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I. Einleitung

Die Umwandlung von Lichtenergie durch die photosynthetische Elektronentransportkette und
die Verwertung von Reduktionsaquivalenten aus dem Katabolismus durch die respiratorische
Elektronentransportkette in chemische, fir die Organismen verwertbare Energie ist ein
universelles Prinzip der Energieversorgung in biologischen Systemen. Die Grundlage fur
diese Energieumwandlung bildet die chemiosmotische Theorie (Mitchell, 1961). Dabei
werden in Folge des Elektronentransportes Protonen Uber eine Membran transloziert, die
einen Protonengradienten aufbauen. Die protonenmotorische Kraft des Gradienten dient als
Antrieb der ATP-Synthese UGber die ATPase.

In eukaryotischen Zellen laufen Photosynthese und Respiration in getrennten Organellen ab.
Wahrend die Photosynthese in den Plastiden von Algen und héheren Pflanzen stattfindet,
erfolgt die Respiration in den Mitochondrien. Beide Organellen sind semiautonom und durch
endosymbiontische Aufnahme aus prokaryotischen Vorlauferzellen entstanden (Howe et al.,
1992). Nach der Endosymbiose gingen viele der prokaryotischen Gene verloren oder wurden
in den Zellkern der Wirtszelle transferiert. Ein Teil der prokaryotischen Gene blieben als
Plastom in den Plastiden und als Chondriom in den Mitochondrien erhalten (Wolfe et al.,
1991; Martin & Herrmann, 1998).

1. Der photosynthetische und der respiratorische Elektronentransport

Der photosynthetische Elektronentransport findet in der Thylakoidmembran statt. Dabei
werden Elektronen aus dem Wasser (ber verschiedene Proteinkomplexe auf NADP*
ubertragen. Das entstandene NADPH+H" wiederum wird im anschlieRenden Calvin-Zyklus
zur Fixierung von CO, gebraucht. Die photosynthetische Elektronentransportkette der
Plastiden besteht aus den drei Proteinkomplexen Photosystem 1, Photosystem 11 und
Cytochrom bg/f, sowie den beweglichen Elektronenibertrdgern Plastochinon und
Plastocyanin zwischen den Komplexen (Abb. 1).

o o am? e

Abb. 1: Komponenten der photosynthetischen Elektronentransportkette. Dargestellt sind die Komponenten
der Elektronentransportkette und die ATPase, sowie der Weg der Elektronen im linearen und zyklischen
Elektronentransport.

PS I1: Photosystem 11, PS I: Photosystem I, Cyt bef: Cytochrom bg/f, PQ: Plastochinon, PQH: Plastohydrochinon,
PC: Plastocyanin, P680/P700: Reaktionszentren der Photosysteme Il und 1, Fd qxg: Ferredoxin reduziert/
oxidiert, FNR: Ferredoxin-NADP*-Reduktase, CFo/CF,: Subkomplexe der ATPase



I. Einleitung 2

Die absorbierte Lichtenergie des Photosystems Il setzt bei der Wasserspaltung Elektronen
frei, die auf das negativere Redoxpotential des primaren Akzeptors Qa gehoben werden. VVon
Qa fliellen sie dann entsprechend dem Potentialgefalle iber den Cytbs/f-Komplex zum Photo-
system I. Dort werden sie abermals durch die absorbierte Lichtenergie auf ein negativeres
Redoxpotential gehoben, von wo aus sie tber Ferredoxin, mit Hilfe der Ferredoxin-NADP-
Reduktase (FNR), auf NADP™ (bertragen werden. Die freiwerdende Energie beim Transfer
von Photosystem Il auf den Cytochrom bg/f - Komplex wird von letzterem dazu verwendet,
Protonen tber die Membran zu translozieren. Dabei ist der Cytochrom bg/f - Komplex keine
Protonenpumpe im eigentlichen Sinne, da die translozierten Protonen aus der Oxidation des
Plastohydrochinons im Q-Zyklus stammen. Der Elektronentransfer zwischen den Komplexen
erfolgt durch bewegliche Elektroneniibertrdger. Das Plastochinon (bertragt Elektronen
zwischen dem Photosystem Il und dem Cytochrom be/f - Komplex und das Plastocyanin
zwischen dem Cytochrom bg/f - Komplex und dem Photosystem I (Cramer et al., 1991). Das
Plastochinon kann in der Membran diffundieren, wahrend das Plastocyanin wasserloslich ist
und im Thylakoidlumen diffundiert.

Neben dem beschriebenen linearen Elektronentransport existiert in den Plastiden und in
Cyanobakterien ein zyklischer Elektronentransport (Arnon et al., 1954), der unter Normal-
bedingungen weniger als 10 % am gesamten Elektronentransport ausmacht (Bendall &
Manasse, 1995). Beim zyklischen Elektronentransport flieBen die Elektronen nicht (ber das
Ferredoxin und die FNR auf NADP®, sondern kehren uber das Ferredoxin in den
Plastochinonpool zurtick. Von dort aus gelangen sie tber die gleichen Komponenten wie bei
dem linearen Elektronentransport zuriick zum Photosystem 1. Beim zyklischen Elektronen-
transport entsteht kein NADPH, sondern es wird ein Protonengradient zur ATP-Synthese
aufgebaut. Ungeklart sind die genaue Identitdt der Redoxkomponenten und der genaue
Eintrittsort der Elektronen in die lineare Elektronentransportkette (Bendall & Manasse, 1995).
Auf den zyklischen Elektronentransport wird spéter ndher eingegangen (1.4).

Die mitochondrielle Atmungskette befindet sich in der inneren Mitochondrienmembran und
besteht aus vier Enzymkomplexen (Komplex I-1V). Der Komplex | oder die NADP-
Ubichinon-Oxidoreduktase bildet die Eintrittsstelle fir die Elektronen in die Atmungskette.
Dabei wird NADH zu NAD" oxidiert und die frei werdenden Elektronen werden uber ein
Flavinmononukleotid (FMN) und mehrere Eisen-Schwefel-Zentren auf Ubichinon, einen
mobilen Redoxtrager in der Membran, bertragen. Das entstandene Ubichinol wird vom
Komplex I11 (Cytochrom b/c;) oxidiert und die Elektronen auf das wasserlgsliche Cytochrom
c Ubertragen. Im letzten Schritt der Atmungskette wird das Cytochrom c Uber den Komplex
IV (Cytochrom-c-Oxidase) oxidiert und die Elektronen auf den terminalen Akzeptor
Sauerstoff Ubertragen. Der Elektronentransport ist bei jedem Schritt mit einer
Protonentranslokation ber die innere Mitochondrienmembran gekoppelt. Der Protonen-
gradient dient einer ATPase zur ATP-Synthese. Neben den erwédhnten Komplexen gibt es
noch den Komplex Il (Succinat-Ubichinon-Oxidoreduktase), der zwar Elektronen auf
Ubichinon Ubertragt, aber dabei keine Protonen Uber die Membran transloziert (Weiss
et al.,1991; Walker 1992).
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2. Der mitochondrielle Komplex |

Der einfachste Komplex 1 ist aus Escherichia coli bekannt. Er besteht aus 14 verschiedenen
Untereinheiten, die in allen bisher bekannten Komplex | nachgewiesen werden konnten. Da es
der bisher Kkleinste funktionsféhige Komplex I ist, wird er als Minimalkomplex bezeichnet
(Leif et al., 1993; Friedrich et al., 1995). Der bakterielle Minimalkomplex hat eine GroRe von
circa 530 kDa. Die Gene nuoA - nuoN sind alle in einem Operon, dem nuo-Operon,
organisiert. Untersuchungen haben gezeigt, dass in E. coli und Buchnera aphidicola die
Untereinheiten NuoC und -D zu einer Untereinheit NuoCD verschmolzen sind (Clark et al.,
1997; Braun et al., 1998).

In Eukaryoten besitzt der mitochondrielle Komplex I, auBer den 14 Untereinheiten des
sogenannten Minimalkomplexes, eine grofle Anzahl zusatzlicher Untereinheiten. Im
Ascomyceten Neurospora crassa besteht der Komplex aus insgesamt 27 Untereinheiten
(Schulte et al., 1994) und in den Mitochondrien des Rinderherzens aus 43 Untereinheiten
(Walker 1992). Sieben hydrophobe Untereinheiten des Komplexes I, die Homologien zum
sogenannten Minimalkomplex aufweisen, sind mitochondriell kodiert. Alle zuséatzlichen
Untereinheiten und vier weitere Untereinheiten mit Homologien zum Minimalkomplex sind
nukledr codiert. Die zusatzlichen Untereinheiten dienen wahrscheinlich dazu, den
funktionellen Minimalkomplex zu umhillen, um das Entweichen von Elektronen zu
verhindern, die ansonsten reaktive Sauerstoffradikale bilden kdnnten (Guénebaut et al., 1998).
Zwei der zusétzlichen Untereinheiten mit einer Grofle von 10 kDa und 40 kDa haben
wahrscheinlich eine Funktion in Biosynthesewegen (Runswick et al., 1991; Fearnley
et al., 1992). Das 10 kDa groRe Protein gehort zu den Acylcarrier-Proteinen. Die Deletion
dieses Proteins in Neurospora crassa fuhrte dazu, dass der Komplex | nicht mehr richtig
assembliert wurde (Schneider et al., 1997). Das 40 kDa Protein ist mit einer Hydroxysteroid-
Reductase/Isomerase verwandt und spielt wahrscheinlich in der Biosynthese einer bisher noch
nicht eindeutig identifizierten Redoxgruppe des Komplexes I eine Rolle (Schulte et al., 1999).

Der bakterielle und der mitochondrielle Komplex bilden eine L-férmige Struktur mit etwa
gleich langen Armen von circa 25 nm (Grigorieff et al., 1998; Guénebaut et al., 1998). Ein
Teil der L-férmigen Struktur ist in die Membran integriert, wéhrend der andere Teil in den
mitochondriellen Matrixraum ragt. In Abbildung 2 ist der Komplex | aus E. coli und
N. crassa abgebildet und man erkennt, dass sich die Komplexe nur in der Ausdehnung
unterscheiden. Die Struktur der Komplexe wurde aus elektronenmikroskopischen Aufnahmen
hergeleitet (Guénebaut et al., 1998).

Abb. 2: Modell des Komplexes | aus Escherichia coli und Neurospora crassa. Das ausgefiillte Modell zeigt
den E.coli - Komplex und das Gittermodell den Komplex | aus N. crassa. (nach Guénebaut et al., 1998).
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Man kann den Komplex in drei verschiedene Subkomplexe unterteilen. Der NADH-
Dehydrogenase-Subkomplex besteht aus den drei Untereinheiten NuoE/-F/-G und bildet die
Eintrittsstelle der Elektronen. Die NADH-Bindestelle, das Flavinmononukleotid und die
Mehrzahl der Eisen-Schwefel-Zentren sind in  diesem Subkomplex lokalisiert.
Der NADH-Dehydrogenase-Subkomplex sitzt auf dem verbindenden Fragment, das aus den
vier Untereinheiten NuoB/-C/-D und -l besteht und ein Eisen-Schwefelzentrum tragt.
Das NADH-Dehydrogenase-Fragment und das verbindende Fragment bilden zusammen den
membranperiphere Arm. Das membranintegrale Fragment besteht aus den restlichen sieben
Untereinheiten und verankert den Komplex in der Membran. Im membranintegralen
Fragment befindet sich die Ubichinon-Bindestelle, sowie mindestens eine weitere, bisher
noch nicht identifizierte Redoxgruppe (Leif et al., 1995; Friedrich et al., 1998). Die
Untereinheiten konnten zwar den jeweiligen Fragmenten zugeordnet werden, die genaue Lage
und die Stéchiometrie der Untereinheiten ist jedoch nicht genau bekannt. Untersuchungen
durch Fraktionierung des Komplexes aus Rinderherzmitochondrien ordnen die Untereinheiten
NuoD und —F dem vorderen Teil des membranintegralen Fragments und die Untereinheiten
NuoA/-H/-K/-N dem hinteren Teil, unterhalb des membranperipheren Fragments, zu
(Sazanov et al., 2000). Die folgenden Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht tber die Untereinheiten
des bakteriellen Komplex | und homologer Komplexe | aus S&uger und Pflanzen, sowie ihre
Lokalisation in den Subkomplexen und ihre vermutete Funktion.

Tab. 1: Untereinheiten des bakteriellen Komplex I und homologer mitochondrieller Komplexe | aus
Séuger und Pflanzen, sowie ihre Lokalisation und die vermutete Funktion nach Friedrich & Scheide
(2000). MF: membranintegrales Fragment; VF: verbindendes Fragment; NADH-DH-F: NADH-Dehydrogenase-
Fragment

E.coli | Mitochondrien | Mitochondrien | Lokalisierung vermutete
(Sauger) (Pflanzen) Funktion
Nuo Nd Nad
A 3 3 MF
B PSST 22 VF
ct 30kD 9 VF H*-Kanal
D" 49kD 7 VF H*-Kanal
E 24kD 24 NADH-DH-F
F 51kD 55 NADH-DH-F |[NADH-Bindung/FMN
G 75kD 75 NADH-DH-F
H 1 1 MF Ubichinon-Bindestelle
I TYKY 28,5 VF
J 6 6 MF H*-Translokation
K aL aL MF
L 5 5 MF H+-Translokation
M 4 4 MF H+-Translokation
N 2 2 MF H+-Translokation

“in E.coli und B. aphidicia zu NuoCD

Der modulare Aufbau spiegelt sich auch in der Evolution des Enzymkomplexes wider.
Wahrscheinlich entstand der Komplex | aus verschiedenen Enzymkomplexen, die Elektronen
transportieren konnten. Aufgrund von Sequenzhomologien der sechs Untereinheiten NuoB/
-C/-D/-H/-1 und -L des Komplexes | zu Untereinheiten einer membrangebundenen Nickel-
Eisen-Hydrogenasen (Ni-Fe-Hydrogenasen) geht man von einem gemeinsamen Vorlaufer
aus. Nach Friedrich und Scheide (2000) kann man sich die Evolution wie folgt vorstellen:
Eine urspriingliche elektronentransferierende Hydrogenase (NuoB/-D) bildete mit einem
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Transportprotein fir lonen (NuoL), einem chinonbindenden Protein (NuoH), einem Vorlaufer
des Ferredoxin (Nuol) und einem unbekannten Protein (NuoC) den gemeinsamen Vorlaufer
des Komplex | und der membrangebundenen Ni-Fe-Hydrogenase. Dieser Vorlauferkomplex
durfte als eine protonenpumpende Wasserstoff-Ferredoxin-Oxidoreduktase funktioniert
haben. Durch Addition weiterer Membranproteine und spezifischer Substratbindeproteine
haben sich die heutigen membrangebundenen Ni-Fe-Hydrogenasen entwickelt. Bei der
Weiterentwicklung zum Komplex I gingen die Bindemotive fur das Nickel verloren und es
kamen die Untereinheiten NuoA/-J und -K hinzu, sowie nach einer Verdreifachung des
Transportproteins NuoL die Untereinheiten NuoM und —N. Der so entstandene Enzym-
komplex aus elf Untereinheiten dirfte als Ferredoxin-Ubichinon-Oxidoreduktase gearbeitet
haben. Durch Hinzufugen des NADH-Dehydrogenase-Fragments (NuoE/-F/-G) entstanden im
letzten Schritt der bakterielle und durch Endosymbiose der mitochondrielle Komplex I.

3. Der Komplex I-homologe NDH-Komplex in Plastiden

Bei der vollstandigen Sequenzierung der Plastidengenome von Marchantia polymorpha
(Ohyama et al., 1986), Nicotiana tabacum (Shinozaki et al., 1986) und Oryza sativa
(Hiratsuka et al., 1989) wurden elf Gene (ndhA-K) identifiziert, die hohe Homologien zu
Untereinheiten des mitochondriellen Komplex | aufwiesen (Ohyama, 1988). Aufgrund der
Sequenzhomologien zum Komplex | wurde das von den ndh-Genen kodierte Enzym zunéchst
als NAD(P)H-Plastochinon-Oxidoreduktase bezeichnet. Da die Funktion bisher noch nicht
eindeutig geklart ist, wird der Komplex inzwischen nur noch als NDH-Komplex bezeichnet

Die zu den elf plastidaren Untereinheiten homologen Untereinheiten aus dem Komplex | sind
Bestandteile des sogenannten Minimalkomplexes aus E. coli (Friedrich et al., 1995). Auch in
Cyanobakterien, zuerst in Synechocystis sp. PCC 6803, wurden ndh-Gene gefunden
(Steinmdaller et al., 1989; Ogawa 1991; Ellersiek & Steinmiller, 1992; Steinmuller 1992).
Beim Vergleich der Aminosduresequenzen zeigte sich, dass der NDH-Komplex aus den
Cyanobakterien eine gréBere Ahnlichkeit zu dem plastidaren Komplex zeigt, als zu dem
mitochondriellem Komplex I (Tab. 2).

Tab. 2: Bezeichnung und Aminosdurenédhnlichkeit der Untereinheiten des NDH-Komplex aus Plastiden
und Cyanobakterien und der homologen Untereinheiten im Komplex | aus E. coli und Rinderherz-
mitochondrien.

Bezeichnung Ahnlichkeiten zu NDH aus Tabakplastiden
(%)
NDH NUO ND
Plastiden/ E. coli Mitochondrium Cyanobakterien E.coli Mitochondrium
Cyanobakterien (Rind) (Rind)
A H 1 52 39 35
B N 2 55 32 26
C A 3 63 32 29
D M 4 52 33 28
E K 4L 60 37 27
F L 5 49 37 29
G J 6 40 26 17
H D 49kD 72 36 41
I I TYKY 64 25 27
J C 30kD 53 33 27
K B PSST 56 37 44
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In den meisten bisher untersuchten Plastomen konnten Gene fur den NDH-Komplex
nachgewiesen werden (z.B. Maier et al., 1995), wobei in der sehr primitiven Alge
Nephroselmis olivacea, mit dem bisher ursprunglichsten bekannten Plastidengenom, das
ndhJ-Gen fehlt (Turmel et al., 1999). Im Gegensatz zu dem mitochondriellen Komplex I sind
alle bekannten Untereinheiten des NDH-Komplexes auf dem Plastidengenom kodiert.

In parasitdaren Pflanzen wie Cuscuta reflexa (Haberhausen et al., 1992) und Epifagus
virginiana (Morden et al., 1991), sowie in den Algen Chlamydomonas reinhardtii, Euglena
gracilis (Hallik et al., 1993), Cyanophora paradoxa (Loffelhardt et al., 1994), Guillardia
theta (Douglas & Penny, 1999) und Chlorella vulgaris (Wakasugi et al., 1997) wurden keine
ndh-Gene gefunden. Fir das Fehlen der ndh-Gene in den Plastidengenomen aus Algen wird
ein Transfer dieser Gene im Laufe der Evolution in den Zellkern postuliert (Wakasugi et al.,
1997). In hoheren photosynthesetreibenden Pflanzen fehlen dem Plastidengenom von Pinus
thunbergii funktionsfahige ndh-Gene. Die Gene fur die Untereinheiten NDH-A/-F/-G und -J
fehlen vollstandig und die tbrigen sieben ndh-Gene liegen nur als Pseudogene vor, d.h. sie
werden nicht transkribiert und translatiert. Dabei fehlen den Genen ndhB/-D/-H und -1 ganze
Sequenzabschnitte und die Gene ndhC/-E und -K weisen Stopcodons, Leseraster-
verschiebungen und Insertionen auf. Vergleiche mit den Plastomen anderer hdherer Pflanzen
zeigen, dass das Plastom von Pinus thunbergii umfangreiche Rearrangements aufweist.
Die Grinde fir den Verlust funktioneller ndh-Gene in Pinus thunbergii sind noch vollig
ungeklart (Wakasugi et al., 1994)

Die plastidaren ndh-Gene liegen in vier Transkriptionseinheiten vor (Abb.3). Die Gene fur die
Untereinheiten NdhC/-K/-J liegen in einem Operon im Large-Single-Copy-Bereich (LSC) des
Plastoms, das ndhB-Gen existiert in zwei Kopien und ist im linken und rechten Inverted-
Repeat-Bereich (IR) lokalisiert. Die ubrigen ndh-Gene liegen alle im Small-Single-Copy-
Bereich (SSC). Dabei liegt das ndhF-Gen von den anderen Genen (ndhH/-A/-1/-G/-E/-D)
getrennt, die ebenfalls in einem Operon angeordnet sind. Zwischen den Genen ndhE und
ndhD liegt noch das psaC-Gen, das eine Untereinheit des Photosystems | kodiert. Bis auf die
Gene ndhA und -B sind alle ndh-Gene intronfrei.

] :-._.." e p
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Abb. 3: Plastomkarte von Nicotiana tabacum. Die ndh-Gene sind rot markiert.
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Es konnte gezeigt werden, dass die ndh-Gene in den Plastiden transkribiert werden
(Matsubayashi et al., 1987; Schantz & Bogorad, 1988; Steinmuller et al., 1989).
Das Transkriptionsmuster fir die ndh-Gene ist in den einzelnen Prozessierungsschritten noch
nicht eindeutig geklart (Kanno & Hirai, 1993; Kubicki et al., 1996; Oczkowski et al., 1997).
Die ndh-Gene, vor allem ndhA, -D und -B, sind Gegenstand intensiver Untersuchungen zur
RNA-Editierung (z.B. Hirose et al., 1999; Campo del et al., 2000).

Bei einer Grolie von circa 700 kDa macht der NDH-Komplex circa 0,2% der Gesamtproteine
der Thylakoidmembran aus, d.h. auf einhundert photosynthetische Reaktionszentren kommt
ein NDH-Komplex (Sazanov et al., 1996; Burrows et al., 1998). In den Plastiden wurde der
Komplex auf den Stromathylakoiden lokalisiert (Nixon et al., 1989; Berger et al., 1993;
Funk 1997; Quiles et al., 1999) und in Cyanobakterien sowohl auf der Cytoplasma- als auch
auf der Thylakoidmembran (Berger et al., 1991).

Die elf NDH-Untereinheiten in Plastiden und Cyanobakterien konnten den jeweiligen
homologen Untereinheiten in den Teilkomplexen des Komplexes | aus E. coli zugeordnet
werden. Die sieben Untereinheiten NDH-A/-B/-C/-D/-E/-F und -G bilden das membran-
integrale Fragment des Komplexes. Die Untereinheiten NDH-H/-1/-J/-K entsprechen dem
verbindenden Fragment im membranperipheren Teilkomplex (Walker et al. 1992). Bisher
konnten aber noch keine Gene oder Proteine fur das NADH-Dehydrogenase-Fragment
identifiziert werden. Bei den Isolierungen des Gesamtkomplexes (Cuello et al., 1995;
Sazanov et al., 1998; Matsuo et al., 1998) oder von Teilen des Komplexes (Berger et al.,
1993; Sazanov et al., 1996; Funk et al., 1999) aus Plastiden von Kartoffel, Erbse und Mais,
sowie dem Cyanobakterium Synechocystis sp. PCC 6803 wurden keine entsprechenden
Proteine gefunden. In der Aufreinigung von Sazanov et al. (1998) konnten zwar Proteine mit
Massen &hnlich denen des Dehydrogenase-Fragments nachgewiesen werden, aber eine
eindeutige Identifizierung dieser Proteine ist bisher noch nicht erfolgt. Entweder fehlt das
Dehydrogenase-Fragment in dieser Form vollig oder ist, ahnlich wie Untereinheiten des
Komplex I, im Kern kodiert und wird in die Plastiden importiert. Ein im Genom von Solanum
tuberosum kodiertes Homolog zu nuoF konnte als Untereinheit des Dehydrogenase-
Fragmentes des mitochondriellen Komplex | identifiziert werden. Importstudien mit isolierten
Plastiden konnten keinen Import des Proteins in  die Chloroplasten nachweisen
(Grohmann et al., 1996).

Einen weiteren wichtigen Hinweis auf das Fehlen eines Komplex I-typischen NADH-
Dehydrogenase-Fragment lieferte die vollstandige Sequenzierung des Genoms des
Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803 (Kaneko et al., 1996). Dabei wurden jedoch
Homologien zwischen den Untereinheiten NuoE/-F/-G des NADH-Dehydrogenase-Fragments
aus dem Komplex | von E. coli und den Untereinheiten HoxE/-F/-U der Diaphorase-Doméane
einer bidirektionalen NAD(P)H-Hydrogenase gefunden. Die drei Gene bilden zusammen mit
Genen fir die Untereinheiten HoxY und —H aus der Hydrogenase-Domane das hoxS-Operon
(Appel & Schulz, 1996). Der Aufbau der NAD(P)H-Hydrogenase aus Synechocystis sp. PCC
6803 lasst sich mit dem Aufbau einer reversiblen Ni-Fe-Hydrogenase aus dem
chemolithotrophen Purpurbakterium Alcaligenes eutrophus vergleichen (Tran-Betcke
et al.,1990; Walker et al., 1992). Der Diaphoraseteil, der aus HoxF und —U besteht, tragt ein
nicht-kovalent gebundenes Flavinmononukleotid und drei Eisen-Schwefel-Zentren und besitzt
NADH-Oxidoreduktase-Aktivitat. Die Hydrogenase-Doméne, bestehend aus HoxY und -H,
trégt als prostethische Gruppe ein Ni-Atom, sowie zwei Eisen-Schwefel-Zentren.
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Tab. 3 Homologiebeziehungen zwischen Untereinheiten des NADH-Dehydrogenase-Fragments aus dem
Komplex 1 (E.coli) und Untereinheiten einer bidirektionalen Ni-Fe-Hydrogenase (A. eutrophus /
Synechocystis PCC 6803):

Komplex | Ni-Fe-Hydrogenase
E.coli A. eutrophus Synechocystis PCC
6803
NuoE HoxF HoxE
(N-Terminus)
NuoF HoxF HoxF FMN / NADH-
(C-Terminus) Bindestelle
NuoG HoxU HoxU Fe-S-Zentren
(N-Terminus)

Aufgrund der gefundenen Homologien wurde fur die Cyanobakterien vorgeschlagen, dass die
Hydrogenase mit dem ,,Rumpfkomplex* des NDH-Komplexes, bestehend aus membran-
integralen und verbindendem Fragment, assoziiert, und so das NADH-Dehydrogenase-
Fragment bildet (Schmitz & Bothe, 1996; Appel & Schulz 1996, 1998).

Offen ist, ob die ganze bidirektionale Hydrogenase mit dem Rumpfkomplex assoziiert
vorliegt, so dass neben NADH auch Wasserstoff oxidiert wird und die Elektronen auf
Plastochinon ubertragen werden, oder ob nur das Diaphorasefragment assoziiert ist und somit
die H,-Oxidation wegféllt. Bei der Assoziation der ganzen bidirektionalen Hydrogenase ware
auch ein reverser Elektronentransport denkbar, d.h. dass Elektronen aus dem
Plastochinonpool Gber den NDH-Komplex NAD(P)* reduzieren kénnten. Ein vergleichbarer
Weg ist aus den Prokaryoten Thiobacillus ferrooxidans und Rhodobacter capsulatus bekannt.
In diesen Prokaryoten konnte unter Mangelbedingungen ein reverser Elektronentransport tiber
den Komplex | auf NAD" nachgewiesen werden. Dabei hydrolysiert die ATPase ATP und der
Protonenfluss kehrt sich um, so dass der Komplex | NAD" zu NADH reduziert. Mit dem
reversen Elektronentransport stellen diese Organismen Reduktionsaquivalente fur die
CO,-Fixierung zur Verfligung (Herter et al., 1998; Elbethi et al., 2000).

Die spezifische Aktivitat des NDH-Komplexes fur NADPH oder fir NADH ist weiterhin
ungeklart. Obwohl in Untersuchungen gezeigt wurde, dass sowohl NADPH als auch NADH
verwertet wurde, konnten die gemessenen Aktivitdten nicht eindeutig dem NDH-Komplex
zugeordnet werden (Guedeney et al., 1996; Corneille et al., 1998; Teicher & Scheller 1998).

In den sequenzierten Plastomen hoherer Pflanzen wurden keine den hox-Genen homologe
Sequenzen gefunden. Fiur das fehlende Dehydrogenase-Fragment werden mehrere
Maoglichkeiten diskutiert. Eine Mdglichkeit ware, dass die entsprechenden Gene nach der
Endosymbiose ins Genom gelangt sind, oder die Plastiden das NADH-Dehydrogenase-
Fragment in Komplex I-typischer Form wéhrend der Evolution sekundér verloren haben.

Eine weitere Mdglichkeit besteht darin, dass der NDH-Komplex in Plastiden nur aus
membranintegralen und verbindendem Fragment bestent und (ber einen mobilen
Elektronentrager direkt reduziert wird. Als Kandidat kommt das Ferredoxin, das neben der
NADP-Reduktion auch an anderen reduktiven Prozessen in Plastiden beteiligt ist, in Frage. In
diesem Falle wére der Komplex als Ferredoxin-Plastochinon-Oxidoreduktase in den Plastiden
aktiv (Friedrich et al., 1995). Damit ist der Komplex ein mdglicher Kandidat flr das gesuchte
Bindeglied im zyklischen Elektronentransport, das den Rickfluss der Elektronen in die
Elektronentransportkette der Thylakoidmembran katalysiert (Abb. 1).

Eine Reduktion des NDH-Komplexes durch die Assoziation mit der Ferredoxin-NADP-
Reduktase (FNR), bei der die Elektronen vom NADPH (Uber die FNR und den Rumpfkomplex
auf Plastochinon ubertragen wurden, wird als wahrscheinlichste Maoglichkeit diskutiert
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(Cuello et al. 1995; Guedeney et al., 1996; Quiles & Cuello 1998; Funk et al., 1999).
Das Modell der Interaktion zwischen der FNR und dem NDH-Komplex ist jedoch umstritten
(Sazanov et al., 1996; Endo et al., 1997; Burrows et al., 1998; Teicher & Scheller 1998;
Corneille et al., 1998). Physiologische Messungen an Cyanobakterien (Van Thor et al., 2000)
und an Chloroplasten (Shahak et al., 1981) zeigten eine Beteiligung der FNR am zyklischen
Elektronentransport.

Auch in diesem Fall kdnnte der Gesamtkomplex aus NDH-Komplex und FNR am zyklischen
Elektronentransport beteiligt sein. Daher soll dieser Prozess im folgenden naher erlautert
werden.

4. Der zyklische Elektronentransport

Wie bereits beschrieben flieRen die Elektronen beim zyklischen Elektronentransport vom
Ferredoxin zuriick zum Plastochinon. Von dort gelangen sie tber den Cytochrom bg/f —
Komplex und das Plastocyanin wieder zum Photosystem |, das diesen Prozess antreibt. Bei
diesem Prozess entstehen keine Reduktionséquivalente in Form von NADPH, sondern die
Lichtenergie wird nur zum Aufbau eines Protonengradienten und damit zur ATP-Produktion
genutzt.

Eine Hauptaufgabe des zyklischen Elektronentransports besteht wahrscheinlich im
Aufrechterhalten des ATP/NADPH-Quotienten fur eine effektive CO,-Fixierung.
Der ATP/NADPH-Quotient hangt von der Protonenstochiometrie der ATPase, d.h. dem
H*/ATP-Verhaltnis, ab. Fir die Synthese von einem ATP werden 4 Protonen gebraucht
(Kobayashi et al., 1995) und fir die Produktion von einem NADPH werden 6 Protonen uber
die Membran verlagert (Cramer et al., 1996), was einen ATP/NADPH-Quotienten von 1.5 zur
Folge hat. Der Wert von 1.5 ist jedoch ein idealer Wert, in dem die geringen Leckstrome der
Thylakoidmembran und der ATP-Verbrauch bei der Starkesynthese nicht beriucksichtigt
wurden. Der reale Wert fir das ATP/NADPH-Verhaltnis dirfte bei einem Wert von 1.3
liegen. Die beschriebenen Werte wurden bereits friher in Spinat und Cyanobakterien
gemessen (Bakels et al., 1993). Der lineare Elektronentransport kann den geforderten
H*/Elektron-Quotient von 3 und den ATP/NADPH-Quotienten von 1.5 nicht vollig
gewadbhrleisten, so dass zusatzliche Protonen, bzw. ATP, uber den zyklischen Elektronen-
transport bereitgestellt werden missen (Berry & Rumberg, 1999).

Eine besondere Bedeutung kommt dem zyklischen Elektronentransport im Metabolismus der
Cy4-Pflanzen zu. Bei diesem Weg der CO,-Fixierung werden 3 zusétzliche ATP benétigt, da
das ATP/NADPH-Verhaltnis bei 2,5 liegt (Hatch, 1987). Das zusétzliche ATP wird Uber den
zyklischen Elektronentransport in den Biindelscheidenzellen bereitgestellt (Chapmann et al.,
1980).

Dartiber hinaus stellt der zyklische Elektronentransport ATP fir andere energieverbrauchende
Prozesse zur Verfligung. So konnte eine Erhohung der Aktivitdit des zyklischen
Elektronentransports im Zusammenhang mit dem Protonentransport in die Vakuole
(Yin et al., 1991) und der Nitratassimilation, die ein hoheres ATP/NADPH-Verhaltnis
braucht, gezeigt werden (Turpin & Bruce, 1990).

Auch bei der Regulation von Stressantworten, wie bei Hitze- und Salzstress, sowie der
Regulation, bzw. dem Schutz der Photosynthese, spielt der zyklische Elektronentransport eine
wichtige Rolle (Canaani et al., 1989; Canaani, 1990),. Bei Starklicht oder Begrenzung des
CO,-Angebots kann der zyklische Elektronentransport die Elektronentransportkette auf
verschiedenen Wegen vor einer Uberreduktion schiitzen. Durch das Absenken des
intrathylakoiden pH-Wertes und der Erhaltung des Protonengradienten zur ATP-Synthese
kommt es zu einer Reduktion der Photosystem Il-Aktivitdt und einer Erhéhung der nicht-
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photochemischen Energiedissipation (Heber & Walker, 1992; Heber et al.,1995; Gerst et al.,
1995; Bukhov et al., 1999; Cornic et al., 2000)

Die Regulation des zyklischen Elektronentransport findet vor allem durch das
NADP/NADPH-Verhéltnis statt. Wenn NADPH nicht mehr effizient Gber die
Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase im Calvin-Zyklus oxidiert wird, wird der zyklische
Elektronentransport verstérkt (Ivanov et al., 1998).

Wie bereits erwahnt sind die Redoxtrédger fur den Rickfluss der Elektronen wvon
Photosystem | zum Plastochinon noch nicht eindeutig identifiziert. Das Lehrbuchmodell,
wonach der Cytochrom bg/f-Komplex direkt durch Ferredoxin reduziert wird und
anschlielend den Plastochinonpool reduziert, muss nach Bendall und Manasse (1995)
korrigiert werden. Zur Zeit werden fur die Elektroneneinspeisung in den Plastochinonpool
zwei Modelle, nadmlich der ferredoxinabhdangige und der NAD(P)H-abhéngige Weg,
diskutiert.

Der ferredoxinabhéngige Weg beinhaltet die Reduktion des Plastochinonpools (iber das
Ferredoxin, wofur eine Ferredoxin-Plastochinon-Reduktase (FQR) postuliert wird
(Moss & Bendall, 1984; Bendall & Manasse, 1995). Die Aktivitét einer solchen FQR konnte
gemessen und durch Antimycin A gehemmt werden, allerdings haben Messungen an
isolierten Thylakoiden aus Gerste Hinweise auf einen Antimycin A-insensitiven Weg
ergeben (Cleland & Bendall, 1992; Scheller 1996). Zudem ist es bisher noch nicht gelungen
die FQR-AKktivitat einem bestimmten Protein zuzuordnen. Sollte der NDH-Komplex aufgrund
eines fehlenden NAD(P)H-Dehydrogenase-Fragments direkt durch Ferredoxin reduziert
werden (1.4), kdnnte er das gesuchte Enzym sein.

Der alternativ diskutierte Weg fur die Einspeisung der Elektronen in den Plastochinonpool ist
der NAD(P)H-abhéngige Weg. Die Elektronen, die in den Plastochinonpool eingespeist
werden, kénnen von reduzierten Komponenten, wie z.B. Triosephosphate und NADPH, aus
dem Plastidenstroma stammen (Asada et al., 1993; Havaux 1996; Wieckowski & Bojko,
1997). Daher muss fur diesen Weg eine NADPH-Plastochinon-Oxidoreduktase postuliert
werden. Die Proteinkomponenten dieses NADPH-abhangigen Weges sind ebenfalls nicht
bekannt. Die Aktivitat lie3e sich aber durch eine Assoziation der FNR mit dem verbindenden
Fragment des NDH-Komplexes erklaren (1.4).

Sowohl fur den ferredoxinabhangigen als auch fur den NAD(P)H-abhangigen Weg des
zyklischen Elektronentransports ist eine Beteiligung des von den ndh-Genen kodierten
NDH-Komplex denkbar. Der Komplex wirde im zyklischen Elektronentransport eine
zusatzliche Protonenpumpe darstellen und somit die ATP-Ausbeute des zyklischen Weges
erhéhen. Fur den gesamten photosynthetischen Elektronentransport ergédbe sich dadurch ein
héheres ATP/NADPH-Verhaltnis.

5. Hinweise auf die Funktionen des NDH-Komplexes

Durch Untersuchungen an ndh-Mutanten in Cyanobakterien konnte man eine Beteiligung des
NDH-Komplexes am zyklischen Elektronentransport und an der Atmung nachweisen
(Mi et al., 1992, 1995; Schluchter et al., 1993). In Cyanobakterien liegen die Komponenten
der Photosynthese- und Atmungskette gemeinsam auf der Thylakoidmembran und teilen sich
den Chinonpool und den Cytochrom be/f-Komplex. Die Regulation der beiden
Elektronentransportketten ist nicht geklart (Scherer, 1990). Untersuchungen haben gezeigt,
dass der NDH-Komplex an beiden Elektronentransportketten beteiligt ist und die
Untereinheiten NDH-D und -F, die in Cyanobakterien in mehrfachen Kopien vorliegen,
membranspezifisch in den Komplex eingebaut werden (Kdsling, 1996; Klughammer et al.,
1999; Ohkawa et al., 2000). Als elektronenliefernde Einheit fiir den cyanobakteriellen
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Komplex kommt die bereits erwéhnte bidirektionale Hydrogenase in Frage (1.3).
Physiologische Untersuchungen und Untersuchungen von Protein-Protein-Interaktionen an
hox-Mutanten  konnten dem cyanobakteriellen NDH-Komplex eine Rolle im
Schutzmechanismus des Photosyntheseapparates zuweisen, in dem er als Ventil flr
Elektronen bei hohen Photosyntheseraten wirkt (Appel et al., 2000).

Der plastidare NDH-Komplex ist definiert als das Enzym, das von den ndh-Genen kodiert
wird. Da der Gesamtkomplex biochemisch bisher noch nicht eindeutig charakterisiert ist, sind
Aussagen (ber die Funktion des Enzyms nur indirekt moglich.

Fur die Beteiligung am zyklischen Elektronentransport sprechen, aufler der beschriebenen
moglichen Beteiligung des NDH-Komplexes am ferredoxinabhdngigen oder am NAD(P)H-
abhéngigen Weg (1.4), weitere Befunde. Die Lokalisation des Komplexes in den
Stromathylakoiden der Plastiden (Nixon et al., 1989; Berger et al., 1993) spricht fur eine
Beteiligung am photosynthetischen Elektronentransport, speziell dem zyklischen
Elektronentransport, da die Stromathylakoide auf den zyklischen Elektronentransport
spezialisiert sind (Albertsson 1995). Zudem zeigen Immunoblot-Analysen an Mesophyll- und
Bundelscheidenzellen aus Sorghum bicolor, dass das Enzym in den Biindelscheidenzellen, in
denen nur der zyklische Elektronentransport stattfindet, stark angereichert ist (Kubicki et al.,
1996). AulRerdem wird die Lage des psaC-Gens, eines Gens fur die Untereinheit C aus dem
Photosystem I, zwischen dem ndhE- und dem ndhD-Gen als Beleg fiir die Beteiligung des
NDH-Komplexes am zyklischen Elektronentransport angesehen. Das psaC-Gen unterliegt
zudem der gleichen Transkriptionskontrolle wie die umgebenden ndh-Gene (Kanno & Hirali,
1993). Die Photosystem I-Untereinheiten C und E (PsaC & PsaE) gelten als
Interaktionspartner zwischen dem Photosystem | und Ferredoxin (Cramer et al., 1991). Das
Ferredoxin wurde bereits als moglicher Elektronenlieferant fiir den NDH-Komplex genannt.

Physiologische Untersuchungen an Mutanten der NDH-Untereinheit B in Tabakplastiden
zeigten unter normalen Gewdachshausbedingungen eine Schwachung des zyklischen
Elektronentransports um das Photosystem I (Shikanai et al., 1998). Als weiterer Beleg fir die
Beteiligung am zyklischen Elektronentransport werden Untersuchungen mit Mutanten der
Untereinheit B angefiihrt, die eine erhthte Sensitivitdt fur den Hemmstoff Antimycin A
zeigen. In der Veroffentlichung von Joét et al. (2001) werden zwei zyklische
Elektronentransportwege postuliert, zum einen ein Antimycin A-sensitiver Weg uber eine
Ferredoxin-Plastochinon-Reduktase (FQR) und zum anderen ein Antimycin A-insensitiver
Weg tiber den NDH-Komplex.

Wie bereits oben beschrieben (1.4) spielt der zyklische Elektronentransport bei der Regulation
von Stressantworten eine wichtige Rolle. Daher wird auch fiir den NDH-Komplex eine
Funktion im Schutzmechanismus der Elektronentransportkette unter Stressbedingungen, vor
allem Hitze und Starklicht, diskutiert (Martin et al., 1996; Sazanov et al., 1998; Casano et al.,
1999; Endo et al., 1999). Auf die Regulation der photosynthetischen Elektronentransportkette
und ihre Schutzmechanismen bei Stressbedingungen wird in Kapitel 1.7 ndher eingegangen.

Der NDH-Komplex ist bereits in Etioplasten von Mais, Reis, Senf und Gerste (Fischer et al.,
1997; Guéra et al., 2000) nachweisbar und wird nicht wie die Ubrigen Photosynthesegene
lichtinduziert. Dies legt die Vermutung nahe, dass die Funktionen des Komplexes nicht
ausschlieBlich in der Photosynthese zu suchen ist. Vermutlich spielt das Enzym eine Rolle bei
der Energetisierung der Prothylakoide, bzw. der sich entwickelnden Thylakoidmembran.
Dadurch wird z.B. ein Protonengradient fiir den pH-abhangigen Import von Proteinen
bereitgestellt, bevor der Gradient durch die photosynthetische Elektronentransportkette
aufgebaut wird.
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Durch die Féhigkeit, Elektronen in den Plastochinonpool einzuspeisen (Mano et al., 1995;
Endo et al., 1998), ist fur den NDH-Komplex neben einer Beteiligung am zyklischen
Elektronentransport auch eine Rolle in der Redoxkontrolle des Plastochinonpools und somit
in der Regulation der Genexpression in Plastiden und Kern (Allen, 1995) denkbar.

Eine weitere Vorstellung zur Funktion des Enzyms konnte im Rahmen der Chlororespiration
zu suchen sein. Dies soll im Folgenden n&her erldautert werden.

6. Die Chlororespiration in Plastiden und Algen

Der respiratorische Elektronenfluss von NADPH auf Sauerstoff in Plastiden, die sogenannte
Chlororespiration, wurde zuerst in Chlamydomonas reinhardtii entdeckt (Bennoun, 1982,
1994). Ein chlororespiratorischer Weg konnte auch in Cyanobakterien (Scherer 1990; Biichel
et al., 1998) und in den Plastiden hoherer Pflanzen nachgewiesen werden (Garab et al.,
1989). Als erstes Glied in der Chlororespiration wird eine NAD(P)H-Plastochinon-
Oxidoreduktase gefordert, die die Elektronen von NADPH in den Plastochinonpool einspeist.
Fur die Ubertragung der Elektronen von Plastochinon auf Sauerstoff wird, aufgrund
physiologischer Messungen, eine terminale Oxidase postuliert, die aber auf Proteinebene
bisher nicht eindeutig identifiziert werden konnte. In Cyanobakterien ist eine alternative
cyanidsensitive Oxidase als terminale Oxidase in der Diskussion (Buchel et al., 1998).
Fur Chlamydomonas reinhardtii wurde eine Chinol-Oxidase identifiziert, die fur die Rolle der
terminalen Oxidase in Frage k&me. Die Chinol-Oxidase wurde uber Hemmstoffexperimente
und ihre Ahnlichkeit zu einer alternativen Oxidase aus den Mitochondrien in Arabidopsis
thaliana gefunden. Die Grol3e des Enzyms betrégt circa 43 kDa (Cournac et al., 2000). In den
Plastiden hoherer Pflanzen konnte bisher noch keine terminale Oxidase identifiziert werden.
Daher wird das Modell diskutiert, in dem der Plastochinonpool durch eine Hydrochinon-
Peroxidase tber H,O, reoxidiert wird (Casano et al., 2000).

Ungeklart ist auch die genaue Funktion und die Regulation der Chlororespiration, die nur bis
zu 20% der Gesamtrespiration ausmacht und durch Licht gehemmt werden kann (Bennoun,
1982; Peltier et al., 1987). Es wurde auch beobachtet, dass die Chlororespiration durch das
Photosystem Il stimuliert (Ravenel & Peltier, 1992) und durch das Photosystem | gehemmt
werden kann (Peltier et al., 1987).

Eine Funktion, die fur die Chlororespiration diskutiert wird, ist, dass wahrend der
Dunkelphase durch die Chlororespiration der Protonengradient tber der Thylakoidmembran
aufrecht erhalten wird und der Plastochinonpool in einem Redoxzustand gehalten wird, der es
der Photosynthese erlaubt, nach dem Ubergang in die Lichtphase wieder schnell anzulaufen
(Peltier et al., 1987). Nach einem weiteren Modell ist die Chlororespiration in den Abbau der
transienten Stérke involviert. Dabei soll sie Uberschiissige Reduktionsaquivalente, die beim
Abbau der Starke tiber den oxidativen Pentosephosphatweg anfallen, oxidieren und somit dem
Metabolismus wieder zur Verfugung stellen (Bennoun, 1982). Da wéhrend der
Chlororespiration Reduktionsédquivalente oxidiert werden, wird auch eine Rolle im
Schutzmechanismus vor oxidativen Stress durch einen Regulation des NADP/NADPH-
Verhaltnisses vorgeschlagen (Casano et al., 2000).
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7. Regulation der photosynthetischen Elektronentransportkette und ihre
Schutzmechanismen

Der zyklische Elektronentransport und die Chlororespiration spielen bei der Regulation von
Stressantworten, wie Hitze- und Salzstress, eine wichtige Rolle (1.4 & 1.5). An beiden
Elektronentransportketten ist der NDH-Komplex durch seine F&higkeit, Elektronen in den
Plastochinonpool einzuspeisen, beteiligt (Mano et al., 1995; Endo et al., 1998). Daher wird
eine Funktion des NDH-Komplexes im Schutzmechanismus der Elektronentransportkette
unter Stressbedingungen, vor allem Hitze und Starklicht, diskutiert (Martin et al., 1996;
Sazanov et al., 1998; Casano et al., 1999, 2001; Endo et al., 1999). Im Folgenden soll die
Regulation und die Schutzmechanismen der photosynthetischen Elektronentransportkette
naher betrachtet werden.

Die photosynthetische Elektronentransportkette ist bei hohen Lichtintensitdten anfallig fur
lichtinduzierte Sch&digungen, die vor allem durch reaktive Intermediate hervorgerufen
werden konnen. Diese konnen bei Stressbedingungen wie Hitze, Salz und Trockenheit
gebildet werden oder bei einer Restriktion im CO,-Angebot, wenn mehr Lichtenergie
absorbiert als verbraucht wird. Um den Schadigungen vorzubeugen, haben die Plastiden eine
Reihe von Schutzmechanismen entwickelt, die neben antioxidativen Molekulen und Enzymen
(Niyogi, 1999) auch Reparaturmechanismen fir Membranen (Baier & Dietz, 1999) und fir
photosynthetische Reaktionszentren (Melis, 1999), sowie Signal- und Akklimationsprozesse
(Karpinski, 1999) umfassen.

Eine Moglichkeit, (berschiissige Energie abzufihren, ist der Weg uber Chlorophylle im
Triplettzustand (3Chl). Diese Chlorophylle im Triplettzustand konnen ihre Energie an
Carotinoide abgeben und so in ihren Grundzustand zurlickgefthrt werden. Nur 4 bis 25 % der
uberschussigen Energie kann so eliminiert werden (Niyogi, 2000). Das Chlorophyll im
Triplettzustand, das an sich inaktiv ist, kann mit Sauerstoff reagieren und den sehr reaktiven
Singuletsauerstoff (*0) erzeugen, der dann Proteine, Pigmente und Lipide des
Photosyntheseapparates schadigt (Hideg et al., 1998).

Eine weitere Mdoglichkeit besteht in der nicht-photochemischen Ldschung (gN) von
Uberschissiger Energie. Dabei handelt es sich um eine schnell induzierbare Ldschung, die
uber den Protonengradienten reguliert wird. Dieser wiederum wird vom photosynthetischen
Elektronentransport aufgebaut, so dass fur die nicht-photochemische Energieldschung eine
Art Ruckkopplungskontrolle besteht (Horton et al., 1996). Bei hoher Energieabsorption
kommt es zum Aufbau eines hohen Protonengradienten Gber der Thylakoidmembran, was zu
einem Absinken des luminalen pH-Wertes flhrt. Die zusétzlichen Protonen werden durch den
zyklischen Elektronentransport, an dem der NDH-Komplex beteiligt sein soll, uber die
Membran transloziert. Das Absinken des pH-Wertes fiihrt zu einer Konformationsanderung
des Lichtsammelkomplexes im Photosystem Il (LHC II) und aktiviert die Violaxanthin-
Deepoxidase, ein Enzym des Xanthophyllzyklus. Im Xanthophyllzyklus wird das
Violaxanthin, ein Protein des Lichtsammelkomplexes, in Zeaxanthin umgewandelt, das in der
Lage ist, Uberschissige Energie zu léschen. Der genaue Mechanismus ist noch nicht vollig
verstanden. Bei Nachlassen der Lichtintensitaten verringert sich der Protonengradient und die
Konformationsédnderungen in den Lichtsammelkomplexen sowie die Aktivierung des
Xanthophyllzyklus sind schnell reversibel (Demming-Adams & Adams, 1996; Young &
Frank, 1996).

Neben diesen schnellen Mechanismen der Ldschung Uberschiissiger Strahlungsenergie
verfugen Pflanzen tber die Moglichkeit, Elektronen in der photosynthetischen Elektronen-
transportkette abzufiihren. Um eine Uberreduktion der Elektroneniibertrager zu verhindern,
werden alternative Elektronenakzeptoren angeboten. Eine Mdglichkeit dabei ist die NADPH-
abhéngige Reduktion von Oxalacetat zu Malat (iber die NADPH-Malat-Dehydrogenase.
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Das Malat wird dann Uber entsprechende Transporter aus den Plastiden in das Cytosol
transportiert (Fridyland et al., 1998; Backhaus et al., 1998). Eine weitere Moglichkeit stellt
die sogenannte Mehler-Reaktion dar (Mehler, 1957). Bei der Mehler-Reaktion werden, bei
einem hohen Reduktionsgrad von Ferredoxin, Elektronen auf Sauerstoff uUbertragen. Dabei
entsteht das sehr aggressive Superoxidradikal, das tber die Superoxid-Dismutase in der
Thylakoidmembran in Wasserstoffperoxid umgewandelt wird. Das Wasserstoffperoxid wird
uber die Ascorbat-Peroxidase eliminiert. Dabei wird das Wasserstoffperoxid zu Wasser
reduziert und das dabei anfallende Monodehydroascorbatradikal, ein Zwischenprodukt aus
dem Antioxidans Ascorbat, wird uber Ferredoxin wieder zu Ascorbat oxidiert. Da bei dieser
Reaktion Elektronen aus der Wasseroxidation am Photosystem Il zur Reduktion von
Sauerstoff zu Wasser verwendet werden, spricht man auch vom Wasser-Wasser-Zyklus
(Polle, 1996; Asada, 1999). Zudem konnte gezeigt werden, dass bei photooxidativem Stress in
Gerste Wasserstoffperoxid eine Erhéhung des Proteinspiegels von NDH-F und nach
16 Stunden auch eine der Erhohung der Transkriptionsspiegel von ndhB und ndhF induziert
(Casano et al., 2001).

Eine andere Mdglichkeit der Ubertragung von Elektronen auf Sauerstoff haben Plastiden mit
der Chlororespiration (1.6) entwickelt. Dabei wird bei hohen Lichtintensitaten Uber den
NDH-Komplex Plastochinon durch die Elektronen aus (berschiissigen Reduktions-
aquivalenten reduziert. Die Reoxidation des Plastohydrochinons erfolgt durch eine
Hydrochinon Peroxidase iber Wasserstoffperoxid zu Wasser (Casano et al., 2000).

Eine langerfristige Anpassung an geénderte Lichtverhaltnisse stellt die Regulation auf Ebene
der Genexpression dar. Die Regulation erfolgt dabei Uber den Redoxzustand des
Plastochinonpool, wobei der Plastochinonpool aber nicht den eigentlichen Redoxsensor
darstellt (Allen, 1993, 1995). Dabei wird der NDH-Komplex als Elektronenlieferant fir den
Plastochinonpool postuliert.
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8. Zielsetzung der Arbeit

Uber die genaue Struktur und Funktionsweise des plastidiren NDH-Komplexes ist bisher
wenig bekannt, ebenso Uber seine physiologische Rolle in den Plastiden.

In den bisher verdffentlichten Untersuchungen an NDH-Mutanten wurde nur ein Teil der elf
Untereinheiten mutagenisiert. Die Untersuchungen erbrachten Hinweise fir die Beteiligung
des NDH-Komplexes am zyklischen Elektronentransport, am Schutzmechanismus bei
photooxidativem Stress und an der Chlororespiration (Burrows et al., 1998; Kofer et al., 1998;
Shikanai et al., 1998; Casano et al., 2001). Bei diesen Untersuchungen gab es jedoch
Hinweise darauf, dass die Insertionsrichtung der Spectino- und Streptomycin-Resistenz-
kassette Einfluss auf den Phanotyp haben kdnnte (Steinmiller & Kofer, unveroffentl.).

Um die aus den vorangegangenen Untersuchungen erhaltenen Hinweise auf die Funktion des
NDH-Komplexes zu erhérten, sollten im Rahmen dieser Arbeit die Untereinheiten
NDH-A/-E/-G/-H/-1 des NDH-Komplexes mittels Insertions- und Deletionsmutagenese
ausgeschaltet werden. Dabei wurde die Resistenzkassette in beide Richtungen inseriert, um
den Einfluss der Insertionsrichtung naher zu charakterisieren. Zusammen mit den
Transformanten aus Kofer et al. (1998) und Steinmdaller et al. (1998) sollten somit fur alle
Untereinheiten, mit Ausnahme von NDH-B, Mutanten fur die Untersuchungen zur Verfligung
stehen.

Sowohl NDH-Mutanten sollten im Frihjahr und im Sommer unter Gewéachshausbedingungen
angezogen und auf molekularer und physiologischer Ebene charakterisiert werden.
Die veroffentlichten Ergebnisse aus Kofer et al. (1998) stammten aus Untersuchungen an
Gewebekulturpflanzen und waren Gegenstand kontroverser Diskussionen (Maliga & Nixon,
1998; Koop et al., 1998). Hauptpunkte der Diskussionen waren die Fragen, ob die
NDH-Mutanten homo- oder heteroplastomisch sind und wie die beobachteten
unterschiedlichen Phanotypen der Transformanten zu erklaren sind.

Daher wurden diese Pflanzen erneut unter Gewachshausbedingungen angezogen und in die
Untersuchungen dieser Arbeit aufgenommen.

Molekularbiologische Analysen sollten Aufschluss tiber die Stabilitdt und den plastomischen
Zustand der Transformanten geben, sowie Auswirkungen auf Proteinebene aufzeigen.
Die physiologischen Untersuchungen mittels Messungen der Chlorophyllfluoreszenz-
induktion und der P700-Redoxkinetik sowie Untersuchungen zum Stérkeabbau und der
Pigment-zusammensetzung in den Pflanzen sollten weitere Hinweise auf die Rolle des
NDH-Komplexes im zyklischen Elektronentransport, dem Schutzmechanismus der
Elektronentransportkette bei photooxidativem Stress und in der Chlororespiration liefern.
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1. Material

1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Chemikalien (p.a.-Qualitit):

Nahrmedien:
Radioaktive Nukleotide:

Enzyme:

Antibiotika:
Chemilumineszenz-Reagenzien:

Immobilon-(PVDF)-Membranen:

Nitrocellulosemembranen:
Rontgenfilme:

Diafilme:

1.2 Pflanzenmaterial

Amersham Pharmacia (Freiburg),

Baker (Deventer, Niederlande), Boehringer (Mannheim),
Clonetech (Palo Alto, USA), Fluka (Buchs, Schweiz),
Janssen (Beerse, Belgien), Merck (Darmstadt),
Riedel-de-Haen (Seelze), Roth (Karlsruhe),

Serva (Heidelberg), Sigma (Miinchen)

Gibco BRL (Neu-Isenburg), Difco Laboratories
(Detroit, USA), Fluka (Buchs, Schweiz)

Amersham Pharmacia (Freiburg).

Boehringer (Mannheim),Calbiochem (La Jolla, USA),
Sigma (Miinchen), Fluka (Buchs, Schweiz,

Yakult (Honsha, Japan).

Serva (Heidelberg) .

ECL-Reagenziensatzes (Amersham Pharmacia,
Freiburg).

Millipore (Eschborn)

Biodyne (Portsmouth, England)

CEA (Strangnds, Schweden),

Eastman Kodak (Rochester, USA)

Agfa (Leverkusen)

Nicotiana tabacum var. Petite Havanna

Das Saatgut wurde freundlicherweise von Frau Dr. Waltraud Kofer (Botanisches Institut der
Ludwig-Maximilians-Universitdt, Miinchen) zur Verfligung gestellt.

1.3 Bakterienstimme und Plasmide

Es wurden folgende Bakterienstimme verwendet:

DH5aFendAl, hsd R17 k', mk’, supE44, thi-1, I-recAl, gyrA96, D(lacZ-rA-argF)ul69,
80lacZDm15 (Bethesda Res. Lab. 1986)

SCS110: rpsL (StrR), thr, leu, endA, thi-1, lacY, galK, galT, ara, tonA, tsx, dam, dcm,
supE44, D(lac-proAB), [F’, tra D36, proAB, laclI’Z, Dm15] (Stratagene, 1997)

Fir die Klonierungen wurde der Vektor pBluescript KS II+ (Stratagene, Heidelberg)

verwendet.



I1. Material & Methoden 17

1.4 Resistenzkassette 16S-aadA

Fir die Herstellung der Mutagenesekonstrukte wurde die Resistenzkassette 16S-aadA
verwendet (Koop et al.,1996).

165 rONA + rhe anda (SmPyspchy bl

Abb. 4: 16SaadA-Resistenzkassette

Sie beinhaltet das aadA-Gen aus dem Omega Interposon (Prentki & Krisch, 1984, Prentki
et al., 1991), das eine Aminoglycosid 3’-Adenyltransferase kodiert. Die Aminoglycosid 3’-
Adenyltransferase verleiht Resistenz gegen Spectinomycin und Streptomycin (Svab et al.,
1990a; Goldschmidt-Clermont, 1991). Das aadA-Gen steht unter Kontrolle des 16S rDNA-
Promotors aus Tabakplastiden und zwischen Promotor und Gen befindet sich die Ribosomen-
bindestelle des rbcL-Gens aus Tabak. Als Terminator dient das 3"-Ende des rbcL-Gens aus
Chlamydomonas reinhardtii. Die Integration in das Tabakplastom erfolgte durch homologe
Rekombination iiber plastomhomologe Sequenzabschnitte am 3 und 5'-Ende der Resistenz-
kassette.

1.5 Konstrukte

Folgende Ausgangsplasmide und Mutagenesekonstrukte, bzw. Saatgut bereits mutagenisierter
Pflanzen, wurden von Herrn PD Dr. Klaus Steinmiiller, Institut fiir Entwicklungs- und
Molekularbiologie der Pflanzen, Diisseldorf, zur Verfiigung gestellt (Tab. 4 & 5):

Tab. 4: Zur Verfiigung gestellte Ausgangsplasmide fiir die Mutagenesekonstrukte. Darstellungen der
Plasmide befinden sich in Abbildung 9 im Ergebnisteil.

Plasmid Grofle (bp) kloniertes enthaltene Gene
Plastomfragment *

pXS6.3 6303 Xhol 118604 / ndhH / -A / -1 / -G / -E; psaC;
Sall 124907 ndhD

pXS8.5 8516 Xhol 118604 / ndhH / -A / -1 / -G / -E; psaC;
Stul 127120 ndhD

pSB3.8 3766 Sall 49833 / ndhC/-K/-J
BamHI 53599

pD3368BX 3368 Xbal 119540/ ORF 313; ndhD, psaC
Bglll 116171

p4656BB 46565 Bglll 116171/ ndhF; rpl32; sprA; trnL
Bglll 111515

pUC-16SaadA 4133 EcoRI / Xbal aadA; 16STRNA, 1bs, 3"-rbcL

(Resistenzkassette)

? Basenpaarnummer nach der Nummerierung von Shinozaki et al. (1986).
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Tab. 5: Zur Verfiigung gestellte ndh-Mutagenese- und Kontrollkonstrukte.

Konstrukt Zielgen(e) | Mutation | Insertionsstelle * |Orientierung Referenz
der aadA-
Kassette "
pndhC-H(-I) ndhC Insertion |HindIIl 52368 + Kofer et al.
(1998)
pndhC-H-II ndhC Insertion |HindIIl 52368 - K. Steinmiiller
(unverdffentl.)
pndhCKJ-HN(-I)|ndhC/-K/-J |Deletion |HindIII 52368 / + Kofer et al.
Ndel 51112 (1998)
pndhCKJ-HN-II |ndhC/-K/-J |Deletion |HindIIl 52368 / - K. Steinmiiller
Ndel 51112 (unverdffentl.)
pndhHAI-RV(-]) (ndhH/-A/-1 |Deletion [EcoRV 123868 / + Kofer et al.
EcoRV 120818 (1998)
pndhJ-N(-I) ndhJ Insertion |Ndel 51112 + Kofer et al.
(1998)
pndhD-NN(-I) |ndhD Deletion |Ndel 117993/ + Steinmiiller
Ndel 117299 et al. (1998)
pndhD-NN-II  |(ndhD Deletion |Ndel 117993/ - K. Steinmiiller
Ndel 117299 (unverdffentl.)
pndhF-BB-1 ndhF Deletion |BstEIl 113447 / + K. Steinmiiller
BamHI 113119 (unverdffentl.)
pndhF-N-I ndhF Insertion |Ncol 113436 + K. Steinmiiller
(unveroffentl.)
pIGE-aad I Insertion |Xbal 11954 + Kofer et al.
(1998)
pIGE-aad I1 Insertion |Xbal 11954 - K. Steinmiiller
(unverdffentl.)
pF-aad I Insertion |Snal 115265 + Koop et al.
(1996)
pF-aad I1 Insertion |Snal 115265 - Koop et al.
(1996)
pUC19-rpoB Insertion |Smal 28195 - W. Kofer

 Basenpaarnummer nach der Nummerierung von Shinozaki et al. (1986).

b (+) und (-) geben die Orientierung der 16SaadA-Kassette an: (+) in Leserichtung der ndh-Gene und ( -) gegen
die Leserichtung der ndh-Gene

Die in Klammern gesetzten Bezeichnungen ,,-I* stellt eine Verdanderung gegeniiber der in der Veroffentlichung
(Kofer et al., 1998) benutzten Bezeichnung dar und dient zur Unterscheidung von nachtriglich hergestellten
Mutagenesekonstrukten, bei denen die Resistenzkassette gegen die Leserichtung inseriert wurden (,,-11%).

Bei den Konstrukten pIGE-aadl/Il und pF-aadl/Il wurde die Resistenzkassette in die Néhe
eines oder mehrerer ndh-Gene inseriert ohne das Leseraster zu zerstoren. Bei dem Konstrukt
pUC19-rpoB wurde die Kassette vor den Promotorbereich des rpoB-Gens inseriert und somit
in grof3er Entfernung zu den ndh-Genen. Die Transformanten sollten als Kontrollen dienen.

Die aufgefiihrten Mutagenesekonstrukte pndhC-H-I, pndhCKJ-HN-I, pndhHAI-RV-I, pndhlJ-
N-I und pIGE-aadl/Il wurden iiber PEG-vermittelte Transformation (2.4.2) in Tabakplastiden
transformiert (Kofer et al, 1998), die restlichen {iiber die biolistische Trans-
formationsmethode (2.4.1).
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1.6 Antiseren

Folgende Antiseren wurden fiir die Immunodetektion von Proteinen verwendet:

Tab. 6: Ubersicht iiber die verwendeten Antiseren

Antikorper Spezifitat Herkunft Verdiinnung
NDH-H Tabak E. Funk 1:1000
NDH-J Reis K. Steinmiiller 1:500
Photosystem I-D |Spinat R. Nechushtai 1:1000
Photosystem II- D|Erbse P. Gamble 1:2000
a-/b-UE ATPase |Spinat N. Nelson 1:2000
FNR Spinat L. Klein-Hitpall [1:5000
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2. Methoden

2.1 Pflanzenanzucht

2.1.1 Anzucht im Gewichshaus

Fiir die Anzucht der Pflanzen im Gewéchshaus wurden Tabaksamen in kleinen Tontdpfen auf
Anzuchterde (Floraton, Torfprodukt DIN 11549-F80, pH 5,5 - 6,5; Floragrad, Oldenburg)
ausgesit, leicht in die Erde eingedriickt und zur Keimung gebracht. Bei einer Grofle von
circa 1 cm wurden die Keimlinge pikiert und in Torfanzuchtschalen (The Jiffy Group,
Kristiansand, Norwegen) auf Floraton-Erde umgesetzt. Bei der weiteren Anzucht in
Tontdpfen wurde Topferde mit einem pH von 7 - 8 verwendet. Mit zunehmender Grof3e
wurden die Pflanzen regelmiBig bis zu einer Topfgrofle von 14 cm Durchmesser umgetopft.

Die Wachstumstemperatur lag, abhingig von den dufleren Witterungsbedingungen, zwischen
22 °C im Frithjahr und 29 °C im Sommer. Die Luftfeuchtigkeit schwankte zwischen 45 % und
60 %. Die Pflanzen wurden in einem 14 h-Hell-10 h-Dunkel-Zyklus mit Pflanzenlampen
(Quecksilber- und Natriumdampflampen HPL, SON, SON-T, Philips, Kd&ln)) beleuchtet.
Die Lichtstirke betrug in einer Hohe von 50 cm iiber der Stellfliche, 350 pmol sec™'m?.
Um Mangelerscheinungen vorzubeugen, wurden die Pflanzen ab der 8. Woche regelméaBig
mit Stickstoffdiinger gediingt. Die Schédlingsbekdmpfung erfolgte auf biologische Weise

durch Fressfeinde.

Zur Samengewinnung wurden die Bliitenstinde kurz vor der Bliitenéffnung mit
Pergamenttiiten an der Pflanze verpackt. Nach Ende der Samenreifung wurden die
Bliitenstinde samt Tiiten abgeschnitten, die Samenkapseln getrocknet und ausgeleert.
Die Samen wurden in Kunststoffrohrchen bei 4 °C gelagert.

Das Blattmaterial fiir die molekularbiologischen und physiologischen Untersuchungen wurde
zwischen der siebten und zwolften Woche, in der Phase des maximalen Pflanzenwachstums,
geerntet. Aus voll entwickelten Blittern der Pflanzenmitte, die dem Licht exponiert waren,
wurden Blattscheiben entnommen. Blattmaterial fiir die DNA-Analyse, Pigmentanalyse und
Stirkequantifizierung wurde zum jeweiligen Zeitpunkt sofort nach der Ernte in fliissigem
Stickstoff schockgefroren und die Blattscheiben fiir die Chlorophyllfluoreszenzmessungen bis
zur Verwendung auf feuchtem Filterpapier bei Schwachlicht gelagert (Backhausen & Scheibe,
1999).

2.1.2 Anzucht in der Klimakammer

Einige Pflanzen wurden auf Erde in einem Pflanzenwuchsschrank (PSM1.5 / 1.5, Noske-
Kaeser / Realtest, Moers) angezogen. Dabei wurde ein 14 h-Hell-10 h-Dunkel-Zyklus bei
einer Lichtintensitit von 250 pmol sec”’ m?, und einer konstanten Temperatur von 25 °C
gewihlt. Die Lichtintensitdt wurde 50 cm iiber der Stellfliche gemessen.
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2.1.3 Anzucht in Gewebekultur

Tabakpflanzen wurden in Glasgefalen oder in GA-7-Kunstoffbehéltern (Magenta, Chicago,
USA) auf 100 ml B5-Medium (Gamborg's B5 Basal Medium, Sigma, St. Louis, USA) mit
1 % Agar und 2 % Saccharose angezogen. Fiir die Selektion von transformierten Pflanzen
wurde dem Medium 500 mg/l Spectinomycin hinzugesetzt. Die Pflanzen wurden in einem
14 h-Hell-10 h-Dunkel-Zyklus bei einer Temperatur von 24 °C und einer Lichtintensitit von
120 pmol sec' m? (WeiBlicht, Philips, TLD 58W/86 und TLD 65W/25RS) in der
Klimakammer angezogen.

Zur Erhaltung wurden kleine Sprossstiicke auf frisches Medium umgesetzt. Um das
Wachstum zu verlangsamen, wurden die Sprossstiicke nach der Wurzelbildung einer
verringerten Lichtintensitét von 50 pmol sec”! m? ausgesetzt.

Um die Gewebekulturpflanzen zur Samenbildung zu bringen, wurden sie ins Gewéchshaus
transferiert. Nachdem das Medium unter flieBendem Wasser sorgfiltig entfernt wurde,
wurden sie auf ein Erde-Sandgemisch im Verhéltnis 3:1 gesetzt. Zur Akklimatisierung an die
Gewichshausbedingungen wurden die frisch umgesetzten Pflanzen eine Woche lang in einem
beheizten Kleingewichshaus mit erhohter Luftfeuchtigkeit (29 °C / 85 %) angezogen und
regelméfBig mit Wasser bespriiht. AnschlieBend wurden sie unter normalen Gewéchshaus-
bedingungen (2.1.1) weiter angezogen und zur Samenreife gebracht.

2.2 Methoden der DNA-Analyse

Molekularbiologische Grundtechniken wie die Aufreinigung von Nukleinsduren mittels
Phenol-Chloroform-Extraktion, Prézipitationen, gelelektrophoretische Auftrennung von
Nukleinsduren und deren Anfarbung wurden, sofern nicht anders erwihnt, nach Standard-
protokollen durchgefiihrt (Sambrook et al., 1989).

DNA-Fragmente wurden mit Hilfe des JetSorb-Reagenziensatzes (Genomed,
Bad Oeynhausen) den Herstellerangaben entsprechend aus Agarosegelen eluiert.
Restriktionen und Ligationen zur Klonierung von DNA-Fragmenten wurden jeweils nach den
Angaben der Enzymhersteller durchgefiihrt. Die Transformation der gefrierkompetenten
Bakterienstimme E. coli DH5a und SCS 110 erfolgte mittels Hitzeschock (Hanahan et al.,

1985).

Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde im KleinmaBstab mittels alkalischer Lyse (Birnboim
& Doly, 1979) durchgefiihrt. Préparationen der Ausgangsplasmide im groferen Malstab
erfolgten mittels JetStar-Sdulen (Genomed, Bad Oeynhausen) nach Herstellerangaben.
Praparationen der Konstrukte im groBeren MaBstab erfolgte iiber Féllung mittels PEG
(Krieg & Melton, 1987).
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2.2.1 DNA-Priaparation aus Pflanzen

Fiir die Southern-Analyse wurden circa 300 mg frisches Blattmaterial geerntet und die
Blattmittelrippe entfernt. Das gefrorene Material wurde flir mindestens 60 h bei 4 °C und
0,06 mbar lyophilisiert (Alpha 1-4, Christ, Osterode/Harz). Die DNA-Isolierung erfolgte
mittels des DNeasy-Reagenziensatzes der Firma Qiagen (Hilden). Dazu wurde das
vorgekiihlte Material mit einem motorgetriebenen Pistill in I ml vorgelegtem
Homogenisationspuffer zerrieben. Die Qualitdit der DNA wurde iiber ein 0,8 %-iges
Agarosegel iiberpriift und tiber eine Verdiinnungsreihe mit I-DNA quantifiziert.

2.2.2 Southern-Transfer

Jeweils 0,5 - 1 pg genomische DNA wurden auf einem 1,2 %-igem Agarosegel elektro-
phoretisch aufgetrennt. Das Agarosegel wurde anschlieBend nach der Methode von Southern
(1975) zur Depurinisierung 15 min in 0.25 M HCI inkubiert und zur Denaturierung danach
zweimal fiir jeweils 15 min in 0.4 M NaOH / 0.6 M NaCl geschwenkt. Mittels Saugstromung
wurde die DNA iiber Nacht auf eine Hybond-N'-Nylonmembran transferiert.
Als Transferpuffer diente 25 mM Natriumphosphatpuffer (pH 6,5). Zur Neutralisierung wurde
die Membran nach dem Transfer kurz in 200 mM Na,HPO,4 (pH 7,5) inkubiert. Die Fixierung
der DNA auf der Membran erfolgte durch UV-Bestrahlung in einem UV-Crosslinker
(Amersham, Braunschweig) bei 30000 pJ / cm? (Khandijan, 1986).

2.2.3 Radioaktive Markierung von DNA-Sonden

Als Sonden fiir radioaktive Markierungen wurden definierte Restriktionsfragmente aus
verschiedenen Plasmiden verwendet. Die Fragmente wurden mit Hilfe des ,,Megaprime
Labeling Kit“ (Amersham Pharmacia, Freiburg) nach der Methode von Feinberg und
Vogelstein (1983) radioaktiv markiert.

2.2.4 Nachweis filtergebundener Nukleinsauren

An Nylonmembranen gebundene DNA wurde durch Hybridisierung mit radioaktiv markierten
Sonden nachgewiesen. Die Hybridisierung wurde nach der Methode von Church und Gilbert
(1984) in 250 mM Na,HPO4, 7 % Natrium-Dodecylsulfat (SDS) und 2,5 mM EDTA
durchgefiihrt. Die Filter wurden dabei nach ein bis zwei Stunden Vorhybridisierung
mindestens 16 Stunden mit der radioaktiven Sonde bei 64 °C in rotierenden Rohren
hybridisiert. Bei Hybridisierungen mit heterologen Sonden betrug die Hybridisierungs-
temperatur 54 °C. AnschlieBend wurden die Filter nacheinander jeweils 45 min bei der
entsprechenden Hybridisierungstemperatur in 1 x SSC / 0,5 % SDS und zweimal in
0,5 x SSC /0,5 % SDS gewaschen (20 x SSC: 3 M NaCl / 0,3 M NaCitrat).

Die gewaschenen Filter wurden in Frischhaltefolie eingeschlagen und mehrere Stunden bis
Tage bei —80 °C einem Rontgenfilm (X-Omat AR 5, Kodak, USA oder Wicor-X RP Blue
sensitive, CEA GmbH, Schweden) unter der Verwendung von Verstirkerfolie (Cronex
Quanta III) exponiert.
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Alternativ wurden die Filter zur Quantifizierung und bei schwachen Signalen fiir 2 - 16
Stunden einer Detektierfolie (Fuji-Film, Tokio, Japan) exponiert und anschlieBend im
Bio Imaging Analyzer BAS-1800 mit dem Programm Image Reader BAS-1800 Version 1.4 E
und Image Gauge Version 3.0 bearbeitet (Fuji-Film, Tokio, Japan).

Um die radioaktive Sonde wieder vom Filter zu entfernen, wurden die Southern-Filter bei
37 °C je 15 Minuten zunichst in 0,1 M NaOH / 0,25 % SDS und anschlieBend in
0,2 M Tris-HCI (pH 7.5) / 0,1 x SSC/ 0,25 % SDS unter leichtem Schiitteln gewaschen.

2.3 Methoden der Proteinanalyse

2.3.1 Priparation von Plastiden und Thylakoidmembranen

Plastiden und Thylakoidmembranen wurden in kleinem MaBstab isoliert. Dazu wurden
2 g Blattmaterial ohne Mittelrippe kurz mit demineralisiertem Wasser gewaschen und in
einem kleinen Waring Blender in 20 ml CIP-A-Puffer (44 mM MES-KOH pH 5,7 /
450 mM Sorbitol / 10 mM NaCl / 0,5 mM KH,PO4 / 1 mM MgChk / 1 mM MnC}h /
2 mM EDTA / 0,1 % a-Mercaptoethanol) dreimal 5 Sekunden zerkleinert. Das Homogenat
wurde tiber eine Doppellage Miracloth (Calbiochem, La Jolla, USA) in einen
Zentrifugenbecher auf Eis filtriert und 5 min bei 4000 x g zentrifugiert. Das Sediment wurde
in 1/10 Volumen  CIP-A-Puffer resuspendiert, auf einen zweistufigen Percoll-Gradient mit
45 % und 85 % geladen und fiir 10 min bei 4 °C und 10000 x g in einem Ausschwingrotor
aufgetrennt. Aufgrund des kleinen Mafstabes von 2 ml und im Hinblick auf die weitere
Verwendung wurden die Banden mit den Thylakoiden und mit den intakten Chloroplasten
vereinigt und zweimal mit 1,5 ml CIP-A gewaschen, um das Percoll zu entfernen.
Die aufgereinigten Thylakoide wurden in wenig CIP-A zuriickgelost, in fliissigem Stickstoff
eingefroren und bei —20 °C gelagert.

Die Proteinkonzentration wurde mit der Methode nach Bradford (1976) und der
Chlorophyllgehalt nach der Methode von Arnon (1949) bestimmt.

2.3.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Isolierte Proteine wurden auf SDS-haltigen Polyacrylamidgelen (Verhéltnis Acrylamid /
N,N-Bisacrylamid 38:1) nach der Methode von Laemmli (1970) elektrophoretisch
aufgetrennt. Dabei wurden Gele mit einer 12,5 %-igen Trennschicht und einer etwa 5 %-igen
Sammelschicht verwendet. Die Proteine wurden vor dem Auftragen auf das Gel denaturiert,
indem sie mit 1/5 Volumen Laufpuffer (310 mM Tris-HCl pH 6,8 / 10 % (w/v) SDS /
50 % (v/v) Glycerin / 0,5 % Bromphenolblau-Farbstoff) sowie 1/10 Volumen b-Mercapto-
ethanol versetzt und fiir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Vor dem Auftrag auf
das Gel wurden die Proteine fiir 45 Sekunden auf 85 °C erhitzt und anschlieBend fiir 5 min
abzentrifugiert. Der Elektrophoresepuffer enthielt 25 mM Tris / HCI pH 8,8, 192 mM Glycin
und 0,06 % SDS. Die aufgetrennten Proteine wurden nach der Elektrophorese mittels
Coomassie-Farbstoff (0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blau R-250, 50 % (v/v) Methanol,
7 % (v/v) Essigsdure) eingefarbt (Congdon et al., 1993) oder fiir die immunologische Analyse
weiterbehandelt.
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2.3.3 Immunologischer Nachweis elektrophoretisch aufgetrennter Proteine

Fiir die immunologischen Analysen wurden die Proteine nach erfolgter Elektrophorese mittels
einer Trockenblot-Apparatur (cti, Idstein/Taunus) auf eine Immobilon P-(PVDF)-Membran
transferiert (Kyhse-Andersen, 1984). Abweichend von der Methode von Kyhse-Andersen
(1984) wurde fiir den Proteintransfer nur ein Transferpuffer eingesetzt (96 mM Glycin /
10 mM Tris / 10 % (v/v) Methanol, Towbin ef al., 1979). Vor dem Aufbau der Western-Blot-
Apparatur wurden das SDS-Polyacrylamidgel und die Membranen fiir 15 min im
Transferpuffer dquilibriert. Zum Transfer wurde fiir zwei Stunden lang eine Spannung von
0,6 mA/cm? Filterfliche angelegt. Zur Absittigung unspezifischer Bindestellen wurden die
Filter nach dem Proteintransfer fiir eine Stunde in TBS-B (20 mM Tris-HCI (pH 7,6) /
137 mM NaCl = TBS mit 1 % (w/v) Rinderserumalbumin) oder in Rotiblock-Reagenz
(Roth, Karlsruhe) inkubiert. Die Filter wurden iiber Nacht bei 4 °C mit Antikérpern in TBS-T
(TBS mit 0,1 % (v/v) Triton X-100) inkubiert.

Nach der Entfernung der Antikorperlosung wurden die Filter dreimal in TBS-T gewaschen
und anschlieend fiir eine Stunde bei 4 °C mit einem gegen den Erstantikorper gerichteten
Antikorper-Peroxidase-Konjugat inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen in TBS-T
wurde der gebundene Antikorper mittels des Enhanced Chemiluminescence Systems
detektiert.

Sollte ein Filter wiederverwendet werden, wurden die gebundenen Erst- und Zweitantikdrper
durch eine 30-miniitige Inkubation in 62,5 mM Tris pH 6,7 mit 100 mM b-Mercaptoethanol

und 2 % (w/v) SDS bei 60 °C entfernt. Nach zwei 15-miniitigen Waschung in TBS-T konnte
der Filter erneut mit Erstantikorper inkubiert werden.

2.4 Plastidentransformation

2.4.1 Biolistische Transformationsmethode

Bei der biolistischen (biologisch-ballistischen) Methode zur Plastidentransformation wird die
Fremd-DNA mittels Beschuss mit DNA-beschichteten Goldkiigelchen in die Pflanzenzelle
eingebracht (Boynton et al., 1988, Finer et al., 1999). Die Goldkiigelchen (,,microcarrier*)
werden auf ein Plattchen (,,macrocarrier*) aufgebracht. Im Gasbeschleunigungsrohr wird mit
Helium ein Uberdruck aufgebaut, der ein weiteres Plittchen mit definiertem Berstdruck
(,,rupture disc®) zerreiflit. Das ausstromende Gas beschleunigt in der evakuierten Objekt-
kammer den ,,Macrocarrier”, der an einem Drahtnetzchen (,,stopping screen) abgebremst
wird und dabei die Goldkiigelchen freigibt, die in das unterhalb in der Kammer positionierte
Blattgewebe eindringen.

Zur Beschichtung der Goldkiigelchen mit DNA wurden 35 pl der Goldkiigelchen (0,6 um,
60 mg in 1 ml EtOH, Bio-Rad, Miinchen, Randolph-Anderson et al., 1995) kurz sedimentiert,
der Uberstand wurde abgenommen und das Sediment wurde in 1 ml sterilem Wasser
gewaschen und erneut sedimentiert. Danach wurde das Goldsediment in 230 pul Wasser und
250 ul 2,5 M CaCk zusammen mit 25 pg DNA resuspendiert. Vor der 10-miniitigen
Inkubation auf Eis wurden 50 pl 0,1 M Spermidin (Sigma, Miinchen) zugegeben. Im néchsten
Schritt wurde das beschichtete Gold sedimentiert und zweimal mit 600 pl reinem Ethanol
gewaschen. Nach den Waschungen wurde das Gold sorgfiltig in 72 ul reinem Ethanol
resuspendiert.
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Die zu beschieBenden Tabakblitter stammten von 3 Wochen alten Pflanzen aus der
Gewebekultur. Voruntersuchungen haben gezeigt, dass fiir die Transformation die vier
jingsten Blatter die besten Ergebnisse liefern. Die Blétter wurden mit der Blattoberseite fiir
24 h bei 25 °C, einem 16h-Hell-8h-Dunkel-Zyklus und 200 pmol sec’! m* auf RMOP-
Medium (4,4 g/l MS-Salze / 1 mg/l BAP / 100 pg/l NAA / 100 mg/l myo-Inositol /
100 pg/l Thiaminium-dichlorid / 3 % (w/v) Saccharose) nach Svab et al. (1990) vorinkubiert .

Fiir die Transformationen wurde die ,,Particle gun PDS 1000/He* von Bio-Rad (Miinchen)
mit folgenden, fiir Tabak optimierten, Parametern verwendet (Kofer, personliche Mitteilung;
Heiser, 1992; Sanford et al., 1993; Demel, 1995):

Berstdruck: 900 psi
Unterdruck: 0,06 bar
Absténde:

Lrupture disc* - ,,macrocarrier 8 mm
,macrocarrier - ,,stopping screen 8 mm
»stopping screen® - Tabakblatt 7 cm
Goldsuspension / Beschuss Sul

Bei jeder Transformation wurden ungefdhr 3 pg DNA pro Schuss eingesetzt. Nach dem
Beschuss wurden die Blitter fir zwei Tage auf RMOP-Medium in der Klimakammer
kultiviert. Danach wurden sie in 3 x 3 mm groBle Stiickchen geschnitten und mit der
Blattunterseite nach unten auf RMOP-Medium, das 500 mg/l Spectinomycin enthielt, gelegt.
Nachdem sich die Blattstiicke stark gewdlbt und vergroBert hatten, wurden sie erneut
zerschnitten und auf frisches antibiotikahaltiges RMOP-Medium umgesetzt. Nach circa
3 Wochen bildeten sich die ersten spectinomycinresistenten griinen Kalli oder Sprosse.
Vitrifizierte, d.h. glasig durchscheinende Kalli, wurden erneut zerteilt und wieder auf
spectinomycinhaltiges RMOP-Medium gesetzt.

Die resistenten Sprosse wurden auf spectinomycinhaltigem B5-Medium (2.1.3) bewurzelt und

angezogen.
7 I_| 1
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Abb. 5: Schematische Darstellung der biolistischen Plastidentransformation. (A) Beschuss des
Blattgewebes mit DNA-beschichteten Goldkiigelchen, (B) Selektion auf antibiotikahaltigem Medium, (C)
Kultivierung der resistenten Kalli zu Sprossen, (D) Bewurzelung der Sprosse und Haltung der
transformierten Pflanzen in Gewebekultur (nach Maliga, 1993)
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2.4.2 Polyethylenglykol (PEG)-vermittelte Transformationsmethode

Die PEG-vermittelte Plastidentransformation (Spdrlein et al., 1991; Golds et al., 1993;
Kofer et al., 1998), im weiteren als PEG-Transformation bezeichnet, ist eine Alternative zur
biolistischen Transformationsmethode (O'Neill et al.,, 1993). Vor der eigentlichen
Transformation steht die Gewinnung der Protoplasten und danach die Regeneration und
Anzucht der transformierten Pflanzen.

Blatter von zwei bis drei Wochen alten in-vitro gezogenen Tabaksprosskulturen wurden von
der Mittelrippe befreit und in 1 mm diinne Streifen geschnitten, die in 10 ml PIN-L3sung
(MS-Macrosalze modifiziert: 10 mM KNO; / 440 mg/l CaCL / 370 mg/l MgSO4 /
170 mg/l KH,PO4 / 20 mM NHs-Succinat / 0,1 % MS-Microsalze (Murashige & Skoog,
1968) / 0,1 % PC-Vitamine / 0,1 % Polypuffer 74 (LKB-Pharmacia, Uppsala, Schweden) /
1 mg 6-Benylaminopurin (BAP)/ 100 pg a-Naphtalenessigsdure (NAA) / mit Saccharose auf
550 mOsm eingestellt, pH 5,8) fiir 1 h priaplasmolysiert wurden. Danach wurden die
Blattstreifen in 10 ml frische PIN-Losung , die jeweils 50 pg Cellulase Onozuka R10 und
Maceroenzym R-10 enthielt, fiir 16-18 Stunden im Dunkeln inkubiert.

Die Protoplastensuspension wurde durch einen 100 pum-Metallfilter in sterile Roéhrchen
iiberfiihrt, mit 2 ml PCN (entspricht der Zusammensetzung von PIN mit dem Unterschied,
dass die Osmolaritdt durch Glucose und 20 g Saccharose auf 550 mOsm eingestellt wird)
iiberschichtet und fiir 10 min lang bei 70 x g zentrifugiert. Von den drei entstandenen Banden
enthielt die mittlere die flir die Transformation geeigneten Protoplasten, die mit einer
Pasteurpipette entnommen wurde. Nach dem Auffiillen auf 10 ml mit PTN (0,4 M Mannitol /
15 mM CaCh mit IN KOH auf pH 5,6) wurde mittels einer Zdhlkammer die Anzahl der
Protoplasten bestimmt. Durch eine 10-miniitige Zentrifugation bei 70 x g wurden die
Protoplasten sedimentiert und auf eine Zelldichte von 5 x 10° Protoplasten/ml eingestellt.

Fiir die Transformation wurden zu 100 pl der Protoplastensuspension 50 pg DNA in 18 pl
TE-Puffer (10 mM Tris / 1 mM EDTA, pH 5,6), sowie 7 ul PCN und 125 pl PEG-Losung
(70 mM Ca(NOs), / 40 % PEG 1500, pH 9,7) hinzugegeben. Nach 7,5 min wurden abermals

125 ul PCN und nach weiteren 2 min 2,6 ml PCN hinzugegeben.

Zur Regeneration wurde die Protoplastensuspension im Verhiltnis 1:1 mit 2,8 % Alginat
(Roth, Karlsruhe; in 0,5 mM Mannitol / 7 mM MES, pH 5,7) gemischt. Die Suspension wurde
auf 6 x 6 cm groBe Kunststoffnetze mit einer Maschenweite von 0,5 mm
(Spérl, Sigmaringendorf) getropft, die auf Ca2’-Agar gelegt wurden. Nach dem Aushirten
wurden die eingebetteten Protoplasten fiir eine halbe Stunde in PCN &dquilibriert und danach
zur Zellwandbildung tiber Nacht in PCN inkubiert.

Nach sieben Tagen wurden die Netze mit den Mikrokolonien, die sich aus den Protoplasten
gebildet hatten, von dem Fliissigmedium PCN auf das Festmedium RMOP gesetzt, das nach
der zweiten Kulturwoche mit jeweils 500 mg/l Streptomycin und Spectinomycin versetzt
wurde. Nach der 13. Woche wurde nur noch mit Spectinomycin selektiert. Griine Kalli
wurden von den Netzen gepickt, auf RMOP-Medium zu Sprossen regeneriert und in
Gewebekultur auf B5-Medium mit Antibiotikazusatz (2.1.3) bewurzelt.
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2.4.3 Selektion der Transformanten

Die aus der PEG- und der biolistischen Transformation erhaltenen Sprosse wurden auf
spectinomycinhaltigem B5-Medium angezogen. Diese Pflanzen wurden als Fy-in-vitro-
Pflanzen bezeichnet, da es die erste ,,Pflanzengeneration” in Gewebekultur war, die aus dem
Transformationsereignis hervorgeging.

Die Fy -Pflanzen wurden nun zyklisiert, um den homoplastomischen Zustand zu erreichen,
d.h. dass das Mutagenesekonstrukt in allen Plastomkopien inseriert wird. Dazu wurden kleine
Blattstiicke von ca. 3 x 3 mm zur Sprossbildung mit der Blattunterseite auf
spectinomycinhaltiges RMOP-Medium gelegt. Die daraus entstandenen Sprosse wurden zur
Bewurzelung wieder auf spectinomycinhaltiges B5-Medium gesetzt. Dieser Vorgang wurde
mindestens zweimal wiederholt. Nach der letzten Zyklisierungsrunde wurden die Sprosse zur
Bewurzelung auf spectinomycinhaltiges B5-Medium gesetzt. Diese Pflanzen wurden als
,Fo-in vitro 1, 11, 1II* bezeichnet. Bei der PEG-vermittelten Transformation wurden 9 bis 12
ZyKklisierungen und bei der biolistischen Transformation 3 bis 4 Zyklisierungen durchgefiihrt.

Die Transformationen wurden von Frau Dr. Waltraud Kofer am Botanischen Institut der
Ludwig-Maximilian-Universitdit in Miinchen durchgefiihrt und die transformierten
Tabakpflanzen als ,,Fo-in vitro*“-Pflanzen zum Sichten nach Diisseldorf gebracht.

2.4.4 Sichtung der Plastidentransformanten

Die Transformanten wurden auf physiologischer und molekularer Ebene gesichtet.
Zur Sichtung der Transformanten wurden ca. 3 Wochen alte ,.Fo-in vitro“-Pflanzen aus
Gewebe-kultur verwendet, die noch nicht zyklisiert waren.

Mittels Southern-Analyse (2.2.2) wurde die korrekte Insertion des Mutagenesekonstruktes ins
Plastom und der plastomische Zustand der Pflanzen untersucht. Die Verwendung spezifischer
DNA- Sonden erlaubte die Identifizierung von Pflanzen mit Wildtypkopien des Plastoms,
Transformanten und der korrekten Integration der Resistenzkassette ins Plastom. Uber die
Signalstarke, bzw. das Verhiltnis von Transformanten- und Wildtypsignal, konnte auch der
homo- oder heteroplastomische Zustand der Pflanzen abgeschétzt werden.

Die physiologische Sichtung wurde iiber die Messung der Chlorophyllfluoreszenz (2.7.2)
vorgenommen.

2.5 Quantifizierung der Stirke

Zur Bestimmung des Stirkegehaltes der Blitter wurde in einem ersten Schritt die Stirke aus
dem Blattmaterial isoliert und zu Glucose abgebaut. In einem zweiten Schritt wurde die
Glucose durch eine Enzymreaktion quantitativ nachgewiesen (Lloyd & Whelan, 1969).

In definierten Zeitabstdnden (Ende der Belichtungsphase, 12 h, 24 h und 48 h) wurden von
jeder Pflanze aus zwei benachbarten Blittern jeweils zwei Blattscheiben mit einem
Durchmesser von 10 mm entnommen. Die Blattscheiben wurden sofort in 1 ml 80 %-iges
Ethanol gegeben und bis zur Quantifizierung bei —80 °C gelagert.
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Zur Isolierung der Stirke wurden durch Extraktion in heilem Ethanol zunichst die
Blattpigmente entfernt. Dazu wurden die Proben fiir 10 min bei 100 °C inkubiert, auf Eis
abgekiihlt und der Uberstand durch frisches Ethanol ersetzt, bis keine Griinfirbung mehr
auftrat. Das entfirbte Gewebe wurde durch eine 30-miniitige Inkubation mit 0,2 N KOH bei
100 °C lysiert. Nach dem Abkiihlen auf Eis wurde der pH-Wert der Suspension mit
1 N Essigsdure auf 5,5 eingestellt. In der nachfolgenden Enzymreaktion wurde die Stirke im
Uberstand durch eine einstiindige Inkubation bei 55 °C mit Amyloglucosidase (35 U in
50 mM NaAcetat-Puffer pH 4,5; Fluka, Buchs, Schweiz) zu Glucose abgebaut. Die Reaktion
wurde durch Inkubation bei 100 °C gestoppt.

Die Quantifizierung der Glucose erfolgte iiber eine enzymatische Reaktion. 500 pl des
glucosehaltigen Uberstandes wurde fiir 30 Minuten bei 25 °C mit 1 ml Glucose-Oxidase-
Reagenz inkubiert (4 U Glucose-Oxidase / 2 U Meerrettich-Peroxidase / 200 pg o-Dianisidine
Dihydrochlorid in 300 mM Tris / 360 mM NaH,PO4 / 40 % (v/v) Glycerol). Dabei wird
Glucose zu Gluconat umgewandelt. Das dabei entstandene FADH, reagierte mit Wasser zu
FAD und Wasserstoffperoxid. Das Wasserstoffperoxid reagierte anschlieBend {iber die
Peroxidase mit o-Dianisidine Dihydrochlorid zu Wasser und 3,3-Dimethoxy-4,4-
Diimnodiphenoquinon, wodurch eine Rotfirbung hervorgerufen wurde. Die Reaktion wurde
durch Zugabe von 5 N HCIl gestoppt wodurch die Farbe von rot in violett umschlug.
Die Extinktion wurde bei 525 nm gemessen und die Glucosekonzentration iiber eine
Eichreihe bestimmt. Die Enzymreaktion ist eine Endpunktbestimmung, bei der die maximale
Rotfarbung nach 20 Minuten eintritt und die Farbung danach fiir 18 h stabil ist.

2.6 Analyse der Chlorophyll- und Carotinoidzusammensetzung iiber
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC)

Die Pigmentzusammensetzung der Pflanzen wurde mit Hilfe einer Hochleistungsfliissigkeits-
chromatographie (HPLC) untersucht (Férber und Jahns, 1998). Das Blattmaterial, eine
Blattscheibe mit einem Durchmesser von 1 c¢m, wurde am Ende einer Belichtungsphase
geerntet und sofort in fliissigem Stickstoff eingefroren. Zur Extraktion der Pigmente wurde
die Probe, bei stindiger Kiihlung in fliissigem Stickstoff, mit einem motorgetriebenen Pistill
zerkleinert und in reinem Aceton resuspendiert. Nach einer 10-miniitigen Inkubation auf Eis
wurden die Proben fiir 10 min bei 15000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde iiber einen
0,2 um-Filter (Sartorius, Goéttingen) filtriert und auf einer reversed-phase-Séule (Gilmore &
Yamamoto, 1991) aufgetrennt. Die Trennung auf der Sdule beruhte auf der Polaritit der
Pigmente, d.h. unpolare Pigmente verweilten ldnger auf der Siule und wurden erst mit
abnehmender Polaritit des Losungsmittels eluiert.

Das HPLC-System bestand aus der Pumpe L-7100, Integrator L-500, Autosample L-7200 und
dem D-7000-HPLC-System-Manager (alle Hitachi / Merck, Darmstadt). Ein Probenvolumen
von 20 ul wurde tber eine Vorsdule (LiChroCART 4-4) vorgereinigt und auf einer
LiChroCART 250-4 — Sédule mit LiChrospher 100 RP-18 als Trennmaterial (Séulen und
Trennmaterial, Merck, Darmstadt) aufgetrennt.
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Die Pigmente wurden bei einer Flussrate von 2 ml/min mit folgendem Elutionsprogramm von
der Séule eluiert:

Minuten
100% A 0-9
lin. Gradient auf 100% B 9-12,5
100% B 12,518
lin. Gradient auf 100% A 18 - 19
100% A 19 —23

Das Losemittel A bestand aus Acetonitril, Methanol und 0,1 M Tris-NaOH (pH 8,0) im
Verhéltnis 87:10:3 und das Losemittel B aus Methanol und Hexan im Verhiltnis 4:1.
Eluierte Pigmente wurden photometrisch iiber ihre Absorption bei 440 nm detektiert und das
Elutionsprofil aufgezeichnet. Die Identifikation erfolgte {iber ihre Retentionszeiten, die iiber
kommerziell erhéltliche Pigmentstandards und selbst isoliertes Violaxanthin und Neoxanthin
ermittelt wurden (Farber, 1997).

Die Quantifizierung der Pigmente erfolgte durch die Umrechnung der Fliache unter den
Spitzen (Absorbtion x min) mit den folgenden Koeffizienten (Havier et al., 1997,
Férber et al., 1997):

Pigment Retentionszeit (min) Koeffizient
(Fliche / pmol Pigment)
Neoxanthin 3 2722
Violaxanthin 4 3211
Antheraxanthin 6 2192
Lutein 9 2192
Zeaxanthin 10 2707
Chlorophyll b 13 1298
Chlorophyll a 14 1609
3-Carotinoid 17 2001

Die jeweilige Pigmentmenge wurde auf pmol/umol Chlorophyll umgerechnet. Auflerdem
wurde mit den ermittelten Werten das Verhéltnis Chlorophyll a zu Chlorophyll b bestimmt,
sowie das Verhiltnis des Gesamtchlorophylls zu den Carotinoiden.

Die Pigmentanalyse wurde mit freundlicher Unterstiitzung von Herrn Thomas Grafles am
Institut fiir Biochemie der Pflanzen, Diisseldorf, durchgefiihrt.
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2.7 Chlorophyllfluoreszenzinduktionsmessungen
2.7.1 Theoretische Grundlagen

Die Chlorophyllfluoreszenzinduktionsmessung ist eine nicht-invasive Methode um Vorgénge
im photosynthetischen Elektronentransport zu verfolgen.

In Abbildung 6 ist eine typische Chlorophyllfluoreszenzinduktionskurve mit ihren Parametern
gezeigt.

+ ML + 5P &P
kAL - AL

Abb. 6: Chlorophyllfluoreszenzinduktionskurve (nach van Kooten & Snel, 1990). ML: Messlicht,
AL: Aktinisches Licht, SP: Sittigungspuls, K: Grundfluoreszenz, F,: Maximale Fluoreszenz, F: variable
Fluoreszenz, F: Fluoreszenz bei konstanter Photosyntheserate, F',,/F’, : Maximale und variable Fluoreszenz bei
konstanter Photosyntheserate, F’y: Grundfluoreszenz nach Abschalten des aktinischen Lichtes.

Durch Einschalten des Messlichtes (ML) mit geringer Lichtintensitit kann man die
Grundfluoreszenz Fy ermitteln. Die Grundfluoreszenz Fy wird von den Antennenpigmenten
des Photosystem II  emittiert noch bevor Excitonen das Reaktionszentrum erreichen.
Die Grundfluoreszenz Fy ist somit unabhingig von photochemischen Ereignissen. Der reale
Fo - Wert kann ermittelt werden, wenn der Primdrakzeptor Qu vollstidndig oxidiert, d.h. alle
Reaktionszentren offen, vorliegt (Butler, 1977).

Nach Gabe von aktinischem Licht, d.h. photosynthetisch aktivem Licht, und eines
Sattigungspulses (SP) steigt die Chlorophyllfluoreszenz auf den maximalen Wert Fy,.
Der Anstieg spiegelt die vollstindige Reduktion von Qa wider (Schreiber et al., 1986).
Die Differenz zwischen maximaler Fluoreszenz und Grundfluoreszenz wird als variable
Fluoreszenz F, bezeichnet (Krause und Weis, 1984, 1991). Nach dem Erreichen von Fy, fillt
die Fluoreszenz bis zur Einstellung des photosynthetischen FlieBgleichgewichtes (F) auf ein
konstantes Niveau oberhalb der Grundfluoreszenz Fy ab. Nach dem Abschalten des
aktinischen Lichtes erreicht die Fluoreszenz ein Niveau nahe der Grundfluoreszenzniveau.
AnschlieBend kann man einen kurzzeitigen Fluoreszenzanstieg beobachten, den sogenannten
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transienten Dunkelanstieg, der nach 2 - 3 min wieder auf ein Niveau nahe der
Grundfluoreszenz zuriickfillt (Mano et al., 1995).

Der Abfall der Kurve nach dem Erreichen des Maximums Fy, erfolgt in mehreren Phasen, bis
sich ein konstantes Niveau F einstellt und wird durch Loéschungsfaktoren, bestimmt.
Die Auflosung der Loschungskomponenten liefert wichtige Informationen iiber den Zustand
des Photosyntheseapparates.

Man unterscheidet zwischen der photochemischen und der nicht-photochemischen oder
energieabhéngigen Fluoreszenzloschung (Bradbury und Baker, 1983). Die photochemische
Fluoreszenzloschung qP héngt vom Redoxzustand des Primérakzeptors Qa ab.
Die Reoxidation von Qa gilt als hauptséchlicher Loschungsfaktor.

Die nicht-photochemische oder energieabhingige Fluoreszenzloschung N wird in
drei Hauptmechanismen unterteilt. Die energieabhingige Ldschung qE wird durch den
Autfbau eines Protonengradienten iiber der Thylakoidmembran hervorgerufen und macht den
Hauptanteil der nicht-photochemischen Fluoreszenzloschung aus (Briantais et al., 1979).
Die Fluoreszenzloschung qT wird durch Phosphorylierung der Lichtsammelkomplexe des
Photosystems 11 (LHCII) bei ,,state I / state 11 Ubergingen verursacht (Briantais et al., 1986),
wihrend es bei der photoinhibitorischen Loschung ql (Powles und Bjorkman, 1982) zu
Beschidigungen des Photosyntheseapparates kommt.

2.7.2 Messung der Chlorophyllfluoreszenzinduktionskurve

Die Messung der Chlorophyllfluoreszenzinduktionskuve wurde bei Raumtemperatur mit Hilfe
eines Puls-Amplituden-Modulations-Fluorometers (Walz, Effeltrich) durchgefiihrt. Das Puls-
Amplituden-Modulations-Fluorometer besteht aus der Kontrolleinheit PAM 101/103, der
Weilllichtquelle FL 101, der Fernrotlichtquelle 102 FR, der Emitter- / Detektoreinheit 101 ED
und der Fiberoptik 101 F (Schreiber et al. 1986; Schreiber 1983,1986).

Die Blattproben wurden 2-3 Stunden nach Beginn der Belichtungsphase entnommen und auf
feuchtem Filterpapier leicht abgedunkelt gelagert. Die zu messenden Blattscheiben
(1 cm Durchmesser) wurden in einer Messkiivette (LSC-2, ADC Ltd., Hoddeson, England)
eingespannt, so dass der Abstand zwischen der Blattprobe und der Fiberoptik konstant 0,5 cm
betrug.

Die Grundfluoreszenz Fy wurde durch gepulstes Messlicht (Taktfrequenz 100 kHz, Pulsdauer
1 pusec, PFD = 1 pmol sec”' m?, Wellenlinge 650 nm) angeregt. Um den realen Fy - Wert zu
ermitteln, wurde die zu messende Blattproben vor der Messung fiir mindestens zehn Minuten
dunkeladaptiert, um Q4 vollstindig zu oxidieren.

Durch das Auslosen eines sittigenden WeiBlichtpulses (PFD > 6000 pmol sec’! m?,
Pulsdauer 300 msec) wurde die maximale Fluoreszenz K, ermittelt. Nach dem séittigenden
Lichtpuls wurde langwelliges Fernrotlicht (720 nm, PFD = 0,3 pmol sec”' m?) zugeschaltet,
bis die Fluoreszenz wieder das F, - Niveau erreichte.

Die Photosynthese wurde durch aktinisches Licht mit verschiedenen Lichtintensititen
(PFD = 20, 130, 360 und 890 pmol sec' m?) angeregt, wobei iiber einen Zeitraum von zehn
Minuten anhand der abnehmenden Fluoreszenz die FEinstellung des photosynthetischen
FlieBgleichgewichtes (F) verfolgt wurde. Nach dem Einstellen des photosynthetischen Gleich-

gewichts wurde erneut ein sdttigender Lichtpuls ausgelost, wodurch F'm bestimmt wurde.
Nach Ausschalten des aktinischen Lichtes wurde die Grundfluoreszenz (Fy") bestimmt, die
von F abweichen konnte. Der transiente Dunkelanstieg wurde bei einer Lichtstirke von
130 umol sec’' m™ nachgewiesen.
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Zur Bestimmung der photochemischen und energieabhingigen Loschungsfaktoren qP und
gN wurde die Chlorophyllfluoreszenzinduktionskurve mit Hilfe der Sattigungspulsmethode
(Schreiber et al., 1995) gemessen. Dabei wurde nach Einschalten des aktinischen Lichtes alle
10 sec ein sidttigender Lichtpuls ausgelost, der das Photosystem II kurzfristig vollstdnidig
reduziert. Die Sittigungspulsmethode erlaubt es die Entwicklung der beiden
Loschungsfaktoren iiber die Zeit zu beobachten.

Mit den ermittelten Werten fir F, , F, , Fy , F'm, F'v, und F'o konnten verschiedene
Parameter des photosynthetischen Elektronentransports bestimmt werden.

Die Anregungseffizienz von Photosystem II Fexc ldsst sich aus dem Verhéltnis F,/Fp,
bestimmen (Fexc = F,/F,) (Bjorkmann & Demmings, 1987).
Die Anregungseffizienz Fexc von Photosystem II beschreibt die Effizienz, mit der die

Energie zu den Reaktionszentren des Photosystem II weitergeleitet wird, und somit die
Effizienz der Reduktion des Primérakzeptors Qa.

Die photochemische Effizienz oder effektive Quantenausbeute von Photosystem 11 FII
(,,Genty-Koeffizient) wird mittels der Formel FII (oder Fe) = (F', — F) / F'm = DF/F,
berechnet (Genty et al., 1989).

Die photochemische Effizienz FII beschreibt die tatséchliche Effizienz des Photosystems II
mit der Elektronen pro absorbiertes Quant in die Elektronentransportkette eingespeist werden.

Die photochemisches Fluoreszenzloschung qP ldsst sich durch qP = F',, - F/F'y
(Bilger & Schreiber, 1986) bestimmen.

Die photochemische Fluoreszenzloschung beruht auf der Weiterleitung der Elektronen in die
photosynthetische Elektronentransportkette. Je hoher der Wert fiir qP ist, desto mehr Energie
wird durch die Elektronentransportkette geleitet.

Die nichtphotochemische oder energieabhingige Fluoreszenzloschung qN wird durch
gN =1 - F'\/F, (Bilger & Schreiber 1986, Bilger & Bjorkman 1990) bestimmt, wobei
F'y=Fn-Fist.

Die Hauptkomponente der energieabhdngigen Fluoreszenzloschung besteht in der
Energetisierung der Thylakoidmembran in Form eines DpH-Gradienten iiber der Membran.
Je hoher der Wert fiir qN liegt, desto stérker ist die Thylakoidmembran energetisiert und trigt
so zur Loschung bei.

Der Redoxzustand von Qa ergibt sich aus der Rechnung: Q4 rea =1 - qP (Huner ef al., 1996).
Der Redoxzustand des Primidrakzeptors Qa, auch als Elektronendruck im Photosystem II
bezeichnet, zeigt das Gleichgewicht zwischen Energieangebot und Nutzung im Photosystem
II. Steigt der Wert, so wird Q4 nicht im gleichen Mal3 reoxidiert, wie es reduziert wurde.
Somit dient der Wert als Indikator fiir den Redoxzustand von Photosystem II und die
Funktionsfahigkeit der Elektronentransportkette.

Die relative Elektronentransportrate fiir den linearen Elektronentransport wird durch die
Gleichung: rel. ETR J = F II x PFD x 0,42 ermittelt.

Der konstante Wert von 0,42 entspricht der durchschnittlichen Absorption von 84% der
eingestrahlten Quanten, verteilt auf zwei Photosysteme. Die relative Elektronentransportrate
dient als MaB fiir die Ladungstrennung im Photosystem II (Schreiber ef al., 1994).
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2.8 Messung der P700-Redox-Kinetiken

Da die Chlorophyllfluoreszenz des Photosystems I bei Raumtemperatur zu gering ist, kann
das Photosystem I nicht iiber die Chlorophyllfluoreszenz charakterisiert werden. Deshalb
wurde mittels eines modifizierten PAM-Fluorometers, das zusitzlich mit einer Emittor-
Detektor-Einheit ED-P700DW (Walz, Effeltrich) ausgestattet war, der Redoxzustand des
Photosystems I bestimmt (Schreiber et al. 1988a). Gemessen wurde die Absorptionsdnderung
des P700 bei einer Wellenlinge von 830 nm. Dazu wurden die vorher fiir 15 min
dunkeladaptierten Blattstiicke fiir 10 min mit aktinischem Licht (130 pmol sec”’ m?)
bestrahlt. Nach Ausschalten des aktinischen Lichtes wurde bei eingeschaltetem Messlicht
(Taktfrequenz 100 kHz, maximal mogliche Lichtintensitdt, die sich an der Detektoreinheit
abgleichen lie3) die maximale Absorptionsdnderung DAmax durch Zugabe von Fernrotlicht
(720 nm, PFD = 0,3 pmol sec”’ m™?) bestimmt. Die Absorptionsinderung DAmax entsteht
durch die Oxidation des Photosystems I. Durch einen sittigenden WeiBlichtpuls (300 msec,
PFD > 6000 pmol sec”’ m?) wurde eine kurzzeitige Reduktion des P700 induziert. Nach der
Reoxidation wurde bei eingeschaltetem Fernrotlicht aktinisches Licht der verschiedenen
Lichtintensititen (20, 130, 360 und 890 pmol sec’! m?) zugeschaltet und nach Erreichen eines
Gleichgewichtes die Absorptionsdnderung DA, die durch eine Reduktion des Photosystems I
entsteht, gemessen. Mit den ermittelten Werten DA und DAmax wurde der Anteil an

reduziertem Photosystem I bei der jeweiligen Lichtintensitit bestimmt (Harbinson und
Woodward 1987).

P700eq. (%) =1- (DA / DAmax) x 100

Bei einer erhohten Schreiberauflosung wurde nach Abschalten des Fernrotlichtes die
Rereduktion des Photosystems I gemessen und die Halbwertszeit des Kurvenabfalls
bestimmt, um Aussagen liber die Geschwindigkeit der Rereduktion machen zu kénnen.

FRemn SP

L AAmax

Abb. 7: Redoxkinetik von P700.
FR: Fernrotlicht; AL: Aktinisches Licht; SP:Sattigungspuls; DA: Absorptionsdnderung; oxid./red.:
oxidiert/reduziert
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Um repréasentative Aussagen aufgrund der Chlorophyllfluoreszenzmessungen und der P700-
Redoxkinetiken treffen zu konnen, wurde folgende Vorgehensweise gewahlt:

Von jedem Mutagenesekonstrukt wurden mindestens zwei unabhéngige Linien, untersucht.
Es wurden von jeder Linie drei Pflanzen fiir die Chlorophyllfluoreszenzmessungen
ausgewihlt. Aus den gemessenen Werten wurde die photochemische Effizienz FII ermittelt
und gegen die verwendeten Lichtintensititen aufgetragen. Die beiden Pflanzen, die den
dhnlichsten Kurvenverlauf aufwiesen, wurden fiir die Messungen der P700-Redoxkinetiken
verwendet. Auf diese Weise wurde gewdhrleistet, dass das Zeitfenster fiir die Messungen
moglichst klein blieb (circa 3 Wochen) und so die physiologischen Verdnderungen der
Pflanzen in dieser Zeit die Messwerte nicht zu stark beeinflussten.

2.9 Verwendete Computerprogramme
Fiir die Auswertung und die Darstellung der Ergebnisse wurden die Programme Sigma-Plot

5.0 (SPSS), Photoshop 3.0.5 (Adobe Systems), Freehand 7 fiir Windows (Macromedia) und
das Microsoft Office Paket verwendet.
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II1. Ergebnisse

1. Herstellung der Mutagenesekonstrukte und Transformation in
Plastiden

1.1 Mutagenesekonstrukte fiir Untereinheiten des NDH-Komplexes

Fir die in der Plastidentransformation verwendeten Mutagenesekonstrukte der ndh-Gene
wurden die Ausgangsplasmide der Tabelle 4 verwendet. Im ersten Schritt wurden aus dem
Plasmid pXS6.3 die beiden Subklone pIGE2846 und pGE2214 hergestellt (s. Tab. 7, Abb. 8).
Der Subklon pIGE2846, der bei der Mutagenese von ndhl und ndhG verwendet wurde, diente
zur Eliminierung der EcoRV- und der Xbal-Schnittstelle in der multiplen Klonierungsstelle
des Vektors. Auf diese Weise wurden singuldre Schnittstellen in den Zielgenen erhalten.
Der Subklon pGE2214 wurde in den methylierungsdefizienten E.coli-Stamm SCS110
transformiert, da bei der Mutagenese von ndhE ein Restriktionsverdau mit dem
methylierungssensitiven Enzym B¢/l durchgefiihrt werden sollte.

Tab. 7: Subklone aus pXS6.3

Plasmid | Grofle (bp) |Restriktionsstellen Inhalt

pIGE2846 2846 Asnl 119558/ | ndhA/-1/-G/-E
Asnl 122404

pGE2214 2214 Xhol 118604 /  |ndhG /-E; psaC;
EcoRV 120818 ndhD
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Abb. 8: Zur Verfiigung gestellte Ausgangsplasmide pXS 8.5 und pXS 6.3 mit den neuen Subklonen
pIGE2846 und pGE2214 und die zur Mutagenese verwendete Resistenzkassette pUC-16SaadA. Zudem
sind die Plasmide pD3368BX und p4656BB dargestellt, die fiir neue Mutagenesekonstrukte von ndhD und ndhF
verwendet wurden (Tab. 8 A)

Fiir die Insertion der Resistenzkassette, bzw. flir die Deletion eines Fragments des Zielgens
und der anschlieBenden Insertion der Resistenzkassette, wurden singuldre Schnittstellen in
den entsprechenden Zielgenen so ausgewdhlt, dass die flankierenden Bereiche grof3 genug
waren um eine homologe Rekombination in den Plastiden zu ermdglichen.

Sowohl die Excisionsschnittstellen EcoRI und Xbal der Resistenzkassette, als auch die
Schnittstellen in den Zielgenen wurden durch eine Inkubation mit der Klenow-DNA-
Polymerase aufgefiillt. So konnte die Ligation mit der Resistenzkassette mit glatten Enden an
den gewiinschten Positionen in beiden Orientierungen, d.h. in und gegen die Leserichtung der
Zielgene, erfolgen. Mit der gleichen Methode wurden auch die in Tabelle 7 aufgefiihrten
Subklone pIGE2846 und pGE2214 hergestellt.

Uber Restriktionsanalysen wurde die Orientierung der Resistenzkassette iiberpriift.
Die Plasmide mit der jeweiligen Orientierung wurden im GrofmaBstab prépariert und fiir die
Plastidentransformation eingesetzt. Einzelheiten zu den Mutagenesekonstrukten sind in
Tabelle 8 B und Abbildungen 9 A - J aufgefiihrt.
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Tab. 8: Untersuchte Mutagenesekonstrukte. Teiltabelle A beinhaltet die zur Verfligung gestellten
Mutagenesekonstrukte, die bereits zum Teil in Koop et al. (1996), Kofer et al. (1998) und Steinmiiller et al.
(1998) verdffentlicht wurden. Teiltabelle B beinhaltet die neu hergestellten Mutagenesekonstrukte aus der

vorliegenden Arbeit.

A.
Konstrukt Zielgen(e) [Mutation |Insertionsstelle* |Orientierung [Referenz
der aadA-
Kassette
pndhC-H(-I) ndhC  |Insertion |HindIII 52368 + Kofer et al.
(1998)
pndhC-H-II ndhC |Insertion |HindIIl 52368 - K. Steinmiiller
pndhCKJ-HN(-I) ndhC/ |Deletion |HindIIlI 52368 / + Kofer et al.
-K/-J Ndel 51112 (1998)
pndhCKJ-HN-II ndhC/ |Deletion |Hindlll 52368 / - K. Steinmiiller
-K/-J Ndel 51112
pndhHAI-RV(-I) ndhH/ |Deletion |EcoRV 123868/ + Kofer et al.
-A/-1 EcoRV 120818 (1998)
pndhJ-N(-I) ndhJ  |Insertion |Ndel 51112 + Kofer et al.
(1998)
pndhD-NN(-I) ndhD  |Deletion |[Ndel 117993/ + Steinmiiller
Ndel 117299 et al. (1998)
pndhD-NN-II ndhD  |Deletion |Ndel 117993/ - K. Steinmiiller
Ndel 117299
pndhF-BB-I ndhF  |Deletion |BstEIl 113447/ + K. Steinmiiller
BamHI 113119
pndhF-N-I ndhF  |Insertion [Ncol 113436 + K. Steinmiiller
pIGE-aad I ¢ Insertion |Xbal 11954 + Kofer et al.
(1998)
pIGE-aad I1 ¢ Insertion |Xbal 11954 - K. Steinmiiller
pF-aad I ¢ Insertion |Snal 115265 + Koop et al.
(1996)
pF-aad I1 ¢ Insertion |Snal 115265 - Koop et al.
(1996)
pUC19-rpoB ¢ Insertion |Smal 28195 - W. Kofer
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B. (Fortsetzung Tabelle 7)

Konstrukt Zielgen | Mutation| Restriktions- |Orientierung| Ausgangs-
schnittstelle” | der aadA- plasmid
Kassette ”

pndhE-BX-1 ndhE Deletion (Bcll 119794 / + pGE2214
Xbal 119540

pndhE-BX-II ndhE Deletion |Bcll 119794 / - pGE2214
Xbal 119540

pndhl-XE-I ndhl Deletion (Xbal 121578 / + pIGE2846
EcoRV 120818

pndhl-XE-II ndhl Deletion [Xbal 121578 / - pIGE2846
EcoRV 120818

pndhA-NA-I ndhA Deletion |Ndel 123758 / + pXS6.3
Aocl 122294

pndhA-NA-II ndhA Deletion |Ndel 123758 / - pXS6.3
Aocl 122294

pndhA-N-I ndhA Insertion |Ndel 123758 + pXS6.3

pndhA-N-II ndhA Insertion |Ndel 123758 - pXS6.3

pndhG-EM-I ndhG Deletion [EcoRV 120818 / + pIGE2846
Munl 120101

pndhG-EM-II ndhG Deletion |EcoRV 120818 / - pIGE2846
Munl 120101

pndhH-N-I ndhH | Insertion |Nhel 124727 + pXS8.5

pndhH-N-II ndhH | Insertion |Nhel 124727 - pXS8.5

pndhH-SN-I ndhH | Deletion |Sall 124907 / + pXS8.5
Nhel 124727

pndhH-SN-I1 ndhH | Deletion |Sall 124907 / - pXS8.5
Nhel 124727

? Basenpaarnummer nach der Nummerierung von Shinozaki et al. (1986).

b (+) und (-) geben die Orientierung der 16SaadA-Kassette an: (+) in Leserichtung der ndh-Gene und ( -) gegen
die Leserichtung der ndh-Gene

Die in Klammern gesetzten Bezeichnungen ,,-I“ in Teiltabelle A stellt eine Verdnderung gegeniiber der in der
Veroffentlichung (Kofer ef al., 1998) benutzten Bezeichnung dar und dient zur Unterscheidung von nachtraglich
hergestellten Mutagenesekonstrukten, bei denen die Resistenzkassette gegen die Leserichtung inseriert wurden
(,,-1I).

Bei den Konstrukten pIGE-aadl/Il und pF-aadl/Il wurde die Resistenzkassette in die Nihe eines oder mehrerer
ndh-Gene inseriert, ohne das Leseraster zu zerstéren. Bei dem Konstrukt pUC19-rpoB wurde die Kassette vor
den Promotorbereich des rpoB-Gens inseriert und somit in groBer Entfernung zu den ndh-Genen. Die
Transformanten sollten als Kontrollen dienen.

Die Bezeichnungen der Mutagenesekonstrukte wurden nach der Plastidentransformation als
Bezeichnungen fiir die Transformanten {ibernommen.

Nachstehende Pflanzen wurden in den folgenden Untersuchungen als ,Serie A*
zusammengefasst. Dabei handelt es sich um bereits transformierte und teilcharakterisierte
Pflanzen aus der Gewebekultur, die ndher charakterisiert werden sollen: pndhC-H(-I),
pndhCKJ-HN(-I), pndhHAI-RV(-I), pndhJ-N(-I), pIGE-aadl, pIGE-aadll, pF-aadl, pF-aadlIl
und pndhD-NN(-I) (Koop et al., 1996; Kofer et al., 1998; Steinmiiller et al., 1998).

Die positiven Transformanten mit den Mutagenesekonstrukten aus der Teiltabelle B sowie die
bisher nicht transformierten Konstrukte aus der Teiltabelle A (pndhD-NN-II, pndhF-BB-I,
pndhF-N-I, pndhCKJ-HN-II, pndhC-H-II) und die zur Verfligung gestellte Transformante
pUC19-rpoB wurden als ,,Serie B bezeichnet.
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1.2 Transformation der Konstrukte in Tabakplastiden

Die Mutagenesekonstrukte der Serie A wurden iiber PEG-vermittelte Transformation
(I.2.4.2) und die Konstrukte der Serie B {iiber biolistische Transformation (I1.2.4.1) in die
Tabakplastiden gebracht. Die biolistische Transformationsmethoden wurde gewéhlt, um die
Anzahl der Zyklisierungen zu vermindern, und so eventuelle phinotypische Anomalien durch
zu langes Kultivierung auf spectino- und streptomycinhaltigem Medium auszuschlieen
(Maliga & Nixon, 1998).

1.2.1 Sichtung der Transformanten

In der ersten Selektionsrunde wurden 50 Kalli selektiert, die weiter in Gewebekultur auf
spectinomycin- und streptomycinhaltigem Medium angezogen wurden. Nach der ersten
Selektionsrunde wurden mindestens 20 der aus den resistenten Sprossen regenerierten
Pflanzen mittels einer Southern-Analyse und einer Chlorophyllfluoreszenzinduktions-
messung auf ihren Transformationszustand untersucht.

Fir die Southern-Analyse wurde die Gesamt-DNA der Pflanzen mit verschiedenen
Restriktionsenzymen geschnitten, die so gewéhlt waren, dass anhand der Signale zwischen
Wildtyp und korrekt transformierten Pflanzen unterschieden werden konnte (Tab. 9 und
Abb. 9 A - J). Fir die Southern-Analyse wurden jeweils mehrere Pflanzen einer
Konstruktlinie unabhéngig voneinander getestet.

Tab. 9: Ubersicht iiber die erwartete GroBe der Signale in der Southern-Analyse fiir den Wildtyp (WT)
und die Transformanten (TF).

Konstrukt Enzymkombination erwartete
fiir Southern- Fragmentgrofle (bp)

Analyse WT TF
pndhE-BX-1 Xbal / Hindlll 2040 2700
pndhE-BX-II Xbal / HindIIl 2040 2300
pndhl-XE-I EcoRV 3050 2400
pndhl-XE-II EcoRV 3050 3600
pndhA-NA-I Xbal / Ncol 1690 1300
pndhA-NA-II Xbal / Ncol 1690 2500
pndhA-N-I Xbal / Ncol 1690 1300
pndhA-N-II Xbal / Ncol 1690 1170
pndhG-EM-I Xbal / HindlIIl 2040 1700
pndhG-EM-II Xbal / Hindlll 2040 760
pndhH-N-I Xbal / HindIIl 1690 2010
pndhH-N-II Xbal / HindIIl 1690 2420
pndhH-SN-I Xbal / Hindlll 1690 2010
pndhH-SN-II Xbal / HindIIl 1690 2420
pndhD-NN-II Hincll / EcoRV 1441 2267
pndhF-BB-I Hincll / EcoRV 3916 2000
pndhF-N-I Bglll / EcoRV 4746 2830
pndhCKJ-HN-II |Bglll 1743 3606
pndhC-H-II Bglll 1743 3190
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Abb. 9 A - J: Mutagenesekonstrukte und die zugehorigen Southern-Analyse. Das mutagenisierte ndh-Gen
ist blau dargestellt und die Resistenzkassette rot.

Die Pfeile an der Resistenzkassette zeigen die Orientierung der Resistenzkassette an: ,,ori I kennzeichnet die
Orientierung in Leserichtung der ndh-Gene und ,,ori 11 die Orientierung gegen die Leserichtung der ndh-Gene.
Der schwarze Balken unter dem Ausgangskonstrukt kennzeichnet die verwendete Sonde fiir die Southern-
Analyse.

Es wurden jeweils circa 0,5 pg geschnittene DNA pro getestete Pflanze eingesetzt. Die Markierung der Sonden
und die Hybridisierung erfolgte wie in I1.2.2. beschrieben. Aufgrund der grolen Anzahl der getesteten Pflanzen
werden nicht alle Southern-Analysen gezeigt.
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Wie ein Vergleich mit Tabelle 9 zeigt, erkennt man in den Southern-Analysen bei den
meisten Transformanten die erwarteten FragmentgrofSen. Diese positiven Transformanten
wurden durch die Insertion des Mutagenesekonstruktes {iber homologe Rekombination an der
erwiinschten Stelle im Plastom erzeugt. Einige der Transformanten, wie z.B. pndhA-N-II
Nr. 6, 19, 25, 33, 34 (Abb. 9 A) oder pndhE-BX-II Nr. 5, 7, 8, 9 (Abb. 9 E), zeigen keine
Signale fiir das mutierte ndh-Gen, sondern deutliche Signale von der Grdéfe des
Wildtypsignals. Bei diesen Pflanzen wurde das Mutagenesekonstrukt nicht an der
gewlinschten Stelle inseriert, sondern die Pflanzen haben durch ein anderes Ereignis eine
Resistenz gegen die Selektionsmarker Spectinomycin und Streptomycin erworben.
Die Transformanten pndhA-N-I Nr. 14, 28, 30, 34 (Abb. 9 A) und pndhA-NA-II Nr. 4, 8, 10
(Abb. 9 B) zeigen neben den deutlichen Signalen fiir das mutierte Gen schwache Signale in
der GroBe des Wildtypsignals. Die Transformante pndhG-EM-II Nr. 1,2,3,4,5,6 (Abb. 9 F)
zeigt neben den deutlichen Signalen fiir Wildtyp und Transformanten schwache Signale in
einer GroBe von circa 1700 bp.

Die nachfolgende Tabelle 10 zeigt eine Ubersicht iiber die durch Southern-Analyse
gesichteten Mutantenlinien und den prozentualen Anteil an positiven Transformanten.
Man erkennt einen deutlichen Unterschied zwischen den beiden Insertionsrichtungen der
Resistenzkassette. Die Konstrukte mit der Kassette in Leserichtung der ndh-Gene zeigten
einen hoheren Anteil positiver Transformationsereignisse als solche, in der die Kassette gegen
die Leserichtung der ndh-Gene inseriert wurde. Die Transformante pndhCKJ-HN-II
(Abb. 9 G) bildete eine Ausnahme, bei der alle getesteten Pflanzen positive Transformanten
waren. Die Deletionsmutagenese von ndhH mit der Resistenzkassette gegen die Leserichtung
(pndhH-SN-II, Abb. 9 D), sowie die beiden Mutagenesen von ndhF (pndhF-BB-I und
pndhF-N-I, Abb. 9 J) erbrachten keine Transformanten.

Tab. 10: Ubersicht iiber die durch Southern-Analyse gesichteten Mutanten und deren prozentuale Anteil
an positiven Transformanten. Von jeder Linie wurden mindestens 20 Pflanzen gesichtet.

Konstrukt % Transformanten Konstrukt % Transformanten
pndhE-BX-1 92 pndhH-N-I 83
pndhE-BX-II 64 pndhH-N-II 70
pndhl-XE-I 58 pndhH-SN-I 100
pndhl-XE-II 44 pndhH-SN-I1 -
pndhA-NA-I 89 pndhD-NN-II 43
pndhA-NA-II 55 pF-BB-I -
pndhA-N-I 100 pndhF-N-I -
pndhA-N-II 50 pndhCKJ-HN-II 100
pndhG-EM-I 82 pndhC-H-II 75
pndhG-EM-II 28

Die positiven Transformanten wurden zweimal in Gewebekultur zyklisiert und dann im
Gewidchshaus zur Samenbildung gebracht, wobei die Transformante pndhD-NN-II zwar zur
Bliite kam, aber keine Samen bildete.

Neben der Sichtung durch die Southern-Analyse wurden alle Transformanten {iber eine
Chlorophyllfluoreszenzinduktionsmessung gesichtet. Der auffélligste Unterschied zwischen
Wildtyp und Transformanten ist der fehlende transiente Dunkelanstieg nach dem Abschalten
des aktinischen Lichtes bei den Transformanten (I1.2.7.1, II1.3.2). Die Sichtung der
Transformanten tiber Chlorophyllfluoreszenzmessung zeigte, dass den iiber Southern-Analyse
identifizierten positiven Transformanten der transiente Dunkelanstieg fehlte. Die Sichtung
durch die Chlorophyllfluoreszenzinduktionsmessung eignete sich um eine grofle Anzahl an
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Transformanten schnell zu sichten. Die Amplituden der Chlorophyllfluoreszenz-
induktionskurve der Pflanzen aus der Gewebekultur waren im Vergleich zu den
Gewaichshauspflanzen gréfer (ohne Abbildung).

Zur weiteren Analyse auf molekularer und physiologischer Ebene wurden von jedem
Konstrukt zwei Transformanten ausgewihlt, die unter Gewichshausbedingungen auf Erde
angezogen wurden.

1.2.2 Stabilitit der Transformation

Um die Stabilitdit der Transformation zu Tberpriifen, wurden Transformanten ohne
Selektionsdruck durch Spectinomycin im Gewédchshaus auf Erde angezogen. Neben den
neuen Transformanten der Serie B wurden auch Transformanten der Serie A angezogen, da
diese Pflanzen bisher nur in Gewebekultur untersucht worden waren. Die Uberpriifung der
Stabilitdt erfolgte iiber Southern-Analyse. Es wurden die gleichen Bedingungen gewihlt, wie
in den Southern-Analysen der jeweiligen Gewebekulturpflanzen.
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die Hybridisierung erfolgte wie in 11.2.2.4. Es wird jeweils nur eine Transformante gezeigt.

Die Southern-Analysen der Gewéchshauspflanzen der Serie A und B (Abb. 10) zeigen jeweils
deutliche Signale fiir das betroffene Gen. Schwache Signale in der GroB3e des Wildtypsignals
sind bei pndhC-H-I / -II, pndhCKJ-HN-I / -1I, pndhD-NN-I pndhI-XE-I, pndhH-N-I / -IT und
pndhH-SN-I  zu erkennen. Die Quantifizierung einiger dieser Signale mit Hilfe des
Bioimagers ergab, dass sie weniger als 5 % der Intensitit des Signals im Wildtyp hatten.
Der Ursprung dieser Bande auf Hohe des Wildtypsignals ist noch unklar.

Die Southern-Analysen zeigen, dass auch ohne den Selektionsdruck durch Spectinomycin
keine Wiederzunahme der Wildtypkopien erfolgte. Somit konnen die Transformanten als
stabil angesehen werden.
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1.2.3 Proteinspiegel der Transformanten

Um zu untersuchen, welche Auswirkungen die Mutagenese des NDH-Komplexes auf die
anderen Komplexe der Thylakoidmembran hat, wurden die Proteinspiegel -einiger
ausgewihlter Untereinheiten des Photosystems I und II, der ATPase und der FNR untersucht.
Fiir die Photosysteme I und II wurde die Untereinheit D und fiir die ATPase wurden die
a- und b- Untereinheiten untersucht. Fiir den NDH-Komplex wurden die Proteinspiegel der
membranperipheren Untereinheiten H und J (NDH-H / NDH-J) untersucht, da nur fiir diese
beiden Untereinheiten Antikorper zur Verfligung standen.

1.2.3.1 Immunoblot-Analyse der Photosysteme I und II, der ATPase und der FNR
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Abb. 11: Immunoblot-Analyse der Thylakoidmembrankomplexe der zur Verfiigung gestellten Pflanzen
der Serie A (A) und der neu erzeugten Mutanten der Serie B (B). PSI-D/PSII-D: Untereinheiten D aus dem
Photosystem I und dem Photosystem II, a/b-UE ATPase: a-und b- Untereinheiten der ATPase, FNR:
Ferredoxin-NADP-Reduktase. Es wurden jeweils gleiche Proteinmengen (15 pg) aufgetragen. Die Analysen in
(A) wurden zweimal und in (B) einmal durchgefiihrt. Bei den Konstrukten pndhC-H-I und pndhCKJ-HN-I
wurden vergleichsweise Proteine aus Mutanten, die iiber PEG-vermittelte Transformation und biolistische

Transformation (*) hergestellt worden sind, aufgetragen.

B.
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In Abbildung 11 erkennt man bei den Mutanten pndhl-XE-I und pndhG-EM-II und in den
heller gefirbten Transformanten pIGE-aadll, pndhH-N-II und pndhE-BX-II eine Reduktion
des Photosystems I. Das Photosystem II liegt auBer bei den Mutanten, in denen die
Untereinheit NDH-H betroffen ist und in den Transformanten pndhCKJ-HN-I*, pndhI-XE-I
und ndhE-BX-I in vergleichbaren Mengen wie der Wildtyp vor.

Die ATPase ist nur bei den Kontrollpflanzen pIGE-aadl, pF-aadl und pF-aadll leicht
reduziert. Bei den Pflanzen der Serie B sind die Unterschiede in den Signalstirken stirker.
Besonders stark sind die Signale bei den Transformanten pndhl-XE-II, pndhA-NA-II und
pndhH-N-II reduziert. Fiir die FNR zeigen die Mutante pndhG-EM-II und die beiden
Kontrolllinien pIGE-aadl und pIGE-aadll reduzierte Signale.

Eine Korrelation zwischen der Signalstirke und der Orientierung der Resistenzkassette ldsst
sich nicht erkennen. Beim Vergleich der Immunoblot-Analysen der PEG-vermittelten und den
biolistisch transformierten Linien pndhC-H-I und pndhCKJ-HN-I  erkennt man keine
deutlichen  Unterschiede. Daher werden die Transformanten aus den beiden
Transformationsansidtzen bei den weiteren Untersuchungen unter einer gemeinsamen
Bezeichnung aufgefiihrt.

Die Analyse der Proteinspiegel zeigt, dass die Mutagenese des NDH-Komplexes insgesamt
nur geringe Auswirkungen auf die Komplexe der photosynthetischen Elektronentransportkette

hat.

1.2.3.2 Immunoblot-Analyse des NDH-Komplexes
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Abb. 12: Immunoblot-Analyse des NDH-Komplexes der Serie A (A) und der Serie B (B).

NDH-H / NDH-J: membranperiphere Untereinheiten H und J des NDH-Komplexes. Es wurden jeweils gleiche
Proteinmengen (20pg) aufgetragen. Bei den Konstrukten pndhC-H-I und pndhCKJ-HN-I wurden
vergleichsweise Proteine aus Mutanten, die iliber = PEG-vermittelte Transformation und biolistische
Transformation (*) hergestellt worden sind, aufgetragen.
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Wie in Abbildung 12 (A) zu erkennen ist die Untereinheit NDH-H in allen Transformanten
vorhanden, sie liegt jedoch im Vergleich zum Wildtyp um ca. 25 — 50% reduziert vor. Bei der
Transformante pndhHAI-RV-I, bei der nur das 5'-Ende des ndhH-Gens von der Deletion
betroffen ist, liegt das Signal fiir NDH-H etwas hoher als im Wildtyp und ist deutlicher als in
den anderen Transformanten reduziert. Die Grof3e deutet auf ein zusammengesetztes Protein
hin, wie es entstehen wiirde wenn der Terminator der Resistenzkassette nicht richtig
terminiert und neben dem aadA-Gen auch das ndhH-Gen transkribiert und translatiert wiirde.
In den Kontrollpflanzen pIGE-aadl, pF-aadl und pUC19rpoB liegt NDH-H in vergleichbaren
Mengen wie der Wildtyp vor. Bei den beiden Kontrolllinien pIGE-aadIl und pF-aadll mit der
Resistenzkassette entgegen der Leserichtung erkennt man dagegen eine Reduktion von
NDH-H.

Die Immunoblot-Analyse der Untereinheit NDH-H zeigt in allen Transformanten der Serie B
(Abb. 12 B) eine deutliche Reduktion auf bis zu unter 10 %. Wie zu erwarten zeigen die
Mutanten, in denen die Untereinheit NDH-H betroffen ist, keine Signale. Im Vergleich zu den
Pflanzen der Serie A (Abb. 12 A) erkennt man, dass die Untereinheit NDH-H in den
Transformanten der Serie B starker reduziert vorliegt.

NDH-J ist in den Mutanten pndhC-H-I und pndhD-NN-I zu weniger als 10% im Vergleich
zum Wildtyp vorhanden (Abb. 12 A). In allen Mutanten, in denen ndhJ durch die Insertion
der Resistenzkassette betroffen ist, kann man NDH-J nicht nachweisen. Das gleiche gilt fiir
die Mutante pndhHAI-RV-I. Bei den Kontrollen pIGE-aadl und pF-aadl, bei denen die
Resistenzkassette in Leserichtung inseriert ist, ist NDH-J in mit dem Wildtyp vergleichbaren
Mengen vorhanden. Bei der Insertion der Resistenzkassette gegen die Leserichtung ist
NDH-J, vor allem bei pIGE-aad, reduziert.

Wie in Abbildung 12 (B) zu erkennen ist, ist die Untereinheit NDH-J in allen neu erzeugten
Transformanten sehr stark reduziert.

Die Pflanzen der Serien A und B zeigen bei der Immunoblot-Analyse der Untereinheit
NDH-H und NDH-J ein unterschiedliches Bild. Waren bei den Mutanten Untereinheiten aus
dem membranintegralen Teil des Komplexes betroffen, wie z.B. NDH-A / -E oder -G,
so zeigten sie eine deutlich stdrkere Reduktion, als bei den Untereinheiten aus dem
verbindenden Fragment, wie z.B. NDH-I und -K. In den Mutanten, in denen die
Untereinheiten NDH-H und NDH-J direkt durch die Mutagenese betroffen waren, waren
diese nicht mehr nachzuweisen.

2. Morphologie der Mutanten

Bei der Anzucht in Gewebekultur zeigte sich zwischen Wildtyp und den verschiedenen
Transformanten keine morphologischen Unterschiede.

Bei der Anzucht auf Erde unter Gewidchshausbedingungen zeigten sich bei den meisten
Mutanten bis zur siebten Woche ebenfalls keine auffallenden Unterschiede.
Keimungsverhalten, Wuchsform und Farbung der Keimlinge und der jungen Pflanzen waren
in Wildtyp und Transformanten vergleichbar. Ausnahmen bildeten die Mutanten pIGE-aadll,
pndhE-BX-II und pndhH-N-II, die kleiner und heller gefarbt waren als die restlichen
Mutanten und der Wildtyp. Wiahrend die ersten beiden Mutanten ihre helle Férbung
beibehielten, glich sich die dritte Mutante in ihrer Farbung bei weiterem Wachstum den
tibrigen Pflanzen an. Der Grofenunterschied blieb jedoch bestehen.

Erst ab der siebten Woche traten zwischen Wildtyp und Transformanten immer stirkere
Unterschiede auf.
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WT TF

Abb. 13: Habitus von Wildtyp (links) und Transformante (rechts) zu Beginn der achten Woche nach der
Aussaat. Exemplarisch ist die Mutante pndhC-H-I abgebildet.

Der auffallendste Unterschied zwischen Wildtyp und Transformanten war der Bliihzeitpunkt.
Die Mutanten blithten zwischen der achten und zehnten Woche, wéhrend der Wildtyp erst ab
der vierzehnten Woche mit der Bliitenbildung begann.

In Abbildung 13 erkennt man, dass die Transformante zu Beginn der achten Woche, aufgrund
eines verstdrkten Internodienwachstum, grofler waren als der Wildtyp. Danach stagnierten die
Transformanten im Wachstum, was sich zum Ende der Wachstumsphase nach ungefédhr
vierzehn Wochen in einer verminderten Grofle von circa 80 cm, gegeniiber dem Wildtyp mit
einer GroBe von circa 130 cm, zeigte. Die Blattanzahl war bei den Transformanten von 22-24
Blatter auf 12-14 Blitter reduziert und der Stidngel erschien diinner und instabiler, so dass die
Transformanten oftmals wéhrend der Bliihphase gestiitzt werden mussten. Auch mit
zunehmenden Alter verfestigten sich die Stdngel der Transformanten nicht, wahrend beim
Wildtyp der Stingel an Umfang und Festigkeit deutlich zunahm.
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Abb. 14: Vergleich zwischen den Blattachseln von Wildtyp (rechts) und Transformante mit
ausgetriebenen Seitenspross (links)

Ein weiterer Unterschied zwischen Wildtyp und Transformanten besteht bei den Axilldr-
knospen. In Abbildung 14 erkennt man eine Axilldrknospe, oder Achselknospe, beim
Wildtyp. Im Gegensatz dazu entsteht bei den Transformanten aus dieser Axillarknospe ein
Seitentrieb mit Bliite.

A

WT

WwT TF

Abb. 15: Vergleich von Antheren (A) und Pollen (B) von Wildtyp und Transformanten. Die Antheren und
Pollen wurden im Lichtmikroskop untersucht.
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Bei der Bliitenentwicklung zeigten sich ebenfalls Unterschiede zwischen Wildtyp und
Transformante. Die Bliitenfarbung und die Form der Corolle unterschieden sich nicht, aber
bei den Transformanten bildeten sich weniger Bliiten pro Bliitenstand als bei den
Wildtyppflanzen. Bei den Transformanten zeigte sich zudem eine Vergrof3erung der Antheren
(Abb. 15 A) . Die Reifung der Antheren war nicht koordiniert, d.h. sie 6ffneten sich nicht
gleichzeitig. Die Pollen aus diesen vergroBerten Antheren waren missgebildet und die
Pollenmenge war deutlich reduziert (Abb. 15 B).

Die Folgen der Missbildungen bei Antheren und Pollen zeigten sich in der Samenbildung.
Die Samenmenge war, wie Tabelle 11 zeigt, bei den Mutanten im Vergleich zum Wildtyp um
bis zu 75 % reduziert. Lediglich die Kontrollpflanzen pF-aadl und —II bilden &@hnlich viel
Samen wie der Wildtyp. Daher mussten die Transformanten zur Saatgutgewinnung teilweise
mit Wildtyppollen bestdubt werden. Dies hatte aber fiir die gesetzten Mutationen keine
Folgen, da es sich um Plastidenmutanten handelte, deren Vererbung maternell erfolgt.

Tab. 11: Ubersicht iiber die Reduktion der gebildeten Samenmenge. Zur Ermittlung der Samenmenge
wurden 6 - 8 Pflanzen ausgewertet, von denen jeweils die Hauptbliite zur Samenbildung gebracht wurde. Die
Samenmenge des Wildtyps wurde gleich 100% gesetzt.

Mutante % Verlust im Mutante % Verlust im Vergleich
Vergleich zum WT zum WT

pndhC-H-I 28 pndhE-BX-I 18
pndhC-H-II 21 pndhE-BX-11 54
pndhCKJ-HN-I 49 pndhl-XE-I 38
pndhCKJ-HN-II 13 pndhl-XE-II 25
pndhHAI-RV-I 50 pndhA-NA-I 55
pndhJ-N-I 75 pndhA-NA-II 26
pndhD-NN-I 34 pndhA-N-I 21

pndhA-N-II 33
pIlGE-aadl 24 pndhG-EM-I 28
pIGE-aadll 23 pndhG-EM-II 50
pF-aadl 6 pndhH-N-I 53
pF-aadll 9 pndhH-N-II 34
pUC19-rpoB 27 pndhH-SN-I 33

3. Stirkegehalt in Mutanten und Wildtyp

Um die Auswirkungen der Mutagenese des NDH-Komplexes auf den Stirkegehalt zu
untersuchen, wurden Blattproben am Ende der Belichtungsphase (0 h) und nach einer
Verdunklungsphase von 12, 24 und 48 Stunden entnommen. Aus diesen Blattproben wurde
die Stérke isoliert und zu Glucose abgebaut. Der Glucosegehalt wurde durch eine
enzymatische Farbreaktion nachgewiesen (I1.2.5) und dient somit als indirekte
Quantifizierung der Stirke.

Die Pflanzen der Serie A (III.1.1 Tab. 8 A.) wurden im Friihjahr und im Sommer im
Gewaichshaus angezogen, wihrend die Pflanzen der Serie B (III.1.1 Tab. 8 B) nur im Friihjahr
im Gewichshaus angezogen.

In Tabelle 12 erkennt man, dass die Transformanten bis auf pndhI-XE-I, pndhA-N-I und
pndhCKJ-HN-II am Ende der Belichtungsphase weniger Stirke, pro entnommene
Blattscheibe enthielten als der Wildtyp. Nur die Transformanten pndhI-XE-I, pndhA-N-I und
pndhCKJ-HN-II enthielten mehr Stérke als der Wildtyp.
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Tab. 12: Ubersicht iiber die Stirkemenge am Ende der Belichtungsphase (0 h; pg Stirke / Blattscheibe).
Die Proben wurden sofort in 80 %-igem Ethanol eingefroren, daher wird die Stirkemenge pro Blattscheibe
(1 cm Durchmesser) angegeben.

Serie A Frihjahr Sommer Serie B Frihjahr
ug Starke/ Mg Starke/ Mg Starke/
Blattscheibe Blattscheibe Blattscheibe
Wildtyp 82 84 Wildtyp 165
pndhC-H-| 70 70 pndhE-BX-I 20
pndhCKJ-HN-| 54 60 pndhE-BX-II 28
pndhHAI-RV-| 69 72 pndhl-XE-I 187
pndhJ-N-I 47 35 pndhl-XE-| 57
pndhD-NN-| 61 46 pndhG-EM-I 101
plGE-aadl 57 62 pndhG-EM-II 153
plGE-aadll 25 - pndhA-NA-I 22
pFaadl 42 76 pndhA-NA-I| 123
pFaadll 46 66 pndhA-N-| 226
pndhA-N-I| 160
pndhH-N-I 32
pndhH-N-I| 23
pndhH-SN-| 34
pndhCKJ-HN-II 259
pndhC-H-Il 51
pUC19rpoB 36

Bei den Anzuchten der Serie A im Friihjahr und im Sommer bildete der Wildtyp nur ungefahr
50 % der Stirke, die er in der Frithjahrsanzucht der Serie B bildete. Die Transformanten der
Serie A bildeten bis zu 57% weniger Starke als der Wildtyp, wéhrend die Transformanten der
Serie B bis zu 88% weniger Stirke bildeten. Auch die Kontrollkonstrukte bilden deutlich
weniger Stirke als der Wildtyp, wobei besonders die Mutante pIGE-aadll mit einer Reduktion
um 70% auffiel.

Da die Transformanten und der Wildtyp am Ende der Belichtungszeit verschiedene
Starkemengen beinhalteten, wurde die Stirkemenge nach 48 h Verdunkelung bestimmt und
das Verhiltnis zur Ausgangsmenge berechnet (Tab. 13).
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Tab. 13: Ubersicht iiber die prozentuale Menge Reststiirke nach 48 h Verdunkelung. Die Stirkemenge am
Ende der Belichtungsphase (0 h) wurde gleich 100 % gesetzt.

Serie A Frihjahr Sommer Serie B Frihjahr
% Reststarke/ % Reststarke/ % Reststarke/
Blattscheibe Blattscheibe Blattscheibe
Wildtyp 6 7 WT 17
pndhC-H-| 4 37 pndhE-BX-| 10
pndhCKJ-HN-I 6 17 pndhE-BX-II 11
pndhHAI-RV-| 6 11 pndhl-XE-| 2
pndhJ-N-I 6 6 pndhl-XE-l 4
pndhD-NN-| 5 73 pndhG-EM-I 2
pIGE-aadl 4 7 pndhG-EM-I 2
plGE-aadll 8 13 pndhA-NA-I 11
pFaadl 7 45 pndhA-NA-I| 2
pFaadll 7 47 pndhA-N-I 21
pndhA-N-II 2
pndhH-N-I| 6
pndhH-N-| 2
pndhH-SN-| 6
pndhCKJ-HN-II 16
pndhC-H-Il 4
pUC19-rpoB 6

In Tabelle 13 erkennt man, dass die Pflanzen der Serie A aus der Friihjahrsanzucht die Stirke
genauso weit abbauten wie der Wildtyp. In der Sommeranzucht bauen nur die
Transformanten pndhJ-N-I und pIGE-aadl die Stirke im gleichen Malle ab wie der Wildtyp.
Die iibrigen Transformanten beinhalten nach 48 h Dunkelheit im Vergleich zur
Ausgangsmenge deutlich mehr Stirke als der Wildtyp. Besonders féllt die Transformante
pndhD-NN-I auf, die nur ungeféhr ein Viertel ihrer Stirke abgebaut hat.

Von den Kontrollpflanzen baut, wie oben beschrieben, nur pIGE-aadl die Stirke soweit ab
wie der Wildtyp. Alle anderen Kontrollpflanzen haben nach 48 h deutlich mehr Stirke als der
Wildtyp.

Die Pflanzen der Serie B zeigten in der Friihjahrsanzucht ein anderes Bild als die Pflanzen der
Serie A. Der Wildtyp baute die Stirke nicht soweit ab wie in der Anzucht mit der Serie A.
Die Transformanten hatten, mit Ausnahme der Transformante pndhA-N-I, nach 48 h deutlich
weniger Stirke als der Wildtyp.

Im Folgenden werden die Kinetiken des Stirkeabbaus untersucht. Dazu wurde der
Starkegehalt der Pflanzen nach 12, 24 und 48 h Verdunkelung iiber die Glucosemenge
bestimmt.
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Abb. 16: Abnahme des Stirkegehalts in der Dunkelphase bei Pflanzen der Serie A aus der
Friihjahrsanzucht. Das obere Diagramm zeigt die Stirkeabnahme bei NDH-Mutanten, das untere Diagramm
die Kontrollkonstrukte. Die Starkemenge wird pro Blattscheibe angegeben.

In der Abbildung 16 erkennt man, dass der Wildtyp und die Mutanten aus der
Friihjahrsanzucht bereits nach 12 Stunden fast stirkefrei waren. Der einzige Unterschied
zwischen Mutanten und Wildtyp bestand, wie bereits oben beschrieben, in der akkumulierten
Starkemenge nach der Belichtungsphase.
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Abb. 17: Abnahme des Stirkegehalts in der Dunkelphase bei Pflanzen der Serie A aus der
Sommeranzucht. Das obere Diagramm zeigt die Stirkeabnahme bei NDH-Mutanten, das untere Diagramm die
Kontrollkonstrukte. Die Stirkeemenge wird auf die Blattscheibe bezogen.

In der Sommeranzucht der Serie A zeigte sich ein vollig anderes Bild als in der
Friihjahrsanzucht (Abb. 17). Obwohl der Wildtyp &hnliche Mengen an Stérke bildete, verlief
der Abbau sehr viel langsamer. Die Transformante pndhD-NN-I zeigte den langsamsten
Stéirkeabbau.

Vergleicht man den Stirkeabbau bei Wildtyp und Kontrolllinien, so erkennt man das nur die
Mutante pIGE-aadl einen dhnlichen Verlauf zeigte wie der Wildtyp. Fiir die Mutante
pIGE-aadll liegen keine Werte fiir die Sommeranzucht vor. Die Transformanten pFaadl und
-aadll zeigte einen deutlich langsameren Starkeabbau.
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Abb. 18: Abnahme des Stirkegehalts in der Dunkelphase bei Pflanzen der Serie B aus der
Frithjahrsanzucht. Das obere Diagramm zeigt die Stdrkeabnahme bei NDH-Mutanten bei denen die
Resistenzkassette in Leserichtung inseriert ist, im Vergleich zum Wildtyp. Das untere Diagramm zeigt die NDH-
Mutanten, bei denen die Resistenzkassette gegen die Leserichtung inseriert ist, im Vergleich zum Wildtyp. Die
Starkemenge wird pro Blattscheibe angegeben.

Bei einem Vergleich der Pflanzen der Serie B aus der Friihjahrsanzucht erkennt man, dass die
Transformanten pndhl-XE-I und pndhA-N-I mehr Stirke akkumuliert haben als der Wildtyp
(Abb. 18). Doch nur pndhl-XE-I hat nach 48 Stunden die Stirke weitestgehend abgebaut,
wihrend im Wildtyp und in der Mutante pndhA-N-I nach der gleichen Zeitdauer noch
deutlich Stirke nachweisbar war. Deutlich weniger Stirke bildete die Transformanten

pndhA-NA-I,

pndhH-N-I,

Diese Mutante haben bereits nach 12 Stunden die Stdrke abgebaut.

pndhH-SN-I und die Kontrolltransformante pUCI19rpoB.
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Auch nach 48 Stunden ist in der Transformante pndhCKJ-HN-II und im Wildtyp noch Stérke
nachweisbar. Die anderen Mutanten sind, bis auf die Transformante pndhA-N-II, nach
24 Stunden anndhernd starkefrei.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass sich fiir die Mutanten hinsichtlich des
Stiarkeabbaus kein einheitliches Bild abzeichnet. Die Vermutung, dass in den Mutanten der
Starkeabbau generell gehemmt ist, konnte nicht bestitigt werden. Bis auf die Transformanten
pndhD-NN-I, pndhA-N-I und pndhCKJ-HN-II bauen die Mutanten die Stirke mindestens so
effektiv ab wie der Wildtyp.

4. Aktivitit der Photosysteme I und II und der physiologische
Zustand der Elektronentransportkette

Als mogliche Funktion des NDH-Komplexes wird die Beteiligung am photosynthetischen
Elektronentransport diskutiert. Bei der Mutagenese des NDH-Komplexes sind Auswirkungen
auf den Elektronentransport zu erwarten. Daher wurde die Funktionsfdhigkeit der
Photosysteme und der physiologische Zustand der Elektronentransportkette ndher untersucht.
Da es einen direkten Zusammenhang zwischen der Chlorophyllfluoreszenzénderung und der
photosynthetischen Aktivitdt gibt (Kautsky et al., 1931; Krause & Weis, 1991), eignet sich
die Analyse der Chlorophyllfluoreszenz als eine nichtinvasive Methode, um die Vorgidnge im
photosynthetischen Elektronentransport zu verfolgen.

Dazu wurden Wildtyppflanzen und Transformanten der Serie A vergleichsweise im Friihjahr
und Sommer unter Gewichshausbedingungen angezogen (I1.2.1.1). Die Mutanten pndhC-H-I,
pndhCKJ-HN-I und pndhHAI-RV-I wurden, zusammen mit dem Wildtyp, zum Vergleich
unter optimalen konstanten Bedingungen in der Klimakammer angezogen (I11.2.1.2).

Die Pflanzen der Serie B wurden nur im Frithjahr im Gewéchshaus angezogen und untersucht.
Zur Untersuchung wurden vier verschiedene Lichtintensititen (20, 130, 360 und
890 pmol sec”’ m? ) verwendet.

4.1 Funktionsfahigkeit des Photosystems I1

Das Photosystem II ist der erste Komplex der photosynthetischen Elektronentransportkette.
Um die Funktionsfdhigkeit des Photosystems II zu untersuchen, wurden die Anregungs-
effizienz Fexc und die photochemische Effizienz FII bestimmt.

4.1.1 Anregungseffizienz Fexc des Photosystems II

Die Anregungseffizienz Fexc des Photosystems II beschreibt die Effizienz, mit der die

Energie zu den Reaktionszentren des Photosystems II weitergeleitet wird und somit die
Effizienz der Qa-Reduktion im Photosystem II . Sie driickt sich im Verhéltnis der variablen
Fluoreszenz F, zur maximalen Fluoreszenz F,, aus (= F,/Fy,). Bjorkmann & Demmings (1987)
fanden fiir dunkeladaptierte Blétter verschiedener Spezies ein konstantes E/Fn, —Verhiltnis
von 0,832 + 0,004, d.h. es werden 0.84 Elektronen pro absorbiertem Quantum angeregt.
Ein deutlich niedrigerer Wert als 0,832 wird als Inhibition des Photosystems II gewertet.
Die Anregungseffizienz wurde fiir Wildtyp und Transformanten ermittelt und verglichen.
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Abb. 19: Anregungseffizienz Fexc des Photosystems II fiir Pflanzen der Serie A aus der Friihjahrsanzucht

(A) und aus der Sommeranzucht (B) im Gewichshaus. Das obere Diagramm zeigt das F,/F;-Verhiltnis fiir
die NDH-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp und das untere die Kontrollkonstrukte im Vergleich zum
Wildtyp.

In Abbildung 19 A zeigten sowohl die NDH-Mutanten als auch die meisten
Kontrollkonstrukte der Serie A in der Friithjahrsanzucht die gleiche Anregungseftizienz fiir
das Photosystem II wie der Wildtyp. Dies gilt sowohl fiir die Messungen bei Schwachlicht
von 20 pmol sec' m?, als auch fiir die Messungen bei der hochsten verwendeten
Lichtintensitit von 890 pmol sec”' m?. Einzig die Kontrollpflanze pF-aadll zeigte eine leichte
Abnahme im F,/F,-Verhéltnis gegeniiber dem Wildtyp.
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Fiir die Messungen der Anregungseffizienz der Sommeranzucht (Abb. 19 B) gelten die
gleichen Beobachtungen wie fiir die Friihjahrsanzucht (Abb. 19 A). Die Mutante pF-aadll
zeigte bei dieser Anzucht keinen deutlichen Unterschied im F,/Fy,-Verhiltnis zu den anderen
Kontrollen.
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Abb. 20: Anregungseffizienz Fexc des Photosystems II fiir Pflanzen der Serie A aus der Anzucht in der
Klimakammer. Das Diagramm zeigt das F,/F,-Verhiltnis fiir die NDH-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp.

Bei den Mutanten pndhC-H-I, pndhCKJ-HN-I und pndhHAI-RV-I, die unter optimalen
konstanten Bedingungen in der Klimakammer angezogen wurden, waren flir das F,/Fy-
Verhiltnis ebenfalls keine Unterschiede zum Wildtyp erkennbar (Abb. 20).
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Abb. 21: Anregungseffizienz Fexc des Photosystems II fiir Pflanzen der Serie B aus der Friihjahrs-
anzucht im Gewiichshaus. Das obere Diagramm zeigt das F,/F,-Verhiltnis fiir die NDH-Mutanten, bei denen
die Resistenzkassette in Leserichtung inseriert ist, im Vergleich zum Wildtyp. Das untere Diagramm zeigt die
NDH-Mutanten, bei denen die Resistenzkassette gegen die Leserichtung inseriert ist, im Vergleich zum Wildtyp.

Bei der Friihjahrsanzucht von Pflanzen der Serie B zeigte sich im Vergleich zur
Friihjahrsanzucht der Serie A je nach Lichtintensitidt beim Wildtyp eine leichte Erh6hung des
F,/Fn-Verhiltnisses von 0,77 bis 0,82 auf Werte zwischen 0,87 bis 0,90 (Abb. 21).

Die Mutanten mit der Resistenzkassette in Leserichtung der ndh-Gene zeigten im Vergleich
zum Wildtyp eine leichte Abnahme des F,/Fy-Verhdltnisses. Dabei war die geringste
Abnahme bei der Mutante pndhE-BX-I zu erkennen. Die Kontrollpflanze pUC19rpoB
verhielt sich genauso wie die NDH-Mutanten.

Auch bei den Mutanten mit der gegen die Leserichtung inserierten Resistenzkassette lagen die
F,/Fn-Werte niedriger als beim Wildtyp. Besonders fielen die Konstrukte pndhE-BX-II und
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pndhH-N-II auf, die noch niedriger lagen als die anderen Mutanten. Diese Mutanten zeigten
eine hellere Pigmentierung

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die Anregungseffizienz Fexc des Photosystems
IT der Mutanten in der Regel etwas niedriger war als beim Wildtyp. Aufgrund der nur
geringfiigigen Unterschiede kann man aber davon ausgehen, dass das Photosystem II
weiterhin funktionsfdhig ist und die photosynthetische Elektronentransportkette nicht inhibiert
1st.

4.1.2 Photochemische Effizienz F1l von Photosystem II

Die photochemische Effizienz oder effektive Quantenausbeute FII beschreibt die tatsdchliche
Effizienz des Photosystems II, mit der Elektronen pro absorbiertem Lichtquant in die
Elektronentransportkette eingespeist werden. Neben der Anregungseffizienz Fexc gehen in
diesen Wert diejenigen Photosystem II-Reaktionszentren ein, die an der photochemischen
Reaktion beteiligt sind (Genty et al., 1989). Wihrend die Anregungseffizienz Fexc die
Vorginge von der Lichtabsorption bis zur Reduktion des Primérakzeptors Qa beschreibt,
werden durch die photochemische Effizienz FIl die Vorginge der Energieweiterleitung in
die Elektronentransportkette, d.h. die Reoxidation von Photosystem II, beschrieben.
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Abb. 22: Photochemische Effizienz F Il des Photosystems II von Pflanzen der Serie A aus der

Friihjahrsanzucht (A) und aus der Sommeranzucht (B) im Gewichshaus. Das obere Diagramm zeigt FII

fiir die NDH-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp und das untere die Kontrollkonstrukte im Vergleich zum
Wildtyp.

In Abbildung 22 A kann man bei der Friihjahrsanzucht der Pflanzen der Serie A erkennen,
dass im Mittel die photochemische Effizienz der Mutanten hoher war als die des Wildtyps.
Wihrend bei Schwachlicht von 20 pmol sec’' m? der Unterschied noch gering war,
vergrolerte sich der Unterschied mit zunehmender Lichtintensitit. D.h. unter den
Anzuchtbedingungen im Friihjahr flossen in den Mutanten mehr Elektronen pro absorbiertem
Quantum in die Elektronentransportkette als im Wildtyp.

Auch die Kontrollpflanzen zeigten in der Regel eine hohere photochemische Effizienz als der
Wildtyp. Nur die heller pigmentierte Kontrollpflanze plGE-aadll zeigte bei 20 und
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130 pmol sec! m? eine geringere, bzw. gleich groBe, photochemische Effizienz wie der

Wildtyp. Bei hoheren Lichtintensitidten war die Effizienz dieser Mutante wieder vergleichbar
zu der der anderen Mutanten.

Bei einem Vergleich der photochemischen Effizienz unter den Anzuchtbedingungen im
Sommer (Abb. 22 B) wurden die Unterschiede zwischen den NDH-Mutanten und dem
Wildtyp geringer im Vergleich zur Friithjahrsanzucht, bzw. liegen innerhalb der
Standardabweichungen.

Beim Vergleich des Wildtyp mit den Kontrollen erkennt man, dass auch hier die Unterschiede
zwischen Wildtyp und Transformanten nicht mehr erkennbar waren. Eine Ausnahme bildete
wiederum die hell pigmentierte Transformante plGE-aadll, die im Gegensatz zur
Friihjahrsanzucht bei allen gemessenen Lichtintensititen eine deutliche Reduktion der
photochemischen Effizienz des Photosystems II aufwies.
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Abb. 23: Photochemische Effizienz F 1l des Photosystems II von Pflanzen der Serie A aus der Anzucht in
der Klimakammer. Das Diagramm zeigt FII fiir die NDH-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp.

Die Anzucht unter optimalen Bedingungen in der Klimakammer zeigte, dass es bei
Lichtintensititen von 20 und 130 pmol sec’ m? keine Unterschiede zwischen Wildtyp und
Transformanten gab. Erst bei hoheren Lichtintensititen war die photochemische Effizienz der
Mutanten gegeniiber dem Wildtyp leicht erhoht (Abb. 23).
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Abb. 24: Photochemische Effizienz F Il des Photosystems II von Pflanzen der Serie B aus der

Friihjahrsanzucht im Gewichshaus. Das obere Diagramm zeigt FII fiir die NDH-Mutanten, bei denen die
Resistenzkassette in Leserichtung inseriert ist, im Vergleich zum Wildtyp. Das untere Diagramm zeigt die NDH-
Mutanten, bei denen die Resistenzkassette gegen die Leserichtung inseriert ist, im Vergleich zum Wildtyp.

In Abbildung 24 erkennt man fiir die Transformanten der Serie B bei beiden Orientierung der
Resistenzkassetten in der Friihjahrsanzucht eine leichte Reduktion der photochemischen
Effizienz gegeniiber dem Wildtyp. Im Vergleich zur Frithjahrsanzucht der Pflanzen der
Serie A erkennt man, dass es sich bei der Differenz zwischen Wildtyp und Transformanten
nicht um eine Reduktion bei den Transformanten handelte, sondern vielmehr um einen
Anstieg der photochemischen Effizienz beim Wildtyp von 0,73 in der Friihjahrsanzucht mit
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der Serie A (Abb. 22 A) auf 0,84 in der Friihjahrsanzucht mit der Serie B (Abb. 24).
Die Reduktion bei der Mutante pndhl-XE-I verstirkte sich mit zunehmender Lichtintensitét
mehr als bei den anderen Mutanten.

Bei den helleren Mutanten pndhE-BX-II und pndhH-N-II zeigte sich vor allem bei Ersterer
eine deutliche Reduktion der photochemischen Effizienz.

Zusammenfassend kann man sagen, dass bei gemifBigten Bedingungen, wie sie bei der
Friihjahrsanzucht und in der Klimakammer anzutreffen sind, die Mutanten der Serie A eine
hohere photochemische Effizienz als der Wildtyp zeigten. D.h. es flossen mehr Elektronen
pro absorbiertem Quant in die Elektronentransportkette. Diese Differenz war bei
sommerlichen Bedingungen, mit hoheren Temperaturen, ldngeren Lichtphasen und hoheren
Lichtintensitdten, und damit hoherer Photosyntheserate, nicht mehr zu beobachten.

Die Pflanzen der Serie B lagen bei Betrachtung der Werte im gleichen Bereich wie die
Pflanzen der Serie A. Im direkten Vergleich zum Wildtyp aus der gleichen Anzucht lag
jedoch die photochemische Effizienz der Mutanten relativ gesehen niedriger.

4.1.3 Redoxzustand des Primirakzeptors Q,

Der Redoxzustand des Primérakzeptors Qa, auch als Elektronendruck im Photosystem II
bezeichnet, zeigt das Gleichgewicht zwischen Energieangebot und Nutzung im Photosystem
IT an. Der Primdrakzeptor Qa wird iiber das Photosystem II reduziert, die Reoxidation erfolgt
iiber die nachgeschaltete Elektronentransportkette. Steigt der Wert, so wird Qa nicht in
gleichem Mal reoxidiert, wie es reduziert wurde. Somit dient der Wert als Indikator fiir den
Redoxzustand des Photosystems II und die Funktionsfahigkeit der Elektronentransportkette.
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Abb. 25: Redoxzustand des Priméiirakzeptors Qo von Pflanzen der Serie A aus der Friihjahrsanzucht (A)
und aus der Sommeranzucht (B) im Gewichshaus. Das obere Diagramm zeigt Queq fiir die NDH-Mutanten
im Vergleich zum Wildtyp und das untere die Kontrollen im Vergleich zum Wildtyp.

In Abbildung 25 A erkennt man, dass der Primdrakzeptor Qu der Transformanten aus der
Serie A bei Schwachlicht von 20 pmol sec”’ m? im gleichen MaBe reduziert vorlag wie im
Wildtyp. Mit steigender Lichtintensitit lag Qs im Wildtyp stérker reduziert vor als in den
Mutanten. Dasselbe Verhiltnis zeigte sich beim Vergleich zwischen Wildtyp und
Kontrollpflanzen.
Vergleicht man den Redoxzustand von Qa der Mutanten untereinander, so erkennt man, dass
die Mutante pndhCKJ-HN-I am stérksten oxidiert vorlag.
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In den Pflanzen aus der Sommeranzucht (Abb. 25 B) lag im Wildtyp Qs bei Schwachlicht
von 20 umol sec' m? stirker reduziert vor als in den Mutanten. Bei zunehmender
Lichtintensitdit wurde Qa in den Mutanten stirker reduziert als im Wildtyp.
Dieser Unterschied war bei der hochsten gemessenen Lichtstirke nicht mehr so deutlich
ausgepragt. Vergleicht man zwischen Wildtyp und Kontrollen, so erkennt man, dass auch hier
der Wildtyp bei Lichtintensititen iiber 130 umol sec”’ m™ stirker oxidiert vorlag als die
Kontrollpflanze, obwohl der Unterschied nicht so stark war, wie bei den NDH-Mutanten.
Die hell gefarbte Transformante pIGE-aadll bildete eine Ausnahme, da bei ihr Qa bei allen
Lichtintensititen deutlich stirker reduziert vorlag als bei den anderen Pflanzen.
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Abb. 26: Redoxzustand des Priméirakzeptors Q, von Pflanzen der Serie A aus der Anzucht in der
Klimakammer. Das Diagramm zeigt Qa,eq fiir die NDH-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp.

Die Pflanzen der Serie A, die unter optimalen Bedingungen in der Klimakammer angezogen
wurden, zeigten in Abbildung 26, dass es im Schwachlicht bei 20 pumol sec”’ m? keine
Unterschiede zum Wildtyp gab. Die Mutanten pndhC-H-I und pndhCKJ-HN-I zeigten bei
ansteigenden Lichtintensititen eine geringere Reduktion des Primirakzeptors Qu, wéhrend
die Mutante pndhHAI-RV-I genauso stark reduziert wurde wie der Wildtyp .
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Abb. 27: Redoxzustand des Primirakzeptors Qs von Pflanzen der Serie B aus der Friihjahrsanzucht im
Gewiichshaus. Das obere Diagramm zeigt Quq fiir die NDH-Mutanten, bei denen die Resistenzkassette in
Leserichtung inseriert ist, im Vergleich zum Wildtyp. Das untere Diagramm zeigt die NDH-Mutanten, bei denen
die Resistenzkassette gegen die Leserichtung inseriert ist, im Vergleich zum Wildtyp.

Bei Lichtintensititen von 20 und 130 pmol sec! m? zeigen sich in Abbildung 27 keine
deutlichen Unterschiede im Redoxzustand von Q4 von Wildtyp und NDH-Mutanten. Erst bei
hoheren Lichtintensititen lag das Qy des Wildtyps etwas stirker reduziert vor als in den
Transformanten. Ausnahmen bildeten die Mutanten pndhl-XE-I bei der Lichtintensitit von
360 pmol sec' m” und die heller gefirbte Mutante pndhE-BX-II bei allen Lichtintensitéten.
In diesen Mutanten lag Qa deutlich stdrker reduziert vor. Die Kontrolllinie pUCI19rpoB
verhielt sich, auBer bei der Lichtintensitit von 360 umol sec”! m?, wie der Wildtyp.
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Zusammenfassend kann man feststellen, dass bei maiBigen Temperaturen, wie bei den
Friihjahrsanzuchten und in der Klimakammer, der Primirakzeptor Q im Wildtyp geringer
reduziert vorlag als in den Mutanten. Bei hoheren Temperaturen, wie in der Sommeranzucht,
drehte sich das Verhéltnis um, d.h. die NDH-Mutanten lagen stirker reduziert vor als der
Wildtyp.

4.2 Transienter Dunkelanstieg der Chlorophyllfluoreszenz

Der transiente Dunkelanstieg der Chlorophyllfluoreszenz, der sich kurz nach Abschalten des
aktinischen Lichtes bildet (I1.2.7.1), wird als Einspeisung von Reduktionsdquivalenten aus der
Lichtphase in den Plastochinonpool interpretiert, was zu einer kurzzeitigen Energetisierung
der Elektronentransportkette fiihrt. Diese kurzzeitige Energetisierung fiihrt zu einem
Wiederanstieg der Chlorophyllfluoreszenz, die aber innerhalb von 1 - 2 Minuten wieder
abnimmt. Bei Belichtung mit Dunkelrotlicht (720 nm), das vor allem das Photosystem I
anregt, wird der transiente Dunkelanstieg durch den sofortigen Abzug der Elektronen aus dem
Plastochinonpool iiber das Photosystem I geloscht.

Der transiente Dunkelanstieg der Chlorophyllfluoreszenz, der sich kurz nach Abschalten des
aktinischen Lichtes bildet (I1.2.7.1), wird als Einspeisung von Reduktionsédquivalenten aus der
Lichtphase in den Plastochinonpool interpretiert, was zu einer kurzzeitigen Energetisierung
der Elektronentransportkette fiihrt. Diese kurzzeitige Energetisierung fiihrt zu einem
Wiederanstieg der Chlorophyllfluoreszenz, die aber innerhalb von 1 - 2 Minuten wieder
abnimmt. Bei Belichtung mit Dunkelrotlicht (720 nm), das vor allem das Photosystem I
anregt, wird der transiente Dunkelanstieg durch den sofortigen Abzug der Elektronen aus dem
Plastochinonpool iiber das Photosystem I geloscht.
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Abb. 28: Transienter Dunkelanstieg der Pflanzen der Serie A (A) und der Serie B (B), sowie der
Kontrollpflanzen (C) aus der Gewidchshausanzucht.
+FR: Belichtung mit Dunkelrotlicht (,, far red*)

In Abbildung 28 erkennt man beim Wildtyp deutlich den transienten Dunkelanstieg, der sich
durch Belichtung mit Dunkelrotlicht l6schen lieB. Bei den Wildtyppflanzen aus der
Gewebekultur war der transiente Dunkelanstieg noch deutlicher zu erkennen (Kofer et al.,
1998). Bei allen Transformanten fehlte dieser transiente Dunkelanstieg vollstindig.
Auch durch Belichtung mit Dunkelrotlicht &nderte sich der Kurvenverlauf bei den
Transformanten nicht (ohne Abbildung).

Bei den Kontrollpflanzen konnte man einen transienten Dunkelanstieg beobachten, der sich
durch Belichtung mit Dunkelrotlicht l6schen lieB. Lediglich bei pIGE-aadll, das die
Resistenzkassette gegen die Leserichtung der ndh-Gene inseriert hat, fehlte der transiente
Dunkelanstieg.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass allen Transformanten, mit Ausnahme der

Mutante pIGE-aadll, wie erwartet der transiente Dunkelanstieg der Chlorophyllfluoreszenz
fehlte.
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S. Untersuchungen zum photosynthetischen Elektronentransport
5.1 Relative Elektronentransportrate

Die relative Elektronentransportrate (rel. ETR) dient als Mal} fiir die Ladungstrennung im
Photosystem II (Schreiber et al., 1994). Je hoher die Lichtstirke ist, desto hoher ist die
potentielle Rate, mit der das Photosystem II Elektronen in die Elektronentransportkette leitet.
Sehr hohe Lichtstirken wirken jedoch wieder limitierend auf die relative
Elektronentransportrate.
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Abb. 29: Relative Elektronentransportraten von Pflanzen der Serie A aus der Friihjahrsanzucht (A) und
aus der Sommeranzucht (B) im Gewiichshaus. Das obere Diagramm zeigt die Elektronentransportrate fiir die
NDH-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp und das untere die Kontrollen im Vergleich zum Wildtyp.

Die relative FElektronentransportrate der Pflanzen der Serie A aus der Friihjahrsanzucht
zeigten, wie in Abbildungen 29 A erkennbar, bei geringen Lichtintensititen von 20 und
130 pmol sec’' m? keinen Unterschied zum Wildtyp. Bei ansteigenden Lichtintensititen kam
es bei den NDH-Mutanten im Mittel zu einem leichten Anstieg. Dasselbe Bild bot sich bei
den Kontrollpflanzen.

Auch bei der Sommeranzucht (Abb. 29 B) konnte man bei geringeren Lichtintensititen von
20 und 130 pmol sec’ m? bei den relativen Elektronentransportraten keine Unterschiede
zwischen Wildtyp und Transformanten beobachten. Bei der hdchsten gemessenen
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Lichtintensitdt konnte man, wie in der Friihjahrsanzucht, einen leichten Anstieg der
Elektronentransportrate bei den NDH-Mutanten erkennen. Insgesamt lie sich, sowohl beim
Wildtyp als auch bei den NDH-Mutanten, eine Erhdhung der relative Elektronentransportrate
gegenliber der Friihjahrsanzucht feststellen. Die relativen Elektronentransportraten der
Kontrollen zeigten das gleiche Verhiltnis zum Wildtyp wie die iibrigen Transformanten.
Die Ausnahme bildete wieder die hell pigmentierte Mutante pIGE-aadll, bei der die
Elektronentransportrate deutlich geringer als in den iibrigen Pflanzen war.
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Abb. 30: Relative Elektronentransportrate von Pflanzen der Serie A aus der Anzucht in der
Klimakammer. Das Diagramm zeigt die Elektronentransportrate fiir die NDH-Mutanten im Vergleich zum
Wildtyp.

Die Elektronentransportraten der Pflanzen aus der Anzucht in der Klimakammer lagen bei
Lichtintensititen von 20 und 130 pmol sec’ m™? im Wertebereich des Wildtyps. Erst bei
Lichtintensititen von 360 und 890 pmol sec’' m™” lag die Elektronentransportrate der NDH-
Mutanten im Mittel hoher als die des Wildtyps (Abb. 30).
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Abb. 31: Relative Elektronentransportrate von Pflanzen der Serie B aus der Friihjahrsanzucht im
Gewiichshaus. Das obere Diagramm zeigt die Elektronentransportrate fiir die NDH-Mutanten, bei denen die
Resistenzkassette in Leserichtung inseriert ist, im Vergleich zum Wildtyp. Das untere Diagramm zeigt die NDH-
Mutanten, bei denen die Resistenzkassette gegen die Leserichtung inseriert ist, im Vergleich zum Wildtyp.

In Abbildung 31 erkennt man, dass die relativen Elektronentransportraten der Pflanzen der
Serie B aus der Friihjahrsanzucht bei niedrigen Lichtintensititen kleiner waren als die des
Wildtyps. Bei ansteigenden Lichtintensititen glichen sich Wildtyp und Transformanten in
ihren Elektronentransportraten immer mehr an. Innerhalb der Transformanten fielen die
Elektronentransportraten der Transformanten pndhl-XE-I, pndhA-NA-I und pUC19rpoB bei
einer Lichtintensitit von 890 pmol sec”' m? unter die des Wildtyps. Die Mutante pndhI-XE-I
lag bei einer Lichtintensitit von 360 pmol sec”’ m™? im Mittel deutlich unterhalb der anderen
gemessenen Pflanzen. Ebenso zeigte die hell gefiarbte Mutante pndhE-BX-II bei allen
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Lichtintensititen eine deutlich geringere Elektronentransportrate als die {ibrigen
Transformanten.

Betrachtet man die verschiedenen Anzuchten, erkennt man keine deutlichen Unterschiede in
der relativen Elektronentransportrate zwischen Wildtyp und Transformanten. Lediglich
Transformanten mit einem helleren Phénotyp, wie pIGE-aadll und pndhE-BX-II, zeigten eine
Verminderung der relativen Elektronentransportrate. Nur in der Frithjahrsanzucht der Serie A
und in der Klimakammeranzucht stieg die Elektronentransportrate bei den Transformanten
gegeniiber dem Wildtyp leicht an.

5.2 Photochemische und energieabhingige Fluoreszenzloschung (qP & qN)

Der Verlauf der Chlorophyllfluoreszenzinduktionskurve wird durch den Grad der
photochemischen und der energieabhdngigen Fluoreszenzloschung qP und gN bestimmt.

Die photochemische Fluoreszenzldschung qP beruht auf der Weiterleitung der Elektronen in
die photosynthetische Elektronentransportkette. Je hoher der Wert fiir qP ist, umso stérker ist
die Fluoreszenzldschung auf photochemische Mechanismen zuriickzufiihren und desto mehr
Energie wird durch die Elektronentransportkette geleitet.

Die Hauptkomponente der energieabhingigen Fluoreszenzloschung qN besteht in der
Energetisierung der Thylakoidmembran in Form eines DpH-Gradienten iiber der Membran.
Je hoher der Wert fiir qN liegt, umso hoher ist Beteiligung der energieabhingigen
Mechanismen an der Fluoreszenzldoschung und desto stirker ist die Thylakoidmembran
energetisiert.

Mit Hilfe der Séttigungspulsmethode (Schreiber & Bilger, 1987) lésst sich die Entwicklung
der photochemischen und energicabhingigen Fluoreszenzléschung im Zeitverlauf
beobachten. Anhand der Fluoreszenzloschungskurven kann man die Aktivierung der
photosynthetischen Elektronentransportkette und die Energetisierung der Thylakoidmembran
verfolgen.
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Abb. 32: Charakteristischer Verlauf von photosynthetischer und energieabhéingiger Fluoreszenzloschung
qP und N im Zeitverlauf. Die Kurven wurden fiir Spinat bei 200 umol sec™ m? und 22° C aufgenommen.
(nach Schreiber & Bilger, 1987)
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In Abbildung 32 erkennt man die charakteristischen Verldufe der photochemischen und
energieabhingigen Fluoreszenzldschungskurven. Die Kurve fiir die photochemische
Fluoreszenzloschung qP zeigt zu Anfang einen starken Abfall, bevor sie sich nach 1 bis 2
Minuten wieder einem hoheren und konstanten Niveau néhert.

Dieser Kurvenverlauf spiegelt die Aktivierung der Photosynthese wider. Die Kurve beginnt
bei einem hohen qP-Wert, d.h. bei einer hohen photochemischen Fluoreszenzldschung, da zu
Beginn der Belichtung die absorbierte Energie zur Reduktion des Photosystems II, bzw.
dessen vollig oxidierten Primérakzeptor Qa, verwendet und so nur ein sehr kleiner Teil als
Fluoreszenz abgestrahlt wird. Nach der vollstindigen Reduktion von Qa konnen die
Elektronen jedoch nicht sofort abflieBen, da die Enzyme des nachgeschalteten Benson-
Calvin-Zyklus noch nicht {iber das Thioredoxinsystem aktiviert sind und das Q schneller
reduziert als reoxidiert wird. Die Elektronen konnen nicht weitergeleitet werden und es
kommt zu einer Verstirkung der Fluoreszenz, was sich in einem niedrigen qP-Wert ausdriickt.
Wenn die Photosynthese im FlieBgleichgewicht ist, stellt sich die photochemische
Fluoreszenzloschung auf ein konstantes Niveau ein.

Nach der Dunkeladaption der Pflanzen (I1.2.7.2) ist die Thylakoidmembran nicht mehr
energetisiert. Durch die Aktivierung der photosynthetischen Elektronentransportkette kommt
es zu einer Protonentranslokation tiiber die Membran und zum Aufbau eines
Protonengradienten, der den Grofteil der energieabhingigen Fluoreszenzldschung qN
ausmacht. Die energieabhingige Fluoreszenzloschung N steigt zundchst an, weil die
Thylakoidmembran schneller energetisiert wird, als die Enzyme des Benson-Calvin-Zyklus
aktiviert werden. Nach der Aktivierung aller Enzyme kommt es durch den Abbau des
Protonengradienten zu einem Abfall in der Loschungskurve, bis sie ein konstantes Niveau
erreicht.

Im Folgenden sollten die Fluoreszenzloschung qP und N im Zeitverlauf fiir die
Transformanten im Vergleich zum Wildtyp unter verschiedenen Lichtintensititen und
Anzuchtbedingungen ermittelt werden. Die qP- und gqN-Werte wurden fiir die vier
Lichtintensititen 20, 130, 360 und 890 pmol sec’! m? iiber eine Zeitspanne von 10 Minuten
ermittelt.
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5.2.1 Photochemische und energieabhingige Fluoreszenzloschung bei
Wildtyppflanzen

Um die Auswirkung der unterschiedlichen Anzuchtbedingungen auf die photochemische und
energieabhéngige Fluoreszenzloschung zu untersuchen, wurden zundchst Wildtyppflanzen
aus den drei verschiedenen Anzuchtbedingungen bei unterschiedlichen Lichtintensititen
verglichen.
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Abb. 33: Verlauf der photochemischen Fluoreszenzloschung qP bei Wildtyppflanzen unter verschiedenen
Anzuchtbedingungen. Die Diagramme zeigen den Verlauf der Loschungskurven bei einer Lichtintensitét von
(A) 20, (B) 130, (C) 360 und (D) 890 pumol sec”' m?. KK: Anzucht in der Klimakammer; GH: Anzucht im
Gewichshaus im Frithjahr und im Sommer.

Bei einer schwachen Lichtintensitit von 20 pmol sec’ m?* zeigten die Wildtyppflanzen bei
allen drei Anzuchtbedingungen einen ganz &hnlichen Kurvenverlauf fiir qP (Abb. 33 A).
Der charakteristische Kurvenabfall zu Beginn der Kurve war nur schwach ausgebildet und die
Kurven erreichten schnell ein konstantes Niveau. Im photosynthetischen Fliegleichgewicht
erreichten die Pflanzen bei allen Anzuchtbedingungen einen dhnlich hohen qP-Wert zwischen
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0,90 und 0,98. Die geringe Lichtintensitdt fiihrte anscheinend dazu, dass das Gleichgewicht
zwischen Reduktion und Reoxidation schneller erreicht wurde.

Bei der Lichtintensitdt von 130 pmol sec’’ m? zeigte sich in Abbildung 33 B ein véllig
anderes Bild. Die Wildtyppflanzen aus der Anzucht in der Klimakammer zeigten einen
Kurvenverlauf fiir qP, der mit dem Verlauf in Abbildung 32 vergleichbar ist. Unterschiede
bestanden im Wert fiir das Kurvenminimum, der bei den Wildtyppflanzen bei Null lag, und in
der Geschwindigkeit, mit der das Minimum erreicht wurde. Die qP-Werte der Wildtyp-
pflanzen erreichten das Minimum nach 40 Sekunden. Danach stieg die Kurve wieder
gleichmifBig an und erreichte nach ungefihr 540 Sekunden das photosynthetische
FlieBgleichgewicht.

Bei den Gewichshausanzuchten lag das Kurvenminimum bei ungefahr 0,55 im Friihjahr und
ungefdhr 0,79 im Sommer. Die Minima wurden in den Gewéchshausanzuchten schneller
erreicht. Die gP-Kurve der Frithjahrsanzucht erreichte das Kurvenminimum nach
30 Sekunden und die Sommeranzucht nach 20 Sekunden. Das photosynthetische
FlieBgleichgewicht stellte sich in der Friihjahrsanzucht nach circa 540 Sekunden und in der
Sommeranzucht bereits nach 450 Sekunden ein.

Durch die Verdnderung der exogenen Faktoren, wie sie zwischen den Anzuchten auftraten,
und durch die Adaptation der Pflanzen an ihre Anzuchtbedingungen, kam es im Sommer
vermutlich zu einer Erhohung der Photosyntheserate. Die Verschiebung der Kurvenminima
und das schnellere Erreichen derselben diirften sich auf eine schnellere Reoxidation von Qa
zurlickfiihren lassen.

Die Adaptation an die verdnderten Anzuchtbedingungen zeigte sich auch besonders bei den
Messungen mit den hoheren Lichtintensititen von 360 und 890 pmol sec’ m?
Die Wildtyppflanzen der Sommeranzucht zeigten bei 360 umol sec! m? einen annihernd
charakteristischen Kurvenverlauf (vgl. Abb. 32), wihrend die Pflanzen aus den gemiBigteren
Anzuchten nach Erreichen ihres Kurvenminimums nur einen geringen Wiederanstieg und ein
niedriges konstantes Niveau zeigten. Dieser Effekt verstirkte sich bei der hoheren
Lichtintensitit von 890 pmol sec”’ m* (Abb. 33 D).
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Abb. 34: Verlauf der energieabhingigen Fluoreszenzloschung N bei Wildtyppflanzen unter
verschiedenen Anzuchtbedingungen. Die Diagramme zeigen den Verlauf der Ldschungskurven bei einer
Lichtintensitit von (A) 20, (B) 130, (C) 360 und (D) 890 pmol sec”' m?. KK: Anzucht in der Klimakammer;
GH: Anzucht im Gewichshaus (im Frithjahr und im Sommer).

Verfolgt man die energieabhédngige Fluoreszenzldoschung qN fiir den Wildtyp (Abb. 34 A), so
erkennt man, dass bei Schwachlicht von 20 pmol sec’ m” nur die Pflanzen aus der
Klimakammer den charakteristischen Kurvenverlauf fiir qN zeigten (vgl. Abb. 32).
Der Kurvenverlauf zeigte einen Anstieg auf ein Maximum von circa 0,32 und einen Abfall
der Kurve auf ein konstantes Niveau von circa 0,19. Den Wildtyppflanzen aus den beiden

verschiedenen Gewéchshausanzuchten fehlte der Anstieg zu Beginn der Belichtungsphase
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und das konstante Niveau der Kurve lag leicht oberhalb dem der Pflanzen aus der
Klimakammer. Beim Vergleich der Pflanzen aus den verschiedenen Anzuchten bei einer
Lichtintensitit von 130 upmol sec’ m? zeigten alle gemessenen Pflanzen den
charakteristischen Anstieg zu Beginn der Kurve (Abb. 34 B). Dabei erkennt man, dass die
Maxima der Kurven aber zeitlich verschoben und verschieden hoch waren. Die Pflanzen aus
der Sommeranzucht zeigten den geringsten und schnellsten Anstieg, gefolgt von den Pflanzen
aus der Friihjahrs- und der Klimakammeranzucht.

Bei der hoheren Lichtintensitit von 360 pmol sec”’ m? zeigte der Kurvenverlauf der Pflanzen
aus der Sommeranzucht kein so deutliches Maximum wie bei den Messungen bei
130 umol sec! m? (Abb. 34 C). Die Klimakammer- und Frithjahrsanzucht hingegen zeigten
kein Maximum, sondern einen Anstieg auf ein konstantes Niveau. Der konstante Wert fiir qN
war bei diesen Pflanzen hoher als bei den Pflanzen aus der Sommeranzucht. Auch die
Kurvenverldufen aus den Messungen bei einer Lichtintensitit von 890 pmol sec”! m? zeigten
eine Anstieg auf ein konstantes Niveau (Abb. 34 D).

Der Protonengradient wurde, nach den Daten zu urteilen, vermutlich schlechter abgebaut,
wodurch die energieabhidngige Fluoreszenzldschung auf einer konstanten Hohe blieb.

Zusammenfassend kann man bei den Wildtyppflanzen erkennen, dass sich die Pflanzen durch
einen schnelleren Elektronentransport an hohere Lichtintensititen anpassten. Dabei waren die
Pflanzen aus der Sommeranzucht im Vorteil, da sie bereits an die héheren Lichtintensititen
adaptiert waren.

5.2.2 Photochemische und energieabhingige Fluoreszenzloschung bei den
NDH-Transformanten

Da eine Beteiligung des NDH-Komplexes am photosynthetischen Elektronentransport,
speziell am zyklischen Elektronentransport, diskutiert wird, ist nach einer Mutagenese des
NDH-Komplexes ein Effekt bei der photochemischen und der energieabhingigen
Fluoreszenzloschung zu erwarten.

Es wurden Wildtyppflanzen und Transformanten der Serie A vergleichsweise im Friihjahr
und Sommer unter Gewichshausbedingungen angezogen (I1.2.1.1). Die Mutanten pndhC-H-I,
pndhCKJ-HN-I und pndhHAI-RV-I wurden, zusammen mit dem Wildtyp, zum Vergleich
unter optimalen konstanten Bedingungen in der Klimakammer angezogen (I11.2.1.2).

Die Pflanzen der Serie B wurden nur im Friihjahr im Gewéachshaus angezogen und untersucht.
Zur Untersuchung wurden vier verschiedene Lichtintensititen (20, 130, 360 wund
890 umol sec’ m? ) verwendet.

Zundchst wurden die photochemische Fluoreszenzloschung qP und die energieabhingige
Fluoreszenzloschung gN im Zeitverlauf tiber 10 Minuten (600 Sekunden) betrachtet.
Im zweiten Schritt wurden qP und gN im photosynthetischen FlieBgleichgewicht nach einem
Zeitraum von 10 Minuten (600 Sekunden) miteinander verglichen.

Die Analyse der Fluoreszenzldschung im Zeitverlauf wurde nur fiir die NDH-Mutanten mit
der Resistenzkassette in Leserichtung dargestellt, wéihrend der Vergleich der
Fluoreszenzldschung qP und gN im Fliegleichgewicht fiir alle Transformanten abgebildet
wurde.
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5.2.2.1 Fluoreszenzloschung P und gN fiir Pflanzen aus der Klimakammer
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Abb. 35: Verlauf der photochemischen Fluoreszenzloschung qP bei Pflanzen der Serie A aus der
Klimakammeranzucht. Die Diagramme zeigen den Verlauf der Loschungskurven bei einer Lichtintensitét von
(A) 20, (B) 130, (C) 360 und (D) 890 pmol sec™ m™>.

Vergleicht man wie in Abbildung 35 A die Kurvenverldufe fiir die photochemische
Fluoreszenzloschung qP der Pflanzen aus der Klimakammeranzucht, zeigten Wildtyp und
Transformanten bei einer Lichtintensitit von 20 pmol sec’' m? einen sehr #hnlichen
Kurvenverlauf. Der Kurvenabfall zu Beginn der Belichtung war stark reduziert, aber im
FlieBgleichgewicht erreichten alle Pflanzen einen Wert von 0.97 - 0.98.

Die Messungen bei 130 pmol sec’ m? zeigten deutliche Unterschiede (Abb. 35 B).
Der Wildtyp zeigte die charakteristische Kurve fiir die photochemische Fluoreszenzloschung
qP (vgl. 5.2 Abb. 32). Die Transformanten zeigten einen deutlich geringeren Kurvenabfall als
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der Wildtyp. Das konstante Niveau der Fluoreszenzldschung lag bei den Mutanten pndhC-H-I
und pndhCKJ-HN-I deutlich hoher als beim Wildtyp. Die Mutante pndhHAI-RV-I erreichte
anndhernd das konstante Niveau wie der Wildtyp.

Wihrend beim Wildtyp das Qa vollig durchreduziert wurde, blieb es bei den Transformanten
unvollstindig reduziert oder wurde schneller reoxidiert als im Wildtyp.

Ein dhnliches Bild zeigten die Messungen bei einer Lichtintensitit von 360 pmol sec’ m?
(Abb. 35 C). Der Kurvenabfall zu Beginn der Messung fiihrte bei den Transformanten zu
einem kleineren Minimum als beim Wildtyp. Wéhrend die Mutanten pndhC-H-I und
pndhCKJ-HN-I auch bei dieser Lichtintensitdt ein hoheren konstanten Wert als der Wildtyp
erreichten, blieb die Transformante pndhHAI-RV-I deutlich unter dem Wildtyp.
Bei 890 pmol sec”! m? ergaben sich ganz dhnliche Kurvenverlidufe (Abb. 35 D).
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Abb. 36: Photosynthetische Fluoreszenzloschung qP im photosynthetischen Fliefigleichgewicht von
Pflanzen der Serie A aus der Anzucht in der Klimakammer. Das Diagramm zeigt die photochemische
Fluoreszenzloschung qP fiir die NDH-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Die Werte ergaben sich aus
Messungen an verschiedenen Pflanzen jeweils einer Linie.

Bei einem direkten Vergleich der photochemischen Fluoreszenzloschung im
FlieBgleichgewicht zwischen Wildtyp und Transformanten in Abbildung 36 erkennt man
deutliche Unterschiede. Bei Schwachlicht von 20 pmol sec”’ m? lagen die Werte fiir die
photochemische Fluoreszenzloschung aller Pflanzen im gleichen GrdéBenbereich von 1.
Bei diesem Wert erreichte die photochemische Fluoreszenzldschung fast ihr Maximum, d.h.
alle absorbierte Energie wurde in die FElektronentransportkette weitergeleitet.
Mit zunehmender Lichtstirke nahm der qP-Wert der Pflanzen immer stirker ab, wobei die
Transformanten einen héheren Wert fiir die photochemische Fluoreszenzldschung zeigten,
d.h. die photosynthetische FElektronentransportkette leitete bei den Transformanten mehr
absorbierte Energie weiter.
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Abb. 37: Verlauf der energieabhingigen Fluoreszenzloschung N fiir die Pflanzen der Serie A aus der
Klimakammeranzucht. Die Diagramme zeigen den Verlauf der Loschungskurven bei einer Lichtintensitit von
(A) 20, (B) 130, (C) 360 und (D) 890 umol sec’! m2.

Bei einem Vergleich der Kurven fiir die energieabhéngige Fluoreszenzloschung N zeigte
sich bei allen Pflanzen unter Schwachlicht von 20 pmol sec’ m? ein Kurvenanstieg zu
Beginn der Messung und somit eine Energetisierung der Thylakoidmembran (Abb. 37 A).
Bei der Mutante pndhC-H-I zeigte sich eine leichte Erhohung des Kurvenmaximums
gegeniiber dem Wildtyp, wihrend das Maximum der Transformante pndhCKJ-HN-I unterhalb
dem des Wildtyps lag. Bei Schwachlicht wurde die Thylakoidmembran also energetisiert,
wenn auch nur auf einem sehr geringen Niveau.



II1. Ergebnisse 95

Bei den Messungen mit einer Lichtintensitit von 130 pmol sec’! m? zeigten alle Pflanzen den
charakteristischen Kurvenanstieg zu Beginn der Messung (Abb. 37 B). Alle Transformanten
blieben, sowohl beim Kurvenmaximum als auch im Fliegleichgewicht, unterhalb des
Wildtyps.

In den Abbildungen 37 C und D zeigten alle Pflanzen bei den hoheren Lichtintensitidten von
360 und 890 pmol sec”' m? einen Kurvenanstieg auf ein Maximum, aber die Kurven fielen
nicht wieder ab, sondern blieben auf dem errichten Niveau. Dabei zeigten die Mutanten das
gleiche Energetisierungsniveau wie der Wildtyp. Lediglich die Mutante pndhHAI-RV-I lag
bei 360 pmol sec”’ m? unterhalb dem Niveau der iibrigen Pflanzen.
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Abb. 38: Energieabhingige Fluoreszenzloschung qN im photosynthetischen Fliefigleichgewicht von
Pflanzen der Serie A aus der Anzucht in der Klimakammer. Das Diagramm zeigt die energieabhingige
Fluoreszenzldschung N fiir die NDH-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp. Die Werte ergaben sich aus
Messungen an verschiedenen Pflanzen jeweils einer Linie.

In Abbildung 38, in der die energieabhidngige Fluoreszenzloschung im Fliegleichgewicht bei
verschiedenen Lichtintensititen im Vergleich dargestellt ist, erkennt man, dass der Wildtyp in
allen Fillen im Mittel einen hoheren qN-Wert aufwies als die Transformanten.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass die Transformanten unter den optimalen
Anzuchtbedingungen in der Klimakammer im Vergleich zum Wildtyp zwar einen hoheren
Energiedurchsatz in der photosynthetischen Elektronentransportkette zeigten, aber die
Energetisierung der Thylakoidmembran schwicher ausgeprdgt war. Dies galt nicht nur im
FlieBgleichgewicht, sondern zeigte sich bereits im Kurvenverlauf der photochemischen und
energieabhédngigen Fluoreszenzloschung.
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5.2.2.2 Fluoreszenzloschung qP und qN fiir Pflanzen aus dem Gewichshaus

Um den Verlauf der Fluoreszenzldschung auch unter natiirlichen Bedingungen zu ermitteln,
wurden Wildtyp und Mutanten im Friihjahr und im Sommer unter Gewéchshausbedingungen

angezogen und die entsprechenden Werte ermittelt.

I. Fluoreszenzloschung qP und gN fiir Pflanzen aus der Friihjahrsanzucht
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Abb. 39: Verlauf der photochemischen Fluoreszenzléschung P bei Pflanzen der Serie A aus der

Friihjahrsanzucht. Die Diagramme zeigen den Verlauf der Loschungskurven bei einer Lichtintensitit von (A)
20, (B) 130, (C) 360 und (D) 890 pmol sec™’ m>.

Bei den Pflanzen aus der Friihlingsanzucht im Gewichshaus zeigten sich bei
20 pmol sec! m? keine deutlichen Unterschiede zwischen Wildtyp und Transformanten
(Abb. 39 A). Das Minimum der Mutanten pndhC-H-I, pndhHAI-RV-I und pndhJ-N-I lag
hoher als das des Wildtyps und das Minimum der Transformante pndhCKJ-HN-I lag darunter.
Im FlieBgleichgewicht lag der qN-Wert des Wildtyps etwas unterhalb den qN-Werten der
Transformanten. Der Kurvenverlauf der photochemischen Fluoreszenzloschung qP bei einer
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Lichtintensitit von 130 pmol sec’ m? (Abbildung 39 B) unterschied sich deutlich vom
Kurvenverlauf der Pflanzen aus der Anzucht in der Klimakammer (vgl. Abb. 35).
Der Kurvenverlauf des Wildtyps zeigte nur einen Abfall auf ein Minimum von circa 0,57,
wihrend man bei den Transformanten einen deutlichen Abfall auf ein Wert unter 0,5, bei der
Transformante pndhCKJ-HN-I bis auf circa 0,31, erkennen konnte. Zudem erreichten die
Transformanten ihr Minimum schneller als der Wildtyp und sie wiesen im photosynthetischen
FlieBgleichgewicht einen hoheren qP-Wert auf.

In Abbildung 39 C erkennt man, dass die Unterschiede im Kurvenverlauf zwischen
Transformante und Wildtyp bei einer Lichtintensitit von 360 pmol sec’’ m™ noch deutlicher
wurden als in Abbildung 38 B. Die Fluoreszenzloschung des Wildtyps stieg nach dem
Erreichen ihres Minimums nur sehr langsam an und blieb im FlieBgleichgewicht deutlich
unterhalb der Werte der Transformante. Die Minimalwerte waren bei diesen Messungen
kleiner als bei 130 pmol sec”’ m?2. Der Wildtyp erreichte einen Wert von circa 0,3 und die
Transformanten erreichten Werte zwischen 0,15 und 2. Einzige Ausnahme bildete die
Transformante pndhC-H-I, deren qP-Kurve ihr Minimum bereits bei 0,4 erreichte.

Bei einer Lichtintensitit von 890 pmol sec” m* (Abb. 39 D) zeigten auch die Kurvenverldufe
der Transformanten nach dem Erreichen ithres Minimums einen langsameren Wiederanstieg.
Die Minima der Kurven der Transformanten waren, mit Ausnahme der Transformante
pndhHAI-RV-I, im Gegensatz zu den vorgehenden Messungen kleiner als das des Wildtyps.
Die gP-Werte im Fliegleichgewicht blieben aber grofer als der qP-Wert des Wildtyps

Verfolgt man die Entwicklung der Fluoreszenzloschungskurven mit zunehmender
Lichtintensitét, so erkennt man, dass beim Wildtyp der Elektronentransport mit zunechmender
Lichtintensitdt herunterreguliert wurde, wéhrend bei den Transformanten bei allen
Lichtintensitdten mehr Energie an die Elektronentransportkette weitergeleitet wurde, was sich
in der hoheren photochemischen Fluoreszenzloschung zeigte.
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Abb. 40: Photosynthetische Fluoreszenzloschung P im photosynthetischen Fliefigleichgewicht von
Pflanzen der Serie A aus der Friihjahrsanzucht im Gewichshaus. Das obere Diagramm zeigt die Verteilung
der qP-Werte fiir die NDH-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp und das untere die Kontrollen im Vergleich

zum Wildtyp. Die Werte ergaben sich aus Messungen an verschiedenen Pflanzen jeweils einer Linie.

Bei einem direkten Vergleich der photochemischen Fluoreszenzléschung bei verschiedenen
Lichtintensitdten (Abb. 39) waren die gleichen Unterschiede zwischen Wildtyp und
Transformanten zu beobachten, wie bei der Anzucht in der Klimakammer. Bei steigenden
Lichtintensitdten nahm die photochemische Fluoreszenzloschung qP beim Wildtyp stirker ab
als in den Transformanten. Die Kontrollpflanzen verhielten sich bei der photochemischen
Fluoreszenzloschung qP wie die Transformanten, und nicht, wie erwartet, wie der Wildtyp.
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Abb. 41: Verlauf der energieabhiingigen Fluoreszenzloschung N bei Pflanzen der Serie A aus der
Friihjahrsanzucht. Die Diagramme zeigen den Verlauf der Loschungskurven bei einer Lichtintensitit von (A)
20, (B) 130, (C) 360 und (D) 890 pmol sec™ m™.

Die Transformanten pndhC-H-I, pndhCKJ-HN-I und pndhD-NN-I zeigten bei der
energieabhingige Fluoreszenzloschung qN im Schwachlicht bei 20 pmol sec”’ m? einen
stirkeren Anstieg zu Beginn der Belichtung als der Wildtyp (Abb. 41 A). Die Transformanten
pndhHAI-RV-I und pndhJ-N-I zeigten keinen Unterschied zum Wildtyp. Im weiteren
Kurvenverlauf und in ihrem konstanten Niveau unterschieden sich Transformanten und
Wildtyp nicht wesentlich.
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Die Messungen der energieabhingigen Fluoreszenzléschung bei 130 pmol sec”! m” zeigten

deutliche Unterschiede (Abb. 41 B). Der Wildtyp zeigte einen Kurvenverlauf fiir qN, wie er
in Abbildung 31 beschrieben wurde. Die Transformanten pndhC-H-I und pndhJ-N-I zeigten
einen deutlichen Anstieg zu Beginn der Messung, aber die Kurven flachten nach dem
Maximum sehr langsam ab. Die Werte fiir die energieabhéngigen Fluoreszenzldschung waren
im Fliefgleichgewicht deutlich hoher als bei den anderen Mutanten und im Wildtyp.

Das Maximum der iibrigen Transformanten lag unterhalb dem des Wildtyps. Die Mutanten
pndhHAI-RV-I und pndhD-NN-I zeigten im Kurvenanstieg eine Doppelschulter.

Das konstante Niveau der Loschung qN lag bei den Transformanten, auer bei der Mutante
pndhCKJ-HN-I, hoher als beim Wildtyp, wobei die Mutanten pndhC-H-I und pndhJ-N-I den
hochsten qN-Wert aufwiesen.

In den Abbildung 41 C und D erkennt man, dass die Kurven der Fluoreszenzléschung nach
Erreichen ihres Maximums kaum noch abflachten.

Die qN-Werte im FlieBgleichgewicht bei einer Lichtintensitit von 360 umol sec’' m? lagen
bei den Transformanten pndhC-H-I und pndhJ-N-I héher als im Wildtyp, wéhrend sie in den
iibrigen Transformanten etwas niedriger lagen als im Wildtyp. Bei 890 pmol sec’ m™ lagen
die gN-Werte aller Transformanten iiber denen des Wildtyps.

Bei allen Lichtintensititen kam es zur Energetisierung der Thylakoidmembran.
Das Abklingen der Energetisierung auf ein konstantes Niveau erfolgte jedoch unterschiedlich
schnell, bzw. bei hohen Lichtintensitdten blieb der Energiezustand der Membran erhalten, was
sich in einer hohen energieabhidngigen Fluoreszenzloschung &uflerte. In den meisten
Messungen lag der Energetisierungszustand der Transformanten hdher als im Wildtyp.
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Abb. 42: Energieabhingige Fluoreszenzloschung N im photosynthetischen Flieigleichgewicht von
Pflanzen der Serie A aus der Friihjahrsanzucht im Gewichshaus. Das obere Diagramm zeigt die
energieabhingige Fluoreszenzldoschung qN fiir die NDH-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp und das untere

Diagramm die Kontrollen im Vergleich zum Wildtyp. Die Werte ergaben sich aus Messungen an verschiedenen
Pflanzen jeweils einer Linie.

In Abbildung 42 wird die energieabhingige Fluoreszenzloschung qN im FlieBgleichgewicht
bei verschiedenen Lichtintensitdten verglichen. Dabei erkennt man, dass die qN-Werte mit
zunehmender Lichtintensitit anstiegen, aber der Wildtyp nicht mehr hoéher lag als die
Transformanten. Beim Vergleich der qN-Werte der verschiedenen Mutanten untereinander
zeichnete sich kein eindeutiges Bild ab. Dasselbe galt flir einen Vergleich der qN-Werte aus
dem FlieBgleichgewicht von Wildtyp und Kontrollpflanzen.
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Abb. 43: Verlauf der photochemischen Fluoreszenzloschung qP bei Pflanzen der Serie B aus der
Friihjahrsanzucht. Die Diagramme zeigen den Verlauf der Loschungskurven bei einer Lichtintensitit von (A)
20, (B) 130, (C) 360 und (D) 890 pmol sec™ m™.

Vergleicht man die Kurvenverldufe der photochemischen Fluoreszenzldschung qP bei den
Transformanten der Serie B aus der Friihjahrsanzucht mit denen der Pflanzen der Serie A,
zeigten sich keine deutlichen Unterschiede.

Die Abbildung 43 A zeigt, dass bei Schwachlicht von 20 pmol sec’ m? die Kurven zu
Beginn der Belichtung, aufler bei den Transformanten pndhE-BX-I und pndhI-XE-I, nicht so
weit abfielen wie der Wildtyp. Die Werte fiir die photochemische Fluoreszenzloschung qP im
FlieBgleichgewicht lagen bei den Transformanten hoher als beim Wildtyp. Die Mutante
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pndhl-XE-I fiel bei dieser und bei allen folgenden Lichtintensititen durch einen
verlangsamten Kurvenabfall und -anstieg auf.

Bei einer Lichtintensitit von 130 pmol sec”’ m? zeigten die meisten Transformanten einen
geringeren Kurvenabfall zu Beginn der Messung als der Wildtyp (Abb. 43 B). Nur die
Transformante pndhl-XE-I erreichte das gleiche Minimum von 0,3. Im FlieBgleichgewicht
lagen alle Pflanzen im %leichen Wertebereich.

Bei 360 pumol sec' m” waren die Unterschiede im Kurvenabfall zwischen Transformanten
und Wildtyp geringer (Abb. 43 C). Im FlieBgleichgewicht lagen die qP-Werte der
Transformanten pndhE-BX-I, pndhl-XE-I und pndhH-N-I unterhalb dem des Wildtyps,
wihrend die iibrigen Mutanten im Bereich des Wildtyps lagen.

In Abbildung 43 D erkennt man, dass die Minimalwerte der Kurven sich erhoht haben.
Danach stiegen die Kurven langsamer an als bei den Messungen mit den anderen
Lichtintensititen. Mit Ausnahme der Transformanten pndhH-SN-I, pndhG-EM-I und
pndhA-N-I lagen die gqP-Werte der Transformanten im FlieBgleichgewicht hoher als im
Wildtyp.
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Abb. 44: Photosynthetische Fluoreszenzléschung qP im photosynthetischen Flieigleichgewicht von
Pflanzen der Serie B aus der Friihjahrsanzucht im Gewichshaus. Das obere Diagramm zeigt die qP-Werte
fiir die NDH-Mutanten, bei denen die Resistenzkassette in Leserichtung inseriert ist, im Vergleich zum Wildtyp.
Das untere Diagramm zeigt die NDH-Mutanten, bei denen die Resistenzkassette gegen die Leserichtung inseriert
ist, im Vergleich zum Wildtyp.

Im direkten Vergleich der Werte fiir die photochemische Fluoreszenzloschung im
FlieBgleichgewicht erkannte man bei ansteigenden Lichtintensititen einen Abfall der
qP-Werte (Abb. 44). Die Transformanten der Serie B aus der Friihjahrsanzucht mit der in
Leserichtung inserierten Resistenzkassette zeigten bei 20 und 130 pumol sec’ m? nur sehr
geringfligige Unterschiede zum Wildtyp. Die Mutante pndhl-XE-I zeigte bei
360 umol sec’' m? den stirksten Abfall des qP-Wertes. Bei der hichsten Lichtintensitit von
890 pmol sec! m? lagen die Werte fiir die photochemische Fluoreszenzloschung bei der
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Transformanten pndhA-NA-I und pUCI19rpoB im GroBBenbereich des Wildtyps. Die qP-Werte
der {librigen Transformanten lagen tiber dem des Wildtyps.

Die Mutanten mit der Resistenzkassette gegen die Leserichtung zeigten bei allen
Lichtintensititen ein #hnliches Verhalten wie die bereits beschriebenen Transformanten
Einzig die hell gefirbte Mutante pndhE-BX-II zeigte eine sehr deutliche Abnahme der
photochemischen Fluoreszenzldschung bei allen gemessenen Lichtintensitéten.

Zusammenfassend kann man sagen, dass bei geméBigten Bedingungen in der
Frithjahrsanzucht die Transformanten eine hdhere photochemische Fluoreszenzloschung
zeigten als der Wildtyp. D.h. unter den Anzuchtbedingungen war die Elektronentransportkette
in den Transformanten stirker aktiviert, bzw. wurde der Primédrakzeptor Qa schneller
reoxidiert, als im Wildtyp.
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Abb. 45: Verlauf der energieabhingigen Fluoreszenzloschung qN bei Pflanzen der Serie B aus der
Friihjahrsanzucht. Die Diagramme zeigen den Verlauf der Loschungskurven bei einer Lichtintensitit von (A)
20, (B) 130, (C) 360 und (D) 890 pmol sec™ m?>.

Ebenso wie die Kurvenverldufe der photochemischen Fluoreszenzloschung unterschieden sich
die Kurvenverldufe der energieabhingigen Fluoreszenzldschung bei Pflanzen der Serie B aus
der Friihjahrsanzucht nicht wesentlich von denen der Pflanzen der Serie A aus der
vergleichbaren Anzucht (Abb. 41).



II1. Ergebnisse 111

Die Transformanten zeigten in Abbildung 45 bei allen gemessenen Lichtintensitdten einen
dem Wildtyp vergleichbaren Kurvenverlauf. Nur die Transformante pndhI-XE-I erreichte
nicht die Maxima der anderen Transformanten und der Kurvenabfall nach dem Maximum war
flacher.

0,91

0,8 1 o
0,7
ik 3
, i 3 pndhE-BX-I
[ pndhl-XE-|
, I pndhG-EM-I
d B pndhA-NA-I
, r¢i N pndhA-N-|
I pndhH-N-I
, I pndhH-SN-I
3 pUC19rpoB
20 130 360 890
N WT
= pndhE-BX-II
1 pndhI-XE-II
B pndhG-EM-II
B pndhA-NA-II
I pndhA-N-II
I pndhH-N-1I
B pndhCKJ-HN-II
2 pndhC-H-1I
890

PFD (umol / sec m?)
Abb. 46: Energieabhiingige Fluoreszenzloschung N im photosynthetischen Fliefigleichgewicht von
Pflanzen der Serie B aus der Friihjahrsanzucht im Gew#chshaus. Das obere Diagramm zeigt die qN-Werte
fiir die NDH-Mutanten mit der Resistenzkassette in Leserichtung, im Vergleich zum Wildtyp. Das untere

Diagramm zeigt die NDH-Mutanten(,) mit der Resistenzkassette gegen die Leserichtung im Vergleich zum
Wildtyp.
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Bei einem direkten Vergleich der energieabhingigen Fluoreszenzloschung gqN fiir die
Pflanzen der Serie B aus der Friihjahrsanzucht bei verschiedenen Lichtintensititen erkennt
man, dass die Werte erst ab einer Lichtintensitit von 360 pmol sec! m? anstiegen
(Abb. 46). Bei Lichtintensititen von 20,130 und 360 pmol sec”’ m? lagen die qN-Werte der
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Mutanten mit der Resistenzkassette in Leserichtung, bis auf die Mutanten pndhE-BX-I,
pndhA-N-I und pndhH-SN-I, unterhalb des Wildtyps. Bei einer Lichtintensitit von
890 pmol sec! m?* lagen die Werte fir N der Transformanten unterhalb des GroBen-
bereiches des Wildtyps. Alle Transformanten mit der Resistenzkassette gegen die Lese-
richtung wiesen im Mittel eine geringere energieabhéngige Fluoreszenzloschung auf als der
Wildtyp. Die Ausnahme bildete auch hier die heller gefarbte Mutante pndhE-BX-II, die vor
allem bei den geringeren Lichtintensititen von 20 und 130 pmol sec’ m? einen deutlich

hoheren qN-Wert zeigte, als die iibrigen Pflanzen.

I1. Fluoreszenzloschung qP und gN fiir Pflanzen aus der Sommeranzucht
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Abb. 47: Verlauf der photochemischen Fluoreszenzloschung qP bei Pflanzen der Serie A aus der
Sommeranzucht. Die Diagramme zeigen den Verlauf der Loschungskurven bei einer Lichtintensitit von (A) 20,
(B) 130, (C) 360 und (D) 890 pmol sec™’ m*.

Die Pflanzen aus der Sommeranzucht zeigten flir die photochemische Fluoreszenzloschung
qP bei 20 pmol sec’ m?* zu Beginn der Messung einen Kurvenabfall (Abb. 47 A).
Die Kurvenminima fiir die Mutanten pndhD-NN-I und pndhCKJ-HN-I wichen von den
ibrigen Transformanten und dem Wildtyp ab. Die Mutante pndhD-NN-I hatte ihr
Kurvenminimum bei circa 0,88 und die Mutante pndhCKJ-HN-I bei circa 0,74. Die {ibrigen
Transformanten erreichten ihren minimalen qP-Wert bei circa 0,8. Beziiglich ihrer qP-Werte
im FlieBgleichgewicht unterschieden sich der Wildtyp und die Transformanten kaum

voneinander.
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Bei 130 pmol sec’! m? zeigten die Mutanten zu Beginn der Messung einen deutlichen

Kurvenabfall bis auf Werte von 0,37 bis 0,5, lediglich die Transformante pndhC-H-I erreichte
nur einen Wert von 0,65 (Abb. 47 B). Der Kurvenabfall des Wildtyps war weniger deutlich
und das Minimum lag bei 0,8. Die Kurvenabfille der Transformanten und des Wildtyps
erfolgten gleich schnell. Ebenso lagen die qP-Werte im Flieigleichgewicht im gleichen
GroBenbereich.

Bei den hoheren Lichtintensititen von 360 und 890 pmol sec! m” ergab sich fir die
Entwicklung der photochemische Fluoreszenzloschung qP in den Transformanten ein
uneinheitliches Bild (Abb. 47 C/D). Bei 360 umol sec’ m? fielen die Transformanten
pndhJ-N-I und pndhCKJ-HN-I auf. Nach einem deutlichen, sehr schnellen Kurvenabfall zu
Beginn der Messung zeigte die Mutante pndhJ-N-I einen schnellen und hohen Kurvenanstieg
auf einen maximalen Wert von circa 1,2 . Die Transformante pndhCKJ-HN-I zeigte nach dem
Kurvenabfall einen deutlich verlangsamten Wiederanstieg bis auf ein konstantes Niveau.
Der qP-Wert dieser Mutante im Fliegleichgewicht lag hoher als der der iibrigen
Transformanten und des Wildtyps. Im FlieBgleichgewicht erreichten die Transformanten
pndhJ-N-I und pndhD-NN-I das gleiche Niveau wie der Wildtyp, wéihrend pndhHAI-RV-I
und pndhC-H-I unterhalb des Wertes des Wildtyps blieben.

Bei einer Lichtintensitit von 890 pmol sec”’ m* (Abbildung 47 D) zeigten die Kurvenverliufe
der Transformanten pndhJ-N-I und pndhHAI-RV-I nach dem Abfall zu Beginn der
Belichtung einen schnellen Anstieg, wihrend die anderen Transformanten und der Wildtyp
langsamer anstiegen. Die Transformante pndhJ-N-I erreichte auch bei dieser Lichtintensitit
einen maximalen Wert von circa 1,2. Nach dem Erreichen des Maximums flachten die
Kurven von pndhJ-N-I und pndhHAI-RV-I auf ein konstantes Niveau ab.
Im FlieBgleichgewicht war der qP-Wert der Transformanten pndhC-H-I und pndhD-NN-I
kleiner als der des Wildtyps, wihrend der Wert der Transformanten pndhCKJ-HN-I,
pndhJ-N-I und pndhHAI-RV groBer als der des Wildtyps war.

Im Vergleich zu der Frithjahrsanzucht war die photosynthetische Elektronentransportkette des
Wildtyps in der Sommeranzucht auch bei hoheren Lichtintensitdten aktiver, was sich in einer
hoheren photochemischen Fluoreszenzldschung duflerte.
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Abb. 48: Photosynthetische Fluoreszenzloschung P im photosynthetischen Fliefigleichgewicht von
Pflanzen der Serie A aus der Sommeranzucht im Gewéichshaus. Das obere Diagramm zeigt qP fiir die NDH-
Mutanten im Vergleich zum Wildtyp und das untere die Kontrollen im Vergleich zum Wildtyp.

Beim Vergleich der photochemischen Fluoreszenzloschung im photosynthetischen
FlieBgleichgewicht wahrend der Sommeranzucht konnte man wiederum eine generelle
Abnahme von P bei zunehmender Lichtintensitit erkennen (Abb. 48). Im Gegensatz zur
Friihjahrsanzucht nahmen die Werte fiir qP beim Wildtyp nicht stirker ab als bei den
Transformanten, sondern lagen bei den Lichtintensititen von 130 und 360 pmol sec”’ m? im
Mittel etwas iiber denen der Transformanten. Nur bei Schwachlicht von 20 umol sec”! m*
waren die Werte etwas kleiner als bei den Transformanten.
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Bei einem Vergleich der qP-Werte der Kontrollpflanzen mit denen des Wildtyps konnte man
ein dhnliches Verhiltnis der Werte zueinander beobachten. Die hell gefarbte Transformante
pIGE-aadll fiel im Gegensatz zur Friihjahrsanzucht bei allen Lichtintensititen durch ihre
deutlich niedrigeren qP-Werte auf.
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Abb. 49: Verlauf der energieabhiingigen Fluoreszenzloschung qN bei Pflanzen der Serie A aus der
Sommeranzucht. Die Diagramme zeigen den Verlauf der Loschungskurven bei einer Lichtintensitdt von (A) 20,
(B) 130, (C) 360 und (D) 890 pmol sec™! m™>.

Die energieabhingige Fluoreszenzloschung qN entwickelte sich bei 20 pmol sec” m? fiir
Wildtyp und Transformanten gleich (Abb. 49 A). Die Pflanzen erreichten, ohne zum Beginn
der Messung ein Maximum zu durchlaufen, einen niedrigen konstanten qN-Wert. Lediglich
die Mutante pndhD-NN-I zeigte zu Beginn einen kleinen Kurvenanstieg. Der qN-Wert dieser
Mutante war im FlieBgleichgewicht kleiner als der der iibrigen Pflanzen.
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Bei einer Lichtintensitit von 130 umol sec”! m> (Abbildung 49 B) zeigten alle Pflanzen den
bereits oben beschriebenen Kurvenanstieg, dabei fiel die Mutante pndhD-NN-I mit einem
besonders hohen Anstieg auf. Nach dem Kurvenabfall und dem Erreichen des konstanten
Niveaus lagen alle Pflanzen im gleichen Grof3enbereich.

Bei hoheren Lichtintensititen zeigten auch die Kurven der energieabhingigen
Fluoreszenzloschung, vor allem bei 890 pmol sec! m?, ein sehr uneinheitliches Bild
(Abb. 49 C/D). Bei 360 pmol sec! m™ fielen die Loschungskurven der Transformanten
pndhC-H-I, pndhCKJ-HN-I, pndhHAI-RV-I und pndhJ-N-I im Vergleich zum Wildtyp
schneller ab (Abb. 49 C). Die qN-Werte der konstanten Phase dieser Transformanten lagen
deutlich unter dem des Wildtyps. Die Mutante pndhD-NN-I wies einen dem Wildtyp
dhnlichen Kurvenverlauf auf. Auch bei einer Lichtintensitit von 890 pmol sec”! m? zeigte
diese Mutante in ihrem Kurvenverlauf den geringsten Unterschied zum Wildtyp
(Abb. 49 D). Die iibrigen Transformanten wiesen bei der hochsten gemessenen Lichtintensitét
einen verlangsamten Kurvenanstieg auf. Nach dem Erreichen des Maximums flachten die
Kurven langsam ab und erreichten ein konstantes Niveau, das unterhalb dem des Wildtyps
lag.

Bei einem Vergleich der verschiedenen Lichtintensitdten lieB3 sich feststellen, dass bei allen
Transformanten die Thylakoidmembran im gleichen Mafle wie im Wildtyp energetisiert
wurde. Erst bei hoheren Lichtintensititen nahm die Energetisierung in den Transformanten
stirker ab als im Wildtyp.
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Abb. 50: Energieabhingige Fluoreszenzloschung N im photosynthetischen Flieigleichgewicht von
Pflanzen der Serie A aus der Sommeranzucht im Gewichshaus. Das obere Diagramm zeigt die
Fluoreszenzldschung N fiir die NDH-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp und das untere die Kontrollen im
Vergleich zum Wildtyp.

Die Abbildung 50 zeigt, dass sich die Transformanten der Serie A in der Sommeranzucht bei
den Lichtintensititen von 20 und 130 pmol sec’ m? nicht vom Wildtyp unterschieden.
Erst bei der hoheren Lichtintensitit von 360 pmol sec”' m? zeigte der Wildtyp im Mittel eine
leicht erhohte energieabhingige Fluoreszenzloschung gegeniiber den Transformanten.
Im Vergleich zu der Frithjahrsanzucht (Abb. 42) stieg der Wert fiir qN erst bei 360 umol sec™!
m” an. Bei einem Vergleich der Kontrollpflanzen mit dem Wildtyp waren bei niedrigen
Lichtintensitdten keine eindeutigen Unterschiede festzustellen. Nur die hell pigmentierte
Transformante pIGE-aadll zeigte bei hoheren Lichtintensititen einen deutlichen Abfall des
qN-Wertes gegeniiber dem Wildtyp. Bei 360 pmol sec' m? zeigte die Transformante
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pIGE-aadl eine dem Wildtyp vergleichbare Fluoreszenzloschung, wihrend die
Transformanten pF-aadl und —II hohere qN-Werte im FlieBgleichgewicht zeigten. Bei der
hochsten gemessenen Lichtintensitit von 890 umol sec”’ m? verhielten sich die Kontrollen
wie der Wildtyp.

Zusammenfassend konnten bei der energieabhingigen Fluoreszenzloschung keine eindeutigen
Unterschiede festgestellt werden. Meistens jedoch lag der qN-Wert des Wildtyp bei den
niedrigeren Lichtintensititen iiber dem der Transformanten, und erst bei hoheren
Lichtintensititen wurden die Unterschiede geringer. D.h., dass bei niedrigeren
Lichtintensitdten der Wildtyp vermutlich eine hohere Energetisierung der Membran aufwies
als die Transformanten. Die Transformanten bendtigten laut der Messdaten hohere
Lichtintensitdten, um den gleichen Energetisierungszustand der Thylakoidmembran zu
erreichen wie der Wildtyp.
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6. Redox-Kinetiken des Photosystems I

6.1 Redoxzustand des Photosystems I

Als mogliche Funktion des NDH-Komplexes wird eine Beteiligung am zyklischen
Elektronentransport um das Photosystem I diskutiert. Da die Chlorophyllfluoreszenz des
Photosystems I zu gering ist, um gemessen zu werden, wurde der Redoxzustand des
Photosystems 1 bestimmt. Gemessen wurde die Absorptionsdnderung des P700 bei einer
Wellenldnge von 830 nm (II.2.8.), mittels derer sich der Reduktionsgrad des Photosystems I
bestimmen lie3.
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Abb. 51: Anteil an reduziertem Photosystem I von Pflanzen aus der Friihjahrsanzucht der Serie A im
Gewichshaus. Das obere Diagramm zeigt den Anteil an reduziertem Photosystem I fiir die NDH-Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp und das untere die Kontrollen im Vergleich zum Wildtyp. Fiir die Aufnahme der Redox-
Kinetiken wurden die gleichen Lichtintensitdten verwendet wie in den Chlorophyllfluoreszenzmessungen.



II1. Ergebnisse 122

Vergleicht man in Abbildung 51 den Anteil des reduzierten Photosystems I der Pflanzen der
Serie A aus der Friihjahrsanzucht mit dem Wildtyp, so erkennt man, dass das Photosystem I
bei Schwachlicht von 20 pmol sec’ m™? in den Transformanten im Mittel weniger stark
reduziert vorlag als im Wildtyp. Bei ansteigenden Lichtintensititen nahm der Anteil an
reduziertem Photosystem I in den Mutanten zu und tibertraf den Wildtyp deutlich um bis zu
40%, je nach Lichtintensitit und Mutante. Die Mutante pndhJ-N-I. zeigte bei den
Lichtintensititen iiber 20 pmol sec' m? den geringsten Unterschied zum Wildtyp.

Die Kontrollpflanzen unterschieden sich bis auf die beiden Ausnahmen pIGE-aadll und
pF-aadl nicht deutlich vom Wildtyp. In der heller gefarbten Transformante pIGE-aadll lag das
Photosystem 1 bei den hoheren Lichtintensititen deutlich stirker reduziert vor als der
Wildtyp, wiahrend das Photosystem I in der Transformante pF-aadl bei den Lichtintensititen
von 20 und 890 pmol sec”! m* stirker oxidiert vorlag als im Wildtyp.
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Abb. 52: Anteil an reduziertem Photosystem I von Pflanzen der Serie A aus der Sommeranzucht im
Gewiichshaus. Das obere Diagramm zeigt den Anteil an reduziertem Photosystem I fiir die NDH-Mutanten im
Vergleich zum Wildtyp und das untere die Kontrollen im Vergleich zum Wildtyp. Fiir die Aufnahme der Redox-
Kinetiken wurden die gleichen Lichtintensitéten verwendet wie in den Chlorophyllfluoreszenzmessungen.
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Bei der Sommeranzucht der Pflanzen der Serie A erkennt man beim Vergleich mit dem
Wildtyp, dass auch hier, auBBer bei Schwachlicht, das Photosystem I in den Transformanten
starker reduziert vorlag als im Wildtyp (Abb. 52). Bei einigen Mutanten, wie z.B. bei
pndhC-H-I hatte sich der Anteil an reduziertem Photosystem I bei 130 umol sec”' m* von
81 % auf 89 % gegeniiber der Frithjahrsanzucht erhoht. In anderen Mutanten, wie z.B.
pndhCKJ-HN-I und pndhHAI-RV-I, lagen die Photosysteme I weniger stark reduziert, bzw.
gleich stark reduziert vor. Den deutlichsten Unterschied zeigten die Mutanten pndhC-H-I und
pndhD-NN-I bei der héchsten Lichtintensitit von 890 pmol sec”' m. Lag das Photosystem I
in der Transformante pndhC-H-I um circa 70 % stéirker reduziert vor als im Wildtyp, so war
es in der Transformante pndhD-NN-I um circa 10 % weniger reduziert als im Wildtyp.
Bei der Sommeranzucht zeigte die Mutante pndhHAI-RV-I bei Lichtintensitdten von 130 und
360 umol sec’' m? den geringsten Unterschied zum Wildtyp.

Zeigten die Kontrollpflanzen in der Friihjahrsanzucht noch keine deutlichen Unterschiede
zum Wildtyp, so lag ihr Photosystem I in der Sommeranzucht bei Lichtintensititen von
130 und 360 pmol sec”’ m? deutlich stirker reduziert vor als im Wildtyp. Bei Schwachlicht
von 20 pmol sec' m? lag das Photosystem I in den Mutanten, auBer in der heller gefirbten
Transformante pIGE-aadll, schwicher reduziert vor als im Wildtyp. In der Transformante
pIlGE-aadll war der Anteil an reduziertem Photosystem I um circa 10 % hoher als im
Wildtyp. Das Photosystem [ der Transformante pF-aadll war bei Starklicht von
890 pmol sec' m? im Mittel etwas stirker reduziert als der Wildtyp, wihrend die tibrigen
Mutanten im Photosystem I deutlich schwécher reduziert vorlagen.
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Abb. 53: Anteil an reduziertem Photosystem I von Pflanzen der Serie B aus der Friihjahrsanzucht im
Gewiichshaus. Das obere Diagramm zeigt den Anteil an reduziertem Photosystem I fiir die NDH-Mutanten mit
der Insertion der Resistenzkassette in Leserichtung im Vergleich zum Wildtyp und das untere Diagramm fiir die
NDH-Mutanten mit der Resistenzkassette gegen die Leserichtung. Fiir die Aufnahme der Redox-Kinetiken
wurden die gleichen Lichtintensititen verwendet wie in den Chlorophyllfluoreszenzmessungen.

In der Friihjahrsanzucht der Serie B sind im Reduktionsgrad des Photosystems I deutliche
Unterschiede zwischen einzelnen Mutanten und dem Wildtyp zu erkennen (Abb. 53).
Bei 20 umol sec’! m? war das Photosystem I der Mutanten mit der Resistenzkassette in
Leserichtung geringer reduziert als der Wildtyp, wihrend bei 130 pmol sec! m?” die
Photosysteme I aller Mutanten stirker reduziert vorlagen als der Wildtyp. Bei 360 und
890 umol sec' m? traten deutliche Unterschiede auch unterhalb der Mutanten auf. Bei beiden
Lichtintensititen war der Anteil an reduziertem Photosystem I in den Transformanten
pndhE-BX-1, pndhl-XE-I und pndhG-EM-I deutlich héher als im Wildtyp. Bei den Mutanten,
in denen die Untereinheiten NDH-A und NDH-H betroffen sind, sowie in der Kontrollpflanze
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pUC19rpoB, war der Anteil an reduziertem Photosystem I bei 360 pmol sec’! mi* hoher, aber
bei 890 umol sec”' m* deutlich geringer als im Wildtyp.

Bei den Transformanten mit der Resistenzkassette gegen die Leserichtung zeigte sich ein ganz
dhnliches Bild. Lediglich die hell gefirbte Mutante pndhE-BX-II zeigte bei 20 pmol sec™ m
eine stirkere Reduktion des Photosystems I als der Wildtyp. Bei allen Lichtintensitéiten, auBer
bei 20 umol sec”' m?, zeigte die Transformante pndhH-N-II im Vergleich zum Wildtyp und
anderen Mutanten den geringsten Anteil an reduziertem Photosystem 1. Bei einer
Lichtintensitit von 890 pmol sec”’ m* lagen die Transformanten bis auf pndhI-XE-II stirker
oxidiert vor als der Wildtyp.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass bei Lichtintensititen tiber dem Schwachlicht
von 20 pmol sec’ m? das Photosystem I der Transformanten, bis auf einige Ausnahmen,
stirker reduziert vorlag als im Wildtyp. Diese Beobachtung wurde fiir alle Anzucht-
bedingungen gemacht. Die stirkere Reduktion des Photosystems I in den Transformanten
kann ein Hinweis auf eine Beeintrichtigung des Elektronentransports im, bzw. nach dem
Photosystem I sein, wie sie z.B. bei einer Schadigung des zyklischen Elektronentransports zu
erwarten ware.
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6.2. Rereduktion des Photosystems I

Um die Auswirkung der Mutagenese der NDH-Untereinheiten auf den zyklischen
Elektronentransport zu untersuchen, wurde nach Abschalten des Fernrotlichtes die
Halbwertszeit bis zum Erreichen des reduzierten Zustands des Photosystems I ermittelt.

Tab. 14: Ubersicht iiber die Halbwertszeit der Rereduktion von PSI nach Abschalten des Fernrot-lichtes.
Angegeben ist die Halbwertszeit der Rereduktion in Sekunden. In Klammern ist die Standardabweichung
aufgefiihrt. Es wurden von jeder Linie mindestens 4 Pflanzen gemessen.

Serie A Friihjahr Sommer Serie B Frithjahr

t 1, (sec) t 1, (sec) t 1, (sec)

WT 1,5 (0,2) 1,5 (0,6) WT 1,8 (0,3)
pndhC-H-I 2,9 (1,2) 3,5 (1,3) pndhE-BX-1 2,5 (0,1)
pndhCKJ-HN-I 2,1 (0,6) 3,1 (1,2) pndhE-BX-11 3,4 (0,9)
pndhHAI-RV-I 3,2 (0,8) 4,1 2,2) pndhl-XE-I 3,8 (0,5)
pndhJ-N-I 3,8 (2,0 3,5 (1.4 pndhl-XE-II 5.4 (0,8)
pndhD-NN-I 3,1 (0,3) 4,7 (1,7) pndhG-EM-I 3,2 (0,4)
plGE-aadl 1,9 (0,7) 24 24 pndhG-EM-II 3,8 (0,8)
pIlGE-aadlIl 1,8 (0,6) 3,3 (3,3) pndhA-NA-I 3,6 (0,9)
pF-aadl 1,8 (0,9) 3,6 (2,0) pndhA-NA-II 3,5 (0,4)
pF-aadll 2,0 (0,9) 24 (1,2) pndhA-N-I 4,3 (1,6)
pndhA-N-11 4,0 (0,7)

pndhH-N-I 3,4 (0,5)

pndhH-N-11 2,2 (0,4)

pndhH-SN-I 4,2 (0,6)

pndhCKJ-HN-II 3,4 (0,6)

pndhC-H-1I 3,8 (0,3)

pUCI19rpoB 3,5 (0,9)

Wie man in Tabelle 14 erkennt, war die Halbwertszeit bei allen Transformanten, sowohl aus
der Serie A als auch aus der Serie B, deutlich hdher als bei dem Wildtyp. Die Halbwertszeiten
fiir die Kontrollen der Serie A aus der Friihjahrsanzucht lagen dabei nur geringfiigig iiber der
Halbwertszeit des Wildtyps, wéhrend sie in der Sommeranzucht deutlich hoher lagen.

Die Halbwertszeit fiir die Reduktion des Photosystems I der Kontrollpflanze pUC19rpoB der
Serie B lag im Bereich der iibrigen Transformanten.

Der hohere Reduktionszustand des Photosystems I in den Transformanten, sowie die ldngere
Halbwertszeit bei der Rereduktion zeigen, dass die Mutagenese des NDH-Komplexes
Auswirkungen auf den photosynthetischen Elektronentransport im Bereich des Photosystem I
hat.
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7. Analyse der Chlorophyll- und Carotinoidzusammensetzung der
NDH-Mutanten

Die Carotinoidzusammensetzung, speziell die Carotinoide des Xanthophyll-Zyklus, spielen
eine wichtige Rolle bei dem Schutz der Photosysteme, insbesondere des Photosystems II.
Die Carotinoide tragen tiiber Waérmedissipation und ihren Anteil an den
Lichtsammelkomplexen (LHC: light harvesting complex) auch zur energieabhingigen
Fluoreszenzloschung bei. Da bei der Analyse der energieabhidngigen Fluoreszenzloschung
und des photosynthetischen Elektronentransportes Unterschiede zwischen Transformanten
und Wildtyp festgestellt werden konnten, wurde die Pigmentzusammensetzung der Mutanten
analysiert. Des weiteren wurde das Chlorophyll a/Chlorophyll b- und das
Carotinoid/Chlorophyll-Verhéltnis bestimmt.

Die Pigmentanalyse {iiber Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC) ergab fiir
Pflanzen der Serie A und Serie B die in Tabelle 15 A und 15 B dargestellten Werte.

Tab. 15: Pigmentzusammensetzung der Pflanzen der Serie A in pmol Carotinoid /nmol Chlorophyll. In
Klammern sind die jeweiligen Standardabweichungen aufgefiihrt. Fiir jede Linie wurden mindestens 5 Proben
analysiert

A.

Serie A Violaxanthin| Antheraxanthin | Zeaxanthin | Neoxanthin Lutein
Wildtyp 60,0 (7,5) 3,8 (1,3) 1,3 (0,4) 46,9 (1,9) 161,1 (20,4)
pndhC-H-I 60,0 (8,5) 4,6 (3,2) 1,5 (0,9) 48,6 (2,2) 157,6 (16,5)
pndhCKJ-HN-I|63,7 (6,0) 5,2 (2,8) 1,9 (1,0) 47.4 (2,9) 154,1 (11,0)
pndhHAI-RV-1(66,0 (16,2) |4,1 (1,8) 1,5 (0,6) 47,6 (4,2) 160,4 (20,4)
pndhJ-N-I 64,0 (10,3) (3,0 (1,3) 0,9 (0,3) 45,0 (1,7) 161,6 (18,8)
pndhD-NN-I 63,0 (8,3) 4,2 (0,5) 0,6 (0,1) 45,5 (2,8) 170,3 (6,3)
pIGE-aadl 67,9 (9,6) 44 (1,1) 0,5 (0,1) 46,3 (0,9) 160,0 (16,2)
pIGE-aadll 66,0 (12,6) (43,7 (2,2) 10,4 (3.9) 48,3 (2,1) 143.8 (9.,7)
pF-aadl 64,0 (7.4) 3,8 (1,2) 0,6 (0,1) 48,0 (2,4) 150,0 (12,0)
pF-aadll 61,2 (7,1) 2,9 (0,9) 0,6 (0,1) 479 (1,9) 161,2 (6,6)
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B. (Fortsetzung Tabelle 15)

Serie B Violaxanthin| Antheraxanthin | Zeaxanthin| Neoxanthin Lutein
Wildtyp 58,9 (6,5) 0,7 (0,4) 0,2 (0,1) 46,7 (2,2) 140,3 (5,1)
pndhE-BX-I 66,2 (4,0) 1,4 (0,7) 0 (0) 46,5 (4,1) 171,9 (6,2)
pndhl-XE-I 62,4 (4,7) 0,9 (0,4) 0 (0) 45,4 (1,6) 154,6 (3,2)
pndhG-EM-I 61,3 (2,4) 0,6 (0,1) 0 (0) 41,9 (3,3) 170,8 (4,6)
pndhA-NA-I 62,6 (4,0) 1,1 (0,3) 0 (0) 40,5 (4,0) 175,6 (7,1)
pndhA-N-I 67,8 (6,1) 0,8 (0,2) 0 (0) 47,3 (1,4) 176,5 (7,7)
pndhH-N-I 63,5 (2,7) 1,0 (0,2) 0 (0) 47,5 (1,6) 173,4 (11,8)
pndhH-SN-I 67,2 (7.8) 1,6 (0,7) 0 (0) 46,9 (1,5) 181,8 (4.,8)
pndhE-BX-I1 504 (12,7) 133,0 (12,2) 23,6 (11,0) |147,8 (9,2) 172,0 (6,2)
pndhl-XE-II 61,3 (6,6) 0,5 (0,1) 0 (0) 43,1 (5,4) 167,2 (10,4)
pndhG-EM-II 69,7 (3.,6) 1,0 (0,3) 0 (0) 47,1 (5,2) 182,0 (71,1)
pndhA-NA-II 72,5 (9,2) 0,8 (0,1) 0 (0) 44,4 (5,5) 172,2 (6,0)
pndhA-N-II 70,0 (6,7) 0,8 (0,5) 0 (0) 43,9 (3,5) 186,7 (10,2)
pndhH-N-II 87,3 (16,0) (3.4 (0,9) 0 (0) 33,5(5,4) 168,6 (14,2)
pndhCKJ-HN-II [64,8 (4,8) 0,9 (0,5) 0 (0) 48,0 (1,3) 184,8 (14,8)
pndhC-H-II 61,0 (3,6) 1,0 (0,2) 0 (0) 49.8 (3,8) 163,5 (19,5)
pUC19-rpoB 64,4 (4,3) 1,2 (0,4) 0,2 (0,1) 46,9 (1,4) 151,5 (8,9)

Die Carotinoidzusammensetzung der Mutanten zeigte mit Ausnahme der Mutanten
pIGE-aadll, pndhE-BX-II und pndhH-N-II keine relevanten Unterschiede im Vergleich zum
Wildtyp. Die Transformante pIGE-aadll hatte einen erhdhten Gehalt an Anthera- und
Zeaxanthin, wahrend pndhE-BX-II neben einem erhdhten Anthera- und Zeaxanthingehalt
einen geringeren Violaxanthingehalt aufwies. Die Mutante pndhH-N-II zeigte dagegen einen
erhohten Violaxanthingehalt.
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Abb. 54: Chlorophyll a/Chlorophyll b-Verhiiltnis. Das obere Diagramm zeigt die Mutanten der Serie A, das
untere Diagramm die der Serie B. Fiir jede Transformantenlinie wurden mindestens 5 Proben analysiert .

Das Chlorophyll a/Chlorophyll b-Verhiltnis der Mutanten der Serie A zeigte im Vergleich
zum Wildtyp keine deutlichen Unterschiede (Abb. 54). Das Chlorophyll a/Chlorophyll b-
Verhiltnis in der Serie B lag, auler in den Mutanten pndhH-N-I und pndhH-SN-I,
pndhCKJ-HN-II, pndhC-H-II und pUC19rpoB, im Mittel etwas hoher als im Wildtyp.
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Von den beiden heller gefarbten Mutanten pndhE-BX-II und pndhH-N-II zeigte nur zweitere
einen deutlichen Anstieg im Chlorophyll a/Chlorophyll b-Verhiltnis. Der erhohte Anteil an
Chlorophyll a ldsst auf eine Verkleinerung der Lichtsammelkomplexe schlieen.
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Abb. 55: Carotinoid/Chlorophyll-Verhiiltnis. Das obere Diagramm zeigt die Mutanten der Serie A, das untere
Diagramm die der Serie B. Fiir jede Linie wurden mindestens 5 Proben analysiert .

Wihrend sich die Werte fiir das Carotinoid/Chlorophyll-Verhéltnis bei den Mutanten der
Serie A im Bereich des Wildtyps bewegten, erkennt man bei den Pflanzen der Serie II im
Mittel eine Erhohung des Verhéltnisses (Abb. 55).
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Die groBten Unterschiede zeigten auch hier die helleren Pflanzen der Mutagenesekonstrukte
pndhE-BX-II und pndhH-N-II. Die ebenfalls hellere Mutante pIGE-aadll der Serie A
hingegen zeigte keinen Unterschied zum Wildtyp.

Die Erhohung im Carotinoid/Chlorophyll-Verhéltnis kann ihre Ursachen entweder in einem
groBeren V+A+Z-Pool, d.h. dem Gesamtgehalt an Viola-, Anthera- und Zeaxanthin, haben
oder in einer Verringerung des Gesamtchlorophyllgehalts.

Ein Vergleich der V+A+Z-Pools der Mutanten und des Wildtyps sind in Tabelle 16
aufgefiihrt.

Tab. 16: Grofie des V+A+Z-Pools (Gesamtmenge an Violaxanthin, Antheraxanthin und Zeaxanthin in
pmol Carotinoid/pmol Chlorophyll). In Klammern sind die jeweiligen Standardabweichungen aufgefiihrt. Fiir
jede Linie wurden mindestens 5 Proben analysiert :

Serie A V+A+Z Serie B V+A+Z

WT 65 (6,6) WT 60 (6,4)
pndhC-H-I 66 (8,2) pndhE-BX-I 67 (4,0)
pndhCKJ-HN-I 71 (6,0) pndhE-BX-11 107 (17,7)
pndhHAI-RV-I 71 (15,9) pndhl-XE-I 63 (4,9)
pndhJ-N-I 68 (10,5) pndhl-XE-II 62 (6.,5)
pndhD-NN-I 68 (8,6) pndhG-EM-I 62 (2,4)
plGE-aadl 73 (9,1) pndhG-EM-II 71 (3,3)
pIGE-aadlIl 120 (10,5) pndhA-NA-I 63 (4,2)
pF-aadl 68 (7,9) pndhA-NA-II 73 (9,2)
pF-aadll 65 (6,6) pndhA-N-I 68 (6,1)
pndhA-N-II 71 (7,1)

pndhH-N-1 64 (2,7)

pndhH-N-II 91 (16,5)

pndhH-SN-I 69 (8,2)

pndhCKJ-HN-II 66 (5.5)

pndhC-H-II 63 (4,6)

pUC19-rpoB 66 (4,3)

Bei einem Vergleich der GroBe des V+A+Z-Pools erkennt man zwischen Wildtyp und
Mutanten keine Unterschiede. Ausnahmen waren wiederum die heller pigmentierten
Mutanten pIGE-aadll, pndhE-BX-II und pndhH-N-II, die einen deutlich héheren V+A+Z-
Pool aufwiesen.

Aufgrund der Analyse des V+A+Z-Poolgréfle kann man vermuten, dass die Verschiebung des
Carotinoid/Chlorophyll-Verhéltnisses bei den Pflanzen der Serie B, mit Ausnahme der
Mutanten pndhE-BX-II und pndhH-N-II, mit groBer Wahrscheinlichkeit auf eine Reduzierung
des Gesamtchlorophyllgehalts zuriickzufiihren ist.

Zusammenfassend kann man fiir die Pigmentanalyse feststellen, dass sich der Gehalt der
verschiedenen Carotinoide nicht verdndert hat, wenn man von den heller gefirbten
Ausnahmen absieht, bei denen die Resistenzkassette gegen die Leserichtung der ndh-Gene
inseriert ist. Verdnderungen in den Carotinoid/Chlorophyllverhiltnis sind hier wahrscheinlich
auf eine Reduktion des Gesamtchlorophyllgehalts zuriickzufiihren, wobei sich das Verhiltnis
zwischen Chlorophyll a und Chlorophyll b nicht wesentlich veridndert hat.
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IV. Diskussion

Uber die Struktur und Funktionsweise des plastidiren NDH-Komplexes ist bisher wenig
bekannt, ebenso iiber seine physiologische Rolle in den Plastiden. Die Beteiligung am
zyklischen Elektronentransport um das Photosystem I, an der Chlororespiration und am
Schutzmechanismus gegen photooxidativen Stress wird diskutiert.

Um die physiologischen Funktionen des NDH-Komplexes nidher zu untersuchen, wurden in
dieser Arbeit die Untereinheiten NDH-A/-E/-I/-G und -H aus Nicotiana tabacum jeweils
durch Insertions- und Deletionsmutagenese mit Hilfe einer Spectinomycin-Resistenzkassette
ausgeschaltet. Mit den in Kofer ef al. (1998) beschriebenen Mutanten und den neu erzeugten
Transformanten standen fiir alle Untereinheiten bis auf NDH-B, die bereits von anderen
Gruppen untersucht wurde (Shikanai et al., 1998; Endo et al., 1998, 1999; Horvath et al.,
2000; Joet et al., 2001), Transformanten zur Verfiigung. Diese wurden unter
Gewichshausbedingungen im  Frilhjahr und 1im Sommer angezogen und auf
molekularbiologischer und physiologischer Ebene untersucht.

1. Die ndh-Mutanten sind homoplastomisch

Die fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellten und bereits beschriebenen Pflanzen der Serie A
aus der Gewebekultur (Kofer et al., 1998) und beinahe zeitgleich von Burrows et al. (1998)
hergestellte Transformanten fiir die Gene ndhl, -J und —K, unterschieden sich hinsichtlich
ihres plastomischen Zustandes und ihres Phéanotyps deutlich.

Der kleinere Phénotyp der NDH-Mutanten von Kofer et al. (1998) wurde zum einen auf die
PEG-vermittelte Transformationsmethode und die lingere Regenerationszeit auf spectino-
und streptomycinhaltigem Medium und zum anderen auf den Saccharosegehalt im Gewebe-
kulturmedium zuriickgefiihrt (Sager, 1962; Roldan, 1999). Daher wurden die von Kofer ef al.
(1998) beschriebenen Pflanzen auf Erde ausgesit und als Serie A in dieser Arbeit
mituntersucht. Des weiteren wurden die Mutagenesekonstrukte pndhC-H-I und
pndhCKJ-HN-I erneut iiber biolistische Transformation in Tabakplastiden gebracht und
ebenfalls nach der Anzucht im Gewédchshaus untersucht. In ihrem Phénotyp waren die
Transformanten pndhC-H-I und pndhCKJ-HN-I aus der PEG-vermittelten und der
biolistischen Transformation nicht zu unterscheiden. Die Pflanzen aus beiden
Transformationsansitzen in Gewebekultur und in der Gewéchshausanzucht stimmten sowohl
in den Southern-Analysen als auch in den Immunoblot-Analysen iiberein (III./Abb. 11 / 12).
Die Ubereinstimmungen zwischen PEG-transformierten und biolistisch transformierten
Pflanzen widerlegt die Vermutung, dass die unterschiedlichen Phadnotypen in den
Veroffentlichungen (Kofer et al., 1998; Burrows et al, 1998) mit der
Transformationsmethode und der Anzucht in Gewebekultur zusammenhéngen.

Die NDH-Transformanten von Burrows ef al. (1998) waren im Gegensatz zu den Pflanzen
von Kofer et al. (1998) homoplastomisch, d.h. alle Wildtypgene waren durch die
entsprechenden Mutagenesekonstrukte ersetzt worden. Die Southern-Analysen in der Arbeit
von Kofer ef al. (1998) zeigten, dass 1-5 % der Wildtyp-Genkopien noch vorhanden waren
und die Pflanzen somit heteroplastomisch zu sein schienen. In dieser Arbeit lieBen sich die
Wildtypsignale in den Southern-Analysen der Serie A und bei den Transformante pndhA-N-I,
pndhA-NA-II und pndhG-EM-II der Serie B aus der Gewiéchshausanzucht nachweisen
(ITI.1.2.1). Analysen mit DNA aus isolierten Plastiden deuten darauf hin, dass es sich bei
diesen Signalen um Genkopien handeln muss, die im Kern lokalisiert sind
(Dr. K. Steinmiiller, personliche Mitteilung). Bei dieser sogenannten promiskdsen DNA
handelt es sich um plastidire DNA-Abschnitte, die wihrend der Evolution in den Kern
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gelangt sind. In Tabak soll es sich nach Abschitzungen um circa 30 Kopien pro Kern
handeln, die mehrere Kilobasen lange fast identische Abschnitte beinhalten (Ayliffe &
Timmis, 1992). Bei Arabidopsis thaliana und in Gymnospermen wurden plastidire
Sequenzen, die unter anderem Sequenzen von ndhB enthielten, auch im Chondriom
nachgewiesen (Marienfeld et al.,1999; Chandelier et al., 1999). Daher konnen die
Transformanten der Serie A und B trotz der leichten Wildtyp-Signale als homoplastomisch
gelten.

Der homoplastomische Status der Pflanzen der Serie A und B und die Anzucht auf Erde
zeigten, dass es sich bei dem NDH-Komplex um keinen essentiellen plastidiren Komplex
handelt. Wire der NDH-Komplex ein essentieller Komplex, so ligen die Pflanzen in einem
heteroplastomischen Zustand vor, d.h. sie wiirden Wildtyp-Genkopien beibehalten, um
lebensfahig zu sein (Rochaix, 1997).

2. Die physiologischen Effekte der NDH-Mutation

Der physiologische Zustand der photosynthetischen Elektronentransportkette wurde mittels
Chlorophyllfluoreszenzinduktionsmessungen untersucht. Der auffdlligste Unterschied
zwischen Wildtyp und NDH-Mutanten zeigte sich beim Abschalten des aktinischen Lichts.
Bei Wildtyppflanzen und den Kontrollpflanzen kommt es zu einem kurzzeitigen
Wiederanstieg und Abfall der Fluoreszenz. Dieser sogenannte transiente Dunkelanstieg kann
durch Aktivierung des Photosystems I mittels Dunkelrotlicht geloscht werden (I1.2.7.1;
I11.4.2). Der transiente Dunkelanstieg wird als FEinspeisung der Elektronen aus
Reduktionséquivalenten, die wéhrend der Lichtphase im Stroma akkumuliert werden, in den
Plastochinonpool interpretiert (Mano et al., 1995). Das Fehlen des transienten Dunkelanstiegs
bei allen NDH-Mutanten ist ein Hinweis auf die Rolle des NDH-Komplexes bei der
Einspeisung von Elektronen in den Plastochinonpool. Auch die Plastochinonbindestelle, die
sich aus der Homologie zum mitochondriellen Komplex I ableiten lédsst, und die Fahigkeit des
NDH-Komplexes, Reduktionsidquivalente zu oxidieren, sprechen fiir eine Rolle als moglicher
Einspeisungspunkt der Elektronen (Farineau et al., 1999).

Nachdem mit dem Fehlen des transienten Dunkelanstiegs ein Hinweis fiir die Funktion des
NDH-Komplexes als Einspeisungspunkt von Elektronen in den Plastochinonpool vorlag,
wurden die einzelnen Abschnitte der photosynthetischen Elektronentransportkette auf
Verdnderungen durch die Mutagenese des NDH-Komplexes hin untersucht.

Die Funktionsfahigkeit des Photosystems II wurde mittels der Analyse der
Anregungseffizienz Fexc des Photosystems II, sowie des Redoxzustands des Primérakzeptors
Qa (ITL.4.1) und der relativen Elektronentransportrate (II1.5.1) untersucht.

Die Anregungseffizienz Fexc gibt Auskunft {iber die Funktionsfdhigkeit des Photosystems II.
Fiir dunkeladaptierte Blitter verschiedener Spezies und Okotypen wurde ein konstanter Wert
von 0,832 ermittelt (Bjorkmann & Demmings, 1987). Sinkt dieser Wert deutlich, so gilt dies
als Indiz fiir eine Inhibition des Photosystems II.

Die NDH-Mutanten der Serie A und B zeigten entweder keine oder nur eine leichte
Reduktion der Anregungseffizienz Fexc. Auch in der relativen Elektronentransportrate, die
als Mal} fiir die Ladungstrennung am Photosystem II gilt, zeigten die Mutanten keine
deutlichen Unterschiede zum Wildtyp.

Die Funktionsfahigkeit des Photosystems II wird demnach durch die Mutagenese der
Untereinheiten des NDH-Komplexes nicht beeintrichtigt.
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Die Untersuchung der photochemischen Effizienz FII und des Reduktionszustands des
Primérakzeptors Qa geben Hinweise auf den physiologischen Zustand der
Elektronentransportkette im photosynthetischen FlieBgleichgewicht (I111.4.1)

Die photochemische Effizienz FII beschreibt die Effizienz, mit der Elektronen pro

absorbiertes Lichtquant in die Elektronentransportkette eingespeist werden. Der Wert gilt als
Indikator fiir die CO,-Fixierung, die Photorespiration und andere sauerstoffabhingige
Elektronentransportwege (Genty et al., 1989). Die ermittelten Werte zeigten, dass unter
optimalen und geméBigten Bedingungen, wie sie in der Klimakammer und bei der
Frithjahrsanzucht im Gewaichshaus vorherrschten, die NDH-Transformanten im Vergleich
zum Wildtyp mehr Elektronen pro Quant in die Elektronentransportkette einspeisten. Erst bei
hoheren Lichtintensititen und Temperaturen wiahrend der Sommeranzucht im Gewéchshaus
erreichte der Wildtyp durch eine hohere Photosyntheserate die gleiche photochemische
Effizienz FII wie die Transformanten, bzw. speiste mehr Elektronen in die

Elektronentransportkette ein als im Friihjahr. Der Wildtyp ldsst somit eine Anpassung der
Photosynthese an die erhohten Lichtintensititen in der Sommeranzucht erkennen, die den
Transformanten fehlt.

Die Folge einer hoheren photochemische Effizienz FII ist eine schnellere Reduktion des

Primérakzeptors Qu, der im gleichen Mal3 auch wieder reoxidiert werden muss, um einen
konstanten Elektronentransport aufrecht zu erhalten. Der errechnete Redoxzustand des
Primdrakzeptors Qa verhdlt sich nicht linear zum absoluten Redoxzustand der
Reaktionszentren im Photosystem II, aber er eignet sich gut, um Pflanzen miteinander zu
vergleichen, die unter verschiedenen Bedingungen angezogen wurden. (Schreiber et al., 1994;
Adams et al., 1995). Den Redoxzustand von Qa kann man auf den Redoxzustand der
gesamten Elektronentransportkette tibertragen. (Huner et al., 1996).

Die ermittelten Werte fiir den Redoxzustand von Qa in den NDH-Mutanten und im Wildtyp
bestitigten die Ergebnisse aus den Messungen fiir die photochemische Effizienz FII. Unter
den geméBigten Bedingungen der Friithjahrsanzucht lag das Qa des Wildtyps stdrker reduziert
vor als in den Transformanten, die den Primérakzeptor Qa im Vergleich schneller
reoxidierten. Unter den Bedingungen der Sommeranzucht, d.h. bei erhohter
Photosyntheseleistung, kehrte sich das Verhidltnis um und die Transformanten lagen stirker
reduziert vor als der Wildtyp.

Eine genauere Untersuchung der Elektronentransportkette ist durch die Betrachtung der
Fluoreszenzl6schung moglich.

Der Verlauf der Chlorophyllfluoreszenzinduktionskurve wird durch sog. Léschungsfaktoren
bestimmt (II1.5.2). Dabei unterscheidet man zwischen der photochemischen und der nicht-
photochemischen oder energieabhidngigen Fluoreszenzldoschung (Bradbury und Baker, 1983).
Die Auflosung der Ldschungsfaktoren qP und gN im Zeitverlauf durch die
Sattigungspulsmethode  liefert wichtige Informationen iiber die intersystemische
Elektronentransportkette (Schreiber & Bilger, 1987).

Die photochemische Loschung qP héngt vom Redoxzustand des Primérakzeptors Qa ab.
Die Reoxidation von Qu gilt als hauptséchlicher Loschungsfaktor. Je hoher der Wert der
photochemischen Ldschung ist, desto mehr Energie, bzw. Elektronen, werden durch die
Elektronentransportkette geleitet.

An der nicht-photochemischen oder energieabhingigen Fluoreszenzléschung gN sind
wahrscheinlich drei Hauptmechanismen beteiligt. Den Hauptanteil {ibernimmt die
energieabhéngige Loschung qE, die durch den Aufbau eines Protonengradienten iiber der
Thylakoidmembran hervorgerufen wird (Briantais et al., 1979). Des weiteren sind die
Loschung durch Phosphorylierung der Lichtsammelkomplexe qT (Briantais et al., 1986) und
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die photoinhibitorische Loschung gl (Powles und Bjorkman, 1982) an der energieabhdngigen
Fluoreszenzloschung beteiligt.

Anhand der beiden Loschungsfaktoren qP und N lassen sich die Aktivierung der
photosynthetischen Elektronentransportkette und die Energetisierung der Thylakoidmembran
verfolgen.

Beim Vergleich der Wildtyppflanzen aus den verschiedenen Anzuchten lieB sich liber die
photochemische Fluoreszenzloschung qP die Adaptation der Pflanzen aus der Sommeranzucht
an die gestiegenen Lichtintensititen beobachten. Die Pflanzen reagierten auf die Erhohung
der Lichtintensititen und der Temperatur in der Sommeranzucht mit einer hdéheren
photochemischen Loschung qP, d.h. mit einem hoheren Elektronenfluss durch die
Elektronentransportkette, als in den Klimakammer- und in den Friihjahrsanzuchten.

Diese Adaptation fehlt den Transformanten. Sie zeigten bereits in der Klimakammer- und in
der Frithjahrsanzucht einen dhnlichen Verlauf der photochemischen
Fluoreszenzloschungskurven wie der Wildtyp in der Sommeranzucht, d.h. bei geméBigteren
Temperaturen und Lichtintensititen konnte man einen hoheren Elektronfluss als im Wildtyp
beobachten.

Die Untersuchungen des Redoxzustands von Qa und die Ergebnisse aus den Messungen fiir
die photochemischen Effizienz FIl spiegeln sich also auch in den Ergebnissen der
photochemischen Fluoreszenzldschung qP wider.

Den Transformanten fehlt anscheinend ein Regulationsmechanismus, der den Elektronenfluss
an die verschiedenen Lichtintensitéten anpasst.

Auf den mogliche Regulationsmechanismus soll an spéterer Stelle ndher eingegangen werden.

Als Hauptkomponente der energieabhingigen Fluoreszenzldschung qN gilt der Aufbau eines
Protonengradienten = iiber der Thylakoidmembran. Zwischen der Gréfe des
Protonengradienten und dem Wert fiir qN gibt es keine lineare Beziehung (Rees ef al., 1992).
Man kann also aus dem Kurvenverlauf keine Riickschliisse auf die Grofe des Gradienten
ziechen, sondern nur auf seine Entwicklung. In vivo wurde der intrathylakoide
Protonengradient bisher nicht gemessen und die Regulation desselben ist bisher noch nicht
ganz verstanden. So wurden bisher neben dem allgemeinen pH-Wert in den Thylakoiden auch
kleinere Dominen mit variierendem pH-Wert gefunden, z.B. um den Cytochrom be/f-
Komplex oder am Photosystem II (Genty & Harbinson, 1993).

Bei einem Vergleich der energieabhéngigen Fluoreszenzloschung der Transformante und des
Wildtyps unterschied sich der Kurvenverlauf der Transformanten deutlich vom Wildtyp.
Die Unterschiede fielen im photosynthetischen Fliegleichgewicht bei hoheren Licht-
intensititen geringer aus. Die Unterschiede lieBen sich jedoch nicht an bestimmten
Transformante festmachen, sondern traten je nach Anzucht und gemessener Lichtintensitét bei
verschiedenen Transformanten auf.

Einige Mutanten, wie pndhC-H-I und pndhJ-N-I, zeigten in der Friihjahrsanzucht nach dem
Erreichen eines hohen Kurvenmaximums einen langsameren Kurvenabfall, was auf einen
verzogerten Aufbau des Protonengradienten und somit auf eine verzogerte Aktivierung des
Calvinzyklus hindeutet. Andere Mutanten, wie pndhA-N-I, pndhI-XE-I, pndhHAI-RV-I und
pndhD-NN-I, erreichten in der Friihjahrsanzucht kein deutliches Maximum mit
anschlieendem Kurvenabfall, sondern stiegen bis auf ein konstantes Niveau. Dabei konnte es
sich um einen verlangsamten Protoneneinstrom handeln, so dass sich der Aufbau des
Gradienten und die Aktivierung des Calvin-Benson-Zyklus ausgleichen und sich so kein
Maximum in der Fluoreszenzloschung qN entwickeln kann. Die Mutanten pndhD-NN-I zeigte
in der Sommeranzucht einen sehr schnellen Anstieg auf ein hohes Maximum, bevor sie auf
ein konstantes Niveau wieder abfiel. Hierbei kann es sich um ein sehr schnelles Einstrémen
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von Protonen iiber die Thylakoidmembran handeln, wodurch es zu einem sprunghaften
Anstieg des Protonengradienten kommt.

Die Verdanderungen in den Kurvenverldufen der energieabhingigen Fluoreszenzloschung
deuten auf eine Beeintrichtigung der Regulation bei der Energetisierung der
Thylakoidmembran, bzw. beim Protonentransport hin.

Pflanzen mit einem verdnderten Verhalten bei der energieabhidngigen Fluoreszenzléschung
gN sind auch aus Arabidopsis thaliana bekannt. So zeigte die Mutante npgl eine stark
verminderte Fluoreszenzloschung und akkumulierte das Carotinoid Violaxanthin. Die
Mutante npg2 war in der Zeaxanthinepoxidase, die eine wichtige Rolle im
Schutzmechanismus bei photooxidativen Stress spielt, betroffen. Sie zeigte eine hdhere
Fluoreszenzldschung als der Wildtyp und akkumulierte das Carotinoid Zeaxanthin (Niyogi
et al., 1998). Daher wurde die Chlorophyll- und Carotinoidzusammensetzung der
Transformanten analysiert. Sie zeigte bei den NDH-Mutanten mit der Resistenzkassette in
Leserichtung keine deutlichen Unterschiede zwischen Wildtyp und Transformanten.

Peterson et al. (2000) beschrieben die Mutante Lsrl in Arabidopsis thaliana, die durch eine
Reduzierung in der energieabhingigen Fluoreszenzloschung auffdllt, aber eine normale
Pigmentzusammensetzung aufweist. Die Untersuchung dieser Mutante liel auf einen Defekt
in der Regulation des transthylakoiden pH-Werts schlief3en.

Diese beschriecbenen Mutanten sind ein weiterer Hinwies darauf, dass auch die
NDH-Mutanten in der Regulation des Protonengradienten beeintrichtigt sein konnte, d.h. dass
der NDH-Komplex eine Rolle bei der Regulation des Protonengradienten spielt. Aufgrund der
Homologien zwischen dem bakteriellen Komplex I und dem NDH-Komplex konnte auch der
NDH-Komplex Protonen iiber die Membran translozieren. Daher ist eine Mitwirkung am
Autfbau und eventuell der Regulation des Protonengradienten denkbar.

Die Ergebnisse aus der Analyse der energieabhédngigen Fluoreszenzldschung stimmen auch
mit dem Modell einer Beteiligung des NDH-Komplexes an der Chlororespiration iiberein.
Als eine mdgliche Funktion flir die Chlororespiration wird die Aufrechterhaltung eines
Protonengradienten iiber der Thylakoidmembran wéhrend der Dunkelphase diskutiert.

Den letzten Abschnitt der photosynthetischen Elektronentransportkette bildet das
Photosystem I. Um die Effekte im Photosystem I zu untersuchen, wurde der Redoxzustand
des Photosystems I in der Lichtphase und die Zeit fiir die Rereduktion in der Dunkelphase
bestimmt (Maxwell & Biggins, 1976; Bendall & Manasse, 1995). Beide Parameter sollten
Informationen tiiber eine mogliche Beeintrachtigung des zyklischen Elektronentransports und
den Abfluss der Elektronen aus der Elektronentransportkette liefern.

Sowohl in der Friihjahrs- als auch in der Sommeranzucht war das Photosystem I der
Transformanten wihrend der Lichtphase starker reduziert als das Photosystem I des Wildtyps.
Wihrend das Photosystem I des Wildtyps sowohl im Friihjahr als auch im Sommer annidhernd
gleich stark reduziert vorlag, war das Photosystem I der NDH-Mutanten im Sommer noch
starker reduziert als im Friihjahr (III./Abb. 51-53). Die stirkere Reduktion des Photosystems I
in den Transformanten ist ein Hinweis auf eine Beeintridchtigung des Elektronentransports im,
bzw. nach dem Photosystem I, wie sie z.B. bei einer Schiadigung des zyklischen
Elektronentransports oder bei einem Mangel an Elektronenakzeptoren wie z.B. NADP zu
erwarten ist.

Bei den untersuchten NDH-Mutanten wurde eine deutlich lidngere Zeitspanne fiir die
Rereduktion des Photosystems I gemessen (III./Tab. 14). Die Zeiten fiir die Rereduktion des
Wildtyps und der Transformanten korrelierten mit den von anderen Gruppen gemessenen
Zeiten (Burrows et al., 1998).
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Auffallend sind zudem die deutlich variierenden Standardabweichungen, die sich durch
Schwankungen an Akzeptor- und Donorseite des Photosystems I und FlieBwiderstinden in
der Elektronentransportkette erkldren lassen (Laisk 1991, Eichelmann et al., 2000).

Der Redoxzustand und die verldngerte Rereduktionszeit des Photosystems I in den
NDH-Mutanten kann somit als weiterer Beleg fiir die aktive Beteiligung des
NDH-Komplexes am zyklischen Elektronentransport gelten.

3. Beobachtungen zur Chlororespiration und zum Stirkeabbau

Bei der Chlororespiration werden wéhrend der Dunkelphase Elektronen iiber den
Plastochinonpool auf Sauerstoff iibertragen. Die Elektronen stammen dabei aus der Oxidation
von stromalen Reduktionsdquivalenten. Als Einspeisungspunkt der Elektronen in den
Plastochinonpool wird dabei der NDH-Komplex diskutiert.

Als eine mogliche Funktion der Chlororespiration wird die Oxidation {iberschiissiger
Reduktionsidquivalente angenommen, wie sie beim Stirkeabbau {iber den oxidativen
Pentosephosphatweg in der Dunkelphase anfallen. Der oxidative Pentosephosphatweg wird
iiber das NADP/NADPH-Verhéltnis reguliert und ist nur bei einem niedrigen Verhiltnis aktiv
(Lendzian & Bassham, 1975).

Eine Mutation im NDH-Komplex konnte daher aufgrund einer NADPH-Akkumulation, und
einem dadurch erhohten NADP/NADPH-Verhiltnis zu einer Beeintrachtigung des
Starkeabbaus in der Dunkelphase fiihren. Eine Beeintrdchtigung im Stirkeabbau konnte aber
nur bei der NDH-D-Mutante nachgewiesen werden, wihrend die tibrigen Mutanten die Stdrke
schneller, bzw. genauso schnell wie der Wildtyp abbauten (II1./Abb.16,17 und 18).

Allerdings war bei einigen Mutanten der Stirkehaushalt am Ende der Belichtungsphase
geringer als im Wildtyp (III./Tab. 12). Dies lieBe sich dadurch erkldren, dass eine
Verschiebung des NADP/NADPH-Verhiltnis neben Auswirkungen auf die Aktivitit des
oxidativen Pentosephosphatweges auch auf den iibrigen Zuckerhaushalt und, iiber eine
Verdnderung des ATP/NADPH-Verhiltnis, auf die Kohlenstoftfixierung im Calvin-Zyklus.
Zudem wurde in Chlamydomonas reinhardtii beobachtet, dass es zu einem verstirkten
Stiarkeabbau kommt, wenn es bei Diskrepanzen im NADPH/NADP-Verhiltnis, und somit im
ATP/NADPH-Verhiltnis, zu einer Verstirkung der Glycolyse im Cytosol kommt. Uber eine
verstirkte Glycolyse versuchen die Zellen, das fehlende ATP nachzuliefern, um das
ATP/NADPH-Verhiltnis wieder herzustellen (Gans & Rebeille 1990). Ahnliches ist auch fiir
die Plastiden denkbar, so dass die Mutanten, bis auf die erwidhnte NDH-D-Mutante, nicht die
erwartete Hemmung im Stirkeabbau zeigen, sondern einen schnelleren Stdrkeabbau als der
Wildtyp.

Unter dem Gesichtspunkt des verdnderten Stdrkehaushaltes lieBe sich auch der verdnderte
Habitus der ndh-Mutanten erkléren.

Die untersuchten Pflanzen zeigten sowohl in der Klimakammer als auch im Gewéchshaus
einen einheitlichen Habitus. Bis zur sechsten Anzuchtwoche zeigten sich keine Unterschiede
zwischen Wildtyp und Transformanten. Ab der siebten Woche setzte bei den Transformanten
ein verstirktes Internodienwachstum ein, es bildeten sich Seitensprosse aus den Axillér-
knospen, die Blattanzahl wurde reduziert und die Bliitenbildung setzte verfriiht ein. Die
Bliiten zeigten verdnderte Antheren und Pollen und die gebildete Samenmenge war gegeniiber
dem Wildtyp reduziert. Die geringste Samenreduktion zeigte die Kontrollpflanze
pndhF-aadl/-1I, in der die Kassette zwischen ndhD und ndhF inseriert wurde. Eine
Internodienverldngerung und eine Verdnderung im Wachstum und bei der Bliitenbildung sind
aus Tabak- und Kartoffelmutanten, in denen der Zuckerhaushalt, insbesondere die
Kompartimentierung der Zucker, verdndert wurde, bekannt (Kehr ez al., 1998; Sheveleva
et al., 2000). Die beobachteten Pollendefekte und die damit verbundene Sterilitét, die sich in
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der reduzierten Samenmenge manifestierte, ist aus verschiedenen Tabakmutanten bekannt, in
denen der Komplex I, die ATPase oder Komponenten des photosynthetischen
Elektronentransports betroffen sind (Cook & Miles 1992; Price et al., 1995; Rasmusson et al.,
1998; Brangeon J et al., 2000; Bergman et al., 2000). Es konnte auch gezeigt werden, dass
Storungen im Elektronentransport der Chloroplasten Auswirkungen auf die Transkription
mitochondrieller Gene haben und so zu einem Phénotyp fithren kdnnten, der Mitochondrien-
Mutanten dhnlich ist. Mitochondrien-Mutanten zeichnen sich vor allem durch Pollendefekte
und Wachstumsstérungen aus (Hedtke et al., 1999). Unter Beriicksichtigung der mdglichen
Beteiligung des NDH-Komplexes am Stirkeabbau, im Zusammenhang mit der
Chlororespiration (I1.6), und am photosynthetischen Elektronentransport (1.4/1.5) gibt der
beobachtete Habitus Hinweise auf Einfliisse im Stirkehaushalt.

4. Die Effekte des Insertionsortes der Resistenzkassette

Um zu untersuchen, ob die beobachteten Effekte spezifisch fiir die Mutagenese des
NDH-Komplexes sind, wurden Kontrollpflanzen analysiert, bei denen die Resistenzkassette
an vermuteten genetisch inaktiven Orten des Plastoms inseriert wurde. Die Kassette wurde bei
der Transformante pndhF-aad in den Bereich zwischen ndhD und ndhF inseriert (Koop et al.,
1996), bei der Transformante pIGE-aad zwischen ndhE und psaC (Kofer et al., 1998) und bei
der Transformante pUCI19rpoB in den Bereich vor den Promoter des rpoB-Gens
(Dr. W. Kofer, personliche Mitteilung).

Mit Ausnahme des transienten Dunkelanstiegs verhielten sich diese Kontrollpflanzen in den
physiologischen Messungen jedoch eher wie die NDH-Mutanten als wie der Wildtyp.
Die geringsten Unterschiede zwischen Wildtyp und Kontrollkonstrukten zeigten sich bei der
Analyse der Fluoreszenzloschung qP und gN. Insgesamt unterschied sich das
Kontrollkonstrukt pUC19rpoB, das von den ndh-Genen weiter entfernt lag, am wenigsten
vom Wildtyp. Auch im Habitus zeigten die Pflanzen mit den Kontrollkonstrukten den
gleichen Habitus wie die NDH-Mutanten, wobei auch hier die Unterschiede bei den
Kontrollpflanzen pUC19rpoB etwas schwicher ausgeprigt waren als bei den iibrigen
Transformanten.

Diese Beobachtungen werfen somit die Frage auf, ob die in den NDH-Mutanten beobachteten
Effekte im photosynthetischen Elektronentransport, beim Stirkeabbau und im Phanotyp aus
der Mutagenese der ndh-Gene resultieren oder ob es unspezifische Effekte der Insertion der
Resistenzkassette in genetisch wahrscheinlich inaktive Orte im Plastom sind.

Im SSC-Bereich (small-single-copy) des Tabakplastoms (I./Abb. 3) liegen sieben der elf ndh-
Gene. Die Insertion einer Resistenzkassette in diesen Bereich konnte, aufgrund von Deletion
anderer Gene oder Kontrollsequenzen oder aufgrund der Inaktivierung von RNA-Editierungs-
und Splicingstellen zu Pflanzen fiihren, die nicht mehr mit dem Wildtyp vergleichbar sind.
Des weiteren wurde zwischen ndhD und ndhF das sprA-Gen nachgewiesen, fiir dessen
Produkt eine mdgliche Funktion in der Reifung der 16S rRNA diskutiert wird (Vera &
Sugiura, 1994; Sugita et al., 1997).

Die Transkriptionsmuster fiir die in einem Operon angeordneten Gene ndhH/-A/-I/-G/-E,
psaC und ndhD sind noch nicht eindeutig geklért (Matsubayashi et al., 1987; Kanno & Hirai,
1993; Kubicki et al., 1996). PsaC und ndhD scheinen getrennt von den iibrigen ndh-Genen
transkribiert zu werden und in dem Bereich zwischen ndhE und psaC finden wichtige
Editierungs- und Splicingschritte fiir die erfolgreiche Transkription der Gene psaC und ndhD
statt (Neckermann ef al., 1994; Hirose & Sugiura, 1997).

Bei der Transformante pUCI19rpoB wurde die Resistenzkassette in den Bereich vor den
Promotor des rpoB-Gens gesetzt. Ob durch die Insertion bisher nicht nachgewiesene Gene
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oder regulatorische Sequenzen betroffen wurden, konnte nicht gezeigt werden.
Alle aufgefiihrten Insertionsorte sind damit nicht eindeutig genetisch inaktiv. Daher ist es
fraglich, ob bei der Verwendung einer Resistenzkassette Kontrollkonstrukte fiir eine
Plastidentransformation herstellbar sind, die sich wie der Wildtyp verhalten. In keiner der
bisher verdffentlichten Untersuchungen iiber NDH-Mutanten wurden Kontrollkonstrukte
verwendet (Burrows et al., 1998; Shikani et al., 1998), sondern die Ergebnisse lediglich mit
dem Wildtyp verglichen.

Einen anderen Weg wihlten Horvath et al. (2000), die die Untereinheit NDH-B ausgeschaltet
haben. Anstelle einer Resistenzkassette fiigten sie Mutationen in 77n/6 und rps/2 ein und
erreichten so durch Mutation der 16S rRNA eine Spectinomycin- und Streptomycin-
Resistenz. Die Untereinheit NDH-B wurde durch das Einfiigen eines Stopcodons
ausgeschaltet. Transformanten aus der Gewdchshausanzucht zeigten unter normalen
Anzuchtbedingungen keine Unterschiede zum Wildtyp. Erst bei einer Verminderung der
Luftfeuchtigkeit, was zu einem Verschluss der Stomata fiihrte, wuchsen die NDH-B-
Mutanten schlechter. Ein verminderter Gasaustausch fiihrt aufgrund der Photorespiration zu
einem hoheren ATP-Verbrauch, der in der NDH-Mutante nicht kompensiert werden kann.
Dadurch kommt es zu einer Verschiebung des ATP/NADPH-Verhéltnisses.
Diese Verschiebung ist ein Hinweis auf einen fehlenden zyklischen Elektronentransport.
Die Beteiligung des NDH-Komplexes am zyklischen Elektronentransport konnten Joet et al.
(2001) an der gleichen NDH-B-Mutante durch Inhibitorversuche untermauern.

Die beobachteten Effekte bei den NDH-Mutanten aus dieser Arbeit lassen sich durch die
moglichen Funktionen des NDH-Komplexes erkldren und stehen nicht im Widerspruch zu
veroffentlichten Untersuchungen an NDH-Mutanten anderer Arbeitsgruppen. Die Ergebnisse
der Kontrollpflanzen miissen vor dem Hintergrund der Problematik des Insertionsortes fiir
Resistenzkassetten in das Plastom gesehen werden.

5. Mogliche Rolle des NDH-Komplexes in Plastiden

Eine effektive Kohlenstofffixierung im Calvin-Zyklus benétigt in C3-Pflanzen, wie dem
Tabak, einen ATP/NADPH-Quotienten von 1,5. Wie bereits beschrieben, kann der lineare
Elektronentransport diesen Quotienten nicht gewédhrleisten, da er aufgrund von Leckstromen
der Thylakoidmembran nur einen Wert von circa 1,3 erreichen diirfte. Daher ist der lineare
Elektronentransport auf die Mithilfe des zyklischen Elektronentransports angewiesen, der
zusitzliches ATP bereitstellen kann.

Bei einer erhohten Photosyntheserate durch hohere Lichtintensitdt und Temperatur, wie in der
Sommeranzucht, oder bei einer Restriktion des CO,-Angebots kommt es zu einer
Akkumulation von Reduktionsdquivalenten im Stroma, so dass das ATP/NADPH-Verhéltnis
verschoben wird. Um dieses Verhiltnis konstant zu halten, ist eine Verstirkung des
zyklischen Elektronentransports ndtig, um das zusitzliche ATP bereitzustellen (Buhkov ef al.,
1999).

Wihrend die Funktionsfihigkeit des Photosystems II in den Transformanten nicht
beeintrachtigt ist, zeigt die Analyse der Elektronentransportkette, dass die Transformanten bei
den geméiBigten Bedingungen der Friihjahrsanzucht einen Elektronenfluss aufweist, die der
Wildtyp erst unter den Bedingungen der Sommeranzucht erreicht. Aber unter beiden
Bedingungen, sowohl im Frithjahr als auch im Sommer, war das Photosystem I der
Transformanten stirker reduziert als das des Wildtyps.

Ausgehend von dem Modell der Beteiligung des NDH-Komplexes am zyklischen
Elektronentransport als Einspeisungspunkt der Elektronen in den Plastochinonpool, zeigen die
NDH-Mutanten das zu erwartende Bild.
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Durch das Fehlen des zyklischen Elektronentransports in den Mutanten wiirde es zu einer
Akkumulation von Reduktionsdquivalente kommen, was zu einem Elektronenriickstau im
Photosystem I und sukzessive zu einer Uberreduktion der Elektronentransportkette fiihren
wiirde. Als weitere Folge kdme es zu einer Storung des ATP/NADPH-Verhéltnisses und
somit zu einer Beeintrichtigung der CO,-Fixierung (Foyer et al., 1990). Der fehlende
Ausgleich des ATP/NADPH-Verhéltnisses iiber den zyklischen Elektronentransport und die
daraus resultierende Uberreduktion der Elektronentransportkette wird auch von Endo et al.,
(1999) fiir den Phinotyp der untersuchten NDH-B-Mutante verantwortlich gemacht. Die
NDH-B-Mutante konnte sich im Gegensatz zum Wildtyp nicht mehr vor einer starken
Belichtung schiitzen und zeigte bleibende chlorotische Flecken.

Die Uberreduktion der Elektronentransportkette hat neben der Inhibition des Photosystems I
auch die Bildung von Sauerstoffradikalen zur Folge (Harbinson & Hedley, 1989; Innoue,
1989). Die Sauerstoffradikale bilden sich, wenn fiir die auflaufenden Elektronen keine
Akzeptoren in Form oxidierter Reduktionsédquivalente zur Verfiigung stehen.

Die Chlororespiration, an der der NDH-Komplex moglicherweise beteiligt ist, tragt nach dem
Modell von Casano et al. (2000) durch die Reduktion des Plastochinonpools iiber
Wasserstoffperoxid mit Hilfe einer Chinol-Oxidase zur Eliminierung von Radikalen bei.
Ein weiterer Beleg fiir eine Rolle des NDH-Komplexes bei photooxidativem Stress ist der
Anstieg der Proteinspiegel von NDH-A (Martin et al., 1996), NDH-B und NDH-F (Casano
et al., 2001) unter entsprechenden Bedingungen..

Durch eine Funktion als Einspeisungspunkt fiir Elektronen in den Plastochinonpool kime dem
NDH-Komplex eine Rolle in der ,,Photosynthetischen Kontrolle® zu. Die ,,Photosynthetische
Kontrolle* umfasst Prozesse, die dazu beitragen, die Reaktionen an der Thylakoidmembranen
zu modulieren, um ATP und NADPH mit einer Rate zu synthetisieren, die fiir einen
effektiven Einsatz in der Kohlenstofffixierung bendtigt wird (Foyer et al., 1990). Dabei spielt
der Redoxzustand des Plastochinonpools eine zentrale Rolle, der bei einer Beteiligung des
NDH-Komplexes am zyklischen Elektronentransport iiber diesen mitreguliert werden kann.
So bleibt der Plastochinonpool in der Dunkelphase teilreduziert, um bei der Wiederbelichtung
Elektronen bereitzustellen, damit die lineare Elektronentransportkette schneller aktiviert
werden kann. Die dazu bendtigten Reduktionsdquivalente stammen aus dem Stdrkeabbau und
den Mitochondrien. Des weiteren stellt der Plastochinonpool den Schnittpunkt zwischen
zyklischen und linearen Elektronentransport und der Chlororespiration mit den bereits
diskutierten Aspekten dar. Der Plastochinonpool ist aber nicht nur ein Elektroneniibertrager
zwischen dem Photosystem II und dem Cytochrom bs/f - Komplex, sondern wirkt auch bei
der Regulation der ,state-transition mit (Williams & Allen, 1987; Allen, 1995). Dabei
handelt es sich um die Verschiebung von Teilen der Lichtsammelkomplexe vom Photosystem
IT zum Photosystem I, um die absorbierte Energie besser auf beide Photosysteme zu verteilen
und die Elektronentransportkette vor einer Uberreduktion zu schiitzen. Des weiteren konnte
fiir das Plastochinon eine wichtige Rolle in der Carotinoidbiosynthese (Norris et al., 1995)
und somit im Schutz vor photooxidativen Stress nachgewiesen werden.
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Insgesamt ldsst sich aus den Beobachtungen dieser und der zitierten Arbeiten das in
Abbildung 56 dargestellte Modell ableiten.
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Abb. 56: Modell der Thylakoidmembran und des linearen und zyklischen Elektronentransports mit dem
NDH-Komplex.

Dargestellt sind die Komponenten der photosynthetischen Elektronentransportkette und die ATPase, sowie der
Weg der Elektronen im linearen und zyklischen Elektronentransport.

PS II: Photosystem II, PS I: Photosystem I, Cyt bgf: Cytochrom b/, PQ: Plastochinon, PQH: Plastohydrochinon,
PC: Plastocyanin, P680 / P700: Reaktionszentren der Photosysteme, Fd ,.q/oxq: Ferredoxin reduziert / oxidiert,
FNR: Ferredoxin-NADP+-Reduktase, CF, / CF;: Subkomplexe der ATPase; NDH: NDH-Komplex

6. Mogliche Ursachen fiir den geringen Anteil des NDH-Komplexes an den
Thylakoidmembranproteinen, bzw. dem Fehlen des NDH-Komplexes

Der NDH-Komplex hat an den gesamten Thylakoidmembranproteinen nur einen Anteil von
0,1 % bis 0,2 % (Burrows et al., 1998; Sazanov et al., 1998), d.h. auf einen NDH-Komplex
kommen 50-100 Photosysteme II. Die Interaktion zwischen dem NDH-Komplex und der
photosynthetischen Elektronentransportkette, speziell dem Plastochinonpool, ldsst sich durch
das von Lavergene und Joliot (1991) postulierte Mikrodoménenmodell erkldren. Aufgrund
des Diffusionsverhaltens von Plastochinon in der Thylakoidmembran wird eine Organisation
der Thylakoidmembranproteine in Mikrodomidnen postuliert. In diesem Modell sind circa
70 % der Photosysteme II in kleinen Domidnen organisiert, die von den iibrigen
Transmembrankomplexen umgeben sind. Die Mehrzahl der Domédnen werden aus den
kleinen Doménen mit nur 1 - 2 Photosystemen II gebildet. Pro Photosystem II werden 3-4
Plastochinone, d.h. 6-8 Elektronen, postuliert. Nur ein kleiner Anteil der Dominen besitzt
mehr als 10 Photosysteme II. In jeder dieser Domédne kann sich das Plastochinon schnell
genug bewegen, um die berechnete Elektronentransportgeschwindigkeit zu gewéhrleisten.
Somit teilen sich mehrere Photosysteme II und Cytochrom be/f -Komplexe einen kleinen
Plastochinonpool. Uber eine mogliche Rolle der Mikrodominen bei der Kontrolle des
Elektronentransports wird diskutiert (Lavergne & Joliot, 1991; Joliot et al., 1992; Kirchhoff
et al., 2000). Liegen die Proteine der Thylakoidmembran in diesen Doménen organisiert vor
und mehrere Elektronentransportketten teilen sich einen Plastochinonpool, lieBe sich auch die
geringe Menge des NDH-Komplexes erkldren.
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In Algenplastomen, mit Ausnahme von Nephroselmis olivacea, in Plastomen parasitirer
Pflanzen und bei Pinus thunbergii sind die ndh-Gene gar nicht oder nur als Pseudogene
nachweisbar. Laut Wakasugi et al. (1997) konnten die Algen ihre ndh-Gene im Laufe der
Evolution in den Kern verlagert haben, obwohl es dafiir noch keine Hinwiese gibt.

Im Falle der parasitdren Pflanzen lésst sich das Fehlen des NDH-Komplexes durch das Fehlen
der Photosynthese erkldren, womit dies ein indirekter Beleg fiir die Beteiligung des
NDH-Komplexes an der Photosynthese darstellt. In Algen und bei Pinus thunbergii miisste
das Fehlen eines funktionsfdhigen NDH-Komplexes, nach dem oben vorgestellten Modell,
eine fehlende oder eingeschrinkte Regulation der Elektronentransportkette bei wechselnden
Lichtbedingungen zur Folge haben.

Eine mogliche Erklarungen, weshalb Algen und Pinus thunbergii ohne NDH-Komplex
auskommen, wiére in anderen Anpassungen an wechselnde Lichtbedingungen zu suchen.
So ist z.B. von vielen Algen bekannt, dass sie ihr Schwebeverhalten im Wasser beeinflussen
konnen und bei hoheren Lichtintensititen tiefere Wasserschichten aufsuchen (Long &
Humphries, 1994). Bei Pinus thunbergii wurde beobachtet, dass die Pflanze bei hdheren
Lichtintensitdten die Lichtsammelkomplexe des Photosystems II in der Art reorganisiert, dass
sie iiberschiissige Lichtenergie wieder als Wirme abstrahlen (Ottander et al., 1995).
AuBerdem kann Pinus thunbergii zum Schutz des Photosystems II verstirkt Anthocyane in
die Epidermiszellen der Nadeln einlagern (Gould, 1996). Aufgrund dieser Anpassungen sind
die Algen und Pinus thunbergii moglicherweise nicht mehr auf einen NDH-Komplex
angewiesen und haben daher die entsprechenden Gene moglicherweise wihrend der
Evolution eliminiert.

Insgesamt konnte durch die Untersuchungen der NDH-Mutanten die Annahme erhirtet
werden, dass der NDH-Komplex am zyklischen Elektronentransport um das Photosystem I
beteiligt ist. AuBerdem konnte der Komplex durch seine Fahigkeit, den Redoxzustand des
Plastochinonpools zu beeinflussen, moglicherweise an der Chlororespiration und an
Schutzmechanismen bei photooxidativem Stress beteiligt sein.
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V. Zusammenfassung

Cyanobakterien und Plastiden hoherer Pflanzen enthalten in ihrem Genom elf Gene (ndhA-K),
welche die Untereinheiten des NDH-Komplexes kodieren. Dieser Enzymkomplex ist dem
Komplex I aus der mitochondriellen Atmungskette homolog.

Fiir seine physiologische Funktion in den Plastiden werden zwei Modelle diskutiert. Zum
einen wird die Beteiligung am zyklischen Elektronentransport um das Photosystem I
diskutiert. Zum anderen wird eine Beteiligung an der Chlororespiration vermutet. In beiden
Modellen dient der NDH-Komplex als Einschleusungspunkt von Elektronen in den
Plastochinonpool.

Um den NDH-Komplex ndher zu charakterisieren, wurden in der vorliegenden Arbeit die
Gene ndhA / -E /-G / - H / -I mittels einer Spectinomycin-Resistenzkassette mutagenisiert
Zusammen mit den zur Verfligung gestellten Transformante aus Kofer et al. (1998) und
Steinmiiller ef al. (1998) standen somit fiir alle ndh-Gene, bis auf ndhB, Tabaktransformanten
zur Verfligung.

Im Habitus unterschieden sich die Transformanten deutlich vom Wildtyp. Sie zeichneten sich
durch eine sehr frithe Bliitenbildung, lange Internodien, Bildung langer Seitentriebe und einer
reduzierten Fertilitdt aus. Am Ende ihrer Wachstumsphase waren sie deutlich kleiner als der
Wildtyp zum Ende seiner Wachstumsphase, und wiesen eine stark reduzierte Blattanzahl auf.

Die physiologische Charakterisierung der photosynthetischen Elektronentransportkette
erfolgte liber die Messung der Chlorophyllfluoreszenz und der P700-Redoxkinetiken.

Die Messung der Chlorophyllfluoreszenz zeigte deutliche Unterschiede zwischen Wildtyp
und Mutanten. Allen NDH-Mutanten fehlte der transiente Dunkelanstieg nach Abschalten des
aktinischen Lichtes. Dieser Dunkelanstieg wird als Reduktion des Plastochinonpools durch
Oxidation von Reduktionsdquivalenten aus der Lichtphase interpretiert. Das Fehlen des
Dunkelanstiegs kann somit als Hinweis auf die Funktion des Komplexes als
Einschleusungspunkt fiir Elektronen in den Plastochinonpool gelten.

Bei der Untersuchung der photosynthetischen Elektronentransportkette und der Photosysteme
ergab sich keine Beeintrichtigung der Funktionsfiahigkeit des Photosystems II. Bei den
Mutanten konnte jedoch auch unter moderaten Anzuchtbedingungen eine schnellere
Reoxidation des Primdrakzeptors Qa und ein verstdrkter Elektronenfluss beobachtet werden.
AuBlerdem zeigte die Energetisierung der Thylakoidmembran Unterschiede zwischen Wildtyp
und NDH-Mutanten.

Die Redoxkinetiken des Photosystems I zeigten filir die Transformanten in allen Anzuchten
eine deutlich stirkere Reduktion des Photosystems I in der Lichtphase als im Wildtyp. Auch
die Rereduktionszeit des P700 in der Dunkelphase war in den Transformanten deutlich ldnger
als im Wildtyp. Die verldngerte Rereduktionszeit und der hohere Reduktiosgrad des
Photosystems I lassen auf eine Beeintrachtigung des zyklischen Elektronentransports
schlieen.

Die Analyse des physiologischen Zustands der photosynthetischen Elektronentransportkette
lieferte weitere Hinweise fiir die Féhigkeit des NDH-Komplexes, Elektronen in den
Plastochinonpool einzuspeisen und fiir eine Beteiligung am zyklischen Elektronentransport.
Durch die Moglichkeit, den Redoxzustand des Plastochinonpools zu beeinflussen, kdnnte der
NDH-Komplex auch an der sogenannten photosynthetischen Kontrolle teilnehmen.
Die photosynthetische Kontrolle umfasst Prozesse, die dazu beitragen, die Reaktionen an der
Thylakoidmembranen so zu modulieren, dass ATP und NADPH mit einer Rate synthetisiert
werden, die fiir einen effektiven Einsatz in der Kohlenstofffixierung bendtigt wird.
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Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der NDH-Komplex nicht essentiell fiir die
Pflanze ist, da sich alle elf Gene ausschalten lassen. Die beobachteten Verdnderungen deuten

aber darauf hin, dass der NDH-Komplex an der Feinregulation des photosynthetischen
Elektronentransports teilnimmt.
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