegel der Messung der Ausgangsfeuchte (AF).

Prinzipiell wiirde dieses System die Transpiration des Blattes schon messen kénnen, da sich
eine Differenz zwischen Ausgangs- und Eingangsfeuchte ergibt. Allerdings wiirden sich dann
auch die Messbedingungen #ndern, da die Pflanze eine hthere Umgebungsluftfeuchte vorfindet
als vorgegeben. Um dies zu vermeiden, entfernt der Nebenschluss-Kreislauf (siehe Abb. 12.2) die
von der Pflanze abgegebene Transpirationsfeuchte wieder aus dem Kreislauf. Zu diesem Zweck
scheidet die zusitzliche Kéltefalle, die auf einen niedrigeren Taupunkt als die erste eingestellt
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Abbildung 12.2: Schematische Darstellung der Gasmessanlage fiir die Messung an Stomata. Abktirzun-
gen: KF = Kiltefalle, TPS = Taupunktspiegel, EF = FEingangsfeuchte, NF' = Neben-
feuchte, AF = Ausgangsfeuchte. Typische Flussraten der Gaswege sind eingetragen.
Funktionsbeschreibung siehe Text. Unter der Messkiivette befindet sich ein Mikroskop
mit Videokamera (nicht eingezeichnet).

ist, das Wasser aus der Luft. Geregelt wird dieser Weg iiber die Flussrate, die in Abhéngigkeit
der Differenz von Aus- und Eingangsfeuchte eingestellt wird.

12.2.2 Berechnung der Transpiration und stomatiren Leitfahigkeit

In diesem Abschnitt wird die Berechnung der Blatt-Transpiration aus den Messdaten der Tau-
punktspiegel und den Flussraten aufgezeigt, die Detailrechnungen finden sich bei Kaiser (1999).

Aus der Taupunkttemperatur, welche mit Hilfe der Taupunktspiegel gemessen wird, ergibt
sich iiber die Goff-Gratch-Gleichung der Sattigungsdampfdruck vg.(7T") des Wassers und daraus
die molare Wasserkonzentration in der Luft:

Vsat (T)
P

Weat = (12.1)

Dabei ist P der Luftdruck.
Die Differenz der molaren Wasserdampfkonzentrationen im Haupt- und Nebenweg ergibt
zusammen mit den jeweiligen Flussraten und der Blattfliche die Transpirationsrate E:

o w”)“N; (o = weJun (12.2)
a

mit  w,: molare Wasserdampfkonzentration am Kiivettenausgang
wp:  molare Wasserdampfkonzentration am Nebenwegausgang
we:  molare Wasserdampfkonzentration am Kiivetteneingang
upn: Fluss durch den Nebenweg
ug: Fluss durch den Hauptweg
L,: einseitige Blattflache

Die Blattfliche wurde ermittelt, indem das Blatt eingescannt und mit der Bildanalysesoftware
SigmaScan (SPSS Inc.) die Fléche bestimmt wurde.
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Die Blattleitfahigkeit ergibt sich dann im ersten Ansatz aus der Transpiration und der Dif-
ferenz Aw der molaren Wasserdampfkonzentration in den Blattinterzellularen und der freien
Atmosphére:

E

9= Fw

Daraus berechnet sich unter Zuhilfenahme eines Korrekturterms fiir die Interaktion der un-
terschiedlichen Gasmolekiile (Ball, 1987) die stomatére Leitfahigkeit g, was hier aber nicht im
Detail vorgefiihrt werden soll, sondern bei Kaiser (1999) nachzulesen ist.

(12.3)

12.2.3 Berechnung der Photosynthese-Rate

Mit dem oben genannten Infrarot-Absorptionsmessgerit wird die Differenz der CO2-Konzentra-
tionen zwischen dem Gasstrom, der durch die Messkiivette geleitet wurde, und dem, der durch
die leere Vergleichskiivette gestromt ist, bestimmt (Koch et al., 1968). Die Nettophotosynthe-
serate A (netto COq-Fixierung) ergibt sich dann zu:

A I

(12.4)

mit  ACOs: COs-Differenz Mess- und Vergleichskiivette
U Fluss durch den Hauptweg
Lg: Einseitige Blattflache

12.2.4 Mikroskop

Neben den Gas- und Transpirationsmessungen bot die Anlage die oben genannte Moglichkeit,
den Offnungsgrad der Stomata optisch zu bestimmen. Unterhalb der Messkiivette (siehe Abbil-
dung 12.2) befindet sich ein Mikroskop auf einem vom Computer gesteuerten xy-Tisch, die Bilder
nimmt eine CCD-Kamera auf. Eine passende Software wihlt nach einem Zufallsverfahren 25
Punkte auf dem Blatt aus. Von diesen Punkten ausgehend werden unter visueller Kontrolle Sto-
mata ausgesucht und davon Bilder aufgenommen und gespeichert (VergréBerung: ca. 50-fach).
Mit einem weiteren Programm kann dann in diesen Bildern die Spaltfliche der Spalttffnungen
bestimmt werden, indem der Umriss auf dem vorher aufgenommenen Stomata-Bild als Polygon
mit einer Maus markiert wird. Die Software berechnet die vom Polygon umrandete Fliche. Die
Abbildung 12.3 zeigt drei verschiedene Spaltéffnungen eines Weizenblattes.

12.2.5 Messablauf und Datenauswertung

Die Blitter wurden einzeln in die Messkiivette eingelegt (je eins pro Tag), wobei sie mit der
Pflanze verbunden blieben und auf diese Weise mit Wasser versorgt wurden. Die Luftfeuchte in
der Kiivette wurde in einer Messreihe auf 85% und in der anderen auf 50% einstellt, das Licht
hatte eine Intensitiit von ca. 450 gumol m~2s~ ' bei einer Tageslinge von 14 Stunden. 24 Stun-
den nach Einbau des Blattes, wenn geniigend Zeit zur Anpassung an die Umweltbedingungen
verstrichen war, erfolgte die Aufnahme der Bilder fiir 25 Stomata je Blatt. Im Anschluss an
die Bildaufnahme wurde das Blatt aus der Messkammer entfernt und seine Fliche bestimmt.
Wihrend das Blatt in der Kiivette war, wurden die Transpiration und Photosyntheserate kon-
tinuierlich gemessen und im Abstand von einer Minute von einem Datalogger aufgezeichnet.

Aus den aufgezeichneten Daten wurden die Werte bestimmt, die zur Zeit der Bildaufnahme
vorherschten (10 Messpunkte), und daraus mit Hilfe der gescannten Blattfliche die stomatéren
Leitfihigkeiten und die Nettophotosyntheseraten bestimmt. Uber die 10 Messpunkte wurde
dann gemittelt und die Standardabweichung als Maf fiir die Konstanz der Messung errechnet.
Die Flédchen der 25 Stomata vom selben Blatt wurden ebenfalls gemittelt.
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Abbildung 12.3: Stomata-Aufnahmen von einem Weizenblatt: A: offen, B: geschlossen, C: Stomatum
mit Pilzhyphen, 2 Tage nach Infektion mit Septoria tritici, vergl. Abbildung 4.3 im
Abschnitt 4.2.

12.2.6 Verwendete Pflanzen und Infektion

Der verwendete Weizen war zum Zeitpunkt der Messung ca. 1,5 Monate alt. Die Infektion
mit Septoria tritici wurde, wie im Abschnitt 4.2.3 beschrieben, im ZBM durchgefiihrt. Die gut
sichtbaren Hyphen in der Abbildung 12.3 zeigen, dass die Infektion auch erfolgreich war.

Die Messungen erfolgten im folgenden Zeitschemas:

Tag Einbau Infektion  Messung
1 Kontrolle 1
2 Kontrolle 2 Inf 1, 2,3 Kontrolle 1
3 Inf1 (1 Tag alt) Kontrolle 2
4 Inf 2 (2 Tag alt) Inf 1
5  Inf 3 (3 Tag alt) Inf 2
6 Inf 3

Eine Messung an Tag 1 nach Infektion war nicht méglich, weil dies einen Einbau in die Apparatur
direkt nach der Infektion bedeutet hitte, die aber erst Zeit zum ,, Wirken“ bendétigte.
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12.3 Ergebnisse

12.3.1 Messung unter 50% Luftfeuchte

Die Messungen fanden bei einer eingestellten Feuchte von 50% statt. Diese Luftfeuchtigkeit wird
in dieser Arbeit zum Teil als ,normal® bezeichnet, weil in der Gaswechselanlage (sieche Abschnitt
4.5.2, sowie Kapitel 9 bis 11 und 13) die Luft wegen des verwendeten Gases aus Druckflaschen
relativ trocken war. Aus Griinden der Vergleichbarkeit wurde deshalb dieser Feuchtigkeitswert
gewahlt.

Bei gesunden und mit Septoria tritici infizierten Weizenbldttern wurde wie oben beschrie-
ben die Spaltfliche der Stomata, die Nettophotosyntheserate und die stomatéire Leitfihigkeit
bestimmt. Die Abbildungen 12.4 und 12.5 zeigen die zugehorigen Mittelwerte, aufgetragen iiber
den Tagen nach Infektion.
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Abbildung 12.4: Messung Spaltfliche der Stomata bei gesunden (Tag 0) und mit Septoria tritici in-
fizierten Weizenblittern an den Tagen 2 — 4 nach Infektion bei 50% Luftfeuchte.
Mittelwert iiber je 25 Spaltiffnungen. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) an. Der Mittelwert vom Tag 0 (gesund) ist signifikant verschie-
den von den Werten der infizierten Blitter (p=0.05), was durch unterschiedliche
Buchstaben markiert ist.

Die Stomata (Abb. 12.4) sind bei den gesunden Blittern deutlich weiter gedffnet als bei den
infizierten, der Unterschied ist statistisch signifikant (p=0.05). Am vierten Tag sind sie wie-
der etwas weiter offen als am zweiten und dritten Tag, allerdings noch immer deutlich weiter
geschlossen als bei gesunden Blédttern.

Bei der Messung der Nettophotosyntheserate (Abb. 12.5) ist das Verhalten analog zu den
Offenflichen der Stomata: gesunde und infizierte unterscheiden sich deutlich. Die Streuung der
Messdaten iiber den 10-miniitigen Erfassungszeitraum ist dabei so klein, dass diese Unterschiede
signifikant sind (p=0.05). Auch die stomatire Leitfdhigkeit zeigt ein dhnliches Verhalten mit
einer Abnahme bei den infizierten Bléttern.

Die Stomata sind also bei mit Septoria tritici infizierten Pflanzen deutlich weiter geschlos-
sen. Die Messungen der Nettophotosyntheserate und der stomatiren Leitfihigkeit zeigen ein
dhnliches Verhalten. Daraus kann man schlieflen, dass der Stomataschluss ausreicht, um die
Photosynthese zu beeinflussen, indem der CO2-Gehalt reduziert wird und damit die RubisCO
von Carboxylierung auf Oxygenierung umschaltet.
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Abbildung 12.5: Messung der stomatdren Leitfihigkeit g und der Nettophotosyntheserate A bei ge-
sunden (Tag 0) und mit Septoria tritici infizierten Weizenblittern an den Tagen 2
— 4 nach Infektion bei 50% Luftfeuchte. Die Fehlerbalken geben die Standardabwei-
chung fiir das Messintervall an (10 min, eine Messung pro Minute). Unterschiedliche
Buchstaben kennzeichnen signifikant verschiedene Mittelwerte (p=0.05). A st der
besseren Ubersicht halber mit -20 multipliziert dargestellt (COq-Aufnahme wird sonst
als negativ gerechnet).

12.3.2 Messung unter hoher Luftfeuchte

Im Gegensatz zu den Messungen aus dem vorigen Abschnitt fanden folgende bei einer hohen
Luftfeuchte von 85% statt. Die zugehorigen Messergebnisse zu den Spaltflichen der Stomata,
der Nettophotosyntheserate und der Transpiration finden sich in der Abbildung 12.6.

Abbildung 12.6A zeigt, dass die Stomata um den Faktor drei weiter ge6ffnet sind als bei
der niedrigeren Luftfeuchte in Abbildung 12.4, was aber auch erwartet wurde, da bei hoherer
Luftfeuchte die Spaltoffnungen sich vergréfern. Auch bei hoher Feuchte zeigt sich das glei-
che Infektionsbild: Die Stomata von gesunden Blédttern sind deutlich weiter offen als bei den
infizierten, auch hier ist der Unterschied signifikant (p=0.001).

Bei der Nettophotosyntheserate (Abb. 12.6B) ist dies @hnlich: Die Rate ist hoher als bei der
ynormalen“ Luftfeuchte (Abb. 12.5), allerdings ist der Zuwachs nicht so deutlich wie bei den
Stomata-Offenflaichen. Auch hier bei dem Wert fiir A zeigt sich das Bild, dass die Infektion eine
Reduktion gegeniiber den gesunden Bléttern bringt.

Uberraschend ist das Ergebnis bei der stomatéiren Leitfihigkeit: Diese ist nur am Tag 3 nach
der Infektion gegeniiber der Kontrolle reduziert, am zweiten und vierten Tag zeigt sich sogar
eine Steigerung (Abb. 12.6B).

Prinzipiell ist die mangelnde Kopplung zwischen Offnungsgrad und stomatérer Leitfihig-
keit keine Uberraschung. Kaiser und Kappen (2001) zeigten fiir Holunder, dass die stomatére
Leitfahigkeite (gz,) und die Nettophotosyntheserate (A) erst bei sehr fortgeschrittener Schlie-
Bung absinken (Abb. 12.7), also iiber einen weiten Bereich vom Offnungsgrad unabhiingig sind.
Nach Abb. 12.7 wire die Unabhiingigkeit vom Offnungsgrad aber eher bei der Photosynthe-
serate zu erwarten gewesen im Gegensatz zu Abb. 12.6B. Diese Frage ist hier nicht zu losen.
Fiir die vorliegende Arbeit ist die stomatére Leitfihigkeit von geringem Interesse. Die Abnah-
me Netto-Photosyntheserate zusammen mit dem bei Infektion unverdnderten photochemischen
Fluss aus Abb. 5.2 ist zusammen mit dem verminderten Stomata-Offnungsgrad das Ergebnis,
welches eine kausale Begriindung fiir den Schluss aus den Gassprungantworten (Kapitel 10)
liefert, ndmlich dass bei Infektion die Photorespiration erhéht wird.
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Messung (A) der Spaltflichen der Stomata und (B) der stomatdren Leitfihigkeit g
und der Nettophotosyntheserate A bei gesunden (Tag 0) und mit Septoria tritici Wei-
zenbldttern infizierten Weizenbldttern an den Tagen 2 — 4 nach Infektion bei hoher
Luftfeuchte (85%). (A) Mittelwert iiber je 25 Spaltiffnungen, die Fehlerbalken geben
den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an. Der Mittelwert vom Tag 0 (gesund)
ist signifikant verschieden von den Werten der infizierten Bldtter (p=0.001). (B) Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung fir das Messintervall (10 min) an. Alle
Werte fiir g und A sind untereinander signifikant verschieden (p=0.001, bei g und
Tag 0 und 4 nur p=0.05). A ist der besseren Ubersicht halber mit -20 multipliziert
dargestellt (COz-Aufnahme wird sonst als negativ gerechnet).
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Der Zusammenhang zwischen (A) Stomata-Leitfihigkeit und (B) Nettophotosynthese
und der Fliche der Stomata-Poren. Mittelwerte tiber jeweils die gleichen 15 Spaltoff-
nungen an verschiedenen Zeit der Offnung nach Einschalten des Lichtes. Die ge-
strichtelten Linien markieren die mittlere Spaltfiiche, bei der die Leitfihigkeit bzw.

die Nettorate auf 90% gestiegen ist. Messungen an Holunder (Sambucus nigra) aus
Kaiser und Kappen (2001).



Kapitel 13

Windeinfliisse auf die CO,-Versorgung

Neben den Gassprung- und Frequenzgang-Messungen wurden Experimente zur Luftverwirbe-
lung iiber den Stomata durchgefiihrt. Die Versuche bauten auf Arbeiten von Frau Dr. Maike
Abshagen aus der eigenen Arbeitsgruppe auf. Sie hatte ein ,, Schniiffelmikroskop* gebaut, d. h.,
sie benutzte eine ausgezogene Glaskapillare, wie sie bei Patch-Clamp-Messungen Verwendung
findet, vor dem Einlassrohr eines Massenspektrometers und fuhr damit eine Blattoberfliche
ab, um sich die COs- und Wasserprofile iiber den Stomata-Offnungen anzusehen. Sie fand eine
Absenkung der COs-Konzentration teilweise um 100 ppm iiber der Spaltéffnung. Diese Beob-
achtungen sind auch fiir die Messungen im Feld interessant, da der Wind diese Trichter iiber
den Spaltoffnungen verwirbelt.

13.1 Versuchsaufbau und Messablauf

Die Messungen fanden mit der im Abschnitt 4.5.2 (S. 42) beschriebenen Gasflussanlage statt.
Diese wurde etwas abgewandelt, da die Konfiguration in der Abb. 4.13 nur die Verdnderung
der Gaskonzentration, nicht aber ein schnelles Ein- und Ausschalten aller drei Gassorten er-
laubt. Deshalb wurde zwischen die Gasmischkammer und die Messkammer ein Ventil eingebaut,
welches die Umschaltung des Gasstromes zwischen Kammer und Umgebung (damit der Fluss
gleichméfig weitergeht) ermoglichte. Das Ventil wurde ebenfalls von der im Abschnitt 4.5.3
beschriebenen Software angesteuert.

Giersch-Bléatter, die sich noch an der Pflanze befanden, wurden in die Anlage eingebaut
und 10 min mit der vorgesehenen Lichtintensitét (100 oder 250 pmol m~2s~!) adaptiert. 50 s
nach Beginn der Messung wurde der Gasstrom (300ppm COs2, 2%03, Rest No, Gesamtfluss
210ml/min) eingeschaltet (also zum Blatt gelenkt) und nach weiteren 90 s wieder aus. Diese erste
Phase war bei allen Messungen gleich und diente zur Herstellung gleicher Anfangsbedingungen.
280 s nach Messbeginn wurde dann das Gas wieder eingeschaltet, wobei die CO2-Konzentration
zwischen 300 und 50ppm variiert wurde (O2- und No-Fluss blieben konstant), und bei 370 s
wieder aus.

Nach jeder dieser Messungen erfolgte erneut eine Adaptionsphase und eine weitere Messung
mit einer anderen Konzentration, so dass an einem Blatt je 6 Messungen durchgefithrt wurden.

13.2 Storung der Schichtung iiber dem Blatt

Die zugrundeliegende Uberlegung war: Ist die anblasende CO,-Konzentration héher als in dem
vorher ruhenden Profil an den Stomata, miisste der photosynthetische Fluss stimuliert werden,
ist er niedriger, miisste man eine Abnahme finden. Man sieht in Abb. 13.1 bei 250 ppm im
langsamen Bereich noch eine leichte Erniedrigung des Flusses, die sich bei niedrigeren CO»-
Konzentrationen in eine Erhéhung umwandeln.

Die durch den Gasstrom induzierten Antworten wurden mit einer Summe von Exponential-
funktionen gefittet, um die einzelnen Komponenten zu trennen. Dieser Fitansatz ist nicht ganz
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Abbildung 13.1: Effekt von Gasspilungen. Vor der Messung wird mit 300 ppm COs gespiilt (50-140 s).

korrekt, da das Signal nicht linear ist (Hansen et al.,

Dann bleibt das Gas stehen. Man sieht den Aufbau des Gradienten in der ruhenden
Luft an der Steigerung des FC-Flusses (nach den Ergebnissen der Abb. 10.4 eine
Steigerung der thermischen Deaktivierung). Dann (ab 280 s) folgt das Spiilen mit der
am Rande angegebenen COs-Konzentration. Licht: 100 pmol m 2 st

1991), doch er mag als erste Néherung

mangels anderer Alternativen der Auswertung gelten.
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Abbildung 13.2: Fit der Gassprung-Antworten mit Giersch bei 100 pmol m™

2571 Licht: (A) Beispiele
fiir zwei Fits: Die Punkte kennzeichnen Messpunkte, die durchgezogenen Linien die
zugehorigen Fit-Kurven nach Gleichung 13.1 mit den angegebenen Parametern fiir
Gasspriinge auf 300 bzw. 100ppm. Die Zeitachse zihlt ab dem Punkt, wo das variable
Gas eingeschaltet wurde (280 s in Abb. 13.1). (B) Abhingigkeit der Konstanten ks
und ks (aus Gleichung 13.1) von der COz-Konzentration des spiilenden Gases. Die
Schnittpunkte mit der xz-Achse (hier bei ca. 280 ppm) sind in Abb. 13.3 dargestellt.

Da die Sprungmessungen hintereinander am selben Blatt erfolgten, konnte der Fit dieser Da-
ten im ,Joint“-Modus durchgefiihrt werden. Das heifit, dass bei allen Fits einer solchen Serie
das Programm immer denselben Satz von Zeitkonstanten fiir alle sechs Messungen verwenden
musste, da diese bei konstanter Lichtintensitit gemessen wurden (Vanselow et al., 1988; Hansen

et al., 1993).
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Die Abbildung 13.2A zeigt zwei Beispielmessungen (Sprung auf 3000 bzw. 100 ppm) als Punkte
und die dazugehorigen Fitkurven sowie die verwendeten Fitparameter. Fiir die Spriinge auf
100 ppm wurden die Fit-Parameter nach Lichtintensitéit sortiert gemittelt und in der Tabelle
13.1 dargestellt.

Tabelle 13.1: Gemittelte Fitparameter fiir die Anpassung der Gleichung 13.1 an die gemessenen Kurven
bei einer COy-Konzentration von 100ppm und verschiedenen Lichtintensitdten.

100 gmol m~2s~1 | 250 pmol m~2s~! 100 pmol m~2s~1 | 250 pmol m 25!
k1| —1245 £ 89,5 | —8352 £ 4654 | 7 0,68 =+ 0,17 0,82 =+ 0,09
ko 784,9 £ 2715 | 2058,2 &£ 10932 || 7 1,60 £ 0,13 1,37 £ 0,13
ks | —1413,8 £ 3944 | —3592,6 £ 14183 || 73 2,69 £ 042 2,26 £+ 0,11
ky | 13443 +£ 204,8 | 2840,3 =+ 1576,0 || 74 6,04 =+ 1,09 3,71 + 0,34
ks | —702,3 + 2004 | —6479 <+ 750,1 || 5 | 16,06 =+ 2,92 9,44 £+ 2,67
ke —-176 £ 190,3 | —268,1 £ 81,7 | 76 | 58,66 =+ 23,34 | 24,18 £ 2,00

13.3 Bestimmung der Umkehrkonzentration

Die Konstanten ks und k3 einer Serie finden sich in der Abbildung 13.2B. Als Umkehrkon-
zentrationen wird die Konzentration bezeichnet, bei der die k; die x-Achse schneiden. Diese
Umkehrkonzentrationen sind fiir die einzelnen Komponenten aus der Gleichung 13.1 in Abb.
13.3 aufgetragen.
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Abbildung 13.3: Umkehrkonzentrationen fir die ersten 4 Komponenten der Gleichung 13.1. Die er-
sten drei Komponenten gehdren zum photochemischen Fluss. Die vierte Komponente
gehirt zur Energetisierung der Thylakoidmembran (Negative Konzentrationen zeigen
an, dass der zugehirige Koeffizient unter Normalbedingungen negativ ist). Die an-
gegebenen Zahlen sind die Mittelwerte der zugehdorigen Zeitkonstanten (1; in Gleich.
13.1).

Es fallt auf, dass die Umkehrkonzentrationen wie erwartet fiir die ersten drei Komponenten (die
zum photochemischen Fluss gehoren) gleich sind. Fiir die Komponente 4 gilt dies nicht. Sie ist
dem Aufbau des pH-Gradienten zugeordnet und hat sowohl einen photochemischen (Ziehen des
Calvin-Zyklus an der ETC) und einen nicht-photochemischen Anteil (Energy-Quenching pro-
portional dem luminalen pH an der Thylakoidmembran). Eigentlich miissten alle Komponen-
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ten den gleichen Umkehrpunkt haben, denn ungeachtet aller verborgenen Komplexitit miisste
folgendes gelten: Blist man an mit der Konzentration, die an der Stomata-Offnung vor dem
Anblasen vorherrscht, sollte es keinen Effekt geben, weil sich nichts dndert (Kein Eingangssignal
- kein Effekt).

13.4 Verschiedene Umkehrkonzentrationen beim photochemi-
schen und thermischen Fluss

Die Losung fiir diese Problematik kann in einer Verteilung offener und geschlossener Stomata
liegen, die verschiedene Umkehrkonzentrationen (U; und Us) haben. Um diese Hypothese zu
untermauern, wurden wie im Kapitel 12 beschrieben die Offenflichen der Spaltoffnungen mit
Hilfe eines Mikroskops bestimmt. Diese Flichen wurden auf Bereiche der Gréfie von 10 pm?
verteilt, ihre Haufigkeit ist in der Abb. 13.4 dargestellt.

Zahl d. Beobachtungen im Intervall

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170

Intervall Stomataflache / |Jm2

Abbildung 13.4: Verteilung der Offenflichen von Stomata (Spaltdffnungen): Wie im Kapitel 12 be-
schrieben, wurden auf Blattstiicken von gesundem Weizen die Flichen der Spaltoff-
nungen ausgemessen. Die Grafik zeigt die Verteilung der FEinzelmessungen tiber
Flichenbereiche von 10 pum?.

Deutlich erkennbar ist eine grofe Variabilitit der Offnungen. Diese groBe Schwankung im Off-
nungsgrad ist aus der Literatur bekannt: Stomata verhalten sich nicht homogen, sondern in-
dividuell (Kaiser und Kappen, 2001). Zwar wurden die Messungen an Weizen gemacht, aber
diese grundsétzlichen Aussagen sollten auch bei Giersch zutreffen. Abb. 13.4 unterstiitzt damit
die Hypothese, dass das Vorliegen verschiedener Offnungsgrade Ursache der unterschiedlichen
Umkehrpunkte fiir die thermische und die photochemische Komponente in Abb. 13.3 sein kann.

Wie die Mischung von Stomata mit verschiedenen Offnungsgraden die Umkehrpunkte be-
einflussen kann, sei im Folgenden durch Gleichungen illustriert. Das Datenmaterial erlaubt
allerdings noch keine Auswertung aufgrund dieser Gleichungen.

Die gemessene Umkehrkonzentration (U,,) ergibt sich dort, wo die gemessene gaswechsel-
induzierte FC-Anderung F(U,,) verschwindet. Diese Bedingung sei getrennt hingeschrieben fiir
die photochemischen Komponenten (Index p):

Fp(Um,p) = ale(Um — Ul) + ang(Um — UQ) =0 (13.2)

und fiir die nicht-photochemische Komponente (Index 4):

F4(Um74) = a1F4(Um — Ul) + a2F4(Um - Uz) =0 (133)



13.5 Abschétzung des Windeinflusses auf dem Feld 131

Hierbei ist U,, : gemessene Umkehrkonzentration,
U; : aktuelle Konzentration iiber den Stomata mit Offnungsgrad 1,
Uy : aktuelle Konzentration iiber den Stomata mit Offnungsgrad 2,

aq und as die entsprechenden Flichen.

Die Abhéngigkeit des Flusses F' von der Abweichung der Gaskonzentration von der Umkehr-
konzentration ist nicht genau bekannt. Man sieht aber an der Gleichung, dass es zu keinem
unterschiedlichen Umkehrpunkt kommt, wenn eine lineare Abhédngigkeit angenommen wird.
Ein Skalierungsfaktor fiir Fy oder F), kiirzt sich heraus.

An jeder einzelnen Spaltoffnung kehren sich thermischer und photochemischer Fluss bei glei-
cher COy-Konzentration um. Aber je nach Offnungsgrad liegen diese Umkehrpunkte verschie-
den, da die Konzentrationen verschieden sind. Am gemessenen Umkehrpunkt werden deshalb die
zu den einzelnen Spalttffnungen gehdrenden Systeme nicht am Umkehrpunkt betrieben. Dann
sind deren Fliisse aber ungleich null, und der Einfluss unterschiedlicher CO2-Konzentrationen
kann sich unterschiedlich auf thermischen und photochemischen Fluss auswirken. Diese Unter-
schiedlichkeit liegt an den mit der COs-Versorgung wechselnden Anteilen von ATP verbrau-
chenden und ATP-aufbauenden Akzeptoren fiir PS I. Hierauf wird im Kapitel 10 eingegangen.

13.5 Abschitzung des Windeinflusses auf dem Feld

Fiir die Messung der Windabhéngigkeit wurde das Messprotokoll aus Abschnitt 13.1 dahin-
gehend abgewandelt, dass das zweite Spiilen immer mit 300ppm COs erfolgte, aber dafiir
der No-Strom und damit die Geschwindigkeit verdndert wurden. Die Lichtintensitdt betrug
250 pmol m2s~ 1.

Die Tabelle 13.2 zeigt die Fitparameter mit einfachem Exponential-Ansatz (Gleichung 13.1)
aus dem Fit des Stiickes mit dem 2. Spiilen in Abh#ngigkeit von der Windgeschwindigkeit.
Die Existenz der zwei verschiedenen Gruppen erklért sich dadurch, dass fiir die verschiedenen
Geschwindigkeitsbereiche zwei unterschiedliche Gasflussregler zum Einsatz kamen.

Tabelle 13.2: Fitparameter mit Ansatz aus Gleichung 13.1 aus der Reaktion auf das 2. Spiilen in
Abhdngigkeit von der Windgeschwindigkeit.

Wind / ms™! 0,21 042 0,84 0,84 || 7; /s fiir alle
k1| 0,017 0,016 0,006 0,002 || 7 0,437
ky | 0,072 0,066 0,087 0,114 || = 2,489
ks | -0,289 -0,284 -0,332 -0,375 || 73 5,229
ks | 0,377 0,382 0,395 0449 || 74 | 16,250
ks | -0,149 -0,155 -0,093 -0,148 || 75 | 62,132
ks | 0,673 0,668 0,645 0,665

Wind / ms™? 0,84 1,26 1,68 2,1 2,1 || 7 / s fiir alle
ki | 0,013 0,010 0,007 0,011 0,007 || 71 0,412
ko | 0,028 0,031 0,024 0,026 0,028 || ™ 2,130
ks | 20,316 -0,295 -0,283 -0,295 -0,293 | 75 6,151
ky | 0,450 0,423 0,394 0,428 0,421 || 74 16,465
ks | 20,102 -0,106 -0,065 -0,107 -0,098 || 75 | 63,735
ke | 0,645 0,648 0,652 0,657 0,656
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Abbildung 13.5 zeigt die Parameter k; iiber der Windgeschwindigkeit aufgetragen. Man sieht,
dass bei der minimalen Geschwindigkeit von nur 0,2 m/s die Wirkung bereits maximal ist und
dann nicht mehr zunimmt. Das bedeutet, dass eine Windstérke von nicht einmal 1 Beaufort
(0,3 bis 1,5 m/s) ausreicht, die Grenzschicht zu verwirbeln. Man kann in Feldversuchen also
davon ausgehen, dass die Gradienten iiber den Blatt6ffnungen verwirbelt sind.
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Abbildung 13.5: Abhdngigkeit der Koeffizienten k; der Antwort der Fluoreszenz aus Gleichung 13.1
von der Geschwindigkeit der Gasstromung auf den zweiten Gassprung



Kapitel 14

Nachweis von reaktivem Sauerstoff (ROS)
mit Hilfe von Farbstoffen

Wenn der Pilz versucht, eine Pflanze zu befallen (wie im Abschnitt 4.2 beschrieben), so 16st
dies vielfiiltige Reaktionen aus: Zum einen versucht der Pilz, in das Blattgewebe einzudringen,
zum anderen ergreift die Pflanze Mafinahmen, um genau dies zu verhindern. Diese konnen z. B.
die Verstidrkung der Zellwdnde durch Callose und der Kutikula oder die Bildung von Papillen
sein (Prell, 1996; Smart et al., 1986). Eine andere Abwehrstrategie besteht aus dem Abtoten
der die Pilzhyphe umgebenden Zellen mit einer massiven Freisetzung von reaktivem Sauerstoff
(sog. ,hypersensitive cell death response“, Hiickelhoven et al., 1999, 2000). In solchen Pilz-
Pflanzen-Interaktionen ist also in den allermeisten Féllen ROS beteiligt (Rolke et al., 2004;
Moore et al., 2002; Doke und Miura, 1995; Hiickelhoven und Kogel, 2003). Deshalb werden
in diesem Kapitel Untersuchungen gezeigt, die sich direkt mit dem Nachweis von ROS in den
Bldttern beschéftigen.

14.1 Farbstoffe fiir den Nachweis von reaktivem Sauerstoff

14.1.1 Dichlorofluorescin-Diacetate (DCF-DA)
Struktur und Eigenschaften von DCF

Dichlorofluorescin-Diacetat (DCF-DA) dient als Indikator fiir oxidativen Stress in Zellen, indem
es Peroxide nachweist, z. B. HoOy (Bass et al., 1983; Brandt und Keston, 1965; Myhre et al.,
2003; Trayner et al., 1995; Deng et al., 2002; Maxwell et al., 1999; Tarpey et al., 2004).

Durch das angehéngte Diacetat (-DA) wird es unpolar und kann frei durch die Zellwand
diffundieren (Rosenkranz et al., 1992). Innerhalb der Zelle entfernen Esterasen die Acetate-
Gruppen. Das dabei entstehende polare DCF kann die Zelle nicht mehr verlassen. Trifft es nun
auf Peroxide, so wird es in das griin fluoreszierende DCF umgewandelt. Abbildung 14.1 zeigt
die hierbei beteiligten Formen des DCF. Man achte dabei jeweils auf die obere rechte Ecke.
Die Umwandlung in die fluoreszierende Form geschieht allerdings nur effizient in Anwesenheit
von Peroxidasen (Burkitt und Wardman, 2001), die in der Zelle vorhanden sind. Die Anregung
des Farbstoffes und die Aufzeichnung der Fluoreszenz der Blédtter werden im Abschnitt 14.2
beschrieben.

Beladung des Blattes mit DCF

In Wasser gestellte Blédtter saugten die Losung mit dem Transpirationsstrom an. Dazu 16st
man den Farbstoff (hier DCF-DA) in Ethanol mit einer Ausgangskonzentration von 5mM.
Von dieser Losung wurde so viel zum SM-Medium gegeben, dass sich eine Endkonzentration
von 60uM DCF-DA ergab. Das zu beladende Weizenblatt musste unter Wasser abgeschnitten
werden, damit keine Luftblasen ins Xylem eindringen und sich keine Embolien bilden konnten.
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2’, 7’-Dichlorofluorescin-Diacetate 2’,7’-Dichlorofluorescin 2’,7’-Dichlorofluorescein
(nicht fluoreszierend) (nicht fluoreszierend) (fluoreszierend)

Abbildung 14.1: Reaktionsschema wvon  Dichlorofluorescin-Diacetate  (DCF-DA):  Das  nicht-
fluoreszierende DCF-DA (links) kann durch die Zellwand diffundieren. Esterasen
in der Zelle entfernen die Acetate-Gruppen. Das dabei entstehende DCF (Mitte)
kann die Zelle nicht mehr verlassen. Es wird durch HoOo unter Anwesenheit von
Perozidasen in das fluoreszierende DCF (rechts) umgewandelt (siehe OH-Gruppe
oben rechts). Schema nach Bass et al. (1983).

Die Aufnahme des Farbstoffes aus dem SM-Medium durch den Transpirationsstrom dauerte 2—4
Stunden.

14.1.2 Nitroblue-Tetrazolium (NBT) und Diaminobenzidine (DAB)

Die Verwendung von DCF-DA als alleiniger ROS-Indikator ist allerdings nicht empfehlenswert,
da die Funktion des DCF's durch die Anwesenheit von reduzierenden und oxidierenden Substan-
zen in der Zelle zusitzlich zur eigentlichen ROS-Last beeinflusst wird (Batandier et al., 2002;
O’Malley et al., 2004; Rota et al., 1999). Aus diesem Grund wurden NBT und DAB als weitere
Farbstoffe zur Kontrolle verwendet.

Struktur und Eigenschaften von NBT und DAB

Nitroblue-Tetrazolium (NBT) wird von O reduziert (Hiickelhoven und Kogel, 1998; Hiickel-
hoven et al., 2000) und fallt als blauer Farbstoff aus. 3,3-Diaminobenzidine (DAB) hingegen
reagiert mit HoO9 zu einem braunen Polymer (Hiickelhoven et al., 1999; Hiickelhoven und Ko-
gel, 2003). Beides lisst sich in entfirbten Blédttern im Lichtmikroskop sehen. Die Strukturen
zeigt Abbildung 14.2.

:f >\: HEN O Q I'%.IHE
OO0 HD 2 2
/,N M

CH,0 -4 HCI

..’,r +

Abbildung 14.2: Struktur der Farbstoffe Nitroblue-Tetrazolium (NBT, links) und Diaminobenzidine
(DAB, rechts)

Beladung des Blattes mit NBT und DAB

Beide Farbstoffe wurden wie DCF-DA iiber den Transpirationsstrom der abgeschnittenen Blét-
ter aufgenommen. NBT wurde in 1xPBS bei pH 7.8 gelost und dann mit SM-Medium auf eine
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Konzentration von 6 mM verdiinnt. DAB wird in 0,1M HCL gelést und dann ebenfalls mit
SM-Medium auf eine Konzentration von 5 mM verdiinnt.

Die Beladung des Blattes erfolgte wie schon bei DCF iiber den Transpirationsstrom iiber
einen Zeitraum von 3 Stunden.

Entfirbung

Da sowohl NBT als auch DAB nicht fluoreszieren, sondern als Farbstoff ausfallen, ist es nétig, vor
der Auswertung das Blatt zu entfirben (sonst wiirde insbesondere das Chlorophyll die Farbstoffe
verdecken). Dies geschieht, indem man das Blatt fiir ca. 24 h in eine Losung aus 40 ml Ethanol,
10 ml Chloroform und 75 mg Trichloressigsiure (TCA) legt. Danach ist das Chlorophyll fast
komplett verschwunden, und das Blatt kann zur Betrachtung in ein Wasser-Glycerin-Gemisch
(1:1) gelegt werden, was das Austrocknen verhindert.

14.2 Fluoreszenzmikroskop fiir DCF-Messungen

Wie im Abschnitt 14.1.1 beschrieben, beruht der Nachweis von HyO9 mit dem Farbstoff DCF
auf der Messung seiner Fluoreszenz. Hierzu diente der in Abbildung 14.3 gezeigte Messaufbau.

14.2.1 Aufbau und Floureszenzmessung

. Spiegel ——»,
A Petrischale Laser (rot)l« B
| i Laserstra
r Blatt Blende\
‘ ‘ ‘ xy-Tisch ‘
[ 1]
<«— Objektiv P C
Dichroitischer Petrt Abstand-
Strahlteiler \ 4 \
blau r Xenon-Brenner (TR | (EEEEEe \
| 2=485 nm :
Griinfilter ;
OzkuurIT;r . \ 7 klamnyern
Strahlweg- ES shutter (T H
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Abbildung 14.3: Messaufbau zur Erfassung der Fluoreszenz von DCF-DA als Hy Oa-Nachweis. (A) Das
mit DCF-DA beladene Blatt liegt in einer Petrischale von zwei Klammern fiziert auf
dem xy-Tisch. Die Xenon-Lampe erzeugt das Messlicht (Anregungslicht fir die DCF-
Fluoreszenz) bei A\ = 488 nm. Die Fluoreszenzemission wird durch den dichroitischen
Strahlteiler (blaues Licht zum Blatt hin und griines weg) und einen Strahlumschalter
wahlweise zum Okular oder zur CDD-Kamera geleitet. Uber einen Spiegel und durch
eine Blende aus Alufolie beschrinkt, kann ein Laserstrahl (aktin. Licht) auf das Blatt
gegeben werden. Der PC steuert den Laser und die Leuchtdauer des Anregungslichtes
(iber den Shutter) und nimmt das Kamerasignal auf. (B) Das Blatt von vorne gesehen
mit der Blende und den Abstandhaltern (nicht mafstabsgetreu). (C) Aufsicht auf die
Petrischale und das befestige Blatt.

Zur Messung wird das mit Farbstoff beladene Blatt in eine Petrischale gelegt und von zwei
kleinen Haltern fixiert (siche Abb. 14.3 C). Das untere Blattende steckt in einem kleinen Gefifl
(Eppendorf-Tube, 0,5 ml), welches mit SM-Medium (Standard-Medium: 1 mM KCl, ImM CacCl,
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1mM MgCly, pH 6,2) gefiillt ist und der Wasserversorgung wihrend der Messung dient. Die mit
dem Blatt beladene Petrischale wird iiber dem Objektiv (falls nichts anderes angegeben: 10x
Nikon Fluor 10 Ph2DL) des inversen Mikroskops (Diaphot, Nikon, Diisseldorf) befestigt (siehe
Abb. 14.3 A). Mikromanipulatoren ermoglichen eine horizontale 2-dimensionale Bewegung des
xy-Tisches; Beschreibung auch in Plieth und Hansen (1996).

Strahlteiler

Anregungslicht

Emissions-
filter

normierte Fluoreszenz (DCF)
bzw. Transmission (Filter)

0 T T T T T T T T T T T
400 450 500 A/nm 550 600

Abbildung 14.4: Anregungs- und Emissionsspektrum des Fluoreszenz-Farbstoffes DCF und Transmis-
stonsspektren des im Mikroskopaufbau verwendeten Strahlteilers und Emissionsfilters.
Der Pfeil markiert die Wellenlinge des Anrequngslichtes der Xenon-Lampe.

Abbildung 14.4 zeigt das Anregungs- und Emissionspektrum von DCF. Bei den gekennzeich-
neten 488 nm erfolgt die Anregung mit dem Licht einer Xenon-Lampe mit nachgeschaltetem
Monochromator (TILL Photonics, Grifelfing). Dies geschieht so weit entfernt vom Maximum,
da sonst eine saubere Trennung vom Emissionslicht nicht gewéhrleistet wéire. Das Anregungs-
licht wird {iber einen dichroitischen Strahlteiler (500dcxr, AHF, Tiibingen) durch das Objek-
tiv zum Blatt geleitet. Vom Fluoreszenzlicht trennt dieser Strahlteiler den langwelligen An-
teil ab (Spektrum siehe Abb. 14.4). Ein weiteres Emissionsfilter (HQ535/50, AHF) entfernt
dahinter die Anteile mit einer Wellenlénge grofler als ca. 560 nm, so dass weitestgehend die
DCF-Fluoreszenz-Antwort alleine zur Auswertung auf einen Strahlwegumschalter trifft. Dieser
fithrt das Licht wahlweise zum Mikroskop-Okular oder zu einer CCD-Kamera (TILL) mit einer
Auflésung von 640x480 Punkten mit je 12 Bit. Der Steuerrechner synchronisiert den Shutter
mit der Bildaufnahme der Kamera. Bei allen folgenden Messungen betrug die Leuchtzeit der
Lampe 5 ms, falls nichts anderes angegeben wurde. Alle 12 s wurde eine Aufnahme gemacht.

14.2.2 Messsteuerung und Bildauswertung

Die Steuerung des Messablaufes (Anregungslicht, Lichtsteuerung), die Aufnahme und Speiche-
rung der Bilder und die Auswertung erfolgte mit der Software TillVision (Version 3.31, TILL).

Fiir die Auswertung erméglicht es die Software, interessante Bereiche in den Bildern (ROI:
»Region of Interest*) zu markieren und dann den Intensitdtsmittelwert iiber diese Flidchen zu
berechnen. Je nach Messprotokoll dient bereits dieser Mittelwert als Messergebnis oder seine
zeitliche Abfolge.
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14.2.3 Aktinisches Licht

Das aktinisches Licht erzeugt der in der Abbildung 14.3A eingezeichnete Laser (Wellenldnge
632 nm). Es kamen zwei verschiedene Konfigurationen zum Einsatz, um das Laserlicht auf das
Blatt zu lenken: mit Umlenkspiegel oder mit Lichtleitfaser (siche unten).

Bestimmung der Blattabsorption

Bei dem verwendeten Aufbau wurde die Fluoreszenz von unten gemessen, stammte also nur von
den unteren Zellschichten. Das Laserlicht hingegen wurde von oben eingestrahlt, es musste also
erst das Blatt durchqueren, bevor es dort wirken konnte, wo die Fluoreszenz gemessen wurde.
Zur Einschétzung, wieviel Licht dort noch ankommt, wurde die Blattabsorption bestimmt.

Die Lichtintensitéit des Lasers wurde mit und ohne Blatt aufgenommen. Hierfiir musste
der Laserstrahl mit Graufiltern (bei Umlenkspiegel: 0,12% Transmission, bei Lichtfaser: 1,2%)
stark abgeschwicht werden, um die Kamera nicht zu iibersteuern. Der Strahlteiler (welcher
das rote Laserlicht sonst herausfiltert) wurde dazu herausgenommen. Aus dem Quotienten der
gemessenen Intensititen ergab sich eine Transmissionsrate zwischen 3 und 4% fiir den nach
Abschnitt 4.1.2 angezogenen jungen Weizen.

Laser mit Umlenkspiegel

Wie in der Abbildung 14.3A eingezeichnet, wurde der Laser durch einen Spiegel von oben
auf das Blatt gelenkt. Da bei dem verwendeten 10-fach-Objektiv der beleuchtete Bereich den
ganzen , Sichtbereich“ der Kamera abdecken wiirde, wurde oberhalb des Blattes eine Blende
aus Alufolie mit einem kleinen Loch (@ ca. 0,7 mm) gelegt. Um den Gasaustauch nicht zu
behindern, wurden Abstandshalter verwendet (siehe Abb. 14.3B).

Die Intensitéit des Lasers auf Hohe der Petrischale wurde mit einem Licor-Gerét (Li-250, Li-
Cor, Lincoln, Nebraska, USA) bestimmt zu 22.300 gmol m~2s~! (Dies ergab sich aus folgenden
Daten: Geriteanzeige: 171 umol m~2s~!, Fliiche Lichtsensor: 50 mm?, Fliiche des Loches in der
Folie und damit des Laserflecks auf dem Sensor: 0,38 mm?; dies resultierte in einem Korrektur-
faktor fiir die Geréteanzeige von 130.). Daraus ergab sich mit der gemessenen Blattabsorption
eine Laserintensitéit auf der Blattunterseite von 670 bis 890 pmol m2s~!.

Laser mit Lichtleitfaser

Der Leuchtfleck des Lasers war trotz der Blende relativ grofl. Um den Bereich zu verkleinern,
wurde in einer anderen Variante das aktinische Licht mit einer Lichtleitfaser (Durchmesser
250 pm) gefiihrt, die vorsichtig mit einem Mikromanipulator auf das Blatt aufgesetzt wurde.
Hier ergab sich die Lichtintensitit am Ende der Leitfaser zu ca. 5000 ymol m~2s~! (Geriite-
anzeige: 5 pmol m~2s~!, Fliche Lichtsensor: 50 mm?, Fliche des Laserfleck auf dem Sensor:
0,05 mm?, ergab einen Korrekturfaktor fiir die Geriiteanzeige von 1004). Mit der gemessenen
Blattabsorption blieben dann auf der Unterseite noch 150 bis 200 gmol m~2s~! iibrig.

Helligkeit des Messlichtes

Das blaue Fluoreszenz-Anregungslicht wurde auf die gleiche Weise mit dem Lichtmessgerét
bestimmt, nur dass dieses Licht von unten durch das Objektiv geleitet wird (siehe Abb. 14.3A)
und damit von der Vergroflerung abhéngig ist.

Da das Messlicht nur eine kurze Zeit eingeschaltet war und sich die aktinische Wirkung aus
dem Mittelwert {iber die Zeit ergab, musste die gemessene Intensitéit durch das Tastverh&ltnis
T geteilt werden:

taus 12
= = — 92400 (14.1)

T =
tan oms
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In der Tabelle 14.1 finden sich die bei den verschiedenen Objektiven gemessenen Lichtinten-
sitdten und die daraus ermittelten aktinisch wirksamen Lichtstérken. Zumindest bei den ver-
wendeten 4-fach und 10-fach Objektiven ist das Messlicht so schwach, dass es keine aktinische
Wirkung haben diirfte.

Tabelle 14.1: Intensititen des 488nm-Anrequngslichtes fir die DCF-Fluoreszenz: Der gemessene
Durchmesser des Lichtflecks ergibt zusammen mit den Maflen des Sensors des Licht-
messgerdtes (08 mm) den Umrechnungsfaktor von der gemessenen auf die tatsichliche
Intensitdt.

Objektiv | @OLichtfleck | Faktor Intensitét tatsdchliche aktinische
gemessen Intensitét Intensitét
4x 2 mm 15,21 | 41 pmol m2s~ 1 | 623 ymol m s~ ' | 0,3 pmol m 25!
10x 1,2 mm 42,25 | 45 pmol m~2s~! | 1901 pmol m~2s~! | 0,8 ymol m 25!
20x 0,5 mm 243 | 40 pmol m~2s7! | 9734 pmol m~2s~ ' | 4 pmol m2s7!

14.3 Morphologische Untersuchungen zur ROS-Entwicklung bei
Pilzbefall

Die folgenden Bilder sollen einen Eindruck vermitteln, wie ein Pilz sich auf einem Blatt aus-
breitet und an welchen Stellen die ROS-Entwicklung stattfindet.

14.3.1 Bildaufnahme

Die Aufnahmen in Abb. 14.5A-C und 14.6 entstanden mit der in Abschnitt 14.1.1 beschrie-
benen DCF-Technik: Die Blétter (angezogen wie in Abschnitt 4.1.2 (S.25) beschrieben) wur-
den mit Septoria tritici infiziert und mit dem Farbstoff DCF-DA beladen. Dieser wurde bei
Raumlicht {iber mehrere Stunden aufgenommen. Dann wurden die Bilder mit einem konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskop aufgenommen (Anregung mit Argon-Laser bei 488 nm, Detektion
bei 505-540 nm; verwendete Geréte: Abb. 14.5A B: Zeiss LSM510 mit Objektiv Achronplan
10x 0,30WPh1; Abb. 14.5C und 14.6: Leica TCS SP mit Objektiv HC PL Apo 20x/0,70). Die
Graubilder des Detektors wurden griinlich eingefarbt.

Das Bild 14.5C ist eine orthogonale Projektion aus einem Stapel von 32 Bildern mit einem
Abstand (in z-Richtung) von 5 pm.

Die Abbildungen 14.5D und 14.7 zeigen die Aufnahme von zwei Blattstellen eines inzifierten
und mit DAB beladenen Weizenblattes nach dessen Entfarbung. Die Bilder wurden mit einem
Macromikroskop (ILD Heerbrugg Makroskop M 420 ), VergroBerung 32x, und einer Sony 3CCD-
Kamera aufgenommen und mit der Software Imagic Image Access 3.10 verarbeitet.

14.3.2 Pilzhyphen

In Abb. 14.5A riithrt die DFC-Fluoreszenz von zwei Strukturen her: von den parallelen Leit-
biindeln des Blattes und von dem sich netzartig iiber das Blatt ausbreitenden Pilz. Ein sehr
dhnliches Bild ergibt sich bei der Benutzung des Farbstoffes DAB: Auch in Abb. 14.5D sind die
Leitbiindel und die Hyphen gut zu erkennen. Die ROS-Produktion in den Leitbiindeln ist keine
Folge der Pilzinfektion, sondern ein integraler Bestandteil des pflanzlichen Wachstumsprozesses.
Die Ligninbildung in den Winden benétigt die Anwesenheit von ROS (Belinky et al., 2003; Ros-
Barcel et al., 2002; Pomar et al., 2002; Thordal-Christensen et al., 1997; Ros-Barcel6, 1995).
Fiir das Projekt dieser Arbeit ist die ROS-Bildung entlang der Hyphen von Bedeutung. Hierbei
ist noch nicht einmal sicher, ob der Pilz ROS benoétigt, um die Zellwénde zu zerstoéren, oder die
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Pflanze mit dem ROS die Pilzhyphen angreift (Rolke et al., 2004; Moore et al., 2002; Doke und
Miura, 1995; Hiickelhoven et al., 1999, 2000; Hiickelhoven und Kogel, 2003).

Aber auch die ROS-Bildung um die Hyphen steht nicht im Zentrum des Interesses dieser
Arbeit. Es geht um die Wirkung des Pilzes auf den Stoffwechsel in Chloroplasten und Mitochon-
drien und weniger um die bereits intensiver untersuchte ROS-Bildung im Apoplasten (Hiickelho-
ven et al., 2000; Schopfer et al., 2001). Abb. 14.7 zeigt einen Bereich mit ROS-Entwicklung, der
nicht mehr eindeutig den Hyphen zuzuordnen ist. Hier scheint das ganze Gewebe zu antworten.
Ebenso ist in den Abbildungen Abb. 14.5B, C ein weitverzweigtes Netz von Pilzhyphen erkenn-
bar. Die Bereiche dazwischen leuchten aber ebenfalls schwach und zeigen so ROS-Entwicklung
im Gewebe an.

In Hinblick auf die Frage der ROS-Bildung auflerhalb der Hyphenkontakt-Linien ist Abb.
14.6 wichtig. Hier ist die rote Chlorophyll-Fluoreszenz mit der griinen DCF-Fluoreszenz iiberla-
gert worden. Koinzidenz der Entstehungsorte sollte zu gelbem Licht fithren. Man sieht tatséch-
lich eine weitgehende Koinzidenz von Chlorophyll-Fluoreszenz und DCF-Fluoreszenz. Einige
groflere griine Flecken sind zu erkennen, was entweder auf massive ROS-Freisetzungen in Form
einer hypersensitiven Reaktion hindeutet (Hiickelhoven et al., 1999; Thordal-Christensen et al.,
1997; Wei et al., 1994) oder aber auf dichteres Hyphengeflecht des Pilzes.

Die tiberwiegend gelb-rotliche Farbe konnte ein Hinweis sein, dass das pilzinduzierte ROS
in den Chloroplasten entsteht. Doch die rdumliche Auflésung ist zu gering um auszuschliefien,
dass auch Mitochondrien oder Peroxisomen auf der Oberfliche der Chloroplasten dieses ROS
produzieren.

14.3.3 Unterschiede der Farbstoffe

Im Abschnitt 14.1 war gesagt worden, dass andere Farbstoffe als DCF zur Kontrolle eingesetzt
werden, da reduzierende und oxidierende Substanzen in der Zelle zusétzlich zur eigentlichen
ROS-Last das DCF und damit die gemessene Fluoreszenz beeinflussen. Ein Vergleich der mit
DCF aufgenommenen Bilder in Abb. 14.5A-C mit den Aufnahmen mit DAB in Abb. 14.5D und
14.7 zeigt aber deutlich, dass die Farbung dhnliche Bereiche betrifft und sich nicht signifikant
in der Qualitéit unterscheidet, so dass beide Farbstoffe eingesetzt werden koénnen.
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Abbildung 14.5: Bilder von Weizenblittern, die zuvor mit Septoria tritici infiziert wurden. (A-C)
DCF-Fluoreszenz von mit DCF-DA beladenen Blittern aufgenommen mit einem kon-
fokalen Mikroskop. Das Floureszenz-Signal ist griin eingefdrbt. Hauptsdchlich erkenn-
bar sind die gefirbten Pilzhyphen, eine diffuse ROS-Verteilung im Umfeld und in A
die Leitbiindel. (D) ROS-Nachweis mit DAB, das bei Kontakt mit Hy Os als braunes
Polymer ausfillt. Danach wurde das Chlorophyll entfernt, das Blatt firiert und un-
ter dem Mikroskop photographiert. Deutlich erkennbar sind die Blattadern (horizon-
tal), bei denen die ROS-Erzeugung mit der Lignin-Bildung zusammenhdngt, zusdtzlich
deutlich eine Pilzhyphe.
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200.00 pm

Abbildung 14.6: DCF-Fluoreszenz eines mit DCF-DA beladenen Weizenblattes, das zuvor mit Septoria
tritici infiziert wurde, aufgenommen mit einem konfokalen Mikroskop. Das Bild zeigt
eine Uberlagerung der griin gefirbten DCF-Fluoreszenz, aufgenommen bei 520 nm,
und der rot eingefirbten Chlorophyll-Fluoreszenz, aufgenommen bei 680 nm. ROS-
Entwicklung in den Chloroplasten erscheint damit als gelb

Abbildung 14.7: ROS-Nachweis mit DAB: Ein mit Septoria tritici infiziertes Weizenblatt wurde mit
dem Farbstoff DAB beladen, der bei Kontakt mit Hy Os als braunes Polymer ausfdllt.
Danach wurde das Blatt fixiert und unter dem Mikroskop photographiert. Deutlich
erkennbar sind die Blattadern (horizontal), bei denen die ROS-Erzeugung mit der
Lignin-Bildung zusammenhdingt, deutlich auch ein Bereich verstirkter ROS-Bildung
mm Gewebe aufgrund der Infektion.
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14.4 ROS-Bilder mit NBT

Fiir besser aufgeloste Bilder wurden fiir diesen Abschnitt Messungen mit Blattschnitten ange-
fertigt. Weizenbléatter wurden mit Septoria nodorum infiziert. 48 h spéter wurde der Farbstoff
NBT (nitroblue tretrazolium) geladen (uptake 3h; 21°C; bei Licht), indem die abgeschnittenen
Weizenblétter ihn mit dem Transpirationsstrom ansaugten. Die Fixierung und Entfiarbung er-
folgte wie im Abschnitt 14.1.2 beschrieben. Zusétzlich wurde bei einigen Blittern Azid geladen,
welches den gesamten Energie-Stoffwechsel ausschaltet.

Die mikroskopische Analyse erfolgte im Hellfeld. Gefrierschnitte wurden als fixiertes Material
nach Einbettung in 20%Sucrose/PBS hergestellt und mikroskopisch analysiert.

- Inf + Azid NA+AzId
Abbildung 14.8: Mikroskopischer Nachweis von ROS im Blattgewebe von Weizen durch den Indikator-
farbstoff Nitrotetrazolium Blau (NBT), der nach Reaktion mit Oy als blaues unlésli-
ches Polymer im Gewebe ausfillt. (A) Mit Septoria nodorum infiziertes Blatt ohne
Azid-Behandlung. (B) Kontrollblatt ohne Azid-Behandlung (C) Infiziertes Blatt mit
Azid-Behandlung (schliefit alle Membranen kurz und legt damit den gesamten Ener-

giestoffwechsel lahm. (D) Kontrollblatt mit Azid-Behandlung. Messungen von Frau
Dr. Christine Desel (AG Krupinska, Botanik, Kiel).

Abb. 14.8 zeigt, dass ROS an den Leitungsbahnen auftritt. Dies enthélt keine hier wichtige Aus-
sage, da diese ROS-Bildung mit der stéindig laufenden Lignin-Bildung zusammenhéngt. Aber
die infizierten Pflanzen zeigen eine stirkere Bildung und dies insbesondere auch auflerhalb der
Leitungsbahnen. Die stirkere Wirkung in Abwesenheit von Azid (Abb. 14.8A) bedeutet, dass
der Stoffwechsel wichtig fiir die ROS-Bildung ist. Das Auftreten von ROS in Zellen wird sehr
viel deutlicher in den Schnitten der Abb. 14.9. Im infizierten Blatt (Abb. 14.9A) tritt ROS in
Mesophyllzellen aufierhalb des Leitungsgewebes auf. Die Ausschnittsvergrofierung (Abb. 14.9
C und D) von Abb. 14.9A bestétigt, dass in den Mesophyllzellen und nicht in den Epidermis-
zellen ROS vermehrt gebildet wurde. Insbesondere bei der hoheren Vergroflerung (Abb. 14.9D)
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Abbildung 14.9: Detektion von ROS im Blattgewebe (Blattquerschnitt; ohne Azid-Behandlung) von
Weizen. (A, C, D) Blatt infiziert mit Septoria nodorum, (B, E) Gesundes Blatt.
Messungen von Frau Dr. Christine Desel (AG Krupinska, Botanik, Kiel).

weisen die gesprenkelte Oberflichenstruktur der Plastiden sowie kleinere granulédre Strukturen
in den peripheren Bereichen des Cytoplasma auf ROS-Entstehung auflerhalb der Plastiden hin.
Moglicherweise ist dies ein Hinweis auf die Entstehung in den Peroxisomen. Dies wiirde sehr
gut zu den Ergebnissen aus den biophysikalischen Messungen der Abschnitte 9 und 12.3 passen,
die eine verstéirkte Photorespiration bei Pathogenbefall anzeigten. Im Kontrollblatt (Abb. 14.9
B und E) kann ROS nur in den Leitungsbahnen oder um sie herum nachgewiesen werden. Fiir
ein endgiiltiges Statement reicht jedoch die Auflésung nicht aus.

14.5 Infektionsverlauf mit DAB-ROS-Bildern

Im vorigen Abschnitt wurde gezeigt, dass sich die Pilzinfektion durch ROS-Bildung im Blatt
bemerkbar macht. Der hierbei eingesetzte Farbstoff DAB soll nun dazu benutzt werden, die
ROS-Bildung und ihre rdumliche Ausdehnung in unvergifteten und mit Inhibitoren versetz-
ten Bléttern zu studieren. Der Einsatz von Stoffwechsel-Inhibitoren ist eine weit verbreitete
Methode zur Identifizierung von Reaktionswegen in lebenden Organismen. Die verwendeten
Inhibitoren wurden bereits im Abschnitt 4.3 (S.29) beschrieben. Die Farbstoff-Gift-Losungen
wurden jeweils fiir jede Messung neu angesetzt geméfl Tabelle 14.2. Es wurde DAB fiir eine
Endkonzentration von 5 mM hinzugefiigt und dann das Messvolumen mit SM-Medium auf 1
ml aufgefiillt.

Die Infektion geschah wie in Abschnitt 4.2.3 (S. 29) beschrieben. Zur Messung wurden die
gesunden oder infizierten Blatter unter Wasser abgeschnitten, damit der Transpirationsstrom
nicht durch eingezogene Luft unterbrochen wurde, und fiir 3 h in die Beladungslosung gestellt
wie in 14.1.2 beschrieben.

Die Beleuchtungsphase von 3 h fand bei Fensterlicht (Intensitit ca. 200-400 pmol m~2s~1)
statt. Danach wurden die Blétter in Wasser iiberfithrt und nach 18 h wie beschrieben entfiarbt.

Die Bildfolgen zeigen die ROS-Entwicklung in gesunden Weizenblédttern und in Blattern
nach jeweils ein, zwei oder drei Tagen nach der Infektion mit Septoria tritici. Die Auswertung
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Tabelle 14.2: Lisungen fiir Farbstoff-Messungen mit Giften

Losung | Gift
K Kontrolle (nur SM)
S 20 mM SHAM
A 10 pM Antimycin
G 10 mM Glyceraldehyd
S+A | 20 mM SHAM und 10 gM Antimycin

konzentrierte sich auf zwei verschiedene Bereiche der Blédtter: Es gab Bereiche mit sichtbaren
Infektionsherden und solche, in denen keine erkennbar waren. Aus diesem Grunde werden in
einigen Abbildungen auch zwei Spalten gezeigt, die nach diesen beiden Phénomenen getrennt
sind. Von den nach diesen Gesichtpunkten ausgewihlten Blattstellen wurden dann im Macro-
Mikroskop (siehe Abschnitt 14.3) Aufnahmen gemacht. Die Abbildungen 14.10 bis 14.13 zeigen
davon typische Bilder.

14.5.1 Bilder des Infektionsverlaufes ohne Inhibitoren

Die Abbildung 14.10 zeigt DAB-Messungen ohne Inhibitoren (Stoffwechsel-Gifte), wobei A und
B die uninfizierten Kontrollen zeigen und C-H infizierte Blétter. Die Infektion geschah einen
Tag (C,D), zwei Tage (E,F) oder drei (G,H) Tage vor der Messung.

Die gesunden Kontrollbldtter (Abb. 14.10A,B) zeigen in den Leitbiindeln eine leichte Braun-
farbung, dazwischen finden sich keine sichtbaren ROS-Anzeichen. Am ersten Tag nach Infektion
in Abb. 14.10C ist deutlich eine braune Stelle zu erkennen, die auf ein Infektionsereignis hin-
deutet. Es gibt aber auch Bilder, bei denen am ersten Tag noch keine Wirkung der Infektion
zu sehen ist (14.10D). Am zweiten Tag nach Infektion (Abb. 14.10E,F) sind deutlich ausge-
dehnte braune Stellen zu erkennen, die auf eine fortschreitende Infektion hindeuten. Dies gilt
in erster Linie fiir die deutlich sichtbaren Infektionsherde. Interessant ist aber auch, dass die
ROS-Produktion entlang der Leitungsbahnen angeregt wird, denn jetzt treten auch die kleinen
Leitungsbahnen deutlicher hervor (Vergleich von Abb. 14.10A,B mit Abb. 14.10E,F). Am drit-
ten Tag nach Infektion findet man sowohl ein weit ausgedehntes Infektionsgebiet (14.10G) als
auch starke lokale, sehr intensive Braunfirbungen (Abb. 14.10H).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Infektion mit Septoria tritici eine Bildung von
deutlichen Braunfarbungen zur Folge hat, welche sich nicht bei gesunden Kontrollbléittern fin-
den. Also scheint die Infektion eine spezifische ROS-Erzeugung zu stimulieren, welche mit DAB
in diesem System nachweisbar ist. Auch scheint die ROS-Bildung lokal begrenzt um die mut-
mafliche Infektionsstelle herum zu geschehen.
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A

Abbildung 14.10: Kontrolle (kein Stoffwechselgift): Weizenblitter wurden mit DAB beladen, inkubiert
und entfirbt. (A,B) gesunde Blditter, (C-H) mit Septoria tritici infizierter Weizen:
(C,D) Tag 1 nach Infektion, (E,F) 2 Tage danach, (G,H) 3 Tage nach Infektion.
Bei den infizierten Bldttern sind die Infektionsstellen deutlich erkennbar. Die Ver-
groflerung ist bei allen Bilder dieselbe.
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Abbildung 14.11: SHAM: Weizenblitter wurden mit SHAM und DAB beladen, inkubiert und entfdrbt.
(A): gesundes Blatt, (B,C) mit Septoria tritici infizierter Weizen am Tag 1 nach
Infektion, (D) infiziertes Blatt am Tag 2, (E,F) infizierte Blitter am Tag 3 nach
Infektion. Bei (C) und (F) ist deutlich eine Lision erkennbar, (B,D,E) zeigen keine
Symptome. Die Vergrioflerung ist bei allen Bilder dieselbe.



14.5.2 Bilder des Infektionsverlaufes unter SHAM 147

14.5.2 Bilder des Infektionsverlaufes unter SHAM

SHAM ist wie in Abschnitt 4.3 (S. 29) beschrieben ein Inhibitor der Alternativen Oxidase
in den Mitochondrien (AOX), welche iiberschiissige Redox-Aquivalente verbrennt und damit
ROS-Bildung in den Mitochondrien verhindert (Maxwell et al., 1999; Purvis, 1997; Guo et al.,
2005).

Bei einer Vergiftung mit SHAM (Abb. 14.11) ergibt sich ein teilweise anderes Bild als in den
Versuchen ohne Inhibitoren. Insbesondere miissen hier auf infizierten Blattern Bereichen ohne
sichtbaren Infektionsherd (linke Spalte) von solchen mit Infektionsherd (rechts) unterschieden
werden.

Abb. 14.11A zeigt das nicht-infizierte, aber mit SHAM inkubierte Blatt. Es erscheint etwas
dunkler als die gesunden Blétter in Abb. 14.10A,B. Doch der Grundton enthélt aufnahmetech-
nisch bedingte Schwankungen und sollte nicht absolut gesehen werden. Die wichtige Aussage
steckt eher im Verhéltnis der Farbung der groflen und mittleren Leitungsbahnen und im Auf-
treten von Infektionsherden. Die linke Spalte in Abb. 14.11 zeigt als deutliches Zeichen fort-
schreitender Infektionsdauer (1. Tag 14.11B, 2. Tag 14.11D; 3. Tag: 14.11E) eine Erhshung
der ROS-Bildung in den kleineren Leitungsbahnen. Auch wird der Raum zwischen den Adern
etwas dunkler als Wirkung des SHAM allein oder in Kooperation mit der Infektion. Bei dem
gesunden Blatt (Abb. 14.11A) sind auch, wie schon bei der Kontrolle (Abb. 14.10A,B), nur die
Leitbiindel zu sehen, aber hier unter SHAM sind diese deutlich dunkler. Auch bei den infizierten
Blattern ohne erkennbare Reaktion (Abb. 14.11B,D,E) sind nur die Leitbiindel stérker gefarbt.
Bei der Blattstelle mit sichtbarem Infektionsherd (Abb. 14.11C) sieht das Bild anders aus: Hier
ist genau wie bei den infizierten Blédttern ohne Inhibitoren (Abb. 14.10 E-H) jeweils eine deut-
liche Lasion erkennbar, an der offenbar die Infektion stattgefunden und sich verbreitet hat. Der
stiarkste Unterschied gegeniiber den nicht-vergifteten infizierten Blédttern in Abb. 14.11E-F liegt
im Umfeld des in Abb. 14.11C sichtbaren Infektionsherdes: Dieser Bereich ist am 1. Tag deutlich
heller geworden.

Am dritten Tag nach Infektion (Abb. 14.11F) verschwindet die Aufhellung um den Infekti-
onsherd. Die Fléche ist etwas dunkler als bei dem nicht-infizierten SHAM-Blatt (Abb. 14.11A),
aber die Anfirbung der mittleren Leitungsbahnen ist noch immer geringer als bei den infizier-
ten Blittern der linken Spalte von Abb.14.11. Es scheint so, dass unter SHAM die Pflanze all
ihre Abwehrkraft auf den Infektionsherd konzentriert. Dass SHAM, das das Sicherheitsventil
in den Mitochondrien, die AOX, blockiert, zur Erhéhung der ROS-Bildung fiihrt, mag auf den
ersten Blick nicht verwundern, eher schon die beobachtete Abnahme der Braunfarbung in Abb.
14.11C.
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14.5.3 Bilder des Infektionsverlaufes unter Glyceraldehyd

Glyceraldehyd inhibiert, wie in Abschnitt 4.3 (S.29) beschrieben, die RubisCO, das fiir die CO3-
und O9-Bindung zusténdige Enzym des Calvin-Zyklus (siehe Abschnitt 3.2.4, S.15). Dies kann
zur Uberreduktion der photosynthetischen Elektrodentransportkette fithren und ROS erzeugen
(Hoffmann et al., 2005). Bilder vom Infektionsverlauf in Bléttern, die mit Glyceraldehyd ver-
giftet wurden, finden sich in der Abb. 14.12: Gesunde Kontrolle 14.12A; Messung am Tag 1 bis
3 nach Infektion in B,C bzw. D,E bzw. F,G. Wieder zeigt die linke Spalte (Abb. 14.12A B,D,F)
solche Blitter ohne sichtbaren Infektionsherd und die rechte (Abb. 14.12C,E,G) solche mit
deutlichem Infektionsherd.

In dieser Umgebung beginnt die erhohte ROS-Bildung bereits am ersten Tag der Infektion
(Abb. 14.12C). Die Aufhellung des Umfeldes wie bei SHAM (Abb. 14.11C) ist an den ersten
beiden Tagen nicht zu erkennen. Allerdings kénnte ein leichter Aufhellungseffekt in der Um-
gebung der Infektsstelle sich aus dem Vergleich von Abb. 14.12F und Abb. 14.12B ergeben.
Moglicherweise bedeutet der sehr lokalisierte und geschrumpfte Infektionsherd in Abb. 14.12G
auch, dass der Pilz besiegt wurde.

14.5.4 Detailfragen der ROS-Bilder unter SHAM und Glyceraldehyd

In den oben berichteten Messungen war als besonders interessanter Effekt herausgehoben wor-
den, dass in den SHAM-Messungen im Umkreis des Infektionsherdes eine Reduzierung der
ROS-Bildung auftritt im Gegensatz zu Blattstellen, die entfernter vom Infektionsherd liegen.
Um dieses Ergebnis zu unterstiitzen, konzentrierte eine neue Messreihe sich auf diesen Ver-
gleich: In den Bildern der Abb. 14.13 ist die Griinfadrbung schwécher geworden, weil die Blétter
in der Entfiarbelosung gelagert wurden. Auf die Interpretation, die sich nur auf die braunen
Ablagerungen des DAB stiitzt, sollte dies keinen Einfluss haben.

Die Bilder 14.13A und B zeigen zwei Stellen desselben vor einem Tag infizierten und mit
SHAM vergifteten Blattes. Die sichtbaren Blasen (die rund umrandeten Gebiete) lassen die
rdumliche Zuordnung erkennen. Abb. 14.13A zeigt eine Stelle ohne sichtbaren Infektionsherd,
bei der, wie schon oben gezeigt, die Leitbiindel stark gefarbt sind. In Abb. 14.13B hingegen ist
ein Infektionsherd sichtbar, und die Leitbiindel sind deutlich heller. Da sich diese beiden Stellen
auf dem selben Blatt in unmittelbarer Nachbarschaft befinden (im Gegensatz zu den Bilder aus
Abb. 14.11B, C), kann man hier davon ausgehen, dass die unterschiedlichen Helligkeitswerte
nicht auf Beladungseffekte zuriickzufithren sind. Damit zeigen Abb. 14.13A und B besonders
deutlich, dass unter SHAM tatséchlich Blattstellen mit einer Infektion in ihrem Umfeld die
ROS-Bildung unterdriicken, wihrend Blattstellen, die nur wenig entfernter liegen und uninfiziert
erscheinen, mit einer ROS-Erhéhung antworten.

Das Bild 14.13C aus dieser Messreihe bestétigt noch einmal, dass am 3. Tag der Infektion
unter SHAM auch in der Umgebung der Infektionsherde die ROS-Erzeugung stark angestiegen
ist.

Messungen der gleichen Reihe zeigen erneut den Unterschied zwischen SHAM- und Glycer-
aldehyd-Wirkung. In den Abbildungen 14.13D und E findet sich je ein Blatt am Tag 1 und 2
mit Glyceraldehyd-Vergiftung, welche sich offenbar anders als SHAM auswirkt, da hier auch die
Zwischenbereiche trotz Anwesenheit des Infektionsherdes dunkel sind.
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Abbildung 14.12: Glyceraldehyd: Weizenblitter wurden mit Glyceraldehyd und DAB beladen, inkubiert
und entfirbt. (A): gesundes Blatt, (B,C) mit Septoria tritici infizierter Weizen am
Tag 1 nach Infektion, (D,E) infizierte Blitter am Tag 2, (F,G) infizierte Blitter
am Tag 3 nach Infektion. Bei (C,E,G) ist deutlich eine Lision erkennbar, (B,D,F)
zeigen keine Symptome. (E) zeigt zusditzlich eine Pilzhyphe. Die Vergriflerung ist
bei allen Bilder dieselbe.
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Abbildung 14.13: Detailfragen: Weizenblitter wurden mit DAB und mit (A-C) SHAM bzw. (D,E)
Glyceraldehyd beladen, inkubiert und entfirbt. (A,B) mit SHAM und am Tag 1 nach
der Infektion mit Septoria tritici: zwei Stellen direkt nebeneinander auf demselben
Blatt (erkennbar an den Blasen), (A) ohne Ldsion, (B) mit Pilzbefallsstelle. (C)
mit SHAM am Tag 3 nach der Infektion, (D) mit Glyceraldehyd am Tag 1 nach
Infektion, (E) am Tag 8 nach Infektion. Die VergrifSerung ist bei allen Bilder die
selbe. Die Bilder dieser Abbildung sind deutlich weniger grin als die aus 14.10 bis
14.12. Dies liegt daran, dass die Bilder hier zu einem spdteren Zeitpunkt gemacht
wurden. Dazwischen lagerten die Bldtter weiter in der Entfdrbelosung, wodurch noch
vorhandene Chlorophyll-Reste weiter ausgediinnt wurden. Dies beeinflusst aber nicht
den Nachweis-Farbstoff.
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14.5.5 Detailaufnahmen einiger ROS-Quellen

Um genauer die Quelle der ROS-Erzeugung feststellen zu kénnen, wurden einige Blattstellen
wie schon oben beschrieben unter dem Mikroskop im Hellfeld analysiert. Dazu wurden die
Bliitter in ein entsprechendes Medium eingebettet (, Einbettmedium*, Jung, Leica Instruments,
Heidelberg), eingefroren und in 50 pum diinne Scheiben geschnitten. Die Abbildung 14.14 zeigt
einige Aufnahmen.

Abbildung 14.14: Weizenblitter wurden mit DAB beladen, inkubiert und entfdirbt. Die Bilder zeigen
jeweils einen Gefrierschnitt unter dem Mikroskop: (A) gesundes Blatt ohne Stoff-
wechselgift, (B) am Tag 1 nach Infektion, (C) am Tag 2 nach Infektion, jeweils ohne
Stoffwechselgift, (D) gesundes Blatt mit Glyceraldehyd.

Bei dem gesunden Blatt (Abb. 14.14A) zeigen sich nur braune, ROS-anzeigende Ablagerungen
im Bereich der Leitbiindel. Dort findet sich auch Farbstoff bei den infizierten Bldttern (Abb.
14.14B,C), aber nun ist auch die obere Epidermis braun geférbt. Die Abb 14.14C zeigt einen
Schnitt durch den brauen Fleck, der schon in der Abb. 14.10E zu sehen war. Die dort gefundenen
Stellen verstiarkter ROS-Bildung finden sich also nur auf der oberen Epidermis und nicht tiefer
im Blatt. In Abb. 14.9 (S. 143) jedoch tritt die ROS-Bildung nach Infektion nur im Gewebe auf.
Offensichtlich gibt es hier verschiedene Phenotypen. Unter welchen Bedingungen diese auftreten,
bleibt indes unklar.

Abb. 14.14D zeigt einen Schnitt durch ein Blatt mit Glyceraldehyd. Hier zeigt sich im
Vergleich zur Kontrolle (A) eine leichte ROS-Bildung, welche iiber das ganze Blatt verteilt ist,
weil die Hemmung der Photosynthese in allen Zellen geschieht.
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14.5.6 Zusammenfassung

Aus den Farbstoff-Messungen mit DAB in diesem Abschnitt ergibt sich das folgende Bild fiir
den Zusammenhang zwischen Infektion, ROS-Bildung und Inhibitorwirkung:

Gesunde, nicht infizierte Bldtter haben eine schwache, mit DAB nachweisbare ROS-Er-
zeugung, die sich auf die groflen Leitbiindel beschrinkt.

Die Infektion unvergifteter Blitter mit Septoria tritici induziert eine deutlich stérkere
ROS-Bildung, welche aber eng begrenzt bleibt um die vermutlichen Infektionsherde. Dieser
infektionsbedingte Anstieg findet sich auch weiter hinten in Abb. 14.17A im Sockel der
DCF-Messungen.

SHAM in gesunden Pflanzen erzeugt bereits eine erhohte ROS-Bildung (Abb. 14.11 linke
Spalte). Dies ist als Folge der Hemmung der Alternativen Oxidase zu erwarten.

Erfolgt nun eine Infektion bei SHAM-vergifteten Blattern, so sieht das Bild vollig anders
aus: Blattbereiche im Umfeld eines Infektionsherdes verhalten sich anders als entferntere,
scheinbar unbefallene Blatter. Die in der Umgebung senken, besonders deutlich am 1.
Tag der Infektion, die ROS-Erzeugung und konzentrieren sie auf den Infektionsherd, die
entfernteren zeigen eine Erh6hung. Hier wére zu untersuchen, ob iiber eine Signaltrans-
duktion die befallenen Blattstellen die unbefallenen in der ndheren Umgebung ,, warnen*
(Heil und Bostock, 2002; Neill et al., 2002b,a).

Wie bei SHAM scheint die Vergiftung mit Glyceraldehyd bereits im gesunden Blatt die
ROS-Erzeugung zu erhohen. Auch dies ist zu erwarten, da die Hemmung des Calvin-Zyklus
zu einer Uberreduktion der photosynthetischen Elektronentransportkette und damit zur
ROS-Erzeugung fithren kann (Hoffmann et al., 2005).

Der Infektionsverlauf unter Glyceraldehyd zeigt bei Blattstellen ohne sichtbaren Infek-
tionsherd eine starke, aber um zwei Tage verzogerte ROS-Entwicklung. Mit sichtbarem
Infektionsherd ist die ROS-Entwicklung von Anfang an stark, und ein Unterdriickungsef-
fekt im Umfeld wie bei SHAM koénnte allenfalls am 3. Tag in die Bilder hineininterpretiert
werden.



14.6 ROS-Entwicklung nach 5-stiindiger Vorbeleuchtung 153

14.6 ROS-Entwicklung nach 5-stiindiger Vorbeleuchtung

In den folgenden Versuchenen soll der Zeitverlauf der ROS-Bildung und insbesondere die Licht-
wirkung untersucht werden. DAB, das bei Kontakt mit ROS ausfillt, ist fiir ein kontinuierliches
Monitoring nicht geeignet. Deshalb kommt jetzt der Fluoreszenzfarbstoff DCF zum Einsatz.

Im vorigen Abschnitt hatte sich in den Bildern der Abbildungen 14.10 bis 14.13 eine un-
gleichméflige Farbstoffablagerung gezeigt. Deshalb erfolgt die Konzentration hier auf die hell
fluoreszierenden Stellen, also auf die Infektionsherde, und es wird die zeitaufgeloste, licht-
induzierte ROS-Entwicklung studiert.

Es wurden zwei Versuchsprotokolle angewandt: Im ersten war die ROS-Entwicklung unter
stationédren Lichtbedingungen (5 h Vorbeleuchtung) zu untersuchen, im zweiten (Abschnitt 14.7)
das Einschaltverhalten nach Intensitédtswechsel.

Zum Nachweis der Entstehung von reaktiven Sauerstoffspezies wurde der im Abschnitt 14.2
beschriebene Fluoreszenz-Mikroskop-Aufbau verwendet, um DCF-Fluoreszenz zu messen (siehe
Abschnitt 14.1.1). Die Weizenpflanzen wurden, wie in 4.1.2 aufgefiihrt, im eigenen Institut
angezogen und waren bei der Messung zwischen 13 und 18 Tagen alt. Die Infektion mit Septoria
tritici erfolgte, wie in 4.2.3 beschrieben, und fand zwischen einem und vier Tagen vor der
Messung statt.

14.6.1 Lichtstabilitit von DCF

Um auszuschliefen, dass bei den folgenden Versuchen der Farbstoff DCF selbst vom Licht oxi-
diert wird, wurde ein Tropfen DCF-DA auf die Petrischale des Mikroskops gegeben (sieche Ab-
schnitt 14.2). Die Abbildung 14.15 zeigt die gemessene DCF-Fluoreszenz. An den bezeichneten
Punkten wurde das starke Laserlicht mit dem Umlenkspiegel ein- und wieder ausgeschaltet.
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Abbildung 14.15: DCF-Fluoresenz eines Tropfens der Losung ohne Blatt. An den gekennzeichneten
Punkten wurde das Laserlicht an- bzw. ausgeschaltet.

Die in der Schale befindliche DA-Form des Farbstoffes leuchtet nicht. Dass sich dennoch ein
Anstieg in der Fluoreszenz zeigt, liegt an den wohl in der nicht ganz sauberen Schale vorhande-
nen Esterasen, die DCF-DA in DCF umgewandelt haben. Da dies nicht sofort geschieht, ergibt
sich der Anstieg. Wichtig fiir die Aussage hier ist allerdings, dass sich weder beim Einschalten
noch beim Ausschalten des aktinischen Lichtes ein Knick in der Kurve ergibt. Dies bedeutet,
dass der Farbstoff selbst nicht auf das starke Laserlicht reagiert.
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14.6.2 Beladung der Pflanzen mit Farbstoff und Giften, Messablauf

Auch hier wurden die beschriebenen Stoffwechselinhibitoren eingesetzt, gemifi Tabelle 14.2
jeweils unter Zugabe von 60 pmol DCF-DA.

Die Weizenbldttchen wurden dann wie schon bei den Versuchen zuvor unter Wasser abge-
schnitten und in die jeweiligen Losungen gestellt. Den Bldttern wurde bei Tageslicht ca. 4-7
Stunden Zeit gegeben, die Losung aufzunehmen. Danach erfolgte die Messung.

Nach der Beladung mit dem Farbstoff und den Giften wurde jeweils ein Blatt, wie im Ab-
schnitt 14.2 beschrieben, auf dem Mikroskop plaziert. Nach einer kurzen Akklimatisierungsphase
in Dunkelheit erfolgte dann die Aufnahme eines Fluoreszenz-Bildes mit der Kamera (Belich-
tungszeit: 50 ms, Objektiv: 4x). Auf diese Weise wurde von jedem Blatt ein Bild von einer
Blattstelle ca. 4 cm vom unteren Blattende aufgenommen.

Da die Fluoreszenz sehr ungleichméfig ist, wurde auf den Bildern jeweils ein kleiner Bereich
maximaler Helligkeit markiert (ROI; Grofie des Bereichs: ca. 1000 bis 3000 Bildpunkte), und
der Mittelwert iiber die Werte der Bildpunkte wurde berechnet.

14.6.3 Ergebnisse

Die nach obigem Messablauf erhaltenen Messwerte wurden iiber verschiedene Messungen bei den
jeweils gleichen Bedingungen (Gift, Infektion) gemittelt und der Standardfehler des Mittelwertes
errechnet. Die Abbildung 14.16 zeigt diese Werte sortiert nach den Tagen der Infektion, wobei
»Tag 0¢ die uninfizierte Kontrolle darstellt.
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Abbildung 14.16: Mittelwerte der nach  5-stindiger  Vorbeleuchtung  gemessenen  DCF-
Fluoreszenzsignale bei gesunden Weizenblittern (Tag 0 auf der x-Achse) und
mit Septoria tritici vor einem bis vier Tagen infizierten (x-Achse), Fehlerbalken
geben den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an. Die Blitter wurden zuvor iiber
den Transpirationsstrom mit dem Farbstoff und den an den Sdulen angegebenen
Giften (Konzentration: siehe Text) beladen. Lichtintensitit: 200-400 pumol m™2 s~
(Tageslicht).

Die grofle Fehlerstreuung ergibt sich daraus, dass die Produktion von ROS nicht allein der In-
fektion bzw. der Giftwirkung zuzuschreiben ist, sondern auch anderen Prozessen. Hinzu kommt,
dass die Praparation (Abschneiden, Beladen, Einbau in die Messanlage) des Blattes fiir die Mes-
sung, obwohl diese so schonend wir moglich erfolgte, natiirlich auch Prozesse im Blatt auslost,
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die ROS erzeugen konnen (Razem und Bernards, 2003). Deshalb wurden die Werte gemittelt,
um diese stochastischen Stérungen zu eliminieren.

Bei gesunden Bléttern (linke Sdulengruppe in Abb. 14.16) ergeben sich keine nennenswerten
Unterschiede in der HoOo-Entwicklung. Anders sieht es am 1. Tag nach Infektion aus: Es wird
nun unter SHAM-Einfluss mehr als doppelt soviel HoO5 wie bei der Kontrolle produziert und
bei Glyceraldehyd etwas weniger. Am Tag 2 und 3 sind kaum Unterschiede sichtbar, wohingegen
am Tag 4 die HoOs-Entwicklung bei Glyceraldehyd gegeniiber der Kontrolle verstarkt ist.

14.7 Licht-induzierte ROS-Entwicklung

Ging es im Abschnitt 14.6 darum, eine Wirkung der Pilzinfektion unter stationédren Lichtbe-
dingungen zu studieren, so soll nun der Einfluss des Einschaltens der Photosynthese auf die
Bildung von HoO5 naher betrachtet werden.

In den Messungen der Abbildung 14.16 waren interessante Anderungen nur bei den Giften
SHAM und Glyceraldehyd zu beobachten gewesen, weshalb die folgenden Versuche nur fiir diese
durchgefiihrt wurden.

14.7.1 Messablauf

Wihrend der Beladung mit dem Farbstoff und den Giften (siehe Tabelle 14.2, nur Kontrolle,
SHAM und Glyceraldehyd) standen die Blétter jeweils fiir 2 Stunden in Dunkelheit. Dann wurde
das Blatt entsprechend der Beschreibung im Abschnitt 14.2 im Mikroskopaufbau befestigt und
entweder die Blendenfolie mit dem Loch iiber dem Blatt plaziert (fiir die Messungen bei viel
Licht) oder die Lichtleitfaser vorsichtig mit dem Mikromanipulator auf das Blatt abgesenkt, so
dass sie dieses gerade beriihrt (wenig Licht). Danach wurde der folgende Messablauf gestartet
(in Klammern die Daten fiir die Messung mit der Lichtleitfaser):

1. nur bei Messlicht (integriert 0,8 ymol m~2s™1) alle 12 Sekunden eine Messung fiir 50 (60)
Minuten,

2. nach 1 h Dunkelheit Beleuchtung mit dem Laser mit einer Intensitdt von 670-890 pmol
m~2s7! (150-200 gmol m~2s~1) fiir 40 (30) Minuten, weiterhin alle 12 s eine Messung,

3. nach Ausschalten des Lasers weitermessen nur bei Messlicht (integriert 0,8 ymol m=2s~1)
noch 20 Minuten, alle 12 s eine Messung.

14.7.2 Auswertung

Jede Messung lieferte einen ,Film*“ von 110 Minuten mit einer Messung pro 12 Sekunden. Zur
Auswertung wurden per Software auf den Bildern zwei bis drei Stellen markiert. Das zugehorige
Programm berechnete dann zu jeder dieser Stellen die Mittelwerte des Fluoreszenz-Signales fiir
alle Einzelbilder einer Messserie. Dabei ergaben sich Messungen, wie in Abb. 14.17A als Beispiel
gezeigt. An ausgewihlten Zeitpunkten wurden die Flichenmittelwerte der Einzelbilder aus den
Messserien entnommen. Diese Werte wurden danach nach gleichen Bedingungen (Gifte, Tage
der Infektion) logarithmisch gemittelt. Die Zeitachsen in den Abbildungen beziehen sich immer
auf den Zeitpunkt ,Laser an“.

14.7.3 Ergebnisse der Messungen mit Starklicht

Wie oben beschrieben, wurden die nach Abschnitt 4.1.2 (S.25) gezogene Weizenblédtter mit
Septoria tritici infiziert, mit DCF-DA beladen; und dann wurde mit dem Mikroskopaufbau die
Fluoreszenz gemessen. Als aktinische Lichtquelle kam in diesem Abschnitt der Laser direkt mit
Umlenkspiegel und Blendenfolie zum Einsatz, so dass sich eine wirksame Lichtintensitdt von
670 — 890 umol m2s~! ergab (siche Abschnitt 14.2.3).
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Licht-induzierter ROS-Anstieg

Abbildung 14.17A zeigt eine typische Messkurve, und in 14.17B-D finden sich die Zeitverldufe
der ROS-Entwicklung vor, wihrend und nach Beleuchtung mit dem Laser fiir die Kontrolle (B)
und die beiden Gifte (C,D) als Mittelwerte. Abbildung 14.18 stellt dieselben Messergebnisse dar,
nur sind dort die Daten nicht nach Giften, sondern nach Tagen nach Infektion zusammengefasst.
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Abbildung 14.17: Zeitverliufe der lichtinduzierten ROS Entwicklung: (A) zeigt eine typische Mes-
sung, (B-D) Mittelwerte nach verwendeten Giften: (B) Kontrolle (SM), (C) SHAM,
(D) Glyceraldehyd. Gleiche Messdaten wie in Abb. 14.18. Aktinisches Licht: 670-
890 pmol m™2 571 (Starklicht). Das Messlicht wurde bei -3000 s eingeschaltet. Mit-
telwerte iber 1-5 Messungen. Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwer-
tes (SEM) an. Die Punkte bei 400 s sind etwas verschoben, damit die Streuung
besser sichtbar wird.

Bei Abb. 14.17A ist ein deutlicher licht-induzierter Anstieg der Fluoreszenz und damit der
ROS-Bildung nach dem Einschalten des Laser zu erkennen. Auffillig ist die lange Verzogerung
von ca. 1000 s. Nach dem Ausschalten bleibt die Fluoreszenz in den meisten Fillen weitgehend
konstant.

Neben diesem Kurvenverlauf zeigt das Kapitel 15 in Abb. 15.2 eine Kurve, die sich durch
einen Fluoreszenz- Anstieg bereits im Dunkel bemerkbar macht und die besonders unter SHAM
héufig zu finden war. Solche Kurven wurden fiir die Auswertung dieses Abschnittes nicht ver-
wendet, da sich hierbei der Anstieg als Reaktion auf Licht nicht klar bestimmen lieff. In den
Abbildungen 14.17C und 14.18B fehlt deshalb auch jeweils eine Kurve, weil unter deren Bedin-
gung keine Messung den Verlauf aus Abb. 14.17A zeigte.

Vergleicht man die Fluoreszenz verschiedener Infektionstage bei gleichen Giften miteinander
(Abb. 14.17), so erkennt man fiir die unvergiftete Kontrolle (14.17B), dass die Reaktion auf das
Laserlicht bis auf Tag 2 identisch ist. Der Sockel an ROS hingegen ist bei unvergifteten, infizier-
ten Blattern deutlich grofler als beim gesunden. Diese Aussage kommt hier etwas deutlicher als
bei den Messungen in Abb. 14.16 heraus. Dies kann an verschiedenen Beleuchtungsbedingungen
wiéhrend der Beladung liegen (im ,,Sockel“, 14.16: 300400 pmol m~2s~!, 14.17: Dunkelheit und
danach 1h Messlicht von 1 gmol m~2s~1).
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Abbildung 14.18: Zeitverliaufe der lichtinduzierten ROS FEntwicklung sortiert nach Tagen nach der
Infektion: (A) gesunde Weizenblitter und mit Septoria tritici, vor (B) einem, (C)
zwei oder (D) drei Tagen infiziert. Die Blitter wurden ca. 3 Stunden vor dem Zeit-
punkt 0 iber den Transpirationsstrom mit dem Farbstoff und den angegebenen Gif-
ten (Konzentration: sieche Tabelle 14.2) beladen. Fehlerbalken geben den Standard-
fehler des Mittelwertes (SEM) der Fluoreszenzsignale von DCF-DA mit HL (670-
890 pmol m™> s7Y)an. Es wurden 1-4 Messungen pro Datenpunkt gemittelt. Die
Punkte bei 400 s sind etwas verschoben, damit die Streuung besser sichtbar wird.
Gleiche Messdaten wie in Abb. 14.17.

Ein Vergleich dieser Parallelverschiebung der Zeitverldufe mit den Bildern in Abb. 14.10 zeigt,
dass der Trend zumindest bei den ersten beiden Infektionstagen dhnlich ist, ndmlich dass das
ROS-Niveau mit der Infektion steigt.

Bei SHAM (Abb. 14.17B) ist der Anstieg nach Einschalten des Lichtes bei allen infizierten
Blattern grofler als bei der gesunden Kontrolle, und der Sockel ist bis auf Tag 1 auch hoher.
Unter Einfluss von Glyceraldehyd (Abb. 14.17C) unterscheiden sich die Anstiege der Kontrolle
und des ersten Tages kaum, die anderen sind stérker. Der Sockel ist an den ersten beiden Tagen
etwas hoher und am dritten Tag deutlich héher als bei den gesunden Bléttern.

Bei den gesunden Kontrollblittern (Abb. 14.18A) ist kein Unterschied im Fluoreszenzan-
stieg zwischen den verschiedenen Giften erkennbar. Am ersten Tag nach der Infektion (Abb.
14.18B) sind Kontrolle (SM) und Glyceraldehyd noch gleich bis auf einen unterschiedlichen
konstanten Sockel, der bei letzterem etwas geringer ist. SHAM hingegen zeigt nicht nur eine
starkere Reaktion auf Licht, sondern auch einen Anstieg im Dunkeln.

In Abb. 14.17/14.18 treten Unterschiede im Sockel unter mehr Bedingungen hervor als in
Abb. 14.16.

Am zweiten Tag (Abb. 14.18C) steigt die licht-induzierte Fluoreszenz sowohl bei SHAM als
auch bei Glyceraldehyd deutlich stirker an als die Kontrolle. Am Tag 3 nach der Infektion (Abb.
14.18D) ist der licht-induzierte Anstieg bei SHAM immer noch deutlich stérker, wohingegen die
Kontrolle und Glyceraldehyd wieder etwa einen gleichgrolen Zuwachs haben. Unterschiedlich
ist allerdings der Sockel, deutlicher als am Tag 1 und auch mit gegenséitzlichem Verhalten von
Kontrolle und Glyceraldehyd.
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Die Abhéngigkeit der ROS-Bildung am 1. Infektionstag vom Abstand zum Infektionsherd, die
bei den DAB-Bildern in 14.11B gegeniiber 14.11C sichtbar wird, mag eine Erklarung fiir den
groflen Fehlerbalken in Abb. 14.16 bei SHAM am 1. Tag zu sein. Auch Abb. 14.18B zeigt bei
SHAM ein sehr uneinheitliches Verhalten gegeniiber dem unvergifteten Blatt. Die Aufhellung
in 14.11C steht nur im scheinbaren Widerspruch zu der Abbildung 14.18, denn hier wurden
Bereiche mit hoher Fluoreszenz ausgesucht und nicht wie in 14.11 ein grofleres Gebiet betrachtet.

Wie im SHAM-Bild in der Abb. 14.11A ist das gesunde Blatt unter Glyceraldehyd (Abb.
14.12A) etwas dunkler als die gesunde, unvergiftete Kontrolle (Abb. 14.10A). Dies scheint im
Widerspruch zu den Ergebnissen in Abb. 14.16, 14.18 und 14.19 zu stehen, in denen kein Ein-
fluss, bzw. eher eine Abnahme der ROS-Bildung unter Glyceraldehyd zu finden ist. Dies zeigt,
dass der Grundton moglicherweise stark von Beladung und Aufnahmetechnik abhéngt und an-
dere Kriterien ernster genommen werden sollen. Solch ein Kriterium ist zum Beispiel, dass in
den Flichen zwischen den Leitbiindeln keine braunen Verfarbungen unter Glyceraldehyd auftre-
ten. Die mittleren Leitbiindel scheinen jedoch tatséchlich etwas mehr ROS entwickelt zu haben
als die unvergiftete Kontrolle in Abb. 14.10A.

An den ersten beiden Tagen der Infektion (Abb. 14.12B, D) tritt unter Glyceraldehyd bei
den Blattstellen ohne Infektionsherde eine nur schwache Erh6hung der ROS-Bildung auf. Erst
am dritten Tag (Abb. 14.12F) wird die Braunfirbung sehr stark. Dieser Befund entspricht dem
Verhalten unter Glyceraldehyd in Abb. 14.18 unter Schwachlicht, also vor Beleuchtung mit dem
Laser.

14.7.4 Induktion der ROS-Bildung mit Schwachlicht

Um zu untersuchen, ob die Effekte der Abb. 14.17 und 14.18 in den Zeitverliufen der licht-
induzierten ROS-Bildung mit abnehmender Lichtintensitét verschwinden, wurden analoge Mes-
sungen nun mit der Lichtleitfaser (sieche Abschnitt 14.2.3) durchgefiihrt. Die Faser ergibt nur
eine Intensitit von 200 pmol m~2s~! auf der Blattunterseite, wo die ROS-Bildung beobachtet
wird.

Abbildung 14.19 zeigt die Zeitverldufe der ROS-Bildung fiir Kontrolle (A) und infizierte
Pflanzen ein (B), zwei (C) und drei (D) Tage nach Infektion in Anwesenheit der jeweils ange-
gebenen Gifte.

In keiner der Messungen in Abb. 14.19 zeigt sich eine erkennbare Reaktion auf das Licht.
Wenn sich iiberhaupt Verdinderungen iiber die Zeit ergeben, z. B. in Abb. 14.19B und C, so hat
sich die Steigung der Kurven durch das Licht nicht verédndert. Es zeigt sich damit, dass fiir die
sichtbare ROS-Entwicklung Starklicht erforderlich ist. Die erhohten SHAM-Werte liegen an der
Dunkelatmung.

14.7.5 ROS-Entwicklung in der Dunkelphase

Im vorherigen Abschnitt stand die licht-induzierte ROS-Entwicklung im Vordergrund des Inter-
esses. Doch die Aufzeichnung im Zeitbereich von ca. 1000 s vor Einschalten des Lasers gestattet
auch die ROS-Entwicklung im Dunkeln zu beobachten.

Auswertung

Dazu wurden aus den Zeitverldufen in den Abbildungen 14.18 und 14.19 die Fluoreszenz-Werte
fiir die Zeitpunkte -500 s vor dem Einschalten des Lasers (F_500s) und 0 s (Einschaltpunkt, Fs)
nach Beginn der Messung ermittelt. Hierbei wurden alle oben genannten Kurventypen verwen-
det, um eine groflere Datenbasis zu bekommen. Abbildung 14.20 A und B zeigt die gemittelten
Werte fiir den Zeitpunkt 0 s. Obwohl die Ergebnisse dieser Messungen natiirlich nicht von der
Intensitéit des Lichtes zum Zeitpunkt der Messung abhéngen kénnen, da nur das sehr schwache
Messlicht (1 gmol m™2s~1) eingeschaltet war, werden sie getrennt betrachtet, denn sie fanden
zu unterschiedlichen Jahreszeiten statt (,LL“ im Juni/Juli und ,,HL* im September/Oktober).
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Abbildung 14.19: Zeitverliufe der durch Schwachlicht (LL, 150-200 pmol m~? s71) induzierten ROS-
Bildung bei (A) gesunden Weizenblittern und mit Septoria tritici vor (B) einem,
(C) zwei oder (D) drei Tagen infizierten. Die Linien markieren die Zeitpunkte
des Ein- bzw. Ausschaltens des Lasers. Die Mittelwerte entstanden aus 4-19 DCF-
Fluoreszenzmessungen pro Datenpunkt. Die Fehlerbalken geben die Standardabwei-
chung an. Die Bldtter wurden 3 Stunden vor dem Zeitpunkt 0 iber den Transpirati-
onsstrom mit dem Farbstoff und den eingezeichneten Giften (Konzentration: siche
Tabelle 14.2) beladen. Bei 0 s wurde der Laser eingeschaltet und bei 1800 s wieder
aus.

Die bereits bei den Gasfluss-Messungen im Abschnitt 10.5 beschriebene Abhéngigkeit von der
Jahreszeit legt eine solche Trennung nahe.

Neben dem Momentanwert fiir £ = 0 s am Ende der Dunkelphase soll auch die zeitliche
Verdnderung in der Dunkelphase erfasst werden. Aus den Fluoreszenz-Werten bei ¢ = —500 s
und ¢t = 0 s kann ein relativer Anstieg berechnet werden:

F — F
Frg =~ —> (14.2)
0Os
Abbildung 14.20C und D zeigt die gemittelten relativen DCF-Fluoreszenz- Anstiege und Abb.
14.20E,F die gemittelten Fluoreszenz-Werte (y-Achse), aufgetragen iiber den zugehérigen ge-
mittelten F,o-Werten (x-Achse). Zwei mit ,,*“ bzw. ,**¢ markierte Balken sind signifikant

verschieden (p=0.05).

Ergebnisse

Fluoreszenz-Werte nach Infektionstagen: In Abbildung 14.20A ergeben sich deutliche Unter-
schiede zwischen infizierten und gesunden Blédttern nur am ersten und zweiten Tag nach der
Infektion. Bei den Messungen im Juni/Juli sieht man am 1. Tag der Infektion eine allgemeine
Stimulation der ROS-Entwicklung, die jedoch nicht sehr ausgeprégt ist. Der stédrkste Effekt
ergibt sich fiir SHAM am 2. Tag. Der dritte Tag unterscheidet sich nicht sehr significant von
der uninfizierten Kontrolle. Statistisch signifikante Unterschiede (p=0.05) bestehen bei den ge-
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sunden Bléattern zwischen der Kontrolle und Glyceraldehyd und am Tag 2 nach der Infektion
zwischen der Kontrolle und SHAM.

Bei den Messungen im September/Oktober in Abbildung 14.20B ist das Bild nahezu umge-
kehrt und zeigt damit die starke Abhéngigkeit von der Jahreszeit: Bei den gesunden Blédttern
und am dritten Tag sind deutliche Unterschiede zwischen Kontrolle bzw. Glyceraldehyd und
SHAM (bei den gesunden sogar signifikant, p=0.05) erkennbar, am Tag 1 und 2 sind solche
kaum vorhanden.

In der Abbildung 14.20C findet sich bei den Anstiegen der gesunden Kontrolle keine Un-
terschiede in den verschiedenen Giften. Am Tag 1 nach der Infektion ist dies ebenso, allerdings
findet hier in den letzten 500 s der Dunkelphase ein kleiner Anstieg im ROS-Level statt. Am
Tag 2 und 3 finden sich keine Anstiege mehr bei der Wasser-Kontrolle und auch nicht bei Gly-
ceraldehyd, dafiir steigt aber SHAM signifikant deutlich an. In Abb. 14.20D hingegen findet
sich nur bei SHAM ein deutlicher Anstieg, der bei der gesunden Kontrolle sehr stark ist und
bei den infizierten Bléttern deutlich geringer, wobei am Tag 2 der geringste Anstieg zu finden
ist. Im Kapitel 15 und in Hammes et al. (2005) wird dies weiter ausgefiihrt.

Fluoreszenz-Werte am Ende der Dunkelphase aufgetragen iber der Verdnderung im Dun-
keln: In Abbildung 14.20E liegen die meisten Mittelwertspunkte im Bereich um 0% Anstieg
herum, auch der Endwert der Fluoreszenz ist hier fast gleich. Bei den wenigen Punkten, wo
dieser Wert deutlich hoher liegt, ist auch der relative Anstieg im Bereich um 5% und hoher.
Die deutlichsten Unterschiede ergeben sich fiir alle Gifte am Tag 1 und generell fiir die SHAM-
Messungen am Tag 1-3. Auch in Abbildung 14.20F sieht die Sache anders aus: Hier ,dréingen“
sich zwar auch die meisten Punkte bei 0 und ca. 100 zusammen, aber die, welche herausfallen,
sind die vier SHAM-Messungen, die sich damit nicht nur durch eine héhere Fluoreszenz, sondern
auch noch durch einen wesentlich stérkeren Anstieg auszeichnen.

14.7.6 Vergleich der verschiedenen Lichtbedingungen

Licht-induzierte ROS-Entwicklung ist nur bei starkem Licht (HL) erkennbar, bei wenig Licht
bleibt das Niveau (oder der Anstieg) gleich. Dies lidsst darauf schlieffen, dass die Blitter bei
LL eine geringe licht-induzierte ROS-Produktion haben oder in der Lage sind, den von den
Chloroplasten produzierten ROS-Anteil wegzufangen. Erst bei HL ist die Anregung der ROS-
Produktion so massiv, dass die ROS-Bekdmpfung den Abbau nicht mehr schafft.

Beim Vergleich der Fluoreszenz-Werte am Ende der Dunkelphase und des Anstiegs in Dun-
kelheit sollten eigentlich keine Unterscheide zwischen den beiden Messreihen mit LL und HL
erkennbar sein, da die Blatter zum Zeitpunkt der Datenerfassung noch kein Licht gesehen ha-
ben. Dass sich dennoch das Ergebnismuster fast umdreht (Tag 1 und 2 gegen gesund und Tag 3)
kann demnach nur an jahreszeitlichen Unterschieden liegen (wie auch schon in Abschnitt 10.5
gezeigt): Die mit ,LL“ bezeichneten Messungen (Abb. 14.19) fanden im Juni/Juli statt und die
»HL“ -Messungen (Abb. 14.18) im September/Oktober. Die Frage, ob die Ursache dieser Unter-
schiede von den Pflanzen herriihren oder vom Pilz, der fiir die Infektion verwendet wurde, lisst
sich teilweise aus Abb. 14.20 beantworten: Unterschiede in der SHAM-Empfindlichkeit treten
bereits ohne Pilzinfektion auf.
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Abbildung 14.20: (4,B) Mittelwerte der Fluoreszenzsignale von DCF-DA am Ende der Dunkelphase

(Zeitpunkt 0 in der Abbildung 14.18) bei gesunden und mit Septoria tritici vor 1-3
Tagen infizierten Weizenblittern; Fehlerbalken geben die Standardabweichung an.
L ¥ bzw. ,F*4 kennzeichnen signifikant unterschiedliche Mittelwerte (p=0.05). Die
Blitter wurden 8 Stunden vor dem Zeitpunkt 0 iber den Transpirationsstrom mit
dem Farbstoff und den angegebenen Giften (Konzentration: siehe Tabelle 14.2) be-
laden. (C,D) Der relative Anstieg der Fluoreszenz in den letzten 500 s Dunkelphase
nach Gleichung 14.2. (E,F) die gleichen Fluoreszenz-Werte wie in A,B, aber aufge-
tragen iber der relativen Fluoreszenz-Anderung in den letzten 500 s der Dunkelphase
aus E,F. Die Messungen (A,C,E) sind vom Juni/Juli (LL-Serie, Abb. 14.19) und
(B,D,F) vom September/Oktober (HL, Abb. 14.18)
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Kapitel 15

Hinweis auf eine mogliche
Chloroplasten-Mitochondrien-Kopplung

Die Photosynthese in den Chloroplasten und die Atmung in den Mitochondrien (siehe Abschnitt
3.2 bzw. 3.3) konnen nicht lianger als unabhéngige Prozesse betrachtet werden (Gardestrém,
1996; Igamberdiev et al., 1997b, 1998; Padmasree und Raghavendra, 1999a; Guo et al., 2005).

Unstrittig ist inzwischen die Beteiligung der Mitochondrien bei der Photorespiration, wenn
Glycolat in Glycerat umgewandelt wird mit Hilfe der Peroxisomen und Mitochondrien (Heldt,
2003). Auch das Missverhéaltnis zwischen NADPH- und ATP-Produktion in der Elektronen-
Transport-Kette und Verbrauch im Calvin-Zyklus machen einen Export von Redox-Aquivalen-
ten aus dem Chloroplasten nétig (Noctor und Foyer, 1998). Eine grole Rolle spielt dabei das
Malat-Shuttle (Backhausen et al., 1994; Kromer, 1995; Igamberdiev et al., 1998).

Bisher konnte auf die Existenz dieser Verbindungen nur geschlossen werden aus Versuchen
mit Stoffwechselinhibitoren (Igamberdiev et al., 1997b, 1998; Padmasree und Raghavendra,
1999a; Schinner et al., 2001b), Diskrepanzen in Gasfluss-Experimenten (Guo et al., 2005) oder
aus dem Vergleich von Stéchiometrien (Noctor und Foyer, 1998). In diesem Kapitel wird eine
Beobachtung gezeigt, die sich fiir die Online-Beobachtung des Exportes von Redox-Aquivalenten
aus dem Chloroplasten eignen konnte. In Gegenwart von SHAM (Inhibitor der Alternativen
Oxidase in den Mitochondrien) zeigt DCF (siche Kapitel 14) als Indikator von ROS einen
Licht-induzierten Abfall der Fluoreszenz. Dies wird diskutiert im Hinblick auf Mechanismen,
die von dem NADPH, das aus dem Chloroplasten exportiert wird, beeinflusst werden konnen
(Hammes et al., 2005).

15.1 Messaufbau und Ablauf

Die Messungen in diesem Kapitel fanden unter den selben Bedingungen statt wie die im Ab-
schnitt 14.7: | Licht-induzierte ROS-Entwicklung®, weshalb diese hier nur kurz wiederholt wer-
den:

e Selbst angezogene Weizenpflanzen auf Vermiculit mit einem Alter von 14 Tagen.

e Beladung der Blatter mit 60uM DCF-DA in SM und einige zusétzlich mit 20mM SHAM
iiber zwei Stunden im Dunkeln.

e Einbau in das Fluoreszenz-Mikroskop (beschrieben im Abschnitt 14.2).

e Aktinisches Licht: Laser mit Umlenkspiegel (Messungen September—Oktober, High-Light-
Bedingungen, 670-890 pmol m > s71).

e Messablauf wie im Abschnitt 14.7 beschrieben: 50 min Dunkelheit, 40 min Laser an, 20 min
Dunkelheit.
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15.2.1 Kontrolle

140
Laser an m
120 A

|

80 -

DCF-Fluoreszenz

Yy
O T T T T T T T T

-40 0 t/ min 40

Abbildung 15.1: DCF-Fluoreszenz als ROS-Nachweis in Reaktion auf Licht (Laser an beit =0 s) bei
einem gesunden Kontrollblatt, das mit DCF-DA beladen wurde.

Abbildung 15.1 zeigt einen typischen Zeitverlauf der DCF-Fluoreszenz (9 Wiederholungen),
nachdem ein nicht infiziertes Weizenblatt mit DCF-DA beladen und dem beschriebenen Mes-
sprotokoll unterworfen wurde.

Das Fluoreszenz-Level bleibt konstant in der Dunkelphase mit dem nur sehr schwachen
Messlicht (siehe Abschnitt 14.2.3), das Blatt ist also in der Lage, entstehendes ROS zu bekdmp-
fen. Nach Einschalten des Lasers ergibt sich ein Anstieg in der Fluoreszenz und damit ROS-
Produktion. Der Ursprung ist hier nicht genau untersucht worden, aber es kann angenommen
werden, dass die Chloroplasten die Quelle sind wie es auch in der Abbildung 14.6 zu sehen
ist und bei Arabidopsis thaliana unter dhnlichen Bedingungen berichtet wird (Hoffmann et al.,
2005).

15.2.2 SHAM

In bisherigen Versuchen wurde SHAM verwendet, um die Kopplung zwischen chloroplastischem
und mitochondrialem Elektronenfluss zu untersuchen (Schinner et al., 2001b; Guo et al., 2005)
wie auch in anderen Arbeitsgruppen (Padmasree und Raghavendra, 1999a; Igamberdiev et al.,
1998). Abb. 15.2 zeigt eine neue Rolle des Einsatzes von SHAM fiir Untersuchungen in diesem
Bereich.

SHAM hat dort einen starken Einfluss auf das zeitliche Verhalten der DCF-Fluoreszenz.
Im Gegensatz zu der Messung in Abb. 15.1 steigt die DCF-Fluoreszenz hier bereits in der
Dunkelheit, d. h. unter dem sehr schwachen Messlicht, deutlich an.

Da die Photosynthese unter diesem schwachen Licht kaum aktiv ist, muss angenommen
werden, dass hier die Quelle fiir ROS die Mitochondrien sind. SHAM inhibiert die Alternative
Oxidase (AOX), deren Aufgabe es ist, iiberschiissige Redox-Aquivalente in der mitochondrialen
ETC zu verbrennen. Die Blockierung der AOX durch SHAM fiihrt deshalb zur ROS-Produktion
bereits im Dunkeln. In diesem Zusammenhang ist es wichtig zu erwéihnen, dass die Zunahme
der DCF-Fluoreszenz in der Dunkelphase in Abbildung 15.2 ungefdhr fiinf mal stérker ist als
der lichtinduzierte Zuwachs am Ende der Beleuchtungsperiode in Abb. 15.1.
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Abbildung 15.2: DCF-Fluoreszenz als ROS-Nachweis in Reaktion auf Licht (Laser an beit =0 s) bei
einem gesunden Blatt, das mit SHAM und DCF-DA beladen wurde.

Die relative Fluoreszenzzunahme errechnet sich mit Hilfe der in den Abbildungen 15.1 und 15.2
eingezeichneten Groflen zu:

Frel,suaM = fo—O fo (15.1)

fr— fo

Frel,Kontrolle = fO (152)

Dabei sind fg und fp in Abb. 15.2 definiert und f; und fy in Abb. 15.1. Fiir die mit SHAM
vergifteten Blétter ergibt sich dann ein Mittelwert aus vier Experimenten: Fiej spam = 112% +
45%. Bei den Kontrollbldttern hingegen ist der Mittelwert der relativen Fluoreszenzzunahme
wihrend der Beleuchtungsphase: Fie Kontrolle = 22% % 4%.

Da SHAM die Alternative Oxidase (AOX) inhibiert (siche Abschnitt 4.3), ist die ROS-
Zunahme in der Dunkelheit in Abbildung 15.2 ein direkter Nachweis fiir die Wichtigkeit der
AOX zur Verhinderung der ROS-Produktion (Purvis, 1997; Hoefnagel et al., 1998; Maxwell
et al., 1999; Affourtit et al., 2001; Deng et al., 2002).

Das spannende Ergebnis ist aber die Abnahme der DCF-Fluoreszenz direkt nach dem Ein-
schalten des aktinischen Lichtes in Abbildung 15.2. Dieser Effekt ist reversibel nach Ausschal-
ten des Lichtes, was bei 80 min in Abb. 15.2 geschieht. Der Ursprung des Anstiegs in der
Kurve wihrend der Beleuchtung und nach ,, Licht aus“ ist hier nicht Gegenstand der Untersu-
chung. Es mag von der Beschleunigung der SHAM-induzierten ROS-Produktion herriihren, von
der Erschopfung der ROS-fangenden Enzyme oder von einem Licht-Effekt wie in Abbildung
15.1. Die Untersuchungen hier beschrinken sich auf den Licht-induzierten Abfall der DCF-
Fluoreszenz zu Beginn.

Dieser Effekt kann nicht von einer licht-stimulierten ROS-Produktion in den Chloroplasten
herriithren, weil diese zu einer Zunahme des ROS-Levels und damit der Fluoreszenz fiithren
wiirde.

Die relative Fluoreszenz-Abnahme nach ,Licht an“ ergibt sich mit den Groéfien aus der
Abbildung 15.2 zu:

A
AFrsian = fof — 20% + 11% (15.3)
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Diese Abnahme steht in Verbindung mit der ROS-Produktion, welche durch die Inhibierung
durch SHAM verursacht wird. Bei keinem Experiment, bei dem dieser Licht-induzierte Abfall
gefunden wurde, zeigte sich ein konstantes ROS-Niveau im Dunkeln wie in Abb. 15.1, sondern
immer ein Anstieg. Daraus kann geschlossen werden, dass diese Abnahme des ROS-Levels nach
Einschalten des Lichtes mit der SHAM-induzierten Produktion von ROS in den Mitochondrien
zusammenhéngt. Fiir die DCF-Fluoreszenz-Abnahme gibt es drei mogliche Erkldrungen:

1. Die DCF-Fluoreszenz wird gequencht. Es gibt einige Hinweise darauf, dass NADH als
Quencher agieren kann (Batandier et al., 2002).

2. Die Licht-induzierte Versorgung mit NAD(P)H kann die ROS-fangenden Systeme stimu-
lieren (Shigeoka et al., 2002), was zu einer Erniedrigung des ROS-Levels fithren wiirde.
NAD(P)H ist notig fiir die Reduktion von Monodehydroascorbat und von GSSG im Cy-
tosol, in den Peroxisomen und Chloroplasten. Der Ort dieser Reaktionen ist vermutlich
nicht wichtig, da HoOq, welches in einem Kompartiment gebildet wird (z. B. in den Mito-
chondrien durch die Wirkung von SHAM) problemlos durch die Zellen diffundieren und
deshalb iiberall eingefangen werden kann (Neill et al., 2002b).

3. Die Produktion von ROS wird inhibiert. In diesem Fall sind mehrere Moglichkeiten zu
erortern: Einerseits ist ein Signalweg zwischen den Chloroplasten und den Mitochondrien
denkbar, allerdings ist nichts bekannt iiber mogliche Signalstoffe. Andererseits ist mogli-
cherweise auch hier NADH involviert. So haben einige Untersuchungen gezeigt, dass eine
Uberreduktion des Quinon und eine Hyperpolarization des Membranpotentials die Reoxi-
dation des Komplex I in tierischen Zellen (Turrens, 2003) und in Pflanzenzellen (Caso-
lo et al., 2000) behindert. Dies erhoht deutlich die ROS-Produktion im Eisen-Schwefel-
Cluster N2 (Genova et al., 2001) oder N1-a (Kushnareva et al., 2002).

Dabei ist es nicht nur die Stérung der Reoxidation des Ubiquinol (Kushnareva et al.,
2002) was Probleme macht: Einige Autoren (Braidot et al., 1999; Gredilla et al., 2001;
Batandier et al., 2004) haben festgestellt, dass das Fiittern des Komplex II mit Succi-
nat aus dem TCA-Zyklus zu einer stirkeren ROS-Erzeugung fiihrt als die Anlieferung
von NADH zum Komplex I. Diese Unterschiede in der ROS-Bildung von Komplex I und
Komplex II bietet eine mogliche Erklarung fiir die Reduktion der ROS-Produktion in der
Abbildung 15.2: Hohe NADH-Level in den Mitochondrien (Igamberdiev und Gardestrom,
2003) fithren zu einer Runterregulierung des TCA-Zyklus. Dies wiirde eine Verschiebung
der Redox-Erzeugung vom gefiahrlichen Komplex II zu dem weniger gefihrlichen Komplex
I bedeuten.

Wenn die Senkung der ROS-Produktion zu dem lichtinduzierten Abfall in Abb. 15.2 fithren
soll, dann muss allerdings angenommen werden, dass DCF ROS nicht als Integrator an-
zeigt, d. h. es muss Abbaureaktionen fiir oxidiertes DCF geben. Das kann z. B. Zerfall
oder Export in die Vakuolen sein, wo ein niedriger pH-Wert keine Fluoreszenz zulésst.
Diese Frage ist nicht gekldrt. Es gibt allerdings viele Aufzeichnungen, in denen eine DCF-
Fluoreszenz-Abnahme beobachtet wurde, ein Hinweis auf Abbaureaktionen.

Die drei moglichen Szenarien haben trotz ihrer Verscheidenheit etwas gemeinsam: Export des
NADH fiihrt (direkt oder indirekt) zu einer Abnahme der DCF-Fluoreszenz im Licht (15.2).
Wie oben gesagt kann NADH aus den Chloroplasten {iber mehrere Mechanismen geliefert wer-
den, zum Beispiel aus der Serin-Glycin-Umwandlung in der Photorespiration, oder aus dem
Malat-Ventil (Backhausen et al., 1994; Kromer, 1995; Gardestrom, 1996; Hoefnagel et al., 1998;
Igamberdiev et al., 1997b, 1998, 2001; Noctor und Foyer, 1998).
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15.2.3 Schlussfolgerung

Da SHAM die Moglichkeiten der Mitochondrien freie Radikale zu vermindern durch die Aus-
schaltung der AOX beschrinkt, werden Stérungen in der ROS-Bildung in Experimenten viel
deutlicher erkennbar. Obgleich die Identifikation des Ursprungs der Abnahme der DCF-Fluo-
reszenz in Abb. 15.2 weitere Nachforschungen bendétigt, kann festgestellt werden, dass SHAM
die Moglichkeit ertffnet fiir einen Zugang zu einer zeitaufgelosten Messung des Exports von
Redox-Energie aus den Chloroplasten.

15.3 Ergebnisse der Messungen an infizierten Blédttern

Es wurden nun nach dem Messprotokoll des vorigen Abschnitts (15.2) Messungen an mit Sep-
toria tritici infizierten Weizenblédttern vorgenommen.

15.3.1 Messungen mit Anstieg im Dunkeln (Typ Abb. 15.2)

Die schon im Abschnitt 15.2.2 beschriebenen und nach den Formeln in Gleichung 15.1 bzw. 15.3
berechneten Grofen ,,Fluoreszenz-Anstieg im Dunkeln® Fi sgam und ,, Fluoreszenz-Abnahme
nach Licht an® AFjc spam als Reaktion auf den Laser wurden nun auch fiir infizierte Blitter
gemessen. Sie finden sich gemittelt in der Abbildung 15.3. In die Grafiken sind nur solche Werte
eingeflossen, die von ,passenden“ Messungen stammen, das heiflt solchen, bei denen in der
Dunkelheit bereits ein Anstieg stattfand wie in Abb. 15.2.
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Abbildung 15.3: Mittelwerte der relativen DCF-Fluoreszenzinderungen bei gesunden und mit Septoria
tritici infizierten Weizenblittern: (A) Anstieg in der Dunkelphase (Frel suam) gemdjs
Gleichung 15.1. (B) Abfall der DCF-Fluoreszenz nach dem FEinschalten des Lichtes
(AFye,suam) gemdfS Gleichung 15.3. Die Bldtter wurden wie im Text mit DCF-DA
und den angegebenen Giften beladen und an denen auf der z-Achse angegebenen Tagen
nach der Infektion gemessen. Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) an.

Der Anstieg im Dunkeln (Abb. 15.3A) ist bei den gesunden Bléttern, wie schon im Abschnitt
15.2 gezeigt, bei SHAM um den Faktor 5 hoher als bei der unvergifteten Kontrolle, bei Glyceral-
dehyd trat iiberhaupt kein nennenswerter Anstieg auf. Der kleine Anstieg in den unvergifteten
Blattern in Abb. 15.3 zeigt an, dass die ROS-Produktion im Dunkeln, also durch die Atmung,
nicht immer vollstdndig unterbunden werden kann. Nur bei Ausfall der AOX unter SHAM ist
die Produktion sehr viel grofler. Bei den mit Septoria tritici infizierten Blattern findet sich ein
Anstieg im Dunkeln nur bei einer Vergiftung mit SHAM, wobei der Wert am ersten und zweiten
Tag deutlich geringer ist als bei den gesunden Blédttern (40 bzw. 5%), und steigt erst am dritten
Tag nach Infektion wieder an, ohne aber den Wert der uninfizierten Blétter wieder zu erreichen.
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Die Stérke des Abfalls der Kurve beim Einschalten des Lichtes (Abb. 15.3B) verhilt sich bei den
gesunden Bléttern wie oben bereits beschrieben: Mit SHAM findet sich ein ungeféhr siebenfacher
Abfall im Vergleich zu Kontrolle. Bei Vergiftung mit Glyceraldehyd tritt dies gar nicht auf, auch
nicht bei infizierten Bliattern. Am ersten und zweiten Tag nach der Septoria-tritici-Infektion
ist der Abfall bei SHAM viel geringer als bei den gesunden, bei der Kontrolle tritt er gar
nicht auf. Am Tag drei hingegen ist der SHAM-Wert mehr als doppelt so grol wie bei den
gesunden Blattern. Der oben diskutierte Mechanismus zur Veringerung der DCF-Fluoreszenz
nach Einschalten des Lichtes, dass NADH aus den Chloroplasten dafiir verantwortlich ist, fiihrt
hier zu folgenden Vermutungen:

e Die mitochondriale Aktivitét ist in infizierten Bléttern herabgesetzt (15.3A).

e Der Export (15.3B) trifft auf eine schwache mitochondriale Aktivitét oder ist selbst stark
heruntergefahren.

Ein abgesenkter Export wird durch den Befund in Abb. 15.4 unterstiitzt, da dort die Empfind-
lichkeit gegen Glyceraldehyd steigt. Am dritten Tag hingegen ist der Export sehr viel stérker.

15.3.2 Messungen ohne Anstieg im Dunkeln (Typ Abb. 15.1)

Der Anstieg der ROS-Entwicklung Frel Kontrolle Nach Einschalten des Lichtes wurde nach Glei-
chung 15.2 berechnet. In die in Abb. 15.4 gezeigten Mittelwerte gingen nur solche Messungen
ein, bei denen im Dunkeln keinen Anstieg zu sehen war (wie in Abb. 15.1).

Es zeigt sich (Abb. 15.4) bei den gesunden Bléttern ein deutlich geringerer Zuwachs als bei
dem Dunkelanstieg unter SHAM (Abb. 15.3A), wie ebenfalls schon in Abschnitt 15.2 gezeigt.
Dieser ist auch am ersten Tag nach Infektion nicht viel grofler, und zwischen den einzelnen
Giften und der Kontrolle treten keine nennenswerten Unterschiede auf. Am Tag 2 hingegen
ist der Anstieg bei der Kontrolle deutlich gesunken und bei Glyceraldehyd stark gestiegen.
Letzteres deutet darauf hin, dass hier verstirkt ROS in der ETC der Chloroplasten gebildet wird,
weil durch den gehemmten Calvin-Zyklus die Akzeptoren fehlen und aufgrund der Infektion
wahrscheinlich zu wenig Export stattfindet. Fiir SHAM fanden sich am Tag 2 keine Messungen
fiir den Parameter ,,Reaktion auf Licht“, da die Messungen alle den Dunkelanstieg (Typ Abb.
15.2) zeigten. Am dritten Tag hat sich die Fluoreszenz-Zunahme sowohl bei der Kontrolle als
auch bei Glyceraldehyd wieder fast auf den gesund-Wert eingestellt, aber SHAM ist deutlich
erhoht, so dass hier wieder ein moglicherweise verstiarkter Export in die Mitochondrien passiert,
der bei Glyceraldehyd-Vergiftung die Redox-Equivalente aufnimmt, der aber durch SHAM und
die dann fehlende AOX deutlich mehr ROS erzeugt.

15.4 Zusammenfassung
Die Ergebnisse in diesem Kapitel lassen sich wie folgt zusammenfassen:

1. SHAM steigert die ROS-Bildung im Dunkeln.

2. Infizierte Pflanzen haben scheinbar weniger mitochondriale Aktivitdt, da die Vergiftung
der AOX sich nicht so stark auswirkt.

3. NAD(P)H aus den Chloroplasten kann durch drei méglichen Mechanismen die ROS-an-

zeigende Fluoreszenz senken.

4. Am zweiten Infektionstag scheint der NAD(P)H-Export aus den Chloroplasten geschwiicht
Zu sein.
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Abbildung 15.4: Mittelwerte der relativen DCF-Fluoreszenzinderungen gemdfs Gleichung 15.2 bei ge-
sunden und mit Septoria tritici infizierten Weizenblittern. Anstieg als Reaktion auf
das aktin. Licht (FyelKontrolle). Die Blitter wurden wie im Text mit DCF-DA und
den angegebenen Giften beladen und an denen auf der x-Achse angegebenen Tagen

nach der Infektion gemessen. Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) an.
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Kapitel 16

Zeaxanthin und HPLC

Im Abschnitt 10.2.2 (S. 94) wurden mit Hilfe der Absorption bei 505 nm die Verdnderungen im
Zeaxanthin-Gehalt (siehe Abschnitt 3.2.6 , S. 16) bestimmt. Zur Kontrolle des 505-Absorptions-
Zeaxanthin-Signals kommt in diesem Kapitel die HPLC (High Performance Liquid Chromato-
graphy) zum Einsatz. Die Versuche wurden in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof.
W. Bilger am Institut fiir Botanik der CAU in Kiel an dessen HPLC-Anlage durchgefiihrt.

16.1 Messverfahren und Aufbau

16.1.1 HPLC-Messung

Die HPLC (High Performance Liquid Chromatography) dient zur Trennung von Stoffgemischen.
Das Prinzip, dhnlich wie bei der klassischen Fliissigkeitschromatographie, ist das folgende: Die
zu untersuchende Fliissigkeit (in diesem Fall die gelosten Photosynthesepigmente) werden mit ei-
nem Laufmittel (hier Aceton) gemischt und unter hohem Druck durch eine Trennséule geschickt
(Prinzipieller Aufbau in Abbildung 16.1). Diese ist mit einem Material gefiillt, an welches die zu
trennenden Stoffe unterschiedlich stark binden. Auf diese Weise bendtigen sie eine unterschied-
liche Zeit zum Durchqueren der Sédule. Dahinter ist ein Detektor angebracht, der fluoro- oder
photometrisch die Passage der jeweiligen Stoffe nachweist, wobei aus der Signalstirke dann auf
die jeweilige Stoffmenge geschlossen werden kann. Die Zuordnung der sich dabei ergebenden
Peaks zu dem zugehorigen Stoff erfolgt iiber die unterschiedlichen Laufzeiten durch die Saule
(die sog. Retentionszeiten). Sind diese aus Messungen mit Vergleichsproben bekannt, so erlaubt
ein Chromatogramm, wie in Abbildung 16.3 gezeigt, die Peak- und damit Stoffbestimmung.

Abbildung 16.1: Aufbau einer HPLC-Anlage. A: Laufmittel, B: Pumpe, C: Mischkammer, D:
Injektions- Ventil, kann durch einen automatischen Probengeber (Autosampler) ersetzt
werden, E: Trennsdule, F: Photometer, G: Fluorometer, H: gebrauchte Laufmittel, J:
Computer zur Pumpensteuerung und Datenaufnahme.
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Die verwendete Anlage stammte von der Firma Agilent Technologies (Agilent 1100 Series). Bei
der Trenns#ule handelte es sich um den Typ ,,Hypersil ODS (5um) 4,6x250 mm* von derselben
Firma. Als Guard Column (dies ist eine Sdule &hnlich der Trennséule, die dieser vorgeschaltet
ist, um Verunreinigungen fernzuhalten) diente eine ,,0B242284 Hypersil ODS (5um) 4x4 mm*
von Agilent Technologies.

16.1.2 Kombinationsmessungen mit Absorption bei 505 nm

Um kontrollieren zu kénnen, inwieweit die Anderungen in der Absorption bei 505 nm auch
wirklich von den Anderungen des Xantophyll-Zyklus bzw. vom Zeaxanthin-Pool herriihren,
muss die fliissigkeits-chromatographische Pigmentbestimmung jeweils am selben Blatt erfolgen
wie die Absorptionsmessungen.

Die Messung der Verdnderungen bei 505 nm erfolgte in Transmission, deshalb wird im
Folgenden immer die Bezeichnung ,, T505-Signal“ verwendet.

Fiir die 505-nm-Messung kam die optische Strecke in der Anlage zum Einsatz, die bereits
bei den Gasfluss-Messungen (siche Abschnitt 4.5.2, S. 42) benutzt wurde. Sie ermdglichte das
Spiilen mit einem Gas der Zusammensetzung 300 ppm COs, 2% O, Rest No, Gesamtfluss:
210 ml/min. Das T505-Signal wurde nach folgendem Protokoll gemessen, wobei die ersten 10
Minuten der Dunkeladaption dienten:

Zeit 0-10 min | 10-15 min ‘ 15-25 min

Messung aus AT an
FC-Messlicht aus 0 an
Aktin.Licht aus aus | an (LL oder HL)

Fiir die Zeaxanthin-Bestimmung mittels T5p5-Signals wurde die Differenz dieses Signales auf
einen Lichtsprung gemessen. Fiir die Vergleichbarkeit der Daten musste die Messung mittels
HPLC auch eine Differenz zwischen beleuchtetem und unbeleuchtetem Blatt liefern. Die Streu-
ung der Ergebnisse ist im allgemeinen grofler, wenn diese beiden Messungen an getrennten
Bldttern durchgefithrt werden. Um dies zu vermeiden, wurden die Blédtter in der Gasfluss-
Anlage auf der halben Fliche mit einer schwarzen Pappe abgedeckt. Dadurch befanden sich auf
einem kleinen Bereich nebeneinander die verdunkelte Kontrollfliche und die helle Fliche, in der
sich Zeaxanthin bilden konnte und von der auch das Tro5-Signal stammte.

Direkt nach der Messung und der Beleuchtung wurde das Blatt aus der Anlage entfernt, um
innerhalb von ca. 20 s (damit sich die Xanthophyll-Gehalte nicht verdndern) aus der dunklen
und hellen Fliche jeweils ein Blattstiick mit einem Durchmesser von 13 mm auszuschneiden,
diese in Eppendorf-Tupes zu fiillen und in fliissigem Stickstoff einzufrieren. Die Lagerung der
Proben in diesen Gefaflen erfolgte dann bis zur Extraktion bei -80°C.

16.2 Probenextraktion

Fiir die Zeaxanthin-Bestimmung mittels HPLC war es notig, die Photosynthesepigmente aus
den gefrorenen Blattstiicken zu extrahieren. Damit sich dabei keine Verdnderungen am Zeaxan-
thingehalt ergaben, musste dieser Vorgang bei wenig Licht und mit permanenter Probenkiihlung
stattfinden.

Ablauf der Extraktion:

e Der Inhalt des Probenrohrchens, zwischenzeitlich wieder in fliissigem No gelagert, wird
zusammen mit einer Spatelspitze Quarzsand und etwas MgHCOg3 (zum Abpuffern von
Séuren in der Vakuole, die die Carotinoide und Chlorophylle schidigen kénnen) in einen
mit fliissigem Ny gekiihlten Morser gegeben und zerbrochen.

e Unter Zugabe von 0,5 ml 85% Aceton wird das Blattstiick zermorsert und in gekiihlte
Zentrifugenrdhrchen iiberfiihrt.
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Der Morser wird erneut mit 85% Aceton gespiilt und dann mit 100% Aceton (Beta-Carotin
16st sich in 85%igem Aceton schwer).

Der Extrakt wird bei 6000 U/min und 5°C fiir 5 min zentrifugiert und dann der Uberstand
dekantiert.

Das Pellet wird erneut mit 200u1 100% Aceton aufgeriihrt, erneut zentrifugiert, und der
Uberstand zu dem anderen gegeben.

Die Fliissigkeit wird gefiltert und bis zur Messung in der HPLC-Anlage kiihl gelagert.

16.3 Auswertung

16.3.1 Spektralphotometrische Bestimmung der Chlorophyll-Gehalte

Zur Uberpriifung der Kalibrierfaktoren der HPLC-Messung wurden die Chlorophyll-Gehalte
auch mittels Spektrophotometer bestimmt. Hierzu wurde von einem Teil der extrahierten Pig-
ment-Proben ein Absorptionsspektrum im Bereich von A = 600...750 nm aufgenommen. Ein
solches Spektrum zeigt die Abbildung 16.2.
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Abbildung 16.2: Spektrum einer Probe von extrahierten Photosynthesepigmenten, gemessen mit einem
Photospektrometer. Die Messwerte an den beiden eingezeichneten Wellenlingen, er-
lauben es, mit Hilfe der Gleichungen 16.1 und 16.2 die Chlorophyll-a- und -b-Gehalte
der Probe zu bestimmen.

Die Bestimmung der Chlorophyll-Gehalte geschieht nun nach Porra et al. (1989), indem an
den beiden in Abbildung 16.2 angegebenen Wellenléingen die Messwerte bestimmt und in die
folgenden Formeln eingesetzt werden:

Chl, [nmol/ml]] = 13, 7145636 _ 2 8546466 (16.1)

Chly[nmol/ml]] = 22,39A%16:6 _ 5 42 4663.6 (16.2)

Dabei sind A%46:6 und A%636 die Absorptionswerte fiir A\ = 646,6 nm bzw. A = 663, 6 nm, von
denen vorher der Wert fiir A = 750 nm als Nullwert abgezogen wurde.
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16.3.2 Bestimmung der Xanthophyll-Gehalte aus den Chromatrogrammen
der HPLC

Die nach dem im Abschnitt 16.1.1 beschriebenen Messverfahren erhaltenen Chromatogramme
(ein Beispiel in Abbildung 16.3) wurden ausgewertet, indem fiir die einzelnen Peaks die Fliche
unter der Kurve bestimmt wurde. In den meisten Féllen wurde dies von der Software automa-
tisch erledigt, bei sehr flachen Kurven oder teilweisem Zusammenfall mit einem anderen Peak
konnte die Software die Grenzen zwischen einzelnen Peaks nicht finden. In diesen Fillen wurden
mit Hilfe der Software Trennlinien eingefiigt, so dass dann die korrekte Fléche berechnet werden

konnte.
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Abbildung 16.3: Chromatogramme zweier HPLC-Messungen von uninfizierten Weizenbldttern ohne
Licht (untere Kurve) und nach High-Light (Obere Kurve). Zur besseren Ubersicht ist
die HL-Kurve nach oben und nach links verschoben. Die Zahlen kennzeichnen die
Retentionszeiten (in min). Dariber zu lesen sind die zu diesen Zeiten und damit zu
den Peaks gehorigen Substanzen. Deutlich erkennbar ist der Zeaxanthin-Peak in der
oberen Kurve, der in der Dunkel-Kurve fehlt.

Fiir jedes Pigment konnte nun zusammen mit den passenden Kalibrierfaktoren, welche bereits
in der Arbeitsgruppe Bilger fiir den verwendeten HPLC-Aufbau vorlagen, durch Multiplikation
mit der zugehorigen Peak-Fliache (die zur passenden Retentionszeit am Detektor vorbei kam)
der Gehalt an dem jeweiligen Pigment errechnet werden. Dies ergibt die absoluten Gehalte in

dem jeweiligen Blattstiick.
Die Pigment-Gehalte des Xanthophyll-Zyklus wurden in Relation zum Gesamtchlorophyll-

Gehalt gesetzt:
Pigment pro Chlorophyll = Pigment/ (Chl, + Chly) (16.3)

Da in dieser Relation die Korrektheit der Chlorophyll-Gehalte besonders wichtig ist, wurden die
mit der HPLC ermittelten Chl,- und Chly,-Gehalte (und damit auch die passenden Kalibrier-
faktoren) mit denen aus den Spektrophotometermessungen (siehe Abschnitt 16.3.1) verglichen,
wie in Abbildung 16.4 dargestellt.

Die Punkte liegen im Rahmen der Messungenauigkeit auf der Winkelhalbierenden, somit
sind die verwendeten Kalibrierfaktoren in Ordnung und damit auch die Messergebnisse.
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Abbildung 16.4: Vergleich der Messungen der Chl, (Quadrate)- und Chl, (Rauten)-Gehalte mit HPLC
(x-Achse) und Spektrophotometer (y-Achse). Im Rahmen der Messungenauigkeit lie-
gen die Punkte auf der Winkelhalbierenden.

Aus den relativen Gehalten der Xanthophyll-Pigmente konnte nun die Gréfie des Xanthophyll-
Pools (VAZ) und der Epoxilierungsstatus (EPS, Thayer und Bjorkmann, 1990) berechnet wer-
den:

VAZ=V+A+Z (16.4)
2V + A
EPS= ———— 16.
S VT At 2) (165)

mit V: Violaxanthin-Gehalt
A: Antheraxanthin-Gehalt
7Z: Zeaxanthin-Gehalt

Der EPS-Wert gibt die relative Anzahl der Epoxygruppen an, die vorliegen (Zeaxanthin hat
keine, Antheraxanthin eine und Violaxanthin deren zwei). Liegt also alles Xanthophyll als Vio-
laxanthin vor, so ist F = 1.
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16.4 Ergebnisse

16.4.1 Absolute HPLC-Messwerte

Abbildung 16.5 stellt gemittelt iiber Bldtter einer Gruppe (dunkel bzw. hell, LL. bzw. HL,
gesund bzw. infiziert) den Zeaxanthin-Gehalt (Zea), die Gesamtgrofie des Xanthophyll-Pools
(VAZ) und den Epoxilierungsstatus (EPS) dar, wobei Zea und EPS fiir die Darstellung im
gleichen Diagramm mit 5 bzw. 100 multipliziert wurden. Die beiden Pools (Zea und VAZ) sind
auf den Chlorophyll-Gehalt der Blétter normiert.
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Abbildung 16.5: Messergebnisse der Pigment-Bestimmung mittels HPLC': Zeazanthin-Gehalt (Zea) im
Verhiltnis zum Chlorophyll-Gehalt (linke Sdulengruppe, mit Faktor fiinf skaliert),
Xanthophyll-Pool-Grifle (VAZ, Mitte) auch im Verhdltnis zum Chlorophyll und Epo-
zilierungsstatus (EPS, rechte Siulengruppe, mit Faktor 100 skaliert). Es wurden je-
weils iber die Blattstiicke gemittelt, die im Dunkeln geblieben waren bzw. solche, die
Low- oder High-Light bekommen haben, unterschieden nach gesunden und mit Sep-
toria tritici infizierten. Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes
(SEM) an.

Die Gesamtgrofie des VAZ-Pools zeigt bei allen Behandlungen keine signifikanten Unterschiede
(mittlere Saulengruppe in Abbildung 16.5).

Deutlich zu sehen hingegen ist die Lichtabhéngigkeit des Zeaxanthin-Gehaltes: Er steigt wie
erwartet im Vergleich zu den dunklen Blattern im Licht an, bei HL ist dies sehr viel stérker
als bei LL. Schwicher ausgeprégt ist der Unterschied zwischen infizierten und nicht infizierten
Bléttern, welcher nicht signifikant ist.

Die Lichtabhéngigkeit des Zeaxanthinwertes spiegelt sich im EPS-Wert (rechte Sdulengrup-
pe, Abb. 16.5) wider, tritt allerdings nicht so deutlich hervor. Der Einfluss der Infektion ist
noch geringer als beim Zeaxanthingehalt. In der Dunkelheit ist bei beiden Sorten (gesund und
infiziert) kein Unterschied zu sehen. Erst Licht scheint einen Unterschied zu bewirken, denn im
Low-Light ist der EPS-Wert bei gesunden geringer als bei infizierten Bléittern (der EPS-Wert
verhilt sich in Bezug zum Zeaxanthin-Gehalt invers zu diesem), es ist also bei letzteren weniger
Zeaxanthin vorhanden. Die Unterschiede im EPS-Wert bei gesunden und infizierten Bléttern
sind jedoch nicht signifkant.
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16.4.2 Licht-induzierte Anderungen des Zeaxanthingehaltes

In Abb. 16.5 waren die Unterschiede im EPS-Wert zwischen infizierten und nicht-infizierten
Blittern nicht signifikant. Der Vorteil, dass relative Anderungen sich im Allgemeinen besser
aus der statistischen Streuung als Absolutwerte herausheben, kommt deshalb zum Tragen, weil
das beleuchtete Stiick und das unbeleuchtete vom gleichen Blatt genommen wurden. In Abb.
16.6 sind die Differenzen zwischen unbeleuchtetem und beleuchtetem Blattstiick dargestellt.
Diese Differenzen sind es auch, die mit den noch folgenden 505nm-Messungen verglichen werden
miissen.
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Abbildung 16.6: Messergebnisse der Pigment-Bestimmung mittels HPLC: Differenzen des Epoxilie-
rungsgrades des Xanthophyll-Pools. Es wurde jeweils die Differenz des EPS-Wertes
vor und nach der Beleuchtung berechnet und dann tiber alle gesunden und mit Septo-
ria tritici infizierten Bldtter gemittelt, unterschieden nach Low- und High-Light. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an. N =4-9.

Abbildung 16.6 bestétigt, was bei der Betrachtung der Absolutwerte in Abb. 16.5 noch nicht
sichtbar wird: Bei wenig Licht (die beiden linken S#ulen) ist die Verdnderung des EPS-Wertes
bei den gesunden Blédttern deutlich gréfer als bei den infizierten; sie bilden also im Licht mehr
Zeaxanthin. Dieser Unterschied verschwindet im Starklicht (rechte Sdulen in Abb. 16.6).
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16.5 Zeaxanthin-Bestimmung mittels 505-Signal bei Weizen

Die HPLC-Bestimmungen der licht-induzierten Zeaxanthin-Bildung sollte nun mit der optischen
Absorptionsmessung bei 505 nm (T505-Messung) verglichen werden. Bendixen et al. (2001) fan-
den eine sehr gute Ubereinstimmung beider Methoden bei Bohne, so dass Hoffnung besteht, hier
beim Weizen das Gleiche zu finden. Der optische Zugang hat die fiir biophysikalische Messme-
thoden typischen Vorteile der einfachen Durchfithrung und der Online-Registrierung.

Schon bei den Gasfluss-Messungen im Abschnitt 10.2.2 zeigt sich in Abb. 10.6 eine ver-
ringerte Zeaxanthin-Entwicklung in befallenen Weizenbldttern im Vergleich zu gesunden. Im
N-Projekt Sa359/13 war die licht-stimulierte Zeaxanthinbildung in NHI—ernéihrten Pflanzen
unterdriickt. Dort wurde es auf Ascorbatmangel zuriickgefiihrt. Dies passt zur Annahme des
Pilzprojektes, die davon ausgeht, dass pilzbefallene Pflanzen Ahnlichkeiten mit NHI—ernéihrten
Pflanzen haben. In der Hypothese ist ein hoher Spiegel an ROS beiden Szenarien gemeinsam, bei
NH; -erniihrten als ,,technische Panne* (woran die Pflanzen dann auch zugrunde gehen kénnen),
bei pathogenbefallenen ,mit Absicht* als Abwehrstrategie. In beiden Féllen sollte der Ascorbat-
spiegel niedrig sei: Bei NHI—ernéihrten Pflanzen aufgrund der starken Belastung der Radikale
fangenden Systeme, bei pathogenbefallenen wire ein hoher Ascorbat-Gehalt nicht sinnvoll, da
Radikale erwiinscht sind. Diese Hypothese erhélt Unterstiitzung durch Abb. 10.6B, die eine
geringe Zeaxanthin-Stimulierung in pilzbefallenen Pflanzen zeigt, denn fiir die Zeaxanthinbil-
dung ist Ascorbat notwendig. In Abb. 14.17B wird auch gezeigt, dass pilzbefallenen Pflanzen
tatsdchlich mehr Radikale besitzen. Hier wird nun die optische Zeaxanthin-Bestimmung quan-
titativ ausgewertet werden.

16.5.1 Messablauf

Wihrend der Tsg5-Messungen verblieben sowohl gesunde als auch mit Septoria tritici infizierte
Weizenbléitter an der Pflanze. Die Liange der Blétter erlaubte es, sie zu biegen, so dass Teile
in die auch fir Gasflussmessungen benutzte Messkammer (im Abschnitt 4.5.2 beschrieben)
eingebaut werden konnten. Mit eingeschalteter Gasversorgung (300 ppm COgz, 2% Og, Rest:
Ny mit 200 ml/min) wurden sie fiir 10 min dunkeladaptiert. 60 Sekunden nach Einschalten
des Messlichtes (Int. 50 gmol m~2s~!) schaltete der Steuercomputer das aktinische Licht (LL:
100 pmol m~2s~1) ein.

Die starke Drift, die bei T5p5-Messungen leider auftritt (deshalb auch nur Differenzmessun-
gen erlaubt), erforderte eine Driftkorrektur. Dafiir wurde der Wert des 505-Signales zu Beginn
der Messung (Einschalten des Messlichtes) (T'stqr¢) und dann direkt vor dem Einschalten des
aktinischen Lichtes (T) bestimmt (siehe auch Abbildung 16.7). Aus diesen beiden Werten wird
die Steigung berechnet. Die Kenntnis dieser Steigung ermdoglicht die Berechnung des driftkorri-
gierten Tso5-Messwertes iiber lineare Extrapolation:

_ TSmrt - TO ¢

D
t 60

(16.6)
Der Beschreibung der licht-induzierten Anderungen im Tyg5-Signal dienten die Messwerte an den
Zeitpunkten 10 s, 20 s, 30 s und 300 s nach Einschalten des aktin. Lichtes. Die driftkorrigierte
Differenz zwischen dem Messwert des Zeitpunktes 300 s (73009) zum Zeitpunkt , Licht an® ist
der gesuchte Wert der Zeaxanthin-Anderung Z,:

Tstart — To ¢

Zy = Z300 — To — D300 = T300 — To — 60

(16.7)
Entsprechend wurden Werte Z1g, Zog und Zsq fiir die Zeitpunkte 10 s, 20 s bzw. 30 s analog
berechnet. Zsy 309 bezeichnet die driftkorrigierte Differenz zwischen den Werten T3¢ und T3gg:

T — T
Z30.300 = T30 — T300 — % (300 — 30) (16.8)
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Abbildung 16.7: Beispielmessung 505-Signal in Transmission: Dunkeladaptiertes Weizenblatt wurde

bei dem eingezeichneten Punkt mit Low-Light (100 wmol m™>s~') beleuchtet. An
den unten eingezeichneten Punkten wurden Messwerte aufgenommen und wie im Text
beschrieben verrechnet.

Das Minimum des T5g5-Signales zeigt die stérkste Zeaxanthin-Bildung an.
Zmin =Ty — Twin (169)

16.5.2 Ergebnisse

Die mit den Gleichungen 16.6 bis 16.9 berechneten Werte wurden jeweils fiir gesunde und
infizierte Weizenblatter gemittelt und in der Abbildung 16.8 dargestellt. Alle Werte sind drift-
korrigiert bis auf Zz(ohne DK) und Zmin (ohne DK). Zusitzlich wurden die Mittelwerte fiir
ein Signal auf statistisch signifikante Unterschiede getestet (t-Test, p=0.001, ,,***“). Wie auch
schon bei den Scattering-Messungen im Abschnitt 10.2.5 (S. 96) wurden Mess-Serien an zwei
verschiedenen Zeitenpunkten (August/September 2003 und Juni 2004) gemacht. Abb. 16.8A
korrespondiert mit 10.7 und Abb. 16.8B mit 10.11.

In Abb. 16.8A ergibt sich fiinf Minuten nach Einschalten des Lichtes bei den gesunden
Blattern ein deutlicher Abfall des Tko5-Signales und damit eine erkennbare Zeaxanthin-Bildung,
bei den infizierten ist dieses Signal deutlich schwécher (Zz(ohne DK)) bzw. sogar negativ (Zz).
Hier wird also fast gar kein Zeaxanthin gebildet oder vielleicht sogar welches abgebaut. Das
Minimum-Signal zeigt gleiches Verhalten. Da die spektrale Trennung des Signals bei 505 nm
von den benachbarten Signalen wie Scattering bei 535 nm und Thylakoid-Energetisierung bei
515 nm nicht vollstéindig maglich ist, gibt es ein optisches Ubersprechen. Eine Erkennung des
Zeaxanthin-Signales ist aber trotzdem moglich, da dieses von den anderen durch den Zeitbereich
deutlich getrennt ist: A515 fiir die Thylakoidmembranspannung: 5 ms (Dau et al., 1991) und
A535 fiir den pH-Gradienten: 10 s (Hansen et al., 1993).

Diese Trennung erkennt man sowohl in Abb. 16.7 am Zeitverlauf als auch im Balkendia-
gramm der Abb. 16.8. In der Abbildung 16.8 stellt Zz die Entwicklung des 505-Signals in
den ersten 300 s nach Einschalten des Lichtes dar. Die Balken Z10, Z20 und Z30 zeigen die
schnellen Anderungen an, also die Differenzen innerhalb von 10, 20 und 30 s nach , Licht an“.
Dieser Signalanteil ist dem Ubersprechen vom A535-Signal (Thylakoid-Energetisierung) zuzu-
schreiben. Z380-300, die Verdnderung ab 30 s bis zu 5 min, gibt den Anteil, der wirksam wird,
wenn die Thylakoid-Energetisierung zur Ruhe gekommen ist, also von der Zeaxanthin-Bildung
herriithrt. Man erkennt (Abb. 16.8), dass sich innerhalb der ersten 30 Sekunden praktisch keine
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Abbildung 16.8: Zeaxzanthin-Signal (Tsos) bei gesunden und mit Septoria tritici infizierten Weizen-
blittern. Aus den Messungen wie in Abb. 16.7 wurden an den eingezeichneten Mes-
spunkten die Werte bestimmt und dann die Groflen nach Gleichungen 16.6 bis 16.9
berechnet. Zx(ohne DK): Anderung des 505-Zeazanthin-Signals nach Einschalten des
Lichtes ohne Driftkorrektur, Zx: selbes Signal mit Driftabzug, Zmin (ohne DK): Diffe-
renz zwischen Minimum des Signals wihrend der Messung und dem Wert zu Beginn
(ohne Driftkorrektur), 210 bis 7Z30: Verdinderungen 10 bis 30 s nach ,Licht an*,
730-300: Verdnderungen zwischen 30 s und 300 s nach ,Licht an®, alle vier drift-
korrigiert. Eingezeichnet sind die Mittelwerte (Nges = 26, Ning = 41). Bei den mit
, FF* markierten Sdulen sind die Mittelwerte fir gesund und infiziert signifikant (p =
0.001). Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an. (A) Mes-
sungen im August/September 2003 wie bei den Scattering-Messungen in Abb. 10.7,
(B) Messungen im Juni 2004 wie bei den Scattering-Messungen in Abb. 10.11

Anderungen im 505-Signal ergeben, sondern erst danach. Damit weist dieser verzdgerte Anstieg
die beobachteten T: 505—Anderung eindeutig der Zeaxanthin-Bildung zu. Alle Mittelwerte von
gesunden und infizierten Bléttern unterscheiden sich signifikant (p=0.001).

In Abb. 16.8B sind die Anstiege wesentlich geringer als in Abb. 16.8A. Allerdings ergibt
sich ein &hnliches Bild beim Zeitverlauf. Die Unterschiede zwischen gesunden und infizierten
Bldttern sind wesentlich geringer geworden und nicht mehr signifikant verschieden.

16.5.3 Vergleich von HPLC und Transmission bei 505 nm

Die Ergebnisse zur licht-induzierten Zeaxanthin-Bildung und die Abhéngigkeit von der In-
fektion kommen bei der Tygs-Messung erheblich besser heraus. Im Allgemeinen gilt aber die
HPLC-Bestimmung als die zuverlissigere (aber scheinbar mit geringerem Auflésungsvermogen
fiir behandlungsabhéngige Differenzen). Um nun die Aussagekraft des Absorptionssignals bei
505 nm mit den Ergebnissen der Zeaxanthin-Bestimmung aus der HPLC zu vergleichen, wurde
in der Abbildung 16.9 der EPS-Wert einer jeden gemessenen Blattprobe iiber dem zugehorigen
505-Signal aufgetragen. Die Messpunkte streuen etwas um die eingezeichnete Trendgerade. Ein
dhnliches Ergebnis fanden Bendixen et al. (2001). Die Streuung muss man bei dem Vergleich
zweier Methoden durchaus erwarten, und sie mindert nicht die Aussage, dass beide Verfahren
im Mittel zum gleichen Ergebnis fithren. Fiir das Verfolgen von pilzinduzierten Anderungen
scheint das Tyo5-Signal zuverldssiger. Die Aufzeichnung eines ganzen Kurvenzuges ermdoglicht
ein Mittelungsverfahren per Auge, das Signale besser von stochastischen Schwankungen trennt
als die Mittelung iiber punktférmige Messungen wie bei der HPLC.
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Abbildung 16.9: Vergleich der Ergebnisse fiir die Zeaxanthin-Bestimmung aus den HPLC-Messungen
und der Absorption bei 505 nm. Zu jedem Punkt gehort jeweils eine Differenzmessung
dunkel-hell: Tsos auf der xz-Achse und und der Epoxilierungsstatus auf der y-Achse.
Die eingezeichnete Gerade ist die zu allen Punkten gehdrende Trendgerade.

16.5.4 Schlussfolgerungen

Die Untersuchungen dieser Arbeit gingen von der Hypothese aus, dass die Pflanze Pathogene
durch erhthte ROS-Produktion bekdmpft (Rolke et al., 2004; Moore et al., 2002; Doke und Mi-
ura, 1995; Hiickelhoven und Kogel, 2003). Im Stickstoffprojekt, das auch in dieser Arbeitsgrup-
pe durchgefiihrt wird, zeigte sich, dass in ammoniumernihrten Pflanzen die ROS-Produktion
hoher ist als in nitraterndhrten (Zhu et al., 2000). Bendixen et al. (2001) fanden, dass der ROS-
bedingte hohere Ascorbat-Verbrauch in ammonium-ernéhrten Pflanzen zu einer Unterdriickung
der licht-induzierten Zeaxanthin-Bildung fiithrt. Dies fithrte zur Frage, ob auch in pilz-infizierten
Pflanzen ein solcher Mechanismus die Zeaxanthin-Bildung unterdriicken kénnte. Es gab bereits
einige Hinweis in der Literatur (Bolwell und Wojtaszek, 1997; Hiickelhoven et al., 2000; Baker
et al., 2000). Die Messungen in diesem Kapitel geben ein eindeutige Antwort: Der Pilzbefall
schwicht die Zeaxanthin-Bildung. Hierbei vermoégen die Tsg5-Messungen diese Aussage deut-
licher zu liefern als die HPLC-Messungen, eine insofern auch erfreuliche Feststellung, als die
HPLC-Messung wesentlich aufwendiger in Bezug auf Arbeitszeit und Geréteinvestition ist.






Kapitel 17

Algenfluorometer

Eine der Aufgaben der vorliegenden Arbeit ist die Suche nach Eigenschaften des Fluoreszenz-
Signales, das sich als Grundlage fiir eine Pathogenerkennung im Feld eignen konnten. In die-
sem Kapitel geht es um die spektralen Eigenschaften. Zum Beispiel sind Fluoreszenzsignale im
Blau-Griinen aufgrund einer vermehrten Bildung von Lignin und phenolischen Substanzen bei
Pilzbefall bekannt, z. B. Baker et al. (1989); Carver et al. (1992, 1998); Pearce et al. (1998);
Smart et al. (1986); Wei et al. (1994); Cerovic et al. (1994); Pearce et al. (1998).

Fiir diese Untersuchungen geeignete Gerite sind Fluorometer, die zur in-situ-Identifikation
von Phytonplankton-Arten eingesetzt werden. An beiden zur Zeit verfiigbaren Gerdten wa-
ren Ehemalige der Kieler Arbeitsgruppe Biophysik beteiligt. Das erste Gerdt wurde von Jorg
Kolbowski mit der Schreiberschen Gruppe in Wiirzburg entwickelt (Kolbowski und Schreiber,
1995). Das hier benutzte Gerit hatte Martin Beutler in seiner Dissertation (Beutler, 2003) im
Rahmen eines BMBF-Projektes zusammen mit der Kieler Firma BBE Moldaenke und dem MPI
fiir Limnologie in Plon entwickelt (Beutler et al., 2002, 2003, 2004).

17.1 Messaufbau und Ablauf

Abbildung 17.1 zeigt ein Funktionsdiagramm des Fluorometers. Wie in der Abbildung gezeigt,
wird das Blatt auf einen Blatthalter aus Plexiglas montiert und unter einem Winkel von 45° zur
Leuchtrichtung der sieben Anregungs-LEDs gestellt, die Licht der Wellenldngen 370, 430, 470,
525, 590 und 610 nm liefern. Die Fluoreszenzantwort des Blattes wird mit vier Photomultipliern
detektiert bei vier Wellenlidngen (600, 620, 650 und 685 nm), welche durch davor montierte Filter
bestimmt werden.

So stehen fiir eine Messung insgesamt maximal 24 Anregungs-Emissions-Kombinationen
zur Verfiigung, welche allerdings nicht alle verwendet werden koénnen, da die Filter vor den
Detektoren fiir 600 und 620 nm auch das direkte Licht der 610 nm-LED durchlassen. Die
entsprechenden Datenpunkte wurden deshalb in der Darstellung der Ergebnisse weggelassen.

Wiéhrend einer Messung werden die LEDs mit 5 kHz nacheinander fiir 0,1 ms eingeschaltet,
damit eine getrennte Erfassung iiber die zeitliche Differenzierung moglich ist. Der Microcontrol-
ler fithrt dann die zeitliche Zuordnung der AD-Wandler-Signale zu den Anregungswellenldngen
durch. Die rechte Seite der Abbildung 17.1 zeigt das Zeitschema der LED-Taktung und Daten-
erfassung.

In der Photoynthese-Forschung haben sich die von Schreiber et al. (1986) festgelegten Fluo-
reszenz-Parameter durchgesetzt. Hier werden die von van Kooten und Snel (1990) zusammen-
gefassten Definitionen benutzen:

e Fy: Nach einer Dunkeladaption von 90 s erfolgt die Messung der Dunkelfluoreszenz in
den néchsten 60 s. Wahrend der gesamten Phase sind die Mess-LEDs jeweils 0.1 ms
an und 5 ms aus, so ergibt sich iiber die Zeit gemittelte Messlichtintensitéit von ca.
0,1 gmol m2s~ 1.
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Abbildung 17.1: Aufbau des Fluorometers: An dem Blatthalter aus Plexiglas wird ein Blatt befestigt
und mit den LEDs angeregt. Vier Photomultiplier mit Filtern verschiedener Wel-
lenldnge nehmen die Fluoreszenzantworten auf. Der Mikrokontroller erfasst die Wer-
te der AD-Wandler und steuert die LEDs gemdfl dem Schema auf der rechten Seite
getaktet an. Der Fyr-Laser erzeugt aktinisches Licht und sdttigende Blitze.

e Fj;: Die Laserdiode wird fiir 1 s eingeschaltet und die Fluoreszenz mit sdttigendem Licht
bei einer Intensitit von ca. 3000 gmol m~2? s~ erfasst.

e F: 60 s nach dem Blitz wird die Fluoreszenz gemessen mit einer Messlichtintensitit von
unter 5 gmol m~2 s~ !, die dadurch erreicht wird, dass die Leuchtdioden nach einer Leucht-
zeit von ebenfalls 0,1 ms nur 0,1 ms aus sind.

17.2 Ergebnisse

Es wurden Fluoreszenzspektren von gesundem und mit Septoria tritici und Septoria nodorum in-
fizierten Weizenbléttern (bis 25 Tage nach Infektion) aufgenommen und dann iiber 160 (gesund),
237 (SN) oder 281 (ST) Datenpunkte gemittelt.

Diese gemittelten Spektren finden sind in den Abbildungen 17.2 (Fy), 17.3 (Fjs) und 17.4
(F)

Zur Unterscheidung der Daten von gesunden und infizierten Bléttern wurden jeweils t-
Tests gerechnet (gesund gegen Septoria tritici und gesund gegen Septoria nodorum). Waren die
Mittelwerte signifikant verschieden, so ist die entsprechende Wellenldnge in den Grafiken mit
»ST* bzw. ,SN* gekennzeichnet fiir p=0.001 und mit ,,(ST)*“ bzw. ,(SN)* fiir p=0.05.
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Fy-Messungen mit dem Algenspektrometer bei Dunkelheit: Dargestellt ist die jeweilige
Fluoreszenz-Emission bei sequenzieller Anrequng durch die an der x-Achse angegebe-
nen Wellenldngen. Detektion bei (A) 600 nm, (B) 620 nm, (C) 650 nm und (D)
685 nm. Die Messpunkte stellen den Mittelwert aus 160 (gesund), 237 (SN) oder 281
(ST) Messungen dar und sind der besseren Ubersicht wegen durch Linien verbun-
den. Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an. Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen gesund und infiziert sind mit ,ST“ bzw. SN
gekennzeichnet fir p=0.001 und mit ,,(ST)“ bzw. ,,(SN)“ fiir p=0.05.

17.2.1 Fy-Dunkelfluoreszenz

In der Dunkelfluoreszenz (Fo, Abb. 17.2) zwischen gesunden und infizierten Pflanzen treten bei
den verschiedenen Detektionswellenléingen diese Unterschiede zutage:

e 600 nm (Abb. 17.2A): Signifikante Unterschiede sind zwischen den gesunden Bléttern und
denen mit der Septoria-Nodorum-Infektion bei 470 nm zu erkennen.

e 620 nm (Abb. 17.2B): Keine deutlichen Unterschiede sichtbar.

e 650 nm (Abb. 17.2C): Verschiedene Spektren sind iiber den ganzen Bereich erkennbar,
wobei die Unterscheidung gesund-infiziert fiir Septoria tritici bei 430 nm signifikant wird,
bei Septoria nodorum ist dies bei 610 nm der Fall.

e 685 nm (Abb. 17.2D): Hier ist Septoria tritici fiir den Bereich von 430-610 nm und
Septoria nodorum fiir 470-610 nm signifikant von der Kontrolle verschieden.
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Abbildung 17.3: F);-Messungen mit dem Algenspektrometer bei sittigendem Licht. Darstellung wie
bei Abb. 17.2. Detektion bei (A) 600 nm, (B) 620 nm, (C) 650 nm und (D) 685 nm.
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Abbildung 17.4: F-Messungen mit dem Algenspektrometer bei 5 pmol m™2 s=1 aktin. Licht. Darstel-

lung wie bei Abb. 17.2. Detektion bei (A) 600 nm, (B) 620 nm, (C) 650 nm und (D)
685 nm.
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17.2.2 F)/-Fluoreszenz (Blitz)

Wiéhrend des sittigenden Blitzes (Fps, Abb. 17.3) zwischen gesunden und infizierten Pflanzen
treten bei den verschiedenen Detektionswellenlingen andere Unterschiede auf:

e 600 nm (Abb. 17.3A): Keine deutlichen Unterschiede sichtbar.
e 620 nm (Abb. 17.3B): Keine deutlichen Unterschiede sichtbar.

e 650 nm (Abb. 17.3C): Das Spektrum fiir Septoria tritici ist im Bereich 430-525 nm signi-
fikant von der gesunden Kontrolle verschieden, bei Septoria nodorum ist es der Bereich
von 370-430 und 525-610 nm. Dabei setzen sich beide Infektionen unter Anregung bei
470 nm sehr deutlich von der Kontrolle ab.

e 685 nm (Abb. 17.3D): Identischer Spektren-Verlauf.

17.2.3 F-Fluoreszenz

Wihrend des aktinischen Lichtes (F, Abb. 17.4) zwischen gesunden und infizierten Pflanzen
treten bei den verschiedenen Detektionswellenléingen die folgenden Unterschiede zutage:

e 600 nm (Abb. 17.4A): Bei 470 nm ist Septoria nodorum von der Kontrolle signifikant
verschieden.

e 620 nm (Abb. 17.4B): Ebenso ein Unterschied zwischen Septoria nodorum und gesund bei
470 nm.

e 650 nm (Abb. 17.4C): Septoria tritici ist von der Kontrolle fast nicht zu unterscheiden,
wohingegen Septoria nodorum fast im gesamten Bereich (bis auf 370 nm) sich signifikant
von den gesunden Blattern unterscheidet.

e 685 nm (Abb. 17.4D): Sowohl Septoria tritici als auch Septoria nodorum sind im Bereich
430-610 nm verschieden von der Kontrolle. Besonders grofie Unterschiede zeigen sich hier
erneut bei 470 nm und bei 590-610 nm.

17.2.4 Zusammenfassung

Fiir die Detektionswellenlédngen 600 und 620 nm treten praktisch keine Unterschiede zwischen
gesunden und infizierten Bldttern auf, unabhéingig von der Anregungswellenlinge und dem
Lichtprogramm. Bei der Detektion bei 650 und 685 nm finden sich zum Teil deutliche Un-
terschiede in den Messungen; diese beschrianken sich aber zumeist auf den Anregungsbereich
470 und um 600 nm, liegen also im Bereich der phenolischen Substanzen (470 nm) bzw. der
PS II-Fluoreszenz.

Da viele dieser Unterschiede auch statistisch signifikant sind, besteht die Moglichkeit, mit
Spektren in diesem Wellenldngenbereichen eine Pilzerkennung an der Pflanze und auf dem Feld
durchzufiihren. Insbesondere bei einer Detektion bei 685 nm in Dunkelheit oder schwachem
Licht (Abb. 17.2D bzw. 17.4D) ergibt sich bei eine Anregung mit 470 nm oder im Bereich um
600 nm eine Anhebung des Signals bei infizierten Bliattern im Vergleich zur Kontrolle; in den
anderen Anregungsbereichen hingegen passiert nichts, so dass es sich hierbei nicht nur um ein
Skalierungsproblem handelt. Unter séittigenden Blitzen (Abb. 17.3D) konnte bei 650 nm der
Unterschied bei einer Anregung ebenfalls mit 470 nm detektiert werden. Betrachtet man nun
noch Abb. 17.4C, so kénnte sogar eine Unterscheidung zwischen den einzelnen Pilzarten moglich
sein.

Ein passendes Gerit konnte demnach relativ einfach gebaut werden: Ein oder zwei Detekto-
ren bei den genannten Wellenléngen und eine getaktete Anregung bei 470, 590 und 610 nm, wie
sie auch schon bei dem verwendeten Fluorometer zum Einsatz kamen, sollten ausreichen, um
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die hier gezeigten Unterschiede zwischen gesunden und infizierten Blattern messen und zeigen
zu konnen. Ob diese Parameter allerdings fiir eine zweifelsfreie Pilzerkennung auf dem Feld
ausreichen wiirden, die nicht von anderen abiotischen Faktoren beeinflusst wird, konnen nur
weitere Versuche zeigen, die aber den Umfang dieser Arbeit sprengen wiirden.



Kapitel 18

Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein breites Spektrum an Methoden verwendet, die eine grofle Anzahl
von Einzelergebnissen lieferten. Um einen Uberblick iiber die sich daraus ergebenden Aussagen
zu erhalten, wird dies im Folgenden zusammengestellt und unter dem Gesichtspunkt diskutiert,
welchen Beitrag die vorliegende Arbeit zu den im DFG-Projekt Ha 712/16-1,2 aufgeworfenen
Fragen geliefert hat, d. h.

e Pilzbefallerkennung vom fahrenden Traktor iiber die Chlorophyll-Fluoreszenz,

e Nachweis einer Kopplung zwischen Chloroplasten und Mitochondrien im Sinne der Arbeit
von Guo et al. (2005),

e Einwirkung der Pilzinfektion auf die Verfiigbarkeit von PS-I-Akzeptoren, insbesondere in
Hinblick auf die Chloroplasten-Mitochondrien-Kopplung.

18.1 Infektionserkennung

Wie in der Einleitung beschrieben, war es Ziel dieser Arbeit und des zugehorigen DFG-Projektes,
die photosynthetischen Signale auf ihre Eignung fiir die Infektionserkennung vom Traktor zu
untersuchen. Der Vorteil dieser Signale ist ihre verhéltnisméBig leichte Messbarkeit. Es stellt
sich jedoch die Frage, ob die Pilzinfektion die Kopplung des Metabolismus an diese Signalwege
so beeinflusst, dass es moglich wird, die Wirkung des Pilzes auf die Photosynthese nachzuweisen.
Tabelle 18.1 stellt die Ergebnisse dieser Arbeit dazu zusammen.

Die Ergebnisse in Kapitel 5 entsprechen dem Effekt aus der Diplomarbeit Hammes (2000):
eine Absenkung des Fluoreszenzsignales bei infizierten Bldttern. Der photochemische Fluss Jp p
nach Beleuchtung wird kleiner. Dieser Effekt ist allerdings nur sehr schwach (Abb. 5.2). Er wird
sich im Feld kaum aus den Variationen durch abiotischen Stress herausheben. Zusétzliches FR-
Licht scheint eine Methode zu sein, den Effekt der Infektion auf die Thermik etwas deutlicher
herauszuheben (Abb. 5.2). Ein wenig Hoffnung wurde auch auf FR-Licht als Eingangssignal
gelegt, da die Pilzinfektion nach den Ergebnissen dieser Arbeit die Flussverteilung hinter PS I
beeinflusst (Abb. 8.2). Aber auch hier ergeben sich nur sehr schwache Effekte, die nur beim Aus-
schaltsprung Signifikanz erreichen. Das dritte der betrachteten licht-induzierten Signale leitet
sich von der Riickstellflanke der Blitzantwort ab (Abb. 7.1). Auch hier findet man Unterschie-
de, aber ihre Eignung fiir den Feldeinsatz diirfte an der geringen Ausgepréigtheit des Effektes
scheitern.

In der Tabelle 18.1 sind auch noch andere Eingangssignale aufgefiihrt, die weder besonders
signifikante Unterscheidungen zwischen infiziert und gesund erlauben noch fiir die Messung vom
fahrenden Traktor geeignet sind. Dies gilt fiir die Absorption bei 505 nm im 10-Sekunden-Bereich
(Membran-Energetisierung wie S535) oder im 300-Sekunden-Bereich (Zeaxanthin-Bildung), wie
Abb. 16.8 zeigt, fiir die Betrachtung des Anteiles der offenen Stomata oder der stomatiren
Leitfdahigkeit und der Nettophotosyntheserate (Abb. 12.4 und 12.5) oder fiir die Wirkung von
Gasmodulation (Abb. 10.3 und 10.10).
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Tabelle 18.1: Zusammenstellung aller Ergebnisse der Arbeit in Hinblick auf die Fignung photosyn-

thetischer Signale fiir die Infektionserkennung. Die Spalte ,Effekt* gibt Verdnderungen
zwischen infizierten und gesunden Bldittern an. *Abkiirzungen: ,S:g,3%: deutlicher SHA M-
Effekt bei gesunden oder vor drei Tagen infizierten; ,S:1,2%: analog dazu am ersten und
zweiten Tag; ,,g komp“: Bei gesunden Bldttern wird der Akzeptorwegfall kompensiert, bei
infizierten nicht; ,n komp“: Akzeptorwegfall wird nicht kompensiert (weder bei gesund
noch bei inf.).

Abb/ Signal Input Effekt Neben- | Inf. Jahres- Auspri-
Tab beding. Tag zeit gung
Al11.1 | FC-Freq.- COq A kleiner | HL schwach
-11.5 gang Oq A grofler | HL schwach
A7.1 Riick-Fl1 Satt.Licht | grofler schwach
A5.2 Thermik Licht kleiner LL, HL | 1-7 schwach
+T5.1 mit FR | 1-7 schwach
A5.2 Jp.p Licht kleiner LL,HL 1-7 schwach
ohne FR
A5.3 Thermik Licht grofler SHAM 8-25 schwach
-5.4 Fluss Licht kleiner SHAM 8-25 schwach
A5.5 Thermik Licht kleiner SHAM 1-7 schwach
Fluss Licht grofler SHAM 1-7 schwach
A8.2 FC-Sprung | FR runter | kleiner 1-4 schwach
A8.2 FC FR-Niveau | kleiner 1-7 schwach
A16.8 | A505, 10s Licht kleiner Aug/Sept | mittel
A16.8 | A505, 300s | Licht kleiner Aug/Sept | mittel
A16.8 | A505 Licht kein Eff. Juni/Juli
A16.5 | EPS HPLC | Licht kleiner HL nicht sign
A16.5 | Zea HPLC | Licht kleiner LL nicht sign
A16.6 | EPS-Diff Licht kleiner LL nicht sign
A17.2 | 430, 470, Licht hoher Fo, Fum, geeignet
-17.4 600 F
A12.4 | Stomata schliessen 2-3(4) deutlich
A12.5 | Stom.Leitf. kleiner 2-3(4) deutlich
A12.5 | Netto-PS kleiner 2-3(4) deutlich
A10.2 | Jp COy g komp* April 03
A10.10 | Jp COs n komp* Juni 04
A10.7 | Scattering | Licht, COg | sinkt b.inf | LL Okt/Sept | mittel
Licht, COs | konstant HL Okt/Sept | mittel
A10.11 | Scattering | Licht, COs | konstant LL,HL Juni/Juli
A14.20 | ROS S:g,3% 09-10.03
A14.20 | ROS S:1,2% 06-07.03
A10.12 | FC-Sprung | COq variabel 4.03-8.04

Dass diese vom Traktor nicht messbaren Signale hier aufgelistet sind, hat den folgenden Grund:
An ihnen wird die Variabilitit der Signale deutlich. Diese tritt zum Beispiel bei der Wirkung des
COs-Sprunges auf den FC-Fluss auf: In Abb. 10.2 (auch Abb. 10.3, 10.4) wird bei Erniedrigung
der CO9-Konzentration der photochemische Fluss Jp vollstindig von anderen Akzeptoren iiber-
nommen, die eine bessere ATP-Bilanz haben (deshalb der Anstieg des Gesamt-FC-Flusses); dies
findet sich nicht bei infizierten Blattern. Dieser im April 2003 gemessene Effekt verschwindet
im Juni/Juli 2004 (Abb. 10.10). Jetzt verhalten sich die gesunden wie die infizierten Blétter in
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Abb. 10.2. Hierzu passt, dass im Juni/Juni 2004 die ROS-Bildung bei gesunden Bléttern nicht
auf SHAM reagiert (Abb. 14.20), die Rolle der Mitochondrien scheint an Bedeutung verloren
zu haben, und der Export findet nicht mehr statt. Zu den anderen Jahreszeiten hingegen zeigt
die SHAM-Empfindlichkeit die starke Funktion der AOX als Redoxvernichter fiir die Exporte
aus den Chloroplasten an (Abb. 14.20). Damit einher geht die Fihigkeit, bei Erniedrigung der
CO,-Konzentration, Redox-Aquivalente wie in Abb. 10.2 von PS I an die Mitochondrien abzu-
geben. Bei infizierten Blattern dieser Serie sinkt die SHAM-Empfindlichkeit und damit auch die
Moglichkeit der Kompensation, so dass SHAM-Empfindlichkeit der ROS-Bildung (Abb. 14.20)
und die FC-Sprungantwort (Abb. 10.2B) zusammenpassen.

Dieses Bild der jahreszeitlichen Abhéngigkeit spiegelt sich auch im Verhalten des T505- und
S535-Signales auf eine CO9-Erniedrigung bzw. einen Lichtsprung wieder (Abb. 10.7, 16.8). Die
von der Erhohung des Lichts bzw. Absenkung des COg induzierte Erhéhung der Membran-
Energetisierung wird in den Messungen von Aug./Sept. kleiner, wenn die Blétter infiziert sind
(Abb. 10.7 bzw. Kurzzeiteffekte in Abb. 16.8), also wenn unter Low-Light die verminderte
SHAM-Empfindlichkeit eine geringere Beteiligung der AOX am Verbrennen iiberfliissiger Redox-
Aquivalente anzeigt. Unter High-Light werden die Effekte auf die Membran-Energetisierung
weniger sichtbar. Es kann sein, dass ein Séttigungseffekt bei hohen Fliissen den Einfluss des
Umschaltens auf mitochondriale Akzptoren verdeckt. Im Juni/Juli hingegen verschwindet mit
der SHAM-Empfindlichkeit der gesunden Blétter auch die stimulierende Wirkung der Elektro-
nenakzeptorumschaltung auf die Membran-Energetisierung (Abb. 10.11).

Dass jahreszeitliche Variabilitdt tatséchlich eine grofie Rolle spielt, veranschaulicht Abb.
10.12: Hier sind charakteristische Groéflen der Antwort auf eine COo-Erniedrigung iiber den
Monaten April 2003 bis August 2004 aufgetragen. Man sieht eine fast sinusformige Variation
im Jahresverlauf.

Zu dieser Abhéngigkeit von der Jahreszeit kommt noch die Abhéngigkeit von der Infekti-
onsdauer: In Tabelle 5.2 ist zu sehen, dass SHAM auf die Fliisse am Tag 1-7 nach Infektion
den entgegengesetzten Effekt hat wie an den Infektionstagen 8-25. Aber auch im oben be-
richteten Komplex des Zusammenhanges zwischen SHAM-Empfindlichkeit, Kompensation der
PS-I-Akzeptoren und Scattering tauchte auf, dass die Infektionswirkung, die am 1. und 2. In-
fektionstag gut sichtbar ist, am 3. Tag wieder verschwindet (Abb. 14.20). Ebenfalls zeigen die
FR-Blitz- und FR-Sprung-Messung (Abb. 8.4) eine solche Abhéngigkeit vom zeitlichen Ab-
stand nach Infektion: Bis zum Tag 7 finden sich deutliche Unterschiede, die danach vollstandig
verschwinden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen also, dass die Chlorophyll-Fluoreszenz durch die me-
tabolischen Verdnderungen, die ein Pilzbefall verursacht, nicht so signifikant veréindert wird,
dass Effekte dieser Art fiir Diagnosezwecke im Feld benutzt werden kénnten. Insbesondere fehlt
die Moglichkeit des Labors: das differentielle Messen, also der Vergleich von infizierten und
nicht-infizierten Bléttern, die unter gleichen Bedingungen angezogen worden sind.

Ein Hoffungsschimmer ergibt sich jedoch aus den spektralen Untersuchungen im Kapitel 17:
Insbesondere im Bereich 470 und 430 nm treten starke Unterschiede in den Anregungsspektren
fiir ausgewihlte Detektorwellenldngen auf. Dabei ergeben sich bei Messungen dieser Art die
folgenden Vorteile:

e Es muss keine Kinetik gemessen werden, das verkiirzt die Messzeit.

e Essind Vergleichsmessungen moglich. Das ergibt eine automatische Skalierung, weil Spek-
tralbereiche mit und ohne Beeinflussung durch die Infektion simultan gemessen und ver-
glichen werden kénnen.

e Der Aufwand ist sehr gering. Es geniigen einige LEDs mit verschiedenen Emissionswel-
lenldngen und ein bis zwei Detektorstrecken mit einfachen Korrelatoren, um die modu-
lierten Signale zu trennen.
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In diesem Zusammenhang wére es moglich, dass die Firma bbe Moldaenke (der Inhaber dieser
Firma ist fritherer Diplomand der Arbeitsgruppe) das von Martin Beutler (Beutler et al., 2002,
2003, 2004) in Kooperation mit dem ZBM, dem MPI in Plén und der Firma bbe Moldaenke
entwickelte Algenerkennungsgerit fiir den Einsatz auf dem Traktor anpassen kann.

18.2 Elektronenfluss-Verzweigung hinter PS I

Die Flussverzweigung hinter PS I zu verschiedenen Akzeptoren ist Gegenstand aktueller For-
schung. Die wichtigsten Wege sind im Kapitel 10 beschrieben und in Abb. 10.8 dargestellt. Hier
soll betrachtet werden,

e was die vorliegende Arbeit zur Verifizierung und Spezifizierung dieser Wege beitragen
kann

e und inwieweit die Funktion der Wege durch eine Pilzinfektion beeinflusst wird (Abschnitt
18.3).

Die Hinweise zum ersten Teil der Frage, also zur Elektronenfluss-Verzweigung hinter PS I, sind
in Tabelle 18.2 zusammengestellt.

Von grundsétzlicher Bedeutung sind die Versuche zur Kompensation von Os- und COaz-
Modulation in Abb. 9.5 und 9.6. Sie zeigen, dass weitere Akzeptoren ausser Carboxylierung
und Oxygenierung am Calvin-Zyklus beteiligt sind (Abb. 10.2 und 10.4). Diese Ergebnisse sind
iiberzeugender als die Feststellung, dass die CO2- und Os-Frequenzgénge in Abb. 9.3 verschieden
sind, da erstere auf einer Simultanmessung der Wirkung beider Gase beruhen und damit etwaige
Verdnderungen des Systems, wie sie zwischen zwei Frequenzgangmessungen stattgefunden haben
konnte, auszuschlielen sind.

Unterstiitzt wird dies von den Frequenzgangmessungen im Kapitel 11, bei denen Inhibi-
toren zumindest unter Low-Light zu Formverédnderungen (Kerbe, hochfrequenter Buckel bei
O2-Modulation, 180°-Phasendrehung) fiihren.

Die Beteiligung anderer PS-I-Akzeptoren neben der Carboxylierung ist also gesichert. Die
Identifikation, welcher Art diese Akzeptoren sind, ist dagegen schon schwieriger. Im Folgenden
werden die Hinweise auf die verschiedenen moglichen Akzeptoren diskutiert:

Photorespiration: In Abb. 10.9 bewirkt eine Erniedrigung der Os-Konzentration eine Er-
hohung des thermischen Flusses. Wie dort diskutiert, kann eine Os-Erniedrigung weder die
Elektronenaufnahme bei der Mehler-Reaktion noch in den Mitochondrien férdern. Der einzige
Mechanismus, der sich dafiir anbietet, ist die Photorespiration.

Ein Hinweis auf Photorespiration in Gegenwart von Inhibitoren bei gesunden und infizier-
ten Blattern findet sich auch im Kapitel 11 bei den FC-Frequenzgéingen unter High-Light. Fast
durchgehend ergibt sich eine Erniedrigung der Modulationswirkung von COs gekoppelt mit
einer Erhohung der Empfindlichkeit fiir Os. Dies kann mit einer erh6hten Photorespiration
erkldrt werden: Wenn die Oxygenierung die Rolle der Carboxylierung teilweise unter Inhibi-
torwirkung tibernimmt, dann wiirde sich an der Form der Frequenzgéinge nichts édndern, was
bei den High-Light-Frequenzgéingen des Kapitels 11 vorliegt. Allerdings besteht hier noch ein
grofler Bedarf an weiterer Forschung. Das Umschalten von Carboxylierung auf Oxygenierung
wiirde man bei SHAM plus Antimycin A erwarten, aber merkwiirdigerweise tritt dieser Effekt
bei Glyceraldehyd auf, wo es eigentlich schlechter erkldaren ldsst. SHAM allein wirkt nur beim
COa-Frequenzgang.

Es stellt sich also bei den Frequenzgingen die Frage, ob eine Modulierung des Os in den
Mitochondrien mit &dhnlicher Zeitkonstante wirkt wie die von COs und Os auf die RubisCO
und damit das gleiche Verhalten erzeugen wiirde, wie das Umschalten auf Oxygenierung an
der RubisCO. Das Schlieflen der Stomata bei Pilzinfektion (Abb. 12.4) und die erh6hte Emp-
findlichkeit gegeniiber Oy in Abb. 10.9 unterstiitzen aber auf jeden Fall die Hypothese einer
erhohten Photorespiration.
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Mehler-Reaktion: Das Auftreten des hochfrequenten Buckels in den Os-Frequenzgingen
(Abb. 11.2) unter Glyceraldehyd und Low-Light kénnte ein Hinweis auf die Mehler-Reaktion
sein, da deren Versorgung mit Oy direkt ohne zeitliche Verzégerung ihrer Saugkraft als PS-I-
Akzeptor wirksam wird. Hier wiren photoakustische Messungen sehr niitzlich. Wie von Schinner
et al. (1998) gezeigt, kann die Mehler-Reaktion den an PS II entwickelten Sauerstoff wieder
einfangen, die anderen Oz-Verbraucher hingegen reagieren dafiir zu langsam. Diesen Effekt
kann man benutzen, um eine Beteiligung der Mehler-Reaktion zu zeigen. Im Rahmen der Arbeit
fehlte aber leider die Zeit, den zuvor in der AG verwendeten Photoakustik-Messplatz wieder
herzurichten.

Mitochondrien: Experimentelle Beweise fiir die Beteiligung der Mitochondrien sind konkre-
ter: Bereits oben bei der Diskussion der Eignung photosynthetischer Signale fiir die Erkennung
von Pilzinfektionen vom Traktor aus ist auf die Kopplung zwischen einer SHAM-Empfindlichkeit
(Abb. 14.20) und dem Auftreten einer vollstindigen Ubernahme des Elektronenflusses bei COs-
Erniedrigung (Abb. 10.2 und 10.4) hingewiesen worden.

Die Koinzidenz der jahreszeitlichen Schwankungen des Typs der FC-Antwort auf den COs-
Sprung (Abb. 10.3 gegeniiber 10.10) und der SHAM-Empfindlichkeit der ROS-Bildung ist ein
weiterer starker Hinweis auf die Chloroplasten-Mitochondrien-Kopplung.

Die Wirkungen von Oligomycin und SHAM auf die Riickstellflanke nach séttigenden Blitzen
(Abb. 6.6) zeigen direkt die Rolle der Mitochondrien bei der Entladung des PS-I-Akzeptor-
Pools. Etwas schwerer zu verstehen ist der SHAM-Effekt in Abb. 5.3 und 5.4, dass bei SHAM
im Gegensatz zur unvergifteten Kontrolle die Thermik féillt und der Fluss steigt. Hier liegt
offenbar die Verschiebung auf eine Elektronensenke vor, die mehr ATP /Fluss verbraucht als die
Mitochondrien, und es wire damit ein Hinweis darauf, dass mit SHAM eine vorher bestehende
mitochondriale Senke fiir PS-I-Elektronen beseitigt wurde.

Die Aktivitéit der Mitochondrien im Dunkeln und die Rolle der AOX zur Unterdriickung
der ROS-Bildung wird sehr deutlich in Abb. 15.2: Im Hinblick auf die Frage der Chloroplasten-
Mitochondrien-Kopplung zeigen diese Versuche sehr deutlich, dass NAD(P)H aus den Chlo-
roplasten exportiert wird. Es kann allerdings nicht zwischen den genannten hypothetischen
Mechanismen der Senkung der DCF-Fluoreszenz unterschieden werden.

Zyklischer Transport um PS I: Die Arbeit erbrachte nur einen schwachen Hinweis auf die
Beteiligung des in vielen Arbeiten, besonders aus der Wiirzburger Heber-Gruppe (Katona et al.,
1992; Kobayashi und Heber, 1994), geforderten zyklischen Elektronentransportes um PS I: die
Beschleunigung der Riickstellflankenentladung (Abb. 6.3) unter Antimycin A. Dies wurde hier
so erklirt, dass die Unterbindung des Riickflielens vom PS-I-Akzeptor-Pool zum PQ-Pool die
Entladung der Pools beschleunigt.

Zusammenfassend lisst sich sagen, dass Hinweise auf Photorespiration, Mehler-Reaktion
und zyklischen Transport vorhanden, aber dass noch weitere Experimente zur Verifizierung
notwenig sind. Allerdings bieten die experimentellen Ansétze dieser Arbeit, wie z. B. die Unter-
suchung der Riickflanken der séttigenden Blitze oder die Kopplung der Messung des hochfre-
quenten Buckels bei Oo-Modulation zusammen mit Photoakustik-Messungen, neue Chancen.

Die Chloroplasten-Mitochondrien-Kopplung hingegen ist durch die Versuche der vorliegen-
den Arbeit weiter bestéitigt worden.
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Tabelle 18.2: Zusammenstellung aller Ergebnisse
Elektronenfluss- Verzweigung hinter PS 1. *Abkiirzungen: Ko: Kontrolle (Wasser), SH:
SHAM, GI: Glyceraldehyd, An: Antimycin, SA: SHAM+Antimycin, Ol: Oligomycin;
SFluss-Umsch. “: Umschaltung auf Wege mit weniger ATP-Verbrauch; ,S:9,3%: deutli-
cher SHAM-Effekt bei gesunden oder vor drei Tagen infizierten; ,S:1,2%: analog dazu am
ersten und zweiten Tag; ,,g komp“: Bei gesunden Bldattern wird der Akzeptorwegfall kom-
pensiert, bei infizierten nicht; ,n komp“: Akzeptorwegfall wird nicht kompensiert (weder

bei gesund noch bei inf.).

der Arbeit

in  Hinblick auf Hinweise

zur

Abb/ Signal Input Effekt Neben- Inf. Jahres- Aus-
Tab bed. Tag zeit sage
A9.3 FC-Freq- | COq Unterschiedl. nicht nur
gang O Verlédufe RubisCO
A9.5 Kompen- | COy/ Schnittpkte | bei HL nicht nur
A9.6 sations- O komplex mehr RubisCO
T9.1 art als LL
A10.2 | FC COo- keine Senkng PS-I-Um-
Sprung des Jp schalten
A10.4 | Thermik COo- Thermik HL Fluss-
+El-Fluss | Sprung steigt umsch.*
A10.9 | FC O2-Sprung | Fluss steigt HL Photoresp.
Scatter. O2-Sprung | Thermik HL Fluss-
steigt umsch.*
All.l | FC- (O] HF-Buckel Gl, LL Mehler
-11.5 Fre- CO9 Kerbe Gl, SA, LL Akzept.
quen- CO32/09 Inversion HL, SH Photoresp.
gang CO32/09 Inversion HL, SH Photoresp.
A6.3 Riickfl. Satt.Licht | Kleinere RF | An Zykl.PSI
A6.6 Riickfl. Sétt.Licht | Hohere RF SHAM, Export an
0Ol Mitos
Ab5.3 Jr/Jp Licht fallt /steigt SH/Ko 8-25 Mito-Senke
A5.4 Jr/Jp Licht+FR | fallt/steigt SH/Ko 8-25 Mito-Senke
A5.5 Jr/Jp Licht kein Eff. SH/Ko 1-7
A14.16 | ROS 5h Licht hoch SH, HL 1 Mito ROS
A14.18 | ROS 2400s Licht | kein Eff. SH, ges
A14.19 | ROS Dunkel weniger SH, Gl
+Licht als Kontr.
A14.13 | ROS Infekt. Aufthellung SHAM
A15.2 | ROS Dunkel Anstieg SHAM Rolle d.AOX
A15.2 | ROS Licht Abnahme SHAM NADH-Exp.
Al12.4 | Stomata Schliessen Inf. 2-3(4) Photoresp.
A12.5 | St.Leitf. kleiner Inf. 2-3(4)
A12.5 | Netto-PS kleiner Inf. 2-3(4)
A10.2 | Jp CO» g komp* April 03 | Koinzid.
A10.10 | Jp COq n komp* Juni 04 bei SHAM
A10.7 | Scatter. Licht+COg | sinkt b.inf. LL Okt/Sept | zwischen
Licht+CO; | konstant HL Okt/Sept | FC-
A10.11 | Scatter. Licht+CO2 | konstant LL, HL Juni/Juli | Antwort
A14.20 | ROS S:g,3% 09-10.03 | und
A14.20 | ROS S:1,2% 06-07.03 | ROS-
A10.12 | FC- COq variabel 4.03-8.04 | Bildung

Sprung
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18.3 Wirkung der Pilzinfektion auf die Umschaltung der PS-I-
Akzeptoren

Die Zusammenstellung in Tabelle 18.3 ergibt einige Hinweise auf eine Abschaltung der Chloro-
plasten-Mitochondrien-Kopplung. Abb. 10.2 zeigt, wie in gesunden Pflanzen nach Absenkung
der CO2-Konzentration der photochemische Fluss erhalten bleibt, die Membran-Energetisierung
aber steigt. Das bedeutet, dass auf einen PS-I-Akzeptor umgeschaltet wird, der weniger ATP
pro Elektronfluss verbraucht. Bei Pilzinfektion verschwindet dieser Akzeptor. Die Unterstiitzung
dieses Frgebnisses durch die Koinzidenz mit den jahreszeitlichen Schwankungen der SHAM-
Empfindlichkeit der ROS-Bildung (Abb. 14.20) und der licht- und COs-induzierten Membran-
Energetisierung war bereits oben beim Problem der Pilzerkennung und der Chloroplasten-
Mitochondrien-Kopplung erwéhnt worden.

Das Konzept einer pilz-induzierten Abschaltung dieser Kopplung wird durch die Ergebnisse
der Messungen der Blitzriickstellflanken unterstiitzt. Bei Pilzinfektion wird der Effekt von Oli-
gomycin unter LL schwécher, unter HL verschwindet die Oligomycin-Wirkung ganz (Abb. 7.2).
Unter SHAM steigt bei den Frequenzgang-Messungen (Abb. 11.3) die Empfindlichkeit fiir Og
und es sinkt die fiir COs. Dies kann bedeuten, dass die Abschaltung der mitochondrialen Akzep-
toren die Photorespiration stérkt. Dies wiirde einhergehen mit der in Abb. 12.4 beobachteten
Verminderung der Stomata-Offnungen und dem Absinken der Netto-Photosyntheserate.

Die Messungen zur ROS-Bildung unter SHAM im Kapitel 15 zeigen, dass in infizierten
Blattern die mitochondriale Aktivitdt sowieso heruntergefahren ist und dass damit wohl auch
die Kapazitét fir die Aufnahme chloroplastischer Redox-Aquivalente herabgesetzt ist.

Aus der mit DAB gemessenen raumlich aufgelosten ROS-Bildung ergibt sich kein wesentli-
cher Hinweis auf Chloroplasten-Mitochondrien-Kopplung. Die Bilder 14.6 und 14.9 zeigen eine
ROS-Bildung in oder an den Chloroplasten. Die Vermutung, dass kleine Punkte auf den Chlo-
roplasten liegen, bediirfte zur Verifizierung eines héheren rdumlichen Auflésungsvermdogens, so
dass die Frage der Lokalisation der ROS-Bildung offen bleibt.



196

18.3 Wirkung der Pilzinfektion auf die Umschaltung der PS-I-Akzeptoren

Tabelle 18.3: Zusammenstellung der Versuche der Arbeit zur Wirkung der Pilzinfektion auf die Um-
schaltung der PS-1-Akzeptoren. Die Spalte ,Effekt gibt Verdnderungen zwischen infizier-
ten und gesunden Blittern an. *Abkiirzungen: Ko: Kontrolle (Wasser), SH: SHAM, Gl:
Glyceraldehyd, An: Antimycin, SA: SHAM+Antimycin, Ol: Oligomycin; ,S:9,3%: deutli-
cher SHAM-Effekt bei gesunden oder vor drei Tagen infizierten; ,S:1,2%: analog dazu am
ersten und zweiten Tag; ,,g komp“: Bei gesunden Blittern wird der Akzeptorwegfall kom-
pensiert, bei infizierten nicht; ,n komp“: Akzeptorwegfall wird nicht kompensiert (weder

bei gesund noch bei inf.).

Abb/ | Signal Input Effekt Neben- | Inf. Jahres- Aus-
Tab bed. Tag zeit sage
A10.2 | FC COo- keine Senk- PS-I-

Sprung ung des Jp Umschalten
A10.4 | Thermik | COsg- kaum Effekt Selbe ATP-

Sprung Bilanz
A10.9 | FC, Scat | Oo-Sprung | grofler Eff. HL Photoresp.
Al11.1 | FC- CO2/04 fallt /steigt | HL, Ko Photoresp.
A11.2 | Fre- CO2/04 fallt /steigt | HL, Gl Photoresp.
Al11.3 | quenz- CO32/02 fallt /steigt HL, SH Photoresp.
Al1.4 | gang CO2/02 fallt /steigt | HL, An Photoresp.
AT.2 Riick- Satt.- Olig.-Effekt | (LL) HL Export
A7.3 flanken Licht weg bei inf reduziert
T5.2 | Jr/Jp | Licht steigt/fallt | SHAM | 825
A5.5 Jr/Jp Licht fallt /steigt | SHAM 1-7
T5.2 Jr Licht steigt Gl 1-7

LL+FR

A14.6 | ROS Chl-F/DCF | zusammen
A14.9 | ROS Chloropl. Punkte
A14.18 | ROS 2400s Licht | kein Effekt | SH, ges
A14.19 | ROS Dunkel weniger SH, Gl

+Licht ROS
A14.13 | ROS Infekt Authellung | SHAM
A15.2 | ROS Dunkel Anstieg SHAM Rolle d.AOX
A15.2 | ROS Licht Abnahme SHAM NADH-Exp.
Al12.4 | Stomata Schlielen Inf. 2-3(4) Photoresp.
A12.5 | St.Leitf. kleiner Inf. 2-3(4)
A12.5 | Netto-PS kleiner Inf. 2-3(4)
A10.2 | Jp COs g komp* April 03 | Chlo-
A10.10 | Jp COs n komp* Juni 04 roplas-
A10.7 | Scatter. | Licht, COg | sinkt b.inf. | LL Okt/Sept | ten-

Licht, COs | konstant HL Okt/Sept | Mito-
A10.11 | Scatter. Licht, COs | konstant LL, HL Juni/Juli | chon-
A14.20 | ROS S:g,3% 09-10.03 | drien-
A14.20 | ROS S:1,2%* 06-07.03 | Kopp-
A10.12 | FC- COo variabel 4.03-8.04 | lung

Sprung
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18.4 Hinweise zur Pilzabwehr

ROS-Bildung ist eine verbreitete Methode der Pilzabwehr (Rolke et al., 2004; Moore et al.,
2002; Doke und Miura, 1995; Hiickelhoven und Kogel, 2003). Dass reaktiver Sauerstoff bei einer
Infektion mit Septoria tritici gebildet wird, zeigen zum einen die Mikroskop-Aufnahmen in Abb.
14.9 und der befallenen Stellen in 14.10 sowie zum anderen der geringere Zeaxanthin-Gehalt
infizierter Blétter (Abb. 16.8).

Auf der Ebene der Organellen der Zelle wiaren zumindest drei grole Quellen fiir ROS denk-
bar: Chloroplasten, Mitochondrien und Peroxisomen. Es ergaben sich allerdings nur schwache
Hinweise darauf, ob diesen die Erzeugung von ROS zur Pilzabwehr zugeschrieben werden kann.

Chloroplasten: Es zeigte sich in Abb. 14.17B bei unvergifteten Bléttern kein Unterschied in
der ROS-Erzeugung zwischen gesunden und infizierten Pflanzen nach Einschalten des Lichtes.
Also scheinen die Chloroplasten nicht direkt ROS fiir die Pilzabwehr zu erzeugen. Wire dies in-
des die Hauptquelle fiir die Abwehr, so wiirde die Pflanze vor dem Problem stehen, in der Nacht
nichts gegen einen eindringenden Pilz tun zu kénnen. Andererseits zeigen die Aufnahmen mit
dem konfokalen Mikroskop in der Abb. 14.9 ROS-anzeigende Punkte auf oder in den Chloroplas-
ten und in Abb. 14.6 einen rdumlichen Zusammenhang zwischen der griinen DCF-Fluoreszenz
und der roten Chlorophyll-Fluoreszenz. Das Problem ist, dass die sehr kleinen Peroxisomen oder
Mitochondrien, wie bei Del Rio et al. (1998) gezeigt, direkt auf der Oberfliche der Chloroplasten
sitzen kénnen und damit eine rdumliche Trennung nicht mehr moglich ist.

Mitochondrien: Die geringere SHAM-Empfindlichkeit bei infizierten Bléttern in den Abb.
15.3 und 14.20B kann zwei Ursachen haben:

e Die mitochondriale Aktivitdt konnte heruntergefahren sein.

e Die AOX konnte ausgeschaltet sein, damit in den Mitochondrien verstéirkt ROS zur Pilz-
abwehr produziert werden kann.

Wenn der zweite Punkt zutreffen wiirde, dann miisste das ROS-Level bei infizierten Blattern
hoher sein und vor allem #hnlich hoch wie bei gesunden unter SHAM. Dies wird aber nicht
beobachtet (z. B. Abb. 14.20A, B). Also liegt der Schluss nahe, dass die mitochondriale Aktivitét
heruntergefahren wird und sie nicht Quelle des ROS fiir die Abwehr sein kann.

Peroxisomen: Die Peroxisomen sind auch in der Lage, ROS zu produzieren, z. B. HoOy im
Photorespirationsweg (siche Schema 3.10). Coulomb et al. (1996) zeigten, dass sich bei einem
Pilzbefall die Peroxisomen wie Schlachtschiffe vor der Membran aufreihen. Zusammen mit dem
Befund dieser Arbeit, dass bei einer Infektion die Photorespiration gesteigert wird (und diese
damit den oben genannten Weg mit der Erzeugung von ROS stark fordert), ist dies ein starker
Hinweis auf den Einsatz der Peroxisomen bei der Pathogenabwehr.

Die Abbildung 14.9 ist hierzu kein Widerspruch, da aufgrund der rdumlichen N#he der
Chloroplasten und Peroxisomen keine Trennung im Bild mdoglich ist.

Der Photorespirationsweg funktioniert natiirlich auch nur bei Licht, aber die Peroxiso-
men koénnen auch mit anderen Quellen ROS produzieren, z. B. iiber den Xanthin-Stoffwechsel
(Del Rio et al., 1998), so dass dies auch im Dunkeln laufen konnte.
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18.5 Ausgangspunkt und Anséitze zur Fortfiihrung und Vertie-
fung

Die vorliegende Arbeit war im Hinblick auf die Aufgabenstellung des DFG-Projektes Ha712/
16-1,2 so ausgelegt, dass erst einmal mit einem Schrotschuss in der Breite gesucht werden soll-
te, wo es Signale aus dem photosynthetischen Apparat gibt, die sich fiir die Pilzerkennung vom
Traktor eignen. Damit fehlte an einigen Stellen die Zeit zur Vertiefung, die sicher notwendig ge-
wesen wére, um die zahlreichen oben beschriebenen Hinweise auf Chloroplasten-Mitochondrien-
Kopplung, Photorespiration und ihre Beeinflussung durch den Pilzbefall abzusichern und/oder
abzurunden.

Nichtsdestotrotz hat die vorliegende Arbeit einige neue experimentelle Zugénge geschaffen,
auf die eine detaillierte Analyse aufbauen kann:

e die Analyse der Riickflanken nach sittigenden Blitzen (Abb. 6.3, 6.6 und 7.2),
e Lichteffekt auf die SHAM-induzierte ROS-Bildung (Abb. 14.16 und 15.2),
e Suche nach dem Kompensationspunkt bei Oz-und COz-Modulation (Abb. 9.6).

Aus den Frequenzgangmessungen liefl sich nicht die volle Information herausholen, da die Fits
keine eindeutigen und vor allem reproduzierbaren Ergebnisse lieferten. Hier wire die Kombina-
tion mit anderen Signalausgéingen (Scattering, A820 fiir den Redox-Zustand von PS I (Klug-
hammer und Schreiber, 1994), photoakustische Gasflussmessungen (Tabrizi et al., 1998) usw.)
unbedingt notwendig, um mit diesen die Fits sicherer zu machen.

Zur Zeit wird aber ein ganz anderer Weg gegangen, um mehr Information aus den Tiefen des
Stoffwechsels zu bekommen, aus denen nur wenige biophysikalische Signale nach auflen dringen:
Das sind Gen-Expressionsstudien, die Anne Hoffmann und Anja Hiimpel am ZBM begonnen
haben. Die vorliegenden Ergebnisse aus dieser Arbeit werden dann zur Uberpriifung dienen,
ob die aus den Gen-Expressionstudien folgenden physiologischen Aussagen auch zutreffen. Ei-
ne weitere Vertiefung der Ansétze dieser Arbeit wird dort ihre Schwerpunkte legen, wo die
Expressionsstudien besonders markante Effekte erwarten lassen.

Fiir eine mogliche Online-Pilzdetektion vom fahrenden Traktor wiirde sich der oben genannte
Weg der umgebauten Algenerkennungsanlage anbieten, da diese Signale sich zum einen leicht
messen lassen und zum anderen die Hoffnung bringen, eine funktionierende Erkennung leisten
zu konnen. Ob die hier gezeigten Unterschiede allerdings pilztypisch genug sind, kann nur mit
neuen umfangreichen Versuchsreihen iiberpriift werden.



Kapitel 19

Zusammenfassung

Die Ziele dieser Arbeit entsprangen zum einen einer technischen Aufgabenstellung, ndmlich der
Suche nach einem Verfahren, das iiber die Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz die Erkennung
von Pilzbefall vom fahrenden Traktor aus ermoglichen soll, zum anderen einem Themenge-
biet der Grundlagenforschung, ndmlich der Analyse der Auswirkung einer Pilzinfektion auf das
photosynthetische System in Pflanzen, insbesondere auf die Wechselwirkung zwischen Chloro-
plasten, Peroxisomen und Mitochondrien.

Es kamen die folgenden Methoden bei gesunden und infizierten Bldttern zum Einsatz:

Bestimmung des photochemischen und photothermischen Flusses durch Messung der Chlo-
rophyll-Fluoreszenz mit séttigenden Blitzen und Inhibitoren,

Analyse der Riickstellflanken nach sidttigenden Blitzen unter Einsatz von Inhibitoren,

Messung der Anderung der Exzitonen-Fliisse unter Fernrot-Licht und der Reaktion auf
Fernrot-Blitze,

Messung der Kompensation der Einfliisse von sinusformig modulierter COo- und Os-
Konzentrationen auf die Exzitonen-Fliisse,

Erfassung der Anderung der photochemischen und photothermischen Fliisse, der Thyla-
koid-Energetisierung und der Bildung von Zeaxanthin auf Spriinge in der Lichtintensitét,
der COs- und Os-Konzentration,

Bestimmung der Offenflichen der Stomata sowie der Netto-Photosyntheserate und Trans-
piration,

Einfluss des Windes auf die CO9-Konzentration iiber den Spaltéffnungen,

Messung von Frequenzgingen im FC-Signal auf sinusférmig modulierte CO2- und Os-
Konzentrationen,

Analyse der zeitlichen und rdaumlichen Bildung von reaktivem Sauerstoff (ROS) mit ver-
schiedenen Stoffwechselgiften und Beleuchtungsstéirken,

Bestimmung des Zeaxanthin-Gehaltes mittels HPLC,

Messung von Fluoreszenz-Spektren.
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Pilzerkennung vom fahrenden Traktor: Es wurde eine schwache Absenkung des photo-
chemischen Flusses nach Beleuchtung bei infizierten Blattern gefunden. Die Thermik zeigt mit
zuséitzlichem FR-Licht bei Pilzinfektion einen etwas stérkeren Effekt. Auch beim Ausschalt-
sprung des Fernrot-Lichtes ergaben sich signifikante Anderungen durch den Befall. Als weiterer
Messzugang, der allerdings nicht sehr deutliche Unterschiede zwischen befallenen und gesun-
den Blittern lieferte, wurde die Analyse der Blitzriickstellflanke nach einem s#ttigenden Blitz
entwickelt.

Alle zur Infektionserkennung betrachteten Messgroflen leiden unter einer starken Variabi-
litdt, die wahrscheinlich vom Infektionstag, aber auch von der Wachstumsphase der Blédtter
abhéngt. Die Existenz dieser Variabilitdt konnte auch an Signalen festgestellt werden, die sich
zwar nicht zur Messung vom Traktor aus eignen, aber das Problem mangelnder Konstanz
deutlich herausstellen. Dies gilt fiir die Wirkung von Gaskonzentrationséinderungen, fiir Ab-
sorptionsmessungen im 505- und 535-nm-Bereich (Membran-Energetisierung und Zeaxanthin-
Bildung), fiir die Offnung der Stomata und fiir die stomatére Leitfihigkeit.

Bei Messungen im April 2003 énderte sich der photochemische Fluss bei gesunden Bldttern
bei einer COg-Erniedrigung nicht, weil er vollstindig von anderen Akzeptoren iibernommen
wurde. Diese Ubernahme wird dadurch sichtbar, dass die neuen Wege einen anderen ATP-Bedarf
haben, der sich in der Steigerung der thermischen Flusskomponente bemerkbar macht. Infizierte
Blétter haben diese Kompensation nicht, hier fillt der Fluss. Bei einer spéiteren Messserie im
Juni/Juli 2004 dagegen verhielten sich die gesunden wie die infizierten Blétter.

Auch von anderer Seite zeigt sich diese mangelnde Konstanz: Die Empfindlichkeit der Bil-
dung von ROS auf die Gabe des Inhibitors SHAM ist im Juni/Juli 2004 deutlich geringer als bei
den anderen Messungen. Die AOX scheint hier also weniger Redox-Aquivalente zu iibernehmen,
weil die mitochondriale Aktivitdt wohl reduziert ist und weniger Export aus den Chloroplasten
stattfindet, was zu der erwdhnten fehlenden Kompensation bei den COs-Spriingen passt.

Ein solches jahreszeitliches Verhalten zeigt auch die Wirkung der Lichtspriinge und der Er-
niedrigung der COgz-Konzentration auf die Membran-Energetisierung: Im August/September
zeigen infizierte Blétter im Gegensatz zu gesunden eine geringere Zunahme der Energetisie-
rung, da weniger Export stattfindet (kleinere mitochondriale Aktivitdt). Dieser Unterschied
verschwindet hingegen bei der Messserie im Juni/Juli, bei der generell die Empfindlichkeit fiir
SHAM und damit auch der Export herabgesetzt war.

Dass es sich bei diesen jahreszeitlich bedingten Anderungen nicht nur um mehr oder weniger
zufiillige Schwankungen handelt, zeigt die Messung der Antwort auf eine COg-Erniedrigung im
Zeitraum von April 2003 bis August 2004: Diese ist fast sinusférmig.

Ein weiteres Problem fiir die Pilzerkennung ergibt sich aus einer Abhéngigkeit von der Infek-
tionsdauer: Die Wirkung von SHAM auf die photochemischen Fliisse zeigt ein entgegengesetz-
tes Verhalten an den Tagen 1-7 und 8-25 nach Infektion. Auch die Messungen mit FR-Licht
verhalten sich bei verschiedenen Infektionszeiten anders. Bei den Messungen im Zusammen-
hang mit der mitochondrialen Aktivitdt bzw. mit dem Export (gemessen iiber die SHAM-
Empfindlichkeit) zeigte sich eine zusétzliche kiirzere Abhéngigkeit: Am ersten und zweiten Tag
nach Infektion sind Anderungen deutlich, am dritten Tag verhalten sich die Bliitter schon fast
wieder wie gesunde.

Die Chlorophyll-Fluoreszenz scheint sich also nicht fiir die Pathogenerkennung auf dem Feld
zu eignen, da die durch den Pilz verursachten Verdnderungen im Stoffwechsel sich nicht in
signifikanten Signalen duflern.

Allerdings tat sich in der vorliegenden Arbeit doch noch eine Moglichkeit fiir die Pilzdetek-
tion vom fahrenden Traktor auf: Spektrale Untersuchungen im Bereich 470 und 430 nm ergeben
deutliche Unterschiede zwischen infizierten und gesunden Pflanzen.

Die Elektronenfluss-Verzweigung hinter PS 1 war ein weiterer wichtiger Untersuchungs-
gegenstand dieser Arbeit, da sich gezeigt hatte, dass PS-I-Akzeptoren sich bei Pilzbefall &ndern.
Dabei ergaben sich folgende messtechnische Zugénge:
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Die Messung der COs- und O9-Frequenzgénge zeigte unterschiedliche Verldufe, was darauf hin-
deutet, dass weitere Akzeptoren aufler Carboxylierung und Oxygenierung beteiligt sind. Die
Versuche zur Kompensation von O2- und gegenldufiger CO2-Modulation zeigten dies noch deut-
licher. Dieser Befund findet weitere Unterstiitzung durch die Frequenzgangmessungen mit In-
hibitoren, wo es unter Low-Light zu Verénderungen in der Kurvenform (Kerbe, hochfrequenter
Buckel bei O3-Modulation, 180°-Phasendrehung) kam.

Um welche zusétzlichen Akzeptoren es sich handeln kénnte, wird im Folgenden untersucht:

e Photorespiration: Bei den Frequenzgéingen ist unter Inhibitoreinwirkung die Modulations-
wirkung von COq erniedrigt und die von Oy erhoht, was als Hinweis fiir die Photorespi-
ration genommen wird. Da bei der Photorespiration Oy an der gleichen Stelle (RubisCO)
angreift wie COq, wiirde ein solches Umschalten nicht die Form der Frequenzgéinge dndern.
Dies entspricht der Beobachtung. Eine sprunghafte Erniedrigung der Os-Konzentration
duflert sich in einer Erhohung des thermischen Flusses, was durch eine verstéirkte Photo-
respiration ebenso erkliart werden kann wie die Befunde des Schlieflens der Stomata bei
Pilzinfektion und der hoheren Empfindlichkeit der Oo-Gasspriinge gegeniiber denen bei
COa.

o Mehler-Reaktion: Bei den Messungen der O2-Frequenzgénge tritt unter Glyceraldehyd und
Low-Light im Hochfrequenten ein Buckel in der Kurve auf. Der einzige Oo-verbrauchende
PS-I-Akzeptor, der geniigend schnell ist, konnte die Mehler-Reaktion sein.

e Mitochondrien: Im obigen Abschnitt iiber die Moglichkeiten der Pathogendetektion vom
Traktor aus sind bereits aus den Messungen Hinweise auf die Kopplung der Chloroplas-
ten und Mitochondrien gezeigt worden im Zusammenhang mit der Empfindlichkeit auf
die Gabe von SHAM und dem Umschalten der Elektronenfliisse bei Senkung des CO»-
Gehaltes.

Die Korrelation zwischen der SHAM-Empfindlichkeit der ROS-Bildung und der Art der
Fluss-Umschaltung wéhrend der jahreszeitlichen Schwankungen ist ein weiterer Beleg,
dass die Prozesse in den Chloroplasten und den Mitochondrien gekoppelt sind.

Auch bei den Messungen der Blitzriickstellflanken ergaben sich deutliche Hinweise auf
eine solche Kopplung: Oligomycin und SHAM (beides mitochondriale Inhibitoren) wirken
auf diese Flanken, was nur iiber einen Export aus den Chloroplasten in die Mitochondrien
erklart werden kann.

Der Abfall der Thermik und der Anstieg des photochemischen Flusses unter SHAM zeigen,
dass hier eine mitochondriale Senke mit geringem ATP-Verbrauch durch eine neue Senke
mit hoherem ATP-Verbrauch ersetzt wird.

Ferner wurde gezeigt, dass ROS-anzeigende DCF-Fluoreszenz unter SHAM in der Dunkel-
heit einen Anstieg zeigt, unter Licht dann aber einen Abfall. Dies wird so erklért, dass die
ROS-Produktion in den Mitochondrien durch die Inhibition der AOX gesteigert wird. Im
Licht fiihrt in jedem Fall aus den Chloroplasten exportiertes NAD(P)H zu einer Reduktion
der Fluoreszenz, und das ist ein Hinweis auf einen Export.

o Zyklischer Transport um PS I: Bei den Messungen der Blitzriickstellflanken nach séttigen-
den Blitzen ist die Entladung unter Antimycin beschleunigt. Dies wird durch den Wegfall
des zyklischen Transportes um PS I erkldrt, welcher sonst durch den Transport von Elek-
tronen zuriick zum PQ-Pool die Entladung bremst.

Wirkung der Pilzinfektion auf die Umschaltung der PS-I-Akzeptoren: Interessant
sind die obigen Ergebnisse auch im Hinblick auf die Verdnderung der PS-I-Akzeptoren nach
Pilzinfektion.
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Es wurde gezeigt, dass gesunde Pflanzen im Gegensatz zu infizierten auf eine Reduktion der
CO2-Konzentration und damit auf den Wegfall der Akzeptoren im Calvin-Zyklus nicht mit
einer Senkung des photochemischen Flusses reagieren. Die infizierten Blétter scheinen dem-
nach nicht auf andere Akzeptoren umschalten zu kénnen. Dies zeigt sich ebenfalls in der Mes-
sung der Membran-Energetisierung, welche bei dem CO9-Sprung bei gesunden Bléttern stéirker
wichst, weil diese andere Akzeptoren mit einer gefinderten ATP /Fluss-Bilanz benutzen kénnen.
Auch der erwihnte Jahresgang in der Empfindlichkeit auf die Wirkung von SHAM bei der
ROS-Bildung in den Mitochondrien und der damit gekoppelten unterschiedlichen Membran-
Energetisierung bei Licht- und COo-Spriingen unterstiitzt die These der Wirkung der Infektion
auf diese Kopplung.

Bei der Messung der Blitzriickstellflanken nach séttigenden Blitzen war unter Low-Light bei
infizierten Bléttern der bei den gesunden Bléttern deutliche Effekt von Oligomycin schwicher
und unter High-Light ganz verschwunden. Also scheint hier der Pilz die Chloroplasten-Mito-
chondrien-Kopplung aufzuheben. Auch die Frequenzgang-Messungen zeigen dies, weil hier unter
SHAM die Modulation durch Os steigt und die durch COs sinkt. Dies kann ein Hinweis auf
Photorespiration sein, welche durch die Wirkung des Inhibitors gestarkt wird, da der Export
an die Mitochondrien wegfillt.

Bei der Messung der Offnungen der Stomata fand sich eine Veringerung der Offenfliichen
unter Pilzinfektion ebenso wie das Absinken der Netto-Photosynthese-Rate. Dieser Befund un-
terstiitzt die Hypothese der Stimulation der Photorespiration bei Pilzinfektion.

Die Bestimmung der ROS-Erzeugung ergab bei infizierten Blittern eine herabgesetzte Ak-
tivitdt der Mitochondrien, damit wéren diese auch gar nicht in der Lage, aus den Chloroplasten
exportierte Redox-Aquivalente aufzunehmen.

Mechanismen der ROS-Erzeugung zur Pilzabwehr: Aufnahmen mit dem konfokalen
Mikroskop zeigten bei pilzinfizierten Pflanzen ROS-Entwicklungen, die mit der rdumlichen La-
ge der Chloroplasten zusammenfielen. Allerdings lassen diese Aufnahmen keinen endgiiltigen
Schluss zu, da die kleinen Peroxisomen und Mitochondrien direkt auf der Oberfliche der im
Vergleich dazu riesigen Chloroplasten sitzen kénnen. Die Auflésung der Aufnahmen reicht nicht
aus, das zu trennen. Fiir chloroplastire ROS-Erzeugung sprechen die Hinweise auf das oben dis-
kutierte Einschalten der Mehler-Reaktion. ROS-Erzeugung in den Peroxisomen entstiinde bei
der Photorespiration. Beides sind Kandidaten fiir Prozesse, die bei Pilzinfektion eingeschaltet
werden. Aus dem Vergleich der Messungen unter SHAM bei infizierten und gesunden Bléttern
ergab sich, dass die Mitochondrien wohl keinen groflen Beitrag zur Pathogenabwehr mittels reak-
tivem Sauerstoff leisten. So ist anzunehmen, dass eine erhohte Photorespiration, die zusammen
mit den Peroxisomen zu einer verstidrken Freisetzung von ROS fithren kann, die Hauptquelle
fiir dieses ROS ist.

Kernaussagen:

e Die Pathogenerkennung vom fahrenden Traktor mit Hilfe der Chlorophyll-Fluoreszenz
erscheint nicht machbar. Es ergibt sich jedoch die Méglichkeit, mit der Messung entspre-
chender Spektren eine Pilzdetektion erfolgreich durchfithren zu kénnen.

e Es zeigten sich deutliche Hinweise auf eine Kopplung der Chloroplasten und der Mito-
chondrien.

e Unter Pilzbefall scheint der Export an die Mitochondrien stark heruntergefahren zu sein
und dafiir die Photorespiration gestérkt.

e Die Quelle von reaktivem Sauerstoff zur Pilzabwehr findet sich vermutlich iiber den Pho-
torespirationsweg in den Peroxisomen.
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Anhang A

Bezugsquellen

A.1 Chemikalien

Antimycin A: Bestell-Nr. A8674 bei Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Eschenstrasse 5, 82024
Taufkirchen bei Miinchen, Fax 089 / 65 13 - 11 69

Dichlorofluorescin-Diacetate (DCF-DA): Bestell-Nr. D6883 bei Sigma-Aldrich
Diaminobenzidine (DAB): Bestell-Nr. D8001 bei Sigma-Aldrich
Glyceraldehyd: Produkt-Nummer: G5001 von Sigma-Aldrich

Nitroblue Tetrazolium (NBT): Produkt-Number: 06428-2 bei Biomol GmbH, Waidmann-
str. 35, 22769 Hamburg, Fax: +49-40 - 85 32 60-22

Oligomycin: Produkt-Nummer: 04876 bei Sigma-Aldrich
Salicylhydroxamic acid (SHAM): Produkt-Nummer: S607 bei Sigma-Aldrich

Trichloressigsiure (TCA): Bestell-Nr. 3744.2 bei Carl Roth GmbH & Co. KG, Schoem-
perlenstr. 1-5, 76185 Karlsruhe, Fax: 0721/5606-149

Trichlormethan/Chloroform: Bestell-Nr. 3313.1 bei Roth

A.2 Geréate

LEDs in griin (Typ NSPG500S), blaugriin (Typ NSPE500S) und blau (Typ NSPB500S):
Nichia Chemical Europe GmbH, Stidwestpark 60, 90449 Niirnberg (ab 100 Stiick); kleinere
Mengen iiber den ,,E-Shop* auf www.nichia.de

Schmalbandige Filter: AHF Analysentechnik AG, Postfach 1543, 72005 Tiibingen
DT-Cyan Warmeschutzfilter: Heinz Walz GmbH, Eichenring 6, 91090 Effeltrich
Glasfilter von Schott und schmalbandige Filter: ITOS, Carl-Zeiss-Strafle 23, 55129 Mainz

Tylan-Gasflussregler: Mykrolis GmbH, Kirchhoffstrafie 8, 85386 Eching
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Leaves can utilize different acceptors for photosynthetic electron transport
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Relationship between generation of ROS, photosynthesis, and fungal infection

Plants grown on NO,™ or NH,* as a sole nitrogen source show different light-induced ROS formation (Zhu et al. 2000; Guo et al. 2004, Poster A.
Hoffman et al.) which were related to different electron branching similar to that reported above. There are reports that similar mechanisms may be
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Fig. 6. In infected (S. nodorum) leaves (A,C,D),
ROS (reactive oxygen species) as indicated by
NBT is generated in mesophyll cells, whereas it
is restricted to the veins in healthy leaves (B,E).
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Fig. 7. Plants were loaded with the fluorescent ROS-sensitive dye DCF-DA (see poster A.
Hoffmann et al.) and ROS formation in a leaf disc was monitored in the dark and in the light
(500pmol m2s1). (A) There was no obvious effect of illumination on ROS generation as shown
for a leaf at the 2" day of infection. (B) ROS formation was slightly increased at the first day of
infection. At the second day, a strong stimulation by SHAM (inhibitor of the mitochondrial AOX or
stimulator of plasmalemma NADH-oxidase as known from roots (Sukalovic & Vuleti 2003))
occurred as also shown in (A). At the third day, ROS formation levelled off.

(50 pmol m?s)

m

>002Hz <002Hz >0,02Hz <0,02Hz >0,02Hz <0,02Hz

infecion

healthy

Medium Light
(200 pmol m?s™)

frhe

3
3
€

day 1-24

1500

Light off

2000

healthy

1

High Light
(350 pmol m?s™)

Fig. 1. Demonstration that photosynthetic electron transport utilizes more acceptors than just the
Calvin cycle. Gas concentrations were modulated in anti-phase (O, from 2% to 8%, CO, from 300

ppm to the value given on the x-axis of Fig.1A, frequency = 0,01 Hz). The effect on electron flux

and low frequencies of modulation.

involvement of additional acceptors is different in healthy and in infected leaves

Fig. 2. Gas modulation was chosen as a test signal because fungal
infection was expected to interfere with the electron acceptors behind
PSI.

(A) Response of PS Il exciton flux (FC), thylakoid energization
(Scattering) and Zeaxanthin formation (T505) on the decrease of
CO, from 300 to 50 ppm for a healty wheat leaf. Thermal de-
activation (energy quenching) is increased with decrease of CO,
concentration (because ATP consumption by the Calvin cycle de-
creases), but electron flow (photochemical quenching) continues.
This was proofed by saturation flashes (not shown).

(B) In contrast, wheat infected with Septoria tritici shows similar
behavior of gg, but g, is decreased. Obviously, electrons cannot take
an alternative route.
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Fig. 6. Responses to far-red light gave a
stronger indication of infection than those to
PSII light (not shown). (A) Response of PSII
exciton flow to a pulse of far-red light and
definitions of the parameters used in B. (B) The
ratio F,/Fg showed statistically significant (t-
test) differences between healthy and infected
leaves during the first 7 days of infection.
Averaging over 24 days of infection showed
that the effect ceased with time.

was measured by Fluorescence Clamp (FC, Schinner et al.
influences on electron flux cancel each other at a CO, modulation of 17,5 ppm, as calculated from
the selectivity of Rubisco (blue curve, Fig. 1A, type ‘S’). Instead, in many cases an intersection
seems to occur at negative concentrations (green, type ‘N’) or a deflection of the curve (red, type
‘U’) was found. This shows that at least a third component with a temporal delay relative to
Rubisco binding is involved. This effect is stronger at high light intensities and at low frequencies.
To demonstrate this, Fig. 1B shows the distributions of occurrence of the three curve types at high
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Fig. 2C. Averaged data of the FC signal in Fig.
2A and B showing the dependence of upward
and downward deflection on infection by
means of F; and F, as defined in the inset. The
ratios F,/F, of healthy and infected wheat
leaves support the results of Fig. 2A,B.

Fig.3 (C,D). The comparison of Fig. 3C and 3D
reveals that the effect of glyceraldehyd on
saturating flashes is stronger in S. tritici infected
than in uninfected wheat leaves. However, the
effect of mitochondrial inhibitors (oligomycin,

is absent in infected cells. The
acceleration of the slow discharge in healthy
leaves by may be an indication of
cyclic transport around PS | which would retard
the discharge of the PQ-pool.

Fig. 4. Frequency response measurements with modulated CO,
or O, concentrations serve to distinguish kinetically different
processes. Fig. 4A shows that healthy and infected cells (two and
three days after infection) do not differ much in their kinetic

modulation). As in the experiments above,

difference become obvious in the presence of inhibitors. This
holds for SHAM for the slow components in the range of about 10
min which may be assigned to export from the chloroplasts or
enzyme activation. With antimycin A, there were only differences
in O, modulation.

4
Fig. 9. Experimental setup

B

Conclusion: Differences of photosynthetic signals between
healthy and infected leaves become obvious only if PS |
acceptors are affected by gas concentration or by inhibitors.
The response to actinic light only shows a small decrease in
photochemical quenching, even though a better signal is
obtained with far-red light. This renders the detection of
fungal infections by monitoring chlorophyll fluorescence e.g.
from a moving tractor nearly impossible.

In contrast to NH,*-grown plants, ROS production in infected
leaves does not seem to be related to photosynthetic activity
(as may be useful in order to fight pathogens also in the
dark). The effect of SHAM may indicate an involvement of
the mitochondrial alternative oxidase (AOX).
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ROS production in leaves of A. thaliana as

affected by different nitrogen sources
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Abstract

Phaseolus vulgaris showed higher production of reactive oxygen species (ROS) in NH,*-grown plants than in NO,-grown plants. The
ROS-sensitive dyes nitroblue tetrazolium (NBT) and dichlorofluorescein-diactetate (DCF-DA) revealed a more complicated situation in
Arabidopsis thaliana. Under light stress, plants grown on NH,*-agar and infiltrated with the dyes indicated lower ROS-formation than
NO,-grown ones did. This, however, seemed to be caused by CO, deficiency since embedding the DCF-infiltrated plants in 10 mM
NaHCO, decreased the signal from NO,- and increases that from NH,*-plants. This resulted in a situation similar to that in Phaseolus
vulgaris and was consistent with measurements of chlorophyll-fluorescence (PAM). Furthermore, the supplementation with CO,
seemed to interfere with background ROS production in NH,*-plants. Now, also the leave area not exposed to the actinic light were
highly fluorescent. As all physiological studies suffer from this kind of ambiguity a genetic approach was based on microarray
technology and Northern blot analysis. The physiological results are discussed in the light of the finding that nitrate reductase (NR) of
NO,-grown plants is down regulated and sucrose phosphate synthase (SPS) is upregulated upon illumination.
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Fig.1 It was found that plant growth is retarded in (B) NH,*-grown
Phaseolus vulgaris as compared to NO; -grown Phaseolus vulgaris, Zhu
et al. (1999). (A) This also occurs in Arabidopsis thaliana. In the case of P.
vulgaris, a hypothesis (Fig. 2) was created which explains the light-
induced damage in terms of different acceptors for photosynthetic electron
flow and the related generation of reactive oxygen species (ROS).
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Fig.3 Surprisingly, ROS production as measured by NBT was higher in (A,
microscope 16x) NO; -grown A. thaliana plants rather than in NH,*-grown
plants. The origin of this ROS seems to be in the chloroplasts as indicated by
an overlay (B, yellow, confocal microscopy) of chlorophyll-fluorescence (red)
and DCF-fluorescence (green).

control
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Fig.4 Temporal behaviour of ROS-production in
leaves of A. thaliana was studied by illuminating
the leaf by a light conductor (9000 pE, black ring,
diameter = 125um) and measuring DFC
fluorescence in the area marked by the ring and
normalized by the fluorescence outside the ring
(blue field)

Fig.5 Different scenarios of ROS-
production. (A) light-induced (t = 10 to
30 min) ROS-production is much higher
in NO; -grown leaves. It was reduced
by supplementing the leaves with a CO,
source. In contrast, light-induced ROS '
production in NH,*-grown leaves was

not affected or even increased under

high bicarbonate 1 vo.sumn
(B) Light-induced ROS-production in U

rel. DCF-Fluorescence

8
NH,*-grown leaves was sensitive to g o
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Results and Conclusion

The results from A.thaliana seem to contradict those from P.vulgaris.

However, a key may be found in the following aspects:

a.The leaves of A.thaliana were very young (2-weeks old, in order to avoid
interference from senescence-induced ROS)

b.In NO;™ -grown leaves of A.thaliana upon light
- nitrate reductase (NR) was downregulated (>2x)
- sucrose phosphate synthase (SPS) was upregulated (>2x)

This provides a working hypothesis of how these effects can be

generated by the metabolic pathways in Fig.2:

Assume that Fig.2 also holds for A.thaliana:

->NOj;-grown leaves export redox equivalents to N-assimilation and NH,*-
grown leaves to the mitochondria

2>NR is slowed down in young leaves in the light:

1. NO;-grown plants may have problems to get rid of superfluous redox
equivalents and ROS production occurs in the chloroplasts (Fig.3)

2. NH,*-grown plants may still have the chance to use the mitochondrial
acceptors (Fig.2) which are not deactivated with down regulation of NR
resulting in lower ROS production.

Why is NR downregulated in young leaves of A.thaliana?

The young still growing leaves of A.thaliana may prefer the generation of
biomass over protein synthesis in the light (indicated by upregulation of
SPS).

Nevertheless, the fact that A.thaliana behaves different from P.vulgaris is
still an open question and may lead to the detection of new mechanisms.

Abbildung B.2: Poster Hoffmann et al., Botanikertagung Braunschweig 2004
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