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„Um ein tadelloses Mitglied einer Schafherde sein zu können, muss man 

vor allem ein Schaf sein.“ 

Albert Einstein
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Zusammenfassung 

Reis (Oryza sativa L.) als semi-aquatische Spezies kann Überflutung und 

hypoxische Bedingungen durch morphologische Anpassungen wie 

Aerenchymbildung im Internodium tolerieren. Überflutung fördert durch 

Akkumulation von Ethylen Aerenchymbildung im Internodium und eine 

erhöhte Porosität des jüngsten Knotens. Als weitere Signale im 

aerenchymalen Zelltod wurden reaktive Sauerstoffspezies wie 

Wasserstoffperoxid (H2O2) und Superoxidanion-Radikal (O2
•-) identifiziert, 

wobei beide Spezies antagonistische Wirkungen zeigen. H2O2 ist in der 

Signaltransduktion Ethylen nachgeschaltet und induziert die 

Aerenchymbildung. O2
•- hat einen inhibitorischen Effekt auf den Ethylen-

induzierten Zelltodprozess. 

Präaerenchymzellen im Reisinternodium besitzen im Vergleich zu den 

umliegenden Parenchymzellen keine Chloroplasten, weniger Stärke, eine 

große Zentralvakuole und dünnere Zellwände. In deren Zelldifferenzierung 

können heterotrimere G-Proteine eine Rolle spielen, da ein Defekt in der 

Gα-Untereinheit zu einem Fehlen von charakteristischen Interzellularen im 

Präaerenchym führt. Während des Zelltods der Präaerenchymzellen 

degradiert die nukleosomale DNA. Die Mitochondrien der sterbenden 

Zellen weisen mit vergrößerten Cristae und kondensierter Matrix eine 

degenerierte Ultrastruktur auf. Eine vermehrte Aggregation der 

Mitochondrien deutet auf einen bevorstehenden Abbau der Organellen 

hin.  
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Summary 

The semi-aquatic species rice (Oryza sativa L.) tolerates submergence 

and hypoxic conditions through morphological adaptations like 

aerenchyma formation in internodes. Submergence and ethylene promote 

aerenchyma formation in internodes and an increased porosity of the 

youngest node. In addition, reactive oxygen species like hydrogen 

peroxide (H2O2) and superoxide anion radical (O2
•-) were identified as 

signals of aerenchymal cell death. Both species display antagonistic 

effects. H2O2 acts downstream of ethylene and promotes aerenchyma 

formation and O2
•- inhibits cell death induced by ethylene. 

Preaerenchyma cells in rice internodes contain no chloroplasts, less 

starch, a large vacuole and thinner cell walls compared to surrounding 

parenchymal cells. Heterotrimeric G proteins may play a role in their cell 

differentiation process because a defect in the Gα subunit leads to a lack 

of characteristic intercellulars between preaerenchyma cells. Nucleosomal 

DNA degrades in the cell death process. Mitochondria display changes in 

their ultrastructure with remodelled cristae and condensed matrix. 

Increased aggregation of mitochondria indicates forthcoming degradation 

of these organells.  
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Einleitung 

Morphologische Anpassungen von Reis an Überflutung 

Reis (Oryza sativa L.) ist das Hauptnahrungsmittel für mehr als die Hälfte 

der menschlichen Bevölkerung (Huke, 1982). 2009 wurden in über 100 

Ländern mehr als 700 Millionen Tonnen produziert (www.irri.org). Der 

Anbau erfolgt hauptsächlich im asiatischen Raum. Abiotische 

Stressfaktoren, wie Überflutung der Reisfelder oder Dürreperioden, sind in 

den meisten Anbaugebieten zu finden. So werden zum Beispiel die Felder 

in Thailand, Indien, Burma und Vietnam regelmäßig überflutet, wobei 

Wasserhöhen zwischen 30 Zentimetern bis zu einem Meter erreicht 

werden. In einigen Gebieten können auch Wasserhöhen erreicht werden, 

die zwei Meter überschreiten. Reis ist als einziges Getreide aufgrund 

spezieller morphologischer und metabolischer Anpassungen an 

Überflutungen in der Lage in diesen Regionen zu wachsen. 

Ein Problem bei Überflutung ist die Sauerstoffverfügbarkeit in gefluteten 

Organen. Aufgrund der 10.000-fach verringerten Diffusions-

geschwindigkeit von Gasen wie Kohlenstoffdioxid und Sauerstoff in 

Wasser im Vergleich zur Luft wird die Verfügbarkeit in gefluteten Organen 

der Pflanze stark eingeschränkt (Jackson, 1985). Reispflanzen benötigen, 

wie alle aeroben Organismen, in der Zellatmung Sauerstoff für die 

Energiegewinnung über Glykolyse, Oxidative Decarboxylierung, 

Citratcyklus und Atmungskette, die im Cytosol und in den Mitochondrien 

ablaufen. Hypoxische Bedingungen liegen vor, wenn die 

Sauerstoffkonzentration so weit absinkt, dass die ATP-Produktion der 

aeroben Atmung nicht mehr zur Versorgung der Stoffwechselprozesse 

ausreicht und durch anaerobe Prozesse gedeckt werden muss (Fukao 

und Bailey-Serres, 2004). Die im Folgenden beschriebenen 

morphologischen Anpassungen der semi-aquatischen Spezies Reis 

ermöglichen ein Überleben der Pflanze bei hypoxischen Bedingungen 

während der Überflutung. 
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Hormonelle Regulation des Streckungswachstums von Internodien 

Evolutionär gibt es in den drei Ökotypen Hochland-, Flachland- und 

Tiefwasserreis zwei unterschiedliche Möglichkeiten zur Anpassung an 

Überflutung (Bailey-Serres und Voesenek, 2008; Voesenek und Bailey 

Serres, 2009). Überflutungs-tolerante Flachlandreis-Kultivare überdauern 

mehrere Wochen anhaltende Überflutung. Hierbei wird das 

Internodienwachstum inhibiert und der Metabolismus herunterreguliert. 

Dadurch werden wichtige Ressourcen wie ATP und Kohlenhydrate 

gespart. Tiefwasserreis- und einige Flachlandreis-Kultivare sind 

Überflutungs-intolerant. Bei intoleranten Kultivaren wird ein verstärktes 

Streckungswachstum des jüngsten Internodiums induziert und so die 

Sauerstoffverfügbarkeit erhöht. Diese Adaptation wird als low oxygene 

escape syndrom (LOES) bezeichnet. Tiefwasserreis kann in Wasserhöhen 

von vier Metern bis zu 25 Zentimeter pro Tag auf eine Gesamthöhe von 

bis zu sieben Meter wachsen (Kende et al., 1998). 

Die Vermeidung der hypoxischen Bedingungen bei Überflutung ist auch in 

anderen Spezies zu beobachten. Arabidopsis thaliana und Rumex 

palustris zeigen zum Beispiel hyponastisches Wachstum bei steigendem 

Wasserstand (Voesenek et al., 2003; Millenaar et al., 2005). In Rumex 

palustris wird darüber hinaus das Streckungswachstum der Petiolen 

induziert, wodurch die Pflanze aus dem Wasser hinauswächst. In Rumex 

acetosa fehlt dieses Streckungswachstum (Pierik et al., 2009). Zusätzlich 

weisen Petiolen von R. palustris eine doppelt so hohe Porosität auf wie 

Petiolen von R. acetosa. Diese hohe Porosität ist eine Voraussetzung für 

erleichterte Gasdiffusion in der Pflanze und dadurch kann in R. palustris 

durch die Elongation der Petiolen ein Gasaustausch mit der Atmosphäre 

stattfinden. 

Die Elongationen des jüngsten Internodiums in Reis und der Petiolen in 

Rumex wird durch das Phytohormon Ethylen induziert und durch 

Gibberellinsäure (GA) vermittelt (Raskin und Kende, 1984ab; Voesenek et 

al., 2003). Aufgrund der verringerten Diffusion des gasförmigen Ethylens 

in Wasser (Jackson, 1985) und einer erhöhten Biosynthese akkumuliert 
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Ethylen in Reisinternodien (Métraux und Kende, 1983; Raskin und Kende, 

1984a; Stünzi und Kende, 1989). Durch die Ethylen-Akkumulation wird die 

GA-Konzentration und -Responsivität erhöht, wodurch im interkalaren 

Meristem die Elongation und Teilung der Zellen angeregt wird und das 

Internodium wächst (Raskin und Kende, 1984b; Sauter und Kende 1992; 

Lorbiecke und Sauter, 1998). Eine Verstärkung der GA-Responsivität wird 

durch die Verringerung der Konzentration des GA-Antagonisten 

Abscisinsäure (ABA) erreicht (Hoffmann-Benning und Kende, 1992; 

Kende et al., 1998). 

 

Epidermaler Zelltod und Adventivwurzelwachstum 

Während der Überflutung ist die Sauerstoffdiffusion von der Luft in den 

Boden stark eingeschränkt. Aerobe Bakterien und chemische 

Oxidationsreaktionen führen zu einer schnellen Abnahme der 

Sauerstoffkonzentration (Liesack et al., 2000). Aufgrund anaerober 

Bakterien und dem reduzierenden Milieu des sauerstoffarmen Bodens 

nimmt die Verfügbarkeit von Nährstoffen für die Pflanze ab. Als 

Konsequenz der Überflutung des Bodens stirbt das Hauptwurzelwerk ab. 

Sekundäre, sprossbürtige Wurzeln, wie zum Beispiel Adventivwurzeln, 

können das Hauptwurzelwerk ersetzen und reduzieren die Distanz, über 

die der Gasaustausch stattfinden muss. In Reis werden die 

Wurzelanlagen in der Entwicklung an jedem Knoten angelegt (Lorbiecke 

und Sauter, 1999). Ethylen induziert, GA fördert und ABA inhibiert das 

Wachstum der Adventivwurzeln (Mergemann und Sauter, 2000; Steffens 

et al., 2006). Einem Auswachsen der Wurzeln geht kontrollierter Zelltod 

der Epidermiszellen über den Anlagen voraus, um eine Verletzung des 

Wurzelapikalmeristems zu vermeiden. Ethylen und der Druck der 

auswachsenden Wurzel auf die Epidermiszellen führen zum 

programmierten Zelltod (Steffens et al., 2012). Der Ethylen-induzierte 

epidermale Zelltod wird durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) vermittelt 

(Steffens und Sauter, 2009a). 
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In der Signaltransduktion des Ethylen- und ROS-vermittelten epidermalen 

Zelltods sind heterotrimere G-Proteine involviert (Steffens und Sauter, 

2009b). G-Proteine lassen sich in extra-große, heterotrimere und kleine G-

Proteine unterteilen. Kleine G-Proteine sind 20 bis 40 kDa große Proteine, 

die in der inaktiven Form Guanosindiphosphat (GDP) gebunden haben 

(Takai et al., 2001). Durch ein Signal dissoziiert GDP und durch Bindung 

von Guanosintriphosphat (GTP) geht das Protein meist durch 

Konformationsänderung in die aktive Form über. Für diesen Austausch ist 

ein GTP-Austauschfaktor (guanosine triphosphate exchange factor, GEF) 

verantwortlich. Das aktive G-Protein aktiviert ein Effektormolekül. Ein 

GTPase-aktivierendes Protein (GTPase-activating proteins, GAP) aktiviert 

die intrinsische GTPase-Aktivität, GTP wird zu GDP und Pi hydrolisiert und 

das G-Protein ist wieder inaktiv. Heterotrimere G-Proteine bestehen aus 

drei verschiedenen Untereinheiten, der Gα-, der Gβ- und der Gγ-

Untereinheit (Perfus-Barbeoch et al., 2004; Temple und Jones, 2007). 

Bindung des Signalmoleküls an dem G-Protein-gekoppelten Rezeptor 

führt zu einem Austausch des GDP mit GTP an der Gα-Untereinheit. Es 

kommt zur Separation der Gα-Untereinheit von dem Gβγ-Dimer. Gα und 

Gβγ können Effektoren aktivieren und das Signal somit auf zellulärer 

Ebene übertragen. Beim epidermalen Zelltod in Reis wird die 

Signaltransduktion über die Gα-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine 

vermittelt. Pflanzen mit einer verminderten Expression der Gα-

Untereinheit weisen reduzierten Ethylen- und ROS-induzierten Zelltod 

über den Wurzelprimordien auf (Steffens und Sauter, 2009b). 

 

Aerenchyme in Blättern, Wurzeln und Internodien 

Aerenchyme sind gasgefüllte Räume, die die Diffusion von Gasen über 

weite Strecken vermitteln. Aerenchyme werden konstitutiv angelegt und 

sind auch eine Anpassung an Überflutung. So werden zum Beispiel im 

Rhizom von Phragmites australis (Armstrong et al., 1988), in Blättern und 

im Internodium von Reis (Arashi und Nitta, 1955; Parlanti et al., 2011) und 
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in den Wurzeln von Rumex palustris (Voesenek et al., 2006), Weizen 

(Trought und Drew, 1980), Mais (Drew et al., 1981) und Reis (Kawai et al., 

1998) Aerenchyme konstitutiv gebildet oder durch Überflutung induziert. 

Wurzeln sind häufig hypoxischen Bedingungen zum Beispiel durch 

Staunässe oder durch erhöhte Lagerungsdichte der Bodenpartikel 

ausgesetzt. Terrestrische Pflanzen wie Weizen oder Mais können in 

Wurzeln Hypoxie-induziert Aerenchyme ausbilden (Trought und Drew, 

1980; Drew et al., 1981). Der Wurzelaufbau ist für die mechanischen 

Eigenschaften von Bedeutung. Bei Erhöhung der Porosität durch 

Aerenchyme nimmt gleichzeitig die mechanische Stabilität der Wurzel ab 

(Striker et al., 2007). In Paspalidium geminatum wird ein mehrschichtiger 

Ring aus dichtgepackten Zellen und Sklerenchymzellen im äußeren 

Kortex ausgebildet. Dadurch wird eine ausreichende mechanische 

Stabilität der Wurzel auch bei hoher Porosität erreicht. Auch in den 

Stängeln von Reispflanzen befindet sich unter der Epidermis ein 

mehrzelliger Ring an Sklerenchymzellen, die der Pflanze eine hohe 

Stabilität verleihen (Li et al., 2003). 

Die Bildung von Aerenchymen erfolgt schizogen oder lysigen (Evans, 

2003). Bei der schizogenen Aerenchymbildung separieren sich Zellen 

durch unterschiedliches Wachstum, wodurch ein Hohlraum gebildet wird. 

Diese Aerenchymentwicklung kommt zum Beispiel in Wurzeln von Rumex 

palustris (Voesenek et al., 2006) und Avicennia marina (Purnobasuki und 

Suzuki, 2005) vor. Eine Variante der schizogenen ist die rhexigene 

Aerenchymbildung. Hierbei zerreißen die Zellen durch ungleiches 

Wachstum. In Wurzeln von Weizen (Trought und Drew, 1980), Mais (Drew 

et al., 1981), Juncus effusus (Visser und Bögemann, 2006) und Reis 

(Kawai et al., 1998) entwickeln sich die Aerenchyme lysigen, das heißt 

durch programmierten Zelltod. Dadurch wird nicht nur die Gasdiffusion im 

Gewebe erleichtert, sondern auch die Anzahl an Zellen reduziert, die 

Ressourcen wie Energie, Nährstoffe und Sauerstoff konsumieren (Drew et 

al., 2000). 
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Die reduzierte Zellzahl in Organen, in denen sich Aerenchyme lysigen 

gebildet haben, hilft der Pflanze nicht nur bei Überflutung, sondern auch 

bei Trockenstress zu überleben (Zhu et al., 2010). Es konnte eine erhöhte 

Trockenstress-Toleranz in Mais nachgewiesen werden, wenn die Wurzeln 

eine erhöhte Aerenchymbildung aufwiesen. Durch die verringerte Anzahl 

an Zellen, und den damit verringerten metabolischen Kosten, war das 

Wurzelwachstum erhöht und die Wasser- und Nährstoffaufnahme aus 

tieferen Erdschichten möglich. 

In Reiswurzeln beginnt Aerenchymbildung in den Zellen des Kortex, die 

einen größeren Durchmesser haben (Kawai et al., 1998). In den Zellen 

kommt es zum Verlust der Tonoplasten-Integrität und es gelangen 

Protonen aus der Vakuole ins Cytoplasma. Nachfolgend zerreißt die 

Plasmamembran und die Zelle kollabiert. Über die Plasmodesmata wird 

das Signal an die umliegenden Zellen übertragen und der programmierte 

Zelltod breitet sich in radialer Richtung weiter aus. Erste Hinweise auf die 

Plasmodesmata-vermittelte Weiterleitung des Zelltod-Signals lieferten van 

der Weele et al. (1996) bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung 

von Maiswurzeln. 

Die Aerenchymentwicklung in Wurzeln von Mais (Drew et al., 1981) und 

Reis (Justin und Armstrong, 1991b) ist Ethylen-abhängig. In Juncus 

effusus, die auf Feuchtgebiete spezialisiert ist, ist diese Ethylen-

unabhängig (Visser und Bögemann, 2006). 

Über pharmakologische Experimente in Maiswurzeln wurden neben 

Ethylen weitere Komponenten des aerenchymalen Zelltods identifiziert 

(He et al., 1996b). Das Ethylensignal wird über G-Proteine vermittelt und 

die intrazelluläre Calcium-Konzentration wird erhöht. Der second 

messenger Calcium induziert eine Zunahme der Cellulase-Aktivität und 

damit den Abbau der Zellwände. Weiterhin sind in der Signaltransduktion 

ROS involviert (Yamauchi et al., 2011). 
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Das Phytohormon Ethylen 

Das gasförmige Phytohormon Ethylen ist in viele physiologische 

Prozesse, wie zum Beispiel dem vegetativen Wachstum, der Seneszenz 

und der Fruchtreife involviert (Smalle und van der Straeten, 1997; Cara 

und Giovannoni, 2008; Yoo et al., 2009). Auch morphologische 

Anpassungen von Reis an Überflutung werden durch Ethylen induziert. 

 

Ethylen-Biosynthese und Überflutung 

In Reis akkumuliert Ethylen aufgrund der verminderten Diffusion und der 

erhöhten Biosynthese bei Überflutung. Ethylen wird aus S-

Adenosylmethionin (SAM) gebildet (Rzewuski und Sauter, 2008). Die 

Aminosäure Methionin wird durch Reaktion mit ATP durch SAM-Synthase 

aktiviert. 1-Aminocyclopropan-1-carboxylsäure (ACC) wird durch die 

Umwandlung von SAM durch die ACC-Synthase (ACS) gebildet (Adams 

und Yang, 1979). Dabei entsteht als weiteres Produkt 5‘-

Methylthioadenosin, das über den Yang-Zyklus zu Methionin recycelt wird 

(Miyazaki und Yang, 1987). Die ACS-Aktivität nimmt bei Hypoxie in Mais 

(He et al, 1996a) und Reis (Cohen und Kende, 1987) zu. In Reis ist die 

Erhöhung nach zwei Stunden Überflutung oder Hypoxie messbar und 

erreicht ihr Maximum nach vier Stunden Behandlung. Die höchste Aktivität 

konnte in Tiefwasserreis im interkalaren Meristem und in der 

Elongationszone des jüngsten Internodiums gemessen werden. 

Zarembinski und Theologis (1993) zeigten in Reis eine Erhöhung der 

Expression der ACS nicht nur bei Anoxie, sondern auch durch das 

Phytohormon Auxin. Dies deutet darauf hin, dass Auxin die Ethylen-

Biosynthese beeinflusst. 

In einem zweiten Syntheseschritt wird ACC mit molekularem Sauerstoff zu 

Ethylen, Kohlenstoffdioxid und Blausäure durch die ACC-Oxidase (ACO) 

umgesetzt. Die ACO-Aktivität wird durch CO2 erhöht (Fernandez-Maculet 

et al., 1993; Poneleit und Dilley, 1993). Durch die verringerte Diffusion von 

Gasen in Wasser und der Bildung von CO2 bei der Umsetzung von ACC 

akkumuliert CO2 in der Pflanze. Dadurch wird die ACO-Aktivität gesteigert. 
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Auch die Transkription der ACO wird durch Überflutung gefördert 

(Mekhedov und Kende, 1996). 

Perzeption und Transduktion des Ethylensignals 

Komponenten der Ethylenperzeption und der Signaltransduktion wurden in 

Arabidopsis thaliana und entsprechende Homologe in Reis identifiziert 

(Rzewuski und Sauter, 2008). In Reis wurden ETHYLEN RESPONSE 2 

(ETR2), ETR3, ETR4, ETHYLENE RESPONSE SENSOR 1 (ERS1), 

ERS2 und ETR2-like 1 (ERL1) als sechs putative Ethylenrezeptoren 

beschrieben (Watanabe et al., 2004; Yau et al., 2004). Die Transkription 

der einzelnen Rezeptoren ist gewebespezifisch und von abiotischen 

Faktoren wie Belichtung abhängig. So wird zum Beispiel ETR2 stärker in 

etiolierten Keimlingen als in vegetativem, photosynthetisch aktivem 

Gewebe transkribiert. ERS1 wird hingegen konstitutiv in der gesamten 

Pflanze exprimiert (Yau et al., 2004). Die Transkription von ERL1 wird 

durch Überflutung, Ethylen und GA in Tiefwasserreis gefördert (Watanabe 

et al., 2004). 

Die Rezeptoren besitzen drei bis vier hydrophobe Domänen, die die 

Lokalisation an Membranen und die Bindung von Ethylen ermöglichen. In 

Arabidopsis konnte gezeigt werden, dass der Rezeptor ETR1 an der 

Membran des endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist (Chen et al., 

2002) und Ähnlichkeiten mit einem bakteriellen Zwei-Komponenten-

Regulator aufweist (Chang et al., 1993). Ethylenrezeptoren sind negative 

Regulatoren (Hua und Meyerowitz, 1998, Wang et al., 2006), die ohne 

Ethylen die MAPK-Kinase-Kinase CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE1 

(CTR1) binden und aktivieren (Kieber et al., 1993; Kendrick und Chang, 

2008; Yoo et al., 2009). CTR1 ist ebenfalls ein negativer Regulator und 

inhibiert in der aktiven Form ETHYLENE INSENSITIVE2 (EIN2). EIN2 ist 

eine Schlüsselkomponente der Signaltransduktion und weist Ähnlichkeiten 

zu Ionentransportern der Nramp-Familie auf (Alonso et al., 1999). So sind 

ein2-Mutanten Ethylen-insensitiv. Durch Bindung von Ethylen an den 

Rezeptor wird CTR1 inaktiviert und EIN2 aktiviert. Durch die Aktivierung 

von EIN2 akkumulieren die Transkriptionsfaktoren EIN3 und EIN3-LIKE 
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(EIL) in Arabidopsis. Die Akkumulation der Transkriptionsfaktoren wird 

durch Stabilisierung der Proteine über spezifische Phosphorylierungen 

durch eine MAP-Kinase-Kaskade erreicht (Kendrick und Chang 2008; Yoo 

et al., 2008 und 2009). Ohne Ethylen werden EIN3 und EIL durch das 

26S-Proteasom abgebaut. In Reis konnten sechs EILs identifiziert werden. 

EIL1 aus Reis konnte eine ein3-Mutation in Arabidopsis komplementieren 

und eine Überexpression in Reis führte zu einer verstärkten 

Ethylenantwort (Mao et al., 2006). Dadurch konnte gezeigt werden, dass 

EIL1 aus Reis in die Ethylensignaltransduktion involviert ist und die 

Transkription von spezifischen Transkriptionsfaktoren, den Ethylen-

responsiven Faktoren (ERFs) aktiviert. 

In Reis gibt es 139 ERFs, die zur APETALA2/ERF-Superfamilie gehören 

(Nakano et al., 2006). Einige Ethylen-induzierte morphologische und 

metabolische Anpassungen an Überflutung werden von ERFs der Gruppe 

VII vermittelt (Voesenek und Bailey-Serres, 2009). In Überflutungs-

intolerantem Tiefwasserreis wird durch Ethylen die Expression der Gruppe 

VII ERFs SNORKEL1 (SK1) und SK2 induziert (Hattori et al., 2009). Durch 

die Expression von SK1 und SK2 wird die GA-Biosynthese und                  

-Responsivität erhöht. Hierbei spielt auch der polygenetische 

SUBMERGENCE1-Lokus (SUB1-Lokus) eine Rolle. In Tiefwasserreis sind 

SUB1B und SUB1C vorhanden (Fukao et al., 2006; Fukao und Bailey-

Serres, 2008). Die Transkription von SUB1C wird durch Ethylen und GA 

induziert. Über SUB1C wird die GA-induzierte Elongation des jüngsten 

Internodiums vermittelt. 

In Überflutungs-tolerantem Flachlandreis wird SUB1A durch Überflutung 

hochreguliert und die Transkription von SUB1C verhindert (Fukao und 

Bailey-Serres, 2008; Voesenek und Bailey-Serres, 2009; Fukao et al., 

2011). Die Expression von SUB1A führt zu einer Akkumulation der GA-

Signalrepressoren SLENDER RICE1 (SLR1) und SLR1 LIKE-1 (SLRL1). 

Die DELLA-Proteine SLR1 und SLRL1 unterdrücken die GA-Antwort durch 

verringerte GA-induzierte Gen-Expression, wie zum Beispiel von SUB1C. 
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Dadurch wird das Wachstum der Pflanze inhibiert und der 

Kohlenhydratverbrauch verringert. 

SUB1A ist daneben für metabolische Anpassungen von Reis an 

Überflutung verantwortlich. Durch die hypoxischen Bedingungen während 

der Überflutung wird die aerobe ATP-Synthese durch oxidative 

Phosphorylierung eingeschränkt. Bei der Glykolyse entstehen bei der 

Umsetzung von einem Molekül Glukose zwei Moleküle ATP. Dabei wird 

der Cofaktor NAD+ zu NADH reduziert. Durch oxidative Decarboxylierung, 

Citratcyklus und Atmungskette werden weitere 34 Moleküle ATP gebildet 

und NADH wird reoxidiert. Unter anaeroben Bedingungen wird NADH in 

der alkoholischen Gärung durch das Enzym Alkoholdehydrogenase (ADH) 

als Reduktionsmittel verwendet und damit oxidiert. Dadurch wird die ATP-

Produktion unter Sauerstoffmangel aufrechterhalten. Es entstehen 

allerdings nur zwei Moleküle ATP pro Molekül Glukose in der Glykolyse. 

Die Aktivität der ADH wird durch Sauerstoffmangel in der Reispflanze 

erhöht (Xie und Wu, 1989; Kato-Noguchi und Morokuma, 2007; Agarwal et 

al., 2007), wobei die Aktivitätserhöhung in SUB1A-Kultivaren stärker ist 

(Fukao et al., 2006). 

In Arabidopsis thaliana wurde für RAP2.12, ein ERF der Gruppe VII, die 

Funktion als Sauerstoffsensor nachgewiesen (Gibbs et al., 2011; Licausi 

et al., 2011). RAP2.12 wird konstitutiv ubiquitär exprimiert und ist durch 

Bindung an Acyl-CoA-bindenden Proteinen (ACBP) an der 

Plasmamembran lokalisiert. Durch Hypoxie dissoziiert dieser Komplex und 

RAP2.12 gelangt in den Zellkern, wodurch Hypoxie-relevante Gene 

transkribiert werden. Durch Wiederherstellung von normoxischen 

Bedingungen wird RAP2.12 in dem N-end rule pathway abgebaut und die 

Hypoxie-Antwort endet. Bei der Degradierung des Proteins ist deren N-

Terminus entscheidend. Das terminale Methionin wird durch eine 

Methionin-Aminopeptidase entfernt. Die zweite Aminosäure in RAP2.12 ist 

Cystein. Dieses Cystein wird durch Sauerstoff oxidiert und eine 

Arginintransferase konjugiert ein Arginin an das oxidierte Cystein. Dadurch 

wird die Ubiquitinierung und nachfolgende Degradierung des Proteins 
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ausgelöst. In Reis wurde bisher noch keine Sauerstoff-abhängige 

Degradierung von ERFs über den N-end rule pathway beobachtet, obwohl 

zum Beispiel SUB1A dasselbe Motiv am N-Terminus trägt wie RAP2.12. 

 

Die Rolle von Gibberellin, Abscisinsäure und Auxin in der Hypoxie-

Antwort 

Gibberelline sind tetracyclische Diterpene, die zum Beispiel in der 

Samenkeimung und der Blütenentwicklung eine Rolle spielen 

(Schwechheimer, 2008). Gibberelline werden im Methylerythritol-

Phosphat-Weg in Plastiden gebildet und im endoplasmatischen Retikulum 

und Cytosol modifiziert (Hedden und Thomas, 2012). Durch Bindung von 

GA interagiert der Rezeptor GA INSENSITIVE DWARF1 (GID1) mit 

DELLA-Proteinen, wodurch die Degradierung dieser Repressoren durch 

eine E3-Ubiquitin-Ligase induziert wird (Schwechheimer, 2008). Durch 

Abbau der DELLA-Proteinen wird die Transkription GA-spezifischer Gene 

ermöglicht. GA-vermittelte Anpassungen an Überflutung sind zum Beispiel 

das Streckungswachstum der Petiolen in Rumex palustris (Voesenek et 

al., 2003) und das Wachstum des jüngsten Internodiums (Kende et al., 

1998) und der Adventivwurzeln (Steffens et al., 2006) in Reis. 

Abscisinsäure ist zum Beispiel in der Samenruhe, dem vegetativen 

Wachstum und in Trockenstress-Antworten involviert (Xiong und Zhu, 

2003). Die Biosynthese erfolgt in Plastiden und Cytosol aus Carotinoiden. 

Bindung von ABA an Rezeptoren wie zum Beispiel der REGULATORY 

COMPONENTS OF ABA RECEPTOR/PYRABACTIN RESISTANCE 

PROTEIN1/PYR-Like Proteinen (RCARs/PYR1/PYLs) führt zur Interaktion 

des Rezeptors mit Serin/Threonin-Phosphatasen des Typs 2C (PP2C) 

(Raghavendra et al., 2010; Ben-Ari, 2012). PP2C dephosphoryliert im 

ungebundenen Zustand Kinasen der Superfamilie SUCROSE-

NONFERMENTING KINASES (SNFs). Gebunden unterbleibt die 

Dephosphorylierung und die Kinasen phosphorylieren weitere Proteine 

wie Transkriptionsfaktoren oder Ionenkanäle. In der Anpassung an 

Überflutung ist ABA häufig ein Antagonist der GA-vermittelten Effekte. So 
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kann ABA die Elongation des jüngsten Internodiums (Kende et al., 1998) 

oder das Auswachsen von Adventivwurzeln (Steffens et al., 2006) in Reis 

inhibieren. 

Auxin ist in der Entwicklung von Wurzel, Stängel, Blatt und Blüten 

involviert (McSteen, 2010). Auxine besitzen ein aromatisches Ringsystem 

mit einem hydrophoben Rest und einer Carboxyl-Gruppe (Korasick et al., 

2013). Als Aromat können Indol-, Phenyl- und Naphthyl-Gruppen 

auftreten. Das am besten untersuchte natürliche Auxin ist Indol-3-

essigsäure (IAA), welches sowohl abhängig als auch unabhängig von 

Tryptophan gebildet wird (Vanneste und Friml, 2009; McSteen, 2010; 

Korasick et al., 2013). In Pflanzen scheinen nur die Tryptophan-

abhängigen Synthesen über den Tryptamin-Weg (TAM) und Indol-3-

Pyruvat-Weg (IPA) von Bedeutung zu sein. 

Auxin kann über das Phloem über weite Strecken transportiert werden. 

Polarer Auxintransport tritt im Gewebe auf (Friml und Palme, 2002; Feraru 

und Friml, 2008; Vanneste und Friml, 2009). Aufgrund seines pKs-Werts 

von 4,6 bis 4,75 liegt IAA bei einem niedrigem pH von 5,5 im Apoplasten 

protoniert als IAAH vor (Rubery und Sheldrake, 1973; Friml und Palme, 

2002). IAAH ist lipophiler und kann durch die Plasmamembran in die Zelle 

diffundieren. Darüber hinaus gibt es Auxin-Influx-Carrier (AUX1/LAX-

Familie), die zum Beispiel im Spross an der apikalen Seite der 

Plasmamembran lokalisiert sind. Innerhalb der Zelle deprotoniert IAAH 

aufgrund des neutralen pH und IAA- ist in der Zelle eingeschlossen. Durch 

Auxin-Efflux-Carrier der PIN-Familie wird IAA- an der basalen 

Plasmamembranmembran in den Apoplast transportiert. Durch 

Lokalisation der PIN-Proteine an der basalen Membran wird ein polarer 

Transport des Auxins möglich. Auxin bindet an den Rezeptor 

TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1 (TIR1). TIR1 codiert ein F-Box-

Protein. Die Weiterleitung des Auxin-Signals beruht auf Degradierung von 

Repressoren über den SCFTIR1-Komplex (Paclorek und Friml, 2006; 

Vanneste und Friml, 2009). Ohne Auxin binden die Repressoren der 

AUX/IAA-Familie an Transkriptionsfaktoren, den AUXIN RESPONSE 
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FACTORS (ARFs). Durch Erhöhung der Auxin-Konzentration wird 

AUX/IAA ubiquitiniert und durch das 26S-Proteasom abgebaut. Daraufhin 

werden Auxin-responsive Gene transkribiert. 

In der Anpassung an Überflutung und Hypoxie kann Auxin über die 

Erhöhung der Ethylen-Biosynthese eine Rolle spielen (Yang und Hoffman, 

1984). Dies konnte in Mungbohnen und Erbsen-Keimlingen beobachtet 

werden. Die Entwicklung von Adventivwurzelanlagen in Reis wird durch 

den ARF ADVENTITIOUS ROOTLESS1 (ARL1) reguliert (Liu et al., 2005). 

Dieses LOB-Domänen enthaltene Protein ist wichtig für die Anlage von 

Adventivwurzeln, wie Mutantenanalysen mit arl1-Pflanzen zeigen. Die 

Auxinkonzentration ist entscheidend bei der Aerenchymbildung in 

Maiswurzeln. Konings und de Wolf (1984) beobachteten eine Inhibition der 

Aerenchymentwicklung durch Behandlung von Maiswurzeln mit 100 nM 

bis 10 µM des synthetischen Auxins 1-Naphthylessigsäure (1-NAA). Justin 

und Armstrong (1991a) zeigten, dass geringere Auxin-Konzentrationen 

zwischen 10 nM und 1 nM die Aerenchymbildung in Maiswurzeln 

förderten. 

 

Rolle von ROS bei der Antwort auf Überflutung 

ROS sind Sauerstoff-Radikale wie Superoxidanion-Radikale (O2
•-), 

Hydroxyl-Radikale (•OH), Perhydroxyl-Radikale (HO2
•) und Alkoxyl-

Radikale (RO•) und auch Sauerstoffverbindungen wie Wasserstoffperoxid 

(H2O2), Singulett-Sauerstoff (1O2) und Ozon (O3) (Blokhina et al., 2003; 

Gill und Tuteja, 2010; Suzuki et al., 2011). ROS entstehen als 

Nebenprodukt im aeroben Metabolismus und werden in Chloroplasten, 

Mitochondrien und Peroxysomen gebildet. In Chloroplasten kann 

Sauerstoff während der Photosynthese Elektronen aufnehmen und O2
•- 

bilden. Die Elektronentransportkette in den Mitochondrien ist eine weitere 

Quelle, um Sauerstoff zu reduzieren. Es wird vermutet, dass circa 1% bis 

5% des durch die Mitochondrien konsumierten Sauerstoffs zu ROS 

umgesetzt werden (Møller, 2001). In Peroxysomen finden zum Beispiel die 

Photorespiration und die β-Oxidation von Fettsäuren statt. Diese 
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oxidativen Reaktionen sind eine weitere Quelle von ROS. Ein anderer 

Entstehungsort von ROS ist die Membran-lokalisierte NADPH-Oxidase, 

die Elektronen von NADPH auf O2 überträgt und O2
•- bildet. 

ROS sind hochreaktiv und können der Zelle erheblich schaden (Gill und 

Tuteja, 2010). Radikale können zum Beispiel mit ungesättigten Fettsäuren 

reagieren. Die dadurch entstehenden Alkyl-Radikale reagieren wiederum 

mit weiteren Fettsäuren. Diese Kettenreaktion endet mit Bildung von 

Fettsäuredimeren, die entweder direkt oder über eine Peroxidbrücke 

verbunden sind. Als Folge kann die Fluidität der Membran abnehmen, die 

Durchlässigkeit erhöht und Membranproteine beschädigt werden. 

Während der Reaktion entstandene Aldehyde haben das Potential, mit 

DNA und Proteinen zu konjugieren und dadurch deren Funktion zu 

beeinträchtigen. Als weitere Reaktionen von ROS können Proteine und 

DNA direkt oxidiert werden. Oxidierte Proteine können zum Beispiel in der 

Matrix von Mitochondrien von Reisblättern nachgewiesen werden 

(Kristensen et al., 2004) 

Aerobe Organismen haben durch Antioxidantien Möglichkeiten die 

Schädigung durch ROS zu vermindern (Blokhina et al., 2003; Gill und 

Tuteja, 2010; Kar, 2011). Es gibt enzymatische und nicht-enzymatische 

Antioxidantien. Zu den enzymatischen zählen unter anderem die 

Superoxid-Dismutase (SOD), die O2
•- in H2O2 überführt, die Katalase, die 

die Reaktion von H2O2 zu H2O und O2 katalysiert, und die Ascorbat-

Peroxidase, die ebenfalls H2O2 entgiftet. Zu den nicht-enzymatischen 

Antioxidantien zählen Ascorbinsäure, Glutathion und Metallothioneine 

(MT). Diese können mit ROS reagieren, wodurch unkontrollierte 

Oxidationen in der Zelle verhindert werden. 

In der Zelle herrscht ein Gleichgewicht zwischen Produktion und Abbau 

von ROS (Blokhina et al., 2003; Gill und Tuteja, 2010; Kar, 2011). Viele 

biotische und abiotische Stressfaktoren wie Pathogene, UV-Stress, 

Trockenstress, und Hypoxie, können zu einer Akkumulation von ROS 

führen. Die Signalweiterleitung durch ROS ist sehr variabel (Mittler et al., 

2011). Die Konzentrationen können durch Synthese und Abbau in jeder 
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Zelle und in verschiedenen Kompartimenten unterschiedlich sein. Dadurch 

werden lokale Reaktionen hervorgerufen oder das Signal über weite 

Strecken von Zelle zu Zelle wellenartig transportiert. Durch die 

verschiedenen Spezies können unterschiedliche Antworten hervorgerufen 

werden (Mittler et al., 2011). 

ROS vermitteln zum Beispiel Samenkeimung (Müller et al., 2009), 

Pollenschlauch-Wachstum (Potocký et al., 2007) und Zellelongation in 

Arabidopsiswurzeln (Foreman et al., 2003). Auch in der morphologischen 

Anpassung von Reis und Mais an Überflutung spielen ROS eine Rolle. So 

wird das Ethylen-induzierte Adventivwurzelwachstum in Reis über ROS 

vermittelt (Steffens und Sauter, 2009a; Steffens et al., 2012). 

Zelltodprozesse wie der epidermale Zelltod über den Wurzelanlagen kann 

durch Herunterregulierung des nicht-enzymatischen ROS-Fängers MT2b 

gefördert werden (Steffens und Sauter, 2009a). In der Aerenchymbildung 

der Maiswurzel sind ROS ebenfalls in die Signaltransduktion involviert 

(Yamauchi et al., 2011). Hier ist die Expression der Plasmamembran-

ständigen NADPH-Oxidase RESPIRATORY BURST OXIDASE 

HOMOLOG (RBOH) während der Überflutung erhöht und die eines MT 

reduziert. Das führt zu einer Akkumulation von ROS in der Wurzel. 

Inhibierung der NADPH-Oxidase führte zur Inhibition des aerenchymalen 

Zelltods. Die Aerenchymbildung in der Maiswurzel ist ROS-vermittelt. 

 

Zelluläre Charakteristika von Zelltodprozessen in planta 

Programmierter Zelltod ist eine Antwort auf abiotischen oder biotischen 

Stress und während der Pflanzenentwicklung von Bedeutung (Rogers, 

2005). In der Blatt-, Stängel- und Wurzelentwicklung sind Zelltodprozesse 

involviert. Zum Beispiel wird die gitterartige Struktur der Blätter von 

Aponogeton madagascariensis durch programmierten Zelltod gebildet 

(Gunawardena et al., 2004). Durch Stressfaktoren können darüber hinaus 

weitere Zelltodprozesse ausgelöst werden. Beispielsweise sterben 

während der hypersensitiven Reaktion bei Befall von Tabakblättern mit 

dem Tabakmosaikvirus infizierte und umliegende Zellen ab, um das 
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Pathogen an der Replikation zu hindern und eine Ausbreitung zu 

vermeiden (Mittler et al., 1997). 

Die im tierischen Organismus zu unterteilenden Zelltodprozesse 

Apoptose, Autophagie und Nekrose unterscheiden sich in zellulären und 

molekularen Charakteristika (Reape et al., 2008). In Pflanzen ist eine 

solche Einteilung schwer, da in unterschiedlichen Spezies und in 

verschiedenen Geweben der Zelltod andere Merkmale aufweisen kann. 

So wurden Einteilungen in Apoptose-ähnlicher Zelltod und Nekrose 

(Reape et al., 2008), in vakuolärer Zelltod und Nekrose (van Doorn et al., 

2011) und autolytischer und nicht-autolytischer Zelltod (van Doorn, 2011) 

vorgeschlagen. Allerdings waren die Einteilungen bisher oft unzureichend, 

da es immer Prozesse gab, die nicht eindeutig zugeordnet werden 

konnten. Es muss also für jeden Zelltodprozess analysiert werden, welche 

Vorgänge auf zellulärer Ebene in welcher zeitlichen Reihenfolge auftreten. 

Unterschiede bei kontrolliertem und unkontrolliertem Zelltod können zum 

Beispiel am Cytoplasma beobachtet werden. In vielen kontrollierten 

Zelltodprozessen kondensiert das Cytoplasma und die Plasmamembran 

löst sich von der Zellwand (Reape und McCabe, 2008; Reape et al., 

2008). Dies ist zum Beispiel beim Wärme-induzierten Zelltod von Zellen 

Daucus carota-Zellkuturen zu erkennen. Bei höheren Temperaturen und 

dem Eintreten von unkontrolliertem Zelltod sterben die Zellen ohne 

Veränderungen das Cytoplasmas. Weitere Veränderungen während des 

Zelltodprozesses können im Zellkern und den Mitochondrien beobachtet 

werden (Tabelle 1). Im Zellkern wird oft DNA abgebaut, um wichtige 

Ressourcen wie Stickstoff zu recyceln. Die Degradierung der DNA ist 

unter anderem bei Zelltodprozessen während der Blattentwicklung von 

Aponogeton madagascariensis (Gunawardena et al., 2004; Lord et al., 

2011), bei der Samenkeimung in Weizen und Mais (Young und Gallie, 

1999; Dominguez et al., 2004) und der Aerenchymbildung in der 

Maiswurzel (Gunawardena et al., 2001) zu beobachten. Während der 

Apoptose in tierischen Zellen wird Cytochrom c (Cyt c) aus Mitochondrien 

freigesetzt (Reape und McCabe, 2008; Reape et al., 2008). Cyt c gelangt 
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ins Cytoplasma und fördert die Bildung eines Caspase-aktivierenden 

Komplexes, dem Apoptosom. Caspasen sind Proteasen und die Caspase-

vermittelte Prozessierung spezifischer Zielproteine ist zum Beispiel der 

Auslöser der DNA-Fragmentierung (Fischer et al., 2003). Es gibt zwei 

Möglichkeiten, wie Cyt c in das Cytoplasma gelangt (Reape und McCabe, 

2008). Entweder gelangt es durch einen Defekt der äußeren 

Mitochondrienmembran oder über einen Spannungs-abhängigen 

Anionenkanal in das Cytoplasma. Auch in Arabidopsis thaliana (Yao et al., 

2004), Sonnenblume (Balk und Leaver, 2001) und Gurke (Balk et al., 

1999) konnte eine Cyt c-Abgabe in das Cytosol vor dem auftretenden 

Zelltod gemessen werden (Tabelle 1). Weiterhin können Änderungen der 

Ultrastruktur, der Beweglichkeit und dem Transmembranpotential der 

Mitochondrien auftreten (Yao et al., 2004; Lord et al., 2011; Qi et al., 2011; 

Díaz-Tielas et al., 2012). Dies deutet auf den Verlust der Funktion und auf 

den Abbau der Mitochondrien hin. 

Weitere Kennzeichen von Zelltod können zum Beispiel die Vergrößerung 

der Zisternen des Endoplasmatischen Retikulums, Bildung von Vakuolen 

und der Abbau des Zellkerns und der Plastiden sein (Tabelle 1; Papini et 

al., 1999; Love et al., 2008; Reape und McCabe, 2008; Reape et al., 2008; 

Lord et al., 2011). Diese Merkmale treten zum Beispiel bei der 

Blattentwicklung von Aponogeton madagascariensis und der 

Degradierung des Tapetums in Lobivia rauschii und Tillandsia albida auf.  
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Tabelle 1: Zelluläre Charakteristika von Zelltodpro zessen in planta. 

Organell / Kompartiment  Mögliche Veränderungen während des Zelltodprozesses  

Plasmamembran Einschnürungen 

Defekte 

Cytoplasma Kondensation 

Plastide Abbau 

Zellkern DNA-Degradierung 

Abbau 

Endoplasmatisches Retikulum Vergrößerung der Zisternen 

Tonoplast Defekte 

Vakuolen Bildung lytischer Vakuolen 

Mitochondrien Cytochrom c-Freisetzung 

Änderung der Ultrastruktur 

Änderung der Mobilität 

Änderung des Transmembranpotentials 

  Abbau 
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Zielsetzung 

In dieser Arbeit sollte die konstitutive und die induzierte Aerenchymbildung 

in Internodien von Flachland- und Tiefwasserreis charakterisiert werden. 

Aerenchymbildung beruht auf programmiertem Zelltod von 

präaerenchymalen Zellen. Die Merkmale der Präaerenchymzellen sollten 

zytologisch untersucht und der Zelltod auf zellulärer Ebene analysiert 

werden. Ein weiteres Ziel war es, zelltodinduzierende Signale und 

mögliche Komponenten der Signaltransduktion zu identifizieren. Als 

weiteres Ziel sollte die Funktion der Aerenchyme als 

Durchlüftungsgewebe näher untersucht und mögliche weitere Funktionen 

aufgezeigt werden. 
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Kapitel 1 

Aerenchymbildung in Reisinternodien ist Ethylen-ind uziert und H 2O2-

vermittelt 

Lysigene Aerenchyme werden konstitutiv in Internodien der semi-

aquatischen Pflanze Reis (Oryza sativa L.) sowohl in Flachlandreis als 

auch Tiefwasserreis gebildet. Die Aerenchymbildung ist Entwicklungs-

abhängig und in Tiefwasserreis werden mehr Aerenchyme konstitutiv 

angelegt im Vergleich zu Flachlandreis. Präaerenchymzellen besitzen im 

Gegensatz zu umliegenden Parenchymzellen eine dünnere Zellwand, 

keine Chloroplasten, weniger Stärke und eine große Zentralvakuole. 

Aerenchymbildung wird in Internodien durch Überflutung und Ethylen 

gefördert. Reaktive Sauerstoffspezies sind in der Signaltransduktion der 

Aerenchymbildung involviert. Durch Ethylen wird vermehrt 

Superoxidanion-Radikal in Präaerenchymzellen gebildet. 

Wasserstoffperoxid fördert Aerenchymbildung Dosis-abhängig. Eine 

verminderte Expression des Wasserstoffperoxid-Fängers Metallothionein 

2b erhöht die Überflutungs-abhängige Aerenchymentwicklung. 

Von den in diesem Kapitel vorgestellten Arbeiten wurden von mir die 

Experimente und nachfolgende Aerenchymzählungen bei Überflutung, mit 

Ethephon und H2O2 durchgeführt. Desweiteren wurden von mir die 

Gewebefärbungen und die Superoxidanion-Radikal-Untersuchung 

angefertigt. 
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Kapitel 2 

Weitere funktionelle und pharmakologische Charakter isierung der 

Aerenchymbildung und zytologische Untersuchungen de s Zelltods 

In Reisinternodien wird die Aerenchymbildung durch Überflutung und 

damit einer Akkumulation von Ethylen erhöht. Die Aerenchyme sind am 

Knoten durch ein poröses Diaphragma mit der Lakune und den 

Blattaerenchymen verbunden. Dadurch wird eine verbesserte 

Sauerstoffdiffusion innerhalb der Pflanze realisiert, aber auch eine 

Reduktion von ATP-konsumierenden Zellen erreicht. Neben Überflutung 

induziert Trockenstress die Aerenchymbildung in Internodien. Als weitere 

Signalkomponenten des programmierten Zelltods konnten Abscisinsäure, 

Auxin, Superoxidanion-Radikal (O2
•-) und Wasserstoffperoxid (H2O2) 

identifiziert werden, wobei die beiden reaktiven Sauerstoffspezies eine 

antagonistische Rolle einnehmen. H2O2 induziert die Aerenchymbildung 

und ist dem Ethylen nachgeschalten. O2
•- inhibiert den Zelltodprozess. 

In der Zelldifferenzierung der Präaerenchymzellen können heterotrimere 

G-Proteine eine Rolle spielen. Ein Defekt in der Gα-Untereinheit führt zu 

einem Fehlen charakteristischer Interzellularen im Präaerenchym. 

Während des Zelltodprozesses der Präaerenchymzellen degradiert die 

nukleosomale DNA. Die Mitochondrien aggregieren und weisen mit 

vergrößerten Cristae und kondensierter Matrix eine veränderte 

Ultrastruktur auf. Diese Anzeichen deuten auf einen bevorstehenden 

Abbau der Organellen hin. 
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Material und Methoden 

Pflanzenmaterial und Anzucht 

In dieser Arbeit wurden Wildtyppflanzen (WT-Pflanzen) des 

Tiefwasserreiskultivars Pin Gaew 56 (Oryza sativa L., ssp. indica, PG56) 

und des Flachlandreiskultivars Nipponbare (Oryza sativa L., ssp. japonica) 

verwendet. Des Weiteren wurden Experimente mit der Knockdown-

Mutante OsMT2b::Tos17 (Nipponbare) durchgeführt, die von Akio Miyao 

(Genome Research Center, Ibaraki, Japan) zur Verfügung gestellt wurde. 

Das Saatgut der Knockdown-Mutante dwarf1 (d1, Nipponbare) wurde von 

Motoyuki Ashikari (Nagoya University, Japan) bereitgestellt. 

Samen keimten im Dunkeln für drei Tage auf feuchtem Filterpapier bei 

27°C für 16 Stunden und bei 19°C für acht Stunden. Anschließend wurden 

die Keimlinge auf einem 2:1 Pikiererde/Lava-Basalt-Gemisch bei einer 

relativen Luftfeuchte von 70%, für 16 Stunden Licht bei 150 µmol m-2 s-1 

Photonen und 27°C und acht Stunden Dunkelheit bei 1 9°C angezogen. 

Die Pflanzen wurden in den ersten zwei Wochen mit destilliertem Wasser 

und danach mit 0,2% (w/v) COMPO N4-P2-K5 chloridarmen Dünger 

(COMPO, Münster, Deutschland) versorgt. Experimente wurden mit elf bis 

14 Wochen alten Pflanzen des Kultivars PG56 oder mit 18 bis 20 Wochen 

alten Reispflanzen des Kultivars Nipponbare durchgeführt. 

Für die Arbeiten mit 20 cm langen Stängelsegmenten wurde 2 cm 

unterhalb und 18 cm oberhalb des dritten Knotens geschnitten. 

Stängelsegmente wurden, wenn nicht anders angegeben, vom 

zweitjüngsten Internodium hergestellt. Bis zu 15 Stängelsegmente wurden 

in ein 150 ml-Becherglas gegeben, welches, wenn nicht anders 

beschrieben, 20 ml einer wässrigen Lösung enthielt. Um eine hohe 

Luftfeuchte während des Versuches zu gewährleisten, wurden die 

Bechergläser in transparente Plexiglas-Zylinder gestellt. Die Inkubation 

erfolgte unter denselben Tag-Nacht-Bedingungen wie die Anzucht der 

Pflanzen. 

Bei der Injektion von wässrigen Lösungen in die Lakune wurden 

Stängelsegmente verwendet, die zusätzlich den zweiten Knoten 



 
Kapitel 2               Material und Methoden 

 

35 
 

enthielten. Es wurde mit einer Einmal-Injektions-Kanüle mit einem 

Durchmesser von 0,40 mm und einer Länge von 20 mm (Braun, 

Melsungen, Deutschland) ein Loch 5 mm unterhalb des zweiten Knotens 

bis in die Lakune gestochen. Anschließend wurde ein zweites Loch circa 

1,5 cm oberhalb des dritten Knotens gestochen und über dieses mit einer 

5 ml-Einmalspritze (Braun, Melsungen, Deutschland) die Lösung injiziert. 

Das Internodium wurde vollständig mit Lösung gefüllt und die Löcher mit 

Lanolin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) verschlossen. 

 

Auszählung und Berechnung der Aerenchyme in Interno dien 

Zur Bestimmung der Aerenchymanzahl in Internodien wurden 

Stängelquerschnitte angefertigt (siehe Kapitel 1). Präaerenchymfelder und 

Aerenchyme wurden unter einem Binokular (Olympus, Hamburg, 

Deutschland) gezählt. Die Aerenchyme in Prozent ergaben sich aus der 

Anzahl der Aerenchyme im Verhältnis zur maximalen Anzahl an 

möglichen Aerenchymen im Stängelquerschnitt. 

 

Untersuchungen zur Aerenchymbildung in Internodien 

Die Untersuchungen erfolgten mit Stängelsegmenten des zweitjüngsten 

Internodiums des Kultivars PG56. Es wurden verschiedene Lösungen in 

die Lakune injiziert oder über den Transpirationsstrom aufnehmen 

gelassen. Die Konzentrationen der verwendeten Effektoren und 

Inhibitoren und die Art der Zugabe erfolgte wie in Tabelle 2 angegeben. 

Kontrollen wurden mit destilliertem Wasser inkubiert. Verwendete 

Konzentrationen, die Kombinationen und die Inkubationszeiten können 

den Abbildungen im Ergebnisteil entnommen werden. 
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Tabelle 2: Verwendete Effektoren und Inhibitoren fü r Experimente an 

Stängelsegmenten. 

Effektor/Inhibitor Trivialname/Abkürzung Konzentrat ion Applikation 

2-Chlorethylphosphonsäure Ethephon 50 µM/150 µM Transpirationsstrom 

150 µM Lakune 

Nordihydroguaiaretische Säure NDGA 100 µM Transpirationsstrom 

Gibberellinsäure GA 30 µM Transpirationsstrom 

Abscisinsäure ABA 10 µM Transpirationsstrom 

1-N-Naphthylphtalaminsäure NPA 10 µM Transpirationsstrom 

1-Methylcyclopropen 1-MCP 5 ppm gesamtes Segment 

Wasserstoffperoxid H2O2 3% (v/v) Transpirationsstrom 

3-Amino-1,2,4-triazol AT 200 mM Lakune 

Diethyldithiocarbamat DDC 100 mM Lakune 

 

Eine Vorinkubation erfolgte mit NPA für drei Stunden, mit 1-MCP für drei 

bzw. sechs Stunden und mit DDC für sechs Stunden. Bei Verwendung 

von H2O2 wurden die Segmente nach Vorinkubation unterhalb des dritten 

Knotens auf 0,5 cm gekürzt und mit jeweils 50 ml der entsprechenden 

Lösung inkubiert. Ethephon, AT und DDC wurden von Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Deutschland), GA, ABA und NPA von Duchefa (Haarlem, 

Niederlande), 1-MCP von AgroFresh (Niederlande) und H2O2 von Roth 

(Karlsruhe, Deutschland) bezogen. Nach der Inkubation wurden die 

Aerenchyme 1 cm über dem dritten Knoten bestimmt. 

Für die Untersuchung des Einflusses von reaktiven Sauerstoffspezies 

(ROS) auf die Aerenchymbildung wurden die Aerenchyme von Wildtyp-

Pflanzen des Kultivars Nipponbare und der Linie OsMT2b::Tos17 in den 

ersten drei Internodien jeweils 1, 2, 3 und 4 cm über den basalen Knoten 

bestimmt. 

Für die Untersuchung des Einflusses von Hypoxie auf die 

Aerenchymbildung wurden Stängelsegmente des Kultivars PG56 vom 

zweitjüngsten Internodium in gasdichten Plexiglas-Zylindern für drei Tage 

mit 21% O2 oder einem Gasgemisch von 5% O2 und 95% N2 (Air Liquide, 

Düsseldorf, Deutschland) inkubiert. Es erfolgte alle vier Stunden ein 

Austausch der Atmosphäre in den Zylindern. Die Aerenchymanzahl wurde 
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1 cm über dem dritten Knoten bestimmt und die Aerenchyme in Prozent 

berechnet. 

Zur Untersuchung des Einflusses von Trockenstress auf die Aerenchym-

bildung wurden elf bis 14 Wochen alte Pflanzen des Tiefwasserreis-

Kultivars PG56 für sieben Tage nicht gedüngt. Die Kontrollen wurden 

weiterhin mit Düngerlösung versorgt. Die Anzahl der Aerenchyme wurde 

1 cm über dem dritten Knoten bestimmt. In einem weiteren Versuch 

wurden Stängelsegmente des zweitjüngsten Internodiums des Kultivars 

PG56 einen Tag mit 100 µM NDGA beziehungsweise mit destilliertem 

Wasser vorbehandelt und dann für drei Tage ohne Flüssigkeit oder in 20 

ml destilliertem Wasser inkubiert. Die Aerenchyme in Prozent wurden 1 

cm über dem dritten Knoten bestimmt. 

Um die Rolle der Gα-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine in der 

Aerenchymbildung zu untersuchen, wurden d1- und Wildtyp-Pflanzen des 

Kultivars Nipponbare für sieben Tage partiell geflutet und die Aerenchyme 

sowie die maximal mögliche Anzahl an Aerenchymen in den ersten beiden 

Internodien 3, 10 und 20 mm über dem jeweiligen unteren Knoten gezählt. 

Es wurden die Aerenchyme in Prozent berechnet und die Anzahl an 

angelegten Präaerenchymfeldern bestimmt. Zusätzlich wurden 80 µm 

dicke Querschnitte mit einem Vibratom (Leica, Bensheim, Deutschland) 

von unbehandelten Kontrollpflanzen 2 cm über dem zweiten Knoten 

hergestellt und die Präaerenchymfelder unter einem Mikroskop (Olympus, 

Hamburg, Deutschland) analysiert und dokumentiert. 

 

Histologischer Nachweis toter Zellen im Präaerenchy m 

Für die Untersuchung der toten Zellen im Präaerenchym wurde eine 

Evans Blau-Färbung durchgeführt. Es wurden 1 mm dicke Querschnitte 

von Internodien im zu analysierenden Bereich geschnitten und für 

10 Sekunden in 2% (w/v) Evans Blau (Sigma-Aldrich, Steinheim, 

Deutschland) inkubiert. Evans Blau färbt Zellen ohne intakte 

Plasmamembran blau (Gaff und Okong’O-Ogola, 1971). Nach 
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dreimaligem Waschen mit Leitungswasser wurden die Schnitte unter dem 

Binokular analysiert. 

 

Sauerstoffmessungen in der Lakune und Analyse von h ypoxie-

induzierten Anpassungen 

Es wurden Pflanzen des Kultivars PG56 für drei Tage in einem 600 l-

Plastiktank entweder partiell (20 bis 30 cm der Pflanze oberhalb der 

Wasseroberfläche) oder komplett (gesamte Pflanze im Wasser) geflutet. 

Des Weiteren wurde partiell gefluteten Pflanzen entweder das dritte oder 

das vierte Blatt unterhalb der Wasseroberfläche fixiert. Es wurden nicht 

geflutete Pflanzen als Kontrollpflanzen genutzt. Die Tag-Nacht-

Bedingungen entsprachen denen bei der Anzucht der Pflanzen. Die 

Probennahme erfolgte für die folgenden Experimente am Ende der 

Dunkelphase des dritten Tages. 

 

Sauerstoff- und Ethylenmessung 

Für die gaschromatische Bestimmung der Sauerstoff- und Ethylengehalte 

wurde aus Lakunen der jüngsten drei Internodien 600 µl Gas mit einer 

gasdichten 1 ml-Hamilton-Spritze (Eydam, Kronshagen, Deutschland) 

entnommen. 500 µl des Gasgemisches wurden über einen 

Gaschromatographen (Shimadzu, Duisburg, Deutschland) aufgetrennt. 

Für die Bestimmung der Sauerstoffkonzentration wurde ein 

Wärmeleitfähigkeitsdetektor (TCD) und für die Ermittlung der 

Ethylenkonzentration ein Flammenionisationsdetektor (FID) verwendet. 

Die für die Detektion verwendeten Bedingungen sind in Tabelle 3 

aufgeführt. 
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Tabelle 3: Spezifikationen des Gaschromatographen. 

Bezeichnung Shimadzu GC-14B 

Integrator Shimadzu Chromatopac C-R8A 

Säule 1 2,5 m x 1/8''; Molekularsieb: 6A; 60/80 

Säule 2 1,5 m x 1/8''; HayeSep Q; 80/100 

Gase/Druck He/150 kPa 

H2/65 kPa 

  synthetische Luft/50 kPa 

Temperaturen Säule: 80°C 

Injektor: 100°C 

  Detektor: 100°C 

Stromstärke TCD 50 mA 

 

Adventivwurzelwachstum 

Es wurde am zweiten, dritten und vierten Knoten der gefluteten Pflanzen 

und der Kontrollpflanzen die Anzahl der durchgebrochenen 

Adventivwurzeln und die Anzahl aller Wurzelanlagen bestimmt. Der 

Durchbruch in Prozent ergab sich aus dem Verhältnis der 

durchgebrochenen Adventivwurzeln zu der Anzahl aller angelegten 

Wurzeln (Lorbiecke und Sauter, 1999). 

 

Aktivitätsmessung der Alkoholdehydrogenase (ADH) 

Für die Bestimmung der ADH-Aktivität wurden 5 mm-Segmente aus den 

ersten drei Internodien auf Höhe von 1 bzw. 2 cm oberhalb des basalen 

Knotens isoliert. Der Schnitt erfolgte jeweils 2 mm ober- und unterhalb der 

angegebenen Höhe. Zusätzlich wurden der zweite, dritte und vierte 

Knoten und 3 cm lange Segmente des dritten Blattes genutzt. Bei partiell 

gefluteten Pflanzen wurden die Blattsegmente aus gefluteten oder aus 

dem Wasser herausragenden Bereichen isoliert. 

Jeweils drei Internodien-, Knoten- oder Blattsegmente wurden vereint, in 

flüssigem Stickstoff gemörsert und das Material mit 200 bis 500 µl 

Extraktionspuffer aus 0,1 M Tris-HCl (pH 8.0), 25% (v/v) Glycerol, 

0,8% (v/v) β-Mercaptoethanol, 2% (w/v) PVP und 5 mM DTT versetzt. Die 

Probe wurde für fünf Minuten bei 1400 rpm und 25°C auf dem 
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Thermoschüttler gemischt und anschließend 15 Minuten bei 13000 x g 

und 4°C zentrifugiert. Der Proteingehalt wurde im Ü berstand über die 

Bradford-Methode (Roti-Quant, Roth, Karlsruhe, Deutschland) nach 

Herstellerangaben bestimmt. Für die Messung der ADH-Aktivität wurde 50 

µg Protein aus Internodien und Knoten bzw. 100 µg Protein aus Blättern in 

50 µl Extraktionspuffer verwendet. Zu dem Proteinextrakt wurden 800 µl 

Reaktionspuffer aus 62,5 mM Tris-HCl (pH 8.5) und 1 mM NAD, und 

100 µl destilliertes Wasser gegeben und die Absorption bei 340 nm drei 

Minuten lang alle zehn Sekunden gemessen. Wenn nach drei Minuten 

keine Absorptionszunahme zu verzeichnen war, wurden 50 µl absoluter 

Ethanol hinzugegeben und die Absorption weitere drei Minuten gemessen. 

Die Enzymaktivität wurde, wie in Abbildung 1 dargestellt, berechnet. 
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Abbildung 1: Formel zur Berechnung der ADH-Aktivitä t. Hierbei entspricht ∆A340nm 

der Absorptionsänderung gemessen bei 340 nm, VKüvette dem Küvettenvolumen, ƐNADH 

dem molekularen Extinktionskoeffizienten von 6,22 mM-1 cm-1 des NADH (Nakahara et 

al., 1993), d der Schichtdicke der Küvette, VProbe dem Probenvolumen und t der Zeit. 

 

Porositätsmessungen 

Die Porositätsmessung erfolgte entweder nach der auftriebsbasierten 

Methode oder über die Querschnittsanalyse (Visser und Bögemann, 

2003). Bei der auftriebsbasierten Methode wurden Stängelsegmente des 

jüngsten und zweitjüngsten Internodiums des Kultivars PG56 für zwei 

Tage mit 150 µM Ethephon behandelt und danach 5 mm-Segmente 1, 2, 

3, und 4 cm über dem dritten Knoten isoliert. Hierfür wurden die Stängel 

2,5 mm ober- und unterhalb der angegebenen Höhe geschnitten. 

Zusätzlich wurde der zweite oder dritte Knoten isoliert. Zudem wurden 
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Pflanzen partiell geflutet und die ersten vier Knoten isoliert. Es wurden pro 

Porositätsbestimmung 20 bis 30 Segmente genutzt. 

Für die eigentliche Bestimmung der Porosität wurden die Segmente 

gewogen. Eine 60 ml-Schliffflasche wurde vollständig mit Wasser gefüllt, 

verschlossen und ein Haken mittels Angelsehne angebracht. Ein weiterer 

Haken wurde mit Angelsehne an der Unterflurwägeeinrichtung einer 

Feinwaage (Sartorius, Göttingen, Deutschland) angebracht. Die Flasche 

wurde an die Waage gehängt und dabei darauf geachtet, dass sie 

vollständig von Wasser in einem 2,5 l-Becherglas umgeben war. Die 

Waage wurde tariert, die Segmente ohne Luftblasen in die Flasche 

gegeben, verschlossen und anschließend das Gewicht bestimmt. Jeweils 

zehn Segmente wurden in 25 ml-Plastikbecher mit 10 ml Wasser gegeben 

und in einer Vakuumzentrifuge das Wasser unter Anlegen von dreimal fünf 

Minuten Vakuum in das Gewebe infiltriert. Es erfolgte eine weitere 

Bestimmung des Gewichts unter Wasser und die Porosität wurde 

berechnet (Abbildung 2). 
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Abbildung 2: Formel zur Berechnung der Porosität be i der auftriebsbasierten 

Methode.  FG entspricht dem Frischgewicht der Segmente, m1 dem Gewicht der 

Segmente vor und m2 dem Gewicht der Segmente nach der Vakuuminfiltration (Visser 

und Bögemann, 2003). 

 

Für die Porositätsbestimmung durch die Querschnittsanalyse nach Visser 

und Bögemann (2003) wurden Reispflanzen des Kultivars PG56 für drei 

Tage partiell geflutet und in den ersten drei Internodien im Abstand von 1, 

2, 3 und 4 cm über den unteren Knoten Querschnitte gemacht. Fotos 

dieser Querschnitte wurden aufgenommen und mit der 

Bildanalysesoftware ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, USA) 

ausgewertet. Hierfür wurde die Gesamtfläche des Internodienquerschnitts 

(Ages), die Fläche des Gewebes (AGewebe), der Lakune (ALakune) und der 
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Aerenchyme (AAerenchym) ausgemessen. Der prozentuale Anteil der Lakune 

und der Aerenchyme an der Gesamtfläche oder der Gewebefläche wurde 

berechnet (Abbildung 3). 
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Abbildung 3: Formel zur Berechnung der Porosität du rch Querschnittsanalyse.  Die 

Berechnung ergibt sich aus den gemessenen Flächen der Lakune (ALakune), der 

Aerenchyme (AAerenchym), des Gewebes (AGewebe) und des Gesamtquerschnitts des 

Internodiums (Ages) (modifiziert nach Visser und Bögemann, 2003). 

 

Die Visualisierung von Hohlräumen im Reisknoten wurde mit 

Bromphenolblau durchgeführt. Für die Analyse wurden Stängelsegmente 

des Kultivars PG56 vom zweitjüngsten Internodium mit einer 5 ml-

Einmalspritze und einer Einmal-Injektions-Kanüle mit einem Durchmesser 

von 0,40 mm und einer Länge von 20 mm mit einer 0,01%-igen (w/v) 

Bromphenolblau-Lösung (Merck, Darmstadt, Deutschland) gefüllt. Hierfür 

wurde mit der Kanüle 5 mm unterhalb des zweiten Knotens in das 

Internodium eingestochen. Anschließend wurde es mit 0,8 bis 1,2 ml 

Farblösung vollständig gefüllt. Die Lösung drang in alle Luft-gefüllten 

Räume ein und färbte mögliche Verbindungen der Hohlräume an. Es 

wurden Quer- sowie Längsschnitte des dritten Knotens unter einem 

Binokular betrachtet und dokumentiert. 

 

Charakterisierung der Präaerenchymzellen 

Die Untersuchungen zum DNA-Abbau und der Mitochondrien wurden am 

Kultivar PG56 im zweitjüngsten Internodium 1 cm über dem dritten Knoten 

durchgeführt. 

Nachweis des DNA-Abbaus durch Gelelektrophorese 

DNA wurde aus Stängelsegmenten, die für zwei, vier, acht, 24 und 48 

Stunden mit 150 µM Ethephon behandelt wurden, isoliert. Kontrollen 
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wurden in destilliertem Wasser inkubiert. Es wurden 2 mm-Segmente aus 

dem zu untersuchenden Bereich isoliert und jeweils 15 Segmente für 

einen Versuchsansatz verwendet. Die Segmente wurden in flüssigem 

Stickstoff gemörsert und in einem 2 ml-Reaktionsgefäß mit 1 ml 

Cetyltrimethylammoniumbromid-Puffer aus 140 mM Sorbitol, 220 mM Tris-

HCl (pH 8,0), 22 mM EDTA, 800 mM NaCl, 1% (w/v) N-Lauroylsarcosine 

und 0,8% (w/v) CTAB (pH 8,0) versetzt. Nach zehnminütiger Inkubation 

bei 65°C und gelegentlichem Invertieren des Gefäßes  wurden 400 µl 

Chloroform (Roth, Karlsruhe, Deutschland) hinzugegeben und gut 

vermischt. Eine Phasentrennung wurde durch fünfminütige Zentrifugation 

bei 1000 x g erreicht. Die wässrige Phase wurde in ein neues 

Reaktionsgefäß überführt, mit 700 µl Isopropanol (Roth, Karlsruhe, 

Deutschland) versetzt und zehn Minuten auf Eis inkubiert. DNA wurde 

durch Zentrifugation für fünf Minuten bei 10000 x g pelletiert. Das Pellet 

wurde in 160 µl Tris-EDTA-Puffer aus 10 mM Tris (pH 8,0) und 1 mM 

EDTA aufgenommen und mit 2 µl RNase A (10 mg/ml; Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Deutschland) versetzt. Nach zehnminütiger Inkubation bei 

Raumtemperatur wurden 16 µl 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 80 µl 

Phenol/Chloroform (1:1; Roth, Karlsruhe, Deutschland) hinzugegeben. 

Nach einer fünfminütigen Zentrifugation bei 10000 x g wurde die obere 

Phase in ein neues Gefäß überführt und 80 µl Chloroform auf die untere 

Phase gegeben. Nach erneuter Zentrifugation wurden beide obere 

Phasen vereinigt, mit 360 µl Ethanol (Roth, Karlsruhe, Deutschland) 

versetzt und die DNA auf Eis für fünf Minuten gefällt. Die DNA wurde 

durch Zentrifugation für fünf Minuten bei 10000 x g pelletiert und mit 500 µl 

70%-igem (v/v) eiskaltem Ethanol gewaschen. Der Überstand wurde 

entfernt und die DNA in 20 µl Tris-EDTA-Puffer aufgenommen. Die 

gesamte DNA wurde auf einem 1%-igen (w/v) Agarosegel 

elektrophoretisch aufgetrennt, mit Ethidiumbromid angefärbt und unter 

UV-Licht visualisiert. 
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Nachweis des DNA-Abbaus mit der TUNEL-Methode 

Für diesen Nachweis wurden Stängelsegmente des zweitjüngsten 

Internodiums für 24 Stunden mit 150 µM Ethephon behandelt. Kontrollen 

wurden in destilliertem Wasser inkubiert. Es wurden 80 µm dicke 

Querschnitte mit einem Vibratom (Leica, Bensheim, Deutschland) 1 cm 

über dem dritten Knoten geschnitten, in 70% (v/v) Ethanol aufgenommen 

und in 100% (v/v) Ethanol für fünf Minuten gewaschen. Der TUNEL-

Nachweis wurde mit dem DeadEndTM Fluorometric TUNEL System 

(Promega, Madison, USA) nach Herstellerangaben durchgeführt. Hierfür 

wurden nach schrittweiser Rehydrierung die Querschnitte zuerst in 0,85% 

(w/v) NaCl und danach in PBS-Puffer (137 mM NaCl, 2,68 mM KCl, 

1,47 mM KH2PO4, 8,1 mM Na2HPO4) für jeweils fünf Minuten gewaschen. 

Es folgte eine Fixierung in 4% (w/v) Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, 

Steinheim, Deutschland) in PBS-Puffer für 15 Minuten. Nach zweimaligem 

Waschen mit PBS-Puffer wurde die Flüssigkeit entfernt, 20 µg/ml 

Proteinase K zu jeder Probe gegeben und bei Raumtemperatur 30 

Minuten inkubiert. Nach erneutem Waschen in PBS-Puffer, Fixieren in 4% 

(w/v) Paraformaldehyd und weiterem Waschen in PBS-Puffer wurde die 

Flüssigkeit entfernt und die Querschnitte in Equilibrierungs-Puffer 

(200 mM Kaliumcacodylat (pH 6,6), 25 mM Tris-HCl (pH 6,6), 0,2 mM DTT 

0,25 mg/ml BSA, 2,5 mM Kobaltchlorid) aufgenommen und zehn Minuten 

inkubiert. Positivkontrollen wurden vor der Behandlung mit Equilibrierungs-

Puffer mit 10 units/ml DNase I (Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) für 

zehn Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und danach viermal mit 

destilliertem Wasser gewaschen. Die Querschnitte wurden mit 

Reaktionslösung versehen und bei 37°C für 60 Minute n inkubiert. Die 

Reaktionslösung bestand aus Equilibrierungs-Puffer, Nukleotid-Mix und 

der rekombinanten, terminalen Desoxyribonukleotidyl-Transferase (rTdT). 

Für die Negativkontrollen wurde destilliertes Wasser statt rTdT 

hinzugefügt. Die Reaktion wurde mit 2x SSC (133 mM NaCl, 34 mM 

Natriumcitrat) gestoppt und die Querschnitte dreimal mit PBS-Puffer 

gewaschen. Die Zellkerne wurden zusätzlich mit 2 µg/ml Propidiumiodid 
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(Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) angefärbt und die Querschnitte 

nach dreimaligem Waschen mit PBS-Puffer an einem konfokalen Laser-

Scanning-Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland) analysiert. Die 

Fluoreszenz der Fluorscein-markierten DNA-Enden wurde bei 485 nm 

angeregt und bei 520 ± 20 nm detektiert. Propidiumiodid wurde bei 

535 nm angeregt und die Fluoreszenz bei >620 nm nachgewiesen. 

 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen 

Für die ultrastrukturelle Charakterisierung der Mitochondrien von 

Präaerenchym- und Parenchymzellen wurden 5 mm lange 

Stängelsegmente des zweitjüngsten Internodiums hergestellt und wie in 

Kapitel 1 behandelt. Die Segmente beinhalteten den zu untersuchenden 

Bereich des Internodiums von 1 cm über dem dritten Knoten. Die 

Segmente wurden fixiert, dehydriert und in LRwhite eingebettet 

(durchgeführt von der Zentralen Mikroskopie, Botanisches Institut, CAU 

Kiel). 60 nm bis 80 nm dicke Querschnitte wurden mit dem Leica Ultracut 

UCT (Leica, Wetzlar, Deutschland) hergestellt und mit einem 

Transmissionselektronenmikroskop (Tecnai BioTWIN, Fei Company, 

Eindhoven, Niederlande) analysiert. 

 

Analyse der Mitochondrienbewegung 

Für die Untersuchung der Mitochondrienbewegung wurden 

Stängelsegmente des zweitjüngsten Internodiums für 24 Stunden mit 

150 µM Ethephon (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) behandelt. 

Kontrollen wurden in destilliertem Wasser inkubiert. Es wurden 80 µm 

dicke Querschnitte mit einem Vibratom (Leica, Bensheim, Deutschland) 

1 cm über dem dritten Knoten geschnitten. Die Querschnitte wurden nach 

Herstellerangaben für eine Stunde mit 1 µM MitoTracker Red CMXRos 

(Invitrogen, Karlsruhe Deutschland) bei Raumtemperatur behandelt. Nach 

achtmaligem Waschen mit destilliertem Wasser wurden die Proben 

weitere 90 Minuten in destilliertem Wasser inkubiert und danach an einem 
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konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland) 

analysiert. MitoTracker wurde bei 543 nm angeregt und die Fluoreszenz 

bei 570 nm bis 610 nm zum Zeitpunkt t0 = 0 min detektiert und mit einer 

Kamera dokumentiert. Es wurden nach t1 = 2 min weitere Bilder derselben 

Zellen aufgenommen und später die Bilder überlagert, um die 

Mitochondrienbewegung zu visualisieren. Die Mitochondrien einer Zelle 

wurden ausgezählt und die Bewegungen dokumentiert. Daraus wurde der 

prozentuale Anteil an bewegten Mitochondrien pro Zelle berechnet. 

 

Untersuchungen des mitochondrialen Transmembranpotentials 

Für die Untersuchung des mitochondrialen Transmembranpotentials in 

Zellen 1 cm über dem dritten Knoten wurden 80 µm dicke Querschnitte 

verwendet, die mit einem Vibratom geschnitten wurden. Die 

Internodienquerschnitte wurden eine Stunde bei Raumtemperatur in 

5% (v/v) Dimethylsulfoxid inkubiert. Die Schnitte wurden dreimal in Puffer 

aus 10 mM HEPES (pH 7,2), 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2 und 0,6 M Sorbitol 

gewaschen und danach 30 Minuten bei 37°C in 10 µg/m l                 

5,5,6,6-Tetrachloro-1,1,3,3-tetraethylbenzimidazolylcarbocyaniniodid   

(JC-1; Biomol, Hamburg, Deutschland) in Puffer inkubiert. Nach 

sechsmaligem Waschen mit Puffer wurden die Querschnitte an einem 

konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (Leica, Wetzlar, Deutschland) 

analysiert. JC-1 wurde bei 488 nm angeregt und die Fluoreszenz von JC-

1-Monomeren bei 520 nm bis 540 nm und von JC-1-Aggregaten bei 580 

nm bis 600 nm detektiert. Durch den Aggregationsgrad zeigte der 

Farbstoff indirekt das Transmembranpotential der Mitochondrien an (van 

Ginkel et al., 2008; Kim et al., 2011; Product Technical Information Sheet, 

AAT Bioquest, Inc., 2012). Bei einem negativen Membranpotential 

aggregierten die JC-1-Moleküle und emittierten eine rote Fluoreszenz. Bei 

einem depolarisierten Potential verblieben die Farbstoffmoleküle als 

Monomere und eine grüne Fluoreszenz konnte detektiert werden. Eine 

gelbe Fluoreszenz resultierte aus der Depolarisation des 

Transmembranpotentials und stellte eine Mischfluoreszenz dar. Zellen des 
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Präaerenchyms und des Parenchyms wurden nach der überwiegenden 

Fluoreszenzfarbe, und damit dem überwiegendem Membranpotential der 

Mitochondrien, unterteilt. Des Weiteren wurde bestimmt, wie viele Zellen 

aggregierte Mitochondrien aufwiesen. 

 

Statistische Analyse 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte über Minitab (Minitab Inc., 

State College, Pennsylvania, USA). Ergebnisse in Prozent wurden vor der 

Auswertung mit der Rechnung arcsin	(;<x 100⁄ >) transformiert. Die Werte 

wurden auf Normalverteilung und Varianz hin untersucht. War eine dieser 

Bedingungen nicht gegeben, wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit von    

P ≤ 0,001 angenommen. Anderenfalls lag die Fehlerwahrscheinlichkeit bei 

P ≤ 0,05. Die statistische Analyse von zwei Gruppen wurde mit einem 

zweiseitigen t-Test oder Vergleiche mehrerer Gruppen mit einer ANOVA 

(Tukey-Test) durchgeführt. In den Abbildungen sind die Mittelwerte mit 

dem Standardfehler (± SE) angegeben. 
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Ergebnisse 

Die Injektion von Wasser in die Lakune hat keinen E influss auf die 

Aerenchymbildung 

Überflutung und das Phytohormon Ethylen fördern die Aerenchymbildung 

in Internodien von Reis (Kapitel 1). Um zu analysieren, welchen Effekt die 

Flutung der Lakune hervorruft, wurden Lakunen von Stängelsegmenten 

des zweitjüngsten Internodiums mit Wasser oder 150 µM Ethephon gefüllt. 

Ethephon ist eine wasserlösliche Substanz, die durch den cytologischen 

pH zu Ethylen und Phosphorsäure zerfällt (Cooke und Randall, 1968). 

Daraus resultiert eine erhöhte Konzentration des Phytohormons innerhalb 

des Gewebes. Kontrollstängeln wurde keine Lösung in die Lakune injiziert. 

Zusätzlich wurden die Stängelsegmente in Wasser oder in 150 µM 

Ethephon für drei Tage inkubiert. 

Die Injektion von Wasser in die Lakune führte zu keiner statistisch 

signifikanten Erhöhung der Aerenchymbildung im Internodium (Abbildung 

4A). In die Lakune appliziertes Ethephon induzierte innerhalb von drei 

Tagen eine signifikante Zunahme der Aerenchymbildung von 48% auf 

95%. Ethephon förderte bei allen Behandlungen eine statistisch 

signifikante Zunahme der Aerenchyme im Vergleich zur Kontrolle. Die 

Injektion von Wasser in die Lakune von Reisstängeln hatte keinen Einfluss 

auf die Aerenchymbildung. Die Responsivität der Präaerenchymzellen zu 

von außen appliziertem Ethephon blieb erhalten. 

 

Drei Tage Hypoxie induziert die Aerenchymbildung ni cht 

Um zu überprüfen, ob Hypoxie allein die Bildung von Aerenchymen in 

Reisinternodien beeinflusst, wurden Stängelsegmente des zweitjüngsten 

Internodiums für drei Tage mit 5% Sauerstoff oder zur Kontrolle mit 21% 

Sauerstoff inkubiert und Aerenchyme 1 cm über dem dritten Knoten 

bestimmt. Hypoxische Bedingungen führten zu einer Zunahme der 

Aerenchyme von 34% auf 56%, die nicht statistisch signifikant war 

(Abbildung 4B). Während der Überflutung akkumuliert Ethylen in 
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Internodien (Métraux und Kende, 1983; Raskin und Kende, 1984a; 

Jackson, 1985; Stünzi und Kende, 1989). Während der Behandlung wurde 

die Atmosphäre alle vier Stunden erneuert und dadurch eventuell 

angereichertes Ethylen entfernt. Nach drei Tagen induzieren 5% 

Sauerstoff ohne Ethylen  die Aerenchymbildung im Internodium nicht 

signifikant.  

 

 

Abbildung 4: Aerenchymbildung wird nicht durch Wass er in der Lakune oder durch 

drei Tage Hypoxie induziert.  Stängelsegmente des zweitjüngsten Internodiums des 

Kultivars PG56 wurden für drei Tage behandelt und Aerenchyme 1 cm über dem 3. 

Knoten bestimmt. A Mittelwerte (± SE) der Aerenchyme [%] von Stängelsegmenten, in 

deren Lakune Wasser oder 150 µM Ethephon injiziert und bei denen über den 

Transpirationsstrom Wasser oder 150 µM Ethephon aufgenommen wurde. Die Werte 

ergaben sich aus Zählungen von 23 bis 25 Stängelsegmenten aus drei biologischen 

Replikaten. Es wurde eine ANOVA (Tukey-Test) durchgeführt (P ≤ 0,001). Signifikant 

unterschiedliche Werte sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. B 

Mittelwerte (± SE) der Aerenchyme [%] von Stängelsegmenten, die in einer Atmosphäre 

mit 21% oder 5% Sauerstoff inkubiert wurden. Es wurden 34 Stängelsegmente von drei 

biologischen Replikaten ausgewertet. Ein t-Test wurde durchgeführt (P ≤ 0,001). Es gab 

keinen signifikanten Unterschied zwischen mit Normoxie oder Hypoxie behandelten 

Segmenten. 
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Trockenstress induziert die Aerenchymbildung in Rei sinternodien 

Neben der Überflutung gibt es weitere abiotische Faktoren, die zur 

Induktion der Aerenchymbildung führen. Sieben Tage Trockenstress führt 

zum Beispiel zu einer Zunahme der Aerenchyme in Adventivwurzeln von 

Reis (Yang et al., 2012). 

Für die Untersuchung des Einflusses von Trockenstress auf die 

Aerenchymbildung in Internodien wurden elf bis 14 Wochen alte Pflanzen 

für sieben Tage Wassermangel ausgesetzt. Nach drei bis vier Tagen 

waren die Töpfe ausgetrocknet. Kontrollpflanzen wurden weiter versorgt. 

Die Aerenchyme wurden 1 cm über dem dritten Knoten bestimmt. 

Trockenstress induzierte eine statistisch signifikante Aerenchymbildung in 

den Internodien von 48% auf 82% (Abbildung 5A). 

 

 

Abbildung 5: Trockenstress induziert die Aerenchymb ildung.  A Pflanzen des 

Kultivars PG56 wurden für sieben Tage bewässert (weißer Balken) oder Trockenstress 

ausgesetzt (grauer Balken). Dargestellt sind die Mittelwerte (± SE) der Aerenchyme [%] 

aus dem zweitjüngsten Internodium 1 cm über dem dritten Knoten. Die Werte ergaben 

sich aus 24 oder 25 Stängeln von drei biologischen Replikaten. Es wurde ein t-Test 

durchgeführt (P ≤ 0,001). Der Stern kennzeichnet eine signifikante Induktion der 

Aerenchymbildung durch Trockenstress. B Stängelsegmente des Kultivars PG56 des 

zweitjüngsten Internodiums wurden mit 100 µM des ABA-Biosynthese-Inhibitors NDGA 

oder Wasser für 24 Stunden vorbehandelt und dann für drei Tage in Wasser inkubiert 

oder Trockenstress ausgesetzt. Die Aerenchyme [%] wurden 1 cm über dem dritten 

Knoten bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte (± SE) von 24 bis 25 Segmenten aus 

drei biologischen Replikaten. Es wurde eine ANOVA (Tukey-Test) durchgeführt (P ≤ 

0

20

40

60

80

100

Trockenstress
-          +

A
er

en
ch

ym
e 

[%
]

 

 

A
*

0

20

40

60

80

100

+
+

-
+

+
-

-
-

100 µM NDGA
Trockenstress

A
er

en
ch

ym
e 

[%
]

 

 

B

a

a

b b



 
Kapitel 2                                 Ergebnisse 

 

51 
 

0,001). Trockenstress führt zu einer NDGA-unabhängigen, signifikanten Induktion der 

Aerenchymbildung. 

 

In Reis führt Trockenstress zu einer Akkumulation von Abscisinsäure 

(ABA) in Blättern (Sauter et al., 2001; Ye et al., 2011) und Internodien 

(Muthurajan et al., 2011). Um zu untersuchen, ob die durch Trockenstress 

ausgelöste Aerenchymbildung im Internodium ABA-abhängig ist, wurden 

Stängelsegmente des zweitjüngsten Internodiums für einen Tag mit dem 

ABA-Biosynthese-Inhibitor Nordihydroguaiaretische Säure (NDGA) in der 

Konzentration von 100 µM inkubiert und dann für drei Tage 

Wassermangel-Bedingungen ausgesetzt. Hierfür wurden die Stängel ohne 

oder mit Wasser inkubiert. Trockenstress führte zu einer signifikanten 

Zunahme der Aerenchymbildung von 22% beziehungsweise 32% auf 73% 

unabhängig von der Zugabe des Inhibitors (Abbildung 5B). 

Trockenstress könnte die Aerenchymbildung ABA-unabhängig induzieren. 

Die ABA-Biosynthese in Mais (Ren et al., 2007) und Reis (Ye et al., 2011; 

Zhu et al., 2009) konnte bereits mit NDGA in einer Konzentration von 

100 µM inhibiert werden. Inkubation von Reisinternodien mit dieser 

Konzentration hatte keinen Einfluss auf die Trockenstress-induzierte 

Aerenchymentwicklung. Dies lässt vermuten, dass entweder die 

Konzentration des Inhibitors nicht ausreichend war oder die 

Aerenchymbildung ABA-unabhängig ist. 

 

Abscisinsäure kann die Ethylen-induzierte Aerenchym bildung 

fördern 

Der Einfluss von Gibberellinsäure (GA) und ABA auf die Ethylen-induzierte 

Aerenchymbildung in Reisinternodien wurde an Stängelsegmenten des 

zweitjüngsten Internodiums des Kultivars PG56 untersucht. Die Segmente 

wurden mit unterschiedlichen Kombinationen an 30 µM GA, 10 µM ABA 

und 50 µM Ethephon für zwei Tage inkubiert. Die optimalen 

Konzentrationen der verwendeten Hormone wurden in vorangegangenen 
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Untersuchungen ermittelt (unveröffentlicht, Bachelor-Arbeit, Daniela I. Lux, 

2010).  

Bei alleiniger Applikation von GA oder ABA kam es zu keiner signifikanten 

Zunahme der Aerenchymbildung (Abbildung 6). Inkubation mit 50 µM 

Ethephon erhöhte die Aerenchymbildung signifikant von 37% in Kontrollen 

auf 70% (t-Test, P ≤ 0,001) und in Kombination mit GA auf 73%. 

Gleichzeitige Applikation von Ethephon mit ABA führte zu einer Zunahme 

der Aerenchyme auf 95%. Diese Erhöhung war im Vergleich mit der 

Ethephon-induzierten Zunahme statistisch nicht signifikant (t-Test, P ≤ 

0,001). Bei zusätzlicher Zugabe von GA blieb die Aerenchymbildung 

unverändert bei 95%. Aufgrund der Zunahme der Aerenchymbildung 

könnte die Ethylen-induzierte Aerenchymbildung durch ABA gefördert 

worden sein. GA hat keinen Einfluss auf die Aerenchymentwicklung. 

 

 

Abbildung 6: Die Ethylen-induzierte Aerenchymbildun g wird durch Abscisinsäure 

erhöht.  Mittelwerte (± SE) der Aerenchyme [%] aus Analysen von drei biologischen 

Wiederholungen von 22 bis 25 Stängelsegmenten des Kultivars PG56, die für zwei Tage 

mit 50 µM Ethephon, 30 µM GA und 10 µM ABA inkubiert wurden. Die Aerenchyme 

wurden im zweitjüngsten Internodium 1 cm über dem dritten Knoten bestimmt. Es wurde 

eine ANOVA (Tukey-Test) durchgeführt (P ≤ 0,001). Signifikant unterschiedliche Werte 

sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. Ethephon erhöht statistisch 

signifikant die Aerenchymbildung (t-Test, P ≤ 0,001, nicht dargestellt). Die Zunahme der 

Aerenchyme durch gleichzeitige Applikation von Ethephon und ABA ist im Vergleich zur 

Ethephonbehandlung nicht signifikant (t-Test, P ≤ 0,001, nicht dargestellt). 
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Polarer Auxintransport ist in die Ethylen-induziert e 

Aerenchymbildung involviert 

Auxin und der polare Transport dieses Hormons spielen eine wichtige 

Rolle in der pflanzlichen Entwicklung. Der Einfluss von Auxin auf die 

Aerenchymbildung in Wurzeln wurde an Maiskeimlingen untersucht 

(Konings und de Wolf, 1984; Justin und Armstrong, 1991). Das 

synthetische Auxin 1-Naphthylessigsäure (1-NAA) inhibiert die Hypoxie-

induzierte Aerenchymbildung im Kortex in Konzentrationen zwischen 

100 nM und 10 µM (Konings und de Wolf, 1984). Geringere 

Konzentrationen zwischen 10 nM und 1 nM 1-NAA können die 

Aerenchymentwicklung fördern (Justin und Armstrong, 1991). 

Der Einfluss von Auxin und dessen Transport auf die Aerenchymbildung in 

Reisinternodien wurde an Stängelsegmenten des zweitjüngsten 

Internodiums untersucht. Die Aerenchyme wurden 1 cm über dem dritten 

Knoten analysiert. Für die Untersuchung der Wirkung von Auxin wurden 

Segmente für zwei Tage mit 150 µM Ethephon in An- und Abwesenheit 

von 1 µM 1-NAA inkubiert (Abbildung 7A). Ethephon induzierte die 

Aerenchymbildung signifikant von 66% auf 96%. Zusätzliche Applikation 

von 1-NAA hatte mit 94% gebildeten Aerenchymen keine Auswirkungen 

auf die Ethylen-induzierte Aerenchymentwicklung in den Internodien. 

Der Einfluss des Auxintransports auf die Aerenchymbildung in 

Reisinternodien wurde an Stängelsegmenten untersucht, die für zwei 

Tage ohne oder mit 150 µM Ethephon und in An- oder Abwesenheit von 

10 µM des Auxintransport-Inhibitors 1-N-Naphthylphtalaminsäure (NPA) 

inkubiert wurden. NPA ist ein spezifischer Inhibitor der PIN-Proteine. 

Diese Efflux-Carrier vermitteln den polaren Auxintransport (Friml und 

Palme, 2002). Ethephon führte zu einer signifikanten Zunahme der 

Aerenchyme in den Internodien von 46% konstitutiv angelegten 

Aerenchymen in den Kontrollen auf 89% in den Ethephon-behandelten 

Segmenten (Abbildung 7B). NPA alleine veränderte die Bildung der 

Aerenchyme nicht signifikant. Gleichzeitige Applikation von Ethephon und 

NPA führte zu einer signifikanten Verringerung des Ethylen-induzierten 
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Effekts um 27% auf 62% Aerenchyme (t-Test, P ≤ 0,001). Ethylen-

induzierte Aerenchymbildung im Internodium ist vom polaren 

Auxintransport abhängig und damit Auxin-vermittelt. 

 

 

Abbildung 7: Inhibition des Auxintransports verring ert die Ethylen-induzierte 

Aerenchymbildung.  Stängelsegmente des Kultivars PG56 wurden für zwei Tage mit 

150 µM Ethephon und 1 µM 1-NAA (A) oder 10 µM NPA (B) inkubiert. Die Aerenchyme 

wurden im zweitjüngsten Internodium 1 cm über dem dritten Knoten gezählt. A 

Mittelwerte (± SE) der Aerenchyme [%] von 24 Stängelsegmenten aus drei biologischen 

Replikaten. B Mittelwerte (± SE) der Aerenchyme [%] aus Zählungen von 48 bis 50 

Stängelsegmenten aus sechs biologischen Replikaten. Bei den durch einen Stern 

gekennzeichneten Werten wurde ein t-Test durchgeführt (P ≤ 0,001). NPA inhibiert die 

Ethylen-induzierte Aerenchymbildung signifikant. A + B  Es wurde jeweils eine ANOVA 

(Tukey-Test) durchgeführt (P ≤ 0,001). Signifikant unterschiedliche Werte sind durch 

unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet.  
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Inhibierung der Superoxidanion-Radikal-Produktion d urch NADPH-

Oxidase induziert Aerenchymbildung 

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) fördern in Reis epidermalen Zelltod 

über Wurzelanlagen (Steffens und Sauter, 2009a), die lysigene 

Aerenchymbildung in Maiswurzeln (Yamauchi et al., 2011) und die 

Aerenchymbildung in Reisinternodien (Kapitel 1). ROS werden zum 

Beispiel über die Plasmamembran-ständige NADPH-Oxidase produziert 

(Blokhina et al., 2003; Gill und Tuteja, 2010; Suzuki et al., 2011). Das 

Enzym katalysiert die Reaktion von NADPH und molekularem Sauerstoff 

zu NADP+ und O2
•-. NADPH-Oxidase kann durch Diphenylen Iodonium 

(DPI) inhibiert werden (Bolwell und Wojtaszek, 1997). Der Einfluss der 

NADPH-Oxidase-abhängigen ROS-Produktion auf die Aerenchymbildung 

im Reisinternodium wurde an Stängelsegmenten des zweitjüngsten 

Internodiums untersucht. Segmente wurden für drei Tage ohne oder mit 

150 µM Ethephon und 1 µM DPI inkubiert und die Aerenchyme 1 cm über 

dem dritten Knoten bestimmt. Inkubation mit DPI allein erhöhte die 

Aerenchymbildung signifikant von 49% in Kontrollen auf 77% (Abbildung 

8). Ethephon führte, unabhängig von der Inhibierung der NADPH-Oxidase, 

zu einer Zunahme der Aerenchyme auf 98%. Die Ergebnisse zeigen, dass 

eine Inhibierung der O2
•--Synthese über die Plasmamembran-ständige 

NADPH-Oxidase die Aerenchymbildung fördert und die Ethylen-abhängige 

Aerenchymentwicklung durch O2
•- inhibiert werden könnte. 
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Abbildung 8: Inhibierung der NADPH-Oxidase induzier t die Aerenchymbildung.  

Stängelsegmente des Kultivars PG56 wurden für drei Tage ohne oder mit 150 µM 

Ethephon und in An- oder Abwesenheit von 1 µM DPI inkubiert. Die Aerenchyme wurden 

im zweitjüngsten Internodium 1 cm über dem dritten Knoten gezählt. Mittelwerte (± SE) 

der Aerenchyme [%] aus Zählungen von 22 Stängelsegmenten aus drei biologischen 

Replikaten. Es wurde eine ANOVA (Tukey-Test) durchgeführt (P ≤ 0,001). Signifikant 

unterschiedliche Werte sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. 

 

Wasserstoffperoxid induziert die Aerenchymbildung 

Die Entgiftung von ROS erfolgt enzymatisch, zum Beispiel über die 

Superoxid-Dismutase und Katalase, oder nicht-enzymatisch, zum Beispiel 

über Ascorbinsäure und Metallothioneine (Gill und Tuteja, 2010). In Reis 

bindet das Metallothionein MT2b H2O2 mit hoher Affinität und dient somit 

als ROS-Fänger (Wong et al., 2004). In Knockdown-Pflanzen von MT2b 

liegt eine endogen erhöhte H2O2-Konzentration vor. Um zu analysieren, ob 

endogen erhöhte H2O2-Gehalte die Bildung konstitutiver Aerenchyme 

beeinflussen, wurden Pflanzen des Wildtyps und von OsMT2b::Tos17 des 

Kultivars Nipponbare genutzt. Es wurden in den ersten drei Internodien die 

Aerenchyme 1, 2, 3 und 4 cm über dem jeweiligen basalen Knoten 

bestimmt. In Pflanzen des Wildtyps und von OsMT2b::Tos17 wurde in 

jedem Internodium eine altersabhängige Zunahme der Aerenchyme 

festgestellt (Abbildung 9A). Im Wildtyp waren im zweiten Internodium 

zwischen 8,6% Aerenchyme bei 1 cm und 26,3% Aerenchyme bei 4 cm 
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über dem dritten Knoten konstitutiv angelegt und in Pflanzen von 

OsMT2b::Tos17 zwischen 10,6% und 37%. In OsMT2b::Tos17-Pflanzen 

waren im ersten und zweiten Internodium konstitutiv mehr Aerenchyme 

vorhanden als im Wildtyp. Im dritten Internodium 1 cm über dem vierten 

Knoten waren mit 12,3% weniger Aerenchyme gebildet als im Wildtyp mit 

16,9%. 

Zusätzlich erfolgte die endogene Erhöhung der H2O2-Konzentration über 

die Inhibierung der Katalase mit 3-Amino-1,2,4-triazol (AT). Es wurden 

Stängelsegmente des zweitjüngsten Internodiums des Kultivars PG56 für 

drei Tage mit 50 µM Ethephon, 200 mM AT und 5 ppm des Inhibitors der 

Ethylenperzeption 1-Methylcyclopropen (1-MCP) in verschiedenen 

Kombinationen behandelt. Durch Inhibition des Ethylen-Signalwegs kann 

untersucht werden, ob die ROS-vermittelte Aerenchymbildung Ethylen-

abhängig ist. Es wurden die Aerenchyme 1 cm über dem dritten Knoten 

bestimmt. Die statistisch signifikante Erhöhung der Aerenchymbildung 

durch Ethephon um 38% wurde durch 5 ppm 1-MCP auf 41% inhibiert 

(Abbildung 9B). AT führte zu einer statistisch signifikanten Erhöhung der 

Aerenchymentwicklung von 46% in Kontrollen auf 73% (t-Test, P ≤ 0,001) 

ohne 1-MCP und zu 62% mit 1-MCP. Gemeinsame Applikation von 

Ethephon und AT induzierte 94% Aerenchyme. Bei Vorbehandlung mit 1-

MCP wurden 64% Aerenchyme gebildet. Die verminderte Induktion der 

Aerenchymbildung war statistisch signifikant (t-Test, P ≤ 0,001). 

Der Einfluss von exogen appliziertem H2O2 auf die Aerenchymbildung 

wurde an Stängelsegmenten des Tiefwasserreis-Kultivars PG56 

untersucht (Kapitel 1). 3% (v/v) H2O2 erhöhte die Aerenchymbildung nach 

drei Tagen statistisch signifikant. Für die Untersuchung, ob die Induktion 

der Aerenchymbildung durch H2O2 Ethylen-abhängig ist, wurden 

Segmente des zweitjüngsten Internodiums mit 150 µM Ethephon, 3% (v/v) 

H2O2 und 5 ppm 1-MCP in verschiedenen Kombinationen für drei Tage 

behandelt. Aerenchyme wurden 1 cm über dem dritten Knoten bestimmt. 

Die Ethylen-induzierte Aerenchymbildung auf 99% wurde durch 

Vorinkubation mit 1-MCP auf 32% Aerenchyme inhibiert (Abbildung 9C). 
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Exogen appliziertes H2O2 führte zu einer statistisch signifikanten Erhöhung 

der Aerenchyme von 38% in Kontrollen auf 91%. Bei H2O2-Behandlung in 

Anwesenheit des Ethylenperzeption-Inhibitors 1-MCP wurden 80% 

Aerenchyme gebildet. Das Ergebnis zeigt, dass eine exogene Erhöhung 

der Wasserstoffperoxid-Konzentration zu einer Ethylen-unabhängigen 

Erhöhung der Aerenchymbildung in den Internodien führt und daher die 

H2O2-induzierte Aerenchymentwicklung dem Ethylen nachgeschaltet ist. 

 

 

Abbildung 9: Wasserstoffperoxid induziert die Aeren chymbildung.  A Mittelwerte der 

Aerenchyme [%] von Wildtyp- und OsMT2b::Tos17-Pflanzen des Flachlandreis-Kultivars 

Nipponbare. Es wurden jeweils die Aerenchyme 10, 20, 30 und 40 mm über dem 2., 3. 

und 4. Knoten gezählt. Die Standardfehler der Mittelwerte liegen zwischen 2,9% und 

8,1%. Die Aerenchyme wurden von 14 bis 20 Stängeln aus zwei biologischen Replikaten 

ermittelt. B + C Stängelsegmente des Kultivars PG56 wurden für drei Tage behandelt. 

Aerenchyme wurden im zweitjüngsten Internodium 1 cm über dem dritten Knoten gezählt. 

B Mittelwerte (± SE) der Aerenchyme [%] von Stängelsegmenten, die mit 50 µM 

Ethephon, 5 ppm 1-MCP und 200 mM AT in verschiedenen Kombinationen behandelt 

wurden. C Mittelwerte (± SE) der Aerenchyme [%] von Stängelsegmenten, die mit 150 

µM Ethephon, 5 ppm 1-MCP und 3% (v/v) H2O2 in verschiedenen Kombinationen 
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behandelt wurden. B + C Alle Mittelwerte stammen aus Zählungen von 24 oder 25 

Segmenten aus drei biologischen Replikaten. Es wurde jeweils eine ANOVA (Tukey-

Test) durchgeführt (P ≤ 0,001). Signifikant unterschiedliche Werte sind durch 

unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. 

 

Superoxidanionen inhibieren die Aerenchymbildung in  Internodien 

Superoxid-Dismutase (SOD) katalysiert die Umsetzung von O2
•- zu H2O2 

und kann durch Diethyldithiocarbamat (DDC) inhibiert werden (Bolwell et 

al., 1998; Hwang et al., 2004; Huang et al., 2011). Durch eine Inhibition 

der SOD wird O2
•- endogen angereichert. Um die Rolle von endogen 

erhöhten O2
•--Gehalten in der Aerenchymbildung zu analysieren, wurden 

Stängelsegmente des zweitjüngsten Internodiums für drei Tage mit 

150 µM Ethephon, 3% (v/v) H2O2 und 100 mM DDC (nach Hwang et al., 

2004) in verschiedenen Kombinationen behandelt. Die Aerenchyme 

wurden 1 cm über dem dritten Knoten bestimmt. 

Die mit DDC behandelten Stängel wiesen nach drei Tagen eine schwache 

Braunfärbung des umgebenen Blattes und der Epidermis auf (Abbildung 

10A). Wasserstoffperoxid führte zu einem Ausbleichen der 

Stängelsegmente (Abbildung 10A; Steffens et al., 2009a). Bei 

Kombination von DDC und H2O2 wiesen die Segmente eine stärkere 

Bleichung und Braunfärbung des Gewebes auf. Ethephon und H2O2 

induzierten die Aerenchymbildung von 62% in Kontrollen auf 98% 

beziehungsweise 94% (Abbildung 10B). DDC allein oder in Kombination 

mit Ethephon und H2O2 führte zu 16% bis 26% Aerenchyme. Diese 

verminderte Aerenchymbildung und die fehlende Induktion durch Ethylen 

oder H2O2 legten den Schluss nahe, dass die Präaerenchymzellen sehr 

schnell durch das O2
•- abgetötet worden sein könnten. Dieses wurde über 

eine Zelltodfärbung mit Evans Blau untersucht. Bei allen Behandlungen 

war ein Großteil der Präaerenchymzellen lebendig (Abbildung 10C). Nur 

vereinzelt war, wie in unbehandelten Kontrollsegmenten, eine tote Zelle im 

Präaerenchym zu erkennen. 
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Die Aerenchymbildung wird durch O2
•- inhibiert. Aufgrund der hohen 

Reaktivität des O2
•- könnten die Komponenten der Signaltransduktion 

irreversibel geschädigt worden sein oder die O2
•--Konzentration war im 

Gewebe durch die Inhibierung der SOD so hoch, dass keine Restauration 

durch Ethylen oder H2O2 möglich war. 

 

 

Abbildung 10: Superoxidanion-Radikal inhibiert die Aerenchymbildung.  Dargestellt 

sind die Ergebnisse einer dreitägigen Inkubation von Stängelsegmenten des Kultivars 

PG56 mit 150 µM Ethephon, 3% (v/v) H2O2 und 100 mM DDC in verschiedenen 

Kombinationen. A Fotos von Kontrollstängeln, mit H2O2 oder DDC oder mit H2O2 und 

DDC behandelten Stängeln. Der Größenmaßstab entspricht 1 cm. B Aerenchyme [%] 

des zweitjüngsten Internodiums 1 cm über dem dritten Knoten. Mittelwerte (± SE) aus 

Zählungen von 14 oder 15 Segmenten aus drei biologischen Replikaten. Es wurde eine 

ANOVA (Tukey-Test) durchgeführt (P ≤ 0,001). Signifikant unterschiedliche Werte sind 

durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. C Evans Blau-Färbung zur 

Visualisierung toter Zellen im Präaerenchym in Querschnitten von behandelten Stängeln. 

Der Größenmaßstab entspricht 200 µm. 

 

H2O2 fördert die Aerenchymbildung und O2
•- inhibiert diese. Die 

Inhibierung der NADPH-Oxidase-vermittelten Synthese von O2
•- führte zu 

einer Induktion der Aerenchymentwicklung. Das Verhältnis der beiden 

untersuchten ROS scheint für die Aerenchymbildung von Bedeutung zu 



 
Kapitel 2                                 Ergebnisse 

 

61 
 

sein. Die Ethylen-induzierte Aerenchymentwicklung wird durch ROS 

vermittelt. 

 

Die hypoxische Stressantwort von Tiefwasserreis ist  von der Art der 

Überflutung abhängig 

Überflutung führt in Reis zu hypoxischen Bedingungen und zu einer 

Akkumulation von Ethylen (Jackson 1985). Das Phytohormon induziert in 

Reis zum Beispiel Adventivwurzelwachstum (Lorbiecke und Sauter, 1999) 

und Aerenchymbildung in Internodien (Kapitel 1). Um die Sauerstoff- und 

Ethylen-Konzentrationen innerhalb der Pflanze und Überflutungs-

induzierte Stressantworten wie Adventivwurzelwachstum und 

Aerenchymbildung detaillierter zu charakterisieren, wurden Pflanzen des 

Tiefwasserreis-Kultivars PG56 für drei Tage bei 16 Stunden Licht und acht 

Stunden Dunkelheit partiell oder komplett geflutet. Bei der partiellen 

Flutung befanden sich circa 20 bis 30 cm der Pflanze oberhalb der 

Wasseroberfläche. Darüber hinaus verblieb bei anderen partiell gefluteten 

Pflanzen das dritte beziehungsweise vierte Blatt unter Wasser. 

Kontrollpflanzen wurden bei gleichem Tag/Nacht-Rhytmus nicht geflutet. 

Proben wurden am Ende der letzten Dunkelphase genommen. 

Es wurde der Sauerstoffgehalt in den Lakunen der ersten drei Internodien 

bestimmt (Abbildung 11A). In allen drei analysierten Internodien der 

Kontrollpflanzen wurde ein Sauerstoffgehalt von 21% gemessen. Durch 

alle Arten der Überflutung nahm im zweiten und dritten Internodium der 

O2-Gehalt auf 10% bei totaler bis 13% bei partieller Überflutung ab. Im 

jüngsten Internodium waren bei partieller Flutung 17,6% O2 und bei 

kompletter Flutung 11,7% O2 vorhanden. Bei partieller Flutung mit dem 

dritten Blatt unter Wasser waren 14,0% O2, mit dem vierten Blatt unter 

Wasser 15,3% O2 in Lakunen des ersten Internodiums vorhanden. 

Zusätzlich wurde die Ethylen-Konzentration in den Lakunen der jüngsten 

drei Internodien bestimmt (Abbildung 11B). In Kontrollen waren maximal 

11 ppb Ethylen zu messen. Bei partieller Flutung war zwischen 28 ppb 

und 178 ppb Ethylen in den Lakunen vorhanden. Bei partieller Flutung mit 
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dem dritten Blatt unter der Wasseroberfläche wurden Ethylen-

Konzentrationen von 317 ppb im ersten bis 681 ppb im dritten Internodium 

gemessen. Bei Flutung mit dem vierten Blatt unter Wasser wurden 

Ethylen-Konzentrationen von 116 ppb im ersten bis 360 ppb im dritten 

Internodium bestimmt. Bei kompletter Flutung war in allen Internodien die 

Ethylen-Konzentration mit 420 ppb im ersten, 615 ppb im zweiten und 

1131 ppb im dritten Internodium am höchsten. 

In den Lakunen der jüngsten Internodien nimmt die 

Sauerstoffkonzentration ab und die Ethylenkonzentration zu, je mehr die 

Reispflanze geflutet wurde und je tiefer die Internodien unter Wasser 

waren. 
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Abbildung 11: Charakterisierung der hypoxischen Str essantwort von 

Tiefwasserreis.  Reispflanzen des Kultivars PG56 wurden für drei Tage bei 16 Stunden 

Licht und acht Stunden Dunkelheit partiell, partiell mit drittem oder viertem Blatt unter 

Wasser oder komplett geflutet. Die Probennahme erfolgte jeweils am Ende der letzten 

Dunkelphase. Es wurden der Sauerstoff- (A) und der Ethylengehalt (B) in den ersten drei 

Internodien bestimmt. A Für den Sauerstoffgehalt [%] sind Mittelwerte (± SE) von zehn 
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bis 59 Stängeln aus drei bis neun biologischen Replikaten angegeben. B Mittelwerte      

(± SE) der Ethylengehalte [ppb] aus vier bis 24 Lakunen von zwei bis fünf biologischen 

Wiederholungen. C Die Anzahl der durchgebrochenen Adventivwurzeln wurde am 2., 3. 

und 4. Knoten bestimmt. Die Werte entsprechen Mittelwerten (± SE) von 19 bis 125 

Knoten aus drei bis sieben Versuchen. D Die Aerenchyme [%] wurden in den ersten drei 

Internodien jeweils 5, 10 und 20 mm über dem basalen Knoten bestimmt. Angegeben 

sind die Mittelwerte (± SE) von Zählungen von 17 bis 103 Segmenten aus drei bis sieben 

Replikaten. E ADH-Aktivität wurde in den ersten drei Internodien jeweils in Abschnitten 

von 8 mm bis 12 mm und 18 mm bis 22 mm über dem und in dem basalen Knoten 

bestimmt. Die Werte sind Mittelwerte (± SE) von sieben bis 42 Segmenten aus drei bis 

sechs biologischen Wiederholungen. n.d. = nicht detektiert. A – C Es wurde eine ANOVA 

(Tukey-Test, P ≤ 0,001) durchgeführt. Signifikant unterschiedliche Werte in den einzelnen 

Internodien sind durch unterschiedliche Buchstaben gekennzeichnet. 

 

Als morphologische Anpassungsreaktionen an Überflutung wurden das 

Adventivwurzelwachstum und die Aerenchymbildung in Internodien 

analysiert. Es wurden am 2., 3. und 4. Knoten die Anzahl der 

durchgebrochenen Adventivwurzeln bestimmt (Abbildung 11C). Bei 

Kontrollen waren weniger als 4% der Wurzeln an allen analysierten 

Knoten durchgebrochen. Partiell geflutete Pflanzen besaßen am 3. Knoten 

54% und am 4. Knoten 62% durchgebrochene Adventivwurzeln. Bei 

kompletter Flutung waren 2% der Wurzeln am 2. Knoten und maximal 

25% der Wurzeln am 4. Knoten durchgebrochen. 

Zusätzlich wurde die Aerenchymbildung in den ersten drei Internodien 5, 

10 und 20 mm über dem basalen Knoten analysiert (Abbildung 11D). Es 

zeigte sich, wie in Kapitel 1 beschrieben, ein Entwicklungs-abhängiger 

Gradient an gebildeten Aerenchymen im jeweiligen Internodium. Im 

ältesten analysierten Bereich der jeweiligen Internodien, 20 mm über dem 

basalen Knoten, waren konstitutiv die meisten Aerenchyme vorhanden. 

Überflutung induzierte die Aerenchymbildung. Die Aerenchymbildung war 

in partiell gefluteten Pflanzen mit einem Blatt unter Wasser am stärksten 

induziert. 

Um die metabolische Anpassung von Reis an Überflutung zu 

charakterisieren, wurde in den ersten drei Internodien in den Bereichen 
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zwischen 8 mm und 12 mm, sowie zwischen 18 mm und 22 mm über und 

in dem basalen Knoten als Hypoxie-Indikator die Alkoholdehydrogenase- 

(ADH-)Aktivität bestimmt (Abbildung 11E). Die Grundaktivität der ADH in 

Kontrollpflanzen betrug in allen analysierten Internodien zwischen 1,8 und 

2,8 nkat ⋅ mg-1 Protein. Eine Zunahme der Aktivität konnte im zweiten und 

dritten Internodium in allen partiell gefluteten Pflanzen, unabhängig davon, 

ob ein weiteres Blatt unter Wasser fixiert war, detektiert werden. Die 

höchste ADH-Aktivität war im Gewebe der ersten beiden Internodien bei 

den partiell gefluteten Pflanzen mit dem dritten Blatt unter Wasser 

vorhanden. Die Aktivität lag zwischen 3,4 bis 4,5 nkat ⋅ mg-1 Protein. Die 

geringsten Zunahmen wurden bei komplett gefluteten Pflanzen mit 

Aktivitäten zwischen 2,1 nkat ⋅ mg-1 Protein im zweiten Internodium und 

2,9 nkat ⋅ mg-1 Protein im zweiten und dritten Knoten bestimmt. 

Darüber hinaus wurde die ADH-Aktivität im dritten Blatt von partiell 

gefluteten Pflanzen bestimmt. Die Grundaktivität der ADH war im dritten 

Blatt mit 0,03 nkat ⋅ mg-1 Protein (Abbildung 12) circa 100-fach geringer als 

in den Knoten oder Internodien (Abbildung 11E). Bei partieller Flutung 

stieg die Aktivität in den Blattteilen, die unter der Wasseroberfläche waren, 

statistisch signifikant an. Die ADH-Aktivität verzehnfachte sich auf 

0,28 nkat ⋅ mg-1 Protein. Bei den Blattteilen, die Kontakt zu 

atmosphärischen Sauerstoff hatten, blieb die ADH-Aktivität bei 

0,05 nkat ⋅ mg-1 Protein. 
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Abbildung 12: ADH-Aktivität ist in gefluteten Teile n des dritten Blattes erhöht.  

Pflanzen des Kultivars PG56 wurden für drei Tage bei 16 Stunden Licht und acht 

Stunden Dunkelheit partiell geflutet. Die ADH-Aktivität wurde im dritten Blatt von nicht 

gefluteten Kontrollen und bei gefluteten Pflanzen von Blattteilen unter und über der 

Wasseroberfläche bestimmt. Mittelwerte (± SE) wurden von neun Messungen aus drei 

biologischen Replikaten gebildet. Es wurde eine ANOVA (Tukey-Test, P ≤ 0,001) 

durchgeführt. Signifikant unterschiedliche Werte sind durch unterschiedliche Buchstaben 

gekennzeichnet. 

 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in den Internodien der 

Reispflanze hypoxische Bedingungen herrschen. Je nach 

Überflutungshöhe nahmen die Sauerstoffkonzentration ab und die 

Ethylenkonzentration zu. Hierbei wurde in den ersten drei Internodien 

jedoch nie eine Sauerstoffkonzentration von 10% unterschritten. 

Demzufolge traten in den jüngsten Internodien keine anoxischen 

Bedingungen auf. Das Phytohormon Ethylen akkumulierte am stärksten 

mit einer Konzentration von 1131 ppb im dritten Internodium bei totaler 

Überflutung der Pflanze. Als morphologische Anpassung der Reispflanze 

an Überflutung wachsen an den Knoten Ethylen-abhängig 

Adventivwurzeln aus (Lorbiecke und Sauter, 1999) und Aerenchyme 

werden in den Internodien ausgebildet (Kapitel 1). Interessanterweise 

wuchsen bei kompletter Flutung weniger Adventivwurzeln aus als bei 

partieller Überflutung, obwohl in dem darüber liegenden Internodium die 
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höchste Ethylen-Konzentration messbar war. Es scheint andere Faktoren 

zu geben, die das Adventivwurzelwachstum limitierten. 

Die Aerenchymbildung wurde durch alle getesteten Überflutungen 

gefördert. Die meisten Aerenchyme wurden bei partieller Flutung mit 

zusätzlich einem Blatt unter Wasser gemessen. Auch die ADH-Aktivität 

war im ersten Internodium bei partieller Flutung mit dem dritten Blatt unter 

Wasser am höchsten. Bei totaler Flutung wurde die geringste 

Aktivitätszunahme gemessen. Die ADH-Aktivität ist gewebespezifisch und 

abhängig von der Überflutungsart. In Blättern lag eine 100-fach geringere 

Grundaktivität der ADH vor. Partielle Flutung des Blattes bewirkte eine 

Erhöhung der ADH-Aktivität in den gefluteten Teilen. Kontakt mit 

atmosphärischem Sauerstoff verhindert die Induktion der ADH in 

demselben Organ. 

 

Ethylen induziert eine Porositätszunahme in Interno dien und Knoten 

Die Porosität eines Gewebes entspricht dem Verhältnis von Interzellularen 

und Aerenchymen zu dessen Gesamtvolumen (Visser und Bögemann, 

2003). Mit Ausbildung von Aerenchymen und deren Vergrößern vom 

frühen zum späten Aerenchym sollte die Porosität in Internodien 

zunehmen. Zur Untersuchung inwieweit sich die Porosität durch Ethylen 

ändert, wurden Stängelsegmente des Kultivars PG56 für zwei Tage mit 

150 µM Ethephon behandelt und die Porosität sowie die Aerenchyme 1, 2, 

3 und 4 cm über dem dritten Knoten bestimmt (Tabelle 4). Eine 

Entwicklungs-abhängige Zunahme der Aerenchyme von 51,4% 1 cm über 

dem dritten Knoten auf 95,6% 4 cm über dem Knoten konnte im zweiten 

Internodium beobachtet werden. Zudem wurde eine Ethylen-induzierte 

Zunahme der Aerenchyme beobachtet. Die Porosität wurde mit der 

Auftriebs-basierten Methode nach Visser und Bögemann (2003) bestimmt. 

Die Porosität in den Kontrollen stieg Entwicklungs-abhängig von 3,0% 

1 cm auf 5,8% 4 cm über dem dritten Knoten an. Ethephon induzierte eine 

Erhöhung der Porosität in den Reisinternodien auf bis zu 7,0%.  
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Tabelle 4: Ethylen induziert die Zunahme der Porosi tät im zweiten Internodium.  

Stängelsegmente des zweitjüngsten Internodiums des Kultivars PG56 wurden für zwei 

Tage mit 150 µM Ethephon behandelt. Die Aerenchyme und die Porosität wurden in der 

angegebenen Höhe über dem dritten Knoten bestimmt. Die Porosität wurde mit der 

Auftriebs-basierten Methode (Visser und Bögemann, 2003) analysiert. Die Daten sind 

Mittelwerte (± SE) aus drei oder vier Experimenten mit je 30 Reissegmenten. Der Stern 

kennzeichnet eine statistisch signifikante Erhöhung der Porosität bei den Ethephon-

behandelten Segmenten gegenüber den Kontrollsegmenten (t-Test, P ≤ 0,05). 

Abstand über 3. Knoten Kontrolle 150 µM Ethephon 

[cm] Aerenchyme [%] Porosität [%] Aerenchyme [%] Porosität [%] 

1 51,4 (± 6,2) 3,0 (± 0,6) 89,7 (± 2,3) 4,3 (± 0,3) 

2 85,3 (± 3,2) 5,1 (± 0,2) 97,1 (± 0,7) 5,6 (± 0,1) 

3 92,5 (± 1,5) 5,5 (± 0,3) 97,8 (± 0,6) 7,0 (± 0,2) 

4 95,6 (± 1,0) 5,8 (± 0,5) 98,7 (± 0,5) 6,7 (± 0,4) 

 

Lichtmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass die Knoten von Reis 

mit einem weißen Gewebe, dem Diaphragma, gefüllt waren (Kapitel 1). 

Zur weiteren Analyse wurden von Stängelsegmenten des zweitjüngsten 

Internodiums von Kultivar PG56 Längsschnitte durch den dritten Knoten 

angefertigt (Abbildung 13A). Aufnahmen vom Querschnitt unter dem 

Mikroskop zeigten, dass das Diaphragma mit vielen, großen 

Interzellularen durchzogen war (Abbildung 13B). Zur Visualisierung der 

Porosität wurde vor dem Längsschnitt durch den Knoten die Lakune des 

Internodiums vollständig mit einer Bromphenolblau-Lösung gefüllt. Die 

Färbelösung drang in das Diaphragma ein (Abbildung 13C). Nach 

Entfernung des umgebenden Blattes konnten Verbindungen vom Knoten 

zu den Aerenchymen des Blattes, durch Austreten der Lösung, 

beobachtet werden (Abbildung 13D). Der Knoten der Reispflanze enthält 

ein poröses Diaphragma und es gibt wie von Arashi und Nitta (1955) 

beschrieben Verbindungen zwischen der Lakune und den 

Blattaerenchymen. 

 

* 
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Abbildung 13: Visualisierung der Porosität von Reis knoten.  Segmente des Kultivars 

PG56 des zweitjüngsten Internodiums wurden vollständig mit einer Bromphenolblau-

Lösung gefüllt. Es wurde jeweils der dritte Knoten für die Untersuchungen genutzt und 

dabei jeweils vier bis sieben Knoten analysiert. A Längsschnitt eines ungefärbten 

Segmentes. Bl. = Blatt; Di. = Diaphragma; Kn. = Knoten; La. = Lakune. B Vergrößerte 

Aufnahme eines Querschnitts durch den apikalen Bereich des Knotens mit Zellen des 

Diaphragmas und Interzellularen (Pfeil). Der Maßstab entspricht 20 µm. C Längsschnitt 

durch einen gefärbten Stängel zeigt die Porosität des Diaphragmas durch Blaufärbung. D 

Dritter Knoten eines gefärbten Segments. Das umgebende Blatt wurde entfernt. Der Pfeil 

zeigt eine Verbindung vom Knoten in das Blattaerenchym. A, C, D Der Balken entspricht 

2 mm. 
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Für die Untersuchung, ob Ethylen die Interzellularenbildung in den Knoten 

beeinflusst, wurde die Porosität im zweiten und dritten Knoten nach 

Behandlung mit 150 µM Ethephon bestimmt (Tabelle 5). Der dritte Knoten 

wies mit 10,7% eine höhere Porosität als der zweite Knoten mit 8,7% auf. 

Nach Behandlung mit Ethephon konnte eine Zunahme der Porosität auf 

9,1% im zweiten und 11,5% im dritten Knoten gemessen werden. 

Die Ergebnisse zeigen, dass Ethylen eine signifikante Porositätszunahme 

in Internodien durch Aerenchymbildung induzieren kann. Eine Erhöhung 

der Porosität in den Knoten könnte zu einer verbesserten Diffusion von 

Gasen innerhalb der Pflanze führen. Im zweiten und dritten Knoten war 

eine geringe Porositätserhöhung messbar. Diese könnte durch verstärkte 

Bildung von Interzellularen im Diaphragma hervorgerufen worden sein. 

 

Tabelle 5: Ethylen ändert die Porosität in den Reis knoten nicht signifikant.  Die 

Porosität der basalen Knoten des ersten und zweitjüngsten Internodiums wurde mit der 

Auftriebs-basierten Methode (Visser und Bögemann, 2003) bestimmt. Dafür wurden 

Stängelsegmente der betreffenden Internodien des Kultivars PG56 für zwei Tage ohne 

oder mit 150 µM Ethephon behandelt. Angegeben sind die Mittelwerte (± SE) der 

Porosität aus drei Messungen mit je 30 Knoten. Die Porositätserhöhungen nach 

Ethephonbehandlung waren statistisch nicht signifikant (t-Test, P ≤ 0,05). 

  Porosität [%] 

Knoten Kontrolle 150 µM Ethephon 

2 8,7 (± 0,7) 9,1 (± 0,5) 

3 10,7 (± 0,7) 11,5 (± 0,5) 

 

Die Porosität der ersten vier Knoten wurde mit der Auftriebs-basierten 

Methode (Visser und Bögemann, 2003) an Pflanzen des Kultivars PG56, 

die für drei Tage partiell geflutet wurden, analysiert (Tabelle 6). Die 

Porosität nahm Entwicklungs-abhängig von 5,5% im ersten Knoten auf 

9,5% im vierten Knoten zu. Je älter der Knoten desto höher die Porosität 

des Gewebes. Darüber hinaus nahm die Porosität in den ersten beiden 

Knoten nach Überflutung der Pflanzen zu. Im ersten Knoten stieg diese 

signifikant von 5,5% auf 8,3% und im zweiten Knoten von 7,5% auf 8,1%. 
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Beim dritten und vierten Knoten konnte keine Erhöhung der Porosität 

durch Überflutung gemessen werden. Die Porosität wurde in jüngeren 

Knoten durch Überflutung erhöht. Der Vergleich der Porositäten der 

Knoten mit der aus dem Ethephon-Experiment (Tabelle 5) zeigt eine 

Abweichung von 1,2% im zweiten und 1,8% im dritten Knoten. Die 

Abweichungen könnten durch Verletzungen bei der Herstellung der 

Stängelsegmente hervorgerufen worden sein. Durch Verletzung wird 

Ethylen vermehrt an den Schnittkanten gebildet (Yoo et al., 2009). Dies 

könnte zu einer erhöhten Porosität in den Kontrollsegmenten geführt 

haben. 

 

Tabelle 6: Zunahme der Porosität in Knoten nach par tieller Flutung.  Pflanzen des 

Kultivars PG56 wurden für drei Tage partiell geflutet. Die Porosität der ersten vier Knoten 

wurde mit der Auftriebs-basierten Methode (Visser und Bögemann, 2003) bestimmt. 

Angegeben sind die Mittelwerte (± SE) von drei oder vier Experimenten mit je 20 bis 30 

Knoten. Der Stern kennzeichnet eine statistisch signifikante Erhöhung der Porosität der 

gefluteten Knoten gegenüber den Kontrollen (t-Test, P ≤ 0,05). 

  Porosität [%] 

Knoten Kontrolle partiell geflutet 

1 5,5 (± 0,4) 8,3 (± 0,2) 

2 7,5 (± 0,4) 8,1 (± 0,3) 

3 8,9 (± 0,4) 8,5 (± 0,1) 

4 9,5 (± 0,1) 9,5 (± 0,3) 

 

Durch Querschnittsanalysen (Visser und Bögemann, 2003) kann ebenfalls 

die Porosität bestimmt werden. Die Porosität der ersten drei Internodien 

wurde durch Querschnittsanalysen bei partiell gefluteten Pflanzen 

bestimmt (Tabelle 7). Nach drei Tagen partieller Flutung wurden 

Querschnitte 1, 2, 3 und 4 cm über dem basalen Knoten hergestellt und 

die Flächen des Gesamtquerschnitts, des Gewebes, der Präaerenchyme 

und der Aerenchyme vermessen. Der Anteil der Aerenchymflächen an der 

Gesamt- und der Gewebefläche wurde berechnet. Die Gesamtfläche 

entspricht der Fläche, die das Gewebe und die Lakune einnehmen. Die 

Gewebefläche ist als die Fläche definiert, die das Gewebe in dem 

* 
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Querschnitt einnimmt. Die Porosität nahm innerhalb der einzelnen 

Internodien Entwicklungs-abhängig von 0% bis 5,1% bezogen auf die 

Gewebefläche zu. Durch partielle Flutung wurde die Aerenchymbildung 

induziert und dadurch die Porosität auf 0,3% bis 5,9% je nach Alter des 

Gewebes erhöht.  

 

Tabelle 7: Entwicklungs-abhängige und Überflutungs- induzierte Zunahme der 

Porosität in Reisinternodien.  Pflanzen des Kultivars PG56 wurden für drei Tage partiell 

geflutet. Es wurden Querschnitte in den ersten drei Internodien 1, 2, 3 und 4 cm über 

dem basalen Knoten angefertigt und die Porosität mit der Querschnittsanalyse (Visser 

und Bögemann, 2003) berechnet. Dargestellt sind die Mittelwerte der Anteile der 

Aerenchymflächen an der Gesamt- oder der Gewebefläche. Es wurden neun bis zwölf 

Stängelquerschnitte aus zwei biologischen Replikaten vermessen. 

Internodium Abstand über basalem      Porosität  (Gesamtfläche) [%]      Porosität (Gewebefläche) [%] 

  Knoten [cm] Kontrolle partiell geflutet Kontrolle partiell geflutet 

1 1 0 0,2 0 0,3 

2 0,8 2,1 1,6 3,4 

3 1,8 3,1 3,8 5,4 

  4 2,2 3,4 4,5 5,9 

2 1 0,3 0,7 0,5 1,0 

2 1,8 2,3 3,7 3,7 

3 2,3 2,7 4,6 4,8 

  4 2,5 2,7 5,1 4,7 

3 1 0,3 1,2 0,5 1,8 

2 1,2 2,1 2,2 3,5 

3 1,9 2,7 3,3 4,8 

  4 2,0 2,7 3,6 4,8 

 

Die Porosität nimmt, wie die Aerenchymbildung, in Internodien 

Entwicklungs-abhängig zu. Auf das Gewebe bezogen nehmen 

Aerenchyme höchstens 5,9% der Fläche ein. Auf die Gesamtfläche 

bezogen sind das 3,4%. Die Lakune nimmt bis zu 50% des 

Stängelquerschnitts ein (Daten nicht gezeigt) und entspricht damit circa 

dem 15-fachen der Aerenchymflächen. Dadurch ist die Funktion der 

Aerenchyme unklar, da eine erleichterte Diffusion von Gasen innerhalb 
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der Pflanze durch die verhältnismäßig große Lakune gewährleistet sein 

könnte. 

G-Proteine könnten in der Zelldifferenzierung im Pr äaerenchym 

involviert sein 

G-Proteine spielen in Signalwegen von epidermalen und aerenchymalen 

Zelltodprozessen in Mais und Reis eine Rolle (He et al., 1996b; Steffens 

und Sauter, 2009b). Für die Untersuchung, ob die Gα-Untereinheit D1 

heterotrimerer G-Proteine an der Überflutungs-induzierten Aerenchym-

bildung beteiligt ist, wurden Pflanzen des Wildtyps und von d1 des 

Kultivars Nipponbare für sieben Tage partiell geflutet. Es wurden in den 

jüngsten beiden Internodien im Abstand von 3, 10 und 20 mm über dem 

basalen Knoten die Zellen des Präaerenchyms betrachtet und die 

Aerenchyme gezählt. Die Präaerenchymfelder in Wildtyp-Pflanzen 

besitzen große Interzellularen (Abbildung 14A), die in d1-Pflanzen fehlten 

(Abbildung 14B). Im Wildtyp waren zwischen 25 bis 29 Präaerenchym- 

oder Aerenchymfelder vorhanden (Abbildung 14C). Pflanzen von d1 

besaßen zwischen 13 und 25 Präaerenchym- oder Aerenchymfelder. 

Anschließend wurde der prozentuale Anteil der Aerenchyme berechnet. 

Wildtyp- und d1-Pflanzen besaßen nach partieller Flutung über 90% 

Aerenchyme in den analysierten Internodien (Abbildung 14D). Nur 3 mm 

über dem zweiten Knoten war die Aerenchymbildung in d1-Pflanzen mit 

69% geringer als im Wildtyp mit 94% Aerenchymen. 
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Abbildung 14: Die Überflutungs-induzierte Aerenchym bildung ist nicht durch G αααα 

vermittelt.  Wildtyp- und d1-Pflanzen des Kultivars Nipponbare wurden für sieben Tage 

partiell geflutet. Dabei verblieben ca. 20 bis 30 cm der Pflanzen über der 

Wasseroberfläche. Querschnitte durch das erste Internodium 20 mm über dem zweiten 

Knoten der ungefluteten Kontrollpflanzen (A) des Wildtyps und (B) von d1. 

Präaerenchyme in A + B  wurden hervorgehoben (rote, gestrichelte Linie) und 

Interzellularen in A mit einem Pfeil markiert. Größenmaßstab entspricht 100 µm. C 

Aerenchyme und Präaerenchyme wurden in den ersten beiden Internodien 3, 10 und 20 

mm über dem basalen Knoten gezählt. D Aerenchyme [%] wurden berechnet. Die Werte 

sind Mittelwerte (± SE) von zwei bis 21 Stängeln aus ein bis drei biologischen Replikaten. 

 

Die Analysen zeigen, dass die Gα-Untereinheit heterotrimerer G-Proteine 

an der Entwicklung der Präaerenchymzellen beteiligt sein könnte. Der 

Überflutungs-induzierte Zelltod der Präaerenchymzellen scheint nicht von 

der Signaltransduktion durch die Gα-Untereinheit abhängig zu sein. 
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Degradierte DNA ist in Präaerenchymzellen nachweisb ar 

Während der lysigenen Aerenchymbildung in den Internodien sterben die 

Präaerenchymzellen ab, so dass ein gasgefüllter Raum gebildet wird (De 

Bary, 1884). Die zellulären Ereignisse während des programmierten 

Zelltods in Pflanzen sind spezies- und gewebespezifisch. 

Beim programmierten Zelltod wird häufig die DNA im Zellkern abgebaut. 

DNA-Degradierung kann zum Beispiel beim Entwicklungs-abhängigen 

Zelltod in Blättern von Aponogeton madagascariensis (Gunawardena et 

al., 2004; Lord et al., 2011) und bei der Aerenchymbildung in Maiswurzeln 

(Gunawardena et al., 2001) beobachtet werden.  

Um zu untersuchen, ob beim Ethylen-induzierten Zelltod, der zur 

Aerenchymbildung in Reisinternodien führt, DNA-Degradierung auftritt, 

wurden Stängelsegmente des zweitjüngsten Internodiums für zwei, vier, 

acht, 24 und 48 Stunden mit 150 µM Ethephon behandelt. Anschließend 

wurde DNA aus Internodiumbereichen 9 mm bis 11 mm über dem dritten 

Knoten isoliert und elektrophoretisch aufgetrennt. Bei allen Proben war 

eine Bande oberhalb von 10000 bp zu erkennen (Abbildung 15A). Diese 

beinhaltet die unverdaute genomische DNA. Weder in den mit Ethephon 

behandelten Proben noch in der Kontrolle wurden andere Banden oder ein 

deutlicher Schmier, der auf degradierte DNA hinweist, nachgewiesen. 

Circa 5% der Zellen in Internodien sind Präaerenchymzellen und können 

Ethylen-induzierten programmierten Zelltod durchlaufen. Aufgrund der 

geringen Anzahl an sterbenden Zellen kann es sein, dass mit dieser 

Methode keine mögliche DNA-Degradierung in Internodien nachgewiesen 

werden kann. 
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Abbildung 15: Nachweis degradierter DNA in Präaeren chymzellen.  Stängelsegmente 

des zweitjüngsten Internodiums des Kultivars PG56 wurden für zwei, vier, acht, 24 und 

48 Stunden (A) beziehungsweise 24 Stunden (B-C) ohne und mit 150 µM Ethephon 

behandelt. A Es wurde aus Bereichen zwischen 9 mm bis 11 mm über dem dritten 

Knoten DNA isoliert und elektrophoretisch getrennt. M = Marker (400 bp bis 10000 bp). 

B-C In Querschnitten 1 cm über dem dritten Knoten wurde degradierte DNA in Zellkernen 

mit der TUNEL-Methode in Präaerenchymzellen der Kontrollen (B) und der behandelten 

Stängel (C) mit einem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop nachgewiesen. Abgebildet 

sind Durchlichtbilder, Bilder der Zellkernfärbung mit Propidiumiodid (Anregung: 535 nm; 

Emission: > 620 nm), Bilder der Färbung der freien DNA-Enden konjugiert mit dem 

Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein (Anregung: 485 nm; Emission: 520 ± 20 nm) und die 

Überlagerung der Bilder der Propidiumiodid- und Fluorescein-Fluoreszenz. Die Pfeile 

kennzeichnen Zellkerne mit degradierter DNA. Es wurden je neun bis zwölf 



 
Kapitel 2                                 Ergebnisse 

 

77 
 

Präaerenchyme aus zwei biologischen Replikaten analysiert. Der Balken entspricht 10 

µm. 

 

Zur spezifischen Analyse des DNA-Abbaus in Zellen des Präaerenchyms 

wurde die TdT-mediated dUTP nick-end labeling-Methode (TUNEL-

Methode) durchgeführt. Hierfür wurden Stängelsegmente des 

zweitjüngsten Internodiums für 24 Stunden in An- oder Abwesenheit von 

150 µM Ethephon behandelt und Querschnitte 1 cm über dem dritten 

Knoten verwendet. Degradierte DNA in Zellkernen der 

Präaerenchymzellen konnte mit der sensitiven TUNEL-Methode in 

Kontrollen (Abbildung 15B) und in behandelten Segmenten (Abbildung 

15C) nachgewiesen werden. 

Der DNA-Abbau konnte in den Präaerenchymen während der 

Entwicklungs- und Ethylen-abhängigen Aerenchymbildung in einzelnen 

Zellen visualisiert werden. Eine gleichzeitige DNA-Degradierung in allen 

Präaerenchymzellen scheint nicht aufzutreten. 

 

Die Beweglichkeit der Mitochondrien ist während des  Ethylen-

induzierten Zelltods in Präaerenchymzellen unveränd ert 

Während des Entwicklungs-abhängigen Zelltods in den Blättern von 

Aponogeton madagascariensis nimmt die Mobilität der Mitochondrien in 

den sterbenden Zellen ab (Lord et al., 2011). Dies kann als ein 

Charakteristikum des Zelltodprozesses angesehen werden. 

Um die Bewegung der Mitochondrien in Präaerenchymzellen und 

umliegenden Parenchymzellen zu untersuchen, wurden Stängelsegmente 

des zweitjüngsten Internodiums für 24 Stunden ohne und mit 150 µM 

Ethephon behandelt und Querschnitte 1 cm über dem dritten Knoten für 

die Analyse herangezogen (Abbildung 16A). Die Mitochondrien in 

Präaerenchymen und dem umgebenen Parenchym wurden mit dem 

Fluoreszenz-Farbstoff MitoTracker Red CMXRos angefärbt und sichtbar 

gemacht. Es wurde im Abstand von zwei Minuten ein Bild derselben Zelle 

aufgenommen und die Bilder überlagert. Durch die Überlagerung konnte 
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die Bewegung der Mitochondrien nach zwei Minuten analysiert und der 

Anteil sich bewegender Mitochondrien pro Zelle in Prozent berechnet 

werden (Abbildung 16B). Das Präaerenchym wurde für eine detailiertere 

Auswertung in zwei Bereiche unterteilt. Die Zellen der äußeren Zellreihe 

umfasste solche, die vom Mittelpunkt des Präaerenchyms am weitesten 

entfernt und an das Parenchym angrenzend lagen. Die Zellen, die im 

Inneren des Präaerenchyms lagen und von der äußeren Reihe gegen die 

Parenchymzellen abgegrenzt wurden umfassten den zweiten Bereich. 

Wenn sich ein Aerenchym im frühen Stadium ausbildet durchlaufen die 

inneren Zellen zuerst den Zelltodprozess (Kapitel 1). 

In Zellen des Parenchyms bewegten sich konstitutiv 78% der 

Mitochondrien (Abbildung 16B). Nach eintägiger Inkubation der 

Stängelsegmente ohne oder mit Ethephon bewegten sich 58% 

beziehungsweise 56% der Mitochondrien. In der äußeren Zellreihe der 

Präaerenchyme bewegten sich konstitutiv 70% der Mitochondrien und 

nach einem Tag wurden 57% bewegte Mitochondrien in den 

unbehandelten und behandelten Stängelsegmenten bestimmt. 

Unabhängig von der Behandlung bewegten sich in den im Inneren 

liegenden Zellen der Präaerenchyme zwischen 60% bis 62% der 

Mitochondrien. Die Abnahme der Mitochondrien-Mobilität nach einem Tag 

in den unbehandelten und behandelten Stängelsegmenten und zwischen 

dem Parenchym und dem Präaerenchym war statistisch nicht signifikant. 

Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen der Mitochondrien-

Beweglichkeit in den Parenchymzellen und in den Zellen des 

Präaerenchyms. Die eintägige Behandlung der Stängelsegmente mit 

Ethephon hatte keinen Einfluss auf die Mobilität. 

Die Aerenchymbildung in Präaerenchymfeldern der Internodien verläuft 

von Innen nach Außen und Ethylen induziert diesen Zelltodprozess 

(Kapitel 1). Da keine signifikanten Änderungen der Mitochondrien-Mobilität 

bei den Zellen des Präaerenchyms im Vergleich zu den Zellen des 

Parenchyms auftraten und auch Ethylen nach 24 Stunden keinen Einfluss 

auf die Beweglichkeit hatte, ist anzunehmen, dass während der 
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Aerenchymbildung die Mitochondrien-Beweglichkeit in den sterbenden 

Zellen nicht eingeschränkt ist. 

 

 

Abbildung 16: Mitochondrien des Präaerenchyms besit zen vergrößerte Cristae. A-B  

Querschnitte 1 cm über dem dritten Knoten wurden mit MitoTracker Red CMXRos 

gefärbt. Die Stängelsegmente des zweitjüngsten Internodiums des Kultivars PG56 

wurden vorher für 24 Stunden ohne oder mit 150 µM Ethephon inkubiert. A Beispiel einer 

zweiminütigen zeitversetzten Aufnahme der MitoTracker-Fluoreszenz (Anregung: 543 

nm; Emission: 570 nm bis 610 nm) und einer Überlagerung der beiden Bilder einer Zelle 

der äußeren Zellreihe des Präaerenchyms nach eintägiger Ethylenbehandlung. Der 

Balken entspricht 10 µm. B Mittelwerte (± SE) sich bewegender Mitochondrien [%] von 

fünf bis zehn Zellen aus zwei bis drei biologischen Wiederholungen. Es wurde eine 

ANOVA (Tukey-Test, P ≤ 0,001) durchgeführt. Es gab keine statistisch signifikanten 

Unterschiede. Ein t-Test (P ≤ 0,001) zeigte keine statistischen Unterschiede der 

Bewegung der Mitochondrien der Parenchymzellen und der Mitochondrien der 

Präaerenchymzellen am Tag 0. C TEM-Aufnahmen von Mitochondrien des Parenchyms 

und des Präaerenchyms aus Stängelquerschnitten des Kultivars PG56 1 cm über dem 
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dritten Knoten. Im Präaerenchym war die Cristae erweitert und die Matrix kondensiert. 

Der Balken entspricht 300 nm. 

 

Mitochondrien in Präaerenchymzellen besitzen vergrö ßerte Cristae 

Bei dem durch den pflanzlichen Sekundärmetaboliten Chalkon induzierten 

Zelltod in Arabidopsis-Wurzeln (Díaz-Tielas et al., 2012) und dem 

Entwicklungs-abhängigen Zelltod in den Blättern von A. madagascariensis 

(Lord et al., 2011) wurden Veränderungen in der Ultrastruktur der 

Mitochondrien beobachtet. Die mitochondriale Matrix war kondensiert und 

die Cristae erweitert. Ob dies auch bei der Aerenchymbildung in 

Internodien bebobachtet werden kann wurde mikroskopisch untersucht. 

Für die Untersuchung der Ultrastruktur der Mitochondrien in 

Reisinternodien wurden Mitochondrien in Ultradünnschnitte 1 cm über 

dem dritten Knoten mit einem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) 

untersucht (Abbildung 16C). Zweiundzwanzig Mitochondrien der 

Parenchym- und der Präaerenchymzellen wurden betrachtet. 85% der 

Mitochondrien des Parenchyms besaßen eine homogene Struktur. 15% 

der Mitochondrien des Parenchyms und 89% des Präaerenchyms wiesen 

eine kondensierte Matrix und vergrößerte Cristae auf. Das weist auf einen 

konstitutiven Verlust der Mitochondrienfunktion und dem Abbau der 

Mitochondrien in den Präaerenchymzellen hin. Signalmoleküle, wie zum 

Beispiel das Cytochrom c, können durch Veränderungen der Ultrastruktur 

ins Cytosol gelangen (Yao et al., 2004; Díaz-Tielas et al., 2012). 

 

Mitochondrien in Präaerenchymzellen bilden Cluster 

Während des Hitze-induzierten Zelltods von Reisprotoplasten aus 

Kallusgewebe nimmt das mitochondriale Membranpotential in den Zellen 

ab (Qi et al., 2011). Bei dem Chalkon-induzierten Zelltod in Arabidopsis-

Wurzeln konnte ebenfalls eine Depolarisation des Transmembran-

potentials der Mitochondrien beobachtet werden (Díaz-Tielas et al., 2012). 
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Für die Untersuchung des mitochondrialen Membranpotentials in Zellen 

des Reisinternodiums 1 cm über dem dritten Knoten wurde der 

Fluoreszenz-Farbstoff 5,5,6,6-Tetrachloro-1,1,3,3-tetraethylbenz-

imidazolyl-carbocyaniniodid (JC-1) genutzt. Bei stark negativem 

Membranpotential aggregieren die JC-1-Moleküle und emittieren eine rote 

Fluoreszenz. Bei einem depolarisierten Potential liegen die 

Farbstoffmoleküle als Monomere vor und emittieren eine grüne 

Fluoreszenz. Konstitutiv wurden in Parenchym- und Präaerenchymzellen 

Mitochondrien mit roter und grüner Fluoreszenz detektiert (Abbildung 

17A). Eine gelbe Fluoreszenz resultiert aus der Depolarisierung des 

Transmembranpotantials. Die Mitochondrien lagen in Parenchym- und 

Präaerenchymzellen entweder einzeln oder in Clustern vor (Abbildung 

17A). Es konnten in Präaerenchymzellen zusätzlich größere ca. zwei bis 

drei Mikrometer große Mitochondrien visualisiert werden, die rote und 

grüne Fluoreszenz aufwiesen. Für die Auswertung wurden vier Kategorien 

unterschieden. Die Zellen wurden nach dem mitochondrialen 

Membranpotential der Mehrheit der Mitochondrien in diesen Zellen 

unterschieden. Daraus ergaben sich Zellen, in denen die Mitochondrien 

überwiegend ein polarisiertes oder depolarisiertes Membranpotential 

aufwiesen, oder eine gleichverteilte Mischung aus beiden. Dazu gab es 

Zellen, in denen das Membranpotential der Mitochondrien im Prozess der 

Depolarisierung war (Abbildung 17B). 50% der Parenchymzellen wiesen 

eine überwiegend rote Fluoreszenz auf. In diesen Zellen besaßen die 

Mitochondrien ein polarisiertes Membranpotential. Im Inneren der 

Präaerenchyme besaßen 22% der Zellen Mitochondrien mit einem 

negativen Transmembranpotential. Eine überwiegend gelbe Fluoreszenz, 

und damit eine Depolarisation des mitochondrialen Potentials, wurde 

ausschließlich in Präaerenchymzellen detektiert. Eine gleichverteilte 

Mischung von Mitochondrien mit polarisiertem und depolarisiertem 

Membranpotential konnte bei 39% der inneren Präaerenchymzellen und 

bei 24% der Parenchymzellen beobachtet werden. Es konnten keine 

statistisch signifikanten Unterschiede der mitochondrialen 
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Membranpotential-Verteilung zwischen den Parenchym- und den 

Präaerenchymzellen detektiert werden. 

Zusätzlich wurde unterschieden, ob Mitochondrien in den Zellen einzeln 

oder in Clustern aggregiert vorlagen. Im Parenchym gab es in 43% der 

Zellen, in der äußeren Zellreihe der Präaerenchyme in 69% der Zellen und 

bei den inneren Zellen in 91% der Zellen aggregierte Mitochondrien 

(Abbildung 17B).  

Es gibt keine signifikanten Unterschiede im Membranpotential der 

Mitochondrien von Zellen des Parenchyms und Präaerenchyms. Die 

inneren Präaerenchymzellen beinhalten statistisch signifikant erhöht mehr 

aggregierte Mitochondrien. Da der Zelltodprozess im Inneren der 

Präaerenchyme beginnt und sich von dort radial ausbreitet, scheint die 

Aggregation der Mitochondrien ein zelluläres Charakteristikum des 

aerenchymalen Zelltods zu sein. 
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Abbildung 17: Mitochondrien im Präaerenchym bilden Cluster.  Es wurden 

Querschnitte 1 cm über dem dritten Knoten des Kultivars PG56 mit JC-1 gefärbt. A Rote 

Fluoreszenz zeigt ein stark negatives Membranpotential (∆Ψm), grüne Fluoreszenz ein 

depolarisiertes Membranpotential und gelbe Fluoreszenz entsteht durch Überlagerung 

des roten und grünen Signals und zeigt eine Depolarisation des Membranpotentials an. 

Es wurden Zellen mit einzelnen und aggregierten Mitochondrien dargestellt. Die 

Vergrößerung zeigt ein großes Mitochondrium. Der Balken in der Vergrößerung 

entspricht 2 µm und sonst 10 µm. B Mittelwerte (± SE) des prozentualen Anteils von 

Zellen, eingeteilt nach den überwiegenden Membranpotentialen der Mitochondrien. Es 

gab keine statistisch signifikanten Unterschiede (ANOVA, Tukey-Test, P ≤ 0,001).           
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C Mittelwerte (± SE) des prozentualen Anteils von Zellen mit einzelnen oder aggregierten 

Mitochondrien. Die mit Stern gekennzeichneten inneren Zellen der Präaerenchyme 

besitzen statistisch signifikant mehr Cluster als einzelne Mitochondrien (t-Test, P ≤ 

0,001). B-C Die Werte stammen aus je sieben bis neun Parenchym- und 

Präaerenchymzellen von sechs verschiedenen Stängeln aus zwei biologischen 

Replikaten. 

 

Zytologische Untersuchungen zeigten, dass die DNA in den Zellkernen 

der Präaerenchymzellen während des Zelltodprozesses degradiert. Des 

Weiteren ist die mitochondriale Ultrastruktur konstitutiv verändert. Die 

Matrix kondensiert und die Cristae sind vergrößert. Die Aerenchymbildung 

beginnt bei den inneren Zellen des Präaerenchyms und breitet sich in 

radialer Richtung aus. Bei den inneren Zellen aggregieren vermehrt die 

Mitochondrien, was auf einen Abbau der Mitochondrien hindeutet. 
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Abschließende Diskussion und Ausblick 

Lysigene Aerenchymbildung in Reisinternodien ermögl icht eine 

erleichterte Sauerstoffdiffusion und verringert die  Zellzahl 

Überflutung kann zu hypoxischen Bedingungen in der Reispflanze führen. 

Im Tiefwasserreis-Kultivar PG56 sank die Sauerstoffkonzentration in den 

Lakunen der Internodien bei totaler und partieller Flutung am Ende der 

Dunkelphase nach drei Tagen im zweiten und dritten Internodium auf 10% 

bis 13% ab. Nur in dem jüngsten Internodium ist der Sauerstoffanteil von 

der Art der Überflutung abhängig. Bei kompletter Flutung beträgt die 

Sauerstoffkonzentration 11,7%. Partielle Flutung und damit eine 

Verbindung zu atmosphärischen Sauerstoff führt zu einer Abnahme der 

Konzentration auf 17,6%. Bei partieller Überflutung liegen hypoxische 

Bedingungen mit unter 13% Sauerstoff in dem zweiten und dritten 

Internodium in der Pflanze vor. Auch im Tiefwasserreis-Kultivar Habiganj 

Aman II wurden bei partieller Flutung in den Lakunen der jüngsten 

Internodien Sauerstoffkonzentrationen zwischen 2% und 18% abhängig 

vom Tag-/Nacht-Rhytmus gemessen (Stünzi und Kende, 1989). Eine 

ausreichende Sauerstoffversorgung gefluteter Organe über das 

Vorhandensein und die zusätzliche Bildung von Aerenchymen für die 

verbesserte Gasdiffusion können überlebenswichtig sein. 

Erleichterte Sauerstoffverfügbarkeit wird unter anderem durch einen 

Gasfilm auf den Reisblättern ermöglicht (Raskin und Kende, 1985; 

Pedersen et al., 2009). Diese externe Verbindung der Atmosphäre mit den 

gefluteten Organen erhöht die Wasser-Gas-Phasengrenze und die 

Gasdiffusion. Eine Konnektivität wird in der Pflanze über 

Durchlüftungsgewebe, den Aerenchymen, erreicht. Diese gasgefüllten 

Räume vermitteln einen erleichterten Gasaustausch über weite Strecken 

innerhalb der Pflanze. Aerenchyme werden konstitutiv in Reis in Wurzeln 

(Webb und Armstrong, 1983; Kawai et al., 1998; Colmer, 2003), Blättern 

(Parlanti et al., 2011) und Internodien (Arashi und Nitta, 1955; Kapitel 1) 

angelegt und zusätzlich wird eine vermehrte Bildung durch Überflutung 

gefördert. 
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Die Aerenchyme im Stängel wurden im Tiefwasserreis-Kultivar PG56 und 

dem Flachlandreis-Kultivaren Nipponbare und Kinmaze zwischen den 

Leitbündeln, drei bis fünf Zellreihen von der Epidermis entfernt, gebildet 

(Kapitel 1). Präaerenchymfelder bestehen im Internodienquerschnitt aus 

circa 15 bis 25 Zellen. Die Lokalisation zwischen den Leitbündeln definiert 

die Anzahl an Aerenchymen und Präaerenchymen in dem Reisstängel 

und ist zwischen den untersuchten Ökotypen identisch. Zusammen 

genommen nehmen die Präaerenchyme und Aerenchyme eine Fläche von 

bis zu 3,5% des Internodienquerschnitts ein, die Lakune hingegen bis zu 

50%. Die Lakune könnte, aufgrund der Größe, für die erleichterte 

Gasdiffusion innerhalb der Pflanze ausreichend sein. Durch die 

Lokalisation der Aerenchyme zwischen den Leitbündeln könnte die 

Sauerstoffverfügbarkeit zum umliegenden Gewebe und damit zum 

Leitgewebe erhöht sein. Leitbündel benötigen für den Transport 

photosynthetisch gebildeter Assimilate Energie, die aus der Respiration in 

den Mitochondrien gewonnen wird. Während der Überflutung muss der 

Transport der Assimilate in die basalen Teile der Pflanze gewährleistet 

sein. Daher könnten die Aerenchyme bei Überflutung für die 

Aufrechterhaltung der Funktion der Leitbündel von essentieller Bedeutung 

sein. 

Der Tiefwasserreis-Kultivar besaß konstitutiv mehr geformte Aerenchyme 

verglichen mit den Flachlandreis-Kultivaren. Die vermehrte Bildung von 

Durchlüftungsgewebe könnte eine Anpassungsreaktion sein. Die Kultivare 

dieser Ökotypen besitzen generell verschiedene adaptive Anpassungen 

an Überflutung (Bailey-Serres und Voesenek, 2008; Voesenek und Bailey-

Serres, 2009). Bei toleranten Flachlandreis-Kultivaren ist das Wachstum 

während der Überflutung inhibiert und der Stoffwechsel herunterreguliert. 

Diese Kultivare können mehrere Wochen komplette Flutung überdauern 

und den Verbrauch an ATP und Kohlenhydraten reduzieren. 

Tiefwasserreis-Kultivare und intolerante Flachlandreis-Kultivare sind 

Überflutungs-intolerant. In diesen Kultivaren ist ein verstärktes 

Streckungswachstum des jüngsten Internodiums zu beobachten, um der 
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Sauerstofflimitierung zu entkommen. Diese Anpassung wird low-oxygen 

escape syndrome (LOES) genannt (Bailey-Serres und Voesenek, 2008; 

Voesenek und Bailey-Serres, 2009). Bei einem schnell steigenden 

Wasserspiegel sind in Tiefwasserreis mehr Aerenchyme konstitutiv 

ausgebildet. Dies ist vorteilhaft für die Gaszirkulation. Dadurch ist die 

erleichterte Gasdiffusion nur von der Konnektivität zur Atmosphäre, also 

der Elongation des jüngsten Internodiums, abhängig.  

Während der Entwicklung der Reispflanze sind Aerenchyme in Internodien 

unterschiedlich ausgebildet. Die Anzahl an konstitutiv gebildeten 

Aerenchymen nahm in den Internodien vom basalen zum apikalen Knoten 

zu. Die altersabhängige Zunahme der Aerenchymbildung konnte in jedem 

einzelnen Internodium beobachtet werden. Beim Vergleich der gebildeten 

Aerenchyme zwischen den Internodien zeigte sich, dass die älteren 

Internodien mehr Aerenchyme an derselben Stelle über dem basalen 

Knoten ausgebildet hatten als die jüngeren. Eine Entwicklungs-abhängige 

Aerenchymbildung ist auch in Wurzeln von Juncus effusus zu beobachten 

(Visser und Bögemann, 2006), die ebenfalls an feuchte Standorte 

adaptiert ist. Die Knoten von Reis besaßen keine sichtbaren Aerenchyme, 

sondern Interzellularen-reiche Diaphragmen. Phragmites australis besitzt 

in Knoten der Stängel und des Rhizoms Diaphragmen, die aus klein- und 

großporigem Sternparenchymen aufgebaut sind (Armstrong und 

Armstrong, 1988; Armstrong et al., 1988; Armstrong et al., 1996; Afreen et 

al., 2007). Diaphragmen der Stängel besitzen Verbindungen von den 

Blattaerenchymen zur Lakune und im Rhizom von den kortikalen 

Aerenchymen zur Lakune. Diese Konnektivität ist wichtig für die 

Gasdiffusion in Phragmites. Sauerstoff wird hauptsächlich über die 

Stomata der Blätter aufgenommen, gelangt über Blattaerenchyme zum 

Knoten und durch das Diaphragma in die Lakune. Hier diffundiert der 

Sauerstoff bis zur Wurzel. Im Rhizom bewirken die Diaphragmen aufgrund 

des Widerstands, den diese im Gasfluss darstellen, eine Diffusion von der 

Lakune in die Aerenchyme. So wird das umliegende Gewebe besser mit 

Sauerstoff versorgt. Wurzeln von Melilotus siculus besitzen ein 
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aerenchymatisches Phellem (Verboven et al., 2012). Durch dieses poröse 

Gewebe ist die Versorgung der Wurzel mit Sauerstoff bei Überflutung 

gewährleistet. Das Rhizom von P. australis kann eine Porosität von 30% 

bis 70% (Armstrong et al., 1988) und das Phellem von M. siculus von 44% 

bis 54% (Verboven et al., 2012) aufweisen. Diese hohen Porositäten sind 

eine Voraussetzung für die Überflutungs-Toleranz der Spezies. 

Diaphragmen der Reisknoten waren aus Interzellularen-reichem Gewebe 

aufgebaut. In dem Knoten gab es Verbindungen zwischen den 

Blattaerenchymen und der Lakune. Arashi und Nitta (1955) beschrieben 

ebenfalls eine Verbindung der Lakune mit den Aerenchymen des Blattes 

und des Internodiums innerhalb des Knotens. Die Porosität der ersten vier 

Reisknoten im Kultivar PG56 lag mit 5,5% bis 10% deutlich unter der des 

Rhizoms von P. australis oder den Wurzeln von M. siculus. Aufgrund des 

Wachstums der beiden Spezies an Ufern und Sümpfen sind deren 

unterirdische Organe häufig überflutet und daher eine hohe Porosität für 

die Durchlüftung von Vorteil. Durch die porösen Diaphragmen in 

Reisknoten, den Verbindungen zwischen der Lakune und den 

Aerenchymen in Blättern und Internodien könnte eine verbesserte 

Ventilation gefluteter Organe, ähnlich der in P. australis, möglich sein. 

Eine Möglichkeit zur Untersuchung der Gasdiffusion über die Lakune und 

den Aerenchymen wäre die Messung von Gasdrücken über definierte 

Stängellängen. Eine weitere Analysemethode ist die Nutzung der 

Röntgen-Mikro-Computertomographie. Hierbei könnten hochauflösende 

3D-Scans von Stängelsegmenten herangezogen werden, um 

Sauerstoffdiffusionskoeffizienten in Aerenchymen und Geweben  

theoretisch zu berechnen. Die Methode wurde zum Beispiel in Wurzeln 

von M. siculus genutzt (Verboven et al., 2012). 

Während der Überflutung von Tiefwasserreis werden das 

Streckungswachstum des jüngsten Internodiums (Kende et al., 1998) und 

die Adventivwurzelbildung an den Knoten (Lorbiecke und Sauter, 1999) 

induziert. Bei abnehmendem Wasserspiegel sinkt die Pflanze auf die 

Erde, die Adventivwurzeln wachsen in den Boden ein und das jüngste 
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Internodium wächst negativ gravitrop. Durch die Bildung von 

Aerenchymen in Internodien könnte eine Erhöhung der Flexibilität erreicht 

worden sein, so dass der Stängel beim Absinken nicht bricht oder 

abknickt. Für die Untersuchung des Winkels bei dem der Reisstängel 

bricht und welche Kraft dafür notwendig ist, kann ein Kraft/Längen-

Messgerät (Li et al., 2003) genutzt werden. Hierbei können bei definierten 

Stängelsegmenten die Winkel und Kräfte gemessen werden, ab denen sie 

brechen. Dadurch könnten, bei Verwendung von gefluteten und 

Kontrollsegmenten, Rückschlüsse auf die Beeinflussung der Flexibilität 

durch Aerenchyme geschlossen werden. 

Neben der verbesserten Sauerstoffverfügbarkeit und Flexibilität kann die 

Verringerung der Zellzahl und damit das Einsparen von ATP und Glucose 

eine weitere Funktion lysigen gebildeter Aerenchyme sein. So ist zum 

Beispiel die Trockenstress-Toleranz in Mais erhöht, wenn die Pflanzen 

eine verstärkte Aerenchymbildung aufweisen (Zhu et al., 2010). Durch die 

Einsparung von Energie kann das Wurzelwachstum verstärkt und damit 

tiefere, Wasser-führende Erdschichten erreicht werden. Bei 

Phosphatmangel werden in Wurzeln von Mais und Phaseolus vulgaris 

lysigene Aerenchyme gebildet und dadurch der Bedarf an Phosphor und 

Energie für das Wurzelwachstum vermindert (Fan et al., 2003). Auch in 

Reis wird bei Trockenstress die Aerenchymbildung induziert. Da dabei 

eine Verbesserung der Sauerstoffverfügbarkeit nicht notwendig ist, könnte 

die Einsparung von ATP und Assimilaten eine weitere Funktion der 

Aerenchyme sein. 

 

Die Phytohormone Ethylen, Auxin und Abscisinsäure s ind in die 

Aerenchymbildung involviert 

Exogene Signale wie Überflutung und Trockenheit induzieren die 

Aerenchymbildung in Wurzeln von Reis (Das und Jat, 1977), Melilotus 

siculus (Teakle et al., 2011), Mais (Drew et al., 1989; He et al., 1994, Zhu 

et al., 2010), sowie in den oberirdischen Sprossteilen wie Internodien und 

Blättern von Reis (Kapitel 1; Parlanti et al., 2011).  
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In Reis- und Maiswurzeln sowie in Reisinternodien ist die Überflutungs-

induzierte Aerenchymbildung Ethylen-abhängig (Drew et al., 1981; 

Konings, 1982; Justin und Armstrong, 1991b; He et al., 1996b; 

Gunawardena et al., 2001). Während der Überflutung akkumuliert das 

gasförmige Phytohormon aufgrund der verringerten Diffusions-

geschwindigkeit von Gasen in Wasser innerhalb der Pflanze (Jackson, 

1985). Darüber hinaus wird die Ethylen-Biosynthese in Reisinternodien bei 

Überflutung erhöht (Raskin und Kende, 1984a). Es konnte gezeigt 

werden, dass die Ethylen-Akkumulation in Reisinternodien während der 

Überflutung für die Induktion der Aerenchymbildung verantwortlich ist.  

In dem Tiefwasserreis-Kultivar Habiganj Aman II (HA II) konnten nach drei 

Tagen partieller Flutung Ethylen-Konzentrationen von 1000 ppb in der 

Lakune des ersten und zweiten Internodiums der gefluteten Pflanzen 

gemessen werden (Métraux und Kende, 1983; Stünzi und Kende, 1989). 

Im Tiefwasserreis-Kultivar PG56 wurde diese Ethylen-Konzentration nur 

im dritten Internodium bei kompletter Flutung gemessen. Bei partieller 

Flutung wurden in den ersten beiden Internodien geringere Ethylen-

Gehalte zwischen 28 ppb und 41 ppb beobachtet. Diese Unterschiede 

können auf die unterschiedlichen Reisvarietäten zurückführbar sein oder 

durch abiotische Faktoren hervorgerufen worden sein. In den 

Experimenten mit dem Kultivar HA II wurden die Pflanzen zum Beispiel mit 

höheren Lichtintensitäten und Temperaturen behandelt. Ethylen-Gehalte 

von 30 ppb scheinen auszureichen, um die Aerenchymentwicklung zu 

fördern. Dadurch wurde die Porosität der Internodien erhöht. So stieg zum 

Beispiel durch Ethylen die Porosität im zweitjüngsten Internodium von 3% 

auf bis zu 7% an. Im ersten Knoten konnte ebenfalls eine 

Porositätssteigerung beobachtet werden. In den älteren Knoten schien die 

Diaphragmaentwicklung abgeschlossen zu sein und Ethylen keinen 

induktiven Effekt auszulösen. 

Neben Ethylen sind auch andere Phytohormone in die Aerenchymbildung 

involviert. Das natürliche Auxin Indol-3-essigsäure (IAA) ist der wichtigste 

Vertreter der Auxine, jedoch in wässriger Lösung instabil. Daher werden in 
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biologischen Untersuchungen oft synthetische Auxine eingesetzt, die eine 

höhere Stabilität aufweisen. Das synthetische Auxin 1-Naphthylessigsäure 

(1-NAA) inhibierte in Konzentrationen zwischen 100 nM und 10 µM die 

Aerenchymbildung in Maiswurzeln (Konings und de Wolf, 1984), während 

geringere Konzentrationen von 1 nM bis 10 nM 1-NAA die 

Aerenchymentwicklung förderten (Justin und Armstrong, 1991a). Die 

Induktion der Aerenchymbildung könnte auf eine durch Auxin erhöhte 

Ethylenbiosynthese zurückzuführen sein. Solch eine Auxin-vermittelte 

Induktion der Ethylenbiosynthese wurde in Vigna radiata und Pisum 

sativum beobachtet (Yang und Hoffman, 1984). In Reisinternodien von 

PG56 hat 1-NAA in der Konzentration von 1 µM keinen Einfluss auf die 

Aerenchymbildung. Auch die Inhibition des PIN-vermittelten 

Auxintransports mit 1-N-Naphthylphtalaminsäure (NPA; Friml und Palme, 

2002; Vieten et al., 2005; Forestan und Varotto, 2012) beeinflusste die 

Aerenchymbildung nicht direkt. Die durch Ethylen geförderte 

Aerenchymentwicklung wurde durch NPA reduziert. Daraus lässt sich 

schließen, dass die Ethylen-induzierte Aerenchymbildung vom polaren 

Auxintransport abhängig sein kann. 

Die Konzentrationen und Responsivitäten zu den Hormonen 

Abscisinsäure (ABA) und Gibberellin (GA) werden in Reis während der 

Überflutung und bei Trockenstress verändert (Fukao et al., 2006; Saika et 

al., 2007; Bailey-Serres und Voesenek, 2008; Fukao und Bailey-Serres, 

2008; Voesenek und Bailey-Serres, 2009; Fukao et al., 2011; Bailey-

Serres et al., 2012). Diese Phytohormone könnten die Ethylen-vermittelte 

Aerenchymbildung beeinflussen. Für Ethylen-abhängige morphologische 

und metabolische Anpassungen von Reis an Überflutung sind unter 

anderem Ethylen-responsive Faktoren (ERFs) der Gruppe VII der 

APETALA2/ERF-Superfamilie verantwortlich (Fukao et al., 2006; Fukao 

und Bailey-Serres, 2008; Voesenek und Bailey-Serres, 2009; Fukao et al., 

2011; Bailey-Serres et al., 2012). In allen Reisvarietäten sind im 

polygenetischen Lokus SUBMERGENCE1 (SUB1) die ERFs SUB1B und 

SUB1C kodiert. Überflutungs-tolerante Reiskultivare besitzen zusätzlich 
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SUB1A. Expression von SUB1A bei Überflutung führt zu einer 

verminderten Responsivität zu GA durch Akkumulation der DELLA-

Proteine SLENDER RICE-1 (SLR1) und SLR1 LIKE-1 (SLRL1), die GA-

Signalrepressoren sind, und einer stärkeren ABA-Responsivität. Die 

verminderte GA-Responsivität führt während der Überflutung zu einer 

Wachstumsinhibierung und verringertem Kohlenhydratverbrauch. Die 

erhöhte ABA-Antwort führt zum Beispiel bei nachfolgendem Trockenstress 

zu einer verstärkten Expression von LATE EMBRYOGENESIS 

ABUNDANT-Proteinen (LEA-Proteinen) und zu einer Unterdrückung des 

Wasserverlustes in den Blättern (Voesenek und Bailey-Serres, 2009; 

Fukao et al., 2011). 

Tiefwasserreis-Kultivare besitzen den Gruppe VII ERF SUB1A nicht 

(Bailey-Serres und Voesenek, 2008; Voesenek und Bailey-Serres, 2009). 

In diesen Varietäten wird die Ethylen-vermittelte Überflutungsantwort 

durch zwei andere ERF-Transkriptionsfaktoren der Gruppe VII 

SNORKEL1 (SK1) und SNORKEL2 (SK2) vermittelt (Hattori et al., 2009). 

Durch die Akkumulation von Ethylen bei Überflutung wird die ABA-

Konzentration durch Degradierung von aktiver ABA durch die ABA-8‘-

Hydroxylase verringert, die Biosynthese Ethylen-unabhängig unterdrückt 

und SK1 und SK2 exprimiert (Saika et al., 2007; Bailey-Serres und 

Voesenek, 2008; Voesenek und Bailey-Serres, 2009). Das führt zu einer 

erhöhten GA-Biosynthese und -Responsivität und dadurch zu einer 

verstärkten Zellelongation im jüngsten Internodium. 

Im Tiefwasserreis-Kultivar PG56 hatten GA und ABA alleine keinen 

Einfluss auf die Aerenchymbildung in Internodien. Die Ethylen-vermittelte 

Aerenchymentwicklung wurde durch ABA erhöht. Da bei Überflutung die 

ABA-Konzentration im Tiefwasserreis abnimmt, könnte in weiteren 

Experimenten die vorliegenden ABA-Konzentrationen in den Internodien 

gefluteter Pflanzen mittels Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 

(HPLC) gemessen (Ciha et al., 1977) und durch Inkubation von 

Stängelsegmenten mit verschiedenen Konzentrationen an ABA eine 

mögliche Beeinflussung der Aerenchymbildung untersucht werden. 
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Neben Überflutung induziert Trockenstress die Aerenchymbildung in 

Reisinternodien. Da Wassermangel zum Beispiel in Reis zu einer 

Akkumulation von ABA in Blättern führt (Sauter et al., 2001; Ye et al., 

2011) könnte eine ABA-abhängige Induktion der Aerenchymbildung zu 

einer erhöhten Trockenstress-Toleranz führen. Inhibition der ABA-

Biosynthese über die 9-cis-Epoxycarotenoid-Dioxygenase (NCED; Xiong 

und Zhu, 2003; Ren et al., 2007; Zhu et al., 2009; Ye et al., 2011) zeigte 

keine Beeinflussung der Trockenstress-induzierten Aerenchymbildung. 

Das Enzym katalysiert die oxidative Spaltung des Neoxanthins zum 

Xanthoxin, einer Vorstufe der ABA. Somit ist entweder noch genügend 

ABA in den Internodien für eine Induktion der Aerenchymbildung 

vorhanden, diese ist ABA-unabhängig oder NCED wurde nicht vollständig 

inhibiert. Da ABA auch konjugiert mit Glukose als inaktive Speicher- und 

Transportform in der Pflanze vorliegen kann, könnte bei Trockenstress 

ausreichend ABA durch Spaltung dieser Konjugate vorliegen. Man könnte 

die Konzentrationen an freier ABA und dem ABA-Glukosylester mittels 

Flüssigchromatographie-Tandem-Massenspektrometrie (LC-ESI-MS/MS) 

in den Internodien bestimmen (López-Carbonell et al., 2009). Weitere 

Untersuchungen mit höheren Inhibitorkonzentrationen oder längeren 

Inkubationszeiten könnten ebenfalls zur Aufklärung hilfreich sein.  

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass Ethylen die Aerenchymbildung 

in Reisinternodien induziert und Auxin, sowie ABA, in der Ethylen-

induzierten Bildung beteiligt sind oder eine regulatorische Rolle spielen. 

Beim Fehlen des Ethylen-Signals unterbleibt die Aerenchymbildung. So 

wird die Aerenchymentwicklung durch drei Tage hypoxische Bedingungen 

bei 5% Sauerstoff oder bei Unterbindung der internen Gasdiffusion durch 

Füllen der Lakune mit Wasser nicht induziert. Beide Behandlungen 

könnten die Ethylenbiosynthese fördern, da Sauerstoffmangel wie in 

Maiskeimlingen (He et al., 1996a) und Reisinternodien (Cohen und Kende, 

1987) beschrieben die Ethylenbiosynthese durch Aktivitätserhöhung der 1-

Aminocyclopropan-1-Carboxylsäure-Synthase induziert. Ohne das 

umgebene Wasser diffundierte das gebildete gasförmige Phytohormon 
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aus der Pflanze und durch ausbleibende Akkumulation wurde die 

Aerenchymbildung nicht induziert.  

Bei hypoxischen Bedingungen reicht die ATP-Synthese durch oxidative 

Phosphorylierung nicht für die Versorgung der Stoffwechselprozessse. 

Eine metabolische Anpassung ist die ATP-Synthese über anaerobe 

Prozesse wie zum Beispiel der alkoholischen Gärung. Hierbei werden nur 

zwei Moleküle ATP aus einem Molekül Glukose gewonnen. Bei der 

oxidativen Phosphorylierung werden weitere 34 Moleküle ATP 

synthetisiert. Anaerobe Energiegewinnung ist für das Überleben der 

Pflanze bei hypoxischen Bedingungen von essentieller Bedeutung, jedoch 

ist diese ineffektiver als die aerobe ATP-Synthese. 

In Arabidopsis thaliana wurde gezeigt, dass die Ethylen-induzierte 

Expression der Gruppe VII ERFs RAP2.2 (Hinz et al., 2010) und 

ERF73/HRE1 (Hess et al., 2011) bei der Induktion der 

Alkoholdehydrogenase (ADH) von Bedeutung sind. ADH katalysiert die 

Reaktion vom Acetaldehyd zu Ethanol in der alkoholischen Gärung und 

deren Aktivität wird durch Sauerstoffmangel in Reis in Koleoptilen, 

Wurzeln und Blättern (Xie und Wu, 1989; Kato-Noguchi und Morokuma, 

2007; Agarwal et al., 2007) und im Tiefwasserreis-Kultivar PG56 in den 

ersten drei Internodien erhöht. Am stärksten war die Zunahme der ADH-

Aktivität in Internodien von partiell gefluteten Pflanzen des Kultivars PG56 

mit dem dritten Blatt unter Wasser. Am schwächsten war die 

Aktivitätszunahme bei kompletter Flutung der Pflanze, obwohl hier die 

Ethylen-Konzentrationen am höchsten waren. PG56 ist ein Überflutungs-

intoleranter Kultivar und induziert verstärktes Streckungswachstum des 

jüngsten Internodiums bei Überflutung (Bailey-Serres und Voesenek, 

2008; Voesenek und Bailey-Serres, 2009). Wenn die Pflanze keinen 

Kontakt zu atmosphärischem Sauerstoff bekommt und komplett geflutet 

bleibt, stirbt sie innerhalb weniger Tage aufgrund ATP-Mangels ab. Neben 

Ethylen ist Sauerstoff ein weiteres Signal bei der Induktion der ADH-

Aktivität (Andrews et al., 1993). Es scheint für die ADH-Enzymaktivität ein 

Grenzwert der Sauerstoffkonzentration zu existieren, bei dem die optimale 
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Induktion der ADH stattfindet. Fällt der Sauerstoffgehalt durch anhaltende 

komplette Flutung der Pflanze unter einem bestimmten Wert, ist auch die 

ADH-Aktivität verringert. In Maiswurzeln und -koleoptilen ist die stärkste 

Induktion der ADH-Aktivität bei 4% Sauerstoff zu finden (Andrews et al., 

1993). Höhere oder auch geringere Sauerstoffkonzentrationen führten zu 

einer schwächeren ADH-Aktivität in den Organen. Die 

Sauerstoffkonzentrationen unterschieden sich in den Lakunen bei 

partieller und kompletter Flutung nur im ersten Internodium voneinander. 

Mit 17,6% Sauerstoff bei partieller, 11,7% bei kompletter und 14,0% bei 

der partiellen Flutung mit dem dritten Blatt unter Wasser war die ADH-

Aktivität bei der letztgenannten Flutung am höchsten. Daher scheint eine 

Sauerstoffkonzentration von 14% in der Lakune des ersten Internodiums 

die stärkste Induktion der ADH-Enzymaktivität zu induzieren. Im 

zweitjüngsten Internodium waren die Sauerstoffgehalte Flutungs-

unabhängig, die ADH-Aktivitäten der komplett gefluteten Pflanzen gering. 

Daher scheint es bei der Induktion der ADH-Enzymaktivität in Reis, wie 

bei der Aerenchymbildung, neben Ethylen noch weitere Signale zu geben. 

Sauerstoffmangel induziert die ADH-Aktivität auch in Reisblättern (Xie und 

Wu, 1989). Die Blätter besitzen konstitutiv gebildete Aerenchyme, um eine 

erleichterte Diffusion von Sauerstoff in die Pflanze zu gewährleisten. 

Durch die Sauerstoffversorgung über die Stomata ist die Grundaktivität 

der ADH in Blättern ca. 100-fach geringer als in den Internodien. Jedoch 

verzehnfachte sich die Aktivität in Blattteilen, die bei partieller Flutung 

unter Wasser waren. In den Teilen über der Wasseroberfläche stieg die 

ADH-Aktivität nur schwach und nicht signifikant an. Das zeigt, dass die 

Aktivitätsänderungen nicht das gesamte Organ betreffen müssen, sondern 

auch selektiv nur in Teilen stattfinden kann, die von der 

Sauerstofflimitierung betroffen sind. 

 

O2
•- inhibiert, H 2O2 induziert Aerenchymbildung in Reisinternodien 

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind als second messenger in 

Zelltodprozessen wie zum Beispiel der hypersensitiven Reaktion (Mur et 
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al., 2007) und der lysigenen Aerenchymbildung in Maiswurzeln (Yamauchi 

et al., 2011) zu finden. ROS fördern ebenfalls epidermalen Zelltod in 

Reisknoten (Steffens und Sauter, 2009a) und Aerenchymentwicklung in 

Reisinternodien (Kapitel 1). 

In Präaerenchymzellen der Reisinternodien, Zellen die durch 

programmierten Zelltod Aerenchyme bilden, sind konstitutiv 

Wasserstoffperoxid (H2O2) und Superoxidanion-Radikale (O2
•-) zu finden. 

Zusätzlich war während der Ethylen-induzierten Aerenchymbildung als 

frühe Antwort eine Konzentrationserhöhung von O2
•- zu beobachten. Diese 

Konzentrationserhöhung war ein erster Hinweis auf die Signaltransduktion 

mittels ROS. 

Das O2
•- ist hochreaktiv. O2

•- wird zum Beispiel über eine Plasmamembran-

ständige NADPH-Oxidase gebildet. Das Enzym katalysiert die Reaktion 

von NADPH und molekularem Sauerstoff zum NADP+ und O2
•-. Ein 

detoxifizierendes Enzym ist Superoxid-Dismutase (SOD). SOD katalysiert 

die Reaktion von O2
•- zu H2O2. NADPH-Oxidase-gebildete ROS sind als 

second messenger im Signalweg bei Sauerstoffmangel in Arabidopsis 

thaliana involviert (Baxter-Burrel et al., 2002; Pucciariello et al., 2012ab). 

So induzieren die bei Anoxie gebildeten ROS die Transkription von 

Hitzeschock-Transkriptionsfaktoren und die Expression von ADH. Dadurch 

wird die Toleranz der Pflanze gegenüber Sauerstoffmangel erhöht. 

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Inhibierung der ROS-Biosynthese 

über NADPH-Oxidase die Aerenchymbildung in den Reisinternodien 

förderte. Da in den Präaerenchymen konstitutiv H2O2 und O2
•- 

nachgewiesen wurden und Ethylen eine Konzentrationserhöhung von O2
•- 

zur Folge hat, könnte eine der beiden Spezies einen inhibierenden Effekt 

auf die Aerenchymbildung haben, da die Inhibition der ROS-Biosynthese 

die Aerenchymentwicklung fördert. 

Durch Hemmung der SOD wurde die O2
•--Konzentration intrazellulär 

erhöht und die Aerenchymbildung im Internodium unterblieb. Ethylen 

konnte die unterbliebene Aerenchymbildung nicht fördern. Die Inhibition 

der Aerenchymentwicklung durch O2
•- beruht nicht auf einem Absterben 
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der Präaerenchymzellen. Die Radikale könnten Komponenten der 

Signaltransduktion beeinflussen. 

Im Gegensatz dazu führte exogen appliziertes oder durch Inhibition der 

Katalaseaktivität endogen akkumuliertes H2O2 in Tiefwasserreis zu einer 

Konzentrations-abhängigen Induktion der Aerenchymbildung. Die 

Inhibition der Ethylen-Rezeptoren hatte keine Auswirkungen auf die H2O2-

vermittelte Induktion der Aerenchymentwicklung. Daher scheint H2O2 in 

der Signalweiterleitung Ethylen nachgeschaltet zu sein. 

Die Entgiftung von H2O2 kann auch durch die nicht-enzymatischen 

Antioxidantien Metallothioneine (MT) erfolgen. In Reis binden MT1a und 

MT2b H2O2 mit hoher Affinität (Wong et al., 2004; Yang et al., 2009). 

Konstitutive Herunterregulation von MT2b führte zu einer Verstärkung der 

hypersensitiven Antwort in Reisblättern (Wong et al., 2004) und einer 

Erhöhung des epidermalen Zelltods in den Reisknoten (Steffens und 

Sauter, 2009a). Darüber hinaus wiesen Reispflanzen, die MT1a 

überexprimierten, eine erhöhte Trockenstress-Toleranz auf (Yang et al., 

2009). Reispflanzen mit konstitutiv herunterreguliertem MT2b zeigten eine 

erhöhte Anzahl an Entwicklungs-abhängig gebildeten Aerenchymen in den 

Internodien (Kapitel 1). Auch Überflutungs-abhängig wurde eine stärkere 

Aerenchymbildung in den Internodien induziert. Die Ergebnisse legen 

nahe, dass die ROS-vermittelte Signaltransduktion der Aerenchymbildung 

von MT2b abhängig sein kann. Eine Überflutungs- und Ethylen-abhängige 

Regulation der Expression des MT2b kann beim epidermalen Zelltod in 

Reis (Steffens und Sauter, 2009a) und der lysigenen Aerenchymbildung in 

Maiswurzeln (Rahji et al., 2011) beobachtet werden. Weitere 

Untersuchungen, wie zum Beispiel qRT-PCR-Analysen, könnten zeigen, 

ob auch bei der Aerenchymentwicklung in Reisinternodien die Expression 

von Metallothioneine Ethylen-abhängig reguliert werden. 

Das Verhältnis zwischen H2O2 und O2
•- scheint bei der Aerenchymbildung 

im Internodium von Bedeutung zu sein. Eine Erhöhung der H2O2-

Konzentration fördert die Aerenchymbildung, während eine Erhöhung der 

O2
•--Konzentration diese inhibiert. Das Fehlen von durch die NADPH-
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Oxidase gebildetem O2
•- führte zu einer verstärkten Aerenchymbildung, 

was auf die fehlende Inhibition durch O2
•- zurückgeführt werden kann. 

Ethylen führt zu einer frühen Erhöhung der O2
•--Konzentration, welches 

voraussichtlich enzymatisch, zum Beispiel durch eine Superoxid-

Dismutase, zu H2O2 umgesetzt wird und die Aerenchymbildung fördert. 

Eine ähnliche Rolle der beiden ROS wurde in der Wurzel von Arabidopsis 

thaliana beobachtet (Dunand et al., 2007). O2
•- war in der Elongationszone 

und H2O2 am stärksten in der Differenzierungszone der Wurzel zu finden. 

Eine Konzentrationsabnahme von O2
•- hatte eine Abnahme der 

Wurzelelongation und der Wurzelhaarbildung zur Folge. Geringere H2O2-

Konzentrationen führten zu einer Zunahme der Wurzelelongation und zu 

reduzierter Wurzelhaarbildung. In die Wurzelhaarbildung ist das Hydroxyl-

Radikal (OH•) involviert und ein Fehlen von H2O2 als Vorstufe führt zur 

Inhibition. In der Arabidopsis-Wurzel sind die beiden untersuchten ROS in 

unterschiedliche Wachstumprozesse involviert und auch in der 

Aerenchymbildung in Reisinternodien nehmen sie eine antagonistische 

Rolle ein. Die weiteren ROS wurden nicht analysiert. Mit Hilfe der 

Fluoreszenz-Farbstoffe Hydroxyphenyl-Fluorescein (Kwasniewski et al., 

2013) und 2‘-7‘-Dichlorodihydrofluorescein-diacetat (Steffens et al., 2013) 

könnte eine mögliche Induktion der Bildung von den ROS Hydroxyl-

Radikal und Peroxynitrit untersucht werden. Für die Identifikation von 

möglichen weiteren Komponenten der Signaltransduktion könnten 

Microarray-Analysen hilfreich sein. Hierbei wären Expressionsstudien von 

überflutetem und Kontrollgewebe möglich. Das präaerenchymatische 

Gewebe könnte mittels Laser-Mikrodissektion isoliert, die RNA extrahiert 

und mittels Microarray-Analysen weiter untersucht werden. 

 

Zelluläre Charakterisierung der Präaerenchymzellen 

Bei der lysigenen Aerenchymbildung sterben die Zellen durch 

programmierten Zelltod ab. Lysigene Aerenchymentwicklung ist in 

Wurzeln zum Beispiel von Weizen (Trought und Drew, 1980), Mais (Drew 

et al., 1981) und Reis (Kawai et al., 1998) zu finden. In Reisinternodien 



 
Abschließende Diskussion und Ausblick 

 

99 
 

gibt es Präaerenchymzellen und deren Lyse führt zur Aerenchymbildung. 

Präaerenchymzellen weisen charakteristische Unterschiede zu den 

umliegenden Parenchymzellen auf (Abbildung 18). Sie besitzen eine 

große Zentralvakuole und nahezu keine Chloroplasten. Durch das Fehlen 

der Chloroplasten haben Präaerenchymzellen wenig Stärke gespeichert. 

Das könnte vorteilhaft für den späteren Zelltod der Zellen sein, da die 

Stärke nicht in andere Zellen transportiert werden muss oder verloren 

geht. Die Zellwand der Präaerenchymzellen ist dünner als die der 

umliegenden Parenchymzellen. Sie ist Cellulose-reich, aber im Gegensatz 

zu den umgebenen Parenchymzellen nicht lignifiziert (unveröffentlicht, 

Master-Arbeit, Anna-Catharina Wollmer, 2012). In Astrocaryum jauari 

haben die um ein Aerenchym liegenden Zellen eine dickere Zellwand, 

vermutlich um einen Kollaps der Aerenchyme bei steigenden Wasserdruck 

durch Überflutung zu verhindern (Schlüter et al., 1993). In Reisinternodien 

könnten Aerenchyme die Stabilität der Stängel schwächen. Durch die 

lignifizierten Zellwände der Parenchymzellen könnte eine geringere 

Stabilität kompensiert werden. Eine nicht-lignifizierte Zellwand der 

Präaerenchyme erleichtert darüber hinaus deren Abbau durch Cellulasen. 

Einige der inneren Zellen der Präaerenchymfelder in Reisinternodien 

waren konstitutiv tot. Sie besaßen einen Defekt der Plasmamembran, 

deren Zellwand wurde noch nicht abgebaut. In Reis werden Aerenchyme 

während der Entwicklung gebildet und durch Überflutung gefördert. Daher 

könnten während der Entwicklung der Pflanze Zellen bereits abgestorben 

sein. 

Heterotrimere G-Proteine könnten an der Entwicklung der 

Präaerenchymfelder beteiligt sein. G-Proteine spielen in vielen Zelltod-

Signalwegen eine Rolle. So sind G-Proteine bei der Aerenchymbildung in 

der Maiswurzel (He et al., 1996b) und im epidermalen Zelltod in Reis 

(Steffens und Sauter, 2009b) involviert. Pflanzen des Wildtyps besaßen 

zwischen den Präaerenchymzellen große Interzellularen, die in d1-

Pflanzen, die einen Defekt in der Gα-Untereinheit heterotrimerer G-

Proteine aufweist, fehlten. Die Aerenchymbildung in Internodien könnte 



 
Abschließende Diskussion und Ausblick 

 

100 
 

Gα-unabhängig sein. Heterotrimere G-Proteine könnten aber an der 

Entwicklung der Präaerenchymzellen beteiligt sein. Pharmakologische 

Untersuchungen mit GTP-γ-S, einem G-Protein-aktivierenden, und GDP-β-

S einem G-Protein-inaktivierenden Molekül, könnten die Zusammenhänge 

zwischen der Entwicklung des präaerenchymatischen Gewebes und der 

Beteiligung von G-Proteinen klären. 

Präaerenchymzellen unterscheiden sich konstitutiv von den umliegenden 

Parenchymzellen und der Zelltod läuft zeitlich koordiniert ab. Die 

Präaerenchymzellen besaßen Entwicklungs-abhängig einen höheren 

Anteil an deformierten Zellkernen, der in jüngerem Gewebe, 1 cm über 

dem zweiten Knoten, durch Ethylen gefördert wurde (Abbildung 18; 

unveröffentlicht, Master-Arbeit, Anna-Catharina Wollmer, 2012). Die 

Deformationen können auf den eingesetzten Zelltodprozess der Zellen 

zurückgeführt werden. Es ist möglich, dass die Zellkerne abgebaut 

werden. Um Stickstoff nicht zu verlieren, könnte DNA in den Zellkernen 

der sterbenen Zellen abgebaut werden. Da nur 6% der Zellen des 

Internodiums Präaerenchymzellen sind, war ein Nachweis möglicher DNA-

Degradierung nur mit einem sensitiven, Zell-spezifischen Test, der 

TUNEL-Methode, möglich. Mit der Methode wurde der DNA-Abbau in 

Zelltodprozessen in Aponogeton madagascariensis (Gunawardena et al., 

2004; Lord et al., 2011), in Arabidopsis thaliana (Zhu und Rost, 2000) und 

in Mais (Gunawardena et al., 2001) nachgewiesen. Auch in den 

Präaerenchymzellen der Reisinternodien konnten TUNEL-positive Kerne 

und damit degradierte DNA visualisiert werden. Die DNA-Degradierung 

konnte in Kontrollen und in Ethephon-behandelten Segmenten beobachtet 

werden. Da die Aerenchymbildung in den Internodien ein Bestandteil der 

Entwicklung der Reispflanze ist, ist der generelle Nachweis von 

degradierter DNA in Präaerenchymzellen zu erwarten. Doch das 

Vorhandensein nur einzelner TUNEL-positiver Kerne in der behandelten 

Probe legt nahe, dass die Präaerenchymzellen nacheinander einzeln 

absterben und nicht mehrere oder alle Zellen auf einmal. Diese 

Beobachtung wird auch durch mikroskopische Untersuchungen der 



 
Abschließende Diskussion und Ausblick 

 

101 
 

Aerenchyme gestützt. Die Aerenchymbildung beginnt mittig in den 

Präaerenchymfeldern und breitet sich von dort radial weiter aus. Kawai et 

al. (1998) beschrieben bei der Aerenchymbildung in der Reiswurzel einen 

definierten Ablauf, bei dem der Zelltod in den größten Zellen in der fünften 

Zellreihe des Wurzelkortex begann und sich dann aufgrund des Verlustes 

der Zell-Zell-Kontakte in radialer Richtung ausbreitete. Die 

mikroskopischen Beobachtungen der Aerenchyme, die mittige Lokalisation 

deformierter Zellkerne und der vereinzelte DNA-Abbau legen nahe, dass 

die Aerenchymentwicklung in den Reisinternodien ebenfalls in der Mitte 

der Präaerenchymfelder beginnt und sich radial ausbreitet. 

In tierischem Gewebe geht dem Zelltod oft eine Veränderung der 

mitochondrialen Ultrastruktur, die Abnahme des mitochondrialen 

Membranpotentials und letztendlich die Abgabe von Cytochrom c voraus 

(Reape und McCabe, 2008; Reape et al., 2008). Auch während 

pflanzlicher Zelltodprozesse wurde eine Veränderung der Ultrastruktur in 

Arabidopsis thaliana (Díaz-Tielas et al., 2012) und in Aponogeton 

madagascariensis (Lord et al., 2011) beobachtet. Hierbei war die Matrix 

kondensiert und die Cristae erweitert. In Präaerenchymzellen der 

Reisinternodien konnten diese Veränderungen in 89% der Zellen 

konstitutiv beobachtet werden (Abbildung 18). Diese Veränderungen 

deuten auf einen Verlust der Mitochondrienfunktionen, wie der ATP-

Synthese, und dem Abbau der Mitochondrien hin. 

Ein weiteres Charakteristikum des Zelltods ist die Abnahme des 

mitochondrialen Membranpotentials, welches in Arabidopsis-Wurzeln 

(Díaz-Tielas et al., 2012), Arabidopsis-Protoplasten aus Blättern (Yao et 

al., 2004) und Reis-Protoplasten aus Kallusgewebe (Qi et al., 2011) zu 

beobachten war. Die Abnahme des Transmembranpotentials ist ein 

Anzeichen für den Verlust der Mitochondrien-Funktion. Untersuchungen 

an Präaerenchym- und Parenchymzellen in den Reisinternodien konnten 

keine Unterschiede im mitochondrialen Membranpotential aufzeigen. Das 

bedeutet, dass die äußere Membran der Mitochondrien intakt ist. Eine 
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Aussage über die Funktionalität der Organellen kann dadurch nicht 

getroffen werden. 

Während des Zelltods in Aponogeton madagascariensis konnten die 

Mitochondrien der sterbenden Zellen definiert werden (Lord et al., 2011). 

Mitochondrien der Kategorie 1 waren in Zellen vorhanden, die noch keine 

Zeichen von Zelltod zeigten. Diese Mitochondrien besaßen intakte 

Membranen und Cristae, lagen vereinzelt vor und bewegten sich im 

Cytosol. Im frühen Stadium des Zelltods lagen Mitochondrien der 

Kategorie 2 in kleinen Clustern aggregiert vor und bewegten sich diffuser 

und schneller als Kategorie 1-Mitochondrien. In der Kategorie 3 waren 

Mitochondrien aggregiert, wiesen kaum Bewegung auf, zeigten 

degradierte Cristae und diffuse Membranen. Die Mitochondrien der 

Kategorie 4 konnten mit Mitochondrien-spezifischen 

Fluoreszenzfarbstoffen nicht mehr angefärbt werden, zeigten stark 

degradierte Cristae und nahezu nicht erkennbare Membranen. Eine 

Bewegung der Mitochondrien konnte nicht nachgewiesen werden. Die 

Mitochondrien-Mobilität ist in den Präaerenchymzellen der Reisinternodien 

gegenüber den Parenchymzellen unverändert. Ethylen hatte keinen 

Einfluss auf die Beweglichkeit der Mitochondrien. Es scheint während des 

Zelltod-Prozesses keine Einschränkung der Mitochondrien-Mobilität 

aufzutreten. Eine verstärkte Clusterbildung der Mitochondrien der inneren 

Präaerenchymzellreihe konnte beobachtet werden (Abbildung 18). Die 

Funktion der Aggregate ist bisher noch ungeklärt. Lord et al. (2011) 

vermuten, dass die Mitochondrien in den Aggregaten vom Cytosol in die 

Vakuole transportiert werden, um dann abgebaut zu werden. Welche 

Funktion die Aggregation der Mitochondrien hat konnte in dieser Arbeit 

nicht geklärt werden. 

Die Länge der Mitochondrien in den Präaerenchymzellen betrug zwischen 

500 nm und 1 µm. Es konnten 2 µm bis 3 µm große Mitochondrien in vier 

Zellen visualisiert werden. In Pisum sativum konnten bei der Blatt-

Seneszenz ebenfalls große Mitochondrien gefunden werden (Simeonova 

et al., 2004). Die Mitochondrien waren nahezu kreisrund und wiesen an 
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verschiedenen Stellen unterschiedliche Membranpotentiale auf. Van 

Gestel und Verbelen (2002) beschrieben die Bildung von 

Megamitochondrien aufgrund von Sauerstoffmangel in Tabak-Zellkulturen. 

Hierbei fusionierten reversibel Mitochondrien und konnten bis zu 80 µm 

lang werden. Über deren Funktion ist bisher noch nichts bekannt. Ob die 

beobachteten Mitochondrien in den Präaerenchymen auch durch eine 

reversible Fusion einzelner Mitochondrien entstanden und warum sie 

gebildet wurden, sollte in weiteren Experimenten geklärt werden. Mit Hilfe 

von unterschiedlichen Fluoreszenz-Markerproteinen für die innere (zum 

Beispiel Proteine der Atmungskette) und äußere Mitochondrienmembran 

(zum Beispiel Porine) wäre eine fluoreszenzmikroskopische Untersuchung 

der Fusion der Mitochondrien beobachtbar. Inhibition von Zytoskelett-

Komponenten über Colchicine oder Cytochalasin D könnte deren 

Beteiligung an der Fusion aufklären. 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Aerenchymbildung in der 

Mitte der Präaerenchymfelder beginnt und sich in radialer Richtung 

ausbreitet. Dabei degradiert zuerst die Plasmamembran und später der 

Tonoplast (unveröffentlicht, Master-Arbeit, Anna-Catharina Wollmer, 

2012). Durch den Verlust der Zell-Zell-Kontakte könnte das Zelltodsignal 

an benachbahrte Zellen weitergegeben werden (Kawai et al., 1998). 

Während des Zelltodprozesses degradiert die DNA. Die Ultrastruktur der 

Mitochondrien ist degeneriert und die Mitochondrien aggregieren. Das 

deutet auf den Verlust der Mitochondrienfunktion und dem baldigen Abbau 

der Mitochondrien hin. 
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Abbildung 18: Zelluläre Charakteristika der Präaere nchymzellen.  

Präaerenchymzellen besitzen eine dünnere Zellwand (schwarz), eine große Vakuole 

(lila), keine Chloroplasten (grün) und nahezu keine Stärke (gelb). Während des 

Zelltodprozesses treten Defekte der Plasmamembran (orange), des Tonoplasten (lila), 

Deformationen des Zellkerns (blau) und Degradierung der DNA auf. Die Mitochondrien 

(rot) weisen eine kondensierte Matrix und erweiterte Cristae auf. Sie aggregieren und 

vereinzelt sind sehr große Mitochondrien in Präaerenchymzellen zu beobachten. 

Parenchymzelle Präaerenchymzelle
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