Das Alter ist ein hoflich Mann:
Einmal Ubers andre klopft er an;
Aber nun sagt niemand: Herein!
Und vor der Ture will er nicht sein.
Da klinkt er auf, tritt ein so schnell,

Und nun heifl3ts, er sei ein grober Gesell.

(Johann Wolfgang von Goethe)
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Alterung

Das Interesse am Thema Alterung scheint beinahe so alt zu sein wie die
Menschheit selbst und richtet sich vor allem auf eine mdgliche
Lebensverlangerung oder auf die Erhaltung der Jugend. Es findet seinen
Ausdruck z.B. in mythischen Erzahlungen, um einen Jungbrunnen, ein
Lebenswasser oder -kraut, die man in allen Kulturkreisen antrifft. So sucht
Gilgamesch (3. Jahrtausend v. u. Z.) nach dem lebenspendenden Kraut. Im
Garten Eden steht der Lebensbaum und in der griechischen Mythologie
finden sich die goldenen Apfel der Hesperiden. Auch in der Sage um
Alexander den Grol3en ist ein Lebenswasser enthalten und ein Jungbrunnen
bzw. Jungborn wird in skandinavischen Sagen beschrieben.

Naturlich ist dieses Interesse nicht nur auf den literarisch-kinstlerischen
Bereich  beschrankt, sondern schlagt sich auch in intensiver
Forschungstatigkeit nieder. Wie schon die mythologischen Beispiele zeigen
konzentriert sich auch die Forschung vorzugsweise auf medizinische Fragen,
deren Ziel es ist, wenn nicht ewiges Leben, so doch eine hdhere
Lebensqualitat bei héherer Lebenserwartung zu erreichen.

Obwohl eigentlich jeder Mensch ein Vorstellung davon hat, was Altern
bedeutet, sind die wissenschaftlichen Erkenntnisse zu diesem Prozess
immer noch unsicher. Die Alterungsforschung kennt viele unterschiedliche
Theorien, die allgemein in zwei Kategorien eingeteilt werden (Gershon und
Gershon 2000):

1. Programmiertes biologisches Altern.
Es gibt einen Selbstzerstérungsmechanismus, der im Genom des jeweiligen
Lebewesens festgelegt ist.

2. Altern als Folge stochastischer Ereignisse.
Diese Theorien sehen die Ursache des Alterns in zufalligen Schadigungen,
die sich wahrend der Lebensspanne eines Organismus anhéaufen. Diese
Schadigungen beruhen auf umweltbedingten Einflissen und beeinflussen
notwendige Mechanismen des Metabolismus.
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Die Forschung an Alterungsphanomenen in der Medizin und in der Zoologie
haben zahlreiche Erkenntnisse tiber Tod und Uberleben von Zellen gebracht.
Der Mechanismus der Apoptose, wird auf zellbiologischer Ebene bis in Detall
untersucht. Die Apoptose bzw. der programmierte Zelltod stellt einen
regulierten, aktiven Prozess dar, der Proteinsynthese bendétigt und durch den
Zellkern gesteuert wird, allerdings sind nur einzelne Zellen bzw. Gewebe
betroffen. Die Charakteristika der Apoptose sind Zellschrumpfung,
Chromatinkondensation, DNA-Fragmentierung und Proteinabbau durch
sogenannte Caspasen. Haben Pflanzen &hnliche Mechanismen oder
moglicherweise die Fahigkeit in diese Mechanismen einzugreifen? Ein
groRBer Teil der fur die Apoptose des zoologischen Systems beschriebenen
Mechanismen scheint universell anwendbar zu sein. So beeinflussen
Zelltodregulatorgene tierischer Herkunft auch den Zelltod von Pflanzen (Lam
et al. 1999, Jabs 1999, Pennell und Lamb 1997). Beachtenswert ist
auBerdem, dass der programmierte Zelltod ebenfalls in einzelligen
Eukaryonten eine Rolle spielt und dass sogar bei Prokaryonten primitive
Formen des programmierten Zelltodes gefunden wurden (Ameisen 1996).
Zellzykluskomponenten der Tiere, wie z.B. das Retinoblastomaprotein, das in
Saugetierzellen den Ubergang in die S-Phase verhindert, sind ebenso bei
Pflanzen anzutreffen. Unterschiede zwischen tierischem und pflanzlichem
Zellzyklus resultieren u.a. daraus, dass die Entwicklung der Pflanzen starker
von ihrer Umgebung bestimmt wird als es bei Tieren der Fall ist (den Boer
und Murray 2000, Roach 2001).

In der pflanzlichen Entwicklung nimmt die Seneszenz eine herausragende
Rolle ein. Die Seneszenz ist ein Prozess, der den Abbau und die
Mobilisierung von Speicherstoffen erméglicht. Im Unterschied zur rein
passiven  Alterung ist die Seneszenz ein  abgeschlossenes
Entwicklungsprogramm, das mit einer differentiellen Genexpression
verbunden ist bzw. auf dieser beruht. Letztendlich miindet die Seneszenz in
das Absterben des betreffenden Organs oder der ganzen Pflanze.

Im Pflanzenreich existieren verschiedenste Auspragungen der Alterung und
der Seneszenz. Es gibt Beispiele fir kurzlebige Pflanzen, die nur ihren
generativen Zyklus durchlaufen und dann absterben, aber es gibt auch
Pflanzen, die tausende von Jahren als sind (Guarente et al. 1998), wie z.B.
eine Uber 43000 Jahre alte Stechpalme Lomatia tasmanica (Lynch et al.
1998) oder eine 13000 Jahre alte Heidelbeerpflanze (Wherry 1972). Beide
Pflanzen vermehren sich vegetativ und stellen Klone einer Population dar.
Bei den generativ vermehrten Pflanzen findet sich als Beispiel die Bristlecon
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Kiefer (Pinus aristata), die durch dendrochronologische Untersuchungen auf
ein Alter von 4700 Jahren datiert wurde. Die Gemeinsamkeit dieser ,alten®
pflanzlichen Organismen ist eigentlich die Vermeidung der Alterung. Die
Alterung als rein passive Verwitterung spielt bei Pflanzen kaum eine Rolle.
Die Stechpalme stellt zwar einen 43000 Jahre alten Klon dar, allerdings gibt
es kein 43000 Jahre altes, lebendes Individuum. Die Kiefer wiederum besitzt
sehr alte Zellen, die jedoch tot sind und der Stabilitdt des Baumes (Holz)
dienen, wahrend neue, funktionstiichtige Leitgewebe immer wieder neu
durch sekundéres Dickenwachstum entstehen. Die Gewebe dieser Pflanzen
sterben durch aktive Prozesse ab und unterliegen somit nicht der Alterung im
gerontologischen Sinne (Thomas 2002).

1.2 Seneszenz bei Pflanzen

Die Auspragung alterungsspezifischer Symptome stellt sich bei Pflanzen als
sehr inhomogen dar. Im Wesentlichen findet man drei verschiedene Arten
der Seneszenz.

1. Die annuelle Seneszenz (das Laub abwerfende Baume), die von den
Jahreszeiten abhangt,

2. Das monokarpische Absterben und

3. Die sequentielle Blattseneszenz.

Bei der annuellen Seneszenz, die in unseren Breiten alle Laubbaume zeigen,
beginnen die Baume bei verkirzten Tageslangen ihre Nahrstoffe von den
Blattern in den Stamm zu transportieren um in der Folge die Blatter
abzuwerfen. Dies ist vor allem ein Schutz vor Austrocknung, da der hiesige
Winter eine Trockenzeit fur die Pflanzen darstellt. Des weiteren bestiinde die
Gefahr von Frostschaden durch gefrierendes Wasser in den Blattern. Auf
diese Weise geschadigte Blatter wirden fir die Pflanze einen
Nahrstoffverlust bedeuten. Im Herbst sterben alle Blatter gleichzeitig ab. Vom
monokarpischen Absterben hingegen ist die ganze Pflanze betroffen. Die
Nahrstoffe werden in die Frichte transportiert. Die Pflanze investiert in ihre
Verbreitung durch die nachste Generation. Bei Arabidopsis ist dieses
monokarpische Absterben in zwei Prozesse unterteilt. Der erste Prozess
umfasst das Absterben der Rosettenblatter und anderer Organe, wahrend
der zweite Prozess das Sprosswachstum arretiert und somit letztendlich zum
Absterben der gesamten Pflanze fuhrt. Diese Prozesse finden auch in
Arabidopsispflanzen statt, die keine Friichte tragen (Hensel et al. 1993). Ein
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rein altersabhéngiges Absterben von Pflanzenteilen ist hauptsachlich bei
Pflanzen anzutreffen, die mehrjahrig sind, und keinen jahreszeitlichen
Blattwurf oder ahnliche synchrone Absterbevorgédngen aufweisen. (z.B.
immergriine Nadelbdume und tropische Pflanzen). Bei diesen Pflanzen
sterben die Blatter altersgemal’ in der Sequenz ihrer Entstehung wieder ab.

1.3 Das Entwicklungsprogramm Seneszenz

Die Blattseneszenz ist ein aktiver Prozess, der den Pflanzen die
Remobilisierung von Reservestoffen und die Mobilisierung von Metaboliten
vor dem Absterben des Blattes ermoglicht (Bleecker und Patterson 1997).
Das Absterben alter Blatter ist notwendig, um Stickstoff und andere
Nahrstoffe fur die Entwicklung und das Wachstum neuer Organe zur
Verfiigung zu stellen (Wittenbach 1979). Méglicherweise zwingen wahrend
Wachstum und Lebensspanne angereichterte Ballastionen (Ca®**) und
Stoffwechselschlacken die Pflanze zum Abwurf der Blattes (Molisch 1929).
Allgemeine Charakteristika der Seneszenz sind die Abnahme der
photosynthetischen Kapazitat und Verluste an I6slichen Proteinen (Friedrich
und Huffacker 1980). Die Seneszenz kann z.B. durch das Entfernen des
Zellkerns oder die Gabe von Hemmstoffen der Proteinbiosynthese
verlangsamt werden (Noodén et al. 1997). Dies unterscheidet die Seneszenz
von der Alterung, die durch rein passives Fortschreiten charakterisiert wird.
Seneszenz betrifft ganze Pflanzen, oder Organe wie im Falle der
Blattseneszenz bzw. Gewebe wie im Falle der Endospermseneszenz
wahrend der Keimung. Die Wirkung auf so komplexe Strukturen verlangt
einen hohen Grad an Koordination und Regulation und unterscheidet die
Seneszenz damit auch von der Apoptose, die in Pflanzen z.B. bei der
Pathogenabwehr sowie bei der Bildung der Wurzelhaube und der
Tracheenelemente vorkommt (Pennell und Lamb 1997). Es erfolgt kein
kontrollierter Abbau der Reservestoffe, sondern ein rigoroser und lokaler
Abbruch der Zellstrukturen auf Kosten von Stoff- und Energieverlusten
(Pontier et al. 1999). Es ist jedoch nicht ausgeschlossen, das apoptotische
Vorgange bei der Seneszenz von Pflanzen beteiligt sind.



Einleitung 5

SDG Klasse | SAG
>
Klasse Il SAG
v
Blattentwicklung Fortschreitende Senesze>
junges, gruines Blatt A altes, gelbes Blatt

Initialisierung  der
Seneszenz

Abb. 1: Expression Seneszenz-assoziierter Gene. Es gibt hier grundsatzlich Gene,
die wahrend der Seneszenz nicht mehr exprimiert werden (SDG =senescence down
regulated) sowie Gene die wahrend der Seneszenz stérker exprimiert werden
(Klasse 1l Seneszenz-assoziierte Gene - SAG) und Seneszenz spezifische Gene
(Klasse | SAG) (nach Gan und Amasino 1997).

Zur kontrollierten Seneszenz gehort vor allem die Synthese spezieller
Proteine. Diese sogenannten Seneszenz-assoziierten-Proteine (SAP) und
die sie kodierenden Gene (SAG) (Abb. 1) wurden bereits teilweise
identifiziert. Beispiele fir solche ,Seneszenzgene” sind bestimmte
Cysteinproteasen, RNasen, eine Phospholipase D, Metallothionine und die
cytosolische Form der Glutaminsynthetase (Weaver et al. 1997, Buchanan-
Wollaston 1997). Diese Proteine dienen entweder dem Abbau von Proteinen,
Nukleinsauren und Lipiden oder sie unterstitzen den Transport von
Nahrstoffen und Elementen aus dem seneszierenden Blatt durch Entgiftung
bzw. durch Bildung von phloemmobilen Transportformen der Abbauprodukte.
Die Symptome der Seneszenz koénnen also durch Veranderungen im
Nahrstoffhaushalt und der Genexpression beschrieben werden. Das
Verstandnis von Mechanismen der Initiation und der Regulation der
Seneszenz ist jedoch noch lickenhaft (Chandlee 2001). In Fallen, in denen
direkt benachbarte Zellen nicht von der Apoptose betroffen sind, stellt sich
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zum Beispiel die Frage nach einem speziellen Schutz. Es wird vermutet,
dass Zellen, die Uberleben sollen, Signale bekommen, die das Absterben
verhindern (Raff 1992). Bei pflanzlichen Zellkulturen wurden Oligosaccharide
als ,Uberlebensfaktoren* entdeckt, die den Zellen das Uberleben in
ansonsten todlichen Zellverdinnungen ermdglichen (Schréder und Knoop
1995) und in Arabidopsis thaliana Pflanzen bewirkt die Mutation des Hys1-
Proteins (Hyperseneszenzl) einen friihen Seneszenz Phanotyp. Besonders
nach Applikation exogener Zucker wurden Seneszenzsymptome bei dieser
Mutante sichtbar. Dies deutet auf die seneszenzverzégernde Funktion des
Wildtypgens hin (Yoshida et al. 2002). Weiterhin ist auch die suprazellulare
Produktion von ROS (Reaktive-Oxygen-Spezies) und von antioxidativen
Enzymen als Gegenspielern denkbar, wie es in humanen Zellkulturen
beobachtet wurde (Sandstrom und Buttke 1993).

1.4 Blattseneszenz und Transportprozesse in der Pflanze

Die Blattseneszenz wird haufig als Prozess definiert, der die Mobilisierung
von Speicherstoffen vor dem Absterben des Blattes erméglichen soll. Vor
diesem Hintergrund ist es wahrscheinlich, dass die Funktion der
Transportbahnen wahrend der Pflanzenentwicklung einen wichtigen Aspekt
fur das Verstandnis der Seneszenzvorgange darstellt (Feller und Fischer
1994).

Die verschiedenen Organe einer Pflanze, wie Wurzel, Blatter oder Stamm,
sind durch Leitungsbahnen verbunden. Im Xylem wird hauptsachlich Wasser
und darin geloste Stoffe (lonen, Nitrat, etc.) transportiert. Die treibende Kraft
ist die Transpiration an den Spaltéffnungen. Der Nahrstofftransport
(Kohlenhydrate, Aminosauren, Proteine) findet im Phloem statt. Dabei
werden vereinfacht ausgedriickt Nahrstoffe von Orten mit hohem
Nahrstoffgehalt (source) zu Orten niedrigen Nahrstoffgehaltes (sink)
transportiert. Photosynthetisch aktive Gewebe laden Kohlenhydrate in die
Siebréhren des Phloems und erzeugen dadurch dort ein niedriges
osmotisches Potential, das zu einem Wassereinstrom und einem hohen
Druck fuhrt. In den sink-Organen (z.B. wachsende Meristeme, Bliten und
Frichte) werden die Siebréhren entladen, das osmotische Potential steigt, es
kommt zum Wasserausstrom und somit zu einem niedrigeren Druck in der
Siebréhre. Entlang dieses Druckgradienten flie3t der Assimilatstrom von
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source zu sink. Um diese Aufgabe zu bewaltigen hat das Phloem eine
besondere Anatomie (Abb. 2).

Geleitzelle

Vakuole

Mitochondrium

Chloroplast
Zellkern

Retikulum

Mitochondrium
o~

Plastid
—~

Plasmodesmos
~—

Siebrohre
]

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Siebelement-Geleitzellen-Komplexes.

Die Siebrohre und die Geleitzelle gehen aus einer gemeinsamen
Ursprungszelle hervor. Durch massive Veranderungen der jungen Siebréhre,
wie z.B. dem Abbau der Ribosomen, des Golgi-Apparates und der Vakuole
sowie der Umwandlung des endoplasmatischen Retikulums reift sie zu einer
funktionellen Siebrohre heran. Je nach Pflanzenart fehlt der reifen Siebrohre
auch der Zellkern bzw. ist er degeneriert (van Bel et al. 2002). Da fur den
oben genannten Assimilatstrom regulierte osmotische Bedingungen
vorliegen miussen, ist die Zellmembran ein wichtiger Bestandteil der
Siebréhre. Die Siebrohren missen also anders als die Xylemgefalle am
Leben bleiben um ihre Funktion zu erflllen. Regulative Prozesse missen, da
kein intakter Zellkern mehr vorhanden ist, von aufl3en gesteuert werden. Zu
diesem Zweck bilden die Siebrohren und Geleitzellen, die Uber
Plasmodesmen miteinander verbunden sind, eine funktionelle Einheit.
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Das Phloem spielt eine besondere Rolle bei der Seneszenz, indem es
mobilisierte Nahrstoffe des seneszenten Organs fur die Pflanze verflugbar
macht. Daher muss das Phloem als eines der letzten Gewebe angesehen
werden, die der Seneszenz unterworfen werden (Matile 1992, Feller und
Fischer 1994). Die Leitbiindel sind die letzten Blattgewebe, die noch grin
sind, wenn andere bereits gelb sind (Abb. 3).

Abb. 3: Seneszentes Rizinusblatt. Das Blatt vergilbt von den Randern nach innen
und bleibt an den Blattadern am langsten grun.

1.5 Das Ricinus communis L. -System

Um Untersuchungen zum Thema Phloemtransport durchzufihren, ist es
notwendig, die Inhaltsstoffe des Phloemstromes zu analysieren. Dies
bedeutet, dass zuallererst die Moglichkeit gegeben sein muss, moglichst
reinen Siebrohreninhalt einer Pflanze zu erhalten. Da die Siebréhren einen
hohen Turgordruck haben, kann der Inhalt durch Anritzen oder Anschneiden
der Siebrohren austreten. Fast alle Pflanzen schiitzen sich jedoch vor dem
Verlust von Nahrstoffen, indem sie die verwundete Siebréhre an den
Siebplatten durch P-Proteine und die Auflagerung von Wundkallose effizient
verschlieRen. Eine der wenigen Ausnahmen ist Ricinus communis L.
(Milburn, 1970, Hall und Baker, 1972). Besonders die Keimlinge wurden in
der Vergangenheit zur Aufklarung von Transportvorgangen und der
Ernahrungssituation des Keimlings genutzt (Kallarakal et al. 1989).
Rizinuskeimlinge exsudieren den Siebréhreninhalt, der vom Keimblatt
entspringt. Nach vélliger Durchtrennung des Hypokotyls exsudiert der
Keimling Uber den gesamten Hypokotylquerschnitt. Es kann also eine



Einleitung 9

Aussage Uber den gesamten Transport aus den Keimblattern gemacht
werden. Bei den Folgeblattern kann mittels Durchtrennung der Petiolen kein
Siebrohrenexsudat mehr gewonnen werden. Nach Anritzen einzelner
Siebréhren  kann jedoch auch aus erwachsenen Pflanzen das
Siebrohrenexsudat aufgefangen werden. Ricinus communis L. ist also eine
Pflanze, bei der man den Transportstrom direkt untersuchen kann und ist
somit eine der wichtigsten Modellpflanzen auf diesem Gebiet. Die
Rizinuspflanze wachst, indem im Abstand von ungefahr sieben Tagen ein
neues Blatt erscheint. Bei einem Blattalter von 58 Tagen waren etwa 50 %
der Blatter abgeworfen worden (Széderkenyi 1998). Dieses lineare
Wachstumsverhalten, mit seiner zeitabhangigen Blattseneszenz macht
Rizinus  fur die  Alterungsforschung interessant. Insbesondere
Transportvorgange wahrend der Blattalterung kénnen auf diese Weise
verfolgt werden.
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Zielsetzung:

Diese Arbeit ist ein Teilprojekt der von der DFG geforderten Forschergruppe
LAlterungsprozesse bei Pflanzen® Im Mittelpunkt des Interesses steht die
Erarbeitung grundlegender Seneszenzprinzipien. Das Ziel der vorliegenden
Arbeit ist eine Beschreibung der Alterung und natirlichen Blattseneszenz bei
Ricinus communis unter besonderer Bertcksichtigung des Phloems.

Ein Aspekt der Seneszenz ist die Remobilisierung von Speicherstoffen aus
dem alternden Blatt und somit die Bereitstellung von Nahrstoffen fir die
Wachstumsregionen und Speicherorgane der Pflanze. Das Gewebe, das den
Export von Nahrstoffen aus dem Blatt bewerkstelligt, ist das Phloem. Sicher
ist, dass das Phloem mit dem Blatt abstirbt. Konnte es aber auch
mitverantwortlich fur die Initiation der Blattseneszenz sein? Eine Blockade
des Phloems konnte sich Uber die Akkumulation von Metaboliten auf den
Blattmetabolismus auswirken. Maoglicherweise wird das
Entwicklungsprogramm ,Seneszenz“ dadurch beeinflusst oder sogar
ausgelost. Umgekehrt sollten sich seneszenzbedingte Anderungen im
Blattgewebe auch auf das Phloem auswirken. Diese Veranderungen spiegeln
sich in der Zusammensetzung des Siebréhrenexsudates wider. Da auch die
Genexpression  seneszenzspezifische  Veranderungen  zeigt,  soll
dementsprechend auch die Zusammensetzung der
Siebrohrenexsudatproteine untersucht werden.

Die Betrachtung der Blattseneszenz aus dem Blickwinkel des
Phloemtransportes soll verschiedene Parameter des Blattmetabolismus, wie
z.B. den Kohlenstoff- und Stickstoffhaushalt, mit einschlielen. Die
Unterschiede in der Assimilation und der Remobilisierung von Kohlenstoff-
und Stickstoffverbindungen in verschieden alten Blattern, sollten ihre
Entsprechung in der Zusammensetzung des Siebrohrenexsudates finden.
Ein Vergleich des Blattmetabolismus mit dem Transportverhalten des
Phloems soll der weiteren Charakterisierung der Blattseneszenz von Ricinus
communis dienen.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenanzucht

Fur die Experimente wurden Pflanzen der Art Ricinus communis L. var.
Sanguineus verwendet (Florensis, Freiburg bzw. Benary, Hannoversch-
Minden). Die Anzucht der Pflanzen erfolgte auf feuchtem Vermiculite in
Anzuchtschalen. In einer geschlossenen Kammer wurden die Samen unter
Sprihnebel bei 30° C inkubiert, bis die Keimblatter entfaltet waren. Wegen
der Gefahr von Pilzinfektionen musste das Endosperm nach ca. einer Woche
entfernt werden. Nach einer weiteren Woche konnten die Pflanzen in den
Anzuchtschalen in das Gewachshaus uberfuhrt werden. Nach einer
zweitdgigen Akklimatisation wurden sie in Erde (Lauberde, Torfsubstrat,
Bimskies und Langzeitdiinger) gepflanzt. Die Gewachshausbedingungen fir
die Ricinus communis L.-Anzucht waren 12 Stunden Licht, bei 25°C und
20° C in der Dunkelphase. Die Luftfeuchtigkeit konnte im Gewachshaus nicht
reguliert werden.

2.2 Exsudatentnahme an Petiolen von Ricinus communis L.-
Pflanzen

Die Untersuchung von Inhaltsstoffen des Phloems setzt die Gewinnung
reinen Phloemexsudats voraus. Das Versuchsobjekt Ricinus communis L.
bietet diese Mdoglichkeit. Verletzte Siebrohren, werden bei Rizinus nicht
verschlossen, so dass der Assimilatstrom durch den Schnitt austreten kann
(Milburn  1970). Im Gegensatz zu Rizinus-Keimlingen, bei denen das
Hypokotyl mittels einer Rasierklinge ganz durchtrennt wurde, durften adulte
Pflanzen nur angeritzt werden. Um sicherzustellen, dass das
Siebréhrenexsudat nur aus dem Blatt kam, dessen Blattstiel angeritzt wurde,
wurde vorab ein sogenannter Sperrschnitt gesetzt. Dieser Sperrschnitt war
stangelnah. Sein Exsudat wurde verworfen. Nach ca. 5 Minuten wurde ein
zweiter Schnitt ungefahr 2-3 cm néaher zum Blatt gesetzt, aus dem nach
Verwerfen der ersten 5 ul das Exsudat gesammelt wurde.
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2.3 Mikroskopische Untersuchung von Siebrohren in den
Mittelrippen von Rizinusblattern

Die mikroskopischen Schnitte zur Untersuchung von Siebréhren wurden
anhand der Farbung der Siebplatten mit Anilinblau durchgefihrt (Milde,
1996). Die Praparate wurden im Exsikkator mit einer Fixierlésung (4% (w/v)
Paraformaldehyd in 50 mM Natriumphosphatpuffer, pH 7,5) infiltriert. Die
fixierten Gewebestlicke wurden eingebettet (Tissue-TEK O.C.T. compound,
Sakura Finetek, U.S.A) und mit einem Gefriermikrotom (Frigocut 2800-N,
Reichert-Jung, Heidelberg) bei —20° C geschnitten. Die Schnitte waren 60 um
stark und wurden in 100 mM Natriumhydrogenphosphat auf einem
Objekttrager platziert. Auf dem Objekttrager erfolgte die Farbung mit 0,01%
(w/v) Anilinblau in 1 mM Natriumhydrogenphosphat fiir 5 Minuten bei RT. In
einem Auflichtfluoreszenzmikroskop (Zeiss, Typ Standard WL) konnte unter
Verwendung eines Anregungsfilters 400-440 nm, eines Farbteilers 460 nm
und eines Sperrfilters 470 nm die UV-Fluoreszenz der Siebplatten
wahrgenommen werden. Die Arbeiten wurden im Zuge ihres
Laborpraktikums von Katja Hartig durchgefuhrt.

2.4 Nitratbestimmung in Blattgewebe und Siebréhren-
exsudat

Der Nitratgehalt in den Rizinusblattern wurde mit HPLC bestimmt (Thayer
und Huffaker 1980). Dazu wurde ein Blattextrakt aus den Rizinusblattern
gewonnen, indem je 100 mg getrocknetes und gemahlenes Blattmaterial
zweimal mit 1 ml H2Opigest. bei 95° C fur 10 Minuten inkubiert wurden. Im
Anschluss an jede Inkubation wurden die Reaktionsgefal3e in einer
Tischzentrifuge bei 15000x g zentrifugiert und der Uberstand abgenommen.
Die Uberstande beider Inkubationen wurden vereinigt und nach geeigneter
Verdinnung durch HPLC analysiert. Siebrohrenexsudat wurde mit H2Opigest.
verdiannt und der Nitratgehalt direkt durch HPLC bestimmt.

Fur die HPLC-Analyse wurde ein Kontronsystem (Biotek, Neufahrn)
verwendet. Die HPLC bestand aus einer HPLC-Pumpe Kontron 414 mit
automatischem Probengeber (Kontron 360). Die Trennung erfolgte
isokratisch bei einer Flussrate von 2 ml/min Uber eine lonenaustauschersaule
Vydac Typ 302 I.C. (Vydac, CA, USA) mit 0,02 molarem KH,PO4-Puffer, pH
2,7. Die Daten des UV-Detektors bei 210 nm (Kontron 432) wurden auf
einem PC mit der Software Kontron D450 ausgewertet.
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2.5 Nitratreduktase Aktivitat

Die Nitratreduktase-Aktivitat in Blattern von Ricinus communis L. wurde in
einem in vivo Test bestimmt (Gebauer et al. 1984). Fur diesen Test wurden
mit einem Korkbohrer aus den zu untersuchenden Blattern 10 Blattscheiben
mit einem Durchmesser von 0,75 cm ausgestanzt und in lichtundurchlassige
Gefalle gegeben. Die Inkubationsgefal3e enthielten je 10 Blattscheiben und 5
ml der Inkubationslosung (0,25 M Kaliumdihydrogenphosphat, 1,5 % 1-
Propanol, 0,08 M Kaliumnitrat, pH 7,5 [KOH]), die mit einer Vakuumpumpe
infiltriert wurde. AnschlieRend wurde das Vakuum durch Stickstoffgas ersetzt.
Dies war unerla3lich, da sowohl Licht als auch Sauerstoff den Test negativ
beeinflussen wirden. Die Testgefale wurden nun fur zwei Stunden bei 30° C
im Dunkeln geschittelt. Nach der Inkubation wurden 500 pl der
Inkubationslésung entnommen und mit 300 pl 5%iger Sulfanilamid-Lésung
(in 3N HCI), 300 ul 0,1%iger N-Naphtylethylendiamin-Lésung (in H2Opidest.)
und 400 pl H2Opigest. gemischt. Die Farbentwicklung war nach 20-minutiger
Inkubation im Dunkeln bei RT abgeschlossen und konnte im Fotometer bei
einer Wellenlange von 540 nm gemessen werden. Als Blindwert fungierte ein
Ansatz mit Inkubationslésung.

2.6 Glutaminsynthetase Aktivitat

2.6.1 Photometrische Analyse

Die Glutaminsynthetase-Aktivitit wurde anhand der Ubertragung von
Natriumglutamat auf Hydroxylamin gemessen. Diese Reaktion fuhrt zu dem
Endprodukt y-Glutamylhydroxamat, welches bei 540 nm photometrisch
bestimmt werden kann. Zur Bestimmung der Glutaminsynthetase Aktivitat
wurde zuerst ein Proteinextrakt aus frischem Pflanzenmaterial hergestellt.
Eine Blattscheibe von 2,5 cm Durchmesser wurde gewogen, in ein 2 mi
Reaktionsgefal? gegeben, und nach Zugabe des vierfachen Volumens (w/v)
an Extraktionspuffer (s.u.) in einem Ultraturrax homogenisiert. Die Extrakte
wurden mit 15000x g bei RT zentrifugiert. 100 pl des Uberstandes wurden mit
jeweils 250 pl Reaktionspuffer (s.u.) in einer Blindprobe und einem
Reaktionsansatz eingesetzt und 20 min bei RT geschuttelt. Die Blindprobe
wurde direkt mit 500 pl der Stopplosung (s.u.) versetzt, so dass keine GS-
katalysierte Reaktion stattfinden konnte. Dies war notwendig, da sich durch
Hydroxylamin farbbare Substanzen im Extrakt befanden. Nach 20 Minuten
wurden zum Reaktionsansatz ebenfalls 500 pl der Stopplésung
hinzugegeben. Blindprobe und Reaktionsansatz wurden in der
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Tischzentrifuge bei 15000x g zentrifugiert und die optische Dichte der

Uberstande wurde im Photometer bei 540 nm gemessen.

Extraktionspuffer:

200 mM Tris-HCI, pH 7,5
2 mM Na-EDTA
3mMDTT
1 mM Glutathion reduziert
10 % Glycerol

Reaktionspuffer:

50 mM Imidazol, pH 7,2
18 mM ATP

45 mM MgCl,

25 mM Hydroxylamin

92 mM L-Natriumglutamat

0,2 mM PMSF

Stopplésung:

370 mM FeCls
20 % TCA
in 1M HCI

2.6.2 Glutaminsynthetase Aktivitatsgelelektrophorese

Um die Glutaminsynthetase-Aktivitdt von Glutaminsynthetase 1 (GS1) und
Glutaminsynthetase 2 (GS2) unabhdngig voneinander zu untersuchen,
wurde die Aktivitatsfarbung nach Trennung der Proteine des Blattextraktes
im nativen Polyacrylamidgel nach Rhodes (1975) durchgefuhrt. Die
Extraktion von 1 g frischem Blattmaterial erfolgte durch Mdérsern in 2 ml
Extraktionslosung mit etwas Seesand. Der Extrakt wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal? tberfuhrt und 10 Minuten lang bei 15000x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR pipettiert und bis zur
Gelelektrophorese  auf Eis gelagert. Nach  Bestimmung  der
Proteinkonzentration (siehe 2.9) wurde ein Gel mit Proben beladen, die den
gleichen Proteingehalt aufwiesen. Ein weiteres Gel wurde mit Extrakten
gleichen Volumens beladen. Die Gele wurden, wie in Kapitel 2.10.1
beschrieben, hergestellt und wiesen einen Polyacrylamidgehalt von 6,5% im
Trenngel und 4% im Sammelgel auf. Der Laufpuffer bestand aus 192 mM
Glyzin und 25 mM Tris mit einem pH von 8,3. Die Elektrophorese wurde mit
25 mA durchgefiihrt und dauerte 3 Stunden. Um Uberhitzung und damit eine
Schadigung der Enzymaktivitat zu vermeiden, wurde der Laufpuffer jeweils
nach einer Stunde durch frischen gekihlten Laufpuffer ersetzt. Nach
Abschluss der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Gele mit dem
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Equilibrierungspuffer (Reaktionspuffer ohne Substrate) in Kunstoffbeutel
eingeschweiflt und 15 Minuten bei Raumtemperatur geschittelt. Danach
wurde der Equilibrierungspuffer durch den Reaktionspuffer ersetzt und
weitere 30 Minuten auf dieselbe Weise inkubiert. Nach der Halfte der Zeit
wurden die Gele gewendet. Nach dem mdglichst vollstandigen Entfernen des
Reaktionspuffers wurde die Farbreaktion durch Zugabe der Stopplésung
ausgel6st. Unmittelbar nach dem Erscheinen der Aktivitatsbanden wurde die
Stopplosung entfernt und das Gel mit einem Flachbettscanner digitalisiert.
Dies war notwendig, da die gefarbten Proteinbanden nur kurze Zeit sichtbar
waren und danach verblassten.

2.7 Aminosaureanalyse

Die Bestimmung von Aminosduren im Blattgewebe und im
Siebrohrenexsudat von Ricinus communis L. wurde nach Schurr und
Gebauer (1989) durchgefuhrt. Frisches Blattmaterial wurde bei
Raumtemperatur in 80 % Aceton (Verhaltnis 1 ml zu 150 mg Blattgewebe)
gemorsert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefa? wdberfihrt und 30 Minuten zur
Prazipitation der Proteine auf Eis inkubiert. Nach 15-minitiger Zentrifugation
bei 15000x g wurde der Uberstand in ein frisches, gewogenes
Reaktionsgefal tberfuhrt. Das Pellet wurde auf die gleiche Weise noch ein
zweites Mal extrahiert und beide Extrakte vereinigt. Das Aceton wurde unter
einem Luft bzw. N2-Strom abgedampft, bis nur noch die wassrige Phase
Ubrigblieb. Das Restvolumen wurde durch Wiegen bestimmt und ein Tell
daraus in einer anfanglichen Verdinnung von 1:20 durch HPLC analysiert.
Um die Aminosauren detektieren zu kdnnen, mussten sie derivatisiert
werden. Die Derivatisierung beruht auf Umsetzung der priméaren
Aminogruppe einer Aminosaure mit o-Phtalsauredialdehyd zu einem
fluoreszierenden Derivat.
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Abb. 4: Derivatisierung von Aminosduren durch o-Phtalsduredialdehyd und
Mercaptoethanol.

Diese Reaktion erfolgte durch einen automatischen Probengeber
(Autosampler 460, Kontron) direkt vor der Auftrennung der Aminosauren
Uber eine Hypersil 120 ODSII, 5 um Saule (Muder und Wochele, Berlin). In
den Probengefal3en, befanden sich 40 pl der zu analysierenden Probe. Nach
Zugabe von 80 pl des Derivatisierungsreagenz (siehe Tab. 3) und
Durchmischung wurde eine Reaktionszeit von 2 Minuten eingehalten, bevor
die nun derivatisierte Probe im HPLC-System aufgetrennt wurde. Der
Gradient und die Losungsmittel der Aminosauretrennung setzten sich, wie in
den Tab. 1 und Tab. 2 beschrieben, zusammen. Die Auswertung der Peaks
erfolgte auf einem Computer mit dem Datensystem D450 (Kontron); die
Peakflachen der Aminosauren wurden dabei gegen die Peakflachen von
Aminosaurestandards kalibriert. Die Aminosauren des Standardgemisches
lagen in einer Konzentration von 40 uM vor.
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Tab. 1: Fir die Aminosaure-HPLC benutzte Losungsmittel

Pumpe A: |50 mM Na-Acetat (pH 6,8 mit HsPO4), 1,5% Tetrahydrofuran

Pumpe B: |97% Methanol (MeOH), 3% Tetrahydrofuran

Tab. 2: Zeitlicher Verlauf des Losungsmittelgradienten der Aminosaureauftrennung

Zeit Fluss A [%] B[%] Kurvenverlauf
[ml/min]
0 1 100 0 *
12,5 1 85 15 linear
65 1 50 50 linear
67 1 0 100 linear
69 1 90 10 linear
70 1 100 0 linear

Tab. 3: Das Derivatisierungsreagenz setzte sich aus 50 Teilen Reagenz A und 3
Teilen Reagenz B zusammen.

Reagenz A: |99 g Borsaure, 52 g KOH, 2 ml Brij 35 ad 1 Liter pH 10,5

Reagenz B: |800 mg o-Phtalsduredialehyd in 10 ml Ethanol + 2 ml
Mercaptoethanol
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2.8 Askorbatbestimmung

Die Askorbatkonzentration einer Probe wurde mittels HPLC-Auftrennung und
photometrischer Detektion bei 265 nm bestimmt. Dabei wurde der reduzierte
Anteil des Askorbats gemessen, nicht aber der oxidierte Anteil. Durch die
Reduktion des Askorbats in einer Probe wurde der Gesamtgehalt dieser
Probe bestimmt. Die Bestimmung des Askorbats ohne Reduktion im
Vergleich mit der reduzierten Probe spiegelt den Reduktionsgrad des
Askorbats wider. Zur Qualitatskontrolle wurde einem parallelen Ansatz die
Askorbat-Oxidase zugegeben. Dieser Ansatz enthielt kein messbares
Askorbat mehr und spiegelt die Grundlinie des Chromatogramms wieder.

2.8.1 Askorbatextraktion aus Pflanzengewebe

Zur Extraktion von Askorbat aus Pflanzengewebe, wurden 50-100 mg
frisches Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver
zermahlen und anschlieend mit 1500 ul 0,2 M HCI vermischt. Durch
Zentrifugation bei 15000xg und 4° C erfolgte die Abtrennung der festen
Zellbestandteile. Der Uberstand, der das Askorbat enthielt, wurde in ein
neues Gefald Uberfihrt und bis zur HPLC-Analyse kihl gelagert.

2.8.2 Reduktion des Askorbats

Ein Teil des extrahierten Volumens wurde zur Bestimmung des
Askorbatgesamtgehaltes reduziert. Dazu wurden

100 pl des HCI-Extraktes mit

200 pl 200 mM CHES-Puffer, pH 9,3 und
120 pl 1220 mM DTT

bei RT inkubiert.

Nach 30 Minuten wurden 30 pl 1 M HCI zugegeben und die Proben in der
HPLC analysiert.
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2.8.3 Oxidation des Askorbats

Ein Volumen von 50 ul des HCI-Extraktes wurde mit 50 pl einer 200 mM
Natriumacetat-Lésung, pH 8 und 10 ul der Askorbat-Oxidase (170 U/ml)
versetzt und 30 Minuten bei 37° C inkubiert; nach Zugabe von 10 pl 3,7 M
Natriumacetat fand die HPLC-Analyse statt.

2.8.4 Quantifizierung des Askorbats

Der Blattextrakt bzw. das Siebrohrenexsudat wurden mittels HPLC
fraktioniert und der Askorbatanteil wurde quantifiziert. Die Chromatographie
der Proben wurde tber eine Hypersil 120 ODSII, 5 um Séaule (Muder und
Wochele, Berlin) mit einer HPLC-Pumpe (Kontron 414) und einem
automatischen Probengeber (Kontron 360) durchgefihrt. Das Laufmittel war
1,5 % (w/v) NH4H2PO4, pH 2,8 und wies eine Flussrate von 1 ml/min auf. Das
Signal der UV-Detektors bei 265 nm wurde mit dem HPLC-Programm
Kontron D450 quantifiziert. Die Sensitivitat des Systems war grof3 genug, um
die Proben stark verdinnt (mindestens 1:20) einzusetzen.

2.9 Proteinbestimmung nach Bradford

Proteinbestimmungen wurden nach dem Prinzip von Bradford (1976)
durchgefuhrt. Dafir wurde das ,Bradford-Reagenz” von BioRad (Munchen)
verwendet. Die Proteinbestimmung wurde als ,Microassay Procedure” nach
Herstellerangaben durchgefiihrt. Dazu wurden 800 pl der Probe in der
geeigneten Verdinnung mit 200 pl des konzentrierten Bradford-Reagenz
versetzt und vorsichtig gemischt. Nach einer Inkubation von 5 Minuten
wurden die Proben in Halbmikrokiivetten (Sarstedt, NUmbrecht) bei 595 nm
im Photometer gegen einen Referenzwert ohne Protein gemessen. Aus einer
Eichreihe mit BSA (Rinderserumalbumin, Sigma, Deisenhofen) konnten die
ermittelten Extinktionen einer bestimmten Proteinkonzentration zugeordnet
werden.



20 Material und Methoden

2.10Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

2.10.1  Nicht denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Die nicht denaturiende Polyacrylamidgelelektrophorese wurde in einem
kontinuierlichen Puffersystem durchgefuhrt (Laemmli et al. 1970). Fur die
Elektrophorese wurde die Elektrophoresekammer Mini-Protean-1l (BioRad,
Minchen) verwendet. Das Trenngel wurde aus einer 6,5%igen (v/v)
Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung (37,5:1; Applichem, Darmstadt) in 475 mM
Tris-HCI pH 8,8 hergestellt. Das Sammelgel hingegen wurde mit einer
4%igen Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung in 62,5 mM Tris-HClI pH 6,8
angefertigt. Der Tris-Glyzin Laufpuffer wurde sowohl auf der Anoden-, als
auch auf der Kathodenseite eingesetzt und bestand aus 25 mM Tris und 192
mM Glyzin (ICN, Eschwege). Der pH-Wert des Laufpuffers lag bei 8,3 und
brauchte nicht eingestellt zu werden. Zur Beladung der Gele wurden die
Proben im Verhaltnis 10:1 mit einem Beladungspuffer versetzt, so dass eine
Endkonzentration von 4 % (w/v) Saccharose und 50 mM Tris pH 6,8, sowie
0,001 % (w/v) Bromphenolblau erreicht wurde.

2.10.2 SDS-PAGE

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer GroRe wurde die
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese verwendet. Anders
als bei der oben beschriebenen nicht denaturierenden PAGE wurde hier ein
diskontinuierliches Puffersystem eingesetzt. Das heil3t an Kathode und
Anode befanden sich verschiedene Puffer (Schagger und von Jagow 1987).
Es wurden, wenn nicht anders erwahnt, 10%ige Trenngele mit 4%igem
Sammelgel fir eine BioRad MiniProtean™ Gelelektrophoresekammer
angefertigt und ein elektrisches Feld mit maximal 100 V und 50 mA angelegt.
Die Auftrennung wurde gestoppt, wenn der blaue Farbstoff des
Beladungspuffers (RotiLoad, Roth, Karlsruhe) das Ende des Gels erreicht
hatte. Zur Kontrolle des Molekulargewichtes wurde der Proteinstandard
Mark12™ (Invitrogen, Groningen) benutzt. Sollten die Proteine auf eine
Membran geblottet werden, so wurde stattdessen der mehrfarbige
Proteinstandard MultiMark™ (Invitrogen, Groningen) eingesetzt.
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2.10.3  2D-Gelelektrophorese

Die zweidimensionale Auftrennung von Proteinen erfolgte in der ersten
Dimension durch isoelektrische Fokussierung, die in [IPG-Streifen
(Amersham Pharmacia, Freiburg) durchgefuhrt wurde und in der zweiten
Dimension durch SDS-Gelelektrophorese, die kein Sammelgel bendétigte,
aber sonst wie oben beschrieben durchgefihrt wurde.

Extraktion von Blattgewebe zur zweidimensionalen Auftrennung:

Die Proteinextraktion aus Blattgewebe wurde nach Goérg et al. (1988) mit
einigen Anderungen durchgefiihrt. Das Blattmaterial wurde zuerst in
flussigem Stickstoff gemorsert, in 2 ml-Reaktionsgefal3e Uberfihrt und mit
eiskalter (-18°C) 10% TCA in Aceton incl. 0,07% 2Mercaptoethanol fur 45
min prazipitiert. Nach 10 Minuten Zentrifugation bei 4° C wurde das Pellet mit
eiskaltem Aceton incl. 0,07% 2-Mercaptoethanol gewaschen. Der Uberstand
wurde verworfen und das Pellet wurde getrocknet. Die Extraktion der
Proteine erfolgte, indem das Pellet mit Lysispuffer (9,5 M Harnstoff, 2% (w/w)
Triton X-100, 0,8% (w/v) Pharmalyte pH 3-10, 1% (w/w) DTT and 5 mM
Pefabloc) im Verhdaltnis 100 mg Pflanzenmaterial zu 1 ml Lysispuffer
durchmischt wurde. Nach 20-minttiger Zentrifugation bei 4° C befanden sich
die I6slichen Proteine im Uberstand.

1. Dimension: Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung wurde in einer Multiphor-Gelapparatur mit
.Jmmobiline  Drystrips]” (beides Amersham Pharmacia, Freiburg)
durchgefuhrt. Die Drystrips genannten Gelstreifen enthalten Acrylamide, die
entweder eine saure oder eine basisch puffernde Gruppe tragen.
Unterschiedliche Anteile dieser speziellen Acrylamide in der Acrylamid-
Bisacrylamid Mischung bauen den pH-Gradienten auf. Fir die Auftrennung
von Rizinusproteinen aus Blattgewebe und Siebréhrenexsudat wurden
Drystrips mit einem nichtlinearen pH-Gradienten von pH 3 bis pH 10
verwendet. Vor der Elektrophorese mussten die getrockneten Gelstreifen
rehydratisiert werden. Mit Hilfe des sogenannten ,Reswelling Trays[]” wurde
diese Rehydratisierung an die Beladung mit Protein gekoppelt, indem die
Proteine in dem Rehydratisierungspuffer aufgenommen wurden und die Gele
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in ein bestimmtes Volumen dieser Lésung gelegt wurden. Bei der Prozedur
wurde entsprechend den Anweisungen des Herstellers verfahren. Die
Proteine wurden in folgendem Rehydratisierungspuffer aufgenommen:

9M Harnstoff

0,5% (viv) Triton X-100

3% (wiv) Dithiothreitol (ICN, Eschwege)

1% Ampholyte (pl 3-10 Sigma, Deisenhofen)

einige Mikrogramm Bromphenolblau bzw. Orange G (Merck, Darmstadt)

2. Dimension: SDS-PAGE

Um die Gelstreifen in der 2. Dimension aufzutrennen, war es erforderlich,
eine Reduktion und Alkylierung der Proteine durchzufuhren. Die Gelstreifen
wurden dazu einzeln in ein 13 ml Reaktionsgefal Uberflhrt, das im ersten
Schritt 5 ml der Reduktionslésung und im zweiten Schritt 5 ml der
Alkylierungslosung und den Farbstoff Bromphenolblau enthielt. In diesen
Losungen wurden die Streifen mindestens 10 Minuten bei Raumtemperatur
geschiittelt.

Reduktionslésung : Alkylierungsldsung :

50 mM Tris-HCI pH 6,8 50 mM Tris-HCI pH 6,8
6 M Harnstoff 6 M Harnstoff

30 % Glyzerin 30 % Glyzerin

2 % (wiv) SDS 2 % (wiv) SDS

0,5% (w/v) DTT 4,5 % (w/v) lodacetamid

Nach der Vorbehandlung wurden die Gelstreifen auf die gut getrocknete
Oberflache eines SDS-Gels platziert und mit einer 1 %igen Agaroselésung
versiegelt. Die weitere Prozedur wurde wie oben beschrieben durchgefihrt
(siehe 2.10.2).
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2.10.4  Proteindetektion im SDS-Polyacrylamidgel

Um die in der Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine
sichtbar zu machen, wurden die Proteine entweder mit Coomassie Brillant
Blau gefarbt oder einer Silberfarbung unterzogen.

2.104.1 Coomassie Brillant Blau-Farbung

Die Coomassie-Farbung wurde ohne vorherige Fixierung durchgefuhrt. Die
Farbelosung bestand aus: 0,2 % Coomassie Brillant Blau R250 (Serva,
Heidelberg) in 50 % Methanol inclusive 5 % Essigsaure (Shevchenko et al.
1996). Die Farbung wurde unter leichtem Schutteln bei RT fur mindestens
eine Stunde durchgefuhrt. Zur Entfarbung des Hintergrundes wurde die
gleiche Losung ohne den Farbstoff eingesetzt.

2.10.4.2 Silberfarbung

Fur die Silberfarbung von Proteinen im Polyacrylamidgel wurde zuerst ein
Fixierungsschritt durchgeftihrt, bei dem das Gel 20 min bei RT in 50 %
MeOH (v/v) mit 5 % (v/v) Essigsaure inkubiert wurde. Falls der Silberfarbung
eine Coomassie-Farbung vorausgegangen ist, wurde dieser Schritt
Ubergangen. Danach wurde das Gel jeweils 10 Minuten gewaschen. Einmal
mit 50 % (v/v) MeOH und danach mit H2Opigest.. Eine einminttige Inkubation
mit 0,02 % (w/v) Natriumthiosulfat sollte den Hintergrund des Gels mdglichst
transparent erhalten. Dann erfolgte die Inkubation mit 0,1 % Silbernitrat-
Ldsung, die 20 Minuten lang bei RT vollzogen wurde. Nach Entfernung der
Silbernitrat-Losung wurde das Gel zweimal eine Minute in H2Opigest.
gewaschen und dann entwickelt. Die Entwicklung wurde mit 5 % (v/v)
Essigsaure gestoppt, bevor die Transparenz des Gels beeinflusst wurde. Die
Entwickler-Losung bestand aus 2 % (w/v) Natriumcarbonat mit 0,04 % (v/v)
Formaldehyd.
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2.11Inkubation von Rizinuskeimlingen mit Polyaminen

Die Anzucht von Keimlingen erfolgte durch Quellung der Samen Uber Nacht
und anschlieBende Oberflachensterilisierung in 0,3 % Chinosol-Lésung. Die
gequollenen Samen wurden anschlieRend auf sterile Petrischalen mit 2 %
Agar transferiert und darin zwei Tage im Dunkeln bei 28° C inkubiert. Nach
Transfer auf spezielle Anzuchtstdpfe wurden die Keimlinge weitere drei Tage
im Dunkeln bei 28° C kultiviert, indem die Wurzeln in 0,5 mM CaC} mit Luft
versorgt wurden. An Tag 6 wurden die Keimlinge fur die Experimente
verwendet. Das Endosperm wurde von den Keimlingen entfernt und die
Keimblatter far drei Stunden bei 28°C im Wasserbad in die
Inkubationslésung getaucht. Die Kontrollen wurden in 0,5 mM CacCl; inkubiert
wahrend in den Polyaminanséatzen entweder 1 mM Putrescin oder jeweils 0,5
mM Spermin und 0,5 mM Spermidin in CaCl, gelést waren. Nach der
Inkubation wurde der Keimling am Hypokotylhaken durchtrennt und die
Keimblatter bei 28° C in feuchtem Vermiculite inkubiert. An der Schnittstelle
konnte nun flr mehrere Stunden Siebrohrenexsudat gesammelt werden. Die
Exsudate wurden in Centricons konzentriert und je 100 bis 150 pg Protein
(nach Bradford) wurden auf ein 2D-Gel appliziert.

2.12 Aminosauresequenzierung der isolierten Proteine

Die in der 2D-Gelelektrophorese aufgetrennten Proteinflecken wurden aus
dem Gel ausgeschnitten und sollten der N-terminalen
Aminosauresequenzierung nach Edman unterworfen werden. Diese Arbeiten
wurden in  Zusammenarbeit mit Dr. C. Horstmann am Institut for
Kulturpflanzenforschung in Gatersleben durchgefihrt.

2.12.1  Proteolytische Spaltung von Polypeptiden im Gel

Die Erfahrung mit Siebréhrenexsudatproteinen wies auf einen hohen Antell
N-terminal modifizierter Proteine hin, die dem Edman-Abbau abtraglich
waren. Um die gewonnenen Gelstlickchen direkt einem proteolytischen
Verdau zu unterziehen, wurden die von Jend et al. (1995) und Hellman et al.
(1995) beschriebenen Methoden leicht verandert. Die ausgeschnittenen
Proteinsticke wurden zunadchst dreimal mit 40 %iger (v/v) 1-Propanol-
Losung gewaschen, indem 250 ul des 40 %igen 1-Propanol zu dem
ausgeschnittenen Coomassie Brillant Blau gefarbten Gelstliick gegeben
wurden. Das Gelstiick wurde 10 Minuten bei 30° C unter Schutteln inkubiert.
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Danach wurde die Losung jeweils abgesaugt und verworfen. Nach weiterem
zweimaligen Waschen fur jeweils 5 Minuten in 250 pl 0,2 M NH4HCO3 / 50 %
(v/v) Acetonitril wurde die Waschlésung entfernt und das Gelstiick in der
Vakuumzentrifuge getrocknet. Durch Zugabe von 5 pl 0,2 M NHsHCO3; wurde
die Rehydrierung der ledrigen weiRen Gelstiickchen initiiert, so dass die
danach zugefugten 5 pl Trypsinlésung (0,1 pg Trypsin / pl 0,2 M NH4HCO3)
sofort aufgesaugt wurden. Eine vollstandige Rehydrierung wurde durch die
Zugabe von zweimal 25 pl einer 0,2 M NH4HCOs3-L6sung im Abstand von 3
Minuten erreicht. Nach kurzer Zentrifugation in der Tischzentrifuge bei RT
wurde dieser Ansatz fur 20 h bei 37 °C geschuttelt. Danach wurde der
Uberstand kurz zentrifugiert, abgenommen und aufbewahrt. Die
sedimentierten Gelstiickchen wurden mit 10 ul Trifluoressigsaure (TFA)
versetzt, 5 Minuten mit 15000x g bei RT zentrifugiert und zweimal mit 200 pl
60 % (v/v) Acetonitril / 0,05 % TFA fir 40 min bei RT unter Schutteln
extrahiert.  Samtliche  Uberstande  wurden vereint und  mittels
Vakuumzentrifugation bis zur Trockenheit eingeengt.

2.12.2  Auftrennung der Spaltpeptide durch HPLC

Die aus tryptischem Verdau stammenden Peptide wurden durch eine
.feverse phase* HPLC aufgetrennt und die den Peptidspitzen
entsprechenden Eluate wurden in Fraktionen gesammelt. Die Detektion der
Peptide beruht auf der Lichtabsorption bei 215 nm Wellenlange. Die
chromatographische Auftrennung der Peptide fand mit einem HPLC-System
(Hewlett-Packard, Waldbronn) statt. Als Chromatographiesaule wurde eine
Supelco-Saule Hypersii ODS 5 um 4,6 x 250 mm benutzt. Das
Chromatogramm dauerte 90 Minuten und verlief Gber einen 82 minitigen,
linearen Gradienten von 0,1 % (v/v) TFA bis 0,1 % TFA / 60 % (v/v)
Acetonitril. In weiteren 5 Minuten wurde der Acetonitrilanteil des Laufmittels
auf 80 % gesteigert und verblieb 2 Minuten auf diesem Niveau bis zum Ende
des Chromatogramms. Die aufgefangenen Fraktionen wurden mittels
Vakuumzentrifugation getrocknet.

2.12.3 N-terminale Aminosauresequenzbestimmung

Fur die Ermittlung der Aminosauresequenz wurden die Peptide in 0,1 % (v/v)
TFA /60 % Acetonitril gel6st, auf einen ,Peptid-Support” (PVDF-Membran)
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appliziert und getrocknet. Der ,Peptid Support® wurde in einer
Sequenzieranlage (LF3000 Serie) der Firma Beckman verwertet und die
darauf befindlichen Peptide wurden mittels Edman-Abbau N-terminal
ansequenziert.

2.13 ,Western Blotting“

Die immunologische Erkennung bestimmter Proteine mit Antikdrpern wurde
mit der Western-Blotting-Methode durchgefihrt. Hierbei wurden Proteine
zuerst mittels SDS-PAGE  aufgetrennt und dann auf eine
Polyvinylidenfluoridmembran (PVDF) transferiert. Diese Membranen wurden
danach mit den entsprechenden Antikorperlésungen behandelt. Fir den
Transfer von Proteinen aus dem Gel auf die Membran wurde die Nass-
Transfermethode (Towbin et al. 1979) verwendet.

2.13.1 Elektrotransfer von Proteinen aus SDS-Gelen auf PVDF-
Membranen

Die im SDS-Gel aufgetrennten Proteine wurden in einem kontinuierlichen
Puffersystem (Towbin et al. 1979) in einer Nass-Transferkammer (BioRad,
MiniProtean Il) auf PVDF-Membranen (Immobilon P, PorengréRe 0,45 pm,
Millipore, Minchen) Uubertragen. Zur Vorbereitung mussten die PVDF-
Membranen auf die GroRBe des Gels zurechtgeschnitten und durch kurzes
Schwenken in Methanol benetzbar gemacht werden. Danach wurden sie mit
Transferpuffer (20 % MeOH, 25 mM Tris, 192 mM Glycine, pH 8,3)
gewaschen. Das Proteingel wurde fir 5 Minuten in dem Transferpuffer
equilibriert. Zwei auf GelgroBe geschnittene Chromatographiepapiere
Whatman 3MM (Maidstone, UK) wurden mit Transferpuffer getrankt und alle
Komponenten wurden, wie in Abb. 5 dargestellt, in einer Transferkassette
(BioRad, Munchen) zusammengesetzt. Dabei wurde darauf geachtet, dass
sich keine Luftblasen zwischen den Schichten befanden.
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Abb. 5: Anordnung der Komponenten fir den Elektrotransfer von Proteinen im
Nass-Transferverfahren.

Der Elektrotransfer wurde nach Herstellerangaben (BioRad, Miunchen) eine
Stunde lang bei einer maximalen Spannung von 100 V und einer
Stromstarke von 350 mA durchgefiihrt. Lokalen Uberhitzungen wurde durch
Einsetzen des Kihlelementes entgegengewirkt. Nach dem Transfer wurde
der Blot direkt fur die Immundetektion von Proteinen verwendet.

2.13.2 Immunodetektion von Proteinen im Western Blot

Die durch SDS-PAGE aufgetrennten (2.10.2) und auf PVDF-Membran
immobilisierten Proteine (2.13.1) wurden mit spezifischen primaren
Antikdrpern markiert, welche wiederum von sekundéaren Antikérpern erkannt
wurden, die an ein Enzym gekoppelt waren, dessen Aktivitat mit der Bildung
eines Farbstoffs verbunden war.

Nach dem Elektrotransfer wurde die Membran fur 15 Sekunden in Methanol
gewaschen und danach Uber Nacht in Blockierungslosung (5 % (w/v)
Magermilchpulver in ,Tris buffered saline* (TBS), 20 mM Tris-HCI, pH 7,4,
200 mM NaCl) inkubiert. Danach wurde die Membran zweimal 10 Minuten
mit TBS gewaschen. Der erste Antikdrper wurde in Blockierungslésung
verduannt, auf die Membran gegeben und fur ca. 2 Stunden inkubiert. Nach
Entfernen der Antikdrperlésung mussten die unspezifisch gebundenen
Antikdrper durch Waschen entfernt werden. Dazu wurden einmal 10 Minuten
in TBST (TBS mit 0,05 % (v/v) Tween 20) und zweimal 10 Minuten in TBS
unter Schitteln inkubiert. Der zweite Antikrper wurden ebenfalls in
Blockierungslésung verdiunnt auf den Blot gegeben, 2 Stunden inkubiert und



28 Material und Methoden

entsprechend gewaschen. Der sekundare Antikbrper war an eine
Meerrettichperoxidase gekoppelt, die zur Entwicklung von
Chemielumineszenz genutzt wurde. Die Bestandteile der
Chemielumineszenz-Ldsung ist in Tab. 4 dargestellt.

Tab. 4: Chemilumineszenz-Reagenz

Substanz Hersteller Stammldsung Endkonzentration

Luminol Roth, Karlsruhe 250 mM in DMSO | 2,5 mM
p-Cumarsaure |Roth, Karlsruhe 90 mM in DMSO |0,4 mM

Tris Roth, Karlsruhe 1M, pH 8,5 100 mM

H202 Hedinger, Stuttgart |30 % 0,009 %

Wasserstoffperoxid wurde kurz vor der Benutzung zu der Lésung gegeben,
um eine Aktivierung fir die Peroxidase des sekundaren Antikérpers zu
bewirken. Die Inkubation der Membran wurde moglichst vom Licht
abgeschirmt durchgefihrt und dauert 30 Sekunden bei RT. Danach wurde
die Membran abgetropft, in Klarsichtfolie eingeschlagen und in einer
Filmkassette auf einem Film (Biomax light-1, Kodak) flr wenige Sekunden
bis maximal eine Stunde exponiert.

2.14 Bestimmung oxidativ veranderter Proteine

Wenn freie Sauerstoffradikale in Erscheinung treten, besteht die Moglichkeit,
dass Proteine von ihnen angegriffen und modifiziert werden. Als eine Folge
dieses Angriffs kénnen z.B. Carbonyle (Ketone und Aldehyde) in die
Proteinstruktur eingefihrt werden. Ein Nachweis dieser Carbonylgruppen
kann mittels der Derivatisierung mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin gefiihrt werden
(Levine et al. 1994).
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Abb. 6: Derivatisierung von Carbonylen mit dem Reagenz 2,4-Dinitrophenylhydrazin
(Hanna, 1966) R1 und R2 stellen hier die Aminosauren dar.

Fur die Extraktion der Proteine, wurde der Extraktionspuffer aus Kapitel 2.6.1
verwendet, nur wurde hier, um oxidative Prozesse wahrend der Aufarbeitung
zu verhindern, 50 mM DTT eingesetzt. Das eingesetzte Blattmaterial wurde
mit dem Extraktionspuffer (Verhaltnis 1:2 w/v) und ein wenig Seesand bei RT
gemorsert und sofort auf Eis gestellt. Nach 15 Minuten Zentrifugation bei 4° C
und 15000x g wurden die Uberstande in ein neues GefaR uberfihrt und ein
Teil daraus fur die Proteinbestimmung nach Bradford benutzt (Kap. 2.9).
Identische Proteinmengen wurden nun zur Derivatisierung und
Gelelektrophorese eingesetzt.

In je einem 1,5 ml-Reaktionsgefal? wurden folgende Reagenzien fur maximal
30 Minuten bei RT geschiittelt:

1 Volumen Proteinextrakt
1 Volumen 12% SDS

2 Volumina DNPH- bzw. Kontroll-Losung (10 mM 2,4-Dinitrophenylhydrazin
in 2 M HCI bzw. 2 M HCI)

Nach der Inkubation wurde die Reaktion mit 1,5 Volumina der
Neutralisierungslosung (2 M Tris incl. 30% Glyzerin) gestoppt und die
GefalRe wurden auf Eis gestellt. Die Neutralisierungslosung diente
gleichzeitig als Beladungspuffer fiir das SDS-Gel. Die Proben wurden vor
dem Auftragen auf das Gel nicht wie Ublich erhitzt, ansonsten wurde die
Gelelektrophorese, wie in Kap. 2.10.2 beschrieben, durchgefihrt. Die Gele
wurden nach der Elektrophorese geblottet (Kap. 2.13.1) und die
derivatisierten Proteine wurden durch Immunodetektion (Kap. 2.13.2) mit
Antikdrpern gegen DNP nachgewiesen. Der primare Antikdrper (Sigma,
Deisenhofen) war aus Kaninchen und wurde in der Verdinnung 1:300



30 Material und Methoden

eingesetzt. Der sekundéare Antikérper war ein aus Ziege gewonnener Anti-
Kaninchen Antikoérper der mit einer Meerrettich-Peroxidase gekoppelt war
und wurde in der Verdinnung 1:5000 eingesetzt.

2.15 Messung der Nettophotosynthese

Die Nettophotosynthese wurde durch Gaswechselmessungen mit dem
tragbaren Photosynthese System HCM-1000 (Walz, Effeltrich) bestimmt. Die
Pflanzen wurden dazu durch die integrierte Lichtquelle mit 500 pmol m? s
bestrahlt. Die Photosynthesemessungen wurden in der Mitte der Lichtperiode
durchgefihrt, da eine Abstimmung mit Phloemexsudatnahmen gewahrleistet
werden sollte, die eine starke Lichtabhéngigkeit aufwiesen. Das System
bestimmte wahrend der Messung den Wasser und CO»-Gehalt der Luft. Die
in die Messkivette stromende Auf3enluft und die wieder herausstromende
Luft wurden separat gemessen und verglichen. Mit der durch die Kivette
begrenzten Blattflache, der Zeit und den Gaswechselmessungen wurde die
Nettophotosynthese sowie die Transpiration des Blattes berechnet.

2.16 Zuckeranalyse

2.16.1 Extraktion der l6slichen Zucker und der Starke

Die Konzentration l6slicher Zucker bzw. der Starkegehalt wurde mit einem
enzymatischen Test (Bergmeyer und Bernt, 1974) bestimmt.
Siebrohrenexsudat konnte dafur direkt eingesetzt werden, wéhrend die
Zucker im Blattgewebe von Ricinus communis L. erst extrahiert wurden und
die Starke zusatzlich aufgeschlossen werden musste.

Ein Blattextrakt wurde erstellt, indem das gefriergetrocknete Blattmaterial (ca.
5 mg TG) vorsichtig in einem 1,5 ml-Reaktionsgefald gemahlen und
anschlieBend mit 500 pl Extraktionspuffer versetzt wurde. Die Proben
wurden 75 Minuten bei 70° C inkubiert, wobei nach 45 Mnuten eine kurze
Durchmischung mit einem Vortex erfolgte. Nach Zentrifugation in der
Tischzentrifuge fur 15 Minuten bei 15000x g wurde der Uberstand
abgenommen. Der Uberstand enthielt die I6slichen Zucker des Blattes und
konnte bis zur Analyse bei —20° C ¢elagert werden.
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Die Starkekorner des jeweiligen Gewebes befanden sich im Pellet und
wurden wie folgt aufgearbeitet. Zuerst wurde das Pellet gewaschen, indem
der Ansatz nach Zugabe einer Waschlosung gevortext und anschlieend 15
Minuten bei 15000x g zentrifugiert wurde. Die Waschlosung wurde jeweils
verworfen. Der erste Waschschritt wurde mit 750 pl 80%igem Ethanol
durchgefihrt. Die beiden folgenden Waschschritte mit je 1 ml H2Opigest.. Das
Reaktionsgefal? mit dem Pellet wurde nun gewogen, mit 1 ml H2Opidest.
versetzt und 4 Stunden bei 120° C inkubiert. Die Starkekorner sollten auf
diese Weise aufgeschlossen werden, so dass eine vollstandige Degradation
durch die Enzyme Amylase und Amyloglucosidase gewahrleistet werden
konnte. Nach der Hitzebehandlung wurden Reaktionsgefa? und Probe ein
weiteres Mal gewogen. Die Differenz ergab das Extraktionsvolumen.
Sicherheitshalber wurde das Pellet im Extrakt behalten und in der Hydrolyse
der Starke eingesetzt.

2.16.2 Bestimmung d es Gehaltes l6slicher Zucker

Die l6slichen Zucker Glukose, Fruktose und Saccharose konnten in einem
gekoppelten enzymatischen Test quantifiziert werden, der die Reduktion von
NADP zu NADPH zur Folge hatte. Das Auftreten von NADPH in der
Reaktionslosung filhrte zu einer Extinktionsanderung bei 340 nm, die in
einem Spektralphotometer gemessen wurde.

Die enzymatische Reaktion zur Bestimmung der Zuckergehalte wurde in
Einweg-Halbmikrokivetten durchgefihrt. Der Reaktionsansatz bestand aus
500 pl Reaktionspuffer (100 mMTricin-KOH, pH 8 mit 10 mM MgCl,) sowie je
20 pyl 50 mM ATP und 25 mM NADP. Mit einigen Mikrolitern Extrakt und
H20Onigest. Wurde der Reaktionsansatz auf 1 ml gebracht. Nach Zugabe von 5
pul Hexokinase (0,14 U/ul) wurde der Nullwert im Spektralphotometer
bestimmt. Die Ermittlung des Glukosegehaltes erfolgte durch das
Hinzupipettieren von 5 pl Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (0,07 U/ul).
Nach ca. 15 Minuten erreichten die Extinktionen einen konstanten Wert, der
protokolliert wurde. Aus der Differenz zum Nullwert wurde der Glukosegehalt
bestimmt. Diese Reaktion verbrauchte die gesamte Glukose im Ansatz, so
dass durch die Zugabe von 5 pl Phosphoglukose-Isomerase (0,07 U/ul) eine
weitere Extinkionsanderung eintrat, die allein durch den Fruktosegehalt
bewirkt wurde.

Die beschriebenen Reaktionen sind in Abb. 7 schematisch dargestellt:
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Abb. 7: Wenn die Enzyme in der Reihenfolge Hexokinase, Glukose-6-Phosphat-
Dehydrogenase, Phosphoglukose-lsomerase zum Reaktionsansatz zugegeben und
die Extiktionsanderungen verfolgt wurden, konnten Glukose und Fruktose in einem
Ansatz gemeinsam gemessen werden.

Der Saccharosegehalt des Extraktes wurde in einem parallelen Ansatz auf
die gleiche Weise ermittelt, nur dass dem in Abb. 7 beschriebenen
Reaktionsverlauf noch die Spaltung der Saccharose in Glukose und Fruktose
vorgeschaltet war. Bei Einsatz von 30 pul des Extraktes in der
Saccharosespaltung fuhrten 10 pl Invertase (0,5 U/ul) in 100 pyl 20 mM MES-
KOH, pH 5,5 nach 15 Minuten bei Raumtemperatur zu einer vollstandigen
Spaltung. Als Kontrolle diente eine Saccharoselosung bekannter
Konzentration. Der gesamte Ansatz wurde nun der oben beschriebenen
Hexosebestimmung unterworfen. Die Gehalte der |I6slichen Hexosen aus den
Parallelansatzen mussten von dem erhaltenen Wert subtrahiert werden, um
den Gehalt der aus Saccharose freigesetzten Hexosen zu errechnen.

2.16.3 Bestimmung d es Starkegehaltes

Die Starke des in Kap 2.16.1 gewonnenen Extraktes musste ebenso wie die
Saccharose durch eine Vorinkubation in Hexosen gespalten werden. Durch
die Waschschritte bei der Extraktion waren jedoch keine stérenden freien
Hexosen mehr im Extrakt. Der Extrakt mit dem Pellet (maximal 1 ml) wurde
mit 500 yul 100 mM Natrium-Acetat-Puffer, pH 4,8 versetzt und gemischt.
Danach wurden je 10 ul der Enzyme Amyloglukosidase (0,2 U/ul) und alpha-
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Amylase (0,7 U/ul) (Roche, Mannheim) zugegeben. Wahrend der
Inkubationszeit von 2 Stunden bei Raumtemperatur wurde die Starke
vollstandig in Glukosemoleklle gespalten. Die Bestimmung der Glukose
erfolgte wie oben beschrieben.

Die Berechnung des gebildeten NADPH erfolgte nach dem Lambert-
Beer’schen Gesetz.

E=ecd

Mit dem Extinktionskoeffizienten (¢ bei 340 nm Lichtwellenlange) von 6,3
mM™? cm™, einer Schichtdicke (d) von 1 cm und der photometrisch
bestimmten Extinktion (E) ergibt sich nach folgender Rechnung die
Konzentration (c):

2.17 Elementanalyse

Um eine Beschreibung alterungsspezifischer Anderungen in der
Blattzusammensetzung geben zu koénnen, sollten auch die Gehalte
verschiedener Elemente bestimmt werden. Dazu gehdren auch die fur den
Metabolismus und den Stoffaustausch tber das Phloem wichtigen Elemente
Kohlenstoff und Stickstoff.

2.17.1  Kohlenstoff und Stickstoffanalyse

Das Pflanzenmaterial fur die Bestimmung von Kohlenstoff und Stickstoff
wurde von unterschiedlich alten Blattern ungefahr drei Monate alter
Rizinuspflanzen genommen. Die Probennahme erfolgte durch Ausstechen
von Blattscheiben mit einem Korkbohrer von 1 cm Durchmesser. Die
Blattscheiben wurden im Trockenschrank bei 80°C getrocknet und
gemahlen. Nach dem Mahlen wurden sie ein weiteres Mal fir einige Stunden
im Trockenschrank getrocknet und zur Analyse gegeben. Die Kohlenstoff
und Stickstoffanalyse wurde von Frau Wartinger im Lehrstuhl far
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Pflanzenokologie durchgefuhrt. Es wurde ein CN-Analysator (NA 1500, Carlo
Erba, Mailand, Italien) verwendet.

2.17.2 Bestimmung von Anionen und Kationen

Die Entnahme des Pflanzenmaterials erfolgte wie oben beschrieben mit dem
Korkbohrer. Die getrockneten Blattscheiben wurden fir die Analyse in das
Bayreuther Institut fir Okosystemforschung (BITOK) gegeben. Dort wurde
das Blattmaterial mittels Hochdruckverascher (HPA-S, Perkin Elmer,
Rodgau-Jugesheim) aufgeschlossen und der Gehalt der Elemente Kalium,
Kalzium, Magnesium, Phosphor und Schwefel im ICP-AES-System (Perkin
Elmer, Rodgau-Jigesheim) bestimmt.
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3 Ergebnisse

3.1 Photosynthese

Das auffalligste Anzeichen der Blattseneszenz ist der Abbau des
Chlorophylls. In alternden Rizinusblattern sank der Chlorophyllgehalt mit
einem Alter von 40 Tagen deutlich ab. Das Chlorophyll a/b-Verhéltnis als
Indikator fur die Anteile von Photosystem | und Il sank bereits ab dem 15. bis
20. Tag und weist auf den Abbau des PS | und der Stromathylakoide hin
(Széderkenyi 1998). Die Veranderung des Chlorophyligehaltes wirkt sich auf
die Photosyntheseleistung des Blattes aus. Aus diesem Grund sollten
verschiedene Parameter der Photosynthese durch Gaswechselmessungen
an unterschiedlich alten Rizinusblattern bestimmt werden:

» die Nettophotosyntheserate (um den Betrag der Atmungsintensitét
geminderte Photosyntheserate)

» die Transpirationsrate

» die Stickstoffnutzungseffizienz der Photosynthese

3.1.1 Die Nettophotosyntheserate in alternden Rizinusblattern

Die Nettophotosyntheseraten in unterschiedlich alten Rizinusblattern waren
zwar starken Schwankungen unterworfen, zeigten jedoch einen eindeutigen
Trend zur Abnahme schon ab einem Blattalter von 20 Tagen (Abb. 8). Zu
diesem Zeitpunkt waren die Blatter bei vorliegenden Anzuchtsbedingungen
gerade ausgewachsen und zeigten keine Flachenzunahme mehr.
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Abb. 8: Nettophotosyntheserate [umol/m2s] der Bléatter von vier verschiedenen
Rizinuspflanzen, die unter den gleichen Bedingungen kultiviert wurden. Die
Nettophotosyntheserate wurde mittels Gaswechselmessung bestimmt.

3.1.2 Die Transpiration des Ricinus communis Blattes

Die Transpiration beschreibt die Wasserabgabe des Blattes, die Gberwiegend
Uber die Spaltéffnungen stattfindet. Durch die Transpiration wird unter
anderem der Offnungsstatus der Stomata beschrieben. Somit ist die
Transpiration also auch ein Wert fur die Erreichbarkeit von CO2, wenn nicht
andere Griunde, wie z.B. eine unterschiedliche Wasseraufnahme der Blatter
die Transpiration beeinflussen.

Die Transpirationrate alterer Rizinusblatter war wesentlich geringer als die
Transpirationrate der jungen Blatter (Abb. 9). Auffallig war vor allem das
Absinken der Transpiration, nachdem das Blatt im Alter von 20 bis 25 Tagen
seine endguiltige Flache erreicht hatte.
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Abb. 9: Transpirationrate [mmol/m2s] der Blatter vier gleich alter Rizinuspflanzen.
Die Transpirationsrate wurde im Rahmen der Gaswechselmessungen bestimmt.

3.1.3 Die Stickstoffnutzungseffizienz der Photosynthese

In natlrlicher Umgebung limitiert Stickstoff haufig das Wachstum von
Pflanzen (Marschner 1995). Der Rubisco-Anteil macht bis zu 45 % des
|6slichen Proteins einer Zelle aus und hat somit einen grof3en Anteil am
Gesamtstickstoffgehalt des Blattes (Wittenbach 1979). Es gibt also einen
direkten Verknupfungspunkt der Stickstoffversorgung der Pflanze mit der
photosynthetischen Kapazitat der Pflanze, die als Stickstoffnutzungseffizienz
bezeichnet wird (Hirose 1984). Die Stickstoffnutzungseffizienz der
Photosynthese in Rizinusblattern sank mit zunehmendem Alter deutlich ab
(Abb. 10). Mit dem im Alter abnehmenden Stickstoffgehalt im Rizinusblatt
(Abb. 11) sank auch die Nettophotosyntheserate (Abb. 8). Der Verlust der
Photosyntheseaktivitat war jedoch nicht proportional zum Stickstoffverlust
des Blattes, sondern sank stéarker ab. Die Nettophotosyntheserate nahm um
den Faktor 4 ab, wahrend der Stickstoffgehalt des Blattes im Alter um den
Faktor 2 erniedrigt war.
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Abb. 10: Stickstoffnutzungseffizienz der Photosynthese. Die

Nettophotosyntheserate aus den Gaswechselmessungen wurde gegen den
Stickstoffgehalt des Blattes aufgetragen. Die Blattproben wurden in Intervallen von
jeweils 10 Tagen in Kategorien zusammengefasst.
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3.2 Stickstoff in Blattern von Ricinus communis L.

3.21 Stickstoffgehalt in Rizinusblattern

Stickstoff ist eines der haufigsten Nahrelemente der pflanzlichen Zelle, das in
wichtigen Verbindungen, wie Aminoséauren, Proteinen und Nukleinsauren
vorkommt. Stickstoffmangel fuhrt zu einer Hemmung des Wachstums. Einige
der Stickstoffverbindungen sind fur den Transport von Stickstoff innerhalb der
Pflanze von Bedeutung (Glutamin und Asparagin Kap. 3.2.5), andere haben
Einfluss auf den Metabolismus (Kap. 3.1.3).

In der Rizinuspflanze veranderte sich mit dem Alter auch die stoffliche
Zusammensetzung ihrer Blatter. Assimilation und Export von Stickstoff aus
dem Rizinusblatt verdndern den Stickstoffgehalt. In Abb. 11 ist der
abnehmende Stickstoffgehalt von Rizinusblattern mit zunehmendem Alter
dargestellt. Der kontinuierliche Verlust von Stickstoff aus dem Blatt machte
bei den vorliegenden Anzuchtbedingungen bis zu 50 % des Blattstickstoffes
aus.
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Abb. 11: Stickstoffgehalt [mmol/g TG] in Rizinusblattern. Von drei gleich alten
Pflanzen wurden jeweils funf unterschiedlich alte Blatter untersucht. Die
getrockneten Blattproben wurden im CN-Analysator untersucht.
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3.2.2 Nitrat-Analyse
3.2.2.1 Nitratgehalt im Blattgewebe

Die Remobilisierung von Stickstoffverbindungen ist eine wesentliche Aufgabe
des alternden Blattes. Einmal assimilierter Stickstoff soll nicht durch den
Blattabwurf verloren gehen. Ricinus communis nimmt den Stickstoff in Form
von Ammonium und Nitrat auf und transportiert ihn mit dem Xylemstrom in
die gesamte Pflanze. In der Wurzel, und in sehr starkem MalRe auch im Blatt,
wird dieser Stickstoff durch die Aktivitat der Nitratreduktase zu Nitrit reduziert.
Das durch Nitritreduktion entstandene Ammonium wird von der
Glutaminsynthetase letztendlich zu Glutamin umgewandelt. Die intrazellulare
Nitratkonzentration ergibt sich aus der Bilanz von Nitrataufnahme und —
reduktion (Quilleré et al. 1994).

In Rizinusblattern sank der Nitratgehalt mit zunehmendem Alter drastisch ab,
war schon an Tag 20 nur noch marginal und blieb dann auf einem sehr
niedrigem Niveau (Abb. 12).
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Abb. 12: Nitratgehalt im Blattgewebe von Ricinus communis. Blattproben
verschieden alter Blatter aus parallel angezogenen Pflanzen (n=4) wurden extrahiert
und mittels UV-Detektion in der HPLC auf den Nitratgehalt hin untersucht.
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3.22.2 Nitratkonzentration im Siebréhrenexsudat

Die Phloemmobilitdt von Nitrat wird als gering eingeschéatzt (Peuke et al.
1996). Ein Teil des in der Wurzel aufgenommenen Nitrats wird vor Ort bereits
reduziert. Der Langstreckentransport von der Wurzel in die Blatter findet im
Xylem statt. Verglichen mit der Konzentration der Aminosauren im
Siebrohrenexsudat (Abb. 21) ist die Nitratkonzentration sehr gering. In den
Siebréhren wird Stickstoff vorrangig in reduzierter Form transportiert.

Mit ihrer Abnahme in Exsudaten é&lterer Bléatter korrelierte die
Nitratkonzentration im prinzipiell mit dem Verlauf des Nitratgehaltes im
Blattgewebe (Abb. 13). Mdglicherweise handelt es sich um einen passiven
Transport mit dem Assimilatstrom, der durch die Akkumulation des Nitrats im
Blattgewebe hervorgerufen wurde.

Nitratkonzentration [mM]

[ ]
0 T . T T . ‘\ ’
40 50 60

30
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Abb. 13: Nitratkonzentration im Siebrohrenexsudat von Ricinus communis L. Die
Siebrbhrenexsudate wurden durch Anritzen der Petiolen verschieden alter Blatter

gewonnen (n = 3 Pflanzen). Nitrat wurde durch UV-Detektion in der HPLC
nachgewiesen.
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3.2.3 Nitratredu ktase-Aktivitat in Rizinusblattern

Der Nitratstoffwechsel findet sowohl in der Wurzel als auch im Spross und
dort vor allem in den Blattern statt. Der Anteil von Wurzel und Spross an der
Nitratassimilation ist von der Pflanzenart und dem Nitratangebot abhangig
(Lambers 1986, Marschner 1995).

Der groRRte Teil des Nitrates wird bei Ricinus communis L. in den Blattern
reduziert. Hier war auch die Nitratreduktase-Aktivitat (NRA) der
Rizinuspflanzen, bezogen auf das Trockengewicht, am hoéchsten. Wurzeln
wiesen eine deutlich geringere Aktivitat auf (siehe Anhang). Die in Abb. 14
aufgetragene in-vivo Aktivitat der Nitratreduktase des Blattes, zeigte den
starksten Nitratumsatz in jungen source-Blattern (ca. 20 Tage). Mit
zunehmendem Blattalter nahm die Nitratreduktaseaktivitat drastisch ab. Bei
andauerndem Export von Stickstoff aus dem Blatt flhrte dies zu dem bereits
beschriebenen Nettostickstoffverlust im Blatt, wie er in Abb. 11 dargestellt ist.
In sehr jungen Blattern war die Nitratreduktaseaktivitat ebenfalls sehr gering.
Diese  Blatter ~wurden  Uber das Phloem mit reduzierten
Stickstoffverbindungen versorgt.
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Abb. 14: In-vivo Nitratreduktase-Aktivitdt [umol NO,/h*g TG] in Ricinus communis
Blattern. Durchgefiihrt nach der Prozedur von Gebauer et al. 1984.
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3.2.4 Glutaminsynthetase-Aktivitat in Rizinusblattern

Die Glutaminsynthetase (GS) ist ein oktameres Enzym, das den Transfer von
Stickstoff aus Ammoniumionen auf Glutamat katalysiert. Mit dieser Aufgabe
spielt es eine wichtige Rolle im Stickstoffhaushalt der Pflanze und unterliegt
einer vielschichtigen Regulation. Eine der Hauptaufgaben der
Glutaminsynthetase ist die Reassimilierung des durch Photorespiration
freiwerdenden Ammoniums (Heldt 1996). Diese Aufgabe, sowie die
Assimilierung des Uber das Xylem angelieferten Stickstoffs, findet
hauptsachlich in den Chloroplasten statt und wird durch die GS2 katalysiert.
Im Zuge der Seneszenz wird der Rickgang von GS2-Expression und GS2-
Aktivitat und das verstarkte Auftreten der cytosolischen Glutaminsynthetase
GS1 beobachtet (Kamachi et al. 1991). Die Glutaminsynthetase-Aktivitat in
Rizinusblattern wurde mit Hilfe von nativen Aktivitatsgelen untersucht. Bei
gleicher Proteinmenge der Blattextrakte zeigte sich ein qualitativer
Unterschied in der Aktivitat der beiden GS-Formen. In Blattern mittleren
Alters (25 und 32 Tage) gab es ausschlie3lich GS2 Aktivitat. Im Blattextrakt
alter Blatter (41 und 48 Tage) hingegen, war zuséatzlich die Aktivitatsbande
der GS1 zu sehen (Abb. 15). Die unterschiedliche Lage der GS2-Banden
beruhte auf dem Laufverhalten der Proteinextrakte (siehe Auftragskontrolle).
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Abb. 15: GS-Aktivitatsfarbung (nach Rhodes et al. 1975) eines mittels nativer
Gelelektrophorese aufgetrennten Blattextraktes aus Ricinus communis L. Darunter
das gleiche Gel mit Coomassie Brillant Blau gefarbt. (In den 12 und 18 Tage alten
Blattern war die Proteinkonzentration sehr gering.)
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3.25 Aminosauren
3.25.1 Aminosauregehalte im Blattgewebe

Der assimilierte Stickstoff kann ausgehend von Glutamat bzw. Glutamin in
verschiedene Aminosauren umgewandelt und so fur die Proteinbiosynthese
nutzbar gemacht werden. Die Untersuchung der freien Aminosauren des
Blattes kann Aufschliisse Uber den physiologischen Zustand des Blattes und
dessen Stickstoffversorgung liefern. So geben z.B. die Mengenverhaltnisse
verschiedener Aminosauren zueinander Auskunft uber die
Stickstoffversorgung, die Photorespiration des Blattes oder den Transport
von Stickstoff in der Pflanze. Bei der Betrachtung der Verhaltnisse einzelner
Aminosauren zueinander ist der absolute Gehalt der Aminoséauren jedoch
nicht zu vernachlassigen.

Die Rizinuspflanzen wiesen in den jingsten Blattern den héchsten Gehalt an
Aminosauren (AS) auf (Abb. 16). Mit zunehmendem Blattalter sank der
Aminosauregehalt der Blatter nahezu linear ab. Die Werte fur die AS-Gehalte
in unterschiedlichen Pflanzen waren sehr verschieden, alle untersuchten
Pflanzen wiesen jedoch die gleiche altersbedingt abnehmende Tendenz in
den AS-Gehalten ihrer Blatter auf.
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Abb. 16: Gesamtaminosauregehalte [umol/g FG] im Gewebe unterschiedlich alter
Rizinusblatter aus vier gleich alten Pflanzen. Die Aminoséuregehalte wurden nach
Derivatisierung mit o-Phtalsauredialdehyd in der HPLC mit Fluoreszenz-Detektor
ermittelt.
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Neben dem Gesamtgehalt der freien Aminosauren ist auch deren
Zusammensetzung interessant. Zum Beispiel lasst das Verhaltnis von Serin
zu Glyzin auf den Einfluss der Photorespiration schlieRen. Wahrend der
photorespiratorischen Regeneration des in 2-Phosphoglyzerat festgelegten
Kohlenstoffs kommt es zu verschiedenen katabolischen und anabolischen
Prozessen der Aminosauren Glyzin und Serin in den Peroxisomen und in
den Mitochondrien. Die Photorespiration Ubt auf diese Weise einen Einfluss
auf die Aminosauregehalte im Blattgewebe aus.

Im Falle von Ricinus communis war im jungen Blatt ein deutlicher
Unterschied zwischen dem Serin- und dem Glyzingehalt festzustellen (Abb.
17). Mit zunehmendem Alter gleichen sich die Gehalte dieser beiden
Aminosauren mehr und mehr an. Der Seringehalt glich im Verlauf der
altersabhangigen Abnahme der Nettophotosynthese (Abb. 8), kdnnte also
durchaus durch den Photosyntheseapparat beeinflusst sein. Die Aminosaure
Glyzin hingegen war in allen unterschiedlich alten Blattern in dem gleichen
Gehalt vorzufinden.
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Abb. 17: Serin- und Glyzingehalt [umol/g FG] im Gewebe unterschiedlich alter
Rizinusblatter aus vier gleich alten Pflanzen. Die Aminoséuregehalte wurden nach
Derivatisierung mit o-Phtalsauredialdehyd in der HPLC mit Fluoreszenz-Detektor
ermittelt.
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Nach der Assimilation von Stickstoff in Glutamin und Glutamat folgen
Transaminierungsschritte zur Synthese weiterer Aminosauren. Durch das
Verhaltnis der zwei-Aminogruppen-tragenden Aminosauren Glutamin und
Asparagin zu ihren korrespondierenden Aminosduren mit nur einer
Aminogruppe (Aspartat und Glutamat) lasst sich die Stickstoffversorgung des
betreffenden Gewebes ablesen. Bei hohem N-Angebot dominieren
Asparagin und Glutamin, wahrend Aspartat und Glutamat bei N-Mangel
Uberwiegen.

Im Blattgewebe von Rizinuspflanzen blieb das Verhaltnis von Glutamin zu
Glutamat stets unter dem Wert eins. Im sehr jungen Bléattern gab es grol3e
Schwankungen im Glutamin/Glutamat-Verhaltnis. Ab einem Blattalter von 20
Tagen blieb das Glutamin/Glutamat-Verhaltnis in den unterschiedlich alten
Blattern bei einem Wert von 0,1 bis 0,2 annahernd gleich.
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Abb. 18: Verhaltnis von Glutamin zu Glutamat im Blattgewebe von Rizinuspflanzen
(n=4). Die Aminosduregehalte wurden nach Derivatisierung mit o-
Phtalsauredialdehyd in der HPLC mit Fluoreszenz-Detektor ermittelt.
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Das Amid Asparagin hat mit nur 4 C-Atomen ein gunstigeres Kohlenstoff zu
Stickstoffverhaltnis als Glutamin und wird bei vielen Pflanzen gebildet, wenn
eine gute Stickstoffversorgung vorliegt.

Bei Ricinus communis L. ist Asparagin als Stickstofftransportform von
geringer Bedeutung. Das Verhéltnis von Asparagin zu Aspartat im
Blattgewebe war noch niedriger als das Glutamin/Glutamat-Verhaltnis. Im
Gegensatz dazu zeigte sich im Asparagin/Aspartat-Verhaltnis mit
zunehmendem Blattalter eine steigende Tendenz. Der Asparagingehalt der
Blatter Uberstieg aber nie den Aspartatgehalt (Abb. 19). Der Gehalt von
Asparagin und Aspartat im Blattgewebe sank mit zunehmendem Alter ab
(siehe Anhang). Im Vergleich mit dem Glutamingehalt unterschiedlich alter
Blatter kam Asparagin in Rizinus nur in geringen Mengen vor. Durch die
starke Abnahme des Glutamingehaltes in alteren Blattern kam es mit
hoherem Blattalter zu einer Angleichung auf niedrigem Niveau (siehe
Anhang). Der Aspartat- und Glutamatgehalt in Rizinusblattern nahm mit
zunehmendem Blattalter ab. Der Glutamatgehalt war in jingeren Blattern
etwas hoher als der Aspartatgehalt.
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Abb. 19: Verhaltnis von Asparagin zu Aspartat im Blattgewebe unterschiedlich alter
Blatter von Rizinuspflanzen (n=4). Die Aminosauregehalte wurden nach
Derivatisierung mit o-Phtalsaduredialdehyd in der HPLC mit Fluoreszenz-Detektor
ermittelt.
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3.25.2 Aminosaurekonzentrationen im Siebrohrenexsud at

Nach der Assimilation von Stickstoff ist die Aminogruppe des Glutamins der
Ausgangspunkt fur die Synthese vieler weiterer Aminosauren (AS). Im
Phloem werden alle Aminosauren transportiert. Die Haupttransportform von
reduziertem Stickstoff im Ricinus communis L.-Keimling ist jedoch das
Glutamin (Schobert und Komor 1989). Asparagin, das bei anderen Pflanzen
eine wichtige Rolle im Stickstofftransport spielt, ist fir Ricinus communis L.
weniger bedeutend.

Auch bei erwachsenen Rizinuspflanzen war das Glutamin die
vorherrschende Aminosaure im Siebréhrenexsudat (Abb. 20). Die Verteilung
der Aminosauren im Siebrohrenexsudat stimmte nicht mit den
Aminosauregehalten im Blattgewebe Uberein. Im Blattgewebe lag ein
niedriger Glutamingehalt vor, wahrend Glutamat immer starker vertreten war
(Abb. 18). Der Glutamingehalt des Blattgewebes, umgerechnet in eine
Konzentration, war ungefahr 10fach niedriger als die Glutaminkonzentration
des Siebrohrenexsudats aus Petiolen. Glutamin wurde also aktiv gegen das
Konzentrationsgefalle in die Siebréhren beladen.
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Abb. 20: Aminosauren im Siebrohrenexsudat unterschiedlich alter Blatter. Die
Auftragung der Aminosduren wurde entsprechend ihres Elutionsprofils in der HPLC
durchgefuhrt. Exsudate verschiedener Pflanzen wurden fir die Analyse vereinigt.
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Die Konzentrationen von Glutamin und Glutamat in den Siebréhren
verhielten sich mit steigendem Alter gegenlaufig. Wahrend die Konzentration
des Glutamats leicht anstieg, nahm die Glutaminkonzentration im
Siebrohrenexsudat deutlich ab. Das Verhaltnis von Glutamin zu Glutamat
nahm um den Faktor 6 ab (Tab. 5 und Abb. 20).

Tab. 5: Verhdltnis von Glutamin zu Glutamat (x Mittelabweichung) im
Siebrbhrenexsudat verschieden alter Blatter. Die Exsudate verschiedener Pflanzen
wurden nach Alterskategorien vereinigt. Die Aminosduregehalte wurden nach
Derivatisierung mit o-Phtalsauredialdehyd in der HPLC mit Fluoreszenz-Detektor
ermittelt.

Blattkategorie Glutamin/Glutamat Verhaltnis

Jung (~10 Tage) 16,22 £ 6,70

Mittel (~20 Tage) 5,77+ 1,63

Alt (=35 Tage) 2,72 0,60

Die Summe der Konzentration aller (Gbrigen Aminosauren im
Siebrohrenexsudat, blieb  relativ  konstant. Die  Abnahme des
Aminosaurestickstoff im Siebrohrenexsudat war letztlich allein auf den
Ruckgang des Glutamins zurtckzufihren. Glutamin blieb zwar die
mengenmallig vorherrschende Aminosaure im Siebréhrenexsudat, das
Verhdltnis der Glutaminkonzentration zur Summe der Ubrigen
Aminosaurekonzentrationen kehrte sich  jedoch im Verlauf der
Blattentwicklung um (Abb. 21).
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Abb. 21: Anteil des Glutamins an den Gesamtaminosauren im Siebrohrenexsudat
unterschiedlich alter Blatter (+ Mittelabweichung). Die Blattkategorien setzen sich
aus vereinigten Blattexsudaten junger (ca. 10 Tage), mittlerer (ca. 20 Tage) und
alter Blatter (ca. 35 Tage) zusammen. Die Aminosauregehalte wurden nach
Derivatisierung mit o-Phtalsaduredialdehyd in der HPLC mit Fluoreszenz-Detektor
ermittelt.
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3.3 Untersuchungen zum  Oxidationsstatus  alternder
Rizinuspflanzen

Der bei tierischen Systemen beschriebene, mit der Alterung einhergehende,
oxidative Stress und die Freisetzung von Sauerstoffradikalen wéahrend des
programmierten Zelltodes, wurde im pflanzlichen System bei der
Pathogenabwehr beobachtet (Pennell und Lamb, 1997). Reaktive
Sauerstoffintermediate (ROI) werden als Ausléser von Seneszenzvorgangen
diskutiert, da sie durch ihre zerstérerische Wirkung auf lebensnotwendige
Zellbestandteile, wie z. B. Enzyme, DNA oder RNA, die Lebensspanne einer
Zelle bzw. eines Gewebes oder Organs mitbestimmen. Aus diesem Grund
sollte der oxidative Zustand in unterschiedlich alten Blattern anhand
verschiedener Untersuchungen aufgeklart werden. Zum einen ist hier eine
Erfassung des antioxidativen Potentials der Blatter sinnvoll und zum anderen
sollten die Modifikationen, die mdglicherweise durch oxidative Prozesse
wahrend der Seneszenz entstehen, beobachtet werden. Die Verfugbarkeit
von Antioxidantien wirkt sich auf den oxidativen Zustand eines Blattes aus.
Durch die Mehler-Reaktion der Photosynthese entsteht in den Chloroplasten
das Peroxidradikal und daraus letztendlich Wasserstoffperoxid. Peroxisomen
und Mitochondrien sind weitere Quellen fur reaktive Sauerstoffspezies
(Jiminez et al. 1998). Zum Abfangen solcher Radikale dienen Antioxidantien,
wie Glutathion, Askorbat und Tocopherole.

3.3.1 Askorbatkonzentration bzw. —gehalt in Blatt und Phloem von
Ricinus communis

Das quantitativ dominierende Antioxidant der pflanzlichen Zelle ist das
Askorbat. Es kommt in allen subzellularen Kompartimenten, einschlie3lich
des Apoplasten, vor (Smirnoff 2000). Als wasserlosliche Substanz kann das
Askorbat im Phloem transportiert werden und auf diese Weise sowohl auf
das Redoxpotential in den Siebroéhren, wie auch im sink-Gewebe wirken.
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Zuerst wurde der Askorbatgehalt im Blattgewebe bestimmt. Die Auslésung
der Seneszenz durch eine Veranderung des oxidativen Status des
Blattgewebes wiirde eine Anderung im Gehalt und dem Reduktionsgrad der
Antioxidantien in dem jeweiligen Organ erwarten lassen. In den Blattern von
Ricinus communis L. zeigten sich jedoch keine dramatischen Anderungen in
Abhangigkeit vom Alter (Abb. 22). Allerdings war ein geringer Anstieg des
Askorbatgehaltes mit zunehmendem Blattalter zu verzeichnen. Der
Reduktionsgrad lag bei 90 % und wurde nicht durch das Blattalter
beeinflusst.
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Abb. 22: Gehalt an reduziert vorliegendem Askorbat [umol/g FG] im Blattgewebe
unterschiedlich alter Blatter (n = 3 Pflanzen). Reduziertes Askorbat wurde durch UV-
Detektion bei 265 nm in der HPLC gemessen.
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Ausgehend von diesem Ergebnis sollte der Gehalt an reduziertem Askorbat
im Siebrohrenexsudat unterschiedlich alter Blatter bestimmt werden, da
dieses wasserlosliche Antioxidanz auch im Assimilatstrom des Phloems eine
Rolle spielen konnte. Die hochste Konzentration des Askorbats im
Siebréhrenexsudat aus Petiolen von Rizinusblattern war bei sehr jungen
sink-Blattern zu finden (Abb. 23). Aus source-Blattern gewonnenes
Siebrohrenexsudat enthielt geringere Konzentrationen, die sich mit
zunehmendem Alter kaum noch &nderten beziehungsweise leicht abnahmen.
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Abb. 23: Konzentration an reduziertem Askorbat [mM] im Siebréhrenexsudat
unterschiedlich alter Blatter. Siebrohrenexsudate wurden auf reduziert vorliegendes
Askorbat untersucht (n = 4 Pflanzen). Das reduzierte Askorbat wurde durch UV-
Detektion bei 265 nm in der HPLC gemessen.
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3.3.2 Oxidationsstatus loslicher Proteine im Blattextrakt

Die Folge des Vorkommens reaktiver Sauerstoffspezies in der Zelle kann
beispielsweise die oxidative Modifizierung von Proteinen sein. Solche
carbonylierten Proteine werden von der Zelle in der Regel erkannt und
bevorzugt abgebaut (Merker und Grune 2000). Zur Untersuchung oxidierter
Proteine bedient man sich der Derivatisierung der Aldehyd- und Ketogruppen
in den betroffenen Aminosduren des Proteingrundgeriistes. Die
Immunodetektion des Derivatisierungsreagenzes Dinitrophenylhydrazin
(DNPH) im Westernblot ermdglicht danach die Erkennung von oxidierten
Proteinbanden. Die Proteine in unterschiedlich alten Blattern von Ricinus
communis L. zeigten einen homogenen Oxidationsgrad. Signalstarke sowie
Proteinmuster ahnelten sich vom jiingsten bis zum altesten Blatt (Abb. 24 A).
Es wurden, abgesehen von Spur 1, gleiche Proteinmengen aufgetragen
(siehe Abb. 24 B). Das Signal fur die DNPH derivatisierten Proteincarbonyle
ist ausschlieRlich von der aufgetragenen Proteinmenge abhéngig.

12 21 28 35 42 50 Blattalter [Tage]
[kDa]
98

60

Abb. 24: Nachweis von Proteincarbonylen in Proteinextrakten unterschiedlich alter
Ricinus communis L. Blatter. A) Westernblot mit DNPH derivatisierten Proteinen, B)
Coomassie Brillant Blau geféarbtes parallel angefertigtes SDS-Gel.
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3.4 Elementanalysen alternder Blatter von Ricinus
communis L.

341 Gehalte von Kalium, Phosphor, Schwefel, Kalzium und
Magnesium im Blattgewebe

Fur das Wachstum der Pflanzen spielt die Mineralstoffversorgung eine
wichtige Rolle. Ein zu niedriger Mineralgehalt fihrt zu Mangelerscheinungen,
aber auch ein Mineralstoffiberschuss begrenzt das Pflanzenwachstum.
Elementanalysen sind hinsichtlich der Blattseneszenz aus zweierlei Grinden
interessant. Zum einen konnen Elemente der dlteren Blatter mobilisiert und in
jungere Blatter umverteilt werden. Andererseits wird seit langem diskutiert,
ob der Abwurf des Blattes im Zuge der Alterung eine unvermeidliche Folge
der Akkumulation nicht phloemmobiler Stoffe ist (Molisch, 1929). Daher sollte
im Folgenden gezeigt werden, ob es wahrend der Lebensspanne eines
Rizinusblattes entweder zu einem solchen Verlust von Néhrstoffen aus dem
Blatt, oder zu einer Akkumulation, kommt. Beispielhaft wurden die Elemente
Kalium, Kalzium, Schwefel, Phosphor und Magnesium untersucht.

Blattproben von Ricinus communis L.-Pflanzen wurden getrocknet und auf
ihren Elementgehalt hin untersucht. Das nicht bzw. wenig phloemmobile
Element Kalzium zeigte im Verlauf der Alterung einen steigenden Gehalt im
Blattgewebe (Abb. 25 C). Schwefel kann in Form von organischen
Verbindungen (z.B. Aminoséduren und Proteine) im Phloem transportiert
werden. Trotzdem war ein deutlicher Anstieg des Schwefelgehaltes im
alternden Blatt zu verzeichnen (Abb. 25 B). In gleicher Weise stieg auch der
Magnesiumgehalt mit zunehmendem Blattalter an (Abb. 25 A), obwohl
Magnesium als lon eine hohe Phloemmobilitat aufweist (Marschner 1995).
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Abb. 25: Gehalte [mg/g FG] an A) Calcium, B) Schwefel, C) Magnesium in
unterschiedlich  alten Rizinusblattern. Die  Gehalte  wurden  mittels
Atomemmissionsspektrometrie (AES) bestimmit.



Ergebnisse 57

Bei den phloemmobilen Elementen Kalium und Phosphor kam es zu keiner
Nettoakkumulation im Blattgewebe (Abb. 26). Der hochste Gehalt dieser
Elemente wurde nach Ende des Expansionswachstums erreicht (ca. 20
Tage). Danach sanken Kalium und Phosphorgehalte wieder ab und
pendelten sich auf einem bestimmten Niveau ein. Es wurde also die gleiche
Menge dieser Elemente, die in das Blatt aufgenommen wurde auch wieder in
Form von organischen Verbindungen, oder als lonen aus dem Blatt
exportiert.
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Abb. 26: Gehalt [mg/g FG] der Elemente A) Phosphor und B) Kalium in
unterschiedlich  alten Rizinusblattern. Die  Gehalte  wurden  mittels
Atomemmissionsspektrometrie (AES) bestimmit.
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3.4.2 Kaliumkonzentration im Siebrohrenexsud at

Kalium ist ein wichtiges Element, das die Saccharosebeladung ins Phloem
positiv beeinflusst und auch den Aminosauretransport stimuliert (Marschner
1995). Bei der Stickstoffversorgung der Pflanze dient Kalium als Gegenion
fur den Transport von Nitrat im Xylem und wird im Phloem mit organischen
Anionen zurick in die Wurzel befordert (Ben-Zioni et al. 1971).

Die Kaliumkonzentration im Siebrohrenexsudat liegt zwischen 60 und 80 mM
und zeigte nur eine geringflgige Veranderung im Verlauf der Alterung der
Blatter (Abb. 27). Diese Annahme entspricht prinzipiell den Kaliumgehalten
im Blattgewebe (Abb. 26).
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Abb. 27: Kaliumkonzentration [mM] im Siebrohrenexsudat verschieden alter
Rizinusblatter. Kalium wurde mittels Atomemmissionsspektrometrie (AES) bestimmit.
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3.5 Kohlenstoffanalyse in Blattern von Ricinus communis L.

Der Kohlenstoffgehalt der Blatter ist von vielen verschiedenen Faktoren
abhangig. Zum einen spielt natirlich die Photosyntheserate eine wichtige
Rolle. Andererseits gehen Kohlenhydrate durch Atmung und durch
Photorespiration als Kohlendioxid verloren. Uberdies exportieren
ausgewachsene Blatter Kohlenhydrate in nicht photosynthetisch aktive
Gewebe und in Wachstumsbereiche der Pflanze, wie die Wurzel, junge
Blatter, Stangel, Bluten und Samen.

Die durch die Photosyntheseleistung eines Blattes gewonnenen
Kohlenhydrate werden durch das Phloem des source-Blattes exportiert. Wie
in Kapitel 3.1 beschrieben, sank die Photosyntheserate mit zunehmendem
Alter ab. Diese Tatsache sollte sich auch im Gehalt der Zucker und der
Starke des alternden Blattes widerspiegeln. Wenn im Gewebe Kohlenhydrate
verbleiben und dort akkumulieren, sind sie imstande den
Photosyntheseapparat zu beeinflussen und z.B. die Nettophotosynthese zu
erniedrigen. Es wird sogar diskutiert, ob die Akkumulation von Zuckern und
Starke die Blattseneszenz beschleunigt (Paul und Foyer 2001).

351 Kohlenstoffgehalt in Rizinusblattern

Zuerst wurde der Gesamtkohlenstoffgehalt unterschiedlich  alter
Rizinusblatter bestimmt. Kohlenstoff ist fir Photosynthese treibende Pflanzen
nicht limitierend und ist mit bis zu 50% des Blatttrockengewichtes das
dominierende Element im Blattgewebe. Wie in Abb. 28 dargestellt, blieb bei
Ricinus communis der Kohlenstoffgehalt unterschiedlich alter Blatter nahezu
gleich. Allerdings ist eine leichte altersabhangige Abnahme im
Kohlenstoffgehalt zu verzeichnen, die allerdings im Vergleich zur Abnahme
des Stickstoffgehaltes sehr gering ausfiel (vgl. Abb. 11).
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Abb. 28: Kohlenstoffgehalt [mmol/g TG] in Rizinusblattern. Von drei Pflanzen
wurden jeweils funf unterschiedlich alte Blatter untersucht. Der Kohlenstoffgehalt
wurde mittels CN-Analysator bestimmit.

3.5.2 Kohlenhydratgehalte im Blattgewebe von Rizinusblattern

Mittels eines gekoppelt-enzymatischen Tests wurden die Gehalte der
wasserloslichen Zucker Glukose, Fruktose und Saccharose, sowie der
Starke im Blattgewebe bestimmit.

3.5.2.1 Hexosen

Der Einfluss der Kohlenhydrate auf den Metabolismus der Pflanze, sofern er
nicht osmotisch bedingt ist, muss mit einem sensorischen System und
Signaltransduktion einhergehen. Die Erfassung der Kohlenhydratgehalte
konnte auf Ebene der Hexosen durch die Aktivitat der Hexokinase erfolgen
(Sheen 1990, Hensel et al. 1993). Im Folgenden wurde untersucht, ob
altersabhangige Veranderung der Hexosegehalte in Rizinusblattern vorlagen.

Die im Gewebe von Rizinusblattern gemessenen freien Hexosen Glukose
und Fruktose lagen dort in anndhernd gleichen Gehalten vor (vgl. Abb. 29 A
und B) Dieses 1:1 Verhaltnis von Glukose und Fruktose war bei allen
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unterschiedlich alten Blattern der erwachsenen Pflanze gleich. Die absoluten

Gehalte von Glukose und Fruktose stiegen in den untersuchten Blattern mit

zunehmendem Alter in gleicher Weise an. In den &ltesten Blattern fand sich

also eine Akkumulation der Hexosen.

Abb.
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Hexosephosphate) in unterschiedlich alten Rizinusblattern (n = 4 Pflanzen). Die
Bestimmung der Zucker erfolgte im NADPH-gekoppelten enzymatischen Test.
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3522 Saccharose

Der Transport von Kohlenhydraten aus dem Photosynthese treibenden Blatt
wird bei Ricinus communis L. fast ausschliel3lich durch den Export von
Saccharose bewerkstelligt. Die Transportsaccharose wird im Cytoplasma aus
UDP- bzw. ADP-Glukose und Fruktose gebildet. Im Blattgewebe von Ricinus
communis L. zeigte der Saccharosegehalt mit zunehmendem Alter eine
ahnliche Entwicklung wie die freien Hexosen. Es kam zu einem Ansteigen
des Saccharosegehaltes mit dem Alter des Blattes. Der Saccharosegehalt
stieg mit dem Alter jedoch etwas steiler an, als der Gehalt freier Hexosen. In
Hexoseeinheiten gesehen entwickelte sich das Verhéltnis der freien Hexosen
zur Saccharose von 1:1 im jungen Blatt bis zu 1:3 im ausgewachsenen Blatt.
Ein groRer Teil der akkumulierten Hexosen wurde also in Saccharose
festgelegt.
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Abb. 30: Saccharosegehalt [umol/g TG] im Blattgewebe unterschiedlich alter
Rizinusblatter. Die Saccharose wurde nach Spaltung in Form der Hexosen Glukose
und Fruktose im NADPH-gekoppelten enzymatischen Test bestimmt (n = 4
Pflanzen).
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3.5.2.3 Stéarke

Kohlenhydrate, die nicht direkt aus dem Blatt transportiert werden, kénnen in
Form von Stéarke in den Chloroplasten gespeichert werden. Im Allgemeinen

wird ein solcher Speicher jedoch im Verlauf der Dunkelphase wieder

abgebaut. Kommt es zu einer Anreicherung von Starke, so kann dies zu

einer Hemmung der Photosyntheseleistung des Blattes fuhren (Paul und
Foyer 2001). Eine Freisetzung der festgelegten Starke hingegen kann zu

einem erhdhten Gehalt an Hexosen und an Saccharose fuhren.

Bis zum Tag 35 blieb der Starkegehalt im Blatt konstant. Erst in alteren
Blattern kam es zur Starkeakkumulation. Der Anstieg des Starkegehaltes

wies also im Vergleich mit den I6slichen Zuckern einen verzégerten Verlauf

auf (Abb. 31).
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Abb. 31: Starkegehalt [umol/g TG] in Abhangigkeit vom Blattalter. Gemessen

wurden die in Starke festgelegten

enzymatischen Test (n = 4 Pflanzen).
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353 Zuckerkonzentrationen im Siebréhrenexsudat von Ricinus
communis L.

3.5.3.1 Hexosen

Die Hexosen Glukose und Fruktose spielen fir den Transport von
Kohlenhydraten quantitativ eine untergeordnete Rolle. Sie dienen im
Blattgewebe als Substrate fur die Synthese der Saccharose, kommen im
Siebrohrenexsudat jedoch nur in geringen Konzentrationen vor. Im
Siebréhrenexsudat aus jungen Rizinusblattern war die Konzentration sowohl
der Fruktose als auch der Glukose doppelt so hoch wie in ausgewachsenen
Blattern. Im Siebréhrenexsudat aus den Petiolen ausgewachsener Blatter
anderte sich die Konzentration der Hexosen mit ansteigendem Alter nicht
mehr (Abb. 32). Ahnlich wie im Blattgewebe sind die Konzentrationen von
Glukose und Fruktose im Siebréhrenexsudat nahezu gleich. Hier lag jedoch
die Konzentration der Glukose immer etwas hoher als die
Fruktosekonzentration. Aussagen tber den Volumenfluss und somit tber die
direkte Transportkapazitat des Phloems waren nicht moglich.
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Abb. 32: Konzentrationen von Glukose und Fruktose im Siebrohrenexsudat
verschieden alter Rizinusblatter. Die Glukosekonzentrationen (¢) lagen in der Regel
hoher als die Fruktosekonzentrationen (m=). Die Bestimmung der Hexosen fand im
NADPH-gekoppelten enzymatischen Test statt.
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35.3.2 Saccharose

Saccharose ist bei Ricinus communis die wichtigste Kohlenstofftransportform
im Phloem. Im Gegensatz zum Blattgewebe, in dem der Saccharosegehalt
nur etwa den doppelten Wert der freien Hexosen aufwies, war die
Saccharose im Siebréhrenexsudat das vorherrschende Kohlenhydrat. Die
Saccharosekonzentration betrug mindestens das 40fache der freien Hexosen
im  Siebrohrenexsudat (vgl. Abb. 32 und Abb. 33). Die
Saccharosekonzentration in den Siebréhren von Ricinus communis zeigte
groBe Schwankungen zwischen den einzelnen Blattern, aber keine
altersabhangige Veranderung. Die Konzentration von Zuckern im
Siebrohrenexsudat war also unabhangig vom Alter des source-Blattes.
Einschréankend muss jedoch gesagt werden, dass aus alten Blattern deutlich
schwieriger Siebrohrenexsudat zu gewinnen war und die gesammelten
Volumina aus alten Blattern geringer waren (Abb. 39) . Es ist also mdglich,
dass zwar die Siebrohrenkonzentration gleich bleibt, der Export aber
trotzdem abnimmt, so dass es wéahrend der Alterung zur Akkumulation von
Saccharose im Blatt kommt (vgl. Abb. 30). Unterschiede im
Saccharose/Hexosen-Verhéltnis waren demnach vorrangig auf die
Veranderung der Hexosenkonzentration zurtickzufiihren.
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Abb. 33: Saccharosekonzentration im Siebrohrenexsudat aus den Petiolen von funf
gleich alten Rizinuspflanzen. Die Bestimmung der Saccharose erfolgt nach
Invertasespaltung im NADPH-gekoppelten enzymatischen Test.
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3.6 Altersbedingte  Veranderungen  von Blatt- und
Siebrohrenexsudatproteinen

3.6.1 Proteinkonzentration im Siebrohrenexsudat

Im Siebrohrenexsudat von Ricinus communis L. konnten auch Proteine
nachgewiesen werden (Sakuth et al. 1993). Im Gegensatz zu Kuirbis, der
eine sehr hohe Proteinkonzentration aufweist, war die Proteinkonzentration
im Exsudat von Ricinus communis nur sehr gering. Da nach dem
Anschneiden der Siebrohren einer Petiole noch ca. eine Stunde lang Exsudat
mit einheitlich hoher Proteinkonzentration gesammelt werden konnte, war
eine durch den Anschnitt verursachte Verunreinigung mit Zellsaft
auszuschlieRen. Zusatzlich wurden die ersten 5 pl jeden Anschnitts
verworfen. Das Siebrohrenexsudat des Rizinuskeimlings enthélt pro
Mikroliter ca. 0,2 pg Protein. Im Siebrohrenexsudat aus Petiolen
erwachsener Pflanzen war die Proteinkonzentration alters- bzw.
entwicklungsabhangig (Abb. 34). Exsudat, das von Petiolen junger sink-
Blatter genommen wurde, enthielt mit bis zu 0,4 pg/ul die hoéchste
Proteinkonzentration. An Petiolen von source-Blattern wurden noch 0,1 pg/ul
gewonnen und im Siebréhrenexsudat aus seneszenten Blattern sank dieser
Wert bis auf 0,05 pg/ul.
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Abb. 34: Proteinkonzentration [ug/ul] der Siebrohrenexsudate, die an Petiolen
unterschiedlich alter Rizinusblatter entnommen wurden. Die Proteinbestimmung
wurde nach Bradford 1976 durchgefuhrt.
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3.6.2 Altersabhangige Proteinzusammensetzung im Siebrdhren-
exsudat

Mit der altersabhangigen Konzentrationsabnahme von Proteinen im
Siebrohrenexsudat wéare auch eine qualitative Anderung in der
Zusammensetzung der Siebrohrenproteine vorstellbar. Beispiele fir
seneszenzspezifische Proteine bzw. der entsprechenden Gene im
Blattgewebe wurden identifiziert (Buchanan-Wollaston 1997, Weaver et al.
1997).

In dieser Arbeit sollte zunachst untersucht werden, ob es zu
altersabhangigen Veréanderungen im Proteinspektrum des
Siebrohrenexsudates kommt. Aufgrund der vorhergehenden Analysen
(Széderenyi 1998), die altersbedingten Veranderungen ab einem Blattalter
von 20 Tagen erwarten lassen, wurden aus verschiedenen Blattern
vereinigte Exsudate auf ihre Proteinzusammensetzung hin untersucht, die im
Durchschnitt 20 bzw. 40 Tage alt waren. Das Proteinmuster nach der
zweidimensionalen Gelelektrophorese wies charakteristische Merkmale auf
(Abb. 35). Die meisten Protein hatten ein Molekulargewicht unter 20 kDa. Der
Vergleich der Proteinmuster zeigte, dass es Proteine im Siebréhrenexsudat
gibt, die

1. in allen Altersstufen gleichbleibend vertreten waren (Keimling und
junges Blatt nicht gezeigt),

2. mengenmal3ig mit hherem Blattalter abnehmen,
3. in alten Blattern verschwinden,

4. in alten Blattern erscheinen.
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Abb. 35: Zweidimensionale gelelektrophoretische Auftrennung von vereinigten und
konzentrierten Siebrohrenexsudaten aus unterschiedlich alten Rizinusblattern. A)
ca. 20 Tage alte Blatter und B) ca. 40 Tage alte, seneszente Blatter. Die Proteine
wurden mit Coomassie Brillant Blau angefarbt. Die Nummern weisen auf die o.g.
Proteintypen hin.
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3.6.3 Partielle Sequenz eines Siebréhrenexsudatproteins

Die Proteinkonzentration in den Siebréhren sank mit dem Alter der Blatter
(Kap. 3.6.1). In verschiedenen Veroffentlichungen wurden Seneszenz
assoziierte Proteine (SAP) beschrieben, die bei kinstlich induzierter und
natirlicher Seneszenz auftraten. Die Anwesenheit solcher Proteine im
Siebrohrenexsudat von Ricinus communis wurde bereits ab einem Blattalter
von 22 Tagen gezeigt (Széderkenyi 1998) und konnte im Rahmen dieser
Untersuchungen bestatigt werden (Abb. 35). Diese
Siebréhrenexsudatproteine von seneszenten Rizinusblattern sollten isoliert
und identifiziert werden. Um die fir die Aminosauresequenzierung
notwendigen Proteinkonzentrationen aus seneszenten Blattern zu erhalten,
wurden die Exsudate gleich alter Blatter aus verschiedenen Pflanzen
vereinigt. Trotz der Veranderungen im  Proteinspektrum des
Siebréhrenexsudates von unterschiedlich alten Rizinusblattern (Abb. 35)
erwies sich die eindeutige Zuordnung mengenmalfig zunehmender Proteine
zu den SAPs als schwierig. Da diese Proteine in sehr geringen
Konzentrationen vorlagen, konnten keine Sequenzinformationen Uber sie
erhalten werden. Stattdessen wurde fUr die Aminosauresequenzierung der
starkste  Proteinspot nach  zweidimensionaler  Auftrennung  des
Siebrohrenexsudates aus alten Blattern ausgewahlt (Abb. 36 A). Die
tryptische Spaltung dieses Proteins ergab vier Peptide (Abb. 36 B), die der
Aminosauresequenzierung unterworfen wurden. Fir zwei dieser Peptide
konnte die Aminosauresequenz bestimmt werden.

Tab. 6: Durch Edmann-Abbau  erhaltene  Peptidsequenzen  eines
Siebrohrenexsudatproteins. Die Peptidnummern beziehen sich auf Abb. 36. Ein X
bedeutet, dass an dieser Position keine eindeutige Aminosaure zugeordnet werden
konnte. Unsichere Aminosauren sind in Klammern dargestellt, bzw. die Variante in
der nachsten Zeile wiedergegeben.

Peptid Sequenz

1 FEXYLPS
2 VSETVG(T)
M
3 Keine Sequenz erhalten

4 Keine Sequenz erhalten




70 Ergebnisse

0.0150
T
0.0150

215 nm
0.0100
0.0100

215 nm

0.0050
0.0050

—

s
<
=

80,00 7

T
g
]

20,00 7
40,00 71

Abb. 36: Coomassie Brillant Blau gefarbtes 2D-Gel von

Siebrohrenexsudatproteinen aus seneszenten Rizinusblattern (A) und Elutionsprofil
der RP-HPLC nach tryptischem Verdau des markierten Spots (B).

Die Datenbanksuche (Swissprot) mit den oben angegebenen
Peptidsequenzen ergab keine Hinweise auf ein bekanntes Protein, in dem
beide Sequenzen enthalten waren.
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3.6.4 Veranderung des Proteinmusters nach Inkubation mit
Polyaminen

Die Polyamine sind ubiquitar verbreitete Zellkomponenten und greifen
sowohl bei Prokaryonten als auch bei Eukaryonten in grundlegende
Stoffwechselvorgange ein. In Pflanzen haben sie Phytohormoncharakter und
beeinflussen verschiedene Wachstums- und Entwicklungsprozesse, wie z.B.
Zellteilung, Wurzelbildung, Bluhinduktion oder Fruchtentwicklung und -
reifung. Darlberhinaus spielen die Polyamine auch bei der Reaktion von
Pflanzen auf Stress-Belastungen eine Rolle. Mdéglicherweise gibt es auch
eine Beteiligung der Polyamine an der Seneszenz (Lester 2000).

Nach Inkubation mit Polyaminen anderte sich die Zusammensetzung der
Proteine im Siebréhrenexsudat aus Rizinuskeimlingen (Abb. 37). Es konnte
ein neues Protein, welches im Siebrohrenexsudat mit Wasser inkubierter
Kontrollpflanzen nicht auftrat, gefunden werden. Dieses Protein trat sowohl
bei Behandlung mit Putrescin (Abb. 37 C), als auch mit Spermin und
Spermidin auf (Abb. 37 D).
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Abb. 37: 2D-Gelelektrophoretische Auftrennung von Siebrohrenexsudatproteinen
aus Polyamin-behandelten Rizinuskeimlingen. Pro Gel wurden 100 bis 150 pg
Protein aufgetragen und nach der Auftrennung mit Coomassie Brillant Blau gefarbt.
A) und B) Kontrolle (in Wasser inkubierte Keimlinge) C) mit Putrescin inkubierte
Keimlinge und D) mit Kombination aus Spermin und Spermidin inkubierte Keimlinge.
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3.6.5 Proteingehalt und Proteinmuster der Extrakte aus
Blattscheiben unterschiedlichen Alters.

Die Seneszenz als ein regulierter, aktiver Prozess geht mit der Expression
von Genen einher, die als Seneszenz-spezifisch beschrieben wurden (Smart,
1994, Gan und Amasino, 1997). Bezlglich des Blattgewebes von
Rizinuspflanzen sollte untersucht werden, ob und welche Veréanderungen des
Proteinspektrums im Verlaufe des Blattalters eintreten. Dazu wurden
Proteinextrakte aus unterschiedlich alten Blattern hergestellt (Kapitel 2.10.3)
und einer zweidimensionalen Gelelektrophorese unterworfen. Es wurden
Blattscheiben gleicher Flache verwendet und in den Coomassie Brillant Blau
gefarbten Gelen auch auf die Verdnderung des Proteingehaltes geachtet.
Der Proteingehalt sank wahrend der natirlichen Seneszenz in
Rizinusblattern deutlich ab. In dem Blattextrakt des jingsten Blattes wurde
die hochste Proteinkonzentration gefunden. Der Blattextrakt des altesten
Blattes hingegen (Abb. 38 D) enthielt keine fir die Coomassie Brillant Blau
Farbung ausreichende Proteinkonzentration mehr. Das Proteinmuster in den
Extrakten verschieden alter Blatter zeigte keine dramatischen Anderungen.
Vor allem war jedoch kein neu auftretendes, mengenmalRig dominierendes
Seneszenz-spezifisches Protein bei der natirlichen Seneszenz der
Rizinusblatter zu erkennen.
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Abb. 38: Zweidimensionale Auftrennung von Proteinextrakten aus A) 16 Tage, B)
24 Tage, C) 32 Tage, D) 40 Tage alten Rizinusblattern. Es wurden gleiche
Blattflachen geerntet und die Proteine daraus extrahiert.
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3.7 Siebrohrenexsudation unterschiedlich alter Blatter

Der Phloemtransport von Assimilaten wird nicht allein durch die
Konzentration der Assimilate, sondern auch durch die
Transportgeschwindigkeit und die Siebrohrenanzahl des Blattes bestimmt.
Eine Abschéatzung der Exsudationsrate wurde vorgenommen, indem das
Exsudatvolumen einer einstindigen Exsudation notiert wurde. Auch wenn
aus einem Blattstiel kein Exsudat zu gewinnen war, wurde dies protokolliert.
Die Exsudationsraten aus Siebréhren von Rizinusblattern wiesen eine hohe
Schwankungsbreite auf (Abb. 39). Besonders waren jungere Blatter
betroffen, da die Blattstiele junger Blatter weicher und empfindlicher sind als
die der alteren Blatter (> 15 Tage). An Blattstielen seneszenter Blatter
konnten nur geringe Volumina gesammelt werden. Ein mehrmaliges Anritzen
der Blattstiele war hier oft notwendig. Prinzipiell scheint die Exsudationsrate
im Verlauf der Alterung von Rizinusblattern leicht abzunehmen.
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Abb. 39: Siebrohrenexsudationsraten [pl/h] aus Blattstielen unterschiedlich alter

Rizinusblatter. Das Volumen einer einstiindigen Exsudation wurde fir jedes
Blattalter notiert.
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3.8 Siebrohren in der Mittelrippe unterschiedlich alter Blatter

Die Anzahl der Siebréhren im Mittelrippenquerschnitt variierte mit der
Position im Blatt. In den Randbereichen des Blattes war naturgemafld die
geringste Anzahl vorhanden. An der Blattbasis dagegen biundelten sich die
Phloemstrange. Dort wurde die grof3te Anzahl an Siebrohren gefunden. Die
Anzahl der Siebrohren in der Mittelrippe variierte jedoch nicht nur nach
ortsspezifischen Gesichtspunkten, sondern auch altersabhanigig. Nach dem
Anstieg der Siebrohrenzahl im Querschnitt der Mittelrippe, nahm dieser Wert
ab Tag 20 bis 25 der Blattentwicklung wieder ab (Abb. 40).
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Abb. 40: Siebréhrenanzahl im Querschnitt der Mittelrippe unterschiedlich alter
Rizinusblatter. 60 pum starke Querschnitte wurden mit Anilinblau gefarbt und die
Siebrohren anhand der Kallosefluoreszenz der Siebplatten identifiziert und gezahlt.
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Die Gesamtzahl, der in der Mittelrippe enthaltenen Siebréhren, wurde durch
Einbeziehung der Siebréhrenlange, der Siebréhrenanzahl im Querschnitt und
der Lange der Mittelrippe berechnet. Dieser Wert zeigte eine deutliche
Altersabhangigkeit (Abb. 41). Anfanglich stieg die Siebréhrenzahl in der
Mittelrippe des wachsenden Blattes an. Nach Abschluss des
Langenwachstums der Mittelrippe sank die Zahl der Siebréhren dann mit
zunehmendem Blattalter wieder deutlich ab.
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Abb. 41: Gesamtzahl der Siebrohren in der Mittelrippe von Rizinusblattern.
Hochgerechnet nach Auswertung von Quer- und L&angsschnitten der Mittelrippe
nach Anilinblaufarbung und mikroskopischer Auswertung.
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Zusatzlich zur Abnahme der Siebréhren waren in Langsschnitten der
Mittelrippen éalterer Blatter vermehrt starke Kalloseablagerungen zu

beobachten (Abb. 42). Dies weist auf eine mogliche Verringerung der
Transportkapazitat durch Blockierung des Phloems oder zumindest einer
starkeren Wundkallosebildung mit zunehmendem Alter hin.

Abb. 42: Mit Anilinblau gefarbter Langsschnitt der Mittelrippe eines 15 Tage alten
Blattes (A) und eines 35 Tage alten Blattes (B). Die Fluoreszenz der
Kalloseauflagerungen wurden im Fluoreszenzmikroskop ausgewertet.
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4 Diskussion

Die Blattseneszenz ist eine Sequenz von biochemischen und
physiologischen Prozessen, die die letzte Stufe der Blattentwicklung vom
reifen, vollstdndig expandierten Blatt, bis zum Tod umfasst (Smart 1994).
Das Phloem spielt bei der Blattseneszenz eine herausragende Rolle. Die
Mobilisierung von Nahrstoffen des Blattes dient in mehrjahrigen Pflanzen
unter anderem dem Wachstum von Spross und Wurzel. Einjahrige Pflanzen
bendtigen die Nahrstoffe aus ihren vegetativen Teilen fur die Bildung von
Blite und Samen (Feller und Erismann 1978, Sanetra et al. 1998). Auf der
einen Seite wird also ein funktionstichtiges Phloemsystem wahrend der
Blattseneszenz gefordert und auch durch indirekte Messungen bestatigt
(Feller und Fischer 1994). Auf der anderen Seite werden durch die
Unterbrechung des Phloems bei intaktem Xylem seneszenzahnliche
Symptome ausgelést (Frohlich und Feller 1991). Die Funktion des
Phloemtransports wahrend der Blattseneszenz spielt flr die Seneszenz und
die Entwicklung der Pflanze eine entscheidende Rolle. Die vorliegende Arbeit
soll zur Charakterisierung physiologischer Parameter der natirlichen
Blattseneszenz von Ricinus communis beitragen und vor allem Aufschliisse
zur Rolle des Phloems wahrend dieses Entwicklungsabschnittes des Blattes
erbringen.

4.1 Naturliche und kinstlich hervorgerufene Seneszenz

Seneszenzvorgange werden haufig in artifiziellen Systemen untersucht. Die
Wirkung bestimmter seneszenzverzogernder und —induzierender Faktoren
(Licht, Nahrstoffe, Hormone, etc.) wird in diesen Systemen genutzt, um
Veranderungen in Entwicklung und Seneszenz entweder hervorzurufen oder
zu hemmen und schlie8lich zu untersuchen. Es werden z.B. pflanzliche
Zellkulturen verwendet, um entwicklungsphysiologische Parameter zu
beschreiben (z.B. Zellzykluskomponenten bzw. die Expression bestimmter
Gene bei bestimmten Bedingungen). Einige Systeme setzen auf
abgeschnittene Blatter bzw. Blattscheiben, die unter den entsprechenden
Bedingungen inkubiert werden. Weiterhin werden Pflanzen untersucht, die
durch Transformation oder Mutation einen seneszenzverzdgerten oder —
beschleunigten Phanotyp aufweisen. (Thomas und Smart 1993, Gan und
Amasino 1997, Guiamet und Giannibelli 1996, Dai et al. 1999, Yoshida et al.
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2002). Diese Mutationen betreffen Gene des Primarmetabolismus, der
Signaltransduktionswege und auch des Katabolismus. Eine Mutation, die die
naturliche Seneszenz komplett verhindert, wurde bisher nicht entdeckt. Bei
der Seneszenz der Pflanzen sind vermutlich unterschiedliche
Regulationsmechanismen beteiligt, deren Beeinflussung die Seneszenz in
ihrem zeitlichen Ablauf verandern, aber nicht verhindern kann (Thomas und
Smart 1993, Weaver et al. 1998). Die Ubertragbarkeit auf die natirliche
Seneszenz ist bei all diesen Systemen nur begrenzt mdglich. Bei diesen
Untersuchungen werden einzelne Mechanismen der Blattseneszenz
aufgeklart. Ob jedoch unter natirlichen Bedingungen genau diese
Mechanismen wirken, oder ob durch die Transformation von Pflanzen auch
noch andere, zusatzliche Veranderungen auftreten, ist nicht klar.

Auffallend ist die unterschiedliche Auspradgung von Seneszenzvorgangen in
artifiziellen und natirlichen Systemen. Abgetrennte Getreideblatter
seneszieren simultan Uber die gesamte Blattflache, wéhrend in natirlich
seneszierenden Blattern ein Gradient von der Blattspitze zur Basis verlauft
(Feller und Erismann 1978). Unterschiede zwischen natirlicher Seneszenz
und der Seneszenz in hormonbehandelten, abgetrennten Blattern spiegeln
sich auch in der Genexpression wieder. Gene, die bei natirlicher Seneszenz
in Hordeum vulgare exprimiert wurden, zeigten bei Abszisinsduregabe,
osmotischem Stress und Verwundung keine Expression und umgekehrt
(Becker und Apel 1993). Ahnliche Ergebnisse wurden auch fir die
Blattseneszenz in Arabidopsis thaliana gefunden. SAG (Seneszenz-
assoziierte Gene) zeigen je nach Behandlung (ABA, Ethylen, Zytokinin, Licht,
Dunkelheit und Austrocknung an abgetrennten sowie noch verbundenen
jungen und alten Blattern) unterschiedliche Expressionsmuster (Weaver et al.
1998).

Bei der Blattseneszenz von Ricinus communis handelt es sich um eine
sogenannte sequentielle Seneszenz, die auch unabhangig von der
Blltenbildung stattfindet und mit dem Abwurf des Blattes bei einem
bestimmten Blattalter endet. Verdnderungen des Blattes und des Phloems
sollten daher fur diese Arbeit auf rein altersbedingte Kriterien untersucht
werden. Auf eine Verédnderung des Metabolismus durch die Induktion
kinstlicher Seneszenz (Dunkelheit, Hormone, Stress) wurde daher
verzichtet. FUr die Betrachtung der Transportvorgdnge in der Pflanze ist es
geradezu notwendig, mehr als nur das einzelne (moglicherweise
abgetrennte) Blatt zu betrachten. An Arabidopsispflanzen wurde ein
gravierender  Unterschied in der Seneszenzinduktion zwischen
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Dunkelinkubation einzelner Blatter und der gesamten Pflanze beobachtet.
Der Transfer ganzer Pflanzen in Dunkelheit fuihrt bei diesen Pflanzen zu
verzogerter Blattseneszenz, wahrend bei den abgedeckten Blattern eine
vorzeitige Seneszenz eintritt (Weaver und Amasino 2001).

Das visuell deutlichste Anzeichen der Seneszenz ist der Chlorophyllabbau. In
Rizinuspflanzen findet man drei Phasen, die den Chlorophyligehalt der
Blatter beschreiben. Die Phase zunehmender Chlorophyllakkumulation, die
Phase des konstanten Chlorophyllgehaltes und die des Chlorophyllabbaus
nehmen jeweils ein Drittel der Lebensspanne des Blattes ein (Széderkenyi
1998). Beziglich des Ernahrungszustandes des Blattes lassen sich im
Gegensatz dazu nur zwei ausgepragte Phasen unterscheiden. Das erste
Drittel der Lebensspanne eines Blattes dient dem Aufbau und der Expansion.
Hier liegen maximale Nahrstoffkonzentrationen vor. Bereits ab der
vollstandigen Expansion des Blattes nach 20 von insgesamt 60 Tagen
beginnt der Abbau von Nahrstoffen, insbesondere von
Stickstoffverbindungen (Abb. 16). Parallel steigen die Gehalte von Zuckern
(Abb. 29 und Abb. 30) und wenig phloemmobilen Elementen (Abb. 25) im
Blattgewebe an. In der vorliegenden Arbeit wurden die Blatter einer
Rizinuspflanze untersucht und die Ergebnisse ohne Ricksicht auf die
Blattposition gegen das Blattalter aufgetragen. Die Blattposition kann sich
durch unterschiedliche Belichtung und den Abstand zum Apex bzw. zur
Wurzel auf den Blattmetabolismus auswirken. Hierdurch koénnten die
Variationen in manchen Datensatzen zu erklaren sein. Der Vorteil dieser
Aufarbeitung ist die Mdglichkeit, an derselben Pflanze Siebrohrenexsudate
aus verschieden alten Blattern zu sammeln. Die Alternative, sich auf ein
bestimmtes Blatt festzulegen, wéare im Falle von Ricinus communis keine
geeignete Losung, da diese Rizinuspflanzen nur sieben Blatter bis zur Bliite
produzierten. Sowohl die Pflanze, als auch das Blatt unterliegen wéahrend
des bendétigten Beobachtungszeitraumes starken Veranderungen.

4.2 Kohlenstoff im Blattgewebe

Kohlenhydratgehalte im Blattgewebe von Ricinus communis steigen mit dem
Blattalter an. Diese Kohlenhydratakkumulation betrifft sowohl Saccharose,
als auch Fruktose und Glukose (Abb. 29, Abb. 30). Die alteren Blatter einer
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Rizinuspflanze weisen die hdchsten Kohlenhydratgehalte auf. Gleichzeitig
sinkt jedoch der Kohlenstoffanteil am Blatttrockengewicht (Abb. 28).

Die Akkumulation von Kohlenhydraten im Blatt hat einen Einfluss auf die
Photosyntheseleistung des Blattes (Sheen 1990, Krapp et al. 1991). In
verschiedenen Arbeitsgruppen wurden Versuche zur Wirkung von
Kohlenhydraten auf die Photosynthese durchgefiihrt. Die Anderung des
endogenen Kohlenhydratgehaltes wurde zum Beispiel durch Entfernen der
sink-Organe (Crafts-Brandner et al. 1984), durch Unterbrechung des
Phloems (Frohlich und Feller 1991), durch Zugabe externer Zucker zu
abgeschnittenen Blattern (Krapp et al. 1991) oder zu Protoplasten
hervorgerufen (Sheen 1990). Mittels Uberexpression einer Invertase im
Blattapoplasten kann die Beladung des Phloems mit Saccharose verhindert
werden. Saccharose, die in den Blattapoplasten gelangt, wird von der
Invertase gespalten und die Hexosen werden wieder in den Symplasten
aufgenommen (von Schaewen et al. 1990). Eine weitere Moglichkeit ist die
Erhéhung der externen CO»-Konzentration (van Oosten und Besford 1995
und 1996, Sicher und Bunce 1998, Ludewig und Sonnewald 2000). Unter
erhohtem  CO;  angezogene Pflanzen zeigen eine héhere
Kohlenstoffassimilationsrate als die Kontrollpflanzen. Auch hier kann es zur
Akkumulation von Zuckern im Blattgewebe kommen.
Kohlenstoffakkumulation tritt des weiteren bei Mg?*-Mangel auf. Mg®*-ATP ist
ein Kofaktor der Protonenpumpen und somit an der Saccharosebeladung
des Phloems beteiligt. Solche Mangelpflanzen weisen ein hohes
Trockengewicht in den source-Blattern und ein niedriges Trockengewicht in
den sink-Blattern auf (Marschner 1995). Bei der natirlichen Seneszenz von
Rizinusblattern bleibt das Trockengewicht pro Flacheneinheit dagegen
nahezu gleich (Szederkenyi 1998). Der Magnesiumgehalt in Rizinusblattern
steigt mit zunehmendem Blattalter (Abb. 25). Magnesiummangel durch
Mobilisierung des Magnesiums und Transport in sink-Gewebe kann also als
Grund fur die Kohlenstoffakkumulation ausgeschlossen werden.
Phosphormangel kann zur Akkumulation von Kohlenhydraten fiihren, da der
Export von Triosen aus den Chloroplasten in das Cytosol Phosphat benétigt.
In Phosphormangelpflanzen kommt es daher zu einer Akkumulation von
Kohlenhydraten im  Chloroplasten und  somit  vorrangig  zu
Starkeakkumulation. Zucker kdnnen unter Phosphormangel akkumulieren,
wenn nicht genigend ATP fir die Phloembeladung zur Verfigung steht
(Marschner 1995). In den untersuchten Rizinuspflanzen zeigten
unterschiedlich alte Blattern voneinander abweichende Phosphorgehalte
(Abb. 26). Eine Kohlenstoffakkumulation aufgrund von Phosphormangel ist
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dennoch eher unwahrscheinlich. Daflr spricht auch die Sequenz der
Kohlenstoffakkumulation, da zuerst Saccharose, Glukose und Fruktose
akkumulieren und die Starkeakkumulation erst spat auftritt. Bei
Phosphormangel sollte sich zuerst die Starke anhaufen. Aul3erdem zeigen
die Zuckerakkumulation und die Veradnderung des Phosphorgehaltes mit
zunehmendem Alter keine Korrelation bezuglich ihrer Kinetik.

In Pflanzen, die Kohlenhydrate in ihren Blattern akkumulieren, wird eine
Regulation des Photosyntheseapparates beobachtet. In Untersuchungen mit
erhohtem Gehalt endogener Zucker in Blattern wird die Erniedrigung der
Photosyntheseleistung und eine erniedrigte Transkription der Photosynthese-
assoziierten Gene (PAG) verzeichnet (Sheen 1990, van Oosten und Besford
1995). Die Aktivitdt der Enzyme des Calvin-Zyklus nimmt ab (Krapp et al.
1991). Aus den oben genannten Versuchen mit exogenen Zuckern wird
angenommen, dass die endogene Akkumulation von Kohlenhydraten
wahrend der Blattentwicklung die Photosyntheseleistung eines Blattes
negativ beeinflussen kann. In Pflanzen, die unter erhhtem CO;, angezogen
wurden, sinkt der Chlorophyligehalt nicht friihzeitig ab, wenn der endogene
Zytokiningehalt durch  Transformation mit dem Gen fur die
Isopentenyltransferase (Ipt) unter Kontrolle des SAG12-Promotors
altersabhangig erhoht ist. Die Hexosegehalte sind dabei wie in nicht
transformierten Pflanzen deutlich hoher, als in Niedrig-CO, Pflanzen
(Ludewig und Sonnewald 2000).

Parallel mit dem Ansteigen der Kohlenhydrate in alternden Rizinusblattern
sinkt die Nettophotosynthese (Abb. 8). Es ist mdglich, dass die Akkumulation
der Zucker in den Blattern erst zur Verminderung der Nettophotosynthese
und dadurch zur Seneszenz fuhrt. Eine solche Initiation der Seneszenz
wurde bereits fur Arabidopsis thaliana postuliert, nur dass dort die Abnahme
photosynthetischer Metaboliten zur Derepression der SAG fuhren soll
(Hensel et al. 1993). Der Zuckergehalt eines Blattes spiegelt die source/sink-
Beziehungen innerhalb der Pflanze wieder. Die Zuckerakkumulation ist ein
moglicher Ausloser der natirlichen Blattseneszenz (Wingler et al. 1998,
Frohlich und Feller 1991).

Um eine Reaktion auf den Kohlenhydratgehalt des Blattes zu gewahrleisten,
konnte ein sensorisches System notwendig sein. Ein Enzym, das als
Kandidat fur die Kohlenhydratmessung der Pflanze vorgeschlagen wurde, ist
die Hexokinase (HXK) (Jang und Sheen 1994). Zusatzlich wurden bereits
Indizien fur eine Beteiligung der HXK an der Seneszenzinitiation gefunden.
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Die Uberexpression eines HXK-Gens in Arabidopsis thaliana bewirkte einen
Chlorophyllabbau und die Expression von SAG (Dai et al. 1999, Xiao et al.
2000).

Der Kohlenhydratgehalt eines Blattes hat nicht nur Auswirkungen auf die
Photosynthese des Blattes, sondern auch auf die Assimilation von Stickstoff.
Kohlenhydrate dienen als Aminogruppenakzeptoren bei der
Stickstoffassimilation (z.B. 2-Oxoglutarat).

Der im Blattgewebe beobachtete parallele Anstieg der Hexosen Glukose und
Fruktose (Abb. 29) hangt mit dem Transport von Saccharose in die Vakuole
und der dortigen Spaltung in die Hexosen durch die Saure Invertase
zusammen (Huber und Hanson 1992). In Arabidopsispflanzen wurde ein
Monosaccharidtransporter entdeckt, der spezifisch fur die spate Seneszenz
zu sein scheint und mdglicherweise den Transport von Hexosen zwischen
Zytosol und Vakuole bewirkt (Quirino et al. 2001).

4.3 Stickstoff

Im Gewebe von Rizinusblattern nahm Stickstoffgehalt bezogen auf das
Trockengewicht nach der vollstdandigen Expansion der Blatter ab. Viele
Autoren, die sich mit der Blattseneszenz befassen, benennen die
Remobilisierung von Stickstoffkomponenten als ein Charakteristikum der
Seneszenz (Wittenbach 1979, Friedrich und Huffaker 1980, Feller und Keist
1986, Weaver et al. 1997, Crafts-Brandner et al. 1998, Sanetra et al. 1998).

431 Nitrat

Nitrat ist die Uberwiegende Form des fur Pflanzen erreichbaren
Bodenstickstoffs (Cheng et al. 1992). Die Nitratreduktion findet im Cytosol
von Wurzel und Blatt statt. Je nach Spezies ist der Anteil der Wurzel oder
des Sprosses an der Nitratreduktion unterschiedlich (Marschner, 1995,
Andrews 1986). Die Erreichbarkeit von Nitrat hat einen Einfluss auf die
Blattexpansion (McDonald und Davies 1996). Im expandierten Rizinusblatt
war der Nitratgehalt folgerichtig am geringsten (Abb. 12).

Aul3er der Funktion als wichtiger Nahrstoff spielt Nitrat auch eine Rolle im
lonenhaushalt der Pflanze. Der Transport des Nitratanions im Xylem verlangt
auch den Transport von Gegenionen um die lonenbalance zu erhalten.
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Durch Erhdéhung der externen NaCl-Konzentration kann der Nitrattransport
im  Xylem zugunsten des Chloridtransports verringert werden. Die
Verringerung des Nitrattransportes im Xylem verschiebt die Nitratassimilation
vom Spross zur Wurzel (Peuke et al. 1996). Nitrat ist das primare Signal in
der Regulation der Nitratassimilation, jedoch haben auch andere
regulierende Elemente einen Einfluss auf die Nitratassimilation wie z.B. Licht,
Glutamin, Saccharose, Zytokinin, CO, und zirkadiane Rhythmen (Crawford
1995).

Im Blatt wirkt sich Nitrat auf zwei Arten aus:
» als Osmotikum erméglicht es die Wasseraufnahme in das Gewebe

» als Nahrstoff bewirkt es den Aufbau des Photosyntheseapparates und
das Wachstum der Pflanze.

Der Einfluss von Nitrat auf Seneszenzvorgange liegt nach Mcintyre (1997) in
dem Zusammenspiel zwischen dem Stickstoffgehalt des Blattes und der
Wasseraufnahme in das Blattgewebe. Stickstoffreiche Gewebe haben
demzufolge eine erhohte Kapazitat, um Wasser aufzunehmen. Der
erniedrigte Stickstoffgehalt als Folge des Stickstoffexports eines source-
Blattes spielt eine tragende Rolle fur die Initiation der Seneszenz, indem er
das Wasserpotential des Gewebes erhdht. Das erhdhte Wasserpotential
fuhrt dann zu einer geringeren Wasseraufnahme und letztlich zur Seneszenz.
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Abb. 43: Schematische Darstellung des Stickstoffeinflusses auf die pflanzliche
Entwicklung (nach Mcintyre 1997).

432 Nitratreduktase

Die NR ist sowohl transkriptionell, als auch posttranskriptionell reguliert. Die
Transkription des Gens fir die Nitratreduktase (NR) wird durch Nitrat, Zucker
und Licht induziert (Cheng et al. 1992) und durch Glutamin reprimiert. In
Tabak wird die Transkription des NIA-Gens (Nitratreduktase) durch Malat
gehemmt, nicht aber die Aktivitat der NR (Muller et al. 2001). Auf
posttranslationaler Ebene wird die NR in Anwesenheit divalenter Kationen
durch Phosphorylierung und die Bindung an 14-3-3 Proteine inaktiviert bzw.
durch Dephosphorylierung aktiviert. Bedingungen, die den Aktivierungsstatus
der NR beeinflussen sind Licht, Kohlendioxid- und Sauerstoffangebot, sowie
der zellulare pH-Wert (Kaiser et al. 1999, Kandlbinder et al. 2000). Das
Verhaltnis von Nitratreduktase-Aktivitat (NRA) im Spross, verglichen mit der
Wurzel, gibt Auskiinfte tGber die Nitratversorgung der Pflanze (Peuke et al.
1996). Je hoher das Nitratangebot, umso mehr Nitrat wird in den Spross
transportiert, um  dort reduziert zu werden. Eine weitere
Wachstumsbedingung, die das Verhaltnis der Nitratreduktion zwischen
Wurzel und Spross beeinflusst, ist der Kaliumgehalt der Pflanze. Durch
Kaliummangel hervorgerufen findet eine erhohte Nitratreduktion in den
Wurzeln statt (Peuke et al. 2002). Das Verhaltnis der NRA des Sprosses und
der Wurzel (bezogen auf das Trockengewicht) bei den vorliegenden
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Anzuchtsbedingungen spricht flr eine ausreichende Versorgung der
Versuchspflanzen sowohl mit Nitrat, als auch mit Kalium.

Die hochste NRA wird in Rizinusblattern am Ende des
Expansionswachstums erreicht (Abb. 14). Ab diesem Zeitpunkt ist davon
auszugehen, dass der zu assimilierende Stickstoff nur noch tber das Xylem
das Blatt erreicht, statt wie im sink-Blatt auch Uber das Phloem (Simpson
1986). In diesen Blattern ist der Nitratgehalt niedrig (Abb. 12) und die NR,
deren Genexpression durch Nitrat induziert wird, entsprechend wenig aktiv.
In Blattern zwergwuichsiger Bohnen wurde eine solche Erniedrigung der NR-
Aktivitat nach der Blattexpansion beschrieben. Die niedrigsten NR-Aktivitaten
wurden in seneszenten Blattern gefunden (Streit und Feller, 1982).

4.3.3 Glutaminsynthase

Die metabolischen Veranderungen wahrend der Alterung des Blattes spiegelt
sich unter anderem in der unterschiedlichen Expression der
Glutaminsynthetase Isoenzyme wieder (Habash et al. 2001). Auch die
Lokalisation der GS spielt eine wichtige Rolle. Die GS1 dient wahrend der
Seneszenz der Mobilisierung des Stickstoffs, indem es Glutamin bildet,
welches im Phloem exportiert werden kann. Die Expression und Aktivitat der
GS2 nimmt im Allgemeinen mit zunehmendem Alter ab. Sie ist zum grof3ten
Teil fur die Reassimilation des Ammoniums aus der Photorespiration
zustandig (Kamachi et al. 1991 und 1992). Die Wichtigkeit dieses Enzyms
wird deutlich, wenn man sich vor Augen fuhrt, dass wahrend der
Photorespiration zehnmal mehr Ammonium entsteht, als durch die
assimilatorische Stickstoffaufnahme Uber die Wurzel bereitgestellt wird
(Keys et al. 1978). Das in der Photorespiration durch die Glyzinoxidation in
den Mitochondrien entstandene Ammonium wird durch die GS2 in den
Chloroplasten auf Glutamat uUbertragen. Durch Uberexpression einer
cytosolischen Glutaminsynthetase (GS1) im Mesophyll von Tabakpflanzen
konnte jedoch gezeigt werden, dass die GS1 ebenfalls in der Lage ist, dieses
Ammonium zu nutzen. Gleichzeitig stiegen Photorespiration und
Photosyntheserate in diesen transgenen Pflanzen an (Oliveira et al. 2002). In
Rizinusblattern zeigte sich eine Abnahme der Gesamtaktivitat der
Glutaminsynthetase. Dabei findet jedoch eine Verschiebung zu Gunsten der
cytosolischen GS1 statt (Abb. 15). Die Verédnderung in Menge und
Zusammensetzung der GS koénnte zum einen auf die Notwendigkeit der
Remobilisierung von Stickstoff zurtickzufihren sein. Andererseits legen die
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Untersuchungen an Mutanten mit defekter GS und an Transgenen mit
Uberexprimierter GS nahe, dass unter anderem auch eine Verbindung zu
Photosynthese und Photorespiration und somit ein direkter Einfluss auf
altersbedingte Veranderungen moglich ist. In diesem Fall ware die
Expression und Aktivitdt der GS nicht nur die Folge der Seneszenz, sondern
auch urséachlich an der Seneszenz beteiligt. Die Immunlokalisation von GS in
Tabakpflanzen lasst auf eine Verschiebung von der photorespirativen
Ammoniumassimilation des Chloroplasten zur Reassimilation von
Ammonium aus der Proteindegradation im Cytosol der Mesophyllizellen
wahrend der Alterung schlielen (Brugiére et al. 2000). Nach diesen
Befunden ist die verstarkte Expression der GS1 im Zuge der Seneszenz im
Tabak nicht auf die Leitbiindel bezogen. In seneszierenden Reisblattern
hingegen wurde ausschlie3lich die vaskulare GS1 detektiert (Sakurai et al.
1996). Es gibt also unterschiedliche Aussagen zur Rolle der cytosolischen
GS in der Seneszenz. Auf der einen Seite wird der direkte Zusammenhang
der GS mit dem Stickstofftransport verneint (Brugiére et al. 1999).
Andererseits ist Glutamin in vielen Pflanzen die Hauptform des
transportierten organischen Stickstoffs. In Radieschenkotyledonen zum
Beispiel wird die GS1 bei dunkelinduzierter Seneszenz nur in alteren
Geweben exprimiert, wahrend in jingeren Kotyledonen nach Dunkelinduktion
die Asparaginsynthetase exprimiert wird. Daraufhin akkumuliert Asparagin in
den Kotyledonen. Auf diese Weise wird der Stickstoff bei niedriger
Kohlenstoffversorgung mit einem gunstigen C/N-Verhdltnis gespeichert.
Altere Keimblatter mit erhohter GS1 Expression zeigen hingegen eine
erhohte Konzentration an Aminosauren u.a. Glutamin im Phloemexsudat
(Nozawa et al. 1999). Die Veranderungen in Menge und Zusammensetzung
der GS in der Pflanze kdénnten auf transkriptionelle, posttranskriptionelle oder
posttranslationale Weise zustande kommen. Versuche mit metallkatalysierter
Oxidation an der Wurzel-GS aus Soja zeigen einen Verlust der
Enzymaktivitdt und einen damit verbundenen proteolytischen Abbau des
Proteins. Durch Ammoniumnitratgabe wurde die Aktivitat der Soja-GS erhoht.
Diese Erhohung beruhte neben der Transkription auch auf der héheren
Stabilitat der Polypeptide (Ortega et al. 1999). Auf der transkriptionellen
Ebene kann die GS durch Kohlenhydrate induziert werden. In
dunkeladaptierten Arabidopsis thaliana Pflanzen kann der Mangel in der GS2
Transkription gegebentber belichteten Pflanzen durch Saccharose im
Wurzelmedium ausgeglichen werden. Den gleichen Effekt haben auch
Glukose und Fruktose, wahrend 2-Oxoglutarat ausschlie3lich die
Transkription der GS1 induziert (Oliveira und Coruzzi 1999). Der Verlust der
GS-Aktivitat in alternden Rizinusblattern geht mit einem Anstieg in den
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Kohlenhydratgehalten des Blattgewebes einher. Eine Beschattung der
alteren Blatter, als Ursache fur den Verlust der GS-Aktivitat, ist also nach den
0.g. Befunden nicht anzunehmen.

434 Aminosauren

In Pflanzen, die eine cytosolische Glutaminsynthetase (GS1) im
Blattmesophyll Gberexprimieren, ist das Serin/Glyzin-Verhaltnis gegentber
den Wildtyppflanzen um das 3,5fache erhoht (Oliveira et al. 2002). Bei
Mutanten mit reduzierter GS2-Aktivitdt findet sich eine Abnahme des
Serin/Glyzin-Verhaltnisses. Die GS beeinflussen die Photorespiration (Kap.
4.3.3) und es scheint, als ob eine Korrelation zwischen der CO2-Entwicklung
wahrend der Photorespiration und dem Serin/Glyzin-Verhéltnis in diesen
Pflanzen besteht (Hausler et al. 1994). Im Zuge der Alterung einer
Rizinuspflanze sank dieses Verhaltnis vor allem durch die Abnahme des
Serinanteils (Abb. 17). Trotz des gleichbleibenden Chlorophyllgehaltes im
expandierten Blatt sank die Nettophotosynthese und vermutlich auch die
photorespirative  CO»-Bildung. In Radieschenkotyledonen steigt mit
zunehmendem Alter der Glyzingehalt bei gleichzeitiger Abnahme des
Seringehaltes (Nozawa et al. 1999).

Die Glutaminkonzentration in Rizinusblattern ist zwischen Blattgewebe und
Phloemexsudat deutlich zu unterscheiden. Die dominierende Rolle im
Phloem wird mit niedrigen Konzentrationen im Blattgewebe erkauft. Im
Blattgewebe ist das Glutamin/Glutamat-Verhaltnis fast ausschlie3lich kleiner
als eins. Neu gebildetes Glutamin wird augenscheinlich effizient in die
Siebréhren geladen. Mit dem Alter sank das Glutamin/Glutamat-Verhaltnis im
Siebrohrenexsudat jedoch stark ab (Tab. 5), wahrend das Verhaltnis im
Blattgewebe anndhernd unverandert blieb. Allerdings sanken der
Stickstoffanteil des Blattes (Abb. 11) und auch der Gehalt an freien
Aminosauren im Blattgewebe (Abb. 16). Ahnliche Ergebnisse bezuglich des
Verhdltnisses von Glutamin zu Glutamat in Blatt, Zellsaft und
Siebréhrenexsudat wurden an Rizinuspflanzen erzielt, die in 12 mM Nitrat
angezogen wurden (Allen und Smith 1986). Das Amid Asparagin spielt bei
Rizinus nur eine untergeordnete Rolle. Das Verhaltnis von Asparagin zu
Aspartat steigt in sehr alten Blattern noch einmal an, Aspartat Uberwiegt
jedoch auch in der spaten Phase der Blattentwicklung (Abb. 19). Ein
deutlicherer Anstieg wére zu erwarten, wenn das Blatt an Kohlenhydraten
verarmt. In diesem Fall wirde das gunstigere C:N Verhaltnis des Asparagins
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(4:2 gegenlber 5:2 bei Glutamin) eine Einsparung von Kohlenstoff bewirken
um so Stickstoff zu speichern bzw. den Export von Stickstoff
aufrechtzuerhalten (Lam et al. 1996). Dazu gibt es jedoch bei den
festgestellten hohen Zuckerkonzentrationen im senszenten Rizinusblatt keine
Veranlassung. Weder im Blattgewebe, noch im Siebréhrenexsudat andern
sich die Konzentrationen von Asparagin und Asparaginsaure grundlegend.

4.4 C:N-Balance

Stickstoff ist fur die Pflanze das wichtigste Makroelement. Daher wird ein
groBer Anteil des Stickstoffs im Zuge der Seneszenz aus dem Blatt
transportiert. Unterschiede werden aber sichtbar, wenn es z.B. um die
Herkunft dieses Stickstoffs geht. Chlorophylistickstoff verbleibt in Form von
Abbauprodukten in der Vakuole der jeweiligen Zelle erhalten (Hortensteiner
und Feller 2002), wahrend Proteinstickstoff mobilisiert und in Form von
Aminosauren Uber das Phloem exportiert wird (Feller und Fischer 1994). In
Rizinuspflanzen ist dies hauptséchlich Glutamin (Abb. 20), andere Pflanzen
hingegen nutzen auch Asparagin als Stickstofftransportmolekil. Die
Konzentration des Glutamins im Siebrohrenexsudat nimmt mit
zunehmendem Blattalter ab und das Verhéltnis von Glutamin zu Glutamat
sinkt deutlich (Tab. 5). Im Siebroéhrenexsudat des jungen Blattes macht
Glutamin den grof3ten Teil des Aminostickstoffs aus und nimmt mit dem Alter
dann immer mehr ab. Es scheint, als ob die Abnahme des Aminostickstoffs
im  Siebrohrenexsudat allein auf den Rickgang des Glutamins
zurlckzufuhren ist.

Der Export beschrankt sich jedoch nicht ausschie3lich  auf
Stickstoffverbindungen, sondern es kommt auch zu einem Nettoexport von
Kohlenstoff (Abb. 28). Der Kohlenstoffgehalt der Blatter nimmt allerdings
langsamer ab als der Stickstoffgehalt und das fuhrt zu einer Veranderung
des C:N-Verhaltnisses (Abb. 44). Diese Veranderung des C:N-Verhaltnisses
im Blatt konnte neben anderen Auswirkungen auch die Seneszenz ausldsen.
Eine Verknupfung des Kohlenstoff- und des Stickstoffmetabolismus findet auf
verschiedenen Ebenen statt. Durch Saccharosegabe wird zum Beispiel die
NR-Aktivitat erhoht und auch die Ammoniumassimilation wird stimuliert
(Morcuende et al. 1998). Andererseits moduliert die Nitratkonzentration im
N&hrmedium den Anteil von Karbonsaure- und Starkemetabolismus
(Scheible et al. 1997). Das C/N Verhdltnis spielt mdglicherweise eine
entscheidende Rolle fir die Auslésung der Seneszenz (Wingler et al. 1998).
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In Tabakpflanzen konnte nachgewiesen werden, dass die Zuckerrepression
der Photosynthese von der Stickstoffversorgung der Pflanzen abhangig war
(Paul und Driscoll 1997).

Neben dem fur Pflanzen postulierten Zuckersenorsystem muss demnach
auch ein Sensorsystem flr Stickstoff existieren. Fur Escherichia coli wurde
ein solches Stickstoffsensorsystem beschrieben. Im Mittelpunkt dieses
Systems steht das PII-Protein, fur das inzwischen ein pflanzliches Homolog
(GLB1) entdeckt wurde. Es wurde gezeigt, dass die Expression dieses Gens
in Arabidopsis durch Licht und Saccharose induziert werden kann, wahrend
Aminosauren die Expression unterdricken (Hsieh et al. 1998). Obwohl in
Pflanzen, die GLB1 Uberexprimieren, eine Reaktion auf die Versorgung mit
Kohlenhydraten und Stickstoff vorliegt, die sich von Wildtyppflanzen
unterscheidet, ist die Wirkungsweise und die Funktion dieses mutmafilichen
Sensors nicht geklart.
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Abb. 44: C/N Verhaltnis in Blattern unterschiedlichen Alters von Ricinus communis.
Gebildet aus Abb. 11 und Abb. 28 (n = 3 Pflanzen).

45 Phloem

Das Phloemgewebe, als ein Teil des Blattes, ist der Alterung ebenso
unterworfen wie andere Gewebe. Es scheint jedoch langsamer zu altern als
die umgebenden Gewebe. Das Rizinusblatt wird von aul3en nach innen gelb
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und zeigt kurz vor dem Abwurf nur noch im Bereich um die Leitbahnen
grines Gewebe (Abb. 3). Das Seneszenzprogramm der Pflanzen beinhaltet
vor allem die Rettung wichtiger Nahrstoffe. Daher hat das Phloem eine
zentrale Bedeutung fir die Seneszenz des Blattes (Buchanan-Wollaston
1997). Nahrstoffe werden ausschlie3lich Uber das Phloem aus dem Blatt
transportiert. Die Pflanzen benétigen eine Koordination zwischen Seneszenz
und Phloemtransport. Demzufolge stirbt das Phloem erst in der spaten
Phase der Seneszenz (Feller und Fischer 1994, Gan und Amasino 1997).

Einerseits wiesen Rizinusblatter mit zunehmendem Alter immer geringere
Konzentrationen einzelner Bestandteile des Siebréhrenexsudates auf (Abb.
13, Abb. 20; Abb. 34). Auch wurden die beobachteten Kalloseauflagerungen
der Siebplatten mit dem Alter starker und die Flussrate nahm ab (Abb. 39).
Gleichzeitig stieg der Zuckergehalt im Blattgewebe an (Abb. 29 und Abb. 30).
Diese Zeichen deuten auf einen geringer werdenden Export mit
zunehmendem Blattalter hin. Andererseits sank trotz niedrig konzentrierten
Siebrohrenexsudats der Blattstickstoffgehalt stetig ab (Abb. 11). Dies deutet
darauf hin, dass die Mobilisierung des Stickstoffs aus dem Blatt, ungeachtet
der reduzierten Exportkapazitat, nicht behindert wurde. FUr einen
ungestorten Phloemtransport sprechen die sinkenden C- und N-Gehalte des
Blattes sowie die nahezu (gleichbleibenden Saccharose- und
Kaliumkonzentrationen im Siebréhrenexsudat (Abb. 27 und Abb. 33).

4.6 Makroelemente

Der lonenhaushalt der Pflanzen besteht in der Absorption der in der
Bodenldsung vorliegenden anorganischen Elemente und deren Verteilung in
der Pflanze. Einige dieser lonen kénnen bei Nahrstoffmangel remobilisiert
werden (Kalium, Magnesium, Phosphor), wahrend andere als immobil gelten
(Kalzium, Schwefel). Mit zunehmendem Blattalter kbnnten solche immobilen
Elemente im Blatt akkumulieren und den Metabolismus des Blattes
beeinflussen. Mdoglicherweise ist der Abwurf alter Blatter als eine Art
Abfallentsorgung notwendig (Molisch 1929).

46.1 Kalium

Kalium liegt in der Pflanze als Kation (K*) vor. Der Entzug von Kalium aus
dem Wurzelmedium wirkt sich auf die NR-Aktivitat in der Wurzel von Ricinus
communis aus. Die NR-Aktivitdt steigt gegeniber den unveranderten
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Kontrollpflanzen, wahrend bei weiterer Kaliumgabe und Stickstoffentzug die
Aktivitat sinkt (Forster und Jeschke 1993). Kalium wird fur den Transport von
Nitrat im Xylem als Gegenion benétigt und muss im Phloem wieder zurtick
zur Wurzel transportiert werden (Ben-Zioni et al. 1971). Da in Ricinus
communis die Nitratreduktion hauptsachlich im Blattgewebe stattfindet
(Andrews 1986), ist dieser Kaliumkreislauf bei Rizinuspflanzen besonders
wichtig. Der Kaliumgehalt der untersuchten Blatter deutet darauf hin, dass
dieser Kreislauf nahezu unverandert in jungen und alten Blattern stattfindet.
Kalium akkumulierte nicht in den seneszenten Blattern (Abb. 26) und wurde
in anndhernd gleichbleibender Konzentration im Phloemexsudat verschieden
alter Blatter gefunden (Abb. 27).

46.2 Kalzium

Kalzium ist ein wenig phloemmobiles lon (Ca®**) und dient u.a. in der
Signaltransduktion als second messenger (Hepler und Wayne 1985).
Erhohte Kalziumgehalte im Zytosol wirken jedoch toxisch. Das Kalzium
reagiert mit anorganischem Phosphat und bildet einen unl6slichen
Niederschlag. Das Kalzium muss also aus dem Zytosol entfernt werden. Im
Blattgewebe ist Kalzium hauptsachlich in der Vakuole und im Apoplasten
lokalisiert. In Rizinuspflanzen wurden die héchsten Kalziumgehalte in den
altesten Blattern gefunden (Abb. 25). Brokkolipflanzen haben ebenfalls in
alten Blattern deutlich mehr Kalzium als in jungen Blattern. Die
Kalziumkonzentration des Xylemexsudates ist abhangig vom externen
Kalziumangebot, wohingegen die Kalziumkonzentration des Phloemsaftes
immer den gleichen niedrigen Wert aufweist. Somit kommt es zu einer
zeitabhangigen Anhaufung von Kalzium im transpirierendem Blatt (Shelp
1987). Im Allgemeinen sinkt der Kalziumimport, wenn das Blatt nicht mehr
expandiert, da die entstehenden Zellwdnde als ,sink” fur das Kalzium
ausfallen. Kalzium beeinflusst die Integritat der Zellmembran. Einerseits
schitzt Kalzium die Membranen von Peroxidation (Marschner 1995), aber
andererseits ist Kalzium auch am Membranabbau beteiligt, indem es
lipolytische Enzyme, wie z.B. die Phospholipase, stimuliert (Paliyath und
Thompson 1987, Hills und Beevers 1987). Phospholipasen sind unter
anderem am Abbau der Membranen wéahrend der Seneszenz beteiligt (Ryu
und Wang 1995).
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4.6.3 Magnesium

Magnesium ist das Zentralatom des Porphyrinringsystems im Chlorophyll
und hat in der Pflanze weiterhin Anteil an der Aktivierung von Enzymen. In
den untersuchten Rizinuspflanzen stieg der Magnesiumgehalt mit dem
Blattalter an (Abb. 25). Ahnliche Ergebnisse wurden bereits fir Brokkoli
beschrieben, dessen alte Blatter hohere Mg?*-Gehalte aufweisen als die
jungen (Shelp 1987). In Rizinuspflanzen, die in Quarzsand angezogen und
regelmafig mit Nahrldsung gegossen wurden, ist ebenfalls ein Anstieg des
Magnesiumgehaltes zu erkennen (Jeschke und Pate 1991). In den altesten
Blattern ist der Magnesiumgehalt pro Blatt niedriger, aber dies konnte auf die
geringere Blattflache zuriickgefuhrt werden (Jeschke und Pate 1991). Hohe
Magnesiumgehalte konnen in Verbindung mit Trockenstress fur das
Wachstum kritisch sein. Photophosphorylierung und Photosynthese werden
gehemmt (Rao et al. 1987).

4.6.4 Phosphor

Phosphor kommt in der Pflanze hauptsachlich als Phosphat vor. Dieses
Phosphat wirkt an der Bildung von Nukleotiden, Lipiden und
Stoffwechselzwischenprodukten mit. Symptome des Phosphormangels sind
die Hemmung der Stickstoffassimilation und der bevorzugte Transport von
Stickstoff vom Spross in die Wurzel (Jeschke et al. 1997). In den
untersuchten Pflanzen veranderte sich der Phosphorgehalt wahrend der
Entwicklung von jungen zu alten Blattern, fuhrte aber nicht zur Akkumulation
dieses Elements (Abb. 26). Jeschke et al. (1997) fanden jedoch eine
abnehmende Tendenz des Phosphorgehaltes von jungen zu éalteren
Rizinusblattern. Der Phophorverlust aus dem seneszenten Blatt war in
diesen Untersuchungen von der Phosphatkonzentration im Medium
abhangig. Es ist denkbar, dass bei hoher Phosphatkonzentration im Substrat
nur geringflgige Veranderungen im Phosphorgehalt der Blatter auftreten.

4.6.5 Schwefel

Schwefel wird von Pflanzen als anorganisches Sulfat aufgenommen (Saito
2000). Es wird im Xylem als Sulfat transportiert und im Phloem auch noch in
organischer Form z.B. in den Aminosauren Cystein und Methionin (Allen und
Raven 1987) sowie im S-Methylmethionin und Glutathion (Bourgis et al.
1999). In den unterschiedlichen Blattern einer Rizinuspflanze wurden die
hochsten Schwefelgehalte in den altesten Blattern und die geringsten in
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jungen Blattern gefunden (Abb. 25). Dies kann mit der geringen Mobilitat des
Schwefels zusammenhangen.

Bei Spinat ist unter Schwefelmangel die Proteinbiosynthese erniedrigt, da die
schwefelhaltigen Aminosauren fehlen. Dies fihrt vor allem in jungen Blattern
zu einem erhohten Stickstoffgehalt und zu einer Erhéhung des Amid-Anteils
an loslichen Stickstoffverbindungen. In &lteren Spinatblattern sinkt der
Schwefelgehalt nach dem Wechsel zu sulfatfreiem Wachstumsmedium
deutlich langsamer als in jungen Blattern und Wurzeln (Prosser et al. 2001).

In Weizen sinkt das N/S-Verhaltnis bei steigendem Schwefelangebot im
Wachstumsmedium. Dieses Absinken ist nicht nur auf den steigenden
Schwefelgehalt zurlckzufiihren, sondern auch auf einen geringeren
Stickstoffgehalt. Insbesondere der Anteil der Amide am Gesamtstickstoff
sinkt bei zunehmendem Schwefelgehalt (Freney et al. 1978). Wahrend der
natirlichen Blattseneszenz von Rizinuspflanzen trat ein vergleichbares
Phanomen auf. Bei steigenden Schwefelgehalten sank der Stickstoffgehalt
des Blattes kontinuierlich ab (Abb. 45). Besonders der Glutamingehalt sank
mit zunehmendem Blattalter. Weiterhin war in den untersuchten
Rizinusblattern war der Methioningehalt in jungen Blattern am hochsten und
sank mit zunehmendem Alter ab (siehe Anhang).
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N/S-Verhéltnis
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Blattalter [Tage]

Abb. 45: Verhéltnis des Stickstoffgehaltes zum Schwefelgehalt unterschiedlich alter
Blatter. Die Daten wurden den Abb. 11 und Abb. 25 entnommen.



Diskussion 95

4.7 Oxidativer Stress

471 Askorbat

Askorbat ist das vorherrschende Antioxidant in Pflanzenzellen (Smirnoff
2000). Es spielt eine wichtige Rolle als Schutzsubstanz bei oxidativem
Stress. Oxidativer Stress wird durch Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
hervorgerufen. Diese ROS werden wahrend der Photosynthese generiert
bzw. kénnen durch Schwermetalle, redoxaktive Herbizide, UV-B Strahlung
oder Ozon gebildet werden. Askorbat eliminiert verschiedene ROS entweder
direkt (Singulet Sauerstoff, Superoxid und Hydroxyl Radikale) oder indirekt
durch die Aktivitat der Askorbatperoxidase (Wasserstoffperoxid). Auf3erdem
wird das membrangebundene a-Tocopherol (Vitamin E) durch Askorbat
reduziert (Padh 1990, Conklin 2001). Als Kofaktor verschiedener Enzyme hat
Askorbat Einfluss auf das pflanzliche Wachstum. Die Prolylhydroxylase
beispielsweise bildet hydroxyprolinreiche Glykoproteine, die an der
Zellwandsynthese beteiligt sind. Dies konnte ein moglicher Mechanismus fiur
den positiven Effekt des Askorbats auf die Zellteilung sein (Smirnoff 2000).
Der Beginn der Seneszenz ruft den Verlust von Askorbat hervor (Horemans
et al. 2000). Der Askorbatgehalt war in den unterschiedlich alten Blattern der
in der vorliegenden Arbeit untersuchten Pflanzen ungefahr gleich (Abb. 22).
Eine Askorbatabnahme mit dem Einsetzen der natirlichen Seneszenz
konnte nicht beobachtet werden, eher schien der Askorbatgehalt leicht
anzuzsteigen. Im Siebrohrenexsudat konnte eine leichte Abnahme der
Askorbatkonzentration mit zunehmendem Blattalter beobachtet werden. In
jungen  sink-Blattern (< 10 Tage) wurden die  hochsten
Askorbatkonzentrationen im Siebrohrenexsudat gemessen (Abb. 23). Die
Zellteilung und Expansion der jungen Blattern ist moglicherweise auch durch
die Anlieferung von Askorbat durch das Phloem abhangig.

4.7.2 Oxidierte Proteine

Oxidierte Proteine schaden dem Metabolismus durch die Bildung
wasserunldslicher Aggregate und werden bei Mammalia durch Proteinabbau
beseitigt. Carbonylierte Proteine werden von dem Proteasom erkannt und
abgebaut. Die Aktivitat des proteolytischen Systems nimmt mit dem Alter ab
und die Konzentration proteingebundener Carbonyle steigt (Merker und
Grune 2000). Bei Phaseolus vulgaris wurde das Auftreten carbonylierter
Proteine bei Ozonstress untersucht. In den ozonbehandelten Pflanzen treten
zusatzliche oxidierte Proteine auf, die bei ambienten Ozonwerten nicht
oxidiert vorliegen (Junqua et al. 2000). Untersuchungen an der
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Glutaminsynthetase aus Sojabohnewurzeln zeigen, dass die Oxidation der
GS vermutlich die Aminosauren Cystein und Histidin betrifft und zur
Inaktivierung des Enzyms fuhrt. Die oxidierte GS ist anfalliger fur
proteolytischen Abbau als das nichtoxidierte Protein (Ortega et al. 1999). In
der vorliegenden Arbeit wurde der Oxidationsstatus der Proteine aus den
Extrakten unterschiedlich alter Rizinusblatter bestimmt. Es zeigte sich
jedoch, dass die natirliche Blattseneszenz von Ricinus communis nicht mit
einer starkeren Oxidation von Proteinen einhergeht (Abb. 24). Es waren
zumindest keine auffalligen Anzeichen oxidativer Schadigungen in &lteren
Blattern zu erkennen, die sich vom Zustand jangerer Blatter unterschieden.
Die jungeren Blatter wiesen ein &hnliches Spektrum hinsichtlich der
Oxidation ihrer Proteine auf. Auch in den Untersuchungen zum Ozonstress in
Bohnen (Junqua et al. 2000) zeigten die Kontrollpflanzen bereits
betrachtliche Proteinoxidation, die dort durch zusatzliche Ozonbegasung
noch gesteigert wurde.

4.8 Sink/source-Verhaltnis

Das Gleichgewicht zwischen source und sink-Geweben in der Pflanze ist
wichtig fur die Aufrechterhaltung des Nahrstoffhaushaltes. Wenn dieses
Gleichgewicht gestort wird, kann es zu einer Erniedrigung der
Photosyntheserate und zu beschleunigter Seneszenz kommen (Paul und
Foyer 2001). In Tabakpflanzen kann eine Auslenkung des sink/source-
Gleichgewichts durch Stickstoffmangel herbeigefihrt werden. In den Blattern
reichern sich dann Zucker und Starke an, gefolgt von der Abnahme der
Photosyntheserate (Paul und Driscoll 1997). Fur Arabidopsis wurde die
Initiation  altersbedingter  Blattseneszenz  durch  die  verminderte
Photosyntheserate vorgeschlagen. Es wurde spekuliert, dass Metabolite der
Photosynthese die Expression seneszenz spezifischer Gene reprimieren und
dass es bei Erniedrigung der Photosyntheserate wegen mangelnder
Metabolite zur Expression dieser Gene kommt (Hensel et al. 1993).
Saccharose, Glukose und Fruktose kommen dafir nicht in Frage, da sie im
seneszenten Blatt durch B-Oxidation entstehen und in hoher Konzentration
vorkommen kénnen (Gut und Matile 1988, DeBellis et al. 1990).

Rizinuspflanzen zeigten mit zunehmendem Blattalter einen Nettoverlust an
Stickstoff (Abb. 11). Gleichzeitig stiegen in den alteren Blattern die
Zuckergehalte an (Abb. 29 und Abb. 30). Ein Zusammenhang zwischen
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Stickstoffverlust, Zunahme der Kohlenhydrate und Erniedrigung der
Photosyntheserate (Abb. 8), wie es fur Tabakpflanzen beschrieben wurde,
ware denkbar (Paul und Driscoll 1997). Mdglicherweise ist der sink/source
Ubergang in den untersuchten Rizinuspflanzen auch gleichzeitig die Initiation
der Seneszenz und kann davon nicht unterschieden werden. In Weizen wird
das Einsetzen der Blattseneszenz mit dem Ende der Blattexpansion
beschrieben (Crafts-Brandner et al. 1998). Nach Erreichen der
assimilatorischen Hochstleistung des Blattes nimmt die Photosyntheserate
parallel zur Seneszenz ab (Thomas und Smart 1993, Ludewig und
Sonnewald 2000). In Reisblattern wird bereits in jungen expandierenden
Geweben eine DNA-Fragmentierung dokumentiert, die auf eine Initiation der
Seneszenz in einem jungen Blattstadium hinweist (Lee und Chen 2002).

4.9 Proteine im Siebrohrenexsudat

Siebréhrenexsudatproteine (STEP) sind Proteine, die zumindest gréf3tenteils
spezifisch im Siebréhrenexsudat vorkommen. Da die Siebréhren nach ihrer
Ausdifferenzierung keinen Zellkern mehr besitzen, missen die STEP in den
Geleitzellen synthetisiert werden. Bei vielen STEP wurde die Fahigkeit
nachgewiesen Plasmodesmen, die im Grundzustand eine
GroRRenausschlussgrenze von ungefahr 1 kDa besitzen, zu erweitern. Auf
diese Weise konnen auch Proteine ins Phloem gelangen, die groRRer als
1 kDa sind (Balachandran et al. 1997, Thompson und Schulz 1999).

Im Siebrohrenexsudat von Blattern wurden Proteinkonzentrationen zwischen
0,05 und 0,4 pg/ul gefunden (Abb. 34). Diese Proteinkonzentration ist
vergleichbar mit den Proteinkonzentrationen des Rizinuskeimlings (Sakuth et
al. 1993). Die Proteinkonzentration im Siebrohrenexsudat sank mit dem Alter
des Blattes entsprechend der Proteinkonzentration (Abb. 38) und des
Stickstoffgehaltes im Gewebe des Blattes (Abb. 11). Fur die Suche nach
SAP im Siebrohrenexsudat war es notwendig, die Exsudate aus Petiolen
vergleichbarer Blatter zu vereinigen. Insbhesondere bei alten Blattern war dies
der Fall, da zusatzlich die Exsudatvolumina niedriger waren als bei jungen
Blattern (Abb. 39). Die Vereinigung von Exsudaten verschiedener Pflanzen
(ca. 30 Pflanzen) fuhrte natirlich zu einem heterogenen Proteingemisch, in
dem die Zuordnung von SAP nur eingeschrankt moglich war. In
Ubereinstimmung mit friheren Befunden (Széderkenyi 1998) konnten
Proteine nachgewiesen werden, die mengenmafig wahrend der Alterung
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zunahmen bzw. erst in Siebrohrenexsudaten relativ alter Blatter auftraten
(Abb. 35). AuRerdem gab es Proteine, deren Akkumulation mit
zunehmendem Alter abnahm und die dann entweder in deutlich geringeren
Mengen oder Uberhaupt nicht mehr vorlagen. Leider war die Menge an
Proteinen, die erst in einem relativ spaten Stadium der Blattentwicklung
detektiert wurden, fir eine Sequenzierung zu gering. Ein im
Siebréhrenexsudat alter Blatter in relativ groRen Mengen vorkommendes
Protein (Abb. 36) wurde sequenziert. Die zwei Teilsequenz der zwei Peptide
(Tab. 6) zeigten Homologien zu unterschiedlichen Proteinen, es gab jedoch
kein bekanntes Protein, das beide Peptidsequenzen enthielt.

Eine weitere Mdglichkeit, Seneszenz-assoziierte Proteine zu identifizieren, ist
die Induktion der  Proteinexpression durch  Substanzen  mit
seneszenzfordernden  bzw.  seneszenzverzogernden  Eigenschaften.
Polyamine haben seneszenzverzdogernde Eigenschaften (Lester 2000) und
wurden in einem Experiment mit Rizinuskeimlingen eingesetzt. Keimlinge
eignen sich fur diese Untersuchung besser als erwachsene Pflanzen, da die
gesamten Keimblatter inkubiert werden kénnen und die
Siebréhrenexsudation von Keimlingen im Allgemeinen verlasslicher ist. Das
gefundene Protein konnte noch nicht identifiziert werden. Das Polyamin-
induzierte Siebréhrenexsudatprotein ist moglicherweise an
Seneszenzprozessen beteiligt. Dies muss aber noch durch weitere
Untersuchungen, wie z.B. Sequenzierung des korrespondierenden Gens und
dessen Expressionsverhalten belegt werden.
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5 Zusammenfassung

Die Seneszenz beinhaltet den letzten Abschnitt im Leben eines Blattes und
umfasst die Entwicklung vom voll entfalteten Blatt bis zu seinem Tod. Das
Schicksal der Siebréhren ist untrennbar mit jenem des Blattes verbunden.
Zum einen driuckt es in seinen Inhaltsstoffen den metabolischen Status des
Blattes aus und zum anderen st seine Funktionsfahigkeit eine
Voraussetzung, um die Aufrechterhaltung bestimmter physiologischer
Leistungen im Blatt zu garantieren. In dieser Arbeit wurde das
Seneszenzgeschehen in Rizinusblattern charakterisiert und der Inhalt der
Siebréhren  analysiert. Ein  Seneszenzcharakteristikum  ist  der
Chlorophyllabbau  und die damit verbundene Reduktion der
photosynthetischen Kapazitat des Blattes. Nach der vollstdndigen Expansion
des Blattes sank die Nettophotosyntheserate in Rizinusblattern
altersabhangig ab. Auch der Kohlenstoffgehalt des Blattgewebes nahm leicht
ab, wahrend die Kohlenhydratgehalte im Blattgewebe anstiegen.

Der Stickstoffgehalt und alle gemessenen Stickstoffverbindungen nahmen
mit zunehmendem Alter im Blattgewebe ab. Ursache kdnnte eine geringere
Stickstoffassimilation des ausgewachsenen Blattes sein. Die Aktivitat der
Nitratreduktase deutet auf eine geringere Nitratassimilation im alten Blatt hin.
Auch die Aktivitat der Glutaminsynthetase sank mit steigendem Blattalter. Die
niedrige Aktivitat war auf den Verlust der chloroplastidaren GS2
zurlckzufuhren, wahrend das GS1-Protein erst im seneszenten Blatt eine
verstarkte Aktivitat zeigte. Die vermutliche Aufgabe der GS1 ist die
Bereitstellung von Glutamin als wichtigste Verbindung fir den
Stickstoffexport aus dem alternden Blatt. Trotz dieser erhéhten GS1-Aktivitat
sank der Glutamingehalt im Siebréhrenexsudat mit dem Alter betrachtlich
und schloss sich mit diesem Trend den sinkenden Aminosauregehalten im
Blatt an.

Neben dem Kohlenstoff- und dem Stickstoffmetabolismus wurden die
Schwefel-, Magnesium- und Kalzium gemessen. Diese Elemente hauften
sich im Blattgewebe an. Fir Kalium und Phosphor konnte keine solche
Akkumulation gezeigt werden. lhre Gehalte waren im ausgewachsenen Blatt
hoch und sanken asymptotisch auf einen bestimmten Wert ab.

Besonders der Stickstoffgehalt im Blattgewebe weist auf ein
funktionstiichtiges Phloem im seneszenten Blatt hin. Aber auch die Elemente
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Kalium und Phosphor missten mit dem Alter im ausgewachsenen Blatt
akkumulieren, wenn das Phloem blockiert ware. Selbst der Kohlenstoffgehalt
des Blattes sank in den Versuchspflanzen trotz der akkumulierenden
Kohlenhydratgehalte mit zunehmendem Blattalter ab. Obwohl die Anzahl der
funktionstiichtig erscheinenden Siebréhren in der Mittelrippe mit dem Alter
abnahm, ist also davon auszugehen, dass das letzte griine Gewebe des
Blattes, das Phloem, auch in seneszenten Blattern noch funktioniert.

Im Siebréhrenexsudat sanken die Konzentrationen der
Stickstoffverbindungen (vor allem Aminosauren und z.T. Proteine) ab. Dies
korrelierte mit den sinkenden Stickstoffgehalten im Blattgewebe. Die
Saccharosekonzentration des Siebrohrenexsudates blieb mehr oder minder
gleich. Saccharose stellt das Haupttransportmolekil des Kohlenstoffs in den
Siebréhren dar. Glukose und Fruktose lagen in einer Konzentration von nur
ungefdhr 1 mM im Siebrohrenexsudat vor. Die Zusammensetzung der
Proteine aus Siebrohrenexsudat seneszenter Blatter verdnderte sich
altersabhangig. Neben Proteinen, die zu jeder Zeit prasent waren, wurden
Proteine gefunden, die in ihrer Menge zu- oder abnahmen und solche, die
entweder im Siebrohrenexsudat alter Blatter neu auftauchten oder nicht mehr
detektierbar waren.

Oxidative Prozesse, die fur die Seneszenz verantwortlich gemacht werden,
scheinen bei der natirlichen Blattseneszenz in Rizinuspflanzen keine
herausragende Rolle zu spielen. Zwar lagen in jungen Blattern oxidierte
Proteine vor, aber dies anderte sich auch mit steigendem Blattalter nicht. Die
Askorbatgehalte  der Blatter stiegen leicht an, wahrend die
Askorbatkonzentrationen im Siebrohrenexsudat leicht sanken. Alles in allem
wurden also keine nennenswerten Veranderungen des oxidativen Zustandes
wahrend der Entwicklung zum seneszenten Blatt gefunden.

Die Hypothese, dass ein Verlust der Funktionsfahigkeit des Phloems
moglicherweise der Ausloser der Blattseneszenz ist, wurde somit nicht als
zutreffend erwiesen. Dennoch wurde ein partieller Verlust der
Transportkapazitat des Phloems durch die Akkumulation von Zuckern im
Blattgewebe und der Abnahme funktionstiichtig erscheinender Siebréhren
der Mittelrippe nachgewiesen. Eine wechselseitige Beeinflussung von
Phloem und Blattgewebe hinsichtlich der Seneszenz, ist somit nicht
auszuschlief3en.
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6 Summary

Senescence covers the last section in the life of a leaf and the development
of the fully expanded leaf to its death. The fate of the sieve tubes is
inseparably connected to that one of the leaf. On one hand the content of its
exudate represents the metabolic status of the leaf and on the other hand its
operability is a prerequisite for the maintenance of certain physiological tasks
of the leaf. In this work the events during senescence in castor bean leaves
were characterized and the content of the sieve tubes was analysed. A
characteristic of senescence is the dismantling of chlorophyll and the
associated reduction of the photosynthetic capacity of the leaf. After
complete expansion of the leaf the net photosynthetic rate dropped in castor
bean leaves in an age-dependent manner. Carbon content of the leaf tissue
also showed a faint decrease, while the carbohydrate contents in leaf tissue
rose.

The nitrogen content and all measured nitrogen compounds decreased with
increasing leaf age. A smaller nitrogen assimilation rate of the fully expanded
leaf could be the reason for such a nitrogen loss. Nitrate reductase activity
points towards a smaller nitrogen assimilation in old leaves. The activity of
the glutamine synthetase also sank with rising leaf age. The low activity was
due to the loss of chloroplastic GS2, while the GS1-protein showed an
intensified activity only in the senescent leaf. The supposed task for GS1 is
the supply of glutamine as the most important transport form for the nitrogen
export from the aging leaf. However the glutamine content in the sieve tube
exudates sank considerably with the age and followed the sinking trend of
amino acid content of the leaf.

Beside carbon and nitrogen metabolism, the content of sulfur, magnesium
and calcium was analysed. These elements accumulated with increasing age
in leaf tissue. In addition the content of potassium and phosphorus was
examined, for which no such accumulation could be shown. Their content
was high in fully expanded leaves and dropped afterwards to a certain value.

Particularly the nitrogen content in the leaf tissue pointed to a functional
phloem in the senescent leaf. Additionally, the elements potassium and
phosphorus would have to accumulate with the age of the expanded leaf, if
the phloem was blocked. Even the carbon content of the leaf dropped in the
examined plants despite of accumulating carbohydrates with increasing leaf
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age. The number of functional appearing sieve tubes in the midrib of the leaf
decreases with age. But it has to be assumed, that the last green tissue of
the leaf, the phloem, still functions in senescent leaves.

In sieve tube exudates the concentrations of nitrogen compounds (especially
amino acids and proteins) dropped with increasing leaf age. This correlates
to the sinking nitrogen contents in the leaf tissue. The sucrose concentration
of the sieve tube exudates remained more or less the same. Sucrose
represents the main transportation molecule of carbon in the sieve tubes.
glucose and fructose were present in concentrations of approximately 1 mM
in sieve tube exudates. The composition of the proteins from sieve tube
exudates of senescent leaves changed in an age dependent manner. Some
proteins were present in all stages of development, while others increased or
decreased in their quantity. One group of proteins emerged in sieve tube
exudates of old leaves, another group was not detectable any longer.

Oxidative processes, which were thought to be responsible for senescence,
do not seem to play an outstanding role in the natural leaf senescence of
castor bean plants. Oxidized proteins were present in young leaves but this
did not change with rising leaf age. The ascorbate content of the leaves
showed a minor increase, while the ascorbate concentration of the sieve tube
exudates showed a minor decrease. Altogether no considerable changes in
the oxidative state of the leaf could be measured during the progress of
senescence.

The hypothesis that a loss of operability of the phloem possibly leads to the
initiation of leaf senescence could not be proven as applicable. However a
loss in transport capacity of the phloem was shown by the accumulating
sugars in leaf tissue and the decrease of functional appearing sieve tubes.
An interactive influence of phloem and leaf tissue concerning senescence
can’t be excluded.
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7 Ausblick

1C-Untersuchungen

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen haben auf
indirekte Weise gezeigt, dass die Funktionalitdt des Phloems bis in spéate
Phasen der Seneszenz erhalten bleibt (siehe Zusammenfassung). Dieser
Befund sollte durch direkte Messungen bestatigt und prazisiert bzw. erweitert
werden. Direkte Aussagen zum Transport der Assimilate aus dem Blatt
konnen durch Begasung mit *'C-Tracern gewonnen werden. Diese
Experimente erméglichen es, die assimilierten **C-Molekiile auf dem Weg
vom Blatt durch Petiole und Stangel mit Detektoren zu verfolgen und dabei
die Geschwindigkeit des Transports zu ermitteln. Des Weiteren kénnen auf
diese Weise der Export (z.B. Blatt) und der Import (z.B. Apex und Wurzel) in
oder aus verschiedenen Organen der Pflanze quantifiziert werden (Schurr
1991).

Sensorische Proteine

Die Initiation des Seneszenzprogrammes ist von vielen verschiedenen
Faktoren abhangig. Durch Phytohormongaben kann die Seneszenz
beschleunigt oder verlangsamt werden. Der Einfluss von Licht bzw.
Dunkelheit wird ebenso beobachtet. Bei der natlrlichen Seneszenz sollte der
Status quo des Blattes ausschlaggebend fir die Initiation der Seneszenz
sein. Der Zustand des Blattes beispielsweise in Bezug auf die Abnahme von
Metaboliten  durch  sink-Gewebe oder des Kohlenstoff/Stickstoff-
Verhdltnisses, muss dementsprechend im Blatt Uberprifbar sein.
Sensorische Proteine, die die Gehalte von Blattinhaltsstoffen messen und auf
Signaltransduktionswege einwirken, wirden eine solche Aufgabe erfillen.
Bei der natirlichen Blattseneszenz von Ricinus communis nimmt der
Stickstoffgehalt des Blattes im Verhaltnis starker ab, als der
Kohlenstoffgehalt. Dieser altersabhangige Anstieg des C:N-Verhaltnisses
konnte eine Voraussetzung fur die Expression Seneszenz-assoziierter Gene
sein. Ein sensorisches Protein, das das C:N-Verhaltnis messen kann, ist aus
Escherichia coli bekannt. Ein Homolog dieses pll-Gens wurde in Arabidopsis
thaliana und auch Ricinus communis gefunden (van de Loo et al. 1995). Die
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Expression des pflanzlichen pll-Homologs glbl wurde in Arabidopsispflanzen
untersucht (Hsieh et al. 1998). Es zeigte sich eine nicht osmotisch bedingte
Induktion der glbl-Expression durch Saccharose und die teilweise
Aufhebung dieser Induktion durch externe Applikation von Aminoséuren. Die
Expression des glbl-Gens sollte ebenso auf die veranderten Kohlenstoff-
und Stickstoffgehalt unterschiedlich alter Blatter, wie sie in Ricinus communis
beobachtet wurden (Abb. 44), ansprechen. Obwohl die Funktion des
pflanzlichen pll-Homologs noch nicht geklart ist, kbnnte die Expression
dieses Gens an der Initiation der nattrlichen Blattseneszenz beteiligt sein.

Die Analyse von Zuckercarriern im seneszenten Blatt

Der Export von Nahrstoffen als zentrale Aufgabe des Phloems im
seneszenten Blatt, setzt zunéchst die Bereitstellung dieser Nahrstoffe aus
dem Blatt voraus. Bei den Kohlenhydraten sind es die
Zuckertransportproteine, die eine Membranpassage der Zucker und so
letztlich die Beladung des Phloems ermdglichen. In Arabidopsis wurde ein
Gen gefunden, das homolog zu Monosaccharidtransportergenen ist und als
Seneszenz-assoziiertes Gen beschrieben wurde (Quirino et al. 2001). Die
Expression dieses Gens wurde mit dem GUS-Reportergen verfolgt. Eine
ausgepragte GUS-Farbung wurde dabei in Bereichen des seneszenten
Blattes gefunden, die auch deutliche Vergilbung zeigten. Im Endosperm
keimender Rizinussamen wurde ein Saccharosecarrier lokalisiert (Yan Shih-
Long, personliche Mitteilung), der mdglicherweise Saccharose fiur die
Unterhaltung des Embryos aus den intakten Endospermzellen in den
Apoplasten freisetzt. Bei dem Endosperm keimender Samen handelt es sich
um ein seneszentes Gewebe. In Rizinuspflanzen wurden verschiedene
andere Gene gefunden, die Hexosecarrier codieren (Weig et al. 1994). Die
Expression dieser Gene wurde bis dato noch nicht im Zusammenhang mit
der Blattalterung und der Mobilisierung von Kohlenhydraten aus dem
seneszenten Blatt untersucht. Moglicherweise kdnnen auch noch weitere
Seneszenz-assoziierte Zuckercarrier identifiziert werden, da die bisher
identifizierten Gene aus Keimlingen stammen.
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Anhang

9 Anhang

Aminosauren im Blattgewebe (Kapitel 3.2.5.1)

Pflanze 1

Blattalter [Tage] 55 48 40 34 27 20 12
Blatthummer Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7
Gsh 0,0223 0,0000 0,0251 0,0274 0,0428 0,0000 0,0000
AsSp 0,4750 0,4594 1,2010 0,8567 1,4818 2,8928 2,8950
Glu 1,5108 1,7531 2,4247 1,7941 2,4373 2,4496 2,8862
Asnh 0,1192 0,0501 0,1218 0,0745 0,1934 0,1524 0,2799
Ser 0,3019 0,1731 0,1903 0,1341 0,5309 0,3080 0,5287
Gln 0,2029 0,3328 0,6288 0,2056 0,2530 0,9205 1,6460
Gly 0,0980 0,1039 0,1078 0,0421 0,1832 0,1042 0,1392
Thr 0,0548 0,0597 0,1647 0,1119 0,1784 0,0981 0,1765
Arg 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Ala 0,1499 0,2325 0,3364 0,1131 0,4343 0,3658 0,6660
Gaba 0,1375 0,2105 0,3416 0,3096 0,5583 0,3717 0,9877
Tyr 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Phe 0,0376 0,0431 0,1067 0,0708 0,1369 0,0523 0,0534
met/val 0,1159 0,1200 0,3865 0,2825 0,6494 0,6253 0,7988
Trp 0,0716 0,0728 0,2086 0,1654 0,0000 0,0763 0,0944
lle 0,0729 0,0720 0,1790 0,1160 0,3375 0,5639 0,5893
Leu 0,0657 0,0736 0,1520 0,0680 0,3469 0,0655 0,1131
Lys 0,0146 0,0000 0,0158 0,0227 0,1453 0,0000 0,1013
Pflanze 2

Blattalter [Tage] 55 49 43 35 27 19 13
Blatthummer Bl B2 B3 B4 B5 B6 B7
Gsh 0 0 0,0147 0,0192 0,0522 0,0288 0,0194
ASp 0,0481 0,0863 0,0941 0,1448 0,7415 0,7899 0,9357
Glu 0,1617 0,2348 0,3059 0,3874 0,9446 1,0635 2,2652
Asnh 0,0134 0,0108 0,0135 0,0138 0,0457 0,0344 0,0682
Ser 0,0919 0,0854 0,1019 0,0598 0,2043 0,2288 0,4759
Gln 0,0367 0,0153 0,0076 0,0164 0,0816 0,0895 0,5051
Gly 0,0751 0,0517 0,0578 0,0329 0,1260 0,1120 0,0981
Thr 0,0222 0,0324 0,0488 0,3876 0,1639 0,1177 0,3098
Arg 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Ala 0,0390 0,0800 0,1037 0,1293 0,4670 0,1907 0,3621
Gaba 0,0129 0,0496 0,0757 0,0957 0,3734 0,1178 0,2939
Tyr 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
Phe 0,0060 0,0000 0,0116 0,0128 0,0209 0,0107 0,0114
Met/Val 0,0218 0,0237 0,0515 0,0598 0,1507 0,1329 0,1419
Trp 0,0195 0,0289 0,0468 0,0461 0,0966 0,0385 0,0343
lle 0,0153 0,0131 0,0283 0,0322 0,0985 0,0742 0,0569
Leu 0,0186 0,0159 0,0318 0,0318 0,0882 0,0536 0,0367
Lys 0,0000 0,0000 0,0000 0,0336 0,0658 0,0556 0,0103
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Pflanze 3
Blattalter [Tage] 54 46 37 28 19 11
Blatthummer B1 B2 B3 B4 B5 B6
Gsh 0,0883 0,1154 0,0900 0,0358 0,0712 0,1216
AsSp 0,4693 5,1069 0,3186 0,5052 0,5991 8,2545
Glu 1,8018 15,7570 0,5481 0,7867 0,8533 12,1778
Asn 0,0620 0,5723 0,0439 0,0353 0,0563 0,6382
Ser 0,4280 1,4601 0,2190 0,1610 0,3334 2,9049
GIn 0,1012 2,3805 0,0564 0,0289 0,0796 2,6450
Gly 0,0637 0,4613 0,0782 0,0311 0,0421 0,3763
Thr 0,1651 0,4170 0,1605 0,1129 0,1754 0,8601
Arg 0,0000 0,0000 0,0000 0,0045 0,0000 0,0000
Ala 0,2288 1,4127 0,2995 0,2139 0,3623 1,9044
Gaba 0,2038 1,5041 0,2185 0,2274 0,1983 2,1140
Tyr 0,0000 0,0000 0,0000 0,0162 0,0113 0,0000
Phe 0,0636 1,4204 0,0820 0,0495 0,0179 0,2258
met/val 0,1709 2,0715 0,1680 0,1711 0,1758 1,1651
Trp 0,1545 0,8834 0,1364 0,1145 0,0822 0,1033
lle 0,0802 0,9565 0,0952 0,1141 0,1624 0,6095
Leu 0,0613 0,5327 0,0673 0,0683 0,0681 0,1164
Lys 0,0106 0,1604 0,0084 0,0207 0,0171 0,1081
Pflanze 4
Blattalter [Tage] 44 35 28 21 12
Blattnummer B1 B2 B3 B4 B5
Gsh 0,1631 0,2147 0,3650 0,2639 0,5395
AsSp 0,4774 0,9041 0,6085 1,0994 1,0234
Glu 0,7483 1,4342 0,9591 1,5061 1,6219
Asn 0,0145 0,0366 0,0447 0,0615 0,1689
Ser 0,2848 0,4857 0,9416 1,2384 1,5093
GIn 0,3255 0,5909 1,0756 2,3052 3,8450
Gly 0,0888 0,1759 0,4298 0,3668 0,7231
Thr 0,1107 0,2883 0,3715 0,4029 1,0056
Ala 0,0037 0,0774 0,0281 0,1489 2,0123
Arg 0,0668 0,1352 0,2586 0,3951 0,4092
Gaba 0,0408 0,0104 0,2589 0,3168 0,4521
Tyr 0,0000 0,0000 0,0239 0,0236 0,0528
Phe 0,0763 0,5147 0,8131 0,6080 0,9331
trp/met 0,0451 0,1357 0,0104 0,1780 0,2714
Val 0,0101 0,1198 1,2146 0,0464 0,0916
lle 0,0275 0,0862 0,2586 0,0281 0,0488
Leu 0,0153 0,0820 0,0684 0,0350 0,0605
Lys 0,0791 0,1326 0,1977 0,0776 0,1331
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Nitratreduktaseaktivitat (Abb. 14)

Blattalter | Aktivitat im Blatt Aktivitat in der Wurzel
Pflanze |[Tage] [umol NO,/h*g TG] [umol NO,/h*g TG]
A2 45 1,255369661
36 5,873493624
28 12,94158717
19 17,28707124
9 8,003223545
A3 53 0,562354831
42 4,728609092
34 9,497351233
26 10,93135801
18 19,16610285
9 4,771840933
Ad 48 3,941019901 1,09280034
39 6,896588918 0,75051115
30 14,33746377
22 13,84776456
13 7,662447542
A5 45 0,310669102 1,31628109
37 2,555636659
28 4,010003801
22 11,87578049
14 12,03248062
6 3,584408429
A6 44 4,299566029 0,71298559
36 8,143045945
27 14,14241687
20 11,1859517
12 9,130615844
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