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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Jasmonsaure und verwandte Oxylipine wurden bisher als Substanzen, die an der Regulation
von Initialisierung und Progression der Blattseneszenz beteiligt sein sollen, kontrovers
diskutiert. Bisherige Studien haben sich dabei auf die exogene Applikation von Jasmonaten
oder die Messung endogener Spiegel beschrankt. Um die Funktion von Jasmonaten in der
Seneszenz-Regulation zu klaren, wurden in dieser Arbeit die Profile freier und
membranveresterter Oxylipine sowie die Auswirkungen verminderter Oxylipinbildung
wahrend der natirlichen Seneszenz und Seneszenz-ahnlicher Prozesse induziert durch
Dunkel- und Sorbitol-Inkubation in Blattern von Arabidopsis thaliana untersucht.
Jasmonsaure sowie freie 12-Oxo-Phytodiensaure steigen wahrend dieser drei Prozesse an,
mit dem starksten Anstieg von Jasmonsaure nach Dunkelinkubation. Eine deutliche
Akkumulation membranveresterter Oxylipine (Arabidopside) konnte lediglich nach Flottierung
auf Sorbitol festgestellt werden. Die Mengen an plastiddren Mono- und Digalaktosyl-
Diacylglycerolen verringerten sich jedoch wahrend der Behandlungen bzw. im Verlauf der
Alterung.

Zur Untersuchung moglicher Funktionen ansteigender Jasmonat-Konzentrationen wurden
Lipoxygenase 2 RNAi-Pflanzen konstruiert, welche basal Jasmonsadure und 12-Oxo-
Phytodiensaure produzieren konnen, jedoch keinen Anstieg wahrend Seneszenz- bzw.
Stress-Prozessen zeigen. Die Gehalte an Chlorophyll und Membranlipiden sowie die
Genexpression entwicklungsspezifischer Seneszenzmarker waren wahrend der naturlichen
und der dunkelinduzierten Seneszenz in diesen Pflanzen nicht verandert. Dies legt nahe,
dass diese Oxylipine im Verhalinis zu anderen endogenen Faktoren keine bzw. nur geringe
Wirkungen auf die Seneszenz-Progression haben. Aus den gemachten Beobachtungen kann
vielmehr geschlossen werden, dass bei diesen Prozessen die Akkumulation von Jasmonaten
eher die Folge eines veranderten Lipid-Metabolismus als ein Ausléser der Seneszenz ist. Im
Gegensatz dazu zeigen die Lipoxygenase 2 RNAI-Linien eine verlangsamte Seneszenz nach
Sorbitol-Behandlung. Ahnlich verhalt sich die Allenoxid-Synthase Mutante dde2-2, die zwar
13-Lipoxygenase-Produkte aber keine Jasmonate bilden kann. Dies bedeutet, dass die
Jasmonate und nicht andere 13-Lipoxygenase-Produkte flr die Seneszenz-ahnlichen
Symptome unter diesen Bedingungen verantwortlich sind. Dabei stellt die Sorbitol-induzierte
Seneszenz einen Stress-Prozess dar, der sich in vielen Punkten von der natirlichen
Seneszenz unterscheidet aber groe Ahnlichkeiten zur Seneszenz-Induktion nach exogener
Jasmonat-Applikation aufweist. Lipoxygenase 2 ist also durch die Bereitstellung von

Oxylipinen weniger in Entwicklungs- als vielmehr in Stress-Prozesse involviert.



Summary

Summary

Jasmonic acid and related oxylipins have been controversely discussed to be involved in
regulating the initiation and progression of leaf senescence. Present studies mostly focus on
exogenous application of jasmonates or measurements of endogenous levels. To this end
we analysed profiles of free and esterified oxylipins during natural senescence and upon
induction of senescence-like phenotypes by dark treatment and flotation on sorbitol in
Arabidopsis thaliana. Jasmonic acid and free 12-oxo-phytodienoic acid increased during all
three processes with the strongest increase of jasmonic acid after dark treatment.
Arabidopside content did only increase considerably in response to sorbitol treatment. Mono-
and digalactosyldiacylglycerols decreased during these treatments and aging.
Lipoxygenase 2 RNAI plants were generated which produce basal levels of jasmonic acid
and 12-oxo-phytodienoic acid but do not exhibit accumulation during natural senescence or
upon stress treatment. Chlorophyll loss, degradation of membrane lipids as well as
expression of senescence markergenes during aging and upon dark incubation was not
altered suggesting that these oxylipins are less or not involved in regulating these processes
in comparison to other endogenous factors. From these observations it could be further
concluded, that jasmonate accumulation in those processes is rather a result of altered lipid
metabolism than a promoter of senescence.

In contrast, lipoxygenase 2 RNAI lines and the allene oxid synthase deficient mutant dde2-2
were less sensitive to sorbitol treatment than the wild type. This indicates that jasmonates
but not other 13-lipoxygenase products are responsible for senescence-like symptoms.
Furthermore sorbitol-induced senescence represents a stress-related process, which is
similar to senescence processes induced by exogenous jasmonate application but rather
than to natural developmental processes. To this end lipoxygenase 2 is rather involved in

stress-related processes by providing oxylipins than in developmental functions.
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Einleitung

1 Einleitung

Schon seit der Entstehung des Lebens auf unserem Planeten gehért der Ablauf bestimmter
Lebenszyklen einzelner Zellen und Organismen zu der Entwicklung des Lebens an sich.
Dabei ist es flr den Fortbestand des vielfaltigen Lebens (Biodiversitat) sowie dessen stetige
evolutive Anpassung an sich &andernde Lebensbedingungen essentiell, dass den
nachfolgenden Generationen die durchaus begrenzten Ressourcen an Lebensraum,
Nahrstoffen oder Energie zur Verfugung gestellt werden koénnen. Aus diesen Grinden
gehoren neben der Reproduktion die Alterung und das Absterben von Zellen oder
Organismen zu einer entscheidenden Phase des Lebenszyklus. Dabei ist die Alterung ein an
sich konservierter Prozess, der bis heute fir jedes Individuum unumganglich ist.

Besonders flir eukaryotischen Lebensformen ist bekannt, dass die Alterung ein auf
genetischer Ebene basierender Prozess ist, der jedoch in seiner Auspragung von einer
Vielzahl endo- und exogener Faktoren beeinflusst wird. Diese Faktoren wirken sich direkt
oder indirekt auf zellbiologische Prozesse aus, die zu einem dauerhaften Funktionsverlust
von Zellen oder ganzen Geweben flihren kdnnen. Man spricht dahingehend auch von
altersbedingter Seneszenz, die in der Regel zum Zelltod fuhrt. In eukaryotischen Systemen
wie in Hefe-Pilzen, dem Nematoden Caenorhabditis elegans oder in Sdugetieren konnten
Studien zeigen, dass die genetische Regulation durch die Telomerenlange bzw. die
Telomeraseaktivitdt (Bodnar et al., 1998), die Dynamik der DNA-Reparatur und die
transkriptionelle  Aktivierung  bzw. Inaktivierung von  Genen durch  Histon
Acetylierung/Deacetylierung eine wichtige Rolle spielen. Neben diesen Funktionen sind wohl
metabolische Faktoren wie Nahrstoffzufuhr, die Insulin/IGF Hormon-Signaltransduktion und
das Gleichgewicht zwischen Bildung bzw. Deaktivierung reaktiver Sauerstoffspezies (ROS)
in der tierischen Seneszenz von grofRer Bedeutung (Jing et al., 2003).

Obwohl die Seneszenz an sich einen weitverbreiteten Prozess darstellt, unterscheiden sich
Seneszenz-Auslésung und Regulation im Pflanzenreich von der in tierischen Systemen. Dies
liegt wohl groRtenteils in der photoautotrophen Lebensweise der Pflanzen begrindet. Im
Gegensatz zu heterotrophen Organismen, deren Quelle fir metabolische Ausldser wie ROS-
und Energieproduktion hauptsachlich die Mitochondrien darstellen, finden diese Prozesse in
Pflanzen in den Chlorplasten statt. SchlieRlich sind es auch diese Organellen, die mit als

erstes von Seneszenz-Prozessen betroffen sind (Lim et al., 2007)
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Einleitung

1.1 Die Seneszenz in Pflanzen

Bei der pflanzlichen Seneszenz kann es sich um Prozesse auf Zell-, Gewebs-, Organ-, oder
Organismusebene handeln, die zum Tod einzelner Zellen bis hin zum ganzen Organismus
fuhren kénnen. Letzteres trifft vor allem auf monokarpische Pflanzen zu, die durch ein
einziges reproduktives Ereignis in ihrem Lebenszyklus charakterisiert sind. Dazu gehdren
auch bienne oder annuelle Pflanzen wie z. B. die Modellorganismen Soja (Glycine max),
Weizen (Triticum aestivum), Reis (Oriza sativum) oder Ackerschmalwand (Arabidopsis
thaliana). Da bei vielen Spezies im Rahmen einer korrelativen Kontrolle die Seneszenz der
Blatter auf Organebene und die Seneszenz der ganzen Pflanze stark voneinander abhangig
sind (Ben-Porath and Weinberg, 2005), wird beides oft falschlicherweise gleichgesetzt.
Neben der sichtbaren Seneszenz somatischer Organe wie der Blatter, kommt es in
monokarpischen Pflanzen ebenso zum Wachstumsstop der Sprossapikalmeristeme sowie
zur Unterdriickung von Knospenanlagen fir weitere Sprosse (Bleecker and Patterson, 1997;
Gan, 2003). Bei polykarpischen Pflanzen hingegen, wie etwa perenniellen Baumen, zeigen
sich Seneszenz-Symptome zum Ende jeder Reproduktions- bzw. Vegetationsperiode
lediglich auf Organebene. Dieser Prozess ist nicht automatisch mit einem Wachstumsstop
der Sprossapikalmeristeme oder dem Tod des Organismus verknilpft, sondern endet
lediglich mit dem Abwurf der Blatter und Friichte (Munne-Bosch, 2008).

Die Seneszenz von Blattern in monokarpischen, als auch in polykarpischen Pflanzen
resultiert dabei aus streng regulierten Veranderungen von Struktur, Metabolismus und
Genexpression, wobei der assimilatorische Metabolismus der Photosynthese durch katabole
Vorgange ersetzt wird. Bei diesen Prozessen werden wahrend der Seneszenz zellulare
Makromolekiile, die wahrend der vegetativen Periode gebildet wurden, degradiert und
Nahrstoffe wie Stickstoff, Kohlenstoff und andere Mineralien in reproduktive Organe, wie
Bliten, Samen oder Speicherorgane, transportiert (Himelblau and Amasino, 2001). So spielt
die Regulation der Blattseneszenz eine wesentliche Rolle in der Reproduktion annueller
Pflanzen bzw. in der Anpassung mehrjahriger Pflanzen und ermdglicht diesen so eine

optimale ,fitness”im Bezug auf die jeweiligen Umweltbedingungen.

1.1.1 Seneszenz auf zellularer Ebene

Aufgrund der Tatsache, dass die Blattseneszenz durch ein aktives genetisches Programm
gesteuert wird, dieser Prozess teilweise eine Reaktion auf Umwelteinflisse darstellt und so
fur die Pflanze einen Nutzen darstellt, werden die Folgen der natlrlichen Seneszenz oftmals
als programmierter Zelltod (programmed cell death- PCD) klassifiziert. PCD bezeichnet aktiv
gesteuerte Prozesse, die zum Nutzen der Pflanze ein Absterben von Zellen oder Geweben
herbeifihren (Gepstein, 2004; Lim et al., 2007). Beispiele fir programmierten Zelltod in der

Pflanzenentwicklung sind z. B. die Autolyse von Zellen wahrend der Wurzel- oder
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Einleitung

Pollenentwicklung sowie bei der Embryo- und Samenreifung (Gepstein, 2004). Ein weiteres
bekanntes Beispiel ist die Ausbildung von PCD zur Abwehr kompatibler Pathogene im
Rahmen der hypersensitiven Antwort (Morel and Dangl, 1999). Wie in Abbildung 1
dargestellt ist, ist die Seneszenz ein Prozess, der zum PCD fihren kann. Dabei
unterscheidet sich die Initialisierung des PCD durch Seneszenz vorwiegend von anderen
PCD-Arten durch einen langsameren und geordneteren Ablauf. Dies ist offenbar der
Tatsache zuzuschreiben, dass diese Art des PCD im Gegensatz zur Pathogenabwehr dem
Recycling von Nahrstoffen wahrend der Reorganisationsphase dient. Dass Seneszenz ein
Prozess ist, der nicht zwangslaufig zum Zelltod fihren muss, zeigen Untersuchungen an
Salicylsaure-defizienten Mutanten, bei denen zwar Seneszenz, aber nur vermindert
nekrotischer Zelltod stattfindet (Morris et al., 2000). Weiter ist Seneszenz als temporar
reversibel anzusehen. So konnte bei Untersuchungen an Soja (Glycine max) und Erbse
(Pisum sativum) festgestellt werden, dass nach Entfernung der Bliten und Frichte eine
Verzoégerung der Seneszenz und nach Entfernung des Sprosses eine Wiederergrinung
bestimmter Blatter stattfindet (Hayati et al., 1995; Miceli et al., 1995). Ein &ahnliches
Phanomen konnte auch fliir Arabidopsis-Pflanzen beschrieben werden, bei denen der Spross
kontinuierlich entfernt wurde (Nooden and Penney, 2001).

So findet wahrend der Seneszenz auf zellularer Ebene ein zeitlich asynchroner Abbau statt,
der zu Beginn die deutlichsten Veranderungen in den Chloroplasten aufweist. Andere
Organellen wie Nukleus oder Mitochondrien bleiben zunachst intakt, um die nétige
Steuerung bzw. Energieversorgung zu gewahrleisten. Dahingehend ist bekannt, dass
wahrend der Seneszenz wesentliche Anderungen im Transkriptom stattfinden, die
unmittelbar an der Regulation beteiligt sind (Buchanan-wollaston et al., 2005). Im Rahmen
der Nahrstoffmobilisierung findet zunachst eine Degeneration der Chloroplasten statt, was
sich durch den Chlorophyllabbau und dem damit verbundenen Rilckgang der
Photosyntheseleistung aulert (Matile et al., 1996). In den Chloroplasten befinden sich bis zu
75 % der gesamten Blattproteine (Buchanan-Wollaston et al., 2003). Wahrend der
Seneszenz werden die plastidaren Proteine, wie Ribulosebisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase (Rubisco) und Chlorophyll-Bindeproteine (CAB), durch Peptidasen
hydrolysiert und dadurch Aminosauren mobilisiert (Guiamet et al., 2002; Hortensteiner and
Feller, 2002; Liu et al., 2008; Martinez et al., 2008). Gleichzeitig findet durch Lipasen,
Galaktosidasen und Acyltransferasen der hydrolytische Abbau plastidarer Membranen statt
(Thompson et al., 1997; Thompson et al., 1998; Yang and Ohlrogge, 2009). Distinkte
Membranfragmente bilden dabei mit freien Fettsduren und Triacylglyceriden (TCA) die
Plastoglobuli aus. Fettsduren werden von dort nach weiterer Hydrolyse aus den
Chloroplasten exportiert und in den Glyoxysomen zu Acetyl-CoA B-oxidiert (Kaup et al.,

2002). Acetyl-CoA steht dann als Kohlenstoffquelle entweder direkt zur Energiegewinnung
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Einleitung

oder zum Export in andere Pflanzenteile zur Verfugung (Thompson et al., 1997).
Chloroplasten werden durch diese Prozesse zu sogenannten Gerontoplasten und die Blatter
zeigen die typische Gelbfarbung. Degradationsprodukte werden dabei zunachst in die
Vakuole transportiert (Parthier, 1988). Im weiteren Verlauf kommt es schliel3lich zur
Initiierung des Zelltods und damit zum Abbau von Ribonukleinsauren durch Nukleasen bzw.
zur verminderten Transkription plastidarer und nuklearer RNAs (Taylor et al., 1993). Zur
Aufrechterhaltung der Transkription bleibt die DNA zunachst erhalten. Mikronahrstoffe wie
Mo, Cr, S, Fe, Cu und Zn werden bis zu 50 %, Makronahrstoffe wie Stickstoff, Phosphor und
Kalium bis zu 80 % aus den seneszenten Blattern remobilisiert (Himelblau and Amasino,
2001). In Arabidopsis kommt es im letzten Stadium der Seneszenz zu Autophagie-ahnlichen
Symptomen wie Kondensation des Chromatins, zur DNA-Fragmentierung und schlief3lich
zum Kollaps der Vakuole (Pennell and Lamb, 1997; Ishida and Yoshimoto, 2008; Reape et
al., 2008).

1.1.2 Initiierung der Blattseneszenz

Eine zentrale aber auch weitgehend unbeantwortete Frage ist sicherlich, wie die Seneszenz
mit den beschriebenen Symptomen initiiert wird. Offenbar ist die Seneszenz-Initiierung in
monokarpischen Pflanzen eng an das entwicklungsabhangige Alter gekoppelt. Wie genau
die Pflanze ihr Alter dabei bestimmt und daraufhin molekulare Mechanismen zur Seneszenz-
Regulation einleitet ist jedoch noch weitgehend unbekannt. Im Gegensatz zu tierischen
Systemen haben Untersuchungen bisher noch keine Anhaltspunkte dafir erbracht, dass die
Telomeren-Ladnge oder die Telomerase-Aktivitdt die Pflanzenalterung wesentlich
beeinflussen (Riha et al., 1998; Gan, 2003). Wie in Kapitel 1.1.4 noch angesprochen werden
soll, spielen moglicherweise epigenetische Verdnderungen eine Rolle.

Es scheint jedoch sicher, dass die Regulation wahrend der Initiationsphase durch multiple
interne und externe Faktoren beeinflusst wird. So gibt es zahlreiche auliere Einflisse, die zur
endogenen Einleitung der Seneszenz fihren koénnen. Dazu zahlen externe (Stress-)
Faktoren wie Nahrstoffmangel, Lichtbedingungen (Dunkelheit, Starklicht, UV-Licht etc.),
Ozongehalt, Temperatur, Trockenheit, Salzgehalt usw., die den Verlauf der Seneszenz
beeinflussen kdénnen. Dazu kommen diverse biotische Stressoren wie Herbivoren oder
mikrobielle Pathogene. Im Extremfall kénnen diese Faktoren eine vorzeitige Seneszenz und
damit ein friihes Absterben der Pflanze verursachen (Lim et al., 2007).

Abgesehen von diesen aufleren Beeinflussungen, sind im Bezug auf die altersabhangige
Seneszenz jedoch eher interne metabolische Veranderungen an der Initiierung beteiligt. Wie
auch aus Untersuchungen an Hefe-Pilzen, Insekten und Saugetieren bekannt ist, ist die
Regulation der Alterung Uber die Zufuhr von Nahrstoffen mdglich (Sohal and Weindruch,
1996; Longo and Fabrizio, 2002; Mair and Dillin, 2008).
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Abbildung 1: Schematisches Modell zur Regulation der Blattseneszenz.
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In Pflanzen scheint es ahnliche Prozesse zu geben, die Uber die Regulation der
Energieproduktion bzw. des Zuckerhaushaltes eine Regulation der Seneszenz bewirken. Ein
wichtiger Ansatz ist dabei offenbar die entwicklungsbedingte Photosyntheseaktivitat. So
zeigen die Blatter vieler annueller Pflanzen bereits nach Erreichen der maximalen
Blattexpansion eine kontinuierliche Abnahme der Photosynthese (Hensel et al., 1993).
Beispielsweise fuhrt die Zufuhr erhdhter CO,-Konzentrationen zu Veranderungen in der
Blattentwicklung bis hin zur beschleunigten Seneszenz (Miller et al., 1997; Ludewig and
Sonnewald, 2000). In anderen Experimenten mit Rubisco Antisense-Pflanzen konnte durch
verminderte Kohlenstoffassimilation in Tabak (Nicotiana tabacum) eine Verlangerung der
Lebensspanne beobachtet werden (Miller et al., 2000). Ahnliche Mutanten plastidarer Gene
in Erbse (Pisum sativum) oder in Arabidopsis wiesen nicht nur Beeintrachtigungen in der
Biomasse- und Chlorophyllproduktion auf, sondern auch eine verlangsamte Seneszenz
(Woo et al., 2002).

In diesem Zusammenhang wird auch eine Beteiligung von Zuckern an der Regulation der
Photosynthese und damit der Seneszenz vermutet. Dahingehend gibt es verschiedene
Studien, die sowohl ansteigende als auch sinkende Zuckerkonzentrationen in den Blattern
mit der Seneszenz in Verbindung bringen (Wingler and Roitsch, 2008; Wingler et al., 2009).
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Wie genau jedoch die Rolle von endogenen Zuckern im regulativen Seneszenz-Netzwerk zu
beurteilen ist, wird zurzeit kontrovers diskutiert (van Doorn, 2008; Wingler et al., 2009).
Neben einer Regulation durch die Photosynthese bzw. der internen Verteilung von Zuckern
scheint es eine Verbindung zwischen der Seneszenz und dem Vorkommen reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) zu geben. Bereits Harman postulierte dies 1956 mit seiner Theorie
zur Alterung durch freie Radikale (Harman, 1956). In Pflanzen werden toxische ROS, wie z.
B. Singulett-, oder Triplett- Sauerstoff, Superoxide und Stickoxide, durch den aeroben
Stoffwechsel vor allem in den Chloroplasten, aber auch den Mitochondrien gebildet. Dabei
sind einerseits einige ROS-Spezies extrem reaktiv und kdnnen viele biologische Molekile
wie Nukleinsauren, Proteine und Lipide oxidieren, andererseits stellen ROS Signalmolekiile
dar, die wiederum die Expression bestimmter Gene beeinflussen (Apel and Hirt, 2004; Van
Breusegem and Dat, 2006).

Dabei ist es schon langer bekannt, dass die ROS-Level in seneszenten Blattern ansteigen.
Man nimmt zudem an, dass es durch die oxidative Degradierung von Chlorophyll und
Membranen zu einer weiteren Bildung von zusatzlichen Sauerstoff-Radikalen wahrend der
Seneszenz kommt (Munné et al., 2002; Zimmermann and Zentgraf, 2005).

Weiter ist aus Untersuchungen an Mutanten mit gestorter Redox-Balance bekannt, das ROS
sicher an der Ausbildung von PCD beteiligt sind. So wurde bei der Ascorbat-defizienten
Mutante vic? und an cpr5 Mutanten, die konstitutive ROS-Signale aufweisen, eine
beschleunigte Seneszenz festgestellt (Barth et al., 2004; Jing et al., 2008).
Zusammenfassend weisen also viele Studien darauf hin, dass die Seneszenz
moglicherweise von metabolischen Faktoren wie der photosynthetischen Aktivitat und damit
einhergehend durch eine veranderte Redox-Balance initiiert wird.

Uber die genauen Integrationsmechanismen der einzelnen Signale ist jedoch insgesamt erst
wenig bekannt. Man nimmt jedoch an, dass sowohl die externen Faktoren als auch die
Signale des metabolischen Status Uber das komplexe System der Phytohormone in
Kombination mit anderen Signalmechanismen wie z. B. Transkriptionsfaktoren erkannt,

Ubertragen und integriert werden.

1.1.3 Phytohormone als Regulatoren in der Blattseneszenz

Offenbar ist dabei das Zusammenspiel verschiedener hormoneller Signale in vielen
Seneszenz-Stadien essentiell, um wahrend der Entwicklung die optimale Plastizitat des
Organismus im Bezug auf die aulieren Bedingungen zu gewahrleisten.

Die Erforschung der Funktionen wahrend der natirlichen Seneszenz wird jedoch gerade
durch diese vielfaltigen Interaktionen zwischen den einzelnen Phytohormon-Signalwegen,
die Interaktion dieser Signalwege mit anderen endogenen Signalen (Redoxstatus,

Metabolitstatus etc.) sowie die Involvierung all dieser Wechselwirkungen in zahlreiche

16



Einleitung

andere Entwicklungs-Prozesse und/oder Antworten z. B. auf Pathogenbefall, Verwundung
0.4. wesentlich erschwert. Bislang wurde haufig versucht diese Funktionen uUber die
Bestimmung des endogenen Gehaltes des jeweiligen Hormons in seneszenten Blattern oder
durch applikative Untersuchungen zu charakterisieren. Heute bieten uns die molekularen
Techniken zur Untersuchung von globalem Transkriptom und Proteasom sowie die Fahigkeit
in Modellorganismen wie Arabidopsis genetische Mutanten herzustellen die Moglichkeit,
genauere Einblicke in das regulative Seneszenz-Netzwerk zu erhalten.

Zu den klassischen Phytohormonen, bei denen eine Mitwirkung in der
entwicklungsbedingten Seneszenz-Regulation bekannt und deren Signalwege relativ gut
charakterisiert sind, gehéren das gasférmige Ethylen und die Gruppe der Zytokinine. So
konnten in vielen Pflanzenspezies erhdhte Ethylenspiegel in seneszenten Blattern
festgestellt werden, was mit einer erhdhten Expression der Biosynthesegene einhergeht (van
der Graaff et al.,, 2006). Zudem wurde in den Signaltransduktionsmutanten etr1, ein2 und
ein3, die in der Erkennung und Signalweiterleitung von Ethylen gestort sind, eine
Verzogerung der Blattseneszenz beobachtet (Lin et al., 2009). Aus Studien an onset of leaf
death1 (old1) und old1/etr1 Mutanten hat man jedoch geschlossen, dass Ethylen alleine
keine Induktion der Seneszenz ausldsen kann. Vielmehr braucht es zudem altersabhangige
Transkriptionsfaktoren wie OLD1, mit deren Hilfe das Ethylensignal je nach Alterungszustand
der Pflanze in die Seneszenz-Progression integriert werden kann (Jing et al., 2002; Jing et
al., 2005).

Die Gruppe der Zytokinine ist dagegen schon dber Jahrzehnte fir ihre
seneszenzverzogernde Wirkung bekannt. Dies basiert einerseits auf der Beobachtung, dass
der Zytokiningehalt wahrend der Blattentwicklung abnimmt. Andererseits flhrten die exogene
Applikation sowie eine endogene Erhéhung unter Kontrolle eines seneszenzassoziierten
Promotors in Tabakpflanzen zur Seneszenz-Verzégerung (Gan and Amasino, 1995; McCabe
et al.,, 2001). Durch molekulare Studien an einer Mutante fir die Histidinkinase 3 (AHK3),
wurde diese als Zytokinin-Rezeptorkinase identifiziert, die eine verzogerte Seneszenz durch
eine verstarkte Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors ARR2 aufweist. Ein
hypothetisches Modell geht davon aus, dass dieser Faktor im phosphorylierten Zustand die
Expression von negativen Seneszenz-Regulatoren férdert und somit die Zytokinine via AHK3
und ARR2 indirekt auf die Blattalterung Einfluss nehmen (Kim et al., 2006).

Andere Phytohormone, wie Abscisinsaure, Salicylsdure, die Auxine, die Brassinosteroide
und die Gibberelline, sind zumeist unter anderen Aspekten bekannt geworden. Erst in letzter
Zeit wird deren Mitwirkung an Seneszenz-Prozessen unter bestimmten Bedingungen naher
studiert. So gehen die Erkenntnisse, dass Abscisinsaure (ABA) seneszenzférdernd wirken
soll, bisher weitgehend auf Studien mit exogener Applikation zurtick. Weiter ist bekannt, dass

die ABA-Konzentrationen in seneszenten Blattern und nach abiotischem Stress ansteigen
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(Gepstein and Thimann, 1980; Creelman, 1989; Hung and Kao, 2004). Es wird daher
vermutet, dass ABA eher in stressbedingte Antworten als in die natlrliche Entwicklung
involviert ist (Lim et al., 2007).

Ahnlich unklar ist bisher die Bedeutung der Auxine. Diese sind im Wesentlichen in die
morphologische Entwicklung des Habitus und die Ausbildung der Pflanzenorgane involviert.
Ein interessantes Indiz fir die Beteiligung an der Blattseneszenz liefern Mutanten im Auxin-
Signalweg. So fluhren Mutationen im Gen fiur den auxin response factor 2 (ARF2) zu
verzogerter Seneszenz (Ellis et al., 2005; Okushima et al., 2005). Es wird daher vermutet,
dass ARF2 ein Regulator in der Auxin-Signaltransduktion darstellt, der bei Defekt eine
erhohte Auxin-Empfindlichkeit bewirkt und damit die Seneszenz beeinflusst (Lim et al.,
2010). Es ist allerdings auch bekannt, dass solche Faktoren ebenso in eine Reihe von frihen
Entwicklungsprozessen involviert sind. Daher kdnnen pleiotrophe Effekte, die sich auf die
gesamte Blattentwicklung auswirken, nicht ausgeschlossen werden.

Eine deutlichere Rolle spielt offenbar die Salicylsdure (SA). So ist die fordernde Wirkung von
SA auf Zelltodprozesse im Rahmen der hypersensitiven Antwort hinlanglich bekannt (Halim,
2006). Offenbar spielt SA aber auch eine Rolle in der altersabhangigen Seneszenz bzw. dem
damit gekoppelten Zelltod. So sind die SA-Konzentration in seneszenten Blattern erhdht,
was offenbar fir die Aktivierung bestimmter Seneszenz-assoziierter Gene (SAG) notwendig
ist. Zudem konnte in der Arabidopsis pad4 Mutante, die in der SA-Signaltransduktion
beeintrachtigt ist, zwar wahrend der Seneszenz Chlorophyllabbau beobachtet werden,
jedoch kam es in diesen Pflanzen zu einer Verminderung des finalen Zelltods (Morris et al.,
2000). Offenbar ist SA also auch essentiell flir den regularen Zelltod in der Blattseneszenz.
Wie diese Beispiele verdeutlichen, kénnen also innerhalb der Pflanze bestimmte Reize
wahrend der Seneszenz zur Produktion und Translokation von Phytohormonen fihren, die
diese Signale durch molekulare Mechanismen z. B. auf die transkriptionelle Ebene

weiterleiten.

1.1.4 Molekulare Regulation der Blattseneszenz

Um sich ein grundlegenderes Bild Gber die molekularen Mechanismen wahrend Seneszenz-
Prozessen zu machen, wurden in den letzten Jahren viele biochemische und molekulare
Studien durchgefiihrt. Diese haben belegt, dass Seneszenz ein aktiver Prozess ist, der
Veranderungen auf transkriptioneller und translationaler Ebene zur Reorganisation des
Metabolismus beinhaltet (siehe Abbildung 1). Besonders konnten mit Hilfe der
Hybridisierungs- und Affymetrix-Chip-Technologie Vergleiche des Transkriptoms in
Arabidopsis zwischen verschiedenen Entwicklungsstadien bzw. Seneszenz-dhnlichen
Prozessen durchgeflihrt werden (Weaver et al., 1998; Buchanan-Wollaston et al., 2003;
Gepstein et al., 2003; Guo et al., 2004; Buchanan-wollaston et al., 2005; van der Graaff et

al., 2006). Mit Hilfe dieser Untersuchungen konnten sogenannte senescence-downregulated
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genes (SDGs) identifiziert werden, die wahrend der Seneszenz herunter reguliert werden.
Dazu gehdren beispielsweise Gene fur die Photosynthese. Es konnten aber auch hunderte
von senescence-associated genes (SAGs), bzw. senescence-enhanced genes (SENSs)
identifiziert werden, die entweder erst wahrend der Seneszenz aktiviert werden, oder deren
Transkription bei Seneszenz-Prozessen lediglich erhéht wird. Tabelle 1 stellt die Unterteilung

von SAGs nach Gepstein et al., 2004 in flnf funktionelle Gruppen dar:

Kategorie Prozess Beispielgene (Auswahl)
Makromolekiil Degradierung  Abbau von Proteinen, Cystein Proteasen, Ubiquitin-
Nukleinsauren, Lipiden und verwandte Proteine, Nukleasen,
Polysacchariden Lipasen/Acylhydrolasen,

Phospholipasen,
Pektinesterasen,
Polygalacturonasen

Nahrstoff Recycling Transport von Peptiden, Oligopeptid-Transporter,
Aminosauren, Zuckern, Ammonium-Transporter, Purin-
Nukleotiden und lonen und Pyrimidin-Transporter,

Glutamin-Synthasen, Zucker-
Transporter, ABC-Transporter
Verteidigungs und Abiotischer- und biotischer Metallothionein, Glutathion S-
Schutzmechanismen Stress transferase, Glutathion-
Peroxidase, Jasmonat-
induzierbare Proteine
Transkriptionelle Regulation Transkriptionsfaktoren Zink-Finger Proteine, bZIP-
Proteine, HMG-Box-Proteine,
Transkriptionsfaktoren der
WRKY, NAC, AP2, MYB, HB,
TCP und GRAS Familie
Signaltransduktion Proteine zur Phosphorylierung Rezeptor-Kinasen,
und Dephosphorylierung Komponenten der MAP-Kinase
Kaskaden, Phosphatasen,
Calcium-abhangige
Proteinkinasen, Cytoskelett-
assoziierte Proteine

Tabelle 1: Funktionale Kategorien der SAGs klassifiziert von Gepstein et al. 2004 nach den
Ergebnissen von Guo et al., 2004

Wie diese Zusammenstellung zeigt, gehdren neben funktionellen Genen, die fur die direkte
Auspragung von Symptomen zustandig sind, auch regulative Elemente wie Rezeptorkinasen
und Transkriptionsfaktoren zu den SAGs. Wie auch in Abbildung 1 angedeutet ist, lassen
Arbeiten an Faktoren aus der NAC-, WRKY- und TCP Familie vermuten, dass die Integration
von Signalen, die letztlich zur Aktivierung von funktionellen Enzymen z. B. zum Abbau von
Makromolekuilen und damit zu Seneszenz-Symptomen fihren, auf Ebene eines komplexen
Netzwerkes von Transkriptionsfaktoren erfolgt (Balazadeh and Rian, 2008).

Wie komplex dieses Netzwerk sein kann, verdeutlichen aktuelle Studien zur WRKY53

Regulation. Bei den Proteinen der WRKY-Familie handelt es sich um Zink-Finger-Typ
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Transkriptionsfaktoren, von denen mehrere Mitglieder als SAGs identifiziert und
charakterisiert wurden (Hinderhofer and Zentgraf, 2001; Robatzek and Somssich, 2001;
Ulker et al., 2007). So konnten fir WRKY53, einen frihen Seneszenz-Initiator, Uber 60
putative Zielgene identifiziert werden; unter anderem der spezifische Seneszenzmarker
SAG12 (Miao et al., 2004; Miao and Zentgraf, 2007).

Mit Hilfe von Hefe-Hybrid-Systemen wurde herausgefunden, dass WRKY53 einerseits auf
Proteinebene durch Interaktion mit weiteren Faktoren reguliert wird. Andererseits werden die
DNA-Bindeeigenschaften dieses Faktors auch durch Phosphorylierung der Kinase MEKK1
beeinflusst (Miao et al., 2007). Gleichzeitig interagiert WRKY53 mit der HECT3 Ubiquitin-
Ligase UPL5, die die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors durch Degradation reguliert. So
wurde an UPL5 Mutanten u. a. eine beschleunigte Seneszenz festgestellt (Zentgraf et al.,
2010). Fur die verwandten Faktoren WRKY6 und WRKY70 konnte ebenfalls eine Induktion
wahrend der Seneszenz bzw. durch die Behandlung mit Phytohormonen gezeigt werden
(Robatzek and Somssich, 2001; Ulker et al., 2007).

Es kann also davon ausgegangen werden, dass das gesamte Spektrum von Transkription,
Translation, post-translationalen Modifikationen bis hin zur Ubiquitinierung von
Transkriptionsfaktoren zur Seneszenz-Regulation beitragt.

Eine weitere Ebene stellt offenbar die post-transkriptionelle Regulation durch endogene
MikroRNAs dar, die die Akkumulation bestimmter mRNA kontrollieren. So ist miR319 in
Arabidopsis fur die Regulation von Faktoren aus der TCP-Familie zustandig, die selber
wiederum die Blattentwicklung und die Seneszenz beeinflussen (Schommer et al., 2008).
Weiter gibt es deutliche Hinweise, dass die molekulare Seneszenz-Induktion schon auf
epigenetischer Ebene mit Anderungen der Chromatinstruktur beginnt. So konnten
seneszenzspezifische Anderungen in der Histon-Methylierung charakterisiert werden (Ay et
al., 2009), die moglicherweise zur transkriptionellen Aktivierung von WRKY53 fihren
(Zentgraf et al., 2010). Weitere Studien haben aufgezeigt, dass ebenfalls die
Acetylierung/Deacetylierung von Histonen einen Einfluss auf die Seneszenz haben kann. So
zeigten RNA-Interferenz-Pflanzen der Arabidopsis Histon-Deacetylase HDAG6 eine
verzogerte Seneszenz (Wu et al., 2008).

Zusammenfassend kann davon ausgegangen werden, dass zur Regulation der Seneszenz
ein breites und vielschichtiges Spektrum an Signalkomponenten aktiviert wird. Offenbar gibt
es dabei verschiedene Ebenen, die einerseits liber epigenetische Vorgange und Anderungen
im Metabolismus intern, und andererseits durch die Umweltbedingungen extern determiniert
werden. Durch molekulare Netzwerke wie MAP-Kinase-Kaskaden, Transkriptionsfaktoren,
MikroRNAs, Phytohormone usw. werden diese Parameter integriert, was letztendlich zur
maximalen Plastizitat und Effektivitdt wahrend des Entwicklungsstadiums der Seneszenz
fuhrt.
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1.2 Lipoxygenasen in Pflanzen

Lipoxygenasen (LOX) sind ubiquitar verbreitete Dioxygenasen, die ein Uber
Aminosaureseitenketten gebundenes Eisenatom enthalten. LOX stellen monomere Proteine
mit einem Molekulargewicht von 98 -105 kDA dar, die sich in Substratspezifitat, pH-
Optimum, Molekulargewicht und Selektivitat unterscheiden (Axelrod et al., 1981; Siedow,
1991; Liavonchanka and Feussner, 2006). Sie katalysieren den regio- und stereoselektiven
Einbau von molekularem Sauerstoff in mehrfach ungesattigte Fettsduren (PUFAs) mit einem
cis, cis-1,4-Pentadiensystem und sind damit die Schlisselenzyme der Oxylipin-Biosynthese.
Wahrend bei Pflanzen bisher nur relativ wenig Uber die Rolle der Oxylipine bekannt ist, sind
in tierischen Systemen die Funktionen z. B. von Leukotrienen oder Lipoxinen bereits sehr
genau aufgeklart worden. Diese sind an Entziindungs- und Immunprozessen sowie an

hypersensitiven Reaktionen beteiligt.

1.2.1 Reaktionsmechanismen zur Bildung von Oxylipinen

Der erste Schritt der pflanzlichen Oxylipinsynthese ist die Bildung von Hydroperoxid-
Derivaten aus PUFAs. Dies geschieht in Pflanzen entweder durch nicht-enzymatische Lipid-
Peroxidation oder durch enzymatische Prozesse (Berger et al., 2001; Mueller, 2004). An der
enzymatischen Bildung sind wie erwahnt non-hadm Dioxygenasen (LOX) bzw. hamhaltige a -
Dioxygenasen (a-DOX) beteiligt (Hamberg, 2002).

LOX sind dabei multifunktionelle Enzyme. Sie katalysieren mindestens drei verschiedene
Reaktionen: a) Oxygenierung (Dioxygenierungsreaktion), b) sekundare Umwandlung von
Hydroxyfettsauren (Hydroperoxidasereaktion) und c¢) Bildung von Epoxy-Leukotrienen
(Leukotrien-Synthasereaktion); wobei in Pflanzen wohl nur die ersten beiden ein Rolle
spielen (Liavonchanka and Feussner, 2006). Pflanzliche LOX oxygenieren in erster Linie a-
Linolen- (Octadecatriensaure; a-LeA) und Linolsdure (Octadecadiensaure; LA) an den
Positionen 9 (9-LOX) oder 13 (13-LOX) des Fettsaureriickgrades (Abbildung 2). Es bilden
sich dadurch entsprechend 9- und 13-Hydroperoxy-Fettsduren, wobei diese Hydroperoxide
enzymatisch nur stereospezifisch in (S)-Konfiguration entstehen (Feussner and Wasternack,
2002).

Die eigentliche Fettsdureumsetzung verlauft Uber eine Radikalbildung durch Abspaltung
eines Protons im Zentrum des 1,4-Pentadiensystems. Dies hat die Reduktion des
Eisenatoms im aktiven Zentrum von der Oxidationsstufe Fe(lll) nach Fe(ll) zur Folge. Das
Radikal wird in [+2]- oder [-2]-Richtung in Bezug auf die anfangliche Protonenabspaltung
umgelagert. In einem zweiten Schritt erfolgen die Reaktion des Pentadienylradikals mit
molekularem Sauerstoff und die Anlagerung eines Protons, wodurch das Hydroperoxid-

Derivat entsteht. Parallel dazu verlauft die Reaktivierung des Eisenatoms in die Fe(lll)-Form
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durch stéchiometrische Mengen eines beliebigen Peroxides (Feussner and Kihn, 2000;

Liavonchanka and Feussner, 2006; Andreou and Feussner, 2009).

14
13 2 WCOOH
13‘IV Nlix
—HO({ g 5 ~COOH = =R L~ 5 "COOH
13-HPOTE 9-HPOTE

Abbildung 2: Die primare Lipoxygenase-Reaktion (nach Feussner und Wasternack, 2002):
Regiospezifische Dioxygenierung von a-Linolensdure an Position C13 oder C9 durch 13-LOX
bzw. 9-LOX zu 13-HPOTE oder 9-HPOTE.

1.2.2 AnschlieBende Reaktionsmechanismen zur Bildung weiterer Oxylipine

In Pflanzen fihrt die Oxygenierung von a-LeA durch die LOX zu 9(S)- bzw. 13(S)-
Hydroperoxy-Octadekatriensaure (9/13-HPOTE) (Abbildung 2), die Oxygenierung von LA
entsprechend zu 9(S)- bzw 13(S)-Hydroperoxy-Octadekadiensaure (9/13-HPODE) und die
Oxygenierung von 7(2)-,10(2)-,13(Z)-Hexadekatriensaure zu 11(S)-Hydroperoxy-7(Z), 9(E),
13(Z2)- Hexadekatriensaure (11-HPHTE). Diese Hydroperoxid-Derivate der primaren LOX-
Reaktionen konnen schnell durch eine Vielzahl von Enzymreaktionen weiter umgesetzt
werden. Wie in Abbildung 3 dargestellt ist, konkurrieren je nach Spezies bis zu sechs
enzymatische Schritte um die gebildeten Hydroperoxide (Shah, 2005).

Ein wichtiger Zweig der Hydroperoxid-Metabolisierung fuhrt in den sog. AOS-Weg, der durch
das Cytochrom-P450-Enzym Allenoxid-Synthase (AOS) zur Synthese der Jasmonate fuhrt
und in Kapitel 1.3 detailliert beschrieben wird.

Weitere Mdglichkeiten sind die Spaltung der Hydroperoxide in kurzkettige C6-Aldehyde und
w-Oxofettsduren durch Hydroperoxidlyasen (HPL). Daraus entstehen biologisch relevante
Oxylipine wie Traumatin, 3(Z)-Hexanal bzw. 3(Z)-Hexenol oder die C9-Aldehyde 3(2)-
Nonenal und 3(Z), 6(Z)-Nonadiena (Matsui et al., 1997; Grechkin, 1998; Matsui, 2006).

Ein weiteres CYP-Enzym ist die Divinylethersynthase (DES), die die Bildung von
Divinylethern aus Hydroperoxy-Fettsauren katalysiert (Galliard and Phillips, 1972; Itoh and
Howe, 2001). Dabei werden die 9-LOX Produkte zu Colnelsaure bzw. Colnelensaure, die 13-
LOX Produkte zu Etherolsaure umgesetzt (Grechkin, 1998; Hamberg, 2000; Eschen-Lippold
et al., 2007). Eine 9-/13-DES wurde kurzlich in Allium sativum beschrieben (Stumpe et al.,
2008).
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Im Peroxygenase (POX)-Weg wird die hydroperoxidabhangige Biosynthese von Hydroxy-,
Epoxy- und Hydroxyepoxyfettsduren katalysiert. Die Epoxygruppen koénnen dabei
anschliefend durch Epoxidhydrolasen zu Hydroxygruppen hydrolysiert werden, so dass
Mono-, Di- und Trihydroxy-Fettsduren entstehen (Blée, 1998). POX gilt dabei als ein
Schlisselenzym bei der Synthese der Kutikula; vornehmlich bei den Pflanzen, die hierzu
C18-Monomere verwenden z. B. Zea mays (Lequeu et al., 2003).

Membrane Lipids

|
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¥
o IR
a-hydroperoxy FA | Hydroxy FA
9- or 13-LOX
} HPR
2
Keto FA <= LOX !— FA hydroperoxide = DES }-o Divnyl ether
f b
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Oxoacid Epoxy hydroxy FA
Aldehyde OPDA
dinorOPDA

Abbildung 3: Enzymatischen Reaktionen, die zur Bildung von sekundaren Oxylipinen bzw. von
Jasmonaten fiihren. Erlauterungen siehe Text (bearbeitet nach Shah, 2005).

Neben den Reaktionen der Enzyme der CYP-Familie, kénnen noch weitere Oxylipine durch
weniger gut charakterisierte Schritte erfolgen. So kénnen die 9/13-HPOTE bzw. 9/13-
HPODE in 9/13-Ketodiene (9/13-KOT bzw. 9/13-KOD) durch die LOX-Hydroperoxidase-
Reaktion formiert werden (Kihn et al., 1991). Von diesen Substanzen ist bekannt, dass sie in
Arabidopsis nach Verwundung synthetisiert werden (Vollenweider et al., 2000) bzw. in der
Wurzelentwicklung eine Signalrolle spielen (Vellosillo et al., 2007). Ahnliches konnte auch fiir
Oxylipine gezeigt werden, die durch eine Hydroperoxy-Reduktase (HPR) weiter zu 9/13-
HOTE bzw. 9/13-HODE reduziert werden. Diese Hydroxide konnten bereits durch Feussner
und Mitarbeiter 2001 in Keimlingen festgestellt werden (Feussner et al., 2001). Ein weiterer
enzymatischer Weg wird von der Epoxy-Alkohol-Synthase (EAS) katalysiert. Dabei werden
ahnliche Oxylipine wie durch die POX produziert, die sich oft nur in ihrer Stereochemie

unterscheiden (Hamberg, 1999).
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1.2.3 Vorkommen und physiologische Bedeutung pflanzlicher Lipoxygenasen

Bisher wurden pflanzliche Lipoxygenasen durch ihre Primarstruktur bzw. Lokalisation
unterschieden. Zytosolische LOX wurden als Typ | klassifiziert, plastidare LOX, die tber eine
N-terminale Transitpeptidsequenz fir den Transport in die Chloroplasten verfligen, als Typ Il
angesehen. Mittlerweile geht man jedoch eher dazu Uber LOX anhand ihrer Regiospezifitat
zu unterscheiden. So ist bekannt, dass die nicht-plastidaren LOX vom Typ | ausschlief3lich 9-
LOX-Aktivitat aufweisen, wohingegen bei den Enzymen vom Typ |l bisher nur 13-LOX-
Aktivitaten gefunden wurden (Shibata et al., 1994). Allerdings stellen einige extra-plastidare
LOX der Leguminosen sowie der Solanaceaen eine Ausnahme dar, bei denen eine duale 9-
/13-LOX-Aktivitat festgestellt wurde (Hughes et al., 2001). Neuere Sequenzanalysen haben
dahingehend ergeben, dass die 13-LOX der Leguminosen eine eigene phylogenetische
Gruppe darstellen (Andreou and Feussner, 2009).

Im Genom unserer Modellpflanze Arabidopsis wurden bis jetzt sechs LOX-Isoformen
identifiziert. Die Charakterisierung der einzelnen Proteine hat gezeigt, dass AtLOX1 und
AtLOXS 9-Lipoxygenaseaktivitat besitzen. Fur AtLOX2, AtLOX3, AtLOX4 und AtLOX6 konnte
eine 13-Lipoxygenaseaktivitdt nachgewiesen werden, wobei diese Isoformen eher a-LeA als
LA umsetzten. Dazu haben Sequenzanalysen ergeben, dass die 13-Lipoxygenasen ein N-
terminales Translokationspeptid flir einen Transport in die Chloroplasten aufweisen (Bell et
al., 1995; Bannenberg et al., 2009). Diese Lokalisation wurde auch durch proteomische
Analysen bestatigt (Peltier et al., 2004). Den beiden 9-LOX fehlt diese Sequenz, daher wird
deren Lokalisation im Cytosol vermutet. Neben Arabidopsis, konnten in vielen weiteren
Spezies sowohl 9- als auch 13-LOX charakterisiert werden, deren Funktionen bereits von
einigen Autoren zusammengefasst wurden (Hildebrand, 1988; Siedow, 1991; Rosahl, 1996;
Feussner and Wasternack, 2002; Howe and Schilmiller, 2002; Porta and Rocha-Sosa, 2002;
Shah, 2005; Liavonchanka and Feussner, 2006; Baysal and Demirdéven, 2007; Andreou
and Feussner, 2009). Dabei sind Lipoxygenasen einerseits in Reaktionen auf Stress,

andererseits in Entwicklungsprozesse involviert.

1.2.3.1 Pflanzliche Stressantwort

Bei der pflanzlichen Stressantwort kommt den Lipoxygenasen eine bedeutende Rolle zu. So
wird die Genexpression vieler LOX durch biotischen oder abiotischen Stress induziert.
Beispielsweise wurde flr die Arabidopsis LOX2 und die LOXH3 aus Kartoffel eine deutliche
Induktion der Genexpression nach Verwundung oder Pathogenbefall beobachtet. Dabei
spielen in vielen Spezies vor allem 13-LOX bei der Bildung von Jasmonaten durch den AOS-
Weg eine wesentliche Rolle bei Verteidigungsreaktionen, als Antwort auf Herbivorie,
Verwundung oder Pathogenbefall (Bell et al., 1995; Royo et al., 1996; Saravitz and Siedow,
1996; Heitz et al., 1997; Porta et al., 1999; Royo et al., 1999; Spoel et al., 2003; Glauser et

al., 2009). Neben den Jasmonaten sind aber auch andere Oxylipine in Reaktionen auf Stress
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involviert. Beispielsweise sind die HPL-gebildeten C6-Aldehyde 3(Z)-Hexanal bzw. 3(Z)-
Hexenol als fllichtige sog. volatile-organic compounds (VOCs), oder die C9-Aldehyde wie
3(Z)-Nonenal und 3(Z),6(Z)-Nonadienal (Grechkin, 1998) als Signalmolekile an der Antwort
auf Verwundung, Herbivorie und Pathogenbefall beteiligt (Bate and Rothstein, 1998;
Vancanneyt et al., 2001; Matsui, 2006; Myung et al., 2006; Shiojiri et al., 2006; Mita et al.,
2007). Weiter konnte beobachtet werden, dass die DES-Produkte Colnelsaure bzw.
Colnelensaure in Tabak, Tomate und Kartoffel nach Pathogeninfektion akkumulieren und
antimikrobielle Eigenschaften gegenuber Phytophtera infestans und Phytophtera parasitica
var. Nicotianae (Ppn 0) zeigen (Weber et al., 1999; Itoh and Howe, 2001; Gobel et al., 2003;
Fammartino et al., 2007; Stumpe et al., 2008). Die nach Stresseinwirkung durch POX
gebildeten Epoxide werden als toxische Verbindungen eingestuft, die u. a. aufgrund ihrer
Reaktivitat mit Nukleinsauren Mutationen auslosen koénnen. Mdglicherweise besitzen sie
dadurch fungizide Eigenschaften (Hamberg, 1999; Blée, 2002; Newman et al., 2005).

1.2.3.2 Wachstum und Entwicklung
Die intrazelluldre Lokalisation und das unterschiedliche entwicklungsbedingte
Expressionsverhalten der bisher charakterisierten LOX, lassen verschiedenste Funktionen
innerhalb der Pflanze vermuten. So konnten LOX in vielen Pflanzenorganen, wie
Kotyledonen, Wurzeln, Blattern, Frichten und Bluten, nachgewiesen werden. Das
unterschiedliche Vorkommen der LOX innerhalb der Organe bzw. Zellen wahrend
verschiedener Entwicklungsstadien deutet darauf hin, dass die lokale und temporare Bildung
von Oxylipinen moglicherweise relevanten Einfluss auf den jeweiligen Entwicklungsvorgang
hat. Neben der Regulation, die durch die gebildeten Jasmonate in der Entwicklung vermittelt
wird (siehe Kapitel 1.3.5), gibt es eine Vielzahl von Berichten Uber die Funktionen weiterer
Oxylipine. So wurden in einigen Spezies bei Wachstums- und Differenzierungsprozessen vor
allem in Keimlingen erhdhte LOX-Expressionen oder -Aktivitdten festgestellt (Siedow, 1991;
Feussner and Wasternack, 2002; Porta and Rocha-Sosa, 2002). Offenbar stellt u. a. die
Oxygenierung von Speicherlipiden durch LOX-Enzyme einen wichtigen Schritt in der
Bereitstellung von Acetyl-CoA als Energielieferant wahrend der Keimlingsentwicklung dar
(Feussner et al.,, 1995; Feussner and Kuhn, 1995; Feussner et al.,, 1996; Feussner et al.,
2001). Andere Untersuchungen an Arabidopsis-Keimlingen haben ergeben, dass neben den
Jasmonaten auch 9-LOX-Produkte wichtige regulative Signalfunktion in der Ausbildung von
Lateralwurzeln haben (Velosillo et al., 2007). Auch bei der Knollenbildung von Kartoffeln
scheinen LOX durch die Bildung von Tuberonsaure indirekt involviert zu sein (Rosahl, 1996).
So konnte die POTLX-1, eine Typ | LOX identifiziert werden, die ausschliel3lich in den
Knollen und Wurzeln exprimiert wird. Ebenfalls scheinen LOX-Produkte in der Fruchtreife
von klimakterischen Frichten eine Rolle zu spielen (Baysal and Demirdéven, 2007).
Beispielsweise zeigte die Charakterisierung der TomLoxA-C eine Aktivitat in reifenden
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Tomatenfrichten, die u.a. durch Ethylen geférdert wird. Es wird ebenfalls vermutet, dass
LOX durch die Bildung fllichtiger C6-Aldehyde am Reifungsprozess und an der Ausbildung
des Geschmacks beteiligt sein kdnnten (Kausch and Handa, 1997; Giriffiths et al., 2000;
Zhang et al., 2006).

1.3 Jasmonate

Die grolRe Substanzklasse der Jasmonate mit ihrer Leitsubstanz Jasmonsaure (JA) und
deren Metabolite stellt eine Untergruppe der Oxylipine dar, die aus dem Octadekanoid-Weg
hervorgehen. Im Jahr 1962 wurde zunachst der Methylester der Jasmonsaure aus dem Ol
der namensgebenden Pflanze Jasmonium grandiflorum isoliert (Demole et al., 1962). Erst
fast 20 Jahre spater entdeckte man physiologische Wirkungen von Methyljasmonat (MeJA)
und der freien Jasmonsdure im Bezug auf eine Seneszenz-Férderung sowie eine
Beeintrachtigung des Wurzelwachstums (Ueda and Kato, 1980; Dathe et al., 1981). Durch
die Arbeiten von Vick und Zimmermann wurde darauf bis Mitte der 1980er Jahre der
Biosyntheseweg groftenteils aufgeklart (Vick and Zimmerman, 1984). Als
Ausgangsverbindungen fir die JA-Biosynthese gelten, wie bereits erldutert, mehrfach
ungesattigte Fettsauren, die zunachst durch Lipasen aus den Chloroplastenmembranen

freigesetzt werden mussen.

1.3.1 Zusammensetzung der plastidaren Membranen

Die plastidaren Membranen sind von essentieller Bedeutung fir die Produktion von
Oxylipinen bzw. Jasmonaten. Sie halten einerseits die zellulare Kompartimentierung
(HUllmembranen) aufrecht und stellen die Funktionalitdt der Photosynthese sicher
(Thylakoidmenbranen).  Andererseits sorgt das  umfangreiche  Vorhandensein
membrangebundener PUFAs fiur ein Reservoir an potentiellen Signalmolekilen, die tber die
Bildung von Oxylipinen bzw. Jasmonaten bereitgestellt werden kénnen.
Im Vergleich zu anderen Organellen unterscheiden sich die Chloroplastenmembranen
deutlich hinsichtlich ihrer Lipid-Komposition. Wahrend andere Zellmembranen durch
Phospholipide dominiert werden, bestehen die plastidaren Membranen vorwiegend aus
Glykoglycerolipiden, also ungeladenen Galaktolipiden und negativ geladenen Sulpholipiden
(Joyard et al., 1998). Die dominierenden Galaktolipide werden von den Gruppen der
Monogalaktosyl-Diacylglycerole (MGDG) und Digalaktosyl-Diacylglycerole (DGDG) vertreten.
Zudem findet man noch die weniger abundante Gruppe der Sulfoquinivosyl-Diacylglycerole
(SQDG) (Browse and Somerville, 1991; Jouhet et al., 2007). So betragt der Anteil der
Galaktolipide in den Chloroplasten etwa 70- 80 % (Douce and Joyard, 1990; Dormann et al.,
1999). Wie Abbildung 4 darstellt, bestehen Glykoglycerolipide aus einem Glycerin-
Grundgerist an dem die zwei Hydroxylgruppen sn-1 und sn-2 mit unterschiedlichen C16-
oder C18-Fettsauren verestert sind.
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Abbildung 4: Galaktolipide der Thylakoidmembranen. Bearbeitet nach Benning, 2009. Als
Hauptbestandteile beinhalten die Thylakoidmembranen Di- und Monogalaktosyl-
Diacylglycerole (DGDG/MGDG), sowie geringere Mengen Sulfoquinivosyl-Diacylglycerole
(SQDG). Sie sind variierend mit den Fettsdauren C16:3 (R1), C18:3 (R2), C18:2 (R3), C18:1 (R4),
C16:1(R5) oder C16:0 (R6) an Position sn1 und sn2 verestert.

Dieses Grundgerist bindet in der sn-3 Position an polare Kopfgruppen, die in erster Linie
aus Mono- und Digalaktosylen mit je ein- bzw- zwei Galaktosemolekiilen bestehen (Douce
and Joyard, 1990). Die unterreprasentierten Phospholipide sind dagegen lediglich in der
aufderen Hullmenbran aber nicht in den Thylakoidmembranen zu finden (Andersson et al.,
2001). Abhangig von den verschiedenen Biosynthesewegen mit denen eine Pflanzenspezies
die dominierenden Thylakoid-Lipide synthetisieren kann, wird ein Art-spezifisches Verhaltnis
der veresterten Fettsduren festgelegt (Browse et al., 1989; Browse and Somerville, 1991).
So werden Pflanzen in zwei Gruppen unterteilt: solche mit hohem C16-Anteil in sn-2 Position
(C16:3-Pflanzen), zu denen auch Arabidopsis thaliana gehoért und solche, die ausschlief3lich
C18-Lipide in sn-2 Position beinhalten (C18:3-Pflanzen) (Heinz and Roughan, 1983). Je
nach untersuchter Spezies kann der Anteil an PUFAs dabei bis zu 90% betragen (Benning,
2009). In Arabidopsis liegt der Anteil der dreifach ungesattigten Fettsduren C18:3
(Oktadekatriensaure) und C16:3 (Hexadekatriensaure) innerhalb der MGDGs bei 90% und
innerhalb der DGDGs bei etwa 74% (Dormann et al., 1999).

27



Einleitung

1.3.2 Biosynthese der Jasmonate

Ein wichtiger Schritt zur Jasmonat-Biosynthese ist schlieRlich die Freisetzung der dreifach
ungesattigten Fettsauren aus den Membranen durch plastidare Lipasen. So konnten in
Arabidopsis, aber auch in anderen Spezies wie Tomate oder Kartoffel bisher zahlreiche
Phospho- bzw. Galaktolipasen identifiziert werden, die an der Formation der Jasmonate
beteiligt sind (Narvaez-Vasquez et al., 1999; Ishiguro et al., 2001; Yang et al., 2007; Hyun et
al., 2008). Dabei erfolgt die Freisetzung je nach Stimulus vermutlich durch eine konzertierte
Aktivitat mehrerer Lipasen. Neueste Untersuchungen an Mehrfach-Mutanten plastidarer
Lipasen, die kaum in der basalen und verwundungsinduzierten JA-Akkumulation
beeintrachtigt waren, unterstiitzen die Theorie, dass an der JA-Bildung mehrere redundante
Lipasen beteiligt sein mussen (Ellinger et al., 2010). Die weitere Synthese der Jasmonate
beginnt, wie in Abbildung 5 dargestellt, mit der LOX-vermittelden Bildung von Oxylipinen
(siehe Kapitel 1.2.1). Danach werden die gebildeten Hydroperoxide 13-HPOTE (bei C16:3-
Pflanzen wie Arabidopsis findet zusatzlich die Bildung von 11-HPHTE statt) durch den AOS-
Weg zunachst in das chemisch instabile Allenepoxid 12,13-(S)-Epoxy-9,11,15-
Octadekatriensaure (EOT) umgewandelt, das durch die Allenoxid-Cyclase (AOC) in das
Cyclopentenon-Derivat 9(S),13(S)-12-Oxo-Phytodiensaure (OPDA) umgesetzt wird. Die
Umsetzung aus der C16-Fettsdure 11-HPHTE erfolgt entsprechend und fuhrt zur Synthese
von dinorOPDA (dnOPDA) (Gfeller et al., 2010). Mit diesen Produkten ist der Syntheseweg
der Jasmonate innerhalb der Chloroplasten zunachst beendet. Der Exportmechanismus von
OPDA/dnOPDA aus den Plastiden ist bisher noch ungeklart. Es konnte jedoch in Arabidopsis
der peroxisomale ABC-Transporter COMATOSE (CTS1), auch als PXA1/PED3 bekannt,
identifiziert werden. Durch diesen konnen offenbar OPDA-Moleklle, aber auch freie
Fettsauren, zur weiteren B-Oxidation in die Peroxisomen transportiert werden (Theodoulou et
al., 2005; Kunz et al., 2009). In diesen befindet sich ein komplexes Enzymnetzwerk, dass
sowohl flr die B -Oxidation von Fettsauren als auch von OPDA/dnOPDA zustandig ist. Dort
findet also anschlieBend eine Reduktion von OPDA zu 10,11-Dihydro-12-Oxo-
Phytodiensaure (OPC:8) durch OPDA-Reduktasen (OPR) statt (Browse, 2009; Wasternack
and Kombrink, 2010). Von insgesamt sechs Isoformen der 12-Oxo-Phytodiensaure-
Reduktase, die in Arabidopsis identifiziert wurden, erwies sich bisher lediglich OPR3 in der
Lage, das fir die JA-Biosynthese relevante cis-(+)-Enantiomer der OPDA zu reduzieren
(Schaller et al., 2000). Vor dem Prozess der eigentlichen 3-Oxidation ist eine Aktivierung der
Substrate durch Acyl-CoA-Ligasen notwendig. In Arabidopsis wurde die OPC:8:CoA Ligase
OPCL1 identifiziert, deren Mutante verminderte JA-Spiegel aufweist (Koo et al., 2006).
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Abbildung 5: Die Jasmonat-Biosynthese in Arabidopsis thaliana (modifiziert nach Béttcher und
Polimann, 2009). Erlduterungen siehe Text.

Aufgrund der verbliebenen JA-Produktion in der opc/7 Mutante wird jedoch vermutet, dass
weitere redundante CoA-Ligasen vorhanden sind. Die CoA-aktivierten Substrate werden im
Folgenden durch drei enzymatisch katalysierte Schritte verkirzt. Dem ersten Enzym, der
Acyl-CoA-Oxidase (ACX) schlieldt sich ein Multi-Enzymkomplex (multi functional protein,
MFP) an, der eine CoA-Hydratase-, CoA-Dehydrogenase-, CoA-Epimerase- und CoA-
Isomeraseaktivitdt beinhaltet (Browse, 2009). Die abschlielfende Verkirzung der
Carboxylseitenkette geschieht mittels der 3-Keto-Acyl-CoA Thiolase 2 (KAT2) (Cruz Castillo
et al., 2004; Delker et al., 2007). Nach drei Zyklen der B-Oxidation wird schliellich aus
Jasmonyl-CoA mittels einer bisher unbekannten Thioesterase 3(R),7(S)-(+)7-epi-JA
freigesetzt, die im dynamischen Gleichgewicht mit der isomeren 3(R),7(R)-(-)-JA steht
(Sembdner and Parthier, 1993).
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1.3.3 Arabidopside- membranveresterte Oxylipine

Wie in Abbildung 5 angedeutet ist, kommt es in Arabidopsis nicht nur zur Bildung freier
Oxylipine/Jasmonate. Es wurden Derivate der plastiddren Mono- und Digalaktosyl-
Diacylglycerole (MGDG/DGDG) identifiziert, bei denen an Stelle von Fettsduren die
Cyclopentenone OPDA oder dnOPDA an sn1 und sn2 Position und/oder an der Galaktose
verestert sind. Da diese cyclo-Oxylipin-Galaktolipide (cGLs) bisher nur in Brassicaceaen wie
Arabidopsis und Camelina nachgewiesen wurden, werden diese auch als Arabidopside
bezeichnet.

Durch Variation der veresterten Oxylipine kdbnnen mehrere Spezies unterschieden werden
(Arabidopsid A, B, C, D, E und G), wobei vier auf MGDG und zwei auf DGDG basieren
(Bdttcher and Pollmann, 2009). Eine Ubersicht der hier untersuchten Spezies ist in

Abbildung 6 dargestellt.

0 N o N
T
CH; O-EM CH; U-CM

CH=0=C CH=0=C
L
CH3OM | o CHZOH | o -
oM Q. O=CH; 0 OH O, 0O=CH; o
OH OH

OH OH
Arabidopside A Arabidopside B
0 0
o N o A
CHIOH CH O_EM- fraom CHy O=C A
OH o oM 0 |
OH CH-0-C OH CH- O'E
O=CHy 0 — O=CH | (4]
OH OH 0, O=CH 0 OHOH 0, O=-CH; o
OM OH
OH OM
Arabidopside C Arabidopside D

Arabidopside E Arabidopside G

Abbildung 6: Strukturformeln der Arabidopside A-G (modifiziert nach Bottcher und Polimann,
2009).
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Die genaue physiologische Funktion der Arabidopside ist bisher jedoch noch unklar. Studien
zur Biosynthese haben ergeben, dass Stimuli wie Verwundung, die auch zur Freisetzung von
OPDA flihren, ebenfalls eine lokale Akkumulation von Arabidopsiden verursachen (Buseman
et al., 2006; Koo et al., 2009). Weiter ist bekannt, dass Arabidopside nach der Erkennung
von bakteriellen Effektorproteinen und wahrend der hypersensitiven Antwort nach
Pathogenbefall gebildet werden (Andersson et al., 2006; Kourtchenko et al., 2007). Dabei ist
fur die Bildung der Arabidopside eine funktionierende JA-Signaltransduktion erforderlich, wie
Experimente an coi1 und jar1 Mutanten gezeigt haben. Desweiteren konnte festgestellt
werden, dass, ahnlich wie freie OPDA, die Arabidopside E und G eine fungizide Wirkung auf
das Wachstum nekrotropher Pilze wie Botrytis cinerea haben (Kourtchenko et al., 2007). Fur
Arabidopsid A wurde eine seneszenzférdernde Wirkung nach exogener Applikation auf
Hafer-Blatter beschrieben (Hisamatsu et al., 2006).

Aufgrund der bisher gemachten Beobachtungen und der Tatsache, dass OPDA als ein
eigenstandiges Signalmolekul angesehen wird und zudem den Vorlaufer zur JA-Synthese
darstellt, geht man zurzeit davon aus, dass Arabidopside eine Art Oxylipin-Speicherform
wahrend Stressreaktionen darstellen, aus denen nach einiger Zeit freies OPDA hydrolysiert
werden kann. Dabei ist noch unbekannt, ob die cGLs durch Veresterung von freien
OPDA/dnOPDA-Molekulen gebildet werden, also uber den Vick-Zimmermann Pfad (Vick and
Zimmerman, 1984), oder Uber einen alternativen Weg, bei dem die Enzyme LOX2, AOS und

AOC direkt membrangebundene PUFAs als Substrat umsetzen (vgl. Abbildung 5).

1.3.4 Die Signaltransduktion der Jasmonate

Bereits vor einiger Zeit wurde eine Arabidopsis-Mutante identifiziert, die einen Defekt im
Mediatorprotein COI1 enthalt. Die Charakterisierung dieser coronatine-insensitive1 (coit)
Mutante hatte gezeigt, dass dieser Signalweg sowohl fiir die JA-vermittelten Antworten in der
Pflanzenentwicklung, wie z. B. der Fertilitdt (Feys et al., 1994), als auch in der Reaktion auf
nekrotrophe Pathogene und Herbivoren eine wichtige Rolle spielt (Penninckx et al., 1996;
Thomma et al., 1998; Ellis and Turner, 2001; Ellis and Turner, 2002; Devoto et al., 2005).

Mittlerweile hat man entdeckt, dass COI1 als F-Box Protein einen Teil des SCF-Komplexes
darstellt, der als E; Ubiquitin- Ligase fungiert (Xie et al., 1998; Xu et al., 2002). SchlieBlich
wurde die Familie der JASMONATE ZIM-DOMAIN (JAZ)- Repressorproteine als putatives
Ziel des SCF“°' Komplexes entdeckt. Weiter konnte in vitro eine direkte Interaktion zwischen
JAZ und COI1 Proteinen gezeigt werden (Chini et al., 2007; Thines et al., 2007). Seit kurzem
ist bekannt, dass nicht JA, MeJA oder OPDA selbst, sondern vielmehr JA-Aminosaure-
Konjugate als molekulare Aktivatoren die JAZ-COl-Interaktion in der Signaltransduktion
vermitteln (Katsir et al., 2008a; Katsir et al., 2008b; Melotto et al., 2008). Wie in Abbildung 5
dargestellt ist, werden Metabolite wie Jasmonoyl-Isoleucin durch Adenylierung mittels des

Enzyms JAR1 gebildet (Staswick and Tiryaki, 2004; Suza and Staswick, 2008).
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Zusammenfassend funktioniert dieses autoregulatorische System dabei folgendermalien:
Bei basaler Jasmonat-Produktion (bzw. von Jasmonoyl-Isoleucin) reprimieren JAZ-Proteine
die Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren, die dadurch keine Transkription JA-responsiver
Gene vermitteln kénnen. Kommt es zur Produktion von Jasmonaten z. B. durch Stress, so
vermittelt Jasmonoyl-Isoleucin die Bindung zwischen dem SCF®®' Komplex und JAZ. Die
Repressoren kdnnen dadurch ubiquitiniert und durch das 26S-Proteasom degradiert werden.
Dadurch kommt es zur Aktivierung bzw. Freisetzung der Transkriptionsfaktor-Proteine wie z.
B. MYC2, die dann wiederum sekundare Gene aktivieren (Lorenzo et al., 2004; Chini et al.,
2009). Durch diese Antwort kommt es unter anderem zur Expression von neuen JAZ-
Repressoren, so dass die Jasmonat-Antwort autoregulatorisch auf einen gewissen Zeitraum
begrenzt werden kann, bis das vorhandene Jasmonoyl-Isoleucin metabolisiert worden ist.
Interessanterweise sind sich die Signalwege von Jasmonaten, Auxinen und Gibberellinen
Uber das Prinzip der Signalerkennung bis hin zur proteasomalen Degradierung von
Repressoren erstaunlich ahnlich. Anscheinend handelt es sich um ein im Pflanzenreich
konserviertes System, dass sich im Laufe der Evolution zu verschiedenen Signalwegen
entwickelt hat (Santner and Estelle, 2009).

Neben dem COl1-vermittelten Signalweg, Uber den ein Grofiteil der Jasmonat-Regulation
stattfindet, gibt es in Arabidopsis viele Hinweise darauf, dass es weitere bisher unbekannte
Mechanismen gibt. So zeigten etwa Verwundungs-Experimente an der coi-1 Mutante, dass
ein Teil der Jasmonat-Antworten nicht Gber diesen Weg vermittelt wird (Devoto et al., 2005).
Zum anderen gibt es Studien zur Genexpression nach MeJA und OPDA-Behandlung, die
eindeutig belegen, dass OPDA ein unterschiedliches Wirkspektrum der Genaktivierung im
Gegensatz zu MeJA (ber einen COI1-unabhangigen Weg aufweist (Taki et al., 2005; Ribot
et al., 2008). Ebenso ist bereits bekannt, dass elektrophile Cyclopentenone wie OPDA und
Phytoprostane ein anderweitiges Wirkspektrum im Bezug auf Stimulus und Genexpression
haben als Cyclopentanone wie JA (Stintzi et al., 2001; Almeras et al., 2003; Farmer et al.,
2003; Mueller et al., 2008).

1.3.5 Funktionen der Jasmonate in Pflanzen

Es wurde bereits erwahnt, dass zu Beginn der 1980er Jahre die ersten Erkenntnisse zur
physiologischen Bedeutung von Jasmonaten publiziert wurden (Ueda and Kato, 1980; Dathe
et al., 1981). Seit dieser Zeit haben sich durch physiologische und auch molekulare Studien
unzahlige Funktionen in den Reaktionen auf biotischen und abiotischen Stress, im
Pflanzenwachstum und in der Entwicklung ergeben. So sind Jasmonate essentielle
Hormonkomponenten in der primaren und sekundaren Ausbildung von lokalen und
systemischen Abwehrmechanismen auf molekularer Ebene. Die zahlreichen Erkenntnisse

Uber diese Prozesse wurden bereits in einigen Ubersichtsartikeln zusammengefasst,

32



Einleitung

auf die hier verwiesen werden soll (Wasternack, 2007; Jander and Howe, 2008; Browse,
2009; Wasternack and Kombrink, 2010). Neben diesen Verteidigungsmechanismen sind
Jasmonate auch an wichtigen Entwicklungsvorgangen beteiligt.

Es ist bekannt, dass die JA-Biosynthese und die Signaltransduktion via COI1 fur die Fertilitat
von Bluten essentiell sind (McConn and Browse, 1996; Hause et al., 2000; Stintzi and
Browse, 2000; Li et al., 2004). Diese Effekte sind insbesondere aus Mutanten bekannt, die
einen Defekt in der JA-Synthese haben wie z. B. dad1, fad3-2fad7-2fad8, dde2-2, dde1, opr3
und aim1. Alle diese Linien sind mannlich steril, was auf eine verzégerte Antheren- bzw.
Filamententwicklung oder verminderte Antherendffnung und Pollenreifung zurickzufiihren
ist. In den Biosynthesemutanten kénnen diese Effekte aber durch Gabe vona -LeA bzw. JA
umgangen werden (Stintzi and Browse, 2000; Ishiguro et al., 2001; Turner et al., 2002;
Delker et al., 2006). Interessant ist, dass Arabidopsis in Abwesenheit von JA mannlich steril
ist, Tomate hingegen weiblich steril.

In diesem Zusammenhang soll auch der Einfluss der Jasmonate auf den Wuchs der Pflanze
erwahnt werden. So ist eines der ersten entdeckten Phanomene die Beeinflussung des
Wurzelwachstums durch exogene JA-Applikation (Dathe et al., 1981; Staswick, 1992). Unter
anderem wurden nach JA-Behandlung verminderter Wuchs in Reis- (Oriza sativum) und
Weizenkeimlingen (Triticum aestivum) beobachtet (Dathe et al., 1981; Yamane et al., 1981).
Desweiteren ist bekannt, dass JA-defiziente Arabidopsismutanten, wie etwa die AOS-
Mutante dde2-2 oder Pflanzen mit reduzierter Lipase-Expression, vergroRerte Blatter zeigen
(von Malek et al.,, 2002; Hyun et al., 2008). Weiter gibt es zahlreiche Berichte Uber
Funktionen in unterschiedlichsten Pflanzenspezies, die z.B. das Wachstum von
Wurzelknollen durch Tuberonsaure bzw. 12-Hydroxy-JA in Kartoffel (Solanum tuberosum)
(Yoshihara et al., 1989), die Spiralisierung von Ranken an Bryonia durch MeJA (Falkenstein
et al,, 1991), die Formierung von Trichomen in Tomate (Solanum esculentum) durch JA (Li et
al., 2004) oder die Funktion von Jasmonaten in der Stimulation der Nychinastie durch das

glykosylierte Derivat 12-Hydroxy-JA-Gluc in Albizzia (Ueda and Nakamura, 2007) betreffen.

1.3.6 Jasmonate in der Seneszenz

Im Wesentlichen beschranken sich die Hinweise, dass Jasmonate in Seneszenz-Prozesse
involviert sind, einerseits auf die Beobachtungen nach exogener Applikation, andererseits
auf molekulare Untersuchungen von Genen bzw. Proteinen, die eine Rolle in der Seneszenz
spielen und die ebenfalls durch JA induziert werden kénnen.

Eine der ersten beschriebenen biologischen Aktivititen von Jasmonaten war der
seneszenzfordernde Effekt, der nach der Behandlung von Hafer-Blattern (Avena sativa) mit
MeJA beobachtet wurde (Ueda and Kato, 1980). Durch diese Art der Seneszenz-Induktion
konnten in zahlreichen Studien an abgetrennten Gerste-Blattern (Hordeum vulgare)

drastische Beeintrachtigungen der Photosynthese, wie Rickgang der photosynthetischen
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Genexpression, verstarkter Abbau von Rubisco-Proteinen und Abnahme der
Photosyntheseleistung, festgestellt werden (Weidhase et al., 1987b; Weidhase et al., 1987a;
Parthier, 1990). Durch Versuche an Keimlingen und abgetrennten Blattern, die mit JA
behandelt wurden, konnten He et al. zum ersten Mal eine seneszenzférdernde Wirkung an
der Spezies Arabidopsis thaliana feststellen (He et al., 2002). So wiesen diese Pflanzenteile
eine Verminderung der Photosynthese sowie die Aktivierung der seneszenzspezifischen
SAG12-Expression auf. Durch entsprechende Experimente mit der coi1 Mutante wurde
festgestellt, dass diese Reaktionen auf einen funktionellen JA-Signalweg angewiesen sind.
Man schloss aus diesen Beobachtungen, dass die Jasmonate moglicherweise auch wahrend
der natirlichen Seneszenz-Progression eine seneszenzférderde Funktion haben. Diese
Theorie wurde weiter dadurch unterstiutzt, dass ein endogener Anstieg der JA-
Konzentrationen in seneszenten Blattern beobachtet wurde.

Auf molekularer Ebene wurde gleichzeitig eine Erhéhung der Genexpression einiger
Oxylipin/Jasmonat-Biosynthesegene, wie LOX7, 3und 4; AOC1, 2 und 3; OPR1 und 3 sowie
PED1 (KAT2), im Verlauf der Seneszenz festgestellt (He et al., 2002). Ahnliche Ergebnisse
zur Expression der JA-Synthesegene wurden auch in Transkriptomstudien wahrend der
altersabhangigen Seneszenz festgestellt (van der Graaff et al., 2006). Weitere Arbeiten mit
der coi1 Mutante haben ergeben, dass 12 % der darin untersuchten SAGs, darunter
Transkriptionsfaktoren der NAC-Familie und regulative Gene des Metabolismus, wie
Pektinesterasen oder Polygalakturonasen, auf den JA-gesteuerten COI1-Signalweg wahrend
der Seneszenz angewiesen sind (Buchanan-wollaston et al., 2005).

Aus anderen Studien zu Seneszenz-Prozessen in Arabidopsis ist bekannt, dass einige SAGs
wie z. B. SEN1, 2, 3, 4 und 5; SAG14 und SAG15 sowohl wahrend der altersbedingten als
auch durch Jasmonat-induzierbare Seneszenz aktiviert werden (Park et al., 1998; Schenk et
al., 2005).

Wie bereits in Kapitel 1.1.4 dargestellt wurde, konnten ebenfalls Transkriptionsfaktoren der
WRKY-Familie als SAGs identifiziet werden. Darunter wurde der Faktor WRKY53
charakterisiert, der mittlerweile als einer der friihen Regulatoren der natirlichen
Blattseneszenz gilt (Miao et al., 2004; Zentgraf et al.,, 2010). Durch Lokalisations- und
Interaktionsstudien wurde festgestellt, dass WRKY53 und das Protein ESR/ESP in
Interaktion fir die Regulation der Seneszenz-Induktion mitverantwortlich sind. Offenbar wird
die Expression dieser Faktoren wahrend der Seneszenz durch das JA/SA Equilibrium
antagonistisch gesteuert (Miao and Zentgraf, 2007). Ebenso wie flir den Faktor ESR/ESP
konnte fir die Proteine WRKY6 und WRKY70 eine transkriptionelle Aktivierung wahrend der
natlrlichen Seneszenz, als auch nach JA-Behandlung beobachtet werden (Robatzek and
Somssich, 2001; Robatzek and Somssich, 2002; Ulker et al., 2007).
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Offenbar gibt es in Arabidopsis also zahlreiche Gene, deren Aktivitat und Funktion wahrend
der Seneszenz bzw. Seneszenz-ahnlicher Prozesse mit der Anwesenheit von Jasmonaten in
Verbindung gebracht wird. Durch die komplexen endogenen Mechanismen, die zur
Seneszenz-Regulation beitragen, ist es jedoch noch unklar, ob Jasmonate, abgesehen von
der kinstlichen Induktion, zur Expression dieser Gene wahrend der naturlichen Entwicklung

tatsachlich benotigt werden.

1.4 Zielsetzung

Die Funktionen der Jasmonate werden seit vielen Jahren im Zusammenhang mit Stress- und
Abwehrreaktionen untersucht. Dabei sind diese durch Interaktion mit anderen Signalwegen
u. a. an der Ausbildung von Zelltod nach Pathogenbefall beteiligt. Weiter spielen Jasmonate
in Entwicklungsprozessen, wie der Blitenentwicklung sowie dem Wurzel- und
Blattwachstum, eine wichtige Rolle. Seit vielen Jahren wird zudem diskutiert, inwieweit
Jasmonate als hormonelle Signalmolekile Einfluss auf die Progression der pflanzlichen
Blattseneszenz haben. Diese Vermutung basierte bisher im Wesentlichen auf
Beobachtungen aus Studien mit exogen applizierten Jasmonaten (siehe Kapitel 1.3.6).
Ebenso wurde lange Zeit postuliert, dass Lipoxygenasen wahrend Seneszenz-Prozessen
entweder direkten Einfluss auf die Degradation von Membranlipiden haben, oder eben
indirekt durch die Produktion von Signalmolekilen wie z.B. Jasmonaten oder ROS zur
Forderung der Seneszenz beitragen (Thompson et al., 1987; Siedow, 1991; Feussner, 1997;
Thompson et al., 1997; Thompson et al., 1998).

Bei bisherigen Untersuchungen an JA/OPDA-defizienten Mutanten, bzw. Mutanten mit
eingeschrankter JA-Signaltransduktion konnten keine Effekte auf die natlirliche Seneszenz-
Progression beobachten werden (Stintzi and Browse, 2000; He et al., 2002; Schommer et
al., 2008). Wie allerdings schon erlautert wurde, hangt der Seneszenzverlauf der Blatter u. a.
von der gesamtpflanzlichen Entwicklung ab. Da JA-defiziente Pflanzen im Vergleich zum
Wildtyp pleiotrophe Effekte wie Sterilitat, verandertes Wachstum und Reproduktion
aufweisen, sind diese moglicherweise fir eine Untersuchung von entwicklungsabhangiger
Seneszenz ungeeignet. In der vorliegenden Arbeit sollten deshalb transgene Arabidopsis
thaliana Pflanzen hergestellt und untersucht werden, die zu Beginn der Pflanzenentwicklung
normale Jasmonat-Konzentrationen aufweisen und sich dadurch im Bezug auf Wachstum
und Reproduktion normal entwickeln kdénnen; jedoch wahrend Seneszenz-Prozessen keine
erhohten Spiegel produzieren kénnen. Dazu wurden AOS (At5g42650) und LOX2
(At3g45140) RNA-Interferenz-Linien konstruiert, bei denen die mRNA-Interferenz
entwicklungs- und organspezifisch durch einen seneszenzassoziierten-Promotor oder
konstitutiv gesteuert wird. Mit Hilfe dieser transgenen Linien sollte die Funktion von
Jasmonaten bzw. der Enzyme AOS und LOX2 wahrend der natirlichen Seneszenz und in

Seneszenz-ahnlichen Prozessen untersucht werden.
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2 Ergebnisse

2.1 Der Einfluss von induzierbarer RNA-Interferenz auf die Produktion von

Jasmonaten wahrend der Seneszenz von Arabidopsis-Blattern

Ausgehend von der Hypothese, dass die Spiegel freier Jasmonate wahrend der nattrlichen
Seneszenz in den Blattern von Arabidopsis ansteigen und zudem eine seneszenzférdernde
Signalwirkung haben, wurden transgene Linien hergestellt, die im Stadium der Seneszenz
keinen Anstieg von Jasmonaten aufweisen sollten. Dazu wurde in dieser Arbeit die Technik
der RNA-Interferenz (RNAi) angewand, um die mRNA-Translation wichtiger Jasmonat-
Biosynthese-Enzyme zu vermindern. Um jedoch die Biosynthese basaler Jasmonatmengen
zu ermoglichen und damit die sonstige Entwicklung der Pflanzen nicht zu beeintrachtigen,
sollte in diesen Linien die Expression des RNAi-Transgens unter der Kontrolle eines
seneszenzinduzierbaren Promotors erfolgen. Fur die Interferenz der mRNAs fir LOX2 sowie
AOS wurde der Promotor des Seneszenz-assoziierten Gens SAG13 (At2g29350)
ausgewahlt, da dieses Gen in einem relativ frihen Seneszenzstadium aktiviert wird (Lohman
et al., 1994). Nach der Agrobakterien-vermittelten Transformation von Arabidopsis thaliana
Pflanzen, wurden fir die folgenden Experimente homozygote Einzelinsertionslinien
verwendet (siehe Kapitel 5.2.2). Einige dieser Linien wurden hinsichtlich ihrer
Genexpression, ihres Jasmonat- sowie Chlorophyligehaltes in seneszenten Blattern
vorcharakterisiert. Exemplarisch wird hier die Charakterisierung jeweils einer Linie

vorgestellt.

2.1.1 Charakterisierung einer SAG13::AOS RNAi-Linie

Zu diesem Zweck, wurden Proben der Linie SAG13::A0Si-1 (siehe Anhang, Abbildung S5)
und des Wildtyps zu den Zeitpunkten 6, 8 und 10 Wochen geerntet und entsprechend
untersucht. Die Pflanzen wurden dazu in einer Klimakammer unter Kurztagbedingungen
angezogen (siehe Kapitel 5.2.3). Es wurden an den Versuchspflanzen im Alter von etwa 6
Wochen die Rosettenblatter 9-14 markiert, um in jedem Entwicklungsstadium die

vergleichbaren Blatter zu untersuchen.

2.1.1.1 Untersuchung der AOS-Expression

Zunachst wurde die AOS-Expression per qRT-PCR untersucht, um festzustellen wie
erfolgreich die Reduktion der AOS-Expression durch RNA-Interferenz im Zeitverlauf war. Wie
die Abbildung 7 zeigt, hat die Expression der AOS-mRNA im Wildtyp wahrend der
Blattalterung einen relativ konstanten Verlauf mit leichtem Trend zur Verminderung im
Blattalter.
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Abbildung 7: Relative AOS-Expression bezogen auf Actin2/8 der Blatter 9-14 des Wildtyps und
der Linie SAG13::A0Si-1 fiir die Zeitpunkte 6, 8 und 10 Wochen. [n=3]

In der exemplarisch dargestellten Linie SAG13::AOSi-1 konnte wahrend der ersten 8
Wochen im Vergleich zum Wildtyp keine verminderte Expression festgestellt werden. Erst
nach 10 Wochen trat im Vergleich eine deutliche Reduktion der AOS-Transkripte um etwa 60

% auf. Weitere untersuchte Linien wiesen in Vorversuchen ahnliche Ergebnisse auf.

2.1.1.2 Untersuchung der SAG13 —Expression
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Abbildung 8: Relative SAG713-Expression bezogen auf Actin2/8 der Blatter 9-14 des Wildtyps
und der Linie SAG13::AO0Si-1 fiir die Zeitpunkte 6, 8 und 10 Wochen. [n=3]

Um festzustellen, ob die Reduktion der AOS-Transkripte tatsachlich durch eine mogliche
Aktivierung des SAG13-Promotors ausgeldst worden sein kdnnte, wurde in den gleichen
Proben die SAG13-Expression per qRT-PCR untersucht. Wie die Daten in Abbildung 8

zeigen, war die Expression sowohl im Wildtyp als auch in der RNAi-Linie bereits nach 6
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Wochen leicht aktiviert. Nach 8 bzw. 10 Wochen konnte eine zusatzliche Induktion um etwa
70% beobachtet werden.

Zusatzlich kann die Expression von einigen SAGs auch als Indikator fir den
Seneszenzverlauf verwendet werden. Unter diesem Gesichtspunkt wurde im Vergleich kein

wesentlicher Unterschied zwischen Wildtyp und der AOSi-Line festgestellt.

2.1.1.3 Analyse der Jasmonate

Eigentliches Ziel der seneszenzspezifischen mRNA-Regulation sollte eine Modulation der
freien Jasmonate JA und OPDA sein. So wurden diese Sauren aus dem Material der Blatter
isoliert und mittels UPLC-MS/MS quantifiziert.

In Abbildung 9 sind die Konzentrationen an freier OPDA und JA im Wildtyp und der Linie
SAG13::A0Si-1 im Zeitverlauf dargestellt. Ubereinstimmend mit publizierten Beobachtungen,
war im Wildtyp mit zunehmendem Alter ein natlrlicher Anstieg zu beobachten. Die
Konzentrationen nach 6 Wochen lagen fiir beide Substanzen bei einem Wert von etwa 10 ng
g” FG und wiesen damit fiir Arabidopsis typische Basalwerte auf. Nach 8 Wochen stiegen
die OPDA-Mengen auf einen Wert um 120 ng g™ FG, die Jasmons&uremengen auf etwa 200
ng g FG an. Nach 10 Wochen trat eine weitere Erhéhung der Spiegel auf 230 bzw. 280 ng
g” FG ein. Im Vergleich zum Wildtyp konnte in der SAG13:A0Si-Linie keine Reduktion der
Jasmonat-Spiegel festgestellt werden. Nach 10 Wochen wurden in diesem Experiment sogar
insgesamt hohere Werte gemessen. Es war also trotz der verminderten AOS-Expression

kein nennenswerter Einfluss auf die natlrliche Akkumulation von Jasmonaten festzustellen.

800 450

(LE 700 1 400 9 ;\5,\2213 AOSi-1
. -
= 600 1 2 390 7
[@)] — i
S 500 - © 300
IEI (@) 250 T
o 400 T .E.
:§ <D( 200 A
= 300 % 150 -
% 200 1 100 1
~ 100 - 50 -
O - L 0 | 1
6 Wochen 8 Wochen 10 Wochen 6 Wochen 8 Wochen 10 Wochen

Abbildung 9: JA- und OPDA-Konzentrationen [in ng g'1 FG] in den Blattern 9-14 des Wildtyps
sowie der Linie SAG13::A0Si-1 zu den Zeitpunkten 6, 8 und 10 Wochen. [n=3]

2.1.2 Charakterisierung einer SAG13::LOX2 RNAi-Linie
Aufgrund des Verhaltens der vorgestellten AOSi-Linien, wurden parallel SAG13::LOX2i

Pflanzen etabliert. Anhand einer transkriptionellen Vorcharakterisierung wurden besonders
geeignete Linien verwendet, um den modglichen Einfluss von JA und OPDA auf die

Seneszenz im Entwicklungsverlauf der Pflanzen zu untersuchen. Hierzu wurde zunachst die
38



Ergebnisse

LOX2-Expression der Linien zu den Zeitpunkten 6, 8 und 10 Wochen untersucht. Dazu
wurden die Blatter nach dem bereits beschriebenen Schema markiert. AnschlieRend wurden
die Konzentrationen an freien Jasmonaten gemessen. Die Linie SAG13::LOX2i-6 (siehe
Anhang, Abbildung S6) wurde zur genaueren kinetischen Untersuchung herangezogen, da
sie in der Vorcharakterisierung die deutlichste Suppression der LOX2-Expression im

Vergleich zur Kontrolle gezeigt hatte.

2.1.21 Untersuchung der LOX2-Expression

Zunachst wurde geprift, ob eine Reduktion der LOX2-Expression im Entwicklungsverlauf bei
der SAG13::LOX2i Linie stattfindet. Dazu wurde die Gesamt-RNA der Blatter 9-14 isoliert,
die mRNAs in cDNAs umgeschrieben und mittels qRT-PCR quantifiziert. Abbildung 10 zeigt
die Expression von LOX2 fir die Zeitpunkte 6, 8 und 10 Wochen fir den Wildtypen und die
Linie SAG13::LOX2i-6.
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Abbildung 10: Relative LOX2-Expression bezogen auf Actin2/8 der Blatter 9-14 des Wildtyps
und der Linie SAG13::LOX2i-6 fiir die Zeitpunkte 6, 8 und 10 Wochen. [n=4]

Es konnte festgestellt werden, dass die relative LOX2-Expression im Verhaltnis zu anderen
Jasmonat-Biosyntheseenzymen im Wildtyp insgesamt deutlich starker ist (vgl. Abbildung 7
AOS-Expression). So wurde nach 6 Wochen eine hohe Expression von etwa 80 x 10°
Molekulen gemessen. Dazu ist bekannt, dass Lipoxygenasen zu den am haufigsten
vorkommenden Pflanzenproteinen tiberhaupt gehéren (Brash, 1999). Wie bereits in anderen
Publikationen festgestellt wurde (He et al., 2002; van der Graaff et al., 2006), konnte hier im
Wildtyp ein kontinuierlicher Rickgang der Expression im Verlauf der Blattalterung auf etwa
25% beabachtet werden. In der transgenen Linie mit seneszenzinduzierbarem RNAI fur die
LOX2-mRNA, konnte nach 6 Wochen noch eine mit dem Wildtyp vergleichbare Expression

feststestellt werden. Mit zunehmendem Alter fand jedoch eine Reduktion der
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Transkriptmenge auf 25 % bei 8 Wochen bzw. 10 % bei 10 Wochen im Vergleich zum
Wildtyp statt. Die parallele Untersuchung der SAG13-Expression zeigte einen vergleichbaren
Anstieg wahrend der Seneszenz wie bei den AOSi-Linien (Daten nicht dargestellt). Ebenso

haben sich dabei keine Unterschiede zwischen Wildtyp und LOX2i-Linie ergeben.

2.1.2.2 Analyse der Jasmonate

Da sich bei der LOX2-Expression der RNAi-Linie deutliche Unterschiede zum Wildtyp
ergeben hatten, wurde nun der Gehalt freier Jasmonate untersucht. Dazu wurden die freien
Sauren aus dem Pflanzenmaterial von Wildtyp und transgener Linie extrahiert. Anschliel3end
wurden die Substanzen mittels UPLC-MS/MS quantifiziert.
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Abbildung 11: JA- und OPDA-Konzentrationen [in ng g” FG] in den Blattern 9-14 des Wildtyps
sowie der Linie SAG13::LOX2i-6 zu den Zeitpunkten 6, 8 und 10 Wochen. [n=4-6]

Abbildung 11 zeigt die Jasmonat-Konzentrationen der Blatter 9-14 des Wildtyps und der
Linie SAG13::LOX2i-6 im Zeitverlauf. Ahnlich wie in Abbildung 9 zeigten sich auch in diesen
Experimenten generell ansteigende Spiegel an freien Jasmonaten im Laufe der
Blattalterung. Die im Wildtyp gemessenen Werte fiir OPDA (20 ng g™ FG) und JA (5ng g™
FG) liegen im basalen Erwartungsbereich. Nach 8 bzw. 10 Wochen war im Wildtyp ein
deutlicher Anstieg bei OPDA auf etwa 110 ng g FG, bei JA auf etwa 300 ng g' FG zu
messen. Die Werte lagen dabei insgesamt auf einem vergleichbaren Niveau wie bei den
AQOSi-Pflanzen (Abbildung 9). Erstaunlicherweise konnte fir die transgene SAG13::LOX2i-6
Linie trotz verminderter LOX2-Transkriptspiegel keine deutliche Verringerung der Jasmonat-
Konzentrationen beobachtet werden. Die JA-Mengen entsprachen im wesentlichen denen
des Wildtyps, wobei in zwei Experimenten sogar erhéhte OPDA-Mengen nach 10 Wochen

festgestellt werden konnten.

2.2 Die Vorcharakterisierung von konstitutiven 35S::LOX2 RNAi-Linien

Die Versuche mit RNAi-Linien, deren Interferenz durch einen seneszenzspezifischen

Promotor gesteuert werden sollte, zeigten im basalen Entwicklungsverlauf zwar Effekte auf
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die relative Transkriptmenge der jeweiligen mRNA, jedoch konnten mit diesem Ansatz keine
deutlichen Effekte auf die Akkumulation von OPDA und JA wahrend des Seneszenz-
Prozesses beobachtet werden. Mdglicherweise bedeutet dies, dass die temporare
Regulation der Transkriptmenge keinen Einfluss auf die tatsachliche Enzymproduktion hatte
bzw. die vorhandenen Enzyme fir den Anstieg der basalen Jasmonat-Spiegel funktionell
ausreichend waren. Aus diesen Uberlegungen heraus, und aufgrund der Tatsache, dass es
fur das Gen LOX2 bis dahin noch keine erhaltliche knock-out Mutante gab, wurden
konstitutive LOX2 RNAiI-Linien konstruiert. In diesen Linien sollte die RNAi-Kassette durch
den konstitutiv aktiven CaMV-35S-Promotor gesteuert und damit die LOX2-Enzymproduktion
wahrend der gesamten Entwicklung reduziert werden. Zur Herstellung dieser Linien wurde
die RNAi-Kassette des Verktors pHAN35S::LOX2i (siehe Anhang) in den binaren Vektor
pART27 kloniert. Mit Hilfe der Agrobakterien-vermittelten Transformation wurde der Wildtyp
A. thaliana Columbia 0 mit der entsprechenden T-DNA transformiert. Die selektierten
transgenen Pflanzen wurden per PCR getestet und in der F2-Generation auf das
Aufspaltungsverhaltnis hin untersucht. Um homozygote Einzelinsertionslinien zu erhalten,
wurden nur Linien weiterverwendet, die ein Aufspaltungsverhaltnis von 3:1 aufwiesen
(getestet durch X?-Test). In der F3-Generation wurden davon nur Linien weiterverwendet, die
keine weitere Aufspaltung aufwiesen und damit als homozygot anzusehen waren.

Zur ldentifizierung geeigneter Pflanzenlinien mit einem Maximum an funktioneller RNA-
Interferenz, wurden zunachst einige 35S::LOX2i-Linien auf ihre Transkript- sowie Jasmonat-
Level hin untersucht. Um festzustellen, ob diese Linien unter Stressbedingungen noch zu
einem Anstieg der Expression sowie der Jasmonat-Mengen in der Lage sind, wurden diese

lokal verwundet (Quetschung der Blattspreite) und nach einer Stunde untersucht.
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Abbildung 12: JA- und OPDA-Konzentrationen [in ng g” FG] aus der Vorcharakterisierung der
35S::LOX2i-Linien. Dazu wurden Blittern von 6 Wochen alten Pflanzen basal (A) bzw. eine
Stunde nach Verwundung geerntet (B) [n=3].
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Es ist schon langer bekannt, dass es in Arabidopsis, z. B. nach Verwundung in Folge eines
Rickkopplungs-Mechanismus, zu einer Induktion der LOX2-Expression und der Jasmonat-
Produktion kommt (Bell et al., 1995; Kubigsteltig et al., 1999).

Wie die Vorcharakterisierung der Transkriptmengen mit Hilfe der qRT-PCR gezeigt hat, ist
LOX2 im Wildtyp an sich ein stark exprimiertes Gen. In den Linien 1, 2 und 9 kam es dabei
zu einer drastischen Suppression auf etwa 10 % der basalen Wildtypexpression bzw. 15%
nach Verwundung (siehe Anhang, Abbildung S1). Die Untersuchung auf die Jasmonate JA
und OPDA zeigte korrespondierend eine basale Reduktion um etwa 50 %. In der Line 3
dagegen konnten ahnliche Spiegel wie im Wildtyp festgestellt werden (Abbildung 12 A).

Nach Verwundung konnte im Wildtyp ein starker Anstieg in der JA-Akkumulation um das
uber 100-fache des basalen Wertes festgestellt werden (Abbildung 12 B). In diesem Fall
stieg der OPDA-Gehalt um etwa das 20-fache an. Somit fand als Antwort auf die lokale
Verwundung eine Verschiebung im relativen Verhaltnis zugunsten der Jasmonsaure statt. In
den konstitutiven LOX2i-Linien 1, 2 und 9 konnte hingegen nur ein geringer Anstieg auf etwa
10 % der Wildtypwerte gemessen werden. In der Linie 3 traten etwa 50 % der JA und OPDA
Mengen im Vergleich zum Wildtyp auf.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass nach Verwundung in den 35S::LOX2i-Linien 1,
2 und 9 sowohl auf expressioneller- als auch auf metabolomischer Ebene eine Reduktion um
etwa 90 % stattfand. Basal hingegen reichte die geringe LOX2-Expression in den RNAI-
Pflanzen aus, um im Vergleich zum Wildtyp mindestens 50 % der Jasmonate zu
synthetisieren. Fir weitere Experimente wurden ausschlieRlich die Linien 2 und 9

weiterverwendet.

2.21 Phanotypischer Vergleich der 35S::LOX2 RNAi-Linien mit dem Wildtyp und der
dde2-2 Mutante

Aus friheren Publikationen ist bekannt, dass Jasmonate regulative Funktionen in der
Entwicklung von A. thaliana erfillen (siehe Kapitel 1.3.5). Jasmonate sind u. a. fur die
Regulation des Grdolen- und des Wurzelwachstums mitverantwortlich. Zudem sind
Arabidopsis-Mutanten, die in der Jasmonsaure-Biosynthese ( z. B. dad1, fad3-2fad7-2fad8,
dde2-2, dde1, opr3) bzw. in der Signalerkennung ( z. B. coi1) beeintrachtigt sind, mannlich
steril. Diese Sterilitat basiert weitestgehend auf einer gestérten Antherenentwicklung bzw. —
dehiszenz sowie auf verminderter Filamentelongation oder Pollenreifung (Wasternack,
2007). Zudem wird angenommen, dass Jasmonate eine Rolle bei der Frucht- bzw.
Embryonalentwicklung spielen, da in Arabidopsisschoten erhdhte Spiegel festgestellt wurden
(Vignutelli et al., 1998).

Um festzustellen, ob die beobachtete basale Verminderung der Jasmonat-
Biosyntheseleistung in den 35S::LOX2i-Linien Auswirkungen auf den allgemeinen Habitus

bzw. auf die Fertilitdt hat, wurden die Pflanzen im Vergleich mit dem Wildtyp und der
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JA/OPDA-defizienten Mutante dde2-2 (von Malek et al.,, 2002) angezogen und in
verschiedenen Entwicklungsstadien beobachtet. Die LOX2 RNAi-Linien zeigten im Vergleich
zum Wildtyp unter den gewahlten Anzuchtbedingungen keine makroskopisch erkennbaren
Unterschiede im Habitus. In Abbildung 13 sind reprasentativ 6 Wochen alte Pflanzen
dargestellt, wobei die RNAi-Linien nach 6 Wochen normalen Wuchs aufwiesen (C und D). Im
Vergleich dazu wies die JA/OPDA-defiziente dde2-2 Mutante zu Beginn der Entwicklung (4-6
Wochen) eine verstarkte Expansion der Blatter und besonders der Petiolen auf, was

insgesamt zu einem gréReren Volumen der Rosette fiuhrt (Abbildung 13 B). Mit

zunehmendem Pflanzenalter glichen sich die Pflanzen jedoch im Allgemeinen an.

Abbildung 13: Reprasentativer Vergleich 6 Wochen alter Arabidopsis-Pflanzen, Wildtyp
Columbia 0 (A), dde2-2 (B), 35S::LOX2i-2 (C) und 35S::L0OX2i-9 (D). Anzuchtbedingungen wie in
Kapitel 5.2.3 beschrieben.

Bei Beobachtung des Sprosswachstums bei alteren Pflanzen zeigten sich bei den RNAI-
Linien ebenfalls keine Unterschiede zum Wildtyp. Wie in Abbildung 14 zu sehen ist, konnten
in den LOX2 RNAi-Linien (B und C) ein normales Sprosswachstum und auch eine
wildtypische Schotenbildung beobachtet werden. Im Vergleich dazu, wies die JA/OPDA-
defiziente Mutante (D) ein vergroRertes Sprosswachstum sowie einen hdheren Grad der
Sprossverzweigung auf. Wie bereits erwahnt wurde, ist diese Mutante mannlich steril und
zeigt dadurch eine grélRere Anzahl unbestaubter Bluten, aus denen keine samenhaltigen
Schoten hervorgehen.
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Abbildung 14: Reprasentativer Vergleich 12 Wochen alter Arabidopsis-Pflanzen, Wildtyp
Columbia 0 (A), 35S::LOX2i-2 (B), 35S::LOX2i-9 (C) und dde2-2 (D). Anzuchtbedingungen wie in
Kapitel 5.2.3 beschrieben.

Abbildung 15: Reprasentativer Vergleich von Bliiten 12 Wochen alter Arabidopsis-Pflanzen,
Wildtyp Columbia 0 (A), dde2-2 (B), 35S::LOX2i-2 (C) und 35S::LOX2i-9 (D).
Anzuchtbedingungen wie unter 5.2.3 beschrieben. Bei den Bliiten wurden zur Aufnahme einige
Petalen oder Sepalen entfernt. Die Bilder wurden unter einem Stereo-Binokular (Leica) mit 30-
facher VergroBerung aufgenommen.
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In diesem Zusammenhang wurde zusatzlich geprift, ob die konstitutiven RNAi-Linien
tatsachlich Uber fertile Blitenorgane verfiigen. Dazu wurden Bliten der Linien geerntet und
unter einem Stereo-Binokular betrachtet (Abbildung 15). Beim Wildtyp (A) konnten elongierte
Filamente beobachtet werden, deren aufgesprungene Antheren bereits Pollen freigesetzt
hatten. Diese waren u. a bereits am Karpell anhaftend. Gleiches zeigte sich fur Bluten der
LOX2 RNAiI-Linien (C und D). Hier konnten ebenfalls normal ausgepragte Blutenorgane mit
freigesetzten Pollen beobachtet werden. Im Vergleich dazu ist die dde2-2 Mutante abgebildet
(B), deren Filamente sich verklrzt auspragten. Durch das Fehlen von Jasmonsaure konnten
hier desweiteren die Antheren nicht aufreiRen, sodass keine Pollen freigesetzt wurden. Die

Antheren lagen noch gefillt und leicht verdickt vor (Pfeil).

2.3 Charakterisierung der Einflisse von LOX2 und Jasmonaten auf Seneszenz-
Prozesse in Arabidopsis-Blattern

Wie bereits in der Einleitung ausgefihrt wurde (siehe Kapitel 1.3.6), galt bisher als
Hauptargument fir eine Beteiligung an der Seneszenz-Progression der Anstieg freier
Jasmonate in alternden Arabidopsis-Blattern, sowie eine starke Ausbildung von Seneszenz-
Symptomen durch Applikation von exogenem MeJA (He et al., 2002).

Die Ergebnisse aus der Vorcharakterisierung der konstitutiven 35S::LOX2i-Linien haben
gezeigt, dass diese Pflanzen durchaus in der Lage waren basale Jasmonat-Spiegel zu
erzeugen, um bis dahin eine normale Entwicklung zu ermdglichen. Um die mogliche Rolle
der Jasmonate auf Seneszenz-Prozesse untersuchen zu kdénnen, sollten die endogenen
Spiegel wahrend dieser Prozesse in den RNAI-Linien im Gegensatz zum Wildtyp stagnieren.
Als Vergleich wurde stets die JA/OPDA-defiziente Mutante dde2-2 parallel untersucht, um
mogliche Effekte der Jasmonate von denen anderer 13-LOX-Produkte unterscheiden zu
kdnnen. Zur Charakterisierung der transgenen Linien bezuglich des Vorkommens bzw. der
Signalfunktion der endogenen Jasmonate, wurden in dieser Arbeit drei verschiedene Arten
der Seneszenz-Induktion untersucht. Zunachst wurden die Pflanzen in ihrer natirlichen
Entwicklung beobachtet und analysiert. Zusatzlich wurden zwei verbreitete Methoden zur
kinstlichen Induktion von Seneszenz-Symptomen untersucht, die Induktion durch

Dunkelinkubation sowie durch osmotischen Stress.

2.3.1 Charakterisierung der natiirlichen Seneszenz

Zur Untersuchung mdoglicher Signalfunktionen von Jasmonaten in der natirlichen
Seneszenz-Progression wurden die Linien 35S::LOX2i-2, 35S::LOX2i-9 zusammen mit dem
Wildtyp und der dde2-2 Mutante unter gleichen Bedingungen angezogen und untersucht.
Dazu wurden nach etwa 4-6 Wochen die Rosettenblatter 9-14 der Versuchspflanzen farbig
markiert, um in jedem Alterungsstadium die vergleichbaren Blatter ernten zu kénnen. Diese
wurden dann nach 6, 8 und 10 Wochen geerntet. Dazu wurden pro Zeitpunkt und Linie
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mindestens 3-4 biologische Replikate bestehend aus je 3-5 Pflanzen zusammengestellit.
Dieses Pflanzenmaterial wurde dann per UPLC-MS/MS auf freie Sauren (u. a. Jasmonate)
und membrangebundene cyclo-Oxylipine hin untersucht. Als Indikatoren fir die Blattalterung
und Seneszenz wurden der Gehalt an Chlorophyll und an plastidaren Membranlipiden
(Galaktolipide) bestimmt sowie mittels qRT-PCR die Expression bestimmter Markergene

untersucht.

2.3.1.1 Untersuchung der LOX2 Genexpression

Aus dem gewonnenen Pflanzenmaterial wurden die Gesamt-RNAs isoliert, in cDNAs
umgeschrieben und mittels qRT-PCR auf die LOX2-Expression untersucht (Abbildung 16).
Vergleichbar mit den vorhergehenden Experimenten zeigte sich im Wildtyp ein
kontinuierlicher Rickgang in der LOX2-Expression. Im Verlauf der Alterung sank die

Expression auf etwa 25% im Vergleich zu 6 Wochen alten Blattern.
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Abbildung 16: Relative LOX2-Expression bezogen auf Actin2/8 der Blatter 9-14 beim Wildtyp
sowie den Linien 35S::LOX2i-2 und 9 zu den Zeitpunkten 6, 8 und 10 Wochen. Die dargestellten
Ergebnisse zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhdngigen Zeitkinetiken [n24].

Die transgenen LOX2 RNAi-Linien wiesen dagegen wahrend der gesamten Entwicklung
durchgehend niedrige Transkriptmengen auf. Die LOX2-Expression konnte so durch die
RNA-Interferenz zu allen getesteten Zeitpunkten um etwa 80-90 % im Vergleich zum Wildtyp

gesenkt werden.

2.3.1.2 Analyse der Jasmonate
Aufgrund der Ergebnisse aus der Expressionsanalyse wurde nun getestet, ob diese Linien
im Entwicklungsverlauf veranderte Jasmonat-Konzentrationen im Vergleich zum Wildtyp

aufweisen. Dazu wurden die freien Sauren aus dem Pflanzenmaterial von Wildtyp und
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transgenen Linien extrahiert. AnschlieRend wurden die Substanzen chromatografisch

getrennt und anschlieRend massenspektrometrisch quantifiziert.
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Abbildung 17: JA und OPDA-Konzentrationen [in ng g'1 FG] in den Blattern 9-14 des Wildtyps
sowie der Linien 35S::LOX2i-2 und 9 zu den Zeitpunkten 6, 8 und 10 Wochen. Die dargestellten
Ergebnisse zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhéngigen Zeitkinetiken [n=4-6].

Wie Abbildung 17 zeigt, wurde im Gegensatz zur LOX2-Expression fur die Jasmonat-
Konzentrationen im Wildtyp eine Zunahme im Laufe der Blattseneszenz festgestellt. Bei
OPDA konnte eine Anstieg um etwa das 5-fache, bei JA konnte ein Anstieg bis um das 20-
fache der basalen Konzentrationen (im Vergleich zu 6 Wochen) festgestellt werden. In den
LOX2 RNAi-Linien wurde dagegen kein seneszenzspezifischer Anstieg der Jasmonate
gemessen. In diesen Linien traten durchweg basale Konzentrationen auf, wobei die JA-
Konzentrationen nur etwa 50% im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen. Hier zeigten sich also
ahnliche Werte wie bereits in der Vorcharakterisierung (Kapitel 2.2). In der Mutante dde2-2
konnten keine detektierbaren Jasmonat-Mengen festgestellt werden. Aus diesem Grund

wurde auf eine Darstellung in Abbildung 17 verzichtet.

2.3.1.3 Analyse der Galaktolipid-veresterten Oxylipine (Arabidopside)

Wie bereits in Kapitel 1.3.3 beschrieben wurde, kommen Oxylipine nicht nur in freier Form
z.B. als Jasmonsaure oder OPDA vor, sondern konnen auch in Form von OPDA oder
dnOPDA membrangebunden verestert an Galaktolipide vorliegen (Stelmach et al., 2001;
Bottcher and Weiler, 2007; Boétticher and Pollmann, 2009). Bisher konnte in mehreren
Studien eine Korrelation zwischen der Akkumulation freier und veresterter Oxylipine
festgestellt werden (Andersson et al., 2006; Buseman et al., 2006; Kourtchenko et al., 2007).
Aulerdem wurde fur Arabidopsid A ein seneszenzférdernder Effekt beschrieben (Hisamatsu
et al., 2006). Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt wurde, findet ein Anstieg freier Oxylipine
in der Seneszenz statt. Um festzustellen, ob dieser Anstieg hier ebenfalls mit einer

Arabidopsid-Akkumulation korreliert , ob dies LOX2-abhangig ist und einen Einfluss auf die
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Entwicklung hat, wurden sechs bekannte Arabidopsid-Spezies im Entwicklungsverlauf

quantifiziert.
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Abbildung 18: Arabidopsid-Konzentrationen im Wildtyp wahrend der Blattseneszenz [in pg g'1
FG] in den Blattern 9-14 zu den Zeitpunkten 6, 8 und 10 Wochen. Die dargestellten Ergebnisse
zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhangigen Zeitkinetiken [n=4]

WT LOX2i-2
[ngg” FW] 6 Wochen 8 Wochen 10 Wochen 6 Wochen 8 Wochen 10 Wochen
Arabidopsid A 2658 + 1207 4900 + 1553 1469 + 578 3+6,1 190 + 323 115 + 187
Arabidopsid B 759 + 389 2290 + 880 421 £ 107 nd 80,5+ 136,5 71,6 £ 122
Arabidopsid C 91+£30 449 + 174 207 £ 71 1,9+3,7 11,2+22,3 71+141
Arabidopsid D 1027 + 566 6177 + 2549 2079 + 646 nd 205 + 357 220 + 361
Arabidopsid E 58 + 31 681 + 127 382 + 149 nd 21+42 2+1,5
Arabidopsid G nd 72+9 46 +18 nd nd nd
dde2 LOX2i-9
[ng g™ FW] 6 Wochen 8 Wochen 10 Wochen 6 Wochen 8 Wochen 10 Wochen
Arabidopsid A nd 12,6 £ 25,2 nd 28,7 £35,5 115+ 114 173 £ 273
Arabidopsid B nd 53+6,5 nd 13,1+£17,5 61,2 £60,4 108 + 181
Arabidopsid C nd nd nd 10,9+21,9 1,4+27 14,8 £ 29,7
Arabidopsid D 11,4 +22,8 31,7+21,3 nd 11,6 £14,8 122 £+ 119 388 + 601
Arabidopsid E nd nd nd nd nd 9,4 +15,7
Arabidopsid G nd nd nd nd nd 0,5+0,1

Tabelle 2: Arabidopside [in ng g” FG * SD] wihrend der Blattalterung in den Blittern 9-14 des
Wildtyps sowie der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 und der Mutante dde2-2 zu den Zeitpunkten 6, 8
und 10 Wochen. Die Wildtypwerte entsprechen denen in Abbildung 18. Die dargestellten
Ergebnisse zeigen ein repriasentatives Ergebnis aus 3 unabhingigen Zeitkinetiken [n=4;
nd=nicht detektierbar]

Wie die Analyse der Arabidopside im Wildtyp in Abbildung 18 zeigt, konnten nach 6 Wochen
basale Spiegel von etwa 1-2 ug g”' FG fiir Arabidopsid A, B und D festgestellt werden. Die
weiteren Spezies konnten nur in geringeren Mengen festgestellt werden. Nach 8 Wochen
wurde zumeist ein leichter Anstieg in den Blattern gemessen. Wie in der Abbildung
dargestellt ist, kam es im Wildtyp zu einem etwa 2-fachen Anstieg (Arabidopsid A, B, C, E
und G). Bei Arabidopsid D kam es zum Anstieg auf etwa 6 ug g™ FG, was einem Anstieg um
das 6-fache entspricht. Mit zunehmendem Alter (und Seneszenz) der Blatter trat schlief3lich
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nach 10 Wochen wieder eine Verminderung der Arabidopsid-Spiegel bis auf das Niveau von
6 Wochen alten Pflanzen ein. In einigen Experimenten zeigten sich mit zunehmender
Seneszenz deutlich verminderte Mengen an Arabidopsiden. In Tabelle 2 sind die
Arabidopside im Vergleich zu den LOX2 RNAIi-Pflanzen und zur dde2-2 Mutante dargestellt
(hier in ng g” FG) . Es war festzustellen, dass in den LOX2i-Linien nur geringe Mengen an
Arabidopsiden gebildet werden kdnnen. So wurden nach 8 bzw. 10 Wochen maximal 5- 10
% der Arabidopside im Vergleich zum Wildtyp festgestellt. Dennoch lies sich in diesen Linien
ein leichter entwicklungsbedingter Anstieg nach 8 Wochen beobachten, wobei die grof3en
Abweichungen zwischen den Einzelproben nur Vermutungen zulassen. Einige Spezies, wie
Arabidopsid E und G, konnten in den Mutanten gar nicht detektiert werden. Bei der
JA/OPDA-defizienten dde2-2 Mutante konnten im Wesentlichen keine Arabidopside
detektiert werden. In Einzelproben wurden geringste Mengen aufgefunden, wobei die

Mdglichkeit einer Verschleppung durch den Messprozess nicht auszuschlieRRen ist.

2.3.1.4 Bestimmung des Chlorophyligehaltes

In den vorhergehenden Abbildungen konnte also gezeigt werden, dass es im Vergleich zum
Wildtyp in den LOX2 RNAi Linien durch die verminderte LOX2-Expression zu keinem
seneszenzspezifischem Anstieg der Jasmonate und der Arabidopside wahrend der
naturlichen Alterung kommt. Um zu prifen, ob dieser Mangel zu einer Verzégerung der

Seneszenz-Progression fuhrt, wurden die Chlorophylimengen im Pflanzenmaterial bestimmt.
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Abbildung 19: Chlorophyll a+b [in ug g'1 FG] in den Blattern 9-14 des Wildtyps sowie der Linien
35S8::LOX2i-2 und 9 und der Mutante dde2-2 zu den Zeitpunkten 6, 8 und 10 Wochen. Die
dargestellten Ergebnisse zeigen die Mittelwerte aus 2 unabhéngigen Zeitkinetiken [n28]

In weitestgehend allen Experimenten zeigten sich im Wildtyp nach 6 Wochen
Chlorophylimengen um 1000-1100 ug g FG (Abbildung 19). Im Verlauf der Blattalterung

bzw. mit Beginn der natlrlichen Seneszenz sank der Gehalt nach 10 Wochen auf etwa 50 %

49



Ergebnisse

(500- 600 ug g™ FG) ab. Interessanterweise zeigte sich in mehreren Experimenten, dass die
transgenen LOX2 RNAi-Linien eine Tendenz zu einem insgesamt hoéheren Chlorophyll-
Gesamtgehalt aufwiesen. Jedoch konnte dahingehend kein signifikanter Unterschied zum
Wildtyp bzw. zur dde2-2 Mutante festgestellt werden. Insgesamt wurde in den RNAi-Pflanzen
der gleiche absolute Chlorophyll-Abbau wie im Wildtyp beobachtet. Auch die Jasmonat-

defiziente AOS-Mutante dde2-2 wies insgesamt keine signifikanten Unterschiede auf.

2.3.1.5 Analyse der plastidaren Galaktolipide

Als weiterer Indikator fiir den Seneszenz-Grad wurde der Gehalt an Galaktolipiden
quantifiziert. Wie bereits in der Einleitung erwahnt wurde, bilden diese komplexen Lipide mit
etwa 75 % den Hauptbestandteil der Lipide in den Chloroplastenmembranen. Wahrend der
Seneszenz kommt es u. a. zur Degradation dieser Membranen und damit von Galaktolipiden
(Yang and Ohlrogge, 2009).
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Abbildung 20: Lipid-Muster der am haufigsten in Arabidopsis vorkommende Galaktolipide [in
ug g’ FG] in den Blittern 9-14 des Wildtyps (A) sowie der Mutante dde2-2 (B) und der Linien
35S8::LOX2i-2 (C) und -9 (D) und zu den Zeitpunkten 6, 8 und 10 Wochen. Die dargestellten
Ergebnisse zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus 2 unabhéngigen Zeitkinetiken [n=3-6]
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Um den Einfluss von Jasmonaten bzw. der Lipoxygenierung von Fettsauren auf den Umsatz
an plastidaren Membranlipiden zu studieren, wurden aus dem Pflanzenmaterial
erschopfende Lipid-Rohextrakte gewonnen und die Lipide mittels UPLC-MS/MS quantifiziert.
In Abbildung 20 wurden die vier Galaktolipidspezies im Zeitverlauf abgebildet, die in den
Arabidopsis-Chloroplastenmembranen am haufigsten anzutreffen sind. Insgesamt wurden 16
Lipidspezies quantifiziert, von denen die meisten jedoch in Mengen von < 50 ug g~ FG
vorkamen (siehe Anhang, Abbildung S2).

Im Gegensatz zu den drastischen Anderungen im Chlorophyligehalt, stellten sich die
Galaktolipide als relativ stabil dar. Insgesamt zeigten die Di- und Monogalaktosyl-
Diacylglycerole (DGDG, MGDG) eine unterschiedliches Verhalten wahrend der Blattalterung.
Im Wildtyp (A) aber auch in den Transgenen (B, C, D) trat ein leichter Riickgang der MGDG-
Spezies 18:3-18:3 bzw. 18:3-16:3 auf. Hier konnte im Wildtyp ein Rickgang von je etwa 50-
100 ug g FG nach 10 Wochen festgestellt werden. In den Mutanten duRerte sich dieser
Effekt teilweise sogar deutlicher mit bis zu 150 ug g' FG fir MGDG-18:3-16:3. Der
verzeichnete Rlckgang der MGDG-Spezies wurde jedoch teilweise durch Bildung von
DGDG-Spezies kompensiert. So ist deutlich zu erkennen, dass DGDG-18:3-18:3 sowie
DGDG-18:3-18:2 zwischen 6 und 10 Wochen im Wildtyp (A) und in der LOX2i-2 Linie (C)
stagnieren. Bei der Linie LOX2i-9 (D) sowie bei dde2-2 (B) war sogar ein leichter Anstieg zu
beobachten. Im direkten Vergleich zwischen Wildtyp, den LOX2 RNAi-Linien sowie der dde2-
2 Mutante konnten insgesamt keine signifikanten Unterschiede im Umsatz der

Membranlipide verzeichnet werden.

WT LOX2i-2 LOX2i-9 dde2
6 Wochen 1568,4 + 322,5 1967,1 £274,3 1802,2 + 83,3 1656,8 + 136,4
8 Wochen 1696,5 + 439,6 1664,4 £ 146,3 1677,4 £123,5 1565,8 + 226,7
10 Wochen 1655,4 + 215,2 1808,2 + 284,6 1592,6 + 140,4 1656,8 + 257,6

Tabelle 3: Gesamt-Galaktolipide [in pg g™ FG % SD] in den Blittern 9-14 des Wildtyps sowie der
Linien 35S::LOX2i-2 und -9 und der Mutante dde2-2 zu den Zeitpunkten 6, 8 und 10 Wochen.
Kalkulation aufgrund 16 quantifizierter Lipid-Spezies. Die dargestellten Ergebnisse zeigen ein
reprasentatives Ergebnis aus 2 unabhangigen Zeitkinetiken [n=3-6]

Dies wird auch deutlich, wenn man die berechneten Mengen an Gesamt-Galaktolipiden
betrachtet. In Tabelle 3 wurden die Mengen der quantifizierten Lipid-Spezies addiert. Es hat
sich gezeigt, dass trotz der einsetzenden Blattseneszenz die Menge an Galaktolipiden
insgesamt in allen Pflanzenlinien zu den verschiedenen Zeitpunkten weitgehend konstant
blieb.

2.3.1.6 Analyse der freien a-Linolensaure

Wie bereits im vorherigen Abschnitt dargestellt wurde, liegt a-Linolensaure (C18:3)
vorwiegend verestertert in Form von Membranlipiden vor. GrofRtenteils ist sie in komplexen
Lipiden wie Glykoglycerolipiden oder Phosphatidylcholinen verestert. Durch Neusynthese

aber auch durch lipasevermittelte Abbauprozesse (Hydrolyse) kommt stetig ein gewisser Teil
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in freier Form vor. Um zu prifen, ob der beobachtete Lipid-Umbau innerhalb der Membranen
oder die verminderte Lipoxygenierung in den RNAi-Linien einen Einfluss auf die
Akkumulation freier a-LeA wahrend der natlirlichen Seneszenz hat, wurden die freien Sauren

aus dem Pflanzenmaterial extrahiert und anschlieBend per UPLC-MS/MS analysiert und

quantifiziert.
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Abbildung 21: a-Linolensaure-Konzentrationen [in ng g'1 FG] in den Blattern 9-14 des Wildtyps
sowie der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 sowie der Mutante dde2-2 zu den Zeitpunkten 6, 8 und 10
Wochen. Die dargestellten Ergebnisse zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus 2
unabhéangigen Zeitkinetiken [n26]

Dabei wird in Abbildung 21 deutlich, dass der Gehalt der freien Saure mit beginnenden
Seneszenz deutlich anstieg. Wahrend des Entwicklungsverlaufes konnten nach 6- 8 Wochen
Mengen von etwa 400- 600 ng g FG festgestellt werden. Prinzipiell blieben die Spiegel
dabei zunachst relativ konstant. Ebenfalls wurde kein Unterschied zwischen Wildtyp und den
Transgenen festgestellt. Mit beginnender Seneszenz der Blatter wurde im Wildtyp ein 6-
facher Anstieg der freien Saure auf etwa 2300 ng g' FG beobachtet. Interessanterweise
stiegen die Spiegel bei den RNAi-Linien und der dde2-2 Mutante nur um das 3-fache an,
also lediglich auf etwa 60% (1400 ng g"' FG) des Wildtyplevels.

2.3.1.7 Untersuchung der Genexpression

Als molekulare Indikatoren fir die Seneszenz-Progression kénnen die mRNA-Level von
SAGs herangezogen werden. Durch frihere Untersuchungen ist bekannt, dass die
Cysteinprotease SAG12 (At5g45890), weitgehend nur durch entwicklungsspezifische
Seneszenz aktiviert wird (Lohman et al., 1994; Weaver et al., 1998; Noh and Amasino,
1999). Die synthetisierten cDNAs wurden daraufhin mittels qRT-PCR auf die Menge der
SAG12-Transkripte hin untersucht. Wie in Abbildung 22 A dargestellt wird, trat die SAG72-

52



Ergebnisse

Expression erst mit beginnender Seneszenz nach 10 Wochen auf. Bei friheren Zeitpunkten

konnte keine Expression festgestellt werden.
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Abbildung 22: Relative SAG72- (A) und CLH1-Expression (B) bezogen auf Actin2/8 der Blatter
9-14 beim Wildtyp sowie in den Linien 35S::LOX2i-2 und -9 und dde2-2 zu den Zeitpunkten 6, 8
und 10 Wochen. Die dargestellten Ergebnisse zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus 2
unabhéangigen Zeitkinetiken [n24].

Zwischen dem Wildyp, den LOX2 RNAi-Linien und der dde2-2 Mutante konnte nach 10
Wochen kein Unterschied in der SAG 12-Expression festgestellt werden.

Als Beispiel fur ein Gen, dass entwicklungsbedingt durch die basalen Jasmonat-
Konzentrationen reguliert wird, wurden die cDNAs auf die relative Expression der
Chlorophyllase1 (CLH1, At1g19640) hin untersucht (Abbildung 22 B). Es ist deutlich zu
erkennen, dass die Genexpression im Wildtyp mit normalen JA/OPDA-Konzentrationen in
jungen Blattern am hoéchsten war. In den LOX2i-Linien mit verminderter Jasmonat-
Produktion betrug die relative Expression von CLH7 nur etwa 50% im Vergleich zum Wildtyp.
Dieses Verhaltnis setzte sich auch in der weiteren Blattentwicklung (8-10 Wochen) fort. Ich
der dde2-2 Mutante konnte nur eine sehr geringe Expression gemessen werden. Diese lag
bei 6 Wochen bei etwa 10% im Vergleich zum Wildtyp. In den folgenden Wochen sank diese

Aktivitat fast bis zur Nachweisgrenze ab.

2.3.2 Charakterisierung der dunkelinduzierten Seneszenz (DIS)

Wie die oben gemachten Beobachtungen zeigen, hat unter nattrlichen Anzuchtbedingungen
die im Wildtyp festgestelle Akkumulation von freien Jasmonaten keinen Einfluss auf den
seneszenzspezifischen Chlorophyllabbau oder den Umbau plastidarer Galaktolipide.

Eine Moglichkeit seneszenzartige Symptome synchronisiert zu erzeugen und damit das
maogliche Auftreten und die Funktion erhéhter Jasmonat-Spiegel zu studieren, ist die
Inkubation abgetrennter Blatter im Dunkeln (Weaver and Amasino, 2001; van der Graaff et
al., 2006). Es wurden sowohl der Wildtyp als auch die LOX2 RNAI-Linien untersucht. Um
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mogliche Effekte der freien Jasmonate von denen anderer 13-LOX-Produkte unterscheiden
zu kénnen, wurde ebenfalls die dde2-2 Mutante in die Experimente mit einbezogen. Dazu
wurden nach etwa 6-7 Wochen die ausgewachsenen Rosettenblatter der Pflanzen geerntet
und fir die Bestimmung der Ausgangswerte entweder sofort schockgefroren oder in
Petrischalen mit feuchtem Papiergewebe flr mehrere Tage in volliger Dunkelheit inkubiert.
Die Ernte erfolgte nach 3 bzw. 7 Tagen. Dazu wurden pro Zeitpunkt und Linie mindestens 3-
4 biologische Replikate aus je 3-5 Pflanzen bestehend hergestellt. Dieses Pflanzenmaterial
wurde dann per UPLC-MS/MS auf freie Sauren (u. a. Jasmonate) und membrangebundene
Oxylipine hin untersucht. Als Indikatoren fir die eintretende Seneszenz wurden der Gehalt
an Chlorophyll, an plastidaren Membranlipiden (Galaktolipiden) bestimmt, sowie mittels qRT-

PCR die Expression bestimmter Markergene untersucht.

2.3.2.1 Untersuchung der LOX2 Genexpression

Zur Uberpriifung der LOX2-Genexpression wahrend der Dunkelinkubation wurden aus dem
Pflanzenmaterial die Gesamt-RNAs isoliert. Die synthetisierten cDNAs wurden mit Hilfe der
gRT-PCR auf LOX2-Transkripte hin untersucht. Wie in Abbildung 23 zu sehen ist, zeigte sich
im Wildtyp bereits nach 3 Tagen eine drastische Reduktion um bis zu 80 %. Nach 7 Tagen

konnte keine weitere Veranderung mehr festgestellt werden.
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Abbildung 23: Relative LOX2-Expression bezogen auf Actin2/8 in adulten Blattern beim Wildtyp
sowie in den Linien 35S::LOX2i-2 und -9 und dde2-2 zu Beginn des Experimentes (0 Tage)
sowie nach 3 und 7 Tagen Dunkelinkubation. Die dargestellten Ergebnisse zeigen ein
reprasentatives Ergebnis aus 3 unabhidngigen Experimenten [n24].

Die LOX2 RNAi-Linien zeigten bereits zu Beginn des Experimentes eine um etwa 80 %
verminderte Expression gegeniber dem Wildtyp, entsprechend den Ergebnissen aus
anderen Experimenten. Durch die folgende Inkubation wurde in den Blattern der RNAI-Linien

keine LOX2-Expression mehr detektiert. Interessanterweise konnte, wie auch hier
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dargestellt, in verschiedenen Versuchen in der dde2-2 Mutante eine konstitutiv verringerte
LOX2 mRNA-Expression festgestellt werden. Im Vergleich zum Wildtyp wies die Mutante
etwa 50% der Transkriptmenge auf. Wie in den RNAi-Linien, flhrte die Inkubation nach 3

bzw. 7 Tagen ebenfalls zur vollstandigen Stagnation der mMRNA-Akkumulation.

2.3.2.2 Analyse der Jasmonate

Durch die Untersuchung der Genexpression haben sich wahrend der Dunkelinkubation
deutliche Unterschiede zwischen RNAi-Linien und Wildtyp gezeigt. Um zu prifen, ob sich ein
ahnliches Verhalten in den Konzentrationen freier Jasmonate wie unter natirlichen
Bedingungen erkennen lasst, wurden die freien Sduren aus dem Pflanzenmaterial von
Wildtyp und transgenen Linien extrahiert. AnschlieBend wurden die Substanzen

chromatografisch getrennt und mittels MS/MS quantifiziert.
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Abbildung 24: JA- und OPDA-Konzentrationen [in ng g'1 FG] in den Bléttern des Wildtyps und
der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 zu Beginn des Experimentes (0 Tage) sowie nach 3 bzw. 7
Tagen in standiger Dunkelheit. Die dargestellten Ergebnisse zeigen ein reprasentatives
Ergebnis aus 3 unabhingigen Experimenten [n=4-6].

Die Ergebnisse aus den Jasmonat-Analysen ergaben, dass in den untersuchten
Wildtypblattern wahrend der Dunkelinkubation gréRere Mengen an Jasmonsaure und OPDA
akkumulieren (Abbildung 24). In den Kontrollblattern zu Beginn der Experimente konnten
basale Spiegel von 5-10 ng g' FG Jasmonsdure bzw. OPDA detektiert werden. Mit
Zunahme der ersten Seneszenz-Symptome nach 3 Tagen erhdhten sich besonders die JA-
Konzentrationen, wohingegen die Menge an gebildeter OPDA kaum zunahm. Nach 7 Tagen
konnten JA-Konzentrationen von bis zu 4000 ng g' FG gemessen werden; die Werte fiir
OPDA erreichten ein Niveau von etwa 500 ng g™ FG. Im Vergleich dazu wurden in den LOX2
RNAiI-Linien keine erhéhten Jasmonat-Level festgestellt. Die Blatter dieser Pflanzen zeigten
durchgehend niedrige Spiegel, die etwa den Kontrollwerten des Wildtyps entsprachen. Die
Jasmonat-defiziente Mutante dde2-2 wurde nicht abgebildet, da hier erwartungsgemaf keine

Jasmonate detektiert werden konnten.
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2.3.2.3 Analyse der Galaktolipid-veresterten Oxylipine (Arabidopside)

Nachdem die Dunkelinkubation zumindest auf Oxylipin-Ebene eine Art Stress darstellt, war
es interessant, ob nach dem gezeigten starken Jasmonatanstieg auch eine Akkumulation der
gebundenen Oxylipine stattfand. Wie bereits im Kapitel 2.3.1 wurden auch nach der
Dunkelinkubation Lipidextrakte aus dem Pflanzenmaterial hergestellt und die enthaltenen
Arabidopside durch UPLC-MS/MS getrennt und quantifiziert.
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Abbildung 25: Arabidopsid-Konzentrationen im Wildtyp [in pg g'1 FG] wahrend der
Dunkelinkubation zu Beginn des Experimentes (0 Tage) sowie nach 3 und 7 Tagen. Die
dargestellten Ergebnisse zeigen ein repriasentatives Ergebnis aus 2 unabhingigen
Experimenten [n=4]

In Abbildung 25 sind die Arabidopsid-Spiegel im Wildtyp nach Dunkelinkubation gezeigt.
Dabei lies sich ein ahnliches Muster wie in der natlrlichen Entwicklung (Abbildung 18)
feststellen. Wahrend in den Kontrollpflanzen (6 Wochen alt) zu Beginn des Experimentes
lediglich basale Spiegel von maximal 1 ug g FG (Arabidopsid A) und weniger zu finden
waren, konnte nach 3 Tagen ein leichter Anstieg festgestellt werden. Insbesondere stiegen
die Spiegel von Arabidopsid A und D bis um das 4-fache an. Die anderen Spezies erreichten
lediglich Werte von maximal 1 ug g FG. Nach 7 Tagen sanken die Konzentrationen in etwa
wieder auf die Ausgangswerte nach 6 Wochen (etwa 1 ug g™ FG fiir Arabidopsid A, E bzw.
0,5 ug g FG fiir Arabidopsid B, C, D und G).

In der Tabelle 4 sind die Arabidopside im Vergleich zu den LOX2 RNAIi-Pflanzen und zur
dde2-2 Mutante dargestellt (hier in ng g™ FG). Es zeigte sich, dass in den LOX2i Linien wie
unter naturlichen Bedingungen nur geringe Mengen an Arabidopsiden gebildet werden
kénnen. So wurden nach 3 bzw. 7 Tagen nur geringflgige Spuren im Bereich der
Nachweisgrenze quantifiziert. Arabidopsidspezies, die bereits im Wildtypen kaum detektiert
werden konnten (Arabidopsid C und G), konnten nicht mehr nachgewiesen werden. Bei der

JA/OPDA-defizienten dde2-2 Mutante wurden ebenfalls nur geringe Mengen detektiert. In
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Einzelproben konnten geringe Mengen aufgefunden werden, wobei die Moglichkeit einer

Verschleppung durch den Messprozess nicht auszuschlief3en ist.

WT LOX2i-2
[ng g FG] 0 Tage 3 Tage 7 Tage 0 Tage 3 Tage 7 Tage
Arabidopsid A 745 + 730 4063 + 1832 845 + 485 24+0,5 15+18 nd
Arabidopsid B 88 £ 51 756 + 69 392 + 261 15+4,8 3,3+4,6 nd
Arabidopsid C nd 469 + 367 158 + 62 nd nd nd
Arabidopsid D 154 + 97 2284 + 1137 341 + 87 13,5+5,5 1,4+£28 nd
Arabidopsid E 20+8 547 + 211 1340 £ 1125 nd 39+7,8 nd
Arabidopsid G 13+7 298 + 106 379 + 340 nd nd nd
dde2 LOX2i-9
[ng g FG] 0 Tage 3 Tage 7 Tage 0 Tage 3 Tage 7 Tage
Arabidopsid A 88+7,5 319 + 336 35,3+70,5 3315 129 + 84 43+8,7
Arabidopsid B nd 77,7 +£132,9 12,1 £ 24,1 5,3+9,2 42 + 44 29+59
Arabidopsid C nd 2,7+3,3 nd nd nd nd
Arabidopsid D nd 80,7 £ 126 9,7+18,2 3,3+57 102+ 79 39178
Arabidopsid E nd nd nd nd 75+12)9 nd
Arabidopsid G nd nd nd nd nd nd

Tabelle 4: Arabidopsid-Konzentrationen [in ng g'1 FG % SD] wéahrend der Dunkelinkubation in
den Blattern des Wildtyps sowie der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 und der Mutante dde2-2 zu
Beginn des Experimentes ( 0 Tage) sowie nach 3 und 7 Tagen. Die dargestellten Ergebnisse
zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus 2 unabhangigen Experimenten. Die Wildtypwerte
entsprechen dabei denen in Abbildung 25 [n=4; nd=nicht detektierbar]

2.3.2.4 Beschreibung der Seneszenz-Symptome
Wie in Abbildung 26 A zu sehen ist, wurden flr die Experimente nur intakte, ausgewachsene
und optisch nicht-seneszente Blatter etwa 6- 7 Wochen alter Pflanzen verwendet. Nach 3

Tagen waren die Blatter noch weitgehend griin, zeigten aber teils erste chlorosenartige

Gelbfarbungen (B) aber keine Nekrosen oder Lasionen.

Abbildung 26: Reprasentativer Vergleich von Arabidopsis- Wildtyp Columbia 0 Blattern im
unbehandelten Zustand (A), nach 3 Tagen (B) und 7 Tagen (C) Dunkelinkubation. Es sind
jeweils die selben Blatter abgebildet. Die transgenen Linien zeigten keine Unterschiede zum
Wildtyp; daher wurde auf eine weitere Darstellung verzichtet.

Nach 7 Tagen waren die Blatter zumeist gleichmagig ausgeblichen (C) aber strukturell intakt.
Die Blatter von Wildtyppflanzen und den getesteten Mutanten zeigten makroskopisch

gleichartige Symptome.
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2.3.2.5 Bestimmung des Chlorophyligehaltes

Es sollte nun durch Bestimmung des Chlorophyligehaltes genauer bestimmt werden, ob die
stark ansteigenden JA/OPDA-Konzentrationen im Wildtyp im Vergleich zu den transgenen
Linien einen seneszenzférdernden Effekt im DIS-System aufweisen. Die Abbildung 27 zeigt
reprasentative Ergebnisse, die sich in verschiedenen Experimenten beobachten lie3en. Die
Blatter wiesen zu Beginn des Experimentes die Ublichen Chlorophylimengen von etwa 1000
ug g FG auf. Innerhalb von 3 Tagen sank der Gehalt auf etwa 50-60 % der Ausgangswerte;

nach 7 Tagen in Dunkelheit verblieben nur noch etwa 10 % des Chlorophylls in den Blattern.

1400
BCol0
© 1200 ~ OLOX2i-2
I BELOX2i-9
1000 1 1 mdde2
2
— 800 -
o]
+
©
=, 600 -
e
o
S 400 A
<
o
200 f
0 |
0 Tage 3 Tage 7 Tage

Abbildung 27: Chlorophyll a+b [in ug g'1 FG] in den Blattern des Wildtyps sowie der Linien
35S::LOX2i-2 und -9 und der Mutante dde2-2 nach 0, 3 und 7 Tagen Dunkelinkubation. Die
dargestellten Ergebnisse zeigen die Mittelwerte aus 2 unabhéngigen Experimenten. [n24].

Anhand der Chlorophyllwerte konnten in diesem Assay keine Unterschiede zwischen den
LOX2 RNAi-Linien mit verminderten Jasmonat-Spiegeln, und dem Wildtyp mit starker
Jasmonat-Akkumulation festgestellt werden. Ebenso zeigte die Jasmonat-defiziente dde2-2

Mutante kein verandertes Verhalten gegenliiber dem Wildtyp und den RNAi-Pflanzen.

2.3.2.6 Analyse der plastidaren Galaktolipide

Es konnte im Kapitel 2.3.1 gezeigt werden, dass die Produktion von zusatzlicher JA und
OPDA mit einem Umbau der plastidaren Galaktolipide wahrend der beginnenden natlrlichen
Seneszenz einhergeht. Um zu prifen, ob unter den Bedingungen der beschleunigten
induzierten Seneszenz generell ein verstarkter Umsatz oder Abbau von Membranlipiden
stattfindet oder die verminderten Jasmonat-Konzentrationen in den Mutanten mdglicherweise
Einfluss auf den Abbau der Galaktolipide und so auf den Verlauf der Seneszenz haben,
wurden aus dem Pflanzenmaterial Lipid-Rohextrakte hergestellt. Diese wurden per UPLC-
MS/MS quantifiziert.
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Abbildung 28: Lipid-Muster der am haufigsten in Arabidopsis vorkommende Galaktolipide [in
ug g” FG] in den Blittern des Wildtyps (A) sowie der Mutante dde2-2 (B) und der Linien
35S8::LOX2i-2 (C) und -9 (D). Die Proben wurden zu Beginn des Experimentes (0 Tage) sowie
nach 3 und 7 Tagen Dunkelinkubation geerntet. Die dargestellten Ergebnisse zeigen ein
reprasentatives Ergebnis aus 2 unabhdngigen Experimenten. [n=4]

Die Quantifizierung der Membranlipide ergab, wie in Abbildung 28 dargestellt, einen starken
Einfluss der Behandlung auf die Konstitution der Chloroplastenmembranen. Im Gegensatz
zur beginnenden natirlichen Seneszenz konnte in den Blattern nach 7 Tagen ein drastischer
Abbau bei den untersuchten Lipidspezies festgestellt werden. Interessanterweise war nach
Beginn der Inkubation bei den Spezies MGDG-18:3-16:3, DGDG-18:3-18:3 und DGDG-18:3-
18:2 zunachst tendenziell ein Anstieg bzw. eine Stagnation zu beobachten. Bei MGDG-18:3-
18:3 begann der Abbau schon frihzeitig nach 3 Tagen. Nach 7 Tagen konnte bei MGDG-
18:3-18:3 ein Abbau von bis zu 75 % beobachtet werden. Die anderen dargestellten
Lipidspezies zeigten einen Rlckgang von etwa 40- 50 % im Vergleich zum Kontrollwert.
Korrespondierend zu den Chlorphylldaten konnten zwischen dem Wildtyp (A), den LOX2
RNAI Pflanzen (C und D) und der dde2-2 Mutante (B) keine signifikanten Unterschiede im
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Bezug auf ein verandertes Lipidmuster oder einer Wirkung der Jasmonate auf den

Abbauvorgang beobachtet werden.

2.3.2.7 Analyse der freien a-Linolensaure

Im vorherigen Abschnitt konnte in den LOX2 RNAi-Pflanzen kein Effekt verminderter
Lipoxygenierung auf den Umsatz bzw. den Abbau von plastidaren Galaktolipiden durch
beschleunigte Seneszenz nachgewiesen werden. Es ist bekannt, dass bei Seneszenz-
Prozessen eine erhohte Hydrolyse von Membranlipiden stattfindet (Thompson et al., 1997;
Yang and Ohlrogge, 2009). Um zu testen, ob es durch verminderte Lipoxygenierung zu einer
Akkumulation des LOX2-Substrates a-LeA anstelle der Bildung von Oxylipinen kommt,
wurden die freien Sauren aus dem Pflanzenmaterial extrahiert und anschliefiend per UPLC-
MS/MS quantifiziert.
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Abbildung 29: Akkumulation freier a-Linolensaure [in ng g'1 FG] in den Blattern des Wildtyps
sowie der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 sowie der Mutante dde2-2 zu Beginn des Experimentes
(0Tage) und nach 3 bzw. 7 Tagen Dunkelinkubation. Die dargestellten Ergebnisse zeigen ein
reprasentatives Ergebnis aus 2 unabhdngigen Experimenten. [n=4]

Abbildung 29 stellt die kombinierten Ergebnisse der a-LeA-Messungen aus zwei
unabhangigen Experimenten dar. Durch die Dunkelinkubation der Blatter kam es beim
Wildtyp zu keinem Anstieg von freier a-LeA. Die Werte sanken tendenziell von etwa 1000 auf
800 ng g”' FG ab. Wie es schon fiir die natiirliche Seneszenz-Entwicklung gezeigt wurde,
unterschieden sich die Gehalte an freier Saure unter basalen Bedingungen nicht zwischen
dem Wildtyp, den LOX2i Linien und der dde2-2 Mutante (0Tage). Bedingt durch die
Inkubation, konnten nach 3 bzw. 7 Tagen in der RNAi-Linie 2 erhohte Werte von bis zu 5000
ng g' FG gemessen werden. In der RNAi-Linie 9 wurden etwa 3800 bzw. 2500 ng g™ FG a-
LeA gemessen. Wahrend der Behandlung konnte in der AOS Mutante dde2-2, die zwar

Oktadekatriensauren oxygenieren, aber nicht zu Jasmonaten weitermetabolisieren kann,
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keine erhdhten Spiegel beobachtet. Es zeigten sich bei diesen Pflanzen ahnliche Werte wie

in den Wildtypblattern.

2.3.2.8 Untersuchung der Oxylipinakkumulation in Kombination von
Dunkelinkubation und Verwundung
Bisher wurde festgestellt, dass es wahrend der Seneszenz-Induktion zur starken
Akkumulation von freien Jasmonaten im Zusammenhang mit dem Abbau von
Membranlipiden kommt. Im Gegensatz zu anderen stressinduzierten Prozessen z. B. nach
Verwundung, korrelierte die Akkumulation von Arabidopsiden nicht mit der von freien
Oxylipinen. Es wurde nun untersucht, inwieweit die Konstitution der Chloroplasten-
membranen wahrend der Dunkelinkubation Einfluss auf die weitere Freisetzung von
Oxylipinen hat und ob es im Stadium der Seneszenz noch zu einer zusatzlichen Freisetzung
von Jasmonaten aus den Membranen kommen kann. Zu diesem Zweck wurden zu Beginn
des Experimentes an einem Teil der Versuchspflanzen die Blatter sofort geerntet, einem
anderen Teil wurden mit der Pinzette Verwundungen an der Blattspreite zugefugt und diese
Blatter nach einer Stunde geerntet. Die Blatter weiterer Pflanzen wurden wie bereits
beschrieben dunkelinkubiert. Nach 3 bzw. 7 Tagen wurden die Halfte der inkubierten Blatter

sofort geerntet, die andere Halfte wie zuvor verwundet und nach einer Stunde geerntet.
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Abbildung 30: JA- (A) und OPDA-Konzentrationen (B) [in ng g'1 FG] in den Blattern des
Wildtyps zu Beginn des Experimentes (0 Tage) sowie nach 3 bzw. 7 Tagen in stindiger
Dunkelheit (schwarze Balken). Die dunkelinkubierten Blaitter wurden nach der jeweiligen
Inkubationsdauer zusatzlich verwundet und nach einer Stunde geerntet (weiRe Balken) [n=3].

Wie in Abbildung 30 dargestellt ist, konnte hier die bereits festgestellte starke Freisetzung
von JA (A) und OPDA (B) nach Dunkelinkubation erneut gezeigt werden. Dabei wurde nach
3 Tagen ein moderater Anstieg auf 350 bzw. 130 ng g' FG festgestellt. Nach weiteren 4
Tagen stiegen die Werte fiir JA auf bis zu 6000 ng g”' FG an, die Werte fiir OPDA lagen
nach 7 Tagen bei etwa 900 ng g FG. Nachdem die Kontrollbltter (O Tage) bzw. die bereits
3 Tage dunkelinkubierten Blatter zusatzlich verwundet wurden, zeigte sich ein Dunkelheit-

unabhangiger deutlicher Anstieg freier Jasmonate. So konnten nach 0 bzw. 3 Tagen
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dhnliche Konzentrationen fiir JA (4000 ng g™ FG) und fiir OPDA (2200 ng g™ FG) gemessen
werden. Im Vergleich zu den jeweiligen nur verdunkelten Blattern waren die Blatter durch
den Stimulus in der Lage, die 12- (JA) bzw. 17-fache (OPDA) Menge zuséatzlich zu erzeugen.
Mit fortschreitender Seneszenz und damit Abbau der Membranlipide konnte nach 7 Tagen
kein deutlicher Unterschied mehr zwischen den verwundeten und unverwundeten Blattern
festgestellt werden. Wie bereits in anderen Publikationen beschrieben wurde, ist nach
Verwundung eine Arabidopsid-Akkumulation zu beobachten (Buseman et al., 2006). In
Abbildung 31 ist das Vorkommen von Arabidopsiden wahrend der Dunkelinkubation
dargestellt. Die Werte fur unverwundeten Blatter (A) zeigten dabei ein Verhalten, wie es

schon zuvor nach Dunkelinkubation festgestellt wurde (vgl. Abbildung 25).
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Abbildung 31: Arabidopsid-Konzentratiionen [in pg g'1 FG] in den Wildtypblattern wahrend der
Dunkelinkubation unverwundet (A) und nach zuséatzlicher Verwundung (B) zu Beginn des
Experimentes (0 Tage) sowie nach 3 und 7 Tagen.[n=3]

In den Blattern ohne Verwundung (A) zeigten sich dabei nach 3 bzw. 7 Tagen nur
geringfiigige Variationen der Arabidopsidspiegel. Insgesamt blieben dabei die Level der
einzelnen Spezies bei unter 5 ug g' FG. Nach zusatzlichem Verwundungsstimulus (B)
akkumulierten in den Kontrollblattern (0 Tage) die Arabidopsid-Spezies A und D auf bis zu 60
ug g' FG. Fir Arabidopsid B und E konnten Konzentrationen von etwa 25 ug g' FG
gemessen werden; die weiteren Spezies lagen bei 10 ug g”' FG und darunter. Nach 3 Tagen
Inkubation und Verwundung konnte eine deutliche Reduktion in der Akkumulation
beobachtet werden. Trotz ahnlicher Jasmonat-Produktion konnte nur noch ein Anstieg der
Arabidopside von < 50 % gegenuber des Kontrollzeitpunktes festgestellt werden. Lediglich
die Arabidopside C und E wiesen keine veranderte Akkumulation auf. Nach 7 Tagen trat
wahrend der hochsten Jasmonat-Freisetzung trotz Verwundung keine weitere Produktion

veresterter Oxylipine mehr ein.

2.3.3 Charakterisierung der osmotisch-induzierten Seneszenz

In den bisherigen Systemen wurde trotz deutlicher Unterschiede in der Jasmonat-Produktion,

zwischen den einzelnen Linien kein Einfluss auf die Progression des Seneszenz-Prozesses
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festgestellt. Es ist bekannt, dass die Behandlung von Pflanzenteilen mit Sorbitol zum Anstieg
endogener Jasmonate und ebenfalls zu Seneszenz-Symptomen fiihrt (Lehmann et al.,
1995). Man spricht hier von sogenannter chemisch- oder osmotisch-induzierter Seneszenz
oder auch von ,Jasmonat-induziertem, Seneszenz-assoziietem Zelltod“. Zur
Charakterisierung dieser Vorgange im Hinblick auf die Funktion von LOX2, wurden adulte
Blatter etwa 6 Wochen alter Pflanzen auf 500 mM D-Sorbitol-L6sung sowie auf H,O als
Kontrolle flottiert und nach 24 bzw. 48 Stunden geerntet. Anschliessend wurde das
Pflanzenmaterial auf das Vorkommen von Oxylipinen sowie auf die bereits beschriebenen
Seneszenz-Symptome hin untersucht. Im Hinblick auf die Unterscheidung zwischen den
durch Jasmonate verursachten Effekten und denen, die moéglicherweise durch andere 13-

LOX Produkte entstehen, wurde die JA-defiziente dde2-2 Mutante parallel untersucht.

2.3.3.1 Untersuchung der LOX2 Genexpression

Zu Beginn der Analysen wurde die LOX2 mRNA-Expression im Wildtyp und in den
transgenen Linien nach Sorbitolbehandlung untersucht (Abbildung 32). Es zeigte sich im
Gegensatz zu anderen Seneszenz-Prozessen, dass die Expression im Wildtyp nach 24-

stundiger Behandlung stark induziert wird.
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Abbildung 32: Relative LOX2-Expression bezogen auf Actin2/8 der Blatter beim Wildtyp sowie
den Linien 35S::LOX2i-2 und -9 und dde2-2 zu Beginn des Experimentes (0 Stunden) sowie
nach 24 und 48 Stunden Inkubation in 500 mM Sorbitollésung. Die dargestellten Ergebnisse
zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus 2 unabhangigen Experimenten.[n=4-6]

Nach 24 Stunden konnte ein 4-facher Anstieg festgestellt werden, der nach 48 Stunden
wieder um etwa 25 % absank. Im Gegensatz dazu wurde, korrespondierend zu den
bisherigen Experimenten in den LOX2 RNAI-Linien, eine basale Suppression um etwa 80 %
im Vergleich zum Wildtyp festgestellt. Durch den osmotischen Stimulus konnte in den

Blattern der RNAi-Linien auch keine weitere Induktion der Expression beobachtet werden.
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Wie schon unter Kapitel 2.2.3 festgestellt wurde, verflgte die AOS-Mutante dde2-2 ebenfalls
Uber eine insgesamt verminderte LOX2-Expression. Nach 24 bzw. 48 Stunden Behandlung
trat in den dde2-2 Blattern lediglich eine etwa 2-fache LOX2-Induktion ein. Im Vergleich zum

Wildtyp betrugen diese gemessenen Spiegel nur etwa 10-20 %.

2.3.3.2 Analyse der Jasmonate

In den Sorbitol- bzw. Wasser-behandelten Proben wurden nun die JA- und OPDA-
Konzentrationen untersucht. Dazu wurden die freien Sauren aus dem gefriergetrocknenten
Pflanzenmaterial von Wildtyp und den transgenen Linien extrahiert. AnschlieBend wurden
die Substanzen mittels UPLC -MS/MS quantifiziert.
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Abbildung 33: JA- und OPDA-Konzentrationen [in ng g” FG] in den Blittern des Wildtyps und
der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 zu Beginn des Experimentes (0 Stunden) sowie nach 24 und 48
Stunden in 500 mM Sorbitollésung (A, C) bzw. H,O (B, D). Um vergleichbare Konzentrationen
zu erhalten, wurde zur Umrechnung von Trocken- in Frischgewicht experimentell ein
Umrechnungsfaktor von 0,06 bestimmt. Die dargestellten Ergebnisse zeigen die Mittelwerte
aus 2 unabhangigen Experimenten [n=3-6]

Durch das Flottieren auf Sorbitol konnte im Wildtyp eine deutliche Induktion der Jasmonat-
Biosynthese festgestellt werden (Abbildung 33 A, C). So erhdhte sich der JA-Spiegel nach
24 Stunden um etwa das 10-fache auf etwa 250 ng g’ FG (A); Bei OPDA fand ebenso eine
Erhéhung um das 10-fache auf etwa 500 ng g™ FG statt (C). Diese Level blieben nach 48

Stunden relativ konstant. In den Wasserkontrollen konnte keine JA-Induktion festgestellt
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werden (Abbildung 33 B). Lediglich ein leichter Anstieg der OPDA-Level von 50 auf etwa 100
ng g FG nach 24 bzw. 48 Stunden konnte beobachtet werden (D). Die LOX2 RNAi-Linien
zeigten wahrend der Behandlungen nur marginal veranderte Jasmonat-Spiegel. So blieben
die Jasmonsaure-Konzentrationen im Wesentlichen im basalen Bereich < 10 ng g FG. Dies
lag sogar unterhalb der Kontrollwerte fur den Wildtyp. Fir OPDA konnte eine leichte
Induktion der Konzentrationen in den transgenen Linien festgestellt werden. So stiegen die
Level sowohl nach Sorbitol- (C) als auch bei H,O-Behandlung (D) von etwa 10 ng g™ FG um
das 5- bis 8-fache an. Insgesamt wurde bei der H,O-Behandlung sowohl im Wildtyp als auch
bei den RNAI-Linien nur eine leichte Induktion der OPDA-Spiegel beobachtet. Die Jasmonat-
defiziente Mutante dde2-2 wurde nicht abgebildet, da hier keine Jasmonate detektiert

wurden.

2.3.3.3 Analyse der Galaktolipid-veresterter Oxylipine (Arabidopside)

Es ist bekannt, dass als Stressantwort in Arabidopsis, z.B. nach Verwundung, neben einer
Freisetzung freier Jasmonate eine Akkumulation von Galaktolipid-veresterten Oxylipinen
stattfindet (siehe Abbildung 31). Wie bereits in den vorhergehenden Experimenten wurden
auch nach der Sorbitol- bzw. H,O- Behandlung aus dem gefriergetrockneten Material
Lipidextrakte hergestellt und die enthaltenen Arabidopside durch UPLC-MS/MS getrennt und

quantifiziert.
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Abbildung 34: Arabidopsid-Konzentrationen im Wildtyp wahrend des Flottierens auf 500 mM
Sorbitol (A) bzw. H,O (B) [in pg g™’ FG] zu Beginn des Experimentes (0 Stunden) sowie nach 24
und 48 Stunden. Um vergleichbare Konzentrationen zu erhalten, wurde zur Umrechnung von
Trocken- in Frischgewicht experimentell ein Umrechnungsfaktor von 0,06 bestimmt. Die
dargestellten Ergebnisse zeigen die Milttelwerte aus 2 unabhangigen Experimenten [n=3-6].

Wie die Abbildung 34 A darstellt, fand nach 24 Stunden Behandlung mit 500 mM
Sorbitollésung im Wildtyp eine deutliche Induktion der Arabidopsid-Akkumulation statt. Die
Kontrollpflanzen zu Beginn des Experimentes enthielten deutlich weniger als 1ug g™ FG je
Lipid-Spezies. Nach 24 Stunden erhdhten sich vor allem die Gehalte an Arabidopsid E und
G. Bei den Arabidopsiden A, B und D trat eine Verdrei- bis Vervierfachung der Werte bis auf
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Werte von 8 ug g FG (Arabidopsid A) ein. Besonders stark stiegen Arabidopsid E auf 26 ug
g” FG und Arabidopsid G auf 12 ug g”' FG an. Bei Arabidopsid C konnte kein relevanter
Anstieg beobachtet werden. Nach 48 Stunden trat keine zusatzliche Akkumulation auf,

sondern die Konzentrationen sanken bei allen Spezies auf Mengen von unter 3 ug g~ FG.

WT LOX2i-2
[ng g'1 FG] Oh 24 h 48 h Oh 24 h 48 h
Arabidopsid A 3316 + 5214 8154 + 3,74 2704 + 1204 29+ 39 8+13,9 nd
Arabidopsid B 434 £ 527 3965 + 2130 924 + 359 10+ 13 12 £ 20 nd
Arabidopsid C 69 + 103 591+ 135 527 + 384 nd nd nd
Arabidopsid D 554 + 725 4633 + 1325 2527 + 1145 6,1+10,6 14 £ 23 nd
Arabidopsid E 346 + 223 26942 + 12440 3236+ 2365 nd 46+7,9 nd
Arabidopsid G 87 + 50 11835 + 5486 1537 £ 1309 nd 22+38 nd
dde2 LOX2i-9
[ng g'1 FG] Oh 24 h 48 h Oh 24 h 48 h
Arabidopsid A nd nd nd nd nd nd
Arabidopsid B 1,3+2,3 nd nd 1,3+2,3 nd nd
Arabidopsid C nd nd nd nd nd nd
Arabidopsid D nd nd nd nd nd nd
Arabidopsid E nd nd nd nd nd nd
Arabidopsid G nd nd nd nd nd nd

Tabelle 5: Arabidopsid-Konzentrationen [in ng g'1 FG * SD] nach Flottierung auf 500 mM
Sorbitol der Blatter des Wildtyps sowie der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 und der Mutante dde2-2
zu Beginn des Experimentes (0 Stunden) sowie nach 3 und 7 Tagen. Die Wildtypwerte
entsprechen denen in Abbildung 34. Die dargestellten Daten zeigen ein reprasentatives
Ergebnis aus 2 unabhidngigen Experimenten [n=3-6; nd=nicht detektierbar]

WT LOX2i-2
[ng g FG] 0h 24 h 48 h Oh 24 h 48 h
Arabidopsid A 3316 £ 5214 7708 + 3841 9428 + 1918 29 + 39 108 £ 185 2+04
Arabidopsid B 434 + 527 3666 + 1066 5141 £ 1192 10+ 13 49 + 85 nd
Arabidopsid C 69 + 103 130 £48 190 + 14 nd nd nd
Arabidopsid D 554 +725 2075 + 567 3630 £ 620 6,1+10,6 23+40 nd
Arabidopsid E 346 + 223 236 + 82 371 £ 221 nd 3255 0,4+0,6
Arabidopsid G 87 + 50 109 + 28 89 + 34 nd 0,9+1,6 nd
dde2 LOX2i-9
[ngg” FG] 0h 24 h 48 h Oh 24 h 48 h
Arabidopsid A nd 28+0,5 36+22 nd 26+0,5 2+0,5
Arabidopsid B 1,3+£2,3 0,8+1,4 nd 1,3+23 0,8+1,4 nd
Arabidopsid C nd nd nd nd nd nd
Arabidopsid D nd nd nd nd nd nd
Arabidopsid E nd nd 2+29 nd nd nd
Arabidopsid G nd nd nd nd nd nd

Tabelle 6: Arabidopsid-Konzentrationen [in ng g™ FG * SD] nach Flottierung auf H,O der Blitter
des Wildtyps sowie der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 und der Mutante dde2-2 zu Beginn des
Experimentes ( 0 Stunden) sowie nach 3 und 7 Tagen. Die Wildtypwerte entsprechen denen in
Abbildung 34. Die dargestellten Daten zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus 2
unabhéngigen Experimenten [n=3-6; nd=nicht detektierbar]

Durch die gleiche Inkubation mit H,O (Abbildung 34 B) konnte keine starke Akkumulation der
Spezies E und G erreicht werden. Hier trat nach 24 bzw. 48 Stunden aber dennoch eine
geringe Zunahme der Arabidopside A, B und D auf 8 bzw. 4 ug g™ FG ein. In den Tabellen 5
und 6 sind die Wildtypwerte im Vergleich zu den LOX2 RNAI- Linien und der dde2-2 Mutante
nach Sorbitol- bzw. nach H,O- Behandlung dargestellt. Es zeigte sich in den Experimenten,

in den
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transgenen Pflanzen stattgefunden hat. Die Quantifizierung der Arabidopside in den

Mutanten erfolgte dabei bereits im Bereich des Detektionslimits.

2.3.3.4 Beschreibung der Seneszenz-Symptome

Durch das Flottieren der Arabidopsis-Blatter auf 500 mM Sorbitolldsung konnten Uber 48
Stunden seneszenzartige Symptome induziert werden. Aufgrund der hyperosmotischen
Lésung verloren die Blatter nach 24 Stunden Wasser, so dass die Festigkeit des Gewebens
deutlich nachlies. Makroskopisch wiesen die eingelegten Blatter jedoch noch keine
sichtbaren Farbveranderungen oder Lasionen auf. Aus diesem Grund konnten zu diesem
Zeitpunkt noch keine erkennbaren Unterschiede zwischen Wildtyp und den Mutanten
festgestellt werden. Nach 48 Stunden wurde in den Wildtypblattern ein deutliches
Ausbleichen beobachtet; die LOX2 RNAi-Linien zeigten sich hingegen noch deutlich gruner
(Abbildung 35 C, D). Die Blattintegritdt der transgenen Linien war zudem noch deutlich
stabiler als beim Wildtyp. Diese Unterschiede konnten in weiteren Experimenten auch noch
nach 72 Stunden festgestellt werden (nicht dargestellt). Ein ahnlicher Effekt, der teilweise
noch deutlicher ausgepragt war, konnte bei der JA/OPDA-defizienten dde2-2 Mutante
festgestellt werden (Abbildung 35 B). Die Blatter dieser Pflanzen waren nach 48 Stunden
ebenfalls deutlich griner und stabiler als die Wildtypblatter. In den Kontrollen mit H,O traten

nach 48 Stunden weder in den Mutanten noch im Wildtyp sichtbare Veranderungen auf.

Abbildung 35: Reprasentativer Vergleich von Arabidopsis-Bléttern, die 48 Stunden auf 500 mM
Sorbitollosung flottiert wurden; Wildtyp (A), dde2-2 (B); 35S::LOX2i-2 (C) und 35S::LOX2i-9 (D).
Die Bilder wurden mit gleicher Belichtungszeit aufgenommen.

2.3.3.5 Bestimmung des Chlorophyligehaltes

Um den makroskopischen Zustand der Blatter genauer zu bestimmen, wurde aus dem
gefriergetrockneten Blattmaterial das Chlorophyll extrahiert. Wie in Abbildung 36 A zu sehen
ist, kam es im Wildtyp durch die Einwirkung der Sorbitolldsung zu einem raschen Abbau des

Chlorophylls.
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Abbildung 36: Chlorophyll a+b Konzentrationen [in ug g' FG] in den Blittern des Wildtyps
sowie der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 und der Mutante dde2-2 zu Beginn des Experimentes (0
Stunden) und nach 24 bzw. 48 Stunden in 500 mM Sorbitollésung (A) und als Kontrolle in H,O
(B). Um vergleichbare Konzentrationen zu erhalten, wurde zur Umrechnung von Trocken- in
Frischgewicht experimentell ein Umrechnungsfaktor von 0,06 bestimmt. Die dargestellten
Daten zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus 2 unabhangigen Experimenten. Die Sternchen
reprasentieren signifikante Unterschiede zwischen LOX2i-Linien, dde2-2 und dem Wildtyp
(One-way ANOVA, *P >0,002, n=6).

Nach 24 Stunden konnten im Wildtyp nur noch knapp 50 % des Ausgangswertes festgestellt
werden, nach 48 Stunden sogar nur etwa 12 %. In mehreren Experimenten wurde dabei
beobachtet, dass in den Mutanten mit verminderter Jasmonat-Biosynthese dieser Abbau
verlangsamt stattfand. So trat bei den LOX2 RNAi-Linien sowie bei der dde2-2 Mutante
ebenfalls ein Abbau ein. Wie in Abbildung 36 A zu sehen ist, fand jedoch bereits nach 24
Stunden eine leichte Verzdgerung der Bleichung ein. Zum Zeitpunkt 48 Stunden konnte der
Unterschied zum Wildtyp signifikant nachgewiesen werden. Hier enthielten die LOX2i- Blatter
noch etwa 20 %, die dde2-2-Blatter noch etwa 25 % der urspriinglichen Chlorophylimenge.
Somit bestatigten diese Analysen den visuellen Eindruck, dass in diesen Blattern eine
Verzégerung der Symptome stattfand. In Abbildung 36 B sind die Chlorophylimengen in den
Blattern der H,O-Behandlungen dargestellt. Im Gegensatz zur Sorbitolbehandlung war in
allen Pflanzelinien nur eine geringe, gleichmaRige Tendenz zum Chlorophyllabbau zu

erkennen.

2.3.3.6 Analyse der plastidaren Galaktolipide

Als weiterer Parameter fur die Seneszenz-Progression wurden die Konzentrationen der
Galaktolipide aus den Chloroplastenmembranen untersucht. Dazu wurden die
Membranlipide extrahiert und per UPLC-MS/MS quantifiziert. Es konnte beobachtet werden,
dass es wahrend der Flottierung auf Sorbitolldsung, ahnlich wie in der dunkelinduzierten

Seneszenz, zu einem drastischen Abbau von Galaktolipiden kommt.

68



Ergebnisse

400 700
Q 350 - 600 -
F'g 300 - 500 -
= 250 A
o 400 A
(OD 200 A
300 -
g 150 1
@) 200 H~
(D 100 T
= 50 - 100 ~
0 - 0 -
‘b{b ,\Q)(b ‘brb QS{L \Qir’b \‘brb ,\‘brb ‘bq’
ol o1 5o o o o 3] o
X X X X X X X X
A\ > Q Q < A\ Q Q

Abbildung 37: Lipid-Muster der am haufigsten in Arabidopsis vorkommende Galaktolipide [in
pug g' FG] in den Blittern des Wildtyps nach Sorbitolbehandlung (A) sowie nach H,O-
Behandlung (B). Die Proben wurden jeweils zu Beginn des Experimentes (0 h) sowie nach 24 h
und 48 h Inkubation auf 500 mM Sorbitollésung bzw. H,O geerntet [0 h, 24 h, n=3; 48 h, n=6].
Die dargestellten Daten zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus 2 unabhéngigen
Experimenten. [n=4].
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Abbildung 38: Lipid-Muster der am haufigsten in Arabidopsis vorkommende Galaktolipide [in
pg g' FG] in den Blattern des Wildtyps, der Linien 35S::LOX2i-2, -9 und dde2-2 nach 48
Stunden Sorbitolbehandlung (A) sowie nach H,O-Behandlung (B). Um vergleichbare
Konzentrationen zu erhalten, wurde zur Umrechnung von Trocken- in Frischgewicht
experimentell ein Umrechnungsfaktor von 0,06 bestimmt. Die dargestellten Daten zeigen ein
reprasentatives Ergebnis aus 2 unabhidngigen Experimenten. Die Sternchen reprasentieren
signifikante Unterschiede zwischen LOX2i-Linien bzw. dde2-2 und dem Wildtyp (One-way
ANOVA, *P >0,002, n=6).
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Es war festzustellen, dass nach Sorbitolbehandlung bereits nach 24 Stunden ein Abbau der
MGDG-Spezies von etwa 50 % zum Basiswert stattfand (Abbildung 37 A). Bei den DGDG-
Spezies erfolgte der Lipid-Umsatz langsamer, es konnte nach 24 Stunden lediglich eine
Abnahme von 20 % gegeniuber dem Ausgangswert festgestellt werden. Nach 48 Stunden
fand bei den MGDG-Spezies keine weitere Abnahme mehr statt, hingegen konnte bei den
DGDG noch ein weiterer Ruckgang auf letztlich etwa 50 % des Ausgangswertes gezeigt
werden. Bei der Kontrollbehandlung mit H,O wurde keine Verminderung der Galaktolipide
beobachtet (Abbildung 37 B). Im Falle von MGDG-18:3-16:3 wurde sogar eine leichte
Zunahme festgestellt.

Im direkten Vergleich der transgenen Linien mit dem Wildtyp konnte nach
Sorbitolbehandlung deutlich ein Unterschied festgestellt werden (Abbildung 38 A). In allen
vier hier dargestellten Lipid-Spezies wurde nach 48 Stunden ein signifikant hdherer Gehalt in
den LOX2 RNAiI-Linien festgestellt. So zeigten sich bei den MGDG-Sezies etwa 30 %, bei
den DGDG etwa 20 % hohere Werte. Obwohl die dde2-2 Mutante die hdchsten
Chlorophyllwerte aufwies, konnte fir die MGDG kein Unterschied zum Wildtyp bestimmt
werden. Es trat dafir jedoch eine deutliche Erhéhung bei den DGDG-Spezies gegenuber
dem Wildtyp (40-50 %) und sogar ein deutlicher Unterschied zu den RNAi-Pflanzen (ca. 25
%) auf. Bei den Kontroll-Blattern (Abbildung 38 B) wurden entsprechend den
Chlorophyllwerten bis auf geringfligige Varianzen keine Unterschiede zwischen den

Pflanzenlinien beobachtet.

500 mM Sorbitol WT LOX2i-2 LOX2i-9 dde2

Oh 1255,7 £ 245,0 949,0 + 289,0 810,4 £ 68,4 726,0 + 83,6
24 h 630,9 +105,9 668,0 + 44,3 762,9 £ 100,5 718 £92,4
48 h 494,3+44,4 689,8 +£49,9 730,9 £ 64,8 786,6 £ 129,5
H20

Oh 1255,7 £ 245,0 949,0 +289,0 810+ 68,4 726,0 + 83,6
24 h 1364,9 + 168,8 1446,7 £ 115,0 1434,6 +£124,0 1448,0 + 88,8
48 h 1503,0+ 35,9 1444,1 + 46,7 1405,8 +100,2 1329,1+35,2

Tabelle 7: Gesamtheit der quantifizierten Galaktolipide [in ug g™ FG % SD] in den Blittern des
Wildtyps sowie der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 und der Mutante dde2-2 zu den Zeitpunkten 0,
24 und 48 Stunden. Die Behandlung erfolgte mit 500 mM Sorbitoliésung bzw. H,O. Kalkulation
aufgrund 16 quantifizierter Lipid-Spezies. Die dargestellten Daten zeigen ein reprasentatives
Ergebnis aus 2 unabhingigen Experimenten. [n=3-6]

Betrachtet man die Gesamt-Galaktolipide in Tabelle 7, so wird deutlich, dass nach der
Flottierung auf Sorbitol beim Wildtyp die starkste Reduktion von 1255,7 ug g™ FG auf 494,3
ug g”' FG auftrat. Das entspricht etwa einem Riickgang von 60% zur Ausgangsmenge. Bei
den LOX2 RNAIi-Pflanzen konnte hingegen nur ein Gesamt-Ruckgang um 39 % bzw. 10 %
beobachtet werden. Interessanterweise wies die dde2-2 Mutante insgesamt niedrigere
Spiegel auf, wobei sich der Gesamtgehalt im Experiment kaum verandert hat. In den

Wasserkontrollen wurde im Gegensatz zu den Chlorophylidaten ein Anstieg der
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quantifizierten Galaktolipide beobachtet. Diese stiegen im Wildtyp relativ um etwa 20 %, in
den RNAI-Linien um etwa 50- 60 % und in den ddeZ2-2-Blattern um bis zu 80 % an.

2.3.3.7 Untersuchung der Genexpression

Um festzustellen, ob die beobachtete Seneszenz-Verzégerung sich auch auf Ebene der
Expression molekularer Markergene (SAGs) auswirkt, wurden die hergestellten cDNAs aus
den vorgestellten Experimenten mittels qRT-PCR daraufhin untersucht. Zunachst wurde die
Expression der Cysteinprotease SAG12 getestet. Im Falle der osmotisch-induzierten
Seneszenz nach Sorbitol-Behandlung konnte jedoch im Vergleich zur nattrlichen Seneszenz
kaum SAG12-Expression induziert werden (Abbildung 39 A, B). Zum Vergleich wurde auch
die Induktion nach Dunkelbehandlung untersucht. Hier ziegte sich aber ebenfalls nur eine

geringfugige Steigerung der Genexpression (Abbildung 39 C).
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Abbildung 39: Relative SAG712-Expression bezogen auf Actin2/8 nach Sorbitolbehandlung (A)
in der natiirlichen Blattseneszenz (B) und der dunkelinduzierten Seneszenz in den Blattern des
Wildtyps sowie der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 und der Mutante dde2-2. Die cDNAs zur
natiirlichen bzw. dunkelinduzierten Seneszenz stammen aus den Experimenten unter 2.3.1
bzw. 2.3.2 [n24].

Da sich die SAG12-Expression offenbar nicht als Indikator fur artifizielle Seneszenz-Systeme
eignet, sondern wie erwahnt ein entwicklungsspezifischer Marker ist, wurde die Expression
von Genen untersucht, die sowohl zu den Seneszenz-assoziierten Genen gehdren, aber
moglicherweise auch durch Stress induziert werden. Dazu wurden die Gene SAG13
(At2g29350) und SEN1 (At4g35770) ausgewahlt. SAG13 kodiert dabei fur eine Alkohol-
Dehydrogenase (Lohman et al., 1994), deren Expression in der frihen natlrlichen
Seneszenz stark ansteigt (siehe auch Abbildung 8). Die genaue Funktion des Seneszenz-
assoziierten Proteins SEN1 ist dagegen noch unbekannt. Es wird jedoch sowohl bei
Seneszenz-Prozessen als auch bei der Pathogenantwort aktiviert (Oh et al., 1996; Schenk et
al., 2005).
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Abbildung 40: Relative SAG13- (A), SEN1- (B) und CAB-Expression (C) bezogen auf Actin2/8 in
den Blattern des Wildtyps sowie der Linien 35S::LOX2i-2 und 9 und der Mutante dde2-2 zu den
Zeitpunkten 0, 24 und 48 Stunden. Die Behandlung erfolgte mit 500 mM Sorbitollésung. Die
Daten stellen Mittelwerte aus 2 unabhéngigen Experimenten dar [n24].

Die Abbildungen 40 A und B zeigen die relativen SAG13- und SEN7-Expressionen nach
Sorbitolbehandlung. Es wird deutlich, dass die Expression der beiden Gene im Wildtyp
deutlich durch die Behandlung induziert wurde. In den Blattern der Kontrollpflanzen (0 h)
konnten fiir beide mRNA nur basale Spiegel festgestellt werden; nach 24 Stunden erfolgte
bereits eine Induktion um das 50-fache (SAG13) bzw. das 20-fache (SEN7). Wahrend im
Wildtyp die SAG13-Expression auch nach 48 Stunden konstant blieb, so wurde sie bei SEN1
um etwa 50 % reduziert. Im Vergleich dazu zeigten die Jasmonat-reduzierten RNAI-Linien
sowie die dde2-2 Mutante eine deutlich verminderte Induktion. Wahrend die transgenen
Linien basal eine mit dem Wildtyp vergleichbare Expression aufwiesen, zeigten die LOX2
RNAi-Linien nach 24 Stunden nur 50 % der Wildtypinduktion fir SAG13 und SENT1. Erst
nach 48 Stunden wurde in diesen Blattern eine Angleichung an die Expressions-Level im
Wildtyp festgestellt. In der dde2-2 Mutante erfolgte die Induktion wesentlich langsamer. So
erhodhte sich die Expression nach 24 Stunden nur auf etwa 35 % (SAG13) bzw. 10 % (SENT)
des Wildtyp-Levels. Im Gegensatz zu den RNAi-Pflanzen verblieben die Expressions-Level
auch nach 48 Stunden nur bei lediglich 50% im Vergleich zum Wildtyp.

Es ist bekannt, dass nach stressinduzierter Seneszenz die Expression von Genen fir die

Photosynthese kurzfristig herabreguliert wird (Reinbothe et al., 1994). Um dies im Sorbitol-
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System zu prufen, wurde aus den gleichen cDNAs die Expression einer Untereinheit des
Chlorophyll-a/b-bindenden Proteins (CAB; At3g27690) quantifiziert. Wie die Abbildung 40 C
darstellt, ist CAB ein unter basalen Bedingungen in allen Linien stark exprimiertes Gen. Nach
Sorbitolbehandlung konnte tatsachlich bereits nach 24 bzw. 48 Stunden keine Expression
mehr gemessen werden.

Als ein Markergen fur JA-vermittelte Stress-Prozesse, wurde die Expression des jasmonat-
responsiven Gens VSP1 (At5g24780) untersucht. Dieses wird u. a. durch exogene
Applikation von MeJA induziert, aber nicht wahrend der naturlichen Alterung (Berger et al.,
1996; Matthes et al., 2008). Abbildung 41 zeigt die vergleichende Analyse der relativen

VSP1-Expression in den drei untersuchten Seneszenz-Prozessen.
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Abbildung 41: Relative VSP71-Expression bezogen auf Actin2/8 nach Sorbitolbehandlung (A) in
der natiirlichen Blattseneszenz (B) und der dunkelinduzierten Seneszenz (C) in den Blattern
des Wildtyps sowie der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 und der Mutante dde2-2. Die cDNAs zur
natiirlichen bzw. dunkelinduzierten Seneszenz stammen aus den Experimenten unter 2.3.1
bzw. 2.3.2 [n24]

In der naturlichen Blattseneszenz (Abbildung 41 B) konnte im Wildtyp wahrend der gesamten
Entwicklung lediglich eine niedrige Basalexpression festgestellt werden. Diese war in den
LOX2 RNAi-Linien vermindert und in der JA/OPDA-defizienten dde2-2 Mutante teilweise
nicht messbar. Ein ahnliches Bild zeichnete sich fir die Induktion in Dunkelheit ab (Abbildung
41 C). Auch hier konnte in den Mutanten nur eine verminderte Basalexpression beobachtet
werden. Wie hingegen in Abbildung 41 A zu sehen ist, wurde die VSP1-Expression durch die
Flottierung auf Sorbitollésung stark induziert. Im Wildtyp fand nach 24 Stunden eine
Induktion um den Faktor 13 statt. In den RNAi-Pflanzen mit verminderter Jasmonat-Synthese
konnte zwar eine Induktion von VSP1 beobachtet werden. Diese betrug jedoch nur 50 %
gegenuber dem Wildtyp. In der dde2-2 Mutante konnte keine relevate Expression nach 24

oder 48 Stunden nachgewiesen werden.
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2.3.4 Untersuchung der osmotisch-induzierten Seneszenz

in der coi1 Mutante

Die bisher gezeigten Ergebnisse legen nahe, dass die Induktion der Seneszenz-Symptome
in den Blattern nach Sorbitolbehandlung jasmonatabhangig ist. Da die Untersuchungen
bisher mit Biosynthesemutanten durchgefiihrt wurden, die weniger oder keine Jasmonate
produzieren kdnnen, wurden nun Pflanzen untersucht, die in der Signaltransduktion der
Jasmonate eingeschrankt sind. Dazu wurde die Mutante coi1-16 (Feys et al., 1994)
untersucht. Wie bereits in der Einleitung erlautert wurde, vermittelt Jasmonoyl-Isoleucin mit
dem F-Box Protein COI1 die Ubiquitinierung von JAZ-Repressorproteinen, was zu einer
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren flhrt, die letztlich fir die weitere Jasmonat-vermittelte
Genantwort zustandig sind. In der Mutante coi7-16 ist das COI1 Protein unwirksam und die
vorhandenen Jasmonate kdnnen nicht erkannt werden. Somit kann keine COl1-abhangige

Signaltransduktion und damit keine Induktion der Jasmonat-Kaskade stattfinden.

2.3.41 Beschreibung der Seneszenz-Symptome

Wie bereits beschrieben, wurden die Blatter des Wildtyps Col gl sowie der Mutante coi1-16
auf 500 mM Sorbitollésung sowie H,O als Kontrolle tber 24 bzw. 48 Stunden flottiert. Nach
48 Stunden konnte in den Wildtypblattern ein deutliches Ausbleichen beobachtet werden; die
coi1-Blatter zeigten sich hingegen noch deutlich griiner (Abbildung 42). Die Blattintegritat
dieser Mutante war zudem noch deutlich stabiler als beim Wildtyp. In den Kontrollen mit H,O
traten nach 48 Stunden weder in den Mutanten noch im Wildtyp sichtbare Veranderungen

auf.

Abbildung 42: Reprasentativer Vergleich von Arabidopsis-Blattern nach 48 Stunden auf 500
mM Sorbitollésung; Wildtyp Col-gl (A) und coi1-16 (B). Die Bilder wurden mit gleicher
Belichtungszeit aufgenommen.

2.3.4.2 Bestimmung des Chlorophyligehaltes

Um den makroskopischen Zustand der Blatter genauer zu bestimmen, wurde aus dem
gefriergetrockneten Material das Chlorophyll extrahiert. Wie in Abbildung 43 A dargestellt ist,
kam es wie in den Experimenten unter 2.3.3.5 durch die Einwirkung der Sorbitollésung zu

einem raschen Abbau des Chlorophylls.
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Abbildung 43: Clorophyll at+b Konzentration [in pg g'1 FG] in den Blattern des Wildtyps sowie
der Mutante coi71-16 zu Beginn des Experimentes (0 Stunden) und nach 24 bzw. 48 Stunden auf
500 mM Sorbitollésung (A) und als Kontrolle auf H,O (B). Um vergleichbare Konzentrationen zu
erhalten, wurde zur Umrechnung von Trocken- in Frischgewicht experimentell ein
Umrechnungsfaktor von 0,06 bestimmt. Die dargestellten Daten zeigen einen Mittelwert aus 9
(Sorbitol) bzw. 3 (H,O) Messungen. Die Sternchen reprasentieren signifikante Unterschiede
zwischen coi1-16 und dem Wildtyp (One-way ANOVA, *P >0,002, n=9).

Zu Beginn des Experimentes zeigten beide Linien einen Gesamtchlorophyligehalt von etwa
1000 ug g”' FG. Im Wildtyp nahm der Gehalt nach 24 Stunden bereits um lber 50 % ab;
nach 48 Stunden konnten in diesen Blattern nur noch 18 % der Ausgangsmenge gemessen
werden, was etwa 180 ug g”' FG entsprach. In der Mutante trat bereits nach 24 Stunden eine
Verzogerung des Chlorophyllabbaus ein. In deren Blattern wurden zu diesem Zeitpunkt etwa
600 ug g FG Chlorophyll, was (iber 60 % des Ausgangswertes entsprach, festgestellt. Nach
48 Stunden konnte in der coi7-16 Mutante eine deutliche Seneszenz-Verzdgerung
beobachtet werden. Hier wiesen die Blatter noch etwa 300 ug g™ FG auf (30 %).

Bei den Kontrollansatzen mit H,O (Abbildung 43 B) konnte, dhnlich wie in den vorherigen
Experimenten gezeigt, ein leichter Riickgang des Chlorophyligehaltes Uber 48 Stunden
beobachtet werden. Dieser Riickgang fand jedoch in den untersuchten Linien gleichmaRig

statt.
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3 Diskussion

3.1 Die seneszenzinduzierbare RNA-Interferenz hat Einfluss auf die jeweilige mRNA-

Akkumulation, aber nicht auf Jasmonat-Produktion und Seneszenz

Die Blatt- bzw. Entwicklungs-spezifische RNA-Interferenz (RNAI) fur die Gene der JA-
Biosynthese AOS, LOX2 und OPR3 sollte durch den seneszenzinduzierbaren SAG173-
Promotor gesteuert werden. Durch Untersuchungen der Genexpression von SAG13 und der
Akkumulation der Ziel-mRNAs, konnte ein zeitlicher Zusammenhang zwischen der SAG13-
Expression wahrend der beginnenden Seneszenz und der Suppression des jeweiligen
Zielgens beobachtet werden. Dabei entsprach das hier festgestellte Expressionsmuster den
bisher gemachten Beobachtungen an Arabidopsis, die dieses Gen als SAG identifiziert
haben (Lohman et al., 1994; Weaver et al., 1998).

So konnte in den transgenen SAG13::AOSi- und SAG13::LOX2i-Linien eine Verminderung
der jeweiligen mRNA-Expression in den Blattern alterer Pflanzen festgestellt werden, wobei
wahrend der frihen Entwicklung (6 Wochen) kein Unterschied zum Wildtyp beobachtet
wurde. Ein ahnliches Verhalten zeigte sich auch in den Blattern von SAG13::0PRS3i-Linien
(Daten nicht dargestellt). Das bedeutet, dass auf transkriptioneller Ebene die
entwicklungsabhangige Induktion des RNAi-Mechanismus durch den seneszenzassoziierten
Promotor prinzipiell funktioniert hat.

Unter physiologischen Gesichtspunkten hatte die jeweilige mMRNA-Suppression durch eine
induzierbare RNA-Interferenz jedoch keinen Einfluss auf die tatsachlich produzierten
JA/OPDA Mengen. Im Wildtyp zeigten sich nach 8 bis 10 Wochen an den Blattern deutliche
Seneszenz-Symptome, die mit einem Anstieg der JA/OPDA-Konzentrationen einhergingen.
Ein JA-Anstieg in Arabidopsis-Blattern wurde bereits in vorherigen Arbeiten festgestellt. So
haben He et al., 2002 einen 4-fachen JA-Anstieg in seneszenten Blattern beobachtet. In
dieser Arbeit konnte jedoch ein weit hoherer Anstieg von Jasmonsaure um etwa das 50- bis
100-fache festgestellt werden. Trotz der RNAi-basierten Verminderung der Expression in den
transgenen SAG13::A0Si- und SAG13:.LOX2i-Linien, konnte in deren Blattern der
entwicklungsbedingte Jasmonat-Anstieg weiterhin beobachtet werden. Daruberhinaus
wurden in diesen Linien durch Analysen des Chlorophyligehaltes und der Genexpression
keine Veranderungen in der Seneszenz-Progression festgestellt (Daten nicht dargestellt).
Diese Pflanzen eigneten sich also insgesamt nicht, um mogliche seneszenzférdernde
Wirkungen der Jasmonate zu untersuchen.

Weiter kann daraus geschlossen werden, dass die Jasmonat-Produktion wahrend der
natlirlichen Seneszenz offenbar nicht von der ftranskriptionellen Aktivitat der
Biosynthesegene LOX2 und AOS abhangig ist. Wie in den Analysen der Genexpression
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festgestellt wurde, ist die natlrliche Expression dieser Gene gegen Ende der Blattalterung
ohnehin eher als rucklaufig bzw. stagnierend zu bezeichen. Dies belegen auch die
Ergebnisse anderer Untersuchungen, die fir die Gene LOX2 und AOS ein
Expressionsmaximum in etwa 6 Wochen alten, nicht-seneszenten Blattern mit einem
anschliefenden Expressionsrickgang festgestellt haben (He et al., 2002; van der Graaff et
al., 2006). Im Gegensatz zu Untersuchungen mit stressinduzierter Aktivierung der JA-
Kaskade (Bell and Mullet, 1993; Bell et al., 1995; Kubigsteltig et al., 1999; von Malek et al.,
2002; Spoel et al., 2003), korreliert also wahrend der natlrlichen Seneszenz die JA-
Produktion nicht mit einer gesteigerten mRNA-Expression von LOX2 oder AOS. Eine
wahrscheinliche Erklarung fir diese Beobachtungen ist, dass die Biosyntheseenzyme trotz
entwicklungsbedingter  Expressionsverminderung noch  funktionell innerhalb  der
Chloroplasten vorliegen, und somit nicht limitierend auf die anstehende JA-Produktion
wirken. So konnten beispielsweise trotz Rickgang des LOX-Proteingehaltes in seneszenten
Arabidopsis-Blattern, ansteigende Konzentrationen an 13-LOX-Produkten festgestellt werden
(Berger et al., 2001). Gestutzt wird die Theorie der Enzymstabilitdt auch von Beobachtungen,
die wahrend der artifiziellen Seneszenz-Induktion durch Dunkelheit gemacht wurden. Hier
wurde bereits nach 3 Tagen ein drastischer Rickgang der LOX2- (Abbildung 23) sowie der
AOS-Expression festgestellt (siehe dazu auch van der Graaff et al., 2006). Dennoch konnten
in diesen abgetrennten Blattern durch Dunkelinkubation bzw. durch zusatzliche Verwundung
noch enorme Mengen JA/OPDA hergestellt werden. Wie die Untersuchungen der
konstitutiven LOX2 RNAi-Linien zusatzlich gezeigt haben, ist eine hohe LOX2-Expression
wahrend der frihen Entwicklungsstadien offenbar fir eine spatere Lipoxygenierung wahrend
der dunkelinduzierten bzw. naturlichen Seneszenz erforderlich. Diese Beobachtungen wuirde
erklaren, warum eine weitere RNAi-vermittelte Suppression wahrend der natirlichen
Alterung keinen weiteren Einfluss auf die JA/OPDA-Synthese hat. So kann man es
physiologisch durchaus als sinnvoll betrachten, die energieaufwandige Transkription und
Translation von hochexprimierten Genen wie LOX2 und AOS wahrend der Seneszenz zu
reduzieren, wenn einerseits die bereits produzierten Enzyme noch ausreichend funktionell
zur Verfuigung stehen, andererseits die freiwerdenden Ressourcen flir die Expression von
SAGs bzw. als Metabolite fiir die Translokation in andere Organe zur Verfligung gestellt
werden konnen. Die natlrliche Verminderung der Genexpression kann also eher als eine
Folge der Restrukturierung des Blatt- bzw. Chloroplastenmetabolismus verstanden werden.
Wie spater noch besprochen werden soll, ist flir die Jasmonat-Synthese unter diesen

Bedingungen vermutlich eher die Substratverfiigbarkeit der limitierende Faktor.

3.2 LOX2 ist an der entwicklungsabhangigen Produktion von Oxylipinen beteiligt

Wahrend der Blattentwicklung wiesen die transgenen 35S::LOX2i-Linien, die mit Hilfe eines

konstitutiven RNAi-Mechanismus eine post-transkriptionelle Degradierung von LOX2-mRNAs
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herbeiftihren sollten, eine mMRNA-Suppression von etwa 80-90% im Vergleich zum Wildtyp
auf. Diese durchgehende Suppression wahrend der Pflanzenentwicklung fihrte dabei
offensichtlich zu einer verminderten Enzym-Synthese. Im Vergleich zum Wildtyp zeigten sich
dahingehend bei mehreren Untersuchungen in den LOX2i-Linien um etwa 50% reduzierte
basale JA/OPDA-Spiegel. Wie bereits festgestellt wurde, kommt es in Arabidopsis-Blattern
zum seneszenzbedingten Anstieg von Jasmonaten. Diese Akkumulation war durch die
verminderte Enzym-Synthese in den LOX2i-Pflanzen ebenfalls inhibiert. LOX2 ist also
offensichtlich an der Bereitstellung von freien Jasmonaten wahrend der Blattentwicklung
beteiligt.

Neben den freien Jasmonaten ist seit einigen Jahren die Existenz von membranveresterten
Oxylipinen bekannt, bei denen die Pentenone OPDA bzw. dnOPDA verestert an plastidare
Galaktolipide vorliegen. Da diese bisher nur im Genus Arabidopsis aufgefunden wurden,
werden diese auch als Arabidopside bezeichnet (Bottcher and Pollimann, 2009; Mosblech et
al., 2009). Die Untersuchung des Wildtyps hatte ergeben, dass es wahrend der Arabidopsis-
Entwicklung zwar zu Schwankungen, aber nicht zu grofen Arabidopsid-Akkumulationen
innerhalb der Membranen kommt. Die hier gemachten Beobachtungen, dass sowohl in den
LOX2i-Pflanzen als auch in den dde2-2 Mutanten stark verminderte Arabidopsid-Spiegel
vorlagen, weisen darauf hin, dass der Grof3teil der Arabidopside durch die Aktivitdten von
LOX2 bzw. AOS gebildet wird.

Dabei ist bisher noch nicht abschlief’end geklart, ob die Arabidopside durch Re-veresterung
von freier OPDA bzw. dnOPDA oder durch die direkten enzymatischen Reaktionen von
LOX2, AOS und AOC an den membrangebundenen Fettsauren gebildet werden. Im direkten
Vergleich zum Wildtyp wurden bei den LOX2i-Pflanzen etwa 250 % freie OPDA gefunden,
jedoch nur maximai3,5% Arabidopside . Dieser drastische Unterschied lasst darauf
schlielen, dass unter basalen Bedingungen eine OPDA/dnOPDA Re-veresterung eher
unwahrscheinlich ist und LOX2 neben der Umsetzung freier Fettsauren, verstarkt an der
Lipoxygenierung von membrangebundenen PUFAs beteiligt ist. In Untersuchungen der
kurzlich etablierten lox2-1 Mutante konnten unter basalen Bedingungen vergleichbare
Ergebnisse festgestellt werden, woraufhin die Autoren ahnliche Schlisse gezogen haben
(Glauser et al., 2009).

Wie bekannt ist weisen Mutanten, die entweder keine JA/OPDA produzieren oder erkennen
koénnen, diverse Defekte im Blatt-, Wurzel- und Sprosswachstum sowie in der Fertilitat der
Bliten auf (siehe Kapitel 1.3). Es wurde auch bereits erwahnt, dass die LOX2i-Linien
teilweise Uber reduzierte basale Jasmonat- und Arabidopsid-Spiegel verfugten. Der
phanotypische Vergleich zwischen dem Wildtyp, den LOX2i-Pflanzen und der dde2-2
Mutante hat jedoch gezeigt, dass die in den RNAi-Linien produzierten Jasmonat-

Konzentrationen fir eine wildtypische Auspragung des Groflenwachstums, des Habitus und
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der Fertilitdt in der Entwicklung der Pflanze ausreichend sind. Aufgrund der Tatsache, dass
Arabidopside wahrend der Entwicklung im Wildtyp nur in geringen Mengen vorkommen und
sich in den LOX2i-Pflanzen kaum Arabidopside feststellen lief3en, kann davon ausgegangen
werden, dass die veresterten Oxylipine in Entwicklungsprozessen wahrscheinlich keine Rolle
spielen bzw. niedrige Konzentrationen ausreichend sind.

LOX2 sorgt also zumindestens teilweise flir die Bereitstellung von Oxylipinen wahrend der
Entwicklung von Arabidopsis, wobei geringe Mengen fir die normale Entwicklung
ausreichend sind.

Ob die restlichen (funktionellen) JA/OPDA-Mengen dabei durch eine LOX2 Rest-Aktivitat
oder durch andere LOX-Isoformen gebildet werden, ist jedoch unklar. Die Isoformen LOXS3,
LOX4 und LOX6 sind zwar ebenso in den Chloroplasten lokalisiert (Bannenberg et al., 2009),
werden im Vergleich zu LOX2 jedoch nur schwach exprimiert. Nach Untersuchungen an der
lox2-1 Mutante, die basal gleiche Jasmonat-Konzentrationen wie der Wildtyp aufgewiesen
hat, wurde spekuliert, dass die weiteren LOX-Isoformen mdglicherweise an der Ausbildung
basaler Oxylipine beteiligt sind (Glauser et al., 2009). Aufgrund der beobachteten
Verminderung der basalen Jasmonat-Konzentrationen in den vorliegenden LOX2i-Linien,
kann daran gezweifelt werden. Dabei ist nicht ganzlich auszuschlieen, dass sich der Effekt
der RNA-Interferenz auch auf die homologen LOX-mRNA auswirkt und dies zu ,off-target”
Suppressionen fiihrt. Zu Testzwecken wurde deshalb das mRNA-Expressionsmuster des
Gens LOX3, dessen Sequenz die grofdten Homologien zu LOX2 aufweist, sowie des Gens
LOX1 basal und nach Verwundung bestimmt. Dabei konnten in den LOX2i-Pflanzen keine
wesentlichen Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp festgestellt werden (siehe Anhang,
Abbildung S1). Im Gegensatz zur basalen JA/OPDA-Produktion, kann aber durch die
Analyse der LOX2i-Pflanzen eine Rolle der anderen Arabidopsis 13-LOX Isoformen LOX3,
LOX4 und LOX6 bei der Seneszenz ausgeschlossen werden. So hatten andere
Untersuchungen zunachst ergeben, dass LOX3 und LOX4 wahrend der Seneszenz verstarkt
transkribiert werden (He et al., 2002). Durch die Auswertung der LOX2i-Linien konnte jedoch
festgestellt werden, dass der Anstieg der Jasmonate wahrend der Seneszenz lediglich auf
die Aktivitat von LOX2 zurlckzufuhren ist.

3.3 Die LOX2 vermittelte Jasmonat-Akkumulation hat unterschiedliche Effekte auf

die natiirliche und stressinduzierte Seneszenz

Die bisherigen Kenntnisse uUber die Rolle der Jasmonsaure und ihrer Derivate wahrend der
Seneszenz basieren im Wesentlichen auf den Beobachtungen, dass die Konzentrationen in
seneszenten Blattern ansteigen und die exogene Applikation zur Induktion von Seneszenz-
ahnlichen Symptomen sowie zur Expression von einigen SAGs fuhrt. Ob die Jasmonate eine
tatsachliche regulative Funktion bei der Progression der altersbedingten Seneszenz haben,

wie etwa die Zytokinine oder Ethylen, war aber bisher unklar.
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Ein wesentliches Hindernis bei der Erforschung der natirlichen Funktion ist die Tatsache,
dass JA-defiziente Mutanten pleiotrophe Effekte, sowohl auf die Habitus- und
Blattentwicklung als auch auf die Reproduktion aufweisen. Es ist bekannt, dass in
monokarpischen Pflanzen die Blattseneszenz unmittelbar mit der Seneszenz der
Gesamtpflanze gekoppelt ist (Ben-Porath and Weinberg, 2005). Daher war anzunehmen,
dass ein Unterbleiben der Reproduktion in diesen Linien zu einer Verminderung der
Pflanzen- und damit der Blattseneszenz fihren koénnte. Aus diesem Grund wurden
Beobachtungen an diesen Pflanzen als nicht mit dem Wildtyp vergleichbar angesehen.

Wie im vorherigen Kapitel dargestellt wurde, konnten fiir diese Arbeit Pflanzen entwickelt
werden, die durch die Anwesenheit basaler Jasmonat-Spiegel in Ihrer normalen Entwicklung
nicht durch solche Effekte beeintrachtigt sind, aber dennoch keine zusatzliche Jasmonat-
Akkumulation in seneszenten Blattern aufweisen. Um festzustellen, ob diese Akkumulation
fordernden Einfluss auf die Seneszenz der Blatter und damit auch auf die Entwicklung der
Gesamtpflanze hat, wurden Pflanzen des Wildtyps, der LOX2i-Linien und der JA-defizienten
Mutante dde2-2 gemeinsam angezogen und im Entwicklungsverlauf definierte

Rosettenblatter hinsichtlich verschiedener Seneszenz-Parameter untersucht.

3.3.1 Jasmonate sind nicht essentiell fiir die natiirliche Seneszenz-Progression

Die Charakterisierung der Seneszenz-Symptome sollte dabei in dieser Arbeit an mdglichst
entwicklungsnahen Parametern bestimmt werden. Ein wichtiges Indiz flir die altersbedingte
Seneszenz stellt dabei der Abbau des Chlorophylls dar. Um photooxidative Schadigungen
durch Abbauprodukte wahrend der Seneszenz zu vermeiden, ist der Chlorophyllabbau ein
hochregulierter Prozess, der damit als zuverlassiger Faktor zur Bestimmung der
Blattentwicklung geeignet ist (Ougham et al., 2008). So beginnt bereits nach der Expansion
der Blattspreite ein kontinuierlicher Rickgang des Chlorophyligehaltes, wie es auch hier
nach 8 bzw. 10 Wochen festgestellt wurde.

Einen molekularen Marker flr die natlirliche Seneszenz-Progression stellt die Expression der
Cysteinprotease SAG12 dar. Im Gegensatz zu anderen SAGs scheint dieses Gen besonders
entwicklungsspezifisch zu sein, da z. B. keine Induktion durch Stress-Stimuli oder applizierte
Hormone erfolgt, was sich auch in dieser Arbeit bestatigt hat (vgl. Abbildung 39). Daher
wurde es schon in vielen Studien als Indikator verwendet (Lohman et al., 1994; Gan and
Amasino, 1995; Weaver et al., 1998; Noh and Amasino, 1999; Weaver and Amasino, 2001).
Durch Beobachtung dieser Parameter, konnten unter natlrlichen Bedingungen keine
signifikanten Unterschiede in der Seneszenz-Progression zwischen dem Wildtyp mit erhéhter
JA/OPDA-Akkumulation, und den LOX2i-Pflanzen mit stagnierenden JA/OPDA-Spiegeln
festgestellt werden. Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass Pflanzen auch ohne die

entwicklungsbedingte Jasmonat-Akkumulation in ihren Blattern in der Lage sind, Seneszenz-
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Symptome auszubilden. Ein seneszenzfordernder Effekt erhdhter Jasmonat-Konzentrationen
kann somit unter diesen Bedingungen nicht bestatigt werden.

Interessanterweise konnten auch an der untersuchten dde2-2 Mutante, die weder OPDA
noch JA bilden kann, keine Unterschiede zum Wildtyp beobachtet werden. Dies deutet
darauf hin, dass Jasmonate auch nicht in geringen Mengen fur den Ablauf der Seneszenz
essentiell sind. Dies wurde trotz der erwdhnten Bedenken auch erklaren, warum an anderen
JA-defizienten Mutanten bisher keine Seneszenz-Verzdgerungen festgestellt wurden
(Vijayan et al., 1998; Schaller et al., 2000; Stintzi and Browse, 2000; von Malek et al., 2002).
Ebenfalls wurden keine Auffalligkeiten bei der JA-insensitiven coi1 Mutante beobachtet (He
et al., 2002). In diesem Zusammenhang kann auch davon ausgegangen werden, dass in
Arabidopsis die postulierte korrelative Kontrolle von Reproduktion und Blattseneszenz
wahrscheinlich eher eine geringe Bedeutung hat.

Die gemachten Beobachtungen sprechen insgesamt eher dafir, dass die gebildeten 13-LOX
Produkte unter den gewahlten Bedingungen keine seneszenzfordernde Wirkung bei der
entwicklungsabhangigen Alterung bzw. der Seneszenz-Progression haben.

Im Hinblick auf die anerkannten Funktionen anderer Phytohormone, wie etwa der Zytokinine,
des Ethylens oder der Salicylsaure, lasst der Vergleich mit den hier untersuchten
Jasmonaten vielmehr vermuten, dass die verschiedenen hormonellen Regulatoren
quantitativ und qualitativ stark unterschiedlich im Seneszenz-Prozess mitwirken.

Dennoch wurde beispielsweise in Untersuchungen des Transkriptoms der JA-insensitiven
coi1 Mutante festgestellt, dass eine Reihe von SAGs ohne die Erkennung der Jasmonate nur
vermindert exprimiert werden (Buchanan-wollaston et al., 2005). Beispielsweise werden
offenbar Gene durch Jasmonate (in Interaktion mit Ethylen) reguliert, die beispielsweise eine
Rolle in der Zellwand-Strukturierung, bei der Nukleinsaure-Degradierung oder in basalen
Schutzmechanismen spielen.

Aufgrund der hier gemachten Beobachtungen kommt dahingehend in Betracht, dass z. B. in
den LOX2i-Linien geringe Jasmonat-Konzentrationen zur Expression betreffender Gene
ausreichen. Wie ja bereits festgestellt wurde, ermoglichen geringe Mengen eine normale
Habitus- und Bliitenentwicklung (vgl. Kapitel 3.2).

Dies wird durch die Untersuchung der Expression des Gens Chlorophyllase1 (CLH7) im
Entwicklungsverlauf  unterstiitzt. Dessen Funktion liegt nachweislich nicht im
Chlorophyllabbau wahrend der natirlichen Seneszenz (Schenk et al.,, 2007), sondern
vielmehr in der ROS-Regulation nach Pathogenbefall (Kariola et al., 2005). So wurde hier
festgestellt, dass CHL71 zwar nicht als SAG bezeichnet werden kann, aber die CLH17-
Expression wahrend der Entwicklung stark vom Jasmonat-Signal abhangig ist (Abbildung
22).
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Dieses Beispiel verdeutlicht, dass selbst geringe JA-Konzentrationen, wie in den LOX2i-
Pflanzen vorhanden, noch bis zu 50% der Wildtyp-Expression auslésen kénnen.

Interessant ist hier die gemachte Beobachtung, dass in diesem Beispiel keine CHL17-
Expression in JA/OPDA-defizienten Pflanzen festgestellt werden konnte.

Soviel wir heute wissen, ist die Seneszenz ein sehr plastischer Prozess, der von endogenen
(autonomen) Faktoren, wie dem Blattalter, dem Entwicklungs- und Energiestatus der
Gesamtpflanze initiiert und beeinflusst wird (siehe Kapitel 1.1.2).

Wie auch der Vergleich mit den Ergebnissen aus der dunkelinduzierten Seneszenz nahelegt,
kann fur die Seneszenz ohne jegliche Jasmonate einerseits in Betracht gezogen werden,
dass es Seneszenz-Mechanismen gibt, die weniger von der Jasmonat-Produktion, als
vielmehr von anderen (internen) Faktoren gepragt werden. Andererseits besteht die
Moglichkeit, dass Mechanismen zur Restrukturierung des Metabolismus oder zur
Verteidigung bei der Entwicklung moglicherweise nur sekundar eine Rolle spielen und sich in
der Seneszenz-Progression symptomatisch nur schwach bzw. gar nicht auswirken.

Wie die oben erwahnte Studie dahingehend vermuten Iasst, kann die Expression von SAGs
auch durch andere redundante oder synergistische Mechanismen Gbernommen werden. So
werden viele der JA-vermittelten Gene auch durch den Salicylat- bzw. Ethylensignalweg
beeinflusst (Buchanan-Wollaston et al., 2005). Wie das Beispiel der WRKY-
Transkriptionsfaktoren zeigt, kénnen diese nicht nur durch Jasmonsaure, sondern auch
durch viele andere Faktoren, wie ROS, epigenetische Veranderungen usw. reguliert werden
(siehe Kapitel 1.1.4). Dahingehend konnten bei der Untersuchung der WRKY53- bzw.
ESP/ESR-Expression keine Unterschiede zwischen den untersuchten Pflanzenlinien
festgestellt werden (Daten nicht dargestellt).

Wie die weitere Diskussion ergeben wird (siehe Kapitel 3.3.5), spielen Jasmonate aber

moglicherweise unter anderen bzw. extremeren Bedingungen eine starkere Rolle.

3.3.2 Die entwicklungsbedingte Jasmonat-Akkumulation ist nicht die Folge einer

stressbedingten JA-Kaskade

Im Vergleich zwischen der naturlichen, der dunkelinduzierten und der osmotisch-induzierten
Seneszenz zeigten sich deutliche Gemeinsamkeiten der ersten beiden Prozesse im Bezug
auf die Produktion von Jasmonaten, Arabidopsiden und der Expression JA-responsiver
Gene, aber deutliche Unterschiede zur osmotischen Induktion.

Die endogene Erhéhung der Jasmonate alleine flihrte in der natlrlichen und in der
dunkelinduzierten Seneszenz nicht zu einem stressbedingten Oxylipinmuster mit verstarkter
Bildung von OPDA und Arabidopsiden, wie es z. B. nach Sorbitol-Behandlung, Verwundung
oder Pathogenbefall auftritt (vgl. Abbildung 31 und 34)(Buseman et al., 2006; Kourtchenko et
al.,, 2007; Glauser et al., 2009; Ellinger et al., 2010). So konnte in den ersten beiden

Systemen eine deutlich starkere Bildung von Jasmonsaure im Gegensatz zu OPDA
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festgestellt werden. Ebenfalls kam es wahrend dieser Prozesse nicht zu einer
transkriptionellen Aktivierung von LOX2, AOS und dem JA- responsiven Markergen VSP1.
Trotz der teilweise starken Akkumulation von Jasmonsaure, kommt es offenbar wahrend der
naturlichen und der dunkelinduzierten Seneszenz nicht zur Aktivierung einer positiven JA-
Kaskade. Wie das Beispiel der CLH7-Regulation aus dem vorherigen Abschnitt gezeigt hat,
kann es aber nicht so sein, dass JA von der Pflanze prinzipiell nicht erkannt wird. Es ist
vielmehr zu vermuten, dass fur die Aktivierung der positiven Jasmonat-Kaskade, und damit
der Induktion der Arabidopsid-Akkumulation, der LOX2/ VSP1-Expression usw., zusatzliche
Signale, wie chemische oder biologische Elicitoren; hydraulische oder elektrische Signale
bendtigt werden, die Uber bisher unbekannte Rezeptorsysteme erkannt werden (Koo et al.,
2009).

Im Ruckschluss bedeutet dies, dass unter diesen Bedingungen die Regulation der JA-
responsiven Gene eher durch entwicklungsbedingte Mechanismen stattfindet. So ist aus
molekularen Untersuchungen bekannt, dass Gene wie LOX2 oder OPR1, die eben an der
seneszenzspezifischen JA-Produktion beteiligt sein sollen, fur die Antwort auf Entwicklungs-
und Stress-Prozesse jeweils unabhangige Promotor-Elemente enthalten (He and Gan, 2001;
Schommer et al.,, 2008). So konnte in Arabidopsis eine Signalkaskade charakterisiert
werden, die die LOX2-Expression in der Blattentwicklung Jasmonat-unabhangig tber TCP-
Transkriptionsfaktoren bzw. endogene MikroRNAs reguliert (Schommer et al., 2008).
Ebenfalls ist fur VSP1 bekannt, dass die Induzierbarkeit durch Jasmonate vom
Entwicklungsstand der Pflanze abhangig ist (Matthes et al., 2008). Interessanterweise
konnte hier in verschiedenen Experimenten in der dde2-2 Mutante eine konstitutiv
verminderte LOX2-Expression festgestellt werden. Die entwicklungsbedingte LOX2-
Regulation scheint also insgesamt trotzdem von einer gewissen JA-Produktion abhangig zu
sein.

Zusammengefasst ist es flr die natirlichen und die dunkelinduzierten Prozesse
charakteristisch, dass der beobachtete Anstieg der freien Jasmonate aus einer basalen
Aktivitat heraus stattfindet. Dieser Prozess ist als entwicklungsabhangiger Mechanismus zu
verstehen, der nicht aus den bekannten stressbedingten Begleiterscheinungen einer
aktivierten JA-Kaskade resultiert. Es stellt sich aber daraufhin die Frage, welche
Veranderung in den Blattern zum beobachteten Anstieg der Jasmonat-Konzentrationen in
diesen Seneszenz-Systemen fuhren, wenn dies nicht durch die Expression der

Biosynthesegene reguliert wird.

3.3.3 Die entwicklungsbedingte Jasmonat-Akkumulation ist wahrscheinlich eine

Folge des plastidaren Membranabbaus

Als eine der mdoglichen Ursachen fur die Produktion freier Jasmonate durch LOX2 dient

dabei wahrscheinlich der seneszenzspezifische Um- bzw. Abbau der plastidaren
83



Diskussion

Membranlipide. Wahrend der natirlichen Entwicklung in Arabidopsis kommt es zum Abbau
von Galaktolipiden aus den Chloroplastenmenbranen (Thompson et al., 1998). Dabei konnte
unter den hier gewahlten Bedingungen weniger ein Abbau der Gesamtgalaktolipide, als mehr
ein Umbau von MGDG zu DGDG beobachtet werden. Bei diesem Vorgang handelt es sich
aber vermutlich um erste entwicklungsbedingte Schritte im Lipidumsatz, die in Arabidopsis
vornehmlich MGDG betreffen und in spateren Stadien zum Abbau aller Glycerolipide fliihren
(Thompson et al., 1998; Yang and Ohlrogge, 2009).

Es liegt also nahe, dass durch diese Prozesse die Substratverfugbarkeit in Form
freigesetzter PUFAs fir LOX2 erhéht wird, was in Folge zur Akkumulation freier Jasmonate
fuhrt. So konnten auch in der vorliegenden Arbeit ansteigende Konzentrationen freier a-
Linolensaure (a-LeA) mit fortschreitender Seneszenz beobachtet werden, was mit Daten aus
anderen Arbeiten Ubereinstimmt (Berger et al., 2001). Es ist weiter bekannt, dass in
Plastoglobuli, die wahrend der Seneszenz als Zwischenspeicher fur freie Fettsauren,
Triacylglycerole (TAGs), Membranproteine etc. dienen (Steinmiller and Tevini, 1985), der
Anteil an Linolsdure (LA) und a-Linolensaure als Bestandteil der TAGs in seneszenten
Blattern drastisch erhoht ist (Kaup et al., 2002).

Die Zusammenhange zwischen Lipidabbau, a-LeA-Freisetzung und JA-Synthese konnten
noch deutlicher im artifiziellen System der dunkelinduzierten Seneszenz beobachtet werden.
Diese Methode bietet die Moglichkeit, die relativ langsamen Vorgange, die sich wahrend der
natirlichen Seneszenz in den Chloroplasten abspielen, innerhalb weniger Tage zu
simulieren und im Blattgewebe zu synchronisieren. Dabei soll nicht unerwahnt bleiben, dass
die Methode der dunkelinduzierten Seneszenz sich nur eingeschrankt als Vergleich mit
naturlichen Prozessen eignet, da die Initiation und Regulation auf teilweise unterschiedlichen
physiologischen und molekularen Mechanismen beruht (vgl. SAG72-Expression, Abbildung
39).

Es konnte jedoch festgestellt werden, dass es im Bezug auf physiologische Parameter, wie
den Abbau der Galaktolipide und die Produktion der Jasmonate, wesentliche
Ubereinstimmungen zur natiirlichen Entwicklung gibt (vergleiche auch Kapitel 3.3.2). So fand
nach 7 Tagen Inkubation ein drastischer Abbau plastidarer Membranlipide statt. Unter diesen
Bedingungen, die offenbar mit der Degradation der Chloroplasten in Verbindung stehen,
konnte im Wildtyp eine damit verbundene starke Bildung von JA aber weniger von OPDA
beobachtet werden.

Die starke Akkumulation von freier a-LeA wahrend der Dunkelinkubation in den LOX2i-
Linien, nicht aber im Wildtyp und der dde2-2 Mutante verdeutlicht (vgl. Abbildung 29), dass
Lipasen unter diesen Bedingungen zunachst fir eine Freisetzung von Fettsduren sorgen, die
dann in den LOX-Weg einflieRen. Durch Untersuchungen, die zur Identifizierung von

Lipasen/Acyltransferasen gefiihrt haben ist bekannt, dass diese mal3geblich an Seneszenz-
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Prozessen beteiligt sind. Mutationen dieser Enzyme bewirkten in einigen Fallen sogar eine
Verzégerung von Seneszenz-Prozessen (Hong et al., 2000; Thompson and Taylor, 2000;
Padham et al., 2007). Zudem haben Studien zur Genexpression wahrend der
Dunkelinkubation eine starke Aktivierung von Lipasen und B-Oxidationsenzymen festgestellt
(Buchanan-wollaston et al., 2005). Offenbar ist also der Prozess, der in der Seneszenz zur
Freisetzung von PUFAs fihrt, eher Lipase-dominiert. Zusammen mit den weiteren
Beobachtungen, dass im natlrlichen und dunkelinduziertem System zwischen den LOX2i-
Pflanzen, dem Wildtyp und der dde2-2 Mutante keine Unterschiede im Abbau von
Galaktolipiden festgestellt werden konnten, weist dies darauf hin, dass diese Prozesse
offenbar LOX2- bzw. Jasmonat-unabhangig stattfinden.

Dies lasst also darauf schlief3en, dass unter nattrlichen und dunkelinduzierten Bedingungen
die Lipase-vermittelte Freisetzung von PUFAs aus den plastidaren Membranen eine
Erhéhung der Substratkonzentration innerhalb der Chloroplasten bewirkt, was in Folge zur
LOX2-vermittelten Bildung von Jasmonaten fihrt. Das Verhaltnis zu Gunsten der
Jasmonsaure resultiert dabei wahrscheinlich in beiden Prozessen aus einer Aktivierung der
peroxisomalen B-Oxidation. Wie bereits erwahnt wurde, wird die Expression involvierter
Gene unter Seneszenz-Bedingungen erhoht. Zudem zeigen Mutanten in -Oxidationsweg
unter diesen Bedingungen eine verminderte JA-Produktion (Cruz Castillo et al., 2004;
Castillo and Leon, 2008).

Wie bereits in Kapitel 3.2 diskutiert wurde, wird ber eine Beteiligung der LOX2 an der
Lipoxygenierung membranveresterter PUFAs spekuliert, aus denen dann sekundar
OPDA/dnOPDA durch Lipasen freigesetzt wird. Offenbar ist LOX2 zwar prinzipiell an der
Bildung von Arabidopsiden beteiligt, jedoch wurde in der natlirlichen und dunkelinduzierten
Seneszenz im Verhaltnis zur produzierten JA/OPDA-Menge kaum zusatzliche Arabidopsid-
Akkumulation  festgestellt. Es ist also scheinbar so, dass LOX2 unter
entwicklungsabhangigen Bedingungen freigesetzte Fettsauren als Substrat vorzieht bzw. das
Reaktionsgleichgewicht auf der Seite des hydrolytischen Abbaus von Arabidopsiden liegt.
Dafur sprechen auch die Ergebnisse, bei denen dunkelinkubierte Blatter zusatzlich
verwundet wurden. Aufgrund der Membrankonstitution konnten mit zunehmender
Inkubationsdauer trotz gleicher Jasmonat-Produktion immer weniger Arabidopside
akkumulieren (vgl. Abbildung 30 und 31).

Aufgrund dieser Beobachtungen, ist der Beitrag von LOX2 am alternativen Syntheseweg
unter diesen eher Lipase-dominierten Bedingungen als gering einzustufen. Daflir sprechen
auch Applikations-Experimente, bei denen Arabidopsis-Keimlinge mit 150 pM Dsa-LeA-
Lésung behandelt wurden. Nach 24 Stunden basaler Inkubation wurde ein wesentlich
héherer Markierungsgrad bei den freien Jasmonaten, als bei den membranveresterten

Oxylipinen festgestellt (Daten nicht dargestellt).
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Wahrend entwicklungsbedingten = Seneszenz-Prozessen findet also neben der
Metabolisierung freier PUFAs bzw. TAGs zu Acetyl-CoA, eine konkurrierende Umsetzung in
13-LOX Produkte durch das Vorhandensein von LOX2-Enzymen statt. Dabei werden
einerseits 13-Hydroperoxide gebildet, die dann Uber weitere enzymatische Schritte zu
Signalmolekulen z. B. uber den AOS-Weg zu Jasmonaten metabolisiert werden.
Andererseits kdnnen im Falle einer Ubermafigen Hydrolyse freier PUFAs bzw. Sattigung des
B-Oxidations-Apparates die freien Fettsauren durch die LOX2-Aktivitat in ungefahrliche JA-
Derivate metabolisiert werden. So ist bekannt, dass freie PUFAs als Detergenzien
schadigend auf die verbliebenen Membranen wirken (Barclay and McKersie, 1994). Eine
aktuelle Studie an der ABC-Transporter-Mutante pxa7, die im peroxisomalen Fettsdureimport
eingeschrankt ist, hat die toxischen Effekte akkumulierender Fettsauren auf Membranen und

den Photosyntheseapparat deutlich gemacht (Kunz et al., 2009).

3.3.4 Die osmotisch-induzierte Seneszenz ist ein stressbedingter Prozess

Aus der bisherigen Diskussion ergibt sich der Schluss, dass Jasmonate in
entwicklungsabhangigen Seneszenz-Prozessen im Gegensatz zu den endogenen Faktoren
eher eine geringe Rolle spielen.

Es ist jedoch bekannt, dass exogener biotischer oder abiotischer Stress zur Férderung von
frhzeitiger Seneszenz beitragen kann (siehe Kapitel 1.1.4). So koénnen zahlreiche
molekulare Regulationsmechanismen, die mit der Seneszenz in Zusammenhang stehen,
auch durch Jasmonate in einer Stress-Reaktion z. B. bei einem drastischen Wechsel der
Umweltbedingungen oder Befall durch Pathogene induziert werden (Hinderhofer and
Zentgraf, 2001; Robatzek and Somssich, 2001; Miao and Zentgraf, 2007; Ulker et al., 2007;
Zentgraf et al.,, 2010). Um die Zusammenhange zwischen Stress und Seneszenz zu
untersuchen, wurden Arabidopsis-Blatter Giber 48 Stunden auf hyperosmotischer 500 mM
Sorbitol-Lésung flottiert. Durch diese Behandlung kam es zur Ausbildung Seneszenz-
ahnlicher Symptome, wie einem starken Riickgang im Chlorophyligehalt und an plastidaren
Galaktolipiden.

In der vorgestellten Analyse der Oxylipine konnten jedoch deutliche Unterschiede zwischen
der entwicklungsbedingten und der durch Sorbitol induzierten Jasmonat-Akkumulation
festgestellt werden. Wahrend es bei der natirlichen und der dunkelinduzierten Seneszenz
zur relativ langsamen Produktion Uber Tage oder Wochen von vorwiegend Jasmonsaure
kam, erreichte die JA/OPDA-Synthese bereits nach 24 Stunden Sorbitol-Flottierung ihr
Maximum. In ahnlichen Untersuchungen konnte bereits eine Induktion nach 6 Stunden
festgestellt werden (Bohlmann et al.,, 1998). Im Gegensatz zu natlrlichen Prozessen, bei
denen nur ein vergleichsweise geringer Anstieg von freier und membrangebundener OPDA
verzeichnet werden konnte, kam es hier zu einer verstarkten Akkumulation von OPDA bzw.

Arabidopsiden. Das Auftreten von Arabidopsiden wurde bisher, von basalen Mengen einmal
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abgesehen, als Eigenschaft in Verbindung mit Stress-Stimuli wie Verwundung (Buseman et
al., 2006; Glauser et al., 2009; Koo et al., 2009), der Erkennung pathogener Virulenzfaktoren
und der hypersensitiven Antwort angesehen (Andersson et al., 2006; Kourtchenko et al.,
2007). Dabei entsprachen die hier nach 24 Stunden quantifizierten Mengen immerhin einem
Drittel dessen, was nach Verwundung festgestellt wurde. So fand vor allem ein Anstieg der
Arabidopside A, E und G statt; ein Muster, das der verwundungsinduzierten Akkumulation
ahnlich ist (vgl. Abbildung 31).

Wie bereits im vorhergehenden Kapitel diskutiert wurde, bevorzugt LOX2 im basalen Modus
vermutlich freiwerdende Fettsduren, die aus dem Abbau von Membranlipiden hervorgehen.
Interessanterweise fand wahrend der osmotischen Behandlung, trotz eines ebenfalls
verstarkten Abbaus der Membranlipide, eine starke Arabidopsid-Akkumulation statt. Dies
deutet moglicherweise darauf hin, dass LOX2 hier einer Stress-bedingten Aktivierung
unterliegt, die zu einer verstarkten Lipoxygenierung von Membranlipiden fihrt. Offenbar
resultiert diese starke Induktion der Oxylipinsynthese dabei aus einer Aktivierung der
Jasmonat-Kaskade, wie es nach Stress-Stimuli bekannt ist.

Ein Indikator flir eine stressbedingte Auslosung eines solchen Rickkopplungsmechanismus
ist dabei die Induktion von JA-Biosynthesegenen wie beispielsweise LOX2 (Kubigsteltig et
al., 1999; Devoto et al., 2005; Wasternack, 2007). Ein weiteres Gen das in Zusammenhang
mit Stress induziert wird und in vielen Studien als Jasmonat-Indikator eingesetzt wurde ist
VSP1 (Mason et al., 1993; Benedetti et al., 1995; Berger et al., 2002). Sowohl ein Vergleich
der VSP1- als auch der LOX2-Expression hat hier ergeben, dass im Gegensatz zur
natlrlichen oder dunkelinduzierten Seneszenz, eine starke Induktion durch Sorbitol-
Behandlung erfolgt ist.

Wie bereits erwahnt wurde, traten durch die hyperosmotische Behandlung nach 48 Stunden
Seneszenz-ahnliche Symptome auf. Die Symptome entsprachen dabei den Beobachtungen,

wie sie seit Jahrzehnten mit der exogenen Applikation von MeJA in Zusammenhang
gebracht werden. So wurde bereits in den 1980er Jahren in Untersuchungen von Blattern
der monokotyledonen Spezies Hafer (Avena sativa) eine der ersten physiologischen
Reaktionen der Jasmonate beobachtet, und zwar die Ausbildung von Seneszenz-ahnlichen
Symptomen nach MeJA Behandlung (Ueda and Kato, 1980). In folgenden Studien wurde an
Blattern verschiedener Spezies eine Stimulation des Chlorophyll- bzw. Thylakoidabbaus und
ein Rlickgang der Photosynthese bzw. der Proteinbiosynthese durch MeJA festgestellt
(Ueda et al., 1981; Weidhase et al., 1987b; Weidhase et al., 1987a; Hung and Kao, 1996;
Bachmann et al., 2005).

Vorhergehende Studien belegen dabei im Vergleich, dass auch die Symptome nach MeJA-
Behandlung durch Aktivierung der Oxylipin- bzw. Jasmonat-Synthese im Rahmen einer JA-

Kaskade verursacht werden. Die hier beschriebenen Beobachtungen aus Arabidopsis
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werden dahingehend durch Studien an Gerste (Horeum vulgarum) unterstitzt, bei denen
identische Symptome im Vergleich von Sorbitol- und MeJA-Applikation festgestellt wurden
(Lehmann et al., 1995; Kramell et al., 2000)

So wurde auch in friheren Untersuchungen zur Genexpression nach MeJA-Applikation
vergleichbares wie nach Sorbitol-Behandlung festgestellt. In Arabidopsis und in anderen
Spezies tritt beispielsweise eine starke Aktivierung von 13-Lipoxygenasen (Bell and Mullet,
1993; Bachmann et al., 2005) auf. Ebenso wird die VSP-Expression in Arabidopsis, aber
auch in Soya durch MeJA induziert (Benedetti et al., 1995; Berger et al., 1995).

Als ein weiteres Symptom der MeJA-induzierten Seneszenz gilt die drastische Reduzierung
der Expression von Photosynthesegenen wie Rubisco oder CAB (Reinbothe et al., 1993;
Reinbothe et al., 1994). Um dies im Sorbitol-System zu testen, wurde in der vorliegenden
Arbeit exemplarisch die Expression einer Untereinheit des Chlorophyll-a/b-bindenden
Proteins (CAB) untersucht. Entsprechend den Ergebnissen aus den vorhergegangenen
Studien konnte nach 24 und 48 Stunden Sorbitol-Behandlung keine CAB- Expression mehr
detektiert werden.

Trotz der zahlreichen Ubereinstimmungen auf Ebene der Oxylipinsynthese und der
Genexpression, scheint es dennoch Unterschiede zwischen endogener Stimulation z. B.
durch osmotischen Stress und exogener Applikation von Jasmonten zu geben. Es wurde
bereits erwahnt, dass SAG712 eines der seneszenzspezifischsten Indikatorgene ist. So
konnte hier eine Induktion der Expression nach 10 Wochen in natlrlich alternden Blattern
festgestellt werden, jedoch nicht wahrend anderer Stimuli wie der Flottierung auf Sorbitol.
Umso erstaunlicher sind Berichte, die eine SAG12-Induktion nach Jasmonat-Behandlung
festgestellt haben (He et al., 2002). Dies kann nur dadurch erklart werden, dass die exogene
Applikation zu teils unterschiedlichen Expressionsmustern wie die endogene Stimulation
fuhrt. Entsprechende Hinweise gibt es aus Arbeiten an Gerste-Blattern, die im Vergleich der
beiden Behandlungen Unterschiede in der Induktion JA-responsiver Gene gefunden haben
(Lehmann et al., 1995; Kramell et al., 2000).

Es kann also aus den genannten Ergebnissen geschlossen werden, dass die Behandlung
mit hyperosmotischer Sorbitolldsung als exogener Elicitor, ahnlich wie die direkte Applikation
von MeJA, die Expression JA-responsiver Gene und die endogene Jasmonat-Synthese im
Rahmen einer positiven JA-Kaskade induziert. In der Folge kommt es dann zu den
Seneszenz-Symptomen mit Wirkung auf die Expression von Photosynthesegenen sowie zu
Chlorophyll- und Lipidabbau. Wie die hier vorgestellten Ergebnisse belegen, hat dieser
Prozess mit der endogenen Regulation wahrend naturlicher Entwicklungsprozesse wenig
gemeinsam. Im Gegensatz zur MeJA-Behandlung, die zur Induktion einer positiven

Jasmonat-Kaskade durch eine direkte Induktion der JA- Biosyntheseenzyme flihrt
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(Kubigsteltig et al., 1999; Wasternack, 2007), ist der Mechanismus der osmotischen

Induktion durch Sorbitol jedoch nicht bekannt.

3.3.5 LOX2 ist durch die Produktion von Jasmonaten in die osmotisch-induzierte

Seneszenz involviert

In der vorliegenden Arbeit konnte, soweit bisher bekannt ist, zum ersten Mal gezeigt werden,
dass Pflanzen mit JA/OPDA-Defizit eine verminderte Auspragung der Seneszenz-Symptome
und damit eine verringerte Anfalligkeit gegenliber osmotischem Stress aufweisen. Dabei
kann durch die hier vorgelegten Ergebnisse eindeutig eine Beteiligung der endogenen
Jasmonate, die durch den osmotischen Stress-Stimulus induziert werden, belegt werden.
Durch die verminderte Oxylipin-Produktion in den LOX2 RNAi-Linien, konnten im Vergleich
zum Wildtyp nach 48 Stunden Sorbitol-Inkubation geringer ausgepragte Stress-Symptome,
wie verbleibende Festigkeit der Blatter, hdherer Chlorophyligehalt, héhere Konzentrationen
an verbliebenen Galaktolipiden und geringere Genexpression bestimmter SAGs festgestellt
werden.

Nach vergleichbaren Analysen an Gerste-Blattern, bei denen nach 24 Stunden Sorbitol-
Behandlung ein drastischer Anstieg der LOX-Produkte 13-HPOTE/HOTE bzw. 13-
HPODE/HODE beobachtet wurde, hat man eine mdgliche Beteiligung von LOX-vermittelten
Hydroperoxiden bei der Stressantwort diskutiert (Weichert et al., 2000; Bachmann et al.,
2005). Wie jedoch hier im Vergleich mit den JA/OPDA-defizienten dde2-2 Pflanzen
festgestellt werden konnte, wiesen diese eine teils noch deutlichere Unempfindlichkeit auf,
obwohl diese Mutante 13-Hydroperoxide via LOX2 synthetisieren kann.

Es kann also daraus geschlossen werden, dass die seneszenzausldésenden Effekte nicht auf
eine Wirkung der 13-Hydroperoxide, sondern auf eine Funktion der Jasmonate
zurtickzufuihren sind. Dies unterstlitzen auch die Ergebnisse aus der Untersuchung der JA-
insensitiven coi1-16 Mutante, die eine ahnliche Verzégerung der Seneszenz-Induktion wie
LOX2i und dde2-2 gezeigt hat (Abbildung 43). Durch die Unempfindlichkeit dieser Mutante
gegenlber Jasmonaten, kann diese keinen JA-RUckkopplungsmechanismus ausbilden.
Entweder unterbleiben also die starken Symptome in der Mutante durch die ausbleibende
Signaltransduktion zur Aktivierung untergeordneter seneszenzférdernder Gene, oder direkte
toxische Effekte werden durch das Ausbleiben einer JA-Amplifikation vermieden. In welcher
Weise es durch die Sorbitol-Behandlung zur Auslésung der Jasmonat-Produktion kommt
bzw. die Jasmonate schlieldlich die Seneszenz-dhnlichen Symptome verursachen, kann
aufgrund der Ergebnisse nicht mit Sicherheit bestimmt werden.

Es gibt jedoch zahlreiche Signalkomponenten, die Veranderungen im osmotischen Potential
detektieren kénnen. Dahingehend kdnnte die LOX2-Expression z. B. durch Einstrom von
Ca* lonen (Bonaventure et al., 2007) oder ROS induziert werden. So kann etwa die Bildung

von Singulett-Sauerstoff ('O,) unmittelbar zur Induktion der JA-Biosynthesegene LOX2, AOS
89



Diskussion

und OPR3 sowie zur Bildung von OPDA und JA fuhren (Danon et al., 2005). Es liegt deshalb
der Verdacht nahe, dass daraus mdglicherweise eine Jasmonat-Amplifikation hervorgeht, die
weitere Zelltodprozesse z. B. durch die zusatzliche Produktion von ROS in Gang setzt. Es ist
bekannt, dass ROS bzw. die dadurch entstehende Lipidperoxidation in Zelltodprozesse im
Rahmen der hypersensitiven Antwort involviert sind (Mazel and Levine, 2001; Apel and Hirt,
2004; Danon et al., 2005; Montillet et al., 2005).

Die wesentlichen Orte der ROS-Produktion sind dabei die Chloroplasten, aber auch die
Mitochondrien. So hat eine neuere Studie an Arabidopsis-Protoplasten bestatigt, dass die
exogene Applikation von MeJA zur Dysfunktion von Mitochondrien und Chloroplasten und
damit zur erheblichen ROS-Produktion und zum Zelltod fuhrt (Zhang, 2008). In diesem
Zusammenhang wurde bereits in anderen Publikationen festgestellt, dass der Einsatz von
Jasmonaten auf Arabidopsis-Blattern zu photooxidativem Stress, zur Bildung von ROS und
zur Aktivierung der antioxidativen Systeme fihrt (Jung, 2004). Zudem konnte wahrend
MeJA-induzierter Seneszenz eine starke Akkumulation von Malondialdehyd (MDA), einem
Abbauprodukt nicht-enzymatisch gebildeter Hydroperoxide, festgestellt werden (Hung and
Kao, 1998). Diese Lipidperoxidation findet u.a. dann statt, wenn ein gewisser Grad an ROS-
Akkumulation tberschritten wird (Van Breusegem and Dat, 2006). Mdglicherweise hat diese
ROS-vermittelte Lipidperoxidation zusatzlich einen férdernden Einfluss auf die Symptome,
wie sie hier im Wildtyp festgestellt wurden.

Ein moglicher weiterer Indikator fir den ROS-vermittelten Zelltod wurde hier in Form der
SAGs SEN1 und SAG13 untersucht. Im Ublichen Sinne wurden diese bisher als molekulare
Marker fir Seneszenz-Prozesse betrachtet (Lohman et al., 1994; Oh et al., 1996; Weaver et
al., 1998). Im Vergleich zum Wildtyp wurden diese Gene in den Blattern mit reduzierter
Jasmonat-Produktion vermindert exprimiert (Abbildung 40). Bei anderen Untersuchungen in
der vorliegenden Arbeit hat sich aber herausgestellt, dass die Expression dieser Gene
prinzipiell nicht direkt JA-responsiv ist (Daten nicht dargestellt). Das bedeutet, die
verminderte Expression ist vermutlich eher auf verzégerte Seneszenz- bzw. Zelltodprozesse
zurtckzufiihren. So hat sich auch in anderen Studien herausgestellt, dass die Alkohol-
Dehydrogenase SAG13 als Indikator fir Zelltodprozesse unter ROS-Beteiligung eingestzt
werden kann. Beispielsweise wird das Gen nach Ozon-Stress (Miller et al., 1999), nach UV-
B-Stress (John et al., 2001) aber auch in Pflanzen mit erhéhter Zelltodrate (Brodersen et al.,
2002) und in Mutanten mit konstitutiver ROS-Produktion und/oder beschleunigtem Zelltod
induziert (Navabpour et al., 2003; Lin et al., 2007; Jing et al., 2008; Kim et al., 2008). Zudem
traten in einer weiteren Arbeit zu der ahnlichen cpr5/hys Mutante erhéhte SEN7-Level auf
(Schenk et al., 2005). Neben Einzelstudien hat auch die Auswertung von microarray-Daten
eine Stimulation beider Gene nach osmotischem bzw. oxidativem Stress bestatigt

(Zimmermann et al., 2004). Es kann daher vermutet werden, dass die hier festgestellte
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Induktion von SAG13 und SEN7 mit stressbedingter Seneszenz bzw. Zelltod nach Sorbitol-

Behandlung in Zusammenhang steht.

3.4 Jasmonate und LOX2 in der Seneszenz von Arabidopsis thaliana

Heute ist allgemein anerkannt, dass die duflere Erscheinung einer Pflanze oder eines
anderen Organismus mehr ist als nur das Ergebnis ihrer genetischen Veranlagung. Vielmehr
liegt im Genom die Basis dessen, was in der Summe mit allen auftretenden
Umweltbedingungen das Erscheinungsbild der Pflanze bzw. deren ,fitness” determiniert.
Dies kann als Ergebnis aus einem schier unuberschaubaren Netzwerk aus vielschichtigen
Regulations- und Signalmechanismen angesehen werden. Eine Komponente, die Uber die
Fahigkeit zur Signaltransduktion Uber die Grenzen von Zellen und Organen hinaus verflgt,
sind die Phytohormone. Diese sind ebenso an der pflanzlichen Entwicklung sowie an
Antworten auf Verteidigungs- oder Stress-Situationen beteiligt. Durch die Vielzahl hormonell
aktiver Substanzen, die im pflanzlichen Sekundarmetabolismus erzeugt werden, haben sich
Unterschiede aber auch Uberschneidungen in den Wirkspektren entwickelt. Wie sich am
Beispiel der Blattseneszenz verdeutlicht, gibt es Hormone wie das Ethylen und die
Zytokinine, die sich offenbar zu wichtigen Initiatoren bzw. Inhibitoren entwickelt haben.
Andere Substanzen scheinen eher untergeordnete Prozesse zu beeinflussen, die zwar im
Sinne der optimalen ,performance* fur eine interne Modulation auf die vorliegenden
Umweltbedingungen sorgen, aber letztlich bei der Entwicklung hin zur Beendigung des

Lebenszyklus keine Rolle spielen.

Natirliche Seneszenz Stress-induzierte Seneszenz

Autonome

Faktoren
*Metabolischer
Status
*Redoxstatus
*Reproduktion
*Pflanzenalter

Autonome

Faktoren
*Metabolischer
Status
*Redoxstatus
*Reproduktion
*Pflanzenalter

Regulatives
Netzwerk

Regulatives
Netzwerk

LOX2
Jasmonate

LOX2
Jasmonate

Abbildung 44: Modell zur Rolle von LOX2 in verschiedenen Seneszenz-Prozessen
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Dies fuhrt in permanenter Interaktion mit anderen internen Faktoren, wie dem Pflanzenalter,
der Reproduktion, dem Energie- oder dem Redoxstatus zu einer Plastizitadt, die es der
Pflanze erlaubt, auch bei Ausbleiben eines Signals unter grofitmoglicher Kompensation den
Seneszenz-Prozess abzuschlielen.

Seit Jahrzehnten wurde die Rolle der Jasmonsaure und ihrer Derivate in der Seneszenz
kontrovers diskutiert. So tragt eine Publikation von Benno Parthier aus dem Jahr 1990 den
Titel: ,, Jasmonate-Hormonelle Regulatoren oder Stress-Faktoren in der Blattseneszenz?“
(Parthier, 1990), bezeichnend fiir das latente Missverstandnis zwischen endogener
Regulation und exogener Applikation.

Durch die Analyse der LOX2i-Pflanzen konnte gezeigt werden, dass die endogene Erhéhung
der Jasmonat-Konzentrationen in den Blattern keinen wesentlichen Einfluss auf die
naturliche Seneszenz-Progression hat. Jasmonsaure und seine Derivate kénnen somit als
Signalmolekile charakterisiert werden, die wohl weniger bei der Initierung sondern
moglicherweise eher bei der internen Modulation der Seneszenz eine Rolle spielen. Wie in
Abbildung 45 verdeutlicht wird, kann der naturliche Seneszenz-Prozess anscheinend per se
mit minimaler bzw. ohne Beteiligung von Jasmonaten ablaufen. Moglicherweise bedeutet
dies jedoch eine schlechtere fitness im Bezug auf wahrend der Seneszenz auftretenden
biotischen oder abiotischen Stress. Diese Aspekte wurden hier aber nicht naher untersucht.
Wie in dieser Arbeit festgestellt wurde, handelt es sich bei der LOX2 in Arabidopsis also um
ein Enzym, dass weniger in Entwicklungsprozesse, als vielmehr an Stress-Reaktionen
beteiligt ist. Im Gegensatz zu anderen Entwicklungsprozessen wie beispielsweise der
Keimung, bei der es zur Aktivierung von LOX-Enzymen kommt, die dann eine Rolle bei der
Metabolisierung von Speicherlipiden oder direkt als Speicherprotein spielen (Feussner et al.,
2001; Porta and Rocha-Sosa, 2002; Andreou and Feussner, 2009), reicht offenbar eine
niedrige LOX2-Genexpression aus, um eine basale Versorgung mit Jasmonaten bzw.
Oxylipinen und damit eine normale Entwicklung der Pflanze zu gewahrleisten. Im Falle der
Blattseneszenz ist die JA/OPDA-Produktion zwar von einer gewissen Enzymproduktion
wahrend der Pflanzenentwicklung abhangig, es bleibt jedoch die Frage, warum LOX2 in den
Blattern ein so hoch exprimiertes Gen ist.

Wie schon oft diskutiert wurde, liegt der Schwerpunkt der LOX2-Funktion offenbar eher in
der kurzfristigen Bereitstellung von 13-Hydroperoxiden flir die Produktion von
Signalmolekilen wie Jasmonaten, Aldehyden usw. als Antwort auf Stress im Rahmen einer
aktivierten JA-Kaskade (vergleiche Kapitel 1.2.3).

Durch die Untersuchung von osmotisch-induziertem Stress, konnte eine Beteiligung von
LOX2 an kurzfristig ausgeldsten Seneszenz-Symptomen gezeigt werden. Es wurde dabei
deutlich, dass dieser Prozess stressassoziiert ist und sich deutlich von der

entwicklungsbedingten Seneszenz-Regulation unterscheidet. Im direkten Vergleich der
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Seneszenz-Modelle kénnen die durch LOX2 gebildeten Jasmonate als Stress-Hormone
bezeichnet werden, die =zur nicht-entwicklungsbedingten Seneszenz flhren koénnen
(Abbildung 45). Es liegt also auf der Hand, dass bisherige Untersuchungen, die auf der
direkten Applikation von MeJA/JA oder Arabidopsiden beruhen, kaum Aussagen Uber JA-
vermittelte Funktionen wahrend natirlicher Entwicklungsprozesse zulassen, sondern eher
Stress-Prozesse in Gang setzen.

Ubertragt man dieses System auf die zelluldre Ebene eines alternden Blattes, so kénnten
solche Mechanismen dazu beitragen, durch JA-induzierten Zelltod die Ausbreitung eines
abiotischen oder biotischen Stressors zu vermindern. Wie bekannt ist, sind die Jasmonate
zusammen mit Salicylsaure und Ethylen an der Ausbildung von ROS-vermitteltem Zelltod zur
Abwehr von diversen Pathogenen beteiligt (Reinbothe et al., 2009). Auf organismischer
Ebene bedeutet dies, dass durch Jasmonat-vermittelten Zelltod (Seneszenz) moglicherweise
andere Gewebe bzw. Organe geschutzt werden und diese im Sinne der optimalen

seneszenzbedingten Reorganisation zur optimalen ,fitness* der Pflanze beitragen kdnnten.

3.5 Ausblick

Die hier vorgestellten Ergebnisse weisen einmal mehr auf die Komplexitat des Vorganges
der Blattseneszenz und auf die Schwierigkeiten der Erforschung hin. Ein wesentlicher Schritt
zur Vereinfachung der Beschreibung solch komplexer Vorgange, ware sicherlich die
Determinierung einheitlicher physiologischer und molekularer Parameter, die eine
Abgrenzung zwischen der Entwicklung, entwicklungsbegleitenden und stressbedingten
Prozessen ermdglichen. Wie der Vergleich der Ergebnisse dieser Arbeit mit anderen
durchgefiihrten Studien zeigt, ist die Erforschung durch artifizielle Systeme auf
physiologischer Ebene nur teilweise vergleichbar. Die Beschreibung komplexer regulativer
Zusammenhange kann nur durch Studien unter kontrollierten Bedingungen in vivo erfolgen.
Der Anstieg von endogenen Jasmonaten hat unter den gewahlten Bedingungen wahrend der
Blattseneszenz keine seneszenzfordernden Effekte gezeigt. Das bedeutet jedoch nicht, dass
Jasmonate per se keine Funktionen wahrend dieses letzten Entwicklungsstadiums haben.
Es ist sehr wahrscheinlich, dass entweder durch geringe Jasmonat-Konzentrationen bzw.
Uber deren Akkumulation Gene reguliert werden, die in seneszenzbegleitenden Prozessen
eine Rolle spielen. Die hergestellten LOX2 RNAi-Pflanzen wiirden sich daher besonders
eignen, um mégliche Anderungen im Expressionsmuster von JA-responsiven SAGs zu
erfassen, die durch die sich andernden Jasmonat-Konzentrationen moduliert werden.
Vorstellbar waren hier Gene, die in die Translokation von Nahr- oder Signalstoffen bzw. in
die Aufrechterhaltung basaler Verteidigungsmechanismen involviert sind. Anschlielend
kénnten deren physiologische Funktionen in der Seneszenz charakterisiert werden. Dazu
kénnte es auch durchaus sinnvoll sein, die Pflanzen gezielt unterschiedlichen

Umweltbedingungen auszusetzten.
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Wie diese Spekulationen verdeutlichen, ist im Gegensatz zu den tierischen Oxylipinen im
pflanzlichen System noch relativ wenig Gber deren regulatorischen Eigenschaften bekannt.
Durch die hier gemachten Untersuchungen hat sich gezeigt, dass LOX2 an der
Bereitstellung von Jasmonaten wahrend Stress-Prozessen beteiligt ist. Es kénnen jedoch
uber LOX2 eine Vielzahl weiterer Oxylipine gebildet werden. Mdglicherweise lassen sich also
durch Untersuchungen der hier vorgestellten RNAi-Pflanzen weitere endogene Funktionen in
der Entwicklung, aber auch im Zusammenhang mit pflanzlichen Stress-Reaktionen
charakterisieren, die durch 13-LOX Produkte vermittelt werden. Erste Experimente haben
dahingehend gezeigt, dass enzymatisch gebildete 13-Hydroperoxide moglicherweise als
Substrat fir eine weitere ROS-vermittelte Peroxidation unter photoinhibitorischen
Bedingungen dienen. Desweiteren konnte in Verwundungsexperimenten in den LOX2i-Linien
eine Verminderung bei der Induktion der Autoluminiszenz festgestellt werden. Diese
Autoluminiszenz dient als Indikatorsystem fir oxidativen Stress bzw. Lipidperoxidation.
Offenbar ist also LOX2 indirekt auch an der Akkumulation nicht-enzymatisch gebildeter
Oxylipine beteiligt. So kénnen mit Hilfe der LOX2 RNAI-Pflanzen Effekte, die durch 13-
Hydroperoxide bzw. deren Metabolite reguliert werden, durch den Vergleich zu JA-
defizienten Pflanzen, wie beispielsweise der dde2-2 Mutante, von den Jasmonat-vermittelten
Signalen unterschieden werden. Andererseits kdnnten auf diesem Wege durch weitere
metabolomische Charakterisierungen neue biologisch relevante Oxylipine identifiziert

werden.
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4 Materialien

4.1 Chemikalien, Enzyme

Die handelsublichen Chemikalien und Losungsmittel wurden in der entsprechenden Reinheit

von folgenden Herstellern bezogen: AppliChem (Darmstadt), Merk (Darmstadt), Fluka (Neu-
Ulm), Roth (Karlsruhe), VWR (Darmstadt) oder Sigma (Deisenhofen).

4.1.1 Spezielle Chemikalien

2-Mercaptoethanol
Agarose electrophoresis grade

Bacto-Agar

Bromphenolblau
Cetyltrimethylammoniumbromid (CTAB)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)

D-Sorbitol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Gamborg B5-Vitamine

Glycerin 98%, wasserfrei

Glycogen

Hefeextrakt

Imidazol

Murashige & Skoog (MS) Salze (Art. Nr.:.MO254)
Myo-Inositol

N-Lauroylsarcosyl

Silwet L-77

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Triton X-100

Tween 20

4.1.2 Antibiotika
Ampicillin
Kanamycin
Rifampycin

41.3 Enzyme

Calf-Intestine-Alkaline-Phosphatase (CIAP)
Absolute QRT-PCR SYBR Green Mix
DNAse | Amplification Grade

Merk (Darmstadt)

Lift Technologies
(Paisley, Schottland)

AppliChem (Darmstadt)
Sigma (Deisenhofen)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Duchefa (Haarlem, NL)
AppliChem (Darmstadt)
Fermentas ((St. Leon-Rot)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Duchefa (Haarlem, NL)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
Lehle Seeds (Round Rock, USA)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)

AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)
AppliChem (Darmstadt)

MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Thermo Fischer (Hamburg)
Invitrogen (Karlsruhe)

95



Materialien

M-MLV Reverse-Transkriptase
Pfu-DNA-Polymerase
Restriktionsenzyme

RNAse H

T4-DNA-Ligase
Taqg-DNA-Polymerase

4.1.4 Andere Reagenzien, Materialen und Kits

Acquity UPLC BEH C8 Saule

Acquity UPLC BEH C18 Saule
Anti-Digoxigenin-AP

CDP-Star Chemoluminiszenz-Substrat
Desoxynucleotide (ANTP)

DIG Blocking Reagent

DIG Easy Hyb Granules

DNA-Leiter GeneRuler 1 kb
DNA-Leiter GeneRuler 100 bp
E.Z.N.A. Plant RNA Mini Kit

Medical X-Ray films 100 NIF
NucleoBond PC 100 (Plasmid Midi Kit)
NucleoSpinR Extract Il

Nylonmembran

PCR DIG Probe Synthesis Kit
QIAquick PCR Purification

X-Ray Entwickler XL 24

X-Ray Fixierer AL 4

4.2 Standardsubstanzen

'¥[0], Oxo-Phytodiensaure
Dihydrojasmonsaure

Digalactosyl-Diacylglycerol (DGDG-18:0-18:0)
Monogalactosyl-Diacylglycerol (MGDG-18:0-18:0)
Margarinsaure (n-Heptadecansaure)

4.3 Laborgerate

Agarose-Gel Dokumentation
Analysenwaage

Autoklav

Promega (Mannheim)
MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
Invitrogen (Karlsruhe)
MBI Fermentas (St. Leon-Rot)
MBI Fermentas (St. Leon-Rot)

Waters (Milford, MA, USA)
Waters (Milford, MA, USA)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
MBI Fermentas (St. Leon-Roth)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
MBI Fermentas (St. Leon-Roth)
MBI Fermentas (St. Leon-Roth)
Omega Biotek (Norcross, USA)
Fuji Photo Film (Tokyo, Japan)
Macherey & Nagel (Duiren)
Macherey & Nagel (Dlren)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Roche Diagnostics (Mannheim)
Qiagen (Hilden)

Kodak (Stuttgart)

Kodak (Stuttgart)

Lehrstuhl  fir
Biologie, Universitat Wurzburg
Lehrstuhl  fir
Biologie, Universitat Wurzburg
Matreya (Pleasant Gap, USA)

Matreya (Pleasant Gap, USA)
Fluka (Neu-Ulm)

Intas (Géttingen)

BP211D und Laborwaage 1600,
Sartorius (Géttingen)

Systec 5075ELV, Tuttnauer
(NY, USA)

Pharmazeutische

Pharmazeutische
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Flissigkeitschromatografie:

Ultra high — Performance - Liquid-
Chromatography(UPLC)
Gefriertrocknung

Heiz- und Schiittelblocke

Hybridisierungsofen

Inkubator 28°C / 37°C
Klimaschrank
Kihlzentrifugen

Massen-Spektrometer

Mikroskop

PCR- Geréate

pH-Meter

gRT-PCR-Geréate

Querstromsterilbank
Rotationsvakuumkonzentrator

Schwingmuhle
Spektralphotometer

4.4 Nahrmedien

Agrobakterien-Testmedium
LB-Medium

SOB-Medium
YEB-Medium

MS-(Murashige & Skoog)-Medium

Acquity™ Ultra Performance LC,
Waters (Milford, MA, USA)

Alpha 2-4, Christ (Osterode)
Thermomixer compact,
Thermomixer 5436
Thermostat plus,

Eppendorf (Hamburg)
HL-2000HybriLinker,

Peglab (Erlangen)

Thermo Scientific Heraeus B6120

AR-66L, Percival Scientific (USA)

5417R und 5804,

Eppendorf (Hamburg)

Quattro Premier XE triple-quadrupole
mass spectrometer, Waters
(Milford, MA, USA)

Leica EZ4D Stereomikroskop,
Leica Camera AG (Solms)

Hybaid PCR Sprint Thermal Cycler,
Thermo Fischer (Hamburg);
Mastercycler, Eppendorf (Hamburg)
HI 9321 pH-Meter,

Hanna Instruments (Kehl)
Mastercycler ep realplex S,
Eppendorf (Hamburg); Light Cycler,
Roche Diagnostics (Mannheim)
Ceag Envirco (Dortmund)

RVC 2-18; RVC2-25,
Heraeus-Christ (Osterode) mit
Membranvakuumpumpe MZ 2C,
Vacuubrand (Wertheim)

MM 301, Retsch (Haan)
GeneQuant Il, Pharmacia Biotech;
Nanodrop 1000, Thermo Scientific
(Hamburg)

10 g Lactose, 1 g Hefeextrakt,

20 g Bacto-Agar

10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl
(pH 7,0); fur Festmedium 15 g/l Bacto-Agar
20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl
(pH 7,0)

5 g Beefextrakt, 5 g Pepton, 1 g Hefeextrakt,
5 g Saccharose, 0,5 g MgSO, (pH 7,2)

4.8 g/l MS-Salze (inkl. MES), 30 g/I
Saccharose, 1 ml/l B5-Vitamine, 100mg/I
Myo-Inositol, 1 ml/l B5-Vitamine (pH 5.7);
fur Festmedium 9,2g/l Microagar
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4.41.1 Antibiotika-Stocklosungen: Endkonzentrationen

Ampicillin 100 mg/ml in H,O 100 pg/mi
Kanamycin 50 mg/ml in H,O 50 pg/mi
Rifampicin 50 mg/ml in Ethanol 50 pg/mi

Alle Medien wurden 30min bei 121°C und 2 bar autoklaviert. Die nicht autoklavierbaren
Komponenten, wie die verwendeten Antibiotika, wurden vor Zugabe sterilfiltriert und nach

Abklhlung des Mediums zugegeben.

4.5 Puffer und Losungen
Benedicts-Reagenz

Blockierungslésung

DIG Detektionspuffer (10x)
DIG Waschpuffer (10x)
DNA-Extraktionspuffer

H,O-DEPC

Maleinsaurepuffer (10x)
Plasmid-Mini-Preparation Losung 1
Plasmid-Mini-Preparation Losung 2

Plasmid-Mini-Preparation Lésung 3

RNA-Ladepuffer

RNA-Laufpuffer (5x)

SSC-Puffer (20x)
TAE-Puffer (50x)
TBE-Puffer (5x)

TE-Puffer (10x)
TB-Puffer

173 g Na-Citrat + 100 g Na,CO3 in 700 ml
H.O lésen, 17,2 g CuSQO4 in 200 ml H,O
Idsen; beide Losungen ad 1 |

10 % Blocking Reagent in 100 mM
Maleinsaure,150 mM NaCl; auf pH 7,5 in
H,O- DEPC

1 M Tris/HCI, 1 M NaCl (pH 9,5)

10x Maleinsaurepuffer, 3% Tween 20
0,22 M Tris-HCI (pH 7,8), 22 mM EDTA,
0,8 M NaCl, 140 mM Mannitol,

1% N-Laurylsarcosin, 8,0% CTAB

0,1% DEPC - .N., RT = autoklavieren
1 M Maleinsaure (pH 7,5), 1,5 M NaCl
50mM Glukose, 50 mM Tris/HCI (pH 8,0),
10 mM EDTA (pH 8,0)

0,2 N NaOH, 1% SDS

5 M KAc (pH 4,8)

76 pl 5x RNA-Laufpuffer,

126 ul 37% Formaldehyd, 378 pl Formamid,
76 pl 10x DNA-Ladepuffer,

5 pl Ethidiumbromid (5mg/ml)

200 mM MOPS, 50 mM NaAc, 5 mM EDTA,
0,1 % DEPC; auf pH 7,0

3 M NacCl, 300 mM Na-Citrat; auf pH 7,0

40 mM Tris-Acetat,1 mM EDTA

54 g Tris, 27,5 g H;BO3, 20 ml 0,5 M EDTA,;
auf pH 8,3

100 mM Tris/HCI, 10 mM EDTA, pH 7,4

55 mM MnCl, 15 mM CaCl,, 250 mM KCl,
10 mM PIPES, pH 6,7
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4.6 Verwendete Organismen

4.6.1 Bakterienstamme

Escherichia coli:

Fir die Klonierungsarbeiten wurden die E. coli Stamme DH5a und TOP10 verwendet. Die
Kultivierung erfolgte je nach Verwendung in LB-Flissigmedium im Schuttler bei 37°C und
250 rpm oder auf LB-Festmedium bei 37°C im Inkubationsschrank.

Agrobakterium tumefaciens:

Fir die "Floral dip"-Transformation von Arabidopsis thaliana wurde der A. tumefaciens
Stamm LBA4404 (Strp", Rif') verwendet. Die Kultivierung der Bakterien erfolgte entweder auf
YEB-Agarplatten im Inkubator oder in YEB-Flissigmedium im Wasserbadschittler bei

jeweils 28°C.

4.6.2 Pflanzen

Arabidopsis thaliana(L.):

Folgende Wildtypen und transgene Linien wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet:

Col-0 Wildtyp ,Columbia O

Col-gl Wildtyp ,Columbia glabrous*

SAG13::LOX2i LOX2 RNAI (seneszenz-induziert)
SAG13::AOSi AOS RNAI (seneszenz-induziert)

35S::LOX2i LOX2 RNAI (konstitutiv)

dde2-2 AOS knock-out Mutante; Col-0 Hintergrund

(von Malek et al., 2002)
COI1 knock-out Mutante; Col-gl Hintergrund

coi1-16 (Feys et al., 1994)

4.7 Plasmide

pGEM-T-easy (Promega, Mannheim)

Dieser linearisierte Klonierungsvektor wurde zur Klonierung von PCR-Produkten verwendet.
Er weist eine Grofle von 3015 bp auf und tragt an den 3’-Enden jeweils einen Thymidin-
Uberhang zur Aufnahme von PCR-Produkten. Der Vektor enthélt die T7 und SP6 RNA
Polymerase Promotoren, welche eine multiple-cloning-site (MCS) flankieren und verfligt Gber

das Gen fiir die Ampicillin-Resistenz zur Selektion.

pSTBIlue-1 (Novagen, Madison, USA)

Dieser Vektor wurde ebenfalls zur Klonierung von PCR-Produkten verwendet. Er besitzt eine
GroRRe von 3851 bp und enthalt die T7 und SP6 RNA Polymerase Promotoren, welche eine
MCS flankieren. Weiterhin tragt er die Gene fir die Ampicillin- sowie die Kanamycin-

Resistenz.
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pHANNIBAL (Wesley et al., 2001)

Sekundarer Klonierungs- und Expressionsvektor zur Klonierung von ,hairpin“ hpRNA-
Interferenz-Konstrukten (5824 bp). Der Vektor besitzt einen konstitutiven CaMV35S-
Promotor hinter dem ein artifizielles Intron von zwei MCS flankiert wird. Diese MCS dienen
der Aufnahme von DNA-Fragmenten des Zielgens in sense- bzw. antisense- Orientierung.
Die RNAi-Expressionskassette wird von einem Terminator abgeschlossen. Der Vektor
verfigt weiterhin Uber eine Ampicillin-Resistenz sowie iber Not/-Restiktionsschnittstellen, die
eine Ubertragung der gesamten RNAi-Kassette in einen binéren Vektor erlauben (siehe

Anhang).

pART27 (Gleave, 1992)

Binarer Vektor zur Transformation von A. tumefaciens bzw. A. thaliana. Dieser Vektor mit
einer Grofe von 10,9 kb enthalt neben einer Kanamycin-Resistenz die von left- und right
border begrenzte T-DNA. Auf dieser befindet sich eine MCS u.a. zur Aufnahme der Not/
RNAi-Kassette aus dem pHANNIBAL.

4.8 Computersoftware und Internetadressen

Microsoft Office 2007

CorelDraw X3 Version 13

Vector NTI Suite 6.0

Roche LightCycler ® Probe Design Software 2.0
Statsoft STATISTICA

Waters Masslynx/Quanlynx

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.arabidopsis.org
http://www.genevestigator.ethz.ch

http://multalin.toulouse.inra.fr

100



Methoden

5 Methoden

5.1 Molekularbiologische Methoden

5.1.1 Polymerasekettenreaktion

Zur  Amplifikation  spezifischer = DNA-Fragmente  wurde die  Methode  der
Polymerasekettenreaktion (PCR) angewendet. Als Matrize (Template) wurden je nach
Aufgabenstellung sowohl Plasmid-DNA als auch genomische DNA aus Arabidopsis thaliana
eingesetzt. Durch die Verwendung entsprechender Oligonukleotide (Primer) war es mdglich
spezifische Restriktionsschnittstellen an die entstehenden PCR-Produkte anzuflgen. Als
thermostabile DNA-Polymerasen wurden sowohl Taq- (Thermus aquaticus) als auch Pfu-
DNA-Polymerase (Pyrococus furiosus) verwendet. Fur Klonierungen wurden diese im Mix
10:1 (v/v) eingesetzt. Pfu-Polymerase verfugt gegenuber der Taqg-Version Uber eine 3'-5'-
Exonuklease-Aktivitat zur Korrektur falsch eingebauter Nukleotide.

Reaktionsansatz

Template 10-100 ng
Taq-Puffer 1x
MgCl, 1.5mM
dNTP's 0.2 mM
Primer 1 0.15 pmol
Primer 2 0.15 pmol
Taq-Polymerase 1-2U
Steriles H,O ad 25 pl
Programm Zeit Temperatur (°C) Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung 5 min 95 1
Denaturierung 45 s 95
Anlagerung 45s 40-60 35
Elongation 45-60 s 72
Finale Elongation 10 min 95 1

Tabelle 8: PCR-Programm der Standard PCR-Reaktion

Fragment Primerkombination Amplifikat
53 (bp)

pHANintron GATGTGTAAGACGAAGAAGATAAAAGTTG 548
CCTTGTTTATTCATGTTCGACTAATTC

SAG13intern AGACCGATGGCCACTTAATTATTGG je nach
CAACTTTTATCTTCTTCGTCTTACACATC Konstrukt

S35intern TGAGACTTTTCAACAAAGGATAATTTCG je nach
CAACTTTTATCTTCTTCGTCTTACACATC Konstrukt

npt2 CCCATGGTTGAACAAGATGGATTGACAGC 800

GTCTAGATCAGAAGAACTCGTCAAGAAGG

Tabelle 9: Oligonukleotide zum Nachweis von RNAi-Konstrukten in transgenen Bakterien und
Pflanzen
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Fragment Primerkombination Amplifikat

553 (bp)
LOX2_RNAi TCTAGACTCGAGAGTTTGAGCGCATTTACG 455
At3g45140 Xbal/Xhol

ATCGATGGTACCGAGAATATCATCTTGAGC

Clal/Kpnl
AOS_RNAi TCTAGACTCGAGCGGTTTACCAATCGTAGGACC 489
At5g42650 Xbal/Xhol

ATCGATGGTACCGTTCCGTCGCTGGAACC

Clal/Kpnl
OPR3_RNAI TCTAGACTCGAGGAATGCGATTCGAGCTGG 639
At2g06050 Xbal/Xhol

ATCGATGGTACCCCAACAACTGGATCTTGAG

Clal/Kpnl
SAG13_Promotor GTCGACACGGCTCATCTCTGGTCATTGC 1662
At2g29350 Sall/Miul

CCCGGGCTCGAGCATTCCTTGTTAAATATC

Smal/Xhol

Tabelle 10: Oligonukleotide zur Herstellung von PCR-Fragmenten fiir die Klonierung von RNAi-
Konstrukten. Die Oligonukleotide enthielten jeweils am 5 -Ende die angegebenen
Restriktionsschnittstellen.

5.1.2 Spaltung von DNA mittels Restriktionsenzymen

Bakterielle Restriktionsendonukleasen vom Typ Il erkennen spezifisch meist palindromische
DNA-Sequenzmotive von 4 bis 10 bp und kénnen diese innerhalb des Erkennungsmotivs
oder in einem Abstand von einigen Basenpaaren hydrolysieren. Die dabei entstehenden

Schnittstellen kénnen nach Spezifitat der Endonukleasen kohasive oder glatte Enden

aufweisen.

Reaktionsansatz

DNA 0.5-15 ug
Restriktionsenzym 1-2 U/ug
10 x Reaktionspuffer 1/10 Vol.
steriles H,0 ad 10-20 pl

Die Spaltung von DNA mittels Restriktionsendonukleasen wurde fir ein bis drei Stunden bei
der fur das jeweilige Enzym optimalen Temperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die
Reaktionansatze entweder sofort elektrophoretisch aufgetrennt oder zuvor einer

Dephosphorylierungsreaktion unterzogen.

5.1.3 Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten

Um eine Religation linearisierter Vektor-DNA ohne den Einbau von DNA-Fragmenten bei
Ligations-Reaktionen zu verhindern, wurden 5'-endstandige Phosphatreste enzymatisch
durch  Einsatz der  Calf-Intestine-Alkaline-Phosphatase  (CIAP) entfernt.  Die
Restriktionsansatze wurden direkt nach der Behandlung mit den entsprechenden
Restriktionsenzymen mit 1 pl CIAP inkubiert. Dazu wurde die DNA zur Dephosphorylierung

15 min bei 37°C inkubiert und nach 15 min bei 65°C und erneuter Zugabe von 1 ul CIAP
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erneut 15 min bei 37°C belassen. Anschliefend wurden die DNA-Fragmente Uber Agarose-

Gelelektrophorese aufgetrennt und die benétigten Fragmente aus dem Gel eluiert.

Reaktionsansatz

DNA 0.5-15 ug
CIAP-Enzym 1+1pl

10 x Reaktionspuffer 1/10 Vol.
steriles H,O ad 30-50 pl

5.1.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Je nach
Fragmentgrofle wurden 0,7-2,5%ige ([w/v] in TAE-Puffer) Gele verwendet. Diese Gele
wurden mit je 0,2 pg/pl Ethidiumbromid versetzt, um nach Abschluss der Elektrophorese die
DNA-Banden unter UV-Licht (364 nm) zu lokalisieren. Zur Erhéhung der Dichte der Proben
und zur Markierung der Lauffront, wurden die DNA-Proben mit 1/5 Volumen 6x DNA-
Probenpuffer (0,25% Bromphenolblau; 0,25% Xylencyanol; 30% Glycerin) versetzt. Als
Elektrophoresepuffer diente 1x TAE-Puffer, in dem das mit DNA Proben beladene Gel bei
einer Spannung von 80-120V fir etwa 1-1,5 Stunden belassen wurde. Anschliefend konnte

die Auftrennung unter UV-Licht dokumentiert werden.

5.1.5 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Im Anschluss an die elektrophoretische Trennung wurden, wenn bendtigt, die gewunschten
DNA-Banden mit einem Skalpell unter UV-Licht aus dem Gel ausgeschnitten und
anschliefend mit dem NucleoSpin Extract Il Kit (Macherey & Nagel, Diren) entsprechend

der Anleitung des Herstellers aus der Gelmatrix isoliert.

5.1.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Zur Ligation von DNA-Fragmenten wurde T4-DNA-Ligase verwendet, welche die freien 3'-
OH-Enden mit 5°-Phosphatenden doppelstrangiger DNA kovalent verbindet. Dabei konnten
sowohl kohasive als auch glatte Enden verknipft werden. Die Menge an Insertions-DNA
wurde bei einem gewlnschten Vektor/Insert-Verhaltnis von 1:3 mit der Formel:
3 x 50ng x Lange Insert (bp) [Lange Vektor (bp) berechnet.

Reaktionsansatz

linearisierte Vektor-DNA 50-200ng
T4 DNA-Ligase 1U/ug DNA
10x Ligase-Puffer 1/10 Vol.
steriles H,0 ad 20 pl

Das Reaktionsvolumen betrug 20 pl. Die Ligation wurde entweder f tr 2 Stunden bei RT oder
fur 16 Stunden bei 4°C inkubiert. Im Anschluss daran wurde der Reaktionsansatz zur

Transformation kompetenter E.coli Zellen verwendet.
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5.1.7 Herstellung kompetenter Bakterien

Um erfolgreich Klonierungs- und Expressionsplasmide in Bakterien einzuschleusen, mussten

diese vorher chemisch kompetent gemacht werden.

5.1.7.1 Escherichia coli

Far die Klonierungsarbeiten wurden im Rahmen dieser Arbeit E. coli Zellen vom Typ DH5a
oder TOP10 verwendet. Zunachst wurde eine Bakterienkolonie in 25 ml LB-Medium
angeimpft und in einem 250 ml Kolben 7 Stunden bei 37°C inkubiert. Aus dieser Starterkultur
wurden 4 ml Bakteriensuspension entnommen und damit 250 ml SOB-Medium inokuliert. Die
Kultur wurde UN bei 18°C geschuttelt. Am nachsten Tag wurde die Kultur nach Erreichen
einer ODggo = 0,55 fur 10 min auf Eis gestellt und anschlieRend bei 2500 x g, 10 min bei 4°C
durch Zentrifugation geerntet. Nach Abnehmen des Uberstandes wurden die Bakterien in 80
ml eiskaltem TB-Puffer vorsichtig resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation unter den
gleichen Bedingungen, wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in 20 ml eiskaltem TB-
Puffer erneut resuspendiert. Nach Zugabe von 1,5 ml DMSO wurden die Bakterien 10 min
auf Eis belassen und schlieBlich in vorgeklhlte Reaktionsgefale zu je 100 pl aliquotiert, in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

5.1.7.2 Agrobacterium tumefaciens

Zur Herstellung chemisch kompetenter Agrobakterien wurden zundchst Bakterien vom
Stamm LB4404 in 3 ml YEB-Medium angeimpft und UN bei 28°C geschuttelt. Am nachsten
Tag wurden 100 ml YEB-Medium mit 1 ml der Ubernachtkultur angeimpft und unter den
gleichen Bedingungen inkubiert. Nach 4 Stunden wurden die Bakterien bei 4°C 20 min bei
5.000 rpm geerntet. Das Bakterien-Pellet wurde in 5 ml eiskaltem TE-Puffer resuspendiert
und erneut 10 min bei 5.000 rpm zentrifugiert. Die Bakterien wurden nun in 10 ml kaltem
YEB-Medium vorsichtig resuspendiert und mit 1,4 ml 87% Glycerin versetzt. Aliquots von je
200 ul Suspension wurden in vorgekiihlte ReaktionsgefalRe abgefiillt, in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.
5.1.8 Transformation von Bakterien

5.1.8.1 Escherichia coli

Ein 100 pl Aliquot kompetenter Bakterien wurde auf Eis aufgetaut und mit mindestens 10 pl
Ligationsansatz versetzt. Nach vorsichtigem Mischen wurde der Ansatz 30 min auf Eis
inkubiert. Die Aufnahme der DNA in die Bakterienzellen erfolgte durch
Hitzeschockbehandlung bei 42°C fur 90 s. Nach 2 min Abkuhlen auf Eis wurden die
Bakterien mit 900 pl LB-Medium versetzt und schittelnd 60 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Bakterien auf LB-Platten mit den erforderlichen Antibiotika zur
Selektion ausplattiert und 12 — 16 Stunden bei 37°C inkubiert. Zum Nachweis, dass die
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Bakterien die Plasmide mit der gewlinschten DNA-Sequenz aufgenommen haben, wurde
anschlieflend ein PCR-basiertes ,colony-screening” und eine Mini-Praparation der Plasmid-
DNA mit anschlieRender Restriktion durchgefuhrt.

5.1.8.2 Agrobacterium tumefaciens

Kompetente Agrobakterien wurden auf Eis aufgetaut, mit 1,5 pg aufgereinigter Plasmid-DNA
aus einer Midi-Praparation vermischt und 5 min auf Eis belassen. AnschlieBend wurden die
Bakterien fur 5 min in flissigem Stickstoff eingefroren und danach 5 min bei 37°C
Hitzeschock-behandelt. Nach 2 min Abklhlen auf Eis wurden 800 ul YEB-Medium
zugegeben und die Bakterien fir 3 Stunden bei 28°C leicht schittelnd inkubiert. Schlief3lich
wurden die Agrobakterien auf YEB-Platten mit den erforderlichen Antibiotika ausplattiert und
fur 2 — 3 Tage bei 28°C selektiert. Zum Nachweis der erfolgreichen Transformation wurden
ein PCR-basiertes ,colony-screening®, sowie ein Agrobakterien-spezifischer Farbnachweis
durchgefihrt.

5.1.9 Identifizierung transformierter Bakterien

5.1.9.1 Colony-Screening von E. coli

Zur Untersuchung der auf den Selektionsplatten gewachsenen Bakterienkolonien wurde eine
PCR durchgefiuhrt. Dazu wurden einzelne Kolonien mit einer sterilen Pipettenspitze
aufgenommen und in 20 pl sterilem H,O in einem Reaktionsgefall resuspendiert.
AnschlieRend wurden 10 ul der Suspension direkt als Template in eine PCR eingesetzt. Der
PCR-Ansatz sowie das Programm entsprachen den Bedingungen unter Kapitel 5.1.1. Die
verbliebenen Bakterien wurden zur Inokulation einer Flissigkultur flir weitere

Untersuchungen verwendet.

5.1.9.2 Colony-Screening von Agrobacterium tumefaciens

Aufgrund der spezifischen Eigenschaften der Agrobakterien konnten diese nicht direkt flr
eine PCR-Reaktion verwendet werden. Stattdessen wurden die zu testenden Einzelkolonien
in 3 ml YEB-Medium UN bei 28°C angezogen. 500 ul der Bakteriensuspension wurden in
Reaktionsgefalen bei 7.500 rpm, 5 min bei 4°C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Bakterien-Pellet mit 500 pl H,O gewaschen. Nach erneutem
Zentrifugieren unter den gleichen Bedingungen wurde das Pellet in 500 pl H,O resuspendiert
und die Bakterien 10 min bei 95°C aufgeschlossen. Nach 5 min Abkuhlung auf Eis wurde
das Bakterienlysat bei 10.000 rpm, fir 15 min bei 4°C zentrifugiert und der klare Uberstand
anschlieend in ein neues Gefall Uberfuhrt. 15 yl des klaren Bakterienlysats wurden dann
direkt in eine PCR als Template eingesetzt. Der PCR-Ansatz sowie das Programm

entsprachen den Bedingungen wie unter Kapitel 5.1.1.
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Zusatzlich zur PCR-vermittelten Identifizierung transgener Agrobakterien, wurde noch ein
spezifischer Farbnachweis durchgefiihrt. Dieser Nachweis stellt sicher, dass die
vorhandenen Bakterienkolonien tatsachlich von Agrobakterien gebildet wurden. Hierzu
wurden die durch PCR getesteten Kolonien auf Lactose-Agar Testplatten ausgestrichen und
fur 2 — 3 Tage bei 28°C inkubiert, bis starkes Bakterienwachstum sichtbar war. Anschliefend
wurden die Platten mit Benedicts-Reagenz Uberschichtet und fir ca. 1 Stunde bei RT
inkubiert. Durch Bildung einer orange-roten Farbung im Bereich der Bakterien konnte
nachgewiesen werden, dass es sich um Agrobakterien handelt. Nur diese kdnnen aus der
Lactose in den Testplatten Ketolactose produzieren, die mit den Kupferionen aus dem
Benedicts-Reagenz reagiert. Dabei entsteht Cu,O mit charakteristischer orange-roter
Farbung. Andere Bakterien, wie z. B. E. coli oder auch Hefen kdnnen keine Ketolactose

bilden. Im Bereich dieser Organismen tritt daher kein Farbumschlag auf.

5.1.10 Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

5.1.10.1 Plasmid-Minipraparation

Zur Isolation von Plasmid-DNA wurde die Methode der alkalischen Lyse angewandt. Hierbei
wurden zunéchst 1,5 ml einer E. coli Ubernachtkultur 3 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und
das Pellet in 100 ul Lésung 1 (siehe unter Kapitel 4.5) resuspendiert. Nach Zugabe von 150
gl Bsung 2 wurde vorsichtig gemischt, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und
anschliefend 150 pl Losung 3 zugegeben. Nach einer Inkubation fir 5 min auf Eis mit
anschlieRender Zentrifugation fir 10 min bei 13.000 rpm, 4°C wurde der Uberstand in ein
neues Reaktionsgefall Uberflhrt und eine Phenol/Chloroform-Extraktion durchgefuhrt. Nach
erneuter Zentrifugation fir 10 min bei 13.000 rpm, RT wurde die wassrige Phase in ein
neues Reaktionsgefal® Uberfuhrt und die darin enthaltene DNA mit 600 ul Isopropanol in
einem weiteren Zentrifugationsschritt (15 min, 13.000 rpm, 4°C) pelletiert. Nach dem
Waschen des Pellets mit 70% EtOH, wurde dieses getrocknet und in 20 ul H,O und 0,5 pl
RNase H (2 mg/ml) geldst.

5.1.10.2 Plasmid-Midipraparation:
Die Praparation groRerer Mengen qualitativ hochreiner Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte
nach Herstellerangaben des MIDI-Kits Nucleo-Bond®-PC 100 (Macherey & Nagel). Die

Plasmid-DNA wurde standardmaf3ig mit einem Volumen von 50 pl von der Saule eluiert.

5.1.11 Herstellung von Glycerinkulturen

Die vorlibergehende Aufbewahrung von Bakterien erfolgte auf Agarplatten bei 4°C. Zur
langerfristigen Konservierung der Bakterien wurden Glycerinkulturen angelegt. Dafir wurden
150 pl einer Bakterienkultur mit 650 pl sterilem Glycerin versetzt, iniBsigem Stic kstoff
schockgefroren und bei —80°C gelagert.
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5.1.12 Quantifizierung von Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsauren in wassriger Losung kann durch photometrische
Messung bei 260 nm bestimmt werden. Eine Absorption von 1 bei 260 nm entspricht einer
Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA bzw. 40 pg/ml einzelstrangiger RNA. Die
Quantifizierung isolierter Plasmid-DNA, genomischer DNA oder Gesamt-RNA wurde an

einem Spektralphotometer durchgefihrt.

5.1.13 Sequenzierung von DNA-Sequenzen

Die Sequenzierung von DNA wurde am Lehrstuhl fur Botanik |, Julius-von-Sachs-Institut
(Wurzburg) mit einem Li-COR DNA-Sequencer 4200 (LI-COR Biosciences, Bad Homburg)

durchgefinhrt.
Primer Primersequenz
5 -3
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
SP6 ATT TAG GTG ACA CTATAG AAT AC
pHAN101 GAATTAGTCGAACATGAATAAACAAGG
pHAN201 CAACTTTTATCTTCTTCGTCTTACACATC

Tabelle 9: Oligonukleotide zur Sequenzierung von DNA-Sequenzen innerhalb von
Klonierungsvektoren.

5.1.14 Isolierung von DNA aus Pflanzenmaterial

Fiar die DNA-Isolation zur Genotypisierung transgener Pflanzen wurden 100-150 mg
Pflanzenmaterial in einem Schraubdeckelreaktionsgefal} in flissigem N, schockgefroren und
1 min bei 20 Hz in der Kugelmihle pulverisiert. Anschlieend wurden 750 ul DNA-
Extraktionspuffer und 750 pl Chloroform zugegeben, die Probe homogenisiert und bei 65°C
fur 30 min im Wasserbad inkubiert. Nach einer Zentrifugation bei 7500 rpm, 10 min bei 4°C
wurde der Uberstand mit gleichem Volumen Isopropanol versetzt. Zur Pelettierung der DNA
wurde die Probe bei 14.000 rpm, 10 min bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und
das erhaltene Pelett 2 x mit 75% EtOH gewaschen (jeweils Zentrifugation 14.000 rpm, 1 min,
4°C). Die DNA wurde anschlieRend getrocknet und daraufhin in 20 pl ddH,O rickgeldst.

5.1.15 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial

Die Isolierung pflanzlicher RNA erfolgte aus 50-100 mg Frischmaterial bzw. aus 5-10 mg
gefriergetrocknetem Material mit Hilfe des E.Z.N.A. Plant RNA Mini Kit (Omega Biotek). Die
Extraktion aus Blattmaterial wurde entsprechend den Angaben des Herstellers mit dem

Standardprotokoll durchgefiihrt.

5.1.16 Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von RNA

Zur Kontrolle der RNA-Integritdt wurde eine elektrophoretische Auftrennung der Gesamt-
RNA mit Hilfe eines denaturierenden Agarosegels durchgefihrt. Fir ein 1,2%iges Gel

wurden 1,2 g Agarose in 62,5 ml sterilem H,O durch Erhitzen geldst. Nach dem Abkuhlen auf
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ca. 60°C wurden 20 ml 5x RNA Laufpuffer und 17,5 ml 37 % Formaldehyd zugegeben. Nach
dem Mischen wurde die Agaroseldsung in einen Geltrager gegossen. Jeweils 3 ul RNA
wurden mit 10 yl RNA-Ladepuffer (ad 20 pl) versetzt, 10 min auf 65°C erhitzt und nach dem
Abkuhlen auf Eis auf das Gel geladen. Die Elektrophorese erfolgte in 1x RNA-Laufpuffer bei
80 V fir 2 Stunden.

5.1.17 DNase-Verdau und Fallung der RNA

Um stérende genomische DNA zu entfernen, wurde nach der RNA-Isolation eine DNase |
Restriktion durchgefihrt. Um die RNA anschlieend in reinem Zustand, ohne die zum
Verdau bendtigten Komponenten zu erhalten, wurde diese ausgefallt und in DEPC-H,0
rickgelost. Dazu wurde zunachst 1 ug Gesamt-RNA in 8 yl DEPC-H,O in einem 1,5 ml
Reaktionsgefall mit 1 ul 10x DNase-Puffer und 1 pl DNase-I (1U/pl) versetzt und 15 min bei
RT inkubiert. Zur Inaktivierung der DNase wurde anschlie3end 1 ul 25 mM EDTA zugegeben
und fur 10 min bei 65°C inkubiert. Der abgestoppte DNase-Verdau wurde mit 9 yl DEPC-H,O
auf ein Gesamtvolumen von 20 ul aufgefullt. Zur Fallung der RNA wurden 1 ul Glycogen (20
mg/ml), 2,1 yl 5 M Ammoniumacetat und 25 pl Isopropanol zugegeben. Der Ansatz wurde

Uber Nacht (mindestens jedoch zwei Stunden) bei -20°C gefallt.

5.1.18 cDNA Synthese

Die ausgefallte RNA wurde fiir 15 min bei 14.000 rpm, 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen und das erhaltene Pellet mit 500 pyl EtOH (75%) durch kurzes
Durchmischen und erneutes Zentrifugieren fir 8 min bei 14000 rpm, 4°C gewaschen. Der
Uberstand wurde verworfen, das erhaltene Pellet bei RT getrocknet und anschlieRend auf
Eis in 7 yl DEPC-H,O geldst. In einem PCR-Gefal® wurden 2 ul 5x RT-Puffer mit 0,5 pl
dNTPs (10 mM) und 0,4 ul Oligo-dT-5"-CDS-Primer (100 uM) zusammengegeben, 6,7 ul der
gelésten RNA zugeflgt und fir 5 min auf 70°C erhitzt. Die Proben wurden nachfolgend auf
Eis abgekihlt, 0,4 ul Reverse-Transkriptase zugegeben und 1 Stunde bei 42°C inkubiert. Zur
Denaturierung des Enzyms erfolgte anschlieBend eine 15 minutige Erhitzung auf 70°C. Die
fertigen cDNAs wurden in 0,5 ml ReaktionsgefaRen mit HPLC-H,O 1:20 verdinnt und bis zur

weiteren Verwendung bei -20°C aufbewahrt.

5.1.19 Quantitative RT-PCR

Bei der quantitativen Realtime-PCR Technologie handelt es sich um eine hochsensitive
Methode zur Detektion und Quantifizierung doppelstrangiger DNA. Mit Hilfe eines
Fluoreszenz-Farbstoffes (SYBR Green), der wahrend einer PCR-Reaktion in die
entstehenden Amplifikate interkaliert, kbnnen anhand der aufgezeichneten Fluoreszenz-
Kinetik Ruckschlisse auf die Menge der Ausgangs-DNA gezogen werden. Zuséatzlich kann

durch Schmelzpunkt-Analyse der Amplifikate die Spezifitdt der PCR-Reaktion Uberprift
108



Methoden

werden. In dieser Arbeit wurde diese Technik verwendet, um relative Unterschiede in der
Expression bestimmter Gene aus verschiedenen cDNA-Proben zu untersuchen.

Zur Quantifizierung bestimmter Genprodukte wurden dazu 2 ul der verdiinnten cDNA in einer
96-Loch PCR-Platte mit 10 pl ABsolute QRT-PCR SYBR Green Capillary Mix (Thermo
Fischer) und 8 pl eines entsprechenden Primermix versetzt. Neben den cDNAs der zu
untersuchenden Proben wurde als Negativkontrolle HPLC-H,O verwendet. Als Standardreihe
zur Quantifizierung dienten 20, 2, 0,2 und 0,02 fg des jeweiligen PCR-Produktes in 2 pl
HPLC-H,0. Als Bezugsgene fiir die Quantifizierung wurden die Gene Actin 2 und 8, fur die je
ein gemeinsamer forward und reverse Primer vorlag, verwendet. Die Sequenzen der
verwendeten Primer finden sich in Tabelle 13. Die qRT-PCR wurde in einem Eppendorf
Realplex Mastercycler® nach dem in Tabelle 12 angegebenen PCR-Programm durchgefiihrt.
Alle  Arbeiten
Kunststoffprodukten durchgefuhrt.

wurden mit sterilen sowie nicht-Nukleinsdure absorbierenden

Reaktionsansatz

cDNA

SYBR-Green_Mix

Primer 1
Primer 2

2yl (1:20; £ 50ng total RNA)

10 pl

8 ul (12/24 pmol)
8 pl (12/24 pmol)

Programm Zeit  Temperatur (°C) Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung 15 min 95 1
Denaturierung 15s 95 45
Anlagerung 20s 58
Elongation 20s 72
Messung 10s 79
Finale Denaturierung 10s 95 1
Kiihlung 0 10 1

Tabelle 10: PCR-Programm der gRT-PCR im Eppendorf Realplex Mastercycler

Gen Primersequenz Primersequenz Amplifikat
forward (5> 3) reverse (523) (bp)
Act2/8
At5g09810 GGTGATGGTGTGTCT ACTGAGCACAATGTTAC 434
At1g49240
AOS
At5g42650 CCATACATTTAGTCTACCAC GCTAATCGGTTATGAACTTG 243
CAB
At1g29910 GTCAAGTCTACTCCTCAGAG GTAGTCAAGCCCTCCTTCTG 314
CLH1
At1g19670 TAGCCCCACAGTTGTGCA TTGATCCAGTCGCAGGAACT 260
LOX2
At3g45140 GTACGTCTGACGATACC TCTGGCGACTCATAGAA 398
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SAG13
At2g29350 TGTCCTTGGTATATCACAACT TTCATAGATTATGGATGCGG 414
SAG12
At5g45890 GCTGTGACCCCTATCAAG GATCCGTTAGTAGATTCGC 487
SEN1
At4g35770  AACATGTGGATCTTTCAAGTGCC GTCGTTGCTTTCCTCCATCG 96
VSP1
At5g24780 ACAAAGAGGCATATTTTTAC GGTTCAATCCCGAGTTCAA 241

Tabelle 11 Oligonukleotide zur Amplifikation der in der qRT-PCR untersuchten cDNA

5.1.20 Southern-Hybridisierungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Kopienzahl der tbertragenen T-DNA-Sequenzen in
einigen transgenen Linien mit Hilfe von Southern-Analysen Uberprift. Fir einen Southern-
Blot wurden jeweils 15-20 pug genomischer DNA einer Pflanze mit durchschnittlich zwei
verschiedenen Restriktionsenzymen in getrennten Reaktionsansatzen hydrolysiert. Dazu
wurden die Restriktionsansatze mit je 1 pl der jeweiligen Enzyme bei deren optimaler
Temperatur fur 3 Stunden inkubiert. Danach wurde der Vorgang unter weiterer
Enzymzugabe wiederholt.

Reaktionsansatz

DNA 15-20 ug
10x Reaktionspuffer 1/10 Vol.
Enzym (10 U/pl) 2pl
Steriles H,O ad 30ul

Das entstandene Fragmentgemisch wurde auf einem 0,7%igen Agarosegel bei 25 V ber 14
Stunden aufgetrennt. Das Gel wurde anschliefdend zur Depurinierung 10 min in 0,25 N HCI
geschwenkt, daraufhin mit H,O gespilt und wiederum fiir 30 min in 0,6 M NaCl/0,5 M NaOH
geschwenkt (Denaturierung). Im Anschluss folgten zur Neutralisierung 30 min in 0,5 M
Tris/1,5 M NaCl Lésung (pH 7,5). Danach wurde die DNA aus dem Gel mit Hilfe eines
Kapillarblots auf eine Nylonmembran ubertragen. Dazu wurde das Gel in einer Glaswanne
uber eine Lage Whatman-Papier mit 20x SSC-Puffer in Kontakt gebracht und aquilibriert.
Das Gel wurde mit der Oberseite nach unten auf das Papier gelegt und mit einer
Nylonmembran belegt. Darauf folgten 3 weitere Blatter Whatman-Papier. Den Abschluss
bildete eine ca. 10 cm hohe Schicht aus Zellstoff, die mit einem Gewicht von ca. 1 kg
beschwert wurde, um den Kapillarschluss sicherzustellen. Nach einer Transferzeit von 16
Stunden wurde die Membran fir 2 min mit UV-Licht bestrahlt, was zur einer kovalenten
Bindung der DNA auf der Membran flhrt.
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5.1.20.1 Sondenherstellung

Zur Detektion der T-DNA-Insertionen in den RNAi-Linien wurden Digoxigenin (DIG) -
markierten Sonden mit denen unter Kapitel 5.1.1 genannten Oligonukleotiden fir AOS bzw.
LOX2 mit Hilfe des PCR DIG Probe Synthesis Kits (Roche Diagnostics) hergestellt. Dazu
wurde eine spezielle PCR durchgeflihrt, bei der im Nukleotid-Mix (2 mM) teilweise die dTTPs
(1,3 mM) durch DIG-11 dUTPs (0,7 mM) ersetzt sind. Die PCR erfolgte nach Anweisungen
des Herstellers:

Reaktionsansatz

Template 25-50 ng genomische DNA

PCR Puffer + MgCl, 1x

PCR DIG Probe Synthesis Mix 200 uM (dATP,dCTP,dGTP),
130 uM gTTP, 70 uM DIG dUTP

Primer 1 0.1 pmol
Primer 2 0.1 umol
Enzym Mix 0,75 pl
Steriles H,O ad 50 pl
Programm Zeit Temperatur (°C) Anzahl Zyklen
Initiale Denaturierung 2 min 95 1
Denaturierung 30s 95
Primerbindung 30s 50-60 30
Elongation 40 s 72
Finale Elongation 7 min 72 1

Tabelle 12 PCR-Programm zur DIG-Sondenhestellung

Zur Kontrolle wurde ein entsprechender PCR-Ansatz mit dem Zusatz von unmarkierten
dNTPs durchgefhrt.

5.1.20.2 Hybridisierung und Detektion

Nach dem Nukleinsauretransfer wurde die Membran zur Hybridisierung mit der Sonde in
eine Inkubationsréhre Gberfihrt und im Hybridisierungsofen bei 42°C fur 1 Stunde mit je 7-10
ml DIG Easy Hyb (Roche Diagnostics) rotierend vorhybridisiert. Anschliessend wurden 2-4 pl
PCR-markierter DIG-Sonde in 100 pl DIG Easy Hyb bei 95°C fir 5 min denaturiert, kurz auf
Eis gestellt und dann zur vorhybridisierten Membran pipettiert. Die Hybridisierung wurde fir
16 Stunden bei 42°C durchgefihrt. Danach wurde die Membran 3x wenig stringent mit 2x
SSC/0,1% SDS fir je 15 min in einer Kunststoffschale sowie danach sehr stringent 3x 15
min im Inkubationsréhrchen bei 68°C im Hybridisierungsofen mit 0,5x SSC/0,1% SDS
gewaschen. Es folgte eine Aquilibrierung mit DIG Waschpuffer fir 5 min bei RT in einer
Kunststoffschale. Zur Blockung nicht-hybridisierter Membranbereiche erfolgte anschlie3end
eine Behandlung mit 10 ml DIG Blocking Reagent (Roche Diagnostics) fir 1 Stunde bei RT.
Zu diesem Ansatz wurde 1 pl Anti DIG-AP-Peroxidase Antikérper zugegeben und die

Membran weitere 30 min unter Rotieren inkubiert. Uberschiissige Antikdrper wurden 2x 15
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min bei RT mit DIG-Waschpuffer entfernt. Zur Umpufferung fir die Antikérperdetektion
wurden weitere 5 min mit DIG-Detektionspuffer gespllt. Zum Nachweis der gebundenen
Antikérper durch die Peroxidasereaktion wurde die Membran tropfenweise mit CDP-Star
Chemoluminiszenzsubstrat versehen und in einer Kunststoff-Folie flir mindestens 5 min
inkubiert. Nach Abtropfen Uberschissiger Substratldbsung wurde die Membran fir
unterschiedliche Zeitspannen (1-30 min) in der Dunkelkammer auf Fuji Medical X-Ray Film
exponiert. Dieser wurde anschliessend mit Entwickler (Kodak) entwickelt, mit ddH,O

gewaschen und mit Fixierldsung (Kodak) fixiert.
5.2 Arbeiten mit pflanzlichem Material

5.2.1 Erzeugung transgener Arabidopsis-Pflanzen

A. thaliana Okotyp Columbia-0 Pflanzen wurden nach dem Protokoll des ,Floral Dip*
transformiert (Clough and Bent, 1998). Hierzu wurden transgene Agrobakterien, welche das
zu transformierende Plasmid enthielten, Gber Nacht in 200 ml YEB-Medium mit geeignetem
Antibiotikum zur Selektion bei 28°C angezogen. Nach Zentrifugation fir 15 min bei 7000 rpm
und 4°C wurde das Bakterienpellet in einer 5%igen Saccharoselésung resuspendiert und
eine ODgqo von 0,8 eingestellt. Nach Zugabe von 0,05% Silwet L-77 wurden die Blutenstande
der Arabidopsis-Pflanzen nach dem Entfernen bereits entwickelter Schoten fir 10 s in die
Bakteriensuspension getaucht und anschlieBend in Frischhaltefolie gewickelt, um ein
Austrocknen der Bakterien zu verhindern. Nach 24 Stunden wurden die Folien entfernt und
die Pflanzen bis zur Samenproduktion weiter kultiviert. Nach Ernte der Samen erfolgte die
Selektion auf transformierte Pflanzen mit Hilfe einer Antibiotika-Resistenz, die mit der

gewunschten T-DNA transformiert wurde.

5.2.2 Kultivierung transgener Pflanzen

Zur Selektion transgener Pflanzen bzw. zur sterilen Pflanzenanzucht wurden die Samen
zunachst oberflachensterilisiert. Dazu wurden diese fur 2 min mit 1 ml Ethanol (70%)
inkubiert. Nach Entfernen des Alkohols wurden die Samen fir 10 min in einer 1.5%igen (v/v)
Natriumhypochlorid-Lésung, die mit 0.1% Tween 20 versetzt war, inkubiert. Um restliches
Natriumhypochlorid zu entfernen, wurden die Samen viermal mit sterilem Wasser (1 ml)
gewaschen und im Anschluss auf MS-Agarplatten mit Kanamycin (50 mg/l) bzw. in MS-
Flissigmedium ausgebracht. Nach der Lagerung der Agarplatten Uber Nacht bei 4°C,
erfolgte die weitere Kultivierung unter Kurztagbedingungen (22°C). Putativ transgene
Pflanzchen (T1-Generation) konnten nach zwei bis drei Wochen Wachstum selektiert, auf
Erde pikiert und bis zur Samenproduktion kultiviert werden. Transgene Pflanzen der T2- oder
T3-Generation wurden ebenfalls ca. zwei Wochen nach der Keimung auf Erde vereinzelt. Zur

Selektion homozygoter Linien wurden in der T2-Generation die Aufspaltungsverhaltnisse
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mittels X>-Test bestimmt und zusétzlich genomische Insertions-Analysen per Southern-
Hybridisierung  durchgefuhrt  (Kapitel 5.1.20). Die daraus hervorgegangenen
Einzelinsertionslinien wurden weiter kultiviert und in der T3-Generation durch Antibiotika-

Selektion auf Homozygotie getestet.
5.2.3 Anzucht der Versuchspflanzen

Die verwendeten Pflanzen fir die Sorbitolbehandlungen wurden in einem Klimaschrank
(Percival) unter Kurztagbedingungen (22°C, 75% rel. Luftfeuchtigkeit, 9 Stunden Licht, 120
umol phot. m? s? Lichtintensitat) angezogen. Fiir die Untersuchungen der natiirlichen
Alterung sowie fur die Experimente zur dunkelinduzierten Seneszenz wurden die Pflanzen in
einer Klimakammer unter Kurztagbedingungen (22°C, 9 Stunden Licht, 80 umol phot. m? s
Lichtintensitéat) angezogen. Dabei erfolgte die Anzucht homozygoter Pflanzen direkt auf
Anzuchterde wobei die Keimlinge nach 14 Tagen in 7 cm Kunststofftdpfe vereinzelt wurden.
Die biologische Schadlingsbekdmfpung erfolgte durch 14-tdgliche Behandlung mit
Nemathoden der Art Steinernema feltiae. Zur Untersuchung des Verlaufs der natirlichen
Pflanzenalterung unter o.g. Bedingungen wurden die Rosettenblatter 9-15 beobachtet
(Zahlweise von Innen nach Aussen unter Nichtberlcksichtigung der Kotolydonen). Dazu
wurden die entsprechenden Blatter im Alter von ca. 6 Wochen mit Bindfaden markiert, zu
den jeweiligen Zeitpunkten geerntet, in flissigen Stickstoff eingefroren und bis zur weiteren

Analyse bei -80°C gelagert.
5.2.4 Behandlung der Versuchspflanzen
5.2.41 Sorbitolbehandlung

Zur Induktion von osmotischem Stress wurden adulte Blatter 6-7 Wochen alter Arabidopsis-
Pflanzen abgetrennt und auf 500 mM Sorbitolldsung bzw. H,O flottiert. Dazu wurden die
Blatter von mindestens zwei Pflanzen in transparenten Kunststoff-Schalen auf je 200 ml
Lésung bei Dauerlicht (120 umol phot. m? s? Lichtintensitat) fiir 24 bzw. 48 Stunden
inkubiert. Fir die Kontrollwerte (0 Stunden) wurden mindestens je 3x3 Pflanzen umgehend in
flissigen Stickstoff eingefroren. Bei Ernte der behandelten Blatter wurde die Ldsung
verworfen und zweimal mit H,O gewaschen, um Uberschussiges Sorbitol zu entfernen. Die
Blatter wurden danach umgehend in Probenréhrchen in flissigem Stickstoff eingefroren und
bei -80°C gelagert. Anschliessend wurde das Pflanzenmaterial fir 24- 48 Stunden

gefriergetrocknet und dann bei -20°C gelagert.
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5.2.4.2 Dunkelbehandlung

Zur Untersuchung von dunkelinduzierter Seneszenz wurden adulte Blatter 6-7 Wochen alter
Arabidopsis-Pflanzen abgetrennt und in Petrischalen auf feuchtem Papiergewebe in vélliger
Dunkelheit bei RT inkubiert. Die Ernte erfolgte sofort (0 Stunden) bzw. nach 3 und 7 Tagen in
Probenrdhrchen in flissigem Stickstoff. Die Proben wurden bis zur weiteren Analyse bei -
80°C gelagert.

5.3 Analytische Methoden

5.3.1 Extraktion von Chlorophyli

Die Bestimmung des Chlorophyligehaltes wurde mittels Aceton-Extraktion durchgefihrt
(Arnon, 1949). Dabei wurden 50 mg schockgefrorenes und gemoérsertes Frischmaterial bzw.
5 mg gefriergetrocknetes Material mit 1 ml Aceton/H,O (80/20; v/v) versetzt und kréaftig
vermischt. Nach 3-6 Stunden Inkubation im Dunkeln bei 4°C wurden die Proben bei 5000
rom, 3 min bei RT zentrifugiert. Vom Uberstand wurden mit dem Aceton/H,O-Gemisch
entsprechende Verdinnungen hergestellt, die im Spektralphotometer vermessen wurden.
Die Analyse der Absorption erfolge bei den Wellenlangen 647 nm fir Chlorophyll a und 664
nm far Chlorophyll b. Als Referenz wurde das Lo&sungsmittel verwendet. Zur Berechnung

des Chlorophyligehaltes wurden folgende Formeln verwendet:

m
Chla [F‘?] = (11,78 x E664 — 2,29 x E647) x Verdinnungsfaktor

m
Chlb [F‘?] = (20,05 x E647 — 4,77 x E664) x Verdimnungsfaktor

5.3.2 Extraktion und Analyse freier Sauren

Zur Analyse freier Sauren (JA, OPDA sowie a-LeA) wurde 200-400 mg schockgefrorenes
und gemorsertes Frischmaterial bzw. 20-40 mg gefriergetrocknetes Pflanzenmaterial in
einem 2 ml Schraubdeckel-Reaktionsgefal® abgewogen. Das Probenmaterial wurde mit 980
Ml MeOH/1% Eisessig versetzt und gut durchmischt. AnschlieBend wurden 158,5 ng
Dihydrojasmonsaure (in MeOH; 15,8 ng/ul) sowie 100 ng n-Heptadecansaure (in AcN; 10
ng/ul) ad 1 ml als interne Standards zugefligt und die Proben anschliessend fur 5 min bei 30
Hz in einer Schwingmihle homogenisiert. Nach Zentrifugation fur 15 min bei 14.000 rpm,
RT, wurden 900 pl des Uberstandes quantitativ in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt und in
einem Rotationsvakuumkonzentrator bei 60°C zur Trockene eingeengt. Der Ruckstand
wurde in 500 yl ddH,O geldst und mit 15 ul Eisessig auf pH 3 eingestellt. Um stérende polare
Substanzen aus der Probe zu entfernen, wurden diese dreimal mit Diethylether

ausgeschuttelt. Die Etherphasen wurden quantitativ. abgenommen, in einem neuen
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Reaktionsgefald gesammelt und zur Trockene eingeengt. Zu dem erhaltenen Rickstand
wurden als weiterer Standard 80 ng ['®0],-Oxo-Phytodienséure (in AcN; 2 ng/ul) zugegeben
und das Losemittel in einem Rotationsvakuumkonzentrator erneut zur Trockene eingeengt.
Bis zur Messung wurden die Proben mit 200 pl AcN versetzt, homogenisiert und bei -20°C
gelagert. Fur die Messung wurde das AcN im Rotationsvakuumkonzentrator bei 60°C zur
Trockene eingeengt. Der Ruckstand wurde in 1 mM Ammoniumacetat/Acetonitril 1:2 (v/v)
gel6st und fiir 15 min bei 14.000 rpm, RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde zur Messung in
HPLC-Probengefale tberflhrt.

5.3.2.1 Quantifizierung von JA und OPDA

Die Auftrennung und Quantifizierung von JA, DHJA, OPDA sowie ['®0],-OPDA erfolgte
mittels einer Kombination aus UPLC und Triple-Quadrupol-MS. Zunachst wurde der
erhaltene Extrakt (iber eine Acquity UPLC® BEH C18 Saule (30 mm x 2 mm, PartikelgroRe
1,7 um) sowie entsprechender Vorsaule und Partikelfiter mit dem in Tabelle 15
angegebenen Laufmittelgradienten aufgetrennt. Die Detektion der Analyten erfolgte dann
durch ein Waters Micromass Quattro Premier Massenspektrometer, wobei die lonen durch

negative Elektrospray-lonisation (ESI-) erzeugt wurden (Tabelle 16).

Zeit 1mM wassriges Ammoniumacetat Acetonitril Flussrate

(min) pH 6,6(%) (%) (ml/min)
0,00 95 5 0,3
3,00 40 60 0,3
3,01 0 100 0,3
5,00 0 100 0,3
5,01 95 5 0,3
8,00 95 5 0,3

Tabelle 13: Laufmittelgradient zur Analyse von JA und OPDA

lonisationsmodus ESI-
Kapillarspannung (kV) 3

Quellentemperatur (°C) 120
Desolvatisierungsgasfluss (I/h) N, 800
Konusgasfluss (I/h) - N, 100
Desolvatisierungstemperatur (°C) 400
Kollisionsgasfluss (I/min) Ar 0,3

Tabelle 14: MS-Parameter zur Detektion von JA und OPDA
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Als Detektionsmethode wurde die selektive Multiple Reaction Monitoring (MRM) Methode
verwendet. Bei dieser Methode wird im ersten Quadrupol des Tandem-MS ein Precursor-lon
anhand seines Masse/Ladungs-Verhaltnis (m/z) isoliert, im zweiten Quadrupol durch die
Kollision mit Argon fragmentiert und im dritten Quadrupol nur ein spezifisches Produkt-lon
selektiert. In Tabelle 17 sind die entsprechenden Masse/Ladungs-Verhaltnisse sowie die

Detektionsparameter aufgefuhrt.

Analyt Plrecursor- Produkt- Dwelltime Konus- KoIIisi_ons-

on (m/z) lon (m/z) (s) spannung(V) energie(V)
Jasmonsaure 209,1 59 0,025 19 17
Dihydrojasmonsaure 2111 59 0,025 19 17
OPDA 291,1 165 0,025 22 26
['®0].-OPDA 295,1 165 0,025 22 26

Tabelle 15: Masse/Ladungsverhéltnisse (m/z) der Precursor-lonen und ihrer Produkt-lonen von
Jasmonsaure, Dihydrojasmonséaure, OPDA und [180],-OPDA

5.3.2.2 Quantifizierung von freier a-Linolensaure

Die Auftrennung und Quantifizierung von a-LeA, Ds a-LeA und dem internen Standard n-
Heptadecansaure (Margarinsaure) erfolgte mittels einer Kombination aus UPLC und Triple-
Quadrupol-MS. Zunachst wurde der erhaltene Extrakt (iber eine Acquity UPLC® BEH C18
Saule (30 mm x 2 mm, Partikelgrolke 1,7 um) sowie entsprechender Vorsaule und

Partikelfilter mit dem in Tabelle 18 angegebenen Laufmittelgradienten aufgetrennt.

Zeit 1mM wassriges Ammoniumacetat Acetonitril Flussrate

(min) pH 6,6 (%) (%) (ml/min)
0,00 50 50 0,3
5,00 0 100 0,3
7,00 0 100 0,3
7,01 50 50 0,3
10,00 50 50 0,3

Tabelle 16: Laufmittelgradient zur Analyse von a-Linolenséaure

lonisationsmodus ESI-
Kapillarspannung (kV) 3,5
Quellentemperatur (°C) 120
Desolvatisierungsgasfluss (I/h) N, 800
Konusgasfluss (I/h) - N, 50

Desolvatisierungstemperatur (°C) 400

Tabelle 17: MS-Parameter zur Detektion von a-Linolensaure
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Die Detektion von a-LeA und dem internen Standard n-Heptadecansaure erfolgte ebenfalls
durch das Waters Micromass Quattro Premier Massenspektrometer, wobei die lonen durch
negative Elektrospray-lonisation (ESI-) erzeugt wurden. Die MS Parameter sind in Tabelle 19
angegeben. Als Detektionsmethode wurde die Selected lon Recording (SIR)-Methode
gewahlt. Bei dieser Methode werden die lonen nicht Fragmentiert. Die Detektion der

Fettsauren erfolgte dann als Carboxylat-Anion mit folgenden MS-Parametern:

Analvt Precursor- Produkt- Dwelltime Konus- Kollisions-
’ lon (m/z) _lon (m/2) () spannung(V) energie(V)
n-Hepta-
decansiure 269 - 0,1 30 -
u-
Linolensiure 277 - 0,1 30 -
Ds o- 282 ) 0.1 - .

Linolensaure
Tabelle 18: Masse/Ladungsverhéltnisse (m/z) zur a-Linolensdure-Detektion

5.3.3 Extraktion und Analyse von Membranlipiden

Zur Analyse membrangebundener Galaktolipide und Arabidopside wurde 200-300 mg
schockgefrorenes und gemodrsertes Frischmaterial bzw. 20-30 mg gefriergetrocknetes
Pflanzenmaterial in einem 2 ml Schraubdeckel-Reaktionsgefalt abgewogen. Anschlieend
wurde das Pflanzenmaterial mit 1,5 ml auf 75°C vorgewarmten 2-Propanol versetzt, kurz
durchmischt und 15 min zur Denaturierung von Lipasen bei 75°C inkubiert. Als interne
Standards wurden nach der Inkubationszeit je 3 yg MGDG-18:0-18-0 und DGDG-18:0-18-0
(in Chloroform/Methanol/H,O 4:1:0,1 (v/v/v)) zugegeben und die Proben fir 5 min im
Ultraschallbad homogenisiert. Nach 10 min Zentrifugation bei 14.000 rpm, bei RT, wurde der
Uberstand der Probe in ein Reagenzglas tiberfiihrt und das zuriickgebliebene Pellet in 1,5 ml
Chloroform/Isopropanol 1:3 (v/v) durch 5 min Inkubation im Ultraschallbad gelést. Das
Reaktionsgefal wurde daraufhin 5 min bei 14.000 rpm, RT zentrifugiert und der Uberstand
mit dem Ersten im Reagenzglas vereinigt. Das Pellet wurde erneut fir 5 min im
Ultraschallbad in Chloroform/Methanol 1:3 (v/v) geldst und ebenfalls 5 min bei 14.000 rpm,
RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde zusammen mit den Vorherigen vereinigt und bei 60°C
im Wasserbad unter N,-Strom zur Trockene eingeengt. Der Rickstand wurde anschlief3end
in 1 ml Methanol gel6st und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal tUberfuhrt. Die Probe wurde nun in
einem Rotationsvakuumkonzentrator bei 60°C zur Trockene eingeengt. Der erhaltene
Rickstand wurde in 100 pyl 1 mM methanolischem Ammoniumacetat geldst, 10 min bei
14.000 rpm, RT zentrifugiert und der Uberstand zu Messung in HPLC-Probengefale
uberfuhrt.
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5.3.3.1 Quantifizierung von Membranlipiden

Die Auftrennung und Quantifizierung der Galaktolipide erfolgte mittels einer Kombination aus
UPLC und Triple-Quadrupol-MS. Zunachst wurde der erhaltene Extrakt tber eine Acquity
UPLC® BEH C8 Saule (50 mm x 2 mm, PartikelgréRe 1,7 um) mit entsprechender Vorsaule

und Partikelfilter mit dem in Tabelle 21 angegebenen Laufmittelgradienten aufgetrennt.

1mM wassriges 1mM methanolisches

(ﬁﬁir:‘) Ammoniumacetat Ammoniumacetat I;::;rs]:ﬁ;‘.)e
pH 6.6 (%) (%)

0,00 25 75 0,3

1,00 25 75 0,3

10,00 0 100 0,3

11,01 0 100 0,3

15,00 25 75 0,3

Tabelle 19: Laufmittelgradient zur Analyse von Galaktolipiden

Die Detektion der Galaktolipide erfolgte ebenfalls massenspektrometrisch, wobei die lonen
wie zuvor durch negative Elektrospray lonisation (ESI-) erzeugt wurden. Als
Detektionsmethode wurde wiederum die selektive Multiple Reaction Monitoring (MRM)
Methode verwendet. Fir die lonisierung und Fragmentierung wurden fir alle Verbindungen

die in Tabelle 22 aufgeflhrten Detektionsparameter verwendet.

lonisationsmodus ESI-
Kapillarspannung (kV) 3,11
Konusspannung (V) 40
Quellentemperatur (°C) 120
Desolvatisierungsgasfluss (I/h) N, 847
Konusgasfluss (I/h) - N, 47
Desolvatisierungstemperatur (°C) 450
Kollisionsgasfluss (I/min) Ar 0,3
Kollisionsenergie (eV) 30
Dwelltime (s) 0,025

Tabelle 20: MS-Parameter zur Detektion von Galaktolipiden

Die Masse/Ladungs-Verhaltnisse der Precursor-lonen und ihrer Produkt-lonen zur Analyse

von Arabidopsiden und Galaktolipiden sind im Anhang dargestellt.
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Abbildung $S1: Relative Expression von LOX7 (A), LOX2 (B) und LOX3 (C) zur
Vorcharakterisierung der 35S::LOX2i-Linien. Dazu wurden Blatter von 6 Wochen alten Pflanzen
basal bzw. eine Stunde nach Verwundung geerntet [n=1].
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Abbildung S2: Muster der quantifizierten Galaktolipide [in pg g” FG] in den Blittern 9-14 des
Wildtyps sowie der Mutante dde2-2 und der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 und zu den Zeitpunkten
6, 8 und 10 Wochen. Die dargestellten Ergebnisse zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus 2
unabhéangigen Zeitkinetiken [n=3-6]
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Abbildung S3: Lipid-Muster der quantifizierten Galaktolipide [in pg g” FG] in den Blittern des
Wildtyps sowie der Mutante dde2-2 und der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 nach
Sorbitolbehandlung. Die Proben wurden jeweils zu Beginn des Experimentes (0 h) sowie nach
24 h und 48 h Inkubation auf 500 mM Sorbitollosung geerntet [0 h, 24 h, n=3; 48 h, n=6]. Die
dargestellten Daten zeigen ein reprasentatives Ergebnis aus 2 unabhidngigen Experimenten.
[n=4].
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Abbildung S4: Lipid-Muster der quantifizierten Galaktolipide [in pg g” FG] in den Blittern des
Wildtyps sowie der Mutante dde2-2 und der Linien 35S::LOX2i-2 und -9 nach nach H,O-
Behandlung. Die Proben wurden jeweils zu Beginn des Experimentes (0 h) sowie nach 24 h und
48 h Inkubation auf H,0 geerntet [0 h, 24 h, n=3; 48 h, n=6]. Die dargestellten Daten zeigen ein
reprasentatives Ergebnis aus 2 unabhédngigen Experimenten. [n=4].
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Line WT1 3 5 6 7 8 910 11 13 15 16 17

Abbildung S5: Southern Blot der SAG13::AOSi-Linien. Die Herstellung der Sonden gegen das
AOS-RNAi-Fragment erfolgte mit den Primern aus Tabelle 9. Die Restriktion der genomischen
DNA erfolgte mit dem Enzym EcoRl.

Line WT 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Abbildung S6: Southern Blot der SAG13::LOX2i-Linien. Die Herstellung der Sonden gegen das
LOX2-RNAi-Fragment erfolgte mit den Primern aus Tabelle 9. Die Restriktion der genomischen
DNA erfolgte mit dem Enzym EcoRI und BamHI.
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DNA-Sequenzen
AOS RNAI- Fragment

Lange: 465(+24bp)
1 TCTAGACTCG AGCGGTTTAC CAATCGTAGG ACCAATCAAA GACCGTTGGG ATTACTTTTA

61
121
181
241
301
361
421
481

CGACCAAGGA
CAGAGTCAAC
CGACGGTAAA
CACCGGTACT
CGATCCATCG
ATCTCGAAAC
GGAGAAAGAG
ACCATCGAT

LOX2 RNAi-Fragment
Lange: 431 (+24) bp:

1
61
121
181
241
301
361
421

TCTAGACTCG

GCTGAAGAGT
ATGCCACCGG
AGCTTCCCGG
TACATGCCGT
GAGCCTAAAC
CGGATCTTCC
CTTTCCCTTA

AGAGTTTGAG

TCTTCAAATC
GAGCTTTTAT
TTTTATTCGA
CAACGGAACT
ACGAAAAGCT
CTGAGTTTCA
AAGGGAAAGC

CGCATTTACG

CTGACAATGA
GGCGTTGCAA
GGGGAGAGTT
CAGGCAAGGC
TGAGTCCCCA
TTCAGCTTCC
GCGAAGCTCA

TCCTGAACTT
GACCGGTCGA
CTATGTACCA
CGTACTGGCA
AGAACCTTTT
CAAGGATGCT
AGATGATATT

GCTCGTCCGG
AAACCTTGTG
AGAGACGAGG
GCTCTTCCCT
CCACACTTCA
GGCCTCTTAC
CTCGGTACCA

ACGAATCCGT
CGCCGAGAAT
TGTCGATAAA
AACCGGAGGC
CAAAAATCTC
AGCTACTTAC
GGATTTCGGC

ACTATGATGT
TAATTGGAGG
AGACTGACCC
AGTTCTCTAC
CCATCTTCCC
AGGCCATACA
CTCTGCTCCC
TCGAT

SAG13 Promotor
Lange: 1638 (+24) bp

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

GTCGACACGG

CTCATCTCTG

GTCATTGCTA

ATAAAGAGTC
CGTTTGCAAT
ATTTGATATT
GTTGACAGCA
GCCATGATTG
GAAATTATGA
GTTGTTCTGT
TAGTAAAATG
TTTGCTGGGT
ATAGAGTATT
ATTAAGAAAG
TCTTTAATTG
AATGGTCATG
TTATGAAATG
GAAAAAAAMA

TTTCATGGTA
AACTTACATT
ATTTTCTCTC
TAATGAAGCT
ATGTTTTGAT
TCAAACTCTT
TGTTTCTTAT
CCATCTACCT
TTAGTAGCTG
GTTGGAGTTA
GTTTTTGAAA
ACATATGTTT
CATGAAATGA
AAATAGAAGG
AAAAAAAARA

AAAATTCTCT
TGCAATAACA
TAATACATAT
GGTACACCAT
GGAATTAGTG
CAATGTCACT
GGCTGCTTAA
TAATCCTATA
ATACGACGTT
TATTGATTTT
ATGCATCTTC
TGTTTGTTTG
AATGTTTGTT
TATATATTAC
AAAAAAAGAA

GTCACAGGTA
TGTAACTGGT
TGTCAGCCAT
ATGATGTGTT
ACATGCACTT
TTAAAGGATG
TATCAAGAGA
TGTCTCCATC
TATAAGTATA
TATGGTTGTT
TGTTCATATT
TAGAATATAT
TTTTTTTTAC
GTCAATTTTT
AAAATATTAC
AAAGAAAAAG

AAATACAACT
CCACAAGTCG
GTCGAAAAGA
TACCGTATCC
CTTTTCTTCC
TCCGAGCTTT
GGTTCCAGCG

CCACGGTGTA
TGGCTTTACT
AAGATCTTTT
TCTCGTACCT
TCCTCAAGTC
TCGATTCTTT
ACGGAACGGT

GTACAACGAT
CCTCACACAT
CTCTTCAGAG
AGCCAAGGGC
TCAGATCGAG
AAATCTCTTT
CAGAATCATC

AAAGTAAAAA
GGAGATAGTA
ATTTATTTAA
ACGGTCATTC
GATTATATAT
GACCCTCACT
GCTAATGACT
AAATATTTAG
ACTAGATAAT
ATTGAGTTTG
AGTTAACAAA
GTATATTCGA
TGGCCACACA
TTTACTAACT
CTAAAAGTAG
AAACAAGATT

GTTGGTGACC
CCATATCCAA
CAACGCTACG
ACTTCATTCA
TCTGTTCTAT
GAAGAAGGCA
AAAGCTCTTG

TTGATCAAAG
GATGTCAATT
ATTTCCATGC
TAAAAATCCA
GGATGTTACT
AACGCGGTTG
AGCACGTTTA
ACATTGTGGC
AATCCATATT
AATACAAAAT
TAATAAAAAA
AAAAGTCACA
AATTGACAAC
TGTAATATCA
AGCAATCTTA
ACAATGCATT
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961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

TAAAAAGAGA
TGTTCTTGTA
TGGTTGTTGG
GATAGACAAA
CAATGGTTGT
GGGTTTAAGT
TTTAATTATA
CTCTATTAAC
TTGTCAAAAG
TCGAGCAGTC
TATCACAACT
TCGTCGTAGG

TGGAAAGAAT
TCGTCTACCA
AGGGATCCTT
GGGCTGTGTG
GTATGCATAG
GGTTAAATTG
TAAATTTTAA
TAAGGGGTCT
GAAAAGTAGT
ATTATCATAA
AGTCTTGATC
TTGATATTTA

CCGAGCTATC
GAGATGGTGT
TGGCTATTAT
GCCTGTGAGA
AAATTCCCAC
ATACATGTAG
CTACGCTCAT
TCATTATTAA
ATTTTCGTAC
TGTGGAATTT
AATTCTATAT
ACAAGGAATG

GAATCCAAAG
TCCGGATCTC
GGAGAACATT
CCGATGGCCA
AACCGTTTGT
ATCTAAAGTT
GACACGTAAA
TTCATAAAGA
TACGTCTACC
TGAATTGAGC
AAGATCTGTG
CTCGAGCCCG

AAGCATCAGC
TCGATCAATA
ATTCGTTTAT
CTTAATTATT
GGCTTAACAC
TTATGCTAAT
TGGTAGACCA
CTTTCTTTAC
CCTCTCACGG
GAGGTTTCAA
ATCTTGGTTG
GG

TTCCTCCATC
TTCTTAAAGA
CTCCAGATGT
GGTTTTTTGT
AATTTACCAG
ATAAATTAGT
ATATGTGGTG
TATACAAGAC
ATATGTGTGG
AGTTCAAAAC
AAGAAAAGAA
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Xba1

Terminator
Terminator

Cla1

pHannibal::LOX2::LOX2
6680 bp

pHANNIBAL
5794 bp

355-Promator

355-Fromotgtay
Xho1

Xho1 Miui

Xba1

Terminator
Terminator

pHANNIBAL
5794 bp

pHannibal::AOS::AQS

355-Promotor

355-Promaotg

Xho1

Xho1 Miu1

Abbildung S7: Die per PCR amplifizierten RNAi-Fragmente wurden in den Vektor pGEM-Teasy
(Promega) ligiert (nicht dargestellt). Aus diesem wurden die jeweiligen Fragmente mit den
Restriktionsenzymen Xbal/Clal bzw. Kpnl/Xhol nacheinander in gegenlaufiger Orientierung in
die entsprechende multiple-cloning-site des Zielvektors pHannibal ligiert. Es entstanden die

Vektoren 35S::A0S::AOS bzw. 35S::LOX2::LOX2.
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Not1

Terminator

6000

pHannibal::LOX2::LOX2

Intror pHannibal::S13::LOX2::LOX2
6680 bp

7206 bp

3000
355-Promotg SAGT3-Promolied

\ Not1

Xho1 Miu1  Xho1

Miu1
Not1

Terminator

pHannibal::AOS::AQOS Intron pHannibal::S13::A0S::AOS

7280 bp

3000

A55-Promoig SAG13-Promolg

Not1

Xho1 Miu1  Xho1

Miu1

Abbildung S8: Mit Hilfe der Restriktionsenzyme Xhol und Mlul wurde der GroBteil des 35S-
Promotors entfernt. Der via pGEM-Teasy klonierte SAG13 Promotor wurde auf gleichem Weg in
die vorbereiteten RNAi-Vektoren eingefiigt. Es entstanden die Vektoren SAG13::A0S::AOS

bzw. SAG13::LOX2::LOX2.

143



Anhang

PART27
{10.9kDb}

Tn?
SPR/SER

Abbildung S9:Zur Pflanzentransformation wurden die fertigen RNAi-Kassetten aus den
Vektoren SAG13::A0S::AO0S, SAG13::LOX2::LOX2 und 35S::LOX2::LOX2 mit dem Enzym Notl
ausgeschnitten und jeweils in den binaren Vektor pART27 ligiert. Es entstanden die bindren
Vektoren SAG13::A0Si, SAG13::LOX2i sowie 35S::LOX2i.
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Analyt Precursor-lon (m/z) Produkt-lon (m/z)

DGDG-18:0-18:0

(interner Standard) 947.5 283

Arabidopsid B

MGDG-OPDA-OPDA 8015 291

Arabidopsid D

DGDG-OPDA-OPDA 963,5 291

Arabidopsid G

OPDA-MGDG-OPDA-OPDA 1075,5 291

283,0

DGDG-18:3-18:0 941,0
277,0

277,0

DGDG-18:3-16:1 911,0
253,0

277,0

DGDG-18:3-16:2 909,0
251,0

279,0

DGDG-18:3-18:2 937,0
277,0

277,0

MGDG-18:3-16:1 749,0
253,0

277,0

MGDG-18:3-16:2 747,0
251,0

MGDG-18:3-18:3 773,0 277

283,0
277,0

Tabelle S1: Masse/Ladungsverhaltnisse (m/z) zur massenspektrometrischen Detektion von
Galaktolipiden und Arabidopsiden

MGDG-18:3-18:0 779,0

145



Publikationen

Publikationen

Teile dieser Arbeit wurden in folgender Publikation verdéffentlicht:

Martin A. Seltmann, Nadja E. Stingl, Jens K. Lautenschlaeger, Markus Krischke,
Martin J. Mueller and Susanne Berger,
Differential impact of lipoxygenase 2 and jasmonates on natural and stress-induced

senescence in Arabidopsis, Plant Physiology (2010) 152, 1-11

146



Danksagung

Danksagung

Diese Arbeit wurde in der Zeit von Januar 2007 bis Februar 2010 am Institut far
Pharmazeutische Biologie an der Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg durchgefihrt. An
dieser Stelle mdchte ich mich bei allen bedanken, die zum Gelingen dieser Arbeit

beigetragen haben:

Zuallererst mochte ich mich bei Herrn Prof. Dr. Dr. Martin J. Mdller und Frau PD Dr. Susanne
Berger dafiur bedanken, dass sie mir dieses interessante Projekt im Rahmen des
Graduiertenkollegs 1342 ,Lipid Signalling® zur Verfugung stellen konnten. In diesem Sinne
sei auch allen weiteren Organisatoren und Tragern des Graduiertenkollegs, besonders der
Deutschen Forschungsgemeinschaft fir die Unterstitzung dieses wissenschaftlichen
Vorhabens gedanki.

Desweiteren danke ich dem Zweitgutachter Herrn PD Dr. Dirk Becker fir die Begutachtung
dieser Arbeit.

Im Besonderen méchte ich mich herzlich bei Frau PD Dr. Susanne Berger fir die fachliche
Betreuung wahrend der Durchfliihrung dieser Arbeit, fir die tatkraftige Unterstitzung bei der
Erstellung einer Fachpublikation sowie fir die Durchsicht und Begutachtung dieses
Manuskriptes bedanken. Im Weiteren mochte ich allen Mitgliedern des Lehrstuhls fir
Pharmazeutische Biologie meinen Dank aussprechen, die flir eine allzeit gute
Arbeitsatmosphare gesorgt haben und denen ich insgesamt viel Unterstlitzung verdanke.
Besonders mochte ich Herrn Dr. Markus Krischke fiir seine praktischen und theoretischen
Bemiihungen in der Analytik danken. An dieser Stelle sollen auch meine Kollegen Beate
Stephan, Nadja Stingl, Maria Zéller, Simone Findling, Katharina Bonfig, Jérg Hirsche, und
Markus Peer lobend erwahnt werden, die mir oft in praktischen Fragen mit Rat und Tat zur
Seite standen.

Ebenso haben die Diplomanden Wiebke Hufels und Lens Lautenschlager sowie unzahlige
nicht genannte aber unvergessene Praktikanten wertvolle Beitrdge zur Durchfihrung dieser

Arbeit geleistet. lhnen soll hier ebenfalls Dank ausgesprochen werden.
Ein personliches Dankeschén gilt meiner lieben Frau Stephanie.
Ebenso danke ich meiner Mutter flir die standhafte Unterstiitzung in schwierigen Zeiten und

meinem Vater, der die Fertigstellung dieser Arbeit leider nicht mehr erleben konnte.

Meinen Eltern mochte ich diese Arbeit widmen.

147



Ehrenwortliche Erklarung

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbstéandig angefertigt und
keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel verwendet habe. Diese Arbeit

wurde in gleicher oder ahnlicher Form noch zu keinem anderen Prufungsverfahren vorgelegt.

Ich erklare, dass ich bisher keine akademischen Grade erworben oder zu erwerben versucht
habe.

Wrzburg, den

Martin Seltmann

148



	Einleitung
	Die Seneszenz in Pflanzen
	Seneszenz auf zellulärer Ebene
	Initiierung der Blattseneszenz
	Phytohormone als Regulatoren in der Blattseneszenz
	Molekulare Regulation der Blattseneszenz

	Lipoxygenasen in Pflanzen
	Reaktionsmechanismen zur Bildung von Oxylipinen
	Anschließende Reaktionsmechanismen zur Bildung weiterer Oxylipine
	Vorkommen und physiologische Bedeutung pflanzlicher Lipoxygenasen
	Pflanzliche Stressantwort
	Wachstum und Entwicklung


	Jasmonate
	Zusammensetzung der plastidären Membranen
	Biosynthese der Jasmonate
	Arabidopside- membranveresterte Oxylipine
	Die Signaltransduktion der Jasmonate
	Funktionen der Jasmonate in Pflanzen
	Jasmonate in der Seneszenz

	Zielsetzung

	Ergebnisse
	Der Einfluss von induzierbarer RNA-Interferenz auf die Produktion von Jasmonaten während der Seneszenz von Arabidopsis-Blättern
	Charakterisierung einer SAG13::AOS RNAi-Linie
	Untersuchung der AOS-Expression
	Untersuchung der SAG13 –Expression
	Analyse der Jasmonate

	Charakterisierung einer SAG13::LOX2 RNAi-Linie
	Untersuchung der LOX2-Expression
	Analyse der Jasmonate


	Die Vorcharakterisierung von konstitutiven 35S::LOX2 RNAi-Linien
	Phänotypischer Vergleich der 35S::LOX2 RNAi-Linien mit dem Wildtyp und der dde2-2 Mutante

	Charakterisierung der Einflüsse von LOX2 und Jasmonaten auf Seneszenz-Prozesse in Arabidopsis-Blättern
	Charakterisierung der natürlichen Seneszenz
	Untersuchung der LOX2 Genexpression
	Analyse der Jasmonate
	Analyse der Galaktolipid-veresterten Oxylipine (Arabidopside)
	Bestimmung des Chlorophyllgehaltes
	Analyse der plastidären Galaktolipide
	Analyse der freien α-Linolensäure
	Untersuchung der Genexpression

	Charakterisierung der dunkelinduzierten Seneszenz (DIS)
	Untersuchung der LOX2 Genexpression
	Analyse der Jasmonate
	Analyse der Galaktolipid-veresterten Oxylipine (Arabidopside)
	Beschreibung der Seneszenz-Symptome
	Bestimmung des Chlorophyllgehaltes
	Analyse der plastidären Galaktolipide
	Analyse der freien α-Linolensäure
	Untersuchung der Oxylipinakkumulation in Kombination von Dunkelinkubation und Verwundung

	Charakterisierung der osmotisch-induzierten Seneszenz
	Untersuchung der LOX2 Genexpression
	Analyse der Jasmonate
	Analyse der Galaktolipid-veresterter Oxylipine (Arabidopside)
	Beschreibung der Seneszenz-Symptome
	Bestimmung des Chlorophyllgehaltes
	Analyse der plastidären Galaktolipide
	Untersuchung der Genexpression

	Untersuchung der osmotisch-induzierten Seneszenz                                            in der coi1 Mutante
	Beschreibung der Seneszenz-Symptome
	Bestimmung des Chlorophyllgehaltes



	Diskussion
	Die seneszenzinduzierbare RNA-Interferenz hat Einfluss auf die jeweilige mRNA-Akkumulation, aber nicht auf Jasmonat-Produktion und Seneszenz
	LOX2 ist an der entwicklungsabhängigen Produktion von Oxylipinen beteiligt
	Die LOX2 vermittelte Jasmonat-Akkumulation hat unterschiedliche Effekte auf die natürliche und stressinduzierte Seneszenz
	Jasmonate sind nicht essentiell für die natürliche Seneszenz-Progression
	Die entwicklungsbedingte Jasmonat-Akkumulation ist nicht die Folge einer stressbedingten JA-Kaskade
	Die entwicklungsbedingte Jasmonat-Akkumulation ist wahrscheinlich eine Folge des plastidären Membranabbaus
	Die osmotisch-induzierte Seneszenz ist ein stressbedingter Prozess
	LOX2 ist durch die Produktion von Jasmonaten in die osmotisch-induzierte Seneszenz involviert

	Jasmonate und LOX2 in der Seneszenz von Arabidopsis thaliana
	Ausblick

	Materialien
	Chemikalien, Enzyme
	Spezielle Chemikalien
	Antibiotika
	Enzyme
	Andere Reagenzien, Materialen und Kits

	Standardsubstanzen
	Laborgeräte
	Nährmedien
	Antibiotika-Stocklösungen: Endkonzentrationen

	Puffer und Lösungen
	Verwendete Organismen
	Bakterienstämme
	Pflanzen

	Plasmide
	Computersoftware und Internetadressen

	Methoden
	Molekularbiologische Methoden
	Polymerasekettenreaktion
	Spaltung von DNA mittels Restriktionsenzymen
	Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten
	Agarose-Gelelektrophorese
	Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen
	Ligation von DNA-Fragmenten
	Herstellung kompetenter Bakterien
	Escherichia coli
	Agrobacterium tumefaciens

	Transformation von Bakterien
	Escherichia coli
	Agrobacterium tumefaciens

	Identifizierung transformierter Bakterien
	Colony-Screening von E. coli
	Colony-Screening von Agrobacterium tumefaciens

	Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli
	Plasmid-Minipräparation
	Plasmid-Midipräparation:

	Herstellung von Glycerinkulturen
	Quantifizierung von Nukleinsäuren
	Sequenzierung von DNA-Sequenzen
	Isolierung von DNA aus Pflanzenmaterial
	Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial
	Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von RNA
	DNase-Verdau und Fällung der RNA
	cDNA Synthese
	Quantitative RT-PCR
	Southern-Hybridisierungen
	Sondenherstellung
	Hybridisierung und Detektion


	Arbeiten mit pflanzlichem Material
	Erzeugung transgener Arabidopsis-Pflanzen
	Kultivierung transgener Pflanzen
	Anzucht der Versuchspflanzen
	Behandlung der Versuchspflanzen
	Sorbitolbehandlung
	Dunkelbehandlung


	Analytische Methoden
	Extraktion von Chlorophyll
	Extraktion und Analyse freier Säuren
	Quantifizierung von JA und OPDA
	Quantifizierung von freier α-Linolensäure

	Extraktion und Analyse von Membranlipiden
	Quantifizierung von Membranlipiden



	Literaturverzeichnis
	Anhang

