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1. Einleitung

1.1. UV-Strahlung

Bei Hoheren Pflanzen handelt es sich in der Regel um photivapke Organismen. Als
solche beziehen sie ihre zum Leben bendtigte Energie agotaenstrahlung. Ein Grol3-
teil der sichtbaren Strahlungsenergie wird hierbei duiehRthotosynthese in chemische
Energie umgewandelt und in Form von Kohlenstoffverbindamgespeichert. Ein nicht
unerheblicher und fur Pflanzen kaum vermeidbarer Teil des&uwspektrums entfallt je-
doch auf die ultraviolette Strahlung (UV-Strahlung). SeldV-Strahlung ist eine elektro-
magnetische Strahlung mit einer Wellenlange zwischen 3@Detwa 240 nm (HRLER

& BARBER 1981). Abhangig von der jeweiligen Wellenlange wird UVestiung in drei
verschieden breite Bander mit jeweils unterschiedlich@olgischer Wirksamkeit einge-
teilt: UV-A, UV-B und UV-C.

Der Wellenlangenbereich der UV-A-Strahlung (UV-A) liegtischen 380 und 315nm
(MADRONICH et al. 1998) und besitzt im Vergleich zu kurzwelligerer UWeBlung ei-
ne nur geringe biologische Wirksamkeit. Unterhalb von 355280 nm schliel3t sich der
Wellenlangenbereich der UV-B-Strahlung (UV-B) an. Dielbgische Wirksamkeit be-
ginnt im UV-B-Bereich ab etwa 315 nm mit kleiner werdendenlédrdange exponentiell
anzusteigen (ENT & CALDWELL 2003). Ebenfalls stark biologisch wirksam ist solare
UV-C-Strahlung (UV-C). Ihr Wellenlangenbereich liegt aehen 280 und etwa 240 nm.
Da das Ozon in der Stratosphare sowie der atmosphariscleesgztiUV-Strahlung un-
terhalb einer Wellenlange von 315 nm zunehmend absorb{gken& TANAKA 1953,
GRIGGS 1968), wird die Intensitat terrestrischer UV-B-Strahluheutlich herabgesetzt
und UV-C sogar vollstandig ausgeldscht (siehe Abbildudg. Lnter naturlichen Bedin-
gungen hat UV-C fir Lebewesen aus diesem Grund keine Redevan

Auf der Erde existieren zwei verschiedene raumliche Gradie fur UV-B-Strahlung.
Zum einen steigt die UV-B-Belastung mit zunehmender Adlgaufgrund der abnehmen-
den Ozonséaule in der Atmosphare an. Dass dieser Anstigirhdich sein kann, zeigten
BLUMTHALER et al. (1992, 1997) fir die Schweizer Alpen. Durch simulteéolgende
Messreihen in 577 m und 3576 m konnten je nach JahreszeitQ@@rh eine Zunahme
der UV-B-Belastung zwischen 18 % und 23 % nachgewiesen wwe#ien anderen ist die
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Abbildung 1.1.: Unterschied zwischen terrestrischer (UV;) und extraterrestrischer (UVegt )
spektraler UV-Bestrahlungsstarke am 2. Juli 1980 um 12:00 Uhr mittags. Die Abbildung
zeigt UV-Strahlungsspektren mit Strahlungsintensititen, wie sie fiir geografische Breiten-
grade zwischen N 30° und N50° typischerweise im Sommer auftreten (Daten aus NEWMAN
etal. (2009).

UV-B-Strahlungsstérke an jedem Standort auf der Erde apha&on dessen jeweiliger
geografischen Breite (CDWELL et al. 1980, M\DRONICH et al. 1995). Da am Aquator
die Strahlung senkrecht und deshalb auf kiirzestem Weg dliec®zonschicht dringen
kann, ist die UV-B absorbierende Wirkung der Ozonschicét felativ gering. Die Inten-
sitat der UV-B-Strahlung bleibt deshalb auch nach Durtttdtirch die Ozonschicht sehr
hoch. Mit zunehmender geografischen Breite trifft die Sostr@ahlung aufgrund der Erd-
krimmung in immer spitzer werdendem Winkel auf die Ozongahind diese wird nicht
mehr senkrecht sondern zunehmend schrag von der Strahluolyddungen. Der Weg,
den die Strahlung hierbei durch die Ozonschicht zurick Mgt langer, die effektive
Schichtdicke des Ozons also dicker. Besitzt eine Subst@ng&higkeit, eine Strahlung
bestimmter Wellenldnge zu absorbieren, so besagt das aBbersche Gesetz, dass
die Absorptionsfahigkeit dieser Substanz mit seiner Katragion und seiner Schichtdi-
cke zunimmt. In Richtung der Polkappen nimmt die UV-B-Algam der Ozonschicht
deshalb zu und die, die Erde erreichende UV-B-Strahlungssitat ab.

Die Beschreibung des stratosphérischen Ozonabbaus rgeruten durch Stickoxidein-
trage aus der Luftfahrt (@UTzEN 1970, HHNSTON 1971) bzw. Emissionen von Fluor-
Chlor-Kohlenwasserstoffen (FCKWSs) durch Industrie untvd&haushalte (MLINA &
RowWLAND 1974) ruckte die Gefahr einer mdglichen globalen Schadjdhaw. Zersto-
rung der Ozonschicht und einer damit verbundenen drastiséZinahme an natdrlicher
UV-Strahlung auf der Erde in das Bewusstsein der OfferkiihDiese metereologischen
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Erkenntnisse fuhrten auch innerhalb der Medizin und nameraredter Wissenschafts-
zweige innerhalb der Biologie zu einem ansteigenden lsserdir UV-bedingte Scha-
digungen, Anspassungsreaktionen sowie Schutz- und Raparsteme in Lebewesen.
Aber erst der konkrete Nachweis eines vom Menschen vethbeageriodisch wahrend
der Wintermonate auftretenden Ozonlochs tber der AntafRtiRMAN et al. 1985) be-
wirkte schliel3lich im Jahr 1987 die Verabschiedung desdRails von Montreal durch
die internationale Gemeinschaft, welches ein weltweitediktionsverbot von Ozon zer-
storenden Substanzen vorsieht.

Bertcksichtigt man lediglich den durch FCKW und &hnlichkemde Substanzen her-
vorgerufenen Rickgang des Ozons in der Stratosphare, dsiwir die Ozonschicht in-
nerhalb der nachsten 40 bis 60 Jahre wieder stabilisierew{MN et al. 2009). Jedoch
wurde hierbei die Wirkung des Konzentrationsanstiegs vohl&nhstoffdioxid, Methan

und anderer Treibhausgase in der Troposphére vernadtla®s Absorption thermi-

scher Strahlung durch diese Molekile bewirkt nicht nur gjlobale Klimaerwarmung

auf der Erdoberflache, sondern zusatzlich eine verminddsstrahlung dieser Energie
in den Weltraum. Die Warme wird zuriick gehalten. Dies fubhligf3lich zu einer deut-
lichen Abkuhlung der in der Stratosphéare lokalisierten @ohicht (REX et al. 2004).

Niedrige Temperaturen in der Stratosphére sind jedoch iftenedortigen Ozonabbau
stark forderlich (RRMAN et al. 1985). In welchem Ausmald der globale Klimawandel
die Ozonschicht zusatzlich gefahrdet, ist kaum abzuseh&tZEGGLIN & SHEPHERD

(2009) gehen jedoch nach einer Modellberechnung fiir deinaZen von 1965 bis 2095
davon aus, dass durch den Klimawandel vermehrt stratasphérZirkulationen auftre-
ten, wodurch Ozon der sudlichen Hemisphare in Richtung &loreerdriftet wird. Dies
wurde bedeuten, dass die UV-B-Belastung in diesem Zeitranabhangig vom FCKW-
bedingten Ozonabbau, auf der nérdlichen Halbkugel zwartwa 8 % verringert wirde,
auf der Stidhalbkugel jedoch um bis zu 20 % zun&dhme. Vor diéfiatergrund bleibt die
UV-B-Frage von groRem Interesse und weitere Analysen rologti Interaktionspunkte
von biologischen Systemen mit UV-B und anderen abiotis¢taktoren sind notwendig.

1.2. Biologische Wirksamkeit von UV-B-Strahlung

UV-B fuhrt in Pflanzen zu einer ganzen Reihe von Verandemn(@LDWELL 1971,
JANSEN et al. 1998, kbLLOSY 2002). So sind verklrzte Internodien, geringe Wuchsho-
hen sowie ein verstarktes Austreiben von SeitenknospeRftaizen typische Entwick-
lungsreaktionen auf hohe UV-B-StrahlungsintensitateaL(BRE et al. 2001, EINT

et al. 2003, ROHNMEYER & STAIGER 2003, G\LDWELL et al. 2007). Blatter bleiben
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oft kleinwlichsig (®LLIVAN et al. 1996) und eingerollt, entwickeln haufig eine starkere
UV-B-reflektierende Blattbehaarung und stark pigmergi&pidermen (BLLARE et al.
1996). Neben diesen morphologischen Veranderungen, eébdiveise auch als Anpas-
sungsreaktionen an UV-B-Stress interpretiert werden &3i{BORNMAN & T ERAMURA
1993), zeigen Pflanzen bei UV-B-Bestrahlung auch eindepdigf3erlich deutlich sichtba-
re Strahlungsschaden. Chlorosen und Nekrosen aufgruetlen verminderter Chloro-
phyllgehalte in den Blattern sowie geringere Fertilitagehoren hierzu (8RID & PORRA
1992, SniTH et al. 2000, KAKANI et al. 2003).

1.2.1. Schadigung durch UV-B

Die durch UV-B urséachlich hervorgerufenen Schadigungegein auf Zell- bzw. Mole-
kilebene. Sie beruhen auf den Eigenschaften von konjegi®&oppelbindungen in or-
ganischen Molekllen (€cKELL 1998). In solchen Doppelbindungen bedirfen die Elek-
tronen derr-Orbitale zum Verlassen ihrer Schalen relativ wenig EreerBei Molekllen
mit mehreren konjugierten Doppelbindungen kann UV-B desgierechen (OCKELL &
KNOWLAND 1999) und das Molekul dadurch fur nachfolgende chemisclaktReen
aktivieren. Fur funktionelle Biomolekule bedeuten diegaRionen meist einen Funkti-
onsverlust. Auch die Entstehung reaktiver Radikale, weelglederum andere funktionel-
le Biomolekile zerstéren kénnen, ist moglich.

Besonders anféllig fur diese UV-B-induzierte lonisierwsigd lange ungesattigte Koh-
lenstoffketten und aromatische Verbindungen wie etwa dmein®dsduren Phenylala-
nin, Tyrosin, Tryptophan, Cystein und aus diesen Amincgdurusammengesetzte
Proteine. Aus diesem Grund sind z.B. innerhalb der Photbsge die Ribulose-1,5-
bisphosphatcarboxylase (RubisCopRbDAN et al. 1992, ERAMURA & SULLIVAN
1994, ALLEN et al. 1997) sowie der ATP-Synthase-KomplexHfRIG et al. 1994)
besonders UV-B-empfindlich. Auch Doppelbindungen in Remimind Pyrimidinen der
DNA werden durch UV-B-Strahlung unterhalb von 310 nm aufgeben. Bei Neuver-
knupfungen dieser offenen Bindungen entstehen haufig aomacbbarten Thyminen
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere und (6-4)-Photoproduktee{Sow 1966, ETLOW &
CARRIER 1966, SRID et al. 1994), die eine erfolgreiche ReplikationRIBT 1996)
und Transkription (DNAHUE et al. 1994, ROTIC-SABLJIC & KRAEMER 1985, MT-
CHELL et al. 1989) verhindern. Zudem wurden DNA-Einzelstrangd wollstandige
Chromosomenbriiche beobachtet(84 1977).

Reaktive-Sauerstoff-Spezies (ROS) werden bei UV-B-Stebgnfalls vermehrt in pflanz-
lichen Zellen gebildet (IRAMER et al. 1991). In erster Linie handelt es sich hierbei um
Hydroxylradikale {OH), welche sowohl indirekt, als Folge von UV-B-Schéadereiralb
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der Photosynthesereaktioneni@i#G & VASS 1996, \ASs et al. 1996), als auch direkt
durch Photooxidation von ungesattigten Fettsauren getodldrden (8YRYCHOVA et al.
2007).°*OH-Radikale initiieren schliel3lich eine als Lipidperoaiosbn bezeichnete Ketten-
reaktion, wodurch Lipide in Membranen schrittweise ihneifsiur und Funktion verlieren
(MISHRA & SINGHAL 1992) und die Membranen letztendlich ihre Integritat elbdrii
kénnen (HoLLOSY 2002).

Nach der klassischen Sichtweise bewirkt sichtbare Strahhlie Photoinhibition von
Photosystem I, wenn aufgrund von Starklichtstress eirlkstémdige Reduzierung des
Plastochinonpools schlief3lich zu einer doppelten Reduageund Protonierung vonA
fuhrt. Qa2 bricht aus der Bindungstasche im D2-Protein aus und dergpeirAkzeptor

im PSII, das reduzierte Phaophytin (Ph¢okann nicht weiter oxidiert werden Ags

et al. 1992). Unter solchen Umstanden kommt es in PS |I-Re@ktentren zu Ladungs-
rekombinationen zwischen Pheand P680, bei denen haufig durch eine unter norma-
len Umstanden selten auftretende Spinumkehr von angeré&gdédtronen Triplettchlo-
rophyll entsteht (WRRANT et al. 1990). Dieser Anregungszustand des Chlorophylls ist
mit einer Halbwertszeit von etwa 18s relativ stabil. In seinen Grundzustand kann Tri-
plettchlorophyll nur durch Emission von Phosphoreszerer ddrch Ubertragung seiner
Anregungsenergie auf andere Molekile zuriick gelangeror@eygt wird die Energie da-
bei auf molekularen Sauerstoff im Triplettzustai®4) Ubertragen, welcher dadurch,
ebenfalls durch eine Spinumkehr von zwei seiner Valennelekn, zu hoch reaktivem
Singulett-Sauerstoff!Q,) wird (DURRANT et al. 1990).10, gehdrt wie auctOH zu

den besonders reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), wetoRe gellulare Schaden verur-
sachen. Im PS Il zerst6¥O, das Reaktionszentrum bzw. das D1-Protein und bewirkt auf
diese Weise die Inhibition von PS Il (%0 et al. 1993, KRIEGER-LISZKAY 2005).

Eine wichtige Rolle bei der Vermeidung von Photoinhibitispielen Carotinoide
(Ni1voal et al. 1997). Im Xanthophyllzyklus wird bei ausreichenddnigem pH-Wert
(pH~5) im Thylakoidlumen Violaxanthin Gber eine DeepoxidaseZeaxanthin umge-
wandelt (CEMMIG et al. 1987, [EMMIG-ADAMS & A DAMS 1992). Zeaxanthin istin der
Lage, Uber Vermittlung durch das PsbS-Proteis#ANALL-O’'DEA et al. 2002) Anre-
gungsenergie von Chlorophyllmolekilen zu Gbernehmen an@arme umzuwandeln,
bevorlO, entsteht (EMMIG et al. 1987). Jedoch scheint die Deepoxidase des Violaxan-
thins UV-B-empfindlich zu sein (FRONDEL et al. 1992, BscHOFet al. 2002), so dass mit
einer geringeren Wirksamkeit des Xanthophyllzyklus beiBr&tress gerechnet werden
muss. Zusatzlich bewirkt UV-B auch direkt grof3e Schadigumign PS Il (3RID et al.
1990, BORNMAN & SUNDBY-EMANUELSSON 1995). Der Schadigungsmechanismus
unterscheidet sich jedoch von der lichtinduzierten Pimbibition deutlich (HDEG &
VASS 1996).
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Abbildung 1.2.: Lichtinduzierter Elektronentransport im Photosystem Il. A) Organisation
der verschiedenen Redoxeinheiten im PS II-Proteinkomplex. Die verschiedenen Redoxeinhei-
ten werden durch das D1- und D2-Protein im Photosystem funktionell gebunden. Wahrend
das D1-Protein die meisten Redoxeinheiten beherbergt, ist nur das Quinona (Qa) im D2-
Protein lokalisiert. Das Reaktionszentrum (P680) wird gemeinsam vom D1- und D2-Protein
stabilisiert. Ebenfalls von diesen beiden sowie weiteren Proteinen des Photosystems stabili-
siert wird der Mangan-Cluster bzw. Wasserspaltapparat. B) Lichtinduzierter Elektronentrans-
port im Photosystem Il erfolgt entlang eines Redoxpotenzialgefilles. Das Reaktionszentrum
von PS Il (P680) gelangt durch Absorption von Anregungsenergie in den angeregten Zustand
P680*, tbertragt hierbei ein Elektron auf den primaren Akzeptor Phiophytin (Phe™) und
wird dadurch zum Radikal P680". Von Phe™ wird das Elektron auf Qa und anschlieBend
weiter auf Qg iibertragen. Die positive Ladung von P680" wird fiir die Ubertragung eines
Elektrons von Tyrz auf P680" genutzt. Tyrz ™ wird im Anschluss durch ein Elektron des im
Wasserspaltapparat (Mn) oxidierten Wassers wieder reduziert. Nach zweimaliger Reduzie-
rung l6st sich Qg aus seiner Bindungstasche im D1-Protein und flieBt in den Plastochinonpool
ein. Abbildungen erstellt nach HANKAMER et al. (1997) und RAPPAPORT et al. (2002).

Wahrend die lichtinduzierte Photoinhibition nach der klashen Lehrmeinung akzeptor-
seitig, in der vollstdndigen Reduzierung des Plastochpoots ihren Ausgangspunkt hat,
tritt bei der Photoinhibition des PS Il durch UV-B-Strahfpirunachst ein Schaden auf der
Donorseite des Reaktionszentrums aulKALA et al. 2005, Mss et al. 1996, RNGER

et al. 1989). Nach WKALA et al. (2005) wird der Mangancluster des Wasserspaltappa-
rates durch UV-B direkt oder aber durch Reaktionsprodu&te\Wasserspaltapparats mit
UV-B-Strahlung (2ILARD et al. 2007) empfindlich gestort, wodurch dig-Broduktion
zum Erliegen kommt und im Reaktionszentrum vorliegendeg0Paicht weiter durch
Elektronen der Wasserspaltung reduziert werden kaen@RR et al. 1989, ¥YSTIAR-
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vl 2008). Der weitere mechanistische Verlauf der Schadigenbisher unklar. P680
gilt jedoch als sehr starkes Oxidationsmittel. DessendPAsn Reaktionszentrum fuhrt
wahrscheinlich zu grol3en oxidativen SchadenKKLA et al. 2005), die schliellich die
vollstandige Degradierung des D1- und des D2-Proteinsrkewi( ANSEN et al. 1998).
Im weiteren Verlauf der UV-B-Bestrahlung von PS |l treteisaizliche donor- und akzep-
torseitige Schaden auf. Donorseitig gilt Zyder primare Elektronendonor des Reaktions-
zentrums (Mss et al. 1996), aufgrund seiner Aromatenstruktur als UV-Bsénalich.
Auf der Akzeptorseite scheintQ UV-B-sensibel zu sein, da Mutanten v@henopo-
dium albummit hoherem @~ -Gehalt eine deutlich starkere UV-B-Empfindlichkeit als
vergleichbare Wildtyp-Pflanzen zeigendBRIGUESet al. 2006). Aufgrund seiner UV-B-
absorbierenden EigenschaftfBsAsso& L AND 1973) konnte @~ ein Photosensitizer
sein und durch UV-B seine Funktion als PS lI-akzeptorsei@xido-Reduktase verlieren
(VAN RENSEN et al. 2007). Dies wiirde neben P68@usatzlich zu reduziertem Phao-
phytin fihren. Bei einer Ladungsrekombination zwischessdn Molekulen wirden wie
bei der lichtinduzierten Photoinhibition ebenfalls zumstcTriplettchlorophyll und dann
reaktiver Singulettsauerstoff entstehern@ALA et al. 2005).

Neuere Arbeiten zeigen inzwischen, dass auch die Phobaiitm von PS Il durch sicht-
bare Strahlung durch eine Schadigung des donorseitigegdtafusters verursacht wer-
den kann (®INISHI et al. 2005, AKALA et al. 2005, RKAHASHI & M URATA 2008).
HAKALA et al. (2005) konnten dies mit Hilfe eines Aktionsspektrustegen, nachdem
neben UV-B auch UV-A und sogar blaues Licht zu einer signifika Schadigung von
synthetisch hergestellten und Sauerstoff-produziemeiMingankompexen fihren. Nach
der Schadigung des Manganclusters kommt es wahrscheinl@hem zweiten Schritt,
aufgrund der weiteren Anregung von P680 durch sichtbarelstLzu einer Ladungsre-
kombination zwischen P680und reduziertem Ph&aophytin und dabei zu der Bildung von
Singulettsauerstoff (siehe oben). Die Arbeit vonyBTJARVI (2008) bietet eine gute Zu-
sammenfassung zu diesem Thema.

1.2.2. Anpassungsstrategien an UV-Stress

Pflanzen haben hauptsachlich zwei verschiedene Anpadsateggen an UV-Stress ent-
wickelt, die gemeinsam den jeweiligen Resistenzgrad éiflanze gegen UV bestimmen.
Zum einen haben sich Reparaturmechanismen etabliert,igi@dkranz von Pflanzen
gegeniber UV erhéhen. Hierzu gehdren beispielsweise diabhangige Photolyase-
assoziierte- bzw. die lichtunabhangige Nukleotid-ExmistReparatur (NER) von UV-B-
induzierten Cyclobutan-Pyrimidin-Dimeren (CPD) in der BV ONARX et al. 1998,

BJORN et al. 2002). Ferner sind die ziligige Reparatur der durch UyeBchadigten
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D1/D2-Proteine in PSII-Zentren ABISEN et al. 1998) und die bei UV-Stress verstark-
te Expression antioxidativ wirksamer Enzyme zu nennexo(Bt al. 1996).

Zum anderen entwickelten Pflanzen Mechanismen, die beweib Schadigungen durch
UV sowie deren Folgen zu vermeiden helfen. Hierzu gehoreplesweise UV reflektie-
rende Blattbehaarungen und -oberflacheAKKBOURNIOTIS & B ORNMAN 1999) oder
die Akkumulation von UV-abschirmenden Substanzen in datt&pidermis (BLDWELL

et al. 1983), welche die epidermale UV-Transmission absenRiese morphologischen
Anpassungen verhindern, dass hohe Intensitaten zellg@miter UV-Strahlung tief in
das Blatt eindringen und Schaden verursachen kdnnen. Bigsimein akzeptiert, dass
fur die UV-Abschirmung hauptsachlich in der Epidermis akkiierte Polyphenole ver-
antwortlich sind, die UV-Strahlung sehr effektiv absorbie und in Abhangigkeit zum
eingestrahlten UV bzw. sichtbaren Licht synthetisiertaesr (Abschnitt 1.3). Neben der
Einstrahlung von UV-Strahlung und sichtbarem Licht bewalch niedrige Temperatur
oberhalb des Gefrierpunkts ein deutliches Absinken detezpialen UV-Transmission in
Blattern (HOFFMANN-WULFING 2007, BLGER et al. 2007). Die Bedeutung dieser durch
Kihle induzierten UV-Stressvermeidung ist bisher unklar.

Wahrend photochemische Reaktionen, wie etwa die Zerggtwan konjugierten Dop-
pelbindungen durch UV nur in geringem Mal3e temperaturadiigdsind, liegt der @
enzymatischer Reaktionen bei einem Wert von 2. Dies gilhdiicenzymatische Repa-
raturreaktionen von zellularen Strahlungsschaden. Seispielsweise bekannt, dass die
Aktivitat der Photolyase bei geringer Temperatur deuttiohedrigt ist (RKEUCHI et al.
1996, L et al. 2004) und dass bei Kihle durch Starklicht hervorgerefSchaden am
PS Il aufgrund geringerer Reparaturleistungen verstartteten (RPWLES 1984, RE-
ERetal. 1986, 1991, GMmBOS et al. 1994, NSHIYAMA et al. 2006a).

Die Reparatur von photoinhibierten PS1l-Zentren beirdtadehr komplexe Vorgange
(YOKTHONGWATTANA & MELIS 2006, (HEREGI et al. 2007). Das beschadigte D1-
Protein wird aus dem PS lI-Proteinkomplex herausgel6sgrimalb der Thylakoidmem-
bran in die stromaexponierten Bereiche transferiert untham Proteasen abgebaut. Si-
multan dazu wird ein neu synthetisiertes D1-Protein in dastésystem eingebaut. Im
Gegensatz zu Starklicht zerstért UV-B neben dem D1- zushktauch das D2-Protein
(SAss et al. 1997). Es ist folglich anzunehmen, dass die Repakd¥iB-induzierter
Schaden im PS Il mindestens ahnlich umfangreich und teryratsdhangig ist, wie die
von Starklicht. Eine verstarkte Vermeidung von UV-Stratgei niedrigen Temperatu-
ren konnte die Funktion haben, die temperaturbedingtemggnen UV-Toleranzen zu
kompensieren.
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1.3. Polyphenole in Pflanzen

Pflanzen enthalten eine Vielzahl unterschiedlicher Payple mit jeweils verschiedenen
Funktionen. Sie sind wichtige Bestandteile in Zellwandeigriine), dienen in Bllten
als Lockfarbstoffe (Anthocyane) und bilden in polymererbiadung mit langkettigen
Kohlenstoffketten wasser- und gasundurchlassige Isalechten auf Blattern (Cutin), in
Sprossen und in Wurzeln (Suberin). Das Phenolmolekul (dlbbg 1.3 A), ein Benzol-
ring mit einer Hydroxy-Gruppe, ist unter diesen Komponarte einfachste und deshalb
namensgebende chemische Struktur. Polyphenole sind Ketten einzelner Phenolmo-
lekile, sondern Substanzen, die mehr als eine Hydroxy{ig&rap einem oder mehreren
Benzolringen tragen. Die aufgrund der delokalisiereBlektronensysteme mesomeren
Zustande von Benzolringen fihren zu energetisch sehteatalnd wenig reaktiven Mole-
kulringstrukturen, welche mit anderen Molekulen normaksse Uber ihre Substituenten
in Wechselwirkung treten.

A) B) C) D)
o R4 o

: - =
1 HO

Gc4é\cz \(l::&;\ﬁ/0H|

J: u Cx . C

5 \§c/ 3 (I:

4 OH O

RS

Abbildung 1.3.: Strukturformeln von Phenol und wichigen Polyphenolen in Pflanzen. A)
Strukturformel des Phenols. Beginnend mit dem die Hydroxylgruppe tragenden Kohlenstoff-
atom werden diese Atome am Benzolring im Uhrzeigersinn durchnummeriert (C! bis C8).
B) Nomenklatur einfacher Phenole mit zusatzlichen Substituenten. Substituent (R1) an C2:
Substituent in ortho-Stellung. Substituent (R2) an C3: Substituent in meta-Stellung. Substi-
tuent (R3) an C*: Substituent in para-Stellung. C) Zimt- und einfache Hydroxyzimtsauren.
trans-Zimtsdure: R4=0H, R5=H, p-Cumarsiure: R4=0H, R5=0H, p-Cumaroyl-CoA:
R4 =S-CoA, R5=0H, Chalcon: R4 = Trihydroxyphenol, R5=OH. D) Das Chalconmolekiil
mit zwei Benzolringsystemen (A und B). Es ist zusammengesetzt aus p-Cumaroyl (rot) und
drei zu meta-Trihydroxyphenol zyklisch verbundenen Acetatresten (schwarz).

In Gegenwart von Anionen kann die Hydroxy-Gruppe eines BimeolekUils deprotoniert
werden. Durch die Deprotonierung einer Hydroxy-Gruppstehit am Sauerstoffatom ei-
ne negative Ladung, die beim Phenol jedoch Teil des dekikalenr-Elektronensystems
wird und deshalb innerhalb des gesamten Molekulls wandern. kaufgrund der Delo-
kalisation wird die Ladung dem Zugriff durch andere Molek@éntzogen und das Phe-
nolmolekdl bleibt auch im deprotonierten Zustand stal@lgdRer das delokaliserte
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Elektronensystem des Molekiils dabei ist, desto stabigbbés nach einer Deprotonie-
rung. Daher sind derartige Verbindungen in der Lage, real&nion-Verbindungen durch
Protonierung unschadlich zu machen, ohne selbst dabeiveakverden und wirken u.a.
deshalb antioxidativ (RE-EVANS et al. 1997, ROKHINA et al. 2003, \ERMERRIS &
NICHOLSON 2008). Trotz Delokalisation tritt nach Deprotonierung degative Ladung
vorzugsweise irortho- und para-Stellung des Benzolrings (siehe Abbildung 1.3 B) in
Erscheinung. Elektrophile Kationen werden deshalb alslictigySubstituenten vorzugs-
weise in diese Ringpositionen delegiert.

Ausgangssubstanz fur die Synthese von Polyphenolen inzZeflaist die Aminosaure
Phenylalanin, welche ein Produkt des Shikimatwegs ist.cbudie Phenylalanin-
Ammoniak-Lyase (PAL) wird die Aminogruppe vom restlicherolgkil abgespalten
und transZimtsaure gebildet (siehe Abbildung 1.3 C). Durch das &geh einer
Hydroxy-Gruppe inpara-Stellung entsteht schlieZligh-Cumarsaure (siehe Abbildung
1.3 C). p-Cumarsaure ist sowohl fur die Biosynthese der Hydroxyz#uten als auch
gemeinsam mit drei Malonyl-CoA-Molekulen fur die Flavoddsiosynthese die Aus-
gangssubstanz kHLBROCK & SCHEEL 1989, HARBORNE & WILLIAMS 2000, DXON
2001). Die verschiedenen Enzyme der Flavonoid- und Hydroxtsauresynthese liegen
in einem modulartig zusammengesetzten Enzymkomplex dégpasmatischen Reticu-
lums vor (SSAFFORD 1974, \SLOWSKY & WINKEL-SHIRLEY 2001), dessen Module
je nach Syntheseweg variiert oder vollstandig ausgetausaiden kdnnen.

Bei der Biosynthese der Hydroxyzimtsauren wird gu€umarsaure durch zweifa-
che, sukzessiv erfolgende Hydroxylierung und Methyligrurunachst Ferulasaure
und schliel3lich Sinapinsaure gebildet. Die Hydroxyligruwter Ferulasdure geschieht
durch die Ferulat-5-Hydroxylase (F5H). Ferula- und Sinagure sind gemeinsam mit
p-Cumarsaure als Ligninbausteine wichtige Bestandteile Zidlwand. Als l6sliche
Hydroxyzimtsauren in den Zellvakuolen der Epidermiszeliienen sie als UV-B-
Schutzpigmente.

Fur die Biosynthese der Flavonoide (MKEL-SHIRLEY 2002) wird augp-Cumarsaure
zunachsp-Cumaroyl-S-CoA gebildet. Ap-Cumaroyl-S-CoA werden anschliel3end un-
ter Abspaltung der S-CoA-Gruppe drei zyklisch verknupfeetatreste dreier Malonyl-
CoA-Molekiille gehéngt. Das aus dieser enzymatischen Reskérvorgegangene Chal-
con (siehe Abbildung 1.3 D) bildet das Grundgerust allevéit@idmolekile. Das fur die-
sen Syntheseschritt verantwortliche Enzym ist die Chalotimase (CHS). Die Chalcon-
Flavanon-Isomerase (CHI) katalysiert schlie3lich denkteasschritt vom Chalcon zum
Naringenin (siehe Abbildung 1.4 B), indem die Doppelbinglawischen den Benzolrin-
gen (A und B) gedffnet wird und die frei gewordenen Elektrofiér die Bildung eines
weiteren Molekulrings (C) genutzt werden.

10
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Abbildung 1.4.: Wichtige Flavonoidstrukturen. A) Grundgerist der Flavonoide mit mog-
lichen Positionen der Substituenten an Ring A und C (Position 1 bis 8) bzw. an Ring B
(Position 27 bis 6°). B) Naringenin (Flavanon). C) Grundstruktur der Flavonole: Quercetin:
R1=0H, Kampferol: R1=H.

Im weiteren Verlauf des Synthesewegs entstehen aus Naimdarch Anhangen neuer
Substituenten bzw. durch Modifizierung deslektronensystems in Ring C die weiteren
Flavonoidgruppen. Eine wichtige Rolle bei der epiderm&®Abschirmung spielen die
Flavonole Quercetin und Kampferol (Abbildung 1.4 C). Befl#hstanzen werden hau-
fig durch verschiedene Flavonol-Glykosyltransferasen @sitién 3 und 7 mit Glukose
bzw. Rhamnose glykosidisch verknUpft RGHAM 1998, DNES et al. 2003, RUTA-
BOUL et al. 2006), wodurch sich deren Loslichkeit in polaren Laggmitteln erhoht.
Einen Uberblick tiber den Syntheseweg der Flavonoide undHgéroxyzimtsauren mit
den jeweils beteiligten Enzymen bietet Abbildung 1.5. Ndeln Synthese im Cytosol
werden Flavonoide in der Regel Uber verschiedene Tramapohanismen (RUSHER
2006) in die Zellvakuole transportiert und dort gespeitf@RAHAM 1998, MARINOVA

et al. 2007).

Die Synthese von Hydroxyzimtsauren und Flavonoiden istriterschiedlichem Malie
durch Umwelteinflisse wie Strahlung und Temperatur beeisifiar. Blaues Licht, UV-
A- und UV-B-Strahlung fihren zu einer gesteigerten Expogsbzw. Aktivitat von PAL
und CHS (ReUBER et al. 1996b, WDE et al. 2001, 8NKINS et al. 2001) und férdern
so die Synthese von FlavonoidendKkB et al. 2001, ATTINI et al. 2004). Kuhle unter
Lichteinfluss bewirkt gleichfalls eine erhdhte Expressttieser Enzyme (EYVA et al.
1995, Q.seN et al. 2008) und fuhrt auf diese Weise zu einem Anstieg dezKotration
von Flavonoiden (BRISTIE et al. 1994, ABERT et al. 2009, @QSEN et al. 2009). Im
Vergleich mit Strahlung scheint Kiihle sogar der bedeutsartreluktor fur die Flavo-
noidbiosynthese zu sein (BAKKEN et al. 2004b, ABERT et al. 2009). Die Menge an
Hydroxyzimtsauren in Pflanzen scheint hingegen wenigerbonvelteinflissen abhén-
gig zu sein. Lediglich nach Behandlung mit hohen Lichtisigiten sind hthere Mengen
an Hydroxyzimtsauren in Blattern detektierbae{(lBER et al. 1996b, KLB et al. 2001).

11
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Abbildung 1.5.: Biosyntheseweg von Hydroxyzimtsduren und Flavonoiden. Wichtige Syn-
theseenzyme sind weiB unterlegt: PAL = Phenylalaninammoniaklyase, C4H = Zimtsaure-4-
Hydroxylase, 4CL =4-Cumarat-CoA-Ligase, CHS = Chalconsynthase, CHI = Chalconisome-
rase, F3H = Flavonoid-3-Hydroxylase, F3“H = Flavonol-3 "-Hydroxylase, FLS = Flavonolsyn-
thase, F5H = Ferulat-5-Hydroxylase. Die Namen von Mutanten mit Defekten in den Synthe-
sewegen sind in roter Schrift angegeben. Die jeweiligen Stellen, an denen der Syntheseweg
durch die Defekte unterbrochen wird, ist mit rot-gestrichelten Linien markiert. Abbildung
nach WINKEL-SHIRLEY (2002)).

Eine endgultige und umfassende molekulare Entschlliisgalen Signalwege, ausge-
hend von den verschiedenen Umwelteinflissen bis hin zuh8gatder verschiedenen
polyphenolischen Substanzen, ist bisher nicht erfolgth&i scheint jedoch, dass die
Induktion der Flavonoidbiosynthese weitestgehend auhElsker Transkription erfolgt
(QUATTROCCHIO et al. 2006). So besitzen zentrale SynthesegeAg, (C4H, CHS CHI,
F3H, FLS, DFR) Regulationssequenzen innerhalb ihrer Promotorregidinewverschie-
dene R2R3 MYB- sowie bHLH-Transkriptionsfaktoren (bHLHadic region helix loop
helix) (WEISSHAAR & JENKINS 1998, MEHRTENS et al. 2005, $SRACKE et al. 2007).
Ein solcher Transkriptionsfaktor, MYB 12, scheint beispieeise fur die UV-B- und
Licht-abh&ngige Flavonolsynthese verantwortlich zu §RiEHRTENSet al. 2005, $RA-
CKE et al. 2007). Die Expression von MYB 12 wird durch den bZIR«18kriptionsfaktor
(bZIP: basic Region Leucine Zipper) HY 5 (Elongated Hyp@ts} positiv reguliert

12
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(STRACKE et al. 2010). Dieser Transkriptionsfaktor spielt eine wigé Rolle wahrend
der Pflanzenentwicklung (Bbson 2000, G.uis et al. 2004) und steht tber das einer
E3-Ubiquitin-Ligase ahnliche Protein COP 1 (ConstitufRleotomorphogenic 1) indirekt
in Kontakt mit den, Uber die Blau- und RotlichtrezeptorenylRund PHY a vermittelten
Licht- und UV-B-Signaltransduktionswegen ANG et al. 2001, WWNG et al. 2001,
WADE et al. 2001, MNDENBUSSCHE et al. 2007). Direkt wird die Expression von
HY 5 jedoch durch den vermeintlichen UV-B-Rezeptor UVR 8 (B¥sistance Locus 8)
beeinflusst (RowN et al. 2009, BNKINS 2009a), indem UVR 8 bereits bei niedriger
UV-B-Bestrahlungstarke in Nahe der Promotorregion von HiWslas Chromatin bindet.
Durch die Anbindung von UVR 8 scheint das Chromatin in did®egion aufgelockert
zu werden, so dass die Promotorregion von HY 5 flir zugehdnigaskriptionsfaktoren
zuganglich wird und die Expression von HY 5 gestartet werklann (BROWN et al.
2005, BROWN & JENKINS 2008, ENKINS 2009a). Ebenfalls in Verbindung mit der UV-
und Licht-assoziierten, aber auch mit der kiihleabhangigeénktion der Flavonoidsyn-
these steht ICX 1. Dieses Protein scheint Aethalianain der Epidermis von Blattern
lokalisiert und ein negativer Regulator der CHS zu seimi@& et al. 2003). Zudem
treten sogenannte WDR/WD40-Proteine, diese enthalterakfesistische Sequenzwie-
derholungen der Aminosauren Tryptophan und Asparagin, echAklwirkung mit den
bereits genannten R2ZR3 MYB -Transkriptionsfaktoren. Aiekd Weise kbnnen auch sie
die Expression der fur die Flavonoidbiosynthese relva@ene positiv wie auch negativ
modulieren und damit den Gehalt der als UV-Schutzpigmeaelieigden Flavonoiden in
den Pflanzen malf3geblich beeinflussenAQrrRoccHIO et al. 2006).

UV-Schutzpigmente, wie beispielsweise das Melanin beg8éy schitzen durch Ab-
schirmung. Sie absorbieren die hoch energetische Strgblenmeits in den aul3eren Grenz-
schichten eines Organismus und vermeiden das Eindringe8tdehlung in tiefere Re-
gionen. Auch in Pflanzen wird schadigende UV-Strahlung zuif3ggn Teil bereits in der
Epidermis absorbiert und auf diese Weise das Innere desidnyas gegen UV-Strahlung
abgeschirmt (8BHNITZLER et al. 1996, BRNMAN et al. 1997). Hydroxyzimtsauren und
Flavonoide, vor allem Kampferol und Quercetin, absorlnés®-Strahlung (siehe Abbil-
dung 1.6) und sind hauptséchlich in den Zellen der Epidelokilisiert (ROBBERECHT

& CALDWELL 1978, BORNMAN et al. 1997). Zudem korrelieren die in Blattern syn-
thetisierten Mengen dieser Polyphenole mit dem jeweiliGead der epidermalen UV-
Abschirmung (RJRCHARD et al. 2000)und werden deshalb als UV-Schutzpigmente an-
gesehen (ELDWELL etal. 1983, L et al. 1993). Die jeweilige Bedeutung von Flavonoi-
den und Hydroxyzimtsauren fur die epidermale UV-Abschingnin Pflanzen wird jedoch
kontrovers diskutiert.

Einerseits zeigten Flavonoid-freie Mutanten vémabidopsis thalianaeine deutlich
hohere Widerstandskraft gegenuber UV-Strahlung als Metardie nicht zur Synthese
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Abbildung 1.6.: Molare Extinktionskoeffizienten (&, ) fir die Hydroxyzimtsauren Ferulasiure
(F) und Sinapinsaure (S), sowie fiir die Flavonole Kdmpferol (K) und Quercetin (Q) in einem
Wellenlangenbereich zwischen 280 und 420 nm. Die Substanzen wurden fiir die Untersuchung
jeweils als Aglykon in 50 % Methanol gelost.

von Sinapaten befahigt sind ANDRY et al. 1995, B0oI13JAMES et al. 2000). Die daraus
abgeleitete Schlussfolgerung, dass fir eine erfolgreggdermale UV-Abschirmung
Hydroxyzimtsauren von grof3erer Bedeutung sind als Fladen@1EAHAN 1996), wird
durch das vergleichsweise geringe AbsorptionsvermoégenRtavonoiden im UV-B-
Strahlungsbereich (siehe Abbildung 1.6) gestutzAT{TNI et al. 2004, AATI et al.
2009). Andererseits jedoch lassen gerade die im VergleichvViiddtyppflanzen hohen
UV-Empfindlichkeiten von Flavonoid-Mangel-Mutanteni (&t al. 1993, RUBER et al.
1996a), sowie die Induktion der Flavonoidbiosynthese ldlWw¥/-B-Strahlung auf eine
besonders wichtige Rolle dieser Phenolgruppe bei der Aldtisation an UV-B-Stress
schlief3en.

1.4. Chlorophyllfluoreszenz in Pflanzen

Untersuchungen zur Chlorophyllifluoreszenz an Pflanzenemeséit Ende des 19. Jahr-
hunderts durchgeftihrt. MLLER (1874) erkannte, dass die Intensitat der emittierten roten
Fluoreszenz eines photosynthetisch aktiven Organismdisgkter Beziehung zu dessen
Bildung von Assimilaten steht. AuRerdem beobachtete ephetosynthetisch aktiven
Zellen, dass diese im dunkeladaptierten Zustand nach lEahsa von Anregungslicht
fur etwa eine Sekunde einen schnellen, starken Anstieg Humreszenz zeigen, wel-
che dann jedoch innerhalb einer Minute wieder auf ein ngeales und nahezu konstant
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bleibendes Niveau absinkt (Abbildung 1.7 B). Diese Erkermnivurde etwa 60 Jahre spa-
ter von KAUTSKY & HIRSCH (1931, 1934) wieder aufgegriffen und wird seitdem in der
Literatur als Kautsky-Effekt bezeichnet.

A) B)
Mo N .
N N nicht-
& g photochemisches
8 4 Quenching
S Fv E
[y ! ! Nl e L
3 3 photochemisches
. Quenching
FQ _____________ FQ ——  » M LOff
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‘ FROMN Fo'
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Abbildung 1.7.: Wichtige Parameter der in vivo Chlorophyllfluoreszenz (Abbildung nach
SCHREIBER (2001)). A) Bestimmung der maximalen Quantenausbeute von PSII. Bei Ver-
wendung einer, alle dunkeladaptierten PS |l-Zentren absattigenden Lichtquelle (SP) wird die
Fluoreszenz maximal groB bzw. zum Fluoreszenzmaximum (Fm). Die Differenz zwischen
Grundfluoreszenz (Fo) und Fm entspricht dabei der maximal variablen Fluoreszenz (Fv).
Der Quotient Fv/Fm entspricht der maximalen PS II-Quantenausbeute. B) Langsame Fluo-
reszenzkinetik. Analyse des Fluoreszenzquenchings mittels repetitiver Sattigungsblitze (SP).
Fm“und Fo’sind gegeniiber Fm und Fo nichtphotosynthetisch gequencht. AL: Aktinisches
Licht, F”: Fluoreszenz unter gegebener aktinischer Lichteinstrahlung, Fm: Fluoreszenzmaxi-
mum von dunkeladaptierten Blattern, Fm”: Fluoreszenzmaximum von Blattern im Dauer-
licht, Fo: Grundfluoreszenz dunkeladaptierter Blatter, Fo”: Grundfluoreszenz bei dunkelroter
Lichteinstrahlung, Fv: Variable Fluoreszenz von dunkeladaptierten Blattern, ML: Messlicht.

1.4.1. Bestimmung des PS II-Status

In héheren Pflanzen wird die dunkelrote Fluoreszenz vomGplylla emittiert. Orga-
nisiert in den Antennenkomplexen sowie den zwei hinteradea geschalteten Photosys-
temen (PS | und PS 1) absorbiert Chloroplaylichtbares sowie ultraviolettes Licht und
wird dadurch in den angeregten Singulettzustand Uberfllmt aus diesem angeregten
Zustand wieder in den Grundzustand zurickkehren zu komness es seine Anregungs-
energie wieder abgeben. Innerhalb der Antennenkomplexe Beée Anregungsenergie
eines Chlorophylimolekuls beispielsweise auf ein andébestragen werden und das die
Energie abgebende Chlorophylimolekil somit in den Grustiand zurtickkehren. Auf
diese Weise wird die Energie nahezu verlustfrei von den Amga bis in die Reakti-
onszentren der Photosysteme geleitet. Dieser Energsé#ranird als Excitonentransport

bezeichnet.
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In den Reaktionszentren wird die Anregungsenergie zur lfilcung von Ladungstren-
nungen verwendet, in deren Folge Elektronen aus Wassékietefreigesetzt und zur
Synthese energiereicher, chemischer Verbindungen gematden. Allerdings fliel3t die
Anregungsenergie nicht vollstandig in diese sogenanniemoghemischen Reaktionen
(=P) ein. Die Effizienz der Energieumwandlung wird dadutoheschwécht, dass die ab-
sorbierte Anregungsenergie (= 1) teilweise in Form vonhétiragsloser Dissipation bzw.
Warme (= D) und als Fluoreszenz (= F) verloren geht. Bei kamtst Lichtintensitat sind
die Raten dieser drei Reaktionswege komplementar, d.hntkesitat der Fluoreszenz
wird durch photochemische Arbeit und durch strahlungsbBssipation erniedrigt, so
dass gilt:

F=1-P-D

Empirische Ergebnisse zeigen, dass unter naturlichemBedgen die gemessene Fluo-
reszenz vorwiegend vom Chlorophglbdes PS 1l und dessen Antennensystem emittiert
wird (KRAUSE & WEIS 1991) und deshalb in direkter Beziehung zur photochemische
Arbeit und strahlungslosen Dissipation am PS Il steht. Imkédadaptierten Zustand liegt
die Akzeptorseite des PS Il weitestgehend im oxidiertetahubsvor. Die Wahrscheinlich-
keit, dass Anregungsenergie im PS Il erfolgreich fur Ladaremnungen verwendet wird,
ist maximal. Die Fluoreszenzausbeute ist in diesem Falimah(= Fo). Mit zunehmender
Bestrahlungsstarke steigt die Rate photochemischer Raaktim PS Il an. Diese flihren
zu einem Anstieg der akzeptorseitigen Reduktion von PSrfbl@reiche Ladungstren-
nungen (= P) werden unwahrscheinlicher und die Anregureggengeht zunehmend als
Fluoreszenz verloren. Ab einer bestimmten Bestrahlubdsstsind aufgrund der voll-
standigen Reduktion der Akzeptorseite keine weiteren hgdirennungen im PS II mehr
maoglich und die gesamte Anregungsenergie wird in Fluoresaengewandelt. Die Fluo-
reszenz wird maximal (= Fm), die Photochemie sinkt auf einiMum ab.

Der Anstieg der Fluoreszenz zwischen Fo und Fm wird als bliBluoreszenz (= Fv)
bezeichnet (Abbildung 1.7 A) und spiegelt den RedoxzustiemdPS I1-Akzeptorseite und
damit das Auftreten erfolgreicher Ladungstrennungen ari Wisler. Nach BJTLER &
KITAJIMA (1975) ist das Verhaltnis Fv/Fm deshalb ein Mal} fir die Edfizi mit der
die Anregungsenergie aus den Antennenkomplexen von offegdl-Reaktionszentren
tubernommen und fur photochemische Reaktionen genutzt lnirdngestressten Zustand
liegen die Maximalwerte von Fv/Fm bei vielen Pflanzen beiae@83. Unter photoin-
hibierenden Bedingungen korreliert der Wert von Fv/Fm neit Quantenausbeute der
Sauerstoffproduktion am PS Il @MIG & B IORKMAN 1987). Dies macht das Verhalt-
nis Fv/Fm zu einem nutzlichen Messparameter, mit dessde Hig Folgen von Strah-
lungsstress an einem photoautotrophen Organismus qagemtifverden konnen.
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1.4. Chlorophyllifluoreszenz in Pflanzen

1.4.2. Bestimmung der epidermalen UV-Abschirmung

Zur Bestimmung der epidermalen UV-Absorption entwickelBLGER et al. (1997) ei-
ne auf der PAM-Fluorometrie basierende, nicht-invasivesmeethode. Die Chlorophyll-
fluoreszenz eines Blatts lasst sich sowohl durch sichtbaiedg als auch durch UV-
Strahlung anregen. Wahrend sichtbares Licht in grinendstégedoch ungehindert durch
die Epidermis bis in die chlorophyllhaltigen Gewebsscteahvordringen kann und Chlo-
rophyll zur Fluoreszenz anregt, wird die Intensitat der 8fvahlung in Abhangigkeit zum
Gehalt an epidermalen UV-Abschirmpigmenten abgeschwélthso hoher die Gehalte
der UV-Abschirmpigmente in der Epidermis sind, desto &@rkird die Intensitat des
UV-Strahls abgeschwacht und desto geringer wird die U\kanette Fluoreszenz. Die
lichtinduzierte Fluoreszenz bleibt jedoch konstant.

Das Verhéltnis von UV-induzierter zu lichtinduzierter Bteszenzausbeute (F(UV)/
F(BG)) beschreibt die Transmissionseigenschaft der Emidefir UV-Strahlung im
Vergleich zu sichbarem Licht. Deshalb wird das VerhaltnjgVv) / F(BG) als relative
epidermale UV-Transmission bezeichnet. Wird diese Art [Eleloreszenzmessung an
Blattern ohne Epidermis bzw. an isolierten Chloroplastercikigefiihrt, so entspricht das
Verhaltnis der Ausbeuten von UV- zu lichtinduzierter Fleszenz einer UV-Transmission
von 100%. Das Dividieren von relativen epidermalen UV-Braission durch diesen
100 %-Wert ergibt die absolute epidermale UV-TransmisgibfuV)). Ist neben der
epidermalen UV-Abschirmung auch die extern eingestradieB-Bestrahlungsstarke
(UV-Bj;) bekannt, so kann die im Chloroplasten effektiv wirksame-Bj8elastung
(UV-Be¢) durch einfache Multiplikation beider Faktoren berechwetden (Abbildung
1.8).

Epidermis *

2 -
s

Palisadenparenchym

Abbildung 1.8.: UV-Strahlungsintensitaten innerhalb und auBerhalb eines Blattes. Die von
einer UV-B-Quelle (UV-B) ausgehende UV-B-Strahlung (UV-Bj;) wird innerhalb der Epider-
mis entsprechend der epidermalen UV-Transmission abgeschwacht. Nur die die Epidermis
durchdringende UV-B-Strahlung wirkt schidigend. Daher wird dieser Strahlungsanteil als
effektives UV-B (UV-Bef) bezeichnet.
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1. Einleitung

Der Vorteil zur Bestimmung der epidermalen Transmission ®iattern ein PAM-

Fluorometer zu verwenden, besteht in dem schwachen Angstiant von solchen
Fluorometern. Das schwache Anregungslicht gewahrleideests sowohl bei der Fluo-
reszenzanregung durch UV- als auch durch sichtbares Lieh®P8 llI-Zentren wahrend
des Messvorgangs standig im offenen Zustand bleiben unBldareszenz somit kon-
tinuierlich auf konstantem Niveau der Grundfluoreszen2) (hastimmt werden kann.
Intensitatsflukuationen der Chlorophyllfluoreszenz wee zB. durch nichtphotochemi-
sches Quenching bei der Fluoreszenzinduktion verursaehdem (Abbildung 1.7 B),

treten nicht auf und fuhren daher zu keinem Verlust an Mesaggkeit.

1.5. Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliangA. thaliang, die Acker-Schmalwand, gehort zur Familie der Bras-
sicaceae. Typische Habitate dieser Art sind nahrstoffakoler und sandige Ruderal-
stellen an Wegesrandern. Kalkhaltige Standorte werdestrgemieden (BSSLER et al.
1996).A. thalianaist eine winterannuelle Rosettenpflanze und gilt als sedstéubend,
auch wenn Insektenbestaubung nicht vollstandig ausgessgr werden kann.

Aufgrund der hohen Fertilitat, der relativ kurzen Genenagabfolge sowie der An-
spruchslosigkeit bei der Kultivierung unter Laborbedingen warA. thalianaurspriing-
lich fur Pflanzengenetiker ein interessanter Modellorgamis, weshalb dessen Genom
unter den Hoheren Pflanzen auch als erstes vollstandig rsaquewurde (KauL et al.
2000). Das grof3e Wissen uber das Genom und die Physiolagerd?flanzen, die relativ
nahe Verwandtschaft zu den Kulturpflanzen der Gattungessira (Kohl) und Sinapis
(Senf), sowie die sehr erfolgreiche, geografisch beinaHevweie Verbreitung (RDEI
1970) lasserA. thalianaauch innerhalb anderer botanischer Teildisziplinen eno@&g
Bedeutung zukommen.

Fur die Wahl vorA. thalianaals Versuchspflanze in dieser Arbeit war ausschlaggebend,
dass aufgrund der umfangreichen molekularbiologischéeiten, die in der Vergangen-
heit an dieser Art durchgefuhrt wurden, fir beinahe jedes Baletionsmutanten erhalt-
lich sind (ALONSO et al. 2003). Diese werden von zentral organisierten Saaremn fur
experimentelle Untersuchungen zur Verfligung gestellsiBo Uber diese Samenbanken
auch Mutanten erhéltlich, welche nicht Uber die Fahigkait3ynthese des vollstandigen,
Arabidopsistypischen Spektrums an Polyphenolen verfiigen.

In der fahl-Mutante, einer Mutante dgSolumbiaWildtyps vonA. thaliana(COL), ist
die Ferulat-5-Hydroxylase (F5H) nicht funktionsfahigH&rPLE et al. 1992). F5H ist
bei der enzymatischen Umsetzung von Ferulat zu Sinapiedéeteiligt und die Dele-
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1.5. Arabidopsis thaliana

tionsmutante deshalb nicht mehr zur Synthese von Sinapisind davon ableitbaren
Hydroxyzimtsauren befahigt (Syntheseweg der Hydroxyzémten und Flavonoide siehe
Abbildung 1.5). Im Gegensatz zu dieser nur eingeschrankiHzuaroxyzimtsauresyn-
these befahigten Mutante zeigen einige MutantenL@eslsberg erectaVildtyps (LER)
enzymatische Ausfalle innerhalb der Flavonoidbiosyrgh&e ist in dett4-Mutante die
Chalconsynthase (CHS) und in d#b-Mutante die Chalconisomerase (CHI) genetisch
inaktiviert (HIRLEY et al. 1992, L et al. 1993). Wahrend dig4-Mutante keinerlei Fla-
vonoide mehr synthetisieren kann, kdnnen in BlatterrtteMutante noch geringe Men-
gen an Naringenin enthalten sein. In d&-Mutante kommt ein genetischer Ausfall der
Flavonol-3"-Hydroxylase (F3"H) zum Tragen. Diese Hyddasg katalysiert die Reakti-
on von Dihydrokampferol zu Dihydroquercetin. Durch denegfethen Ausfall kann in
den Blattern der Mutante folglich kein DihydroquercetimbQuercetin mehr syntheti-
siert werden. Allen drei Mutanten ist gemein, weder zur 8gaé von Anthocyanen noch
von Tanninen befahigt zu sein. Aus diesem Grund sind die 8aochalen (Testa) dieser
Mutanten nicht wie sonst Ublich rot-braun gefarbt. Sie leegren vielmehr farblos bzw.
transparent, weshalb die Mutanten auch als Transpareté-Mutantentf-Mutanten) be-
zeichnet werden.

Weiterhin spricht fur die Verwendung vak thalianaals Versuchspflanze, dass aufgrund
der weltweiten Verbreitung fiir diese Art viele verschieglétkzessionen bzw. Okotypen
mit unterschiedlichem Erscheinungsbild (Abbildung 1.@dwerschiedenartigen phy-
siologischen Eigenschaften existieren.ONSO-BLANCO & K OORNNEEF 2000). Die
Herkunft dieser Akzessionen umfasst ein breites SpektrmmStandorten verschiedener
geografischer Breite und Hohenlage, aufgrund derer fir elischiedenen Pflanzen auf
unterschiedliche UV-B-Resistenzen geschlossen werdem ka

CoL CVI LER SHA TRI ORN

Abbildung 1.9.: Verschiedene Akzessions- bzw. Okotypen von A. thaliana gleichen Alters
nach gleichartiger Kultivierung. Herkunftslander dieser Akzessionen sind: COL - Polen, CVI
- Capverdische Inseln, LER - Polen, SHA - Tadschikistan, TRI - Deutschland, ORN - Mit-
telnorwegen. Weitere Informationen zu den Okotypen sind in Abschnitt 2.1 angegeben.
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1. Einleitung

1.6. Fragestellung

Aus dem bisher Dargestellten ergeben sich einige zentralgeR, welche in der vorlie-
genden Arbeit innerhalb drei verschiedener Teile theneatisnd beantwortet werden.
Der erste Teil beschaftigt sich mit deunktion einer erhdhten UV-Abschirmung bei
Kihle. In der Einleitung wurde beschrieben, dass neben Licht u#dBlauch niedrige
Temperatur eine Induktion der epidermalen UV-B-Abschingniewirkt. Es soll daher
geklart werden, welchen Nutzen Pflanzen von der durch Kiitfdezierbaren Verstar-
kung der epidermalen UV-B-Abschirmung haben? Weshalbtiexd®flanzen bei Kihle
einer solchen Verstarkung? Bewirkt die Abkthlung der Unuypgjstemperatur bei Pflan
zen eine erhohte Sensibilitéat gegenuber UV-B-Strahlung@dt die Reparatur von UV-
B-Schaden bei Kihle verlangsamt statt und kann eine Ertgoden epidermalen UV-
Abschirmung eine bei Kiihle méglicherweise verringerte Thleranz kompensieren?

Im zweiten Teil wird untersucht, wie eine in Abhangigkeit Zemperatur und UV-
B-Bestrahlungsstéarke aufgebaute UV-B-Abschirmung @WB-Akklimatisation von

A. thaliana beitragt. Hierzu wird zunachst der Okotgmlumbiabei unterschiedlichen
Temperaturen und UV-B-Bestrahlungsstérken kultiviertl amschlieRend die epider-
male UV-B-Abschirmung und der jeweilige UV-B-Akklimatigsanserfolg bestimmit.
Im Anschluss soll geklart werden, ob das Untersuchungbaigeum OkotypColum-
bia auch auf andere Akzessionen vBnthalianazu lUbertragen ist oder ob zwischen
verschiedenen Akzessionen Unterschiede in der FahigkeitBiddung der UV-B-
Abschirmung bestehen. Wenn Unterschiede existieren,diese auf verschieden hohe
UV-Strahlungsbelastungen an den urspringlichen Herkariéin der verschiedenen
Akzessionen zurtckzufiuhren?

Wahrend in den ersten beiden Teilen die Temperatur- und t#sEENgig gebildete
UV-B-Abschirmung im Fokus der Experimente steht, soll iriitdn Teil - aufgrund der
kontroversen Diskussion um die Bedeutung von Flavonoleth pdroxyzimtsauren
fur die UV-B-Abschirmung - untersucht werden, welche I¢isén Polyphenole flr
die Abschirmung inA. thaliana verantwortlich sind. Hierzu werden wie im zweiten
Teil der Arbeit zunachst Pflanzen vol. thaliana wahrend der Kultivierungsphase
bei unterschiedlichen Temperaturen verschiedenen U\é8#Bhlungsstarken ausge-
setzt. AnschlieBend wird die Zusammensetzung der in demzefta synthetisierten
|6slichen Polyphenole bestimmt. Zur Beurteilung der Bedegen der verschieden-
en Polyphenole fir die Abschirmung wird hier auch dl¥-B-Akklimatisation von
Polyphenol-Mangel-Mutanten untersucht. Zentrale Fragen sind: Gibt es unterschied-
liche Funktionen fur Hydroxyzimtsauren und Flavonole ber tJV-B-Abschirmung?
Welche dieser Schutzpigmente werden bei Kihle vermehrthstisiert? In welchen
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1.6. Fragestellung

Spektralbereichen der UV-Strahlung absorbieren Flawnold Hydroxyzimtsauren?
Wenn Flavonole bei Kiihle in Pflanzen verstarkt gebildet weraind sie Gberhaupt in
der Lage, die Pflanze gegen UV-B-Strahlung abzuschirmen?
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2. Material und Methoden

2.1. Pflanzenmaterial

Alle Experimente der vorliegenden Arbeit wurden mit Pflanzer Art A. thaliana(C.
Linnaeus) G. Heynhold durchgefiihrt. Im Regelfall wurderlhée der OkotypColum-
bia verwendet. Da einige der untersuchten Mutanten lediglicldén Okotyd_andsberg
erectaerhaltlich waren, wurde in solchen Fallen auch dieser Qkotylie jeweiligen Un-
tersuchungen mit einbezogen. Fir alle in den Experimergamendete Pflanzen wurden
zunachst bei 21C frische Samen generiert. Dieses Saatgut wurde im Anssimuden
jeweiligen Experimente eingesetzt. Auf diese Weise selitkergestellt werden, dass alle
verwendete Samen gleichen Alters waren. EpigenetiscimgexdUnterschiede zwischen
den Samen sollten so weitestgehend ausgeschlossen wértgnk Weitere Informatio-
nen zu den Pflanzen und Samen sind in Tabelle 2.1 und 2.2 dregege

Tabelle 2.1.: Auflistung der verwendeten Akzessionen und Mutanten von A. thaliana. Ange-
geben sind die offiziellen Bezeichnungen, wie sie vom Nottingham Arabidopsis Stock Center
(NASC, University of Nottingham, Loughborough,UK) verwendet werden. Dahinter sind in
Klammern die Bezeichnungen aufgefiihrt, wie sie in der vorliegenden Arbeit verwendet wer-
den. Als Bezugsquelle wird entweder die Bestellnummer, unter welcher die Samen bei NASC
geordert werden kdnnen, oder aber die Person angegeben, von welcher die Samen bezogen
wurden.

Bezeichnung Betroffenes Gen/Enzym Okotyp Bezugsquelle
Columbia (COL) unverénderter Wildtyp (coL.-o0) -

fah1-2 (fahl) AT4G36220/ Ferulat 5-Hydroxylase (COL.-0) CS6172
Landsberg erecta (LER)  unveranderter Wildtyp (LER.-0) (€S20

tt4-1 (tt4) AT5G13930/ Chalcon-Synthase (LER-0) CS85

tt5-1 (tt5) AT3G55120/ Chalcon-Flavanon-Isomerase (LER.-0) CS86

tt7-1 (tt7) AT5G07990/ Flavonoid 3’-Hydroxylase (LER.-0) (CS88

CVI (CVI) unveranderter Wildtyp (cvi M. Koornneef
ORN (ORN) unveranderter Wildtyp (ORN) M. Koornneef
SHA (SHA) unverdnderter Wildtyp (SHA) M. Koornneef
TRI (TRI) unveranderter Wildtyp (TRI) Eigenfund
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2. Material und Methoden

Tabelle 2.2.: Urspriingliche Fundorte der verwendeten Akzessionen von A. thaliana. Die
Daten wurden von Marten Koornneef und Monika Dorsch zur Verfliigung gestellt.

Bezeichnung  Herkunftsland (-ort) geogr. Breite/Lange Hohenangabe
coL Polen N51°/0 15° 19m . NN
cvi Capverdische Inseln N 15° /W 24° 1052 m . NN
LER Polen (Landsberg) N52°/0 15° 600 m a. NN
ORN Norwegen N 66°/0 13° Om d. NN
SHA Tadschikistan (Pamiro-Alay) N 38°/070° 3063 m . NN
TRI Deutschland (Trischen) N 54°/0 08° Om d. NN

2.2. Allgemeine Pflanzenkultivierung

FUr die Aussaat der Pflanzen wurde stets TKS-2 Kultursub@taragard-Vertriebs
GmbH fur Gartenbau, Oldenburg, Deutschland) verwendet.K&imung standen die
Aussaaten in einer Klimakammer bei Z1. Hierbei wurden sie bei Langtagbedingungen
(16 h Licht - 8 h Dunkelheit) mit 5@imol m—2 s~ photosynthetischer PhotonenfluRdich-
te (PPFD) bestrahlt. Nach dem Keimen wurde die KultivierdagPflanzen bei der dem
jeweiligen Experiment entsprechenden Temperatd€C(8der 21°C) in Klimakammern
fortgesetzt. Zwei bis drei Wochen danach, spatestens ljentach Erscheinen des vierten
Blattes, wurden die Keimlinge vereinzelt. Im Anschlussashavurden die Versuchspflan-
zen entsprechend der Art der sich anschlieRenden Expdemegiter kultiviert. Die
spezifischen Anzuchtsbedingungen der Versuchspflanzesewdyei der Beschreibung
der Experimente genauer erlautert (Abschnitt 2.9).

2.3. Bestimmung und biologische Gewichtung der
UV-B-Bestrahlungsstarke

Als UV-B-Strahlungsquellen wurden fir alle ExperimenteT2.UV-B Leuchtstoffrohren
(Philips International B.V., Amsterdam, Niederlande)wendet. Da diese Leuchtstoff-
rohren neben UV- A und - B auch UV- C emittieren, wurden sielt C-Sperrfilterfolie
aus Zellulose-Acetat (0,1 mm, Jirgen Rachow KunststolieReVertrieb GmbH, Ham-
burg, Deutschland) umwickelt. Zur Bestimmung der UV-B-Baislungsstarken wurden
die Strahlungsquellen vor den Experimenten mit einem 3Speddiometer (Bentham
DM-105 Doppelmonochromator, Bentham Instruments Ltd.adRey, England) auf
ihre spektralen Intensitatsverteilungen tberprift. EmigSionsspektrum einer solchen
Strahlungsquelle ist in Abbildung 2.1 (kleine Grafik) destpdit.
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2.3. Bestimmung und Gewichtung der UV-B-Strahlung
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Abbildung 2.1.: Aktionsspektren zur spektralen biologischen Gewichtung von UV-Strah-
lungsquellen. Die durchgezogene schwarze Kurve (Th.) zeigt das UV-Aktionsspektrum, wie
es von THIMIJAN et al. (1978) veroffentlicht wurde. Die gestrichelte rote Kurve (FC.) zeigt
das um den langwelligen UV-A-Bereich erweiterte UV-Aktionsspektrum von FLINT & CALD-
WELL (2003). Zur Abschéatzung der biologischen Wirksamkeit der als UV-Quellen verwen-
deten TL-12 UV-B-Rohren ist ein Strahlungsspektrum einer solchen Strahlungsquelle oben
rechts in die Abbildung eingefiigt.

Zur raschen Bestimmung der UV-B-Strahlungsstarke wahoardExperimente wurde
ein UV-B-Breitbandsensor (MT et al. 1996) verwendet. Die von diesem Sensor ange-
gebenen Spannungssignale wurden durch vergleichendesMgss mit dem Spektrora-
diometer auf die UV-Strahlungsquellen kalibriert. Die e ¢&alibration eingegangenen
UV-Spektren wurden sowohl mit dem Aktionsspektrum vamMiJAN et al. (1978) als
auch mit dem von ENT & CALDWELL (2003) biologisch gewichtet. Durch die Kalibra-
tion wurden die Spannungssignale des Sensors in die eiafktef biologisch gewichtete
UV-B-Bestrahlungsstarke (UV4B umgeformt.

In Abbildung 2.2 sind aus beiden genannten UV-Aktionssgektresultierende Ka-
librierfunktionen vergleichend dargestellt. Fur die ireskr Arbeit verwendeten UV-
Strahlungsquellen (Spektrum siehe eingebundene Grafikhbildung 2.1) sind die

Unterschiede zwischen beiden Kalibrierfunktionen unibéeled (nicht signifikant,

p=0,6893). Dies ist darauf zurtickzufiihren, dass die vedetam Strahlungsquellen
hauptsachlich UV-B emittieren, die UV-Aktionsspektrerdiasem spektralen Bereich je-
doch nahezu identisch sind. Fir diese Arbeit wurde das Aksipektrum von HIMIJAN

et al. (1978) verwendet.
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Kalibrierfaktor UV-Aktionsspektrum
5,271 40,1859 mW m~2/ mV THIMIJAN et al. (1978))

5,105 +0,1915mW m~2/ mV FLINT & CALDWELL (2003)

Abbildung 2.2.: Kalibrierfunktionen des verwendeten UV-Breitbandsensors. Die rote Gera-
dengleichung zeigt die Kalibrierfunktion, welche nach FLINT & CALDWELL (2003) berechnet
wurde. Die schwarze Geradengleichung zeigt die nach THIMIJAN et al. (1978) berechne-

te Kalibrierfunktion. Die Unterschiede zwischen den Kalibrierfaktoren sind nicht signifikant
(p=0,6893).

2.4. Bestimmung des durch UV-Strahlung induzierten Schadens
im Photosystem ||

Zur Quantifizierung des durch UV herbeigefihrten SchaderBattern vonA. thalia-
na wurde die Abnahme der maximalen Quantenausbeute von PlILER & K-
TAJIMA 1975, KITAJIMA & BUTLER 1975) nach erfolgter UV-Behandlung ermittelt.
Zur Messung wurde eine Maxi-lmaging-PAM (Walz GmbH, Effieh, Deutschland)
(SCHREIBER 1986, BLGER & SCHREIBER 1986, BLGER et al. 1995, RLPH et al.
2005) verwendet. Diese schnelle, nicht-invasive MethogleSthadensbestimmung er-
maoglichte die Bearbeitung grof3er StichprobenumfangeesdigiBegutachtung der Scha-
digung an der gesamten Pflanze. Zur Schadensbestimmung wasdPflanzenmaterial
vor der UV-Behandlung fur 30 Minuten verdunkelt. Im Ansgdudaran wurde die ma-
ximale Quantenausbeute mit der Maxi-Imaging-PAM durché&abes Sattigungsblitzes
bestimmt. Nach der jeweiligen UV-Behandlung sowie eindtaven sich anschlieRenden
30-mindtigen Verdunkelungsphase wiederholte sich dibkssvorgang. Die Abnahme
der PS lI-Quantenausbeute wurde in Bezug zum Ausgangsregsgesetzt, in Prozent
angegeben und als Schadigung von PS Il definiert.
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2.5. Chlorophyllbestimmung

2.5. Chlorophyllbestimmung

Die Chlorophyllbestimmung von Blattern und isolierten @bolplasten wurde nacho®-

RA et al. (1989) durchgefluhrt. Bei isolierten Chloroplastesrrae der Chlorophyllgehalt
auf das Gesamtvolumen der hergestellten Chloroplastpess®n, bei intakten Blattern
auf deren Blattflachen bezogen. Nach der Flachenbestimmwuinden die Blatter zu-
nachst im tiefgekihlten Zustand mit einer Schwingmuhlep(TyM 2, Retsch GmbH,
Haan, Deutschland) in 2 ml ReaktionsgefalRen pulveriséerschlielend wurde das zer-
stol3ene Blattmaterial in 2Qd 80 %igem Aceton (pH 7,8) fur 5 min auf Eis extrahiert.
Nach funfminatiger Zentrifugation (Biofugeescq Heraeus Kendro Lab. Products, Os-
teroode, Deutschland) bei’€ und 15.700 g wurde der Uberstand abgenommen und in
einem weiteren Reaktionsgefal3 auf Eis gestellt. Dieseraktonsschritt wurde zwei-
mal wiederholt und die Uberstande anschlieRend vereimigtfertigen Chloroplasten-
suspensionen wurden B0 abgenommen und ebenfalls auf die oben beschriebene Wei-
se extrahiert. Die Extrakte wurden bis zur photometrischassung der Absorption
bei 646,6 nm, 663,6 nm und 750,0 nm (Uvikon-Spectrophotemkbntron Instruments,
Mailand, Italien) auf Eis gelagert. Die Mengen an Chlordphayn den Extrakten wurden
nach folgender Gleichung bestimmt:

chla[pug ml~1] = 12,25 (Absezsnm- AbS7500m) - 2,55 (AbSsagsnm ADS7500m)

2.6. Isolierung intakter Chloroplasten aus A. thaliana

Die Isolierung intakter Chloroplasten erfolgte nach detidee von RONSSON& JAR-

VIS (2002). Alle Schritte der Aufarbeitung fanden bé€i@ statt. Je Aufbereitung wurden
etwa 5 g Blattmaterial vor\. thalianaverwendet. Zunachst wurde das Blattmaterial in
einem Marser mit 20 ml Isolationspuffer (0,3 M Sorbitol, 5 mMgyCl,, 5mM EGTA,
5mM EDTA, 20 mM HEPES/KOH [pH 8,0] und 10 mM NaHGPhomogenisiert und
anschlie3end durch eine doppelt gelegte GazgifdMaschenweite) gefiltert. Die RUck-
stande in der Gaze wurden ein zweites Mal homogenisiert bgdfdtert. Die filtrierten
Suspensionen wurden vereinigt und zur weiteren Verwenduhgis gekuhlt.

Im Anschluss wurde die gesammelte Suspension bei 4600 g uddi# 5 min zentrifu-
giert und das Pellet in 1 ml Isolationspuffer resuspendizathach wurde ein zweistufiger
Percoll-Gradient in einem 20 ml Zentrifugenréhrchen mit 8espension beladen. Die
untere Phase des Percollgradienten (Gesamtvolumen: 3sthrid aus 2,55 ml Percoll-
[6sung (95 % [w/v] Percoll, 3% [w/v] PEG 6000, 1% [w/v] Ficpll % [w/v] BSA) und
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2. Material und Methoden

0,45 ml einer Gradientenmischung folgender Zusammensgta5 mM HEPES-NaOH
(pH 8,0), 10 mM EDTA, 5% (w/v) Sorbitol. Die obere Phase (Gesalumen: 7 ml) be-
stand aus 2,94 ml Percolllésung und 4,06 ml GradientenmisgiNach dem Beladen des
Dichtegradienten wurde dieser bei@ und 2500 g in einem Ausschwingrotor fir 10 min
zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde mit der Eimime der Proben gewartet, bis
der Rotor ungebremst zum Stillstand gekommen war.

Die intakten Chloroplasten hatten sich in der Grenzsclaal$chen beiden Percollpha-
sen gesammelt und bildeten eine deutliche, griine BandeleBeweiten, etwas tber der
ersten liegenden Bande handelte es sich um bei der Prapabaschadigte, nicht mehr
intakte Chloroplasten. Diese Bande wurde verworfen. Die@iplasten der unteren Ban-
de wurden gesammelt und zur Aufreinigung mit 2 ml Isolatroadium in ein sauberes
Zentrifugenrdhrchen Gberfuhrt. Es schloss sich ein le@zémtrifugationsschritt bei 4C
und 46009 an. Danach wurde die Qualitat der isolierten @plasten am Mikroskop
Uberpruft. Die Chloroplasten waren grof3tenteils voll aszent und frei von Zellbruch-
stiicken. Nach Messung des Chlorophyligehalts wurden dier@tiasten auf Whatman-
Filterpapier aufgetragen und sofort fur die BestimmunguéiTransmission verwendet.

2.7. Nichtinvasive Bestimmung der epidermalen
UV-Transmission an Blattern

Die epidermalen UV-Transmissionen von Blattern wurderdiése Arbeit mit zwei ver-
schiedenen Methoden ermittelt. Beide Methoden stitzéntserbei auf die durch Anre-
gungslicht induzierte Chlorophyllfluoreszenz.

Bei der ersten Methode wurde eine Xenon-PAM-Fluorometealf\&mbH, Effeltrich,
Deutschland) verwendet. Mit diesem Gerét ist es mogliahziiei fest eingestellte Wel-
lenlangenbereiche (Abschnitt 2.7.1) die mittleren epiten UV-Transmissionen zu er-
mitteln. Der Vorteil dieser Methode ist, dass aufgrund gigehr leistungsfahigen Pho-
todetektors mit sehr intensitadtsschwachen, modulierteregungslichtblitzen gearbeitet
werden kann. Die Lichtblitze sind in ihrer Intensitat soiggr dass diese zu keiner bedeu-
tenden Reduzierung des Plastochinonpools beitragen @ndldieptorseiten der PSII-
Reaktionszentren deshalb im offenen Zustand verbleibegulerende Mechanismen der
Lichtreaktion, wie z. B. das nichtphotochemische Quergkerden nicht induziert. Da-
durch wird erméglicht, dass die Chlorophylifluoreszenztkanerlich auf dem konstant
bleibendem Niveau der Grundfluoreszenz (Fo) bestimmt wibdb{ldung 1.7 B). Dies be-
gunstigt auch bei Blattern mit geringen epidermalen U\VkSraissionen sehr hoch auf-
geldste Messergebnisse. Der Nachteil an diesem Messgerdass lediglich fur zwel
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2.7. Bestimmung der epidermalen UV-Transmission

Wellenlangenbereiche im UV-Spektrum Anregungsmesdsinadxistieren. \ollstandige
Transmissionsspektren konnen mit dieser Methode dahlet aiégezeichnet werden.

Fur die zweite Methode wurde ein Fluoreszenzspektrometevandet. Mit diesem Ge-
rat konnen Chlorophyll-Anregungsspektren im UV-Bereielmgssen werden, aus denen
schlie3lich vollstandige UV-Transmissionsspektren tlenet werden. Nachteilig hierbei
ist die relativ geringe Empfindlichkeit des verwendetentBtdetektors im Wellenlangen-
bereich oberhalb von 700 nm (Abschnitt 2.7.2). Dies bedgedsess zur Chlorophyllan-
regung durch UV-Licht relativ hohe Intensitaten notwensligd, damit Gberhaupt Chlo-
rophyllfluoreszenz detektierbar wird. Im sichtbaren Wale@genbereich ist das Anre-
gungslicht dagegen bereits aktinisch wirksam und fuhrtimerdnduktion der Fluores-
zenz, wie es von KUTSKY & HIRSCH (1931, 1934) beschrieben wurde. Aus diesem
Grund ist eine relativ hohe Anzahl von Messwiederholungerynmtersuchtem Blatt not-
wendig. AuRerdem werden mit dieser Methode wesentlicherdahiede zwischen Blat-
tern mit jeweils geringer UV-Transmission aufgrund desnsathen Photodetektors nur
unzureichend dargestellt. Deshalb wurden fir diese Metlaagschlie3lich Blatter aus-
gewabhlt, fur die aufgrund der Kultivierungsart nur mitddyis hohe UV-Transmissionen
zu erwarten waren.

2.7.1. Xenon-PAM-Methode

Die Bestimmung der epidermalen UV-Transmission ( T(UV)i) Biéttern erfolgte nach
BILGER et al. (1997). Hierbei wird mittels zweier verschieden mdmomatischer Licht-
strahlen nacheinander die Chlorophylifluoreszenz in Biétangeregt. Bei einem Licht-
strahl handelt es sich um den eigentlichen UV-Messstraiglséd Lichtstrahl induziert,
abhangig von der UV-Abschirmung sowie der Chlorophylimeames Blattes, verschie-
den intensive Chlorophyllfluoreszenzen. Ein weiteremdgaliner Lichtstrahl ist der Re-
ferenzstrahl. Dieser Lichtstrahl induziert Chlorophytffeszenz, deren Intensitat ledig-
lich von der Chlorophylimenge eines Blattes abhangt. Dakafmnis von UV-induzierter
(F(UV)) und Blau-Grin-Licht-induzierter Chlorophyllflueszenz (F(BG)) ist variabel
und allein abhangig von der UV-Abschirmung eines photdsstigch aktiven Organis-
mus. Bei der Xenon-PAM-Methode (Xe-PAM-Methode) werderezV-Messstrahlen
verschiedener Wellenlangen (314 nm fur UV-B, 366 fur UV-Awge ein blau-griner
Referenzstrahl verwendet. In Abbildung 2.3 sind die sjaddir Intensitaten dieser Licht-
strahlen untereinander vergleichend dargestellt.

Die UV-Messstrahlen haben relativ hohe Intensitéaten, daobbUV-B- wie auch UV-A-
Strahlung im Vergleich zu blau-grinem Licht Chlorophylrreechwach zur Fluoreszenz
anregen. Der blau-griine Referenzstrahl hingegen ist nmrsebwacher Intensitat, da
Licht dieser Wellenlange eine deutlich hohere aktinischik¥dmkeit besitzt.
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Abbildung 2.3.: Relative Unterschiede zwischen den verschiedenen Chlorophyll-
Anregungsstrahlen der Xenon-PAM. Die Strahlungsintensitidt des UV-B-Messstrahls wurde
gleich 100 % gesetzt. Die Intensitdten des UV-A-Messstrahls und des blau-griinen Referenz-
strahls (BG) betragen im Vergleich dazu 74 % bzw. 10 %.

Das einfache Verhaltnis von F(UV) zu F(BG) ist jedoch nurreliatives Mal3 der epider-
malen UV-Transmisson von Blattern. Ein absolutes Mal3 esjdh, wenn das einfache
Verhaltnis von F(UV) zu F(BG) in Relation zu einem an isdker Chloroplasten ge-
messenen Fluoreszenzverhaltnis gesetzt wird, da isolierd somit von der Epidermis
entbl63te Chloroplasten nahezu keine wirksame UV-Abgeulniilg mehr besitzen. Ein an
ihnen gemessenes Verhaltnis von F(UV) zu F(BG) darf dateem Fluoreszenzver-
haltnis betrachtet werden, welches sich bei Blattern nmeril00 %igen epidermalen
UV-Transmission ergeben wirde. Es wird daher als maxinigdeugspunkt fur die Be-
rechnung der absoluten UV-Transmission betrachtet.

Fur die Bestimmung dieses maximalen Bezugspunktes wurdeor zsolierte Chlo-
roplasten in unterschiedlicher Dichte auf Filterpapier. @ Whatman International
Ltd, Maidstone, England) aufgetragen und anschlieRendjedieiligen Verhaltnisse
von F(UV) zu F(BG) bestimmt. Als Dichteparameter diente def dem Filterpapier
jeweils aufgetragene ChlorophgHGehalt. Abbildung 2.4 zeigt, dass das Verhaltnis von
UV-induzierter zu blau-grin-induzierter Chlorophyllfi@szenz bei in geringer Dichte
auf Filterpapier aufgetragenen Chloroplasten von dem aufi éapier aufgetragenen
Chlorophylla-Gehalt abhangig ist. Die in dieser Arbeit verwendeten tBtatvon A.
thalianahatten Chlorophyl-Gehalte zwischen 15 und 28 cm 2. Bei Chloroplasten,
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2.7. Bestimmung der epidermalen UV-Transmission

die in dieser Dichte auf Filterpapier aufgetragen wurdearen die Verhaltnisse von
UV-induzierter zu blau-grun-induzierter Chlorophyllfheszenz nahezu konstant. Das
mittlere Verhaltnis von UV-A- zu blau-grin-induzierter iBhophylifluoreszenz betrug
hier 2,440 und das entsprechende mittlere Verhaltnis firBU¥,112. Diese Werte
dienten der vorliegenden Arbeit als maximale Bezugspufiktedie Berechnung der
absoluten epidermalen UV-Transmission fir Blatter othaliana
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Abbildung 2.4.: Die Fluoreszenzverhiltnisse F(UV) zu F(BG) von auf Filterpapier aufge-
tragenen Chloroplasten sind vom aufgetragenen Chlorophyll a-Gehalt abhangig. Der Chloro-
phyll a-Gehalt in Blattern von A. thaliana liegt zwischen 12 g und 31 ug. Dieser Bereich
wird durch die senkrechten, gestrichelten Linien markiert. Innerhalb dieser Markierung liegt
das gemittelte Fluoreszenzverhaltnis (waagerechte, gestrichelte Linien) von F(UV) zu F(BG)
(schwarze Symbole) bei 2,112. Das gemittelte Fluoreszenzverhaltnis von F(UV) zu F(BG)
(weiBe Symbole) liegt bei 2,440.

Aus der epidermalen UV-Transmission (T(UV)) lasst sichepelermale UV-Absorption
(Abs UV) berechnen. Hierzu wird der negativ dekadische kitigaus von T(UV) gebil-
det:

Abs UV =-log(T(UV))

Fur eine korrekte Gegentberstellung der UV-Gesamtaliearpblyphenolischer Blatt-

extrakte einerseits sowie epidermaler UV-Absorptionedeagrseits (Abbildung 3.19)
mussen die Werte der epidermalen UV-Absorptionen von @batt und -unterseite sum-
miert werden, da in Blattextrakten die Polyphenole voiigiger Blatter enthalten sind.
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2.7.2. Aufnahme von Anregungsspektren der Chlorophyllfluoreszenz zur
Berechnung von UV-Transmissionsspektren

Epidermale Transmissionen intakter Blatter im Wellen&mtgereich von 270 bis 500 nm
wurden mit Hilfe von Anregungsspektren der Chlorophylifegzenz bestimmt. Die

verschiedenen Spektren wurden mit einem Fluoreszenzspedter des Typs Fl4500-

Fluorescence-Spectrophotometer (Hitachi, Tokyo, Japarsgeristet mit einem R 3788-
Photomultiplier (Hamamatsu Photonics, Hamamatsu Cipadp aufgezeichnet.

Zum Erstellen der Spektren wurde die Anregungswellenlaoge270 nm nach 500 nm

in 1 nm-Schritten aufsteigend verandert und die Intendg&Chlorophyllfluoreszenz bei
720 nm detektiert. Die Gitterspaltweite betrug 5nm auf dareyungsseite und 10 nm
auf der Detektorseite. Die bei einem optischen Gitter gtpesweise auftretenden Neben-
maxima wurden durch die Verwendung eines anregungsseitiye290-Filters (Hitachi,
Tokyo, Japan) sowie eines detektorseitigen RG 715-Fi(echott AG, Mainz, Deutsch-
land) eliminiert (&ERovIC et al. 2002). Die optischen Transmissionseigenschaften de
verwendeten Filter, die wellenlangenabhangige Quansieaite des Photomultipliers,
sowie der Anregungs- und der Detektions-WellenlangereBhrdes Fluoreszenzspek-
trometers sind in Abbildung 2.5 dargestellt.

100-
101 Filter
14 UV 290
[%]

0.1-

0.01-
0.001- Anregung von Detektor bei :
270 bis 500nm »| 720+10nm >

300 400 500 600 700

Wellenlange [nm]
Abbildung 2.5.: Spektrale Eigenschaften verwendeter Bauteile bei der Erstellung von
Chlorophyll-Anregungsspektren intakter Blatter. Fiir die optischen Spektralfilter UV 290 und
RG 715 sind in Prozent die jeweiligen Transmissionen angegeben (farbige Kurvenverliufe).
Ebenfalls in Prozent ist die spektrale Empfindlichkeit des Photomultipliers R 3788 als wel-

lenlangenabhéngige Quantenausbeute angegeben (schwarz-gestrichelter Kurvenverlauf). Au-
Berdem werden die Wellenlangenbereiche fiir Anregung und Detektion gezeigt.

32



2.7. Bestimmung der epidermalen UV-Transmission

Die Intensitat des Anregungsstrahls ist nicht reguliethat verursacht in intakten, dun-
keladaptierten Blattern eine Induktion der Chlorophytifieszenz und nichtphotochemi-
sches Quenching. Um diese storenden Effekte wahrend desuvgsn weitestgehend
zu vermeiden, wurden zum einen die Blatter vor den Messujeyegils fur 30 min mit
100umol m—2s~1 PPFD (WeiRlicht) bestrahlt. Zum anderen wurden die Messorsp
oft wiederholt, bis zwischen zeitlich aufeinanderfolgendAnregungsspektren keinerlei
Unterschiede mehr erkennbar waren. In der Regel warenihisghn bis 15 Messwieder-
holungen notwendig. Zur Vergleichbarkeit der ChloroptAtiregungsspektren wurden
die Spektren auf das jeweilige Signal zwischen 470 und 48Aomalisiert.

Um die epidermalen Transmissionen der gemessenen Bl&tsteden zu koénnen,
wurden die genormten Spektren in Relation zu einem noramnefnregungsspektrum
aufgereinigter Chloroplasten (Abbildung 2.6) gesetztr f@dles in dieser Arbeit ge-
zeigte Transmissionsspektrum wurden Spektren von dreivigis Blattern gleicher

Behandlung gemittelt. Der Standardfehler ist in den eetdpenden Abbildungen je-
weils angegeben. Zur Qualitdtsabschatzung der Spekmdrzasatzlich Ergebnisse von
UV-Transmissionsmessungen eingefugt, welche mit der KdtaM-Methode fiur die

Wellenlangen 314 nm und 365nm gemessen wurden. Aus denmiissiensspektren
lieBen sich auch epidermale UV-Absorptionsspektren ewet. Hierzu wurde aus
jedem Transmissionswert fur Strahlung der Wellenlaigeer negative, dekadische
Logarithmus gebildet: Ab& =-log (TA)
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Abbildung 2.6.: Chlorophyll-Anregungsspektren von isolierten Chloroplasten (durchgezoge-
ne Linie) und einem intakten Blatt von A. thaliana (COL-Wildtyp). Beide Spektren wurden
auf die jeweiligen Signalstérken zwischen 470 nm und 487 nm normiert.
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2.8. Bestimmung phenolischer Inhaltsstoffe in Blattern

Die Phenolgehalte in Blattern voha thalianawurden mittels HPLC-Analyse bestimmt.
Hierzu wurden die Blatter nach der Methode voous et al. (2001) und NBAKKEN

et al. (2004a) in methanolisch-wéassrigen Losungen exrabnd die Extrakte anschlie-
Rend mittels HPLC-Technik analysiert. Zur qualitativersB@mung der verschiedenen
phenolischen Substanzen wurde eine HPLC mit angeglied&ifd-Massenspektrometer
als Detektoreinheit verwendet. Mit einem UV/VIS-DiodergrDetektor wurden die

guantitativen Polyphenolgehalte bestimmt. Der Gehalt @lg@Penolen in einem Blatt

wurde jeweils auf die zugehdorige Blattflache bezogen.

2.8.1. Extraktion

Das Blattmaterial wurde nach Lagerung bei 280im gefrorenen Zustand mittels einer
Schwingmiuhle (Typ: MM 2, Retsch GmbH, Haan, Deutschland? ml Reaktionsge-
falken pulverisiert. Im Anschlul3 wurde das zerstoR3ene hateei 0°C extrahiert. Als
Extraktionsmittel diente hierzu 50 %iges (v/v) MethanoM&ssriger Losung. Das Ex-
traktionsmedium war mit Salzsaure angesauert (0,32 % Vor)der Injektion wurde je-
der Extrakt bei 15.700g zentrifugiert (Biofudeescq Heraeus Kendro Lab. Products,
Osteroode, Deutschland) und der Uberstand anschlieReot dinen Nylon-Filter mit
einer Porengré3e von 0,46n gepresst.

2.8.2. Qualitative Analyse mittels HPLC und ESI-Massenspektrometrie

Die qualitative Bestimmung der UV-absorbierenden Polythe in A. thalianagesch-
ah mittels Massenspektrometrie. Hierzu wurden Blattéx¢raon Pflanzen untersucht,
bei denen aufgrund der starken UV-B-Belastung wahrend lenZnkultivierung mit
besonders hohen Polyphenolgehalten zu rechnen war. Fiediemmung wurden die
verschiedenen in den Extrakten enthaltenen polyphem@isSubstanzen zunachst mit-
tels HPLC-Technik aufgetrennt. Anschlie3end erfolgte Bgstimmung ihrer Molekail-
massen bzw. die ihrer Fragmente Uber Elektrospray-lomisgs-Massenspektrometrie
(ESI-MS).

Im Gegensatz zu anderen massenspektrometrischen Metk@aleen die Substanzen bei
der ESI-Massenspektrometrie nach der chromatografischéireAnung zur lonisierung
im Eluenten verbleiben und sofort analysiert werden. Eigtaitlierte Beschreibung der
einzelnen Vorgange wahrend der Elektrospray-lonisietighfei IRIBARNE & T HOM-
SON (1976) und KEBARLE & PESCHKE (2000) angegeben. Als eigentlicher Analysator
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der molekularen Massen der jeweils ionisierten Substaweede eine sogenannte lonen-
falle eingesetzt. Eine genaue Beschreibung ihrer Fungwerse ist RNGE (2003) und
REHM (2006) zu entnehmen.

Durchgefuhrt wurden die massenspektrometrischen Urdkewsigen am Institut fur
Lebensmitteltechnologie der Christian-Albrechts-Unsitgit zu Kiel. Wie bei der quanti-
tativen Analyse wurde hierbei eine HPLC von Agilent der 1 8@0ie verwendet (Agilent
Technologies, Waldbronn, Deutschland). Bei dem zusé&tzlion UV/VIS-DA-Detektor
verwendeten ESI-Massenspektrometer handelte es siclialbarm ein Agilent-Gerat
dieser Serie (1100 LC/MSD Trap mit Elektrospray lonisigruAgilent Technologies,
Waldbronn, Deutschland). Die Chromatografiebedingungesbdn im Vergleich zur
guantitativen Analyse unverandert. Lediglich die Anséugr des Eluenten geschah
aufgrund der Unvertraglichkeit von Salzsaure (HCI) mit dEBI-Massenspektrometer
mit Ameisensaure (0,1%). Die ESI-MS-Gerateeinstellungemden unverandert von
HARBAUM et al. (2007) Ubernommen.

Die Massenspektrometrie liefert lediglich die molekukakassen der untersuchten Sub-
stanzen bzw. die ihrer charakteristischen Fragmente. Autlkdemische Struktur kann
anhand der molekularen Massen nicht geschlossen werderzuHivaren z.B. NMR-
spektroskopische Untersuchungen notwendig. Durch Atlglder experimentell erhal-
tenen molekularen Massen der Substanzen bzw. ihrer Fragmmeheiner existierenden
Datenbank (MRBAUM et al. 2007) konnten die sehr wahrscheinlichen Struktuem d
phenolischen Substanzen jedoch ermittelt werden.

2.8.3. Quantitative Analyse mittels HPLC mit Diodenarray-Detektor

Zur quantitativen Analyse der phenolischen SubstanzeétteBn wurde eine HPLC mit
einer kuhlbaren Probenhalterung und einem UV/VIS-Diod&yaDetektor verwendet.
Hierbei handelte es sich um ein Gerat der Serie 1100 von Atgilechnologies (Wald-
bronn, Deutschland). Das Injektionsvolumen variiertedsi verschiedenen Messreihen
zwischen 10 und 4fl. Die Proben der verschiedenen Messreihen wurden vor der In
jektion jeweils in einem Probenhalter gekihlt beiGlaufbewahrt. Bei der festen Pha-
se handelte es sich um eine Lichrosphere-RP-18-Saule vdenAgit der Lange von
250 mm und einem Durchmesser von 4 mm. Bei der mobilen Phasteha es sich um
angesauertes (0,01 % [v/v], o-Phosphorsaure) Methanchssiger Losung. Die genaue
prozentuale Zusammensetzung des Eluenten Uber die ZeifTiabelle 2.3 dargestellt.

Um Hydroxyzimtsduren und Flavonole in den Blattextrakters @en aufgezeichne-
ten Chromatogrammen quantitativ abschétzen zu konnergemuvor und nach den
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Tabelle 2.3.: Laufmittelzusammensetzung wahrend der chromatografischen Auftrennung
von Polyphenolen durch die HPLC. Zwischen den in der Tabelle genannten Zeitpunkten
wurde die Laufmittelzusammensetzung entsprechend den angegebenen Mischungsverhalt-
nissen entlang eines linearen Gradienten verdndert.

Zeit  Methanol im Eluenten Fluss
[min.] [% v./v.] [ml min. 7]
0 20 0,750

12 45 0,750
25 45 0,750
40 75 0,750
42 100 0,750
50 100 0,750
52 20 0,750

Messreihen die molaren Empfindlichkeiten des DA-Detektibrs diese Substanzen
ermittelt. Hierzu wurden kommerziell erhaltliche Reinstamzen als Kalibrationsstan-
dards verwendet. Zur Kalibration des Detektors auf Hydeimysauren wurde dessen
molare Empfindlichkeit flr reines Sinapin ermittelt. Zurliaation des DA-Detektors

auf Flavonole wurden Konzentrationsreihen mit Aglyka voankpferol und Quercetin

verwendet. Fur Sinapin wurde die Absorptionserniedrighag314 nm, fur Flavonole

die Absorptionserniedrigung bei 360 nm, mit einer jeweitigSpaltweite von 16 nm,
gemessen. Die ermittelten Kalibrierfunktionen sind indl&b2.4 aufgefuhrt.

Tabelle 2.4.: Kalibrierfunktion des DA-Detektors auf Kampferol, Quercetin und Sinapin.

Substanz Kalibrierfunktion R?

Kéampferol m = OD3ggm 0,9595 nmol/AUs + 0,01633 nmol  0,9988
Quercetin - m = OD3ggqm 0,7929 nmol/AUs + 0,03055 nmol  0,9985
Sinapin m = OD314m 0,8842 nmol /AUs + 0,05272 nmol  0,9963

Zur Uberwachung der Stabilitat des Systems wurden diesibigtibnen regelmaRig
wiederholt und miteinander verglichen. Als Nachweis fie @ignalstabilitat des DA-
Detektors wahrend der Messreihen sind in Abbildung 2.7 Zadibrationskurven fir
Kampferol dargestellt. Das Ergebnis der AnCoVa mit eineigrt von p =0,0744 ergibt
keine statitisch abgesicherten Unterschiede zwischetehd{alibrationskurven. Die Ka-
librationskurven fur Quercetin und Sinapin sind im Anhanggafuhrt.
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Abbildung 2.7.: Kontrolle des DA-Detektors auf Signalstabilitdt wahrend der Messreihe
durch Kalibration vor (weiBe Symbole, R?=0,9982) und nach der HPLC-Analyse (dunkle
Symbole, R?=0,9995) auf Kiampferol. Das Ergebnis (p-Wert) des statistischen Tests auf
unterschiedliche Steigung (AnCoVa) ist im Diagramm angegeben. Entsprechende Kalibrati-
onskurven fiir Sinapin und Quercetin sind Abbildung A.1 zu entnehmen.

2.8.4. Rekonstruktion von Extinktionsspektren

Zur Qualitatsabschatzung der epidermalen Absorptiokssgevon Blattern wurden Ex-
tinktionsspektren rekonstruiert, welche sich bei Exi@kter in diesen Blattern enthalte-
nen Polyphenole in wassrigen Methanolldsungen ergebé&srh&erechnet wurden diese
Spektren aus den Daten der quantitativen Polyphenolbestirg sowie entsprechenden
spektral aufgeldsten, molaren Extinktionskoeffizienten.

Zur Erstellung solcher Extinktionskoeffizienten wurdemachst definierte Mengen an
Kampferol, Quercetin, Sinapin- und Ferulasdure als Aglgkeewogen und anschlie-
Rend in 50 %igem Methanol gelost (vgl. ExtraktionsmediurKapitel 2.8.1). Von den

Stammldsungen dieser Aglyka wurden jeweils Verdinnunigsneangefertigt (1:2, 1:5,

1:10, 1:20, 1:50, 1:100, 1:200, 1:500). Die Absorptionksea dieser Verdinnungsrei-
hen wurden anschlieRend photometrisch bestimmt. Absmgdgpektren mit Optischen
Dichten (OD) uber 0,8 wurden verworfen. Die Absorptionena®deren Spektren wur-
den jeweils auf die in den Kivetten vorliegenden molarenyRgih-Konzentrationen be-
zogen. Auf diese Weise wurden spektral aufgeldste, molat@ionskoeffizienten fir

die verschiedenen Polyphenol-Aglyka generiert. Flur didlbildung 1.6 dargestellten
Extinktionskoeffizienten wurden jeweils drei solcher Spesk gemittelt.
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2. Material und Methoden

In Blattern liegen Flavonole und Hydroxyzimtsauren in gigldierter Form vor. Die fur
die vorliegende Arbeit durchgefiihrten HPLC-Untersucham@aben gezeigt, dass die
Glykosidierung der Polyphenole eine Verschiebung der Atismnsspektren um mehrere
Wellenlangen bewirkt. So waren die Spektren von Kampfarot Quercetinglykosiden
im Vergleich zu denen der Aglyka um 21 nm und 23 nm in den kivetigen Spektral-
bereich verschoben (vgl.ddB & PFUNDEL (2005)), wahrend sich die Spektren glykosi-
dierter Sinapin- und Ferulaséurederivate um 6 nm und 11 rdanriangerwelligen Strah-
lungsbereich verlagerten. Unter der Annahme, dass diereroxtinktionskoeffizienten
dieser Polyphenole ansonsten durch die Glykosidierungrdmdert blieben, wurden die
fur die Aglyka ermittelten Extinktionskoeffizienten furediAnwendung auf Glykoside
entsprechend der jeweiligen spektralen Verschiebungpasgé Im Anschluss wurden
mittels dieser abgewandelten Extinktionskoeffiziented den Daten der quantitativen
Polyphenolbestimmungen die fraglichen Extinktionsspektekonstruiert.

2.9. Beschreibung der Experimente

Im Folgenden wird fiir alle Experimente die jeweilige Art éartivierung bzw. der expe-
rimentellen Behandlung der Pflanzen erlautert. Neben diedérBestrahlung und Tem-
peraturbehandlung werden die jeweils verwendeten Akaeeribzw. Deletionsmutanten
genannt. Die genauere Beschreibung dieser Pflanzen kanhsichAitt 2.1 eingesehen
werden.

2.9.1. Funktion erhohter UV-B-Abschirmung bei Kiihle
Pflanzenkultivierung

Die Versuchspflanzen wurden nach dem Vereinzeln fir weiterei bis drei Wochen
bei 9 bzw. 2PC und 50umol m~2s~! PPFD unter Langtagbedingungen Kkultiviert. Um
Pflanzen mit verschiedener epidermaler UV-Transmissiogrkalten, wurden diese sie-
ben Tage vor Versuchsbeginn in vier Gruppen aufgeteilte BBnuppe wurde weiterhin
mit 50 umol m~2s-1 PPFD bestrahlt. Die Betrahlungsstarken der restlicharGitepen
betrugen 80, 180 und 220mol m—2s~1 PPFD. Verwendet wurden fiir diese Experimente
lediglich Pflanzen des Okoty@olumbia
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2.9. Beschreibung der Experimente

Pflanzenbehandlung

1. Bei 21°C Kkultivierte Pflanzen mit gleicher epidermaler UV-B-Tramssion
(T(UV-B) = 0,328) wurden in Klimaschréanken (CLF-Plant+@htics, CLF La-
borgerate GmbH, Emersacker, Deutschland) & @ind 21°C und einer PPFD
von 150umolm=2s~1 fur 2,5h mit UV-B behandelt. Die UV-B-Bestrahlungs-
starke (UV-B) lag hierbei zwischen 0 und etwa 0,45 W Vor und nach der
Behandlung wurde fir jede Pflanze die maximale Quantenatshen PSII
betimmt.

2. Vier Gruppen (jeweils n=10) von bei 2C kultivierten Pflanzen mit unterschied-
lichen mittleren epidermalen UV-B-Transmissionen (Gripp 0,097, Gruppe B:
0,146, Gruppe C: 0,203, Gruppe D: 0,325) wurden je zur H&&e9°C und bei
21°C fur 2,5h mit UV-B behandelt. Die UV-B-Bestrahlungsstack8/-B;;) war
konstant auf 0,52 W m? eingestellt. Zuséatzlich wurden die Pflanzen mit einer
PPFD von 15mol m~2s~1 bestrahlt. Vor und nach der Behandlung wurde fiir
jede Pflanze die maximale Quantenausbeute von PS Il bestimmt

3. Zehn an 9C akklimatisierte und zehn an 2C akklimatisierte Pflanzen mit ver-
schiedenen UV-B-Transmissionen wurden beCour 3 h mit gleichem UV-B;¢
von 0,21 W n72 und einer PPFD von 150mol m—2s~! bestrahlt. Vor und direkt
nach der Behandlung wurde fir jede Pflanze die maximale @oansbeute von
PS Il gemessen. Es folgte eine neun-stiindige Regenenaliass. In diesem Zeit-
raum wurden zur Dokumentation der Erholung alle 3 h Messuinige maximalen
PS ll-Quantenausbeute durchgefuhrt. Wahrend dieser Rhasen funf Pflanzen
von jeder Pflanzengruppe bei@ belassen. Die anderen funf Pflanzen standen zur
Regeneration bei 2C. Die PPFD betrug in den Klimaschranken wahrend der Re-
generationsphase $0nolm2s1,

4. Zunachst wurden die epidermalen UV-B-Transmissionarbde21°C und 9°C
kultivierten Pflanzen bestimmt (T(UV-B) bei 2C: 0,328+ 0,0678, T(UV-B) bei
9°C: 0,1874+0,0426). AnschlieRend wurden die Pflanzen fur 2,5h mit UV-B und
einer PPFD von 150mol m—2s~1 bestrahlt. UV-B betrug hierbei zwischen 0 und
0,62 W n12. Vor und nach der Behandlung wurde fiir jede Pflanze die mdgima
Quantenausbeute von PS Il gemessen.
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2. Material und Methoden

2.9.2. Temperaturabhangige UV-B-Akklimatisation von A. thaliana durch
Abschirmung

Pflanzenkultivierung

25 bis 30 Tage alte Pflanzen wurden béCObzw. 21°C fur 14 Tage in Klimaschréanken
kultiviert. Der Tag-Nacht-Rhythmus von 16 zu 8 Stunden sodie Bestrahlungsstéarke
von 50umol m—2s-1 PPFD blieb unveréandert. Als Versuchspflanzen fanden dieAkin
zessionerCOL, CVI, ORN SHAundTRI Verwendung.

Pflanzenbehandlung

Téaglich um 12 Uhr mittags wurde die Bestrahlungsstarke fih2uf 15qumol m2s1
PPFD erhoht. Zusatzlich wurde fur diesen Zeitraum eine UStEahlungsquelle einge-
schaltet. Die biologisch effektiv gewichtete Strahlumgsnsitat (HIMIJAN et al. 1978)
betrug wéhrend dieser Zeit zwischen 0 und 0,6 WnNach 14 Tagen Anzucht bei UV-
B-Bestrahlung wurde die epidermale UV-Transmission saligeQuantenausbeute von
PS Il fur alle Versuchspflanzen an jeweils drei Blattern ipesit.

2.9.3. Temperaturabhangige UV-B-Akklimatisation durch Polyphenole
Pflanzenkultivierung

Die Pflanzenkultivierung erfolgte wie in Kapitel 2.9.2 blegeben. Als Versuchspflanzen
gewahlt wurden die Okotype@olumbiaund Landsberg erectgowie die Deletionsmu-

tantefahl mit Columbiaals genetischem Hintergrund sowie die Deletionsmutatiten

tt5, tt7 mit Landsberg erectals genetischem Hintergrund.

Pflanzenbehandlung

Téaglich um 12 Uhr mittags wurde die Bestrahlungsstarke fah2auf 15qumol m2s1
PPFD erhoht. Zusatzlich wurde fir diesen Zeitraum eine UStEhlungsquelle ein-
geschaltet. Die biologisch gewichtete StrahlungsintahgTHIMIJAN et al. 1978) be-
trug in dieser Zeit zwischen 0 und 0,45 W 14 Tage nach Beginn der Kultivierung
mit UV-B-Bestrahlung wurde die epidermale UV-Transmissgmwie die Quantenaus-
beute von PSII fur alle Versuchspflanzen an jeweils dreitBtatbestimmt. Die sel-
ben Blatter wurden im Anschluss geerntet, deren Flachassrtind deren Polyphenol-
Zusammensetzung Uber HPLC-Analysen qualitativ wie aueamugpativ bestimmt.
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2.10. Statistische Auswertung

2.10. Statistische Auswertung

Alle Daten wurden mit der Software GraphPad Prism Versi®0 fir Windows (Graph-
Pad Software, San Diego, USA) statistisch ausgewertet taftbgh dargestellt. Soweit
durch die Angabe von sich Giberschneidenden Standardfdieer. sich nicht berschnei-
denden 95 %igen Konfidenzintervallen als Fehlerbereichemestatistische Auswertun-
gen unnotig waren, wurde auf diese verzichtet. Bei parasogien Testverfahren wurden
die Datensatze zunachst auf Normalverteilung und homodarianzen Uberpruift.
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3. Ergebnisse

3.1. Funktion erhohter UV-B-Abschirmung bei Kiihle

Pflanzen, die bei kiihler Temperatur wachsen, bilden im @erfglzu Pflanzen aus warmer
Anzucht eine gré3ere Menge an UV-B-absorbierenden Sutestaimd entwickeln daher
eine deutlich verbesserte epidermale UV-Abschirmurgy(la et al. 1995, BLGER et al.
2007). Dies fuhrt zu der Annahme, dass die verstarkte U\eByéidung eine bei Kihle
geringer werdende UV-B-Toleranz zu kompensieren hilft. zinzeigen, dass die UV-B-
Empfindlichkeit von Pflanzen bei abnehmender Temperatiegrivird, wurde zunachst
untersucht, ob die Schadigung von PS Il durch UV-B-Strafplbei 9°C sich quantitativ
von der bei 22C unterscheidet. Unterschiede in der Resistenz aufgrundimgleichen
Anzuchtsbedingungen zwischen den Versuchspflanzensaléitbei vermieden werden.
Daher wurden die Pflanzen zunachst gemeinsam &t Xiiltiviert und vor dem Experi-
ment auf homogene UV-Abschirmungen tberprift. Vor und ridehandlung der Pflan-
zen in einem UV-B-Strahlungsgradienten wurde die jeweiligaximale Quantenausbeute
von PS Il festgestellt. Die Differenz zwischen beiden Meggn wurde, prozentual zum
Ausgangswert, als Schadigung von PS Il bewertet.

In Abbildung 3.1.A ist die von der eingestrahlten UV-B-Insitdt abhangige PSII-
Schadigung der Pflanzen dargestellt. Es wird gezeigt, dagibC die PS II-Schadigung
mit der von 0 auf 0,4 W m? zunehmenden UV-B-Einstrahlung auf bis zu 15 % ansteigt.
Wird die UV-B-Behandlung der Pflanzen jedoch bei Kihle dgefiihrt, erreicht die
PS 1I-Schadigung bei hdchster UV-B-Bestrahlungsstarkea 680 %. Durch niedrigere
Temperatur wird die schadigende Wirkung der UV-B-Straplalso verdoppelt.

In einem weiteren Experiment wurde nicht die eingestrdbWeB-Intensitat, sondern die
epidermale UV-B-Abschirmung der Versuchspflanzen vdrii@bbildung 3.1.B). Dies
geschah, indem zur Kultivierung bei 2C verschiedene PAR-Bestrahlungsstarken ver-
wendet wurden, wahrend des Experiments jedoch alle Pfladoeieeinheitlicher PPFD
und gleicher UV-B-Intensitat behandelt wurden. Auch hegie sich, dass im Vergleich
zu 21°C eine UV-B-Behandlung bei®C zu einer deutlich gré3eren Schadigung von PS
fuhrte. Zudem war ein scheinbar linearer Zusammenhangchersepidermaler UV-B-
Transmission und der Schadigung von PS 1l zu erkennen. DdernnAbbildungen 3.1.A
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Abbildung 3.1.: A) Von der UV-B-Strahlung abhingige Schadigung von PS Il nach 2,5h
bei 21°C (weiBe Symbole) und 9°C (schwarze Symbole) bei gleicher epidermaler UV-B-
Transmission. n=3, £ SEM B) Von der epidermalen UV-B-Transmission abhangige Scha-
digung von PSIl nach 2,5h bei 21°C (weiBe Symbole) und 9°C (schwarze Symbole) bei
konstanter UV-B-Bestrahlung. n=15, £+ SEM p < 0,0001.

und 3.1.B dargestellten Ergebnisse zeigen auf unterdathied\eise, dass die Toleranz
von Pflanzen gegeniber UV-B-Strahlung bei sinkender Teateabnimmt.

Durch die Berechnung des effektiven UV-B (U\4B ist es mdglich, die Ergebnisse der
bisherigen beiden Experimente in Abbildung 3.2 zusammfaszen. Das UV-B be-
schreibt jenen Teil der UV-B-Strahlung, welcher den UV4&eBchild der Epidermis
durchdringen und, unabhangig von UV-B-Vermeidungssiitate der Pflanze, in tiefer
liegenden Zellschichten Schadigungen hervorrufen kamichAier deutet das Ergebnis
darauf hin, dass die Empfindlichkeit von PS Il gegentiber UStBahlung mit sinkender
Temperatur grof3er wird.

Die Unterschiede in der UV-B-Empfindlichkeit zwischen deehBndlungsgruppen las-
sen eine temperaturabhangige Effizienz von Reparatuioeakt vermuten. Mit einem
weiteren Experiment sollte dieser mégliche Einfluss der genatur auf die Reparatur
von UV-B-induzierten Schaden im PS Il untersucht werdeer#ii wurden zuvor gleich-
artig bei C und 21°C kultivierte Pflanzen fiir 3h bei € mit 0,21 W n12 UV-Be¢
behandelt. Zur Regeneration wurde von jeder Anzuchtsgrepme Halfte bei 21C und
die andere Hélfte bei @ und einer PPFD von jeweils 30nol m—2s-! aufbewahrt. Im
Anschluss daran wurde alle 3 h die maximale Quantenauskbent®S Il und damit die
Regeneration von PS Il bestimmt (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.2.: Schadigung von PSIl in Abhingigkeit von der effektiven UV-B-
Bestrahlungsstarke nach 2,5h bei 21°C (weiBe Symbole) und 9°C (schwarze Symbole).
Datenpunkte ohne Markierung wurden aus in Abbildung 3.1.A gezeigten Messwerten und
Datenpunkte mit roter Markierung aus in Abbildung 3.1.B dargestellten Messwerten berech-
net. Korrelationskoeffizienten nach SPEARMAN (1904) fir 21°C rs=0,8769 und fiir 9°C
rs=0,9588. n> 3, £+ SEM

0.8

uv-B

Fv/iFm

0-5 v ' ) ' ) ' ) ' ) v )

4 2 0 2 4 6 8 10
Zeit nach Behandlung [h]

Abbildung 3.3.: Regenerationsverlauf von PS 1l nach 3h Bestrahlung mit 0,21 W m~2 UV-
Bet bei 9°C. Die Regeneration erfolgte bei 21 °C (weiBe Symbole) und 9°C (schwarze Sym-
bole). Die Kultivierung erfolgte bei 9 °C (Dreiecke) und bei 21 °C (Kreise). n > 15, £CI195%,
p < 0,0001.
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3. Ergebnisse

Die Regeneration erfolgte bei 2C stets rascher, unabhangig davon, ob die Versuchs-
pflanzen vor der UV-B-Behandlung be?@ oder bei 2EC kultiviert worden waren. Bei
9°C zeigten jedoch an diese Temperatur akklimatisierte Rélaeme deutlich schnelle-

re Erholung als nicht akklimatisierte Pflanzen. Doch auchrweine vorherige Kuhle-
Akklimatisierung der Pflanzen eine raschere Regenerago®tC bewirkte, so konnte
die Kuhle-bedingte Verlangsamung der Reparatur nichsténiidig kompensiert werden.
Niedrige Temperatur bewirkt somit generell eine Verlamggag der Reparatur von UV-
B-Schaden im PSII.

Um abzuschatzen, inwieweit Pflanzen sich an eine Kihle gegliaffizienzabnahme der
Reparatur von UV-B-Schaden anpassen, wurden zwei Pflanggren zunachst bei'@
bzw. 21°C kultiviert. Im Anschluss erfolgte fur 2,5 h eine UV-B-Bettlung aller Pflan-
zen bei @C. Die UV-B-Bestrahlungsstarke wahrend der Behandlungeveg zwischen

0 und 0,6 Wnt2. Es zeigte sich, dass die von der UV-B-Bestrahlungsstarkéragige
PS II-Schadigung der bei 2C kultivierten Pflanzen deutlich héher war als die der bei
9°C kultivierten Pflanzen (Abbildung 3.4.A). Die Anzucht beiillle verstarkte die Re-
sistenz von Pflanzen gegeniiber der UV-B-Strahlung erfeblic
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Abbildung 3.4.: A) Von UV-B;; abhéngige Schadigung von PS Il zweier verschiedener Ver-
suchsgruppen nach 2,5h bei 9°C. Die Kultivierung erfolgte bei 9°C (Dreiecke mit roter
Markierung) und bei 21°C (Kreise). n=3, £SEM B) Schadigung von PSIl in Abhangig-
keit zum effektiven UV-B (UV-Bet) nach 2,5h bei 9°C. Die Kultivierung erfolgte bei 9°C
(Dreiecke mit roter Markierung) und bei 21°C (Kreise). n=3, £ SEM C) Ausschnittsver-
groBerung von Grafik B) zwischen 0 und 0,15 W m~2 UV-Begy.

Auf welche Weise die bei Kuhle kultivierten Pflanzen einedmiing der Resistenz ge-

genuber UV-B erreichten, wird deutlich, wenn der UV-B-iadarte PS lI-Schaden wie in
Abbildung 3.4.B gegen UV-§ aufgetragen wird. In dieser Darstellungsweise ist die je-
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3.2. UV-B-Akklimatisation vorA. thaliana

weils verwendete UV-B-Bestrahlungsstarke um die epid&ida/-B-Abschirmung kor-
rigiert und die PS II-Schadigung steht somit in direkter Abgigkeit zu der die Chlo-
roplasten tatséchlich erreichenden UV-B-Strahlung. Dieor in Abbildung 3.4.A noch
sehr grof3en Abstande zwischen den Kurvenverlaufen beidiivierungsguppen wer-
den in 3.4.B wesentlich kleiner. Dies deutet darauf hinsd#ie unterschiedlichen UV-
B-Resistenzen zwischen beiden Pflanzengruppen grofsethtech unterschiedliche epi-
dermale UV-Abschirmungen verursacht wurden. Die zwisathem Kurvenverlaufen in
Abbildung 3.4.C dennoch verbleibenden Unterschiede wedsg zusatzlich vorhande-
ne unterschiedliche UV-B-Toleranzen zwischen beideniieltungsgruppen hin, deren
Ursache sehr wahrscheinlich in den in Abbildung 3.3 geeeigterschieden schnellen
PS Il-Reparaturraten der Anzuchtsgruppen begriindet liegt

3.2. Temperaturabhangige UV-B-Akklimatisation von
A. thaliana durch Abschirmung

3.2.1. Temperaturabhingige UV-B-Akklimatisation des Columbia-Okotyps
von A. thaliana

Mit den bisherigen Experimenten wurde die Funktion dek.ithalianavon der Anzucht-
stemperatur abhéangig gebildeten UV-B-Abschirmung unthts Fur diese Funktions-
analyse erwies sich die Berechnung der in den Versuchspfigeweils effektiv wirksa-
men UV-B-Bestrahlungsstarke (UVzB als aul3erst hilfreich. Mit dem folgenden Expe-
riment sollte die temperaturabhangige UV-B-AkklimatisatdesColumbiaOkotyps von

A. thaliana(COL) untersucht werden. Hierzu wurden solche Pflanzen Gbererefiage

in Klimaschranken bei 9C und 21°C kultiviert und dabei verschiedenen, aber jeweils
konstant bleibenden UV-B-Bestrahlungsstarken ausged¢dzh einer 14-tdgigen Pha-
se der UV-B-Akklimatisation wurde fir jede Pflanze die epidale UV-B-Abschirmung
sowie die Schadigung von PS Il bestimmt.

In Abbildung 3.5 ist die UV-B-abhangige PS II-Schadigunghv@OL-Pflanzen nach
der UV-B-Behandlung an Tag 14 dargestellt. Wahrend die Bélandie zur UV-B-
Akklimatisation bei 2FC kultiviert worden waren, keine UV-B-bedingten Schaden
aufwiesen, zeigten bei ‘@ kultivierte Pflanzen signifikante Schadigungen von PSII.
Diese Schaden weisen Werte zwischen etwa 3 % und 7 % auf uneligoen nicht mit
der eingestrahlten UV-B-Bestrahlungsstarké £®,3473 bei 22C und 2 =0,0029 bei
9°C). Sie scheinen daher unabhéngig von UV sein.
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Abbildung 3.5.: Schidigung von Photosystem Il in Blittern des Okotyps COL nach 14-
tagiger Kultivierung bei 9°C (schwarze Symbole) und 21°C (weiBe Symbole) im UV-B-
Gradienten. R?=0,3473 bei 21 °C und R?2=0,0029 bei 9°C, n=6, +CI95%

Nach Abschnitt 3.1 handelt es sich bei U¥Bim eine flir Pflanzen physiologisch bedeu-
tende KenngréRe. Zur Vermeidung von UV-B-bedingten Sch&déte sich das UV-B

in Pflanzen nach Akklimatisation an UV-B-Stress auf ein gt niedriges Niveau ein-
regeln. Zur Uberprifung dieser These wurde nach der UV-RHAiatisation der Pflanzen
zunachst die epidermale UV-B-Transmission (T(UV-B)) basit. Anschliel3end wurde
aus UV-B; und T(UV-B) das in den Versuchspflanzen jeweils wirksameR&yberech-
net. Die Ergebnisse der Transmissionsbestimmungen (@pfikd der Berechnung des
in den Pflanzen wirksamen UVaB (Grafik B) sind in Abbildung 3.6 gegen die jeweils
wahrend der Kultivierung eingestrahlten UV-B-Bestralgsstarken aufgetragen worden.

In Abbildung 3.6.A ist zu erkennen, dass bei Blattern, die2de¢ C gewachsen sind, die
epidermale UV-B-Transmission mit steigender eingesteahUV-B-Bestrahlungsstéarke
von 0,6 bis auf einen minimalen Wert von etwa 0,1 absinktd&irdie Kultivierung der
Pflanzen bei 9C statt, so nimmt die epidermale UV-B-Transmission ebé&nfait stei-
gender UV-B-Bestrahlungsstarke ab. Jedoch bewirkt [zeadliéin die kiihlere Kultivie-
rungstemperatur eine zusatzliche Abnahme der epidernileB-Transmissionen von
etwa 50 %.

Abbildung 3.6.B stellt die berechneten Werte des U\-Bar. Zur einfacheren Beur-
teilung der Wirksamkeit der epidermalen UV-B-Abschirmuags diesen Werten ist in
diesem Diagramm zusatzlich das U¥Beingetragen, welches bei vollstandig UV-B-
transparenten Epidermen in den Blattern entstiinde. BeC24ie auch bei 9C steigt
UV-Bes mit zunehmendem UV-Ban. In beiden Fallen jedoch scheint die effektiv wirksa-
me UV-B-Strahlung gegen einen niedrigen, maximalen Grenizzu streben. So erreicht
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Abbildung 3.6.: Anpassung der UV-B-Abschirmung in Blittern des Okotyps COL an Tempe-
ratur und UV-B-Einstrahlung. A) Anpassung von T(UV-B) in Blattern des COL-Okotyps von
A. thaliana nach 14-tagiger Kultivierung bei 9 °C (schwarze Symbole) und 21 °C (weiBe Sym-
bole) im UV-B-Gradienten und B) daraus berechnetes UV-Bet in selbigen Blattern. n =6,
+ SEM BestimmtheitsmaBe fiir in Grafik B) dargestellte Regressionskurven: R?=0,9948 bei
21°C, R?=0,9833 bei 9°C. Durchgezogene Linien stellen den Verlauf der Regressionskurven

dar, die gestrichelten Linien beschreiben jeweils die 99 %igen Vertrauensbereiche (+Cl99%)
dieser Regressionskurven.

bei 21°C und der héchsten eingestrahlten UV-B-Intensitat von €88 W n1 2 das UV-
Bef lediglich einen maximalen Wert von etwa 0,045 WMmbei 9°C und &hnlichen UV-
B-Bestrahlungsstarken (max. etwa 0,38 WAanliegt der maximale Wert fiir UV-B bei
etwa 0,025 W m?2. Die Regressionsanalyse an den Messreihen beider Temyugtat-
pen ergibt einen jeweils nicht-linearen Zusammenhangawis UV-B.+ und UV-B; mit
jeweils sehr hohen Regressionskoeffizienteh<R,9948 bei 22C und R =0,9833 bei
9°C). Da die 99 %igen Vertrauensbereiche (Konfidenzintezyaler Regressionskurven
sehr eng verlaufen und sich nicht gegenseitig Uberschmesited die Unterschiede zwi-
schen beiden Messreihen als hoch signifikant einzuschatzen

3.2.2. Temperaturabhangige UV-B-Akklimatisation von verschiedenen
Akzessionen von A. thaliana

Weltweit existieren nebe@OL noch viele weitere Akzessionen vén thalianamit je-
weils eigenen Phanotypen. Daher wurden mit den Wildtyp&N TRI, SHAund CVI
(Abbildung 1.9) weitere Akzessionen in die Untersuchumipezogen. Die Auswahl die-

ser Akzessionen erfolgte nach der geografischen Breite itatéirlichen Wuchsstandortes
(Abbildung 3.7).
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ORN: 66° N

TRI: 54°

__ COL: 51°
SHA: 38°

CVI: 15°

Aquator: 0°

Abbildung 3.7.: Karte mit Fundorten der untersuchten Akzessionen von A. thaliana: ORN -
Mittelnorwegen, TR/ - Deutschland (Trischen), COL - Polen, SHA - Tadschikistan (Pamiro-
Alay), CVI - Capverdische Inseln. Die jeweiligen Breitengrade der Fundorte sind in der kleinen
Grafik dargestellt.

Ziel war es, mit diesen Akzessionen die nordliche Hemisplh@m Polarkreis bis zum
Aquator mdglichst vollstandig abzudecken, um zu klarenuoterschiedliche, von der
geografischen Breite abhangige UV-B-Expositionen an deché&tandorten zu verschie-
denen maximalen UV-B-Abschirmleistungen in den Akzessiogefiihrt haben, oder ob
die UV-B-Abschirmung in allen Akzessionen in gleicher Viéeisd mit gleicher Intensi-
tat erfolgt. Die vier verschiedenen Akzessionen wurdereien gleicher Weise bei @C
und 21°C kultiviert und behandelt wie der zuvor untersuchte Ok@@pL (Abbildungen
3.5und 3.6 in Abschnitt 3.2.1).

In Abbildung 3.8 sind fiir die untersuchten Okotypen die tudd/-B-Stress induzierten
PS II-Schadigungen dargestellt, wie sie nach einer 14yggAkklimatisationsphase zu
detektieren waren. Wahrend bei 21 bei keinem Okotyp PS1I-Schaden zu erkennen
waren, lagen bei @C die PS 1I-Schaden im Mittel zwischen 3% und 7 %. Nur G&fl-
Okotyp zeigte bei dieser Temperatur im Schnitt um 2 % hohehé@gungen. Insgesamt
zeigten die verschiedenen Akzessionen Yorthalianajedoch eine relativ einheitliche
Empfindlichkeit gegenltber UV-B-Strahlung. Da jedoch wie ®®L die PS lI-Schaden

in den verschiedenen Akzessionen nicht mit der eingestraklV-B-Bestrahlungsstarke
korrelierten (Abbildung 3.8), konnte die PS lI-Schadigwgh unabhangig von UV;B
sein.
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Abbildung 3.8.: Schadigung von PS Il in Blattern verschiedener Akzessionen von A. thaliana
(ORN - Mittelnorwegen, TRI- Deutschland (Trischen), SHA- Tadschikistan (Pamiro-Alay),
CVI- Capverdische Inseln) nach 14-tagiger Kultivierung bei 9°C (schwarze Symbole) und
21°C (weiBe Symbole) im UV-B-Gradienten. R? bei 21°C=0,0211 (ORN), 0,0721 (CVI),
0,0118 (TRI), 0,0873 (SHA). R? bei 9°C=0,0721 (ORN), 0,1371(CVI), 0,0095 (TRI),
0,0011 (SHA). n=6, £CI195%

Wie bereits beschrieben wurden neben der Schadigung vohaRgh die epidermalen
UV-B-Transmissionen (T(UV-B)) der Rosettenblatter an denschiedenen Versuchs-
pflanzen bestimmt und daraus schlie3lich die in den verdehien Akzessionen effektiv
wirksame UV-B-Strahlung berechnet. In Abbildung 3.9 siné @pidermalen UV-
B-Transmission fur alle untersuchten Versuchspflanzereijewn Abhangigkeit zur
eingestrahlten UV-B-Bestrahlungsstarke dargestellt.egkennen ist, dass die epider-
male UV-B-Transmission in den Blattern bei allen Akzessionn Abhangigkeit zur
UV-B-Belastung und zur Anzuchtstemperatur eingeregeitd wBei 21°C ohne UV-B-
Bestrahlung liegt die T(UV-B) bei allen Akzessionen beiegmWert von 0,8 und fallt
bei dieser Temperatur und maximaler UV-B-Bestrahlungksthis auf Werte von etwa
0,1 ab. Bei 9C werden diese Transmissionswerte zumeist um etwa 50 %sghtéten.
Dieses Muster ist fur alle untersuchten Akzessionen sethregiich. Bemerkenswert
ist jedoch, dass, wenn bei°%keine UV-B-Bestrahlung erfolgt, in den verschiedenen
Akzessionen unterschiedliche UV-B-Abschirmungsgradesirwerden. So wurde nach
Kultivierung bei dieser Temperatur in den Blattern des auwswégen stammenden
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OkotypsORN eine mittlere UV-B-Transmission von lediglich 0,3 festigdls, wahrend
bei den aus deutlich sudlicher gelegenen Regionen stanenekkizessioneMRI und
SHA deutlich hohere UV-B-Transmissionen von etwa 0,5 und irsienspflanzen des
OkotypsCVI mittlere Transmissionswerte von iiber 0,6 gemessen wurden.

ORN Ccvi

T(UV-B)

TRI SHA

0.4

02] %o o o @00 |
ocmn A QAQ M A A AAOAAO

00 01 02 03 04 00 01 02 03 04
UV-Bj, [Wm] UV-B; W m?]

T(UV-B)

Abbildung 3.9.: Akklimatisation von T(UV-B) bei Blattern verschiedener Arabidop-
sis-Akzessionen (ORN - Mittelnorwegen, TRI- Deutschland (Trischen), SHA- Tadschikistan
(Pamiro-Alay), CVI- Capverdische Inseln) nach 14-tagiger Kultivierung bei 9°C (schwarze
Symbole) und 21°C (weiBe Symbole) im UV-B-Gradienten. n=6, £ SEM

Die aus den epidermalen Transmissionen berechneten Weste)\dB. ¢ flr die unter-
suchten Akzessionen sind in Abbildung 3.10 gezeigt. Es denatlich, dass sich bei allen
Akzessionen bei 29C ein um 35 bis 50 % hoheres U\izBeinstellte als bei 9C. Die
sich nicht Uberschneidenen 99 %igen Vertrauensbereiaghaingetragenen Regressions-
kurven zeigen, dass diese Unterschiede bei allen Akzessibach signifikant waren.
Auch schien bei allen Wildtypen das U\:zBso moduliert zu werden, dass ein bestimm-
tes Maximum nicht Gberschritten wurde.

In Abbildung 3.11 ist ebenfalls fir die Blatter der versdeaen Akzessionen die effek-
tiv wirksame UV-B-Strahlung in Abhangigkeit zu UVyBdargestellt. In diesem Fall er-

maoglicht die geanderte Anordnung der verschiedenen Datiemsinen direkten visuellen

Vergleich zwischen den verschiedenen Okotypen. Zushtgliw die entsprechenden Da-
tensatze de€OL-Okotyps aus Kapitel 3.2.1 in die Abbildung eingefiigt. Diesgetragene
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Abbildung 3.10.: Anpassung des UV-Bg; in Blattern verschiedener Arabidopsis-Akzessionen
(ORN - Mittelnorwegen, TRI- Deutschland (Trischen), SHA- Tadschikistan (Pamiro-Alay),
CVI- Capverdische Inseln) nach 14-tagiger Kultivierung bei 9°C (schwarze Symbole) und
21°C (weiBe Symbole) im UV-B-Gradienten. R? bei 21°C =0,9835 (ORN), 0,9852 (CV),
0,9733 (TRI), 0,9882 (SHA). R? bei 9°C=0,9904 (ORN), 0,9881 (CVI), 0,9803 (TRI),
0,9891 (SHA). n=6, £CI199%

Regressionskurve zum COL-Okotyp ist im Gegensatz zu degcheeten Regressionen
der anderen Akzessionen farblich (rot) hervorgehoben.

Anhand der 99 %igen Vertrauensbereiche ist deutlich zunexdse, dass sich bei beiden
Kultivierungstemperaturen die Datensatze @&L-Okotyps hoch signifikant von den
restlichen Datensatzen unterscheiden. Zwischen den &t der restlichen Akzes-
sionen sind keine derartig signifikanten Unterschiedererkar. Trotz der statistisch si-
gnifikanten Abweichungen b&OL scheint bei allen Akzessionen ein in Abhangigkeit
zu UV-B;; einheitlicher Verlauf des UV-B zu existieren.
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Abbildung 3.11.: Anpassung des UV-Bet in Bléattern verschiedener Arabidopsis-
Akzessionen (COL- Columbia, ORN - Mittelnorwegen, TRI- Deutschland (Trischen), SHA-
Tadschikistan, CV/- Capverdische Inseln) nach 14-tagiger Kultivierung bei 21°C (linke Gra-
fik) und 9°C (rechte Grafik) im UV-B-Gradienten. Ebenfalls eingetragen sind die aus
den Messdaten berechneten Regressionskurven. Die Regressionskurve zum COL-Wildtyp
ist farblich (rot) abgesetzt. R? bei 21°C=0,9948 (COL), 0,9835(ORN), 0,9852 (CVI),
0,9733 (TRI), 0,9882 (SHA). R? bei 9°C=0,9833(COL), 0,9904 (ORN), 0,9881 (CVI),
0,9803 (TRI), 0,9891 (SHA). n=6, £C199%

3.3. Temperaturabhangige UV-B-Akklimatisation durch
Polyphenole

Die im folgenden Abschnitt vorgestellten Ergebnisse besbkn, wie die polypheno-
lischen Substanzgruppen der Hydroxyzimtsauren und Ftadenin Blattern desCo-
lumbiaWildtyps von A. thaliana (COL) jeweils zur Etablierung der epidermalen UV-
B-Abschirmung beitragen. Ferner soll anhand verschiadbe&etionsmutanten gezeigt
werden, wie sich in Pflanzen das Fehlen einer solchen pahgiisehen Substanzgrup-
pe auf die Akklimatisation der UV-B-Abschirmung an KihledubV-B auswirkt. Da
die hierbei verwendetett-Mutanten {t4, tt5, tt7) nicht wie diefahl-Mutante aus dem
COL-Wildtyp sondern aus detmandsberg erectdVildtyp (LER) entstanden sind, war es
notwendig, auch Pflanzen deER-Okotyps in die Untersuchung einzubeziehen.

Das untersuchte Pflanzenmaterial wurde fur die Experimébés 14 Tage in Klima-
schranken bei 8C und 21°C und UV-B-Intensitaten zwischen 0 und 0,55 W#rkul-
tiviert. Nach der Akklimatisierung wurde fur jede Pflanze @chadigung durch UV-B
sowie die UV-Abschirmung festgestellt. Die Bestimmung Abschirmung erfolgte zum
einen auf herkdmmliche Weise mit einem Xenon-PAM-Fluortenezum anderen wur-
den, um einen besseren Eindruck Uber die epidermale UViMpsang im gesamten
UV-B- und UV-A-Wellenlangenbereich zwischen 280 und 400zurbekommen, Chlo-
rophyll-Anregungsspektren aufgezeichnet und daraus tavidmissionsspektren berech-
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net. Neben diesen nicht-invasiven Methoden wurden fun&tsuchspflanzen tber ESI-
MS- und DAD-HPLC-Analysen der spezifische Blattgehalt aschirmungsrelevanten
Polyphenolen bestimmt.

3.3.1. Schadigung durch UV-B

Die Schadigung von PSII durch UV-B nach der letzten UV-BiBddung an Tag 14
(Abbildung 3.12) variierte zwischen den verschiedenennRéatypen sehr stark. Wah-
rend der WildtypCOL keine Schadigungen aufwies, zeigte der WildtypR bei ho-
hen UV-B-Intensitaten eine deutliche UV-B-Empfindlichtkdsei 21°C und einer UV-
B-Bestrahlungsstérke ab etwa 0,3 Wfsowie bei C ab etwa 0,5W m? wird bei
diesen Pflanzen die maximale Quantenausbeute von PS Il ui20P8 -erniedrigt. Eine
kaum vonLER abweichende UV-B-Empfindlichkeit zeigte diZ-Mutante. Diese nicht
zur Quercetinsynthese befahigte Mutante scheint lediidgles 21°C etwas empfindlicher
als der zugehorigeER-Wildtyp zu sein. Bei 9C ist hingegen kein Unterschied zwischen
diesen beiden Pflanzentypen zu erkennen.

In starkem Kontrast zu diesen Pflanzen stehenfdiel-, tt5- und die tt4-Mutante.
Diese Mutanten zeigten alle eine deutlich héhere, von derBtBinstrahlung ab-
hangige Schadigung von PSII. Die PSII-Schadigung der nmht Synthese von
Sinapoylmalat befahigtefahl-Mutante nimmt bei 9C wie bei 21°C oberhalb einer
UV-B-Bestrahlungsstérke von etwa 0,2 W frlangsam aber stetig zu. Die Flavonol-freie
tt5-Mutante zeigt im Vergleich dazu eine sogar noch etwas iempfindlichkeit
gegenuber UV-B. Eine temperaturabhangige Steigerung dead8ns ist bei beiden
Mutanten jedoch nicht erkennbar.

Die hochste UV-B-Empfindlichkeit zeigte dig-Mutante, die aufgrund eines genetischen
Defekts der Chalconsynthase zu keiner Flavonoidsynthethigt ist. Bereits sehr ge-
ringe UV-B-Intensititen von unter 0,05 Wthfiihrten zu Schaden im PS I, wie sie fur
den genotypisch zugehdrigeiR-Wildtyp erst bei der zehnfachen Strahlungsintensitat
zu beobachten waren. AulRerdem war fur diese Mutante &€ ZIne sehr viel gro3ere
UV-B-Empfindlichkeit zu beobachten als bei®.

3.3.2. Von der Temperatur abhdngige Anpassung des UV-Bg;

Wie in Abschnitt 3.1 bereits gezeigt wurde, wirkt UV-B beedriger Temperatur schadi-
gender als bei moderater Temperatur. Weiterhin wurde reaglegen, dass Pflanzen in der
Lage sind, dies durch eine erhtéhte epidermale UV-Abschigraw kompensieren. Diese
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Abbildung 3.12.: Schadigung von PSII in Blattern der Wildtypen Columbia (COL) und
Landsberg erecta (LER) sowie der Deletionsmutanten tt4, tt5, tt7 und fahl von A. tha-
liana nach Kultivierung bei 9°C (schwarze Dreiecke) und 21°C (weiBe Kreise) im UV-B-
Gradienten. n=3, +SEM
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Kompensationsreaktion bei an niedrige Temperaturen mlgkisierten Pflanzen fuhrt zu
einer deutlichen Verminderung von U\:B In Abbildung 3.13 wird die Fahigkeit der
Versuchspflanzen gezeigt, sich bei verschiedenen Tenopenatn unterschiedliche UV-
B-Einstrahlung durch Absenkung des U¥Banzupassen. Der experimentelle Vergleich
der Wildtypen mit den Deletionsmutanten soll deutlich neacliwelche Polyphenole hier-
bei von Bedeutung sind. Zur einfacheren Beurteilung dek¥dimkeit der epidermalen
UV-B-Abschirmung ist in jedem Diagramm zusatzlich das UM-Bingetragen, welches
abhangig vom eingestahlten UV-B (UV;Bbei einer epidermalen UV-B-Transmission
von 100 % entstiinde.

Wie die UV-B-induzierte Schadigung von PSIl, so untersghggch auch die UV-
Abschirmung zwischen den Pflanzentypen nach 14 Tagen cleutiinerhalb eines
Pflanzentyps verlief die Anpassungsreaktion allerdingslen Regel sehr einheitlich.
Die niedrigsten UV-B¢-Werte konnten bei den untersuchten Wildtypen Yorthaliana
festgestellt werden. Wahrend der Kultivierung @3L-Wildtyps bei 21°C stieg das UV-
Bef trotz der bis auf 0,5 W m? ansteigenden UV-B-Bestrahlungsstarke nur bis auf einen
gemittelten Maximalwert von etwa 0,03 Wrhan. Dieser Maximalwert fiir das UV:B
wurde bereits in Blattern von Pflanzen erreicht, die mit eih&Bestrahlungsstarke von
nur 0,12 W n12 behandelt wurden. Bei“€ stieg das maximale UV-B in den Wildtyp-
Pflanzen hingegen nur bis auf einen gemittelten Wert von\®,&62 2 an und blieb dann
unabhangig von einer weiteren Erh6hung des eingestrabltéB auf diesem Niveau.
Der LER-Wildtyp zeigte einen &hnlichen Verlauf des effektiven BVAllerdings wurden
bei 21°C in diesen Pflanzen insgesamt etwas hohere maximale dyNARrte von etwa
0,04 W n1?2 gemessen. Bei @ lagen diese Werte jedoch ebenfalls bei 0,02Wm
Bei sehr hohen UV-B-Einstrahlungen war dieser Okotyp jédaicht mehr in der Lage,
durch eine Erh6hung der Abschirmung U¥Bauf einem niedrigen Niveau zu halten.
Ab einer Bestrahlungsséarke von 0,4 Wfmahm das UV-Bs wieder deutlich zu und
erreichte im Maximum beinahe 0,1 WTh

Unter den Deletionsmutanten zeigte lediglich ttieMutante eine den Wildtypen ver-
gleichbare Anpassung des U\&Ban verschieden hohe UV-B-Bestrahlungsstarken. Auch
eine kiihleabhangige Absenkung des UM-Brar bei dieser Mutante zu beobachten. Im
Gegensatz dazu zeigen die anderen drei Deletionsmutaaiea #erartige Absenkung
des UV-B:s. Die fahl-Mutante zeigte sowohl bei"® wie auch bei 23C mit zunehmen-
den UV-B; einen kontinuierlichen Anstieg von UVeB. Bei 21°C stieg mit der maximal
eingestrahlten UV-B-Intensitat das U\&Bbis auf etwa 0,17 W rm? an. Damit war unter
diesen Bedingungen bei d&ghl-Mutante das UV-Bs etwa fiinfmal so hoch wie beim
COL-Wildtyp. Bei 9°C betrug das maximale UV:B bei einer UV-B-Einstrahlung von
0,4 W m 2 etwa 0,12 W m? und war damit sogar um das sechsfache gréRer als das UV-
Bet, welches sich inCOL-Wildtyp eingestellt hatte.
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Abbildung 3.13.: Langfristige Anpassung des UV-Bes durch Abschirmung in Blattern der
Wildtypen Columbia (COL) und Landsberg erecta (LER) sowie der Deletionsmutanten tt4,
tt5, tt7 und fahl von A. thaliana nach Kultivierung bei 9°C (schwarze Dreiecke) und
21°C (weiBe Kreise) im UV-B-Gradienten. Die berechneten Funktionsverlaufe der Regressio-
nen (durchgezogene Linien) und zugehdrige +C195% (gestrichelte Linien) sind eingetragen.
n=3, =+ SEM Zugehorige epidermale UV-B-Transmissionen sind auf Seite 148 in Abbildung
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3.3. UV-B-Akklimatisation durch Polyphenole

Einen dem defahl-Mutante sehr ahnlichen Verlauf des U\Rzeigte die nicht zur Fla-
vonolsynthese befahigté&s-Mutante. Jedoch war in ihrem Fall keine durch Kihle indu-
zierbare Absenkung von UV:B zu beobachten. Wahrend die Blattepidermenfdbd-
und dertt5-Mutanten jeweils noch eingeschrankt zur Absenkung vorBdVin der Lage
waren, war an den Epidermen der vollstandig Flavonoicefrgd-Mutanten nahezu kei-
ne epidermale UV-B-Abschirmung mehr zu detektieren. Augind von der Temperatur
abhangige Veranderung der epidermalen UV-Abschirmungwesmachzuweisen.

Um die Abhangigkeit der effektiven UV-B-Strahlung von U¥-Besser beurteilen zu
kénnen, wurde fur jeden Datensatz eine Regressionsardyskgefihrt. In Abbildung
3.13istfur jeden Datensatz das ihn am besten beschreibem#tionsmodell der Regres-
sionsanalyse eingetragen (schwarze durchgezogene )Lidies@tzlich sind die 95 %igen
Vertrauensbereich (Cl195%) der Regressionsfunktionegezieichnet (schwarze gestri-
chelte Linien). Fir die meisten Datensatzen der verscheué/ersuchsgruppen wer-
den die Abhangigkeiten von UV:B zu UV-B;, am besten durch Hyperbelfunktionen
beschrieben. Die jeweils angegebenen, sehr engen Versereiche deuten fur die-
se Versuchsgruppen auf signifikante Unterschiede zwisdbarjeweiligen Temperatur-
Behandlungsgruppen eines Genotyps hin. Nur die Datemsd&zebei Kiihle behandelten
tt4- und tt5-Versuchspflanzen unterscheiden sich hiervon deutlicm Zinen wird die
Lage ihrer Datenpunkte nicht mehr am besten durch Hypenbigiionen sondern durch
lineare Funktionsmodelle beschrieben. Zum anderen sendatirauenbereiche (Cl 95%)
dieser linearen Funktionsmodelle so grol3, dass zwischejedeiligen Temperaturgrup-
pen dieser beiden Pflanzengruppen keine signifikanten softisde mehr festgestellt
werden kdnnen.

3.3.3. Spektrale Auflosung der epidermalen UV-Transmission

Flavonole und Hydroxyzimtsauren haben unterschiedligiektsale Absorptionseigen-
schaften im UV-Wellenlangenbereich. Wahrend Flavonole 300 nm bis etwa 390 nm
ein relativ breites Absorptionsspektrum mit einem Maximioen etwa 360 nm besitzen,
reicht das Absorptionsspektrum von Hydroxyzimtsaurenhmsiretwa 370 nm. Das Ab-
sorptionsmaximum von Hydroxyzimtsauren liegt bei etwa@3Qund damit im erheblich
kurzwelligeren Wellenlangenbereich als das der Flavaonfildem sind die Extinktions-
koeffizienten deutlich verschieden. Bereits geringe Mange Hydroxyzimtsauren fuh-
ren zu einer starken Absorption von UV-B-Strahlung. BevBlaolen muss fur eine ent-
sprechende UV-B-Absorption etwa die doppelte Menge erigewerden. Aufgrund der
unterschiedlichen optischen Eigenschaften dieser plsehein Substanzen ist anzuneh-
men, dass Flavonole und Hydroxyzimtsauren bei der epidem#V-Abschirmung un-
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terschiedliche UV-Wellenlangenbereiche abdecken. Dbskarden die bereits genann-
ten Deletionsmutanten auf Unterschiede in ihrer epidegmiaV-Abschirmung zwischen
300 nm und 400 nm untersucht. Hierzu wurden die Versuchgatabei 9C und 21°C
sowie einer UV-B-Bestrahlungsstarke von 0 WMmO0,1 W n12 und 0,2 W nT? angezo-
gen. AnschlieRend wurden Chlorophyllanregungsspektee@titter aufgezeichnet, um
UV-Transmissionsspektren berechnen zu kénnen.

In den Abbildungen 3.14 und 3.15 sind die Ergebnisse nackilger Anzuchtstem-
peratur getrennt dargestellt. Die Bereiche der Standalelfesind gestrichelt angege-
ben. Zum qualitativen Vergleich sind die UV-Transmissisage fir die Wellenlangen
314nm und 365 nm eingefugt, welche an denselben Blatterelmider Xenon-PAM-
Methode gemessen wurden. Aus Abbildung 3.14 wird deutlilgtss die untersuchten
Pflanzentypen bei 2IC auf steigende UV-Belastungen mit einer abnehmenden Burch
lassigkeit der Epidermis fur UV-Strahlung unterhalb voi® 88 reagieren. Lediglich die
tt4-Mutante zeigt erst unterhalb von 340 nm eine derartige Reakim langerwelligen
UV-Strahlungsbereich ist bei dieser Mutante keine deyarReaktion erkennbar.

Die spektralen Verlaufe der UV-Transmission fur die Wilgéyn COL und LER zeigen
groRe Ahnlichkeiten. Bei Kultivierung ohne UV-B-Einsttahg stellte sich in ihren Blat-
tern zwischen 400 nm und etwa 380 nm eine gleichbleibenddtd¥smission von rund

0,8 ein. Von 380 nm nach 340 nm sank die TransmissioiCk#i bis auf einen Wert von
etwa 0,4 bzw. beLER auf 0,5 ab und blieb dann bis 300 nm nahezu konstant. Bei einer
UV-Einstrahlung von 0,1 W m? sanken die UV-Transmissionen von 380 nm nach 340 nm
in beiden Fallen von etwa 0,8 auf Werte von 0,2, blieben ddan his 300 nm nahezu
unverdndert. Bei Blattern, welche einer Bestrahlungkstémn 0,2 W n2 ausgesetzt wa-
ren, zeigte sich ein sehr ahnlicher Kurvenverlauf, jedoghnm die UV-Durchlassigkeit
unterhalb von etwa 380 nm nochmals um einen Wert von ca. @05 a

Die Transmissionsspektren déb- und tt7-Mutanten zeigen denbER-Wildtyp ent-
sprechende Verlaufe. Auch bei diesen nahm die UV-Transomisavischen 380 nm
und 340 nm jeweils von etwa 0,8 auf einen deutlich geringéhmt ab, blieb dann
jedoch bis 300 nm konstant. Zudem wurde auch bei diesen Nartadurch die Erho-
hung der UV-Einstrahlung wahrend der Kultivierung einedtasche Erniedrigung der
UV-Transmissionen zwischen 360 nm und 300 nm induziert.

Im Vergleich zu den bisher beschriebenen UV-Transmissjoglgren treten in den Spek-
tren der auf identische Weise kultivierteah1- undtt4-Deletionsmutanten deutliche Un-
terschiede auf. In Blattern déahi1-Mutante stieg bei 0 W m? UV-Einstrahlung die UV-
Transmission zwischen 380 nm und 360 nm von 0,8 auf etwa 1lit, dlann bis etwa
310 nm konstant und fiel anschlieRend wieder auf etwa 0,8&kuBei 0,1 W m2 und
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Abbildung 3.14.: Spektrale UV-Transmission in Blattern der Wildtypen Columbia (COL)
und Landsberg erecta (LER) sowie der Deletionsmutanten tt4, tt5, tt7 und fahl von A.
thaliana nach Kultivierung bei 21°C und einer UV-B-Bestrahlungsstarke von 0 W m—2 (ge-
strichelte Linie / weiBes Symbol), 0,1 Wm~2 (diinn durchgezogene Linie / graues Symbol)
und 0,2W m~2 (dick durchgezogene Linie / schwarzes Symbol). An denselben Blattern wur-
den ebenfalls UV-Transmissionsmessungen mit der Xenon-PAM-Methode durchgefiihrt. Die-
se Ergebnisse sind durch die eingefiigten Symbole bei 314 nm und 365 nm dargestellt. n > 3,
+SEM
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3. Ergebnisse

0,2 W m 2 UV-B;, nahm die UV-Transmission zwischen 380 nm und 340 nm von @,8 au
0,65 ab. Unterhalb von 310 nm sank sie erneut bis auf 0,&tdMutante zeigte ahnliche
Kurvenverlaufe. In ihrem Fall entsprachen sich die beid¥Althnsmissionsspektren der
Blatter, die bei 0W m? und 0,1 W nT2 gewachsen waren, einander. Zwischen 400 nm
und 300 nm blieben sie konstant bei etwa 0,8. In Blatternpdiesiner Einstrahlung von
0,2 W nr 2 gewachsen waren, lag die Transmission zwischen 400 undr82®was iiber
0,8. Unterhalb davon, bis zu einer Wellenlange von 300 nnk si lediglich bis auf etwa
0,6 ab.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass béiC2lind parallel erfolgender UV-
Bestrahlung die Durchlassigkeit von Blattepidermen fur b&onders unterhalb von
370nm, also im kurzwelligen UV-A- und UV-B-Wellenlangembieh, stark abnimmt.

Bei derfahl- Mutante ist diese Fahigkeit zur UV-Transmissionserngedrg stark ein-

geschrankt und dig#4-Mutante ist GUberhaupt nicht in der Lage, einen wirksamemugc

vor UV-Strahlung durch Abschirmung aufzubauen.

In Abbildung 3.15 sind die UV-Transmissionsspektren deariféntypen dargestellt, wel-
che bei @C kultiviert wurden. Auch in diesem Fall wurden sie jeweiksi 9 W m 2,
0,1Wn2und 0,2W nT2 UV-B;; angezogen. Wie bei 2T zeigten die Versuchspflan-
zen auch bei 9C durch die Verminderung der epidermalen UV-Durchlasstgiee deut-
liche Reaktion auf erhéhte UV-Einstrahlungen. Lediglieh dertt5-Mutante konnte die-
ser Effekt nicht beobachtet werden.

Die Transmissionsspektren der beiden Wildtypen sowid¢tdeviutante zeigen einen sehr
ahnlichen Verlauf. Bei einer UV-B-Bestrahlungsstarke W m~—2 wahrend der An-
zuchtsphase fielen die UV-Transmissionen zwischen 400 rin3d0 nm von etwa 0,8

auf etwa 0,2 und stiegen dann bis 300 nm wieder ewas auf evar0,Bei 0,1 bzw.
0,2W 2 UV-B;, sanken die Transmissionen zwischen 400 nm und 360 nm von etwa
0,6 bis auf unter 0,1 und blieben dann bis 300 nm beinahe &onhatf diesem Niveau.

Es zeigte sich also, dass durch die UV-B-Behandlungen tgiif diesen Pflanzen nicht
nur die epidermale Durchlassigkeit fur UV-Strahlung, senmdzuséatzlich auch die fur
kurzwelliges, sichtbares Licht zwischen 400 und 380 nmlgzaetzt wurde.

Die fahl-Mutante reagierte bei @€ ahnlich auf UV-B wie die bereits besprochenen
Pflanzentypen. Auch in diesen Blattern nahm mit zunehmeddeB-Belastung die epi-
dermale UV-Abschirmung im gesamten untersuchten spektr@ereich zu. Die Spek-
tren verlaufen jedoch insgesamt deutlich flacher. So wutmEinder hochsten UV-B-
Bestrahlungsstéarke lediglich Transmissionswerte vone@;@icht. Allerdings reagierte
diefahl-Mutante auf UV-B-Strahlung ebenfalls mit einer erhéhtdrséhirmung sichtba-
rer Strahlung.
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Abbildung 3.15.: Spektrale UV-Transmission in Blattern der Wildtypen Columbia (COL)
und Landsberg erecta (LER) sowie der Deletionsmutanten tt4, tt5, tt7 und fahl von
A. thaliana nach Kultivierung bei 9°C und einer UV-B-Bestrahlung von 0W m~2 (gestri-
chelte Linie / weiBes Symbol), 0,1 Wm~2 (diinn durchgezogene Linie / graues Symbol) und
0,2W m~2 (dick durchgezogene Linie / schwarzes Symbol). Da fiir die tt4-Mutante eine UV-
B-Bestrahlungsstarke von 0,2W m~2 letal war, gibt es fiir diese Behandlung keine Daten.
An denselben Blattern wurden ebenfalls UV-Transmissionsmessungen mit der Xenon-PAM-
Methode durchgefiihrt. Diese Ergebnisse sind durch die bei 314 nm und 365 nm eingefiigten
Symbole dargestellt. n >3, £+ SEM
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3. Ergebnisse

Besonders deutlich verschieden von den restlichen Trassonisspektren sind die Spek-
tren dertt4- und dertt5-Mutante. Im Gegensatz zu den anderen Pflanzen entwickettte s
beispielsweise bei det4-Mutante ohne UV-B-Bestrahlung tUberhaupt keine epidezmal
UV-Abschirmung. Die Durchlassigkeit fur Strahlung zwisoh400 nm und 300 nm lag
hier konstant bei etwa 1. Eine geringe UV-B-Belastung vahV@m~2 induzierte zu-
mindest zwischen 350 nm und 300 nm eine Abnahme der UV-Trssgm bis auf 0,6.
Oberhalb von 350 nm blieb die Epidermis jedoch vollstandigtthnsparent. Eine UV-
B-Belastung von 0,2 W i filhrte in den zu untersuchenden Blattern zu derartig grofRen
Schaden, dass keine Aufnahmen von Anregungsspektren ahégéiren. Aus diesem
Grund fehlt in Abbildung 3.15 ein solches Transmissionkspen.

Ahnlich wie diett4-Mutante zeigte auch dig5-Mutante eine stark verminderte Fahig-
keit zum Aufbau eines epidermalen UV-Schutzschirms. NachiWerung ohne UV-B-
Strahlung zeigten die Blattepidermen zwischen 400 nm ufdh&8eine gleichbleibende
Strahlungstransmission von knapp Uber 0,8. Unterhalb \&in#& bis 340 nm verrin-
gerte sich die Durchlassigkeit bis auf 0,4 und blieb danr8Bi3nm konstant. Stieg die
UV-B-Belastung in der Kultur auf 0,1 W nf bzw. 0,2 W nT2 an, so veranderten sich die
Transmissionseigenschaften der Blatter kaum. DiesedBlébinnten bei 9C nicht mehr
durch ein Absenken der epidermalen UV-Transmissionentaifende UV-Belastungen
reagieren.

Bei Vergleich der Auswirkungen verschiedener Temperatwahrend der Anzucht auf
die epidermale UV-Abschirmung wird deutlich, dass Kiuhlgenein eine deutliche Ver-
starkung der UV-Abschirmung bewirkt. Diese Verstarkungdbeankt sich nicht allein

auf den kurzwelligen UV-Bereich unterhalb von 360 nm, sendeacht sich besonders
im langwelligen UV-A-Bereich bemerkbar. Sie reicht sogearin den sichtbaren Spek-
tralbereich oberhalb von 400 nm hinein.

Der Vergleich der verschiedenen Deletionsmutanten mit\WWedtypen zeigt, dass sich
bei 21°C vor allem diefah1- und diett4-Mutante von den zugehérigen Wildtypen durch
deutlich abgeschwachte UV-Abschirmungen unterscheidase Abschwachungen be-
treffen vor allem den kurzwelligen UV-Bereich zwischen 309 und 350 nm. Bei 9C
hingegen zeigt dig5-Mutante eine von den Wildtypen klar abweichende Reakuéah-
rend alle anderen Pflanzentypen bei Kuhle ihren UV-Schstzasondere im langwelligen
Strahlungsbereich oberhalb von 360 nm verstarken, zeggedViutante keine derartige
Reaktion.
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3.3. UV-B-Akklimatisation durch Polyphenole

3.3.4. UV-absorbierende Polyphenole in Blattern von A. thaliana

Neben der nicht-invasiven Quantifizierung der epiderm&j&Abschirmung und der
Schadigung von PS Il wurde mittels HPLC-Analyse auch derdein Flavonolen und
Hydroxyzimtsauren in den Blattern der Versuchspflanzeritgtia und quantitativ be-
stimmt. Die qualitative Bestimmung erfolgte durch eine PRhit UV/VIS-DA-Detektor
und zusatzlich angeschlossenem ESI-Massenspektrobetémeinanderreihung beider
Detektoreinheiten an die HPLC ermdglicht die simultanez&idhnung von substanzspe-
zifischen Absorptionsspektren und Massesignalen. DunclAtigleich dieser Messdaten
mit Daten in einer bereits existierenden Polyphenolbthk& (HARBAUM et al. 2007)
war es im Anschluss madglich, verschiedenen Chromatogragmaien spezifische Poly-
phenole zuzuordnen.

Qualitative Bestimmung polyphenolischer Komponenten in A. thaliana

Die zwei verschiedenen Wildtypen vén thalianaund die vier verschiedenen Deletions-
mutanten mit jeweils unterschiedlichem genetischem Hgntend, wurden auf qualitati-
ve Unterschiede in ihrer Synthese von I6slichen Polyphemahtersucht. In den beiden
Wildtypen vonA. thalianawurden insgesamt zwo6lf durch Polyphenole hervorgerufene
Signale nachgewiesen. Hierbei handelt es sich um vier &ghach Hydroxyzimtsau-
ren, sieben Signale durch Flavonole und ein Signal des dtxteaktion in definierter
Menge als interner Standard hinzugegebenen Naringinigk&gs. Zwischen den beiden
Wild- bzw. AkzessionerCOL und LER gab es lediglich einen Unterschied (Abbildung
3.16). Wahrend es sich bei Signal 7@OL um eine nicht naher analysierbare Hydro-
xyzimtsaure handelt, erscheint WiER bei dieser Retentionszeit ein Signal, welches mit
grol3er Wahrscheinlichkeit durch ein Kampferol-Rhamnabilukosid hervorgerufen
wird. In Tabelle 3.1 wird es daher als Signal 8 bezeichneisZlaen den anderen detek-
tierten Signalen beider Okotypen traten bei der Analysedagi Unterschiede auf.
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Abbildung 3.16.: Chromatogramme von Extrakten aus Blattern zweier Akzessionen von A. thaliana. Die groBe Grafik zeigt das Chro-
matogramm eines Extraktes der Akzession Columbia, die kleine Grafik ein Chromatogramm eines Blattextraktes des Okotyps Landsberg
erecta. In beiden Fallen handelt es sich um Extrakte von Pflanzen, die bei 9°C kultiviert worden waren. Die Absorptionssignale 1 bis 12
wurden bei 314 nm aufgezeichnet. Die fiir die Signale verantwortlichen Substanzen sind in Tabelle 3.1 aufgelistet und durch die Angabe

von Retentionszeit und Masse-Ladungs-Zahl genauer charakterisiert.
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Tabelle 3.1.: Lésliche Polyphenole in Blattern von A. thaliana. Genannt werden fiir die in Abbildung 3.16 gezeigten Absorptionssignale
1 bis 12 die spezifischen Retentionszeiten (tr), die Masse-Ladungs-Zahl (m/z), das jeweils vermutete Polyphenol sowie die angehdngten
Restgruppen. Die letzten sechs Spalten geben die Existenz der Absorptionssignale fiir die sechs in dem Experiment verwendeten Pflan-
zentypen an. Die Angabe eines + entspricht einem Nachweis dieser Substanz im jeweiligen Pflanzentyp, bei Angabe eines — konnte
ein Nachweis dieser Substanz in dem Pflanzentyp nicht erbracht werden. Die fett-gedruckten Masse-Ladungs-Zahlen charakterisieren
das Hauptfragment der vermuteten Substanz. Abweichungen von einem ansonsten bei allen Pflanzentypen einheitlichen Synthesemuster
sind durch die Buchstaben A, B und C kenntlich gemacht.

Signal tr m/z polyphenol. Restgruppen Auftreten in
[min] MS![M-H] =~ MS2[M-H] ~ MS3[M-H] ~ Substanz COL LER fahl tt4 tt5 tt7

1 13,3 385 223 — Sinapoyl Glukose (162) + + - A + +

2 15,7 — — — HCA — C c —-CZC

3 16,5 755 609 301/445/463 Quercetin  2xRhamnose (146), Glukose (162)  + + + - - -

4 17,4 739 593 429/284  Kampferol 2xRhamnose (146), Glukose (162) + + + - -

5 19,6 339 223 - Sinapoyl Malat (116) + + B B +

6 22,0 609 447 301 Quercetin = Glukose (162), Rhamnose (146) + + + - - -

7 24,5 591 — — HCA — C — - - - -

8 25,1 755 609 285 Kampferol Rhamnose (146), 2xGlukose (162) — + - - -

9 28,2 593 447 285 Kampferol  Glukose (162), Rhamnose (146) + + + - -

10 29,5 593 447 301 Quercetin 2xRhamnose (146) + + + - - -

11 35,2 577 431 285 Kémpferol 2xRhamnose (146) + + + - -

12 38,1 271 — — Naringenin Interner Standard + + + + +
MS?: Vollstandiges Molekiil A: m/z: MS? [M-H]~ = 355, MS? [M-H]~= 193, nicht niher bestimmbares Feruloylglycosid
MS?: Nach 1. Fragmentierung B: m/z: MS! [M-H]~ = 309, MS? [M-H]~= 193, vermutlich Feruloylmalat
MS3: Nach 2. Fragmentierung C: Unbekannte Hydroxyzimtsaure, nach UV /VIS-DAD aber eindeutiges HCA-Spektrum
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3. Ergebnisse

Bei Signal 1 mit einer Retentionszeit von etwa 13,3 min (Tlab&.1) handelt es sich
nach der Masse-Ladungs-Zahl von m/z=223 um ein Sinapogkiiglwelches mit ei-

ner unbekannten Hexose verbunden ist. Bei den Retentienagn etwa 15,7 und 16,7
min erscheinen zwei sehr eng beieinander liegende Sigwalehe in einigen Proben
mittels Chromatografie nur sehr schlecht voneinander getre@erden konnen. Fur Si-
gnal 2 konnte keine charakteristische Masse-Ladungskmatittelt werden. Jedoch weist
das vom UV/VIS-DAD ausgebene Spektrum fir dieses Signaleritig auf eine Hy-

droxyzimtsaure hin. Das dritte Signal wird durch ein Qu#nckerivat hervorgerufen.
Das Quercetin, mit der Ublichen Masse-Ladung von m/z = 30ih idiesem Fall mit ei-

nem Glukose- sowie zwei Rhamnosemolekilen verestert.fBlleemit einem Glukose-

und zwei Rhamnosemolekilen verestert liegt das bei einttlenein Retentionszeit von
17,4 min detektierte Kampferol (m/z=284) vor. Bei Signahfif einer Retentionszeit
von etwa 19,6 min, handelt es sich bei allen Versuchspflanaegeachtet der jeweili-
gen Kultivierungsbedingungen, um das pragnanteste SiDr@Masse-Ladungszahl von
m/z =223 weist wiederum auf ein Sinapoylderivat hin, wetcimediesem Fall jedoch mit
einem Malatrest glykosidisch verbunden ist. Bei Signal @,emer Retentionszeit von
22,0 min, handelt es sich der Masse-Ladungs-Zahl nach (802 Fum ein mit Rhamno-
se und Glukose verestertes Derivat des Quercetins.

Die beiden nachfolgenden Signale betreffen die bereitsegirh angesprochenen Kom-
ponenten, welche jeweils nur in einem der beiden Wildtypechauweisen sind. Signal
7, mit einer Retentionszeit von 24,5 min, ist nur im Wild@plumbianachweisbar. Dem
Absorptionsspektrum zufolge handelt es sich hierbei eitigeim eine Hydroxyzimtsau-
re. Leider war bei der massenspektrometrischen Untersigctlieses Signal nicht na-
her analysierbar, so dass keine Masse-Ladungs-Zahl f8e debstanz ermittelt wer-
den konnte. Das nur in den Proben VOBR detektierbare Signal 8 mit einer Retenti-
onszeit von etwa 25,1 min konnte hingegen als Kampferoldemit einem angehang-
tem Rhamnoserest und zwei zusétzlichen Glukosemoleki@stintimt werden. Bei den
nachsten beiden Signalen (Signal 9 und 10), mit den Retessgten 28,2 und 29,5 min,
handelt es sich ebenfalls um Flavonole. Signal 9 wird dumchKémpferol (m/z =285)
mit je einem Glukose- und einem Rhamnosemolekil und Sigdalutch ein Querce-
tin (m/z=301) mit zwei Rhamnosemolekilen hervorgerufeai 8ignal 11 handelt es
sich ebenfalls um ein mit zwei Rhamnosemolekilen verestértavonol. In diesem Fall
weist die Masse-Ladungs-Zahl von m/z =285 allerdings anfkgimpferolderivat hin.
Das wahrend der Extraktion als interner Standard hinzdgggeNaringenin tritt in den
Chromatogrammen als Signal 12 bei einer Retentionszei88ghmin in Erscheinung.
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3.3. UV-B-Akklimatisation durch Polyphenole

Durch die Einbeziehung der Deletionsmutanten in die catalen HPLC-MS-Analysen
konnten einige Unsicherheiten bei der Signalbestimmumgieglen werden. Auf diese
Weise war beispielsweise die Bestimmung von Signal 2 und Bligdlroxyzimtséaure bzw.
Quercetinderivat maglich. In den Chromatogrammen der Wden treten diese beiden
Signale haufig sehr dicht nebeneinander auf, so dass side Beibstanzen oft gegen-
seitig Uberdecken und weder durch spektrale Absorptioasamgen noch durch Mas-
senspektrometrie eindeutig qualitativ bestimmbar sind. \®@rwendung defahl- bzw.
tt7-Deletionsmutanten ermoglichte jedoch, durch Ausschiasgeweils einer der beiden
Substanzen, die genaue Zuordnung der beiden Polyphenddés iRflanzen.

Das Muster der Flavonolsynthese in d&hl-Mutante entspricht dem d&OL-Okotyps.
Erwartungsgemaln gibt es jedoch zwischen diesen beiderz@fitypen Unterschiede in
Bezug auf deren Synthesemuster der Hydroxyzimtsaurentéiidhypische Derivate des
Ferulats in dieser Mutante (siehe Signal 2 in Tabelle 3.thwaisbar waren, sind die im
COL-Wildtyp normalerweise in relativ grof3en Mengen auftrefeamSinapoylderivate hier
nicht bzw. nur als entsprechende Feruloylderivate (Sighalorhanden. Ebenfalls den
Erwartungen entsprechen die Ergebnisse zu den Deletidasteutt5 undtt7. Wahrend
die Hydroxyzimtsduren in beiden Mutanten unverandert zenegsch zugehorigdrER-
Okotyp synthetisiert wurden, gab es vom Wildtyp deutlicivalzhende Unterschiede in
der Flavonolsynthese. So konntenttB-Pflanzen keine Flavonole und tt7-Pflanzen
keine Quercetinderivate nachgewiesen werden.

Etwas Uberraschend waren die HPLC-Ergebnisse fuittdidlutante. Pflanzen dieses
Typs sind aufgrund des Fehlens einer funktionellen Chalgatiase nicht zur Synthe-
se von Chalcon, der Ausgangssubstanz aller Flavonoidéilgef&on diesem Gendefekt
schien jedoch nicht ausschliel3lich die Synthese der Fadenbetroffen zu sein, son-
dern ebenfalls die Synthese der Sinapoylderivate (Signaddl5) und der fur Signal 2
verantwortlichen Hydroxyzimtsaure. Wahrend diese Hygrimtsaure in den Pflanzen
nicht mehr nachgewiesen wurde, waren von den Sinapinsénvatén lediglich Vorstu-

fen, d.h. mit Zuckern veresterte Feruloylverbindungenestimmen (Tabelle 3.1).

Quantitative Gehalte der Polyphenole in Blittern

Die im vorherigen Abschnitt beschriebene qualitative Bestung der l6slichen Poly-
phenole ermdglichte eine genaue Analyse, inwieweit Teatpeund UV-Strahlung die
Akkumulation von Hydroxyzimtsauren und Flavonolen quiatitr beeinflussen. Die Re-
sultate dieser quantitativen Analyse sind in den Abbildam8.17 und 3.18 dargestellt.
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3. Ergebnisse

Bei der Darstellung der Ergebnisse wurde darauf verzicttetAbhangigkeit jeder ein-
zelnen Substanz von den Umweltfaktoren darzustellentdgtgen wurden zur Vereinfa-
chung drei Gruppen gebildet. In einer Gruppe werden allerblyzimtsauren gemein-
sam, sowohl Sinapoyl- als auch Feruloylderivate behandgele zweite Gruppe beinhal-
tet alle Kdmpferol- und eine dritte Gruppe alle Quercetiagkide.

Anhand der Wildtypen wird deutlich, dass die Synthese didsei Phenolgruppen un-
terschiedlich von den Umweltfaktoren UV-B-Strahlung ureamperatur beeinflusst wird.
Wahrend die Gesamtheit der Hydroxyzimtsauren bei@1In beiden Wildtypen stark
in Abhangigkeit zur eingestrahlten UV-B-Intensitat syatthiert wurde, wurden von den
Flavonolen bei dieser Temperatur lediglich @DL-Wildtyp maRig stark Kampferolde-
rivate gebildet (Abbildung 3.17). Bei"® hingegen wurden sowohl Hydroxyzimtsduren
als auch Kampferolderivate sehr stark in Abhangigkeit zZurBJStrahlung synthetisiert
(Abbildung 3.18). Jedoch waren die Mengen beider Substappgn in Blattern nur bis
zu einer eingestrahlten UV-B-Intensitat von etwa 0,1 Wersteigerbar. Die Synthese von
Quercetinderivaten wurde dagegen beComit zunehmender UV-B-Bestrahlung bis 0,5
Wm~2 in der Kultur kontinuierlich erhéht. Insgesamt wurden vome@etin aber nur
etwa 20 % der Mengen gebildet, wie es fiur Hydroxyzimtsaunh Kidmpferolderivate
der Fall war.

Die Mutanten erzielten von den Wildtypen stark abweiche8gatheseleistungen. So
zeigte diefahl-Mutante eine deutlich verringerte Syntheseleistung vgdrbixyzimtsau-
ren. Im Gegensatz zu détiMutanten ist difahl-Mutante eine aus de@OL-Wildtyp
entstandene Deletionsmutante. Die genetische Deletiwiffti@ ihrem Fall die Ferulat-
5-Hydroxylase, aufgrund dessen die Mutante nur noch eaigaskt zur Synthese von
Hydroxyzimtsauren befahigt ist. Lediglich zur Synthese geringen Mengen an Feru-
laten sollte sie befahigt sein. Allerdings schienen diesmden durch ein Absenken der
Temperatur von 21C auf 9°C steigerbar zu sein. Zusatzlich erfolgte auch die Flavo-
nolsynthese, inshesondere die Synthese von Kampfenaddieni nur eingeschrankt. Bei
21°C war dieser Effekt nicht so deutlich (Abbildung 3.17), jedaeigte sich die Syn-
these von Kampferol bei @€ im Vergleich zum zugehdrigen Wildtyp um etwa 50 %
vermindert (Abbildung 3.18), die Quercetinsynthese gtfohingegen unverandert.

Die Transparent Testdutanten {t4, tt5, tt7) mit genetischen Ausfallen jeweils ver-
schiedener Flavonoidsynthese-Enzyme zeigten deutlicimd ¥£R-Wildtyp abweichende
Polyphenolsynthese-Muster. Bei Z2 wurden in Blattern dett4-Mutante keinerlei Po-
lyphenole produziert (Abbildung 3.17). Obwohl die Deletiour das Gen fir die Chal-
consynthese und somit nur den Flavonoidbiosyntheseweidfthstheint auch die Bio-
synthese von Hydroxyzimtsauren von diesem genetischeekDbétroffen zu sein. Die
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Abbildung 3.17.: Polyphenolgehalte in Blattern der Wildtypen Columbia (COL) und Lands-
berg erecta (LER) sowie der Deletionsmutanten tt4, tt5, tt7 und fahl von A. thaliana nach
Kultivierung bei 21 °C im UV-B-Gradienten. Gezeigt sind die Blattgehalte fiir Kimpferolde-
rivate (Kreise), Quercetinderivate (Quadrate) und der Gesamtgehalt an Hydroxyzimtsiuren
(Sinapoyl- und Feruloylderivate, Dreiecke). In der fahI-Mutante wurden ausschlieBlich Feru-
latverbindungen nachgewiesen. n=6, +CI95%
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Abbildung 3.18.: Polyphenolgehalte in Blattern der Wildtypen Columbia (COL) und Lands-
berg erecta (LER) sowie der Deletionsmutanten tt4, tt5, tt7 und fahl von A. thaliana nach
Kultivierung bei 9°C im UV-B-Gradienten. Gezeigt sind die Blattgehalte fiir Kdmpferolde-
rivate (Kreise), Quercetinderivate (Quadrate) und der Gesamtgehalt an Hydroxyzimtsauren
(Sinapoyl- und Feruloylderivate, Dreiecke). In der fahI-Mutante wurden ausschlieBlich Feru-
latverbindungen nachgewiesen. n=6, +CI95%
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3.3. UV-B-Akklimatisation durch Polyphenole

aufgrund eines Gendefekts nicht zur Flavonolsynthesenlggétt5-Mutante synthetisier-

te hingegen lediglich keine Kampferol- und Quercetingbikle. In diesem Fall war die
Produktion von Hydroxyzimtsauren von dem Gendefekt niettdifen. Diett7-Mutante

mit defekter Flavonoid-3"-Hydroxylase wies bei 21 keinen Unterschied zum zuge-
horigenLER-Wildtyp auf. Bei 9°C jedoch war keine Quercetinsynthese zu beobachten
(Abbildung 3.18). Diett4- und tt5-Mutanten synthetisierten bei dieser Temperatur je-
weils keine Flavonole. Hingegen erfolgte die Synthese vgdrbixyzimtsauren in beiden
Mutanten unterschiedlich. Wahrend in d&-Mutante bei Kuhle diese Substanzgruppe
in vergleichbarer Menge wie ihER-Wildtyp akkumulierte, wurden in Blattern déeu-
Mutante nur sehr geringe Mengen davon produziert.

UV-abschirmender Effekt durch Polyphenole

Um beurteilen zu kbénnen, welche der identifizierten Polyte flr die epidermale UV-
Abschirmung inA. thalianaverantwortlich sind, wurde auf zweierlei Weise die Bezie-
hung zwischen den durch Extraktion ermittelten Polyphé&behalten und dein vivo
beobachteten UV-Abschirmung untersucht. Zum einen wudilemit Hilfe der Xenon-
PAM ermittelten epidermalen UV-A- und UV-B-Transmissioni@& entsprechende Ab-
sorptionswerte umgerechnet und diese gegen die UV-Gebaanfionen der HPLC-
Extrakte aufgetragen, die wahrend der HPLC-Analyse beigleithen Wellenlangen
bestimmt worden waren (Abbildung 3.19). Zum anderen wuraes den epidermalen
Transmissionsspektren (Abbildung 3.14 und 3.15) Absonsspektren berechnet und
diese anschlie3end mit Extinktionsspektren verglichenzdvor aus zugehdrigen Blatt-
Polyphenolgehalten der verschiedenen Wildtypen und Metesowie spektral aufgel6s-
ten, molaren Extinktionskoeffizienten rekonstruiert wardvaren (Abbildung 3.20).

Die Gegenuberstellung der mit Hilfe der Xenon-PAM ermitel UV-A- und UV-B-
Absorptionen mit den entsprechenden UV-Gesamtabsorggoixtrakte in Abbildung
3.19 zeigt sowohl fir UV-A als auch fur UV-B eine sehr hohe tetation. In bei-
den Féllen sprechen die hohen BestimmtheitsmaRe (fir UVAA R9641, fir UV-B
R2=0,9322) furr einen direkt linearen Zusammenhang zwiscleenRblyphenolgehalten
der Blatter und den jeweils zugehdrigen epidermalen UVeisisonen. Die sehr dicht
am Ursprung liegenden y-Achsenabschnitte der eingetesgdtegressionen weisen
zudem darauf hin, dass die epidermale UV-A- bzw. UV-B-Apsion vollstandig auf die
Anwesenheit der untersuchten Polyphenole zurtckzufiisteieitere mogliche UV-
Vermeidungsmechanismen als die der epidermalen Akkuronlder hier identifizierten
Polyphenole scheinen somit keine Rolle bei der UV-Abschimghzu spielen.
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Abbildung 3.19.: Regression von epidermaler UV-Absorption und Polyphenolgehalt in Blat-
tern des A. thaliana-Okotyps Columbia (COL) nach Kultivierung im UV-B-Gradienten. Die
linke Grafik zeigt die Abhangigkeit der UV-A-Absorption, die rechte Grafik die Abhangig-
keit der UV-B-Absorption vom Phenolgehalt der Blatter. Es wurden sowohl Blatter, die bei
9°C (schwarze Symbole) als auch Blatter, die bei 21°C (weiBe Symbole) gewachsen wa-
ren, in die Berechnung der Regression einbezogen. Der Polyphenolgehalt ist in Absorptions-
Flacheneinheiten (AUs) ) angegeben, wie sie aus den zugehdrigen Chromatogrammen abzu-
lesen sind.

Eine ahnliche Schlussfolgerung ergibt sich auch bei Bbttang der in Abbildung 3.20
dargestellten Absorptionsspektren (schwarze Liniengribéii handelt es sich um Ab-
sorptionsspektren von Blattepidermen deabidopsisWildtypen COL und LER sowie
der verschiedenen Polyphenol-Mangel-Mutantam, tt4, tt5 und tt7). Zuséatzlich zu
diesenin vivo Spektren sind in diesen Grafiken Extinktionsspektren (Lotéen) ein-
getragen, welche sich bei Extraktion der in diesen Blatertinaltenen Polyphenole in
wassrigen Methanolldsungen ergeben wirden. Die Extinksipektren wurden aus den
in Abbildung 3.18 aufgefiuihrten Polyphenolgehalten und oeAbbildung 1.6 darge-
stellten, spektral aufgeldsten molaren Extinktionskagdfiten rekonstruiert und bezie-
hen sich wie dian vivo Spektren auf Blatter, die sich bef@ ohne UV-B-Bestrahlung
entwickelten. Vor Erstellung dieser Spektren wurde angenen, dass bei Extraktion al-
ler in einem Blatt enthaltenen Polyphenole, die fur die epithle UV-Abschirmung von
Relevanz sind, ein Extrakt entstliinde, dessen spektralerpiisnseigenschaft weitestge-
hend mit dem Absorptionsspektrum der zugehoérigen Blatemis tUbereinstimmt. Bei
Berucksichtigung von nicht-relevanten Substanzen odenthNBeachtung von relevanten
Komponenten sollten diese rekonstruierten Extinktioaksen deutlich von den epider-
malen Absorptionsspektren abweichen. Doch der Verglewgischen diesen verschie-
denartig erstellten Spektren zeigt, dass unabhangig wagilguntersuchten Pflanzentyp
hohe Ubereinstimmungen zwischen diesen Spektren bestBheswird als ein weite-
rer Beleg dafur gewertet, dass die epidermale UV-Abschagrallein auf die durch die
HPLC-Analyse identifizierten Polyphenole zuriickzufuhisgn
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Abbildung 3.20.: Die epidermalen Absorptionsspektren wurden an Blattoberseiten bestimmt
(schwarze Linien). Die untersuchten Blatter entwickelten sich bei 9°C ohne zusatzliche UV-
B-Einstrahlung. Ebenfalls eingetragen sind Extinktionsspektren (rote Linien), welche sich
fir die in den Blattern enthaltenen Polyphenole in wassrigen Methanollésungen (50 %; v/v)
ergeben wiirden. Die Extinktionsspektren wurden auf Grundlage der in Abbildung 1.6 gezeig-
ten molaren Extinktionskoeffizienten sowie aus den Resultaten der quantitativen Polyphe-
nolbestimmung (Abbildung 3.18) berechnet und beziehen sich jeweils auf eine Blattflache
von 1cm?. S: Extinktion durch Sinapoylglykoside, K: Extinktion durch Kampferolglykoside,
n>3, +SEM
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3. Ergebnisse

In welchem Umfang die in den Blattern d€30OL-Wildtyps synthetisierten Hydro-
xyzimtsauren, sowie Kampferol- und Quercetinglykosideveiés zur epidermalen
UV-A- und UV-B-Absorption in Pflanzen beitragen kénntert, @en vier Grafiken in
Abbildung 3.21 zu entnehmen. Zum einen sind in dieser Abipigd fir 21°C und
9°C die epidermalen UV-A- (obige Reihe) und UV-B-Absorptionguntere Reihe)
in Abhangigkeit zur eingestrahlten UV-B-Intensitat daigdit. Ebenfalls in Abhan-
gigkeit zur UV-B-Bestrahlungsstarke, zeigen die Grafikexs geweilige UV-A- und
UV-B-Absorptionsvermdgen der Blattextrakte, welche aes GOL-Wildtyppflanzen
hergestellt wurden. Diese Daten wurden mittels HPLC-Asalgrhoben. Durch die
Auftrennung der verschiedenen Polyphenole war es mogfich,jede untersuchte
Substanz ihren relativen Absorptionsanteil an der UV-Geabsorption im Extrakt
zu bestimmen. Da die UV-Gesamtabsorptionen der Extraktediben Bereichen im
linearen Zusammenhang mit den epidermalen UV-Absorptialee Blatter stehen, kann
aus den hier fur die Extrakte dargestellten Absorptioreskamt auch auf die jeweiligen
UV-Absorptionsanteile der verschiedenen Polyphenoleen Bpidermen geschlossen
werden. Die gemittelten UV-Absorptionsanteile der versdbnen Substanzen Uber
den UV-B-Bestrahlungsbereich von 0,0Wnbis 0,4Wnm?2 sind in die Grafiken
eingetragen und in Prozent angegeben.

Hierbei zeigt sich, dass bei 2C mit zunehmender UV-B-Einstrahlung von 0,0 Wn
bis 0,4 W nT2 UV-B;, die epidermale Absorption von UV-A und UV-B zwar kontinuier
lich, jedoch langsam gesteigert wurde. Wahrend sich didegpiale UV-A-Absorption
von 0,1 auf nur etwa 0,45 erhdéhte, nahm die UV-B-Absorption ginem anfanglichen
Wert von ungefahr 0,5 auf knapp Uber 1,0 zu. BeC9edoch, reagierten die Versuchs-
pflanzen bereits ohne eingestrahlte UV-B-Strahlung migrecteutlichen Steigerung der
epidermalen Abschirmung und erreichten Absorptionsweasteetwa 0,4 fur UV-A und
0,95 fur UV-B. Zusatzlich eingestrahltes UV-B liel3 die Apsitonen zuigig auf Werte von
tber 0,8 fur UV-A und 1,2 fur UV-B ansteigen, bei maxialer BvEinstrahlung wurden
sogar Werte von 1,0 und 1,5 erreicht.

Ebenfalls wird deutlich, wie abhéngig die UV-Gesamtabsonen der Blattextrakte von
der Kultivierungstemperatur der Pflanzen ist. So bewirkiiradie Absenkung dieser
Temperatur auf 9C, dass die UV-Absorptionen der Extrakte von solch kulti@e Pflan-
zen erheblich gesteigert wurde. So erreichten ExtrakteBlattern, die zuvor ohne UV-
B-Bestrahlung jedoch bei"@ gewachsen waren, UV-Absorptionen, welche von Extrak-
ten, die aus bei 2IC gewachsenen Blattern stammten, nur erreicht wurden, \d&nn
Blatter zuvor einer zusétzlichen UV-B-Belastung von 0,4 WPrausgesetzt waren. Die
Kombination von Kihle und UV-B-Bestrahlung steigerte dies@mt-UV-Absorption so-
gar um weitere 60 bis 100 %. Nach den in Abbildung 3.21 daejjessh Daten ist diese
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Abbildung 3.21.: Die relativen Anteile der untersuchten Polyphenole an der Gesamt-UV-
Absorption in Blattextrakten des A. thaliana-Okotyps Columbia (COL) nach 14-tigiger An-
zucht bei 21°C (linke Spalte) sowie 9°C (rechte Spalte) und verschiedenen konstanten
UV-B-Bestrahlungsstéarken. Die linke y-Achse gibt jene UV-Absorptionseinheiten an, die in
den Blattextrakten allein durch Hydroxyzimtsauren (Dreiecke), durch Hydroxyzimtsauren
und Kampferolderivate (Kreise) bzw. durch alle drei Phenolgruppen gemeinsam (Quadrate)
in Abhéngigkeit zum eingestrahlten UV-B wahrend der Pflanzenkultivierung nachgewiesen
wurden. Die zugehdrigen Regressionsfunktionen (durchgezogene Kurven) sind eingetragen.
Die verschieden schattierten Flachen zwischen den durchgezogenen Kurven beschreiben die
relativen Anteile an der Gesamt-UV-Absorption fiir die drei einzelnen Polyphenolgruppen
im UV-B-Bestrahlungsbereich zwischen OWm~2 und 0,4Wm~2 UV-Bj;. Die berechneten
Anteile der einzelnen Polyphenolgruppen an der Gesamt-UV-Absorption sind jeweils pro-
zentual angegeben. Zusatzlich zu den Absorptionsmessungen an den Blattextrakten wurden
die zugehorigen Blatter fluoreszenzspektrometrisch untersucht und daraus die jeweiligen epi-
dermalen UV-Absorptionen berechnet. Die aus diesen Absorptionswerten berechneten Re-
gressionsfunktionen (rot-gestrichelte Kurven) sind mit zugehdrigen Regressionskoeffizienten
(in roter Schrift) in die Grafiken eingefiigt. Die epidermalen UV-Absorptionen sind auf der
rechten y-Achse abzulesen. n=3, £SEM
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3. Ergebnisse

gesteigerte UV-Absorption bei Kiihle auf eine verstarkteAbsorption durch Flavonole

zurtckzufuhren. Wahrend die durch Hydroxyzimtsauren ngathten absoluten UV-A-

und UV-B-Absorptionswerte flr beide Temperaturen nahdeatisch waren, stiegen die
auf Flavonole zurtckzufiihrenden Absorptionen bei Kihledas flinffache an.

Werden diese fur Blattextrakte erhobenen Daten auirdidvo Absorptionen der Epi-
dermen Ubertragen, so bedeutet dies, dass bat Ztwa 70 % der UV-A-Abschirmung
durch Hydroxyzimtsauren verursacht wirden, dieser Arbeil 9°C aber auf unter
30% absinke. Ahnliches gilt fiir die temperaturabhangige BIXbschirmung. Auch
hier wirde bei 9C der relative Anteil der durch Hydroxyzimtsauren veruhdéan
Abschirmung erheblich unter die bei 2C erreichten 80 % sinken. Sowohl im UV-A-
als auch im UV-B-Wellenlangenbereich wirde bei Kihle dieséfirmung zunehmend
durch Flavonole verursacht werden. Die bei Kiuhle groRerdemide Bedeutung von
Flavonolen als UV-Abschirmsubstanzen, lasst jedoch nadm Umkehrschluss zu,
dass bei 9C den Hydroxyzimtsauren bei der UV-Abschirmung eine gesiegBe-
deutung zukdme. Wie die Ergebnisse es zeigen, spielen kKyxdmtsauren auch bei
9°C als UV-Abschirmsubstanzen eine wichtige Rolle. Sie werbei Kuhle ledig-
lich zunehmend durch Flavonole unterstitzt und verlierahed nur Anteile an der
Gesamt-UV-Abschirmung.
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4. Diskussion

4.1. Funktion erhéhter UV-B-Abschirmung bei Kiihle

4.1.1. Niedrige Temperatur verstirkt UV-B-induzierte Schaden am PSII

In diesem Abschnitt soll diskutiert werden, welche Funkiide durch Kihle induzierbare
Verstarkung der epidermalen UV-B-Abschirmung in Pflanzabem kann. Der Nachweis
einer bei niedriger Temperatur gesteigerten UV-B-Empioideit von Pflanzen wiir-

de die Hypothese stlitzen, dass es sich bei der verstarkteBrANschirmung um eine

notwendige Akklimatisationsreaktion an kiihlebedingtigigerten UV-B-Stress handelt.
Aus diesem Grund wurde zunachst Uberpruft, ob die Pflanze@idsggende Wirkung von

UV-B bei niedriger Temperatur ansteigt.

Auch wenn UV-B verschiedene Pflanzenschaden verursaclsctilitt 1.2.1), konzen-
trierte sich die Schadensanalyse auf durch UV-B hervofgeelPS II-Schadigungen. Das
PS I besitzt eine sehr hohe UV-B-Empfindlichkeit und eigsieh daher besonders gut
fur die Bestimmung von UV-B-Schéaden in PflanzeroJJAMES et al. 2000). Zudem
macht die einfache Bestimmbarkeit seines Aktivititsaudsanittels PAM-Fluorometrie
es zu einem idealen Untersuchungsobjekt, um den EinflusStress jeglicher Art auf
Pflanzen zu untersuchen MWELL & JOHNSON 2000). Aus diesem Grund wurde die
Empfindlichkeit von Pflanzen gegentuber UV-B-Strahlung beetschiedlicher Tempe-
ratur am PS Il mittels PAM-Fluorometrie bestimmt. Die in d&obildungen 3.1 und 3.2
dargestellten PS II-Schadigungen UV-B-behandelter Rélaruelegen, dass beP@ die
Empfanglichkeit von Pflanzen fur UV-B-induzierte Photabition deutlich gréf3er ist als
bei 21°C. Die gezeigten Daten stammen zwar von Pflanzen, welché dwne Kultivie-
rung bei 2°C nicht an Kihle akklimatisiert waren, doch auch Pflanzer¢kesdurch ih-
re Anzucht an niedrige Temperaturen akklimatisiert wangasen bei Kiihle eine héhere
UV-B-Empfindlichkeit als bei moderater Temperatur {£) auf (Daten nicht dargestellt).

Dass Kuhle die Anfalligkeit nicht akklimatisierter Pflamziir Photoinhibition von PS I
durch sichtbare Strahlung steigert, wurde bereits mehrfsschrieben (8£ER et al.
1991, MELIS 1999, ALLEN & ORT 2001). Das plotzliche Einsetzen von Kihle soll zen-
trale Enzyme des Calvin-Zyklus hemmen&STON-SMITH et al. 1997, ALEN & ORT
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4. Diskussion

2001) und dadurch zu einem Ungleichgewicht zwischen Lightd Dunkelreaktion der
Photosynthese fiihren (ST et al. 1993, M:LIs 1999). Ein erhohter Redoxzustand
innerhalb der Elektronentransportkette ware die FolgediadVahrscheinlichkeit einer
akzeptorseitig hervorgerufenen Photoinhibition von R&itde zunehmen (QuIST et al.
1993, HSAHN et al. 1995, MELIS 1999). Dieses Schadigungsmodell mag die bei Kuhle
hohere Empfindlichkeit von PS Il gegentiber sichtbarer &traherklaren. Warum jedoch
bei Kuhle die mit UV-B verknipfte Inhibition von PS Il vermefauftritt, wird hierdurch
nicht beantwortet. Das Phdnomen, dass bei Temperaturakbwngen die Aktivitaten von
Enzymen des Calvin-Zyklus verandert werden, bleibt nettiduch bei einer durch UV-
B hervorgerufenen Inhibition bestehen, da dieser Vorgarabbangig von der Bestrah-
lungsart einer Pflanze ist. Jedoch muss es als sehr unwehnsch betrachtet werden,
dass eine veranderte Aktivitat des Calvin-Zyklus dazutfudess UV-B eine akzeptor-
seitige Inhibition von PS Il bewirken kénnte, da UV-B decitliweniger photosynthetisch
aktiv ist als sichtbare Strahlung AdLIDAL 1964, MCCREE 1972, NADA 1976, Mc-
CREE 1981). Ein in Abbildung 4.1 dargestelltes Aktionsspekttoeschreibt die von der
Wellenlange des eingestrahlten Lichts abhangige Quamsbeate der Photosynthese.
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Abbildung 4.1.: Von der Wellenldnge des Anregungslichts abhédngige relative Quantenaus-
beute der Photosynthese. Die Quantenausbeute der Photosynthese (@, gestrichelte Linie)
eines Blattes (Brassica oleracea L.) ohne Epidermis ist stark abhangig von der Wellenlan-
ge der photosynthetisch aktiven Strahlung (PAR). Im Vergleich zu sichtbarer Strahlung
betragt die Quantenausbeute im Spektralbereich der UV-Strahlung nur 0 bis 50 %. Die Ab-
bildung wurde nach Daten von MCCREE (1981) erstellt. Zusatzlich eingetragen ist die im
diskutierten Experiment bei 9 °C maximal verwendete UV-B-Bestrahlungsstirke (durchgezo-
gene, violette Linie). Das maximal eingestrahlte UV entsprach einer Bestrahlungsstarke von
6 umolm=2s71,
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4.1. Funktion erhéhter UV-B-Abschirmung bei Kiihle

Neben der schwachen photosynthetischen Effizienz von UMWt wliese Strahlung
im Vergleich zu sichtbarem Licht zudem meist in sehr geningbotonenflussdichte
auf Pflanzen ein. Dies gilt sowohl bei der Bestrahlung vonr28a mit natirlichem
Sonnenlicht als auch bei der Verwendung kunstlicher UviBt8ungsquellen. Die
Versuchspflanzen des hier diskutierten Experiments wub@espielsweise fur 2,5 h mit
150umol m—2s-1 sichtbarem Licht bestrahlt. Die wahrend dieser Zeit makienage-
strahlte UV-Bestrahlungsstarke betrug jedoch nuntl m—2s-1 (Abbildung 4.1). Es ist
unwahrscheinlich, dass diese zusatzlich eingestrahlt8iBirahlung eine nennenswerte
Anzahl zusatzlicher Ladungstrennungen in PS II-Reakzensen induziert. Auch im
Zusammenhang mit einer bei Kiihle verringerten Aktivitég Galvin-Zyklus sollte UV-B
dieser Bestrahlungsstéarke zu keiner Erhdhung des Redaxzissdes Plastochinonpools
fuhren. Die fur die akzeptorseitige Photoinhibition von IPBlassischerweise verant-
wortlich gemachte Anhaufung von geschlossenen PS lI-Re®dentren misste somit
auch bei niedriger Temperatur ausbleiben. Ein weiterem@&rweshalb kihlebedingte
Ungleichgewichte zwischen Licht- und Dunkelreaktion nicheiner gesteigerten UV-
B-Empfindlichkeit von PS Il minden, ist, dass UV-B unabhgngim Redoxzustand des
Plastochinonpools in erster Linie den WasserspaltapparatPS Il schadigt (RNGER

et al. 1989, ¥ss et al. 1999, IARKUM et al. 2001). Ein verlangsamter Calvin-Zyklus
hatte auf diese donorseitig direkt erfolgende SchadigumgRS Il keinen Einfluss. Sehr
viel wahrscheinlicher ist, dass der Mechanismus, welclgrKiihle eine Steigerung
der UV-B-Empfindlichkeit von PSI1l bewirkt, im Zusammenhangt der Reparatur
von geschadigten PSII-Zentren steht. Aus diesem Grundevbed unterschiedlichen
Temperaturen die Reparatur von zuvor UV-B-geschadigteirB&tren untersucht. Die
Ergebnisse hierzu werden im nachfolgenden Kapitel diskilti

4.1.2. Schadigung und Reparatur bestimmen MaB der Photoinhibition

Die Schadigung von PSI-Zentren durch ein Uberangebot anogkinthetisch aktiver
Strahlung stellt in lebenden Organismen, die oxidativet®hmthese betreiben, einen
haufigen und unvermeidbaren Vorgang dang¥ et al. 2007, RKAHASHI & M URA-

TA 2008). Um die Anhaufung von geschadigten PS II-Zentren zme&len, entstanden
in diesen Organismen sehr effiziente Mechanismen, die éaetrollierten Abbau so-
wie eine effiziente Reparatur von geschadigten PS II-Zam@rmoglichen. Eine Vielzahl
von Prozessen ist an dem Abbau und an der Reparatur diestidgegen Photosysteme
beteiligt (ARO et al. 1993, RKAHASHI & M URATA 2008). Hierzu gehéren das Heraus-
I6sen der geschadigten Reaktionszentren aus den betnfRimotosystemen, deren late-
raler Transfer innerhalb der Thylakoidmembran in die Saesrponierten Bereiche der
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Thylakoide, die Degradierung der D1-Proteine durch Peseasowie die Neusynthese
intakter D1-Proteine (SKTHONGWATTANA & M ELIS 2006, GHEREGI et al. 2007). Das
Zusammenspiel von Schadigung und Schadensreparatunb#stias sichtbare Ausmarf3
der Schadigung von PSIl. Im Optimum halt die Reparatur mitStghadigung schritt,
beide Vorgange stehen im Gleichgewicht und eine sichtbahédgung tritt nicht auf.
Erst wenn die Rate der Schadigung die der Reparatur zu élggstbeginnt, wird die
Schadigung sichtbar. Dies kann z. B. bei einer Hemmung dpaRRéur geschehen. Viele
Prozesse der PS lI-Reparatur sind temperaturabhé&ngigqufahldaher bei Kihle in nicht
akklimatisierten Systemen nur verlangsamt albl(A/KHVERDIEV & M URATA 2004).
So werden in Kulturen des einzelligen Cyanobakteri@ysechocystisp. PCC6803, die
zuvor bei 34C kultiviert wurden, bereits bei 2% und 18°C viele der Reparaturre-
aktionen inhibiert. Sinkt die Temperatur auf XD, kommen sie ganzlich zum Erliegen
(ALLAKHVERDIEV & M URATA 2004, NSHIYAMA et al. 2006b). Auch beA. thaliana
konnte nach lichtinduzierter Inhibition von PSII ein déchl verlangsamter Wiederan-
stieg der maximalen Quantenausbeute beobachtet werdan,die Erholung unterhalb
einer Temperatur von ZZ erfolgte (MJAYAN & BROWSE 2002). Ware dies auch nach
einer durch UV-B induzierten Inhibition von PS Il zu beob&rhgewesen?

Die in Abbildung 3.3 prasentierten Daten belegen, dass dieReparatur von UV-B-
geschadigten PS1l-Zentren von der Temperatur abhangigsstvird gezeigt, dass an
eine moderate Temperatur (2T) akklimatisierte Pflanzen bei Kiihle {€) deutlich ver-
langsamte Reparaturreaktionen zeigen und bei Kihle naein Erholungsphase von 9 h
nur etwa 70 % jener maximalen Quantenausbeute erzieleohesie bei 22C erreichen
wurden. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die fur vkalttivierte Pflanzen be-
obachtete héhere UV-B-Empfindlichkeit bei Kiihle zumindegtveise auf ineffizientere
Reparaturmechanismen zurtickzuftihren ist. Auchv@os et al. (1994) folgern, dass die
unter kiihlen Bedingungen b8ynechocystisp. PCC6803 verstarkt auftretende Photoin-
hibition von PS Il hauptsachlich auf einer verlangsamtepdRatur beruht.

In Abbildung 3.3 wird jedoch auch gezeigt, dassthalianain begrenztem Umfang zu
einer Akklimatisation der PS lI-Reparatur an Kihle beféilgy Reparaturraten von UV-
B-bedingten PS II-Schaden, wie sie ber€lvon temperat akklimatisierten Pflanzen er-
zielt werden, konnten jedoch nicht beobachtet werden. Béseutet, dass die Ursache
der erhohten UV-B-Empfindlichkeit bei Kiihle - die verlangga Reparatur - in Pflanzen
durch Akklimatisation in ihrem Ausmal3 zwar gemindert, niaher vollstandig verhin-
dert werden kann. Daher sind in Pflanzen weitere Strategfenderlich, mittels derer
sie ihre Uberlebenschancen bei Kiihle verbessern. Einee¥sebung der epidermalen
UV-B-Abschirmung ist eine derartige Strategie, mit dertseKuhle einen htheren UV-
B-Resistenzgrad erreichen.

82



4.1. Funktion erhéhter UV-B-Abschirmung bei Kiihle

4.1.3. Kaultivierung bei Kiihle bewirkt hohe UV-B-Resistenz

In tropischen Pflanzen kdnnen kurzfristige Kuhleperiodeolg Schaden bewirken
(LyoNs 1973). Die in dieser Arbeit bisher gezeigten Daten beledass plotzlich ein-
tretende Temperaturabnahmen auchXithalianaproblematisch sein konnen, da sie die
UV-B-Empfindlichkeit deutlich erhéhen (Abschnitt 4.1.Ejne langfristige Kultivierung
bei niedriger Temperatur oberhalb des Gefrierpunkts fithRflanzen jedoch zu einem
Abhartungsprozess, der es z.B. nicht-tropischen Pflanzerogdicht, Temperaturen
unterhalb des Gefrierpunktes dauerhaft zu UbersteherdSER & K RAUSE 1990,
THOMASHOW 1999, ALLEN & ORT 2001, WLADEL et al. 2008). Ein verbessertes
antioxidativ wirksames Schutzsystem8NER & KRAUSE 1990), ein verstarkter
Einbau ungesattigter Lipide in Membransysteme zur Staiggder Membranfluiditat
(MooN et al. 1995) und die Anpassung des Calvin-Zyklus an Kélteldwine ver-
mehrte Aktivierung von Rubiscomolekilen i((GSTON-SMITH et al. 1999) fordern die
Widerstandsféahigkeit von Pflanzen gegenuber Kuhle und Fros

Ferner geht aus dem Vergleich von kihl mit warm kultivierftanzen in Abbildung
3.4.A hervor, dass auch die Resistenz von Pflanzen gegersdbédlicher UV-B-
Strahlung sich erhéht, wenn diese bei Kihle kultiviert veerdWorauf ist die erhéhte
UV-B-Resistenz von bei Kihle kultivierten Pflanzen zurudkinren? Um zu beurteilen,
ob die ausgepragtere UV-B-Resistenz auf einer hoheren {@t@anz oder auf einer ef-
fektiveren UV-B-Vermeidung beruht, wurden die UV-B-inderzen PS lI-Schadigungen
gegen die in den Pflanzen wirksamen UV-B-BestrahlungsstafldV-B. ) aufgetragen
(Abbildung 3.4.B). Vorteilhaft bei dieser Darstellungssesist, dass die Schadigungs-
raten hier um madgliche Effekte der epidermalen UV-B-Abgthing bereinigt werden,
bleibende Unterschiede zwischen den Schadigungsratesnve@mit allein auf unter-
schiedliche UV-B-Toleranzen in beiden Anzuchtsgruppeniceufihren. Es zeigt sich,
dass auch nach Abzug von UV-B-Vermeidungseffekten, dieBdJd¥duzierten PSII-
Schadigungen in khl kultivierten Pflanzen geringer alesfialdie UV-B-Toleranz dieser
Pflanzen also etwas groRRer einzuschatzen ist. Jedoch fndrderschiede zwischen
den Schadigungskurven beider Kultivierungsgruppen nungeind weisen daher auf
relativ unbedeutende unterschiedliche UV-B-Tolerandgrawischen beiden Gruppen
hin. Es ist folglich davon auszugehen, dass die hohere UREBistenz von kuhl kulti-
vierten Pflanzen vor allem auf einer besseren epidermalashdtmung von schadlicher
UV-B-Strahlung beruht.

Dessen ungeachtet, fihrt eine Kultivierung bei Kiihle infiféan jedoch auch zu einer h6-
heren Toleranz gegentiber UV-B-Strahlung. Bereits in Ahlyih 3.3 wurde gezeigt, dass
mit gleicher effektiver UV-B-Bestrahlungsstarke behdteleflanzen sich etwas schneller
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erholen, wenn sie zuvor bei Kihle kultiviert wurden. Diesalbhangig von der epider-
malen Abschirmung etwas hohere UV-B-Resistenz von kihhketten Pflanzen macht
sich auch in Abbildung 3.4.B in den geringen Unterschied@sahen den beiden Schadi-
gungskurven bemerkbar. So weisen ungeachtet des jeweHldibke angewendeten UV-
Bet die bei Kiihle gewachsenen Pflanzen eine konstant etwaggeziRS II-Schadigung
auf als die bei 21C kultivierten Pflanzen.

Eine zentrale Bedeutung fur die h6here UV-B-Toleranz varKidle kultivierten Pflan-
zen konnte die bereits genannte Anpassung der Membraiéiiéai niedrige Temperatu-
ren durch die Erh6hung des Anteils an ungesattigten Lipideten Membranen haben
(MooN et al. 1995, RESLAVSKI et al. 2007). PS II-Komplexe sind in den Chloroplasten
zum grof3ten Teil in den Thylakoidmembranen der Granastagahisiert (ANDERSSON

& ANDERSON1980). Die Reparatur dieser Komplexe nach Photoinhibftiaaet jedoch

in den Stroma-exponierten Bereichen der Thylakoide dBatREATO et al. 1992), da dort
die fur die Proteinsynthese zustandigen, plastidarend®inen lokalisiert sind (ERRIN

& MICHAELS 1985, BoscHETTI et al. 1990). Nicht funktionstiichtige PS lI-Komplexe
missen zur Reparatur demnach zunachst durch Diffusionsgge zu den Ribosomen
transportiert werden. Die Diffusionsrate und damit die &eagurgeschwindigkeit steht
jedoch in Abhangigkeit zur Fluiditat der Thylakoidmembi@hooN et al. 1995). Die-
se nimmt mit sinkender Temperatur ab. Es ist bekannt, dageZeih die Fluiditat ihrer
Membranen der Temperatur entsprechend anpassen, indéie 8fenge an ungesattig-
ten Fettsauren in den Membranen steigeroa$6INS1994, NSHIDA & M URATA 1996).
Es ist daher anzunehmen, dass die schnellere ReparatuSubiSEhaden bei kihl kul-
tivierten Pflanzen auf deren hoheren Gehalt an ungesattidéznbranlipiden zuriickzu-
fuhren ist und diese Pflanzen auch deshalb eine hohere U¥dBstRnz aufweisen.

Es stellt sich die Frage, ob an Kihle akklimatisierte Pflanxéttels ihrer verbesserten
UV-B-Toleranz und verstéarkten epidermalen AbschirmungenLage sind, die bei nied-
riger Temperatur grundsatzlich verlangsamte ReparatarWd-B-geschadigten PSII-
Zentren kompensieren zu kénnen. Ein Vergleich zeigt (Ahbig A.2 im Anhang) dass
die UV-B-Resistenz zwischefsrabidopsisPflanzen aus unterschiedlicher Anzuchtstem-
peratur kaum variiert, wenn diese bei ihrer jeweiligen Astegtemperatur mit UV-B re-
lativ geringer Bestrahlungsstérke (bis 0,2 Winbehandelt werden. Bei hdheren UV-B-
Bestrahlungsstarken zeigen die an Kihle akklimatisieutssth UV-B-behandelten Pflan-
zen sogar deutlich weniger UV-B-bedingte Schaden als dam®&éh, die bei moderateren
Temperaturen mit UV-B bestrahlt wurden. Aufgrund diesegdbnisse ist davon auszu-
gehen, dass unter Laborbedingungen Pflanzen def Attalianadurch eine verbesser-
te epidermale UV-B-Abschirmung und eine effizientere Reparvon UV-B-bedingten
Schaden mehr als nur zu einer Kompensation des durch Kistieigerten UV-B-Stresses
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befahigt sind. Ob diese Beobachtung jedoch auch unterlichigm Strahlungsbedingun-
gen gemacht werden kann, wenn neben UV-B auch UV-A und sacbsld_icht mit hoher
Bestrahlungsstarke auf Pflanzen einwirken, bedarf eimgrebienden Prufung. Hilfreich
waren hierbei sicherlich UV-B- und UV-A-Ausschlussexpeente, wie sie in ahnlicher
Weise von TSCHLER (2010) unter Freilandbedingungen durchgefuhrt wurdedode
musste bei solchen Freilandexperimenten neben der einfih Strahlung auch die Kul-
tivierungstemperatur aktiv einregelbar sein, um mittelsiRlesultate solcher Experimente
auf die Bedeutung der epidermalen Abschirmung fiir die Teatpeakklimatisation von
Pflanzen schlieRen zu kbnnen.

4.1.4. UV-B¢s - Die effektive UV-B-Strahlung

Zur Bearbeitung der in diesem Abschnitt zentralen Fragjastgwurde die in einer Pflan-
ze jeweils wirksame UV-B-Strahlung aus epidermaler UV4BnBmission (T(UV-B))
und eingestrahlter UV-B-Bestrahlungsstéarke (UM}Berechnet und als die effektive UV-
B-Strahlung (UV-R+) definiert. War diese Vorgehensweise sinnvoll und mit dewea-
deten Methode Uberhaupt technisch durchfuihrbar?

Basis dieser Herangehensweise war die Tatsache, dassdgeigeh durch Umweltein-
flisse in Pflanzen nur auftreten kdnnen, wenn diese Umwéiisse potenzielle Scha-
digungsorte in Pflanzen auch tatséchlich erreichen. SaBstlei Hitzestress nicht die
Temperatur des eine Pflanze umgebenden Luftkorpers fur @he lder Schadigung ent-
scheidend, sondern die Blatttemperatur, da diese abh@ogiginstrahlung, Konvektion,
Transpiration, Blattgrof3e und -form um einige Grad Celsius der Lufttemperatur ab-
weichen kann (GTes 1980,voN WILLERT etal. 1995). In allen bisherigen Untersuchun-
gen zu UV-Effekten an Pflanzen wurde jedoch niemals zwisdeeringestrahlten UV-B-
Strahlung und der am moglichen Schadigungsort wirklictreffenden UV-B-Strahlung
unterschieden. Deshalb konnte bisher auch nicht zwiscbsitiyen Effekten reiner zellu-
larer UV-Toleranz und denen der UV-Vermeidung bzw. der Udsghirmung unterschie-
den werden. Die Ergebnisse in Abbildung 3.1.A und 3.1.Bemjglass nicht allein die
Bestrahlungsstarke des eingestrahlten UV-B (UV-Bir die Schadigung von PS I ent-
scheidend ist, sondern auch die H6he der epidermalen U¥aBsmission. Letztendlich
bestimmt diese GroR3e, welcher Anteil der eingestrahltesth&tng z.B. im PS Il wirksam
und schadigend werden kann. Die effektive UV-B-Strahludy-Be¢) ermoglicht also,
da um die UV-Abschirmung korrigiert, eine bessere Beuwrtgjlder UV-B-Toleranz einer
Pflanze und wird daher in dieser Arbeit angewendet.

Die Auftragung des UV-B-induzierten Schadens von PS Il gdd¥-Be; als unabhan-
gige MessgrofRe ermdglicht die Zusammenfassung von Abimldi1.A und 3.1.B zu
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Abbildung 3.2. Aus den ehemals vier Datenreihen ergebdn ai€ diese Weise zwei
Schadenskurven mit temperaturbedingten Unterschiedanen Abhangigkeiten zu UV-
Bes. INnnerhalb der jeweiligen Datensétze streuen die Datekipumur sehr wenig um
die berechneten Regressionskurven. Aus diesem Grundesrgath die hohen Korrela-
tionskoeffizienten fir beide Datenreihen, welche die Bbk&eit der Interpretation des
eingefuihrten UV-B; aufzeigen.

Vorteilhaft bei der Verwendung von UV:B ist der Umstand, dass sowohl fur die Bestim-
mung des vom UV-B verursachten Schadens, als auch fir dignBeang der epider-
malen UV-B-Abschirmung die von PS Il emittierte ChlorogRybreszenz genutzt wird.
Der Sensor flir beide Messgréf3en ist somit jeweils an iddmdisStelle im Blatt loka-
lisiert, weshalb eine relativ exakte GegenuberstellungdreMessgrofien moglich ist.
Die UV-B-Bestrahlungsstarken an anderen UV-B-empfindicZellbestandteilen mo-
gen von der am Chloroplasten eintreffenden UV-B-Strahkimgeichen. Trotzdem kann
angenommen werden, dass das UM-Buch fur diese Bestandteile der pflanzlichen Zelle
die lokale UV-B-Belastung realistischer wiedergibt, adgw@t UV-B;, moglich ware.

Bei der Messung der epidermalen Transmission von Blatteittelsn Xenon-PAM-
Technik wurde durch einen Messstrahl mit fester Wellenéangd geringer Spaltbreite
die Transmission der Epidermis erfasst. Der MessstrahlBastimmung der UV-B-
Transmission entsprach einer Wellenlange von 314 nm (Abbg 2.3). Die Berechnung
des UV-B:; mittels dieser Methode war daher nur moglich, da das sgdekinéensi-
tatsmaximum der wahrend der Pflanzenanzucht und -behanpdemvendeten UV-B-
Strahlungsquelle mit dem des verwendeten UV-B-Messsiibbteinstimmte. Bei der
Verwendung einer UV-B-Strahlungsquelle mit einem andspktralen Maximum ware
ein entsprechender UV-B-Messstrahl fur die Bestimmungen MUV-B) und UV-B:¢
erforderlich gewesen. Wird anstatt einer kinstlichen U®tBahlungsquelle natrli-
ches Sonnenlicht verwendet, ware die Anwendung der se@m&lE-PAM-Technik zur
Bestimmung von UV-B; nicht korrekt. Die Bestimmung von UV:B stellte sich in
diesem Fall wesentlich komplizierter dar, weil fir den stdhdigen UV-Spektralbereich
natirlichen Sonnenlichts die Berechnung der UV-Transomnswie bei GERovIC et al.
(2002) und BDEL et al. (2007) auf Basis von Chlorophyll-Anregungsspek&dnlgen
musste.
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4.2. Temperaturabhangige UV-B-Akklimatisation von
A. thaliana durch Abschirmung

4.2.1. Temperaturabhingige UV-B-Akklimatisation des Columbia-Okotyps
von A. thaliana

Bislang wurde hier ausschlief3lich der Einfluss der Tempegaif den UV-B-Schutz von
A. thalianadiskutiert. So wurde etwa gezeigt, dass niedrige Tempenatwahrend der
Kultivierung allein - ohne zuséatzliche Behandlung mit U\-Bereits eine Erhéhung der
UV-B-Resistenz in Pflanzen induzieren kann. Im Folgended win diskutiert, wie Um-
gebungstemperatur und UV-B zusammen auf die epidermalB8¥schirmung einwir-
ken und den UV-B-Akklimatisationsgrad von Pflanzen genmaimbeeinflussen.

Die im Ergebnisteil 3.1 gezeigten Daten belegen das hohadecisrisiko, welches von
UV-B-Strahlung fur Pflanzen ausgeht. In Wildtyppflanzen varthalianadesColum-
bia-Okotyps COL) nimmt die Aktivitat der PS lI-Zentren um bis zu 40 % ab, weigse
Pflanzen erstmalig fur 2,5 h hohen UV-B-Bestrahlungsstiagiesgesetzt werden (Abbil-
dung 3.1). Andererseits zeigen Pflanzen, die 14 Tage latigh&gr 2,5h UV-B-Stress
ausgesetzt waren, kaum UV-B-bedingte Schadigungen (éiohg 3.5 und 3.12), auch
wenn die maximale UV-B-Bestrahlungsstarke der Sonne urawas bis dreifache Uber-
schritten wurde (FIMIJAN et al. 1978). Das wahrend der UV-B-Akklimatisation auf-
gebaute System aus effektiven UV-B-Schutz- und Reparatimamismen ermdglicht es
Pflanzen, dauerhaft UV-B-Stress zu Uberstehen, ohne niigetfachaden davonzutragen
(JENKINS 2009D).

Wie bereits diskutiert, spielt die epidermale Abschirmbiegder UV-B-Akklimatisation
von Pflanzen eine entscheidende Rolle. Durch sie wird dierfraib der Pflanze wirksa-
me UV-B-Strahlung (UV-Bs) auf ein tolerierbares Mal3 herabgesetzt. Irreversiblé&Sch
digungen der Pflanze durch UV-B werden auf diese Weise veeanieln COL wird
die Intensitat der UV-B-Abschirmung der einfallenden UMSBahlung (UV-B) ent-
sprechend angepasst. Auf diese Weise erreichen auch Pflatizesehr hohen UV-B-
Bestrahlungsstarken ausgesetzt sind, dass das in ihnkesawie UV-B ; auf sehr niedri-
gem Niveau bleibt (Abbildung 3.5). Doch der epidermale Alisnungsgrad wird nicht
allein durch die Bestrahlungsstarke von Uy-Bestimmt. Wie in Abschnitt 4.1 bespro-
chen, beeinflusst die Kultivierungstemperatur ebenfadisSéiarke der UV-Abschirmung.
So induziert Kiihle wahrend der Anzucht neben UV-B eine ditled Verstarkung der
Abschirmung und damit eine weitere Absenkung des WYy-Bn etwa 50 %. Nach Ab-
schnitt 4.1 bewirkt diese zusétzliche Absenkung des Wydine Kompensation der bei
Kuhle verlangsamt stattfindenden Reparatur von UV-B-lggdim Schaden.
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Doch auch nach Etablierung des epidermalen UV-B-Schuitzsslbleiben Blattepider-
men fur UV-B weiterhin geringflgig durchlassig. Aus den Adbngen 3.6 und 3.11
geht hervor, dass bei 2C noch etwa 65mW m? und bei C ca. 50mW m? UV-B
bis zu den Chloroplasten vordringen. Verantwortlich hiedcheinen die Zellwéande zwi-
schen den Epidermiszellen zu sein. NacbhLE & PFUNDEL (2005) bleiben diese auch
nach Etablierung des epidermalen UV-B-Schutzschirms fi#BUransparent und ver-
hindern dadurch eine vollstandige UV-B-Abschirmung. Dd@se Eigenschatft ist nicht
unbedingt von Nachteil fur Pflanzen, da auf diese Weise aach Aufbau des epider-
malen UV-B-Schutzschirms die Fahigkeit von Blattern emralbleibt, UV-B wahrzu-
nehmen. UV-B wird in Pflanzen durch den Rezeptor UVR 8 walogenen (ENKINS
2009b). Es beeinflusst die PhotomorphogenesedeN et al. 1998, ROSCHE& STRID
2003, ULm et al. 2004) und stimuliert die Expression von Genen, webtdme Grad der
UV-B-Abschirmung sowie die Effizienz der SchadensreparatPflanzen bestimmen
(CONKLIN et al. 1996, ROSCHE & STRID 2003, ROHNMEYER & STAIGER 2003).
Fur A. thalianawie auch firZea maysvurde zudem nachgewiesen, dass ein in Blattern
aufgenommenes UV-B-Signal nicht nur vor Ort sondern aucéniseren Pflanzenorga-
nen, wie z.B. den Wurzeln ein verandertes Transkriptprefiibkt (CASATI & WALBOT
2004, KiLIAN et al. 2007). Waren Epidermen von UV-B-akklimatisierter@tBdrn fir
UV-B vollstandig undurchdringlich, kénnte der PhotoremedJVR 8 UV-B nicht mehr
wahrnehmen und typische, UV-B-abhangige Reaktionen iRflanze wirden nicht mehr
induziert. Fur die Induktion solcher Pflanzenreaktioneltesawischen 2,5 % (BOwN

& JENKINS 2008) und 25 % (ROHNMEYER & STAIGER 2003) der UV-B-Strahlung des
fur hiesige Breitengrade typischerweise auftretendem&alichts ausreichend sein. Dies
entsprache einer UV-B-Bestrahlungsstérke von 5 bis 50 m&und somit einer Bestrah-
lungsstarke, die weder in PS IlI-Zentren (Abbildung 3.1)mimcder DNA (BATSCHAUER

et al. 1996, Km et al. 1998, ROHNMEYER et al. 1999) zu gravierenden Schaden fuhrt.
Die 50 bis 65 mW m? UV-B, welche durch Epidermen bereits UV-B-akklimatisgert
Pflanzen gelangen, kdnnten somit die UV-B-assoziierte éfiggamsduktion aufrechter-
halten ohne dabei firr diese Pflanzen schadlich zu werden.

4.2.2. Temperaturabhangige UV-B-Akklimatisation von verschiedenen
Akzessionen von A. thaliana

Fur einige pflanzentypische Phanomene, wie dem Hypokoty#iawachstum, dem circa-
dianen Rhytmus oder der Vernalisationsempfindlichkeitdswezeigt, dass deren Aus-
pragung in Akzessionen voA. thalianamit der geografischen Breite ihrer jeweiligen
Herkunftsorte korreliert (8ENOIEN et al. 2002, MCHAEL et al. 2003, $SINCHCOMBE

et al. 2005). Ein ahnlicher Zusammenhang zwischen der gésgnen Breite eines natir-
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lichen Wuchsstandorts und der Auspragung von UV-B-Sckaktionen in einem Oko-
typ ist denkbar, da die UV-B-Belastung auf der Erde u.a. \@njalveiligen geografischen
Breite abhangig ist. Wahrend die durchschnittliche UV-8latung in Richtung der Po-
le stetig abnimmt, steigt sie mit geringer werdendem Alstaum Aquator deutlich an
(Abschnitt 1.1). Akzessionen voh. thalianamit Herkunftsorten unterschiedlicher geo-
grafischer Breite kbnnten sich daher im Laufe vieler Germmarah an verschieden starke
UV-B-Bestrahlungen adaptiert haben.

In Abbildung 4.2 ist die von der geografischen Breite einesm@brts abhangige tagli-
che UV-B-Strahlungsbelastung als Jahreslauf (siehe Absyidargestellt. Fur die nérd-
liche Hemisphare zwischer? @nd 70N (siehe linke Ordinate) sind in dieser Darstel-
lung Punkte mit gleicher Strahlungsbelastung ahnlich wieinem Hohenlinienmodell
durch Isolinien miteinander verbunden. Auf der rechteniatd sind die geografischen
Breitengrade von Herkunftsorten funf verschiededexbidopsisAkzessionen eingetra-
gen ORN TRI, COL, SHA CVI), von denen im Vorfeld der Untersuchung angenommen
wurde, dass sie aufgrund ihrer unterschiedlichen Herkuntéir UV-B-Stressbedingungen
unterschiedlich starke UV-B-Schutzreaktionen entwickelirden.

Die Untersuchung ergab jedoch, dass sich unter UV-B-Siresten flinf Akessionen
keine unterschiedlichen Auspréagungen von UV-B-Schuktieaen entwickelten. Wie
bereits fur den OkotyfCOL beschrieben, senkten auch alle anderen Akzessionen re-
lativ einheitlich durch eine temperatur- und strahlundpgadgige Steigerung der UV-B-
Abschirmung die interne Strahlungsbelastung (AABuf ein niedriges und jeweils to-
lerierbares Niveau. Auch aus den PS lI-Schadensbestimemui#dbildung 3.8), welche
nach der letzten UV-B-Behandlung der Pflanzen an Tag 14 defthrt worden waren,
konnte zwischen diesen Akzessionen auf keine wesentlidméerschiede bezuglich ih-
rer UV-B-Resistenzgrade geschlossen werden. Ein Zusahemgrewischen der Fahig-
keit eines Okotyps zur UV-B-Akklimatisation und der gedigehen Position seines ur-
sprunglichen Standorts konnte daher mit dieser Unterswgchicht hergestellt werden.

Es stellt sich die Frage, weshalb mdgliche Unterschiedeem dV-B-Belastungen an
den naturlichen Wuchsstandorten in den verschiedenensalaeen nicht zu verschie-
den stark ausgepragten UV-B-Resistenzen gefuhrt habee NEglichkeit ware, dasA.
thalianain verschiedenen Regionen der Erde sich zu unterschiedlidahreszeiten ent-
wickelt und auf diese Weise UV-B-intensive Zeitraume an Wastandorten mit niedriger
geografischer Breite meidet. Nach&LER et al. (1996) blUhA. thalianain Mitteleuro-

pa zwischen April und Mai. Die winterannuellen Akzessiofi@&l, COL undLERwaren
daher bis zur Bliite einer taglichen UV-B-Bestrahlungsstaon 500 bis 1500 Jnfd 1
ausgesetzt (Abbildung 4.2). Wird fir den nordeuropéaisalmahebenfalls winterannuel-
len OkotypORN eine etwa um 3 Wochen spéatere Bliihphase angenommen, s@ergeb
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Abbildung 4.2.: Jahreslauf der auf der Erdoberfldche auftreffenden und von der geogra-
fischen Breite abhangigen UV-B-Bestrahlungsstarke. Die Abbildung zeigt fiir die nérdliche
Hemisphare zwischen 0° und 70°N (siehe linke Ordinate) den von der geografischen Brei-
te abhangigen Jahreslauf (siehe Abszisse) der taglichen UV-B-Strahlungsbelastung. Punkte
gleicher Strahlungsbelastung sind in dieser Darstellung dhnlich wie in einem Hoéhenlinienmo-
dell durch Isolinien miteinander verbunden. Die UV-B-Bestrahlungsstarke ist in Jm~—2d~1
angegeben. Auf der rechten Ordinate sind entsprechend der geografischen Breitengrade ih-
rer Herkunftsorte die fiinf untersuchten Arabidopsis-Akzessionen ORN, TRI, COL, SHA und
CVI eingetragen. Die exakten Breitengrade ihrer Herkunftsorte stehen in Klammern hinter
den jeweiligen Okotyp-Bezeichnungen. Weitere Informationen zu diesen Akzessionen sind Ka-
pitel 2.1 sowie der Abbildung 3.7 zu entnehmen. Die Daten zur Erstellung dieser Abbildung
stammen aus MADRONICH (1993).

sich fur diesen Okotyp tagliche UV-B-Belastungen, welctieWerten zwischen 0 und
1000J 2 d~1 etwas unter denen der mitteleuropaischen Akzessionesnliégrften.

Der aus Tadjikistan stammende Okot@plA musste dagegen deutlich héheren UV-B-
Intensitaten ausgesetzt sein. Im Gegensatz zu den wintggen europaischen Akzes-
sionen vonA. thaliang keimt dieser Okotyp im Juni und hat bereits gegen Ende Juli
seinen Entwicklungszyklus vollstandig abgeschlossenumAaTov 1982). Die wéh-
rend dieser Zeit an diesem Standort herrschende taglichB-B¥strahlungsstarke be-
tragt etwa 3000 bis 3500 JTAd 1 (MADRONICH 1993). Ebenfalls sehr hohen UV-B-
Bestrahlungsstarken ausgesetzt ist wahrscheinlich detypKVI. In dessen Heimat auf
den Capverdischen Inseln liegt das ganze Jahr Uber die Beédrahlungsstarke ober-
halb von 2000Jm?d—1. Ende Juli jedoch, der einzige Zeitpunkt im Jahr, an dem ei-
ne fir die Pflanzenentwicklung ausreichende Niedersciiagge zur Verfigung steht,
muss an Wuchsstandorten dieses Okotyps mit einer taglidheB-Belastung von 3500
bis 4500J m2d—1 gerechnet werden.
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Aufgrund der extremen klimatischen Bedingungen an ihre@rh@hen Wuchsstandorten
ist es sowohl fiir dersHA als auch fir derCVI-Okotyp nicht méglich, zur Pflanzen-
entwicklung auf Zeitrdume im Jahr auszuweichen, an denemwi geringen UV-B-
Bestrahlungsstarken ausgesetzt waren. Die Hypothesedairatigen Vermeidungsreak-
tion muss folglich abgelehnt werden. WahrscheinlichediassA. thalianaAkzessionen,
welche in Mitteleuropa bevorzugt offene Ackerflachen, sgemdunen (Abbildung 4.3)
und Ruderalstellen wie Wegesrander besiedelis@ER et al. 1996), in strahlungsin-
tensiven Breiten an wesentlich geschutzteren Stellenmmoderaterem Mikroklima an-
zutreffen sind. So beschreibolBIN (1983) beispielsweise, dass sich auf den Capverdi-
schen InselrA. thaliananicht wie in Europa auf den in den Ebenen liegenden Feldern,
sondern in relativ groR3er Hohe oberhalb von 1200 m in sg®itFelspalten entwickelt
und dort in der Regel von Moosen bedeckt ist. Durch eine tigeaBeschattung wére
dieser Okotyp dort vor extremer UV-B-Bestrahlung gesdhiitz

Abbildung 4.3.: A. thaliana (Okotyp TRI) auf einer Diine an der Westkiist von Schleswig-
Holstein am 9. April 2008.

Aufgrund dieser Ergebnisse muss also Abstand von der Hgpetenommen werden,
dass ein Zusammenhang zwischen der Resistenz eines Okaggeniiber UV-B-Stress
und seiner geografischen Herkunft besteht. AugksEN et al. (2010) konnten fUA.
thalianain einer ahnlich angelegten Studie eine nur schwache Abbkeig der UV-
Resistenz eines Okotyps von dessen Herkunft ableiten eSehbeiben sogar, dass unter-
schiedliche Akzessionen vah thaliang welche am selben Standort gesammelt wurden,
hdchst variabel auf UV-B-Stress reagieren konnen.

Diese Untersuchung verschiedener Akzessionen Aiothalianahat leider keine ein-
deutigen Erkenntnisse zu einer moglichen herkunftsabbangFahigkeit zur UV-B-
Akklimatisation erbracht. Trotzdem war es wichtig die amo@ COL gemachten
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Beobachtungen an anderen Okotypen ®othalianabestétigt zu finderCOL gehort zu
den in botanischen Laboren am langsten und am haufigsterendaten Okotypen des
ModellorganismudA. thaliana(BENTSINK & K OORNNEEF 2002, MASSONNET et al.
2010). In der Regel findet die Halterung solcher Modelloigiaen im Labor tGber viele
Generationen bei konstant bleibenden Umweltbedingunigei Bei der in der Zoologie
als Modellorganismus etablierten Tauflidg@sophila melanogasté&dnnen solche, Gber
viele Generationen konstanten HalterungsbedingungenzziRiner allgemein verrin-
gerten Stresstoleranz sowie einer verkirzten Lebensemgafihren (FOFFMANN et al.
2001). LAKEMAN et al. (2009) beschreiben verschiedene genetische Pepzbssvéh-
rend der Kultivierung von Mikroalgen-Isolaten bei diesétufig zu einer verminderten
genetischen Vielfalt und einer damit einhergehendeningrten Stressresistenz fihren
und prinzipiell auch fur Pflanzen denkbar sindcRBucci (2002) geht z.B. fuA. tha-
liana davon aus, dass in Laboren, aufgrund einer unbewusstetiggran Selektion auf
stark verklrzte Lebenszyklen, Stamme entstanden sinthedests eine stark verringerte
Plastizitat aufweisen. Sie konnten bereits einen Verlaspla&notypischen Merkmalen
aufweisen und daher fir die Untersuchung von einigen Ftely@sgen, wie z.B. der
nach der Perzeptionsfahigkeit von Kuhle, ungeeignet dea.jedoch zwischen den
verschiedenen Akzessionen in Bezug auf deren UV-B-AkKisasionsfahigkeit keine
wesentlichen Unterschiede und auch keine Besonderheitarim Vorfeld untersuchten
COL-Okotyp festgestellt worden sind, wird davon ausgegandass deiCOL-Okotyp
einen fur die hier vorgestellten Untersuchungen geeignigtiedellorganismus darstellt.

4.3. Temperaturabhangige UV-B-Akklimatisation durch
Polyphenole

In den vorangegangenen Kapiteln wurde beschrieben, widekallein oder im Zusam-
menspiel mit UV-B-Strahlung eine verstarkte UV-Abschimgun A. thalianainduziert
(siehe auch BGER et al. (2007)). Im Folgenden soll nun diskutiert werden, \aef-
che Substanzen dieser verstarkte UV-Schutz zuriickzuflisreDa in Blattern bei Kiihle
parallel zu der Erhéhung der Abschirmung eine verstarkaedfioidsynthese zu beobach-
tenist (LEYVA et al. 1995, QSEN et al. 2008, ABERT et al. 2009, RossAet al. 2009)
und diese Polyphenole als UV-B-Abschirmpigmente beteteherden (BLDWELL et al.
1983, L etal. 1993, BRNMAN et al. 1997), liegt die Vermutung nahe, dass die bei Kihle
verstarkte UV-Abschirmung durch erhdhte Flavonoidgehadtrursacht wird.

Jedoch wird die potenzielle UV-Abschirmfunktion von Flaeaden auch in Frage
gestellt. LANDRY et al. (1995) verglichen z.Bfahl- mit tt5-Mutanten vonA. tha-
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liana im Hinblick auf deren UV-B-Resistenz. Sie beobachteterssdaach UV-B-
Bestrahlung in Blattern voriahl-Mutanten deulich gro3ere Schaden in Form von
Chlorosen sichtbar wurden als in Blattern va&-Mutanten. Ahnliche Ergebnisse er-
gaben auch vergleichende Untersuchungerfadni- und tt4-Mutanten. Zusatzlich zu
den UV-B-Empfindlichkeiten bestimmte HEAHAN (1996) Uber Chlorophyll- bzw.
Phenolfluoreszenz-Messungen die jeweiligen UV-Abschirgsgrade in diesen Mutan-
ten. Wegen der vergleichsweise geringen UV-B-Empfindithknd der relativ hohen
UV-Abschirmung beitt4-Mutanten schrieb er Flavonoiden eine nur geringe, Hydroxy
zimtsauren jedoch eine sehr viel grof3ere UV-abschirmenitkuny zu. Auch AGATI

et al. (2007, 2009) bescheinigen Flavonoiden, unter andexégrund der Arbeiten von
LANDRY et al. (1995) und BEAHAN (1996) sowie aufgrund der geringen Extinkti-
onskoeffizienten von Flavonoiden im Wellenlangenbereich WV-B-Strahlung, keine
bedeutende UV-B-Abschirmfunktion. Sie gehen jedoch wedgshohen antioxidativen
Potenzials bei Flavonoiden ABAH et al. 1995, RCE-EVANS et al. 1997, HERNAN-
DEZz et al. 2009) von Substanzen aus, welche bei UV-B-Stress Emgiftung und
Neutralisierung von verstarkt gebildeten reaktiven Sstoffispezies bewirken konnten.

Aufgrund dieser Kontroverse um die Funktion von Flavonoidad Hydroxyzimtsauren
in Pflanzen wurde das im vorigen Abschnitt (Kapitel 4.2) disérte Experiment zur UV-
B-Akklimatisation ein weiteres Mal durchgefihrt. Zuséhl wurden jedoch die Poly-
phenolgehalte in den Blattern der Versuchspflanzen gtiaktée auch quantitativ durch
geeignete HPLC-Methoden bestimmt und den zugehorigereepalen Abschirmungs-
werten gegentbergestellt. Da mit dieser Untersuchung derag von spezifischen Po-
lyphenolen an der epidermalen UV-Abschirmung bestimmutlerrsollte, wurden neben
den beiden Wildtyp-Akzessiongbolumbia und Landsberg erectauch die von ihnen
abzuleitenden Polyphenol-Mangel-Mutantié tt5, tt7 und fahl Gberpruft. Die funk-
tionelle Bedeutung der verschiedenen phenolischen SutsstdlrA. thalianawird nun
diskutiert.

4.3.1. Polyphenole in A. thaliana
Identifikation UV-absorbierender Polyphenole in Blattern von A. thaliana

Untersuchungen an identischen Genotypen Aothalianaergeben, dass trotz standar-
disierter Wachstumsbedingungen in verschiedenen Labarkivierte Pflanzen haufig
signifikant unterschiedliche Phanotypen ausbildem¢BONNET et al. 2010). Phano-
typisch zu unterscheiden sind sowohl morphologische Mat&mwie Blatt- und Roset-
tengrol3e als auch die Zusammensetzung der in den Pflanziaeged Metabolite und
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Transkripte. Auch Transkripte der Polyphenolbiosynth&seden in nicht einheitlicher
Menge gebildet. Um die Reprasentativitat der in dieser Asmrgestellten Daten zu be-
legen, wurde daher die Zusammensetzung der in den BlageMedsuchspflanzen gebil-
deten Polyphenole mittels ESI-MS-HPLC-Technik quaktéagstimmt. In dem sich jetzt
anschlieendem Abschnitt werden die Resultate diesertafivadn Polyphenolanalyse
auf Ubereinstimmung mit entsprechenden Daten andererd&utgepriift.

Polyphenole liegen in der pflanzlichen Zelle in der Regehhals Aglyka vor, sondern
bilden mit unterschiedlichen, kovalent gebundenen Sulestten zusammengesetzte, gro-
Bere Molekile. Bei Flavonoiden handelt es sich bei diesést8uenten um Methyl- und
Acetylgruppen sowie um verschiedene, glykosidisch gebnad@ucker (WNKEL 2006).
Durch diese Modifikationsmdoglichkeit existiert fur jedemonoid ein mannigfaltiges
Spektrum an verschiedenen Derivaten. Alleine fir Quanaetirden bisher 350 verschie-
dene Derivate beschrieben ARBORNE & BAXTER 1999). Fur die massenspektrometri-
sche qualitative Bestimmung werden Polyphenole daherchighdn ihre einzelnen Be-
standteile fragmentiert (Abschnitt 2.8.2). AnschlieRaretden die molekularen Massen
dieser Molekilfragmente sukzessive bestimmt.

FurA. thalianakonnte GRAHAM (1998) auf diese Weise die Zusammensetzung von meh-
reren, verschiedentlich mit Rhamnose- und Glukosemodekglykosidierten Flavonol-
derivaten darstellen. Da diese Ergebnisse jedoch auf regsemspektrometrischen Daten
beruhten, wurde damals keine Aussage Uber die jeweiligkallsationen der verschiede-
nen Substituenten an den zentralen Flavonolderivatenddnterst Struktur-aufklarende
Untersuchungen mittels NMR-Technik gaben Aufschluss dimeAnbindungsstellen der
von GRAHAM (1998) beschriebenen FlavonolsubstituenteBlTM& PAuLl (1999), b-

NES et al. (2003) und KRHOAS et al. (2006) zeigten unabhangig voneinander, dass die
in A. thalianasynthetisierten Flavonole in der Regel an Position 3 undbb{ldlung 4.4)
glykosidiert werden. Bei den hierfur verantwortlichen gmen handelt es sich um so-
genannte Flavonol-Rhamnosyl- bzw. -Glukosyltransferaselche jeweils in der Lage
sind, sowohl Kampferol- als auch Quercetinmolekile zu gbyitieren. Die irA. thaliana
stattfindende Flavonol-Glykosidierung ist in den Arbeitem JONES et al. (2003) und
KERHOAS et al. (2006) ausfihrlich beschrieben worden.

Fur die vorliegende Arbeit konnte die massenspektronogteidntersuchung fur neun
der elf detektierten, UV-absorbierenden Substanzen Alfss Uber deren molekulare
Zusammensetzung geben (vgl. Abbildung 3.16 und Tabellg Brdter den neun qua-
litativ bestimmbaren Substanzen waren vier verschiedewaerol- (Signal4, 8, 9

und 11), drei verschiedene Quercetin- (Signal3, 6 und 1@)esawei verschiedene
Sinapoylderivate (Signal 1 und 5). Die Zusammensetzungzva weiteren Substanzen
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Rhamnose Flavonol
H, 0, 7 R3._ -
HO™ OH X
H OH

Abbildung 4.4.: Anbindungsstellen der Substituenten von Flavonolen in A. thaliana. In A.
thaliana werden Flavonole (rot) an Position 7 (= R 3) mit einem einzelnen Rhamnosemolekiil
(schwarz) und an Position 3 (=R 2) entweder ebenfalls mit einem einzelnen Rhamnosemo-
lekiil (schwarz) oder einem Di-Hexosid glykosidiert. Das Di-Hexosid ist tiber ein Glukosemo-
lekil (blau) (3—1)-glykosidisch mit dem Flavonol verbunden. Zwischen dem Glukose- und
einem weiteren Hexosemolekiil (Rhamnose: R4 = CH3 oder Glukose: R4 = CH20H) besteht
eine (1—2)-glykosidische Bindung. Quercetin: R1=O0H, Kampferol: R1=H.

Glucose OH

(Signal2 und 7) konnte massenspektrometrisch nicht gekt@rden. Aufgrund der
UV-Absorptionseigenschaften handelt es sich bei diesatebeSubstanzen jedoch mit
grol3er Wahrscheinlichkeit um Hydroxyzimtsauren.

Die aufgrund der Zusammensetzung abgeleiteten Struktieemassenspektrometrisch
untersuchten Polyphenole sind in Tabelle 4.1 aufgefihet. @ereinstimmung dieser
Srukturen mit Ergebnissen anderer Autoren, sind dieserimalzelle jeweils als Referenz
angegeben.
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Tabelle 4.1.: Kritische Auflistung der in Blattern von A. thaliana vermuteten ISslichen Polyphenole nach Abgleich der in Tabelle 3.1
aufgefiihrten Daten mit Ergebnissen anderer Autoren. Angegeben sind fiir jedes Signal die zugehérige Retentionszeit, die detektier-
ten Einzelkomponenten sowie der Name der vermuteten Substanz. Zudem sind als Referenzen jeweils existierende Veroffentlichungen
angegeben, in denen die vermutete Substanz fiir A. thaliana bereits beschrieben wurde.

Signal tz[min] Einzelkomponenten Vermutete Substanz (Referenz)
1 13,3  Sinapoyl, Hexose Sinapoylglukose (LORENZEN et al. 1996)
2 15,7 HCA 5-Hydroxy-Feruloylglukose (HOFFMANN-WULFING 2007)
3 16,5 Quercetin, 2 x Rhamnose, Glukose Quecertin-3-O-Rhamnoglukosid-7-O-Rhamnosid (GRAHAM 1998, JONES et al. 2003)
4 17,4  Kampferol, 2 x Rhamnose, Glukose Kampferol-3-O-Rhamnoglukosid-7-O-Rhamnosid (GRAHAM 1998, JONES et al. 2003)
5 19,6  Sinapoyl, Malat Sinapoylmalat (LORENZEN et al. 1996)
6 22,0 Quercetin, Glukose, Rhamnose Quercetin-3-0O-Glukosid-7-O-Rhamnosid (GRAHAM 1998, KERHOAS et al. 2006)
7 245 HCA -
8 25,1  Kampferol, Cumaroyl, 2 x Glukose Kampferol-3-O-di-Glukosid-7-O-Rhamnosid (VEIT & PAULI 1999)
9 28,2  Kampferol, Glukose, Rhamnose Kampferol-3-O-Glukosid-7-O-Rhamnosid (GRAHAM 1998, VEIT & PAULI 1999)
10 29,5 Quercetin, 2 x Rhamnose Quercetin-3-O-Rhamnosid-7-O-Rhamnosid (GRaAHAM 1998, KERHOAS et al. 2006)
11 35,2  Kampferol, 2 x Rhamnose Kampferol-3-O-Rhamnosid-7-O-Rhamnosid (GRAHAM 1998, VEIT & PAULI 1999)
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Die Zusammensetzungen der sieben detektierten Flavghkokjte entsprechen den Er-
gebnissen von 8AHAM (1998), VEIT & PAULI (1999), DNESet al. (2003) und IER-
HOAS et al. (2006). Daher wird fiur sie jeweils von den Strukturesgegangen, welche
auch in diesen Arbeiten beschrieben stehen. Lediglich deeSubstanzen, welche bei
KERHOAS et al. (2006) aufgefuhrt sind, konnten im untersuchten B8amaterial nicht
nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich um das Kaotpbaw. das Quercetin-
3-O-Rhamnosid. NachaNEs et al. (2003) sind diese Flavonol-Rhamnoside lediglich
als Zwischenprodukte der Flavonolglykosid-Synthese zuabkten, welche irA. tha-
liana nach Entstehen sofort an Position 7 durch eine Glukosyl- leawve Rhamnosyl-
transferase glykosidiert werden. Aus diesem Grund treteBldttern vonA. thaliana

in der Regel nur sehr geringe Mengen dieser Substanzen asfg&inge Vorkommen
mag erklaren, weshalb beide Substanzen im untersuchterz®flaaterial nicht nachge-
wiesen werden konnten. Bei den fur Signal 1 und 5 verantiwsbgh Sinapoylderivaten
handelt es sich mit gro3er Wahrscheinlichkeit um Sinagaktzse (Signal 1) und Sina-
poylmalat (Signal 5). Beide Sinapinderivate sind wich@gstandteile des Sinapinsaure-
Metabolismus. Innerhalb dieses pflanzlichen SynthesewagisSinapinsaure zunachst
mit Glukose zu Sinapoylglukose verestert. In Blattern vorthalianawird Sinapoyl-
glukose anschlie3end durch Austausch des Glukosemolediiksnem Malatrest zu Si-
napoylmalat umgesetzt QRENZEN et al. 1996). Im Gegensatz zu Sinapoylglukose und
anderen loslichen Hydroxyzimtsauren akkumuliert Sin&pajat in A. thalianain den
Vakuolen der Epidermiszellen und hat daher unter den Hydioxsauren die grofite
Bedeutung fur die UV-B-Abschirmung (@PPLE et al. 1992, IORENZEN et al. 1996).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die hier vorggsiaditen der qualitativen Po-
lyphenolanalyse durch entsprechende Ergebnisse austdeatli belegt werden.

Einfluss der Umweltbedingungen auf die Gehalte von Polyphenolen

In Abschnitt 3.2 wurde gezeigt, dass die Umweltfaktoren BIind Kihle eine Ver-
starkung der epidermalen UV-B-Abschirmung vanthalianainduzieren. Um beurtei-
len zu kbénnen, welche der massenspektrometrisch ideatittri Polyphenole fur diese
Verstarkung verantwortlich sein konnten, wurde der Eigflder Umweltfaktoren UV-
B und Kuhle auf den jeweiligen Gehalt dieser Substanzen mRliéattern untersucht.
Den Resultaten dieser quantitativen Gehaltsanalyse ([@ofgen 3.17 und 3.18) ist zu
entnehmen, dass Polyphenole in spezifischer AbhangigkeldZ-B-Bestrahlungsstarke
und Temperatur gebildet werden. So stiegen die Gehalte gidnobdyzimtsauren in Blat-
tern desCOL-Wildtyps temperaturunabhangig bei zunehmender UV-Buabiing von
250umol m~2 auf etwa 70Qumol m—2 an. Niedrige Temperatur wahrend der Kultivie-
rung bewirkte keine Erhéhung der Maximalmenge an Hydraxyzéuren, jedoch wurde
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diese bei 9C schon bei geringeren UV-B-Bestrahlungsstarken errelohtGegensatz
hierzu beschreiben ®BUSCHAEFERRUBE et al. (2009) und RUBER et al. (1996b) keine
durch Kuhle oder UV-B gesteigerte Akkumulation von Hydrexgtsauren. lhrem Pflan-
zenmaterial standen mit 25,2 und 31,1 motid—1 jedoch 8- bis 10 mal héhere tagliche
PAR-Bestrahlungsstarken zur Verfigung als den Versudrsggh des hier diskutierten
Experiments. Da die Synthese von Hydroxyzimtsauren vorPA&-Bestrahlungsstarke
abhangig ist (KLB et al. 2001), ist zu vermuten, dass die Synthesekapazithitser
Polyphenole bei solch hohen Lichtintensitaten bereitdiarkimum erreichen und daher
nicht durch UV-B und Kihle weiter zu steigern sind.

Im Vergleich zu der grundsatzlich durch UV-B steigerbargmtBese der Hydroxy-
zimtsauren, war die Akkumulation der Flavonole unter degepenen Lichtbedingungen
nur bei niedriger Temperatur durch UV-B erheblich zu steigébbildung 3.18). Zwar
enthielten Blatter de€OL-Wildtyps, die bei 2XC und maximaler UV-B-Belastung
gewachsen waren, etwa 18fhol m—2 Kampferol, bei $C gewachsene Blatter akku-
mulierten jedoch bei gleicher UV-B-Bestrahlung mit etwzD 7@nol m~—2 Kampferol
und 250umol m~2 Quercetin erheblich mehr Flavonole. Auch &N et al. (2008) und
ALBERT et al. (2009) konnten eine solche, durch Kuhle steigerbddxeB-abhangige
Synthese von Flavonolen in Pflanzen beobachten.

Insgesamt zeigen die hier vorgestellten Daten, dass diekkation der Flavonole we-
sentlich starker von den induzierenden Umweltfaktorenl&ilmd UV-B abhangig ist als
die der Hydroxyzimtsauren. Aber wie verhélt es sich, wénithaliananicht in Klima-
kammern, sondern im Freiland kultiviert wird? Wie starkarstheiden sich die Polyphe-
nolgehalte in unter natirlichen Umweltbedingungen gewewan Pflanzen von denen der
in Klimakammern kultivierten Versuchspflanzen? Im Zusamhaag mit diesen Fragen
wurde im Rahmen einer Diplomarbeit die Induktion der epiteen UV-B-Abschirmung
an A. thalianaim Freiland untersucht (ECHLER 2010). Ergebnisse der quantitativen
Polyphenolbestimmung aus dieser Diplomarbeit sind in lT@lde2 den hier diskutierten
Daten gegenubergestellt. In beiden Fallen beziehen sechrdiegebenen Flavonol- und
Hydroxyzimtsaure-Gehalte auf d&@OL-Okotyp vonA. thaliana

Die Gegenuberstellung der Polyphenolgehalte lasst wiesentUnterschiede zwischen
den Klimakammer- und den Freiland-Pflanzen erkennen. Widhdee Hydroxzimtséu-
regehalte in Freiland-Pflanzen unverandert, je nach Bdstrgsqualitat aber auch bis
zu 50 % geringer als in Klimakammer-Pflanzen waren, wurdeSgiethese der Flavo-
nole durch die nattrlicheren Wachstumsbedingungen edmelsiduziert. Etwa 10mal
mehr Quercetin (2100mol m—2 bis 2400umol m—2) und bis zu 3mal mehr Kampferol
(600pmol m—2 bis 2050umol m—2) wurde in den Blattern der aus dem Freiland stam-
menden Pflanzen detektiert.
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Tabelle 4.2.: Kampferol-, Quercetin- und Hydroxyzimtsiduregehalte in Blattern von A.
thaliana und Vitis vinifera. Die Substanzmengen sind jeweils in pumolm~2 mit Stan-
dardabweichungen angegeben. Der Hydroxyzimtsauregehalt bezieht sich bei A.thaliana
auf Sinapoyl- und Feruloylderivate und bei V.vinifera auf Kaffeoyl- und Cuma-
roylderivate. WL: Kiinstliches WeiBlicht (ca.4mo|m‘2d‘1PPFD), + UV-B: Kiinstli-
ches WeiBlicht mit UV-B-Strahlung (ca.4mo|m_2d_1PPFD + ca.3,6kim2d-luUv-
B), Marz: Sonnenlicht (ca. 16 mol m2d 1PPFD + ca.8kJm2d1 UV-B), Mai: Son-
nenlicht (ca.33molm=2d"1PPFD + ca.16kJm=2d~1UV-B), -UV: Sonnenlicht ohne
UV-Strahlung (ca.40 molm=2d~1PPFD), SL: Sonnenlicht (ca.40molm=2d~1PPFD +
0,9mJm=2d 1UV-A + 24kJm~2d~1UV-B).

Klimakammer Freiland
21°C 9°C A. thaliana® V. vinifera?
WL +UV-B WL +UV-B | Mairz Mai -Uv SL

HCA 201 696 436 728 268 434 1289 903
+79 +45 +41 +84 +19 £47 4142 451

Kampf. 9 185 290 725 583 2051 127 599
+8 +29 +62 +86 +54 +264 +£21 £83

Querc. 0 7 0 247 2429 2103 450 1426
+3 +45 +456 £513 +£59 481

! TrscHLER (2010) 2 KoLB et al. (2001)

Esist bekannt, dass die Zusammensetzung und der Gehaltygm&aolen fur jede Pflan-
zenart spezifisch zu betrachten isnf&-SmMITH 1968). Ein Vergleich der Polyphenolge-
halte der Klimakammerkulturen vah thalianamit Freilandkulturen anderer Pflanzenar-
ten ist daher grundsatzlich als nicht zuverlassig anzuséb® jedoch einen Eindruck zu
erhalten, welche Polyphenolgehalte von anderen Pflaneenein Freiland akkumuliert
werden, sind in Tabelle 4.2 auch DatenYditis viniferaaufgefuhrt (KOLB et al. 2001). Es
fallt auf, dass bei naturlicher Sonneneinstrahlung, wid.ithalianaso auch inv. vinife-
ra wesentlich mehr Flavonole (20@0nol m—2) als Hydroxyzimtsauren (9g@mol m~2)
gebildet werden. Fur andere Arten wurde ebenfalls bedmémiedass im Freiland unter
naturlichen Strahlungsbedingungen vor allem die Synthes&lavonolen induziert wird
(BIDEL et al. 2007).

Zusammengefasst lassen die in dieser Arbeit vorgestefteyphenolgehalte darauf
schliel3en, dass die Synthese von Hydroxyzimtsauren ineBtézwar in direkter Abhan-

gigkeit zur eingestrahlten UV-B- und PAR-Bestrahlungdstdeschieht, jedoch relativ
frihzeitig von Pflanzen nicht mehr steigerbare Maximalneendieser Substanzen er-
reicht werden. Zudem werden in Blattern Hydroxyzimtsawreoh dann gebildet, wenn
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nur wenig Strahlung auf Pflanzen einwirkt. Flavonole hireyegverden bei geringem
Strahlungsstress kaum synthetisiert. Erst wenn die Lddaeliisgungen fir diese Pflan-
zen, wie im Freiland, aufgrund einer héheren Strahlungsibehg oder einer niedrigeren
Umgebungstemperatur anspruchsvoller werden, beginnéteBl Flavonole und insbe-
sondere Quercetin in vollem Umfang zu akkumulieren. Da imiikammer-Kulturen
sehr viel weniger Flavonole als in Freilandkulturen akkilierti werden, sind auch
die Intensitaten der durch diese Flavonole hervorgerufdeféekte in diesen Pflanzen
deutlich geringer als in Freiland-Pflanzen einzuschatbem. Einfluss von Flavonolen
auf die epidermale UV-B-Abschirmung wird daher in diesarhiorliegenden Untersu-
chung maoglicherweise unter-, der von Hydroxyzimtsaurargégen etwas Uberschéatzt
dargestellt.

Quantitative Gehalte der Polyphenole in Mutanten

Neben den AkzessiondrERund COL wurden auch die erwahnten Polyphenol-Mangel-
Mutanten in diese Untersuchung einbezogen. An ihnen dmkbémmt werden, wie sich
das Fehlen einer polyphenolischen Substanzgruppe in eftarze auf die Akklimatisa-
tion der UV-B-Abschirmung an Kuhle und UV-B auswirkt. Ausrdeu beobachtenden
Effekten der Mutationen sollte auf die jeweilige Bedeutwlsy verschiedenen Polyphe-
nole fur die Abschirmung geschlossen werden. Doch vor dgmgiichen Untersuchung
der Effekte war es zunachst notwendig, die Mutanten auf jdweilige Funktionalitat
zu Uberprufen. Fehlten in diesen Mutanten wirklich die $amsgruppen, deren Synthe-
sewege von den entsprechenden Gendefekten betroffen2Wafasm war mit den jeweils
anderen Polyphenolen? Wurde das Fehlen einer Stoffgrupgen Pflanzen mdglicher-
weise durch die verstarkte Synthese eines anderen PolgisHampensiert?

Aus den Ergebnissen der quantitativen Bestimmung der Retyglgehalte geht hervor,
dass in den untersuchten Mutanten die Polyphenolgrupgeendynthesewege von der
jeweiligen Mutation direkt betroffen waren, wirklich nicgebildet werden (Abbildun-
gen 3.17 und 3.18). Auch zeigen die Daten, dass das Fehlenssilthen Substanz nicht
durch die verstarkte Bildung einer zweiten Substanz korsigetwird. Bei naherer Be-
trachtung der Resultate fallt jedoch auf, dass in f##m1- und tt4-Mutanten nicht aus-
schlie3lich jene Substanzen fehlen oder in geringeren Ereegthalten sind, deren Syn-
thesewege von der Gendeletion direkt betroffen sind. Aueleghalte anderer Polyphe-
nole, deren Synthesewege von den Gendeletionen unbestrflagen sollten, konnen
in diesen Mutanten von den entsprechenden Mengen in Widtgpweichen.

So werden in derfahl-Mutante, in welcher die Sinapinsauresynthese inhibistt i
bei Kihle auch etwa 50 % weniger Flavonole als im Wildtyp tdii HUANG et al.
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(2009) beschrieben ebenfalls dieses Phanomen. Die médlickache hierfur ist, dass
Hydroxyzimtsauren und Flavonoide jeweils verschiedenepEsdukte des gleichen
Phenylpropanoid-Synthese-Wegs sind. Die unterschigghiEnzyme dieses Synthese-
wegs sind im Endoplasmatischen Reticulum (ER) innerhabsMultienzymkomplexes
organisiert (SAFFORD 1974, HRAZDINA & WAGNER 1985, \SLOWSKY & W INKEL -
SHIRLEY 2001). Einige dieser Enzyme besitzen neben der katalgisdrunktion
zusatzlich die Aufgabe, Uber membranstéandige Doméanen degnikomplex am ER
anzubinden und verleihen dem Enzymkomplex auf diese Weisd@nktionelle Struktur
(WINKEL 2004). Die Ferulat-5-Hydroxylase (F5H), ein P450-Pratbesitzt eine solche
membranstandige Domane EMER et al. 1996). Dieses Protein katalysiert den vorletz-
ten Schritt der Sinapinsauresynthese und ist infalet-Mutante genetisch ausgeschaltet
(CHAPPLE et al. 1992). Es ist mdglich, dass bei Nicht-Expressionadiedie Struktur des
Enzymkomplexes stabilisierenden Proteins der Ablauf ésagiten Phenylpropanoid-
synthese gestort wird und neben der Sinapinsaduresynthebeaadere Syntheseschritte
im Enzymkomplex beeintrachtigt werden. Letztlich konnkesddie Ursache dafir sein,
weshalb in derfahl-Mutante deutlich weniger Flavonole als im Wildtyp syntbietrt
werden (Abbildung 3.18).

Dass genetische Defekte in Polyphenol-Mangel-Mutantdrphaiotropen Effekten ver-
bunden sein kénnen, wurde auch in anderen Untersuchungehrieben. So beobachte-
ten FELLETIER et al. (1999) int4-Mutanten, dass bei Nicht-Expression der Chalconsyn-
thase (CHS) auch geringere Proteinmengen der Chalconiasen€CHI) gebildet wer-
den. L et al. (1993) wiederum konnten in d#b-Mutante neben dem Fehlen von Fla-
vonoiden auch deutlich geringere Mengen an Sinapinsarivatkn feststellen. Ein sehr
viel starkerer und bisher noch nicht beschriebener plapetr Effekt wurde jedoch in
der hier vorliegenden Arbeit bé&i4-Mutanten beobachtet. In diesen Pflanzen waren bei
21°C ganzlich keine (Abbildung 3.17) und be?@ (Abbildung 3.18) nur sehr geringe
Mengen an Hydroxyzimtséduren zu detektieren. Fir eine Ztik@nArbeit ergabe sich
somit die Mdoglichkeit, eine beinahe vollstandig PolypHheineie Mutante auf ihre UV-
Resistenzeigenschaften untersuchen zu kénnen.

Eine Konsequenz aus der quantitativen Polyphenolbestimgrist, dass von den Wildty-
pen abweichende Besonderheiten der Polyphenol-Mang&ikn nicht ausschlie3lich
auf die Nicht-Synthese von spezifischen polyphenolischefigduppen zurtickzufiihren
sind. Eine Ursache hierfur ist, dass auch die Gehalte dgmpRehole, deren Synthese-
wege von der jeweiligen Gen-Mutation nicht betroffen saliten, in diesen Mutanten
durch pleiotrope Effekte vermindert sein kdnnen. Da die,Metanten jeweils zugrunde-
liegenden Wildtypen zudem graduell unterschiedliche UR&sistenzen aufweisen (Ab-
bildung 3.12 und BoI13JAMES et al., 2000), muss die Interpretation der Ergebnisse zu
den Mutanten sehr vorsichtig erfolgen.
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4.3.2. Der spezifische Beitrag von Hydroxyzimtsdauren und Flavonolen zur
epidermalen UV-Abschirmung

Bisher wurde gezeigt, dags. thalianasich an UV-B-Stress akklimatisiert, indem die
epidermale UV-B-Abschirmung der jeweiligen UV-B-Bestikaigsstarke und Tempera-
tur angepasst wird. In der Folge wird das in den Blattern sark werdende UV-&
auf eine tolerierbare Bestrahlungsstarke gesenkt. Doehbereits einleitend beschrie-
ben, wird dartiber diskutiert, welche Stoffgruppe der Po&mmle hauptsachlich fur diese
Art der UV-B-Akklimatisation von Blattern verantwortlicist (CALDWELL et al. 1983,
LANDRY etal. 1995, SEAHAN 1996, BJRCHARD et al. 2000, KLB et al. 2001, BDEL

et al. 2007). In den beiden vorangegangenen Kapiteln wuwgdetsieben, dass UV-B und
Kahle in Blattern jeweils eine verstarkte Synthese von laygizimtsauren und Flavo-
nolen bewirken. Die Synthese der Flavonole wird durch dlgseveltfaktoren jedoch
besonders stark induziert. Dennoch ist hiermit die Bedeyitlieser Stoffgruppen fur die
epidermale UV-B-Abschirmung noch nicht geklart.

Wenn eine spezifische Substanz fur die UV-B- und kihleireltezlUV-Abschirmung ver-
antwortlich ist, dann masste ihr Gehalt in UV-B-akklim&isen Blattern mit dem jewei-
ligen Grad der epidermalen Abschirmung korrelieren. Um sjggzifischen Beitrag von
Hydroxyzimtsauren und Flavonolen zur UV-Abschirmung erken zu kénnen, wurden
deshalb zunéachst die epidermalen UV-Absorptionen vontd@laimit ihren jeweils zu-
gehdorigen Gehalten an diesen Polyphenolen in BeziehuregzgeBir die Korrelations-
analyse wurden Blatter deSOL-Wildtyps verwendet, von denen angenommen wurde,
dass sie, da sie keine UV-B-bedingten Schadigungen awdwigsbbildung 3.12), voll-
standig an UV-B-Stress akklimatisiert waren. Das in Ablaild 3.19 dargestellte Ergeb-
nis dieser Analyse zeigt, dass epidermale UV-A- und UV-Bsévption in linearer Ab-
hangigkeit zur Gesamtmenge der aus Blattern extrahieri2oé/phenole stehen. Auch
BURCHARD et al. (2000) stellen einen derartigen linearen Zusammenbaischen Po-
lyphenolmenge im Blatt und epidermaler UV-Abschirmung herGegensatz zur UV-A-
Absorption ist die epidermale UV-B-Absorption jedoch aheziUV-B-Gesamtabsorption
von 90 AUs1.mcm 2 in den Extrakten in nur noch immer geringer werdendem Ma-
Be durch weitere Polyphenole zu steigern. Die bis dahinhdange linear verlaufende
Regressionskurve beschriebenen Messdaten beginnen mugina Sattigungskurve zu
streuen.

Es gibt mehrere mogliche Ursachen fiir den Ubergang derréneBeziehung von Poly-
phenolgehalt und Absorption in eine SattigungskurveL K& PFUNDEL (2005) begriin-

den dies damit, dass die als UV-Abschirmsubstanzen fueigilem Polyphenole vor allem
in den Vakuolen von Epidermiszellen akkumulieren, diedaidéen jedoch nur etwa 90 %
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der Gesamtoberflache eines Blattes abdecken. Die Raumehenisien Vakuolen blei-
ben frei von UV-Abschirmsubstanzen und folglich UV-dugdgig (VOGELMANN 1986,
DAy 1993). Aufgrund dieses sogenannten ,Siebeffekts” wiirde die epidermale UV-
Absorption eines Blattes bei steigendem Polyphenolgeliadim maximalen Grenzwert
annahern, welcher von der Flache der UV-transparenten Rawischen den epiderma-
len Zellvakuolen bestimmt werden wiirde. Ein weiterer Grfimdlen Ubergang des line-
ar verlaufenden Zusammenhangs in eine Sattigungskurdeeiseranderte Lokalisation
von bei hohen UV-B-Bestrahlungsstarken synthetisiertapdhenolen. Wéahrend bei ge-
ringer UV-B-Bestrahlung fast ausschlie3lich in der EpmlisrUV-abschirmungsrelevante
Polyphenole gebildet werden, nimmt mit steigender Bekirajsstarke der Anteil von im
Mesophyll synthetisierten Polyphenolen zug#¥1 et al. 2009). Der UV-abschirmende
Effekt dieser Substanzen ist jedoch aufgrund ihrer tigfeBlatt liegenden Lokalisation
geringer als der von epidermalen PolyphenoleaBHARD et al. 2000, BLGER et al.
2001). Fur eine entsprechende Steigerung der UV-B-Absehnig bedarf es daher gro-
Berer Polyphenolmengen, wenn diese im Mesophyll und nictier Epidermis akkumu-
lieren. Eine ebenfalls nicht zu vernachlassigende Urstohdie Sattigungskurve ist der
sogenannte ,Packungseffekt REL & BRICAUD 1981). Bei zu hoher Konzentration
(,Packung®) beginnen Pigmente sich in einer L6sung gegegzel beschatten. Dadurch
verkleinert sich die jedem Chromophor zur Absorption zurfidgung stehende Flache
und derin vivo Absorptionskoeffizient einer Substanz wird kleiner.

Trotz des Umschlagens des linearen in einen durch eineg@adskurve beschreibba-
ren Zusammenhang von Polyphenolgehalt und epidermalesrptisn sind diesen Gra-
fiken (Abbildung 3.19) verschiedene Informationen zu entnen. So geht aus den je-
weils nah am Ursprung liegenden Y-Achsenabschnitten dgrésionen hervor, dass mit
der Extraktion der Hydroxyzimtséauren, Kampferol- und @e¢inderivate alle relevanten
UV-Abschirmsubstanzen erfasst wurden. Des weiteren wiiden hohen Bestimmt-
heitsmal3en der Regressionen deutlich, dass Hydroxyzinetisduind Flavonole gemein-
sam fur die UV-A- und UV-B-Abschirmung verantwortlich seiriissen. Fir die linearen
Bereiche der Regressionskurven muss zudem gelten, daidi&otyphenole der Blat-
ter in direkter Beziehung zu der epidermalen UV-A- und UVABschirmung stehen,
dass bei Extraktion der Polyphenole die resultierendenaktd das UV-A- und UV-B-
Absorptionsvermogen der Epidermen realistisch wiedemgeBelegt wird dies durch die
in Abbildung 3.20 aufgefuhrten epidermalen Absorptioegsgen von Blattoberseiten.
Die Blatter, auf die sich diese Spektren beziehen, stamme@Q@L- undLER-Wildtypen
sowie von den untersuchten Polyphenol-Mangel-Mutarfadriy, tt4-, tt5-, tt7-Mutante).
Die Polyphenolgehalte dieser Blatter entsprachen aller éh@samtabsorption von weni-
ger als 75 AUsi.mcm 2 in den Extrakten, so dass von einem linearen Zusammenhang
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zwischen den Gehalten und den entsprechenden epidermitabBorptionen ausge-
gangen werden kann. Die vivo erstellten Absorptionsspektren werden hier mit Ex-
tinktionsspektren verglichen, die aus den jeweiligen Gepalyphenolgehalten der zuge-
horigen Blatter und den spezifischen molaren Extinktioeffknenten fur Sinapin- und
Ferulasaure sowie Quercetin und Kampferol (Abbildung bé&)echnet wurden. Trotz
geringer Unterschiede kdonnen die paarweise zusammelgast®pektren als nahezu
deckungsgleich betrachtet werden. Dies gilt sowohl flisgiektralen Absorptionsvertei-
lungen als auch fir die absoluten Absorptionswerte in di&geektren.

Die hohe qualitative und quantitative Ubereinstimmung$leektrenin vivo und in den
Extrakten ist angesichts der Unterschiede, die zwischarogéschen Eigenschaften ei-
ner Blattepidermis und einem klaren Extrakt bestehenaensich. So wurden die Extink-
tionsspektren fur verdinnte und klare Methanolldsungeadimet, fir die die Anwen-
dung des Lambert-Beerschen Gesetzes<4&, c d) zulassig ist. Eine gegenseitige Be-
schattung von Chromophoren oder stérende Lichtstreuuagigmund von Eintribungen
durch ungeldste Bestandteile im Medium existieren hidnmBlatter hingegen sind kom-
plexere optische Systeme. Wie erwahnt, sind UV-absonhikr&olyphenole hier weder
homogen verteilt, noch liegen sie in stark verdiinnter Lgstor. Die bereits beschriebe-
ne Kombination aus ,Sieb-“ und ,Packungseffekt*(PSENs 1956, Day 1993, KOLB

& PFUNDEL 2005) sowie die fur biologisches Material charakteristesadurch ungeloste
Zellbestandteile verursachte LichtstreuungiTA 1958, BJTLER 1962, 1964) bewir-
ken, dass das Lambert-Beersche Gesetz in Blattern keirtggkaail hat.

Doch trotz der andersartigen optischen EigenschaftenBldier im Vergleich zu ver-
dinnten Lésungen besitzen, weisen die in Abbildung 3.26ngEise zusammengestellten
Spektren hohe Ahnlichkeiten miteinander auf. Der Verdieier unterschiedlich erstellten
Spektren bestatigt somit die Annahme, dass innerhalb dearden Bereiche der in Ab-
bildung 3.19 gezeigten Regressionskurven die spektratdridbschwachungen in Blatt-
epidermen und die Absorptionsspektren von zugehdrigengdhaltigen Blattextrakten
einander entsprechen. Die verschiedenen Polyphenotersdihher in den Extrakten in
gleichen Proportionen wie in den Blattepidermen an der W@g¢&ntabsorption beteiligt
sein. Werden die Mengen, in denen Hydroxyzimtsduren undoRlze jeweils in Blat-
textrakten enthalten sind, mittels HPLC-Technik bestimsot kann fir diese Substan-
zen aus ihren jeweiligen Absorptionsspektren deren speladr Beitrag zur UV-A- und
UV-B-Absorption im Extrakt und damit in der Blattepidernbestimmt werden. Die in
Abbildung 3.21 aufgetragenen relativen Beitrage der \eestienen Polyphenole zur UV-
Absorption von Extrakten beschreiben daher, solange digRenolgehalte der Blatter
innerhalb der linearen Bereiche der in Abbildung 3.19 ggeei Regressionen liegen,
auch die prozentualen Anteile, die diese Substanzen garitler UV-Gesamtabsorption
von Blattepidermen besitzen.
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In Ubereinstimmung mit BNDRY et al. (1995) und S8EAHAN (1996) ist diesen rela-
tiven Absorptionsanteilen zu entnehmen, dass bé2dler Hauptteil der epidermalen
UV-Abschirmung durch Hydroxyzimtsauren verursacht wikiir etwa 30 % der UV-
A- und 15% der UV-B-Abschirmung sind bei 2C im COL-Okotyp auf Kampferol-
derivate zurtickzufiihren. Quercetinderivate sind beiadid@@mperatur ohne Bedeutung.
Bei 9°C jedoch, wenn die Synthese der Flavonole zunehmend imtlwiksl, gewin-
nen Flavonole fur die epidermale UV-Abschirmung an BedegitiMehr als 70 % der
UV-A-Abschirmung werden bei dieser Temperatur durch Hiele hervorgerufen. Fir
Blatter, die sich bei 9C entwickelt hatten, liel3 sich der relative Anteil der Flaote

an der epidermalen UV-B-Abschirmung leider nicht exaktigeim, da ab einer UV-B-
Bestrahlungsstarke von 4,5mWdie Polyphenolgehalte der Blatter mehr als einer
UV-B-Gesamtabsorption von 90 AUs criin den Extrakten entsprachen. Damit lagen
diese Gehalte aul3erhalb der linearen Beziehung von UV-8sAdiion im Extrakt und
epidermaler UV-B-Absorption. Der héchste Punkt auf deediren Beziehung zwischen
UV-B-Absorption und Pigmentgehalt entspricht allerdiegsem Anteil der Flavonole an
der UV-B-Gesamtabsorption von etwa 40 % (Abbildung 3.2Bi. ®ll induzierter Fla-
vonolsynthese in den Blattern ist daher fur Flavonole nmee Mindestbeitrag von 40 %
an der epidermalen UV-B-Abschirmung auszugehen.

Doch wie bereits in Kapitel 4.3.1 angemerkt, wird der Eirglusn Flavonolen auf die
epidermale UV-B-Abschirmung in dieser Untersuchung nabgdrweise unterschatzt dar-
gestellt. Dass dies sehr wahrscheinlich ist, geht aus Abbgd 4.5 hervor. In dieser Ab-
bildung sind, &hnlich wie in der zuvor diskutierten Abbifdp3.21, die jeweiligen Antei-
le von Flavonolen (hellgraue Flachen) und Hydroxyzimtsauydunkelgraue Flachen) an
der UV-B-Gesamtabsorption in den Extrakten dargesteliGlegensatz zu der vorherigen
Darstellung, sind in dieser Abbildung jedoch zusétzlicksprechende Freiland-Daten
aus TSCHLER (2010) eingeftigt (Symbole mit roter Markierung). Da das Begiland-
Pflanzen wahrend der Kultivierung zur Verfligung gestand@oarenenlicht aufgrund sei-
ner spektralen Zusammensetzung nicht mit solchen Strgbduellen zu vergleichen ist,
wie sie in Klimakammern verwendet werden, wurden die UV-Bsé@rptionswerte der
Extrakte auf die UV-B-Absorptionen der zugehérigen Blaidermen bezogen.

Wie andere Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, so bedsttaech Abbildung 4.5, dass
Extrakte aus Blattern mit hoher epidermaler UV-B-Absaptihohe Gesamtgehalte an
Polyphenolen enthalten. So enthielten Extrakte von Biéttdie in der Klimakammer
kultiviert wurden und maximale epidermale UV-B-Absorptem von etwa 1,5 aufwiesen,
eine Gesamtmenge an Polyphenolen, die etwa einer UV-B+ftien von 200 AUs cm?

in den Extrakten entsprach. Mindestens 50 % der UV-B-Alsampn in den Extrak-
ten waren dabei auf Hydroxyzimtsauren zurickzufuhrentt&adie hingegen im Frei-
land wuchsen, erreichten epidermale UV-B-Absorptionssveon bis zu 2,7. Gegenuber
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Abbildung 4.5.: Die relativen Anteile von Hydroxyzimtsauren und Flavonolen an der UV-B-
Gesamtabsorption in Extrakten in Beziehung zur Summe der UV-B-Absorptionen der obe-
ren und unteren Blattepidermis. Die Extrakte stammen von Blittern des COL-Okotyps
mit jeweils unterschiedlicher epidermaler UV-B-Absorption. Die y-Achse gibt die UV-B-
Absorptionseinheiten an, die in den Blattextrakten durch Hydroxyzimtsauren (dunkle Sym-
bole) oder durch Hydroxyzimtsauren und Flavonole (helle Symbole) verursacht werden. Aus
dem Freiland stammende Daten sind zusatzlich durch einen roten Punkt gekennzeichnet.
Die entsprechenden Regressionsfunktionen (durchgezogene Kurven) sind eingetragen. Die
verschieden schattierten Flachen zwischen den durchgezogenen Kurven beschreiben fiir bei-
de Stoffgruppen (hellgrau fiir Flavonole, dunkelgrau fiir Hydroxyzimtsiuren) deren relative
Anteile an den UV-B-Gesamtabsorptionen der Extrakte.

den maximalen Epidermalabsorptionen von KlimakammemR#a entspricht dies einer
Steigerung von 80 %. AulRerdem hatte die Gesamtmenge anHeolgien in den Ex-
trakten dieser im Freiland gewachsenen Blatter um etwa 180¢énommen. Der Ge-
halt an Hydroxyzimtsauren war in diesen Blattern jedoch engléich zu den maxima-
len Hydroxyzimtsaure-Gehalten der Blatter von Klimakami#anzen um mindestens
30 % vermindert. Die erhebliche Steigerung der epidermélB-Abschirmung, wel-
che mit einer Kultivierung im Freiland einhergeht, kannelamicht auf Hydroxyzimtsau-
ren, sondern muss auf Flavonole zurlickgefiihrt werden. iyoftydieser Ergebnisse ist
anzunehmen, dass unter naturlichen Bedingungen im Fdedemeblich mehr als 40 %
der UV-B-Abschirmung durch Flavonole verursacht werdem dieser Stoffgruppe eine
grof3ere Bedeutung fur die UV-B-Abschirmung zukommt als ldgdroxyzimtsauren.

Wenn Flavonole die bedeutenderen UV-B-Abschirmpigmeimd, sso bedirfen die in
LANDRY et al. (1995) und B8EAHAN (1996) vorgestellten Resultate, nach denen Flavo-
nolen eine wesentlich geringere UV-B-abschirmende Wigkats Hydroxyzimtsauren
zukame, einer neuen Interpretation. Die voaNDRY et al. (1995) gemachten An-
gaben zur Kultivierungstemperatur (21 bis °Z3 und zum taglichen Lichtgenuss
(~ 8molm2d1) des von ihnen untersuchten Pflanzenmaterials lassen aeh ei
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relativ geringen Flavonolgehalt in diesen Pflanzen schhel®aten von l@FFMANN-

WULFING (2007) ist zu entnehmen (Abbildung 4.6, rot-gestrichelt@d.3), dass unter
solchen Licht- und Temperaturbedingungen@®L-Okotyp vonA. thaliananur etwa
200umolm~2s-1 Kampferol gebildet werden. Fiir die vorHBAHAN (1996) unter-
suchten Blatter ist ein maximaler Kampferolgehalt von gétbl m~2s~1 anzunehmen.

9°C
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E £
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Abbildung 4.6.: Lichtabhangigkeit der Kdmpferolsynthese in A. thaliana bei 9°C und 21 °C.
Die Kampferolsynthese in A. thaliana ist abhangig von der fiir die Photosynthese taglich zur
Verfliigung stehenden Photonenmenge. Diese GroBe berechnet sich aus dem Produkt der
taglichen Bestrahlungsdauer und der PPFD. Die abgebildeten Resultate basieren auf Daten
aus HOFFMANN-WULFING (2007). Die rot-gestrichelte Linie 1 beschreibt die Tagessumme
an Photonen, welche den Pflanzen im hier diskutierten Experiment zur Verfiigung stand. Die
in den Arbeiten von SHEAHAN (1996) und LANDRY et al.(1995) verwendeten Tagessummen
sind durch Linie2 und Linie3 dargestellt. R2=0,9710 bei 21°C und R?=0,9262 bei 9°C.

Nach Abbildung 3.21 (Kultivierung bei @ und 0 W nT2UV-B) entfallen in Arabi-
dopsisBlattern mit diesem geringen Kampferolgehalt nur 30 % derBJAbschirmung
auf Flavonole, der Rest hingegen auf Hydroxyzimtsaurerfgiund der unter diesen
Wuchsbedingungen vergleichsweise geringen Bedeutundrlavonolen fur die UV-B-
Abschirmung konnten die vonANDRY et al. (1995) und B8EAHAN (1996) untersuchten
tt5-Mutanten vermutlich nicht UV-B-empfindlicher afahl-Mutanten sein. Die Auto-
ren mussten Hydroxyzimtsauren somit als die bedeutend&veB-Abschirmsubstanzen
betrachten. Ergebnisse aus der Diplomarbeit ve8CHLER (2010) zeigen jedoch, dass
die Folgerungen dieser Autoren nur fir die in ihren Versauchegewandten Bedingun-
gen gelten. Die Untersuchung vonsCHLER (2010) ergab, dass im Freiland kultivier-
te fahl-Mutanten, die keine Hydroxyzimtsauren enthielten, elibbbgeringere sicht-
bare Strahlungsschaden als vergleichbar kultivigGeMutanten aufwiesen. Wahrend
fahl-Mutanten den Wildtypen vergleichbare PS lI-Quantenautgmeund Zuwachsraten
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in ihrer Biomasse zeigten, wurdétb-Mutanten im Freiland durch den erhéhten Strah-
lungsstress nachhaltig geschadigt.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass Hydroxyzimtsaar&flanzen als Abschirmsub-
stanzen von kurzwelliger UV-Strahlung fungieren. Da siA.ithalianazudem konstitutiv
synthetisiert werden und ihre Synthese nach den vorgest&aten nur relativ wenig von
auReren Umweltbedingungen beeinflusst wird, scheinemsteauch von BDEL et al.
(2007) vorgeschlagen, in der Epidermis von Blattern fieribasalen Abschirmschutz
gegen UV-B-Strahlung verantwortlich zu sein. Wenn sictgkgen aufgrund zunehmen-
der Stahlungsbelastung oder sinkender Kultivierungsegatpr die Wachstumsbeding-
ungen fur Pflanzen verschlechtern, wird die Synthese Zid#rz UV-Abschirmpigmente
induziert. In erster Linie handelt es sich hierbei um Fladtenin Pflanzen wird durch sie
eine erhebliche Steigerung der epidermalen UV-Abschigrhewirkt. Die Abschirmung
durch Flavonole reicht im Gegensatz zu der von Hydroxyziomsn vom UV-B bis in
den Bereich der langwelligen UV-A- und sichtbaren Straglhimein und bietet einen
wesentlich umfangreicheren Schutz vor energiereichehing als die einzig auf Hy-
droxyzimtsauren beruhende UV-Abschirmung.

4.3.3. Die Funktion der Flavonole in A. thaliana

Die Ergebnisse der hier diskutierten Untersuchung umescsten, dass bei den M tha-
liana wirksamen UV-B-Abschirmsubstanzen zwischen konstitggbildeten und indu-
zierbaren Substanzen differenziert werden muss. Auchrfder@ Pflanzenarten wurde
diese Unterscheidung bereits vorgenommext{Tni et al. 2000, BOEL et al. 2007). Die
Zusammensetzung der konstitutiven Abschirmsubstanzerach BATE-SMITH (1962)
artspezifisch einzuschéatzen. Vor allem HydroxyzimtsawienCumar-, Kaffee- oder Si-
napinsaure, aber auch Hydroxybenzoesauren wie etwa iviifigieren als solche Ab-
schirmsubstanzen und bewirken einen von aufR3eren Fak®egiviunabhangigen konsti-
tutiven UV-Schutz. Im Gegensatz hierzu werden Flavonogele dlirch Strahlungsstress
und Kihle induzierbaren UV-Abschirmsubstanzen zugedrdrerva et al. 1995, Ru-
BER et al. 1996b, BRNMAN et al. 1997). BDEL et al. (2007) konnten in den Pflanzen-
artenMorus nigra Prunus mahalelund Lagerstroemia indicgeweils Quercetin- und in
erheblich geringerem Mal3 Kampferolglykoside als solclaedihoide identifizieren. Die
Resultate von lBFFMANN-WULFING (2007) und QSEN et al. (2009) sowie die Daten
der hier vorliegenden Arbeit belegen zudem, dass Flavaaaté inA. thalianaden in-
duzierbaren UV-Schutz bewirken.

Auch wenn die hohe Bedeutung von Flavonolen fir die epidiertd®-B-Abschirmung
nachgewiesen ist, bleibt offen, ob alle Substanzen intieidiaser Stoffgruppe in glei-
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cher Weise an dieser Schutzeinrichtung beteiligt sind.i#&lvan einer gleichwertigen
Beteiligung von Quercetin- und Kampferolglykosiden an d&¥B-Abschirmung waren
aufgrund der vorgestellten Ergebnisse berechtigt. Somwardextrakten aus Blattern,
die in Klimakammern gewachsen waren, hochstens 7 % der B&Bamtabsorption auf
Quercetin zuriuckzufuhren (Abbildung 3.21). Des weiteraarem nicht zur Quercetin-
Synthese befahigtat7-Mutanten nach Kultivierung unter UV-B-Stressbedingunge
anhand der Ergebnisse kaum varBR-Wildtyp zu unterscheiden. Sowohl die epider-
male UV-B-Abschirmung dieser Pflanzen (Abbildung 3.13) aleh die festgestellten
PS1I-Schadigungen (Abbildung 3.12) stimmten im GegengatDaten von anderen
Polyphenol-Mangel-Mutanten mit den entsprechenden Warte Wildtypen Uberein.
Anhand dieser Daten ist anzunehmen, dass Quercetin ketiseherdende Rolle bei der
UV-B-Abschirmung zukommit.

Hingegen zeigen die fur de&2OL-Wildtyp in Tabelle 4.2 aufgefiihrten Polyphenolgehalte,
dass bei Freiland-Kultivierung wesentlich mehr Querc#29umol m—2) als Kampfe-
rol (2051umol m2) in Blattern akkumuliert. Auch Untersuchungen an anderiianP
zenarten belegen, dass im Freiland oder unter Freilantichbn Strahlungsbedingun-
gen in Blattern die Quercetin- die Kdmpferolgehalte dehtlibersteigen (RN et al.
1998, Q.ssoN et al. 1998, KLB et al. 2001, BDEL et al. 2007). Aufgrund dieser er-
heblichen Steigerung des Quercetingehalts kénnte angaearwerden, dass Quercetin-
glykoside besondere, von Kampferolglykosiden abweichdfuhktionen oder Wirksam-
keiten besitzen, die unter Freiland-Bedingungen fiir dasrlgben der Pflanze entschei
dend sein kdonnten. Doch wieder zeigen vasdHLER (2010) durchgefihrte Freiland-
Untersuchungen, dass nicht zur Quercetin-Synthese lpgdati-Mutanten wie entspre-
chende Wildtypen in der Lage sind, UV-B in ihren Epidermenuszhirmen. Diese Mu-
tanten wiesen im Freiland keine sichtbaren Schadigungearalischienen den Mangel
an Quercetin durch eine verstéarkte Bildung von Kampferdt@mpensieren. Eine spezi-
fische Funktion von Quercetin konnte daher auch in dieseefgathung nicht ermittelt
werden.

Untersuchungen an Blattern vBnassica napubelegen vor allem eine epidermale Loka-
lisation von Quercetinglykosiden @8l 1993, BORNMAN et al. 1997). FuLigustrum vul-
garewurde aber gezeigt, dass auch Zellen des Palisadenpareacimd des Mesophylls
Quercetin enthalten kdnnenATTINI et al. 2004, AATI et al. 2009). AulRerdem wird
vermutet, dass Flavonoide in der Lage sind, in ChloropfaSiagulettsauerstoff-Q,)

zu entgiften (AGATI et al. 2007, HRNANDEZ et al. 2009). Da das antioxidative Poten-
zial von Quercetin deutlich hdher einzuschatzten ist adsxda Kampferol (BLAH et al.
1995, RCE-EVANS et al. 1997, BROwN et al. 1998), kdnnte Quercetin als antioxidativ
wirksame Substanz in den Chloroplasten fungieren. In didsal ware jedoch zu erwar-
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ten, dass PSlI-Zentren vdty-Mutanten deutlich UV-B-empfindlicher waren als solche
in Wildtypen. Da dies aber weder bei den Untersuchungen igéewvbrgestellten Arbeit
noch bei den Untersuchungen vorsTHLER (2010) zu beobachten war, bleibt auch eine
maogliche antioxidative Schutzfunktion von Quercetin ireR#len weiterhin fraglich.

Wahrend in der hier vorliegenden Arbeit die kiihleabhan§gethese von Flavonoiden
mit einem bei Kihle erhohten Bedarf an UV-B-Abschirmungriieget wird, schlagen
KORN et al. (2008) vor, dass bei Kuhle synthetisierte FlavonadieleKalte- bzw. Frost-
Akklimatisation dienen. Die Autoren zeigen, wie die Fr@stk vonA. thalianamit dem
Blattgehalt an Flavonolen korreliert. An die Membranenedagert sollen diese Substan-
zen bei frostbedingter Zellentwasserung zu ihrer Statibs beitragen. Auch wird be-
schrieben, dass im Xylem des Sprosses@ercidiphyllum japonicundurch Flavonoide
eine Unterkuhlung bis deutlich untefG erméglicht wird (KaAsuGA et al. 2008). Die
von TISCHLER (2010) erhobenen Freiland-Daten kdnnen jedoch keinenelbhingi-
gen Anstieg der Flavonolkonzentration in Blattern bele@menthielten die Pflanzen im
Méarz (mittlere Minimal-/ Maximaltemperatur im Marz: 2,€/12,3°C) etwa 30 % weni-
ger Flavonole als vergleichbare Pflanzen im wesentlichengd Mai (mittlere Minimal-

/ Maximaltemperatur im Mai: 6,0C / 20,7°C). Bemerkenswert jedoch ist, dass didsa-
bidopsisPflanzen im Marz trotz der geringeren Kampferolgehalteglelich mehr Quer-
cetin akkumulierten als im Mai. Auch Daten voroFFMANN-WULFING (2007) belegen,
dass in Blattern vor\. thalianaQuercetin vor allem bei Kihle akkumuliert wird. Besit-
zen also Flavonole und insbesondere Quercetin eine sleeB@hktion bei der Kihle-
oder Frostakklimatisation? Nach Untersuchungen vemVa et al. (1995) ari\. thaliana
ist die Wahrscheinlichkeit hierflr als gering einzusckéatZin von ihnen durchgefiihrter
Vergleich vonCOL-Wildtypen mittt4-Mutanten ergab hinsichtlich der jeweiligen Frostre-
sistenz keinerlei Unterschiede. Jedoch muss auch zu diesersuchung angemerkt wer-
den, dass das untersuchte Pflanzenmaterial der Wildtyggruad der Kultivierungsbe-
dingungen (Klimakammer, Temperatur: 20, PAR: 8,6 molm?2d-1) nur geringe Men-
gen an Flavonolen hat enthalten kénnen (vgl. Abbildung. 438avierende Unterschiede
in der Kalte- und Frosttoleranz, die auf verschiedene Flalgehalte zwischen Wildtypen
und Mutanten beruhen kdnnten, waren somit kaum zu erwageesen.

Neben der Mdglichkeit, dass Flavonole in Pflanzen antidkidand als Frostschutzmit-
tel wirken kdonnen, werden diese Polyphenole auch mit Aadgeziierten Signalweg-
komponenten in Verbindung gebracheffTE et al. 1999, GISLER et al. 2005, RER &
MURPHY 2006). Als wirklich gesichert kann jedoch nur ihre Funktads pflanzliche UV-
B-Abschirmsubstanzen betrachtet werden. Doch als wieutedd fir Pflanzen ist der
bei Kuhle durch Flavonole bewirkte, epidermale UV-A-Saheinzuschatzen? Verschie-
denen UV-Aktionsspektren €8Low 1974, THIMIJAN et al. 1978, QAITE et al. 1992)
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ist zu entnehmen, dass die schadigende biologische Wikeiawon UV-A-Strahlung im
Vergleich zu der von UV-B-Strahlung zu vernachlassigenWatshalb findet aber dann
bei Kiuihle in Pflanzen eine Steigerung der epidermalen UVb&Sehirmung statt? Wur-
de der schadigende Einfluss von UV-A-Strahlung bisher sokéitzt? Neuere Untersu-
chungen weisen UV-A eine erheblich schadigendere Wirkuagsightbarer Strahlung
Zu (SARVIKAS et al. 2006, RKAHASHI et al. 2010). Betrachtet man etwa die spektrale
Empfindlichkeit des Wasserspaltapparats von PS Il gegerlgddromagnetischer Strah-
lung (HAKALA et al. 2005, ¥YSTJARVI 2008), so ist UV-B etwa 15mal, UV-A jedoch
immerhin noch etwa 10mal schadigender als sichtbare 8trghBei Berticksichtigung,
dass im Sonnenlicht der Anteil der UV-A- den der UV-B-Stratg bei weitem Uber-
steigt, wird klar, dass unter naturlichen Lichtbedingungeich UV-A-Strahlung einen
hochst schadigenden Effekt auf Pflanzen haben mussTR CALDWELL (2003) haben
ein UV-Aktionsspektrum flr Pflanzen erstellt, welches Ibigien langwelligen Bereich
von UV-A-Strahlung hineinreicht. Zum Vergleich dieses 8p@&ms mit einem herkdmm-
lichen Aktionsspektrum (HIMIJAN et al. 1978) ist ein im April 2009 aufgezeichnetes
Sonnenspektrum mit beiden jeweils verrechnet worden uadbildung 4.7 dargestellt.

12 :
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o oll: ! FLINT und CALDWELL (2003)
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— 2.
THIMIJAN (1978)
0

300 320 340 360 380
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Abbildung 4.7.: Biologisch gewichtetes Sonnenspektrum, aufgezeichnet im April 2009. Das
mit roter Linie eingezeichnete Spektrum beschreibt ein nach THIMIJAN et al. (1978) biolo-
gisch gewichtetes Sonnenspektrum. Das Spektrum mit schwarzer Linie wurde nach FLINT
& CALDWELL (2003) erstellt.

Die Gegenuberstellung ergibt, dass das vomF & CALDWELL (2003) um den UV-A-
Bereich erweiterte Aktionsspektrum fur UV-A-Strahlungsd@onnenlichts eine ahnlich
hohe biologische Schadigung erwarten lasst wie fur UV-B48tng. Eine aktuelle Stu-
die zu Sonnenlicht-induzierter Photoinhibition besdbirsbgar, dass hauptsachlich UV-A
und nicht UV-B fur die Schadigung von PS Il verantwortlich(lAKALA -YATKIN et al.
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2010). Aus diesem Grund muss die auf Flavonolen basierdradee epidermale UV-
A-Abschirmung eine groRe Bedeutung fiir das Uberleben vam®&éh im Sonnenlicht
haben. Da sowohl UV-B-Strahlung als auch sichtbares LiehKiihle schadigender auf
Pflanzen wirkt (Abschnitt 3.1), muss auch fur UV-A-Stralgwon diesem Sachverhalt
ausgegangen werden. Die Steigerung der UV-A-Abschirmumghdzuséatzlich akkumu-

lierte Flavonole scheint bei Kiihle fir Pflanzen somit ebdmsdeutend zu sein wie die
Verstarkung des UV-B-Schutzschilds.
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5. Zusammenfassung

UV-B ist eine energiereiche elektromagnetische Strahl8ig ist Teil des natirlichen
Sonnenlichts und kann in Lebewesen groRe Schaden verersddbihere Pflanzen sind
zum Leben auf das Sonnenlicht angewiesen und daher reggl@aath hohen UV-B-
Bestrahlungsstarken ausgesetzt. Zum Schutz vor schéig&h/-B-Strahlung lagern
Pflanzen in den Vakuolen ihrer Epidermiszellen UV-B-absydnde Substanzen ein. Ne-
ben den Umweltfaktoren Licht und UV-B induziert auch KihieesVerstarkung dieser
epidermalen UV-B-Abschirmung. Ziel dieser Arbeit war e Bunktion der Kiihleab-
hangig gebildeten UV-B-Abschirmung zu klaren und die im Mibarganismug\rabidop-
sis thalianahierfir verantwortlichen UV-absorbierenden Substanzecharakterisieren.
Verschiedene Chlorophyll-fluorometrische Methoden und. €fAnalysetechniken fan-
den bei dieser Untersuchung ihre Anwendung.

Die Resultate der durchgefuhrten Experimente zeigen, dageachtet der jeweili-
gen Kultivierungstemperatur die Reparatur von UV-B-gésiigiten PS Il-Zentren in
Pflanzen bei 9C generell langsamer als bei 21 @rfolgt. Die apparente Empfind-
lichkeit von PSII-Zentren gegenuber UV-B nimmt deshalb siitkender Temperatur
zu, der UV-B-Stress in Pflanzen wird groRer. Die bei Kihlest@kte Synthese von
UV-B-absorbierenden Substanzen und die damit einhergieh®erstarkung der UV-
B-Abschirmung in der Epidermis muss daher als eine Kompmmsaeaktion fur

die Verlangsamung der Reparatur von UV-B-geschadigten-B&itren bei niedriger
Temperatur betrachtet werden.

Die Bestimmung der fur die UV-B-Abschirmung relevanten Sahzen ergab, dass aus-
schlie3lich Hydroxyzimtsauren und FlavonoleArabidopsis thalianazum epidermalen
UV-B-Schutz beitragen. Wahrend Hydroxyzimtsauren kdastieinen relativ gleichblei-
benden epidermalen UV-B-Schutz bewirken, akkumulieravdéfiole in der Epidermis
in Abhangigkeit zur UV-B-Bestrahlungsstarke und Temperaind fihren somit zu ei-
ner Verstarkung des epidermalen UV-B-Schildes. Unterriiati&én Wuchsbedingungen,
wenn die Flavonol-Akkumulation maximal ist, entspricht delative Beitrag, den Flavo-
nole zur epidermalen UV-B-Gesamtabschirmung leister, mvehr als 50 %. Aus diesem
Grund mussen Flavonole Arabidopsis thalianals die bedeutendsten epidermalen UV-
B-Abschirmsubstanzen angesehen werden.
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6. Summary

UV-B radiation is short in wavelength and therefore richmergy. As part of solar radia-

tion it can be harmful to organisms. Since sunlight is esakfar most plants, constant
and intense exposure to UV-B is inevitable. To protect thedues against harmful effects
of this exposure, plants store UV-B-absorbing substanmcteeir epidermal vacuoles. Not
only light and UV-B but also low temperature induces an iaseeof this epidermal UV-

B-shield. This thesis examines the sense of the increaseld-shield at low temperature.

Another focus lies on the characterisation of UV-absorlsngstances in the model or-
ganismArabidopsis thalianaTo achieve these goals, different Chlorophyll-fluoroncetr

methods and HPLC-techniques were applied.

The conducted experiments showed that the recovery of phstiem 1| damaged by UV-
B is generally slowed down at low temperature and therefateeces UV-B-stress in
plants. The increased epidermal UV-B-shielding at low terafure has to be understood
as a compensation for the slowed-down recovery of photesyst

The determination of UV-B-shielding substances reveadted $olely hydroxycinnamic
acids and flavonoles contribute to epidermal UV-B-protecttiwhile hydroxycinnamic
acids deliver constitutive UV-B-protection on a relativasitable level, flavonoles accu-
mulate in the epidermal cells depending on temperature adiétion, resulting in an
improved epidermal UV-B-shield. Under natural conditiowsien the flavonol concen-
tration is at its peak, flavonoles are responsible for moaa %0 % of the UV-B-shield.
Therefore flavonoles provide for most of the epidermal UgdBeening inArabidopsis
thaliana
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A. Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

Tabelle A.1.: Abkiirzungsverzeichnis.

*

statistische Interaktion zwischen Faktoren (Statistik)

Abs UV epidermale UV-Absorption

Abs) Absorption bei der Wellenlange

A. thaliana Arabidopsis thaliana

AUs Flacheneinheiten in Chromatogrammen, englisch: AngissU
bzw. beziehungsweise

BG blau-grines Licht

°C Grad Celsius

CHI Chalconisomerase

CHS Chalconsynthase

COL Columbia Okotyp vonA. thaliana

CVI Okotyp vonA. thaliana

Cl195% 95% Konfidenzintervall / Vertrauensbereich (Stét)st
d Tag

D strahlungslose Dissipation bzw. Warme

D1 Protein im Photosystem

D> Protein im Photosystem

DAD Dioden-Array-Detektor

ESI-MS Elektro-Spray-lonisations-Massenspektrometrie
epid. epidermale

fahl Mutante vonA. thaliana(Tabelle 2.1)

F(m/o/v) Fluoreszenz von PS Il (maximale / Grund-/ variable
F(BG) Mit blau-grinem Licht angeregte Chlorophyllfluoresz
F(UV) Mit UV-Strahlung angeregte Chlorophyllifluoreszenz
F3H Flavonol-3-Hydroxylase
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Tabelle A.2.: Abkiirzungsverzeichnis, Fortsetzungl.
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F3'H
F5H

g

h
HCA
HPLC
Hz

LER

Mio.
mg
min
ml
mwW

pmol
m/z

nm
nmol
U. NN

Flavonol-3"-Hydroxylase
Ferulat-5-Hydroxylase

Gramm oder Gravitation (=9,81 m&N kg1)
Stunde(n)

Hydroxyzimtsauren, englisch: Hydroxycinnamic acids
Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatografie
Hertz

Joule

Landsberg erect@kotyp vonA. thaliana
Meter

Million(en)

Milligramm (1023 g)

Minute

Milliliter (10 —31)

Milliwatt (103 W)

Mikroliter (10-61)

Mikromol (10~ mol)

Masse-Ladungs-Zahl

Norden

Stichprobenumfang (Statistik)

Nanometer (10° m)

Nanomol (10° mol)

tber Normalnull

nicht signifikant (Statistik)
Singulett-Sauerstoff

Triplett-Sauerstoff

Hydroxylradikal

Osten

optische Dichte

Okotyp vonA. thaliana



p
P

PAM

P680"

PAL

PAR

Pheo
PPFD

Qa

Qn?™

r2/IR2

I's

rel.

S

SEM

SHA

tr

TRI

tt4, tt5, tt7,
TA

T(UV /-Al-B)
UV-A/-B/-C
UV-Bet
UV-Bj
VE-Wasser
\%

w

w/v

viv
Xe-PAM
z.B.

Tabelle A.3.: Abkiirzungsverzeichnis, Fortsetzungl.

p-Wert (Statistik)
Photochemie
Puls-Amplituden-Modulations-Fluorometer
oxidiertes Reaktionszentrum im PS I
Phenylalanin-Ammoniak-Lyase
Photosynthetisch aktive Strahlung
reduziertes Phaophytin
Photosynthetisch aktive Photonen-Flux-Dichte
Quinon A
2fach reduziertes Quinon A
Bestimmtheitsmalle (Statistik)
Spearman-Korrelationskoeffizient (Statistik)
relative /-r
Sekunde
Standardfehler vom Mittelwert (Statistik)
Okotyp vonA. thaliana
Retentionszeit
Okotyp vonA. thaliana
Mutanten vorA. thaliana(Tabelle 2.1)
Transmission fur Strahlung der Wellenlange
epidermale UV/-A/-B-Transmission
biologisch gewichtete Ultraviolett-A /-B /-Ct&ahlung
effektive Ultraviolett-B Strahlungef fir effektiv
eingestrahlte Ultraviolett-B Strahluniy, fur ir radiated
vollentsalztes (demineralisiertes) Wasser
Volt
Watt/Westen
Anteiliges Gewicht von Substanz A im Gesamtvolumen
Anteiliges Volumen von Lésung A am Gesamtvolumen
Xenon-Puls-Amplituden-Modulations-Fluorimeter
zum Beispiel
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Chemikalienliste

Tabelle A.4.: Auflistung der verwendeten Chemikalien.
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Nr. Chemikalie Bezugsquelle

1. Aceton Roth, Karlsruhe

2. Bovine-Serum-Albumin (BSA) Roth, Karlsruhe

3. EDTA Roth, Karlsruhe

4. EGTA Roth, Karlsruhe

5.  Ficoll Roth, Karlsruhe

6. Ferulasaure Roth, Karlsruhe

7. HEPES Roth, Karlsruhe

8. Heptan, HPLC-Quality Diagonal, Miinster
9. Kampferol, Aglykon Sigma-Aldrich, Taufkirchen
10. KOH Roth, Karlsruhe
11.  Methanol, HPLC-Quality Diagonal, Miinster
12. NaHCOj3 Roth, Karlsruhe
13.  Naringinin, Aglykon Roth, Karlsruhe
14. PEG Roth, Karlsruhe
15. Percoll Roth, Karlsruhe
16. o-Phosphorsaure, 85% v./v. Roth, Karlsruhe
17.  Quercetin, Aglykon Roth, Karlsruhe
18. Salzsdure, 32% v./v. Roth, Karlsruhe
19. Sinapin Roth, Karlsruhe
20. Sorbitol Roth, Karlsruhe
21. Tris, Tris(hydroxymethyl)aminomethan Roth, Karlsruhe




HPLC-Kalibration

2.0
o O v. Analyse Quercetin Sinapin
g 1.5{ @ n. Analyse ]
=7
o £ 1.0 -
5 <
N
-E\ 0-5" T
= p = 0,0901

0-0 T T T T T T T T T T

0.0 0.5 1.0 1.5 20 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

DAD-Signal bei 360 nm [AUs] DAD-Signal bei 314 nm [AUs]

Abbildung A.1.: HPLC-Kalibrationskurven fiir Sinapin und Quercetin. Zugehorige Funkti-
onsgleichungen und BestimmtheitsmaBe sind Tabelle 2.4 zu entnehmen.

UV-B-induzierte PS II-Schadigungen

[%]

Schéadigung von PS 1

0 Ll Ll Ll
0.0 0.2 0.4 0.6

UV-B; [W m?]

Abbildung A.2.: UV-B-induzierte PSI1I-Schadigungen kihl (9°C, schwarze Symbole) und
warm (21°C, weiBe Symbole) akklimatisierter Pflanzen, die bei ihrer jeweiligen Anzuchtstem-
peratur mit UV-B-behandelt worden waren. n=6, =SEM
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Epidermale UV-B-Transmissonen
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Abbildung A.3.: UV-B-Transmissonen der in Abschnitt 3.3 untersuchten Wildtypen von
A. thaliana COL und LER sowie der Deletionsmutanten fahl, tt4, tt5 und tt7.n=3, =SEM
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