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1. Einleitung 

Neuere Schätzungen gehen davon aus, dass die natürlichen Phosphor-Reserven bis 2050 erschöpft sein 

werden. In den meisten Landökosystemen ist das Pflanzenwachstum durch die geringe Verfügbarkeit 

an freiem Phosphat (Pi) eingeschränkt. Über 70% der terrestrischen Biomasse wächst auf Böden mit 

niedrigem Phosphat-Gehalt, was auch auf über die Hälfte der landwirtschaftlich genutzten Böden  

zutrifft. Durch die intensive Bearbeitung der Böden verringert sich das Phosphat-Angebot für die 

Nutzpflanzen. Das betrifft mehr als 50 % der globalen und 75 % der landwirtschaftlichen Flächen in 

Afrika (Lynch et al., 2011). Der weltweite Einsatz von preiswertem Phosphor für die Optimierung von 

Ernteerträgen ist aufgrund der begrenzten Verfügbarkeit dieser Ressource auf etwa 30 % des globalen 

Ackerlandes beschränkt (Vance et al., 2003). Geringe Vorkommen hochwertigen Phosphors und hohe 

Energiekosten für die Düngemittelproduktion begrenzen den intensiven Einsatz von Phosphat in den 

Landwirtschaften armer Länder. Die Entwicklung von Kulturpflanzen, beispielsweise Getreide, mit 

besseren Fähigkeiten auf Böden mit reduziertem Pi-Gehalt Ertragssteigerungen zu generieren,       

könnten das Nahrungsmittelangebot in Entwicklungsländern wesentlich verbessern und in den         

entwickelten Nationen die Nachhaltigkeit der Landwirtschaft bedeutend erhöhen (Lynch et al., 2011). 

 

1.1 Phosphor und seine Bedeutung für Pflanzen 

Das Element Phosphor existiert in der Natur als phosphatreiches Mineral, meist als Apatit oder    

Phosphorit. Die Verwitterung dieser Phosphatgesteine ist die wichtigste natürliche Phosphorquelle und 

wird nach entsprechender Aufbereitung dem Menschen als Mineraldünger zur Kultivierung von  

Pflanzen zugänglich. Neben dem mineralischen Vorkommen des Phosphors im Boden gibt es weitere 

verschiedene Phosphor-Quellen, beispielsweise organische Verbindungen, wie Phytat (Inosit-

hexakisphosphorsäure). Etwa 20 – 80 % des gebundenen Phosphors im Boden kommen in dieser   

organischen Form vor und sind somit die Hauptquelle zur Freisetzung von Phosphaten (Schachtman et 

al., 1998). Als beträchtliche Reserve dienen die im Boden auftretenden pflanzlichen und tierischen 

Stoffwechsel- und Abbauprodukte, in denen Phosphat-Verbindungen existieren. 

Alle lebenden Organismen, so auch die Pflanzen, benötigen Phosphor als Makronährstoff für ihr 

Wachstum und ihre Entwicklung. Die Steuerung physiologischer Prozesse, beispielsweise die         

Photosynthese grüner Pflanzen und Cyanobakterien, die Regulierung von Gen- und Enzymaktivitäten, 

der Ablauf von Signalkaskaden über Phosphorylierungen aktiver Proteinkinasen etc., alle diese     

Vorgänge sind abhängig vom ausreichend gefüllten Phosphor-Pool der Zelle. Das vollständig oxidierte 

Phosphat ist eine Schlüsselkomponente im Primärstoff- und Energiestoffwechsel wichtiger Inter-

mediate der  Nukleinsäuren und Phospholipide. Die Aufnahme des Orthophosphats ist ein Problem für 

Pflanzen, denn trotz des reichhaltig vorkommenden Bodenphosphors, ist der lösliche Phosphat-Anteil 

im Bodenwasser ungefähr 1000fach geringer als andere erforderliche Ionen (Ticconi & Abel, 2004). 

Zur verbesserten Löslichkeit der Nährstoffe und besonders des Phosphats aus seinen Komplexen,  
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haben manche Pflanzenarten ein dichtverzweigtes Proteoidwurzelsystem entwickelt (Watt & Evans, 

1999). Dieses Wurzelsystem fördert über die Abgabe von organischen Säuren, meist Zitronensäure, 

die Senkung des Boden-pH-Wertes. Über diese Ansäuerung des Bodens können die Salze aus ihren 

Komplexen gelöst werden. Es konnte unter anderem in Lupinus albus gezeigt werden, dass die      

Proteoidwurzeln spezifische saure Phosphatasen exsudieren, welche nachfolgend das Phosphat aus 

den organischen Verbindungen freisetzen (Adams & Pate, 1992). Die für die Pflanzen zugängliche 

lösliche Phosphat-Konzentration beträgt im Bodenwasser etwa 10 µM (Marschner, 1995). Die in   

Lösung vorliegende Phosphat-Form ist abhängig vom pH-Bereich. Die Dissoziation der Ortho-

phosphorsäure (H3PO4) im sauren Milieu zu H2PO4¯ hat einen pKs-Wert von 2.1 und im neutralen  

Milieu zu HPO4
2¯ einen pKs-Wert von 7.2 (Schachtman et al., 1998). Das im sauren Bodenwasser 

vorliegende H2PO4¯ kann nachfolgend ins Innere der Pflanzen transportiert werden. Neben der           

begünstigten Zufuhr an Phosphat, konnte die Mobilisierung von Mikronährstoffen wie Eisen und 

Mangan als ein weiterer positiver Effekt des Proteoid-Wurzelsystems gezeigt werden (Braum & 

Helmke, 1995).  

Nach der Bereitstellung des Phosphats durch die Pflanzenwurzeln, wird dieses aktiv in die epiderma-

len und kortikalen Zellen der Wurzeln befördert (Jia et al., 2011). Die identifizierten pflanzlichen 

Phosphattransporter-Gene sind in vier Familien (Pht1 bis Pht4) klassifiziert, variieren in ihrer subzel-

lulären Lokalisation (Pht1 Plasmamembran; Pht2 Chloroplast; Pht3 Mitochondrien; Pht4 Golgi-

Apparat) und weisen damit auf ihre unterschiedlichen biologischen Funktionen hin (Rausch & Bucher, 

2002). Ist das Phosphat in den kortikalen Zellen der Wurzeln angekommen, so muss es in den        

apoplastischen Raum des Xylems geladen werden. Anschließend werden die Pflanzenorgane über den 

Xylem- und Phloemstrom mit Phosphat versorgt (Marschner 1995; Jia et al., 2011). Der Transport 

erfolgt stets von den Wurzelzellen zu den neu gebildeten Blättern. Der Einbau des anorganischen 

Phosphats in organische Verbindungen des pflanzlichen Stoffwechsels erfolgt außerordentlich schnell. 

Bei ausreichender Pi-Versorgung bleibt der Phosphat-Pool im Zytoplasma der Pflanzenzelle konstant. 

Ein Teil des Phosphats wird in Form des H2PO4¯ im sauren Milieu der Vakuole gespeichert und dient 

als Pi-Puffer zum Ausgleich der Pi-Homöostase. Erst beim Sinken der zytosolischen Pi-Konzentration 

wird diese Reserve angegriffen und steht der Synthese neuer Organophosphorverbindungen zur Ver-

fügung (Lee & Ratcliffe, 1993). 
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1.2 Adaptationen der Pflanzen an Phosphat-Limitierung 

1.2.1 Allgemeine Aspekte   
 

In allen Organismen ist eine ausreichende Phosphataufnahme und Phosphatbereitstellung die Grund-

voraussetzung für einen funktionierenden Energie- und Stoffwechsel. Bei Pflanzen haben sich in art-

abhängigen Grenzen morphologische, physiologische und biochemische Adaptationen entwickelt, die 

ein Überleben unter Phosphat-Limitierung ermöglichen (Abel et al., 2002; Yang & Finnegan, 2010). 

Zur Sicherung von adäquaten Phosphat-Konzentrationen werden eine Reihe von Reaktionen ausgelöst, 

darin enthalten sind Modifikationen der Wurzelarchitektur, Veränderungen der Membranstruktur und 

des Kohlenstoff-Metabolismus, Sekretion von organischen Säuren, Protonen und Enzymen, wie Phos-

phatasen und Nukleasen, Akkumulation von Anthocyanen, und eine veränderte Genexpression von 

einer Anzahl in die Pi-Adaptation involvierter Gene, wodurch die Beschaffung und Verwertung von Pi 

erleichtert wird (Raghothama, 1999; Vance et al. 2003; Rouached et al., 2010). Die ablaufenden 

transkriptionellen und posttranskriptionellen Regulationen sind in einem Netzwerk organisiert, wel-

ches aus den Schaltungen seiner Elemente nachfolgend verschiedenartige biochemische und metaboli-

sche Antworten zum Ausgleich des Pi-Stresses bereithält. Der Umfang und die Komplexität dieses 

Netzwerkes machen es für Pflanzen unabdingbar, den aktuellen Pi-Status zu registrieren und die adap-

tiven Reaktionen koordiniert zu regulieren. Die Abbildung 1 zeigt einen Ausschnitt der Phosphatman-

gel-Antwort in Pflanzen. Es sind Adaptationsreaktionen auf regulatorischer und transkriptioneller  

Ebenen dargestellt.  
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Abbildung 1: Ausschnitt der regulatorischen Phosphatmangel-Antwort in Pflanzen. 
Das Schema (Hammond & White, 2011, stark abgeändert) repräsentiert die Verflechtung verschiedener regulatori-
scher Pfade bei der Beantwortung von Phosphat-Stress in Pflanzen. Es ist die Pi-verarmte Rhizosphäre und der Pi-
verarmte Sprossbereich gezeigt, welcher in Phloem- und in Xylem-Abschnitt unterteilt ist. Darin existierende Ver-
bindungen zwischen den Pi-Mangel regulatorischen Pfaden oder den molekularen Elementen sind mit Pfeilen und 
Linien dargestellt. Eine positive rückgekoppelte Regulationsfunktion ist mit einem Pfeilende und eine negative 
rückgekoppelte Regulationsfunktion mit einem Querstrichende gekennzeichnet. Pfeile innerhalb der Boxen zeigen 
den Anstieg 3 und den Abfall  des jeweiligen Elementes unter Pi-Defizit.        
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1.2.2 Veränderung des Wurzelsystems unter Phosphat-Defizit                
 

Die Wurzel ist neben der Sprossachse und dem Blatt eines der drei Grundorgane aller Gefäßpflanzen. 

Über das essentielle Wurzelsystem werden wichtige gelöste Nährstoffe und vor allem Wasser in das 

Pflanzeninnere transportiert. Pflanzen, welche sich an eine Phosphat-verarmte Rhizosphäre anpassen 

und darin wachsen, zeigen eine veränderte Wurzelarchitektur. Die morphologisch veränderten      

Wurzeln dieser Pi-verarmten Pflanzen besitzen neue Eigenschaften, welche die Phosphat-Akquise und 

die Beschaffung anderer essentieller Nährstoffe aus dem Boden erhöhen. So sind unter anderem eine 

verstärkte Lateralwurzelentwicklung und eine erhöhte Wurzelhaarbildung bzw. eine Wurzelhaarver-

längerung nachgewiesen (Osmont et al., 2007; Desnos, 2008). Es konnte gezeigt werden, dass die 

Verlängerung der Primärwurzel sich verlangsamt (Linkohr et al., 2002) und diese dadurch stark redu-

ziert ist (Williamson et al., 2001; Sánchez-Calderon et al., 2005).  

Die Veränderung des Wurzelsystems Pi-verarmter Pflanzen ist so weitreichend, dass die Pflanzen in 

der Lage sind, den externen Pi-Status des Bodens sensorisch mit Hilfe ihrer Wurzelspitzen zu erfassen 

(Williamson et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass die lokale Erfassung des aktuellen        

Phosphat-Status über die Wurzelspitzen zur Anpassung der Aktivitäten des apikalen Wurzelmeristems 

führt (Ticconi et al., 2009).  

Jüngste Studien erläutern, dass die Erfassung des lokalen externen Pi-Status der Rhizosphäre indirekt 

über die komplexen chemischen Interaktionen zwischen Phosphat und seinen assoziierten Metall-

kationen, im aktuellen Fall Eisen, in der Rhizosphäre erfolgen könnte (Svistoonoff et al., 2007;          

Abel, 2011). Einige Untersuchungen berichteten über antagonistische Interaktionen zwischen einer 

erhöhten Eisen-Akkumulationen in Wurzeln und Stängeln von Pi-verarmten Arabidopsis- und Reis-

pflanzen (Misson et al., 2005; Hirsch et al., 2006; Ward et al., 2008; Zheng et al., 2009). Es konnte 

gezeigt werden, dass experimentell entzogenes Eisen aus Pi-Mangel-Kulturmedien von Pflanzen dem 

inhibitorischen Effekt des Primärwurzelwachstums entgegenwirkt (Ward et al., 2008). Das Stagnieren 

des Primärwurzelwachstums unter Pi-Limitierung ist vermutlich ein Ergebnis des ansteigenden Eisen-

Spiegels und seiner zellulären Toxizität.  

Einen entscheidenden Einfluss auf die Wurzelveränderungen zur Pi-Akquise hat die Balance zwischen 

den Phytohormonen Cytokinin, Ethylen und Auxin (Abb. 1). Um ein Pflanzenorgan zu erweitern, zu 

verlängern oder ein verändertes partikuläres Entwicklungsprogramm, wie die Verdichtung der      

Wurzelhaare, zu etablieren, müssen Pflanzen Mechanismen entwickeln, die stark an die Perzeption 

von Umweltreizen gekoppelt sind. Viele dieser Pflanzenantworten auf Umweltfaktoren sind über  

Auxin und Ethylen vermittelt (Lopéz-Bucio et al., 2005; Narcy et al., 2005). López-Bucio und      

Kollegen konnten 2002 den Effekt von Auxin unter Pi-Limitierung erklären, wobei es bei Phosphat-

Defizit zu einem Anstieg der Auxin-Konzentration mittels einer gesteigerten Auxin-Synthese kommt 

und/oder die Abänderung des polaren Auxin-Transportes zu einer Veränderung der Wurzelarchitektur 

führt. Zusätzlich zum Phytohormon Auxin stimulieren die Hormone Ethylen und Gibberellinsäure die 

Lateralwurzel- und Wurzelhaarbildung und die Reduktion der Primärwurzel (Jiang et al., 2007).  
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1.2.3 Regulatorische und transkriptionelle Anpassungen bei Pi-Defizit 
 

Umfassende Transkriptom-Analysen identifizierten Gruppen von Genen, welche zum einen durch die 

veränderte Wurzelentwicklung lokal reguliert werden und zum anderen durch metabolische Anpas-

sungen systemisch reguliert werden. In der Modellpflanze Arabidopsis thaliana werden zum Beispiel 

etwa 900 bis 3000 Gene in einer umfassenden Phosphatmangel-Antwort reguliert, wobei der Trans-

kriptionsfaktor PHR1 dabei eine direkte Kontrollfunktion bei der Generegulation ausübt (Thibaud et 

al., 2010; Bustos et al., 2010). Unter Phosphatmangel-Antwort wird in der vorliegenden    Arbeit eine 

komplexe Reaktion der Pflanze auf ein Phosphat-Defizit verstanden, welches zahlreiche Komponenten 

umfasst. In der Abbildung 1 ist ein Ausschnitt des regulatorischen Systems dargestellt und soll einen 

Einblick in die Komplexität der Regulation ermöglichen. Verschiedenste Gene werden durch den 

Transkriptionsfaktor PHR1 aktiviert, beispielsweise die micro-RNA miR399. Diese kleinen RNA-

Moleküle sind nur 20 – 24 Nukleotide lang und besitzen eine wichtige Funktion bei der geregelten 

Verteilung des Phosphats von der Wurzel zum Spross (Kuo & Chiou, 2011). Das Arabidopsis   Genom 

kodiert für sechs Pi-Mangel induzierte miR399-Gene (Aung et al., 2006). Diese miR399-Gene regulie-

ren die Pi-Homöostase über die Expression des Ubiquitin E2-konjugierenden Enzyms PHO2/UBC24 

(Abb.1). In Studien mit Arabidopsis pho2-Mutantenpflanzen konnte gezeigt werden, dass es zur Ak-

kumulation von Phosphat in Blättern und Stängeln kommt, wenn eine non-sense-Mutation im 

miR399-Zielgen vorliegt (Aung et al., 2006).  Die Überexpression der miR399 in den 

Mutantenpflanzen resultierte in einem übermäßigen Anstieg von Phosphat im Stängel, wenn diese 

Pflanzen unter Pi-Defizit wuchsen (Bari et al., 2006).  

Die systemische Aktivität des Transkriptionsfaktor PHR1 wird vermutlich über eine posttranslationale 

SUMOylierung gesteuert (Miura et al., 2005). Über die Aktivierung der miR399 und verschiedener 

non-coding RNAs, welche wiederrum die PHO2 Expression regulieren, aktiviert der Transkriptions-

faktor PHR1 nachfolgend die Phosphate-Starvation-Inducible (PSI)-Gene, welche dann eine bio-

chemische Antwort unter Pi-Defizit auslösen (Ticconi & Abel, 2004). 

Eine große Anzahl von Proteinen, die unter der Kontrolle des Transkriptionsfaktors PHR1 stehen, sind 

nach dem Hefe-Protein Syg1Pho81 und dem humanen Protein XPR1, benannt wurden. Sie besitzen 

eine intrinsische SPX-Proteindomäne und sind direkt oder indirekt mit der Phosphat-Homoöstase ver-

bunden. Das A. thaliana Genom kodiert für 20 Gene mit SPX-Domäne, welche in 4 Subfamilien ein-

geteilt sind (Duan et al., 2008). Die SPX-Proteine: PHO1, SPX1, SPX2, SPX3 und SPX4 sind bisher 

über verschiedene Analysen charakterisiert worden (Hamburger et al., 2002; Duan et al. 2008), wobei 

das PHO1-Protein für die Pi-Beladung der Wurzel in die Xylem-Gefäße verantwortlich ist (Abb. 1). 

Die PHO1-Genfamilie in Arabidopsis enthält 11 homologe Vertreter, welche unter Pi-Limitierung 

sowohl in der Wurzel als auch im Stängel exprimiert werden (Stefanovic et al., 2007). Die SPX-

Proteine, SPX1 und SPX3, sind ebenfalls direkt involviert in die pflanzliche Adaptations-Antwort 

unter Phosphat-Stress (Abb. 1). SPX1 ist im Zellkern lokalisiert und ist vermutlich für die trans-

kriptionelle Aktivierung von Genen verantwortlich, welche für die Pi-Mobilisierung und für die     
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Beseitigung von reaktiven sauerstoffhaltigen Spezies verantwortlich sind. Zur Steuerung dieser 

transkriptionellen Mechanismen könnte SPX3 eine negativ rückgekoppelte Regulationsfunktion auf 

die Expression des SPX1 haben (Duan et al., 2008).  

 

1.2.4 Metabolische Stressantwort der Pflanze auf Pi-Mangel  
 

Die Phosphate Starvation Response (PSR) umfasst hunderte koordiniert induzierte PSI-Gene, welche 

für Enzyme kodieren, die bevorzugt intern gebundenes Phosphat benutzen, um die fehlende externe 

Phosphat-Bereitstellung zu kompensieren und somit die Pi-Homöostase ausbalancieren (Lin et al., 

2009; Nilsson et al., 2010; Plaxton & Tran 2011).  

Die PSR-Mechanismen sind vielschichtig. So wird neben intern gebundenem Pi auch extern             

gebundenes Pi für die Pflanze zugänglich gemacht. Beispielsweise werden organische Säuren wie  

Malat und Citrat in die Rhizosphäre abgegeben, wo sie mit Metall-Ionen (Al3+, Ca2+, Fe2+, Fe3+)          

Chelat-Komplexe bilden und somit das gebundene Pi aus den verschiedenen Verbindungen lösen 

(Plaxton & Tran, 2011). Der Export dieser Säuren erfolgt entweder über aktive Membranpumpen, die 

durch H+-ATPasen im Plasmalemma angetrieben werden oder über passive Transporte durch Tunnel-

ähnliche Transporter (Yan et al., 2002; Diatloff et al., 2004). Die PSR-Enzyme bewirken die                

Freisetzung von organisch gebundenem Phosphor aus vielerlei Quellen, beispielsweise aus der Boden-

matrix, von pflanzlichen Speichergeweben, seneszenten Organen und intrazellulären Kompartimenten. 

Eine Gruppe dieser Enzyme sind die extrazellulären, die vakuolär lokalisierten und die intrazellulären 

PSI-Hydrolasen. Vertreter sind unter anderen die T2-Typ-Ribonukleasen, die purple acid-

Phosphatasen und die zytosolischen löslichen Phosphatasen (Köck et al., 1995; Bosse & Köck, 1998; 

Abel et al., 2000; Miller et al., 2001; Ticconi & Abel 2004; Tran et al., 2010).  

 

Die Abbildung 2 zeigt ein Modell der verschiedenen Vernetzungenen der metabolischen PSR-

Prozesse.  
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Abbildung 2: Modell der metabolischen Phosphatmangel-Antwort in Pflanzen. 

 

 

 

 

Das Modell wurde aus Plaxton & Tran (2011), Plant Physiology 156, 1006-1015 entnommen. 
Es sind verschiedene Adaptationsreaktionen gezeigt, die die Pi-Homöostase Pi-verarmter Pflanzen auf meta-
bolischer Ebene regulieren. Die in der Abbildung dargestellten Enzyme sind die verschiedenen PSR-
Hydrolasen (Nukleasen und Phosphatasen). Dabei sind die Purple Acid-Phosphatasen (PAP) extrazellulär 
(PAP-S*) bzw. vakuolär lokalisierte Enzyme (PAP-V*). 

 

Eine interne Phosphat-Quelle zur Remobilisierung von Phosphat ist in den Phospholipidmembranen 

enthalten. In der Phosphatmangel-Situation wird mit Hilfe von Pi-Mangel aktivierten Phospholipasen 

Phosphat aus diesen Membranen freigesetzt (Plaxton & Tran, 2011). In Pflanzen haben die ver-

schiedenen Membranen eine sehr unterschiedliche Lipidzusammensetzung. So bestehen die                   

chloroplastidären Thylakoidmembranen und auch die Hüllmembranen vorwiegend aus Galacto- und 

Sulfolipiden (Essigmann et al., 1998). In den Membranen der Mitochondrien und in der Plasmamemb-

ran sind diese Lipide nicht vertreten. Dort wird die Membran aus Phospholipiden gebildet            (An-

dersson et al., 2003; Heldt & Piechulla, 2008). Die Phospholipide der extraplastidischen Membranen 

werden bei starker  Pi-Limitierung reduziert und durch amphipathische Galacto- und Sulfolipide er-

setzt (Ticconi & Abel, 2004; Plaxton & Tran, 2011). Dieser Austausch wurde in A. thaliana                

pho1-Mutantenpflanzen beobachtet, welche einen reduzierten Pi-Gehalt in ihren Blättern enthielten. 

Dieser Effekt ist auf den Verlust der PHO1-Funktion zurückzuführen, die, wie bereits in 1.2.3                

erwähnt, für die Pi-Beladung in die Xylem-Gefäße in den oberirdischen Geweben der Wurzel verant-

wortlich ist. Die Extrakte dieser Blätter offenbarten einen reduzierten Phospholipidgehalt und einen 

angestiegenen Galacto- und Sulfolipidgehalt (Poirier et al., 1991; Essigmann et al., 1998). Das             

Umgestalten der Membran von Phospholipiden zu Galactolipiden ist ein Prozess, welcher gleichzeitig 

aus der Phospholipid-Hydrolyse und der Galactolipid-Biosynthese besteht (Nakamura, 2013). Die 

Hydrolyse der Phospholipide erfolgt durch die Phospholipasen A, C und D (Valentin & Lambeau, 
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2000), wobei die Phospholipasen C und D in die Phosphatmangel-Antwort involviert sind (Gaude et 

al., 2008; Plaxton & Tran, 2011).  

Im Genom von A. thaliana sind bereits sechs putative Phospholipase C-Gene identifiziert, wobei eines 

dieser Gene, NPC4, eine starke transkriptionelle Aktivität unter Pi-Limitierung aufweist (Nakamura et 

al., 2005). Subzelluläre Lokalisierungsanalysen zeigten, dass das NPC4-Protein in der Plasmamemb-

ran angereichert ist. Die Analysen von npc4-Mutantenpflanzen, bei denen die Phospholipase-C-

Aktivität unter Pi-Defizit  massiv reduziert ist, verdeutlichten die wichtige Funktion der NPC4 unter 

Pi-Mangel (Nakamura et al., 2005).  

Des Weiteren wird von einer Pi-Mangel aktivierten Phospholipase C5, NPC5, berichtet (Gaude et al., 

2008). Dieses Enzym ist in Arabidopsis-Blättern aktiviert und spaltet die Substrate 

Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylcholin. Nach der Abspaltung dieser phosphorylierten 

Kopfgruppen können die Moleküle Phosphatidsäure und Diacylglycerol zur Synthese der Galacto- und 

Sulfolipide eingesetzt und die Neugestaltung der Membran generiert werden (Gaude et al., 2008). 

Die unter Pi-Defizit in A. thaliana gebildeten PSI-Phospholipasen PLD1 und PLD2 sind möglicher-

weise in die Regulierung des Umbaus der Wurzelmembranen involviert und setzen durch ihre Spalt-

aktivität ebenfalls Diacylglycerin für die Synthese der Galacto- und Sulfolipide frei (Plaxton & Tran, 

2011).  

 

1.2.4.1  Pi-Mangel induzierte extrazelluläre Purple Acid-Phosphatasen 
 

Die bisher am besten charakterisierte pflanzliche PSR-Enzymfamilie der extrazellulären sauren Phos-

phatasen sind die Purple Acid-Phosphatasen (PAPs). Sie gehören in die Superfamilie der Metallo-

phosphoesterasen, welche über die Koordination mit einem Fe(III)-Liganden in Lösung eine rötliche 

Farbe zeigen und deshalb als „rote“ Phosphatasen bezeichnet werden (Olczak et al., 2003). Eukary-

otische Purple Acid-Phosphatasen existieren mannigfaltig als Isoenzyme in einer umfangreichen An-

zahl von Geweben oder zellulären Kompartimenten. Ihre Funktion ist die Bereitstellung, der Transport 

und die Wiederverwertung von Phosphat unter Pi-limitierenden Bedingungen.Verschiedene Studien 

zeigten, dass sie vorrangig eine Funktion beim Recycling von Phosphat aus Phosphomonoestern und 

Phosphoanhydriden besitzen (Bozzo et al., 2004; Zimmerman et al., 2004; Zhu et al., 2005; Wang     

et al., 2009). Die in der Abbildung 2 dargestellten PAP-Enzyme hydrolisieren unspezifisch ein breites 

Spektrum an Phosphomonoestern in einem weit umspannenden pH-Reaktionsbereich (Duff                

et al., 1994). Daneben fand man auch PAP-Vertreter, die als Phosphoprotein-Phosphatasen und Exo-

nukleasen fungieren (Zhu et al., 2002; Olczak et al., 2003).  

Das Arabidopsis-Genom kodiert für 29 verschiedene Purple Acid-Phosphatasen, deren Expression 

durch verschiedene Entwicklungs- und Umweltfaktoren beeinflusst wird (Tran et al., 2010). Die am 

höchsten unter Pi-Defizit induzierten A. thaliana Purple Acid-Phosphatasen sind die Isoenzyme     

AtPAP12 und AtPAP26. Sie funktionieren hauptsächlich als Wurzel-sekretierte saure Phosphatasen 
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und akquirieren vorrangig Phosphat aus dem Substrat Phosphoenolpyruvat (Tran et al., 2010). In der 

Pi-Mangel-Situation hat eine der beiden untersuchten Phosphatasen, AtPAP26, neben ihrer extrazellu-

lären Funktion auch eine zweite intrazelluläre Aufgabe zu erfüllen, indem sie vakuoläres Phosphat 

wiederverwertet (siehe Abb. 2). Ein besseres Verständnis zur Funktion der beiden   PAP-Phosphatasen 

konnte mit Hilfe von atpap26 und atpap12 Mutantenpflanzen erreicht werden. AtPAP26 ist für die 

effiziente Ernährung der Arabidopsis-Pflanze unter Pi-Mangel verantwortlich und ist der prinzipielle 

Phosphat-Beschaffer in dieser Situation (Hurley et al., 2010).  

 

1.2.4.2  Pi-Mangel induzierte intrazelluläre Phosphatasen  
 

Ein entscheidender Mechanismus zum Schutz der systemischen Phosphat-Homöostase ist die unmit-

telbare Freisetzung von Phosphat aus intrazellulär lokalisierten phosphorylierten Substanzen durch   

Pi-Mangel aktivierte Phosphohydrolasen. Stenzel et al. (2003) konnten mit Hilfe von Tomatenzell-

kulturen Kandidaten für solche intrazellulären Phosphatasen bestimmen, welche aufgrund abweichen-

der Strukturelemente nicht zu den Vertretern der vakuolären Purple Acid-Phosphatasen gehörten. Über 

das Screening einer cDNA-Bibliothek isolierten sie die aus drei Genen bestehende Psi14-Genfamilie 

und ordneten sie in die LePS2-Familie (L. esculentum Phosphatase2) ein. In einer parallelen Studie 

wurde das Genprodukt von Psi14C, die LePS2;1 (L. esculentum Phosphatase2;1), als saure Phos-

phatase charakterisiert. Sie besitzt im optimalen pH-Bereich von 4 – 5 mit dem artifiziellen Substrat 

para-Nitrophenylphosphat Pi-freisetzende Aktivität (Baldwin et al., 2001). Untersuchungen zur 

transkriptionellen Aktivierung der Psi14 – Gene zeigte, dass bereits nach 12 Stunden Kultivierung der 

Tomatenzellen unter Pi-Defizit eine hohe relative Transkriptmenge dieser Gene nachzuweisen war 

(Stenzel et al., 2003). Interessanterweise verschwand die transkriptionelle Aktivierung der Psi14–

Gene bereits eine Stunde nach Phosphat-Zugabe. Dadurch konnte gezeigt werden, dass eine rasche 

Beantwortung des abiotischen Stresses über die Aktivierung spezifischer PSI-Gene möglich ist und 

diese nur zur aktuellen Erfordernis angeschaltet werden. Eine Funktion der LePS2;1 als Protein-

phosphatase konnte mit einem rekombinanten GST-Fusionsprotein gezeigt werden (Baldwin et al., 

2008). 

In der verwandten Kartoffelpflanze konnte mit Hilfe der cDNA-AFLP-Technik ein Fragment isoliert 

werden, dessen korrespondierendes StPPP-Gen signifikante Sequenzhomologien zu Genen verschie-

dener saurer Phosphatasen aufwies (Petters et al. 2002). Die Sequenz besaß auf Nukleotid- und          

Proteinebene etwa 90 % Homologie zur Pi-induzierten sauren Phosphatase LePS2;1 aus Tomate und 

enhielt die gleichen konservierten Domänen. Eine transkriptionelle Aktivierung von StPPP bei Pi-

Defizit wurde bestätigt (Petters et al., 2002). Untersuchungen zur enzymatischen Aktivität sind bisher 

nicht bekannt. Die Proteine aus Tomate und Kartoffel besitzen drei kurze Sequenzmotive, die ver-

muten lassen, dass es sich um Vertreter der HAD-Superfamilie handelt (Koonin & Tatusov, 1994).  
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Von dieser Superfamilie ist bekannt, dass sie viele Phosphatasen enthält. Weitere Studien berichteten 

über die Pi-Mangel aktivierte Transkription strukturell verwandter Gene aus der Gartenbohne, 

PvHAD1 (P. vulgaris Haloacid Dehalogenase1) und PvPS2 (P. vulgaris phosphate starvation induced 

phosphatase2). Unter der Verwendung eines GST-Fusionsproteins konnte der PvHAD1 eine Aktivität 

als Serin/Threonin-Phosphatase zugeordnet werden (Liu et al., 2010). Das zweite Gen PvPS2 wurde 

ebenfalls über das Screenen einer substraktiven cDNA-Bank als Pi-Mangel induziertes Gen isoliert. 

Untersuchungen auf Proteinebene erfolgten nicht (Tian et al., 2007). Ein weiteres Pflanzengen wurde 

aus Reis isoliert. Das Gen OsACP1 (Oryza sativa Acid Phosphatase1) wird bereits nach einem Tag 

Kultivierung der Reispflanzen unter Phosphatmangel transkriptionell aktiviert (Hur et al., 2007). Un-

tersuchungen auf Proteinebene ergaben, dass das Genprodukt des OsACP1 das artifizielle Substrat 

para-Nitrophenylphosphat bei pH 5.6 hydrolisieren kann (Hur et al., 2007). Weitere enzymatische 

Analysen dieser Phosphatase sind nicht bekannt. 

Über Microarray-Analysen konnten zwei Gene, At1g73010 und At1g17710, in Arabidopsis thaliana 

identifiziert werden, die unter Phosphatmangel am höchsten transkriptionell aktiviert werden (Müller 

et al. 2007, Morcuende et al. 2007). Diese beiden Gene sind homolog zur LePS2-Genfamilie in Toma-

te. In eigenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass durch die Expression des Gens At1g73010 in der 

Arabidopsis-Pflanze bereits nach 6 Stunden Phosphatmangel eine hohe Transkriptmenge vorhanden 

war, welche nach Phosphat-Zugabe rasch wieder verschwand (May et al., 2011). Dieses Gen kodiert 

für eine Pi-Mangel aktivierte anorganische Pyrophosphatase und wurde als AtPPsPase1 (A. thaliana 

Pyrophosphat spezifische Phosphatase1) benannt. Die Untersuchung der Substratspezifität ergab, dass 

die Mg2+-abhängige AtPPsPase1 Natrium-Pyrophosphat hoch spezifisch umsetzt (0.43 nmol Pi min-1 

µg-1). Der Km-Wert für die PPi-hydroliserende Reaktion der PPsPase1 beträgt 38.8 µM, was darauf 

hindeutet, dass Natrium-Pyrophosphat das natürliche Substrat der PPsPase1 in der Pflanze sein könnte 

(May et al., 2011). Das zweite Pi-Mangel Gen At1g17710 ist bisher enzymatisch nicht charakterisiert 

worden. Unsere vorläufigen Analysen in Datenbanken ergaben, dass es ein drittes Gen (At4g29530)  

mit hoher Homologie zu den beiden genannten Genen gibt. Informationen zu einer transkriptionellen 

Aktivierung gibt es bisher nicht.  
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1.2.4.3  Die Haloacid Dehalogenase (HAD)-Superfamilie 
 

Die Haloacid-Dehalogenase (HAD)-Superfamilie ist eine große Superfamilie ubiquitär vorkommender 

Enzyme (> 19.000 bekannte Proteine), die in den Proteomen der drei großen Bereiche der Lebewesen 

repräsentiert wird. Eine große Anzahl dieser Enzyme fand man beispielsweise in Escherichia coli (28), 

in Mycobacterium tuberculosis (30), in Caenorhabditis elegans (84), in Arabidopsis thaliana (169) 

und in Homo sapiens (183). Die Superfamilie umfasst Enzyme der namensgebenden Haloacid-

Dehalogenasen (HADs), der Phosphonatasen, der P-typ ATPasen, der Phosphomutasen und der         

Phosphat-Monoesterhydrolasen (Phosphatasen), wobei die ATPasen mit etwa 20 % vertreten sind und 

die Phosphatasen die umfangreichste Klasse mit einem Anteil von etwa 79 % bilden (Allen &          

Dunaway-Mariano, 2004 und 2009). Die gemeinsamen Sequenzmotive der HAD-Superfamilie konn-

ten mit Hilfe von Computeranalysen entschlüsselt werden (Koonin & Tatusov, 1994). Durch das 

schrittweise Absuchen des offenen Leserahmens einer Anzahl von unbekannten Enzymen fand man 

im aktiven Zentrum einige konservierte Aminosäuren, die in drei verschiedenen Motiven eingeordnet 

sind (siehe Abbildung 3). Die bisher charakterisierten HAD-Enzyme zeigen einen gemeinsamen Kata-

lyse-Mechanismus, indem sie die Spaltung von C-Cl-, C-OP- und C-P-Bindungen katalysieren         

(Kuznetsova et al., 2006). Über Kristallstrukturen, beispielsweise die X-ray-Struktur der Phospho-

serin-Phosphatase MjPSP von Methanococcus jannaschii (Wang et al., 2001), konnten drei konser-

vierte Sequenzmotive 1-3 charakterisiert werden, welche die Kerndomäne umfassen. Die Gesamt-

homologie der Proteine ist gering und beschränkt sich innerhalb der HAD-Superfamilie auf diese drei 

Motive. 

 

 
HAD-Superfamilie Konsens: 

Motiv 1           Motiv 2      Motiv 3 

DxDx (T/V)   (S/T)          K-x (18/30) – (G/S; D/S) x3 (D/N) 

 

 

 

 
 
 
 
 
Abbildung 3: Katalytische Motive der 
HAD-Superfamilie.  
Das Konstrukt wurde aus Burroughs et al. 
(2006), J. Mol. Biol. 361, 1003-1034 entnommen 
und zeigt die an der Katalyse beteiligten konser-
vierten Aminosäuren der charakteristischen 
HAD-Motive 1, 2 und 3. Der Phosphoryltransfer 
wird über ein essentielles Mg2+-Ion koordiniert. 
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Im Motiv 1 sind zwei nukleophile Aspartat-Reste vorhanden, wobei das erste Aspartat für die Bildung 

des Aspartat-Phosphoryl-Intermediats im aktiven Zentrum essentiell ist. Studien zur ortsspezifischen 

Mutagenese, bei denen das erste Aspartat zugunsten einer anderen Aminosäure ausgetauscht wurde, 

führten bei der A. thaliana Pyrophosphatase (May et al., 2011) und bei weiteren HAD-Enzymen zum 

Totalausfall der Enzymaktivität (Maruyama & MacLennan, 1988; Kurihara et al., 1995; Collet et al., 

1999; Selengut, 2001). Im Motiv 2 befindet sich ein Serin- bzw. Threonin-Rest als Phosphoryl-

Bindestelle und im Motiv 3 sind ein Lysin- bzw. ein Arginin-Rest und ein weiterer Carboxylat-Rest als 

Metallbindestelle enthalten (Koonin & Tatusov, 1994).  

 

Enzyme, die zur HAD-Superfamilie gehören, besitzen vielfältigste Substratspezifitäten. Aus diesem 

Grunde wurden als weitere Kriterien für die Klassifizierung der Enzyme innerhalb der Superfamilie 

charakteristische Strukturmerkmale herangezogen. Alle Proteine der HAD-Superfamilie besitzen in 

ihrer Kerndomäne eine Rossmann-Faltung, welche in der Abbildung 4 dargestellt ist. Unterschiede 

zwischen allen Enzymen sind variable Bereiche, die allgemein als Cap-Insertionen bezeichnet werden. 

Es existieren drei verschiedene Cap-Varianten: C0, C1 (Abb. 4, in Grün) und C2 (in Orange). Die 

Positionen der wichtigen katalytischen Aminosäuren der Motive 1 – 3 in der Rossmann-Kerndomäne 

sind in der Abbildung 4 ebenfalls dargestellt. So befinden sich die beiden Aspartate des Motivs 1 zu 

Beginn einer vorgelagerten einzelnen Helix (in Pink). Im Anschluss daran sind zwei antiparallele      

ß-Faltblätter (in Blau) lokalisiert. Proteine, die zwischen den antiparallelen ß-Faltblättern mehrere 

Helices besitzen, formen eine C1-Cap-Insertion (Abb. 4, in Grün). Andere Proteine, welche nur die ß-

Faltblätter besitzen und keine weiteren Helices dazwischen aufweisen, besitzen ein C0-Cap-Modul. 

Die Proteine, die eine Insertion innerhalb des Motivs 3 in der Kerndomäne enthalten, bilden ein C2-

Cap-Modul aus (Abb. 4 in Orange).  

 

 

 
Abbildung 4: Räumliche Struktur der  klassi- 
schen Rossmann-Kerndomäne der HAD-Super- 
familie. 
 
Das Konstrukt wurde aus Burroughs et al. (2006) 
entnommen und zeigt die variablen Cap-Module: C0, 
C1 und C2 innerhalb der Rossmann-Kerndomäne. Die 
an der Katalyse beteiligten Aminosäuren sind an 
Bereichen abgebildet, an denen sie lokalisiert sind. 
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Die Zuordnung der Enzyme innerhalb der Cap-Insertionen erfolgt weiterhin nach Familien. So gibt es 

beispielsweise die Phosphoserin-Phosphatase (PSP)-Familie innerhalb des C1-Cap-Moduls. Das En-

zym besitzt zwischen den beiden antiparallelen ß-Faltblättern tetrahelikale Strukturen. Im Laufe der 

Zeit sind weitere Phosphatasen mit diesem Strukturmerkmal charakterisiert worden, die jedoch andere 

Phosphomonoester enzymatisch umsetzen. Diese Enzyme bilden innerhalb der PSP-Familie Sub-

familien. Eine Subfamilie ist die PHOSPHO1-Subfamilie. Das namensgebende Enzym ist die  humane 

PHOSPHO1 (Roberts et al., 2004). Zusätzlich zum tetrahelikalen C1-Cap-Modul, besitzt die 

PHOSPHO1 ein kleines C2-Cap-Modul, welches drei konservierte Cysteine enthält (siehe Ergebnis-

teil, Abb. 14). Diese Eigenschaft der PHOSPHO1-Subfamilie innerhalb der PSP-Familie wurde von 

Burroughs et al. (2006) in ihrem Übersichtsartikel zur strukturellen Einordnung der Phosphatasen 

innerhalb der HAD-Superfamilie erstmals beschrieben.  
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1.3 Zielstellung 

In A. thaliana gibt es zwei Pi-Mangel induzierte Gene, At1g73010 und At1g17710, welche unter         

Pi-Stress am höchsten transkriptionell aktiviert werden. In meiner Diplomarbeit in 2009 wurde das 

Genprodukt des Locus At1g73010 als eine intrazelluläre lösliche Pyrophosphatase charakterisiert. 

Aufgrund der Primärsequenz, welche die drei charakteristischen Motive 1 – 3 der HAD-Superfamilie 

enthält, konnte die PPsPase1 als eine neuartige zytoplasmatische alkalische Phosphatase bestimmt 

werden, die nicht zu den klassischen Pyrophosphatasen in Arabidopsis gehört. Das zweite Gen, 

At1g17710, ist sequenzhomolog zur PPsPase1. Außer der bekannten transkriptionellen Aktivierung 

unter Phosphat-Defizit, gibt es bis dato keine weiteren Informationen zur enzymatischen Aktivität 

dieser putativen Phosphatase. Ein drittes sequenzhomologes Gen, At4g29530, ist bisher weder 

transkriptionell noch enzymatisch untersucht worden und es konnte zu Beginn dieser Arbeit nur die 

Beschreibung als eine weitere putative Phosphatase erfolgen. Studien in Tomate, Kartoffel, Bohne und 

Reis offenbarten strukturell verwandte Gene, die transkriptionell unter Pi-Limitierung rasch hoch in-

duziert werden. Es ist daher denkbar, dass diese pflanzlichen Enzyme eine spezifische Familie Pi-

Mangel induzierter Phosphatasen innerhalb der HAD-Superfamilie bilden. Des Weiteren ist aufgrund 

der Verwandtschaft der putativen Phosphatasen zur PPsPase1 zu prüfen, ob die bisher nicht charak-

terisierten Enzyme möglicherweise als Pyrophosphatasen im Pi-verarmten Metabolismus fungieren. 

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die Gene At1g17710 und At4g29530 aus A. thaliana, sowie die ver-

wandten anderen pflanzlichen Gene: Psi14A, -B und -C, StPPP, PvHAD1, PvPS2 und OsACP1           

heterolog im Bakterium Eschericha coli zu exprimieren. Anschließend sollten die putativen Phos-

phatasen enzymatisch charakterisiert und funktionell in den durch Pi-Defizit modifizierten Metabolis-

mus eingeordnet werden. Da es keine Informationen zur transkriptionellen Aktivierung des dritten             

Arabidopsis-Gens des Locus At4g29530 gibt, sollten anhand von Transkriptionsanalysen Unter-

suchungen hierzu erfolgen. Um die Substratspezifität des dritten Genprodukts der kleinen Genfamilie 

in Arabidopsis thaliana zu bestimmen, sollte auch dieses kloniert, heterolog exprimiert und enzym-

atisch charakterisiert werden.  

Mit Hilfe von Arabidopsis-Mutantenpflanzen (T-DNA-Insertionslinien und Überexpressionspflanzen) 

sollte die Enzymaktivität der Phosphatase des Genlocus At1g17710 in diesen Pflanzenextrakten           

bestimmt werden. Des Weiteren sollten metabolische Studien erfolgen. Ziel war die Erstellung eines 

Profils der an der Phosphatase-Reaktion beteiligten Metabolite in den Extrakten. Aus diesen Ergebnis-

sen heraus könnten nachfolgend Aussagen zur Funktion der Phosphatase im biologischen System  

getroffen werden.  
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2. Ergebnisse 

2.1 In vitro-Studien der Genprodukte des At1g17710 und At4g29530  

 

2.1.1 Aminosäuresequenzanalyse der Genfamilie 
 

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit bestand in der enzymatischen Charakterisierung von intra-

zellulären Phosphatasen, die unter Pi-Mangel-Bedingungen verstärkt synthetisiert werden. Wie in der 

Einleitung erläutert, gibt es in A. thaliana eine kleine Genfamilie, zu der das Gen des Locus 

At1g73010 gehört. Dieses Gen kodiert für eine Pyrophosphatase. Die Gene der Loci At1g17710 und 

At4g29530 sind homolog und kodieren für putative Phosphatasen unbekannten Typs. Aufgrund der 

Ähnlichkeiten der Aminosäuresequenzen aller drei Gene ist davon auszugehen, dass es sich um Iso-

enzyme in A. thaliana handelt. Vor den Untersuchungen zur Substratspezifität der zwei bisher nicht 

aufgeklärten Enzyme sollte mit Hilfe eines multiplen Alignments die Verwandtschaft innerhalb der 

kleinen Arabidopsis-Genfamilie geprüft werden. 

 

Die Abbildung 5 zeigt das Ergebnis dieser Aminosäuresequenzanalyse. 

 
                                      Motiv 1 
PPsPase1             MAYNSNSNNNNNNIVVVFDFDKTIIDVDSDNWVIDELGFTDLFNQLLPTMPWNTLMDRMM 60 
At1g17710            MAKN-------NNIVIVFDFDKTIIDVDSDNWVVDELGFTDLFNQLLPTMPWNSLMNRMM 53 
At4g29530                      MAKIVILFDFDRTLIDGDSDNWVVTEMGLTEIFHQLRFTLPWNRLMDRMM 50 
                                 :**::****:*:** ******: *:*:*::*:**  *:*** **:*** 
                                                              
                                                              Motiv 2  
PPsPase1             KELHDQGKTIEEIKQVLRTIPIHPRVVPAIKSAHDLGCELRIVSDANMFFIETIVEHLGI 120 
At1g17710            KELHDHGKTIEEIKQVLRRIPIHPRVIPAIKSAHALGCELRIVSDANTLFIETIIEHLGI 113 
At4g29530            MELQSQGRSIDDIKSCLKKMPIDSHIIEAIKSAKSSGCDLKIVSDANQFFIEKILEHHDL 110 
                      **:.:*::*::**. *: :**..::: *****:  **:*:****** :***.*:** .: 
                       
                                                                        
PPsPase1             SELFSEINSNPGYVDERGTLKISPYHDFTKSPHSCSCGTCPPNMCKGLIIERIQQSLAKE 180 
At1g17710            GEFFSEINTNPGLVDEQGRLIVSPYHDFTKSSHGCSR--CPPNMCKGLIIDRIQASLTKE 171 
At4g29530            VDCFSEIYTNPTSLDDNGNLRILPYHSDALPPHSCNL--CPSNLCKGLVMDHLRASSSND 168 
                      : **** :**  :*:.* * : ***. : ..*.*.   **.*:****:::::: * ::: 
 
                             Motiv 3 
PPsPase1             GKK-KMIYLGDGAGDYCPSLKLNTEDYVMPRKNFPVWDLISQNPMLIKAAIREWTDGQSM 239 
At1g17710            GKTSKMIYLGDGAGDYCPSLGLKAEDYMMPRKNFPVWDLISQNPMLVKATVRDWTDGEDM 231 
At4g29530            QIPRRFIYLGDGGGDFCPTLKLRECDFVMPRTNYPLWKKISDNPLLIKAEVKEWSSAEEQ 228 
                         ::******.**:**:* *.  *::***.*:*:*. **:**:*:** :::*:..:.  
 
 
PPsPase1             EMILIGTIEEIRLEEEKE---KMLTSAENNCKMQTISIGINNVHHEPILPRALRVSQSS 295 
At1g17710            ERILMEIINEIMSSEEGEENDKMLSS--ENCK---ISVGIV---HEPIQVPLNLVK--- 279 
At4g29530            QRILLQLVSTITKEEDS------------------------------------------ 245 
                     : **:  :. *  .*:                                            
 

  
Abbildung 5: Multiples Alignment verwandter Phosphatasen der HAD-Superfamilie in Arabidopsis. 

Der Aminosäuresequenz-Vergleich erfolgte mit dem Programm ClustalW2. Zu sehen sind die Aminosäure-
sequenzen der kleinen Arabidopsis-Genfamilie, wobei die PPsPase1 als Pyrophosphatase bestimmt wurde. Die 
gemeinsamen Motive 1-3 der HAD-Superfamilie sind grau unterlegt. Die mit einem Stern (*) gekennzeichneten 
Aminosäuren sind in allen drei Sequenzen hoch konserviert.  



                                                                                                                         ERGEBNISSE 

 16

Alle drei Sequenzen besitzen die konservierten charakteristischen Motive 1 – 3 der HAD-

Superfamilie. Die Sequenz des At4g29530 hat im konservierten Motiv 1 nach dem zweiten Aspartat 

einen Aminosäure-Austausch. Anstelle der Aminosäure Lysin ist ein Arginin-Rest vorhanden, dieses 

Merkmal unterscheidet die Sequenz von den beiden anderen Sequenzen. 

Die Sequenz-Identitäten unterscheiden sich innerhalb der kleinen Arabidopsis-Genfamilie. Die  

PPsPase1 ist in ihrer vollen Sequenzlänge in etwa 70 % homolog zur At1g17710-Sequenz. Dagegen 

ist die PPsPase1 nur ungefähr 50 % mit der At4g29530-Sequenz identisch. Die At1g17710-Sequenz 

ist ebenfalls nur in etwa 50 % übereinstimmend mit der At4g29530-Sequenz. Diese dritte Sequenz 

weicht hinsichtlich der Länge ihrer Primärsequenz von den beiden anderen Sequenzen ab. Sie enthält 

30 Aminosäuren weniger. Trotzdem sind diese kürzeren Bereiche mit den Bereichen der beiden         

anderen Sequenzen ca. 50 % übereinstimmend.  

 

Die Prüfung der Sequenzen bezüglich Signal-kodierender Motive mit dem Programm SignalP3.0  

(Emanuelsson et al., 2007) ergab, dass in Abwesenheit dieser, die putativen Phosphatasen ent-

sprechend der PPsPase1, als lösliche zytoplasmatische Phosphatasen eingeordnet werden.              

Kalkulationen unter Verwendung des Internet-Portals ExPASy (http://www.expasy.org) ergaben, dass 

die putative Phosphatase des Locus At1g17710 ein theoretisches Molekulargewicht von 31.5 kDa und 

die putative Phosphatase des Locus At4g29530 ein theoretisches Molekulargewicht von 28.0 kDa be-

sitzt.  

 
 

 

2.1.2 Transkriptionelle Analyse unter Pi-Mangelbedingungen 

 

In der Einleitung im Abschnitt 1.2.4.2 wurden die Pi-Mangel aktivierten Gene aus den verschiedenen 

Pflanzenarten vorgestellt, welche für die intrazellulären putativen Phosphatasen kodieren. Die kleine 

Arabidopsis thaliana Genfamilie enthält die Pi-Mangel aktivierten Gene At1g73010 und At1g17710 

(Müller et al., 2007). Informationen zur transkriptionellen Aktivierung des At4g29530 konnten bis 

dato nur über die Datenbank GENEVESTIGATOR (https://www.genevestigator.com/; Hruz et al., 

2008) gewonnen werden, welche Aussagen zum Transkriptgehalt der Gene, At1g17710 und 

At4g29530, in verschiedenen Entwicklungsstadien von A. thaliana, bereitstellt (siehe Abb. 6). Die        

Analysen in dieser Datenbank bezogen sich ausschließlich auf den vollversorgten Pflanzenmetabolis-

mus. 
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 Abbildung 6: Diagramm zur transkriptionellen Aktivierung des At1g17710 und des At4g29530. 
          Das Diagramm wurde mit dem Programm GENEVESTIGATOR generiert. Die obere Kurve mit blauen 
          Punkten ist dem Gen At1g17710 zugeordnet. Die untere Kurve (gelbe Punkte) ist dem Gen At4g29530          
          zugeordnet. Unter dem Diagramm ist das jeweilige Entwicklungsstadium von A. thaliana mit Pflanzen- 
          symbolen gezeigt. Die letzte Zeile bezieht sich auf die Anzahl der jeweils getesteten Proben im jeweil- 
          igem Stadium. 
 
 

Aus den Signalintensitäten des Diagramms ist zu entnehmen, dass sowohl At1g17710 (obere Kurve) 

als auch At4g29530 (untere Kurve), in allen untersuchten Entwicklungsstadien exprimiert werden. Die 

Transkriptionssignale des At1g17710 sind deutlich höher als die Transkriptionssignale des At4g29530. 

Um den Einfluss des Phosphatmangels auf die Transkription der Gene zu untersuchen, sollten im 

nächsten Schritt dieser Arbeit die Transkritptlevel dieser Gene mittels semiquantitativer PCR (5.3.6) 

untersucht werden. Dazu war es erforderlich, die RNA aus Col-0-Keimlingen zu isolieren (5.4.1) und 

daraus die cDNA zu gewinnen (5.4.2). Die Keimlinge wurden zum einen im Vollmedium (+Pi) und 

zum anderen im Pi-Mangel-Medium (-Pi) angezogen (5.2.5). Die Gesamt-RNA konnte aus den Keim-

lingen, bestehend aus Wurzel, Spross und Blättern, gewonnen werden. In der semiquantitativen-PCR 

wurde die aus der RNA generierte cDNA als Template eingesetzt. Es wurden die Primer 12 und 13 in 

der Reaktion verwendet (siehe Tabelle 16), welche den kodierenden Bereich des Gens amplifizieren, 

so dass ein Produkt der Größe von 738 bp zu erwarten ist. Zum Nachweis der Transkripte des 

At1g17710 wurden die Primer 1 und 2 eingesetzt, welche das vollständige Produkt der Größe von 840 

bp ergeben. Die Transkriptmenge des Amplifikats des Ubiquitins UBQ11, welches als House-keeping 

Gen konstitutiv in Arabidopsis exprimiert wird, diente als Standard zur Quantifizierung der Reaktion. 

Dazu wurden in der sq-PCR-Reaktion die Primer 18 und 19 verwendet. Diese Primer binden im             
 17
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3‘-Bereich der Ubiquitin-Sequenz und ergeben ein Produkt der Größe von 175 bp. Die nachfolgende 

Abbildung 7 zeigt das Ergebnis der sq-PCR.  

 

 

                           At1g17710  At4g29530              Ubiquitin   

       (+Pi) (-Pi) (+Pi) (-Pi)    W  (+Pi) (-Pi) (+Pi) (-Pi) 

 M      1      2       3      4       5     6      7      8      9    
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   Abbildung 7: Sq-PCR zur transkriptionellen Aktivierung der Arabidopsis-Gene.  

 
  bp 
 
 
 
 
1000 
  750 
  500 
  250 
 

In der Spur 1 ist die (+Pi)-cDNA-Probe aufgetragen. Es konnte kein PCR-Produkt des 
At1g17710 nachgewiesen werden. Die Spur 2 dagegen enthält das PCR-Produkt des 
At1g17710 unter (-Pi). In Spur 3 ist die (+Pi)-cDNA-Probe des At4g29530 aufgetragen. 
Das PCR-Produkt ist amplifiziert worden. Die Spur 4 zeigt ebenfalls das gebildete PCR-
Produkt des At4g29530 unter (-Pi). Die Spur 5 enthält eine Wasserprobe (W) als Kontrol-
le. Die Spuren 6 – 9 enthalten die mit den Primern Ubi-f und Ubi-rr amplifizierten Pro-
dukte des Ubiquitins. Als Größenstandard (M) wurde der GeneRulerTM 1kb DNA Ladder 
von  Fermentas verwendet. 

 

 

 

 

 

 

 

 

In Agarosegel (Abb. 7) sind die PCR-Produkte der beiden untersuchten Gene dokumentiert. Erwar-

tungsgemäß gelingt eine Amplifizierung des At1g17710-Transkripts mit Hilfe der (-Pi)-cDNA-Proben. 

Die Transkription des Gens At1g17710 unterliegt einer starken Induktion unter Phosphatmangel. Eine 

Aktivität unter Pi-Versorgung konnte mit dieser sq-PCR nicht gezeigt werden. Die transkriptionelle 

Aktivität des Gens At4g29530 konnte sowohl unter Pi-Versorgung als auch unter Pi-Mangel nachge-

wiesen werden. Die Amplifikate sind in den Spuren 3 und 4 erkennbar. Es ist allerdings zu bedenken, 

dass die Transkription des Gens unter normalen Bedingungen und unter Pi-Mangel-Bedingungen sehr 

gering ist, so dass von der relativen Transkriptionsmenge nicht automatisch auf die Höhe der Protein-

menge in vivo geschlossen werden kann. Dieser Befund zeigt, dass das At4g29530 unter Pi-Mangel 

nicht induziert wird sondern konstitutiv in Arabidopsis exprimiert ist. Im Vergleich der 

Transkriptgehalte beider Gene ist die Menge an gebildetem PCR-Produkt des Gens At4g29530 deut-

lich geringer, als die Transkriptmenge von At1g17710 unter Phosphatmangel. Das Ubiquitin-

Transkript konnte sowohl unter Pi-Versorgung als auch unter Pi-Mangel nachgewiesen werden. Die 

Menge des Ubiquitin-Transkript blieb erwartungsgemäß konstant. 
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2.1.3 Klonierung und heterologe Expression des Gens At1g17710 

 

Um die enzymatischen Eigenschaften des Genprodukts von At1g17710 untersuchen zu können, sollte 

der kodierende Bereich des At1g17710 gerichtet in den bakteriellen Expressionsvektor pET-28b(+)           

kloniert werden. Dazu wurden die Primer 3 und 4 entwickelt, welche die Restriktionsschnittstellen 

NcoI und XhoI enthielten (siehe Tab. 16). Als Template zur Amplifizierung des Produktes diente der 

cDNA-Klon pORF_At1/11 (Köck et al., unveröffentlicht, Tab. 15). In der Abbildung 8 ist die                     

Klonierungsregion des Zielvektors pET-28b(+) mit der kodierenden Sequenz des At1g17710 gezeigt. 

Das Expressionssystem erlaubt über das Vorhandensein eines C-terminalen His6-tags die spätere         

affinitätschromatographische Reinigung des rekombinanten Proteins.  

 

 
 
 
Abbildung 8: Schematische Darstellung des Konstrukts pET-28b(+)/At1g17710.  
Die Abbildung zeigt den Aufbau des Klonierungsproduktes bestehend aus dem Expressionsvektor pET-28b(+) 
und der CDS des At1g17710. Die Expression des Fremdgens steht unter der Kontrolle des T7-Promotors (T7) 
und kann durch IPTG induziert werden. Die enthaltenen Restriktionsschnittstellen NcoI (mit ATG) und XhoI 
dienen ausschließlich zur Integration der kodierenden Gensequenz in den pET-28b(+). Am C-terminalen Ende 
der Sequenz befindet sich ein His6-tag. 
 

 

Für die PCR-Reaktion (5.3.4) zur Gewinnung der At1g17710-kodierenden Sequenz wurde eine proof-

reading-DNA-Polymerase verwendet. Das erlaubte im nächsten Schritt eine Zwischenklonierung in 

den Vektor pJET1.2/blunt. Über eine Kolonie-PCR konnten positive E. coli-Klone des Stammes 

DH5α gewonnen werden. Anschließende Sequenzierungen des DNA-Materials (5.3.13) bestätigten 

das Vorliegen fehlerfreier Konstrukte. Im nächsten Schritt wurden die Plasmide isoliert, verdaut und 

die kodierende DNA-Sequenz des At1g17710 in den Zielvektor pET-28b(+) ligiert. Zur Kontrolle der 

Ligation wurde erneut eine Kolonie-PCR durchgeführt. Über ein Agarosegel konnten vier positive E. 

coli-Klone bestimmt werden (Ergebnis nicht gezeigt). Schließlich erfolgte die Transformation des 

Konstrukts in die E. coli-Bakterien des Stammes BL21(DE3). 

Nach erfolgreicher Klonierung und der gelungenen Fusion des C-terminalen His6-tags an die kodie-

rende Region des At1g17710, erfolgte die heterologe Expression des Gens und die Synthese des re-

kombinanten Proteins in E. coli BL21(DE3). Dazu wurden zwei Klone ausgewählt. Die Induktion der 

Hauptkultur erfolgte bei einer OD(600nm) von 0.8 zunächst mit 1 mM IPTG bei 37 °C. Diese Bedingun-

gen resultierten in der Akkumulation von inclusion bodies. Studien zur löslichen Proteinsynthese unter 

Variation der Parameter IPTG-Konzentration und Kultivierungstemperatur erwiesen schließlich eine 
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IPTG-Konzentration von 400 µM sowie 4 h Kultivierung der Bakterien bei 24 °C als optimal zur Er-

höhung des löslichen Proteinanteils. Unter diesen Bedingungen gelang die Erhöhung dieses Anteils 

auf ~ 60 % im Rohextrakt, verglichen mit dem Anteil an aggregiertem Protein im Pellet (Daten nicht 

gezeigt). Der Rohextrakt mit dem enthaltenen rekombinanten Protein wurde affinitäts-

chromatographisch gereinigt (5.5.1). Die nachfolgende Abbildung 9 zeigt exemplarisch ein SDS-

Polyacrylamidgel nach Reinigung mittels IMAC. Pro Reinigung enthielten die angereicherten Frak-

tionen 35 – 40 mg Protein/800 ml kultivierter Bakterien. Anschließend bestätigte eine MALDI-            

TOF MS Analyse (5.5.2) die korrekte und vollständige Aminosäuresequenz des Proteins. Das kalku-

lierte Molekulargewicht von ~ 31.5 kDa (ohne His-tag) stimmt mit dem apparenten Molekulargewicht 

von ~ 32 kDa (inklusive His6-tag) überein. 

 

 
  M      E9      E10     E11    E12    

 

 

 

~ 32 kDa      30 kDa − 
      25 kDa − 

 

          Abbildung 9: Reinigung des At1g17710-Proteins mittels IMAC. 

 
Es wurden 20 µl der Elutionsproben 9 −12 (E9−E12) aufgetragen. Als Größenstandard 
(M) wurde der Marker SM0661von Fermentas verwendet. 

 

2.1.4 Enzymatische Charakterisierung des Genprodukts von At1g17710 als PECP1 
 

Aufgrund der hohen prozentualen Aminosäuresequenzidentität der PPsPase1 und der putativen 

Phosphatase des Locus At1g17710, war davon auszugehen, dass beide Phosphatasen Isoenzyme sind. 

Zunächst wurde analysiert, ob das At1g17710-Protein eine entsprechende Phosphatase-Aktivität be-

sitzt. Dazu wurden im Phosphatase-Assay nach Heinonen & Lahti (5.5.5) unter Einsatz von 10 mM 

para-Nitrophenylphosphat verschiedene Reaktionsansätze getestet, die im Puffer und im pH-Wert 

differierten. Die kinetischen Charakterisierungen der Reaktionen verliefen nach der im Abschnitt 5.5.6 

angegebenen Methode (Daten nicht gezeigt). Eine Phosphatase-Aktivität des Enzyms konnte im leicht 

sauren bis neutralen Reaktionsmilieu bei pH 6.5 − 7.5 nachgewiesen werden.  

Die Untersuchungen zur Substratspezifität der Phosphatase mit dem Substrat Natrium-Pyrophosphat 

erbrachten das unerwartete Resultat, dass dieses Substrat nur sehr langsam umgesetzt wird (Tab. 1). 

Daraus folgt, dass das Genprodukt von At1g17710 keine weitere Pyrophosphatase in Arabidopsis ist. 
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Zur genaueren Bestimmung des Substratspektrums wurde eine Anzahl von phosphorylierten Substan-

zen ausgewählt, die als typische Substrate anderer, bereits bekannter Phosphatasen der HAD-

Superfamilie fungieren. Darin eingeschlossen sind Nukleotide, phosphorylierte Zuckerverbindungen 

und phosphorylierte Cofaktoren. Folgende Verbindungen wurden als potentielle Substrate eingesetzt: 

Phosphoethanolamin, Phosphocholin, Pospho-L-Serin, Phospho-L-Tyrosin, Pyridoxalphosphat, 

Thiamindiphosphat, Glucose-6-Phosphat, Gluconat-6-Phosphat, ATP, AMP, Ribose-5-Phosphat, 

Phosphoenolpyruvat, L-Glycerol-3-Phosphat, ß-Glycerol-Phosphat. Unter den gewählten Reaktions-

bedingungen (pH 7.0, 1 mM Substrat, 8 mM MgCl2, 50 µg/ml Protein) zeigten Phosphoethanolamin, 

Phosphocholin, Natrium-Pyrophosphat, Phospho-L-Serin und Phospho-L-Tyrosin einen Umsatz durch 

das getestete Enzym. Phosphoethanolamin und Phosphocholin wiesen dabei die mit Abstand höchsten 

Umsatzgeschwindigkeiten auf (Tab. 1). Mit diesem Ergebnis konnte der Charakter des Enzyms als 

spezifische Phosphoethanolamin/Phosphocholin Phosphatase bestimmt werden. Aufgrund dieser Prä-

ferenz wurde der Name Arabidopsis thaliana Phosphoethanolamin/ Phosphocholin Phosphatase1  

(AtPECP1) gewählt und das Enzym in die Enzymklasse EC 3.1.3.75 eingruppiert. 

 

 
Tabelle 1: Spezifische Aktivität der PECP1 in Gegenwart verschiedener Substrate. 

Substrat 
 

Spezifische Aktivität [µmol Pi min-1 mg-1] 

Phosphoethanolamin 
 

3.665 ± 0.021 

Phosphocholin 
 

0.475 ± 0.0108 

Natrium-Pyrophosphat 
 

< 0.0001 

Phospho-L-Serin 
 

< 0.0001 

Phospho-L-Tyrosin 
 

< 0.0001 

 
 

Da die zur HAD-Superfamilie gehörigen Phosphatasen Magnesiumionen als Cofaktoren enthalten, 

wurde die Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der Gegenwart von Metallionen unter-

sucht. Im Hinblick auf AtPECP1 ist die Beobachtung relevant, dass das Enzym den Metall-Cofaktor 

während der Reinigungsprozedur weitgehend verloren geht (Daten nicht gezeigt). Zur Beobachtung 

charakteristischer Aktivitäten ist die Gegenwart extern zugefügter Salze zweiwertiger Metalle er-

forderlich. Zunächst wurde analysiert, welches zweiwertige Metallion diese Funktion am effektivsten 

erfüllt. Dabei kamen folgende Metallsalze zur Anwendung: MgCl2, CaCl2, FeCl2, NiCl2, CoCl2, CuCl2 

und ZnCl2. Zum Vergleich wurde ein Reaktionsansatz unter Zusatz von 1 mM EDTA in Abwesenheit 

extern zugesetzten Metallsalzes untersucht. Unter diesen Bedingungen konnte keinerlei katalytische   

Aktivität beobachtet werden. In Gegenwart von CaCl2, CuCl2 und ZnCl2 wurde ebenfalls keine      

katalytische Aktivität erhalten. Unter den gewählten Reaktionsbedingungen wurden in Gegenwart von 
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Mg2+, Co2+, Fe2+ und Ni2+ vergleichbare Aktivitäten gemessen. Dabei konnte in Gegenwart von MgCl2 

die höchste spezifische Aktivität erhalten werden. Die Abbildung 10 zeigt die Metallsalz-Präferenz der 

PECP1.  

 

 

 
 

 Abbildung 10: Untersuchung zur Metall-Abhängigkeit der PECP1. 
 Die Reaktionsansätze beinhalteten jeweils 2 mM Phosphocholin als Sub-

strat, 1.5 mM Metallsalz und 50 µg ml-1 PECP1. Die Reaktionen liefen im 
Tris/HCl pH 7.5 Puffersystem. Die freigesetzte Pi-Konzentration wurde 
nach Heinonen & Lahti (5.5.5) bestimmt. 

 

 

 

 

 

Diese Experimente dokumentieren die stringente Metall-Abhängigkeit der PECP1. Darüber hinaus 

weisen sie auf Magnesiumionen als native Cofaktoren des Enzyms hin. Um die Abhängigkeit der 

PECP1-Reaktionsgeschwindigkeit von der MgCl2-Konzentration quantitativ zu analysieren und die 

Dissoziationskonstante (KD) der Cofaktorbindung am Holoenzym zu bestimmen, wurde die          

Phosphatase-Aktivität in Gegenwart unterschiedlicher MgCl2-Konzentrationen (0 – 15 mM) unter-

sucht. Die Abbildung 11 zeigt das Ergebnis dieser Untersuchung. Die beobachtete MgCl2-

Abhängigkeit der Reaktion zeigt einen hyperbolen Verlauf. Die ermittelte Dissoziationskonstante (KD) 

für die Bindung von Mg2+ an die PECP1 beträgt 0.9 mM. 
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Abbildung 11: Untersuchung zur MgCl2-Abhängigkeit der PECP1. 
 Die Reaktionsansätze beinhalteten 1 mM Phosphocholin als Substrat,   

0-15 mM MgCl2 und 50 µg ml-1 PECP1. Die Reaktionen liefen im Tris/HCl 
pH 7.5 Puffersystem ab. Die Geschwindigkeiten der Pi-Freisetzung wurden 
nach Heinonen & Lahti (5.5.5) bestimmt. 

 

 

 

 

 

Zur Charakterisierung der pH-Abhängigkeit des katalytischen Umsatzes durch PECP1 wurden die 

Reaktionsgeschwindigkeiten bei verschiedenen pH-Werten in Gegenwart von 1 mM Phosphocholin 

gemessen. Die enzymatischen Reaktionen liefen im pH-Bereich von 5.0 bis 9.0 ab. Es wurden folgen-

de Puffersysteme verwendet: NaAc/Essigsäure pH 5.0 – 5.5, Hepes/NaOH pH 5.5 – 7.5, Tris/HCl pH 

7.5 – 9.0. Die Berechnung der empirischen Daten erfolgte nach der Gleichung (I), 5.5.6. Das Ergebnis 

zur Untersuchung des pH-Profils ist in Abbildung 12 zu sehen.  

 

Das Diagramm zeigt eine Glockenkurve, welche dem Reaktionsverhalten eines typischen zwei-

basischen Enzyms entspricht. Die berechneten pKa-Werte betragen pK2 = 5.1 und pK1 = 9.1. Die die-

sen pKa-Werten zugrunde liegenden Protonierungsgleichgewichte werden in Abschnitt 3.1 diskutiert.  

Die erhaltene Glockenkurve weist einen ausgeprägten Plateau-Bereich (pH 6.0 – 8.0) auf, in dem das 

Enzym die höchsten Aktivitäten zeigt. Rechnerisch konnte ein Optimum bei pH 7.2 bestimmt werden.  
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 Abbildung 12: Untersuchung zur pH-Abhängigkeit der PECP1. 
 Die Reaktionsansätze beinhalteten jeweils 1 mM Phosphocholin, 8 mM 

MgCl2 und 50 µg ml-1 PECP1. Die Reaktionen liefen in verschiedenen 
Puffersystemen im pH-Bereich von 5–9 ab. Die Pi-Freisetzungen wurden 
nach Heinonen & Lahti (5.5.5) bestimmt. 

 

 

 

 

2.1.4.1 Kinetische Charakterisierung der PECP1-Enzymreaktion 

 

Zur Bestimmung der steady state-Parameter Km und Vmax der durch die PECP1 katalysierten Hydro-

lysereaktion, wurde die Reaktionsgeschwindigkeit in Abhängigkeit von der Substratkonzentration 

unter konstanten Reaktionsbedingungen (37 °C, pH 7.2) gemessen. Die Reaktionsgeschwindigkeiten 

wurden anhand der Freisetzung des Produktes Phosphat nach Heinonen & Lahti (5.5.5) bestimmt. In 

der Abbildung 13 A und B sind die v/S-Charakteristiken für die zwei Substrate Phosphocholin und 

Phosphoethanolamin dargestellt. Aus drei unabhängig bestimmten Reaktionsgeschwindigkeiten wur-

den die Mittelwerte berechnet und aufgetragen. Die Berechnung von Km und Vmax erfolgte mittels 

nichtlinearer Regression nach der Michaelis-Menten-Gleichung (I): 
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Abbildung 13 A) und B): Reaktionsgeschwindigkeit der PECP1-Reaktion im steady state  in Gegenwart der 
Substrate Phosphocholin bzw. Phosphoethanolamin. Die Reaktionsansätze beinhalteten jeweils 0.1 − 4.0 mM 
Phosphocholin bzw. 0.1 − 12.0 mM    Phosphoethanolamin, 8 mM MgCl2 und 50 µg ml-1 PECP1. Die Pi-
Freisetzungen wurden nach Heinonen & Lahti (5.5.5) bestimmt.  

 

Beide Diagramme (Abb. 13 A, B) zeigen hyperbole Sättigungskurven. Die Enzymreaktion der PECP1 

folgt somit dem klassischen Michaelis-Menten-Prinzip. Für das Substrat Phosphocholin wurde ein  Km 

von 0.44 mM bestimmt und für das Substrat Phosphoethanolamin ein Km von 1.16 mM. Die 

Phosphocholin-hydrolisierende PECP1-Reaktion hat eine Maximalgeschwindigkeit von 0.1 mM min-1. 

Die Phosphoethanolamin-hydrolisierende PECP1-Reaktion hat einen Vmax-Wert von 1.388 mM min-1. 

Durch die Ermittlung der kinetischen Parameter konnte nachfolgend die katalytische Konstante (kcat) 

und die katalytische Effizienz (kcat/Km) der Reaktion errechnet werden (Tab. 2). 

  

 Tabelle 2: Parameter für die Kinetik der PECP1-Reaktion. 

Substrat Km kcat (s-1) kcat/Km (M-1 s-1) 

Phosphocholin 0.444 1.04 2.34 x 103  

Phosphoethanolamin 1.163 13.0 1.06 x 104 
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2.1.4.2 Charakterisierung der Sekundär- und der Tertiärstruktur der PECP1 

 

Trotz einer hohen Homologie der Aminosäuresequenzen unterscheiden sich PPsPase1und PECP1 in 

Hinblick auf ihre katalytischen Eigenschaften und ihre Substrataffinität grundsätzlich. Beide              

Phosphatasen, deren biologische Funktion vermutlich darin besteht Orthophosphat zur raschen         

Beantwortung der Pi-Stress-Situation bereitzustellen, sind in verschiedenen Stoffwechsel-Wegen in    

A. thaliana aktiv. Es stellte sich daher die Frage, ob diese enzymatischen Unterschiede in ihrer          

Substratspezifität aus den abweichenden Sekundär- und/oder Tertiärstrukturen resultieren.  

 

Analyse der Sekundärstruktur der PECP1 

Mit Hilfe des Struktur-Analyse-Programms Proteus (5.3.14) wurde die Sekundärstruktur der PECP1 

analysiert. Das Proteus-Programm kombiniert verschiedene Vorhersage-Modelle, die den Program-

men PSIPRED (Jones, 1999), JNET (Cluff & Burton, 1999), TRANSSEC und dem Struktur- und  

Alignment –Programm (XALIGN) zugrunde legen.  

Da die kinetischen Untersuchungen die PECP1 als eine Phosphoethanolamin/Phosphocholin-

Phosphatase identifizierten, wurde als Vergleichsbasis das Enzym der PHOSPHO1-Subfamilie, die 

humane PHOSPHO1 (siehe Einleitung, 1.2.4.3), gewählt. Anhand der bekannten Primärstrukturen von 

PECP1 und PPsPase1 wurden Sekundärstrukturvorhersagen erstellt. Wie bereits erwähnt, besitzt die 

HsPHOSPHO1 zusätzlich zum C1-Cap-Modul ein kleines C2-Cap-Modul, welches drei konservierte 

Cysteine an den Positionen 168, 171 und 176 enthält. Es stellte sich daher die Frage, ob die PECP1 

ebenfalls dieses C2-Cap-Modul mit den drei konservierten Cysteinen enthält. Es ist zu prüfen, ob die 

PPsPase1 auch dieses C2-Cap-Modul besitzt oder ob es darin Abweichungen gibt.  

 

In der Tabelle 3 und in Abbildung 14 sind die Ergebnisse zu dieser Untersuchung zusammengefasst. 

 

Tabelle 3: Sekundärstruktur-Elemente der AtPPsPase1, der AtPECP1 und der HsPHOSPHO1. 

 
 
 

α-Helix 
 
[AS-Reste]      [%] 

ß-Faltblatt 
 

[AS-Reste]      [%] 

Random Coil 
 

[AS-Reste]      [%] 

AtPPsPase1 112 38 46 16 137 46 

AtPECP1 101 36 60 22 118 42 

HsPHOSPHO1 115 43 44 16 108 40 

Struktur-Element 

Enzyme 

 

 



 
Motiv 2 Motiv 1 

 

AtPPsPase1      1 MAYNSNSNNNNNNIVVVFDFDKTIIDVDSDNWVIDELGFTDLFNQLLPTMPWNTLMDRMMKELHDQGKTIEEIKQVLRTIPIHPRVVPAIKSAHDLGCELRIVSDANMFFIETIVEHLGI 120 
2119 10530 

               CCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCEEEECCHHHHHHHHHCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHCCEEEEEEECCCHHHHHHHHHHHCC 

                        

AtPECP1                         1 MAKNNNIVIVFDFDKTIIDVDSDNWVVDELGFTDLFNQLLPTMPWNSLMNRMMKELHDHGKTIEEIKQVLRRIPIHPRVIPAIKSAHALGCELRIVSDANTLFIETIIEHLGI 113 
12 14 23 97 

                         CCCCCEEEEEEECCCEEEECCCHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCCCHHHHHHHHHHCCEEEEEEECCCHHHHHHHHHHHCC 

                         

HsPHOSPHO1  1 MSGCFPVSGLRCLSRDGRMAAQGAPRFLLTFDFDETIVDENSDDSIVRAAPGQRLPESLRATYREGFYNEYMQRVFKYLGEQGVRPRDLSAIYEAIPLSPGMSDLLQFVAKQGACFEVILISDANTFGVESSLRA 135 
3432/  /35 43 123

              CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCEEECCCHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEEECCCHHHHHHHHHH 

 

 

AtPPsPase1    121  SELFSEINSNPGYVDERGTLKISPYHDFTKSPHSCSCGTCPPNMCKGLIIERIQQSLAKEGKKKMIYLGDGAGDYCPSLKLNTEDYVMPRKNFPVWDLISQNPMLIKAAIREWTDGQSME 240 
Motiv 3 

    CCHHHHHCCCCCEECCCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCCEEEEEEECCCCCCHHHHHHCCCEEEEECCCCHHHHHHCCCCCEEEEEECCCCCHHHHH 

                

AtPECP1       114  GEFFSEINTNPGLVDEQGRLIVSPYHDFTKSSHGCSRCPPNMCKGLIIDRIQASLTKEGKTSKMIYLGDGAGDYCPSLGLKAEDYMMPRKNFPVWDLISQNPMLVKATVRDWTDGEDM 231 

                   CCHHHHHHCCCEEECCCCEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHCCCEEEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCHHHHCCCCCCEEEEEEEECCCHHHH 

                 

HsPHOSPHO1    136  AGHHSLFRRILSNPSGPDARGLLALRPFHTHSCARCPANMCKHKVLSDYLRERAHDGVHFERLFYVGDGANDFCPMGLLAGGDVAFPRRGYPMHRLIQEAQKAEPSSFRASVVPWET 252 

155 160 

148 

165 157 

151 156 

168 171 176

                   HHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHCCCCCEEEEEEECCCCCCCHHHHHCCCEEEEECCCCHHHHHHHHHHCCCCCEEEEEEEEECC 

  

 

AtPPsPase1    241  MILIGTIEEIRLEEEKEKMLTSAENNCKMQTISIGINNVHHEPILPRALRVSQSS 295 

                   HHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

                   

AtPECP1       232  ERILMEIINEIMSSEEGEENDKMLSSENCKISVGIVHEPIQVPLNLVK 279 

                   HHHHHHHHHHEEECCCCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCEECC 

 

HsPHOSPHO1 253 AADVRLHLQQVLKSC 267 

         HHHHHHHHHHHHHCC 
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In der Darstellung sind die Sekundärstrukturen der Enzymspezies der HAD-Superfamilie AtPPsPase1, AtPECP1 und HsPHOSPHO1 gezeigt. Die charakteristischen Motive 1, 2 
und 3 sind gelb hervorgehoben. Das Strukturelement Helix ist mit H, das Element ß-Faltblatt mit E und die Random-Coil-Bereiche mit C gekennzeichnet. Die Helices sind grau 
unterlegt. Die ß-Faltblätter sind durch Fettschrift des Elements E hervorgehoben. Die konservierten Aspartat-Aminosäuren, welche zur Substrat-Identifizierung, Substrat-Bindung 
und Substrat-Spaltung notwendig sind, sind dunkelblau markiert. Die Zahlen, welche oberhalb, seitlich rechts und links der Sequenz platziert sind, geben die Positionen und die 
Angaben zur Anzahl der einzelnen Aminosäuren wieder. Die Bereiche, welche die konservierten Cysteine (fett rot) enthalten, sind hellblau unterlegt. 

Abbildung 14:Computergestützte Sekundärstruktur-Vorhersage der AtPECP1 im Vergleich mit den Sekundärstrukturen der AtPPsPase1 und der HsPHOSPHO1. 
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Als Ergebnis der Sekundärstruktur-Vorhersage der der PECP1 und der PPsPase1 ist festzustellen, dass 

beide Enzyme ein C1-Cap-Modul mit mehreren Helices zwischen den ß-Faltblättern besitzen. Auf-

grund der katalytischen Umsetzung der Phosphomonoester und des Vorhandenseins des C1-Cap-

Moduls, gehören beide Phosphatasen in die PSP-Familie innerhalb der HAD-Superfamilie. Über-

raschenderweise besitzen sowohl die PECP1 als auch PPsPase1 ein kleines C2-Cap-Modul. Die 

PECP1 enthält die drei konservierten Cysteine an den Positionen 148, 151 und 156. Die PPsPase1 

enthält neben den drei Cysteinen an den Positionen 157, 160 und 165 ein weiteres Cystein in Position 

155. Damit hebt sich die Pyrophosphatase von den anderen Phosphoethanolamin/Phosphocholin-

Phosphatasen ab.  

In der Tabelle 3 sind die Anteile an α-Helices, ß-Faltblättern und unspezifischen Coils aller drei Phos-

phatasen aufgelistet. Es wird ersichtlich, dass die Anzahl der Elemente fast identisch ist. Die Ursachen 

der verschiedenen Substratspezifitäten der PECP1 und der PPsPase1 konnten anhand dieser Analyse 

nicht eindeutig geklärt werden. Daher soll im nächsten Schritt zur Beantwortung dieser Frage die 

Tertiärstruktur der PECP1 genauer untersucht werden. 

 

Untersuchungen zur Tertiärstruktur der PECP1 

Zuerst sollte über eine Gelfiltration die apparente native Molekülmasse der PECP1 bestimmt werden.  

Dazu wurde eine affintätschromatographisch gereinigte Probe (375 µl, ~ 1.4 mg PECP1-Protein) auf 

eine Superdex 200 HR 10/30 Säule gegeben und die einzelnen Fraktionen gesammelt (siehe 5.5.7). 

Die Abbildung 15 zeigt das Chromatogramm der Gelfiltration. 

  
  

Abbildung 15: Bestimmung der nativen Molekülmasse der PECP1 durch Gelfiltration. 
 Es ist das Profil der PECP1 (durchgängige Linie, Δ) zu sehen. Der gepunktete Peak zeigt das 

Elutionsprofil des Ovalbumin-Proteins (44 kDa) und der gestrichelte Peak zeigt das   
Elutionsprofil der Carboanhydrase (29 kDa).  
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Im Chromatogramm der Gelfiltration sind drei definierte Proteinprofile zu sehen. Das Proteinprofil der 

PECP1 befindet sich zwischen dem rechts abgebildeten Peak des Standardproteins Ovalbumin mit 

einer nativen Molekülmasse von 44 kDa und dem links befindlichen Peak der Carboanhydrase           

von 29 kDa. Die PECP1 wurde bei einem Volumen von 15.4 ml eluiert.  

Die native Molekülmasse der PECP1 wurde über einen Plot des Elutionsvolumens mit der bekannten 

nativen Molekülmasse der Standardproteine berechnet. Das Elutionsvolumen war äquivalent zur Auf-

tragung der molekularen Masse von 41 kDa. Diese ermittelte Masse liegt zwischen dem Monomer von 

etwa 32 kDa und dem Dimer von etwa 64 kDa. Daher ist davon auszugehen, dass beide Spezies, das 

Monomer und das Dimer der PECP1, sich in einer schnellen Gleichgewichtsreaktion befinden.  

Zur Überprüfung dieser Annahme wurden daraufhin alle Elutionsfraktionen auf Enzymaktivität der 

PECP1 getestet. Es konnte ausschließlich in den Fraktionen 29, 30, 31 und 32 eine Phosphatase-

Aktivität mit 2 mM Phosphocholin und 8 mM MgCl2 nachgewiesen werden. Diese Fraktionen bilden 

den Proteinpeak der PECP1 im Diagramm. Die Tabelle 4 zeigt die Enzymaktivitäten der PECP1 der 

Gelfiltrationsfraktionen 29 – 32. Die Pi-Freisetzung wurde nach Heinonen & Lahti (5.5.5) bestimmt.  

 

Um die Oligomerstruktur in den Elutionsfraktionen 29 – 32  näher bestimmen zu können, wurden zwei 

verschiedene Experimente durchgeführt. Zuerst wurden vor dem Gelfiltrationslauf von der 

affinitätschromatographisch gereinigten Proteinprobe 20 µl entnommen und über die mild-

denaturierende SDS-PAGE analysiert (Abb. 16, A). Nach der Gelfiltration und der Testung der Frakti-

onen auf Enzymaktivität, wurden die eluierten Fraktionen 29 – 32 in einer PAGE ohne SDS analysiert 

(Abb. 16, B). 

 

(A)                                                                 (B) 

 29

 

 

 

 

 

 

1 St  32 29 30 31 

   

Abbildung 16: Untersuchung der Tertiärstruktur der PECP1. 
Bild A): Analyse des PECP1-Proteins mittels mild-denaturierende SDS-PAGE ohne Erhitzen der Probe (5.5.2). 
Der Ladepuffer enthielt 2 % SDS und der Laufpuffer 0,1 % SDS. Die Spur 1 repräsentiert die Bande für das 
Dimer (D) und die Bande für das Monomer (M) der PECP1 in korrekter Größe. Als Größenvergleich diente der 
Proteinstandard (St) SM1811/2 von Fermentas. Bild B): Analyse der Fraktionen 29 – 32 mittels PAGE ohne 
SDS (5.5.2). Proben der Gelfiltrationsproben 29 – 32, welche eine PECP1-Aktivität enthielten, wurden unter 
nativen Bedingungen in einer PAGE untersucht. Die Fraktionen 29 und 30 enthielten das Dimer (D) und die 
Fraktionen 31 und 32 das Monomer (M) der PECP1. 
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Im Gelbild A) der Abb. 16 ist eine Bande mit D bezeichnet, die der Größe der Dimer-Form (~ 64 kDa) 

der PECP1 entspricht. Des Weiteren ist eine Bande M zu sehen, die der Größe der Monomer-Form   

(~ 32 kDa) der PECP1 entspricht. Es zeigte sich, dass die Monomer-Form aufgrund der mild-

denaturierenden Bedingungen überwiegt. Das Gelbild B) der Abb. 16 zeigt eine weitere Untersuchung 

der Elutionsfraktionen 29 – 32. In diesen Fraktionen konnte die PECP1-Aktivität nachgewiesen wer-

den (Tab. 4). Die Proben wurden einer nicht-denaturierenden PAGE unterzogen. Die Fraktionen 29 

und 30 enthalten die Dimer-Form (D) und die Fraktionen 31 und 32 die Monomer-Form (M) der 

PECP1. Das Ergebnis zu dieser Untersuchung bestätigte die Annahme, dass die PECP1, sowohl als 

Dimer als auch als Monomer, in einer schnellen Gleichgewichtsreaktion enzymatisch aktiv ist.  

 

 

Tabelle 4: Spezifische Aktivität und theoretische Oligomerstruktur der AtPECP1 nach Gelfiltration. 

Elutionsfraktionen Spezifische Aktivität 
[µmol min-1 mg-1] 

Oligomerstruktur 

29 0.116 Dimer 

30 1.876 Dimer 

31 1.037 Monomer 

32 0.228 Monomer 

 

 

Meine früheren Untersuchungen zur Tertiärstruktur der PPsPase1 ergaben, dass das Enzym ein funkti-

onell aktives Tetramer ist und eine kalkulierte native Molekülmasse von etwa 120 kDa besitzt (May et 

al., 2011). Das Ergebnis der Gelfiltration zur Analyse der Tertiärstruktur der PECP1 ergab dagegen, 

dass die PECP1 ein funktionell aktives Monomer/Dimer ist und eine molekulare Masse von etwa 64 

kDa besitzt. 

Mit diesen Analysen konnten erstmals Unterschiede zwischen der PPsPase1 und der PECP1 aus    

Arabidopsis thaliana gezeigt werden. Die Teritärstrukturen beider homologer Phosphatasen sind von-

einander abweichend. Es könnte die Ursache dafür sein, dass trotz der hohen Sequenz-

übereinstimmungen beider Enzyme die Substratpräferenzen so grundlegend verschieden sind. 
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2.1.5 Identifizierung einer weiteren PECP in Arabidopsis thaliana 
 

Im Abschnitt 2.1.2 wurde die transkriptionelle Analyse des dritten homologen Gens (At4g29530)        

innerhalb der kleinen Arabidopsis-Genfamilie beschrieben. Überraschenderweise zeigte es sich, dass 

die Transkription des Gens At4g29530 unter Pi-Mangel keiner Aktivierung unterliegt, sondern konsti-

tutiv exprimiert wird (siehe Abb. 7). Hierdurch unterscheidet sich dieses Gen grundsätzlich von den 

beiden anderen Genen (PPsPase1 und PECP1). 

Die enzymatischen Analysen der PECP1 ergaben, dass es neben der unter Pi-Mangel-Bedingungen 

induzierten Pyrophosphatase eine Pi-Mangel induzierte Phosphoethanolamin/Phosphocholin Phos-

phatase in A. thaliana gibt. Daher soll im Folgenden die Substratspezifität des Genproduktes von 

At4g29530 untersucht werden. Dazu wurde dieses Gen in einen entsprechenden Expressionsvektor 

kloniert und heterolog in E. coli exprimiert. 

 

Klonierung und heterologe Expression des Gens At4g29530 

Die Klonierungsstrategie entsprach dem für AtPECP1 beschriebenen Verfahren (siehe 2.1.3). Nach 

Prüfung auf interne Restriktionsschnittstellen der kodierenden Sequenz von At4g29530, wurde das 

Expressionsplasmid pET-22b(+) als Zielvektor gewählt. Dieser Vektor bietet ebenfalls die Mög-

lichkeit einer erweiterten His6-tag-Klonierung. Die Primer 14 und 15 wurden so konstruiert, dass sie 

am 5‘-Ende der kodierenden Sequenz eine NdeI- und am 3‘-Ende eine XhoI-Schnittstelle vorsahen 

(vgl. Tab. 16). Nach der Amplifikation der kodierenden At4g29530-Sequenz aus dem Plasmid 

pORFAt3/37 (AG Köck, unveröffentlicht), konnte das PCR-Produkt, entsprechend der für AtPECP1 

beschriebenen Methode, in das Plasmid pJET1.2/blunt zwischenkloniert werden. Anschließende Se-

quenzierungen bestätigten den fehlerfreien und vollständigen Einbau der DNA in den Vektor. Nach 

dem Verdau aus dem pJET1.2/blunt-Vektor und der Ligation der DNA in den Zielvektor pET-22b(+), 

wurde das Plasmid in den Bakterienstamm E. coli BL21(DE3) transformiert. Anschließend erfolgte 

die heterologe Expression des At4g29530-ORFs und die Synthese des rekombinanten Proteins im Bak-

terium. Zunächst resultierte die Protein-Synthese unter Standardbedingungen in inclusion bodies. 

Durch die Veränderung der IPTG-Konzentration und der Kultivierungstemperatur gelang es, die puta-

tive Phosphatase mittels Induktion mit 300 µM IPTG und einer Temperatur von 28 °C löslich zu pro-

duzieren. Der lösliche Proteinanteil betrug im Bakterienrohextrakt > 50 % (Daten nicht gezeigt). Über 

eine anschließende Reinigung und Anreicherung des rekombinanten Proteins mittels IMAC konnten 

12 mg Protein aus 800 ml Bakterienkultur gewonnen werden. 

 

 

 

 



                                                                                                                         ERGEBNISSE 

 32

Enzymatische Charakterisierung der AtPECP2  

Zunächst sollte untersucht werden, ob das Genprodukt von At4g29530 eine Phosphatase ist. Neben 

dem artifiziellen Phosphatase-Substrat para-Nitrophenylphosphat wurden die gleichen Verbindungen 

als putative Substrate getestet, die für die Untersuchung der PECP1 verwendet wurden (siehe 2.1.4). 

Die Konzentrationen betrugen jeweils 1 mM. Der pH-Wert der Reaktionsansätze betrug 6.8. Mit Hilfe 

des Phosphatase-Tests nach  Zilversmit & Davis (5.5.5) wurde die Produktfreisetzung des Phosphats 

bestimmt. Die übrigen Reaktionsbedingungen sind im Abschnitt 5.5.6 angegeben. Signifikante Umsät-

ze konnten mit para-Nitrophenylphosphat, mit Natrium-Pyrophosphat, mit Phosphoethanolamin und 

mit Phosphocholin nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Phosphoethanolamin und 

Phosphocholin wiesen dabei die mit Abstand höchsten Umsatzgeschwindigkeiten auf (siehe Tab. 5).  

 

 

Tabelle 5: Spezifische Aktivität der PECP2 in Gegenwart verschiedener Substrate. 

Substrat Spezifische Aktivität [µmol Pi min-1 mg-1] 

Phosphoethanolamin 0.11 ± 0.010 

Phosphocholin 0.01 ± 0.007 

 

 

 

Aufgrund der Präferenz des untersuchten Enzyms für Phosphoethanolamin und Phosphocholin wurde 

der Name Arabidopsis thaliana Phosphoethanolamin/Phosphocholin Phosphatase2 (AtPECP2) ge-

wählt. Daher wird AtPECP2 als eine weitere pflanzliche PECP als EC 3.1.3.75 klassifiziert.  

 

v/S-Charakteristik der AtPECP2 

Zur Bestimmung der steady state-Parameter Km und Vmax der durch die AtPECP2 katalysierten 

Hydrolysereaktion, wurde die Reaktionsgeschwindigkeit in Abhängigkeit von der Substratkonzentra-

tion unter konstanten Reaktionsbedingungen (37 °C, pH 6.8) gemessen. Der Konzentrationsbereich für 

das Substrat Phosphoethanolamin umfasste 0.1 – 5.0 mM. Die Reaktionsgeschwindigkeiten wurden 

anhand der Freisetzung des Produktes Phosphat bestimmt.  

 

In der Abbildung 17 ist die dazugehörige v/S-Charakteristik dargestellt. Zu jedem Wert wurden drei 

unabhängige Progresskurven aufgenommen (n = 3). In der Abbildung sind die Mittelwerte aus den je  

drei unabhängig bestimmten Reaktionsgeschwindigkeiten gezeigt. Die Berechnung von Km und Vmax 

erfolgte mittels nichtlinearer Regression nach der Michaelis-Menten-Gleichung (2.1.5). 
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Abbildung 17: Kinetische Daten der AtPECP2-Reaktion mit dem Substrat Phosphoethanolamin. 

 

Die 

Aus

wertung der steady state-Daten zeigt, dass die Abhängigkeit der Geschwindigkeiten von der        Sub-

stratkonzentration einem hyperbolen Verlauf folgt. Dies wird durch die Sekundärauftragungen nach 

Lineweaver-Burk bestätigt (siehe 7.3). Somit liegen keine charakteristischen Abweichungen vom Mi-

chaelis-Menten-Verhalten vor. Es wurden ein Km -Wert von 2.27 mM und eine Maximalgeschwindig-

keit von 0.019 mM min-1 bestimmt. Aus der Maximalgeschwindigkeit wurde unter Berücksichtigung 

einer Proteinkonzentration von 17 µg ml-1 im Reaktionsansatz ein kcat-Wert von 0.534 s-1 errechnet. 

Mit Hilfe dieser kinetischen Parameter wurde zusätzlich die katalytische Effizienz (kcat/Km) aus den 

Daten berechnet (Tab. 6). 

Die Reaktionsansätze beinhalteten jeweils 0.1 − 5 mM Phosphoethanolamin, 10 mM MgCl2 und  
17 µg ml-1 AtPECP2. Die Reaktionen liefen im Puffer 100 mM Hepes/NaOH pH 6.8 ab. Die  
Pi -Freisetzungen wurden nach Zilversmit & Davis (5.5.5) bestimmt. 

 

 Tabelle 6: Steady state-Parameter für die Kinetik der AtPECP2-Reaktion. 

Enzym Substrat Km kcat (s-1) kcat/Km (M-1 s-1) 

AtPECP2 Phosphoethanolamin 2.27 mM 0.534 2.35 x 102 

 

 

Eine Untersuchung mit dem Substrat Phosphocholin führte zu keiner aussagekräftigen                     

v/S-Charakteristik, da die AtPECP2 dieses Substrat nur sehr langsam spaltet (siehe Anhang 7.3). Die 

enzymatischen Konstanten konnten nicht berechnet werden. 
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2.2 Isolierung und Charakterisierung der pecp1-T-DNA-Insertionslinien  

 

In den in vitro-Studien des vorangestellten Kapitels 2.1 erfolgte die enzymatische Aufklärung der  

rekombinanten PECP1. Um die Funktion der PECP1 näher charakterisieren zu können, sollte mit              

Arabidopsis thaliana T-DNA-Insertionslinien gearbeitet werden, welche das Protein nicht mehr    

bilden. Dazu wurde zunächst eine Datenbank-Analyse durchgeführt. Über die TAIR-Datenbank 

(http://www.arabidopsis.org/) konnten Informationen zu Mutantenlinien gewonnen werden.                       

Verschiedene Forschungseinrichtungen bieten T-DNA-Insertionslinien von A. thaliana an. Die                    

Generierung der At1g17710-T-DNA-Mutantenlinien, die im Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden 

(siehe 5.1.9), erfolgte durch drei verschiedene Institute:  

 

• Die GABI-Kat-At1g17710-T-DNA-Insertionslinie wurde aus der GABI-Kat-Kollektion        

bezogen (Alonso et al., 2003). Die Generierung der Linie erfolgte unter Verwendung von 

Pflanzen des Ökotyps Col-0. Sie trägt eine T-DNA-Insertion des Vektors pAC106. Zur               

Vereinfachung der Bezeichnung wurde die Linie pecp1-1 genannt.  

 

• Die WiscDsLOx-At1g17710-T-DNA-Insertionslinie wurde aus der WiscDsLox-T-DNA-

Kollektion bezogen (Woody et al., 2007). Die Generierung der Linie erfolgte unter Ver-

wendung von Pflanzen des Ökotyps Col-0. Sie trägt eine T-DNA-Insertion des Vektors 

pDsLox. Die Linie wurde pecp1-2 genannt. 

 

• Die SALK-At1g17710-T-DNA-Insertionslinie enstammt der SALK-T-DNA-Kollektion, die 

im Col-0-Hintergrund unter Verwendung des Vektors pROK2 generiert wurde (Alonso et al. 

2003). Die Linie wurde in dieser Arbeit pecp1-3 genannt.  

 

 

Nach den Angaben der Datenbankeinträge der einzelnen Institute enthalten alle benannten Linien 

eine T-DNA-Insertion im kodierenden Bereich des Gens At1g17710, welche ein unterbrochenes 

oder fehlendes Transkript bewirken sollte und somit die Translation des vollständigen Proteins  

unterbinden. Die nachfolgende schematische Darstellung (Abb. 18) zeigt die Lage der T-DNA-

Insertionen aller drei Linien im Locus At1g17710 auf Chromosom 1 von A. thaliana.  
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Abbildung 18: Untersuchte T-DNA-Insertionen im Gen PECP1 auf dem Chromosom 1. 
Die Darstellung wurde anhand der Informationen der einzelnen Institute zu den pecp1-T-DNA-Mutantenlinien 
gefertigt. Der Ausschnitt des Arabidopsis-Chromosoms 1 zeigt die native PECP1-Promotorregion, das 
At1g17710-Strukturgen mit jeweils 3 Introns zwischen den kodierenden Sequenzen und die Lage der T-DNA-
Insertionen der drei Linien. Es ist die jeweilige Größe einer einfachen T-DNA-Insertion angegeben. 
 

 

Zur Überprüfung der Angaben zu den T-DNA-Insertionen der Mutantenlinien wurden Pflanzen aus 

dem transgenen Samenmaterial angezogen. Zur Isolierung homozygoter Pflanzen wurden 10 dieser 

Pflanzen mit Hilfe einer PCR analysiert (siehe Abb. 19). Alle Arbeitsschritte, die zur Charakterisie-

rung der T-DNA-Insertionslinien nötig waren, wurden zusammen mit Daniela Ditfe in der Arbeits-

gruppe durchgeführt. Um zu prüfen, ob die gewonnenen Pflanzen homo- bzw. heterozygot sind und in            

welcher Orientierung die T-DNA-Insertionen vorlagen, wurden PCRs zur Genotypisierung durchge-

führt (siehe 5.3.12). Die PCR-Ansätze wurden so gestaltet, dass mit Hilfe von verschiedenen Primer-

Kombinationen unterscheidbare Produkte entstehen konnten. Die Primer-Kombinationen wurden für 

die jeweilige Linie mit 1, 2 und 3 bezeichnet, auch wenn die Primer variierten (siehe Tabelle 7).  

 

Mit der Primer-Kombination 1 konnten nur Produkte amplifiziert werden, wenn in mindestens einem 

der zwei Chromosomen keine T-DNA-Insertion in der At1g17710-Sequenz vorlag, die Gensequenz 

somit dem Wildtyp entsprach. Für den Nachweis der T-DNA-Insertion und die Einschätzung der            

Orientierung der T-DNA wurde Left-Border-Primer in Kombination mit einem der genspezifischen                

Primer eingesetzt. Die Left-Border-Primer binden am linken Rand der T-DNA und amplifizieren                         

einen Teil der Insertionssequenz. Diese Wahl der Primer entspricht der Kombination 2 und 3 in der 

Tabelle 7. Die Abbildungen 19 A, B und C zeigen das Ergebnis dieser PCR-Analyse. 
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 Tabelle 7: PCR-Primer-Kombinationen und erwartete Produktgrößen. 

Linie 
 

Primer- 
Kombination* 

Primer forward Primer reverse PCR- 
Produkte 

Hinweis  
auf 

Col-0 1 
2 

At1-2f 
A.thaliana-1f 

At1-2rDD 
A.thaliana-1r 

663 bp 
1213 bp 

Wildtyp 
Wildtyp 
 

pecp1-1 1 
2 
3 

A.thaliana-1f 
A.thaliana-1f 
GABI 

A.thaliana-1r 
GABI 
A.thaliana-1r 

1213 bp 
663 bp 
945 bp 

Wildtyp 
T-DNA 
T-DNA  

 pecp1-2 1 
2 
3 

A.thaliana-1f  
A.thaliana-1f  
WiscDsLox 

A.thaliana-1r 
WiscDsLox 
A.thaliana-1r 

1213 bp 
910 bp 
845 bp 

Wildtyp 
T-DNA 
T-DNA 

pecp1-3 1 
2 
3 

At1-2f 
At1-2f 
LBa1 

At1-2rDD 
LBa1 
At1-2rDD 

663 bp 
946 bp 
390 bp 

Wildtyp  
T-DNA  
T-DNA  

*Die jeweiligen Primersequenzen sind in der Tabelle 16 hinterlegt. 

 

 

(A)                                                         (B)                                           (C) 
             pecp1-1        pecp1-1    pecp1-1                     pecp1-2       Col-0                 pecp1-3       pecp1-3        Col-0 

           (Pflanze 4)  (Pflanze 5) (Pflanze 6)               (Pflanze 6)                             (Pflanze 4)   (Pflanze 5) 

       M  1    2    3      1    2    3   1    2    3            M      1      2     3                     M   1     2     3     1    2     3 
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Abbildung 19 (A, B und C): Nachweis der Homozygotie der Arabidopsis T-DNA-Insertionslinien.  

Dargestellt sind die PCR-Produkte im 1%igen Agarosegel. Die angegebene Zahlenfolge 1, 2 und 3 kennzeichnet die 
verwendeten Primer-Kombinationen der jeweiligen Mutantenlinien (Bild A – pecp1-1, Bild B – pecp1-2 und Bild   
C – pecp1-3) entsprechend der in der Tabelle 7 angegebenen Reihenfolge. Für die AtCol-0-Pflanzen im Bild B) 
wurde die Primer-Kombination: 2 und im Bild (C) die Primer-Kombination 1 verwendet (siehe Tab. 
7).Größenstandard (M): GeneRuler 1kb DNA Ladder .  

 

Das Bild (A) zeigt das Ergebnis von drei getesteten pecp1-1-Pflanzen. Es sind bei den Pflanzen 4 und 

6 Produktbanden der Größe von ~ 1213 bp (Primer-Kombination 1) und ~ 663 bp (Primer-

Kombination 2) amplifiziert worden. Diese Pflanzen sind heterozygot. Die getestete Pflanze 5 zeigt 

mit den genspezifischen Primern keine Produktbande. Es ist eine Bande der Größe ~ 663 bp ampli-

fiziert worden (Primer-Kombination 2), welche dem Produkt bei T-DNA-Insertion entspricht.  
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Diese Pflanze ist homozygot. Eine zusätzliche T-DNA-Bande der Größe ~ 945 bp (Primer-

Kombination 3) fehlt. Daraus ist abzuleiten, dass die T-DNA an dieser Stelle einfach integriert ist.  

Das Bild (B) zeigt das Ergebnis der getesteten pecp1-2-Pflanze 6 und einer getesteten Col-0-

Kontrollpflanze. Die Pflanze 6 zeigt keine dem Wildtyp entsprechende Produktbande der Größe von   

~ 1213 bp (Primer-Kombination 1). Es sind Banden der Größe ~ 910 bp (Primer-Kombination 2) und 

~ 845 bp (Primer-Kombination 3) vorhanden, welche den T-DNA-Produkten entsprechen. Die Pflanze 

6 ist homozygot. Da jedoch beide möglichen T-DNA-Produkte existieren, liegt eine doppelte                        

T-DNA-Insertion vor. Die Col-0 Kontrollpflanze zeigt die dem Wildtyp entsprechende Produktbande 

der Größe von ~ 1230 bp (Col-0 Primer-Kombination 2). Das Bild (C) zeigt das Ergebnis von zwei 

getesteten pecp1-3-Pflanzen und einer getesteten Col-0-Kontrollpflanze. Beide pecp1-3-Pflanzen  

enthalten jeweils nur ein T-DNA-Insertionsprodukt der Größe von ~ 946 bp (Primer-Kombination 2). 

Eine dem Wildtyp entsprechender Produktbande von ~ 1213 bp konnte nicht nachgewiesen werden. 

Beide pecp1-3-Pflanzen (4 und 5) sind demzufolge homozygot. Da das mögliche T-DNA-Produkt von 

~ 390 bp fehlt (Primer-Kombination 3), ist die T-DNA hier ausschließlich einfach integriert. Die        

Col-0 Kontrollpflanze zeigt die dem Wildtyp entsprechende Produktbande der Größe von ~ 663 bp 

(Col-0 Primer-Kombination 1). 

 

Im Anschluss an diese Prüfung sollte durch die Sequenzierung der PCR-Produkte die Position der       

T-DNA-Insertionen in allen drei Linien bestimmt werden. Die vollständigen Sequenzen zeigten, dass 

die T-DNA-Sequenzen in pecp1-1, pecp1-2 und pecp1-3 im offenen Leseraster der At1g17710-

Sequenz integriert sind. Als Bezugspunkt diente die 1. Base (+1) des ATG-Startcodons (siehe                  

Abb. 18). Die T-DNA-Insertion von pecp1-1 befindet sich demzufolge zwischen bp 461 und 462 am 

Ende des 2. Introns. Die T-DNA-Insertion von pecp1-2 liegt zwischen den Basenpaaren 639 und 640 

im 3. Intron des Chromosoms 1. Die T-DNA-Insertion von pecp1-3 befindet sich zwischen bp 676 und 

677, im 4. kodierenden Bereich des Chromosoms 1. 

 

Die Charakterisierung der T-DNA-Insertionslinien umfasste, neben der Testung auf Homozygotie und 

der Überprüfung des Integrationsortes im Gen, auch eine Analyse der Anzahl der Kopien der             

T-DNA-Insertionen. Mit Hilfe eines Southern Blots sollte die Kopienanzahl in den drei pecp1-

Mutantenlinien bestimmt werden (siehe 5.3.11).  Jede untersuchte Probe enthielt 10 µg genomische 

DNA, welche zuerst mit dem Restriktionsenzym HindIII geschnitten und anschließend gelelektro-

phoretisch aufgetrennt wurde. Anschließend hybridisierte die geschnittene DNA mit einer                         

α-[32P]-dCTP markierten DNA-Sonde. Die Sonde war gegen den in allen T-DNA-Insertionslinien 

enthaltenen 35S-Promotor gerichtet. In der Abbildung 20 ist das Ergebnis der Southern Blot-Analyse 

zu sehen. 
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Abbildung 20: Southern Blot-Analyse der T-DNA-Insertionslinien. 
Die exponierte und ausgelesene Imagerplatte zeigt die hybridisierten Spaltprodukte in den T-DNA-
Insertionslinien pecp1-3, pecp1-1 und pecp1-2. Jede Probe enthält 10 µg Spaltprodukte der isolierten gen-
omischen DNA, welche gelelektrophoretisch getrennt und anschließend mit einer α-[32P]-dCTP markierten 
DNA-Sonde hybridisiert wurden. Die Sonde war gegen den in allen T-DNA-Insertionen enthaltenen 35S-
Promotor gerichtet. Die Größenangaben sind rechts im Bild gezeigt. Die erwarteten Produktbanden sind mit dem 
Symbol ^ gekennzeichnet. 
 

Die Untersuchung der Homozygotie der pecp1-1-Pflanze zeigte, dass die T-DNA einfach integriert ist 

(Abb. 19). Demzufolge ist der 35S-Promotor einmal vorhanden und im Southern Blot eine Produkt-

bande zu erwarten. Die Imager-Abbildung zeigt eine entsprechende Produktbande (Abb. 20,                

Spur: pecp1-1, mit ^ markiert). Durch Bindung an den 35S-Promotor detektierte die radioaktive Sonde 

die erwartete T-DNA-Insertion. Es gibt keine weiteren T-DNA-Insertionen im Genom der Pflanze. 

Weitere sehr schwache Schattenbanden resultieren aus unspezifischen Bindungen der Sonde, die durch 

abschließende Waschschritte nicht vollständig entfernt werden konnten.  

Das Genom der pecp1-2-Pflanze enthält eine doppelte T-DNA-Insertion im Gen PECP1 (Abb. 19). 

Demzufolge sind zwei DNA-Produkte der Größen von etwa 5.900 bp und 4.450 bp zu erwarten, da der 

35S-Promotor doppelt integriert ist und das verwendete Restriktionsenzym HindIII zwischen den 

Promotorsequenzen der beiden T-DNAs schneidet. Der Film zeigt die zwei entsprechenden Produkte. 

Demzufolge sind die doppelten T-DNA-Insertionen vorhanden (Abb. 20, Spur: pecp1-2,                        

mit ^ markiert). Es gibt jedoch noch zwei weitere Banden im Bereich von > 8.000 bp. Sie sind auf       

Bindungen der Sonde an den 35S-Promotor von weiteren T-DNA-Sequenzen zurückzuführen.  
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Der PCR-Test der pecp1-3-Pflanze auf Homozygotie hatte schon gezeigt, dass die T-DNA- nur einmal 

vorhanden ist (Abb. 19). Demzufolge war im Southern-Blot nur eine Produktbande der Größe von 

etwa 2.000 bp zu erwarten. Das Imager-Bild zeigt eine Bande der erwarteten Produktgröße (Abb. 20, 

Spur: pecp1-3, mit ^ markiert). Es gibt weitere charakteristische Banden, die eine Bindung der radio-

aktiven Sonde an die 35S-Promotorsequenz der T-DNA zeigen. Die Pflanze enthält somit, neben der 

gewünschten T-DNA-Insertion im 4. Exon, weitere unerwartete T-DNA-Insertionen an nicht bekann-

ten Positionen im Genom.  

Als Kontrolle des Experiments wurde genomische DNA einer Col-0-Pflanze untersucht. Es konnte 

keine T-DNA-Insertion und auch keine unspezifischen Bindungen der Sonde an die DNA detektiert 

werden (Abb. 20, Spur: A). 

 

Die isolierten und charakterisierten T-DNA-Mutantenpflanzen pecp1-1, pecp1-2 und pecp1-3            

enthalten die T-DNA-Insertionen an den Positionen, welche in der Abbildung 18 dargestellt sind. Die                    

Pflanzen pecp1-2 und -3 enthalten weitere T-DNA-Integrationen. Die nachfolgenden Untersuchungen 

zur PECP1 in den mutierten Pflanzen erfolgten mit allen drei analysierten T-DNA-Insertionslinien.  

 

2.2.1 Transkriptgehalte des Gens PECP1 in T-DNA-Insertionslinien 
 

Um der Frage nachzugehen, ob die Insertion der verschiedenen T-DNA-Moleküle im Genom der    

Arabidopsis-Mutantenpflanzen tatsächlich zur Inaktivierung des Gens PECP1 am Locus At1g17710 

führen, sollte der Trankskriptgehalt des Gens in den Linien pecp1-1, pecp1-2 und pecp1-3 analysiert 

werden. Es war davon auszugehen, dass durch die Insertion im Gen keine mRNA mehr gebildet wird. 

Es besteht jedoch auch die Möglichkeit, dass eine verkürzte mRNA vorliegt, die die korrekte Protein-

translation hemmen könnte. Da die Wildtyp-Pflanzen nur unter Pi-Mangel hohe Mengen an PECP1-

mRNA enthielten (siehe Abb. 7), mussten die Mutantenlinien ebenfalls unter Phosphatmangel-

Bedingungen angezogen werden. Die Kultivierung erfolgte wiederum unter submersen Bedingungen. 

Die Proben, welche unter Phosphatversorgung angezogen wurden, dienten zur Kontrolle des Experi-

ments.  

Die Analysen erfolgten mit quantitativer Real Time-PCR (qRT-PCR, 5.3.5) und mit semiquantitativer 

PCR (sq-PCR, 5.3.6). Um vergleichende Aussagen zur Expressionsstärke des Gens treffen zu           

können, wurden sowohl bei der qRT-PCR als auch bei der sq-PCR jeweils äquivalente Mengen cDNA 

als Template eingesetzt. Bei der sq-PCR-Methode diente das Amplifikat des House-keeping-Gens 

Ubiquitin als Standard. Bei der qRT-PCR wurde anhand der Transkriptmenge des PECP1 der unter 

(+Pi)-angezogenen Wildtyp-Proben kalibriert.  

Für die sq-PCR-Studien wurden die Primer 1 und 2 (siehe Tab. 16) eingesetzt, welche den gesamten 

kodierenden Bereich (840 bp) umspannen. Die Abbildung 21 zeigt die Ergebnisse der sq-PCR-Studien 

der Mutantenlinien pecp1-1 und -2. 
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           Col-0    pecp1-1              Col-0    pecp1-2 
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   750 bp 
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Abbildung 21: sq-PCR-Analyse der Transkripte des PECP1 in pecp1-1 und pecp1-2-Pflanzen. 

Die Agarosegele zeigen ausschließlich PCR-Produkte von PECP1 (~ 840 bp) in Spuren der Col-0-Proben unter   
(-Pi). Im unteren Teil des Gels sind die PCR-Produkte des Ubiquitin zu sehen. Als Marker wurden der GeneRuler 
1kb DNA Ladder (oben) und der Quick-Load  100 bp Ladder (unten) verwendet.  

Bei der Analyse der Proben der Mutantenpflanzen konnten keine PECP1-Transkripte unter               

induzierenden Bedingungen nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis belegt, dass die T-DNA-

Insertionen in diesen Mutantenlinien pecp1-1 und pecp1-2 zum vollständigen Verlust der mRNA  

führten. In den Agarosegelen sind ausschließlich die PCR-Produkte von PECP1 (~ 840 bp) der               

Col-0-Proben nach Phosphatmangel nachweisbar. 

Die Analyse der relativen PECP1–Transkriptmengen in der pecp1-3-Linie erfolgte mit einer         

qRT-PCR-Studie. Die Abbildung 22 zeigt das Ergebnis dieser Analyse. 
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Abbildung 22: qRT-PCR-Analyse der relativen Transkriptmengen des PECP1 in pecp1-3 im 
Vergleich zu Col-0. In der Abbildung  sind die Transkripte des PECP1 der pecp1-3-Pflanze (4) 
unter (+Pi) und unter (-Pi) gezeigt. Zur Kalibrierung wurde die Transkriptmenge des PECP1 der 
(+Pi)-Col-0-Proben verwendet. 

 

Der Vergleich der relativen Transkriptmengen der Wildtyp-Proben belegt eine 1750fache Erhöhung 

der Transkriptmengen unter Phosphatmangel-Bedingungen  gegenüber der Transkriptmenge unter 

Phosphatversorgung. Wie bereits im Abschnitt 2.1.2 (Abb. 7) gezeigt, wird PECP1 unter Pi-Defizit 

 40



                                                                                                                         ERGEBNISSE 

transkriptionell stark induziert. Die T-DNA-Insertion in der Mutantenlinie pecp1-3 führt zur totalen 

Inaktivierung des Gens in den Pflanzen, da keine Transkripte mehr nachgewiesen werden konnten. Die 

basale mRNA-Menge, welche in den unter Phosphatversorgung angezogenen Col-0-Pflanzen vorhan-

den ist, wird in der T-DNA-Insertionslinie praktisch auf Null reduziert. 

 

2.2.2 Phosphatase-Aktivität in den Extrakten der pecp1-Mutantenlinien 
 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass in allen drei Mutantenlinien keine PECP1-Transkripte mehr 

vorhanden sind, sollte im nächsten Schritt die Phosphoethanolamin/Phosphocholin-Phosphatase-

Aktivität in Extrakten dieser Pflanzen untersucht werden. Die zur Quantifizierung der PECP1-

Aktivität benötigten Wildtyp- und Mutantenpflanzen wuchsen submers unter Phosphatversorgung 

bzw. unter Phosphatmangel heran, bevor sie nach der unter 5.5.3 beschriebenen Methode extrahiert 

wurden. Die Enzymaktivitäten wurden auf die Proteinkonzentrationen der Extrakte bezogen. Die Pro-

tein-konzentrationen wurden nach der Bradford-Methode bestimmt (5.5.4). Die Enzymaktivität wurde 

wiederum anhand der Freisetzung von Phosphat bestimmt (5.5.5, nach Zilversmit & Davis). Die kine-

tische Charakterisierung der Phosphatase-Reaktion erfolgte nach der im Abschnitt 5.5.6 angegebenen 

Methode. Da die in vitro-Umsatzgeschwindigkeiten der rekombinanten PECP1 mit 

Phosphoethanolamin als Substrat höher waren als mit Phosphocholin (2.1.5), wurde zunächst dieses 

Substrat in dem Enzymtest eingesetzt. Zur Absicherung aller Ergebnisse wurden jeweils zwei Durch-

läufe aller Ex-perimente durchgeführt. Das Diagramm (Abb. 23) zeigt die Ergebnisse zur Untersu-

chung mit dem Substrat Phosphoethanolamin. 
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Abbildung 23: Phosphatase-Aktivitätstest mit Phosphoethanolamin als Substrat. Untersucht wurden 
Extrakte der Wildtyp- und der Mutanten-Pflanzen, welche sowohl unter (+Pi) als auch unter (-Pi) heran-
wuchsen. Es wurden jeweils 3 biologische Proben * 2 technische Replikate untersucht.  
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tersuchten Proben der Col-0-Pflanzen, welche unter Phosphatmangel wuchsen, konnte eine stark er-

höhte Pi-Freisetzung von etwa 85 nmol min-1 mg-1 aus Phosphoethanolamin bestimmt werden. Dage-

gen ist die Phosphat-Freisetzung von etwa 20 nmol min-1 mg-1 in den Extrakten der Col-0-Pflanzen, 

welche unter Phosphatversorgung wuchsen, um mehr als das 4fache geringer. In den Proben der unter 

Phosphatmangel angezogenen Mutantenpflanzen konnte eine Pi-Freisetzung von etwa 60 - 75 nmol 

min-1 mg-1 bestimmt werden. Vergleicht man die Werte mit den Werten der (-Pi)-Col-0-Pflanzen, so 

kann festgestellt werden, dass die Pi-Freisetzung in den pecp1-Proben um etwa 15 nmol min-1 mg-1 

geringer ist. Diese geringere Phosphat-Freisetzung resultiert aus dem Verlust der PECP1-Aktivität. 

Vergleicht man nun die Werte der pecp1-Linien, die unter (+Pi) wuchsen, mit denen der (+Pi)-Col-0-

Proben, ist festzustellen, dass sie annähernd gleich sind. Der Ausfall des PECP1-Gens hat unter Phos-

phatversorgung keinen Einfluss auf den Umsatz von Phosphoethanol-amin. Dieses Ergebnis steht in 

Übereinstimmung mit der nachgewiesenen, geringen Transkriptmenge von PECP1 und PECP2 bei 

Phosphatversorgung (Abb. 6 und 7). Die Abbildung 23 zeigt aber auch, dass in PECP1-defizienten 

Mutantenpflanzen unter Phosphatmangel eine erhöhte Phosphoethanolamin-Hydrolyse gefunden wur-

de. Daraus folgt, dass neben PECP1 weitere Phosphatase-Spezies vorliegen müssen, deren Synthese 

ebenfalls auf Phosphatmangel anspricht.  

Im nächsten Teil des Experiments wurden 3 mM Phosphocholin im Phosphatase-Assay eingesetzt. 

Alle anderen Bedingungen blieben unverändert. Die Konzentration des Phosphocholins war auf 3 mM 

begrenzt, da in Voruntersuchungen mit Rohextrakten Substratüberschuss-Hemmungen der Phos-

phatasereaktion in Gegenwart von Phosphocholinkonzentrationen über 3 mM auftraten. Diese Ein-

schränkung sollte die Aussagekraft des Experiments nicht stark beeinträchtigen, da diese Phospho-

cholin-Konzentration noch immer dem 6.8fachen Km-Wert von PECP1 gegenüber PCho entspricht. 

Die Abbildung 24 zeigt das Ergebnis dieser Studie. 
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Abbildung 24: Phosphatase-Aktivitätstest mit Phosphocholin als Substrat.Untersucht wurden Extrakte der 
Wildtyp- und der Mutanten-Pflanzen, welche sowohl unter (+Pi) als auch unter (-Pi) heranwuchsen. Es wurden 
jeweils 3 biologische Proben * 2 technische Replikate untersucht. 
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Grundsätzlich wurde für Phosphocholin mit allen Extrakten eine niedrigere Aktivität bestimmt als für 

Phosphoethanolamin. Darüber hinaus wurden für alle Extrakte deutliche Aktivitätssteigerungen in-

folge von Phosphatmangel beobachtet. Allerdings wirkt sich Phosphatmangel auf den Umsatz von 

Phosphocholin quantitativ nicht so stark aus wie auf den Umsatz von Phosphoethanolamin. Be-

merkenswert ist jedoch vor allem, dass der Einfluss des Phosphatmangels auf den Phosphocholin-

Verbrauch durch die Extrakte für die Wildtyp- und die Mutantenpflanzen nahezu gleich ist. Daraus 

folgt, dass der Phosphocholin-Umsatz durch die Extrakte nicht hauptsächlich auf PECP1 zurückge-

führt werden kann, da die Synthese des Enzyms durch Phosphatmangel stark begünstigt wird. Es muss 

jedoch berücksichtigt werden, dass die spezifische Aktivität von PECP1 gegenüber Phosphocholin 

ohnehin um mehr als eine Größenordnung unter der gegenüber Phosphoethanolamin liegt (siehe Tab. 

2), was einen Nachweis des Phosphatmangel-Einflusses anhand des Phosphocholin-Verbrauchs erheb-

lich erschwert. 

 

Zusammenfassend kann abgeleitet werden, dass der Verlust der PEA-spaltenden Enzymaktivität auf 

den Ausfall der PECP1 zurückzuführen ist. Dagegen zeigten die Untersuchungen mit dem Substrat 

Phosphocholin, dass eine Reduktion der PCho-spaltenden Aktivität in den pecp1-Mutantenlinien nicht 

nachweisbar ist. Es kann somit festgestellt werden, dass vorrangig Phosphoethanolamin das              

Substrat der PECP1-Reaktion in den Pflanzenextrakten ist. Zur Überprüfung dieser Annahme wurden 

Überexpressionspflanzen generiert, die zusätzlich das rekombinante PECP1-Myc10-Protein enthielten. 

Auf diese Ergebnisse wird später eingegangen (siehe Abschnitt 2.3).  

  

2.2.3 Quantifizierung von Metaboliten der PECP1-Reaktion  
 

Um die physiologische Rolle der PECP1 und die Auswirkungen der PECP1-Reaktion in den Pflanzen 

genauer zu erfassen, sollte der endogene Spiegel der an der enzymatischen Reaktion beteiligten 

Metabolite Phosphoethanolamin, Phosphocholin, Ethanolamin und Cholin in Pflanzenextrakten be-

stimmt werden. Diese Untersuchungen wurden in Kooperation mit Herrn Dr. Frank Hirche (Institut für 

Agrar- und Ernährungswissenschaften der MLU Halle-Wittenberg, Abt. Frau Prof. Stangl) durchge-

führt.  

 

Die Mg2+-abhängige PECP1 setzt die Substrate Phosphoethanolamin und Phosphocholin entsprechend 

der Stöchiometrie der Reaktionsgleichungen I und II um.  
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(I) Phosphoethanolamin     +     H2O Ethanolamin      +      HPO4
2- 

(II) Phosphocholin             +     H2O                 Cholin               +      HPO4
2- 
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Es stellte sich die Frage, welche Auswirkungen der Ausfall der Enzymfunktion auf die Metabolit-

gehalte in den Mutantenpflanzen unter Phosphatversorgung und unter Phosphatmangel hat. 

Das Produkt Phosphat wurde über die Phosphataseaktivitäts-Assays in Pflanzenextrakten quantifiziert 

(siehe 2.2.2). Phosphoethanolamin ist im Zellextrakt (mit 1% Anteil am gesamten Pool der 

phosphorylierten Verbindungen der Zelle) in geringen Mengen vorhanden (Martin & Tolberg, 1998; 

Plaxton & Carswell, 1999). Mit der im Abschnitt 5.6 beschriebenen Methode konnte in der vorliegen-

den Arbeit in Arabidopsis-Extrakten Phosphoethanolamin nur in Spuren nachgewiesen werden, eine 

sichere Quantifizierung war aber nicht möglich. Dagegen gelang die quantitative Bestimmung der 

Verbind-ungen Phosphocholin, Cholin und Ethanolamin in Col-0- und pecp1-1, -2, -3-

Pflanzenextrakten. Die Pflanzen wurden im Vollmedium und im Pi-Mangel-Medium der Flüssigkultur 

angezogen (siehe 5.2.5) und mittels Methanol-Wasser-(2:1)-Lösung extrahiert (5.6). Die Tabelle 8 

enthält die Mess-ergebnisse zum Phosphocholin-, Cholin- und Ethanolamin-Spiegel in den Extrakten 

der Col-0- und pecp1-1, -2, -3-Pflanzen,  welche unter Phosphatversorgung oder unter Phosphatman-

gel heranwuchsen. 

 

           Tabelle 8: Bestimmung von Phosphocholin, Cholin und Ethanolamin in knock out-Pflanzen.  

 (+Pi) – Anzucht 

Pflanzenlinie Phosphocholin 
[nmol/100 mg FG] 

Cholin 
[nmol/100 mg FG] 

Ethanolamin 
[nmol/100 mg FG] 

Col-0 14 ± 1.0 134 ± 3.0 29 ± 11.7 

pecp1-1 10 ± 0.8 127 ± 9.0 37 ± 7.4 

pecp1-2 16 ± 0.8 145 ± 1.9 19 ± 0.9 

pecp1-3 14 ± 0.9 143 ± 5.3 25 ± 5.8 

 (-Pi) – Anzucht  

Pflanzenlinie Phosphocholin 
[nmol/100 mg FG] 

Cholin 
[nmol/100 mg FG] 

Ethanolamin 
[nmol/100 mg FG] 

Col-0 3 ± 0.6 136 ± 5.3 25 ± 9.7 

pecp1-1 2 ± 0.2 136 ± 8.1 16 ± 12.1 

pecp1-2 3 ± 0.8 158 ± 11.1  26 ± 10.1 

pecp1-3 3 ± 0.7 152 ± 5.1 28 ± 6.6 

 

Phosphocholin, der Ausgangsmetabolit zur Freisetzung des Cholins, ist in den Extrakten aller Proben 

in relativ geringen Konzentrationen nachweisbar. Dennoch ist ein deutlicher Trend in den untersuchten 

Proben vorhanden. In unter Phosphatmangel-Bedingungen angezogenen Pflanzen wird ein deutlich 

niedriger Gehalt an Phosphocholin gefunden als in unter Phosphatversorgung angezogenen Pflanzen. 

Das bedeutet, dass Phosphocholin in der Pi-Mangel-Situation als Metabolit verstärkt umgesetzt wird 

und dadurch sein Spiegel sinkt. Dieser Befund trifft sowohl für Wildtyp- als auch für 

Mutantenpflanzen zu, die keine PECP1-Synthese zeigen. Daraus folgt, dass der beobachtete Unter-

schied im Phosphocholin-Niveau nicht vorrangig auf die PECP1-Synthese unter Phosphatmangel-
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Bedingungen zurückführbar ist. Dies steht mit dem in Abschnitt 2.2.2 beschriebenen Ergebnis zur 

enzymatischen Aktivität in Pflanzenextrakten in Übereinstimmung (siehe Abb. 24). 

Beim Vergleich der Cholin-Spiegel ist kein signifikanter Unterschied zwischen unter Phosphatversor-

gung und unter Phosphatmangel erhaltenem Pflanzenmaterial festzustellen. Auch diese Feststellung 

trifft gleichermaßen auf Wildtyp- und Mutantenpflanzen zu. Prinzipiell wäre unter Phosphatmangel 

eine Erhöhung des Cholinspiegels zu erwarten gewesen. Vergleicht man die entsprechenden Werte 

ohne Berücksichtigung der angegebenen Standardabweichung miteinander, so ist eine entsprechende 

Tendenz vorhanden. Sie tritt jedoch quantitativ hinter die Schwankungsbreiten der Messwerte inner-

halb der jeweiligen Mutantenlinie zurück. Daher ist die beobachtete Tendenz sehr vorsichtig zu bewer-

ten. Da der Unterschied der Phosphocholin-Spiegel in Hinblick auf Phosphatversorung und Phosphat-

mangel quantitativ viel stärker ausgeprägt ist, ist davon auszugehen, dass unter Phosphatmangel-

Bedingungen auch der Verbrauch von Cholin erhöht ist. Auch dieser Befund steht jedoch nicht mit der 

durch Phosphatmangel induzierten Synthese von PECP1 in Zusammenhang.  

Der Ethanolamin-Spiegel liegt in allen Extrakten deutlich niedriger als der entsprechende Cholin-

spiegel, wobei der Faktor zwischen 5 und 7 liegt. Eine einheitliche Tendenz zur Verschiebung des 

Ethanolamin-Spiegels in Folge von Phosphatmangel ist nicht feststellbar. Als Erklärungsmöglichkeit 

dafür bietet sich ein rascher Verbrauch zusätzlich anfallenden Ethanolamins unter Phosphatmangel-

Bedingungen an. Da in Abschnitt 2.2.2 gezeigt werden konnte, dass Arabidopsis-Extrakte, die aus 

unter Phosphatmangel angezogenen Pflanzen gewonnen wurden, Phosphoethanolamin deutlich 

schneller umsetzen als Extrakte aus normalversorgten Pflanzen, wäre unter Phosphatmangel-

Bedingungen ein verringerter Phosphoethanolamin-Spiegel zu erwarten. Es war jedoch nicht möglich, 

unter den vorliegenden Bedingungen entsprechende Daten zu erhalten. Allein unter dieser Vorausset-

zung wäre eine abschließende Bewertung der physiologischen Rolle von PECP1 denkbar gewesen. 

 

2.3 Generierung von Überexpressionspflanzen 

 

Ziel der Generierung dieser transgenen Pflanzenlinien war die zusätzliche stabile Integration des 

PECP1-Gens in das Genom der Arabidopsis Col-0-Pflanzen. Die nachfolgende konstitutive Ex-

pression des Gens durch einen vorgeschalteten 35S-Promotor ermöglicht weitere enzymatische und 

metabolische Untersuchungen der Pflanzen auch unter Phosphatversorgung. Somit können meta-

bolische Veränderungen in der Pflanze direkt nachvollzogen werden, die auf die PECP1-Reaktion 

zurückzuführen sind. Unter Phosphatmangel-Bedingungen werden gleichzeitig das endogene vorhan-

dene Gen und das zusätzlich eingebrachte Gen exprimiert.  
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Die transgenen Linien wurden von S. Berger im Rahmen einer Projektarbeit in der Arbeitsgruppe 

Köck hergestellt. Sie enthalten ein Konstrukt des Vektors pGWB20 mit integrierter kodierender 

PECP1-Sequenz (siehe 5.2.4). Die Abbildung 25 visualisiert den Aufbau des Überexpressions-

plasmids. 

 

 
 

Abbildung 25: Schematische Darstellung des At1g17710 (PECP1)/pGWB20-Konstrukts. 

Die Abbildung zeigt den Aufbau des Klonierungsproduktes bestehend aus dem pGWB20-Vektor und der 
PECP1-cDNA.  
 
 

Durch das Fusionieren mit dem Myc10-tag sollte eine spätere Detektion des Proteins in den Pflanzen-

extrakten mittels Western Blot ermöglicht werden. Das Konstrukt wurde nach der Klonierung über 

eine Agrobakterien-vermittelte-Transformation in A. thaliana eingebracht (Clough et al. 1998, Davis 

et al. 2009). Zu Beginn der Untersuchungen standen dreizehn Überexpressionslinien zur Verfügung. 

Voruntersuchungen auf Transkriptionsebene führten zur Auswahl von fünf Linien: OE-PECP1-21,      

-23a, -37b, -29c und -31c. Im Weiteren wurden die T2- oder T3-Generationen verwendet.  

 
 

2.3.1 Charakterisierung der A. thaliana Überexpressionspflanzen 
 

Da die Expression des PECP1 im Vektor pGWB20 unter Kontrolle des konstitutiven 35S-Promotors 

steht, wurde im ersten Schritt der Charakterisierung der Überexpressionspflanzen (OE) überprüft, wie 

hoch die relative Transkription unter Phosphatversorgung ist. Dazu wurden qRT-PCR-Studien          

gemeinsam mit Daniela Ditfe in der Arbeitsgruppe durchgeführt. Über die Isolierung der Gesamt-

RNA konnten cDNAs gewonnen werden, die als Template für PCR-Studien zur Verfügung standen 

(5.4.1). Es wurden jeweils äquivalente Mengen cDNA eingesetzt. Die Abbildung 26 (A und B) zeigt 

die Ergebnisse der qRT-PCR-Studien. 
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Abbildung 26: qRT-PCR-Analyse der relativen PECP1-Transkriptmengen in Überexpressionspflanzen unter 
Phosphatversorgung. 
Die Diagramme zeigen relativen Transkriptmengen der Linien OE-PECP1-21, -23a und 37b (A) sowie der Linien OE-
PECP1-29c und 31c (B) jeweils zum Vergleich zum Wildtyp Col-0. 

 

Die unter Phosphatversorgung angezogenen Überexpressionspflanzen enthalten eine vielfach erhöhte 

Transkriptmenge des PECP1-Gens im Vergleich zu den unter (+Pi) angezogenen Col-0-Pflanzen. 

Zwischen den Überexpressionslinien schwanken die Werte jedoch erheblich. Die OE-PECP1-29c-

Pflanze enthält eine 500fach erhöhte relative Transkriptmenge im Vergleich zum Wildtyp unter glei-

chen Kultivierungsbedingungen, wobei die restlichen Linien zwischen 50 – 220fach erhöhte Werte 

aufweisen. Es ist allerdings zu bedenken, dass die Transkription des endogenen Gens unter normalen 

Bedingungen sehr gering ist, so dass von der relativen Transkriptmenge nicht automatisch auf die da-

raus resultierende PECP1-Proteinkonzentration in den OE-Linien geschlossen werden kann. 

 

 

Western Blot-Analysen 

Im nächsten Schritt der Charakterisierung der Überexpressionspflanzen sollte deshalb das rekombi-

nante OE-PECP1-Protein mittels Immunoblot in den Extrakten nachgewiesen werden. Mit Hilfe der 

submersen Kultivierung wurden die Pflanzen angezogen (5.2.5). Die Gesamt-Proteinmenge wurde aus 

den Keimlingen extrahiert (5.5.3) und die Proteinkonzentration nach Bradford (5.5.4) bestimmt. Der 

Nachweis erfolgte mittels SDS-PAGE und Western Blot (5.5.2). 

Das native Protein besitzt ein Molekulargewicht von etwa 31.5 kDa. Das rekombinante Protein hat 

aufgrund des Myc10-tags ein Molekulargewicht von etwa 45 kDa. Die SDS-PAGE und Western Blot 

Ergebnisse sind in der nachfolgenden Abbildung 27 dargestellt. 
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Abbildung 27: SDS-PAGE und Western Blot-Analyse der Arabidopsis Überexpressionspflanzen. 

Die Gelbilder und die darunter angeordneten Filme zeigen die Proben der Überexpressionslinien 21, 23a und 
37b und die Proben der Überexpressionslinien 29c und 31c. Die Detektion der PECP1 mittels Immunoblot 
erfolgte mit einem primären Myc-Antikörper. Zur Einschätzung der Produktgrößen wurde bei der SDS-PAGE 
der Standard (M) SM1811 von Fermentas verwendet. 

 

 

Im Immunoblot konnte das rekombinante PECP1-Protein mit deutlichem Signal in den getesteten OE-

Linien 21, 23a, 29c und 31c nachgewiesen werden. Die Probe der Pflanze 37b zeigte kein entspre-

chendes Signal im Western Blot. Da die Linie 37b im Vergleich mit den anderen getesteten Linien die 

geringste relative Transkriptmenge enthielt, ist möglicherweise auch die Proteinsythese am niedrigsten 

und liegt in diesem Versuch unter der Nachweisgrenze. 

 

Um die Frage der Substratpräferenz der PECP1 in den Pflanzen beantworten zu können, ist es               

notwendig, die Phosphataseaktivität in den Extrakten der OE-Linien zu bestimmen. Dazu wurden die 

vier Überexpressionslinien ausgewählt, die das entsprechende rekombinante Protein enthielten. 

 

2.3.2 Phosphatase-Aktivität in den Extrakten der Überexpressionspflanzen 
 

Der Ablauf des Experiments folgte der Prozedur, die bereits zur Analyse der Enzymaktivität der    

Mutantenpflanzen angewendet wurde (2.2.2). Die Keimlinge der vier positiv getesteten Pflanzen wur-

den angezogen, die Gesamt-Proteinmenge extrahiert und die Phosphatase-Assays mit dem Rohextrakt 

gestartet. Parallel dazu wurden Wildtyp-Pflanzen unter Phosphatversorgung angezogen und ebenfalls 

auf enzymatischen Umsatz getestet. Es wurden zunächst 5 mM PEA im Phosphatase-Assay eingesetzt. 

Die Tabelle 9 zeigt die Phosphatase-Aktivitäten dieses Experiments. 
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        Tab. 9: Phosphatase-Aktivität mit PEA in Extrakten der Überexpressionspflanzen. 

Pflanzenlinie Phosphatase-Aktivität 
[nmol Pi min-1 mg-1] 

Col-0 (+Pi) 16 ± 7.00 

OE-PECP1-21 (+Pi) 32  ± 12.1 

OE-PECP1-29 (+Pi) 31  ± 4.99 

OE-PECP1-23 (+Pi) 28  ± 7.25 

OE-PECP1-31 (+Pi) 27  ± 7.65 

 

 

Im Vergleich der Phosphatase-Aktivitäten ist erkennbar, dass die Pi-Freisetzungen in den Extrakten 

der Überexpressionspflanzen in etwa doppelt so hoch sind wie in den Wildtyp-Proben. Das lässt den 

Schluss zu, dass das in den Extrakten nachgewiesene rekombinante Protein aktiv ist und PEA umsetzt. 

Die enzymatischen Umsetzungen des Phosphoethanolamins sind zwischen den OE-Proben etwas ver-

schieden (± 5 nmol Pi min-1 mg-1). Aufgrund dieses Ergebnisses wurden für weitere Experimente die 

beiden Linien mit den höchsten Aktivitäten ausgewählt: die Linien 21 und 29. 

Ziel der nächsten Untersuchung war herauszufinden, wie sich die Enzymaktivitäten in den              

OE-Pflanzenlinien, welche unter Pi-Mangel heranwuchsen, im Vergleich zur Wildtyp-Situation unter-

scheiden. Man könnte annehmen, dass das zusätzlich intregrierte PECP1-Gen zu einer höheren Pro-

teinmenge führt und somit zusätzliche PEA- bzw. PCho-Umsätze auftreten. Dazu wurden im nächsten 

Phosphatase-Assay 5 mM Phosphoethanolamin und anschließend 3 mM Phosphocholin eingesetzt und 

die Aktivitäten bestimmt (nach Zilversmit & Davis, 1950). Die Abbildung 28 zeigt das Ergebnis des 

Enzym-Assays mit Phosphoethanolamin als Substrat. 
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Abbildung 28: Pi-Freisetzungen nach Phosphatase-Reaktion mit Phosphoethanolamin. Untersucht 
wurden die Extrakte der OE-PECP1-21- und -29- und Col-0-Pflanzen. Die Pflanzen wuchsen unter (+Pi) 
oder unter (-Pi) an. Es wurden jeweils 3 biologische Proben und davon 2 technische Replikate untersucht und 
zur Absicherung aller Ergebnisse wurden die Experimente einmal wiederholt.  
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Die in Gegenwart von PEA erhaltene Enzymaktivität in den Extrakten der Wildtyp-Pflanzen, die unter 

Phosphatmangel herangezogen wurden, war vierfach höher als in den Extrakten der vollversorgten 

Pflanzen. Das stimmt mit dem Ergebnis der Abbildung 23 überein.  

 Die Phosphataseaktivität in den Extrakten der OE-PECP1-21- und -29-Pflanzen war in den (+Pi)-

Proben höher als in den Col-0-Extrakten unter gleicher Anzucht. Es konnte eine zusätzliche Freiset-

zung von etwa 15 – 25 nmol Pi min-1 mg-1  aus Phosphoethanolamin nachgewiesen werden. Diese Pi-

Freisetzung ist auf die Phosphatase-Aktivität der rekombinanten OE-PECP1 zurückzuführen und be-

stätigt die vorangegangenen Ergebnisse. Andererseits sind die Enzymaktivitäten der OE-Linien bei Pi-

Mangel ebenso hoch wie die in den Wildtyp-Pflanzen bei Pi-Mangel. Das weist darauf hin, dass es 

keinen additiven Effekt zwischen erhöhter Enzymaktivität unter Normalbedingungen und der Pi-

Mangel-induzierten Aktivität des endogenen Gens gibt. 
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Abbildung 29: Pi-Freisetzungen nach Phosphatase-Reaktion mit Phosphocholin. Es wurden jeweils 3 bio-
logische Proben und davon 2 technische Replikate der OE-Linien: -21, -29 und des Wildtyps untersucht,  
welche wiederum unter beiden Pi-Bedingungen heranwuchsen. Zur Absicherung aller Ergebnisse wurden die 
Experimente einmal wiederholt.  

 
Um auch die Auswirkungen des zusätzlich produzierten PECP1-Proteins auf den Umsatz von 

Phosphocholin zu prüfen, wurden in einem weiteren Experiment 3 mM Phosphocholin als Substrat 

eingesetzt. Das Diagramm (Abb. 29) zeigt das Ergebnis zu dieser Untersuchung.  

Wie im Falle der knock out-Pflanzen (siehe Abb. 24) ist die Enzymaktivität mit Phosphocholin im 

Vergleich zu den mit Phosphoethanolamin erhaltenen Werten generell niedriger. Dies betrifft sowohl 

die Extrakte der OE-Pflanzen als auch der Wildtyp-Pflanzen. Die gemessenen Pi-Freisetzungen lagen 

in jedem Falle zwischen 15 bis 25 nmol Pi min-1 mg-1 Protein. Dieser Befund bestätigt, dass die Ex-

trakte Phosphoethanolamin erheblich schneller hydrolysieren als Phosphocholin. Für alle Extrakte 

wurde, unabhängig von ihrer Herkunft aus Wildtyp- oder OE-Pflanzen, eine moderate Steigerung der 

Phosphocholin-Hydrolyseaktivität infolge von Phosphatmangel festgestellt. Bemerkenswert ist, dass in 
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den OE-Pflanzen kein erhöhter Phosphocholinumsatz beobachtet wurde. Daher ist die durch Phos-

phatmangel hervorgerufene Steigerung des Phosphocholin-Umsatzes durch die Pflanzenextrakte nicht 

ursächlich auf die in den OE-Pflanzen zusätzlich synthetisierte PECP1 zurückzuführen. Als Schluss-

folgerung ergibt sich, dass die OE-PECP1 bevorzugt Phosphoethanolamin in den Extrakten umgesetzt.  

Auf der Grundlage dieses Ergebnisses wurden anschließend die Auswirkungen der erhöhten PECP1-

Enzymaktivität in Überexpressionspflanzen auf die Metabolitgehalte bestimmt.  

 

2.3.3 Quantifizierung von Metaboliten in Überexpressionspflanzen 

 

Zur Quantifizierung der an der PECP1-Reaktion beteiligten Verbindungen (siehe 2.2.3) wurden          

ausschließlich Extrakte der Pi-vollversorgten OE-PECP1-21- und -29-Pflanzen untersucht, da eine 

Anzucht der Pflanzen unter Phosphatmangel das endogene PECP1-Gen transkriptionell aktivieren 

würde. Die Konsequenzen einer Anzucht unter Phosphatmangel-Bedingungen würden weitgehend der 

Wildtyp-Situation entsprechen. 

Die Tabelle 10 zeigt die Analyse der Metabolite in den Extrakten dieser Pflanzen im Vergleich mit 

dem Wildtyp. 

 

         Tab. 10: Bestimmung von Phosphocholin, Cholin und Ethanolamin in Überexpressionspflanzen.  

 (+Pi) – Anzucht 

Pflanzenlinie Phosphocholin 
[nmol/100 mg FG] 

Cholin 
[nmol/100 mg FG] 

Ethanolamin 
[nmol/100 mg FG] 

Col-0 14 ± 1.0 134 ± 3.0 29 ± 11.7 

OE-PECP1-21 13 ± 3.0 133 ± 8.2 42 ± 13.9  

OE-PECP1-29 11 ± 3.9 142 ± 8.8 140  ± 16.0  

              
 

 

Im Vergleich zu den Wildtyp-Proben, welche im Abschnitt 2.2.3 ausgewertet worden sind, konnte in 

den Extrakten der OE-PECP1-29-Pflanzen ein sehr hoher Gehalt an Ethanolamin bestimmt werden. 

Auch in den OE-PECP1-21-Pflanzen zeichnet sich diese Tendenz zur Erhöhung des Ethanolamin-

Spiegels ab. Dieses Resultat verweist auf die Fähigkeit von PECP1 bevorzugt Phosphoethanolamin 

umzusetzen (siehe Tab. 1). Der Phosphocholin-Spiegel ist durch die zusätzliche Synthese von PECP1 

nur geringfügig betroffen, was mit dem im Abschnitt 2.2.2 beschriebenen Ergebnissen übereinstimmt.  
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2.4  Darstellung der PECP-Enzymfamilie 

2.4.1 Identifizierung Arabidopsis-verwandter Pi-Mangel induzierter pflanzlicher 
Phosphatasen 

 

In Arabidopsis werden bei Pi-Mangel intrazelluläre Phosphatasen der HAD-Superfamilie produziert, 

die durch die Hydrolyse von Phosphomonoestern Phosphat freisetzen und somit den Pi-Spiegel der 

Zelle stabilisieren können. Die bisherigen Analysen in dieser Arbeit ergaben, dass es in Arabidopsis 

zum einen eine Pyrophosphatase und zum anderen die Phosphoethanolamin/Phosphocholin-

Phosphatase gibt. Obwohl sie sich in ihrer Aminosäuresequenz und in ihrer Sekundärstruktur kaum 

unterscheiden, besitzen sie unterschiedliche Konformationen in ihrer Tertiärstruktur. Dieser Unter-

schied weist darauf hin, dass die Substratpräferenz der Phosphatasen nicht anhand ihrer Aminosäure-

sequenz vorhergesagt werden kann, sondern experimentell ermittelt werden muss.  

Aus anderen Pflanzen sind weitere Gene bekannt, deren Sequenzen homolog zu den Genen PPsPase1, 

PECP1 und PECP2 in Arabidopsis und zur LePS2-Genfamilie in Tomate sind. Für die Genprodukte 

dieser Gene liegen bisher keine oder nur unvollständige enzymatische Untersuchungen vor. Wie in der 

Einleitung beschrieben, ist bezüglich ihrer Substratspezifität bis heute wenig bekannt (siehe 1.2.4.2). 

Es ist zu anzunehmen, dass die Proteine ebenfalls in die PHOSPHO1-Subfamilie der Phosphoserin-

Phosphatasen gehören. Diese Hypothese soll im Rahmen dieser Arbeit geprüft werden. Da die unter-

schiedlichen Cap-Module verschiedenartige Substratspezifitäten ermöglichen, ist es notwendig zu 

testen, ob die Aminosäuresequenzen aus Tomate, Kartoffel, Bohne und Reis für weitere Pyrophos-

phatasen, für Phosphoethanolamin/Phosphocholin-Phosphatasen oder für Enzyme mit einer ganz ande-

ren Substratpräferenz kodieren. Zunächst sollen hier die Verwandtschaftsverhältnisse der putativen 

pflanzlichen Phosphatasen anhand ihrer Primärsequenzen dargestellt werden. Dazu wurde ein multip-

les Alignment (ClustalW) durchgeführt. Eine reduzierte Zusammenstellung ist in der Abbildung 30 

dargestellt. Es sind ausschließlich die konservierten Bereiche der Motive 1 – 3 gezeigt. 
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Abbildung 30: Sequenzvergleich der homologen Pi-Mangel induzierten pflanzlichen Phosphatasen der HAD-
Superfamilie. Das multiple Sequenz-Alignment wurde mit dem Programm ClustalW gefertigt. Es zeigt nur die Regionen 
des aktiven Zentrums, welche stark konserviert sind und die Motive 1 – 3 der HAD-Superfamilie umfassen. Die wichtigs-
ten Aminosäuren sind schwarz hervorgehoben und unterstrichen. Das erste katalytisch aktive Aspartat (D) des Motivs 1, ist 
mit einem Stern markiert. Die an der rechten Seite in Klammern platzierten Angaben sind die prozentualen Übereinstim-
mungen der Sequenzen der Phosphatasen mit der AtPECP1. Folgende Sequenzen wurden verwendet (Angabe der 
accession number und/oder der Phosphatase-Bezeichnung): AtPECP1 (Q9FZ62), AtPPsPase1 (Q67YCO), StPPP (Sola-
num tuberosum phosphate starvation- and pathogen-induced phosphatase), LePS2;1 (Lycopersicon esculentum 
phosphatase2;1, Q9FPR1), PvHAD1 (Phaseolus vulgaris HAD phosphatase1, ADQ85984), PvPS2 (Phaseolus vulgaris 
phosphate star-vation-induced-2, ABP52095), OsACP1 (Oryza sativa acid phosphatase1,Q06C47). 
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2.4.2 Synthese der neuen Pi-Mangel induzierten pflanzlichen Phosphatasen  
 
 

Das in Abbildung 30 gezeigte Sequenz-Alignment belegt die Verwandtschaft der putativen Phosphat-

asen aus verschiedenen Pflanzenspezies mit den Arabidopsis-Enzymen. Innerhalb der untersuchten 

Gruppe besteht eine hohe Sequenzhomologie von etwa 55 – 80 %. Alle gezeigten Sequenzen besitzen 

die drei charakteristischen Motive der HAD-Superfamilie und  haben dadurch im katalytischen Zent-

rum die funktionell aktiven konservierten Aminosäuren. Die Abstände zwischen diesen Motiven sind 

annähernd gleich. Aufgrund dieser Eigenschaften können sie als verwandte Phosphatasen der HAD-

Superfamilie eingeordnet werden. 

 

Klonierungen der Gene: StPPP, Psi14A, Psi14B, Psi14C, PvHAD1, PvPS2 und OsACP1 

Zur Ermittlung der Substratspezifität der Phosphatasen sollten die Gensequenzen in geeignete Expres-

sionsvektoren kloniert werden. Die aus der Tomate stammenden cDNA-Sequenzen der Gene Psi14A, 

Psi14B und Psi14C (entspricht LePS2;1) und die cDNA des aus der Kartoffel stammende Gens 

StPPP, lagen zu Beginn dieser Arbeit jeweils im Plasmid pBluescript SK – vor. Zur Gewinnung der 

kodierenden Sequenzen der Bohnen-Gene PvHAD1, PvPS2 und des Reis-Gens OsACP1, wurden 

Pflanzen angezogen, geerntet und die Gesamt-RNA isoliert. Die Bohnenpflanzen (Phaseolus vulgaris, 

Sorte: ‚Redland Greenleaf B‘) wurden nach der Methode 5.2.6 angezogen. Die sechs Wochen alten 

Reispflanzen (Oryza sativa japonica group) wurden vom Leibniz-Institut für Pflanzenbiochemie zur 

Verfügung gestellt (5.2.7). Aus der isolierten Gesamt-RNA der jungen Bohnen- und Reisblätter (5.4.1) 

konnten die cDNAs mit Hilfe der Reversen Transkriptase synthetisiert werden (5.4.2). Über den Ein-

satz einer proof-reading-DNA-Polymerase konnten von allen cDNA-Sequenzen Amplifikate gewon-

nen werden. Alle Amplifikate der beschriebenen Pflanzengene wurden in den pJET1.2/blunt-Vektor 

zwischenkloniert und selektiert. Sequenzierungsanalysen bestätigten die Fehlerfreiheit der Amplifikate 

(Ergebnisse nicht gezeigt, siehe auch 5.3.13). 
 

Heterologe Expressionen und rekombinante Proteinsynthesen der pflanzlichen Phosphatasen 

Aufgrund der vorausgegangenen Prüfung auf interne Restriktionsschnittstellen der kodierenden           

Sequenzen der pflanzlichen Gene, konnte das Expressionsplasmid pET-22b(+) für alle Phosphatasen 

als Zielvektor gewählt werden. Mit dieser Vektorwahl konnten Fusionsproteine mit einem His6-tag         

generiert werden.  

 

Die Abbildung 31 zeigt vereinfachte Schemata der fertigen pET-22b(+)/Phosphatase-Konstrukte auf 

Vektorebene. 
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Abbildung 31: Schemata zur Struktur der pET-22b(+)/Phosphatase−Konstrukte. Die Abbildung zeigt sche-
matisch den Zielvektor pET-22b(+) mit integrierter Gen-Kasse der pflanzlichen Phosphatasen StPPP, LePS2;1-3 
(Psi14 A-C), PvHAD1, PvPS2 und OsACP1 und His6-tag. Die Expression der Gene steht unter der Kontrolle eines 
T7-Promotors (T7) und kann durch IPTG induziert werden. Die vorhandenen Restriktionsschnittstellen NdeI und 
NotI bzw. XhoI dienen der jeweiligen Integration der Gen-Sequenz in das Plasmid pET-22b(+).  

Nach der erfolgreichen Klonierung und der Fusion des C-terminalen His6-tags an die kodierenden 

Regionen der Gene, konnten die heterologen Expressionen in E. coli erfolgen und die einzelnen         

Phosphatasen synthetisiert werden. Die Standard-Induktion mit IPTG (5.2.2.) führte bei allen rekombi-

nanten Proteinen zur Bildung von inclusion bodies. Umfangreiche Tests unter Variation der Parameter 

IPTG-Konzentration und Temperatur führten letztendlich zur Unterdrückung dieser Aggregationen, 

wobei der lösliche Proteinanteil jeder Phosphatase im Rohextrakt > 50 % betrug (Daten nicht gezeigt). 

Die Tabelle 11 zeigt als Übersicht die Bedingungen zur löslichen Synthese der Phosphatasen.  

 

    Tabelle 11: Parameter zur löslichen Synthese der rekombinanten Proteine aus Pflanzen. 

Rekombinantes Protein IPTG-Konzentration [µM] Kultivierungstemperatur [° C] 
StPPP1 300 20 
LePS2;1 400 24 
LePS2;2 400 24 
LePS2;3 400 24 
PvHAD1 200 20 

PvPS2 200 20 
OsACP1 400 28 

 

Die Bakterienrohextrakte wurden affinitätschromatographisch gereinigt (5.5.1). Pro Präparation ent-

hielten die eluierten Fraktionen sehr unterschiedliche Mengen an Protein, im Durchschnitt etwa               

1.5 - 10 mg Protein/Reinigung (Daten nicht gezeigt). 
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2.4.3 Substratspektrum der neuen pflanzlichen Phosphatasen 

Die Analyse der Substratpräferenz der rekombinanten Proteine wurde mit dem Phosphatasetest nach 

Zilversmit & Davis (4.5.5) vorgenommen. Zunächst wurden unter Einsatz von 10 mM para-

Nitrophenylphosphat verschiedene Reaktionsansätze getestet, die im Puffer und im pH-Wert differier-

ten (Tris/HCl-Puffer: pH 7.3-7.5, Hepes/NaOH-Puffer: pH 6.5-7.0, NaAc/Essigsäure-Puffer: pH 5.5-

6.3). Die kinetischen Messungen erfolgten wiederum nach der in Abschnitt 5.5.6. beschriebenen Me-

thode. Im Ergebnis hierzu konnte bei allen Enzymen eine Phosphatase-Aktivität im sauren Reakti-

onsmilieu nachgewiesen werden (Progresskurven nicht gezeigt). Es sind somit saure Phosphatasen.  

Neben den Substraten Natrium-Pyrophosphat, Phosphoethanolamin und Phosphocholin wurden weite-

re Substrate der bereits bekannten Phosphatasen der HAD-Superfamilie untersucht werden (siehe auch 

2.1.4 und 2.1.5). Unter den gewählten Reaktionsbedingungen konnte ausschließlich mit 

Phosphoethanolamin und Phosphocholin eine Pi-Freisetzung mit allen rekombinanten Enzymen be-

stimmt werden (siehe Tab. 12). Nur die LePS2;1 zeigte einen geringfügigen Umsatz von < 0.1 µmol Pi 

min-1 mg-1 mit den Substraten Phospho-L-Serin und Phospho-L-Tyrosin. Inwieweit das ein Hinweis 

auf eine mögliche erweiterte Proteinphosphatase-Aktivität sein könnte, bleibt zu untersuchen. 

Phosphoethanolamin und Phosphocholin wiesen jedoch mit Abstand die höchsten Umsatzgeschwin-

digkeiten auf.  

 
Tabelle 12: Aktivität mit p-NPP, pH-Wert der Reaktion und spezifische Aktivität mit den Substraten PEA       
                    und PCho der neuen pflanzlichen Phosphatasen. 
 
Phosphatase Aktivität 

p-Nitrophenylphosphat 
[µmol min-1 mg-1] 

pH-Wert 
der Reaktion

Spezifische Aktivität 
Phosphoethanolamin     Phosphocholin 
[µmol min-1 mg-1]          [µmol min-1 mg-1] 

StPPP 1.0 5.8 16.2 ± 0.023 4.64 ± 0.004 

LePS2;1 0.17 6.3 1.24 ± 0.002 0.64 ± 0.007 

LePS2;2 0.18 6.3 0.79 ± 0.018 0.37 ± 0.086 

LePS2;3 0.16 6.5 0.63 ± 0.079 0.06 ± 0.044 

PvHAD1 0.001 6.0 0.02 ± 0.029 0.01 ± 0.015 

PvPS2 0.15 6.0 0.38 ± 0.055 0.28 ± 0.019 

OsACP1 0.19 6.0 0.3 ± 0.044 0.29 ± 0.018 

 

Aufgrund der Präferenzen der untersuchten Enzyme für Phosphoethanolamin und Phosphocholin sind 

alle neu charakterisierten pflanzlichen Phosphatasen aus Kartoffel, Tomate, Bohne und Reis den 

Phosphoethanolamin/Phosphocholin Phosphatasen (PECP-Spezies) zuzuordnen und können ebenfalls 

in die Enzymklasse EC 3.1.3.75 eingruppiert werden. Neben der PECP1 und der PECP2 gibt es bis-

lang neun charakterisierte Enzyme in fünf verschiedenen Pflanzenarten.  
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2.4.4 Steady state-Parameter der PEA/PCho-Phosphatasen-Reaktionen 

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter Km und Vmax der durch die verschiedenen PECP-Spezies            

katalysierten Hydrolysereaktionen wurden die Reaktionsgeschwindigkeiten in Abhängigkeit von den 

Substratkonzentrationen bestimmt. Der Konzentrationsbereich für die Substrate Phosphoethanolamin 

und Phosphocholin umfasste 0.1 – 5 mM. Die Reaktionen liefen unter den in Abschnitt 4.5.6 angege-

benen Bedingungen ab. Die Berechnung der Parameter Km und Vmax erfolgte mit Hilfe nichtlinearer 

Regressionen nach der Michaelis-Menten-Gleichung (siehe auch 2.1.4.1). Die Diagramme der einzel-

nen v/S-Charakteristiken der Phosphatasen sind im Anhang 7.4 beigefügt. Die Tabelle 13 fasst die 

steady state-Parameter der Gleichgewichtsreaktionen der verschiedenen PECP-Spezies mit den beiden 

Substraten Phosphoethanolamin und Phosphocholin zusammen.  

 

          Tabelle 13: Steady state-Parameter für die Kinetik der PECP-Hydrolysereaktionen. 

Enzyme Substrate Km (mM) kcat (s-1) kcat/Km (M-1 s-1) 

LePS2;1 PEA 1.5 10.40  7.067 x 103 

PCho 0.5 3.00  6.482 x 103 

LePS2;2 PEA 0.5 4.90  9.989 x 103 

PCho 0.2 2.28 11.077 x 103 

LePS2;3 PEA 1.0 5.59  5.471 x 103 

PCho 0.4 1.23  3.237 x 103 

PvHAD1 PEA 0.3 0.10  0.297 x 103 

PCho 0.5 0.05  0.098 x 103 

PvPS2 PEA 0.2 0.63  3.092 x 103 

PCho 0.5 0.66  1.213 x 103 

OsACP1 PEA 2.8 1.71  0.604 x 103 

PCho 1.3 1.01  0.755 x 103 

 

Anhand der v/S-Charakteristiken (7.4) konnte gezeigt werden, dass bei allen untersuchten PECP-

Hydrolysereaktionen die Abhängigkeit der Geschwindigkeit von der Substratkonzentration einem 

hyberbolen Zusammenhang folgt. Es liegen keine typischen Abweichungen vom Michaelis-Menten-

Verhalten vor. Es konnten Km-Werte  für Phosphoethanolamin im Bereich von 0.2 – 2.8 mM und für 

Phosphocholin im Bereich von 0.2 – 1.3 mM bestimmt werden. Somit sind die Km-Werte für PEA in 

der Regel geringfügig höher als für PCho. Aus den Maximalgeschwindigkeiten der v/S-

Charakteristiken wurden unter Berücksichtigung der jeweiligen Proteinkonzentration im Ansatz            

(Daten nicht gezeigt) kcat-Werte errechnet (Tab. 13). Anhand der kcat/Km-Werte manifestiert sich bei 
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den untersuchten Enyzmspezies keine eindeutige Tendenz, welche eine Bevorzugung von PEA bzw. 

PCho belegen würde. Aufgrund der geringen Ausbeute an löslichem StPPP-Protein, konnte für die 

Phosphatase aus Kartoffel keine v/S-Charakteristik aufgenommen werden. Daher entfällt für diese 

Enzymspezies die Angabe der steady state-Parameter. 

 

2.4.5 Phosphatasen der PHOSPHO1-Subfamilie in weiteren Pflanzenspezies 
 
Im Rahmen dieser Dissertation konnten drei Phosphatasen aus A. thaliana strukturell in die                 

PHOSPHO1-Subfamilie eingeordnet werden, die eine kleine Genfamilie bilden. Zwei dieser Gene 

kodieren für PECP-Isoenzyme. Das dritte Gen besitzt eine andere enzymatische Funktion und kodiert 

für PPsPase1. Die in dieser Arbeit untersuchten Gene aus Tomate, Kartoffel, Bohne und Reis kodieren 

ebenfalls für PECP-Spezies. Deshalb sollte im nachfolgenden Schritt überprüft werden, welche Ver-

breitung die Enzyme der PHOSPHO1-Subfamilie im Pflanzenreich haben. Es ist wichtig darauf hin-

zuweisen, dass eine Vollständigkeit dieser Analyse nicht angestrebt wurde, sondern nur ein erster 

Überblick über die Verbreitung dieser homologen Gene gegeben werden sollte.  

Um Kandidaten-Gene zu finden, wurden zunächst veröffentlichte Gensequenzen mit Hilfe der Struk-

turdatenbank InterPro (www.ebi.ac.uk/interpro/) geprüft und eine Vorauswahl getroffen. Die             

InterPro-Datenbank erstellt funktionelle Analysen über die Klassifizierung von Proteinen und kann 

wichtige strukturelle Elemente, wie Protein-Domänen und aktive Zentren, darstellen. Dabei wird eine 

Vielzahl von Informationen anderer Datenbanken verknüpft und miteinander kombiniert, was schließ-

lich in einer strukturellen und funktionellen Proteinvorhersage resultiert. Durch die Übersetzung der 

Nukleotidsequenzen in die Aminosäuresequenzen der daraus resultierenden Proteine, ist die Voraus-

setzung für funktionelle Vorhersagen gegeben. Alle im Folgenden diskutierten funktionellen Eigen-

schaften sind jedoch nur als Ausgangspunkte neuer experimenteller Studien zu werten, sofern sie nicht 

die in der vorliegenden Arbeit empirisch charakterisierten Enzymspezies betreffen. Das Resultat des 

Vergleichs stellt im Wesentlichen einen Versuch zu einer Klassifizierung der Vertreter der                   

PHOSPHO1-Subfamilie dar. Da die in dieser Arbeit untersuchten PECP-Spezies zytosolische Phos-

phatasen sind, wurden Aminosäuresequenzen ausgeschlossen, die putative Transportsequenzen ent-

hielten oder unvollständig waren. Des Weiteren wurden Sequenzen, die in die engere Auswahl kamen, 

auf ihre Expression hin geprüft. Aminosäuresequenzen aus einer Pflanzenart,  die in einer oder weni-

gen Aminosäuren differierten und vermutlich Allele darstellten, wurden nicht mit einbezogen. Durch 

die Kenntnisse der Psi14-Gene der LePS2-Familie, konnten in weiteren Datenbanken durch-

sequenzierter Genome [Phytozome (http://phytozome.net/), Rice Genome (http://rice.plant-

biology.msu.edu/), Sol Genomics Network (http://solgenomics.net/), und andere] weitere homologe 

Gene gefunden und diese ebenfalls auf Expression geprüft werden. Letztendlich standen aus über 100 

möglichen Kandidaten-Genen 63 Aminosäuresequenzen aus 22 Pflanzenarten zur Verfügung, die wei-

ter analysiert wurden. Darunter befanden sich auch die in dieser Dissertation untersuchten PECP-
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Sequenzen.  Zur Verwandtschaftsanalyse herangezogen wurden Gene eines Mooses (Physcomitrella 

patens), eines Moosfarns (Selaginella moellendorffii), sowie Gene aus folgenden Pflanzenfamilien: 

Kreuzblütengewächse (Arabidopsis thaliana, Arabidopsis lyrata), Kieferngewächse (Picea sitchensis), 

Nachtschattengewächse  (Solanum lycopersicum, Solanum tuberosum), Schmetterlingsblütler (Glycine max, 

Medicago truncatula, Lotus japonicus, Phaseolus vulgaris), Süßgräser (Brachypodium distachyon, Hordeum 

vulgare, Oryza brachyantha, Oryza glaberrima, Oryza sativa, Setaria italica, Sorghum bicolor, Zea mays), 

Weidengewächse (Populus trichocarpa), Weinrebengewächse (Vitis vinifera) und Wolfsmilchgewächse 

(Ricinus communis). Zum Vergleich aller Proteine wurde ein multiples Alignment (Clustal-W2, 

www.ebi.ac.uk/) durchgeführt. Das vollständige Alignment ist im Anhang 7.5 beigefügt. Die Abbil-

dung 32 zeigt eine Zusammenstellung konservierter Bereiche der PHOSPHO1-Subfamilie in den ver-

schiedenen Pflanzenproteinen. 
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                                Motiv 1                Motiv 2                                               Motiv 3                      AS (∑) 
A.thaliana(Q67YC0)   AtPPsPase1 14  VVVFDFDKTIIDV 72 LRIVSDANMFFI 51 NMCKGLIIERIQQSLA  5 KMIYLGDGAGDY  100   (295) 
A.lyrata(D7KR62)                13  VVVFDFDKTIIDV 72 LRIVSDANMFFI 51 NMCKGLIIERIQQSLA  5 KMIYLGDGAGDY  100   (294) 
A.thaliana(Q9FZ62)   AtPECP1     7  VIVFDFDKTIIDV 72 LRIVSDANTLFI 49 NMCKGLIIDRIQASLT  6 KMIYLGDGAGDY  92    (279) 
A.lyrata(D7KFI6)                 7  VIVFDFDKTIIDV 72 LRIVSDANTLFI 49 NMCKGLIIERIQASLT  6 KMIYLGDGAGDY  97    (284) 
P.trichocarpa(B9HM85)            5  VVVFDFDKTIIDV 72 LRIVSDANMFFI 49 NMCKGLIIERIQASIS  5 KIIYLGDGAGDY  93    (277) 
P.trichocarpa(B9MWQ6)           11  VVVFDFDKTIIDV 72 LRIVSDANMFFI 49 NMCKGLIIERIQASIS  5 KIIYLGDGAGDY  93    (283) 
R.communis(B9SN55)               4  LVVFDFDNTIIDV 72 LRIVSDANVFFI 49 NMCKGHIIERIQASMS  6 KIIYLGDGAGDY  90    (274) 
R.communis(B9T693)               6  VVILDFYKTIIDV 72 LRIVSDANTFFI 45 NMCKGRIIE--NPNIF  6 RIIYLGDGAGDY  83    (263) 
G.max(C6TBH9)                    4  VIVFDFDKTIVDV 72 LRIVSDANVFFI 49 NMCKGLIIDRIQDSIS  5 RMIYLGDGSGDY  89    (272) 
G.max(1KGE6)                     4  VVVFDFDKTIVDV 72 LRIVSDANMFFI 49 NMCKGLIIDRIQDSIL  5 RMIYLGDGSGDY  89    (272) 
G.max(I1KUW2)                    4  VVVFDFDKTIVDV 72 LRIVSDANVFFI 49 NMCKGLIIDRIQDSIS  5 RMIYLGDGSGDY  79    (262) 
P.vulgaris(D7PEX6)   PvHAD1      4  VVVFDFDKTIVDV 72 LRIVSDANLFFI 49 NMCKGLVIKRMQDSIS  4 RLIYLGDGSGDY  89    (271) 
P.vulgaris(A4ZVI5)   PvPS2       4  VVVFDFDKTIVDV 72 LRIVSDANTYFI 49 NMCKGLVIKRIQDSIS  4 RLIYLGDGSGDY  89    (271) 
L.japonicus(I3S8Y2)              4  VVVFDFDKTIIDI 72 LRIVSDANMFFI 49 NMCKGLIIDRIQDSFS  5 KIIYLGDGAGDY 110    (293) 
M.truncatula(I3SND6)             5  VIIFDFDKTIIDC 72 LRIVSDANMFYI 50 NMCKGLIIDKIKNTIY  5 RFIYLGDGAGDY  89    (274) 
M.truncatula(A2Q3B8)             4  VVVFDFDKTIIEC 72 LRIVSDANTFFI 49 NMCKGLIIKRIQDSIS  5 RFIYLGDGSGDY  89    (272) 
M.truncatula(G7ZWH8)             4  VVVFDFDKTIVEC 72 LRIVSDANTFFI 48 NMCKGLIINRIQESIS  5 RFIYLGDGSGDY  89    (271) 
G.max(I1MCY1)                    4  VVVFDFDKTIVDC 72 LRIVSDANTFFI 49 NMCKGEIIEKIQDSIS  5 RVIYLGDGSGDY  85    (268) 
L.esculentum(Q9FPR1) LePS2;1     4  VVVFDFDKTIIEV 72 LRVISDANVFFI 49 NMCKGMIVERIQA---  5 RMIYLGDGIGDF  89    (269) 
L.esculentum(Q8GRL8) LePS2;2     4  VVVFDFDKTIIDV 72 LRVISDANVFFI 49 NMCKGMIVERIQA---  5 RMIYLGDGIGDF  89    (269) 
L.esulentum(Q8GUC1)  LePS2;3     4  VVVFDFDKTIIDV 72 LRVISDANVFFL 49 NMCKGMIVERIQA---  5 RMIYLGDGIGDF  89    (269) 
S.tuberosum(PGSC000DMT40001234)* 4  VVFFDFDKTIIDV 72 LRVISDANVFFI 49 NMCKGMIVERIQAILA  5 RMIYLGDGIGDF  86    (269) 
S.tuberosum(PGSC000DMT40001234)* 4  VVFFDFDKTIIDV 72 LRVTSDANVFFI 49 NMCKGMIVERIQASMT  5 RMIYLGDGIGDF  89    (272) 
S.t.(PGSC0003DMG4020048)*StPPP   4  VVFFDFDKTIIDV 72 LRVISDANVFFI 49 NMCKGRIVKRIQAILA  5 RMIYLGDGIGDF  89    (272) 
L.esculentum(K4BMU1)             4  VVVFDFDKTIIDL 72 LRIVSDANLFYI 51 NMCKGLVIEKIQASLA  5 RMIYLGDGAGDY  89    (274) 
S.tuberosum(SGN-U278474)#        4  VVVFDFDKTIIDL 72 LRIVSDANLFYI 51 NMCKGLVIERIQASLA  5 RMIYLGDGAGDY  89    (274) 
V.vinifera(D7U028)               4  VVVFDFDKTIIDV 72 LKIVSDANLFFI 49 NMCKGMVIKRIQAS--  4 KFIYLGDGSGDF  93    (273) 
G.max(C6THU3)                    4  VVIFDFDSTIIEC 72 LKIVSDANIFFI 49 NMCKGMITERIQNSVD  5 -FIYLGDGSGDF  95    (277) 
G.max(K7M947)                    4  VVVFDFDSTIIEC 72 LKIVSDANIFFI 50 NICKGMIIERIQNSVD  5 -FIYLGDGSVDF  79    (262) 
P.vulgaris(E5D6S8)   PvPS2-2     4  VVVFDFDSTIIEC 72 LKIVSDANSFFI 49 NMCKGLVIERIQN-DG  5 -YIYLGDGNGDF  98    (279) 
G.max(C6SZJ1)                    4  VVIFDFDSTIIEC 72 LKIVSDANIFFI 49 NMCKGLVIERIQNSLA  5 -LIYLGDGNGDF  94    (276) 
G.max(I1KGE5)                   21  VVIFDFDSTIIEC 72 LKIVSDANIFFI 49 NMCKGLVIERIQNSLA  5 -LIYLGDGNGDF  94    (293) 
G.max(I1KUW1)                    4  VVIFDFDSTIIEC 72 LKIVSDANIFFI 49 NMCKGLVIERIQNSLA  5 -IIYLGDGNGDF  94    (276) 
L.japonicus(I3T6F3)              4  VVVFDFDSTIIEC 74 LKIVSDANIFFI 49 NMCKGLVMDRIQNSLD  6 FMIYLGDGSGDF  96    (282) 
M.truncatula(B7FI56)             4  VVIFDFDSTIIEC 72 LRIVSDANIFFI 49 NMCKGKVMEMFQNSLD  6 -IIYLGDGSGDF  93    (276) 
P.trichocarpa(B9INJ1)            4  VVVFDFDKTIIDC 72 LRIVSDSNYFFI 50 NMCKGLVMKRIQASVS  5 QFIYVGDGKNDF  91    (275) 
V.vinifera(D7STM9)               3  VVVFDFDKTIIDC 72 LRIVSDANAFFI 49 NMCKGLVMERVRTSVS  5 RFIYLGDGSADF  87    (269) 
                                        
___________________________________________________________________________________________________________________ 
HAD-Superfamilie Konsens:         DxDx (T/V)       (S/T)           K – x(16-30)    -    (G/S;D/S)x3(D/N) 
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Das multiple Sequenz-Alignment wurde mit dem Programm Clustal-W2 gefertigt. Es sind 63 Proteinsequenzen von 22 verschiedenen Pflanzenarten gezeigt, die die 
charakteristischen Motive 1, 2  u. 3 der HAD-Superfamilie beinhalten. Diese sind mit grauer Farbe unterlegt. Die an der Katalyse beteiligten Aminosäuren des aktiven 
Zentrums sind fett hervorgehoben. Die in allen Sequenzen übereinstimmenden Aminosäuren wurden mit einem Stern markiert. Jeder dieser Sequenz ist zur eindeuti-
gen Identifizierung eine InterPro-Nummer zugeordnet. Sequenzen ohne InterPro-Nummer, wie beispielsweise aus Kartoffel, ist die Phytozome- (*) oder die Sol Ge-
nome Network (#)-Nummer angegeben. Die Angabe in Klammern rechts im Bild gibt die Gesamtlänge der Aminosäuresequenz an. Die Zahlen zwischen den einzel-
nen Peptiden zeigen die Anzahl der ausgelassenen Aminosäuren der jeweiligen Sequenz. Die in dieser Arbeit diskutierten Enzyme sind rot hervorgehoben. 
 

Abbildung 32: Sequenzvergleich homologer pflanzlicher Phosphatasen der PHOSPHO1-Subfamilie verschiedener Pflanzenspezies. 

                                       Motiv 1                Motiv 2                                               Motiv 3                      AS (∑) 
R.communis(B9RKA9)               4  VVVFDFDRTLIDG 72 LRIISDANQFFI 49 NLCKGLVINQICASTA  5 RFIYLGDGSGDF  70    (253) 
S.tuberosum(PGSC0003DMP4000642)  6  VIVFDFDRTLIDD 70 LKVVSDANQFYI 48 NLCK------IQASMS  5 RFIYLGDERGDY  49    (225) 
A.thaliana(Q9SU92)   AtPECP2     4  VILFDFDRTLIDG 72 LKIVSDANQFFI 49 NLCKGLVMDHLRASSS  6 RFIYLGDGGGDF  61    (245) 
A.lyrata(D7MCK8)                 4  VIIFDFDRTLIDG 72 LKIVSDANQFYI 49 NLCKGLVMDHIRASSS  6 RFIYLGDGGGDF  58    (242) 
V.vinifera(D7TBA2)               4  VVLFDFDRTIIDG 72 LKVVSDANNFYI 49 NMCKGLVIEQIRAAAS  5 RFIYVGDGKGDF  84    (267) 
G.max(C6SZJ9)                    6  VVVLDFDRTIIDD 72 LRIISDTNTFSI 49 NMCKGLVIDQIRSSLL  9 RFIYIGDGAGDY  57    (246) 
M.truncatula(G7LJK6)             2  IVVLDFDRTIIDD 73 LRIISDANLFYI 50 NMCKGLVIDRIRGSLP  4 RFIYVGDGAGDY  56    (238) 
P.patens(A9RMS9)                 3  LIIFDFDWSLIDC 72 LQIISDANSHFI 49 NMCKGLILDSVRLGSS  5 RVIYIGDGGGDY  54    (236) 
S.moellendorffii(D8SBA0)         4  IVVFDFDWSLINC 72 LQIISDANTLFI 48 NMCKGLILD--RILSS  5 RVVYIGDGRGDI  57    (237) 
P.sitchensis(A9NLR1)             3  VIMFDFDHTLIDC 72 LRIVSDANSFYI 49 NMCKGAIVDGIQRCFP  5 RFIYLGDGRGDF  54    (236) 
B.distachyon(I1HR17)             4  VVVFDFDKTIIDV 72 LRVLSDANGFFI 48 NMCKGQVLDRIR--AS  4 RVIYLGDGRGDY  91    (270) 
H.vulgare(F2DKT3)                4  VVVFDFDKTIIDV 72 LRVLSDANRFFI 51 NMCKGQVLDRIR--AS  8 RFIYLGDGRGDY  88    (274) 
O.glaberrima(I1NRA5)             4  VVVFDFDKTIIDV 72 LRILSDANRFFI 52 NMCKGQVLDRIR--AS  6 RVIYLGDGRGDY  89    (274) 
O.sativa(Q8W0E7)     OsACP1      4  VVVFDFDKTIIDV 72 LRILSDANRFFI 51 NMCKGQVLDRIR--AS  6 RVIYLGDGRGDY  89    (274) 
O.brachyantha(J3L3K4)            4  VVVFDFDKTIIDV 72 LRILSDANRFFI 51 NMCKGQVLDRIR--AS  5 RVIYLGDGRGDY  95    (278) 
S.bicolor(C5XID0)                4  VVVFDFDKTIIDV 72 LRVLSDANAFFI 48 NMCKGLVLDRILREAA  9 RVIYLGDGRGDY  92    (278) 
Z.mays(B6TXH8)                   4  VVVFDFDKTIIDV 72 LRVLSDANAFFI 49 NMCKGQVLDRILREAS  7 RVVYLGDGRGDY  91    (276) 
S.italica(K3XQG7)                4  IVVFDFDKTIIDV 72 LRVLSDANAFFI 48 NMCKGQVLDRILREAA  6 RVIYLGDGRGDY  90    (273) 
Z.mays(B4F825)                   4  VVVFDFDKTIIDV 72 LRVLSDANAFFI 51 NMCKGLVLDRILREAE 11 RVIYLGDGRGDY  94    (285) 
O.glaberrima(I1NYN4)            10  VVVFDFDKTIIDC 72 LRVLSDANAFFI 49 NMCKGKVMERIIDELS 12 RVVYVGDGRGDY 100    (296) 
O.sativa(Q6H6J4)                10  VVVFDFDKTIIDC 72 LRVLSDANAFFV 49 NMCKGKVMERIIDELS 12 RVVYVGDGRGDY 100    (296) 
S.italica(K3YUH3)                8  LVVFDFDKTIVDC 72 LRVLSDANAFFV 53 NMCKGKVMERILQEEE 11 AVVYLGDGRGDY 104    (301) 
Z.mays(C4JC34)                  11  LVVFDFDKTIVDC 72 LRILSDANAFFV 53 NMCKGKVMERILLQEE 16 AVVYLGDGRGDY  87    (292) 
O.sativa(A2ZV38)                19  VVVFDFDRTIIEW 72 LRVASDANAFFI 50 NMCKGKIIERIQATAN  3 HFIYIGDGRGDY  87    (284) 
S.bicolor(C5XQ80)               11  VVVFDFDRTIIDW 72 LKVVSDANAFFI 49 NMCKGKIIERIQATAS  4 HFIYIGDGKGDY  85    (276) 
B.distachyon(I1HP49)             5  VVVFDFDKTIIEW 72 LKVVSDANTFFI 49 NMCKGKIIERIQATDS  4 HFIYIGDGKGDY  89    (272)  
                                 
___________________________________________________________________________________________________________________ 
HAD-Superfamilie Konsens:         DxDx (T/V)      (S/T)           K – x(16-30)    -   (G/S;D/S)x3(D/N) 
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Aus den vorangegangenen Untersuchungen zur Sekundärstruktur der Phosphatasen der PHOSPHO1-

Subfamilie (siehe 2.1.4.2) ist abzuleiten, dass die neuen Sequenzen hoch konserviert sind. Sie enthal-

ten neben den charakteristischen Aminosäuren der Motive 1 – 3 fast identische Abstände zwischen den 

einzelnen Motiven. Des Weiteren besitzen die Proteine die drei Cysteine des kleinen C2-Cap-Moduls, 

wobei die Sequenzen D7KR62 aus A. lyrata, B9MWQ6 aus P. trichocarpa, B9T693 aus R. communis 

und I3S8Y2 aus L. japonicus, wie die PPsPase1, ein viertes Cystein aufweisen (siehe Anhang 7.5, gelb 

markiert). Daraus folgt, dass die untersuchten Sequenzen aus den verschiedenen Pflanzenspezies 

(Abb. 32) in die PHOSPHO1-Subfamilie gehören. Bei der Analyse konnte bei der Sequenz B9T693 aus 

Ricinus communis ein modifiziertes Motiv 1 festgestellt werden. Anstelle des katalytisch aktiven zwei-

ten Aspartats (D14 bei PECP1, Abb. 14) ist ein Tyrosin vorhanden. Aufgrund der vorhandenen, struk-

turell äquivalenten –OH-Gruppe in der polaren Seitenkette könnte es die Funktion des fehlenden               

Aspartats übernehmen. Die Proteinsequenzen A9RMS9, P. patens und D8SBA0, S. moellendorffii, 

enthalten ebenfalls einen Aminosäure-Austausch im Motiv 1. Anstelle des konservierten Threonins ist 

ein Serin vorhanden. Der einzige Unterschied zwischen beiden Resten besteht darin, dass bei Serin die 

–CH3-Gruppe der polaren Seitenkette des Threonins, durch ein H+ ersetzt ist. Dieser Threonin-

Austausch im Motiv 1, zugunsten des Serins, wird bei beiden Proteinen keine grundlegenden kata-

lytischen Veränderungen zur Folge haben, was experimentell  überprüft werden müsste. Weitere Aus-

tausche in den Motiven 1, 2 und 3 gibt es nicht.  

 

Über einen weiteren bioinformatischen Vergleich der Proteinsequenzen sollte überprüft werden, ob es 

orthologe Gensequenzen zu den Sequenzen der PHOSPHO1-Genfamilie aus Arabidopsis gibt. Mit 

Hilfe des Distanzmatrixverfahren Neighbour-Joining (NJ) wurden die gruppierten Daten aus dem  

Alignment berechnet (Makarenkov, 2001). Die Darstellung der Verwandtschaftsanalyse entstand mit 

dem Programm PHYLIP (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html) und ist in der Abbil-

dung 33 gezeigt.  

Der entstandene horizontale Baum gliedert sich in fünf große Bereiche, welche farblich umrandet sind. 

Die experimentell untersuchten Phosphatasen dieser Arbeit sind rot hervorgehoben. Die entstandenen 

Gruppen sind nach diesen Enzymen benannt (Abb. 33). 

 

 



                                                                                                                         ERGEBNISSE 

 
   

PECP2-Gruppe

PvPS2-Gruppe 

PPsPase1-Gruppe 

ACP1-Gruppe 

LePS2-Gruppe

Moose & Farne 

Abbildung 33: Bioinformatische Verwandtschaftsanalyse der Subfamilie PHOSPHO1 der pflanzlichen HAD-
Superfamilie. Dieser Baum wurde mittels Aminosäuresequenzen der InterPro-Datenbank (www.ebi.ac.uk/interpro/) 
rekonstruiert, die entsprechenden InterPro-Nummern sind in Klammern geschrieben. Die Daten für S. tuberosum 
entstammen von den Internet-Plattformen Phytozome und Sol Genomics Network. Sie sind mit einem * bzw. einem # 
gekennzeichnet.  
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In der PPsPase1-Gruppe sind die homologen Arabidopsis-Sequenzen, AtPECP1 und AtPPsPase1, 

enthalten. Es ist die einzige Gruppe, in der eine Genduplikation mit anschließender Diversifizierung 

sehr wahrscheinlich ist. Die PPsPase1 enthält ein zusätzliches Cystein an Position 155 (Abb. 14). Drei 

weitere Sequenzen [A. lyrata (D7KR62), R. communis (B9T693) und P. trichocarpa (B9MWQ6)] be-

sitzen ebenfalls ein weiteres Cystein im schmalen C2-Cap-Modul und befinden sich ebenfalls in dieser 

Gruppe (siehe 7.5). Es könnte durchaus möglich sein, dass es sich um AtPPsPase1-orthologe Enzyme 

in anderen Pflanzen handelt. Des Weiteren ist bemerkenswert, dass die beiden Pi-Mangel aktivierten 

Arabidopsis-Phosphatasen gemeinsam gruppieren. Die AtPECP2, welche nicht unter Phosphatmangel 

exprimiert wird, gruppiert weit entfernt in der nach ihr benannten Gruppe. Es könnte ein Hinweis da-

rauf sein, dass alle Gene der PPsPase1-Gruppe unter Phosphatmangel aktiviert werden. Die PECP2-

Gruppe enthält Gene aus phylogenetisch entfernten Arten. Es ist sehr wahrscheinlich, dass sich die 

orthologen Gensequenzen evolutionär aus einem frühen Vorfahren ableiten. Die Sequenzen, die sich 

hier gruppieren, könnten Proteine sein, die ähnlich wie AtPECP2 konstitutiv exprimiert werden. Diese 

Annahme könnte durch Expressionsstudien überprüft werde.  

Die zur Arabiopsis-Familie homologe LePS2-Gruppe bildet die größte Gruppe des Baumes und ent-

hält die vielen Sequenzen der Solanaceae und anderer Dikotyledonen. In dieser Gruppe befinden sich 

sechs der neun experimentell aufgeklärten PECP-Spezies. Die PECP aus Tomate und Bohne sind im 

jeweiligen Organismus Isoenzyme mit gleichen Funktionen, da sie aus paralogen Genen entstammen. 

Es ist sehr wahrscheinlich, dass sich unter den putativen Phosphatasen-Sequenzen dieser Gruppe,  

weitere Phosphatasen befinden, die für Phosphoethanolamin bzw. Phosphocholin spezifisch sind. Die 

in dieser Arbeit charakterisierte OsACP1 aus Reis, ist in der nach ihr benannten ACP1-Gruppe einge-

ordnet, in der ausschließlich Monokotyledonen gruppieren. Diese Sequenzen entstammen orthologen 

Genen, deren Verwandtschaft auf dasselbe Vorläufergen im letzten gemeinsamen Vorfahren zurück-

zuführen ist (Storch et al., 2007). Die PvPS2-2-Gruppe, enthält keine homologen Gene aus 

Arabidopsis sondern ausschliesslich Sequenzen aus Leguminosen (Sojabohne, Gartenbohne, Horn- 

und Schneckenklee) ein. Die PvPS2-2-Phosphatase, nach der diese Gruppe benannt ist, wurde im Ver-

lauf dieser Arbeit ebenfalls charakterisiert. Diese Phosphatase ist aufgrund ihres sehr breiten Substrat-

spektrums keine PECP (Daten nicht gezeigt). Es ist daher wahrscheinlich, dass sich keine weiteren 

PECP-Vertreter in dieser Gruppe befinden. 

Die Aussagen zu Substratspezifitäten der gruppierten Sequenzen dieser bioinformatischen Analyse 

sind grundsätzlich theoretischer Natur. Über eine enzymatische Charaktersierung könnten die An-

nahmen geprüft werden. Als ein wichtiges Ergebnis ist festzuhalten, dass die homologen Gene der 

PHOSPHO1-Subfamilie einen hohen Grad an Sequenzidentität besitzen und sowohl in niederen als 

auch in höheren Pflanzen gleichermaßen vorkommen. Sie sind somit im gesamten Pflanzenreich ver-

teilt. Daraus folgt, dass diese Proteine eine zentrale bzw. konservierte Funktion in den unterschiedli-

chen Pflanzenarten ausüben müssen.  
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3. Diskussion 

 

Eine pflanzliche Strategie zur Bereitstellung von Orthophosphat (Pi) unter Phosphatmangel-

Bedingungen besteht in der Remobilisierung von organisch gebundenem Phosphat über die Synthese 

von intra- und extrazellulären PSR-Enzymen mit hydrolytischen Aktivitäten, wie zum Beispiel Nuk-

leasen, Phosphatasen und Phospholipasen (Plaxton & Tran, 2011). Zur Bereitstellung der 

Phosphohydrolasen werden phosphate-starvation-inducible-(PSI)-Gene aktiviert, welche in eine kom-

plexe Phosphatmangel-Antwort integriert sind und unter transkriptioneller Kontrolle stehen (Vance et 

al., 2003; Ticconi & Abel, 2004; Lin et al., 2009; Nilsson et al., 2010). 

Die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen dienten dem Ziel, einige Vertreter dieser PSI-Gene 

hinsichtlich ihrer Expression und Funktion unter Phosphat-Limitierung zu charakterisieren. Dazu wur-

den verschiedene experimentelle Ansätze und Strategien verfolgt. Zum einen wurden die homologen 

Gene aus Arabidopsis, Tomate, Kartoffel, Bohne und Reis heterolog in E. coli exprimiert und deren 

Genprodukte enzymatisch als PECP-Spezies identifiziert und charakterisiert. Zum anderen konnte die 

enzymatische in vivo-Aktivität der AtPECP1 sowie die Mengen der Metabolite Phosphocholin, Cholin 

und Ethanolamin in T-DNA-Insertions- und Überexpressionspflanzen quantifiziert werden.  

Außerdem existiert im Genom von A. thaliana ein weiteres Gen, PECP2, welches für eine weitere 

Phosphoethanolamin/Phosphocholin-Phosphatase, PECP2, kodiert. Bemerkenswert ist dabei, dass das 

Gen PECP2 konstitutiv exprimiert wird. Das entsprechende Enzym PECP2 wurde ebenfalls enzym-

atisch charakterisiert. 

Vergleichende Studien zu pflanzlichen Genen, deren Genprodukte homolog zu den experimentell un-

tersuchten Phosphatasen dieser Arbeit sind, führten zu einer strukturellen Klassifizierung der Enzyme 

innerhalb der PHOSPHO1-Subfamilie. Die anschließende bioinformatische Verwandtschaftsanalyse 

erbrachte die Erkenntnis, dass diese homologen Gene sowohl in den Genomen niederer als auch höhe-

rer Pflanzen existieren und die dazugehörigen Proteine eine fundamentale Funktion in den Pflanzenar-

ten ausüben müssen. 

3.1 Enzymatische Eigenschaften der PHOSPHO1-Subfamilie  

Die enzymatischen Analysen zeigen, dass die Mg2+-abhängige PECP1 spezifisch für 

Phosphoethanolamin und für Phosphocholin ist (Km-Wert für PEA = 1.16 mM und für PCho = 0.44 

mM). Die Phosphatase weist einen breiten pH-Optimumsbereich von pH 6 bis pH 8 auf. Die katalyti-

sche         Effizienz ist für Phosphoethanaolamin mit 1.06 x 104 M-1 s-1 wesentlich höher als für 

Phosphocholin mit 2.34 x 103 M-1 s-1. Literaturrecherchen zu weiteren Vertretern von Phospho-

ethanolamin/Phosphocholin-Phosphatasen in anderen Organismen zeigten, dass es nur zwei weitere 

enzymatisch charakterisierte PECP-Spezies gibt. Das Enzym der PHOSPHO1-Subfamilie, die humane 

PHOSPHO1, wurde im Verlauf dieser Dissertation in der Einleitung (siehe 1.2.4.3) und im Abschnitt 

zur Charakterisierung der Sekundärstruktur der A. thaliana PECP1 (2.1.4.2) vorgestellt. Die enzymat-
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ischen Analysen der PHOSPHO1 ergaben, dass Phosphoethanolamin und Phosphocholin die bevor-

zugten Substrate dieser Phosphatase sind (Roberts et al., 2004). Im Gegensatz zur stringenten Sub-

stratspezifität der A. thaliana PECP1, setzt die humane PHOSPHO1 zusätzlich auch die Verbindungen 

Ribose-5-Phosphat, ß-Glycerin-Phosphat und Pyridoxal-5-Phosphat katalytisch um, wenn auch um ein 

Vielfaches langsamer als die bevorzugten Substrate (Roberts et al., 2004). Die in dieser Arbeit be-

stimmten steady state-Parameter, Km und kcat, der A. thaliana PECP1 weichen stark von den entspre-

chenden Parametern der PHOSPHO1 ab. Beide Enzyme sind allerdings in einem breiten pH-

Reaktionsbereich im leicht  sauren bis leicht alkalischen Milieu aktiv, wobei die PHOSPHO1 ein pH-

Optimum bei pH 7.5 (mit PEA) und bei pH 7.2 (mit PCho) besitzt. Die Untersuchung zur Verwendung 

eines weiteren Cofaktors beim Verlust des Mg2+
 ergab, dass sowohl die PECP1 als auch die 

PHOSPHO1, Co2+ als weiteren Cofaktor bevorzugt für ihre enzymatische Katalyse verwenden (siehe 

2.1.4). Die Nutzung von Co2+ als bevorzugten Cofaktor ist für einige metallabhängige Phosphatasen 

der HAD-Superfamilie anderer Substratspezifität  typisch, beispielsweise für die bakterielle YZGD-

Pyridoxal-Phosphatase (Tirell et al., 2006). Die  zweite bisher bekannte 

Phosphoethanolamin/Phosphocholin-Phosphatase ist im Bakterium Pseudomonas aeruginosa aktiv 

und gehört strukturell zur PHOSPHO1-Subfamilie (Domenech et al., 2011). Zuerst wurde das endo-

gene Genprodukt in gereinigten Zellextrakten der Bakterien enzymatisch analysiert (Garrido et al., 

1990) und zu einem späteren Zeitpunkt das Gen PA5292 heterolog in E. coli exprimiert und die re-

kombinante PaPECP produziert (Massimelli et al., 2005). Die enzymatischen Charakterisierungen 

zeigten übereinstimmend, dass die PaPECP ausschließlich Phosphocholin und Phosphoethanolamin 

hydrolysiert und ein pH-Optimum im sauren Reaktionsmilieu besitzt.  (Massimelli et al., 2005, 

Beassoni et al., 2006). Des Weiteren wird das artifizielle Substrat p-Nitrophenylphosphat langsamer 

umgesetzt, wenn auch schlechter als Phosphocholin und Phosphoethanolamin. Dieses Ergebnis bestä-

tigte die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, wobei alle experimentell untersuchten pflanzlichen 

PECP-Spezies das oft zum Nachweis einer Phosphatase-Aktivität eingesetzte artifizielle Substrat p-

NPP nur relativ langsam umsetzten (siehe Tab. 14). Studien zum Cofaktor-Verhalten der PECP aus 

Pseudomonas aeruginosa zeigten, dass es eine starke Stimulierung der Enzymaktivität durch Mg2+, 

Zn2+ und Cu2+ gibt und zwar in dieser Reihenfolge (Beassoni et al., 2008). Dieses Verhalten unter-

scheidet sich vom Cofaktor-Verhalten der magnesiumabhängigen A. thaliana PECP1. In Gegenwart 

von Zn2+ bzw Cu2+ kommt es bei simultaner Abwesenheit von Mg2+ zu einem totalen Verlust der 

AtPECP1-Aktivität (siehe 2.1.4). 

 

Die Einordnung der Km-Werte der PECP-Spezies innerhalb der HAD-Phosphohydrolasen 

Die in dieser Arbeit experimentell bestimmten Km-Werte aller pflanzlichen PECP-Spezies liegen im 

Bereich von 0.2 mM bis 1.3 mM für das Substrat Phosphocholin und im Bereich von 0.3 mM bis 2.27 

mM für das Substrat Phosphoethanolamin (siehe 2.1.4, 2.1.5 und 2.4.4), wobei es häufig keine ausge-

prägte Präferenz für das eine bzw. das andere Substrat gibt. Um diese Werte einschätzen zu können 
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und um zu beurteilen, ob es typische Km-Werte für Phosphatasen der HAD-Superfamilie sind, wurden 

Vergleichswerte aus der Literatur herangezogen. Die Tabelle 14 zeigt eine Zusammenstellung von Km-

Werten einiger Phosphatasen, die verschiedenen Familien der HAD-Superfamilie zugeordnet sind. Es 

wurden nur Enzyme ausgewählt, die Mg2+ als Cofaktor für ihre Katalyse benutzen. In den letzten vier 

Zeilen der Tabelle 14 sind die Km-Werte der PECP-Spezies aus Pseudomonas aeruginosa und Homo 

sapiens für beide Substrate angegeben. 

  

 

Tabelle 14: Km-Werte von Enzymspezies der HAD-Superfamilie Phosphohydrolasen. 

Enzym Substrat* Km-Wert Organismen Quelle (Km-Werte) 

HAD2 (YfbT) Fruktose-1-Phosphat 1.0 mM E. coli Kuznetsova et al., 2006 

HAD5 (YjjG) Uridinmonophosphat 2.4 mM E. coli Kuznetsova et al., 2006 

HAD9 (SerB) Phosphoserin 0.1 mM E. coli Kuznetsova et al., 2006 

TON_0002 Pyrophosphat 0.4 mM Thermococcus 
onnurineus Lee et al., 2009 

MDP-1 p-Nitrophenylphosphat 1.7 mM Mus musculus Selengut, 2001 

HsPHOSPHO1 Phosphoethanolamin 3.0 µM Homo sapiens Roberts et al., 2004 

 Phosphocholin 11.4 µM   

PaPECP Phosphoethanolamin 0.7 mM Pseudomonas 
aeruginosa 

Garrido et al., 1990  
Massimelli et al., 2005 

 Phosphocholin 0.2 mM   
 

* zur Bestimmung des Km-Wertes eingesetztes Substrat 
 
 

In der Tabelle 14 sind vorrangig Enzyme aus Bakterien aufgeführt, da Untersuchungen zu bakteriellen 

HAD-Phosphatasen am häufigsten publiziert sind. Abgesehen von der HsPHOSPHO1 weisen alle in 

Tab. 14 genannten Enzyme Km-Werte im Bereich von 0.1 – 2.5 mM auf. Damit liegen die Km-Werte 

der in der vorliegenden Arbeit untersuchten PECP-Spezies ebenfalls in diesem Bereich. Es handelt 

sich demzufolge um typische Werte der Mg2+-abhängigen Phosphohydrolasen der HAD-Superfamilie. 

Eine Ausnahme bilden die Km-Werte für PEA und PCho der HsPHOSPHO1-katalysierten-Reaktion. 

Für beide Substrate sind Km-Werte deutlich niedriger und liegen im mikromolaren Bereich. Ein Erklä-

rungsansatz hierfür besteht darin, dass art- und gewebespezifische Unterschiede in den Konzentratio-

nen von PEA und PCho bestehen, welche mit der Ausprägung deutlich verschiedener Substrataffinitä-

ten der am Umsatz der Substrate beteiligten Enzyme verbunden sind. Des Weiteren wäre es möglich, 

dass die HsPHOSPHO1 grundsätzlich anderen intrazellulären Regulationsmechanismen unterliegt als 

die übrigen Phosphatasen der HAD-Familie. Es zeichnet sich ab, dass die als Leitenzym der 

PHOSPHO1-Subfamilie angesprochene HsPHOSPHO1 in vieler Hinsicht ein untypisches Verhalten 

zeigt. Dies könnte in Zukunft terminologische Änderungen zur Folge notwendig machen. 
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Der Katalysemechanismus der AtPECP1  

In dieser Arbeit wurden durch Analyse des pH-Profils der PECP1 die pKa-Werte berechnet, um Aus-

sagen zum Reaktionsmechanismus treffen zu können (siehe Abb. 12). Allen & Dunaway beschrieben 

2009 den chemischen Reaktionsmechanismus im aktiven Zentrum des Motivs 1 der HAD-

Phosphatasen. Dabei ist der Reaktionsablauf in zwei Teilschritte  gegliedert. Der erste Schritt ist der 

Phosphoryltransfer vom Substrat auf das erste nukleophile Aspartat des Motivs 1. Der zweite Schritt 

ist der Phosphoryltransfer vom Aspartylphosphat-Intermediat zu  einem Wassermolekül. Das zweite 

Aspartat des Motivs 1 hat eine generelle Säure/Base-Funktion, indem es die abgehende Gruppe des                

1. Reaktionsschritts protoniert und das Wassernukleophil im 2. Reaktionsschritt deprotoniert. Das 

Phosphat wird anschließend freigesetzt (siehe Abb. 34). 

 

         1. Reaktionsschritt:           2. Reaktionsschritt: 

 
  Abbildung 34: Genereller katalytischer Mechanismus der HAD-Phosphatasen.  
  (Abbildung wurde aus Allen & Dunaway, 2009, entnommen) 
 1. Reaktionsschritt: Nukleophiler Angriff des Carboxylatgruppe auf das Phosphation,  
 2. Reaktionsschritt: Hydrolyse des enzymständigen Aspartylphosphat-Intermediats 
   

 

Die in dieser Arbeit ermittelten pKa-Werte der PECP1, pK1 = 9.1 und pK2 = 5.1, könnten einen           

zwei-Basen-Reaktionsmechanismus charakterisieren. Der pK2-Wert von 5.1 könnte prinzipiell dem 

Aspartat D12 des Motivs 1 (siehe Abb. 14) zugeordnet werden, welches wahrscheinlich die            

Phosphorylgruppe des Substrats nukleophil angreift. Eine Protonierung der α-Carboxylatgruppe dieser 

Seitenkette würde den nukleophilen Angriff unterbinden. Der pKa-Wert der α-Carboxylatgruppe von 

Aspartat in Wasser beträgt 3.9 (Schellenberger, 1989). Die Abweichung von etwa einer pKa-Einheit 

vom kinetisch gemessenen pKa-Wert des Enzyms kann durch Umgebungseffekte hervorgerufen sein. 

So würde eine relativ hydrophobe Umgebung der betreffenden Seitenkette eine solche Verschiebung 

erklären können. Der ebenfalls beobachtete pKa-Wert von 9.1 steht mit einer Seitenkette in Ver-

bindung, deren Deprotonierung zur Unterdrückung der katalytischen Aktivität führt. Die Wahr-

scheinlichkeit, dass es sich bei dieser Gruppe um D14 handelt, ist sehr gering, da in diesem Fall vo-

rausgesetzt werden müsste, dass die α-Carboxylatgruppe von D14 im gesamten pH-Optimalbereich 

deprotoniert vorläge. Dies würde eine außerordentlich starke Verschiebung des intrinsischen pKa-

Wertes implizieren. Dagegen könnte der beobachtete pKa-Wert von 9.1 einer Lysin-Seitenkette zu-

kommen. Der pKa-Wert der ε-Aminogruppe von Lysin in Wasser beträgt 10.3 (Schellenberger, 1989). 

Prinzipiell kämen zwei Lysin-Seitenketten als Träger des pKa-Wertes in Frage, K15 und K157 (siehe 
 67
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Abb. 14). Von diesen Seitenketten ist K157 am Aufbau des aktiven Zentrums von AtPECP1 beteiligt. 

Zu dieser Enzymspezies liegt jedoch keine Kristallstruktur vor. Nach kristallographischen Studien an 

der MDP-1 aus Mus musculus trägt die ε-Aminogruppe dieses Lysins zur Koordination des Substrats 

bei (siehe Einleitung Abb. 3 und Peisach et al., 2004). Grundlage dieser Interaktion ist die Ladungs-

wechselwirkung zwischen der protonierten ε-Aminogruppe des Lysins und dem negativ geladenen 

Substratmolekül. Im Falle einer Deprotonierung der ε-Aminogruppe wird die Bindung des Substrates 

geschwächt. Diese Interpretation beruht auf der Übertragbarkeit der strukturellen Befunde von Peisach 

et al., 2004 auf die AtPECP1 und bleibt durch separate strukturellen Untersuchungen an AtPECP1 zu 

verifizieren. 

 

3.2 Die putative Funktion der PECP-Enzymfamilie im Pi-versorgten Metabolismus 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten zwei Phosphoethanoalmin/Phosphocholin-Phosphatasen 

in Arabidopsis sowie sieben weitere Phosphatasen dieser Art in Tomate, Kartoffel, Bohne und Reis 

charakterisiert werden. Des Weiteren ergab die bioinformatische Verwandtschaftsanalyse der homolo-

gen Gene der Gefäßpflanzen, dass sich mit hoher Wahrscheinlichkeit weitere PECP-Spezies unter den 

Sequenzen  befinden.  

Daraus ergibt sich als zentrale Frage, welche Funktionen der PECP-Enzymfamilie im pflanzlichen 

Metabolismus zukommen. Zur Beantwortung dieser Frage werden die enzymatischen in vitro-Daten 

zur AtPECP2- bzw. der anderen charakterisierten PECP-Spezies sowie die Ergebnisse aus den in vivo-

Analysen der transgenen AtPECP1-Linien (T-DNA-Insertionslinien und Überexpressionslinien)    

herangezogen. Nach den im Abschnitt 2.1.5 vorgestellten in vitro-Studien erweist sich AtPECP2 als 

Phosphoethanolamin-Phosphatase. Im Unterschied zu diesem Enzym setzen die anderen PECP-

Spezies beide Substrate, PEA und PCho, um (siehe Tab. 2, 6 und 13). Welchen Anteil die PECP2 und 

die anderen PECP-Spezies in der Pflanze am Umsatz dieser Substrate haben, kann nur anhand von 

Mutantenpflanzen in weiterführenden Studien geprüft werden. Die in dieser Arbeit durchgeführten             

in vivo-Studien an AtPECP1-T-DNA-Insertionslinien und Überexpressionslinien im Vergleich zum 

Wildtyp lassen folgende vorläufige Schlüsse zu. 

Die Extrakte der Wildtyp-Pflanzen unter (+Pi)-Bedingungen zeigen eine basale Enzymaktivität für 

beide Substrate (~ 15 – 25 nmol Pi min-1 mg-1; vergl. Abb. 23, 24, 28, 29). Daher stellt sich die Frage, 

woher diese Grundaktivität ursächlich stammt. Prinzipell könnte man vermuten, dass die basale Akti-

vität des PECP1 unter Phosphatversorgung (siehe Abb. 7 und 22) für diese Phosphatase-Aktivität 

verantwortlich ist. Das ist jedoch nicht der Fall, da in den Extrakten der knock out-Pflanzen keine 

PECP1-Transkripte mehr nachgewiesen werden konnten (siehe Abb. 21 und 22), obwohl in ihren Ex-

trakten eine signifikante basale Enzymaktivität nachweisbar ist. Es ist daher nahe liegend, dass weitere 

Phosphatasen für diesen Substratumsatz verantwortlich sind. Die Hydrolyse des Phosphoethanolamins 

in den Extrakten könnte durch die konstitutiv exprimierte AtPECP2 erfolgen. Allerdings kann mit 
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dieser Annahme nicht der gesamte Befund erklärt werden. So konnte in den Extrakten Pi-versorgter 

Pflanzen auch eine Spaltung von Phosphocholin nachgewiesen werden, die nicht auf die AtPECP2-

Reaktion zurückzuführen ist, da Phosphocholin kein Substrat der PECP2 darstellt. 
In der Literatur wurden bisher keine spezifischen Phosphocholin-spaltenden Phosphatasen in Pflanzen 

beschrieben, die unter den Bedingungen der Phosphatversorgung aktiv sind.  Für die Existenz solcher 

Enzyme sprechen jedoch die folgenden Beobachtungen. Tanaka und Kollegen wiesen eine langsame 

Hydrolyse von Phosphocholin in Extrakten verschiedener Pflanzen (Gerste, Weizen, Tabak, Spinat 

und  Kürbis) nach, konnten aufgrund der geringen Proteinmengen aber keine weiteren Studien zur 

Substratspezifität und enzymatischen Charakterisierung durchführen (Tanaka et al., 1966). In Zellen 

von Acer pseudoplatanus wurde gleichfalls die extrazelluläre Hydrolyse des Phosphocholin beobach-

tet, die vermutlich auf eine an der Zellwand lokalisierte unspezifische Phosphatase zurückzuführen ist 

(Gout et al., 1990). In Hinblick auf die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten in vivo-Analysen der 

Phosphatase-Aktivität ist zu berücksichtigen, dass die Rohextrakte Material aller Zellkompartimente 

enthalten. Die in dieser Arbeit charakterisierten PECP-Spezies sind zytoplasmatisch lokalisiert, da  

Transportsignalsequenzen in den entsprechenden Genen fehlen (siehe 2.1.2). Darüber hinaus konnte in  

Lokalisierungsstudien zur AtPECP1 in Nicotiana benthamiana unter Verwendung eines AtPECP1-

YFP-Fusionsproteins die zytoplasmatische Lokalisierung direkt gezeigt werden (Berger & Köck, un-

veröffentlicht). Außerdem sind für Arabidopsis thaliana 29 Purple Acid-Phosphatasen beschrieben, 

die eine weite Bandbreite phosphorylierter Substrate relativ unspezifisch umsetzen (siehe Einleitung 

1.2.4.1). Dabei ist nicht auszuschließen, dass sie auch Phosphocholin katalytisch umsetzen können.  

 

Im Folgenden soll der Metabolismus von Phosphoethanolamin und Phosphocholin unter Phosphat-

versorgung umrissen werden. Der Fokus liegt dabei auf Ethanolamin und seinen Derivaten. Ethanol-

amin ist eine wichtige Verbindung für die Synthese des Phosphatidylethanolamins und des 

Phosphatidylcholins, die beiden Hauptkomponenten der Phospholipide in den eukaryotischen Memb-

ranen (siehe auch Einleitung, 1.2.4). In der Abbildung 35 sind die grundlegenden Zusammenhänge zu 

diesen Metaboliten gezeigt. 

 
 

 
Abbildung 35: Synthese und Metabolismus des Ethanolamins und weitere Derivate in Pflanzen 

(das Schema wurde stark modifiziert nach Rontein et al., 2003) 

 69
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Cholin ist unter anderem ein Präkursor für die Glycinbetainsynthese. Glycinbetain ist eine notwendige 

osmolytisch aktive Substanz, die unter verschiedenen abiotischen Stressbedingungen, beispielsweise  

Trockenstress (Nuccio et al., 1998; Peel et al., 2010; Chen & Murata, 2011) benötigt wird. In Pflanzen 

wird Ethanolamin hauptsächlich aus der Decarboxylierung von Serin oder Phosphatidylserin gewon-

nen. Dieser für Pflanzen spezifische enzymatische Schritt wird von einer Serin-Decarboxylase          

(SDC-1), die hoch spezifisch für L-Serin ist, katalysiert (Rontein et al., 2003). Anhand von sdc-1-

Mutantenpflanzen in Arabidopsis konnte nachgewiesen werden, dass der Ausfall des Enzyms weit- 

reichende Folgen hat. Die sdc-1-Pflanzen zeigten nekrotische Läsionen in Blättern, multiple Inflores-

zenzen, sterile Blüten und/oder blühten frühzeitig unter Kurztags-Lichtbedingungen. Diese Defekte 

verschwanden rasch unter Zufuhr von Ethanolamin und regenerierten sich bei normalen Ethanolamin-

Spiegel (Kwon et al., 2012). Der Ausfall der zytosolischen Serin-Decarboxylase ist offensichtlich 

durch die Arabidopsis-PECP-Spezies nicht kompensierbar, obwohl diese Enzyme Phosphoethanol-

amin spalten können. Gründe dafür wären, dass unter Phosphatversorgung zu geringe Mengen an 

PECP-Enzymen vorliegen oder der Phosphoethanolamin-Pool nicht ausreichend aus Abbau-Quellen 

beliefert wird. Die Studie von Kwon et al. (2012) zeigte, dass Ethanolamin eine entscheidende Rolle 

im Wachstum und in der Entwicklung der Pflanzen spielt. Die PECP-Enzymfamilie könnte potentiell 

einen Beitrag bei der Bereitstellung von Ethanolamin leisten. Um diese Funktion eingrenzen zu kön-

nen, müssten zunächst die Serin-  und Ethanolamin-Spiegel in vollversorgten PECP-Mutantenpflanzen 

bestimmt werden.  

Im katabolen Phospholipid-Stoffwechsel sind mehrere Funktionen für PECP-Spezies denkbar. So 

müssen die Phospholipid-Membranen kontinuierlich erneuert werden. Dabei wird 

Phosphoethanolamin aus Phosphatidylethanolamin mittels Phospholipasen C freigesetzt (Nakamura, 

2013). Dieses Recycling der Membranen könnte zu einem Überschuss an Phosphoethanolamin führen, 

welcher nicht vollständig durch die Phosphomethylethanolamin-N-Methyltransferasen (BeGora et al., 

2010) zu Phosphocholin umgesetzt wird (siehe auch Abb. 35). Hier könnten die PECP-Spezies regu-

lierend eingreifen und das anfallende Phosphoethanolamin abbauen. 

Eine weitere Funktion der PECP-Spezies könnte sich auf die Schließzellen der Pflanzen beziehen. 

Phosphoethanolamin entsteht als Intermediat beim Abbau von Sphingosin-1-Phosphat des stomatären 

Komplexes (Spiegel & Milstien, 2003). Hier könnten die PECP-Spezies das anfallende 

Phosphoethanolamin beseitigen und Ethanolamin für weitere Synthesen freisetzen. Es ist allerdings 

bisher unbekannt, ob PECP-Spezies in Schließzellen lokalisiert sind. 

Das zweite Reaktionsprodukt der PECP-Reaktion ist Phosphat. In der normalen Stoffwechsel-

Situation, in der in den Pflanzen eine ausbalancierte Pi-Homöostase vorherrscht, wird das freigewor-

dene Phosphat in der Vakuole deponiert bzw. steht zur Synthese von neuen Phosphomonoestern zur 

Verfügung. Außerdem kann es zur Konservierung des Phosphorylgruppenübertragungspotentials in 

Form von ATP genutzt werden. 
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3.3 Die Rolle der AtPECP1 im Pi-verarmten Pflanzenmetabolismus  

Im vorangegangenen Abschnitt 3.2 konnte die mögliche biologische Rolle der PECP-Enzymfamilie im 

vollversorgten Pflanzen-Metabolismus umrissen werden. Treten jedoch Phosphatmangel-Bedingungen 

ein, so werden die Phosphatasen der PECP-Familie, mit Ausnahme von AtPECP2, verstärkt syntheti-

siert. Die primäre Funktion der enzymatischen Umsetzung ihrer bevorzugten Substrate besteht darin, 

Orthophosphat zur Aufrechterhaltung der Pi-Homöostase bereitzustellen. Es ist davon auszugehen, 

dass die PECP-Spezies in der Phosphatmangel-Antwort eine zentrale Rolle spielen. Dies soll anhand 

der  Daten der AtPECP1 erläutert werden.   

Eine kurzfristige Strategie zur Beseitigung des Pi-Mangels ist die Spaltung von Phosphomonoestern 

zur Generierung von Orthophosphat. Die Phosphorylverbindungen, PEA und PCho, kommen intrazel-

lulär in unterschiedlichen Mengen vor. Phosphocholin ist eine stark angereicherte Komponente (bis zu 

30 % Anteil bezogen auf den gesamten Pi-Pool der Zelle) und steht den Pflanzen zu Beginn der Pi-

Mangel-Situation als Phosphat-Quelle problemlos zur Verfügung. Dagegen ist der Anteil des 

Phosphoethanolamins mit etwa 1% am zellulären Pi-Pool gering (Martin & Tolberg, 1998; Plaxton & 

Carswell, 1999). Die Quantifizierung der Metabolite in der vorliegenden Arbeit ergab, dass in den              

Arabidopsis-Extrakten bis zu 16 nmol PCho pro 100 mg Frischgewicht vorlag. Dagegen war der An-

teil an PEA so gering, dass trotz mehrfacher Versuche die Bestimmung scheiterte.  

Anders gestaltet sich die Situation bei anhaltender Pi-Limitierung. Zahlreiche physiologische Studien 

zeigten, dass die Pi-Reserve der extraplastidischen Membranen bei dauerhaftem Phosphatmangel an-

gegriffen wird, indem der Anteil der Phospholipide reduziert und durch amphipathische Galacto- und 

Sulfolipide ersetzt wird  (Dörmann & Benning 2002; Ticconi & Abel, 2004; Plaxton & Tran, 2011). 

Wie bereits in der Einleitung 1.2.4 kurz erläutert, werden unter Pi-Mangel die unspezifischen 

Phospholipasen C, NPC4 (Nakamura et al., 2005) und NPC5 (Gaude et al., 2008), bereitgestellt. Sie 

werden benötigt, um den Abbau der Phospholipide zu regulieren (Nakamura, 2013). Die rekombinante 

NPC5-Expression in E. coli zeigte eine 40fach geringere Phosphatidylcholin-hydrolisierende Aktivität 

als NPC4. In den Extrakten der npc5-1 Mutantenlinien aus Arabidopsis-Blättern, konnte unter Pi-

Mangel noch eine Restaktivität der NPC5 nachgewiesen werden (Gaude et al., 2008). Dennoch ist 

eine signifikante Reduktion des Digalactosyldiglycerid (DGDG)-Spiegels in diesen Extrakten im Ver-

gleich zu den Wildtyp-Extrakten beobachtet. Das deutet daraufhin, dass NPC5 in der Pi-Mangel-

Situation eine entscheidende Funktion für die Regulation des DGDG-Pools ausübt (Gaude et al., 2008; 

Nakamura, 2013). Interessanterweise ist die subzelluäre Lokalisation der NPC4 und der NPC5 ver-

schieden. Während die NPC4 ein membranständiges Enzym ist, wird die NPC5 als lösliches Enzym 

im Zytoplasma beschrieben (Nakamura et al., 2005; Gaude et al., 2008). Durch diese Lokalisierung 

könnte die NPC5 den DGDG-Pool unter Pi-Limitierung regulieren. Die NPC5 besitzt somit einen Zu-

gang zu den intrazellulären Membranen, einschließlich des Endoplasmatischen Retikulums, der Ort 

der ablaufenden Phospholipid-Biosynthese. Des Weiteren hat NPC5 einen Zugang zur dem Zytoplas-
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ma zugewandten Oberfläche der plastiditären Membranen, an der die Galactolipid-Biosynthese statt-

findet (Nakamura, 2013). Die physiologische Funktion von NPC4 konnte bisher nicht geklärt werden. 

Bei den enzymatischen Analysen zur AtPECP1 konnte mittels Western Blot die ektopische Expression 

des Proteins in den Extrakten der Überexpressionspflanzen nachgewiesen werden (Abb. 27). Das unter 

der Kontrolle des 35S-Promotors stehende zusätzlich eingebrachte PECP1-Gen wird konstitutiv 

exprimiert (Abb. 26) und die rekombinante AtPECP1-Myc10 in den (+Pi)-Pflanzen produziert. Zu-

nächst sollte die Frage beantwortet werden, ob Phosphoethanolamin und Phosphocholin die Substrate 

der AtPECP1 in den Überexpessionspflanzen sind. Die Phosphocholin-spaltenden Aktivität in den 

phosphatversorgten  Überexpressionspflanzen war im Vergleich zum Wildtyp (siehe Abb. 29) nicht 

signifikant erhöht. Die Spiegel-Messungen der Metabolite in diesen Extrakten stützen dieses Ergebnis. 

Der Phosphocholin-Spiegel der Überexpressionspflanzen entsprach nahezu dem Spiegel der Wildtyp-

Pflanzen (siehe Tab. 10). Da der Cholin-Spiegel in allen Proben annäherend gleich hoch ist, folgt da-

raus, dass Phosphocholin nicht das vorrangige Substrat der AtPECP1 in Arabidopsis thaliana ist. 

Anders dagegen stellt sich die Situation in Hinblick auf die Spaltung von Phosphoethanolamin in die-

sen Pflanzenextrakten dar. Es kommt zu zusätzlicher Phosphat-Freisetzungen aus PEA in den                        

phosphatversorgten Überexpressionspflanzen, verglichen mit den entsprechenden Wildtyp-Proben 

(siehe Tab. 9 und Abb. 28). Dieses Ergebnis wird unterstützt durch die Analyse der Metabolite der 

Überexpressionslinien 21 und 29. Es konnten vielfach erhöhte Ethanolamin-Werte in den Pflanzen der 

Linie 29 bestimmt werden (siehe Tab. 10). Dagegen enthielten die Proben der Linie 21 nur leicht er-

höhte Ethanolamin-Werte gegenüber dem Wildtyp. Die Ursachen hierfür könnten in einer unterschied-

lichen Integration des stabil transformierten PECP1-Gens in das Genom der Arabidopsis-Pflanzen 

bestehen. Um die hohen Ethanolamin-Werte zu bestätigen, müssen in weiterführenden Arbeiten die 

Metabolite der Überexpressionslinien 23 und 31 analysiert werden, welche ebenfalls eine zusätzliche 

Phosphoethanolamin-spaltende Aktivitäten zeigten (siehe Tab. 9). Aus diesen Befunden kann ge-

schlossen werden, dass Phosphoethanolamin das native Substrat der AtPECP1 in den Über-

expressionspflanzen ist. Die Analysen der Pi-verarmten T-DNA-Insertionslinien führten zum gleichen 

Ergebnis: AtPECP1 ist in vivo vorrangig als eine Phosphoethanolamin-Phosphatase aktiv und somit 

ein  Isoenzym der AtPECP2 in Arabidopsis thaliana. 

 

Die Funktion der PECP-Enzymfamilie im Pi-versorgten Metabolismus wurde im Abschnitt 3.2 erläu-

tert. Nachfolgend soll ein Modell entworfen werden, welches die spezifische Funktion der AtPECP1 

unter Pi-Limitierung eingrenzt (siehe Abb. 36).   
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Abbildung 36: Modell zur Funktion der PECP1 im Pi-verarmten Metabolismus von A. thaliana. 
Folgende Abkürzungen wurden verwendet: GPI (Glycosylphosphatidylinositol), CDP (Cytidindiphosphat), 
PMMEA (Phosphomonoethylethanolamin), PDMEA (Phosphodimethylethanolamin). 
 

Dieses Modell  komplettiert das vereinfachte Schema der Abbildung 35. Es sind jetzt zusätzlich die 

Metabolite des biochemischen Stoffwechselweges von Cytidin-5’-diphosphoethanolamin (CDP-EA) 

und Cytidin-5’-diphosphocholin (CDP-Cho) dargestellt. Im Metabolismus sind beide Stoffe haupt-

sächlich in die Biosynthese des Phosphatidylethanolamins (PtdEA) und des Phosphatidylcholins   

(PtdCho) involviert (Bürgermeister et al., 2004). Allgemein gibt es zwei Wege, PtdCho zu syn-

thetisieren: einerseits über den sogenannten Kennedy Pathway (Gibellini & Smith, 2010) und anderer-

seits über den Methylierungsweg (Rontein et al, 2003; BeGora et al., 2010). PtdEA ist weiterhin der 

Donor eines Ethanolaminrestes, welcher zur Verknüpfung des GPI-Ankers an ein Protein verwendet 

wird (Menon & Stevens, 1993). Beide Verbindungen, PtdCho und PtdEA, fließen als Stoffe in den 

Phospholipid-Metabolimus und in den Aminosäure-Stoffwechsel zur Synthese des Glycins, Serins und 

Threonins ein. Unter fortdauernder Pi-Limitierung, bei dem der Phospholipid-Pool in den einschichti-

gen Membranen reduziert wird, wird die unspezifische Phospholipase C, NPC5, aktiviert. Ihre Auf-

gabe ist, wie eingangs bereits erläutert, PtdCho und PtdEA zu hydrolisieren und 1,2-Diacylglycerin für 

die Synthese der Galactolipide bereitzustellen. Das hier vorgeschlagene Modell (siehe Abb. 36) setzt 

voraus, dass die Aktivierung der NPC5 der Reaktionsschritt ist, welcher der AtPECP1-Reaktion vor-

geschaltet ist und ihr möglicherweise zeitlich vorausgeht. Die PECP1 spaltet nachfolgend das aus der 

NPC5-Reaktion entstandene Produkt Phosphoethanolamin, um daraus primär Phosphat und zusätzlich 

Ethanolamin freizusetzen. Dieses freigesetzte Phosphat wird den Pi-Pool in Arabidopsis thaliana an-

reichern und stabilisieren. Die Bereitstellung des Ethanolamins während der Pi-Stress-Situation könnte 
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sich begünstigend auf die de novo-Synthese des Cholins und seiner Derivate auswirken was wiederum 

für die pflanzliche Adaptation unter abiotischem Stress wichtig ist.  

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse und die daraus resultierenden Erkenntnisse tragen zur 

allgemeinen Beschreibung der pflanzlichen Adaptationsreaktionen unter Phosphatlimitierung bei. Die 

charakterisierte pflanzliche Enzymfamilie der PECPs leistet als Teil des Phosphate Starvation Res-

ponse-Netzwerks einen entscheidenden Beitrag zur Aufrechterhaltung der Pi-Homöostase in den 

Pflanzen. 
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4. Zusammenfassung 

Innerhalb der letzten zwei Jahrzehnte konnten verstärkt die biochemischen und metabolischen       

Reaktionen in Pi-verarmten Pflanzen über die Identifizierung einer Anzahl Phosphatmangel-

induzierter Gene aufgeklärt werden. Die unter Pi-Defizit aktivierte intrazelluläre PPsPase in               

A. thaliana  kodiert für eine Pyrophosphatase der HAD-Superfamilie. Im Rahmen dieser Arbeit sollte 

geprüft werden, ob dass zweite homologe Pi-Mangel induzierte Gen At1g17710 für eine weitere        

Pyrophosphatase kodiert. Des Weiteren sollten die enzymatischen Eigenschaften, die Struktur und die 

biologische Funktion dieser Phosphatase charakterisiert werden.  

Das Enzym ist die erste pflanzliche Phosphoethanolamin/Phosphocholin Phosphatase (EC 3.1.3.75) 

und wurde als AtPECP1 benannt. In vorangegangen Analysen konnte die Existenz eines solchen          

spezifischen Enzyms in Pflanzen nicht nachgewiesen werden. Die aktuelle Studie zeigt, dass das             

Mg2+-abhängige Enzym spezifisch für beide Substrate, PEA (Km Wert = 1.16 mM) und PCho          

(Km Wert = 0.44 mM), ist. Die Phosphatase nutzt für die Katalyse einen breiten pH-Optimumsbereich 

von pH 6 bis pH 8. Dabei ist die katalytische Effizienz für Phosphoethanolamin (1.06 x 104 M-1 s-1)         

wesentlich höher als für Phosphocholin (34.0 x 103 M-1 s-1). Die Untersuchung der Tertiärstruktur der 

PECP1 zeigte, dass die Phosphatase als funktionelles Dimer in einer schnellen Gleichgewichts-

reaktion zwischen Monomer-Form und Dimer-Form enzymatisch aktiv ist. Das unterscheidet sie von 

der PPsPase1 welche ein funktionell aktives Tetramer ist. Dieses Ergebnis könnte einen Ansatz zur 

Erklärung der unterschiedlichen Enzymarten bieten. Weiterführende Studien zur gerichteten 

Mutagenese bzw. Kristallstrukturanlaysen könnten diese Annahme bestätigen. 

In Extrakten von Arabidopsis-Pflanzen (T-DNA-Insertionsmutanten und Überexpressionspflanzen) 

konnte kein Effekt aus der Spaltung des Phosphocholin beobachtet werden. In diesen Extrakten ist das 

native Substrat der AtPECP1-Reaktion ausschließlich Phosphoethanolamin. Die metabolischen          

Studien der an der PECP1-Reaktion beteiligten Substanzen erbrachten, dass in den Extrakten der       

Überexpressionspflanzen der Linie 29 stark erhöhte Ethanolamin-Werte nachweisbar waren. Dagegen 

konnte eine Anreicherung des Cholins in diesen Extrakten nicht gezeigt werden. Weiterführende      

metabolische Analysen der Extrakte der Überexpressionspflanzen der Linien 23 und 31, müssen dieses 

Ergebnis absichern. Aus diesen Befunden folgte die Erkenntnis, dass die AtPECP1 eine Pi-Mangel 

aktivierte Phosphoethanolamin-Phosphatase in Arabidopsis thaliana ist. 

Über die „Heilung“ der PECP1-T-DNA-Insertionslinien, wobei die kodierende Sequenz des Gens 

stabil in die Pflanzen zurück transformiert wird, könnte die Phosphoethanolamin-spaltende Aktivität 

der AtPECP1 in diesen geheilten Pflanzen quantifiziert werden. 

Die zweite homologe A. thaliana Phosphoethanolamin/Phosphocholin-Phosphatase, AtPECP2, gehört 

in die kleine Arabidopsis-Genfamilie. Im Unterschied zu den beiden anderen Phosphatasen wird       

dieses Enzym konstitutiv in Arabidopsis exprimiert. Die Ermittlung der katalytischen Parameter ergab, 

dass die PECP2 im sauren Milieu Phosphoethanolamin umsetzt (Km = 2.27 mM). An welcher Stelle 
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PECP2 im vollversorgtem Metabolismus regulierend eingreift und Phosphoethanolamin katalytisch 

umsetzt, könnte durch die Analyse von AtPECP2-T-DNA-Insertionslinien untersucht werden.  

Die Phosphatasen der kleinen Arabidopsis-Genfamilie sind homolog zu einer Anzahl von Genen ande-

rer Pflanzenspezies. Da diese homologen Gene der PHOSPHO1-Subfamilie im gesamten Pflanzen-

reich vorkommen, müssen sie eine bedeutende Funktion im pflanzlichen Metabolismus ausüben. Eini-

ge dieser Vertreter, die Phosphatasen LePS2;1, -2 und -3, StPPP, PvHAD1, PvPS2 und OsACP1, 

konnten in dieser Arbeit enzymatisch charakterisiert werden. Sie besitzen im sauren Milieu spezifische 

Aktivitäten für Phosphoethanolamin und Phosphocholin. Auch diese Enzyme sind Phosphoethanol-

amin/Phosphocholin-Phosphatasen (EC 3.1.3.75) und bilden mit ihren verwandten Arabidopsis-

Spezies zusammen die pflanzliche PECP-Enzymfamilie.  
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5. Material und Methoden 

5.1 Verwendete Materialien 

5.1.1 Geräte  
Gerät      Hersteller*     Modell   

Blotting Apparatur   BiotecFischer   - 

Chromatographie-Säule           GE Healthcare                       Nickel-NTA-Säule C10/10 

Chromatographie-Säule           GE Healthcare                        Nickel-NTA-Säule XK 16 

Elektrophoresekammer    BiotecFischer    horizontal 

FLUOstar Galaxy   BMG Labtechnologies  - 

Hybridisierungsofen (1)   Heraeus Instruments  - 

Hybridisierungsofen (2)   peqLab Biotechnologie GmbH HB-1000 Hybridizer 

Gel-Dokumentationsanlage  Pharmacia   ImageMasterR VDS 

Gelfiltrationssäule   GE Healthcare   Superdex 200 HR10/30 

Inkubator    New Brunswick Scientific  innovaTM 4230  

Magnetrührer     VARIOMAG    MAXI HP1P 

pH-Meter     WTW     pH 526 

Pipetten-Satz     Gilson     1000, 200, 100, 20 und  2 μL 

Protein-Reinigungssystem   Pharmacia   ÄKTATMpurifier 

Real Time PCR Detektionssystem  BioRad Laboratories  iCycler iQ 

Rotationsverdampfer   Heidolph   Typ VV-Micro 

Schüttler     ILKA Labortechnik   KS 250 basic 

Spannungsquelle    Amersham Biosciences   EPS 301 

Spektrometer     Amersham Bioscience  Ultrospec 3300 pro 

Spektrometer     Pharmacia    Biotech Novaspec II 

Thermomixer     Eppendorf    Thermomixer 5436 

Ultraschall-Desintegrator    BANDELIN    electronic Sonoplus 

Visiprep Spe Vacuum Manifold  Supelco    BATCH NA 

Vortexer    Scientific Industries, INC.  Vortex-Genie2 

Waage     Sartorius    PT 3100 

Waage, fein     Sartorius    BP 211D 

Waage, fein     CHYO     MJ-300 

Wasseranlage (ddH2O)   TKA     MicroPure 

Zentrifugen     Eppendorf    5415 R, 5415 C, 5415 D, 5403 R 

Zentrifuge     Sorvall     SORVALLR RC-26 PLUS 
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5.1.2 Chemikalien 
 
Reagenz           Vertrieb*   

Aceton, C3H6O         Carl Roth GmbH 

Adenosin-5’-monophosphat, AMP, C10H14N5O7P     Sigma-Aldrich  

Adenosin-5‘-triphosphat, ATP, C10H16N5O13P3      Sigma-Aldrich  

Agarose,          

 (1→4)-3,6-Anhydro-α-L-galactopyranosyl- (1→4)-β-D-galactopyranan  Carl Roth GmbH 

Agar Agar          Euler 

Ammoniumheptamolybdat-Tetrahydrat, (NH4)6Mo7O24 · 4 H2O   Carl Roth GmbH  

Ammoniummonovanadat, NH4VO3      Carl Roth GmbH 

Ammoniumnitrat, NH4NO3       Carl Roth GmbH  

Ammoniumperoxodisulfat, APS, H8N2O8S2      Carl Roth GmbH 

Biorex® 70         VWR 

Bromphenolblau, C19H10Br4O5S       SERVA  

Calciumchlorid Dihydrat, CaCl2 · 2 H2O      Carl Roth GmbH 

Coomasie Brillant Blue R250, G 250      SERVA  

2-(Cyclohexylamino)-ethansulfonsäure, CHES, C8H17NO3S     Carl Roth GmbH 

Dikaliumhydrogenphosphat, K2HPO4      Carl Roth GmbH 

Dinatriumhydrogenphosphat, Na2HPO4      Carl Roth GmbH 

Dithiothreitol, DTT, C4H10O2S2       Carl Roth GmbH 

Ethidiumbromid, C21H20BrN3       Carl Roth GmbH 

Ethylendiamintetraacetat, EDTA, C10H16N2O8      Carl Roth GmbH 

Essigsäure, CH3COOH         Carl Roth GmbH 

Ethanol,EtOH, C2H6O        Carl Roth GmbH 

Ficoll, Saccarose-Epichlorhydrin-Copolymer, C12H22O11 - C3H5ClO   Carl Roth GmbH 

Glucose, C6H12O6        Carl Roth GmbH 

Glutamin, C5H10N2O3        Carl Roth GmbH 

Glycerin, C3H8O3        Carl Roth GmbH 

Glycerinaldehyd-3-Phosphat, C3H7O6P      Boehringer  

Glycin, C2H5NO2         Carl Roth GmbH 

Harnstoff, Urea, H2NCONH2       Merck 

Hefeextrakt          Carl Roth GmbH 

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure,  Hepes, C8H18N2O4S  Carl Roth GmbH 

Hexamminocobalt (III)-chlorid, Co(NH3)6Cl3     Sigma-Aldrich  

Imidazol, C3H4N2        MERCK 

Isopropanol, C3H8O        Carl Roth GmbH 

Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid, IPTG, C9H18O5S    SERVA 

Kaliumchlorid, KCl        Carl Roth GmbH 

Kaliumhydroxid, KOH        Carl Roth GmbH 
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Reagenz           Vertrieb*  

Kaliumdihydrogenphosphat, KH2PO4      Carl Roth GmbH 

Kaliumnitrat, KNO3        Carl Roth GmbH 

Lithium Chlorid, LiCl        Carl Roth GmbH 

Magnesiumchlorid, MgCl2        Carl Roth GmbH 

Magnesiumsulfat, MgSO4        Carl Roth GmbH  

Malachitgrün-Oxalat, C46H50N4·2HC2O4·C2H2O4     Sigma-Aldrich  

Manganchlorid Tetrahydrat, MnCl2 · 4 H2O      Sigma-Aldrich 

ß-Mercaptoethanol, C2H6OS       Carl Roth GmbH 

2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure, MES, C6H13NO4S    Carl Roth GmbH 

Methanol, MeOH, CH4O        Carl Roth GmbH 

Natriumchlorid, NaCl         Carl Roth GmbH 

Natriumhypochlorid, NaOCl       Carl Roth GmbH 

Natriumdodecylsulphat, SDS, C12H25NaO4S      Carl Roth GmbH 

Natriumpyrophosphat Hexahydrat, Na4P2O7 · 10 H2O    Sigma-Aldrich 

Nickel-(II)-sulfat Hexahydrat, NiSO4· 10 H2O     Carl Roth GmbH 

p-Nitrophenylphosphat, C6H4NO6P·2Na· 6 H2O     Sigma-Aldrich Octyl-

phenyl-polyethylenglycol, IGEPAL CA 630     Sigma-Aldrich  

Phenol, C6H6O         Carl Roth GmbH 

Phosphocholinchlorid, C5H15NO4P+ Cl-      Sigma-Aldrich  

O-Phosphorylethanolamin, C2H8NO4P      Sigma-Aldrich  

Piperazin-N,N′-bis(2-ethansulfonsäure), PIPES, C8H18N2O6S2    Carl Roth GmbH 

Polyvinylpyrrolidon, Poly[1-(2-oxo-1-pyrrolidinyl)ethylene    Carl Roth GmbH  

Rinderserum-Albumin, BSA        Carl Roth GmbH 

Rotiphorese Gel 30, flüssiges Acrylamid, C3H5NO     Carl Roth GmbH 

Saccharose, C12H22O11        Carl Roth GmbH 

Salzsäure, HCl          Carl Roth GmbH 

Schwefelsäure, H2SO4        Carl Roth GmbH 

Sepharose (Fast Flow)        GE Healthcare  

Stickstoff, N2         Praxair  

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin, TEMED, C6H16N2    Carl Roth GmbH 

Trichlormethan, Chloroform, CHCl3      Carl Roth GmbH 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, Tris, C4H11NO3      Carl Roth GmbH 

Trinatriumcitrat, C6H5Na3O7· 2 H2O      Carl Roth GmbH 

Triton X100, C14H22O (C2H4O)n (n = 9-10)       SERVA  

Trypton/Pepton aus Casein, pankreatisch verdaut     Carl Roth GmbH 

Tween 20, C58H114O26        Carl Roth GmbH 

Vermiculit, (Mg0,5,Ca0,5,Na,K)0,7(Mg,Fe,Al)3[(OH)2|(Al,Si)2Si2O10] · 4H2O  Kammlott 
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5.1.3 Analysesets und Enzyme 
 

Analysesets  und Enzyme         Vertrieb*                

CloneJETTMPCRcloning Kit       MBI Fermentas 

DNaseI- RNase free, 10 x DNaseI Reaktionspuffer     MBI Fermentas 

ECL Western Blotting Substrate Kit      PIERCE 

GeneJETTMPlasmid Miniprep-Kit        MBI Fermentas 

Gel Filtration Calibration Kits LMW      GE Healthcare 

High Pure PCR Product Purification Kit      Roche Diagnostics 

Marker: GeneRulerTM 1kbDNA Ladder, SM0661, SM1811/2    MBI Fermentas 

Marker: Quick-LoadTM 1 kb, 100 bp DNA Ladder     BioLabs 

Nukleotide (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)       MBI Fermentas 

NucleoSpin®RNA Plant Kit        Machery & Nagel 

pENTRTM Directional TOPO® Cloning Kit      Invitrogen 

Pfu-Polymerase, 10 x Pfu-Polymerase Puffer     MBI Fermentas 

PhusionTM High Fidelity DNA Polymerase Kit     MBI Fermentas 

DecaLabelTM DNA Labeling Kit       MBI Fermentas 

Restriktionsenzyme:   NcoI, NdeI, NotI , XhoI, HindIII    MBI Fermentas 

RevertAidTMH Minus First Strand cDNA Synthesis Kit    MBI Fermentas 

RiboLockTM Ribonuclease Inhibitor      MBI Fermentas 

Roti®Quant (Bradford-Reagenz)       Carl Roth GmbH 

Roti®Store Stammhaltungssystem für Mikroorganismen    MBI FEermentas 

Taq-Polymerase, 10 x Standard Taq-Polymerase Puffer    MBI Fermentas 

 

*Alle (Labor)-Materialien, Laborchemikalien, Molekularbiologische Kits und Enzyme sind über folgende Fir-

men bezogen worden: Biozym Scientific GmbH, BioLabs, Bio-Rad Laboratories GmbH, Carl Roth GmbH & Co 

KG, Duchefa Biochemie, GE Healthcare, Invitrogen Corporation, Gärtnerei Kammlott, Hartmann Analytik 

GmbH, MBI Fermentas GmbH, metabion international AG, MoBiTec GmbH, Praxair Deutschland GmbH, 

Quiagen GmbH, Roche Diagnostics GmbH, SERVA Electrophoresis GmbH, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Thermo Fisher Scientific Germany Ltd. & Co. KG und VWR International GmbH.  

5.1.4 Vektoren 
 

Tabelle 15: Verwendete Plasmide 

Bezeichnung Größe Resistenz Quelle 

pET-28b(+)  5369 bp Kanamycin Novagen 

pET-22b(+) 5493 bp Ampicillin  Novagen 

pORF_At1/11 
(At1g17710 in pGEMT-Easy)      

3840 bp Ampicillin AG Köck 

pORF_At3/37 
(At4g29530 in pGEMT-Easy) 

3740 bp Ampicillin AG Köck 

pORFStPPP 
StPPP in pBluescript 

3253 bp Ampicillin Petters et al., 2002 



                                                                                                      MATERIAL & METHODEN 

 81

Psi14A (pLePS2A) 
(Psi14A in pBluescript) 

2960 bp Ampicillin Stenzel et al., 2003 

Psi14B (pLePS2B) 
(Psi14B in pBluescript)  

2960 bp Ampicillin Stenzel et al., 2003 

Psi14C (pLePS2C) 
(Psi14C in pBluescript) 

2960 bp Ampicillin Stenzel et al., 2003 

pJET1.2/blunt 2974 bp Ampicillin MBI Fermentas 

pGWB20 17000 bp Kanamycin 
Rifampicin 
Hygromycin 

Nakagawa et al., 2007 

pENTRTM/D-TOPO® 2580 bp Kanamycin 
Hygromycin 

Invitrogen 

 

5.1.5 Oligonukleotide 
 
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma metabion International AG, Lena-Christ-
Straße 44/1, 82152 Martinsried hergestellt. 
 

Tabelle 16: Verwendete Primer 

Primer Nummer Oligonukleotid-Name Sequenz 5’  3’ (*) 

1 A.thaliana-1f ATGGCTAAGAATAACAACATCGTG 

2 A.thaliana-1r TCACTTGACCAAATTTAAAGGAAC 

3 NcoI-At1-28b-f CAAGCCATGGCTAAGAATAACAACAT 

4 At1-28b-XhoI-r GCCTCGAGCTTGACCAAATTTAAAGG 

5 At1_Promotor-1f  CAAATGTGTGACATAAAGCAACTATCC 

6 At1(qRT-PCR)f CGA AAG AAG GGA AGA CGA GCA AG 

7 At1(qRT-PCR)r CCA TCG GTC CAA TCT CTA ACG 

8 At1-r GCA CTT GAC CAA ATT TAA AGG 

9 caccAt1-f CAC CAT GGC TAA GAA TAA CAA CAT CG 

10 At1-2f CGA GCT GAG AAT AGT GAG CGA C 

11 At1-2rDD CTT GTC ATT CTC CTC TCC TTC CTC TG 

12 A.thaliana-3f ATG GCA AAA ATC GTG ATA TTA TTT GA 

13 A.thaliana-3r TTA TGA ATC TTC TTC TTT TGT TAT TGT G 

14 fp-At3_4g29530 GCCATATGGCAAAAATCGTGATA 

15 rp-At3_4g29530_new GCTCGAGTGAATCTTCTTCTTTTG 

16 At3(qRT-PCR)f GGA GAT GGA GGA GGT GAC TTC 

17 At3(qRT-PCR)r TCT CTG TTG TTC CTC TGC ACT AC 

18 UBI-f TGGACGTACTTTGGCCGACT 

19 UBI-rr AGAGGCTGTACATGGCCCCA 

20 fp-LePS2ABC_StPPP1 GCATATGGCTGG AATTGTAGTG 

21 rp-LePS2AB GCTCGAGGTAAGGCACTGGAAGAG 

22 rp-LePS2C GCTCGAGGTAAGGTACTGGAAGAG 

23 rp-StPPP1 CGCGGCCGCGTAAGGCACAGGAAGAGC 

24 fp-PvHAD1 GCATATGTCTGAAATTGTT 

25 rp-PvHAD1 GCTCGAGTGGTCTAACTGGGAG 
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26 fp-PvPS2 GCATATGTCTGGAATCGTGGTT 

27 rp-PvPS2 GCTCGAGTGGGCGAAGTGTAG 

28 f-OsACP1 GCATATGGCCGGGATCGTGGTG 

29 r-OsACP1 CGCGGCCGCGTTCTTGATCCG 

30 pJ_1.2for CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC 

31 pJ_1.2rev AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG 

32 T 7 Promoter TAATACGACTCACTATAGG 

33 T 7 Terminator GCTAGTTATTGCTCAGCGG 

34 LBa1 TGG TTC ACG TAG TGG GCC ATC G 

35 WiscDsLox CAT AAT AAT GTG TGA GTA GTT CCC 

36 GABI CGC TCA TAA ATA CGA CGG ATC 

(*) Die Basen, welche für Restriktionsschnittstellen kodieren, sind fett gedruckt und unterstrichen. 

 

5.1.6  Bakterienkulturen 
 

Tabelle 17: Verwendete Mikroorganismen 

Mikroorganismen Beschreibung Quelle 

E. coli DH5α 
supE44, lac, U169 λ 
(Φ80lacZΔM15), hsdR17, recA1, 
endA1, gyrA96,thi-1, relA1 

Bethesda Research 
Laboratories (MD, U.S.A) 

E. coli BL21(DE3) F-, ompT, hsdS (rBmB), gal, 
dcmλ(DE3) 

Stratagene Corporation (La Jolla, 
California, U.S.A) 

E. coli TOP10 
F-, mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
Φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 
araD139Δ (araleu)7697 gal/U 
gal/K rpsL (StrR) endA1 nupG 

Invitrogen Corporation (Carlsbad) 

A. tumefaciens GV3101 C58; Ti-Plasmid: pMP90 
(pTiC58ΔT-DNA) Van Larebeke et al., 1974 

 

5.1.7 Antibiotika 
 

Tabelle 18: Verwendete Antibiotika 

Substanz Konzentration/Medium Hersteller 

Ampicillin 100 µg/ml Carl Roth GmbH 

Chloramphenicol 30 µg/ml Duchefa 

Hygromycin 100 µg/ml Duchefa 

Kanamycin 50 µg/ml Applichem 

Rifampicin 50 µg/ml Duchefa 
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5.1.8 Antikörper 
 

Tabelle 19: Verwendete Antikörper  

Substanz Stammlösung 
AK-Konzentration 
 

Endvolumen 

(in TBS) 

AK-Konzentration Hersteller 

anti-His Maus 3 µg/15µl 1µl/ml 200 ng/µl Quiagen 

anti-c-myc Maus 1 µg/µl 25 µl/25 ml 1 ng/µl MobiTec 

Ziege-anti Maus 5 µg/ml 0,625µl/25 ml 3,13 ng/µl Sigma-Aldrich 

 

5.1.9 Kommerziell erworbener gentechnisch veränderter Arabidopsis-Samen  
 

            Tabelle 20: Verwendeter Samen der Mutantenlinien  

GABI-Kat350A04 (AtGABI, atpecp1-1) 

WiscDsLox341C04 (AtWisconsin, atpecp1-2) 

SALK_144195.56.00 ( AtSALK, atpecp1-3) 

 

5.2 Allgemein angewandte Methoden 

Alle verwendeten Kultivierungsmedien, mit Ausnahme der Hoagland Medien II, wurden durch Auto-

klavieren (20 min, 120°C) sterilisiert. Die Antibiotika wurden vor Verwendung oder nach der Abküh-

lung auf  < 40°C zugegeben. Die Lagerung  der Hoagland Medien II erfolgte bei 4 °C. 
 

5.2.1 Kultivierung von E. coli Bakterien 

Die Kultivierung der E. coli Bakterien erfolgte in LB-Flüssig-Medium, SOC-Medium sowie auf LB-

Agar-Platten (Sambrook et al. 1989). Die Selektion der Klone mit dem entsprechenden Resistenzgen 

erfolgte unter Zusatz der Antibiotika Kanamycin (50 μg/ml) und Amplicillin (100 μg/ml). In jeweils 5 

ml LB-Flüssig-Medium wurden etwa 0,1µL Bakterien überführt und über Nacht bei 37°C, 220 rpm 

geschüttelt. Am Folgetage wurden 500 ml dieser Vorkultur in Roti®Store-Gefäße überführt, der Über-

stand entnommen und bei –80°C gelagert. Die Bakterienkulturen, die nach DNA-Transformationen 

auf LB-Agar-Platten ausgestrichen wurden, bei 37°C über Nacht wuchsen und positive Klone enthiel-

ten, wurden erneut auf Selektionsplatten vereinzelt und gesichert. 
Puffer & Lösungen 
LB-Medium pH 7.0:  1 % (w/v) Trypton/Pepton aus Casein, 1 % (w/v) NaCl, 0.5 % (w/v) Hefeextrakt 
 
LB-Platten:  LB-Medium, 1,5 % (w/v) Agar 
 
SOC-Medium pH 7.0:       2 % (w/v) Trypton/Pepton aus Casein, 0.5 % (w/v) Hefeextrakt, 0,4 % (w/v) Glucose, 

              10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2,10 mM MgSO4  
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5.2.2 Induktion und Ernte der Bakterienkultur 

Entsprechend der Kultivierungsbedingung (5.2.1) wurde 1/20 einer Bakterien-Vorkultur in LB-Flüssig-

Medium überführt und bei 37°C, 220 rpm bis zu einer OD von 1 geschüttelt. Danach erfolgte die In-

duktion mit entsprechender IPTG-Konzentration. Diese war abhängig von den optimalen Bedingungen 

zur löslichen Proteinsynthese und wurde vorher spezifisch für jedes Protein getestet. Die Ernte der 

Bakterien Hauptkultur erfolgte nach 4 Stunden durch Zentrifugation bei 13.000 rpm für 15 min. 

5.2.3 Zellaufschluss der E. coli Bakterien 

Die Bakterienzellen wurden mit Hilfe einer Ultraschallsonde aufgeschlossen. Dazu wurden Impulse 

von 5 x 30s, 20% Amplitude pro Bakterien-Pellet ausgesandt. Die Zelltrümmer wurden anschließend   

durch Zentrifugation bei 15.000 rpm (15 min) sedimentiert. Die Lagerung des gewonnenen Rohextrak-

tes erfolgte bei 4°C.   

5.2.4 Gerichtete pENTRTM/D-TOPO® Klonierung mittels E. coli TOP10  

Als universelle Klonierungsmethode zur Generierung des Überexpressions-Zielvektors pGWB20, 

welcher einen 10fachen myc-tag enthält (Nakagawa et al., 2007), wurde das Gateway® System von 

Invitrogen Corporation gewählt. Nach der TOPO® Klonierungsreaktion mit  blunt-end Produkten, 

erfolgte die Transformation in die One Shot® chemisch kompetenten E. coli TOP10 Bakterien. Zur 

Selektion der positiven Klone wurden Kanamycin/Hygromycin-LB-Platen und Chloramphenicol-LB-

Platten eingesetzt.  

5.2.5 Submerse Anzucht von Arabidopsis-Keimlingen  

Zur Gewinnung von 9 Tage alten Pflanzen-Keimlingen wurden sterile 250 ml Kolben mit jeweils 30 

ml Flüssigmedium unterschiedlichster Pi-Konzentration befüllt und 2.5 – 3.0 mg sterile Samen hinzu-

gegeben. Die Kultivierung erfolgte bei Dauerlicht, 22 °C, 30 rpm (1. – 4. Tag) und 80 rpm (5. – 9. 

Tag). Nach jeweils dem 7. und 8. Tag wurden die entsprechenden Medien erneuert bzw. durch Phos-

phat freies Medium ersetzt. Die Keimlinge wurden am 9. Tag geerntet, indem sie mit ddH2O abge-

spült, gewogen, portioniert in flüssigen N2 schockgefroren und anschließend bei –80 °C gelagert wur-

den.  
Puffer & Lösungen 

A. thaliana (+Pi) u. (-Pi)-Medium:    3 mM Phosphatpuffer pH 5.8, 3 mM MES pH 5.8,  
                                                                                                   20 ml Spurenelemente-Lösung 1* pro Liter  

              0.5 % (w/v) Saccharose, 10 mM Glutamin,  
4 mM CaCl2, 2 mM KNO3, 2 mM KSO4,  
1 mM MgSO4, 1 mM NH4NO3  
 

A. thaliana Medium ohne (Pi):    3 mM MES pH 5.8, 28 mM KCl, 
20 ml Spurenelemente-Lösung 1* pro Liter  

              0.5 % (w/v) Saccharose, 10 mM Glutamin,  
4 mM CaCl2, 2 mM KNO3, 2 mM KSO4,  
1 mM MgSO4, 1 mM NH4NO3   
 
 



                                                                                                      MATERIAL & METHODEN 

 85

*Spurenelemente-Lösung 1:              60 µM H3BO3, 40 µM EDTA, 14 µM MnSO4,               
(50fach)                   1 µM ZnSO4, 0.6 µM CuSO4, 0.4 µM NiSO4,  

0.3 µM Na2MoO4, 20 nM CoCl2 
                                                                              

5.2.6 Anzucht von Bohnenpflanzen  

Der vom Leibniz-Institut für Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung (IPK) Gatersleben zur 

Verfügung gestellte Bohnensamen (Phaseolus vulgaris L. subsp. vulgaris var. nanus Asch. ‚Redland 

Greenleaf B’, PHA 6019) wurden zwischen sterile Filterpapierblättchen mit phosphatreicher und 

phosphatarmer Hoagland II-Nährlösung gelegt. Die Keimung erfolgte im Dunkeln bei 28 °C. Danach 

wuchsen die Keimlinge in Gläsern mit sterilem Vermiculit® und entsprechender Nährlösung bei 28 °C 

und 12 h Licht/12 h Dunkelheit an und wurden täglich mit Wasser gegossen. Die Blätter, Stängel und 

Wurzelteile der 14 Tage alten Pflanzen wurden geerntet, portioniert, gewogen, in flüssigen Stickstoff  

schockgefroren und bei –80 °C gelagert. 
Puffer & Lösungen 
(+Pi) - Hoagland Nährlösung II: 3 mM  KNO3, 2 mM Ca(NO3)2 , 1 mM MgSO4,  

0.5 mM (NH4)H2PO4, 0.18 µM FeSO4, 0.16µM EDTA,  
20 ml Spurenelemente-Lösung 2* pro Liter 

 
(-Pi) - Hoagland Medium II:    gleiche Zusammensetzung wie (+Pi) – Hoagland Nährlösung II, 

anstelle des (NH4)H2PO4 wurde 0.5 mM NH4NO3 eingesetzt 
 
*Spurenelemente-Lösung 2:  23  mM H3BO3, 7 mM MnCl, 0.38 mM ZnSO4, 
(50fach)     0.25 mM Na2MoO4, 0.16 mM CuSO4  
 

5.2.7 Ernte von Reispflanzen  

Die Ernte der sechs Wochen alten Reispflanzen (Oryza sativa japonica group) erfolgte nach Übergabe 

vom Leibniz-Institut für Pflanzenbiochemie, Abteilung Stoff- und Zellbiologie, PD Dr. Michael Wal-

ter. Alle Pflanzen wuchsen unter verschiedenen Pi-Konzentrationen (0 %,  4 %, 20 % und 100 %) an. 

Die Pflanzen wurden in Blatt-, Stängel- und Wurzelteile portioniert, gewogen, in flüssigen Stickstoff 

schockgefroren und bei –80 °C gelagert. 

 

5.3 DNA molekularbiologische Methoden 

5.3.1 Plasmidpräparation aus E. coli 

Die Isolierung von Plasmid DNA erfolgte aus einer Bakterien-Vorkultur (5.2.2). Die Aufreinigung der 

Plamide erfolgte mit Fermentas GeneJETTMPlasmid Miniprep-Kit, nach dem Standardprotokoll. Die 

DNA Quantifizierung und Reinheitskontrolle erfolgte spektroskopisch bei Wellenlängen von 260nm 

und 280nm. Nach jeder Präparation wurde eine Agarose-Gelelektrophorese (5.3.5) zur Analyse der 

gewonnenen Plasmide durchgeführt. Für nachfolgende Analysen konnte die gereinigte Plasmid-DNA 

in E.coli retransformiert und erneut isoliert werden. 
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5.3.2 Ligation von DNA-Fragmenten in Vektorsysteme 

Die Verknüpfung von DNA-Fragmenten mit Vektor-DNA erfolgte durch eine Ligation mittels T4-

DNA-Ligase. Um die intra- und intermolekulare Ligation des Vektors zu reduzieren, wurden die 

DNA-Fragmente in dreifachen Überschuss im Vergleich zur Vektor-DNA eingesetzt (I). Die Inkuba-

tion erfolgte über Nacht bei 4°C oder für 30 min bei Raumtemperatur (nach dem CloneJETTMPCR 

cloning Kit Standard-Protokoll).  

(I)   3 x Masse [ng] (Vektor)* x Fragment Länge (bp) 

       Vektorlänge (bp) 

Die 20 µl Ansätze enthielten folgende Komponenten: 10x T4 DNA-Reaktionspuffer, ATP, PCR-

Amplifikat, Vektor-DNA, ddH2O und T4-DNA-Ligase (5U/µl). *(Standard-Vektormenge betrug 50 ng) 

5.3.3 Transformation von Plasmid-DNA  

Die Transformation der Plasmid-DNA in chemisch kompetente E. coli Zellen erfolgte mittels Hitze-

schock. Dabei wurden zuerst 1 µl Plasmid bzw. 2.5 μl des Ligationsansatzes mit 50 μl E. coli DH5α-

Zellen vermischt und 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte der Hitzeschock für 50s bei 

42°C. Der Ansatz wurde 2 min im Eis abgekühlt, mit 450 µl SOC-Medium versetzt und 1 h unter 

Schütteln bei 37°C kultiviert. Es folgte die Ausplattierung auf LB-Agarplatten mit entsprechendem 

Antibiotikum zur Selektion der Klone und die Inkubation über Nacht bei 37°C. Die Transformation in 

A. tumefaciens erfolgte nach der Methode nach Höfgen & Willmitzer (1988), nach dem Standardpro-

tokoll. 

5.3.4 Standard-Polymerasekettenreaktionen (PCR) 

Die Amplifizierung von DNA-Fragmenten erfolgte unter Verwendung rekombinanter Pfu- und Taq- 

DNA Polymerasen nach Standardprotokollen. Die verwendeten Primersequenzen sind unter 5.1.4 

aufgeführt. Eine durchgeführte Methode zur Gewinnung von Amplifikaten mittels PCR unter Einsatz 

einer PhusionTM High Fidelity DNA Polymerase ist in Tabelle 21 dargestellt. Bei der Kolonie-PCR 

wurde anstelle von gereinigter DNA 20µl Bakteriensuspension eingesetzt, welche vorher 5‘ bei 95 °C 

gekocht wurde. Die entsprechende Wassermenge wurde im Reaktionsansatz reduziert. 

 

Tabelle 21: PCR-Ansatz und PCR-Amplifikationsschritte 

Reaktionsansatz                                          (50 µl)  Amplifikationsschritte                   (min)             (°C) 

7.5 ng Template-DNA                                     1.0 µl 

Primer forward (10 µM)                                2.4 µl 

Primer reverse (10 µM)                                 2.5 µl 

5 x HF Phusion Puffer                                  10.0 µl 

10 mM dNTPs                                                 1.0 µl   

Phusion HF Polymerase                                  0.5 µl 

ddH2O                                                            32.6 µl 

1. Initiale Denaturierung (1 x)        0.5                 98 

2. Amplifikation (35 x) 

    2.1 Denaturierung                       0.1                98 

    2.2 Annealing                              0.6               60 

    2.3 Elongation                             0.5               62 

3. final Elongation (1x)                   5.0               72 

4. Ende                                            ∞                   4 
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5.3.5 Quantitative Real-Time RT-PCR (qRT-PCR) 

Die Real-Time RT-PCR Studien wurden mit dem Gerät iCycler iQ Real Time PCR-Detektionssystem 

von BioRad Laboratories GmbH durchgeführt. Zuerst wurde die RNA nach dem Protokoll 5.4.1 aus 

Pflanzenmaterial isoliert. Die Synthese der cDNA erfolgte nach dem Protokoll 5.4.2. Die gewonnene 

cDNA diente als Template. Als Referenzgen wurde das House-keeping-Gen Ubiquitin gwählt (Primer 

UBi-f, UBI-rr). Als forward-Primer diente der At1(qRT-PCR)f und als reverse-Primer der At1(qRT-

PCR)r. Es wurde nach Standardprotokoll gearbeitet. Der Amplikationsschritt wurde 30-45fach wie-

derholt. In dieser Phase konnte nach dem 3. Stopp Daten abgerufen und der Verlauf der Real-Time-

PCR überprüft werden. Diese Methode wurde duch Daniela Ditfe in der Arbeitsgruppe durchgeführt. 

5.3.6 Semiquantitative-PCR (sq-PCR) 

Für eine Transkriptmengen-Analyse der zu untersuchenden Gene aus Pflanzen wurde eine semiquanti-

tative PCR unter Einsatz sequenzspezifischer Primer und mit einer Taq-DNA Polymerase durchge-

führt. Als Ladekontrolle wurden Primer für das houskeeping-Gen Ubiquitin eingesetzt.  

5.3.7 Agarose-Gelelektrophorese 

Die durch die  Plasmidpräparation gewonnene Vektor-DNA sowie die amplifizierten DNA-Fragmente 

nach den PCR-Reaktionen, konnten mittels verschieden konzentrierter Agarosegele (0.5 - 2 % 

Agarose) elektrophoretisch aufgetrennt werden. Durch Zusatz von 0.005 %  Ethidiumbromid in 1 x 

TAE-Puffer erfolgte im Anschluss daran die Detektion der im Gel aufgetrennten DNA-Banden mittels 

UV-Licht. Zum Größenvergleich dienten Marker von Fermentas und BioLabs (5.1.3). Die zu analysie-

renden Proben wurden mit  1/5 6x Ladepuffer versetzt. 
Puffer & Lösungen 
1 x TAE-Puffer:   40 mM Tris/Acetate, 1.14 ml/l Eisessig, 1 mM EDTA pH 8.0 
6 x Ladepuffer:   0.25 % (w/v)  Bromphenolblau, 0.25 %  (w/v) Xylenecyanol FF, 40 % (w/v)  Saccharoselösung  

5.3.8 Restriktionsverdau von DNA 

Die Gewinnung von DNA-Fragmenten und der Verdau von Vektor-DNA erfolgte durch den Einsatz 

von Restriktionsenzymen von Fermentas (5.1.3). Dabei wurden 10 ng/µl DNA mit 5 U/µl Enzym ge-

schnitten. Der Ansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert. Zur Fällung wurden 1/10 einer 3 M Natriumacetat-

Lösung (pH 5.2) und 2.5 Vol. 99,8 % (v/v) Ethanol eingesetzt. Zentrifugationsschritte (10 min, 13.000 

rpm, RT) und Waschschritte mit 70%igem Ethanol schlossen sich an. Nach dem 10-minütigen Trock-

nen des DNA-Pellets wurde dieses in 20 µl ddH2O aufgenommen.  

5.3.9 DNA-Aufreinigung aus dem Gel 

Die Isolierung und die Aufreinigung der durch die Agarose-Gelelektrophorese getrennten DNA-

Banden erfolgten nach dem Standard-Protokoll des High Pure PCR Product Purification Kits von 

Roche Diagnostics. Abweichend zu diesem Protokoll wurde anstelle von Elutionspuffer mit sterilem 

ddH2O eluiert, um die Ionenkonzentration der Probe möglichst gering zu halten.  
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5.3.10 Isolierung genomischer DNA aus Arabidopsis-Blättern 

Nach Pulverisierung von 70 – 100 mg gefrorenen Blattmaterials in flüssigen Stickstoff wurde die Pro-

be mit 1330 µl vorgewärmten (65 °C) Extraktionspuffer vermischt und 15 Minuten bei 65 °C erhitzt, 

wobei mehrmals invertiert wurde.  Nach 1-minütigem Abkühlen der Suspension wurde 650 µl Chloro-

form/Isoamylalkohol (24:1) zugegeben und das Gemisch fünf Minuten leicht geschüttelt. Nach einer 

Zentrifugation (2 min, 13.000 rpm, RT) wird die Oberphase in ein neues Reaktionsgefäß überführt. 

Danach wurde 10 µg/µl RNase dazugeben. Die Inkubation der RNase erfolgte 10 Minuten bei 37 °C. 

Anschließend wurde zur Fällung (2 min, RT) 700 µl Isopropanol dazugeben, mehrmals invertiert und 

erneut zentrifugiert (2 min, 13.000 rpm, RT). Das gewonnene DNA-Pellet wurde mit 1 ml 70 %igem 

EtOH für 5 min gewaschen. Der Überstand wurde sorgfältig abgenommen, das Pellet in der speed vac 

~ 5 min bei 45 °C getrocknet und danach in 100 µl sterilem ddH20 gelöst. Die Quantifizierung der 

DNA-Konzentration erfolgte photometrisch durch Messung der Absorption bei 260nm. Bis zur weite-

ren Verwendung wurde die DNA bei –20 °C gelagert. 
Puffer & Lösungen 
Extraktionspuffer : 100 mM Tris/HCl pH 8.0, 700 mM NaCl,  50 mM EDTA  
  

5.3.11 Bestimmung der Kopienzahl der T-DNA Insertionen 

Um die Anzahl der T-DNA Insertionen der Mutantenlinien zu bestimmen, wurde genomische DNA 

aus jungen Arabidopsis-Blättern isoliert (Doyle & Doyle, 1990). Das Zerschneiden von 10 µg 

genomischer DNA erfolgte mit den 10 U HindIII über Nacht bei 37 °C. Am Morgen danach wurde mit 

zusätzlich 10 U Enzym/Ansatz für weitere 3 h geschnitten. Anschließend wurden die Ansätze gefällt 

und das Pellet mit EtOH gewaschen. Nach dem Trocknen der DNA-Fragemente wurden diese in 20 µl 

ddH2O aufgenommen. Eine Agarose-Gelelektrophorese (5.3.7) trennte die Fragmente nach Größe. In 

einem alkalischen, aufwärts gerichteten Kapillartransfer wurde die DNA 10 Stunden auf eine 

„Biodyne B/Plus“-Membran (Pall Gelman Laboratory GmbH, Dreieich) übertragen. Nach dem DNA-

Transfer wurde die Membran im Stratalinker (Stratagene, La Jolla, California, U.S.A) mit UV-Licht 

bestrahlt. Nach einer Prähybridisierung der Membran mit Hybridisierungslösung erfolgte die Hybridi-

sierung mit einer α-[32P]-dCTP markierten DNA-Sonde über Nacht. Die Herstellung der DNA-Sonde 

erfolgte mittels DecaLabelTM DNA Labeling Kit (5.3.1) nach Standardprotokoll. Es wurden 60 µCi α-

[32P]-dCTP eingesetzt. Über ProbeQuantTM G-50 Micro Säulen (GE Healthcare Freiburg) konnten die 

nicht eingebauten Nukleotide entfernt werden. Der Hybridisierung folgten mehrere Waschschritte. Die 

Membran wurde in SaranTM-Folie (Dow Deutschland, Inc., Schwalbach) verpackt und in eine Imager-

Kassette überführt. Die Detektion erfolgte mit  dem Phospho-Imager (BIO-IMAGING ANALYZER 

BAS1500, Fuji Photo Film Co Ltd, Japan). 
 
Puffer & Lösungen 
Transferpuffer:   0.4 NaOH, 1 M NaCl 
Neutralisierungpuffer:       0.5 M Tris pH 7.8, 1 M NaCl 

20 x SSC-Lösung:             0.34 M Trinatriumcitrat · 2H2O, 3 M NaCl  (pH ~ 7.8) 
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50 x Denhardts-Lösung:  1 % Ficoll, 1 % PVP, 1 % BSA 

Hybridisierungslösung:     5x Denhardts, 0.5 % SDS, 5x SSC, 100 µg/ml Heringssperma-DNA  

5.3.12 Genotypisierung der T-DNA-Insertionslinien  

Zur Überprüfung der erfolgreichen Insertion der T-DNA in die kodierende Sequenz des Genes 

AtPECP1 wurde eine Genotypisierung mittels PCR durchgeführt. Mit spezifischen Primer-

Kombinationen (Tab.7) wurde getestet, ob in den Mutantenlinien atpecp1-1, -2 u. -3, die T-DNA In-

sertion in beiden Allelen des Gens vorlag. Zur Bestimmung des genauen Integrationsortes der T-DNA 

erfolgte anschließend eine Sequenzierung (5.3.13) des DNA-Materials.    

5.3.13 Sequenzierung von DNA-Material 

Die Sequenzierungen der Plasmide bzw. der Klonierungsprodukte übernahm in Dienstleistung die 

Firma Eurofins MWG GmbH, Anzinger Straße 7a, D-85560 Ebersberg. 

5.3.14 Sequenzanalysen mit Hilfe von Datenbanken 

Für die Bereitstellung von Datenmaterial und für die Durchführung von Sequenzanalysen wurden 

folgende Datenbanken genutzt: 

 
BRENDA (http://www.brenda-enzymes.org/index.php4) 

ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) 

EMBEL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/) 

ExPASy Bioinformatics Resorts Portal (http://www.expasy.ch/tools/) 

Interpro-Datenbank (http://www.ebi.ac.uk/interpro/) 

NCBI (http://www.ncbi.nih.gov/) 

PHYLIP (http://evolution.genetics.washington.edu/phylip.html) 

Proteus Structure Prediction Server (http://web.expasy.org/protparam/) 

SALK Instiut für genomische Analysen  (http://signal.salk.edu) 

SignalP3.0  (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-3.0/) 

TAIR (http://www.arabidopsis.org/) 

 

5.4 RNA molekularbiologische Methoden 

5.4.1 Isolation von RNA aus Pflanzen 

Die Gewinnung von RNA aus Pflanzen erfolgte durch das Mörsern von Frostmaterial in flüssigem 

Stickstoff. An-schließendend wurde mit dem Nucleo Spin® RNA Kit von Machery & Nagel nach 

Herstellerprotokoll gearbeitet. Die Quantifizierung erfolgte zum einen mittels Agarose-

Gelelektrophorese (5.3.5) und zum anderen mittels Spektrometer bei einer Wellenlänge von 260nm 

/280nm. Zur Entfernung von DNA wurden die isolierten RNA Proben mit 1U/µL DNaseI RNase free 
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und 40 U/µL RiboLockTM Ribonuclease-Inhibitor laut Standardprotokoll behandelt und erneut spekt-

roskopisch quantifiziert. Der Ansatz wurde bei 37 °C, 1 h inkubiert und mit 25 mM EDTA versetzt und zur 

Deaktivierung weitere 10 min bei 65 °C inkubiert. 
Puffer & Lösungen 
Reaktionsansatz (80 µL):    RNA Isolierung 60 µl, 10 x DNaseI-Puffer 8 µl, 40 U/µL Ribolock 2 µl, RNase- 
                                         freies ddH2O 2 µl, 1 U/µl DNaseI 8 µl 
 

5.4.2 cDNA Synthese mit Hilfe der Reversen Transkriptase 

Die isolierten RNA Proben aus Pflanzenmaterial dienten als Template zur Herstellung von copy (c) 

DNA-Strängen. Mit Hilfe des RevertAidTMH Minus First Strand cDNA Synthesis Kit von Fermentas 

konnte die cDNA nach dem Herstellerprotokoll synthetisiert werden. Es wurden bei jeder neuen Syn-

these zur Quantifizierung stets gleiche Mengen an RNA eingesetzt (0.8 – 2 µg RNA). Die erhaltene 

cDNA wurde portioniert à 2 µL bei –80 °C eingefroren.  

 

5.5 Proteinchemische Methoden 

5.5.1 Heterologe Expression und Reinigung der rekombinanten Proteine 

Die Plasmide für die rekombinante Proteinproduktion wurde über Transformation (5.3.3) in  E. coli 

BL21 (DE3) eingebracht. Nach dem Anwachsen einer Hauptkultur in 4 x 200 ml LB-Medium bis zu 

einer OD von 1, wurde mit variabler IPTG-Konzentration (Tab. 11) induziert. Nach Induktion erfolgte 

die Proteinproduktion bei verschiedenen Kultivierungstemperaturen (Tab. 11). Die Kulturen wurden 

nach 4 h geerntet und aufgeschlossen (5.2.2). Nach Zentrifugation bei 15.000 g, 15 min, 4 °C wurde 

der geklärte Zellextrakt auf eine aktivierte Ni2+-Sepharose Säule gepumpt, die vorher mit 40 ml Äkta-

Bindungspuffer equilibiert wurde. Nach dem Waschschritt konnte mittels einem linearen Imidazol-

Gradienten (0.02 – 0.08 M) das rekombinante Protein bei etwa 0.05 M Imidazol von der Säule eluiert 

werden. Die Proteinfraktionen wurden anschließend dialysiert. Bevor das Protein in flüssigen Stick-

stoff schockgefroren, portioniert und anschließend bei –80 °C gelagert.  
Puffer & Lösungen 
Äkta-Bindungspuffer: 10  mM Tris/HCl pH 8.0,  350 mM NaCl, 20  mM Imidazol, 0.2 % (v/v) IGEPAL630  
Äkta-Elutionsspuffer: 10  mM Tris/HCl pH 8.0, 350 mM NaCl,  800 mM Imidazol, 0.2 % (v/v) IGEPAL630 

5.5.2 SDS-PAGE, Western Blot und MALDI-TOF Massenspektrometrie 

Zum Nachweis des rekombinanten Proteins wurden jeweils 20 µL Probe mit 20 µL SDS-Probenpuffer 

gemischt, für 5 Minuten gekocht und im 15 %igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Gele wurden 

entweder mit Coomassie Blue gefärbt oder die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran überführt (1.5 

h, 1-5 V). Die Immundetektion erfolgte nach Standardprozedur des ECL Western Blotting Substrate 

Kit. Eine 1:2000 verwendete Primärantikörperlösung einhielt einen in Maus produzierten anti-His 

Antikörper.  Die nachfolgende Inkubation mit einem sekundären Antikörper erfolgte mit einem in  

Ziege produzierten anti-Maus Antikörper in einer 1:40.000 verdünnten Lösung. Anschließende Analy-
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sen mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie bestätigten die rekombinanten Proteine. Diese Analy-

sen wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut für Biochemie und Biotechnologie der MLU Halle-

Wittenberg, Frau Dr. Schierhorn, durchgeführt. Der Nachweis der AtPECP1 in Pflanzenextrakten er-

folgte mit dem primären anti-cmyc Antikörper in einer 1:1000 Lösung. Als sekundärer Antikörper 

diente der  Ziege-Anti-Maus Antikörper in einer 1:40.000 verdünnten Lösung. 
Puffer & Lösungen für die SDS-PAGE 
Sammelgelpuffer:   1.25 M Tris/HCl pH 6.8,  
Trenngelpuffer:     1.80 M Tris/HCl pH 8.8 
APS-Lösung:    100 mg APS in 1000 µl ddH2O 
SDS-PAGE-Probenpuffer (2fach):  1.25 M Tris/HCl pH 6.8, 10 %, Glycerin, 5 % SDS  
                                                                       5 % ß-Mercaptoethanol, 0.05 % Bromphenolblau   
SDS-PAGE Laufpuffer (10fach):  250 mM Tris/HCl, 1.9 M Glycin, 1.0 % SDS 
Coomassie-Färbelösung:    0.20 % Coomassie R250, 0.05 % Coomassie G250, 
                                                                       10 % Essigsäure, 30% Methanol, 17.5 % Ethanol 
Entfärberlösung für Coomasie:   45 % Ethanol, 10 % Essigsäure 
 
 
Puffer & Lösungen für den Western Blot 
Transferpuffer:    25 mM Tris/HCl, 192 mM Glycin, 20 % MeOH, 0.1 % SDS 
Ponceau S-Färbelösung:   1 %  Eisessig, 0.5 % Ponceau S 
TBS (10fach):     50 mM Tris/l, 150 mM NaCl/l 
TBST:      TBS (1fach), 0.2 % Tween 20 
Blockierungsreagenz:   4 g Magermilchpulver in 50 ml 1fach TBS 
 

5.5.3 Proteinextraktion aus Pflanzen 

Zur Isolation der Proteine aus pflanzlichen Extrakten wurden 100 – 500 mg Material in flüssigen N2 

gemörsert, mit einer 3fachen Menge an Extraktionspuffer versetzt, 30″ gevortext und anschließend bei 

13.000 rpm, 10 min, bei 4 °C zentrifugiert.  Nach Überführung des Überstandes in ein neues Reakti-

onsgefäß wurde erneut zu gleichen Bedingungen 5 min zentrifugiert, um die restlichen Partikel des 

Zellgewebes zu pelletieren. Nach Überführung des Überstandes in ein neues Reaktionsgefäß wurde 

erneut zu gleichen Bedingungen 5 min zentrifugiert, um die restlichen Partikel des Zellgewebes zu 

pelletieren. 
Puffer & Lösungen 
Pflanzenextraktionspuffer: 50 mM Hepes/NaOH pH 7.5, 50 mM MgCl2, 10 mM EDTA, 2 mM DTT 
 

5.5.4 Proteinkonzentrationsbestimmung 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976), wurde das Roti®Quant-Reagenz 

nach dem Standardprotokoll verwendet. Die Roti®Quant Lösung wurde mit ddH2O 1:5 verdünnt und 

anschließend (gefiltert) in eine reduzierte Einmalküvette überführt. Ab der Zugabe von 20µl Probe, 

Verdünnungen zwischen 1:4 und 1:5 mit dem Pflanzenextraktionspuffer, erfolgte nach kurzem inver-

tieren eine Inkubation von 20 min. Anschließend wurde die Extinktion der Probenlösung bei einer 

Wellenlänge von 595nm bestimmt und anhand einer mit BSA erstellten Kalibriergerade (Abb. 40) die 

Proteinkonzentration (cProtein) berechnet. 
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Abbildung 40: Kalibriergeraden zur Bestimmung der Proteinkonzentration mit Hilfe der Methode von  
Bradford, 1976. 
 

5.5.5 Enzymaktivitätstests 

Die Quantifizierung der Phosphatase-Aktivität erfolgte anhand der Pi-Freisetzung während der enzy-

matischen Reaktion. Hierzu wurde die Zunahme der Phosphatkonzentration diskontinuierlich vermes-

sen. Der Nachweis des Pi erfolgte durch Komplexierung mit Ammoniumheptamolybdat, welche in 

saurer wässriger Lösung in einem Gleichgewicht mit Molybdat vorliegt. Die Stöchiometrie der Nach-

weisreaktion ist durch folgende Reaktionsgleichungen gegeben: 

 

(I)  Mo7O24
6-  +  4 H2O                   7 MoO4

2- + 8 H+ 

 (II) PO4
3-  + 12 MoO4

2- + 24 H+ + 3 NH4
+              (NH4)3[P(Mo3O10)4] + 12 H2O 

 
In der vorliegenden Arbeit wurde dieser Test in zwei Varianten durchgeführt, zum einen nach der 

Methode von Heinonen & Lahti (1981), zum anderen nach der Methode von Zilversmit & Davis 

(1950).  

 
Modifizierte Methode nach Heinonen & Lahti (1981) 

Die Enzymreaktionen wurden bei 37 °C durchgeführt. Die Reaktionslaufzeiten betrugen, je nach Sub-

stratkonzentration, von 1 bis zu 60 min. Die Ansatzvolumina betrugen 1 ml. Hiervon wurden jeweils 

0.1 ml entnommen und mit 0.8 ml Molybdat-Reagenz I sowie 80 µl wässriger 1 M Zitronensäure ver-

setzt. Das saure Milieu bewirkt das Abstoppen der Enzymreaktion. Die erhaltenen Testansätze wurden 

1 Minute bei RT inkubiert. Die gebildeten Phosphomolybdat-Komplexe zeigen eine Absorption bei 

350nm, die an einem UV/Vis-Spektrometer (Ultrospec 3300 pro) gemessen wurde. 

 

 

 

 92



                                                                                                      MATERIAL & METHODEN 

Modifizierte Methode nach Zilversmit & Davis (1950) 

Die Enzymreaktionen wurden bei 37 °C durchgeführt. Die Reaktionslaufzeiten betrugen, je nach Sub-

stratkonzentration, von 1 bis zu 60 min. Die Ansatzvolumina betrugen 2.5 ml. Aus diesen Ansätzen 

wurden jeweils 0.5 ml entnommen und mit 0.5 ml 20 %iger TCA-Lösung versetzt. Hierdurch kam es 

zur Abstoppung der Enzymreaktion und zur Präzipitation des Proteins. Das Präzipitat wurde in einer 

Tischzentrifuge abzentrifugiert (20 min, 4 °C, 13.000 rpm). Der Überstand (1 ml) wurde mit 0,5 ml 

Molybdat-Reagenz II und mit 0.5 ml Vanadat-Reagenz vereint. Die erhaltenen Testansätze wurden 15 

min bei RT inkubiert. Danach wurden deren Absorptionswerte bei 405nm an einem UV/Vis-

Spektrometer (Biotech Novaspec II) bestimmt.  

Kalibrierung der Testverfahren: 

Um die nach den obigen Verfahren erhaltenen Absorptionswerte quantitativ Pi-Konzentrationen zu-

ordnen zu können, wurden separate Kalibrierungsmessungen durchgeführt. Dabei wurden anstelle der 

enzymatischen Ansätze wässrige KH2PO4-Lösungen definierter Pi-Konzentration eingesetzt. Die Pro-

zedur folgte exakt dem oben beschriebenen Ablauf. Die erhaltenen Kalibrierkurven sind in den  Ab-

bildungen 39/40 dargestellt. Diese stellen zugleich die Linearität des Zusammenhangs zwischen Ab-

sorption und Phosphat-Konzentration sicher. Die somit zugänglichen Parameter aus linearen Regressi-

onen wurden zur Bestimmung von Pi-Konzentrationen im Rahmen kinetischer Untersuchungen heran-

gezogen.  
Puffer & Lösungen 

Molybdat-Reagenz I:  2.5 mM (NH4)6Mo7O24 · 4 H2O, 0.75 M H2SO4, 3.4 M Aceton 

Molybdat-Reagenz II:  40 mM (NH4)6Mo7O24 · 4 H2O,  2.5 N H2SO4 

Vanadat-Reagenz:  21 mM NH4VO3, 0.28 N HNO3 

y = 0,00105x + 0,48521

[Pi] = A350nm - 0,48521
                 0,00105 
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Abbildung 39: Kalibriergeraden zur Bestimmung von anorganischem Phosphat mit Hilfe der Methode  
nach Heinonen & Lahti, 1981. 
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Abbildung 40: Kalibriergeraden zur Bestimmung von anorganischem Phosphat mit Hilfe der Methode  
nach Zilversmit &  Davis (1950). 
 

5.5.6 Kinetische Charakterisierung der Phosphatase-Reaktion 

Aufnahme der v/S-Charakteristiken 

Zur Ermittlung der steady state-Parameter der Enzymspezies AtPECP1 und AtPECP2 wurde die Sub-

stratkonzentration systematisch variiert. Die Testansätze enthielten im Falle von AtPECP1 50 mM 

Tris/HCl pH 7.2, 25 µg/ml BSA, 8 mM MgCl2, 50 µg/ml AtPECP1 und eine variable Substratkonzen-

tration. Für das Substrat Phosphocholin wurde ein Konzentrationsbereich von 0.1 – 4 mM, für 

Phosphoethanolamin von 0.1-12 mM gewählt. Im Falle von AtPECP2 enthielten die Testansätze 100 

mM Hepes/NaOH pH von 6.8, 25 µg/ml BSA, 10 mM MgCl2, 17 µg/ml AtPECP2 sowie 0.1 – 5 mM 

Phosphoethanolamin. Die Reaktionsgeschwindigkeit des katalytischen Umsatzes wurde anhand der Pi-

Freisetzung berechnet. Die Pi-Konzentrationen wurden im Falle von AtPECP1 nach dem Verfahren 

von Heinonen & Lahti (1981), im Falle von AtPECP2 nach dem Verfahren von Zilversmit &  Davis 

(1950) bestimmt. Die freigesetzte Pi-Menge wurde nach Reaktionslaufzeiten von 2, 4, 6, 8, 10, 12 und 

15 min gemessen. Durch Auftragung der Pi-Konzentrationen gegen die Reaktionslaufzeit wurden dis-

kontinuierliche Progresskurven erhalten. Für jede Substratkonzentration wurden je 3 Progresskurven 

erstellt. Die steady state-Geschwindigkeiten der enzymatischen Reaktionen wurden aus den linearen 

Segmenten der Progresskurve bestimmt. 

 

Aufnahme der pH-Profile 

Die Untersuchung zur pH-Abhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit der Phosphatase-Reaktion von 

AtPECP1 wurde der pH-Wert des Testansatzes variiert.  Die Variation erfolgte im Bereich von pH 5.0 

– 9.0 und erforderte den Einsatz unterschiedlicher Puffer: NaAc/Essigsäure (pH 5.0 – 6.0), 

Hepes/NaOH (pH 6.0-7.5), Tris/HCl (pH 7.5 -9.0). Die Testansätze enthielten außerdem 1 mM 

Phosphocholin, 8 mM MgCl2 und 50 µg/ml AtPECP1. Die Phosphat-Konzentrationen erfolgten nach 
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Heinonen & Lahti (1981). Die erhaltenen Geschwindigkeiten wurden nach folgender Gleichung analy-

siert:  

[ ]
[ ] [ ]

2

2

1

max
max

K
HHK

HVV pH

++

⋅
=

     (1)

 

Gleichung (1) beschreibt den Zusammenhang zwischen der pH-abhängigen Maximalgeschwindigkeit 

und der H+-Konzentration ([H]) für ein zweibasiges Enzym mit K1 als Säure-Dissoziationskonstante 

im basischen Segment und mit K2 als Säure-Dissoziationskonstante im sauren Segment des pH-Profils.  

 

5.5.7 Gelfiltration und nicht-denaturierende Polyacrylamid-Gelelektrophorese  

Zur Bestimmung der Tertiärstruktur wurde mittels einer Superdex HR 10/30 Säule (GE Healthcare, 

Freiburg) eine Gelfiltration durchgeführt. Als Kalibrierung dienten Standardproteine bekannter Größe, 

die chromatographisch über diese Säule getrennt wurden. 1 mg gereinigtes AtPECP1 Enzym wurde in 

0,5 ml Fraktionen gesammelt und auf Enzym-Aktivität geteset (4.5.4). Des Weiteren wurde das gerei-

nigte Enzym über eine mild-denaturierende SDS-PAGE (2 % SDS im Lade- und 0,1 % im Laufpuffer) 

getrennt (4.5.3). Durch eine PAGE ohne SDS konnten die getesteten Gelfiltrationsfraktionen mit 

nachgewiesener Enzymaktivität analysiert werden. 
 
Puffer & Lösungen 
Gelfiltationspuffer: 50 mM Tris/HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM DTT  
Standard-Proteine: Low Molecular Weight Kit, GE Healthcare, Freiburg 

 

5.6 Extraktion und quantitativer Nachweis von Metaboliten 

Messungen zur Bestimmung von Ethanolamin, Cholin und den jeweiligen Phosphorsäureestern wur-

den in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Stangl (Professur für Humanernährung, In-

stitut für Agrar- und Ernährungswissenschaften, Universität Halle) durchgeführt. Dafür wurden je-

weils 100 mg unter flüssigem Stickstoff gemörserte Arabidopsis-Keimlinge mit 1 ml Metha-

nol/Wasser (2:1) in einem Ultraschallbad extrahiert. Das Extraktionsmittel enthielt als interne Stan-

dards 200 nM Taurin, deuteriertes Cholin und deuteriertes Phosphocholin. Die Bestimmung von 

Cholin und seines Phosphorsäureesters erfolgte über HPLC-MS/MS an einem API 2000 (Applied 

Biosystems, Darmstadt, Deutschland) in Verbindung mit einer HPLC Agilent 1100 (Agilent, 

Waldbronn, Deutschland) nach Koc et al., 2002. Die primären Amine wurden nach Vor-

säulenderivatiserung mit ortho-Phthaldialdehyd und Mercaptoethanol an einer HPLC-Anlage Agilent 

1100 mit Fluoreszenzdetektor gemessen (Jones & James, 1983). 
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7. Anhang 

7.1 Vektorkarten 

 
 

 
Abbildung 40: Schematische Darstellung des Vektors pET-28b(+) 

 

 

 
 

Abbildung 41: Schematische Darstellung des Vektors pET-22b(+)

 A
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7.2 Berechnung der spezifischen AtPECP1-Aktivität  

 

1. Lineare Kalibriergeraden-Gleichung zur Bestimmung von anorganischem Phosphat 

mit Hilfe der Methode nach Zilversmit &  Davis (1950): 

 

   [Pi]Konzentration = A405nm – 0,18251 

                            0,46485 

   
 

2. Berechnung der spezifischen Aktivität nach Pi-Freisetzung:    

 
   [A]spezifisch = [Pi]Konzentration x Rohextraktvolumen x  Faktor* 
                                                                    Reaktionszeit  x Proteinmenge   
 
           * Faktor (Reaktionsvolumen/Rohextraktvolumen)   

 

 
Beispiel:  [A] spezifisch         = 490,3 µM x 100 µl x 10 
              min x 50 µg 
 
   [A] spezifisch         = 490,3 µmol  x 0,1 ml x 10 
          103 ml x min x 0,05 mg 
 

[A] spezifisch         = 490,3 µmol x 1  
       50 mg x min 
 

[A] spezifisch         =  9,806 µmol min-1 mg-1 

                                         ========================== 
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7.3 Lineweaver-Burk Plots der v/S-Charakteristik der AtPECP2 
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7.4 v/S-Charakteristiken der PECP-Isoenzyme 
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LePS2;3 
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PvHAD1 
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OsACP1 
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7.5 Multiples Alignment (Clustal-W2) der HAD Superfamilie Hydrolasen  
A.thaliana_Q67YC0_AtPPsPase1        ----------------------------------MAYNSNSNNNNNN--I 14 
A.lyrata_D7KR62                     ----------------------------------MAYNSN-NKNSNN--I 13 
A.thaliana_Q9FZ62_AtPECP1           -----------------------------------------MAKNNN--I 7 
A.lyrata_D7KFI6                     -----------------------------------------MANRNN--I 7 
P.trichocarpa_B9HM85                -------------------------------------------MAAA--I 5 
P.trichocarpa_B9MWQ6                -------------------------------------MAAVAAAAGG--I 11 
R.communis_B9SN55                   --------------------------------------------MAG--V 4 
R.communis_B9T693                   ------------------------------------------MAGLG--I 6 
G.max_C6TBH9                        -------------------------------------------MSG---T 4 
G.max_1KGE6                         -------------------------------------------MSG---I 4 
G.max_I1KUW2                        -------------------------------------------MSG---I 4 
P.vulgaris_D7PEX6_PvHAD1            -------------------------------------------MSE---I 4 
P.vulgaris_A4ZVI5_PvPS2             -------------------------------------------MSG---I 4 
L.japonicus_I3S8Y2                  -------------------------------------------MSG---I 4 
M.truncatula_I3SND6                 -------------------------------------------MSNN--I 5 
M.truncatula_A2Q3B8                 -------------------------------------------MAS---I 4 
M.truncatula_G7ZWH8                 -------------------------------------------MAN---I 4 
G.max_I1MCY1                        -------------------------------------------MAE---I 4 
L.esculentum_Q9FPR1_LePS2_1         -------------------------------------------MAG---I 4 
L.esculentum_Q8GRL8_LePS2_2         -------------------------------------------MAG---I 4 
L.esulentum_Q8GUC1_LePS2_3          -------------------------------------------MAG---I 4 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      -------------------------------------------MAG---I 4 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      -------------------------------------------MAG---I 4 
S.tuberosum_PGSC0003DMG4020048      -------------------------------------------MAG---I 4 
L.esculentum_K4BMU1                 -------------------------------------------MAG---I 4 
S.tuberosum_SGN-U278474             -------------------------------------------MAG---I 4 
V.vinifera_D7U028                   -------------------------------------------MAG---I 4 
G.max_C6THU3                        -------------------------------------------MAG---I 4 
G.max_K7M947                        -------------------------------------------MAG---N 4 
P.vulgaris_E5D6S8_PvPS2-2           -------------------------------------------MAG---I 4 
G.max_C6SZJ1                        -------------------------------------------MAG---I 4 
G.max_I1KGE5                        --------------------------MISQLIYHNICFWCIQKMAG---I 21 
G.max_I1KUW1                        -------------------------------------------MAG---I 4 
L.japonicus_I3T6F3                  -------------------------------------------MAG---I 4 
M.truncatula_B7FI56                 -------------------------------------------MAG---V 4 
P.trichocarpa_B9INJ1                --------------------------------------------MAK--V 4 
V.vinifera_D7STM9                   ---------------------------------------------MA--V 3 
R.communis_B9RKA9                   --------------------------------------------MAQ--I 4 
S.tuberosum_PGSC0003DMP4000642      ------------------------------------------MVGEK--V 6 
A.thaliana_Q9SU92_AtPECP2           --------------------------------------------MAK--I 4 
A.lyrata_D7MCK8                     --------------------------------------------MER--I 4 
V.vinifera_D7TBA2                   --------------------------------------------MTG--I 4 
G.max_C6SZJ9                        ------------------------------------------MGGGG--V 6 
M.truncatula_G7LJK6                 ----------------------------------------------M--V 2 
P.patens_A9RMS9                     ---------------------------------------------MD--T 3 
S.moellendorffii_D8SBA0             --------------------------------------------MAS--S 4 
P.sitchensis_A9NLR1                 ---------------------------------------------MD--T 3 
B.distachyon_I1HR17                 -------------------------------------------MAG---V 4 
H.vulgare_F2DKT3                    -------------------------------------------MAG---V 4 
O.glaberrima_I1NRA5                 -------------------------------------------MAG---I 4 
O.sativa_Q8W0E7_OsACP1              -------------------------------------------MAG---I 4 
O.brachyantha_J3L3K4                -------------------------------------------MAG---I 4 
S.bicolor_C5XID0                    -------------------------------------------MAG---I 4 
Z.mays_B6TXH8                       -------------------------------------------MAG---V 4 
S.italica_K3XQG7                    -------------------------------------------MAG---I 4 
Z.mays_B4F825                       -------------------------------------------MAG---I 4 
O.glaberrima_I1NYN4                 ----------------------------------------MAASGGGNGV 10 
O.sativa_Q6H6J4                     ----------------------------------------MAASGGGNGV 10 
S.italica_K3YUH3                    ----------------------------------------MAASNG--AP 8 
Z.mays_C4JC34                       -------------------------------------MRMAAASNG--AP 11 
O.sativa_A2ZV38                     -------------------------------MAAGVDGDTAAAAAAGGGV 19 
S.bicolor_C5XQ80                    ---------------------------------------MASAPAPAPAV 11 
B.distachyon_I1HP49                 ---------------------------------------------MAAAL 5 
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      Motiv 1 
 
A.thaliana_Q67YC0_AtPPsPase1        VVVFDFDKTIIDVDSDNWVIDELGFTDLFNQLLPTMPW--NTLMDRMMKE 62 
A.lyrata_D7KR62                     VVVFDFDKTIIDVDSDNWVIDELGYTDLFNQLLPTMPW--NTLMDRMMKE 61 
A.thaliana_Q9FZ62_AtPECP1           VIVFDFDKTIIDVDSDNWVVDELGFTDLFNQLLPTMPW--NSLMNRMMKE 55 
A.lyrata_D7KFI6                     VIVFDFDKTIIDVDSDNWVVDELGFTELFNQLLPTMPW--NSLMNRMMKE 55 
P.trichocarpa_B9HM85                VVVFDFDKTIIDVDSDNWVIDELGFTESFNQLLPTMSW--NSLMDRMMKE 53 
P.trichocarpa_B9MWQ6                VVVFDFDKTIIDVDSDNWVIDELGFTDLFNQLLHTMPW--NSLMDRMMKE 59 
R.communis_B9SN55                   LVVFDFDNTIIDVDSDNWVIDELGFTDLFNQLLPTMPW--NSLMDRMMKE 52 
R.communis_B9T693                   VVILDFYKTIIDVDSDYWVVKELGLTDFFYQLLPTMPL--NSAMAEMMKE 54 
G.max_C6TBH9                        VIVFDFDKTIVDVDSDNWVIDELGFTDLFNQLLPTMPW--NSLMDRMMME 52 
G.max_1KGE6                         VVVFDFDKTIVDVDSDNWVIDELGFTDLFNQLLPTMPW--NSLMDKMMME 52 
G.max_I1KUW2                        VVVFDFDKTIVDVDSDNWVVDDLGFTDLFNQLLPTMPW--NSLMDRMMME 52 
P.vulgaris_D7PEX6_PvHAD1            VVVFDFDKTIVDVDSDNWVIDELGFTDLFNQLLPTMPW--NTLMDKMMME 52 
P.vulgaris_A4ZVI5_PvPS2             VVVFDFDKTIVDVDSDNWVVDELGFTDLFNQLLPTMPW--NTLMDTMMKE 52 
L.japonicus_I3S8Y2                  VVVFDFDKTIIDIDSDNWVVDELGFTDLFNQLLPTMPW--NSLMDKMMME 52 
M.truncatula_I3SND6                 VIIFDFDKTIIDCDSDNWLIDELGFTDLFNQLLPTMPW--NSVMDKMMME 53 
M.truncatula_A2Q3B8                 VVVFDFDKTIIECDSDNWVVDELGFNDLFNQLFPTMPL--NYLMDRMMME 52 
M.truncatula_G7ZWH8                 VVVFDFDKTIVECDSDNWVVDELGFTDLFNELVPTMPW--NNLMDRMMME 52 
G.max_I1MCY1                        VVVFDFDKTIVDCDSDNWVVDELGFNELFNRLLPTMPW--NTLMDKMMME 52 
L.esculentum_Q9FPR1_LePS2_1         VVVFDFDKTIIEVDSDNWVVDELGATDLFNQLLPTMPW--NSLMDRMMKE 52 
L.esculentum_Q8GRL8_LePS2_2         VVVFDFDKTIIDVDSDNWVVDELGATDLFNQLLPTMPW--NSLMDRMMKE 52 
L.esulentum_Q8GUC1_LePS2_3          VVVFDFDKTIIDVDSDNWVVDELGATDLFNQLLPTMPW--NSLMDRMMKE 52 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      VVFFDFDKTIIDVDSDNWVVDELGATDLFNQLLPTMPW--NSLMDRMMNE 52 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      VVFFDFDKTIIDVDSDNWVVDELGATDLFNQLLPTMPW--NSLMDRMMNE 52 
S.tuberosum_PGSC0003DMG4020048      VVFFDFDKTIIDVDSDNWVVDELGATDLFNQLLPTMPW--NSLMDRMMNE 52 
L.esculentum_K4BMU1                 VVVFDFDKTIIDLDSDNWVVDELGATDLFNQLLPTMPW--NSVMDRMMKE 52 
S.tuberosum_SGN-U278474             VVVFDFDKTIIDLDSDNWVVDELGATDLFNQLLPTMPW--NSVMDRMMKE 52 
V.vinifera_D7U028                   VVVFDFD TIIDVDSDNWVVDELGATDLFNQLLPTMPW--NSLMDRMMKE 52 K
G.max_C6THU3                        VVIFDFDSTIIECDSDNWVLDEFGLTEKFYQLLPNMLW--NPLMDKMMNE 52 
G.max_K7M947                        VVVFDFDSTIIECDSDNWVLDEFGLTEKFYQLLPNMPW--NPLMDKMMNE 52 
P.vulgaris_E5D6S8_PvPS2-2           VVVFDFDSTIIECDSDNWVLDEFGLTQKFYELLPNTLW--NPLMDKMMDE 52 
G.max_C6SZJ1                        VVIFDFDSTIIECDSDNWVLDETGLTEKFYQLLPSTHW--NPLMDKMMNE 52 
G.max_I1KGE5                        VVIFDFDSTIIECDSDNWVLDETGLTEKFYQLLPSTHW--NPLMDKMMNE 69 
G.max_I1KUW1                        VVIFDFDSTIIECDSDNWVLDETGLTEKFYQLLPSMAW--NPLMDKMMNE 52 
L.japonicus_I3T6F3                  VVVFDFDSTIIECDSDNWLLDEFGLTEKFYQLLPTTPWGWNPLMDKMMNE 54 
M.truncatula_B7FI56                 VVIFDFDSTIIECDSDNWVLDEFGLTEKFYQLLPSMLW--NPLMDKIMNE 52 
P.trichocarpa_B9INJ1                VVVFDFDKTIIDCDSDNWVVEKLDVHDLFAQLLPSLPW--NRLMDKMMME 52 
V.vinifera_D7STM9                   VVVFDFDKTIIDCDSDNWVVDELGLTPLFTQLLPTMPW--NSLMDRMFME 51 
R.communis_B9RKA9                   VVVFDFDRTLIDGDSDRWVVTQMGLSSLFNQLRSTLP--WNSLMDRMMRE 52 
S.tuberosum_PGSC0003DMP4000642      VIVFDFDRTLIDDDSDRWVVENMGLTHLFNQLRPTLP--WNALMDDGGAA 54 
A.thaliana_Q9SU92_AtPECP2           VILFDFDRTLIDGDSDNWVVTEMGLTEIFHQLRFTLP--WNRLMDRMMME 52 
A.lyrata_D7MCK8                     VIIFDFDRTLIDGDSDRWVVTEMGLTEIFHQLRFTLP--WNRLMDRMMME 52 
V.vinifera_D7TBA2                   VVL DFDRTIIDGDSDKWVVVEMGLTQSFQQLRSILP--WNTLMDRMLHE 52 F
G.max_C6SZJ9                        VVVLDFDRTIIDDDSDRWIVAELGLTELFKELRHSMP--WISLMDRIMAQ 54 
M.truncatula_G7LJK6                 IVVLDFDRTIIDDDSDRWVINQMGLSDLFNQLRATMPS-WTSLMDRMMEE 51 
P.patens_A9RMS9                     LIIFDFDWSLIDCNSDTWVVDKLGAMERMKPLMEVLPW--TQLMDTMMME 51 
S.moellendorffii_D8SBA0             IVVFDFDWSLINCNSDTFVVEQMGASDLMRSLRRSLPW--TDLMDTMMVE 52 
P.sitchensis_A9NLR1                 VIMFDFDHTLIDCNSDPWVVNQLGATQLMDSLIKVLPW--TSLMDRMMSE 51 
B.distachyon_I1HR17                 VVVFDFDKTIIDVDSDNWVVDSLGATELFDRLLPTMPW--NALIDTMMGE 52 
H.vulgare_F2DKT3                    VVVFDFDKTIIDVDSDNWVVDGLGATELFDRLLPTMPW--NTLIDTVMGE 52 
O.glaberrima_I1NRA5                 VVVFDFDKTIIDVDSDNWVVDGLGATEEFERLLPTMPW--NTLMDTMMGE 52 
O.sativa_Q8W0E7_OsACP1              VVVFDFDKTIIDVDSDNWVVDGLGATEEFERLLPTMPW--NTLMDTMMGE 52 
O.brachyantha_J3L3K4                VVVFDFDKTIIDVDSDNWVVDGLGATEEFERLLPTMPW--NTLMDTMMGE 52 
S.bicolor_C5XID0                    VVVFDFDKTIIDVDSDNWVVDNLGFTELFERLLPTMPW--NTLMDTMMGE 52 
Z.mays_B6TXH8                       VVVFDFDKTIIDVDSDNWVVDSLGFTEPFERLLPTMPW--NTLMDTMMGE 52 
S.italica_K3XQG7                    IVVFDFDKTIIDVDSDNWVVDSLGFTEEFERLLPTMPW--NDLMDAMMGK 52 
Z.mays_B4F825                       VVVFDFDKTIIDVDSDNWVVDSLGLTDLFERLLPTTPW--NTLMDTMMGE 52 
O.glaberrima_I1NYN4                 VVVFDFDKTIIDCDSDNWVVDALGATARFDDLLRRLPW--NSAIDAMMGE 58 
O.sativa_Q6H6J4                     VVVFDFDKTIIDCDSDNWVVDALGATARFDDLLCRLPW--NSAIDAMMGE 58 
S.italica_K3YUH3                    LVVFDFDKTIVDCDSDNWVVDSLGATRRFDDLLRHLPW--NHAIDAMMGE 56 
Z.mays_C4JC34                       LVVFDFDKTIVDCDSDNWVVDALGATRRFDELLRHLPW--NHAIDAMMGE 59 
O.sativa_A2ZV38                     VVVFDFDRTIIEWDSDDWVITKLGASDAFRRLRPTMRW--NPLMDRMMVE 67 
S.bicolor_C5XQ80                    VVVFDFDRTIIDWDSDDWVITKLGAADAFRRLRPTMRW--NPLMDRMMAE 59 
B.distachyon_I1HP49                 VVVFDFDKTIIEWDSDNWVVTKLGATDAFNRLRPTMSW--TPLMDRMMGE 53 
                                    ::.:**  :::: :** :::   .    :  *           :   
___________________________________________________________________________________________ 
HAD-Superfamilie Konsens:     DxDx (T/V)     
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        Motiv 2 
 
A.thaliana_Q67YC0_AtPPsPase1        LHDQGKTIEEIKQVLRTIPIHPRVVPAIKSAH-DLGCELRIVSDANMFFI 111 
A.lyrata_D7KR62                     LHDQGKTIEEIKQVLRTIPIHPRVVPAIKSAH-DLGCELRIVSDANMFFI 110 
A.thaliana_Q9FZ62_AtPECP1           LHDHGKTIEEIKQVLRRIPIHPRVIPAIKSAH-ALGCELRIVSDANTLFI 104 
A.lyrata_D7KFI6                     LHDQGKTIEEIKQVLRRIPIHPRVIPAIKSAH-ALGCELRIVSDANTLFI 104 
P.trichocarpa_B9HM85                LHANGKTMEDIAEVLKRIPIHPQVISAIKAAH-ALGCELRIVSDANMFFI 102 
P.trichocarpa_B9MWQ6                IHSHGKTIEDIAEVLRRIPIHPQVISAIKAAH-ALGCELRIVSDANMFFI 108 
R.communis_B9SN55                   LHSQGKTIEDMVEVLKRIPIHPRVVHAIKSAH-ALGCELRIVSDANVFFI 101 
R.communis_B9T693                   LYSRGKTIKQIVQVLERVPIHPRIVHALKSAR-ALGCELRIVSDANTFFI 103 
G.max_C6TBH9                        LHSNGKTIEDIEEVLRRIPLHPRVIPALQAAH-ALGCDLRIVSDANVFFI 101 
G.max_1KGE6                         LHSNGKTIEDIEEVLHRIPLHPRVIPAIQAAH-TLGCDLRIVSDANMFFI 101 
G.max_I1KUW2                        LHSNGKTIEDIEEVLHRIPLHPRVIPAIQAAH-ALGCDLRIVSDANVFFI 101 
P.vulgaris_D7PEX6_PvHAD1            LHSQGKTIKDIEEVLHKIPLHPRVIPAVKAAH-ASGCDLRIVSDANLFFI 101 
P.vulgaris_A4ZVI5_PvPS2             LHSHGKSIKDIEEVLHKIPLHPRVIPAIKAAH-ALGCDLRIVSDANTYFI 101 
L.japonicus_I3S8Y2                  LHSKGVTIEEIEEVLHRIPIHPRVIPAIKAAH-ALGCDLRIVSDANMFFI 101 
M.truncatula_I3SND6                 FHSNGVTIEEIEKVLQRIPIHHRIIPAIKSAH-ALGCDLRIVSDANMFYI 102 
M.truncatula_A2Q3B8                 LHSNGKTIEDIVQVLKMIPIHPRTIHAIKAAN-ALGCDLRIVSDANTFFI 101 
M.truncatula_G7ZWH8                 LNSNGKTIEDIVQVLKRIPIHPRIIPSIKAAY-TLGCDLRIVSDANTFFI 101 
G.max_I1MCY1                        LHSHGKTIEDIVQVLQRIPIHPRIIHAIKAAH-ALGCDLRIVSDANTFFI 101 
L.esculentum_Q9FPR1_LePS2_1         LHTQGKTIQDIEEVLKRVPIHPRIVPAIKSAH-ALGCDLRVISDANVFFI 101 
L.esculentum_Q8GRL8_LePS2_2         LHTQGKTIQDIEEVLKRVPIHPRIVPAIKSAH-ALGCDLRVISDANVFFI 101 
L.esulentum_Q8GUC1_LePS2_3          LHTQGKTIQDIEEVLKRVPIHPRIVPAIKSAH-ALGCDLRVISDANVFFL 101 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      LHTQVITIQDIEEVLKRVPIHPRIVPAIKSAY-ALGCDLRVISDANVFFI 101 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      LHTQVITIQDIEEVLKRVPIHPRIVPAIKSAY-ALGCDLRVTSDANVFFI 101 
S.tuberosum_PGSC0003DMG4020048      LHTQGKTIQDIEEVLKRVPIHPRIVPAIKSAY-ALGCDLRVISDANVFFI 101 
L.esculentum_K4BMU1                 LHEQGKTIKDIEEVLKRAPAIPRVVPAIKAAH-ALGCDLRIVSDANLFYI 101 
S.tuberosum_SGN-U278474             LHEQGKTIDDIEQVLKRAPVIPRVVPAIKAAH-ALGCDLRIVSDANLFYI 101 
V.vinifera_D7U028                   LHSQGKTIDDIAEVLKRIPIHPRVVPAIKSAH-ALGCDLKIVSDANLFFI 101 
G.max_C6THU3                        LHSQGKTIEDIVQVLNRTPMHPRIVPAIKAAY-SLGCELKIVSDANIFFI 101 
G.max_K7M947                        LHSQGKTIEDIVQVLNRTPMHPSIVPAIKASY-SLGCELKIVSDANIFFI 101 
P.vulgaris_E5D6S8_PvPS2-2           LHSQGKTIEDIVQVLNRTPMHPSIVPAIQAAY-SLGCELKIVSDANSFFI 101 
G.max_C6SZJ1                        LHSQGKTIQDIVQILSRTPMHPRIVPAIEAAY-SLGCDLKIVSDANIFFI 101 
G.max_I1KGE5                        LHSQGKTIQDIVQILSRTPMHPRIVPAIEAAY-SLGCDLKIVSDANIFFI 118 
G.max_I1KUW1                        LHSQGKTIQDIVEILNRTPMHPRTVPAIEAAY-SLGCHLKIVSDANIFFI 101 
L.japonicus_I3T6F3                  LHSQGKTIEDIVEVLKRTPIHPCIVPAIKAAH-SLGCELKIVSDANIFFI 103 
M.truncatula_B7FI56                 LHAQGKTMEEIVEVLNRTPIHPRIIPAIEAAY-SLGCELRIVSDANIFFI 101 
P.trichocarpa_B9INJ1                LHSRGKTIQDIAECLKKVPLNPRMISAIKSAY-ASGCDLRIVSDSNYFFI 101 
V.vinifera_D7STM9                   LHSQGKTMEEIAECLKRAPLHPRIISAIKSAH-ASGCDLRIVSDANAFFI 100 
R.communis_B9RKA9                   LHSQGKTVDDITECLSRSPLHPQVIAAIQSAH-ALGCELRIISDANQFFI 101 
S.tuberosum_PGSC0003DMP4000642      FT--GKTVEHIAECLKQVPLHPQTISAIQSAH-DLGCDLKVVSDANQFYI 101 
A.thaliana_Q9SU92_AtPECP2           LQSQGRSIDDIKSCLKKMPIDSHIIEAIKSAK-SSGCDLKIVSDANQFFI 101 
A.lyrata_D7MCK8                     IQSQGRSIDDIESCLKKMPIDSHIIEAIKSTK-SLGCDLKIVSDANQFYI 101 
V.vinifera_D7TBA2                   LHSQGRTIEEIEKCLKRVPMNPRIAAAIKAAH-DFGCDLKVVSDANNFYI 101 
G.max_C6SZJ9                        LHSNGVTVDHIADCLKRLPFPPPIVSAIKSAH-ALGCDLRIISDTNTFSI 103 
M.truncatula_G7LJK6                 LHSKGITTDKIANCLKTAFLSPNIVSAIKSAH-SLGCDLRIISDANLFYI 100 
P.patens_A9RMS9                     LYSDGRTLKDIDMCLQMAPMEQEMVTSVKFAA-ELGCELQIISDANSHFI 100 
S.moellendorffii_D8SBA0             IMSRGRTLAEIEASLRTIPLDSSMSRAIRAVA-AAGYELQIISDANTLFI 101 
P.sitchensis_A9NLR1                 LHQQGKTVSDIEQSLKTVPICLEMIRAIKSAH-SLGCDLRIVSDANSFYI 100 
B.distachyon_I1HR17                 LHARGKTVHDVAEVLRSAPIDPRVGAAIKAAY-GLGCDLRVLSDANGFFI 101 
H.vulgare_F2DKT3                    LHAQGKTLRDVADVLRAAPIDPHVVAAIRAAY-SLGCDLRVLSDANRFFI 101 
O.glaberrima_I1NRA5                 LHARGKSLADVAGVLRSAPLDPRVVAAIKACY-GLGCDLRILSDANRFFI 101 
O.sativa_Q8W0E7_OsACP1              LHASGKSLADVAGVLRSAPLDPRVVAAIKACY-GLGCDLRILSDANRFFI 101 
O.brachyantha_J3L3K4                LHARGKTAGDVAAVLRAAPLDPCVVDAIKACY-GLGCDLRILSDANRFFI 101 
S.bicolor_C5XID0                    LHAAGKTLGDVAEVLRAAPIDPRVPAAIKAAY-ALGCDLRVLSDANAFFI 101 
Z.mays_B6TXH8                       LHAHGRTLDDVAEALRAAPVVAGVPAAIKAAY-ALGCDLRVLSDANAFFI 101 
S.italica_K3XQG7                    IHAAGRTLDDVAAALRAVPIDPRVPAAIRAAC-ALGCDLRVLSDANAFFI 101 
Z.mays_B4F825                       LHARGRTLAEVTEALRAAPIDPRVPAAVRAAH-ALGCDLRVLSDANAFFI 101 
O.glaberrima_I1NYN4                 LHAEGRTVEEVAASLRAAPLSPRVAAAVETAR-ALGCELRVLSDANAFFV 107 
O.sativa_Q6H6J4                     LHAEGRTVEEVAASLRAAPLSPRVAAAVETAR-ALGCELRVLSDANAFFV 107 
S.italica_K3YUH3                    LHAEGRTAEDVAACLRAAPLSPHVAAAIESAH-ARGCELRVLSDANAFFI 105 
Z.mays_C4JC34                       LHSEGKTAEDIRGSLRRAPLSPHVVAAIKTAY-ALGCELRILSDANAFFV 108 
O.sativa_A2ZV38                     LHAQGRSADDIRDCLKSAPLDAHVLSAITTAS-ALGCDLRVASDANAFFI 116 
S.bicolor_C5XQ80                    LHARGKTPEDIRDCLRSAPLDAHVVSAVKTAAAALGCDLKVVSDANTFFI 109 
B.distachyon_I1HP49                 LHEQGKSAEDIRQCLRSAPLDAHVISAIRTAS-ALGCDLKVVSDANAFFI 102 
                                    :     :  .:   *           ::       * .*:: **:*   : 
___________________________________________________________________________________________ 
HAD-Superfamilie Konsens:         (S/T) 
 



                                                                                                                                     ANHANG 

 M

A.thaliana_Q67YC0_AtPPsPase1        ETIVEHLGISELFSEINSNPGY--VDER-GTLKISP---YHDF--TKSPH 153 
A.lyrata_D7KR62                     ETIVEHLGISELFSEINSNPGY--VDER-GTLRISP---YHDF--TKSSH 152 
A.thaliana_Q9FZ62_AtPECP1           ETIIEHLGIGEFFSEINTNPGL--VDEQ-GRLIVSP---YHDF—-TKSSH 146 
A.lyrata_D7KFI6                     ETIIEHLGIREFFSEINTNPGL--VDEQ-GRLIVSP---YHDF--TKSSH 146 
P.trichocarpa_B9HM85                ETILKHLGLKDYFSEINTNPGF--VDEE-GRLRISP---YHDF--TQSSH 144 
P.trichocarpa_B9MWQ6                ETILNHLGLKDYFSEINTNPGF--VDEQ-ERLRISP---YHDF--TQSSH 150 
R.communis_B9SN55                   ETILKHLGLRDYFSEINTNPGF--VDDE-GKLRIFP---YYDF--TQSSH 143 
R.communis_B9T693                   DTILEHVGLRDCFSEINTNPGF--VDEE-GRLNIFP---FHD------SG 141 
G.max_C6TBH9                        ETILKHLGIREYFSEINTNPGY--VNEE-GRLRILP---YHDF--NKASH 143 
G.max_1KGE6                         ETILKHLGIREYFSEISTNPGY--VNEE-ERLRILP---YHDF--NKASH 143 
G.max_I1KUW2                        ETILKHLGIREYFSEINTNPGY--VNEE-GRLRIQP---CHDF--NKASH 143 
P.vulgaris_D7PEX6_PvHAD1            ESILKHLGIREYFSEINTNPGY--VNEE-GRLRILP---CHDF--NRSPH 143 
P.vulgaris_A4ZVI5_PvPS2             ETILKHLGIKEYFSEMNTNPGY--VNEE-GRLRILP---YHDF--NKASH 143 
L.japonicus_I3S8Y2                  ETILEHLKIKEYFSEINTNPGY--V-EE-GRLRILP---YHDF--NKAPH 142 
M.truncatula_I3SND6                 ETILKHLGISECFSEINSNPGY--VNQE-GRVRISP---YHDF--NKASH 144 
M.truncatula_A2Q3B8                 ETILKHFGIRECFSEINTNPGY--VDEE-GRLRILP---FYDL--NKPPH 143 
M.truncatula_G7ZWH8                 ETILKHFGIRECFSEINTNPGY--VDE--GRLRILP---YHDL--NKPPH 142 
G.max_I1MCY1                        ETILKHLKIKECFSEINTNPGY--INGE-ERLRILP---YHDF--NNSPH 143 
L.esculentum_Q9FPR1_LePS2_1         ETILKHLGIRDCFSEINTNPGY--VDGE-GRLRILP---YVDF--QKSPH 143 
L.esculentum_Q8GRL8_LePS2_2         ETILKHLGIRDCFSEINTNPGY--VDGE-GRLRILP---YVDF--QKSPH 143 
L.esulentum_Q8GUC1_LePS2_3          ETILKHLGIRDCFSEINTNPGY--VDGE-GRLRILP---YVDF--QKSPH 143 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      ETILKHVGIRDCFSEINTNPGY--VNEE-GRLRILP---YVDF--QTSPH 143 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      ETILKHVGIRDCFSEINTNPGY--VDEE-GRLRILP---YVDF--ITSPH 143 
S.tuberosum_PGSC0003DMG4020048      EAILKHLGIRDCFSEINTNPGY--VDKE-GRLRILP---YVDF--QTSPH 143 
L.esculentum_K4BMU1                 ETILNHLGISDCFTEIHTNPGY--VDEE-GRLRIRP---HHDF--HTSSH 143 
S.tuberosum_SGN-U278474             ETILNHLGISDCFTEINTNPGY--VDEE-GKLRIRP---HHDF--HTSSH 143 
V.vinifera_D7U028                   ETILKHLGVMDCFSEINTNPSF--VDEE-GRLRIFP---HHDF--TSSSH 143 
G.max_C6THU3                        ETILKHHGVWNCFSEVTANPSY--VNEE-GRLRISP---YHDY--LKCSH 143 
G.max_K7M947                        ETILKHHGVWNCFSEVIANPSY--VNEE-GRLRISP---YHDF--LKCSH 143 
P.vulgaris_E5D6S8_PvPS2-2           ERILKHHGVWNCFSDITANPSY--VNEE-GRLRICP---YHDY--VKSSH 143 
G.max_C6SZJ1                        ETILKHHGVWNCFSDVIANPIH--VNE--GRLNICP---YHDY--LKSSH 142 
G.max_I1KGE5                        ETILKHHGVWNCFSDVIANPIH--VNE--GRLNICP---YHDY--LKSSH 159 
G.max_I1KUW1                        ETILKHHGVWNCFSEVIANPSH--VNE--GRLNICP---YHDY--LKSSH 142 
L.japonicus_I3T6F3                  ETILKHHGVRHCFSEITANPSF--VNEE-GRLRIGP---YYDY--LKSSH 145 
M.truncatula_B7FI56                 ETILKHHGVLNCFSKITANPSY--VNGE-GRLIICP---YHDY--LKSSH 143 
P.trichocarpa_B9INJ1                ETVLKHNGLMDCFSEINTNPSY--VDGE-GRLRILQ---YHDVN-KFPSH 144 
V.vinifera_D7STM9                   ETVLKHHGLMDCFSEIKTNPSF--VDGE-GRLRILP---YHDL--KSSSH 142 
R.communis_B9RKA9                   EKILDHHGLLGCFSQITTNPSL--VDDE-GRVRIF----PYHAL-GTPPH 143 
S.tuberosum_PGSC0003DMP4000642      KTILKHHGLYIYFSEVITNPTS--VDGE-GRLRIF----PYYDM--TSFH 142 
A.thaliana_Q9SU92_AtPECP2           EKILEHHDLVDCFSEIYTNPTS--LDDN-GNLRIL----PYHSD-ALPPH 143 
A.lyrata_D7MCK8                     EKILEQHDLLDCFSEIYTNPTS--LDEN-GNLRIL----PYHSD-ALPPH 143 
V.vinifera_D7TBA2                   ETILKHHGLLGFFSEIYTNPTS--VDEV-GRLRIF----PYRDF-TLAPH 143 
G.max_C6SZJ9                        RTILQHHALFHCFSQIHTNPAF--LDNQ-GRLRVTP---FHHS--THSPH 145 
M.truncatula_G7LJK6                 QTILEHHNILGCFSQINTNPTF--VDEK-GRLCITP---FHDSK-TLPPH 143 
P.patens_A9RMS9                     KVILEKHCLQSYFTKVHTNPAL--VAEN-GALRVLP---SHPE--NNPPH 142 
S.moellendorffii_D8SBA0             QTILDNFNLTRFFSEIHTNPAS--LDDH-GLLRVRP----YQS--SEVPH 142 
P.sitchensis_A9NLR1                 KTILKNYDLLQYFSEIHTNPAS--VDND-GRLRIFP---YHSY--TVASH 142 
B.distachyon_I1HR17                 ETILDHHGLRGCFSEINTNPSL--VDAD-GRLRIGP---YHATP-----H 140 
H.vulgare_F2DKT3                    EAVLDHHGLRGYFSEINTNPSR--VDAD-GRLRIAPHHDFHAGP-----H 143 
O.glaberrima_I1NRA5                 DTILDHHGLTDYFSEINTNPSA--VDAATGRLRIAPYHDFHAGP-----H 144 
O.sativa_Q8W0E7_OsACP1              DTILDHHGLTGYFSEINTNPSA--VDAATGRLRIAPYHDFHAGP-----H 144 
O.brachyantha_J3L3K4                ETILDHHGLGGYFSEINTNPGA--VDGD-GRLRIAPYHDFHAAP-----H 143 
S.bicolor_C5XID0                    ETVLEHHGIRGCFSQINTNPSH--VDAD-GRLRIGP---YHAAP-----H 140 
Z.mays_B6TXH8                       DTVLAHHGLLGCFSQINTNPSHPDADAD-GRLRIGP---YHDL------H 141 
S.italica_K3XQG7                    DTVLDHHGLRGCFTEVNTNPSR--VDAD-GRLRIGP---YHAAP-----H 140 
Z.mays_B4F825                       HTVLDHHGLLACFSQVNTNPSR--VDAH-GRLRIGPCHDPRAAP-----H 143 
O.glaberrima_I1NYN4                 GAVLDHHGLAGCFSAVDTNPAA--VDAD-GRLRILP---YHGL----PGH 147 
O.sativa_Q6H6J4                     GAVLDHHGLAGCFSAVDTNPAA--VDAD-GRLRILP---YHGL----PGH 147 
S.italica_K3YUH3                    ETVLAHHGLAGYFSGTDTNPAH--VDGA-GRLRIRP---YHEFAAPAPGH 149 
Z.mays_C4JC34                       DTILAHHGLADYFSGTDTNPAH--VDAA-GRLRIRP---YHEFGAAAHGH 152 
O.sativa_A2ZV38                     ETVLEHHGVLGCFSEISTNPAR--VDGN-GRLRISP---FHDPD-DSSPH 159 
S.bicolor_C5XQ80                    ETVLAHHGVLGCFSEIVTNPAT--VDAD-GRLRISP---FHDS--AAAPH 151 
B.distachyon_I1HP49                 ETVLEHHGILGCFSEINTNPAR--VDSD-GRLRISP---FHDP--ASSPH 144 
                                      :: :  :   *:   :**           : :                 
 



                                                                                                                                     ANHANG 

 N

                    Motiv 3 
 
A.thaliana_Q67YC0_AtPPsPase1      SCSCGTCPPNMCKGLIIERIQQSLA---KEGK-------K-KMIYLGDGAGDY 195 
A.lyrata_D7KR62                   GCSCGTCPPNMCKGLIIERIQQSLA---KEGK-------K-KMIYLGDGAGDY 194 
A.thaliana_Q9FZ62_AtPECP1         GCSR--CPPNMCKGLIIDRIQASLT---KEGK-------TSKMIYLGDGAGDY 187 
A.lyrata_D7KFI6                   GCSR--CPPNMCKGLIIERIQASLT---KEGR-------KTKMIYLGDGAGDY 187 
P.trichocarpa_B9HM85              GCSL--CPPNMCKGLIIERIQASIS---KEG--------SKKIIYLGDGAGDY 184 
P.trichocarpa_B9MWQ6              CCSL--CPPNMCKGLIIERIQASIS---KDG--------SKKIIYLGDGAGDY 190 
R.communis_B9SN55                 GCSL--CQPNMCKGHIIERIQASMS---KEDK-------SKKIIYLGDGAGDY 184 
R.communis_B9T693                 CCSL--CPPNMCKGRIIE--NPNIF---IQGG-------EQRIIYLGDGAGDY 180 
G.max_C6TBH9                      GCT--LCPPNMCKGLIIDRIQDSIS---EEG--------KKRMIYLGDGSGDY 183 
G.max_1KGE6                       GCS--LCPPNMCKGLIIDRIQDSIL---EEG--------KKRMIYLGDGSGDY 183 
G.max_I1KUW2                      GCS--LCPPNMCKGLIIDRIQDSIS---QEG--------NKRMIYLGDGSGDY 183 
P.vulgaris_D7PEX6_PvHAD1          GCS--LCPPNMCKGLVIKRMQDSIS---EE---------DKRLIYLGDGSGDY 182 
P.vulgaris_A4ZVI5_PvPS2           GCT--LCPPNMCKGLVIKRIQDSIS---EE---------DKRLIYLGDGSGDY 182 
L.japonicus_I3S8Y2                GCCG-LCPPNMCKGLIIDRIQDSFS---QDD--------DKKIIYLGDGAGDY 183 
M.truncatula_I3SND6               GCNN-VCPPNMCKGLIIDKIKNTIY---DGD--------NKRFIYLGDGAGDY 185 
M.truncatula_A2Q3B8               TCN--LCPPNMCKGLIIKRIQDSIS---SEK--------NKRFIYLGDGSGDY 183 
M.truncatula_G7ZWH8               KCN--LCPPNMCKGLIINRIQESIS---CEE--------NKRFIYLGDGSGDY 182 
G.max_I1MCY1                      GCT--LCPPNMCKGEIIEKIQDSIS---SGE--------KKRVIYLGDGSGDY 183 
L.esculentum_Q9FPR1_LePS2_1       SC--NLCPPNMCKGMIVERIQA------KEG--------KKRMIYLGDGIGDF 180 
L.esculentum_Q8GRL8_LePS2_2       GC--NLCPPNMCKGMIVERIQA------KEG--------KKRMIYLGDGIGDF 180 
L.esulentum_Q8GUC1_LePS2_3        GC--NLCPPNMCKGMIVERIQA------KEG--------KKRMIYLGDGIGDF 180 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234    GC--NLCPPNMCKGMIVERIQAILA---KEG--------KKRMIYLGDGIGDF 183 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234    GC--NLCPPNMCKGMIVERIQASMT---KEG--------KKRMIYLGDGIGDF 183 
S.tuberosum_PGSC0003DMG4020048    GC--NLCPPNMCKGRIVKRIQAILA---KEG--------KKRMIYLGDGIGDF 183 
L.esculentum_K4BMU1               GCSSNTCPPNMCKGLVIEKIQASLA---KEG--------KKRMIYLGDGAGDY 185 
S.tuberosum_SGN-U278474           GCSSNTCPPNMCKGLVIERIQASLA---KEG--------KKRMIYLGDGAGDY 185 
V.vinifera_D7U028                 GC--SLCPPNMCKGMVIKRIQAS------IS--------TEKFIYLGDGSGDF 180 
G.max_C6THU3                      GCN--LCPPNMCKGMITERIQNSVD---AAGK-------K--FIYLGDGSGDF 182 
G.max_K7M947                      GCKN-PCPPNICKGMIIERIQNSVD---AAGK-------K--FIYLGDGSVDF 183 
P.vulgaris_E5D6S8_PvPS2-2         GCN--LCPPNMCKGLVIERIQN-DG---AEEK-------K--YIYLGDGNGDF 181 
G.max_C6SZJ1                      GCN--LCPPNMCKGLVIERIQNSLA---AAGK-------KK-LIYLGDGNGDF 182 
G.max_I1KGE5                      GCN--LCPPNMCKGLVIERIQNSLA---AAGK-------KK-LIYLGDGNGDF 196 
G.max_I1KUW1                      GCN--LCPPNMCKGLVIERIQNSLA---AAGK-------KK-IIYLGDGNGDF 182 
L.japonicus_I3T6F3                GCS--LCPPNMCKGLVMDRIQNSLD---AAGK-------KKFMIYLGDGSGDF 186 
M.truncatula_B7FI56               GCN--LCPPNMCKGKVMEMFQNSLD---DEGK-------KK-IIYLGDGSGDF 183 
P.trichocarpa_B9INJ1              GCT--SCPPNMCKGLVMKRIQASVS---AEG--------EKQFIYVGDGKNDF 181 
V.vinifera_D7STM9                 GCN--FCPPNMCKGLVMERVRTSVS---AEG--------KKRFIYLGDGSADF 182 
R.communis_B9RKA9                 GCH--LCPPNLCKGLVINQICASTA---EIEK--------RRFIYLGDGSGDF 180 
S.tuberosum_PGSC0003DMP4000642    GCN--LCPPNLCK------IQASMS---EKRK--------SRFIYLGDERGDY 176 
A.thaliana_Q9SU92_AtPECP2         SCN--LCPSNLCKGLVMDHLRASSS---NDQI-------PRRFIYLGDGGGDF 184 
A.lyrata_D7MCK8                   SCN--LCPSNLCKGLVMDHIRASSS---NDQI-------PRRFIYLGDGGGDF 184 
V.vinifera_D7TBA2                 GCS--LCSYNMCKGLVIEQIRAAAS---ENGK--------KRFIYVGDGKGDF 183 
G.max_C6SZJ9                      SCP--LCPPNMCKGLVIDQIRSSLLSGTGNEE-------ERRFIYIGDGAGDY 189 
M.truncatula_G7LJK6               DCQ--LCPSNMCKGLVIDRIRGSLP-----ES-------KTRFIYVGDGAGDY 182 
P.patens_A9RMS9                   GCK--LCPPNMCKGLILDSVRLGSS----ENL-------NKRVIYIGDGGGDY 182 
S.moellendorffii_D8SBA0           GCL--ICPPNMCKGLILD--RILSS----KPA-------ENRVVYIGDGRGDI 180 
P.sitchensis_A9NLR1               GCE--LCPPNMCKGAIVDGIQRCFP----PES-------NKRFIYLGDGRGDF 182 
B.distachyon_I1HR17               GCGVGTCPPNMCKGQVLDRIR--ASSVG------------KRVIYLGDGRGDY 179 
H.vulgare_F2DKT3                  GCGLGTCPPNMCKGQVLDRIR--ASSATADGT--------KRFIYLGDGRGDY 186 
O.glaberrima_I1NRA5               GCGLGICPPNMCKGQVLDRIR--ASAGAAG----------KRVIYLGDGRGDY 185 
O.sativa_Q8W0E7_OsACP1            GCGLGICPPNMCKGQVLDRIR--ASAGAAG----------KRVIYLGDGRGDY 185 
O.brachyantha_J3L3K4              GCGLGICPPNMCKGQVLDRIR--ASAGAD-----------KRVIYLGDGRGDY 183 
S.bicolor_C5XID0                  GCGVGTCPPNMCKGLVLDRILREAAAGTTGRS-------TKRVIYLGDGRGDY 186 
Z.mays_B6TXH8                     GCGVGTCPPNMCKGQVLDRILREASSSAAGR---------KRVVYLGDGRGDY 185 
S.italica_K3XQG7                  GCGVGTCPPNMCKGQVLDRILREAAA-GGGR---------KRVIYLGDGRGDY 183 
Z.mays_B4F825                     GCGVGTCPPNMCKGLVLDRILREAEAEAETASS-----AKPRVIYLGDGRGDY 191 
O.glaberrima_I1NYN4               GCPLATCPPNMCKGKVMERIIDELSCGCGGAP----AARRRRVVYVGDGRGDY 196 
O.sativa_Q6H6J4                   GCPLATCPPNMCKGKVMERIIDELSCGCGGAL----AARRRRVVYVGDGRGDY 196 
S.italica_K3YUH3                  GCALPSCPPNMCKGKVMERILQEEEEAAVAAR-----RRRRAVVYLGDGRGDY 197 
Z.mays_C4JC34                     GCALPTCPPNMCKGKVMERILLQEEAAAAAAAASAKSRRRRAVVYLGDGRGDY 205 
O.sativa_A2ZV38                   GCS--LCPENMCKGKIIERIQATAN---GKR----------HFIYIGDGRGDY 197 
S.bicolor_C5XQ80                  GCS--LCPDNMCKGKIIERIQATAS---DKKQ---------HFIYIGDGKGDY 190 
B.distachyon_I1HP49               GCS--LCPENMCKGKIIERIQATDS---AKNK---------HFIYIGDGKGDY 183 
                                   *    *  *:**                                :**   * 
___________________________________________________________________________________________ 
HAD-Superfamilie Konsens:     K – x(18-30)       -      (G/S;D/S)x3(D/N) 
 



                                                                                                                                     ANHANG 

 O

A.thaliana_Q67YC0_AtPPsPase1        CPSLKLNTEDYVMPRKNFPVWDLIS-QNPMLIKAAIREWTDGQSMEM 241  
A.lyrata_D7KR62                     CPSLKLNTEDYVMPRKNFPVWDLIS-QNPMLIKATIREWTDGQSLEM 240 
A.thaliana_Q9FZ62_AtPECP1           CPSLGLKAEDYMMPRKNFPVWDLIS-QNPMLVKATVRDWTDGEDMER 233 
A.lyrata_D7KFI6                     CPSLGLKAEDYMMPRKNFPVWDLIS-QNPMLVKATVRDWTDGEDMER 233 
P.trichocarpa_B9HM85                CPSLKLTEADYMMPRKNFPVWDLIS-KNPKLIKAEIHEWNDGAEMER 230 
P.trichocarpa_B9MWQ6                CPSLKLTEADYVMPRKNFPVWDLIS-ENPLLVKAEIHEWINGAELER 236 
R.communis_B9SN55                   CPSLKLTEADYLMPRKNFPVWDLIC-SNPMVIKAEIHEWTDGEELGR 230 
R.communis_B9T693                   CPGLKLTHADYMMPRKNFPVWDLIC-GNPTPIRADIHEWTNGEEFER 226 
G.max_C6TBH9                        CPSLRLKERDFMMSRKNFPVWDLIC-KDPLLVKAEIHGWSDGEELEQ 229 
G.max_1KGE6                         CPSLRLKERDFMMPRKNFPVWDLIC-KDPLLVKAEIHGWSDGEELEQ 229 
G.max_I1KUW2                        CPSLRLKERNFMMPRKNFPVWDLIC-KDPLLVKAEIHGWSDGEELEQ 229 
P.vulgaris_D7PEX6_PvHAD1            CPSLRLKEKDFMMPRKNFPVWALIC-RDPSAVKAEIHGWSDGEELEQ 228 
P.vulgaris_A4ZVI5_PvPS2             CPSLRLIEKDFMMPRKNFPVWDLIC-KDPSVVKAENHGWSDGEELEQ 228 
L.japonicus_I3S8Y2                  CPSLRLKQRDFMMPRKNFPVWDLIC-KDPSLLKAEIHGWTDGEELEQ 229 
M.truncatula_I3SND6                 CPSLRFKERDFVMPRKNFPVWDLIC-KDPSLVKAEIHGWCDGEELEQ 231 
M.truncatula_A2Q3B8                 CPSLSLKEKDFVMPRKNFPVWDLIC-KDPSLVKAKIYEWSDGEEQER 229 
M.truncatula_G7ZWH8                 CPSLRLKEKDFVMPRKNFPVWDLIC-KDPSLVKAKIYEWSDGEDQER 228 
G.max_I1MCY1                        CPSLRLKDKDFVMPRKNFPVWELIC-KDPLLIKAEIHEWSDGEELER 229 
L.esculentum_Q9FPR1_LePS2_1         CPSLKLREADFVMPRKDFPAWNLIN-KNRTLVKAGVHEWTNGKELEH 226 
L.esculentum_Q8GRL8_LePS2_2         CPSLKLREADFVMPRKDFPAWNLIN-KNRTLVKAGVHEWTNGKELEH 226 
L.esulentum_Q8GUC1_LePS2_3          CPSLKLSEADFVMPRKDFPAWNLIN-KNRTLVKATVHEWTNGQELEH 226 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      CPSLKLMETDFVMPRKDFPAWNLIN-ENRTLVKAAVHEWTDGEEFEH 229 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      CPSLKLMEADFVMPRKDFPAWNLIN-KNRTLVKATVHEWADGEEFEH 229 
S.tuberosum_PGSC0003DMG4020048      CPSLKLREGDFVMPRKDFPAWNLIN-KNRTLVKAAVHEWTDGEELER 229 
L.esculentum_K4BMU1                 CPSLKLKEQDFVMPRKDFPVWKLIN-ENHDLVKAEIHGWSDGEEQEQ 231 
S.tuberosum_SGN-U278474             CPSLKLKEQDFVMPRKDFPVWKLIN-ENRDLVKAEIHGWSDGEEQEH 231 
V.vinifera_D7U028                   CPSLKLGDGDYVMPRKNFPLWDLIC-RNPNLIKAEVHEWSDGEELEH 226 
G.max_C6THU3                        CPSLKLKDRDYLMPRKNFPLCDLVS-ENSKHIKAEVHAWRDGEELYD 228 
G.max_K7M947                        CPSLKLKDRDYLMPRKNFPLCDLVS-ENSNLIKAEVHAWRDGEELYD 229 
P.vulgaris_E5D6S8_PvPS2-2           CPSLKLKEKDYLMPRRNFPLCDLVS-KNPNHIKPEVHAWRNGEELYD 227 
G.max_C6SZJ1                        CPSLRLKDGDYVMPRKDFPLCDLVS-KNSNKIKAEVHGWRDGKELEH 228 
G.max_I1KGE5                        CPSLRLKDGDYVMPRKDFPLCDLVS-KNSNKIKAEVHGWRDGKELEH 245 
G.max_I1KUW1                        CPSLRLKDSDYLMPRKDFPLCDLVS-KNSNKIKAEVHGWRDGKELEH 228 
L.japonicus_I3T6F3                  CPSLKLKDSDYLTPRTNFRLCDLVS-KNSNAIKAEVHAWRDGAELEN 232 
M.truncatula_B7FI56                 CPSLKLKESDYLMPRMNFALSDLVS-KNSNDIKAHVHGWRDGEELEN 229 
P.trichocarpa_B9INJ1                CPALTLKETDALMPRKNFPLWELIC-NNKMLVEANIQEWSDWEELES 230 
V.vinifera_D7STM9                   CSGLKLGEGDYLMPRKNYPIWEIIC-SNPKLIKSKINEWSNGEELEK 228 
R.communis_B9RKA9                   CPTLKLREGDYVMPRRDYPLWNRIC-SNPTLVKAEVHDWSSGEELGE 229 
S.tuberosum_PGSC0003DMP4000642      CPTLKLDKGDHVMPRKGFPLWDRLL-SDPNLLKADYHEWSNGEELES 222 
A.thaliana_Q9SU92_AtPECP2           CPTLKLRECDFVMPRTNYPLWKKIS-DNPLLIKAEVKEWSSAEEQQR 230 
A.lyrata_D7MCK8                     CPTLKLRECDFVMPRTNYPLWKKIS-DNALLIKAEVKEWSSAEELQR 230 
V.vinifera_D7TBA2                   CPSLKLGHGDYVMPRKNYPLWNLIC-GDPMHIKAQVLEWSDGEELEK 229 
G.max_C6SZJ9                        CPTLKLKGGDFVMPRKNYPLWNKIH-SDPKLVAAQLHDWSTGEDLET 235 
M.truncatula_G7LJK6                 CPTLKLEGGDFVMPRKNYPLWNRIC-SDPKLVHAKVHDWSNGEELES 228 
P.patens_A9RMS9                     CPSLKLIHGDHILARHGFPLLKFLK-ANIGSVKANLHEWTTARDVEK 228 
S.moellendorffii_D8SBA0             CPSLRLKVDDHLLARVEFPLAKHIE-NNREIFKANLHLWSSPKDIEN 226 
P.sitchensis_A9NLR1                 CPSLKLGSEDHVLARQEYPLWKLLG-QNPDLVKAQVHSWSNAKDVED 228 
B.distachyon_I1HR17                 CPSLRLGRDDFVMPRRGFPVWDLIC-ENPGLLQAEVHPWSDGGDMEE 225 
H.vulgare_F2DKT3                    CPSLRLAREDFMMPRKGFPVWELIC-ENPGLLQAEVHPWSDGKDMEE 232 
O.glaberrima_I1NRA5                 CPSLRLGRDDFMMPRRGFPVWELIC-EDPSLLQAEVHPWADGAEMEE 231 
O.sativa_Q8W0E7_OsACP1              CPSLRLGRDDFMMPRRGFPVWELIC-EDPSLLHAEVHSWADGAEMEE 231 
O.brachyantha_J3L3K4                CPSLRLGRGDFMMPRKGFPVWDLIC-EDPSLLQAEVHPWTDGQEMEE 229 
S.bicolor_C5XID0                    CPSLRLAREDFMMPRRGYPVWDLIR-EDPARVQAEVHPWADGADLEE 232 
Z.mays_B6TXH8                       CPALRLAREDFVMPRRGFPVWDLIC-EDPARLQAEVHPWADGAELEE 231 
S.italica_K3XQG7                    CPSLRLAREDFVMPRRGFPVWDLIC-EDPAR--AEVHPWADGAEMEA 227 
Z.mays_B4F825                       CPALRLARTDFVMPRRGYPVWDLIC-EDPARLQAEVHPWTDGAELEE 237 
O.glaberrima_I1NYN4                 CPSLKLTEMDYVMPRKGYPVWDLIAGGDRAAVRADVREWADFEDLEA 243 
O.sativa_Q6H6J4                     CPSLKLTEMDYVMPRKGYPVWDLIAGGDRAAVRADVREWADFEDLEA 243 
S.italica_K3YUH3                    CPSLKLREGDYVMPRAGYPVCDLIGGAPPAAA---VREWDGFEDLAR 241 
Z.mays_C4JC34                       CPSLKLRGGDYVMPRAGHPLCDLIAASPPAAA---VRGWAGFEDLAR 249 
O.sativa_A2ZV38                     CPSLKLGEGDYVMPKEKYPLWNLIS-SNKQLLKAEVHPWNNGEELEQ 243 
S.bicolor_C5XQ80                    CPSLKLGEGDYVMPKENYPLWNLIC-NNKQLLKAEVHPWNSGEELEK 236 
B.distachyon_I1HP49                 CPSLKLREGDYVMPKENYPLWNLIT-SNKQLLKAEVHAWNTGEGLER 229 
                                       . *       : .:                                 



                                                                                                                                     ANHANG 

 P

A.thaliana_Q67YC0_AtPPsPase1        ILIGTIEEIRLEEEKE--------KMLTSAENNCKMQTISIGINNVHHEP 283 
A.lyrata_D7KR62                     ILIGTIEEIILEEEKE--------KMLTSAENNCKLQTISVGINNVHHEP 282 
A.thaliana_Q9FZ62_AtPECP1           ILMEIINEIMSSEEGE-EN----DKMLSS--ENCK---ISVGI---VHEP 270 
A.lyrata_D7KFI6                     ILMEIINEIMSLEEEE-DQ----DKMLSS--ENCK---ISVGI---VHEP 270 
P.trichocarpa_B9HM85                VLLQIIERISREEINS-NS----AKLFSAD---CKLQTISIAG-----HD 267 
P.trichocarpa_B9MWQ6                VLLQIIERISTDEISS-NS----AQLLSAD---CKLQTISIAA-----HE 273 
R.communis_B9SN55                   VLIEIIDRICLEERNG-SS----DQLFSSD---CKLQTVSIA-------- 264 
R.communis_B9T693                   VLLRIIDSISMNES----------AQFSTD---SKLMPIPIPA-----HE 258 
G.max_C6TBH9                        VLLHLINKISMEEN---------AQFISSD---CKLQTLSVS-----ALE 262 
G.max_1KGE6                         VLLHLINKISMEEN---------AQFISSD---CKLQTLSVS-----AHE 262 
G.max_I1KUW2                        VLLHLINKISMEENVH-------EQLIASD---CKLQTLSVS-----A-- 262 
P.vulgaris_D7PEX6_PvHAD1            VLVHLISKVSMEHN---------SPFISSD---CKLQILSVS-----AHE 261 
P.vulgaris_A4ZVI5_PvPS2             VLLQLISKVSMEHN---------SPFITSD---CKLQTLSLS-----VLE 261 
L.japonicus_I3S8Y2                  VLLQLISQISMEKD---------ALFMSSD---CKTQTLLIS-----AHE 262 
M.truncatula_I3SND6                 ILIQLINKIIIEDN---------VQFIATD---CKLQTLSIH-----VLE 264 
M.truncatula_A2Q3B8                 VLHQLINKISMEES---------AQFISTE---FNMHTPSFS-----AHE 262 
M.truncatula_G7ZWH8                 VLHQLINKISMEET---------AEFISTE---FKLQTPSFS-----THE 261 
G.max_I1MCY1                        ISLQLINKISLGES---------AQNISAD---CKLET---------IRE 258 
L.esculentum_Q9FPR1_LePS2_1         ILLQWINTINIEE----------SQLLSMEN--CKFQTKHNAA-----HG 259 
L.esculentum_Q8GRL8_LePS2_2         ILLQWINTINIEE----------SQLLSMEY--CKFQTKPNAD-----HG 259 
L.esulentum_Q8GUC1_LePS2_3          ILLQLINTINMEE----------SQLLSVDY--CKLVTMSKAA-----HG 259 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      ILLQLINTITVEE----------NQLLSVEY--CKFQTMSKE-------- 259 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      ILLQLINTISVEE----------SRLLSVEY--CKFQTMSKAT-----HG 262 
S.tuberosum_PGSC0003DMG4020048      ILLQLINTINIEE----------SQLLSLEF--CKFQTIPKAA-----HG 262 
L.esculentum_K4BMU1                 ILLQIIKTISMED----------NQFLSVD---CKFQTIPINAV----HE 264 
S.tuberosum_SGN-U278474             ILLQIIKTISMED----------NQFLSVD---CKFQTIPINAV----HE 264 
V.vinifera_D7U028                   GLLHLIKKISEENNAN-NNSAA-AQLISVD---CKFETMAAQA------- 264 
G.max_C6THU3                        VLLHFIDKAIGE-GNK-NIISS-TPIVSVD---CKLGSISIEAHK----- 267 
G.max_K7M947                        VLLHFINKAIGE-GNG-SISSS-TPIISVD---CKLEFN----------- 262 
P.vulgaris_E5D6S8_PvPS2-2           VMLHIINKIIGEEGKN-SVSSSSTPTISID---CKLGSISIDLHNN---- 269 
G.max_C6SZJ1                        VLLHVIDKEIGE--RN-NINNS-TQKVSVD---CKMGPIAIDTRQ----- 266 
G.max_I1KGE5                        VLLHVINKEIGE--GN-NINNS-TQKVSVD---CKMGPIAIDTRQ----- 283 
G.max_I1KUW1                        VLLHVINKAIGE--GS-NINNS-TQKVSVD---CKMGPIPIDTLQ----- 266 
L.japonicus_I3T6F3                  VLLHIINKTINGEGSN-GTSGS-TPIISVD---CKFGTISIDGHN----- 272 
M.truncatula_B7FI56                 VLLHIINKANIGKGN---IVG--PKIISVD---CKMGNISIDAHK----- 266 
P.trichocarpa_B9INJ1                KLHNLTNTIFIEEKCS-VRA---DQLVPVD---CKFQTSSIS-------- 265 
V.vinifera_D7STM9                   ILLHLITTISIEEKCN-MRS---DKCQASS---MDSHKTFQS-------- 263 
R.communis_B9RKA9                   ILLHLINTIFTAKNIQ-SSNSNQLN------------------------- 253 
S.tuberosum_PGSC0003DMP4000642      ILL----------------------------------------------- 225 
A.thaliana_Q9SU92_AtPECP2           ILLQLVSTITKEEDS----------------------------------- 245 
A.lyrata_D7MCK8                     ILLQLVSTITKE-------------------------------------- 242 
V.vinifera_D7TBA2                   VLLHLIDTISIEENIS-NGTSTQSKSSQSQVSENAGTHP----------- 267 
G.max_C6SZJ9                        ILLNLINKISL--------------------------------------- 246 
M.truncatula_G7LJK6                 ILLNLVNKAT---------------------------------------- 238 
P.patens_A9RMS9                     LFRTLLLT------------------------------------------ 236 
S.moellendorffii_D8SBA0             HLLDILDLRAT--------------------------------------- 237 
P.sitchensis_A9NLR1                 CLCKLLMP------------------------------------------ 236 
B.distachyon_I1HR17                 TLLRLVR----------KVLVEESRLLPLDC----CKLES-LPVAAVQDG 260 
H.vulgare_F2DKT3                    TLLRLIS----------RVLVEESQLLPLD-----CKLES-LPVA-VQDG 265 
O.glaberrima_I1NRA5                 TLLRLVG----------RVLLEERNLPPLD-----CKLES-LPAVAVQDG 265 
O.sativa_Q8W0E7_OsACP1              TLLRLVG----------RVLLEERNLPPLD-----CKLES-LPAVAVQDG 265 
O.brachyantha_J3L3K4                TLLRLGGGGGVGG----GVLLEARNLPALD-----CKLES-LPAVAVQDG 269 
S.bicolor_C5XID0                    TLLRLVG----------RALVEEAALPPP----LDCKLESTMPVAAQDGG 268 
Z.mays_B6TXH8                       TLLRLVG----------RARVEEAALLPP----LDCKLES-MPVAAQEGM 266 
S.italica_K3XQG7                    TLLGLVR----------RVLVEDAAALLP----LDCKLESSIPVTAAQDG 263 
Z.mays_B4F825                       TLLRLVR----------RAVVEDAALPPPPPPPLDCKLES-MPVAAQDG- 275 
O.glaberrima_I1NYN4                 VLLGIVAECLTS-------EHDDADDDGGEAAPPAECRALPATLASVQEA 286 
O.sativa_Q6H6J4                     VLLGIVAECLTS-------EHDDADDDGGEAAPPAECRALPATLASGQEA 286 
S.italica_K3YUH3                    VLLGIVDDEIARAAVTTTTEQDDAAAMNAAVVGAVVVPDCRALPARQEAA 291 
Z.mays_C4JC34                       VLLGIVDGEIAR-----------AAAEEGAGAGVVVV-----VPARQEA- 282 
O.sativa_A2ZV38                     TLLKLVNKLITPP----------AQPSQFEY-KCDMSNPVSTEVG--QAL 280 
S.bicolor_C5XQ80                    TLLKLVSKMIAAP----------AQASQFDYSKCEMSNPAIQHP----AL 272 
B.distachyon_I1HP49                 ILLQLVNKLITPP----------AQVTQVDY-KCEISNPVSKEVGHHQTL 268 
                                                                                       
 



                                                                                                                                     ANHANG 

 Q

A.thaliana_Q67YC0_AtPPsPase1        ILPRALRVSQSS------------------- 295 
A.lyrata_D7KR62                     ILPRALRVSQSS------------------- 294 
A.thaliana_Q9FZ62_AtPECP1           -----IQVPLNLVK----------------- 279 
A.lyrata_D7KFI6                     MVPLALQVPLNLVK----------------- 284 
P.trichocarpa_B9HM85                AMPQALSVTQ--------------------- 277 
P.trichocarpa_B9MWQ6                GLPQPLSVTQ--------------------- 283 
R.communis_B9SN55                   ALPQAVPVPR--------------------- 274 
R.communis_B9T693                   ALPRQ-------------------------- 263 
G.max_C6TBH9                        GLPKALPVRP--------------------- 272 
G.max_1KGE6                         DLPKVLPVRP--------------------- 272 
G.max_I1KUW2                        ------------------------------- 
P.vulgaris_D7PEX6_PvHAD1            AIPKALPVRP--------------------- 271 
P.vulgaris_A4ZVI5_PvPS2             ALPKALPLRP--------------------- 271 
L.japonicus_I3S8Y2                  PLPKVLHVRPKLESLPVAVQDGVPMPLGVKN 293 
M.truncatula_I3SND6                 SLPKALPVGP--------------------- 274 
M.truncatula_A2Q3B8                 TLPKALHVLL--------------------- 272 
M.truncatula_G7ZWH8                 AMPKALRVLH--------------------- 271 
G.max_I1MCY1                        PFPQVLLAHR--------------------- 268 
L.esculentum_Q9FPR1_LePS2_1         ALPRPLPVPY--------------------- 269 
L.esculentum_Q8GRL8_LePS2_2         ALPRPLPVPY--------------------- 269 
L.esulentum_Q8GUC1_LePS2_3          ALPQALPVPY--------------------- 269 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      ALPLALPVPY--------------------- 269 
S.tuberosum_PGSC000DMT40001234      ALPPALPVPY--------------------- 272 
S.tuberosum_PGSC0003DMG4020048      ALPQALPVPY--------------------- 272 
L.esculentum_K4BMU1                 AITKALPVPY--------------------- 274 
S.tuberosum_SGN-U278474             AMPKALPVPY--------------------- 274 
V.vinifera_D7U028                   -LPQALPVPH--------------------- 273 
G.max_C6THU3                        PLPRAIPVPQ--------------------- 277 
G.max_K7M947                        ------------------------------- 
P.vulgaris_E5D6S8_PvPS2-2           PLPKALPVPQ--------------------- 279 
G.max_C6SZJ1                        PLPKALSVSY--------------------- 276 
G.max_I1KGE5                        PLPKALSVPQ--------------------- 293 
G.max_I1KUW1                        PLPKALSVPQ--------------------- 276 
L.japonicus_I3T6F3                  PFPKALSVPI--------------------- 282 
M.truncatula_B7FI56                 HFPEALSVPN--------------------- 276 
P.trichocarpa_B9INJ1                APAFQFLSRC--------------------- 275 
V.vinifera_D7STM9                   VLPVPH------------------------- 269 
R.communis_B9RKA9                   ------------------------------- 
S.tuberosum_PGSC0003DMP4000642      ------------------------------- 
A.thaliana_Q9SU92_AtPECP2           ------------------------------- 
A.lyrata_D7MCK8                     ------------------------------- 
V.vinifera_D7TBA2                   ------------------------------- 
G.max_C6SZJ9                        ------------------------------- 
M.truncatula_G7LJK6                 ------------------------------- 
P.patens_A9RMS9                     ------------------------------- 
S.moellendorffii_D8SBA0             ------------------------------- 
P.sitchensis_A9NLR1                 ------------------------------- 
B.distachyon_I1HR17                 MPMP-LGVKNV-------------------- 270 
H.vulgare_F2DKT3                    MPMP-LGVKN--------------------- 274 
O.glaberrima_I1NRA5                 MPMT-LRIKN--------------------- 274 
O.sativa_Q8W0E7_OsACP1              MPMT-LRIKN--------------------- 274 
O.brachyantha_J3L3K4                MPMP-LRIKN--------------------- 278 
S.bicolor_C5XID0                    MPIMPLGVKN--------------------- 278 
Z.mays_B6TXH8                       GPIMPLGVKH--------------------- 276 
S.italica_K3XQG7                    MPIMPLGVKN--------------------- 273 
Z.mays_B4F825                       MPIVPLGVKN--------------------- 285 
O.glaberrima_I1NYN4                 ILPKAVHVPN--------------------- 296 
O.sativa_Q6H6J4                     ILPKAVHVPN--------------------- 296 
S.italica_K3YUH3                    LLPQAVRVPN--------------------- 301 
Z.mays_C4JC34                       LMPQAVRVPN--------------------- 292 
O.sativa_A2ZV38                     RVPH--------------------------- 284 
S.bicolor_C5XQ80                    RVPH--------------------------- 276 
B.distachyon_I1HP49                 PVPN--------------------------- 272 
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