Der Einfluss von Ozon auf den LOX-Weg

bei Pflanzen

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Diusseldorf

vorgelegt von

Dipl.-Biol. Britta Engelhardt
aus

Helmarshausen

Mai 2008



Aus dem Institut fur Chemie und Dynamik der Geosphare (ICG-III)

des Forschungszentrums Julich

Gedruckt mit der Genehmigung der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf

Referentin: Jun.Prof. Dr. |. Janzik

1. Koreferent: Prof. Dr. W. Hummel
2. Koreferentin: Prof. Dr. M. Baier

Tag der miundlichen Prifung: 10.07.2008



Abklrzungsverzeichnis

Verzeichnis haufig verwendeter Abkirzungen und Symbole

1)

Abb.

ADH, ADHs
AOC, AOCs
bp

cDNA

Chn

Cv.

DAB
DMSO
DNA
dNTP

DTT

E. coli
EDTA

EH, EHs
engl.

EtOH

Fa.

Glc

GUS
HPLC
HPL, HPLs
HR

ICsp

JA

Kap.

Kb

LA

LE

FG

LOOH,
LOX, LOXs
Lsg.

Meda
MeOH
MOPS
mRNA
Nah-G
NBT

Durchmesser

Abbildung

Alkohol Dehydrogenase(n)
Allenoxid-Cyclase(n)

Basenpaare

komplementéare DNA

basische Chitinase

Kultivar

Diaminobenzidin

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Desoxynukleosidtriphosphat
Dithiotreitol

Escherichia coli
Ethylenediamintetraessigséure
Epoxidhydrolase(n)

englisch

Ethanol

Firma

basische [3-1, 3-Glucanase
3-Glukuronidase

engl.: High Performance/Pressure Liquid Chromatography
Hydroperoxid-Lyase(n)
Hypersensitive Reaktion
Inhibitorkonzentration, die ein Enzym in vitro zu 50 % blockiert
Jasmonsaure

Kapitel

Kilobasen

Linols&ure

Linolensaure

Frischgewicht

Lipidhydroperoxid(e)
Lipoxygenase(n)

Lésung(en)

Methyljasmonat

Methanol
3-[N-Morpholino]-Propansulfonsdure
Messenger Ribonukleinséure

Nah-G Gen kodiert fir Salicylathydroxylase
Nitroblautetrazolium



Abklrzungsverzeichnis

oD Optische Dichte

OPR 12-oxo-Phytodiensdure-Reduktase

PCD programmierter Zelltod

ppb hier: ein Milliardstel des Volumens (= nl/l)
rel. relativ

ROS Reaktive Sauerstoff Spezies

RNA Ribonukleinsaure

rRNA ribosomale Ribonukleinséure

SA Salicylsaure

SDS Natriumdodecylsulfat

SSPE Natriumhydroxid Natriumchlorid Phosphat EDTA Puffer
Tab. Tabelle

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

0. N. Uber Nacht

uv Ultraviolettes Licht

VOCs, VOC fluchtige organische Verbindungen

Vol Volumen

w/v Verhéltnis Gewicht zu Volumen



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1. [T ] L= T o 1
1.1 @ o] o PSS 1
1.1.1 Ozonentstehung und —abbau in der Troposphare ............ccccciiiiii . 1
1.1.2 Aufnahme von Ozon in Pflanzen ... 2
1.2 Bildung und Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies, oxidativer Stress............ 3
1.3 Ozonschaden bei Planzen............ooooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 5
1.4 Signalmolekile bei der Abwehrantwort von Pflanzen............cccccvvvvvivennnnn.e. 11
1.4.1 Hypersensitive Reaktion und oxidativer Burst.................oooooiiiiiiieens 13
14.2 Programmierter Zelltod ............cooo e 14
1.5 o] o = X0 15
1.5.1 LipidperoXidation.........coooieiiiei e 16
1.6 Lipoxygenasen in Pflanzen ... 18
1.6.1 Reaktionsmechanismus, Substratspezifitdt und Sekundarreaktionen........... 18
1.6.2 Intrazellul&res VOrkOmMmeEN ...... oo 22
1.6.3 Die physiologische Bedeutung der Lipoxygenasen ...........ccccceeeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 22
1.7 Metabolite und weitere Enzyme des LOX-Reaktionsweges ......................... 25
1.7.1 Der RedUKtase WEg .......oooiiiiiiiii e 26
1.7.2 Der Epoxy-Alkohol-Synthase Weg .........uuuiiiiiiiiiiieeeee e 26
1.7.3 Der Peroxygenase Wed......... oot e e eeeeees 26
1.7.4 Der Divenylether-Synthase Weg .........uuuiiiiiiiiiieeece e 29
1.7.5 Der Allenoxid-Synthase Weg (Jasmonat-Kaskade)..............cccevvveeeeeeieninnnnn, 29
1.7.6 Der Hydroperoxid-Lyase Weg ........oooouuimiiiiiiiieeii e 34
1.8 Zielsetzung der Arbeit ... 36
2. Material und Methoden............oo i 38
2.1 (G 1= = | (= SRR 38
2.2 Chemikalien, Enzyme und Oligonukleotide .............cccooeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 38
221 (@ o T=Y 0 011 €= 1= o U PRRRPPRPRRR 38
2.2.2 [ 074/ 0 = S UESPRTURR 39
223 (@] TeTo] 101 [=To] (T = PP PPPPPPPPPPP 39
2.3 Verbrauchsmaterial...........oooooiiiii 39
24 Bakterienstamm...... ..o 39
241 Anzucht, Ausplattierung und Lagerung..........coooeeeeeeeiiiiiiin e 39
24.2 Transformation kompetenter Zellen..............ccoooiiiiiiiiiiiii e 39
2.5 Pflanzenmaterial ... 40



Inhaltsverzeichnis

251 Herkunft und Anzucht ... 40
2.5.1.1 Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand)............cccocooiiii 40
2.5.1.2 Nicotiana tabacum L. (Tabak)........ccoouiiiiiiiiei 41
2.6 Behandlungsvarianten der Pflanzen...............cccoc 42
2.6.1 Ozonbehandlung der Pflanzen ..............uoiiiiiiiiiice e 42
2.6.1.1  GrolRe Expositionskiivetten (Vegatron)...........cccoeieiiii 42
2.6.1.2 Kleine EXpositionskUVette ..........ovvueiiiiiiiii e 44
2.6.1.3 Durchflhrung der Ozonbehandlung der Pflanzen ...........ccccoooeeiiiiiininnn. 45
26.2 Verwundungsexperiment bei Tabak ................euiiiiiiiiiiiiiiis 45
2.6.3 Exposition mit Methyljasmonat ... 45
26.4 Behandlung von Tabak mit Wasserstoffperoxid ...........ccccooeevvviiiiiiiiiiineeennnns 47
2.6.4.1  StAngelappliKation ......cccoooiiiiiiee e 47
2.6.4.2 INfIRFALION ... 47
2.7 Bonitur von Blattschaden .............oooo e 47
2.8 Ernte des Blattmaterials.............oooo i 49
29 Proteinbiochemische Methoden ... 49
2.9.1 ProteinbestimmuUNQg ... 49
29.2 Messung der Lipoxygenase AKLiVitat .............cooo 49
2.9.2.1 Optimierung des Extraktionspuffers..........ccccccoiii 50
2.9.2.2 Gewinnung des Rohextrakis.........cooooiiiiiiiiiiii 51
2.9.2.3 Bestimmung des optimalen pH-Wertes von Lipoxygenase .........cccccccceeeeen.. 51
2.9.2.4 Kontrollversuche zum Einfluss des pH-Wertes auf Substrat oder

RONEXIrAKL ... eeees 52
2.9.2.5 Bestimmung VON K UNA Vimax..eeeeeoiiieiiiiiiiiiiiie et e e 52
2.9.2.6 Lipoxygenase Aktivitat in Abhangigkeit der Lagerungsbedingungen............. 53
2.9.2.7 Durchflhrung der MESSUNG .......coooviiiiiiiiiii e, 54
2.9.2.8 INhIDItOr VErsUCKNE ... 55
293 Bestimmung der 3-Glukuronidase (GUS) Aktivitat ..., 56
2.9.3.1 Histochemischer NaChWeis..........cccoooiiiiiiiiiii e 56
2.9.3.2 Spektrofluorimetrischer GUS-AKktivitatstest............ccooeeiiiiiiiiiiie, 57
2.10 Molekularbiologische Methoden ..............oiiiiiiiii e 58
2.10.1  Isolierung von NUKIEINSAUIEN........ccooiiiiiiiiee e 58
2.10.1.1 lIsolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenzellen...........ccccooooiiiiiiiee. 58
2.10.1.2 lIsolierung genomischer DNA aus Pflanzenzellen.....................cccc 58

2.10.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA ... 59



Inhaltsverzeichnis

2.10.1.4
2.10.2
2.10.3
2.10.3.1
210.4
2.10.4.1
2.10.4.2
2.10.5
2.10.6
2.10.7
2.10.8
2.10.8.1
2.10.8.2
2.10.9
2.10.9.1
2.10.10
2.10.11
21012
2.10.13
2.10.14
2.10.15
2.10.16
21017
2.10.18
2.10.19
2.10.20
2.10.21

2.1
2111

211.2

212
2121

213

Isolierung von DNA aus Agarosegelen ..........cooooiiiieiiiiiiinie e 59
Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA ... 60
Reverse Transkriptase - Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)................... 60
Reverse Transkriptase Reaktion (cDNA-Erststrangsynthese)....................... 60
Polymerase Kettenreaktion (PCR)........coooviiiiiiiiiiii 60
PCR mit Reverse Transkriptase ANSatz ............coovviiiiiiiiiiiiiieiiiee e, 60
PCR mit cDNA Fragmenten oder isolierten Plasmiden ................................. 61
Relative Reverse Transkriptase - Polymerase Kettenreaktion....................... 61
Klonierung von PCR-Fragmenten............ccccoi i 63
Verwendete Primer. ... ..o 63
GeleleKtrophOreSE .........ooviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e eennnnnnes 65
DNA-AgarosegeleleKtrophorese .............uuuiiiiiiiiiiiiiiii e 65
Denaturierende RNA-Agarosegelelektrophorese ...........c.ooooiiiiiiiiiiiiiiinnee, 65
Native Polyacrylamid Gelelektrophorese ............cccccoiiiiiii 65
Nachweis der Lipoxygenase Aktivitat mittels in-Gel Farbung ....................... 66
DNA-SEQUENZIEIUNG .....coeeiiieiee e 67
Digoxigeninmarkierung von cDNA-Fragmenten..............ccccoeiiiiiiiiiie e 67
Herstellung genspezifischer Sonden ... 68
RNA-Transferblot (Northern Blot) ... 68
Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden ..............cccoiiiiiie 69
Immunologische Chemielumineszenz-Detektion..............ccccoooe 69
Rehybridisierung der Membran..............uiiii i 69
Quantifizierung der Hybridisierungssignale...............cooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeenee, 69
Restriktion genomischer DNA ... ... o e 70
DNA-Transferblot (Southern-Blot) ..........coovviiiiiiiiii 70
DOt-BIOt. ... e 71
Computergestitzte Sequenzanalysen...............ooovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiiees 71
Histochemischer Nachweis von reaktiven Sauerstoffspezies....................... 71
DAB (3, 3"-Diaminobenzidin) ........cccooiiiiiiiiii 72
NBT (4-Nitroblau Tetrazolium) ... 72
HPLC der LOX Reaktionsprodukte ............cooiiiiiiiiiiiiiiiiie e 73
Reduktion der Linolsdurehydroperoxide mittels Natriumborhydrid ................ 74

Bestimmung des endogenen Jasmonséaure- und Salicylsduregehalts ......... 76



Inhaltsverzeichnis

3.1
3.1.1

3.2
3.2.1

3.2.2
3.2.3
3.2.4

3.3
3.4
3.5
3.6

3.7
3.7.1

3.8

3.8.1
3.8.2
3.9

3.10

3.1

3.11.1
3.12

3.12.1
3.12.2
3.12.3
3.13

3.14
3.14.1

3.15

ErgebniSSe ..o 78
Lasionenbildung bei ozonbehandelten Nicotiana tabacum L.Varietaten ...... 78
Abhangigkeit des Nekrotisierungsgrades von der Ozonkonzentration .......... 80

Etablierung des Lipoxygenase Enzymtests fir N. tabacum L. cv. Bel W3.... 83

Optimierung des Extraktionspuffers...........cccoveiiiiiie e, 83
Abhangigkeit der LOX Aktivitat von der eingesetzten Enzymmenge.............. 85
Bestimmung des optimalen pH-Wertes fir Lipoxygenase............ccccoeeeeeeennn. 86
Einfluss der Lagerungsbedingungen auf die Enzymaktivitat von LOX........... 89
Einfluss verschiedener Inhibitoren auf die LOX Aktivitat .....................ccoe. 89
Zeitverlauf der Lipoxygenase Aktivitat nach Ozonbehandlung bei Tabak .... 91
Nachweis ozoninduzierter Isoformen der Tabak Lipoxygenase.................... 95
Klonierung von genspezifischen Sonden fir LOX, OPR, AOC, EH, ADH,

[ L IO € [T [ o 1 o o 96
Ozonvermittelte Induktion von Lipoxygenase auf Transkriptebene ............ 101
RT-PCR zum Zeitverlauf der Lipoxygenase Transkriptakkumulation .......... 101
Dosisabhangige Ozoninduktion der Lipoxygenase bei Tabak cv. Bel W3 in
Abhangigkeit vom Blattalter ... 104
Nachweis auf Transkriptebene ...................cc 104
Nachweis auf Proteinebene.............o..oiiiiiiiiiiiiicc e, 105
Southern Blot Analyse der LOX bei den Tabak Varietaten cv. Bel W3, cv.

Bel B und cv. xanthi.nc-Nah-G................ccc 107
Northern Blot Analysen von Lipoxygenase ozonbehandelter Nicotiana
tabacum L. cv. Bel W3, cv. Bel B und cv. xanthi.nc-Nah-G ........................ 108
Einfluss von Methyljasmonat, Verwundung und Wasserstoffperoxid auf

die Induktion der Lipoxygenase und [3-1, 3-Glucanase mRNA................... 111
Methyljasmonat induzierte Lipoxygenase Aktivitat...............ccceeviiiinnnn. 113

Zeitverlauf der ozoninduzierten LOX-Weg Enzyme HPL, EH, AOC, OPR
und ADH sowie der Chn und Glc auf Transkriptebene bei Tabakpflanzen. 115

Nicotiana tabacum L. CV. Bel W S ... e 115
Nicotiana tabacum L. CV. Bl B......ooeeie e 118
Nicotiana tabacum L. cv. xanthi.nC-Nah-G ...........ccoooiiiiii e 120

Bestimmung des endogenen Jasmonsdure- und Salicylsduregehalts in

Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3 ... 122
Ozoninduktion reaktiver Sauerstoffspezies (oxidativer Burst)..................... 125
Histochemische Lokalisation von H,O, und O,* in ozonbehandelten

Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3..........oooniiiiii e, 126

Induktion der B-Glukuronidase Aktivitat unter der Kontrolle von LOX2-



Inhaltsverzeichnis

3.15.1
3.156.2
3.15.2.1
3.156.2.2
3.15.3
3.15.3.1
3.16.3.2

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8
4.9

oder Bgl2-Promotoren in A. thaliana durch Ozon oder Methyljasmonat..... 128
Entwicklung der Nekrosen bei ozonbehandelten A. thaliana Varietaten ..... 128

Ozoninduktion der BR-Glukuronidase unter dem LOX2 bzw. Bgl2 Promotor. 130

Histochemische Lokalisation der GUS EXpression........cccccceevvvveveieeeeeeeneeen. 130
GUS Aktivitats BeStMmMUNG..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 133
Induktion der GUS durch Methyljasmonat unter dem LOX2 Promotor-........ 134
Histochemische Lokalisation der LOX2 (GUS) Aktivitat.......................oo. 134
GUS Aktivitats BeStimmuNg...........eueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeneeeees 135
[ 15 Q== 1o o 137
Optimierung des Lipoxygenase Enzymaktivitatstest...................ooiniiin. 138

Korrelation von Nekrosen mit LOX Genexpression und LOX Aktivitat
sowie Cg-Emissionen bei ozonbehandeltem Tabak cv. Bel B und cv. Bel

AT 2 141
Korrelation zwischen Ozon-induzierter LOX Aktivitat und reaktiven
Sauerstoffspezies mit der Hypersensitiven Reaktion..............cccccvvvvvnennnnnn. 151

Ozoninduktion von HPL- und ADH-Transkripten im Vergleich mit den
Emissionen fliichtiger kurzkettiger Aldehyde und Alkohole bei Tabak........ 157
Ozon- und Methyljasmonat-Induktion chloroplastidarer LOX2 bei

transgenen A. thaliana LOX2 GUS/FLUC in Korrelation zu Nekrosen ....... 164
Korrelation zwischen Ozon-induzierten Transkripten von AOC und OPR

mit dem endogenen Gehalt an freier Jasmonséaure bei Tabak................... 168
Ozoninduktion der EH mRNA bei Tabak cv. Bel W3 und cv. Bel B............. 173
Verflechtung von LOX-Weg und SA bei der Ozonantwort von Tabak ........ 175
Schlussbetrachtung und AUuSDIICK ............ooiiiiiiiiiiiiie 182
ZusammenfassSuNg ... —————— 186
ADSEract ...... ..o 188
LiteraturverzeiChnis.........e i 190



Einleitung

1. Einleitung

1.1 Ozon

In den 60er Jahren beschrieben Heggestad und Middelton (1959) in Amerika
Lasionen an Tabakkultivaren, die nicht durch Schadlingsbefall oder Nahrstoffmangel
bedingt waren. Sie beobachteten an den jingsten vollentwickelten Blattern zunéchst
unregelmafig verteilte dunkle Flecken von 1-3 mm Durchmesser. Das Gewebe war
an diesen Stellen plasmolysiert wodurch es dunkler erschien (engl: water soaked
areas). Die Flecken wurden innerhalb von 48 h braun und nekrotisierten. Da sie
haufig bei feucht-warmen Wetter auftraten, erhielten sie die Bezeichnung Wetter-
Flecken (engl: weather fleck). Als Ursache fiir diese Lasionen wurde bodennahes
Ozon (O3) des photooxidativen Smogs der Troposphére identifiziert (Ubersicht in:
Heggestad, 1991).

1.1.1  Ozonentstehung und —abbau in der Troposphére

Vereinfacht dargestellt erfolgt die Entstehung von Ozon in der Troposphare in einer
komplexen Abfolge katalytischer Kreisprozesse, die als "Photosmog-Mechanismus"
bezeichnet werden. Hierbei werden in Anwesenheit von Wasserdampf und
Stickstoffdioxid (NO,) flichtige organische Verbindungen (engl.: volatile organic
compounds, VOCs) und Kohlenstoffmonoxid (CO) photochemisch durch intensives
Sonnenlicht im kurzwelligen Bereich (A< 430 nm) oxidiert (Kondratyev und Varotsos,
2001). Diese Strahlungsabhangigkeit ist auch verantwortlich daftr, dass die
Ozonbildung einen Tagesgang mit Konzentrationsmaxima um die Mittagszeit
aufweist und generell in den Sommermonaten starker auftritt als in den lichtarmen
Wintermonaten. Ozon wird also nicht von der Umwelt emittiert, sondern gebildet.
Man bezeichnet es daher als sekundaren Schadstoff (UBA, 2001). Die Quellen der
Vorlauferstoffe wie Kohlenstoffmonoxid und Stickoxide (NOx = NO+NO;) sind in
erster Linie anthropogenen Ursprungs wie sie z. B. bei Industrieemissionen (25 %)
und StralRenverkehr (53 %) auftreten (Ryerson et al., 2001; Kley et al., 1999). Es
tragen jedoch auch biogene Emissionen wie VOCs (z. B. Terpene und Isoprene)
aus Laub- und Nadelbdumen und NOx aus Uberdingten Bdden zu einer
Nachlieferung der Ozon-Vorlauferstoffe (Ryerson et al., 2001; UBA, 2001) und damit
zu verstarkter Ozonbildung bei (Richter et al., 1998).
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Der Abbau von Ozon erfolgt mit Hilfe von Stickstoffmonoxid (NO), das vermehrt an
Stellen primarer Verbrennungsprozesse, z. B. bei hoher Verkehrsdichte, entsteht.
Dies ist die Erklarung dafiir, dass abends in innerstadtischen Bereichen niedrigere
Ozon Konzentrationen gemessen werden, als in l&ndlichen Reinluftgebieten (Kley et
al.,, 1999). Gegenwartig wird angenommen, dass Ozon der bedeutendste
Luftschadstoff in vielen Teilen Europas, Nord- und Mittelamerikas und des Fernen
Ostens ist (Reich, 1987; Heagle, 1989; Chameides et al., 1994; Krupa et al., 1995;
Stockwell et al., 1997).

1.1.2 Aufnahme von Ozon in Pflanzen

Ozon kann die lipophile Kutikula der Pflanzen nicht durchdringen und diffundiert mit
dem normalen Gaswechsel (Kohlenstoffdioxid (CO), Sauerstoff (Oz)) durch die
Stomata ins Blattinnere (Abb. 1). Die Aufnahme ist neben dem
Grenzflachenwiderstand (Blattmorphologie, z. B. Haare) und den stomataren
Leitwiderstdnden (Anzahl, GréRe und Anatomie der Stomata) auch von den
Faktoren abhangig, die Einfluss auf die Regulation der Spaltéffnungen haben (u. a.
Nahrstoffverfigbarkeit, COz-Konzentration) (Lendzian, 1987). So kann die
sommerliche Bewésserung von landwirtschaftlichen Kulturen, die zur Offnung der
Stomata fuhrt, deren Ozonempfindlichkeit drastisch steigern (UBA, 2001). Der
direkte Einfluss von Ozon auf die Stomata wird in der Literatur kontrovers diskutiert.
Eine Ubersicht bei Darrall (1989) zeigt, dass bei Ozondosen unter 400 pg/m3 (200
ppb) fir Stomata bei verschiedenen Pflanzen sowohl Offnung, Verschluss als auch
keine Anderung beobachtet werden konnte. Neueste Studien mit Arabidopsis
zeigten, dass der Ausgangswert der stomataren Leitfahigkeit 9 - 12 Minuten nach
Start einer Ozonbehandlung mit 150 ppb um 60 % — 70 % abnahm, dieser jedoch
noch wahrend der Behandlung nach 30 — 40 Minuten zuriickgewonnen wurde
(Kollist et al., 2007).

Im Blatt gelangt Ozon zunachst in den Apoplasten, der sich aus dem interzelluléren
Gasraum (18 % bis 46 % des gesamten Blattvolumens), dem Feuchtigkeitsfilm, der
die Zellen im Blattinneren umgibt, und der hydrierten Zellwand zusammensetzt. In
Tabak sind 5 % bis 20 % des im Blatt vorhandenen Wassers im Apoplasten
gebunden (Grignon und Sentenac, 1991; Dietz, 1997). Hierin scheint Ozon schnell
abzureagieren (Lendzian, 1987), denn die kalkulierte Ozonkonzentration im

Interzellularraum betragt fast null (Laisk et al., 1989). In diesem waéssrigen Milieu
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des Apoplasten kann Ozon zerfallen unter passiver Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) wie des  Singulettsauerstoffs (102), des
Wasserstoffperoxids (H20;), der Superoxidanionen (O;”), der Hydroperoxylradikale
(O2H) oder der besonders toxischen Hydroxylradikale (OH) (Heath und Taylor,
1997). Der im Apoplasten vorherrschende pH-Wert von 5-7 kann hierdurch
alkalisiert werden (Dietz, 1997). Da Ozon unter sauren pH Bedingungen relativ stabil
ist, tragt diese pH Erhdéhung gleichzeitig zu einem verstarkten Zerfall von Ozon bei
(Heath, 1987). Von den reaktiven Sauerstoffspezies gelten die Hydroxylradikale als

die starksten Oxidantien in der Zelle (Scandalios, 1993).

obere Kutikula

obere Epidermis
} Palisadenparenchym
eitbundel

Schwammparenchym
untere Epidermis
untere Kutikula

interzellularer Gasraum

Abb. 1 Ozonaufnahme, dargestellt anhand eines Blattquerschnitts
(verandert nach: Braune et al., 1987).

1.2 Bildung und Entgiftung reaktiver Sauerstoffspezies, oxidativer Stress

Da auch in ungestressten Pflanzen reaktive Sauerstoffspezies unter normalen
metabolischen Bedingungen als Nebenprodukte des Stoffwechsels entstehen (siehe
Tab. 1), haben Pflanzen Mechanismen entwickelt diese zu entgiften. Diese
Mechanismen bestehen aus verschiedenen, in den jeweiligen subzellularen
Kompartimenten  vorhandenen, enzymatischen und  nicht-enzymatischen
Komponenten und bilden zusammen das Antioxidative System (Tab. 1; Alscher et
al., 1998; Aono et al., 1998; Gechev et al., 2006). In Tab. 1 sind die verschiedenen
von Ozon abgeleiteten reaktiven Sauerstoffspezies sowie ihre natirliche Quelle und

die wichtigsten Antioxidantien mit ihrer Lokalisation zusammenfassend dargestellt.

3



Einleitung

Tab. 1 ROS: a) Naturliche Quellen (Zerfall im Apoplast oder Nebenprodukt des
Stoffwechsels) und b) biochemische Antioxidantien (Lokalisation)
(Zusammengestellt nach: Scandalios, 1993; Bueno et al., 1995;
Hammond-Kosack und Jones, 1996; Heldt, 1996; Wojtaszek, 1997;
Alscher et al., 1998; Foyer, 1998; Foyer and Noctor, 2005; Kliebenstein et
al., 1998; Vanacker et al., 1998; Gechev et al., 2006). Chl: Chloroplast,
Perox: Peroxisomen, Apo: Apoplast, Mito: Mitochondrion, Cyt: Cytosol,
Glyox: Glyoxisomen.

ROS a) ROS Entstehung und b) ROS Entgiftung

a) Photoinhibition, Energietransfer vom angeregten Chlorophyll auf O

b) Karotinoide (Car); 3-Carotin (Vitamin A), Lutein / (Chl)

'Car+'0,— 3 Car — Warme+'Car+ O,

mit Ascorbinsaure im Halliwell-Asada-Zyklus (s. u.) +'O,

a) e-Ubertragung auf O, im Photosystem | (Mehler Reaktion/ Chl);
e-Ubertragung in den Mitochondrien; Photorespiration (Glyoxisomen);
Peroxisomen Aktivitat; Plasmamembran; Xanthin- oder Aldehyd-Oxydasen,
0,* Flavin-Dehydrogenasen

NADPH-Oxydase: NADPH + H" + 2 0, - NADP™+ 2 O,* + 2 H"

b) Superoxid Dismutasen (Cu/Zn-, Mn-, Fe-SOD) / (Chl, Mito, Cyt, Perox, Apo);
0O,*- + SOD — H,0; + H,0

bei pH > 7 Disproportionierung von O,* zu H,O,+ O,

O,H* |steht im Gleichgewicht mit O,*

Photorespiration bzw. R-Oxidation, (Peroxisomen);

Abbau von O,* durch SOD (s. 0.);

Diamin- und Polyaminoxidasen (Apoplast):

Putrescin + O, + H,O — 4-Aminobutyraldehyd + NH; + H,O,

Oxalatoxidase: Oxalat + O, — H,O, + CO,

Katalase (Cat; Hamenzym): H,O, + Cat —1/2 O, + H,O / (Perox - Matrix)
Peroxidase (Fe®*) + H,0, — Ligninsynthese + H,O/ (Zellwand)

GSH + GPX + H,0, —» GSSH

H,0, H,O, + Ascorbinsdure (Vitamin C) + Ascorbatperoxidase — 2 H,0O
Regeneration der Ascorbinsaure:

1. Monodehydroascorbat (MDH) — spontan — Ascorbinsdure

2. MDH + MDH-Reduktase + NADPH — Ascorbinsdure + NADP+ / (Chl)
Halliwell-Asada-Zyklus

3. MDH — spontan — Dehydroascorbat (DAH)

DAH + DAH-Reduktase + Glutathion (GSH) — Ascorbinsaure + ox. Glutathion
ox. Glutathion (GSSG) + Glutathion-Reduktase — GSH

(Chl, Apo, Mito, Cyt, Perox, Glyox)

a) Haber-Weiss-Reaktion: H,O, + O,*- —» OH*+ +OH + O,

Fenton-Reaktion: H,0, + Fe**/Cu**-katalysiert— OH*+OH" + Fe**/Cu®"

Das im Apoplasten vorliegende antioxidative Schutzsystem (Tab. 1) sowie die hier

OH*

vorkommenden Polyaminkonjugate, stellen somit die erste Abwehr gegen Ozon und

hieraus passiv entstehende reaktiven Sauerstoffspezies dar (Langebartels et al.,
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1991; Luwe et al., 1993; Heath und Taylor, 1997; Borrell et al., 1997; Bouchereau et
al., 1999). Daruber hinaus induzierte Ozon die verstdrkte Expression einiger
antioxidativer Enzyme wie Gluthation Reduktase, -Transferase, Peroxidase und
Ascorbat Peroxidase (Sharma und Davis, 1994; Rao et al., 1996). Kann das
Antioxidative System die Entgiftung der reaktiven Sauerstoffspezies nicht mehr

bewaéltigen, kommt es fir die Pflanze zu oxidativem Stress.

1.3 Ozonschaden bei Pflanzen

Doppelbindungen ungeséttigter Kohlenwasserstoffe in Plasmamembranen und
funktionelle Gruppen hieran assoziierter Proteine kdénnen indirekt durch die wéhrend
des oxidativen Stresses erzeugten reaktiven Sauerstoffspezies und direkt durch
Ozon selbst (Criegee-Mechanismus) angegriffen werden (Heath, 1987; Heath und
Taylor, 1997). So bezeichnen Heath und Taylor (1997) die Lipidperoxidation (Kap.
1.5.1) der Zellmembranen als einen Hauptgrund fur die phytotoxische Wirkung des
Ozons bei Pflanzen, die haufig als Nekrosen sichtbar werden (Kap. 1.1). Die
Reaktionen fihren zu toxischen Verbindungen wie Aldehyden, Lipidhydroperoxiden
und Crigee Ozoniden (Pryor und Uppu, 1993). Zusatzlich kann die Oxidation von
Amino-, Alkohol- und Aldehydgruppen zur Inhibition wichtiger Enzyme flhren.
Dariiber hinaus kénnen Sulfhydrylgruppen zu Disulfitbriicken oder Sulfonen
reagieren, was ebenfalls zur Inhibition von z. B. ATPasen fuhren kann (Mudd, 1996;
Heath, 1987).

Bisher ist jedoch nicht vollstandig geklart, ob die passiv aus Ozon gebildeten ROS
solche toxischen Konzentrationen erreichen, dass dies z. B Lipidperoxidation und
Zelltod von Pflanzen zur Folge hat. Schraudner et al. (1998) und Pasqualini et al.
(2003) konnten zeigen, dass Ozon bei dem ozonsensitiven Tabak Kultivar cv. Bel
W3 eine biphasische Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies (H20;)
induziert, wobei dem ersten schwachen Wasserstoffperoxid Peak ein zweiter
wesentlich stérkerer folgte, begleitet von auftretenden Nekrosen. Im Gegensatz
dazu zeigte der ozontolerante Tabak cv. Bel B nur den ersten schwachen
Wasserstoffperoxid Peak und bildete keine Nekrosen aus (Schraudner et al., 1998).
Auch in anderen Pflanzenspezies wie verschiedenen Arabidopsis Varietaten
induzierte Ozon eine biphasische Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies
verbunden mit Lasionen (Overmyer et al., 2000; Mahalingam et al., 2006) wobei in

der Arabidopsis Mutante rcd1 (engl.: radical induced cell death) Superoxid als
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Hauptkomponente nachgewiesen wurde (Overmyer et al., 2000). Insgesamt
vermuten die Autoren daher einen urséchlichen Zusammenhang zwischen der
nachgewiesenen starkeren Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies und
auftretendem Zelltod unter Ozonexposition (Schraudner et al., 1998; Overmyer et
al., 2000). Unterstitzt wird diese Hypothese durch neuere Studien mit
ozonbehandelten Tabak-, Birken-, Arabidopsis- und Malven Spezies, bei denen ihrer
Empfindlichkeit entsprechend eine lokale und quantitative Korrelation zwischen
Zelltod und Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies gezeigt wurde (Pellinen et al.,
1999; Rao und Davis, 1999; Overmyer et al., 2000; Wohlgemuth et al., 2002;
Pasqualini et al., 2003; Mahalingam et al., 2006). Die Ozon-induzierte biphasische
Generation grof’er Mengen reaktiver Sauerstoffspezies erinnert stark an den
oxidativen Burst wéhrend der hypersensitiven Reaktion (HR) bei einer inkompatiblen
Pflanze-Pathogen-Interaktion auf die in Kapitel 1.4.1 n&her eingegangen wird.
Neben der zuvor beschriebenen Annahme einer passiven Entstehung von
ozoninduzierten apoplastischen reaktiven Sauerstoffspezies bei ozonempfindlichen
Pflanzen, wird aufgrund von Inhibitor Studien mit Diphenyleneiodonium (DPI, Flavin
Oxydase Inhibitor) hierfir vermehrt ein aktiver Prozess der Pflanze diskutiert. Es
wird vermutet, dass zumindest ein Teil der ROS durch den NAD(P)H Oxydase
Komplex gebildet wird (Schraudner et al., 1998; Pellinen et al., 1999; Wohlgemuth
et al., 2002). Als weitere enzymatische Quellen der aktiven apoplastischen ROS
Bildung werden neben der NADPH Oxydase auch die apoplastische Peroxidase,
Diamin- und Polyamin-Oxidasen sowie die Oxalat Oxydase diskutiert (Ubersicht in:
Langebartels et al., 2002). Unterstiutzt wird die Hypothese durch den Nachweis der
ozoninduzierten biphasischen Expression der NirbohD NADPH Oxydase nach 2 h
und 6 h in Tabak cv. Bel W3 (Langebartels et al., 2002). Doch auch bei anderen
enzymatischen Reaktionen wie z. B. der Lipoxygenase (LOX) Reaktion (Kap. 1.6)
kénnen reaktive Sauerstoffspezies in Form von Singulett-Sauerstoff (102) und
Superoxidanionen (O,*) als Nebenprodukt auftreten (Lynch und Thompson, 1984;
Thompson et al., 1987; Pastore et al., 2000).

Die nach Ozonexposition nachgewiesenen reaktiven Sauerstoffspezies (Schraudner
et al., 1998; Overmyer et al., 2000; Rossetti und Bonatti, 2001; Wohlgemuth et al.,
2002; Pasqualini et al., 2003) kénnen wie zuvor beschrieben eine Lipidperoxidation
(Kap. 1.5.1) in Pflanzen auslésen (Rossetti und Bonatti, 2001). Dies bewirkt jedoch

eine unspezifische autokatalytische Degradation der Lipide, deren Mechanismus
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naher in Kapitel 1.5.1 beschrieben ist. Ein hiermit verbundener Zelltod kénnte sich
unkontrolliert ausbreiten, was bei einem enzymatisch vermittelten Prozess durch z.
B. Lipoxygenase nicht der Fall wére. So wurde zunehmend in verschiedenen
Studien eine Korrelation zwischen induzierter Lipoxygenase (LOX) Aktivitat und
Membranschadigungen vor und/oder wéhrend der Hypersensitiven Reaktion bei
inkompatiblen Pflanze/Pathogen- oder Pflanze/Elicitor-Interaktion festgestellt, die
zum schnellen Zelltod und Resistenz fihrten (Ocampo et al., 1986; Keppler und
Novacky, 1987; Slusarenko et al., 1991; Croft et al., 1990; Cacas et al., 2005).
Cacas et al. (2005) beschrieben dariber hinaus, dass die 9-LOX abh&ngige
Lipidperoxidation bei mit Cryptogein infiziertem Tabak ausreichend war fir die
Auspragung des Zelltods. Einige Autoren halten bei diesen Interaktionen sogar die
aus dem LOX-Weg (Kap. 1.6) stammenden reaktiven Lipidhydroperoxide zur
Auspragung des Zelltod fir notwendig (Rustérucci et al., 1999). Ob es auch
zwischen Ozon-induziertem Zelltod in Pflanzen und LOX Aktivitat eine Korrelation
gibt, bleibt zu untersuchen und ist u. a. Gegenstand dieser Arbeit. Es wird daher in
Kapitel 1.6 ausfiuhrlicher auf den LOX Reaktionsweg und die hieraus abgeleiteten
Signalmolekiile eingegangen. Das bekannteste Signalmolekil des LOX-Wegs ist
das Phytohormon Jasmonsaure, das nicht nur an der Induktion vieler
Abwehrreaktionen beteiligt ist sondern dartber hinaus in jingster Zeit als negativer
Regulator des oxidativen Zelltod Zyklus bei Pflanzen unter Ozonstress diskutiert
wird (Kanna et al., 2003; Overmyer et al., 2003). Aufgrund der besonderen
Bedeutung der Membranlipide als Angriffsziel fiur Ozon und Quelle vieler
Signalmolekile erfolgt eine vereinfachte kurze Darstellung tber ihren Aufbau sowie
ihre Peroxidation.

Lipidperoxidation (Kap. 1.5.1) wird unter anderem durch physiologische (u. a.
Blattalter, Entwicklungszustand, Frucht) und biochemische Faktoren (Zucker,
Antioxidantien ect.) der Pflanzen, sowie durch vorherrschende Umweltbedingungen
beeinflusst (Guderian, 1985; Chameides, 1989; Krupa et al., 1995; Heath und
Taylor, 1997; UBA, 2001). Letztlich erfolgt die Zerstérung der Membranintegritat
(Kap. 1.5.1), was den Verlust ihrer selektiven Permeabilitét verursacht. Dies zieht
einen Kalium-Kationen (K')-Abfall und einen Magnesium—(Mg”)— und Kalzium-
Kationen (Ca®*)-Anstieg im Zytoplasma nach sich (Heath und Taylor, 1997). Dariiber
hinaus induzierte Ozon innerhalb weniger Minuten einen biphasischen Ca”—Anstieg

in den Blattern von Arabidopsis thaliana (Evans et al., 2005). Der Ca2+-Anstieg kann

7



Einleitung

wiederum Induktionen von z. B. ERK-MAP Kinase (engl.: extracellular signal
regulated kinase-mitogen activated protein kinase) bewirken, wie Samuel et al.
(2000) nach Ozonbehandlung nachwiesen. Ozon induzierte in Arabidopsis thaliana
auch AftMPK3 (Ahlfors et al., 2004), AtMPKG6 (Overmyer et al., 2005) und NtMPK4 in
Tabak (Gomi et al., 2005). MAP Kinasen wird eine Beteiligung an
Signaltransduktionsprozessen bei der biotischen und abiotischen Abwehrantwort,
von der extrazelluldren- zur intrazellularen Zellseite bis hin zum Zellkern,
zugesprochen. In Arabidopsis wurden bisher 3 MAP-K Kaskaden in Abhangigkeit
des eingehenden Stresssignals beschrieben. So reguliert MKK2—-MPK6 Kalte- und
Salzstress-responsive Gene, MKK4/MKK5-MPKG6 Pathogen-responsive Gene durch
Aktivierung der Ethylenbiosynthese und JA aktivierte MKK3-MPKG6 beeinflussen die
JA abhangige Genexpression sowie das Wurzelwachstum (Takahashi et al., 2007).
In Prosystemin Uberexprimierenden Tomaten hingegen fiihrte Ko-Silencing von
MPK1 und MPK2 in verwundeten Pflanzen zu einer verminderten JA Biosynthese
und silencing von MPK3 zu einer verringerten Expression von LOXD mRNA
Transkripten (Kandoth et al., 2007). Eine Ubersicht tilber MAP Kinasen und ihre
Aktivierung in Pflanzen sowie eine phylogenetische Analyse geben Morris (2001),
Zhang und Klessig (2001) und Rohila und Yang (2007). Der verédnderte
lonentransport nach Ozonstress bewirkt den Verlust von Metaboliten, die
Depolarisation des Membranpotentials, verandert die Gentranskription und induziert
die Aktivitat vieler Enzyme (Heath und Taylor, 1997). Eine Ubersicht (iber
ozoninduzierte Genexpression und Aktivitdt verschiedener Pflanzenspezies geben
Sandermann (1996) und Langebartels et al. (1997). Die Komplexitdt der
Ozonantwort hinsichtlich einer veranderten Genexpression sowie die Detektion
ozonresponsiver Gene wurde in neueren Studien auch anhand von Mikro- bzw.
Makroarrays, vornehmlich mit Arabidopsis thaliana, untersucht. Hierbei wurden
sowohl spezifische cDNA Arrays, die neben Genen aus z. B. A. thaliana cv. Col-0
auch Gene von Mutanten wie A. thaliana ein2 (Ethylen insensitiv) und A. thaliana
jar1 (JA insensitiv) enthielten (Tuominen et al.,, 2004), als auch kommerziell
verfigbare Gen Chips z. B. von Arabidopsis thaliana cv. Col-0 (Tosti et al., 2006),
eingesetzt. Weitere Untersuchungen werden u. a. beschrieben von Heidenreich et
al. (2005), Olbrich et al. (2005), Overmyer et al. (2005), D'Haese et al. (2006) und
Mahalingam et al. (2006).
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Die durch Ozon bei den Pflanzen hervorgerufenen zellphysiologischen Wirkungen
werden in akute und chronische Schaden unterteilt (Guderian, 1985; Reich, 1987).
Akute Schaden entstehen, wenn nach Kuzzeitbehandlung mit hohen Ozon-
Konzentrationen Zellschaden auftreten, die dann zu Nekrosenbildung flhren, wobei
Ahnlichkeiten zu der Hypersensitiven Reaktion (HR; Kap. 1.4.1) nach
Pathogenbefall bestehen (Schraudner et al., 1997).

Chronische Schaden treten oft nach einer Langzeitexposition mit niedrigen
Ozonkonzentrationen in Form von Seneszenzerscheinungen auf und werden oft
begleitet durch die Expression von Seneszenz-assoziierten Genen (SAG) (Miller et
al., 1999). Ozon fuhrt zu einer gestérten Photosynthese durch die Verminderung des
Chlorophyligehalts, der Einschrdnkung der Rubisco Aktivitat bis hin zur Inhibition
des Starkeabbaus bei Tabak cv. Bel W3 (Wieser et al., 1998, Battistelli et al., 2001).
Hieraus ergibt sich eine Reduktion in der Assimilat-Verfuigbarkeit und -Verteilung,
was Wachstumsstérungen und ErtragseinbuRen (Frucht/Samen) zur Folge hat
(Reich und Amundsen, 1985; Heagle, 1989; Krupa et al., 1995; Pell et al., 1997;
Miller et al., 1999; Grantz und Farrer, 2000). So war nach 21 tagiger
Ozonbehandlung bei Weizen die Biomasse der Wurzeln um 9 % und die des Spross
um 17 % reduziert (McCrady und Andersen, 2000). Eine Ubersicht Uber die
Auswirkungen von Ozon auf die vegetative Entwicklung und Fortpflanzungsprozesse
von (Nutz)pflanzen geben Heagle (1989) und Black et al. (2000). Die
makroskopische Schadigung insgesamt wird letztlich als Verfarbung (phenolische
Sekundarverbindungen) oder in Form von Chlorosen und Nekrosen an der
Blattoberflache sichtbar (Saitanis et al., 2001). Eine Einteilung der Pflanzen in
verschiedene Empfindlichkeitsstufen gestaltet sich aufgrund unterschiedlicher
Schadauspragung innerhalb einzelner Arten oder Varianten, als schwierig (Black et
al., 2000). Tendenziell scheinen jedoch die Familien der Solanaceaen, zu denen
auch der Tabak gehort, sowie die Fabaceaen besonders ozonsensitiv zu sein
(Langebartels et al., 1991).

Als Folge der Ozonsch&den waren Ertragseinbul3en bei Tabak- und anderen
Nutzpflanzen sowie Waldbaumen zu verzeichnen, die zu enormen 6konomischen
Verlusten flihrten, die alleine in den USA auf ca. 4 Milliarden US$ geschatzt wurden
(Middleton et al., 1950; Adams et al., 1988; Heggestad, 1991; FAO, 1998; Murphy et
al., 1999). Die Ozonwirkungsforschung wurde daraufhin in den folgenden Jahren

intensiviert und unterschiedlichste Nutzpflanzen in Open-Top Kammer
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Experimenten mit ozonhaltiger bzw. ozonfreier Luft analysiert (Preston und Tingey,
1988; Heagle, 1989).

Als Konsequenz der Ozonwirkungsforschung wurden Schwellenwerte zum Schutz
der Vegetation erstellt, die in Deutschland derzeit bei 200 ug/m*® (£ 100 ppb, Ein-
Stunden-Mittelwert) und bei 65 ug/m? (2 32,5 ppb, 24-Stunden-Mittelwert) liegen. Es
kommt jedoch immer wieder zu Uberschreitungen wie der Messwert von 253 pg/m3
(2 126,5 ppb, 1h-Maximum) aus dem Jahr 2000 zeigt (UBA, 2001). Diese
Ozonkonzentrationen reichen bereits aus, sensitive Pflanzen zu schadigen
(Guderian, 1985). Zu den ozonsensitven Pflanzen zahlt auch die Tabak Varietat Bel
W3 (Heggestad, 1991), die weltweit (Ubersicht: Heggestad, 1991; Griechenland:
Saitanis und Karandinos, 2001; Italien: Nali et al., 2000) als Bioindikator fir
Luftverschmutzung eingesetzt wird, wobei die ozontolerante Varietdt Bel B als
Kontrolle dient (Heggestad und Menser, 1962). In Europa flhrt das europaische
Netzwerk EuroBionet (www.eurobionet.com) standardisierte Expositionsexperimente
mit Tabak durch, deren Resultate Klumpp et al. (2006) beschreiben. Neben den
Tabak Varietdten sind auch andere verschiedene ozonsensitive bzw. -tolerante
Pflanzen-Paare bekannt, die in Wellburn und Wellburn (1996) ausfuhrlich
beschrieben werden.

Ozon induziert vor allem bei ozonempfindlichen Pflanzen bereits vor der
Auspragung makroskopisch sichtbarer Schadsymptome biochemische
Veranderungen, die denen nach Pathogenbefall dhneln. Hierzu zéhlen u. a. die
Anderungen im Polyaminstoffwechsel, eine Zunahme von Phenylpropanoid- und
Flavonoidenzymen sowie die erhéhte und schnelle Emission von Ethylen (Guderian,
1985; Kangasijarvi, et al., 1994; Sandermann, 1996; Tuomainen et al., 1997; Vahala
et al., 2003; Tuominen et al., 2004; Kangasjarvi et al., 2005; Castagna et al., 2007).
Die Emission von Stressethylen war stets in ozonempfindlichen Pflanzen stérker als
in ozontoleranten und wird daher als ein Marker der Ozonempfindlichkeit angesehen
(Langebartels et al., 1991; Wellburn und Wellburn, 1996). Die Biosynthese dieses
Phytohormons geht von der Aminosdure Methionin Uber S-Adenosylmethionin
(SAM) aus, wobei SAM auch als Vorstufe der Polyaminbiosynthese dient. Ethylen ist
auch an der Abwehrantwort nach Pathogenbefall sowie an der pflanzlichen
Entwicklung (z. B. Seneszenz, Fruchtreife) beteiligt (Crozier et al., 2000). Unter
Ozonstress wird Ethylen als Ausléser eines positiven feed back Zyklus vermehrter

Akkumulation reaktiver Sauerstoffspezies diskutiert, welches die Lasionenbildung
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férdert und in wechselseitiger antagonistischer Interaktion mit Jasmonsaure fungiert
(Kanna et al., 2003; Overmyer et al., 2003; Tuominen et al., 2004; Kangasjarvi et al.,
2005). Ogawa et al. (2005) beschreiben dariiber hinaus, dass Ethylen die SA
Akkumulation bei N. tabacum L. cv. SR-1 unter Ozonstress (6 h, 200 ppb) durch die
Geninduktion von Phenylalanine Ammoniumlyase (PAL) und Chorismate Mutase
(CM) verstarkt.

Die Ozon-induzierte Expression einer Vielzahl von Abwehrgenen, die auch bei der
HR (Kap. 1.4.1), nach Pathogeninfektion und der SAR (engl.: systemic aquired
resistance; Kap. 1.4) induziert werden, kann zu Toleranz gegeniiber einem spéateren
Befall mit einem avirulenten Pathogen flhren. Dieses Phanomen wird als
.Kreuzinduktion“ bezeichnet (Sandermann, 1996; Sharma et al., 1996; Bowler und
Fluhr, 2000). Es gibt Anlass zu der Vermutung, dass Ozon und Pathogene einen
gemeinsamen und/ oder Uberlappenden Signaltransduktionsweg aktivieren (Sharma
und Davis, 1997).

1.4 Signalmolekiile bei der Abwehrantwort von Pflanzen

Die PR-Proteine (engl.: pathogenesis related proteins) von Pflanzen stellen Gruppen
induzierbarer und wirtskodierter Gene dar, deren Genprodukte direkt oder indirekt
Pathogene durch z. B. die Hydrolyse der Zellwand inhibieren (Kombrink und
Somssich, 1995). Eine Ubersicht (iber die Familien der PR-Proteine geben Van
Loon und Van Strien (1999). Es gibt Hinweise darauf, dass diese Enzyme durch ihre
Aktivitat die Freisetzung von Elicitoren (chemische Signalmolekile) in Form von [3-
Glucanen bzw. Chitin-/Chitosanoligomeren bewirken, die die Abwehrgene in
Pflanzenzellen aktivieren (Bowles, 1990; Mauch und Staehlin, 1989). Innerhalb der
Gruppen unterscheidet man saure und basische PR-Proteine, wobei die sauren
Isoformen hauptséchlich im Apoplasten zu finden sind. Dahingegen sind die
basischen Isoformen der R -1,3-Glucanasen und Chitinasen Uberwiegend in der
Vakuole zu finden (Van Loon und Van Strien, 1999). Durch Ozon werden diese PR-
Proteine in Tabak auf Transkript- und Enzym-Ebene induziert (Ernst et al., 1992;
Schraudner et al., 1992; Thalmair et al., 1996; Ernst et al., 1996, Janzik et al.,
2005). Behandelt man nur einzelne Blatter oder Pflanzenteile von Tabak mit Ozon,
so kommt es fur eine Isoform der basischen -1, 3-Glucanase nur zur lokalen, nicht

aber zur systemischen Induktion (Ernst et al., 1996).

11



Einleitung

Die Akkumulation der PR-Proteine abseits eines Infektionsorts, wird als molekularer
Marker fur die Auspragung systemischer Resistenz (engl.: systemic aquired
resistance, SAR) in Pflanzengewebe gesehen (Ryals et al., 1996; Sticher et al.,
1997). Die systemische Resistenz vermittelt nach einer lokalen Infektion die
nachfolgende Resistenz der gesamten Pflanze gegeniber einem breiten Spektrum
an Pathogenen (Uknes et al., 1996). Chitinasen, Glucanasen, Hydroxyprolinreiche-
Glykoproteine (HRGP) und Peroxidasen sind nach der SAR Induktion starker
prasent als bei der Erstinfektion und erlauben eine schnellerer Abwehrreaktion
gegenulber erneutem Pathogenbefall (Kessman et al., 1994).

Ein Signalmolekil bei der SAR ist die Salicylsdure (SA), die in Pflanzen verstarkt
nach Pathogenbefall gebildet wird und verknlpft ist mit der Signaltransduktion
wahrend der Hypersensitiven Reaktion (Kap. 1.4.1) (Gaffney et al., 1993; Durner et
al., 1997; Alvarez, 2000; Martinez et al., 2000). Salicylsdure wird eine Beteiligung
bei der Auspragung von Nekrosen wahrend der Hypersensitiven Reaktion
zugeschrieben, wobei hier eine enge Verflechtung zu reaktiven Sauerstoffspezies
als Signalstoff diskutiert wird (Alvarez, 2000). Gegen eine Rolle von HyO, als
Signalstoff der Salicylsaure-vermittelten systemischen Resistenz sprechen jedoch
die Versuche mit Tabak Mosaik Virus (TMV) infiziertem Tabak (Hunt et al., 1996).
Es st gezeigt worden, dass Salicylsdaure die Akkumulation reaktiver
Sauerstoffspezies induzieren kann (Hunt et al.,, 1996; Kawano und Muto, 2000),
aber das auch umgekehrt, reaktive Sauerstoffspezies die Salicylsdure Akkumulation
induzieren kénnen (Neuenschwander et al., 1995). Dariber hinaus bewirkt auch
abiotischer Stress wie UV-B Strahlung (Surplus et al., 1998) und Ozon eine SA
Akkumulation in Pflanzen (Yalpani et al., 1994; Sharma et al., 1996; Md&der et al.,
1999; Rao und Davis, 1999, Pasqualini et al., 2002; Ogawa et al., 2005). Neben SA-
abhéangiger Induktion von Abwehrgenen wie einiger PR-Proteine (Durner et al.,
1997) sind auch SA-unabhangige Signalwege beobachtet worden. So wurde eine
SA unabhéngige PR-Genexpression in transgenen Pflanzen (Nah-G), die eine
bakterielle Salicylat-Hydroxylase expremieren und kein SA akkumulieren, gezeigt
(Vidal et al., 1997). Daruber hinaus wird als Antagonist SA-induzierter
Abwehrantwort Jasmonsaure (JA) diskutiert. So beschreiben Lorenzo und Solano
(2005) in ihrer Ubersicht, dass z. B. der Transkriptionsfaktor WRKY70 durch SA
positiv reguliert wird, wohingegen JA negativ regulierend wirkt und die SA-induzierte

Genexpression unterdrickt.
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Auch Stickstoffmonoxid (NO) wird als Signalgeber bei der Abwehrantwort von
Pflanzen in Synergie mit reaktiven Sauerstoffspezies (Kap. 1.4.1) sowie
Jasmonsédure und Salicylsdure unterschiedlich diskutiert. So potenzierte NO den
hypersensitiven Zelltod zusammen mit ROS in Soja Zellen, wohingegen die
Inhibition der NO Synthese =zu einer beeintrachtigten HR Antwort in
pathogeninfizierten (Avirulenzgen avrRpm1 tragende Pseudomonas syringae pv.
Maculicola) Arabidopsis Pflanzen fuhrte. Darlber hinaus reduzierten NO-
freisetzende Verbindungen die Lésionen bei TMV infiziertem Tabak (Delledonne et
al., 1998; Durner et al., 1998; Song und Goodman, 2001; Ubersicht: Wendehenne
et al., 2004). Nach Ozonbehandlung (6 h, 300 ppb) konnte in der ozonsensitiven
Arabidopsis thaliana Varietat Wassilewskija (Ws-0) nach neun Stunden ein NO
Burst nachgewiesen werden (Mahalingam et al., 2006). Der Einfluss von NO auf die
Genexpression (2.500 Gene) wurde auch anhand von cDNA-Amplifikations-
Fragmentlangen Polymorphismus (AFLP) Analysen oder der Microarray Technik
(Gesamtgenom) bei Arabidopsis thaliana untersucht, wie in einer Ubersicht von
Grin et al. (2006) dargestellt wurde.

1.4.1 Hypersensitive Reaktion und oxidativer Burst

Die Wechselwirkung einer Pflanze mit einem avirulenten Pathogen fiihrt zu einer
sog. inkompatiblen Interaktion, die oft durch eine Hypersensitive Reaktion (HR)
gekennzeichnet ist (Hammond-Kosack und Jones, 1996). Die HR ist durch einen
schnellen Zelltod charakterisiert, der auf eine geringe Anzahl von Zellen um den Ort
der Infektion beschrénkt bleibt, mit dem Ziel eine weitere Ausbreitung des
Pathogens innerhalb der Pflanze zu verhindern. Makroskopisch wird sie haufig in
Form von Nekrosen sichtbar. Zu den physiologischen Verédnderungen, die die HR
begleiten, zahlen u. a. die Deposition antimikrobieller Verbindungen,
Membranschadigung, Verstarkung der Zellwande durch Lignifizierung,
Phytoalexinbildung (antimikrobielle Verbindungen) und die Expression von
Abwehrgenen, zu denen auch die LOX zahlt. Die LOX Reaktion ist an der
pflanzlichen Abwehr u. a. durch die Synthese von Signalmolekilen wie
Jasmonsédure (JA) sowie durch die Bildung biologisch aktiver Verbindungen wie
fluchtiger Ce-Aldehyde und -Alkohole beteiligt auf die ausfihrlicher in Kapitel 1.6
eingegangen wird. Besonders kennzeichnend fir die Hypersensitive Reaktion ist

eine schnelle Bildung groRer Mengen reaktiver Sauerstoffspezies (Kap. 1.2) dem
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sog. "oxidativen Burst" (Goodman und Novacky, 1994, Kombrink und Somssich,
1995; Hammond-Kosack und Jones, 1996).

Der oxidative Burst wird im Allgemeinen als eine rasche und transiente Produktion
grolder Mengen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS), als Reaktion auf Pathogene oder
Elicitoren definiert. Auch Ozon wird gerne als flichtiger Elicitor bezeichnet
(Sandermann et al., 1998). Der oxidative Burst ist eine der am frihsten (innerhalb
von Minuten) wahrnehmbaren Verteidigungsstrategie von Pflanzen (Apostol et al.,
1989; Lamb und Dixon, 1997; Woijtaszek, 1997). Dieser friihe oxidative Burst ist in
kompatiblen und inkompatiblen Pflanze-Pathogen Interaktionen festzustellen, ein
zweiter oxidativer Burst jedoch nur bei letzterer Wechselwirkung (Lamb und Dixon,
1997). In Kap 1.3 wurde bereits darauf hingewiesen, dass auch Ozon in Tabak Bel
W3 einen biphasischen ,oxidativen Burst” induziert (Schraudner et al., 1998).

Neben der direkt toxischen Wirkung der gebildeten ROS, wird insbesondere H,0O,
eine Funktion als sekundarer Signalstoff bei der Signaltransduktion zur Aktivierung
von Abwehrgenen, auch in Nachbarzellen, zugesprochen (Baker und Orlandi, 1995;
Tenhaken et al., 1995; Low und Merida, 1996). Eine Ubersicht tiber die duale Rolle
von ROS wahrend abiotischer Stressantworten bei Pflanzen geben Dat et al. (2000).
Desweiteren ist H,O, an der oxidativen Quervernetzung von Zellwandproteinen via
Peroxygenase zur Verstarkung der mechanischen Barriere gegen Pathogene
beteiligt und wird als "second messenger" bei der Signaltransduktion von SAR und
HR diskutiert (Doke und Ohashi, 1988; Tenhaken et al., 1995; Hammond-Kosack
und Jones, 1996).

1.4.2 Programmierter Zelltod

Die Allgegenwart der HR in Pathogen-infizierten, resistenten Pflanzen hat zu der
Annahme gefiihrt, dass es sich hierbei um ein kontrolliertes Absterben der Zellen,
eine Form von programmiertem Zelltod (PCD) (engl: programmed cell death)
handeln kénnte (Greenberg et al., 1994). Doch auch ohne die Anwesenheit von
Pathogenen oder bei sogenannten Lasionsmutanten tritt in Pflanzen HR-ahnlicher
Zelltod auf. PCD in tierischen Systemen wird auch als Apoptose bezeichnet, die sich
durch morphologische Charakteristika wie Chromatin Kondensation, DNA
Degradation und Teilung des Zytoplasmas auszeichnet (Ubersicht in: Jabs, 1999).
Diese Merkmale wurden auch in Pathogen- oder Phytotoxin-behandelten Pflanzen

und bei Ozon-behandelten Arabidopsis beobachtet (Dangl et al., 1996; Wang et al.,
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1996; Mittler und Lam, 1997; Rao und Davis, 2001; Kiba et al., 2006). Neuere
Studien wiesen diese morphologischen Charakteristika des PCD auch bei der
Auspragung Ozon-induzierter Nekrosen ozonsensitiver Pflanzen nach, so u. a. bei
Nicotiana tabacum L. (Pasqualini et al., 2003) und bei der rcd1 (engl.: radical-
induced cell death1) Mutante von Arabidopsis thaliana (Overmyer et al., 2005). Eine
Beteiligung des PCD an diesem Prozess wird heute weitestgehend akzeptiert. Als
ein naturlicher PCD bei Pflanzen werden u. a. die Ausbildung der Siebréhrenplatten,
Tracheenentwicklung, die Differenzierung des Xylems und die Degeneration der
Aleuronschicht in Samen bezeichnet (Sitte et al., 1991; Ubersicht in: Lam et al.,
1999).

1.5 Lipide

Lipide bilden einen wichtigen Bestandteil in biologischen Systemen. Sie treten in
Tieren und Pflanzen in Form von Speicherlipiden (Triglyceriden), welche als
Energie- und Stoffreserven dienen oder als Membranlipide (Glykolipide,
Sphingolipide mit Sterolen und Phospholipide) sog. Strukturbildnern, auf (Sitte et al.
1991; Jadhav et al., 1996).

A
unpolare Rl_C_O_$H2
Fettsduren RZ—ﬁ—o— —H
O H,C—0—Phosph
2 phat
Phospholipid polare
(Phosphatidat) Kopferuppe
B
-Linolensé
15 12 9 COOH o-Linolensaure
(18 :3; A 912, 15)
\/\/\=/\=/\/\/\/\COOH Linolsiure
12 9
(18:2; A% 12)

Abb. 2 Ein Phospholipid (A) und die ungeséttigten Fettsduren o-Linolensaure
und Linolsaure (B).

Membranlipide bestehen aus einem Glycerin-Grundgerist an dem die drei

Hydroxylgruppen mit Glyko-, Phospho- oder Neutrallipiden verestert sind. Sie bilden
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dadurch bimolekulare Lipidfiime aus, wobei die BerlUhrungsfliche mit dem
wassrigen Medium von den hydrophilen Képfen gebildet wird und die unpolaren
hydrophoben Fettsdurereste dazu vorzugsweise senkrecht im Inneren der
Doppelschicht aufeinandertreffen. Durch automatische Selbstorganisation entstehen
dinne, flachig ausgedehnte Lipidaggregate mit fluidem Charakter (Fluidmosaik-
Modell) (Sitte et al. 1991). Eine Ubersicht tber die in Plastiden von Pflanzen
vorkommenden Lipide geben Maréchal et al. (1997). Die Fettsduren sind im
Wesentlichen in den Phospholipiden der Membranen enthalten (Abb. 2). Neben o-
Linolensaure (Oktadekatriensdure; 18:3) ist Linolsdure (Oktadekadiensaure; 18:2)
die am haufigsten vorkommende Fettsaure in biologischem Gewebe (Spiteller et al.,
1999; Griffiths et al., 2000) und stellt einen Anteil von 69 % in Kirbis Samen (Al-
Khalifa, 1996) sowie 59 % in der Phospholipidfraktion von Tabakzellkulturen
(Rickauer et al., 1989) (Abb. 2).

1.5.1 Lipidperoxidation

Lipiddoppelmembranen umgeben Zellen und Organellen in Pflanzen. lhre
Semipermeabilitdt erlaubt lonengradienten zwischen intra- und extrazelluldrem
Raum. Jeder Verlust dieser Membranintegritdt durch Lipidzerstérung (Peroxidation)
z. B. durch Ozon (Kap. 1.1.2) fuhrt zu einem Verlust des Gradienten, Turgorverlust
gefolgt von reduzierter Transpiration und Photosynthese bis hin zum Zelltod (Keitel
und Arndt, 1983; Hogg und Kalyanaraman, 1999). Die Lipidperoxidation
ungesattigter Fettsduren (Abb. 2B) erfolgt im Wesentlichen durch Autoxidation, die
durch Radikale oder Photooxidation initiiert wurde oder enzymatisch durch die
Lipoxygenase katalysierte Reaktion. Jeder der genannten Mechanismen produziert
eine charakteristische Zusammensetzung an Lipidhydroperoxiden (LOOHSs), die in
Montillet et al. (2004) wie folgt beschrieben sind:

Linols&aure:

a) Radikalisch: 9- und/oder 13- LOOHs ; (R- und S-Enantiomere)

b) Singulettsauerstoff (102): 9- und/oder 13- LOOHSs sowie 10- und/oder 12- LOOHs;
(R- und S-Enantiomere)

c) LOX: 9- und/oder 13- LOOHs; (spezifisch nur S-Enantiomere)

Linolensé&ure:

a) Radikalisch: 9- und/oder 13- LOOHs sowie 12- und/oder 16- LOOHS;

(R- und S-Enantiomere)
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b) Singulettsauerstoff (102): 9- und/oder 13- LOOHs sowie 10- und/oder 12- LOOHs
sowie 15- und/oder 16- LOOHSs; (R- und S-Enantiomere)

c) LOX: 9- und/oder 13- LOOHs; (spezifisch nur S-Enantiomere)

Radikale initiieren unspezifische Oxidationen ungesattigter Fettsduren, die durch
Schwermetallionen oder Ham(in)-Verbindungen beginstigt werden (Porter, 1986).
Die Photooxygenierung ist die in Anwesenheit von Photosensibilisatoren
lichtabhangige Bildung von Singulettsauerstoff (102), der direkt mit den
Doppelbindungen von z. B. ungesaéttigten Fettsduren zu Endohydroperoxiden,
Hydroperoxiden oder Dioxetanen reagieren kann. Als Intermediarprodukte
entstehen u. a. Perepoxide und Zwitterionen, die ihrerseits weiterreagieren kénnen
(Elstner, 1990; Montillet et al., 2004).

Mechanismus der Autoxidation

Greifen Radikale ungesattigte Fettsduren (RH) an, so entstehen R* (Fettséure-
Radikale) welche schnell mit Sauerstoff zu den relativ stabilen Peroxy-Radikalen
(ROO*) reagieren. Diese kénnen in einer Kettenreaktion von weiteren ungesattigten
Fettsduren ein aktiviertes (Wasserstoff) H-Atom abstrahieren und so
Lipidhydroperoxide (ROOHs) und weitere Fettsdure-Radikale bilden (Belitz und
Grosch, 1987; Hogg und Kalyanaraman, 1999). ROOHs, die auch durch den Angriff
von 'O, auf die Doppelbindungen von Fettsduren entstehen, sind instabil und
kbnnen durch bivalente Metallionen (Fe2+, Cu2+) zu Alkoxy-Radikalen (RO¥)
gespalten werden (Spiteller et al., 1999). Durch Addition zweier Radikale oder

Radikalfanger wie das membranstédndige o-Tocopherol (Vitamin E) stoppt die

Autoxidation.

Startreaktion: Kettenreaktion:

RH + '0, = ROOH R* + O, = ROO*

RH + OH* = R* + OH- + H+ ROO* + RH = ROOH + R*

RH + HOH; = R* + H,0, ROOH + Fe*" = RO* + OH- + Fe**

Peroxy- (ROO*)-; Alkoxy-(RO*)-; Alkyl-(R*)-Radikale

Die Konzentration an Peroxy-Radikalen bestimmt also das Ausmall der
Lipidperoxidation (Belitz und Grosch, 1987).

Lipoxygenase (LOX) Reaktion

Die Lipoxygenase katalysiert spezifisch die Peroxigienierung von ungesattigten
Fettsduren (Kap. 1.6.1). Im Gegensatz zur Autoxidation hat diese Reaktion eine

niedrigere Aktivierungsenergie (17kJ/mol) und lauft mit einer um Gré3enordnungen
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héheren Geschwindigkeit ab (Belitz und Grosch, 1987). Sie fihrt unter anderem zu
zahlreichen besonders potenten und biologisch wichtigen Signalverbindungen (Kap.
1.6).

Eine erhéhte LOX Aktivitdt wurde auch unter Ozonstress in Sojakeimlingen
beobachtet (Maccarrone et al., 1992). Eine gezielte Induktion der LOX durch Ozon

kénnte somit neben der Autoxidation durch ROS zur Lipidperoxidation beitragen.

1.6 Lipoxygenasen in Pflanzen

Lipoxygenasen (Linoleat:Sauerstoff Oxidoreduktase, EC 1.13.11.12; LOXs) sind
ubiquitar verbreitete Dioxygenasen, die ein Uber Aminosaureseitenketten
gebundenes Eisenatom (Fe) enthalten. Sie katalysieren den regio- und
stereoselektiven Einbau von molekularem Sauerstoff in mehrfach ungesattigte
Fettsduren mit einem cis, cis-1, 4-Pentadiensystem (Abb. 2 B; Abb. 3). Hierbei wird
der Sauerstoffeinbau an Position C-9 durch eine 9-LOX bzw. an Position C-13 durch
eine 13-LOX katalysiert, wodurch stereospezifisch ein 9S- bzw. 13S-Hydroperoxid
ausschlieBlich in der S-Konfiguration entsteht (Abb. 4; Kap. 1.6.1; Brash 1999;
Feussner, 2000; Porta und Rocha-Sosa 2002).

LOXs bilden eine grof’e Multigen-Familie (Gardner, 1991; Prescott und John, 1996;
Brash, 1999; Schaller, 2001; Nemchenko et al., 2006; Marmey et al., 2007) und sind
die Schlusselenzyme des Oktadecabiosynthese-Wegs (LOX-Weg) (Abb. 4).

Bei Saugetieren ist das bevorzugte Substrat von LOX Arachidonséure
(Eikosatetraenolsaure; Cy. 4), das in die physiologisch aktiven Eicosanoide, zu
denen auch die Prostaglandine und Thromboxane (,Stress-Hormone®) zahlen,
umgesetzt wird. Die LOXs werden hier nach der Position des Sauerstoffeinbaus in
die Fettsdure als 5-, 8-, 12- und 15-LOXs klassifiziert (Siedow, 1991; Staswick und
Lehman, 1999; Kuhn und Thiele, 1999).

In Pflanzen kommt Arachidonsdure als natlrliche Komponente der Membranen
nicht oder nur in sehr geringer Menge vor (Anderson, 1989). Hier sind Linol- (C1s. 2)
und o-Linolensdure (Cqs. 3) (Abb. 2 B) die bevorzugten Substrate seltener auch

Hexadecatrienolsduren (Cs. 3) (Siedow, 1991).

1.6.1 Reaktionsmechanismus, Substratspezifitdt und Sekundarreaktionen

Reaktionsmechanismus
LOXs stellen monomere Proteine dar, die sich in Substratspezifitdt, pH Optimum,

Molekulargewicht, Selektivitdt der Oxygenierung und der Stabilitdt der Enzyme
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unterscheiden (Axelrod et al., 1981; Siedow, 1991; Liavonchanka und Feussner,
2006). Bei den pflanzlichen LOXs katalysierten Reaktionen sind zwei
Positionsisomere méglich. Der molekulare Sauerstoff kann an die Position Cg oder
C+3 der ungesattigten Fettsdure inseriert werden (Abb. 3) (Vick und Zimmermann,
1987b).

N e

cis, cis-1,4- Pentadien

m

0-O-H 0-O-H

9- Fettsdurehydroperoxid 13- Fettsdurehydroperoxid

Abb. 3 Lipoxygenase (LOX) Reaktion. Dioxygenierung einer ungesattigten
Fettsdure mit cis, cis-1, 4 Pentadiensystem.
R: Carboxylende; R": Methylende.

Fur die Positionsspezifitdt wird die Substratorientierung, d. h. ob zuerst das
Methylen- oder das Carboxyende in die Substrattasche des aktiven Zentrums des
Enzyms hineinragt, verantwortlich gemacht (Gardner, 1989). Dabei spielen die
Ladung der Aminosauren Histidin, Phenylalanin bzw. Valin, die in fast allen LOX
konserviert sind, eine Rolle sowie ihre Auswirkung auf die Gré3enausbildung der
Substrattasche (Feussner, 2000; Liavonchanka und Feussner, 2006; Marmey et al.,
2007). Unterstutzt wird diese Aussage durch Mutationsversuche mit Lipidkdrper-
LOX der Gurke. Hierbei erfolgte der Austausch eines Histidins (H608) durch Valin im
aktiven Zentrum des Enzyms, was eine veradnderte Substrattasche zur Folge hatte.
Eine 13-LOX konnte so in eine 9-LOX umgewandelt werden (Hornung et al., 1999).
Konservierte Regionen von Aminosdaureresten pflanzlicher LOX scheinen somit Gber
die Positionsspezifitdt 9- oder 13-LOX zu bestimmten. Sequenzvergleiche zeigen,
dass pflanzliche 9-LOX durch das Vorkommen der Aminosduren Thyrosin/Valin um
die Position 584 u. a. bei Tabak LOX1 (X84040), Weizen LOXA (L35931) und
Baumwolle GhLOX1 (DQ861284) determiniert werden (Hornung et al., 1999;
Liavonchanka und Feussner, 2006; Marmey et al., 2007). Neuere phylogenetische
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Stammbaumanalysen der inzwischen zahlreichen Sequenzinformationen geben
eine Ubersicht der 9- oder 13-LOXs vieler Pflanzenspezies (Schaller, 2001; Agrawal
et al., 2004; Zhang et al., 2006; Nemchenko et al., 2006; Lang und Feussner, 2007;
Marmey et al., 2007). Der genaue Reaktionsmechanismus der LOX ist jedoch noch
nicht abschlielend geklart.

Die Aktivierung des Enzyms erfolgt wahrscheinlich durch Oxidation seines Fe(lll) zu
Fe(ll) durch das Hydroperoxid-Produkt, wobei das Enzym jedoch in der Lage ist die
Katalyse auch ohne vorhandene Hydroperoxide zu starten (Belitz und Grosch,
1987). Nach einem generell akzeptiertem Modell wird ein H-Atom von der
allylstdndigen Methylengruppe des Fettsdure-Substrates abstrahiert und als
Zwischenschritt ein Peroxyradikal mit delokalisiertem Elektronenzustand gebildet.
Dieses reagiert schnell mit Sauerstoff und einem Proton wobei das Fe(ll) des
Enzyms zum Fe(lll) oxidiert wird und das Lipidhydroperoxid-Produkt entlasst (Belitz
und Grosch, 1987; Mueller, 1997; Blée, 1998).

Substratspezifitat

Die Positionsspezifitdt wird durch den vorherrschenden pH-Wert des
Umgebungsmilieus beeinflusst (Gardner, 1989). So zeigt LOX-1 aus den
Kotyledonen der Sojabohne ein pH Optimum von 9.0 und setzt Linolsdure
hauptsachlich zu 13-Hydroperoxiden um. Im Gegensatz dazu wandeln LOX-2 und
LOX-3 mit pH Optima von 6.5 bzw. 7.0, das Substrat zu gleichen Teilen in 13- und
9-Hydroperoxide um (Siedow, 1991).

In den 1970ern wurde eine Nomenklatur entwickelt, die auf diesen unterschiedlichen
pH-Aktivitadten beruht. Als Typ-1 LOX wurden LOX mit hohem pH Optimum (~ pH
9.0) bezeichnet und als Typ-2 LOX solche mit niedrigem (~ pH 7.0) (Galliard und
Chan, 1980). Typ-1 LOXs setzen nur freie Fettsduren mit hoher Stereospezifitdt um,
wohingegen Typ-2 LOXs weniger spezifisch als Katalysatoren der Autoxidation
wirken kénnen und auch veresterte Substrate, wie Phospholipide (Abb. 2),
metabolisieren (Siedow, 1991). Das LOXs veresterte Fettsduren als Substrate
verwenden kénnen wurde in vitro an isolierten Membranen (Maccarrone et al., 1994)
und bei der 13-LOX aus Lipidkérpern gezeigt (Feussner et al., 2001). Die Vorarbeit
einer Lipase entfallt somit.

Typ-2 LOX kénnen zudem Carotinoide und Chlorophylle co-oxidieren (Belitz und
Grosch, 1987; Siedow, 1991), was einige Autoren auf ein vom Enzym entlassenes

Peroxylradikal zurlickfihren (Gardner, 1991). Andere Studien jedoch beschreiben,
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dass die Peroxyl-Radikal-Zwischenstufen den Enzymkomplex nicht verlassen
kénnen (Spiteller, 2003).

Shibata und Mitarbeiter fihrten 1994 eine neue Nomenklatur fir pflanzliche LOX
ein, die auch im Rahmen dieser Arbeit Verwendung findet. Sie basiert auf
Homologien in den cDNA-Sequenzen. Enzyme, die kein chloroplastidéres
Transitpeptid besitzen werden als LOX1-Typ bezeichnet und besitzen untereinander
eine Aminosaure-Sequenzhomologie von ~ 75 %. LOXs, die ein chloroplastidares
Transitpeptid am N-terminalen Ende besitzen werden als LOX2-Typ bezeichnet und
sind untereinander weniger homolog (~ 35%). Neben diesen beiden
Klassifizierungen tauchen in der Literatur auch Bezeichnungen von 9- und 13-LOX
auf, die sich in Anlehnung an die in tierischen Systemen verwendete Nomenklatur
nach dem Einbau des Sauerstoff an die Position 9- oder -13 der Fettsdure richten
(Feussner und Wasternack, 2002). Pflanzliche Typ2 LOX mit chloroplastidarem
Transitpeptid wurden bisher immer als 13-LOX beschrieben und es ist bislang keine
plastidare 9-LOX bekannt. Demgegeniber wurden Typ1 LOX ohne
chloroplastidares Transitpeptid sowohl als 9-LOX (Typ1 9-LOX) als auch als 13-LOX
(Typ1 13-LOX) nachgewiesen (Feussner und Wasternack, 2002; Liavonchanka und
Feussner, 2006).

Sekundér-Reaktionen

Neben den Priméarreaktionen der LOX gibt es auch Sekundérreaktionen, die
Produkte abweichend von den klassischen Fettsdurehydroperoxiden bilden. Hierzu
zahlen z. B. die zuvor beschriebenen co-Oxidationen der Carotinoide und
Chlorophylle, worauf sich der urspriingliche Name des Enzyms als Carotin-Oxydase
begriindet (Gardner, 1991). Auch Pestizide (Xenobiotics) kénnen co-oxidiert werden.
So wurde das Pestizid Aminocarb durch LOX Wasserstoffperoxid-vermittelt N-
demethyliert (Hydroperoxidase Aktivitat) (Hu und Kulkarni, 1998).

Hauptsachlich bei Sauerstoffmangel im Gewebe kann es vorkommen, dass LOXs
vorhandene Hydroperoxide ein weiteres Mal metabolisiert (Jolivet und Bergeron,
1988; Grechkin et al., 1991). Unter diesen Bedingungen kann LOXs auch eine
Lyase dhnliche Reaktion (homolytische 13-Hydroperoxid -O-O- Spaltung mit Alkoxy-
Intermediaten) katalysieren, die flichtige Pentan-Verbindungen und 13-oxo-
9(2),11(E)-oktadekadiensauren (13-OTA) entlasst. Dieses wurde bei LOX aus
Sojabohnen Samen und der Alge Chlorella pyrenoidosa beobachtet (Salch et al.,

1995; Nunez et al.,, 2000). Auch bei Arabidopsis thaliana Hydroperoxid-Lyase
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Knockout Mutanten nahm die LOX Enzymaktivitdt zu und flihrte im Vergleich zum
Wildtyp zu vierfach erhéhten Cs-Emissionen (Salas et al.,, 2006). Fur 13-OTA
wurden antifungizide Eigenschaften beschrieben (Kondo et al., 1995). Cucurou et al.
(1991) beschrieben eine Peroxidase-dhnliche Aktivitat der LOX bei verschiedenen
Substraten. Darlber hinaus zeigten neuere Ergebnisse, dass 4 Hydroxy-2(E)-
Alkenale durch Autoxidation von 3(Z)-Hexenal, 3(Z) —Nonenal und Traumatin in vitro

entstanden (Noordermeer et al., 2000).

1.6.2 Intrazellulares Vorkommen

LOXs lassen sich in Pflanzen in nahezu jedem Gewebe (Kotyledonen, Wurzel,
Blatter, Frichte und Bliten) nachweisen wobei die gewebespezifische Expression
sehr stark vom Entwicklungszustand und den &ufleren Einflissen der Pflanzen
abhéngt (Rosahl, 1996).

Bei dem Grofdteil der beschriebenen LOXs handelt es sich um cytosolische Proteine
(Hildebrand, 1989; Siedow, 1991). Sie kommen jedoch auch in der Vakuole
(Wardale und Lambert, 1980, Tranbarger et al., 1991), den Chloroplasten (Bell und
Mullet, 1993; Feussner et al., 1995a; Royo et al., 1996; Heitz et al., 1997;
Schaffrath, et al., 2000), im Apoplasten (Membran-assoziiert) von Phaseolus
vulgaris L. (Sicilia et al., 2005) und in Wurzelkndllchen von Erbsen (Gardner et al.,
1996) vor. AulBerdem lassen sich LOXs in mikrosomalen Membranfraktionen
(Bostock et al., 1992) sowie in den Lipidkdrpern fetthaltiger Samen (Feussner und
Kindl, 1992), und als Plasmamembran-gebundene Isoformen (Fornaroli et al., 1999;
Vianello et al., 1995; Baracat-Pereira et al., 2001) detektieren. Bei letzterem wurde
jedoch keine Aussage dartber getroffen, auf welcher Seite der Plasmamembran die
LOX lokalisiert war.

Eine Ubersicht zu dem Vorkommen von LOXs in Samen findet sich bei Loiseau und
Mitarbeitern (2001).

1.6.3 Die physiologische Bedeutung der Lipoxygenasen

Viele physiologische Rollen fur pflanzliche LOXs werden in der Literatur diskutiert.
Sie scheinen bei Wachstums- und Entwicklungsprozessen genauso beteiligt zu sein,
wie bei der pflanzlichen Stressantwort.

Wachstum und Entwicklung

Bei Wachstums- und Differenzierungsprozessen wurde eine erhéhte LOX Aktivitat
beobachtet (Siedow, 1991; Zhang et al., 2006). Ebenso wie bei der Fruchtreife
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(Kausch und Handa, 1997; Zhang et al., 2006) und der Seneszenz (Thompson et
al., 1987; Fukuchi-Mizutani et al., 2000). Ein typisches Merkmal der Seneszenz ist
der Verlust der Membranintegritét, die durch Lipidperoxidation verursacht wird
(Rosahl, 1996). Dies kann enzymatisch durch LOX sowie freiwerdender Radikale
erfolgen (Thompson et al.,, 1987). Gegenteilige Meinungen bezweifeln die
Beteiligung von LOX bei der Seneszenz (Siedow, 1991). Es sollte jedoch
bertcksichtigt werden, dass evtl. nur bestimmte LOX-Isoformen bei der Seneszenz
induziert werden (Rosahl, 1996).

Desweiteren ist LOX bei der Aktivierung der Speicherlipide in Gurken (Feussner und
Kihn, 1995) und bei der Keimung (Kubicka et al., 2000; Porta et al., 1999; Terp und
Brandt, 2000) beteiligt. Diskutiert wird hier die Funktion der LOX zusammen mit
Lipasen und reduzierender Enzyme in der Mobilisierung von Lipiden und der
Bereitstellung reduzierender Aquivalente und Acetyl-CoA. Diese Verbindungen sind
fur Synthese-Prozesse wahrend des Wachstums des keimenden Embryos
notwendig (Hildebrand, 1989; Feussner und Kindl, 1992; Feussner et al., 2001).
Widersprichliche Ergebnisse bei Studien mit Tripel-Null-Linien, d. h. Soja-Samen
ohne drei LOX Isozyme, ergaben jedoch keinen Zusammenhang zwischen
Wachstum und Entwicklung (Narvel et al., 1998).

Auch bei der Knollenbildung von Kartoffeln scheint LOX indirekt, durch die Bildung
von Tuberonsaure, involviert zu sein (Rosahl, 1996; Kolomiets et al., 2001). In
neueren  Studien  wird hingegen  vorgeschlagen, dass durch die
Weitermetabolisierung von Tuberonsdure (12-OH-JA) Uberschiissige JA inaktiviert
wird (Wasternack et al., 2006).

LOX ist aulerdem bei der zeitweiligen Speicherung von Stickstoff (N2) in
vegetativem Gewebe von Sojabohnen beteiligt und wird daher als Vegetatives-
Speicher-Protein (engl.: vegetative storage protein; VSP) bezeichnet (Fischer et al.,
1999).

Pflanzliche Stressantwort

Bei der pflanzlichen Stressantwort kommt den LOXs eine bedeutende Rolle zu. Die
Induktion der LOXs durch a) abiotische- b) chemische- oder c) biotische- Induktoren
fahrt zur Bildung von 9(S)- bzw. 13(S)-Fettsdurehydroperoxiden (Abb. 3), die durch
eine Vielzahl von Enzymreaktionen weiter umgesetzt werden (Abb. 4). Ausgehend
von Linolensaure kénnen 9(S)- bzw. 13(S)-Hydroperoxyoctadacatriensduren durch
eine 9- bzw. 13-LOX gebildet werden (Abb. 4). In den nachfolgenden
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Reaktionswegen werden wichtige Metabolite gebildet, die toxisch auf Pathogene
wirken oder die Induktion von Abwehrgenen auslésen kénnen. Hier ist vor allem die
Bildung der Jasmonate (Kap. 1.7.5) und der Cs- und Co-Aldehyde (Kap. 1.7.6) mit
ihren antimikrobiellen Eigenschaften, zu nennen.

Die einzelnen Reaktionswege mit ihren Metaboliten und physiologischen Funktionen
sind unter Kap. 1.7 und in Abb. 4, ausgehend von o-Linolensdure als Substrat,
ausfuhrlicher dargestellt.

a) Abiotische Induktoren

Eine Induktion der LOX auf Transkript- und/oder Protein-Ebene erfolgt durch
osmotischen Stress (Aziz und Larher, 1998; Maccarrone et al., 2000), mechanische
Belastung (Wind) (Mauch et al.,, 1997) bzw. Berlhrungsreize bei der
Rankenkrimmung von Bryonica dioica (Weiler et al., 1993) und durch Ozon in
Sojakeimlingen (Maccarrone et al., 1992). Zahlreiche Untersuchungen zeigen auch
eine schnelle LOX-Induktion (max. bei ca. 2 h) nach Verwundung (Porta et al., 1999;
Royo et al., 1996; Heitz et al., 1997; levenish, 1992; Saravitz und Siedow, 1996; Bell
und Mullet, 1993). Desweiteren wurde die LOX Aktivitdt durch Bestrahlung mit
ultraviolett-B Licht in Weizen (An et al., 2000) und in Nicotiana longiflora Cav.
(Izaguirre et al., 2003) sowie durch Kalte- oder Trockenstress in Bohnen (Porta et
al., 1999; Nemchenko et al., 2006) induziert.

b) Chemische Induktoren

In Reis (Oryza sativa) bewirken chemische Pflanzenstarkungsmittel wie BTH (Benzo
(1, 2, 3) thiadiazol-7-thiocarbonsdure S-methylester: BION-Wirkstoff), die als
Herbizid eingesetzte 2,6-Dichloroisonikotinsdure (INA; funktionales Analogon von
SA) und Probenazol, eine LOX-Induktion (Schaffrath et al., 2000). AuRerdem
kénnen exogen applizierte Phytohormone wie Abscisinsdure (ABA) (Porta et al.,
1999; Nemchenko et al., 2006) und Methyljasmonat (MeJA) (Bell und Mullet, 1993),
die Verbindungen Dinatriumphosphat (Avdiushko et al., 1993) und die als Signalstoff
diskutierte Salicylsdure (SA) (Feussner et al., 1997; Weichert et al., 1999;
Nemchenko et al., 2006) eine LOX-Induktion auslésen.

c) Biotische Induktoren

Besonders intensiv untersucht wurde die Reaktion pflanzlicher LOX nach
Pathogenbefall oder der Applikation verschiedener von Pathogenen stammender
Elicitoren. Hierbei stellte man fest, dass die LOX Aktivitat bei einer inkompatiblen

Pflanze-Pathogen-Interaktion schneller und starker ansteigt als nach einer
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kompatiblen Interaktion. Dies lie3 eine Beteiligung der LOXs an dem schnellen
Zelltod wahrend der HR vermuten (Slusarenko et al.,, 1991). In transgenen
Tabakpflanzen, die eine LOX-Antisense expremieren, konnte die inkompatible
Pflanze-Pathogen-Interaktion unterdriickt werden. Dies unterstreicht die Relevanz
von LOXs bei der Resistenz von Pflanzen gegen Pathogene (Rancé et al., 1998).
Die LOX wird auf Transkript und/oder Protein Ebene nach Infektion mit Elicitoren
(Rickauer et al., 1990; Bostock et al., 1992; Fournier et al., 1993; Bohland et al.,
1997; Rustérucci et al.,, 1999; Gdébel et al., 2001; Cacas et al., 2005), pilzlichen
Pathogenen (Lupu et al., 1980; Ocampo et al., 1986), Bakterien (Keppler und
Novacky, 1987; Melan et al., 1993; Fidantsef et al., 1999; Kolomiets et al., 2000;
Marmey et al., 2007) und Viren (Avdiushko et al., 1993) induziert. Doch auch
Organismen wie Insekten induzieren durch ihren Fraldschaden LOXs (Stotz et al.,
2000).

1.7 Metabolite und weitere Enzyme des LOX-Reaktionsweges

LOXs bilden als Schlisselenzym des Octadecanoid Stoffwechselweges die
Produkte 9- bzw. 13- Hydroperoxide aus den Fettsduren (FS) Linolsdure (LA) bzw.
o-Linolensdure (LE) (Abb. 2 und Abb. 3), die als Substrat fir nachfolgende
konkurrierende Stoffwechselwege dienen kénnen (Gardner, 1991; Blée, 1998;
Feussner und Wasternack, 2002). Zu den Dbisher beschriebenen
Metabolisierungsrouten zahlen die Stoffwechselwege der Peroxygenase (POX), der
9- bzw. 13-Allenoxid-Synthase (AOS), der 9- bzw. 13-Hydroperoxid-Lyase (HPL),
der 9- bzw. 13-Divenylether-Synthase (DES) sowie die weniger gut charakterisierten
Reaktionswege der Reduktase- und Epoxy-Alkohol-Synthase (EAS) (Feussner und
Wasternack, 2002). Dartber hinaus kann LOX, wie bereits in Kap. 1.6.1 unter
Sekundéarreaktionen beschrieben, vorhandene Hydroperoxide ein weiteres Mal zu z.
B. 9- oder 13-Ketooctadecatriensduren metabolisieren (Abb. 4). Die genannten
Reaktionswege werden zusammen mit der physiologischen Bedeutung ihrer
Metabolite, nachfolgend beschrieben und sind in Abb. 4 vereinfacht, ausgehend von
o-Linolensaure als Substrat, dargestellt.

Der Vollstandigkeit halber sei erwdhnt, dass ein Teil der Fettsduren Linol- und
Linolenséure jedoch auch durch eine o-Dioxygenase (o- DOX) u. a. zu (2R)-
Hydroperoxyoctadecatriensdure metabolisiert (Abb. 4; Hamberg et al., 1999; Saffert
et al., 2000; Hamberg et al., 2005; Vellosillo et al., 2007) oder via Radikal-
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vermittelter Autoxidation zu Phytoprostanen, Prostaglandin-ahnlichen Verbindungen,
umgewandelt werden kénnen (Parchmann und Mueller, 1998; Imbusch und Mueller,
2000). So zeigen Studien die Akkumulation von freien und veresterten F1-
Phytoprostanen in mit Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 infizierten
Arabidopsis thaliana (L.) Heyhn Col-0 (Grun et al., 2007). Dartber hinaus wurde in
transgenen Arabidopsis thaliana o-DOX1 histochemisch in epidermalen Zellen der
Wurzel nachgewiesen und o-DOX2 in den Wurzeln und im Blattgewebe (Vellosillo et
al., 2007).

1.7.1 Der Reduktase Weg

In dem bisher weniger gut charakterisierten Hydroperoxid-Reduktase Weg erfolgt
eine POX-unabhangige Reduktion der  Lipidhydroperoxide in ihre
korrespondierenden  Hydroxide wie z. B. der (9S)- bzw. 13(S)-

Hydroxyoctadecatriensédure (Abb. 4; Feussner und Wasternack, 2002).

1.7.2 Der Epoxy-Alkohol-Synthase Weg

Die Epoxy-Alkohol-Synthase (EAS) katalysiert die intramolekulare Umlagerung der
Lipid-Hydroperoxide. In Kartoffel-Blattern werden 95% der Linolsdure durch eine 9-
LOX zu 9-Hydroperoxiden umgesetzt und anschlieend durch EAS zu Epoxy-
Alkoholen, mit antifungizieder Wirkung, metabolisiert (Hamberg, 1999). Ausgehend
von o-Linolensdure kénnen durch EAS die folgenden Produkte gebildet werden
11, 12-epoxy-(13S)-Hydroxyoctadecadiensdure und 9, 10-epoxy-(13S)-Hydroxyocta-
decadiensaure, sowie (10S, 11S)-epoxy-(9S)-Hydroxyoctadecadiensdure und (12R,
13S)-epoxy-(9S)-Hydroxyoctadecadiensaure (Abb. 4). Die Epoxygruppen kdnnen
anschlieBend zu Hydroxygruppen durch die Epoxidydrolase (EH; EC 3.3.2.3)
hydrolysiert werden, so dass Mono-, Di- und Trihydroxyfettsduren, wie z. B.
(11S, 12S, 13S)-Trihydroxyoctadecadiensdure und (9S, 10S, 13S)-Trihydroxyocta-
decadienséaure, sowie (9S, 12S, 13S)-Trihydroxyoctadecadiensédure und
(9S, 10S, 11S)-Trihydroxyoctadecadiensaure entstehen (Abb. 4; Blée, 1996; Blée,
1998). Auf die physiologische Bedeutung der Epoxidydrolasen wird nachfolgend in

Kap. 1.7.3 nochmals eingegangen.

1.7.3 Der Peroxygenase Weg

Peroxygenase (POX), auch als Epoxygenase bezeichnet, ist ein vorrangig in
Mikrosomenfraktionen beobachtetes Ham-Protein. Es reagiert mit den
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Fettsdurehydroperoxiden nach der heterolytischen Sauerstoff-Sauerstoff Spaltung
entweder intra- oder intermolekular. Bei der intramolekularen Reaktion wird ein
Sauerstofftransfer innerhalb der 9- bzw. 13-Hydroperoxide katalysiert und es
entstehen Epoxyalkohole. Die intermolekulare Reaktion zeichnet sich durch den
direkten Transfer von Sauerstoff aus einem Hydroperoxid auf ein weiteres
Akzeptormolekil (z. B. ungesattigte Fettsduren, aromatische Verbindungen) aus.
Dies wird auch als Kooxidations-Reaktion der POX bezeichnet und es entstehen
Mono- und Diepoxyde (Blée, 1998), wie (12R, 13S)-Epoxyoctadecadiensdure und
(9R, 10S)-Epoxyoctadecadiensdure (Abb. 4). Die Epoxygruppen kénnen
anschlieend zu Hydroxygruppen durch die Epoxidydrolase (EH; EC 3.3.2.3)
hydrolysiert werden, so dass Mono-, Di- und Trihydroxyfettsduren entstehen (Kap.
1.7.2; Blée, 1996; Blée, 1998). Auch das Aldehyd (3Z)-Alkenal kann als Substrat fur
POX dienen und wird zu 4-Hydroxy-(2E)-Alkenal umgesetzt (Katamura und Gardner,
1996), wobei andere Autoren hierin jedoch einen nicht-enzymatischen Prozess
sehen (Noordermeer et al., 2000).

Newman et al. (2005) geben eine Ubersicht Uber die ubiquitdr verbreiteten
Epoxidhydrolasen. In Pflanzen werden EHs als Mono- oder Dimere Proteine
beschrieben, die im Cytosol oder den Glyoxysomen vorkommen kénnen. EHs
existieren hauptsachlich in I6slicher Form wobei auch wenige Mikrosomen-asoziierte
Formen beschriecben wurden. Als Substrat werden hauptsdchlich Hydroxy-
/Epoxyfettsduren genannt. EHs wurden bisher aus verschiedenen Pflanzenspezies
isoliert u. a. aus Tabak (Guo et al., 1998), Sojabohnen (Arahira et al., 2000) und
Zitrus (Gomi et al., 2003) wobei mehrere Isoformen vorkommen kénnen (Newman et
al.,, 2005). lhre Enzymaktivitdt und Substratspezifitdt wurde auch anhand
rekombinanter Proteine untersucht (Summerer et al., 2002). EHs werden u. a. durch
Pathogene in Tabak und Zitrus induziert (Guo et al., 1998; Gomi et al., 2003).
Physiologische Bedeutung der Metabolite des POX-Weges

POX wird als ein Schlisselenzym bei der Synthese der Kutikula beschrieben
vornehmlich bei den Pflanzen, die hierzu C18-Monomere verwenden. Bei Mais (Zea
mays var. LG11) fihrte die Inhibition der POX zu einer verénderten Kutikula und
einer erhéhten Anfalligkeit gegeniber Pilzbefall (Cochliobulus heterostrophus)
(Lequeu et al., 2003). Die nach Stresseinwirkung durch POX gebildeten Epoxide
werden als toxische Verbindungen eingestuft, die u. a. aufgrund ihrer Reaktivitat mit
Nukleinsduren Mutationen auslésen kénnen. Sie besitzen antifungizide

Eigenschaften und haben Bedeutung als Vorstufe der Kutin-Synthese (Blée, 1996).
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Abb. 4 Der Lipoxygenase (LOX) Weg ausgehend von o-Linolensdure als

Substrat (Darstellung veradndert nach Feussner und Wasternack, 2002).
Erlduterungen im Text.
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Die physiologische Funktion der EHs in Pflanzen ist noch nicht vollstédndig geklart
und neben einer Beteiligung an der Abwehrantwort gegen Pathogene wird auch eine
am Entwicklungsprozel3 diskutiert (Newman et al., 2005). So wurden EHs im
Meristem nachgewiesen was die Autoren als mdgliche Beteiligung an
entwicklungsspezifischen Prozessen werteten (Stapleton et al., 1994). Desweiteren
wird die Entgiftung der im POX Weg gebildeten reaktiven Epoxide diskutiert. Auch
eine Beteiligung an der Verstarkung bzw. Wiederherstellung beschéadigter Kutikula,
die eine Barriere gegen Pathogene darstellt, wird angenommen (Blée, 1996; Guo et
al., 1998; Newman et al., 2005). Zudem bilden sie in Kartoffelblattern Trihydroxy-
Oxylipine, die toxisch auf Pathogene wirken (Hamberg, 1999).

1.7.4 Der Divenylether-Synthase Weg

Die 9-Divenylether-Synthase (DES; CYP74D) bildet aus Lipidhydroperoxiden Colnel
(CA)- oder Colnelensaure (CnA) (Grechkin, 1998; Hamberg, 2000). Belegt wurde
dies auch durch die reduzierte Bildung von CA und CnA bei transgenen
Kartoffelpflanzen, die ein RNA Interferenz Konstrukt der 9-DES exprimieren
(Eschen-Lippold et al., 2007). CA und CnA akkumulieren in Tabak, Tomate und
Kartoffel nach Pathogeninfektion und zeigen antimikrobielle Eigenschaften
gegenlber Phytophtera infestans und Phytophtera parasitica var. Nicotianae (Ppn 0)
(Weber et al., 1999; Itoh und Howe, 2001; Stumpe et al., 2001; Gobel et al., 2003;
Fammartino et al., 2007). Eine 9-/13-DES wurde dariber hinaus kirzlich in Allium
sativum beschrieben (Stumpe et al., 2008), fehlt jedoch im Genom von A. thaliana.
Die Umsetzung von (13S)-Hydroperoxylinolensédure durch eine 13-DES fihrt zu
Etherolensaure (Abb. 4). Dies ist ein Beispiel, dass nicht alle LOX-Weg Enzyme in
unterschiedlichen Pflanzenspezies gleichermallen vorkommen (Blée, 2002).
Colnelsaure ist zudem ein potenter Inhibitor von LOX aus Kartoffel und scheint
daher eine regulatorische Funktion zu erfillen (Corey et al., 1987). Neuere
Untersuchungen mit Tabak zeigen, dass es nach Pathogeninfektion zu einer lokalen
und transienten Transkriptakkumulation von 9-DES (NtDES1) kommt, die
zusammen mit der gleichsam exprimierten 9-LOX (NfLOX1) zu wirken scheint.

Beide Enzyme wurden im Cytosol detektiert (Fammartino et al., 2007).

1.7.5 Der Allenoxid-Synthase Weg (Jasmonat-Kaskade)

Die Allenoxid-Synthase (AOS; EC 4.2.1.92; CYP74 A), frGher auch als
Hydroperoxid-Dehydrase bzw. Isomerase bezeichnet (Grechkin, 1998), dehydriert
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13- und/ oder 9-Hydroperoxyfettsduren zu den instabilen Allenoxiden wie z. B. (12,
13S)- bzw (9S, 10)-Epoxyoctadecatriensaure (Abb. 4; Vick und Zimmermann,
1987b; Schaller, 2001; Stumpe et al., 2006). Die Intermediate fir die biologisch
aktive Jasmonsaure entstehen jedoch spezifisch nur aus der Dehydration von 13(S)-
Hydroperoxylinolensaure (Abb. 4; Ziegler et al., 2001). In Arabidopsis und Tomate
sind die AOSs in den Chloroplasten lokalisiert (Laudert et al., 1996; Howe et al.,
2000; Sivasankar et al., 2000). Auch in transgenen Kartoffelpflanzen sorgte das
Transitpeptid, das an ein aus Flax stammendes AOS Gen gebunden war, fir die
Direktion zu den Chloroplasten (Harms et al., 1995). Ebenso wurde die Sequenz fir
das Chloroplasten Signalpeptid bei GmAOS1 und GmAOS2 aus Sojabohne
nachgewiesen. Nach Expression in Escherichia coli bevorzugten beide Enzyme 13-
Linol- bzw. 13-Linolensdurehydroperoxide als Substrat (Kongrit et al., 2007). Im
Gegensatz dazu wurde jedoch bei neueren Untersuchungen mit Kartoffel eine 9-
AOS (StAOS3) nachgewiesen, die bevorzugt 9-Hydroperoxylinolsdure umsetzt und
histochemisch in Amylo- und Leukoplasten lokalisiert wurde. Transkripte dieser
StAOS3 wurden hauptséchlich in unterirdischen Organen wie Wurzeln und Knollen
detektiert, aber nicht in Blattern (Stumpe et al., 2006).

AOS (CYP74 A) gehort zur CYP74 Familie, einem atypischen Mitglied der P450-
Monooxygenasen. Das Enzym braucht weder molekularen Sauerstoff, noch NADPH
abhangige Cytochrom-P450-Reduktase fiir seine enzymatische Aktivitat und weist
eine geringe Affinitdt zu Kohlenstoffmonoxid (CO) auf (Laudert et al., 1996; Blée,
1998). Induziert wird AOS auf Transkriptebene u. a. durch Verwundung,
Herbivorenbefall oder exogen appliziertes Sorbitol bzw. Glukose (Harms et al., 1998;
Laudert und Weiler, 1998; Howe et al., 2000; Sivasankar et al., 2000; Ziegler et al.,
2001). Diese Ergebnisse legen fur AOS eine wichtige regulatorische Rolle bei der
Biosynthese von Jasmonsdure nahe. In nachfolgenden Reaktionen kénnen die
Allenoxide spontan zu o- und y-Ketolen zerfallen, zu racemischen cis-12-oxo-
Phyto(di)ensaure zyklisieren oder sie werden durch Allenoxid-Cyclase (AOC; EC
5.3.99.6; Chloroplast) zu enantiomeren cyclischen funf-Keton-Ringen 12-oxo-
Phyto(di)ensaure (cis(+)-OPDA) umgesetzt (Abb. 4; Blée, 1998; Hofmann et al.,
2006). Fur diese Umsetzung zu OPDA wird z. B. fur Arabidopsis thaliana eine AOS-
AOC2 gekoppelte Reaktion vermutet (Hofmann et al., 2006). AOC wurde aus
Weizen (Maucher et al., 2004), Reis (Agrawal et al., 2003); Tomate (Hause et al.,
2000; Ziegler et. al., 2000), Arabidopsis thaliana (AOC1 —4) (Stenzel et al. 2003;
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Stenzel et al. 2003b) und Maiskdrnern isoliert und bei letzteren als I6sliches dimeres
Protein mit einem Molekulargewicht von 47 kD bestimmt (Ziegler et al., 1997).
Hofmann et al. (2006) hingegen charakterisierte bei neueren Untersuchungen zur
Aufklarung der Kiristallstruktur die AOC2 als trimeres Protein bei Arabidopsis
thaliana. Es wird der Proteinfamilie Lipocalin zugeschrieben, die den Transport
kleiner hydrophober Molekile vollbringt. AOC wurde immunhistochemisch in den
Chloroplasten nachgewiesen und ein N-terminals Transitpeptid detektiert (Stenzel et
al. 2003; Stenzel et al. 2003b; Ziegler et al., 1997).

Durch Reduktion der von Linolensdure abgeleiteten 12-oxo-Phytodiensaure (OPDA)
durch das zytosolische Flavoprotein 12-ox0-PDA-A-'°-Reduktase (OPR) (Schaller
und Weiler, 1997; Schaller et al., 1998) und Verkiirzung der Kohlenstoffseitenkette
durch dreimalige [3-Oxidation entsteht die biologisch aktive instabile (+)-7-iso-
Jasmonséure (JA), die zu dem stabileren Stereoisomer (-)-JA epimerisiert (Abb. 4;
Wasternack und Parthier, 1997). In friheren Studien wurde angenommen, dass
OPDA aus den Chloroplasten ins Cytosol transportiert und hier durch die OPR
reduziert wird (Schaller und Weiler, 1997; Schaller et al., 1998; Schaller, 2001).
Neuere immunohistochemische Untersuchungen wiesen jedoch bei Tomaten und
Arabidopsis OPR-Proteine und -Aktivitdt nur in Peroxisomen nach (Strassner et al.,
2002). Wie OPDA aus den Chloroplasten in die Peroxisomen transportiert wird bzw.
in welchem Zellkompartiment die R-Oxidation letztlich stattfindet ist bisher noch nicht
abschlielend geklart. Von den OPR1- OPR3 aus A. thaliana, setzte nur OPR3 das
Substrat (9S, 13S-12-OPDA) am effektivsten und mit der gréfdten Spezifitdt um
(Schaller et al., 2000). Bei Kristallstrukturanalysen wurde die OPR3 aus Tomate als
selbstinhibierendes Dimer beschrieben, wodurch mdglicherweise eine Inaktivierung
erfolgt (Breithaupt et al., 2006). Phylogenetische Stammbaumanalysen geben eine
Ubersicht Uber OPRs in verschiedenen Pflanzenspezies und deren zelluldre
Lokalisation (Agrawal et al., 2004; Zhang et al., 2007). Allein fiir Reis wurden bisher
13 OPRs identifiziert wobei ihre physiologische Funktion erst bei wenigen aufgeklart
wurde (Agrawal et al., 2004). So konnte fir A. thaliana und Fuchsschwanzgras
gezeigt werden, dass abiotische Stressoren wie osmotischer Stress, UV-C und
Kaltestress zu einer transienten OPR mRNA Induktion fihren (Biesgen und Weiler,
1999; Zhang et al., 2007). Die gebildete JA kann Uber wenigstens acht verschiedene
Wege weitermetabolisiert werden zu z. B. Methyljasmonat (MedJa),

Aminosédurekonjugaten, Glukoseestern oder hydroxylierten JA Derivaten, die
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zusammenfassend als Jasmonate (auch: Oxylipinsignatur) bezeichnet werden
(Ubersichten in: Sembdner und Parthier, 1993; Wasternack und Parthier, 1997;
Wasternack et al., 2006; Wasternack, 2007).

Physiologische Bedeutung der Metabolite des Allenoxid-Synthase Weges

Zu den wohl am besten untersuchten Verbindungen des AOS-Wegs zahlen die
Jasmonsédure und ihre Derivate. Methyljasmonat, von Demole et al. (1962)
urspringlich als Duftkomponente des &therischen Ols von Jasminum grandiflorum L.
isoliert, gewann zusammen mit den anderen Jasmonaten auch aus
pflanzenphysiologischer Sicht als Signalstoff an Bedeutung. Sie sind an der
Regulation vielfaltiger Wachstums- und Entwicklungsprozesse beteiligt und werden
daher als Phytohormone bezeichnet. Die zunehmende Anzahl verfugbarer Mutanten
hauptsachlich in Arabidopsis thaliana, ermdglicht heute detailierte Analysen tber die
Biosynthese von Jasmonaten, beteiligter Enzyme, Produkte sowie ihrer Regulation
(Ubersicht in: Delker et al., 2006; Wasternack, 2007).

Jasmonate gelten als zentrales Signalelement von biotischem und abiotischem
Stress und induzieren Gene, die eine entscheidende Rolle bei Wund- und
Abwehrreaktion spielen (Farmer und Ryan, 1992; Sembdner und Parthier; 1993;
Wasternack und Parthier, 1997; Ledn et al., 2001; Wasternack et al., 2006;
Wasternack, 2007). Zu den prominenten Vertretern JA-regulierter Gene (JRGs;
engl.: jasmonateresponsive genes) gehdren die Proteinase Inhibitor Il (Pin2) in
Tomate und Kartoffel (Farmer und Ryan, 1990; Pena-Cortés, et al., 1995), Thionin
(Thi2.1) und Defensin (Pdf1.2), dessen Genprodukten antimikrobielle Wirkungen
zugesprochen werden (Penninckx et al.,, 1996). Bei der JA-regulierten
Genexpression kénnen sowohl synergistische als auch antagonistische Effekte mit
Phytohormonen anderer Signalwege wie z. B. dem Ethylen oder der Salicylsdure
auftreten. Diese Wechselwirkungen kénnen zu einer gezielten pflanzlichen Abwehr
beitragen (Lorenzo und Solano et al., 2005). So beschreiben Penninckx et al.
(1998), dass die JA-induzierte Pdf1.2 Genexpression synergistisch mit Ethylen
erfolgt. Diese synergistische Regulation (Jasmonsaure + Ethylen) wird auch fur den
Transkriptionsfaktor ERF1 (engl.: ethylene response factor) bei A. thaliana
dargestellt (Lorenzo et al., 2003). Eine Ubersicht von JRGs findet sich u a. bei
Creelman und Mullet (1997) und Wasternack und Parthier (1997). Neuere Daten zu
JRGs, die mittels DNA Array Technologie erworben wurden, beschreiben u. a.

Sasaki et al. (2001) und Jung et al. (2007). Dartber hinaus sind Jasmonate an der
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Induktion der Blattseneszenz beteiligt, die sich durch den Abbau von Chlorophyll
und Rubisco, einer Zunahme von Proteasen und Peroxidasen und der de novo
Synthese von Proteinen, sog. Jasmonat-induzierter Proteine (JIPs), auszeichnet
(Ubersicht: Sembdner und Parthier, 1993; Creelman und Mullet, 1997; Weiler,
1997). Man vermutet, dass bei der wundinduzierten Expression der JIP Gene
Protein Kinasen eine Rolle spielen (Seo et al., 1999; Ledn et al., 2001). Vieler dieser
JIPs tragen zur biochemischen und mechanischen pflanzlichen Abwehr durch
Bildung von z. B. Proteinaseinhibitoren (Pls), Phytoalexinsynthese oder
Quervernetzung von Zellwandkomponenten (Lignin) bei (Farmer und Ryan, 1990;
1992; Weiler et al., 1998). Auch LOXs zdhlen zu den JIPs (Rosahl, 1996). Doch
auch fur Jasmonséaurevorstufen, wie dem zyklischen 12-Oxo-PDA-Methylester, wird
eine Signalwirkung diskutiert. Fir diese Verbindung zeigte sich in Versuchen zur
Rankenkrimmung von Bryonica dioica eine starkere Wirkung als fir Methyljasmonat
selbst (Weiler et al., 1993; Weiler et al., 1998; Weiler, 1997; Laudert et al., 1996;
Stelmach et al., 1998) und induzierte exogen appliziert Diterpenoide-Verbindungen
in Lima Bohnen (Koch et al.,, 1999). Auch mit Hilfe von Mutanten wurde gezeigt,
dass OPDA als eigenstandiges Signalmolekll angesehen werden kann. So bildet
die JA-Biosynthesemutante opr3 aufgrund eines Defekts im OPDA-Reduktase-Gen
JA in nur sehr geringen Konzentrationen. A. thaliana opr3 Mutanten zeigten jedoch
eine erhdhte Resistenz gegenliber dem Pathogen Pseudomonas syringae (Raacke
et al., 2006). Neuere Untersuchungen konnten dariiber hinaus zeigen, dass der 13-
LOX-Weg verstarkt durch das Avirulenzprotein AvrRpm1 aus Pseudomonas
syringae wahrend der HR bei transgenen Arabidopsis thaliana AvrRpm1/Col-0
induziert wurde. Hierbei akkumulierten JA, OPDA und dnOPDA, wobei letztere mit
einem neu identifizierten Galaktolipid, mit dem Trivialnamen Arabidopside E,
verestert waren. Arabidopside E inhibierte das Wachstum von P. syringae DC3000
in vitro im Vergleich zur Kontrolle um 60 % (Andersson et al., 2006). Bei Pflanzen
unter Ozonstress wird Jasmonaten eine negativ regulierende Funktion bei der
Ausbreitung von Zelltod zugeschrieben (Overmyer et al., 2000; Kanna et al., 2003;
Overmyer et al.,, 2003; Tuominen et al., 2004, Kangasjarvi et al., 2005). Die
Arabidopsis Mutanten jar1 (engl.: jasmonat-resitant) und coi1 (engl.: coronatine-
insensitive) sowie die im JA-Biosyntheseweg gestdrten Mutanten fad3, fad7 und
fad8 (engl.. fatty acid desaturase) zeigten erhéhte Ozonsensitivitdt. Die

Lasionenbildung wurde bei Tabak bzw. Arabidopsis Pflanzen durch Applikation von
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Jasmonaten vor einer Ozonbehandlung vermindert und nach der Ozonbehandlung
in ihrer Ausbreitung eingeschrénkt (Orvar et al., 1997; Overmyer et al., 2000; Rao et
al., 2000; Kanna et al., 2003; Overmyer et al., 2003).

1.7.6  Der Hydroperoxid-Lyase Weg
Hydroperoxid-Lyase (HPL; CYP74B und CYP74C) katalysiert die heterolytische

Spaltung von Lipidhydroperoxiden zu Oxosduren und kurzkettigen Aldehyden (Ce-
Co) wobei letztere auch als ,flichtige Phytoalexine“ bezeichnet werden (Blée und
Joyard, 1996; Blée, 1998; Matsui, 1998). Der molekulare Mechanismus ist noch
nicht genau bekannt. Bei Versuchen mit rekombinanten HPLs aus Cucumis melo L.
und Medicago sativa wird aber eine Isomerase Funktion beschrieben, die eine
homolytische Neuordnung der Lipidhydroperoxide und die nachfolgende Bildung
kurzlebiger Hemiacetale bewirkt, deren Zerfall zu den flichtigen Cg- und Cg-
Verbindungen fihrt (Grechkin et al., 2006). Aus 13-Hydroperoxylinol- bzw. -
linolensdure entstehen Cgs- Aldehyde (Hexanale bzw. Hexenale) und C4,-Oxo-
Sauren und aus den entsprechenden 9-Hydroperoxylipiden Co- Aldehyde (Nonanale
bzw. Nonadienale) und Cy-Oxo-Sauren (Abb. 4; Grechkin, 1998). Der Blattaldehyd
(E)-2-Hexenal und der Blattalkohol (Z)-3-Hexenol sind zusammen mit sechs
weiteren Cg-VOCs fir den charakteristischen ,frischen grinen Geruch® vieler
Frichte, Gemuse und Blatter verantwortlich (Hatanaka, 1999).

HPL (Hem-Protein) aus  Alfalfa  wurde mittels Elektronen Spin
Resonanzspektroskopie (EPR) als ein Cyrochrom P450 Enzym klassifiziert, das
weder molekularen Sauerstoff noch eine NADPH-anhangige Cyrochrom Pgso-
Reduktase fur die Reaktion benétigt. HPLs sind Uberwiegend membrangebundene
Enzyme (Grechkin, 1998; Noordermeer et al., 2001), wobei einige z. B. die HPL aus
A. thaliana ein chloroplastidéres Transitpeptid tragt (Bate et al., 1998), das HPL aus
Tomate fehlt (Froehlich et al, 2001). HPLs weisen eine ~38% ige
Aminosauresequenzhomologie zu AOS (CYP74 A) auf und gehéren als CYP74 B
Subfamilie ebenfalls zur CYP 74 Familie (Nelson, 1999). Neben HPLs, die 13-
LOOHSs bevorzugen (CYP 74 B), wurden HPLs, die sowohl 13- als auch 9-LOOHs
als Substrat akzeptieren als CYP74 C eingestuft (Stumpe et al., 2001). HPL wurde
u. a. aus Arabidopsis thaliana (Bate et al., 1998), Tomaten (Howe et al., 2000;
Suurmeijer et al., 2000) und Sonnenblume (Itoh und Vick, 1999) isoliert und

gereinigt.
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Die Cg- und Cg-Primarprodukte der HPL k&nnen nachfolgend auf drei Arten
umgewandelt werden. Es kann eine spontane allylische Isomerisierung der 3(Z2)-
Alkenale zu 2(E)-Alkenalen erfolgen. So entsteht aus 3(Z)-Hexenal der
,Blattaldehyd“ 2(E)-Hexenal (Grechkin, 1998). Diese Isomerisierung wird in den
meisten Pflanzen durch eine Isomerase, die die cis-3-Enale in trans-2 Isomere
konvertiert, katalysiert (Abb. 4; Galliard und Chan, 1980). Die gebildeten Aldehyde
kénnen anschlieBend durch eine Alkohol-Dehydrogenase (ADH; Alkohol:NAD"-
Oxidoreduktase; EC 1.1.1.1) zu ihren korrespondierenden Alkoholen reduziert
werden (Abb. 4; Blée, 1998; Feussner und Wasternack, 2002). Diese kdnnen
anschlieend direkt emittiert oder weiter verestert werden, wie z. B. (Z)-3-Hexenol in
(Z)-3-Hexenylacetat durch eine Acetyl-Transferase (Hatanaka et al., 1987; D Auria
et al., 2007).

Physiologische Bedeutung der Metabolite des Hydroperoxid-Lyase Weges

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass die im HPL Weg gebildeten Verbindungen
biologisch aktiv sind. So identifizierten Zimmermann und Coudron (1979) die als
Traumatin bekannte 12-Oxo-10(E)-Dodecensaure als Wundhormon, das die
Zellteilung um verwundetes Gewebe und damit die Bildung eines schiitzenden
Kallus, anregen kann.

Die flichtigen Cg- und Co- Aldehyde sind nach Verletzung von Pflanzengewebe
unter den ersten Verbindungen die freigesetzt werden (Hatanaka et al., 1987;
Myung et al., 2006). Sie kénnen das Wachstum vieler Bakterien und Pilze inhibieren
und so zur Pathogenabwehr beitragen (Major et al., 1960; Zeringue und McCormick,
1989; Croft et al., 1993; Deng et al., 1993). So wird die Hyphenbildung von Botrytis
cinerea und Fusarium oxysporum ganz oder teilweise verhindert (Matsui et al.,
2006). Die Cgo- Aldehyde (2E)-Nonenal and (2E, 6Z)-nonadienal zeigten darlUber
hinaus einen stark inhibierenden Effekt auf das Wachstum von Aspergillus
carbonarius bei unreifen Mandeln (Mita et al, 2007). Neueste 2-D-
Gelelektrophorese Untersuchungen zeigen, dass die Applikation von trans-2-
Hexenal (Cs-Aldehyd), die Zusammensetzung der Proteine bei Botrytis cinerea
verandert. Dies wird auch als Basis im Hinblick auf die Entwicklung und den Einsatz
biologischer Anti-Pilzmittel bei Obst und Gemuse diskutiert (Myung et al., 2007).
Auch Pflanzen gegenlber kénnen Cgs-Aldehyde toxisch wirken und hemmen u. a.
die Keimung von Sojabohnen (Gardner et al., 1990) und das Pollenwachstum

(Hamilton-Kemp et al., 1991). Sie werden auch als Signalmolekile wie z. B. (Z)-3-
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Hexenylacetat diskutiert, die Pflanzen nach Insektenbefall emittieren (Ubersicht bei:
Paré und Tumlinson, 1999; D’Auria et al., 2007) und damit die Fral¥feinde der
Herbivoren anlocken (Dicke et al., 1999; Shiojiri et al.,, 2006). Auch an der
Expression von Abwehrgenen sind sie beteiligt. So fihrte exogen appliziertes trans-
2-Hexenal zu einer Induktion der Gene des Phenylpropanoid Synthese Weges wie
Phenylamoniumlyase (PAL) und Chalconsynthase (CHS) (Bate und Rothstein,
1998). Ferner wurde eine Férderung der Produktion von Phytoalexinen in verletzten
Baumwoll-Pflanzen beschrieben (Zeringue, 1992). Daruber hinaus konnte unter
akutem Ozonstress die vermehrte Emission kurzkettiger (Cg) flichtiger
Blattaldehyde und — alkohole bei der ozonsensitiven Tabak Varietat cv. Bel W3
detektiert werden (Heiden et al., 1999a; 1999b).

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Wie bisher dargestellt induziert Ozon bei ozonsensitiven Pflanzen die Ausbildung
von Nekrosen, die ultrastrukturelle Veranderungen von Membranen der
Zellorganellen implizieren. Diese Membranlipide oder die hieraus abgeleiteten freien
ungesattigten Fettsduren koénnen als Substrat im LOX-Weg zu fliichtigen
kurzkettigen Cgs-Verbindungen metabolisiert werden, wie sie Heiden et al. (1999a;
1999b) unter Ozonstress nachwiesen.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb erstmals die Bedeutung des LOX-Wegs bei der
Ozonempfindlichkeit von Tabakpflanzen zu untersuchen. Hierzu wurde das fir
Ozonexperimente gut charakterisiertes Modellsystem bestehend aus der
ozonsensitiven Varietat Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3 und der ozontoleranten
Varietdt cv. Bel B zu Untersuchungen verwandt. Ergdnzende Untersuchungen
wurden mit den transgenen Sorten Nicotiana tabacum L. cv. xanthi.nc-Nah-G,
Arabidopsis thaliana LOX2 GUS/FLUC und Arabidopsis thaliana Bgl2 GUS sowie
dem Wildtyp Arabidopsis thaliana Col-0 durchgefihrt.

Im Fokus stand hierbei die Frage nach der Induktion der LOX auf Enzym- und
Transkriptebene in Abhdngigkeit von der Zeit, der Sensitivitdt der Tabakvarietat
sowie der an der Ozonantwort beteiligten Signalelemente wie Jasmonséaure (JA),
Salicylsdure (SA) und Wasserstoffperoxid (H2O2). Darliber hinaus sollten Enzyme
verschiedener Biosynthesewege, die sich aus Produkten des LOX-Wegs ableiten,
naher analysiert werden. Hierzu gehéren u. a. die Enzyme Hydroperoxid-Lyase

(HPL) und Alkohol-Dehydrogenase (ADH), die Teil des Biosynthesewegs, der nach
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Ozonexposition emittierten flichtigen organischen Ces-Verbindungen sind. AuRerdem
sollten die Enzyme Allenoxid-Cyclase (AOC) und 12-oxo-Phytodiensdure-Reduktase
(OPR) als Teil der Jasmonsaurebiosynthese ndher analysiert und mit dem Auftreten
der JA in Bezug gesetzt werden. Ergédnzend sollte die Epoxidhydrolase (EH)
untersucht werden, die die Epoxygruppen, der z. B. im EAS- oder POX-Weg
gebildeten Epoxy- und Hydroxyepoxyfettsduren, zu Dihydroxygruppen hydrolysieren

kann.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate

Gerat

Firma; Sitz

Blockthermostat BT100

Kleinfeld Labortechnik; Gehrden

Elektrophorese  Einheit: Easy Cast

Electrophoresis System B2/B1A

Owl Scientific; Inc. Woburn; MA USA

Brutschrank, Typ BK 3108

Ehret; Emmendingen

Trockenschrank

Heraeus; Hanau

Kreisschttler

Janke & Kunkel, IKA-Werk; Staufen

Magnet-Ruhrer: IKAMAG RTC basic

IKA Werke GmbH; Staufen

Mikrowelle: Whirlpool AVM401

Whirlpool u. Bauknecht; Schorndorf

Milli-Q, Academic Gradient 10

Millipore; Eschborn

pH-Meter, 15 Fisher Scientific GmbH; Schwerte
Photometer, UVIKON XL Bio-Tek Instruments GmbH; Neufahrn
Power Supply: Bio-Rad GmbH; Minchen

a) PAC 1000; b) PAC 300

Rotationsverdampfer:

Eppendorf; Hamburg

Concentrator 5301
Schiittler: BioDancer New Brunswick Scientific; NUrtingen
Sterilbank Bleymehl Reinraumtechnik; Inden

Tischautoklav

Systec; Wettenberg

Tischzentrifuge 5417 R

Eppendorf; Hamburg

UV-Crosslinker Stratalinker 1800

Stratagene; Heidelberg

Waage a) PG 503-S Delta Range,
b) PB3002-S

Mettler-Toledo; Giessen

Wasserbad:
a) GFL - 1083; b) Julabo F12;

a) GFL; Burgwedel
b) Labora GmbH; Mannheim

Wasserstrahlpumpe

RAND GmbH+Co; Wertheim/Main

2.2 Chemikalien, Enzyme und Oligonukleotide

2.2.1 Chemikalien

Alle Chemikalien waren von analytischer Reinheit und wurden, falls nicht gesondert
von den Firmen Biomol Biorad (Munchen),
Merck AG (Darmstadt),
(Freiburg), Roth (Karlsruhe) und Sigma Chemie GmbH (Deisenhofen) bezogen. 4-
(NBT) und x-Gluc (5-Brom4-Chlor-3-Indolyl-3-D-

Glucuronsaure) wurden von der Firma Loewe Biochemica GmbH (Sauerlach)

angegeben, (Hamburg), Roche

Diagnostics GmbH (Mannheim), Pharmacia Biotech
Nitroblautetrazolium Chlorid

bezogen.
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2.2.2 Enzyme

Die Enzyme stammten von den Firmen Amersham Life Science (Braunschweig),
Roche (Mannheim), Gibco BRL (Eggenstein), NEB Biolabs (Schwalbach) und

Pharmacia Biotech (Freiburg).

2.2.3 Oligonukleotide
Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech (Ebersberg) synthetisiert

und nach Erhalt zu 100 uM in sterilem doppelt destillietem Wasser geldst. Sie
fanden als Primer in PCR Reaktionen Verwendung und sind in Kap. 2.10.7

gesondert aufgefihrt.

2.3 Verbrauchsmaterial

Einmalklvetten Brand GmbH und co KG, Wertheim
Sterilfilter 0,2 uM Gelman Sciences; Pall, USA
Einmalspritzen BRAUN; Melsungen

Einmalspitzen Gilson; Bad Camberg

Falkons Reaktionsgefalie BdBiosience; San Jose, USA
Eppendorf Reaktionsgefalle Eppendorf GmbH; Hamburg
Petrischalen Greiner GmbH; Ndrtingen
Whatman Papier 3MM Biometra GmbH, Géttingen

2.4 Bakterienstamm

Alle Klonierungsarbeiten wurden mit dem Bakterienstamm E. coli DH5a (GibcoBRL,

Eggenstein) durchgefiihrt.

241 Anzucht, Ausplattierung und Lagerung

Soweit nicht anders angegeben wurde nach den Vorschriften von Sambrook et al.
(1989) gearbeitet.

Die Anzucht von E. coli Kulturen erfolgte in LB Medium, dem bei Bedarf Antibiotikum
(100 pg/ml) zugesetzt wurde.

Das Ausplattieren erfolgte auf Standard-I-Nahragarplatten (<& 9 cm) mit Antibiotikum
(100 pg/ml).

2.4.2 Transformation kompetenter Zellen

Die Transformation kompetenter Zellen erfolgte nach den Vorschriften von Inoue et
al. (1990). Im Fall einer zusétzlichen Blau-Weil-Selektion wurden nach den

Vorschriften von Sambrook et al. (1989) gearbeitet. Hierbei wurde vor dem
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Ausplattieren auf den Standard-I-Nahragarplatten 0,01 % X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-
3-Indolyl-3-D-Galactosid) in N, N"-Dimethylformamid und 0,02 % IPTG (Isopropyl-3-
D-thiogalactopyranosid) in sterilfiltriertem Wasser verteilt und getrocknet.

2.5 Pflanzenmaterial

2.5.1 Herkunft und Anzucht

2.5.1.1 Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand)

Die Samen der Sorte Arabidopsis thaliana (L.) Okotyp Columbia (Col-0) wurden vom
Nottingham Arabidopsis Stock Center (NASC) bezogen.

Samen der transgenen Sorte Arabidopsis thaliana LOX2 GUS/FLUC mit
genetischem Columbia Hintergrund wurde von Prof. Anders B. Jensen (Institut der
Molekularbiologie, Universitdt Kopenhagen, Danemark) freundlicher Weise zu
Verfugung gestellt. Sie wurden wie folgt konstruiert: Ein 1.8 kbp 5 upstream
Fragment des LOX2 Gens, dass fir eine chloroplastidare LOX kodiert (Acc. Nr:
L23968; Bell und Mullet, 1993; Bell et al, 1995) wurde mit dem Reportergen [3-
Glukuronidase (GUS) aus E. coli sowie mit dem Reportergen Luciferase (FLUC) aus
der Feuerfliege fusioniert und Arabidopsis Col-0 damit stabil transformiert (Jensen et
al., 2002).

Parameter Anzuchtbedingungen

Medium 1:5 (v/v) Perlit (Peligran G) Einheitserde
Typ ED 73; Werkverband e. V.

Temperatur 20/17<C (Tag/Nacht)

Licht-/ Dunkelphase 12 h/8 h

Lichtintensitat 350 JExm?® x s

Lichtquelle 10 Halogenmetalldampflampen
Osram Powerstar HQI 250 W/D

relative Feuchte 60 % (Tag/Nacht)

Arabidopsis thaliana Bgl2/GUS wurde freundlicher Weise von Priv. Doz. Dr. Martina
Schraudner Uberlassen. Sie besitzen ein chimares Reporter Gen, das sich aus der
5’untranslatierten Region des Arabidopsis PR-Proteins [3-1, 3-Glucanase (BGL2)
und der codierenden Region von [B-Glucuronidase (GUS) zusammensetzt (Cao et
al., 1994).

Die Anzucht erfolgte in einem Klimaschrank (Percival SCIENTIFIC 1-36L4X CLF,
analytische Laborgerate GmbH; Emersacker) unter folgenden Bedingungen:
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2.5.1.2 Nicotiana tabacum L. (Tabak)

Die Samen von Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3 und Nicotiana tabacum L. cv. Bel B
wurden von dem Institut fir Biochemische Pflanzenpathologie (BioP) des GSF
Forschungszentrums fur Umwelt und Gesundheit (GSF; Neuherberg) bezogen.

Der transgene Nicotiana tabacum L. cv. xanthi.nc Nah-G tragt die codierende
Sequenz einer Salicylat Hydroxylase (Nah-G) aus dem Bakterium Pseudomonas
putida vor dem genetischen Hintergrund von N. tabacum L. xanthi.nc. Die Salicylat
Hydroxylase wandelt Salicylsaure (SA) zu Catechol um, so dass diese Pflanzen kein
SA akkumulieren kénnen (Gaffney et al, 1993). Die Pflanzen wurden
freundlicherweise von Dr. John Ryals (Ciba-Geigy Corp.) zur Verfigung gestellt. Im
weiteren Verlauf dieser Arbeit werden diese Pflanzen als Nicotiana tabacum cv.
Nah-G, N. tabacum cv. Nah-G oder Tabak cv. Nah-G bezeichnet.

Die in das Medium (s. u.) ausgesaten Tabakpflanzen wurden von der Keimung bis
etwa eine Woche nach Ausbildung der Kotyledonen, in einer Anzuchtschale mit
Kunststoffhaube gehalten. Hiernach erfolgte das Pikieren in PE-Einzeltépfe (4 x 4
cm, 6 cm hoch). Nach weiteren 16 Tagen wurden die Setzlinge in Topfe (J 14 cm)
pikiert und in Pflanzschalen gestellt. Wahrend des gesamten Zeitraumes wurde fir
eine ausreichende Befeuchtung der Pflanzen, durch Bewéasserung mit deionisiertem
Wasser gesorgt.

Die Keim- und Anzuchtbedingungen waren im Einzelnen wie nachfolgend

aufgefihrt:
Parameter Anzuchtbedingungen

Medium 1:5 (v/v) Perlit (Peligran G) Einheitserde
Typ ED 73; Werkverband e. V.

Temperatur 20T / 17T (Tag/Nacht)

Licht-/ Dunkelphase |(Start: 08:00 Uhr) 12 h/12h

Lichtintensitét 300 JE xm?xs™

Lichtquelle 10 Halogenmetalldampflampen
Osram Powerstar HQI 400 W/D, Fa.
Osram

relative Feuchte 60 % (Tag/Nacht)

Wenn nicht anders angegeben waren die Pflanzen bei Einsatz in die Versuche

zwischen funf und sechs Wochen alt.
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2.6 Behandlungsvarianten der Pflanzen

2.6.1 Ozonbehandlung der Pflanzen

2.6.1.1 Grolde Expositionsklvetten (Vegatron)

Die Expositionskammer besteht aus zwei miteinander verbundenen zylindrischen
Abschlusshauben (1,5 m x 1 m) aus Glas (DURAN®, Borosilikat Glas, Fa. Schott)
mit einem Volumen von 1450 L und ist am Boden mit einer PTFE (Poly-Tetra-Fluor-
Ethylen) Platte abgedichtet. Die Platte enthélt 7 widerverschraubbare Bohrungen,
durch die die Pflanzen vor Ozonbehandlung in die Kammer gestellt werden konnten.
An den Seiten der Kammer sind in verschiedenen Héhen Offnungen angebracht, die
die Méglichkeit bieten, Messsonden oder Gasleitungen durchzuflihren (Abb. 5). Im
oberen Teil der Glashaube sorgt ein mit 150 U x min”’ angetriebener PTFE-
Ventilator fir die homogene Durchmischung der Luft. Damit wird gewéhrleistet, dass
die Konzentration von Spurengasen in der Kammer denen am Ausgang der
Kammer  entspricht. Der gesamte  Aufbau befindet  sich einem
temperaturkontrollierten Klimaraum (Huhren).

Die in der Kammer herrschende Luftfeuchte wird entweder durch die Transpiration
der Pflanzen oder wenn nétig tGber ein mit Milli-Q-Wasser (Millipore SA) gefllltes
Glasgefal, durch den ein Teilstrom der zugefihrten Luft geleitet wird, geregelt. Die
relative Luftfeuchte von 60 % - 80 % kann so Uber einen langeren Zeitraum konstant
eingestellt werden. Die CO,-Konzentration der pflanzenversorgenden Luft entsprach
der zugefuhrten Aussenluft zwischen 330 ppm und 400 ppm.

Die Kammer wird mit durch einen adsorptiven Lufttrockner (KEA 70, Ecosorb,
Zander) vorgereinigter Aulenluft durchstromt. Der Fluss wurde Uber thermische
MassenfluBRregler (MFC, Brooks Instruments) auf 100 L/min konstant gehalten. Fir
Expositionen mit definieten Ozon-Mengen wurde ein Teilstrom der
Kammereingangsluft abgezweigt und durch ein Quarzglasrohr geleitet. Mit Hilfe
einer Quecksilber (HG)-Dampflampe (PENRAY; A= 189 nm) wurde der
Luftsauerstoff photolysiert und das gebildete Ozon der Eingangsluft wieder
zudosiert. Uber die Leistung der Lampe bzw. durch teilweise Abdeckung der
strahlungsaktiven Oberflache der HG-Dampflampe konnten unterschiedliche
Ozonkonzentrationen erzeugt werden. Moglicherweise gebildete Peroxiradikale
wurden hinter der Lampe durch Quarzglaswolle zerstért. Die Ozonkonzentration

wurde durch wechselseitiges Messen am Ein- und Ausgang der Kammer tber UV-
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Absorption bestimmt (1008-RS, Dasibi bzw. TE 49, Thermo Environmental
Instruments).

Licht wird mit 12 Gasentladungslampen (HQI 400 W/D, OSRAM) erzeugt, die zum
Schutz vor Uberhitzung IR-Filter (IR3, OptoChem) vorgeschaltet haben. Die
zeitprogrammierbare Ansteuerung (8:00 bis 20:00 Uhr) der einzelnen Lampen
ermdglicht die Simulation von Dammerphasen. In der Volllichtphase wurde auf

halber Sprosshéhe eine Photonenfludichte von 400 pmol x m™? x s ™' erreicht.

Abb. 5  Grolde Expositionskivette (Vegatron).

Die routinemaRige Erfassung aller Messdaten wie Temperatur, CO;, O3, NO, NO;
ect. erfolgte (dber ein Computerprogramm (Visual Designer, Intelligent
Instrumentation) und wurde automatisch in Textdateien abgespeichert. Die

Klimabedingungen waren mit denen der Anzucht vergleichbar.
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2.6.1.2 Kleine Expositionskivette

Da sich die grolden Expositionsklvetten zur Behandlung von Arabidopsis thaliana
aufgrund ihrer geringen Gréf3e als nicht geeignet erwiesen wurde eine neue kleinere
Expositionskivette von der hauseigenen Werkstatt angefertigt. Diese besteht aus
einem 70 cm x 110 cm x 110 cm Rechteck aus Plexiglas, in dessen Innenraum
zusatzlich eine perforierte Plexiglasplatte im oberen und unteren Teil angebracht
war. Das Luftzuleitungsrohr mit integrietem PTFE-Ventilator mindete Uber der

Lochplatte.

Abb. 6 Kleine Expositionskammern.

Der weitere instrumentelle Aufbau einschlieB3lich Datenerfassung entsprach dem
des Vegatrons mit dem Unterschied, dass hier die Ozonkonzentration Uber ein
computergesteuertes Magnetventii am Massenstromregler (Schwellenwertprinzip)

der Kammereingangsluft zudosiert wurde. Zuséatzlich erfolgte eine kontinuierliche
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Konzentrationsbestimmung Uber die auf Pflanzenhéhe abgezogene Abluft, die der
Analytikeinheit (CSI 3100, Fa. Columbia Scientific Instruments, USA) zugeleitet
wurde. Auch dieser Aufbau befand sich in einem Klimaraum. Die Klimabedingungen

waren mit denen der Anzucht vergleichbar.

2.6.1.3 Durchfiihrung der Ozonbehandlung der Pflanzen

Tabakpflanzen wurden 5 h mit 150 ppb (150 nl " bzw. 300 pg/m3) Ozon in der
groRen Expositionsklvette (Kap. 2.6.1.1, Abb. 5) und Arabidopsispflanzen 8 h mit
300 ppb (300 nl " bzw. 600 pg/ms) Ozon in der kleinen Expositionskivette (Kap.
2.6.1.2, Abb. 6) behandelt. Die héhere Ozonkonzentration wurde gewéhlt, da
Vorversuche ergaben, dass niedrigere Ozonkonzentrationen von 100 ppb — 150 ppb
zu keinen sichtbaren Schaden bei Arabidopsispflanzen fuhrten. Die
Ozonkonzentration wird im Verlauf dieser Arbeit weiterhin mit ppb angegeben. Nach
der funfstindigen Ozonbehandlung wurden die Pflanzen in ozonfreier Luft, bis zu
Versuchsende weiterkultiviert. Die Kontrollpflanzen wurden die gesamte Zeit in
Reinluft gehalten.

Abweichungen in der Ozonkonzentration (ppb) fur die Untersuchung von
Dosiseffekten sowie die jeweilige Versuchsdauer sind bei den einzelnen Versuchen

angegeben.

2.6.2 Verwundungsexperiment bei Tabak

Variante |.

An 3 etwa 4 Wochen alten Tabakpflanzen cv. Bel W3 wurde jeweils 10x mit einer
stumpfen Pinzette quer zu den Blattadern, das Blatt Nr. 3 verwundet. Die Ernte des
Blattmaterials erfolgte nach 12 h (Kap. 2.8).

Variante |I.

Durchfiilhrung wie Variante I. mit der Anderung, dass anstelle der Pinzette mit einer
Nadel die Blatter jeweils 30-mal gleichmafig Uber die Blattspreite verteilt perforiert

wurden. Die Ernte erfolgte nach 12 h wie in Kap. 2.8 beschrieben.

2.6.3 Exposition mit Methyljasmonat

Die Methyljasmonat (MedJa; Sigma) Konzentrationsangaben sind theoretische
Werte, da das Kommerzielle Meda nur 5-10 % des biologisch aktiven Isomers
enthalt (Rickauer et al., 1997).

Stocklésung Meda: 10,85 ul Methyljasmonat (Sigma) + 500 ul Methanol (MeOH).
Tabak
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Drei mittelalte Blatter von Tabakpflanzen cv. Bel W3 wurden mit dem Skalpell
abgeschnitten und sofort in ein Glas mit deionisietem Wasser gestellt. Diese
Anordnung kam in einen Exsikkatortopf. Auf den Boden des Topfes wurde eine
Petrischale (@ 5 cm) gestellt, die einen Wattebausch mit einer 7,5 uyM
Methyljasmonatlésung (Meda in MeOH) enthielt. Der Exsikkator wurde gasdicht
verschlossen und die Blatter 5 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Blatter bis zur
Ernte nach 12 h in Reinluft weiterkultiviert. In entsprechender Weise wurde mit den
Kontrollen verfahren, die entsprechend nur Methanol erhielten. Die Ernte erfolgte
wie in Kap. 2.8 beschrieben.

Arabidopsis thaliana

In einen Exsikkator wurden je funf Pflanzen A. thaliana LOX2 GUS/FLUC
kreisférmig angeordnet und mittig auf den Topfboden eine Petrischale (<& 5 cm) mit
Wattebausch eingesetzt. Hierein pipettierte man die unten angegebene
Konzentration Methyljasmonat in Methanol (Abb. 7).

Die Kontrolle erhielt entsprechend nur Methanol ohne MeJa.

Die Exsikkatoren wurden anschlielend luftdicht mit einem Deckel verschlossen und

wie folgt in kubiert:

Meda [uM] Inkubationsdauer [h]
7,5 24
7,5 5
0,1 24
0,1 5
0 (Kontrolle) 24
f ]
A. thaliana
// Pflanzen
Br e—Exsikkator
Petrischale mi/
MeJaLdsung

Abb. 7 Versuchsanordnung der Methyljasmonat-Behandlung von A. thaliana.
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Die Pflanzen, die 5 h mit MedJa inkubiert wurden, wurden bis zu Versuchsende nach
24 h in Reinluft ohne MedJa weiterkultiviert. Nach 24 h wurden die Pflanzen direkt
Uber dem Boden abgeschnitten und fir spektrofluorimetrische GUS Bestimmungen
(Kap. 2.9.3), wie in Kap. 2.8 beschrieben, geerntet. Die histochemische Bestimmung
der GUS-Aktivitat erfolgte sofort wie in Kap. 2.9.3 beschrieben.

Die Ergebnisse sind in Kap. 3.15.3 dargestelit.

2.6.4 Behandlung von Tabak mit Wasserstoffperoxid

2.6.4.1 Stangelapplikation

3 mittelalte Blatter von Tabakpflanzen cv. Bel W3 wurden mit dem Skalpell
abgeschnitten und sofort in ein Glas mit 2 mM Wasserstoffperoxid (H2O,) gestellt.
Kontrollen kamen in ein Glas mit deionisiertem Wasser. Nach 12 h wurden die

Blatter geerntet (Kap. 2.8).

2.6.4.2 Infiltration

In 3 mittelalte Blatter von Tabakpflanzen cv. Bel W3 wurden je 10 ml 2 mM H;0,
infiltriert. Dies erfolgte verteilt Uber die gesamte Blattspreite hinweg durch
Aufdriicken des stumpfen Endes einer Einmalspritze auf die Blattflache. Die Blatter
wurden bis zur Ernte (Kap. 2.8) nach 12 h an den Pflanzen belassen. Die Kontrollen

wurden in gleicher Weise mit deionisiertem Wasser behandelt.

2.7 Bonitur von Blattschiaden

Tabak

Abb. 8 Definition der Blattnummern an einer Tabakpflanze.
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Die Bonitur der nekrotischen Blattschaden erfolgte 24 h nach Start der
Ozonbehandlung prozentual zur Gesamtblattflache. Zu diesem Zeitpunkt waren die
bifacialen Nekrosen bereits voll entwickelt. Die Blatter der Tabakpflanzen wurden
ausgehend vom Vegetationspunkt von oben nach unten durchnummeriert. Hierbei
wurde das jungste Blatt < 8 cm als Blatt Nr. O definiert und alle folgenden Blatter

enthielten mit zunehmendem physiologischen Alter aufsteigende Nummern (Abb. 8).

Arabidopsis thaliana

Die Bonitur der Blattschaden bei den Arabidopsis Varietaten erfolgte 24 h nach Start
der achtstindigen Ozonbehandlung mit 150 ppb bzw. 300 ppb. Bei einer
Ozonbehandlung fir 8 h mit 150 ppb wurden bei keiner Arabidopsis thaliana
Varietat (Col-0, LOX2 und Bgl2) makroskopisch sichtbare Schaden festgestellt
(Daten nicht dargestellt).

Bei einer Ozonbehandlung fur 8 h mit 300 ppb waren kleine punktférmige Nekrosen
erkennbar. Die computergestitzte Auswertung dieser Schaden wurde wie folgt

vorgenommen.

Abb. 9 Einzelne Bildsequenzen zur Auswertung der Blattschaden bei
Arabidopsis thaliana Varietaten. Dargestellt ist eine typische Bildsequenz
nach Extraktion des Rotkanals fir A. thaliana LOX2. Die Auswertung
erfolgte mit dem Computerprogramm ZEISS KS400 release (Carl Zeiss
Vision GmbH, Halbergmoos). Erklarung erfolgt im Text.

Die Pflanzen wurden 24 h nach Start der Ozonbehandlung fotografiert und die
Pflanzenkonturen des digitalisierten Bildes mit dem Computerprogramm Image View
(MS Office) ausgeschnitten. Diese Bild wurde nach ZEISS KS400 release (Carl
Zeiss Vision GmbH, Halbergmoos) kopiert. Zunéachst wurde der Schwellenwert auf 2
min und 254 max. gesetzt, um den weif3en Hintergrund in schwarz (schwarz wird als
0 erkannt) umzuwandeln (Abb. 9). Von diesem Bild wurde der Rotkanal extrahiert,

da hierdurch die Schaden als helle Punkte besonders gut zu erkennen waren und
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bei dem visuell auf 198 gesetzten Schwellenwert besonders gut hervortraten (Abb. 9
A).

Man erhielt hiernach ein sog. Maskenbild, worauf die Blattnekrosen als weilke
Punkte zu erkennen waren (= Fldche der Schaden) (Abb. 9 B). Ein zweites
Maskenbild, bei dem die Pflanze komplett weil erscheint, wurde erstellt (= Gesamte
Blattflache der Pflanze) (Abb. 9 C). Die Pixel der beiden Maskenbilder wurden mit
dem Computer bestimmt und gegeneinander verrechnet. Das Ergebnis entsprach
dem Anteil an Blattschaden im Vergleich zur Gesamtblattfliche und wurde
prozentual dargestellt (Kap. 3.15.1). Pro Varietadt wurden drei ozonbehandelte (300
ppb, 8 h) Pflanzen ausgewertet.

2.8 Ernte des Blattmaterials

Tabak

Blatt Nr. 3 wurde von je drei Tabakpflanzen gleicher Behandlung bzw.
unbehandelten Kontrollpflanzen nach Entfernen der Mittelrippe in Aluminiumtiten in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Danach wurden die Proben in flissigem
Stickstoff homogenisiert und in Szcintilationsgefal3en bis zur weiteren Verwendung
bei —80T aufbewabhrt.

Fur die Versuche zur gewebespezifischen Expression der Lipoxygenase wurde
zeitgleich mit Blatt Nr. 3 auch Blatt Nr. 0, wie oben beschrieben, geerntet.
Arabidopsis thaliana

Die Pflanzen wurden mit einem scharfen Skalpell direkt unterhalb der Blattrosette
abgeschnitten und je funf Pflanzen einer Behandlung gepoolt. Einfrieren und

Aufbewahrung erfolgte wie zuvor fir Tabak beschrieben.

2.9 Proteinbiochemische Methoden

2.9.1 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mittels Dreifachbestimmung nach der Methode von
Bradford (1976) mit Rinderserumalbumin (BSA) als Standardprotein.
(Eichgerade: 1 ug - 15 ug BSA, A = 595 nm)

2.9.2 Messung der Lipoxygenase Aktivitat

Tabakpflanzen der Varietat Bel W3 wurden wie unter 2.6.1.3 beschrieben mit Ozon
behandelt und nach 24 h geerntet (Kap. 2.8). Dieser Erntezeitpunkt wurde gewahilt,

da hier eine hohe LOX Enzymaktivitat erwartet wurde. In Vorversuchen wurden die
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Proben spektrophotometrisch nach dem Protokoll von Rancé et al. (1998), die
ebenfalls gestressten Tabak als Versuchspflanze verwandten (Pseudomonas
syrringae infiziert), auf ihre LOX Aktivitat untersucht. Hierbei war jedoch keine LOX
Aktivitdt nachweisbar.

Auch die im Anschluss daran durchgefiuhrten LOX-Enzymtests nach Ocampo et al.
(1986) und Mauch et al. (1997), fuhrten zu keinem LOX-Aktivitats-Nachweis.

Diese Ergebnisse gaben Veranlassung den LOX-Enzymtest fir Ozon-behandelte
Tabakpflanzen var. Bel W3 neu zu etablieren. Zunadchst wurde der Einfluss des

verwendeten Extraktionspuffers auf die LOX Aktivitat hin Gberpriuft (Kap.2.9.2.1).

2.9.2.1 Optimierung des Extraktionspuffers

Ausgehend von dem bei Rancé, et al. (1998) beschriebenen Extraktionspuffer
wurde die Optimierung durchgefihrt. Unter Beibehaltung der
Extraktionsbedingungen wurden die Zusammensetzung und der pH-Wert des
Puffers variiert, um die optimale Stabilitdt der Lipoxygenase wahrend der Extraktion
zu erhalten. Die Begrindungen der einzelnen Modifikationen sind im Ergebnisteil in
Kapitel 3.2.1 dargestellt. Die hieraus resultierende Zusammensetzung des

Extraktionspuffers ist wie folgt:

Zusammensetzung des Extraktionspuffers:

50 mM Tris-HCI pH 7.5

10 % (v/v) Glycerin

0,5 M NaCl (Natriumchlorid)
0,1 % Tween-20

Da der Extraktionspuffer keinerlei Schutzsubstanzen gegen Oxidationsprozesse
enthielt, sollte im Folgenden der Einfluss von DTT, EDTA und PVPP auf die LOX
Aktivitdt getestet werden. Die in der Literatur angegebenen Substanzen (Tab. 2)
wurden dem o. g. Extraktionspuffer einzeln zugesetzt. Als Kontrolle dienten

Reaktionsansatze ohne Schutzsubstanzen (Tab. 2).

Tab. 2 Schutzsubstanzen gegen Oxidationsprozesse

Testsubstanz Literaturquelle
5mMDTT Rancé , et al. 1998
1 mM EDTA Ocampo et al. 1986
PVPP (Spatelspitze) Mauch et al. 1997
ohne Zusatz /
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Durchfihrung:

Tabak wurde 5 h mit 150 ppb Ozon behandelt (Kap. 2.6.1.3) und nach 24 h geerntet
(Kap.2.8). Hieraus wurden unter jeweiligem Zusatz der Substanzen in Tab. 2 die
Rohextrakte wie in Kap. 2.9.2.2 hergestellt. Analysiert wurden pro
Untersuchungsvariante je drei parallel aufgeschlossene Extrakte. Es erfolgte eine
Dreifachbestimmung der LOX Aktivitdt nach der in Kap. 2.9.2.7 angegebenen
Methode mit Linolsdure als Substrat bei pH 8.0.

Die Ergebnisse sind in Kap. 3.2.1 dargestellt. Die héchste LOX Aktivitadt wurde mit
Extraktionspuffer ohne Zusatz von DTT, EDTA oder PVPP gemessen (Abb. 19).

2.9.2.2 Gewinnung des Rohextrakts

Die bei -80C gelagerten Blattproben (Kap. 2.8) wurden a 500 mg in einen
vorgekihlten (4TC) Mdérser eingewogen und mit 1 ml o ptimiertem Extraktionspuffer
(Kap. 2.9.2.1 und 3.2.1) auf Eis homogenisiert. Das Homogenat wurde in eiskalte
Eppendorfgefalie tberfihrt und bei 10.000 x g 10 min, 4T zentrifugiert.

Der Uberstand wurde auf Eis gehalten und fiir Enzymaktivitats- (Kap. 2.9.2) und

Proteinbestimmungen (Kap. 2.9.1) verwandt.

2.9.2.3 Bestimmung des optimalen pH-Wertes von Lipoxygenase

Der optimale pH-Wert von Lipoxygenase mit Linol- und o-Linolensaure als Substrat,
wurde in unterschiedlichen Puffersystemen mit sich (Uberlappenden pH-Werten,
bestimmt. Hierfir wurden Tabak Homogenate (24 h, 150 ppb O3) wie in Kapitel
2.9.2.2 hergestellt und die LOX Aktivitat mit der unter Kap. 2.9.2.7 beschriebenen
Methode gemessen.

In einem Bereich von 0 mM - 100 mM des Reaktionspuffers (Natrium-
Phosphatpuffer) wiesen Barone et al. (1999) bei einer lonenstarke von 50 mM die
héchste LOX Aktivitdt nach. Es wurde daher der Natrium-Phosphatpuffer mit dieser
lonenstarke verwandt.

Verwendete Puffersysteme:

pH Bereich Puffer
4.0-6.0 0,5 M Natrium-Citrat (Mcllvaine)
6.0-8.0 0,5 M Natrium-Phosphat
8.0-10.0 0,1 M Clark und Lubs

Die Ergebnisse der Bestimmung des optimalen pH-Wertes von Lipoxygenase sind in
Kapitel 3.2.3 dargestellt.
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Vorversuche zur Uberpriifung der Anderung des pH-Wertes im Reaktionsansatz
nach Zugabe von Rohextrakt, ergaben eine minimale Abweichung von 0,01 pH
Einheiten. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass der pH-Wert des

Reaktionspuffers dem pH-Wert im Reaktionsansatz entspricht.

2.9.2.4 Kontrollversuche zum Einfluss des pH-Wertes auf Substrat oder
Rohextrakt

Aufgrund von Oxidationsprozessen sollte der Einfluss des pH-Wertes des

Reaktionspuffers auf das Substrat (Linolsdure) bzw. das Rohextrakt im Ansatz

untersucht werden. Es wurden daher entweder 20 pl Linolsdure oder 20 pl

Rohextrakt im Ansatz nach der in Kap. 2.9.2.3 beschrieben Methode analysiert.

Die Ergebnisse sind in Kap. 3.2.3 dargestellt.

2.9.2.5 Bestimmung von Kp, und Vax

Homogenate von Tabakblattern (24 h Ojz) wurden wie unter Kap. 2.9.2.2
beschrieben hergestellt und hierin die LOX Aktivitdt bei zunehmender
Substratkonzentration fur Linol- bzw. o-Linolensaure (0,01 mM - 0,22 mM) nach der
unter Kap. 2.9.2.7 beschriebenen Methode in Natriumphosphat Puffer (pH 8.0 bzw.
pH 7.0) aus drei Extraktionen 3 fach bestimmt. Die Mittelwerte der spezifischen
Aktivitat der Lipoxygenase wurde gegen die Substratkonzentration mit Hilfe des
Programms SigmaPlot, Enzymkinetik-Modul (SPSS Science Software GmbH,
Erkrath) aufgetragen. Der Ky -Wert (Michaelis-Konstante) und Vpax-Wert
(Maximalgeschwindigkeit; alle Bindungsstellen am Enzym sind mit Substrat
gesattigt) fir das entsprechende Substrat wurden computergestiitzt durch
Angleichen der gemessenen Aktivitdten an die resultierende Michaelis- Menten
Gleichung berechnet. Der K,-Wert wurde im Rohextrakt mit Linolsdure als Substrat
mit 0,04 mM bei einer Vhax von 0,45 nkat/mg Protein bestimmt und mit Linolenséure
wurde ein K-Wert von 0,02 mM bei Vax von 0,30 nkat/mg Protein bestimmt. Da die
Konstanten aus einem Rohextrakt bestimmt wurden, sind sie nur als Naherungswert
zu  betrachten. Mobgliche Isozyme oder Konkurrenzreaktionen bleiben
unbericksichtigt. Hughes et al. (1998) beschreiben, dass schon die Herstellung der
Substrate, ihre Lo&slichkeit im Puffer und damit ihre Zugénglichkeit in der
Substrattasche des Enzyms, einen Einfluss auf die Km- und Vmax-Werte haben
kénnen. Beispielhaft fir LOX mit Linolsdure als Substrat ist das Michaelis-Menten-

Diagramm in Abb. 10 dargestellt.
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Abb. 10  Abhé&ngigkeit der Lipoxygenase Aktivitdt von der Linolsdurekonzentration
im Testansatz. Das Michaelis-Menten Diagramm wurde computergestutzt
mit dem Enzymkinetik-Modul SigmaPlot (SPSS Science Software GmbH,
Erkrath) berechnet. Dargestellt sind Mittelwerte aus drei Extraktionen mit
ihren Standardabweichungen.

2.9.2.6 Lipoxygenase Aktivitdt in Abhangigkeit der Lagerungsbedingungen
Drei Rohextrakte wurden extrahiert (Kapitel 2.9.2.2), aliquotiert und unter den

folgenden Lagerungsbedingungen aufbewahrt:

Art der Behandlung Zeitpunkt der
Messung
a) frisch extrahiertes Homogenat sofort
b) Homogenat nach 3,5 h auf Eis 3,5h
c) Homogenat Uber Nacht bei 4T im Kihlschrank 24 h

d) Homogenat in flissigem Stickstoff schockgefroren

und bei —20C aufbewahrt 24 h

Die LOX Aktivitdt wurde nach den angegebenen Zeitpunkten a) bis d) wie in Kapitel
2.9.2.7 beschrieben gemessen. Die Ergebnisse stellen Mittelwerte aus drei
Aufschlissen  mit  Dreifachbestimmung  dar. Die  Maximalwerte  der
Aktivitdtsbestimmung wurden gleich 100 % gesetzt.

Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Kapitel 3.2.4 gezeigt.
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2.9.2.7 Durchfiuhrung der Messung

Die wahrend der Lipoxygenase-Reaktion aus mehrfach ungesattigten Fettsduren mit
cis, cis-1, 4-Pentadien-Struktur entstehenden Fettsdurehydroperoxide enthalten ein
System konjugierter Doppelbindungen, welche eine Extinktionsdnderung bei 234 nm
bewirken. Diese kann spektrophotometrisch gemessen werden.

Die Lipoxygenase-Aktivitdtsbestimmung erfolgte bei 30T in Halbmikro-Kuvetten
(Quarzglas Suprasila, Helma Optik GmbH, Jena). Diese Temperatur wurde von der
Internationalen Vereinigung der Biochemie als Standardtemperatur empfohlen
(Holme und Peck, 1998).

Die Reaktion wurde durch Zugabe der Enzymlésung gestartet und Uber einen
Zeitraum von 5 min bei einer Wellenldnge von 234 nm verfolgt.

Der Test-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

a) mit Linolsaure b) mit Linolens&ure
900 pl Reaktions-Puffer 910 pl Reaktions-Puffer
20 pl Linolsdure-Substrat 10 pl Linolensaure-Substrat

10 pl Enzymlésung 10 pl Enzymlésung
Reaktions-Puffer:

Die Messungen wurden wie jeweils bei den Versuchen angegeben mit auf 30T
vorgewarmten Reaktions-Puffer durchgefihrt.

a) 0,5 M Natrium-Phosphatpuffer pH 8.0 bzw. 7.0

b) 0,5 M Natrium-Citrat Puffer pH 5.0

Zusammensetzung des Substrats:

Die Herstellung der Substratliésung erfolgte veréandert nach Grossman und Zakut
(1979) in folgender Weise:

20 pl Linolsdure wurden mit 38,4 pl Tween-20 und 2 ml Methanol im Spitzkolben
gemischt und im Rotationsverdampfer eingeengt. Der Rickstand wurde mit 25,6 ml
0,05 M Natrium-Phosphat-Puffer aufgenommen und mit einigen Tropfen 1 M NaOH
(Natriumhydroxid) auf pH 9.0 eingestellt. Bei diesem pH-Wert geht die Fettsdure gut
in Lésung, so dass eine homogene Verteilung erreicht wird. Die Lésung wurde
anschlielend in EppendorfgefélRe aliquotiert und zur Vermeidung von Autoxidation
mit Argon (Linde AG, Minchen) Uberschichtet. Die Aliquote wurden in flissigem
Stickstoff (Linde AG, Minchen) schockgefroren und bis zum Gebrauch bei —20C

aufbewahrt.
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In gleicher Weise wurden Substratldsungen unter Verwendung von o-Linolenséure,
die im weiteren Text nur als Linolensaure bezeichnet wird, hergestellt.

Kontrollen:

Als Kontrolle wurde bei jeder Messung Enzymlésung, die zuvor 10 min im
Wasserbad bei 100C abgekocht wurde, mit dem jeweil igen Substrat bei optimalem
pH-Wert, analysiert. Hierbei wurde in keiner Probe LOX-Aktivitdt festgestellt. Als
Referenz diente Puffer mit Substratlésung.

Wenn nicht anders angegeben wurden drei Extraktionen parallel vermessen.
Berechnung der Lipoxygenase-Aktivitat:

Die Berechnung der LOX Aktivitat erfolgte in Anlehnung an Ocampo et al. (1986).
Eine Enzymeinheit (U) ist definiert als die Menge an Enzym, die eine
Extinktionsédnderung von 0,001 min”’ (Umsatz von 1 ymol Substrat x min-1) bei 234
nm bewirkt. Dies entspricht einer katalytischen Aktivitdt von 0,667 nkat bei einem
molaren Extinktionskoeffizienten fir die Fettsaurehydroperoxide von 25.000 x M™ x
cm™. Bei einer Kivettenschichtdicke von 1 cm errechnet sich die Volumenaktivitat

der LOX nach folgender Formel:

Volumenaktivitdt = AE * 0,667 * V/v [nkatal/ml]
AE = Extinktionsanderung pro Minute

V = Gesamtvolumen des Testansatz [ml]

v = Volumen der Enzymldsung [ml]

katal = mol/s
Division durch die Proteinkonzentration der eingesetzten Enzymldsung ergibt die

spezifische Enzymaktivitat [nkatal/ mg Protein].

2.9.2.8 Inhibitor Versuche

Rohextrakte mittelalter Tabakblatter (24 h Os;) wurden wie in Kapitel 2.9.2.2
beschrieben hergestellt. Zu je 10 pl Rohextrakt in Natriumphosphatpuffer pH 8.0
wurden die Inhibitoren in den angegebenen Konzentrationen (s. u.) zugegeben und
5 min bei 30T im Wasserbad (Precitherm PFV, Labora) inkubiert. Die Reaktion
wurde anschlie3end durch Zugabe von 20 ul Linolsdure gestartet und wie unter Kap.
2.9.2.7 beschrieben verfolgt. Der Gesamtansatz betrug jeweils 930 pl.

Kontrollen wurden mit der gleichen Konzentration des jeweiligen L&sungsmittels

ohne Inhibitoren vorinkubiert und vermessen (Kap. 2.9.2.7).
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Die spezifische LOX Aktivitdt wurde fir Proben und Kontrollen berechnet und als
Prozent [%] Aktivitdt der Kontrolle ausgedriickt. Das Resultat ist im Ergebnisteil in
Abb. 24 dargestellt.

Inhibitoren:

Quercitin Stocklésung veradndert nach: Rémpp, (1995); Watanabe und Sakai (1998)

1 mM Quercitin in 200 pyl 0,5 M NaOH vorgelést ad 200 ml
Morpholinoethansulfonsdure (MES) pH 5.4 Konzentration: 0 uM - 50 uM in 10er
Schritten

Esculetin Stocklésung nach: Watanabe und Sakai (1998)

1 mM Esculetin in 200 yl DMSO vorgelést ad 200 ml 1 mM MES pH 5.4

Konzentration: 0 yM - 40 yM in 10er Schritten
trans-Resveratrol Stockl6sung nach: Fan und Mattheis (2001)

10 mM trans-Resveratrol Dihydrat in Ethanol (96 %)

Konzentration: 0 yM - 150 uM in 30er Schritten
N-Propylgallat Stocklésung nach: Fournier et al. (1993)

20 mM N-Propylgallat in Ethanol (96 %)
Konzentration: 0 yM - 30 yM in 10er Schritten

2.9.3 Bestimmung der R-Glukuronidase (GUS) Aktivitat

Das urspringlich aus E. coli stammende R-Glukuronidase Gen (GUS) kodiert fir
eine Hydrolase, die R-Glukuronide spaltet. In Pflanzen ist die Hintergrundaktivitat
von GUS entweder sehr niedrig oder gar nicht detektierbar (Jefferson et al., 1987).
Zur Kontrolle wurde im Vorfeld die endogene Enzymaktivitat von Wildtyp-Pflanzen
A. thaliana Col-0 untersucht. Es wurde keine Hintergrund-Aktivitat festgestellt.
Nachgewiesene GUS Expression ist somit spezifischer Natur.

Die in dieser Arbeit eingesetzten transgenen Pflanzen:

a) A. thaliana LOX2 GUS/FLUC

b) A. thaliana Bgl2/GUS

2.9.3.1 Histochemischer Nachweis

Die R-Glucuronidase katalysiert die oxidative Dimerisierung des synthetischen
Substrats X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-glucuronid) wobei ein unléslicher
blauer Farbstoff entsteht. Er féllt im Gewebe aus und lasst damit Rickschlisse auf

die Aktivitat des jeweiligen Promotors vor dem GUS Gen zu.
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In situ Farbung:

Es wurden Blatter oder ganze Pflanzen der entsprechenden A. thaliana Varietat
(Col-0, LOX2 oder Bgl2) in Petrischalen mit colorigener Substratlésung gegeben und
in einem Exsikkator 2-3-mal fir 10 min unter Vakuum (200 mbar, Chemie-
Membranpumpe MZ2CE Vakuumbrand GmbH; Wertheim) infiltriert. Bei langsamem
Druckausgleich konnte die Infiltration durch eine Dunkelfarbung der Blétter verfolgt
werden. Das Pflanzenmaterial wurde samt Substratiésung in Falkon Réhrchen
Uberfihrt und G. N. bei 37° C im Wasserbad unter le ichtem Schitteln inkubiert.
Danach folgte ein Entfarben zuerst in 70 % Ethanol und anschlieRend mehrfach in
96 % technischem (tech.) Ethanol. Das Pflanzenmaterial wurde bis zur
Photodokumentation in 96 % tech. Ethanol bei 4°C a ufbewahrt.

Colorigene Substratlésung (nach Prof. A. B. Jensen, mindl. Mitteilung)

1 mg/ml X-Gluc (vorgeldst in 1 ml DMSO)

0,5 % Triton X =100

0,5 mM Natriumhexacyanaoferrat-(ll)

0,5 mM Natriumhexacyanaoferrat-(lll)

1 mM EDTA

100 mM Natriumphosphatpuffer pH 7.0

2.9.3.2 Spektrofluorimetrischer GUS-Aktivitatstest

Eine Quantifizierung der R-Glucuronidase Aktivitdt transgener Pflanzen erfolgte
unter fluorometrischer Messung der enzymatischen Hydrolyse des Substrats 4-
Methylumbelliferyl-3-D-Glukuronid (MUG) zu dem fluoreszierenden Produkt
Methylumbelliferin.

Gewinnung des Rohextrakts

Fir den Aufschluss der in flissigem Stickstoff homogenisierten A. thaliana Proben
(Kap. 2.8) wurden 50 mg Blattmaterial mit 500 ul Lyse-Puffer extrahiert.

Lyse-Puffer (verdndert nach Jefferson et al., 1987):

50 mM Natrium-Phosphatpuffer pH 7.0

10 mM EDTA

0,1 % (v/v) Triton X-100 (Serva)

10 mM [3-Mercaptoethanol (jeweils frisch zugesetzt)

Das Homogenat wurde 10 min bei 10.000 x g, 4C, zen trifugiert und der Uberstand
als Rohextrakt fur den spektrofluorimetrischen GUS-Aktivitatstest (Kap. 2.9.3.2) und
Proteinbestimmungen (Kap. 2.9.1) verwendet.
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Durchfiihrung der Messung

Die GUS-Reaktion wurde in 1/2-Kuvetten (Brand, Wertheim) durch Zugabe von 250
Ml Enzymrohextrakt zu 2750 pl auf 37C vorgewdrmten Reaktionspuffer (1 mM MUG
in Lysepuffer) gestartet.

Die entstehende Fluoreszenz (Anregungswellenldnge: 365 nm, Emissions-
wellenlange: 455 nm) wurde in einem Spektrofluorimeter (Cary Eclipse- single cell
peltier, Varian Deutschland GmbH, Darmstadt) bei 37C verfolgt und war in dem
Messbereich (10 min) stets linear. Es wurde die Extinktionsanderung pro Minute
(AE/min) der Probe bestimmt und unter Einbezug einer 4-Mu (4-Methylumbelliferin)
Eichgeraden und der gemessenen Proteinkonzentration die GUS Aktivitat in pmol 4-

MU/ min x pg Protein errechnet.

2.10 Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologische Arbeiten wurden, wenn nicht anders angegeben, nach den von
Sambrook et al. (1989) beschriebenen Methoden durchgefihrt.

2.10.1 Isolierung von Nukleinséuren

2.10.1.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenzellen

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenzellen erfolgte mit TRIZOL (GibcoBRL,
Eggenstein) nach den Angaben des Herstellerprotokolls. Die Gesamt-RNA wurde in
doppelt autoklaviertem Wasser resuspendiert (10 pl/ 100 mg eingesetztem
Blattmaterial) und die Konzentration bestimmt (Kap. 2.10.2). Die Lagerung erfolgte

bis zur weiteren Verwendung bei —20 C.

2.10.1.2 Isolierung genomischer DNA aus Pflanzenzellen

Die Isolierung von Nukleinsduren aus Pflanzen erfolgte verandert nach der N- Cetyl-
N, N, N, -trimethylammoniumbromid (CTAB)-Methode von Doyle und Doyle (1990).
Durchfiihrung:

Je 10 g gemdrserte unbehandelte Tabak-Blatter (Bel W3, Bel B, Nah-G) (Kap. 2.8)
wurden in auf —20 T vorgeklhlte 50 ml Falkon Réhrc hen Gberfuhrt. Das Material
sollte nicht auftauen, um eine Degradierung der DNA durch DNasen zu vermeiden.
Anschliefiend wurden 20 ml auf 65T vorgewarmte 2 %- CTAB-L&sung (2 % CTAB,
1,4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris/HCI pH 8.0, 1 % PCP 40
(Polyvenylpyrrolidon) und frisch zugesetztes 100 mM R-Mercaptoethanol (0,7 %
(v/v)) hinzugegeben und fur 90 min bei 65T im Wass erbad (GFL; Burgwedel) unter
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leichtem Schitteln inkubiert. Die danach auf Raumtemperatur abgekihlte
Suspensionsmischung wurde mit 1 Volumen Chloroform: Isoamylalkohohl (24:1)
vorsichtig ausgeschittelt. Im Anschluss erfolgte bei Raumtemperatur eine 10 min
Zentrifugation bei 3900 x g. Die wassrige Phase wurde abpipettiert und in ein neues
Falkonréhrchen Uberflhrt.

Die wéssrige Phase wurde insgesamt 3 x erneut mit Chloroform:lsoamylalkohohl
(24:1) ausgeschittelt und abzentrifugiert. AnschlieRend wurden 1/100 Volumen
RNase A (Roche) (10 mg/ml in Tris-Cl pH 7.4 nach: Sambrook et al., 1989) der
klaren wassrigen Phase zugegeben und 30 min bei 37°C im Wasserbad inkubiert.
Danach erfolgte die Fallung der DNA durch Zugabe von 2/3 Volumen eiskaltem
Isopropanol und 10 min kreisférmiges Schutteln. Die DNA wurde 5 min mit 3900 x g
bei Raumtemperatur abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das erhaltene
Pellet wurde mit 76 % Ethanol und 0,2 M Na-Acetat versetzt und 15 min auf Eis
gehalten. Im Anschluss erfolgte eine erneute Zentrifugation fir 10 min bei 3900 x g
bei Raumtemperatur. Das erhaltene DNA-Pellet wurde mit 70 % Ethanol gereinigt, 5
min auf Eis inkubiert und 10 min bei Raumtemperatur und 3900 x g abzentrifugiert.
Die ausgeféllte DNA wurde 20 min luftgetrocknet und anschlieRend in 2 ml TE-
Puffer aufgenommen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte wie unter Kap. 2.10.2

beschrieben.

2.10.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA

a) nach Birnboim und Doly (1979) (alkalische Lyse)

b) Reine Plasmide wurden mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGen, Hilden)
nach den Angaben des Herstellers gewonnen.

c) Grolere Ansatze (Midis, ~ 50 ml) wurden mit dem Nucleobond AX (Macherey-

Nagel, Diren) nach den Angaben des Herstellers gewonnen.

2.10.1.4 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Zur selektiven Aufreinigung einer anhand eines DNA-Langenstandards
ausgewahlten DNA-Bande, wurde diese mit einem Skalpell aus dem praparativen
Agarosegel (2.10.8.1) herausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit
(Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellerprotokolls isoliert. Die Elution

erfolgte in sterilem Wasser.
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2.10.2 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA

Die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA erfolgte spektrophotometrisch in
Halbmikro-Quarzkivetten (Quarzglas Suprasila, Helma Optik GmbH, Jena) nach
Sambrook et al. (1989) bei 260 nm. Die Reinheit der Préparationen wurde durch

den Quotienten 260 nm/ 280 nm ermittelt.

2.10.3 Reverse Transkriptase - Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR)

2.10.3.1 Reverse Transkriptase Reaktion (cDNA-Erststrangsynthese)

Mit Hilfe der Reversen Transkriptasen ist es mdglich, zu mRNA komplementéare
DNA (cDNA) zu synthetisieren. Die cDNA représentiert die Sequenz transkribierter
Gene ohne Introns. Es wurde eine cDNA-Erstrang Synthese verandert nach Maier
und Heck (1999) durchgefihrt.

Der RT-Ansatz zur cDNA-Erststrangsynthese hatte folgende Zusammensetzung (£
20 pl): 2 uyg Gesamt RNA, 2,5 U/ul MuLv Reverse Transkriptase (Promega), 1 x
Puffer MuLv (Promega), 10 ng/pl Obligo dto. (15), 1 mM Dantes (jedes) ad steriles
Wasser.

Die isolierte gesamt RNA (Kap. 2.10.1.1) wurde vor dem Einsetzen in den RT-
Ansatz 5 min bei 65T im Wasserbad denaturiert. Ans chlieRend wurde der Ansatz
10 min bei Raumtemperatur, 60 min bei 42C und 5 min bei 95C im Wasserbad
inkubiert und auf Eis abgekihlt. Der RT-Ansatz wurde als Template fir die
nachfolgende Polymerase Kettenreaktion (PCR, engl.: Polymerase Chain Reaktion)
(Kap. 2.10.4) verwendet.

2.10.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation spezifischer Gensequenzen erfolgte mittels PCR. Als
Ausgangsmatritze diente entweder RT cDNA (Kap. 2.10.4.1) oder isolierte cDNA
Fragmente bzw. Plasmide (Kap. 2.10.4.2). Die Amplifikation der spezifischen
Sequenzen erfolgte mit 35 Zyklen (95T: 1 min, Hybr idisierungstemperatur: Primer-
Tm — 5T bis 10 °C: 1 min und 72 C: 1,5 min) in ein em Thermocycler (Robo Cycler
Gradient 96, Fa. Stratagene, Heidelberg). Die verwendeten Oligonukleotide (Primer)

mit ihren entsprechenden T,-Werten sind in Kapitel 2.10.7 aufgelistet.

2.10.4.1 PCR mit Reverse Transkriptase Ansatz
Als Matrize diente hierbei der unter Kap. 2.10.3.1 hergestellte RT-Ansatz.
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Die RT-PCR-Reaktion hatte verandert nach Maier und Heck (1999) folgende
Endkonzentration (£ 50 pl): 10 pl RT-Ansatz (Kap. 2.10.3.1), 0,2 mM Dantes, 50
mU/ul Tag-DNA-Polymerase, 1 X Taqg-Puffer, 10 X conc., 1 uyM genspezifische
Primer (Kap. 2.10.7) ad steriles Wasser.

2.10.4.2 PCR mit cDNA Fragmenten oder isolierten Plasmiden

Die PCR Ansatze hatten folgende Zusammensetzung (£ 100 ul): 0,1-100 ng
Template (isolierte cDNA Fragmente oder Plasmide), 0,2 mM Dantes (jedes), 50
mU/ul Tag-DNA-Polymerase (Roche, Mannheim), 1 X Taq-Puffer, je 1 uM Primer
(5"-3’und 3°-5") ad steriles Wasser.

2.10.5 Relative Reverse Transkriptase - Polymerase Kettenreaktion

Die Relative RT-PCR wurde mit dem Kit: QuantumﬂvI 18S Internal Standards
(Fa. Ambion, Austin) nach Angaben des Herstellerprotokolls in einem Thermocycler
(Robo Cycler Gradient 96, Fa. Stratagene, Heidelberg) durchgefihrt. Die
spezifischen Primer fir 18S rRNA und Competimere wurden vom Hersteller
mitgeliefert. Die 18S Competimere sind an ihrem 3°-Ende so modifiziert, das die
DNA Polymerase blockiert wird. Hierdurch wird die Amplifizierung der 18S cDNA
reduziert, ohne das die Primer limitierend werden. Die notwendigen Vorversuche zu
Ermittlung der richtigen PCR Zyklenzahl und dem richtigen 18S Primer zu
Competimer Verhéltnis wurden ebenfalls nach Herstellerangaben durchgefihrt. Die
Ergebnisse sind in Abb. 11 und Abb. 12 dargestellt.

Vorversuche:

a) Die Anzahl der PCR-Zyklen sollten im linearen Bereich des spezifischen

Lipoxygenase Amplifikationsproduktes (471 bp) liegen.

M 10 15 20 23 27 29 31 33

Anzahl der PCR Zyklen

Abb. 11 Ermittlung des linearen Bereichs zur Amplifizierung des Lipoxygenase
Fragments (471 bp) mittels PCR. Die Ansatze wurden auf einem 1 %
Agarose Gel in TAE Puffer aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
angefarbt. M entspricht dem 100 bp Marker (Biolabs).
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Hierzu wurde eine PCR durchgefiihrt und die Ansatze 10, 15, 20, 23, 27, 29, 31
oder 33 Zyklen lang amplifiziert. AnschlieRend erfolgte die Auftrennung der PCR
Ansatze auf einem 1 % Agarosegel in TAE Puffer und die Farbung mit
Ethidiumbromid (Abb. 11). Die Signalintensitdten der ethidiumbromidgeférbten
Banden wurden mit dem Computerprogram HEROLAB quantifiziert und gegen die
Anzahl der Zyklen aufgetragen. Als Ergebnis wurde ein linearer Bereich von 23 — 29
Zyklen ermittelt.

Die RT-PCR wurde daher mit 24 Zyklen durchgefuhrt.

b) Bei ungefahr gleichen Signalintensitdten von 18S rRNA und LOX Amplifikat, ist
das richtige Verhaltnis von 18S Primern : 18S Competimeren. Die RT-PCR wurde
mit 24 Zyklen nach Herstellerangaben durchgefihrt. Das Ergebnis ist in Abb. 12
dargestellt. Hieraus wurde ersichtlich, dass das beste 18S Primer : 18S Competimer
Verhaltnis 3:7 betragt (Abb. 12).

‘J_LO}{

1188@[\1&

™ A E C D E F

Abb. 12 Test des richtigen 18S: Competimer Verhdltnis. LOX: spezif.
Lipoxygenase (471 bp). 185 rRNA: 18S rRNA Amplicon. M: 100 bp
Marker (Biolabs). Pro PCR Ansatz waren enthalten: A) nur 18S Primer
und 18S Competimere im Verhaltnis 3:7. B) — E): Verhéltnis von 18S
Primern zu 18S Competimeren bei gleichzeitigem Vorhandensein von
spezifischen LOX Primern: B) 4:6, C) 3:7, D) 2:8, E) 1:9. F) nur
spezifische LOX Primer. K) Verhéltnis von 18S Primern zu 18S
Competimeren (3:7) bei gleichzeitigem Vorhandensein von spezifischen
LOX Primern ohne cDNA Template. Die PCR wurde mit 24 Zyklen bei
einer Hybridisierungstemperatur von 55° C durchgefi hrt, die Ansatze auf
einem 1 % Agarose Gel in TAE Puffer aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid angefarbt.

Durchfuhrung der RT-PCR

Die verwendete cDNA wurde nach der in Kapitel 2.10.3.1 beschriebenen Methode
hergestellt. Die relative RT-PCR mit spezifischen LOX Primern (Kap. 2.10.7 ) wurde
mit 24 Zyklen bei einer Hybridisierungstemperatur von 55°C mit einem 18S rRNA :
Competimer Verhéltnis von 3:7 nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

Das Ergebnis ist in Abb. 29 dargestellt.
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Die zur Kontrolle durchgefihrte PCR mit genomischer DNA und den spezifischen
LOX-Primern ergab keine Amplifikationsprodukte (Daten nicht gezeigt). Eine

Verunreinigung durch genomische DNA wurde damit ausgeschlossen.

2.10.6 Klonierung von PCR-Fragmenten

Alle Klonierungsarbeiten der RT-PCR Fragmente (Kap. 2.10.4) wurden mit dem
Vektor pGEM-T (Promega, Madison; USA) nach Angaben des Hersteller Protokolls
durchgefihrt. Der Ligationsansatz wurde in kompetente Zellen (E. coli DH5a) (Kap.
2.4.2) transformiert, die Zellen angezogen und ausplattiert (Kap. 2.4.1).

Die Bakterienkolonien wurden auf Insertion des DNA-Fragments in die Plasmide
entweder Uber a) Restriktion oder b) mittels Kolonie-PCR getestet.

a) Restriktion

Die Isolierung von Fragmenten aus Plasmid DNA (2.10.1.3) erfolgte nach Angaben
des jeweiligen Enzym-Herstellers mit x ng Plasmid- DNA mit 1/10 Vol.
Restriktionsendonuklease in einem vom Produzenten mitgelieferten Puffer.

b) Kolonie-PCR

Eine PCR (Kap. 2.10.4.2) wurde durchgefihrt mit spezifischen Primern fur das
Fragment (oder mit den das Fragment flankierenden T7 und SP6 Primern des
Vektors), wobei ein Teilabstrich je eines Klons pro PCR Reaktionsgefald das
Template im PCR Ansatz ersetzte.

Das Resultat von a) bzw. b) wurde auf einem 1 % Agarose Gel in TAE Puffer
aufgetrennt, Ethidiumbromid gefarbt und die Fragmentlange anhand des
mitgefihrten GréRenmarkers beurteilt. Aus Plasmiden, die das erwartete PCR
Fragment enthielten, wurde die Orientierung und Sequenz des DNA-Fragments
durch Auftrags-Sequenzierung der Firma MWG Biotech (Ebersberg) bestimmt
(2.10.10). Die Analyse der Sequenzdaten erfolgte computergestitz wie in Kap.

2.10.21 beschrieben. Die Ergebnisse sind in Kapitel 3.6 dargestellt.

2.10.7 Verwendete Primer

Die in dieser Arbeit fir PCR Reaktionen verwendeten spezifischen Primer (5°-3°

Orientierung) sind zusammen mit ihrer Schmelztemperatur in Tab. 3 aufgelistet.
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Tab. 3

Fir PCR Reaktionen verwendete genspezifische Primer mit ihrer

Schmelztemperatur (Tr,). Die Zugangsnummer (engl.: accession number)
entspricht der Nukleotidsequenz der Primersynthese.

Primersequenz (5°-3" Orientierung)

Gen P1 (Start) = 5'-Primer; P2 (Ende)= 3'-Primer agz;if;‘;”
Tm: Schmelztemperatur der Primer [TC]
12-ox0-Phytodiensaure- P1(468): GATTTTCAGCCCAATGGAGA
P2(1003): GCCTTCCTCATCGGTACAAG AJ242551
Reduktase }
Tm: 57
P1(955): AAGCAGGGCACAAACAGAGT
Hydroperoxide Lyase P2(1458): CTCCCAGTTTGTGGACCATT AF230372
Tm: 57
P1(54): CTGTTTCCTCAGCCTCTGCT
Allenoxid-Cyclase P2(615): TGCTGCAATTTCACTTGACC AJ272026
Tm: 57
P1(295): CATTCAGGGACCTTGTCGAT
Epoxidhydrolase P2(844): AGGGCGTAATCCTTCTCTCC U57350.1
Tm: 57
P1(2129): CTTGGTGGCCTAAAATGCAG
Lipoxygenase P2(2599): GAAGAGCAAGGTGTATGGAA X84040.1
Tm: 57
Lipoxygenase P1 (12):TTTCTTTCGTTTTCTTGGAAGG
. P2 (2634): AATTCCTTTGCCAGTAAGTC X84040.1
(Volllange) )
Tm: 54
basische P1 (252): TGGGAATGAAATCAGCCCTG
P2 (943): TGTCCCAAACACCACCAGAGA M20620
3 1, 3-Glucanase )
Tm: 58
P1 (209): GAAGCTGGAGGAATTGTGGA
Alkohol-Dehydrogenase P2 (719): CACCAAACTTCTTGGCATCA X81853.1
Tm: 56
P1 (20): CCTCGGCAGAACAATGTGGT
basische Chitinase P2 (407): TCTGGTGCTGTTGCCCATC M15173
Tm: 59
Ribosomale P1(1142). AGGAATTGACGGAAGGGCAC
18S rRNA P2(1454): TGGACATCTAAGGGCATCACA AJ236016.1

Tm: 58

Die Zugangsnummer (engl.: accession number) bezeichnet die Nukleotidsequenz

aus der die Primer computergestitzt (Kap. 2.10.21) abgeleitet wurden. Die

entsprechende Genbezeichnung ist im Anhang 1) dargestellt. Die 5" Start- und 3~

Endpunkte der Primer sind angegeben.

Die kommerziell angebotenen pGEM-T spezifischen Primer SP6 und T7 sind nicht

extra aufgefiihrt und wurden tlber MWG Biotech (Ebersberg) bezogen.
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2.10.8 Gelelektrophorese

2.10.8.1 DNA-Agarosegelelektrophorese

Die DNA Proben wurden vor der Elektrophorese mit 0,1 Vol. 10x DNA-Ladepuffer
(0,25 % Bromphenol Blau, 0,25 % Xylene Cyanol, 50 % Glycerin) versetzt. Die
anschlielende elektrophoretische Auftrennung (~5 Volt (V)/Zentimeter (cm)) erfolgte
in Agarosegelen mit 0,8 % - 1,5 % Agarose in 1x TAE (40 mM TRIS/HCI, 20 mM
Natriumacetat, 2 mM EDTA; pH 8.5) und 1x TAE als Laufpuffer oder bei
genomischer DNA fur Southern Analysen in 1x TBE (89 mM TRIS-Base, 89 mM
Borsaure, 2 mM EDTA; pH 8.0) mit 1x TBE als Laufpuffer. Danach wurden die Gele
in einer Ethidiumbromidlésung (0,5 pg/ml) gefarbt.

2.10.8.2 Denaturierende RNA-Agarosegelelektrophorese

Allgemeines:

Soweit zuldssig wurden alle Gefale und verwendete L&sungen vor Gebrauch
autoklaviert. Glasgerate wurden mindestens 4 Stunden bei 180T gebacken und
sonstige Gerate wie Gelkammern, Wannen und Pinzetten 10 Minuten mit 3 % H20
behandelt und anschlieRend mit doppeltdestiliertem-Wasser gespdilt.

Verwendete Chemikalien und Lésungen:

10x Mops: 200 mM MOPS, 50 mM Natriumacetat, 20 mM EDTA; pH 7.0
Formaldehydgel-Ladepuffer: 50 % Glycerin, 1 mM EDTA (pH 8.0), 0.25 %
Bromphenolblau und 0,25 % Xylene Cyanol FF

Durchfiihrung:

Vor dem Gelauftrag wurden je Probe 15 ug Gesamt-RNA (Kap. 2.10.1.1) in
Losepuffer (X 21,5 pl: 0,46 Vol. 1x MOPS, 0,16 Vol. 37 %iges Formaldehyd, 0,09
Vol. Formaldehydgel-Ladepuffer, 0,46 Vol. Formamid) 15 min bei 65T im
Wasserbad denaturiert. Ebenso wurde mit dem GréRenmarker (20 ng/ Spur)
Digoxigenin-markierter RNA-Langenstandard Il (Roche, Mannheim) verfahren. Nach
kurzem Abzentrifugieren wurden die Proben bis zum Gelauftrag auf Eis gehalten.
Die anschlieRende elektrophoretische Auftrennung erfolgte in einem Agarose-
Formaldehyd-Gel (1,3 % Agarose, 0,1 Vol. 10x MOPS, 0,17 Vol. 37 %iges
Formaldehyd) in 1x MOPS als Laufpuffer fiir 4 h bei 3 V/ cm.

2.10.9 Native Polyacrylamid Gelelektrophorese

Zum Nachweis von Isoenzymen der Lipoxygenase wurden Proteinextrakte aus

ozonbehandelten und unbehandelten Tabak Pflanzen (Kap. 2.6.1.3 und 2.8) auf
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anionischen nativen Polyacrylamidgelen (nativ PAGE) aufgetrennt. Die Auftrennung
erfolgte veréndert nach der Methode von Husson et al. (1998) in einer Mini-Protean
Il Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Minchen).

Durchfiihrung:

250 mg Blattmaterial wurden mit 0,5 ml auf 4C vorg ekihltem und optimierten
Protein-Extraktionspuffer (Kap. 2.9.2.1) in einem eiskalten Md&rser homogenisiert.
Das Homogenat wurde in ein kaltes Eppendorfgefald tberfihrt und 10 min bei
10.000 x g bei 4T abzentrifugiert. Der Uberstand w urde fiir Bradfordbestimmungen
(2.9.1) und zum Gelauftrag verwendet.

Vor dem Gelauftrag wurden pro Spur in 1X Probenpuffer (50 mM Tris-HCI pH 6.8,
100 mM DTT, 10 % Glycerol (v/v), 0,1 % Bromphenolblau) eingesetzt:

50 ug Protein des Uberstandes

negativ Kontrolle: 50 ug BSA, als nicht enzymatisch aktives Enzym

positiv Kontrolle: 30 ug LOX (Sigma), als enzymatisch aktives Enzym

Zur Kontrolle der Auftrennung wurde ein vorgefarbter Molekulargewichtsmarker (Bio-
Rad, Minchen) mitgefuhrt.

Zusammensetzung der Gele:

anionisch
Lésung

Trenngel 10 % (pH 8.8) | Sammelgel 4 % (pH 6.8)

Bis-Acrylamid Lsg. (30 %) 3,35 ml 1,3 ml
2,5ml 2,5ml

Puffer

1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 0,5 M Tris-HCI (pH 6.8)
Wasser 4.2 ml 6,2 ml
APS 10 % (w/v) 50 pl 50 pl
TEMED 5l 5l

Die elektrophoretische Auftrennung der Proben erfolgte in 1X TRIS-Glycin-Puffer
(25 mM TRIS, 192 mM Glycin pH 8.3) fur 105 min bei 30 mA konstant Strom, wobei

die Gelapparatur in einer Wanne mit Eis stand.

2.10.9.1 Nachweis der Lipoxygenase Aktivitat mittels in-Gel Farbung

Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung der Proteine (Kap. 2.10.9) wurden die
Gele fur 15 min bei RT gewaéssert und anschlie3end in einer Substrat/Férbelésung
mit Linol- oder Linolensdure 0. N. bei RT inkubiert. Der Nachweis der LOX Aktivitat
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beruht nach Heydeck und Schewe (1985) durch die LOX katalysierte Umwandlung
der Fettsduren in ihre korrespondierenden Hydroperoxide und dadurch hervor-
gerufener Oxidation des in der Ldsung vorliegenden Farbstoffes o-Dianisi-
dindihydrochlorid, der als unldslicher brauner Niederschlag im Gel ausfallt.
Unspezifische Oxidation wurde durch Zugabe von Kaliumcyanid ausgeschlossen.
Die LOX Aktivitat wurde in Form brauner Banden im Gel detektierbar. Der Nachweis
der Enzymaktivitdt mittles in-Gel Farbung wird auch als native staining (engl.)
bezeichnet.

Substrat/Farbelésung, verandert nach Verhue und Francke (1972):

3,5 x 10° M Linolsaure oder Linolensdure wurden mit 0,02 % (w/v) o-Diani-
sidindihydrochlorid (aus 1 % Stocklsg. in EtOH) in 15 % (v/v) EtOHgps. unter Rihren
vorgelést. AnschlieRend wurde mit 10° M Kaliumcyanid (KCN) und dem
entsprechendem Puffer (a oder b) auf 100 ml aufgefillt.

verwendeter Puffer:

a) 0,05 M Natrium Phosphat Puffer pH 8.0 bei Linolsédure als Substrat

b) 0,05 M Natrium Phosphat Puffer pH 7.0 bei Linolensaure als Substrat

Das Ergebnis wurde digital dokumentiert und ist in Kap. 3.5 dargestellt.

2.10.10 DNA-Sequenzierung

Auftragssequenzierungen wurden von der Firma MWG BIOTECH (Ebersberg)
durchgefihrt.

2.10.11 Digoxigeninmarkierung von cDNA-Fragmenten

Fir die Northern-Experimente wurden die Sonden durch eine PCR (Kap. 2.10.3.1)
mit spezifischen Primern (Kap. 2.10.7) mittels PCR DIG Probe Synthesis Kit (Roche)
mit DIG-11-dUTP nach den Angaben des Herstellers markiert. Es wurden pro
Reaktion jeweils 100 pg gelreine fragmententhaltende Plasmid-DNA oder 20 ng
gelreine cDNA-Fragmente eingesetzt.

Fur die Southern-Analyse (Kap. 2.10.19) wurde die Sonde in gleicher Weise
hergestellt, aber zusatzlich der 10x DIG MIX um 1:1 mit 10x Dantes vor dem
Einsetzen verdinnt. Dies war aufgrund der Lange der N. tabacum LOX Sonde von
2,63 Kb notwendig.

Die Anséatze wurden nach der PCR Reaktion Uber Microcon Filter (Amicon PCR
Centrifugal Filter, Fa. MILLIPORE, Eschborn) nach Herstellerangaben gereinigt und

mit 20 pl sterilem Wasser eluiert.
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Die Markierungseffizienz der Sonden wurde mit einem Aliquot neben einem
gleichem Aliquot unmarkierter Fragmente auf Agarosegelen (Kap. 2.10.8.1)
Uberpruft.

2.10.12 Herstellung genspezifischer Sonden

Die fur die Northern und Dot Blot Experimente bendétigten genspezifischen Sonden
wurden auf folgende Weise erhalten:

Tabak cv. Bel W3 wurde 5 h mit 150 ppb Ozon behandelt (Kap. 2.6.1.3) und nach
8 h bzw. 24 h Blatt Nr. 3 geerntet (Kap.2.8). Hieraus wurde die gesamt mRNA
isoliert (Kap. 2.10.1.1), anschlieBend die cDNA synthetisiert (Kap. 2.10.3.1) und mit
Hilfe der spezifischen Primer (Kap. 2.10.7) Teilsequenzen der gewiinschten Gene
amplifiziert (Kap. 2.10.4.2).

Aus nach 8 h geerntetem Blattmaterial lieRen sich die PCR Fragmente fir OPR,
AOC, EH, LOX, LOX (Vollldnge), ADH, Glc, Chn und rRNA amplifizieren. Aus nach
24 h geerntetem Blattmaterial liel3 sich das PCR Fragmente fur HPL vermehren. Die
Nukleotidsequenzen der amplifizierten Gensonden fur Northern Blot Analysen der
LOX-Weg Enzyme sind im Anhang und die Ergebnisse nach Sequenzvergleichen in
Tab. 5 im Kapitel 3.6 dargestellt.

Gelreine PCR-Fragmente dieser Nukleotidsequenzen wurden kloniert (Kap. 2.10.6)
und anschlielend digoxigeninmarkiert (Kap. 2.10.11).

2.10.13 RNA-Transferblot (Northern Blot)

Zur Untersuchung der Genexpression auf mRNA-Ebene wurden Northern Blot-
Analysen nach Sambrook et al. (1989) durchgefihrt. Hierbei wurden nach der
Trennung der Gesamt-RNA mittels Gelelektrophorese unter denaturierenden
Bedingungen (Kap. 2.10.8.2), die Gele 20 min in sterilem Wasser inkubiert
(Ausschwemmen des Formaldehyds) und anschlieRend die Gesamt-RNA von der
Gelmatrix Uber Kapillarkréafte (. N., RT) auf eine Nylonmembran (Hybond N*, Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim) transferiert. Der verwendete Transferpuffer war 20x
SSC (3 M NaCl, 0,3 M Natriumacetat; pH 7.0). Nach dem Transfer wurde die RNA
durch UV-Bestrahlung (Stratalinker 1800, FA. Stratagene, Heidelberg) mit der
Membran quervernetzt und luftgetrocknet. Die Lagerung der Northern-Blots erfolgte
bis zu ihrer Hybridisierung (Kap. 2.10.14) in Folie verschweif3t bei -20C.

Die in dieser Arbeit gezeigten Blots stellen fur LOX, HPL, AOC, Glc und EH je ein
représentatives Ergebnis von zwei bis vier Wiederholungen aus zwei unabhéngig
durchgefiihrten Versuchsreihen dar.
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Erste Versuche reprasentieren Northern Blots mit OPR, ADH und Chn.

2.10.14 Hybridisierung mit DIG-markierten Sonden

Fir den RNA und DNA Nachweis wurden DIG-markierte Sonden (Kap. 2.10.11)
verwendet. Je 15 ng Sonde/ ml DigEASYHYB (Roche) wurden 10 min bei 95C
denaturiert und der Hybridisierungslésung zugegeben.

Die Prehybridisierung erfolgte 1 h bei 50C mit Dig EASYHYB (Roche) nach
Herstellerangaben unter Schitteln im Wasserbad.

Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht fir den RNA Nachweis bei 50°C und fir den
DNA Nachweis bei 42T in DigEASYHYB (Roche) mit 15 ng denaturierter Sonde
(s.0.) pro ml DIigEASYHYB (Roche) unter Schitteln im Wasserbad. Nach der
Hybridisierung wurde die Membran zuerst 2 mal je 5 min in 2 x SSC, 0,1 % (w/v)
SDS bei Raumtemperatur und anschlielend 2 mal je 15 min in 0,3 x SSC, 0,1 %
(w/v) SDS bei 50T fur den DNA Nachweis und bei 55° C fur den RNA Nachweis,
gewaschen. Zum Nachweis der markierten Sonden wurde im Anschluss eine

Immunologische Chemolumineszenz-Detektion (Kap. 2.10.15) durchgefuhrt.

2.10.15 Immunologische Chemielumineszenz-Detektion

Die Immunologische Chemolumineszenz-Detektion der markierten Sonden nach
Roche (2000) erfolgte nach den Angaben des Hersteller Protokolls mit CDPS™® als
Substrat. Die Aufnahme der Hybridisierungsignale erfolgte Uiber eine CCD Kamera
in einer Luminescent Imager Apperatur (Luminescent Image Analyser LAS-1000,

Fa. Raytest Isotopenmefigerate GmbH, Straubenhardt).

2.10.16 Rehybridisierung der Membran

Die noch feuchte Membran wurde nach den Angaben des Hersteller Protokolls
(Roche, 2000) rehybridisiert und bis zur erneuten Hybridisierung in 2x SSC bei 4T

aufbewahrt.

2.10.17 Quantifizierung der Hybridisierungssignale

Die Quantifizierung der aufgezeichneten Hybridisierungssignale (2.10.15) erfolgte
mit dem Auswertungsprogrammen AIDA 2.0 bzw. HEROLAB E.A.S.Y Win32
(HEROLAB GmbH, Wiesloch). Alle gezeigten Gele und Blots wurden digital

bearbeitet, inhaltlich aber nicht verandert.
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Bei der relativen RT-PCR (Kap. 2.10.5) wurden die Quotienten aus den spezifischen
LOX Hybridisierungssignalen (Ozon und Kontrolle) mit den entsprechenden
Hybridisierungssignalen fur die 18 S rRNA Sonde pro Zeitpunkt gebildet.

Bei den Northern Blots (Kap. 2.10.13) wurde pro Zeitpunkt der Quotient (Q) aus den
relativen (rel.) Hybridisierungssignalen fiir Ozon durch die rel. Hybridisierungssignale
der Kontrolle gebildet. Q (Os/K) = 1: keine Induktion gegeniber der unbehandelten
Kontrolle; Q (O3/K) > 1 = Induktion gegeniiber der unbehandelten Kontrolle; Q (O3/K)

< 1 Repression gegenlber der unbehandelten Kontrolle.

2.10.18 Restriktion genomischer DNA
Pro Restriktions-Ansatz wurden 20 pg genomische DNA (Kap. 2.10.1.2) mit 10 U

Enzym in einem Reaktionsvolumen von 50 pl 4. N. bei 37T im Wasserbad in den
mitgelieferten Puffern nach Angaben des Herstellerprotokolls inkubiert. Die hierfir
notwendige Restriktionsanalyse wurde zuvor mit dem Programm DNAMAN Version
4.15 (Lynnon BioSoft, Quebec Canada) durchgefiihrt. Die Restriktionsenzyme
wurden so gewahlt, dass sie innerhalb der LOX cDNA Sonde (2,63 Kb) jeweils eine

Schnittstelle wie folgt besalen:

Enzym Position der Schnittstelle
BamHI 1245

Ndel 1965

Pstl 2366

Die Auftrennung der restringierten genomischen DNA erfolgte in einem 0,8 %
Agarosegel (Kap. 2.10.8.1).

2.10.19 DNA-Transferblot (Southern-Blot)

Nach der Gelelektrophorese ( Kap. 2.10.8.1) der restringierten genomischen DNA
(Kap. 2.10.18) wurde die DNA im Gel vor dem Transfer 20 min in 250 mM HCI
depuriniert, 2 x 15 min in Denaturierungslésung (0,5 M NaOH, 1,5 M NacCl)
denaturiert und anschlieend 2 x 15 min in Neutralisierungslésung (0,5 M Tris-HCI,
1,5 M NaCl; pH 7.5) neutralisiert. Nach 10 min Equilibrierung in 20 x SSC (3 M NacCl,
0,3 M Natriumacetat; pH 7.0) erfolgte die Ubertragung der DNA Fragmente aus dem
Gel auf eine positiv geladene Nylonmembran (Hybond N*, Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim) mittels Kapillartransfer nach der gleichen Methode wie unter
Kapitel 2.10.13 fur den Northern Blot beschrieben.
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2.10.20 Dot-Blot

Gesamt-RNA (Kap. 2.10.1.1) wurde pro Well mit 6x SSPE in 1:5 Formaldehyd
(37 %) auf 2 ug/150ul verdiinnt und 15 min bei 65°C denaturiert. Danach wurde der
Ansatz sofort auf Eis gestellt und mit 300 pl eiskaltem 15X SSPE versetzt. Die
positive Nylonmembran (Hybond N*, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) wurde
10 min in 12X SSPE inkubiert, in die Dot-Blot Apparatur (Bio-Dot Microfiltration
Apparatus, Bio-Rad GmbH; Minchen) eingespannt und zweimal mit je 0,5 ml/Well
12X SSPE gespllt. AnschlieBend wurden die vorbereitete 450 pl RNA-
Lésungen/Well geladen und zweimal mit je 0,5 ml/Well 12X SSPE gespdult. Die RNA
wurde durch UV-Bestrahlung (Stratalinker 1800, FA. Stratagene, Heidelberg) mit der
Membran quervernetzt, getrocknet und bis zur Hybridisierung (Kap. 2.10.14) bei -20°
C gelagert.

20x SSPE: 3 M NaCl, 0,2 M NaH2;PQq4, 0,02 M EDTA; pH 7.4

2.10.21 Computergestiitzte Sequenzanalysen

Die Sequenzrecherchen und -vergleiche erfolgten mit den vom National Center for
Biotechnological Information (NCBI): http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ angebotenen
Programmen, wie a) nucleotide blast (Algorithmus: blstn) oder b) Align (bl2seq).
Hierflr und fir das Design der Primer-Oligonukleotide wurden auch das Programm:
DNAMAN Version 4.15 (Lynnon BioSoft, Quebec, Canada), sowie das Programm
Primer3, das vom Broad Institute (http://www.broad.mit.edu/tools/software.html)

angeboten wird, verwandt.

2.11 Histochemischer Nachweis von reaktiven Sauerstoffspezies

Tabak

Die Blattspitzen von mittelalten Tabak Bel W3 Blattern zeigten nach
Ozonbehandlung Nekrosen (Abb. 17). Dieser Bereich wurde daher zum Nachweis
von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) nach Ozonbehandlung (Kap. 2.6.1.3)
abgetrennt (0 h, 3 h, 8 h und 24 h) und eine Halfte mit NBT (4-Nitroblau
Tetrazolium) und die andere Halfte mit DAB (3, 3'-Diaminobenzidin) infiltriert.
Ebenso wurde mit unbehandelten Kontrollen verfahren.

Wasserstoffperoxid (H202) wurde in Tabakblattern mit 3, 3’-Diaminobenzidin (DAB)
nachgewiesen. In dem Pflanzengewebe wird DAB durch eine Peroxidase vermittelte
Reaktion mit H,O, polymerisiert und fallt als braunes Prazipitat an den Orten der
H,O, Bildung aus (Thordal-Christensen et al., 1997).

71



Material und Methoden

Blattsf)itze

Abb. 13 Blattbereich zur Infiltration von DAB oder NBT zum Nachweis reaktiver
Sauerstoffspezies.

2.11.1 DAB (3, 3'-Diaminobenzidin)

Durchfiihrung:

Das Pflanzenmaterial wurde in einem Exsikkator unter Vakuum (Chemie-
Membranpumpe MZ2CE, Vakuumbrand GmbH; Wertheim) bei 200 mbar fir 10 min
mit Puffer (10 mM MES (Sigma) pH 6.5, 0,1 % (w/v) DAB) infiltriert. Durch das
angelegte Vakuum wurde die Luft aus dem Interzellularraum abgegeben und beim
langsamen Druckausgleich durch den Puffer ersetzt. Der Vorgang wurde wiederholt,
bis man eine vollstandige Infiltration durch eine Dunkelfarbung der Blétter erkennen
konnte (2-3-mal). Danach wurde das infiltrierte Material 45 min im Licht inkubiert und
anschlieBend in 96 % tech. Ethanol, unter mehrfachem Wechseln der Ldsung,
entfarbt und fotografisch dokumentiert.

Mit den Kontrollen wurde analog verfahren, aber ohne Zusatz von DAB im Puffer.

2.11.2 NBT (4-Nitroblau Tetrazolium)
Mit 4-Nitroblau Tetrazolium (NBT) lassen sich nach Doke und Ohashi (1988)

Superoxid Radikale (O2") nachweisen. Es entstand ein unldslicher blauer
Niederschlag von Formazan an den Orten der Superoxid Radikale, der nach dem
Bleichen in Alkohol deutlich sichtbar wurde.

Durchfiihrung:

Das Infiltrieren der NBT-Lésung (0,1 % (w/v) NBT, 10 mM Natriumazid, 50 mM
Kaliumphosphat pH 6.4) erfolgte wie zuvor fir DAB (Kap. 2.11.1) beschrieben. Die
Inkubation erfolgte fir 45 min im Dunkeln. Hierzu wurden die Petrischalen in Alufolie
gewickelt. Das Entfarben in Alkohol und die fotografische Dokumentation erfolgte
analog zu Kap. 2.11.1.

Mit den Kontrollen wurde analog, ohne Zusatz von NBT im Puffer, verfahren.
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2.12 HPLC der LOX Reaktionsprodukte

Aus ozonbehandelten (5 h, 150 ppb Oj) Tabakpflanzen cv. Bel W3 bzw.
unbehandelten Kontrollen wurden nach 0, 5, 8, 12, 24, 32 und 48 Stunden
Homogenate extrahiert (Kap. 2.9.2.2). Hiervon wurden je 10 pl mit 900 yl 50 mM
Natriumphosphatpuffer pH 8.0 und 20 pl Linolsdure (6,5 mM) fir 1 min bei RT in 1
ml Injektionsvials inkubiert. AnschlieBend wurden von der klaren Lésung 30 pl auf
die HPLC-Saule (HPLC, engl.: high performance liquid chromatography) injiziert. Pro

Untersuchungszeitpunkt wurden jeweils drei Extraktionen analysiert.
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0,140 LOOH
0,120 ¢
g) 48 O,
0,120
0,100 f) 32 03
060 ] e) 24 O,
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d) 120,
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Abb. 14  Typische Chromatogramme bei 235 nm nach einer LOX Reaktion.
Dargestellt ist die Null-Kontrolle (a) und je ein Chromatogramm von einer
LOX Reaktion nach Ozon mit den angegebenen Zeiten (b-g). Der Pfeil
verweist auf das entstandene Lipidhydroperoxid (LOOH). Die jeweiligen
Flachen wurden mit dem Programm Millennium®? (Version 3.2; WATERS
Corp.) manuell integriert und verrechnet.

Die HPLC-Analysen erfolgten mit freundlicher Unterstitzung von Prof. Dr. Helmut
Kneifel (Forschungszentrum Jilich). Die Trennung erfolgte mit einer HPLC-Anlage
mit Steuerung durch Millenium (WATERS Corp.) mit einer Pumpe 6000A
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(L6sungsmittel A: 0,1 % H3PO, in Reinstwasser) und M515 (Lésungsmittel B:
Acetonitril, gradient grade). Die Trennung erfolgte isokratisch (80 % L&sungsmittel B
und 20 % Losungsmittel A) Saule: ODS-1, CS-Langerwehe, 250x4 mm, Se. Nr.
23606-99, mit Vorsaule. Injektion: WISP 710 (WATERS); Detektor: PDA 996
WATERS.

Nach der Trennung wurden die Lipidhydroperoxide bei einer Wellenldnge von 235
nm bestimmt und die Flache der Peaks mit dem Programm Millennium®? (Version
3.2; WATERS Corp.) manuell integriert und berechnet. In Abb. 14 ist fir jeden
Untersuchungszeitpunkt exemplarisch ein typisches Chromatogramm abgebildet.
Der Pfeil verweist auf das entstehende Lipidhydroperoxid (LOOH). Darlber hinaus
wurde als Kontrolle zuvor die Identitat des Lipidhydroperoxids wie unter Kap. 2.12.1
beschrieben, untersucht. Andere Peaks wurden nicht weiter bestimmt. Das Ergebnis
ist in Kapitel 3.4 und Abb. 26 dargestellt.

2.12.1 Reduktion der Linolsdurehydroperoxide mittels Natriumborhydrid

Lipidhydroperoxide (LOOH) kénnen durch Zugabe von Natriumborhydrid (NaBH,) zu
ihren entsprechenden Hydroxyverbindungen (LOH) reduziert werden (Wu et al.,
1995; Omar et al, 2003). Die Identitdt der mittels HPLC bestimmten
Lipidhydroperoxide (Abb. 14, LOOH) wurde indirekt im Vergleich mit einem externen
Lipidhydroxid (LOH) Standard (13S, 9Z, 11E)-13-hydroxy-9,11-octadecadienséure
(13 [S]-HODE; Sigma) wie folgt Uberpruft.

Mit der in Kap. 2.12 beschriebenen HPLC Methode wurden 5 ul des Standards 13-
(S)-Hydroxyoctadeca-9Z, 11 E-Diensédure (13 [S]-HODE, Sigma) aufgetrennt. Das
Ergebnis zeigt, dass der Standard (LOH) bei einer Retentionszeit von 4,04 min
eluierte (Abb. 15 a) Standard). Als Vergleichsprobe wurde nach 24 h aus Blatt 3
ozonbehandelter (150 ppb, 5 h) Tabakpflanzen ein LOX enthaltendes Rohextrakt
(RE) hergestellt (Kap. 2.9.2.2). Hiervon wurden 10 uyl mit 900 pl
Natriumphosphatpuffer pH 8.0 und 20 ul Linolsdure (6,5 mM) fur 3 min bei RT
inkubiert. Aus diesem Ansatz wurden 30 pl auf die HPLC Sé&ule injiziert und unter
den gleichen Trennbedingungen wie zuvor beschrieben (Kap. 2.12) analysiert. Das
Resultat ist in Abb. 15 c) RE dargestellt und zeigt dass der LOOH Peak bei einer
Retentionszeit von 3,82 min eluierte. Der verbleibende Reaktionsansatz (s. o0.)
wurde mit einer Spatelspitze Natriumborhydrid (NaBH.) versetzt. Die Reduktion der

Lipidhydroperoxide erfolgte fur 5 min unter leichtem Schuitteln. Die Reaktion wurde
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mit 60 pl Phosphorsdure (10 % v/v) beendet, die das {berschissige
Natriumborhydrid in Natriumphosphat und Wasserstoff (H,) umwandelt. Nach
Beendigung der Gasentwicklung (H2), wurden 30 ul des Gemisches auf die Saule
injiziert und unter den o. g. Bedingungen aufgetrennt. Das Resultat zeigt, dass nach
Zugabe von Natriumborhydrid zu dem LOX (RE) Reaktionsansatz der Peak bei
3,82 min kleiner wurde und der Peak bei 4,05 min an Intensitat zunahm (Abb. 15 b)
RE + NaBH,). Die Retentionszeit des zweiten Peaks war somit vergleichbar mit der

des
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Abb. 15 HPLC-Chromatogramme der Linols&urehydroperoxide und
Linolsaurehydroxide. a) Standard 13 S- HODE (Sigma), b) und c)
Reaktionsprodukte von ozoninduzierter Tabak cv. Bel W3 LOX mit
Linolsaure bei pH 8.0 b) mit Reduktion mittels NaBH; und c) ohne
Reduktion. Die Chromatogramme wurden bei E 235 nm aufgenommen
(Kap. 2.12). Es wurden pro Ansatz je drei separate Analysen
durchgefiihrt. Dargestellt ist je ein représentatives Chromatogramm.
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Standards (4,04 min). Hieraus wurde geschlossen, dass es sich um das
Linolsdurehydroxid (LOH) handelte und folglich der verkleinerte vorangegangene
Peak das Linolsdurehydroperoxid (LOOH) darstellte. Die Bildung der
Lipidhydroperoxide in dem Ansatz Rohextrakt (RE) mit Linolsdure konnte somit
gezielt mittels HPLC bestimmt werden (Abb. 14 und Abb. 26). Diese Methode

erlaubte jedoch keine Aussage Uber Positionsisomere 9- und/oder 13-LOOH.

2.13 Bestimmung des endogenen Jasmonséaure- und Salicylsduregehalts

Tabakpflanzen der Varietat Bel W3 wurden wie unter Kap. 2.6.1.3 beschrieben mit
bzw. ohne Ozon behandelt. Zu den Zeitpunkten O h, 2 h, 5 h, 8 h, 12 h, 24 h, 28 h,
32 h und 48 h nach Start der Behandlung erfolgte die Ernte des Blattmaterials (Kap.
2.8). Aus zwei unabhangigen Experimenten wurde pro Erntezeitpunkt der endogene
Jasmonséure- (JA) und Salicylsduregehalt (SA) aus 2 parallelen Proben wie folgt
bestimmt.
Durchfiihrung:
Je 400 mg feingemorsertes tiefgefrorenes Blattmaterial (Kap. 2.8) wurde mit 1 ml
"3C,-trans-JA-Standard" (30 pmol in Methanol) in einem Eppendorfgefal® vermischt
und 1 h bei RT inkubiert. Anschlieliend wurden die Proben bei 13.000 x g, RT
abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues Eppendorfgefalt tberfiihrt. Diese
wassrige Phase wurde bis zur Trocknung im Rotationsverdampfer eingeengt.
Der ""*C,-trans-JA-Standard" wurde freundlicher Weise von Dr. Axel Miiller
(Abteilung Pflanzenphysiologie, Ruhr Universitat-Bochum) zur Verfliigung gestellit.
Die Proben wurden im Anschluss mittels GC-MS (Gaschromatographie-
Massenspektrometrie) auf ihren endogenen Gehalt an freier JA bzw. freier SA (Dr.
Axel Muller, Abteilung Pflanzenphysiologie, Ruhr Universitat-Bochum in Anlehnung
an Muller et al., 2002) analysiert.
Die ldentifizierung der Verbindungen erfolgte anhand typischer Fragmentierungs-
muster. Als interner Standard zur Quantifizierung wurde "3C,-trans-JA-Standard"
verwendet. Da fir Salicylsdure kein interner Standard mitgefihrt wurde, konnte hier
keine Quantifizierung vorgenommen werden. Stattdessen wurden die Signal-
intensitaten der SA Peaks bestimmt und die gréfte Intensitéat gleich 100 % gesetzt.
Die Quantifizierung des endogenen JA-Gehaltes erfolgte nach folgender Formel:
Signalstarke-A 30 pmol C
Signalstarke-B X 04gFG
A = endogene JA C = eingesetzte Menge 3C-JA-Standard

= endogener JA-Gehalt [pmol/g FG]
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B = *C-JA-Standard FG = eingesetzte Menge Blattmaterial

Durch den internen "'*Cy-trans-JA-Standard" werden mdgliche Schwankungen bei
der Extraktion ausgeglichen.

Die Ergebnisse sind in Kap. 3.13, Abb. 39 und Abb. 40dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1 Lasionenbildung bei ozonbehandelten Nicotiana tabacum L.Varietaten

Lasionenbildung bei ozonexponierten Pflanzen wurde wiederholt in der Literatur
beschrieben (Langebartels et al., 1991; Orvar et al., 1997). Das Schadbild hangt
jedoch sehr von der Ozonkonzentration und den vorherrschenden
Umgebungsparametern ab, so dass fir eine Korrelation zu weiteren Ergebnissen in
der vorliegenden Arbeit die genaue Bonitur der Nekrosen unerlasslich war.

Das Auftreten des Schadbildes bei Tabakpflanzen der Varietdten cv. Bel W3, cv. Bel
B und cv. xanthi.nc Nah-G (weiterhin nur mit Nah-G bezeichnet) wurde nach einem
akuten Ozonpuls (5 h, 150 ppb) und Weiterkultivierung in ozonfreier Luft (Kapitel
2.6.1.3) Uber zwei Tage nach Beginn der Ozonexposition bonitiert (Kap. 2.7). Die
Blétter der drei ozonbehandelten Varietdten blieben zundchst noch grin ohne
sichtbare Schadigungen. Bei den vollentwickelten mittelalten (Nr. 3) und alten
Blattern (bis Nr. 7) traten nach 3 h bis 5 h silbrig gldnzende Bereiche auf, die sich im
weiteren Verlauf (5 h - 10 h) dunkel verfarbten und nach Rich (1964) als "water
soaked areas" (plasmolysiert) bezeichnet werden. Bei der ozonunempfindlichen
Sorte cv. Bel B bildeten sich diese silbrig gldnzenden Stellen anschlielend (nach ca.
5 h - 8 h) wieder zuriick. Bei diesem Pflanzenmaterial traten auch nachfolgend (12 h
- 48 h) an keinem der Blatter Nekrosen auf. Dieses Ergebnis wurde erwartet, da die
verwendete Ozonkonzentration (5 h, 150 ppb) unterhalb der fiir Tabak cv. Bel B von
Langebartels et al. (1991) ermittelten Schadschwelle von 350 ppb Ozon lag. Abb. 17
zeigt die typischen Schadbilder fir ein mittelaltes Blatt (Nr. 3) 24 h nach
Ozonexposition (5 h, 150 ppb). Bei den Tabak Varietaten cv. Bel W3 und cv. Nah-G
entwickelten sich aus den ,water soaked areas“ nach 12 h - 48 h Nekrosen.

Fir Tabak cv. Bel W3 wurde auch beschrieben, dass Nekrosen ab einer
Schadschwelle von 150 ppb Ozon auftreten (Langebartels et al., 1991). Die
Entwicklung der Nekrosen in Abhangigkeit vom Blattalter ist fur cv. Bel W3 und cv.
Nah-G als Prozent Blattschaden zur Gesamtblattfliche in Abb. 16 dargestellt. Die
nach 24 h vollausgebildeten Nekrosen waren bifacial, pergamentartig braun und
scharf gegen das gesunde Blattgewebe abgegrenzt. Sie entwickelten ein in
Abhangigkeit vom Blattalter, typisches Muster. So war das jingste Blatt nahe am

Vegetationspunkt Nr. 0 (Kap. 2.7, Abb. 8) immer symptomfrei. Die noch nicht voll
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entwickelten Blatter Nr. 1 und 2 wiesen kleine punktférmige Nekrosen (5 %-15 %)
an den Blattspitzen und entlang der Seitenrédnder auf. Bei den mittelalten Blattern
(Nr. 3 und 4) war bei cv. Bel W3 eine Verteilung kleinerer Nekrosen mit einem
Schadigungsgrad von 33 % bzw. 50 %, Uber die Blattfliche zu erkennen, die an den
ozonempfindlichen Spitzen besonders ausgepragt waren (Abb. 16 und Abb. 17, A).
Bei Tabak Nah-G traten die Nekrosen bevorzugt entlang den Blattadern auf und
waren insgesamt gro¥flachiger (Abb. 17, B), mit einer h6heren Gesamtschadigung
von 60 % bzw. 76 % (Abb. 16). Die alteren Blatter 5 bis 7 entwickelten grélere
Nekrosen (86 % bis 76 %) zwischen den Leitbindelbereichen, wobei der
punktférmige Charakter bei cv. Bel W3 erhalten blieb. Bei Nah-G nekrotisierte hier
das Gewebe entlang der Blattadern (76 %) (Abb. 17).

?1007 —= N.t. Bel W3
S, 80 4 |—0—N.t. Nah-G
c

S 60 -

Hev)

e

g 401

®

m 20 -
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Blatt Nummer

Abb. 16  Ozoninduzierte Blattschdden bei N. tabacum cv. Bel W3 und N. tabacum
cv. xanthi.nc Nah-G 24 h nach Beginn der Ozonbehandlung (150 ppb Os,
5 h). Die Lasionen sind als Prozent der Blattfliche dargestellt. Blatt O ist
das erste Blatt am Vegetationspunkt < 8 cm. Dargestellt sind Mittelwerte
mit Standardabweichungen (n = 3).

Aufgrund des Verteilungsmusters der Nekrosen bei den mittelalten Blattern (Nr. 3
und Nr. 4) bei N. tabacum cv. Bel W3 wurde, wenn nicht anders angegeben, flr
nachfolgende biochemische und molekularbiologische Untersuchungen Blatt Nr. 3
verwendet. Um eine Vergleichbarkeit des physiologischen Blattalters zu
gewabhrleisten, wurde auch bei N. tabacum cv. Bel B und N. tabacum cv. xanthi.nc
Nah-G Blatt Nr. 3 als Probenmaterial eingesetzt (Abb. 17 ).
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A) Ozon Kontrolle

Ozon Kontrolle

(i
L

9]

Ozon Kontrolle

Abb. 17  Typisches Schadbild eines Tabakblattes mittleren Alters (Blatt Nr. 3) von
A) cv. Bel W3, B) cv. xanthi.nc Nah-G und C) cv. Bel B, 24 h nach Beginn
der Ozonbehandlung (150 ppb Os, 5 h) im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollen.

3.1.1  Abhéngigkeit des Nekrotisierungsgrades von der Ozonkonzentration

Bei dieser Untersuchung sollte die Korrelation zwischen einer Verdopplung der
Ozonkonzentration von 150 ppb auf 300 ppb mit dem Ausmalf} der Lasionenbildung
ermittelt werden. Pflanzen der ozonsensitiven Varietdt cv. Bel W3 wurden in den
Expositionskammern (Kapitel 2.6.1.1) 5 h mit je 150 ppb oder mit 300 ppb Ozon

behandelt und anschlieend unter ozonfreien Bedingungen weiterkultiviert.
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Abb. 18

Nicotiana tabacum cv. Bel W3
Blatt 0 | Blatt 3

Ozon Kontrolle

Ozon Kontrolle

150 ppb
0O;
||||||||||| i
(.1,
Ozon Kontrolle
Ozon Kontrolle
300 ppb
0O;

' (LI
o]

Nekrotisierungsgrad der vegetativ jungen Blatter Nr. 0 und der vegetativ
mittelalten Blatter Nr. 3 bei N. tabacum L. cv. Bel W3 in Abhangigkeit von
der Ozonkonzentration. Die Blatter wurden einen Tag nach Start einer
funfstindigen Behandlung mit 150 ppb oder 300 ppb Ozon bzw. bei
konstant in Reinluft gehalten Kontrollen photographiert. Die Abbildung
zeigt ein représentatives Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen
wobei zur besseren Ubersicht pro Experiment je eine behandelte und
eine unbehandelte Blatthdlfte nebeneinander dargestellt sind.
(GrélRenmarker = 1 cm)
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Kontrollpflanzen wurden keiner Ozonbehandlung ausgesetzt. 24 h nach dieser
Behandlung wurden die Nekrosen fir Blatt Nr. O und Blatt Nr. 3 visuell bonitiert
(Kap. 2.7). Diese Blatter wurden ausgewahlt, da unter Standardbedingungen (150
ppb O3, 5 h) bei dem jingsten Blatt 0 keine und bei dem entwicklungsbedingt
mittelaltem Blatt Nr. 3 eine Verteilung der Schaden Uber die Blattspreite beobachtet
wurde ( Abb. 16 und Abb. 17 ). Die Ergebnisse in Tab. 4 und Abb. 18 zeigen, dass
es bei dem vegetativ jingsten Blatt Nr. 0 weder unter der Standardbehandlung (150
ppb Oz, 5 h) noch nach einer Verdopplung der Ozonkonzentration auf 300 ppb (5 h)
zu einer Schadausbildung kam.

Im Gegensatz dazu konnte bezlglich der Nekrosenentwicklung bei dem vegetativ
mittelalten Tabakblatt Blatt Nr. 3 eine deutliche Korrelation der Schadzunahme mit
einer Erhéhung der Ozonkonzentration (300 ppb O3, 5 h) festgestellt werden. Bei
einer  Ozonexposition unter  Standardbedingungen erhielt man eine
Nekrosenentwicklung von durchschnittlich 37 %, die nach Verdopplung der
Ozonkonzentration (300 ppb O3, 5 h) um das 1,5 fache zunahm (57 %) (Tab. 4 und
Abb. 18). Am Muster der Schadausbildung sieht man, dass es unter
Standardbedingungen (150 ppb O3) bei dem mittelalten Tabakblatt Nr. 3 zu einer
punktférmigen Verteilung der Nekrosen Uber die gesamte Blattflache kam (Abb. 18
und Kapitel 3.1, Abb. 17).

Tab. 4 Abhangigkeit der Nekrosenentwicklung bei N. tabacum L. cv. Bel W3 von
der Ozonkonzentration. Die L&sionen sind als Prozent der Blattflache fir
Blatt Nr. 0 (das erste Blatt am Vegetationspunkt < 8 cm) und Blatt Nr. 3
dargestellt. Die Bonitur erfolgte 24 h nach Beginn der Ozonexposition mit
150 ppb oder 300 ppb fir 5 h. Dargestellt sind Mittelwerte mit ihren
Standardabweichungen (n = 3).

Blatt Nr. Ozon [ppb] Nekrosen [%] Stabwn
0 0 0 0
3 0 0 0
0 150 0 0
3 150 37 9
0 300 0 0
3 300 57 5
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Dieses Verteilungsmuster der Nekrosen blieb auch bei der Verdopplung der
Ozonkonzentration auf 300 ppb O3 erhalten. Lediglich an der Spitze des Blattes, die
am ozonempfindlichsten ist, traten die Lasionen als eine gréfiere Flache auf (Abb.
18).

3.2 Etablierung des Lipoxygenase Enzymtests fiir N. tabacum L. cv. Bel W3

Die Anpassung von Pflanzen an biotische und abiotische Umweltbedingungen wird
oft begleitet von Lipidperoxidationen (Weichert et al., 1999). Diese kénnen das
Ergebnis einer Autoxidation (Porter, 1986) oder eines kontrollierten
enzymkatalysierten Schrittes sein, wie ihn die Lipoxygenase (LOX) Reaktion
vermittelt (Kap. 1.5.1; Blée, 1998). Hierbei werden die in den Pflanzenmembranen
vorkommenden ungesattigten Fettsduren wie Linol- und o- Linolensdure zu ihren
Hydroperoxiden oxidiert, die wiederum als Vorlaufer einer Vielzahl von Metaboliten
mit physiologischer Wirkung dienen (Kap. 1.6). Erhdhte Lipidperoxidation und die
Ausbildung von Nekrosen bei ozonsensitiven Pflanzen wurden nach Ozonexposition
beobachtet (Guderian, 1985; Heath und Taylor, 1997) und die Entstehung fliichtiger
kurzkettiger Cg-Verbindungen hier im Institut nachgewiesen (Heiden et al., 1999a;
1999b).

Um herauszufinden in wieweit diese Lipidperoxidation bei Pflanzen als eine
spezifische enzymkatalysierte Reaktion auf Ozon verstanden werden kann, wurde in
dieser Arbeit der Einfluss des abiotischen Stressors Ozon (150 ppb, 5 h) auf den
zeitlichen Verlauf der Enzyminduktion von Lipoxygenase und somit auf eine
kontrollierte Oxidation von Fettsauren bei N. tabacum L. cv. Bel W3 untersucht.
Hierfir wurden Vorversuche zur LOX Aktivitdtsbestimmung durchgefiihrt, die auf
den in der ausgewéahlten Literatur beschriebenen Methoden nach Ocampo et al.
(1986), Rancé et al. (1998) und Mauch et al. (1997) basierten (Kapitel 2.9.2). Bei
direkter Anwendung dieser Methoden konnte in dem hier untersuchten
Pflanze/Stress System jedoch keine LOX Aktivitdt nachgewiesen werden. Fir den
Nachweis von Lipoxygenase Aktivitat in ozonbehandeltem Tabak musste daher

zunachst ein geeignetes Testsystem ausgearbeitet werden.

3.2.1  Optimierung des Extraktionspuffers

Als eine Ursache zunéchst fehlender Enzymaktivitdt wurde ein LOX Aktivitatsverlust

wahrend der Extraktion vermutet. Hierfir wurde ausgehend von der bei Rancé et al.
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(1998) beschriebenen Extraktionsmethode eine Optimierung des Extraktionspuffers
vorgenommen.

Der pH-Wert des Puffers wurde auf pH 7.5 erhéht, da nach Theimer (1983) hier eine
Protonenkonzentration vorliegt, die die Funktion vieler Zellenkonstituenten starkt.
Zusatzlich wurde der Extraktionspuffer mit 10 % Glycerin komplettiert da Price
(1992) beschrieb, dass viele Enzyme bei Verdinnung an Stabilitét verlieren, was
durch einen Zusatz von 10-50 % Glycerin verhindert werden kann. Zu einer
grélleren Homogenitat des Aufschluss tragen nicht ionische Detergenzien wie
Tween-20 bei, da sie die natirlichen Membranstrukturen zerstéren (Price, 1992) und
sich hierdurch zudem mdgliche membranassozierte LOX (Vianello et al., 1995)
leichter ablésen lieRen. Es wurden dem Extraktionspuffer daher 0,1% Tween-20
zugesetzt. Diese Konzentration liegt deutlich unter der fur Tween-20 vom Hersteller
(Roche) beschriebenen kritischen Micellenkonzentration (CMC) von 6 %. Nach
Zusatz von anorganischen Kationen wie KCI (Kaliumchlorid), LiCl (Lithiumchlorid)
und NaCl (Natriumchlorid) mit Konzentrationen bis zu 1 M zeigte sich die gréfRte
Steigerung der katalytischen Aktivitat der LOX Domane nach Zusatz von 0,5 M NaCl
(Boutaud und Brash, 1999), so dass dem Aufschlusspuffer dieses Salz
entsprechend (NaCl 0,5 M) zugesetzt wurde. Mit diesem optimierten Puffer wurde
der Einfluss verschiedener Schutzsubstanzen auf die LOX Aktivitat getestet, da
Oxidationsprozesse oder Schwermetallionen enzymkatalysierte Reaktionen
beeintrachtigen kénnen. Es wurden die Verbindungen DTT, EDTA und PVPP dem
Extraktionspuffer einzeln zugesetzt und verschiedene Homogenate hergestellt. Als
Kontrolle dienten Reaktionsansatze ohne Schutzsubstanzen (Kap. 2.9.2.1 und Tab.
2). Aus den unterschiedlichen Homogenaten wurde die LOX Aktivitat bestimmt (Abb.
19).

Die hochste LOX Aktivitdt (0,15 nkat/mg Protein) wurde bei Verwendung von
Extraktionspuffer ohne jeden Zusatz von Schutzsubstanzen ermittelt. Der Zusatz
von EDTA zeigte nur eine geringe Auswirkung auf die LOX Aktivitat (0,13 nkat/mg
Protein). Eine deutliche Verminderung der LOX Aktivitdt um 31 % wurde nach
Zugabe von PVPP (0,09 nkat/mg Protein) oder DTT (0,07 nkat/mg Protein)
analysiert (Abb. 19).

PVPP wird oft zum Schutz gegen Phenole eingesetzt, die Uber Amino- und
Sulfhydrylgruppen kovalent mit Proteinen interagieren kénnen und diese dadurch

denaturieren (Loomis, 1974). Mdglicherweise wurden auch LOX Proteine an PVPP
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adsorbiert, was zu der verminderten Aktivitat fihrte. DTT enthalt eine Thiolgruppe

mit reduzierender Kapazitat, die Schutz gegen Oxitationsprozesse bieten soll (Price,

1992). Als eine Ursache der geringeren LOX Aktivitat mit DDT wére es denkbar,

dass DTT die aktivierte LOX Form zur inaktiven Form reduzierte (Kap. 1.6.1).

Abb. 19

LOX Aktivitat

__ 0,16
(= .
£ 0,12 "
o T
g 0,08 - T
©
i 0,04 -
0
Puffer Puffer Puffer Puffer
ohne Zusatz + EDTA + PVPP +DTT
Extraktionspuffer

LOX Aktivitdt in Abhangigkeit vorhandener Schutzsubstanzen im
Extraktionspuffer. Der Extraktionspuffer (Kap. 2.9.2.1) wurde entweder
ohne Zusatz belassen oder es wurden jeweils 5 mM DTT, 1 mM EDTA
oder 1 Spatelspitze PVPP hinzugegeben. Die Extraktion erfolgte aus
Blattmaterial, das 24 h nach 5 h Ozonbehandlung (150 ppb) geerntet
wurde. Die Messungen wurden mit Linolsdure als Substrat in Natrium-
Phosphatpuffer pH 8.0. vorgenommen (Kap. 2.9.2.7). Dargestellt sind
Mittelwerte  einer Dreifachbestimmung aus drei unabhangigen
Aufschlissen mit ihren Standardabweichungen.

Aufgrund der Ergebnisse wurde auf eine weitere Anreinigung von Lipoxygenase

verzichtet, da auch Price (1992) Enzymmessungen in Pflanzenrohextrakten als

geeignet charakterisieren, um Flisse durch Stoffwechselwege zu ermitteln und

Informationen Uber ihre Regulation zu erhalten. Als Resultat dieser Untersuchungen

wurde der optimierte Extraktionspuffer ohne Zusatz von Schutzsubstanzen fir alle

weiteren Messungen der LOX Aktivitat verwandt (Kap. 2.9.2.1).

3.2.2 Abhéngigkeit der LOX Aktivitat von der eingesetzten Enzymmenge

Die LOX Aktivitdt aus 24 h nach einer finfstiindigen Ozonexposition geernteten

Tabakblattern cv. Bel W3 wurde mit unterschiedlichen Mengen Rohextrakt (2.9.2.2)

im Testansatz unter Standardbedingungen (Kapitel 2.9.2.7) mit Linolsaure als

Substrat vermessen.
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Das Ergebnis in Abb. 20 zeigt die Produktbildung (AE234nm/ min) in Abhdngigkeit von
der Menge des eingesetzten Rohextrakts. Fur alle weiteren Messungen wurden 10

bl Rohextrakt eingesetzt, um konstante Bedingungen zu gewahrleisten.

0,10
0,05 1
0,00

AE534,m/MIN

0 5 10 15 20
[pl] Rohextrakt/Ansatz

Abb. 20 Lipoxygenase Aktivitdt von Tabak cv. Bel W3. Blattproben wurden 24 h
nach einer finfstindigen Ozonbehandlung (150 ppb) geerntet und
hieraus Rohextrakte hergestellt (Kap. 2.9.2.2). Die LOX Aktivitdt wurde
mit 0, 2,5, 5, 10 und 20 pyl Homogenat mit Linolsdure als Substrat in
Natriumphosphatpuffer pH 8.0 gemessen (Kap. 2.9.2.7). Dargestellt sind
Mittelwerte aus drei Extraktionen mit ihren Standardabweichungen.

3.2.3 Bestimmung des optimalen pH-Wertes fiir Lipoxygenase

Ozonbehandelter Tabak cv. Bel W3 (5 h, 150 ppb) wurde nach 24 h geerntet
(Kap. 2.8) und hieraus Enzymrohextrakte hergestellt (Kap. 2.9.2.2). Mit diesen
Homogenaten wurde der optimale pH-Wert fur die Lipoxygenase Reaktion zwischen
pH 4.0 bis pH 10.0 (Kapitel 2.9.2.3) mit Linol- oder Linolensdure als Substrat
bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 21 und Abb. 22 dargestellt. Die
Kontrollexperimente zu Oxidationsprozessen mit a) nur Linolensdure oder b) nur
Rohextrakt zeigten ein identisches Verhalten wie weiter unten fur Linolsdure
beschrieben und sind daher nicht noch einmal gesondert dargestellt.

Fettsduren, die in diesem Test die Substrate bilden, neigen zu Autoxidation (Kap.
1.5.1). Dies wurde in dem Kontrollexperiment mit Linolsdure ohne Anwesenheit von
LOX-Rohextrakt bei pH-Werten < 6.5 nachgewiesen. Wesentlich starkere Lipid-
hydroperoxidbildung (0,19 Ejzszsnm/min) zeigten auch die Kontrollen mit nur LOX-
Rohextrakt ohne zuséatzliche Linolsdure (Abb. 21). Als Ursache wird hierbei jedoch
vermutet, dass die wahrend des Extraktionsverfahrens nicht abgetrennten Lipide
zum einen autoxidieren s. o. und zusatzlich durch LOX enzymatisch umgesetzt

werden.
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Abb. 21 Akkumulation der Linolsdurehydroperoxide in Abhangigkeit vom pH-Wert.
Mit Rohextrakt und Substrat (A), mit Substrat (¢) und mit Rohextrakt (@)
im Testansatz. Die sich Uberlappenden Puffersysteme sind (Na-Cit)
Natriumcitrat, (Na-P) Natrium-Phosphat und (C+L) Clark und Lubs im pH-
Wert Bereich von 4.0 bis 10.0. Dargestellt sind Mittelwerte einer
Dreifachbestimmung aus drei unabhangigen Extraktionen mit ihren
Standardabweichungen.

Der optimale pH-Wert fir LOX wurde aus der Aktivitatskurve Rohextrakt mit
Linolsdure bestimmt (Abb. 21). Es waren zwei Aktivitdtsoptima zu erkennen. Das
erste wurde in dem Uberlappungsbereich der Puffer bei pH 8.0 im Natrium-
Phosphat Puffer ermittelt und das zweite im sauren pH Bereich im Natrium-Citrat
Puffer bei pH 5.0.

Anhand der durchgefiihrten Kontrollen kann die Produktbildung bei pH 8.0 eindeutig
auf die Aktivitat der LOX zurtickgefiihrt werden (Abb. 21). Bei dem Optimum von pH
5.0 zeigten die Kontrollen, dass die Testansatze a) Rohextrakt oder b) Rohextrakt
mit Linolsdure ca. die 3 fache Menge an Hydroperoxiden bildeten wie autoxidierte
Linolsdure alleine (Abb. 21). Es wird daher auch bei diesem sauren pH Optimum
von einer teilweise enzymkatalysierten Reaktion ausgegangen. In parallel
durchgefiihrten Experimenten mit abgekochtem Rohextrakt ohne Substrat (Kap.
2.9.2.7) konnte bei pH 5.0 keine Lipidhydroperoxidbildung festgestellt werden. Eine

mdgliche Zerstérung der Lipide durch die Erhitzung ist jedoch nicht auszuschlieRen.
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Zur weiteren Absicherung dieser Ergebnisse wurden daher LOX-Inhibitorversuche
durchgefihrt (siehe Kap. 3.3).
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Abb. 22  Lipoxygenase Aktivitadt in Abhangigkeit vom pH-Wert mit Linolenséure als
Substrat A). Die Puffersysteme sind (Na-Cit) Natriumcitrat, (Na-P)
Natrium-Phosphat und (C+L) Clark und Lubs im pH-Wert Bereich von 4.0
bis 9.5. B) stellt eine AusschnittsvergréRerung von A) dar. Dargestellt sind
Mittelwerte  einer Dreifachbestimmung aus drei unabhangigen
Extraktionen mit ihnren Standardabweichungen.

Mit Linolensdure als Substrat zeigte die Lipoxygenase ebenfalls zwei pH-Wert
Optima. Das erste bei pH 5.0 und das zweite bei pH 7.0 (Abb. 22 A und B). Zur
besseren Ubersicht ist der pH-Wert Bereich zwischen pH 6.0 bis pH 9.5 in einer
Ausschnittsvergroerung (Abb. 22 B) dargestellt. Das LOX Aktivitdtsoptimum im
neutralen pH-Wert Bereich bei pH 7.0 lie3 aufgrund der Kontrollen auf spezifische
LOX Aktivitat schliel3en. Bei pH 5.0 gelten die gleichen Interpretationen wie bereits
zuvor fur Linolsaure ausgefihrt.

Versucht man die LOX bei ozonbehandeltem Tabak aufgrund der hier ermittelten
Aktivitatsoptima bestimmten Zellkompartimenten zuzuordnen, so kommen nach
Elstner (1990) und Rausch (1999) mit einem pH-Wert zwischen 7.0 -8.0 u. a. die
Chloroplasten und das Zytosol und im sauren pH Bereich von 5.0 die Vakuole oder
nach Dietz (1997) der Apoplast mit einem pH-Wert von 5-7 in Frage.

In diesen Zellkompartimenten wurden auch bei anderen Pflanzenspezies LOX

nachgewiesen (Kap. 1.6.2).
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3.2.4 Einfluss der Lagerungsbedingungen auf die Enzymaktivitat von LOX

Die Lagerung von Rohextrakt wirde zu einer Erleichterung der LOX
Aktivitdtsmessungen  fuhren. Zundchst wurde daher der Einfluss der

Lagerungsbedingungen auf die Stabilitdt der LOX untersucht.

1001 ma
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auf Eis

Rohextrakt-Lagerung

Abb. 23 LOX Aktivitdt in Abhangigkeit von der Lagerung. Die aufgeschlossenen
Rohextrakte wurden frisch + sofort, nach 3,5 h auf Eis, nach 24 h bei 4T
und nach Schockgefrieren und 24 h bei -20C gemesse n. Dargestellt sind
Mittelwerte aus drei unabhangigen Aufschlissen mit je drei parallelen
Messungen und ihren Standardabweichungen. Die gréldte Aktivitat wurde
gleich 100 % gesetzt.

Die Ergebnisse in Abb. 23 zeigen, dass 100 % LOX Aktivitdt nur in frisch
hergestellten und sofort gemessenen Rohextrakten erreicht wurde. Schon nach 3,5
h auf Eis nahm die Aktivitat um 33 % ab. Bei Lagerung des Homogenats tGber Nacht
im Kihilschrank bei 4C sank die Aktivitat innerhalb von 24 h um 89 %. Auch nach
Schockgefrieren in flissigem Stickstoff mit anschlieRender Lagerung (24 h) bei -
20 fiel die LOX Aktivitdt um mehr als die Halfte (55 %) ab.

Zusammenfassend kann formuliert werden, dass eine lédngere Lagerung der
Rohextrakte ohne Aktivitdtsverlust nicht mdéglich war. Fur weitere Messungen

wurden die Homogenate frisch hergestellt und direkt zur Messung eingesetzt.

3.3 Einfluss verschiedener Inhibitoren auf die LOX Aktivitat

In Kapitel 3.2 wurde die Aktivitdt der Tabak Lipoxygenase im Rohextrakt

nachgewiesen. Es ergaben sich mit Linolsdure als Substrat die zwei pH-Wert
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Optima 5.0 und 8.0. Hierbei konnte anhand der Kontrollen die
Linolsaurehydroperoxidbildung bei pH 8.0 eindeutig auf eine LOX Reaktion
zurlckgefiuhrt werden. In  dem sauren pH Bereich waren auch
Autoxidationsprozesse der Fettsdure sowie Fettsdurehydroperoxidbildung mit
ausschliel3lich Rohextrakt im Ansatz zu beobachten (Kap. 3.2.3 und Abb. 21).

Mit Inhibitorversuchen sollte daher zusatzlich gezeigt werden, dass ein Teil der
Lipidhydroperoxidbildung auf eine LOX katalysierte Reaktion zuriickzuflihren ist, wie
aufgrund von Kontrollversuchen vermutet wurde (Kap. 3.2.3 und Abb. 21). Hierzu
wurden verschiedene in der Literatur als LOX Inhibitoren beschriebene Substanzen
zur Hemmung des Enzyms eingesetzt (Fan und Mattheis, 2001; Fournier et al.,
1993).

100

—e&— trans-Resveratrol / pH 8.0
—&— Quercitin / pH 8.0

* —a— Esculetin / pH 8.0
—e— N-Propylgallate / pH 8.0
—6— N-Propylgallate / pH 5.0
0 1 1 1 ‘ 1 ‘ 1 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Inhibitor [uM]

Abb. 24 Inhibition der ozoninduzierten LOX Aktivitdt in Tabak cv. Bel W3
Rohextrakten. Blattproben wurden 5 h mit Ozon (150 ppb) behandelt, in
Reinluft weiterkultiviert und nach 24 h extrahiert. Die LOX
Aktivitatsbestimmung erfolgte mit Linolsédure bei pH 8.0 oder pH 5.0 wie
in  Kapitel 2.9.2.2 wund 2.9.2.7 beschrieben. Kontrollen ohne
Inhibitorzusatz wurden gleich 100 % gesetzt. Die Ergebnisse stellen
Mittelwerte aus drei Extraktionen dar.

*

LOX Aktivitat [%]
zur Kontrolle
(6)]

o

Fir den Wirkmechanismus der Inhibitoren beschrieben Maccarrone et al. (1995)
folgende Mdoglichkeiten. LOX Inhibitoren kénnen zum einen an eine andere (nicht
die aktive Seite) des Enzyms binden und durch z. B. Konformationsdnderungen im
Enzym eine Reaktion unterbinden oder sie verhindern die Entstehung der aktiven
Fe(lll) Form der LOX. Es ist auch méglich, dass sie das katalytisch aktive Eisenatom
(Fe*") in eine inaktive Form (Fe®") durch freie Radikalmetabolite umwandeln und
dadurch die LOX Reaktion inhibieren.
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Der potenteste LOX Inhibitor wurde zunachst bei pH 8.0 eingesetzt, da hier die LOX
Aktivitat spezifisch war (Kap. 3.2.3). N-Propylgallat erwies sich als effektivster
Inhibitor. Bei einer Konzentration von 10 uM waren bereits 50 % der LOX Aktivitat
inhibiert (Abb. 24). Auch Quercitin, ein in Baumrinden weit verbreitetes Glykosid mit
enzymhemmenden Eigenschaften (R6mpp, 1995), zeigte mit einem ICsy von 30 uyM
eine deutliche Inhibition. Im Gegensatz dazu kam es mit Esculetin, einem
Cumarinderivat (6, 7-Dihydroxycumarin; Rémpp, 1995) und trans-Resveratrol, das
von Fan und Mattheis (2001) als wirksamster LOX Inhibitor beschrieben wurde, nur
bei Einsatz hoher Konzentrationen von 118 yM und 78 pM zu einer LOX Inhibition
um ca. 50 % (Abb. 24).

Der wirksamste LOX Inhibitor bei pH 8.0 das n-Propylgallat wurde zur Hemmung der
LOX Aktivitat bei pH 5.0 eingesetzt (Kap. 2.9.2.8). Hierbei wurde der ICsp bei einer
Konzentration von 35 uM erreicht (Abb. 24). Es wird angenommen, dass die
verringerte Bildung von Lipidhydroperoxiden bei pH 5.0 durch die Hemmung der
LOX Aktivitat erfolgte und unterstitzt damit die Ergebnisse aus Kapitel 3.2.3.

3.4 Zeitverlauf der Lipoxygenase Aktivitat nach Ozonbehandlung bei Tabak

Zu den Zeiten 0 h, 2 h, 5h, 8 h, 12 h, 24 h, 28 h, 32 h und 48 h nach Beginn einer
funfstindigen Ozonbehandlung (150 ppb Os3) wurden mittelalte Tabakblatter der
Varietat cv. Bel W3 geerntet. Entsprechend wurde mit unbehandelten Kontrollen
verfahren (Kap. 2.6.1.3 und 2.8). In den hieraus gewonnenen Rohextrakten wurde
photometrisch die Lipoxygenase Aktivitdt mittels des etablierten Testsystems (Kap.
3.2) bestimmt (Kap. 2.9.2.7). Zur Kontrolle wurde die LOX Aktivitdt durch Messung
der Lipidhydroperoxide mittels HPLC analysiert (Kap. 2.12).

In Abb. 25 A) ist der Zeitverlauf der photometrisch ermittelten LOX Aktivitat im
neutral-basischen pH-Wert Bereich (pH 7.0 und pH 8.0) dargestellt. Deutlich ist zu
erkennen, dass es in ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3 gegenlber
unbehandelten Kontrollpflanzen zu einer transienten LOX Aktivitat zwischen 5 h und
32 h kam. Die ozoninduzierte LOX Aktivitat zeigt mit Ausnahme der Werte nach 24
h sowohl mit Linolsdure als auch mit Linolensdure als Substrat einen identischen
Kurvenverlauf. So war die LOX Aktivitat verglichen mit Kontrollpflanzen nach 8 h
bereits 3 fach erhéht. In den folgenden 4 h nahm die Aktivitat weiter stark zu und
erreichte nach 12 h eine 15 fache Steigerung. Das LOX Aktivitdtsmaximum wurde

nach 24 h erreicht. Hier zeigte die LOX eine Substratpraferenz fur Linolsdure (LOX

91



Ergebnisse

Aktivitat: 0,29 nkat/mg Protein) gegeniber Linolensdure (LOX Aktivitat: 0,17 nkat
/mg Protein). Mdglicher Weise wurde zu diesem Zeitpunkt eine weitere Isoform
aktiviert, mit einer Substratpréferenz fir Linolsdure. Im Folgenden nahm die LOX-
Aktivitat ab und hatte nach 32 h das Niveau der LOX Aktivitdt aus Kontrollpflanzen
erreicht. Hieran schloss sich erneut ein leichter Anstieg nach 48 h an. Der
Kurvenverlauf der Kontrollpflanzen zeigte einen leichten Tagesgang der LOX
Aktivitdt da zu Beginn der Messungen O h nach 24 h und 48 h eine leichte
Erhéhung, vor allem mit Linolenséure als Substrat, gemessen wurde. Hierflr kénnte
eine Beteiligung der LOX an normalen physiologischen Prozessen, wie bereits in der
Einleitung (Kap 1.6.3) beschrieben, verantwortlich sein.

Bei den photometrisch bestimmten LOX Aktivitadten im sauren pH-Wert Bereich von
pH 5.0 (Abb. 25 B) wurde mit Linolensaure als Substrat sowohl bei ozonbehandelten
wie auch unbehandelten Kontrollpflanzen eine hohe LOX Aktivitat in Relation zu den
LOX Aktivitdten mit Linolsdure als Substrat festgestellt. Dies wird zum Teil auf die
héhere Autoxidation von Linolensaure zurlckgefiihrt. Im zeitlichen Verlauf zeigten
zunéchst die Kontrollpflanzen nach 2 h und 5 h eine stérkere Produktbildung als die
ozonbehandelten Pflanzen. Dies lieRe auf eine Repression oder Inhibition der LOX
schliefen oder ist ein Hinweis auf héherer Autoxidation der Fettsdure. Nach 8 h
stieg die LOX Aktivitat jedoch 1,2 fach tber den Kontrollwert an und hatte nach 12 h
mit 2,8 nkat/mg Protein (2,4 fach) ihr Maximum erreicht. Die Aktivitdt war danach bis
24 h rucklaufig (1,9 nkat/mg Protein) und stieg nochmals kontinuierlich bis auf 2,2
nkat/ mg Protein nach 48 h an.

Die Tabak cv. Bel W3 LOX Aktivitat mit Linolsdure als Substrat bei pH 5.0 zeigte
zeitlich gesehen eine vergleichbare transiente Ozoninduktion wie zuvor fur pH 8.0
beschrieben. Auch hier wurde die stérkste ozoninduzierte LOX Aktivitdt zwischen 12
h (2,8 fache gegeniber Kontrolle) und 24 h (2,6 fach gegenliber Kontrolle) erreicht.
Im Anschluss sank die LOX Aktivitdt und war nach 32 h fast auf das Niveau der LOX

Aktivitat in Kontrollpflanzen zuriickgefallen.
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Ozoninduzierte Tabak Lipoxygenase Aktivitdt in Abhangigkeit von der
Zeit. Tabakpflanzen cv. Bel W3 wurden 5 h mit 150 ppb Ozon behandelt
und anschlieend in ozonfreier Luft weiterkultiviert (geschlossene
Symbole). Kontrollpflanzen wurden konstant in ozonfreier Luft gehalten
(offene Symbole). Die LOX Aktivitdtsbestimmungen erfolgten nach den
angegebenen Zeitpunkten in A) mit Linol- (l, O) bei pH 8.0 oder mit
Linolensdure (A, A) bei pH 7.0 wie in Kapitel 2.9.2.2 und 2.9.2.7
beschrieben. B) zeigt die entsprechenden Messungen bei pH 5.0. Die
Ergebnisse stellen Mittelwerte aus drei Extraktionen mit ihren
Standardabweichungen dar.
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Die LOX zeigte in Kontrollpflanzen nur geringe Aktivitat wobei auch hier, genau wie

im neutral basischen pH Bereich, phasische Aktivitdtsmaxima nach 24 h und 48 h

festzustellen waren.
Die bei jedem Versuch durchgefihrten Kontrollen mit gekochten Rohextrakten

zeigten keinerlei LOX Aktivitat.
Die zeitabhangige Aktivierung der LOX in N. tabacum L. cv. Bel W3 nach

Ozonexposition wurde unabhangig durch HPLC Untersuchungen (Kap. 2.12)
bestétigt. Die HPLC Ergebnisse in Abb. 26 zeigen analog zu Abb. 25 A) die
ozoninduzierte transiente Akkumulation der Linolsdurehydroperoxide bei pH 8.0. Der

zeitliche Verlauf der ozoninduzierten LOX Aktivitdt bei Tabak cv. Bel W3 war in

beiden Experimenten vergleichbar.

Abb. 26
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Zeitverlauf der ozoninduzierten N. tabacum L. cv. Bel W3 Lipoxygenase
Aktivitat bestimmt durch HPLC. Tabakpflanzen cv. Bel W3 wurden 5 h mit
150 ppb Ozon behandelt und anschlieBend in ozonfreier Luft
weiterkultiviert (geschlossene Symbole). Kontrollpflanzen  wurden
konstant in ozonfreier Luft gehalten (offene Symbole). Die LOX Aktivitat
wurde nach den angegebenen Zeitpunkten mit Linolsdure bei pH 8.0
bestimmt. Aufgetragen sind die bei Ez3snm  ermittelten relativen
Peakflachen der Linolsdurehydroperoxide. Dargestellt sind Mittelwerte
aus drei Extraktionen mit ihren Standardabweichungen.
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3.5 Nachweis ozoninduzierter Isoformen der Tabak Lipoxygenase

Isoenzyme beschreiben Proteine, die innerhalb eines Organismus existieren und
trotz genetisch determinierter Unterschiede in der Primarsequenz identische
enzymatische Kapazitaten besitzen.

In der Familie der Lipoxygenasen gibt es verschiedene Isoformen, die anfanglich
aufgrund der unterschiedlichen pH-Wert Optima (Galliard und Chan, 1980; Siedow,
1991) und spéater aufgrund von &hnlichen Aminosdursequenzen (Shibata et al.,
1994) klassifiziert wurden (vgl. Kap. 1.6). Die auch in dieser Arbeit festgestellten
unterschiedlichen pH-Wert Optima fir LOX (Kap. 3.2.3), gaben Veranlassung die
Lipoxygenase Aktivitdt unter nativen Bedingungen auf Polyacrylamidgelen
nachzuweisen, um so Hinweise auf mdgliche Isoformen zu erhalten. Verglichen
wurde der Zeitpunkt 24 h nach Start der Ozonbehandlung (150 ppb, 5 h) mit den
entsprechenden unbehandelten Kontrollpflanzen bei Tabak cv. Bel W3, da zu
diesem Zeitpunkt zuvor die héchste ozoninduzierte LOX Aktivitdt nachgewiesen
werden konnte (Abb. 25).

Das Ergebnis in Abb. 27 | und Il Spur A zeigt eindeutig, dass in Tabak cv. Bel W3
ozoninduzierte LOX Aktivitdt in Form von je 2zwei spezifischen Banden
nachgewiesen werden konnte (Pfeile). Unspezifische Oxidationsprozesse waren
durch Zugabe von Kaliumzyanid ausgeschlossen worden. Die LOX Aktivitatsbanden
traten sowohl bei pH 8.0 und Linolsdure (Abb. 27 I) als auch bei pH 7.0 und
Linolensaure (Abb. 27 Il) auf. Die nachgewiesenen LOXs Aktivitdtsbanden kdénnen
auf zwei oder mehr LOX Isoformen hinweisen.

In unbehandelten Kontrollpflanzen wurde bei pH 7.0 und Linolensadure keine LOX
Aktivitat detektiert (Abb. 27 II, Spur B) wohingegen bei pH 8.0 und Linolsdure zwei
schwache Banden auf LOX Aktivitat hindeuteten (Abb. 27 |, Spur B). Dies steht in
Ubereinstimmung zu dem photometrischen Test, mit dem geringe LOX Aktivitat
auch in unbehandelten Kontrollpflanzen nachgewiesen wurde (Abb. 25 a). In diesem
Versuch diente gereinigte Soja LOX (Sigma) als Positivkontrolle und zeigte eine
starke Aktivitdt (Abb. 27 | und Il, Spur C). Die enzymatisch nicht aktive
Negativkontrolle in Form von BSA zeigte keine Aktivitat (Abb. 27 | und Il, Spur D).
Versuche unter sauren Bedingungen im Natrium-Citrat-Puffer bei pH 5.0 und Linol-
oder Linolensdure als Substrat fihrten zu milchig-weillen Proteinbanden und
keinerlei Farbreaktion. Auflerdem kam es mdglicherweise zur Entstehung von

Blausdure aufgrund des enthaltenen Kaliumzyanids (Prof. Kneifel, mindl. Mitteilung)
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und hierdurch gegebenenfalls zu einer Beeintrachtigung der Enzymaktivitat . Auf die

Darstellung wurde verzichtet.

1)

)

Abb. 27 Native PAGE mit in-Gel Farbung zum Nachweis von ozoninduzierten
Lipoxygenase Isoenzymen in Tabak cv. Bel W3. Die Blatter wurden A)
24 h nach Start einer Ozonbehandlung (5 h, 150 ppb) oder B) von
unbehandelten Kontrollpflanzen geerntet. C) Positive Kontrolle:
Gereinigte Soja LOX (Sigma). D) Negativ Kontrolle: BSA. Die LOX
Reaktion erfolgte in 50 mM Natriumphosphatpuffer 1) pH 8.0 und
Linolsdure und Il) pH 7.0 und Linolensdure als Substrat nach der in
Kapitel 2.10.9 vorgestellten Methode. Die Pfeile verweisen auf die LOX
Aktivitat in Form von spezifisch angeférbten Banden. Es wurden in den
Spuren A), B) und D) je 50 ug und in Spur C) 8 ug Protein aufgetragen.
Dargestellt ist je ein reprasentatives Bild aus drei unabhéngigen
Experimenten.

3.6 Klonierung von genspezifischen Sonden fiir LOX, OPR, AOC, EH, ADH,
HPL, Glc und Chn

Zur Klérung der Frage, ob die ozoninduzierte LOX Aktivitat, sowie verschiedene
Enzyme des LOX-Wegs auf Transkriptebene reguliert werden, wurden
entsprechende Northern Blot Analysen durchgefiihrt. Hier diente die ozoninduzierte
MmRNA Expression der PR-Proteine basische R-1,3-Glucanase und basische
Chitinase als Positivkontrolle. Dazu war es zunachst notwendig die endsprechenden

cDNA Gensonden zu erzeugen.
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Arbeit
Nukleotidsequenzen von Nicotiana tabacum L. 12-oxo-Phytodiensdure-Reduktase
(OPR), Hydroperoxid-Lyase (HPL) und Allenoxid-Cyclase (AOC) nicht publiziert. Die
genspezifischen

Zum Zeitpunkt des experimentellen Teils dieser waren die

Primer dieser Enzyme wurden daher von bekannten

Nukleotidsequenzen aus Tomate (Solanum lycopersicum L.) abgeleitet, da diese
ebenfalls zur Familie der Solanaceaen gehéren. Alle weiteren Primer wurden aus
Nicotiana tabacum L. Varietaten der

publizierten Nukleotidequenzen von

entsprechenden Enzyme abgeleitet (Kap. 2.10.7 und Kap. 2.10.21).

Tab. 5 Genspezifische cDNA Sonden aus ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3.
Dargestellt sind die spezifischen cDNA Gensonden, sowie die Sequenzen
[Acc. Nr.], die nach Sequenzvergleichen auf Nukleotidebene (Kap.
2.10.21 a)) die héchste Homologie ergaben. Die cDNA Fragmente
wurden durch RT-PCR mit spezifischen Primern erzeugt (Kap. 2.10.12).
Hierfur wurde RNA eingesetzt, die 8 h oder 24 h nach Start einer
Ozonbehandlung (5 h, 150 ppb O3) aus Blattmaterial (Nr. 3) isoliert
worden war (Kap. 2.10.1.1).

cDNA Gensonde Homologie [%)]

OPR 85 % [AJ242551.1] Lycopersicon esculentum

(12-oxo-Phytodiensédure-Reduktase) mRNA for 12-oxophytodienoate reductase (opr gene)

HPL 100 % [AF230372.1] Lycopersicon esculentum
(Hydroperoxid-Lyase) ia;;y acid hydroperoxide lyase (HPL) mRNA, complete

AOC 95 % [AJ308487.1] Nicotiana tabacum mRNA for
(Allenoxid-Cyclase) allene oxide cyclase (aoc gene)

EH 96 % [U57350.1] Nicotiana tabacum epoxide

(Epoxidhydrolase) hydrolase mRNA, complete cds
LOX 99 % [X84040.1] N.tabacum mRNA for
(Lipoxygenase) lipoxygenase
LOX(full) 98 % [X84040.1] N.tabacum mRNA for
(Lipoxygenase) lipoxygenase
ADH 96 % [X81853.1] N.tabacum mRNA for alcohol
(Alkohol-Dehydrogenase) dehydrogenase
Glc 100 % [M20620.1] N.tabacum beta-1,3-glucanase
(basische B 1, 3-Glucanase) MRNA, clone pGL43

Chn 100 % [M15173.1] Tobacco (N.tabacum)
(basische Chitinase) endochitinase mRNA, partial cds
18S rRNA (rRNA) 99 % [AJ23601.1] Nicotiana tabacum

(Ribosomale 18S rRNA) 18S rRNA gene.

Mit spezifischen Primern wurden mittels RT-PCR cDNA Fragmente erzeugt (Kap.
2.10.7). Fur die cDNA Synthese wurde RNA eingesetzt, die aus ozonbehandeltem
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Blattmaterial (Nr. 3) isoliert worden war (Kap. 2.10.1.1). Die cDNA Gensonden fir
OPR, AOC, EH, LOX, LOX (Volllange), ADH, Glc, Chn und 18S rRNA konnten aus
mittelalten Blattern (Nr. 3), die 8 h nach Start der Ozonbehandlung (5 h, 150 ppb)
von Tabak cv. Bel W3 geerntet wurden amplifizieren werden. Das cDNA Fragment
fur HPL lie sich aus 24 h nach Start der Ozonbehandlung geerntetem Blattmaterial
vermehren.

In Tab. 5 sind die spezifischen cDNA Gensonden, sowie die Sequenzen [Acc. Nr.],
die nach Sequenzvergleichen (2.10.21, a) auf Nukleotidebene die hdéchste
Homologie ergaben, dargestellt. Diese cDNA Fragmente wurden in nachfolgenden
Northern und Southern Analysen als spezifische Gensonden eingesetzt. Die
Nukleotidsequenzen der amplifizierten Gensonden fur Northern Blot Analysen der
LOX-Weg Enzyme sind im Anhang 2) abgebildet. Die Uberpriifung der Gensonden
mittels Datenbankrecherchen (Kap. 2.10.21) nach Sequenzvergleichen auf
Nukleotidebene ergab, dass bis auf die AOC Gensonde, alle klonierten LOX-Weg
Gensonden die héchste Homologie zu der Nukleotidsequenz aufwiesen, aus der
auch die Primer abgeleitet wurden. Die Primer fir die AOC Gensonde wurden aus
einer AOC Sequenz aus Tomate abgeleitet [Acc. Nr.: AJ272026], zu der sie eine
Homologie von 86 % aufwies. Die gréRere Homologie von 95 % wurde zu einer
nach Erzeugung der Gensonden verdffentlichten AOC Sequenz [Acc. Nr.:
AJ308487.1] aus Tabak nachgewiesen, was die Identitat bestarkte. Die Ergebnisse
sind in Tab. 5 zusammenfassend dargestellt.

Aufgrund der Homologie von 100 % zu einer HPL aus Tomate (Tab. 5) und der
Homologie von 90 % zu einer HPL aus N. attenuata (Acc.: AJ44400), die beide
aufgrund phylogenetischer Studien als 13-HPL (CYP74B) eingestuft wurden
(Chehab et al., 2006; -2007), wird angenommen, dass es sich auch bei dem aus
ozonbehandeltem- Tabak cv. Bel W3 isolierten HPL cDNA Fragment (Tab. 5) um
ein 13-HPL spezifisches Fragment handeln kdénnte. Darlber hinaus stellen
Fammartino et al. (2007) dar, dass bisher noch keine 9-HPL aus Solanacaean
beschrieben wurden. Dies ist in sofern interessant, da bei Tabak cv. Bel W3 unter
Ozonstress von Heiden et al. (1999a) auch nur fliichtige Cs-VOCs aus dem 13-HPL
Weg nachgewiesen wurden und keine Cyg-VOCs aus dem 9-HPL Weg (Abb. 4). Ein
weiterer Zusammenhang wird zu einem spéteren Zeitpunkt diskutiert (Kap. 4.4).

Die Untersuchungen der LOX Aktivitat (Kap. 3.4 und Kap. 3.5) hatten Hinweise auf
mogliche LOX Isoformen ergeben, wobei man 9-und/oder 13-LOX Isoformen
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vermuten kann (Abb. 4). Wie in Tab. 5 dargestellt, zeigten die in dieser Arbeit aus

ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3 klonierten LOXs Sonden die gré3te Homologie

A) 717
0
++ ++ ¢++ + + ++ + + + ++ + + +

GhLOX1 DSCTIIIWVA SALHAAVNFG QYPYAGYLPN RPTISRRFMP EKGTPEYTEL
Arabido LOX4 SVITTIIWLA SAQHAALNFG QYPYGGYVPN RPPLMRRLIP DESDPEFTSF
Soybean LOX1 EVCLIIIWIA SALHAAVNFG QYPYGGLIMN RPTASRRLLP EKGTPEYEEM
Tobacco LOX1 DSCTITIWIA SALHAAVNFG QYPYAGYLPN RPTLSRNFMP EPGSPEYEEL
Barley LOXA KACTTIIWIG SALHAAVNFG QYPYAGFLPN RPTVSRRRMP EPGTEEYAEL
Cucumber LOX ESCTTIIWIA SALHAAVNFG QYPYGGYILN RPTTSRRFMP EVGTAEYKEL
B)LOX DSCTITIWIA SALHAAVNFG QYPYAGYLPN RPTLSRNFMP EPGSPEYEEL

Abb. 28 Aminosauresequenzvergleich der LOX A) Sequenzvergleich verédndert
nach Marmey et al. (2007). Die Sequenzen sind in der Genbank mit
folgenden Zugangsnummern gelistet: Cotton GhLOX1 (DQ861284):
Gossypium hirsutum; Arabidopsis thaliana L. LOX4 (NP_177396.1),
Soybean LOX1 (J02795): Glycine max. (L.) Merr, Tobacco LOX1
(X84040): Nicotiana tabacum L., Barley, LOXA (L35931): Hordeum
distichum L., Cucumber LOX (X92890): Cucumis sativus L. B)
Aminosaureteilsequenz der in dieser Arbeit nach 24 h aus
ozonbehandeltem (5 h; 150 ppb O3) Tabak cv. Bel W3 isolierten LOX
cDNA Sonde (471 bp). ¢ = Konserviertes Histidin; + = Aminosauren, die
in allen dargestellten Pflanzenspezies vorkommen; 0 = Histidin, das fir
die Bindung von Eisen erforderlich ist (fir GhLOX1 an Position: 717).

von 99 % (Fragment: 471 bp) bzw. 98 % (Fragment: 2632 bp) zu der, durch
Zellwandfragmente aus Phytophthora parasitica var. Nicotianae (Ppn) induzierten
LOX aus N. tabacum L. cv. Wisconsin 38 Zellkultur (Acc. Nr.: X84040; Véronési et
al., 1995). Diese Elicitor-induzierte LOX aus Tabak (Acc. Nr.: X84040) wurde von
Marmey et al. (2007) nach einem Modell von Hornung et al. (1999) aufgrund der
Aminoséduren Tyrosin/Valin an der Position 584 als 9-LOX klassifiziert (Tab. 5, 0 und
Abb. 28). Darlber hinaus wurde diese LOX (Acc. Nr.: X84040) auch nach
phylogenetischen Stammbaumanalysen als 9-LOX bzw. Typ 1 9-LOX eingruppiert
(Tab. 6; Nemchenko et al., 2006; Lang und Feussner, 2007). Es wurde daher von
der in dieser Arbeit fir Northern Blot Analysen eingesetzten LOX cDNA Gensonde
(471 bp) aus ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3 die Aminosduresequenz
abgeleitet (Kap. 2.10.21) und mit den Daten von Marmey et al. (2007) verglichen

(Abb. 28). Hier zeigte sich, dass die Aminosauresequenz der ozoninduzierten Tabak
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cv. Bel W3 LOX cDNA Sonde (diese Arbeit) ausserhalb der von Marmey et al.
(2007) als 9-LOX bestimmende Position 584 lag, so dass hiertber keine weitere
Aussage getroffen werden konnte. Jedoch umfasste ein Teil der
Aminosauresequenz der LOX cDNA Gensonde (Abb. 28, B) einen von Marmey et
al. (2007) dargestellten, in vielen Pflanzenspezies vorkommenden wichtigen
konservierten Bereich u. a. ein Histidin, das fur die Bindung von Eisen erforderlich
ist und war zu diesem 100 % homolog (Abb. 28).

Tab. 6 Homologie der LOX cDNA Sonde (471 bp) aus ozonbehandeltem Tabak
cv. Bel W3 zu bekannten 9- oder 13-LOX Sequenzen. Dargestellt ist die
Homologie [%] zu dem jeweiligen Gen mit Acc. Nr. und Bezeichnung
nach Sequenzvergleichen auf Nukleotidebene (Kap. 2.10.21 a) und b)),
sowie ihre Eingruppierung in 9- oder 13-LOX anhand phylogenetischer
Stammbaumanalysen nach Referenzen von A: Lang und Feussner, 2007;
B: Zhang et al., 2006; C: Nemchenko et al., 2006; D: Marmey et al., 2007.
0 = keine signifikante Ubereinstimmung, # = nicht dargestellt. Weitere
Erlduterungen im Text.

Eingruppierung in
9- oder 13-LOX
. Homologi
Gen [Acc. Nr.] Bezeichnung ° [:/) ]og © A B C D
(o]

LOX1 [X84040] N.tabacum mRNA for Lipoxygenase 99 % 9 # 9 #
TomLoxE [AY008278] Lycopersicon esculentum 89 % ” 9 " ”
lipoxygenase mRNA, complete cds
TomLoxB [U09025] Lycopersicon esculentum 83 % ” 9 # 9
lipoxygenase (loxB) mRNA, complete cds
NaLox1a [AY254345] Nicotiana attenuata 81 % " 9 # ”
lipoxygenase (Lox1a) mRNA, complete cds
NaLox3 [AY254349] Nicotiana attenuata 0 ” 13 13 ”
lipoxygenase (Lox3) mRNA, complete cds
TomLoxC [U37839.1] Lycopersicon esculentum 0 ” 13 " 13
lipoxygenase (loxC) mRNA, complete cds
TomLoxD [U37840.1] Lycopersicon esculentum 0 ” 13 " 13
lipoxygenase (loxD) mRNA, complete cds

Aufgrund der bisherigen Daten kann man vermuten, dass die aus ozonbehandeltem
Tabak cv. Bel W3 isolierte LOX cDNA Sonde (471 bp), ein 9-LOX spezifisches

Fragment darstellen kdnnte. Zur weiteren Absicherung wurden Sequenzvergleiche
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mit einigen bekannten 13-LOX Sequenzen aus Tabak und Tomate auf
Nukleotidebene durchgefihrt (Kap. 2.10.21, Align). Die Ergebnisse sind in Tab. 6
dargestellt und zeigen, dass es weder mit der, aufgrund phylogenetischer
Stammbaumanalysen von Zhang et al. (2006) und Nemchenko et al. (2006) als 13-
LOX eingruppierten NalLox3 [Acc. Nr.: AY254349] aus Tabak, noch mit denen von
Zhang et al. (2006) und Marmey et al. (2007) als 13- LOX eingruppierten TomLoxC
[Acc. Nr.: U37839.1] bzw. TomLoxD [Acc. Nr.: U37840.1] aus Tomate eine
signifikante Sequenzibereinstimmung gab. Demgegentber wurden Homologien von
89 % zu TomLoxE [AY008278] und 83 % zu TomLoxB [U09025] aus Tomate, sowie
81 % zu NalLox1a [AY254345] aus Nicotiana attenuata festgestellt, die alle als 9-
LOX eingruppiert wurden.

Aufgrund der Ergebnisse anhand der Sequenzvergleiche und Literaturdaten kann
man daher annehmen, dass es sich bei dem 8 h nach einer Ozonbehandlung (5 h,
150 ppb Og3) aus Tabak cv. Bel W3 isolieten LOX cDNA Fragments (471bp),
wahrscheinlich um eine 9-LOX spezifisches Fragment handelt, dass in Northen Blot

Analysen moglicherweise vornehmlich 9-LOX Transkripte detektiert.

3.7 Ozonvermittelte Induktion von Lipoxygenase auf Transkriptebene

Nachdem ozoninduzierte Enzymaktivitdt der Tabak Lipoxygenase nachgewiesen
werden konnte (Kapitel 3.4), sollte in nachfolgenden Experimenten der Einfluss von
Ozon auf die transkriptionelle Regulation der LOX untersucht werden.

Hierfir wurde aus Tabak cv. Bel W3 nach O h, 1h,2h,4h,5h,8h,12h, 24 h, 28
h, 32 h und 48 h nach einer finfstindigen Ozonbehandlung mit anschliellender
Weiterkultivierung in ozonfreier Luft, die Gesamt mRNA isoliert (Kap. 2.10.1.1) und
anschliellend mit der relativen Reverse Transkriptase Polymerase Ketten Reaktion
(Kap. 2.10.5) auf LOX Transkriptakkumulation hin untersucht. Parallel wurden

unbehandelte Kontrollpflanzen analysiert.

3.7.1  RT-PCR zum Zeitverlauf der Lipoxygenase Transkriptakkumulation

Die RT-PCR Analysen zeigen deutlich, dass es nur in ozonbehandelten Proben zu
einer vermehrten transienten Akkumulation von LOX Transkripten zwischen 5 h und
24 h kam (Abb. 29 A). Zu allen weiteren Zeitpunkten dieser Proben, sowie Gber den
gesamten Untersuchungszeitraum bei den unbehandelten Kontrollpflanzen wurde
nur eine geringe konstitutive Expression der LOX mRNA festgestellt (Abb. 29 A). Ein
Sequenzvergleich (Kap. 2.10.21, a) der beiden spezifischen LOX Primer (P1 und
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P2; Kap. 2.10.7) ergab fir beide eine Homologie von 100 % (20/20 Identitat) zu der
9-LOX Sequenz (Acc. Nr. X84040, Tab. 5) aus der sie abgeleitet wurden. Ein
ebenfalls mit diesen Primern amplifiziertes LOX cDNA Fragment (471 bp) zeigte
hierzu eine Homologie von 99 % (Tab. 5). Darliber hinaus zeigte P1(20mer) eine
Homologie von 100 % (20/20 Identitat) zu LOX aus anderen Pflanzenspezies (Acc.
Nr.: S76063.1; 56139.1; AY028297.1; AY607693.1; AP009604.1. Die genauen
Bezeichnungen sind der Datenbank NCBI: http://www.ncbi.nim.nih.gov/ zu
entnehmen). Demgegeniber zeigte P2(20mer) nur eine 18/18 Identitat (Homologie
100 %) zu LOX aus Apium graveolens var. Dulce (Acc. Nr. AY607693.1).
Zusatzliche Sequenzvergleiche (Kap. 2.10.21, b) zu bekannten 13-LOXs (Acc. Nr.:
AY254349, U37839.1 und U37840.1, siehe (Tab. 6), ergaben keine signifikante
Ubereinstimmung. Aufgrund der Sequenzvergleiche wird angenommen, dass mit
den eingesetzten Primern spezifisch LOX cDNA Fragmente, méglicherweise zu der
9-LOX (Acc. Nr. X84040) homolog, amplifiziert wurden (Abb. 29). Dennoch kann
nicht ganz ausgeschlossen werden, dass die Primer mdglicherweise auch LOX
Isoformen detektierten. Hier kdnnte in nachfolgenden Arbeiten die Sequenzierung
aller amplifizierten LOX Transkripte Aufklarung bringen. Um eine detailliertere
Aussage Uber die Quantitat der LOX mRNA zu den untersuchten Zeitpunkten nach
Start der Ozonexposition treffen zu kénnen, wurde im gleichen Reaktionsansatz die
konstitutiv exprimierte 18S rRNA mit amplifiziert und die Signalintensitdten
(LOX/18S rRNA) pro Zeitpunkt dividiert. Das Ergebnis ist in Abb. 29 B) dargestellt.
Eine Amplifizierung von Verunreinigungen durch genomische DNA kann
ausgeschlossen werden, da PCR Analysen mit den gleichen LOX-Primern und
genomischer DNA kein Amplifikationsprodukte erbrachten (Daten nicht gezeigt). Die
LOX Transkriptmenge blieb bis zum Versuchende nach 48 h um das 1,2 fache
gegenutber den Kontrollen erhéht. Bei den Kontrollpflanzen war ein leichter

Tagesgang zu erkennen, mit Peaks zu Beginn, nach 24 h und 48 h.
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Abb. 29 RT-PCR Analyse zur Quantifizierung ozoninduzierter LOX mRNA aus

Tabak cv. Bel W3. Ozon: Tabakpflanzen wurden 5 h mit 150 ppb Ozon
behandelt und weiter in Schadstoff freier Luft kultiviert. Kontrollen:
Kontrollpflanzen blieben konstant in Schadstoff freier Luft. Zu den
angegebenen Zeitpunkten nach Start der Behandlung wurde die Gesamt-
RNA isoliert (Kap. 2.10.1.1), spezifische LOX cDNA amplifiziert (Kap.
2.10.5) und auf einem 1,3 % mit Ethidiumbromid-gefarbtem Agarosegel
analysiert. Konstitutiv exprimierte mRNA fir 18S rRNA (rRNA) wurde
parallel amplifiziert und diente als Kontrolle fur die RT-PCR Bedingungen
(A) und zur Berechnung des Quotienten der mRNA Signalintensitaten
LOX/18S rRNA (B). Die relativen Signalintensitaten jeder Bande wurden
mit dem Computerprogramm AIDA2.0 bestimmt. Die gebildeten
Quotienten wurden in Abhé&ngigkeit zur Zeit fur ozonbehandelte (m) und
unbehandelte (O) Pflanzen aufgetragen (B).
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3.8 Dosisabhiangige Ozoninduktion der Lipoxygenase bei Tabak cv. Bel W3 in
Abhéngigkeit vom Blattalter

Eine Induktion der Tabak Lipoxygenase in vegetativ mittelalten Blattern (Blatt Nr. 3)
durch Ozon (5 h, 150 ppb) wurde in den Kapiteln 3.4, 3.5 und 3.7.1 beschrieben. Da
diese Blatter unter den genannten Bedingungen Nekrosen aufwiesen (Kapitel 3.1,
Abb. 17) ergaben sich hieraus zwei Fragen. 1. Wird die LOX auch in
ungeschadigten entwicklungsphysiologisch jungen Blattern (Blatt Nr. 0) (Kapitel 3.1,
Abb. 18) unter Standardbedingungen durch Ozon induziert oder nur in Blattern, die
auch Nekrosen aufweisen? 2. Welchen Einfluss hat die Konzentration des Ozons
auf die Induktion der LOX auf Protein und Transkriptebene?

Fir die folgenden Northern Blot Experimente wurde Blattmaterial von Blatt Nr. 0 und
Blatt Nr. 3, 24 h nach einer flinfstindigen Ozonexposition mit a) 150 ppb oder b)
300 ppb, geerntet. Als Vergleich dienten Blatt Nr. O und Blatt Nr. 3 von
unbehandelten (0 ppb Ozon) Kontrollpflanzen (Kap. 2.6.1.3, Kap. 2.8 und Kap.
2.10.13).

3.8.1  Nachweis auf Transkriptebene

Am auffalligsten war, dass es ausschlief3lich in den mittelalten Blattern (Nr. 3) von
Tabak cv. Bel W3 (Abb. 30 A) und nur nach erfolgter Ozonbehandlung (150 bzw.
300 ppb), zu einer LOX Transkript Akkumulation kam (Abb. 30 C). Es konnte bei
einer Verdopplung der Ozonkonzentration (300 ppb) (Abb. 30 B) auch eine
Verdopplung der LOX Transkriptmenge mit den korrespondierenden relativen
Signalintensitaten von 1,2 auf 2,4 festgestellt werden (Abb. 30 C und E). Weder in
Kontrollpflanzen noch in den ozonbehandelten (150 bzw. 300 ppb) jungen
Tabakblattern (Blatt Nr. 0) konnte eine Akkumulation von LOX Transkripten
festgestellt werden (Abb. 30).

104



Ergebnisse

A Blatt Nr.

B Ozon [ppb]

C N. t.-LOX
18S rRNA

E 0 0 0 0 1,2 24 LOX: rel.

Signalintensitat

Abb. 30 Northern Blot Analyse ozoninduzierter Lipoxygenase mMRNA im
Blattgewebe von Tabak cv. Bel W3. Tabakpflanzen wurden 5 h mit
150 ppb bzw. 300 ppb Ozon behandelt und anschlielfend in ozonfreier
Luft weiterkultiviert. Kontrollpflanzen wurden konstant in ozonfreier Luft
gehalten. Nach 24 h wurden Blatt Nr. 0 und Nr. 3 geerntet. A) Darstellung
des untersuchten Blattes (Nr. 0 = junges Blatt bzw. Nr. 3 = mittelaltes
Blatt). B) Eingesetzte Ozonkonzentration (5 h). C) Akkumulationsmuster
der Tabak Lipoxygenase mRNA. D) Transkriptmenge der rRNA als
Kontrolle zur Gleichbeladung des Gels. E) Computergestitzte (AIDA2.0)
Ermittlung der rel. Signalintensitaten der LOX Transkriptmenge. Pro Spur
wurden je 15 ug gesamt RNA aufgetragen und mit einer LOX-DIG-cDNA
Sonde (471 bp) hybridisiert. Nach dem Entfernen der Sonde wurde
erneut mit einer 18S DIG-cDNA Sonde (312 bp) hybridisiert (Kap. 2.10.12
und Kap. 2.10.13).

3.8.2 Nachweis auf Proteinebene

Die Messung der LOX Aktivitat erfolgte in mittelalten Blattern Nr. 3. Die LOX Aktivitat
(2.9.2.7) in Tabak Rohextrakten (2.9.2.2) bei pH 5.0 und Linolsdure als Substrat,
zeigte eine Grundaktivitdt von 0,58 nkat/mg Protein, die nach einer Standard
Ozonbehandlung (5 h, 150 ppb) um das 1,7 fache auf 0,98 nkat/mg Protein anstieg.
Bei Verdopplung der Standard-Ozonkonzentration auf 300 ppb (5 h) stieg die LOX
Aktivitat im Vergleich um das 1,3 fache auf 1,28 nkat/mg Protein an (Abb. 31, B)
(LOX Aktivitatszunahme gegeniber der Kontrolle: 2,2 fach).

Bei Analysen mit Linolensaure als Substrat konnte nach der Standard Ozon-
behandlung (5 h, 150 ppb) keine Erhéhung der LOX Aktivitdt beobachtet werden.
Eine Verdopplung der Ozonkonzentration auf 300 ppb (5 h) fuhrte jedoch zu einer
1,5 fachen Steigerung der LOX Aktivitat gegeniiber dem Wert bei 150 ppb
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A)pH7.0/pH8.0

B) pH 5.0

Abb. 31
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Dosis abhangige Ozoninduktion der Lipoxygenase Aktivitat in mittelalten
Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3 Blattern. Tabakpflanzen wurden 5 h mit
150 ppb bzw. 300 ppb Ozon behandelt und anschlie3end in ozonfreier
Luft weiterkultiviert. Kontrollpflanzen wurden konstant in ozonfreier Luft
gehalten. Nach 24 h wurde Blatt Nr. 3 geerntet und die Proteine
extrahiert. Die LOX Aktivitatsbestimmungen in den Rohextrakten erfolgten
in A) mit Linol- bei pH 8.0 und mit Linolensaure bei pH 7.0 wie in Kapitel
2.9.2.2 und 2.9.2.7 beschrieben. B) zeigt die entsprechenden Analysen
mit Linol- bzw. Linolensdure bei pH 5.0. Die Ergebnisse stellen
Mittelwerte aus drei Extraktionen mit ihren Standardabweichungen dar.

Ozon (Abb. 31, B). Nach Ozonexposition war eine leichte Substratpraferenz fur

Linolsaure zu erkennen (Abb. 31, B).
Bei pH 7.0 mit Linolensédure (LE) bzw. pH 8.0 mit Linolsdure (LA) als Substrat

konnte eine Praferenz fir Linolensdure festgestellt werden (Abb. 31, A). In
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Kontrollpflanzen wurde jeweils nur eine geringe LOX Aktivitat von 0,01 nkat/mg
Protein nachgewiesen.

Die Standard Ozonbehandlung (5 h, 150 ppb) induzierte die LOX Aktivitat bei Tabak
cv. Bel W3 im Vergleich zu den Kontrollen um das 12,2 fache mit LA und das
15,6 fache mit LE. Eine Verdopplung der Ozonkonzentration auf 300 ppb (5 h)
bewirkte eine weitere deutliche Erhéhung der LOX Aktivitdt um jeweils das 5 fache.
Im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen wurde die LOX Aktivitdt durch Ozon
(300 ppb, 5 h) mit LA um das 63 fache und mit LE um das 79 fache induziert.

3.9 Southern Blot Analyse der LOX bei den Tabak Varietdten cv. Bel W3, cv.
Bel B und cv. xanthi.nc-Nah-G

Die Southern Blot Analysen (Kap. 2.10.14, 2.10.19 und 2.10.1.2) wurden von
Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3, - cv. Bel B und - cv. xanthi.nc Nah-G durchgefihrt.
Es sollte untersucht werden, ob Hinweise auf mehrere LOX Genkopien erhalten
werden und ob sich die drei Tabak Varietdten hinsichtlich des
Hybridisierungsmusters unterscheiden. Das Ergebnis (Abb. 32) zeigt das
Hybridisierungsmuster nach  Restriktion  genomischer DNA mit den
Restriktionsendonukleasen Pstl, Bam H1 und Ndel, die innerhalb der verwandten
LOX cDNA Sonde (2,6 kb) jeweils einmal schneiden. In jedem Ansatz wurden
mehrere starker und schwéacher markierte DNA Fragmente detektiert, die die
Existenz mehrerer LOX Genkopien vermuten lassen. Dieses Muster war bei den drei
untersuchten Tabak Spezies identisch und lie® keine Hinweise auf genetische
Unterschiede hinsichtlich des LOX Gens erkennen. Sequenzvergleiche mit der
verwandten LOX cDNA Sonde (2,6 kb) ergaben eine Homologie von 98 % zu der
beschriebenen Nukleotidsequenz der Elicitor-induzierten LOX aus Nicotiana
tabacum L. Wisconsin 38 (GenBank Nr.: X84040), aus der auch die Primer
abgeleitet wurden (Kap. 3.6). Das Ergebnis (Abb. 32) ist in Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen von Véronési et al. (1996), die mit einer Tabak LOX cDNA Sonde
(GenBank Nr.: X84040) in Southern Analysen von genomischer DNA aus
Tabakzellkulturen (N. tabacum L. cv. Wisconsin 38) ebenfalls mehrere Fragmente
detektierten und aufgrund dessen auf mindestens zwei Genkopien der LOX
schlossen. Die Menge der in dieser Arbeit detektierten Fragmente IaRt jedoch auf
mehr als zwei Gene fiir LOXs schliel3en. Die von Véronési et al. (1996) dargestellte
Tabak LOX (GenBank Nr.. X84040) wurde bei phylogenetischen
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Stammbaumanalysen aufgrund von Protein- und Strukturvergleichen sowie durch
die Existenz der Aminosduren Thyrosin/Valin um die Position 584 in der Literatur als
9-LOX beschrieben (Kap. 1.6.1 und Kap. 3.6; Hornung et al., 1999; Liavonchanka
und Feussner, 2006; Marmey et al., 2007). Aufgrund der bereits zuvor
beschriebenen Homologien zu dieser Tabak LOX (GenBank Nr.: X84040), kann
man vermuten, dass es sich auch bei den in dieser Arbeit aus ozonbehandeltem (5
h, 150 ppb O3) Tabak cv. Bel W3 klonierten LOX cDNA Sonden (Kap. 3.6) um 9-
LOXs handeln kdnnte. Funktionelle Enzymanalysen kdnnten in nachfolgenden

Arbeiten zur Aufkldrung beitragen.

=

1 2 3 1 2 3 1 2 3 Kb

A B C
Abb. 32 Southern Blot Analyse genomischer LOX DNA von Tabak A) cv. Nah-G,

B) cv. Bel B und C) cv. Bel W3. Je 20 pyg gesamt DNA (A-C) pro Ansatz
wurden mit 1) Pstl, 2) Bam H1 und 3) Ndel restringiert. Die DNA wurde
auf einem 0,8 % Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran
transferiert und mit einer Digoxigenin markierten Tabak LOX cDNA (2,6
Kb) hybridisiert (Kap.2.10.12 und 2.10.19).

3.10 Northern Blot Analysen von Lipoxygenase ozonbehandelter Nicotiana

tabacum L. cv. Bel W3, cv. Bel B und cv. xanthi.nc-Nah-G

In dem ozonsensitiven N. tabacum L. cv. Bel W3 konnte nach Ozonbehandlung in
nekrotisiertem Blattgewebe eine Induktion der LOX auf Transkript- und
Proteinebene nachgewiesen werden, nicht aber in nekrosenfreien Blattern (Kap.

3.8.1, Kap. 3.8.2 und Abb. 18). Diese Korrelation zwischen dem Auftreten von
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Nekrosen und LOX mRNA Akkumulation sollte daher vergleichend bei der
ozonunempfindlichen Tabak Varietét Bel B, die nach Standard-Ozonbehandlung an
keinem Blatt Nekrosenbildung zeigte (Abb. 17), ndher untersucht werden.

Zur Klarung dieser Fragestellung wurde von beiden Tabak Varietdten nach den
Zeiten 0 h,2h,5h,8h, 12 h, 24 h, 32 h und 48 h Stunden nach einer flinfstiindigen
Ozonbehandlung mit anschlieBender Weiterkultivierung in ozonfreier Luft die
Gesamt-mRNA wie unter 2.10.1.1 isoliert, Northern Blot Analysen unterzogen und
mit einer digoxigenin-markierten LOX cDNA Sonde (471 bp) hybridisiert. Parallel
wurden unbehandelte Kontrollpflanzen analysiert (Kap. 2.10.13, 2.10.14 und
2.10.15).

Die Northern Blot Analysen zeigten, dass Ozon die LOX mRNA bei Tabak cv. Bel
W3 ab 5 h zunehmend induzierte. Besonders stark war die Induktion zwischen 8 h
und 12 h. Nach 12 h wurde das Maximum erreicht (Q = 21,8). Danach sank die
Induktion wieder ab. In unbehandelten Kontrollpflanzen wurde keine LOX mRNA
Induktion festgestellt (Abb. 33 A und B). An dieser Stelle wird auf die RT-PCR
Analysen verwiesen, die gleiche Ergebnisse fur ozonbehandelte Pflanzen ergaben,
aber auch sichtbare LOX Transkripte in den Kontrollen zeigten (Kap.3.7.1, Abb. 29).
Diese Diskrepanz wird damit begriindet, dass die bei den Kontrollen vorliegende
LOX Transkriptmengen mittels RT-PCR amplifiziert und dadurch nachweisbar
wurden. Im Gegensatz dazu fiel bei den Northern Blot Analysen die gleiche LOX
Transkriptmenge in den Kontrollen mdglicherweise unter die sichtbare
Nachweisgrenze.

Bei der ozonunempfindlichen Tabak Varietat Bel B konnte eine schwache Induktion
der LOX mRNA zum Zeitpunkt 12 h nach Start der Ozonbehandlung nachgewiesen
werden (Q = 4,4), obwohl die Blatter keinen sichtbaren Zelltod zeigten.
Unbehandelte Kontrollpflanzen zeigten keine LOX mRNA Akkumulation (Abb. 33 A
und B, Abb. 17).

Als nachstes stellte sich die Frage, ob die ozoninduzierte transiente LOX mRNA
Expression in Tabak cv. Bel W3 (diese Arbeit) SA abhangig ist. Denn Studien von
Pasqualini et al. (2002) hatten ergeben, dass der Gehalt an freier Salicylsdure nach
Ozonexposition in Tabak cv. Bel W3 in der Konzentration héher und im zeitlichen
Auftreten deutlich veréndert war gegentber der ozonunempfindlichen Varietat Bel B.
Zudem konnte in Gerste (Hordeum vulgare) die Induktion der LOX durch

Salicylsdure (SA) ausgeldst werden (Hause et al., 1999).
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Abb. 33

Bel W3

Kontrolle Ozon
0 2 5 8 12 24 32 48 2 5 8 12 24 32 48  Zeit[h]

e g e | ox

Kontrolle Ozon
02 5 8 12 24 32 48 2 5 8 1_2_24_ 32 48 Zeit [h]

Nah-G Lo T e, o | LoX
Kontrolle Ozon
0 2 5 812 24 32 48 2 5 8 12 24 32 48 Zeit[h]
BelB _ - - PR -.. ’4 LOX
m - - M rRNA

. %20 /,\ —=—Bel W3
o 915 —e—Nah-G
O @ Bel B
23 0 ’\/ ——Be
= o
H S
5
95 o M =
w
0 10 20 30 40 50
Zeit [h]

Nachweis ozoninduzierter LOX mRNA in ozonbehandelten oder
unbehandelten Tabakpflanzen cv. Bel W3, cv. Nah-G und cv. Bel B
mittels Northern Blot Analyse. A) Nach Start der Ozonexposition (5 h,
150 ppb O3) und Weiterkultivierung in ozonfreier Luft wurden mittelalte
Blatter (Nr. 3) zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet. Aus der hieraus
isolierten Gesamt-RNA wurden pro Spur 15 ug aufgetragen. Mit
unbehandelten Kontrollen wurde entsprechend verfahren. Die
Hybridisierung erfolgte mit einer digoxigeninmarkierten LOX cDNA-Sonde
(471 bp). Zur Kontrolle der Gleichbeladung des Gels wurde nach
Entfernen der LOX Sonde mit 18 S rRNA (312 bp) nachhybridisiert
(Kap.2.10.12 und 2.10.19). B) Die relativen LOX Hybridisierungssignale
wurden computergestitzt aufgenommen (AIDA2.0) und der Quotient der
rel. Hybridisierungssignale aus Ozon/Kontrolle pro Zeitpunkt dargestellt.
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Fir diese Untersuchung wurden Tabak Nah-G Pflanzen, die das bakterielle Salicylat
Hydroxylase Gen exprimieren und somit Kkontinuierlich Salicylsdure abbauen
(Delaney et al., 1994), verwandt. Behandlung, Erntezeitpunkte und Northern Blot
Analysen wurden analog zu Tabak cv. Bel W3 und cv. Bel B durchgefihrt.

In den transgenen cv. Nah-G Tabakpflanzen, die deutliche Nekrosen entwickelten
(Abb. 17), wurde die ozoninduzierte Akkumulation von LOX mRNA zwischen 5 h und
12 h nachgewiesen, mit einem Maximum nach 8 h (Q = 10,9). Nach 24 h war keine
LOX mRNA mehr nachweisbar. Unbehandelte Kontrollpflanzen zeigten keine LOX
MRNA Induktion (Abb. 33 A und B).

3.11 Einfluss von Methyljasmonat, Verwundung und Wasserstoffperoxid auf

die Induktion der Lipoxygenase und B-1, 3-Glucanase mRNA

Mit den in dieser Untersuchung durchgefihrten Verwundungsexperimenten sollte
ausgeschlossen werden, dass die ozoninduzierte LOX mRNA Akkumulation (Kap.
3.7.1, 3.8 und 3.10) eine reine Verwundungsreaktion, als mdgliche Reaktion auf z.
B. die Ernte des Blattmaterials, darstellt.

Weiterhin zeigte sich bei Betrachtung der zeitlichen Auflésung der ozoninduzierten
LOX Transkripte in Tabak cv. Bel W3 (Kap.3.7.1und 3.10), dass diese parallel zu
dem von Schraudner et al. (1998) nachgewiesenem zweiten oxidativen Burst in
Tabak cv. Bel W3 auftraten. Der Einfluss von H,O, auf die Induktion der LOX sollte
daher nadher untersucht werden. Es wurde bei der Applikation von H,O, eine
Konzentration von 2 mM gewahlt, da hierbei der Zelltod weniger als 5 % betragt
(Levine et al., 1994; Neill et al., 1999). Methyljasmonat diente in diesen
Experimenten als Positivkontrolle, da in Tabakzellkulturen eine LOX Induktion durch
exogene MedJa Applikation nachgewiesen wurde (Véronési et al., 1996). DarlUber
hinaus wurde basische R-1, 3- Glucanase als stressinduzierbares PR-Protein zur
Uberpriifung der Experimente verwandt.

Aufgrund der unterschiedlichen Ozoninduktion der LOX Transkripte in Tabak cv. Bel
W3 und Tabak Nah-G, wurde die Wirkung von Salicylsdure als weiteres
Phytohormon ebenfalls mittels Northern Blot Analysen untersucht. Es konnte jedoch
zu keinem Zeitpunkt eine LOX mRNA Induktion durch exogene SA-Applikation
nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt) (siehe Kap. 3.13).

Mittelalte Blatter (Nr. 3) von Tabak cv. Bel W3 wurden jeweils mit unterschiedlichen

abiotischen Stressoren behandelt. Hierzu zahlten die Verwundung mit der Pinzette
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oder Nadel (Kap. 2.6.2), die Exposition mit exogenem Methyljasmonat (MeJa) (Kap.
2.6.3) und die Applikation von Wasserstoffperoxid (H,O.) Uber Injektion in den
Blattapoplasten oder Aufnahme Uber den Blattstil (Kap. 2.6.4). Die Ernte erfolgte
12h nach Start der Behandlungen, da dies der Zeitpunkt hdchster LOX
Transkriptakkumulation bei Ozonbehandlung (5 h 150 ppb) war (Abb. 33).

LOX mRNA wurde wie erwartet durch Methyljasmonat induziert, nicht aber durch
Verwundung oder durch Wasserstoffperoxid (Abb. 34, LOX). In den Kontrollen

waren keine LOX Transkripte festzustellen.

AB CD EFG H I
o

am- S 18S rRNA

Abb. 34 Northern Blot Analyse der Lipoxygenase (LOX) und der basischen 3-1,3-
Glucanase (Glc) mRNA im Blattgewebe von Tabak cv. Bel W3 nach
Applikation verschiedener Stressoren. A und B Exposition mit MeJa: A)
Kontrolle (5 h, 0 yM Meda); B) 5 h 7,5 yM Meda; C-E Verwundung: C)
Unverwundet; D) Perforation mit der Nadel; E) Verwundung mit der
Pinzette; F-1 Behandlung mit H,O,: F) abgeschnittene Blatter in Wasser
oder G) in 2 mM H;0,. H) Infiltration mit Wasser oder I) mit 2 mM H,0, in
den Blatt Apoplasten. Alle Applikationen wurden mit mittelalten Blattern
(Nr. 3) durchgefiihrt und 12 h nach Start des Experiments geerntet. Die
genaue Durchfiihrung der Behandlungen ist in Kap. 2.6.2, 2.6.3 und 2.6.4
dargestellt. Es wurden je 10 pg gesamt RNA aufgetragen und mit einer
DIG- LOX cDNA Sonde (471 bp) hybridisiert. Nach Entfernung der Sonde
wurde erneut mit einer DIG-Glc cDNA Sonde (974 bp) und zur Kontrolle
der Gleichbeladung des Gels erneut mit einer DIG-18S rRNA Sonde
hybridisiert (Kap. 2.10.12 und 2.10.19).

In Ubereinstimmung mit  diesen Ergebnissen wurde auch bei
Verwundungsexperimenten mit Kartoffelblattern keine Induktion der 9-LOX mRNA
(POTLX-3) nachgewiesen (Kolomiets et al., 2000). Ebenso wurde in Nicotiana
tabacum L. die NtLOX1 (9-LOX) nicht durch Verwundung induziert (Fammartino et
al., 2007).

Die mRNA von basischer R-1,3-Glucanase konnte 12 h nach Start Meda
Behandlung und nach Applikation von 2 mM H,0O,, jedoch nur bei Applikation tber
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den Blattstil, im Blattgewebe von Tabak Bel W3 nachgewiesen werden (Abb. 34,
Glc). Bei Kontrollblattern sowie Injektion von H;O, in den Apoplasten bzw.
Verwundung mit Pinzette oder Nadel, erfolgte keine basische Glucanase mRNA
Akkumulation.

Eine makroskopische Schéadigung der Blatter, die nicht von der Verwundung
herriihrte, war nach 12 h nicht feststellbar. Auch Marmey et al. (2007) fanden nach
SA oder MeJa Behandlung bei 10 Tage alten Baumwollpflanzen keine HR &hnlichen

Symptome.

3.11.1 Methyljasmonat induzierte Lipoxygenase Aktivitat

Da bei den Methyljasmonat behandelten Blattern LOXs Transkripte nachzuweisen
waren (Kap. 3.11), wurde aus den gleichen Proben auch die LOX Aktivitat bestimmt.
Die LOX Aktivitat, gemessen im sauren pH Bereich von 5.0, wurde sowohl mit Linol-
als auch mit Linolensdure als Substrat jeweils um das 1,5 fache gegeniber
unbehandelten Kontrollen induziert. (Abb. 35, A).

Wesentlich starker, um das 5,8 fache, induzierte Methyljasmonat die LOX Aktivitat
bei einem pH-Wert von 8.0 und mit Linolsdure als Substrat im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen. Bei pH 7.0 und Linolensdure wurde eine 4,2 fache
Steigerung der LOX Aktivitdt gegenlber den unbehandelten Kontrollen
nachgewiesen (Abb. 35, B).
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Methyljasmonat induzierte Lipoxygenase Aktivitdt in mittelalten Tabak
Blattern cv. Bel W3. Tabak Blatter (Nr. 3) wurden 5 h in einem Exsikkator
mit Methyljasmonat (7,5 uM) bzw. die Kontrollen ohne MeJa behandelt
und anschlieBend bis zur Ernte nach 12 h in Reinluft weiterkultiviert (Kap.
2.6.3). Die LOX Aktivitdtsbestimmungen in den Rohextrakten erfolgten in
A) Mit Linol- (m) und Linolensdure (O0) bei pH 5.0 sowie in B) mit
Linolsadure (m) bei pH 8.0 und mit Linolenséure (J) bei pH 7.0 wie in
Kapitel 2.9.2.2 und 2.9.2.7 beschrieben. Die Ergebnisse stellen
Mittelwerte aus drei Extraktionen mit ihren Standardabweichungen dar.
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3.12 Zeitverlauf der ozoninduzierten LOX-Weg Enzyme HPL, EH, AOC, OPR

und ADH sowie der Chn und Gic auf Transkriptebene bei Tabakpflanzen

Die durch ozoninduzierte LOXs (diese Arbeit) synthetisierten Lipidhydroperoxide
bilden das Substrat fur wenigstens sieben unterschiedliche Enzymfamilien (Abb. 4).
In diesen Signalwegen erfolgt die Umsetzung der Hydroperoxide in spezifischen
Reaktionen zu Signalsubstanzen wie flichtigen Blattalkoholen, Jasmonaten und
antimikrobiellen Verbindungen, um nur einige wichtige zu nennen (Kap. 1.6;
Feussner und Wasternack, 2002; Liavonchanka und Feussner, 2006; Wasternack,
2007). Es wurde daher im folgenden untersucht, welchen Einfluss Ozon auf die
MRNA Transkriptakkumulation der folgenden Enzyme des LOX-Signalweges wie
Epoxidhydrolase (EH), 12-oxo-Phytodiensdure-Reduktase (OPR), Allenoxid-Cyclase
(AOC), Alkohol-Dehydrogenase (ADH) und Hydroperoxid-Lyase (HPL) hat
(Einleitung Kap. 1.6; Abb. 4).

Nach einem funfstiindigen Ozonpuls mit 150 ppb (Kap.2.6.1.3) wurden daher
mittelalte Tabakblatter (Nr. 3) von je drei Pflanzen des ozonsensitiven Tabak cv. Bel
W3, der ozontoleranten Varietdt cv. Bel B und der transgenen Tabaklinie cv.
xanthi.nc-Nah-G, die in ihrer Salicylsdure Akkumulation stark eingeschrankt ist, nach
Oh,2h,5h,8h, 12 h, 24 h, 32 h und 48 h geerntet (Kap. 2.8). Ebenso wurde mit in
Reinluft gehaltenen Kontrollen verfahren. Mit diesen Proben wurden Northern bzw.
Dot Blot Analysen durchgefihrt wobei die Erntezeitpunkte bei letzteren durch
Probenahme nach 4 h, 6 h, 10 h, 18 h, 30 h und 36 h ergdnzt wurden.

Als interne Kontrollen fur die Ozonbehandlung dienten basische R-1,3-Glucanase
und basische Chitinase, da von diesen PR-Proteinen bereits gezeigt wurde, dass es
zu einer mRNA Akkumulation in Tabak nach Standard-Ozonbehandlung kommt
(Ernst et al., 1992; Schraudner et al., 1992; Janzik et al., 2005).

Die Ergebnisse der Northern Blot Analysen sind im folgenden fur Tabak cv. Bel W3
in Kapitel 3.12.1 und Abbildung Abb. 36, fir Tabak cv. Bel B in Kapitel 3.12.2 und
Abbildung Abb. 37 und fur Tabak cv. xanthi.nc-Nah-G in Kapitel 3.12.3 und
Abbildung Abb. 38 beschrieben.

3.12.1 Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3

Hydroperoxid-Lyase
Bei unbehandelten Tabakpflanzen wurde fir die HPL eine konstitutive Expression

der mRNA nachgewiesen. Hierbei war die Signalintensitdt besonders am spéten

115



Ergebnisse

Nachmittag (16:00 Uhr) hoch, was den Zeitpunkten 8 h und 32 h entspricht. Nach
Ozonexposition kam es zu einer Induktion nach 2 h danach fiel die Induktion ab.
Eine erneute und besonders starke Ozoninduktion erfolgte ab 32 h wobei das
Maximum bei 48 h erreicht wurde (Abb. 36, HPL).

Es ist anzunehmen, dass im HPL Stoffwechselweg die flichtigen Cs- und Co-
Alkohole und -Aldehyde gebildet werden, von denen die kurzkettigen Cs- VOCs bei
ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3 detektiert wurden (Heiden, 1999a; Heiden et
al., 1999b). Hierauf wird in der Diskussion (Kap. 4) ndher eingegangen.
Epoxidhydrolase

Die Epoxidhydrolase mRNA wurde durch Ozon in Tabak cv. Bel W3 transient
zwischen 5 h und 24 h induziert. In Kontrollpflanzen kam es zu keiner Expression
der EH mRNA. Die maximale Induktion gegeniber den unbehandelten Kontrollen
wurde zum Ende der Ozonexposition nach 5 h nachgewiesen. AnschlieRend sank
die Induktion langsam ab, wobei sie zwischen 8 h und 12 h in etwa gleich stark war.
Am nachsten Morgen (24 h) war die EH nur noch schwach induziert und ab 32 h
nicht mehr nachweisbar (Abb. 36, EH).

Allenoxid-Cyclase

Die Untersuchungen ergaben, dass die Transkripte der AOC konstitutiv in allen
Kontrollen akkumulierten. Unter Ozonstress wurde die AOC mRNA am deutlichsten
zwischen 2 h - 24 h und 48 h induziert, wobei die starkste Induktion nach 5 h
nachgewiesen wurde, die danach langsam abnahm (Abb. 36, AOC).
12-Oxo-Phytodiensdure-Reduktase

Die OPR mRNA war in ersten Versuchen in allen Kontrollen schwach konstitutiv
exprimiert wobei die Expression in den Morgenstunden (0 h, 24 h und 48 h) jeweils
am starksten war. Ozonbehandlung hatte eine starke Induktion der OPR mRNA
zwischen 5 h und 12 h mit einem Maximum nach 8 h zur Folge (Abb. 36, OPR).
Basische Chitinase

Far Chn wurden in den Kontrollen keine mRNA Hybridisierungssignale beobachtet.
Durch Ozon wurde Chn ab 2 h induziert. Die starkste Induktion wurde nach 12 h und
24 h nachgewiesen (Abb. 36, Chn).

Basische B-1,3-Glucanase

Fur Glc wurden keine Transkripte in unbehandelten Kontrollen nachgewiesen. Nach
Ozonexposition wurde die Glc mRNA Expression ab 5 h bis zu Versuchsende nach
48 h induziert. Die starkste Induktion wurde nach 12 h und 24 h nachgewiesen (Abb.
36, Glc).
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Abb. 36
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Northern Blot Analysen von EH, OPR, ADH, AOC, HPL, Glc und Chn in
Tabak cv. Bel W3 mit und ohne Ozonbehandlung (5 h 150 ppb). Aus
Blattproben (Nr. 3) wurden nach den angegebenen Zeitpunkten, nach
einer funfstindigen Ozonexposition (150 ppb) und Weiterkultivierung in
ozonfreier Luft die gesamt RNA isoliert. Mit unbehandelten Kontrollen
wurde entsprechend verfahren. Die Hybridisierung mit Digoxigenin-
markierten cDNA-Sonden erfolgte mit: EH) Epoxidhydrolase, OPR) 12-
oxo-Phytodiensdure-Reduktase, ADH) Alkohol-Dehydrogenase, AOC)
Allenoxidzyklase, HPL) Hydroperoxid-Lyase, Chn) basische Chitinase,
Glc) basische 3-1,3-Glucanase. Die RNA Beladungsmenge (rRNA) wurde
entweder durch erneutes hybridisieren mit einer 18 S DIG-cDNA Sonde
oder durch die rRNA Banden im Ethidiumbromid-gefarbten Gel (invers
dargestellt) sichtbar. Pro Spur wurden 15 pg gesamt RNA aufgetragen
(Kap.2.10.12 und 2.10.19).
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Alkohol-Dehydrogenase

Die erste Untersuchung ergab fur die ADH mRNA eine Kkonstitutive
Transkriptakkumulation bei Kontrollpflanzen. Ozon induzierte die ADH Transkripte
nach 2 h und nach 48 h (Abb. 36, ADH).

3.12.2 Nicotiana tabacum L. cv. Bel B

Hydroperoxid-Lyase

Die HPL mRNA Transkripte zeigten im Zeitverlauf bei den Kontrollen eine
konstitutive Expression. Hierbei waren die Signalintensitdten nach 8 h und 32 h
besonders ausgepragt. Durch Ozon wurde die HPL mRNA leicht nach 8 h und
stérker zum Zeitpunkt 32 h induziert (Abb. 37, HPL).

Epoxidhydrolase

In Kontrollpflanzen der ozontoleranten Tabak Varietat cv. Bel B kam es zu keiner EH
MRNA Akkumulation. Im Gegensatz dazu induzierte Ozon die EH mRNA Expression
transient zwischen 5 h und 24 h. Hierbei nahm die Expression der EH mRNA ab 5 h
zu und erreichte die starkste Induktion mit einem deutlichen Maximum nach 12 h.
Nach 24 h konnte nur noch eine schwache Expression detektiert werden (Abb. 37,
EH).

Allenoxid-Cyclase

Bei der AOC kam es auch in den Kontrollen zu einer deutlichen konstitutiven mRNA
Akkumulation. Der Einflu von Ozon auf die AOC mRNA Induktion war gering und
zeigte nur nach 32 h und 48 h eine Zunahme (Abb. 37, AOC).
12-Oxo-Phytodiensdure-Reduktase

Die OPR mRNA zeigte eine geringe konstitutive Akkumulation in den Kontrollen,
wobei einem Tagesgang folgend zu Beginn, nach 24 h und 48 h die starkste
Expression zu erkennen war. Ozon induzierte die OPR Transkripte ab 2 h. Die
stérkste Ozoninduktion wurde zwischen 8 h und 24 h nachgewiesen, mit einem
deutlichen Maximum nach 12 h (Abb. 37, OPR).

Basische Chitinase

Die Chn mRNA war in den Kontrollen konstitutiv exprimiert. Eine Ozoninduktion der
Chn mRNA erfolgte ab 2 h. Die starkste Induktion wurde zwischen 5 h und 32 h
nachgewiesen, wobei das Maximum deutlich bei 12 h und 24 h lag (Abb. 37, Chn).
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Abb. 37 Northern Blot Analysen von EH, OPR, AOC, HPL, Glc und Chn in Tabak
cv. Bel B mit und ohne Ozonbehandlung (5 h 150 ppb). Die Legende von
A) entspricht der in Abb. 36. B) zeigt einen Dot Blot, der analog zu A) mit
einer DIG markierten ADH cDNA Sonde hybridisiert wurde (Kap. 2.10.12
und 2.10.20). Pro Dot wurden 2 pg gesamt RNA aufgetragen.
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Basische B-1,3-Glucanase

Glucanase zeigte in den Kontrollen nach 8 h eine Induktion der mRNA. Ozon
induzierte die Glc Transkriptexpression am deutlichsten zwischen 8 h und 24 h.
Hierbei war die starkste Ozoninduktion nach 12 h nachweisbar (Abb. 37, Glc).
Alkohol-Dehydrogenase

Eine erste Analyse der ADH Genexpression mittels Dot Blot, ergab eine schwache
Induktion der mRNA durch Ozon zwischen 2 h und 12 h, wobei die Induktion am
starksten zwischen 6 h und 10 h war (Abb. 37, ADH).

3.12.3 Nicotiana tabacum L. cv. xanthi.nc-Nah-G

Hydroperoxid-Lyase

Die HPL Transkripte waren in den Kontrollen konstitutiv exprimiert. Nach 2 h und 5 h
war eine schwache Induktion zu erkennen. Ab 8 h wurde eine hdhere
Signalintensitat bei den Kontrollen nachgewiesen, als bei den ozonbehandelten
Pflanzen (Abb. 38, HPL).

Epoxidhydrolase

In Experimenten mit Tabak Nah-G konnten ausschliel3lich in ozonbehandelten
Pflanzen EH mRNA Transkripte nachgewiesen werden. Die EH mRNA Expression
wurde nach Ozonexposition transient zwischen 5 h und 24 h induziert. Besonders
stark induziert wurde sie ab 5 h zunehmend wobei das Maximum nach 12 h erreicht
wurde. Am nachsten Morgen (24 h) waren die ozoninduzieten EH mRNA
Transkripte nur noch schwach nachzuweisen (Abb. 38, EH).

Allenoxid-Cyclase

Die Analysen der AOC mRNA Transkripte ergaben eine konstitutive Expression in
den Kontrollpflanzen. Ozon induzierte die AOC mRNA deutlich nach 5 h. Nach 8 h
und 12 h war noch eine schwache Induktion festzustellen, die danach abnahm (Abb.
38, AOC).

12-Oxo-Phytodiensdure-Reduktase

Hybridisierungssignale der OPR mRNA waren nur in ozonexponierten Nah-G
Pflanzen nachzuweisen. Die ausgepragteste Induktion der OPR mRNA erfolgte
transient zwischen 5 h und 24 h mit einem Maximum nach 12 h. Danach sank sie
wieder stark ab (32 h) und stieg nach 48 h nochmals leicht an (Abb. 38, OPR).
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Basische Chitinase

Chn zeigte in unbehandelten Tabakpflanzen eine konstitutive Expression der
mRNA. Es kam nach Ozonexposition zu einer starken Induktion der Chn mRNA
Transkripte zwischen 8 h und 24 h mit einem deutlichen Maximum nach 12 h (Abb.
38, Chn).
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Abb. 38 Northern Blot Analysen von EH, OPR, AOC, HPL, Glc und Chn in Tabak
cv. xanthi.nc-Nah-G mit und ohne Ozonbehandlung (5 h 150 ppb). Die
Legende entspricht der in Abb. 36.

Basische B-1,3-Glucanase
In unbehandelten Kontrollen konnte eine schwache Expression der Glc mRNA zu

allen Zeitpunkten beobachtet werden. Ozonexposition fuhrte zu einer Induktion der
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Glc Transkriptakkumulation ab 5 h wobei es zu einer besonders starken Induktion
zwischen 8 h und 24 h kam, mit einem Maximum nach 12 h (Abb. 38, Gic).

3.13 Bestimmung des endogenen Jasmonsdure- und Salicylsduregehalts in

Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3

Jasmonsaure
In den bisher dargestellten Analysen wurde bereits die zeitabhdngige mRNA
Induktion von LOX, AOC und OPR, beides Enzyme des AOS Weges, in ozonbehan-
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Abb. 39 GC-MS Analyse der endogenen freien Jasmonsdaure in N. tabacum L. cv.
Bel W3 mit und ohne Ozonbehandlung. Dargestellt ist die Analyse zum
Zeitpunkt 24 h nach Start der Ozonbehandlung (5 h 150 ppb Ozon) und
Weiterkultivierung in ozonfreier Luft bzw. unbehandelter
Referenzpflanzen. Die Peaks bei m/z: 177, 195, und 209 stellen die
Isotopenpeaks des internen "*C-JA Standard dar.

deltem Tabak cv. Bel W3 gezeigt (Kap. 3.7.1, 3.10 und 3.12.1). Die Jasmonséaure
stellt das Endprodukt des AOS Signalweges dar und kann zu weiteren Metaboliten
u. a. glykosyliert oder zu flichtigem Methyljasmonat (MeJa) methyliert werden (Kap.
1.7.5; Sembdner und Parthier, 1993; Wasternack, 2007). Dass Methyljasmonat
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selbst in der Lage ist LOX zu induzieren, konnte darlber hinaus in dieser Arbeit
gezeigt werden (Kap. 3.11).

Mittels GC-MS sollte daher untersucht werden, ob und wenn ja in welcher zeitlichen
Auflésung es zu einer endogenen Jasmonsdure Akkumulation in ozonbehandeltem
Tabak cv. Bel W3 kommt.

In Abb. 39 ist das typische Fragmentierungsmuster des Methyljasmonats zu
erkennen (Fragmente mit m/z = 133, 151, 175, 193 und 207). Die zur
Quantifizierung herangezogenen Isotopenpeaks des internen Standards wurden bei
m/z = 177, 195 und 209 detektiert. Quantifiziert wurde anhand der Peaks bei m/z =
207 bzw. 2009.

Tab. 7 Gehalt endogener freier Jasmonséure in Tabak cv. Bel W3 mit und ohne
Ozonbehandlung. Nach 5 h 150 ppb Ozon wurden die Pflanzen in
ozonfreier Luft weiterkultiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten nach
Start der Ozonbehandlung erfolgte die JA Analyse mittels GC-MS.
Unbehandelte Kontrollen wurden entsprechend behandelt. Dargestellt
sind Mittelwerte aus zwei unabhangigen Versuchsreihen mit zwei
Parallelproben und ihren Standardabweichungen.
(n. d. = nicht detektierbar).

endogener Jasmonsauregehalt [pmol/g FG]
Zeit [h] Kontrolle Ozon Stabwn

0 n. d. n. d. -

2 n. d. n. d. -

5 n. d. n. d. -

8 n. d. n. d. -

12 n. d. n. d. -
24 n. d. 62,8 12,6
28 n. d. n. d. -

32 n. d. n. d. -
48 n. d. n. d.

Die Nachweisgrenze fir endogene Jasmonsdaure lag bei 20 pmol/g Frischgewicht.
Um die Zeitabhangigkeit der JA-Akkumulation in N. tabacum L. cv. Bel W3 zu
bestimmen, wurden die Pflanzen 5 h mit 150 ppb Ozon behandelt (Kap.2.6.1.3) und
die Blatter zu den Zeitpunkten 0 h, 2 h, 5 h, 8 h, 12 h, 24 h, 28 h, 32 h und 48 h
nach Start der Behandlung geerntet (Kap. 2.8). AnschlieBend erfolgte die
Bestimmung des endogenen Jasmonsauregehalts mittels GC-MS (Kap. 2.13). Die

Ergebnisse dieses Experiments sind in Tab. 7 angegeben. Es konnte lediglich 24 h
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nach Start der Ozonbehandlung eine signifikante Akkumulation freier JA
nachgewiesen werden. Zu allen anderen Zeitpunkten erfolgte keine ozoninduzierte
JA Akkumulation oder lag der Gehalt der freien JA unterhalb des Detektionslimits.
Salicylsaure

Salicylsdure spielt eine wichtige Rolle bei der pflanzlichen Pathogenabwehr (Durner
et al., 1997) und den Reaktionen auf abiotischen Stress wie UV und Ozon (Yalpani
et al.,, 1994). In dieser Arbeit wurde in Kap. 3.10 ein Unterschied in der
ozoninduzierten LOX Transkriptaktivierung zwischen Tabak cv. Bel W3, der SA
akkumulieren kann und Tabak cv. Nah-G, der in der Fahigkeit SA zu akkumulieren
beeintrachtigt ist, gezeigt. Es sollte daher untersucht werden, ob und in welcher
zeitlichen Auflésung freie SA nach Ozonbehandlung in Tabak cv. Bel W3 auftritt.
Hierzu wurde freie Salicylsdure mittels GC-MS aus den oben beschriebenen Proben
fur die JA Analyse mitbestimmt. Eine absolute Quantifizierung konnte wegen eines
fehlenden isotopenmarkierten internen Standards nicht durchgefiihrt werden. Es
sind daher nur relative Salicylsduregehalte, bezogen auf die héchste gemessene
Konzentration (100 %) angegeben (Abb. 40).
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Abb.40 Gehalt an endogener freier Salicylsdure in Tabak cv. Bel W3 nach
Ozonbehandlung. Die Pflanzen wurden 5 h mit 150 ppb Ozon behandelt
und anschlieBend in ozonfreier Luft weiterkultiviert. Kontrollpflanzen
wurden konstant in ozonfreier Luft gehalten. Mittelalte Blatter (Nr. 3)
wurden zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und der SA Gehalt
mittels GC-MS bestimmt. Die Mittelwerte der rel. Signalintensitaten aus
zwei unabhéngigen Anséatzen wurden in Prozent zum hdchsten
Salicylsaduregehalt (100 %) dargestellt.
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Zum Zeitpunkt 5 h nach Start der Ozonbehandlung begann die SA zu akkumulieren
(7 %). Bei Weiterkultivierung in ozonfreier Luft stieg der SA Gehalt weiter stark an
und erreichte nach 12 h bereits die 5,1 fache Menge. Das Maximum (100 %) wurde
nach 24 h erreicht. Innerhalb der nachsten vier Stunden fiel der SA Gehalt auffallig
stark ab und betrug nach 28 h nur noch 5 %. In Kontrollpflanzen wurde keine SA
nachgewiesen (Abb. 40).

Aufgrund der erzielten Daten wurde ein erster Vorversuch unternommen, die direkte
Wirkung von SA auf die LOX mRNA Induktion zu testen. Hierzu wurden Northern
Blot Analysen von in 2 mM SA Ldsung gestellten und nach den gleichen Zeiten wie
die SA-Bestimmung geernteten Tabak cv. Bel W3 Blattern durchgefiihrt. Es konnte
jedoch zu keinem Zeitpunkt eine LOX mRNA Induktion nachgewiesen werden
(Daten nicht gezeigt). Auch in Tabakzellkultur wurde nach SA Behandlung (12 h,
100 uM SA) keine LOX mRNA induziert (Véronési et al., 1996). Auf die mdglichen
Grinde fur die ausbleibende Induktion der Tabak LOX mRNA durch SA wird in Kap.
4.8 nochmals eingegangen.

3.14 Ozoninduktion reaktiver Sauerstoffspezies (oxidativer Burst)

In den vorigen Kapiteln wurde die Induktion der LOX durch Ozon in Tabak cv. Bel
W3 nachgewiesen, die enzymatisch Lipide peroxidieren kann. Studien von
Schraudner et al. (1998) und Pasqualini et al. (2003) konnten darlUber hinaus
zeigen, dass Ozon (5 h, 150 bbp O3) bei ozonsensitiven Pflanzen wie Tabak cv. Bel
W3 einen biphasischen oxidativen Burst (H,O2) im Apoplasten induziert, der
Ahnlichkeit zeigte mit dem wéhrend einer inkompatiblen Pflanze-Pathogen
Interaktion. Einem frihen (3 h) schwacherem H,O, Burst folgte ein stérkerer nach 8
h (Schraudner et al., 1998) bzw. 12 h (Pasqualini et al., 2003). Die wahrend des
oxidativen Burst gebildeten ROS sind in der Lage ungesattigte Fettsduren auf nicht-
enzymatischem Wege zu Hydroperoxyfettsduren (LOOHs) zu peroxidieren (Kap.
1.5.1). H,O2 kann zwar nicht direkt die Peroxidation der Lipide einleiten, wohl aber
die OH-Radikale, die mdglicherweise aus H,O, Uber die Fenton-Reaktion gebildet
werden (Tab. 1; Elstner, 1990). So wurde eine biphasische nicht-enzymatische
Bildung von Hydroperoxyfettsduren wahrend einer inkompatiblen Interaktion in mit
Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 infizierten Arabidopsis thaliana (L.)
Heyhn Col-0, in Form reduzierter Hydroxyfettsduren (120H-/160H-FS),
nachgewiesen (Grun et al., 2007). Die 120H-/160H-Fettsduren gelten als Marker
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fur eine nicht-enzymatische Bildung, da diese nicht durch LOX gebildet werden
(Berger et al., 2001). Die gebildeten Hydroperoxyfettsduren (LOOHs) kdénnen
wiederum als Substrat fir weitere Enzyme des LOX-Wegs fungieren (Kap. 1.7).
ROS kénnen darlber hinaus auch zu einer Induktion der LOX fihren. Dies wurde
von Maccarrone et al. (2000) fir H,O2 in den Protoplasten von Linsenwurzeln
gezeigt. In dieser Arbeit konnte dies jedoch mittels ersten Northern Blot Analysen
nicht bestatigt werden, da H,O; nicht zu einer Expression der LOX Gene nach 12 h
in Tabak cv. Bel W3 fihrte (Kap. 3.11). Hierbei scheint jedoch die H»0;
Konzentration von Bedeutung zu sein, auf die in Kap. 4.3 eingegangen wird.

Mit diesen Versuchen sollte daher analysiert werden, ob die ozoninduzierte LOX
Genexpression und -Aktivitdt bei dem nekrosenausbildenden Tabak cv. Bel W3
(Kap.3.1, Abb. 17; Kap. 3.10), begleitet war von einer ROS Induktion.

3.14.1 Histochemische Lokalisation von H>O, und O,* in ozonbehandelten

Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3

Nach Start Ozonbehandlung mit 150 ppb Ozon (5 h) wurden nach 0 h, 3 h, 8 h und
24 h die Blattspitze von je 3 mittelalten Blattern (Nr. 3) gleicher Behandlung
abgetrennt und eine Halfte mit NBT und die andere Halfte mit DAB infiltriert. Die
Blattspitze wurde gewéhlt, da hier nach Ozonbehandlung verstérkt Nekrosen
auftraten (Kap. 3.1, Abb. 17). Ebenso wurde mit unbehandelten Kontrollen verfahren
(Kap. 2.11).

Das Ergebnis dargestellt in Abb. 41 zeigt, dass zu Beginn der Behandlung (nicht
abgebildet) sowie in allen unbehandelten Tabak cv. Bel W3 (K) keine Akkumulation
von H,O, mittels DAB Farbung (Kap. 2.11.1) nachgewiesen werden konnte.

3 h nach Start der Ozonbehandlung wurde nur eine vereinzelte schwache H,0,
Ansammlung detektiert, wohingegen 8 h nach Start der Ozonbehandlung eine
stérkere H,O, Ansammlung als unregelmafRig geformte, intensiv dunkelbraune
Flecken nachgewiesen werden konnte (Abb. 41). Diese traten in den Bereichen auf,
wo auch Nekrosen bonitiert wurden (Abb. 17). Das Auftreten eines schwachen H;O,
Burst, 3 h nach Start Ozonbehandlung sowie eines starkeren nach 8 h, deckt sich
somit mit den Ergebnissen von Schraudner et al. (1998). Nach 24 h waren die
ozoninduzierten Nekrosen bereits vollstandig ausgebildet (Abb. 17). Die zu diesem
Zeitpunkt DAB-gefarbten Blattspitzen zeigten lediglich an den Randern der
Nekrosen eine Braunfarbung (Abb. 41).
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Abb. 41
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Histochemischer Nachweis von H;O, und Oy* in ozonbehandeltem
Tabak cv. Bel W3. Die Pflanzen wurden 5 h mit 150 ppb Ozon behandelt
und anschlieend in Reinluft weiterkultiviert. Kontrollen wurden
ausschlief3lich in Reinluft gehalten. Die Blattspitzen von je drei
ozonbehandelten Pflanzen (O3) bzw. Kontrollen (K) wurden nach 3 h, 8 h
und 24 h mit DAB gefarbt. Die NBT Farbung ist exemplarisch fir den
Zeitpunkt 3 h ozonbehandelte (O3) oder unbehandelte Pflanzen (K)
dargestellt.

Die Akkumulation von O,* wurde mittels NBT untersucht (Doke und Ohashi, 1988;

Jabs et al., 1996). Hierbei wurde eine diffuse Blaufarbung der Blatter sowohl bei

ozonbehandelten wie auch bei unbehandelten Pflanzen beobachtet. Diese trat bei

allen untersuchten Zeitpunkten auf, so dass keine signifikanten Unterschiede
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festzustellen waren. Ein typisches Ergebnis ist in Abb. 41 reprasentativ fir den
Zeitpunkt 3 h nach Start der Ozonbehandlung bzw. fir die Kontrolle dargestellt.

3.15 Induktion der B-Glukuronidase Aktivitat unter der Kontrolle von LOX2-

oder Bgl2-Promotoren in A. thaliana durch Ozon oder Methyljasmonat

Die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit zeigten die Induktion der LOX durch Ozon
oder Methyljasmonat in Tabak. Hierbei wurde auch die Existenz méglicher Isozyme
nachgewiesen, die jedoch keinem bestimmten Zellkompartiment zugeordnet werden
konnten.

Mit der transgenen Arabidopsis thaliana LOX2, die ein Lipoxygenase-GUS/FLUC
Fusionsgen enthélt (Jensen et al., 2002), wurde hier ein System verwandt mit dem
nun gezielt der Einfluss von Ozon oder Methyljasmonat auf die im Chloroplasten
lokalisierte Lipoxygenase histochemisch sichtbar gemacht werden konnte. Zur
Unterstiitzung der histochemischen Lokalisation der [(-Glukuronidase (GUS)
Expression unter dem LOX2 Promotor und um den Zeitverlauf zu verifizieren,
wurden zuséatzlich spektrofluorometrische GUS Aktivitdts Messungen vorgenommen.
Die ozoninduzierte Abwehr wurde wie zuvor bei Tabak (diese Arbeit Kap. 3.12;
Schraudner et al., 1992) mit dem Markergen Glucanase verfolgt. Hierfir wurde die
ozoninduzierte [3-Glukuronidase Expression unter dem -1, 3-Glucanase Promotor
bei transgenen Arabidopsis thaliana Bgl2/GUS (Cao et al., 1994) histochemisch
analysiert.

Zunachst wurden vergleichende Bonituren nach Ozonbehandlung bei den
transgenen Pflanzen A. thaliana LOX2 bzw. -Bgl2 und dem Wildtyp A. thaliana Col-0
durchgefihrt.

3.15.1 Entwicklung der Nekrosen bei ozonbehandelten A. thaliana Varietaten

Nach einer Behandlung mit 300 ppb Ozon fir 8 h wurde der Wildtyp Arabidopsis
thaliana Col-0 sowie die transgenen Pflanzen, Arabidopsis thaliana LOX2 und -Bgl2
in ozonfreier Luft weiterkultiviert, nach 24 h bonitiert und fotografiert (Abb. 42).
Ebenso wurde mit den Kontrollpflanzen verfahren, die Uber den gesamten Zeitraum
in ozonfreier Luft gehalten wurden.

Der in der Literatur als ozonunempfindlich beschriebene Wildtyp Columbia (Col-0)
(Sharma und Davis, 1997), der auch den Hintergrund der transgenen A. thaliana
LOX2 und -Bgl2 darstellt, wies nach 24 h Ozonexposition mit 300 ppb geringe

Blattschdden auf. Diese waren als sehr kleine punktférmige Nekrosen Uber die
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Blattspreite verteilt und entlang der Leitbiindel zu erkennen (Abb. 42). Die Kontrollen
waren symptomfrei (Abb. 42). Diese Symptome der Blattschadigung wurden auch
bei Arabidopsis thaliana LOX2 und -Bgl2 beobachtet (Abb. 42). Die Kontrollen
waren auch hier symptomfrei (Abb. 42).

Col-0 Bgl2 GUS/LUC LOX2 GUS/LUC

Ozon, 8 h 300 ppb

Kontrollen

Abb. 42 Schadbild von Arabidopsis thaliana Col-0 sowie den transgenen
Arabidopsis thaliana LOX2 GUS/FLUC und Arabidopsis thaliana
Bgl2/GUS. Die Aufnahme entstand 24 h nach A) achtstiindiger
Ozonexposition mit 300 ppb und anschlieRender Weiterkultivierung in
ozonfreier Luft und B) von 24 h in Reinluft gehaltenen Kontrollpflanzen.

Die Blattschdden der drei unterschiedlichen A. thaliana Pflanzen wurden
computergestitzt als Prozent Schéden zur Gesamtblattflache berechnet (Kap. 2.7)
und sind in Abb. 43 dargestellt. Es ist aus der Abbildung zu erkennen, dass die
Ozonbehandlung sowohl bei dem Wildtyp A. thaliana Col-0, als auch bei den
transgenen A. thaliana LOX2 GUS/FLUC und -Bgl2 GUS zum Zelltod von ~15 % der
Gesamtblattflache fuhrt. Dies zeigt, dass die Insertion von Fremd-DNA (LOX2
GUS/FLUC bzw. Bgl2/GUS) keinen Einfluss auf die Nekrosenbildung hatte.
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Abb. 43 Ozoninduzierte Blattschaden bei Arabidopsis thaliana Col-0, -LOX2
GUS/FLUC und -Bgl2/GUS 24 h nach Beginn der Ozonbehandlung mit
300 ppb fir 8 h. Die Lasionen sind als Prozent der Gesamtblattflache
dargestellt und wurden mit dem Computerprogramm ZEISS KS400
release (Carl Zeiss Vision GmbH, Halbergmoos) berechnet. Dargestellt
sind die Mittelwerte mit ihren Standardabweichungen von jeweils drei
Pflanzen pro Behandlung.

3.15.2 Ozoninduktion der 3-Glukuronidase unter dem LOX2 bzw. Bgl2 Promotor
Je 6 transgene A. thaliana LOX2-GUS/FLUC wurden 8 h mit 300 ppb Ozon

behandelt und anschlieRend in ozonfreier Luft weiterkultiviert. Kontrollen wurden
konstant in ozonfreier Luft gehalten. Nach 0, 1, 2, 5, 8, 12, 24, 28 und 36 Stunden
nach Start der Exposition wurden die Pflanzen analysiert. Die eine Halfte der
Pflanzen wurde fur histochemische GUS Untersuchungen verwendet und die andere
wurde fir GUS Aktivitdtsmessungen eingesetzt (Kap. 2.9.3).

Zur Kontrolle der erfolgreichen Ozonbehandlung wurden je 6 transgene A. thaliana
Bgl2/GUS in gleicher Weise behandelt (8 h, 300 ppb Og3). Die histochemische
Untersuchung der 3-Glukuronidase Expression erfolgte 0 h, 3 h, 8 h und 24 h nach

Start der Ozonexposition.

3.15.2.1 Histochemische Lokalisation der GUS Expression

Die Auswertung der histochemischen GUS Aktivitat fur A. thaliana LOX2-GUS/FLUC
ergab, dass sich zwischen den Zeitpunkten 0 h bis 8 h nach Start Ozonexposition
nur an vereinzelten Blattern pro Pflanze GUS Aktivitat unter der Kontrolle des LOX2
Promotors in Form von blauem Farbniederschlag zeigte. Die Quantifizierung der
GUS Aktivitat unter dem ozoninduzierten LOX2 Promotor erfolgte daher mit parallel

durchgefihrten Bestimmungen der Enzymaktivitat (Kap. 3.15.2.2). Es war aufféllig,
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dass die histochemisch nachgewiesene GUS Aktivitdt immer in Form von
punktférmigen blauen Bereichen zu beobachten war. Zur Verdeutlichung dieses
Induktionsmusters wurde der Zeitpunkt mit der starksten GUS Expression, 28 h
nach Start Ozonexposition, ausgewahlt und in Abb. 44 dargestellt.

Wie aus Abb. 44 zu erkennen ist waren es hauptsachlich punktférmige, blaugeférbte
Bereiche. Diese waren unregelmafig Uber die Blattspreiten verteilt. Um diese
intensiv blau geférbten Punkte gab es heller gefarbte Regionen. Es liegt die
Vermutung nahe, dass die GUS Aktivitdt in den Bereichen spéaterer Nekrosen
entstand, da diese auch punktférmig verteilt waren (Abb. 42). Ein Unterschied in der
Induktion des LOX2 Promotors zwischen eher jungen nachwachsenden Bléattern der
inneren Rosette oder alteren Blattern der dulleren Rosette konnte nicht festgestellt
werden. Bei den Kontrollen war histochemisch zu keinem Zeitpunkt GUS Aktivitat
nachweisbar (Abb. 44).

Die erfolgreiche Ozonbehandlung wurde daruber hinaus durch die Ozoninduktion
der Glucanase (GUS Expression unter dem Bgl2 Promotor) bei Arabidopsis thaliana
wie folgt nachgewiesen. Nach 3 h wurde eine geringe Induktion der GUS Expression
in den Blattadern beobachtet, zu der nach 8 h kleinere punktférmige Expressionen
in den Interkostalfeldern hinzukamen. Nach 24 h waren die Blatter deutlich in und
um die Blattadern intensiv blau gefarbt wobei einige Blatter hellere Bereiche an den
Blattrandern aufwiesen. Die unbehandelten Kontrollpflanzen zeigten zu keinem
Zeitpunkt eine Induktion der GUS via Bgl2 Promotor. Auf die Bestimmung der GUS
Enzymaktivitat wurde daher verzichtet und fir die Darstellung der Zeitpunkt mit der
starksten GUS Expression, 24 h nach Start Ozonexposition, ausgewdahlt und

exemplarisch in Abb. 44 dargestellt.
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Abb. 44
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Histochemischer Nachweis der LOX2- bzw. Bgl2-Induktion, anhand der
Glukuronidase Aktivitat, nach Ozonexposition bei (A) Arabidopsis thaliana
LOX2 GUS/FLUC und (C) Arabidopsis thaliana Bgl2/GUS oder nach
Behandlung mit Methyljasmonat bei (B) Arabidopsis thaliana LOX2
GUS/FLUC. Die Pflanzen wurden 8 h mit 300 ppb Ozon behandelt und
anschlieBend in ozonfreier Luft weiterkultiviert. Die Meda (7,5 uM)
Behandlung erfolgte fir 24 h. Kontrollen wurden ausschlielich in Ozon-
oder MedJa-freier Luft gehalten. Die Ernte der Pflanzen und nachfolgende
histochemische Farbung . N. erfolgte fir A) nach 28 h und fir B) und C)
nach 24 h. Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Bild pro
Behandlungsvariante mit Kontrolle.
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3.15.2.2 GUS Aktivitats Bestimmung

Nach Ozonbehandlung kam es in Arabidopsis thaliana LOX2 Pflanzen im Vergleich
zu unbehandelten Kontrollen zu einer eindeutigen Induktion der GUS Aktivitat
vermittelt durch den LOX2 Promotor. Diese zeigte einen biphasischen Charakter mit
Maximalwerten nach 1 h und 28 h. Die LOX2 (GUS) Aktivitdt stieg in
ozonbehandelten Pflanzen gegeniber unbehandelten Kontrollpflanzen nach 1 h
direkt an, zeigte jedoch hier die meiste Streuung. Die LOX2 (GUS) Aktivitdt sank
anschlieBend wieder ab und hatte nach 8 h erneut den Kontrollwert erreicht. Ab
diesem Zeitpunkt war eine kontinuierliche LOX2 (GUS) Aktivitdtszunahme in den
ozonexponierten Arabidopsis Pflanzen im Vergleich zu unbehandelten Kontrollen zu
verzeichnen. Nach 24 h und 28 h war die LOX2 (GUS)-Induktion ozonbehandelter
Pflanzen gegeniber unbehandelten jeweils 8 fach. Nach dem Maximum bei 28 h fiel
die Aktivitat steil ab und erreichte nach 36 h noch die 2 fache Aktivitdt gegenliber
den Kontrollen (Abb. 45).
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Abb. 45 Ozoninduktion der GUS Aktivitdt via LOX2 Promotor von A. thaliana. A.
thaliana LOX2 Pflanzen wurden 8 h mit 300 ppb Ozon behandelt (m) bzw.
in Reinluft gehalten (O) und zu den angegebenen Zeitpunkten die GUS
Aktivitat mittels Fluoreszenzphotometrie untersucht. Dargestellt sind
Mittelwerte aus drei Extraktionen mit ihren Standardabweichungen.
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3.15.3 Induktion der GUS durch Methyljasmonat unter dem LOX2 Promotor

Methyljasmonat ist wie Ozon ein gasférmiger Effektor fir Signalinduktionen in der
Pflanze (Farmer und Ryan, 1990; Wasternack, 2007). Beide gelangen bei exogener
Applikation von aufen Gber die Stomata mit dem Gaswechsel in das Blattinnere.

Es ist bekannt, dass Methyljasmonat Lipoxygenasen in A. thaliana (Melan et al.,
1993), N. tabacum L. cv. Bel W3 (diese Arbeit, Kap. 3.11) und zahlreichen anderen
Pflanzenspezies induziert. Methyljasmonat wurde daher in dieser Arbeit als
Positivkontrolle im Vergleich zu Ozon fur die Induktion der chloroplastidaren
Lipoxygenase verwandt (Kap. 2.6.3). Die Ergebnisse der histochemischen
Verteilung der LOX2 (GUS) Expression und die LOX2 (GUS) Aktivitdt nach
Behandlung mit MeJa sind in Kap. 3.15.3.1 und 3.15.3.2 dargestellt.

3.15.3.1 Histochemische Lokalisation der LOX2 (GUS) Aktivitat

Methyljasmonat induzierte die GUS Aktivitdt unter dem LOX2-Promotor in

transgenen Arabidopsis thaliana LOX2 GUS/FLUC. Sichtbar wurde dies bei allen

Behandlungsvarianten als eine deutliche Verteilung der LOX2 (GUS)-Expression

(Blaufarbung) Uber die gesamte Blattflache hinweg.

Tab. 8 Histochemischer Vergleich der GUS Expression via LOX2 Promotor in
Arabidopsis thaliana LOX2 GUS/FLUC nach Methyljasmonatbehandlung.

GUS-Expression (Farbintensitat): - = 0, + = sehr schwach, ++ = schwach,
+++ = mittel und ++++ = stark

Konzentration MeJa | Inkubationsdauer [h] | GUS-Expression
7,5 uM 24 ++++
7,5 uM 5 +++
0,1 uM 24 ++
0,1 uM 5 +
0 uM, Kontrolle 24 -

Bei den unterschiedlichen Behandlungsvarianten &nderte sich nicht das
Verteilungsmuster, sondern nur die Intensitdt der LOX2 (GUS)-Expression
ausgedrickt als Farbintensitdt. So nahm bei gleicher MeJa Behandlung (0,1 uM
bzw. 7,5 uM) die Farbintensitdt mit der Verldngerung der Inkubationsdauer von 5 h
auf 24 h deutlich zu. Die Kontrollen blieben dagegen ohne LOX2 (GUS)-Expression.
Dariiber hinaus wurde bei gleichen Inkubationszeiten (5 h bzw. 24 h) mit der

héheren Meda Konzentration auch eine starkere LOX2 (GUS) Expression erreicht
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(Tab. 8). Die stérkste Induktion der LOX2 (GUS)-Expression wurde nach 24 h
Exposition mit Methyljasmonat (7,5 pM) nachgewiesen (Tab. 8) und ist in Abb. 44

zusammen mit einer Kontrolle exemplarisch dargestellt.

3.15.3.2 GUS Aktivitats Bestimmung

Die Induktion der LOX2 (GUS) Aktivitdt war zum einen von der MeJa-Konzentration
und zum anderen bei gleicher Konzentration von der Expositionsdauer abhéangig
(Abb. 46).

30

25 A

20 +

15 -

GUS Aktivitat
[pmol 4-Mu/min x ug Protein’

10 -

o I

A B C D K

Abb. 46 Vergleich der LOX2 Aktivitat bei transgenen A. thaliana LOX2 GUS/FLUC
nach Behandlung mit Methyljasmonat. Je drei Pflanzen wurden in einem
Exsikkator wie folgt behandelt: Inkubationszeit 24 h: A) 7,5 uM MedJa bzw.
C) 0,1 upM Meda. Inkubationszeit 5 h mit anschlielRender
Weiterkultivierung in Meda freier Luft: B) 7,5 yM Meda bzw. D) 0,1 uyM
Meda; K) Kontrollen wurden 24 h ohne MedJa inkubiert. Dargestellt sind
Mittelwerte aus drei Extraktionen mit ihren Standardabweichungen.

Bei gleicher Expositionsdauer von 24 h und einer Erhéhung der Konzentration von
0,1 uM Meda auf 7,5 yM Meda stieg die GUS Aktivitat unter dem LOX2 Promotor
um das 15,7fache an (Abb. 46 A und C). Bei der kiirzeren Expositionszeit von
jeweils 5 h stieg die GUS Aktivitat unter dem LOX2 Promotor bei Erhéhung der
Meda Konzentration von 0,1 uM auf 7,5 uM um das 33fache an (Abb. 46 B und D).
Kontrollpflanzen zeigten keine LOX2 (GUS) Aktivitdt (Abb. 46 K). Bei einer

Konzentration von 0,1 yM bzw. 7,5 pM Meda und einer Verlangerung der
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Inkubationsdauer von 5 h auf 24 h, stieg die LOX2 (GUS) Aktivitdt um das 4,8fache
(Abb. 46 C und D) bzw. um das 2,3fache an (Abb. 46 A und B). Die LOX2 (GUS)
Aktivitdt korrelierte positiv mit der histochemischen GUS Expression unter dem
LOX2 Promotor (3.15.3.1, Tab. 8 und Abb. 44).

Zusammenfassend konnte in diesem Kapitel gezeigt werden, dass Ozon die LOX2
Aktivitdt in den Chloroplasten transgener A. thaliana LOX2 GUS/FLUC induziert.
Dariiber hinaus wurde nachgewiesen, dass sich das Expressionsmuster der LOX2
(GUS) Aktivitat nach Ozonbehandlung deutlich von dem nach Behandlung mit

Methyljasmonat unterscheidet.
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4. Diskussion

Troposphérische Ozonkonzentrationen verzeichneten in den letzten Jahrzehnten
weltweit eine Zunahme um das drei- bis vierfache, wobei Spitzenkonzentrationen
von 100 - 400 nl/L in industriereichen Regionen erreicht wurden (Kley et al., 1999).
Diese Konzentrationen reichen aus, um Dbetrdchtlichen Schaden und
Produktionsverluste bei Wild-, Zier- und Anbaupflanzen hervorzurufen. Die Schaden
auldern sich bei sensitiven Pflanzen als HR-&hnliche Lasionen und/oder chlorotische
Symptome (Sandermann, 1996; Ubersicht: Kangasjarvi, 2005). Aus &ékonomischer
Sicht entsteht durch die Ertragseinbuf’en ein erheblicher finanzieller Verlust. Von
einigen Autoren wird Lipidperoxidation als die biochemische Basis der
phytotoxischen Wirkung akuter Ozonexposition (150-300 ppb fir 4-6 h) angesehen
(Heath und Taylor, 1997). Die Ursachen hierfir kénnen neben unspezifischen
autoxidativen Mechanismen, spezifische enzymatische Prozesse katalysiert durch u.
a. Lipoxygenasen (LOXs) sein (Kap. 1.5.1). LOXs dioxygenieren neben frei
vorliegenden ungeséttigten Fettsduren auch veresterte Fettsduren der
Biomembranen und tragen auf diese Art zur Zerstérung des Blattgewebes, der
Bildung von Nekrosen, dem Abbau oxidationsanfalliger Fettsduren und zur Synthese
von fluchtigen kurzkettigen Aldehyden und Alkoholen (Cs und Cg) sowie
nichtflichtigen Metaboliten bei (Kap. 1.6; Grechkin, 1998; Maccarrone et al., 2001).
Es wurde daher im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von akutem Ozonstress auf
den LOX-Reaktionsweg in den Nicotiana tabacum L. Varietaten Bel W3 und Bel B,
sowie dem transgenen N. tabacum L. xanthi-nc Nah-G untersucht. Hierzu wurde die
Ozoninduktion von Lipoxygenase auf Enzym- und Transkriptebene, sowie der
Transkripte weiterer Enzyme des LOX-Reaktionsweges analysiert. Die erzielten
Daten werden im Folgenden in Korrelation gesetzt mit den unter Ozonstress nach-
gewiesenen Emissionen einer Reihe fliichtiger Metabolite des LOX-Reaktionsweges
(Heiden et al., 1999a; - 1999b; - 2003) sowie der Nekrosenentwicklung.

Mit der ozonsensitiven Varietat N. tabacum L. cv. Bel W3 und der ozontoleranten
Varietat N. tabacum L. cv. Bel B stand in dieser Arbeit ein etabliertes Modellsystem
zur Verfugung mit dem die Nekrosenentwicklung und die Aktivierung der
Abwehrgene basische [3-1,3-Glucanase und basische Chitinase unter akutem
Ozonstress bereits gezeigt wurden (Langebartels et al., 1991; Schraudner et al.,
1992; Ernst et al.,, 1992; Janzik et al., 2005). Eine erfolgreiche Ozonbehandlung
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konnte somit anhand der Transkriptakkumulation der PR Proteine basische -1, 3-
Glucanase und basische Chitinase zwischen 5 h und 24 h verfolgt werden (Kap.
3.12.1; Abb. 36 und Kap. 3.12.2; Abb. 37). Dieses definierte System lieferte die
Grundlage, um eine Korrelation zwischen der Nekrosenentwicklung und der
Induktion der LOX, als Mall der spezifischen Lipidperoxidation nach
Ozonbehandlung, herstellen zu kénnen. Hierfir war eine genaue Charakterisierung
des Schadbildes der ozonbehandelten Pflanzen notwendig. Fir diesen Vergleich

musste jedoch zunachst der LOX-Enzymaktivitatstest etabliert werden.

4.1 Optimierung des Lipoxygenase Enzymaktivititstest

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Enzymtest etabliert werden, der eindeutig LOX
Aktivitadten bei Tabak cv. Bel W3 bestimmt. Im sauren pH-Wert Bereich (pH 5.0)
waren diese Aktivitaten jedoch teilweise von autoxidativen Prozessen begleitet (Kap.
3.2). Dass ein Teil der Lipidhydroperoxide im sauren pH Bereich (pH 5.0) dennoch
auf eine LOX katalysierte Reaktion zuriickzufiihren ist, wurde anhand von
Inhibitorversuchen bestétigt. Der effektivste Inhibitor bei pH 8.0 (eindeutig da hier
keine Autoxidation) war N-Propylgallat, der bei einer Konzentration von 10 uM die
LOX Aktivitdt um Uber 50 % inhibierte. Bei gleicher Konzentration (10 uM) aber
pH 5.0 inhibierte N-Propylgallat die LOX Aktivitat um 24 % (Kap. 3.3; Abb. 24). Das
Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit dem Nachweis von Bostock et al. (1992), die
Arachidonsadure-induzierte LOX Aktivitat in Kartoffel ebenfalls im sauren pH Bereich
(pH 5.5) durch N-Propylgallat inhibieren konnten. Die LOX hemmenden
Eigenschaften der verwandten Inhibitoren wurden in der Literatur haufig zitiert und
Uberlagern sich mit ihrer Funktion als Radikalfanger (Fournier et al., 1993; Groot und
Rauen, 1998; Pinto et al., 1999; Fan und Mattheis, 2001). Eine mégliche Erklarung
fur Lipidhydroperoxidbildung durch Autoxidationsprozesse im sauren pH Bereich
geben Belitz und Grosch (1987), die beschreiben, dass das Superoxidradikal (O2*)
unter physiologischen Bedingungen als Anion (Oy) vorliegt im sauren pH Bereich
jedoch das Perhydroxyradikal (HO,*) dominiert, dessen radikalischer Charakter
durch H'-Abstraktion die Lipidperoxidation einleiten kann. Ein indirekter Nachweis
fur die Bildung von Lipidhydroperoxiden im Messansatz mit Rohextrakt und
Linolsdure wurde durch die HPLC Analyse der Produkte nach Reduktion mittels
Natriumborhydrid erbracht (Abb. 15). Das Resultat stimmt mit den Untersuchungen
von Gardner et al. (1993) Uberein, die mittels GC/MS und IR (Infrarot) Spektrum
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nachwiesen, dass das Hauptprodukt des mit NaBHs reduzierten Linolsdure-
hydroperoxid ((13S, 9Z, 11E)-13-hydroperoxy-9,11-octadecadiensédure) zu 75 % das
Linolsaurehydroxid ((13S, 9Z, 11E)-13-hydroxy-9,11-octadecadiensaure) war.

Fur die ozoninduzierte LOX Aktivitdt aus Tabak cv. Bel W3 wurden biphasische pH-
Wert Optima nachgewiesen, die fur Linolsdure bei pH 5.0 und pH 8.0 und fir
Linolensaure bei pH 5.0 und pH 7.0 lagen (Kap. 3.2.3; Abb. 21 und Abb. 22). Die
beiden pH-Wert Optima waren erste Hinweise auf unterschiedliche LOX Isoformen,
wie z. B. 9- und/oder 13-LOX (Abb. 4). Unterschiedliche LOX Isoformen konnten
durch nachfolgende Analysen mittels NATIVE PAGE sowie Southern Blot Analysen
bestétigt werden (Kap. 3.5; Abb. 27 und Kap. 3.9; Abb. 32). Auch in SDS-PAGE
Analysen angereinigter Elicitor-induzierter LOX (Elicitor: P. parasitica Tuck var.
Nicotianae) aus N. tabacum L. cv. Wisconsin 38 Zellkultur, detektierten Fournier et
al. (1993) eine Doppelbande, aufgrund dessen sie zwei moégliche LOX Isoformen
vermuteten. Saure pH-Wert Optima im Bereich pH 4 - pH 5,5 zeigten, um nur einige
zu nennen, auch LOX aus Arabidopsis (Zhuang et al., 1996), Sojabohne (Baracat-
Pereira et al., 2001), die Fraktion der Chloroplastenhillmembran von Spinat (Blée
und Joyard, 1996), rekombinante Rlox1 aus Rosenbliten (Fukuchi-Mizuti et al.,
2000) und die mikrosomale sowie l6sliche Fraktion aus Kartoffel (Bostock et al.,
1992). Daruber hinaus zeigte die LOX1 aus Kartoffelknollen die héchste Aktivitat bei
pH 5.0 (53%) und pH 6.0 (100%). Die Reaktionsprodukte der rekombinant
exprimierten LOX1 waren zu 96 % 9-Linolenhydroperoxide. LOX1 wurde somit als 9-
LOX klassifiziert (Royo et al., 1996). Der pH-Wert in Vakuolen und Lysosomen ist
ungefédhr pH 5.0 und auch im Inneren der Thylakoidlumen kann wahrend der
Photosynthese der pH-Wert auf 4.5 abfallen (Rausch, 1999). Das Vorkommen von
LOXs in diesen Zellkompartimenten wurde in verschiedenen Untersuchungen
gezeigt. So konnte in neuren Studien mittels GFP-Fusionsproteinen und
Immunodetektion zwei 13-LOX (LOX-H1 und LOX-H3) u. a. in den
Thylakoidmembranen von Kartoffel nachgewiesen werden (Farmaki et al., 2007).
Dariiber hinaus herrscht im Apoplasten ein pH-Wert von 5-7 (Dietz, 1997). Eine an
die Membran assozierte apoplastische LOX wurde z. B. in Phaseolus vulgaris L.
charakterisiert (Sicilia et al., 2005). In der Vakuole von Embryo Kotyledonen aus
Glycine max L. wurden mehrere LOX Isoformen (LOX4 und/oder LOX5)
nachgewiesen, die durch Auxin, nicht jedoch durch Absicinsdure, Methyljasmonat

oder Jasmonsaure induziert werden konnten (Wang et al., 1999). Man kann
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aufgrund des hier nachgwiesenen sauren pH-Wert Optimum von pH 5.0 vermuten,
dass auch eine ozoninduzierte LOXs bei Tabak cv. Bel W3 in den zuvor
beschriebenen Zellkompartimenten lokalisiert sein kénnte.

Das zweite pH-Wert Optimum der ozoninduzierten Tabak cv. Bel W3 LOX Aktivitat
(diese Arbeit) lag mit 7.0 bzw. 8.0 im neutralen bis leicht basischem pH Bereich in
welchem Fettsduren in ihrer deprotonierten Form vorliegen und leichter I6slich sind.
In der Pflanze findet man einen pH-Wert von 8.0 bei Licht im Stroma der
Chloroplasten und pH-Werte um 7.0 im Cytosol (Elstner, 1990). Dies ware ein
Hinweis auf das Vorkommen von Tabak LOX mit den pH Optima 7-8 im Stroma der
Chloroplasten und/oder im Cytosol. Farmaki et al. (2007) wiesen zwei 13-LOXs
(LOX-H1 und LOX-H3) u. a. im Stroma von Chloroplasten bei Kartoffeln nach. Die
Ozoninduktion  chloroplastiddrer LOXs wird spater in einem anderen
Zusammenhang ausfuhrlicher diskutiert (Kap. 4.5). Es wurde dariber hinaus
beschrieben, dass in Solanaceaen 9-LOX im Cytosol und 13-LOX in Plastiden
lokalisiert sind (Feussner und Wasternack, 2002). Den Nachweis cytosolischer LOX
erbrachten Fammartino et al. (2007) in neueren Studien. Sie konnten zeigen, dass
das Fusionsprotein bestehend aus einer Tabak 9-LOX (NtLOX1; Acc. Nr. X84040)
und einem Cyanfluoreszenzprotein (CFP) nach der Transformation in Tabakblatter
(Nicotiana tabacum L. Isolinie: 46-8.) transient im Cytoplasma exprimiert wurde. Zu
der Nukleotidsequenz dieser 9-LOX aus Tabak (Acc. Nr. X84040) war das in dieser
Arbeit aus ozonbehandeltem (5 h, 150 ppb O3) Tabak cv. Bel W3 isolierte LOX
cDNA Fragment (471bp) 99 % homolog (Kap. 3.6). Aufgrund der Sequenzhomologie
(Kap. 3.6) sowie der Daten von Fammartino et al. (2007) ist es denkbar, dass das
nachgewiesene LOX pH-Wert Optima pH 7/ pH 8 bei Tabak cv. Bel W3 (Kap. 3.2.3)
moglicherweise u. a. auf eine exprimierte ozoninduzierte cytosolische 9-LOX
Aktivitat zurGckzufihren ist. Auch die an die Plasmamembran (Plasmalemma)
gebundene LOX aus Soja zeigt ein alkalisches pH Optimum von 7.5-10 (Fornaroli et
al., 1999). Da in dieser Arbeit dem Extraktionspuffer Tween-20 zugesetzt wurde
(Kap. 2.9.2.1) kénnte fir die LOX Aktivitdt im alkalischen auch eine partiell
freigesetzte Plasmamembran-assoziierte Tabak LOX Isoform verantwortlich sein.
Einige Autoren vermuten auch den Transfer I6slicher LOX via Vesikel zu den
Membranen wodurch sie leichter die Fettsduren katalysieren kénnten (Loiseau et al.,
2001). Aligemein werden zahlreiche LOX Isoformen mit unterschiedlichen pH-Wert-

Optima beschrieben, oft verbunden mit differenzierter subzellularer Lokalisation und
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verschiedenen Substratpraferenzen (Siedow 1991; Loiseau et al., 2001) u. a. in
Saubohnen (Clemente et al., 2000), Sojabohnen (Busto et al., 1999; Fischer et al.,
1999), Gerste (Hordeum vulgare L.) (Wu et al., 1997) und Arabidopsis thaliana
(Melan et al., 1993; Bell und Mullet, 1993). Sie kénnen durch die unterschiedlichsten
biotischen und abiotischen Signale induziert werden (Kap. 1.6) und lassen
unabhangige Funktionen vermuten (Dubbs und Grimes, 2000).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass der Test zum Nachweis der
Lipoxygenase Aktivitdt mit Rohextrakten aus ozonbehandelten Nicotiana tabacum L.
cv. Bel W3 als Grundlage fiir weitere Analysen in dieser Arbeit erfolgreich etabliert

werden konnte.

4.2 Korrelation von Nekrosen mit LOX Genexpression und LOX Aktivitait

sowie Cg-Emissionen bei ozonbehandeltem Tabak cv. Bel B und cv. Bel W3

In  mittelalten Blattern (Nr. 3) von Tabak cv. Bel W3 Kkorrelierte nach
Ozonbehandlung (5 h, 150 ppb) und anschlielender Weiterkultivierung in ozonfreier
Luft die LOX mRNA Genexpression und parallel auch die LOX Aktivitat, eindeutig
mit der Nekrosenentwicklung, was ein deutlicher Hinweis auf eine transkriptionelle
Regulation der LOX ist (Abb. 16, Abb. 25, Abb. 26, Abb. 29 und Abb. 33). Die
hierbei eingesetzten unterschiedlichen Nachweismethoden, Northern Blot und RT-
PCR fir den Nachweis der LOX Expression auf Transkriptebene, sowie HPLC und
photometrischer Enzymtest fir die Bestimmung der LOX Aktivitat, erbrachten jeweils
Ubereinstimmende Ergebnisse (Abb. 29, Abb. 33, Abb. 25 und Abb. 26). Dartber
hinaus wurde eine gute Ubereinstimmung zwischen der nachgewiesenen LOX
Aktivitat (Abb. 25, Abb. 26), die sowohl auf 9-LOX als auch auf 13-LOX Aktivitat
zurtckzufihren sein kénnte und den von Heiden et al. (1999a; 1999b; 2003)
nachgewiesenen Cg-Emissionen beobachtet. Diese Cg-Emissionen (Tab. 9) leiten
sich von 13-Lipidhydroperoxiden ab und waren daher ein indirekter Hinweis auf die
Ozoninduktion einer 13-LOX bei Tabak cv. Bel W3. Die Cg-Emissionen werden
jedoch im Hinblick auf ihre Entstehung im 13-HPL Zweig des LOX-Wegs an anderer
Stelle gesondert diskutiert (Kap. 4.4).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen erstmalig die Induktion der Lipoxygenase durch
akuten Ozonstress bei ozonsensitivem Tabak cv. Bel W3 und im Unterschied hierzu

bei dem ozontoleranten Tabak cv. Bel B. Zur besseren Ubersicht sind diese
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Ergebnisse zusammenfassend in Tab. 9 dargestellt und werden nachfolgend
diskutiert.

Zum Zeitpunkt dieser Arbeit war nur eine LOX cDNA in Nicotiana tabacum L.
bekannt, die aus Zellsuspensionskulturen von Tabak, nach Behandlung mit einem
pilzlichen Elicitor aus der Zellwand von Phytophtera parasitica var. nicotianea
(Verursacher der Blattfleckenkrankheit), isoliert worden war (Acc. Nr.: X84040;
Véronési et al.,, 1995). Hieraus wurden die Primer u. a. zur Herstellung des
genspezifischen LOX cDNA Fragments (471 bp) abgeleitet, dass als Gensonde bei
Northern Blot Analysen eingesetzt wurde. Durchgefuhrte Sequenzvergleiche auf
Nukleotidebene ergaben, dass die in dieser Arbeit aus ozonbehandeltem (5 h, 150
ppb O3) Tabak cv. Bel W3 erzeugte LOX Gensonde (471 bp) die héchste Homologie
(99 %) zu vorgenannter Elicitor-induzierter LOX1 aus Tabak (Acc. Nr.: X84040)
zeigte. Diese Elicitor-induzierter LOX1 aus Tabak (Acc. Nr.: X84040) wurde in
phylogenetischen Stammbaumanalysen als 9-LOX klassifiziert (Nemchenko et al.,
2006; Lang und Feussner, 2007). Die nachst héheren Homologien wurden ebenfalls
zu 9-LOX aus Tomate [Acc. Nr.: AY008278 (89 %)] und U09025 (83 %)] und aus
Nicotiana attenuata [Acc. Nr.: AY254345 (81 %)] erzielt. Sequenzvergleiche zu
einigen 13-LOX aus Tabak und Tomate ergaben darlber hinaus keine signifikanten
Ubereinstimmungen (Kap. 3.6). Auch in neueren Untersuchungen von Marmey et al.
(2007) wurde o. g. Elicitor-induzierte LOX aus N. tabacum (Acc. Nr.: X84040)
aufgrund des Vorkommens der Aminosauren Thyrosin/Valin an der Position 584 als
9-LOX beschrieben (Kap. 1.6.1). Die Position der LOX Sonde (diese Arbeit) lag
ausserhalb des fur 9- oder 13-LOX bestimmenden Bereichs, so dass hierlber keine
direkten Riuckschlisse  gezogen  werden konnten. Die  kodierende
Aminosduresequenz der LOX Sonde wies jedoch typische hochkonservierte
Aminosduren der LOX aus anderen Pflanzenspezies auf, was ihre Identitat
bestétigte (Abb. 28). Aufgrund der Sequenzvergleiche kann man vermuten, dass mit
der in dieser Arbeit eingesetzten LOX Gensonde (471 bp) mdglicherweise
vornehmlich 9-LOX Transkripte bei Tabak nachgewiesen wurden. Auf der anderen
Seite sprechen der Nachweis von JA (diese Arbeit) und die Cg-Emissionen (Heiden
et al., 1999a, -b) bei Tabak cv. Bel W3 fir die Ozoninduktion einer 13-LOX. Man
kann daher annehmen, dass die in dieser Arbeit nachgewiesene LOX Aktivitat auf 9-
LOX und/oder 13-LOX Aktivitat zuriickzuflihren sein kénnte.
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So wird eine Beteiligung von Jasmonséaure an der Abwehrantwort ozonempfindlicher
Pflanzen auf Ozon allgemein akzeptiert und Jasmonsédure aus dem 13-LOX-Weg u.
a. eine Funktion bei der Einddmmung Ozon-induzierter L&sionen durch die
Aktivierung antioxidativer Schutzenzyme zugesprochen (Overmyer et al., 2000,
Kanna et al. 2003; Overmyer et al., 2003). Auf diesen Zusammenhang wird in Kap.
4.6 nochmals eingegangen. In der Literatur werden mittlerweile Hypothesen Uber
diskrete 9- oder 13-LOX-Wege diskutiert, wobei der 9-LOXs Weg vornehmlich in
Verbindung mit HR und Zelltod gebracht wird und der 13-LOXs Weg Uber die JA
Biosynthese in Verbindung mit der Aktivierung von Schutzfunktionen. So wurde in
verschiedenen Arbeiten beschrieben, dass bei Solanaceaen wahrend der HR bei
einer inkompatiblen Pflanze-Pathogen Interaktion, hauptsachlich der 9-LOX-Weg
induziert wurde (Rustérucci et al., 1999; Gdébel et al., 2001; Montillet et al., 2004;
Cacas et al., 2005). Daruber hinaus wurde in mit Cryptogein infiziertem Tabak die
Induktion der 9-LOX Aktivitdt und die damit verbundene Akkumulation der 9-
Lipidhydroperoxide als nicht nur notwendig (Rustérucci et al., 1999), sondern als
ausreichend (Cacas et al., 2005) zur Auspragung des HR ahnlichen Zelltod
beschrieben. In Ubereinstimmung hierzu zeigte die transiente Ozon-induzierte LOX
Aktivitdt und LOX mRNA Expression, sowie die Nekrosenentwicklung bei Tabak cv.
Bel W3 (dieser Arbeit), groRe Ahnlichkeit zu einer transienten Pathogen-induzierten
LOX Aktivitdt und LOX mRNA Expression wahrend einer inkompatiblen Pflanze-
Pathogen Interaktion. So wurde gleichzeitig mit dem Auftreten der Resistenzantwort
und Nekrosen, eine transiente LOX Induktion auch wahrend der HR u. a. bei mit
Pseudomonas syringue pv. phaseolicola infizierten Phaseolus vulgaris (Slusarenko
et al., 1993), mit Pseudomonas syringue pv. phaseolicola infizierten Kartoffeln cv.
Superior (9-LOX, POTLX-3 mRNA: 6 h—-18 h; Kolomiets et al., 2000) sowie in mit
Pseudomonas syringae pv. syringae infizierten Blattern von Lycopersicon eculentum
Mill. cv. Moneymaker nachgewiesen (Koch et al., 1992). Einen zu der Ozon-
induzierten LOX Aktivitdt bei Tabak cv. Bel W3 (diese Arbeit) vergleichbaren
Zeitverlauf, zeigte auch die LOX Aktivitdt wahrend der HR bei mit GP66 Elicitor-
behandelten Zellsuspensionskultur von Platanen (Alami et al., 1999), bei Elicitor-
behandelter Zellsuspensionskultur von Tabak (9-LOX, Acc. Nr. X84040; Rickauer et
al., 1990; Fournier et al., 1993), bei mit P. syringae pv. maculicola infizierten
Kartoffeln (9-LOX; Stumpe et al., 2001), bei Chitin- bzw. Chitosan-behandelten

Weizenpflanzen (Bohland et al., 1997), sowie bei mit Xanthomonas campestris
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pathovar malvacearum Linie 18 infizierter Baumwolle (9-LOX; Marmey et al., 2007).
Der Zeitverlauf, der ozoninduzierten LOX bei Tabak cv. Bel W3 (diese Arbeit)
unterscheidet sich somit deutlich von dem Zeitverlauf bei einer kompatiblen Pflanze-
Pathogen-Interaktion, bei der eine verstarkte LOX Aktivitdt haufig erst ab 24 h
nachgewiesen wurde (Koch et al., 1992; Fournier et al., 1993; Stumpe et al., 2001).
Dariber hinaus unterscheidet sich auch die transiente Wund-induzierte LOX
Aktivitat, die oft sehr schnell (0,5 h — 2 h) erfolgte, wie u. a. fir Tomate (Heitz et al.,
1997) und Kartoffel (StLOX3; Royo et al. 1996) gezeigt wurde. Das LOX eine
wichtige Rolle bei der pflanzlichen Abwehr wdhrend der HR zukommt wurde
weiterhin mit Hilfe transgener Tabakpflanzen, die eine 9-LOX Antisense
expremierten, gezeigt. Diese Pflanzen zeigten nicht nur eine extreme Reduktion der
LOX Aktivitat nach Elicitor und Pathogeninfektion, sondern auch einen kompatiblen
Phanotyp mit stark verminderter Lasionenbildung (Rancé et al., 1998). Mit den
Ergebnissen dieser Arbeit konnte bestétigt werden, dass Ozon in ozonsensitivem
Tabak cv. Bel W3 den LOX-Weg in ahnlicher Weise induziert, wie es zuvor fir die
inkompatiblen Pflanze-Pathogen Interaktionen wahrend der HR beschrieben wurde.
Dartber hinaus bestarkt die Korrelation der Ergebnisse dieser Arbeit mit den
beschriebenen Literaturdaten die Anschauung anderer Autoren (Kangasjarvi et al.,
1994, -2005; Sandermann et al., 1998), dass Ozon als flichtiger Elicitor fungiert, der
pflanzliche Verteidigungsantworten auslést, wie sie bei der HR beobachtet werden.
Darlber hinaus kann man aufgrund der oben dargestellten Sequenzahnlichkeiten zu
anderen 9-LOXs vermuten, dass auch bei Tabak cv. Bel W3 unter Ozonstress,
vornehmlich die Induktion des 9-LOX-Wegs zu HR-ahnlichem Zelltod beigetragen
haben kénnte. Gleichzeitig induzierte Ozon (5 h, 150 ppb O3) bei der ozontoleranten
Tabak Varietat Bel B keine Nekrosen (Abb. 17) und es wurde nur nach 12 h eine
schwache Genexpression der LOX mRNA nachgewiesen (Abb. 33 und Tab. 9).
Unter der zuvor beschriebenen Annahme einer transkriptionellen Regulation der
Ozon-induzierten LOX bei Tabak, war die Menge mdglicherweise gebildeter
9-Lipidhydroperoxide, wie sie Rustérucci et al. (1999) zur Auspragung des HR
ahnlichen Zelltod fir notwendig halten, bei ozonbehandeltem Tabak cv. Bel B
gegebenenfalls zu gering. Mdoglicherweise erfillte die nachgewiesene
ozoninduzierte LOX mRNA in Tabak cv. Bel B auch eine andere Funktion als in cv.
Bel W3. Daruber hinaus wurden bei Tabak cv. Bel B auch keine signifikanten

Mengen an Cg-Emissionen nachgewiesen (Tab. 9). Das kann zum einen bedeuten,
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dass keine 13-LOX induziert wurde oder das mdglicherweise gebildete 13-
Lipidhydroperoxide nicht im HPL Weg zu Cs-VOCs umgesetzt wurden.

Im Einzelnen dargestellt waren mittelalte Blatter von Tabak cv. Bel B und cv. Bel W3
in ihrer Nekrosenentwicklung unterschiedlich. Der in dieser Arbeit unter
Standardbedingungen (5 h, 150 ppb O3) beobachtete =zeitliche Verlauf der
Nekrosenentwicklung bei Tabak cv. Bel W3 war vergleichbar mit den Ergebnissen
von Langebartels et al. (1991). Er steht im Verhéaltnis zu der Blattentwicklung, die bei
jungen Blattern von der Basis zur Spitze verldauft und erst bei alteren Blattern
abgeschlossen ist (Bobrov Glater et al., 1962). Die Interzellularen haben sich bei
mittelalten Blattern entsprechend entwickelt (Langebartels et al., 1991; Schraudner
et al., 1992) und erlauben eine grolRere Verteilung der Uber die Stomata
aufgenommenen Menge an Ozon. Da der Gaseintritt Uber die Stomata reguliert wird
kann man auch unterschiedliche stomatéare Leitfahigkeiten nicht nur bei jungen und
alten Blattern, sondern auch bei ozonsensitiven- bzw. toleranten Pflanzen als
Ursache fir die Schadauspragung vermuten. Tabak cv. Bel W3 und cv. Bel B
zeigen jedoch keine Unterschiede in der stomatéren Leitfahigkeit oder der Anzahl
bzw. Verteilung der Stomata auf Blattunter bzw. -oberseite (Kerner, 1990). Neueste
Studien mit Arabidopsis thaliana cv. Columbia (Col-0) bzw. cv. Landsberg erecta
(Ler) zeigten auch, dass der Ausgangswert der stomatédren Leitfahigkeit 9 - 12
Minuten nach Start einer Ozonbehandlung mit 150 ppb um 60 % — 70 % abnahm,
dieser jedoch noch wahrend der Behandlung nach 30 - 40 Minuten
zurickgewonnen wurde (Kollist et al., 2007). Die unterschiedliche Ozonsensitivitat
l&sst sich somit nicht mit morphologischen Unterschieden begriinden.

Auch die verschieden starke Expression antioxidativer Schutzenzyme, die ROS und
Lipidhydroperoxide entgiften (Kap. 1.2; beschrieben in Sharma und Davis, 1997)
scheinen aufgrund widersprichlicher Ergebnisse nicht allein fiir die unterschiedliche
Ozonsensitivitat verantwortlich zu sein. So war u. a. das Niveau an Enzymaktivitaten
und nachweisbaren Transkripten von Ascorbat Peroxidase (APX) und Glutathion
Reduktase (GR) sowie der Metabolite Ascorbinsdure und reduziertes Glutathion in
unbehandelten ozontoleranten Tabak cv. Bel B hdher als in unbehandelten
ozonsensitiven Tabak cv. Bel W3. Die Autoren machten diese starkere

Grundausstattung an Antioxidativen Enzymen und Metaboliten bei Tabak cv. Bel B
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Tab. 9 Ubersicht des Zeitverlaufs der ozoninduzierten Nekrosenbildung, der
Akkumulation von LOX mRNA, SA, JA, H,0,, O, und der LOX-Aktivitat
(diese Arbeit) sowie einiger Emissionen (Cs, Co, Meda, JA, MeSa)
verandert nach Heiden et al. (1999a) bei N. tabacum L. cv. Bel B und cv.
Bel W3. (WSA: water soaked area; n. a.: nicht analysiert; MeSA:
Methylsalicylat; SA: Salicylsdure; Meda: Methyljasmonat; JA:
Jasmonséaure).
--- = null, + = schwach, ++ = mittel, +++ = stark, ++++ = sehr stark

Tabak Zeit nach Start der Ozonbehandlung (5 h, 150 ppb)
Varietat Resonanz 0-5h 8 h 12 h 24 h 32-48h
Nekrosen Glanz --- --- --- ---
Bel B LOX mRNA N
(Northern)
Nekrosen Glanz - WSA ++++ ausgebildet
LOX mRNA
+ ++ ++++ +++ -—
(Northern)
LOX mRNA
+ ++ ++++ +++ -—
(RT-PCR)
Bel W3 LOX Aktivitat + ++ +++ ++++ ++
(UV-VIS)
LOX Aktivitat
+ ++ +++ ++++ ++
(HPLC)
SA + ++ +++ ++++ +
JA -— - -— ++++ -—
H20, - ++ n. a +4+++ n. a
(DAB Nachweis) (3 h) T T
02*-
(NBT Nachweis)
Tabak Zeit nach Start der Ozonbehandlung (5 h, 175 ppb)
(verandert nach: Heiden et al.,1999a)
Varietat Emission 0-5h 8 h 12 h 24 h 32-48h
Cs oder Cq - - - - -
Bel B MedJa oder JA - - - - -
MeSa + + + +++ —
Co - - - - -
E-2-Hexen-1-al - -—- + ++ ++++
Bel W3 | Z-3-Hexenylacetat -— + ++++ ++ ++++
MedJa oder JA - --- - - -
MeSa-Emission -—- -—- + ++++ +
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fur die héhere Ozontoleranz verantwortlich. Direkt nach einer Ozonbehandlung (5 h,
150 ppb) war die GR Aktivitat jedoch in beiden Kultivaren unverandert und stieg nur
bei Tabak cv. Bel W3, der Nekrosen entwickelte, nach 24 h leicht an (Pasqualini et
al., 2001). Fur die Auspragung des Zelltods werden daher eher, wie zuvor bereits
beschrieben, reaktive Lipidhydroperoxide diskutiert (Rustérucci et al., 1999; Cacas
et al., 2005).

Zunéchst entstanden bei Tabak cv. Bel W3 und cv. Bel B zwischen 3 h - 5 h nach
Start der Ozonbehandlung als “Glanz” bezeichnete silbrige Stellen auf der
Blattoberseite, die sich jedoch bei cv. Bel B wieder zurlickbildeten und es kam hier
zu keiner weiteren Schadausprégung. In diesem Zeitraum setzte die Induktion der
LOX auf Gen- und Proteinebene bereits bei Tabak cv. Bel W3 ein, nicht jedoch bei
Tabak cv. Bel B oder unbehandelten Kontrollpflanzen (Tab. 9). Bei Tabak cv. Bel
W3 zeigte die Induktion der LOX mRNA und -Aktivitdt nach 12 h einen sprunghaften
Anstieg, der begleitet war von der Ausbildung der “water soaked areas” (WSA) (Tab.
9, Abb. 25, Abb. 29 und Abb. 33). Bei Tabak cv. Bel B erfolgte hingegen, wie bereits
dargestellt, nur nach 12 h eine schwache LOX mRNA Expression. Schon Heath
(1980; 1987) machten den Zusammenbruch der Membranen (Lipidperoxidation) und
den daraus resultierenden Verlust an Elektrolyten (Kap. 1.1.2) fir die WSAs
verantwortlich. Hierbei ist eine Beteiligung der LOX denkbar, wie sie Maccarrone et
al. (1994) in vitro an isolierten Membranen gezeigt haben. Hierfur spricht auch, dass
zu dem Zeitpunkt 24 h nach Ozonstart die Nekrosen voll entwickelt waren und
sowohl die LOX mRNA Akkumulation als auch die LOX Aktivitdt danach stark
absanken (Tab. 9). Das zeitlich langere LOX Aktivitdtsmaximum im Gegensatz zur
LOX mRNA Expression, kénnte darin begriindet sein, dass, wie zuvor bereits
beschrieben, die LOX cDNA Gensonde mdglicherweise hauptsachlich 9-LOX mRNA
detektiert und evtl. parallel vorliegende 13-LOX mRNA nicht erfasst, wobei die LOX
Aktivitat auf 9- und/ oder 13-LOX zuriickzuflihren sein kénnte. Letztere Hypothese
wird durch die durchgefihrten Southern Blot Analysen (Abb. 32), die aufgrund des
Hybridisierungsmusters ebenfalls auf mehrere LOX-Genkopien schlieen lassen,
unterstitzt. Auch Véronési et al. (1996) detektierten in Southern Analysen mit
genomischer DNA aus Tabakzellkulturen (N. tabacum L. cv. Wisconsin 38) mehrere
Fragmente aufgrund dessen sie auf eine LOX Genfamilie in Tabak schlossen. Den
entscheidenden Hinweis auf verschiedene LOX Isoformen lieferte in dieser Arbeit
die anschlielend fir den Zeitpunkt 24 h nach Start der Ozonbehandlung bei N.

147



Diskussion

tabacum L. cv. Bel W3 durchgefuhrte in-Gel Farbung nach NATIVE PAGE
Analysen. Hier waren im neutral/basischen pH-Wert Bereich sowohl mit Linol- wie
auch mit Linolensdure als Substrat eindeutig zwei LOX-Aktivitdtsbanden zu
erkennen, die auf zwei oder mehr LOX Isoformen hindeuten (Abb. 27). Aussagen
Uber die genaue Anzahl und das Molekulargewicht von Tabak LOXs Isoformen
kénnten in fortflihrenden Arbeiten mit Hilfe spezifischer Tabak LOX Antikérper
mittels Western Blot Analysen ermittelt werden. Darlber hinaus kdnnte mittels
Proteinfunktionsstudien untersucht werden, ob es sich um 9-LOX oder 13-LOX
handelt und diese phylogenetisch eingruppiert werden. Im Gegensatz zu Tabak
stellten Kolomiets et al. (2001) in Kartoffel, die ebenfalls zur Familie der Solanaceae
gehoren, in einem phylogenetischen Stammbaum nach
Aminosauresequenzvergleichen 13 LOX Isoformen dar. Die Homologie einer 9-LOX
(POTLX-1) zu anderen 9-LOX war ~80 %, wohingegen die Homologie zu 13-LOX
(LOX-H1 und LOX-H3) nur ~60 % betrug. Neuere Sequenzinformationen
ermoglichten phylogenetische Stammbaumanalysen von 9- bzw. 13-LOXs
zahlreicher Pflanzenspezies (Ubersichten: Schaller, 2001; Zhang et al., 2006;
Nemchenko et al., 2006; Lang und Feussner, 2007; Marmey et al., 2007).

Man kann vermuten, dass die nachgewiesenen Tabak LOX Isoformen
unterschiedliche Funktionen erfiillen. So bleibt trotz der zeitlich guten Korrelation der
ozoninduzierten LOXs mit den entstehenden Nekrosen bei Tabak cv. Bel W3 (diese
Arbeit) die Frage bestehen, ob LOXs bei ozonexponierten Pflanzen die
Lipidperoxidation einleiten oder aber in Folge von Membranschéadigungen
nachtraglich aktiviert werden. Fir die erste Hypothese, dass LOX die
Lipidperoxidation initieren werden zwei Mechanismen vorgeschlagen. Erstens
kénnte LOX veresterte Fettsduren der Membranen direkt metabolisieren wie es
Maccarrone et al. (1994) in vitro mit LOX2 an isolieten Membranen aus Soja
beobachteten. Hierbei nahm die Praferenz fiir die Fettsduren aus den Membranen
in der Reihenfolge: Chloroplast, Golgi-Apparat, Endoplasmatisches Retikulum,
Plasmamembran und Mitochondrium zu. Auch fir eine an der Membran von
Lipidkdrpern in Olsaaten lokalisierte 13-LOX konnte gezeigt werden, dass sie
veresterte Polyenfettsduren in Triacylglycerine und Phospholipide oxygenierte
(Feussner und Wasternack, 1998). Zweitens kann es wahrend der LOX Reaktion
selbst zur Generierung freier Sauerstoffradikale wie Singulett-Sauerstoff ('O,) und

Superoxidanionen (O,*) kommen (Lynch und Thompson, 1984; Thompson et al.,
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1987; Pastore et al., 2000) und LOX somit indirekt durch Radikalbildung als
Katalysator der Autoxidation wirken (Siedow, 1991). So nahm durch einen
spezifischen LOX Inhibitor die LOX Aktivitat parallel zu dem sich bildenden (O,*)
Gehalt ab (Lynch und Thompson, 1984). Eine nachtragliche Aktivierung der LOX
beschreiben hingegen Keppler und Novacky (1987), die vermuteten, dass die durch
Superoxid-Radikale initiierte Lipidperoxidation zu einer Freisetzung von Fettsduren
fahrt, die wiederum eine LOX Aktivierung bewirken. Sie hatten festgestellt, dass die
Lipidperoxidation wahrend Bakterien induzierter HR (Kap. 1.4.1) in Tabak-
Zellkulturen reduziert werden konnte, wenn mit den Bakterien gleichzeitig SOD
infiltriert wurde. Auf eine mdgliche nicht-enzymatische Lipidperoxidation wird in Kap.
4.3 nochmals eingegangen.

Bei der Nekrosenentwicklung fiel in Abhangigkeit vom Blattalter auf, dass bei Tabak
cv. Bel W3 die physiologisch jingsten Blatter Nr. 0 schadfrei blieben. Dies war auch
dann der Fall wenn, wie in einem weiteren Teil dieser Arbeit untersucht, die
Ozonkonzentration von 150 ppb auf 300 ppb verdoppelt wurde. Die fehlende
Schadauspragung korrelierte mit den Ergebnissen der LOX mRNA Expression nach
24 h, die in Blatt 0 bei keiner der Ozonkonzentrationen zu beobachten war (Abb. 18
und Abb. 30). Die nachfolgenden jungen Bléatter Nr. 1 und Nr. 2 zeigten nur an den
Blattspitzen Nekrosen. Diese erreichten bei mittelalten Blattern Nr. 3 und Nr. 4
bereits eine homogene Verteilung Uber die Blattspreite (Abb. 18). Es konnte
nachgewiesen werden, dass bei diesen mittelalten Tabak cv. Bel W3 Blattern (Nr. 3)
eine Verdopplung der Ozonkonzentration bei gleichbleibender Expositionszeit (5 h)
von 150 ppb auf 300 ppb eine anndhernde Verdopplung der Nekrosen zur Folge
hatte und einherging mit einer Verdopplung der LOX mRNA Akkumulation (Abb. 18
und Abb. 30). Die 9- und/oder 13-LOX Aktivitat bei einem pH-Wert von 7.0 bzw. 8.0
mit Linol- oder Linolensdure stieg hierbei jeweils um das 5 fache. Im sauren pH-
Wert Bereich von 5.0 nahm die LOX Aktivitdt um das 1,3 fache mit Linol- und das
1,5fache mit Linolenséaure zu (Abb. 31 A und B). Es wird angenommen, dass die
geringe LOX Aktivitdtssteigerung im Vergleich zu Kontrollen im sauren pH-Wert
Bereich von 5.0 eher im Zusammenhang mit den bereits diskutierten und
beschriebenen Autoxidativen Prozessen (Abb. 21, Abb. 22 und Abb. 25) zu sehen
ist, denn die unbehandelten Kontrollen zeigten ebenfalls eine hohen Hintergrund an
Lipidhydroperoxiden. Die Steigerung der LOX mRNA Expression und LOX Aktivitat,

sowie die Ausbreitung der Nekrosen nach erhéhter Ozonkonzentration, kénnte, wie
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bereits zuvor diskutiert, im Zusammenhang mit mdglicherweise erhdhten
Konzentrationen an reaktiven 9-Lipidhydroperoxiden stehen. Parallel wird jedoch
aufgrund des Nachweises von JA nach 24 h (Kap. 4.6) auch die Induktion einer
13-LOX Aktivitdt vermutet, wobei diese mdglicherweise andere Funktionen
Ubernimmt. Dass Ozon in Pflanzen zur Induktion chloroplastidarer LOX fihren kann,
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden und wird zu einem spateren Zeitpunkt
diskutiert (Kap. 4.5). Geht man davon aus, dass wie zuvor diskutiert, die Stomata
bei jungen Blattern noch nicht richtig entwickelt sind, so kann man aufgrund dieses
Experiments riickschlieen, dass die Induktion der LOX durch Ozon bei Tabak cv.
Bel W3 eine lokale Reaktion am Ozonwirkungsort darstellt. Ubereinstimmend
fanden auch Fammartino et al. (2007) das N{LOX1 in Tabak nur lokal in mit Ppn O
infizierten Blattern, Stengeln oder Wurzeln exprimiert wurde. Darliber hinaus wiesen
sie das Uberexprimierte NILOX1-GFP bei transgenem Tabak im Cytosol nach. Zu
dieser 9-LOX (NtLOX1; Acc. Nr.: X84040) zeigte das LOX cDNA Fragment (471 bp)
die bereits diskutierte gréf3te Homologie (Kap. 3.6).

Im Einklang mit dieser Arbeit zeigten Maccarrone et al. (1992) bei ozonbehandelten
Setzlingen von Sojabohnen, eine Induktion der LOX-1 mRNA und eine Zunahme
des LOX-1 Proteingehalts, sowie die Induktion der LOX-1 und LOX-2 Aktivitat, wobei
hier jedoch nur die Zeit bis 5 h nach Start Ozonexposition betrachtet wurde. Im
Gegensatz dazu wurde keine Ozon-induzierte Veranderung der LOX1 mRNA in
Blattern von Arabidopsis thaliana festgestellt (Sharma und Davis, 1994). Neuere
DNA Microarray Studien zeigten bei Arabidopsis thaliana cv. Col-0 (6 h, 300 ppb Os)
nach 3 h eine ca. 3 fache Induktion der mRNA einer 9-LOX (Acc. Nr.: At3g22400,
LOX5) und einer 13-LOX (Acc. Nr.: At1g72520, LOX4), wohingegen nach 12 h kein
Unterschied mehr zu Kontrollen festzustellen war. Andere Zeitpunkte wurden in
diesen Studien nicht analysiert (Tosti et al., 2006). Im Unterschied hierzu konnte in
dieser Arbeit bei Untersuchungen mit ozonbehandelten (8 h, 300 ppb Os;)
transgenen Arabidopsis thaliana LOX2, die Induktion chloroplastidarer LOX2 Uber
einen langeren Zeitraum gezeigt werden (Kap. 3.15.2). Dies wird im Zusammenhang
mit der Jasmonsaurebiosynthese in Kap. 4.5 gesondert diskutiert.

In dieser Arbeit war bei der im Vergleich zu Northern Blot Untersuchungen
sensitiveren RT-PCR Analyse, bei Tabak cv. Bel W3 auch in unbehandelten
Kontrollen eine geringe Menge an LOX Transkripten zu beobachten, die einen

Tagesgang aufwies. Bei den RT-PCR Analysen kann man nicht ganz auschliel3en,
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dass die Primer verschiedene LOX Isoenzyme detektieren, wobei die
Sequenzvergleiche mit den eingesetzten Primern fir eine Detektion von méglichen
9-LOX cDNA Fragmenten (471 bp) sprechen (Kap. 3.7.1). Eine Amplifizierung von
Verunreinigungen durch genomische DNA kann ausgeschlossen werden, da PCR
Analysen mit den gleichen LOX-Primern und genomischer DNA keine
Amplifikationsprodukte erbrachten (Daten nicht gezeigt). In Korrelation mit den
Ergebnissen der RT-PCR Analysen zeigten die LOXs Enzym-Aktivitaten, fir die
sowohl 9-LOX- als auch 13-LOX-Aktivitdt in Frage kommt, in unbehandelten
Kontrollen ebenfalls eine geringe konstitutive Aktivitdt mit Tagesgang, die in
ozonbehandelten Pflanzen durch Ozon transient induziert wurde (Abb. 25 und Abb.
29). Es wird vermutet, dass dieser konstitutive Hintergrund in den Kontrollen im
Zusammenhang mit kontinuierlich stattfindenden Um- und Abbauprozessen der
Biomembranen steht. Hatanaka (1999) fanden zudem, dass Licht ein externer
Stimulus fir LOX aus Zellkultur von Alfalfa darstellte und ihre Aktivitdt im Licht
jeweils héher als in Dunkelheit war. Dies kdnnte eine weitere Erklarung fur den LOX
Aktivitatsverlauf in den Kontrollen sein, der méglicherweise durch den lichtbedingten
pH Wechsel (Photosynthese) in den Chloroplasten erfolgte. Bestétigt werden o. g.
Vermutungen durch neuere Studien von Nemchenko et al. (2006), die eine
zirkardiane Expression, hier einer 13-LOX mRNA, in Maispflanzen (ZmLOX10)

zeigen konnten.

4.3 Korrelation zwischen Ozon-induzierter LOX Aktivitat und reaktiven

Sauerstoffspezies mit der Hypersensitiven Reaktion

Als ein charakteristisches Merkmal fir die HR wird eine schnelle und transiente
Bildung grofler Mengen reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) beschrieben, die als
“oxidativer Burst” bezeichnet wird (Kap. 1.4.1; Lamb und Dixon, 1997). Dieser wird
in der inkompatiblen Pflanze-Pathogen Wechselwirkung in zwei Phasen unterteilt.
Die erste schwachere Phase wird als eine unspezifische biologische Reaktion
angesehen, da sie auch bei kompatiblen nicht-HR verursachenden Interaktionen
auftritt. Die zweite Phase des oxidativen Bursts wurde in frlheren Studien fir das
Absterben der Pflanzenzellen (Signalfunktion) wahrend der HR verantwortlich
gemacht. Sie wird als eine Art ,Programmierter Zelltod“ in Pflanzen angesehen und
als eine aktive Reaktion (Bildung) der Pflanzenzelle diskutiert (Kap. 1.4.2; Levine et
al., 1994; Greenberg, 1996; Hammond-Kosack und Jones, 1996; Lamb und Dixon,
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1997; Pasqualini et al.,, 2002). Im Gegensatz dazu zeigten andere Autoren, dass
ROS alleine nicht ausreichend fiir den Hypersensitiven Zelltod sind (Baker und
Orlandi, 1995; Glazener et al., 1996; Jalloul et al., 2002). Andere Studien zeigten
vielmehr, dass die Lipoxygenase vermittelte Oxidation von Lipiden sowie die
gebildeten Produkte einen wesentlichen Faktor wahrend der HR darstellen. So hatte
die Inhibition der LOX, die Inhibition des lokalen Zelltods zur Folge und umgekehrt
fihrte die Aktivierung der LOX zu vermehrtem Zelltod (Rustérucci et al., 1999;
Jalloul et al., 2002). Dartber hinaus induzierten exogen applizierte 9- und 13-Lipid-
hydro(per)oxide Zelltod und DNA Fragmentation in den Protoplasten aus
Linsenwurzeln, sowie die Expression des Abwehrgens PR1b in Weizen (Weichert et
al., 1999; Maccarrone et al., 2000). Demzufolge kommen mdglicherweise als
Induktor der LOX Aktivitat (diese Arbeit) auch die wahrend der HR gebildeten ROS
selbst in Frage. So zeigten Maccarrone et al. (2000) anhand von Protoplasten aus
Linsenwurzeln das die LOX Aktivitdt durch H,O, induziert werden konnte. Als ein
charakteristisches Merkmal des Zelltods wurde hierbei die DNA Fragmentierung, die
auch ein typisches Verhalten bei Apoptose ist, beschrieben. In dieser Arbeit wurde
daher bei Tabak cv. Bel W3 nach Ozonexposition (5 h, 150 ppb) der zeitliche
Verlauf der ROS-Bildung (H20,, O,*") sowie ihr Verteilungsmuster im Hinblick auf die
nachgewiesene LOX Induktion und Lipidperoxidation/Nekrosen untersucht. Hierzu
wurde das Blattmaterial nach verschiedenen Zeitpunkten geerntet und mit den
Nachweisreagenzien DAB fir H,O, bzw. NBT fur O,* gefarbt.

Die Akkumulation von Superoxidradikalen (O,*") ergab eine diffuse Blaufarbung der
gesamten Blattflache sowohl bei ozonbehandelten wie auch bei unbehandelten
Tabak cv. Bel W3 zu allen Zeitpunkten. Es waren keine signifikanten Unterschiede
und keine Korrelation mit einer LOX Induktion oder Nekrosenbildung festzustellen
(Tab. 9 und Abb. 41). Aufgrund des fehlenden Unterschieds zwischen Kontrollen
und ozonbehandelten Tabakpflanzen (Abb. 41) scheint der mdglichen Generierung
von Superoxidanionen (O,*") wahrend der LOX Reaktion in Tabak wie sie Lynch und
Thompson (1984) beschrieben, keine gréliere Bedeutung zuzukommen. Die
Ergebnisse stimmen Uberein mit den Ergebnissen von Schraudner et al. (1998) und
Wohlgemuth et al. (2002), die ebenfalls nur eine diffuse schwache Akkumulation
von Oy* bei ozonbehandeltem Tabak oder Tomaten fanden, die nicht mit
auftretenden Nekrosen korrelierte. Dementgegen fanden Rossetti und Bonati (2001)

eine mit NBT nachgewiesene Akkumulation von Superoxidanionen in Tabak cv. Bel
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W3 und cv. Bel B zwischen 6 h — 26 h nach Start der Ozonbehandlung (2 h, 200
ppb O3) und einen zweiten Peak nach 50 h nur bei cv. Bel W3. Das vergleichbare
Auftreten von Superoxidanionen in Tabak cv. Bel W3 und cv. Bel B, macht eine
Rolle bei der Nekrosenentwicklung, die nur bei cv. Bel W3 auftritt, daher
unwahrscheinlich. Superoxid war jedoch bei verschiedenen ozonbehandelten
Arabidopsis thaliana Varietaten, sowie bei M. sylvestris und Rumex crispus die
Haupt- bzw. alleinige Komponente der ROS Akkumulation und korrelierte mit dem
Zelltod. In der ozonsensitiven Arabidopsis Mutante rcd1 (engl.: radical induced cell
death) ging die Akkumulation von O,* der Ausbreitung der L&sionen voran. Beides
konnte durch den Einsatz von DPI (Diphenyliodonium; Hemmstoff Flavin-haltiger
Oxydase wie NADPH-Oxydase) verringert werden (Overmyer et al., 2000;
Wohlgemuth et al., 2002). Auch bei mit Tabakringspotvirus-infizierten Vigna
unguiculata blieben die der O,* zugeschriebenen Induktion von HR &hnlichen
Nekrosen nach Infiltration mit SOD oder TIRON aus (El-Moshaty Beleid et al.,
1993). In ahnlicher Weise konnte bereits andere Pathogen-induzierte ROS Bildung
verringert werden (Levin et al., 1994; Jabs et al., 1996; Sagi und Fluhr, 2001). Die
Autoren schlossen hieraus, dass es sich um eine enzymkatalysierte ROS Bildung
handelt. In Untersuchungen anderer Autoren konnte jedoch kein direkter
Zusammenhang zwischen der Akkumulation von Oy* und auftretendem Zelltod
nachgewiesen werden. Infiltration von O,* generierenden Systemen in Arabidopsis
ergab keine La&sionen und Elicitor-behandelte Tabakzellkultur zeigte nach DPI
Behandlung zwar verringerte ROS Bildung, aber gleich starke Ausprédgung des
Zelltod (Jabs et al., 1996; Dorey et al., 1999). Zur Klarung der Rolle von Superoxid
bedarf es daher weiterer Untersuchungen.

Der Nachweis von H;O, zeigte bei ozonbehandelten Tabakpflanzen cv. Bel W3
nach 3 h nur eine vereinzelte und schwache Induktion, nach 8 h jedoch
unregelmafig geformte, intensiv dunkelbraune Flecken, die aufgrund ihres Musters
den Schluss nahe legten in den Bereichen gebildet zu werden, in denen spater die
Nekrosen entstehen (Abb. 17, Abb. 41 und Tab. 9). Diese Farbung zeigte sich nach
24 h als ringférmiges Muster um die Nekrosen herum. Ahnliche Ergebnisse fanden
auch Wohlgemuth et al. (2002), die bei ozonbehandelten Tabak und Tomaten
ebenfalls eine Korrelation zwischen DAB gefarbten Bereichen und Nekrosen
feststellten. In Ubereinstimmung mit o. g. Ergebnissen wurde DAB nachgewiesene

H>O, Akkumulation bei Ozon behandeltem Tabak cv. Bel W3 auch zwischen 8 h —
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48 h (2 h, 200 ppb O3) von Rossetti und Bonatti (2001) bzw. Maxima nach 3 h und
nach 12 h (5 h, 150 ppb O3) von Pasqualini et al. (2003) dokumentiert. Fir eine
ozoninduzierte enzymkatalysierte H,O, Bildung bei Tabak cv. Bel W3 spricht die
Reduktion der DAB Farbung durch DPI (Schraudner et al., 1998). Der Nachweis von
H2O, nach 8 h (diese Arbeit) fallt zeitlich somit in den von Schraudner et al. (1998)
und Pasqualini et al. (2003) im Apoplastenwasser (interzellulare Waschflissigkeit)
von ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3 detektierten zweiten oxidativem Burst.
Subzelluldr wurde die H,O, Akkumulation extrazelluldr in der Zellwand und im
Apoplastenwasser der Palisadenparenchymzellen bei ozonbehandelten Tabak Bel
W3 bzw. Birkenblattern nachgewiesen, bei letzteren auch an der Plasmamembran
(Pellinen et al., 1999; Wohlgemuth et al., 2002). Fur die enzymatische Bildung von
ROS wurden verschiedene Enzyme wie NAD(P)H Oxydase, Apoplastische
Peroxidase, Diamin- und Polyamin Oxydase und Oxalat Oxydase vorgeschlagen
(Bestwick et al., 1998; Ubersicht bei: Bolwell et al., 2002; Langebartels et al., 2002).
Im Gegensatz zu dem ozonsensitiven Tabak cv. Bel W3 wurden in dem
ozontoleranten Tabak cv. Bel B nach akuter Ozonexposition keine eindeutigen DAB-
Farbungen oder der zweite oxidative Burst nachgewiesen (Schraudner et al., 1998;
Rossetti und Bonati, 2001; Wohlgemuth et al., 2002).

Setzt man die Ergebnisse, die in dieser Arbeit gezeigte Induktion der LOX durch
Ozon und die Akkumulation von H,O, bei Tabak cv. Bel W3 in zeitliche Beziehung
zueinander (Tab. 9), so wéare auch eine Verstarkung der Induktion der LOX durch
extra-/intrazellulares H,O, denkbar, da diese Verbindung im Gegensatz zu O,* frei
Uber Membranen diffundieren kann. In einem weiteren Versuchsansatz wurde daher
H>O, (2 mM) exogen bei mittelalten Blattern von Tabak cv. Bel W3 appliziert. Es
wurden jedoch keine LOX Transkripte mit Hilfe von Northern Blot Analysen nach
12 h nachgewiesen (Abb. 34) und auch keine Ausbildung von Nekrosen. Dies
Ergebnis war in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Orozco-Céardenas und
Mitarbeitern (2001), die ebenfalls nach der Applikation von Glucose plus Glucose
Oxydase zur Produktion von H,O, Uber den Sténgel von Tomatenpflanzen, keine
LOX Transkripte nachweisen konnten. Wie nachfolgend dargestellt, bleibt es jedoch
zu bedenken, dass die Konzentration von H>O, sehr entscheidend fir die
Geninduktion ist und die extern zugegebene Konzentration innerhalb der Pflanze
durch das Antioxidative Schutzsystem (z. B. Katalase) mdglicherweise schnell

verandert wird. So zeigten Maccarrone et al. (2000) eine Induktion der LOX Aktivitat
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begleitet von erhdhter LOX Transkriptmenge durch Pulsapplikation von 1 mM H,O,
fir 10 Minuten in Kulturen von Linsenwurzelprotoplasten. Wohingegen die gleiche
Konzentration an H,O, bei Tabakzellkulturen keine Lipidperoxidation (MDA-Gehalt)
auslésten (Anderson et al., 1998). Sublethale H,O, Konzentrationen werden bei der
ozoninduzierten HR als Signal fur die Expression von Abwehrgenen beschrieben
(Chamnongpol et al., 1998; Rao und Davis, 1999). So induzierten niedrige H»O,
Konzentrationen (2-5 nM) die LOX aus Sonnenblumen Protoplasten wohingegen
diese bei hdherer Konzentration ausblieb (Vianello et al., 1995). Eine erhoéhte
Bildung von Abwehrgenen konnte auch bei transgenen Kartoffelpflanzen, die
konstitutiv eine Glucose Oxydase aus Bakterien und damit eine schwache Bildung
von H,O, zeigten, nachgewiesen werden (Wu et al., 1995). Hohe Konzentrationen
sind jedoch fiur Pflanzenzellen toxisch und fihren zum Zelltod (Van Breusegem et
al., 2001) wie es in einem Modell von Tenhaken et al. (1995) dargestellt wurde.
Demzufolge war die in dieser Arbeit verwandte H,O, Konzentration méglicherweise
zu hoch, um LOX zu induzieren.

Neben der diskutierten Mdglichkeit einer Wechselwirkung zwischen der
ozoninduzierten LOX sowie der Akkumulation von H,O, bei Tabak cv. Bel W3,
besteht darlber hinaus jedoch auch die Chance, dass die ozoninduzierten ROS
selbst, ungesattigte Fettsduren auf nicht-enzymatischem Wege oxidieren (siehe
Einleitung, Kap. 1.5.1). Neuere Untersuchungen gehen mittlerweile von einem
Zusammenspiel  enzymatischer und  nicht-enzymatischer  Bildung  von
Lipidhydroperoxiden bei der inkompatiblen Pflanze-Pathogen-Interaktion aus, die
zur HR beitragen. Da zu letzterer die ozoninduzierte LOX und Nekrosenentwicklung
bei Tabak cv. Bel W3 (diese Arbeit) eine groRe Ahnlichkeit zeigte, wére dieses
Zusammenwirken auch hier denkbar. So zeigten Goébel et al. (2003), dass im
Vergleich zum Wildtyp die mit Pseudomonas syringae pv. Maculicola infizierten
9-LOX-Antisense Kartoffelpflanzen eine reduzierte Bildung von 9-LOX Produkten
aufwiesen, dies jedoch durch eine verstarkte Akkumulation von 13-LOX Produkten
und einer erhéhten Akkumulation nicht-enzymatisch entstandener 12- und 16-
Hydroxyoctadecatriensdauren ausgeglichen wurde. Sowohl die transgenen 9-LOX-
Antisense Kartoffelpflanzen, als auch die nicht-transgenen Kartoffelpflanzen zeigten
einen identischen Phé&notyp (Nekrosenbildung). In dieser Arbeit ergaben sich
Hinweise auf mégliche autoxidative Prozesse bei den LOX Aktivitdtsmessungen bei

einem pH-Wert von 5.0 (Abb. 21). Ob es zu solch einem Prozess, méglicherweise
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durch eine pH-Wert Anderung, die ausgeldst wurde durch die bei ozonbehandeltem
Tabak cv. Bel W3 nachgewiesene ROS Akkumulation kommt, bliebe in
nachfolgenden Arbeiten zu untersuchen. Dies kénnte mit neueren Analysemethoden
erfolgen, die die Untersuchung der Regio- und Enantiomerenselektivitdt der
Fettsdurederivate und damit die Unterscheidung zwischen Autoxidationsprodukten
und Metaboliten der LOX-Reaktion zulieRen. Nach Stressapplikation kann man
daher anhand der Reaktionsprodukte eine Aussage darlber treffen, ob und in
welchem Ausmal} der 9- und/oder 13-LOX-Weg induziert wurde (Gdbel et al., 2003;
Montillet et al., 2004; 2005). Als Marker fiir eine nicht-enzymatische Bildung gelten
12-OH- bzw. 16-OH-Fettsauren, da diese nicht durch LOX erzeugt werden. lhre
Akkumulation nach Induktion durch biotischen (Pathogene) oder abiotischen
(Schwermetalle, Starklicht) Stress, konnte in verschiedenen Untersuchungen
nachgewiesen werden. Algemein wurde fir diese Untersuchungen der Begriff des
"oxylipin profiling" gepragt (Berger et al., 2001; Montillet et al., 2004; Montillet et al.,
2005; Grun et al., 2007). Hierbei wurden jedoch auch Unterschiede zwischen
verschiedenen Pflanzenspezies wahrend der HR festgestellt. So besteht die
Hypothese, dass wahrend der HR bei Brassicaceaen wie Arabidopsis thaliana
besonders der 13-LOX-Weg aktiviert wurde, wohingegen, wie bereits dargestellt,
wahrend der HR bei Solanaceaen wie Tabak oder Kartoffel hauptsachlich der 9-
LOX-Weg induziert wurde (Goébel et al., 2003; Montillet et al., 2004, -2005; Cacas et
al., 2005; Andersson et al., 2006). In Ubereinstimmung hierzu wurde in dieser Arbeit
gezeigt, dass Ozon eine 13-LOX in transgenen A. thaliana LOX2 induzierte (Abb.
44). Wie in Kap. 4.2 beschrieben, wird die nach Ozonbehandlung auf
Transkriptebene induzierte LOX bei Tabak cv. Bel W3 aufgrund der
Sequenzvergleiche eher als moégliche 9-LOX diskutiert, wohingegen aufgrund der
gezeigten JA Akkumulation, bei der nachgewiesenen LOX Aktivitat 9-LOX und/oder
13-LOX Aktivitat vermutet wurden (Tab. 9). Es waére interessant zu bestimmen, in
welchem Verhéltnis Ozon den 9- und/oder 13-LOX-Weg bei Tabak cv. Bel W3
induziert hat und ob auch nicht-enzymatisch gebildetete Lipidperoxidationsprodukte

unter diesen Bedingungen auftreten.
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4.4 Ozoninduktion von HPL- und ADH-Transkripten im Vergleich mit den
Emissionen fliichtiger kurzkettiger Aldehyde und Alkohole bei Tabak

Wie Eingangs bereits erwahnt wurden bei den Tabakkultivaren cv. Bel W3 und cv.
Bel B unter Ozonstress die Emissionen einer Reihe flichtiger kurzkettiger
Ce-Metabolite des LOX-Reaktionsweges nachgewiesen (Heiden et al., 1999a;
1999b; 2003). Als enzymatische Quelle dieser flichtigen kurzkettigen Ces-Aldehyde
und Cg-Alkohole wird der 13-HPL Zweig des LOX-Weges angesehen (Kap. 1.7.6;
Abb. 4; Feussner und Wasternack, 2002), der vorhandene 13-Lipidhydroperoxide
umsetzt, die enzymatisch durch eine 13-LOX gebildet werden (Abb. 3, Abb. 4; Kap.
1.7.6). In dieser Arbeit wurde die Induktion der LOX Aktivitat (13-LOX und/oder 9-
LOX) durch Ozon bei Tabak cv. Bel W3 gezeigt (Abb. 25). Dies impliziert die
Existenz der zur Bildung von Cg-VOCs notwendigen 13-Lipidhydroperoxide. Vor
diesem Hintergrund wurde ergadnzend zu LOXs der Einfluss von Ozon auf die
Expression der Transkripte von HPL und mit ersten Analysen auch von ADH bei
Tabak cv. Bel W3 und cv. Bel B untersucht (Abb. 36 und Abb. 37). In guter
Ubereinstimmung handelt es sich bei der in dieser Arbeit amplifizierten HPL
Sequenz aus ozonbehandeltem N. tabacum cv. Bel W3, aufgrund der
Sequenzvergleiche (Kap. 3.6) hoéchstwahrscheinlich um eine 13-HPL. Darlber
hinaus wurde bisher noch keine 9-HPL aus Solanacaean beschrieben (Fammartino
et al., 2007). In unbehandeltem Tabak cv. Bel W3 wurde eine geringe
Grundinduktion der LOX Aktivitat in den Morgenstunden (0 h, 24 h, 48 h) festgestellt
(Abb. 25; Abb. 29). Auch die HPL- und ADH mRNA war hier zu allen Zeitpunkten
exprimiert (Abb. 36). Dies korreliert mit der vorhandenen, aber sehr geringen
Emission der Cg-Metabolite in unbehandelten Kontrollpflanzen vor Beginn der
Ozonbehandlung (Heiden et al.,, 1999a). Auch in anderen unbehandelten
Pflanzenspezies wie Kartoffel wurden HPL Proteine in den Blattern (Farmaki et al.,
2007) nachgewiesen bzw. OsHPL-2 Transripte in unbehandeltem Reis (Chehab et
al., 2006). Nach Ozonexposition wurden in Tabak cv. Bel W3 neben der LOX- auch
die HPL- und die ADH-mRNA nach 2 h exprimiert (Abb. 36). Im Anschluss kam es
zu einem Anstieg der Emissionen von (Z)-3-Hexenylacetat sowie in geringerer
Konzentration von (E)-2-Hexenal (Tab. 9, Heiden et al., 1999a). Ubereinstimmend
wurde bei einem Verwundungsexperiment mit Reis eine von drei HPL Isoformen

(OsHPL3) nach 2 h im Blatt induziert, gefolgt von einem 5- bis 10 fachen Anstieg
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von Hexenal und Hexanal Emissionen, was auf eine 13-HPL hindeutete (Chehab et
al., 2006). Zum Zeitpunkt 24 h nach funfstindiger Ozonbehandlung (120-170 ppb)
wurde in Tabak cv. Bel W3 zudem die folgenden Cg-Emissionen nachgewiesen:
(£2)-3-Hexenal, Z-3-Hexen-1-ol, (E)-2-Hexen-1-al, 1-Hexanol, (Z)-3-Hexen-1-al sowie
(Z)-3-Hexenylacetat. Hierbei wurde Z-3-Hexen-1-ol deutlich am starksten emittiert
(Heiden et al., 1999b). Der Nachweis einer erneuten starkeren Ozoninduktion der
HPL mRNA ab 32 h (Abb. 36) stand in Korrelation zu den Emissionen von
(£2)-3-Hexenylacetat und (E)-2-Hexenal (Tab. 9, Heiden et al., 1999a). Im Gegensatz
dazu erfolgte die Emission von (Z)-3-Hexenylacetat nach Verwundung innerhalb nur
weniger Minuten (4,5 min) in A. thaliana Ler. Dies korrelierte hier jedoch nicht mit
den HPL1 Transkripten, die nach 3 h das Maximum erreichten (D Auria et al., 2007).
Fir die Bildung von Hexenolen aus Hexenalen ist die ADH verantwortlich (Abb. 4,
Kap. 1.7.6). Die ADH mRNA Expression war jedoch nur gering (Abb. 36).
Méglicherweise war auf Enzymebene fir die Bildung von 3-Hexen-1-ol (Heiden et
al., 1999b) jedoch hinreichend ADH vorhanden. Bei der Untersuchung der ADH
Expression handelt es sich um erste Hinweise, die in fortflihrenden Arbeiten weiter
analysiert werden sollten.

Die Studien anderer Autoren zur Regulation der ADH zeigten, dass in Arabidopsis
thaliana Mutanten, die keine ADH expremieren dennoch geringe Hexenol
Emissionen (~60 %) detektiert wurden, die die Autoren auf nicht unterdriickte ADH
Isoformen zurickfuhrten (Bate et al., 1998). In diesen Experimenten hatte die
erhéhte Akkumulation von Aldehyden (10x mehr Hexenal Emission als WT) keinen
Einfluss auf die mRNA von LOX und AOS oder die Hexenal Emission. Daflir war die
HPL Aktivitdt und HPL mRNA in den Mutanten um 50 % gegenliber dem WT erhdht
(Bate et al., 1998). Speirs et al. (1998) zeigte, dass transgene Tomaten, die ADH
Uberexprimierten héhere Konzentrationen an Hexanol emittierten als WT Pflanzen
wobei die Aldehydkonzentration jedoch unverandert war.

Ein indirekter Hinweis darauf, dass Ozon in Tabak cv. Bel W3 eine 13-LOX induziert
haben muss, ist dass sich alle nachgewiesenen fliichtigen Ces-Metaboliten auf
13-Linolensaurehydroperoxide (Hexenale/-ole) und in sehr geringen Mengen auch
auf 13-Linolsdurehydroperoxide (Hexanale/-ole) zurlickfihren lassen. Es wurden
keine signifikanten Mengen an Cg-Aldehyden oder -Alkoholen mittels der
verwandten GC-MS Methode detektiert (Tab. 9, Heiden et al., 1999a; - 1999b). Dies

steht in Ubereinstimmung mit der bereits dargestellten Sequenzhomologie (13-HPL)
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sowie dem bisher fehlenden Nachweis von 9-HPL in Solanaceaen (Kap. 3.6,
Fammartino et al, 2007). Dass Pflanzen mehr Hexenale (aus
Linolensaurehydroperoxiden) als Hexanale (aus Linolsdurehydroperoxiden)
emittieren, fanden auch Hatanaka et al. (1983) und Zhuang et al. (1992). Als eine
Ursache hierfur beschrieben Itoh und Vick (1999) bei Sonnenblumen eine 10fach
héhere  Substratspezifitdt der HPL fur Linolen- im Gegensatz zu
Linolsdurehydroperoxiden. Chehab und Mitarbeiter (2006) fanden in Reis zudem
eine im Chloroplasten lokalisierte wundinduzierbare HPL (OsHPL3), die
rekombinant exprimiert ausschlieBlich 13-Linolensdurehydroperoxide umsetzt und
keine 13-Linolsaurehydroperoxide. Die am starksten emittierte Verbindung nach
Verwundung war in diesen Untersuchungen (E)-2-Hexenal. Bei Tabak wurde nach
Verwundung (Z)-3-Hexen-1-ol 15 fach starker emittiert als (Z)-3-Hexenal und kein
Hexanal (Wang et al.,, 1999). Auch wahrend der HR nach der inkompatiblen
Interaktion von Xanthomonas campestris pv. vesicatoria infiziertem Pfeffer waren
die Emissionen von 3-Hexen-1-ol am stérksten (Buonaurio und Servili, 1999). Der
Substratpool an Linol- bzw. Linolensaure der LOXs ist demnach mit entscheidend
fur das Ce-Emissionsprofil. So ist Linolensdure zudem die am héaufigsten in grinen
Blattern vorkommende ungesattigte Fettsdure (Gunstone et al., 1994). In dieser
Arbeit zeigte die ozoninduzierte LOX Aktivitédt keine eindeutige Substratpraferenz.
Nur zum Zeitpunkt 24 h nach Start der Ozonbehandlung war die LOX Aktivitat mit
Linolensaure erhdht (Abb. 25 und Abb. 31). Dies korreliert mit den Ergebnissen des
JA Gehalts, der ebenfalls nach 24 h erhéht war (Kap. 4.6) und ist ein weiterer
Hinweis auf die Ozoninduktion einer 13-LOX. Variationen in der quantitativen und
qualitativen Zusammensetzung der Cg-VOCs, wie sie Heiden et al. (1999a)
beschreiben, sind jedoch méglich und wurden auch nach Verletzung von Pflanzen
durch Insekten oder Mikroorganismen beobachtet (Takabayashi et al., 1991).

Die bisher in diesem Kapitel dargestellten Ergebnisse weisen auf die Induktion einer
13-LOX durch Ozonbehandlung bei Tabak cv. Bel W3 hin. In den vorigen Kapiteln
deuteten die Ergebnisse hingegen auf die Induktion einer 9-LOX durch Ozon bei
Tabak cv. Bel W3. Hierflir sprach sowohl die Sequenzhomologie zu 9-LOX (Kap. 3.6
und Kap. 4.2), als auch der ahnliche Zeitverlauf, der LOX mRNA Expression und -
Aktivitdt (9- und/oder 13-LOX) (Tab. 9), im Vergleich zu der LOX Induktion nach
einer inkompatiblen Pflanze-Pathogen Interaktion wéhrend der HR. Diese wurde bei

Solanaceaen vornehmlich als 9-LOX charakterisiert (vgl. Kap. 4.2 und Kap. 4.3). Es
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ware daher denkbar, dass Ozon eine 13- und/oder eine 9-LOX induziert, wobei die
9-Lipidhydroperoxide jedoch nicht zu flichtigen Co-VOCs weiter metabolisiert
werden, sondern mdglicherweise zu bisher bei ozonbehandeltem Tabak noch nicht
naher untersuchten Produkten, wie z. B. Colnel- und Colnelenséaure, die Fammartino
et al. (2007) bei pathogeninfiziertem Tabak nachwiesen. Weber et al (1999) wiesen
dariiber hinaus eine weitere Umsetzung von 9-LOOHs durch eine 9-DES in
pilzinfizierten Kartoffeln nach, was ebenfalls das Fehlen von Cy-VOCs erklaren
kénnte. Auch eine bevorzugte Umsetzung von 9-Lipidhydroperoxiden durch eine
EAS oder POX zu 9-Epoxy(hydroxy)-Verbindungen ware denkbar (Hamberg et al.,
1999; Blée, 2002), worauf in Kap. 4.7 nochmals ndher eingegangen wird. Darlber
hinaus kénnte auch eine Substratspezifitat der HPL fur 13-Lipidhydroperoxide
verantwortlich sein. Hierfir spricht auch, dass die in dieser Arbeit klonierte
N. tabacum HPL eine Homologie von 100 % zu der HPL aus Tomate (Acc.:
AF230372) und 90 % Homologie zu der HPL aus N. attenuata (Acc.: AJ44400)
aufweist (Kap. 3.6), die aufgrund phylogenetischer Studien beide als 13-HPL
(CYP74B) eingestuft wurden (Chehab et al., 2006). Eine 9-HPL, die 9-LOX Produkte
metabolisiert wurde bisher noch nicht bei Solanacaean beschrieben (Fammartino et
al., 2007). So zeigte die HPL aus Soja Blattern und Tomaten nur eine geringe
Reaktivitat mit 9-Lipidhydroperoxiden jedoch eine hohe Reaktivitdt mit
13-Lipidhydroperoxiden (Gardner et al., 1991; Suurmeijer et al., 2000).

In unbehandelten Tabak cv. Bel B war die HPL konstitutiv exprimiert und wurde
durch Ozon nur nach 32 h deutlich induziert. Die ADH-Transkripte wurden durch
Ozon gering wischen 6 h und 10 h induziert (Abb. 37). Auch waren die 7 h und 24 h
nach Start der Ozonbehandlung gemessenen Cg-Emissionen genauso gering wie zu
Beginn der Behandlung (Heiden et al., 1999a; Heiden et al., 1999b). Méglicherweise
wurde in ozonbehandeltem Tabak cv. Bel B keine 13-LOX, als limitierender Schritt
der Cs-VOCs Synthese, induziert oder gebildete 13-Lipidhydroperoxide in anderen
LOX-Wegen z. B. der JA-Biosynthese, metabolisiert. In nachfolgenden Arbeiten
kénnte als Hinweis z. B. der Gehalt an JA in ozonbehandeltem Tabak cv. Bel B
untersucht  werden. Wie zuvor beschrieben werden vornehmlich
9-Lipidhydroperoxide flr HR-ahnlichen Zelltod verantwortlich gemacht (Rustérucci et
al., 1999; Cacas et al., 2005) und Jasmonate, die sich von 13-Lipidhydroperoxiden
ableiten, eine negativ regulierende Funktion bei der Ausbreitung von

ozoninduziertem Zelltod zugeschrieben (Overmyer et al., 2000; Kanna et al., 2003;
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Overmyer et al., 2003; Tuominen et al., 2004, Kangasjarvi et al., 2005). Dies
korreliert mit dem Resultat, dass bei cv. Bel B nur nach 12 h schwache
Akkumulationen ozoninduzierter vornehmlich 9-LOX mRNA (Kap. 3.6 und Kap. 4.2)
nachgewiesen werden konnten, die deutlich geringer waren im Vergleich mit cv. Bel
W3 und dariber hinaus auch kein sichtbarer Zelltod detektiert wurde (Abb. 17 und
Abb. 30). Es konnte dariber hinaus gezeigt werden, dass es in transgenen
Kartoffelpflanzen, die durch Kosupression die im Chloroplasten lokalisierte 13-LOX
(LOX-H1) nicht mehr exprimierten, auch deutlich verminderte Cg-Emissionen im
Vergleich zum Wildtyp zeigten (5 % weniger Hexanal, 2 % weniger E2-Hexenal und
3 % weniger Z3-Hexenol) (Léon et al., 2001) und in neueren Studien 1.200 fach
weniger 2-E-Hexenal (Salas et al., 2005). Umgekehrt fanden Hause et al. (2000)
eine Zunahme von 2-E-Hexenal um 50 % in transgenen Tabakpflanzen, die eine
13-LOX aus Gurken Lipidkdrpern exprimierten. Es wird vermutet, dass anfallende
fur die Pflanzenzellen toxische LOOHSs direkt u. a. durch den HPL Weg entgiftet
werden und dies umso mehr je mehr gebildet wurden. Dass HPL fir die Entgiftung
von LOOHSs eine wichtige Rolle spielen, zeigten auch Griffith et al. (2000), die bei
Antisense HPL Kartoffelpflanzen eine Erhéhung des LOOH Spiegels um 38 %
fanden und Salas et al. (2005), die eine Abnahme der 2-E-Hexenal Emission um
das 400 fache gegeniber dem Wildtyp feststellten. In A. thaliana war dariber
hinaus die Emission von Z-3-Hexenal in mit Botrytis cinerea infizierten oder durch
Insektenfrald (Piris rapea) geschadigten Antisense-HPL Pflanzen gegeniber dem
Wildtyp deutlich reduziert (Shiojiri et al., 2006). In dieser Arbeit wurde eine gute
Korrelation zwischen der Induktion der LOX Aktivitat (Tab. 8) und nachfolgenden Ce-
Emissionen bei Tabak cv. Bel W3 gefunden (Heiden et al., 1999a; Heiden et al.,
1999b). In Tomate wurde dagegen eine Differenz zwischen den spezifischen
Enzymaktivitaten von LOX, HPL und ADH und der Menge an gebildeten Cg- und Co-
VOCs gemessen (Yilmaz et al., 2001). Dartber hinaus wurden in verwundeten A.
thaliana (L.) Heynh cv. Ler die HPL Transkripte nach der Detektion der Cs-VOCs
induziert (D Auria et al., 2007). Die Abstimmung des LOX-/HPL-Wegs scheint sehr
komplex und man weil® noch wenig Uber die Regulation der selbigen. Neuere
Studien von Chehab et al. (2006, -2007) mit Reis und A. thaliana zeigten, dass je
nach Pflanzenspezies die Menge an HPL-Isoenzymen und Reaktionsprodukten (Ce-
VOCs) deutlich variieren kann. Bei Reis wurden drei HPL Isoformen nachgewiesen
(OsHPL1 - OsHPL3). Die Enzyme OsHPL1 und OsHPL2 akzeptierten 9- und 13-
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Lipidhydroperoxide als Substrat und ihre mRNA wurde in Wurzeln, Stengeln und
Blattern exprimiert. Im Gegensatz dazu wurde OsHPL3 mRNA nur in Blattern
exprimiert und setzte enzymatisch ausschlieldlich 13-Lipidhydroperoxide um. Auch
wurde bei transgenen A. thaliana, die eine Reis HPL (OsHPL1) in Blattern und
Wurzeln Gberexprimierten, die Bildung von E-2-Hexenal nur im Blatt nachgewiesen
und nicht in der Wurzel. Die Autoren schlossen hieraus, dass die Bildung der Ce-
VOCs mdglicherweise auch gewebespezifisch reguliert sein kénnte.

Weiterfuhrend wird diskutiert, dass die rdumliche Trennung verschiedener LOX-Weg
Enzyme innerhalb der Chloroplasten, schon zu verschiedenen Metaboliten flihren
kénnte. Hinweise geben GFP-Fusionsstudien bei Kartoffel, die LOX-H1, LOX-H3
und AOC im Stroma und im Thylokoiden der Chloroplasten nachwiesen,
wohingegen AOS und 13-HPL eher an die Thylakoidenmembran assoziert vorlagen.
Die Autoren vermuteten, dass die durch eine LOX-H1 generierten 13-
Lipidhydroperoxide durch eine 13-HPL und die durch eine LOX-H3 gebildeten 13-
Lipidhydroperoxide durch eine 13-A0OS weiter metobilisiert werden kdnnten (Farmaki
et al., 2007). Diese Hypothese kdnnte auch fir ozonbehandelten Tabak cv. Bel W3
(diese Arbeit) gelten, da neben den Hinweisen auf vorhandene LOX Isoformen
(Abb. 27) auch JA Akkumulation und Cs-Emissionen nachgewiesen wurden (Tab. 9).
Dass ein Zusammenhang zwischen der Entstehung flichtiger VOCs und der HPL
aus Chloroplasten besteht, wurde bereits zuvor u. a. bei Versuchen mit Tomaten,
Erbsen- und Spinatblattern, isolieten  Tee-Chloroplasten, sowie der
Mikrosomenfraktion einer Anzahl von Friichten, beschrieben (Hatanaka et al., 1983;
Hatanaka et al., 1987; Blée und Joyard, 1996; Vick und Zimmermann, 1987b;
Matsui, 1998; Froehlich et al., 2001). Neben HPL und LOX sind auch ADH-
Isoenzyme im Chloroplasten vertreten, so dass die rdumliche Nahe zueinander die
Entstehung flichtiger Cgs-Alkohole mdéglicherweise beglnstigt (Blée und Joyard,
1996). Ergéanzend zu den vorliegenden Ergebnissen (diese Arbeit) kénnten in
nachfolgenden Studien bei ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3 HPL- und ADH-
Enzymaktivitdtsmessungen, verbunden mit Produktanalysen, durchgefiihrt werden,
um weitere Hinweise zu erhalten.

Auf die méglichen Funktionen dieser fliichtigen Cg- Blatt- Aldehyde bzw. —Alkohole,
wurde bereits in der Einleitung hingewiesen (Kap. 1.7.6). Am besten ist ihre
Bedeutung bei der Abwehr von Pathogenen untersucht, deren Ausbreitung sie durch

ihre antimikrobiellen Eigenschaften verhindern (Major et al., 1960; Zeringue und
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McCormick, 1989; Croft et al., 1993; Deng et al., 1993; Slusarenko, 1996; Matsui et
al., 2006; Shiojiri et al., 2006). Hierbei zeigten ungesattigte VOCs eine effektivere
Wirkung als gesattigte (Deng et al., 1993). Unter Ozonstress kann man eine
prophylaktische Aktivierung von Schutzgenen in benachbarten nicht geschadigten
Zellen durch Cg-VOCs vermuten, um z. B. einer mdglichen Pathogenbesiedlung
Uber geschédigtes Gewebe, entgegenzuwirken. So férderten Cs-Cqo Alkenale die
Produktion von Phytoalexinen (u. a. Scopoletin) in verwundeten Baumwoll-Pflanzen
(Zeringue, 1992). DarlUber hinaus induzierte exogen appliziertes trans-2-Hexenal
PAL und CHS, Gene des Phenylpropanoid Synthese Weges in Tomaten, jedoch
nicht PR1- bzw. PR2-Proteine oder Thionine (Bate und Rothstein, 1998; Sivasankar
et al., 2000). Die Verbindungen werden daher auch als flichtige Phytoalexine
bezeichnet (Croft et al., 1993). Mdbglicherweise haben die nachgewiesenen
Ces-Aldehyde (Tab. 9) auch bei ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3 zur Induktion
von Abwehrgenen beigetragen. Dies lieRe sich durch z. B. exogene Applikation in
nachfolgenden Arbeiten testen. Durch Ozon konnte die mRNA Induktion der
Abwehrgene basische Chitinase und basische R-1,3-Glucanase bei Tabak cv. Bel
W3 und cv. Bel B, der keine signifikanten Cg-Emissionen zeigte, nachgewiesen
werden (Abb. 36 und Abb. 37). Es wird daher keine Beteiligung der Cg-VOCs an der
MRNA Expression von Chn und Glc angenommen.

Die Aktivierung des Phenylpropanoidstoffwechsel-Wegs durch Cg-Emissionen
kénnte zu gesteigerter Ligninsynthese beitragen und so indirekt an der Verstérkung
der Zellwénde wahrend der Lasionenbildung beteiligt sein. Bei Tabak cv. Bel W3
wurde beispielsweise eine scharfe Abgrenzung zwischen nekrotisiertem und
intaktem Gewebe der Blatter beobachtet (Abb. 17). Dies wird auf ozoninduzierte
Verbindungen wie Lignin, Phenole und Anthocyane zurlickgefiihrt wobei letztere als
autofluoreszierende Ringe um die Lasionen herum in Tabak (Schraudner et al.,
1992; Pasqualini et al., 2003) und Pappel (Strohm et al., 1999) zu beobachten
waren. Dass Ozon einige Enzyme der Ligninbiosynthese wie Cinnamyl-
alkoholdehydrogenase oder PR2 induzierte, zeigten auch D'Haese et al. (2006)
mittels Microarray bei A. thaliana, wobei hier hier die Expositionsdauer 2 Tage (8 h,
150 ppb O3) betrug. Anthocyan-Bildung wurde in Soja Keimlingen auch durch
Meda-Behandlung induziert, einer weiteren flichtigen Verbindung des LOX-Wegs

(Franceschi und Grimes, 1991) auf die an anderer Stelle n&her eingegangen wird.
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Neben diesen “biologisch aktiven Eigenschaften” kann man auch regulatorische
Funktionen der VOCs in Abstimmung mit den anderen LOX-Wegen vermuten. Eine
indirekte Funktion der Ce-VOCs koénnte darin bestehen, die Signalkaskade des
Oxylipid Synthese Wegs zu JA und ihren Derivaten durch Abfangen ihrer Substrate
zu unterbinden (Ventilfunktion) und Jasmonat vermittelte Genexpressionen/-
repressionen damit zu stoppen oder im Umkehrfall zu férdern.

So induziert MeJa die 13-HPL, was die Synthese von biologisch aktiven Hexanalen
forderte und die Synthese hin zu JA und Meda abnehmen lie3 (Avdiushko et al.,
1995). Exogen appliziertes trans-2-Hexenal wiederum induzierte LOX (positives feed
back) und stellte damit die Synthese der LOOH Vorldufermolekile sicher (Bate und
Rothstein, 1998). In anderen Untersuchungen wurde die HPL durch 1 mM 2-E-
Hexenal vollstdndig inhibiert (Suurmeijer et al., 2000). Diese Produkthemmung
kénnte die Umleitung der LOOHs in andere Synthese-Wege beschleunigen. Es ist
denkbar, dass die beschriebenen Wechselwirkungen auch bei Pflanzen unter
Ozonbelastung zum tragen kommen.

Wie zuvor beschrieben, scheint die HPL Aktivitat eng mit den Chloroplasten verkipft
zu sein und wurde bei Kartoffel ausschlieBlich dort exprimiert (Farmaki et al., 2007).
Zusetzlich fuhrte die Kosupression der im Chloroplasten lokalisierten 13-LOX (LOX-
H1) zu deutlich verminderter Ce-Emission (Léon et al., 2001). Es stellte sich daher in
dieser Arbeit die Frage, ob Ozon LOXs in den Chloroplasten induzieren kann und
die Cs-Emissionen (Heiden et al., 1999a; - 1999b; - 2003) ihren Ursprung in diesem

Zellkompartiment haben kdnnten.

4.5 Ozon- und Methyljasmonat-Induktion chloroplastidirer LOX2 bei
transgenen A. thaliana LOX2 GUS/FLUC in Korrelation zu Nekrosen

Fur diese Untersuchung stand mit der transgenen A. thaliana LOX2 GUS/FLUC ein
Modellorganismus zur Verfigung (Jensen et al., 2002) mit dem die Aktivierung des
LOX2 Promotors anhand der GUS-Aktivitat sichtbar gemacht werden konnte.
A. thaliana LOX2 wird als im Chloroplasten lokalisiert beschrieben (Bell und Mullet,
1993; Bell et al.,, 1995). Ein kurzer Ozonpuls (8 h; 300 ppb O3) fihrte bei den
Pflanzen zu punktférmiger Induktionen der GUS-Aktivitat via LOX2-Promotor auf
einzelnen Bléattern, wohingegen unbehandelte Kontrollen keine LOX2 Aktivitat
zeigten (Abb. 44). Die punktférmige LOX2 Induktion zeigte Ahnlichkeit mit den

ozoninduzierten Nekrosen (Abb. 42) und I&sst eine Beteiligung hieran vermuten. Die
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zeitliche Aufldsung der LOX2 Induktion nach Ozonbehandlung ergab steigende
GUS Aktivitdten ab 8 h mit einem Maximum nach 28 h und anschliellender
Abnahme (Abb. 45). Die zuvor bei Tabak cv. Bel W3 aufgestellte Hypothese das
Ozon auch eine chloroplastiddare LOX induzieren kann, konnte hier bei der
transgenen A thaliana LOX2 GUS/FLUC bestatigt werden. Eine nicht-
chloroplastidare LOX1 mRNA wurde hingegen in A. thaliana nicht durch Ozon
induziert (Sharma und Davis, 1997). Eine Induktion chloroplastidarer LOX kann bei
A. thaliana darUber hinaus auch durch Methyljasmonat, Pathogene und
Absisinsdure (ABA) erfolgen (Bell und Mullet, 1993; Melan et al., 1993; Sasaki et al.,
2001). In transgenen A. thaliana LOX2 GUS/FLUC zeigte ABA (100 uM) jedoch
keine Aktivierung der LOX2 (Jensen et al., 2002). Das hydrophobe und wie Ozon
volatile MeJa diente bei diesen Versuchen als Positivkontrolle. Es wurde eine
dosisabhangige MeJa-Induktion der chloroplastidaren LOX2 beobachtet (Abb. 46).
Auch Koo et al. (2007) fanden eine Induktion der LOX2 mRNA nach Applikation von
0,1 mM Meda fir 6 h bzw. 24 h in A. thaliana Col-0, wobei diese durch gleichzeitige
Applikation von 0,1 mM bzw 1 mM SA, deutlich verringert wurde. Ergebnisse mit
Tabak Zellkulturen zeigten dartiber hinaus ebenfalls eine dosisabhéngige MedJa-
Induktion der LOX (Véronési et al., 1999). In der vorliegenden Arbeit induzierte tber
die Gasphase appliziertes Meda auch in Tabak cv. Bel W3 die LOX auf Transkript-
und Proteinebene. Hierbei war aufféllig, dass im sauren (5.0) pH Bereich keine
erhéhte LOX Aktivitdt gegenuber den unbehandelten Kontrollen beobachtet werden
konnte, wohl aber bei pH 7 und pH 8 (Abb. 34 und Abb. 35) was im Einklang steht
mit der zuvor diskutierten Aktivierung einer chloroplastidédren LOX. Eine gezielte
Induktion chloroplastidarer LOX durch Meda wurde auch transient in
Tomatenblattern (Heitz et al., 1997) sowie bei Weizen und Reis nachgewiesen
(Feussner et al., 1995a; Vorés et al, 1998; Schaffrath et al.,, 2000).
Ubereinstimmend lieRen sich die in der Vakuole lokalisierten LOX4 und LOX5 aus
Sojakeimlingen nicht durch MeJa induzieren sondern nur durch Auxin (Wang et al.,
1999). Im Gegensatz dazu induzierte MeJa bei Baumwolle die 9-LOX- und 13-LOX
Aktivitat im Verhaltnis 77/23 (Marmey et al., 2007), obwohl bislang keine plastidére
9-LOX bekannt ist (Liavonchanka und Feussner, 2006). Dies bedeutet, dass MeJa
auch nicht-chloroplastidare LOX induzieren kann. Im Gegensatz zu MeJa induzierte
Ozon die LOX Aktivitdt bei Tabak cv. Bel W3 sowohl im sauren (5.0) als auch im
basischen (7.0 - 8.0) pH Bereich (Abb. 31). Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass
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Ozon in Tabak cv. Bel W3 mehr LOX Isoformen durch verschiedene und/oder sich
Uberlappende Reaktionskaskaden aktiviert als exogen appliziertes MedJa alleine, so
dass noch andere Signalmolekile an der Induktion der LOX Aktivitat beteiligt sein
muissen. Moéglicherweise ist auch ein anderes Jasmonat als MeJa an der Induktion
von LOX unter Ozonstress beteiligt, da Zadra et al. (2006) keine Veranderung der
endogenen Meda Konzentration bei ozonbehandelten (5 h, 200 bbp O3) Tomaten
feststellten. Auch in Weizen wurden unterschiedliche LOX Isoformen nach Meda
oder Elicitorbehandlung (Pgt; Puccinia graminis P. sp. tritici Erikss. & Henn.)
induziert (Bohland et al., 1997). Dartber hinaus wurden LOXs durch MedJa auch in
Sojabohne (Grimes et al., 1992), Arabidopsis (Bell et al., 1995; Melan et al., 1993,
Stotz et al., 2000), Weizen (Feussner et al., 1995a), Phaseolus vulgaris L. (Porta et
al., 1999) und Tomate (Heitz et al., 1997) induziert. Eine Ubersicht Uiber MeJa-
responsive Gene bei Arabidopsis thaliana geben Sasaki et al. (2001), die mittels
Macroarray 2880 cDNA Klone testeten. MeJa bewirkte hier u. a. die Induktion der
Transkripte von LOX2, AOS, OPR1 und OPR3, d. h. eine positive Feedback
Induktion der JA Biosynthesegene. Eine solche Aktivierung konnte auch in dieser
Arbeit nachgewiesen werden und wird nachfolgend diskutiert.

In dieser Arbeit zeigten die histochemischen Ergebnisse MeJa-behandelter
Arabidopsis Pflanzen (Abb. 44) im Gegensatz zu der punktférmigen Aktivierung der
GUS via LOX2 Promotor nach Ozonbehandlung (s. 0.), eine gleichmaRige
Aktvitatsverteilung der LOX/GUS Uber die gesamte Blattspreite hinweg. Dieses
Induktionsmuster nach MeJA Behandlung fanden auch Jensen et al. (2002) wobei
genauere Untersuchungen die GUS Aktivitdt unter dem LOX2 Promotor im
Mesophyll und vaskuldren Gewebe nachwiesen. Der Transport von MedJa erfolgt,
wie neuere Studien mit Radioisotop "C-markiertem MeJa exogen und nur lokal an
einem Tabakblatt appliziert zeigten, sowohl im Phloem- als auch im Xylemstrom
(Thorpe et al., 2007). Man kann annehmen, dass Jasmonate an der ozoninduzierten
punktférmigen Verteilung der LOX2-GUS Aktivitdt beteiligt sein kénnten. Dann
lassen die unterschiedlichen Induktionsmuster des LOX2 Promotors in Arabidopsis
LOX2 GUS/FLUC durch Ozon oder MeJa vermuten, dass als Reaktion auf akuten
Ozonstress Jasmonate (z. B. JA oder MedJa) nur lokal in der nachsten Umgebung
von Nekrosen in ausreichender Konzentration gebildet werden und dadurch die LOX
Aktivitdt nur in angrenzenden Nachbarzellen induziert wird. Da die stérkste
Ozoninduktion der LOX2-GUS Aktivitat (Abb. 45 und Abb. 44) zu einem spaten
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Zeitpunkt (28 h) erfolgte, wére es desweiteren umgekehrt denkbar, dass die lokale
Aktivierung der LOX2 durch Ozon zu Jasmonaten fuhrt, die wiederum zu einer
Induktion von Schutzsubstanzen zur Abgrenzung des gesunden Gewebes und somit
zu einer Terminierung der L&sionen beitragt. In guter Ubereinstimmung hierzu war in
Tabak cv. Bel W3 nur zum Zeitpunkt 24 h nach Start einer flnfstiindigen
Ozonbehandlung Jasmonsaure nachweisbar (Tab. 7). Hierauf wird in einem
spateren Abschnitt nochmals eingegangen. Passend zu der schwachen A. thaliana
LOX2 Induktion durch Ozon bis nach 24 h (Abb. 45) in dieser Arbeit, fanden
Overmyer et al. (2005) ebenfalls nur eine geringe Akkumulation freier JA in
ozonbehandelten A. thaliana Col-0 (6 h, 300 ppb O3), wohingegen im Vergleich bei
der ozonsensitiven Mutante A. thaliana rcd1 (engl.: radical-induced cell death1) eine
deutliche Akkumulation freier JA zwischen 5 h und 24 h nachgewiesen wurde. Es
wurde dartber hinaus angenommen, dass eine reduzierte Empfindlichkeit
gegenilber JA zu einer herabgesetzten Terminierung der Lasionen fihrt, was auch
durch die héhere Ozonsensitivitdt der Doppelmutante A. thaliana rcd1 jar1 (jar1,
engl.: jasmonat resistent) bestatigt werden konnte (Overmyer et al., 2005). Eine
reduzierte Empfindlichkeit gegenliber JA zeigte auch die A. thaliana L. cv. Ws-2
Mutante 0ji1 (Ozon-sensitiv und JA-insensitiv 1), die ebenfalls eine starkere
Lasionenbildung nach Ozonexposition zeigte als der Wildtyp. Als Ursache hierflr
vermuteten die Autoren eine JA-vermittelte Unterdriickung der ozoninduzierten
Ethylenemission, von der angenommen wird, die Lasionenbildung zu férdern (Kanna
et al., 2003). Den Nachweis, dass Meda nur in direkter Umgebung verletzter
Regionen gebildet wurde, erbrachten u. a. Kenton et al. (1999) bei Tabakblattern.
Auch verwundete Tomatenpflanzen akkumulierten OPDA und JA nur lokal und nicht
systemisch (Strassner et al., 2002). Histochemisch wurde dartber hinaus bei
transgenen A. thaliana gezeigt, dass JA und OPDA die AOS nur lokal am
Applikationsort induzieren und nicht systemisch (Kubigsteltig et al., 1999).

Die Ergebnisse zeigen, dass Ozon in Arabidopsis zur Induktion chloroplastidarer
LOX2 fuhrt. Diese kann Lipidhydroperoxide plastidaren Ursprungs bilden, die weiter
durch im Chloroplasten lokalisierte HPLs metabolisiert werden kénnen (Kap. 1.7.6).
Die gemessenen Cg-Emissionen bei ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3 (Heiden et
al., 1999a; 1999b) kdénnten somit sowohl cytosolischen als auch plastidaren

Ursprungs sein.
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4.6 Korrelation zwischen Ozon-induzierten Transkripten von AOC und OPR

mit dem endogenen Gehalt an freier Jasmonséaure bei Tabak

Die detektierten flichtigen Cg-Metabolite in Tabak Bel W3 zeigten alle in ihrem
zeitlichen Verlauf einen transienten Emissionseinbruch um die 24 h nach Start
Ozonbehandlung (Heiden et al., 1999a). Da zu diesem Zeitpunkt die héchste LOXs
Aktivitdt nachgewiesen wurde (Abb. 25) und somit angenommen werden kann, dass
ausreichend Substrat (Fettsdurehydroperoxide) fir die HPL vorlag, wird der
Emissionseinbruch dadurch erklart, dass der Grofteil der Fettsdurehydroperoxide zu
diesem Zeitpunkt nicht in den HPL-Weg flie3t und in die Ce-VOCs gespalten wird,
sondern in einen oder mehrere der funf konkurrierenden Stoffwechselwege (Kap.
1.6; Abb. 4). Die physiologische Kontrolle, welche die LOOHs in den einen oder
anderen Metabolismusweg dirigiert, ist bisher nicht bekannt. Ein mdglicher
Mechanismus kénnte die Aktivierung der Enzyme durch die Anderung des pH-
Wertes in ihrer Mikroumgebung sein, z. B. durch die Zerstérung der
Zellkompartimentierung  (Membranen/Nekrosen) nach  Ozonexposition. Die
Regulation kénnte auch durch die Blockierung des HPL-Weges durch Produkt-
(1mM 2 E-Hexenal; Suurmeijer et al., 2000) oder Substrathemmung
(Linolensdurehydroperoxide; Hatanaka et al., 1983) erfolgen. Desweiteren kdnnte
das Konzentrationsverhaltnis einzelner LOX-Weg Metabolite zueinander, anstelle
einer Absolutkonzentration bestimmter Metaboliten, zu einer Aktivierung bestimmter
Enzyme des LOX-Wegs fuhren. Der Nachweis der LOX Aktivitat Gber die Bildung
von Linol- und Linolensaurehydroperoxiden war in dieser Arbeit zum Zeitpunkt 12 h
bis 24 h nach Ozonexposition am hdchsten (Abb. 25 und Tab. 9). Dies fiihrte
aufgrund der verminderten Cg-Emissionen nach 24 h (Tab. 9 und Heiden et al.,
1999a) zu der Annahme, dass es im weiteren Verlauf des LOX-Weges zur
Produktion anderer Signalmolekile wie z. B. Jasmonsédure (JA) kommt, die zur
Abwehrantwort der Pflanze auf Ozon beitragen kénnten (Kap. 1.7.5). JA ist als
interzellularer sekundarer Botenstoff bekannt, der eine Vielzahl von
Abwehrantworten bei Pflanze-Pathogen Wechselwirkungen hervorruft (Hammond-
Kosack und Jones, 1996; Wasternack, 2007).

Als ein Endprodukt des AOS Weges wurde in diesem Zusammenhang zu
unterschiedlichen Zeiten aus den Blattern von Tabak cv. Bel W3 nach
Ozonexposition (5 h, 150 ppb) der Gehalt an freier Jasmonsaure (JA) mittels GC-
MS bestimmt. Freie JA wurde ausschlieBlich in Blattern, die 24 h nach Start der
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Ozonbehandlung geerntet wurden nachgewiesen (Tab. 7 und Tab. 9). Dies korreliert
exakt mit dem Einbruch bei den Cg-Emissionen, die sich ebenfalls von
13-Lipidhydroperoxiden ableiten (Tab. 9). Die Ergebnisse lassen vermuten, dass bei
Tabak cv. Bel W3 24 h nach Start der Ozonbehandlung die mdéglicherweise durch
eine 13-LOX gebildeten LOOHSs in den in den Chloroplasten lokalisierten AOS-Weg
weiter metabolisiert wurden (Kap 1.7.5). Auch bei Arabidopsis und hybriden
Pappelklonen induzierte Ozon einen Anstieg des JA Gehalts und der Transkripte
des JA Markergens PDF1.2 (Koch et al., 2000; Rao et al., 2000; Rao et al., 2002;
Kanna et al., 2003). In ozonbehandelten Tomaten (Lycopersicon esculentum Mill.)
cv. New Yorker (5 h, 200 ppb O3) stieg der Gehalt an Jasmonsaure im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollen, 11 h nach Start der Ozonbehandlung an (13 fach) und
erreichte nach 14 h das Maximum, wohingegen die endogene Konzentration an
Methyljasmonat unverandert blieb (Zadra et al., 2006). Dieser zeitlich friihere Ozon-
induzierte Anstieg von JA im Vergleich zu den Daten der vorliegenden Arbeit (Tab. 7
und Tab. 9), ist neben der Verwendung verschiedener Pflanzenspezies
mdglicherweise auch in der hdheren Ozonkonzentration begrindet. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurden bei anderen
Untersuchungen mit ozonbehandelten Tomaten (cv. Pearson; 4 h, 200 ppb Os)
Transkripte des JA Markergens PINII (Proteinase Inhibitor 1l) ebenfalls nur nach 24
h induziert (Castagna et al., 2007).

Die in dieser Arbeit untersuchte mMRNA Expression der Allenoxid-Cyclase (AOC) und
12-oxo-Phytodiensaure-Reduktase (OPR), sollte erste Hinweise darauf geben,
welche Veranderungen Ozon in Richtung Jasmonsdure Biosynthese auf
Transkriptebene hervorruft. Die Ergebnisse fir AOC und OPR, die mit
ozonbehandeltem Tabak cv. xanthii.nc Nah-G erzielt wurden, werden in Kapitel 4.8
im Hinblick auf die Korrelation mit SA, gesondert diskutiert. AOC wurde bei Tabak
cv. Bel B und cv. Bel W3 unterschiedlich stark konstitutiv auch in unbehandelten
Kontrollen exprimiert (Abb. 36 und Abb. 37). Diese konstitutive AOC Genexpression
fanden Castagna et al. (2007) auch in unbehandelten Tomatenblattern des Wildtyp
cv. Pearson. Ozon induzierte AOC bei Tabak cv. Bel W3 am stérksten zwischen 2 h
und 24 h mit einem Maximum nach 5 h (Abb. 36). Im Unterschied dazu war bei
Tabak cv. Bel B die AOC Induktion gegeniber den Kontrollen gering und stieg nur
ab 32 h an. Im Vergleich hierzu wurden in ozonbehandelten (4 h, 200 ppb Os)

Tomaten AOC Transkripte bei cv. Pearson zwischen 5 h zunehmend bis 24 h
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induziert (Castagna et al., 2007). Auch die OPR mRNA wurde in unbehandelten
Kontrollen in beiden Tabak Kultivaren konstitutiv exprimiert (Abb. 36 und Abb. 37).
Die Induktion der OPR Genexpression erfolgte nach Ozonbehandlung bei Tabak cv.
Bel B am deutlichsten zwischen 8 h und 24 h mit einem Maximum nach 12 h (Abb.
37) und bei Tabak cv. Bel W3 am starksten zwischen 5 h und 12 h mit einem
Maximum nach 8 h. Die Akkumulation der OPR Transkripte war somit nicht in
direkter Ubereinstimmung mit der JA Akkumulation nach 24 h bei Tabak cv. Bel W3.
Das Vorliegen von OPR auf Enzymebene zu diesem Zeitpunkt, kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden. Eine Diskrepanz zwischen dem Auftreten von JA
Akkumulation und Transkripten der JA Biosynthesegene fanden hingegen auch
andere Autoren, was nachfolgend dargestellt wird.

Ozon (6 h 200 ppb Os3) induzierte OPR3 mRNA auch in A. thaliana cv.
Wassilewskija (Wildtyp) nach 3 h und 6 h, wohingegen diese Induktion bei OPR3
Knockout-Mutanten (Hintergrund: A. thaliana cv. Wassilewskija) ausblieb. Die OPR3
Knockout-Mutanten waren ozonsensitiver im Vergleich zum Wildtyp. Diese erh6hte
Ozonsensitivitat  fuhrten die Autoren aufgrund des unterbrochenen JA-
Biosynthesewegs, auf eine fehlende  Transkriptinduktion  antioxidativer
Schutzenzyme, durch ozoninduzierte Jasmonate, zuriick. Sie konnten zeigen, dass
in den opr3-Mutanten im Vergleich zum Wildtyp Ozon nicht die mRNA von
Gammaglutamylcysteinsynthetase1 (GSH1), Dehydroascorbatreductase (DHAR)
und GDP-Mannosepyrophosphorylase (VTC1) induzierte. Transkripte dieser drei
Enzyme wurden jedoch durch Behandlung mit JA (200 pM) induziert. Die JA
Biosynthese scheint somit fiir die Ozontoleranz notwendig (Sasaki-Sekimoto et al.,
2005).

Zusammengenommen induzierte Ozon in dieser Arbeit AOC und OPR auf
Transkriptebene bei Tabak cv. Bel W3 und cv. Bel B wie beschrieben zu
unterschiedlichen Zeiten und Intensitdten. Bei ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3
akkumulierte die JA (24 h, Tab. 7) deutlich nach der Transkripterh6hung von AOC
(5 h max.) und OPR (8 h max.). Dass eine Transkriptinduktion von AOC nicht von
einer JA Akkumulation begleitet sein muss, fanden auch Stenzel et al. (2003a) bei
verwundeten Tomatenpflanzen. So zeigten konstitutiv AOC mRNA und Protein
Uberexprimierende transgene Tomatenpflanzen keinen veréanderten JA oder OPDA
Gehalt verglichen mit dem Wildtyp. Erst nach Verwundung wiesen AOCsense

Tomaten im Vergleich zum Wildtyp einen etwa doppelten Gehalt an JA auf.
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JA Akkumulation wurde ebenfalls wahrend der HR bei mit dem avirulenten
Bakterium Pseudomonas DC3000/avrRpt2 infizierten A. thaliana cv. Col-0
nachgewiesen. Wurde jedoch die Genexpression von LOX2 in transgenen A.
thaliana S-12 unterdriickt, so blieb die pathogeninduzierte JA Akkumulation aus. Die
Autoren schlossen hieraus, dass LOX2 fir die pathogeninduzierte JA Akkumulation
notwendig ist. Dies wurde als ein Hinweis darauf gewertet, dass JA Biosynthese u.
a. durch Substratverfigbarkeit reguliert wird (Spoel et al., 2003). Die bereits
dargestellte Vergleichbarkeit von Pathogen- und Ozon-induzierter HR legen die
Vermutung nahe, dass die JA Biosynthese in Reaktion auf Ozon ebenfalls Uber die
Substratverfigbarkeit reguliert werden kénnte.

DarlUber hinaus kann in Pflanzen ein racemisches Gemisch von 12-Oxo-PDA auch
durch spontane Zyclisierung des Allenoxids entstehen (Hamberg und Gardner,
1992), so dass die Aktivierung der AOC zur Bildung von Jasmonsaure zudem nicht
zwingend erforderlich ware. Wie zuvor schon erwadhnt, kann es auch bei der JA
Synthese zu einer Beeinflussung der Produkte der verschiedenen LOX-Wege
untereinander kommen. So inhibiert (+/-)-cis-12,13- Epoxy-9-(Z)-Oktadecenséaure
des POX Weges kompetitiv die AOC (Ziegler et al., 1997). Dies wére auch bei den
Versuchen dieser Arbeit denkbar, da Ozon zu einer deutlichen Induktion der mRNA
des Epoxysauren hydrolysierenden Enzyms EH flhrte (siehe Kap. 4.7). Darlber
hinaus fanden Feussner und Wasternack (2002) keine Korrelation zwischen der
Konzentration von Jasmonaten und untersuchten Enzymen der JA-Biosybthese. Sie
beschreiben dass die konstitutive Expression einer AOS, als Eingangsenzym der JA
Biosynthese, nicht von einem Anstieg der JA Konzentration begleitet war. Ebenso
erfolgte eine JA Akkumulation bereits vor der Expression von Transkripten des AOS
Weges in Nicotiana attenuata nach Verwundung durch M. sexta (Ziegler et al.,
2001). Die Regulation der JA Biosynthese scheint daher sehr komplex und nicht nur
auf der Ebene der Transkription zu erfolgen. Gut korrelierte in dieser Arbeit jedoch
die hdchste Aktivitdt des Schlusselenzyms LOX mit der nachgewiesenen JA
Akkumulation 24 h nach Start der Ozonexposition (Abb. 25, Tab. 7 und Tab. 9).
Neben Ozon (diese Arbeit) induzierten auch Elicitor- oder Pathogenbehandlung
(biotischer Stress) eine transiente JA Akkumulation in Tabak, die parallel zu der
LOX Aktivitdt war (Rickauer et al., 1997; Alami et al., 1999). Wie in dieser Arbeit
bereits in Kap. 4.5 bei der Ozon-induzierten LOX2 transgener Arabidopsis thaliana

vermutet, kdnnte auch in ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3 die Akkumulation von
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JA (24h, Tab. 7) nur lokal in der N&he von Nekrosen stattgefunden haben und somit
eine Rolle in der Nekrosenentwicklung spielen.

Auch andere Autoren vermuteten bereits, dass JA oder andere Jasmonate zur
Beendigung der Fortpflanzung des Zelltod durch ROS oder Lipidhydroperoxide
beitragen, sowie eine Funktion bei der Einddmmung Ozon-induzierter L&sionen
einnehmen (Overmyer et al., 2000, Kanna et al. 2003; Overmyer et al., 2003).
Neben der Induktion von JIPs, die u. a. an der Quervernetzung von
Zellwandkomponenten beteiligt sein kdnnen (Kap. 1.7.5), wére eine weitere
Méglichkeit die Induktion von Enzymen zum Schutz gegen oxidativen Stress wie z.
B. des Ascorbat/Glutathion Metabolismus. Hierzu wurden bereits zuvor die
Ergebnisse von Sasaki-Sekimoto et al. (2005) diskutiert, die einen funktionierenden
JA Biosyntheseweg zur Ozoninduktion von GSH1, DHAR und VTC1 in A. thaliana
fur notwendig halten. Pasqualini et al. (1999) fanden nach Ozonexposition hingegen
eine Abnahme der Aktivitdt der Glutathion Reduktase in Tabak cv. Bel W3 im
Vergleich zu unbehandelten Kontrollen um 25 %, im Gegensatz hierzu liel3 sich
jedoch zytosolische Glutathion Reduktase (gr1) durch exogenes MeJa und JA in
Arabidopsis thaliana Pflanzen und Zellkultur induzieren (Xiang und Oliver, 1998).
Die Akkumulation von JA bei Tabak cv. Bel W3 nach 24 h kénnte eine Induktion von
Enzymen zum Schutz gegen oxidativen Stress bewirkt haben. Fir die Entgiftung von
Lipidhydroperoxiden kénnte auch die HPL eine Rolle spielen (Ventilfunktion; Kap.
4.4) und dartber hinaus kénnten die Endprodukte des LOX-Wegs JA und ihre
Derivate konzentrationsabhé&ngig auf die einzelnen Wege zurlickwirken (feedback).
Tatsachlich liel® sich die HPL Aktivitat durch MeJa zwar nicht in Arabidopsis thaliana
induzieren (Bate et al., 1998) wurde aber in Tabak und Gurke induziert (Avdiushko
et al., 1995). Auch fihrte die Applikation verdiinnter JA Uber den Stangel frisch
geschnittener P. lunatus zu eine starke Emission der Produkte des HPL Zweigs
(3Z)-Hexen-1ylacetate und (2E)-hex-1ylacetate (Hopke et al., 1994). Es wére also
denkbar, dass der erneute Cs-Emissionsanstieg ab 24 h (Tab. 9 und Heiden et al.,
1999a) auf die vorausgegangene endogene Erhéhung freier JA (Tab. 7)
zurtckzufihren ist wobei diese mdglicherweise zu der Induktion der HPL mRNA ab
24 h in Tabak cv. Bel W3 (Abb. 36) beigetragen hat.

Fur eine Schutzfunktion der Jasmonate spricht auch das Tabak cv. Bel W3, der vor
einer Ozonexposition 24 h mit MeJA (100 pl) oder 18 h mit JA-haltiger Lanolinpaste

behandelt wurde, weniger Lasionen zeigte als unbehandelter (Orvar et al., 1997).
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Auch der Ozon-tolerante Pappel Klon NE-245 zeigte nach der MeJa Vorbehandlung
nach Ozonexposition weniger Nekrosen, wohingegen diese Reduktion bei dem JA-
insensitiven Pappel Klon NE-388, der keine JA erkennt, ausblieb (Koch et al., 2000).
Ahnliche Ergebnisse fanden auch Kanna et al. (2003) nach Vorbehandlung mit
Meda und anschlieBender Ozonexposition (6 h 200 ppb O3) bei A. thaliana L.
Niedrige Meda Konzentrationen (10 pM) verminderten die ozoninduzierte
Lasionenbildung bei Wildtyppflanzen, jedoch nicht bei der JA-insensitiven A.
thaliana Mutante oji1, die um den gleichen Effekt zu erzielen, mit einer héheren
MedJa Konzentration (100 uM) vorbehandelt werden musste.

Es waére interessant in nachfolgenden Arbeiten den Gehalt an freier JA in den
beiden Tabakvarietaten nach akutem Ozonstress mit empfindlicheren Methoden zu

untersuchen.

4.7 Ozoninduktion der EH mRNA bei Tabak cv. Bel W3 und cv. Bel B

Der Einfluss von Ozon (5 h, 150 ppb O3) auf den EAS- und POX-Zweig des LOX-
Wegs wurde in dieser Arbeit anhand der mRNA Expression von Epoxidhydrolase
(EH) bei Tabak cv. Bel W3 und cv. Bel B untersucht (Abb. 36 und Abb. 37). EH ist
ein ubiquitér verbreitetes Enzym, das als mikrosomale oder I6sliche Form vorkommt
und die Oxiranringe von Epoxiden zu den entsprechenden Mono-, Di- oder
Trihydroxyfettsduren hydriert (Kap. 1.7.3; Abb. 4; Blée, 1996; Blée, 1998; Newman
et al., 2005). In Tabak cv. Bel W3 kam es nach Ozonbehandlung zu einer
transienten Induktion der EH mRNA zwischen 5 h und 24 h (Abb. 36). Die
Expression war zu Beginn (5 h) am starksten und zeigte hier eine Doppelbande.
Hiernach sank die Expression kontinuierlich und war nach 24 h nur noch halb so
stark. Die Doppelbande a3t auf eine mdglicherweise zeitgleich exprimierte Isoform
schlieBen. Dass innerhalb einer Pflanzenspezies verschiedene EH Isoformen
vorliegen kénnen beschrieben Newmann et al. (2005) in einer Ubersicht. Auch bei
Tabak cv. Bel B wurde eine transiente Induktion der EH mRNA zwischen 5 h und 24
h nachgewiesen (Abb. 37). Hier nahm die EH mRNA Expression jedoch erst ab 5 h
langsam zu und erreicht nach 12 h ihr Maximum. Nach 24 h war die Expression nur
noch sehr schwach zu erkennen. Bei beiden Varietaten kam es in unbehandelten
Kontrollen zu keiner EH mRNA Akkumulation. Dies ist in Ubereinstimmung mit den
Untersuchungen von Gomi et al. (2003), die ebenfalls ausschlieBlich in, mit dem

nicht-pathogenen Pilz Alternaria alternat, infizierten Blattern bei Zitrus eine Induktion
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der RlemEH nachweisen konnten. Hierbei wurde die RlemEH nach Applikation der
Alternaria alternata Linie SH20 nach 6 h am starksten exprimiert und nahm dann
kontinuierlich bis nach 24 h ab. Der Zeitverlauf der EH Expression war hierbei
vergleichbar mit der ozoninduzierten EH mRNA Expression in Tabak cv. Bel W3
(diese Arbeit Abb. 36). Nach Ozonexposition zeigte Tabak cv. Bel B eine LOX
MRNA Expression nach 12 h. Die Oxylipine, die als Substrat in den ESA- und/oder
POX-/ EH- Zweig flieRen, kénnten somit zu diesem Zeitpunkt aus einer LOX
katalysierten Reaktion stammen. Ebenso verhélt es sich bei dem Tabak cv. Bel W3,
der deutliche LOX Aktivitaten zeigte (Tab. 9 und Abb. 25).

Fur die EH der POX-/EH Kaskade bei Tabak unter Ozonstress lassen sich sowohl
eine Beteiligung an der Biosynthese der Kutikula als auch gegensatzlich eine
Entgiftungsfunktion toxischer Epoxyverbindungen, auch aus dem EAS-Weg,
vermuten. Die Biosynthese der Kutikula ist zwar noch nicht vollstédndig geklart, aber
man vermutet das die POX-/EH Kaskade eine Funktion bei der Synthese der
enthaltenen C18-Cutin-Monomeren einnimmt, die z. B. nach Verletzungen in der
Zellwand akkumulieren (Kolattukudy, 1984; Blée und Schuber 1993; Blée, 1996;
1998). Die bei Tabak cv. Bel B und cv. Bel W3 durch Ozon transient induzierte EH
MRNA kénnte ein Hinweis darauf sein, dass das Enzym hier an einer
Wiederherstellung/Verstarkung der Kutikula beteiligt ist. Umgekehrt kénnten durch
die Zerstérung bzw. dem Umbau der Kutikula nach Ozonstress auch
Kutinmonomere frei werden. Diese elektrophilen Epoxyverbindungen haben
toxische Eigenschaften und kénnen durch die Reaktion mit den nukleophilen Enden
von Proteinen und Nukleinsduren zu Mutationen fihren (Blée, 1996). Die durch
Ozon induzierte EH kdnnte bei Tabak auch eine Entgiftungsfunktion einnehmen, wie
sie von Blée (1996) vorgeschlagen wurde. Nach Guo et al. (1998) ware es auch
denkbar, dass die nun weniger toxischen Mono-, Di- oder Trihydroxyfettsduren als
Signal zur Aktivierung weiterer Schutzgene dienen. Auch wirken Trihydroxy-
Oxylipine in Kartoffelblattern toxisch auf Pathogene (Hamberg, 1999) und dienen so
der Abwehr.

An der Induktion der EH mRNA kdénnen verschiedene Signalmolekiile beteiligt sein.
So wurde die EH mRNA in Tabak durch TMV sowie Injektion von SA und INA (Guo
et al., 1998) und durch exogen appliziertes MeJa in Kartoffelblattern (Stapleton et
al., 1994) oder Zitrusblattern (Gomi et al., 2003) induziert. Dartber hinaus wurden

bei der Untersuchung zum Einfluss flichtigen Cg-Verbindungen auf die RlemEH
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MmRNA Expression, Zitrusblatter 6 h mit Hexanal/-ol, cis-3-Hexenol oder trans-2-
Hexenal/-ol behandelt. Nur cis-3-Hexenol (RlemEH mRNA: ab 6 h, nach 24 h max.)
und trans-2-Hexenol (RlemEH mRNA: ab 6 h max., nach 24 h nur schwach)
induzierten die RlemEH mRNA (Gomi et al., 2003). Im Gegensatz dazu wurden
weder mikrosomale noch Iésliche EH nach Behandlung mit 1 mM Meda in Vitia
sativa Samlingen induziert (Pinot et al.,, 1998). In dieser Arbeit wird bei
ozonbehandeltem Tabak cv. Bel B und cv. Bel W3 SA jedoch als direkter oder
indirekter Induktor der EH ausgeschlossen, da es auch bei Tabak Nah-G, die keine
SA akkumulieren kann, im gleichen Zeitraum zur starksten EH Induktion kam (Abb.
38 und Kap. 4.8). Auch die ozoninduzierte Akumulation freier JA bei Tabak cv. Bel
W3 korreliert nicht mit der EH mRNA Expression (Abb. 36 und Tab. 7). Es missen
also andere Signale bei der ozoninduzierten EH mRNA Akumulation beteiligt

gewesen sein.

4.8 Verflechtung von LOX-Weg und SA bei der Ozonantwort von Tabak

Zahlreiche Untersuchungen weisen darauf hin, dass Salicylsdure (SA) eine wichtige
Rolle bei der Aktivierung von Abwehrgenen wéahrend der pflanzlichen Schutzantwort
gegenilber biotischem- oder abiotischem Stress spielt (Kap. 1.4). Die Beteiligung
von SA und ihrer Konjugate an der Signaltransduktion, die nach solchen Ereignissen
zu Reaktionen wie der Ausprégung lokaler- (LAR) oder systemisch erworbener
Resistenz (SAR), dem oxidativen Burst wahrend der HR sowie der Induktion von
PR-Proteinen (SAR Markergene) fiihrt, wird allgemein akzeptiert (Malamy und
Klessig, 1992; Hunt et al., 1996; Ryals et al., 1996; Durner et al., 1997; Klessig et
al., 1998; Thulke und Conrath, 1998; Rao und Davis, 1999).

Da auch LOX zu den Abwehrgenen gerechnet wird stellte sich die Frage, ob bei
Tabak cv. Bel W3 nach akutem Ozonstress eine Korrelation zwischen der
nachgewiesenen LOX Aktivitdt (Abb. 25) und dem endogenen Gehalt an freier SA
besteht. Daher wurde in dieser Arbeit der endogene Gehalt an freier SA bei
mittelalten Blattern ozonbehandelter (5 h, 150 ppb) N. tabacum cv. Bel W3 zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Start der Exposition mittels GC-MS bestimmt. Das
Ergebnis zeigte, dass bei Tabak cv. Bel W3 ein akuter Ozonpuls (5 h, 150 ppb O3)
zu einem endogenen transienten Konzentrationsanstieg freier SA zwischen 2 h und
28 h fuhrte mit einem Maximalwert bei 24 h (Abb. 40). Der Konzentrationsanstieg

freier SA verlauft eindeutig parallel zu der nachgewiesenen LOX Aktivitat (Tab. 9,
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Abb. 25 A und B mit LA). Eine sehr gute Korrelation ist auch mit den von Heiden et
al. (1999a) gemessenen transienten Emissionen zwischen 15 h und 24 h an
Methylsalicylat, dem Methylester der Salicylsdure festzustellen. Sowohl die LOX
Aktivitdt und der Gehalt freier SA (diese Arbeit) als auch die MeSa Emissionen
(Heiden et al.,, 1999a; Heiden et al., 1999b) fielen in den Zeitraum der
Nekrosenentstehung, sanken jedoch nach der vollstdndigen Ausbildung der
selbigen (24 h) stark ab und erreichten in etwa das Niveau von unbehandelten
Kontrollpflanzen (Tab. 9). In unbehandelten Kontrollpflanzen wurde kein Gehalt an
freier SA nachgewiesen (Abb. 40). In Ubereinstimmung hiermit wiesen Beauchamp
et al. (2005) bei unbehandelten Kontrollen auch keine Emissionen an Methylsalicylat
in Tabak nach. Dass Methylsalicylat aus induzierter Salicylsdure gebildet wird,
zeigten Shulaev et al. (1997) anhand von 14C-Markierungsexperimenten in TMV
behandeltem Tabak. Es ist daher anzunehmen, dass die Emissionen von MeSa
(Heiden et al., 1999a) aus der in dieser Arbeit nachgewiesenen ozoninduzierten
freien SA (Abb. 40) gebildet wurden. Eine Korrelation zwischen endogenem Gehalt
an SA und MeSa fanden auch Seskar et al. (1998) bei TMV infiziertem Tabak.
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen dieser Arbeit wurde bei Arabidopsis thaliana
(Sharma et al., 1996; Rao et al., 2002) und Tabak (Yalpani et al., 1994; Pasqualini
et al.,, 2002; Ogawa et al., 2005) ebenfalls eine ozoninduzierte SA Akkumulation
nachgewiesen. Pasqualini et al. (2002) fanden bei ozonbehandeltem Tabak cv. Bel
W3 (3 h, 200 ppb Os) freie SA Akkumulation mit einem Maximalwert nach 10 h, der
nach 27 h bereits stark reduziert war. In dieser Untersuchung erfolgte zwischen
diesen Zeiten keine weitere Messung, so dass ein zeitgleicher Maximalwert wie in
der vorliegenden Arbeit z. B. nach 24 h nicht ausgeschlossen werden kann. Der
totale- und glykolysierte Gehalt an ozoninduzierter SA in Tabak cv. Bel W3 war
hierbei ca. doppelt so hoch wie in Tabak cv. Bel B.

Die nachgewiesene Korrelation zwischen dem Anstieg des endogenen SA Gehalts
und der LOX Aktivitat (diese Arbeit) in ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3 fuhrte zu
der Vermutung, dass die ozoninduzierte LOX Aktivierung SA als Signalstoff benétigt
oder umgekehrt die LOX Aktivitat fir die SA Synthese notwendig ist. Ein erster
Vorversuch wurde hierzu mit Northern Blot Analysen von in 2 mM SA L&sung
gestellten und nach den gleichen Zeiten wie die SA-Bestimmung erfolgte geernteten
Tabak cv. Bel W3 Blattern durchgefiihrt. Es konnte jedoch zu keinem Zeitpunkt eine

LOX mRNA Induktion nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). In

176



Diskussion

Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen erfolgte keine LOX mRNA Induktion in
Tabak Zellkulturen nach 12 h Inkubation mit exogener SA (100 uM) (Véronési et al.,
1996). Auch in Arabidopsis fihrte die SA Applikation nicht zur Induktion von LOX2
(Stotz et al., 2000) sondern reduzierte die Expression der LOX2 mRNA sogar (Bell
und Mullet, 1993). Auch die MeJa (0,1 mM) induzierte LOX2 mRNA Akkumulation
wurde durch gleichzeitige Applikation von SA (1 mM) in A. thaliana Col-0 unterdriickt
(Koo et al., 2007). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen induzierte SA oder das
Analogon 2,6- Dichloroisonicotinsdure (INA) LOX in Gurke und Weizen. Bei Gurke
lag der Schwellenwert bei 1 mM SA, héhere Konzentrationen flihrten zu keiner LOX-
Induktion (Feussner et al., 1997; Weichert et al., 1999). Auch Marmey et al. (2007)
konnten eine SA Induktion der GhLOX1 in Kotyledonen von Baumwolle zeigen. Eine
Konzentrationsreihe (0 uM - 500 yM) ergab die héchste LOX Aktivitat bei 50 uM SA.
Hiermit behandelte Pflanzen zeigten eine LOX mRNA Induktion zwischen 8 h - 15 h
und die héchste LOX Aktivitdt zwischen 18 h - 24 h. Mittels Chiral-HPLC wurde
dariber hinaus gezeigt, dass SA eine 9-LOX induzierte.

Moéglicherweise war die in dieser Arbeit in den Vorversuchen verwandte
Konzentration von 2 mM SA zu hoch, um zu einer LOX-Geninduktion zu fuhren. In
nachfolgenden Analysen kénnte dies anhand einer Konzentrationsreihe geklart
werden.

SA scheint wie ROS eine duale Rolle einzunehmen, niedrige Konzentrationen
induzieren Abwehrgene wie z. B. Gluthathion-S-Transferase, die an der
Detoxifikation von Lipidhydroperoxiden beteiligt ist, hohe Konzentrationen flihren zu
einer Potenzierung des Zelltod (Shirasu et al., 1997; Alvarez, 2000). So war auch in
ozonexponierten Arabidopsis Pflanzen der SA Anstieg von der Akkumulation der
GST1-mRNA begleitet (Sharma et al., 1996). In Tabakzellen war 1 mM SA
zytotoxisch und fuhrte zum Absterben der Zellen wohingegen niedrigere
Konzentrationen PR-1 Gene induzierten (Anderson et al., 1998). Eine
Konzentrationsabhangigkeit der SA Wirkung fanden auch Rao und Davis (1999), die
zeigten, dass das SA-vermittelte Antioxidative Schutzsystem nach Ozonbehandlung
in Arabidopsis Nah-G (sehr wenig/ kein SA) deutlich reduziert war. Hohe SA
Konzentrationen wie sie in der SA hyperakkumulierenden A. thaliana Cvi-0
vorkommen, flhrten Gber die Induktion der HR zum Zelltod.

Eine weitere Methode den Einfluss von SA auf die ozoninduzierte LOX zu

analysieren erfolgte mit Hilfe transgener Tabakpflanzen (Nah-G), die eine bakterielle
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Salicylat Hydroxylase exprimieren und dadurch fortlaufend gebildetes SA zu
Catechol abbauen (Delaney et al., 1994; Friedrich et al., 1995). In Ubereinstimmung
hierzu wurden in ozonbehandeltem Tabak Nah-G auch keine MeSa Emissionen
detektiert (Priv. Doz. Dr. Wildt, pers. Mitteilung). Fir SA wird diskutiert, dass es eine
wesentliche Rolle bei der Induktion der HR in Reaktion auf Ozon spielt (Overmyer et
al., 2003; Kangasijarvi et al., 2005). So konnte in Tabak cv. Bel W3 parallel zur SA
Akkumulation (Abb. 40) die Auspragung von punktférmigen, begrenzten Nekrosen
nachgewiesen werden (Abb. 17). Es wird angenommen, dass bei solchen Pflanzen
die Lasionen ein SA-abhangiger HR-ahnlicher Zelltod darstellt, eine Form des PCD,
dessen Marker DNA-Fragmentation ist (Chen et al.,, 1995). Das Ozon die
morphologischen Chrakteristika des PCD induziert, fanden auch Pasqualini et al.
(2003) und Overmyer et al. (2005) (siehe Einleitung Kap. 1.4.2). Im Gegensatz dazu
entwickelten Nah-G Pflanzen, die kein SA akkumulieren nach akutem Ozonstress
grol¥flachige Nekrosen entlang der Blattadern (Abb. 17), die hier auf ozoninduzierten
toxischen Zelltod zurlckgefiihrt werden, wie nachfolgend beschrieben. Auch
Arabidopsis Nah-G waren empfindlicher gegenliiber Ozon im Vergleich zum Wildtyp
und entwickelten mehr Nekrosen und Chlorosen (Sharma und Davis, 1997; Rao und
Davis, 1999). Die Autoren flihrten dies darauf zuriick, dass die SA-abhangige
Aktivierung von Abwehrgenen in Nah-G Pflanzen gestort ist, der Redox-Status der
Pflanzenzelle nicht aufrechterhalten werden kann und zu toxischem Zelltod fihrt.
Auch TMV behandelter transgener Tabak Nah-G zeigte gréRere Lasionen als der
nichttransgene Wildtyp (Gaffney et al., 1993). Nach Pathogenbefall bilden Tabak
Nah-G keine HR oder SAR aus (Delaney et al., 1994). Toxischer Zelltod wurde auch
fur die Ozon-induzierten Lasionen bei hybriden Pappelklonen NE-388 beschrieben,
die in der Perzeption von SA und JA gestért waren (Koch et al., 2000). Im
Gegensatz dazu zeigten Arabidopsis Nah-G nach Salz- oder osmotischem Stress
(NaCl bzw. Mannitol) sowie Tabak Nah-G nach chronischer Ozonbehandlung (5
Tage je 4 h 250 ppb O3) im Vergleich zum WT weniger Nekrosen. Die Autoren
vermuten, dass es aufgrund fehlender SA nicht zu einer ROS vermittelten
Potenzierung des Zelltods kam (Orvar et al., 1997; Borsani et al., 2001). Aufgrund
zahlreicher Studien wurde ein Modell des Zelltod fir Pflanzen nach
Pathogeninfektion oder Ozonexposition entwickelt, bei dem SA die Wirkung von
ROS amplifiziert und den Zelltod mit initiiert (selbstamplifizierender Zelltodzyklus)
(Overmyer et al., 2003; Kangasjarvi et al., 2005).
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Wie zuvor beschrieben korrelierte bei Tabak cv. Bel W3 nach einem akuten
Ozonpuls (5 h, 150 ppb O3) die SA Akkumulation mit der LOX Aktivitat (Abb. 40 und
Abb. 25 A und B mit LA) und auch mit der LOX mRNA Akkumulation (Abb. 29 und
Abb. 33). Sollte die ozoninduzierte LOX mRNA Expression SA-abhangig sein, wirde
man erwarten, dass diese Genexpression bei ozonbehandelten Tabak Nah-G
ausbleibt. Das Ergebnis zeigt jedoch, dass Ozon auch in Tabak Nah-G LOX mRNA
transient induzierte (Abb. 33). Allerdings war im Vergleich zu dem SA
akkumulierenden Tabak cv. Bel W3 die LOX mRNA deutlich schwéacher induziert
und in einem friiheren (5 h, 8 h max. und 12 h) und kiirzerem Zeitraum (Abb. 33).
Hieraus kann man schlie3en, dass ozoninduzierte LOX bei Tabak cv. Bel W3 nicht
ausschliel3lich SA-abhangig ist sondern andere Signale zur Induktion beitragen
mussen bzw. mdgliche LOX Isoformen (z. B. 9-LOX / 13-LOX) unterschiedlich
aktiviert werden. Hierfir spricht auch, dass bei dem im Vergleich wenig SA
akkumulierenden ozonbehandeltem Tabak cv. Bel B (Pasqualini et al., 2002), der
keine Nekrosen ausbildete die LOX nur nach 12 h schwach induziert wurde (Abb. 17
und Abb. 33). Eine transiente Induktion der 9-LOX, sowohl in Tabak cv. Xanthi nc.
Nah-G als auch im Wildtyp (Nicotiana tabacum cv. Samsun NN), fanden Dhondt et
al. (2002) nach Infiltration mit R-Megaspermin (50 nM). Begleitet wurde diese 9-LOX
mMRNA Induktion jeweils von einer transienten Akkumulation von OPDA (24 h max.)
und JA (18 h max.), jedoch ausschlieSlich in unmittelbarer Umgebung zur
Infiltrationsstelle. In weiter entfernter Zone blieb diese Akkumulation aus. Infiltration
von 0,1 mM SA flhrte zu keiner 9-LOX mRNA Induktion.

Einige Autoren vermuten, dass SA allgemein mit eisenhaltigen ROS entgiftenden
Enzymen wie Katalase, Aconitase, aber auch Lipoxygenase und Ascorbat-
Peroxidase oder dem identifizierten Salicylsdure bindende Protein SABP2
interagieren und diese dadurch in ihrer katalytischen Aktivitdt einschranken. Dies
wird als eine mdgliche Ursache fir erhéhte ROS- insbesondere H,O2-Akkumulation
bei Pflanzen unter abiotischem oder biotischem Stress angesehen (Chen et al.,
1995; Ruffer et al., 1995; Rao et al., 1997; Bueno et al., 2001; Kumar und Klessig,
2003). Eine Inhibition der LOX durch SA kann bei ozonbehandelten Tabak cv. Bel
W3 jedoch aufgrund der hier erzielten Daten ausgeschlossen werden, da mit
steigendem SA Gehalt auch die LOX Aktivitat parallel zunahm (Abb. 25 und Abb.
40). Parallel zu dem steigenden Gehalt an freier SA bei ozonbehandelten Tabak cv.

Bel W3 konnte nach 8 h und 24 h auch eine erhéhte Ansammlung von H,O, mittels
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DAB festgestellt werden (Tab. 9 und Abb. 41). ROS als Induktor der LOX Aktivitat
wurde bereits in einem anderen Zusammenhang diskutiert. Eine weitere Mdglichkeit
die sich im Zusammenhang mit SA ergibt, ist die Hypothese einiger Autoren, die
vermuten, dass SA-Radikale die Lipidperoxidation initiieren, wie es durch exogene
Zugabe von SA in Tabak Zellsuspensionskulturen gezeigt wurde (Durner und
Klessig, 1996; Durner et al., 1997; Anderson et al., 1998). Hierbei wurde jedoch
keine LOX Aktivitat bestimmt. Die in dieser Arbeit erzielten Daten mit
ozonbehandeltem Tabak Nah-G, von dem angenommen wird, dass er keine SA-
Radikale bilden kann, weisen jedoch eher auf eine Beteiligung der induzierten LOX
hin. FUr die mégliche Beziehung zwischen SA und der Produktion von ROS sind bei
der HR und SAR verschiedene Modelle aufgestellt worden (Hunt et al., 1996; Ryals
et al., 1996; Delaney, 1994). So kann es durch SA nicht nur zu erhéhter ROS
Akkumulation kommen (s. 0.), sondern hohe ROS Konzentrationen kdnnen
umgekehrt die Biosynthese von SA auslésen (Leon et al., 1995; Hunt et al., 1996;
Enyedi, 1999; Overmyer et al., 2003).

Welche Rolle Salicylsdure bei der Regulation des Octadecanoid Biosynthesewegs
bei Pflanzen unter Ozonstress spielt ist noch unklar. In dieser Arbeit wurde mit
Northern Experimenten nachgewiesen, dass die zum LOX-Weg z&hlenden Enzyme
EH, HPL, AOC und OPR eine transiente mRNA Induktion durch Ozon in Nah-G
exprimierenden Tabakpflanzen zeigen (Abb. 38). Fiur AOC (5 h max.) und HPL (8 h
max.), die auch in unbehandelten Kontrollen exprimiert wurden, war die mRNA
Induktion insgesamt gering bzw. bei HPL zwischen 12 h - 48 h in Kontrollen héher
als in ozonbehandelten Pflanzen (Abb. 38). Fehlende Salicylsdure als Induktor der
ozoninduzierten HPL Genexpression wird jedoch ausgeschlossen, da in Tabak cv.
Bel W3 die starkste HPL mRNA Expression ab 32 h erfolgte (Abb. 36), einem
Zeitpunkt bei dem die ozoninduzierte transiente Akkumulation von SA bereits wieder
auf das Niveau von Kontrollpflanzen abgesunken war (Abb. 40). Die EH mRNA
Expression war zu den Zeitpunkten 5 h, 8 h und 12 h (max.) nach Start der
Ozonexposition stark induziert und auch deutlich starker im Vergleich zu Tabak cv.
Bel W3 und cv. Bel B (Abb. 36, Abb. 37 und Abb. 38). SA oder hierdurch
beeinflusste Verbindungen scheinen demnach eine eher hemmende Wirkung auf
die EH mRNA Expression zu haben. Hierflr spricht auch, dass in ozonbehandeltem
Tabak cv. Bel W3 die EH mRNA Expression in dem MalRe abnimmt wie die SA
Akkumulation zunimmt (Abb. 36 und Abb. 40). Eine negative Wirkung hatten SA und
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Aspirin auch auf die Expression der AOC mRNA jedoch ohne Auswirkung auf die
Aktivitdt von AOC oder auch AOS (Pena-Cortés et al., 1993; Ziegler et al., 1997;
Harms et al., 1998; Sivasankar et al., 2000). Ozon induzierte in dieser Arbeit die
AOC mRNA in Tabak Nah-G jedoch in einem kirzerem Zeitraum (5 h - 12 h) im
Vergleich zu Tabak cv. Bel W3 (2 h- 24 h) (Abb. 36 und Abb. 38). Man kénnte daher
vermuten, dass SA die ozoninduzierte Akkumulation der AOC mRNA positiv
beeinflusst. Auch in Reis wurde die AOC durch SA induziert (Agrawal et al., 2003).
Die OPR mRNA Expression durch Ozon in Tabak Nah-G war im Vergleich zu Tabak
cv. Bel W3 und cv. Bel B schwécher, zeigte jedoch einen ahnlichen Zeitverlauf (5 h -
24 h und erneut nach 32 h). Auffallig war, dass unbehandelte Tabak Nah-G im
Vergleich zu Tabak cv. Bel W3 und cv. Bel B, keine OPR mRNA Akkumulation
zeigten (Abb. 36, Abb. 37 und Abb. 38).

Guo et al. (1998) sprechen von der gleichzeitigen Existenz eines sowohl SA-
abhangigen als auch SA-unabhéngigen Signalwegs der Enzyminduktion wie sie sie
z. B. fir die EH-1 mRNA Expression beschreiben. So liel3 sich ahnlich der SA
unabhangigen Induktion der EH durch Ozon in Tabak Nah-G (diese Arbeit) auch in
TMV infizierten Tabak Nah-G eine SA-unabhangige, lokale und systemische EH
mRNA Induktion nachweisen, wobei exogen zugegebene SA ebenfalls die EH-1
MRNA induzierte (Guo et al., 1998). Im Gegensatz dazu wurde in A. thaliana die
AOS durch SA auf Transkript- und Proteinebene induziert, was von steigendem
OPDA nicht jedoch JA Gehalt begleitet war (Laudert und Weiler, 1998; Kubigsteltig
et al.,, 1999). Dies kann als ein Hinweis auf verschiedene Regulationswege bei
unterschiedlichen Pflanzen betrachtet werden.

Ozoninduzierte SA Akkumulation begleitete auch die ozoninduzierte mRNA
Induktion der in dieser Arbeit als Kontrolle einer erfolgreichen Ozonbehandlung
verwandten PR-Proteine basische Glucanase und -Chitinase in Tabak cv. Bel W3
(Abb. 38). Die Induktion dieser beiden Gene fanden auch Schraudner et al. (1992)
und Ernst et al. (1992) bei ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3 und cv. Bel B. Da
diese PR Transkripte jedoch auch in ozonbehandelten Tabak Nah-G, die keine SA
akkumulieren induziert waren (diese Arbeit), scheint SA nicht entscheidend fir die
Signaltransduktion zur Expression der basischen PR Transkripte bei Tabak unter
akutem Ozonstress zu sein.

Diese Salicylsdure-unabhangige Induktion basischer Glucanase und Chitinase

wurde auch in Erwinia carotovora-infiziertem N. tabacum xanthi-nc transgen Nah-G
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nachgewiesen. Darliber hinaus flhrte die externe Zugabe von SA alleine nicht zu
einer Induktion dieser basischen PR-Proteine in Tabak var. Petit Havana SR1 (Vidal
et al., 1997). In Ubereinstimmung hierzu beschreiben Niki et al. (1998) basische PR
Proteine als nicht durch SA induzierbar. Saure PR-Proteine hingegen wie saure
Chitinase und PR1a waren durch SA bzw. SA abhangiges H,O, sowie UV-B
induzierbar (Neuenschwander et al.,, 1995; Hunt et al., 1996; Vidal et al., 1997;
Yamakawa et al.,, 1998). Demzufolge missen andere Signalmolekile an der
ozoninduzierten Expression basischer PR Proteine beteiligt sein. Hierfir ware
Ethylen als eine der ersten Antworten auf Ozon in Tabak cv. Bel W3 (Langebartels
et al.,, 1991) denkbar, da Ernst et al. (1999) in der Promotoregion der basischen
R-1,3-Glucanase eine Ethylen-responsive Region fanden. Bestatigt wurde dies
durch Promotorstudien der basischen Klasse | 3-1,3-Glucanase B Gens (GLB) bei
transgenen Nicotiana tabacum cv. Havana 425. Hierbei wurde die Ethylenantwort
durch 1-Methylcyclopropene (1-MCP) inhibiert, worauf hin die Ozon-induzierte
Promotoraktivitdt der basischen B-1,3-Glucanase ausblieb (Grimmig et al., 2003).
Mutanten, die in der Ethylen- (ein2) oder JA-Antwort (coi1) gestoért sind, zeigen keine
Aktivierung dieser PR-Gene durch die jeweiligen Phytohormone. Starkste Induktion
wurde jedoch durch die kombinierte Gabe von Ethylen und JA erzielt (Lorenzo et al.,
2003). In dieser Arbeit konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass sich basische
Glucanase auch durch Methyljasmonat und H,O, in Tabak Bel W3 induzieren lief3
(Abb. 34). Unterstitzt wird das Ergebnis durch Rickauer et al. (1997), die
Transkripte von Glucanase und Chitinase durch MedJa in Tabakzellkultur induzieren

konnten.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass Ozon neben basischer Glucanase
und -Chitinase, die Transkripte der untersuchten LOX-Weg Enzyme LOX, HPL, EH,
AOC und OPR, auch in SA defizienten Tabak Nah-G Pflanzen induzierte.

4.9 Schlussbetrachtung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss von akutem Ozonstress auf den LOX-
Weg insbesondere bei der ozonsensitiven Tabak Varietdt Bel W3, der
ozontoleranten Varietat Bel B, sowie den transgenen Pflanzen Nicotiana tabacum L.
cv. xanthi.nc-Nah-G und Arabidopsis thaliana LOX2 GUS/FLUC untersucht.
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Zusammenfassend konnte erstmals mittels Northern Blot Analysen gezeigt werden,
dass die mRNA Transkripte der untersuchten Enzyme des LOX-Wegs LOX, HPL,
EH, AOC, OPR und ADH bei allen drei Tabakvarietdten wahrend der pflanzlichen
Abwehrantwort auf Ozon (5 h, 150 ppb O3) transient verstarkt exprimiert werden.
Hierbei unterschieden sich die jeweiligen mRNA Akkumulationen sowohl zeitlich, als
auch in ihrer Intensitat je nach untersuchter Tabakvarietéat voneinander (Abb. 36, 37
und 38).

Ein Schwerpunkt der Arbeit lag bei der Analyse der LOX, fiir die gezeigt werden
konnte, dass die LOX mRNA ausschliel3lich ozoninduzierbar ist und je nach
Tabakvarietéat weitestgehend mit den auftretenden Nekrosen korreliert (Abb.17 und
Abb. 33). Dies konnte histochemisch auch bei ozonbehandelten Arabidopsis
thaliana LOX2 GUS/FLUC gezeigt werden (Abb. 45).

Die grofite Sequenzhomologie (99 %) zeigte die LOX Gensonde (471 bp) aus
ozonbehandeltem Tabak cv. Bel W3, zu der Elicitor-induzierten LOX1 aus Tabak
(Acc. Nr.: X84040; Véronési et al., 1995), die als 9-LOX beschrieben wird. Dagegen
wurde bei Sequenzvergleichen mit 13-LOX aus u. a. Nicotiana attenuata (Acc. Nr.:
AY254349) und Lycopersicon esculentum (Acc. Nr.: U37839.1, U37840.1) keine
signifikante Ubereinstimmung gefunden. Es wird daher angenommen, dass in dieser
Arbeit hauptsachlich LOX mRNA, die fir 9-LOX Genprodukte kodiert, bei Tabak
nachgewiesen wurde. Parallel zu der ozoninduzierten LOX mRNA wurde fiir Tabak
cv. Bel W3 auch die ozoninduzierte LOX Aktivitdt nachgewiesen (Abb. 25). Darlber
hinaus wurde gezeigt, dass Ozon die LOX mRNA nicht in schadfreien jungen
Blattern induzierte, sondern nur lokal in geschadigten mittelalten Blattern, die
Nekrosen bildeten, wobei dies in Korrelation zur applizierten Ozondosis stand (Abb.
18, 30 und 31). Die im Enzymtest mit ozoninduzierter LOX nachgewiesenen
unterschiedlichen pH-Wert Optima, Aktivitdtsbanden (NATIVE PAGE) sowie die
Southern Analysen, gaben Hinweise auf vorhandene LOX Isoformen (Abb. 21, 22,
27 und 32). Anzeichen fiur die Ozoninduktion einer 13-LOX gab der Nachweis der
ozoninduzierten Akkumulation endogener JA nach 24 h (Tab. 6), sowie die von
Heiden et al. (1999a; 1999b) unter vergleichbaren Bedingungen detektierten
Ce-Emissionen.

Mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnten derzeitige Modelle Uber die pflanzliche
Abwehrantwort auf Ozon, wie sie z. B. von Kangasjarvi et al. (2005) aufgestellt

wurden, weiter ausgebaut werden und helfen die Grundmechanismen des LOX-
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Wegs unter Ozon zu verstehen. Zudem l&sst sich eine groRe Ahnlichkeit feststellen
zwischen der Entwicklung von Nekrosen und der Ozon-induzierten transienten LOX
MRNA und LOX Aktivitdt bei ozonempfindlichem Tabak cv. Bel W3 (diese Arbeit)
und der Pathogen-induzierten LOX mRNA und LOX Aktivitat bei einer inkompatiblen
Pflanze-Pathogen Interaktion waéhrend der HR (Fournier et al., 1993; Véronési et al.,
1995; Véronési et al., 1996). Die Ergebnisse dieser Arbeit Uber den Ozon-
induzierten LOX-Weg, bestérken somit die Beschreibungen der Autoren, die anhand
anderer Untersuchungen in friheren Studien gewonnen wurden, dass akuter
Ozonstress in ozonsensitiven Pflanzen, wie z. B. bei Tabak cv. Bel W3, ahnliche
Reaktionen auslésen, wie bei Pflanzen wahrend einer inkompatiblen Pflanze-
Pathogen Interaktion. Aufgrund dessen wird fir beide Abwehrreaktionen ein
gemeinsamer Mechanismus der Signaltransduktion diskutiert (Kangasjarvi et al.
1994; Berger et al.,, 2001; Rao & Davis 2001; Langebartels et al. 2002a, 2002b;
Pellinen et al. 2002; Overmyer, Brosche & Kangasjarvi 2003). Die praktische
Umsetzung von Erkenntnissen aus der Ozonwirkungsforschung kénnte u. a. in der
Landwirtschaft erfolgen, wo sie dazu beitragen kdnnten Ertragssteigerung zu
erzielen oder Ernteverlusten vorzubeugen. So werden flichtige Cg und Co-
Aldehyde aus dem LOX-Weg, die viele Bakterien und Pilze inhibieren kénnen (Croft
et al.,, 1993; Deng et al., 1993; Matsui et al., 2006; Mita et al., 2007), bereits als
biologische Alternative bei der Entwicklung und dem Einsatz von Fungiziden bei
Obst und Gemiuse diskutiert (Myung et al., 2007). Es ware attraktiv in nachfolgenden
Studien weitere Nutzpflanzen wie Tomate oder Kartoffel, die wie Tabak ebenfalls zur
Familie der Solanaceaen gehdéren, hinsichtlich der Induktion der LOX-Weg Gene
durch Ozon vergleichend zu untersuchen.

Darlber hinaus sind einige Ansatzpunkte fir weiterflihrende Experimente
ausgehend von den Ergebnissen dieser Arbeit, in den vorangegangenen
Abschnitten bereits vorgeschlagen worden. So kénnten Western Blot Analysen mit
spezifischen LOX-Antikérpern zur Charakterisierung der Ozon-induzierten LOX
Isoformen durchgefiihrt werden und Enzymaktivitdtsmessungen der untersuchten
LOX-Weg Gene, um weitere Aussagen Uber ihre Regulation unter Ozon zu erhalten.
Interessant wére es auch die ozoninduzierten Enzyme des LOX-Wegs zu isolieren,
rekombinant zu exprimieren und die gebildeten Produkte z. B. mittels HPLC-MS zu

analysieren. Hierfir wirden sich z. B. die Reaktionsprodukte der exklusiv durch
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Ozon induzierbaren Epoxidhydrolase anbieten, um diese néher charakterisieren zu
kénnen.

Von besonders grolRem Interesse wédre es in nachfolgenden Arbeiten zu
untersuchen, in welchem Verhéltnis sich die in dieser Arbeit nachgewiesene Ozon-
induzierte Tabak LOX Aktivitaten auf eine 9- und/oder 13-LOX zurlckfihren lassen.
DarlUber hinaus kdnnte weiter aufgeklart werden, ob und in welchem Ausmal}, auch
ein mdoglicherweise ROS-abhangiger Bildungsweg zu der im Rahmen der
Abwehrantwort auf Ozon nachgewiesenen Lipidhydroperoxidation beitrdgt. Die in
den letzten Jahren verbesserten HPLC Methoden und die Identifizierung
verldsslicher Marker fur eine nicht-enzymatische Bildung von Hydroxyfettsduren (12-
OH- bzw. 16-OH-FS) (Montillet et al. 2004; -2005; Mueller et al., 2006; Grun et al.,
2007) kénnten helfen diese Fragestellungen aufzuklaren.

In diesem Zusammenhang kénnten weitere Untersuchungen mit transgenen
Pflanzen, die in der Biosynthese und/oder Perzeption bzw. Signaltransduktion der
Signalstoffe JA, SA oder Ethylen defekt sind (Ubersicht fiir JA u. a bei Delker et al.
2006), wichtige Informationen liefern, welche Rolle diese Phytohormone fur den
LOX-Weg bei der Ozonantwort spielen.

Die Nukleotidteilsequenz (471 bp) der ozoninduzierten Tabak cv. Bel W3 LOX,
zeigte die grofte Homologie (99 %) zu der Elicitor-induzierten LOX1 aus Tabak
(Véronési et al., 1995). Es wére daher naheliegend in weiteren Arbeiten zunachst
analoge Ozonversuche durchzufihren, jedoch unter Verwendung von transgenem
Tabak, bei dem die Expression von NtLOX1 mRNA entweder unterdriickt (Rancé et
al., 1998) oder Uberexprimiert (Méne-Saffrané et al., 2003) wurde. Mit Gen- und
Produktanalysen kénnten mégliche Auswirkungen auf den LOX-Weg analysiert

werden.
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5. Zusammenfassung

Der Luftschadstoff Ozon kann gravierende Schéden bei Pflanzen durch

Veranderungen von biochemischen und physiologischen Prozessen verursachen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Ozon (5 h, 150 ppb O3) auf den
Lipoxygenase (LOX) Weg bei den unterschiedlich ozonsensitiven Nicotiana
tabacum L. Varietdten Bel W3 und Bel B, sowie dem transgenen Nicotiana
tabacum L. xanthi.nc-Nah-G untersucht.

Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass die unterschiedliche Ozonsensitivitat der
Tabakpflanzen, die sich in der unterschiedlichen Nekrosenbildung bei physiologisch
mittelalten Blattern wiederspiegelte, mit einer transienten Ozoninduktion der LOX
auf transkriptioneller Ebene sowie auf Aktivitdtsebene korreliert. Dabei wurden
Hinweise gefunden, dass sowohl 9- als auch 13-LOX induziert werden. Die Hinweise
fur die 9-LOX Induktion ergaben sich aus der Sequenzhomologie der verwandten
LOX cDNA Sonde, zu einer bekannten Elicitor-induzierbaren LOX in Tabak, die als
9-LOX beschrieben wird.

Der ozontolerante Tabak cv. Bel B entwickelte nach funfstiindiger Ozonbehandlung
(150 ppb O3) keine Nekrosen und die LOX mRNA Akkumulation erfolgte nur zum
Zeitpunkt 12 h nach Start der Applikation mit sehr schwacher Expression. Dagegen
fuhrte die gleiche Ozonbehandlung bei dem ozonempfindlichen Tabak cv. Bel W3
zur Ausbildung von deutlichen Nekrosen (12 h - 32 h) in physiologisch mittelalten
Blattern. Das Auftreten sichtbarer Blattschaden war stets mit einer deutlich
verstérkten, transienten Akkumulation von LOX mRNA (5 h - 24 h; mit einem
Maximum nach 12 h), sowie mit einer erhéhten, transienten LOX Enzymaktivitat
(5 h-32 h; mit einem Maximum nach 24 h) verbunden. Dieser Zusammenhang
wurde anhand von Dosis-Wirkungsexperimenten bestatigt. In jungen schadfreien
Blattern wurde dagegen keine LOX mRNA Expression durch Ozon induziert. Dies
legt den Schluss nahe, dass es sich bei der Induktion der LOX um eine lokale
Abwehrreaktion handelt und die Regulation auf Transkriptebene erfolgt.

Bei der in den Chloroplasten lokalisierten 13-LOX handelt es sich um ein Enzym der
Jasmonsaure (JA)-Biosynthese. Die Induktion einer 13-LOX durch Ozon konnte hier
erstmalig anhand transgener Arabidopsis thaliana LOX2-GUS/FLUC histochemisch
und enzymatisch bestatigt werden. Dass JA eine Rolle in der durch Ozon

induzierten Signalkaskade spielt, ist allgemein akzeptiert. Ergénzend wurde in dieser
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Arbeit mittels GC-MS Analysen gezeigt, dass freie endogene JA in Tabak cv. Bel
W3 24 h nach Start der Ozonapplikation akkumuliert. Neben JA spielt auch
Salicylsdure (SA) eine wesentliche Rolle bei der Abwehrantwort auf Ozon. Hier
konnte nachgewiesen werden, dass Ozon die LOX mRNA auch bei dem SA-
defizienten Tabak cv. Nah-G induziert (5 h- 12 h). Eine rein SA-abhé&ngige Induktion
der LOX durch Ozon bei Tabak wird demnach ausgeschlossen.

Auf Aktivitditsebene konnte ein biphasisches pH-Optimum, mit Linol- oder
Linolensaure als Substrat, fur die durch Ozon induzierten LOXs bei Tabak cv. Bel
W3 nachgewiesen werden. Dartber hinaus, wurden erstmals zwei ozoninduzierte
LOX Aktivitdtsbanden bei Tabak cv. Bel W3 durch in-Gel Férbung mit NATIVE
PAGE Analysen nachgewiesen, was ebenfalls fir die Induktion verschiedener
LOX-Isoformen, wie z. B. der 9- und 13-LOX spricht.

Zusatzlich wurden die zum LOX-Weg zdhlenden Enzyme Hydroperoxide Lyase
(HPL), Epoxidhydrolase (EH), Allenoxid-Cyclase (AOC) und 12-oxo-Phytodiensédure-
Reduktase (OPR) hinsichtlich ihrer Beteiligung an der Ozonabwehr bei Tabak mittels
Northern Blot Analysen untersucht. Die Genexpression der an der JA-Biosynthese
beteiligten Enzyme AOC und OPR wurde in allen Tabak Varietaten deutlich
induziert, wobei die Induktion in dem ozonsensitiven Tabak cv. Bel W3 friher
erfolgte. Eine deutliche Ozoninduktion der HPL, die Teil der Biosynthese von
fluchtigen kurzkettigen Ce-Verbindungen wie E-2-Hexenal und Z-3-Hexenylacetat ist,
wurde fir Tabak cv. Bel W3 nach 32 h und 48 h nachgewiesen, wohingegen diese
bei der ozontoleranten Varietdt Bel B schwéacher und nur nach 32 h erfolgte.
Dariiber hinaus wurde eine streng ozonabhangige Genexpression der EH, die
Epoxy-Reaktionsprodukte des EAS- oder POX-Wegs hydrolysieren kann, bei allen
Tabak Varietaten differentiell zwischen 5 h - 12 h nachgewiesen.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit anhand der ozoninduzierten
Genexpression der untersuchten LOX-Weg Enzyme bei verschiedenen
Tabakkultivaren, die Aktivierung des LOX-Wegs durch Ozon gezeigt werden. Diese
Arbeit liefert hiermit einen weiteren wichtigen Beitrag zum Verstandnis der

physiologischen Prozesse der Ozonantwort in Pflanzen.

187



Zusammenfassung

6. Abstract

The air pollutant ozone can cause serious damages by alteration of biochemical and
physiological processes in plants.

The present study investigates the influence of ozone (5 h, 150 ppb O3) on the
lipoxygenase (LOX) pathway of the different Nicotiana tabacum L. cultivars Bel W3
and Bel B, as well as of the transgenic Nicotiana tabacum L. cv. xanthi.nc-Nah-G.
For the first time it has been shown, that the differences in the ozone sensitivity of
the tobacco cultivars, which were reflected in different foliar lesion formation of fully
expanded leaves, correlated with a transient ozone-induced LOX transcript
accumulation and LOX enzyme activity. Hence, these results pointed to an induction
of both 9- and 13-LOX. The nucleotide sequence homology of the utilized LOX
probe to an elicitor-induced LOX from tobacco, which is described as 9-LOX,
indicated a 9-LOX induction.

The ozone treatment (5 h, 150 ppb Oj3) did not induce foliar lesions in the ozone
tolerant tobacco cultivar Bel B. In accordance, only a slight LOX transcript
accumulation was observed after 12 h, only. In contrast, an equal ozone treatment
resulted in marked foliar lesion formation (12 h- 32 h) of physiologically medium
aged leaves in the ozone sensitive tobacco cultivar Bel W3. Visible leaf damage was
always related with an enhanced, transient accumulation of LOX mRNA (5 h - 24 h)
and LOX enzyme activity (5 h - 32 h), reaching a maximum after 12 or 24 h,
respectively. This was confirmed with dose effect experiments. In contrast, LOX
MRNA expression was not induced by ozone in young intact leaves. These results
provide a strong indication for a local defence reaction of the ozone-induced LOX,
which is regulated at the transcript level.

The chloroplast-located 13-LOX is an enzyme of the jasmonic acid (JA) biosynthesis
pathway. For the first time, the ozone-induction of a 13-LOX could be confirmed
histochemically and enzymatically with transgenic Arabidopsis thaliana LOX2
GUS/FLUC. Nowadays, there is a general agreement on the involvement of JA in
the ozone-induced signalling. Using GC-MS analysis, this work did further show that
free endogenous JA accumulates 24 h after the onset of the ozone treatment in
tobacco cv. Bel W3. Furthermore salicylic acid (SA) also plays an essential role for
the defence reaction to ozone. Further, this study demonstrated an ozone induction
of LOX mRNA transcripts in the SA-deficient tobacco cv. Nah-G (5 h- 12 h), too. A

188



Zusammenfassung

strictly SA-dependent induction of the ozone-induced LOX in tobacco can therefore
be excluded.

Using linoleic- or linolenic acid, biphasic pH optima of the ozone-induced LOX
activity were observed in tobacco cv. Bel W3. For the first time, two bands reflecting
ozone-induced LOX activity were detected in tobacco cv. Bel W3 by native staining,
which may also indicate different LOX isoforms, like 9- and/or 13-LOX.

Furthermore, transcript accumulation of hydroperoxide lyase (HPL), epoxide
hydrolase (EH), allene oxide cyclase (AOC) and 12-oxophytodienoic acid reductase
(OPR) belonging to the LOX pathway, were investigated in terms of their
involvement in the defense reaction to ozone in tobacco. It could be shown, that
transcripts of the enzymes AOC and OPR, leading to JA biosynthesis, were
markedly induced by ozone within all tobacco cultivars. The ozone-sensitive tobacco
cv. Bel W3 exhibited the most rapid response. Furthermore, ozone induced in
tobacco cv. Bel W3 after 32 h and 48 h, a remarkable increase of gene expression
of the HPL, an essential enzyme leading to the synthesis of Cg volatile organic
compounds like E-2-Hexenal and Z-3-Hexenylacetat. In contrast, the ozone-
induction of HPL transcript accumulation was in general weaker in the ozone
tolerant tobacco cultivar Bel B, and appeared only after 32 h.

Epoxydized fatty acids derived from the EAS- or POX pathway can be hydrolyzed by
the EH. Here, it is shown, that the differential EH gene expression (5 h - 12 h) in all
tobacco cultivars was strictly ozone dependent.

In conclusion, the differential gene expression of the LOX pathway enzymes,
examined in this work within the different tobacco cultivars, revealed the activation of
the LOX pathway through ozone, and contributes to a better understanding of the

ozone induced answers in plants.
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Anhang

8. Anhang

1) Beschreibung der zum Primerdesign verwandten Nukleotidsequenzen.

Acc. Nr. Beschreibung

Lycopersicon esculentum mRNA for 12-oxophytodienoate reductase
AJ242551.1 | (opr gene)

AF230372. |Lycopersicon esculentum fatty acid hydroperoxide lyase (HPL)
1 mRNA, complete cds

AJ308487.1 | Nicotiana tabacum mRNA for allene oxide cyclase (aoc gene)
Lycopersicon esculentum mRNA for allene oxide cyclase (AOC
AJ272026.1 | gene)

U57350.1 Nicotiana tabacum epoxide hydrolase mRNA, complete cds
X84040.1 N.tabacum mRNA for lipoxygenase

X81853.1 N.tabacum mRNA for alcohol dehydrogenase

M15173.1 | Tobacco (N.tabacum) endochitinase mRNA, partial cds

M20620.1 | N.tabacum beta-1,3-glucanase mRNA, clone pGL43

2)

Sequenzen klonierter cDNA Fragmente aus ozonbehandeltem (5 h, 150 ppb Os)
Nicotiana tabacum L. cv. Bel W3. Die Bindungsstellen der Primer sind unterstrichen
dargestellt.

a) OPR (12-oxo-Phytodiensdure-Reduktase):

GATTTTCAGCCCAATGGAGAGGCTCCTATCTCCTGCACAGACAAGCCATTAACA
CCTCAAATTCGTGCCAATGGCGTGGATGTTGCACAATTTACACCACCACGGCG
GCTGACAATAGATGAAATTCCTCAGATTGTTAACGATTTTAGGCTTGCTGCTAA
AAATGCCATTGAAGCTGGATTTGATGGGGTTGAGATCCATGGAGCTCATGGCT
ATCTAATCGACCAGTTTATGAAAGACCAAGTCAATGATCGAACGGACCATTATG
GAGGGTCTTTAGAGAACCGTTGCAGATTCGCACACGAAATAGTTGAAGCAGTT
GTAAATGAGATAGGAGCTGACAGAGTTGGAATAAGGCTTTCCCCATTTGCAAG
CTACATGGAATCAGGAGACTCAAACCCAAGTGCTTTGGGACTTTACATGGCCG
AATCCTTGAATAAGTATGGCATTGCTTACTGCCACATGGTTGAGCCAAGGATGA
AAACAGTTGGGGAAAAAGTTGAATGTCCTGAAAGCCTTGTACCGATGAGGAAG
GC

b) HPL (Hydroperoxid-Lyase):

AAGCAGGGCACAAACAGAGTTTCAACTCACAGAACAAGAAGCCATTCATAACCT
TTTGTTCATTCTTGGGTTCAATGCTTTTGGTGGCTTCTCCATTTTCTTGCCAACT
CTTTTGGGAAATCTTGGAGATGAGAAAAACGCGGATATGCAAGAGAAACTGAG
AAAAGAAGTGAGAGACAAAGTCGGCGTAAATCCAGAAAACTTGAGTTTTGAAAG
TGTTAAAGAAATGGAACTTGTTCAGTCTTTTGTTTATGAAACACTTAGGCTTAGT
CCACCAGTACCAAGTCAATATGCAAGAGCAAGAAAAGATTTTAAACTGAGTTCA
CATGATTCAGTTTACGAAATCAAGAAAGGGGAGCTTCTTTGTGGTTATCAGCCT
TTAGTTATGAAAGATCCAAAGGTGTTTGATGAACCTGAAAAGTTTGTGTTGGAG
AGATTTACAAAGGAAAAAGGGAAAGAATTGCTGAATTATTTGTTTTGGTCTAATG
GTCCACAAACTGGGAG
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Anhang

c) AOC (Allenoxid-Cyclase):

CTGTTTCCTCAGCCTCTGCTGCTCTTAGAACAATTTCTTCCTCTGCTAAGCTAAC
CTCTAGCTTTCCAACTACTACTGCTTCTCAAAAGATCAGACCTTTTAAACTCCCT
AACCCCCTAATTTCCCAATCTCTTAAACTCAGCACCTCCACTAGCGTCCAAGTC
ATTTTACTGCAAGAGTCAGAGCAGCTCAACTGATTCCACTACAACTAAAGTTCA
AGAACTTAGTGTCTACGAGCTCAATGAGCGTGACCGTGGTAGCCCTGCTTATC
TTCGCTTGAGCCAAAAGTCTGTCAATTCCCTTGGAGATCTTGTCCCCTTTAGCA
ACAAACTATATACCGGAGACCTAAAGAAGAGAATTGGAATAACAGCAGGACTCT
GCATTTTGATCAAACACGAAGAGGAAAAGAAAGGGGATCGATATGAAGCTATTT
ACAGCTTCTACTTCGGCGATTATGGTCACATCGCCGTTCAGGGATCGTACTTGA
CTTACGAGGACACTTATCTTGCAGTTACCGGTGGATCCGGCATCTTTGCTGGG
GTTTCCGGTCAAGTGAAATTGCAGCA

d) LOX (Lipoxygenase):

GAAGAGCAAGGTGTATGGAACTTTAACAGGACCCGACCTGTTCTTCCATTTCTC
ATCGACATTCATCTGCATAATCTGATCCTCGATATCACTCAGCTTCTTTCCAAAC
CTCGCAAAAGCTGAAAGTGGTTCTTGATCCTTTGTCCATTCAGGTGATTCCCTT
TGCCCGAGGTAAAGTGTATCCGAAGAATGCCTTGACAAGGTCTCTATGAGGGA
AATGCCAAGCAGTGTCTGCAGCTGAGGAGTGATTGTTTTGAGGAATACCTTATC
CGGATTTGTCTTGAGCTCTTCATACTCAGGACTTCCTGGCTCTGGCATGAAATT
TCGGCTTAATGTAGGGCGATTAGGGAGATAACCAGCATAAGGGTATTGCCCGA
AATTGACTGCTGCATGAAGTGCTGAAGCTATCCATATTGTGATGGTGCAAGAGT
CTATCAATTCTTGCACTGTCTGCATTTTAGGCCACCAAG

e) EH (Epoxid-Hydrolase):

CATTCAGGGACCTTGTCGATGACCTTCTGGACATGCTTGATTCATTAGGCATCC
ATCAGGTTTTTCTTGTGGGGAAGGATTTTGGAGCTCGAGTAGCTTACCATTTTG
CACTCGTACACCCTGATAGAGTTTCAGCAGTTGTAACACTAGGTGTGCCTTTTC
TTCTCACCGGTCCAGAAACATTTCCTCGAGATCTCATTCCCAATGGGTTCTATA
TGTTGAGATGGCAGGGACCAGGGCGAGCTGAAAAGGACTTTGGGCGTTTTGAT
ACGAAAGCAGTAGTTAAGAACATAATACTATGTTCTCTGGAAGTGAATTGCCAA
TTGCAAAAGATGATGAGGAAATAATGGATTTGGTTGATCCTTCTGCTCCACTGC
CTGACTGGTTCACAGAAGAAGATCTTGCAAACTACGCATCTCTTTATGAAAAGT
CAAGTTTCCGAACAGCATTGCAGGTGCCCTTACAGGGCTTGGCTAGAAGAATA
TGGAGTTAAAGATATCAAAGTCAAGGTTCCCTGTTTGCTTGTAATGGGAGAGAA
GGATTACGCCCT

f) ADH (Alkoholdehydrogenase):

GAAGCTGGAGGAATTGTGGAGTGTAGGTGAAGGTGTTACAGATCTCCAACCAG
GAGACCATGTTCTTCCTGTGTTCACTGGTGAATGCCAGCAGTGTCGACACTGT
AAATCAGAGGAAAGCAACATGTGTGACCTCCTTAGAATAAACACAGACAGGGG
AGTTATGATCCATGATGGTCAGACAAGATTCTCCAAAGATGGCAAGCCAATATA
TCACTTTGTTGGAACTTCCACCTTTAGTGAATACACCGTTGTCCATTCTGGATG
CGTCGCCAAGATTGATCCACAGGCACCACTTGACAAAGTTTGTGTTCTGAGTN
GTGGGATATCAACAGGACTTGGTGCAACTCTGAATGTTGCCAAACTACCAAAG
GTTCTACTGTAGCTATTTTTGGCTTGGGAGCTGTTGGCCTTGCTGCTGCTGAAG
GAGCTAGGATTGCTGGGGCTTCTAGGATCATTGGCATTGATTTGAATCCCAGC
AGGTTCAATGATGCCAAGAAGTTTGGTG
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