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1. Einleitung

1.1 Arbeiten innerhalb des Sonderforschungsbereichs
607

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Sonderforschungsbereichs 607 (*Wachs-
tum und Parasitenabwehr’) durchgefiihrt, welcher sich mit der grundsétzlichen Frage-
stellung beschiftigt, inwieweit das Wachstum von Pflanzen durch Konkurrenzsituatio-
nen und Abwehrreaktion gegeniiber biotischen und abiotischen Schadeinfliissen beein-
trachtigt wird. Als zentrale Hypothese des SFB 607 wurde hierbei postuliert, daf3 es un-
ter dem Einflul von StreBsituationen zu einer Einschriankung des pflanzlichen Wachs-
tums und des Konkurrenzverhaltens kommt. In verschiedenen SFB-Teilprojekten wur-
den einzelne Aspekte dieser Fragestellung an forst- und landwirtschaftlichen Nutz-
pflanzen durch biochemisch/molekulare und 6kophysiologische Methoden analysiert
und sowohl an einzelnen Individuen als auch zum Teil auf Bestandebene quantifiziert.

Eine Schliisselrolle nimmt in diesem Zusammenhang die Regulation der Ressour-
cenallokation zwischen Primér- und Sekundérstoffwechsel ein, da eine bedarfsgerech-
te Optimierung dieser Regulation unter den gegebenen Umweltbedingungen zu einem
HochstmaB an pflanzlicher °Fitnef’ fiihrt. Durch die Analyse des Shikimatwegs, der
in hoheren Pflanzen an der Schnittstelle zwischen Primér- und Sekundirstoffwechsel
steht, und weiterer Signalmolekiile und Sekunddrmetabolite wie Ethylen, Salicylsdure
und Lignin sollte diese Hypothese in der vorliegenden Arbeit am Beispiel der Buche
mit molekularbiologischen und biochemischen Methoden untersucht werden.

Als Elicitor pflanzlicher StreBreaktionen [276] wurde in vielen Teilprojekten des
SFB 607 das Schadgas Ozon sowohl in Expositionskammern als auch im Freiland
verwendet. Die Ozonapplikation adulter Bdume im Freiland erfolgte am Versuchs-
standort ’Kranzberger Forst’ (Abb. S.[2) mittels einer eigens hierfiir entwickelten
"Free-Air’ Ozon-Begasungsanlage [227, 331]], wobei ein Teil der Versuchsbdume im
gesamten Kronenbereich einem doppelt ambienten Ozonregime ausgesetzt wurden. In
der vorliegenden Arbeit wurden sowohl 3- und 4-jdhrige Buchenjungpflanzen in Ex-
positionskabinen als auch ausgewachsene Buchen im ’Kranzberger Forst” mit Ozon
behandelt. Neben der Applikation dieses abiotischen Stressors sollte an 4-jdhrigen
Buchen zudem der EinfluB} einer Infektion mit dem Erreger der Buchenblattbriaune
Apiognomonia errabunda untersucht werden.

1.2 Die Europiische Buche (Fagus sylvatica L.)

1.2.1 Verbreitung der europiischen Buche

Die europiische Buche (Fagus sylvatica L.) wird auch als Rotbuche bezeichnet und
gehort zur Familie der Fagaceae. Sie kann bis zu 250 Jahre alt werden und erreicht
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1.2 Die Européische Buche (Fagus sylvatica L.) Einleitung

Abbildung 1.1: Versuchsstandort ’Kranzberger Forst’. Die Abbildung wurde freundlicherwei-
se von Angela Nunn zur Verfiigung gestellt.

dabei eine Hohe von iiber 30 m [30]. Da sie in Mitteleuropa durch Klima und Boden
gegeniiber anderen Bdumen begiinstig wird, bestiinden ohne den Eingriff des Men-
schen die meisten Wilder aus dieser Baumart [64), [158]]. Tatsidchlich nimmt die Buche
in Deutschland etwa 15% der Waldflache ein und ist damit hierzulande die am wei-
testen verbreitete Laubbaumart. Nur die Nadelbdume Fichte und Kiefer sind mit 28%
und 23% Fliachenanteil in Deutschland héufiger [321]).

Neben Fagus sylvatica sind in Europa aus der Gattung Fagus gelegentlich auch die
Arten F. crenata, F. engleriana, F. grandifolia, F. lucida und F. orientalis anzutreffen,
haben allerdings forstwirtschaftlich keine Bedeutung.

1.2.2 Gesundheitlicher Zustand der Buche in Deutschland

In Europa erfolgt die Beurteilung der Vitalitdt von Forstbiumen anhand von Parame-
tern wie Kronentransparenz und -verfirbung, welche allerdings laut Innes [132] nur
geringe Aussagekraft tiber den tatsidchlichen Gesundheitsstatus der Baume haben. Bei
der Bonitur der Schiden werden im jdhrlichen Waldzustandsbericht des Bundesmini-
steriums fiir Verbraucherschutz, Erndhrung und Landwirtschaft [321]] 4 Schadstufen
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Einleitung 1.2 Die Europdische Buche (Fagus sylvatica L.)

unterschieden. Der Anteil von Waldbdaumen mit deutlicher Kronenverlichtung (Schad-
stufen 2-4) erreichte im Jahr 2004 mit 31% den hochsten Wert seit Beginn der Auf-
zeichnungen 1984. Bei der Buche wurde sogar ein Anstieg um 25% auf insgesamt
55% verzeichnet.

Wie in Abbildung|I.2]dargestellt, war im Lauf der letzten 20 Jahre in den deutschen
Wildern eine bestindige Zunahme der Kronenverlichtung bei Buchen zu verzeichnen.
Im Jahre 1984 wurde noch bei der Hilfte der bonitierten Bdume kein Schaden der
Krone festgestellt und nur 13% wiesen eine deutliche Verlichtung auf. Zwanzig Jahre
spiter haben sich diese Befunde in etwa umgedreht, so dall heute nur noch 14% der
Buchen nicht, 55% dagegen deutlich verlichtet sind.

100 %
14
90 % - 20|54 (2420 23|24[21]21 24
27 31|29 26 25126 ||
80% 4 |44]40 37139 || -
50 [ | B |
70 O/(J = __ 31
60 %

50 %
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30 30 29 32 32 32 30
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@ deutliche Kronenverlichtung ~ [ Warnstufe O ohne Verlichtung ‘

Abbildung 1.2: Entwicklung der Kronenverlichtung bei der Buche in Deutschland im Verlauf
der Jahre 1984 bis 2004. Die Graphik ist dem Waldzustandsbericht 2004 des Bundesministeri-
ums fiir Verbraucherschutz, Erndhrung und Landwirtschaft entnommen .

Der sprunghafte Anstieg geschiadigter Baume im Jahr 2004 ist vermutlich vor al-
lem auf den Wassermangel und die hohen Ozonbelastungen im trockenen Sommer
2003 zuriickzufiihren [321]]. AuBerdem war das Jahr 2004 vielerorts fiir die Buche
ein Mastjahr mit starker Fruktifikation, die erfahrungsgemifl mit einer Zunahme der
Kronenverlichtung einhergeht, und es kam zu auBBergewohnlich starkem Befall durch
die Buchenblatt-Baumlaus (Phyllaphis fagi) und durch andere Schidlinge [321]]. Nicht



1.2 Die Européische Buche (Fagus sylvatica L.) Einleitung

auszuschlieBen ist auch der negative Einflul von Infektionen mit bodenbiirtigen Pilzen
wie Phytophthora spec. oder Pythium spec. [1377, 138, 221]].

Obwohl es mittlerweile stiller um die Waldschadensforschung geworden ist, zeugt
der historische Negativrekord stark geschiddigter Biume davon, dal Untersuchungen
tiber den EinfluB} sich wandelnder Umweltbedingungen auf die Gesundheit unserer
Wilder mehr denn je dringend erforderlich sind. Zierl [351] konnte zeigen, daf} unter
bestimmten Umstinden eine positive Korrelation zwischen dem Auftreten von Kro-
nenverlichtung und hoheren Ozonwerten bestehen kann. Dennoch ist dieses Merkmal
vermutlich multifaktoriell bedingt und es bleibt zudem fraglich, welche Bedeutung
die Kronenverlichtung tatsdchlich fiir die Vitalitidt eines Baumes oder eines forstlichen
Okosystems hat [39, 53]

1.2.3 Molekularbiologische Untersuchung der Buche

Um iiber die Bonitur physiologischer Merkmale wie das der Kronenverlichtung hin-
aus differenzierte Einblicke in den Gesundheitszustand der Buchen zu erhalten, bietet
sich die Suche nach streBspezifischen molekularen Markern mit Methoden der Gen-
expressionsanalyse an. Langfristiges Ziel konnte hierbei, gegebenenfalls bereits vor
dem Auftreten makroskopischer Lisionen, die reproduzierbare Analyse streinduzier-
ter Gene und eine qualitative Aussage iiber die Art der vorliegenden StreBsituation
sein.

Neben der Tatsache, dall physiologisch vergleichbare Experimente bei Forstbéu-
men wie der Buche nur in einem weitgesteckten zeitlichen Rahmen méglich sind, da
diese einem jahreszeitlichen Rhythmus unterliegen, treten bei der Genexpressionsana-
lyse von Bdaumen drei wesentliche Probleme auf.

* Zum einen sind von vielen Spezies, darunter auch Buche, bis heute nur sehr we-
nige Gen-Sequenzen bekannt. So waren zu Beginn dieser Arbeit nur 48, zum Teil
redundante DNA-Sequenzen der europdischen Buche in 6ffentlichen Datenban-
ken verfiigbar, bei denen es sich vor allem um verschiedene Kinasen, Phospha-
tasen und einige Gene aus dem Bereich der Signalweiterleitung handelte. Eine
Ausnahme von dieser Regel stellt die Pappelart Populus trichocarpa dar, deren
Genom erst im vergangenen Jahr vollstindig sequenziert wurde und derzeit von
dem internationalen Pappel-Genom-Konsortium ausgewertet wird [33}339]].

* Der hohe Gehalte an phenolischen Inhaltsstoffen und Polysacchariden erschwert
bei vielen Baumarten die Isolation von RNA und DNA, so daf} die Verwendung
speziell an Bdume adaptierter Protokolle nétig ist [121) 148, [186]], um quali-
tativ hochwertiges Ausgangsmaterial fiir Genexpressionsanalysen gewinnen zu
konnen.

* Die dritte und vielleicht wichtigste Einschrinkung ist die hohe genetische Va-
riabilitdt zwischen und innerhalb von Populationen [160, 271} 326]]. Fiir die eu-
ropdische Buche existieren, im Gegensatz zur Pappel, keine genetisch definier-
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ten Klone und wegen der langen Generationsdauer wurden bislang keine Ziich-
tungsprogramme fiir diese Art durchgefiihrt [278]]. Die ersten Untersuchungen
zur genetischen Variation der europdischen Buche basierten vor allem auf Isoen-
zymanalysen [271]]. Mittlerweile werden aber auch schon verschiedene geneti-
sche Marker wie RAPDs, AFLPs, Mikrosatelliten verwendet und durch QTL-
Analyse in Beziehung zu wichtigen morphologischen Merkmalen der Buche ge-
stellt [278]].

Im Gegensatz zu Pappel und Pinie, fiir die bereits erste Microarray-gestiitzte Ana-
lysen zur Untersuchung der Holzbildung durchgefiihrt wurden [1235) [333], erfolgten
fiir die Buche bislang nur sehr wenige Genexpressionsanalysen zu entwicklungsphy-
siologischen Prozessen [38) 91} 222]. Die Auswirkungen von biotischem oder abioti-
schem Stref3 auf die Buche wurden zwar in vielen Untersuchungen auf physiologischer
Ebene genau beschrieben. Hinsichtlich der zugrundeliegenden Genexpressionsregula-
tion unter diesen Bedingungen ist allerdings bisher nur sehr wenig bekannt [82]. Trotz
der bestehenden Probleme hat die genetische Forschung an Waldbdumen in den letzten
Jahren deutlich zugenommen [304]] und wird, wegen des grolen Einflusses der Wilder
fiir das lokale und globale Klima, wohl auch in Zukunft an Bedeutung gewinnen.

1.3 Der Luftschadstoff Ozon und seine Wirkung auf
Pflanzen

Mit der Zunahme anthropogener Emissionen ging iiber die letzten 100 Jahre nicht nur
in stadtischen Gebieten sondern auch im ldndlichen Umfeld von Ballungszentren etwa
eine Verdopplung der troposphérischen Ozonkonzentration einher [[128} 303} 1322]. Ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten dieses Luftschadstoffs und Schadsymptomen
an Pflanzen wurde bereits vor etwa 50 Jahren hergestellt [103, 104} [113]] und ist seit-
dem Gegenstand zahlreicher Untersuchungen (u.a. [171, 172} 272} 273, 297, 309]).
In diesem Zusammenhang wurden in den 80er Jahren des vergangenen Jahrhunderts
europdische und amerikanische Projekte ins Leben gerufen, um ozonbedingte Ern-
teverluste, die fiir manche Feldfriichte in Europa bis zu 27% betragen [220], besser
abschitzen und eventuell durch gezielte Mainahmen reduzieren zu konnen [79, [112].

In Europa und Nordamerika gerieten diesbeziiglich in den letzten 20 Jahren auch
Waldbidume in den Mittelpunkt des Interesses [275], nicht zuletzt, da Ozon als mog-
liche Ursache fiir das beobachtete Phinomen des *Waldsterbens’ in Betracht gezogen
wurde [76, 81].

1.3.1 Vorkommen, Entstehung und Umsetzung von Ozon

Die Ozonkonzentration in erdnahen Schichten der Troposphire iiber Europa und Ame-
rika resultiert aus der photochemischen Neubildung in der Troposphére und dem Ein-
trag aus der Ozonschicht in der Stratosphére [212]. In der noérdlichen Hemisphére sind
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vor allem wihrend des Sommers iiber den Kontinenten von Amerika und Europa ge-
geniiber der Siidhalbkugel erh6hte Ozonwerte zu beobachten [[181, 235]]. Ursache da-
fiir sind einerseits hohere anthropogene Emissionen, welche die Bildung von Ozon
begiinstigen [328], und andererseits ein physikalisch bedingter stirkerer Zufluf} aus
der Stratosphire [[175, 234].

Bei der Neubildung von Ozon (03) reagiert molekularer Sauerstoff (O;) in einer
reversiblen Reaktion mit photolytisch gespaltetem NO, zu O3 und NO. Durch wei-
tere Umsetzung von Ozon konnen in Kettenreaktionen Hydroxy-Radikale (HO) und
Peroxi-Radikale (RO») entstehen, die durch Reaktion mit NO unter Bildung von NO,
zur weiteren Akkumulation von O3 beitragen konnen. Die Ozonkonzentration wird
durch die verfiigbare Menge an NO,, die Riickreaktion von O3 und NO zu O, und
NO;, den Ozonabbau am Boden und der Vegetation sowie die Verbindung von Ozon
mit fliichtigen organischen Substanzen begrenzt [242, 303].

In der wissenschaftlichen Literatur wird die Ozonkonzentration in den von Luft-
druck und Temperatur unabhingigen GroBen nl/l und pl/1 oder den dquivalenten Gro-
Ben ppb und ppm (’parts per billion bzw. million’) angegeben. Die Tagesmittelwerte
tiber Nordamerika und Europa liegen bei etwa 20-60 nl/l, wobei auch Spitzenwerte
von bis zu 250 nl/l erreicht werden [303]]. Wihrend 1990 weltweit bereits 24% der
Wiilder Ozonkonzentrationen von iiber 60 nl/l ausgesetzt waren, sollen es nach einem
Modell von Fowler bis 2100 bereits 50% sein [75]]. Trotz der Abnahme von Ozon-
Spitzenkonzentrationen im letzten Jahrzehnt, die vermutlich auf den Riickgang bei der
Freisetzung von Ozon-Vorldufersubstanzen zuriickzufiihren ist, kam es im Jahresmittel
zu einer stetigen Zunahme der Ozonkonzentrationen [4]].

1.3.2 Ozon als Schadstoff fiir Pflanzen

Die Kutikula ist fiir das starke Oxidationsmittel Ozon nahezu undurchlissig, weshalb
die Aufnahme in die Pflanze fast ausschlieBlich durch die Stomata erfolgt [[146l]. So-
fort nach dem Eindringen in die Pflanze reagiert der GroBteil des Ozons mit Zell-
wand und Plasmamembran der Mesophyllzellen [163]. In Verbindung mit Wasser fiihrt
Ozon zur Bildung von Superoxid-Anion-Radikalen (0; ), Wasserstoffperoxid (H,0;)
und Hydroxy-Radikalen (OH), die zur Gruppe der reaktiven Sauerstoffspezies zihlen
[111]. Wenn diese sehr reaktionsfreudigen Molekiile nicht durch die antioxidativen
Schutzsysteme der Pflanze wie Ascorbat, Glutathion, alpha-Tocopherol, Polyamin-
konjugate, Polyphenole und Entgiftungsenzyme wie die Superoxid-Dismutasen und
Peroxidasen unschédlich gemacht werden konnen, kommt es zur Oxidation und damit
zur Zerstorung wichtiger Zellbestandteile und Membranen [111} 1170, 225]].

Ebenso wie Elicitorbehandlung kann auch Ozon bei Pflanzen Reaktionen hervor-
rufen, die mit dem Schadbild der Hypersensitiven Reaktion’ bei Pathogenbefall ver-
gleichbar sind [141]]. So kommt es in beiden Fillen zur Stimulation von Signalmole-
kiilen, Zellwandsynthese, Phytoalexinen, PR-Proteinen und zur Aktivierung von anti-
oxidativen Systemen. Wegen dieser Parallelen wird Ozon auch als abiotischer Elicitor
bezeichnet [276]. Bei der Exposition mit Ozon kann zwischen chronischer Belastung
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mit relativ geringen Ozonkonzentrationen iiber einen ldngeren Zeitraum und akuter,
meist kurzfristiger Belastung, mit hohen Ozonkonzentrationen unterschieden werden.
Bei vielen Pflanzenarten fiihrt akute Ozonbelastung zur Bildung typischer punktfor-
miger Lasionen, wihrend es durch chronische Ozonbelastung eher zu einer seneszenz-
dhnlichen Symptomatik kommt [246, 287]].

Wie fiir viele andere Baumarten konnte auch fiir die Buche gezeigt werden, da3
unter erhohten Ozonkonzentrationen bereits wihrend der Vegetationsperiode Wachs-
tumsreduktion und Biomasseverlust auftreten konnen [244, 256, [334]]. Durch chroni-
sche Ozonbelastung kann es auBerdem, unter anderem bedingt durch eine reduzierte
Photosyntheserate [40, [179]], zu verfrithtem Blattfall und dem vorzeitigen Eintritt der
Seneszenz kommen [[199]]. In der Birke wurde ein Einflul von Ozon auf die Blattdif-
ferenzierung nachgewiesen [[101]. Gemil3 Bortier et al. [24] sind langsam wachsende
Biume wie die Buche weniger anfillig gegeniiber Ozonschédden als schnellwiichsige
Geholze wie z.B. die Pappel Populus nigra. Die tatsdchliche Ausbildung von Ozon-
symptomen ist allerdings, abgesehen von der wirksamen Ozondosis und der betrach-
teten Spezies, wohl auch stark von den herrschenden Klimabedingungen und von der
Streftoleranz der individuellen Einzelpflanze abhingig [[100, 168, 351]].

Durch mikroskopische Untersuchungen konnte die ozonbedingte Verinderung von
Zellwinden, Ablagerungen von kondensierten phenolischen Substanzen in den Vakuo-
len und die Akkumulation von H,O; an Plasmamembran und Zellwand nachgewiesen
werden [102] 248]]. Das Auftreten von Ethylenemissionen unter dem Einflu3 von Ozon
wurde bei verschiedenen Bdumen nachgewiesen und in Verbindung mit der Regulation
des Zelltods gesetzt [297, 318, 319]. Durch Ozon waren dariiber hinaus sekundére In-
haltsstoffe wie Jasmonsaure, verschiedene Polyamine, Polyphenole sowie Flavonoide
induzierbar [56), [155] 168, 285, [297]].

In Zusammenhang mit dem ozonbedingten Riickgang der Photosynthese wurde
bei vielen Baumarten sowohl eine Abnahme der Quantitit als auch der Aktivitit des
Enzyms Ribulose-bisphosphat Carboxylase/Oxigenase (RUBISCO) verzeichnet [54].
Bei der Birke wurde durch Ozon die Aktivitit der Enzyme Superoxid Dismutase, Per-
oxidase und Glutathion Reduktase gesteigert und die Transkription der Phenylalanin-
Ammoniak-Lyase (PAL) induziert [312]. Neben dem Enzym PAL waren in der Kiefer
auch PR-Proteine [143]], Zimtalkohol-Dehydrogenase (CAD) [82} 83], Chalkon Syn-
thase und Stilben Synthase [266] durch Ozon induzierbar. Aus dem Shikimatstoft-
wechsel wurde bislang nur fiir das Enzym Shikimat Dehydrogenase aus der Fich-
te eine ozonbedingt erhohte Aktivitit nachgewiesen [185]. Es ist moglich, dal} die-
se Aktivitdtszunahme mit einem stirkeren Stoffumsatz im Shikimatstoffwechsel zur
Bereitstellung von Vorldufersubstanzen fiir die Synthese von Sekundiarmetaboliten im
Phenylpropan-Stoffwechsel zusammenhingt [54].

1.3.3 Grenzwertkonzepte der Ozonexposition

Im Laufe der letzten 20 Jahre wurden zahlreiche Expositions-Indizes vorgeschlagen,
um eine fiir Pflanzen ’biologisch relevante’ Ozondosis zu bestimmen [80, 98, [159,
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174, 1193]]. Die zunichst entwickelten Modelle verwendeten dabei ab einem bestimm-
ten Schwellenwert die aufsummierten Stunden-Mittelwerte der Ozonkonzentration im
betrachteten Zeitraum (z.B. SUMO06). Als beobachtet wurde, dall héhere Ozonkon-
zentrationen einen iiberproportional groBen schiddigenden Einflul auf Pflanzen ha-
ben [80, 196, 214], wurden Ozonindizes eingefiihrt, die nur den Anteil der Stunden-
Mittelwerte der Ozonkonzentration beriicksichtigten, der oberhalb einer definierten
Schwelle von z.B. 20, 40 oder 60 nl/l Ozon lag (AOT20, AOT40, AOT60). In Eu-
ropa wird derzeit der AOT40-Index ("accumulated exposure over a threshold of 40
nl/1’) verwendet [80]], um kritische Ozon-Niveaus fiir Feldfriichte und Waldbdume zu
definieren. Fuhrer et al. [80] schlugen aufgrund von Daten aus Klimakammerexpe-
rimenten fiir Waldbdume einen AOT40-Grenzwert von 10ul/l - h vor, bei dem ein
Verlust von etwa 10% der Biomasse zu erwarten wire. Zur Berechnung dieses Wer-
tes sollten diejenigen Stundenmittelwerte oberhalb des Schwellenwertes von 40 nl/l
Ozon erfaBt werden, die bei Tageslicht (Globalstrahlung > 50 W/m?) und innerhalb
der Vegetationsperiode von April bis September auftraten.

Die Vergleichbarkeit von Beobachtungen aus Freilandversuchen wird vor allem
durch unterschiedliche Witterungsbedingungen, aber auch durch andere nicht zu be-
einflussende biotische und abiotische Storgroflen erschwert. So kann zum Beispiel die
Verinderung der Luft- und Bodenfeuchtigkeit einen starken EinfluB auf die Offnung
der Stomata und damit auf die Aufnahme von Ozon in die Pflanze haben [[66].

Daher versuchen neueste Modelle zur Risikoanalyse von Ozon durch die Ermitt-
lung des stomatiren Fluxes unter Einbeziehung verschiedener Klimaparameter nur den
physiologisch und 6kologisch relevanten Anteil dieses Schadgases zu ermitteln, der
tatsichlich in den Interzellularraum der Pflanzen eindringt [88, 98, [193]. Die Ermitt-
lung der kumulativen Ozonaufnahme (CU) in die Blitter wird mafgeblich durch die
Offnung der Stomata beeinflut und hiingt damit nicht nur von verschiedenen Klima-
parametern wie Einstrahlung und Luftfeuchtigkeit sondern auch von Faktoren wie dem
Alter und der Position des untersuchten Blattes in der Baumkrone ab. Im Gegensatz zu
dem Expositionsindex AOT40 wird die CU auch wihrend der Nachtstunden ermittelt
und es werden auch externe Ozonkonzentrationen von weniger als 40 nl/l beriicksich-
tigt. Matyssek et al. [[193] streben langfristig die Ablosung von Expositionsindizes wie
AOT40 an und schlagen vor, den stomatiren Osz-Flux auf das antioxidative Potenti-
al der untersuchten Bdume zu beziehen, um 6kologisch sinnvolle Standards zu deren
Schutz vor Luftverschmutzung durch Ozon definieren zu konnen. Bei Freilandunter-
suchungen konnte mit einem solchen Ansatz bereits eine gute Korrelation zwischen
Blattschiden und Ozonaufnahme hergestellt werden [[193]].
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1.4 Der Shikimatstoffwechsel

Der Shikimatstoffwechsel umfafit die Abfolge von sieben enzymatischen Reaktionen,
in deren Verlauf die Substrate 4-Erythrose-4-Phosphat und Phosphoenol-Pyruvat iiber
die Zwischenstufe Shikimat zu dem Produkt Chorismat umgewandelt werden. Der Na-
me begriindet sich darin, dal Shikimat als erste Substanz aus diesem Stoffwechselweg
isoliert wurde [[14}169]. Bezugnehmend auf das Produkt Chorismat findet aber auch der
Name ’Prid-Chorismatweg’ Verwendung.

1.4.1 Allgemeine Bedeutung des Shikimatstoffwechsels

Die wesentliche Bedeutung des Shikimatstoffwechsels liegt darin, dafl nahezu alle in
der Natur vorkommenden aromatischen Verbindungen aus diesem hervorgehen. Da-
zu zidhlen neben den drei proteinogenen aromatischen Aminosduren L-Phenylalanin,
L-Tryptophan und L-Tyrosin zahlreiche Gruppen pflanzlicher sekundirer Inhaltstoffe
wie Acetophenone, Benzophenone, Hydroxyzimtsduren, Phenylpropanoide, Coumari-
ne, Stilbene, Flavonoide, Alkaloide, Phytoalexine, Tannine und Struktur-Polymere wie
Suberin und Lignin [1035} 106, 151, 237} 1329]. Der Shikimatweg kommt ausschlief3-
lich in Pflanzen, Pilzen und Mikroorganismen vor [14], was ihn zu einem interessan-
ten Ziel bei der Suche nach Herbiziden und Antibiotika macht [41, [124]]. Wahrend
der Shikimatstoffwechsel in Bakterien vor allem die Vorstufe fiir die Synthese aro-
matischer Aminosduren zur Proteinbiosynthese bereitstellt [329], verwenden Pflanzen
einen GroBteil des im Shikimatstoffwechsel umgesetzten Kohlenstoffs, unter Normal-
bedingungen sind das etwa 20% des fixierten Kohlenstoffs [109], zur Synthese von
aromatischen Sekundiarmetaboliten, die sich entweder aus den aromatischen Amino-
sduren oder Intermediaten des Shikimatstoffwechsels ableiten [[14, [124]].

Diese Substanzen iibernehmen im pflanzlichen Stoffwechsel verschiedenste Auf-
gaben wie den Schutz vor UV-Strahlung [[123, 329], Modifikation der Pollenfertilitit,
Signalstoff-Funktion bei der Interaktion von Pflanze und Mikroben [329], Wirkung
als Pflanzenhormon [206]] und enzymatische Kofaktoren [14], Schutz gegen Herbivor-
en [53]], Membranaufbau, Elektronentransport [78] und konnen auch als Phytoalexine
wirken [52, 60]. Fiir lokale und systemische Abwehrreaktionen ist Salicylsidure, de-
ren Bildung iiber die Isochorismat-Synthase aus Produkten des Shikimatstoffwechsels
erfolgt, von entscheidender Bedeutung [336]. Neben der Salicylsdure sind vermutlich
weitere Metabolite des Shikimatstoffwechsels an der Regulation des programmierten
Zelltods beteiligt [31]. Aus dem Shikimatstoffwechsel abgeleitete Strukturpolymere
wie Lignin haben ebenfalls eine wichtige Funktion durch die Gewihrleistung mecha-
nischer Stabilitit [332]. Bei verholzenden Pflanzen kann dabei bis zu einem Drittel
des durch die Photosynthese fixierten Kohlenstoffs iiber den Shikimatstoffwechsel in
die Produktion von Lignin flieBen [127]. Fiir den Menschen und Tiere ist der Ver-
zehr einiger Substanzen, die sich aus dem Shikimatstoffwechsel ableiten (aromatische
Aminosiuren, Vitamine E und K), essentiell.

Die Regulation des Shikimatstoffwechsels bedingt durch die Bereitstellung wich-
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tiger Vorldaufersubstanzen die Synthese eines breiten Spektrums pflanzlicher Sekun-
didrmetabolite und steht daher in dieser Arbeit im Mittelpunkt der Untersuchungen zur
streBinduzierten Genexpression in der europédischen Buche.

1.4.2 Enzymatische Reaktionen des Shikimatstoffwechsels

Die einzelnen Reaktionen und Intermediate des Shikimatstoffwechsels hoherer Pflan-
zen gleichen, trotz teils groBer Unterschiede in der Primérstruktur der beteiligten En-
zyme [124], vollstindig dem Shikimatstoffwechsel der Mikroorganismen. Wihrend
allerdings in Bakterien normalerweise jeder der sieben Reaktionsschritte von einem ei-
genstindigen Protein katalysiert werden, gibt es in Pflanzen ein bifunktionelles Enzym
(3-Dehydroquinat Dehydratase / Shikimat Dehydrogenase), das die Reaktionsschritte
3 und 4 realisiert. In einigen Pilzen (Neurospora crassa, Aspergillus nidulans), Hefen
(Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe) und Euglena gracilis sind
sogar 5 enzymatische Reaktionen (Schritt 2 bis 6) in einem pentafunktionellen Poly-
peptid, dem sogenannten ’ Arom-Komplex’ zusammengefal3t. Ebenso wie in Bakterien
existieren auch in Pflanzen von vielen Enzymen des Shikimatstoffwechsels mehrere
Isoformen. Abbildung [1.3] S. [TT] zeigt die Reaktionsschritte des Shikimatstoffwech-
sels im Uberblick.

Bei der Regulation des Shikimatstoffwechsels gibt es, trotz geringer Unterschie-
de in der Primirstruktur der Enzyme und gleicher Intermediate, grole Unterschie-
de zwischen Pflanzen, Pilzen und Mikroorganismen [283]]. Die bakteriellen Isoenzy-
me der DAHPS aus E. coli unterliegen zum Beispiel einer strengen Kontrolle durch
"feedback’-Regulation [232] wihrend Promotorstrukturen von DAHPS und CS in He-
fe darauf hindeuten, dafl diese Gene hier unter dem Einflu des allgemeinen Tran-
skriptionsaktivators GCN4 stehen, der unspezifisch die Synthese der Aminoséuren re-
guliert [123]]. Die komplexe Regulation des Shikimatstoffwechsels in Pflanzen bein-
haltet organ- und gewebespezifische Unterschiede in der Aktivitét der beteiligten En-
zyme sowie Regulationsmuster, die Abhingigkeiten vom Entwicklungsstadium und
Umweltreizen wie Nihrstoffmangel [315]], Licht [[119]], Elicitoren [93} 119,145, 194],
Verwundung [59} 211] und Pathogenbefall zeigen [1435].
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3-Deoxy-D-arabino-Heptulosonat 7-Phosphat Synthase

Durch das erste Enzym des Shikimatstoffwechsels, die 3-Deoxy-D-arabino-
Heptulosonat 7-Phosphat Synthase (DAHPS, EC 2.5.1.54), wird die irreversible
Kondensation der phosphorylierten aliphatischen Kohlenwasserstoffe Erythrose-4-
Phosphat (E4P) und Phosphoenolpyruvat (PEP), Metabolite des Pentosephosphat-
wegs und der Glycolyse, zu dem heterozyklischen Molekiil 3-deoxy-D-arabino-
heptulosonat 7-Phosphat (DAHP) unter Abspaltung von anorganischem Phosphat ka-

talysiert (Abb. [T.4).

COOH
|

Cs
®-0 - \CHZ H,O P,

Phosphoenolpyruvat (PEP)

OH H
®-0_ DAHP
CH, O Synthase OH
o (EC 2.5.1.54)
Erythrose 4-Phosphat 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat

7-Phosphat (DAHP)

Abbildung 1.4: Reaktion der 3-Deoxy-D-arabino-Heptulosonat 7-Phosphat Synthase.

In E. coli existieren 3 Isoformen dieses Enzyms, die dem sogenannten Typ AroAl
angehoren und einer Regulation durch ’feedback’-Hemmung durch die drei aroma-
tischen Aminosduren unterliegen. In Bakterien ist diese ’feedback’-Hemmung der
DAHPS-Isoenzyme gegeniiber einer ebenfalls vorhandenen Regulationsmoglichkeit
durch transkriptionelle Repression der hauptsdchliche Regelmechanismus des Koh-
lenwasserstoffverbrauchs im Shikimatstoffwechsel [232]]. Zusitzlich zu Isoenzymen
des Typs AroAl gibt es in vielen Bakterien auch DAHPS-Isoenzyme des Typs AroAll.
Es wird vermutet, da3 chloroplastididre pflanzliche DAHPS-Isoenzyme, die ebenfalls
diesem Typ angehoren, durch endosymbiontische gramnegative Bakterien in Pflanzen
eingefiihrt wurden [96].

DAHP Synthasen aus Pflanzen sind Homodimere, die im Gegensatz zu den DAHP
Synthasen von E. coli, zu denen sie nur bis zu 20% Homologie aufweisen [124], kei-
ner *feedback’-Hemmung durch aromatische Aminoséduren unterliegen, sondern sogar
hysteretisch durch Tyrosin und Tryptophan aktiviert werden konnen [251} 305]. Eine
Hemmung der DAHPS durch Arogenat, einer gemeinsamen Vorstufe von Phenylala-
nin und Tyrosin, ist zwar moglich, aber diese Substanz akkumuliert nicht in hoheren
Pflanzen und kommt daher kaum als Regulator der DAHPS-AKktivitét in Betracht [136]].
Anhand einer DAHPS von Arabidopsis thaliana wurde gezeigt, dall dieses Enzym
wahrscheinlich der Ferredoxin/Thioredoxin Redoxkontrolle im Chloroplasten unter-
liegt [67].
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Neben der Tatsache, dal Pflanzen iiber keine Regulationsmechanismen durch
"feedback’-Hemmung verfiigen, sprechen zwei experimentelle Beobachtungen fiir ei-
ne transkriptionelle Regulation der DAHPS in Pflanzen. Zum einen konnte durch die
Transkriptions- und Translationshemmstoffe Actinomycin D und Cycloheximidin eine
zuvor induzierte Aktivititssteigerung der DAHPS unterdriickt werden [194]]. Anderer-
seits wurde die DAHPS aus Kartoffel zwar in vivo, nicht aber in vitro, durch eine
sublethale Dosis von Glyphosat, einem starken Hemmstoff der EPSPS, aktiviert [252]].
Das ldt vermuten, daB3 ein noch unbekanntes Signal, ausgeldst durch den Mangel
an Produkten des Shikimatstoffwechsels, verantwortlich fiir die erhohte Aktivitit der
DAHPS war [[124]. Zudem wurde bereits in mehreren Fillen beobachtet, daf} die Akti-
vititssteigerung der DAHPS durch eine erhohte Proteinsyntheserate hervorgerufen und
die Modulation der Aktivitat durch differentielle Isoenzym-Expression erreicht wurde
[94, 95,1119, 145].

In vielen Pflanzen wurden zwei Gruppen von DAHPS-Isoenzymen gefunden, die
aufgrund ihrer Aktivierbarkeit durch zweiwertige Metall-Kationen unterschieden wur-
den (DAHPS—Mn2+, DAHPS—C02+) [122,123], wobei die Sequenzen der Isoenzyme
innerhalb einer Gruppen interspezifisch mehr Homologie aufweisen als die Vertreter
beider Gruppen innerhalb einer Spezies [92, [145]. Wihrend DAHPS-Mn?* zur Akti-
vierung Mn?* benétigt, wird DAHPS-Co?* durch Co?* und in geringerem Umfang
auch durch Mgt und Mn?" aktiviert [283]).

DAHPS-Mn”* Isoenzyme besitzen ein N-terminales chloroplastidires Transitpep-
tid (cTP), das den Transport der im Cytosol hergestellten Proteine in den Chloroplasten
ermoglicht. Bei cDNAs der DAHPS-Co? ™ fehlt dieser etwa 20 Aminosiuren lange Be-
reich [122]]. Eine DAHPS-Co?* Isoform wurde durch diskontinuierliche Saccharose-
Gradienten-Zentrifugation im Cytosol nachgewiesen [84], war aber sehr unspezifisch
fiir das Substrat E4P und bevorzugte statt dessen Glycolaldehyd, weshalb es sich bei
der verzeichneten DAHPS-AKktivitit eventuell nur um eine Nebenreaktion dieses cyto-
solischen Enzyms handeln konnte [57,[124]].

GroBe Unterschiede zwischen den beiden Varianten der DAHPS zeigen sich auch
in der Regulation gegeniiber Umwelteinfliissen wie Licht, Pathogenbefall, Verwun-
dung, bei der Reaktion auf pilzliche Elicitoren und abhiingig vom beobachteten Organ
bzw. Gewebe sowie vom Entwicklungsstadium der Pflanze. In mehreren Arbeiten wur-
de festgestellt, daf} die DAHPS-Mn2* im Gegensatz zur DAHPS-Co?* durch Licht,
Elicitoren, Pathogenbefall und Verwundung induzierbar ist [[145) 1194, 195, 211, 283]].

3-Dehydroquinat Synthase

Die 3-Dehydroquinat Synthase (DHQS, EC 4.2.3.4) ist ein Metalloenzym, das DAHP
durch Alkohol-Oxidation, B-Elimination von anorganischem Phosphat, Carbonyl-
Reduktion, Ringdffnung und intramolekulare Aldol-Kondensation in 3-Dehydroquinat
(DHQ) umwandelt [14, 132], wobei wohl nur die Oxidation und Reduktion durch
das Enzym realisiert werden, wihrend die iibrigen Reaktionen spontan ablaufen
(10} 204, 205, [335] (Abb. [1.5). Fir die insgesamt redoxneutrale Reaktion werden nur
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katalytische Mengen an NAD™ als Kofaktor benotigt [14].

: 3-Dehydroquinat H
OH Synthase OH
(EC 4.2.3.4)
3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat 3-Dehydroquinat
7-Phosphat (DAHP)

Abbildung 1.5: Reaktion der 3-Dehydroquinat Synthase.

Das monomere Enzym DHQS aus der Tomate weist mit 52% Identitit eine deut-
lich hohere Ahnlichkeit zu dem entsprechenden Enzym aus E. coli auf als das fiir die
DAHPS der Fall ist (20% Identitit) [124]]. Wihrend das Vorhandensein einer cTP bei
einer in Tomate untersuchten DHQS auf die chloroplastidire Lokalisation dieses En-
zyms hinwies, wurde bisher noch keine entsprechende cytosolische Isoform beschrie-
ben. Wie bereits bei einer DAHPS-Isoform beobachtet, war auch die Transkription der
DHQS aus Tomate durch Elicitor-Behandlung induzierbar und wies organspezifische
Expressionsmuster auf [18]. Der EPSPS-Hemmstoff Glyphosat hatte keinen Einflufl
auf die Aktivitit der DHQS in Zellkulturen von Kartoffel [252]].

3-Dehydroquinat Dehydratase / Shikimat Dehydrogenase

Schritt 3 und 4 des Shikimatstoffwechsels werden in hoheren Pflanzen von einem bi-
fuktionellen Enzym [157, 254], der 3-Dehydroquinat Dehydratase / Shikimat Dehy-
drogenase (DHQD/SD, EC 4.2.1.10 / EC 1.1.1.25) katalysiert (Abb. S. Durch
cis-Elimination von Wasser wird die erste Doppelbindung in den Ring eingefiihrt,
was zur Bildung von 3-Dehydro-Shikimat (DHS) fiihrt, welches dann durch die SD-
Aktivitdt zu Shikimat reduziert wird. Der Verlust des Zwischenproduktes DHS durch
Umwandlung in Protocatechusdure wird hierbei dadurch gering gehalten, daf die SD-
Reaktion etwa 9 mal so schnell abliduft wie die DHQD-Reaktion und das Intermediat
DHS somit schnell in Richtung Shikimat-Synthese abflieen kann [[123]].
Untersuchungen an Erbse zeigten, da3 es sich bei der bifunktionellen DHQD/SD
um ein Monomer handelt. Bei dieser Pflanze wurden zwei chloroplastidire und ein
cytosolisches Isoenzym gefunden [210]. Das Vorkommen von SD-Isoenzymen ist in
mehreren Pflanzenspezies beschrieben [210, 330] und wird schon seit lingerer Zeit
bei Isoenzymanalysen in der Pflanzenziichtung zur Unterscheidung von Sorten ge-
nutzt [308]]. Bei Untersuchungen der Lokalisation einer aus Nicotiana sylvestris iso-
lierten cDNA-Sequenz von DHQD/SD wurde eine untypische putative cTP Sequenz
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COOH
S COOH  NADPH + H" NADP*
g 3-Dehydroquinat Shikimat
OH Dehydratase Dehydrogenase
(EC 4.2.1.10) (EC 1.1.1.25)
3-Dehydroquinat 3-Dehydroshikimat SRt

Abbildung 1.6: Reaktion des bifunktionellen Enzyms 3-Dehydroquinat Dehydratase / Shiki-
mat Dehydrogenase.

mit zahlreichen hydroxylierten Aminosduren und insgesamt negativer Ladung gefun-
den [20]].

Neben der in Pflanzen vorkommenden DHQD vom Typl gibt es in manchen Bakte-
rien und Pilzen auch eine DHQD vom Typll, die statt einer cis- eine trans-Elimination
von Wasser katalysiert [124,[296]. Da zwischen diesen Typen keine Sequenzhomologi-
en zu finden sind, scheinen sich beide Enzyme durch konvergente Evolution entwickelt
zu haben [149]].

Auch die Aktivitdt der SD wird in Pflanzen gewebespezifisch und abhingig vom
Entwicklungsstadien reguliert [19,[70]. In StiBkartoffeln und Paprika erhohte sich nach
Verwundung die Aktivitdat der SD [[124) 201]]. Paprikapflanzen reagierten auf erhohte
Konzentrationen von Kupfer im Nihrmedium mit einer Aktivititssteigerung der SD
im Hypokotyl, die von einer Anreicherung an 19slichen Phenolen und Lignin begleitet
war, und einer Verminderung der SD-Aktivitdt in den Wurzeln [51]]. Eine positive Kor-
relation zwischen Lignin-Anreicherung und erhohter SD-Aktivitit war zuvor bereits
nach Verwundung von Paprika-Pflanzen beobachtet worden [S0]. Die Shikimat De-
hydrogenase ist das einzige Enzym des Shikimatstoffwechsels, das bisher beziiglich
seiner Reaktion auf das Schadgas Ozon untersucht wurde. Dabei wurde eine ozonbe-
dingt erhohte Aktivitit dieses Enzyms festgestellt [[185].

Shikimat Kinase

Wie in Abbildung[1.7] S.[16]dargestellt phosphoryliert die Shikimat Kinase (SK) (EC
2.7.1.71) unter Verbrauch von ATP Shikimat zu Shikimat-3-Phosphat, dem Substrat
der 5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat Synthase (EPSPS). Dieses Enzym ist in Pflan-
zen bislang nur wenig untersucht worden. Der optimale pH-Bereich der Reaktion liegt
bei etwa 9 und es werden Mg?*-Tonen fiir die Aktivitit benotigt. An Enzymextrakten
aus Sorghum konnte gezeigt werden, daB} sich Kaffeesidure und Coumarsidure hemmend
auf die SK auswirken [28]]. Auch das Herbizid 2,4-D inhibiert die SK [124]. Die Re-
gulation der SK, von der bisher nur chloroplastiddre Isoformen beschrieben wurden
[209, 282]], scheint abhingig vom Ladungszustand des Chloroplasten zu sein [124].
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COOH ATP ADP COOH
S ~ - ~
e A Gl Shikimat ®-0 l OH
OH Kinase OH
(EC 2.7.1.71)
Shikimat Shikimat-3-Phosphat

Abbildung 1.7: Reaktion der Shikimat Kinase.

S-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat Synthase

Durch die 5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat Synthase (EPSPS, EC 2.5.1.19) wird in
einer reversiblen Reaktion ein zweites Molekiil PEP durch Kondensation mit Shikimat-
3-Phosphat zu 5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat (EPSP) in den Stoffwechselweg
eingefiihrt (Abb. [I.8).

COOH
COOH ® O/ \CH COOH
EPSP
Synthase COOH
(EC25.1.19)
Shikimat-3-Phosphat 5-Enolpyruvylshikimat 3-Phosphat
(EPSP)

Abbildung 1.8: Reaktion der 5-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat Synthase.

Dieses Enzym ist neben der DAHPS im Shikimatstoffwechsel am besten unter-
sucht, da es den Hauptangriffspunkt fiir das Totalherbizid 'Roundup’ mit dem Wirk-
stoft Glyphosat darstellt [302]. Bei dieser Hemmung verbindet sich Glyphosat mit dem
Enzym-Substrat Komplex aus EPSPS und Shikimat-3-Phosphat und verhindert so die
Bildung von EPSP [21]. Mittlerweile wurden durch gentechnische Methoden zahlrei-
che glyphosattolerante Pflanzen entweder durch Uberproduktion der pflanzeneigenen
EPSPS [290] oder durch Ubertragung eines glyphosatinsensitiven EPSPS Allels aus
Agrobacterium tumefaciens CP4 erzeugt. Diese werden bereits hiufig in der Land-
wirtschaft eingesetzt [223)239].

Die EPSPS zihlt zu den Enzymen des Shikimatstoffwechsels, die in Isoformen
auftreten. So konnten in Arabidopsis thaliana, Lycopersicon esculentum und Zea mays
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bislang je zwei [71, 185, [150] und aus Sorghum bicolor 3 Isoenzyme identifiziert wer-
den [261]]. Beide Isoformen von Mais sind chloroplastidér lokalisiert [72]]. Direkt nach
der Applikation von Elicitoren stieg die Aktivitit von Isoform II wihrend Isoform I
erst 3 Tage nach der Behandlung induziert war [73]. Auch in der Erbse wurde EPSPS-
Aktivitit vor allem in den Chlorplasten gefunden, wihrend die cytosolische Fraktion
nur wenig Aktivitit aufwies [209]]. Die Analyse chloroplastididrer Importsequenzen er-
gab mit bis zu 76 Aminosduren Linge relativ lange cTP-Sequenzen [48]], die bei der
Aufnahme des Enzyms in das Chloroplasten-Lumen abgespalten wurden [42]. Bei der
Untersuchung verschiedener Organe von Petunien wurden organspezifische Expressi-
onsmuster entdeckt. So wurde in Petalen die hochste, in Antheren weniger und in den
Blittern die geringste EPSPS-Expression verzeichnet [85)]. Die EPSPS in Tomaten-
Zellkulturen konnte auch durch verschiedene Elicitoren induziert werden [95]].

Chorismat Synthase

In der letzten enzymatischen Reaktion des Shikimatstoffwechsels, die von der Cho-
rismat Synthase (CS, EC 4.2.3.5) katalysiert wird, entsteht schlieBlich durch trans-1,4
Elimination von Phosphat aus EPSP das Endprodukt Chorismat, welches einen wich-
tigen Verzweigungspunkt fiir weiterfilhrende Synthesewege darstellt (Abb. [1.9).

COOH P, COOH
CH CH
gy 2 2
®-0" ~o _Ci Chorismat : ~o _C:
g COOH H COOCH
OH Synthase OH
(EC 4.2.3.5)
5-Enolpyruvylshikimat 3-Phosphat Chorismat
(EPSP)

Abbildung 1.9: Reaktion der Chorismat Synthase.

Bei dieser Reaktion, die trotz insgesamt redoxneutralen Ablaufs Flavin benétigt,
wird unter Bildung einer Cyclohexadien-Struktur die zweite Doppelbindung in den
Shikimatstoffwechsel eingefiihrt [14]. Je nach Organismus unterscheidet man die mo-
nofunktionelle CS, die extern reduziertes Flavin benétigen und die bifunktionelle CS,
bei der eine NADP-abhingige Flavin-Reduktase im selben Polypeptid positioniert ist.
Bei Pflanzen wurde bislang nur die monofunktionelle EPSPS-Variante nachgewiesen
[124]. Beziiglich der benétigten Kofaktoren, der kinetischen Eigenschaften, des iso-
elektrischen Punkts und des pH Optimums sind sich die CS-Enzyme aus Pflanzen,
Bakterien und Pilzen sehr dhnlich [279]).

Die CS ist das einzige Enzym des Shikimatstoffwechsels, fiir das bisher gezeigt
wurde, daf die chloroplastiddre Form erst nach Abspaltung der cTP enzymatisch aktiv
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1.4 Der Shikimatstoffwechsel Einleitung

wird [93] 280]. Da bisher noch keine cytosolische Form des Enzyms gefunden wurde,
scheint der letzte Schritt des Shikimatstoffwechsels, die Synthese von Chorismat, auf
den Chloroplasten als Reaktionsraum beschridnkt zu sein. Die beiden CS-Isoenzyme
aus Tomate werden organspezifisch differentiell exprimiert, wobei eine Isoform vor
allem in Wurzeln und Bliiten vorkommt [93]]. Die Aktivitit derselben Isoform wurde
in Tomaten-Zellkulturen auch durch einen pilzlichen Elicitor stimuliert [93].

Enzymatische Umsetzung von Chorismat

Chorismat dient als Substrat fiir die Bildung von Anthranilat und Prephenat, den Vor-
stufen der aromatischen Aminoséduren, durch die Enzyme Anthranilat Synthase (AS,
EC 4.1.3.27) und Chorismat Mutase (CM, EC 5.4.99.5) sowie fiir die Bildung von Iso-
chorismat, einem Vorldufer der Salicylsdure [283]], durch die Isochorismat-Synthase
(ICS, EC 5.4.99.6). Die CM Kkatalysiert, wie in Abbildung [I.10] dargestellt, die Um-
wandlung von Chorismat zu Prephenat, einer Vorstufe der aromatischen Aminosduren
L-Phenylalanin und L-Tyrosin, wobei die Enolpyruvyl-Seitenkette intramolekular um-
gelagert wird.

/ 4-Aminobenzoat
COOH
HOOC__ CH=C = COOH )
— —» — —)» L-Tyrosin
—_—
'~ //CHZ Chorismat — —» — —» L-Phenylalanin
O —C\ Mutase
H (EC 5.4.99.5) OH
OH COOH Prephenat
< L Anthranilat - - - Iryptophan
Chorismat Anthran] > > LT :
y L re

Abbildung 1.10: Enzymatische Umsetzungen von Chorismat.

Wihrend in manchen Bakterien die CM als bifuktionelles Enzym in Kombination
mit einer Prephenat Dehydratase oder Prephenat Dehydrogenase Aktivitit auftritt, sind
in Pflanzen zwei Varianten einer monofunktionellen CM bekannt. Man unterscheidet
die chloroplastidire CM1, die durch Tryptophan aktiviert und durch Phenylalanin so-
wie Tyrosin gehemmt werden kann, von der cytosolischen CM2, die keiner Regulation
durch aromatische Aminosiuren unterliegt [46, 89].

Beide Varianten der CM konnten mittlerweile aus verschiedenen Pflanzenspezies
isoliert werden [46, 89, 162, 298]]. Die chloroplastididre Variante der CM verfiigt, wie
die entsprechenden Isoenzyme des Shikimatstoffwechsel-Hautwegs iiber eine cTP-
Sequenz [86]. Sowohl die cytosolische als auch eine plastiddre CM-Isoform aus Ara-
bidopsis thaliana wiesen organspezifische Expressionsmuster auf. Nach Verwundung,
Elicitorbehandlung und Pathogeninfektion wurde allerdings vor allem ein plastidédres
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Isoenzym aktiviert, wihrend das andere plastididre und das putative cytosolische Isoen-
zym weniger stark reguliert wurden [62, 202].

Wihrend in verwundeten Kartoffelknollen eine deutliche Steigerung der CM1-
Aktivitit festzustellen war, wurde in Blittern eine hohere Aktivitiat der CM2 gemessen
[162]]. Wie bereits fiir die DAHPS beschrieben, konnte auch im Fall der CM der An-
stieg der enzymatischen Aktivitit durch Verwendung der Transkriptions- und Transla-
tionshemmstoffe Actinomycin D und Cycloheximid verhindert werden, was auf eine
transkriptionelle Regulation der CM hindeutet [161].

1.4.3 Subzellulire Lokalisation des Shikimatstoffwechsels

Wiihrend Ubereinstimmung dariiber herrscht, da3 die Synthese von Chorismat aus den
Substraten E4P und PEP in Chloroplasten hoherer Pflanzen ablaufen kann, steht der
Beweis fiir einen vollstindigen Shikimatstoffwechsel im pflanzlichen Cytosol auch
heute noch aus. Die Existenz dieser beiden Shikimatstoffwechsel-Varianten wurde als
"dual pathway’ Hypothese diskutiert [[135) 208]. Man ging davon aus, daf} der plasti-
didre Weg vor allem fiir die Synthese aromatischer Aminoséduren sorgt, wihrend der
cytosolische Weg Vorstufen fiir Sekundidrmetabolite wie Flavonoide und Phenylpropa-
ne bereitstellt, deren Synthese nicht in den Chloroplasten stattfindet [135}329].

Da die Gene des Shikimatstoffwechsels kernkodiert sind und die entsprechen-
den Enzyme an cytosolischen Ribosomen synthetisiert werden, besitzen alle Isoenzy-
me des plastiddren Shikimatstoffwechsels ein N-terminales chloroplastidéres Transit-
Peptid (cTP), welches den Import der Proteine in das Lumen der Chloroplasten steuert
und danach vom funktionellen Polypeptidteil abgespalten wird. Entsprechende cDNA-
Sequenzen wurden mittlerweile fiir alle am Shikimatstoffwechsel beteiligten Enzyme
gefunden [[19) 1284} 1329], was die Existenz eines plastididren Shikimatstoffwechsels be-
legt. Fiir die Enzyme DAHPS, SK und EPSPS wurde gezeigt, daf} der cTP-gesteuerte
Protein-Import in isolierte Chloroplasten unter Abspaltung der cTP auch in vitro statt-
finden kann [48, 1282, 1347]].

Die Hypothese einer cytosolischen Variante des Shikimatstoffwechsels basiert vor
allem auf Untersuchungen von durch Saccharose-Gradienten-Zentrifugation erhalte-
nen subzelluldren Fraktionen, bei denen Aktivitdten der DAHPS [84, 194, DHQD/SD
[210], EPSPS [209] und CM [46| [194] gefunden wurden. Allerdings sind manche
Isoenzyme mit N-terminaler cTP, die dem plastiddren Shikimatstoffwechsel zugerech-
net werden, auch im Cytosol, also noch vor Abspaltung der cTP, aktiv [18, 48,161}, 282],
so daB hierdurch der Eindruck einer cytosolischen Stoffwechselweg-Variante entste-
hen kann. Die cytosolische Synthese von Chorismat ist aber wohl nicht moglich, da
CS im Gegensatz zu SK und EPSPS nur nach Abspaltung der cTP, also nicht im Cyto-
sol, aktiv zu sein scheint [120]]. Auch wurde fiir eine cytosolische Isoform der DAHPS
gezeigt, daB sie eine sehr geringe Substratspezifitit aufweist und es sich damit bei der
DAHPS-Aktivitit dieses Isoenzyms wahrscheinlich nur um eine Nebenreaktion han-
delt [283]].
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1.5 Die Biosynthese von Ethylen

Seit Craker 1971 [44] iiber die Bildung von Ethylen in ozonexponierten Pflanzen be-
richtete, beschiftigten sich zahlreiche Autoren mit der Induktion dieses gasformigen
Phytohormons, seiner Vorldaufersubstanz 1-Aminocyclopropan-1-carbonsiure (ACC)
und der an der Ethylen-Biosynthese beteiligten Gene unter dem Einflu von Ozon.
Bereits frith wurde die Empfindlichkeit von Pflanzen gegeniiber Ozon mit der Ethylen-
bildung in Verbindung gebracht [196], und die Messung von Ethylen als zuverlédssige
Methode etabliert, um den durch Ozon verursachten Stref in Pflanzen zu quantifizie-
ren [309]]. Durch Hemmung der Ethylenbiosynthese gelang es, die Ausbreitung des
ozonbedingten Zelltods in Tomatenpflanzen zu reduzieren [203}313].

Ethylen wird durch die Enzyme ACC Synthase (ACS) und ACC Oxidase (ACO)
tiber die Zwischenstufe ACC aus S-Adenosyl-L-Methionin (SAM) gebildet [342].
ACC kann allerdings auch durch die Enzyme ACC-Malonlytransferase und -
Glutamyl-Transpeptidase mit Malonat oder Glutamat konjugiert werden, wobei ge-
bundenes ACC in Form von Malonyl-ACC und Glutamyl-ACC entsteht. Bei Konife-
ren konnte anhand von Tages- und Jahresgédngen der ACC-Konjugate gezeigt werden,
daf} diese Konjugate auch wieder aufgespaltet werden konnen [337,1343]].

Die Enzyme ACS und ACO werden in verschiedenen Pflanzenarten durch Genfa-
milien kodiert. So wurden zum Beispiel in Tomate bereits acht Isoformen der ACC-
Synthase [231} 295] und vier Isoformen der ACC-Oxidase gefunden [9, 219]. Wegen
der sehr hohen Sequenzhomologie ist es allerdings schwierig, die einzelnen Isofor-
men bei Genexpressionsuntersuchungen zu differenzieren [9]. Es wurde gezeigt, dafl
einzelne Isoformen der ACS und ACO nicht nur abhingig von Entwicklungsstadium
und dem untersuchten Organ, sondern auch durch Umwelteinfliisse wie Pathogenin-
fektionen oder Verwundung differentiell induziert werden konnen [5, (153, 178, [180].
Auch die Exposition mit dem Schadgas Ozon fiihrte in Tomatenpflanzen zu einer Sti-
mulation der Ethylenbiosynthese [313]], die von einer biphasischen Induktion mehrerer
ACS und ACO Isoformen begleitet wurde [203]. Schon nach eintdgiger Ozonbehand-
lung beobachteten Vahala et al. [318] in der Birke die Bildung von Ethylen und eine
Induktion der Gene ACS und ACO. Auch in 4-jdhrigen Buchenjungpflanzen wurde
in Zusammenhang mit der Ausbildung ozonbedingter Blattldsionen bereits die Akku-
mulation von ACC und die Emission von Ethylen gemessen [2]. In der vorliegenden
Arbeit wurde zusitzlich zur Messung von Ethylen und ACC auch die ozonbedingte
Expression einzelner Isoformen der ACS und ACO mittels quantitativer Realtime-PCR
bestimmt.
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1.6 Themenstellung

Im Rahmen des Sonderforschungsbereichs 607 ("Wachstum und Parasitenabwehr’)
sollte die Hypothese untersucht werden, ob es bei der europdischen Buche (Fagus
sylvatica L.) unter dem Einfluf} von Stref3 zu einer Umsteuerung zwischen Priméir- und
Sekundirstoffwechsel kommt. Zur differenzierten Betrachtung von biotischem und
abiotischem Stref3 sollten einerseits der Erreger der Buchenblattbriaune (Apiognomonia
errabunda) und andererseits das Schadgas Ozon verwendet werden.

Durch den Shikimatstoffwechsel werden Molekiile des Primérstoffwechsels in
Vorlaufersubstanzen umgewandelt, aus denen sich nahezu alle aromatischen Inhalts-
stoffe in hoheren Pflanzen ableiten. Die Regulation dieses Stoffwechselwegs ist damit
von zentraler Bedeutung fiir die Regulation zwischen Primér- und Sekundérstoffwech-
sel und stand daher in dieser Arbeit im Mittelpunkt des Interesses. Zur molekularbio-
logischen Untersuchung des Shikimatstoffwechsels sollten sowohl an jungen Buchen
im Gewichshaus als auch an adulten Buchen unter Freilandbedingungen Ozonexposi-
tionsversuche durchgefiihrt werden. Dabei sollten regelméfBige Probennahmen und die
Bonitur ozonbedingter Blattldsionen durchgefiihrt werden.

Fiir die Analyse der Genexpression mittels quantitativer Realtime-PCR sollten
zunichst cDNA-Sequenzen fiir jedes der am Shikimatstoffwechsel beteiligten Enzy-
me kloniert werden. Mittels spezifischer Antikorper sollten zudem in Westernblot-
Analysen auch auf Proteinebene die strebedingte Regulation einzelner Enzyme un-
tersucht werden. Mittels ozoninduzierter und ozonreprimierter subtraktiver cDNA-
Banken sollten dariiber hinaus weitere stark ozonregulierte Gene identifiziert werden.

In Zusammenhang mit der Ausbildung ozonbedingter Ladsionen wurde bereits
hdufig die Bildung von Ethylen beobachtet. Daher sollten auch die Emission die-
ses gasformigen Phytohormons, die Akkumulation des direkten Vorldufermolekiils
1-Aminocyclopropan-1-carbonsdure und die Genexpression einzelner Isoformen der
an der Ethylenbiosynthese beteiligten Enzyme untersucht werden. Durch die Analy-
se weiterer Signalmolekiile und sekundérer phenolischer Inhaltsstoffe sollte das Bild
einer potentiellen streBbedingten Umsteuerung des pflanzlichen Stoffwechsels abge-
rundet werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben wurden Chemikalien vom Reinheitsgrad p.A. verwen-
det. Diese wurden iiber die Firmen Biozym (Oldendorf, D), Linde (UnterschleiBheim,
D), Merck (Darmstadt, D), Riedel de Haen (Seelze, D), Roth (Karlsruhe, D), Serva
(Heidelberg, D), Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D) und usb (Cleveland, USA) bezogen.

Molekularbiologische Reagenzien

Fiir alle molekularbiologischen Reagenzien und Kits wurden, soweit nicht anders an-
gegeben, die Protokolle der Hersteller verwendet.

Tabelle 2.1: Molekularbiologische Reagenzien

ABsolute SYBR Green ROX Mix ABgene (Surrey, UK)

Alul MBI Fermentas (St.Leon-Rot, D)
Ampicillin Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
BugBuster-Puffer Merck (Schwalbach, D)
Complete Mini Prot Inh Mix Roche (Mannheim, D)

Cy™3 Amersham (Freiburg, D)

Cy™s5s Amersham (Freiburg, D)

DNAse RQ1 Promega (Madison, USA)

dNTPs MBI Fermentas (St.Leon-Rot, D)
EcoRI MBI Fermentas (St.Leon-Rot, D)
E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit Peqlab GmbH (Erlangen, D)
GeneRacer™™ -Kit Invitrogen (Carlsbad, USA)
Hpall MBI Fermentas (St.Leon-Rot, D)
Kanamycin Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Lambda DNA/Eco471 (Avall) Marker 13 MBI Fermentas (St. Leon-Rot, D)
Lysozym Sigma-Aldrich (Deisenhofen, D)
Nucleon PytoPure Resin Amersham (Freiburg, D)
oligo-dT(15)-Primer Promega (Madison, USA)
Oligotex® mRNA Midi Kit Qiagen (Hilden, D)
PCR-Select”™ ¢DNA Subtraction Kit BD Biosciences Clontech (Palo Alto, USA)
Pfu DNA Polymerase Promega (Madison, USA)
pGEM®-T Easy Vektor System Promega (Madison, USA)
Protein-Marker P7702S, P7708S New England BioLabs (Beverly, USA)
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen (Hilden, D)

Qiaquick PCR-Purification-Kit Qiagen (Hilden, D)

RNAse A usb (Cleveland, USA)
Superscript IT Invitrogen (Carlsbad, USA)
Taq-DNA-Polymerase Invitrogen (Carlsbad, USA)
Wizard®SV Gel Kit Promega (Madison, USA)

22



Material und Methoden 2.1 Material

Puffer, Losungen und Medien

Fiir alle wéaBrigen Losungen, Medien und Puffer wurde doppelt destilliertes Wasser
(ddH,0O) verwendet.

Tabelle 2.2: Puffer, Losungen und Medien

Bakterien- AufschluBBpuffer 12,5 ml BugBuster-Puffer

250 wul 0,1 M Tris (pH8)

2,5 mg Lysozym

172 Tabl. Complete Mini (Roche)

0,75 ml ddH,O
Borat-Extraktionspuffer 200 mM Borat/Borsdure pH 8.8

2 mM EDTA

0,5 mM EGTA

1,5% (wiv) PVPP

5 mM DTT

1 410ml Complete Mini (Roche)
Bradford-Losung 70 mg Serva Blau Gel

50 ml Ethanol

100 ml Orthophosphorsédure (85%)

850 ml ddH,O
CDNB-L6sung 30 mM CDNB in ETOH
Chloroform-IAA-Losung 96% ) Chloroform

4% iv) Isoamylalkohol

Coomassieblau-Firbelosung  0,05% (wlv) Coomassie R250
45% /) Methanol

9% iv) Essigsdure
4595%  (v/Iv) ddH,O

DAB-Losung 1,7 mM DAB pH 7,6
50 mM Tris

0,05% /) H,0;
DNA-Chip-Waschpuffer I 0,1% (wiv) SDS in 1 x SSC
DNA-Chip-Waschpuffer 11 0,1% (Wiv) SDS in 0,1 x SSC
DNA-Ladepuffer (10x) 50% ) Glycerin

0,1% /v) Bromphenolblau

49,9% iv) ddH,O
Entfirbelosung 10% /v) Methanol

10% /v) Essigsdure

80% wiv) ddH,O
Glycerin-LB-Medium 1% (wiv) Trypton

0,5% (w/v) Hefe-Extrakt

0,5% (w/v) Natriumchlorid

36 mM K2 HPO4
1 3,2 mM KH2P04
0,4 mM MgSO4
1,7 mM Natriumcitrat
8,8 mM (NH4),SO4
4,4% v/v) Glycerin
GSH-Losung 22 mM Glutathion pH 8,0
0,1 M Tris
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Tabelle 2.2: Puffer, Losungen und Medien - Fortsetzung

Haferflockenmedium A 2% (wiv) Haferflocken
5% vIv) V8-Saft
1,5% (wlv) Agar-Agar
Haferflockenmedium B 2% (wlv) Haferflocken
0,5% (wWlv) Malzextrakt
1,5% (wlv) Agar-Agar
Hybridisierungspuffer 25% wiv) 20x SSC
50% /v) Formamid
0,1% (wlv) SDS
1% (wlv) Salmon sperm
Hydrolysepuffer 1 M NaOH
100 mM Ascorbinsdure
0,2% (wiv) NaBHy
Kaliumphosphat-Puffer 95% v/v) K>HPO4-Losung (1M) pH 8,5-8,7
5% v/v) KH,PO4-Losung (1M)
Laufmittel A 27 mM Natriumacetat pH 5.0
(HPLC Salicylsdure) 30 mM Zitronensaure
Laufmittel B 27 mM Natriumacetat
(HPLC Salicylsédure) 30 mM Zitronensiure
95% /) Methanol
Laufmittel A’ 20 ml 5% NH4-Formiat in HCOOH
(HPLC Phenole) 980 ml ddH,0
Laufmittel B’ 20 ml 5% NHy4-Formiat in HCOOH
(HPLC Phenole) 96 ml ddH,0
882 ml Methanol
LB-Medium 1% (wiv) Trypton pH 7,0
0,5% (wlv) Hefe-Extrakt
1% (wiv) Natriumchlorid
LB-Medium + Agar 1% (wlv) Trypton pH 7,0
0,5% (wlv) Hefe-Extrakt
1% (wlv) Natriumchlorid
0,7% (wiv) Agar-Agar
Malzmedium 3% (w/v) Malzextrakt
1,2% (wiv) Agar-Agar
Na-Borhydridlosung 100 mM NaBH4
200 ml PBS
75 ml Ethanol
Oxidationslosung 2/3 (v/v) Gesiittigte NaCIO-Losung
1/3 (v/v) Gesittigte NaOH-Losung
PAGE-Puffer 192 mM Glycin
25 mM Tris
0,1% (Wiv) SDS
PBS-Puffer 10 mM Natriumphosphat pH 7.5
130 mM NaCl
PEG-Losung 30% (wlv) PEG 8000
30 mM MgCl,
Phosphatpuffer 0,1 M Kaliumphosphat pH 6,4
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Tabelle 2.2: Puffer, Losungen und Medien - Fortsetzung

Phosphat-Waschpuffer 0,5% /iv) Kaliumphosphat-Puffer (1M)
84,25%  (v/v) Ethanol (95%)
1525%  (vIv) ddH2,0
Phosphat-Elutionspuffer 0,04%  (vIv) Kaliumphosphat-Puffer (1M)
99,6%  (vIv) ddH2,0
Prahybridisierungspuffer 25% iv) 20x SSC
0,1% (wiv) SDS
0,1% (wiv) BSA
Psi-Medium 2% (wlv) Trypton pH 7,6 (KOH)
0,5% (w/v) Hefe-Extrakt
0,5% (wiv) Magnesiumsulfat

RNA-AufschluBpuffer 100 mM Tris-HCl pH 8,0
25 mM EDTA
2 M NaCl
2% (wlv) CTAB
2% (wlv) PVPP
0,5% (wW/v) Spermidin
SDS-Gel-Ladepuffer (2x) 0,5 M Tris/HC1 pH 6,8
20% /v) Glycerin
4% vIv) Mercaptoethanol
0,2% (wlv) Bromphenolblau
4% (wiv) SDS
SOC-Medium 2% (wiv) Trypton

0,5% (wW/v) Hefe-Extrakt
0,5% (wlv) Natriumchlorid

20 mM Glucose

Spot-Puffer (2x) 3 M Betain in 6x SSC-Losung

SSC (20x) 0,3 M Natriumcitrat/HCl pH 7,0
3 M NaCl

Suspensionslosung fiir 62,5 mM KH,PO4 pH 6,0

die Infektion mit 5.5 mM Glucose

Apiognomonia errabunda 0,1% /iv) Tween 20

TAE-Puffer (1x) 40 mM Tris-Acetat pH 8,0
1 mM EDTA

TBS-Puffer 50 mM Tris pH 7,6
137 mM NaCl

TBST-Puffer 50 mM Tris pH 7.6
137 mM NaCl
0,1% vIv) Tween 20

TBST-MP 50 mM Tris pH 7.6
137 mM NaCl
0,1% vIv) Tween 20
5% (wW/v) fettfreies Milchpulver

TE-Puffer 10 mM Tris/HC1 pH 8,0
1 mM EDTA
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Tabelle 2.2: Puffer, Losungen und Medien - Fortsetzung
TfbI-Losung 30 mM Kalium-Acetat pH 5,8
100 mM Rubidiumchlorid
10 mM Calziumchlorid
50 mM Manganchlorid
15% v/v) Glycerin
TfbII-Losung 10 mM MOPS pH 6,5 (NaOH)
10 mM Rubidiumchlorid
75 mM Calziumchlorid
15% v/v) Glycerin
Westernblot-Transferpuffer 50 mM Tris
40 mM Glycin
20% v/v) Methanol

PCR-Primer

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden am Institut fiir Pathologie (GSF, Neu-
herberg) von U. Linzner mit einem ABI Synthesizer 394 (Applied Biosystems, Wei-
terstadt, D) mittels der Di-Phosphoramidit-Methode hergestellt. Alle Primersequenzen
sind im Anhang (Tab.[6.2] S.[203) aufgefiihrt.

DNA - und Protein-Standards

Die verwendeten DNA- und Protein-Standards sind in Abbildung [2.1] dargestellt.

M

1.0% agarose

wwuo

WUWW B BOOIDDO— = = =PRI =3
PR D LW W RN O WADNOONDDNDINWD (¢
ordNooO=NO
SOPOD=E SO NI NN CO I BN CN SIS s L 2
SO DO LN POOD OWOL AW AHRPWD

P7702S

N
N\

= \42 710

10-20%
SDS-PAGE

e

- | — 26,972

\\\

P7708S

CALCULATED
MW (Da)

212,000
158,194
115,351
97,184
66,409
55,561

34,622

(20,040-20,167)
14 313

6,517
(2,340-3400)

O

10-20%

N

/]

SDS-PAGE

APPARENT
MW (Da)

175,000
83,000
62,000
47,500
32,500
25,000
16,500
6,500

Abbildung 2.1: DNA-Standard: AM = Lambda DNA/Eco471 (Avall) Marker 13 sowie Protein-
Standards P7702S und P7708S (vorgefirbt).
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Plasmide

Tabelle 2.3: Plasmide zur Klonierung von PCR-Produkten und Erstellung von Expressions-
vektoren

Plasmide = pGEM®-T Easy pDONR’™221 pDEST™M15

Linge 3015 bp 4762 bp 7013 bp

Resistenzen Ampicillin Kanamycin Ampicillin

Promotor T7/SP6 - T7

Hersteller Promega Invitrogen Invitrogen
Bakterienstimme

* E. coli IM109 (endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (1), my+), relAl, supE44, A(lac-proAB),
[F°, traD36, proAB, laq|7ZAM15])

e E. coli DH5o (supE44, AlacU169 (P80lacZAM15), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
relAl)

* E. coli BL21(DE3) (F~, dem, ompT, hsdS, (rg-, m g-),gal, A(DE3))

2.2 Pflanzenkultur und Ernte von Blattproben

Fiir die Gewichshausversuche wurden 3- und 4-jdhrige Buchen (Fagus sylvatica L.,
60 bzw. 80-120 cm) der Herkunft 81024 (Alpenvorland) von der Baumschule Karl
Schlegel KG (Riedlingen) bezogen. Die Pflanzen wurden jeweils im Oktober wurzel-
nackt geliefert und sofort nach der Lieferung gepflanzt (2.2.1)). Das Probenmaterial
fiir Versuch D wurde von ozonbehandelten und unbehandelten Asten der Sonnenkro-
ne 50-60 Jahre alter Buchen am Versuchsstandort *Kranzberger Forst” (2.4.4] S.[32)
entnommen.

2.2.1 Pflanzung und Uberwinterung

Das Pflanzsubstrat fiir die Versuchsvarianten A und B (2.4] S. [31) bestand aus einer
Mischung von sandigem Lehm und Torfkultursubstrat zu gleichen Teilen. In Versuchs-
variante C wurde zum Topfen der Versuchspflanzen der Aj,-Horizont eines Naturstand-
orts der Buche (Hoglwald bei Augsburg, 48,2892°Nord, 11,0708°Ost) verwendet.

Die Buchen-Jungpflanzen wurden im Herbst vor dem jeweiligen Versuchsbeginn
einzeln in TEKU Pflanzcontainer (BC33) gepflanzt. Um Staunésse zu vermeiden wur-
de am Boden der Topfe eine ca. 4 cm hohe Drainage-Schicht aus Bldhton eingefiigt.
Fiir die Uberwinterung der Jungbiume im Pflanzgarten des Instituts fiir Biochemische
Pflanzenpathologie (GSF, Neuherberg) wurden die Pflanzcontainer seitlich und 5 bis
10 cm iiber Substrathohe mit Rindenmulch umgeben, um die Wurzelballen vor Fliis-
sigkeitsverlust bei starkem Frost zu schiitzen.
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2.2.2 Technische Ausstattung im Gewéchshaus

In Expositions- und Kontroll-Kabine standen jeweils 8 Tische mit einer Stellfliche
von jeweils 2 m? zur Verfiigung. Auf jeden Tisch wurden bis zu 12 Versuchspflanzen
gestellt und durch die automatische Tropfchenbewisserungsanlage mit entionisiertem
Wasser versorgt. Das Ozon fiir die Expositionsversuche wurde aus reinem Sauerstoff
erzeugt (Fischer Ozon Generator 500, Neckenheim, D) und durch einen Ventilator in
die Expositionskabine eingeblasen. Fiir eine gute Verteilung des Ozons sorgten zudem
6 Ventilatoren. Ozonkonzentration sowie Temperatur, Luftfeuchte und der Lichtein-
fall durch die UV-durchlédssigen Scheiben wurden fortlaufend automatisch ermittelt
und durch Regelung der Ozonzuspeisung, Aullenschattierung, Wasservernebelung und
Liftung mit den Klima-Sollwerten (2.2.3) abgeglichen.

2.2.3 Klimabedingungen im Gewéichshaus

In beiden verwendeten Gewichshaus-Kabinen (Ozonapplikation und Kontrolle) wur-
den bei allen Gewichshausversuchen die folgenden Klimaparameter eingestellt:

* Temperatur untertags (6:00 bis 20:00): 22-25°C
* Temperatur nachts: 17-20°C
* 70-80% relative Luftfeuchte
* keine kiinstliche Belichtung.

An Tagen mit hoher Sonneneinstrahlung wurde durch die AuBBenschattierung des Ge-
wichshauses sichergestellt, da8 der Maximalwert von 30 kLux nicht iiberschritten
wurde. Um die Ozonkonzentration in der Kabine moglichst wenig zu beeinflussen,
wurde erst ab einer Temperatur von 28°C die Seitenliiftung gedffnet. Zusitzlich zu
der Wasser-Vernebelungsanlage wurden pro Kabine je zwei Gewichshaustische etwa
4 cm hoch mit Wasser geflutet und zur besseren Verdunstung durch Ventilatoren mit
Luft angestromt, um den Sollwert der Luftfeuchte auch an heilen Tagen einzuhalten.

2.2.4 Bewasserung und Diingung

Die Versuchpflanzen wurden durch eine automatische Tropfchen-Bewidsserungsanlage
taglich mit ca. 250 ml Wasser pro Topf versorgt. Da sich die Dauer der Versuche auf
maximal 3 Monate der Vegetationsperiode beschrinkte, wurde auf eine zusitzliche
Nihrstoff-Nachlieferung verzichtet.

2.2.5 Schidlings- und Unkrautbekimpfung

Vor dem Knospenaustrieb wurden die Buchen-Jungpflanzen im Uberwinterungsbe-
reich mit dem biologischen Austriebsspritzmittel Promanal®(auf Rapsol-Basis, Neu-
dorff, Emmerthal, D) behandelt. Dariiber hinaus wurden keine chemischen Pflanzen-
schutzmittel verwendet. Die Buchenwollschildlaus (Cryptococcus fagisuga) wurde
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bei wochentlichen Kontrollgdangen mechanisch und durch den Einsatz der Niitzlin-
ge Chrysoperla carnea (Florfliegen-Larven) und Episyrphus balteatus (Schwebflie-
ge) bekampft. Gegen Thripse wurden zusitzlich Raubmilben (Amblyseius cucumeris)
und Raubwanzen (Orius majusculus) im Bestand ausgebracht. Unkraut wurde vor dem
Einstellen der Pflanzen ins Gewichshaus und danach etwa alle zwei Wochen aus den
Topfen entfernt.

2.2.6 Ernte und Lagerung der Blattproben

Bei der Probennahme von Buchenblittern wurde jeweils die Blattspreite des von der
Spitze aus gezdhlt dritten Blattes eines bislang unbeprobten Astes ohne die Blattstiele
geerntet, in Alutiiten verpackt und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung
der Proben bis zur Aufarbeitung erfolgte dann bei -80°C. Die einzelnen Erntezeitpunk-
te sind bei den entsprechenden Versuchen aufgefiihrt (2.4] S. 31).

2.3 Bonitur der Versuchspflanzen

2.3.1 Knospenaustrieb

Vor dem Beginn der Gewichshausversuche A, B und C wurde regelméfig der Knos-
penaustrieb der iiberwinterten Jungpflanzen im Gewédchshaus nach dem Schema von
Sabine Anegg [2] bonitiert. Fiir die Ozonexpositionsversuche wurden nur Pflanzen
verwendet, deren Blitter vollstandig entfaltet waren.

2.3.2 Ozonsymptome

Wihrend der Gewichshausversuche A, B und C wurden die durch Ozon verursachten
Liasionen an den Blittern photographisch dokumentiert und gemiaf Tabelle [2.4] S. [30]
bonitiert. In Abbildung S.|30[sind ozonbehandelte Blitter aus Versuch B abgebil-
det, deren Lasionsausprigung den einzelnen Boniturstufen entspricht.
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Schadstufe 1 Schadstufe 2

Schadstufe 3 Schadstufe 4

Schadstufe 5 Schadstufe 6

Abbildung 2.2: Skala zur optischen Bonitur ozonbedingter Blattsymptome.

Tabelle 2.4: Bonitur der Ozonsymptome an Buchenblittern.
Stufe Symptome
Keine sichtbaren Lisionen
Einzelne punktformige Lisionen
Viele kleine Lasionen auf der gesamten Blattspreite
Lisionen auf etwa 50% der Blattspreite
Lisionen auf etwa 70% der Blattspreite (Blatter beginnen sich aufzurollen)
Lisionen auf mehr als 90% der Blattspreite (Blitter fallen ab)
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2.4 Ozon-Expositionsversuche

2.4.1 Versuch A: Erstellung ozonregulierter cDNA-Banken

Ziel dieses Versuches war die Identifizierung ozonregulierter Gene in der europdischen
Buche mittels subtraktiver cDNA-Banken.

Am 17. Februar 2003 wurden 40 3-jahrige Buchen in das Versuchsgewichshaus
gestellt, worauthin wochentlich der Knospenaustrieb bonitiert wurde. Am 2.4.2003
wurden dann je 9 Pflanzen mit vollstindig entfalteten Bldttern auf Expositions- und
Kontrollkabine verteilt. Die Behandlung mit 300 nl/1 Ozon (9:00 bis 17:00) in der Ex-
positionskabine erfolgte ab diesem Tag bis zum 1.5.2003. Pro Baum wurde 4, 8, 24
und 32 Stunden sowie 2, 3, 4, 5,7, 9, 12, 15, 22, 26 und 30 Tage nach Versuchs-
beginn jeweils 1 Blatt geerntet. Die Ernte erfolgte hierbei jeweils um 16:00 Uhr des
entsprechenden Tages.

2.4.2 Versuch B: Expressionsanalyse von Genen des Shikimat-
stoffwechsels unter dem EinfluB von Ozon

Im Rahmen von Versuch B sollte die ozonbedingte Expression verschiedener Gene
des Shikimatstoffwechsels im Verlauf einer mehrwochigen Ozonexposition untersucht
werden.

Jeweils 9 3-jidhrige Buchen wurden iiber den Sommer 2003 im Freiland kultiviert
und am 1.9.2003 in die Expositions- und die Kontrollkabine des Gewichshauses iiber-
fiihrt. Ab dem 8.9.2003 wurden die Pflanzen in der Expositionskabine tdglich von 9:00
bis 17:00 mit 200 nl/1 Ozon behandelt. Die erste Probenahme erfolgte direkt vor dem
Beginn der Ozonapplikation, weitere jeweils zwischen 15:00 und 17:00 nach 2, 7, 15,
24, 32, 39 und 46 Tagen. Zu diesen Zeitpunkten wurde auch die ozonbedingte Schidi-
gung der Bdaume bonitiert und photographisch festgehalten.

2.4.3 Versuch C: Quantifizierung von Transkripten und Enzymen
des Shikimatstoffwechsels unter biotischem und abiotischem
StreB

Auch in diesem Versuch stand die Regulation des Shikimatstoffwechsels unter dem
Einflu von Ozon in Mittelpunkt des Interesses, wobei nicht nur die Genexpression
sondern auch die Akkumulation ausgewihlter Enzyme des Shikimatstoffwechsels un-
tersucht werden sollte.

Bei Versuch C wurde die Dauer der Ozonbehandlung im Gewéchshaus auf knapp 3
Monate ausgedehnt (2.6.2004 bis 25.8.2004). Die tdgliche Ozonbehandlung (von 9:00
bis 17:00) begann am 2.6.2004 mit zunéchst 150 nl/l und wurde nach zwei Wochen
(ab dem 15.6.2004) bis zum Versuchsende mit 190 nl/l (8 h/d) weitergefiihrt. Durch
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gezielte Infektion mit dem Erreger der Buchenblattbriune (Apiognomonia errabunda)
sollte der Einflul} eines biotischen Stressors untersucht werden.

Zur Kombinationen von biotischem und abiotischem Strefl; wurden mehrere Ver-
suchsvarianten durchgefiihrt, die in Tabelle [2.5|néher erldutert werden.

Tabelle 2.5: Varianten des Ozonexpositionsversuchs C

Variante Behandlung mit Ozon Infektion mit A. errabunda Pflanzen

a 2.6.2004 bis 24.8.2004  Keine Infektion 12
b Keine Ozonbehandlung Infektion am 1.6.2004 12
b 2.6.2004 bis 24.8.2004  Infektion am 1.6.2004 12
d 2.6.2004 bis 24.8.2004  Infektion am 8.6.2004 12
e 2.6.2004 bis 24.8.2004  Infektion am 29.6.2004 12
f 9.6.2004 bis 24.8.2004  Infektion am 1.6.2004 12
k Keine Ozonbehandlung Keine Infektion 24

In jeder Versuchsvariante wurden 9 Bdume an den Tagen O, 2, 6, 11, 16, 21, 27,
34, 41, 48, 55, 62, 69, 76 und 83 - jeweils um 16:00 Uhr - einzeln beprobt, wobei
pro Baum jeweils 2 bis 3 Blitter geerntet wurden. Von weiteren drei Bdumen pro Ver-
suchsvariante wurde nach 1, 3, 6, 10, 15, 20, 24, 29, 35, 42, 49, 56, 63, 70, 77 und
84 Tagen je ein Blatt abgenommen und fiir die Ethylenbestimmung (2.14.1] S. [53)
verwendet. Nach 0, 3, 7, 13, 17, 24, 30, 36, 42, 45, 50, 56, 62, 71, 78 und 85 Tagen
wurde die Schidigung der Baume durch Ozon bonitiert und photographisch festge-
halten. Um Positionseffekte zu vermeiden wurden die Versuchsvarianten wochentlich
innerhalb der Behandlungs- bzw. der Kontrollkabine umgestellt. Zur Schéadlingskon-
trolle wurden die Pflanzen wochentlich auf Befall untersucht und es wurden alle zwei
Wochen Niitzlinge ausgebracht. Einen Uberblick iiber den Ablauf und die einzelnen
Varianten von Versuch C gibt Abbildung S.

2.4.4 Versuch D: Expressionsanalyse von Genen des Shikimat-
stoffwechsels an ausgewachsenen Buchen unter dem Einfluf3
von Ozon im Freiland

Bei dem Freiland-Versuchsstandort *Kranzberger Forst’ in der Nihe von Freising (bei
Miinchen, 48,418°Nord, 11,656°0st, 490 m iiNN [255]]) handelt es sich um einen etwa
50 - 60 Jahre alten Buchen-Fichten-Bestand auf Parabraunerde [[288]]. Der Kronenraum
einer Gruppe von ausgewachsenen Buchen und Fichten wurde dort im Rahmen des
SFB 607 mit einem Teflonschlauch-System ausgestattet, das eine kontinuierliche Kro-
nenbegasung mit Ozon ermoglichte [331]]. Seit Mai 2000 wurde ein Teil der Biume
durch dieses System mit gegeniiber der Umgebungsluft (1xO3) verdoppelter Ozonkon-
zentration (2x03) behandelt, wobei eine Obergrenze von 150 nl/l nicht iiberschritten
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Varianten des Ozonexpositionsversuchs C

1.6.2004 11.7.2004 20.8.2004
0d 10d 20d 30d 40d 50d 60d 70d 80d
!‘i“li \Ii\\1|i\\\Ii\\\|\i1\I\\\il\\Hli\\\|Hiwluu=uu|\iu|u\iluuliwuluiwlu >
e S S T T

a 150 nl/l Ozon
keine Infektion mit 4.errabunda

b keine Ozonbehandlung

150 nl/l Ozon ‘
D T v e —
d 150 nl/l Ozon

150 i/l ‘Ozon

150

k keine Ozonbehandlung
keine Infektion mit 4.errabunda

Abbildung 2.3: Schematische Ubersicht der Behandlungsvarianten a, b, c, d, e, f und k in
Versuch C (150-190 nl/l Ozon, 8 h/d). P = Probenahmezeitpunkte, E = Zeitpunkte der Ethy-

lenmessungen, d = Tage nach Beginn der Ozonbehandlung, A. errabunda = Apiognomonia
errabunda.

wurde. Drei Gertisttiirme mit Verbindungsplattformen auf vier Ebenen ermoglichten
die Beobachtung und Beprobung der Sonnen- und Schattenkrone der Baume. Eine de-
taillierte Beschreibung der forstlichen Klassifizierung des Standorts und der verwen-
deten technischen Ausstattung findet sich bei Nunn [226]. Die Probennahmen aus der

Sonnenkrone unter 1x0O3 und 2x03 Bedingungen erfolgten am 15.6., 28.7., 14.9. und
am 5.10.2004.
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2.5 Allgemeine molekularbiologische Methoden

Photometrische Quantifizierung von DNA und RNA

DNA- und RNA-Konzentrationen in wirigen Losungen wurden an den Photometern
ULTROSPEC 3100 PRO (Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden) und Nanodrop
ND-1000 (Nanodrop Technologies, Wilmington, USA) durch Messung der optischen
Dichte bei 260 nm (ODj¢() bestimmt. Ein OD,go-Wert von 1 entspricht bei der Mes-
sung von RNA 40 pg/ml und bei der Messung von DNA 50 pg/ml. Die Reinheit der
Nukleinsdurelosungen wurde anhand des Quotienten der optischen Dichte bei 260 nm
und 280 nm (OD;¢0/OD5gg) ermittelt.

Fillung von DNA und RNA

Zur Fillung von DNA wurden der wiBrigen Losung 0,1 Volumen 4 M NaAc-Lésung
(pH 5,2) und 2 Volumen Ethanol oder ein Volumen Isopropanol zugegeben. RNA wur-
de mit 4 Volumen Ethanol gefillt. Nach vorsichtigem Mischen der Losungen und 5-
bis 10-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die gefillte DNA bzw. RNA
durch Zentrifugation (10 min, 20000 g) pelletiert und nach vollstindiger Entfernung
des Uberstandes bei Raumtemperatur 5 Minuten getrocknet.

Um die PCR-Produkte bei der Herstellung der DNA-Chips und der Sequenzierung
von Verunreinigungen durch Primerdimere zu reinigen wurde die PEG-Fillung einge-
setzt, da hierbei nur lingerkettige DNA prizipitiert. Je ein Volumen der DNA-LOsung
wurde mit 2 Volumen PEG-Losung und 3 Volumen TE-Puffer gut gemischt und ei-
ne Stunde bei RT inkubiert. Nach Zentrifugation (30 min, 4000 g, 4°C) wurde der
Uberstand verworfen, das Pellet mit 2 Volumen 70% Ethanol vorsichtig tiberschich-
tet und wiederum zentrifugiert (30 min, 4000 g, 4°C). Nach restlosem Entfernen des
Uberstandes wurde das Pellet an der Luft getrocknet.

Klonierung von PCR-Produkten

Fiir die Klonierung von PCR-Produkten wurde der Vektor pPGEM®-T Easy (Promega,
Madison, USA) nach Angaben des Herstellers verwendet.

Abgesehen von der Erstellung der subtraktiven cDNA-Banken wurden zur Trans-
formation von E. coli selbst hergestellte kompetente Zellen des Stammes DH5 o ver-
wendet. Ausgehend von einer Einzelkolonie wurde eine 5 ml Ubernachtkultur in LB-
Medium angesetzt (200 rpm, 37°C) und am nédchsten Morgen mit 500 ml Psi-Medium
gemischt. Die Bakteriensuspension wurde dann bis zu einer ODss5y von 0,48 bei 37°C
unter stindigem Schwenken inkubiert und anschliefend fiir 15 Minuten auf Eis abge-
kiihlt. Die Bakterien wurden bei 4000 g pelletiert (5 min, 4°C), in 200 ml TfbI-Lésung
resuspendiert und wieder 15 Minuten auf Eis gekiihlt. Nach erneuter Zentrifugation (5
min, 4000 g, 4°C) wurden die Zellen in 20 ml TfbII-Losung aufgenommen, wieder fiir
15 Minuten auf Eis inkubiert und dann in Aliquots von je 50 !/ in fliissigem Stickstoff
eingefroren.
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Bei der thermischen Transformation wurden 50 u/ kompetenter E. coli-Zellen der
Stamme JM109 oder DHS ¢ auf Eis aufgetaut und vorsichtig mit 1 u/ des Ligationsan-
satzes vermischt. Nach einer halbstiindigen Inkubation auf Eis wurden die Bakterien
fiir 40 Sekunden einer Temperatur von 42°C im Wasserbad ausgesetzt und danach
sofort wieder auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 900 /! SOC-Medium und einstiindi-
ger Inkubation im Wirmeschiittler (100 rpm, 37°C) wurden 100 u/ der Bakterien-
Suspension auf festem Selektiv-Medium (LB-Medium, 100 pug/ml Ampicillin, 6%
Agar) in einer Petri-Schale ausgestrichen und tiber Nacht im Brutschrank bei 37°C
inkubiert.

Die Kontrolle der Klonierung erfolgte mittels Kolonie-PCR. Fiir den Mastermix
wurden pro Reaktion folgende Komponenten verwendet: 2,5 u/ PCR10xPuffer, 1 ul
MgCl, (50 mM), 0,5 ul ANTP (10 mM), 0,5 ! M13f Primer, 0,5 ! M13r Primer, 0,1
ul Tag-Polmerase (0,5u/ul), 19,9 ul H>O. Mit einer sterilen Pipettenspitze wurde ein
Teil einer transformierten Bakterienkolonie in das PCR-Reaktionsgefal iiberfiihrt und
als DNA-Vorlage verwendet. Das PCR-Programm bestand aus einem Denaturierungs-
zyklus (94°C, 3 min), 35 Amplifikationszyklen (94°C, 30 sec; 50°C, 45 sec; 70°C, 60
sec) und einer abschliefenden Inkubation bei 72°C fiir 5 Minuten.

Isolierung von Plasmiden

Die beiden Kits E.Z.N.A.®Plasmid Miniprep Kit (Peqlab, Erlangen) und
QIAprep®Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) wurden nach Angaben der Her-
steller zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Fliissigkulturen transformierter E.
coli-Stamme verwendet.

DNA Sequenzierung

Sequenzierungen wurden entweder beit MGW Biotech (Ebersberg) in Auftrag gegeben
oder an der GSF (Neuherberg) mit einem ABI3100 Sequencer (Applied Biosystems)
durchgefiihrt. Hierzu wurden fiir jede Sequenzierungsreaktion folgender PCR-Ansatz
hergestellt: 1 u/ Big Dye Terminator Mix, 1 u/ Reaktionspuffer (5x), 1 ul sequenz-
spezifischer Primer (10 mM), 2 ul Plasmid oder PCR-Produkt (ca. 50 bis 100 ng).
Das verwendete PCR-Programm bestand aus einem anfidnglichen Denaturierungszy-
klus (95°C , 1 min) und 35 Amplifikationszyklen (95°C, 10 sec; 50°C, 5 sec; 60°C, 4
min). Die PCR-Reaktionen wurden in 96-well PCR-Platten durchgefiihrt, durch PEG-
Fiéllung gereinigt und in je 25 u/ HPLC-reinem Wasser aufgenommen.

Restriktionsverdau von DNA mit Endonucleasen

Die DNA-Endonucleasen Alul und Hpall wurden zur Restriktion von PCR-Produkten
und Plasmiden nach dem Protokoll des Herstellers verwendet.
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Agarosegel-Elektrophorese

DNA- und RNA-Proben wurden in TAE-Agarosegelen mit 1-2% Agarose (Biozym,
Oldendorf) bei 90-120 Volt fiir 30-60 Minuten elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Auswertung der Gele erfolgte an der Gel-Dokumentationsanlage ImageMaster®VDS
(Amersham, Freiburg).

Elution von DNA aus Agarosegelen

Aus priparativen Agarosegelen wurden auf dem UV-Transilluminator IL 350M (Ba-
chofer, Reutlingen, D) DNA-Banden mittels Skalpell ausgeschnitten. Die DNA wurde
dann mit dem Wizard®SV Gel Kit (Promega, Madison, USA) nach dem Protokoll des
Herstellers aufgereinigt.

Isolierung von RNA und DNA

Fiir die Isolierung von RNA und DNA aus Buchenblittern wurde eine Methode ver-
wendet, die gut fiir Pflanzen mit hohem Gehalt an Phenolen geeignet ist [[148]].

Pro Probe wurde 1 ml RNA-AufschluBpuffer mit 30 p/ Mercapto-Ethanol ge-
mischt und auf 65°C erwidrmt. Je 80 mg unter fliissigem Stickstoff gemorsertes
Buchenblatt-Homogenat wurden dem Aufschlulpuffer zugegeben und 5 Minuten lang
mit dem Vortex-Gerit gut suspendiert. Nach Zugabe von 500 pl/ Chloroform-IAA-
Losung, Mischen, Zugabe von 70 p/ Nucleon-PytoPure-Resin und erneutem Mischen
wurde mittels Zentrifugation (5 min, 20000 g, 4°C) eine erste Trennung von organi-
scher und wiBriger Phase durchgefiihrt. Der wiBrige Uberstand wurde abgenommen,
in einem neuen Reaktionsgefd mit 500 p/ Chloroform-IAA-Losung gut gemischt und
wieder abzentrifugiert (10 min, 20000 g, 4°C). Die wilirige Phase wurde vorsichtig
abgenommen und zur Ausféllung der Nukleinsduren mit einem Volumen Isopropanol
versetzt. Nach Inkubation bei RT (10 min) wurde die Nukleinsdure durch Zentrifu-
gation pelletiert (10 min, 20000 g, 4°C), ca. 10 Minuten luftgetrocknet und in 80 ul
ddH,O aufgenommen.

Fiir die weitere Analyse der RNA bzw. DNA wurde ein DNAse-Verdau mit der
DNAse RQ1 (Promega, Madison, USA) bzw. ein RNAse-Verdau mit RNAseA (usb,
Cleveland, USA) nach den Angaben der Hersteller durchgefiihrt.

Aufreinigung von mRNA aus Gesamt-RNA

Die Aufreinigung von mRNA aus Gesamt-RNA wurde mit dem Oligotex® mRNA
Midi Kit nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

Synthese von cDNA durch reverse Transkription

Fiir die cDNA-Synthese wurden 5 pug Gesamt-RNA auf ein Volumen von 14,5 ul
verdiinnt und zusammen mit je einem w/ ANTP (10mM) und oligo-dT(15) Primer (0,5
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ug/ul) fiir 5 Minuten bei 65°C inkubiert und dann sofort auf Eis gestellt. Nach Zugabe
von 5 ul Reaktionspuffer (5x), 2 u/ DTT (100 mM) und 1 p/ Superscript II wurde der
Ansatz fiir 4 h bei 42°C und danach, zum Abstoppen der Reaktion, fiir 10 Minuten bei
70°C inkubiert.

2.6 Genexpressionsanalyse mit quantitativer Realtime-
PCR

Die quantitative Realtime-PCR (qRT-PCR) wurde in den Versuchen A und B mit dem
Gerit ABIPrism 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems) und in den Versuchen
C und D mit dem Gerit 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) durchge-
fiihrt.

Frisch extrahierte RNA wurde in doppelter Messung photometrisch quantifiziert
und fiir die cDNA-Synthese verwendet, wobei pro Reaktion jeweils 5 (1 g Gesamt-RNA
eingesetzt wurden. Jeder qRT-PCR-Ansatz setzte sich aus folgenden Komponenten
zusammen: 12,5 ul ABsolute SYBR Green ROX Mix, 0,5 u/ genspezifischer Primer
1 (10 uM), 0,5 ul genspezifischer Primer 2 (10 uM), 0,5 pl cDNA, 11 ul H,O. Die
zur Genexpressionsanalyse verwendeten Primerpaare und die zugehorigen Nukleotid-
Sequenzen sind im Anhang aufgefiihrt (Tabellen S. und S. 203). Das
PCR-Programm bestand aus je einem Zyklus bei 50°C (2 min) und 95°C (10 min) und
40 Amplifikationszyklen (95°C, 15 sec; 60°C, 1 min). Vor ihrer Verwendung in der
gRT-PCR wurde die Funktionalitit aller Primerpaare mittels PCR durch Ermittlung
einer Schmelzkurve fiir die PCR-Produkte validiert.

Durch Auswertung der Fluoreszenzsignale des Detektor-Farbstoffs SYBR Green
im Verlauf der PCR-Reaktion mit der 7500 System Software’ wurde fiir jede un-
tersuchte Probe ein CT-Wert ermittelt. Da die Hohe des CT-Wertes direkt mit der in
der analysierten Probe urspriinglich vorhandenen Kopienanzahl des untersuchten Gens
zusammenhingt, wurden fiir die Analyse der relativen Genexpression zwischen zwei
Proben (A und K) die entsprechenden CT-Werte nach folgender Formel ins Verhiltnis
gesetzt.

Relative Genexpression = 247 (K=4)

Zur Verringerung des Einflusses von Pipettier-Ungenauigkeiten wurden bei der
Auswertung von Versuch C zudem die Expression der Zielgene jeweils ins Verhilt-

nis zur Expression des Referenzgens Fs-26SrRNA gesetzt.

2ACT (Kziglgeﬂ —AZielgen )

Relative Genexpression =
p 2ACT (KReferenzgen _AReferenzgen )
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2.7 Erstellung ozonregulierter subtraktiver cDNA-
Banken

2.7.1 Subtraktive Hybridisierung und Suppressions-PCR

Mit Probenmaterial aus Versuch A wurden zwei cDNA-Banken nach der Methode der
subtraktiven Suppressions-Hybridisierung (SSH) [45] hergestellt, die im Folgenden
als SSH1 und SSH2 (friih und spét ozonregulierte Gene) bezeichnet werden. Mit der
SSH-Methode (Abb.[2.4] S.[39) konnen jeweils zwei mRNA-Populationen zur Identifi-
zierung differentiell exprimierter Gene miteinander verglichen werden. Die Probe mit
differentiell exprimierten Genen wird dabei als 7ester und die Referenz-Probe als Dri-
ver bezeichnet. Zur Durchfiihrung der SSH wurde das Clontech PCR-Select’™ cDNA
Subtraction Kit der Firma BD Biosciences Clontech (Palo Alto, USA) verwendet.

2.7.2 Erstellung der subtraktiven cDNA-Banken SSH1 und SSH2

Fiir die subtraktiven cDNA-Banken SSH1 bzw. SSH2 wurde gemorsertes Blattmaterial
der Probenzeitpunkte 1 bis 8 (4 h bis 5 d) bzw. 9 bis 15 (7 d bis 30 d) von Behandlung
sowie Kontrolle aus Versuch A (2.4.1] S.[31) in gleichen Gewichtsanteilen vereinigt
und fiir die Extraktion von Gesamt-RNA verwendet. Durch den Austausch von Zester
und Driver wurden in beiden cDNA-Banken sowohl ozoninduzierte (SSH1ind und
SSH2ind) als auch ozonreprimierte Gene (SSH1rep und SSH2rep) erfaft.

cDNA-Synthese

Von O3-Behandlung und Kontrolle wurden jeweils 2 mg Gesamt-RNA isoliert. Aus
dieser wurde jeweils die mRNA aufgereinigt, von der je 2 ug fiir die cDNA-
Doppelstrang-Synthese nach dem Hersteller-Protokoll verwendet wurden.

Vorbereitung der cDNA fiir die Hybridisierungen

Nach der Restriktion mit der Endonuclease Rsal (3 h, 37°C) wurde jeder Tester in 2
Aliquots aufgeteilt und entweder mit dem Adaptor 1 oder mit dem Adaptor 2R ligiert.

Hybridisierungen zur Anreicherung differentiell exprimierter Gensequenzen

Bei der ersten Hybridisierung wurden diese beiden Ligationen in separaten Reaktionen
jeweils mit den entsprechenden Drivern (im etwa 100-fachen UberschuB) vereinigt
und durch Hitze denaturiert. Beim Abkiihlen der Reaktionen bildeten sich die Kon-
strukte vom Typ a, b, ¢ und d (Abb. [2.4] S.[39). Auf diese Weise wurde in Typ a eine
Normalisierung hiufiger und seltener Genfragmente erreicht, da aufgrund der Reak-
tionskinetik haufig vorkommende Gensequenzen schneller wieder zu Doppelstringen
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Abbildung 2.4: Ablauf bei der Erstellung einer subtraktiven cDNA-Bank. I: Adaptor-Ligation
(Adaptor 1 und 2R werden an zwei Aliquots des Testers gebunden), II: Hybridisierung 1 (Verei-
nigung von Tester und Driver, Denaturierung bei 68°C, Bildung der Hybridisierungs-Produkte
a, b, c und d), III: Hybridisierung 2 (Vereinigung der Produkte aus beiden Reaktionen der er-
sten Hybridisierung. Erneute Zugabe von Driver. Bildung der Hybridisierungs-Produkte a, b,
¢, d und e), IV: Komplementére Ergdnzung der Adaptorsequenzen (Inkubation bei 75°C. Bil-
dung der Konstrukte A, B, C, D und E), V: Suppressions-PCR (nur Hybride vom Typ E werden

exponentiell amplifiziert).
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vom Typ b, ¢ oder d hybridisieren. Zusitzlich dazu wurden differentiell exprimier-
te Gene in Typ a angereichert, da ubiquitir exprimierte Gene durch den Uberschuf3
an Driver-cDNA vorrangig Konstrukte vom Typ c bildeten. Im zweiten Hybridisie-
rungsschritt wurden die beiden Teilreaktionen der ersten Hybridisierung kombiniert,
wodurch sich aus dem Typ a der beiden Reaktionen ein Hybrid vom Typ e bilden
konnte (Abb. [2.4] S.[39). Nach einer weiteren Zugabe von Driver-cDNA wurden die
tiberhdngenden Enden der doppelstringigen Hybridisierungs-Konstrukte mit DNA-
Polymerase komplementir erginzt.

Suppressions-PCR Reaktionen

In einer ersten PCR mit Adaptor 1- und Adaptor 2R-spezifischen Primern wurden nun
ausschlieBlich die Konstrukte vom Typ E exponentiell amplifiziert, da nur diese beide
Primer-Anlagerungsstellen besitzen.

Die Produkte einer zweiten PCR mit nested Primern wurden schlieBlich in den
Vektor pPGEM®-T Easy einkloniert. Diese Ligationsprodukte wurden dann durch ther-
mische Transformation in hochkompetente E. coli-Zellen vom Stamm MJ109 (Pro-
mega) eingefiihrt. Nach der Transformation wurden regenerierte Einzelkolonien vom
Selektivndhrboden in 96-well Mikrotiterplatten mit 100 p/ Glycerin-LB-Medium je
Kavitit iiberfiihrt, iiber Nacht bei 37°C ohne Schiitteln kultiviert und dann bei -80°C
eingefroren. Fiir die cDNA-Banken SSH1 und SSH2 wurden jeweils 5 Mikrotiterplat-
ten mit ozoninduzierten cDNA-Klonen und zwei bzw. eine Platte mit ozonreprimierten
cDNA-Klonen angelegt. Die Benennung der cDNA-Klone aus SSH1 und SSH2 erfolg-
te nach ihrer Position in diesen Mikrotiterplatten, so daf} beispielsweise der cDNA-
Klon aus der cDNA-Bank SSH2, der sich auf der fiinften Mikrotiterplatte an Position
CO07 befand, mit SSH2P5CO07 bezeichnet wurde.

2.7.3 Sequenzierung und Klassifikation der cDNA-Klone

Die Klone der beiden subtraktiven Banken wurden unter Verwendung des Primers
SSHnP1 sequenziert und mittels *Blastn’ (http://blast.cbr.nrc.ca/, [1]]) auf Homologi-
en mit Datenbankeintrigen bekannter Nukleotid-Sequenzen untersucht. Anhand des
Blast-Ergebnisses mit der hochsten Homologie wurden die SSH ¢cDNA-Klone beider
subtraktiven cDNA-Banken geméll dem Klassifizierungsschema des "EU Arabidopsis
Genom Projekts’ [68] in 12 funktionelle Gruppen eingeteilt.

2.8 DNA-Chip Analysen

Um den Erfolg der subtraktiven Suppressions-Hybridisierungen bei der Erstellung
der cDNA-Banken zu iiberpriifen, wurden die Klone der beiden subtraktiven Banken
auf einem DNA-Chip zusammengestellt. Die Methode der Fluoreszenzhybridisierung
wurde hierbei in Anlehnung an das Protokoll von Huang et al. [[130] durchgefiihrt.
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2.8.1 Herstellung der DNA-Chips
Amplifikation der cDNA-Klone mittels PCR

Je ein Mikroliter der E. coli-Stammkulturen der SSH cDNA-Klone wurden zur Am-
plifikation der einklonierten cDNA in einer 125 ul PCR-Reaktion zusammen mit fol-
genden weiteren Bestandteilen eingesetzt: 12,5 ul/ PCR Puffer (10x), 5 ul MgCl,
(50 mM), 2,5 ul ANTP (10 mM), 1,25 pl Primer SSHnP1 (10 uM), 1,25 ul Primer
SSHnP2R (10 uM), 0,3 ul Tag-Polmerase (0,5u/ul), 102,2 ul H,O. Das verwendete
PCR-Programm bestand aus einem Denaturierungszyklus (94°C, 3 min), 40 Amplifi-
kationszyklen (94°C, 30 sec; 50°C, 45 sec; 70°C, 60 sec) und einer abschlieBenden
Inkubation bei 72°C fiir 5 Minuten.

Aufreinigung der PCR-Produkte und Aufnehmen im Spot-Puffer

Um Bakterien-Zellbestandteile aus den PCR-Reaktionen zu entfernen wurden diese
zunichst bei 4000 g fiir 15 Minuten zentrifugiert. Vom Uberstand wurden vorsichtig je
100 ul abgenommen und mit Isopropanol gefillt. Zur Aufnahme in Spot-Puffer wur-
den die DNA-Pellets in jeweils 10 pt/ HyO gelost und dann mit je 10 p! sterilfiltriertem
2xSpot-Puffer gemischt.

Ubertragung der PCR-Produkte auf Glas-Objekttriiger

Die gereinigten PCR-Produkte wurden zunéchst in Platten mit je 384 Kavitéten iiber-
fiihrt. Folgende PCR-Platten wurden in diesen ’Spotter’-Platten A, B, C und D zusam-
mengefalt.

Spotter-Platte A: SSH1_P1, SSH1_P2, SSH1_P3, SSH1_P4
Spotter-Platte B: SSH2_P1, SSH2_P2, SSH2_P3, SSH2_P4
Spotter-Platte C: SSH1_P5, SSH1_P6, SSH1_P7, SSH2_P5
Spotter-Platte D: SSH2_P6

Mithilfe des Spotters Microgrid Il (Biorobotics, Cambridge, UK) und einem Werk-
zeug mit 4 Edelstahl-Hohlnadeln (Microspot 2500 microarray pins, BioRobotics,
Cambridge, UK) wurden die DNA-Lsungen gemill Abbildung 2.5] S. #2]in zwei-
facher Wiederholung auf beschichtete Glas-Objekttriager (k2630, Genetix, Hampshire,
UK) gedruckt. Durch die Aldehyd-Beschichtung wurden die aufgetragenen Nuklein-
sduren kovalent an die Oberflache gebunden.

Vorbereiten der DNA-Chips fiir die Hybridisierung

Die bedruckten Objekttriger wurden etwa 2 Tage bei Raumtemperatur gelagert und
dann von ungebundener DNA und Spot-Puffer gereinigt. Fiir die im Folgenden aufge-
fiihrten Wasch- und Inkubationsschritte wurden die Objekttriger, soweit nicht anders
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Abbildung 2.5: Anordnung der cDNA-Klone auf den DNA-Chips. P1-P7 = Mikrotiterplatte
1-7 S.38).

vermerkt, jeweils in Falcon-Rohrchen (50 ml) unter stdndigem Schiitteln in ca. 35 ml
der angegebenen Losungen inkubiert.

Die bedruckten Objekttriger wurden zunichst bei Raumtemperatur 2 mal fiir 2
Minuten mit SDS-Losung (0,1%, w/v) und daraufhin 2 mal fiir 2 Minuten mit ddH,O
gewaschen. Dann wurden sie 5 Minuten lang in einer Glaswanne in frisch angesetzter
Na-Borhydrid-Losung inkubiert. In einer neuen Glaswanne wurden die Objekttrager
dann 3 Minuten lang in 95-100°C heilem ddH,O geschwenkt und schlieBlich wieder
bei Raumtemperatur 2 mal fiir eine Minute in SDS-Losung (0,1%, w/v) und 2 mal fiir
eine Minute in ddH,O gewaschen. Um ein schlierenfreies Abtrocknen der Objekttri-
ger zu gewdhrleisten, wurden diese kurz in Ethanol getaucht und dann mit Stickstoff
aus der Druckflasche trockengeblasen. In diesem Zustand wurden die erstellten DNA-
Chips bis zur Hybridisierung gelagert.

2.8.2 Hybridisierung der DNA-Chips mit cDNA
Erstellung und Aufreinigung der cDNA-Sonden fiir die Hybridisierung

Fiir die Herstellung der cDNA-Sonden wurde zunichst Gesamt-RNA aus ozonbehan-
delten und unbehandelten Pflanzen gewonnen. Nach Quantifizierung der RNA am Pho-
tometer wurden je Probe 30 pug Gesamt-RNA in 14,5 ul ddH,O aufgenommen, mit
je 4 ul oligo-dT(15) Primer gemischt und fiir 10 Minuten bei 70°C im PCR-Block
inkubiert. Die Reaktionen wurden 2 Minuten auf Eis abgekiihlt und dann mit 11,5 ul
cDNA-Synthese Mastermix (6 ! first strand buffer (5x), 3 u/ 0,1 M DTT, 0,6 ul
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Aminoallyl-dNTP-Mix (50x), 2 ! SuperScript II (200 u/ul)) gemischt. Die cDNA-
Synthese erfolgte iiber Nacht bei 42°C im PCR-Block. Der Aminoallyl-dNTP-Mix
(50x) setzte sich aus je 5 Teilen 100 mM dATP, dGTP und dCTP, 3 Teilen dTTP und 2
Teilen Aminoallyl-dUTP zusammen. Zum Hydrolysieren der RNA wurden die cDNA-
Produkte mit jeweils 10 u/ 1 M NaOH und 10 u/ 0,5 M EDTA versetzt, gut gemischt
und bei 65°C fiir 15 Minuten inkubiert. Danach wurde der pH-Wert durch Zugabe von
je 10 ul 1 M HCI wieder abgesenkt.

Die Aufreinigung der cDNA wurde mit dem Qiaquick PCR-Purification-Kit (Qia-
gen, Hilden, D) durchgefiihrt. Da allerdings das in Wasch- und Elutions-Puffer die-
ses Kits enthaltene Reagenz Tris bei der Kopplung der Farbstoffe an die Aminoallyl-
markierte cDNA storen wiirde, wurden beim ersten Aufreinigungsschritt entsprechen-
de Puffer ohne Tris verwendet (Phosphat-Waschpuffer, Phosphat-Elutionspuffer). Ab-
gesehen von der Verwendung dieser Puffer erfolgte die Aufreinigung der einzelstriangi-
gen cDNA nach dem Herstellerprotokoll. Das Eluat (60 /) wurde dann im Rotations-
verdampfer (RE 111, Biichi, Flavil, CH) fiir ca. 40 Minuten vollstindig eingedampft.

Die cDNA aus den ozonbehandelten und den nicht behandelten Pflanzen wurden
mit jeweils einem der Fluoreszenz-Farbstoffe Cy’™3 und Cy”™5 markiert. Da die
Intensitidt der Markierung auch abhéngig vom gewihlten Farbstoff schwanken kann,
wurde ein sogenannter 'Dye-swap’ durchgefiihrt. Hierbei wird die fiir eine erste Hy-
bridisierung gewéhlte Zuordnung von cDNA und Farbstoff in einer zweiten Hybridi-
sierung ausgetauscht. Fiir die Markierungsreaktion wurden die cDNA-Pellets in je 4,5
ul 0,1 M Natriumcarbonat-Puffer resuspendiert und mit 4,5 u/ des jeweiligen Farb-
stoffs nach griindlichem Mischen fiir 3 h bei RT im Dunkeln inkubiert. AbschlieBend
wurden die cDNA-Sonden mit je 35 pt/ 100 mM Natriumacetat (pH 5,2) gemischt, mit
dem Qiaquick PCR-Purification-Kit gemif3 dem Herstellerprotokoll aufgereinigt und
durch zweifache Elution (s.0.) in 60 u/ Elutionspuffer aufgenommen.

Prihybridisierung und Hybridisierung

Fiir jeden Hybridisierungs-Ansatz wurden die jeweils unterschiedlich markierten
cDNA-Sonden von Kontrolle und Behandlung vereinigt und im Rotationsverdamp-
fer ca. 60 Minuten lang eingedampft. Die gemiB[2.8.1] S.[d1]hergestellten DNA-Chips
wurden zur Priahybridisierung in die auf 42°C vorgewidrmten Hybridisierungskammern
(VersArray’™ | Biorad, Hercules, USA) gelegt. Dann wurden je 60 u/ ebenfalls auf
42°C vorgewidrmte Prahybridisierungslosung auf die DNA-Chips gegeben und durch
Auflegen eines Deckgldschens auf dem gesamten bedruckten Bereich des DNA-Chips
blasenfrei verteilt. Zur Priahybridisierung wurden die geschlossenen Hybridisierungs-
kammern fiir 60 Minuten bei 42°C inkubiert. Die Prihybridisierungslosung wurde
daraufhin, nach dem vorsichtigen Ablosen des aufliegenden Deckglases, mit ddH,O
vollstindig entfernt.

Die einrotierten Sonden wurden in 60 p/ Hybridisierungspuffer resuspendiert, fiir
3 Minuten im PCR-Gerit bei 95°C denaturiert und bis zur Verwendung im Dunkeln
auf Eis gelagert. Nach dem Erwédrmen der priahybridisierten DNA-Chips auf 42°C wur-
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den die denaturierten Sonden auf diesen mittels eines Deckglases blasenfrei verteilt.
Die Hybridisierungskammern wurden dicht verschlossen und unter Lichtabschluf} bei
42°C fiir 16 bis 20 h im Hybridisierungsofen inkubiert.

Nach der Hybridisierung wurde zunéchst das Deckglas in 42°C warmem DNA-
Chip-Waschpuffer I (1xSSC, 0,1% SDS) entfernt. Danach folgten unter stindigem
Schwenken je zwei weitere Waschschritte mit DNA-Chip-Waschpuffer I (je 2 min),
DNA-Chip-Waschpuffer II (je 1 min) und ddH;O (je 2 min). SchlieBlich wurden die
DNA-Chips mittels Stickstoff aus der Druckluftflasche getrocknet und bis zum Scan-
nen im Dunkeln aufbewahrt.

Scannen und Auswertung der DNA-Chip-Hybridisierungen

Zum Einscannen der DNA-Chips wurde der GenePix4000A-Scanner mit der zugeho-
rigen Software GenepixPro6.0 (Axon Instruments, Union City, USA) verwendet. Fiir
jeden Punkt auf dem DNA-Chip wurden hierbei nach Anregung durch entsprechende
Laser die Intensitdten der beiden verwendeten Fluoreszenz-Farbstoffe ermittelt. Das
Verhiltnis dieser Intensitidten fiir ein untersuchtes Gen entspricht dem quantitativen
cDNA-Verhiltnis aus Kontrolle und Behandlung und damit dem behandlungsabhiéngi-
gen Induktions- bzw. Repressionsfaktor. Um den Einfluf} einer besseren Markierungs-
effizienz eines der beiden Farbstoffe zu reduzieren, wurden einerseits die Intensititen
der Laser aufeinander abgestimmt und andererseits nach dem Scannen eine Normali-
sierung der Daten beziiglich des jeweiligen Fluoreszenz-Hintergrunds vorgenommen.
Da jede cDNA zweifach auf den DNA-Chip aufgetragen und fiir beide Hybridisie-
rungsexperimente ein 'Dye-swap’ (2.8.2] S.[d2)) durchgefiihrt wurde, ergaben sich fiir
jedes Gen auf dem DNA-Chip vier MeBwerte.

2.9 Klonierungen mit degenerierten Primerpaaren

Zur Erstellung der degenerierten Primerpaare wurden bereits publizierte cDNA-
Sequenzen der gesuchten Enzyme aus anderen Pflanzen mittels dem Programm MUL-
TALIN [213] verglichen und auf konservierte Bereiche untersucht. Aus diesen Berei-
chen wurden dann, zur Amplifikation des jeweiligen Gens aus der Buche, degenerierte
Primer abgeleitet. Tabelle S. 45| gibt einen Uberblick iiber alle verwendeten dege-
nerierten Primer und die Akzessionsnummern aller zum Homologievergleich herange-
zogenen cDNA-Sequenzen. Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang
aufgefiihrt (6.2] S.[203).

Fiir jedes untersuchte Gen wurden 8 identische PCR-Reaktionen (25 u/) mit je
2,5 ul Reaktionspuffer (10x), 1 pu/ MgCl, (50 mM), 0,5 ul ANTP (Ge 10 mM), 0,5
u! von jedem der beiden degenerierten Primer (10 uM), 0,2 ul cDNA (von 3-jdhrigen
Buchen), 0,1 ul Tag-Polymerase und 19,7 ul ddH,O angesetzt. In der darauffolgenden
PCR-Reaktion (Denaturierung: 94°C, 3 min; 35 Amplifikationszyklen: 30 sec 94°C, 50
sec 45-60°C, 1 min 72°C) wurde wihrend der Amplifikation ein Temperatur-Gradient
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Tabelle 2.6: Klonierungen mit degenerierten Primern. Angegeben sind die Bezeichnungen der
verwendeten Primerpaare und die Akzessionsnummern (AccNr) der Nukleotidsequenzen, die
zur Ableitung der Primersequenzen verwendet wurden. Die Abkiirzungen der Genbezeichnun-
gen sind unter[6.1] S.[202]im Anhang erldutert.

Gen Primer f Primer r AccNr homologer cDNA-Sequenzen

Fs-ACS2 ACS-d-f ACS-d-r AY120898, AF386518, AB034993, AB033503
Fs-CM CM-d-f CM-d-r NM_113844, AJ004916, AY 103806, AP003239
Fs-CS CS-d-f CS-d-r AF457954, AX60544, NM_103779, AZ21796

Fs-DAHPS DAHPS-d-f DAHPS-d-r M74819, M95201, 221792, Y15113
Fs-DHQD/SD DHQD/SD-d-f DHQD/SD-d-r AF033194, 132794, Z34521, NM_111510

Fs-DHQS DHQS-d-f DHQS-d-r L46847, AY 142020, AY 104307,

Fs-EPSPS EPSPS-d-f EPSPS-d-r AF440389, X51475, NM_103780, M21071
Fs-rbcS rbcS-d-f rbcS-d-r AB006080, YO07779, L24497, X65494

Fs-SK SK-d-f SK-d-r NM_127763, NM_120114, X63560, AK117791

verwendet, um die Anlagerung der Primer zu optimieren. Die PCR Produkte wurden
wie unter 2.5] S.[34] beschrieben einkloniert und sequenziert.

Klonierung von Isoformen der DAHPS

Basierend auf einem Sequenzvergleich der bekannten DAHPS-Isoenzyme von Ara-
bidopsis thaliana und einem putativen cDNA-Fragment der DAHPS aus der Buche,
das mit den Primern DAHPS-d-f und DAHPS-d-r amplifiziert worden war, wurden
neue degenerierte Primer (DAHPSIso123-dF, DAHPSIso123-dR) entworfen, um wei-
tere DAHPS-Isoformen der Buche zu erhalten. Nach elektrophoretischer Auftrennung
der PCR-Produkte in einem 1,5%-igen Agarose-Gel wurden diese aus dem Gel eluiert,
in den Vektor pPGEM®-T Easy einkloniert und zur Transformation von E. coli verwen-
det. Aus 24 regenerierten Bakterienkolonien wurde Plasmid-DNA isoliert und nach ei-
nem Restriktionsverdau mit den Endonukleasen Alul oder Hpall (jeweils 1 h, 37°C) in
einem 1,5%-igen Agarose-Gel aufgetrennt. Plasmide mit unterschiedlichem Restrik-
tionsmuster wurden sequenziert.

2.10 RACE-Methoden

Zur Durchfithrung der RACE (rapid amplification of ¢cDNA ends) wurde das
GeneRacer ¥ -Kit von Invitrogen (Carlsbad, USA) nach den Angaben des Herstellers
verwendet. Hierbei handelt es sich um die sogenannte RLM-RACE (RNA-Ligase me-
diated RACE), bei der vor den PCR-Reaktionen die CAP-Struktur am 5’-Ende intak-
ter mRNA-Molekiile enzymatisch durch ein RNA-Oligonukleotid ersetzt wird (Abb.
S. . Dieses RNA-Oligonukleotid dient am 5’ Ende, wie der poly-A™*-Schwanz
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am mRNA-3’-Ende, als Primer-Anlagerungsstelle zur Amplifikation der unbekannten
cDNA-Enden bei den PCR Reaktionen der RACE.

Erstellung der PCR-Vorlage

Aus den Blittern 3-jdhriger Buchen wurden 500 ng mRNA isoliert und fiir die
Ligations-Reaktion mit dem RNA-Oligonukleotid verwendet. Die gemif [2.5] S. 36|
transkribierte cDNA diente als Vorlage fiir die jeweils erste PCR-Reaktion von 3’-
RACE und 5’-RACE.

Erste PCR der 3’- und 5’-RACE

Die fiir jedes der untersuchten Gene durchgefiihrte erste PCR-Reaktion der 3’-RACE
(BR-PCR1) setzte sich aus jeweils 5 ul PCR Puffer (10x), 2 ul MgCl, (50 mM), 1 ul
dNTP (je 10 mM), 1,5 ul X-3R-gspl (10 uM), 4,5 ul oligo-dT(15) (10 uM), 1 ul
cDNA, 34,5 ul ddH,O und 0,5 ul Tag-Polymerase (Invitrogen) zusammen.

Bei den entsprechenden Reaktionsansitzen der ersten 5’-RACE-PCR (5R-PCR1)
wurden anstelle der Primer X-3R-gspl und oligo-dT(15) die Primer X-5R-rgsp und
GR5’p verwendet. Das "X’ in der Primer-Bezeichnung steht dabei fiir die jeweilige
Abkiirzung des untersuchten Gens (z.B. DAHPS). Die Sequenzen aller verwendeten
RACE-Primer finden sich im Anhang unter Tabelle [6.2] S.[203] Folgendes Tempera-
turschema galt fiir 3R-PCR1 und SR-PCR1: 1 Zyklus: 94°C (2 min); 5 Zyklen: 94°C
(30 sec), 70°C (45 sec), 72°C (60 sec); 5 Zyklen: 94°C (30 sec), 65°C (45 sec), 72°C
(60 sec); 20 Zyklen: 94°C (30 sec), 60°C (45 sec), 72°C (60 sec); 1 Zyklus 72°C (10
min).

Zweite PCR der 3’- und 5’-RACE

Die Produkte der Reaktionen von 3R-PCR1 und 5R-PCR1 wurden mit dem
Wizard®SV Gel Kit (Promega, Madison, USA) aufgereinigt und als Vorlage fiir ei-
ne zweite PCR mit den jeweiligen genspezifischen Primern X-3R-gsp2 bzw. X-5R-
rgsp2 fir 3’-RACE bzw. 5’-RACE verwendet (3R-PCR2 und 5R-PCR2). Die PCR-
Reaktionen fiir 3°’-RACE bzw. 5’-RACE setzten sich aus 5 u/ PCR Puffer (10x), 2 ul
MgCl; (50 mM), 1 ul ANTP (je 10 mM), 1 ul X-3R-gsp2 (10 uM) bzw. 1 ul X-5R-
rgsp2, 1 pul odT-Anker (10 uM) bzw. 1 ul GR5’np, 1 ul gereinigtes PCR-Produkt,
39,7 ul ddH,0 und 0,3 ul Tag-Polymerase (Invitrogen) zusammen.

Folgendes Temperaturschema galt fiir 3R-PCR2 und 5R-PCR2: 1 Zyklus: 94°C
(2 min); 25 Zyklen: 94°C (30 sec), 65°C (30 sec), 72°C (2 min); 1 Zyklus 68°C (10
min). Im Falle der 5’-RACE wurden die PCR-Produkte aus SR-PCR2 erneut aufge-
reinigt und wiederum als Vorlage fiir eine dritte PCR verwendet (SR-PCR3). Bis auf
die Verwendung von neuen genspezifischen Primern (X-5R-rgsp) entsprachen Zusam-
mensetzung und Temperaturschema der zweiten PCR (SR-PCR?2).
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3'- und 5'-RLM-RACE

1. Dephosphorylierung von RNA-Fragmenten ohne CAP-Struktur

intakte mMRNA 5 CAP-(P)-I I AAAAAAAAA 3!

mRNA-Fragmente s ®/ ‘ ¥

sonstige RNA 5 ®y . 3
2. Entfernen der CAP-Struktur am 5'-Enden intakter mRNA-Molekliile

intakte mMRNA 5 ®- ) AMAA 3

mRNA-Fragmente s | AAAAAAA 3

sonstige RNA 5 1 3

3. Ligation eines RNA-Oligonukleotids an des 5'-Ende intakter mRNA-Molekiile

cDNA

. GR-RNA-Oligo
intakte mMRNA = —701-1_@7\ 1. AAAAAAAAA 3
RNA-Ligase
4. Reverse Transkription
intakte mMRNA s 1. AAAAAAAAA 3!

3

5. RACE PCR Reaktionen

——  bekannter Sequenzbereich ——|

TTTTTTTTIT 5

4—
oligo dT-Primer

rgsp3 rgsp2 rgsp1 oligo dT-Primer
CDNA 3 TTTTTTTTT 5'
GR5'p gsp1 gsp2
GR5'np
B 3'-RACE PCR1 —
p— 3-RACEPCR2 ———
B 5'-RACE PCR1 —
b—— ©&-RACEPCR2 —

—— 5-RACE PCR3 —

Abbildung 2.6: Ablauf der RLM-RACE (RNA-Ligase mediated rapid amplification of cDNA
ends) gemil dem Generacer-Kit (Invitrogen). GR = Generacer, p = Primer, np = nested Primer,
gsp = genspezifischer Primer, rgsp = riickwiirts genspezifischer Primer.

Nach jeder PCR wurden zwei Mikroliter der entsprechenden RACE-PCR-
Reaktion in einem 1,5%-igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und auf DNA-
Fragmente von erwarteter Grof3e hin untersucht. DNA-Fragmente aus 3R-PCR2 und
5R-PCR3 wurden mithilfe des Wizard®SV Gel Kits aus den Agarose-Gelen eluiert, in
den Vektor pGEM®-T Easy einkloniert und sequenziert. Die Position der genspezifi-
schen Primer sowie der Ablauf der RACE-Methode sind in Abbildung[2.6]schematisch

zusammengefalt.
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2.11 Allgemeine Methoden der Proteinbiochemie

2.11.1 Isolierung loslicher Proteine aus Buchenblittern

Die Isolierung 16slicher Proteine aus Buchenblittern wurde nach einer von Liegl [177]]
entwickelten Methode durchgefiihrt. Dazu wurden je 80 mg unter fliissigem Stickstoff
fein gemahlenes Blattmaterial mit 1 ml Borat-Extraktionspuffer versetzt und gut ge-
mischt. Die Suspension wurde auf Eis stehend einer Ultraschallbehandlung mit dem
Gerit Sonifier cell disruptor B15 (Branson, Danbury, USA) unterzogen (1 min, out-
put level 2) und danach abzentrifugiert (5 min, 15000 g, 4°C). Durch wiederholtes
Zentrifugieren unter diesen Bedingungen wurde ein klarer Uberstand gewonnen.

2.11.2 Protein-Quantifizierung mittels Bradford-Reagenz

Proteinextrakte aus Bakterien und Blattmaterial wurden nach Bradford [29] quantifi-
ziert. Die Messungen wurden in Mikrotiterplatten mit dem "Thermomax microplate
reader’ (Molecular Devices, Sunnyvale, USA) durchgefiihrt. Als Eichkurve wurden je
10 p! einer Verdiinnungsreihe von BSA (100 - 1000 ptg/ml) in dreifacher Wiederho-
lung in der Mikrotiterplatte vorgelegt. Je 10 t/ der Proteinproben wurden unverdiinnt,
1:2 und 1:4 verdiinnt ebenfalls in dreifacher Wiederholung quantifiziert. Zu den vor-
gelegten 10 (/! Probe bzw. Protein-Standard wurden 200 u/ Bradford-Losung gegeben
und vor der Messung 15 min bei Raumtemperatur inkubiert.

2.11.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Zur GroBenauftrennung von Proteinextrakten wurde die SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) verwendet. Die 0,75 mm, 1 mm und 1,5 mm dicken Gele
wurden in der Mighty small Dual-Gel-Caster Apparatur der Firma Amersham (Frei-
burg, D) nach Angaben des Herstellers angefertigt.

Auspolymerisierte SDS-Polyacrylamid-Gele wurden in der Elektrophorese-
Vorrichtung "Hoefer” SE250" mit PAGE-Puffer iiberschichtet, mit den im Verhiltnis
1:1 in SDS-Gel-Ladepuffer (2x) aufgenommenen Proteinproben und einem Protein-
GroBenstandard beladen und wihrend der elektrophoretischen Auftrennung (50 mA,
70-90 min) durch im Gerit zirkulierendes eiskaltes Wasser gekiihlt.

2.11.4 Farben und Auswertung von SDS-Polyacrylamid-Gelen

Um die GroBenauftrennung sichtbar zu machen wurden die Gele nach der Elektro-
phorese fiir 45 Minuten in Coomassieblau-Firbelosung inkubiert und anschlieBend in
Entfarbelosung von ungebundenem Farbstoff gereinigt (45 min). Die Auswertung der
gefirbten Gele erfolgte an der Gel-Dokumentationsanlage ImageMaster® VDS (Amer-
sham). PVDF-Membranen wurden mit einem HP Scanjet 3970 (Hewlet packard, Palo
Alto, USA) eingescannt.
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2.12 Nachweis von Enzymen des Shikimatstoffwech-
sels

2.12.1 Herstellung der Expressionskonstrukte

Fiir die heterologe Expression der klonierten Gene aus dem Shikimatstoffwechsel der
Buche wurde das Gateway” ¥ -System der Firma Invitrogen (Carlsbad, USA) verwen-
det. Die Expressions-Konstrukte wurden hierbei durch homologe Rekombination er-
stellt.

1. PCR zur Einfihrung von Erkennungssequenzen fir die homologe Rekombination

Primer GenX-GW-r

B m— PCR attB1 attB2
PR, [ e T
Primer GenX-GW-f attB-PCR-Produkt

2. Homologe Rekombination von PCR-Produkt und "Donor"-Vektor

attB1 attB2 attR1 attR2
GF Genx  n] i -
Nebenprodukt
attB-PCR-Produkt
attP1 attP2 BP attl1 attl.2
R R Ligation L Genx  HHJ
Donor-Vektor GenX-Donor-Vektor

3. Homologe Rekombination von GenX-Donor-Vektor und "Destination"-Vektor

atfL1 attL2 a”P1 aﬂPZ
H GenX ccdB H
GenX-Donor Vektor Nebenprodukt
attR1 attR2 attB1 attBZ
ccd B LR GenX

Ligation

Destlnatlon-Vektor GenX Expressmnsklon

Abbildung 2.7: Herstellung von Expressionsklonen mit dem Gateway’"-System. Schritt 1:
Amplifikation der vollstindigen kodierenden cDNA-Sequenz mit Pfu-DNA-Polymerase und
Einfiihrung der fiir die homologe Rekombination notwendigen Sequenzbereiche in das PCR-
Produkt. Schritt 2: Ubertragung der kodierenden Sequenz in einen 'Donor’-Vektor. Schritt 3:
Erstellung des Expressionsklons durch Ubertragung der kodierenden Sequenz vom *Donor’-
Vektor zu einem ’Destination’-Vektor.

Zunichst wurden die durch PCR mit degenerierten Primern und RACE-Methoden ge-
fundenen kodierenden Sequenzbereiche aller untersuchten Gene aus dem Shikimat-
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stoffwechsel (Fs-DAHPS3, Fs-DHQS, Fs-DHQD/SD, Fs-SK, Fs-EPSPS, Fs-CS, Fs-
CM) ausgehend von cDNA mit Pfu-Polymerase und fiir jedes Gen spezifischen Primer-
paaren mittels PCR amplifiziert. Die PCR-Reaktionen bestanden aus je 5 ul Reakti-
onspuffer (10x), 1 u/ dANTP (je 10mM), 1 pl Primer 1 (10 uM), 1 p/ Primer 2 (10 uM),
0,5 ul cDNA, 0,5 ul Pfu DNA Polymerase (Promega) und 41 u/ ddH,O. Die genspe-
zifischen Primerpaare (DAHPS3-GW-f, DAHPS3-GW-r; DHQS-GW-f, DHQOS-GW-
r; DHOD/SD-GW-f, DHQD/SD-GW-1; SK-GW-f, SK-GW-r; EPSPS-GW-f, EPSPS-
GW-r; CS-GW-f, CS-GW-r; CM-GW-f, CM-GW-r) wurden nach Angaben des Herstel-
lerprotokolls so entworfen, daB} sie jeweils am 5’-Ende eine Erkennungssequenz fiir die
homologe Rekombination aufwiesen. Das PCR-Programm setzte sich aus einem De-
naturierungszyklus (94°C, 3 min), 35 Amplifikationszyklen (94°C, 30 sec; 55°C, 45
sec; 72°C, 3 min) und einer abschlieenden Inkubation bei 72°C (10 min) zusammen.

In einer ersten Rekombinations-Reaktion (BP-Ligation) wurden die PCR-Produkte
in den Vektor pPDONR”M221 integriert. Die Expressionskonstrukte wurden dann durch
eine zweite Rekombination (LR-Ligation) der jeweiligen pDONR”*221-Konstrukte
mit dem Gateway’™-Expressions-Plasmid pDEST?™15 hergestellt. Dieses Plasmid
wurde gewdhlt, da es die heterologe Expression der untersuchten Proteine in Bakte-
rien als GST-Fusionsprotein ermoglicht, was deren Aufreinigung und den Nachweis
der erfolgreichen Expression erleichtert. Abbildung S. 49| zeigt schematisch das
Vorgehen bei der Erstellung der Expressionskonstrukte.

2.12.2 Heterologe Proteinexpression
Heterologe Proteinexpression in E. coli

Die Expressionskonstrukte fiir GST-DAHPS3 und GST-DHQD/SD wurden fiir die Ex-
pressionsversuche in kompetente Zellen des E. coli-Stamms BL21 (DE3) eingefiihrt.
Dieser Stamm gewihrleistet eine hohe Proteinproduktion, die durch Zugabe von IPTG
induziert werden kann.

Fiir die heterologe Expression der Enzyme DAHPS3 und DHQD/SD wurden je-
weils 5 ml LB-Medium (+ 80 pg /ml Ampicillin) mit einer Einzelkolonie der mit
dem entsprechenden Expressionskonstrukt transformierten BL21(DE3)-Zellen ange-
impft und tiber Nacht bei 37°C unter Schiitteln (200 rpm) inkubiert. Am nédchsten Tag
wurden diese Fliissigkulturen dann im Verhéltnis 1:100 mit frischem LB-Medium ver-
setzt und unter Schiitteln bei 37°C bis zu einer optischen Dichte bei 600 nm (ODgg)
von 0,6 kultiviert. Nach Zugabe von IPTG (Endkonzentration 0,5 bis 1,5 mM) zur
Induktion der Protein-Synthese wurden die Kulturen fiir weitere 3 Stunden bei 37°C
im Schiittler inkubiert. Ein Aliquot jeder Expressions-Kultur wurde parallel dazu als
Kontrolle ohne Zugabe von IPTG kultiviert. Die Bakterienkulturen wurden danach
abzentrifugiert (10 min, 3000 g, 4°C) und entweder in Bakterien-Aufschlu3puffer re-
suspendiert oder als Pellets bei -80°C aufbewahrt.

Zur Uberpriifung der heterologen Expression wurde jeweils ein kleiner Teil des
Bakterienpellets in PBS-Puffer aufgenommen. Von jeder Probe und den nicht in-
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duzierten Kontrollen wurden 10 u/ mit 10 ul 2x-SDS-Gel-Ladepuffer versetzt, fiir
5 Minuten auf 95°C erhitzt, zusammen mit dem Groflenmarker P7702S auf ein
SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. An der Gel-
Dokumentationsanlage wurde iiberpriift, ob durch IPTG induzierte Proteine der er-
warteten GroBe gebildet worden waren.

Aufreinigung und Nachweis der heterolog exprimierten Proteine

Je 2,7 ml des Bakterien-Aufschlusses (2.12.2] S.[50) wurden bei Raumtemperatur fiir
15 min sanft geschwenkt und dann mit 3 ml PBS und 30 u/ Mercapto-Ethanol versetzt,
kurz gemischt und abzentrifugiert (10 min, 16000 g, 4°C). Der klare Uberstand wurde
dann mit GSH-Sepharose (Amersham, Freiburg) im Verhéltnis 20:1 gemischt und auf
Poly-Prep®-Siulchen (Biorad, Hercules, USA) aufgetragen. Die Elution der heterolog
exprimierten Proteine aus der GST-Sepharose-Matrix erfolgte in drei Schritten durch
Zugabe von je 60 ul GSH-Losung.

Fiir die Aktivititsmessung wurden jeweils 10 !/ des Eluats mit 1 ml Phosphatpuf-
fer, 40 ul CDNB-Lo6sung und 40 ul GSH-L6sung in einer Quarz-Kiivette gut gemischt
und sofort photometrisch bei 340 nm vermessen. Die Veridnderung der Absorption wur-
de alle 12 Sekunden erfaft.

2.12.3 Herstellung monoklonaler Antikorper

Die erhaltenen GST-Fusions-Proteine von DAHPS3 und DHQD/SD wurden im Rah-
men einer Kooperation mit Dr. Elisabeth Kremmer (GSF, Miinchen, Himatologikum)
als Antigene bei der Synthese monoklonaler Antikorper verwendet. Fiir Fs-DAHPS3
konnten 5 und fiir Fs-DHQD/SD 7 verschiedene monoklonale Antikdrper gewonnen
werden, die wie unter [2.12.4 und 2.12.5] S. [52] beschrieben auf ihre Eignung fiir die
Enzymquantifizierung untersucht wurden.

2.12.4 Validierung der monoklonalen Antikorper

Alle monoklonalen Antikérper wurden mittels Dotblot daraufhin iiberpriift, ob sie
Bindungsstellen fiir den verwendeten sekundédren Antikorper (Peroxidase-konjugiert,
Ziege-Anti-Ratte, IgG + IgM (Jackson ImmunoResearch, West Grove, USA)) aufwie-
sen. Hierzu wurden eine PVDF-Membran (Amersham, Freiburg) in mehrere Felder
unterteilt, mit den Antikorperbezeichnungen beschriftet und mit je 10 p/ der entspre-
chenden Antikorperlosung versehen. Das weitere Procedere bis hin zum Nachweis des
gebundenen sekundiren Antikorpers entsprach dem unter 2.12.5] S.[52] beschriebenen
Protokoll.
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2.12.5 Westernblot-Methode

Nach der Quantifizierung (2.11.2] S. @48)) frischer Proteinextrakte aus Buchenblittern
wurden diese in SDS-Gel-Ladepuffer aufgenommen und ohne zusitzliche Denaturie-
rung bei 95°C in einem 1,5 mm dicken SDS-Polyacrylamid-Gel aufgetrennt (70 min,
50 mA). Fiir den anschlieBenden Elektrotransfer der aufgetrennten Proteine vom SDS-
Polyacrylamid-Gel auf eine PVDF-Membran wurden 6 Blitter Whatman-Papier 3MM
(Brentford, UK) und die Membran auf die GroBe des SDS-Polyacrylamid-Gels zu-
rechtgeschnitten. Nach kurzem Benetzen der Membran mit Methanol und dem Ent-
fernen des Methanols mittels ddH,O wurde diese, ebenso wie das Whatman-Papier
und das SDS-Polyacrylamid-Gel, fiir 15 Minuten in Westernblot-Transferpuffer dquili-
briert. Darauthin wurden Membran und SDS-Polyacrylamid-Gel zwischen je 3 Lagen
Whatman-Papier blasenfrei tibereinandergelegt und im TransBlot SD Semidry Blotting
System (Biorad, Hercules, USA) fiir 45 Minuten einer konstanten Transferspannung
von 45 Volt ausgesetzt.

Die im Folgenden aufgefiihrten Inkubationsschritte wurden, soweit nicht anders
beschrieben, bei Raumtemperatur in einer kleinen Schale unter leichtem Schwenken
(40 rpm) in einem Volumen von jeweils 20 ml durchgefiihrt. Hierbei wurden die Puffer
TBS, TBST, TBST+MP und die DAB-L6sung fiir die Peroxidase-Reaktion verwendet.
Als primidre Antikorper fiir die Quantifizierung von Fs-DAHPS und Fs-DHQD/SD
wurden die monoklonalen Ratten-Antikorper DAHPS-3F10 bzw. DHQD/SD-6F2 be-
nutzt, als sekundédrer Antikorper ein Peroxidase-konjugierter Ziege-Anti-Ratte Anti-

Korper (2124} . 5T).

« Aquilibrieren der Membran in TBST, 10 min

» Absittigung freier Bindungsstellen der Membran mit TBST+MP, 60 min
¢ Waschen der Membran in TBST, 5 min

¢ Waschen der Membran in TBST, 10 min

* Bindung des priméren Antikorpers (1:200 in TBST+MP), iiber Nacht bei 4°C
¢ Waschen der Membran in TBST+MP, 5 min

¢ Waschen der Membran in TBST+MP, 10 min

* Bindung des sekundiren Antikorpers (1:2000 in TBST+MP), 60 min

¢ Waschen der Membran in TBST, 5 min

¢ Waschen der Membran in TBS, 10 min

* Inkubation in DAB-L&sung, 5-10 min

Um ein Verbrdunen der Membran zu verhindern wurde die Peroxidase-Reaktion
nach dem Sichtbarwerden von Signalen durch Spiilen der Membran in destilliertem
Wasser abgestoppt. Daraufhin wurde die Membran getrocknet und eingescannt.
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2.13 Infektion von Buchen mit dem Pilz Apiognomonia
errabunda

Etwa 2 Monate vor dem Infektionstermin wurden, ausgehend von Stammkulturen,
Malzmedium-Kulturschalen mit Myzel des Pilzes Apiognomonia errabunda inoku-
liert und im Dunkel bei Raumtemperatur aufbewahrt. Nach 4 Wochen wurden aus dem
mittlerweile mit Myzel bewachsenen Malzmedium etwa 0,5 cm?® grofe Wiirfel heraus-
geschnitten und mit dem Myzel nach unten auf je 10 Kulturschalen mit Haferflocken-
medium A bzw. B aufgelegt. Nach weiteren 2 Wochen Inkubation im Dunkeln bei
Raumtemperatur hatte sich das Myzel auf der Oberfliche des Mediums ausgebreitet,
woraufhin die Kulturplatten zur Induktion der Sporulation ans Fenster gestellt wurden.

Zur Aufnahme der Pilzsporen in der Suspensionslosung wurden jeweils 10 ml die-
ser Losung auf die Kulturplatten pipettiert. Mittels einer Impfose wurden die Sporen
dann von der Oberfliche abgelost und nach kurzer Inkubation bei Raumtemperatur
durch ein steriles Sieb in ein Becherglas abgegossen und damit von gréBeren Ver-
unreinigungen durch Myzel-Bruchstiicke gereinigt. Die gereinigte Sporensuspension
wurde schlielich mit frischer Suspensionsldsung im Verhéltnis 1:24 verdiinnt und gut
gemischt, woraufhin die Sporenzahl pro Mikroliter durch mehrfache Auszihlung unter
dem Mikroskop bestimmt wurde. Bei einer Sporendichte von 2000 Sporen pro Milli-
liter wurden 10 ml fiir die Infektion eines Baums verwendet.

Die Applikation der Sporensuspension erfolgte mittels einer handelsiiblichen
Spriihflasche. Die Biaume wurden dazu vollstiandig in grof3e Plastiktiiten gehiillt, wor-
aufhin im Inneren der Tiiten die Sporensuspension verspriiht wurde. Um ein Abtrock-
nen der Blitter zu vermeiden und damit die Infektion mit dem Pilz zu fordern, wurden
die Tiiten erst am Morgen des néichsten Tages wieder entfernt.

2.14 Analyse von Sekundiarmetaboliten und Signal-
stoffen

2.14.1 Ethylen

Zur Bestimmung der Ethylenemission (nach Anegg [2]) wurde pro Messung jeweils
ein Buchenblatt mit Stiel geerntet, mit der Unterseite nach oben auf einen feuch-
ten Filterpapier-Streifen gelegt, zusammen mit diesem vorsichtig eingerollt und mit-
tels Pinzette in ein Glasrohrchen iiberfiihrt. Um eine Austrocknung des Blattes zu
vermeiden wurde der Blattstiel mit etwa 250 u/ Wasser am Boden des Rohrchens
befeuchtet. Die Rohrchen wurden mit einem gasdichten Septum verschlossen und
bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir 60 Minuten aufbewahrt. Nach der Inkubation
wurde mit einer Insulin-Einwegspritze ein Milliliter der Gasphase aus dem Rohr-
chen entnommen und in einen Gaschromatographen (AutoSystem XL, Perkin Elmer,
Uberlingen) mit Porapack-Q-S#ure (Durchmesser 1/8”, Linge 60 cm) und Flammen-
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Ionisationsdetektor eingespritzt.

Die Temperaturen von Injektor, Sdule und Detektor betrugen 150, 140 und 200°C.
Die Flufraten fiir das Trigergas (Stickstoff 5.0, Linde), synthetische Luft und Was-
serstoff lagen bei 30, 450 und 45 ml/min. Die Retentionszeit von Ethylen belief sich
unter diesen Bedingungen auf 45 Sekunden. Da vor der Inkubation das Frischgewicht
der untersuchten Blitter ermittelt wurde, konnten die vom Gerit gemessenen Flachen-
einheiten (FE) des Ethylenpeaks nach folgender Formel in die Einheit [nmol gFG~!]
umgerechnet werden.

Probenpeak [FE] 6,5ml

Ethvl 1gFG™'] = 0,0641nmol ml " - -
ylen[nmol g ] ) motm Eichgaspeak [FE] Frischgewicht|[g]

In diese Formel gehen neben dem Verhiltnis der Flacheneinheiten von Proben- und
Eichpeak die Ethylenkonzentration des Eichgases (0,064 1nmol /ml), das Volumen des
Inkubationsrohrchens (6,5 ml) und das Frischgewicht des beprobten Blattes ein.

2.14.2 Freie und konjugierte 1-Aminocyclopropan-1-carbonsiure

Gehalte an freier und konjugierter 1-Aminocyclopropan-1-carbonsiure (ACC) wurden
nach folgendem, an Tuomainen et al. [313] angelehnten Protokoll ermittelt.

Je 200 mg Homogenat von unter fliissigem Stickstoff gemorserten Buchenblit-
tern wurden zusammen mit einer Spatelspitze PVPP (Polyvinylpolypyrrolidon) in 1,2
ml Metaphosphorsédure (2%-ig, v/v) aufgenommen und 15 Minuten bei Raumtempe-
ratur im Schiittler inkubiert. Nach Aufreinigung des Uberstandes durch zweimalige
Zentrifugation (15 min, 20000 g, 4°C) wurde dieser bei -80°C bis zur ACC-Messung
aufbewahrt.

Bestimmung von freiem ACC

Fiir die Bestimmung der Konzentration an freiem ACC wurden in einem auf Eis ste-
henden Glasrohrchen 200 u/ des Extraktes mit 500 pl/ ddH>O und 100 pl HgCl,-
Losung (10mM) vermischt, woraufthin das Rohrchen mit einem gasdichten Septum
verschlossen wurde. Die Umsetzung von ACC zu Ethylen erfolgte nach dem Einsprit-
zen von 200 pl Oxidationslosung in die Probenrohrchen, die daraufhin 10 sec kriftig
mit dem Vortex-Gerit durchmischt, dann 2,5 Minuten auf Eis inkubiert und wieder fir
10 sec durchmischt wurden. Mit einer Insulin-Spritze wurde 1 ml der Gasphase abge-
zogen und wie unter S.[53] beschrieben mit dem Gaschromatographen auf den
Ethylengehalt hin untersucht.

Bestimmung von Gesamt-ACC

In einem zweiten Ansatz wurde der Gesamt-ACC-Gehalt ermittelt. Dazu wurden 200
ul Extrakt (s.0.) nach Zugabe von 40 p/ 12 N HCI einer sauren Hydrolyse unterzo-
gen (3 h, 120°C), die, nach dem Abkiihlen der Probe auf Eis, durch Zugabe von 240
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ul 2 N NaOH abgestoppt wurde. Darauthin wurden die Proben mit je 220 u/ ddH,O
und 100 ul HgCl, versetzt. Ethylen wurde wie oben beschrieben durch Zugabe der
Oxidations-Losung freigesetzt und am Gaschromatographen gemessen. Der Gehalt an
konjugiertem ACC errechnete sich durch Subtraktion der Menge an freiem ACC vom
Gesamt-ACC-Gehalt. Folgende Formel wurde zur Berechnung des ACC-Gehalts ver-
wendet.

Probenpeak [FE] - ACC-Standard [nmol]
Eichgaspeak [FE] - Frischgewicht [g]

v

ACC [nmol gFG™'] =

Gesamtvolumen Extrakt [ml] - Volumen Glasréhrchen [ml]

beik, =
wobetfy Probenvolumen Extrakt [ml] - Volumen Probengas [ml]

2.14.3 Salicylsidure und Gentisinsidure
Extraktion

Salicyl- und Gentisinsdure (SA und GA) wurden in Anlehnung an die von Meuwly
und Métrau [[198]] verwendete Methode aus gemorsertem Buchenblatt-Homogenat ex-
trahiert. Hierzu wurden jeweils 100 mg Pflanzenmaterial mit 5 ml Methanol versetzt
und eine Minute lang bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach einem Zentrifugations-
schritt (10 min, 30000 g, 4°C) wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet mit 4
ml Methanol erneut extrahiert. Der Uberstand einer zweiten Zentrifugation unter obi-
gen Bedingungen wurde dann mit dem ersten Uberstand vereinigt und im Vakuum mit
einem Rotationsverdampfer (RE 111, Biichi, Flawil, CH) bei 38°C einrotiert.

Nach Aufnahme der Extrakte in 2 ml Ameisensdure (20%, v/v) und Absenkung des
pH-Werts auf < 1,5 durch Zugabe von 50 ul Salzsédure (32%, v/v) wurden die Proben
zunédchst mit 5 ml und dann mit 3 ml Ethylacetat:Cyclohexan (1:1, v/v) ausgeschiittelt.
Die organischen Phasen, welche die freie SA und GA enthielten, wurden vereinigt und
im Vakuum wie oben beschrieben verdampft. Zur Analyse der konjugierten SA und
GA wurden die wiBrigen Phasen in Pyrexgldaschen mit jeweils 1,3 ml Salzsdure (32%)
vermischt. Die Gldschen wurden verschlossen und zur Hydrolyse fiir 60 Minuten bei
80°C in den Heizofen gestellt. Nach erneutem zweifachen Ausschiitteln der Proben
wurden die organischen Uberstiinde vereinigt und einrotiert.

HPLC-Analyse

Fiir die HPLC-Analyse wurden die Proben in je 500 u/ Auftragspuffer (Laufpuffer A
+ 20% Methanol, v/v) aufgenommen, abzentrifugiert (10 min, 20000 g, 4°C) und zur
Messung (je 20 ul pro Probe) bei 4°C in den *Autosampler Basic Marathon’ (Spark,
Holland) gestellt.

Die verwendete HPLC-Anlage bestand neben dem Autosampler aus der ’Intelli-
gent Pump 1 6200A” (Merck, Darmstadt), einer ’RP-C-18 Nucleosil’-Sdule (150 x 4,6
mm, 5 um, 120 A, Bischoff, Leonberg), einem Fluoreszenz-Detektor *'RF-535" (Shi-
madzu, Miinchen) und einem ’Chromato-Integrator D 2500’ (Merck, Darmstadt). Der
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Fluoreszenzdetektor benutzte die Wellenldngen 305 nm und 407 nm fiir Anregung
und Detektion. Die FluBrate betrug konstant 1,5 ml/min, wobei folgender Gradient der
Laufmittel A und B verwendet wurde:

20 Minuten isokratisch Laufmittel A

lineare Erhohung auf 100% Laufmittel B in 5 Minuten
10 Minuten isokratisch Laufmittel B

lineare Absenkung auf 100% Laufmittel A in 5 Minuten
5 Minuten isokratisch Laufmittel A

Die Retentionszeiten fiir GA und SA betrugen etwa 5 bzw. 11 Minuten. Die Ge-
halte an freier SA wurden nach folgender Formel errechnet:

Probenpeak [FE]

freie SA[nmol gFG™ '] = k-
reie [nmol g ] SA-Standard-Peak [FE] - Frischgewicht [g]

Anteil SA-Standard in 20 y/ [nmol] ~0,0724

itk= =
i gemessener Probenanteil - SA-Wiederfindungsrate 0,04 -0,75

=2,41[nmol]

Bei der Messung der konjugierten Salicylsdure wurde ebenfalls obige Formel verwen-
det. Allerdings lag die Wiederfindungsrate mit 0,7 etwas niedriger, so daf sich hier ein
k=0,0724/(0,04-0,7) = 2,586 ergab.

2.14.4 Losliche und zellwandgebundene phenolische Inhaltsstoffe
Probenaufarbeitung

In mit flissigem Stickstoff vorgekiihlten Dismembratorbechern wurden je 100 mg tief-
gefrorenen Blatt-Homogenats eingewogen und mit je 100 mg Diatomaceous Earth
(Sigma D-5384) versetzt. Im ’Mikrodismembrator S’ (Braun, Melsungen) wurden die
Proben dann fiir 2,5 Minuten bei 2500 rpm dismembriert.

Methanolische Extraktion

Die Proben wurden mit je 450 u/ Methanol fiir die Chromatographie (Merck) versetzt,
durch Vortexen gut gemischt und iiber Nacht im Kiihlschrank extrahiert. Am néichsten
Tag wurden die Proben langsam auf Raumtemperatur erwirmt, gut mit dem Vortex-
Gerit gemischt und abzentrifugiert (10 min, 9000 g). Der klare Uberstand wurde in
neue ReaktionsgefdBe iiberfiihrt und bis zur HPLC-Analyse bei -80°C gelagert. Die
Riickstidnde der methanolischen Extraktion wurden mit je 1 ml Methanol {iberschichtet
und bis zur Durchfiihrung der Zellwandhydrolyse bei -80°C gelagert.
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Zellwandhydrolyse

Die Proben-Riickstinde aus der methanolischen Extraktion wurden auf Raumtempe-
ratur erwarmt und dann mit Methanol (3 x 1 ml) und ddH,O (1 x 1 ml) gewaschen.
Hierbei wurden die Proben mit dem Losungsmittel versetzt, mit einem Vortex-Gerét
gut gemischt, 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und abzentrifu-
giert (4 min, 9000 g). Der Uberstand wurde jeweils dekantiert und verworfen.

Fiir die Zellwandhydrolyse wurden die Proben in jeweils 150 u/ Hydrolysepuf-
fer aufgenommen, gut gemischt und iiber Nacht bei Raumtemperatur im Dunkeln in-
kubiert. Die Proben wurden am néchsten Morgen nochmals gut gemischt, mit 150
ul 1,5 M Ameisensiure versetzt, wieder gut gemischt und mit 300 u/ Methanol ver-
setzt. Nach griindlicher Durchmischung der Proben wurden diese abzentrifugiert (10
min, 9000 g). Die Uberstinde wurden in neue Reaktionsgefie iiberfiihrt und bis zur
HPLC-Messung bei -80°C gelagert.

Messung loslicher phenolischer Inhaltsstoffe mittels HPLC

Die Extrakte wurden auf Raumtemperatur gebracht und gut gemischt. 75 pl/ vom Ex-
trakt wurden mit 25 u/ ddH,O versetzt, abzentrifugiert (10 min, 9000 g) und in HPLC-
Probengefile tiberfiihrt. Von jeder Probe wurden 10 u!/ in die HPLC eingespritzt. Die
Temperatur der Sdule (Bischoff Spherisorb ODS, Type NC, 5 um mit Vorséule) lag bei
20°C. Im HPLC-Protokoll wurde bei einer Fluirate von 1 ml/min folgender Gradient
beziiglich Laufmittel A’ und Laufmittel B’ verwendet:

* 5 Minuten lang isokratisch Laufmittel A’

* lineare Erhohung auf 50% Laufmittel B’ in 50 Minuten

* lineare Erhohung auf 100% Laufmittel B’ in 30 Minuten

5 Minuten lang isokratisch Laufmittel B’

Pufferwechsel von Laufmittel B’ zu Laufmittel A’ (1 Minute)

Messung zellwandgebundener Inhaltsstoffe mittels HPLC

Nach Erreichen der Raumtemperatur wurden die Hydrolysate gut gemischt und fiir 10
Minuten bei 9000 g abzentrifugiert. Bis auf die Erhohung des Injektionsvolumens auf
20 ul und den im Folgenden aufgefiihrten modifizierten Gradienten zwischen Lauf-
mittel A’ und B’ entsprachen die HPLC-Bedingungen den oben beschriebenen.

* 5 Minuten lang isokratisch Laufmittel A’

* lineare Erhohung auf 100% Laufmittel B’ in 40 Minuten

5 Minuten lang isokratisch Laufmittel B’

Pufferwechsel von Laufmittel B’ zu Laufmittel A’ (5 Minuten)

Fiir die Messungen wurden ein UV-Detektor (Beckman Diodenarray-Detektor 168)
und ein Fluoreszenzdetektor (Shimadzu RF10A XL) verwendet.

57



2.14 Analyse von Sekundirmetaboliten und Signalstoffen =~ Material und Methoden

2.14.5 Analyse von Lignin

Die Analyse von Lignin erfolgte in Zusammenarbeit mit Frau Dr. C. Lapierre (INRA,
Versailles, Frankreich) an ungeschidigten Bléttern der Schadstufe 1 (S1), miBig ge-
schidigten Bléttern der Schadstufe 3 bis 4 (S2) und stark geschéddigten Blittern der
Schadstufe 6 (S3) von 3-jdhrigen Buchen aus Versuch B (Schadstufen: Abb. S.

30).

Y CH,OH R, 6 CH,SEt CH,SEt

B HCl —0— CHSEt CHSEt
a (|JHOH £ éHSEt CHSEt®
100°C, 4h BSTFA
_
R, R EtSH,BF; R, R, GC/MS R, R,
OR OH OTMS

Abbildung 2.8: Schema der Thioacidolyse von Lignin nach Fournand et al. [[74]. Die in -
O-4 Position gebundenen p-Hydroxyphenyl (R; = Ry = H), Guaiacyl (R; = OCHj3, Ry =
H) und Syringyl (R; = R, = OCHj3) Lignineinheiten werden zu H, G and S Thioacidolyse-
Monomeren umgewandelt und konnen massenspektrographisch quantifiziert werden. EtSH =
B-Mercaptoethanol, BSTFA = N,O-bis-(Trimethylsilyl) Trifluoroacetamid, GC/MS = Gaschro-
matograph/Massenspektrograph. Abbildung aus Cabané et al. [37]].

Die Blattproben S1, S2 und S3 wurden getrocknet, gemorsert und in drei Schrit-
ten mit Ethanol/Toluol (1:2, v/v), Ethanol und Wasser extrahiert. Die Bestimmung
von Klason Lignin erfolgte nach Dence [49] aus den Riickstinden dieser Extraktions-
schritte. Die Ligninstruktur wurde durch Thioacidolyse, ausgehend von 20 bis 30 mg
extrahiertem Probenmaterial, bestimmt [[74]]. Hierbei wurde der Anteil an ausschlief3-
lich B-O-4 gebundenen Lignineinheiten H (p-Hydroxyphenyl), G (Guaiacyl) und S
(Syringyl) bestimmt (Abb. [2.8), die bei einem Masse/Ladungs-Verhiltnis (m/z) von
239, 269 und 299 massenspektrographisch detektiert werden konnten. Das Verhiltnis
dieser Monomere zum Klason Ligningehalt (tmol/g Klason Lignin) entspricht dem
Anteil von ausschlieBlich 3-O-4 gebundenen Lignineinheiten am Gesamt-Lignin und
ermoglicht damit eine Aussage iiber den Kondensationsgrad der Lignin-Molekiile.
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3. Ergebnisse

3.1 Ozonexpositionsversuche

Zur molekularbiologischen Untersuchung von StreBantworten der europidischen Bu-
che unter dem Einflul von Ozon wurden im Rahmen dieser Arbeit vier Ozonexposi-
tionsversuche durchgefiihrt (siehe Kapitel [2.4] S.[3T)), wobei in den Versuchen A und
B dreijédhrige, in Versuch C vierjidhrige und in Versuch D adulte Pflanzen verwendet
wurden.

In den Versuchen A, B und C wurden die Jungpflanzen in Expositionskabinen des
Versuchsgewdchshauses (Abbildung S.[60) uiber die jeweilige Versuchsdauer fiir
8 Stunden pro Tag mit 150 bis 300 nl/l Ozon behandelt, wihrend die Kontrollpflan-
zen in benachbarten Kabinen unter den gleichen klimatischen Bedingungen subam-
bienten Ozonkonzentration (< 15 nl/l) ausgesetzt waren. Die zu analytischen Zwecken
erhohten Ozonkonzentrationen lagen damit deutlich iiber dem normalerweise unter
Freilandbedingungen beobachteten Niveau der Ozonbelastung. Versuch D wurde am
Versuchsstandort ’Kranzberger Forst’ (Abb. S. 12} [226]) durchgefiihrt, an dem im
Rahmen des SFB 607 seit Mai 2000 die Kronen adulter Versuchsbdume (Buchen und
Fichten) iiber die gesamte Vegetationsperiode mit doppelt ambienter Ozonkonzentra-
tion behandelt werden. Abbildung|3.1|gibt einen Uberblick iiber den zeitlichen Ablauf
der Ozonexpositionsversuche und die durchgefiihrten molekularbiologischen Untersu-
chungen.

Sep Jan Mai Sep Jan Mai Sep Jan Mai
2002 20‘03 2003 2003 2Q04 2004 2004 20‘05 2005
KDP ~ RACE ~ EXP  HE = AK - EQW
—_— : i | S —
SSH QRT cDC QRT

Abbildung 3.1: Zeitliche Ubersicht der Ozonexpositionsversuche mit dreijihrigen (A, B), vier-
jahrigen (C) und adulten Buchen (D) sowie der molekularbiologischen Untersuchungen. KDP
= Klonierungen mittels degenerierter Primer, RACE = Analyse der 5’- und 3’-cDNA-Enden
von Genen des Shikimatstoffwechsels, EXP = Herstellung von Expressionsklonen, HE = He-
terologe Expression von Genen des Shikimatstoffwechsels, AK = Antikorpersynthese, EQW =
Enzymquantifizierung mittels Westernblot, SSH = Erstellung von subtraktiven cDNA-Banken,
CDC = Analyse ozonregulierter cDNA-Klone mittels DNA-Chips, QRT = Genexpressionsana-
lyse mittels quantitativer Realtime-PCR.
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Abbildung 3.2: Blick in die Kontrollkabine (Teilbild A) und die Ozonexpositionskabine (Teil-
bild B) des Versuchsgewichshauses der GSF. Gezeigt sind vierjdhrige Buchen vor dem Beginn
des Ozonexpositionsexperiments C (150-190 nl/l, 8 h/d, 84 d).
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Versuch A

Das Ziel von Versuch A, der im April 2003 durchgefiihrt wurde, war die Identifizie-
rung von ozoninduzierten und -reprimierten Genen der europidischen Buche mittels
subtraktiver cDNA-Banken. Hierzu wurden im Verlauf der Ozonbehandlung (300 nl/l,
8 h/d, 30 d) zu 15 Erntezeitpunkten (2.4.1] S.[31) je ein Blatt von 9 behandelten und
9 unbehandelten Pflanzen geerntet. Blattmaterial dieser Ernten wurde fiir die Erstel-
lung der subtraktiven cDNA-Banken SSH1 (Erntezeitpunkte 1 bis 8, 4 h bis 5 Tage
nach Versuchsbeginn) und SSH2 (Erntezeitpunkte 9 bis 15, 7 bis 30 Tage nach Ver-
suchsbeginn) verwendet. Aus methodischen Uberlegungen wurde in Versuch A eine
sehr hohe Ozonkonzentration gewihlt, um eine starke differentielle Genexpression zu
induzieren.

Versuch B

Um den Einflu von Ozon auf die Regulation der Genexpression von Shikimatstoff-
wechsel und Ethylenbiosynthese in der europdischen Buche am Ende einer Wachs-
tumsperiode zu untersuchen, wurden in Versuch B (September - Oktober 2003) drei-
jahrige Buchen iiber einen Zeitraum von 46 Tagen mit 200 nl/l Ozon (8 h/d) behan-
delt. Die zu 8 Zeitpunkten genommenen Blattproben (2.4.2] S.[31)) wurden fiir die Ex-
pressionsanalyse von Genen aus Shikimatstoffwechsel und Ethylenbiosynthese mittels
quantitativer Realtime-PCR (qRT-PCR) verwendet.

Versuch C

Aufbauend auf den Ergebnissen aus Versuch B sollten in Versuch C (Juni - September
2004) die Expressionsdaten der putativen Gene aus Shikimatstoffwechsel und Ethy-
lenbiosynthese iiberpriift werden und in den Kontext von Inhaltsstoffanalysen sowie
der Quantifizierung einzelner Enzyme des Shikimatstoffwechsels auf Proteinebene ge-
stellt werden. Zudem sollte die Interaktion von biotischem Strefl durch den Erreger der
Buchenblattbriune (Apiognomonia errabunda) und abiotischem Stref3 durch Ozon un-
tersucht werden. Die Ozonkonzentration der tdglichen 8-stiindigen Ozonbehandlung
betrug zu Beginn 150 nl/l und wurde nach zwei Wochen auf 190 nl/l erhoht.

Versuch D

In Versuch D sollte im Hinblick auf die Ergebnisse aus den Versuchen B und C auch
die ozonbedingte Genexpression an adulten Buchen untersucht werden. Dazu wurden
im Sommer 2004 zu vier Zeitpunkten von je 4 Biumen unter doppelt und einfach
ambientem Ozonregime Blattproben genommen und fiir die Expressionsanalyse ver-
wendet.
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3.2 Entwicklung von Blattliasionen

3.2.1 Ozonbedingte Blattlisionen

Im Verlauf der Expositionsversuche A, B und C kam es nur bei den ozonbehandelten
Pflanzen zur Ausbildung typischer Blattldsionen [228]. Die Lisionen traten bei den
einzelnen Versuchsbdumen zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf und manche Pflan-
zen blieben bis zum Ende der Versuche ohne sichtbare Symptome. In Versuch D wa-
ren bis zur letzten Probenahme weder unter einfachem noch unter doppelt ambientem
Ozonregime Blattldsionen zu erkennen.

Das fiir die Bonitur der Ozonlédsionen verwendete Stufenschema (Tabelle 2.4] S.
bildet den typischen Ablauf bei der Entwicklung ozonbedingter Blattldsionen ab.
Zunichst entstanden an kréftig griinen Blittern (Stufe 1) kleine, punktférmige Lisio-
nen von braunlicher bis olivgriiner Firbung in den Interkostalfeldern (Stufe 2), die
sich daraufhin rasch iiber die gesamte Blattspreite ausbreiteten (Stufe 3). Nach dem
ZusammenflieBen der punktférmigen Lisionen zu groferen Bereichen (Stufe 4) be-
gannen sich die Blitter aufzurollen (Stufe 5) und fielen schlieflich vom Baum ab,
wenn nur noch etwa 10% der Blattfliche keine Lisionen aufwiesen (Stufe 6).

Versuch A

Nach 30-tdgiger Ozonbehandlung hatten sich bei drei der neun ozonbehandelten drei-
jdhrigen Buchen deutliche Lisionen (bis Boniturstufe 6, siehe[2.3.2] S.[29) entwickelt.
Drei Baume wiesen weniger starke Lédsionen auf (bis maximal Boniturstufe 4) und drei
weitere blieben ohne erkennbare Symptome. Bei den Versuchsbiumen unter Kontroll-
bedingungen war bis zum Versuchende keine ozonbedingte Schidigung der Blitter
zu erkennen. Abbildung [3.3] S. [63] zeigt einen ozonbehandelten Baum mit deutlichen
Ozonschiden (Teilbild A) und einen Baum der Kontrollgruppe ohne erkennbare Sym-
ptome am letzten Tag von Versuch A.

Versuch B

Um den Verlauf der Entstehung der ozonbedingten Blattldsionen zu erfassen, wurden
im Versuch B je fiinf ozonbehandelte und fiinf unbehandelte Bdume in regelméfBigen
Abstinden auf das Vorhandensein von ozonbedingten Lisionen untersucht.

In Abbildung[3.4] S.[64]ist die Entwicklung von Lisionen an einem Blatt des ozon-
behandelten Baums O35 im Vergleich zu dem unbehandelten Baum K3 und einem wei-
teren ozonbehandelten Baum (039) dargestellt. An Baum O35 zeigten sich erste Sym-
ptome bereits zwei Tage nach Beginn der Ozonbehandlung. Die Symptomentwicklung
an diesem Baum schritt rasch voran, so da3 bereits 32 Tage nach Versuchsbeginn alle
Blitter punktformige Lisionen aufwiesen und zum Ende des Versuchs mehr als die
Hilfte aller Blitter stark geschéddigt oder bereits abgefallen waren (Boniturstufe 5 bis
6). Die Blitter der anderen vier bonitierten ozonexponierten Baume erreichten bis zum
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Ozonbehandelte Pflanze Unbehandelte
(300 nl/l, 8h/d, 30d) Pflanze

Abbildung 3.3: Symptomausprigung an einer dreijdahrigen Buche (Teilbild A) nach 30-tigiger
Ozonbehandlung (Versuch A, 300 nl/l, 8 h/d) und Kontrollpflanze (<15 nl/l O3) ohne Sympto-
me (Teilbild B). Die Pfeile kennzeichnen stark geschéddigte Blitter der Boniturstufe 5 (siehe

Tabelle 2.4} S.[30)

Versuchsende maximal die Boniturstufe 4. Baum O39 blieb als einziger ozonbehandel-
ter Baum bis zum Ende des Versuchs ohne erkennbare Symptome.

Alle Biume der Kontrollgruppe wiesen ebenso, wie der in Abbildung [3.4] S. [64]
dokumentierte Baum K3, zum Ende des Versuchs keinerlei ozonbedingte Lédsionen auf.
Die Boniturergebnisse von Versuch B sind in Abbildung [3.5] S. [65] zusammengefafit.
Dargestellt ist der Anteil der 6 Stufen des visuellen Boniturschemas ozonbedingter
Blattsymptome (siehe [2.3.2] S.[29) an der Gesamtzahl der Blitter von fiinf Biumen.
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Ozonbehandlung (200 nl/l, 8h/d) Kontrolle (<15 nl/l O,)
Baum O,9 Baum O,5 Baum K3

S>®®
PP ®
- ®
o> ®
46d"_

Abbildung 3.4: Entwicklung von Blattldsionen im Verlauf des Ozonexpositionsversuchs B
(200 nl/1 O3, 8 h/d, 46 d).

Versuch C

Wegen der in Versuch A und B festgestellten baumspezifisch sehr unterschiedlich ra-
schen Symptomentwicklung wurden in Versuch C alle 12 Bdume jeder der sieben Ver-
suchsvarianten (a, b, ¢, d, e, f, k, siche Abb.[2.3] S.[33) wihrend der Ozonbehandlung in

64



Ergebnisse 3.2 Entwicklung von Blattlidsionen
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Abbildung 3.5: Anteil der Blitter mit ozonbedingten Lisionen gemil} den verwendeten Boni-
turstufen (siehe[2.3.2] S. bei fiinf dreijdhrigen Buchen in Versuch B (200 nl/1 O3, 8 h/d, 46
d).

regelmiBigen Abstidnden auf die Bildung von ozonbedingten Lésionen hin untersucht
und nach dem oben erlduterten Stufenschema bonitiert. Bei einzelnen Bdumen der
ozonbehandelten Versuchsvarianten a, c, d, e und f kam es 42 Tage nach Versuchsbe-
ginn zur Ausbildung erster ozonbedingter Lisionen, die sich in der Regel rasch weiter-
entwickelten, bis es zum Aufrollen und schlieSlich zum Abfall der betroffenen Blitter
kam. Noch ungeschidigte Blitter der betroffenen Baume wiesen bald darauf ebenfalls
erste Symptome auf. So erreichten einzelne Blitter eines Baums der Versuchsvariante
a, die 42 Tagen nach Versuchsbeginn erste ozonbedingte Symptome gezeigt hatten,
innerhalb von 14 Tagen die Boniturstufe 6 und fielen ab.

In Versuchsvariante c, d, e und f wurde diese Boniturstufe nach 62, 50, 56 und
56 Tagen zum ersten Mal erreicht, also im Falle eines Baums der Versuchsvariante ¢
bereits 8 Tage nach dem Auftreten der ersten Symptome. Die Hilfte der untersuchten
Biume wiesen in den Varianten a, ¢, d und e nach 62, 78, 62, 56 Tagen ozonbedingte
Blattldsionen auf. In Versuchvariante f zeigten bis zum Ende des Versuchs nur 5 der
12 Bdaume Symptome. In den Versuchsvarianten a, ¢, d und e blieben jeweils nur 3, 5,
3 und 3 Bidume ohne Lisionen. Der ozonbedingte Verlust aller Blitter wurde nur bei
einem Baum der Versuchsvariante a festgestellt.

Alle Bdume der nicht mit Ozon behandelten Bdume aus den Versuchsvarianten b
und k blieben bis zum Ende des Versuchs C kriftig griin gefarbt und ohne erkennbare
Liasionen.
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Abbildung 3.6: Entwicklung von Lisionen an einem ozonexponierten Buchenblatt im Verlauf
von Versuch C (150-190 nl/1 O3, 8 h/d, 84 d). Die Teilbilder A, B, C und D wurden 42, 49, 55
und 63 Tage nach Beginn der Ozonbehandlung aufgenommen.

In Abbildung [3.6]ist beispielhaft die Entwicklung der ozonbedingten Lisionen an
einem ozonexponierten Buchenblatt 42, 49, 55 und 63 Tage nach Beginn der Ozon-
behandlung dargestellt. Teilbild A zeigt das makroskopisch noch ungeschidigte Blatt
(Boniturstufe 1), wihrend in den Teilbildern B, C und D die Ausbildung von Blattla-
sionen gemil den Boniturstufen 2, 3 und 4 dokumentiert wird.

Die Entwicklung ozonbedingter Lisionen bei Versuch C ist in Abbildung [3.7] S.
[67] zusammengefaBit. Zum jeweiligen Bonitur-Zeitpunkt zeigt die Abbildung den pro-
zentualen Anteil der Boniturstufen 1 bis 6 als Mittelwert der 12 Bdume der Versuchs-
varianten a, ¢, d, e und f. Die Varianten b und k von Versuch C sind in dieser Graphik
nicht aufgefiihrt, da diese nicht mit Ozon behandelt wurden und bis zum Versuchsende
keine ozonbedingte Ausbildung von Lisionen beobachtet wurde.

Die Zahl der Blitter mit ozonbedingten Lisionen belief sich in den Versuchsvari-
anten a, ¢, d und e am Ende von Versuch C auf etwa 50%. Bei Pflanzen der Versuchsva-
riante f, in der die Ozonbehandlung erst eine Woche spiter als bei den Varianten a, ¢, d
und e begann, waren es dagegen nur 27%. Der ozonbedingte Verlust von Blittern iiber
die gesamte Dauer von Versuch C betrug in den ozonbehandelten Versuchsvarianten
zwischen 6% und 16%.

66



Ergebnisse

3.2 Entwicklung von Blattldsionen

Variante a: 150-190 nl/l O,(8h/d) ab VB
keine Infektion mit A.errabunda
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Variante f: 150-190 nl/l O, 8h/d (ab Tag 8 nach VB)
Infektion mit A.errabunda zu VB

100 - .I
TN
80
70 1
60 q
50 q
40 A

30 1

Blatter pro Schadstufe (%)

20 1

[ stufe 1
N Stufe 2
I Stufe 3
N Stufe 4
[ stufe 5

N Stufe 6

40 50 60

70 80 90

Abbildung 3.7: Anteil der Blitter mit ozonbedingten Lisionen gemil den verwendeten Boni-
turstufen (sieche m S. @[} bei jeweils 12 Bdumen der Versuchsvarianten a, ¢, d, e und f in
Versuch C (150-190 nl/1 O3, 8 h/d, 84 d). In den nicht mit Ozon behandelten Versuchsvarianten
b und k kam es nicht zur Ausbildung von Lésionen. VB = Versuchsbeginn.

67



3.2 Entwicklung von Blattlédsionen Ergebnisse

Versuch D

Bei dem in Versuch D geernteten Blattmaterial aus der Sonnenkrone der 60-jdhrigen
Versuchsbdume wurde weder unter einfachem noch unter doppelt ambientem Ozonre-
gime die Ausbildung von Lisionen beobachtet.

3.2.2 Ausbildung von Blattlisionen nach Infektion mit Apiogno-
monia errabunda

Fiir die Bdume der Varianten b, c, d, e, und f von Versuch C wurde nach der Infekti-
on mit dem Erreger der Buchenblattbriune Apiognomonia errabunda wochentlich der
prozentuale Anteil der durch den Pilz geschidigten Blattflaiche bonitiert. Allerdings
trat bei keinem der infizierten Bdume das typische Schadbild von A. errabunda, wie es
in Abbildung @ dargestellt ist, auf. Die nicht infizierten Baume der Versuchsvarian-
ten a und k blieben erwartungsgemif bis zum Versuchsende ebenfalls ohne derartige
Lésionen.

Abbildung 3.8: Typische Schidigung eines Buchenblattes durch den Erreger der Buchenblatt-
briaune (Apiognomonia errabunda) [8]). Das Bild wurde im August 2003 im ’Kranzberger Forst’
aufgenommen und freundlicherweise von G. Bahnweg zur Verfiigung gestellt.
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3.3 Klonierung von Gensequenzen aus Fagus sylvatica

Trotz der groen Bedeutung der europdischen Buche fiir die Forstwirtschaft in Zen-
traleuropa und einer besorgniserregenden Entwicklung des allgemeinen Gesundheits-
zustands der deutschen Buchenbestinde [321] gibt es bis heute nur wenige moleku-
larbiologische Untersuchungen zur Reaktion der Buche auf schidigende Umweltein-
fliisse wie Ozon oder Infektionen mit Schadpilzen. Zu den wenigen bekannten ozon-
regulierten Enzymen bei Waldbdumen zihlen Zimtalkohol Dehydrogenase (CAD)
(82} 183, 1352], Phenylalanin-Ammonium-Lyase (PAL) [266], Chalcon Synthase (CHS)
[266], B-1,3-Glucanase (B-Gluc) [143.[166], Chitinase [143][166] und das PR-Protein
PR1 [143]. Die entsprechenden molekularbiologischen Arbeiten wurden allerdings
meist auf translationeller oder enzymatischer Ebene und nur selten an der europdi-
schen Buche [166]], sondern vornehmlich an Kiefer oder Fichte [82, (83} 143 266, 352]
durchgefiihrt.

Auch die Gensequenzen der sieben Enzyme des Shikimatstoffwechsels (SSW), der
im Fokus der Untersuchungen dieser Arbeit stehen sollte, waren bisher weder von der
europdischen Buche noch von einer anderen Baumart bekannt, so daf3 zu Beginn der
Arbeit keine entsprechenden DNA-Sequenzinformationen fiir Studien der stre3beding-
ten Genexpression zur Verfiigung standen.

Um die angestrebten molekularbiologischen Untersuchungen durchfiihren zu kon-
nen, muflten daher zunéchst geeignete Gensequenzen der europédischen Buche kloniert
werden. Dabei wurden drei Strategien verfolgt:

1. Erstellung ozoninduzierter subtraktiver cDNA-Banken durch Klonierung diffe-
rentiell exprimierter cDNA-Sequenzen. Unterscheidung kurzfristiger und lang-
fristiger pflanzlicher Antworten auf das Schadgas Ozon.

2. Klonierung von cDNA-Sequenzen putativer Gene des Shikimatstoffwechsels
durch PCR mit degenerierten Primern.

3. Klonierung der gesamten kodierenden Sequenzen einzelner putativer Gene des
Shikimatstoffwechsels mittels RACE-Methoden.

3.3.1 Erstellung ozoninduzierter subtraktiver cDNA-Banken
Herstellung der subtraktiven cDNA-Banken

Durch die Methode der subtraktiven Suppressionshybridisierung (SSH) konnen Gene
identifiziert werden, die zwischen zwei Behandlungsvarianten differentiell induziert
oder reprimiert sind [45]. Um einen Uberblick iiber das Spektrum streBinduzierter Ge-
ne von Pflanzen zu bekommen, wurde diese Methode bereits in mehreren Studien mit
krautigen Pflanzen erfolgreich angewendet [267, 268]].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden, basierend auf dem Ozonexpositionsversuch
A, zwei differentiell regulierte cDNA-Banken erstellt, durch die friihzeitig (SSH1)
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cDNA-Synthese Rsal-Restriktion Suppressions-PCR
bp bp bp
8126 8126 8126
1611 1611 -
985
e o0 -
433 433
M1 2 3 MM 4 5 6 M MM 1 2 3 4 5 6 M

Abbildung 3.9: Erstellung der subtraktiven cDNA-Bank SSH1. Teilbild A: Spur 1 und 2: dop-
pelstringige cDNA von ozonbehandelten und nicht behandelten Blittern, Spur 3: nicht pflanz-
liche Kontroll-cDNA, Spur 4-6: Rsal-Restriktionsverdau der Proben aus Spur 1-3. Teilbild
B: Spur 1-6: cDNA aus ozonbehandelten Blittern (1,2), nicht behandelten Blittern (3,4) bzw.
Kontroll-cDNA (5,6) mit (1,3,5) und ohne (2,4,6) subtraktive Suppressionshybridisierung nach
der zweiten PCR-Reaktion. AM = DNA GroéBenstandard (bp).

und spit (SSH2) ozonregulierte Gene identifiziert werden sollten. Zur Erstellung der
cDNA-Banken wurde im Falle der SSH1 Probenmaterial der ersten acht Probenahme-
Zeitpunkte (4 h bis 5 d nach Expositionsbeginn) und im Falle der SSH2 Probenmaterial
der spiteren Ernten (7 d bis 30 d nach Expositionsbeginn) verwendet.

Fiir jede cDNA-Bank wurden aus den behandelten und den Kontrollpflanzen
mRNA isoliert und in doppelstringige cDNA umgeschrieben. Diese wurde mit der
Endonuclease Rsal in kleinere Fragmente zerschnitten, mit Adaptern ligiert und in
zwei Hybridisierungsschritten fiir die selektive Amplifikation differentiell exprimier-
ter DNA-Fragmente durch zwei Suppressions-PCR Reaktionen vorbereitet. Abbildung
[3.9|zeigt die erhaltenen PCR-Produkte bei der Herstellung der cDNA-Bank SSH1.

Insgesamt konnten fiir SSH1 und SSH2 672 bzw. 576 ozonregulierte cDNA-
Fragmente kloniert werden. Alle cDNA-Klone wurden, ausgehend von den Bakterien-
Stammkulturen mittels PCR amplifiziert, durch PEG-Fillung gereinigt und schlie3lich
sequenziert. Nach dem Entfernen flankierender Vektor-Sequenzbereiche wurden alle
erhaltenen Sequenzdaten durch den *Blastn’-Algorithmus [1] mit Eintrédgen aus 6ffent-
lichen Sequenz-Datenbanken verglichen.

Bezugnehmend auf den Datenbankeintrag mit der gro3ten Homologie wurden die
cDNA-Klone aus SSH1 und SSH2 dann nach dem Klassifizierungsschema des "EU
Arabidopsis Genom Projekts’ in die funktionellen Kategorien Primirstoffwech-
sel, Sekundirstoffwechsel, Energiestoffwechsel, Transkription, Proteinsynthese, Pro-
teinmodifikation, Transporter, Intrazelluldrer Transport, Zellstruktur, Signalweiterlei-
tung und Krankheit/Abwehr eingeteilt.

In diese Klassifizierung wurden nur solche cDNA-Sequenzen miteinbezogen, die
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in einem Abschnitt von mindestens 30 Basen eine Homologie mit einem ’Blastn’-
Erwartungswert (fiir eine zufillige Homologiezuordnung) von maximal 10~ zu einer
veroffentlichten pflanzlichen DNA-Sequenz aufwiesen. So wurden beispielsweise die
SSH-Klone SSH1P2DO01 und SSH1P6F12 dem Bereich ’Energiestoffwechsel’ zuge-
ordnet, da diese mit *Blastn’-Erwartungswerten von 1714 und 5~°7 sehr hohe Homo-
logie zu publizierten cDNA-Sequenzen eines Chlorophyll a/b bindenden Proteins bzw.
zu RUBISCO Aktivase aufwiesen. Durch dieses Selektionskriterium verblieben, nach
Abzug redundanter cDNA-Sequenzen, in SSH1 und SSH2 213 und 100 cDNA-Klone.
Eine Liste aller auf diese Weise funktionell klassifizierten cDNA-Klone aus SSH1 und
SSH2 ist im Anhang unter [6.12] S. 214] zusammen mit der Akzessionsnummer, un-
ter der sie bei NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veroffentlicht wurden, aufgefiihrt.
Sequenzen, die nicht eindeutig klassifiziert werden konnten oder am meisten Homolo-
gie zu unbekannten Proteinen aufwiesen, sind in dieser Liste nicht beriicksichtigt (101
bzw. 43 cDNA-Klone aus SSH1 und SSH2). Abbildung [3.10] S.[72] veranschaulicht
die funktionelle Zuordnung der nicht redundanten cDNA-Klone aus SSH1 und SSH2.

In SSH1 wurden nahezu doppelt so viele nicht redundante cDNA-Sequenzen iso-
liert wie in SSH2, was einerseits auf die insgesamt hohere Zahl der Klone in SSH1,
vor allem aber auf die hohere Redundanz innerhalb von SSH2 zuriickzufiihren ist.
So wurden durch den ’Blastn’-Algorithmus [1]] allein 81 der cDNA-Klone aus SSH2,
die Homologie zu bekannten DNA-Sequenzen aufwiesen, als putative Kaffeesdure-O-
Methyltransferase klassifiziert. Fiir weitere 12 cDNA-Klone wurde eine Ahnlichkeit zu
dem PR-Gen PRI festgestellt. Mit Ausnahme von 55 cDNA-Klonen, die als putative
26S rRNA identifiziert wurden, wies die cDNA-Bank SSH1 dagegen kaum Redundan-
zen auf.

Die cDNA-Banken SSH1 und SSH2 waren beziiglich der funktionellen Klassifizie-
rung der jeweiligen nicht redundanten cDNA-Klone in ihrer prozentualen Zusammen-
setzung relativ dhnlich (Abb. [3.10] S.[72). In der cDNA-Bank SSHI wurden im Be-
reich ’Energie-Stoffwechsel’ mit 33 nicht redundanten cDNA-Klonen deutlich mehr
Sequenzen dieser Kategorie identifiziert als in SSH2, wobei 25 der entsprechenden
homologen Gensequenzen im Bereich Photosynthese angesiedelt waren. Mit 12 im
Gegensatz zu 3 cDNA-Klonen konnten in SSH1 auch deutlich mehr Sequenzen als in
SSH2 identifiziert werden, die mit Signalweiterleitung assoziiert waren. Neben putati-
ven Genen der Abscisinsdure-, Gibberellinsdure- und Ethylen-Biosynthese handelte es
sich hierbei vor allem um Protein-Kinasen und -Phosphatasen. cDNA-Klone mit Ho-
mologie zu Genen der Transkriptionsregulation wurden ausschlielich zu Beginn der
Ozonbehandlung (SSH1, 4 h bis 5 d) gefunden, nicht aber in SSH2 (7 d bis 30 d).

In absoluten Zahlen wiesen etwa gleich viele nicht redundante cDNA-Klone aus
SSH1 und SSH2 Homologien zu Genen aus den Bereichen ’Sekundirstoffwechsel’
und ’Krankheit/Abwehr’ auf. Homologe Sequenzen aus dem Sekundirstoffwechsel
stellten in beiden cDNA-Banken neben O-Methyltransferasen vor allem Gene aus
der Flavonoid-Biosynthese dar, wobei drei der identifizierten cDNA-Klone sowohl
in SSH1 als auch SSH2 vorlagen. Von den jeweils 13 cDNA-Sequenzen aus SSH1
und SSH2, die der funktionellen Gruppe ’Krankheit/Abwehr’ zugeordneten worden
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Sekundarstoffwechsel (8) Primar-Stoffwechsel (12)

Krankheit/Abwehr (13)

Signalweiterleitung (12)

Zellstruktur (4)
Intrazellularer Transport (3)
Transporter (3)

Transkription (6)
Proteinsynthese (8)

Proteinmodifikation (10)

SSH1

Energie-Stoffwechsel (33)

Sekundarstoffwechsel (6) Primar-Stoffwechsel (5)

Krankheit/Abwehr (13)

Proteinsynthese (7)
Signalweiterleitung (3)

Zellstruktur (5) Proteinmodifikation (5)
Intrazelluldrer Transport (1)  Transporter (3)

SSH2

Energie-Stoffwechsel (10)

Abbildung 3.10: Funktionelle Zuordnung der nicht redundanten cDNA-Klone aus den sub-
traktiven cDNA-Banken SSH1 und SSH2 (Versuch A) gemifl dem Klassifizierungsschema des
"EU Arabidopsis Genom Projekts’ [68]. SSH1 = friih ozonregulierte Gene (4 h bis 5 d), SSH2

= spit ozonregulierte Gene (7 d bis 30 d).
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waren, konnten nur zwei, ein Catalase- und ein Lipoxygenase-Homolog, in beiden
cDNA-Banken gefunden werden. Bei den anderen 11 cDNA-Klonen dieser Gruppe
handelte es sich im Falle der SSH1 vor allem um PR-Proteine, Peroxidasen und ’he-
at shock’-Proteine, wihrend im Falle der SSH2 neben PRI und weiteren Catalasen
auch Glutathion-S-Transferasen identifiziert werden konnten (Tab.[6.12] S.[214). Gene
des Shikimatstoffwechsels wurden weder in SSH1 noch in SSH2 kloniert. Mogliche
Ursachen fiir diesen Befund werden unter[4.3] S. diskutiert.

3.3.2 Klonierung von cDNA-Sequenzen putativer Gene des Shiki-
matstoffwechsels mit degenerierten Primern

Als Hauptziel der Genexpressionsstudien wurde der Shikimatstoffwechsel wegen sei-
ner zentralen Bedeutung bei der Synthese aromatischer Vorstufen vieler, auch stref3in-
duzierter Sekundarmetabolite ausgewihlt. Deshalb wurde die Klonierung von minde-
stens einer Isoform fiir jedes der am Shikimatstoffwechsel beteiligten Gene 3-Deoxy-
D-arabino-Heptulosonat 7-Phosphat Synthase (DAHPS), 3-Dehydroquinat Synthase
(DHQS), 3-Dehydroquinat Dehydratase / Shikimat Dehydrogenase (DHQD/SD), Shi-
kimat Kinase (SK), 5-Enolpyruvylshikimat 3-Phosphat Synthase (EPSPS) und Cho-
rismat Synthase (CS) (siehe [I.4] S. [0) angestrebt. Zusitzlich zu den Enzymen des
Shikimatstoffwechsel-Hauptwegs wurde versucht, eine Isoform der Chorismat Mutase
(CM) zu klonieren, da dieses Enzym einerseits die direkte Fortsetzung des Shikimat-
stoffwechsels in Richtung der Synthese von Phenylalanin darstellt und andererseits
bereits Untersuchungen zur Induzierbarkeit der CM durch Elicitoren vorliegen [[190].
Um die ozonbedingte Regulation des Shikimatstoffwechsels in einen groeren Kontext
pflanzlicher Reaktionen stellen zu konnen [228]], wurde dariiber hinaus die Klonierung
von cDNA-Sequenzen aus der Ethylenbiosynthese und der Photosynthese angestrebt.

Fiir jedes dieser Gene wurden zunichst in der Sequenzdatenbank von NCBI je
4 bereits veroffentlichte cDNA-Sequenzen aus anderen Pflanzen ausgewéhlt und mit
dem Programm MULTALIN [213] auf homologe Sequenzbereiche untersucht. Wenn
moglich wurden hierbei cDNA-Sequenzen aus verholzenden Pflanzen ausgewéhlt. Die
Sequenzen der degenerierten Primer wurden dann aus den ermittelten homologen Se-
quenzbereichen abgeleitet.

Je niedriger die Homologie zwischen den Vergleichssequenzen war, um so hoher
war die Anzahl der unbekannten Basen in den degenerierten Primern. Daher wurde zur
Amplifikation der gesuchten cDNA-Fragmente aus der Buche eine Gradienten-PCR
verwendet, um den unbekannten Anlagerungstemperaturen der degenerierten Primer-
paare Rechnung zu tragen. Abbildung[3.11] S.[74] zeigt beispielhaft fur die Klonierun-
gen mit degenerierten Primern die elektrophoretische Auftrennung eines Gradienten-
PCR-Ansatzes zur Klonierung eines Fragments der DAHPS aus der européischen Bu-
che. Man sieht deutlich, wie mit steigender Primer-Anlagerungstemperatur die Spezi-
fitat der PCR zunimmt und die Bildung von unerwiinschten Nebenprodukten zuriick-
geht. In diesem Fall wurde das PCR-Fragment aus Spur 8 kloniert und sequenziert.
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Abbildung 3.11: Gradienten-PCR mit degenerierten Primern zur Klonierung einer zwischen
konservierten Bereichen liegenden Nukleinsdure-Sequenz, die fiir das Enzym DAHPS in der
europdischen Buche kodiert. Primer-Anlagerungstemperaturen in den Spuren 1 bis 8: 45-60
°C. Das etwa 800 bp grofle Fragment aus Spur 8 wurde kloniert und sequenziert.

Fiir alle in folgender Liste aufgefiihrten Gene wurden durch PCR mit degenerier-
ten Primern homologe cDNA-Fragmente aus der europdischen Buche amplifiziert. In
Klammern sind jeweils die Bezeichnungen angegeben, unter denen in dieser Arbeit
auf die klonierten cDNA-Fragmente Bezug genommen wird.

* 3-Deoxy-D-arabino-Heptulosonat 7-Phosphat Synthase 1 (Fs-DAHPS]I)
* 3-Deoxy-D-arabino-Heptulosonat 7-Phosphat Synthase 2 (Fs-DAHPS?2)
* 3-Deoxy-D-arabino-Heptulosonat 7-Phosphat Synthase 3 (Fs-DAHPS3)
* 3-Dehydroquinat Synthase (Fs-DHQS)

* 3-Dehydroquinat Dehydratase / Shikimat Dehydrogenase (Fs-DHQD/SD)
* Shikimat Kinase (Fs-SK)

* 5-Enolpyruvylshikimat 3-Phosphat Synthase (Fs-EPSPS)

* Chorismat Synthase (Fs-CS)

* Chorismat Mutase (Fs-CM)

* ACC Synthase 2 (Fs-ACS2)

* RUBISCO, kleine Untereinheit (Fs-rbcS)
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Die erhaltenen PCR-Fragmente wurden in den Vektor pGEM®-T Easy einklo-
niert und sequenziert. Bei dem Vergleich mit 6ffentlichen Datenbanken durch das Pro-
gramm ’Blastn’ (http://blast.cbr.nrc.ca/, [1]) wurde fiir alle Sequenzen ein Erwartungs-
wert fiir eine zufillige Homologiezuordnung zu publizierten Sequenzen von weniger
als 5733 ermittelt. Wegen dieser groBen Homologie zu den verdffentlichten cDNA-
Sequenzen ist anzunehmen, daf} es sich bei den klonierten PCR-Produkten tatsédchlich
um Fragmente der gesuchten Gene handelte.

In Tabelle sind die aus Buche klonierten cDNA-Fragmente sowie der Daten-
bankeintrag mit der hochsten Homologie zu dem entsprechenden cDNA-Fragment auf-
gefiihrt. Fiir die homologen cDNA-Sequenzen sind jeweils deren Akzessionsnummer,
die Genbezeichnung, die paarweise Identitdt zwischen dem Buchen-cDNA-Klon und
der homologen Sequenz und der durch ’Blastn’ errechnete Erwartungswert einer zu-
falligen Homologiezuordnung angegeben.

Tabelle 3.1: Mit degenerierten Primern klonierte cDNA-Fragmente aus der europdischen Bu-
che. Der Homologievergleich der cDNA-Klone wurde mittels *Blastn’ (http://blast.cbr.nrc.ca/,
[L]) durchgefiihrt. AccNr. = Akzessionsnummer, PWI = paarweise Identitét, E = *Blastn’ Er-
wartungswert einer zufilligen Homologiezuordnung.

cDNA-Fragmente Homologe cDNA-Sequenz

Bezeichnung bp AccNr. Gen PWI E
Fs-DAHPSI 841 | YI5113 DAHPS3 624/759 (82%) 1113
Fs-DAHPS2 841 | U50544 DAHPS 629/748 (84%) 4130
Fs-DAHPS3 841 | Y14797 DAHPSI 697/824 (82%) 2176
Fs-DHQS 744 | L46847 DHQS 346/425 (81%) 773
Fs-DHQD/SD 1085 | AF033194 DHQD/SD 359/452 (79%) 838
Fs-SK 285 | X63560 SK 144/167 (86%) 533
Fs-EPSPS 1157 | AY150520 EPSPS 773/910 (81%) 0
Fs-CS 725 | X60544 CS 586/722 (81%) 3%
Fs-CM 492 | AJO04916 CM 210/255 (82%) 8 33
Fs-ACS2 600 | AY120898 ACS2 210/248 (85%) 374
Fs-rbcS 562 | AB006080 RUBISCO, kleine Untereinheit  555/563 (99%) 0O

Die DNA-Sequenzen von Fs-rbcS und Fs-ACS2 wurden unter den Akzessions-
nummern AY 705444 und AY705445 veroffentlicht. Angaben zu den Akzessionsnum-
mern der putativen DAHPS-Isoformen Fs-DAHPSI und Fs-DAHPS2 sowie der voll-
standigen kodierenden Sequenz von Fs-DAHPS3, Fs-DHQS, Fs-DHQD/SD, Fs-SK,
Fs-EPSPS, Fs-CS und Fs-CM sind im Anhang unter[6.2] S.[203]aufgefiihrt.

Klonierung von putativen Isoformen der DAHPS aus der europiischen Buche

Mit den degenerierten Primern DAHPS-d-f und DAHPS-d-r war zunéchst nur eine Iso-
form der Buchen-DAHPS kloniert worden. Nach einem Vergleich dieses klonierten
DNA-Fragments mit den Sequenzen dreier DAHPS-Isoformen von Arabidopsis tha-
liana (AccNr.: M74819, M74820, NM_102090) wurden erneut degenerierte Primer

75



3.3 Klonierung von Gensequenzen aus Fagus sylvatica Ergebnisse

entworfen (DAHPSIso123-dF, DAHPSIso123-dR), um zu versuchen, in einer PCR-
Reaktion ein Gemisch verschiedener DAHPS-Sequenzen der Buche zu amplifizieren.

Das erhaltene PCR-Produkt wurde in den Vektor pPGEM®-T Easy einkloniert. Aus
24 Klonen wurde dann Plasmid-DNA isoliert, die in je zwei getrennten Reaktionen mit
den Endonukleasen Alul und Hpall verdaut wurde. Beide Enzyme schneiden wegen
ihrer kurzen Erkennungssequenz (jeweils 4 bp) durchschnittlich alle 256 Basen, so daf3
fiir jedes Restriktionsenzym etwa drei Schnitte innerhalb der einklonierten DAHPS-
Fragmente (ca. 850 bp) zu erwarten waren. Die Restriktionsansitze wurden in einem
Agarose-Gel (2%) aufgetrennt und auf unterschiedliche Restriktionsmuster hin unter-
sucht, woraufthin die entsprechenden Klone sequenziert wurden.

Auf diese Weise konnten zwei weitere, zu dem bereits zuvor sequenzierten pu-
tativen DAHPS-Fragment sehr homologe cDNA-Fragmente kloniert werden. Im Ver-
gleich mit 6ffentlichen Datenbanken (’Blastn’, [[1]) wiesen die drei putativen DAHPS-
Sequenzen aus der Buche am meisten Homologie zu DAHPS-Sequenzen von Morinda
citrifolia (AccNr. Y15113, Y14797) und Medicago sativa (AccNr. U50544) mit sehr
niedrigen Erwartungswerten fiir eine zufillige Homologiezuordnung (1113, 2176,
4~150) Somit scheint es sich bei allen drei klonierten cDNA-Fragmenten um DAHPS-
Isoformen zu handeln.

Klassifizierung der putativen DA HPS-Isoformen aus Fagus sylvatica

Zur Klassifizierung der aus Fagus sylvatica klonierten putativen DAHPS-Sequenzen
(A, B und C) wurden diese mithilfe der Programme MULTALIN [213] und CLU-
STALW (http://clustalw.genome.jp/) mit den beiden bekannten DAHPS Isoformen (Az-
DAHPS1, At-DAHPS2; AccNr.: M74819, M74820) [1435]] und einer putativen DAHPS-
Sequenz (AccNr.: NM_102090) aus A. thaliana auf Sequenzhomologien verglichen,
wobei die Hohe der paarweisen Identitdt (PWI) zwischen diesen Sequenzen auf der
Ebene der DNA- und der abgeleiteten Proteinsequenz bestimmt wurde.

Die putative DAHPS-Isoform aus A. thaliana weist in der kodierenden Sequenz mit
65% und 67% PWI hohe Homologie zu At-DAHPS1 und At-DAHPS2 auf. Die Wahr-
scheinlichkeit einer zufilligen Homologie-Zuordnung dieser Sequenz zu den beiden
annotierten DAHPS Isoformen 1 und 2 liegt geméf dem ’Blastn’-Algorithmus bei nur
4736 bzw. 4792 Es scheint sich bei dieser cDNA-Sequenz also um eine dritte DAHPS-
Isoform (At-DAHPS3) aus A. thaliana zu handeln. Dariiber hinaus gibt es im Genom
von A. thaliana keine weitere putative DAHPS-Sequenz mit einer dhnlich grof3en Ho-
mologie zu At--DAHPSI und At-DAHPS2.

In Abbildung [3.12] ist ein Ausschnitt des Alignments der drei putativen DAHPS-
Fragmente aus der Buche mit diesen drei DAHPS-Sequenzen aus A. thaliana dar-
gestellt. Es handelt sich hierbei um einen Teil der fiir die funktionelle Doméne der
DAHPS kodierenden cDNA-Sequenz (’InterProScan’, [346]).

Tabelle [3.2] S. [78] gibt die Prozentwerte der paarweisen Identititen (PWI) beim
Vergleich des homologen Sequenzbereichs (841 bp bzw. 280 Aminosduren) der unter-
suchten cDNA-Sequenzen aus Buche und A. thaliana auf DNA- und Proteinebene an.
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601 625 650 675

| |
Fs=DAHPS1 TCCCAGTTTACARAGGGGACAARCATARATGGTGATARTTTTGATTTGAAARTCAARGGACTCCTGACCCTCAGAGGT
Fs~DAHPS3 TACCGAGTTACAGAGGGGACAATGTGARCGGTGACGCTTTCGACGAGAAGTCGAGGACCCCAGACCCTCAGAGGT
Fs=DAHPS2 TGCCAAGTTACAGAGGTGACARTATCARTGGTGATGCATTTGATTCAGARTCARGARTTCCAGACCCTGATAGGA
At-DAHPS1 TACCAAGCTACARGGGAGATAARCATCAATGGTGATACTTTTGATGAGAARTCCAGGATTCCTGATCCTAATAGGA
At~DAHPS3 TGCCTAGTTACAGAGGAGATAARCATTARTGGAGATGCGTTTGATTCGAARTCTAGGATTCCTGATCCACAGAGGA
At=DAHPS2 TGCCGAGTTACAGAGGAGATAARCATARATGGTGATGCTTTTGATGAGAAATCGAGGATTCCTGATCCTCATAGGA
Consensus TglCaagbt TACAgaGGaGAcAAcaT ., AALGGLGAL gct TTEGALyagafaTC . AGgALLLCLGAcCCLcAgAGGa

676 F00 725 790

| + + |
F==DAHPS1 TGATTAGGGCTTATAGCCAATCTGCGGCGACTCTCAACCTTCTAAGGGCCTTTGCCACTGGAGGATATGCCTCGA
F==DAHPS3 TGATTAGGGCTTATTGTCAATCTGCAGCTACTTTGARCCTTCTCAGGGCCTTTGCTACAGGAGGCTATGCTGCTA
F==DAHPS2 TGATTAGGGCCTATTGCCAATCAGTCGCAACTTTGAACCTCTTGAGGGCATTTGCCACTGGAGGATATGCAGCTA
At-DAHPS1 TGATTCGAGCTTACACTCAATCTGCAGCTACTTTGARTCTTCTTAGAGCCTTTGCCACTGGAGGTTACGCTGCTA
AL=DAHPS3 TGATTAGAGCTTATTGTCAATCTGCAGCTACTTTGARTCTTTTGAGAGCTTTTGCTACTGGTGGTTATGCTGCTA
At-DAHPS2 TGGTTAGAGCGTACACACAGTCTGTGGCTACGTTGAATCTCTTGAGAGCATTTGCTACTGGAGGTTATGCAGCTA
Consensuz TGaTTaGaGCETAtagtCAaTCEGeaGCEACEETgARCCTEeTgAGAGCeTTTGCcACEGGaGEE TALGEEECEA

M1 775 800 825

| + + |
Fs=DAHPS1 TGCAGAGGCTTAGTGARTGGAATCTTGATTTCGCGGAGCATAGCGAGCAGGGAGATAGGTACCAGGAACTGGLTC
Fs=DAHPS3 TGCAGAGGGTCACTCAGTGGAATTTGGATTTCACGGAGCACAGCGAGCAGGGAGATAGGTACCGGGAACTAGCTC
Fs~DAHPS? TGCAGAGAGTCACCCATTGGAATCTTGATTTCATGGAGCACAGTGAGCAGGGGGATAGGTACCGTGARTTGGETE
At=DAHPS1 TTCARAGAGTTACTCARTGGAACCTTGATTTTGTTGARCARAGTGAGCARGCTGACAGGTACCAGGAATTAGCTA
At-DAHPS3 TGCAGAGAGTTACTCARTGGAATCTTGATTTCACTGARCGTAGTGAGCARGGAGACAGGTACCGTGAACTAGCTA
At~DAHPS? TGCAGAGAGTTAGCCAGTGGAACCTTGATTTCACGCARCATAGTGAACAGGGTGACAGGTACCGTGAATTGGETA
Consensus TgCAgAGagTtActcAaTGGAALcTELGATTTeacygAaCat AGLGAgCAgGraGAcAGGTACCggGARcTAGCTa

826 850 875 900

| |
Fs=DAHPS1 ACCGTGTTGATGAGGCCCTAGGTTTCATGGLTGLCTGCGGGACTAACGGTTGACCACCCTGTGATGAGAACAACTG
Fs=DAHPS3 ATCGGGTTGATGAGGCCCTTGGATTTATGTCTGCTGCTGGACTCACAGTGGACCATCCTATCATGACAACAACTG
Fs=DAHPS2 ACCGAGTTGATGAGGCCCTTGGCTTCATGGGTGTTGCCGGGCTTACTGCTGAGCACCCARTCATGACCACAACAG
At-DAHPS1 ATAGGGTTGATGAGGCCTTGGGGTTCATGTCTGCATGTGGACTTGGCACGGATCATCCACTTATGACTACAACTG
At~DAHPS3 ACCGTGTTGATGAAGCGCTTGGTTTCATGCACGCTGCTGGATTAARCGCTCGATCATCCCATAATGCARACAACCG
At=-DAHPS2 ATAGAGTTGATGAGGCTTTGGGATTCATGGGTGCAGCTGGACTTACTAGTGCTCACCCGATCATGACTACTACTG
Consensus AccG,GTTGATGAgGCccTLGG, TTeATGgct Get getGGacThac, gttGat CAcCE ,, aTcATGacaACaACLG

Abbildung 3.12: Alignment von drei putativen 3-Deoxy-D-arabino-Heptulosonat 7-Phosphat
Synthase (DAHPS)-Isoformen aus Fagus sylvatica mit drei DAHPS-Sequenzen aus Arabi-
dopsis thaliana. Fir die Erstellung des Alignments wurde das Programm MULTALIN [213]]
verwendet. Dargestellt ist eine Teil der cDNA-Sequenz, die fiir die funktionelle Doméne der
DAHPS in A. thaliana kodiert.

Alle drei klonierten cDNA-Fragmente aus der Buche wiesen auf DNA-Ebene PWI-
Werte zwischen von 76% bis 81% und auf Proteinebene PWI-Werte zwischen 83%
und 92% zu den Sequenzen aus A. thaliana auf. Die hochste Identitéit ergab sich auf
DNA-Ebene mit 81% PWI zwischen der A. thaliana-Sequenz fiir das Gen DAHPS?2
und dem Fragment B aus der Buche, wihrend die entsprechenden PWI-Werte von
Fragment A und C nur bei 78% und 77% lagen. Da es sich bei diesem Fragment al-
so vermutlich um die zweite Isoform der DAHPS aus Buche handelte, wurde diese
putative DAHPS-Isoform als Fs-DAHPS2 bezeichnet.

Fragment A und C wiesen mit jeweils 79% PWI auf DNA-Ebene gleich hohe
Homologie zu der putativen DAHPS3-Sequenz aus A. thaliana auf. Gegeniiber der
DAHPSI aus A. thaliana unterschieden sich die entsprechenden PWI-Werte der bei-
den Fragmente mit 77% und 76% nur leicht. Auf Proteinebene war die Homologie zwi-
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Tabelle 3.2: Klassifizierung der putativen 3-Deoxy-D-arabino-Heptulosonat 7-Phosphat Syn-
thase (DAHPS)-Isoformen A, B und C aus Fagus sylvatica anhand publizierter DAHPS-
Isoformen aus Arabidopsis thaliana [143]]. Die dargestellten Werte entsprechen dem durch
das Programm CLUSTALW errechneten prozentualen Anteil der paarweisen Identitit (PWI)
beim Vergleich des 841 bp bzw. 280 Aminosduren langen homologen Bereichs

Publizierte DAHPS-Isoformen aus A. thaliana

DAHPSI DAHPS2 DAHPS3 DAHPSI DAHPS2 DAHPS3
M74819 M74820 NM_102090 | M74819 M74820 NM_102090
DNA-Sequenz (PWI in %) Proteinsequenz (PWI in %)
A 77 78 79 83 83 87
B 76 81 78 83 89 89
C 76 77 79 85 89 92

schen Fragment C und der putativen DAHPS3 Isoform aus A. thaliana mit 92% PWI
gegeniiber einem Wert von 87% fiir Fragment A deutlich erhoht. Auf dieser Grundlage
wurden die klonierten cDNA-Fragmente A und C als mutmaBliche DAHPS-Isoformen
1 und 3 Kklassifiziert und mit Fs-DAHPSI bzw. Fs-DAHPS3 bezeichnet.

Die DNA-Sequenzen von Fs-DAHPSI1, Fs-DAHPS2 und Fs-DAHPS3 wurden bei
NCBI unter den Akzessionsnummern DQ166519, DQ166520 und DQ166521 verof-
fentlicht und sind im Anhang unter|[6.2] S.[203|zu finden.
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3.3.3 Anwendung von RACE-Methoden zur Klonierung der voll-
stindigen kodierenden Sequenz einzelner Isoenzyme aus
dem Shikimatstoffwechsel der Buche

Zur genaueren Charakterisierung der mit degenerierten Primern klonierten Gen-
Fragmente aus dem Shikimatstoffwechsel sollten die noch unbekannten 3’- und 5’-
Enden der cDNA mittels RACE-Methoden amplifiziert werden. Zudem sollte mit-
tels der vollstindigen kodierenden cDNA-Sequenz ausgewihlte Enzyme des Shiki-
matstoffwechsels heterolog in E. coli exprimiert und als Antigen fiir die Synthese
monoklonaler Antikdrper verwendet werden. Mithilfe dieser Antikorper sollte, ergin-
zend zu den Genexpressionsuntersuchungen, eine Immunoblot-gestiitzte Quantifizie-
rung der entsprechenden Enzyme des Shikimatstoffwechsels im Verlauf der Ozonex-
position von Versuch C durchgefiihrt werden.

Die im Generacer-Kit der Firma Invitrogen realisierte RLM-RACE-Methode
(RNAse mediated rapid amplification of cDNA ends) begiinstigte die Klonierung voll-
staindiger cDNA-Sequenzen, da als Vorlage fiir die PCR-Schritte der RACE nur un-
beschidigte mRNA verwendet wurde. Basierend auf dieser in cDNA transkribierten
mRNA wurden jeweils drei bzw. zwei gestaffelte PCR-Reaktionen mit einem sequenz-
spezifischen und einem unspezifischen Primer durchgefiihrt, um die 5’- bzw. 3’- Enden
der mit degenerierten Primern klonierten Fs-DAHPS3-, Fs-DHQS-, Fs-DHQD/SD-,
Fs-SK-, Fs-EPSPS-, Fs-CS- und Fs-CM-Fragmente zu erhalten.

Die Verwendung von ’nested’ Primern in der zweiten und, im Falle der 5’-RACE,
dritten PCR stellte die Spezifitit der jeweiligen PCR-Reaktion fiir das gesuchte cDNA-
Ende sicher. Die spezifischen Primer fiir die Amplifikation der 5’- und 3’-cDNA Enden
einer putativen DAHPS-cDNA-Sequenz wurden von dem mit degenerierten Primern
amplifizierten cDNA-Fragment Fs-DAHPS3 abgeleitet, da diese Fs-DAHPS-Isoform
als Erste kloniert worden war und die Versuche zur Klonierung der anderen beiden
Fs-DAHPS-Isoformen erst spater durchgefiihrt wurden.

Abbildung[3.13] S.[80|zeigt die Produkte der 3 PCR-Reaktionen zur Amplifikation
der 5’-cDNA-Enden der Gene Fs-DAHPS3, Fs-DHQD/SD, Fs-SK und Fs-CS. Bei der
ersten PCR (Teilbild A) ist fiir keines der untersuchten Gene eine diskrete DNA-Bande
im Agarose-Gel auszumachen, was vor allem auf die geringe Zahl der PCR-Zyklen zu-
riickzufiihren ist. Teilbild B zeigt die zweite RACE-PCR, bei der das gereinigte PCR-
Produkt der ersten PCR mit ’nested’-Primern amplifiziert wurde. Hier zeichnen sich
bereits konkrete DNA-Banden vom Hintergrund unspezifischer Amplifikate ab. In der
dritten RACE-PCR (Teilbild C) konnten dann durch Verwendung eines Temperatur-
gradienten fiir die Primeranlagerungstemperatur singulire DNA-Banden amplifiziert
werden, die durch Elution aus einem Agarose-Gel aufgereinigt, einkloniert und se-
quenziert wurden.

Auf diese Weise wurde mittels RLM-RACE fiir jedes der putativen Gene des Shi-
kimatstoffwechsels Fs-DAHPS3, Fs-DHQS, Fs-DHQD/SD, Fs-SK, Fs-EPSPS, Fs-CS
und Fs-CM aus der Buche das entsprechende 3’- und 5’-cDNA-Ende amplifiziert, klo-
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Abbildung 3.13: RACE-PCR Reaktionen zur Klonierung von 5’-Enden mutmaBlicher Gene
des Shikimatstoffwechsels aus der europdischen Buche. Teilbild A und B: Die Spuren 1-4 ent-
halten die Produkte der ersten bzw. zweiten RACE-PCR-Reaktion fiir die Gene Fs-DAHPS3,
Fs-DHQD/SD, Fs-SK und Fs-CS. Teilbild C: Die Spuren al-a8, b1-b8, c1-c8 und d1-d8 ent-
halten jeweils die acht PCR-Reaktionen einer Gradienten-PCR (dritte 5’-RACE-PCR) fiir die
Gene Fs-DAHPS3, Fs-DHQD/SD, Fs-SK und Fs-CS. Abkiirzungen siehe[6.1] S.[202]

niert und sequenziert. Nach Zusammenfiihrung der DNA-Sequenzinformationen aus
den Klonierungen mit degenerierten Primern und aus 3’- und 5’-RACE konnte fiir je-
des Gen ein offener Leserahmen mit hoher Homologie zu veréffentlichten Genen des
Shikimatstoffwechsels ermittelt werden.

Tabelle [3.3] S. [8T] gibt die Gesamtlinge der durch RLM-RACE und degenerierte
Primer PCR erhaltenen cDNA-Sequenzen der putativen Gene des Shikimatstoffwech-
sels aus der Buche, die Linge des postulierten offenen Leserahmens und Informationen
zur dessen Homologie mit bereits verdffentlichten cDNA-Sequenzen von Genen des
Shikimatstoffwechsels aus anderen Pflanzen an. Es handelt sich hierbei, mit Ausnahme
der DAHPS, um die ersten vollstindigen cDNA-Sequenzen des Shikimatstoffwechsels,
die aus Bdaumen isoliert werden konnten.

Die kodierende Sequenz aller in Tabelle[3.3] S.[8T]aufgefiihrten putativen Gene des
Shikimatstoffwechsels aus der Buche wurde, wie unter[3.8.1} S.[130] beschrieben, aus-
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Tabelle 3.3: Homologievergleich der kodierenden Sequenz putativer Gene des Shikimatstoff-
wechsels aus der Buche mit offentlichen Datenbanken mittels *Blastn’ [[1]. OLR = Offener
Leserahmen (bp), AccNr. = Akzessionsnummer, PWI = paarweise Identitdt, E = ’Blastn’-
Erwartungswert einer zufélligen Homologiezuordnung.

cDNA aus der Buche Homologe cDNA-Sequenz

Bezeichnung  c¢cDNA/OLR | AccNr. Pflanze Gen PWI E
Fs-DAHPS3  1989/1620 | M64261 N. tabacum DAHPS 969/1147 0
Fs-DHQS 1741/1380 | NM_180948  A. thaliana DHQS 581/695 37130
Fs-DHQD/SD  2060/1611 | AY578144  N. tabacum DHQD/SD 367/456 9%
Fs-SK 982/909 X63560 L. esculentum  SK 262/324 473
Fs-EPSPS 2085/1563 | AY150520  Vitis vinifera ~ EPSPS 842/993 0
Fs-CS 1643/1305 | AB122084  Oryza sativa  CS 550/659 57123
Fs-CM 1302/972 AJ004916 Prunus avium  CM 266/327 377

gehend von cDNA mit Pfu-Polymerase amplifiziert. Fiir jedes untersuchte Gen wurde
hierbei ein PCR-Amplifikat erzielt, das der erwarteten Linge der kodierenden Sequenz
entsprach. Die erhaltenen Sequenzinformationen aus der Sequenzierung dieser Ampli-
fikate wurden unter den Akzessionsnummern DQ166521 bis DQ166527 veroffentlicht
und sind im Anhang unter|[6.2] S.[203] aufgefiihrt.
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3.4 Analyse der ozoninduzierten Genexpression mit-
tels DNA-Chips

3.4.1 Anfertigung der DNA-Chips

Auf den in dieser Arbeit erstellten DNA-Chips wurden alle cDNA-Klone der beiden
subtraktiven cDNA-Banken SSH1 und SSH2 zusammengefal3t. Die cDNA-Klone wur-
den dazu ausgehend von Bakterien-Stammkulturen mittels PCR amplifiziert, durch
Isopropanol-Féllung aufgereinigt und dann nach dem in Abbildung S. 42| aufge-
fiihrten Muster auf Aminoallyl-beschichtete Glas-Objekttrager aufgebracht.

3.4.2 Untersuchung der cDNA-Banken SSH1 und SSH2 nach
ozonregulierten cDNA-Klonen

Zur Untersuchung der ozonregulierten Genexpression mittels der DNA-Chips wurde
RNA aus Blattmaterial der gleichen Erntezeitpunkte von Versuch A isoliert, die be-
reits bei der Erstellung der subtraktiven cDNA-Banken verwendet worden waren. Fiir
die Analyse frither und spiter ozonbedingter Genregulation wurde einerseits RNA der
Erntezeitpunkte 4 h bis 5 d nach Versuchsbeginn (entspricht SSH1) und andererseits
RNA der Erntezeitpunkte 7 d bis 30 d (entspricht SSH2) zu jeweils gleichen Teilen ver-
einigt und nach Transkription in cDNA zur Herstellung fluoreszenzmarkierter Sonden
verwendet.

Beide Hybridisierungs-Experimente wurden auf einem zweiten DNA-Chip mit
vertauschten Fluoreszenzmarkierungen der cDNA-Sonden wiederholt. Die hybridi-
sierten DNA-Chips wurden im Scanner GenePix4000A eingelesen und anschlieBend
mit der zugehorigen Software GenePixPro6.0 ausgewertet. Da jede cDNA-Sequenz in
2-facher Wiederholung auf die DNA-Chips aufgebracht worden war, konnten hierbei
fiir Kontrolle und Behandlung jeweils 4 MeBwerte der Genexpression pro untersuch-
ter cDNA erfalit werden. Jeder dieser MeBwerte wurde durch die verwendete Software
aus dem Unterschied der Fluoreszenzsignal-Intensititen von Behandlung und Kontrol-
le errechnet.

Die Berechnung der Mittelwerte und des Mittelwert-Standardfehlers (SEM) aus
den 4 MeBwerten pro Hybridisierungs-Experiment wurde in einem Tabellenkalkulati-
onsprogramm durchgefiihrt. Abbildung S.[83]zeigt fiir 96 Klone die Fluoreszenz-
signale beider gemessenen Wellenldngen bei der Hybridisierung eines DNA-Chips mit
cDNA-Sonden der spiten Behandlungszeitpunkte von Versuch A (Teilbilder A und B)
und die Uberlagerung der beiden Fluoreszenz-Signale (Teilbild C).

Die Auswertung der Hybridisierungs-Experimente mit cDNA aus Blattmaterial der
frithen Erntezeitpunkte (4 h bis 5 d) von Versuch A ergab sehr dhnliche Expressions-
werte in den ozonbehandelten und den Kontrollproben. Die Genexpressionfaktoren
der untersuchten cDNA-Sequenzen bewegten sich dabei in einem Bereich von 1,3-
facher Induktion bis zu 1,2-facher Repression. Weder die schwach induzierten noch die
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Abbildung 3.14: Ausschnitt eines Fluoreszenz-markierten DNA-Chips bei der Analyse ozon-
regulierter Gene. Die cDNA-Sonde der Kontrollprobe wurde hier mit dem Farbstoff Cy3 mar-
kiert, die der ozonbehandelten Probe mit Cy5. Das aus der Uberlagerung der Teilbilder A und
B resultierende Fluoreszenzsignal (Teilbild C) stellt fiir jeden Datenpunkt ein Maf fiir die Gen-
expression des entsprechenden cDNA-Klons dar.

schwach reprimierten cDNA-Klone konnten mehrheitlich funktionellen Gruppen wie
dem Sekundirstoffwechsel oder dem Bereich *Krankheit/Abwehr’ zugeordnet wer-
den. So befanden sich zum Beispiel cDNA-Sequenzen mit Homologie zu Genen der
Photosynthese, aber auch zu Isoenzymen der Catalase sowohl unter den leicht indu-
zierten als auch unter den leicht reprimierten cDNA-Klonen. Wegen der insgesamt
schwachen Genexpressionsraten wurde dieses Hybridisierungs-Experiment nicht wei-
tergehend ausgewertet.

Bei der Hybridisierung der DNA-Chips mit cDNA, die aus Blattmaterial der spi-
ten Erntezeitpunkte (7 d bis 30 d) von Versuch A isoliert worden war, konnte mit
Expressionsfaktoren von 33-facher Induktion bis zu dreifacher Repression einzelner
cDNA-Klone eine deutlich stirkere Genregulation beobachtet werden. Die am stérk-
sten induzierten und reprimierten cDNA-Klone aus SSH1 und SSH2 sind, zusammen
mit einer durch den ’Blastn’-Algorithmus [[1] ermittelten homologen DNA-Sequenz
aus Offentlichen Datenbanken, in Tabelle S.[84] aufgefiihrt.
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Ergebnisse 3.4 Analyse der ozoninduzierten Genexpression mittels DNA-Chips

Die am stédrksten induzierten cDNA-Klone wiesen vor allem Homologie zu Genen
aus den funktionellen Bereichen ’Sekundirstoffwechsel’ und *Krankheit/Abwehr’ auf,
wihrend sich unter den am stédrksten reprimierten cDNA-Klonen vor allem solche mit
Homologie zu Genen des Energiestoffwechsels fanden. Sowohl induzierte als auch re-
primierte cDNA-Klone konnten den Bereichen ’Signalweiterleitung’ und "Transport’
zugeordnet werden.

Aus dem Bereich ’Sekundirstoffwechsel”’ waren zwei putative O-
Methyltransferasen am stidrksten (33- und 25-fach) und eine putative Flavanon-
3-Hydroxylase schwicher (4-fach) induziert. Unter den induzierten cDNA-Klonen,
die dem Bereich ’Krankheit/Abwehr’ zugeordnet worden waren, befanden sich vor
allem PR-Gene und antioxidative Enzyme. Zwei putative Isoformen der ACC Oxidase
aus dem Bereich ’Signalweiterleitung’” waren mit Expressionsfaktoren von 6 und 5
ebenfalls deutlich induziert.

Bei den reprimierten cDNA-Klonen aus diesem funktionellen Bereich handel-
te es sich um homologe Sequenzen zu einer MAPKK (Mitogen aktivierte Protein
Kinase Kinase) und dem an der Abscisinsidure-Biosynthese beteiligten Enzym 9-cis-
Epoxycarotinoid Dioxigenase, die in der ozonbehandelten Probe 3,2- bzw. 2,2-fach
herunterreguliert waren. Die am stdrksten reprimierten cDNA-Klone mit Homolo-
gie zu Genen des Energiestoffwechsels wurden geméfl *Blastn’-Analyse als putati-
ve Chlorophyll-a/b-bindende Proteine, RUBISCO Aktivase und Fructose-Bisphosphat
Aldolase identifiziert und waren zwischen 1,9-fach und 2,7-fach reprimiert.

3.4.3 Analyse der Genexpression einzelner SSH-Klone mittels
quantitativer Realtime-PCR

Fiir zwei Klone aus den subtraktiven cDNA-Banken SSH1 und SSH2 wurde die in
den DNA-Chip-basierten Hybridisierungsexperimenten ermittelte Genexpressionsrate
durch quantitative Realtime-PCR (qRT-PCR) iiberpriift. Hierzu wurden die stark ozon-
induzierten cDNA-Klone SSH1P3C09 und SSH1P3A04 ausgewihlt, die Homologie
zu einer Peroxidase aus Spinacia oleracea und einer Kaffeesidure-O-Methyltransferase
aus Capsicum annuum aufwiesen. Da weder in SSH1 noch in SSH2 Gene aus dem
Shikimatstoffwechsel kloniert werden konnten, wurden diese beiden Gene, die hier als
Fs-POX und Fs-COMT bezeichnet werden, fiir die Uberpriifung der Hybridisierungs-
ergebnisse ausgewihlt. Wegen ihrer mutmaBlichen Beteiligung an der Ligninbiosyn-
these (4.6.4] S. ist deren Regulation fiir die hier behandelte Fragestellung einer
streBinduzierten Umsteuerung zwischen Primér- und Sekundérstoffwechsel ebenfalls
von Interesse.

Die Genexpression von Fs-COMT und Fs-POX wurde im Verlauf der Ozonex-
position C (150-190 nl/l1 O3, 8 h/d, 84 d) ermittelt und ist in Abbildung [3.15] S. 86|
dokumentiert. Sechs Tage nach Behandlungsbeginn zeigten Fis-COMT und Fs-POX
ein erstes Maximum der Genexpression. Am elften Tag nach Behandlungsbeginn ging
die Genexpression beider Gene wieder deutlich zuriick, stieg nach der Erhohung der
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3.4 Analyse der ozoninduzierten Genexpression mittels DNA-Chips Ergebnisse

Ozonkonzentration von 150 nl/l auf 190 nl/I (8 h/d) am 13. Versuchstag wieder bis auf
33- und 7-faches Niveau an (48. Versuchstag) und nahm danach bis zum Versuchsende
wieder ab. Die Maximalwerte der Genexpression wurden damit fiir beide Gene kurz
nach dem Auftreten der ersten ozonbedingten Blattlidsionen (42 Tage nach Behand-
lungsbeginn) ermittelt und liegen in der selben Gréenordnung wie die Genexpressi-
onsergebnisse der DNA-Chip-Hybridisierungen (Tab.[3.4] S.[84).
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Abbildung 3.15: Analyse der ozonbedingten Genexpression von Fs-COMT und Fs-POX (Ver-
such C, 150-190 nl/l, 8 h/d, 84 d). COMT: Kaffeesidure-O-Methyltransferase, POX: Peroxida-
se. Dargestellt ist jeweils der auf das Referenz-Gen Fs-26SrRNA normalisierte Mittelwert der
Genexpression von 4 ozonbehandelten Pflanzen (Versuchsvariante a) relativ zum Mittelwert
der Genexpression von 4 Kontrollpflanzen (Versuchsvariante k) £ SEM. * = Erhohung der
Ozonkonzentration von 150 nl/l auf 190 nl/1 (8 h/d), ** = erste ozonbedingte Lésionen.
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Ergebnisse 3.5 Regulation von Genen des Shikimatstoffwechsels

3.5 Regulation von Genen des Shikimatstoffwechsels

Zur Genexpressionsanalyse der putativen Gene des Shikimatstoffwechsels aus der Bu-
che wurde die quantitative Realtime-PCR (qQRT-PCR) verwendet. Dazu wurden von
den klonierten cDNA-Fragmenten Fs-DAHPS1, Fs-DAHPS2, Fs-DAHPS3, Fs-DHQS,
Fs-DHQD/SD, Fs-SK, Fs-EPSPS, Fs-CS und Fs-CM Primerpaare zur Amplifikation
eines jeweils etwa 100 bp groen PCR-Produkts abgeleitet und vor dem Einsatz in der
gRT-PCR auf ihre Funktionalitit tiberpriift.

3.5.1 Differenzierung der DAHPS-Isoformen aus der europii-
schen Buche mittels quantitativer Realtime-PCR

Im Falle der drei putativen DAHPS-Isoformen Fs-DAHPSI, Fs-DAHPS2 und Fs-
DAHPS3 wurden die entsprechenden qRT-PCR Primer in einem Sequenzbereich mit
moglichst groBen Unterschieden zwischen den einzelnen Isoformen gesetzt, um eine
spezifische Amplifikation jeder Isoform bei der gRT-PCR zu erreichen. Die Uberprii-
fung dieser Spezifitit erfolgte mittels PCR unter den in der qRT-PCR verwendeten Re-
aktionsbedingungen und lieferte die in Abbildung[3.16] S.[88|gezeigten PCR-Produkte.

In 16 PCR-Reaktionen wurden die jeweils 3 Isoform-spezifischen Vorwirts-
und Riickwirtsprimer und ein degeneriertes Primerpaar, mit dem alle Fs-DAHPS-
Isoformen amplifiziert werden konnten, in allen moglichen Paarungen vor Vorwirts-
und Riickwirts-Primern kombiniert. Tabelle[3.5] S.[88|fat diese Primerkombinationen
und die erwarteten PCR-Amplifikate zusammen.

In Teilbild A ist erkennbar, da} erwartungsgeméall nur mit den jeweils zueinander
gehorenden Primerpaaren der putativen DAHPS-Isoformen ein diskretes PCR-Produkt
von 120 bp Linge erhalten werden konnte. Die Kombinationen der spezifischen Pri-
mer mit Isoform-unspezifischen Primern lieferte, wie in Tabelle @ S. @ errechnet,
PCR-Fragmente von 166 bzw. 74 bp Linge. Bei den Kombinationen unterschiedlicher
isoformspezifischer Primer wurde in keinem Fall ein deutliches PCR-Amplifikat er-
halten. Teilbild B gibt schematisch die Position der verwendeten Primer in dem homo-
logen Bereich der putativen Fs-DAHPS-Isoformen und die erwartete Gro3e der PCR-
Produkte an.

Die Expression der Gene Fs-DAHPS1 und Fs-DAHPS2 konnte erst bei Versuch
C und D ermittelt werden, da die Sequenzen dieser beiden Isoformen zum Zeitpunkt
der gqRT-PCR-Analysen von Versuch A und B noch nicht isoliert worden waren. In
den ersten beiden Versuchen wurde daher fiir die Bestimmung der relativen Genex-
pression der putativen DAHPS-Isoform Fs-DAHPS3 noch nicht das fiir diese Isoform
spezifische Primerpaar DAHPS3-qpcr-f und DAHPS3-qpcr-r, sondern das Primerpaar
DAHPS-qpcr-f und DAHPS-qpcr-r verwendet.
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¢ DAHPS3-gpcr-r
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Homologer DNA-Sequenzbereich der putativen Fs-DAHPS Isoenzyme
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- B

Abbildung 3.16: Uberpriifung der gRT-PCR Primer fiir die Genexpressionsanalyse der drei pu-
tativen Fs-DAHPS-Isoformen auf Spezifitit. Teilbild A: 16 PCR-Reaktionen mit unterschied-
lichen Primer-Kombinationen (siehe Tabelle [3.5)) zur Analyse der Selektivitit der qRT-PCR-
Primer fiir das jeweilige Fs-DAHPS-Isoenzym. AM = DNA-GroBenstandard. B: Schemati-
sche Darstellung der Position der verwendeten Primer und der erwarteten Lange der PCR-

Amplifikate.

Tabelle 3.5: Primerkombinationen zum Nachweis der Selektivitit der gRT-PCR Primer fiir die
drei putativen DAHPS Isoformen aus der Buche.

PCR-Produkt

Primer f

Primer r

Amplifikat

Amplifikat-Linge

Kombination 1
Kombination 2
Kombination 3
Kombination 4
Kombination 5
Kombination 6
Kombination 7
Kombination 8
Kombination 9
Kombination 10
Kombination 11
Kombination 12
Kombination 13
Kombination 14
Kombination 15
Kombination 16

DAHPSI-qper-f
DAHPSI-qper-f
DAHPSI-qper-f
DAHPSI-qper-f
DAHPS2-qper-f
DAHPS2-qper-f
DAHPS2-qper-f
DAHPS2-qper-f
DAHPS3-qper-f
DAHPS3-qper-f
DAHPS3-qper-f
DAHPS3-qper-f
DAHPS-1123-f

DAHPS-1123-f

DAHPS-1123-f

DAHPS-1123-f

DAHPSI-qpcer-r
DAHPS2-qpcer-r
DAHPS3-qpcer-r
DAHPS-1123-r

DAHPSI-qper-r
DAHPS2-qpcer-r
DAHPS3-qpcer-r
DAHPS-1123-r

DAHPSI-qper-r
DAHPS2-qper-r
DAHPS3-qper-r
DAHPS-1123-r

DAHPSI-qpcr-r
DAHPS2-qpcer-r
DAHPS3-qper-r
DAHPS-1123-r

DAHPS Isoform 1
kein Produkt
kein Produkt

DAHPS Isoform 1
kein Produkt

DAHPS Isoform 2
kein Produkt

DAHPS Isoform 2
kein Produkt
kein Produkt

DAHPS Isoform 3

DAHPS Isoform 3

DAHPS Isoform 1

DAHPS Isoform 2

DAHPS Isoform 3

alle DAHPS Isoformen

120 bp

166 bp
120 bp

166 bp

120 bp
166 bp
74 bp
74 bp
74 bp
166 bp
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1 DAHPS1l-gpcr-f, DAHPS2-gpcr-f, DAHPS3-gpcr-f

I |
Fs=-DAHPS1 TGCCICEﬂTGCHGHGGETTHGTEHHEGGHHTCTTGHTTTCGCGGHGCHTRGCGHGCHGGGHGHTRGGTHCCHGGH

75

Fs-DAHPS3 TGCTGCTATGCAGAGGGTCACTCAGIGGARTTTGGATTTCACGGAGCACAGCGAGCAGGGAGATAGGTACCGGGA
Fs-DAHPS2 TGCAGCTATGCAGAGAGTCACCCATIGGAATCTTGATTTCATGGAGCACAGTGAGCAGGGGGATAGGTACCGTGA

DAHPS1- cr-r, DAHPS2- cr-r, DAHPS3- GF—
76 ap gqpcr qp 150

I |
Fs-DAHPS1 ACTGGCTCACCGTGTTGATGAGGCCCTAGGTTTCATGGCTGCTGCGGGACTARCGGTTGACCACCCTGTGATGAG
Fs-DAHPS3 ACTAGCTCATCGGGTTGATGAGGCCCTTGGATTTATGTCTGCTGCTGGACTCACAGTGGACCATCCTATCATGAC
Fs-DAHPS2 ATTGGCTCACCGAGTTGATGAGGCCCTTGGCTTCATGGGTGTTGCCGGGCTTACTGCTGAGCACCCARTCATGAC

151 DAHPS—gpcr—-f 225
- |

I
Fs=-DAHPS1 HHCHHCTGHTTTCTEEBLEIELLBIEHEIEIIIE%FTTTEECTTHTGHEEHHTCHETCHCTHGGHHGGHCTECHC
Fs-DAHPS3 AACARCTGAGTTCTGGACATCCCATGARTGCTTGOTCTTGCCATATGAGCARTCGCTTACTAGGATGGATTCAARC
Fs-DAHPS2 CACARCAGATTTCTGGACATCTCATGAATGCTTACTTCTGCCTTATGAGCARGCACTTACARGAGAGGATTCTAC

226 DAHPS—-gpcr-r 270
I |
Fs-DAHPS1 TTCCGGTCTGTACTACGATTGCTCTGCTCACATGGTTTGGGTTGG
Fs-DAHPS3 TTCAGGCCTTTACTATGACTIGCTCAGCCCATTTTATCTGGGTTGG
Fs-DAHPS2 TTCTGGGCTGTACTATGATTGCTCTGCTCACATGCTTTGGGTGGG

Abbildung 3.17: Position der zur Expressionsanalyse der drei putativen Fs-DAHPS-Isoformen
aus der europdischen Buche verwendeten quantitativen Realtime-PCR-Primer.

Wegen der groflen Homologie der Sequenzen von Fs-DAHPSI, Fs-DAHPS2 und
Fs-DAHPSS3 ist fiir dieses Primerpaar bei Versuch A und B nicht auszuschlieen, daf3
neben Fs-DAHPS3 auch die anderen beiden putativen Fs-DAHPS-Isoformen in der
gqRT-PCR amplifiziert wurden. Abbildung [3.17] zeigt die Lage der verwendeten Pri-
merpaare in dem entsprechenden Ausschnitt eines Alignments der drei klonierten pu-
tativen F's-DAHPS-Isoformen.

3.5.2 Versuch A: Erstellung ozonregulierter cDNA-Banken

Die ersten Untersuchungen zur Expression der klonierten putativen Gene aus dem
Shikimatstoffwechsel der Buche wurden mit den gleichen cDNA-Proben aus Versuch
A durchgefiihrt, die auch zur Herstellung der subtraktiven cDNA-Banken SSH1 und
SSH2 verwendet worden waren.

Die durch zwei qRT-PCR-Analysen in je drei Wiederholungen ermittelte relative
Expression der putativen Gene des Shikimatstoffwechsels Fs-DAHPS3, Fs-DHQS, Fs-
DHQD/SD, Fs-SK, Fs-EPSPS, Fs-CS und Fs-CM von den ozonbehandelten relativ zu
den Kontrollbdumen der frithen und spiten Erntezeitpunkte ist in Abbildung[3.18] S.[90]
dargestellt. Wie unter[3.5.1] S.[87]erléutert, wurde bei dieser Untersuchung die putative
DAHPS-Isoform Fs-DAHPS3 mit dem Primerpaar DAHPS-qpcr-f und DAHPS-qpcer-r
amplifiziert.

Zu den frithen Erntezeitpunkten von Versuch A (4 h bis 5 d nach Beginn der Ozon-
exposition) ist, mit Ausnahme einer 1,6-fachen Repression des Gens Fs-CM, keine
deutliche Regulation der Expression der untersuchten putativen Gene des Shikimat-
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Versuch A (300 nl/l Ozon, 8h/d) Versuch A (300 nl/l Ozon, 8h/d)
4hbis5d 7dbis30d

Relative Genexpression

Fs-DAHPS3 Fs-DQS Fs-DHQD/SD Fs-SK  Fs-EPSPS  Fs-CS Fs-CM Fs-DAHPS3 Fs-DQS Fs-DHQD/SD Fs-SK  Fs-EPSPS  Fs-CS Fs-CM

Abbildung 3.18: Analyse der ozonbedingten Genexpression putativer Gene des Shikimatstoff-
wechsels (Fs-DAHPS3, Fs-DHQS, Fs-DHQD/SD, Fs-SK, Fs-EPSPS, Fs-CS, Fs-CM) in den
Blittern von je 9 ozonbehandelten und 9 unbehandelten dreijéhrigen Buchen zu frithen (4 h
bis 5 d) und spéten (7 d bis 30 d) Erntezeitpunkten (Versuch A, 300 nl/l O3, 8 h/d, 30 d).
Die Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittelwerts (SEM) von 3 Wiederholungen an.
Abkiirzungen siehe[6.1] S.[202]

stoffwechsels zu erkennen. In der ozonbehandelten Probe sind die Gene Fs-DAHPS3,
Fs-DHQS, Fs-DHQD/SD, Fs-SK und Fs-EPSPS bis maximal 1,3-fach gegeniiber der
Kontrollprobe induziert, wéihrend die Genexpression von Fs-CS in Behandlung und
Kontrolle nahezu gleich hoch ist.

Im Gegensatz dazu wurden zu den spiten Erntezeitpunkten von Versuch A (7 d bis
30 d) die Gene Fs-DAHPS3, Fs-DHQD/SD, Fs-EPSPS und Fs-CM mit Induktions-
faktoren von 2,8 bis 3,3 durch die Ozonbehandlung signifikant induziert (Tab.
S.[220). Eine leichte aber nicht signifikante Induktion (maximal 1,3-fach) konnte auch
fiir die Gene Fs-DHQS, Fs-SK und Fs-CS beobachtet werden.

3.5.3 Versuch B: Expressionsanalyse von Genen des Shikimat-
stoffwechsels unter dem Einflu3 von Ozon

In Versuch B wurde an dreijidhrigen Buchen der Einflul von Ozon (200 nl/l, 8 h/d, 46
d) auf die Expression der putativen Gene des Shikimatstoffwechsels Fs-DAHPS3, Fs-
DHQS, Fs-DHQD/SD, Fs-SK, Fs-EPSPS, Fs-CS und Fs-CM am Ende einer Wachs-
tumsperiode untersucht.

Wie unter [3.5] S.[87]erldutert, wurden fiir die Amplifikation des Gens Fs-DAHPS3
die qRT-PCR Primer DAHPS-qpcr-f und DAHPS-qpcr-f verwendet. Die relative Gen-
expression zwischen ozonbehandelten und Kontrollpflanzen wurde neben den oben
erwihnten putativen Genen des Shikimatstoffwechsels auch fiir die Gene Fs-rbcS und
Fs-PRI ermittelt, die Homologie zur kleinen Untereinheit von Ribulose-bisphosphat
Carboxylase/Oxigenase (RUBISCO) bzw. zum PR-Gen PRI aufweisen.

Die hochste relative Genexpression aller putativen Gene des Shikimatstoffwech-
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Abbildung 3.19: Analyse der ozonbedingten Expression der putativen Gene des Shikimat-
stoffwechsels Fs-DAHPS3, Fs-DHQS und Fs-DHQD/SD (Versuch B, 200 nl/l, 8 h/d, 46 d).
Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der relativen Genexpression zwischen 9 ozonbehandelten
und 9 unbehandelten Versuchspflanzen + SEM (2-3 Wiederholungen). * = erste ozonbedingte
Lisionen. Abkiirzungen siehe S.

sels wurde fiir Fs-DAHPS3 ermittelt. Dieses Gen war in den ozonbehandelten Pflanzen
bereits 2 Tage nach Beginn der Exposition, als an einer der Pflanzen die ersten ozon-
bedingten Symptome sichtbar wurden, mit dem Faktor 2,6 signifikant induziert und
erreichte mit 6,5-facher Induktion ein Maximum nach 7 Tagen (siehe Abb. Tab.
[6.15] S.[221)). Danach sank die Induktion bis zum 32. Tag auf den Faktor 1,8 ab. 39 Ta-
ge nach Behandlungsbeginn stieg die Genexpression von Fs-DAHPS3 wieder auf den
Faktor 4,1 an und reduzierte sich bis zum Versuchsende auf ein Niveau von 1,6-facher
Induktion gegeniiber der Kontrolle. Fs-DHQS war, mit Ausnahme einer leichten In-
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duktion zwei bis sieben Tagen nach Versuchsbeginn, in den ozonbehandelten Buchen
gegeniiber den Kontrollbiumen kaum induziert (siche Abb. S.[91)). Gegen Ver-
suchsende war dieses Gen sogar leicht reprimiert. Zum Zeitpunkt der ersten sichtbaren
Ozonsymptome, zwei Tage nach Versuchsbeginn, war das Gen Fs-DHQD/SD bereits
3,1-fach induziert. Die Expression blieb danach iiber den gesamten Versuchszeitraum
in den ozonbehandelten Pflanzen mit bis zu 3,6-facher Induktion gegeniiber den Kon-
trollpflanzen auf einem deutlich erhéhten Niveau.
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Abbildung 3.20: Analyse der ozonbedingten Expression der putativen Gene des Shikimatstoft-
wechsels Fs-SK, Fs-EPSPS, Fs-CS und Fs-CM (Versuch B, 200 nl/1, 8 h/d, 46 d). Dargestellt
ist der zeitliche Verlauf der relativen Genexpression zwischen 9 ozonbehandelten und 9 unbe-
handelten Versuchspflanzen = SEM (2-3 Wiederholungen). * = erste ozonbedingte Lésionen.

Abkiirzungen siehe S.

Die Expressionskinetiken der Gene Fs-SK, Fs-EPSPS, Fs-CS und Fs-CM gleichen
sich bei diesem Versuch stark in ihrem Verlauf (Abb. [3.20). Alle vier Gene wiesen

92



Ergebnisse 3.5 Regulation von Genen des Shikimatstoffwechsels

zwei Tage nach Behandlungsbeginn eine erhohte relative Genexpression auf, wobei
Fs-CS und Fs-CM zu diesem Zeitpunkt etwa 2-fach, Fis-SK und Fs-EPSPS dagegen
nur etwa 1,5-fach induziert waren. Wihrend die Induktion der Gene Fs-SK, Fs-EPSPS
und Fs-CM bis 7 Tage nach Versuchsbeginn noch anstieg, nahm die relative Genex-
pression von Fs-CS hier bereits wieder ab. Ab diesem Zeitpunkt reduzierte sich die
ozonbedingte Induktion der Genexpression von Fs-SK, Fs-EPSPS, Fs-CS und Fs-CM,
abgesehen von einem schwachen Anstieg der Induktionsfaktoren am 39. Tag, iber den
gesamten weiteren Expositionsverlauf.

Fs-rbcS und Fs-PR1

Wihrend die putative kleine Untereinheit der RUBISCO (Fs-rbcS) aus Buche im Ver-
lauf der Ozonexposition von Versuch B bis zu 1,9-fach in ozonbehandelten Pflanzen
gegeniiber Kontrollpflanzen reprimiert war, erhohte sich die Expression des Gens Fs-
PRI bis zum siebten Tag nach Beginn der Ozonbehandlung auf ein Maximum von 12-
facher Induktion (Abb. 3.21). Die Induktion von Fs-PRI ging von diesem Zeitpunkt
an, trotz stetiger Zunahme der Blattldsionen, kontinuierlich auf ein ausgeglichenes Ni-
veau zwischen den ozonbehandelten und den Kontrollpflanzen zuriick.
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Abbildung 3.21: Analyse der ozonbedingten Expression der Gene Fs-rbcS und Fs-PR1 (Ver-
such B, 200 nl/l, 8 h/d, 46 d). Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der relativen Genexpression
zwischen 9 ozonbehandelten und 9 unbehandelten Versuchspflanzen -+ SEM (2-3 Wiederho-
lungen). * = erste ozonbedingte Lasionen. Abkiirzungen siehe[6.1] S.[202]
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3.5.4 Versuch C: Quantifizierung von Transkripten und Enzymen
des Shikimatstoffwechsels unter biotischem und abiotischem
StreB

In Versuch C wurde an vierjihrigen Buchen im Gewéchshaus die ozonbedingte Ex-
pression ausgewdihlter Gene iiber einen Zeitraum von etwa 3 Monaten untersucht.
Hierbei sollten einerseits die Genexpressionsdaten aus Versuch A und B iiberpriift wer-
den und andererseits Zusammenhinge zwischen der Genexpression, der Bildung von
Sekundédrmetaboliten und der Akkumulation von Enzymen des Shikimatstoffwechsels
hergestellt werden. Die Ozonkonzentration lag zu Versuchbeginn bei 150 nl/l (8 h/d)
und wurde ab dem 13. Tag auf 190 nl/l erhoht. Fiir die Genexpressionsanalyse wur-
den jeweils 4 Biaume pro Versuchsvariante verwendet. Die in der qRT-PCR ermittelten
CT-Werte von behandelten und unbehandelten Baumen wurden mittels der unter [2.6]
S.|3"7|angegebenen Formel und unter Verwendung des Referenz-Gens Fs-26SrRNA in
relative Genexpressionswerte umgerechnet.

Neben der ozonbehandelten Versuchsvariante a und der Kontrolle k wurden zudem,
wie in Abbildung @, S. [3;3] erldutert, die Versuchsvarianten b, ¢, d, e und f durchge-
fiihrt, um die Interaktion von biotischem Stre} durch den Erreger der Buchenblatt-
braune (A. errabunda) und abiotischem Stref3 durch Ozon untersuchen zu konnen. Um
den Erfolg der Infektion zu iiberpriifen, wurde neben der makroskopischen Bonitur
der behandelten Pflanzen (3.2.2] S. [68) auch die quantitative Realtime PCR verwen-
det. Dabei wurde zum einen mit pathogenspezifischen Primern, die freundlicherweise
von Giinther Bahnweg zur Verfiigung gestellt wurden, der Pilz-DNA-Anteil an der aus
Blattproben extrahierten Gesamt-DNA bestimmt und andererseits die Genexpression
der Gene Fs-PRI und Fs-rbcL fiir je 4 Bdume aller Versuchsgruppen (a, b, c, d, e, f, k)
bestimmt. Als Zeitpunkt fiir diese Analysen wurde der 62. Tag nach Versuchsbeginn
ausgewdhlt.

Weder in den mit Sporensuspension behandelten, noch in den unbehandelten Ver-
suchsvarianten konnte durch Quantifizierung von Pilz-DNA mit pathogenspezifischen
Primern mittels quantitativer Realtime-PCR ein Befall mit A. errabunda festgestellt
werden. Dies entsprach den Befunden der optischen Bonitur (3.2.2] S. [68).

Die Genexpressionswerte in den sowohl ozonbehandelten als auch mit dem Pilz
infizierten Versuchsvarianten c, d, e und f lagen im Falle von Fs-PRI mit einer durch-
schnittlich 15-fachen Induktion relativ zur Kontrollvariante k etwas niedriger als bei
der ausschlieBlich mit Ozon behandelten Versuchsvariante a mit 21-facher Induktion.
Das Gen Fs-rbcL war in Versuchsvariante a etwas stidrker reprimiert als in den Ver-
suchsvarianten c, d, e und f.

Zwischen der Genexpression von Fs-rbcL und Fs-PRI in der nicht ozonbehandel-
ten, sondern ausschlieflich mit dem Pilz infizierten Versuchsvariante b und der un-
behandelten Versuchsvariante k konnte kein deutlicher Unterschied beobachtet wer-
den. Tabelle [3.6 S. 03] zeigt fiir die Gene Fs-rbcL und Fs-PRI die Mittelwerte der
Genexpression von je 4 Biumen der Versuchsvarianten a, b, ¢, d, e und f relativ zum
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Tabelle 3.6: Genexpression des Fs-PRI-Gens und der groflen Untereinheit von RUBISCO aus
der europidischen Buche (Fs-rbcL) in den Varianten a bis f des Ozonexpositionsversuchs C
relativ zur unbehandelten Kontrollvariante k 62 Tage nach Versuchsbeginn. Dargestellt sind
die Mittelwerte (MW) von je 4 Versuchspflanzen £ SEM.
PRI rbcL
Variante MW  SEM MW SEM
a 21,27 +1,34 0,29 =£0,06
1,01 +0,21 1,00 +0,04
12,08 +£1,57 0,40 +0,06
14,33 +1,82 0,43 +0,02
18,94 +2,88 0,40 =£0,04
13,26 =+1,30 0,35 =£0,06

- 0 o0 o

Mittelwert der Genexpressionsdaten von 4 Bdumen der Kontrollvariante k.

Da der Nachweis einer erfolgreichen Infektion der Versuchsbdume aus den Varian-
ten b, c, d, e und f mit Apignomonia errabunda weder mittels optischer Bonitur noch
durch DNA-Quantifizierung gefiihrt werden konnte, und bei der Genexpressionsana-
lyse von Fs-PRI und Fs-rbcL zwischen den Varianten b und k keine Unterschiede
festgestellt werden konnte, wurde die weitere Genexpressionsanalyse von Genen des
Shikimatstoffwechsels und der Ethylenbiosynthese auf den Stre8faktor Ozon und da-
mit die beiden Versuchsvarianten a und k beschrinkt.

Fs-DAHPS1, Fs-DAHPS?2 und Fs-DAHPS3

In Versuch C konnten erstmals die verschiedenen putativen DAHPS-Isoformen der
Buche Fs-DAHPSI, Fs-DAHPS?2 und Fs-DAHPS3 bei der ozonbedingten Genexpres-
sionsanalyse mittels qRT-PCR differenziert werden. Die Tatsache, da3 sich im Expres-
sionsmuster der drei DAHPS-Isoformen starke Unterschiede zeigten, ist ein Hinweis
darauf, daB} die angestrebte Differenzierung der drei Isoformen erfolgreich war. Wih-
rend die relative Genexpression der Isoform Fs-DAHPS?2 in den ozonbehandelten Béu-
men iiber den gesamten Versuchszeitraum anndhernd unverédndert blieb und bis zum
27. Tag nach Behandlungsbeginn sogar eine leichte Reprimierung dieser Isoform zu
erkennen war, waren die beiden Isoformen Fs-DAHPSI und Fs-DAHPS3 zum Ende
der Ozonbehandlung mit etwa 30-facher, bzw. 11-facher Genexpression in den ozon-
behandelten Pflanzen signifikant gegeniiber den unbehandelten Kontrollpflanzen indu-
ziert (Tab. [6.16] S.[222). In Abbildung [3.22] S.[96|sind die Zeitverldufe der relativen
Genexpression der drei putativen DAHPS-Isoformen aus der Buche dargestellt.
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Tage nach Beginn der Ozonapplikation

Abbildung 3.22: Ozonbedingte Expression von drei putativen 3-Deoxy-D-arabino-
Heptulosonat 7-Phosphat Synthase Isoformen aus der Buche (Versuch C, 150-190 nl/1, 8 h/d, 84
d). Dargestellt ist jeweils der auf das Referenz-Gen Fs-26SrRNA normalisierte Mittelwert der
Genexpression von 4 ozonbehandelten (Versuchsvariante a) relativ zum Mittelwert der Gen-
expression von 4 Kontrollpflanzen (Versuchsvariante k) == SEM. * = Erhohung der Ozondosis
von 150 nl/l auf 190 nl/l, ** = erste ozonbedingte Lisionen. Man beachte die unterschiedliche
Skalierung der Ordinaten. 96
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Auch Fs-DAHPSI und Fs-DAHPS3 unterschieden sich im Induktionsverlauf. So
war fiir Fs-DAHPS3 im Gegensatz zu Fs-DAHPS]I ein konstanter Anstieg der Induk-
tion ab Versuchsbeginn zu verzeichnen. Auch hatte die Erhohung der Ozonkonzen-
tration von 150 nl/1 auf 190 nl/l scheinbar nur einen EinfluB} auf die Expression von
Fs-DAHPS3, nicht aber auf die von Fs-DAHPS. Die Induktion von Fs-DAHPS! blieb
16 Tage nach Versuchsbeginn unverédndert niedrig, wihrend sich das Induktionsniveau
von Fs-DAHPS3 zu diesem Zeitpunkt mehr als verdreifachte. Die Expression von Fs-
DAHPS1 blieb unter dem Einflul von Ozon zunéchst auf niedrigem Niveau und nahm
erst nach dem Auftreten erster Ozonlédsionen deutlich zu.

Fs-DHQS

Wie Abbildung S. 98] verdeutlicht, wurde die Expression der putativen DHQS-
Isoform der Buche Fs-DHQS durch die Ozonbehandlung nur in geringem Umfang re-
guliert. Nach einem stetigen Anstieg konnte bis zum Versuchsende etwa eine Verdopp-
lung der Genexpression in den behandelten Pflanzen gegeniiber den Kontroll-Bdumen
festgestellt werden. Die Erhohung der Ozonkonzentration und die Ausbildung erster
makroskopischen Lasionen hatten keinen merklichen Einflul auf die relative Genex-
pression von Fs-DHQS.

Fs-DHQD/SD

Bereits zwei Tage nach Beginn der Ozonbehandlung war das Gen Fs-DHQD/SD in
den behandelten Pflanzen um 50% gegeniiber der Kontrolle induziert. Nach der Erho-
hung der Ozonkonzentration von 150 auf 190 nl/I (8 h/d) erfolgte eine kontinuierliche
Zunahme der Genexpression und erreichte nach 55 Tagen, 10 Tage nach dem Auftreten
erster Ozonldsionen, mit 7-facher Induktion ein Maximum. Gegen Versuchsende redu-
zierte sich die relative Genexpression auf ein Niveau von vierfacher Induktion nach 69
Tagen. Bei der letzten Probenahme war das Gen Fs-DHQD/SD etwa 5-fach induziert.
Der Verlauf der Genexpression von Fs-DHQD/SD in Versuch C kann der Abbildung
[3.23] S.[98 entnommen werden.

Fs-SK

Der Genexpressionsverlauf der klonierten putativen Shikimat Kinase Isoform Fs-SK
entsprach etwa der Induktionskinetik des Gens Fs-DHQS. Insgesamt war die ozonbe-
dingte Induktion etwas deutlicher als bei Fs-DHQS und erreichte einen Maximalwert
von 2,4 nach 62 Tagen, der allerdings bis zum Versuchsende wieder auf einen Wert
von 1,5 zuriickging. Die Erhohung der Ozonkonzentration von 150 auf 190 nl/1 (8 h/d)
und das Auftreten erster Blattldsionen schienen keinen Einflul auf die Genexpression

zu haben (Abb. [3.23] S.[98).
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Tage nach Beginn der Ozonapplikation
Abbildung 3.23: Analyse der ozonbedingten Expression der Gene Fs-DHQS, Fs-DHQD/SD
und Fs-SK (Versuch C, 150-190 nl/l1, 8 h/d, 84 d). Dargestellt ist jeweils der auf das Referenz-
Gen Fs-26SrRNA normalisierte Mittelwert der Genexpression von 4 ozonbehandelten Pflanzen
(Versuchsvariante a) relativ zum Mittelwert der Genexpression von 4 Kontrollpflanzen (Ver-
suchsvariante k) &= SEM. * = Erhohung der Ozondosis von 150 nl/l auf 190 nl/1 (8 h/d), ** =
erste ozonbedingte Lisionen. Abkiirzungen siehe[6.1} S.[202]
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Fs-EPSPS

Von allen putativen Genen des Shikimatstoffwechsels war die Fs-EPSPS zwei Tage
nach Beginn der Ozonbehandlung mit einem Geninduktionsfaktor von 2,6 gegeniiber
der Kontrolle am stidrksten induziert. Bis zur Erhohung der Ozonkonzentration von
150 auf 190 nl/1 (8 h/d) 13 Tage nach Versuchsbeginn blieb die Genexpression von Fs-
EPSPS relativ konstant im Bereich 2-facher Induktion und erhohte sich danach noch
einmal kurzfristig um etwa 50%. Nach einem Abfall des Induktions-Niveaus auf 1,8
am 21. Versuchstag kam es bis zum Ende der Ozonexposition zu einer konstanten Zu-
nahme der relativen Genexpression von Fs-EPSPS in den ozonbehandelten Pflanzen.

Wie aus Abbildung S. hervorgeht, waren die Induktionsverldufe von F's-
EPSPS und Fs-DAHPS3 sehr dhnlich. Allerdings war Fs-EPSPS im Vergleich mit der
putativen DAHPS-Isoform zu Beginn der Behandlung stirker und ab der Erhthung
der Ozonkonzentration bis zum Ende des Versuchs mit bis zu 4,5-facher Geninduktion
weniger deutlich exprimiert als Fs-DAHPS3.

Fs-CS

Uber den gesamten Verlauf des Versuchs war die putative Chorismat Synthase Isoform
aus der Buche Fs-CS, dhnlich wie Fs-DHQS und Fs-SK, nur relativ schwach induziert.
Die Erhdhung der Ozonkonzentration von 150 auf 190 nl/1 (8 h/d) hatte keine erkenn-
baren Auswirkungen auf die Expression dieses Gens und erst wihrend der Auspriagung
erster makroskopischer Ozonlidsionen erhohte sich die Genexpression in den Bereich
etwa 2-facher Induktion. Nach einem Riickgang auf 1,5-fache Induktion 62 Tage nach
Versuchbeginn wurde dieses Niveau bis zur letzten Probenahme wieder erreicht (Abb.

3.24] S.[100).

Fs-CM

Der in Abbildung [3.24] S. dargestellte Expressionsverlauf der klonierten puta-
tiven Chorismat Mutase aus der Buche Fis-CM entsprach in Wesentlichen dem der
Fs-DHQD/SD. Fs-CM war zwar mit einer Verdopplung der Genexpression gegeniiber
der Kontrolle zu Versuchsbeginn etwas stirker induziert als Fs-DHQD/SD, erreich-
te aber nach 55 Tagen mit 5-facher relativer Genexpression nicht ganz das Niveau
der Fs-DHQD/SD zu diesem Zeitpunkt. Wie bei Fs-DHQD/SD wurde 69 Tage nach
Versuchsbeginn ein Abfall und zum Versuchsende eine neuerliche Erhhung der Gen-
expression mit Induktionswerten von 3,7 bzw. 4,5 beobachtet.
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Abbildung 3.24: Analyse der ozonbedingten Expression Fs-EPSPS, Fs-CS und Fs-CM (Ver-
such C, 150-190 nl/1, 8 h/d, 84 d). Dargestellt ist jeweils der auf das Referenz-Gen Fs-26SrRNA
normalisierte Mittelwert der Genexpression von 4 ozonbehandelten Pflanzen (Versuchsvarian-
te a) relativ zum Mittelwert der Genexpression von 4 Kontrollpflanzen (Versuchsvariante k) +
SEM. * = Erhohung der Ozondosis von 150 nl/l auf 190 nl/I (8 h/d), ** = erste ozonbedingte
Liasionen. Abkiirzungen siehe S.[202]
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Fs-rbcL und Fs-PR1

Auch in Versuch C wurden, neben der Genexpression der oben beschriebenen puta-
tiven Gene des Shikimatstoffwechsels, der Induktionsverlauf der Gene Fs-PRI und
Fs-rbcL gemessen. Abbildung zeigt die Expression beider Gene wihrend der ge-
samten Versuchsdauer.
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Abbildung 3.25: Analyse der ozonbedingten Expression der Gene Fs-PRI und Fs-rbcL (Ver-
such C, 150-190 nl/1, 8 h/d, 84 d). Dargestellt ist jeweils der auf das Referenz-Gen Fs-26SrRNA
normalisierte Mittelwert der Genexpression von 4 ozonbehandelten Pflanzen (Versuchsvarian-
te a) relativ zum Mittelwert der Genexpression von 4 Kontrollpflanzen (Versuchsvariante k) +
SEM. * = Erhohung der Ozondosis von 150 nl/l auf 190 nl/I (8 h/d), ** = erste ozonbedingte
Liasionen. Abkiirzungen siehe S.[202]

Wie in Versuch B war auch hier die Expression von Fs-PRI schon nach wenigen
Tagen deutlich erhoht und erreichte nach 6 Tagen mit 25-facher Induktion gegeniiber
der Kontrolle ein erstes Maximum. Fiinf Tage spiter hatte sich die Induktion von Fs-
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PRI wieder auf einen Wert von 3 reduziert. Die Erhéhung der Ozonkonzentration von
150 auf 190 nl/1 (8 h/d) am 13. Tag nach Beginn der Behandlung hatte einen signifikan-
ten Anstieg der Genexpression von Fs-PR/ auf ein maximales Niveau von 61-facher
Induktion 16 Tage nach Behandlungsbeginn zur Folge (Tab. S.[223). Von diesem
Zeitpunkt an ging das Expressionsniveau dieses Gens kontinuierlich zuriick.

Die Genexpression der groen Untereinheit von RUBISCO (Fs-rbcL) nahm im
Verlauf der Ozonbehandlung in der behandelten Gruppe der Versuchsbdaume stetig ab,
bis sie 69 Tage nach Behandlungsbeginn nur noch 0,21 betrug, was einem Repressi-
onsfaktor von 4,7 entspricht. Weder die Erhhung der Ozonkonzentration auf 190 nl/l
(8 h/d) noch das Auftreten der ersten makroskopisch sichtbaren Ozonsymptome hatte
einen merklichen Einflu} auf die Reduktionsrate der relativen Genexpression.

Expressionsverhiltnis der putativen Gene des Shikimatstoffwechsels in der Bu-
che

Die bisher vorgestellten Genexpressionswerte basieren auf den CT-Wert-Differenzen
von ozonbehandelten und Kontrollpflanzen und treffen damit Aussagen iiber den Ein-
fluB von Ozon auf die relative Genexpression in den Buchenjungpflanzen zwischen
beiden Behandlungsvarianten.

Um das Expressions-Verhiltnis zwischen den einzelnen putativen Genen des Shi-
kimatstoffwechsels zu untersuchen, wurde dariiber hinaus fiir jedes Gen der Mittel-
wert aller CT-Werte der unbehandelten Pflanzen gebildet. Geht man davon aus, daf3
bei der qRT-PCR im fiir die Ableitung der CT-Werte verwendeten Zeitraum eine PCR-
Effizienz von 2 vorlag, so entspricht die Differenz von zwei auf diese Weise errechne-
ten Mittelwerten dem Logarithmus zur Basis 2 des absoluten Expressionsunterschieds
zwischen den betrachteten Genen. So ergab sich zum Beispiel 69 Tage nach Behand-
lungsbeginn fiir die Gene Fs-DAHPSI und Fs-DAHPS?2 eine durchschnittliche CT-
Wert-Differenz von 7,844, was einer 27-8%* = 230-mal hoheren Genexpression von
Fs-DAHPS?2 gegeniiber Fs-DAHPS1 entspricht.

Beim Vergleich aller putativen Gene des Shikimatstoffwechsels zeigte sich, dal3
in den Kontrollpflanzen im Mittel iiber den gesamten Versuchszeitraum von dem Gen
Fs-DAHPS1 die wenigsten und von Fs-DAHPS?2 die meisten Transkripte vorlagen. So
war das Gen Fs-DAHPS?2 im Versuchsverlauf durchschnittlich 6 mal hiufiger als Fis-
DAHPS3, 3 mal hiaufiger als Fs-DHQS und Fs-CS, 5 mal hiufiger als Fs-EPSPS und
Fs-CM und 9 bzw. 10 mal héufiger als Fs-SK bzw. Fs-EPSPS exprimiert.

Auffillig ist, da} die hdufigsten Transkripte wie Fs-DAHPS2, Fs-DHQS und Fs-
CS nur schwach durch Ozon reguliert wurden, wihrend seltenere Transkripte wie Fs-
DHQD/SD und Fs-DAHPS3 einer deutlichen Regulation unterlagen. Beispielhaft sind
in Graphik [3.26] S.[103]die CT-Werte aller untersuchten putativen Gene des Shikimat-
stoffwechsels fiir einen nicht mit Ozon behandelten Baum 69 Tage nach Versuchsbe-
ginn dargestellt.
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Abbildung 3.26: Expressionsniveau aller untersuchten putativen Gene des Shikimatstoffwech-
sels aus der europdischen Buche. Dargestellt sind beispielhaft die qRT-PCR Daten eines nicht
ozonexponierten Baums 69 Tage nach dem Beginn von Versuch C (Variante k). Die CT-
Werte der untersuchten Gene Fs-DAHPSI(1), Fs-DAHPS2(2), Fs-DAHPS3(3), Fs-DHQS(4),
Fs-DHQD/SD(5), Fs-SK(6), Fs-EPSPS(7), Fs-CS(8), Fs-CM(9), Fs-PRI(10) und Fs-rbcL(11)
leiten sich aus den Schnittpunkten der sigmoiden Kurven mit dem Schwellenwert T ab. delta
Rn = normalisierte Fluoreszenz-Intensitit. Abkiirzungen siehe[6.1] S.[202]

Varianzanalyse der Zeitkinetiken

Die Expressionsverldufe aller putativen Gene des Shikimatstoffwechsels und der Ge-
ne Fs-rbcL und Fs-PRI wurden zusammen mit Herrn Welzl (IDG, GSF Neuherberg)
durch ein sogenanntes ’gemischtes statistisches Modell’ in zweierlei Hinsicht analy-
siert. Einerseits wurde durch ein lineares Modell die Behauptung iiberpriift, dal die
Ozonbehandlung einen EinfluB} auf die gemessenen CT-Werte hatte. Andererseits wur-
de durch einen globalen Test, unter Beriicksichtigung wiederholter Messungen an den
einzelnen Biaumen, ermittelt, ob diese Unterschiede innerhalb der Zeitverldufe konsi-
stent sind. In Tabelle S.[104] sind die aus diesem Modell resultierenden p-Werte
zusammengefallt. Danach konnte fiir alle untersuchten putativen Gene des Shikimat-
stoffwechsels mit Ausnahme des nur schwach induzierten Gens Fs-DAHPS2 und fiir
die Gene Fs-rbcL und Fs-PRI1 gezeigt werden, dal} sich die jeweiligen Zeitverldufe
der Genexpression zwischen Ozonbehandlung und Kontrolle mindestens auf dem 5%-
Niveau signifikant unterschieden.
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Gen p-Wert SN Gen p-Wert SN
Fs-DAHPSI  0,00509 ** | Fs-EPSPS 0,00009 ***
Fs-DAHPS2  0,15051 n.s. Fs-CS 0,00217  **
Fs-DAHPS3  0,00020 *** | Fs-CM  0,00005 *%*%*

Fs-DHQS 0,01150  * Fs-PRI ~ 0,00009 ***
Fs-DHQD/SD 0,00045 *** | Fs-rbcL ~ 0,00017 ***
Fs-SK 0,00069  #**

Tabelle 3.7: Analyse der Genexpressionsverldufe aller untersuchten putativen Gene des Shi-
kimatstoffwechsels mit einem gemischten statistischen Modell. Die p-Werte geben an, auf
welchem Signifikanzniveau (SN) eine Differenzierung der Genexpressionsverldufe zwischen
ozonbehandelten und Kontrollpflanzen beziiglich der Einwirkung von Ozon mdglich ist. *, **,
4% = 5%, 1% und 0,1% Signifikanzniveau. Abkiirzungen siehe[6.1] S.

3.5.5 Versuch D: Expressionsanalyse von Genen des Shikimat-
stoffwechsels an ausgewachsenen Buchen unter dem Einfluf3
von Ozon im Freiland

Fiir die Analyse der ozonbedingten Expression der putativen Gene des Shikimatstoff-
wechsels Fs-DAHPSI, Fs-DAHPS2, Fs-DAHPS3, Fs-DHQS, Fs-DHQD/SD, Fs-SK,
Fs-EPSPS, Fs-CS, Fs-CM und der Gene Fs-rbcL und Fs-PR1 in adulten Buchen wur-
den am Versuchsstandort *Kranzberger Forst” im Rahmen von Versuch D zu 4 Ernte-
zeitpunkten Buchenblitter aus der Sonnenkrone von je 4 Buchen unter einfachem und
doppelt ambientem Ozonregime geerntet und fiir gRT-PCR Analysen verwendet.

Im Gegensatz zu den Gewéchshaus-Versuchen A, B und C konnten in Versuch D
nur in der Tendenz eine ozonbedingte Induktion des Shikimatstoffwechsels verzeich-
net werden (Abb. S.[103). Ein t-Test der in der qRT-PCR ermittelten CT-Werte
von je 4 ozonbehandelten und 4 Kontrollbdumen zeigte, daf in keinem Fall signifikante
Unterschiede zwischen den beiden Behandlungsvarianten vorlagen (Tab. S.[224).
Die Gene Fs-DAHPS2, Fs-DAHPS3, Fs-DHQOD/SD und Fs-SK wiesen zu allen Ern-
tezeitpunkten eine leicht erhohte Induktion unter dem doppelt ambienten Ozonregime
auf, wihrend Fs-CS erst ab dem zweiten und Fs-EPSPS sowie Fs-CM erst ab dem
dritten Erntezeitpunkt schwach induziert waren. Die Induktion von Fs-DAHPSI unter-
schied sich dadurch von den anderen untersuchten Genen des Shikimatstoffwechsels,
daB keine tendenzielle Zunahme im Verlauf des Jahres festzustellen war. Vielmehr war
diese DAHPS-Isoform am zweiten und vierten Erntezeitpunkt tendenziell reprimiert
und wies nur am dritten Erntezeitpunkt eine leichte Induktion auf. Die Expression des
PR-Gens Fs-PR1 war mit Ausnahme des zweiten Erntezeitpunktes unter doppelt am-
bientem Ozonregime tendenziell leicht erhoht. Ebenso war auch das Gen Fs-rbcL unter
dem EinfluB} der zusitzlichen Ozonbehandlung leicht induziert.
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Abbildung 3.27: Analyse der ozonbedingten Expression der putativen Gene des Shikimat-
stoffwechsels bei adulten Buchen unter doppelt ambientem Ozonregime (Versuch D). Darge-
stellt sind fiir 4 Beobachtungszeitpunkte die aus QRT-PCR-Daten ermittelten Mittelwerte der
Genexpressionsniveaus von 4 ozonbehandelten Bdumen relativ zu 4 Kontrollbizumen 4+ SEM.

Abkiirzungen siehe[6.1} S.
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3.6 Regulation von Genen der Ethylenbiosynthese

Unter dem Einflul von Ozon wurde wie bei krautigen Pflanzen auch bei der Buche
bereits die Bildung von Ethylen beobachtet [2, 228]. Man geht heute davon aus, daf3
diese Ethylenemission ursidchlich mit dem Auftreten von ozonbedingtem Zelltod und
Liasionen verkniipft ist [203] 228]]. In Zusammenhang mit der Bestimmung von Ethy-
len und dessen Vorstufe ACC wurden bei den Expositionsversuchen B und C auch die
Expression einzelner Gene der Ethylenbiosynthese unter dem Einflul von Ozon unter-
sucht. Dabei handelte es sich um je zwei putative Isoformen der ACC Synthase und
der ACC Oxidase, die entweder bereits bekannt waren (Fs-ACSI, Fs-ACOI, AccNr.:
AJ420188, AJ420190) oder im Rahmen dieser Arbeit kloniert wurden (Fs-ACS2, Fs-
ACO2, AccNr.: AY705445, AM062963).

3.6.1 Differenzierung der Isoformen von ACC Synthase und ACC
Oxidase aus der europiischen Buche

Wie aus Studien mit Tomate bekannt ist, konnen grofe Multigenfamilien der ACC
Synthase und ACC Oxidase existieren, deren einzelne Mitglieder zum Teil sehr hohe
Homologie zueinander aufweisen [9, 203]]. Daher war es bei der Genexpressionsanaly-
se wichtig, die Primersequenzen fiir die qRT-PCR nach Moglichkeit aus Bereichen mit
geringer Homologie zwischen den jeweiligen Isoformen abzuleiten, wie im Folgenden
erldutert wird.

Klassifizierung von Fs-ACSI und Fs-ACS2

Von den Isoformen Fs-ACSI und Fs-ACS2 sind nur partielle cDNA Sequenzen be-
kannt, wobei sich im Vergleich mit mehreren ACC Synthase Isoformen der Tomate
zeigte, dal der bekannte Sequenzbereich von Fs-ACS! eher am 3’-Ende und derjenige
von Fs-ACS2 eher am 5’-Ende der cDNA-Konsensus-Region positioniert ist. Ein 114
bp langer mittlerer Sequenzbereich, in dem beide Isoformen homolog sind, weist ge-
mil CLUSTALW eine paarweise Identitit (PWI) von 66% auf. Da die verwendeten
gRT-PCR Primerpaare nicht ausschlieBlich aus diesem homologen Bereich abgeleitet
werden konnten, kann nicht mit Sicherheit davon ausgegangen werden, daf} diese fiir
die jeweilige Isoform absolut spezifisch sind.

Die Bezeichnung der klonierten Isoform als Fis-ACS2 begriindet sich in Homolo-
gievergleichen mit bereits veroffentlichten DNA-Sequenzen aus anderen Pflanzen. Zu-
nichst konnte die fragliche cDNA-Sequenz aus der Buche bei einem mit CLUSTALW
durchgefiihrten Vergleich keiner der neun bekannten ACC Synthase Isoformen der To-
mate eindeutig zugeordnet werden, da sie zu den Isoformen ACSI/A, ACSIB, ACS2
oder ACS6 (AccNr.: U72389, U72390, AY326958, AF179249) eine jeweils gleich ho-
he paarweise Identitit von 70% aufwies. Ausschlaggebend fiir die Wahl der Bezeich-
nung Fs-ACS2 war die CLUSTALW-Analyse eines 600 bp langen homologen Bereichs
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der putativen ACS-Sequenz aus Buche und zweier ACS Isoformen aus der Birke (Befu-
la pendula). Hierbei wies Fs-ACS2 mit 82% PWI eine deutlich hohere Homologie zu
der ACC Synthase 2 aus Birke (AccNr. AY 120898, [318]) auf, als zur ACC Synthase
1 (70% PWI, AccNr. AY 120897, [318]).

Klassifizierung von Fs-ACOI und Fs-ACO2

Die klonierte Sequenz Fs-ACO?2 ist dem 3’-Ende des offenen Leserahmens von Fis-
ACOI (AccNr. AJ420190, [38]]) mit 97% PWI in einem 195 bp langen homologen
Bereich sehr dhnlich. Eine ’Blastn’-Analyse [[1] lieferte einen sehr niedrigen Erwar-
tungswert von nur 1792 fiir die Hypothese, daB diese Homologiezuordnung von Fs-
ACOI und Fs-ACO2 zufilliger Natur ist.

Fs-ACO2 zeichnet sich gegeniiber Fs-ACO/! durch eine Insertion von 73 bp im
Endbereich der kodierenden Region aus, die zu einer C-terminalen Verlidngerung der
Proteinsequenz von Fs-ACO2 um 12 Aminosduren gegeniiber Fs-ACO] fiihrt. Durch
die Positionierung eines der qRT-PCR-Primer fiir Fs-ACO?2 innerhalb dieser Insertion
wurde die isoformspezifische Amplifikation dieses Gens in der qRT-PCR angestrebt.

1 75
Fs=-AC01 éGCTCTHTGCTGGCCTCHHGTTCCHGGCCHHGGHGCCTHGHTTTGHHGCCHTGHHHGCCGTTGHHTCTHHTGTTA

Fs-AC02 AGCTCTATGCTGGCCTCARGTTCCAGGCCARGGAGCCTAGATTTGARGCCATGARAGCCGTTGARTCTAATGTTA
Consensus RGCTCTATGCTGGCCTCARGTTCCAGGCCARGGAGCCTAGATTTGARGCCATGARAGCCGTTGARTCTARTGTTA

76 ACO2-gpcr-f_ Stop Fs-ACO2 150
1 - ! 1

Fs-ACOL CT |
Fs-AC02 nmmnnucmmmcmﬁccrmncmﬁdﬁnneufmsmmncnmﬁcmnnneccmTﬁn+ncmnmrmm
i T T SRS R SO S S A S S R A I B A A SN S A VPN SRS AP VS PSSR i SRS
151 Stop Fs-ACO1 _ACO2-gpcr-r 225

I

Fs-AC01 GTGGGTCCHRTTGCHRCCGCdTHdTTHHGHTCGCHHTTTT'
Fs-AC02 GTGGGTCCARTTGCARCCGCTTGATTARGATCGCARTTTTACTACARGARGARGGGTTTTCITARTTTGTCTGTCA
Consensus GTGGGTCCARTTGCAACCGCTTaATTARGATCGCARTTTTACTACAAGARGRAGGGTTTTCTAATTTGTCTGTCA

226 300

| 1

Fs-AC01 RGGCCTTARTTGGGGARGGAAGTGTGACARRARCTARARGCCTTAARGTAGATATATTATARATGCCATTTATATTT
Fs-AC02 AGGCCTTARCTGGGGARGGRAGTGTGACARAGCTARRRGCCTTAAGTAGATATATTATATATGCCATTTATATTT
Consensus AGGCCTTARcTGGGGARGGAAGTGTGACARRACTARARGCCTTARGTAGATATATTATAAATGCCATTTATATTT

301 321

1 1

Fs=-AC01 ATGGTTTCCTTCARARGTAGT
Fs=AC02 ATGGTTTCCTTCAARAGTAGT
Consensus ATGGTTTCCTTCARAAGTAGT

Abbildung 3.28: Position der qRT-PCR-Primer im homologen 3’-cDNA Bereich von Fis-
ACOI und Fs-ACO2 zur Unterscheidung der beiden putativen ACC Oxidase Isoformen. Der
Primer ACO2-qpcr-f liegt innerhalb einer 73 bp langen Insertion von Fs-ACOZ2 und ist da-
mit spezifisch fiir diese Isoform. Fiir beide Isoformen ist das Ende des offenen Leserahmens
gekennzeichnet.

Die Verschiebung des Stop-Codons durch die Insertion und die Lage der qRT-PCR
Primer fiir Fs-ACO2 innerhalb der Insertion wird in Abbildung [3.28] verdeutlicht. Fiir
die Primer der Isoform Fs-ACO1 konnte eine entsprechende Isoform-Spezifitit nicht
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sichergestellt werden, da diese bereits vor der Klonierung der Isoform Fs-ACO2 von
einem kodierenden Bereich der cDNA von Fs-ACO1 abgeleitet wurden. Die Sequen-
zierung von Fs-ACO?2 lieferte keine homologe Sequenzinformation zu diesem cDNA-
Abschnitt, so da} keine Aussage iiber die Ahnlichkeit von Fs-ACO1 und Fs-ACO2 in
diesem Bereich getroffen werden kann.

3.6.2 Versuch B

Die ozonbedingte Regulation der Ethylenbiosynthese wurden im Rahmen dieser Ar-
beit zunéchst in Versuch B (200 nl/1 O3, 8 h/d, 46 d) beziiglich der Genexpression von
Fs-ACS2 und Fs-ACO1 untersucht [228]].

Wie Abbildung verdeutlicht, ergab sich die hochste ozonbedingte Genexpres-
sionsverdnderung fiir das Gen Fs-ACS2. So wurde bereits nach 2 Tagen ein 12-fache
und nach 15 Tagen eine 185-fache relative Expression dieses Gens im Vergleich zur
nicht mit Ozon behandelten Kontrollgruppe ermittelt. Nach diesem Maximum nahm
die Induktion dieses Gens im Lauf des Versuches stetig ab, bis sie zum Versuchsende
auf den Faktor 10 abgesunken war.

|
®

Relative Genexpression
(Fs-ACO1, Fs-rbcS)

150 |

|
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1
N

50

Relative Genexpression (Fs-ACS2)
v

o t 10 20 30 40
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Abbildung 3.29: Analyse der ozonbedingten Expression der Gene Fs-ACS2, Fs-ACOI und
Fs-rbcS (Versuch B, 200 nl/l O3, 8 h/d, 46 d). Man beachte die unterschiedliche Skalierung der
Ordinaten. Abkiirzungen siehe[6.1] S.[202] Aus Nunn et al. [228]].

Das Gen Fs-ACOI war zwar in den ozonbehandelten Pflanzen auch bereits nach
2 Tagen 5,7-fach induziert, blieb damit aber deutlich unter dem Niveau der Fs-ACS?2.
Die Genexpression von Fs-ACO] stabilisierte sich bis 25 Tage nach Versuchsbeginn
im Bereich 6-facher Induktion und reduzierte sich nach 24 Tagen deutlich auf den
Faktor 2. Abgesehen von einer leichten Induktion um etwa 50% 39 Tage nach Ver-
suchsbeginn blieb die Genexpression bis zum Ende des Versuchs in diesem Bereich.
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Der Genexpressionsverlauf von Fs-rbcS wurde bereits unter [3.5.3] S.[90] erldutert und
diente in der zugrundeliegenden Publikation [228]] als Referenz.

3.6.3 Versuch C

In Versuch C wurde die ozonbedingte Genexpression der bereits publizierten Ge-
ne Fs-ACSI und Fs-ACOI und der, im Rahmen dieser Arbeit klonierten, putativen
Ethylenbiosynthese-Gene Fs-ACS2 und Fs-ACO2 an vierjdhrigen Jungbuchen unter-
sucht. Wie die Abbildungen [3.30] S. [110|und [3.31} S. [I12] zeigen, wurden alle vier
Gene im Verlauf der 12-wochigen Ozonbehandlung induziert, wobei die Induktion fiir
die beiden Isoformen Fs-ACS2 uns Fs-ACO?2 am stérksten ausfiel.

Die untersuchten ACC Synthase Isoformen der Buche Fs-ACSI und Fs-ACS2
wiesen in den ozonbehandelten Pflanzen einen unterschiedlichen Verlauf der relati-
ven Genexpression auf, was fiir eine erfolgreiche Differenzierung der beiden ACS-
Isoformen durch die qRT-PCR-Primer spricht. Im Vergleich mit dem Induktionsver-
halten der putativen Gene des Shikimatstoffwechsels wurde innerhalb der 4 beprobten
ozonbehandelten Bdume eine von Pflanze zu Pflanze stark unterschiedliche Induktion
von Fs-ACSI und Fs-ACS2 festgestellt, wodurch sich die hohen statistischen Fehler
bei der Schitzung der entsprechenden Mittelwerte erklédren.

Fs-ACS1

Fs-ACS1 war in den behandelten Pflanzen bereits 2 Tage nach Beginn der Ozonex-
position mit 34-facher Genexpression relativ zu den Kontrollpflanzen stark induziert.
Nach einem raschen Riickgang der Genexpression auf ein Niveau 6-facher Induktion
am darauffolgenden Erntezeitpunkt wurde, nach Erhohung der Ozonkonzentration von
150 nl/l auf 190 nl/1 (8 h/d), bis zum 21. Tag nach Behandlungsbeginn mit 40-facher
Induktion ein neues Maximum der Genexpression gemessen.

Nach weiteren 6 Tagen hatte sich die Genexpression von Fs-ACSI wieder deut-
lich auf eine 5-fache Induktion reduziert, erhdhte sich aber dann wieder, parallel zum
Auftreten der ersten Blattsymptome, bis 3 Wochen vor Versuchsende mit einem Induk-
tionsfaktor von 44 ein absolutes Maximum verzeichnet wurde. Ab diesem Zeitpunkt
nahm die Induktion dieses Gens stetig ab und war in den ozonbehandelten Pflanzen
zum Versuchsende nur noch sechsmal so hoch wie in den Kontrollpflanzen.

Fs-ACS2

Die hochste relative Genexpression aller in dieser Arbeit untersuchten Gene wurde fiir
die putative ACC Synthase Fs-ACS2 ermittelt. Im Gegensatz zu Fs-ACS1 kam es bei
diesem Gen direkt nach Beginn der Ozonexposition nicht zu einem starken Anstieg der
Genexpression. 21 Tage nach Versuchsbeginn hatte die Expression von Fs-ACS2 aller-
dings das Induktionsniveau von Fs-ACS! erreicht und stieg im Verlauf der nichsten
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Abbildung 3.30: Analyse der ozonbedingten Expression der ACC Synthase Isoformen Fs-
ACSI und Fs-ACS2 (Versuch C, 150-190 nl/l, 8 h/d, 84 d). Dargestellt ist jeweils der auf das
Referenz-Gen Fs-26SrRNA normalisierte Mittelwert der aus qRT-PCR-Daten errechneten Gen-
expression von 4 ozonbehandelten relativ zu 4 Kontrollpflanzen £ SEM. * = Erhdhung der
Ozondosis von 150 nl/I auf 190 nl/l (8 h/d), ** = erste ozonbedingte Lisionen. Man beachte
die unterschiedliche Skalierung der Ordinaten.

Wochen stark an, bis 48 Tage nach Versuchsbeginn mit Werten von iiber 1000-facher
relativer Genexpression ein Maximum erreicht wurde.

Die hohe Induktion blieb 2 Wochen lang relativ konstant und ging zum selben Zeit-
punkt wie bei Fs-ACS1, aber auf hoherem Niveau, wieder deutlich zuriick, wobei in
den ozonbehandelten Pflanzen zum Versuchsende immer noch eine im Mittel knapp
400-fach gegeniiber den Kontrollpflanzen erhohte Genexpression gefunden werden
konnte.
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Fs-ACO1

Von allen untersuchten Genen aus der Ethylenbiosynthese fiel die Induktion von Fis-
ACOI am niedrigsten aus. Der Beginn der Ozonexposition fiihrte zu einer Zunahme
der F's-ACO1 Transkripte, so dal 6 Tage danach in den ozonbehandelten Pflanzen ein
7-fach gegeniiber der Kontrolle erhohtes Expressionsniveau dieses Gens zu finden war.
Einem Riickgang der Genexpression innerhalb der nédchsten 4 Tagen auf 3-faches Ni-
veau folgte nach Erhohung der Ozonkonzentration von 150 auf 190 nl/l (8 h/d) ein
neuerlicher Anstieg auf den fiir dieses Gen im Zeitverlauf maximalen Wert 13-facher
Induktion gegeniiber der Kontrolle. Darauthin nahm die Genexpression zunichst deut-
lich und spéter langsamer ab, bis Fs-ACOI zum Versuchsende nur noch 2-fach durch
die Ozonbehandlung induziert war.

Fs-ACO2

Die putative ACO Synthase Fs-ACO2 hatte im Prinzip einen mit Fis-ACO1 vergleich-
baren Induktionsverlauf, allerdings auf durchwegs hoherem Niveau. Auch hier resul-
tierten aus dem Beginn der Ozonbehandlung und der Erhthung der Ozonkonzentra-
tion von 150 auf 190 nl/l (8 h/d) die stirksten Induktionszunahmen, wobei zunéichst
ein etwa 30-faches und im letzteren Fall ein fast 80-faches Induktionsniveau erreicht
wurden. Wie bei Fs-ACS2 reagierten die einzelnen Versuchsbdume im Bezug auf die
Expression von Fs-ACO?2 unterschiedlich auf die Ozonbehandlung, so daf} sich auch
hier eine relativ grole Streuung bei der Schitzung der Mittelwerte ergab.

Wie bei Fs-ACOI ging die Expression von Fs-ACO?2 bereits 27 Tage nach Ver-
suchsbeginn relativ stark auf 22-faches Niveau zuriick und nahm danach weiterhin
langsam ab, bis zum Versuchsende nur noch eine 8-fache Induktion dieses Gens in
den ozonbehandelten Biaumen festgestellt werden konnte. Die Ausbildung erster ma-
kroskopischer Symptome an den ozonbehandelten Buchenblittern hatte weder bei Fs-
ACOI noch bei Fs-ACO?2 eine merkliche Verdnderung der Genexpression zur Folge.
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Abbildung 3.31: Analyse der ozonbedingten Expression der ACC Oxidase Isoformen Fs-
ACOI und Fs-ACO2 (Versuch C, 150-190 nl/l, 8 h/d, 84 d). Dargestellt ist jeweils der auf
das Referenz-Gen Fs-26SrRNA normalisierte Mittelwert der aus qRT-PCR-Daten errechneten
Genexpression von 4 ozonbehandelten relativ zu 4 Kontrollpflanzen £ SEM. * = Erhohung der
Ozondosis von 150 nl/l auf 190 nl/l (8 h/d), ** = erste ozonbedingte Lisionen. Man beachte
die unterschiedliche Skalierung der Ordinaten.
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3.7 Regulation von Signalstoffen und Sekundiarmeta-
boliten

3.7.1 Ethylen

Im Verlauf des Ozonexpositionsversuchs C wurde zu 16 Zeitpunkten die Ethylene-
mission aus frisch geernteten Blittern von jeweils 3 vierjdhrigen Baumen aller Ver-
suchsvarianten gemif S. [53] bestimmt. Um zu verhindern, daB es durch das
Abtrennen einer zu grolen Anzahl an Blittern zur verletzungsbedingten Bildung von
Ethylen kommt, wurden von diesen Bdumen dariiber hinaus keine weiteren Proben fiir
andere molekularbiologische Messungen entnommen.

In allen ozonbehandelten Versuchsvarianten (a, ¢, d, e und f) wurde bei einzel-
nen Pflanzen eine deutliche ozonbedingte Stimulation der Ethylenemission beobachtet,
wihrend dies bei keiner der Pflanzen aus den Versuchsvarianten k und b der Fall war.
Abhingig von der individuellen Pflanze zeigten sich allerdings in allen Versuchsvari-
anten deutliche Unterschiede in der Hohe der Ethylenmission, die mit den Ergebnissen
der optischen Bonitur ozonbedingter Lisionen positiv korrelierten (3.2.1] S.[62). Da-
bei ging dem Auftreten makroskopischer Blattlidsionen bei allen betroffenen Pflanzen,
unabhingig von der Versuchsvariante, ein Anstieg der Ethylenemission voraus. Die
absolute Menge an gebildetem Ethylen unterschied sich deutlich zwischen den betrof-
fenen Pflanzen.

Die drei untersuchten Bdume der Versuchsvariante a aus Versuch C (150-190 nl/1
O3, 8 h/d, 84 d) verhielten sich beziiglich der Ethylenemission sehr unterschiedlich
(Abb. S.[IT5). Vor dem Auftreten der ersten Ozonlésionen kam es bei Baum al0,
20 Tage nach Versuchsbeginn, zu einer ersten Erhohung der Ethylenemission auf 0,45
nmol/(gFG - h) . Daraufhin folgte eine starke Zunahme bis nach weiteren 17 Tagen ein
Maximum der Ethylenemission mit 11,2 nmol/(gFG - h) gemessen wurde. In keiner
anderen Versuchsvariante wurde dieser Wert zu irgendeinem Zeitpunkt iiberschritten.
Im weiteren Versuchsverlauf nahm die Ethylenemission dann, mit fortschreitendem
Blattverlust des Baumes, wieder deutlich ab, bis zum Versuchsende in den letzten ver-
bliebenen Blittern keine Ethylenemission mehr nachgewiesen werden konnte.

Wie bei Baum al0 wurde auch fiir Baum all mit einem Wert von 0,6 nmol/(gFG -
h) der erste deutliche Anstieg der Ethylenemission 20 Tage nach Versuchsbeginn ver-
zeichnet. Danach stabilisierte sich dieser Wert allerdings im Gegensatz zu Baum al0
in diesem Bereich. Die ersten Ozonsymptome traten erst 36 Tage spiter auf. Zu diesem
Zeitpunkt wurde fiir den Baum all auch das absolute Maximum der Ethylenemission
mit einem Wert von 1,5 nmol/(gFG - h) ermittelt. Bis zum Versuchsende nahm die
Ethylenemission stetig ab, wihrend sich die ozonbedingten Blattsymptome ausweite-
ten, bis schlieBlich alle am Baum verbliebenen Blitter Ozonsymptome zeigten. Das
Ausmal dieser Lisionen war allerdings geringer als im Falle von Baum al0.

Die Ethylenemission von Baum al2 blieb im Mittel bei etwa 0,06 nmol/(gFG - h)
und stieg erst bei der letzten Probenahme auf ein Niveau von 0,6 nmol/(gFG - h) an.
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Dieser Baum zeigte bis zum letzten Versuchstag keine ozonbedingten Symptome. In
Abbildung S. sind die gemessenen Ethylenemissionen und die Ergebnisse
der optischen Bonitur ozonbedingter Blattldsionen der drei Bdume aus Versuchsvari-
ante a von Expositionsversuch C zusammengefalt.

Die Behandlung der Bdume mit Sporen des Pilzes Apiognomonia errabunda in
Versuch C hatte keinen erkennbaren Einfluf} auf die Bildung von Ethylen. So kam es
ohne Ozonbehandlung (b) weder zur Ausbildung von Lisionen noch zu einer Erho-
hung der Ethylenemission, wihrend diese Symptomatik bei allen Versuchsvarianten,
die zusitzlich zur Infektion auch mit Ozon behandelt wurden (c, d, e und f), beobachtet
werden konnte. Auch in diesen Versuchsvarianten waren einzelne Bdume davon beson-
ders stark betroffen, wihrend andere bis zum Versuchsende ohne Symptome blieben
und keine Induktion der Ethylenemission zeigten.

In Abbildung S. sind die Ethylenemissionen der jeweils 3 Bdume aus
den Versuchsvarianten a, ¢, d und e des Ozon-Expositionsversuchs C in Form einer
Boxplot-Grafik zusammengefat, um den Zusammenhang zwischen der Dauer der
Ozonbehandlung und der Ethylenemission zu verdeutlichen. Variante f wurde nicht
in diese Graphik miteinbezogen, da hier die Ozonbehandlung zu einem spiteren Zeit-
punkt begonnen hatte als bei den anderen 4 Varianten. Trotz der extrem unterschiedli-
chen Ethylenemission der einzelnen Baume als Reaktion auf die Ozonbehandlung ist
eine von der Behandlungsdauer abhéngige Zunahme der Ethylenemission erkennbar.

3.7.2 1-Aminocyclopropan-1-carbonsiure

Der Gehalt an freier und konjugierter 1-Aminocyclopropan-1-carbonsidure (ACC), der
direkten Vorldufersubstanz von Ethylen S. , wurde im Rahmen des Versuchs C
zu 15 Erntezeitpunkten ermittelt. Dabei wurde jeweils das Blattmaterial von 9 Bdumen
der ozonbehandelten Versuchsvariante ¢ bzw. der Kontrollvariante k des Ozonexposi-
tionsversuchs C zu gleichen Anteilen vereinigt und hinsichtlich der Menge an freiem
und konjugiertem ACC untersucht. Die Entwicklung der Gehalte an freiem und konju-
giertem ACC verlief in Versuch C annédhernd parallel, wobei der Anteil an konjugier-
tem ACC stets deutlich groRer war (Abb. S.[IT7). Wihrend in der Kontrollprobe
iber die gesamte Behandlungsdauer nie mehr als 0,56 nmol/gFG freies ACC gemessen
wurde, stiegen der Gehalt an freiem ACC in der ozonbehandelten Probe ab dem 16.
bis zum 48. Versuchstag langsam und daraufthin bis zum 62. Versuchstag schneller auf
einen Maximalwert von 22,1 nmol/gFG an. Nach einem raschen Riickgang auf 10,2
nmol/gFG eine Woche danach, erreichte der Gehalt an freiem ACC zum Versuchsende
einen Wert von 13,1 nmol/gFG.
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Abbildung 3.32: Zeitkinetik der ozoninduzierten Ethylenemission von drei vierjdhrigen Jung-
buchen in Ozonexpositionsversuch C (Variante a, 150-190 nl/l O3, 8 h/d, 84 d). An 16 Zeit-
punkten wurde fiir die drei Versuchsbdaume al0, all und al2 die Ethylenemission eines Blattes
bestimmt. Zum Vergleich sind die Ergebnisse der optischen Bonitur der ozonbedingten Blatt-
lasionen im unteren Bereich dargestellt. Baum al2 blieb iiber den gesamten Versuchszeitraum
ohne erkennbare ozonbedingte Blattldsionen. Zur Erlduterung der Boniturstufen siehe Tabelle

2.4 s.30

Wihrend der ersten drei Versuchswochen lag der Gehalt an konjugiertem ACC in
der ozonbehandelten Probe bei etwa 10 nmol/gFG. Bis zum 41. Tag nach Versuchsbe-
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Abbildung 3.33: Boxplot-Darstellung der mittleren Ethylenemission von je 3 ozonbehandelten
Bédumen der Versuchsvarianten a, ¢, d und e im Rahmen des Ozonexpositionsversuchs C (150-
190 nl/l, 8 h/d, 84 d). Obere Begrenzung, Mitte und untere Begrenzung der Box entsprechen
den 75%, 50% und 25%-Perzentilen der Beobachtungen.

ginn nahm er auf einen Wert von 25 nmol/gFG zu und erhohte sich mit dem Auftreten
der ersten makroskopischen Ozonlédsionen noch schneller, bis 62 Tage nach Versuch-
beginn mit einem Wert von 176,2 nmol/gFG ein absolutes Maximum an konjugiertem
ACC gemessen wurde. Wie bereits bei der Ermittlung des Gehalts an freiem ACC,
kam es auch beim konjugierten ACC eine Woche danach zu einem starken Riickgang
um mehr als zwei Drittel auf einen Wert von 52,3 nmol/gFG. In den letzten beiden
Versuchswochen erhohte sich dieser Wert noch einmal leicht auf 67 nmol/gFG.

3.7.3 Salicylsiaure und Gentisinsiure

Fiir die Messung der Gehalte an freier und konjugierter Salicylsdure sowie an konju-
gierter Gentisinsdure wurden, ebenso wie bei der Bestimmung von freiem und kon-
jugiertem ACC S. [I14)), Blattproben verschiedener Erntezeitpunkte von je 9
Bédumen aus der ozonbehandelten Variante ¢ und der unbehandelten Variante k des
Expositionsversuchs C verwendet und als Sammelproben gemessen.
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Abbildung 3.34: Ozonbedingte Regulation der freien und konjugierten 1-Aminocyclopropan-
1-carbonséure (ACC) in vierjdhrigen Buchen (Versuch C, 150-190 nl/l, 8 h/d, 84 d). Dargestellt
sind die ACC-Gehalte von Blattproben aus je 9 ozonbehandelten (Variante ¢) und 9 Kontroll-
baumen (Variante k). K = Kontrollbdume, O3 = ozonexponierte Bdume, FG = Frischgewicht.

Freie und konjugierte Salicylsiaure

Sowohl in der ozonbehandelten Variante c¢ als auch in der unbehandelten Kontrollvari-
ante k lagen die Gehalte an freier Salicylsdure im gesamten Verlauf des Versuchs C mit
mittleren Werten von 0,85 bzw. 0,88 nmol/gFG auf sehr niedrigem Niveau. Die Aus-
bildung von Lisionen in der ozonbehandelten Versuchsvariante ¢ hatte auf den Gehalt
an freier Salicylsdure keinen erkennbaren Einfluf3.

Im Gegensatz dazu nahm die Menge an konjugierter Salicylsdure unter dem Ein-
fluB von Ozon stetig zu und erreichte am Versuchsende mit einem Wert von 47,1
nmol/gFG mehr als das Dreifache des Anfangsgehaltes, der bei 14,1 nmol/gFG lag
(Abb.[3.35] S.[IT8). Auch in der Kontrollvariante k nahmen die Salicylsdure-Konjugate
im Verlauf des Versuchs zu, allerdings nicht so stark wie in der ozonbehandelten
Variante. Hier wurden anfangs 12,9 nmol/gFG und bei der letzten Probenahme 28,2
nmol/gFG konjugierte Salicylsdure gemessen, was etwa einer Verdopplung des Aus-
gangswertes entsprach. Der Anstieg verlief in beiden Fillen kontinuierlich und wies
keine extremen Schwankungen auf.
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Abbildung 3.35: Zeitlicher Verlauf der freien und konjugierten Salicylsdure in vierjahrigen
Buchen unter dem EinfluB von Ozon in Versuch C (Variante c, 150-190 nl/l1 O3, 8 h/d, 84
d). Dargestellt sind die Salicylsdure-Gehalte von Blattproben aus je 9 ozonbehandelten und 9
Kontrollbdumen. SA = Salicylsidure, K = Kontrollbiume, O3 = ozonexponierte Biume, FG =
Frischgewicht.

Gentisinsaure

Wihrend freie Gentisinsdure weder in der ozonbehandelten noch in der Kontroll-
variante von Versuch C gefunden werden konnte, ergab sich fiir die Gentisinséure-
Konjugate ein dhnliches Bild wie fiir die Konjugate der Salicylsiure.

Auch hier kam es zu einem stetigen Anstieg im Verlauf der Ozonbehandlung. Nach
83 Tagen Ozonbehandlung hatte sich der Gehalt an konjugierter Gentisinsédure in der
ozonbehandelten Probe von 111,7 nmol/gFG auf 447,6 nmol/gFG mehr als vervier-
facht, wihrend die Zunahme dieses Wertes in der Kontrolle von 135,9 nmol/gFG auf
269,2 nmol/gFG nur knapp einer Verdopplung entsprach. Der Gehalt an konjugierter
Gentisinsdure iibertraf damit den Gehalt an konjugierter Salicylsdure im Mittel tiber
den gesamten Versuchverlauf um mehr als das Achtfache. Abbildung[3.36] S.[I19]ver-
anschaulicht die Entwicklung der Gehalte an konjugierter Gentisinsdure im Verlauf
von Versuch C.
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Abbildung 3.36: Zeitlicher Verlauf der gebundenen Gentisinsédure in vierjahrigen Buchen un-
ter dem Einflul von Ozon in Versuch C (Variante c, 150-190 nl/l O3, 8 h/d, 84 d). Dargestellt
sind die Gentisinsdure-Gehalte von Blattproben aus je 9 ozonbehandelten und 9 Kontrollbdu-
men. GA = Gentisinsdure, K = Kontrollbdzume, O3 = ozonexponierte Biume, FG = Frischge-
wicht.

3.7.4 Phenolische Inhaltsstoffe

Im Rahmen der ozonbedingten Verdnderung von Inhaltsstoffen wurde in Versuch
C mittels HPLC ein breites Spektrum l6slicher und zellwandgebundener phenoli-
scher Inhaltsstoffe untersucht. Dabei wurde Blattmaterial derselben 4 Bidume aus
den Versuchsvarianten a (150-190 nl/l O3, 8 h/d, 84 d) und k (kein O3) verwen-
det, das auch zur Bestimmung der Genexpression putativer Shikimatstoffwechsel- und
Ethylenbiosynthese-Gene verwendet worden war. Der Gehalt an phenolischen Inhalts-
stoffen wurde am Tag vor dem Beginn der Ozonexposition, 11, 34 und 62 Tage nach
Versuchsbeginn und zum Versuchsende (nach 83 Tagen) ermittelt.

Anhand der jeweiligen HPLC-Chromatogramme (Abb. [3.37] S. [121] und [3.40]
S. [126) wurden 15 16sliche und 7 zellwandgebundene phenolische Inhaltsstoffe dif-
ferenziert und im Zeitverlauf von Versuch C quantitativ untersucht. Den einzel-
nen Substanzen wurde anhand der Absorptionsspektren im UV-Bereich, der HPLC-
Retentionszeiten und Vergleichsspektren bekannter Substanzen in Absprache mit Wer-
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ner Heller (GSF, Neuherberg) jeweils die mutmaBlich zugrundeliegende phenolische
Stoffklasse zugeordnet. Wegen der geringen analysierten Stoffmengen war es leider
nicht moglich, diese Substanzen, z.B. durch eine massenspektrographische Analyse,
exakt zu charakterisieren.

Losliche phenolische Inhaltsstoffe

Anhand der Retentionszeit und der Einzelpeak-Spektren lieBen sich bei den 16slichen
phenolischen Inhaltsstoffen in Versuch C 15 verschiedene Peaks putativen Substanzen
zuordnen. Dabei handelte es sich, wie in Abbildung S. erldutert, mutmaB-
lich um neo-Chlorogensiure (Peak 1), Kaffeesdurederivate (Peak 2 und 3), Cumar-
sdurederivate (Peak 4 bis 6), n-Chlorogensdure (Peak 7), ein Ferulasdurederivat (Peak
8), zwei Flavanone (Peak 10 und 11), ein Di-Kaffeesdurederivat (Peak 12), ein Ka-
empferolderivat (Peak 13), 3,3’ ,4,4’-Tetramethoxy-Biphenyl (Peak 14) und diacylierte
Flavonolglycoside (Peak 15). Peak 9 konnte keine Stoffklasse zugeordnet werden.

Die Summe aller identifizierten Einzelpeaks der 16slichen Phenole ging mit und
ohne Ozonbehandlung im Verlauf des Versuchs deutlich zuriick und war durch die
Ozonbehandlung gegeniiber der Kontrolle nicht erhoht. Auch bei den Einzelsubstan-
zen ergaben sich wegen der grofen Streuung innerhalb der untersuchten Baume kaum
Unterschiede zwischen Ozonbehandlung und Kontrolle. Allerdings war fiir viele pu-
tative Substanzen in der Tendenz erkennbar, ob Ozon eher einen forderlichen oder
hemmenden Einflu} auf die Bildung dieser Substanz hatte.

Der Gehalt an putativer neo-Chlorogensiure (Peak 1) war 11 Tage nach Versuchs-
beginn in der ozonbehandelten Variante gegeniiber den unbehandelten Kontrollbdu-
men weniger als halb so gro8 und nahm bis zum Versuchsende weiterhin ab. Aller-
dings kam es ab dem 11. Versuchstag auch in der Kontrollgruppe zu einer Verminde-
rung dieser Substanz, bis in beiden Behandlungsvarianten zum Versuchsende @hnlich
niedrige Werte gemessen wurden, die etwa ein Fiinftel des Ausgangswertes betrugen
(Abb.[3.38] S.[123).

Bei den beiden putativen Kaffeesidurederivaten (Peak 2 und 3) entwickelten sich
die Gehalte im Versuchsverlauf deutlich unterschiedlich. Peak 2 nahm zunéchst bis 11
Tage nach Versuchsbeginn in Kontrolle und Behandlung zu, blieb dann bis 62 Tage vor
Versuchsende auf etwa diesem Niveau und ging schlieBlich wieder auf etwas weniger
als den Anfangswert zuriick. Dabei lagen ab Tag 34 hohere Gehalte dieser Substanz in
den ozonbehandelten Proben vor. Peak 3 dagegen nahm wihrend der Versuchsdurch-
fiihrung sowohl in Kontrolle als auch in der Behandlung stetig ab und erreichte etwa
ein Viertel seines Ausgangswertes. Ein Einflul von Ozon auf den Gehalt dieser Sub-
stanz konnte nicht festgestellt werden (Abb. [3.38] S.[123).

Fiir die drei identifizierten putativen Cumarsiurederivate (Peak 4 bis 6) wurde ein
einheitlicher Verlauf der entsprechenden Gehalte ermittelt. In den Kontrollpflanzen
kam es jeweils zu einer bestindigen Abnahme dieser Peaks, bis zu Versuchsende nur
noch etwa ein Drittel bis ein Fiinftel der jeweiligen Substanz nachgewiesen werden
konnte. In der ozonbehandelten Variante lagen die Gehalte bei der ersten und letzten
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Abbildung 3.37: Chromatogramm und Einzelpeak-Absorptions-Spektren der HPLC-Analyse
loslicher phenolischer Inhaltsstoffe aus ozonbehandelten Buchenblittern in Versuch C (Varian-
te a, 150-190 nl/1, 8 h/d, 84 d). In Absprache mit Dr. Werner Heller wurde den einzelnen Sub-
stanzen anhand der HPLC-Retentionszeiten und im Vergleich mit UV-Absorptions-Spektren
bekannter Substanzen die vermutlich zugrundeliegende phenolische Stoffklasse zugeordnet.
r.E. = relative Einheiten.

Probenahme zwar auf dem selben Niveau wie bei den Kontrollpflanzen, bei der Be-
trachtung des Zeitverlaufs fillt aber auf, dal es unter dem Einflul von Ozon zunichst
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zu einem stirkeren Riickgang und bis zum 62. Tag nach Versuchbeginn wieder zu
einem Anstieg dieser Substanzen kam, dem ein neuerlicher Riickgang bis zum Ver-
suchsende folgte (Abb. S.[123).

Peak 7, bei dem es sich wahrscheinlich um n-Chlorogensiure handelt, nahm im
Mittel bis zum 11. Versuchstag in den unbehandelten Baumen zu und in der ozon-
behandelten Gruppe ab. Von diesem Zeitpunkt bis zum Versuchsende lag der Gehalt
dieser Substanz unter dem Einflu von Ozon bei etwa einem Drittel des Wertes in der
Kontrolle (Abb. S.[123).

Der Gehalt des putativen Ferulasdurederivats (Peak 8) nahm unter dem Einflul von
Ozon zunichst leicht zu, sank dann aber bis zum Versuchsende wieder deutlich ab. In
der Kontroll-Variante kam es dagegen bis zur vorletzten Messung, 62 Tage vor Ver-
suchsende, zu einem leichten Anstieg des entsprechenden Wertes. Erst bei der letzten
Messung ging dieser dann auf etwa das 1,5-fache des in der Ozonbehandlung gemes-
senen Wertes zuriick (Abb.[3.38] S.[123).

Im Verlauf des Versuchs C nahm der Gehalt an Peak 9 bis 62 Tage nach Versuchs-
beginn sowohl in der Kontrollvariante als auch unter dem Einflul von Ozon zu. Dabei
fiel der Anstieg in den nicht ozonbehandelten Pflanzen deutlicher aus. Danach redu-
zierte sich der entsprechende Wert wieder in beiden Behandlungsvarianten und lag am
Versuchsende in den Kontrollbiumen mehr als Doppelt so hoch wie in den ozonbe-
handelten Béumen (Abb. [3.39] S.[124).

Die beiden Flavanone (Peak 10 und 11) zeigten unter dem Einflul von Ozon einen
dhnlichen Induktionsverlauf. Beide Substanzen waren bis zum 11. Versuchstag in Kon-
trolle und Behandlung etwa dhnlich hiufig, nahmen danach aber in der ozonbehandel-
ten Variante auf etwa das Doppelte des Wertes der Kontrollpflanzen zu und blieben bis
zum Versuchsende auf diesem Niveau induziert (Abb. [3.39] S.[124).

Eine Induktion durch Ozon konnte ebenfalls fiir das mutmaBliche Di-
Kaffeesdurederivat (Peak 12) festgestellt werden. Der Gehalt dieser Substanz stieg in
den ozonbehandelten Pflanzen bis zum Versuchsende um mehr als das vierfache an.
Ein entsprechender Anstieg in den Kontrollpflanzen war weniger ausgeprégt. Bei der
letzten Probenahme war Peak 12 in den ozonbehandelten Pflanzen mehr als 2,5 mal so
grof} wie in den Kontrollpflanzen (Abb. [3.39] S.[124).

Das putative Kaempferolderivat (Peak 13) lag bis 34 Tage nach Versuchsbeginn
in Kontrolle und Ozonbehandlung auf etwa demselben Niveau. Vier Wochen spiter
wiesen die ozonbehandelten Pflanzen im Vergleich mit den Kontrollpflanzen mehr als
doppelt soviel von dieser phenolischen Substanz auf. Am letzten Versuchstag ging
deren Gehalt unter dem Einflufl von Ozon wieder leicht zuriick, blieb aber hoher als
unter Kontrollbedingungen (Abb. [3.39] S. [124).

Durch die Ozonbehandlung wurde auch das putative 3,3°,4,4’-Tetramethoxy-
Biphenyl (Peak 14) induziert. Dessen Gehalt nahm ab dem 34. Versuchstag stark zu
und erreichte am 62. Tag nach Versuchsbeginn ein Maximum. Der Mittelwert des Ge-
halts dieser Substanz in den ozonbehandelten Pflanzen lag zu diesem Zeitpunkt um
mehr als das siebenfache iiber dem der Kontrollpflanzen, welcher iiber den gesamten
Versuchsverlauf relativ niedrig blieb. Zum Ende des Versuchs ging auch in den ozonex-
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Abbildung 3.38: Losliche phenolische Inhaltsstoffe: Peak 1 bis 8 (Versuch C, 150-190 nl/I1 Os,
8 h/d, 84 d). Dargestellt sind die Mittelwerte von je 4 ozonbehandelten (Versuchsvariante a) und
4 Kontrollbdumen (Versuchsvariante k) = SEM. Rechts oben: Peaknummer (siche Abbildung

B.37, S.[I21).
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Abbildung 3.39: Losliche phenolische Inhaltsstoffe: Peak 9 bis 15 (Versuch C, 150-190 nl/1
O3, 8 h/d, 84 d). Dargestellt sind die Mittelwerte von je 4 ozonbehandelten (Versuchsvarian-
te a) und 4 Kontrollbdumen (Versuchsvariante k) += SEM. Rechts oben: Peaknummer (siehe

Abbildung[3:37 S.[TZ1).

124



Ergebnisse 3.7 Regulation von Signalstoffen und Sekundidrmetaboliten

ponierten Pflanzen der Gehalt an putativem 3,3’,4,4’-Tetramethoxy-Biphenyl wieder
zuriick und erreichte schlieBlich etwa den Ausgangswert (Abb. S.[124).

Die Gruppe der diacylierten Flavonolglycoside (Peak 15) unterschied sich im Ge-
halt zwischen Kontrolle und behandelten Pflanzen bereits vor Beginn der Behandlung.
Dieser Unterschied nahm dann im Verlauf der Behandlung, bei insgesamt sinkender
Tendenz der entsprechenden Gehalte, immer mehr ab, bis die Werte am Versuchsende

nahezu identisch waren (Abb. S.[124).

Zellwandgebundene phenolische Inhaltsstoffe

Bei der Analyse zellwandgebundener phenolischer Inhaltsstoffe wurden 7 Peaks un-
terschieden und, wie aus Abbildung [3.40] S.[126] ersichtlich, beziiglich ihrer HPLC-
Retentionszeit und dem jeweiligen UV-Absorptions-Spektrum bekannten Substanzen
zugeordnet. Im Einzelnen handelt es sich wahrscheinlich bei Peak 1 um ein assozi-
iertes Catechin, bei Peak 2a um Kaffeesdure, bei Peak 2b um ein Mischspektrum aus
Kaffeesdure und einem Flavan, bei Peak 3 um cis-Cumarsiure, bei Peak 4 um trans-
Cumarsdure, bei Peak 5 um Ferulasdure und bei den Peaks 6 und 7 um Kaempferol-3-
O-Glycoside.

Sowohl in den ozonbehandelten als auch in den Kontrollpflanzen nahm die Kon-
zentration an zellwandgebundenen phenolischen Substanzen im Versuchsverlauf bis
zum 62. Tag nach Versuchsbeginn zu und in den letzten drei Versuchswochen wie-
der ab. In den Pflanzen unter erhohtem Ozon lagen die Werte dabei bis zur vorletzten
Probenahme tendenziell, aber nicht signifikant, iiber den Werten der Kontrollpflanzen.
Der Unterschied der entsprechenden Mittelwerte war allerdings zu keinem Zeitpunkt
signifikant. Am Versuchsende wurden in der Summe in Kontrolle und Ozonbehand-
lung gleiche Mengen an zellwandgebundenen phenolischen Substanzen gefunden.

Peak 1, bei dem es sich vermutlich um ein assoziiertes Catechin handelt, kam so-
wohl in den ozonbehandelten Pflanzen als auch in der Kontrollpflanzen nur in geringer
Menge vor. Bereits vor Versuchsbeginn war in den Bidumen der Kontrollgruppe ein
etwas hoherer Gehalt dieser Substanz gefunden worden. Dieser Unterschied blieb bis
zur letzten Probenahme im etwa selben Ausmal bestehen (Abb. 3.41] S.[128).

Die zellwandgebundene phenolische Substanz von Peak 2 war als Einzige deutlich
unter dem Einflu von Ozon reprimiert. Thr Wert nahm in den Kontrollpflanzen bei
Versuchsbeginn bis zum 34. Tag stetig zu, wihrend er in der Ozonbehandlung leicht
abnahm. Bis zum 62. Versuchstag hatte sich in beiden Versuchsvarianten der Gehalt
dieser putativen Substanz erhoht und sank bis zum Versuchsende wieder ab, im Falle
der ozonbehandelten Pflanzen auf das Anfangsniveau und im Falle der Kontrollpflan-
zen auf ein knapp dariiberliegendes Niveau (Abb. [3.41] S.[128).

Hinsichtlich Peak 3 war die zugrundeliegende phenolische Substanz, wahrschein-
lich cis-Cumarséure, bereits 11 Tage nach Versuchsbeginn in den ozonbehandelten
Pflanzen gegeniiber den Kontrollpflanzen leicht induziert. Die Tendenz der Gehalte an
dieser Substanz war bis zum Versuchsende in Kontrolle und Ozonbehandlung leicht
fallend wobei der Gehalt in der ozonbehandelten Probe stets 10 bis 20% tiber dem der
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Abbildung 3.40: Chromatogramm und Einzelpeak-Absorptions-Spektren der HPLC-Analyse
zellwandgebundener phenolischer Inhaltsstoffe aus ozonbehandelten Buchenblittern in Ver-
such C (Variante a, 150-190 nl/l, 8 h/d, 84 d). In Absprache mit Dr. Werner Heller wur-
de den einzelnen Substanzen anhand der HPLC-Retentionszeiten und im Vergleich mit UV-
Absorptions-Spektren bekannter Substanzen die vermutlich zugrundeliegende phenolische

Stoffklasse zugeordnet. r.E. = relative Einheiten.

Kontrollprobe blieb (Abb. [3.41] S.[128).

Auch bei der putativen trans-Cumarsédure (Peak 4) war die Tendenz einer Induktion
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durch Ozon zu beobachten. Allerdings stiegen die Gehalte hier bis zum 34. Tag nach
Versuchsbeginn zuniéchst in Kontrolle und Behandlung an und sanken daraufthin auf
weniger als das Anfangsniveau. Auch der Gehalt an putativer trans-Cumarsiure blieb
in der ozonbehandelten Probe um etwa 10 bis 20% gegeniiber der Kontrolle erhoht
(Abb.[3.41] S.[128).

Fiir die nur in geringem Umfang vorkommende putative Ferulasidure (Peak 5)
konnte weder eine Induktion noch eine Repression durch Ozon festgestellt werden.
Der insgesamt zunehmende Gehalt dieser Substanz verlief bei Kontrolle und Ozon-
behandlung parallel und ging erst bei der letzten Probenahme leicht zuriick. Dieser
Riickgang war bei den ozonbehandelten Pflanzen etwas stirker ausgeprigt (Abb. [3.41]
S.[128).

Bei Peak 6 und 7 handelte es sich um zwei putative Kaempferol-3-O-Glycoside,
die unter dem EinfluB von Ozon einen dhnlichen Induktionsverlauf zeigten. Bei bei-
den Substanzen kam es mit dem Beginn des Versuchs in den ozonbehandelten Pflan-
zen zu einer deutlicheren Zunahme der jeweiligen Substanz als in den Kontrollpflan-
zen. Am 62. Tag nach Versuchsbeginn war der grofite Unterschied zwischen Kontrol-
le und Ozonbehandlung mit 72%-iger und 17%-iger Induktion der beiden putativen
Kaempferol-3-O-Glycoside erreicht. Am Versuchsende lagen die Gehalte beider Sub-
stanzen in ozonbehandelten und Kontrollpflanzen wieder auf demselben Niveau (Abb.

B.41} S.[I28).
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Abbildung 3.41: Zellwandgebundene phenolische Inhaltsstoffe (Versuch C, 150-190 nl/1 O3, 8
h/d, 84 d). Dargestellt sind die Mittelwerte von je 4 ozonbehandelten (Versuchsvariante a) und
4 Kontrollbdumen (Versuchsvariante k) = SEM. Rechts oben: Peaknummer (siche Abbildung

B.40; S. [126).
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3.7.5 Lignin

Fiir die Analyse von Lignin wurden nach dem Abschluf3 der Ozonbehandlung in Ver-
such B (200 nl/l O3, 8 h/d, 46 d) Blattproben genommen und in Kooperation mit Frau
Dr. C. Lapierre (INRA, Versailles, Frankreich) hinsichtlich des Klason-Ligningehalts
[49]] untersucht. Hierbei wurden Blitter geerntet, die keine, mittlere und deutliche Oz-
onsymptome zeigten. Die Ozonsymptome dieser drei Blattproben (S1, S2 und S3) ent-
sprachen den Boniturstufen 1, 2-4 und 5-6 gemif Tabelle[2.4] S.[30| Zudem erfolgte ei-
ne Bestimmung der Anteile an den Lignin-Monomeren p-Hydroxyphenyl (H), Guaia-
¢yl (G) und Syringyl (S) durch massenspektrographische Analyse von Thioacidolyse-
Produkten [[74]].

Beim Ligningehalt nach Klason [49] ergaben sich zwischen den einzelnen Proben
nur geringe Unterschiede. Wie Tabelle [6.26] S.[230]zu entnehmen ist, lag der entspre-
chende Ligninanteil des Trockengewichts von Probe S1 mit 26% Lignin etwas hoher
als bei Probe S2 (23% Lignin). Mit 30% Lignin-Anteil war der Gehalt in Probe S3 am
hochsten.

In allen drei Proben lag der Anteil des Monomers H an den durch Thioacidolyse
[74] aufgeschlossenen Lignin-Monomeren bei unter einem Prozent und war damit im
Vergleich zu den Monomeren G und S sehr gering. Die Monomere G und S kamen
im Durchschnitt {iber alle drei Proben etwa gleich hdufig vor. Mit zunehmender Schi-
digung der Blitter unter dem Einflu von Ozon reduzierte sich allerdings der Anteil
des Monomers S, wihrend sich der Gehalt der Monomere H und G erhohte. Die zu-
grundeliegenden Mefiwerte sind in Tabelle S.[230] zusammengefaft. Abbildung
[3.42] zeigt die ozonbedingte Verinderung in der Zusammensetzung der einzelnen Mo-
nomere anhand der entsprechenden GC-MS Chromatogramme der Proben S1, S2 und
S3.

. 60 60
2 R 50 2 50
T3 O 4 D 4
3 ] 3
€ > £ 30 £ 30
2 2 2
S 5 20 S 20
= = Z 10
== | -
S1 S2 S3 S1 s2 s3 S1 s2 s3

Abbildung 3.42: Prozentuale Zusammensetzung der p-Hydroxyphenyl-, Guaiacyl- und
Syringyl-Monomere (H, G und S) bei der Lignin-Thioacidolyse von nicht (S1), mittel (S2)
und stark (S3) ozongeschéddigten Buchenblittern (Versuch B, 200 nl/l1 O3, 8 h/d, 46 d). Die Oz-
onsymptome der Proben S1, S2 und S3 entsprachen den Boniturstufen 1, 2-4 bzw. 5-6 gemil

Tabelle 2.4] S.[301
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3.8 Akkumulation putativer Shikimatstoffwechsel-
Enzyme

Parallel zur Genexpressionsanalyse des Shikimatstoffwechsels wurde auch auf Prote-
inebene mittels spezifischer Antikorper der Einflu von Ozon auf die Akkumulation
ausgewihlter Enzyme aus diesem Stoffwechselweg untersucht.

3.8.1 Herstellung der Expressionskonstrukte

Da zu Beginn dieser Arbeiten noch keine Genexpressionsdaten fiir die klonierten
putativen Gene des Shikimatstoffwechsels unter dem Einflul von Ozon zur Verfii-
gung standen, wurde fiir jedes an diesem Stoffwechselweg beteiligte Enzym (DAHPS,
DHQS, DHQD/SD, SK, EPSPS, CS) und fiir CM ein Expressionsplasmid fiir die he-
terologe Proteinsynthese hergestellt.

Um die vollstindige kodierende Sequenz der entsprechenden Gene zu erhalten,
wurden mittels RACE-Methoden die durch PCR mit degenerierten Primern amplifi-
zierten cDNA-Fragmente um die fehlenden 3’- und 5’-Enden ergiinzt. Zur Herstellung
von Konstrukten fiir die heterologe Proteinexpression wurden die offenen Leserah-
men dieser Gene, ausgehend von cDNA, mit Pfu-DNA-Polymerase amplifiziert, wobei
durch die entsprechenden Primer die fiir die homologe Rekombination notwendigen
Sequenzbereiche vor dem Start- und nach dem Stop-Codon an die kodierenden Se-
quenzen der Gene angefiigt wurden. Zur Verifizierung der vollstindigen kodierenden
Sequenz wurde diese noch einmal sequenziert.

Als Expressionsvektor wurde das Plasmid pDEST? 15 von Invitrogen (Carlsbad,
USA) verwendet. Da dieser Vektor vor der Klonierungsstelle die kodierende Sequenz
einer Glutathion-S-Transferase (GST) aufweist, fiihrt die heterologen Proteinsynthe-
se mit diesem Expressionsvektor zur Bildung von GST-Fusionsproteinen aus GST
und dem einklonierten Gen, was die Aufreinigung der heterolog exprimierten Proteine
deutlich erleichtert.

3.8.2 Heterologe Proteinexpression in E. coli

Die Expressionskonstrukte wurden zur heterologen Proteinexpression in den E. coli-
Stamm BL21(DE3) einkloniert. Fiir jedes Expressionskonstrukt wurden mehrere Ein-
zelkolonien regeneriert und als Glycerinkultur bis zur weiteren Verwendung bei -80°C
aufbewahrt. Aufgrund der bei Versuch B beobachteten ozonbedingten Genexpressions-
Regulation von Fs-DAHPS3 und Fs-DHQD/SD wurden diese beiden Enzyme fiir die
weitergehenden Arbeiten der heterologen Expression zur Synthese von Antikorpern
ausgewdhlt.
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Expression von GST-DHQD/SD in E.coli
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Abbildung 3.43: Heterologe Expression der Fusionsproteine GST-DHQD/SD und
GST-DAHPS3. Optimierung der Expressionsbedingungen durch verschiedene IPTG-
Konzentrationen und Induktionszeitspannen. IPTG = Isopropyl-1-thio--D-Galactopyranosid,
M = Protein-Marker P7702S
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Die Glycerinkulturen der beiden Expressionsklone fir DAHPS3 und DHQD/SD
wurden zunichst rekultiviert und in kleinem Maf3stab (5 ml) auf die Effizienz der he-
terologen Proteinsynthese hin untersucht. Nach der Induktion mit verschiedenen Kon-
zentrationen an IPTG (Isopropyl-1-thio-f3-D-Galactopyranosid) wurde die Proteinsyn-
these bei 37°C nach 2, 3 oder 4 Stunden beendet. Aus den induzierten Bakterienkul-
turen wurden dann die 16slichen Proteine extrahiert und in SDS-Polyacrylamidgelen
nach der Grofle aufgetrennt. Der bakterielle Extrakt wurde zudem, wie unter
S. 51 beschrieben, durch die photometrische Bestimmung der GST-Aktivitét auf die
Bildung von GST-Fusionsproteinen untersucht.

Aufgrund dieser Analysen wurden zwei Expressionsklone ausgewdhlt, bei de-
nen nach vierstiindiger Induktion mit ImM IPTG eine deutliche Expression der Fu-
sionsproteine GST-DAHPS3 bzw. GST-DHQD/SD zu erkennen war (Abb. 3.43] S.
[I31). Die durch Zugabe von IPTG induzierbaren Proteinbanden von jeweils ca. 86
kDa entsprachen der erwarteten Grofle der Fusionsproteinen GST-DAHPS3 und GST-
DHQD/SD (87,6 kDa bzw. 85,8 kDa). Bei beiden Expressionsklonen hatte die zur
Induktion verwendete IPTG-Konzentration keinen deutlichen Einfluf} auf die erzeugte
Proteinmenge.

Um fiir die Antikorperproduktion ausreichende Mengen an Fusionsprotein zu er-
halten wurden die ausgewéhlten Expressionsklone im 500 ml Malistab angesetzt, mit
1 mM IPTG induziert und danach 4 Stunden lang kultiviert.

3.8.3 Aufreinigung der GST-Fusionsproteine zur Herstellung mo-
noklonaler Antikorper gegen DAHPS3 und DHQD/SD

Die Aufreinigung der induzierten Bakterienkulturen erfolgte in Affinitits-Sdulen mit
immobilisiertem Glutathion. Zusétzlich zur SDS-Polyacrylamidgel-Analyse von Roh-
extrakt, Sdulendurchflu} und den Eluaten wurden diese Losungen nach der Aufreini-
gung auch auf GST-Aktivitit untersucht S.[51). Abbildung S. zeigt
ein 10%-iges SDS-Gel, in dem die Eluate der aufgereinigten Fusionsproteine GST-
DAHPS3 und GST-DHQD/SD aufgetrennt wurden.

Bei der Aufreinigung beider Fusionsproteine trat hierbei eine Bande am deut-
lichsten hervor, die etwa der rechnerischen Grofle von 87,6 kDa im Falle von GST-
DAHPS3 und 85,8 kDa im Falle von GST-DHQD/SD entsprach. Obwohl nach dem
letzten Waschschritt weder bei der Aufreinigung von GST-DAHPS3 noch bei GST-
DHQD/SD verbleibende Protein-Verunreinigungen zu sehen waren, wurden bei der
Elution auch kleiner Fragmente von der Sdule geldst. Hierbei handelte es sich mog-
licherweise um Fragmente der Fusionsproteine. Die Eluate von GST-DAHPS3 und
GST-DHQD/SD wurden bei -20°C aufbewahrt und in Kooperation mit Dr. Elisabeth
Kremmer (GSF, Himatologikum) zur Synthese monoklonaler Antikorper verwendet.
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Abbildung 3.44: Aufreinigung der Fusionsproteine GST-DAHPS3 und GST-DHQD/SD aus
dem bakteriellen Rohextrakt mittels GSH-Affinititschromatographie. Spur 1-5: Aufreinigung
von GST-DAHPS3, Spur 8-12: Aufreinigung von GST-DHQD/SD. Dargestellt ist der unge-
bundene Sdulendurchlauf (Spur 1 und 8), der Durchlauf des letzten Waschschrittes (Spur 2 und
9), je 3 Elutionen mit jeweils 500 p/ Elutionspuffer (Spur 3-5 und 10-12) und der bakterielle
Rohextrakt des GST-DHQD/SD Expressionsklons (Spur 7). M = Proteinmarker P7702S.

3.8.4 Validierung der monoklonalen Antikorper gegen DAHPS3
und DHQD/SD

Gegen die Antigene GST-DAHPS3 und GST-DHQD/SD wurden sieben bzw. fiinf
verschiedene monoklonale Ratten-Antikorper erzeugt. In einem Immunoblot wurde
zundchst tiberpriift, ob diese von dem sekundédren Antikorper (Peroxidase-gekoppelt,
Ziege anti-Ratte) erkannt wurden. Dazu wurden die monoklonalen Antikorper direkt
auf eine PVDF-Membran aufgetropft und nach griindlichem Waschen mit dem sekun-
ddren Antikorper hybridisiert. Der immunologische Nachweis der primédren Antikor-
per mittels Peroxidase-Reaktion zeigte, daf3 im Falle von GST-DAHPS3 nur einer und
im Falle von GST-DHQD/SD nur drei der monoklonalen Antikorper ein deutliches Si-
gnal lieferten. Bei den anderen Antikdrpern war das Prizipitat der Peroxidasereaktion
entweder gar nicht oder nur sehr schwach zu erkennen.

Die nachweisbaren Antikorper wurden darauthin beziiglich ihrer Spezifitit fiir
die Proteine DAHPS3 und DHQD/SD untersucht. Dazu wurden Extrakte aus ozon-
behandelten Buchenblittern in SDS-Polyacryalmidgelen aufgetrennt und, wie un-
ter 2.12.5] S. [52] beschrieben, mittels Elektroblot auf PVDF-Membranen iiber-
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tragen. Fiir die Uberpriifung eines monoklonalen Antikdrpers wurde eine solche
PVDF-Membran zunédchst mit diesem Antikorper und daraufhin mit dem sekun-
diren Peroxidase-gekoppelten Antikorper hybridisiert. Es zeigte sich, dal nur dann
Peroxidase-Signale erhalten werden konnten, wenn auf ein Aufkochen der Proben im
SDS-Probenauftrage-Puffer verzichtet wurde.

Fiir die weitere Untersuchung der Akkumulation von DAHPS3 und DHQD/SD in
ozonexponierten Buchenblittern wurde jeweils der monoklonale Antikdrper mit dem
besten spezifischen Bindevermogen fiir das jeweilige Antigen ausgewéihlt (DAHPS3-
3F10 und DHQD/SD-6F2).

3.8.5 Westernblot-Analyse der Akkumulation von DAHPS3 und
DHQDY/SD im Verlauf der Ozonexposition von Versuch C

Quantifizierung des Proteins DAHPS3

Die ozonbedingte Akkumulation des Enzyms DAHPS3 wurde anhand von ozonbehan-
deltem und nicht ozonbehandeltem Blattmaterial aus Versuch C (150-190 nl/l, 8 h/d,
84 d) tberpriift. In einem ersten, zwischen Ozonbehandlung und Kontrolle verglei-
chenden Versuch wurden Proteinrohextrakte aus Buchenblittern isoliert, die 41, 55,
69 und 83 Tage nach Versuchsbeginn geerntet worden waren. Diese Extrakte wur-
den quantifiziert, in gleichen Mengen zusammen mit dem Protein-GroBenstandard
P7708S in einem 10%-igen SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt und durch Elektro-
phorese auf eine PVDF-Membran iibertragen. Nach der Hybridisierung dieser Mem-
bran mit dem primdren DAHPS3-Antikorper DAHPS3-F10 und dem sekundéren
Peroxidase-konjugierten Antikdrper wurde diese fiir etwa 5-10 Minuten in Peroxidase-
Puffer inkubiert, bis Signale zu erkennen waren (Abb. [3.45] S.[I33).

In den Proteinextrakten der ozonbehandelten Bdume konnte 55, 69 und 83 Tage
nach Beginn der Behandlung mittels der Peroxidase-Reaktion eine singulidre Protein-
bande nachgewiesen werden, nicht aber bei den entsprechenden Kontrollproben. Nach
41 Tagen war weder unter dem Einfluf von Ozon noch in der Kontrollvariante ein
deutliches Signal zu erkennen.

Die detektierte Proteinbande lag mit mehr als 83 und weniger als 175 kDa deutlich
iber der fiir das Protein DAHPS3 erwarteten Grofe von 53 kDa. Dieser Wert ergibt
sich rechnerisch aus der Aminosiuresequenz von DAHPS3, wenn man davon ausgeht,
daf} die gemil *TargetP’ [65, 224] prognostizierte 65 Aminosiduren lange chloropla-
stiddre Importsequenz des Enzym-Vorldufermolekiils von dem prozessierten Enzym
bereits abgespalten wurde. Da die Proteine vor dem Probenauftrag nicht auf 100°C
erhitzt wurden und die Elektrophorese bei niedrigen Temperaturen (4-10°C) durchge-
fiihrt wurde, handelt es sich bei der fraglichen Proteinbande moglicherweise um das ca.
106 kDa grole Homodimer aus zwei gleichen DAHPS3-Untereinheiten, was dem na-
tiven Zustand pflanzlicher DAHP Synthasen entsprechen wiirde [122]. Es ist bekannt,
daf} die Auftrennung von Oligomeren auch in SDS-Polyacrylamid-Gelen méglich ist,
wenn auf ein Erhitzen der Proben vor der Elektrophorese verzichtet wird [152}301]].
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Abbildung 3.45: Differentielle Akkumulation des putativen Enzyms DAHPS3 unter dem Ein-
fluBl von Ozon in Versuch C (150-190 nl/1 O3, 8 h/d, 84 d). DAHPS3-spezifische Hybridisie-
rung einer PVDF-Membranen mit je 50 g Proteinextrakt aus ozonbehandelten (Spur 2, 4, 6
und 8) bzw. unbehandelten (Spur 1, 3, 5 und 7) Buchenblittern 41, 55, 69 bzw. 83 Tage nach
Versuchsbeginn. M = Protein-Marker P7708S.

Um die zeitliche Entwicklung der Akkumulation des oben beschriebenen putati-
ven DAHPS3-Dimers zu untersuchen, wurden in einem weiteren Ansatz die Protei-
nextrakte von Buchenblittern nach 2 bis 76 Tagen Ozonbehandlung verwendet. Als
GroBenvergleich wurde bakterieller Rohextrakt des Expressionsklons GST-DAHPS3
zusammen mit diesen Proben in einem SDS-Gel aufgetrennt, auf PVDF Membran
transferiert und, wie oben beschrieben, mit den beiden Antikérpern inkubiert. Im bak-
teriellen Extrakt des Expressionsklons GST-DAHPS3 wurden drei verschiedene Pro-
teinbanden mit eine GréBe von ca. 75, 34 und 26 kDa durch den primédren Antikor-
per DAHPS3-F10 erkannt (Abb. [3.46] S.[136). Keines dieser Signale entspricht der
erwarteten GroBe des GST-DAHPS3 Fusionsproteins, das rechnerisch 87,6 kDa auf-
weist. Wihrend es sich bei den kleineren detektierten Proteinen wahrscheinlich um
Fragmente des Fusionsproteins handelt, wie sie bereits bei der Aufreinigung dieses
Proteins gefunden wurden (3.8.3] S.[I32), entspricht das grofte Fragment vermutlich
dem Fusionsprotein GST-DAHPS3, das durch die unvollstindige Denaturierung vor
der SDS-Polyacrylamid-Gelektrophorese moglicherweise schneller im Gel transpor-
tiert wurde und damit kleiner erscheint.
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Abbildung 3.46: Zeitkinetik der Akkumulation des putativen Enzyms DAHPS3 im Verlauf
der Ozonexposition von Versuch C (150-190 nl/l, 8 h/d, 84 d). Hybridisierung mit DAHPS3-
spezifischem Antikorper. Proben auf der PVDF-Membran: Protein-Marker P7708S (M), 25
g bakterieller Proteinextrakt des E. coli GST-DAHPS3-Expressionsklons (BP) und je 70 ug
Proteinextrakt aus ozonbehandelten Buchenblittern 2, 11, 21, 34, 48, 62 und 76 Tage nach
Versuchsbeginn. GST = Glutathion-S-Transferase, GST-DAHPS3 = Fusionsprotein aus GST
und DAHPS3.

Auch bei diesem Experiment trat gegen Ende des Versuchs eine Akkumulation
des putativen DAHPS3-Dimers auf. Diese begann etwa 34 Tage nach Versuchsbeginn.
Das Maximum der Akkumulation wurde 62 Tage nach Versuchsbeginn erreicht. Der
Verlauf der Akkumulation des putativen Proteins DAHPS3 entsprach damit gut dem
ozonbedingten Genexpressionsverlauf von Fs-DAHPS3 in Versuch C (siehe Abb.[3.22]

S.[08).

Quantifizierung des Proteins DHQD/SD

Wie fiir DAHPS3 wurde auch fiir das Enzym DHQD/SD die ozonbedingte Akkumu-
lation in Blattmaterial aus Versuch C (150-190 nl/l, 8 h/d, 84 d) bestimmt. Als sekun-
dédrer, DHQD/SD-spezifischer Antikorper wurde hierbei der Antikorper DHQD/SD-
6F2 verwendet. Die entsprechenden Westernblots wurden, wie unter [2.12.5] S.[52] be-
schrieben, durchgefiihrt. Auch hier wurden die Proteinproben vor dem Auftragen auf
das SDS-Polyacrylamidgel nicht aufgekocht.
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Im Vergleich ozonbehandelter und unbehandelter Blattproben 62 und 76 Tage nach
Beginn des Versuchs war unter dem Einflul von Ozon eine Proteinbande nachweisbar,
die in den unbehandelten Kontrollproben nicht zu sehen war (Abb. [3.47). Diese wies
eine Grofle von etwa 60 kDa auf, was rechnerisch der erwarteten Gro3e von DHQD/SD
entspricht. Sowohl 62 als auch 76 Tage nach Versuchsbeginn war zwischen Ozonbe-
handlung und Kontrolle ein Unterschied in der Akkumulation des putativen Proteins
DHQD/SD zu beobachten.
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Abbildung 3.47: Differentielle Akkumulation des putativen Enzyms DHQD/SD unter dem
Einflu} von Ozon in Versuch C (150-190 nl/l O3, 8 h/d, 84 d). DHQD/SD-spezifische Hybri-
disierung einer PVDF-Membran mit je 50 u g Proteinextrakt aus ozonbehandelten (Spur 2 und
4) bzw. unbehandelten (Spur 1 und 3) Buchenblittern 62 bzw. 76 Tage nach Versuchsbeginn.
M = vorgefirbter Protein-Marker P7708S.
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In zwei weiteren Westernblot-Analysen wurde die Akkumulation von DHQD/SD
im Verlauf von Versuch C untersucht. Hierzu wurden, wie unter [3.8.5] S. Proben
der Erntezeitpunkte 2, 11, 21, 34, 48, 62 und 76 Tage nach Versuchsbeginn verwendet.
In getrennten Hybridisierungen wurden einerseits die Proteinextrakte der ozonbehan-
delten und andererseits die der unbehandelten Proben, jeweils zusammen mit einem
bakteriellem Extrakt des GST-DHQD/SD-Expressionsklons auf die Quantitit des Pro-
teins DHQD/SD hin analysiert (Abb. [3.48] S.[139).

Wie bei der Analyse des GST-DAHPS3-Expressionsklons S. hybridi-
sierte auch hier der verwendete monoklonale Antikorper mit mehreren Proteinbanden
des Proteinextrakts des GST-DHQD/SD-Expressionsklons. Auch in diesem Fall blieb
das scheinbare Gewicht des groBten markierten Fragments mit etwa 75 kDa hinter
dem rechnerisch erwarteten Gewicht von 86 kDa zuriick. Kleinere Fragmente wiesen
GroBen von etwa 62, 38 und 34 kDa auf. Es ist moglich, daB die eventuell unzurei-
chende Denaturierung des Fusionsproteins GST-DHQD/SD auch hier Einflufl auf das
Laufverhalten dieses Proteins hatte.

Im Vergleich der Teilbilder A und B von Abbildung[3.48] S.[I39|sieht man, daf es
nur bei den ozonbehandelten Proben aus Versuch C zu einer Bindung des monoklo-
nalen Antikorpers DHQD/SD-6F2 kam. Das markierte Proteinfragment wies mit etwa
60 kDa die rechnerisch fiir DHQD/SD erwartete Grofle auf. Die Akkumulation dieses
Proteins begann etwa 21 Tage nach Beginn von Versuch C und erreichte ihren Hohe-
punkt nach 62 Tagen, woraufhin ein leichter Riickgang erfolgte. Dieser Befund steht
im Einklang mit der fiir das Gen Fs-DHQD/SD ermittelten Genexpression im Verlauf

von Versuch C S.[94).
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Abbildung 3.48: Zeitkinetik der Akkumulation des putativen Enzyms DHQD/SD im Ver-
lauf der Ozonexposition von Versuch C (150-190 nl/l, 8 h/d, 84 d) mittels Westernblot.
Hybridisierung mit DHQD/SD-spezifischem Antikorper. Proben auf der PVDF-Membran:
Protein-Marker P7708S (M), 25 ug bakterieller Proteinextrakt des E. coli GST-DHQD/SD-
Expressionsklons (BP) und je 70 pg Proteinextrakt aus ozonbehandelten (A) und unbehan-
delten (B) Buchenblittern 2, 11, 21, 34, 48, 62 und 76 Tage nach Versuchsbeginn. GST =
Glutathion-S-Transferase, GST-DHQD/SD = Fusionsprotein aus GST und DHQD/SD.
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4. Diskussion

4.1 Umsteuerung zwischen Primir- und Sekundiir-
stoffwechsel

Vor allem in den Gewéchshausversuchen konnten deutliche Anzeichen fiir eine ozon-
bedingte Umsteuerung zwischen Primér- und Sekundidrmetabolismus auf molekularer
Ebene gefunden werden. So waren einzelne Gene der Shikimatstoffwechsels, der in
Pflanzen wohl die wichtigste Verbindung zwischen Primér- und Sekundirmetabolis-
mus darstellt, durch die Ozonbehandlung zum Teil deutlich induziert und auch auf
Proteinebene konnte erstmals fiir zwei Enzyme dieses Stoffwechselwegs eine ozonbe-
dingte Akkumulation nachgewiesen werden.

Primarstoffwechsel

DAHPS1 (Gen) (+++) m
DAHPS2 (Gen) ( +)
DAHPS3 (Gen) (+++)

i Genexpression
B:(HQZS(Z(P;()(te)In) (++) (subtraktive cDNA-Banken):
Shikimat- enj (+ :
= - Krankheit/Abwehr (+
stoffwechsel: DHQD/SD (Gen) (++) O - Sekundérstoffwecrssél (+)
DHQD/SD (Protein) (++) 3 | . signalweiterleitung (+/-)
SK (Gen) (+) - Transporter (+/-)
EPSPS (Gen) (++) - Energiestoffwechsel (-)
CS (Gen) (+)
CM (Gen) (++)
Sekundarstoffwechsel
Ethylenbiosynthese: Struktur: Sekundare Inhaltsstoffe:
- Ethylen (++) - Ligningehalt (+) - Salicylsaure (++)
-ACC (++) - Kondensationsgrad - Gentisinsaure (++)
-ACS1 (Gen) (++) Lignin (+) - I6sliche Phenole (+)
-ACS2 (Gen) (+++) - zellwandgebundene
-ACO1 (Gen) (+) Phenole (+)
-ACO2 (Gen) (++)

Abbildung 4.1: Umsteuerung zwischen Primir- und Sekundérstoffwechsel unter dem Einfluf3
von Ozon gemil Beobachtungen aus den durchgefiihrten Ozonexpositionsversuchen. Entspre-
chend der relativen Intensitét sind die Induktionen mit (+++), (++) und (+) gekennzeichnet.
Abkiirzungen siehe [6.1] S.[202]

Dieser Befund 146t vermuten, daf es in den gestre3ten Pflanzen zu einer Anreiche-
rung von Vorldufersubstanzen fiir phenolische sekundire Inhaltsstoffe kam. Tatséch-
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lich wurde fiir die an der pflanzlichen Abwehr beteiligten phenolischen Verbindungen
Salicylsdure und Gentisinsdure und in der Tendenz auch fiir ein breites Spektrum wei-
terer 10slicher und zellwandgebundener Phenole eine solche Induktion ermittelt. So-
wohl der Gehalt als auch der Kondensationsgrad des Strukturpolymers Lignin nahmen
parallel zur Ausbildung ozonbedingter Lisionen zu. Bei der Analyse der ozonregulier-
ten subtraktiven cDNA-Banken fanden sich viele ozoninduzierte Gene aus den Berei-
chen ’Krankheit/Abwehr’ und ’Sekundirstoffwechsel’, wiahrend Gene aus dem Ener-
giestoffwechsel der Buche deutlich reprimiert wurden. Auch eine starke ozonbedingte
Induktion der Ethylenbiosynthese konnte auf Gen- und Metabolitebene nachgewiesen
werden. In Abbildung [4.1] S.[140]sind diese Befunde unter Verweis auf stirkere und
schwichere Induktionen zusammengefalt.

Die im SFB 607 formulierte zentrale Hypothese einer streBbedingten Umsteuerung
zwischen Primér- und Sekundirstoffwechsel kann also unter den hier verwendeten
Versuchsbedingungen angenommen werden. Die ozonbedingte Induktion aller Enzy-
me des Shikimatstoffwechsels wurde hier erstmals als Indiz fiir eine solche Umsteue-
rung in hoheren Pflanzen auf molekularbiologischer Ebene dokumentiert. Es konnte
zudem gezeigt werden, dal auch in einer verholzenden Pflanze wie der Buche unter
dem Einflu} von Stre§ dhnliche Genexpressionsmuster, Regelmechanismen und Me-
tabolite gefunden werden konnen, wie in krautigen Pflanzen.

4.2 Ozonexpositionsversuche

4.2.1 EinfluBfaktoren der Wirkung von Ozon auf Biume

Ozon ist der fiir Wilder wohl bedeutendste Luftschadstoff [[191) 200, 299]] und kann
in Pflanzen wie ein Elicitor Abwehrreaktionen auf verschiedenen Ebenen stimulieren
[276]]. Bei der Frage nach den Auswirkungen von Ozon auf Bdume miissen unter-
schiedliche Einflufaktoren beriicksichtigt werden, die im Folgenden, bezugnehmend
auf die hier durchgefiihrten Ozonexpositionsversuche, erldutert werden.

Dauer und Intensitit der Ozonbelastung (chronisch, akut)

Alter der Bdume

Genetische Variabilitit

Skalierungsebene der Auswirkungen von Ozon (Zelle, Blatt, Ast, Baum)

Klima- und Expositionsbedingungen

Quantifizierung der Schadwirkungen von Ozon

Dauer und Intensitiit der Ozonbelastung

Héaufig wird, je nach Expositionsdauer und Ozonkonzentration, zwischen ’chroni-
scher’ und ’akuter’ Belastung durch Ozon unterschieden. Trotz gleicher kumulativer
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Ozondosis konnen bei akuter und chronischer Ozonbehandlung unterschiedliche Ef-
fekte auftreten [263]]. So fiihrt chronischer Ozonstrefl meist zu einer verfriithten herbst-
lichen Seneszenz, wihrend eine akute Ozonexposition, die im Freiland sehr selten ist,
Membranschiddigungen und oxidativen Zelltod induzieren kann [[192, 259].

Um dem groBen Einflul hoherer Ozonkonzentrationen Rechnung zu tragen, wur-
den zur Quantifizierung der Ozonbelastung Indizes wie der AOT40 eingefiihrt (1.3.3]
S.[7), welche nur Konzentrationen oberhalb eines bestimmten Schwellenwertes be-
riicksichtigen. Diese Modelle ermdglichten allerdings keine Aussage iiber die Menge
an Ozon, welche tatsdchlich in die Pflanze gelangt und bezogen auch die nichtliche
Ozonexposition meist nicht ein, obwohl man heute weil}, daf} auch diese zur Schidi-
gung durch Ozon beitragen kann [100, [189]. Deshalb sind mittlerweile verschiedene
Indizes in der Diskussion, die auf der kumulativen Aufnahme (CU) von Ozon durch
die Stomata in den Interzellularraum der Blitter basieren [66) 193] und verschiede-
ne Klimaparameter wie Einstrahlung und Luftfeuchtigkeit miteinbeziehen. Ziel ist die
Ermittlung des physiologisch und okologisch wirksamen Anteils dieses Schadgases
[88L 198, [193]. Matyssek et al. [[193] stellten erst vor kurzem ein Modell vor, bei dem
der stomatire O3-Flux auf das antioxidative Potential der Biume bezogen wurde, um
0kologisch sinnvolle Standards zum Schutz vor Ozon zu definieren. Unter Verwendung
dieses Modells konnte bereits eine gute Korrelation zwischen Blattschidden und Ozon-
aufnahme hergestellt werden, so dal Expositionsindizes wie AOT40 moglicherweise
bald durch derartige Fluxmodelle abgelost werden konnen [[193]].

Schon vor knapp 20 Jahren wurde auf die chronische Belastung von Baumen durch
Ozon hingewiesen [263]], von der heute vermutlich grof3e Teile Europas betroffen sind
[133]. Die Auswirkungen einer chronischen Ozonbelastung waren allerdings bisher
nur in Ausnahmefillen spezifisch auf den EinfluB von Ozon zuriickzufiihren [272].
Dagegen sind die Symptome einer akuten Ozonexposition meist klar durch die Aus-
bildung feiner brauner Punkte auf der Blattspreite zu erkennen [133]]. Wihrend sich
derartige Symptome bei einigen krautigen Pflanzen oft schon nach wenigen Stunden
entwickeln [167,1312], konnen die Blitter von Bdumen auch bei hohen Ozonkonzentra-
tionen von bis zu 300 nl/l iiber mehrere Wochen ohne makroskopisch sichtbare Sym-
ptome bleiben [169].

Bei den in der vorliegenden Arbeit im Gewédchshaus durchgefiihrten Ozonexpo-
sitionsversuchen A, B und C (2.4] S.[31) wurden drei- bzw. vierjahrige Buchenjung-
pflanzen iiber einen Zeitraum von 30, 46 und 84 Tagen fiir jeweils 8 Stunden pro Tag
mit Ozonkonzentrationen von 300, 200 und 150-190 nl/l behandelt. Dabei ergaben sich
im Verlauf der Versuche A, B und C in der Expositionskabine jeweils AOT40-Werte
von 62, 59 und 97 ul/I - h, wihrend in der Kontroll-Kabine in keinem Versuch mehr
als 0,5 wl/l- h erreicht wurde. Am Versuchsstandort *Kranzberger Forst” wurden der
EinfluB von Ozon auf 60-jdhrige Buchen unter einfach und doppelt ambientem Ozon-
regime untersucht (Versuch D), wobei hier die gemessene kumulative Ozonbelastung
gemil AOT40 bis zur letzten Probenahme 17 bzw. 69 wl /I - h entsprach.

Die hier ermittelten AOT40-Werte lagen damit in derselben GroB3enordnung wie
bei den von Nunn et al. [228, [230] und Langebartels et al. [[169] zur Ozonexposition
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junger und adulter Buchen verwendeten Ozonregimes. Die hohe Ozonkonzentration
von 300 nl/l in Versuch A wurde gewihlt, um mittels der subtraktiven Suppressions-
hybridisierung vor allem stark ozonregulierte Gene erfassen zu konnen.

Alter der Baume

Ozon scheint auf junge Biume einen stidrkeren Einflul zu haben als auf ausgewachse-
ne Bdaume [156)]. So fanden Fredericksen et al. [77] zum Beispiel vermehrt Blattschi-
den an jungen Bdumen der ozonempfindlichen Art Prunus serotina, wihrend éltere
Pflanzen weniger Ozonsymptome aufwiesen. Bei 2-jdhrigen Buchen wurde schon bei
einem AOT40-Wert von 8 ul/l-h eine 10%-ige Reduktion der Biomasse festgestellt
[87], wihrend bei adulten Buchen unter einer hoheren Ozonbelastung (AOT40 = 71
wl/l) kaum Biomasseverluste auftraten [229]]. Eine doppelt ambiente Ozonkonzentra-
tion fiihrte bei jungen Buchen in Phytotronen zu einer starken Auspriagung von Blatt-
lasionen, was bei adulten Bdumen im ’Kranzberger Forst’ unter einem vergleichbaren
Ozonregime nicht beobachtet werden konnte [230]. Obwohl bislang nur wenige direkt
vergleichende Studien zu diesem Themenkomplex vorliegen, scheint es fraglich, ob
die anhand von Experimenten mit jungen Buchen postulierte kritische Schwelle fiir
einen 10%-igen Biomasseverlust (AOT40 = 10 u!/1- h) [80] auch bei ausgewachsenen
Bédumen uneingeschrinkt Verwendung finden kann.

Beziiglich der Empfindlichkeit gegeniiber Ozon spielt bei der Buche neben dem
Alter des Baumes vermutlich auch das Alter der Blattorgane eine Rolle. So zeigten
Polle et al. [253]], daB nicht nur junge und alte Blitter der Buche im Vergleich mit dif-
ferenzierten Blittern eine hohere Sensitivitdt gegeniiber oxidativem Stre3 aufweisen,
sondern daB sich die Sensitivitit auch in den vollstindig ausgebildeten Buchenblit-
tern im Verlauf eines Jahres verdndert. Die Heterogenitét der Befunde aus verschiede-
nen Ozonexpositionsversuchen mit jungen und ausgewachsenen Buchen beziiglich der
zeitlichen Entwicklung von Biomasseverlust und makroskopischer Lisionsausprigung
(12187, 1179, 228, 230]] sind daher zum Teil wohl auch auf unterschiedliche Entwick-
lungsstadien der Blitter und der Pflanzen zuriickzufiihren.

Bei den Versuchen A und C (2.4] S.[31) wurde mit der Ozonexposition direkt im
Anschluf} an die vollstindige Entfaltung aller Blétter begonnen. Im Gegensatz dazu
wurde Versuch B erst gegen Ende der Vegetationsperiode durchgefiihrt. Die in Versuch
B friiher als bei Versuch C auftretende Ausbildung ozonbedingter Lédsionen wurde also
vermutlich auch durch das unterschiedliche Alter der Biume und deren Blitter in die-
sen beiden Versuchen beeinfluft. In Versuch D traten an den 60-jdhrigen Buchen im
"Kranzberger Forst’ trotz einer kumulativen Ozonexposition von AOT40 = 69 ul/l-h
keine ozonspezifischen Lisionen auf, wihrend in den Gewédchshausexperimenten bei
einer vergleichbaren Ozondosis zum Teil deutliche ozonbedingte Symptome beobach-
tet werden konnten. Das Alter der untersuchten Bidume spielte, neben den bei den
Gewichshausversuchen hoheren absoluten Ozonkonzentrationen, fiir diesen Befund
vermutlich auch eine entscheidende Rolle.
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Genetische Variabilitit

Unterschiede in der Ozonsensitivitdt zwischen verschiedenen Pflanzenarten sind be-
reits gut dokumentiert [[16} 24} 133 320]]. Fiir die Buche [25} 35, 136, 179} 226] und
andere Arten [114, (133, 300] wurden dariiber hinaus in einigen Studien auch auf die
unterschiedliche Toleranz oder Anfilligkeit einzelner Individuen gegeniiber Ozon hin-
gewiesen.

So zeigte Buche, die urspriinglich als eher ozonsensitiv eingeschitzt worden war
[80]], im Vergleich mit Pappel [24] und 14 anderen verholzenden Arten [320] erst spét
makroskopisch sichtbare Symptome. In verschiedenen Untersuchungen entstanden an
den Blitter einzelner Buchenpflanzen deutliche ozonbedingte Lisionen, wéihrend diese
bei anderen Individuen nicht oder nur in sehr geringem Ausmal} auftraten [25,[35) 136,
1791 1226].

Auch in den hier durchgefiihrten Gewichshausversuchen A, B und C (2.4] S.[31)
bildeten sich bei einzelnen Buchen besonders deutliche ozonbedingte Lisionen, wih-
rend diese bei anderen Individuen nicht auftraten. Trotz der relativ hohen Ozonkon-
zentrationen von 150 bis 300 nl/1 (8 h/d) blieben 32% und 35% der ozonbehandelten
Pflanzen aus Versuch A und C bis zum Versuchsende ohne makroskopisch sichtbare
Liasionen, wihrend diese bei anderen Individuen an allen Blittern beobachtet werden
konnten.

Wenige Tage vor der Ausbildung von Lisionen wurde in den ozonbehandelten
Pflanzen stets ein Anstieg der Emissionsrate von Ethylen gemessen S. [T13),
was bei Buchenjungpflanzen auch von Nunn et al. beobachtet worden war [228]]. Bei
Versuchspflanzen, die keine Lisionen aufwiesen, kam es dagegen entweder gar nicht
oder erst kurz vor Ende des Beobachtungszeitraums zu einer vermehrten Emission von
Ethylen.

Derartige Unterschiede zwischen einzelnen Individuen sind vermutlich hauptséch-
lich auf die genetische Variabilitit der Versuchspflanzen zuriickzufiihren. Dieser Varia-
bilitdt kann sich dabei nicht nur in physiologischen oder morphologischen Unterschie-
den duBern. So wurden grofle Unterschiede in der Ozonsensitivitit von Tabaksorten
gefunden, die physiologisch und morphologisch vergleichbar waren [272].

Skalierungsebene der Auswirkungen von Ozon

Matyssek et al. [192] wiesen darauf hin, daf} bei Forstbiumen eine differenzierte Be-
trachtung des Einflusses von Ozon auf den Ebenen der Zelle, des Blattes, der Aste
und der gesamten Pflanze erfolgen sollte. An adulten Buchen im ’Kranzberger Forst’
wurde mit Ausnahme des Parameters *Stammzuwachs’ auf allen Ebenen Unterschie-
de zwischen einfachem und doppelt ambientem Ozonregime beobachtet [229]. Unter
dem EinfluB von Ozon wurden hierbei neben einer Akkumulation von konjugiertem
ACC auch Einschriankungen der Photosynthese, die Bildung ozonbedingter Lisionen
und eine Verkiirzung der Vegetationsperiode festgestellt.

Bei adulten Buchen muf dariiber hinaus auf Blattebene noch beriicksichtigt wer-
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den, daf3 in Sonnen- und Schattenkrone morphologisch unterschiedliche ’Sonnenblét-
ter’ und ’Schattenblittern’ ausgebildet werden. So unterschieden sich Sonnen- und
Schattenblitter einerseits in biochemischen Parametern und in der Photosyntheselei-
stung. Andererseits kam es nur in Sonnenblittern zur Ausbildung ozonbedingter La-
sionen [226]. In Schattenblittern waren zudem deutlich hiaufiger Infektionen mit dem
Erreger der Buchenblattbriune (Apiognomonia errabunda) nachweisbar [8]].

Klima- und Expositionsbedingungen

Verschiedene Klimaparameter wie Temperatur, Einstrahlung, Feuchtigkeit und Luft-
umwilzung kénnen die Versuchsergebnisse maB3geblich beeinflussen. So konnen eine
hohere Temperatur zu einem verstirkten Langenwachstum [241]], stidrkere Belichtung
zu mehr oxidativem Stref3, und eine Erhohung der Luft- und Bodenfeuchte sowie der
Luftumwilzung zu einer erhthten Aufnahme von Ozon in die Blitter der Pflanzen
fithren [215, 314,316, [317]]. Benton et al. [[15] nennen neben der Ozonkonzentration
das Dampfdruckdefizit und die Globalstrahlung als die wichtigsten EinfluBfaktoren fiir
die Ausbildung von ozonbedingten Symptomen. Eine direkte Extrapolation der Ergeb-
nisse aus Klimakammern auf das Verhalten junger Baume unter Freilandbedingungen
erscheint daher nicht zuletzt wegen der unterschiedlichen Klima- und Lichtverhiltnis-
se problematisch [[156].

Gewichshausversuche, wie die hier durchgefiihrten Expositionsexperimente A, B
und C (2.4} S.[31), sind allerdings besser als Freilanduntersuchungen dazu geeignet,
unter Kontrolle vieler klimatischer Parameter mechanistische Aussagen zum Einfluf}
eines bestimmten Stressors wie Ozon zu treffen, ohne daf3 die pflanzlichen Reaktionen
durch schwankende Umwelteinfliisse tiberlagert werden, wie dies im Freiland der Fall
sein kann [230]].

Quantifizierung der Schadwirkungen von Ozon

Die Schidigung von Pflanzen durch Ozon wird bislang vor allem durch den Biomasse-
verlust quantifiziert [[80]. Landolt et al. [164] wiesen eine Abnahme der Biomasse von
Buche mit zunehmenden Ozonkonzentrationen nach. Da die Verdnderung der Biomas-
se allerdings nur mit destruktiven Methoden exakt ermittelt werden kann, wurde im
Verlauf der Expositionsversuche B und C (2.4 S.[31) zur Quantifizierung der aufge-
tretenen Ozonschédden die Entwicklung ozonspezifischer Blattldsionen [[108, 126 179]
herangezogen.

4.2.2 Interaktion zwischen Ozon und biotischen Stressoren

Die bisher verfiigbaren Studien, welche sich mit der Interaktion zwischen einer erh6h-
ten Ozonkonzentration und dem Befall von Pflanzen durch Pathogene beschiftigen,
lassen erkennen, dal Ozon hierbei sowohl positive als auch negative Auswirkungen
auf Pflanzen haben kann [[187]. So bieten durch Ozon hervorgerufene Lisionen zwar
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hidufig Eintrittspforten fiir eine anschlieBende Pathogeninfektion, Ozon kann aber auch
zur Ausbildung einer erhohten Resistenz fiihren [140, [187]. Heagle zeigte schon 1975,
dal das Wachstum von obligat parasitischen Pilzen unter dem Einflu von Ozon be-
eintrichtigt sein kann [[110]. Ausgeldst durch Ozon kann es in der Pflanze sowohl zur
Synthese von Abwehrstoffen als auch zur Verdnderung der Cuticula kommen, wo-
durch eine Pathogeninfektion erschwert werden kann [250, 273]]. In anderen Féllen
fiihrte Ozon zu einer Schwichung der pflanzlichen Abwehr, die zum Beispiel durch
eine Reduktion der Photosyntheseleistung bedingt sein kann [272] 277]. Obwohl die
optimalen Infektionsbedingungen fiir Pathogene oft nicht mit dem Auftreten der ma-
ximalen Ozonkonzentrationen zusammenfallen, konnen persistente Ozoneffekte das
Abwehrverhalten der Pflanzen {iber lingere Zeitrdume beeinflussen [[169, 273]].

Zur Untersuchung dieser Wechselwirkungen bei der Buche sollte in Versuch C
zusitzlich zur Ozonbehandlung Infektionen mit dem Erreger der Buchenblattbriaune
(Apiognomonia errabunda) durchgefiihrt werden. Allerdings entwickelten sich an den
mit Sporen von A. errabunda behandelten Baumen im Verlauf des Versuchs C weder
die fiir eine Infektion mit diesem Pilz typischen Blattsymptome (Abb.[3.8] S.[68)), noch
ergab die spezifische Quantifizierung der DNA dieses Pilzes mittels gqRT-PCR Unter-
schiede zwischen den behandelten und den unbehandelten Biumen. Es ist daher davon
auszugehen, daf keine ausreichende Infektion mit A. errabunda stattgefunden hat. Die
Ursache hierfiir ist vermutlich auf einen oder mehrere der folgenden drei Faktoren
zuriickzufiihren:

* Der verwendete Stamm von A. errabunda hat durch die wiederholte Subkulti-
vierung auf Ndhrmedium moglicherweise im Laufe der Zeit seine Virulenz ein-
gebiifit.

* Niedrige Temperaturen von etwa 10-15 °C konnen die Infektion mit A. errabun-
da begiinstigen (pers. Mitteilung von Giinther Bahnweg), so daf die Temperatur
zum Zeitpunkt der Infektion eventuell zu hoch war (ca. 18-20°C).

* Wegen der Lichtbedingungen bei der Anzucht der jungen Buchenpflanzen ent-
sprach die Blattmorphologie vermutlich eher der von ’Sonnenblittern’. Bahn-
weg et al. [8]] berichten aber, dal bei adulten Buchen auf Sonnenblittern deutlich
seltener Infektionen mit A. errabunda zu finden waren, als in der Schattenkrone.

4.3 Ozoninduzierte Gene aus den cDNA-Banken SSH1
und SSH2

Da Pflanzen nicht wie Tiere die Moglichkeit haben, ungiinstige Umweltbedingungen
zu vermeiden, miissen sie sich durch strukturelle, physiologische und chemische An-
passung schiitzen. Das Schadgas Ozon induziert derartige Anpassungsprozesse wie die
Bildung von Phytoalexinen, PR-Proteinen, Signalsubstanzen und die Synthese zellu-
larer Barrieren [276]. Man weil} heute allerdings noch relativ wenig iiber die an die-
sen Abwehrreaktionen beteiligten Rezeptoren und Signalketten und deren vermutlich
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hauptsidchlich transkriptionelle Regulation. Die Wahrnehmung von Ozon und seinen
Abbauprodukten erfolgt moglicherweise durch noch unbekannte apoplastische Re-
zeptorproteine, Signalmolekiile auf Lipidbasis aus dem ozoninduzierten Abbau der
Plasmamembran oder durch eine Verdnderung des Redox-Gleichgewichts in der Zelle
[142].

In den letzten Jahren konnte der Einflul von Ozon auf die Regulation verschiedener
Gene aus Primér- und Sekundirstoffwechsel nachgewiesen werden. Durch die Metho-
de der DNA-Chip-basierten Genexpressionsanalyse ist es heute moglich, gleichzeitig
grof3e Ausschnitte des pflanzlichen Transkriptoms unter dem EinfluB von Stressoren zu
untersuchen und dabei nicht nur Aussagen iiber die Regulation einzelner Gene, son-
dern auch iiber deren Zusammenhang mit dem gesamten pflanzlichen Stoffwechsel zu
treffen.

Da zu Beginn dieser Arbeit fiir eine derartige Untersuchung der Genexpression
zu wenige Gene der Buche bekannt waren, wurden zunéchst mittels subtraktiver Sup-
pressionshybridisierung [45] entsprechende ozoninduzierte und -reprimierte cDNA-
Sequenzen kloniert. Durch subtraktive cDNA-Banken konnten bei Pisum sativum be-
reits jeweils spezifisch durch Ozon oder andere Stressoren wie UV-Licht und Verwun-
dung induzierte Gene identifiziert werden [267]].

Wegen der erforderlichen Mengen an Pflanzenmaterial wurden bei der Erstellung
der subtraktiven cDNA-Banken SSH1 und SSH2 jeweils die Blattproben der frithen
Erntezeitpunkte (bis 5 Tage nach Versuchsbeginn, SSH1) und der spiten Erntezeit-
punkte (7 bis 30 Tage nach Versuchsbeginn, SSH2) aus Versuch A (300 nl/1, 8 h/d, 30
d) zusammengefalt. Durch dieses Vorgehen wurde zudem angestrebt, vor allem stark
oder dauerhaft ozoninduzierte Gene zu identifizieren. Die kurzfristige Regulation von
Genen fiel dagegen, durch die gemeinsame Analyse mehrere MeBzeitpunkte, weniger
ins Gewicht.

Beim Vergleich der erhaltenen cDNA-Sequenzen mit 6ffentlichen Datenbanken
mittels *Blastn’ [1] fiel zunéchst auf, daf} fiir jeweils mehr als 300 Klone aus SSH1
und SSH2 kein homologer Datenbankeintrag gefunden werden konnte. Dieser Befund
diirfte einerseits auf die teilweise sehr kurze cDNA-Sequenz einzelner SSH-Klone zu-
riickzufiihren sein, spricht aber andererseits auch dafiir, daf} eine gewisse Anzahl an
cDNA-Fragmenten kloniert werden konnte, fiir die es in offentlichen Datenbanken
noch keine homologen Sequenzdaten gibt. Da das Genom einiger krautiger Pflanzen
bereits zu grolen Teilen bekannt ist, konnte es sich hierbei um Gene handeln, die mit
der Regulation des Stoffwechsels bei verholzenden Pflanzen in Verbindung stehen.

Sowohl in SSHI als auch in SSH2 wurden einige redundante cDNA-Sequenzen
kloniert. Besonders auffillig war hier bei der cDNA-Bank SSH2, in der insgesamt
mehr Redundanzen zu finden waren als in SSH1, das Auftreten von 81 Klonen mit Ho-
mologie zu einer Kaffeesdure-O-Methyltransferase. Die trotz der Normalisierungsstra-
tegie der SSH-Methodik erfolgte mehrfache Klonierung dieses Gens, das vermutlich
an der Ligninbiosynthese beteiligt ist, deutet auf eine starke transkriptionelle Induktion
dieses Stoffwechselweges gegen Ende des Expositionsversuchs A hin.

Weder in SSH1 noch in SSH2 wurden cDNA-Fragmente mit Homologie zu Ge-
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nen des Shikimatstoffwechsels identifiziert. Wahrend dies fiir die Gene Fs-DAHPS?2,
Fs-DHQS, Fs-SK und Fs-CS, deren Genexpression wihrend des Ozonexpositionsver-
suchs C nur gering war S.[87)), nicht verwunderlich ist, wire die Klonierung einer
der Isoformen Fs-DAHPSI, Fs-DAHPS3, Fs-DHQD/SD oder Fs-EPSPS mittels der
SSH-Methode wegen der in Versuch C beobachteten hoheren ozonbedingten Indukti-
onsfaktoren denkbar gewesen. Das Fehlen dieser und anderer ozoninduzierter cDNA-
Sequenzen aus dem Shikimatstoffwechsel in den cDNA-Banken SSH1 und SSH?2 er-
klért sich einerseits durch die eingeschrinkte Zahl an klonierten und sequenzierten
cDNA-Klonen. Andererseits wurde die Induktion dieser Gene in Versuch C vor allem
zu spiteren Zeitpunkten beobachtet, so dafl es im Verlauf des nur 30-tidgigen Versuchs
A moglicherweise zu keiner ausreichend starken differentiellen Genexpression kam.

Zusammensetzung der cDNA-Banken SSH1 und SSH2

Abziiglich der Sequenzen, die mittels *Blastn’ [[1] einem noch unbekannten oder nicht
genau klassifizierten Protein zugeordnet worden waren, verblieben in SSH1 112 und in
SSH2 57 nicht redundante cDNA-Klone. Die geringere Anzahl an nicht redundanten
Klonen in SSH2 erklirt sich moglicherweise auch dadurch, daf hier keine ausreichen-
de Normalisierung zwischen stark und schwach regulierten Transkripten stattgefunden
hat, so daB in den entsprechenden PCR-Reaktionen iiberwiegend stark exprimierte Ge-
ne amplifiziert wurden. Zu den frithen Erntezeitpunkten von Versuch A war dagegen
das Niveau der Genexpression zwischen den ozonbehandelten und den nicht behandel-
ten Pflanzen vermutlich ausgeglichener, was die Klonierung einer groBeren Anzahl an
nicht redundanten Klonen in SSH1 ermdglichte. Die funktionelle Klassifizierung der
SSH-Klone erfolgte gemall dem Schema des "EU Arabidopsis Genom Projekts’ [68]]
in die Kategorien ’Primirstoffwechsel’, ’Energie-Stoffwechsel’, *Transkription’, ’Pro-
teinsynthese’, ’Proteinmodifikation’, *Transporter’, ’Intrazelluldrer Transport’, *Zell-
struktur’, ’Signalweiterleitung’, *Krankheit/Abwehr’ und ’Sekundirstoffwechsel’.

Die Verteilung der nicht redundanten cDNA-Klone aus SSH1 und SSH2 auf die
entsprechenden funktionellen Gruppen gibt eine Vorstellung, welche Bereiche des
pflanzlichen Stoffwechsels zu welchem Zeitpunkt besonders stark reguliert wurden.
So dominierten in SSH1 die Bereiche ’Primér- und Energiestoffwechsel” mit 40% der
cDNA-Klone, wihrend in SSH2 nur etwa 26% diesem Bereich zugeordnet wurden
(Abb. S.[72)). Auch der Anteil der cDNA-Klone aus den Bereichen ’Signalwei-
terleitung’ und ’Transkription” war in SSH2 geringer als in SSH1. Zu den spéten Zeit-
punkten in Versuch A verlagerte sich die Genregulation offensichtlich eher in Rich-
tung ’Zellstruktur’, *Sekundirstoffwechsel” und ’Krankheit/Abwehr’. So gehoren von
den cDNA-Klonen aus SSH1 nur 4%, 7% und 12% diesen funktionellen Gruppen an,
wihrend dies fiir 9%, 10% und 23% der cDNA-Klone aus SSH2 der Fall ist. Tamao-
ki et al. [307] hatten bei DNA-Chip Untersuchungen ozonbehandelter Arabidopsis-
Pflanzen ebenfalls eine Zunahme der Induktion von Genen aus dem Bereich ’Krank-
heit/Abwehr’ und eine Repression von Genen aus dem Bereich *Energiestoffwechsel’
beobachtet.
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Durch Zusammenstellung aller cDNA-Klone aus SSH1 und SSH2 auf DNA-Chips
und deren Hybridisierung mit dem gleichen Probenmaterial aus Versuch A, das auch
schon zur Herstellung der subtraktiven cDNA-Banken verwendet worden war, sollte
tiberpriift werden, in welchem Ausmal} die klonierten Gene unter dem Einflu} von
Ozon reguliert werden. Hierbei ergaben sich Werte von bis zu 33-facher Induktion
und bis zu 3-facher Repression einzelner Gene. Da bisher nur sehr wenige Arbei-
ten iiber die Genexpression unter dem Einflul einer langandauernden Ozonbehand-
lung bei Bdumen verfiigbar sind, werden zur Diskussion der Genexpression dieser
cDNA-Klone im Folgenden auch entsprechende Befunde aus krautigen Pflanzen un-
ter kurzfristiger Ozonbehandlung herangezogen. In Versuchen mit Pappel konnten
Koch et al. [154] zeigen, dal z.B. das Genexpressionsniveau von PRI oder einer O-
Methyltransferase auch bei einer mehrtdagigen Ozonbehandlung von jeweils 6 Stunden
(300 nl/1) dhnlichen Schwankungen unterliegt, wie sie in krautigen Pflanzen bei ein-
maliger Ozonbehandlung gefunden werden.

Genexpressionsanalyse der cDNA-Klone aus SSH1 und SSH2

Die DNA-Chips mit den cDNA-Klonen aus SSH1 und SSH2 wurden zur Untersu-
chung frither und spiter ozonbedingter Regulation der einzelnen Gene sowohl mit
cDNA aus Probenmaterial der frithen (bis 5 Tage nach Versuchsbeginn) als auch der
spaten (7 bis 30 Tage nach Versuchsbeginn) Erntezeitpunkte aus Versuch A hybridi-
siert. Wihrend bei der Analyse der spiten Genexpression unter dem Einflu3 von Ozon
6 cDNA-Klone mehr als 2-fach reprimiert und 31 mehr als 2-fach induziert waren,
konnten bei der Analyse der frithen Erntezeitpunkte keine Unterschiede dieser Gro-
Benordnung zwischen der Genexpression in den ozonbehandelten und den Kontroll-
bdaumen verzeichnet werden. Eine mogliche Ursache hierfiir ist darin zu sehen, daf3
aufgrund der zur Hybridisierung der DNA-Chips bendtigten groen cDNA-Mengen
die differentielle Genexpression nicht fiir jeden Erntezeitpunkt einzeln analysiert wer-
den konnte. Der durch gemeinsame Verwendung mehrerer cDNA-Populationen von
verschiedenen Erntezeitpunkten gebildete Durchschnitt der Genexpression im Verlauf
der ersten Tage von Versuch A unterschied sich moglicherweise zwischen den beiden
Behandlungsvarianten zu wenig, um mittels DNA-Chip Analyse ozonregulierte Gene
nachweisen zu konnen. Die im Folgenden aufgefiihrten Genexpressionsdaten beziehen
sich daher nur auf die Untersuchung der Genexpression zu den spiten Erntezeitpunk-
ten (7 d bis 30 d) von Versuch A.

Ozoninduzierte Gene

Fast alle der hier identifizierten stark durch Ozon induzierten cDNA-Klone (Tab. S.
[84) besitzen Homologie zu Genen, deren Induzierbarkeit durch Ozon zum Teil bereits
mehrfach in meist krautigen Pflanzen nachgewiesen werden konnte. So fanden Lud-
wikow et al. [[184] in ozonbehandelten Arabidopsis-Pflanzen eine 9-fache Induktion
der Kaffeesidure-O-Methyltransferase wihrend Koch et al. [[154] in Pappel die ozon-
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bedingte 25-fache Akkumulation einer O-Methyltransferase beobachteten. Die zwei
Klone SSH1P3A04 und SSH2P6CO08 sind zu diesen beiden Enzymen homolog und
wurden bei Versuch A im Rahmen der DNA-Chip Hybridisierung mit 25-facher und
33-facher Genexpression am deutlichsten durch Ozon induziert.

Tabelle 4.1: Zusammenstellung der funktionellen Zuordnung stark ozoninduzierter und ozon-
reprimierter Klone aus den subtraktiven cDNA-Banken SSH1 und SSH2.

ozoninduzierte cDNA-Klone putative funktionelle Zuordnung
SSH2P5B01, SSH1P3A02, SSH2P6GO1, SSH2P1F12 | Krankheit/Abwehr

SSH2P5G11, SSH1P3C09, SSH1P1EO3 Krankheit/Abwehr
SSH2P6CO08, SSH1P3A04, SSH2P3C10 Sekundirstoffwechsel
SSH2P1F05, SSH2P3DO05 Signalweiterleitung
SSH2P3B09 Transporter

ozonreprimierte cDNA-Klone

putative funktionelle Zuordnung

SSH1P4A12, SSH1P6G02, SSH1P6F12 Energiestoffwechsel
SSH1P4E03, SSH1P6G12 Energiestoffwechsel
SSH1P7E12, SSH1P6G06 Signalweiterleitung
SSH1P6F08 Transporter

Bei der Kaffeesdure-O-Methyltransferase handelt es sich um ein Enzym der Li-
gninbiosynthese und auch Koch et al. [154]] gehen bei der von ihnen gefundenen ozon-
induzierten O-Methyltransferase von einer Beteiligung an diesem Stoffwechselweg
aus. Auch die 9-fache Induktion einer putativen Peroxidase (SSH1P3C09) steht mog-
licherweise in Verbindung mit der Synthese von Lignin. Die ozonbedingte Indukti-
on von Peroxidasen wurden bereits bei Arabidopsis (184, 307] und bei Petroselinum
crispum im Rahmen kurzfristiger Expositionsversuche eher zu spiteren Zeitpunkten
gefunden [63]].

Eine typische Reaktion in Pflanzen unter dem Einflul von Ozon ist die Indukti-
on sogenannter PR-Proteine (PR = ’pathogenesis related’) [276]. Zu dieser Gruppe
gehoren sowohl die Gene PRI und PRI0 63,154, 240], zu denen die 22-fach und 9-
fach ozoninduzierten Klone SSH2P5B01 und SSH2P6G01 homolog sind, als auch die
basische -1,3-Glucanase, deren transkriptionelle Stimulation unter dem Einflu} von
Ozon in Tabak und Arabidopsis ebenfalls bereits bekannt ist [7, 286, 307]. Der Klon
SSH1P3AO02 ist homolog zu einer putativen "endo-1,3;1,4--D-Glucanase aus Fraga-
ria x ananassa (AccNr.: DQ022748) und wurde in den ozonbehandelten Pflanzen im
Mittel 8-mal stdrker exprimiert als in den Kontrollpflanzen.

Zwei 15- und 5-fach induzierte Klone (SSH2P1F12, SSH2P5G11) sind zu unter-
schiedlichen Formen der Glutathion-S-Transferase homolog. Uber die ozonbedingte
Induktion dieser Enzyme, die an Entgiftungs- und Transportaufgaben innerhalb der
pflanzlichen Zelle beteiligt sind, wurde ebenfalls bereits von mehreren Gruppen be-
richtet [43],1184,1291,1307]. Ein weiteres bekanntermallen ozoninduziertes Entgiftungs-
enzym, das ebenfalls in mehreren Isoformen in Pflanzen vorkommt ist die Catalase
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[338]. Ein zu Catalase 1 aus Cucurbita pepo (AccNr.: D55645) homologes cDNA-
Fragment der Buche (SSHI1P1EO3) wurde 5-fach unter dem Einflul von Ozon indu-
ziert.

Wie unter 4.5] S. niher beschrieben, ist die Bildung von Ethylen als Reakti-
on auf die Applikation von Ozon bereits bei vielen Pflanzenarten beobachtet worden.
Die Synthese des gasformigen Ethylens, das entscheidend fiir die Ausbildung ozonbe-
dingter Lésionen ist [228| 238], wird zum Beispiel in der Tomate durch die Regulati-
on verschiedener Isoformen der beteiligten Enzyme gesteuert [203]]. Die cDNA-Klone
SSH2P1FO05 und SSH2P3DO05 besitzen hohe Homologie zu verdffentlichten Isoformen
der ACC Oxidase (Tab. [3.4] S.[84) und wurden mit 6- und 5-facher Expression stark
unter dem Einflu} von Ozon induziert.

Bei den 5-fach und 4-fach ozoninduzierten SSH Klonen SSH2P3B09 und
SSHP3C10 handelt es sich vermutlich um cDNA-Fragmente eines ABC Transpor-
ters und der an der Flavonoid-Biosynthese beteiligten Flavanon-3-Hydroxylase (F3H).
Diese beiden Enzyme wurden als einzige der oben aufgefiihrten in der wissenschaftli-
chen Literatur noch nicht als ozoninduzierbar beschrieben.

In Arabidopsis kennt man heute etwa 100 verschiedene Gene aus der groflen Fa-
milie der ABC-Transporter in Pflanzen. Die vielfdltigen Aufgaben dieser Enzyme rei-
chen von der Entgiftung schidlicher Kataboliten tiber den Abtransport von Glutathion-
Konjugaten und Abbauprodukten des Chlorophylls [311] bis hin zur Regulation der
Stomata [188]. Pearson und Mansfield konnten bereits eine ozonbedingte Verinde-
rung der Stomatadffnung bei der Buche nachweisen [244] und die Reduktion der Pho-
tosynthese sowie die Induktion von Glutathion-S-Transferasen sind ebenfalls bekann-
te Auswirkungen von Ozon auf Pflanzen [40, 43 184} 291] 307]]. Die Induktion des
klonierten putativen ABC-Transporters ist daher vermutlich als weiteres Element der
pflanzlichen Abwehrreaktionen gegeniiber Ozon zu verstehen.

Die Genexpression des Schliisselenzyms des Phenylpropan-Stoffwechsels, der
Phenylalanin Ammoniak-Lyase (PAL) [7, 163} 240, 154} [312]] und die in dieser Studie
dargelegten Induktion des Shikimatstoffwechsels unter dem Einflul von Ozon (3.5] S.
ermOglichen eine Akkumulation von Vorldufersubstanzen der Flavonoidbiosynthe-
se und lassen die Induktion der Flavanon-3-Hydroxylase plausibel erscheinen. Auch
fiir zwei weitere Gene der Flavonoidbiosynthese, die Chalkon Synthase und die 4-
Cumarat: CoA Ligase wurde bereits eine erhohte Genexpression unter dem Einflufl
von Ozon nachgewiesen [7, 63]].

Ozonreprimierte Gene

Unter den ozonreprimierten cDNA-Klonen aus der Buche befanden sich auffillig viele
aus dem Bereich der Photosynthese. So war die Genexpression einiger putativer Chlo-
rophyll a-bindender (cab) Proteine und der RUBISCO Aktivase 1,9- bis 2,3-fach durch
Ozon reduziert (SSH1P4A12, SSHIP7E12, SSHI1P4E(03, SSH1P6F12). Eine derar-
tige Regulation chloroplastidédrer Proteine ist ein typisches Merkmal ozoninduzierter
pflanzlicher StreBreaktionen [43]262]272]] die sowohl fiir cab-Proteine als auch fiir die
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RUBISCO Aktivase bereits von anderen Autoren beschrieben wurde [43] 249, 307]].

Der cDNA-Klon SSH1P6F08 mit Homologie zu einem Aquaporin aus Vitis vinife-
ra wurde ebenfalls durch Ozon 1,9-fach reprimiert. Die groe Familie der Aquaporine,
die in Arabidopsis thaliana 35 Mitglieder zdhlt [257], ist an der Regulation der Was-
serdurchlissigkeit von Zellmembranen sowohl im Verlauf der pflanzlichen Entwick-
lung als auch unter dem Einflu von verschiedenen Stressoren wie Kilte, Nihrstoft-
mangel, Trockenheit oder einem erhohtem Salzgehalt im Boden beteiligt [348]]. Die
Reduzierung der Durchlidssigkeit von Membranen durch Repression von Aquaporinen
erscheint sinnvoll, wenn die Membranintegritit durch Ozon oder sekundér gebildete
reaktive Sauerstoffspezies bereits gefihrdet ist.

Ein SSH-Klon mit Homologie zur 9-cis-Epoxycarotenoid Dioxygenase (NCED)
(SSH1P7E12) wurde durch Ozon mehr als zweifach reprimiert. NCED ist ein Schliis-
selenzym der Abscisinsidure-Biosynthese und benotigt als Kofaktor Ascorbat, weshalb
unter Ascorbat-Mangel bereits eine Aktivierung der Transkription dieses Gens beob-
achtet wurde [243]]. Da das Phytohormon Abscisinsidure unter anderem den Verschluf3
der Stomata reguliert, konnten Berichte iiber modifizierte stomatire Leitfdhigkeiten
unter dem Einflu} von Ozon [244] auch im Zusammenhang mit der Repression von
NCED stehen.

Uber die ozonbedingte Regulation der Fructose-bisphosphat Aldolase ist bislang
nichts bekannt. Der zu diesem Gen aus dem Primérstoffwechsel homologe Klon
SSH1P6G12 wurde hier etwa 3-fach durch Ozon reprimiert. Dieser Befund deutet,
wie auch schon die Repression verschiedener Gene aus dem Energiestoffwechsel und
die Induktion einiger Gene aus dem Shikimatstoffwechsel S. auf eine Um-
steuerung vom Primérstoffwechsel zum Sekundérstoffwechsel in den ozonbehandelten
Pflanzen hin.

Der ebenfalls etwa 3-fach ozonreprimierte cDNA-Klon SSHI1P6G06 besitzt
Homologie zu einer MAPKK aus Lycopersicon esculentum, die bei der Abwehrreak-
tionen gegen Pathogene identifiziert wurde [2435]. In Pflanzen sind *Mitogen aktivierte
Protein Kinasen’ (MAPK), MAPK Kinasen (MAPKK) und MAPKK Kinasen
(MAPKKK) an den Antworten auf biotische und abiotische Stressoren beteiligt und
regulieren sich in sogenannten MAPK Kaskaden gegenseitig [[131]. Wihrend die hier
klonierte putative MAPKK deutlich reprimiert wurde, fanden Samuel et al. [270] in
Tabak eine MAPK, deren Transkription unter dem Einflu3 von Ozon zunahm.

Zusammenfassend sieht man, daf} in Versuch A die Beobachtungen zur Induktion
von Genen der Buche wihrend der 30-tigigen Ozonbehandlung mit den durch kurz-
fristige Ozonexposition bei krautigen Versuchspflanzen gesammelten Erkenntnissen
vergleichbar sind. Die Tatsache, da3 in den beiden cDNA-Banken viele cDNA-Klone
enthalten sind, die Homologie zu Genen aufweisen, welche bereits zuvor als ozon-
reguliert beschrieben wurden, 146t den Schluf zu, dal die Methode der subtraktiven
Suppressionshybridisierung hier erfolgreich angewendet werden konnte, um ozonin-
duzierte und ozonreprimierte Gene aus der Buche zu identifizieren.

Die Expressionsergebnisse aus den Hybridisierungen der DNA-Chips wurden fiir
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die putativen Gene Kaffeesidure-O-Methyltransferase (Fs-COMT) und Peroxidase (Fs-
POX) auch mittels qRT-PCR tiiberpriift (Abb. S.[86). Die im Verlauf von Versuch
C fiir Fs-COMT und Fs-POX gemessenen ozonbedingten Genexpressionsniveaus ent-
sprachen hierbei den Hybridisierungsdaten aus Versuch A. Auch in Versuch C konnte
vor allem zu den spiteren Versuchszeitpunkten eine Induktion der Gene Fs-COMT
und Fs-POX beobachtet werden.

4.4 Regulation des Shikimatstoffwechsels

Man geht davon aus, dal die Regulation des Shikimatstoffwechsels bei hoheren Pflan-
zen ausschlieBlich auf genetischer Ebene erfolgt, da zur Kontrolle der Enzyme dieses
Stoffwechselwegs im Gegensatz zu Mikroorganismen bei Pflanzen bis heute noch kei-
ne “feedback’-Regulation gefunden wurde [124].

Trotz der groBen Bedeutung des Shikimatstoffwechsels fiir die Synthese von Vor-
stufen fiir die Bildung der aromatischen Aminosduren und zahlreicher sekundérer
Inhaltsstoffe S. [9), gibt es bislang nur wenige Erkenntnisse iiber die Regula-
tion der Gene dieses Stoffwechselwegs unter StreBbedingungen in héheren Pflan-
zen. Die bisherigen diesbeziiglichen Untersuchungen konzentrierten sich vor allem
auf die Regulation des ersten Enzyms des Shikimatstoffwechsels, der 3-Deoxy-D-
arabino-Heptulosonat 7-Phosphat Synthase (DAHPS). Dabei konnte gezeigt werden,
daB viele Faktoren wie Stickstoffmangel [315)], Licht verschiedener Wellenldngen
[92,1119,1182,1294]], Verwundung [59, 145211, 294]], Pathogeninfektion [[145] und die
Verwendung von Elicitoren [95, 119} 145,194, 217]] eine Stimulation der DAHPS auf
Transkript- oder Aktivititsebene hervorrufen konnen. Uber die streBbedingte Regu-
lation der Gene 3-Dehydroquinat Synthase (DHQS), 3-Dehydroquinat Dehydratase /
Shikimat Dehydrogenase (DHQD/SD), Shikimat Kinase (SK), 5-Enolpyruvylshikimat
3-Phosphat Synthase (EPSPS) und Chorismat Synthase (CS) in hoheren Pflanzen war
bisher nur bekannt, dal Elicitor-Behandlung eine Induktion dieser Gene bewirken
kann [18} [73) 95]]. Erst kiirzlich zeigten Janzik et al. [134] fiir die ozonempfindliche
Tabaksorte ’Bel W3’, dal} auch eine Ozonbehandlung (5 h, 160 nl/1) die Genexpression
von Enzymen des Shikimatstoffwechsels induzieren kann.

Die streBBbedingte Genexpression aller am Shikimatstoffwechsel beteiligten Enzy-
me wurde bisher ausschlielich bei Nachtschattengewédchsen in Versuchen mit einer
Dauer von maximal 72 Stunden untersucht [18}, 95, [134]] und wird in der vorliegenden
Arbeit am Beispiel der Buche erstmals fiir verholzende hohere Pflanzen und fiir einen
Zeitraum von bis zu 84 Tagen beschrieben. Mit Ausnahme der DAHPS-Isoformen
handelt es sich hierbei um die ersten aus Bdumen isolierten cDNA-Sequenzen des
Shikimatstoffwechsels. Auch wurde die Expression putativer Gene des pflanzlichen
Shikimatstoffwechsels in dieser Arbeit erstmals mit der sensitiven Methode der quan-
titativen Realtime-PCR (qQRT-PCR) untersucht. Ozon wurde als Stimulus zur Analyse
streBbedingter Genexpression in der europédischen Buche verwendet, da dieses Schad-
gas durch Induktion von Genen, Enzymen und StreBmetaboliten, die an antioxidativen

153



4.4 Regulation des Shikimatstoffwechsels Diskussion

und phytopathologischen Abwehrreaktionen beteiligt sind, wie ein “abiotischer Elici-
tor’ fungiert [272] 276] und damit gut geeignet ist, StreBantworten in der Pflanze zu
induzieren.

Im Folgenden werden die einzelnen klonierten cDNA-Sequenzen der sieben Shi-
kimatstoffwechselenzyme anhand von Homologie-Kriterien und charakteristischen
Sequenz-Motiven beziiglich ihrer subzelluldren Lokalisation und, wenn moglich, nach
Isoformen klassifiziert. Die Expressionsmuster der jeweiligen Gene in den Ozonexpo-
sitionsversuchen A (300 nl/l O3, 8 h/d, 30 d), B (250 nl/l O3, 8 h/d, 46 d), C (150-190
nl/l O3, 8 h/d, 84 d) und D (2x0O3, vier Monate) werden dabei jeweils in den Kontext
streBbedingter Expression des Shikimatstoffwechsels bei anderen Pflanzen gestellt.

4.4.1 3-Deoxy-D-arabino-Heptulosonat 7-Phosphat Synthase
Charakterisierung von Fs-DAHPS1, Fs-DAHPS2 und Fs-DAHPS3

Gegenwirtig sind vollstindige cDNA-Sequenzen der DAHPS oder dazu homologe
Sequenzen von sieben hoheren Pflanzen in 6ffentlichen Gen-Datenbanken publiziert.
Dazu zihlen die zweikeimbléttrigen Pflanzen Arabidopsis thaliana, Lycopersicon es-
culentum, Morinda citrifolia, Nicotiana tabacum und Solanum tuberosum sowie die
einkeimblittrigen Pflanzen Oryza sativa und Zea mays. Bei manchen dieser Pflanzen
wurden bereits bis zu drei verschiedene Isoformen der DAHPS gefunden. Von sechs
weiteren Pflanzen, Lactuca sativa, Medicago sativa, Putterlickia verrucosa, Solanum
tuberosum, Triticum aestivum und Vitis vinifera existieren Datenbankeintrige zu ent-
sprechenden cDNA-Teilsequenzen.

Die beiden als DAHPS beschriebenen und eine weitere, dazu homologe cDNA-
Sequenz aus A. thaliana (AccNr.: NM_120162, NM_119505, NM_102090), scheinen
subzelluldr im Chloroplasten lokalisiert zu sein, da sie alle ein mittels *TargetP’ [65,
224]] prognostiziertes 47 bis 51 Aminosduren langes N-terminales chloroplastidédres
Transitpeptid (cTP) aufweisen, welches beim Import des Enzym-Vorldufermolekiils
aus dem Cytosol in den Chloroplasten vom funktionellen Enzym abgespalten wird.
Auch die abgeleitete Aminosdure-Sequenz von Fs-DAHPS3 weist ein solches cTP auf,
was fiir eine chloroplastididre Lokalisation auch dieses Enzyms spricht. Das cTP von
Fs-DAHPS3 ist mit 65 Aminoséuren lidnger als bei Arabidopsis (47 bis 51 Aminosiu-
ren) und kiirzer als das 74 bp lange cTP der DAHPS aus Tabak (AccNr.: M64261).

Da fiir die cDNA-Fragmente Fs-DAHPSI und Fs-DAHPS2 keine Sequenz-
Informationen iiber die jeweiligen 5’-cDNA-Enden vorliegen und keine cDNA-
Sequenzen cytosolischer DAHPS-Enzyme aus anderen Pflanzen fiir einen Homologie-
vergleich zur Verfiigung stehen, kann keine eindeutige Aussage iiber die subzellulire
Lokalisation dieser beiden Isoformen getroffen werden. Es ist allerdings anzunehmen,
daB es sich, aufgrund der groBen Ahnlichkeit der drei putativen DAHPS-Isoformen
aus der Buche im homologen Sequenz-Bereich, um drei chloroplastiddre Isoformen
handelt.

Wie unter [3.3.2] S.[76|beschrieben, erfolgte die Benennung der drei aus der Buche
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isolierten putativen DAHPS-Isoformen Fs-DAHPSI, Fs-DAHPS2 und Fs-DAHPS3
anhand des Homologievergleichs mit den drei DAHPS-Isoformen aus A. thaliana
(AccNr.: NM_120162, NM_119505, NM_102090). In Tabelle S. sind die Er-
gebnisse eines mittels CLUSTALW (http://clustalw.genome.jp/) durchgefiihrten Ver-
gleichs der vollstandigen kodierenden DNA-Sequenz und der daraus abgeleiteten Pro-
teinsequenz von Fs-DAHPS3 mit den bekannten Isoformen aus A. thaliana, Lycoper-
sicon esculentum und Nicotiana tabacum aufgefiihrt. Sowohl auf DNA- als auch auf
Proteinebene weist die Fs-DAHPS3 hierbei die groBte Ahnlichkeit zur verdffentlich-
ten DAHPS aus Tabak (AccNr.: M64261) auf. Im Gegensatz zu dem in Tabelle [3.2]
S.[78|beschriebenen Homologievergleich der mit degenerierten Primern amplifizierten
DAHPS-Fragmente (841 bp) kann auf der Ebene der gesamten kodierenden Sequenz
fiir die Fs-DAHPS3 keine eindeutige Entsprechung unter den DAHPS-Isoformen von
A. thaliana gefunden werden. Beim Vergleich der jeweils um die prognostizierten
cTP-Sequenzen (65, 47, 47 und 51 Aminosduren) verkiirzten abgeleiteten Aminosiu-
resequenzen von Fs-DAHPS3, NM_120162, NM_119505 und NM_102090 ergab sich
aber wieder eine etwas groflere Homologie zwischen Fs-DAHPS3 und NM_102090 als
zwischen Fs-DAHPS3 und NM_ 119505 (Tab. 4.2}, S.[156).

Bei der Untersuchung der vollstandigen kodierenden Sequenz von Fs-DAHPS3 mit
dem Programm ’InterProScan’ [346] konnte im Bereich der Aminoséduren 86 bis 523
die funktionelle Domine der DAHPS-Synthase Klasse II, die nur in hoheren Pflanzen
vorkommt, identifiziert werden. Auch den beiden jeweils 279 Aminosduren langen
Proteinsequenzen von Fs-DAHPS1 und Fs-DAHPS?2 konnte diese Doméne zugeordnet
werden.

Ozonbedingte Genexpression von Fs-DAHPS1, Fs-DAHPS2 und Fs-DAHPS3

Wie oben erwihnt wurden bereits zahlreiche Studien zur Regulation der DAHPS un-
ter verschiedenen Umwelteinfliissen durchgefiihrt. Dabei wurde einerseits gezeigt, daf3
die Aktivitit cytosolischer und pléstidirer DAHP Synthasen durch Verwundung und
Elicitor-Behandlung differentiell modifiziert sein kann [194, 211], und andererseits
verschiedene Isoformen der chloroplastidiren DAHPS oft eine unterschiedlich regu-
lierte Genexpression aufweisen [93) 134, [145]. Durch pilzliche Elicitoren und Ver-
wundung wurde die Aktivitit einer chloroplastidiren DAHPS (DAHPS-Mn>™) bis zu
4-fach induziert, wihrend eine cytosolische DAHPS (DAHPS-Co2™) keiner solchen
Regulation unterlag [194, 211]. Licht fiihrte nach 2 bis 8 Stunden zu einer transienten
Genexpressionssteigerung einer nicht niher charakterisierten DAHPS in Zellkulturen
von Petroselinum crispum [119]]. Uber die transkriptionelle Regulation cytosolischer
DAHPS-Isoenzyme gibt es noch keine Erkenntnisse, da bislang keine entsprechenden
Nukleinsduresequenzen bekannt sind.

Die differentielle Genexpression mehrerer chloroplastiddarer DAHPS-Isoformen
konnte in verwundeten oder mit dem Pathogen Pseudomonas syringae behandelten
Blittern von A. thaliana [[145]], Elicitor-behandelten Tomaten-Zellkulturen [95]] und
ozonbehandelten Tabakpflanzen der Sorte *Bel W3’ nachgewiesen werden [134]. Da-
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Tabelle 4.2: Paarweise Identitit (DNA-Ebene, rot) bzw. Homologie (Protein-Ebene, blau) zwi-
schen der kodierenden Sequenz von Fs-DAHPS3 und dazu homologen Sequenzen aus Arabi-
dopsis thaliana (A.t.), Lycopersicon esculentum (L.e.) und Nicotiana tabacum (N.t.) mit (A)
und ohne (B) den fiir das chloroplastidédre Transitpeptid (cTP) kodierenden Sequenzbereich. In
Klammern sind jeweils die Akzessionsnummern angegeben, unter denen die cDNA-Sequenzen
bei NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) verdffentlicht worden sind.

A: Paarweise Identitdt bzw. Homologie der putativen DAHPS-Sequenzen
Identitidt / Homologie Fs-DAHPS3 A.t.1 A.t2 At3 Lel Le2 N.t.

Fs-DAHPS3(DQ166521) - 64 69 69 67 7718
A.t.1(NM_120162) 76 - 68 65 68 63 63
A.t2(NM_119505) 79 75 - 67 66 68 67
A.t.3(NM_102090) 79 76 75 - 67 68 67
L.e.1(Z21792) 79 79 76 75 - 67 67
L.e.2(Z21793) 81 73 77 77 77 - 90
N.1.(M64261) 83 74 78 79 78 90 -

B: Paarweise Identitdt bzw. Homologie der putativen DAHPS-Sequenzen ohne cTP
Identitit / Homologie Fs-DAHPS3 A.t1 A.t2 At3 Lel Le2 Nt

Fs-DAHPS3(DQ166521) - 71 76 76 73 78 78
A.t.1(NM_120162) 80 - 74 71 75 71 71
A.t2(NM_119505.2) 85 80 - 74 73 75 74
A.t.3(NM_102090) 86 81 82 - 73 75 75
L.e.1(Z21792) 83 84 81 82 - 73 74
L.e.2(Z21793) 87 80 84 86 82 - 91
N.t.(M64261) 88 82 83 86 82 94 -

bei kam es bei Arabidopsis bereits 90 Minuten nach der Verwundung bzw. 6 h nach
der Infektion zu 4- bzw. 3-facher Induktion einer DAHPS-Isoform, wihrend die an-
dere Isoform unter diesen Bedingungen nicht reguliert wurde [145]]. In den Tomaten-
Zellkulturen waren die Transkripte einer DAHPS-Isoform nach vier Stunden bis zu 11-
fach angereichert, wihrend fiir die andere untersuchte Isoform keine Reaktion beob-
achtet werden konnte. Die Expression von drei DAHPS-Isoformen aus Tabak wurden
unter dem Einfluf} einer 5-stiindigen Behandlung mit 160 nl/l Ozon ebenfalls unter-
schiedlich reguliert [134].

Ein direkter Vergleich der Expressionsdaten von Genen des Shikimatstoffwechsels
aus der wissenschaftlichen Literatur mit den Beobachtungen der vorliegenden Studie
wird vor allem durch zwei Faktoren erschwert. Einerseits sind die Untersuchungs-
zeitraume in dieser Arbeit mit bis zu 84 Tagen gegeniiber den bisher verwendeten Ver-
suchsdauern von maximal 72 Stunden erheblich ldnger. Zum anderen wurden bisher
alle Genexpressionsstudien des Shikimatstoffwechsels an krautigen Pflanzen durch-
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gefiihrt, wobei meist abgetrennte Pflanzenteile oder Zellsuspensionen und nur selten
intakte Pflanzen verwendet wurden.

Ubereinstimmungen mit anderen Studien sind darin zu sehen, daB auch in der vor-
liegenden Arbeit Isoformen der DAHPS gefunden wurden, die unter dem Einflul von
Stref} induziert waren (Fs-DAHPSI, Fs-DAHPS3), wihrend fiir eine andere Isoform
(Fs-DAHPS2) nahezu keine Regulation beobachtet wurde. Auch hier wurde, wie bei
Tabak [[134], sowohl in Versuch B als auch in Versuch C als direkte Reaktion auf die
Applikation von Ozon eine Induktion von DAHPS-Isoformen beobachtet. Diese er-
folgte allerdings in den Buchen-Jungpflanzen im Rahmen mehrerer Tage und erreichte
in Versuch B erst nach sieben Tagen ihr Maximum, wéhrend sie in den Tabakpflanzen
bereits nach 4 Stunden wieder zuriickging. Bei der langfristigen Ozonexposition konn-
te in Versuch C die kontinuierlich zunehmende Induktion der Isoform Fs-DAHPS3 von
der erst gegen Versuchsende deutlich erkennbaren Induktion der Isoform Fs-DAHPS]
unterschieden werden.

Bei einem Vergleich der Expositionsversuche A, B und C (2.4} S. 31) sieht man,
daB trotz unterschiedlicher Beobachtungszeitriume und Ozonkonzentrationen stets ei-
ne Induktion von DAHPS-Isoformen unter dem EinfluB3 von Ozon beobachtet wurde. In
Versuch A war die Fs-DAHPS3 im Zeitraum von 7 bis 30 Tagen nach Versuchsbeginn
3,3-fach gegeniiber den unbehandelten Pflanzen induziert, und auch in den Versuchen
B und C lag die Induktion der Fs-DAHPS3 wihrend dieses Zeitraums im Mittel in
der gleichen GréBenordnung. In Versuch D konnte dagegen keine signifikante Regu-
lation der Isoformen Fs-DAHPSI, Fs-DAHPS2 und Fs-DAHPS3 beobachtet werden,
was vermutlich vor allem auf die geringeren maximalen Ozonkonzentrationen und das
hohere Alter der untersuchten Biume zuriickzufiihren ist.

In Versuch C blieb die Expression des Gens Fs-DAHPS3 zunichst bei einer Ozon-
konzentration von 150 nl/l Ozon mit nur 2-facher Induktion nach 11 Tagen deutlich un-
ter dem zu diesem Zeitpunkt im Versuch B (200 nl/l, 8 h/d, 46 d) beobachteten Niveau
von 6-facher Induktion. Erst die Erh6hung der Ozonkonzentration auf 190 nl/l nach 12
Tagen fiihrte auch in Versuch C zu einem deutlichen Anstieg der Fis-DAHPS3, so daf3
nach 16 Tagen eine 6-fache Induktion erreicht wurde. Nach einem in beiden Versu-
chen zundchst beobachteten Riickgang der Induktionswerte von Fs-DAHPS3 kam es
allerdings in Versuch C iiber den gesamten Versuchsverlauf in den ozonbehandelten
Pflanzen zu einer stetigen und signifikanten transkriptionellen Zunahme dieses Gens,
wihrend in Versuch B am Versuchsende keine differentielle Genexpression zwischen
den Behandlungsvarianten mehr festgestellt werden konnte. Eine mogliche Ursache
fiir diesen Befunde ist in einer vermutlich unterschiedlichen Empfindlichkeit der Blét-
ter gegeniiber oxidativem Strefl zu Beginn und gegen Ende der Vegetationsperiode zu
sehen [253]].

Auch die Isoform Fs-DAHPSI wurde in Versuch C deutlich durch die Ozonbe-
handlung induziert. Abgesehen von einem transienten Anstieg auf 2-fache Expression
bereits nach 2 Tagen, erfolgte diese Induktion allerdings erst deutlich spiter parallel
zum Auftreten der ersten ozonbedingten Blattschiaden. Ab dem 41. Versuchstag konn-
ten signifikante Unterschiede in der Genexpression zwischen ozonbehandelten und
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Kontrollpflanzen festgestellt werden, die sich bis zum Versuchsende auf 24-faches Ni-
veau steigerten. Die Expression von Fs-DAHPS2 wurde im Vergleich mit den anderen
beiden DAHPS-Isoformen durch die Ozonbehandlung am wenigsten beeinfluflt. Aus-
gehend von einer leichten aber nicht signifikanten Repression zu Versuchsbeginn er-
hohte sich die Expression von Fs-DAHPS2 nur sehr langsam in den ozonbehandelten
Pflanzen und erreichte erst am 76. Versuchstag mit 1,7-fachem Niveau eine signifikant
gegeniiber den unbehandelten Pflanzen erhohte Geninduktion.

Aufgrund der deutlich unterschiedlichen Expressionsmuster von Fs-DAHPS1, Fs-
DAHPS?2 und Fs-DAHPS3 kann davon ausgegangen werden, daf3 in Versuch C die drei
DAHPS-Isoformen mittels qRT-PCR erfolgreich differenziert werden konnten. Die
eher konstitutiv exprimierte Fs-DAHPS2, welche mit Abstand die hiufigste DAHPS-
Isoform in der Buche darstellt (Abb. S.[103), sorgt vermutlich dafiir, da ein be-
stimmter Anteil des fixierten Kohlenstoffs unabhiingig von den Umweltbedingungen in
Richtung Chorismat umgewandelt wird. Die weniger hdufig exprimierte F's-DAHPS3
und die noch seltenere Fs-DAHPSI iibernehmen dagegen offenbar regulative Funk-
tionen. So wurde Fs-DAHPS3 stark durch den Umweltreiz Ozon beeinflu3t, wiahrend
die Expression von Fs-DAHPS]1 erst spiter mit dem Auftreten der ersten Blattldsionen
deutlich induziert wurde. Die erhohte Genexpression der Fs-DAHPSI konnte damit in
Verbindung mit der Bildung von 3,3’,4,4’-Tetramethoxybiphenyl stehen, das vor al-
lem im Bereich der ozonbedingten Lédsionen von Buchenblittern gefunden wird (pers.
Mitteilung: Werner Heller, GSF).

Quantifizierung des Enzyms Fs-DAHPS3 unter dem Einflufl von Ozon

Durch Westernblot-Analysen wurde im Verlauf des Versuchs C auch die Akkumula-
tion des Enzyms Fs-DAHPS3 analysiert. Ab dem 34. Versuchstag konnte dabei die
Hybridisierung des gegen das Enzym Fs-DAHPS3 gerichteten monoklonalen Antikor-
pers mit einer Proteinbande beobachtet werden, deren Quantitidt nur in den ozonbehan-
delten Baumen bis zum Versuchsende erkennbar zunahm. Die markierte Proteinbande
wies mit ca. 100 kDa etwa die doppelte Gro3e der funktionellen, um die prognostizier-
te cTP-Sequenz (65 Aminosduren) verkiirzten Fs-DAHPS3 auf. Aus diesem Grund
wurde vermutet, dafl es sich bei dem beobachteten ozoninduzierten Protein um das
Dimer der Fs-DAHPS3 handelt. Diese Vermutung stiitzt sich einerseits darauf, dal das
Enzym DAHPS in hoheren Pflanzen nicht als Monomer, sondern als Dimer vorkommt
[122]. Andererseits wurde als Antigen fiir die Herstellung der monoklonalen Antikor-
per kein aus der Pflanze aufgereinigtes Protein sondern ein heterolog in Bakterien syn-
thetisiertes Fusionsprotein aus Glutathion-S-Transferase und Fs-DAHPS3 verwendet,
so dal} eine Kreuzreaktivitit des AntikOrpers mit einem anderen pflanzlichen Protein
eher unwahrscheinlich ist.

Da sich in Vorversuchen gezeigt hatte, da die Hybridisierungseffizienz stark unter
dem Aufkochen der Proben vor dem Auftrag auf das Polyacrylamid-SDS-Gel litt, wur-
de auf diesen Schritt fiir die hier vorgestellten Westernblot-Analysen verzichtet. Unter
diesen Bedingungen ist es moglich, da3 Oligomere elektrophoretisch aufgetrennt wer-
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den, ohne in ihre Untereinheiten zu zerfallen [152, 301]].

Wenn man also davon ausgeht, daBl es sich bei dem differentiell translatierten Pro-
tein um die Fs-DAHSP3 handelt, so steht dieser Befund im Einklang mit der fiir das
putative Gen Fs-DAHPS3 verzeichneten Expression, die ebenfalls gegen Ende von
Versuch C die hochsten Werte erreichte.

Janzik et al. [[134]] beobachteten bei der Hybridisierung denaturierter Proteinextrak-
te aus Blittern der ozonempfindlichen Tabaksorte Bel W3’ mit einem gegen DAHPS
aus Kartoffel gerichteten Antikorper etwa 30 Stunden nach der Behandlung mit Ozon
(5 h, 160 nl/1) die schwache Akkumulation einer putativen DAHPS-Isoform. Die Kon-
zentration einer weiteren putativen DAHPS-Isoform blieb dagegen unter dem Einflufl
von Ozon unveridndert.

4.4.2 3-Dehydroquinat Synthase
Charakterisierung von Fs-DHQS

Im Jahr 1996 wurde erstmals eine DHQS-Sequenz aus Tomate isoliert [18]], als bereits
fiir alle anderen Enzyme des Shikimatstoffwechsels entsprechende cDNA-Sequenzen
aus hoheren Pflanzen zur Verfiigung standen. Seitdem ist keine weitere DHQS aus
Pflanzen charakterisiert worden und nur wenige dazu homologe Sequenzen wurden
veroffentlicht. Diese stammen ausschlieBlich von krautigen Pflanzen (Arabidopsis tha-
liana, Oryza sativa, Zea mays) und es handelt sich zum Teil nur um cDNA-Fragmente.
Bei A. thaliana wurde nur eine putative DHQS-Isoform gefunden, und da deren voll-
standige genomische Sequenz mittlerweile verodffentlicht ist, kann man davon ausge-
hen, dal} es sich hierbei um die einzige DHQS-Isoform dieser Pflanze handelt. Auch
Bischoff et al. [18]] kamen aufgrund von Southern-Blot Analysen zu dem Schluf}, daf3
es vermutlich nur eine oder wenige Isoformen dieses Enzyms in Tomate gibt. Damit
ist die DHQS das einzige Enzym des Shikimatstoffwechsels, von dem bisher nur eine
Isoform gefunden wurde.

Die aus Buche isolierte 1377 bp lange cDNA-Sequenz Fs-DHQS (AccNr.:
DQ166522) weist im prognostizierten offenen Leserahmen von 459 Aminoséduren Lin-
ge auf DNA- und Proteinebene mit 68% und 74% hohe paarweise Homologie zur
DHQS aus Tomate auf. Wie Tabelle S. zeigt, liegt die Ahnlichkeit zu homo-
logen Sequenzen aus Reis und A. thaliana mit 72% und 74% auf dem selben Niveau.

Gemill ’TargetP’ [65, 224] besitzen alle vier verdffentlichten, teils putativen
DHQS-Sequenzen eine cTP-Sequenz von bis zu 76 Aminosduren Léinge. Das cTP des
Enzyms Fs-DHQS ist mit nur 58 Aminosduren am kiirzesten. Alle vier Sequenzen
sind also vermutlich chloroplastidér lokalisiert. cDNA-Sequenzen cytosolischer For-
men der DHQS sind bislang nicht beschrieben worden. Mittels dem Programm ’Inter-
ProScan’ [346] wurde in der von der cDNA-Sequenz abgeleiteten Proteinsequenz das
funktionelle Motiv der Dehydroquinat Synthase gefunden. Dieses ist 311 Aminosiu-
ren lang und erstreckt sich von Aminosédure 111 bis 422.

159



4.4 Regulation des Shikimatstoffwechsels Diskussion

Tabelle 4.3: Paarweise Identitit (DNA-Ebene, rot) bzw. Homologie (Protein-Ebene, blau) zwi-
schen der kodierenden Sequenz von Fs-DHQS und dazu homologen cDNA-Sequenzen aus
Arabidopsis thaliana (A.t.), Lycopersicon esculentum (L.e.) und Oryza sativa (O.s.). In Klam-
mern sind jeweils die Akzessionsnummern angegeben, unter denen die cDNA-Sequenzen bei
NCBI veroffentlicht wurden.

Identitdt / Homologie [%] | Fs-DHQS A.t. L.e. O.s.
Fs-DHQS(DQ166522) - 65 68 61

A.t.(NM_126010) 74 - 62 59

L.e.(1L46847) 74 75 - 59

0.5.(AKO071977) 72 73 69 -

Ozonbedingte Genexpression von Fs-DHQS

Uber die streBbedingte Regulation der Genexpression der DHQS in hoheren Pflanzen
ist bisher nur wenig bekannt. Bischoff et al. [18] berichten von einer etwa 9-fachen
transkriptionellen Induktion der DHQS in Zellkulturen von Tomate fiinf Stunden nach
einer Elicitor-Behandlung. Die Expression der DQHS in Tabakpflanzen ging wihrend
einer 5-stiindigen Ozonexposition (160 nl/l) im Verlauf der ersten vier Stunden zu-
nichst um etwa 30% zuriick, stieg darauthin auf 1,7-faches Niveau an und nahm dann
bis zum Ende der Untersuchung wieder auf das Niveau der Kontrollpflanzen ab [134].
Wie fiir andere Gene aus dem Shikimatstoffwechsel wurden hierbei, abhéngig vom
Erntezeitpunkt, auch in der Kontrollprobe verdnderliche Transkriptmengen der DHQS
beobachtet [134]], was moglicherweise auf circadiane Genexpressionsmuster zuriick-
zufiihren ist.

Auch in der hier vorliegenden Arbeit wurde die Genexpression der DHQS unter
dem Einflul von Ozon in allen Ozonexpositionsversuchen nur schwach stimuliert. In
Versuch A und D konnte im Gegensatz zu Versuch B und C (2.4 S. [31) keine signi-
fikante Induktion dieses Gens ermittelt werden. In Versuch B wurde zwei Tage nach
Beginn der Ozonexposition zunéchst ein signifikanter Anstieg der Genexpression von
Fs-DHQS um den Faktor 1,7 verzeichnet. Bis zum Ende der Behandlung nach 46 Ta-
gen ging diese Induktion allerdings wieder auf das Ausgangsniveau zuriick. Im Ge-
gensatz dazu nahm in Versuch C die Genexpression von DHQS unter dem Einflu}
von Ozon anfangs nur sehr langsam zu. Erst 48 Tage nach Versuchsbeginn, als es zur
Ausbildung erster makroskopischer Blattlisionen kam, konnte beziiglich der Expres-
sion von Fs-DHQS ein signifikanter Unterschied zwischen den ozonbehandelten und
den unbehandelten Pflanzen beobachtet werden, der bis zum Versuchsende 2-faches
Niveau erreichte. Beziiglich der absoluten Transkriptmenge wies die Fs-DHQS von
allen untersuchten putativen Genen des Shikimatstoffwechsels nach der Fs-DAHPS2
das zweithochste Niveau auf.

160



Diskussion 4.4 Regulation des Shikimatstoffwechsels

4.4.3 3-Dehydroquinat Dehydratase / Shikimat Dehydrogenase
Charakterisierung von Fs-DHQD/SD

Seit mehr als 30 Jahren weil man, dafl in hoheren Pflanzen die enzymatischen Re-
aktionen der 3-Dehydroquinat Dehydratase und der Shikimat Dehydrogenase von
einem bifunktionellen Enzym katalysiert werden [26]. Neben dieser vermutlich im
Chloroplasten lokalisierten 3-Dehydroquinat Dehydratase / Shikimat Dehydrogenase
(DHQD/SD) existieren moglicherweise auch monofunktionelle cytosolische Isofor-
men der beiden Enzyme [237], von denen allerdings bislang keine entsprechenden
Sequenzinformationen bekannt sind. Mittlerweile ist neben einem cDNA-Fragment
aus Pisum sativum (AccNr.: 234521, [47]) auch die vollstindige kodierende Sequenz
der DHQD/SD aus Lycopersicon esculentum (AccNr.: AF033194, [19]) und Nicotia-
na tabacum (AccNr.: AYS578144, [20]) in offentlichen Datenbanken verfiigbar. Da-
zu homologe cDNA-Sequenzen wurden fiir Triticum aestivum (AccNr.: BT009591,
BT009197), A. thaliana (AccNr.: NM_111510), Oryza sativum (AccNr.: NM_193870,
NM_193872) und Zea mays (AccNr.: AY104970) bei NCBI veroftentlicht. In A. tha-
liana scheint nur eine Isoform dieses Enzyms zu existieren, wihrend die homologen
cDNA-Sequenzen aus Triticum aestivum und Oryza sativum darauf hindeuten, dal3 es
in diesen Pflanzen mindestens zwei DHQD/SD-Isoformen gibt. Aufgrund von Isoen-
zymanalysen postulierten Diaz et al. [S0] sogar die Existenz von fiinf verschiedenen
Isoenzymen der Shikimat Dehydrogenase in Capsicum annuum. Bei Isoenzymanaly-
sen der Shikimat Dehydrogenase in Buche fand sich allerdings bislang nur ein entspre-
chender Locus dieses Enzyms [183]].

Die cDNA-Sequenz Fs-DHQD/SD (AccNr.: DQ166523) aus der Buche weist in
einem 1611 bp langen offenen Leserahmen auf DNA- bzw. Proteinebene 75% und 72%
paarweise Identitit zu der DHQD/SD-Sequenz aus Tomate auf (Tab. 4.4] S.[162). Die
Homologie zu den entsprechenden Sequenzen aus A. thaliana und Nicotiana tabacum
sind etwas geringer und die beiden putativen DHQD/SD Isoformen aus Oryza sativa
besitzen die geringste Ahnlichkeit mit Fs-DHQD/SD.

Aufgrund des nur 42 bp kurzen 5’-Endes der cDNA von Fs-DHQD/SD liegt die
Vermutung nahe, daB hier mittels der 5’-RACE nur ein Teil des gesuchten cDNA-
Endes kloniert werden konnte. Da sich allerdings oberhalb des putativen Start-Codons
im Leserahmen der Fs-DHQD/SD ein Stop-Codon befindet und auch fiir die cDNA-
Sequenzen der DHQD/SD aus Tabak und Tomate nur ein ebenso kurzes 5’-Ende gefun-
den wurde [[19} 20], ist es wahrscheinlich, daB tatséchlich die vollstdndige kodierende
Sequenz von Fs-DHQD/SD kloniert werden konnte.

Die cDNA-Sequenz Fs-DHQD/SD ist die einzige der hier klonierten putativen
cDNA-Sequenzen aus dem Shikimatstoffwechsel der Buche, fiir die mittels dem Pro-
gramm ’TargetP’ [65] 224] kein cTP prognostiziert wurde. Allerdings war dies, wahr-
scheinlich wegen der ungewdohnlich kurzen 5’-cDNA Enden, auch fiir die beiden
cDNA-Sequenzen aus Tomate und Tabak (AccNr.: AF033194, AY578144, [19, 20])
der Fall, obwohl Bischoff et al. [19] mehrere Griinde fiir eine vermutlich chloroplasti-
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Tabelle 4.4: Paarweise Identitit (DNA-Ebene, rot) bzw. Homologie (Protein-Ebene, blau) zwi-
schen der kodierenden Sequenz von Fs-DHQD/SD und dazu homologen Sequenzen aus Ara-
bidopsis thaliana (A.t.), Lycopersicon esculentum (L.e.), Nicotiana tabacum (N.t.), Oryza sati-
vum (0.s.) und Zea mays (Z.m.). In Klammern sind jeweils die Akzessionsnummern angege-
ben, unter denen die cDNA-Sequenzen bei NCBI veroffentlicht worden sind.

Identitit / Homologie [%] | Fs-DHQD/SD L.e. At O.s.1 0.s.2 N.t Zm.
Fs-DHQD/SD(DQ166523) - 75 73 54 61 74 72
L.e.(AF033194) 72 - 67 54 56 86 67
A.t.(NM_111510) 71 66 - 54 57 62 66
0.5.1(NM_193870) 58 58 60 - 91 52 69
0.5.2(P003204) 58 60 60 91 - 56 69
N.t.(AY578144) 69 84 60 56 58 - 66
Z.m.(AY 104970) 69 68 68 68 66 67 -

dire Lokalisation dieser beiden Proteine anfiihrten.

Ein Sequenzvergleich der 5’-cDNA Enden von Fs-DHQD/SD und den beiden
DHQD/SD-Sequenzen aus Tomate und Tabak 146t vermuten, da3 auch Fs-DHQD/SD,
wie Tomate und Tabak nur eine sehr kurze cTP-Sequenz von etwa 18 Aminosduren
Linge aufweist (Abb. 4.2 S.[163). Damit wire sie etwas linger als das postulierte
c¢TP der DHQD/SD aus Tomate (13 Aminosduren), aber deutlich kiirzer als das mit-
tels *TargetP’ [65) 224] prognostizierte 66 Aminosiduren lange cTP einer putativen
DHQD/SD-Sequenz aus Arabidopsis thaliana.

Die mittels ’InterProScan’ [346] prognostizierte funktionelle Domine der 3-
Dehydroquinase (Type 1), die der 3-Dehydroquinat Dehydratase entspricht, beginnt
bei der abgeleiteten Proteinsequenz von Fs-DHQD/SD mit Aminosédure 29 kurz nach
dem putativen cTP und hat eine Linge von 220 Aminosduren. Am C-terminalen Ende
des Proteins Fs-DHQD/SD wurde zwischen Aminosiure 372 und 491 die funktionelle
Domaine der Shikimat/Quinat Dehydrogenase identifiziert.

Ozonbedingte Genexpression von Fs-DHQD/SD

Die einzigen Untersuchungen zur streBinduzierten Genexpression der DHQD/SD bei
intakten Pflanzen wurden vor kurzem von Janzik et al. veroffentlicht [[134]]. Dabei wur-
de wihrend einer 5-stiindigen Behandlung mit 160 nl/l Ozon in Tabakpflanzen der
ozonsensitiven Sorte 'Bel W3’ zunichst eine leichten Repression der DHQD/SD be-
obachtet, wihrend 10 Stunden nach dem Beginn der Behandlung eine etwa 2-fache In-
duktion ermittelt wurde. Die Transkriptmengen der DHQD/SD verinderten sich auch
abhingig vom MeBzeitpunkt in den Kontrollpflanzen [[134]. Unter dem Einfluf} einer
Elicitor-Behandlung war zuvor von Bischoff et al. [19] in Tomatenzellkulturen bereits
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1 75
| |
F. sylvatica (DQ166523) HDSTHYLL
A. thaliana (NM_111510) HAASSTHARLTHPPRLLSKPRLSPTSYANLRFPAADFSTRFFADSSSPRLRSYPFPYVFSDORRRRSHEPSHYYY
L. esculentum (AF033194) HEL
N. tabacum (AY578144) HEL
76 150

| l
F. sylvatica (DQ166523)  ASSSASLOIGGGEIRKHPTLYCAPIHAESYDKHYINHDKAKAGGADL VETRLDSLKSFNPNGDLKTLIKECPLPT]
A. thaliana (NM_111510) ASHSTEHEIGSHDIVKHPSLICAPYHADSIDKHYIETSKAHELGADLYEIRLDHLKDFHPLEDLKTIIKKSPLPT
L. esculentum (AF033194) Y¥DSGYKKHEGEAHRKNQTLICAPTHADSYDQHLILHOKAKISGADLYEVRVDSLKSFNPRPDIDTLIKAQCPLPT
N. tabacum (AY578144) VYDSGYRKHEGEANTRNETLICAPIHADTYDQHLNLHOKAKISGADLYEVRLDSLKSFNPQSDIDTIIKASPLPT

*

Abbildung 4.2: Alignment der von Fs-DHQD/SD (AccNr.: DQ166523) abgeleiteten N-
terminalen Proteinsequenz mit dazu homologen Sequenzen aus Arabidopsis thaliana, Lycoper-
sicon esculentum und Nicotiana tabacum. Das Symbol **’ markiert das Ende des von Bischoff
et al. [19] postulierten N-terminalen chloroplastiddren Transitpeptids der Sequenzen aus To-
mate und Tabak (AccNr.: AF033194, AY578144). Der Rahmen um die putative DHQD/SD-
Sequenz aus Buche stellt den Beginn der funktionellen Doméne der Shikimat Dehydrogenase
dar.

nach 5 Stunden mit etwa 7-facher Induktion eine sehr viel ausgepridgtere Regulation
der DHQD/SD beobachtet worden.

Wihrend in Versuch D in adulten Buchen unter doppelt ambientem Ozonregime
tiber den gesamten Versuchszeitraum nur in der Tendenz eine leichte Induktion der
DHQD/SD beobachtet werden konnte, war die Expression dieses Gens in der Ozonex-
positionsversuchen A, B und C (2.4 S.[31)) bei 3- und 4-jdhrigen Buchen signifikant
erhoht. Die Ausbildung von makroskopisch sichtbaren Lisionen fiel in den Versuchen
B und C zeitlich mit einer deutlichen ozonbedingten Induktion der Fs-DHQD/SD zu-
sammen. In Versuch C erfolgte zudem eine erste signifikante Induktion der Genex-
pression von Fs-DHQD/SD nach der Erhohung der Ozonkonzentration von 150 auf
190 nl/l.

Die in allen Expositionsversuchen beobachtete, teils iiber lange Zeitrdume signi-
fikante Induktion der Fs-DHQD/SD deutet auf eine wichtige Funktion dieses En-
zyms im Shikimatstoffwechsel hin. Wahrend die strebedingte Induktion der DAHPS
plausibel zu erklédren ist (s. 0.), erschlieen sich die Ursachen einer Regulation der
DHQD/SD im sequentiell strukturierten Shikimatstoffwechselweg nicht auf den ersten
Blick. Eine Induktion der DHQD/SD ist moglicherweise dadurch zu begriinden, daf3
das Produkt der 3-Dehydroquinat Dehydratase Reaktion, das 3-Dehydroshikimat, in
Pflanzen z.B. durch Bildung von Protocatechusidure und Gallussdure fiir eine weitere
Umsetzung zu Chorismat verlorengehen kann [123, 216, 237]]. Durch Zunahme der
DHQD/SD-Aktivitdat wiirde ein solcher Verlust reduziert. Dariiber hinaus konnte in
Pinus taeda gezeigt werden, dafl die Shikimat Dehydrogenase als Substrat ebenfalls
Quinat akzeptiert [236], was bei einer Induktion der DHQD/SD eine Zunahme von
Shikimatstoffwechsel-Intermediaten durch Umsetzung von Quinat in 3-Dehydroquinat
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zur Folge haben konnte.

Quantifizierung des Enzyms Fs-DHQD/SD unter dem EinfluB} von Ozon

Wegen der hidufigen Verwendung der SD-Aktivitit als molekularen Marker bei der
Isoenzymanalyse gibt es bereits einige Studien zur strefinduzierten Zunahme der SD-
Aktivitit in Pflanzen [50, 51}, 199]. So wurden zwei SD-Isoformen aus Capsicum an-
nuum etwa elf Tage nach der Zugabe von Kupfersulfat in die Ndhrlosung bzw. 8 Tage
nach einer Verwundung bis zu 2,5-fach induziert [50, 51]]. Bei der Behandlung einer
pathogenresistenten Tomatensorte mit Ozon (3 h, 150 nl/l) war die SD-Aktivitit 24
Stunden nach Behandlungsbeginn etwa 3-fach induziert [99]].

Bei den hier durchgefiihrten Westernblot-Analysen hybridisierte der gegen die klo-
nierte Fs-DHQD/SD Isoform gerichtete monoklonale Antikdrper mit einem etwa 60
kDa groflen Protein, was in etwa der rechnerisch erwarteten Grofle der Fs-DHQD/SD
entspricht. Am 21. Tag von Versuch C begann die Akkumulation dieses Proteins,
erreichte am 62. Tag ihren Hohepunkt und nahm daraufhin wieder leicht ab. Eine
vergleichbare Entwicklung konnte auch bei der Genexpressionsanalyse fiir die Tran-
skripte der Fs-DHQD/SD beobachtet werden. Da die DHQD/SD in hoheren Pflanzen
als Monomer vorkommt [[14]] und eine Kreuzreaktivitit des verwendeten Antikorpers
mit anderen pflanzlichen Proteinen wegen des zur Antikorper-Erstellung verwendeten
Protein-Expressionssystems unwahrscheinlich ist (s.0.), kann man davon ausgehen,
daf} es sich bei diesem Protein tatsdchlich um ein DHQD/SD-Isoenzym der Buche
handelt.

4.4.4 Shikimat Kinase

Charakterisierung von Fs-SK

Die erste cDNA-Sequenz einer Shikimat Kinase (SK) aus hoheren Pflanzen wur-
de 1992 von Schmid et al. [282] fiir Lycopersicon esculentum beschrieben (AccNr.:
X63560). Die Autoren zeigten, dall es sich hierbei vermutlich um die einzige Isoform
der SK in Tomate handelte. Seitdem wurden nur wenige dazu homologe pflanzliche
DNA-Sequenzen in offentlichen Datenbanken publiziert. Dazu zdhlen zwei Sequen-
zen aus Arabidopsis thaliana (AccNr.: AK117791, NM_201778), je eine Sequenz aus
Zea mays (AccNr.: BT016432) und Triticum aestivum (AccNr.: BT009514) und drei
SK Isoformen aus Oryza sativa (AccNr.: AB188834, AB188835, AB188836) [144].
Es scheinen also auch im Falle der SK, wie fiir die meisten anderen Gene des Shiki-
matstoffwechsels, je nach Pflanzenart unterschiedlich viele Isoformen dieses Enzyms
vorzuliegen.

Die isolierte putative Shikimat Kinase Fs-SK (AccNr.: DQ166524) besitzt mit nur
906 bp Linge den kiirzesten offenen Leserahmen aller identifizierten putativen Ge-
ne des Shikimatstoffwechsels der Buche. Dieser weist mit 67% und 57% Identitit
und Homologie die groBte Ahnlichkeit mit dem offenen Leserahmen der SK-Sequenz
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aus Tomate (AccNr.: X63560) auf (Tab. 4.5). Im Vergleich mit den drei bekannten
SK-Isoformen aus Reis ist Fs-SK mit 55% Homologie der dritten Isoform (AccNr.:
AB188836) am dhnlichsten, wihrend nur jeweils 47% Sequenzhomologie zu den an-
deren beiden SK-Isoformen aus Reis besteht. Mit diesen relativ geringen Werten weist
Fs-SK von allen untersuchten Shikimatstoffwechsel-Enzymen die groBten Unterschie-
de zu homologen Sequenzen aus anderen hoheren Pflanzen auf.

Tabelle 4.5: Paarweise Identitdt (DNA-Ebene, rot) bzw. Homologie (Protein-Ebene, blau) zwi-
schen der kodierenden Sequenz von Fs-SK und dazu homologen Sequenzen aus Arabidopsis
thaliana (A.t.), Lycopersicon esculentum (L.e.) und Oryza sativa (O.s.). In Klammern sind
jeweils die Akzessionsnummern angegeben, unter denen die cDNA-Sequenzen bei NCBI ver-
offentlicht worden sind.

Identitit / Homologie [%] | Fs-SK A.t.1 A.t2 Le O.s.1 0.5.2 0.s3

Fs-SK(DQ166524) _ 54 62 67 47 46 52
A£1(AK117791) 52 ~ 78 51 41 41 46
A.£2(NM_201778) 53 69 - 63 46 43 46
L.e.(X63560) 57 52 53 - 43 43 46
0.5.1(AB188834) 47 41 47 43 - 77 69
0.5.2(AB188835) 47 41 43 42 76 ; 54
0.5.3(AB188836) 55 49 50 48 62 62 ;

Wie fiir die SK-Sequenz aus der Tomate prognostiziert der ’TargetP’ Algorith-
mus [65, 224] auch fiir Fs-SK ein cTP von 29 Aminosduren Linge und damit eine
chloroplastididre Lokalisation. Fiir die drei SK-Isoformen aus Oryza sativa ermittelt
"TargetP’ allerdings nur im Falle der SK3 (AccNr.: AB188836) ein cTP und im Falle
der Sequenzen SK1 und SK2 (AccNr.: AB188834, AB188835) ein mitochondriales
Transitpeptid, obwohl Kasai et al. [144] zeigen konnten, daf} alle drei Isoformen in
Chloroplasten importiert werden konnen. Da noch bei keiner Pflanze ein Import von
Shikimatstoffwechselenzymen in Mitochondrien beobachtet werden konnte, ist eher
davon auszugehen, daf} ein Klassifizierungsfehler des Programms ’TargetP’ vorliegt.
Da bislang keine Sequenzhomologien innerhalb von ¢cTPs gefunden wurden, stiitzt sich
deren Prognose nur auf Hiufigkeitsanalysen bestimmter Aminoséduren, und ist damit
relativ fehleranfallig.

Das funktionelle Motiv der Shikimat Kinase wurde in der von der cDNA-Sequenz
abgeleiteten Proteinsequenz der Fs-SK gemil ’InterProScan’ [346] zwischen den
Aminosiuren 114 und 290 identifiziert.

Ozonbedingte Genexpression von Fs-SK

In dieser Arbeit wird erstmals die Induktion der SK unter StreBbedingungen an in-
takten Pflanzen beschrieben. Bei fritheren Experimenten zur elicitorinduzierten Regu-
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lation der SK in Zellkulturen von Tomate [95] und an Kalli von Reis [144] erfolgte
bereits nach 60 bzw. 30 Minuten eine deutliche Induktion dieses Gens, die im Falle
der Tomaten-Zellkulturen nach 2 Stunden ein Maximum von 13-facher Genexpression
erreichte. Die nicht genau quantifizierte Induktion der SK in Reis-Kalli betraf nur die
Isoformen SK1 und SK2, nicht aber die Isoform SK3. Die putative Shikimat Kinase
Fs-SK aus der Buche wurde in allen Ozonexpositionsversuchen ebenfalls nur schwach
induziert. Sie ist somit nicht nur beziiglich ihrer Sequenz sondern auch hinsichtlich der
streBbedingten Regulation der Isoform SK3 (AccNr.: AB188836) aus Reis am dhnlich-
sten.

Wihrend unter dem EinfluB einer kurzfristigen Ozonbehandlung (5 h, 160 nl/1) kei-
ne Regulation der SK in ozonsensitiven Tabakpflanzen der Sorte Bel W3’ gefunden
wurde [[134]], konnten hier in Versuch B und C @ S. eine signifikante Indukti-
on der Fs-SK beobachtet werden. So lag in Versuch B die Genexpression der Fs-SK
sieben Tage nach dem Beginn der Exposition in den behandelten Pflanzen 2,1-fach
tiber dem Niveau der unbehandelten Pflanzen und nahm ab diesem Zeitpunkt bis zum
Versuchsende wieder kontinuierlich ab. In Gegensatz dazu blieb die Expression der
Fs-SK in Versuch C zunichst auf etwa demselben Niveau wie in der Kontrolle und
erhohte sich erst ab dem 34. Tag signifikant. Die anschlieende Zunahme der Induk-
tion erfolgte sehr langsam, bis zum Versuchsende ein ozonbedingt 2,5-fach erhohtes
Expressions-Niveau erreicht wurde. In Versuch A und D konnte dagegen iiber den ge-
samten Versuchszeitraum keine signifikante Erhohung der Fs-SK gemessen werden.

4.4.5 S5-Enolpyruvylshikimat 3-Phosphat Synthase
Charakterisierung von Fs-EPSPS

Da die Wirkung des kommerziell wichtigen Herbizid-Wirkstoffs Glyphosat auf der
Hemmung der 5-Enolpyruvylshikimat 3-Phosphat Synthase (EPSPS) beruht, ist die-
ses Enzym intensiver als alle anderen Shikimatstoffwechsel-Enzyme untersucht wor-
den. So sind mittlerweile cDNA-Fragmente von mehr als 30 hoheren Pflanzen wie z.B.
Eleusine indica (AccNr.: AJ417034) (6], Lycopersicon esculentum (AccNr.: M21071)
[85]], Nicotiana tabacum (AccNr.: M61904) [3277]], Petunia hybrida (AccNr.: M21084)
[85]] und Zea mays (AccNr.: X63374) [[71] veroffentlicht. Wiahrend man bei den mei-
sten Arten bisher nur eine Isoform dieses Gens gefunden hat, beschrieben Yuan et al.
und Forlani et al. bei Dicliptera chinensis bzw. Zea mays zwei verschiedene EPSPS-
Isoformen (AccNr.: AF371965, AF371966, AF413082, AB016765) [[71,, 344]]. Auch
im Genom von Arabidopsis thaliana finden sich zwei putative EPSPS-Sequenzen
(AccNr.: NM_130093 ,NM_103780).

Mit 2088 Basenpaaren ist die cDNA-Sequenz von Fs-EPSPS (AccNr.: DQ166525)
die langste der hier beschriebenen putativen Gene des Shikimatstoffwechsels aus der
Buche. Die von einem 1560 bp langen offenen Leserahmen abgeleitete Proteinsequenz
der Fs-EPSPS ist mit 520 Aminosduren dhnlich grofl wie die EPSPS anderer Pflanzen
(517-522 Aminosiuren).
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Im Vergleich mit dem homologen Sequenzbereich verschiedener putativer EPSPS-
Sequenzen aus Dicliptera chinesis, Arabidopsis thaliana, Lycopersicon esculentum
und Nicotiana tabacum wies der offene Leserahmen von Fs-EPSPS mit 77% und
80% paarweiser Identitit auf DNA- bzw. Proteinebene die groBte Ahnlichkeit zu der
EPSPS-Sequenz aus Tabak auf. Die Ahnlichkeit zwischen den EPSPS-Sequenzen er-
hohte sich auf 83% bis 88%, wenn die Proteinsequenzen ohne die mittels ’TargetP’
[65, 224] fiir alle Enzyme prognostizierten cTP-Sequenzen verglichen wurden (Tab.

Tabelle 4.6: Paarweise Identitit (DNA-Ebene, rot) bzw. Homologie (Protein-Ebene, blau) zwi-
schen der kodierenden Sequenz von Fs-EPSPS und dazu homologen Sequenzen aus Arabidop-
sis thaliana (A.t.), Dicliptera chinensis (D.c.), Lycopersicon esculentum (L.e.) und Nicotiana
tabacum (N.t.) mit (A) und ohne (B) dem fiir das chloroplastidire Transitpeptid (cTP) kodie-
renden Sequenzbereich. In Klammern sind jeweils die Akzessionsnummern angegeben, unter
denen die cDNA-Sequenzen bei NCBI veroffentlicht worden sind.

A: Paarweise Identitdt bzw. Homologie der putativen EPSPS-Sequenzen

Identitdt / Homologie [%] | Fs-EPSPS A.t.1 A.t2 Le. D.c.1 D.c2 Nt
Fs-EPSPS(DQ166525) - 76 70 70 69 69 77
A.t.1(NM_130093.2) 75 - 85 66 64 63 72
A.t.2(NM_103780.3) 74 89 - 66 64 64 66
L.e.(M21071) 78 75 73 - 66 70 92
D.c.1(AF371965) 78 73 70 76 - 98 67
D.c.2(AF371966) 78 73 70 77 99 - 67
N.t.(M61904) 80 73 73 93 79 80 -

B: Paarweise Identitit bzw. Homologie der putativen EPSPS-Sequenzen ohne cTP

Identitit / Homologie [%] Es. Atl At2 Le D.cl D.c2 Nt
F5.(DQ166525) - 78 78 79 79 79 81

A.t. 1I(NM_130093.2) 83 - 94 76 72 72 75
A.t.2(NM_103780.3) 83 97 - 76 72 72 75
L.e.(M21071) 86 83 83 - 75 75 93
D.c.1(AF371965) 86 81 80 84 - 98 77
D.c.2(AF371966) 87 81 80 85 99 - 77
N.t.(M61904) 88 82 82 96 86 86 -

Alle in Tabelle [4.6] aufgefithrten EPSPS-Sequenzen einschlieBlich der Fs-EPSPS
sind vermutlich chloroplastidir lokalisiert. Die cTP-Sequenz von Fs-EPSPS ist mit 76
Aminosduren ldanger als die der anderen sechs EPSPS-Sequenzen (39 bis 69 Ami-
nosduren). Die mittels ’'InterProScan’ [346]] identifizierte funktionelle Domine der
EPSPS erstreckt sich bei der abgeleiteten Proteinsequenz von Fs-EPSPS iiber einen
Bereich von 429 Aminosduren und beginnt bei Aminoséure 85.
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Ozonbedingte Genexpression von Fs-EPSPS

Nach Behandlung der als glyphosattolerant geltenden Pflanze Dicliptera chinensis mit
sublethalen Mengen dieses Herbizidwirkstoffs stellten Yuan et al. [344] fest, dal nach
25 Stunden anstelle einer Repression, wie sie bei Ageratum houstonianum beobachtet
wurde, sowohl eine Aktivititssteigerung der EPSPS als auch eine Zunahme der Tran-
skripte dieses Enzyms erfolgte. Bei Zellkulturen von Tomate wurde bereits 90 Minuten
nach Beginn einer Elicitor-Behandlung eine 5-fache Induktion der Genexpression von
EPSPS ermittelt, die bis 4 Stunden nach Behandlungsbeginn auf 17-faches Niveau zu-
genommen hatte [95]. Bei der Untersuchung der Auswirkungen von Elicitoren auf die
Aktivitit zweier EPSPS-Isoformen in Mais-Zellkulturen beobachtete Forlani eine ra-
sche Induktion der einen Isoform schon nach einer Stunde, parallel zur Bildung von
H»0O», und die Induktion einer zweiten Isoform nach weiteren drei Stunden [[73]]. Die
erste Isoform erreichte mit 11-facher Induktion ihr Aktivitditsmaximum nach 3 Stun-
den, die zweite dagegen mit 8-facher Induktion erst nach 5 Stunden. Unter dem Einflu3
einer Infektion mit Phytophthora infestans erfolgte ebenfalls eine leichte Induktion der
EPSPS in Tomatenpflanzen. Bereits nach einer Stunde hatte sich die Transkriptmenge
verdoppelt und erreichte bei 4-fachem Induktionsniveau nach 3 Stunden ihr Maximum
[93]]. Die EPSPS der ozonempfindlichen Tabaksorte *Bel W3’ reagierte auf eine kurze
Ozonbehandlung (5 h, 160 nl/I) zunédchst mit einer leichten Repression von etwa 30%
nach 2 Stunden und war dann nach 10 Stunden 1,7-fach induziert [[134]].

Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Ozonexpositionsversuchen
wurde die Genexpression der EPSPS bis maximal 4,5-fach, teils signifikant induziert.
Zu Beginn der Gewichshaus-Versuche A, B und C S. war die EPSPS von
allen untersuchten Genen des Shikimatstoffwechsels am deutlichsten induziert. Das
Expressionsniveau der EPSPS in den ozonbehandelten Pflanzen lag dabei in Versuch
B sieben Tage nach Versuchsbeginn 3,5-fach {iber dem der Kontrollpflanzen und nahm
von diesem Zeitpunkt an stetig ab, bis zum Versuchsende wieder das Ausgangsniveau
erreicht wurde. In Versuch C war die Fs-EPSPS bereits nach 2 Tagen signifikant 2,6-
fach unter dem EinfluB von Ozon induziert. Einem leichten Riickgang der Induktion,
wie er in Versuch B beobachtet worden war, folgte ein weiterer Anstieg auf 3-faches
Expressionsniveau nach Erhohung der Ozonkonzentration von 150 nl/l auf 190 nl/l.
Bis zum Ende von Versuch C blieb die Fs-EPSPS signifikant induziert. Im Verlauf
von Versuch D wurde eine leichte, aber nicht signifikante ozonbedingte Zunahme der
Genexpression von Fs-EPSPS beobachtet. Moglicherweise waren neben den verwen-
deten Ozonkonzentration auch das unterschiedliche Blattalter und das Alter der Ver-
suchsbidume fiir die unterschiedliche Entwicklung der Genexpression von Fs-EPSPS
im Verlauf der Versuche B und C verantwortlich (sieche d.2.1] S.[141).
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4.4.6 Chorismat Synthase
Charakterisierung von Fs-CS

Die erste in hoheren Pflanzen beschriebene Chorismat Synthase wurde aus Corydalis
sempervirens isoliert (AccNr: X60544) [280]. Weitere, dazu homologe Sequenzen sind
von den Pflanzen Arabidopsis thaliana (AccNr: NM_103779), Glycine max (AccNr:
DQO075204), Lycopersicon esculentum (AccNr: 221791, Z21796) [93]] und Oryza sa-
tiva (AccNr: AK099850, AB122084) in der Genbank von NCBI veroffentlicht. Bei
Lycopersicon esculentum und Oryza sativa sind bereits mehrere CS-Isoformen gefun-
den worden.

Die 1656 bp lange cDNA der Fs-CS (AccNr.: DQ166526) enthilt einen offenen Le-
serahmen von 1302 bp Linge, der, wie alle anderen bisher vertffentlichten putativen
CS-Sequenzen auch ein cTP kodiert. Somit ist auch die Fs-CS vermutlich chloroplasti-
dér lokalisiert. Das cTP ist mit 46 Aminosduren im Vergleich zu den cTP-Sequenzen
der CS-Gene aus den oben genannten Pflanzen (39 - 64 Aminoséduren) relativ kurz.

Auf Proteinebene weisen alle in Tabelle 4.7 aufgefiihrten CS-Sequenzen der oben
genannten Pflanzen ein dhnliches Homologieniveau zu Fs-CS auf, wobei die Sequenz
aus Arabidopsis thaliana mit 79% Homologie am meisten und die Sequenz aus Reis
mit 70% Homologie am wenigsten Ahnlichkeit mit Fs-CS besitzt (Tab. .

Tabelle 4.7: Paarweise Identitdt (DNA-Ebene, rot) bzw. Homologie (Protein-Ebene, blau) zwi-
schen der kodierenden Sequenz von Fs-CS und dazu homologen Sequenzen aus Arabidopsis
thaliana (A.t.), Corydalis sempervirens (C.s.), Glycine max (G.m.), Lycopersicon esculentum
(L.e.) und Oryza sativa (O.s.). In Klammern sind jeweils die Akzessionsnummern angegeben,
unter denen die cDNA-Sequenzen bei NCBI veréffentlicht worden sind.

Identitdt / Homologie [%] | Fs-CS A.t. Lel Le2 O.s. Gm. C.s.
Fs-CS(DQ166526) - 75 70 73 63 76 70
A.t.(NM_103779) 79 - 70 73 62 73 70
L.e.1(Z21791) 77 76 - 85 65 69 69
L.e.2(Z21796) 76 77 87 - 63 73 67
0.5.(AK099850) 70 66 71 68 - 63 64
G.m.(DQO75204) 76 76 72 73 66 - 68
C.5.(X60544) 76 75 75 74 67 74 -

Das 350 Aminoséduren lange funktionelle Motiv der Chorismat Synthase befindet
sich gemél ’InterProScan’ [346]] bei der abgeleiteten Proteinsequenz von Fs-CS zwi-
schen den Aminosduren 56 und 406.
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Ozonbedingte Genexpression von Fs-CS

Gorlach et al. [95] untersuchten die Genexpression der CS in Tomaten-Zellkulturen
unter dem Einflu} von pilzlichen Elicitoren und fanden zwei Stunden nach Behand-
lungsbeginn bei einer der beiden CS-Isoformen eine etwa 2-fache Induktion, die sich
innerhalb der néchsten 4 Stunden noch bis zu einem Maximalwert von 18-facher In-
duktion erhohte. Die andere untersuchte CS-Isoform zeigte keine Reaktion auf die
Elicitor-Behandlung. Durch die Infektion von Tomatenpflanzen mit dem Pathogen
Phytophthora infestans wurde ebenfalls nur die Genexpression der elicitorinduzierba-
ren CS-Isoform auf maximal 4-faches Niveau erhoht, wihrend die zweite CS-Isoform
nicht induziert wurde [95]].

Bei der Behandlung der Tabaksorte *Bel W3’ mit Ozon (5 h, 160 nl/l1) wurde die
klonierte Isoform der CS 10 Stunden nach Behandlungsbeginn mit 2,5-facher Indukti-
on relativ stark im Vergleich mit anderen Genen des Shikimatstoffwechsels induziert,
wobei auch in den nicht ozonbehandelten Pflanzen abhingig vom MeBzeitpunkt unter-
schiedliche Transkriptmengen verzeichnet wurden [[134]].

Die aus Buche isolierte putative CS-Isoform Fs-CS erreichte dagegen in allen Ex-
positionsversuchen nie ein mehr als 2,2-faches ozonbedingtes Induktionsniveau. In
Versuch B erfolgte die hochste Induktion von Fs-CS deutlich frither als in Versuch C
und ging im Versuchsverlauf wieder auf das Ausgangsniveau zuriick, wihrend in Ver-
such C die Maximalwerte erst gegen Versuchsende erreicht wurden. Sowohl in Ver-
such A als auch in Versuch D konnten keine signifikanten Unterschiede in der Genex-
pression von Fs-CS zwischen den ozonbehandelten und den unbehandelten Pflanzen
festgestellt werden.

4.4.7 Chorismat Mutase
Charakterisierung von Fs-CM

Von der Chorismat Mutase, welche die Umwandlung von Chorismat in Prephenat kata-
lysiert, sind aus hoheren Pflanzen bereits einige cDNA-Sequenzen bekannt. Wihrend
in den meisten Fillen nur eine Isoform pro Spezies verdtfentlich worden ist, liegen von
Petroselinum crispum zwei (AccNr.: AF012866, AF012867) und von A. thaliana drei
(NM_113844, NM_121125, AF131219) [61} 162, 202] entsprechende Datenbankein-
triage vor. Bei beiden Pflanzen wird, im Gegensatz zu den cDNA-Sequenzen aus dem
Shikimatstoffwechsel-Hauptweg, jeweils eine der gefundenen Isoformen ausdriicklich
als cytosolische Isoform bezeichnet. Da es sich bei den beiden Sequenzen aus Petro-
selinum crispum nur um cDNA-Fragmente handelt, wurden diese, ebenso wie das ein-
zige aus einer Baumart verfiigbare 394 bp lange cDNA-Fragment aus Prunus avium
(AccNr.: AJ004916), nicht in den Homologievergleich der offenen Leserahmen von
Fs-CM und anderen Pflanzenarten mitaufgenommen (Tab. S.[I71).

Die cDNA-Sequenz von Fs-CM (AccNr.: DQ166527) ist 1302 bp lang und ent-
hilt einen 969 bp langen offenen Leserahmen, der im N-terminalen Bereich fiir ein 55
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Tabelle 4.8: Paarweise Identitit (DNA-Ebene, rot) bzw. Homologie (Protein-Ebene, blau) zwi-
schen der kodierenden Sequenz von Fs-CM und dazu homologen Sequenzen aus Arabidopsis
thaliana (A.t.), Hyacinthus orientalis (H.o0.), Oryza sativa (O.s.) und Zea mays (Z.m.). In Klam-
mern sind jeweils die Akzessionsnummern angegeben, unter denen die cDNA-Sequenzen bei
NCBI veroffentlicht worden sind.

Identitit / Homologie [%] | Fs-CM A.t.1 At2 At3 O.s. Zm. H.o.
Fs-CM(DQ166527) - 63 57 58 58 57 61
A.t.1(NM_113844) 66 - 57 58 57 57 63
A.t2(NM_121125) 51 50 - 55 48 58 40
A.t.3(AF131219) 60 56 50 - 55 55 57
0.5.(AK068983) 61 58 50 56 - 80 61
Z.m.(AY103806) 59 57 49 56 78 - 60
H.o0.(AY389761) 53 52 41 50 60 57 -

Aminosiduren langes cTP und direkt im Anschlufl daran (Aminosduren 57-323) fiir die
funktionelle Domine der Chorismat Mutase (’InterProScan’, [346]]) kodiert. Die Ahn-
lichkeit der Fs-CM zu cDNA-Sequenzen aus krautigen Pflanzen ist mit maximal 66%
paarweiser Identitéit auf Proteinebene recht gering. Bei Fs-CM handelt es sich wahr-
scheinlich um eine chloroplastidér lokalisierte CM-Isoform, da einerseits die hochste
Homologie zu der chloroplastiddren Isoform NM_113844 von A. thaliana besteht und
andererseits fiir Fs-CM mittels *TargetP’ [63) [224] ein entsprechendes cTP prognosti-
ziert werden konnte.

Ozonbedingte Genexpression von Fs-CM

Bereits 1988 untersuchten Kuroki et al. [[161] den Einflul einer Verwundung von Kar-
toffelknollen auf die Aktivitit des Enzyms CM. Die hierdurch induzierte erhthte Ak-
tivitét lie sich durch Verwendung von Transkriptions- und Translationshemmstoffen
unterdriicken, was als Zeichen fiir eine ’de-novo’ Synthese des Enzyms unter Stref3
gedeutet wurde. Auch in Hafer (Avena sativa) konnte eine etwa 2-fache Induktion der
CM durch Verwundung und Elicitor-Behandlung induziert werden, wobei allerdings
nur eines der beiden Isoenzyme reguliert zu sein schien [190]]. In A. thaliana beob-
achteten Mobley et al. [202] eine differentielle Regulation der drei bekannten CM-
Isoformen unter dem Einflul von Verwundung und einer Infektion mit Pseudomonas
syringae. Wihrend das Genexpressionsniveau der cytosolischen CM-Isoform nach der
Verwundung unveridndert blieb, wurden die beiden chloroplastiddren Isoformen un-
terschiedlich stark durch diese Behandlung induziert. Die Infektion mit Pseudomonas
syringae fiihrte in einer Arabidopsis-Mutante mit kompatibler Pathogenreaktion nur
zu einer leichten Induktion eines chloroplastiddren Isoenzyms (AccNr.: NM_113844),
wihrend die Genexpression desselben Isoenzyms im Wildtyp 12 Stunden nach der Be-
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handlung stark erhoht war. Die zweite chloroplastidédre Isoform (AccNr.: NM_121125)
blieb im Wildtyp relativ konstant und nahm, wie das cytosolische CM-Isoenzym, nur
in der Mutante leicht zu [202]].

Mit Ausnahme des Versuchs D war die Genexpression der putativen CM-Isoform
Fs-CM unter dem Einflu von Ozon bei allen durchgefiihrten Expositionsexperimen-
ten signifikant unter dem Einflul von Ozon erhoht. In Versuch A war Fs-CM allerdings
wihrend der frithen Erntezeitpunkte im Mittel 1,6-fach reprimiert und erst danach etwa
2,3-fach induziert.

In den Versuchen B und C (2.4] S.[31)) kam es jeweils nach 2 Tagen etwa zu einer
Verdopplung der Fs-CM Transkriptmenge in den ozonbehandelten Pflanzen. Wihrend
dieses Expressionsniveau in Versuch B noch leicht auf 2,5-fache Induktion zunahm
und nach 15 Tagen bis zum Versuchsende langsam wieder auf das Niveau der Kontroll-
pflanzen zuriickging, nahm die Expression von Fs-CM in Versuch C zunéchst wieder
ab und erhohte sich erst wieder nach der Erh6hung der Ozonkonzentration von 150 auf
190 nl/l. Ab diesem Zeitpunkt war die Expression der Fis-CM bis zum Versuchsende
stets signifikant bis zu 5-fach durch Ozon induziert.

Im Verlauf von Versuch C wurde neben der Induktion von Fs-CM auch eine leichte,
nicht signifikante Akkumulation 16slicher und zellwandgebundener Phenole unter dem
EinfluB von Ozon beobachtet S.[119). Angesichts der Tatsache, da8 die CM den
ersten enzymatischen Schritt bei der Umwandlung von Chorismat zu Phenylalanin
katalysiert und diese aromatische Aminosdure die wichtigste Vorldufersubstanz fiir
die Bildung phenolischen Inhaltsstoffe der Pflanze darstellt, erscheinen diese beiden
Befunde konsistent.

4.5 Regulation der Ethylenbiosynthese

Mittlerweile konnte, wie zuvor bei krautigen Pflanzen [173]], auch fiir die Buche ge-
zeigt werden, dafl das Vorhandensein von Ethylen eine Voraussetzung fiir das Auf-
treten des ozoninduzierten Zelltods ist und maBgeblichen Einflu} auf den Grad der
ozonbedingten Lisionsauspriagung hat 142} 228]. Wihrend bei krautigen Pflanzen die
Bildung von Ethylen oft schon innerhalb weniger Stunden nach einer Ozonexposition
beobachtet wurde [[167, 203, [218]] und als eine der frithsten Stre3-Antworten auf Ozon
gilt [203]], kommt es in Bdumen oft erst deutlich spéter zu einer linger andauernden
ozonbedingten Stimulation der Ethylenbiosynthese [168), 228, 297, 1319], die durch ei-
ne Akkumulation von freiem und/oder konjugiertem ACC begleitet wird.

Auch in der hier vorliegenden Arbeit wurde bei Versuch C in 4-jdahrigen Buchen
unter dem Einflu von Ozon eine Stimulation der Ethylenbiosynthese und eine Ak-
kumulation von freiem und konjugiertem ACC beobachtet. Die Menge an gebilde-
tem Ethylen war von Baum zu Baum sehr unterschiedlich, korrelierte aber gut mit
dem Ausmal} der Ozonsymptome, die bei dem jeweiligen Baum beobachtet werden
konnten. Bei keinem untersuchten Baum kam es zur Bildung von Ozonsymptomen,
wenn nicht zuvor eine erhohte Synthese von Ethylen festgestellt worden war. Derar-
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tige Unterschiede in der ozonbedingten Ethylenbiosynthese und Symptomauspriagung
zwischen einzelnen Individuen einer Pflanzenart wurden auch bei krautigen Pflanzen
beschrieben [[196, 307].

Im Mittel tiber alle untersuchten Biume fiel das Maximum der Ethylenbildung
mit dem Maximum der Akkumulation von freiem und konjugiertem ACC und der
hochsten Induktion der ACC Synthase Gene Fs-ACS1 und Fs-ACS2 zusammen. Dabei
erhohte sich die Konzentration des freien ACCs mit dem Auftreten der ersten ozonbe-
dingten Lisionen deutlich von 0,5 auf 22 nmol/gFG. Die mehr als 17-fache Zunahme
an konjugiertem ACC begann bereits etwa 10 Tage frither auf einem Niveau von 10
nmol/g FG und erreichte ihr Maximum am 62.Versuchstag mit 176 nmol/g FG. Der
deutliche Riickgang von ACC in freier und konjugierter Form ab dem 69. Versuchstag
entsprach der ab diesem Zeitpunkt stark riicklaufigen Expression der Gene Fs-ACSI
und Fs-ACS2.

Die ozonbedingte Induktion von Genen, die an der Ethylenbiosynthese beteiligt
sind, ist bereits in mehreren Pflanzenarten untersucht worden [203} 218, 281} 313
318]]. Dabei wurde festgestellt, dal die beteiligten Enzyme in Multigenfamilien orga-
nisiert sind. So existieren in der Tomate mindestens 9 Isoformen der ACC Synthase
(ACS) und 4 Isoformen der ACC Oxidase (ACO) [345]]. Viele dieser Isoformen wur-
den bereits unter dem Einflul von Ozon untersucht und es zeichneten sich sowohl fiir
die ACS als auch die ACO differentielle Expressionsmuster ab [218], 313]. Es wurde
mehrfach beobachtet, dafl Isoformen der ACO vor ACS-Isoformen induziert wurden
[203, 218}, 1313]], obwohl diese beiden Enzyme in der umgekehrten Reihenfolge an der
Ethylenbiosynthese beteiligt sind.

In der hier vorliegenden Arbeit wurde neben der Ethylenemission und der Akku-
mulation von ACC auch die ozonbedingte Genexpression von je zwei putativen Iso-
formen der ACS und der ACO bestimmt (3.6.1] S.[106). Da bei den ACS-Isoformen
allerdings zu wenig Sequenzinformationen fiir eine isoform-spezifische qRT-PCR-
Primerwahl zur Verfiigung stand und im Falle der ACO-Isoformen sehr hohe Homolo-
gie in den bekannten Sequenzbereichen vorlag S.[107), konnte die Moglichkeit
einer teilweise isoformunspezifischen Amplifikation in der qRT-PCR nicht vollstindig
ausgeschlossen werden. Wihrend sich die Expressionsmuster der untersuchten ACS-
Isoformen im Verlauf von Versuch C deutlich unterschieden, was fiir eine erfolgreiche
Trennung der Isoformen spricht, verlief die Expression der Gene Fs-ACOI und Fs-
ACO?2 auf unterschiedlichem Niveau annédhernd parallel. Neben der Mdoglichkeit, daf3
diese beiden Isoformen einer dhnlichen Regulation unterliegen, ist also nicht auszu-
schlieBen, daB sich in den Genexpressionsdaten der Isoform Fs-ACO/1 die Ergebnisse
der stdrker exprimierten Isoform Fs-ACO2 widerspiegeln.

Fs-ACS1 war bereits 2 Tage nach dem Beginn von Versuch C mehr als 30-fach un-
ter dem Einflu von Ozon induziert. Im weiteren Versuchsverlauf traten dann Schwan-
kungen der ozonbedingten Genexpression zwischen 5- und 40-fachem Niveau auf. Fiir
Fs-ACS2 wurde sowohl in Versuch B als auch in Versuch C die maximale ozonbe-
dingte Genexpression wihrend der Ausbildung ozonbedingter Blattsymptome beob-
achtet. Die hierbei ermittelte, teils iiber 1000-fache Induktion der Fs-ACS2 scheint im
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Hinblick auf Ergebnisse vergleichbarer Grolenordnung bei der ozonbedingten Induk-
tion bestimmter Isoformen der Ethylenbiosynthese-Gene in Tomate (bis zu 4000-fach)
[218] plausibel. Die Genexpression der Isoformen Fs-ACO! und Fs-ACO2 wurde vor
allem zu Beginn der Expositionsversuche B und C (2.4 S.[31)) unter dem Einfluf} von
Ozon stark induziert und ging dann im weiteren Versuchsverlauf wieder fast bis auf
das Ausgangsniveau zuriick. Wie bei der Bonitur von Blattschiaden und der Messung
der Ethylenemission variierte in Versuch C auch die Expression der Gene Fs-ACS],
Fs-ACS2, Fs-ACO1 und Fs-ACO?2 zwischen den einzelnen untersuchten Bdumen.

Die beobachtete differentielle Genexpression der ACS- und ACO-Isoformen, die
Akkumulation von ACC und die Emission von Ethylen unter dem Einflu3 von Ozon
sind klare Anzeichen dafiir, daB8 die hier beobachtete Entwicklung von Blattldsionen in
der Buche auf das durch Ethylen gesteuerte Fortschreiten des ozonbedingten Zelltods
zuriickzufiihren ist.

4.6 Signalstoffe und Sekundiarmetabolite

4.6.1 Salicylsaure

Bei der Induktion der ’systemisch erworbenen Resistenz’ (SAR) und der "hypersensi-
tiven Reaktion’ (HR), zweier Abwehrreaktionen von Pflanzen gegeniiber Pathogenbe-
fall, spielt die Salicylsdure eine Schliisselrolle [258, 292]]. So kommt es im Zuge von
Pathogeninfektionen neben der Induktion verschiedener PR-Gene auch héufig zur Ak-
kumulation von freier und konjugierter Salicylsdure [265]. Dabei ist die Stimulation
der PR-Gene nicht lokal begrenzt, und es wird vermutet, daf} die Salicylsdure als Si-
gnalmolekiil zur Induktion der Abwehr in der gesamten Pflanze dient [38]. Es wurde
zudem postuliert, da} eine starke Anreicherung von Salicylsdure in Pflanzen zu ’pro-
grammiertem Zelltod’ fithren kann [142} 258]].

Bis vor wenigen Jahren ging man davon aus, daf sich die Salicylsdure in hoheren
Pflanzen ausschlieBlich von Phenylalanin ableitet und iiber die Intermediate Zimtsidure
und Benzoesdure gebildet wird. Mittlerweile wurde allerdings auch in Pflanzen ein
alternativer Weg zur Bildung von Salicylsdure gefunden, den man bislang nur aus
Prokaryonten kannte. Dabei wird durch die Isochorismat Synthase und die Isocho-
rismat Pyruvat Lyase die Umwandlung von Chorismat, dem Endprodukt des Shiki-
matstoffwechsels, liber die Zwischenstufe Isochorismat hin zur Salicylsdure kataly-
siert [[197, 216} 289]. Wildermuth et al. [336] vermuten, daB es sich hierbei sogar
um den Hauptweg der Salicylsdurebildung in Pflanzen handelt, da die Hemmung der
Isochorismat-Synthase eine Anreicherung von Salicylsdure verhinderte.

Ozon kann, wie eine Pathogeninfektion, die Akkumulation von Salicylsdure, die
Induktion von PR-Genen und anderen mit der pflanzlichen Abwehr assoziierten Ge-
nen wie Glutathion-S-Transferase oder PAL und eine anschliefende SAR-Reaktion
hervorrufen [115, 292, [340]. Die Anreicherung von Salicylsdure verstirkt dabei die
antioxidativen Antworten der Zelle und ist entscheidend fiir die ozonabhéngige Bil-
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dung von Ethylen [258, 260]. Auch bei der Buche wurde bereits die Akkumulation
von konjugierter Salicylsdure unter dem Einflu von Ozon beobachtet [229].

Die Blattproben aus Versuch C wiesen nur geringe Mengen an freier Salicylsiu-
re auf, ohne daB eine ozonbedingte Akkumulation erkennbar war. Hinsichtlich der
Salicylsdure-Konjugate wurde dagegen in den ozonbehandelten Proben eine im Ver-
suchsverlauf kontinuierliche Zunahme beobachtet. Die Anreicherung der Salicylsdu-
rekonjugate war auch hier von der transkriptionellen Induktion des PR-Gens Fs-PR1
begleitet.

4.6.2 Gentisinsiure

Gentisinsdure entsteht durch Hydroxylierung aus Salicylsdure und kann ebenfalls an-
tioxidativ wirken [3]]. In Tomatenpflanzen wurde gezeigt, dal sowohl Pathogeninfek-
tion als auch die Applikation von Salicylsdure zu einer Anreicherung dieser Substanz
fiihren konnen [13]]. Die Akkumulation der grof3tenteils konjugierten Gentisinsidure
erreichte dabei nach sieben Tagen ihren Hohepunkt und ging mit der Aktivierung von
PR-Proteinen einher [13]. Bei der Untersuchung adulter Buchen unter doppelt ambien-
tem Ozonregime fanden Nunn et al. [229] ebenfalls eine ozonbedingte Akkumulation
der konjugierten Gentisinsdure. Die freie Gentisinsdure war dagegen, wie die freie Sa-
licylsdure, nur in sehr geringen Anteilen vertreten und wurde nicht signifikant unter
dem EinfluB} von Ozon reguliert.

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde bei Versuch C ein konstanter ozonbedingter
Anstieg der konjugierten Gentisinsdure beobachtet, der mit einer Vervierfachung der
Konzentration noch deutlicher ausfiel als bei der konjugierten Salicylsédure.

Beide Synthesewege der Salicylsdure und Gentisinsdure bendtigen als Substrate
Chorismat, oder die daraus abgeleitete aromatische Aminosdure Phenylalanin, wel-
che, angesichts der ozonbedingten Stimulation des Shikimatstoffwechsels auf Gen-
und Proteinebene (3.5] S.[87jund [3.8] S. vermutlich in erhhter Menge zur Verfii-
gung standen. Die hier ermittelten Ergebnisse decken sich mit fritheren Befunden zur
Bildung dieser beiden phenolischen Sduren in verschiedenen Pflanzenarten unter dem
Einflu von Ozon [115} 1229, 258, 260, 292, 293 340]].

4.6.3 Phenolische Inhaltsstoffe

Zusitzlich zur Analyse der Salicylsdure und Gentisinsdure wurde mittels HPLC ein
breites Spektrum weiterer freier und zellwandgebundener Phenole unter dem Einflu3
von Ozon gemessen. Unter der Bezeichnung "Phenole’ wird eine groB3e Gruppe pflanz-
licher Inhaltsstoffe zusammengefal3t, deren aromatische Strukturen sich hauptsichlich
von Phenylalanin, einem Folgeprodukt des Shikimatstoffwechsels ableiten [116]. Zu
den vielfdltigen Aufgaben dieser Stoffgruppe gehort vor allem der Schutz vor FraB3-
feinden, Pathogenen und abiotischen Einfliissen wie ultravioletter Strahlung sowie die
Anlockung von Bestdubern durch Farb- oder Duftstoffe. Phenolische Substanzen kon-
nen in freier Form fiir Pflanzen toxisch sein und werden haufig in derivatisierter, meist
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glycosylierter Form, in der pflanzlichen Vakuole gespeichert [107]. In einigen Fillen
konnen diese dann in den apoplastischen Raum sezerniert und in die Zellwandma-
trix integriert werden. Die Bildung von Polyphenolen, die als Radikalfinger fungieren
konnen [22} 23], gilt als induzierbare Reaktion von Pflanzen auf biotischen und abio-
tischen Stref3 [[170].

Die Behandlung von Pflanzen mit dem Schadgas Ozon fiihrt oft zu einer transien-
ten Induktion der PAL, des Schliisselenzyms des Phenylpropanwegs, und in der Folge
auch zu einer Anreicherung von phenolischen Substanzen [276, 341]. So wurden in
Petersilie ozoninduzierte Furanocumarine und O-Malonyl Glycoside [63] und in Pha-
seolus vulgaris eine Anreicherung von Kaffeesdure gefunden [[129]. Biolley et al. [[17]]
fanden in der Sojabohne eine ozonbedingte Repression eines nicht konjugierten Hy-
droxyzimtsidurederivats sowie die Induktion eines Quercetin-3-O-Glycosids und eines
Kaempferol-3-O-Glycosids.

Auch in Bdumen wurde die Regulation der phenolischen Inhaltsstoffe unter dem
EinfluB} von Ozon bereits mehrfach beobachtet [168, 310]. In Fichte wurde unter dop-
pelt ambientem Ozonregime ein linearer Anstieg des Catechingehalts [118] und bei
der Kiefer im Zusammenhang mit einer Induktion der Enzyme PAL, Chalkon Syntha-
se und Stilbensynthase auch die Anreicherung von Stilbenen gefunden [[117,1266,274]].
Sowohl in ozontoleranten als auch ozonempfindlichen Klonen der Birke (Betula pen-
dula) wiesen Saleem et al. [269] einen bis zu 16%-igen Anstieg des Gesamtphenolge-
halts unter dem Einflul von Ozon nach. Dabei waren in den ozonbehandelten Pflanzen
vor allem die Gehalte an Catechin, Chlorogensiure sowie verschiedene Cumarséure-
und Quercetinderivaten erhoht.

Im Rahmen einer 4-wochigen Ozonbehandlung (150 nl/l, 8 h/d, 5 Tage pro Wo-
che) untersuchte Zielke in Johannistrieben von Buchenjungpflanzen zahlreiche pheno-
lische Inhaltsstoffe [349]]. Zu den am stirksten regulierten Substanzen gehorten acht
Flavonolglycoside, fiinf Kaffeesdurederivate und ein Biphenyl. Von den Flavonolgly-
cosiden ging ein Kaempferolderivat leicht zuriick, wihrend fiinf weitere, ebenso wie
zwel Quercetinderivate, zum Teil deutlich unter dem Einflul der Ozonbehandlung zu-
nahmen. Eine phenolische Substanz mit einem Kaffeesdure-Rest nahm ab, wihrend
drei weitere Kaffeesdure- und ein Dikaffeesdurederivat akkumulierten. Weiterhin wur-
de von Zielke et al. erstmals die Bildung von 3,3’ ,4,4’-Tetramethoxybiphenyl unter
dem Einflul von Ozon nachgewiesen [350]].

Durch HPLC-Analyse von Blattproben mehrerer Erntezeitpunkte aus Versuch C
wurden auch in der vorliegenden Arbeit sowohl fiir 16sliche als auch fiir zellwandge-
bundene phenolische Inhaltstoffe ozonabhiingige Verdnderungen im Versuchsverlauf
beobachtet. Dabei wurden mittels vergleichender Chromatographie und Diodenarray-
Spektroskopie 15 l6sliche und 7 zellwandgebundene phenolische Inhaltsstoffe diffe-
renziert und unterschiedlichen phenolischen Stoffklassen zugeordnet (Abb. S.
[12T]und [3.40] S.[126). Eine eindeutige Bestimmung der gefundenen phenolischen In-
haltsstoffe mittels Massenspektrographie konnte wegen des geringen verfiigbaren Pro-
benmaterials nicht durchgefiihrt werden.

Unabhingig von der Ozonbehandlung wurde im Verlauf von Versuchs C eine Ab-
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nahme der Gesamtmenge an 16slichen Phenolen und eine Zunahme an zellwandgebun-
denen Phenolen festgestellt. Diese entwicklungsabhiingige Immobilisierung von Phe-
nolen in der Zellwand wurde bereits zuvor beobachtet [[168]]. Fiir die Gesamtmenge der
zellwandgebundenen Phenole war unter dem Einflul von Ozon eine leichte, aber nicht
signifikante Erhohung zu verzeichnen. Abbildung [4.3] gibt, unter besonderer Beriick-
sichtigung der in dieser Arbeit gefundenen Substanzen, einen vereinfachten Uberblick
tiber die Synthesewege der pflanzlichen Phenole ausgehend von Phenylalanin bis hin
zu den Lignin-Monomeren.

Phenylalanin —> Zimtsaure
PAL } CcaH
HO O HO O
4CL
4—
OMe
OH (+) OH (+/_) OH (_) OH
p-Cumaroyl-CoA  p-Cumarsaure Kaffeesaure Ferulasdure Sinapinsdure
~ (+) acL acL
CCRl HOTNC Flavonoide w_ 14‘7'- ' '
~
ADl cs Q3H\ Chl - T( ffeoyl-CoA ¢ o ¢ wen
orogensaure —> Kaffeoyl-Co
o (Kaffeoylquinat) HCT CCR ¢CAD ¢ CAD
CAD
COMT\
OH
(+)
p-Cumaryl Alkohol Conlferylalkohol
-Hydroxyphenyl (o) Guaiacyl
(p-Hydroxypheny) % / ( Y Slnapylalkohol
L|gn|n < (Syringyl)

Abbildung 4.3: Ausschnitt des Phenylpropanstoffwechsels hoherer Pflanzen. 4CL =
Cumarat:CoA Ligase, C3H = Cumarsaure 3-Hydroxylase, C4H = Zimtsédure 4-Hydroxylase,
CAD = Cinnamyl Alkohol Dehydrogenase, CCR = Cinnamoyl:CoA Reductase, COMT =
Kaffeesdaure O-Methyltransferase, CS/Q3H = p-Cumaroyl Shikimat/Quinat 3-Hydroxylase,
F5H = Ferulasdure 5-Hydroxylase, HCT = p-Hydroxycinnamoyl-CoA:Shikimat/Quinat p-
Hydroxycinnamoyl Transferase, PAL = Phenylalanin Ammoniak-Lyase, [O] = oxidative Poly-
merisation. Befunde aus Versuch C zur Ab- und Anreicherung von Derivaten der angegebenen
Phenole sind mit (-) und (+) gekennzeichnet. Veridndert nach Morreel et al. [207]]

Unter den 16slichen phenolischen Verbindungen wurde fiir ein putatives Kaffeeséu-
rederivat, ein Di-Kaffeesdurederivat, zwei Flavanone und ein Kaempferolderivat eine
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leichte Induktion unter dem EinfluB von Ozon im Lauf von Versuch C festgestellt.
Die ozonbedingte Akkumulation solcher Derivate ist bereits aus der Fichte und der
Buche bekannt [147, 349]. Das Maximum der Anreicherung des putativen 3,3°,4,4’-
Tetramethoxy-Biphenyls wurde nach 61 Tagen, und damit zum selben Zeitpunkt er-
reicht, an dem auch die hochste Akkumulation von ACC vorlag. Dabei lag die Kon-
zentration dieser phenolischen Substanz in den ozonbehandelten Pflanzen mehr als
siebenfach iiber dem Niveau in den Kontrollpflanzen. Zielke ermittelte mit vier- bis
sechsfacher ozonbedingter Induktion dhnliche Werte [350, 349] und auch Nunn fand
eine vermehrte Bildung dieser Substanz unter dem Einflul von Ozon [226].

Biolley et al. [17] berichten auch iiber einen ozonbedingten Riickgang ein-
zelner phenolischer Substanzen. In der vorliegenden Arbeit war dies fiir zwei
Chlorogensidure- und ein Ferulasdurederivat und ein nicht niher charakterisiertes Phe-
nol (Peak 9, Abb. S.[I21)) der Fall. Die Konzentration dreier Cumarsiurederivate
ging auch unter dem Einflul von Ozon zunichst zuriick, erhohte sich dann aber wie-
der tiber das Niveau in den Kontrollpflanzen. Jungblut et al. [139] hatten bei Buchen-
Zellkulturen nach einer Elicitor-Behandlung eine Anreicherung von freien und zell-
wandgebundenen Cumarsédurederivaten beobachtet.

Vier der sieben identifizierten zellwandgebundenen Phenole akkumulierten unter
dem EinfluB von Ozon in Versuch C. Dabei handelte es sich vermutlich um cis- und
trans-Cumarsiure sowie zwei Kaempferol-3-O-Glycoside. Die putativen Substanzen
Catechin und Kaffeesdure waren dagegen eher reduziert. Die Konzentration der puta-
tiven Ferulasdure wurde unter dem Einflu von Ozon nicht reguliert.

4.6.4 Lignin

Lignin ist ein komplexes Biopolymer, das sich hauptsichlich aus p-Hydroxyphenyl
(H), Guaiacyl- (G) und Syringyl-Monomeren (S) zusammensetzt, welche iiber kova-
lente intermolekulare C-C und C-O Bindungen miteinander verkniipft sind. Wie Abbil-
dung S. zeigt, leiten sich diese Ligninmonomere von der aromatischen Ami-
nosdure Phenylalanin und damit aus dem Shikimatstoffwechsel ab. Lignin ist nach der
Zellulose das hiufigste Biopolymer auf der Erde und dient vor allem als mechanische
Barriere gegen Pathogene und zur Gewihrleistung von Strukturstabilitidt [323]]. Die
Bildung von Lignin erfolgt nicht nur im Holz der Bdume, sondern zum Beispiel auch
im Leitgewebe krautiger Pflanzen [[176] und kann als Abwehrreaktion von Pflanzen
induziert werden [168]]. So wurde zum Beispiel bei der Kiefer eine dosisabhingige
Induktion der Zimtalkohol-Dehydrogenase (CAD) unter dem Einflul von Ozon beob-
achtet [83)[274]].

Bedeutung von O-Methyltransferasen und Peroxidasen bei der Ligninbildung

An der Synthese der Ligninmonomere sind verschiedene Enzyme beteiligt, die mitt-
lerweile alle bekannt sind (Abb. 4.3] S. [I77). Eine besondere Rolle spielen da-
bei die O-Methyltransferasen (OMT), welche durch die Methylierung des aromati-
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schen Rings der entsprechenden Zimtsdurederivate die Bildung der Guaiacyl- und
Syringyl-Monomere ermdglichen [[11]]. In hoheren Pflanzen existieren oft mehrere O-
Methyltransferasen, die an der Ligninbiosynthese beteiligt sind [27]. In Angiosper-
men wurden auch schon OMTs identifiziert, die unterschiedliche Affinitit fiir die bei-
den Substrate Kaffeesdure und 5-Hydroxy-Ferulasdure aufwiesen [27, [34]]. Von drei
in Tabak identifizierten OMT-Isoformen war eine auf hohem Niveau konstitutiv ex-
primiert, wihrend zwei weitere bei einer HR-Reaktion stark induziert wurden [247]).
Derart streBinduzierbare OMT-Gene, die moglicherweise in Zusammenhang mit einer
ozonbedingten Verdnderung der Ligninbiosynthese stehen, wurden auch in der vorlie-
genden Arbeit bei der Analyse der ozonregulierten cDNA-Banken SSH1 und SSH2
gefunden.

Man vermutet, dafl an der oxidativen Polymerisation von Cumaryl-, Coniferyl- und
Sinapylalkohol vor allem Peroxidasen und Laccasen beteiligt sind [27]. Diaz et al.
[SO] fanden zum Beispiel eine erhohte Peroxidaseaktivitit in verwundeten Paprika-
pflanzen im Zusammenhang mit einer verstirkten Lignifizierung der Pflanzen. Eine
in den subtraktiven cDNA-Banken gefundene ozoninduzierte Peroxidase (Fs-POX) ist
moglicherweise ebenfalls an der Synthese von Lignin beteiligt.

Zusammensetzung und Struktur von Lignin unter Stref}

Mittels der Methode der Thioacidolyse kann der Anteil an H, G und S-Monomeren,
die nur durch eine $-O-4 Bindung verkniipft sind (Abb. S.[58), in den Lignin-
Molekiilen bestimmt werden. Schon 1988 postulierten Walter et al. [324] Strukturun-
terschiede zwischen gewohnlichem ’Stiitzlignin’ und Lignin, das unter dem Einflufl
einer Pathogeninfektion gebildet worden war, und vermuteten eine unterschiedliche
Aktivitit der an der Ligninbildung beteiligten Enzyme. Sieben Jahre spiter wurde
dann erstmals mittels Thioacidolyse die Zusammensetzung von Elicitor-induziertem
StreBlignin in Picea abies untersucht, wobei einerseits eine stirkere Verkniipfung der
Monomere und andererseits hohere Anteile an p-Hydroxyphenyl-Bausteinen gemes-
sen wurden [165].

Vor kurzem konnten Cabané et al. [37] zeigen, daB3 auch in den Blittern der Pappel
unter dem Einfluf} von Ozon (60 - 120 nl/l) stidrker intermolekular verkniipftes Lignin
mit einem erhohten Anteil an H-Monomeren gebildet wurde. Neben einer ozonbe-
dingten Induktion des Gesamt-Ligningehalts nach Klason wurde auch eine Aktivitits-
zunahme des Enzyms Shikimat Dehydrogenase aus dem Shikimatweg gefunden.

Ahnliche Beobachtungen wurden auch in der vorliegenden Arbeit bei der Analyse
von Blattproben aus Versuch B gemacht. Der Anteil an H-Monomeren in Blattproben
mit mittleren und schweren Ozonsymptomen war im Vergleich mit den Proben ohne
Symptome doppelt bzw. fiinfmal so groB3. Diese deutliche Zunahme der H-Monomere
unter dem Einflu von Strel entspricht den Befunden von Lange et al. [165] und
Cabané et al. [37] und kommt daher moglicherweise als potentieller Biomarker fiir
pflanzlichen StreB in Betracht. Die Abnahme der S-Monomere mit steigender Schi-
digung der Blitter durch Ozon und eine entsprechende Zunahme an G-Monomeren
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entsprach den Beobachtungen bei ozonbehandelten Pappeln [37], fiel aber bei Buche
sehr viel deutlicher aus. Diese Verdnderungen in der Zusammensetzung des Lignins
fiihren zu einer Erweiterung des Konzepts des SFB 607, da hier offenbar nicht nur ei-
ne streBbedingte Verschiebung zwischen Primér- und Sekundirstoffwechsel, sondern
auch innerhalb des Sekundirstoffwechsels stattfindet.

Wihrend der Gesamtligningehalt nach Klason in den Blattproben ohne Schiden
erwartungsgemal niedriger war als in den stark geschidigten Blittern, wurde in den
Blittern der mittleren Schidigungsstufe ein relativ niedriger Lignin-Gehalt gemessen.
Moglicherweise waren nicht auffillig gewordene Unterschiede in der Morphologie des
geernteten Blattmaterials dafiir verantwortlich.

Setzt man die Ergebnisse aus der Thioacidolyse ins Verhiltnis zu den nach Kla-
son bestimmten Ligningehalten (Tab. [6.28] S.[231]), so fillt auf, dal mit zunehmender
Schidigung durch Ozon der Gehalt an aufgeschlossenen Thioacidolyse-Monomeren
abnimmt. Da durch die Thioacidolyse, wie oben erwihnt, ausschlieBlich die schwach
durch nur eine 3-0-4 Bindung verkniipften Lignineinheiten bestimmt werden kdnnen,
deutet dieser Befund darauf hin, daB es auch bei der Buche unter dem Einflu von
Ozon zu einer stiarkeren Kondensierung der Ligninmolekiile gekommen ist.
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4.7 Zusammenfassung der Arbeit

In hoheren Pflanzen nimmt der Shikimatstoffwechsel eine Schliisselposition zwischen
Primir- und Sekundirstoffwechsel ein, da sich nahezu alle aromatischen Sekundir-
metabolite aus dessen Endprodukt Chorismat ableiten. Zur Priifung einer zentralen
Hypothese des SFB 607, daB3 es unter dem Einflu von Strel in Pflanzen zu einer
Umsteuerung zwischen Primir- und Sekundirstoffwechsel kommt, wurde daher in der
vorliegenden Arbeit die Regulation dieses Stoffwechselwegs in der europédischen Bu-
che unter dem Einflul von Ozon untersucht. Durch die bestidndige Zunahme der tro-
posphérischen Ozonkonzentration in den letzten Jahren hat die Schadwirkung dieses
Gases auf Feldfriichte und Waldbdume immer mehr an Bedeutung gewonnen. Die Wir-
kung von Ozon auf die Regulation des Shikimatstoffwechsels wurde bislang kaum un-
tersucht und wird hier erstmals bei verholzenden Pflanzen vor allem im Hinblick auf
langfristige Induktionsmuster vorgestellt.

In drei Expositionsversuchen wurden 3- bis 4-jdhrige Buchen iiber einen Zeitraum
von 30 bis 85 Tagen Ozonkonzentrationen von 150-300 nl/l (8 h/d) ausgesetzt. Die
Entwicklung von makroskopisch sichtbaren Blattschaden wurde dabei photographisch
und durch Bonitur dokumentiert. Die ozoninduzierte Expression von Genen des Shiki-
matstoffwechsels wurde zudem an 60-jahrigen Buchen am Versuchsstandort ’Kranz-
berger Forst’ untersucht.

Fiir jedes der sieben Enzyme des Shikimatstoffwechsels wurde mittels degene-
rierter Primer und durch RACE-Methoden eine vollstindige cDNA-Sequenz ermittelt.
Mit einer Ausnahme handelt es sich hierbei um die ersten aus Bdumen isolierten Se-
quenzen des Shikimatstoffwechsels. Dariiber hinaus wurden fiir weitere Genexpressi-
onsstudien einzelne Gene aus der Ethylenbiosynthese und der Photosynthese kloniert
und zwei ozonregulierte subtraktive cDNA-Banken erstellt. Die funktionelle Zuord-
nung der cDNA-Fragmente aus den cDNA-Banken ergab, da3 im Verlauf der Ozon-
behandlung der Anteil differentiell exprimierter Gene aus den Bereichen ’Krankheit
und Abwehr’ und ’Sekundirstoffwechsel’ zunahm, wéihrend vor allem der Anteil an
Genen aus dem ’Energiestoffwechsel’ stark zuriickging. Auch bei der Analyse der
ozonbedingten Regulation mittels DNA-Chips wiesen die am stirksten induzierten
Klone aus diesen cDNA-Banken hohe Homologie zu PR-Proteinen, Lipoxygenase,
O-Methyltransferase, ACC Oxidasen, Catalase, Peroxidasen und weiteren Genen aus
dem Sekundirstoffwechsel und pflanzlichen Entgiftungsreaktionen auf. Die reprimier-
ten Gene stammten hauptsédchlich aus dem Primérstoffwechsel und der Photosynthese.

Alle untersuchten putativen Gene des Shikimatstoffwechsels wurden in unter-
schiedlichem Ausmal} durch die Ozonbehandlungen induziert. Vor allem die Expres-
sion der putativen Gene 3-Dehydroquinat Dehydratase / Shikimat Dehydrogenase
(Fs-DHQD/SD), 5-Enolpyruvylshikimat 3-Phosphat Synthase (Fs-EPSPS), Choris-
mat Mutase (Fs-CM) und zweier Isoformen der 3-Deoxy-D-arabino-Heptulosonat 7-
Phosphat Synthase (Fs-DAHPS) war dabei in den ozonbehandelten Pflanzen deutlich
erhoht. Die Expression der putativen Gene 3-Dehydroquinat Synthase (Fs-DHQS),
Shikimat Kinase (Fs-SK), Chorismat Synthase (Fs-CS) und einer weiteren DAHPS-
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Isoform wurde dagegen nur schwach durch Ozon induziert. Adulte Buchen unter dop-
pelt ambientem Ozonregime im *Kranzberger Forst’ unterschieden sich beziiglich der
Transkription der putativen Gene des Shikimatstoffwechsels zwar in der Tendenz aber
nicht signifikant von der Kontrollgruppe unter ambienter Ozonkonzentration. Erwar-
tungsgemill wurde unter dem Einflul von Ozon auch eine starke Stimulation der Ex-
pression des PR-Gens PRI und mehrerer Gene aus der Ethylenbiosynthese beobachtet,
wihrend beide Untereinheiten der Ribulose-bisphosphat Carboxylase/Oxigenase (RU-
BISCO) zum Teil deutlich reprimiert wurden.

Neben der Bonitur ozonbedingter Blattlasionen wurde in regelméfigen Ab-
stinden die Emission von Ethylen und die Akkumulation der Ethylen-Vorstufe 1-
Aminocyclopropan-1-carbonsidure (ACC) untersucht. Hierbei wurden groBe Unter-
schiede zwischen den einzelnen Versuchspflanzen beobachtet. Wihrend einzelne Biu-
me nahezu alle Blitter infolge der Ozonexposition verloren, wurden andere nur
schwach geschédigt oder blieben iiber die gesamte Versuchsphase ohne erkennbare
Blattldsionen. Die Emission von Ethylen ging dabei stets der Ausbildung von Lésio-
nen voraus.

Neben einem breiten Spektrum 16slicher und zellwandgebundener phenolischer In-
haltsstoffe wurde die Akkumulation der phenolischen Substanzen Salicyl- und Gentis-
insdure gemessen und die Zusammensetzung von Lignin analysiert. Die Konzentrati-
on der konjugierten Salicyl- und Gentisinsdure nahm in den ozonbehandelten Pflanzen
deutlich zu. Auch fiir die Summe der 16slichen und zellwandgebundenen Phenole war
unter dem Einfluf} von Ozon eine leichte, aber nicht signifikante Erhohung erkennbar.
Lignin nahm in Blittern mit Ozonldsionen gegeniiber ungeschéddigten Bléttern leicht
zu und war strukturell in der Tendenz stirker kondensiert.

Durch Westernblot-Analysen wurden fiir ausgewiéhlte Enzyme aus dem Shikimat-
stoffwechsel die Ergebnisse aus den Genexpressionsstudien iiberpriift. Dazu wurden
zunéchst Konstrukte fiir die heterologe Expression einer DAHPS-Isoform und der Fs-
DHQD/SD angefertigt. Die aufgereinigten Proteine wurden dann als Antigene fiir die
Herstellung monoklonaler Antikorper verwendet. Analog zu den Genexpressionsdaten
wurde mittels dieser Antikorper eine deutliche Akkumulation beider Proteine unter
dem Einflu von Ozon beobachtet.

Zusammenfassend sprechen die deutliche ozonbedingte Induktion der Genexpres-
sion und die Akkumulation von Enzymen des Shikimatstoffwechsels, die differentiel-
le Regulation der subtraktiven cDNA-Banken, die Stimulation der Ethylenbiosynthese
auf der Gen- und Metabolitebene und die Anreicherung von Salicyl- und Gentisinsiu-
re sowie weiterer loslicher und zellwandgebundener phenolischer Inhaltsstoffe fiir die
Annahme der Hypothese des SFB 607, dal} es unter dem Einflu von Strefl zu einer
Umsteuerung zwischen Primér- und Sekundirstoffwechsel kommit.
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6. Anhang

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

26SrRNA = 268 ribosomale RNA

1xO3 = Ambiente Ozonkonzentration

2x03 = Doppelt ambiente Ozonkonzentration

ACC = 1-Aminocyclopropan-1-carbonséure

AccNr = Akzessionsnummer der Gendatenbank

ACO = ACC Oxidase

ACS = ACC Synthase

A. errabunda = Apiognomonia errabunda

AFLP = Amplified Fragment Length Polymorphism

AOT40 = Akkumulierte Ozondosis iiber einer Konzentration von 40 nl/I[u /1 - h]
Blastn = Basic Local Alignment Search Tool (Nukleotid-Nukleotid)
bp = Basenpaare

CDNB = 1-Chloro-2,4-dinitrobenzen

CM = Chorismat Mutase

COMT = Kaffeesdure O-Methyltransferase

CS = Chorismat Synthase

CTAB = Cetyl Trimethyl Ammonium Bromid

d = Tage

DAB = 3,3-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid

DAHP = 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat 7-Phosphat

DAHPS = 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat 7-Phosphat Synthase

ddH,;0 = Doppelt destilliertes Wasser

DHQ = 3-Dehydroquinat

DHQD/SD = 3-Dehydroquinat Dehydratase / Shikimat Dehydrogenase
DHQS = 3-Dehydroquinat Synthase

DNA = Desoxyribonukleinsdure

dNTP = Aquimolare Mischung der desoxy-Nukleotide dATP, dCTP, dGTP, dTTP
DTT = Dithiothreitol

E. coli = Escherichia coli

EDTA = Ethylen glycol bis(f3-aminoethyl ether) N,N,N’,N’-tetraacetic acid
EPSP = 5-Enolpyruvylshikimat 3-Phosphat

EPSPS = 5-Enolpyruvylshikimat 3-Phosphat Synthase

FE = Fldcheneinheit

FG = Frischgewicht

Fs = Fagus sylvatica L.

GA = Gentisinsdure

GSH = Glutathion

h = Stunden

HPLC = High performance liquid chromatography

IAA = Isoamylalkohol

IPTG = Isopropyl-1-thio-f-D-Galactopyranosid

ITS = Internal transcribed spacer

AM = Lambda DNA/Eco471 (Avall) Marker 13

min = Minuten

MW = Mittelwert
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Anhang 6.2 Nukleotid- und Aminosdure-Sequenzen

03 = Ozon

PAGE = Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PCR = Polymerase Kettenreaktion

PEG = Polyethylenglycol

POX = Peroxidase

PR1 = Pathogenesis related protein 1

PVPP = Polyvinylpolypyrrolidon

PWI = Paarweise Identitit

qRT-PCR = Quantitative Realtime-PCR

QTL = Quantitative Trait Loci

RACE = Rapid Amplification of cDNA Ends
RAPD = Random Amplified Polymorphic DNA
rbcL = Grofle Untereinheit der RUBISCO
rbcS = Kleine Untereinheit der RUBISCO
RNA = Ribonukleinsiure

RUBISCO = Ribulose-bisphosphat Carboxylase/Oxigenase
SA = Salicylsdure

SD = Shikimat Dehydrogenase

SDS = Sodium Dodecyl Sulfat

SFB 607 = Sonderforschungsbereich 607

SK = Shikimat Kinase

SUMO = Akkumulierte Ozondosis im Beobachtungszeitraum [ /! - h)
TEMED = N,N,N,N-Tetramethyl-Ethylendiamin
Tris = Tristhydroxymethyl)aminomethan

6.2 Nukleotid- und Aminosiure-Sequenzen

Oligonukleotide

Tabelle 6.2: Oligonukleotid-Sequenzen

Primer Nukleotid-Sequenz (5’ - 3°)

26S rRNA-gpcr-f CGGCTCTTCC TATCATTGTG

26S rRNA-gpcer-r AACCTGTCTC ACGACGGTCT
ACOl-gper-f CTGGTGGGAT CATCTTACTC
ACOLl-qgper-r CAATAGAATG GCGCATAGGG
ACO2-gpcer-f GAAGGAAGTG TGACATAGCT
ACO2-gper-r GAAAACCCTT CTTCTTGTAG
ACS1-gper-f GGTCTTCACT GAAGGTCTTG
ACSI1-gper-r CTGCTCTTTG AGTAGGTGAC
ACS2-gper-f TCCAAACCGC ATAGTCATGG
ACS2-gper-r TGGTGAGGGC ACAAGAAAAG

ACS-d-f TCTTTCARGA YTATCATGGM TTGCC
ACS-d-r GGGVTTCCCT GGMYTYAGRG TYGGC
Apio-gper-f TTTGTGAATA CTACCTAAAATG
Apio-gper-r AGATGATATT ACAAAAACAAGAGT
CM-3R-gspl GACAGGAAAA AACTGATGGA TATGC
CM-3R-gsp2 CAGTGAATGT AGAGGAAGAT GAAGC
CM-5R-rgspl TGTGTCACAA ACAGCAGTTG ATCCGC
CM-5R-rgsp2 CCTTCCTCAA CTAATCTCGG GATGAG
CM-5R-rgsp3 TTGTAAAGGT GGCAACAATG GGTCCG
CM-d-f MAGGTTGGKA GRTWYAAGAG YCC
CM-d-r CTCYTTKGTT ARMGGCATGA TYC
CM-GW-f GGGGACAAGT TTGTACAAAA AAGCAGGCTT CATGGAGGCC AAACTGTTAG G
CM-GW-r GGGGACCACT TTGTACAAGA AAGCTGGGTC TCAATCCAAC CTTCTAAGCA G
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6.2 Nukleotid- und Aminosiure-Sequenzen Anhang

Tabelle 6.2: Oligonukleotid-Sequenzen - Fortsetzung

Primer Nukleotid-Sequenz (5’ - 3°)

CM-gper-f GGCCAAAACT TATGCCCAAG

CM-gper-r CCCCATATAG ATCAGCAACC

COMT-gper-f TGCGGTTTGT GTCACATGAG

COMT-gper-r TGTTGGTGGT GGAACTGGGA

CS-3R-gspl AACCAACCGC TCTGGCGGGA TACAG

CS-3R-gsp2 CTACTATTTC AAGGAAGCAG CAAAC

CS-5R-rgspl AGCAAATATC TCTGTTCCTG CGAGGC

CS-5R-rgsp2 AAGGATTTTC TTGGCAACAG CCCCAG

CS-5R-rgsp3 TTCTCTTGCT GAAGATCCAC CACCAC

CS-d-f GATCAGMGAG GAMWTGAYTA CAGTG

CS-d-r CCATSGCTTC MACCATTGGM ACAGC

CS-GW-f GGGGACAAGT TTGTACAAAA AAGCAGGCTT CATGGCATCC TCGTCTCTCT C
CS-GW-r GGGGACCACT TTGTACAAGA AAGCTGGGTC TCAAAAGGGT ACATGGGCTG
CS-qper-f GTTGACCTTG ACAGAAGGAG

CS-gper-r CATTCCTTCA GAAACGCCTG

DAHPS1-gper-f CGATGCAGAG GCTTAGTGAA

DAHPS1-gpcr-r GTCCCGCAGC AGCCATGAAA

DAHPS2-gper-f CTATGCAGAG AGTCACCCAT

DAHPS2-gpcr-r GCCCGGCAAC ACCCATGAAG

DAHPS3-GW-f
DAHPS3-GW-r
DAHPS3-gpcer-f
DAHPS3-gper-r
DAHPS-3R-gspl
DAHPS-3R-gsp2
DAHPS-5R-rgspl
DAHPS-5R-rgsp2
DAHPS-5R-rgsp3
DAHPS-d-f
DAHPS-d-r
DAHPS-1123-f
DAHPS-1123-r
DAHPSIso123-d-f
DAHPSIs0123-d-r
DAHPS-gpcer-f
DAHPS-gpcr-r
DHQD/SD-3R-gspl
DHQD/SD-3R-gsp2
DHQD/SD-5R-rgspl
DHQD/SD-5R-rgsp2
DHQD/SD-5R-rgsp3
DHQD/SD-d-f
DHQD/SD-d-r
DHQD/SD-GW-f
DHQD/SD-GW-r
DHQD/SD-qgpcr-f
DHQD/SD-gpcr-r
DHQS-3R-gspl
DHQS-3R-gsp2
DHQS-5R-rgspl
DHQS-5R-rgsp2
DHQS-5R-rgsp3
DHQS-d-f
DHQS-d-r
DHQS-GW-f
DHQS-GW-r
DHQS-qgper-f
DHQS-qgper-r
EPSPS-3R-gspl
EPSPS-3R-gsp2
EPSPS-5R-rgspl
EPSPS-5R-rgsp2

GGGGACAAGT TTGTACAAAA AAGCAGGCTT CATGGCTCTC ACAAGCAGTA G
GGGGACCACT TTGTACAAGA AAGCTGGGTC CTATGGGGAA AAAGATTGCT G
CTATGCAGAG GGTCACTCAG

GTCCAGCAGC AGACATAAAT

GGGAGCTGAA AACATGAGAG TGAAG

CACTATAAAG GCTCCCTGCG GTCTG

CGCCATTCTT CCAACCTTGA CAACAG

ACCTTGACAA CAGGCATTTG ACCACC

CGACACCCAT TTGGAGAAGG ATTCTG

ATCAAGGTKG GWAGRATGGC

CTYCCTTCTT GATCATGVAC

YGAGCAGGGR GATAGGTACC

GAKGTCCAGA AMTCWGTTGT

ATCAAGGTKG GWAGRATGGC

CTYCCTTCTT GATCATGVAC

GACATCCCAT GAATGCTTGC

CCAGATAAAA TGGGCTGAGC

GGGGCTGGAG GTGCTGGCAA GGCAC

TTGCTGATAC TGTTGGAGGA CAAGC

AACTGTCCAA TCGGATCTCC ACAAGG

TCGGCACCAC CTTGTTTTGC CTTATC

TCACCATCTT ATCAACCGAT TCCGCC

GGAAGGKGGT MAGTATGMWG GTG

GGSGTMTCMT CAACMTTTGG TTG

GGGGACAAGT TTGTACAAAA AAGCAGGCTT CATGGATTCT ACCAACGTTC TG
GGGGACCACT TTGTACAAGA AAGCTGGGTC TTAGTATTTT GCCATAATTT TC
CTGGTAAGCT CTTTGTGGTC

GTGCGATTGG CAATCACAAC

TGAATTTTTT GAGTGGCAGG AGAAG

GGAAAGTGGA CTGAGGGCAA CACTG

CACCAATCAC ACCACCTCCA AGGGC

GTACTTCTCA CCATCCGGTA AAATC

TTATCATTAG TAACTACAAG AACCC

CGKAGYTAYC CGATYTAYAT YGG

CSGCRACSGC YTCYCCATGR AGC

GGGGACAAGT TTGTACAAAA AAGCAGGCTT CATGGCCTCC ACCGCCAACC C
GGGGACCACT TTGTACAAGA AAGCTGGGTC TCAGGGCTTA ACAAATGCAC
GGCTAAGTTG CCTACTTTCC

GAGCCTTAGT AGTCCATCAG

GGAGAGTGAA AGAGACAGAA CGGATG

GAAGCTGGGA GCAACAGTTG AAGAAG

GAATTTCCAC CTGCAACGGT AACTGC

CGCATTGCTG TTCCTGCATT TCCAAG
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Anhang

6.2 Nukleotid- und Aminosdure-Sequenzen

Tabelle 6.2: Oligonukleotid-Sequenzen - Fortsetzung

Primer Nukleotid-Sequenz (5’ - 3°)

EPSPS-5R-rgsp3 TGCCTTGTCT TCTTCCACAC GTAGTC

EPSPS-d-f AATCGKATYC TSCTTCTYGC

EPSPS-d-r TTRATRGTSA YTGGAACATC

EPSPS-GW-f GGGGACAAGT TTGTACAAAA AAGCAGGCTT CATGGCTCAA GTGAGCAAAA TC
EPSPS-GW-r GGGGACCACT TTGTACAAGA AAGCTGGGTC TCAATGCTTT GTAAACCTCT G

EPSPS-qper-f
EPSPS-gpcr-r
GRS5’np
GRS5’p
GR-RNA-Oligo
M13f

M13r
oligo-dT(15)
POX-qper-f
POX-qper-r
PRI1-gper-f
PR1-gpcr-r
rbcL-qgper-f
rbcL-qper-r
rbeS-d-f
rbeS-d-r
rbeS-gper-f
rbeS-gper-r
SK-3R-gspl
SK-3R-gsp2
SK-5R-rgspl
SK-5R-rgsp2
SK-5R-rgsp3
SK-d-f
SK-d-r
SK-GW-f
SK-GW-r
SK-qper-f
SK-gper-r
SSHnP1
SSHnP2R

GCTGTAGTTG CCCTTTTTGC
GTTCTGTGCA AACGGCAATC
GGACACTGAC AUGGACTGAA GGAGTA
CGACTGGAGC ACGAGGACAC TGA
CGACUGGAGC ACGAGGACAC UGACAUGGAC UGAAGGAGUA GAAA
TGTAAAACGA CGGCCAGT
CAGGAAACAG CTATGACC

ITTTTTTTTT TTTTT

CCTTCCGCAT TGCTTGTGGA
TCCAAGTGAG CAGGAGGCAC
AGAGGAAGTT AAGGCTGGTA
ACACAAGGTT TAGTTGTAGG
CTGGTACATG GACAACTGTG
CTTTCTTCTC CAGCAACTGG
TGGCYTSYTC HATGATTTC
GGAGGCTTGT ARGCRATGAA
ATGATGGACG TTACTGGGTG
GGATAAGTCT TACTGGCCTC
CGTTGGTGGA GCAGGATGTT GATGC
ATCGACTTGT TGTTTCTACT GGTGG
GCATCAAAGA CAGCTTTCGC AGTACC
TCTCTGAAGA AGCCCTCTCC ATAGAG
TTGCATCAAC ATCCTGCTCC ACCAAC
GATGGGYTSY GGRAAAAC
WGCYAADGCT TCTARAGG
GGGGACAAGT TTGTACAAAA AAGCAGGCTT CATGGACGGT AAAGTTGCAA ATG
GGGGACCACT TTGTACAAGA AAGCTGGGTC CTACAATGCA AAATCTCCAT TC
GGTTTCCTTG GAAGACGTTG
GCCCTCGATT TGTTCAAGTG
TCGAGCGGCC GCCCGGGCAG GT
AGCGTGGTCG CGGCCGAGGT
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6.2 Nukleotid- und Aminosiure-Sequenzen

Anhang

Nukleinsiure- und abgeleitete Aminosiure-Sequenzen der
Gene aus dem Shikimatstoffwechsel der Buche

1
1

26
76

51
151

76
226

101
301

126
376

151
451

176
526

201
601

226
676

251
751

276
826

Tabelle 6.3: cDNA- und abgeleitete Aminosauresequenz des klonierten Fragments der puta-
tiven 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat 7-Phosphat Synthase Isoform 1 (Fs-DAHPS1) aus der

K VvV G R
NTC AAG GTG GGA AGG

L P V Y K
CTC CCA GTT TAC AAA

L I R A Y
TTG ATT AGG GCT TAT

M Q R L S
ATG CAG AGG CTT AGT

H R V D E
CAC CGT GTT GAT GAG

D F W T S
GAT TTC TGG ACC TCC

L Y Y D C
CTG TAC TAC GAT TGC

F L R G V
TTC CTT AGAGGA GTT

I E I L N
ATT GAG ATC CTG AAT

vV XK F P H
GTT AAG TTT CCC CAT

G N T I K
GGA AAC ACC ATA AAG

F D V H D
TTT GAT GTC CAT GAT

M A G Q F
ATG GCT GGT CAG TTT

G D N I N
GGG GAC AAC ATA AAT

S Q S A A
AGC CAA TCT GCGGCG

E W N L D
GAATGG AAT CTT GAT

A L G F M
GCC CTA GGT TTC ATG

H E C L H
CAT GAG TGT TTG CAT

S A H M V
TCT GCT CAC ATG GTT

A N P L G
GCC AAT CCC CTT GGC

P H N K P
CCC CAT AACAAGCCA

M I R A V
ATG ATC AGG GCT GTC

A P C G L
GCT CCC TGC GGT CTG

CA

A K P R S
GCG AAG CCA AGATCG

G D N F D
GGT GAT AAT TTT GAT

T L N L L
ACT CTC AAC CTT CTA

F A E H S
TTC GCG GAG CAT AGC

A A A G L
GCT GCT GCG GGA CTA

L P Y E Q
TTG CCT TAT GAGCAA

W V G E R
TGG GTT GGG GAG CGT

I K VvV S N
ATC AAG GTG AGC AAT

G R I T 1
GGA AGG ATC ACA ATA

R R A G Q
CGC AGG GCT GGG CAA

K T R P F
AAA ACT CGC CCC TTC

europdischen Buche. AccNr = DQ166519.

1
1

26
76

51
151

76
226

101
301

126
376

151
451

176
526

201
601

226
676

251
751

276
826

Tabelle 6.4: cDNA- und abgeleitete Aminoséduresequenz des klonierten Fragments der puta-
tiven 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat 7-Phosphat Synthase Isoform 2 (Fs-DAHPS?2) aus der

K VvV G R
NTC AAG GTG GGG AGA

L P S Y R
CTG CCA AGT TAC AGA

M I R A Y
ATG ATT AGG GCC TAT

M Q R V T
ATG CAG AGA GTC ACC

H R V D E
CAC CGA GTT GAT GAG

D F W T S
GAT TTC TGG ACA TCT

L Y Y D C
CTG TAC TAT GAT TGC

F L R G V
TTT TTG AGAGGA GTT

1 D 1 L N
ATA GAC ATT CTA AAC

vV K L P H
GTG AAG CTT CCT CAT

G N T I K
GGG AAT ACC ATT AAA

F D V H D
TTT GAT GTA CAT GAT

M A G Q F
ATG GCG GGT CAG TTT

G D N I N
GGT GAC AAT ATC AAT

C Q S V A
TGC CAA TCA GTC GCA

H W N L D
CAT TGG AAT CTT GAT

A L G F M
GCC CTT GGC TTC ATG

H E C L L
CAT GAATGC TTA CTT

S A H M L
TCT GCT CAC ATG CTT

S N P L G
TCG AAT CCT CTT GGC

P K N K A
CCT AAA AAT AAAGCA

L I R A V
CTG ATC AGA GCC GTC

A P C G L
GCT CCT TGT GGA CTT

CA

A K P R S
GCA AAG CCA AGATCA

G D A F D
GGT GAT GCA TTT GAT

T L N L L
ACT TTG AAC CTC TTG

F M E H S
TTC ATG GAG CAC AGT

G V A G L
GGT GTT GCC GGG CTT

L P Y E Q
CTG CCT TAT GAGCAA

W V. G E R
TGG GTG GGA GAA CGC

I K VvV S D
ATC AAG GTG AGT GAC

G R I T V
GGA AGA ATA ACG GTA

R R A G Q
CGT AGA GCA GGT CAA

K T R S F
AAA ACC CGG TCT TTC

europdischen Buche. AccNr = DQ166520.
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D Q F E E
GAT CAA TTT GAG GAG

L K S R T
TTG AAA TCA AGG ACT

R A F A T
AGG GCC TTT GCC ACT

E Q G D R
GAG CAG GGA GAT AGG

T vV D H P
ACG GTT GAC CAC CCT

S L T R K
TCA CTC ACT AGG AAG

T R Q L D
ACC CGG CAA CTG GAT

K M D P K
AAA ATG GAT CCA AAA

I A R M G
ATT GCA AGA ATG GGT

I v T W V
ATT GTG ACC TGG GTC

D A I R A
GAT GCC ATC AGG GCG

D S F E E
GAT TCA TTT GAG GAG

S E S R 1
TCA GAA TCA AGA ATT

R A F A T
AGG GCA TTT GCC ACT

E Q G D R
GAG CAG GGG GAT AGG

T A E H P
ACT GCT GAG CAC CCA

A L T R E
GCA CTT ACA AGA GAG

T R L D
ACC CGC CAA CTT GAT

K M D P N
AAA ATG GAT CCA AAT

1 V. R M G
ATT GTA AGA ATG GGA

F v T W V
TTT GTC ACT TGG GTT

D A I R A
GAT GCA ATC AGG GCT

klonierten putativen

K D G VvV K
AAG GAT GGT GTG AAG

P D P Q R
CCT GAC CCT CAG AGG

G G Y A S
GGA GGA TAT GCC TCG

Y Q E L A
TAC CAG GAA CTG GCT

v M R T T
GTG ATG AGA ACA ACT

D S T S G
GAC TCC ACT TCC GGT

G A H V E
GGT GCC CAC GTA GAG

D L VvV N L
GAC CTA GTT AAC CTC

A E N M R
GCT GAG AAC ATG AGA

¢cC D P M H
TGT GAT CCA ATG CAT

E v R A F
GAG GTG AGA GCG TTC

K D G V K
AAG GAT GGA GTG AAG

P D P D R
CCA GAC CCT GAT AGG

G G Y A A
GGA GGA TAT GCA GCT

Y R E L A
TAC CGT GAATTG GCT

I M T T T
ATC ATG ACC ACA ACA

D S T S G
GAT TCT ACT TCT GGG

G A H V E
GGT GCC CAT GTC GAG

E L V R L
GAG CTT GTT AGG CTC

A E N M R
GCT GAG AAC ATG AGA

s D P M H
AGT GAC CCC ATG CAT

E vV R A F
GAG GTG AGA GCA TTC

25
75

50
150

75
225

100
300

125
375

150
450

175
525

200
600

225
675

250
750

275
825

842

25
75

50
150

75
225

100
300

125
375

150
450

175
525

200
600

225
675

250
750

275
825

842
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6.2 Nukleotid- und Aminosdure-Sequenzen

76

151

27
226

52
301

71
376

102
451

127
526

152
601

177
676

202
751

227
826

252
901

277
976

302
1051

327
1126

352
1201

377
1276

402
1351

427
1426

452
1501

477
1576

502
1651

527
1726

1801
1876
1951

TGG ACA CTG ACA TGG

CTC TCT GTT TTT CAT

A L T S S
GCT CTC ACA AGC AGT

S L K S H
TCT CTC AAATCC CAC

E P A K N
GAG CCT GCT AAG AAC

T S T H N
ACG TCG ACT CAC AAT

E Y P D
GAG TAT CCG GAT CAG

E A R N L
GAG GCT AGG AAC CTA

A E S F K
GCT GAG AGC TTC AAG

L M F G G
TTG ATG TTC GGT GGT

P F E E K
CCA TTT GAA GAG AAG

K S R T P
AAG TCG AGG ACC CCA

A F A T G
GCC TTT GCT ACA GGA

G D R Y
CAG GGA GAT AGG TAC

V D H P I
GTG GAC CAT CCT ATC

L T R M D
CTT ACT AGG ATG GAT

R Q L D G
AGG CAG CTG GAT GGT

M D P N E
ATG GAT CCT AAT GAG

T R M G A
ACA AGA ATG GGA GCT

v T W V S
GTC ACA TGG GTT AGT

A I R A E
GCC ATC AGG GCG GAG

E M T G
GAG ATG ACA GGC CAG

Y H T H C
TAC CAC ACC CAC TGT

R K T R 1
AGA AAG ACC AGG ATC

TCC CAC CAA TAT GTT
TGT TGT GTA TTG TAT

AAT ATA TTT ATT CCA

ACT GAAGGA GTA GAA

AAT ATT TAA TTT TAC

s G s S V
AGC GGA AGC AGT GTT

Q P S F s
CAA CCT TCC TTT TCA

P I v S D
CCC ATC GTC TCT GAT

A VvV P G K
GCG GTT CCG GGG AAG

E A F N S
GAAGCG TTT AAC TCG

E E K L G
GAG GAG AAG CTG GGT

E F N A N
GAA TTC AAT GCA AAT

M P V V
CAA ATG CCT GTT GTC

N G VvV K L
AAC GGT GTG AAA TTA

D P Q R L
GAC CCT CAG AGG TTG

G Y A A M
GGC TAT GCT GCT ATG

R E L A H
CGG GAA CTA GCT CAT

M T T T E
ATG ACA ACA ACT GAG

s T S G L
TCA ACT TCA GGC CTT

A H 1 E F
GCC CAT ATT GAG TTT

L vV K L I
CTT GTC AAG CTC ATT

E N M R V
GAA AAC ATG AGA GTG

D P M H G
GAT CCT ATG CAT GGA

vV R A F F
GTG AGA GCG TTC TTT

N VvV T E C
AAC GTG ACA GAG TGC

D P R L N
GAC CCT AGG CTC AAT

R S Q Q s
AGA TCT CAG CAA TCT

TGC TCT TTT TCT TAA
GTA TAC TAA AGG GAA

TAA GAAAAAAAAAAA

AAA ATC TCT CTC TCT

TAC TAC CAA GAG AGA

\ I P T K
GTG ATT CCC ACC AAA

1 K P R S
ATC AAA CCC AGA TCA

K P V K Q
AAG CCG GTG AAG CAG

w T L E S
TGG ACC TTG GAG AGC

vV L E T L
GTG CTT GAG ACA CTC

E A A M G
GAG GCT GCC ATG GGA
N I R D T

AAC ATT CGT GAC ACT

K vV G R M
AAG GTT GGA AGA ATG

P S Y R G
CCG AGT TAC AGA GGG

I R A Y C
ATT AGG GCT TAT TGT

Q R V T Q
CAG AGG GTC ACT CAG

R VvV D E A
CGG GTT GAT GAG GCC

F W T S H
TTC TGG ACA TCC CAT

Y Y D C S
TAC TAT GAC TGC TCA

L R G V A
CTA AGA GGG GTT GCT

E 1 L N P
GAG ATT TTG AAT CCT

K L P H L
AAG CTT CCT CAT CTA

N T I K A
AAC ACT ATA AAG GCT

D V H D Q
GAT GTG CAT GAC CAA

I G G S R
ATT GGT GGG TCA CGA

A S Q S L
GCT TCA CAA TCT CTT

F S p *
TTT TCC CCA TAG GGA

GTT AGT CGT GGT TGT
GTG ATG GTT TGA GAC
AAAAAAAAA

CTC CCT CTC TCT CTC

GAAGGGAAA TTA AAA

S F I Q T
TCC TTC ATT CAA ACC

L P S I S
CTC CCT TCA ATC TCA

Q I T P T
CAA ATA ACA CCG ACG

W K T K K
TGG AAG ACA AAG AAG

E A F P P
GAG GCT TTC CCT CCG

N A F L L
AAC GCT TTT CTT CTT

F R 1 L L
TTC AGA ATC CTT CTC

A G Q F A
GCG GGT CAG TTT GCA

D N V N G
GAC AAT GTG AAC GGT

Q S A A T
CAA TCT GCA GCT ACT

W N L D F
TGG AAT TTG GAT TTC

L G F M S
CTT GGA TTT ATG TCT

E C L L L
GAATGC TTG CTC TTG

A H F I W
GCC CAT TTT ATC TGG

N P L G 1
AAT CCC CTA GGC ATT

N K P G
CAG AAC AAA CCT GGG

I R A V R
ATT AGG GCA GTC CGC

P C G L K
CCC TGC GGT CTG AAA

E G S H P
GAA GGA AGC CAT CCT

T vV T F D
ACG GTG ACT TTT GAT

E L A F 1
GAG CTT GCC TTC ATT
TCT ACA TTC TAC AAT
ATT TGC ACT ATC GGA

TAT GGA AGC AAA TTG

TCT CTC TCT CTC TCT

M
CCC AAAAAAGCA ATG

Q S L V P
CAA TCT TTG GTA CCT

A V H A A
GCC GTC CAC GCC GCT

T T K T T
ACG ACGAAAACG ACG

A L Q L P
GCG CTT CAG CTT CCT

I V F A G
ATT GTT TTC GCT GGT

Q G G D C
CAA GGT GGT GAT TGC

Q M G V V
CAA ATG GGT GTC GIT

K P R S D
AAG CCA AGA TCA GAT

D A F D E
GAC GCT TTC GAC GAG

L N L L R
TTG AAC CTT CTC AGG

T E H S E
ACG GAG CAC AGC GAG

A A G L T
GCT GCT GGA CTC ACA

P Y E Q S
CCA TAT GAG CAA TCG

vV G E R T
GTT GGGGAA CGT ACC

K v S D K
AAG GTG AGT GAT AAG

R I T V 1
AGG ATT ACA GTG ATC

R A G Q I
AGA GCA GGT CAA ATT

T R P F D
ACT CGC CCC TTC GAT

G G V H L
GGA GGA GTT CAT TTA

D L S S R
GAC CTA AGT TCA CGT

I A E R L
ATT GCT GAG CGC CTG
GAG GCT TTA AGA GCT
TTT TTT TAG TTA TTT

GAA TAA ATG CAT AAC

75

150

26
225

51
300

76
375

101
450

126
525

151
600

176
675

201
750

226
825

251
900

276
975

301
1050

326
1125

351
1200

376
1275

401
1350

426
1425

451
1500

476
1575

501
1650

526
1725
1800
1875
1950
1989

Tabelle 6.5: cDNA- und abgeleitete Aminosiduresequenz der putativen 3-Deoxy-D-arabino-
heptulosonat 7-Phosphat Synthase Isoform 3 (Fs-DAHPS3) aus der europidischen Buche.
AccNr = DQ166521.
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6.2 Nukleotid- und Aminosiure-Sequenzen

Anhang

76

33
151

58
226

83
301

108
376

133
451

158
526

183
601

208
676

233
751

258
826

283
901

308
976

333
1051

358
1126

383
1201

408
1276

433
1351

458
1426

1501
1576
1651
1726

TTC TCT CTC TTT CTG

F S 1 S L
TTC TCT ATT TCC CTC

L R V Q N
CTC CGC GTT CAG AAT

L N R V G
TTG AAT CGG GTA GGA

M D Q S V
ATG GAC CAA TCA GTG

P I Y 1 G
CCG ATT TAT ATC GGA

v V. T N D
GTA GTT ACT AAT GAT

v s VvV E S
GTT TCC GTG GAG AGT

K A I E S
AAG GCC ATT GAG TCA

G Y A A A
GGC TAT GCT GCT GCC

S § V G G
TCC TCT GTT GGT GGC

cC VvV L I D
TGT GTA CTT ATA GAC

K Y G L I
AAG TAT GGG CTT ATC

P N A L A
CCA AAC GCA CTG GCT

S G L R A
AGT GGA CTG AGG GCA

W L H G E
TGG CTC CAT GGAGAA

D S 1 vV K
GAT TCT ATT GTG AAG

vV E M F K
GTG GAG ATG TTC AAG

G P L G N
GGT CCT CTA GGC AAT

K P
AAG CCC TGA TTT GAG

GTA TTA TGC CTA TTG
CTT ACC AAG TTG TAA
GTT TAC TGA TTT ACT

GTA AAAAAAAAAAAA

TCT CTC TCA CCC ACC

S S K P T
TCC TCC AAA CCA ACC

P P N S V
CCT CCT AAC TCG GTC

N S 1 S S
AAC TCC ATT TCG AGT

T K S D P
ACT AAATCG GAT CCT

P G L L D
CCC GGA CTC CTC GAT

K VvV G P L
AAA GTT GGA CCA CTC

v 1 L P D
GTG ATT TTA CCG GAT

R L D R R
CGA TTG GAT CGG CGT

S Y L R G
TCG TAC CTC CGT GGC

K T G I N
AAA ACT GGG ATA AAC

T D T L N
ACA GAC ACA CTA AAC

R D A E F
AGG GAC GCT GAA TTT

Y A I K R
TAT GCT ATA AAGCGA

T L N L G
ACA CTG AAT TTG GGT

AV A V G
GCT GTT GCA GTT GGC

R V H N I
CGA GTG CAC AAC ATT

S V.M A V
TCT GTT ATG GCT GTT

cC VvV F T G
TGT GTT TTT ACA GGT
ATC TGA AGC TGT TTT
TTT TCC TTG TAC TTT
TTT TAA TAA TTG TGG
CTT TTC ATT TCA CAG

A

AAA CTC TAA CCC GAA

A T S S L
GCC ACC TCA TCT CTT

s L R S S
TCG CTC CGC TCC TCC

A S R V K
GCG AGT CGA GTG AAG

T A P T 1
ACG GCT CCT ACT ATC

Q P H L L
CAA CCT CAC CTT CTC

Y L D K V
TAC CTT GAT AAA GTT

G E K Y K
GGT GAG AAG TAC AAG

cC T F V A
TGT ACG TTT GTT GCC

I N F I Q
ATT AAT TTC ATT CAG

H H L G K
CAT CAC CTT GGG AAG

T L P D R
ACA TTG CCA GAT AGG

F E W Q E
TTT GAG TGG CAG GAG

S C E N K
TCA TGT GAA AAC AAG

H T F G H
CAT ACA TTT GGC CAT

M V M A V
ATG GTC ATG GCT GTT

L Q Q A K
CTG CAA CAG GCT AAG

D K K V A
GAT AAG AAG GTA GCT

D Y D R K
GAT TAT GAT AGA AAG
TGT TCT CCA TGA TGT
GGA TGC CTT TGC CCT
CAT GCT CAA TAA TTC
TTT CAT TCT AGG GAT

M A
CCC AAG CCC ATG GCC

R K 1 N H
CGT AAA ATC AAC CAC

F 1 s P S
TTC ATT TCC CCG AGT

S R I C A
TCG AGG ATA TGC GCG

vV D V N L
GTT GAC GTC AAT TTG

Q K H V H
CAA AAG CAT GTT CAT

vV E A L T
GTT GAA GCT TTA ACT

D M D T L
GAC ATG GAT ACT CTT

L G G G V
CTT GGA GGT GGT GTG

1 P T T V
ATC CCT ACG ACG GTG

N L I G A
AAC TTG ATT GGA GCT

E L A S G
GAA TTG GCA TCG GGG

K N I Q A
AAG AAT ATT CAG GCA

A E VvV V §
GCT GAG GTC GTG TCC

A 1 E T G
GCA ATA GAA ACT GGG

D M S Y R
GAC ATG TCA TAT CGC

L P T F P
TTG CCT ACT TTC CCT

D G L L R
GAT GGA CTA CTA AGG

A L D E T
GCC CTG GAT GAA ACA
GCA AAT TTT GTA CCA
TGG TCT GCC TAT ATT
ATC CCT AGG TAT TTA
CCT GTC TAA TAT ATA

S T A N P
TCC ACC GCC AAC CCG

s S D S F
TCC TCC GAT TCA TTT

S I E L N
TCG ATT GAG TTG AAT

S S A Q V
AGT TCT GCT CAG GTT

G N R S Y
GGC AAC CGG AGC TAC

G K R V L
GGG AAGAGG GTT CTT

K G N P N
AAG GGG AAC CCT AAT

M K V F D
ATG AAA GTC TTT GAC

I G D M C
ATT GGT GAC ATG TGT

M A Q V D
ATG GCA CAG GTG GAT

F Y Q P Q
TTT TAC CAA CCT CAA

L A E V 1
CTT GCA GAG GTT ATA

L M A R D
TTG ATG GCA AGG GAT

L D E K E
TTG GAT GAG AAG GAA

F G Y G Q
TTT GGC TAT GGG CAG

L G W I D
CTT GGT TGG ATT GAT

P E I M T
CCC GAA ATC ATG ACT

L I L L K
CTC ATC CTT CTA AAA

L R A F V
CTC CGT GCA TTT GTT
CAT CAT TGT CAT TGT
CTA TTG GCG AGA GGT
TAT TCT TTT TAT GTA
TCT GTT TTT GAT GGT

32
150

57
225

82
300

107
375

132
450

157
525

182
600

207
675

232
750

257
825

282
900

307
975

332
1050

357
1125

382
1200

407
1275

432
1350

457
1425
1500
1575
1650
1725

1741

Tabelle 6.6: cDNA- und abgeleitete Aminosduresequenz der putativen 3-Dehydroquinat Syn-
thase (Fs-DHQS) aus der europdischen Buche. AccNr = DQ166522.
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6.2 Nukleotid- und Aminosdure-Sequenzen

Anhang
1 GAAAAAAAA CAC AAA
20 G E 1 R K

76

45
151

70
226

95
301

120
376

145
451

170
526

195
601

220
676

245
751

270
826

295
901

320
976

345
1051

370
1126

395
1201

420
1276

445
1351

470
1426

495
1501

520
1576

1651
1726
1801
1876
1951
2026

GGA GAA ATA AGG AAG

M D K A K
ATG GAT AAG GCA AAA

G D L K T
GGA GAT CTC AAA ACC

Q Y D G D
CAG TAT GAT GGT GAT

V E L Q V
GTT GAG CTT CAG GTT

S S H N Y
TCT TCT CAC AAT TAT

A D I V K
GCT GAT ATA GTG AAG

S Q V s s
TCT CAA GTA AGC AGC

K F G G F
AAA TTT GGT GGT TTT

D L L H L
GAT CTT TTA CAT CTA

G H S K S
GGC CAC AGCAAATCA

w wW M T C
TGG TGG ATG ACA TGC

K E A A L
AAG GAG GCT GCT CTT

R R S T D
AGG AGA TCA ACT GAT

L R G S K
CTA CGA GGT TCT AAA

G G A G K
GGA GGT GCT GGC AAG

E R A K E
GAG CGA GCC AAAGAA

E D G M I
GAG GAT GGT ATG ATT

H A L R S
CAT GCT CTG AGA TCT

E E S G A
GAAGAA TCT GGA GCC

T G L P A
ACT GGG TTG CCT GCG

TTA CAT GCA GCT GAT
TTT AAT GCC AGT TAG
CAT ATT GGC TTT GAT
AGC AAT ATC TGT TGC
AAG CCT CTT AAT ATG

TAC TTT GTA ACT TCA

M D S T
GCA ATG GAT TCT ACC

N P T L V
AAT CCA ACA CTA GTT

G G A D
CAA GGT GGT GCC GAC

L I K E C
CTA ATT AAAGAG TGT

E K K R L
GAAAAG AAG CGA TTG

A Q E F N
GCT CAA GAG TTC AAT

Q N T P S
CAA AAT ACT CCA TCT

F A T T A
TTT GCA ACA ACT GCC

v P 1 I A
GTT CCA ATT ATA GCA

L S F G T
CTC TCG TTT GGT ACC

Y N F R Q
TAC AAC TTC AGA CAG

P I L Y N
CCT ATT TTA TAC AAT

K I S P D
AAA ATT TCT CCA GAC

K C C D E
AAG TGT TGT GAT GAG

G K 1 F G
GGA AAG ATA TTT GGT

N 1 S Y A
AAT ATC AGC TAT GCT

A L A Y G
GCA CTT GCG TAC GGT

I A D T V
ATT GCT GAT ACT GTT

L A N T T
CTT GCA AAT ACA ACA

Y S VvV V F
TAC TCA GTA GTT TTT

I I vV T G
ATA ATT GTT ACA GGG

P K E L F
CCA AAGGAACTT TTT

TCT TTT TTC CCT TGT
TTT CAT CTG TCA CTG
AAA GTT TCA AGG ATG
AAA AGT TAA TAT TGC
TGC TTT GAC CTC TTT

AAAAAAAAAAAA AAA

N v L L A
AAC GTT CTG CTT GCT

C A P I M
TGT GCT CCT ATA ATG

L VvV E I R
CTT GTG GAG ATC CGA

P L P T L
CCA TTG CCC ACA CTA

D A L R L
GAT GCC CTT CGA TTA

E S I Y G
GAA TCC ATT TAT GGA

vV E D L G
GTG GAG GAT CTA GGC

L E I T D
TTG GAG ATC ACT GAT

I v M G E
ATT GTT ATG GGT GAG

I E S G I
ATT GAG TCA GGA ATA

1 G P D T
ATC GGG CCA GAT ACG

E A F K S
GAAGCA TTC AAG TCA

L L I L R
CTA CTC ATC CTC AGA

V D P V A
GTC GAT CCA GTT GCA

Y N T D Y
TAC AAT ACT GAC TAT

A D S P L
GCT GAT TCG CCC TTA

A K E K G
GCA AAAGAAAAGGGA

G G Q A L
GGAGGACAA GCT TTA

S I G M Q
TCA ATT GGA ATG CAA

D A V Y T
GAT GCT GTT TAC ACC

V E M F I
GTG GAG ATG TTC ATA

K K I M A
AAG AAA ATT ATG GCA

AGC TCA ATA TGA GCT
TTG ATT ATT TCA CAT
TTT ATG CGA GTA TTG
TAC ACT GCT GTG TTG
GTT TGG GGT GCA AGA
AAA AA

s S S A S
TCT TCT TCT GCT AGC

A E S V D
GCGGAA TCG GTT GAT

L D S L K
TTG GAC AGT TTG AAG

F T Y R P
TTC ACT TAC AGA CCA

A M E F G
GCC ATG GAG TTT GGA

K K P E M
AAG AAG CCT GAA ATG

N L V A R
AAT CTT GTG GCA AGA

vV A R 1 F
GTG GCA CGC ATT TTC

R G F I S
AGG GGT TTC ATC TCA

vV S A P G
GTT TCA GCT CCT GGT

K VvV F G 1
AAA GTG TTT GGC ATA

vV G F N G
GTT GGT TTC AAT GGA

F A G F S
TTT GCT GGA TTC AGT

K S I G A
AAG TCA ATA GGA GCT

vV G A 1 S
GTT GGT GCG ATT TCT

A G K L F
GCT GGT AAG CTC TTT

A R V V I
GCT CGA GTT GTG ATT

S L A D L
TCT CTT GCT GAT CTA

P K V D E
CCA AAA GTT GAT GAA

P K 1 T R
CCC AAA ATT ACT AGA

G Q A F E
GGG CAG GCA TTT GAG

K Y *
AAA TAC TAA TGA GGT

TCT TTT TCT GTT TCT
TGA TTA TAT TAG ACT
TAC CAC TCC CTT GCT
CGT TCT AAT TCG ATG
AGA ATG TGT AAT GTT

L Q I G G
TTA CAA ATT GGAGGA

K M V I N
AAG ATG GTG ATT AAT

S F N P N
AGC TTC AAT CCT AAT

K W E G G
AAATGG GAA GGT GGT

A D Y I D
GCT GAT TAC ATT GAT

F K V I v
TTC AAA GTT ATT GTA

I Q A T G
ATA CAA GCA ACT GGT

1 I VvV H
CAA ATA ATT GTG CAT

R 1 L C P
CGG ATA CTA TGT CCA

Q P I M K
CAA CCA ATA ATG AAG

I G K P V
ATT GGG AAA CCC GTT

v Y VvV L S
GTT TAT GTC CTT TCT

I T I P H
ATT ACA ATT CCT CAC

V N C I v
GTG AAT TGC ATC GTA

A 1 E D G
GCT ATT GAA GAT GGA

v vV 1 G A
GTG GTC ATT GGG GCT

A N R T Y
GCC AAT CGC ACT TAT

E N F H P
GAA AAT TTC CAT CCA

T P I P K
ACA CCC ATT CCT AAG

L L R E S
CTT TTG AGGGAA TCA

Q F E R F
CAG TTC GAG AGG TTT
TTG TTT GGC TAC TCT
TTT ATC CTC GAG AAA
TTT ATT TCT ACG ATT
CTC TTT GAC TTG GTG
ATT AAG AGT GTA TTC
ATA CAT TCC TTA AAA

19
75

44
150

69
225

94
300

119
375

144
450

169
525

194
600

219
675

244
750

269
825

294
900

319
975

344
1050

369
1125

394
1200

419
1275

444
1350

469
1425

494
1500

519
1575
1650
1725
1800
1875
1950
2025

2060

Tabelle 6.7: cDNA- und abgeleitete Aminoséduresequenz der putativen 3-Dehydroquinat De-
hydratase / Shikimat Dehydrogenase (Fs-DHQD/SD) aus der europdischen Buche. AccNr =
DQ166523.
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6.2 Nukleotid- und Aminosiure-Sequenzen

Anhang

- =

40
151

65
226

90
301

115
376

140
451

165
526

190
601

215
676

240
751

265
826

290
901

976

TGA AGA TTG ATT TGA

I G S E R
ATC GGT TCG GAG AGA

L P V L V
CTT CCG GTG CTA GTC

v 8§ C s Y
GTT TCC TGT TCT TAT

L I L K N
CTG ATT TTG AAG AAT

G S G K T
GGA TCT GGA AAA ACA

V E Q D V
GTG GAG CAG GAT GTT

E T E V L
GAG ACT GAG GTA CTG

P I N W K
CCC ATC AAC TGG AAA

I A A V G
ATT GCA GCT GTA GGA

R L T S L
CGC CTG ACT TCT CTT

A A K L G
GCA GCT AAA CTA GGA

E G F L K
GAGGGC TTT CTA AAG

TGA ATT C

Tabelle 6.8: cDNA-
SK) aus der europdischen Buche. AccNr = DQ166524.

AGT TAT TAG AGA AAA

F A R R T
TTC GCG AGG AGA ACC

S A Q L Q
TCT GCT CAG CTT CAG

K N F P A
AAG AAC TTT CCA GCT

K S Q E I
AAG TCA CAA GAG ATC

T vV G K V
ACA GTG GGC AAG GTT

D A N S V
GAT GCA AAT TCT GTT

R K L S L
CGA AAG CTG TCT TTG

Y M Q K G
TAT ATG CAG AAG GGG

T G S R P
ACT GGT TCT CGC CCC

M E E R S
ATG GAG GAG AGG AGT

H R D V S
CAC AGA GAT GTG TCC

E E N G D
GAA GAG AAT GGA GAT

und abgeleitete Aminosduresequenz der putativen Shikimat Kinase (F's-

M D G K
TCA ATG GAC GGT AAA

cC G S V R
TGT GGT TCC GTA CGG

D K T R N
GAT AAAACA AGG AAT

s vV L E S
TCA GTT TTG GAA TCT

E P Y L S
GAG CCA TAT TTA AGT

L S Q V L
TTG TCA CAA GTA CTT

A E I F N
GCT GAA ATA TTC AAT

M H R L V
ATG CAT CGA CTT GTT

I S V. W L
ATA AGT GTC TGG TTA

L L H H D
CTT TTG CAT CAT GAT

E A Y A N
GAA GCA TAT GCA AAT

N L T P T
AAT CTC ACG CCC ACT

F A L *
TTT GCA TTG TAG TCC

210

vV A N G L
GTT GCA AAT GGT TTG

vV S R R F
GTT TCT CGG CGA TTC

S N W H K
TCG AAT TGG CAC AAA

G G 1 H A
GGA GGT ATT CAT GCT

G R C 1 Y
GGA CGC TGT ATA TAT

S Y A F F
AGC TAT GCC TTT TTT

L Y G E G
CTC TAT GGA GAG GGC

v § T G G
GTT TCT ACT GGT GGA

D v P L E
GAT GTT CCT TTG GAA

S G D A Y
TCG GGT GAT GCA TAC

A N A R V
GCA AAT GCG CGG GTT

A I A 1 E
GCC ATA GCA ATT GAG

AAGGAG CTT ATA TGT

v V. S P R
GTG GTT TCG CCG CGG

R E Q D R
AGA GAG CAA GAT AGG

T A S L E
ACG GCG TCA TTG GAG

P F D D A
CCT TTT GAT GAT GCT

L V. G M M
CTT GTT GGC ATG ATG

D S D T L
GAT AGT GAC ACG TTG

F F R D K
TTC TTC AGA GAT AAG

G A V V R
GGT GCA GTT GTT CGG

A L A R R
GCC TTG GCT CGT AGA

T K T F M
ACA AAG ACT TTC ATG

S L E D V
TCC TTG GAAGAC GTT

A L E Q I
GCA CTT GAA CAA ATC

ATG CGT AAT CAC TAG

14
75

39
150

64
225

89
300

114
375

139
450

164
525

189
600

214
675

239
750

264
825

289
900

975

982



Anhang

6.2 Nukleotid- und Aminosdure-Sequenzen

76

151

226

301

23
376

48
451

73
526

98
601

123
676

148
751

173
826

198
901

223
976

248
1051

273
1126

298
1201

323
1276

348
1351

373
1426

398
1501

423
1576

448
1651

473
1726

498

1801

1876

1951

2026

GAC ACT GAC ATG GAC

CCA CAC TAG TAC AAC

TCT CAA AAT TTC TGG

CAC CAA AAC CAA AAG

M A
TTA GAG AAA ATG GCT

P Q K P K
CCC CAA AAA CCC AAA

K N K H V
AAG AAC AAG CAT GTT

E K P S T
GAG AAA CCG TCA ACG

s K S L S
TCC AAATCG CTT TCA

N S D D 1
AAT AGT GAT GAT ATT

K R A I v
AAA AGA GCA ATT GTG

L G N A G
CTT GGA AAT GCA GGA

L D G V P
CTC GAT GGG GTG CCC

v D C F L
GTT GAC TGT TTT CTT

K L S G S
AAG CTC TCT GGA TCT

E 1 E 1 1
GAA ATA GAA ATC ATT

1 S V E H
ATC TCT GTA GAA CAC

A Y V E G
GCC TAT GTT GAA GGT

V E G C G
GTT GAA GGT TGT GGG

v T W S E
GTT ACC TGG TCA GAG

I D V N M
ATT GAT GTC AAC ATG

T A I R D
ACT GCT ATA AGA GAC

K L G A T
AAG CTG GGAGCA ACA

I D T Y D
ATT GAC ACA TAT GAT

N D P G C
AAC GAC CCC GGT TGC
GCC CTT TAA AAT ATA

CCC TAT TTT TCT ATG

TTT AAT TTC TAC TTA

TGA AGG AGT AGA AGA

ATT TCC AGC GCA ACG

TAG CAG AGT TTG GTT

CTC CCT CAT ACA AAA

Q V S K I
CAA GTG AGC AAA ATC

S I G F I
TCT ATC GGT TTC ATC

cC A V G S
TGC GCG GTG GGT AGT

v P E I Vv
GTA CCG GAG ATC GTG

N R 1 L L
AAT CGG ATT CTG CTT

H Y M L G
CAT TAC ATG CTT GGT

E G C G G
GAAGGA TGT GGC GGT

T A M R P
ACA GCA ATG CGG CCA

R M R E R
CGA ATG AGA GAG AGA

G T K C P
GGC ACA AAG TGT CCC

I S S Q Y
ATT AGT AGT CAA TAC

D K L I S
GAC AAATTG ATT TCT

N D S W D
AAT GAT AGC TGG GAT

D A S S A
GAT GCT TCA AGT GCT

T S S L
ACA AGC AGT TTG CAG

T S VvV T V
ACT AGT GTC ACC GTC

N K M P D
AAC AAA ATG CCG GAT

vV A S W R
GTG GCG AGT TGG AGA

v E E G P
GTT GAAGAA GGG CCA

D H R M A
GAT CAC AGA ATG GCC

T R K T F
ACC CGGAAA ACA TTC
AAT GTG TGA AAG AAA

TTG CCT TGT AAT TTT

ATG CAT TCT CTC TCT

ATC CTT CTC AAT CTA

TAC AAG CAC TCA CAG

TGG TAA ACC CTC ATC

CGC ATT TGA GAA ATT

C S G A Q
TGT AGT GGA GCT CAA

S F G S Q
TCT TTT GGG TCA CAG

A K V G T
GCT AAA GTT GGT ACA

L Q P 1 K
TTG CAA CCC ATC AAA

L A A L S
CTG GCT GCT CTC TCT

A L K T L
GCA TTG AAA ACC CTA

L F P V G
CTC TTT CCA GTG GGT

L T A A V
TTG ACA GCT GCA GTT

P I G D L
CCA ATT GGG GAT TTA

P V R V F
CCT GTC CGT GTA TTT

L T A L V
TTG ACT GCT TTG GTC

vV P Y V E
GTT CCT TAT GTT GAG

R F L I R
CGG TTC TTG ATC CGA

S Y F L A
AGT TAC TTC TTA GCT

G D V K F
GGA GAC GTA AAATTC

T G P P
ACT GGA CCA CCG CAA

vV A M T L
GTT GCC ATG ACT CTT

vV K E T E
GTG AAAGAG ACA GAA

D Y C V I
GAT TAT TGT GTG ATC

M A F S L
ATG GCA TTC TCA CTT

P D Y F E
CCA GAC TAC TTT GAA
ATA TAA TCC CTG TCA

TTA TGA TAT GTA ATT

CAC TCT CTG GCA AAA

CTG GCC CAAAAA AGA

CAC AAAAAAAAACAA

TGA GTG AGT CAA TTC

GAG AGT TAA AAG AGA

S T Q I F
AGC ACC CAA ATC TTT

L L G S S
TTG TTG GGC TCT TCA

F R V S A
TTT AGG GTT TCA GCT

D 1 S G T
GAT ATC TCC GGT ACT

E G T T V
GAG GGA ACA ACT GTT

G L R V E
GGA CTA CGT GTG GAA

K E S R D
AAA GAA TCA AGG GAT

T V A G G
ACC GTT GCA GGT GGA

V D G L Q
GTC GAT GGT CTT CAG

G K G G L
GGA AAG GGG GGT CTT

M A A P L
ATG GCT GCT CCT CTG

M T L K L
ATG ACT TTG AAG TTG

G G Q K Y
GGA GGT CAA AAG TAC

G A A V T
GGT GCA GCA GTC ACT

A E V L E
GCC GAA GTT CTT GAG

D S S K K
GAT TCT TCC AAAAAA

AV V A L
GCT GTA GTT GCC CTT

R M 1T A V
CGG ATG ATT GCC GTT

T P P E K
ACT CCA CCA GAG AAA

A A C G D
GCT GCC TGT GGA GAT

V L Q R F
GTC CTC CAG AGG TTT
CTA CAA CCA AAG CGG

GCA AGT TGA GCT TGT

AAAAAAAAAAAAAAA

AAACAA ATA CAC CAA

TCA TTC ATC ATC TTC

AAC AAA CAC CTA TTG

GAG AGA AAG CTC GAA

H N N P K
CAC AAC AAT CCC AAA

T S W T L
ACG TCT TGG ACT TTG

S V. A T A
TCA GTT GCC ACA GCT

I K L P G
ATC AAG TTG CCA GGG

vV D N L L
GTA GAC AAC TTG TTG

E D K A 1
GAA GAC AAG GCA ATA

E I Q L F
GAA ATT CAA CTT TTC

N S S Y V
AAT TCA AGC TAC GTA

Q L G A N
CAG CTT GGT GCA AAT

P G G K V
CCA GGG GGT AAG GTA

A L G D V
GCT CTT GGA GAT GTG

M E R F G
ATG GAA CGC TTT GGG

K s P G N
AAG TCT CCT GGA AAT

G G T V T
GGT GGG ACA GTT ACT

K M G A K
AAG ATG GGT GCT AAA

K H L R A
AAA CAC TTG CGA GCT

F A D G P
TTT GCC GAT GGA CCC

C T E L R
TGC ACA GAA CTC AGG

L N VvV T D
CTC AAT GTG ACA GAT

v P V T 1
GTT CCT GTC ACC ATC

T K H *
ACA AAG CAT TGA ATA

CAG GGA GCC ATC CCA

TGT TTG TAA GAC TAA

75

225

300

22
375

47
450

72
525

97
600

122
675

147
750

172
825

197
900

222
975

247
1050

272
1125

297
1200

322
1275

347
1350

372
1425

397
1500

422
1575

447
1650

472
1725

497

1800

1875

1950

2025

2085

Tabelle 6.9: cDNA- und abgeleitete Aminosduresequenz der putativen 5-Enolpyruvylshikimat
3-Phosphat Synthase (Fs-EPSPS) aus der europdischen Buche. AccNr = DQ166525.
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6.2 Nukleotid- und Aminosiure-Sequenzen

Anhang

29
151

54
226

79
301

104
376

129
451

154
526

179
601

204
676

229
751

254
826

279
901

304
976

329
1051

354
1126

379
1201

404
1276

429

1351

1426

1501

1576

AAA AAT TTC ACC AAC

s S L S T
TCG TCT CTC TCA ACG

P S L H I
CCC TCC CTA CAC ATC

N Y F R V
AAC TAT TTT CGT GTA

R L P L S
AGA CTT CCC CTA TCA

P R K E T
CCA AGG AAG GAG ACT

v L VvV P N
GTA CTT GTT CCC AAT

D A T Y D
GAT GCA ACT TAT GAC

G R V A A
GGA AGA GTT GCT GCT

S Q V H K
TCT CAA GTT CAC AAG

N I vV R C
AAT ATT GTT AGG TGC

D S I G G
GAT TCT ATT GGT GGT

L E A E L
CTT GAA GCT GAG CTG

G T T L C
GGT ACT ACG TTG TGT

N R S G G
AAC CGC TCT GGC GGG

A T 1 S R
GCT ACT ATT TCA AGG

D P C V V
GAT CCT TGT GTT GTT

S Q Y A Q
TCA CAA TAT GCG CAA

P A H V P
CCA GCC CAT GTA CCC
TAC TTC ATG GGG GCA

CCG CTT TTT AGG TGT

TAA TGT TGT ATG AAT

CCA TTT CTC TCT CTC

K P F L G
AAG CCA TTT CTT GGA

S F R T S
TCT TTC CGT ACA TCT

T T F G E
ACG ACT TTT GGAGAA

E A D M Q
GAA GCT GAT ATG CAA

D T C R 1
GAT ACG TGT AGA ATA

T D Q R G
ACT GAT CAG AGA GGA

M K Y G V
ATG AAA TAT GGT GTC

G A V A K
GGG GCT GTT GCC AAG

v vV L P E
GTT GTA CTT CCC GAG

P D P E Y
CCA GAT CCA GAA TAT

v v T C 1
GTT GTC ACA TGC ATT

A K A A M
GCT AAA GCT GCC ATG

G S E H N
GGG AGC GAA CAT AAT

I Q G G I
ATA CAG GGA GGA ATC

K Q Q T V
AAG CAG CAA ACA GTG

P R A V P
CCG CGA GCT GTA CCA

cC N L F P
TGT AAT CTA TTT CCA

F *
TTT TGA AAG ATG ACA
AAT TTT CCC ACA ATA

GTA TTA CCT ATT TCT

TGT TTG TTT TTC AAT

TGT TTC TCT CTT GTG

A S R 1 H
GCC TCA AGA ATT CAC

T P K K L
ACC CCC AAG AAG CTC

S H G G G
TCT CAT GGGGGA GGT

vV D L D R
GTT GAC CTT GAC AGA

L s G Vv S
CTT TCA GGC GTT TCT

H D Y S E
CAT GAT TAC AGC GAA

R A V Q G
AGA GCA GTG CAG GGT

K I L K S
AAA ATC CTT AAG AGC

D L VvV D P
GAT TTG GTT GAT CCT

A E K M I
GCT GAA AAG ATG ATT

vV R R C P
GTG AGG AGA TGC CCA

s L P A T
TCA TTA CCT GCA ACG

D E F F T
GAT GAG TTC TTC ACT

S N G E V
TCA AAT GGG GAA GTC

T R E K K
ACT CGA GAGAAA AAA
M V E A M

ATG GTA GAA GCA ATG

I N P D L

ATC AAT CCA GAT CTA

AAG CAC AGC TAT AGC

TGA GGC TTG CAA TGT

TAA TCC ATG AAA TTC

GTG CTT TAT TGC TGA

TTC TTT GTG AGA GAG

S F S R L
AGC TTC TCT CGA CTG

Q I Q A A
CAG ATT CAG GCT GCT

vV G C I 1
GTT GGT TGT ATC ATT

R R P G Q
AGG AGG CCA GGT CAG

E G M T T
GAAGGA ATG ACT ACT

M S I A Y
ATG TCA ATA GCT TAT

G G R S S
GGT GGT AGA TCT TCA

L A G T E
CTC GCA GGA ACA GAG

Y T L T L
TAC ACT CTG ACA CTT

A A I D A
GCT GCT ATA GAT GCT

R G L G S
CGA GGG CTT GGT TCG

K G F E F
AAG GGT TTC GAG TTT

D E N G R
GAT GAA AAT GGA AGA

1 N M R V
ATA AAT ATG AGA GTA

E I E L I
GAA ATA GAA CTC ATT

vV A L V L
GTA GCT CTG GTG CTT

Q E P F s
CAAGAA CCC TTT TCA
ATT ATT TAG TCA TTG
CTA TTA GAAGGA TAG

AGG GTT TCA TGT TGT

CAAAAAAAAAAAAAA

M A S
TGA TCC ATG GCA TCC

P S D L R
CCT TCA GAT CTT CGT

G S T H G
GGT AGT ACA CAT GGA

D G C P P
GAT GGA TGC CCT CCT

s R I T T
AGT CGG ATT ACT ACG

G T P 1 A
GGC ACA CCA ATA GCT

R P S H A
AGG CCT TCT CAT GCA

A R E T 1
GCA AGA GAA ACT ATT

1 F A Y V
ATA TTT GCT TAT GTC

D Q I E S
GAT CAG ATT GAG AGT

\ R V R G
GTC CGT GTG AGA GGG

P VvV F D K
CCA GTT TTT GAC AAG

G S G F A
GGC AGT GGC TTT GCA

I R T R T
ATC AGG ACA AGA ACC

A F K P T
GCT TTC AAG CCA ACA

A R G R H
GCT CGT GGC CGC CAT

A D Q L M
GCA GAT CAA TTG ATG

L P R F E

TTG CCA AGG TTT GAG

CCC TCC ACC CAA ATT

TTC AAT GTT CAT TTT

ATG AAAAGG CAA GGT

AAAAAA AA

28
150

53
225

78
300

103
375

128
450

153
525

178
600

203
675

228
750

253
825

278
900

303
975

328
1050

353
1125

378
1200

403
1275

428
1350
1425
1500

1575

1643

Tabelle 6.10: cDNA- und abgeleitete Aminosiduresequenz der putativen Chorismat Synthase
(Fs-CS) aus der europdischen Buche. AccNr = DQ166526.
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76

24
151

49
226

74
301

99
376

124
451

149
526

174
601

199
676

224
751

249
826

274
901

299
976
1051
1126
1201
1276

GAC ACT GAC ATG GAC

M E A
GTT TCA ATG GAG GCC

R P I S R
AGA CCC ATT AGC CGT

R G F Q S
AGA GGC TTT CAA TCT

E N L T L
GAG AAC TTG ACA CTA

R A Q Y C
AGA GCT CAA TAT TGT

vV E Y M V
GTT GAA TAC ATG GTC

F F P D D
TTT TTC CCA GAT GAC

S I N I N
TCA ATT AAT ATA AAT

D G N C G
GAT GGA AAT TGC GGA

K F V A E
AAA TTT GTA GCA GAG

K L M D M
AAA CTG ATG GAT ATG

Y A Q E V
TAT GCC CAA GAG GTG

A D L Y G
GCT GAT CTA TAT GGG

*
TGA ATG GAG TTA CAG

TGT AAT TGT TGT ATT
TCT ATT CCA AAT GGT

GGT TAC CAAAAAAAA

TGA AGG AGT AGA AAG

K L L G A
AAA CTG TTA GGA GCT

F V L Q T
TTT GTC CTC CAG ACC

V Q A A A
GTA CAA GCT GCT GCA

D G I R 1
GAT GGT ATA AGA ATT

Y N A D T
TAT AAT GCG GAT ACA

K E T E K
AAA GAA ACT GAA AAG

L p D P L
CTA CCG GAC CCA TTG

K K VvV W D
AAG AAA GTC TGG GAC

s T A VvV C
TCA ACT GCT GTT TGT

A K F R A
GCC AAA TTT CGA GCC

L T Y S E
CTG ACT TAC TCA GAA

T V N V E
ACA GTG AAT GTA GAG

D w I M P
GAC TGG ATC ATG CCA
TCA CTT TCT TAT TTT
TAA GAG GCT CTG AGA
ATA AAT TTC GTG AAA

AAAAAAAAAAAA

GGT TTT AACGGG TTT

A S S AV
GCC TCT TCT GCC GTT

R L N F S
AGG CTG AAT TTT TCT

T S I G S
ACC TCC ATT GGATCA

S L I R Q
TCC TTA ATT CGA CAA

Y N P N A
TAT AAC CCT AAT GCT

L H A Q V
CTT CAT GCT CAG GTG

L P P L Q
TTG CCA CCT TTA CAA

M Y F R D
ATG TAT TTT AGA GAT

D T M C L
GAC ACA ATG TGC TTG

S P D A Y
TCT CCA GAT GCC TAT

vV E E A 1
GTT GAAGAG GCA ATT

E D E A E
GAA GAT GAA GCT GAA

L T K E V
TTG ACA AAGGAA GTT
GAT GAA TGA ATA GAG
TGC AAT AAT AGA GAA
TGG ATG GAT GTA GAT

CTC TTT TGG TTC TTC

T A P P H
ACA GCT CCT CCT CAT

F R F Q G
TTC AGG TTC CAA GGT

L S 1 K K
TTG TCA ATA AAG AAA

E D S 1 I
GAG GAT AGC ATT ATA

F S M D G
TTC TCC ATG GAT GGG

G R Y K S
GGT AGA TAC AAG AGC

Y P Q V L
TAC CCA CAG GTA TTA

L I P R L
CTC ATC CCG AGA TTA

A L S K
CAG GCT CTG TCA AAA

E A A 1 R
GAA GCT GCC ATT AGG

R K R V E
AGA AAG AGA GTA GAG

P VvV Y K I
CCG GTT TAC AAA ATA

vV E Y L
CAA GTA GAG TAC CTG
CTA CGG TGT CCC ACT
TTT GTG ATG TAA AAC
GGA AAT TGC CTC ATA

CTT GCC CTC TCT TTC

A S R F S
GCT TCC AGA TTT TCG

S S L A K
TCA AGC TTG GCA AAA

R v D VvV S
AGG GTG GAT GTG AGT

F S L L E
TTT AGC CTT TTG GAG

F H G S L
TTC CAT GGC TCT TTA

P D E H P
CCT GAT GAA CAT CCT

H P F A D
CAT CCT TTT GCA GAC

vV E E G D
GTT GAG GAA GGA GAT

R M H Y G
AGA ATG CAT TAT GGT

A Q D R K
GCT CAG GAC AGG AAA

M K A K T
ATG AAG GCC AAA ACT

E P S L V
GAGCCA AGC TTG GTT

L R R L D
CTT AGA AGG TTG GAT
ATT TAT GAT TGT CTT
AAG CAT GTA GGC ACT

TTC ATC TTT TAC CTT

75

23
150

48
225

73
300

98
375

123
450

148
525

173
600

198
675

223
750

248
825

273
900

298
975

323
1050
1125
1200
1275
1302

Tabelle 6.11: cDNA- und abgeleitete Aminosiduresequenz der putativen Chorismat Mutase
(Fs-CM) aus der europdischen Buche. AccNr = DQ166527.
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6.3 Informationen zur Klonierung von cDNA-Sequenzen aus der Buche
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6.4 Daten der Genexpressionsanalyse

Anhang

Primer fiir die quantitative Realtime-PCR

Tabelle 6.13: Primer fiir die quantitative Real

time-PCR. Abkiirzungen siehe S.

Primer Amplifikat
26SrRNA-qpcer-f, 26SrRNA-qper-r 26SrRNA
ACOI-gper-f, ACOI-gpcr-r ACOI
ACO2-qper-f, ACO2-qper-r ACO2
ACS1-gper-f, ACSI-qper-r ACS1
ACS2-qper-f, ACS2-qper-r ACS2

Apio-gpcer-f, Apio-gper-r
CM-qpcr-f, CM-qpcr-r
COMT-qper-f, COMT-qper-r
CS-gper-f, CS-gper-r
DAHPS-qpcr-f, DAHPS-qpcr-r
DAHPSI-qper-f, DAHPS1-gpcr-r
DAHPS2-qper-f, DAHPS2-gpcr-r
DAHPS3-qper-f, DAHPS3-qpcr-r
DHQD/SD-qpcr-f, DHQD/SD-qpcr-r
DHQS-qpcr-f, DHQOS-qpcer-r
EPSPS-qpcr-f, EPSPS-qpcr-r
POX-qgpcr-f, POX-qper-r

PRI-f, PRI-r

rbcL-qper-f, rbcL-qper-r
rbcS-qper-f, rbeS-qper-r
SK-qper-f, SK-qper-r

ITS-Region von Apiognomonia errabunda
CM

CcoMT

CS

DAHPS (nicht isoformspezifisch)
DAHPS1

DAHPS?2

DAHPS3

DHQD/SD

DHQS

EPSPS

Peroxidase

PRI

rbcL

rbcS

SK

6.4 Daten der Genexpressionsanalyse

Versuch A (300 nl/l Ozon, 8 h/d, 30 d)

Tabelle 6.14: Daten der relativen Genexpress

ion in Versuch A (300 nl/1 O3, 8 h/d, 30 d). Dar-

gestellt sind die Mittelwerte von 3 Messungen der relativen Genexpression zwischen 9 ozon-

behandelten und 9 unbehandelten 3-jahrigen

Buchen + SEM. Signifikante Unterschiede der

zugrundeliegenden CT-Werte auf dem 5%, 1% und 0,1%-Niveau sind mit *, ** und *** ge-

kennzeichnet. Abkiirzungen siehe[6.1} S.[202]
Friihe Erntezeitpunkte (4 h -5 d)

Spite Erntezeitpunkte (7 d - 30 d)

Gen MW  SEM MW SEM

Fs-DAHPS3 1,27 £0,18 Fs-DAHPS3 3,26 £0,16
Fs-DHQS 1,12 £0,08 Fs-DHQS 1,23 +0,01
Fs-DHQOD/SD 1,13 £0,07 Fs-DHQD/SD 3,000  £0,23
Fs-SK 1,16  £0,07 Fs-SK 1,22 +0,15
Fs-EPSPS 1,30 £0,11 Fs-EPSPS 2,88  £0,12
Fs-CS 0,94  £0,02 Fs-CS 1,31 +0,05
Fs-CM 0,63* =+0,13 Fs-CM 2,28 £0,08
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Anhang 6.4 Daten der Genexpressionsanalyse

Versuch B (250 nl/l1 O3, 8 h/d, 46 d)

Tabelle 6.15: Daten der relativen Genexpression in Versuch B (250 nl/l O3, 8 h/d, 46 d). Darge-
stellt sind die Mittelwerte (MW) von je 3 Messungen an 9 ozonbehandelten und 9 unbehandel-
ten 3-jdhrigen Buchen £ SEM. Fiir das Gen Fs-ACS2 konnte kein SEM errechnet werden, da
hier nur eine Messwert pro Zeitpunkt ermittelt wurde. Signifikante Unterschiede der zugrunde-

liegenden CT-Werte auf dem 5%, 1% und 0,1%-Niveau sind mit *, ** und *** gekennzeichnet.
d = Tage nach Versuchsbeginn. Abkiirzungen siehe[6.1] S.[202]

Tage 0d 2d 7d 15d

Gen MW SEM | MW SEM | MW SEM | MW SEM
Fs-DAHPS3 | 0,66 +0,08 | 2,59  +£0,39 | 6,45  +0,06 | 547 +0,93
Fs-DhQS 0,70  £0,01 | 1,67  £0,06 | 1,70*  +£0,01 | 0,89* +0,02
Fs-DhQD/SD | 1,31 +0,34 | 3,08* +048 | 2,92* +0,22 | 2,11* 40,23
Fs-SK 0,73 +0,05 | 1,54 +0,12 | 2,11** £0,11 | 1,66 +0,50
Fs-EPSPS 0,84 +0,20 | 1,67 +0,28 | 3,53* £0,11 | 2,53 +0,36
Fs-CS 0,72 £0 2,23*  £0,01 | 1,79* £0,12 | 1,44* +0,05
Fs-CM 091*  £0 2,07* £0,01 | 2,52* +0,23 | 2,40 +0,23
Fs-rbcS 0,89 £0,07 | 1,06 +0,04 | 0,88 +0,10 | 0,85 +0,40
Fs-PRI 1,81 +0,46 | 520"  +£1,05 | 12,24 £+1,49 | 4,52** 0,69
Fs-ACS2 2,32 12,30 109,55 184,85
Fs-ACOI 1,40 £0,03 | 5,70 +£0,06 | 5,72* +0,16 | 6,32** 0,11
Tage 24d 32d 39d 46 d

Gen MW SEM | MW SEM | MW SEM | MW SEM
Fs-DAHPS3 1,76**  +£0,12 | 1,82* +0,14 | 4,11* +0,54 | 1,58 +0,30
Fs-DhQS 0,90 +0,04 | 0,79 +0,03 | 1,30 +0,03 | 0,96 +0,13
Fs-DhQD/SD | 2,57** +£0,42 | 1,88* +0,26 | 3,59** +0,67 | 1,63 +0,37
Fs-SK 0,91 +0,01 | 0,75* +0,03 | 1,27* £0,05 | 0,69 +0,09
Fs-EPSPS 1,29 +0,22 | 1,06 +0,08 | 1,31 +0,23 | 0,78 +0,18
Fs-CS 1,09 +0,05 | 0,86 +0,05 | 1,26 +0,05 | 0,64* +0,05
Fs-CM 1,48  £0,01 | 1,24* +0,02 | 1,64* +0,14 | 1,01 +0,06
Fs-rbcS 0,76 +0,27 | 0,52 +0,16 | 0,80 +0,14 | 0,67 +0,11
Fs-PRI 3,29 £0,30 | 1,49 +0,53 | 1,28 £0,20 | 0,96 +0,17
Fs-ACS2 76,54 67,66 23,62 9,56

Fs-ACOl1 1,93 +0,19 | 2,10 +0,15 | 3,06* +0,23 | 1,57 £0,07
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Versuch C (150-190 nl/1 O3, 8 h/d, 84 d)

Tabelle 6.16: Daten der relativen Genexpression in Versuch C (150-190 nl/l O3, 8 h/d, 84
d) - Teil 1. Dargestellt sind die Mittelwerte (MW) der Genexpression von 4 ozonbehandelten
im Verhiltnis zum Mittelwert von 4 unbehandelten 4-jdhrigen Buchen = SEM fiir die klo-
nierten putativen Gene des Shikimatstoffwechsels aus der Buche. Signifikante Unterschiede
der zugrundeliegenden CT-Werte auf dem 5%, 1% und 0,1%-Niveau sind mit *, ** und ***
gekennzeichnet. d = Tage nach Versuchsbeginn. Abkiirzungen siehe [6.1] S.[202]

Gen Fs-DAHPS1 Fs-DAHPS?2 Fs-DAHPS3 Fs-DHQS Fs-DHQD/SD
Tage | MW SEM MW SEM | MW SEM | MW SEM | MW SEM
0d | 0,50 +0,10 | 0,76 40,06 | 0,64 +0,15 | 0,77 40,12 | 0,84 40,08
2d|221* +0,41 | 0,81 +0,11 | 1,63 +0,37 | 1,18 40,17 | 1,48 40,16
6d| 1,30 +0,28 | 0,63 40,08 | 1,50** +0,12 | 0,95 40,09 | 1,60 40,33
11d | 1,19 +0,16 | 0,84 +0,06 | 1,76 +0,46 | 1,16 +0,17 | 1,20 +0,17
16d | 0,78 +0,13 | 0,80 40,05 | 5,78** +2,38 | 1,07 +0,15 | 1,59* +0,23
21d | 0,90 +0,29 | 0,77 40,08 | 2,70* +0,47 | 1,15* 40,05 | 1,60**  +0,08
27d | 1,11 +0,22 | 1,01 +0,13 | 3,58** +0,95 | 1,23* +0,11 | 2,49* 40,46
34d|2,04 +0,36 | 1,00 +0,17 | 3,60* +1,19 | 1,44 +0,30 | 3,51"* +0,86
41d | 3,94* +0,83 | 1,01 +0,07 | 5,39** +1,14 | 1,33 +0,12 | 3,04 +0,39
48 d | 2,74* +0,56 | 1,31 +0,21 | 3,62** +1,24 | 1,68* +045 | 5,41"* +£1,25
55d | 5,90** +2,04 | 1,10 40,13 | 7,33***  +£1,40 | 1,84* 40,18 | 7,13 +1,07
62d | 1627 43,34 | 1,52 +0,23 | 7,32"*  +£1,65 | 2,05** 0,37 | 6,65 =£1,14
69d | 13,30 +4,12 | 1,04 +0,19 | 9,37  +£2,89 | 1,74* +0,38 | 4,20 +0,82
76d | 18,67 7,99 | 1,67* 40,22 | 9,65** +3,34 | 2,83* +0,59 | 5,34**  +0,71
83d | 32,88 +10,14 | 1,66 +0,08 | 11,16"** =£0,97 | 2,37** +£0,08 | 5,81"** +0,76
Gen Fs-SK Fs-EPSPS Fs-CS Fs-CM
Tage | MW SEM MW SEM | MW SEM | MW SEM
0d | 091 +0,06 | 0,89 +0,16 | 0,79 +0,12 | 0,94 +0,13
2d | 1,55* +0,16 | 2,59* +0,49 | 1,27 +0,15 | 1,92* 40,22
6d| 1,11 +0,33 | 2,03* +0,62 | 1,36 +0,13 | 1,86* +0,40
11d | 1,40 +0,38 | 1,97* +0,30 | 1,22 +0,18 | 1,49 +0,31
16d | 1,25 40,23 | 3,05 40,65 | 1,29* 40,18 | 2,00 40,39
21d | 1,31** +0,16 | 1,80* +0,27 | 1,08 +0,05 | 1,48* 40,16
27d | 1,12 +0,15 | 2,37** +£0,39 | 1,35** +0,13 | 2,21**  £0,39
34d | 1,42* +0,28 | 2,40 +0.44 | 1,19 +0,21 | 2,40**  £0,55
41d | 1,57 +0,14 | 2,95*** +0,13 | 1,78* +0,19 | 3,01"* 40,24
48 d | 1,74** +0,41 | 3,34 +0,55| 1,87* +0,47 | 3,57 +1,06
55d | 2,09** 40,15 | 3,20™* 40,27 | 2,10** +0,20 | 5,07 40,31
62d | 2,49"*  +0,44 | 4,48 +£0,73 | 1,94** +0,30 | 4,78*** +0,87
69d | 1,99** +0,32 | 3,74 +0,61 | 1,45* +0,18 | 3,71"* =£0,71
76d | 2,20* +0,38 | 4,52 +0,92 | 1,92* +0,28 | 3,98**  +0,66
83d | 1,61 40,09 | 4,08 +0,34 | 2,17"** 40,19 | 4,52*** +0,26
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Tabelle 6.17: Daten der relativen Genexpression in Versuch C (150-190 nl/l O3, 8 h/d, 84 d) -
Teil 2. Dargestellt sind die Mittelwerte (MW) der relativen Genexpression von 4 ozonbehan-
delten gegeniiber 4 unbehandelten 4-jahrigen Buchen 4+ SEM fiir die putativen Gene Fs-ACS|1,
Fs-ACS2, Fs-ACOl, Fs-ACO2, Fs-COMT, Fs-POX, Fs-rbcL und Fs-PRI. Signifikante Unter-
schiede der zugrundeliegenden CT-Werte auf dem 5%, 1% und 0,1%-Niveau sind mit *, **
und *** gekennzeichnet. d = Tage nach Versuchsbeginn. Abkiirzungen sieche S.

Gen Fs-ACS1 Fs-ACS2 Fs-ACOI Fs-ACO2
Tage MW SEM MW SEM MW SEM MW SEM
0d 2,02 +0,63 0,81 40,25 1,45 +0,55 1,26 +1,10
2d 33,64  +10,22 2,49 +0,79 5,49*  +£1,15 29,41 +15,24
6d 6,29** +2,39 10,89* +5,94 6,83  £2,15 | 29,41 +£14,24
11d | 15,05 44,13 5,95 43,48 3,43 +1,53 13,40 +6,47
16d | 37,95* 415,62 66,60"* +46,16 | 10,17** +298 | 78,80*  +28,46
21d | 39,76"* +£13,23 32,73** +7,50 12,69  +£2,37 | 70,88  +29,26
27d 4,89* +1,74 643,91** +508,16 | 6,07** £1,78 | 22,28* +6,47
34d | 28,63 14,06 | 665,42***  +£482,78 | 7,01 +1,32 | 36,84 £12,75
41d | 22,97 +£10,94 | 31947 +40,61 | 6,11** +0,70 | 32,13* +11,64
48d | 19,31**  +£5,27 | 1156,37*** 74488 | 5,37 0,47 15,92* +5,07
55d | 39,19*** +£13,86 | 1053,97*** 488,29 | 5,89** 40,71 34,58 +17,89
62d 44,35%  £29,42 | 1093,25**  £703,95 3,13* 40,59 9,78 +4,68
69d | 17,67 +5,62 656,90***  £296,85 | 3,61"* +0,64 22,88 +11,45
76 d 7,06* +3,16 155,59** 453,78 1,17 40,07 5,59 +2,69
83d 6,52* 42,63 378,27**  +£185,49 | 2,20"* 40,15 8,61 43,38
Gen Fs-COMT Fs-POX Fs-rbcL Fs-PRI

Tage MW SEM MW SEM MW SEM MW SEM
0d 1,95 +0,73 0,72 +0,12 0,95 40,03 2,86 +1,93
2d 2,71* +0,39 1,69 40,30 0,77 40,10 8,34* +3,86
6d 11,27+ 43,63 4,16** +1,23 0,86 +0,10 | 2498 +12,72
11d 3,33 +1,56 1,20 40,21 0,78* +0,11 2,84 +1,34
16d | 23,54** 48,42 2,46* +0,51 0,77 +0,09 | 61,45"* +£20,40
21d | 14,39** +5,47 2,61% +0,46 0,70 40,10 | 40,87** £12,38
27d 16,08* +5,02 3,54 40,69 0,60 40,10 | 26,27* 49,93
34d | 2048 46,57 4,16*** 40,90 0,47* 40,08 | 25,46*** +£10,55
41d | 24,82**  +£6,25 5,89*** 40,46 0,42 40,10 | 30,86"*  +7,10
48d | 33,69*** 48,70 6,82 40,66 0,37 +0,07 | 19,81"**  £7,43
55d | 22,54 46,97 6,50%** 40,42 0,26**  £0,04 | 10,83**  +0,83
62d | 39,07 +10,15 5,28%* +0,66 0,24**  £0,03 | 19,56  +3,93
69d | 15,85"* 41,60 4,19*** 40,62 0,21%* 40,02 | 10,86***  +1,49
76d | 14,16  +1,39 2,55%* 40,39 0,27***  +£0,06 | 6,34*** 40,96
83d | 24,127 45,12 3,83%** 40,20 0,33*  £0,07 | 10,04**  +£1,36
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Tabelle 6.18: Genexpression des Referenzgens Fs-26SrRNA in Verlauf von Versuch C (150-
190 nl/1 O3, 8 h/d, 84 d). Dargestellt sind die Mittelwerte (MW) der CT-Werte von 4 ozonbe-
handelten (O3) und 4 unbehandelten (K) 4-jdhrigen Buchen + SEM.

Genexpression von Fs-26SrRNA in Versuch C

Tage | Behandlung | MW  SEM || Tage | Behandlung | MW  SEM
0d K 7,50  £0,09 || 41d K 7,61 +£0,32
O3 7,20 =£0.16 03 7,22 £0,05
2d K 7,04  £0,09 || 48d K 7,13 £0,04
O3 7,04  =£0,15 03 6,71 £0,24
6d K 6,75 =£0,17 || 55d K 6,45 =£0,07
O3 6,47 =£0,12 O3 6,23  £0,09
11d K 6,53 £0,05 | 62d K 6,50 =£0,10
O3 6,61 =£0,19 03 6,31 =£0,20
16d K 6,96 +£0,14 || 69d K 6,79 +£0,17
O3 6,71 +£0,17 03 6,45 =£0,08
21d K 6,56 =£0,18 || 76d K 7,19  £0,14
O3 6,26 =£0,10 03 6,88 =£0,14
27d K 7,10  £0,12 || 83d K 7,11 £0,07
O3 6,84 =£0,05 03 6,77 +£0,17
34d K 6,77 +£0,08
O3 6,43 £0,09

Versuch D (’Kranzberger Forst’, 1xO3; und 2x03)

Tabelle 6.19: Daten der relativen Genexpression in Versuch D ("Kranzberger Forst’, 1xO3
und 2x03). Dargestellt sind die Mittelwerte (MW) der Genexpression von 4 ozonbehandelten
gegeniiber 4 unbehandelten adulten Buchen aus dem ’Kranzberger Forst’ == SEM fiir Fs-rbcL
und Fs-PRI sowie putative Gene des Shikimatstoffwechsels. Abkiirzungen siehe S.[202]

Erntezeitpunkt 15.6.04 28.7.04 14.9.04 5.10.04

Gen MW SEM | MW SEM | MW SEM | MW SEM
Fs-DAHPS1 1,04 =£035 | 048 =£0,17 | 1,45 =£0,38 | 0,87 0,41
Fs-DAHPS2 1,53 £0,26 | 1,29 =£0,20 | 1,40 =+0,16 | 1,36  +0,09
Fs-DAHPS3 1,14  +£0,19 | 1,30 0,51 | 1,75 =£041 | 1,67 +0,49
Fs-DHQS 1,48 +£023 | 1,55 +0,24 | 1,53 +0,32 | 1,75 +£0,31
Fs-DHQOD/SD | 144 031 | 1,25 #£0,19 | 1,17 +£0,11 | 1,72 +0,23
Fs-SK 1,07 £0,17 | 1,22 £0,22 | 1,15 40,18 | 1,29 =+0,19
Fs-EPSPS 1,02 +£0,14 | 0,99 +£0,18 | 1,30 +£0,23 | 1,15 +£0,28
Fs-CS 09 =£0,15 | 1,13 =+0,12 | 1,23 +0,16 | 1,13 +0,09
Fs-CM 1,01 +0,12 | 0,94 =+0,16 | 1,09 =£0,12 | 1,19 =+£0,08
Fs-PRI 1,69 £044 | 0,87 =£0,23 | 1,82 +0,57 | 1,36  £0,38
Fs-rbcL 1,09 =£0,15 | 1,21 £0,03 | 1,20 +0,04 | 0,96 0,13
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6.5 Analyse von Signalstoffen und Sekundiarmetaboli-
ten

Freie und konjugierte 1-Aminocyclopropan-1-carbonséure

Tabelle 6.20: Gehalte an 1-Aminocyclopropan-1-carbonséure (Versuch C, 150-190 nl/1, 8 h/d,
84 d) gemidB der gemeinsamen Analyse von je 9 ozonbehandelten (O3) und 9 unbehandelten
(K) 4-jdhrigen Buchen.

ACCyei [nmol/gFG] | ACCgqesam: [nmol/gFG] | ACCrpp jugiers [nMmol/gFG]

Tage K 03 K 03 K 03

0 0,1 0,0 6,0 8,5 59 8,5

2 0,6 0,0 5,6 11,2 5,1 11,2
6 0,0 0,0 5,7 9,4 5,7 9,4

11 0,0 0,0 4,3 9,0 4,3 9,0

16 0,0 0,3 5,7 10,5 5,7 10,2
21 0,0 0,6 1,0 17,3 1,0 16,7
27 0,0 0,3 4,3 11,7 4,3 11,4
34 0,3 0,9 4,9 27,3 4,6 26,4
41 0,0 1,9 5,6 26,7 5,6 24,8
48 0,0 3,1 5,0 68,8 5,0 65,6
55 0,0 10,8 6,9 94,1 6,9 83,4
62 0,1 22,2 6,2 189.,4 6,1 167,2
69 0,0 10,2 6,4 62,5 6,4 52,3
76 0,1 11,6 7,0 78,2 6,9 66,6
83 0,0 13,1 6.4 80,0 6,4 66,9
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Ethylenemission

Tabelle 6.21: Emission von Ethylen (mmol/(gFG-h)) unter dem Einflul von Ozon in Versuch
C (150-190 nl/1, 8 h/d, 84 d). Dargestellt sind die MeBergebnisse von je drei Biumen (10-12)
der Versuchsvarianten a, b, ¢, d, e, f und k im Versuchsverlauf.

Tage | 1 3 6 15 20 24 29 35 42 49 56 63 70 77 &4
al0 {00 00 01 01 04 08 16 100 11,1 80 30 07 27 02 00
all {00 01 00 O1 06 02 02 07 04 06 11 1,1 10 07 03
al2 {00 00 00 00 05 00 01 02 00 00 O1 01 0,1 02 06
b10 |00 04 01 00 01 00 01 00 01 00 00 01 00 00 00
b11r |00 02 00 00 01 01 01 00 00 01 00 01 00 0,1 00
b12 |00 03 03 00 02 01 01 00 01 01 01 0,1 00 02 0,1
cl0 {00 o1 00 01 01 02 10 39 07 06 12 24 18 08 1,1
clt {00 00 00 O1 02 04 05 07 35 05 10 25 22 19 09
cl2 {00 01 00 00 05 03 03 o011 08 13 27 10 07 07 08
dio {00 o1 00 00 01 00 00 O1 03 05 13 04 09 20 12
it {00 00 00 04 02 01 01 00 02 01 08 02 02 02 07
di2 {00 00 00 00 01 00 02 02 01 06 37 39 10 03 07
el0 {00 01 00 00 00 01 04 07 07 14 1,1 1,2 10 05 03
ell 00 00 00 00 02 01 04 05 47 16 36 42 20 21 29
el2 {00 01 00 00 01 01 02 o01 01 06 07 07 08 08 04
f10 00 00 00 01 00 00 07 1,2 02 02 02 03 01 02 03
f11 00 o1 00 00 02 01 01 00 18 20 15 08 08 1,1 05
f12 00 o1 01 01 02 01 0,1 0, 02 03 00 01 01 00 02
k13 |00 00 01 03 02 00 01 00 02 01 02 02 00 02 02
k14 |00 01 00 00 00 00 01 01 00 00 01 01 00 0,1 02
k15 {00 00 01 03 01 03 00 00 O1 01 01 01 00 0,1 0,1

Freie und gebundene Salicylsiure

Tabelle 6.22: Gehalte an freier und gebundener Salicylsiure sowie gebundener Gentisinsdu-
re (mmol/gFG) unter dem EinfluB3 von Ozon (Versuch C, 150-190 nl/l1 O3, 8 h/d) geméil der
gemeinsamen Analyse von je 9 ozonbehandelten (O3) und 9 unbehandelten (K) 4-jdhrigen
Buchen.

SA frei SA gebunden GAgebund en

Tage K 03 K 03 K 03

0 1,6 141|129 14,0 | 1359 111,7
6 1,8 1,21 19,7 17,7 | 1342 104,0
16 04 1,01 159 22,7 | 1529 152,77
27 0,5 07| 18,7 21,8 | 185,6 190,1
41 0,8 0,81 251 30,6 2156 2498
55 0,5 05220 31,6 2274 296,2
69 0,6 061|248 37,0 |243,6 359,3
83 0,6 09282 47,1 |269,2 4475
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Losliche und zellwandgebundene Phenole

Tabelle 6.23: Gehalte an 16slichen phenolischen Inhaltsstoffen unter dem Einflul von Ozon in
Versuch C (Versuch C, 150-190 nl/l O3, 8 h/d). Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM der
Messungen von je 4 ozonbehandelten (O3) und 4 unbehandelten (K) 4-jahrigen Buchen fiir die
Diodenarray-Peaks 1 bis 8.

Losliche phenolische Inhaltsstoffe [Flacheneinheiten /mg FG]
Diodenarray-Peak: 1 2 3 4
Tage | Behandlung | MW SEM | MW SEM | MW SEM | MW SEM

0 K 89 20 | 75 1,3 [784 10,1 | 3,1 20
11 K 90 24 130 1,6 |743 60 | 2,6 09
34 K 4.8 L8 | 11,1 1,1 | 49,5 49 1.4 07
62 K 27 04 |10,1 1,8 [353 6,8 1,0 03
83 K 19 03 |42 06 |[147 20 | 04 0,1
0 O3 79 23 |64 1,6 |700 97 | 30 1,6
11 O3 43 03 [122 1,5 | 743 88 L3 06
34 O3 4,1 1,0 | 129 19 | 482 1773 14 05
62 O3 19 04 | 12,5 2,7 |327 73 14 04
83 O3 L5 02 | 73 1,2 17,3 3,0 | 04 02
Diodenarray-Peak: 5 6 7 8

Tage | Behandlung | MW SEM | MW SEM | MW SEM | MW SEM

0 K L1 06 | 114 68 | 69 37 |55 03
11 K 2 05 101 33 | 76 30 | 53 04
34 K 08 04 | 62 21 33 1,1 58 0,1
62 K 09 0.1 3.8 1.6 | 23 0,7 | 63 06
83 K 03 0.1 25 05 1,8 03 | 45 03
0 O3 09 05 |104 52 |64 23 | 47 04
11 O3 0,7 03 | 47 2,1 2,7 1,1 6,0 1,0
34 O3 08 03 | 52 15 12 02 | 49 08
62 O3 L 03 | 6,1 1,1 08 04 | 31 00
83 O3 02 0,1 36 08 | 05 0.1 30 04
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Tabelle 6.24: Gehalte an I6slichen phenolischen Inhaltsstoffen unter dem Einflul von Ozon in
Versuch C (Versuch C, 150-190 nl/l O3, 8 h/d). Dargestellt sind die Mittelwerte = SEM der
Messungen von je 4 ozonbehandelten (O3) und 4 unbehandelten (K) 4-jahrigen Buchen fiir die
Diodenarray-Peaks 9 bis 15 und die Summe der Peaks 1 bis 15.

Losliche phenolische Inhaltsstoffe [Flicheneinheiten /mg FG]

Diodenarray-Peak: 9 10 11 12
Tage | Behandlung | MW SEM | MW SEM | MW SEM | MW SEM
0 K 08 02 | 47 31 | 93 6,1l 0,9 0,5
11 K 27 05 |29 07 |63 1,2 1,7 0,3
34 K 60 06 |29 09 |57 18 1,8 0,4
62 K 79 1,2 | 39 06 | 62 13 2,6 0,3
83 K 6,1 05 |20 06 |32 10 24 0,1
0 O3 08 02 | 61 41 |11,3 6,6 1.4 0,6
11 (0%} L8 02 (29 14 | 60 25 1,3 0,6
34 (0%} 5,1 1,2 | 53 29 | 92 48 33 0,6
62 O3 6,3 L1 | 6,0 3,0 | 10,7 49 4,4 0,6
83 O3 29 1,3 | 40 23 | 67 39 6,1 1.9
Diodenarray-Peak: 13 14 15 Summe
Tage | Behandlung | MW SEM | MW SEM | MW SEM | MW SEM
0 K 06 06 | 0,0 00 |573 10,5 | 196,6 19,6
11 K 20 05 |00 00 41,3 34 |1800 54
34 K 9 02 |00 00 |244 3,0 |1256 3,0
62 K 21 05 |02 02 168 23 |1020 82
83 K 23 08 | 00 00 | 7,6 27 | 537 39
0 O3 1,8 04 (01 01 |77,5 55 |208,7 1838
11 O3 L8 05 |00 00 |633 36 |1833 11,6
34 (OF} 22 07 | 06 04 285 25 |1329 9.2
62 O3 52 07 L3 06 |130 1,2 |106,5 8,2
83 (O} 34 06 | 0,1 0,1 79 1,1 | 649 6,0
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Tabelle 6.25: Gehalte an zellwandgebundenen phenolischen Inhaltsstoffen unter dem Einflufl
von Ozon in Versuch C (Versuch C, 150-190 nl/l O3, 8 h/d). Dargestellt sind die Mittelwerte
+ SEM der Messungen von je 4 ozonbehandelten (O3) und 4 unbehandelten (K) 4-jahrigen
Buchen fiir die Diodenarray-Peaks 1 bis 7 und deren Summe.

Zellwandgebundene phenolische Inhaltsstoffe [Flicheneinheiten /mg FG]

Diodenarray-Peak: 1 2a+b 3 4
Tage | Behandlung | MW SEM | MW SEM | MW  SEM | MW SEM
0 K 0,8 0,1 L7 02 | 42 09 | 14,1 37
11 K 09 0,1 1,9 0,1 39 02 | 151 09
34 K 09 0,1 2,1 0,1 39 05 | 164 1.8
62 K 1,2 02 |23 01 37 04 | 155 1,1
83 K 08 01 |20 02|28 06 |121 24
0 O3 0,6 0,1 1.6 02 | 44 02 [155 08
11 O3 06 00 |16 02 | 47 0,1 |183 09
34 O3 0,8 0,1 14 02 | 44 04 | 183 13
62 O3 1,0 00 |20 02|45 02 ]190 1,0
83 O3 0,8 0,1 1,6 0,1 35 02 | 130 1,6
Diodenarray-Peak: 5 6 7 Summe
Tage | Behandlung | MW SEM | MW SEM | MW  SEM | MW SEM
0 K 00 00 |09 04 |154 52 |369 10,5
11 K 01 00 | 1,9 03 |223 22 |46,1 35
34 K 04 0,1 24 03 305 34 |566 6,0
62 K 0,8 0,1 27 04 343 14 | 604 3,0
83 K 07 02 |25 06 |308 57 |[51,8 97
0 O3 00 00 | 1,2 02 |158 1,0 [390 24
11 O3 0,1 0,1 2,1 03 | 246 35 [520 45
34 O3 02 0,1 32 04 | 331 26 |614 456
62 O3 09 04 | 47 07 [402 1,7 |722 40
83 O3 04 00 | 25 04 |294 32 |51,1 5,1
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Ligningehalte

Tabelle 6.26: Ligningehalte nach Klason in ozonexponierten Buchenblittern (Versuch B, 200
nl/l O3, 8 h/d, 46 d). Die Ozonsymptome der Proben S1, S2 und S3 entsprachen den Bonitur-

stufen 1, 2-4 bzw. 5-6 gemil Tabelle[2.4] S.[30]

Probe S1 | mg  Klason Lignin [mg] % Klason Lignin | MW S1 SEM S1
Sla 199,9 53,2 26,61 26,37 0,24
S1b 200,9 52,5 26,13

Probe S2 | mg  Klason Lignin [mg] % Klason Lignin | MW S2 SEM S2
S2a 199,8 45,9 22,97 23,07 0,18
S2b 199,6 46,6 23,35
S2c 199,7 45,7 22,88

Probe S3 | mg  Klason Lignin [mg] % Klason Lignin | MW S3 SEM S3
S3a 199,7 60,6 30,35 30,36 0,04
S3b 200,8 61,1 30,43
S3c 200,2 60,7 30,32

Tabelle 6.27: Durch Thioacidolyse bestimmte Gehalte der p-Hydroxyphenyl-, Guaiacyl- und
Syringyl-Monomere von Lignin (H, G und S) in ozonexponierten Buchenblittern in gmol pro
Gramm extrahierter Probe (Versuch B, 200 nl/1 O3, 8 h/d, 46 d). Die Ozonsymptome der Proben
S1, S2 und S3 entsprachen den Boniturstufen 1, 2-4 bzw. 5-6 gemif Tabelle 2.4] S.[30]

Probe S1 | umolH pmolG umolS | H+S+G S/G | %H %G %S
Sla 0,18 60,00 83,00 | 143,18 1,38 | 0,13 4191 57,97
S1b 0,25 64,00 79,90 | 144,15 1,25 0,17 44,40 5543

MW S1 0,22 62,00 81,45 | 143,67 1,32 0,15 43,15 56,70

SEM S1 0,04 2,00 1,55 0,48 0,07 10,02 125 1,27

Probe S2 | yumolH pmolG pumolS | H+S+G S/G | %H %G %S
S2a 0,27 58,10 51,40 | 109,77 0,88 | 0,25 52,93 46,83
S2b 0,26 62,00 56,90 | 119,16 092 | 0,22 52,03 47,75

MW S2 0,27 60,05 54,15 | 11447 090 | 0,23 52,48 47,29

SEM S2 0,00 1,95 2,75 4,69 002|001 045 046

Probe S3 | umolH pmolG pumolS | H+S+G S/G | % H %G %S
S3a 0,68 62,70 52,30 | 115,68 0,83 | 0,59 54,20 45,21
S3b 0,58 60,40 51,00 | 111,98 0,84 | 0,52 53,94 45,54

MW S3 0,63 61,55 51,65 | 113,83 0,84 | 0,55 54,07 45,38

SEM S3 0,05 1,15 0,65 1,85 0,01 | 0,03 0,13 0,17
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Tabelle 6.28: Durch Thioacidolyse bestimmte Gehalte der p-Hydroxyphenyl-, Guaiacyl- und
Syringyl-Monomere von Lignin (H, G und S) in ozonexponierten Buchenblittern in gmol pro
Gramm Klason-Lignin (Versuch B, 200 nl/l O3, 8 h/d, 46 d). Die Ozonsymptome der Proben
S1, S2 und S3 entsprachen den Boniturstufen 1, 2-4 bzw. 5-6 gemil} Tabelle 2.4] S.[30]

Probe S1 | yumolH pmolG pumolS | H+S+G S/G | % H %G %S
Sla 0,67 227,70 314,80 | 543,17 1,38 | 0,12 41,92 57,96
S1b 0,93 242,80 302,90 | 546,63 1,25 | 0,17 44,42 5541

MW S1 0,80 235,25 308,85 | 544,90 1,32 0,15 43,17 56,68

SEM S1 0,13 7,55 5,95 1,73 0,07 ] 0,02 1,25 1,27

Probe S2 | yumolH pmolG pumolS | H+S+G S/G | % H %G %S
S2a 1,15 251,90 222770 | 475,775 0,88 | 0,24 52,95 46,81
S2b 1,11 268,90 246,60 | 516,61 0,92 | 0,21 52,05 47,73

MW S2 1,13 260,40 234,65 | 496,18 0,90 | 0,23 52,50 47,27

SEM S2 0,02 8,50 11,95 2043 002|001 045 046

Probe S3 | umolH pmolG pmolS | H+S+G S/G | % H %G %S
S3a 2,23 206,70 172,40 | 381,33 0,83 | 0,58 54,21 45,21
S3b 1,92 199,00 168,00 | 368,92 0,84 | 0,52 53,94 45,54

MW S3 2,08 202,85 170,20 | 375,13 0,84 | 0,55 54,07 45,37

SEM S3 0,15 3,85 2,20 6,20 0,01 | 0,03 0,13 0,16

6.6 Bonitur der ozonbedingten Blattliasionen

Tabelle 6.29: Ozonabhingige Blattldsionen in Versuch B (200 nl/l O3, 8 h/d, 46 d). Dargestellt
ist der Anteil an Bléttern mit ozonbedingten Lisionen gemill den verwendeten Boniturstufen
(siehe[2.3.2] S.[29) bei 5 ozonbehandelten Biumen.

Boniturstufen
Tage 1 2 3 4 5 6
1 100 0 0O 0 0 O
2 99 1 0O 0 0 O
7 98 2 0O 0 0 O
15 92 6 2 0 0 O
42 80,6 104 8 1 0 O
32 778 52 6 8 3 0
39 70,8 62 3 9 10 1
46 61 15 3 5 12 4
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Anhang

Tabelle 6.30: Ozonabhingige Blattldsionen in Versuch C (150-190 nl/l O3, 8 h/d). Dargestellt
ist der Anteil an Blittern mit ozonbedingten Lédsionen gemifl den verwendeten Boniturstufen

(siehe[2.3.2] S.[29) fiir jeweils 12 Bidume der Versuchsvarianten a, c, d, e und f.

a Boniturstufen c Boniturstufen

Tag | 1 2 3 4 5 6 Tag | 1 2 3 4 5 6
42 99,2 0,8 00 00 00 00 42 1992 0,8 0,1 00 00 00
45 974 26 00 00 00 00 45 99,2 0,8 0,1 00 00 00
50 | 91,3 38 33 1,7 0,0 0,0 50 89,2 82 23 0,3 0,0 0,0
56 858 25 29 2,5 2,9 3,3 56 | 683 17,1 12,5 1,7 04 0,0
62 729 7,1 50 42 63 4,6 62 654 96 20,8 2,5 1,3 0,4
71 699 7,1 54 50 50 76 71 60,4 6,7 179 92 54 04
78 654 58 50 75 54 10,8 || 78 58,8 29 17,1 11,7 7,1 2,5
85 546 54 6,7 10,8 6,7 15,8 || 85 58,3 0,8 8,3 10,8 158 58
d Boniturstufen e Boniturstufen

Tag | 1 2 3 4 5 6 Tag | 1 2 3 4 5 6
42 97,1 25 04 00 00 00 42 1992 04 04 00 00 00
45 93,8 29 25 0,8 0,0 0,0 45 96,7 23 08 02 0,1 0,0
50 879 42 29 2,1 2,5 0,4 50 1938 1,3 42 04 04 0,0
56 76,3 8,3 6,7 2,5 2,1 4,2 56 86,2 49 1,7 1,4 42 1,7
62 694 96 973 29 21 6,7 62 | 733 104 50 4.2 3,3 3,8
71 646 58 17,1 108 46 7,1 71 65,0 8,3 92 17,1 58 4,6
78 51,3 83 13,8 13,3 54 79 78 51,3 13,3 838 11,7 79 7,1
85 40,8 54 10,0 14,6 16,7 12,5 || 85 438 79 79 14,6 13,3 125
f Boniturstufen

Tag | 1 2 3 4 5 6

42 933 63 04 00 00 00

45 91,7 42 42 00 00 00

50 83,8 38 11,7 08 0,0 0,0

56 82,5 2,1 54 63 3,3 0,4

62 80,8 3,3 58 42 42 1,7

71 80,1 23 1.8 6,3 6,7 2,9

78 74,1 54 42 473 6,7 54

85 734 3.8 4,6 1,8 7,7 8,8
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