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1 Einleitung und Zielsetzung

Ozon, ein dreiatomiges, gewinkelt gebautes Sauerstoffmolekiil (Abb. 1), ist zugleich
lebenswichtiger Atmosphirenbestandteil (1-3*10° Volumen-%) als auch lebens-
bedrohender Schadstoff. Die 6ffentliche Diskussion liefert Stichworte wie ,,Ozonloch*
(starke Ausdiinnungen der Ozonschicht der Stratosphére) und ,,Sommersmog™ (uner-
wiinscht hohe Ozonwerte in den unteren Luftschichten der Troposphire) und stellt die
Frage nach Grenzwerten, bzw. Schwellenwerten und Indikationsmoglichkeiten, d.h.
dem Einsatz hoherer Pflanzen als ,,Monitororganismen® zur Erfassung von Verunreini-
gungen. Der Vielzahl der offenen Fragen versucht die wissenschaftliche Forschung
Rechnung zu tragen.
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Abb. 1: Mesomere Grenzformeln zur Darstellung von Ozon

a) Ozon als Luftbestandteil und Schadgas

Weder M. von Marum, der erstmals 1785 den eigenartigen Geruch eines Gases in der
Nahe von ,,Elektrisiermaschinen® feststellte, noch C.F. Schonbein, der dem Gas 1839
nach dem griechischen ozon = ,,das Riechende® den Namen gab, konnten die Bedeu-
tung des von ihnen entdeckten Stoffes in der wissenschaftlichen Forschung und im all-
taglichen Leben zukiinftiger Zeit erahnen. 1865 wurde von J.L. Soret die chemische
Zusammensetzung gefunden (R6th 1994). Weitere Untersuchungen Anfang des 19. Jh.
lieferten die Erkenntnis einer vertikalen Ozonverteilung und des Vorhandenseins einer
»0zonschicht™ in hoheren Atmosphérenregionen. 90 % des Ozons ist in der Strato-
sphiare und 10 % in der Troposphére lokalisiert (Zellner 1991). Die phytotoxischen
Effekte von Ozon wurden (erst) 1958 erkannt (Rao, Davis 1999). Nochmals mehr als
10 Jahre mussten vergehen, bis 1971 die Phase der Diskussion iiber eine anthropogene
Einwirkung auf die Ozonschicht begann und sich als Folge allmdhlich die Erkenntnis
(Einsicht?) durchsetzte, dass Chlor- und Bromverbindungen ein Kernproblem der
anthropogenen Beeinflussung der schiitzenden Ozonschicht darstellen. Die Entdeckung
des ,,0zonlochs* iiber der Antarktis induzierte die Zusammenarbeit unterschiedlicher
interdisziplindrer Wissenschaften (Salawitch 1998; Bittner et al. 1998).

Die Aufmerksamkeit der Wissenschaft wurde vergleichsweise spét auf die Untersu-
chung der Ozonchemie in der Troposphére gelenkt. Smogepisoden, Forstschdden und
verminderte Ernten bis hin zu Ernteausfillen (Manning, Tiedemann 1995; Pell et al.
1997; Heath, Taylor 1997, Polle et al. 1995; Lyons et al. 1999) fiihrten zu einem gestei-
gerten Interesse dieses Aspekts der Wissenschaft. Kontinuierlich stieg die Konzentra-
tion des Ozons in der Troposphére iiber die Jahre an. Immer mehr ins Zentrum wissen-
schaftlicher Untersuchungen riickt(e) die ,,Antwort™“ der Organismen auf das Ozon,



ihre Fahigkeit zu reagieren, zu entgiften und zu Uberleben (Polle et al. 1990; Weber et
al. 1994; Sandermann 1996; Wellburn, Wellburn 1996; Schraudner et al. 1997; Sharma,
Davis 1997; Obinger et al. 1998; Moldau 1999; Burkey et al. 2000; Pasqualini et al.
2001).

In der Stratosphire entsteht Ozon durch die hohe Strahlungsintensitit iiber die Spaltung
der dort vorkommenden Sauerstoffmolekiile (O,) in einzelne Sauerstoffatome mit
anschlieBender Addition dieser Atome an noch vorhandene Molekiile. Tropospha-
risches Ozon wird zum Einen durch Luftaustausch zwischen den Luftschichten aus der
Stratosphire eingetragen und entsteht zum Anderen durch photochemische Oxidation
neu. Hierbei zerfdllt unter Einfluss und Abhingigkeit der Strahlungsintensitdt Stick-
stoffdioxid (NO;) zu Stickstoffmonoxid (NO) und reaktivem atomaren Sauerstoff (O).
Letzterer reagiert mit molekularem Luftsauerstoff zu Ozon.

NO, + Licht (Wellenlinge <410 nm) — NO + (O)
O) + 0, — 05

N02 + 02 NO + 03

Da Stickstoffmonoxid vorhandenes Ozon abbauen kann, bestimmt das Verhiltnis der
Konzentrationen NO, und NO zueinander, welche der beiden Reaktionen iliberwiegt
(Elstner 1990).

Die Toxizitdt des Ozons griindet in der zerstorerischen Wirkung des Molekiils durch
seine Oxidationsfahigkeit. Von Bedeutung sind in diesem Zusammenhang verschie-
dene Untersuchungen, die zeigen, dass Luftschadstoffe wie Ozon einen sog. ,,0xida-
tiven Stress* auslosen (Sharma, Davis 1994; Wellburn et al. 1994; Pell et al. 1997).
Oxidativer Stress wird definiert als imbalance zwischen dem Schutz vor freien Radika-
len und ihrer Generation (Desmarchelier et al. 1997). Bereits unter ,,Normalbedin-
gungen® ist infolge der Prdsenz von Sauerstoff im Zellmilieu eine ,,stetige oxidative
Bedrohung der zelluldren Strukturen und Prozesse® vorhanden (Alscher et al. 1997).
Die resultierende Entstehung von ,,reaktiven, toxischen Sauerstoffspezies® (reactive
oxygen species = ROS oder activate oxygen species = AOS) wird vielfach beschrieben
(Salin 1987; Smirnoff 1993; Elstner, Oswald 1994; Hippeli, Elstner 1996). Erhoht sich
die Belastung von Pflanzen durch biotische und abiotische ,,Stressfaktoren®, kann dies
zu einem Anstieg der ROS-Konzentrationen und somit zu einer verstirkten Schidi-
gungsgefahr fiir die Zelle fithren. Das wurde unter anderem am Beispiel von Kéltestress
gezeigt (Hodges et al. 1996; Tao et al. 1998), bei dem eine Zunahme des Superoxid-
radikals nachgewiesen werden kann (Foyer et al. 1997). Erhohte ROS-Konzentrationen
finden sich auch nach Salzstress (Burdon et al. 1996), Hitzestress (Edreva 1998),
Pathogenattacken (Chamnongpol et al. 1998), Schwermetallbelastung (Rucinska et al.
1999) und ,,Saurem Regen* (Velikova et al. 2000).

Daher miissen im Rahmen der Untersuchung von Ozon-Auswirkungen als Verursacher
von Schadbildern an Pflanzen neben dem Ozonmolekiil selbst auch seine Folgeprodukte
(Superoxidanion, Hydroperoxylradikal, Hydroxylradikal, Singulettsauerstoff, Wasser-
stoffperoxid) in die Uberlegungen mit einbezogen werden.



b) Entstehung und Nachweismdglichkeiten von ROS

Die Biochemie der ROS-Entstehung wurde intensiv erforscht. Folgende Reaktionen
werden hierbei beschrieben (Elstner 1990):

a) physikalische Sauerstoffaktivierung durch Energietransfer

Licht
0, —v (Singulettsauerstoff)

b) chemische Sauerstoffaktivierung durch Reduktion

Xanthin-
0, + ¢ — (Superoxidanion)
Oxidase
pK =48
0, +H —v (Hydroperoxylradikal)
Oxidasen
0, +2e¢ +2H —v (Wasserstoffperoxid)
Disproportionierung

0, + 0, + 2H" v + 0,

H,0, + ¢ — v OH + (Hydroxylradikal)

Gemeinsamkeiten der ROS sind ihre Instabilitdt und ihre minimalen Konzentra-
tionen. Daraus resultieren die Schwierigkeiten, ROS in vivo direkt nachzuweisen und
vor allem zu quantifizieren. Fiir das in diesem Zusammenhang als stabilste Sauerstoft-
verbindung anzusprechende H,0, stehen Detektionsmethoden mittels Fluoreszenz-
farbstoffen zur Verfiigung (Lu, Higgins 1998; Cazal¢é et al. 1998). Eine weitere Nach-
weismethode fiir ROS ist die Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR). Erste Versu-
che an Pflanzen in dieser Richtung wurden 1990 veréffentlicht (Mehlhorn et al. 1990).
Der Einsatz von spin-traps (Radikal-“Féangern®) kompensiert hierbei die niedrigen
ROS-Konzentrationen. In biologischen Systemen ist ihr Einsatz jedoch problematisch
(Toxizitdt, enzymatische und chemische Reduktionen, Spezifitit des spin-traps und
Unsicherheiten bei der Identifizierbarkeit der Signale sind einige der genannten
Probleme; Czapski 1984; Pou et al. 1989; Mehlhorn et al. 1990; Mason, Knecht 1994).
ESR-Messungen radikalischer Sauerstoffspezies werden in vivo hauptsdchlich an
isolierten Organellen bzw. Kompartimentteilen (z.B. Thylakoidmembranen — Hideg et
al. 1994; Kalai et al. 1998; Membransystemen — Golovina et al. 1997, Zellextrakten
— Leprince et al. 1994) angewendet.



Fiir Blattuntersuchungen wurden Injektionsmethoden eingesetzt (Lu, Higgins 1998).
Die Oxidation des Farbstoffs Phenolrot mit anschlieBender photometrischer Quantifi-
zierung wurde filir die Detektion von ROS in Apoplastenfluid beschrieben (Schraudner
et al. 1998). Uberwiegend werden die Radikale indirekt iiber die Messung von Malon-
dialdehyd (MDA), einem Produkt der Lipidperoxidation (Mackerness et al. 1999), oder
iiber den Proteinabbau als Anzeichen eines oxidativen Stresses (Pacifici, Davies 1990)
bestimmt. Ahnlich arbeiten die sog. Antioxidantien-assays. Anhand dieser assays
konnen Riickschliisse auf die ROS-Menge gezogen werden und dadurch die ,,Gesamt-
Abwehrleistung® einer Pflanze eingeschétzt werden (Miller, Rice-Evans 1996; Lovaas,
Olsen 1998).

c) Primares Reaktionskompartiment von Ozon und ROS

Nach dem Passieren der Stomata 16st sich das Ozon in der wissrigen Phase des
Apoplasten und generiert hier die ROS (Wellburn et al. 1994; Moldau 1998). Die
Aufnahme von Ozon durch die Stomata ist um den Faktor 10* groBer als die kutikulire
Absorption (Giinthardt-Georg et al. 1997). Hat Ozon den Interzellularraum erreicht,
wird es schnell vom umgebenden Milieu aufgenommen, so dass die zu messende
Ozonkonzentration im Luftraum des Blattinneren anndhernd Null ist (Laisk et al. 1989).
Als primédres Reaktionskompartiment sowohl von Ozon als auch der meisten Pathogene
(und ihrer Folgeprodukte) wird der Apoplast beschrieben (Elstner, Osswald 1994;
Sakurai 1998; Hoson 1998). Andere Stressoren wie SO,, photodynamische Herbizide
und Lichtstress wirken dagegen im Chloroplasten (Larcher 1994). Der Apoplast (gr.
plastés = geformt) ist definiert als ,.extraprotoplastische Matrix der Zelle inklusive
Zellwand® (Dietz 1997). Das bedeutet, dass der Apoplast aus a) der extrazelluldren
Matrix, die der Stabilisierung der Struktur dient, b) der sog. ,fllissigen Schnittstelle
zwischen den interzellularen Gasrdumen® (Vanacker et al. 1998a) und c) der
Plasmamembran besteht. In Relation zum Gesamtzellvolumen wird das Volumen des
Apoplasten mit 10 % angenommen (Sakurai 1998). Gepridgt wurde der Begriff
»Apoplast® von dem deutschen Wissenschaftler E. Miinch 1930, wobei er den
»Wasserweg® Apoplast und den ,,anderen Teil der Zelle* als Symplast definierte. Der
heutige Stand der Forschung weist dem Apoplasten einen weitaus komplexeren
Aufgabenbereich zu (Sakurai 1998). Zu diesen zdhlen: Wachstumsregulation (B-
Glucan, Callose, Expansin, Pectin, Cellulose, Glucanasen, Peroxidasen, etc.),
Stiitzfunktion (Cellulose, Lignin, Synthasen, Peroxidasen, etc.), Abwehrfunktionen/-
reaktionen (Cutin, etc. — Austrocknung; Chitin, Pectin, B-Glucan, Chitinasen, etc. —
Pathogene; Ascorbat, Ascorbatperoxidase, Peroxidasen, etc. — Luftschadstoffe),
Transportraum  (Wasser, Ionen, Zucker, Invertasen, Hydrolasen, etc.),
Aufrechterhaltung der interzelluliren Homoostase (Ionenbalance, pH-Wert,
Wassergehalt), Zell-Zell-Adhdsionen (Arabinogalactan, Transferasen, etc.), Funktion
als Luftraum (Austausch mit der Umgebung, CO,, O,).

d) Allgemeine Schadwirkungen pflanzentoxischer Gase
Fragen beziiglich des Folgegeschehens der Schadstoffeinwirkung sind im Detail noch

nicht vollstindig zu beantworten. Als Effekte pflanzentoxischer Gase konnen haufig
makroskopisch morphologische Verdnderungen wie Zwergwuchs, Verkriippelungen,



Verkrebsungen, Verkriimmungen, Blattepinastien (= autonome Kriimmungsbewe-
gungen durch Wachstumsforderung der Blattoberseite), Verfarbungen, Chlorosen
(= durch Verringerung des Chlorophyllgehaltes verursachte Verdnderungen der Blatt-
farbung), Nekrosen (= lokal begrenztes Absterben pflanzlicher Zellen und Gewebe,
durch Braunfarbung sichtbar) als frithe Symptome verzeichnet werden (Sharma, Davis
1994; Manning, Tiedemann 1995). In der Literatur werden auch sog. ,,Wasserflecken*
(water logging) in Blittern beschrieben, die sich spdter in Nekrosen umwandeln
(Heggestad 1991; Schraudner et al. 1996). Dem gegeniibergestellt werden
mikroskopische Verletzungen, die als unterschwellige Effekte bezeichnet werden.
Wachstums-, Ertrags- und Populationsverdnderungen, z.B. iiber den Abbau oder die
Schéadigung von Resistenzfaktoren, konnen damit einhergehen.

Eine weitere Einteilung kann in Bezug auf die sichtbaren Effekte getroffen werden.
Nach kurzzeitigen Belastungen mit einer hohen Toxindosis treten akute Symptome auf.
Dies geschieht hédufig schon 24-48 h nach Beginn der Schadeinwirkung. Dem
gegeniiber werden chronische Symptome auf Langzeitbelastungen mit niedrigen
Toxingaben zuriickgefiihrt. Nicht immer ist in diesem Fall die eindeutige Zuordnung
des Effekts zum Ausloser moglich, da andere pathologische Erscheinungen zu &dhnli-
chen Schadbildern fiihren/fiihren kdnnen.

In einigen Beispielen lassen charakteristische Verfarbungen Schlussfolgerungen auf die
der Schidigung zugrunde liegenden Schadmechanismen und somit auf das auslosende
Toxin zu (z.B. weist die Bleichung aller Pigmente auf SO,-Belastung und eine
Vergilbung auf NHj; Einwirkung hin; Larcher 1994). Typisch fiir Ozoneinwirkungen
sind verfarbte Kleinzonen, sog. Farbtupfen (auch tiipfelformige Léisionen) oder im
Englischen stiplings (Giinthardt-Georg 1997).

Chronische Schaden zeichnen sich aus durch langsam voranschreitende Chlorosen,
Seneszenzerscheinungen (Vergilben, Welke, Abszission der Blétter), reduzierte Photo-
syntheserate, verdnderte Enzymaktivititen und Metabolitenpools, Abnahme der Blatt-
flache, verringerte Wassernutzungseffizienz und damit verbunden reduzierte Biomasse-
produktion sowie reduzierten Ertrag (Castillo, Greppin 1988; Luwe et al. 1993;
Manning, Tiedemann 1995; Yun, Laurence 1999; Jin et al. 2001; Leipner et al. 2001).
Die Beispiele machen deutlich, dass diese Erscheinungen nicht fiir bestimmte Toxine
charakteristisch sind und es deshalb leicht zu Verwechslungen kommen kann (Sander-
mann 1996).

Ergénzend muss erwihnt werden, dass an natiirlichen Standorten selten/nie eine Noxe
alleine auf die Pflanzen einwirkt, fast immer liegen Kombinationen unterschiedlicher
Zusammensetzung vor. Die Interaktion der einzelnen Komponenten kann additiv (die
Wirkung entspricht der Summe der Einzelwirkungen), synergistisch (die Wirkung ist
grofer als die Summe der Einzelwirkungen) oder antagonistisch sein (die Wirkung ist
geringer als die Summe der Einzelwirkungen; Brunold et al. 1996).

Auf Seiten der Pflanze ist ein Phdnomen zu beobachten, das cross-adaption genannt
wird. Es bezeichnet die Fahigkeit, durch die Applikation eines ,,Stressors® Toleranz
auch gegeniiber einem/mehreren anderen ,,Stressor/en* zu erzeugen. Bekanntes Beispiel
ist die Antwort von Pflanzen auf Kélte- bzw. Wasserstress. Fiir beide wird ein gemein-
samer Dehydrations-Mechanismus vermutet, basierend auf der — durch beide ,,Stres-
soren* ausgelosten — Expression von Dehydrations-induzierten ,,Stress-Proteinen®
(Arora et al. 1998). Die Ahnlichkeit zwischen Ozon-induziertem Zelltod und Pathogen-
induzierter hypersensitive response ist ein weiteres Beispiel (Schraudner et al. 1996;
Rao, Davis 1999).



e) Spezielle Schadwirkungen von Ozon und seinen Folgeprodukten

Fir die Ozontoxizitdt kann kein genereller, alleinverantwortlicher Mechanismus
erwartet werden. Dies erkldrt sich aus der ROS-Entstehungs- und
-Wirkungsspezifitidt. Deshalb sind auch die pflanzlichen Abwehrstrategien sehr kom-
plex und werden iiber eine Vielzahl verschiedener Regulatoren moduliert (Polidoris,
Scandalios 1999).

Neben den sichtbaren Symptomen (Chlorosen, Nekrosen, Wasserflecken) verursacht
Ozon wie schon allgemein fiir phytotoxische Gase erwéhnt, eine Reihe weiterer Scha-
den (Kangasjérvi et al. 1994). Da Ozon kein Bestandteil des Stoffwechsels der Pflan-
zenzelle ist, sind Storungen dieses Stoffwechsels unausweichlich. Haufig genannt und
untersucht sind die Anderungen in den Photosyntheseraten bei verschiedenen Pflanzen-
arten. Diese resultieren einerseits in einer verminderten Ribulose-1,5-bisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase-(RubisCO)-Aktivitdt sowie andererseits in einer reduzierten
stomatdren conductance (Pell et al. 1990). Bleichungsreaktionen kdnnen aufgrund von
Pigmentverlusten durch Zerstdrung der Pigmente (u.a. durch Singulettsauerstoft) erklért
werden. Auch im Proteinmetabolismus (bei Inaktivierungen von Proteinen; Mudd 1997)
und beim Lipidstoffwechsel kann es zu Abweichungen kommen. Die Moglichkeit der
Geninduktion durch Ozon wird diskutiert. Fiir unterschiedliche Pflanzen konnten u.a.
Anstiege der mRNA-Level fiir pathogenesis-related-proteins (8-1,3-Glucanase und
Chitinase), sowie fiir Glutathion-Transferase, Phenylalaninammoniumlyase, Superoxid-
dismutase und Peroxidasen gezeigt werden. Umgekehrt wird fiir die kleine und grof3e
Untereinheit der RubisCO eine Verringerung des mRNA-Levels beschrieben (Sharma,
Davis 1994, Eckey-Kaltenbach et al. 1994; Kangasjérvi et al. 1994; Conklin, Last
1995).

Aus Sicht der pflanzlichen ,,Reaktionsfdhigkeit™ sind Kurzzeitbegasungen mit hohen
Ozondosen schwerwiegender als Langzeiteinwirkungen mit niedrigen Ozonkonzentra-
tionen (Yun, Laurence 1999). Eine Sonderform der pflanzlichen Ozonantwort stellt der
bei Bdumen beobachtete memory effect dar (Sandermann 1996).

Gemadl der externen Herkunft des Ozons sind besonders die zelluliren Membranen
erstes Ziel und Hauptangriffspunkt des Luftschadstoffes (Heath 1987; Tokarska-
Schlattner et al. 1997). Die Schadigung der Membran wird auch fiir andere ,,Stres-
soren‘ als Primirereignis beschrieben (Schwermetalle — DeVos et al. 1989; Kiéltestress
— Thompson 1994; Hitzestress — Arora et al. 1998). Angriffspunkte sind Molekiile,
die Thiolgruppen oder C-C-Doppelbindungen enthalten (Kanofsky, Sima 1995;
Kronfuss et al. 1996). Schiadigungen der Membranen fithren zu Permeabilitdtsin-
derungen und gesteigerten Respirationsraten (Sharma, Davis 1994).

Die ungesittigten Fettsduren der Membranlipide sind besonders anfillig fiir eine Ozo-
nolyse (Mehlhorn et al. 1990). Die direkte Reaktion von Ozon mit der C-C-Doppel-
bindung liefert Ozonide, die zu Ketonen und ,,Criegee-Zwitterionen* (—CD—O—O(a
> >C=OD—OG) zerfallen. Diese konnen an Carbonsiuren, Alkoholen und Wasser
addieren, wobei Peroxide gebildet werden (Heath 1987; Hippeli, Elstner 1996). Peroxi-
dationen fiihren zu Bindungen zwischen Fettsdureresten. Das wiederum hat zwangs-
laufig einen Funktionsverlust der Membran durch mangelnde Fluiditét (nach dem fluid-
mosaic-Modell: stindige Assoziation-Dissoziation) zur Folge, da keine Dissoziation
mehr moglich ist.



Bei der Lipidperoxidation leiten freie Radikale (X') Kettenreaktionen an Fettsduren
(RH) ein. Fettsaureradikale (R") reagieren in der Folge mit Sauerstoff, wodurch Fettsdu-
reperoxide (ROQ) entstehen. Diese wiederum fiihren zu den verschiedensten Verkniip-
fungsreaktionen und Abbauprodukten (geséttigte und ungeséttigte Kohlenwasserstoffe,
Aldehyde, Alkohole):

RH + X* —» R+ HX
R. + 02 - ROO.
ROO" + RH — R’ + ROOH

Kettenreaktion (Elstner, Osswald 1994).

Die Oxidation von Thiolgruppen erfolgt nach folgendem Mechanismus:

O; + RSH — RSOH +

Die Weiterreaktion des intermediér gebildeten Sulfoxides mit einem weiteren Substrat-
molekiil zu einem Disulfid (s.u.) fiihrt zur Inhibierung spezifischer Funktionen von
membranintegrierten Cystein-haltigen Proteinen, wie z.B. der Transportproteine, aber
auch von im metabolischen Geschehen involvierten Enzymen.

RSOH + RSH — RSSR +

(Hippeli, Elstner 1996)

Der bei dieser Reaktion entstehende Singulettsauerstoff kann beziiglich der Reaktivitit
mit dem OH-Radikal verglichen werden (Ohlenschldger 1995).

Zum Einen wird die ,,Reaktivitat” der ROS durch die Redoxpotentiale bestimmt, wobei
gilt: Je starker elektropositiv das Redoxpotential einer Verbindung ist, umso grofler ist
die Tendenz, einen elektronegativeren Partner zu oxidieren (und umgekehrt). Fiir die
wichtigsten aktivierten Sauerstoffverbindungen gelten folgende Redoxpotentiale (Salin
1987; Elstner 1990):

0, + ¢ + 2H' « H,0, +0,89 Volt
H,0, + ¢ + H' < OH + H,0 +0,38 Volt
OH + ¢ + H' < H,0 +2.,33 Volt

Zum Anderen spielt die chemische Bindung fiir die Reaktionsfdhigkeit eine Rolle.
Je langer die Bindungsabstinde, umso weniger Energie wird fiir deren Spaltung beno-
tigt.

Das Superoxidanion (O,") reagiert kaum als typisches freies Radikal und ist im Ver-
gleich mit den iibrigen ROS weniger toxisch (Navarri-Izzo et al. 1996). Wichtig ist die
Reduktion von Peroxiden durch das Superoxidanion. Bei dieser Reaktion entstehen die
starksten in der Biologie bekannten Oxidantien OH™ und RO’. Ein ebenfalls starkes
Oxidationsmittel ist das Hydroperoxylradikal (HO,"). Dieses entsteht unter sauren
Bedingungen aus dem Superoxidanion (Salin 1987; Ohlenschldger 1995). Da in unmit-
telbarer Néhe von polyanionischen Oberfldchen der pH-Wert niedriger ist als im Mittel
des Gesamtmediums (Elstner 1990) bedeutet dies, dass in der Ndhe von Membranen das
Superoxidanion iliberwiegend als Hydroperoxylradikal vorliegt. Nach Fridovich (1986)
lassen sich so verschiedene Schadberichte fiir das Superoxidanion erkldren. Das Super-
oxidanion reagiert u.a. mit Phenolen, Chinonen und Hamproteinen (Katalase wird inak-
tiviert; Fridovich, 1986).



Wasserstoffperoxid (H,O;) ist das stabilste unter den reaktiven Sauerstoffspezies
(Salin 1987; Ohlenschldager 1995). Es wird auch unter bestimmten Bedingungen in
Geweben, Zellkulturen und Algensuspensionen angereichert. Von besonderer Bedeu-
tung ist hier die H,0O,-Akkumulation im Zusammenhang mit der hypersensitive
response.

Seit langem bekannt ist auch die Entstehung von Wasserstoffperoxid beim photosyn-
thetischen Elektronentransport, erstmals 1951 von H.H. Mehler beschrieben. Was-
serstoffperoxid in Verbindung mit dem Superoxidanion fiihrt liber folgende als Haber-
Weiss-Reaktion bekannte Reaktion zur Bildung des sehr reaktiven Hydroxylradikals
(Salin 1987; Ohlenschlager 1995).

0, + H,0, —» 0O, + OH +

Aus der Metall-katalysierten Reduktion von Wasserstoffperoxid entsteht nach der sog.
Fenton-Reaktion ebenfalls das Hydroxylradikal.

H,0, + Me*" — Me*" + OH +

(Salin 1987). Hydroxylradikale reagieren mit den meisten organischen Zellkompo-
nenten (Czapski 1984).

Der Singulettsauerstoff reagiert mit den meisten organischen Verbindungen. Dabei
kann der physikalische Anregungszustand des Radikals mittels quencher geldscht wer-
den, oder es kann eine chemische Reaktion stattfinden und somit Produkte iiber traps
gebildet werden. Die wichtigsten natiirlichen quencher sind a-Tocopherol und B-Karo-
tin.

Reaktionen mit C-C-Doppelbindungen ergeben Peroxide (Frimer 1983). Aus der daraus
folgenden Initiierung der Lipidperoxidation (Elstner 1990) kénnen Membranschiden
entstehen (Salin 1987, Ohlenschliager 1995).

f) Spezielle ,,Schutzwirkung* der ROS

Erst spiat wurden im pflanzlichen Bereich die positiven Aspekte der ROS-Wirkung dis-
kutiert. Fiir die in tierischen/menschlichen Organismen schon ldnger beschriebenen
Signalwirkungen von ROS (Goldschmidt, Moldovan 1999; Rhee 1999) finden sich
auch in Pflanzen Hinweise auf deren Vorhandensein (Foyer et al. 1997; Mullineaux et
al. 2000). So wird die direkte Signalfunktion von H,O, in der Regulation der antioxida-
tiven ,,Genantwort* in Mais (Polidoros, Scandalios 1999) und die Beteiligung von H,0O,
an der Induktion von mRNA fiir cytosolische Ascorbatperoxidase durch oxidativen
Stress in Reis (Morita et al. 1999) beschrieben. Die Aktivierung von MAP-Kinase-
Signalketten kann entweder durch Ozon oder alternativ durch H,O, oder Superoxid-
anionen als Aktivierungsstimuli erreicht werden (Samuel et al. 2000).

Fiir die Pflanze stellt diese Bi-Funktionalitidt der ROS einen Balanceakt dar. Der schidi-
genden Wirkung muss durch das Einschalten von Detoxifikationsmechanismen (ziigig)
entgegengewirkt werden, gleichzeitig darf die Induktion von Signalsequenzen, ausge-
hend von ROS, nicht zu frith gestoppt werden (Stichwort hypersensitive response,
Apoptose; s.u.).



Regulation und Signalwirkung werden auch iiber den Redox-Status realisiert (Golden-
berg 1998; Baginsky et al. 1999; Sen 2000; Pfannschmidt et al. 2001). H,O, als Signal-
tibertragungsmolekiil vermittelt Informationen iiber den intrazelluldren Redox-Status.
Aus diesem Grund ist es wichtig, die Konzentrationen in jedem Kompartiment strikt zu
regulieren (Noctor et al. 2000).

g) ROS und Apoptose

Ein Stichwort, das im Zusammenhang mit einer Signalwirkung durch ROS genannt
werden muss, ist die Apoptose (Lam et al. 1999). Dieser bei Sdugetieren zuerst
beschriebene ,,plotzliche Zelltod* wird als eine lebenswichtige Komponente in der Ent-
wicklung anerkannt (Kelsey 2000). Sowohl in Tieren als auch in Pflanzen spielen in der
Apoptose ROS eine zentrale Rolle (Polla et al. 1998). Nach Wyllie (1998) ,.erlaubt die
Apoptose den zum Untergang geweihten Zellen, sich mit kleinstmdglicher Zerstorung
des umgebenden Gewebes aufzulosen®. Charakteristisch fiir die Apoptose ist, dass der
Mechanismus, der zum Tod der Zelle fiihrt, ein aktiver Prozess der Zelle selbst ist. Im
Zusammenhang mit induzierten AbwehrmafBinahmen gegen Pathogene und Viren wird
der Zelltod am Infektionsort als hypersensitive Reaktion (hypersensitive response)
bezeichnet. Dem Pathogenangriff folgt die Aktivierung der Plasmalemma-gebundenen
NAD(P)H-abhingigen Oxidoreduktase, deren Aufgabe die Produktion des Superoxid-
anions ist. Bedingt durch den Anstieg der O, -Konzentration im Apoplasten kommt es -
katalysiert durch die Superoxiddismutase - zur Bildung von Wasserstoffperoxid (H,0,),
einem wichtigen ,,antimikrobiellen® Agens und Signalmolekiil. Die verstdrkte Produk-
tion von H,O, und der Transport des Molekiils in den Apoplasten ist unter dem Termi-
nus oxidative burst bekannt (Bolwell 1996; Bolwell et al. 1999). Weitere Folgereak-
tionen in der Pathogenabwehr sind die Deposition von Callose, die Verstirkung der
Zellwand und die Synthese sekundédrer Metaboliten und Proteinen, den sog. pathoge-
nesis related proteins (PR-Proteine). Neben dieser akuten Abwehr induzieren manche
Pathogene auch Reaktionen in distalen Teilen der Pflanze. Diese systemic acquired
resistance (SAR) zeigt sich bei manchen Pflanzen auch in nicht-infizierten Bléttern, im
Gegensatz zur local acquired resistance (LAR), die in infizierten Blittern in nicht
angegriffenen Bereichen auftritt (Vanacker et al. 1998b; Chamnongpol et al. 1998). In
Verbindung mit der Expression von PR-Proteinen wihrend der SAR und LAR konnte
neben H,O, auch Salicylsdure (SA) als ein Schliisselsignal identifiziert werden. Eine
Vermutung legt nahe, dass SA die H,O;-entgiftenden Enzyme Katalase und Ascorbat-
peroxidase inhibiert (Knorzer et al. 1999). Die in tierischen Organismen gefundene
Verbindung der ROS-Aktionen mit dem Signalmolekiil Stickstoffmonoxid (NO) ist
auch in Pflanzen realisiert (Dangl 1998; Delledonne et al. 1998).

Es gibt Ahnlichkeiten zwischen Ozon-induziertem Zelltod und Pathogen-induzierter
hypersensitive response (Schraudner et al. 1996). Auch nach Ozoneinfluss konnte eine
Akkumulation von H,0O, beobachtet werden (Rao, Davis 1999) Weiter wird vermutet,
dass auch durch Ozon ein Signaliibertragungsmechanismus, u.a. iiber Salicylsdure, Jas-
monsdure und/oder Ethen induziert wird. Fiir eine Arabidopsis-Mutante konnte eine
Abhingigkeit von der Salicylsdure-Konzentration und der Ozontoleranz gezeigt werden
(Rao, Davis 1999). Zudem kann Ozon als ROS-Aktivator die Akkumulation von



Salicylsdure in Bléittern induzieren (Enyedi 1999). Ozon-induzierter Zelltod kann
somit als typische HR interpretiert werden (Rao, Davis 1999), jedoch kann Ozon als
starkes Oxidationsmittel auch Zellschdden und —zerstérungen verursachen, die primir
keine planmifigen Abldufe erkennen lassen.

h) Toleranz und Sensitivitat

GroBle Unterschiede konnen auch hinsichtlich der Sensitivitat verschiedener Pflanzen
gegeniiber Ozon beschrieben werden. Nicht nur fiir die Wissenschaft ist das Vorkom-
men sowohl ozontoleranter als auch -sensitiver Pflanzen von Bedeutung. Die Bemii-
hungen gehen dahin, noch tolerantere bzw. hypersensitive Spezies zu selektieren.
Erstere werden aus (land)wirtschaftlicher Sicht bendtigt, die sensitiven Pflanzen dienen
vielfach als Grundlage zur Erforschung der Ozonsensitivitit. Bekannteste monitoring
Pflanze (Feder 1978) fiir Ozonuntersuchungen ist der Tabak. Dabei wird die Varietét
Bel Wjs als sensitiv und Bel B als tolerant eingestuft (Heggestad 1991; Stédtler, Ziegler
1993).

Zahlreiche Kulturpflanzen werden als ozonsensitiv eingestuft. Hier sind zu nennen:
Gerste, Weizen, Roggen, Hafer, Zuckermais, Kartoffel, Tomate, Spinat, Tabak, Klee,
Wein und Zwiebel. Als toleranter werden Senf, Zuckerriibe und Erdbeeren beschrieben.
Viele Laubbdume gelten als relativ ozonsensitiv, besonders tolerant ist hingegen die
Fichte (Brunold et al. 1996). Aus anderer Quelle (Larcher 1994) ergibt sich die folgende
Einteilung: Als sehr empfindlich gelten Getreide, Futtergrdser, Spinat, Solanaceen,
Eiche, Pappel, Esche; als midflig empfindlich: Brassicaceen, Fabaceen, Rhododendron,
Tanne, Lérche; und als wenig empfindlich: Reis, Asteraceen, Ahorn, Birke, Buche,
Wacholder, Fichte. Wie der Vergleich der beiden Aufzdhlungen zeigt, wére es zum bes-
seren Verstindnis sinnvoll, die der Einteilung zugrunde gelegten Kriterien zu nennen.
Auch von Verallgemeinerungen sollte abgesehen werden, da es von vielen Pflanzen-
arten zwischenzeitlich unterschiedliche Varietiten beziiglich der Sensitivitit/Toleranz
gibt. Am Beispiel von Arabidopsis konnte eine Abhingigkeit von Langlebigkeit und
Toleranz gezeigt werden (Kurepa et al. 1998).

1) Abwehrmechanismen

Pflanzen(zellen) haben antioxidative Abwehrmechanismen entwickelt, mit deren
Hilfe die Gefahr durch ROS gebannt werden kann. Die an dieser Stelle immer wieder zu
findende klassische Unterteilung in enzymatische und nicht-enzymatische, d.h., durch
kleine Molekiile getragene Entgiftungsprozesse kann nicht als absolute Trennung
verstanden werden. Vielmehr sollte der Netzwerkstruktur, d.h., den komplexen Reakti-
onsabldufe mit den gegenseitigen Abhidngigkeiten bzw. Beeinflussungen Rechnung
getragen werden. Als kleinmolekulare Verbindungen tragen Ascorbat, Glutathion, -
Tocopherol, Mannitol, Phenole, Karotinoide, Polyamine und Flavonoide zur Entgiftung
bei (Meister, Anderson 1983; Robak, Gryglewski 1988; Alscher 1989; Polle et al. 1995;
Conklin et al. 1996; Rice-Evans et al. 1996+1997; Foyer et al. 1997; Shen et al. 1997;
Hagermann et al. 1998; Balavoine, Geletii 1999; Packer et al. 2001; Loretto et al. 2001).
Unter den Enzymen sind Peroxidasen (Ascorbatperoxidase, Glutathionperoxidase,
unspezifische Peroxidasen), Reduktasen (Glutathionreduktase, Dehydroascorbat-
reduktase, Glutaredoxin), Transferasen (Glutathion-S-Transferase), sowie die Katalase
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und Superoxiddismutase zu nennen (Asada 1992; SenGupta et al. 1993; Edwards et al.
1994; Conklin, Last 1995; Creissen et al. 1996; Yamasaki et al. 1997; Ushimaru et al.
1997, Luikenhuis et al. 1998; Fisher et al. 2000).

Die bekannteste metabolische Reaktionsfolge ist hierbei das zuerst in Chloroplasten
entdeckte Ascorbat-Glutathion-System auch Halliwell-Asada-System genannt (Abb.
2; Foyer, Halliwell 1976). Eine zentrale Rolle spielt hierbei die reduzierte Form des
Ascorbats. Zum einen kann es spontan mit Superoxidradikalen reagieren, hierbei
entstechen H,O, und Dehydroascorbat. Zum anderen kann es, katalysiert durch das
Enzym Ascorbatperoxidase H,O, entgiften. Bei dieser Reaktion entstehen Dehydro-
ascorbat und Wasser. Zur Regeneration wird Dehydroascorbat mit Hilfe der Glutathion-
abhingigen Dehydroascorbatreduktase reduziert. Das oxidierte Glutathion (GSSG) wird
auf Kosten von NADPH + H" durch die Glutathionreduktase wieder in die reduzierte
Form iiberfiihrt (Law et al. 1983). Diese Kaskade sichert die schnelle Regeneration von
Ascorbat, damit dieses dem Entgiftungsgeschehen kontinuierlich zur Verfiigung steht.
Die Anwesenheit von Ascorbat in ausreichenden Konzentrationen ist auch notwendig,
um eine Inaktivierung der chloroplastischen Isoform der Ascorbatperoxidase zu verhin-
dern (Nakano, Asada 1987).

H,0, AA < > GSSG NADPH + H™

APO DhAR GR

H,0 < » DhA GSH < » NADP™*

Abb. 2: Ascorbat-Glutathion-System (Reaktionsfolge zur H,O,-Entgiftung)
APO = Ascorbatperoxidase; AA = reduziertes Ascorbat; DhA = oxidiertes
Ascorbat (Dehydroascorbat); DhAR = Dehydroascorbatreduktase; GSSG =
oxidiertes Glutathion; GSH = reduziertes Glutathion; GR = Glutathionreduk-
tase; NADPH+H" = Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (reduzierte Form);
NADP = Nicotinamidadenindinucleotidphosphat (oxidierte Form)

Fettsdureradikale und Singulettsauerstoff konnen in Thylakoidmembranen durch
a-Tocopherol und B-Karotinmolekiilen entgiftet werden. Oxidiertes a-Tocopherol kann
unmittelbar von Ascorbat reduziert werden (Jakob, Heber 1998). Ascorbat kann auch
direkt Hydroxylradikale entgiften, hierbei entstehen Dehydroascorbat und Wasser (Rose
1990). In welchem AusmalBl und iiber welche Wege die einzelnen Detoxifikations-
reaktionen und Reaktionsfolgen unter Ozoneinwirkung ablaufen, ist abhingig von der
untersuchten Pflanzenart bzw. —varietit.

Ascorbat ist der am hdufigsten untersuchte Ozon/ROS-scavenger, nicht nur innerhalb
der beschriebenen metabolischen Sequenz (Smirnoff, Wheeler 2000). Neben der
»dominanten Rolle im Entgiftungsprozess der reactive oxygen species® (Moldau 1998)
kommen Aufgaben bei der Photosynthese, wie der Schutz des Photosyntheseapparates
gegen Sauerstoffradikale und Wasserstoffperoxid sowie gegen Photoinaktivierung,
hinzu (Forti, Elli 1995; Smirnoff 2000a+b). Dariiber hinaus ist Ascorbat ein wichtiger
Co-Faktor fiir die Synthese des ,,Energiequenchers* Zeaxanthin und ist auch fiir die
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Zellproliferation und Lignin-Biosynthese von Bedeutung (Pallanca, Smirnoff 1999;
Foyer, Lelandais 1996; Veljovic-Jovanovic et al. 2001). Bei oxidativem Stress kann der
Zellzyklus in der G2/M-Phase arretiert werden, wenn Ascorbat vermehrt in der
oxidativen Form (Dehydroascorbat) vorliegt (Bijur et al. 1999). Dieses Arretieren gibt
der Zelle Zeit, Schiiden zu reparieren, bevor der Ubergang in die nichste Phase des
Zellzyklus erfolgt (Shackelford et al. 1999). Das Ascorbat/Dehydroascorbat-Verhaltnis
gilt als Indikator fiir den Grad der Stresseinwirkung einer Pflanze (Kampfenkel et al.
1995). Die Funktionen von Ascorbat bei der iiber den Redox-Status der Zelle
vermittelten Signaltransduktion wird diskutiert (Grosch, Wieser 1999).

So weit gefachert wie die einzelnen Funktionen, so umfangreich sind die in der Lite-
ratur vorliegenden Ergebnisse iiber Verdnderungen von Ascorbatkonzentrationen unter
Lwotressbedingungen® und auch speziell nach Ozonbehandlung. Erhohte Ascorbat-
konzentrationen nach Ozoneinwirkung sind ebenso zu verzeichnen wie unveridnderte
Ascorbat-PoolgroRen (Lyons et al. 1999). Aus unterschiedlichen Literaturangaben wird
deutlich, dass eine positive Korrelation zwischen Ascorbat-Gehalt und Ozonresistenz
bestehen kann. Vergleiche von unterschiedlich sensitiven Klonen einer Pflanzenart zei-
gen, dass verschiedene Ascorbatkonzentrationen auftreten, wobei die hoheren Konzen-
trationen in den toleranteren Klonen zu finden waren (Yun, Laurence 1999).

Immer mehr an Bedeutung gewinnt auch die Frage der Lokalisation von Ascorbat in der
Zelle. In den Mesophyllzellen liegen 20-40 % des Ascorbats in Chloroplasten vor. Das
restliche Ascorbat ist auf das Cytosol, die Vakuole und den Apoplasten verteilt (Doulis
et al. 1997).

Das zur Reduktion von oxidiertem Ascorbat mittels der Dehydroascorbatreduktase
benotigte Cosubstrat ist das Glutathion. Auch diesem Molekiil werden eine Reihe
weiterer Funktionen im Zellmetabolismus zugeschrieben. So spielt es eine Rolle bei der
Synthese von Proteinen und DNA, als Speicher- und Transportform fiir Cystein (Meis-
ter, Anderson 1983) und Schwefel (Alscher 1989), in der Phytochelatinsynthese (Noctor
et al. 1997) und in der Detoxifikation von Xenobiotica (Lamoureux, Rusness 1993).
Von Bedeutung ist auch die Tatsache, dass Glutathion Enzyme und andere zellulére
Komponenten in reduzierter Form bewahrt, d.h., den zelluldren Redox-Status stabili-
siert. Uber Thioldisulfid-Austausch kann es den Thiolstatus und somit die Funktions-
fahigkeit von Proteinen aufrecht erhalten (Navari-1zzo et al. 1997). Die dabei beobach-
tete Verminderung des freien GSH-Pools erklart sich {iber folgenden Reaktions-
mechanismus (Taulavuori et al. 1999):

2 GSH — GSSG
GSSG + R-SH — R-SSG + GSH

Die ,,Kardinalrolle im Schutz gegen oxidativen Stress* (Noctor et al. 1997) zeigt sich
auch in den direkten Reaktionen mit freien Radikalen wie Hydroxylradikalen und
Superoxidanionen (Sharma, Davis 1994).

Die Funktionsweise von Glutathion setzt voraus, dass oxidiertes Glutathion (GSSG)
sehr schnell wieder reduziert und somit dem System wieder zur Verfiigung gestellt
wird. Eine hohe GSH/GSSG-Rate ist nicht nur in der Funktion als Reduktionsmittel von
Bedeutung, sondern auch zur Erlangung einer optimalen Proteinsynthese (Alscher 1989;
Navari-Izzo et al. 1997; Foyer, et al. 1997).
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Die antioxidative Rolle wurde sowohl in heterotrophem als auch in phototrophem
Gewebe fiir unterschiedliche ,,Stressoren® belegt (Alscher 1989). Das Vorkommen von
Glutathion wird im Chloroplasten, Mitochondrien und im Cytosol beschrieben; die
Angaben fiir den Apoplasten sind nicht einheitlich (Vanacker et al. 1998a+b; Luwe,
Heber 1995; Luwe 1996). Auf die bedeutende Rolle bei der Aufrechterhaltung des
Redox-Status wurde schon hingewiesen. 95-98 % des Gesamtglutathions in den Chlo-
roplasten und ca. 90 % in der Zelle als Ganzes liegt in reduzierter Form vor (Luwe,
Heber 1995). Dem ,,Redox-Puffer” Glutathion wird auch eine nicht unerhebliche Rolle
bei der Signalwirkung und der zelluldiren Homoostase zugeschrieben. Demnach kann
auch Glutathion (neben Ascorbat, s.0.) den intrazelluliren Redox-Status vermitteln:
Stérungen im Glutathion-Reduktions-Status fithren zu Anderungen in der Gen-
expression (Wingsle, Karpinski 1996; Foyer et al. 2001; Kocsya et al. 2001)

Sowohl die Angaben zur Verschiebung des GSH/GSSG-Verhiltnisses als auch die der
Veranderung in der Gesamtglutathionkonzentration unter Stresseinwirkung sind nicht
einheitlich (Luwe, Heber 1995; Maldonado, Pahlich 1997; Noctor et al. 1998, Rao,
Davis, 1999).

Die Reaktionen von Ascorbat und Glutathion werden vielfach durch die entsprechenden
Enzyme unterstiitzt. Das Entgiften des relativ stabilen Wasserstoffperoxides erfolgt tiber
Peroxidasen und Katalase. Diese Ham-Proteine katalysieren die Detoxifikation iiber
folgende Reaktionen (Salin 1987):

Katalase: HzOz + HzOz — 2H20 + 02
Peroxidase: H,O, + R(HO), — 2 H,O + RO,

Spezifische Peroxidasen:
Ascorbatperoxidase: H,O, + Ascorbat — Dehydroascorbat + 2 H,O
Glutathionperoxidase: H,O, + 2 GSH — GSSG + 2 H,0O

Katalase kommt in allen Pflanzen und Tieren und in den meisten aeroben Mikroorga-
nismen vor. Hauptwirkorte sind die Peroxisomen und Glyoxysomen. Auch in anderen
Kompartimenten kann Katalase nachgewiesen werden; eine Ausnahme hierbei sind die
Chloroplasten. Die Entgiftung des Wasserstoffperoxides wird hier ausschlieSlich von
Peroxidasen iibernommen (Smirnoff, Pallanca 1996).

Pflanzen haben eine grofle Anzahl von Peroxidasen mit unterschiedlichen Substrat-
spezifititen. Assoziiert mit der Zellwand iiben sie Funktionen bei der Lignifizierung
durch Polymerisation von phenolischen Komponenten aus (Takahama, Oniki 1997).
Uber den Abbau von Indolessigsidure spielen sie eine wichtige Rolle wihrend des
Wachstums (Zellwandauf- und -abbau, Kontrolle der Zellwandplastizitdt) und der Ent-
wicklung. Auch in der Biosynthese von Ethen sind Peroxidasen involviert (Asada
1992). Peroxidasen spielen eine Rolle bei der Wundheilung, der Salzstresskontrolle, der
Pathogenabwehr iiber die hypersensitive response und der Protoplastenregeneration
(DeMarco et al. 1999).

In der Vakuole lokalisierte Peroxidasen konnen mit Flavonoiden als Elektronendonator
Wasserstoffperoxid entgiften (Yamasaki et al. 1997).

Durch die katalytische Wirkung von Glutathionperoxidasen konnen Sauerstoffradikale
und Wasserstoffperoxid entgiftet werden. Diese Reaktion spielt eine Schliisselrolle in
der H,O,-Entgiftung von tierischen Mitochondrien; eine Analogie in Pflanzen ist noch
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fraglich (Nakano, Asada 1981; Salin 1987). Es gibt bislang nur wenige Hinweise auf
das Vorkommen pflanzlicher Glutathionperoxidasen (Eshdat et al. 1997).

Die Thylakoid-gebundene Ascorbatperoxidase fungiert als scavenger fiir das am
Photosystem I gebildete Wasserstoffperoxid. Uber das Ascorbat-Glutathion-System im
Stroma konnen weitere Entgiftungen erfolgen (Smirnoff, Pallanca 1995; Nakano, Asada
1981).

Ein Isoenzym der Ascorbatperoxidase ist in der Membran von Microbodies lokalisiert.
Die hohe Ascorbatspezifitit, verbunden mit dem Fehlen von Ascorbat in Microbodies
und der Membrandurchldssigkeit von Wasserstoffperoxid ldsst vermuten, dass das
Enzym H,0, auBlerhalb der Microbodies entgiftet (Yamaguchi et al. 1995). Weitere
Ascorbatperoxidase-Isoenzyme sind im Cytosol (Asada 1992; Ushimaru et al. 1997)
und im Apoplasten (Ranieri et al. 1996) lokalisiert. In letzterem ist die Reduktion von
Wasserstoffperoxid bei der ,,Stressantwort® von besonderer Bedeutung fiir die Pflanzen
(Castillo, Greppin 1988; Vanacker et al. 1998a). Unter Ozoneinwirkung kann ein
Anstieg der Ascorbatperoxidase-Aktivitit verzeichnet werden (Ranieri et al. 1996).

Zur Gruppe der Metalloenzyme gehort die Superoxiddismutase. Sie katalysiert die
Disproportionierung von Superoxidanionen nach folgender Reaktion (Fridovich 1986):

0, "+ 0, +2H — H0, + O,

Es existieren 3 Typen der Superoxiddismutase (SOD), die sich aufgrund ihrer metal-
lischen Cofaktoren unterscheiden. Kupfer/Zink-SOD kommt in allen Eukaryoten vor
und ist in hoheren Pflanzen in verschiedenen Kompartimenten lokalisiert (Cytosol,
Chloroplast, Mitochondrium). Mangan-SOD kommt sowohl in Prokaryoten als auch in
Eukaryoten vor und ist in hoheren Pflanzen hauptsachlich in den Mitochondrien lokali-
siert. Fiir einige Pflanzen konnte das Vorkommen in Glyoxysomen und Peroxisomen
gezeigt werden. Eisen-SOD zeigt vielfach Ahnlichkeiten mit Mangan-SOD und kann
sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten nachgewiesen werden. Eisen-SOD liegt
bei einigen Pflanzenspezies in den Chloroplasten vor, konnte aber in Tieren nicht nach-
gewiesen werden (Salin 1987; Scandalios 1993; Bowler et al. 1994). Die Analyse trans-
gener Pflanzen zeigte, dass eine Uberexprimierung von Superoxiddismutase die Pflan-
zen vor oxidativem Stress schiitzen konnte (SenGupta et al. 1993).

In Verbindung mit dem sehr effektiven Schutzsystem - dem Ascorbat-Glutathion-
Systems - sind zwei weitere Enzyme, die Ascorbat und Glutathion reduziert halten, von
Bedeutung: Glutathionreduktase und Dehydroascorbatreduktase.

Glutathionreduktase katalysiert die folgende Reaktion (Salin 1987):

GSSG + NAD(P)H+H" — 2GSH + NAD(P)"

Glutathionreduktase ist sowohl in Prokaryoten als auch in Eukaryoten vertreten. In
hoheren Pflanzen ist der Hauptteil der Glutathionreduktase-Aktivitdt im Chloroplasten
lokalisiert. Aber auch im Cytosol und in Mitochondrien kann Glutathionreduktase-
Aktivitdt nachgewiesen werden (Edwards et al. 1990).

Durch Stresseinwirkung kann die Glutathionreduktase-Aktivitéit erhoht werden, sie kann
aber auch unverédndert bleiben (Edwards et al. 1994; Creissen et al. 1995).
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Fir die Dehydroascorbatreduktase dient reduziertes Glutathion als Elektronen-
donator. Dehydroascorbatreduktase katalysiert die 2-Elektronen-Reduktion von
Dehydroascorbat (DhA) zu Ascorbat (AA) nach folgender Reaktion (Salin 1987):

DhA + 2GSH — AA + GSSG

Das Enzym ist von besonderer Interesse weil die Dehydroascorbatreduktase die beiden
,leilsysteme® Ascorbat und Glutathion miteinander verbindet. Dehydroascorbat-
reduktase-Aktivitit ist im Chloroplasten, im Cytosol, in Mitochondrien und in Peroxi-
somen zu verzeichnen (DeTullio et al. 1998).

In vitro kann auch fiir andere Enzyme wie Glutaredoxin, Proteindisulfid-Isomerase und
Thioredoxin eine der Dehydroascorbatreduktase-Aktivitidt entsprechenden Funktion
nachgewiesen werden (DeTullio et al. 1998). Die Funktion von Glutaredoxin und Thio-
redoxin kann in folgenden zelluldren Prozessen beschrieben werden: Reduktion von
Dehydroascorbat, Proteinfaltung und —regulation, Schwefelmetabolismus. In Hefe
konnte in vivo die Rolle von Glutaredoxin als ,,Schutzenzym* gegen ROS nachgewiesen
werden (Luikenhuis et al. 1998).

J) Ozonwirkung im Apoplasten

Das Vorliegen von extrazellularem Ascorbat ist nicht nur bei Untersuchungen der
Ozondetoxifikationen von groBBem Interesse. Die wéssrige Phase des Apoplasten ist der
Ort, an dem Ozon und die ROS entgiftet werden miissen, wenn der Zerstérung von
Membranen und cytosolischen Komponenten vorgebeugt werden soll. Ozondetoxifi-
kation im Apoplasten durch Ascorbat wurde fiir verschiedene Pflanzen beschrieben
(Luwe et al. 1993; Luwe, Heber 1995; Ranieri et al. 1996; Ranieri et al. 1999; Plochl
2000; Turcsanyi et al. 2000; van Hove et al. 2001). Fiir andere ,,Stressoren* wie z.B.
Pathogeninfektionen ist die Ascorbatwirkung im Apoplasten ebenfalls belegt (Vanacker
et al. 1998Db).

Die Reaktion von Ascorbat mit Ozon und den ROS fiihrt zur Oxidation des Ascorbat-
molekiils:

O; + Ascorbat — Dehydroascorbat + H,O + O,

Diese Reaktion liuft nach einer 1:1-Stochiometrie ab. Die Effektivitit von Ascorbat bei
der Ozondetoxifikation im Apoplasten wird kontrovers beurteilt. Zum einen wird die
Vermutung aufgestellt, dass — ausgehend von Modellberechnungen — Ascorbat den
Hauptanteil des eindringenden Ozons direkt entgiften kann (Moldau 1998), bzw. — im
realistischen Versuchsablauf — die Entgiftung von mindestens der Halfte des Ozons
iibernimmt (Moldau et al. 1997; Moldau 1999). Zum anderen gibt es den Hinweis, dass
Ascorbat nicht so effektiv wie erwartet arbeitet und somit nur 5-10 % des Ozon entgiftet
(Jakob, Heber 1998). Dies wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass auch das Vorliegen
von erhohten Ascorbatkonzentrationen im Apoplasten die Pflanze vor Schidigungen
nicht zu schiitzen vermag.

Ungefdhr 80-90 % des im Apoplasten vorliegenden Ascorbats liegt in der reduzierten
Form vor. Im Gegensatz dazu konnen nach Ozonbehandlung bis zu 90 % des Ascorbats
in oxidierter Form nachgewiesen werden (Luwe, Heber 1995).
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Unter der bislang bestehenden Annahme, dass Ascorbat im Cytosol synthetisiert wird
(Foyer, Lelandais 1996), muss es durch die zelluliren Membranen in die Reakti-
onskompartimente transportiert werden (konnen). Noch wird die Frage nach der Exis-
tenz von Ascorbattranslokatoren kontrovers diskutiert. Thr Vorkommen erscheint
jedoch sehr wahrscheinlich. Bereits in den 80er Jahren wurde fiir Chloroplasten ein
Ascorbattranslokator identifiziert (Anderson et al. 1983). Auch fiir das Plasmalemma
wurde das Vorkommen ecines Ascorbat-Carriers beschrieben (Luwe, Heber 1995;
Horemans et al. 1997+1998+2000). Der Transport von Ascorbat vom Cytosol in den
Apoplasten kann auch iiber passive Diffusion (Konzentrationsgradient) erfolgen
(Bichele et al. 2000), wéihrend der Transport von Ascorbat und (vor allem) Dehydro-
ascorbat zuriick ins Cytosol Carrier-vermittelt ablaufen soll (angetrieben iiber einen
durch Protonen aufgebauten elektrochemischen Gradienten; Takahama 1998). Zudem
wird die Moglichkeit des Dehydroascorbat-Transportes iiber Glucose-Transporter
diskutiert (Prasad et al. 1999). Da es bislang keinen Beweis fiir die Reduktion von
Dehydroascorbat im Apoplasten gibt, wird vermutet, dass (hauptséchlich) Dehydro-
ascorbat ins Cytosol transportiert und dort reduziert wird (Luwe, Heber 1995;
Horemans et al. 1997+1998; Jakob, Heber 1998), eine Beobachtung, die in einer Arbeit
an Birken bestétigt wurde (Kollist et al. 2001).

Das Vorkommen von Glutathion im Apoplasten wurde gezeigt (Moldau 1998;
Vanacker et al. 1998b), aber auch anhand weniger Beispiele widerlegt (Jakob, Heber
1998). Im Vergleich zu Ascorbat wird die Reaktion von Glutathion mit Ozon als
10-20 fach langsamer beschrieben (Jakob, Heber 1998; Ranieri et al. 1996). Ein Trans-
lokator fiir Glutathion ist im Plasmalemma der Pflanzen zur Zeit noch nicht lokalisiert.
Humanmedizinische Arbeiten beschreiben fiir den Glutathion-Transport ein multidrug
resistance protein (MRP1/2) und einen damit verbundenen ATP-abhingigen Transport
des Molekiils. Fiir Hefen konnte analog ein sogenannter Y CF1-Transporter identifiziert
werden (Rebbeor et al. 1998).

Uber das Vorkommen der Glutathionreduktase im Apoplasten wird vereinzelt berich-
tet (Vanacker et al. 1998a+b). Die Detoxifizierungsfiahigkeit von Sauerstoffradikalen
durch das Enzym gilt als erwiesen. Eine Korrelation zwischen Glutathionreduktase-
Aktivitit und einer moglichen Ozontoleranz wird kontrovers diskutiert (Kangasjirvi et
al. 1994, Edwards et al. 1994).

Das Vorkommen von Dehydroascorbatreduktase-Aktivitit wird unterschiedlich gese-
hen: In einigen Untersuchungen konnte sie im Apoplasten nachgewiesen werden
(Vanacker et al. 1998a+b; Hernandez et al. 2001a), andere verneinten das Vorkommen
dieses Enzyms in diesem Kompartiment (Castillo, Greppin 1988; Luwe et al. 1993;
Luwe 1996).

Relativ iibereinstimmend ist dagegen die Meinung beziiglich der Peroxidasen. Sowohl
die unspezifische Peroxidase-Aktivitidt als auch die spezielle Ascorbatperoxidase-
Aktivitat wird fiir den Apoplasten beschrieben (Vannacker et al. 1998a+b). Peroxidasen
konnen unter Oxidation kleinmolekularer Phenole H,O, reduzieren und sind somit in
den Lignifizierungsprozess involviert (Takahama et al. 1996). So wurde ein Anstieg
der Peroxidase-Aktivitit nach Ozoneinwirkung gezeigt (Kronfuss et al. 1996). Dieser
Anstieg konnte auch im Fall der extrazelluldren Ascorbatperoxidase-Aktivitit
beobachtet werden (Ranieri et al. 1996).

Auch das Vorkommen der Superoxiddismutase im Apoplasten wurde gezeigt
(Vanacker et al. 1998a+b). Ein deutlicher Anstieg der Superoxiddismutase-Aktivitit
nach Ozoneinwirkung konnte gezeigt werden (Kangasjirvi et al. 1994).
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Das Vorkommen einzelner Bestandteile des Ascorbat-Glutathion-Systems im
Apoplasten kann nicht mit Sicherheit die Frage nach der Regenerationsmoglichkeit von
Ascorbat und Glutathion in diesem Kompartiment beantworten. Ein vollstdndiges
Reduktionspotential setzt neben dem Vorhandensein aller beteiligten Komponenten des
Zyklus auch die Versorgung des Systems mit Reduktionséquivalenten voraus. Diesbe-
ziiglich ist bislang noch nicht zu verzeichnen, dass es einen Hinweis fiir das Vorhanden-
sein einer reducing power in Form von NADPH+H" im Apoplasten gibt (Horemans et
al. 2000).

Wie aus diesen Ausfiihrungen ersichtlich, zeichnen sich die auf pflanzliche und tieri-
sche Organismen ,bedrohend wirkenden Umwelteinfliisse durch eine Vielfalt an
Erscheinungsformen aus. Studien iiber Reaktionen von Pflanzen auf ,,Stressoren® geben
einen Einblick in den weitgefacherten Aufbau des pflanzlichen Metabolismus: seine
Flexibilitat, Plastizitit, Diversitdt, Stabilitidt. Aber auch — oder vor allem — seine Gren-
zen.

Zielsetzung

Auf phénotypischer Ebene kann bei den fiir die vorliegende Arbeit zur Verfiigung
stehenden Phaseolus vulgaris Varietidten zwischen ozontoleranten (‘Tenderette’) und
ozonsensitiven (‘Oregon’) Pflanzen unterschieden werden. Nun soll sich zeigen, in wie
weit eine solche Unterscheidung auch auf physiologischer Ebene erfasst werden kann.
Dariiber hinaus soll ermittelt werden, ob das von uns ausgewahlte Subsystem (Ascor-
bat-Glutathion-System, auch Halliwell-Asada-System) bei Ozoneinwirkung eine zent-
rale Rolle in den Abwehrreaktionen bei Phaseolus spielt und ob es Grundlage fiir eine
weiterreichende Diskussionen sein kann. Hierzu muss zundchst eine umfassende
Charakterisierung des Systems bei unterschiedlichen Entwicklungszustinden und
unter verschiedenen Milieubedingungen erfolgen. Als externer Stressfaktor wird Ozon
appliziert.

Des Weiteren soll eine vergleichende Analyse des Systems in den einzelnen Komparti-
menten zeigen:

a) welches Kompartiment ist der primare Wirkort des Ozons und
b) wie stellen sich die Auswirkungen des Ozons auf Nachbarkompartimente dar.

Hierzu sollen die Komponenten des Systems in den einzelnen Kompartimenten analy-
siert werden. Darauf aufbauend soll eine umfassende Charakterisierung desjenigen
Kompartiments stattfinden, in dem die primare Ozonwirkung lokalisiert wird. Unter der
Annahme, dass die Verhiltnisse in Phaseolus konform mit den in der Literatur zu fin-
denden Analysen anderer Pflanzen gehen bedeutet dies, dass der Apoplast ins Zentrum
der Untersuchungen riicken wird. Hier sollen sowohl pflanzlichen Abwehrreaktionen
(vermittelt iiber das Ascorbat-Glutathion-System) erfasst werden, als auch der Frage
nach einer Sekundiarwirkung von Ozon {iber Radikale nachgegangen werden. Das dar-
aus resultierende Bild von actio (Ozon- bzw. Radikalwirkung) und reactio (hier:
Ascorbat-Glutathion-System) — nicht nur im Apoplasten — soll Grundlage fiir einen auf
physiologischer Ebene anzusiedelnden ,,Erklarungsansatz fiir die phénotypisch
erkennbaren Toleranzunterschiede unter Ozoneinwirkung sein.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite

Zentrifugen: Hermle Z 320 K

Polytron PT 3000

Spektralphotometer: Gilford 240

Photometer: Eppendorf Filterphotometer 1101 M
Waagen: Mettler PM 300; Mettler Analysenwaage H 54
Heraeus Trockenschrinke

Knick pH-Meter mit Schott Elektroden

2.2 Chemikalien und chem. Abkiirzungen

Alle verwendeten Chemikalien haben p.a. Qualitit und wurden von folgenden Firmen
bezogen:

Merck (Puffersubstanzen, Metaboliten, Séduren, Bestandteile der Néhrlosungen)
Sigma/Aldrich (Puffersubstanzen, Metaboliten, Glutathionreduktase aus Hefe, Phenol-
rot, PVP, Bestandteile der Nahrlosungen, NEM, Bipyridyl, Zucker)

Serva (Puffersubstanzen, Coomassie Brillant Blue, Reduktionséquivalente, BSA, PMS,
MTT, Bestandteile fiir die Fixierungen zur REM-Untersuchung, Verdauungsenzyme zur
Protoplastenisolierung, Bestandteile der Nahrlosungen, DTT)

Roth (Rotiphorese Gel 30, Alkohole, Aceton)

Bei dem genannten Wasser handelt es sich - sofern keine anderen Angaben gemacht
wurden - um Aqua bidest.

Bicine [0 (N,N-bis[2-Hydroxyethyl]glycine)

BSA [0 Bovine Serum Albumine Fraktion V (elektrophoresis)

DPPH [ (1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl Radikal)

DTT O DL-Dithiothreitol

DTNB [0 5,5’-Dithiobis-(2-nitrobenzoic Acid)

EDTA [0 Ethylenediaminetetraacetic Acid

GSH/GSSG O Glutathion (reduzierte Form)/Glutathion (oxidierte Form)
Hepes I (N-[2-Hydoxyehtyl]piperazine-N’-[2-ethanesulfonic acid])
MES [ (2-[N-Morpholino]ethanesulfonic acid)

MTT O (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
NEM O N-Ethylmaleimide

NBT U Nitro Blue Tetrazolium

PMS 0 Phenazine Methosulfate

PVP [0 Polyvinylpolypyrrolidone
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TCA O Trichloracetic Acid

TEA O Triethanolamine

TNB O Tetranitro Blue Tetrazolium

Tris 0 Tris(hydroxymethyl)aminomethane]
Tween [1 Polyoxyehtylenesorbitan

2.3 Pflanzenmaterial

Fiir die Untersuchungen wurden 2 Varietidten von Phaseolus vulgaris verwendet. Auf-
grund des phénotypischen Erscheinungsbildes nach Ozoneinwirkung wird Phaseolus
vulgaris var. ‘Tenderette’ als ozontolerant und Phaseolus vulgaris var. ‘Oregon’ als
ozonsensitiv eingestuft.

Kultiviert wurden die Pflanzen in einem Erde-Kompost-Gemisch (3:1) in Topfen mit
12 cm Durchmesser (Fruhstorfer-Einheitserde; Kompost aus Eigenkompostierung des
Instituts). Die Samen wurden 24 h auf Filterpapier im Dunkeln vorgequollen. Die Aus-
saat erfolgte auf Anzuchterde (Fruhstorfer) in Schalen (45x30x5 cm). Die Pflanzen
wurden direkt ins Freiland iiberfiihrt und im Alter von ca. 1 Woche pikiert (eine Pflanze
pro Topf). Gegossen wurde je nach Bedarf (ggf. tdglich). Es wurde wochentlich mit
einer nach Knoop modifizierten Diingerlosung gediingt. Pro Liter Wasser werden fol-
gende Substanzen gelost: 145 mg K,SOy4, 8.5 mg CaSO4 * 2 H,O, 185 mg MgSO,4 * 7
H,0, 105 mg NaH,PO,, 11.1 mg Na,EDTA * 2 H,0, 180 mg NH4NO3, 0.005 mg FeCl;
* 6 H,0, 1 mgMnCl, * 4 H,O, 0.146 mg CuSO4 * 5 H,O 0.318 mg ZnSO4 * 7 H,0,
1 mg H3BO3, 0.03 mg Na,MoO4 * 2 H,O.

Je Versuchsansatz wurden ca. 50 Pflanzen pro Varietét benétigt. Die Ernte erfolgte in 4
bzw. 7 Tagen Abstand, jeweils vormittags. Alle Blétter waren bei der Ernte vollstindig
entfaltet. Um vergleichbare Analysen durchfiihren zu kénnen, wurden immer das 1. und
2. Folgeblatt einer Pflanze geerntet. (Ausschluss von Schwankungen aufgrund von Alte-
rungserscheinungen sowie diurnale Schwankungen.) Voruntersuchungen ergaben, dass
sich diese beiden Blattetagen physiologisch entsprechen. Es wurden jeweils die Blitter
von 3 Pflanzen als Untersuchungsmaterial verwendet.

2.4 Ozonbehandlung

Die Ozonbehandlung erfolgte in Freilandversuchsanlagen des Institutes fiir Pflanzen-
okologie der Justus-Liebig-Universitit Giellen.

Zur Ozonapplikation standen open-top-Kammern (Beschreibungen zur Anlage siehe
Fangmeier et al. 1992) zur Verfiigung. Fiir die erste Serie der Gesamtblattanalysen
sowie fiir die Radikaldetektionen und die rasterelektronenmikroskopischen Untersu-
chungen wurden Pflanzen verwendet, die mit 50 ppb Ozon, addiert zur AufBenluft,
behandelt wurden. Die Kontrollpflanzen wurden ausschlielich unter Auenluftbedin-
gungen kultiviert. Die vergleichenden Gesamtblatt- und Apoplastenuntersuchungen
wurden an Pflanzen vorgenommen, die mit 30 ppb Ozon, addiert zur Auf3enluft, behan-
delt wurden. Die Ozonbehandlung fand durchgehend (d.h. 24 Stunden pro Tag) statt.
Die Ozongeneration erfolgte mit einem Ozongenerator aus reinem Sauerstoff. Das ent-
standene Ozon wurde mit Aulenluft gemischt und in die Kammern geleitet. Die Ozon-
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Konzentrationen in den Kammern wurden in regelméfBigen Abstinden (8 Minuten)
analysiert. Die Experimente wurden je 3 mal wiederholt (Juni, Juli, August) und tiber
den Zeitraum von 3 Jahren durchgefiihrt.

2.5 Biochemische Gesamtblattanalysen
2.5.1 Extraktgewinnung

2.5.1.1 Metaboliten

Zur Bestimmung von Ascorbat und Glutathion wurde tiefgefrorenes Pflanzenmaterial
verwendet. Zur Ascorbat-Bestimmung (nach Okamura 1980) wurde Pflanzenmaterial
in einem Verhéltnis von 1:10 mit 0.1 N HC1 + 10 % (w/w) PVP bei 4 °C im Porzellan-
morser homogenisiert.

Ebenfalls im Verhéltnis 1:10 wurde zur Glutathion-Bestimmung (nach O’Kane et al.
1996) in 8 %iger (w/v) Sulfosalicylsdure + 10 % (w/w) PVP bei 4 °C extrahiert. Nach
Filtration und Zentrifugation konnte aus geklirtem Uberstand Ascorbat direkt und
Glutathion nach Neutralisation mit TEA' (pH = 7) bestimmt werden.

Die Reduktionsdquivalente NADP/H und NAD/H wurden (nach Matsumura, Miyachi
1980) in 0.1 N HCI (zur NADP-, bzw. NAD-Bestimmung) bzw. 0.1 N NaOH (zur
NADPH-, bzw. NADH-Bestimmung) ebenfalls im Verhéltnis 1:10 im Porzellan-Morser
homogenisiert. Zur Stabilisierung der oxidierten bzw. reduzierten Form wurden die
Proben fiir die Dauer von 5 Min. auf 100 °C erhitzt. Nach Abkiihlen konnten sie durch
Filtration (Gaze) und Zentrifugation geklart werden. Die Proben wurden vor dem Mes-
sen mit HCI bzw. NaOH neutralisiert (pH = 7).

Zur Bestimmung von Glucose-6-Phosphat wurde (nach Stitt et al. 1989) tiefgefrorenes
Pflanzenmaterial in einem Verhéltnis von 1:8 mit 8 %iger (w/v) Sulfosalicylsdure +
10 % (w/w) PVP bei 4 °C im Porzellanmdrser homogenisiert. Nach Filtration und
Zentrifugation konnte aus geklirtem Uberstand nach Neutralisation mit TEA Glucose-
6-Phosphat gemessen werden.

2.5.1.2 Enzyme

Tiefgefrorenes Pflanzenmaterial wurde in den nachfolgenden Pufferlosungen bei 4 °C
im Porzellanmorser homogenisiert. Ascorbatperoxidase (EC.1.11.1.11) wurde (nach
Nakano, Asada 1981) in einem Puffergemisch aus 50 mM Tris-HCL, pH 7.8, 10 % (w/v)
Sorbitol, I mM Ascorbat und 10 % (w/w) PVP) homogenisiert. Katalase (EC.1.11.1.6),
Peroxidase (EC.1.11.1.7) und Malatdehydrogenase (EC.1.1.1.37) wurden (nach Om-
ran 1980) in einem Puffergemisch aus 100 mM Na,HPO.,/KH,PO,-Puffer, pH 7 und
10 % (w/w) PVP homogenisiert. Glutathionreduktase (EC.1.6.4.2), Dehydroascor-
batreduktase (EC.1.8.5.1) und Glucose-6-Phosphatdehydrogenase (EC.1.1.1.49)
wurden nach (Fricke 1991) in einem Puffergemisch aus 50 mM Tris-HCI, pH 7.8, I mM
DTT, 5 mM Cystein-HCI, 0.5 mM EDTA und 10 % (w/w) PVP homogenisiert. Nach

! Zur einfacheren Handhabung wird TEA im Verhiltnis 1:1 mit H,O verdiinnt.
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Klarung durch Zentrifugation konnten Katalase, Malatdehydrogenase und Peroxidase
direkt gemessen werden.

Da Katalase in vivo und in vitro sehr lichtempfindlich ist (Streb, Feierabend 1996),
sollte der Lichteinfall bei der Aufarbeitung und vor allem wéhrend der Aufbewahrungs-
zeiten weitgehend reduziert werden.

Zur Messung der Ascorbatperoxidase wurde der Extrakt ca. 5 Stunden bei 4 °C gegen
einen Puffer, bestehend aus 50 mM Tris-HCL, pH 7.8, 5 % (w/v) Sorbitol und 1 mM
Ascorbat, dialysiert.

Glutathionreduktase und Dehydroascorbatreduktase konnten ebenfalls erst nach einer
Dialyse gegen ein Puffergemisch, bestehend aus 50 mM Tris-HCI, pH 7.8 und 4 mM
Mercaptoethanol gemessen werden. Die Dialyse sollte sich in diesem Fall {iber mind.
8 Stunden bei 4 °C erstrecken.

2.5.1.3 Proteine

Tiefgefrorenes Pflanzenmaterial wurde (nach Cooper 1981) im Verhéltnis 1:5 in einem
Puffergemisch aus 50 mM Tris-HCI, pH 7.6, | mM EDTA, 5 mM DTT bei 4 °C homo-
genisiert. Nach Klirung durch Zentrifugation wurde der Uberstand zur Fillung der Pro-
teine mit Ammoniumsulfat (NH4SO,) angereichert (80 % Endkonzentration). Nach
erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in Extraktionspuffer gelost. Nach einer Dialyse
(iiber Nacht) gegen ein Puffergemisch, bestehend aus 50 mM Tris-HCI, pH 7.8 und 4
mM Mercaptoethanol, konnte der Proteingehalt (nach Bradford 1976) bestimmt werden.

2.5.1.4 Chlorophylle/Karotinoide

Frisches Pflanzenmaterial wurde (nach Porra 1989) in eiskaltem 80 %igen (v/v) Aceton
in 25 mM Na,HPO4/NaH,PO,-Puffer, pH 7 (dies vermindert die Phaeophytinbildung),
im Polytron homogenisiert und anschlieBend durch Filtration und anschlieBender
Zentrifugation geklart. Der Extrakt wurde bis zur Messung gekiihlt (4 °C) und dunkel
aufbewabhrt.

2.5.1.5 Gesamt-Antioxidantienkapazitit

Die Gesamt-Antioxidantienkapazitit von Blittern wird mittels zweier radical-
scavenging-assays bestimmt.

a) NBT-assay

Im ersten assay (Grace et al. 1998) wurde die scavenging-Rate von Superoxidradi-
kalen tiber die Inhibierung der NBT-Reduktion in Gegenwart eines Superoxid-
generierenden Systems beurteilt (s. auch 2.5.2.5).

Die Aufarbeitung des Blattmaterials erfolgte in einem 100 mM NaH,PO4/Na,HPO,-
Puffer, pH 7.4 bei 4 °C. Das Probenmaterial wurde im Verhéltnis 1:5 in Puffer im
Porzellan-Mdrser homogenisiert. Nach anschlieBender Zentrifugation konnte direkt aus
dem geklirten Uberstand gemessen werden.
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b) DPPH-assay

Anhand des zweiten assays (Levaas, Olsen 1998) wurde die scavenging-Kapazitét eines
methanolischen Blattextraktes iiber das Radikal DPPH bestimmt (s. auch 2.5.2.5). Das
Probenmaterial wurde im Verhéltnis 1:5 in Methanol bei 4 °C aufgearbeitet. Nach
Zentrifugation konnte aus geklirtem Uberstand direkt gemessen werden.

2.5.2 Messungen

2.5.2.1 Metaboliten

Die Bestimmung der oxidierten und reduzierten Formen des Ascorbats erfolgte nach
Okamura (1980) Sie hierzu auch Abb. 3. Der Reaktionsansatz zur Bestimmung des
Gesamt-Ascorbatgehaltes enthielt 60 mM NaH,PO,/Na,POy4-Puffer, pH 7.5, 2 mM DTT
- zur Reduktion des oxidierten Anteils an Ascorbat (¢) - und 200 pl mit 6 N NaOH neut-
ralisierte Probe. Dieser Ansatz wurde 15 Min. bei Raumtemperatur inkubiert, um

ZN
Ascorbat ‘ H
2) o T ey ot b) et 4 \\\N/ — Chelat-Komplex
N
NS
H ‘ Bipyridyl
O A
0) j ‘ + HS-CH»-(CHOH),-CH, -SH
o Yo DTT
HOCH OH OH S
] NS RN
CHon ‘ qHZ $
+
CHOH CH»
Dehydroascorbat N /\\0 - 61_[
HO(‘IH
CH,OH
Ascorbat
CyH;
|
(0] 0]
N NN/
d) HS-CH,-(CHOH),-CH,-SH + ‘ ‘ _> C,H;
- |
(0] (0]
N\ NN/
DTT NEM ‘ ‘
-S-CH,-(CHOH),-CH,-S-HC ——

Abb. 3: Chemische Reaktionen bei der Ascorbatbestimmung mit Bipyridyl;
Erkldrungen siehe Text

eine vollstandige Reduktion zu gewéhrleisten. Mit 100 ul einer 0.5 %igen NEM-Losung
wurde das zugegebene DTT im Versuchsansatz gebunden (d). Hinzu kamen 1 ml Farb-
reagenz, bestehend aus 0.7 % Bipyridyl in gleichen Anteilen von 70 %igem Ethanol,
42.5 %iger HsPO4 und 10 %iger TCA. Im Anschluss erfolgte unter Schiitteln die
Zugabe von 200 pl 3 %iger FeCls-Losung. Die Fe'*-Ionen wurden durch Ascorbat
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zu Fe** reduziert (a). Diese bildeten mit Bipyridyl einen gefirbten Chelatkomplex (b),
der nach einstiindiger Inkubation bei 37 °C bei 546 nm spektrophotometrisch bestimmt
wurde. Messungen von Standardkonzentrationen wurden mit reduziertem Ascorbat
durchgefiihrt. Zur Bestimmung des Anteils von oxidiertem Ascorbat im Extrakt wurde
die NEM-Losung vor der Probe in das Puffer-Gemisch pipettiert, das tibrige Verfahren
entspricht dem oben beschriebenen.

Glutathion kann {iber einen enzymic-recycling-assay (Griffith 1980) bestimmt werden
(siche Reaktionsgleichungen). Das durch DTNB oxidierte GSH kann mittels NADPH in
Anwesenheit von Glutathionreduktase wieder reduziert werden. Die Geschwindigkeit
der TNB-Bildung wurde hierbei bei 405 nm spektrophotometrisch bestimmt. Der
Gesamt-Glutathiongehalt wurde direkt aus der neutralisierten Probe gemessen. Der
Anteil des oxidierten Glutathions wurde nach Derivatisierung mit 2-Vinylpyridin
bestimmt. Dabei wurden 2 pl 2-Vinylpyridin pro 100 ul Probe eingesetzt. Das Reakti-
onsgemisch beinhaltete 100 mM NaH,PO4/Na,HPOy-Puffer, pH 7.5, 4 mM EDTA,
0.2 mM NADPH, 0.6 mM DTNB und 0.5 U/ml Glutathionreduktase (Reaktionsstarter).
Standardkonzentrationen wurden sowohl mit reduziertem als auch mit oxidiertem
Glutathion gemessen.

2 GSH + DTNB = GSSG + TNB +2 H'

Glutathionreduktase
GSSG + NADPH+H" P 2 GSH + NADP"

(Anderson 1985)

Die Bestimmung von NADP und NADPH erfolgte (nach Matsumura, Miyachi 1980)
mittels einer Mischung aus MTT, PMS, Glucose-6-Phosphat und Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase (G6PDh). NADP wurde durch das Dehydrogenase-System reduziert.
NADPH bildete, vermittelt durch PMS, reduziertes MTT (siche Reaktionsgleichung).
Die Geschwindigkeit der MTT,y Bildung wurde spektrophotometrisch bei 570 nm
bestimmt. Das Reaktionsgemisch enthielt 100 mM Bicine-NaOH, pH 8, 2 mM EDTA,
0.2 mM MTT, 0.83 mM PMS, 500 mM Glucose-6-Phosphat und 0.78 U/ml Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase (Reaktionsstarter). Standardkonzentrationen wurden mit
NADP und NADPH gemessen.

NADP(H)
Glucose-6- +
phosphat NADP PMSreq Mo
6-Phospho-
P10 ¢ NaDPH PMS , =P MTT;eq

gluconat  “eppp

Die Bestimmung von NAD und NADH erfolgte analog der oben genannten Methode
(Matsumura, Miyachi 1980). Die Reduktion von NAD erfolgte iliber die Alkohol-
dehydrogenase und der Zugabe von Ethanol. Die darauf folgende Reaktion verlduft wie
oben (sieche Reaktionsgleichung). Das Reaktionsgemisch enthielt 100 mM Bicine-
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NaOH, pH 8§, 2 mM EDTA, 0.2 mM MTT, 0.83 mM PMS, 500 mM Ethanol und
10 U/ml Alkoholdehydrogenase (ADH, Reaktionsstarter). Standardkonzentrationen
wurden mit NAD und NADH gemessen.

NAD(H)

Ethanol NAD* PMS, g MTTox

Acet- ‘ H

aldehyd T NADH PMS o« MTTred
Glucose-6-Phosphat kann (nach Stitt et al. 1989), vermittelt durch Glucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase, unter Zugabe von NADP oxidiert werden. Dabei entstehen
6-Phopsphogluconsédure und NADPH (siehe Reaktionsgleichung). Die Extinktions-
zunahme durch die NADPH-Entstehung wurde bei 366 nm spektrophotometrisch
ermittelt. Das Reaktionsgemisch enthielt 100 mM Tris-HCI, pH 8, 5 mM MgCl,,

0.33 mM NADP und 0,5 U/ml Glucose-6-Phosphatdehydrogenase (Reaktionsstarter).
Der Extinktionskoeffizient (mM) betrigt 3,4 (10° * cm” * mMol™).

Glucose-6-(P)-Dehydrogenase
Glucose-6-(P) + NADP+ » Gluconat-6-(P) + NADPH

2.5.2.2 Enzyme

Zur Ermittlung der Ascorbatperoxidase-Aktivitit (Nakano, Asada 1981; Asada 1992)
wurde die Geschwindigkeit der Ascorbatverminderung durch Oxidation spektrophoto-
metrisch bei 290 nm bestimmt. Katalysiert wurde diese H,O,-vermittelte Reaktion
durch im Extrakt/Standard enthaltene Ascorbatperoxidase (siche Reaktionsgleichung).
Das Reaktionsgemisch enthielt 100 mM NaH,PO4/Na,HPOy4-Puffer, pH 7, 0.1 mM
EDTA, 0.5 mM Ascorbat, 0.1 mM H,0, (Reaktionsstarter). Die Berechnung erfolgte
mittels des Extinktionskoeffizienten (mM) von 2.8 (10° * cm?® * mM™).

Ascorbatperoxidase
H,O, + Ascorbat > Dehydroascorbat + 2 H,O

(Asada 1992)

Bei der Bestimmung der Dehydroascorbatreduktase-Aktivitit (Nakano, Asada 1981)
wurde die Geschwindigkeit der Ascorbatzunahme, vermittelt iiber die Dehydro-
ascorbatreduktase, aus Dehydroascorbat bei 265 nm spektrophotometrisch gemessen.
Das Reaktionsgemisch bestand aus 100 mM NaH,PO4/Na,HPO4-Puffer, pH 7, 0.1 mM
EDTA, 0.5 mM Glutathion (red.), 0.1 mM Dehydroascorbat. Die Reaktion wurde nach
kurzer Inkubation mit Dehydroascorbat gestartet. Der fiir die genannten Bedingungen
giiltige Extinktionskoeffizient (mM) ist 14 (10> * cm® * mM™).
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Dehydroascorbatreduktase
Dehydroascorbat + 2 GSH P Ascorbat + GSSG

Die Aktivititsbestimmung der Glutathionreduktase (Smith et al. 1988) erfolgte
anhand eines ,,DTNB-recycling-assays*“. Das oxidierte Glutathion konnte mittels
NADPH und der in der zu messenden Probe befindlichen Glutathionreduktase reduziert
werden. In dieser Form reagierte es mit DTNB (sieche Reaktionsgleichungen). Die
Bildungsrate des dabei entstchenden TNB wurde spektrophotometrisch bei 405 nm
gemessen. Das Reaktionsgemisch enthielt 100 mM NaH,PO,/Na,HPO,-Puffer, pH 7.5,
0.2 mM NADPH, 0.6 mM DTNB, 1 mM GSSG (Reaktionsstarter). Die Berechnung
erfolgte mittels des Extinktionskoeffizienten (mM) 13.6 (10° * cm? * mM™).

Glutathionreduktase
GSSG + NADPH+H" P 2 GSH + NADP"

GSH + DINB = GSTNB + TNB
(Smith et al. 1988)

Die Peroxidase-Aktivitdit wurde mittels Guajacol spektrophotometrisch bei 436 nm
bestimmt (Putter 1965). Das Reaktionsgemisch setzte sich aus 100 mM
Na,HPO4/KH,PO4-Puffer, pH 7, 0.3 mM Guajacol und 0.12 mM H,0O, (Reaktions-
starter) zusammen (siche Reaktionsgleichung). Der Extinktionskoeffizient (mM) betragt
25.5 (103 * cm?® * mM™'; wobei zur Berechnung des Umsatzes von H,O, das Ergebnis in
uMol Guajacol mit 4 , multipliziert wird da eine Komplexbildung erfolgt).

Peroxidase
4H,0, + 4 DH, » 3 H,0 + Dy

D, = Oktadehydrotetraguajacol

Die Messung der Katalase-Aktivitdt erfolgte nach Aebi (1984). Die H,0,-Spaltung
durch Katalase (siche Reaktionsgleichung) konnte direkt als Extinktionsabnahme bei
240 nm spektrophotometrisch bestimmt werden. Das Reaktionsgemisch enthielt 50 mM
NaHzPO4/Na2HPO4-Puffer, pH 7, und 10 mM HzOz.

Der Extinktionskoeffizient (mM) betrigt 43,5 (10° * cm” * mM™).

Katalase

2 H,0, =Py 2 H,0 + O,

Die Aktivitdtsbestimmung der Malatdehydrogenase erfolgte nach Bergmeyer, Brent
(1983) sowie Smith (1983). Das Reaktionsgemisch setzte sich aus 100 mM TEA-Puffer,
pH 7.5, 5 mM MgCl,, 0.25 mM NADH und 1 mM Oxalacetat (Reaktionsstarter)
zusammen. Die Extinktionsabnahme bei 334 nm als Folge der NADH-Oxidation in
Verbindung mit gleichzeitiger Reduktion von Oxalacetat zu Malat konnte spektropho-
tometrisch bestimmt werden (siehe Reaktionsgleichung).

Der Extinktionskoeffizient (mM) fiir die Reaktion betrigt 6.18 (10° * cm? * mM™).
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Malatdehydrogenase
Oxalacetat + NADH+H ' = Malat + NAD"

Zur Ermittlung der Glucose-6-Phosphatdehydrogenase-Aktivitit wurde die Zunahme
der Extinktion bei 366 nm spektrophotometrisch bestimmt (nach Fickenscher, Scheibe
1986). Diese resultierte in der Zunahme von NADPH+H" durch die Reduktion von
NADP" bei gleichzeitiger Oxidation von Glucose-6-Phosphat zu 6-Phosphogluconsiure
vermittelt durch die Glucose-6-Phosphatdehydrogenase (siche Reaktionsgleichung).
Das Reaktionsgemisch enthielt 50 mM Tris-HCI, pH 8, 5 mM MgCl,, 0.33 mM NADP
und 2 mM Glucose-6-Phosphat (Reaktionsstarter).

Der Extinktionskoeffizient (mM) betrigt 3,4 (10° * cm? * mM™).

Glucose-6-(P)-Dehydrogenase
Glucose-6-(P) + NADP+ P Gluconat-6-(P) + NADPH

2.5.2.3 Berechnung

Berechnung der Substrat-Konzentration bei mitgefiihrtem Standard:

Ep
St E

St

Berechnung der Substrat-Konzentration bei Verwendung des Extinktionskoeffi-

zienten:
Vol m Mol
*E [g(TG)

Vol E
g (TG)

delta Extinktion
c = — :
Extinktionskoeffizient * d

VOIP

Berechnung von Enzymaktivitéaten:

1000
Extinktionskoeffizient * d

. YOIk . delta Extinktion
Volp Zeit (min)

A:

« Vol E L U J
g (TG) g(TG)

¢, = Konzentration der Probe; cs: = Konzentration des Standards

E, = Extinktion der Probe

delta Extinktion = Extinktionsdifferenz
Vol ¢ = Gesamtvolumen in der Kiivette
Vol g = Extraktvolumen

TG = Trockengewicht

1 U=1 pMol * min "'

Es. = Extinktion des Standards

d = Schichtdicke der Kiivette in cm
Vol p = Probevolumen

g = eingewogenes Pflanzenmaterial
F = Verdiinnungsfaktor
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2.5.2.4 Proteine

Die Proteine wurden spektrophotometrisch bei 595 nm tiiber die Farbreaktion mit Coo-
massie Brillant Blue G-250 gemessen (Bradford 1976). 100 mg Coomassie Farbstoff
wurden in 50 ml 95 %igen (v/v) Ethanol geldst. Danach wurden 100 ml 85 %ige ortho-
Phosphorsédure zugegeben und mit Aqua dest. auf 1 Liter aufgefiillt. Die Losung war
nach Filtration gebrauchsfertig.

Die zu messenden Extrakte wurden vor der Messung verdiinnt. Mit Bovine Serum
Albumin in 0,15 M NaCl-Losung wurden Standardkonzentrationen gemessen.

2.5.2.5 Chlorophylle/Carotinoide

Die Messung der Extinktion erfolgte in einem Spektralphotometer bei 663, 646 und
470 nm gegen ein entsprechendes Aceton/Puffer-Gemisch (80 % v/v Aceton in 100 mM
Phosphatpuffer, pH 7).

Zur Berechnung der Chlorophylle und Carotinoide dienten folgende Formeln (nach
Urbach 1976):

Chlorophyll a [pg * ml" Extrakt] = 12,21 * Ege; — 2,81 * Eg4s
Chlorophyll b [pg * ml™ Extrakt] = 20,13 * E g6 — 5,03 * Ege3

Carotinoide [ug * ml™ Extrakt] =

1000 * E4790— 3,27 * Chlorophyll a — 104 * Chlorophyll b
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2.5.2.6 Gesamt-Antioxidantienkapazitit

a) NBT-assay

Die Bestimmung der Gesamt-Antioxidantienkapazitit (Abb. 4; nach Grace et al. 1998)
iiber Inhibierung der NBT Reduktion erfolgte in einem Reaktionsgemisch aus 100 mM
NaH,P04/Na,HPO4-Puffer, pH 7.4, 25 mM NBT, 78 mM NADH und Probe/Standard.
Durch Zugabe von 10 mM PMS wurde die Reaktion, d.h., die Generierung von Super-
oxidradikalen gestartet. Die Zunahme von blau gefdrbtem Formazan konnte bei
560 nm spektrophotometrisch ermittelt werden. Die Kalkulation der scavenging-Akti-
vitdt erfolgte anhand der Inhibierungsrate der Formazanbildung in Anwesenheit von
Antioxidantien im Blattextrakt bzw. im Standard, relativ zu einer Kontrolle. Als Stan-
dard wurde Kaffeesdure und p-Cumarséure eingesetzt.

b) DPPH- assay

Die Bestimmung der Gesamt-Antioxidantienkapazitit liber den DPPH-assay (nach
Lovaas, Olsen 1998) erfolgte bei 514 nm spektrophotometrisch. Dabei wurde die
scavenging-Aktivitit des Extraktes liber die Abnahme der Extinktion bestimmt. Diese
Abnahme griindete im scavenging des DPPH Radikals iiber im Extrakt enthaltene Radi-
kalfanger und dem damit einhergehenden Farbverlust. Das DPPH-Radikal selbst ist
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in Losung dunkel violett geférbt. Das ,,Ausbleichen” der DPPH-L6sung wurde {iber
einen Zeitraum von 60 sec verfolgt. 200 pl der zu testenden Losung wurden in eine
Kiivette pipettiert und diese im Photometer plaziert. Die Reaktion wurde durch die
Zugabe von 1 ml DPPH (100 uM in Methanol) gestartet. Bestimmt wurde die Extink-
tion von reinem DPPH in Methanol (Leerwert) zum Zeitpunkt t = 0 (Ay), die Extinktion
der Probe (A;) zum Zeitpunkt t = 0 und die Extinktion von DPPH + Probe nach 60 sec
(A,). Uber die folgende Beziehung konnte die scavenging-Aktivitit ermittelt werden.

nmol Radikalscavenger = (Ag + A} — Ay) * V/e

V = Gesamtvolumen des Messansatzes
g (mM) = 12,51 (10° * cm® * mM™)

Superoxidradikal
Radikal-scavenger (Zellextrakt)

a2,
NN@@JNW

OCH,

Q Q

Formazan

Abb. 4: Reduktion von NBT zur Formazan durch Superoxidradikale

2.6 Chloroplasten- und Protoplastenisolierungen

2.6.1 Chloroplasten

Die Chloroplastenisolierung erfolgte in Anlehnung an die Arbeiten von Reeves, Hall
(1973); Foyer, Halliwell (1976); Charles, Halliwell (1981).

Das Isolierungsmedium setzte sich folgendermallen zusammen: 50 mM Hepes-KOH-
Puffer, pH 7.6, 330 mM Sorbitol, 2 mM EDTA, 0.4 % BSA, 1 mM MgCl,, | mM
MnCl,, 2 mM Ascorbat.

Frisches Pflanzenmaterial wurde grob zerkleinert und im Verhéltnis 1:5 mit tiefgekiihl-
tem Puffergemisch versetzt. Danach wurde mit einem Polytron homogenisiert. Bei max.
2000 g wurden die Chloroplasten in der Zentrifuge pelletiert. Das Pellet wurde mit Puf-
fer gewaschen, um weitere Zellbestandteile zu entfernen. Im Anschluss wurde das Pellet
in Puffer resuspendiert. Vor den anschlieenden Metaboliten- und Enzymbestimmungen
wurden die Chloroplastensuspensionen mit einem hyperosmotischen Medien verdiinnt
und auf dem Vortex gemischt, was ein Aufbrechen der Membranen
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zur Folge hatte. Zur Bestimmung von Ascorbat wurde in HCI verdiinnt, die Bestim-
mung der Ascorbatperoxidase erfolgte in einem Puffer aus 50 mM Tris-HCI, pH 7.8,
10 % Sorbitol (w/v), 1 mM Ascorbat. Die -Bestimmung der Metaboliten erfolgte direkt
im Anschluss, die Messung der Enzymaktivititen nach Dialyse gegen ein
Puffergemisch (ca. 4 Stunden) bestehend aus: 50 mM Tris-HCI, pH 7.8, 1 mM DDT,
2 mM Mercaptoethanol, 2 mM Ascorbat.

2.6.2 Protoplasten

Protoplasten, per Definition isolierte ,nackte” Pflanzenzellen, wurden mittels eines
Enzymgemisches, das Pektin und Cellulose abbauen kann, aus Blattgewebe gewonnen
(Roby et al. 1991; Pladys et al. 1991; Potrykus, Shillito 1986; Robinson 1987).

Junge Blitter, die zu ca. 70-80 % entfaltet waren (minimierte Zellwandfestigkeit), wur-
den mit 70 % Ethanol und anschlieBend 5 % Natriumhypochlorid (in 1 % Tween-
Wasser) oberflidchensterilisiert. Die Blattunterseiten wurden unter Umgehung der grof3e-
ren Blattadern mit einer scharfen Klinge eingeritzt (ca. 2 mm Abstand). Die derart
behandelten Blitter wurden in Petrischalen in die Isolationslosung iiberfiihrt. Diese
isotonische Losung bestand aus 5 mM MES-KOH, pH 6, 350 mM Mannitol, 1 mM
CaCl,, 1 % Cellulase ,,Onozuka R-10 und 0.2 % Macerozym R-10. Die Blétter wurden
iiber Nacht (dunkel) bei Raumtemperatur unter leichtem Schiitteln inkubiert. Grobe
Bestandteile wurden aus der Suspension durch Filtration durch ein Nylonnetz (~ 85 um
[1) entfernt. Anschlieend wurde bei 20 g fiir 5 Min. auf einer 19 %igen (w/v) Saccha-
rose-Losung zentrifugiert. Die intakten Protoplasten schwammen auf der Zuckerldsung
und konnten mit einer Pipette (groBe Offnung) vorsichtig abgesaugt werden. Die Proto-
plasten wurden nochmals mit Pufferlosung gewaschen und je nach weiterer Hand-
habung in obige Losung oder Nahrlésung (z.B. nach Murashige/Skoog) iiberfiihrt.

2.7 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Das fiir die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen bendtigte Pflanzen-
material wurde iiber eine Karnovsky-Fixierung (in Anlehnung an Postek, Tucker 1976)
mit anschlieBender Nachfixierung mit 1 %iger OsO4—LOsung vorbereitet. Die
Karnovsky-Fixierlosung setzte sich wie folgt zusammen: 7 ml 100 mM
Na,HPO4/NaH;PO4-Puffer, 3 ml Paraformaldehyd-Losung (0,06 g/ml) und 2 ml
handelsiibliche 50 %ige Glutaraldehyd-Losung. Die Proben verblieben 30-45 Min. im
Vakuum (200 mbar). Die Gesamtfixierdauer betrug ca. 12 Stunden bei 4 °C. Im
Anschluss wurden die Proben in einer Acetonreihe entwissert. Die folgenden ,,Entwis-
serungzeiten® sind Richtwerte: je 2 Stunden in 30 % und 50 % Aceton, je 12 Stunden in
70 %, 90 %, 95 %, 100 % Aceton (in letzterem ist eine lingere Aufbewahrung mog-
lich). Darauf folgte die critical-point-Trocknung sowie das sputtern der Proben mit
Gold im Vakuum (Bohler Fachberichte). Die elektronenmikroskopischen Arbeiten wur-
den in der ZBB der JLU-Giessen unter Anleitung von Frau Dr. Richter durchgefiihrt.
Die Filmentwicklung wurde im dortigen Institut nach herkdémmlichen Methoden vorge-
nommen. Die Bildentwicklung fand in Fachgeschéften statt.
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2.8 Apoplastenfluidgewinnung und biochemische Analysen

Die Gewinnung des Apoplastenfluids erfolgte in Anlehnung an Husted, Schjoerring
(1995) anhand Vakuuminfiltration und anschlieBender Zentrifugation.

Aus frischem Pflanzenmaterial wurden zur Vereinfachung der Oberflichenmessung
sowie Infiltrationsratenbestimmung Blattscheiben mit 1 cm Durchmesser gestanzt.
Diese wurden in eigens dafiir konstruierten Schalen mit Halterung in isotonische
Sorbitollosung (hier: 0.28 M) iiberfiihrt und einem Vakuum von 100 mbar ausgesetzt.
Der Vorgang des Ent- und Beliiftens dauerte ca. 3 Min. und wurde 3-4 mal wiederholt.
Geringe Infiltrationsraten erforderten die Belichtung der Blattscheiben zwischen den
Vakuumbehandlungen. Nach Infiltration wurden die Blattscheiben vorsichtig trocken
getupft und einzeln in Aluminiumfolien (ca. 1 cm breit) gewickelt. Diese wurden in
speziellen Halterungen in Zentrifugenréhrchen plaziert. Es wurde max. 20 Min. bei
2000 g zentrifugiert. Das Apoplastenfluid wurde in Eppendorfgefaflen aufgefangen und
im Anschluss je nach Bedarf in Vorbereitung der weiteren Bearbeitung in die entspre-
chenden Pufferlosungen pipettiert.

Die Ascorbatperoxidase-Bestimmung wurde nach Mischung des Apoplastenfluids im
Verhiltnis 1:2 mit 50 mM Tris-HCI, pH 7.8, 10 % (w/v) Sorbitol und 1 mM Ascorbat
durchgefiihrt.

Die Glutathionreduktase- und Dehydroascorbatreduktase-Bestimmung erfolgte aus
einer 1:2 Mischung mit 50 mM Tris-HCI, pH 7.8, 1 mM DTT, 5 mM Cystein-HCI und
0.5 mM EDTA.

Peroxidase und Malatdehydrogenase wurden nach versetzen des Fluids mit einem
100 mM Na,HPO4/KH,PO,-Puffer, pH 7 ebenfalls im Verhéltnis 1:2 gemessen.

Zur Protein-Bestimmung wurde das Apoplastenfluid im Verhéltnis 1:1 in ein Puffer-
gemisch aus 50 mM Tris-HCI, pH 7.6, 1 mM EDTA und 5 mM DTT iiberfiihrt.

Die Bestimmung von Ascorbat erfolgte nach Mischung von Fluid mit 0.1 N HCI (1:2)
und die Glutathion-Messung konnte nach Versetzen der Probe mit 8 %iger (w/v)
Sulfosalicylsdure (1:2) durchgefiihrt werden.

Die Apoplastenfluid-Puffer-Gemische wurden in fliissigem Stickstoff tiefgefroren und
entsprechend den Angaben fiir die Gesamtblattanalysen weiter bearbeitet. Zur Messung
der einzelnen Komponenten wurden unterschiedliche Volumina Fluid-Puffer-Gemisch
benotigt. Im Einzelnen waren dies: Ascorbatperoxidase 100 pl, Glutathionreduktase
20 ul, Dehydroascorbatreduktase 100 ul, Peroxidase 20 pl, Malatdehydrogenase 5 pl
und Ascorbat 200 pl. Die Glutathion-Bestimmung erfolgte nach Neutralisation mit TEA
(pH = 7) mit 150 pl Fluid-Puffer-Gemisch (Literatur siehe Kapitel 2.5.1 und 2.5.2).

Die Messung der Malatdehydrogenase-Aktivititen zeigte eine evt. ,,Verunreinigung des
Apoplastenfluids mit cytoplasmatischen Bestandteilen. Der eigene vorgegebene Grenz-
wert lag bei 2,5 % der Gesamtblattmalatdehydrogenase-Aktivitit.

2.9 Radikalnachweis im Apoplasten

Das Vorkommen, bzw. die Akkumulation von ROS (reactive oxygen species) im
Apoplasten Ozon-behandelter Pflanzen wurde iiber die Oxidation von Phenolrot ermit-
telt (Schraudner et al. 1998). Der zellimpermeable Farbstoff wurde urspriinglich zur
Untersuchung der H,O,-Produktion von Makrophagen verwendet (Svalheim, Robertson
1993).
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Frisches Blattmaterial der Versuchspflanzen wurde mit 10 mM MES-KOH, pH 6.5,
gewaschen und anschlieBend wurden Stanzstiicke gewonnen. Diese wurden in eine
Losung aus 0.14 mM Phenolrot in MES-KOH iiberfiihrt und vakuuminfiltriert (3 mal
1 Minute). Zur Vorgehensweise sieche 2.6. Im Anschluss wurde 1,5 Stunden im Licht
bei 25 °C inkubiert. Mit den Stanzstiicken wurde danach entsprechend der Anleitung
zur Apoplastenfluid-Gewinnung (siche Kapitel 2.6) weiterverfahren. Zu dem nach
Zentrifugation gewonnenen Apoplastenfluid wurde 1 M NaOH (20 pl pro ml
Apoplastenfluid) pipettiert, um die Reaktion zu stoppen. Das oxidierte Phenolrot konnte
spektrophotometrisch bei 610 nm gemessen werden. Kontrollen waren: 1. Phenolrot in
MES vor Lichtinkubation und 2. Phenolrot in MES-KOH nach 1,5 Stunden Inkubation
im Licht.

Die Quantifizierung des oxidierten Phenolrot konnte bei 610 nm mittels dem Extinkti-
onskoeffizienten von 22 mM'em™ erfolgen. Oxidiertes Phenolrot ist ca. 2 Stunden
stabil.
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3 Ergebnisse

3.1 Sichtbare Ozonschaden; ein Varietatenvergleich bei unter-
schiedlichen Ozonkonzentrationen

a) 30 ppb Ozon addiert zur AulRenluft

Die Uber einen langeren Zeitraum durchgefiihrten Begasungen mit der ,,niedrigen”
Ozonkonzentration von 30 ppb bei gleichzeitigen geringen Ozonkonzentrationen in der
AuBenluft, fuhrten priméar zu verfriht einsetzenden Seneszenzerscheinungen, wie dem
Vergilben der Blatter (Verdnderungen der Chlorophyllgehalte siehe 3.2.4) mit darauf-
folgendem friihen Blattabwurf. Der Varietatenunterschied und damit auch der unter-
schiedliche ,,Toleranzgrad* &uferte sich hierbei in dem verzdgerten Auftreten dieser
Seneszenzerscheinungen bei Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ (tolerant) unter Ozonein-
fluss im Vergleich zu Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ (sensitiv). Abb. 5 zeigt gleichaltrige
Pflanzen der Varietdt ‘Oregon’ unter Kontrollbedingungen (links) und Ozonbegasung
(rechts).

Abb. 5: Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ Pflanzen unter Kontrollbedingungen (links) und
Ozoneinfluss (rechts) 4 Wochen nach Start der Versuchsreihe

Traten parallel zur oben genannten Ozonkonzentration Ozonereignisse der AuRenluft
auf, konnte bei *Oregon’ das verstérkte Erscheinen von Chlorosen gefolgt von den als
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typischen Ozonschaden beschriebenen rotlichbraunen stiplings festgestellt werden.
Diese tupfelformigen Lasionen erfassten im Laufe der Zeit die gesamte Blattoberflache
(Abb. 6).

Abb. 6: Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ mit den als ,stiplings® bezeichneten typischen
Ozonschéden in unterschiedlichen Ausbreitungsgraden (links mit beginnenden
Schéden und rechts mit ausgepragtem Schadbild)

Auch hier war eine zeitliche Verschiebung des erstmaligen Auftretens innerhalb der
Varietdten festzustellen (Tab. 1). Die tolerantere Varietdt ‘Tenderette’ zeigte erst zu
einem deutlich spateren Zeitpunkt derart ausgeprégte Schaden auf der Blattoberflache.
24 Tage nach Start der Ozonbehandlung waren hier erste stiplings zu erkennen. Im
Gegensatz dazu wurden diese bei der sensitiveren Varietat ‘Oregon’ schon nach 12 Ta-
gen sichtbar. Auch hinsichtlich der Seneszenzerscheinungen zeigte sich die tolerante
Varietat “Tenderette’ deutlich spéter betroffen als die sensitive Varietéat ‘Oregon’.

b) 50 ppb Ozon addiert zur Auf3enluft

Die Behandlung mit 50 ppb Ozon, addiert zur AuRenluft, zeigte die Varietatenunter-
schiede zwischen Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ und Phaseolus vulgaris ‘Oregon’
noch deutlicher. 10-12 Tage nach Beginn der Ozonbehandlung waren bei der Varietét
‘Oregon’ auf den ersten Folgeblattern groRflachige Ozonschaden in Form deutlich aus-
gepragter und mittlerweile groR3flachiger stiplings zu erkennen, wahrend ‘Tenderette’
noch keine Veranderungen aufwies (Abb. 7).

Die deutlicheren Unterschiede traten somit bei der héheren Ozonkonzentration auf.

Auch war in diesem Fall die in der AuBenluft vorhandene ,,nattrliche” Menge an Ozon
im Varietatenvergleich vernachléssigbar.
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Tage nach Start
der Ozon-
behandlung

Vergleich des phanotypischen Erscheinungsbildes der
Phaseolus vulgaris Pflanzen
unter Ozonbehandlung (30ppb) und Kontrollbedingungen

Ozon:

Phaseolus wvulgaris ‘Oregon’: vereinzelte
Chlorosen auf dem ersten Folgeblatt bei eini-
gen wenigen Pflanzen, Turgeszenzverluste
der Primarblatter;

Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’: keine Ver-
anderung gegeniber den Kontrollen

Kontrollen:
keine Besonderheiten

12

Ozon:

Phaseolus vulgaris ‘Oregon’: ein Grofteil der
Pflanzen zeigte Chlorosen auf dem ersten Fol-
geblatt, wvereinzelt waren stiplings zu
erkennen, eine Vergilbung der Primérblatter
wurde deutlich;

Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’: keine Ver-
anderung gegenuber den Kontrollen

Kontrollen:
keine Besonderheiten

16

Ozon:

Phaseolus vulgaris ‘Oregon’: stiplings waren
auf einem Grofteil der Pflanzen zu erkennen,
die Primarblatter waren weitgehend nekro-
tisch;

Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’: es zeigten
sich erste Turgeszenzverluste bei den Primér-
blatter

Kontrollen:
keine Besonderheiten

20

Ozon:

Phaseolus vulgaris ‘Oregon’: die Schaden
breiteten sich aus und erfassten nun auch die
néchste Blattetage, Abfall der Primarbléatter;
Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’: einige Fol-
gebléatter (1. Blattetage) zeigten Chlorosen

Kontrollen:

beide Varietéten:

es zeigten sich erste Tur-
geszenzverluste und erste
Verfarbungen der Primar-
blatter

24

Ozon:

Phaseolus vulgaris ‘Oregon’: bei einigen
Pflanzen Abwurf der stark geschadigten Fol-
geblétter, die Schaden erfassten durchgehend
mindestens 2 Blattetagen aller Pflanzen;
Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’:  erste
stiplings waren an einigen Exemplaren auf
den ersten Folgeblattern zu erkennen, die
Primarblatter vergilbten deutlich

Kontrollen:
beide Varietaten:
Vergilben der
blatter

Primar-

28

Ozon:

Phaseolus vulgaris ‘Oregon’: durchgehende
Blattverluste;

Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’: Ausbreitung
der stiplings, Abwurf eines Teils der Primar-
blatter

Kontrollen:

beide Varietéten:
deutliche Alterung der
Primarblatter,  Blattfall
begann

Tab. 1:

Pflanzen im Versuchszeitraum

Zeitlicher Verlauf der phénotypischen Veranderungen der Phaseolus vulgaris
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Abb. 7: Phé&notypisches Erscheinungsbild nach 14 Tagen unter Ozon (50 ppb); Phase-
olus vulgaris ‘Oregon’ zeigt im Vergleich zu Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’
deutliche Schaden

c) Verhaltnis von Frischgewicht/Trockengewicht

Turgeszenzverluste driickten sich vor allem Uber das Verhéltnis Frischgewicht/Trocken-
gewicht aus, wenn sichergestellt war, dass Wachstumserscheinungen vernachl&ssigt
werden konnten. Der Vergleich des Verhaltnisses von Frischgewicht/Trockengewicht
von vollstandig entfalteten (,,ausgewachsenen*) Folgeblattern im Verlauf des Versuches
zeigte eine sichtbare Verschiebung des Verhaltnisses bei den begasten Pflanzen. Im
Vergleich der beiden Varietaten waren nur geringe Unterschiede zu erkennen, so dass
nur von einer Tendenz einer starkeren Verschiebung bei ‘Oregon’ gesprochen werden
konnte (Abb. 8).

Weitere phanotypische Unterschiede der Varietaten z.B. bei Bluten- und Fruchtbildung
waren nicht vorhanden. Die Entwicklung der Pflanzen verlief parallel. Eine Tendenz
war im Bezug auf das Keimungsverhalten zu erkennen. Die Varietat ‘Oregon’ keimte
im Durchschnitt geringfugig friher (1-2 Tage). Bereits mit der Entfaltung der Primér-
blatter waren diese geringfligigen Unterschiede zwischen beiden Varietaten jedoch wie-
der ausgeglichen.
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Abb. 8: Verschiebung des Frischgewicht/Trockengewicht-Verhaltnisses unter Ozon im
Vergleich zu den Kontrollpflanzen (n = 5); Trenddarstellungen (Berechnung
durch Excel) des Vergleichs Kontrollen und ozonbehandelte Pflanzen
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3.2 Gesamtblattanalysen

3.2.1 Metaboliten

a) Ascorbat

O Tenderette Kontrolle
[ Tenderette Ozon
O Oregon Kontrolle

W Oregon Ozon

Ascorbatmengen [umol/gTG]

0 4 8 12 16 20

Versuchsdauer [Tage nach Start der
Ozoneinwirkung]

Abb. 9: Gesamtascorbatmengen (Ascorbat.eg und Ascorbat,y) beider Phaseolus vulgaris
Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (n = 4)

Die Gesamtascorbatmengen (Ascorbat,eq und Ascorbat,y) von Phaseolus vulgaris lagen
in der GroRenordnung einiger hundert pmol/g TG. Sie zeigten sich zu Beginn des Ver-
suches (bis zum 8. Tag) relativ konstant. Zwischen dem 8. und 12. Tag nach Einsetzen
des Ozons war eine Abnahme der Ascorbatmenge zu verzeichnen. Danach waren mehr
oder weniger grolRere Schwankungen erkennbar. Diese waren deutlich schwécher als zu
Beginn des Versuches. Beide Varietdten zeigten nach der Ozonbehandlung keine Unter-
schiede in der Ascorbatmenge (Abb. 9).
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Abb. 10: Veranderungen der Ascorbat.q-Fraktion (Ascorbaties/Ascorbatgesamt) beider
Phaseolus vulgaris Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kon-
trollpflanzen
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Anderungen unter Ozoneinfluss waren im Ascorbat.q/Ascorbaty-Verhaltnis zu
erkennen. Unter Kontrollbedingungen lagen die Ascorbat.g-Fraktion der Varietat
“Tenderette’ bei 0,9 (90 % des Ascorbats lag in der reduzierten Form vor), die von
‘Oregon’ etwas unter 0,9. Diese Werte sanken bei ‘Tenderette’ zu Beginn der Begasung
um 0,12 (8 Tage) und nach anschlieRendem leichten Anstieg erneut um 0,15 (16 Tage).
Diesem folgte erneut ein Anstieg. Die Varietdt ‘Oregon’ zeigte unter Ozon zu Beginn
des Versuchs minimal kleinere Ascorbat.g-Fraktionen (0,05). Eine deutliche
Verschiebung von 0,2 war bei 16 Tagen zu verzeichnen (Abb. 10). Da die
Gesamtascorbatmenge durch Ozon unbeeinflusst war, beruhen diese Verdnderungen auf
einer Zunahme des oxidierten Anteils des Ascorbats unter Ozoneinwirkung.

b) Glutathion

Die Gesamtglutathionmengen (Glutathion,,q + Glutathiony) von Phaseolus vulgaris
lagen um den Faktor 50 unter der von Ascorbat (6 pmol/g TG). Deutliche Unterschiede
in den Glutathionmengen zeigten sich zwischen beiden Varietaten bereits unter Kon-
trollbedingungen. Fir ‘Oregon’ waren zu Beginn des Versuches (bis 8 Tage) um 35 %
hohere Werte der Glutathionmengen zu verzeichnen. Ab dem 12. Tag &nderten sich die
Verhéltnisse. Die Varietat ‘Tenderette’ hatte nun hohere Glutathionmengen. Ab dem
24. Tag waren keine Unterschiede mehr zu erkennen (Abb. 11). Mit zunehmendem
Alter der Versuchspflanzen war ein Absinken der Glutathionmengen bei beiden Varie-
taten festzustellen. Dieses Absinken ging jedoch nicht kontinuierlich vonstatten. Viel-
mehr wurde im Bereich zwischen 8 und 12 Tagen eine Schwelle Uberschritten, die
Werte sanken ,,sprunghaft“ um 50 % bei ‘Tenderette’ bzw. 75 % bei ‘Oregon’
(Abb.12).
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Abb. 11: Anderungen der Gesamtglutathionmengen beider Phaseolus vulgaris Varie-
taten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (Schwellen-
kurven siehe auch Abb. 12)

Deutliche Varietdtenunterschiede wurden unter Ozoneinfluss sichtbar (Abb. 11). ‘“Ten-
derette’ zeigte einen Anstieg der Glutathionmengen unter Ozon von ca. 25% zu
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Beginn des Versuchs. Dem folgte ein Zeitraum, indem keine Unterschiede zu den Kon-
trollen zu verzeichnen waren. Ab dem 16. Tag war ein erneuter Anstieg von 75 %
erkennbar, diesem folgte eine Zunahme von 50 % bei 20 Tagen im Vergleich mit den
Kontrollen. Zu Ende des Versuches wiesen Kontrollen und behandelte Pflanzen ahn-
liche Werte auf. Die Varietdt ‘Oregon’ zeigte ebenfalls hthere Glutathionmengen unter
Ozoneinfluss. Der maximale Anstieg betrug hier jedoch nur 30 % (12-16 Tage). Im
Folgenden waren die Werte von Kontrollen und begasten Pflanzen ahnlich. Auch unter
Ozon war das ,,sprunghafte Absinken der Werte zu beobachten. Die Schwelle wurde
hierbei bei *‘Oregon’ ebenfalls im Bereich zwischen 8 und 12 Tagen Uberschritten, bei
“Tenderette’ jedoch zu einem deutlich spateren Zeitpunkt im Bereich von 20 bis 24
Tagen (Abb. 12).

=
o]

[ e
o N £
| | |

Tenderette Kontrolle
—l— Tenderette Ozon

Oregon Kontrolle
—l— Oregon Ozon

Glutathionmenge [umol/gTG]

0 4 8 12 16 20 24 28 32

Versuchsdauer [Tage nach Start der
Ozoneinwirkung]

Abb. 12: Anderung der Gesamtglutathionmengen beider Phaseolus Varietiten unter
Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollen; Darstellung zur Ver-
deutlichung der sprunghaften Niveaudnderung sowie der zeitlichen
Verschiebung der Schwellenwertiiberschreitungen als Resultat der Ozon-
behandlung bei ‘Tenderette’ im Vergleich zu ‘Oregon’
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Abb. 13: Anderung der Glutathion.g-Fraktion beider Phaseolus vulgaris Varietiten
unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen
Glutathioneg-Fraktion = Glutathiong/Glutathion + 2 Glutathiongy
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Hinsichtlich der Glutathion,eg-Fraktion (Glutathion,.g/Glutathion,,q+2Glutathion,,) war
bei Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ kein Unterschied zwischen den Kontrollen und den
ozonbehandelten Pflanzen zu erkennen. Die Werte lagen um 0,95 und fielen am Ende
der Versuchsreihe auf 0,8. Auch Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ zeigte nur geringfugige
Differenzen zwischen den Kontrollen (0,98) und den ozonbehandelten Pflanzen (0,94).
Diese verschwanden ab dem 20. Tag (beide 0,9). Die weitere Alterung der Pflanzen
flihrte zu einem Absinken der Werte auf 0,8 (Abb. 13).

c) Coenzyme

Die zur Aufrechterhaltung nicht nur der antioxidativen Funktionen notwendigen Coen-
zyme (NADPH und NADH) lagen jeweils in Mengen um 200 nmol/g TG in der Zelle
vor. Dies sind nochmals um den Faktor 50 geringere Werte als die des Glutathions.

« NADPH

Die NADPH+NADP-Mengen zeigten Uber die Zeit Schwankungen. Die jingeren
Pflanzen zeigten varietatenbedingte Unterschiede in den vorhandenen Mengen, wobei
Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ tendenziell hthere Werte aufwies. Dieser Unterschied
verschwand im Laufe des Versuchs (Alterung der Pflanzen). Ozoneinwirkung zeigte
punktuelle Reduktionen der Mengen an Coenzymen bei beiden Varietadten zwischen 4
und 8 Tagen und im weiteren Verlauf bei *“Tenderette’ auch bei 16 Tagen (Abb. 14).

Die NADPH-Fraktion (NADPH/NADPH+NADP) lagen um 0,25, d.h., % der Gesamt-
menge lag in oxidierter Form vor. Ozoneinfluss verursachte bei beiden Varietaten
durchgehend niedrigere NADPH-Fraktionen. Hierbei lagen die Werte von Phaseolus
vulgaris ‘Oregon’ (I 0,15) unter denen von Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ (0 0,2;
Abb. 15).
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Abb. 14: Anderungen der NADPH+NADP-Mengen beider Phaseolus vulgaris Varie-
taten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (n = 4)
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Abb. 15: Anderungen der NADPH-Fraktion (NADPH/NADPH+NADP) beider Phase-
olus vulgaris Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontroll-
pflanzen

« NADH

Die NADH+NAD-Mengen zeigten bei beiden Varietaten Veranderungen Uber die Zeit,
auch hier konnte eine Rhythmik zugrunde liegen. Tendenziell war eine Verminderung
der Mengen im Versuchsverlauf zu erkennen ist. Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ wies
durchgehend niedrigere NADH+NAD-Mengen im Vergleich zu Phaseolus vulgaris
‘Tenderette’ auf. Ozoneinfluss verursachte bei beiden Varietdten hohere NADH+NAD-
Mengen (Abb. 16)
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Abb. 16: Anderungen der NADH+NAD-Mengen beider Phaseolus vulgaris Varietaten
unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen
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Die NADH-Fraktionen (NADH/NADH+NAD) schwankten bei den Kontrollpflanzen
von Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ zwischen 0.3 und 0.45, mit einem leichten Anstieg
bei 4 Tagen und einem deutlichen Anstieg bei 24 Tagen. Die NADH-Fraktion von
‘Oregon’ lagen unter denen von “Tenderette’, bei Werten von 0.25 und zeigte ebenfalls
Schwankungen.

Ozoneinfluss resultierte bei der Varietat ‘Tenderette’ in einem Abfall der NADH-Frak-
tion um ca. 15-20 % . ‘Oregon’ zeigte ein sehr heterogenes Verhalten unter Ozon. Hier-
bei wechselten sich geringe und hohere NADH-Fraktionen im Vergleich zu den Kon-
trollpflanzen ab (Abb. 17).

Im Gegensatz zu der bei den NADH+NAD-Mengen zu verzeichnenden Abwartstendenz
war bei der NADH-Fraktion eine Aufwartstendenz im Verlauf des Versuches zu erken-
nen.
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Abb. 17: Anderungen der NADH-Fraktion (NADH/NADH+NAD) beider Phaseolus
vulgaris Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen

d) Glucose-6-Phosphat

Glucose-6-Phosphat als zentraler Elektronendonator flr die cytoplasmatische NADPH-
Bildung (Pentose-Phosphat-Weg) lag im Bereich von 2,5-4 pmol/g TG in der Pflanze
vor (Abb. 18). Die Verdnderungen der Glucose-6-Phosphat-Mengen Uber die Zeit ver-
liefen bei beiden Varietaten nicht kontinuierlich. Vielmehr war auch hier das Uber-
schreiten einer Schwelle im Bereich zwischen 8 und 12 Tagen zu beobachten (Abb. 19,
durch Pfeile gekennzeichnet). Der Level der Glucose-6-Phosphat-Menge lag zu Beginn
des Versuches um 4 umol/g TG und fiel in dem bereits erwahnten Bereich auf Werte
um 2,5 pmol/g TG.

Im Varietatenvergleich zeigte sich, dass Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ unter Kontroll-
bedingungen geringfligig hohere Glucose-6-Phosphat-Mengen aufwies. Dieser Unter-
schied verschwand zu Ende der Versuchsreihe (Abb. 18).
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Abb. 18: Anderungen der Glucose-6-Phosphat-Mengen beider Phaseolus vulgaris
Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen
(Schwelleniuiberschreitungen und Plateauverschiebungen siehe auch Abb. 19)

Ozoneinfluss resultierte in einem sehr heterogenen Verhalten beider Varietaten. ‘Tende-
rette’ zeigte durchgehend niedrigere Glucose-6-Phosphat-Mengen. Im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen war ein Abfall von 10 % zu Beginn, tber 30-50 % im mittleren
Bereich der Versuchsreihe und um 20-30 % am Ende zu ermitteln. ‘Oregon’ zeigte zu
Beginn einen Abfall der Glucose-6-Phosphat-Mengen von bis zu 25 % im Vergleich zu
den Kontrollen. Im weiteren Verlauf jedoch stiegen die Glucose-6-Phosphat-Menge
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Abb. 19: Anderungen der Glucose-6-Phosphat-Mengen beider Phaseolus vulgaris
Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen; Dar-
stellung zur Verdeutlichung a) der Verschiebung (=:=% ) des Plateaus nach
Uberschreitung der entsprechenden Schwelle bei Phaseolus vulgaris ‘Tende-
rette’ nach Ozonbehandlung und b) zeitliche Verschiebung ( =) der
Schwellen bei beiden Phaseolus vulgaris Varietaten als Resultat der Ozon-
einwirkung im Vergleich zu den Kontrollen
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unter Ozoneinfluss gegeniiber den Kontrollen um Werte von ca. 10 % an (Abb. 18). Die
Ozonbehandlung resultierte dariber hinaus in einer zeitlichen Verschiebung der
Schwellentiberschreitung. Bei beiden Phaseolus vulgaris Varietaten fand sie im Ver-
gleich zu den Kontrollpflanzen zeitlich friher statt. Zudem war eine Absenkung des
Plateaus nach Uberschreiten der Schwelle bei ‘Tenderette’ nach Ozonbehandlung zu
erkennen (Abb. 19).

3.2.2 Enzyme
a) Ascorbatperoxidase

Der Verlauf der Anderung der Ascorbatperoxidase-Aktivitat Uber die Zeit war bei
beiden Phaseolus vulgaris Varietdten vergleichbar. Die Kontrollpflanzen zeigten einen
Anstieg zu Beginn des Versuches, diesem folgte nach Durchlaufen eines Maximums bei
8 Tagen eine deutliche Abnahme der Aktivitat. Aufgrund des breiteren Maximums bei
Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ fand diese Abnahme zeitlich versetzt um 4 Tage statt.
Unterschiedlich waren die absoluten Aktivitatswerte. Sie lagen bei Phaseolus vulgaris
‘Oregon’ im Schnitt um 70 % Uber denen von Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’
(Abb.20).

Ozon bewirkte bei beiden Varietaten ab dem 8. Tag eine Erhohung der Enzymaktivitat.
Dies wurde besonders im Bereich von 12-20 Tagen deutlich. Dem kontinuierlichen
Aktivitatsverlust bei den Kontrollen stand hier eine nochmalige Erh6hung in den ozon-
behandelten Pflanzen gegeniber. Daraus ergab sich ein deutlich nivelliertes Maximum.
Die Aktivitatserhohung betrug bei Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ 65 % nach 16 Tagen
und 100 % nach 20 Tagen. Bei Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ war bereits ab dem
12. Tag eine deutliche Erhéhung von 50 % zu verzeichnen. Diese stieg auf 180 % nach
16 Tagen und betrug immerhin noch 110 % nach 20 Tagen (Abb. 20).
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Abb. 20: Anderungen der Ascorbatperoxidase-Aktivitaten beider Phaseolus vulgaris
Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen und
Trenddarstellungen (Berechnung durch Excel)
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b) Dehydroascorbatreduktase

Der zeitliche Verlauf der Aktivitatsdnderung der Dehydroascorbatreduktase war bei bei-
den Varietaten unter Kontrollbedingungen annéhernd identisch. Die Aktivitat wurde im
Laufe der Alterung der Blattetage geringer und sank auf ¥ der Ausgangsaktivitat. Die-
ser zeitliche Verlauf war auch bei den ozonbehandelten Pflanzen zu erkennen. Er ging
auch hier nicht kontinuierlich vonstatten, vielmehr wurde im Bereich zwischen 12 und
16 Tagen eine Schwelle berschritten, was eine unmittelbare deutliche Abnahme der
Aktivitat des Enzyms mit sich brachte. Bei Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ zeigten tenden-
ziell geringere Aktivitdten bei den behandelten Pflanzen. ‘Tenderette’ dagegen
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Abb. 21: Anderung der Dehydroascorbatreduktase-Aktivitat beider Phaseolus vulgaris
Varietdten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen und
Trenddarstellung (Berechnung durch Excel) des zeitliche Verlaufs. Im
Bereich von 12 bis 16 Tagen nimmt die Aktivitdt nach Uberschreiten einer
Schwelle verstarkt ab (n = 5).

wies zu Beginn der Versuchsreihe die Tendenz einer geringfligig erhéhten Dehydroas-
corbatreduktase-Aktivitat unter Ozonbeeinflussung auf. Die maximale Erh6hung bei 12
Tagen betrug hier 30 % (im Vergleich zu 10 % bei den Ubrigen Zeitrdumen). Zu Ende
der Versuchsreihe sanken die Aktivitatswerte auch bei der ozonbehandelten Varietét
“Tenderette’ unter die der Kontrollen (Abb. 21).

c) Glutathionreduktase

Auch fur die Glutathionreduktase-Aktivitat zeigte sich eine Abnahme im Verlauf des
Versuchs bei beiden Phaseolus vulgaris Varietaten. Von zu Beginn um 20 U/g TG sank
die Aktivitdt auf 1/10 des Ausgangswertes. Der Verlauf entsprach demjenigen, der
bereits fiir die Dehydroascorbatreduktase beschrieben wurde (Uberschreitung einer
Schwelle und nachfolgend verstarkte Aktivitatsverluste, Abb. 23). Unter Ozon zeigten
sich bei beiden Varietaten erhdhte Aktivitatswerte. Diese waren bei Phaseolus vulgaris
‘Oregon’ im Bereich von 8-16 Tagen zuerst um 25 % spater sogar um 60 % erhoht. Bei
Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ war im Bereich von 8-20 Tagen eine erhohte

45



Glutathionreduktaseaktivitat zu verzeichnen. Hier zeigte sich tber die Zeit eine konti-
nuierlich héhere Aktivitat von anfangs ca. 25 % (8 Tage) bis zu 90 % bei 20 Tagen
(Abb. 22). Fur den zeitlichen Verlauf zeigte sich hierbei, dass es in Folge der Ozonbe-
handlung zu einer zeitlichen Verschiebung der Schwelleniiberschreitung kam. Deutete
sich bei Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ schon bei den Kontrollpflanzen an, dass vor Errei-
chen der Schwelle ein Maximum durchlaufen wurde, so war dieses bei beiden Varieté-
ten unter Ozon noch deutlicher erkennbar (Abb. 23)
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Abb. 22: Anderung der Glutathionreduktase-Aktivitit beider Phaseolus vulgaris Varie-
taten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (n = 5)
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Abb. 23: Anderung der Glutathionreduktase-Aktivitat beider Phaseolus vulgaris Varie-
taten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen; dem Durch-
laufen eines Maximums (vor allem als Resultat der Ozonbehandlung) folgt
das Uberschreiten einer Schwelle und darauffolgend starke Aktivitatsverluste
des Enzyms; Ozon resultiert in einer zeitlichen Verschiebung dieser Schwelle
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d) Unspezifische (Guajacol-abhéngige) Peroxidase

Die Werte flr die Peroxidase-Aktivitat zeigten sich im Versucheszeitraum sehr hetero-
gen. Der zeitliche Verlauf der Aktivitatsdnderungen von Phaseolus vulgaris ‘Tende-
rette’ zeigte relativ konstante Werte um 60 U/g TG. Fir Phaseolus vulgaris ‘Oregon’
fanden sich Schwankungen mit Maxima an 4 und 12 Tagen von 152 (4) und 185 (12)
U/lg TG.
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Abb. 24: Anderungen der Peroxidase-Aktivitat (unspez. Guajacol-abhangige Peroxi-
dase) beider Phaseolus vulgaris Varietdten unter Ozoneinfluss im Vergleich
zu den Kontrollpflanzen (n = 5) und Trenddarstellungen des zeitlichen
Verlaufs

Unter Kontrollbedingungen waren deutlich hohere Aktivitatswerte bei ‘Oregon’ zu ver-
zeichnen. Die Schwankungen, die sich bei ‘Tenderette’ andeuteten, waren bei ‘Oregon’
starker ausgeprégt. Sie verliefen jedoch bei den beiden Varietdten nicht synchron.
Welche Rhythmik diesen Schwankungen zugrunde lag konnte nicht ermittelt werden.
Unter Ozoneinfluss war bei der Varietat “Tenderette’ ein deutlicher Aktivitatsanstieg zu
erkennen. Dieser rangierte bei 30 % nach 4 Tagen und bei maximal 400 % nach 12 Ta-
gen. Fir die Varietat ‘Oregon’ war ein ebenso deutlicher Anstieg unter Ozoneinfluss zu
erkennen. Dieser betrug im Maximum 260 %. Die Aktivitatswerte durchliefen im
Bereich zwischen 8 und 12 Tagen (‘Oregon’), bzw. um 12 Tage (‘Tenderette’) ein
Maximum. Eine evt. Rhythmik war nicht mehr zu erkennen, sie wurde ggf. Uberdeckt
(Abb. 24).

e) Katalase

Die Katalase-Aktivitat beider Varietdten lag unter Kontrollbedingungen relativ konstant
um 110 U/g TG und nahm zu Ende der Versuchsreihe um ca. 40 % ab. Ozoneinfluss
resultierte bei Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ in einem Anstieg der Katalase-Aktivitét
um 25 % bei 8 Tagen und tber 100 % bei 16 Tagen. Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ zeigte
einen deutlichen Abfall der Aktivitat um 40 % (4 Tage), gefolgt von einem noch deutli-
cheren Anstieg gegenuber des Kontrollwertes von 150 % (8 Tage). Zum Ende der Ver-
suchsreihe war auch hier ein Abfall der Aktivitat zu verzeichnen. Im Gegensatz dazu
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war bei der Varietat ‘Tenderette’ unter Ozoneinfluss ein nochmaliger Anstieg zu erken-
nen (Abb. 25).
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Abb. 25: Anderungen der Katalase-Aktivitat beider Phaseolus vulgaris Varietaten unter
Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (n = 5)

f) Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase

Fur die Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Aktivitat waren unter den verschiedenen
Versuchsbedingungen deutliche Varietatenunterschiede zu erkennen. Phaseolus vulga-
ris “Tenderette’ zeigte unter Kontrollbedingungen relativ konstante Aktivitatswerte um
3 U/g TG. Ozon hatte keinen Einfluss auf die Aktivitat. Deutlichere Unterschiede waren
bei Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ zu verzeichnen. Unter Kontrollbedingungen zeigte sich
eine kontinuierliche Aktivitatszunahme von 4 U/g TG auf 11 U/g TG. Ozoneinfluss
resultierte in einer gesteigerten Aktivitat nach 8 Tagen (+ 40 %) und einem Aktivitéts-
verlust von 60 % nach 16 Tagen im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (Abb. 26).
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Abb. 26: Anderungen der Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-Aktivitit beider Phase-
olus vulgaris Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontroll-
pflanzen (n = 4)
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3.2.3 Proteine

Die Konzentrationen loslicher Proteine in Zellextrakten zeigte nur leichte Schwan-
kungen im Versuchzeitraum. Bei beiden Varietaten war unter Kontrollbedingungen ein
tendenzieller Abfall nach 14 Tagen, gefolgt von einem leichten Anstieg, zu erkennen.
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Abb. 27: Anderungen der Fraktion der loslichen Proteine beider Varietaten unter Ozon-
einfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (n = 3)

Beide Varietaten wiesen annéhernd gleiche Proteinmengen auf. Ozoneinfluss resultierte
zu Beginn des Versuches (7 Tage) in einer tendenziellen Erhéhung der Fraktion der
I6slichen Proteine bei beiden Varietdten. Dem folgte eine Abnahme der Proteinkon-
zentration unter die Werte der Kontrollpflanzen. Diese Differenz zu den Kontrollen war
zu Beginn nur minimal und erreichte bei ‘Tenderette’ Werte um 25 % und bei ‘Oregon’
40 % zu Ende des Versuchszeitraums (Abb. 27).

3.2.4 Chlorophylle/Karotinoide
a) Chlorophylle

Der Gesamtchlorophyllgehalt nahm unter Kontrollbedingungen bei beiden Varietaten
im Verlauf des Versuches aufgrund der Alterung der Pflanzen kontinuierlich ab.
Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ wies hierbei tendenziell hthere Chlorophyllkonzentra-
tionen auf. Ozonbehandlung fuhrte bei beiden Varietaten im Vergleich zu den Kontroll-
pflanzen zu einem Chlorophyllverlust. Diese Verminderung war bei Phaseolus vulgaris
‘Oregon’ zu Beginn des Versuchs groRer als bei Phaseolus vulgaris “Tenderette’. Zum
Ende der Versuchsreihe zeigte sich dieser Verlust bei ‘“Tenderette’ starker ausgepragt
(Abb. 28).
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Abb. 28: Anderungen der Gesamtchlorophylimengen beider Phaseolus vulgaris Varie-
taten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (n = 2)

Der Chlorophyllverlust basierte bei beiden Varietaten auf geringeren Chlorophyll a-
Gehalten. Ausnahmen hierbei waren: Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ nach 7 bzw. 28 Ta-
gen unter Ozoneinfluss und Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ nach 35 bzw. 42 Tagen
unter Kontrollbedingungen. Hier war das Verhaltnis Chlorophyll a/Gesamtchlorophyli
deutlich verschoben. Das Verhaltnis lag durchschnittlich bei 0,8 und zu Ende der Ver-
suchsreihe bei 0,7 (Abb. 29).
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Abb. 29: Anderungen der Verhaltnisse Chlorophyll-a/Gesamtchlorophyll beider
Phaseolus vulgaris Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen (n = 2)
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Abb. 30: Anderungen der Verhiltnisse Chlorophyll-b/Gesamtchlorophyll beider Phase-

olus vulgaris Varietadten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontroll-

pflanzen (n = 2)

Das Verhaltnis Chlorophyll-b/Gesamtchlorophyll lag zwischen 0,2 und 0,3. Starkere
Abweichungen dieses Verhaltnisses waren - entsprechend den bereits fiir das Verhéltnis

Chlorophyll-a/Gesamtchlorophyll beschriebenen - bei der ‘Oregon’ bei 7 und 28 Tagen

und bei der ‘Tenderette’ nach 35 und 42 Tagen zu verzeichnen (Abb. 30). Die ermittel-

ten Werte entsprachen dem theoretisch erwarteten Chlorophyll-a/Chlorophyll-b-
Verhaltnis von 3:1.

a) Karotin
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Abb. 31: Anderungen der Karotinmengen beider Phaseolus vulgaris Varietaten unter

Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (n = 2)
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Unter Kontrollbedingungen waren deutliche Schwankungen der Karotinmengen bei
beiden Varietaten zu erkennen. Unter Ozon zeigte sich bei Phaseolus vulgaris ‘Tende-
rette’ ein kontinuierlicher Abfall der Karotinmengen auf die Halfte der Ausgangswerte.
Die Karotinmengen lagen dabei immer unter denen der Kontrollpflanzen (die Differenz
variierten). Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ zeigte auch unter Ozoneinfluss Schwankungen
der Konzentrationsédnderungen. Der Vergleich mit den Kontrollpflanzen zeigte fiir die
ozonbehandelten Pflanzen bis 28 Tage geringere (= 15 %) Karotinmengen. Zu Ende der
Versuchsreihe (35-42 Tage) wiesen die behandelten Pflanzen hohere Karotinmengen
auf (Abb.31).

3.2.5 Gesamt-Antioxidantienkapazitaten
a) DPPH-assay (Probenaufarbeitung in Methanol)

Die Gesamt-Antioxidantienkapazitét, ermittelt aus einem methanolischen Blattextrakt,
zeigte bereits bei dem Vergleich der Kontrollpflanzen varietaten-bedingte Unterschiede.
Fur Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ zeigten sich zu Beginn relativ konstante Werte um
130 pmol/g TG. Dem folgte ein Anstieg um 30 % und im Anschluss ein Abfall um
40 % auf Werte unterhalb der Ausgangskonzentrationen. Die Konzentrationen von
Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ unterlagen noch stdarkeren Schwankungen. Sie lagen zu
Beginn der Versuchsreihe unter denen der Varietat “Tenderette’, glichen sich an und als
einmaliges Ereignis (bei 35 Tagen) Uberstiegen sie die Werte geringfiigig.
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Abb. 32: Anderungen der Gesamt-Antioxidantienkapazitaten beider Phaseolus vulgaris
Varietdten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (DPPH-
assay; n = 3)

Ozoneinfluss resultierte bei Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ in durchgehend hoheren
Gesamt-Antioxidantienkapazitaten, maximale Werte um 200 pmol/g TG wurden
erreicht. Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ zeigte unter Ozoneinfluss ein heterogenes
Verhalten. Einem geringfugigen Anstieg zu Beginn folgte der Abfall der Kapazitaten-
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Werte zu Ende der Versuchsreihe im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (Abb. 32).

Die Differenzen unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen waren bei
Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ zu Beginn der Versuchsreihe deutlich groRer (= 40 %)
als zu Ende der Versuchsreihe (= 10%). Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ zeigte zu Beginn
eine maximale Steigerung von ca. 20 % (14 Tage). Im weiteren Versuchsverlauf waren
keine Unterschiede zwischen den Kontrollen und begasten Pflanzen zu erkennen
(21 Tage) und im Folgenden lagen die Werte 5-10 % unter denen der Kontrollpflanzen
(Abb. 33).
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Abb. 33: Prozentuale Verdnderungen der Gesamt-Antioxidantienkapazitaten beider
Phaseolus vulgaris Varietaten unter Ozoneinfluss bezogen auf die Kontroll-
pflanzen; Trendlinienberechnungen mittels Excel

b) NBT-assay (Probenaufarbeitung in Puffer)
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Abb. 34: Anderungen der Gesamt-Antioxidantienkapazitaten (ausgedriickt tber die
Inhibierungsfahigkeit der Superoxidradikal-Entstehung; NBT-assay) beider
Phaseolus vulgaris Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kon-
trollpflanzen (n = 3)
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Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ und Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ zeigten unter Kon-
trollbedingungen die F&higkeit zur Inhibierung der Superoxidradikal-Entstehung. Zu
Beginn der Versuchsreihe konnte ‘Tenderette’ die Entstehungsrate zu 60 % inhibieren.
Die Rate sank im Verlauf des Versuches auf Werte um 40 % und stieg im Anschluss
auf die Ausgangswerte. ‘Oregon’ lag im Vergleich dazu zu Beginn (bis 8 Tage) unter
den Werten von ‘Tenderette’ (= 10 %). Im weiteren Verlauf zeigten beide Varietaten
ahnliche Werte (8-12 Tage) mit kurzfristig hoheren Inhibierungsraten bei 16 Tagen bei
‘Oregon’. Zu Ende der Versuchsreihe lagen die Werte wieder unter denen (= 10-15 %)
von ‘Tenderette’ (Abb. 34).

Ozon fihrte bei beiden Varietaten zu erhdhten Inhibierungsraten im Vergleich zu den
Kontrollen. Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ zeigte hierbei zu Beginn einen kontinuier-
lichen Anstieg (bis 20 % Zunahme im Vergleich zu den Kontrollen). Nach 20 Tagen
unter Ozoneinfluss war eine maximale Zunahme von Gber 50 % zu verzeichnen, danach
folgte ein kontinuierlicher Abfall und somit Ausgleich an die Werte der Kontroll-
pflanzen. Dieser Verlauf war bei Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ anndhernd identisch.
Hier war jedoch eine zeitliche Verschiebung im Vergleich zur Varietat ‘Tenderette’ zu
verzeichnen. Der maximale Anstieg wurde zeitversetzt (um 4 Tage) zu Phaseolus
vulgaris ‘Tenderette’ erreicht und belief sich auf ca. 35 %. Auch hier folgte ein Abfall
der Inhibierungsrate zu Ende des Versuchsverlaufs (Abb. 35).
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Abb. 35: Prozentuale Zunahme der Inhibierungsféhigkeit unter Ozoneinfluss bezogen
auf die Kontrollpflanzen; Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ durchl&uft ein aus-
geprégtes Maximum, Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ weist einen flacheren
Verlauf auf, die max. Amplitude ist geringer als bei ‘Tenderette’; Trend-
linienberechnung mittels Excel
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3.3 Chloroplasten- und Protoplastenisolierungen

3.3.1 Chloroplasten
a) Ascorbat

Zur Ascorbat-Bestimmung wurde eine Probe der Chloroplastensuspension im Verhalt-
nis 2:1 mit 0,1 N HCI versetzt.

Die Ascorbatmengen in den Chloroplasten zeigte eine Abnahme Uber die Zeit. Die
Menge verringerte sich von 90 pmol/Chloroplasten pro 1 g TG (zu Beginn) auf
70 umol/Chloroplasten pro 1g TG (zu Ende). Der Verlauf entsprach dem fiir die
Ascorbatmenge von Gesamtblattextrakten beschriebenen. Bei den Kontrollpflanzen war
kein Varietatenunterschied zu erkennen. Auch die Ozonbehandlung zeigte keinen Ein-
fluss auf die Ascorbatkonzentration in den Chloroplasten beider Phaseolus vulgaris
Varietédten (Abb. 36).
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Abb. 36: Anderungen der Ascorbatmengen in Chloroplasten beider Phaseolus vulgaris
Varietdten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen

Die Fraktionen des reduzierten Ascorbats lagen in den Chloroplasten bei 95 %. Bei den
Kontrollpflanzen waren keine Varietatenunterschiede der Ascorbat,e-Fraktion zwischen
‘Tenderette’ und “Oregon’ zu erkennen. Auch eine Behandlung mit Ozon zeigte keine
Wirkung auf die Ascorbat.q-Fraktionen der beiden Phaseolus vulgaris Varietdten
(Abb. 37). Auch hier lagen um 95 % des Ascorbats in der reduzierten Form vor.
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Abb. 37: Anderungen der Ascorbat,g-Fraktion in Chloroplasten beider Phaseolus
vulgaris Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen

b) Ascorbatperoxidase

Die Ascorbatperoxidase-Aktivitdt in den Chloroplasten zeigte Varietdten-bedingte
Unterschiede. Die sensitivere Varietat ‘Oregon’ wies unter Kontrollbedingungen durch-
gehend hohere Ascorbatperoxidase-Aktivitaten auf (ca. 25 %), im Vergleich zu “Tende-
rette’. Der Verlauf der Aktivitatsanderungen war bei beiden Varietdten identisch. Zu
Beginn des Versuches war ein Anstieg der Aktivitat zu erkennen, nach maximalen Wer-
ten am 8. Tag folgte ein erneuter Abfall. Dieser zeitliche Verlauf entsprach dem der
Ascorbatperoxidase-Aktivitat der Gesamtblattextrakte. Ozon hatte keinen Einfluss auf
die Ascorbatperoxidase-Aktivitat in den Chloroplasten beider Varietaten (Abb. 38).
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Abb. 38: Anderungen der Ascorbatperoxidase-Aktivitat in Chloroplasten beider Phase-
olus vulgaris Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontroll-
pflanzen (Trendlinienberechnung durch Excel)
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3.3.2 Protoplasten

Die vorhandenen Protoplasten wurden mikroskopisch auf Unversehrtheit untersucht,
ausgezahlt und standen danach zur Messung zur Verfligung. Kraftiges ,,VVortexen“ der
Protoplastensuspension und kurzes Zentrifugieren bereiteten die Messlésung vor.

a) Ascorbat

Die Gesamtascorbatmenge war in beiden Varietaten vergleichbar groR (max. 5 %
Abweichung). Hinsichtlich der Ascorbat,s-Fraktion fanden sich keine deutlichen Unter-
schiede (Abb. 39).
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Abb. 39: Ascorbatmengen in den Protoplasten von Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ und
Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ (links) und Fraktion des reduzierten Ascorbats
beider Varietaten im Vergleich

b) Ascorbatperoxidase

Die Messung der Ascorbatperoxidaseaktivitat zeigte wie schon bei den Gesamtblatt-
analysen fur Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ um ca. 20 % hohere Aktivitatswerte in den
Protoplasten im Vergleich zu Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ (Abb. 40).
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Abb. 40: Ascorbatperoxidaseaktivitdt in den Protoplasten von Phaseolus vulgaris
‘“Tenderette’ und Phaseolus vulgaris ‘Oregon’
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3.4 Rasterelektronenmikroskopie

Ozon resultierte in sichtbaren Ozonschéden auf den Blattern von Phaseolus vulgaris
‘Oregon’ nach 14 Tagen Ozon und nach 28 Tagen bei Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’
(siehe auch Kapitel 3.1). Diese im fortgeschrittenen Stadium blattflichen-deckenden
nekrotischen Bereiche waren mit bloflem Auge zu erkennen. Die rasterelektronen-
mikroskopischen Untersuchungen sollten Aufschlusse liefern, ob und wie sich diese
»sichtbaren Schéden* auf mikroskopischer Ebene darstellen. Es sollte ermittelt werden,
inwieweit sich die auf physiologischer Ebene erfassbaren Schaden auch auf struktureller
Ebene ausweiten kdnnen, ob und wie z. B. Membranschéden verursacht durch Ozon den
strukturellen Zusammenhalt der Zelle und im weiteren den des Zellverbandes bestim-
men.

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen erlaubten gleichzeitig einen ,,Blatt-
ober- und Blattunterseiten“-Vergleich der Phaseolus vulgaris Pflanzen. Dieser zeigte
zum einen die unterschiedlichen Stomataverteilungen und zum anderen die Verteilung
von Haaren und Driisen auf den Oberflachen. Varietdtenunterschiede waren hierbei
jedoch keine zu erkennen. Der Seitenvergleich ergab eine Stomataverteilung von 1:4
(,,Blattoberseite/ Blattunterseite”). Deutlich zu erkennen war das vermehrte Auftreten
von Haaren und Drisen auf den ,,Unterseiten (Abb. 41 und 42).

Die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen brachten jedoch ein in dieser Art
nicht erwartetes Ergebnis. Wie der Vergleich der Abbildungen 41/42 mit 43/44 zeigt,
waren rasterelektronenmikroskopisch keine Unterschiede zwischen ,,gesunden‘ Blattern
von Kontrollpflanzen (Abb. 41 und 42) und ,,geschadigten* Blattern der ozonbegasten
Pflanzen (Abb. 43 und 44) zu erkennen.

Vielmehr konnte die Aufrechterhaltung von mikroskopischen Strukturen als Ergebnis
dieser Bilder dokumentiert werden. Die Ursache hierfir war zu einem grofRen Teil in
der den Untersuchungen zugrundeliegenden Aufarbeitungs- und Fixierungsmethode zu
suchen. Der phénotypisch erkennbare Unterschied der farblichen Verénderung des
nekrotischen Bereiches gegenulber ,,gesundem® Blattgewebe spielte aufgrund der
Pigmentauflésung im Rahmen der Probenaufbereitung offensichtlich keine Rolle mehr.
Daruiber hinaus scheint die Aufarbeitungsprozedur eventuell weitere sichtbare Verande-
rungen uberdeckt zu haben.

Abb. 41: Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’: Kontrollpflanzen; Blattoberseite (links) und
Blattunterseite (rechts); 500 x
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Abb. 42: Phaseolus vulgaris ‘Oregon’: Kontrollpflanzen; Blattoberseite (links) und
Blattunterseite (rechts); 500 x

Abb. 43: Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’: mit Ozon behandelte Pflanzen; Blattoberseite
(links; 100 x) und Blattunterseite (rechts; 500 x)

Abb. 44: Phaseolus vulgaris ‘Oregon’: mit Ozon behandelte Pflanzen; Blattoberseite
(links) und Blattunterseite (rechts)
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3.5 Apoplastenfluidgewinnung und Analysen

Die von Husted und Schjoerring (1995) entwickelte Methode zur Gewinnung des
Apoplastenfluids konnte mit einigen Modifikationen auf die Bohnen tibertragen werden.
Eine Voraussetzung zur optimalen Infiltration war jedoch in allen Fallen die Ernte der
Pflanzen im Laufe des Vormittags, um die Zeit optimaler Spalten6ffnung auszunutzen.
Eine Belichtung der Pflanzen brachte eine nochmalige Steigerung der Infiltrationsrate,
wobei die Belichtungsdauer mit den im Freiland gegebenen Bedingungen abgestimmt
werden musste (Vermeidung von Lichtstress). Eine optimale Wasserversorgung war
unbedingt notwendig. Schlechte Witterungsbedingungen, wie starke Bewdlkung mit
Regen, machte eine Verlangerung der Belichtungszeiten notwendig.

Auch fur die Bohnen wurde isotonische Sorbitollosung fur die Infiltration verwendet.
Versuche mit unterschiedlichen Substanzen (100 mM KCI nach Luwe, Heber 1995;
Luwe 1996; 66 mM K,;HPO,/KH,PO,-Puffer nach Ranieri et al. 1996) resultierten in
einer schlechteren Infiltrationsrate und brachten auch fir die anschlieRenden Untersu-
chungen keine Verbesserungen. Die optimale Temperatur der Losung liegt um 10 °C.
Das Anlegen und Aufheben des Vakuums sollte langsam erfolgen. Die Wachstums-
bedingungen spielten bei der Wahl der Vakuumstérke ebenso eine Rolle wie die ausge-
suchte Pflanzenart. Fir Bohnen, die im Freiland kultiviert wurden, konnte ein Vakuum
von -10 kPa angelegt werden. Im Gewéchshaus kultivierte Pflanzen mussten bei weni-
ger starkem Vakuum infiltriert werden. Wurden die Stanzstlicke zwischen den einzelnen
Vakuumbehandlungen belichtet, mussten die Schalen auf Eis gestellt werden, um eine
Erwarmung der Sorbitollésung zu vermeiden. Diese resultierte zum einen in erhéhten
cytoplasmatischen Verunreinigungen und zum anderen in verminderten Enzymaktivi-
taten und Proteingehalten.

Fur das Zentrifugieren mussten ebenfalls die Wachstumsbedingungen beachtet werden.
Im vorliegenden Fall wurde bei max. 2000 g zentrifugiert. Hohere Zentrifugationsstufen
resultierten in verstarkten Kontaminationen durch cytoplasmatische Komponenten zer-
storter Zellen. Ziel der Infiltration war es die Verunreinigungen < 2,5 % zu halten
(ermittelt als Malatdehydrogenase-Aktivitét), was mit den oben genannten Bedingungen
erreicht wurde.

Die Ausbeute der Infiltrationsmethode lag fur Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ bei
160 pl Apoplastenfluid pro Gramm Frischgewicht und fur Phaseolus vulgaris ‘Oregon’
bei 150 pl Apoplastenfluid pro Gramm Frischgewicht.

3.5.1 Metaboliten

a) Ascorbat

Der Vergleich der Kontrollpflanzen aus zwei Vegetationsperioden (1998 und 1999)
zeigte hinsichtlich der Anderungen der Gesamtascorbatmengen im Apoplasten deutliche
Unterschiede. Die Pflanzen aus der Vegetationsperiode 1998 wiesen einen Anstieg der
Ascorbatmengen im Laufe des Versuches auf. Dieser Anstieg erfolgte nicht kontinuier-
lich. Ausgehend von einem niedrigen Plateau wurde nach einer Anstiegsphase im
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Bereich von 14-21 Tagen ein neues, deutlich hoheres Plateau erreicht (zu sehen am
Verlauf der Trendlinie bei ‘Tenderette’ Kontrolle). Dabei waren Unterschiede zwischen
den beiden Varietaten zu erkennen, die jedoch keine einheitlichen Tendenzen zeigten
(Abb. 45).
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Abb. 45: Anderungen der Gesamtascorbatmengen im Apoplastenfluid beider Phaseolus
vulgaris Varietdten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen
(Pflanzen aus der Vegetationsperiode 1998; n = 2); Trendlinienberechnungen
mittels Excel

Bei den Pflanzen aus der Vegetationsperiode 1999 (Abb. 46) waren die Ausgangswerte
geringfiigig hoher, es erfolgte ein Anstieg der Ascorbatmengen bei beiden Varietaten,
dem im spéteren Versuchsverlauf ein Abfall folgte. Insgesamt war ein nivelliertes
Maximum zu erkennen.

50
4,5
4,0 4
3,5 1
3,0
2,5 +
2,0
1,5
10 + - -
0,5
0,0 -

O Tenderette Kontrolle
E Tenderette Ozon
O Oregon Kontrolle

HOregon Ozon

Ascorbatmengen [umol/ Apoplast von
19 TG]

0 7 14 21 28 35

Versuchsdauer [Tage nach Start der
Ozoneinwirkung]

Abb. 46: Anderungen der Gesamtascorbatmengen im Apoplastenfluid beider Phaseolus
vulgaris Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen
(Pflanzen aus der Vegetationsperiode 1999; n = 2)
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Da die Aufarbeitung und Messung der Pflanzen ohne Lagerungszeiten erfolgte und
somit gleiche Voraussetzungen vorlagen, missen diese Unterschiede in den unter-
schiedlichen Umweltbedingungen der beiden Vegetationsperioden zu suchen sein.
Ozoneinfluss resultierte in einem gegensatzlichen Verhalten beider Varietiten. Phase-
olus vulgaris ‘Tenderette’ wies eine deutliche Zunahme der Gesamtascorbatmenge im
Apoplasten auf. Diese konnte im Maximum um 130 % (1998) bzw. sogar 200 % (1999)
betragen. In beiden Jahren lagen die Konzentrationen unter Ozoneinfluss durchgehend
uber denen der Kontrollpflanzen. Wahrend das Durchlaufen eines Maximums in der
Darstellung fur 1999 deutlicher hervortrat, wurde es in der Darstellung fir 1998 durch
die Ergdnzung einer Trendlinie erkennbarer. Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ zeigte ein
entgegengesetztes Bild. Ozoneinfluss bewirkte eine deutliche Verminderung der
Gesamtascorbatmengen im Apoplasten. Die Ascorbatmenge war unter Ozoneinfluss
zwischen 50 % und max. 80 % niedriger im Vergleich zu den Kontrollpflanzen.

Der Einfluss der tbrigen Umweltbedingungen, der einen Unterschied im zeitlichen
Verlauf der Gesamtascorbatmengen bei den Kontrollpflanzen bewirkte, wurde durch
eine Ozonbehandlung offensichtlich Gberdeckt. Deutlich wurde bei beiden Vegetations-
perioden, dass Ozon bei der toleranteren Varietdt ‘Tenderette’ einen Anstieg der
Gesamtascorbatmenge im Apoplasten zur Folge hatte. Diesem stand bei der sensitiven
‘Oregon’ ein deutlicher Verlust von Ascorbat im Apoplasten unter Ozon (im Vergleich
zu den Kontrollpflanzen) gegentiber (Abb. 47).
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w
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Ozoneinwirkung]

Abb. 47: Vergleich der Verédnderungen der Ascorbatmengen von Phaseolus vulgaris
“Tenderette’ und Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ gegenuber den Kontrollen

Die Fraktion des reduzierten Ascorbats lag unter den gegebenen Bedingungen bei den
Kontrollpflanzen bei 0,55. Dieser Wert sollte jedoch mit einem kleinen Fragezeichen
versehen werden, da die Abweichungen der einzelnen Werte, die im Bereich von 15 %
lagen keine absoluten Aussagen zulassen. Zwischen den beiden Varietdten waren keine
Unterschiede zu erkennen (Abb. 48).

Ozoneinfluss resultierte bei beiden Varietdten tendenziell in einer Verminderung der
Ascorbat,e-Fraktion, d.h., die Ozonbehandlung bewirkte einen Anstieg der oxidierten
Form des Molekuls im Apoplasten. Aber auch hier mussten aufgrund der Abweichun-
gen der Einzelwerte Abstriche gemacht werden.
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Abb. 48: Anderung der Ascorbatq-Fraktionen (Ascorbatres/Ascorbatgesamt) im Apo-
plastenfluid beider Phaseolus vulgaris Varietdten unter Ozoneinfluss im
Vergleich zu den Kontrollpflanzen (n = 4 aus 2 Vegetationsperioden)

b) Glutathion

Die Kontrollpflanzen von Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ wiesen (ber die gesamte
Versuchsdauer annédhernd konstante Gesamtglutathionmengen auf. Bei Phaseolus
vulgaris “‘Oregon’ hingegen waren deutliche Schwankungen der Werte zu erkennen. Ein
Vergleich beider Varietdten zeigte, dass ‘Oregon’ zu Beginn hohere Glutathionmengen
im Apoplasten aufwies. Zum Ende der Versuchsreihe kehrten sich diese Verhéltnisse
um.

Unter Ozoneinfluss zeigte sich erneut die auch fur das Ascorbat beobachtete varietéaten-
bedingte Gegensétzlichkeit. Ozon resultierte bei Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ in
einem Anstieg der Gesamtglutathionmengen im Apoplasten, im Durchschnitt um 30 %
mit einem maximalen Anstieg von 100 % (21 Tage). Bei Phaseolus vulgaris ‘Oregon’
hingegen war eine deutliche Verminderung der Gesamtglutathionmengen im
Apoplasten unter Ozoneinfluss zu verzeichnen, wobei Differenzen von 30 % bis max.
60 % auftreten (Abb. 49).

Die Fraktionen des reduzierten Glutathions (Abb. 50) lagen bei beiden Varietaten unter
Kontrollbedingungen um 0,55, d.h., etwas mehr als die Hélfte des Glutathions lag in
reduzierter Form vor. Die Varietét ‘Oregon’ wies dabei tendenziell geringere Werte auf,
hier lag auch unter Kontrollbedingungen mehr oxidiertes Glutathion vor. Ozoneinfluss
resultierte bei beiden Varietaten in einer Verminderung der Werte fir die Glutathi-
onfraktion, d.h., Ozon bewirkte eine Zunahme der oxidierten Formen des Molekils.
Dabei lag bei der sensitiven Varietat ‘Oregon’ ein deutlich gréRRerer Anteil des (insge-
samt verringerten) Glutathions in oxidierter Form vor.
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Abb. 49:

Anderungen der Gesamtglutathionmengen im Apoplastenfluid beider Phase-
olus vulgaris Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontroll-

pflanzen (n = 2)

Auch hier wurden Pflanzen aus zwei Vegetationsperioden analysiert. Im Fall des
Glutathions waren jedoch keine derartigen Unterschiede zu erkennen, wie sie bei der
Ascorbat-Bestimmung auftraten. Deshalb wurde auf eine differenzierte Darstellung ver-

zichtet.
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Abb. 50:

Anderung der Glutathiong-Fraktion (Glutathion.q/Glutathioneq + 2 Gluta-
thionok) im Apoplastenfluid beider Phaseolus vulgaris Varietdten unter

Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (n = 2)

64



3.5.2 Enzyme

a) Ascorbatperoxidase

Die Werte fur die Ascorbatperoxidase-Aktivitaten der Kontrollpflanzen zeigten im Ver-
suchszeitraum Schwankungen. Es waren kaum Unterschiede zwischen den Aktivitaten
der beiden Varietaten zu erkennen (Abb. 51).
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Abb. 51: Anderungen der Ascorbatperoxidase-Aktivitaten im Apoplastenfluid beider
Phaseolus vulgaris Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kon-
trollpflanzen (n =3)

Ozoneinfluss resultierte bei Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ durchgehend in erhdhten
Ascorbatperoxidase-Aktivitdten im Apoplasten. Steigerungen um 50 % im Vergleich zu
den Kontrollpflanzen waren hier zu verzeichnen. Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ zeigte
zu Beginn ebenfalls erhohte Ascorbatperoxidase-Aktivitdten mit Steigerungen von 20-
50 %. Zu Ende der Versuchsreihe sank die Aktivitat in den ozonbehandelten Pflanzen
um 15 % im Vergleich zu den Kontrollen. Die Werte durchliefen bei beiden Varietaten
ein Maximum, das bei der Varietat ‘Tenderette’ deutlich ausgepragt bei 21 Tagen lag
und bei ‘Oregon’ tendenziell einem nivellierten Maximum entsprach (Abb. 51).

b) Glutathionreduktase

Auch die Werte der Glutathionreduktase-Aktivitat waren Schwankungen unterworfen.
Amplitude und Frequenz wiesen bei beiden Varietdten kaum Unterschiede auf. Ozon-
einfluss resultierte bei beiden Varietaten in erhdhten GlutathionreduktaseAktivitaten im
Apoplasten. Die Steigerungsraten lagen bei ca. 40 %. Beide Varietaten zeigten wech-
selweise die grolReren Absolutwerte (Abb. 52).
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Abb. 52: Anderungen der Glutathionreduktase-Aktivitaten im Apoplastenfluid beider
Phaseolus vulgaris Varietdten im Apoplasten unter Ozoneinfluss im Ver-
gleich zu den Kontrollpflanzen (n =3)

c) Dehydroascorbatreduktase
Weder die Kontrollpflanzen noch die ozonbehandelten Pflanzen wiesen Dehydroascor-

batreduktase-Aktivitdten im Apoplastenfluid der beiden Varietdten ‘Tenderette’ und
‘Oregon’ auf.

d) Unspezifische (Guajacol-abhéngige) Peroxidasen
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Abb. 53: Anderungen der Peroxidase-Aktivitat (Guajacol-abhangige Peroxidase) im
Apoplastenfluid beider Phaseolus vulgaris Varietdten im Apoplastenfluid
unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kontrollpflanzen (n = 4)
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Der Varietatenvergleich zeigte bereits fiir die Kontrollpflanzen erhebliche Unterschiede
in der Peroxidase-Aktivitat. Uber den gesamten Versuchszeitraum hatte ‘Oregon’
hohere Peroxidase-Aktivitaten im Vergleich zu ‘Tenderette’, wobei die Differenzen im
Durchschnitt 50 % betrugen und im Maximum sogar 300 % erreichten.

Ozoneinfluss resultierte in beiden Varietdten in durchgehend erhohten Peroxidase-
Aktivitaten. Hierbei zeigte sich eine negative Korrelation der Aktivitatswerte mit der
beobachteten Toleranz. Die stdrkeren Aktivitatsanstiege waren bei der sensitiven
Varietat ‘Oregon’ zu verzeichnen. Phaseolus vulgaris ‘Tenderette’ zeigte Aktivi-
tatststeigerungen von 20-100 %. Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ zeigte die deutlicheren
Reaktionen auf die Ozonbehandlung mit Erhéhungen von 100 % bis max. 240 % (Abb.
53).

3.5.3 Proteine

Die Fraktion der lIgslichen Proteine im Apoplasten unterlag bei Phaseolus vulgaris
‘Tenderette’ deutlichen Schwankungen, wéhrend sie bei Phaseolus vulgaris ‘Oregon’
zu Beginn der Versuchsreihe anndhernd konstant war und nur zu Ende nach einem An-
stieg bei 28 Tagen eine deutliche Abnahme nach 35 Tagen aufwies. Der Varietaten-
vergleich zeigte fir ‘Oregon’ tendenziell geringere Proteingehalte im Apoplasten im
Vergleich ‘Tenderette’ (Abb. 54).

Ozon resultierte bei beiden Varietdten in einem Anstieg der Menge der l6slichen
Proteine im Apoplasten. Zu Beginn war dies ein Anstieg um 25 %. In der Mitte der
Versuchsreihe waren 40 % mehr Protein zu messen. Dem folgte eine Phase abwech-
selnder Ab- und Zunahmen. Zu Ende des Versuches zeigte Phaseolus vulgaris ‘Tende-
rette’ nochmals einen Anstieg um 85 % und Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ sogar um 300
% im Vergleich zu den Kontrollen (Abb. 54).
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Abb. 54: Anderungen der Fraktion der I6slichen Proteine im Apoplastenfluid beider
Phaseolus vulgaris Varietaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den Kon-
trollpflanzen
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3.6 Radikale im Apoplasten

Die Akkumulation von Radikalen (ROS) im Apoplasten von mit Ozon behandelten
Phaseolus vulgaris Pflanzen wurde tber die Phenolrot-Oxidation nachgewiesen. Der
zellimpermeable Farbstoff wurde tber Vakuuminfiltration im Apoplasten gel6st und
konnte dort mit evtl. vorliegenden ROS reagieren. Im vorliegenden Fall wurde nur das
Vorhandensein der Radikale in den Mittelpunkt gestellt und eine damit gleichzeitig
mdogliche relative Quantifizierung durchgefiihrt.

Die bereits bei den Kontrollpflanzen zu erkennende Oxidation des Farbstoffes durch im
Apoplasten befindliche ROS war relativ konstant ber die gesamte Versuchsauer zu
verzeichnen. Es zeigten sich keine Unterschiede bei den beiden Varietéten.

Die Ozonbehandlung resultierte bei beiden Varietaten in deutlich erhdhten Phenolrot-
Oxidationen und somit in einer ROS-Akkumulation im Apoplasten. Phaseolus vulgaris
“Tenderette’ zeigte diese Zunahme an oxidiertem Farbstoff im Vergleich zu den Kon-
trollpflanzen ab dem 5. Tag in GroRenordnungen von 120 % zu Beginn, tiber 60 % im
weiteren Verlauf und zu Ende noch 30 %. Hier war also eine Verringerung der Akku-
mulation Uber die Zeit zu verzeichnen. Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ zeigte die Phenol-
rot-Oxidation bereits nach 2 Tagen mit deutlichen 100 % im Vergleich zu den Kontroll-
pflanzen. Die Zunahme des oxidierten Farbstoffes und somit der ROS erfuhr mit tber
300 % mehr Farbstoff im Vergleich zu den Kontrollen bei 5 Tagen ein Maximum. Die
Werte blieben bei Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ auch im weiteren Verlauf mit 100 %
deutlich héher und stiegen sogar zu Ende der Versuchsreihe nochmals auf 160 % an
(Abb. 55).
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Abb. 55: Akkumulation von Radikalen im Apoplasten von Phaseolus vulgaris ‘Tende-
rette’ und Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ unter Ozoneinfluss im Vergleich zu
den Kontrollpflanzen
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4 Diskussion

4.1 Das antioxidative Ascorbat-Glutathion-System: Stabilitéit, Plastizitat,
Labilitét

Die Bandbreite pflanzlicher Reaktionen auf variierende Umweltbedingungen kann {iber
unterschiedliche Termini definiert werden. Stabilitdt, Plastizitidt, Labilitdt stellen
Beschreibungen verschiedener physiologischer Reaktionen und Zustinde dar. Ein sta-
biles System ist dabei keineswegs starr, sondern zeigt auch plastische Reaktionsmuster.
Es erhélt sogar erst aufgrund seiner Féahigkeit zur Flexibilitdt seinen insgesamt stabilen
Charakter. Eine klare Trennung der Begriffe ist schwierig und bei Systembeschrei-
bungen auch nicht zwingend erforderlich.

[\

Verm eidung Wid e rstand Wiederherstellung

Resiste nz Toleranz Sensibilitédt Sensitivitd t

Adaptabilitat

A

Sta b ilita t Pla stizita t Labilitd t

Abb. 56: Reaktionen von Pflanzen auf variierende Umwelteinfliisse. Problematik einer
Terminologie in der okophysiologischen Nomenklatur und der System-
nomenklatur. (Erlduterungen siche Text.)

Priméres Ziel eines Organismus (keineswegs nur unter Stressbedingungen) ist das
Uberleben (Abb. 56). Um dieses zu erreichen, stehen prinzipiell verschiedene Wege
offen. Diese werden in unterschiedlichem Ausmal und unterschiedlichen Kombinatio-
nen verwirklicht. Auf die Stichworte ,,Vermeidung* (rdumlicher und/oder zeitlicher
Riickzug) und ,,Wiederherstellung™ (Regeneration) soll an dieser Stelle nicht vertieft
eingegangen werden. Die vorliegende Arbeit ist vielmehr im Bereich des ,,Widerstan-
des angesiedelt, und hier in einem Teilsystem pflanzlicher Abwehrreaktionen, dem
Ascorbat-Glutathion-System (auch unter dem Namen Halliwell-Asada-System in der
Literatur zu finden). Der Grad des Widerstandes bzw. die Belastbarkeit eines Systems
wird zumeist iiber die Begriffe Resistenz, Toleranz, Sensibilitit und Sensitivitit
beschrieben. Sie konnen auch als Ausdruck der Adaptationsfihigkeit der Pflanze gese-
hen werden. Wie und in welchem Rahmen eine Anpassung erfolgt ist genetisch bedingt.
Das Ausschopfen dieses genetisch vorgegebenen Potentials wird iiber die gegebenen
Umweltbedingungen eingeleitet. Die Art der pflanzlichen Reaktionen und der daraus
resultierenden Zustdnde beschreiben Termini wie Stabilitdt, Plastizitit und Labilitét.
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Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass die Begriffe unterschiedliche Bedeutungen
haben (kénnen). In der 6kophysiologischen Nomenklatur beschreibt der Begriff Stabi-
litdt die Eigenschaft eines Systems einer ,,4ufleren Storung entgegenzuwirken* und nach
Aufhdren der Storung iiber ,,auftretende Riickstellkridfte den ,,stabilen® Ausgangs-
zustand wieder zu erreichen. Demgegeniiber beschreibt der Begriff Plastizitit die
Eigenschaft ,,Merkmale unter dem Einfluss von Umweltfaktoren zu verdndern®. Unter
dem Begriff Labilitdt wird die Neigung eines Systems verstanden, ,,sich infolge innerer
oder duBerer Faktoren irreversibel zu verandern®. Die Systemnomenklatur stimmt hin-
sichtlich dieses Begriffes mit der Okophysiologie iiberein. Unterschiede bestehen
beziiglich der beiden anderen Begriffe. Im Rahmen der Stabilitdt ist laut Systemno-
menklatur eine gewisse flexible Anpassung denkbar. Es besteht auch die Moglichkeit
Veranderungen zu zeigen, d.h. plastisch zu reagieren. Ein Charakteristikum ist hierbei
eine Schwelleniiberschreitung. Als Folge hiervon kann entweder ein neues stabiles
Niveau oder ein labiler Zustand entstanden sein, der letztendlich zum Zusammenbruch
fithren wird. Letzteres zeigte sich im Rahmen der durchgefiihrten Versuche an den
Phaseolus-Pflanzen; und dort in den Bereichen der nekrotischen Lisionen. Die ozon-
sensitive Varietdt ‘Oregon’ zeigte diese Lisionen nach der Ozoneinwirkung verstirkt.
In diesen Blattbereichen war es (nicht nur dem Ascorbat-Glutathion-System) nicht mehr
moglich einen ,,neuen” stabilen Zustand einzustellen: Das System kollabierte. Gegen-
teiliges zeigte sich bei der Betrachtung der Glutathion-Mengen der Gesamtblattunter-
suchungen (sieche auch Abb. 12). So zeigten die vorliegenden Ergebnisse sehr deutlich,
dass hier im Bereich von 10 — 12 Tagen eine Schwelleniiberschreitung erfolgte. Das
stabile Niveau, dass sich zu Beginn einstellte, konnte (im weiteren Versuchsverlauf)
nicht langer aufrecht erhalten werden. Das System hatte jedoch die Mdglichkeit einer
flexiblen Anpassung. Das Uberschreiten einer Schwelle bedeutete einen ,,Neubeginn®
auf einem anderen wiederum stabilen Niveau. Das Uberleben des Gesamtorganismus
war aufgrund dieser plastischen Komponenten innerhalb des stabilen Gesamtkonzeptes
gewihrleistet. Dieser Verlauf eines Phaseniiberganges, d.h. der Sprung von einem sta-
bilen Niveau auf ein zweites war auch bei Betrachtung der Glucose-6-Phosphat-Mengen
(Abb. 15) und bei Aktivititsmessungen der Dehydroascorbatreduktase (Abb. 21)
erkennbar.

4.2 Einordnung von Phaseolus in die allgemeine Terminologie

Die Anwendung der Begriffe ,,Resistenz*, ,,Toleranz®, ,,Sensibilitit” oder ,,Sensitivitat*
erfolgt nicht immer problemlos. Unter Zugrundelegung allgemeiner Definitionen wer-
den Pflanzen der Gattung Phaseolus als sensitiv eingestuft (Lee et al. 1984). Hierbei
wird das Auftreten von sichtbaren Symptomen wie Nekrosen, Chlorosen und ,,Wasser-
flecken bereits bei geringen Ozonkonzentrationen (1 Stunde Ozoneinwirkung) als
Kriteritum angenommen. Auch die durchgefiihrten Untersuchungen an Phaseolus
vulgaris zeigten, dass nach Behandlung mit 30 ppb Ozon — addiert zur AuBlenluft —
nach 8 Tagen bei einer der beiden verwendeten Varietdten (‘Oregon’) einzelne Chloro-
sen zu erkennen waren, die sich im weiteren Verlauf von 4-6 Tagen zu deutlichen
Nekrosen — auch als stiplings bezeichnet — ausweiteten. Mit der Varietit ‘Oregon’
wurde also die in der Literatur getroffene Einteilung bestétigt. Die Beobachtungen an
der zweiten in den Versuch einbezogenen Varietét (‘Tenderette’) widersprachen jedoch
dieser allgemeinen Einteilung. Hier war erst nach deutlich langeren Ozoneinwirkungs-
zeiten ein Auftreten phanotypisch sichtbarer Ozonschdden in Form von stiplings zu
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erkennen. Ahnlich lange Zeitriume bis zu dem ersten Auftreten solcher Schiden wur-
den auch fiir Karotten und Riiben beschrieben, Pflanzen, die allgemein als ozontolerant
beschrieben wurden. Sichtbare Schiden, speziell in Form brauner, nekrotischer, tupfen-
formiger Ausbreitungen wurden bei Nadeln von Pinus sylvestris erst nach 10 Tagen
Ozoneinwirkung beobachtet (Zinser et al. 2000).

Auch bei hoheren Ozonkonzentrationen war zu beobachten, dass bei der Varietit ‘Ore-
gon’ deutlich frither als bei ‘Tenderette’ Ozon-bedingte Schadigungen auf den Blatt-
spreiten auftraten.

Fiir die untersuchten Bohnenvarietidten zeigte sich, dass die in der Literatur haufig
beschriebene Sensitivitidt von Pflanzen (und hier hdufig von Kulturpflanzen) gegeniiber
troposphérischem Ozon (Heagle 1989; Runneckles Chevone 1992; Sandermann 1996)
auch bei einem Teil der Bohnenvarietiten zutreffend war. Aber auch fiir Phaseolus
vulgaris war festzustellen, dass bei dieser Spezies verschiedene Genotypen mit unter-
schiedlicher Sensitivitidt vorkommen konnen (Wellburn, Wellburn 1996) und die hiufig
zu findenden verallgemeinernden Einteilungen ganzer Gattungen nur begrenzt aussage-
kraftig sind.

Der Vergleich zwischen den beiden Varietiten ‘Oregon’ und ‘Tenderette’ belegte die
bereits erwéhnte Problematik der Terminologie. Es kann im Bezug auf Phaseolus
vulgaris nicht uneingeschrinkt von ,,Resistenz* gesprochen werden, da dies per Defini-
tion die anlagemiBig bedingte erhdhte Widerstandsfahigkeit einer Pflanze gegen einen
schiadigenden Einfluss bedeutet. Demgegeniiber wird fiir ,tolerante Pflanzen eine
begrenzte Widerstandsfahigkeit gegeniiber schidlichen dulleren Einfliissen beschrieben.
Auf den Varietdtenunterschied beziiglich des Verhaltens von ‘Oregon’ und ‘Tenderette’
gegeniiber Ozon, der sich in dem verzogerten Auftreten von Schiden bei ‘Tenderette’
manifestierte, ist bei ‘Tenderette’ die Anwendung des Begriffs ,,Toleranz* angezeigt,
wenn man den oben genannten Definitionen folgen will.

Im deutschen Sprachgebrauchs kann der Begriff ,,Sensitivitit™ (zugeordnete Definition:
Uberempfindlichkeit) durch ,,Sensibilitit (zugeordnete Definition: Empfindlichkeit )
ersetzt werden (Abb. 56). Auch Burkey et al. (2000) kennzeichneten die bei ihren
Versuchen verwendeten verschiedenen Phaseolus vulgaris Varietiten mit den Bezeich-
nungen ,,sensitiv’ und ,,tolerant”. Aber mit Sicherheit sollte nicht nur im Hinblick auf
Phaseolus vulgaris die Uberlegung abgebracht sein, jeweils einem Begriff den Vorzug
zu geben und dann von unterschiedlichen Graden von Toleranz (alternativ Sensitivitét)
zu sprechen. Dies griindet in der angesprochenen Beobachtung, dass im Verlauf der
vorliegenden Untersuchungen unter allen gewihlten Versuchsbedingungen beide
Phaseolus Varietiten duflerlich sichtbare Ozonschidden aufwiesen. Der Unterschied lagt
alleine im variierenden Zeitraum (kiirzere Zeitrdume bei ‘Oregon’, ldngere Zeitrdume
bei ‘Tenderette’), der zwischen Beginn der Behandlung und Eintritt der erkennbaren
Schidigung verstrich. Fiir Phaseolus vulgaris heil3t dies, dass bei der toleranten Varietit
eine Verldngerung dieses Zeitraumes zu beobachten war und somit eine begrenzte
Widerstandfdhigkeit vorlag. Ein vollstindiges Ausbleiben von Nekrosen war aber nicht
der Fall.

4.3 Seneszenzerscheinungen unter Ozoneinfluss
Eine weitere Reaktion von Phaseolus auf Ozon war eine verfriiht einsetzende Senes-

zenz. Phédnotypisch war ein Vergilben der Blitter zu erkennen. Gleichzeitig zeigten sich
Turgeszenzverluste und in der Folge frither Blattabwurf. Diese Erscheinungen zeigten
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sich zuerst bei den Primérbléttern und weiteten sich danach von einer Blattetage zu
ndchsten aus. Der zeitliche Verlauf der Vergilbungserscheinungen entsprach dem wie er
bereits fiir das Auftreten von Nekrosen beschrieben wurde. Der Zusammenhang zum
Ozonereignis war somit gegeben. Das verfriihte Einsetzen der Seneszenz unter Ozon ist
auch bei Arabidopsis bekannt. Vergilbungserscheinungen wurden fiir die dlteren Blétter
auch hier beschrieben (Miller et al. 1999). Bei Phaseolus begann die vorzeitige Blatt-
alterung in der “dltesten®, d.h., in der zuerst mit vollstindig entfalteten Bléttern verse-
henen Blattetage. Dies sind die sog. Primérblatter, die sich morphologisch deutlich von
den Folgeblittern unterscheiden. Die Blattalterung setzte sich von Blattetage zu Blatt-
etage fort. Im Varietdtenvergleich zeigte sich, dass bei den mit Ozon behandelten Pflan-
zen zuerst bei Phaseolus vulgaris ‘Oregon’ Seneszenzerscheinungen auftraten und zwar
deutlich friiher als bei der toleranten Varietdt ‘Tenderette’. Ebenso war dies bei den
behandelten Pflanzen frither zu verzeichnen als bei den Kontrollpflanzen ohne Ozon-
behandlung. Die hier beschriebenen Seneszenzphédnomene, die auch Turgeszenzverluste
der behandelten Blitter mit einschlossen, zeigen die Komplexitit der pflanzlichen
L2<Antwortreaktionen® auf Ozon. Auf unterschiedlicher Ebene, aber zeitlich und rdaumlich
koordiniert, spielten sich diese veranderten Reaktionen in der Pflanze ab.
Langzeit-Behandlungen mit niedrigen Ozonkonzentrationen (sog. chronische Ozonein-
wirkung) verursachen zumeist Verdnderungen auf physiologischer, d.h., metabolischer
Ebene wie Senkung der Photosyntheserate, Zunahme der Ionen-leakage, und verfriihte
Seneszenz (Lucas et al. 1993; Mikkelsen et al. 1995; Pell et al. 1997). Die Applikation
hoher Ozonkonzentrationen (auch iiber kurze Zeitrdume) fiihrt zumeist zu akuten Scha-
den — charakteristisch sind nekrotische Bereiche, die in relativ kurzer Zeit (Stunden)
entstehen (Wingsle et al. 1992; Sakaki et al. 1994; Ciompi et al. 1997).

Physiologische Reaktionen innerhalb der Seneszenz sind ,,primér aber nicht ausschlief3-
lich von degradativen und remobilisierenden Aktivitdten* bestimmt (Chandlee 2001).
Des weiteren sind Anderungen in der Genexpression und (als Folge) in den Protein-
ausstattungen zu nennen. Phénotypisch sichtbar sind Verdnderungen der Pigmentgehalte
und deren Zusammensetzung (Chlorophylle, Karotinoide). Unter Kontrollbedingungen
kultivierte Phaseolus-Pflanzen zeigten Seneszenzerscheinungen, die phénotypisch
sichtbar liber Chlorophyllabbau gekennzeichnet waren. Der Alterungsprozess und somit
verminderter Chlorophyllgehalt setzte bei beiden untersuchten Varietidten unter Ozon-
einfluss frither ein. Die Abnahme des Chlorophyllgehaltes ist neben der Beeinflussung
der RubisCO zumeist mit einer Reduktion der Photosyntheserate — einem weiteren
Erscheinungsbild der Seneszenz — verbunden (Nie et al. 1993). Diskutiert wird, dass
Seneszenz mit erhohtem oxidativen Stress einhergeht und eine Abnahme der antioxida-
tiven Aktivitdt zu verzeichnen ist (Prochazkova et al. 2001), bzw. Antioxidantien regu-
lierend und modulierend auf die Seneszenzdynamik einwirken (Hodges, Forney 2000).
Die Abnahme von Chlorophyllen und Karotinoiden wurde auch bei anderen Versuchen
mit Ozon festgestellt (Mikkelsen et al. 1995; Alonso et al. 1999+2001). Dabei wurde
diese Reduktion allgemein als Folge der durch Ozon induzierten verfriihten Seneszenz
gedeutet.

Zu Beginn des Versuches zeigte sich bei beiden Phaseolus-Varietiten im Vergleich zu
den Kontrollpflanzen unter Ozoneinfluss eine Abnahme der Karotingehalte. Diese
Abnahme konnte auf die Tatsache zurlickgefiihrt werden, dass Karotine als antioxidativ
wirksame Molekiile im ,,scavenging“ von Singulettsauerstoff, der bei der Reaktion von
angeregtem Chlorophyll im Triplett-Stadium mit O, entsteht, wirksam sind. Die
Abnahme von Karotin war bei der toleranten Varietit ‘Tenderette’ deutlicher ausgepragt
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und tiber den gesamten Versuchsverlauf zu beobachten. Im Falle der sensitiven Varietit
‘Oregon’ waren unter Ozoneinwirkung deutlich hohere Karotingehalte zu messen.
Inwieweit die Abnahme der Karotinmengen mit kontinuierlich ablaufenden scavenging-
Prozessen korreliert war, konnte nicht mit Sicherheit gesagt werden. Untersuchungen an
Pappel-Klonen zeigten gegensétzliche Befunde. Stirkere Abnahmen der Karotingehalte
im sensitiveren Klon unter Ozon wurden mit gleichzeitig daraus resultierender vermin-
derter antioxidativer Féhigkeit beschrieben (Ranieri et al. 2000). Aber auch hier musste
die Frage offen bleiben, inwieweit Karotinverluste in Folge von Ozoneinwirkung in
Beziehung mit der unterschiedlichen Sensitivitdt gegeniiber oxidativen Stress steht.

Ein weiteres Kriterium, das bei der Einschidtzung von Ozonschddigungen und damit
verbunden dem frithen Einsetzen von Seneszenz zugrunde gelegt wird, ist die Menge
der l6slichen Proteine. Die Fraktion der l6slichen Proteine zeigte sich bei Phaseolus
tendenziell von Ozon beeinflusst. Diese Tendenz in Form einer Abnahme der Protein-
menge war bei ‘Tenderette’ deutlicher zu erkennen. Quantitative und qualitative Ande-
rungen von Proteinmengen nach Ozoneinwirkung wurden auch fiir Fichten (Schmitt,
Sandermann 1990) bzw. Weizen (Nie et al. 1993) beschrieben. Auch fiir die RubisCO,
einem innerhalb der l9slichen Proteinfraktion mengenmafig stark vertretenen Enzym,
wurde von deutlichen Verdanderungen unter Ozon berichtet (Pell, Pearson 1983). De-
novo-Synthesen von Enzymen, u.a. von den Halliwell-Asada-Enzymen (Sévenstrand et
al. 2000), den sog. pathogen-responsive-Proteinen (PR-Proteine; Eckey-Kaltenbach et
al. 1994), den disease-resistance-response-Proteinen, Extensinen, Lipid-transfer-Protei-
nen und Proteinen, die in der Zellwand bzw. Plasmamembran lokalisiert sind, sind bei
der Proteinbestimmung von Bedeutung. Die Vielfaltigkeit moglicher Einflussfaktoren
auf die Proteinmenge, spez. bei der 16slichen Fraktion, lies die im Versuch erkennbaren
Tendenzen auch nur als solche beschreiben und machte Interpretationen schwierig. Sehr
viel spezifischer war die Untersuchung spezieller antioxidativer Reaktionskaskaden in
den Pflanzen.

4.4 Biochemische Gesamtblattanalysen des antioxidativen Systems

Als Bestandteile des antioxidativen Systems (Chaudiere, Ferrari-Iliou 1999) wurden die
Redoxpaare Ascorbat und Glutathion, sowie die Enzyme Ascorbatperoxidase, Dehydro-
ascorbatreduktase, Glutathionreduktase, Katalase und unspezifische-(Guajacol-abhén-
gige)-Peroxidasen analysiert. Als Donatoren der reducing power wurden NADP(H) und
NAD(H) gemessen. Als regeneratives System fiir NADPH und somit ausschlagge-
bendes Donorsubstrat wurde Glucose-6-Phosphat und entsprechend Glucose-6-
Phosphatdehydrogenase untersucht.

4.4.1 Analyse nicht-enzymatischer Bestandteile

Pflanzen enthalten einen hohen Level an Ascorbat, verteilt in den verschiedenen Zell-
kompartimenten. Ascorbat iibt (nicht nur bei Pflanzen) umfassende Funktionen aus
(Smirnoff 1996; Conklin 2001) und ist in der vorliegenden Arbeit vor allem in seiner
Rolle bei Radikal-scavenging Prozessen von Bedeutung. Pflanzliche Abwehrreaktionen
gegen oxidativen Stress mittels Ascorbat konnen vielfach demonstriert werden
(Cordoba, Gonzalez-Reyes 1994, Plochl et al. 2000).
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In den vorliegenden Versuchen zeigte sich jedoch die Ascorbatmenge in Gesamtblatt-
extrakten von Phaseolus bei beiden Varietiaten unter Ozoneinfluss im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen unverdndert. Auch im Varietitenvergleich konnte die beobachtete
unterschiedliche Ozonsensitivitdt nicht iiber unterschiedliche Ascorbatmengen in den
Gesamtblattextrakten in Bezug genommen werden. Im Gegensatz dazu zeigten sich in
Untersuchungen von Burkey et al. (2000) — ebenfalls an Phaseolus vulgaris — neben der
unmittelbaren Beeinflussung von Ozoneinwirkung und Ascorbatmenge ein Zusammen-
hang zwischen Ascorbatmengen und Ozonsensitivitit. Er beobachtete in seinen Unter-
suchungen, dass die Ascorbatmenge unter Ozoneinfluss variierte und dass die Pflanze,
die als sensitivste Varietét eingestuft wurde, die geringsten Werte aufwies. Im Vergleich
von weniger sensitiven und den deutlich toleranten Varietiten zeigten sich jedoch keine
Unterschiede. Dies unterstrich, dass die Unterschiede in der Sensitivitdt der unter-
suchten Phaseolus-Pflanzen nicht ausschlieBlich tiber das Ascorbat-Glutathion-System
zu erkldren waren.

Fiir eine Mutante von Arabidopsis mit reduzierten Ascorbatmengen in Gesamtblatt-
extrakten wurde eine extreme Ozonsensitivitdt im Vergleich zu den Wildtyp-Pflanzen
beschrieben (Conklin 2001). Die von Burkey et al. (2000) vermutete Notwendigkeit
einer Mindestmenge an Ascorbat zum Schutz oxidativer Belastung konnte damit unter-
stiitzt werden. Hier war nicht nur die direkte Wirkung des Ascorbats von Bedeutung,
auch die stabilisierende Wirkung des Ascorbats u.a. auf die Ascorbatperoxidase musste
in diesem Zusammenhang bedacht werden. (Auch in Zusammenhang mit den vorlie-
genden Untersuchungen der apoplastischen Ascorbatperoxidase war die stabilisierende
Wirkung des Ascorbats festgestellt worden, siche unten) Ob es eine ,,optimale* Menge
von Ascorbat fiir eine maximale Schutzfunktion gibt und in welcher Hohe diese unter
den unterschiedlichen Umweltbedingungen und Entwicklungsmustern liegt, ist auf-
grund der Netzwerkstruktur pflanzlicher Reaktionskaskaden nicht ohne Modulationen
mit erheblichen Rechenaufwand zu sagen. Burkey et al. (2000) vermuteten in dieser
Beziechung einen sog. kritischen Schwellenwert fiir die Ascorbatmenge. Werte deutlich
iiber diesem Schwellenwert sind zur Erlangung von ,, Toleranz* von Né&ten. Nicht ver-
gessen werden darf jedoch in diesem Zusammenhang die zelluldre Struktur und damit
die Verfligbarkeit von Ascorbat in den unterschiedlichen Kompartimenten der Zelle.
Auch dieser Zusammenhang wird spéter noch eingehender behandelt.

Ein weiterer bedeutender Aspekt war der Redox-Status des Molekiils. Dies galt nicht
nur fir Ascorbat, sondern auch wie spiter noch gezeigt, fiir Glutathion. In den vorlie-
genden Untersuchungen wurde eine voriibergehende Verschiebungen des Redox-Status
von Ascorbat um bis zu 20 % unter Ozon beobachtet. Die tolerante Varietit *Tende-
rette’ reagierte hierbei deutlich schneller mit einer entsprechenden Verschiebung des
Verhiltnisses. Bereits nach 8 Tagen waren hier hohere Dehydroascorbatmengen zu ver-
zeichnen. Die genannten Ergebnisse stehen beziiglich das Ascorbats im Gegensatz zu
den Untersuchungen von Burkey et al. (2000). In dieser Studie waren bei den dort
gewidhlten Ozonkonzentrationen keine signifikanten Effekte der Verhiltnisse von
Ascorbat/Dehydroascorbat und auch Glutathion,.4/Glutathion,, zu verzeichnen. Beide
antioxidativen Metaboliten waren hier iiberwiegend in der reduzierten Form vorhanden.
Der Redox-Status bestimmte sowohl die Funktions- als auch Reaktionsfdhigkeit von
Ascorbat und Glutathion. Die direkte Reaktion und damit Detoxifikationsfahigkeit von
Ascorbat mit Ozon und dessen Folgeprodukten (ROS) erfolgte {iber die reduzierte Form
des Molekiils und resultiert in einem Anstieg der oxidierten Form (Polle et al. 1995).
Der Redox-Status von Ascorbat und Glutathion reagiert auch auf andere Stressoren
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sensitiv (Cuypers et al. 2001). Auch weitere Ascorbatwirkungen, wie die Reduktion
anderer antioxidativer Molekiile (z.B. apoplastische Phenole oder Tocopherol), die
ebenfalls von Ozon oxidiert werden konnen (Coérdoba-Pedregosa et al. 1996), gehen
vom reduzierten Ascorbat aus. In Phaseolus lagen unter ,,Normalbedingungen® ca. 95
% des Ascorbats (Gesamtblatt) in der reduzierten Form vor. Dabei zeigten sich
Kompartiment-abhéngige Unterschiede. Im Chloroplasten liegen 96 % des Ascorbats in
der reduzierten Form vor (Law et al. 1983), im Apoplasten geht man von 90 % redu-
ziertem Ascorbat aus (Ranierie et al. 1999). Eine mdgliche Reaktion von reduziertem
Ascorbat mit verschiedenen oxidierten Verbindungen zeigt sich in einer Verschie-
bungen des Ascorbat/Dehydroascorbat-Verhiltnisses (Nakano, Asada 1981; Dalton
1986).

Eine schneller eintretende Erhohung der Dehydroascorbatmenge und damit eine Ver-
schiebung der Redox-Verhiltnisse wie es bei den Untersuchungen der toleranten
Varietiat ‘Tenderette’ sichtbar wurde, liel vermuten, dass hier eine fiir die Pflanze
effektivere (da schnellere) Reaktion von Ascorbat mit oxidativen Substanzen erfolgte.
Im Gegensatz bedeutete dies fiir die weniger tolerante Varietit ‘Oregon’, dass hier vor
Einsetzen der (verspiteten) Reaktion des Ascorbats Schadigungen eintreten konnten.
Eine Moglichkeit, die sich in den frither auftretenden sichtbaren Schidden wiederspie-
gelte.

Ein voriibergehender Anstieg der oxidativen Form der Metaboliten mit darauffolgender
Regeneration konnte auch fiir die Reaktion von Glutathion auf Metallbelastungen in
Phaseolus-Blittern beobachtet werden (Cuypers et al. 2000). Auch hier zeigte sich das
charakteristische Bild (in Abb. 6 fiir Ascorbat gezeigt). Aber auch gegenteilige
Beobachtungen sind zu verzeichnen. Spinatblétter zeigten beziiglich des intrazelluldren
Redox-Status von Ascorbat keinerlei Verdnderungen nach Ozon (Luwe et al. 1993).
Reaktionen des Ascorbats spielten sich hier im Apoplasten ab. Eine Beobachtung, die
sich auch in der vorliegenden Arbeit zeigte (siche unten).

Ein weiterer sehr wichtiger antioxidativ wirksamer Metabolit im Ascorbat-Glutathion-
System ist das Glutathion (Renneberg, Brunold 1994). Unter der katalysierenden
Reaktion der Dehydroascorbatreduktase wird mittels reduziertem Glutathion (auch hier
ist die reduzierte Form die aktive Form) Dehydroascorbat reduziert und somit dem
System wieder verfligbar gemacht. In der vorliegenden Untersuchung zeigte sich
beziiglich der Gesamtglutathionmengen ein sehr heterogenes Bild. Varietiten-bedingte
Unterschiede =zeigten sich bereits unter Kontrollbedingungen. Deutlich hdhere
Gesamtglutathionmengen waren bei der sensitiven Varietdt ‘Oregon’ zu messen.
Inwieweit dieser Varietitenunterschied bereits eine ,,Stressantwort™ darstellte (Kon-
trollbedingungen bedeuten ja nicht zwangslaufig ,,Stress“-freie Bedingungen), konnte
unter den gegebenen Umstdnden nicht ermittelt werden. Ein solcher Varietiten-
unterschied wurde auch von Burkey et al. (2000) fiir die in seiner Studie verwendeten
Bohnenkultivare beschrieben. Hinsichtlich der beiden Varietiten ‘Tenderette’ und
‘Oregon’ war in seinen Untersuchungen jedoch die tolerante Varietét diejenige mit der
hoheren Glutathionmenge in Gesamtblattextrakten. Im Vergleich aller von ihm unter-
suchten Genotypen konnte aber nicht generell von einem Zusammenhang zwischen
hoheren Glutathionmengen und einer entsprechenden Toleranz gesprochen werden. Ein
Umkehrschluss konnte aus den Studien von Xiang et al. (2001) gezogen werden. Pflan-
zen der Gattung Arabidopsis mit niedrigeren Glutathionmengen waren sensitiver
gegeniiber einer Vielzahl von Umweltstressoren - einschlielich Ozon — als Wildtyp-
Kontrollen. (Auch zeigte sich a) das plastische Verhalten von Pflanzen gegeniiber den
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gewidhlten Umweltbedingungen und b) die Verkniipfungen einzelner dem Anschein
nach ,,unabhédngiger Umweltparameter in einer Versuchsreihe und mahnte vor vor-
schnellen Verallgemeinerungen.)

Bei den hier untersuchten Phaseolus-Pflanzen resultierte Ozon bei beiden Varietéten in
einem Anstieg an Gesamtglutathion in den Gesamtblattextrakten. Ubereinstimmend
dazu waren Ergebnissen in Gerste, hier fiihrte eine akute Ozoneinwirkung zu einem
Anstieg der Gesamtglutathionmenge (Price et al. 1990) und in Pappel-Blattern sogar zu
einer Verdopplung (SenGupta et al. 1991). Gegensétzliches fand Burkey (Burkey et al.
2000) bei seinen Untersuchungen an Bohnen, und auch bei Untersuchungen an Fichten-
samlingen (Hausladen et al. 1990) zeigten sich in Abhéngigkeit der applizierten Ozon-
menge und Behandlungszeit bei sogenanntem chronischen Ozon keine Verdnderungen
in den Glutathionmengen. Erhohte Glutathionmengen nach Stressapplikation war auch
fiir Kéltestress (Alscher 1989), Trockenheit (Navari-Izzo et al. 1997), Metalltoxizitit
(Dixon et al. 1998; Cuypers et al. 2000) und bei Virusinfektionen (Gullner et al. 1999)
charakteristisch (Noctor et al. 1998). Die Begriffe chronisch und akut wurden in der
gesichteten Literatur jedoch nicht immer scharf abgegrenzt.

Die in ‘Oregon’ unter Kontrollbedingungen erhéhte Glutathionmenge (erhohte Menge
reduziertes, also aktives Glutathion) konnte unter Ozoneinwirkung augenscheinlich
keine ,,Schutzfunktionen* ausiiben. Eine evt. Schutzfunktion durch Glutathion zeigten
sich in Studien mit kélteresistenten Erbsen. Als Folge von Kilte-,,Stress* waren nur
geringfiigigen Glutathion-Verlusten (ohne gleichzeitige GSSG Akkumulation) zu ver-
zeichnen womit eine geringe Photooxidationsraten einherging und auch eine Lipid-
peroxidation vermieden werden konnte. Demgegeniiber fand sich bei kiltesensitiven
Kiirbis-Pflanzen unter Kaltestress verstirkt Photooxidation und Lipidperoxidation in
Verbindung mit einer betrdchtlichen Akkumulation von GSSG und gleichzeitiger
Abnahme der Gesamtglutathionmenge (Wise, Naylor 1987). Daraus lieB sich ableiten,
dass nicht nur die Mengen des reduzierten Glutathions ausschlaggebend war. Ein
Anstieg der oxidierten Form und eine evt. damit verbundene Akkumulation kénnen den
Metabolismus einer Pflanze nachhaltig beeinflussen.

In den vorliegenden Untersuchungen hatte Ozon keinerlei (messbaren) Effekt auf das
Verhiltnis von Glutathion,.q/Glutathiony, d.h., auch unter Stressbedingungen lagen
ungefiahr 98 % des Gesamtglutathions in der reduzierten Form vor. Eine Beobachtung
die auch von Burkey et al. (2000) in seinen Studien mit verschiedenen Bohnenpflanzen
beschrieben wurde. Wie bereits im Fall des Ascorbats gezeigt wurde, ist auch bei
Glutathion die reduzierte Form die aktive. In einigen Fillen konnte mit einem Anstieg
von Glutathion (aber auch mit einem Anstieg des Glutathion.q/Glutathiong-
Verhiéltnisses) eine Erhohung der Resistenz gegen oxidativen Stress verbunden werden
(Dalton et al. 1986; Skrivastava, Dwivedi 1998; Roxas et al. 2000). Auch die Rolle des
reduzierten Glutathions in Verbindung mit Cytochrom c bei der Induktion der Apoptose
(s.u.) spiegelte die Besonderheit des Redoxzustandes dieses Molekiils wieder.
Untersuchungen von Rao und Davies (1999) zeigten in diesem Zusammenhang, dass
Ozon bei konstanten Gesamtglutathionmengen durchaus einen Einfluss auf das vorhan-
dene Glutathion,.q/Glutathion.,-Verhéltnis haben konnte. Ozon bewirkte bei einer unter-
suchten Arabidopsis-Mutante eine Reduktion dieses Verhiltnisses von bis zu 50 %. Die
Bedeutung der Redox-Verhiltnisse von Glutathion wurde auch in anderen Studien
beschrieben (May et al. 1998; Noctor, Foyer 1998; Mullineaux et al. 2000;
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Pfannschmidt et al. 2001). Zudem wurde eine Signalwirkung des Glutathions - nicht
nur in Verbindung mit der HR (May et al. 1998) — diskutiert (Mullineaux, Creissen
1997). Nach Mehdy (1994) war innerhalb der Regulation von abwehrspezifischen
Genexpressionen das zelluldre Glutathion,.4/Glutathiony-Verhédltnis wichtiger als die
absoluten Mengen der beiden Formen.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten unverdnderten Glutathion,.q/Glutahiony-
Verhiltnisse (Gesamtblattebene nach Ozoneinwirkung) sollten hier jedoch nicht im
Gegensatz zu dem oben dargestellten verstanden werden. Ozon wies einen deutlichen
Einfluss auf das Glutathion im Apoplasten auf (siche unten).

Die kinetische Betrachtung der Mengenverdanderungen des Glutathions zeigten bei
Phaseolus deutliche Schwankungen. Vielfach wurden dhnliche Schwankungen von
Glutathionmengen als diurnale Fluktuationen (Peltzer, Polle 2001) oder auch als saiso-
nale Schwankungen (Taulavuori et al. 1999) beschrieben. Auch eine Abnahme als Folge
des Alterns der Pflanze konnte gezeigt werden (Prochazkova et al. 2001). Im Fall von
Phaseolus war aber keine lincare Abnahme zu beobachten, vielmehr war (wie bereits
beschrieben) mit dem Absinken von einem Niveau auf ein zweites eine typische
Schwellenwertreaktion zu verzeichnen. Die Behandlung der Phaseolus-Pflanzen mit
Ozon hatte neben den bereits beschriebenen Mengenverdnderungen des Glutathions
Anderungen der Schwellenwertreaktion zur Folge. Die Uberschreitung der Schwelle
und in der Folge der ,,Niveau-Sprung™ fanden zeitlich verzogert statt. Das bedeutete,
dass unter Ozon nicht nur eine weiterhin hohe Syntheserate von Glutathion zu
beobachten war, das Ozon verzdgerte gleichzeitig den Ubergang in eine neue Entwick-
lungsphase. Dass dieser Verlauf kein Einzelfall war, zeigte die Messung von Glucose-6-
Phosphat dem zentralen Elektronen-Donator des cytoplasmatischen Pentose-Phosphat-
Pathways (PPP). Im Bereich zwischen dem 8. und 12. Tag verminderten sich die
Glucose-6-Phosphat-Mengen in den Gesamtblattextrakten sprunghaft von dem zu
Beginn des Versuches vorliegenden Niveau auf ein um 40 % reduziertes Niveau. Ozon
filhrte nun bei den beiden Varietiten dazu, dass dieses Absinken der Ausgangsniveaus
zu einem frilheren Zeitpunkt stattfand. Bei der sensitiven Varietit ‘Oregon’ lag das den
»spateren® Entwicklungsstatus kennzeichnende zweite Niveau auf der selben Hohe wie
das der Kontrollpflanzen. Bei der toleranten Varietét *Tenderette’ lag das zweite Niveau
um 40 % unter dem Niveau der Kontrollpflanzen.

Die unmittelbar von Glucose-6-Phosphat beeinflussten Coenzympaare NADP/NADPH,
und NAD/NADH zeigten ein sehr heterogenes Verhalten. Die NADP(H)-Mengen in
den Gesamtblattextrakten wurden innerhalb der vorliegenden Versuche durch Ozon
nicht beeinflusst. Eine Beobachtung die auch Gupta et al. (1991) in Experimenten mit
Pappeln machten. Die NAD(H)-Mengen jedoch waren in den behandelten Phaseolus-
Pflanzen durchgehend erhoht.

Die zeitlichen Verldufe der NADPH- und NADH-Mengen zeigten in Anhingigkeit des
Alterns eine Tendenz zur Reduktion. Dies trat bei der Messung von NADH deutlicher
zutage. Altere Pflanzen(teile) hatten geringere NADH-Mengen. Diese schon beziiglich
Glutathion und Glucose-6-Phosphat gemachte Beobachtung war somit auch fiir das
Coenzym zu verzeichnen. Die Abnahme erfolgte hier jedoch kontinuierlich. Der
Alterungsprozess der Blitter, der sich hier in der NADH-Menge widerspiegelte, war
iiber geringere Stoffwechselraten (geringerer NADH-Bedarf) gekennzeichnet. Eine
Beobachtung, die auch an anderer Stelle gemacht wurde (Huffaker 1990; Nooden,
Penney 2001; Prakash et al. 2001).
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Die Tendenz einer Steigung konnte man dagegen bei der Betrachtung des zeitlichen
Verlaufes der Redox-Verhiltnisse beider Coenzyme (NADPH/NADP+NADPH und
NADH/NAD+NADH) feststellen. Bei beiden Varietiten lagen die Redox-Verhiltnisse
von NADPH/NADP+NADPH bei den Kontrollpflanzen durchschnittlich um 0,25 und
sind keinen grofleren Schwankungen unterworfen. Ozon resultierte in einer geringfiigi-
gen Verschiebung (0,15), d.h. die Stoffwechselsituation der mit Ozon behandelten
Pflanzen wies einen erhohten Bedarf fiir NADPH auf. Dieser Bedarf lag bei der sen-
sitiven Varietit ‘Oregon’ geringfligig hoher, die Verhiltnisse waren weiter in Richtung
NADP verschoben.

Bei der sensitiven Varietdt ‘Oregon’ lag das Verhéltnis NADH/NAD+NADH ebenfalls
bei 0,25 und zeigte weder iiber die Zeit noch bei Ozonbehandlung nennenswerte Veran-
derungen. Bei der toleranten Varietdt ‘Tenderette’ zeigte sich auch die angesprochene
Tendenz einer Steigung iiber die Zeit deutlicher. Ausgehend von einem Verhéltnis von
0,35 erfolgte ein Anstieg auf Werte bis zu 0,45, sowohl bei Kontrollen als auch bei den
behandelten Pflanzen. Den normalerweise mit Alterungserscheinungen korrelierten
verminderten Stoffwechselumsetzungen wurde hier auf Ebene der Coenzyme entgegen-
gewirkt. Entgegengesetztes wurde ja bei den Beobachtungen an Glutathion und
Glucose-6-Phosphat festgestellt.

Ausgehend von NADPH (bzw. Glucose-6-Phosphat im regenerativen System - PPP)
erfolgte ein Fluss der reducing power iiber Glutathion und Ascorbat und letztendlich auf
die ,,angreifenden* ROS (z.B. H,0,). Von letzterem wirkte eine ,,oxidative Kraft in
entgegengesetzter Richtung (Abb. 57). Die jeweils ,,stirkere* Kraft bestimmte, ob eine
Entgiftung erfolgte (ausreichend reducing power) oder das System kollabierte (,,oxida-
tive Kraft“ dominiert). In einer Gesamtbilanzierung iiber grof3ere Blattbereiche trat bei
Phaseolus die Extremsituation — der komplette Zusammenbruch des Systems — nicht
auf. Es zeigte sich, dass hier die reducing power die bestimmende Kraft war. Das Sys-
tem konnte nach erfolgter Entgiftung regenerieren. Ein Zusammenbruch blieb auf lokale
Bereiche beschriankt, und stellt sich phénotypisch in den stiplings dar.
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Abb. 57: GroBenvergleich der gemessenen Pools der Antioxidantien Ascorbat und
Glutathion sowie von NADPH auf Gesamtblattebene. Darstellung von Fliis-
sen der ,,reducing power* von NADPH in Richtung ROS und eine von den
ROS ausgehenden ,,oxidativen Kraft* in entgegengesetzter Richtung.
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4.4.2 Analyse enzymatischer Bestandteile

Die an Phaseolus durchgefiihrten Messungen zeigten eine Beeinflussung der enzyma-
tischen Bestandteile (u.a. des Ascorbat-Glutathion-Systems) durch Ozon. Im einzelnen
war diese Beeinflussung unterschiedlich ausgeprigt. Im zeitlichen Verlauf war erkenn-
bar, dass die Ascorbatperoxidase-Aktivitit in den Kontrollpflanzen ein Maximum
erreichte, das bei ca. 8 Tagen lag. Im weiteren Verlauf jedoch zeigte sich ein deutlicher
Aktivitdtsriickgang. Die Seneszenz-bedingte Abnahme von Ascorbatperoxidase-
Aktivitit, vor allem in Mitochondrien und Peroxisomen, wurde auch von Jiménez et al.
(1998) beschrieben. Eine derartige Aktivititsabnahme von Peroxidasen, wie sie in
Phaseolus-Pflanzen nachweisen werden konnte, zog eine verminderte Leistungs-
fahigkeit des antioxidativen Systems nach sich und konnte im weiteren zu einer ver-
stairkten Schadigung durch reactive oxygen species fiihren. Auch Ye et al. (2000)
beschrieben eine Abnahme der Ascorbatperoxidase-Aktivitidt im Seneszenzablauf von
Arabidopsis. Die Verminderung der Ascorbatperoxidase-Aktivitit fithrte auch hier zu
einem Anstieg der ROS und darauf folgender Schiadigung, speziell durch Lipidperoxi-
dationen. Hodges und Forney (2000) zeigten filir Spinatblétter die Abnahme von Ascor-
batperoxidase- und Katalase-Aktivitdt im Seneszenzprozess und schlossen daraus, dass
die Regulation des H,O,-Levels eine bedeutende Rolle in der Dynamik und dem zeitli-
chen Ablauf des Seneszenzprozesses spielte.

In der vorliegenden Untersuchung an Phaseolus zeigte sich, dass bei beiden Varietdten
eine Erhohung der Ascorbatperoxidase-Aktivitit durch Ozoneinwirkung generiert
wurde. Der zeitliche Verlauf, verglichen mit den Kontrollpflanzen, zeigte ein nivel-
liertes Maximum. Das Maximum trat jedoch zeitlich verzogert auf, wurde aber langer
aufrecht erhalten. Eine gesteigerte Ascorbatperoxidase-Aktivitit konnte der unter
oxidativem Stress induzierten Zunahme von ROS entgegenwirken und somit sowohl
den tatsdchlichen Gehalt an ROS als auch die dadurch verursachten Schéden vermin-
dern. Eine Beobachtung, die auch an Arabidospsis gemacht wurde (Wang et al. 1999).
Eine Generalisierung, dass eine Erhohung der Ascorbatperoxidase-Aktivitit zwangs-
laufig eine erhohte Toleranz bewirkte, war aber nicht moglich, da die Ascorbat-
peroxidase nur in Abhidngigkeit von Ascorbat - und im Rahmen des Ascorbat-
Glutathion-Systems abhdngig von den Mengen an Coenzyme - agieren kann. Eine
Erhohung der Ascorbatperoxidase-Aktivitit unter Stressbedingungen (im Rahmen der
Kapazitit des Ascorbat-Glutathion-Systems) sowie eine daraus resultierende Toleranz-
erhdhung der Pflanzen gegen den applizierten Stress wurde fiir Arabidopsis berichtet
(Rao et al. 1996).

Bei den Untersuchungen der Dehydroascorbatreduktase zeigte sich, dass Ozon kaum
Einfluss auf die gemessenen Aktivitidten hatte. Anhand der Ergebnisse konnten nur
Tendenzen erkannt werden. Diese zeigten, dass die tolerante Varietdt ‘Tenderette’ unter
Ozon leicht erhohte Dehydroascorbatreduktase-Aktivititen aufwies und sich im Gegen-
satz dazu bei der sensitiven ‘Oregon’ verminderte Dehydroascorbatreduktase-Aktivi-
tidten unter Ozoneinfluss einstellten. Eine Beobachtung die auch Ushimaru et al. (1997)
bei der Untersuchung von Reis unter Ozonstress gemacht hatten. Im Gegensatz zur
Ascorbatperoxidase-Aktivitdt zeigte die Aktivitit der Dehydroascorbatreduktase deut-
lich weniger Beeinflussung durch Ozon. Aber auch das Gegenteil kann der Fall sein.
Fiir Sedum zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Aktivitit von Dehydroascorbat-
reduktase durch Ozon (Castillo, Greppin 1988). Beziiglich dieses Enzyms sind daher
keine Verallgemeinerungen moglich, zu grof3 sind die artenbedingten Unterschiede.
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Die Glutathionreduktase ist ein Schliisselenzym im H,0,-scavenging-System.
Glutathionreduktase-Aktivitdt ist der limitierende Faktor im ,Recycling“ von
Glutathion (Nagalakshmi, Prasad 2001). Erhohte Glutathionreduktase-Aktivititen
wurden fiir verschiedene Stressoren beschrieben (Oxidativer Stress auf Tabak, Ederli et
al. 1997; Metallbelastung auf Brassica, Prasad er al. 1999; Ozonstress auf Arabidopsis,
Rao et al. 1996). Unter Ozoneinfluss zeigte sich in den vorliegenden Untersuchungen
eine zeitlich begrenzte Erh6hung der Aktivitit: sowohl bei ‘Tenderette’ als auch bei
‘Oregon’. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu Untersuchungen von Guri (1983)
an Phaseolus und Castillo, Greppin (1988) an Sedu; sie stellten fest, dass die Aktivitat
dieses Enzyms nicht durch Ozon beeinflusst wird. Das Enzym Glutathionreduktase
bestimmt die antioxidative Kapazitét einer Pflanze iiber die Einstellung und Kontrolle
des Glutathion,.¢/Glutathiongesam-Verhiltnisses. Eine durch Ozon verursachte erhohte
Aktivitdt und einem damit erhohten Umsatz von Glutathion (induziert durch ROS) kann
eine verstirkte GSSG-Bildung in einem definierten Bereich kompensieren, was sich in
einem konstanten Glutathion,.q/Glutathiongesme-Verhéltnis ausdriickt. Die Kontrolle des
Redox-Status in den verschiedenen Zellkompartimenten ist fiir die Erhaltung zellulérer
Strukturen und metabolischer Reaktionen bedeutend.

Der zeitliche Verlauf sowohl der Glutathionreduktase- als auch der Dehydroascorbat-
reduktase-Aktivitét bei den Kontrollpflanzen entsprach dem, wie er bereits fiir Glucose-
6-Phosphat beschrieben wurde. Eine durch Alterungsprozesse begriindete Abnahme der
Aktivititen wurde auch bei Erbsen gefunden (Jiménez et al. 1998). Die Aktivitits-
verminderung in Phaseolus auf 25 % (Dehydroascorbatreduktase) und 20 %
(Glutathionreduktase) vollzog sich nicht kontinuierlich, sondern es trat im Bereich um
16 Tage eine Schwelleniiberschreitung ein. Diese Regulierung der Glutathionreduktase-
Aktivitdt auf ein niedrigeres Niveau konnte auch als Reflexion der (abnehmenden)
Glutathion-Menge iiber die Zeit aufgefasst werden. Da auch die Dehydroascorbat-
reduktase Glutathion als Substrat verwendet, ist auch hier eine Anpassung durch eine
Verminderung der Aktivitdten sinnvoll.

Aktivitditen von sog. unspezifischen Peroxidasen sind fiir alle Kompartimente
beschrieben. lThre Funktionen sind vielfdltig, entsprechend den Metaboliten, die als
Elektronen-Donatoren fiir das jeweilige Isoenzym zustindig sind (Ascorbat, Phenole,
etc.). Beziiglich der Peroxidase-Aktivitét zeigten die vorliegenden Ergebnisse, dass die
Aktivitdten der Kontrollpflanzen der toleranten Varietdt ‘Tenderette’ im Versuchszeit-
raum konstant waren, die der sensitiven Varietdt jedoch deutliche Verdnderungen
zeigten. Die Entwicklungsmuster, die dieser Dynamik zugrunde lagen, konnten nicht
ermittelt werden. Ozon verursachte bei beiden Varietdten einem Anstieg der Peroxi-
dase-Aktivitdt; hierbei zeigte die sensitive Varietidt ‘Oregon’ einen stirkeren Anstieg.
Aber auch die tolerante Varietdt ‘Tenderette’ wies unter Ozon hohere Aktivititswerte
auf.

Verénderte Peroxidase-Aktivitdten wurden bei verschiedenen Pflanzen unter verschie-
denen Stressoren beobachtet (Ozon- und UV-Belastung auf Arabidopsis, Rao et a. 1996;
Ozonbelastung auf Pinus, Alonso et al. 2001). Die Spezifizierung der gemessenen Akti-
vitdt auf ein Ereignis (hier Ozon) wurde aufgrund der verschiedenen Isoenzyme der
Peroxidase schwierig, da ein Ausschluss anderer Reaktionen in komplexen Systemen
nicht gelingen konnte. Auch Burkey et al. (2000) zeigten, dass im Vergleich verschie-
dener Genotypen von Phaseolus die ozonsensitiveren Varietiten den stirkeren Anstieg
der Peroxidase-Aktivitidten aufwiesen. Auch fiir die vorliegenden Ergebnisse lies sich
die Darstellungen von Burkey aufnehmen, dass die Peroxidase-Aktivitdt als frither und
effektiver Indikator fiir Ozonstress bei Bohnen anzusehen war, aber nicht zwangsldufig
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als Kriterium zur Unterscheidung sensitiver und toleranter Genotypen Anwendung
finden konnte. Diop et al. (1997) gingen davon aus, dass Peroxidase-Aktivitit als
»sekundére Konsequenz* von ozoninduzierten Schiden anzusehen sind.

Die an Phaseolus gemessenen Katalase-Aktivitdten bestétigten die Beobachtung von
Vanacker et al. (2000), dass sich eine Abhédngigkeit von der H,O,-Konzentration zeigte.
Unter der Annahme, dass die Ozonwirkung auch als ROS-Wirkung aufgefasst werden
konnte (s.u.), ist bei der toleranten Varietit erst nach ldngerer Einwirkungszeit eine
Verdopplung der Katalase-Aktivitdt (im Vergleich zu den Kontrollen) zu verzeichnen.
Demgegeniiber zeigte die sensitive Varietdt ‘Oregon’ zundchst eine deutliche Aktivi-
tdtsminderung gefolgt von einer Zunahme der Aktivitit, die jedoch im Vergleich zu
‘Tenderette’ geringer war. Ein Anstieg der Katalase-Aktivitit nach Ozoneinwirkung
wurde auch fiir Pinus (Alonso et al. 2001) beschrieben. Untersuchungen an Tabak
zeigten, dass Katalase-Mangel-Mutanten unter Ozoneinfluss frither Schadbilder aufwie-
sen als die entsprechenden Kontrollpflanzen (Willekens et al. 1997). In der Diskussion
iiber eine Parallele zwischen Pathogenabwehr und Ozondetoxifikation wurde vor allem
auf eine Analogie der Katalase-Wirkung hingewiesen. Fiir andere Stressbedingungen
wie im Bereich Thermotoleranz konnte eine H,O,-Akkumulation beobachtet werden,
gleichzeitig verminderten sich die Katalase-Aktivititen (Dat et al. 1998). Es gibt eine
Vielzahl von Beobachtungen iiber verdnderte Aktivititen von Katalase (und auch Supe-
roxiddismutase) als Folge eines Hitzeschocks. Mit der Verminderung der antioxidativen
Kapazitdt ging auch hier ein Anstieg der ROS-Konzentration einher (Dat et al. 1998).

Die vorliegenden Gesamtblattanalysen von Phaseolus bestitigten, dass das Ascorbat-
Glutathion-System in die Detoxifizierungsprozesse von Ozon involviert war (Tab. 2).
Die effektiven Verdnderungen der einzelnen Komponenten waren, bezogen auf das
Gesamtblattniveau, jedoch nicht sehr ausgeprdgt und konnten fiir eine Interpretation
unterschiedlicher Toleranzaussagen beider Bohnenvarietiten beziiglich Ozonein-
wirkung nicht ausreichend sein. Aus diesem Grund sollen die Gesamtblattanalysen als
Néherung gelten, die wertvolle Hinweise fiir weitere Untersuchungen dariiber geben,
,»wo und ,,welche* Einzelanalysen als sinnvolle und notwendige Ergénzung erfolgen
miussen.

Die ,Addition” aller am Detoxifizierungsprozess beteiligter Bestandteile einer
Zelle/eines Gewebes verstirkten die durch das Ascorbat-Glutathion-System bereits
erkennbaren Tendenzen. Dazu konnte man (wie in Tab. 2 dargestellt) die einzelnen
Komponenten ,theoretisch® addieren, aber auch sog. ,,Gesamtantioxidantien-
kapazititen* beziiglich der antioxidativen Wirkung bestimmen. Hierbei wurden jedoch
Methoden-abhédngig immer nur bestimmte mit dem gewédhlten Aufschlussmittel 16sbare
Bestandteile erfasst. Eine Auswahl zweier Aufschlussverfahren und damit der Einsatz
zweier Antioxidantien-assays zeigte Varietdtenunterschiede, die in der antioxidativen
Kapazitit zu suchen sind, deutlicher. Die Kinetik liber die antioxidative Kapazitit
(ermittelt iiber den NBT-assay) zeigte eine Maximumskurve. Das Maximum wurde bei
der toleranten Varietit ‘Tenderette’ zu einem deutlich fritheren Zeitpunkt erreicht als
bei der sensitiven ‘Oregon’. Auch die Amplitude dieses Maximums war grof3er.

Uber ein zweites Aufschlussverfahren (DPPH-assay) wurde der Unterschied noch
deutlicher. Die in diesem Verfahren erfassbaren Bestandteile waren anscheinend nur in
der toleranten Varietit ‘Tenderette’ in nachweisbaren Mengen vorhanden und in der
sensitiven ‘Oregon’ in diesem Bereich nicht bestimmbar. Beide Wege zeigten, dass sich
der phénotypisch friih erkennbare Varietitenunterschied auch auf physiologischer
Ebene fassen ldsst.
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) Glucose-
Beeinflussung Ascorbat- Dehydro- Glutathion- . 6-
von . ascorbat- Katalase | Peroxidase
e peroxidase reduktase Phosphat-
Aktivititen reduktase
Dehydrog.
‘Tenderette’ 0
‘Oregon’
) . Glucose-
Beeinflussung . | Reduktions- Gesamt Gesamt
Ascorbat | Glutathion | .. . 6-
von Mengen dquivalente NBT DPPH
Phosphat
‘Tenderette’ 0 + 0 -
‘Oregon’ 0 0 0 —

Tab. 2: Zusammenfassende Darstellung der relativen Beeinflussung der einzelnen
antioxidativ wirkenden Komponenten unter Ozoneinwirkung in den
Gesamtblattanalysen. Bei der Betrachtung der einzelnen Komponenten waren
teilweise nur Tendenzen zu erkennen. Aus der Addition dieser
»EBinzelwirkungen® ergab sich ein Gesamtbild, das als Grundlage fiir die
varietitenbedingten Unterschiede in Bezug auf Ozontoleranz/-sensitivitit
gelten konnte. In der Addition zeigte sich die deutlich stirkere Beeinflussung
bei der toleranten Varietdt ‘Tenderette’. 0 = unbeeinflusst; + = geringe
Zunahme; ++ = deutliche Zunahme; — = Abnahme; +/— = zeitabhingig gegen-
laufige Reaktionen; NBT und DPPH siehe auch Kapitel 3.2.5

Stabilitit auf Gesamtblattebene Reducing power
<
A
ROS AA G SH NADPH
o N — — — — —
System bleibtstabil Oxidative Kraft
Lokale Ereignisse Reducing power
B “Stipplings” ROS AA GSH NADPH
System bricht zusamm en Oxidative Kraft

Abb. 58: Schematische Darstellung der ,,Schwankungen® des Ascorbat-Glutathion-
Systems nach Ozoneinwirkung. A) Gesamtblattebene: Das System reagierte,
die ,,Schwankungen* waren jedoch nicht sehr ausgepriagt. Die reducing
power war stirker als die ,,oxidative Kraft“ der ROS. Die Einstellung eines
neuen stabilen Status konnte erfolgen. Weitere Folgeerscheinungen waren
nicht sehr ausgeprigt, da das System als Puffer gewirkt hatte und wenig
Signalweiterleitung erfolgte. B) Lokale Erscheinungen, die bei ‘Oregon’ frii-
her und bei ‘Tenderette’ spéter zu verzeichnen waren: Die Schwankungen
des Systems wurden grof3er, das System war ,,iiberfordert” und konnte nicht
mehr gegensteuern. Die ,oxidative Kraft® der ROS war grofer als die
reducing power. Ein stabiler Zustand wurde nicht mehr erreicht, das System
brach zusammen; phanotypisch wurden stiplings sichtbar.
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Die Tatsache, dass die applizierten Ozonmengen das zelluldre antioxidative System
(bezogen auf das Gesamtblatt) nicht wesentlich verdndert hatten, zeigt die enorme Sta-
bilitdt dieses Systems. Offensichtlich konnten lokale Zusammenbriiche (nur solche
konnten ja zu den sichtbaren Ozonschidden in Form der stiplings fithren) im Bereich des
Gesamtorgans Blatt durch die ,,gesunden®, ungeschéadigten Bereiche kompensiert wer-
den (Abb. 58).

Die ,,Strategie®, stark geschidigte (nicht mehr zu ,rettende) Bereiche zugunsten des
Uberlebens des Gesamtorganismus zu ,,opfern, ist eine unter dem Stichwort Apoptose
bekannte erfolgreiche Strategie.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachteten nekrotischen Spots konnten als Bereiche
eines programmierten Zelltodes definiert werden. Sie ermoglichten der sensitiven
Varietit ‘Oregon’ ein - wenn auch zeitlich begrenztes - Uberleben. Wie die Analysen
zeigten, resultierte dieses Uberleben in zellinternen Veréinderungen, vor allem auf bio-
chemischer Ebene. Und entsprechend den Verhiltnissen bei der Pathogeninfektion und
—abwehr (Vannacker et al. 1998B) ist auch bei ,,Ozonattacken* (siche auch unten) der
Apoplast das primér betroffene Kompartiment. Im Apoplasten definierten sich die
Varietitenunterschiede (bezogen auf eine unterschiedlich ausgeprigte Toleranz) beim
untersuchten Ascorbat-Glutathion-System in nicht unerheblichem Malle in den Verén-
derungen der einzelnen Komponenten dieses Systems.

Apoptotische Ereignisse wurden urspriinglich fiir tierische Lebewesen definiert (Lam et
al. 1999), fanden aber auch auf pflanzlichen Organismen Anwendung. In einer Vielzahl
von physiologischen Prozessen ist ein kontrollierter Zelltod wichtig fiir die erfolgreiche
(Weiter-) Entwicklung der Pflanze. Hier kann man neben Frucht- und Blattfall im
Rahmen von Reifungs- und Seneszenzerscheinungen vor allem auch Pflanzen-Patho-
gen-Interaktionen und die daraus resultierende hypersensitive response (HR) nennen.
Eine Reihe von Untersuchungen zeigten, dass der bei der HR auftretende Tod von
Zellen einen programmierten Zelltod darstellte und als analoge Reaktion zum apopto-
tischen Zelltod bei Tieren anzusehen war (Lam et al. 1999). Die Initiierung dieses pro-
grammierten Zelltodes erfolgte als Reaktion auf die ROS. Die schddigende Wirkung des
Ozons beruhte zu groBBen Teilen auf der Fahigkeit der Generierung von ROS (Pellinen
et al. 1999; Rao et al. 2000). Untersuchungen zeigten, dass Ozon Signaltransduk-
tionsketten in Gang setzte, dhnlich derer, die durch Pathogene induziert wurden.
Ahnlichkeiten in den von Ozon und Pathogenen induzierten pflanzlichen Reaktionen
lasst die Anwendung der Begriffe um den programmierten Zelltod fast zwangslaufig
auch im Bereich von ,,Ozonattacken und der daraus resultierenden pflanzlichen
Antwortreaktion zu (Sandermann 1998; Rao, Davis 1999). Es besteht die Moglichkeit,
dass Cytochrom c eine Schliisselfunktion in der Induktion von Apoptose innehat. Hier-
bei soll der Redox-Status ausschlaggebend sein. Von Bedeutung ist in diesem Zusam-
menhang wieder die Rolle von Glutathion (reduzierte Form). Glutathion soll Cytochrom
¢ in der reduzierten (inaktiven) Form stabilisieren und somit die Auslosung der Apop-
tose vermeiden. Die Anbindung zu dem untersuchten Ascorbat-Glutathion-System ist
gegeben (Hancock et al. 2001). Auch hier konnte man somit vom kontrollierten Abster-
ben von Zellbereichen nach Ozoneinwirkung ausgehen.
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4.5 Analyse einzelner Kompartimente

4.5.1 Chloroplasten

Verschiedene Stressoren beeinflussten die einzelnen Zellkompartimenten in ganz unter-
schiedlichem Ausmal}, was sich unter anderem in den Reaktionen des antioxidativen
Systems dieser Kompartimente widerspiegelte. Bei den an Chloroplasten durchgefiihr-
ten Messungen wurden Ascorbat und Ascorbatperoxidase-Aktivititen bestimmt, da
diese die unmittelbaren Reaktionspartner der ROS darstellen. Das in Chloroplasten zu
findende Ascorbat lag bei den vorliegenden Untersuchungen zu 95 % in der reduzierten
Form vor. Untersuchungen an Spinatchloroplasten entsprachen mit ca. 96 % diesem
Wert (Law et al. 1983). Die vorliegenden Untersuchungen zeigten, dass nach Einwir-
kung von Ozon auf die Pflanzen die Ascorbat,.q/Ascorbat.-Verhidltnisse in den Chlo-
roplasten unveridndert bei 95 % blieben. Somit bestétigte sich, dass Ozon (bei den
gewihlten Verhiltnissen) keinen unmittelbaren Einfluss auf die Redox-Verhiltnisse im
Chloroplasten hatte. Gleiches lies sich auch fiir die absoluten Ascorbatmengen (redu-
zierte und oxidierte Form) in den untersuchten Chloroplasten sagen. Auch hier war
wihrend bzw. nach Ozoneinwirkung keine messbare Verdnderung der Ascorbatmengen
zu verzeichnen. Die Mengen entsprachen denen der Kontrollpflanzen, d.h. eine Reak-
tion des Chloroplasten-Metabolismus (beziiglich des antioxidativen Systems) auf die
Stresssituation bedingt durch Ozon fand demzufolge nicht statt. Diese Beobachtung
wurde auch bei der Messung von Ascorbatperoxidase-Aktivitdten deutlich. Ozon hatte
keinen Einfluss auf die Ascorbatperoxidase-Aktivititen in den Chloroplasten der beiden
untersuchten Phaseolus-Varietdten. Rao, Davis (1999) stellten bei ihren Untersu-
chungen fest, dass Ozon bei Arabidopsis eine rapide (70-80 %ige) Abnahme der
Transkriptionslevel von Ascorbatperoxidase in Chloroplasten zur Folge hatte. Eine
ergidnzende Aktivititsmessung des Enzyms lag nicht vor, so dass kein direkter Ver-
gleich gezogen werden konnte. Eine Messung iiber die tatsdchlich vorliegenden Aktivi-
tit (Halbwertszeit), die dann zugleich eine Aussage iliber die Effektivitdt in Bezug auf
die Detoxifikation zuldsst, scheint hier aussagekriftiger zu sein. Die Messung der
Chloroplastenfraktion ergab, dass die Wirkung von - bzw. die Schiddigung durch - Ozon
an anderer Stelle erfolgen musste. Auch entsprechende Folgereaktionen waren offenbar
nicht weitreichend genug, um Auswirkungen auf die Aktivititen des antioxidativen
Systems im Chloroplasten zu haben. ,,Stabile* Entgiftungssysteme in anderen Zellkom-
partimenten sorgten nicht nur fiir eine Entgiftung des Ozons und seiner Folgeprodukte,
sondern waren zugleich Puffersysteme, die eine Weiterleitung des Stresses verhinderten
bzw. die Auswirkungen verminderten und somit tiefgreifende Schadigungen zu vermei-
den halfen. Untersuchungen an Pappeln zeigten, dass eine transgene Variante die
Glutathionreduktase in Chloroplasten und im Cytosol iiberexprimiert, bei Ozon-
einwirkung keinerlei Vorteile gegeniiber der Wildtyppflanze aufwies (Strohm et al.
1995). Auch in hier zeigte sich, dass der Chloroplast in Hinblick auf Ozon nicht das
»Kompartiment der Wahl* ist. Eine deutliche Aktivititsinderung der chloroplastischen
Ascorbatperoxidase konnte erst nach intensiven Lichteinstrahlungen beobachtet werden
(Yoshimura et al. 2000). Unter derartigen Bedingungen war der Chloroplast das ,,ent-
scheidende® Kompartiment (Entgiftungssysteme anderer Kompartimente waren schein-
bar nicht ,,vorgeschaltet™).

Die Untersuchungen an Phaseolus ergaben, dass der zeitliche Verlauf der Anderung der
Ascorbatmengen, sowohl bei den Kontrollen als auch bei den behandelten Pflanzen dem
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der Analysen der Gesamtblattextrakte glich. Im Bereich von ca. 10 Tagen nach Start der
Ozoneinwirkung zeigte sich ein (nicht ganz so deutlich ausgeprigter) Abfall der Ascor-
batmenge. In diesem Bereich wurde eine Schwelle iiberschritten. Es war ein sprung-
hafter Abfall von einem zu Beginn hoheren Niveau auf ein um 15 % niedrigeres Niveau
zu verzeichnen. Wie bereits bei der Analyse der Gesamtascorbatmengen beobachtet
werden konnte, zeigte sich auch hier, dass mit dem Erreichen eines neuen Entwick-
lungsstadiums ein neues stabiles Niveau eingestellt wurde.

4.5.2 Apoplast

Die Analyse der Funktionen des Apoplasten bei pflanzlichen Antwortreaktionen auf
Umweltsignale erlangt zunehmendes Interesse (Hoson 1998, Sakurai, 1998). Immer
deutlicher wird die Tatsache, dass der Apoplast als priméire Barriere bei der Ozondeto-
xifikation zu verstehen ist.

Die gewihlte Methode zur Gewinnung des Apoplastenfluids aus Blattgewebe wurde in
verschiedenen Verdffentlichungen als (relativ) ,,schnelle und einfache Methode zur
Apoplastenfluidgewinnung® bestdtigt. Zudem reprisentierte das daraus gewonnene
Apoplastenfluid beziiglich der physiologischen Zusammensetzung die Verhiltnisse des
extrazelluliren Raums (Lohaus et al. 2000). Im Gegensatz zu den Ergebnissen von
Lohaus zeigte sich bei den vorliegenden Untersuchungen der Bohnenpflanzen, dass die
Infiltrationszeit weniger Einfluss auf die ,,Qualitit das Apoplastenfluids hatte als die
verwendeten Zentrifugationsgeschwindigkeiten. Die von Lohaus ausgesprochene Emp-
fehlung, Zeitrdume unter 5 Min. zu wihlen, konnte bei den Bohnen ohne Einbullen bis
zur 4-fachen Zeit iiberschritten werden. Inwieweit dies mit einer konstanten (effekti-
veren?) Kiihlung (von der bei Lohaus ausgangen werden konnte, die jedoch nicht expli-
zit genannt wurde) begriindet werden kann oder in den Verhéltnissen der gewahlten
Pflanzenart gesucht werden muss, kann nicht gesagt werden. Demgegeniiber zeigten
sich die Bohnen sensitiver gegeniiber der Einwirkung der Zentrifugationskréfte.
Geschwindigkeiten tiber 500 g fiihrten zu deutlich stirkeren Kontaminationen des
Apoplastenfluids mit interzelluldren Molekiilen (Kontrolle anhand von Messungen der
Malatdehydrogenase-Aktivitdt). Die von Lohaus gezogene Grenze von 700 g musste
deutlich unterschritten werden und wurde generell als zu hoch erachtet.

Unterstiitzt werden konnte die von Lohaus getroffene Einschédtzung der Methode in
Bezug auf ihre Vielfdltigkeit der Anwendungsgebiete. Auch in den vorliegenden Unter-
suchungen konnten damit Abschétzungen fiir grofBflichige Bereiche vorgenommen
werden. Punktuelle Detektionen oder gar zellulire Eingrenzungen miissen auf anderen
Wegen erfolgen.

Radikale im Apoplasten

Ozon dringt durch die Stomata in das Mesophyll der Blitter ein, die kutikuldre Permea-
tion wird mit annéhernd Null als unbedeutender Faktor nicht weiter in Betracht gezogen
(Kerstiens, Lendzian 1989). Das Ozon diffundiert im inneren ,,Luftraum‘ und erreicht
die Zellwand und das Plasmalemma (Sharma, Davies 1997). Die Konzentration von
Ozon im Zellinneren liegt nahe Null (Laisk et al. 1989). Es agiert und zerstért im
Folgenden iiber die reactive-oxygen-species (ROS). Deren Entstehung ist durch Kontakt
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mit wissrigem Milieu sowie Plasmalemmakomponenten und auch zelluldren Bestand-
teilen beglinstigt (Pell et al. 1997; Mudd 1997).

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte im Apoplasten von Phaseolus das Vorhanden-
sein von Radikalen bestétigt werden und ein direkter Zusammenhang zwischen Radi-
kalmenge und dem Ozonereignis hergestellt werden.

Sowohl in der toleranten Varietdit ‘Tenderette’ als auch in der sensitiven ‘Oregon’
akkumulierten durch Ozon Radikale im Apoplasten. Bei ‘Tenderette’ fiel diese
Zunahme jedoch deutlich geringer aus als bei der sensitiven ‘Oregon’. Auch hier war
somit wieder ein deutlicher Varietitenunterschied erkennbar.

Bei der Betrachtung des Vorkommens von Radikalen im Apoplasten wurde die Proble-
matik der zwei unterschiedlichen Seiten der ROS-Wirkung erkennbar. Grant, Loake
(2000) fanden fiir die Rolle der ROS-Produktion die schone Bezeichnung des ,,zwei-
schneidigen Schwertes®. Neben dem schddigenden Einfluss muss auch die Signal-
wirkung, die von den ROS ausgeht, bedacht werden (ROS im Bereich Gravitropismus,
Joo et al. 2001; H,O, bei der HR, Bolwell et al. 1999; ROS als Vermittler innerhalb der
pflanzlichen Immunitdt, Sandermann 2000). Die genauen Regulationsvorginge sind
zumeist noch nicht geklért. Nicht nur die Ergebnisse der Untersuchungen an Phaseolus
liesen vermuten, dass die Menge der ROS in einem (pflanzenspezifisch) genau defi-
nierten Bereich reguliert werden musste, um eine Signalwirkung auszuiiben, ohne
cytotoxische ,,Nebenwirkungen® zu verursachen. Dies schien bei ‘Tenderette’ (zumin-
dest im Anfangsbereichs des Versuches) der Fall zu sein. Einem voriibergehend deutli-
cheren Anstieg von ROS im Apoplasten folgte eine Phase mit nur leicht erhdhten ROS-
Mengen. Nach einem kurzen, deutlichen Signal folgte eine kontinuierlich leicht erhdhte
,Signalstellung” bei anhaltender Ozoneinwirkung. Beim Uberschreiten einer (nicht
ndher bekannten) Schwelle kehrte die Situation ins Gegenteil um, die schidigende Wir-
kung tiberwog. Der Anstieg der ROS-Menge im Apoplasten fiel bei ‘Oregon’ noch
deutlicher aus und auch in der Folgezeit blieben die Mengen deutlich {iber denen der
Kontrollen und auch iiber denen von ‘Tenderette’ unter Ozoneinwirkung. Ein zuviel an
ROS (bei ‘Oregon’) fiihrte hier zu einer Umkehrung der Situation. Es erfolgte nicht die
durch das Signal auszulosende Zunahme der Antioxidantien (wie bei ‘Tenderette’),
sondern eine Verminderung der Antioxidantien im Apoplasten (Abb. 60).

Antioxidantien im Apoplasten

Apoplastische Ozondetoxifikation {iber die Aktion/Reaktion der Redoxpaare Ascor-
bat,.q4/Ascorbat, und/oder Glutathion,.q/Glutathion,, konnte in der vorliegenden Unter-
suchung an Phaseolus gezeigt werden. Damit bestdtigten sich die Ergebnisse, die liber
Untersuchungen an Spinat und Arabidopsis vorlagen (Luwe et al. 1993; Conklin et al.
1996). Zugleich offenbarten sich dariiber hinaus auch Anhaltspunkte zur unterschied-
lichen Toleranz der beiden untersuchten Phaseolus-Varietéten.

Die Antioxidantien im Apoplasten agieren und reagieren in einer Vielzahl von Phino-
menen sowohl bei Wachstumsvorgidngen als auch im Rahmen von Abwehrreaktionen
(Cordoba, Gonzalez-Reyes 1994; Vanacker et al. 1998a+b; Kato, Esaka 1999; Veljovic-
Jovanovic et al. 2001). Von besonderer Bedeutung ist auch hier das Ascorbat. Im
Bereich der Zellwandbildung ist es ebenso von Bedeutung wie bei Detoxifikations-
reaktionen.
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In der vorliegenden Versuchen fiihrte Ozon bei der toleranten Varietdt ‘Tenderette’ zu
einer deutlichen Zunahme der Gesamtascorbatmenge im Apoplasten. Eine Beobach-
tung, die auch fiir Sedum gemacht wurde. Behandlung mit verschiedenen Ozonkon-
zentrationen fithrte hier immer zu einem Anstieg der Gesamtascorbatmenge im
Apoplasten (Castillo, Greppin 1988). Da bei den vorliegenden Analysen am Gesamt-
blatt keine Zunahme der Gesamtascorbatmenge verzeichnet werden konnte, bedeutet
dies, dass Ozoneinwirkung in einer Verschiebung des Ascorbats zwischen den Kom-
partimenten resultierte. Die Varietdt ‘Tenderette’ transportierte deutlich mehr Ascorbat
in den Apoplasten, um dort eine verstirkte Ozondetoxifikation durchfiihren zu kénnen.
Ausgehend von einer direkten Reaktion des reduzierten Ascorbats mit Ozon zeigten
sich auch in der Betrachtung der Verhéltnisse von Ascorbat,.q/Ascorbat,, immer wieder
tendenzielle Verschiebungen in Richtung der oxidierten Form. Aber unter den gege-
benen Bedingungen schienen die Regenerationssysteme in ausreichender Quantitdt und
Qualitdt wirksam zu sein. Das Verhiltnis blieb im gro3en und ganzen erhalten. Die
zumindest zeitweise vorhandene Effektivitit der Ozondetoxifikation durch Ascorbat
zeigte sich im verzogerten Auftreten von Ozonschdden bei der toleranten Varietit
‘Tenderette’ bei gleichzeitiger Erhohung der Ascorbatkonzentration im Apoplasten. Bei
der sensitiven Varietit hingegen zeigte sich die umgekehrte Reaktion. Ozon fiihrte hier
zu einer deutlichen Verminderung der Ascorbatkonzentration im Apoplasten bei den
begasten Pflanzen. (Die Kontrollen wiesen im Vergleich untereinander kaum Unter-
schiede in den Ascorbatmengen auf.) Da auch bei ’Oregon’ auf Gesamtblattebene keine
derartig deutliche Verdnderung der Ascorbatmengen nach Ozon zu erkennen war, lag
die Ursache vermutlich ebenfalls in einer gednderten (hier verminderten) Transport-
fahigkeit (Abb. 59). Studien zeigten den Einfluss von Ozon auf Membranproteine und
hier auch auf Transportproteine (Tokarska-Schlattner et al. 1997). Das Vorhandensein
von Transportern in der Plasmamembran wird noch kontrovers diskutiert (Horemans et
al. 1996+1997; Smirnoff 2000; Bichele et al. 2000). Es erscheint aber sehr wahrschein-
lich, dass der Ascorbattransport liber spezielle Carrier erfolgt (Horemans et al. 2000).
Das Fehlen einer sehr wichtigen Detoxifikationskomponente im Apoplasten von
’Oregon’ war phanotypisch sichtbar mit dem Auftreten von stiplings korreliert. Dies
geschah zudem zu einem deutlich fritheren Zeitpunkt als bei der toleranten Varietit
‘Tenderette’. Dieser deutliche Unterschied der Ascorbatmengen im Apoplasten der
beiden Varietiten spiegelte sich auch in deutlich unterschiedlichen Graden an Toleranz
gegeniiber Ozon wider. Dies ist nicht immer mit dieser Eindeutigkeit der Fall. Untersu-
chungen an Pappeln zeigten, dass die Ozondetoxifikation durch Ascorbat hier nicht fiir
Erklarungen der unterschiedlichen Ozontoleranz zweier verschiedener Klone herange-
zogen werden konnte (Ranieri et al. 1999).

Moldau (1999) war generell der Ansicht, dass Ascorbat in der Zellwand nicht als
perfekte Barriere gegen Ozon angesehen werden kann. Dem konnte nach Vorlage der
Untersuchungen an Phaseolus teilweise zugestimmt werden. Die Untersuchungen
ergaben eine Zeitabhdngigkeit der Ascorbateffektivitit. Bei ‘Tenderette’ konnte Ascor-
bat deutlich ldnger als bei ‘Oregon’ eine erfolgreiche Entgiftung durchfiihren. Die
tatsdchliche Menge von Ozon, die liber Ascorbat im Apoplasten detoxifiziert wurden,
ist weitgehend spekulativ. Untersuchungen an Spinat ergaben, dass ,,nur* 5 — 10 % des
Ozons iiber Ascorbat entgiftet wurden (Luwe et al. 1993). Demgegeniiber standen
Angaben liber Ozon-Detoxifikationsraten von 50 — 70 % (Moldau 1998).

Jakob und Heber (1998) stellten fest, dass apoplastisches Ascorbat nicht effektiv genug
war, um Schidigungen der Blitter durch Ozon vollstindig zu verhindern. Auch hier
wurde auf die bereits angesprochene Problematik der punktuellen Lokalisation nicht nur
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von Ascorbat im Apoplasten hingewiesen. Die Ergebnisse der Messungen stellten eine
Zusammenfassung des gesamten apoplastischen Bereichs eines grofleren Blattbereiches
dar (Jakob, Heber 1998). Lokale Schwankungen der Ascorbatkonzentration (u.a.
bedingt durch lokale Schwankungen der Ozonkonzentration durch ein verdndertes
Stomaverhalten) konnen — neben der Tatsache, dass Ascorbat ,,nur Teile des Ozons
detoxifizieren konnte — Erkldrung fiir das Auftreten von Schéden sein.

Bei den Untersuchungen an Phaseolus konnte - im Gegensatz zu anderen Pflanzen (u.a.
Spinat — Luwe et al. 1993; Kiirbis — Ranieri et al. 1996) - nachgewiesen werden, dass
neben Ascorbat auch Glutathion am Detoxifizierungsprozess im Apoplasten beteiligt
war. Hierbei zeigte sich bei den Messergebnissen eine deutliche Parallele zu denen des
Ascorbats. Bei der toleranten Varietdt ‘Tenderette’ konnte unter Ozon im Apoplasten
deutlich mehr Gesamtglutathion gemessen werden als in den Apoplastenfluids der
Kontrollpflanzen. Und entsprechend gegensitzliche Verhéltnisse lagen bei der sensi-
tiven Varietit ‘Oregon’ vor. Hier zeigten sich unter Ozoneinfluss im Apoplasten gerin-
gere Glutathionmengen als bei den Kontrollen. Die Glutathionmengen im Apoplasten
durchliefen wiahrend des Versuchszeitraumes abwechselnd Maxima und Minima. Die
Ozoneinwirkung schien die Transportraten bei *Tenderette’ zu verstirken und umge-
kehrt bei ’Oregon’ zu hemmen (Abb. 59).

Die Verhiltnisse Glutathion,.q/Glutathion,y, die in den Kontrollpflanzen zwischen 50-
60 % lagen, sanken unter Ozoneinwirkung ab. Der Anteil von oxidiertem Glutathion
nahm zu. Auch fiir Glutathion war das Vorhandensein von Transportern aufgrund der
mit Ozoneinwirkung eng Kkorrelierten (verhéltnismédBig schnellen) Abnahme der
Glutathionmengen (Regulation?) zu postulieren.

Eine Zunahme von Glutathion war nicht nur bei der direkten antioxidativen Wirkung
des Molekiils von Bedeutung. Zusétzliche Glutathionmengen stabilisierten zudem den
Redox-Status im Apoplasten (analog zu Beschreibungen von Schraudner et al. 1997 im
Chloroplasten) wihrend des scavengings der vermehrt auftretenden ROS. Mit dem
Verlust von Glutathion im Apoplasten von Phaseolus (gestorte Signalwirkung der ROS,
s.0.) ging der Verlust korrelierter Funktionen einher. Dies bedeutete im Varietéten-
vergleich, dass die sensitive ‘Oregon’ somit einen deutlichen Nachteil gegeniiber der
toleranten ‘Tenderette’ hatte. Die Tatsache, dass Glutathion-Null-Mutationen letal
waren (Xiang et al. 2001) machte zusammen mit den Beobachtungen in der vorlie-
genden Arbeit deutlich, wie einschneidend die drastischen Verminderungen der
Glutathionmenge fiir die Pflanze waren.

Als Folge der gednderten Transportraten (Abb. 59) ergaben sich verschiedene Ascorbat-
und Glutathionmengen in den Apoplasten der behandelten Pflanzen im Vergleich zu
den Kontrollen. Abbildung 60 verdeutlicht das Ergebnis dieser gednderter Transport-
raten und deren Folgen der gednderten Antioxidantienmengen anhand einer schema-
tischen Darstellung. Diese verdnderten Antioxiantienmengen konnten im Fall von
‘Oregon’ als Ergebnis der ,,gestorten* Signalwirkung der durch Ozon induzierten ROS
interpretiert werden.

Jedes Antioxidans kann fiir sich alleine eine Schutzfunktion vor bzw. gegen Schéden,
verursacht durch oxidativen Stress, innehaben. Im vorliegenden Fall war eine additive
Wirkung beider Antioxidantien bei den Phaseolus-Pflanzen zu verzeichnen. Bei der
toleranten Varietdt ‘Tenderette’ ergab sich eine gesteigerte Schutzfunktion und im
Vergleich dazu — durch das Fehlen beider Antioxidantien bei der sensitiven Varietdt —
ein deutlich verminderter Schutz (sichtbar durch friihere Schéden). Eine solche Schutz-
wirkung durch additive Kombination beider Antioxidantien zeigte sich auch in anderen
Studien, u.a. an Tabak (Wellburn , Wellburn 1996).
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Oregon und Tenderette Oregon Tenderette

Transportvon Ascorbat und Glutathion iberim Plasmalemma vermutete Transporter

Abb. 59: Einfluss von Ozon auf die Transportraten von Ascorbat und Glutathion bei
beiden Phaseolus-Varietiten. ‘Oregon’ wies im Vergleich zu den Kontrollen
verminderte Gehalte von Gesamtascorbat und -glutathion auf. Hier schien das
Ozon zu einer Hemmung der Transportraten gefiihrt zu haben (unterbrochene
Pfeile). Im Gegensatz dazu zeigten sich sowohl Gesamtascorbat- als auch
-glutathionmengen nach Ozoneinwirkung im Apoplasten von ‘Tenderette’
deutlich erhoht. Eine gesteigerte Transportrate der Molekiile konnte hierfiir
ausschlaggebend sein (Doppelpfeile).

OZON

Tenderette
\.‘I\‘I

~
Zunahme derRadikale Zunahme derAntioxidantien

M
w2
—»

Zunahme derRadikale Abnahme der Antioxidantien

Oregon

Abb. 60: Darstellung der Verhiltnisse im Apoplasten von Phaseolus vulgaris ‘Tende-
rette’ und ‘Oregon’ nach Ozoneinwirkung (Radikale siehe auch 3.6; Antioxi-
dantien hier: Ascorbat und Glutathion). Der kontinuierlichen leichten
Zunahme der Radikale im Apoplasten von ‘Tenderette’ stand eine sprunghafte
Zunahme der Antioxidantien gegeniiber. Die Signalwirkung der ROS {iber-
wog. Die Antioxidantien konnten einer Schidigung effizient entgegenwirken.
Bei ‘Oregon’ war eine sprunghafte Zunahme von Radikalen zu verzeichnen.
Die gleichzeitige deutliche Verminderung der Antioxidantien im Apoplasten
hatte auf phénotypischer Ebene das Auftreten der charakteristischen Ozon-
schéden in Form von stiplings zur Folge.
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Die vorliegenden Untersuchungen ergaben, dass neben den sog. unspezifischen Peroxi-
dasen- (Guajacol-abhingige Peroxidasen), Ascorbatperoxidase- und Glutathion-
reduktase-Aktivititen im Apoplasten messbar sind.

Die Ascorbatperoxidase-Aktivititen waren durch Ozon beeinflussbar. Die tolerante
Varietit ‘Tenderette’ wies unter Stressbedingungen im Vergleich zu den Kontroll-
pflanzen hohere Ascorbatperoxidase-Aktivititen auf. Zusammen mit der erhdhten
Ascorbatmenge erreichten sie eine effizientere ROS-Entgiftung im Apoplasten, was
sich phéanotypisch in dem sehr viel spiteren Eintreten von Schadbildern manifestierte.
Im Gegensatz dazu zeigte ‘Oregon’ nach einem anfianglichen Anstieg der Ascorbat-
peroxidase-Aktivitdat unter Ozon im weiteren Verlauf eine Abnahme der Aktivitit, die
gegen Ende sogar unter die Werte der Kontrollpflanzen fiel. Entsprechend den Untersu-
chungen von Nakano, Asada (1987) lies sich dies mit der niedrigeren Ascorbatmenge
im Apoplasten bei ‘Oregon’ nach Ozoneinwirkung erkldren. Die von Nakano, Asada
(1987) beobachtete Inaktivierung von Ascorbatperoxidase im Chloroplasten bei Fehlen
ausreichender Mengen an Ascorbat traf somit auch fiir den Apoplasten zu. (Eine
Beobachtung, die auch bei Untersuchungen zur Optimierung der Methode an Phaseolus
gemacht wurde. Ein Fehlen von Ascorbat bei der Isolierung des Apoplastenfluids hatte
in vitro deutliche Aktivitatsverluste dieses Enzyms zur Folge. Ergebnisse nicht gezeigt).
Dies schien unter Beriicksichtigung der Erkenntnisse des Verhaltens in Chloroplasten
auch auf die in vivo Verhiltnisse im Apoplasten {ibertragbar zu sein.

Ein ,,negatives” Ergebnis war fiir die Dehydroascorbatreduktase zu verzeichnen. In
Phaseolus konnte keine Aktivitdt dieses Enzyms im Apoplasten gemessen werden. Dies
deutete in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Luwe, Heber (1995) und Luwe et
al. (1993) darauf hin, dass im Apoplasten keine Reduktion von Dehydroascorbat iiber
das Ascorbat-Glutathion-System durch die katalysierende Reaktion der Dehydro-
ascorbatreduktase stattfand. Ob dies bedeutete, dass die oxidierte Form des Molekiils
zur Reduktion in das Zellinnere transportiert wurde (Potters et al. 2000, Horemans et al.
2000) oder andere Reduktionsreaktionen abliefen, konnte nicht entschieden werden.
Das Vorkommen von Dehydroascorbatreduktase wird in der Literatur kontrovers
beschrieben. Vannacker et al. (1998b) konnten in Apoplasten von Hafer Dehydro-
ascorbatreduktase-Aktivitdten messen. Fiir Sedum (Castillo, Greppin 1988) und Spinat
(Luwe et al. 1993) war entsprechend den Untersuchungen an Phaseolus keine Dehydro-
ascorbatreduktase-Aktivitdt nachweisbar. Es wurde diskutiert, ob andere Proteine die
Funktion der Dehydroascorbatreduktase iibernehmen (Morel et al. 1997, Foyer,
Mullineaux 1998). Dem Thioredoxin wurde Dehydroascorbatreduktase-Aktivitit nach-
gesagt (Morel et al. 1997, Arnér, Holmgren 2000). Zugleich bezweifelten Morel et al.
(1997) in ihrer Studie, dass Pflanzen eine spezifische Dehydroascorbatreduktase besit-
zen. Eine Dehydroascorbatreduktase-Aktivitét sei als Nebenreaktion von (u.a.) Thiore-
doxin zu verstehen. Eine Aussage, die bislang keine weitere Bestitigung erfahren hat.
Eine weitere These besagt, dass Glutathion in der Lage sein konnte, Dehydroascorbat
direkt zu reduzieren (DePinto, DeGara 1999). Eine geringere Glutathionmenge, wie es
bei der sensitiven Varietdt ‘Oregon’ der Fall war, wiirde somit eine ,,doppelte” Belas-
tung fiir das Entgiftungssystem bedeuten.

Fiir eine erfolgreiche Reduktion iiber das Ascorbat-Glutathion-System miisste das
Fehlen von NADPH im Apoplasten von Phaseolus in anderer Weise ausgeglichen
werden. Ein Kandidat hiefiir konnte Coenzym Qg sein. Fiir Hefen konnte das Membran-
protein im Elektronen-Transport-System zur Reduktion von Ascorbat im Apoplasten
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identifiziert werden (Santos-Ocana et al. 1998). Durch Ozon hervorgerufenen Schiden
sind primdr in Membranen zu finden, womit auch dieses Enzym von Ausfall-
erscheinungen bereits frith betroffen sein miisste, und somit auch eine Reduktion im
Apoplasten zum Stillstand kommt (entsprechend evt. Schiden an Transportern durch
Ozon).

In Phaseolus konnte Glutathionreduktase-Aktivitdit im Apoplasten nachgewiesen
werden. Die Aktivitdt des Enzyms ist durch Ozon beeinflussbar. Die Behandlung resul-
tierte bei beiden Varietiten in einem Anstieg der Aktivititen. Einen Varietiten-spezi-
fischen Unterschied konnte man jedoch nicht erkennen.

Das Ascorbat-Glutathion-System ist nur eine Komponente der pflanzlichen Entgiftungs-
reaktionen. In Phaseolus waren unter Ozoneinwirkung weitere Detoxifikations-
mechanismen aktiv. Die vorliegenden Messungen ergaben eine deutlich negative
Korrelation zwischen dem Toleranzgrad gegen Ozon und der Peroxidase-Aktivitét (sog.
unspezifische (Guajacol-abhéangige) Peroxidasen). Maximale Peroxidase-Aktivitdten
zeigten sich unter Ozoneinwirkung bei der sensitiven Varietit ‘Oregon’. Auch Burkey
et al. (2000) fanden in ihren Untersuchungen einen Anstieg der Peroxidase-Aktivitét als
Reaktion auf Ozon. In Ubereinstimmung mit den vorliegenden Untersuchungen waren
es auch dort die ozonsensitiveren Genotypen, die den stirksten Anstieg der Aktivitéten
aufwies. Diop et al. (1997) konnten auch fiir Phaseolus (hier zwei andere Genotypen)
feststellen, dass die sensitivere Pflanze schneller und intensiver auf Ozon reagierte.
Dessen ungeachtet wiesen sie darauf hin, dass die Verwendung der Peroxidase-Aktivitit
als quantitativer Marker bei Ozoneinfluss nur begrenzt moglich sei, da eine Uberla-
gerung mit anderen Umweltfaktoren gerade bei sog. unspezifischen Peroxidasen ausge-
pragt ist.

Literaturangaben iiber das Vorhandensein verschiedener weiterer antioxidativen
Enzyme im Apoplasten sind widerspriichlich.

Extrazelluldre Peroxidase-Aktivitidt wurde sowohl bei der Detoxifizierung von Ozon bei
Sedum album L. (Penel, Castillo (1989) als auch allgemein im Lignifizierungsprozess
(Takahama, Oniki 1992) diskutiert. Peroxidase- und Ascorbatperoxidase-Aktivititen im
Apoplasten und deren Beeinflussung durch Ozon war auch an anderer Stelle fiir Bohnen
gezeigt worden (Moldau et al. 1997). Nach Virusinfektion wurde in Apoplasten von
resistenten Aprikosenvarianten ein Anstieg von Katalase-, Superoxiddismutase- und
Dehydroascorbatreduktase-Aktivitit verzeichnet (Hernandez et al. 2001a). Das Zusam-
menspiel von Katalase, Ascorbatperoxidase, Glutathionreduktase, Dehydroascorba-
treduktase und Superoxiddismutase wurde auch in Apoplasten von Hafer beschrieben
(Vanacker et al. 1998b). Entgegengesetzt waren die Ergebnisse von Fichten-
Apoplastenfluids. Hier konnten Peroxidasen- und Katalase-Aktivitit im Apoplasten
gemessen werden, aber keine Aktivititen von Ascorbatperoxidase, Dehydroascorbat-
reduktase und Glutathionreduktase (Polle et al. 1990). Ahnlich konnten die Ergebnisse
an Erbsen interpretiert werden. Superoxiddismutase- und Dehydroascorbatreduktase-
Aktivitdten sind im Apoplasten nachweisbar, das Vorkommen von Ascorbatperoxidase-
und Glutathionreduktase-Aktivitdten wurde verneint (Hernandez et al. 2001b).
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4.6 Vergleich Gesamtblattextrakt und Apoplastenfluid

Glutathion-
reduktase

Dehydro-
ascorbat-
reduktase

Ascorbat-
peroxidase

Ascorbat | Glutathion

Gesamt- 0 )
‘Tenderette’ blatt
Apoplast
Gesamt-
‘Oregon’ blatt 0 0 1 0 1
Apoplast l l 1 0

Tab. 3: Vergleich der Messungen von Gesamtblattextrakten und Apoplastenfluids am
Beispiel der Komponenten des Ascorbat-Glutathion-Systems unter Ozon-
einwirkung. Ozon fiihrte im Apoplasten zu deutlicheren Verdanderungen, die bei
Untersuchungen der Gesamtblattsituation hiufig kompensiert wurden. Die Ver-
anderungen waren bei der toleranten Varietit ‘Tenderette’ stirker ausgepragt
als bei der sensitiven ‘Oregon’. 1 = Zunahme; | = Abnahme; 0 = unbeeinflusst;
" = nicht nachweisbar.

Aus der in Tab. 3 dargestellten Zusammenfassung der Reaktionen innerhalb des Ascor-
bat-Glutathion-Systems (Enzyme und Metaboliten), sowohl auf Gesamtblattebene als
auch spezifisch im Apoplasten, wurde eines ganz besonders deutlich: Die Fihigkeit
einer Pflanze die Folgeprodukte von Ozonattacken zu entgiften hing in erster Linie
davon ab, wie die Koordination aller am Entgiftungsgeschehen beteiligten Kompo-
nenten innerhalb der Zelle und iiber deren Grenzen (Membranen) hinaus ,,organisiert®
wurde. Der Prozess einer Abwehrreaktion musste sowohl zeitlich als auch rdumlich
koordiniert werden, um sicherzustellen, dass nur die tatsichlich notwendige Anzahl von
Pflanzenzellen vom ,,normalen® Metabolismus zur Anschaltung von antioxidativen
Reaktionen iiberging. Nicht nur in diesem Zusammenhang bestétigte sich, dass eine
subzelluldire Kompartimentierung des antioxidativen Systems fiir eine erfolgreiche
Abwehrstrategie gegen extern sowie auch intern induzierte und generierte ROS von
Bedeutung ist. Deutlich zeigte sich im Vergleich der ,,verdnderten Komponenten des
Ascorbat-Glutathion-Systems von Apoplastenfluid und Gesamtblattextrakten, dass im
Apoplasten eine positive Korrelation zwischen Ozonereignis und Metabolitenmengen
bzw. Enzymaktivitdten zu erkennen war. Hierbei wurde der Varietdtenunterschied, der
sich phinotypisch in einer zeitlich verschobenen Ausbildung von Schiden zeigte,
biochemisch vor allem im Apoplasten sichtbar. Das mehr oder weniger vollstindige
Verschwinden von den zur Detoxifikation notwendigen Metaboliten (Ascorbat und
Glutathion) im Apoplasten von ‘Oregon’ zeigte sich in Ubereinstimmung mit der groBe-
ren Sensitivitit dieser Varietit gegeniiber Ozon. Die primire ,,Aktion” von Ozon und
die daraus resultierende ,,Reaktion* der Phaseolus-Pflanzen fand im Apoplasten statt,
eine ,,Weiterleitung* dieser Aktion bzw. der ,,.Befehl* zur Reaktion (Signalwirkungen)
erfolgte nur in begrenztem Malle. Die besondere Bedeutung, die der Apoplast im antio-
xidativen Geschehen im Rahmen der Ozondetoxifikation hatte, war nicht nur durch die
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verbindende Rolle der Kommunikation von Zelle zu Zelle erkennbar. Auch in der Rolle
als primére Barriere gegen Umwelteinfliisse erfiillte er eine doppelte Funktion. Auf die
Aktionen der Umwelt vermochte er zu reagieren (u.a. mit dem antioxidativen Ascorbat-
Glutathion-System), und dariiber hinaus vermittelte und modulierte er die Aktionen in
das Innere der Zelle. Diese so durch den Apoplasten vermittelten Informationen waren
ausschlaggebend fiir die weiteren Folgereaktionen. Die Perzeption, die Verarbeitung
und die Modulierung von Signalen und schlieBlich deren Ubermittlung sowohl vom
Apoplasten ins Zellinnere als auch in weiterleitende Zellen und Gewebe geben Raum
fiir weitere Forschungsvorhaben.
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5 Zusammenfassung

Ozon bewirkte bei Phaseolus-Pflanzen das verfriihte Auftreten von Seneszenzerschei-
nungen wie Vergilbung der Bléatter, Turgeszenzverlust und schlieflich Blattabwurf. Auf
physiologischer Ebene war unter Ozoneinwirkung ein stérkerer Verlust an Photosynthe-
sepigmenten zu erkennen. Phanotypisch traten charakteristische Ozonschéden in Form
von stiplings (rotlichbraune tlpfelformige Lé&sionen) auf. Die sensitive Varietat
‘Oregon’ zeigte dies deutlich friiher als die tolerante Varietét ‘Tenderette’.

Das Ascorbat-Glutathion-System war im Rahmen der Abwehrreaktionen von Phaseolus
bei Ozoneinwirkung aktiv. Ozon bewirkte eine Zunahme an Mengen (Glutathion) bzw.
Aktivitadten (Ascorbatreduktase, Glutathionreduktase, Peroxidase) der einzelnen Kom-
ponenten des Systems. Zudem zeigten sich Verschiebungen der Fraktion des reduzierten
Ascorbats.

Die Metaboliten Glutathion und Glucose-6-Phosphat bzw. die Aktivitaten von
Dehydroascorbatreduktase und Glutathionreduktase zeigten ein charakteristisches Ver-
laufsmuster. Uber einen definierten Zeitraum waren die Mengen der Metaboliten bzw.
die Enzymaktivitaten konstant (stabil). Nach dem Uberschreiten einer Schwelle stellte
sich im weiteren Verlauf ein neues ebenfalls stabiles Niveau ein. Ozon bewirkte bei
Glucose-6-Phosphat eine Verlangerung des ersten Niveaus, d.h. eine Verzogerung der
Schwelleniiberschreitung und der Neuorientierung in einem neuen Niveau.

Parallel dazu zeigten sich im Ascorbat-Glutathion-System stabile und plastische Kom-
ponenten, die in gegenseitiger Erganzung zur Aufrechterhaltung physiologischer
Prozesse beitrugen. Labile Ereignisse, d.h. der Zusammenbruch des Systems unter
Ozoneinwirkung war nur lokal zu beobachten und resultierte in den sog. stiplings.

Die einzelnen Kompartimente waren mit unterschiedlichem Ausmal? am Ozon-
geschehen beteiligt. Auf den chloroplastischen Metabolismus zeigte Ozon (in Bezug auf
die untersuchten Komponenten des Ascorbat-Glutathion-Systems) keinen Einfluss.
Deutliche und vor allem unterschiedliche (Varietaten-abhangige) Reaktionen waren im
Apoplasten zu verzeichnen. Ozon bewirkte eine Zunahme der Metaboliten Ascorbat und
Glutathion im Apoplasten der toleranten Varietét ‘Tenderette’. Dem stand eine Vermin-
derung der Metaboliten in diesem Kompartiment bei der sensitiven ‘Oregon’ gegentiber.
Weitere Anstiege durch Ozon zeigten sich bei der Ascorbatperoxidase-Aktivitat (hoher
bei ‘Tenderette’), der Glutathionreduktase-Aktivitat (beide Varietadten) und der Peroxi-
dase-Aktivitat (hoher bei ‘Oregon’).

Die Reaktionen im Apoplasten (beziiglich des Ascorbat-Glutathion-Systems) waren an
der Ausbildung der unterschiedlichen Grade von Toleranz der beiden Varietdten betei-
ligt. Sie stellten einen wichtigen Bestandteil der antioxidativen Kapazitat dar. Messun-
gen der Gesamtantioxidantienkapazitdt ergaben ebenfalls deutliche Varietaten-
abhéngige Unterschiede. GrolRere bzw. friher verfugbare Kapazitaten waren bei der
toleranten Varietit messbar.

Radikaldetektionen im Apoplasten zeigten, dass nach Ozon eine deutliche Akkumu-
lation von Radikalen in diesem Kompartiment festgestellt werden konnten. Der
Vergleich von Radikalakkumulation und Antioxidantienmengen zeigte, dass bei der
toleranten ‘Tenderette’ einer kontinuierlich leichten Zunahme der Radikale ein expo-
nentieller Anstieg der Antioxidantien Ascorbat und Glutathion gegeniberstand. Bei der
sensitiven ‘Oregon’ war hingegen eine exponentielle Zunahme an Radikalen und
gleichzeitig eine Abnahme der Antioxidantien im Apoplasten zu verzeichnen.
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