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1 Einleitung

1.1 Funktion und Vorkommen von Phosphat und Phosphit

Phosphor ist ein essenzielles Element in allen lebenden Systemen. Pflanzen nehmen Phosphor
in seiner vollstindig oxidierten Form als Orthophosphat (H,PO4, Pi) auf. Die biologische
Funktion von Phosphat ist vielféltig. Phosphat ist Bestandteil von Nukleinsiduren, Coenzymen
und Zuckerphosphaten. Es ist in Phospholipiden enthalten, die ein Strukturelement
biologischer Membranen sind. Die energiereichen Phosphorsdureanhydrid-Bindungen in ATP
und Pyrophosphat (PPi) spielen eine wichtige Rolle im Energiestoffwechsel. Die
Phosphorylierung und Dephosphorylierung verschiedener Proteine hat eine Schliisselfunktion
bei der Ubermittlung von Signalen innerhalb und zwischen Zellen, wodurch Prozesse wie
Zellteilung, Differenzierung, Stoffwechsel, Pathogenabwehr und Reaktionen auf abiotischen
Stress gesteuert werden (Tena et al., 2001). Phosphat iibt aulerdem einen regulierenden
Effekt auf grundlegende biochemische Prozesse wie Photosynthese, Respiration und zentralen
Kohlenstoffwechsel aus (Sivak & Walker, 1986, Paul & Stitt, 1993, Theodorou & Plaxton,
1995). Dies macht Phosphor zu einem der wichtigsten Makronédhrstoffe fiir den
Pflanzenstoffwechsel und das Pflanzenwachstum.

Obwohl Pi lebensnotwendig ist, ist es einer der am meisten limitierten Néhrstoffe in vielen
terrestrischen und aquatischen Okosystemen (Bieleski, 1973). Zum einen ist seine Aufnahme
durch die Wurzel der Pflanzen aufgrund sehr niedrigen Diffusionsrate von Pi im Boden (107
bis 10" m’™) beschrinkt (Schachtman et al, 1998). Zum anderen besitzt Pi hohe
komplexbildende Eigenschaften. Ungefihr 80 % des gesamten Pi im Boden ist in Form von
schwer loslichen anorganischen (Al-, Fe- und Ca-Phosphat) oder organischen (Phytat,
Phospholipide, Nukleinsduren) Komplexen gebunden (Holford, 1997). Obwohl der gesamte
Pi-Gehalt im Boden hoch ist, ist die losliche und damit fiir Pflanzen zugéngliche
Konzentration von Pi niedrig und iibersteigt selten 10 uM (Marschner, 1995).

Reduzierte Phosphorverbindungen wie z. B. Phosphit (H,POj;", Phi) kommen in der Natur
ebenfalls vor. Phosphite, vor allem KH,POs und AIPOs, finden eine breite Anwendung in der
Landwirtschaft, hauptsidchlich als Wirkstoff gegen Pilzbefall. Durch seine extensive
landwirtschaftliche Anwendung gelangt Phi heutzutage in betrdchtlichen Mengen in die
Umwelt. Der Phi-Eintrag wird in den terrestrischen und aquatischen Okosystemen zusétzlich
durch industrielle Abwisser und Abfille wesentlich erhoht (Ohtake et al., 1996). Dies fiihrt

zur enormen Belastung der Bodenfauna und -flora sowie der Kulturpflanzen (McDonald et
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al., 2001a, Malusa & Tosi, 2005). Insbesondere bei suboptimaler Pi-Versorgung und Pi-
Mangel konnte Phi direkte Konsequenzen fiir den industriellen Pflanzenbau haben. Die Rolle
von Phi im Pflanzenstoffwechsel wie auch im gesamten Okosystem muss deshalb im
Zusammenhang mit der gleichzeitigen Pi-Versorgung betrachtet werden. Darum werden in
den folgenden Kapiteln der Einleitung die Anpassungsstrategien von Pflanzen an Pi-Mangel
ausfithrlich besprochen. Das letzte Kapitel der Einleitung ist der landwirtschaftlichen

Relevanz von Phi gewidmet.

1.2 Die Bedeutung der Pi-Homoostase fur den Stoffwechsel in
Pflanzen

Der Ablauf vieler physiologischer Prozesse hingt von einer stabilen Pi-Konzentration im
Cytoplasma ab. Die Photosynthese und der Verlauf des zentralen Kohlenstoffwechsels
wiahrend der Licht- und Nachtperiode stehen in enger Verbindung mit der Pi-Homdostase.
Verschiedene Translokatoren in der inneren Hiillmembran der Plastiden transportieren
Kohlenstoffgeriiste (z. B. Triosephosphate, Hexosephosphate, Phosphoenolpyruvat) im
Austausch gegen Pi (Weber et al, 2005). Diese Transportprozesse sind wichtige
Schnittpunkte primérer Stoffwechselwege mit den verschiedenen intraorganellen und
cytoplasmatischen Pi-Pools der Zelle. Ist die Pi-Homdostase gestort, werden auch die
Transportprozesse dieser Metaboliten beeintriachtigt. Beispielsweise werden die wihrend der
photosynthetischen CO,-Fixierung gebildeten Triosephosphate (Dihydroxyacetonphosphat, 3-
Phosphoglycerat) fiir die Synthese von Saccharose in das Cytoplasma exportiert, um nicht-
griine, heterotrophe Pflanzengewebe wie Wurzeln, Knollen und Friichte mit Kohlenhydraten
zu versorgen (Hammond & White, 2008). Der Export der Triosephosphate findet {iber einen
Triosephosphat/Pi-Translokator statt, der gleichzeitig das im Cytoplasma freigesetzte Pi
zuriick in die Plastiden importiert. Den Import von Phosphoenolpyruvat (PEP) in die
Chloroplasten vermittelt ein anderer PEP/Pi-Translokator. Dort wird PEP zur Synthese von
aromatischen Aminosduren iiber den Shikimat-Weg verwertet. In Amyloplasten werden
Stirke und Fettsduren aus Glukose-6-Phosphat (Glc-6-P) synthetisiert. Ein Glc-6-P/Pi-
Translokator tauscht Glc-6-P gegen Triosephosphat oder Pi aus. Auch in Mitochondrien ist
der Pi-Import essenziell fiir die oxidative Phosphorylierung von ADP zu ATP. Ohne den
stetigen Ausgleich der Pi-Bilanz konnte aus der Atmungskette kein ATP gewonnen werden.

Aus diesen Beispielen wird ersichtlich, dass Pi-Mangel zum Erliegen zahlreicher

physiologischer Prozesse fithren kann. Darum sind die cytoplasmatische Pi-Konzentration



Die Bedeutung der Pi-Homdostase fiir den Stoffwechsel in Pflanzen | 3

und die Aufrechterhaltung des Pi-Gleichgewichtes (Pi-Homoostase) durch entsprechende
Translokatoren von groBer Bedeutung fiir die Pflanzengesundheit und den physiologischen

Status der Zellen.

1.2.1 Zellulare Pi-Homdoostase: cytoplasmatische und vakuolare Pi-Pools

Die Phosphorsidure ist eine mehrprotonige Sdure und ihre Protolyse ist eine Funktion des pH-
Wertes. Im Cytoplasma existierten Phosphat-Anionen ungefdhr in gleichen Mengen als
H,PO4 und HPO,” (pK=7.2). In der Vakuole findet sich Pi vorwiegend in seiner
monovalenten Form (H,POs, pK=2.1). Wihrend der cytoplasmatische Pi-Pool bei
ausreichender Pi-Versorgung relativ konstant gehalten wird, fungiert die Vakuole als
Speicherkompartiment fiir Pi (Lee et al., 1990, Lee & Ratcliffe, 1993). Dies konnte durch in
vivo *'P-NMR Untersuchungen gezeigt werden. Durch die pH-abhingige chemische
Verschiebung von Pi konnten der cytoplasmatische (pH=~7.0) und der vakuolire (pH=~5.0)
Pi-Pool als zwei getrennte Signale in der Pflanzenzelle detektiert werden (Loughman et al.,
1989). Der vakuolédre Pi-Pool beinhaltet 85-95 % des Gesamtphosphats in der Zelle (Bileski
& Ferguson, 1983). Die in vivo NMR-Messungen zeigten, dass der vakuoldre Pi-Pool
Fluktuationen in der cytoplasmatischen Pi-Konzentration kompensiert (Mimura, 1995,
Mimura et al., 1996). Erst wenn die vakuoldren Pi-Reserven komplett erschopft sind, nimmt
Pi im Cytoplasma ab und die Zelle erfahrt einen schweren Pi-Mangelstress (Lee ef al., 1990,
Mimura et al, 1990, Lee et al, 1993). Gleichzeitig werden verschiedene

Rettungsmechanismen induziert, um den Pi-Mangel zu bewailtigen.

1.2.2 Pi-Homdoostase in ganzen Pflanzen

Zur Sicherung der Pi-Homdostase in ganzen Pflanzen werden die Pflanzenorgane durch
Ferntransport {iber Xylem und Phloem mit Pi versorgt. Bei ausreichender Pi-Versorgung wird
Pi liber das Xylem von den Wurzeln zu den jlingeren Bléttern und reproduktiven Organen
transportiert. Unter Pi-Mangel findet =zusdtzlich zum Xylemtransport auch eine
Remobilisierung und Allokation von Pi von dlteren zu jiingeren Blittern (Mimura et al.,
1996) und von Pi-versorgten zu Pi-bediirftigen Geweben statt ("split-root" Experimente, Liu
et al., 1998). Das Wurzelsystem wird unter Pi-Mangel {iber das Phloem mit Pi aus dem Spross
versorgt. Interessanterweise wird ungefdhr 50 % des remobilisierten Phosphats wieder in das

Xylem beladen und zum Spross zuriick transportiert (Jeschke et al., 1997).
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Die genauen Regulationsmechanismen der Pi-Umverteilung innerhalb der Pflanze sind
bislang noch ungeniigend aufgeklirt. Es wurden zwei Mutanten aus Arabidopsis thaliana
beschrieben (phol und pho2), die bei der Regulation der Influx- und Effluxprozesse von Pi
beeintrachtigt sind (Poirier et al., 1991, Delhaize & Randall, 1995). Die phol-Mutante ist
fehlerhaft in der Beladung von Pi zum Xylem. Die Pi-Aufnahme in die Wurzeln bleibt
dagegen vergleichbar der Pi-Aufnahme der Wildtyppflanze. Demzufolge leiden die
oberirdischen Teile der Pflanze an konstitutivem Pi-Mangelstress. Trotz seiner Rolle in der
Pi-Homoostase ist es nicht klar, ob Phol eine regulatorische oder eine Transporter-Funktion
in der Pflanze erfiillt (Wang et al., 2004). Die pho2-Mutante zeigt eine 2- bis 4-fach hohere
Akkumulation von Pi im Vergleich zu Wildtyppflanzen, was auf einen Defekt in der
Beladung in das Phloem hindeutet. Das Pho2-Gen kodiert eine E2-Konjugase, welche eine
Komponente der Pi-Mangelsignaltransduktionskette ist und die Pi-Allokation zwischen
Spross und Wurzeln reguliert (Aung et al., 2006, Bari et al., 2006, Chiou, 2007).

Zur Erhaltung der Pi-Homoostase wirkt in Pflanzen ein komplexes System von
Regulationsprozessen, das die Wahrnehmung der Pi-Levels in den zelluliren und
extrazelluldren Kompartimenten sowie die Verteilung von Pi zwischen Zellorganellen und in
der ganzen Pflanze einschliefit. Zur Aufrechthaltung der Pi-Homdoostase reagieren Pflanzen
mit Anpassungsreaktionen auf morphologischer, transkriptioneller und biochemischer Ebene

auf Pi-Mangel (Raghothama, 1999, Abel et al., 2002, Vance ef al., 2003).

1.3 Wurzelmorphologische Anpassungen unter Pi-Mangel

Das Wurzelsystem der Landpflanzen ist essenziell fiir die Wasser- und Néhrstoffversorgung
der oberirdischen Pflanzenteile. Mangel an freiem Pi im Boden kann charakteristische
Anderungen in der Architektur des Wurzelsystems auslosen, durch welche die Pi-
Verfiigbarkeit fiir die Pflanze verbessert wird (Lynch, 1995, Williamson et al., 2001, Lopez-
Bucio et al., 2003, Lambers et al., 2006). Wurzeleigenschaften, welche die Erschliefung von
Pi und anderen Nihrstoffen aus dem Boden erhohen, sind unter anderem eine erhohte
Wurzelhaarbildung, eine verstiarkte Lateralwurzelentwicklung und bei manchen Pflanzenarten
die Bildung von Proteoidwurzeln. Diese morphologischen Anderungen ergeben ein erhdhtes
Wurzel/SproB3-Verhiltnis, was eine charakteristische, gut messbare Eigenschaft von Pi-
verarmten Pflanzen ist.

Je nach Pflanzenart kénnen bis zu 90 % des gesamten aufgenommenen Pi iiber die
Wurzelhaare in die Pflanzen gelangen (Fohse et al, 1991). Deren Bildung wird durch die
lokale Pi-Verfligbarkeit reguliert (Gahoonia & Nielsen, 1998, Jungk, 2001). Pi-Mangel fiihrt
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zu einer erhohten Dichte und zur Elongation der Wurzelhaare (Bates & Lynch, 1996, Ma et
al., 2001). Dies trdgt zu einer vergroBerten Wurzeloberfldche bei, was die Effizienz der Pi-
Aufnahme aus der Bodenmatrix wesentlich steigert. Die Bedeutung der Pi-Aufnahme durch
Wurzelhaare wurde auch an zwei Mutanten aus A. thaliana (rhd2 und rhd6) gezeigt, die in der
Bildung von Wurzelhaaren beeintrachtigt sind. Unter Pi-Mangel zeigen beide Mutanten
niedrigere Sprossbiomassen, einen geringeren Pi-Gehalt und eine schlechtere Pi-Aufnahme
als die Wildtyppflanzen (Bates & Lynch, 2000).

Ein weiterer Mechanismus zu ErschlieBung von schwer zugédnglichen Nihrstoffen sind
symbiotische Interaktionen zwischen Pflanzenwurzeln und Mykorrhizapilzen. Die
Wurzelsymbiose mit vesikuldr-arbuskuldren (VA) Mykorrhizapilzen verbessert die
Versorgung der Pflanzenwurzel mit Pi (Morgan et al, 2005). Gleichzeitig beliefert die
Pflanze deren Symbiosepartner mit Kohlenhydraten. Die Rolle der VA-Mykorrhiza in der Pi-
Versorgung der Pflanze wurde an Medicago truncatula demonstriert. Hier wurde die
Genexpression von zwei hoch-affinen Plasmalemma Pi-Transportern (M¢PT1 und MtPT2) mit
steigender Mykorrhiza-Kolonisierung reprimiert (Harrison et al., 2002). Dies bedeutet, dass
der symbiotische Mykorrhiza-Pilz die Pi-Versorgung der Pflanzen soweit verbesserte, dass
die untersuchten Pi-Mangelgene in diesen abgeschaltet wurden. Pi wird iiber hoch-affine Pi-
Transporter des Pilzes aufgenommen, die ausschlieBlich in der duBeren (extra-radikalen)
Hyphe lokalisiert sind (Harrison & van Buuren, 1995, Maldonado-Mendoza et al., 2001). Pi
wird dann zur inneren (intraradikalen) Hyphe transportiert, wo ein Efflux zur
periarbuskuldaren Membran folgt und Pi zur Pflanze iibergeht (Harrison et al., 2002).

Manche Pflanzenfamilien, wie zum Beispiel Proteaceae, die auf ndhrstoffarmem und
steinigem Boden wachsen, entwickeln charakteristische Wurzelbiischel (Proteoidwurzeln), die
zur Wurzelsymbiose mit Mykorrhiza eine alternative Anpassungsreaktion auf Pi-Mangel
darstellen (Watt & Evans, 1999, Neumann & Martinoia, 2002). Die physiologische und
biochemische Rolle der Proteoidwurzel ist am besten in Weillen Lupinen (Lupinus albus,
Fabaceae) erforscht (Dinkelaker ef al., 1995). Eine wichtige Eigenschaft von Proteoidwurzeln
ist ihre Fahigkeit, wihrend der Entwicklungsphase grole Mengen von organischen Sduren
und Phosphohydrolasen auszuscheiden, die die Pi-Aneignung aus anorganischen und
organischen Phosphaten erleichtern (Gilbert et al., 1999, Neumann et al., 1999a, Roelofs et
al.,2001).

Es gibt Parallelen in der Wurzelmorphogenese nach Pi-Stress und nach Behandlung mit
Auxin, Athylen und Cytokinin, die vermuten lassen, dass die pflanzlichen Hormone ein

wichtiger Bestandteil bei der Vermittlung der Pi-Mangelsignale und dem Auslésen von
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wurzelmorphologischen Anderungen unter Pi-Mangel sind. Obwohl diese Phytohormone das
Hauptwurzelwachstum und die Bildung von Proteoidwurzeln, Lateralwurzeln und
Wurzelhaaren steuern (Lynch & Brown, 1997, Himanen et al., 2002), existiert bislang kein
klarer Beweis fiir deren Rolle in der Regulation der Entwicklung des Wurzelsystems unter Pi-
Mangel. Die exogene Applikation von Auxin und Athylen 18st sehr oft Reaktionen aus, die
charakteristischen Anpassungen Pi-verarmter Pflanzen entsprechen (Tanimoto et al., 1995,
Gilbert et al., 2000). Die verstirkte Wurzelhaarbildung unter Pi-Mangelstress konnte
beispielsweise iiber ,,Crosstalk“-Mechanismen mit der Athylen-Synthese reguliert werden
(Tanimoto et al, 1995, Lynch & Brown, 2001). Wéhrend Auxin die laterale
Wurzelentwicklung stimuliert, bewirken Cytokinine den umgekehrten Effekt. Das erhdhte
Wurzel/Sprof3-Verhiltnis bei Pi-Mangel ist mit der Abnahme der Cytokininkonzentration
verkniipft (Martin et al., 2000). AuBBerdem reprimieren die Cytokinine die durch Pi-Mangel
ausgeloste Transkription mancher sogenannter PSR-Gene (Phosphate Starvation Responsive-
Gene) wie Phosphatasen, Pi-Transporter und Riboregulatoren (Martin et al., 2000,
Karthikeyan et al., 2002). Nach einem Schliisselfaktor, der die Pi-Homoostase mit dem
Hormonstoffwechsel verkniipft, wird derzeit allerdings noch gesucht (Lopez-Bucio et al.,

2002, Al-Ghazi et al., 2003, Lopez-Bucio et al., 2003).

1.4 Strategien zur Pi-Mobilisierung

Neben morphologischen Anpassungen finden in Pflanzenwurzeln auch biochemische
Anpassungen an Pi-Mangel statt, die zu einer verbesserten Pi-Mobilisierung aus der
Umgebung und auch aus dem intrazelluldren Pi-Pool beitragen. Sekretierte organische Séuren
und  bestimmte  hydrolytische @ Enzyme sind  wichtige  Bestandteile  dieser

Anpassungsreaktionen.

1.4.1 Sekretion organischer Sauren

Phosphat bildet, wie bereits erwédhnt, schwer 16sliche Al-, Fe- und Ca-Komplexe, die den
Pflanzen unzuginglich sind. Al- und Fe-Phosphate kommen vor allem in saurem, Mg- und
Ca-Phosphate vorwiegend in neutralem und alkalischem Boden vor (Hinsinger, 2001). In
Anpassung daran zeigen Kalk-liebende Pflanzen gegeniiber kalzifugen Pflanzen eine hohere
Wurzelsekretion von niedermolekularen organischen Sduren (OA) wie Citrat und Oxalat
(Strom, 1997). Diese Sduren konnen das mineralgebundene Pi und andere Néhrstoffe aus dem

Boden ,.,extrahieren* (Abbildung 1-1, Seite 8) (Ryan et al., 2001). Diese Eigenschaft ist vor
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allem bei Pflanzen ausgeprigt, die Proteoidwurzeln entwickeln konnen (Watt et al., 1999,
Neumann et al, 2002). Im Gegensatz dazu besitzen andere Pflanzen wie Solanum
lycopersicum, Triticum aestivum und Sisymbrium officinale eine sehr geringe Fiahigkeit OA
zu sekretieren, obwohl die intrazelluldire OA-Konzentration in den Wurzelgeweben wihrend
einer Pi-Stressperiode ansteigt (Hoffland ef al., 1992, Neumann & Rémheld, 1999b).

OA werden in der Pflanzenzelle tiber den Citratzyklus in den Mitochondrien oder iiber den
Glyoxylatzyklus in den Glyoxysomen synthetisiert. Die erhohte OA-Synthese korreliert mit
einer erhohten Genexpression und gesteigerten Aktivititen von Enzymen wie PEP-
Carboxylase, Malatdehydrogenase und Citratsynthase, welche eine Schliisselrolle im
Stoffwechsel von OA besitzen (Massonneau et al., 2001, Uhde-Stone et al., 2003). PEP-
Carboxylase wird auch als ,,Bypass*“-Enzym der Pyruvatkinase der im Cytosol ablaufenden
Glykolyse betrachtet (vgl. Kapitel 1.6.2). Pi-Mangel ruft eine erhohte Aktivitdt der PEP-
Carboxylase in diversen Pflanzenspezies hervor (Plaxton & Carswell, 1999). Die Rolle der
PEP-Carboxylase unter Pi-Mangel ist nach Johnson et al. (1994, 1996) eher die nicht-
photosynthetische CO,-Fixierung als ihre anaplerotische Funktion bei der Synthese von
Aminosduren. Die hohe Invertase-Aktivitdt und die Akkumulation von Hexosephosphaten in
der Wurzel von Pi-verarmten Tabakpflanzen, die auf einen erhdhten Kohlenhydratfluss aus
den Blittern in die Wurzel zurlickzufiihren ist, unterstiitzen diese Ansicht (Paul et al., 1993,
Ciereszko et al., 1996).

Uberschiissige Mengen an OA werden entweder in der Vakuole gespeichert oder in die
Rhizosphére ausgeschieden (Lopez-Bucio et al., 2000, Martinoia et al., 2000). Aufgrund ihrer
niedrigen pK-Werte existieren die OA im Cytoplasma (~pH=7.0) in vollig dissoziierter Form
und werden als organische Anionen (OA’) iliber Anionenkanile extrudiert (Jones, 1998,
Neumann et al., 1999b, Hinsinger, 2001, Kollmeier et al., 2001, Pineros & Kochian, 2001).
Die Eigenschaften und die beteiligten Molekiile des OA™-Exportsystems sind aber noch
ungenau bekannt und miissen weiter charakterisiert werden.

Die erhohte Exsudation von OA™ bewirkt eine Azidifizierung der Rhizosphire. Die
Akkumulation von OA” erh6ht die Ausscheidung von Protonen, die durch eine H-ATPase der
Plasmamembran getrieben wird. Dadurch wird die Bodenmatrix angesduert. Der saure pH
bewirkt die Auflosung von mineralischen Pi-Komplexen. Aufgrund ihrer hohen Chelat
bildenden Eigenschaften kénnen OA™ mehrwertige Kationen wie AI’*, Fe’" und Ca*" binden,
und dabei Pi aus den anorganischen Pi-Komplexen verdringen. Auf diese Weise erhdhen sie

das Angebot an 16slichem Pi im Boden.
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Die quantitative und qualitative Zusammensetzung der sekretierten OA™ kann unter den
Pflanzenarten stark variieren. In den Wurzelexsudaten finden sich vorwiegend Citrat’™ und
Malatz', welche eine besonders hohe Affinitdt zu Metallionen aufweisen. Dies ist durch Zahl

und Anordnung der vorhandenen Carboxylgruppen bedingt (Jones, 1998, Ryan et al., 2001).

Cytoplasma Plasmamembran Rhizosphéare

pH~7.0-7.5
aope ||

H* H*-ATPase H*

mineralgebundenes Bodenphosphat:

Ca, Fe, Al-Phosphat

Mitochondrien

Oxalacetat )
Citrat
N

Ca, Fe, Al-Carboxylate
+

@D

Malat TCA Isocitrat

Zyklus
Fumarat a-Ketoglutarat

\
],
nH* nH*

Anionenkanal Citrat
? Malat
~

organisch gebundenes
Bodenphosphat:

Phytat, Nukleinsauren,

Phospholipide

23-oNMP 2 NP ®
RNA K dN+ @D
5-NMP

Succinat ~ Succinyl-CoA

Phosphohydrolasen:
Ribonuklease, Phosphodiesterase,
saure Phosphatase, Phytase

1. Ribonuklease |

2. zyklische Nukleotidphosphodiesterase
3. Phosphatase

4. Bifunktionale Nuklease

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der Mechanismen zur Pi-Mobilisierung aus der Rhizosphédre
(modifiziert nach Neumann et al. (2002) und Abel et al. (2000)). Durch Ausscheidung von H', OA™ und
wurzelsekretorische Phosphohydrolasen (vgl. Kapitel 1.4.2) wird Pi aus anorganischen und organischen
Komplexen im Boden freigesetzt.

1.4.2 Sekretion hydrolytischer Enzyme

In der Bodenmatrix kommt nicht nur mineralgebundenes, sondern auch organisch fixiertes Pi
vor, welches 20-80 % des gesamten Bodenphosphats ausmachen kann. Daher ist die
organische Pi-Fraktion eine gute Quelle, um assimilierbares Pi zu erschlieBen (Schachtman et
al., 1998). Ein in vielen Organismen (Hefe, Bakterien, Pflanzen) verbreiteter Mechanismus
zur Remobilisierung von organisch gebundenem Pi ist die Synthese intra- und extrazellulédrer
Enzyme mit hydrolytischen Aktivitdten wie z. B. Nukleasen und saure Phosphatasen (Duff et
al., 1994, Ticconi & Abel, 2004). Die Rolle der extrazelluliren Phosphohydrolasen ist sehr
wahrscheinlich die Pi-Mobilisierung aus der organischen Bodenmatrix (Miller et al., 2001)

(Abbildung 1-1, Seite 8).
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In vielen Pflanzenspezies steigt die Aktivitdt extrazelluldrer saurer Phosphatasen (APasen)
infolge von Pi-Mangel an (Goldstein ef al., 1988a, Duff et al., 1991b, Li et al., 1997, Gilbert
et al., 1999, Hayes et al., 1999, Miller et al., 2001). In Pi-verarmten S. lycopersicum und L.
albus nimmt beispielweise die Aktivitit von extrazelluldiren APasen um das ~10- bzw. ~20-
fache zu (Tadano & Sakai, 1991). Die APasen sind meistens apoplastische oder
zellwandgebundene Enzyme, welche, wie es scheint, einen guten Zugang zu externen Pi-
Quellen unmittelbar vor dem Wurzelbereich haben (Duff e al., 1991a, Wasaki et al., 1997,
Haran et al., 2000). Sie katalysieren die Hydrolyse von Orthophosphatmonoestern und haben
meistens ein pH-Optimum zwischen 5 und 6 (Duff et al, 1991a). Extrazellulire APasen
haben eine breite Substratspezifitit und konnen ihre Aktivitét iiber einen weiten pH- (4.0-9.0)
und Temperaturbereich (22-48 °C) entfalten (Li & Tadano, 1996).

Die Funktion sekretorischer APasen in der Pi-Mobilisierung aus dem externen, organisch
gebundenen Pi wurde in transgenen Pflanzen aus A. thaliana erstmals schliissig bewiesen.
Nach einer Fusion des Signalpeptides einer ,,Purple Acid Phosphatase* (PAP) aus
Arabidopsis (AtPAP12) mit GFP wurde bei Wachstum auf Pi-freiem Medium die GFP-
Akkumulation nicht nur in lateralem Wurzelgewebe, sondern auch im Wurzelexsudat
nachgewiesen (Haran ef al., 2000). Ferner wurde eine Korrelation zwischen dem exogenen Pi-
Verbrauch und der Aktivitétssteigerung von zwei sekretorischen PAPs, SAP1 und SAP2, in
Zellkulturen und Keimlingen aus S. /ycopersicum nachgewiesen (Bozzo et al., 2002, 2006).
Die Bedeutung der Sekretion von APasen bei der Pi-Remobilisierung wurde weiterhin durch
pup-Mutanten (phosphatase under-producer) bestitigt. Diese Mutanten akkumulierten bei
Wachstum auf Medium mit organischem Pi als alleinige Pi-Quelle deutlich geringere Pi-
Mengen als die Wildtyppflanzen (Tomscha et al., 2004).

Neben den APase-Aktivititen wurden im Medium von Tomatenzellkulturen die extrazelluldre
Ribonuklease RNaseLE und eine 2°:3‘-zyklische Nukleotidphosphodiesterase nachgewiesen
(Niirnberger et al., 1990, Abel et al., 2000). Die extrazellulire RNaseLE depolymerisiert
RNA zu 2°3°-cNMPs, welche durch die akzessorische Wirkung der Phosphodiesterase
vorwiegend zu 3‘-dNMPs hydrolysiert werden. Durch APasen wird Pi aus den 3‘-dNMPs
regeneriert. Der wichtige Beitrag sekretorischer Nukleasen und Phosphatasen an der Pi-
Aneignung aus Nukleinsduren wurde dadurch bestitigt, dass A. thaliana Keimlinge auf DNA-
haltigem aber Pi-freiem Medium wachsen konnen (Chen et al., 2000). Im Gegensatz dazu
konnen psri-Mutanten (phosphate starvation responsel) unter diesen Bedingungen nicht
wachsen, da sekretorische Phosphohydrolasen in diesen Mutanten nicht induziert werden

konnen (Chen et al., 2000).
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Diese Beispiele zeigen, dass die Zusammenwirkung verschiedener sekretorischer
Phosphohydrolasen ein weiterer integraler Bestandteil der pflanzlichen Mechanismen zur
Bewiltigung von Pi-Mangel ist. In welchem Umfang sekretorische Enzyme fiir die Pflanze
zur Pi-Aneignung beitragen, insbesondere wenn sie in einer direkten Konkurrenz mit

mikrobiellen Phosphohydrolasen stehen, muss allerdings weiter untersucht werden.

1.4.3 Intrazellulare Pi-Remobilisierung

Die Remobilisierung von Pi aus zelleigenen Pi-Quellen ist eine weitere Strategie zur
Aufrechthaltung der Pi-Homdostase. Die Uberlebenschance der Pflanze unter starken Pi-
Mangelbedingungen kann zum Beispiel durch den Abbau von RNA-Molekiilen erhoht
werden. In Zellkulturen von S. Ilycopersicum wurden neben der extrazelluliren RNaseLE
(Niirnberger et al., 1990) auch vier weitere intrazelluldre Ribonukleasen isoliert, die eine
vakuoldre (RNasen LV1-3, Kock ef al., 1995) und eine intrazellulire aber extravakuolire
Lokalisation aufweisen (RNaseLX, Lehmann et al., 2001). Die Transkripte der RNasen LE
und LX werden spezifisch bei Pi-Mangel akkumuliert (Kock et al., 2006). Eine erhebliche
Induktion von RNasen aufgrund Pi-Mangel wurde auch in anderen Pflanzenarten
nachgewiesen (Bariola et al., 1994, Dodds et al., 1996).

Eine weitere Hauptquelle des endogenen Recyclings von Pi ist die Phospholipidfraktion der
Zelle. Wihrend eines Pi-Mangels werden Phospholipide abgebaut und durch Sulfolipide und
Pi-freie Galaktolipide wie Digalaktosyldiacylglycerol und Monogalaktosyldiacylglycerol
ersetzt (Hartel et al., 2000, Jouhet et al., 2004). Dabei steigt voriibergehend der Gehalt an
Phosphatidylcholin (Jouhet et al., 2003), welches schnell durch Phospholipasen hydrolysiert
wird (Nakamura et al., 2005, Cruz-Ramirez et al., 2006, Li et al., 2006).

Durch die Induktion intrazelluldrer Phosphatasen wird der Endabbau von Phospholipiden und
RNA unterstiitzt, indem sie, dhnlich wie bei der extrazelluliren APasen, Pi aus organischen
Verbindungen freisetzen (Baldwin ef al., 2001, Stenzel et al., 2003). Weiterhin werden durch
Phosphatasen Pi-verbrauchende Reaktionsschritte in der cytosolischen Glykolyse tiberbriickt
(vgl. Kapitel 1.6.2).

Die koordinierte Aktivierung von Phosphatasen, Ribonukleasen und Phosphodiesterasen
ermdglichen der Pflanze eine effektive extra- und intrazelluldre Pi-Mobilisierung. Dies ist
Teil eines Rettungssystems aus PSR-Genen, zu dem auch hoch-affine Pi-Transporter gehoren

(Goldstein et al., 1988a).



Pi-Aufnahme aus der Umgebung |11

1.5 Pi-Aufnahme aus der Umgebung

1.5.1 Pi-Transportsysteme

Pflanzen erhohen ihre Transportkapazitdt bei Pi-Mangelstress, um die Aufnahme von Pi zu
verbessern (Bucher, 2007). Kinetische Studien lassen in Pflanzenzellen multiple
Transportsysteme erkennen, die sich in ihrer Affinitét (K,,, Michaelis-Menten-Konstante) und
Absorptionsfahigkeit (V,,.r, maximale Transportgeschwindigkeit) gegeniiber Pi unterscheiden.
Die Pi-Transportsysteme werden in der Literatur meistens anhand ihrer Pi-Influxisothermen
entweder als hoch-affine oder als niedrig-affine Systeme klassifiziert, obwohl fiir manche
Pflanzen wie Zea mays bis zu sieben verschiedene Influxisothermen gemessen wurden (Nandi
et al., 1987). Unter Pi-Mangel wurden Transportsysteme mit sehr niedrigem K,-Wert und
erhohter Aufnahmekapazitit gemessen. Diese folgen einer Michaelis-Menten-Kinetik und
werden als hoch-affine Aufnahmesysteme bezeichnet. Der K,,-Wert solcher Transportsysteme
liegt zwischen 3 und 7 uM (Mimura, 1999). Bei hohen Pi-Konzentrationen agieren niedrig-
affine Transportsysteme, deren K,-Werte je nach Pflanzenart oder Gewebe zwischen 50 und
330 uM liegen konnen (Schachtman et al., 1998). In Bezug auf die externe Pi-Versorgung
konnen beide Transportsysteme gleichzeitig oder unabhéngig voneinander funktionieren. In
Lemna gibba wurden beispielsweise Transportsysteme mit zwei unterschiedlichen
Affinitdtskonstanten (K,,;=6-8 uM und K,,,=65-75 uM) detektiert, die ihre V,,,,-Werte unter
Pi-Mangel gleichzeitig erhdhen (Ullrich-Eberius et al., 1984). In Catharanthus roseus wird
bei Pi-Stress zusitzlich zu dem niedrig-affinen (K,=48.8 uM) auch ein hoch-affines
Transportsystem (K,=2.2 uM) induziert (Furihata et al., 1992). In Protoplasten aus Nicotiana
glutinosa und Hordeum vulgare dagegen besteht die Influxisotherme aus einer sdttigbaren
(K»=5.8 uM) und einer linearen Komponente (Mettler & Leonard, 1979, Mimura et al.,
1990). In Nicotiana tabacum wurde sowohl bei ausreichender als auch bei limitierender Pi-
Versorgung iiber die Existenz von nur einem hoch-affinen Aufnahmesystem (K,=2.5 uM)
berichtet, welches bei variierender Pi-Versorgung nur seine Aufnahmekapazitit, d. h. Vg,
dndert (Shimogawara & Usuda, 1995). Die Anderungen in den kinetischen Parametern, K,
und V., konnen aufgrund einer de movo Synthese oder einer post-transkriptionellen
Regulation der beteiligten molekularen Spezies erfolgen. Die Aufklarung der Regulation der
verschiedenen Pi-Transportmechanismen verlangt deren molekulare und biochemische

Charakterisierung (Rausch & Bucher, 2002).
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1.5.2 Arten des Stofftransportes

Der Stoffaustausch iiber eine Membran kann {iber einen passiven Transport (einfache
Diffusion), erleichterte Diffusion oder iiber einen aktiven Transport stattfinden. Mit
Ausnahme der einfachen Diffusion werden die beiden anderen Transportmechanismen iiber
Transmembranproteine vermittelt. Bei der passiven Diffusion findet die Stoffbewegung vom
Bereich hoher Konzentration zum Bereich niedriger Konzentration ohne eine zusétzliche
Energiezufuhr statt. Der Stofftransport wird bei der erleichterten Diffusion durch Poren-
bildende Kanalproteine vermittelt, welche die Membran tunnelartig durchspannen. Nach
Offnung des Kanals findet der Transport ebenfalls entlang des bestehenden Konzentrations-
bzw. Potenzialgradienten so lange statt, bis entweder ein Konzentrationsausgleich erreicht
wird, oder sich das Kanalprotein wieder schlieBt. Der Stoffaustausch kann nur beim aktiven
Transport unter Verbrauch von Energie, z. B. in Form von ATP, gegen ein Konzentrations-
oder Potenzialgefille stattfinden. Transportprozesse, bei denen mehrere Stoffe gleichzeitig die
Membran passieren (Symport oder Antiport) gehoren als sekundér-aktive Prozesse ebenfalls
zur Kategorie der aktiven Transportprozesse.

Bei schlechter Pi-Versorgung ist die Pi-Aufnahme durch das Plasmalemma ein aktiver
Transportprozess (Abbildung 1-2, Seite 13). Zum einen muss Pi aufgrund des enormen
Unterschiedes zwischen der cytoplasmatischen (~5-12 mM, Bieleski, 1973) und externen Pi-
Konzentration (~10 uM, Marschner, 1995) gegen ein steiles Konzentrationsgefille
aufgenommen werden. Zum anderen muss Pi gegen ein Potenzialgefille transportiert werden
(im Cytoplasma: -150 bis -200 mV, Mimura, 1999). Die Pi-Aufnahme verlauft zwischen pH
4.5 und 6.0 mit der hochsten Geschwindigkeit (Ullrich-Eberius ef al., 1981). In diesem pH
Bereich befindet sich die Phosphorsidure vorwiegend in ihrer monovalenten Form (H,POy,
pK=2.1). Demzufolge muss H,PO, das negative Membranpotenzial der Pflanzenzelle
iiberwinden.

Es wird allgemein akzeptiert, dass die Aufnahme von Pi iiber einen H'-Symport abliuft und
dass dieser Symport auf die Funktion einer Plasmalemma-H -ATPase angewiesen ist
(Mimura, 1999, Rausch et al., 2002). Tatsdchlich wird der Pi-Transport von einer Abnahme
des extrazelluldren pH-Wertes begleitet (Sakano, 1990), wahrend das Cytoplasma angeséuert
wird (Ullrich & Novacky, 1990, Mimura ef al., 1992, Sakano et al., 1992). AuBlerdem ist die
Pi-Aufnahme mit einer Depolarisation der Zellmembran verbunden. Wenn nur Pi in die
Zellen transportiert wiirde, wire eine Hyperpolarisation zu erwarten (Ullrich-Eberius et al.,
1981, Ullrich-Eberius et al, 1984). Ferner wurde gezeigt, dass Entkoppler des
elektrochemischen H'-Gradienten, wie FCCP, CCCP und DNP, die Pi-Aufnahme hemmen
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(Mitsukawa et al., 1997, Daram et al., 1998). Aufgrund dieser Studien wurde der Schluss
gezogen, dass der in Pflanzen vorherrschende Pi-Transport ein sekundir-aktiver H'-Symport
ist. In manchen Organismen kann der Pi-Transport auch iiber einen Na -Symport ablaufen.
Na'-abhingige Transportprozesse existieren vor allem in tierischen Systemen, wurden aber
ebenfalls in Bakterien (Lolkema ef al., 1994) und Pilzen (Martinez & Persson, 1998)
beschrieben. Ein Nachweis fiir Na'/Pi-Symport wurde in den griinen Algen Chara corallina
und kiirzlich in vaskuldren Pflanzen erbracht (Reid ef al., 2000, Rausch et al., 2002, Ruiz-
Pavon et al., 2007).
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Abbildung 1-2: Mechanismus des Pi-Transportes durch die Plasmamembran (modifiziert nach Bucher, 2007).
Eine H'-ATPase scheidet H' unter Verbrauch von ATP (primir-aktiver Transport) aus. Dies fiihrt zur
Ausbildung eines Membranpotenzials. Die Pi-Aufnahme findet iiber einen H'/Pi-Symport statt, der durch den
elektrochemischen Gradienten (AuH") getrieben wird (sekundir-aktiver Transport).

1.5.3 Struktur und Funktion von Pi-Transportern

Pi-Transporterproteine werden in drei Gruppen eingeteilt: Phtl, Pht2 und Pht3 (Karandashov
& Bucher, 2005). Diese schlieBen hoch-affine und niedrig-affine Pi-Transporter der
Plasmamembran (Phtl) sowie Phosphattranslokatoren in zelluldren Organellen (Pht3, Pht2)
ein.

Die pflanzlichen Phtl-Transporter sind der Familie der Phosphat-H-Symporter (PHS)
innerhalb der ,,Major Facilitator Super* Familie (MFS) zugeordnet (Pao et al., 1998). Sie
haben eine recht einheitliche Grofe von ~518-587 Aminosduren (Raghothama &
Karthikeyan, 2005). Alle Phtl-Transporter enthalten 12 Transmembrandominen (TMD) und
intrazelluldr lokalisierte N- und C-Termini (Smith, 2001). Zwischen TMD6 und TMD7
besitzen die Proteine eine hydrophile, intrazelluldre Schleife, welche die charakteristische

,016° Struktur der Transporter der MFS-Familie ergibt. Die Funktionsanalyse der heterolog
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in Hefe exprimierten Phtl-Transporter zeigte, dass zu der Phtl-Familie sowohl hoch-affine
als auch niedrig-affine Pi-Transporter gehoren (Rausch et al., 2002, Rae ef al., 2003, Nagy et
al., 2005).

Die ersten Gene, die Phtl-Proteine in vaskuldren Pflanzen codieren, wurden auf der Basis
einer EST Clone Datenbank zuerst aus A. thaliana, danach aus Solanum tuberosum und S.
lycopersicum, isoliert (AtPT1 und AtPT2, Muchhal et al., 1996, StPTI und StPT2, Leggewie
et al.,, 1997, LePTI und LePT2, Liu et al., 1998)*. Diese Gene weisen eine hohe Homologie
zu dem hoch-affinen Pi-Transporter Pho84 aus Saccharomyces cerevisiae auf. Mittlerweile
sind in verschiedenen Pflanzen jeweils zahlreiche Mitglieder der PhtlI-Familie entdeckt
worden (Bucher, 2007, Chen et al., 2007). Ubereinstimmend mit ihrer Rolle bei der
Phosphataufnahme werden Pht/-Gene vorwiegend in rhizodermalen Wurzelzellen, in
Wurzelhaarzellen und in der Wurzelhaube exprimiert (Daram et al., 1998, Karthikeyan et al.,
2002, Schiinmann et al., 2004a). Dariiber hinaus werden Pht/-Gene auch in Bléttern und
Bliitenorganen, also in schnell wachsenden Pflanzenteilen, transkribiert, was auf eine Rolle
bei der internen Pi-Remobilisierung hindeutet. Das rdumliche und zeitliche Muster der
Genexpression und der Akkumulation der entsprechenden Proteine gegeniiber Pi-Mangel
weist auf eine transkriptionelle Regulation der Pi-Transportersynthese hin (Rubio ef al., 2001,
Schiinmann et al.,, 2004b). Dariiber hinaus sind aber auch hoch konservierte
Aminosduresequenzen in Phtl-Transportern bekannt, die auf eine zusdtzliche post-
transkriptionelle Regulation der Transporter hindeuten (Raghothama et al., 2005). Die
Funktion und der Beitrag der Phtl-Proteine bei der direkten Pi-Aufnahme wurden an einer
doppelt knock-out Mutante phtl,; 1444 in A. thaliana aufgeklart, die aufgrund einer stark
verringerten Pi-Aufnahme eine drastische Wachstumshemmung zeigt (Shin et al., 2004).

Der am besten untersuchte Pht2-Phosphattranslokator ist ARAth;Pht2;1 aus A. thaliana
(Daram et al., 1999). Lokalisationsstudien zeigen die Anwesenheit des Proteins in den
Hiillmembranen der Chloroplasten (Versaw & Harrison, 2002). Aufgrund seines hohen K-
Wertes wurde das Protein als niedrig-affiner Transporter eingestuft. Pi-Mangel erhoht die
Transkription des Gens im Spross, aber nicht in Wurzeln. Dies lieB eine Rolle in der Pi-
Allokation vom Leitgewebe in die Blétter vermuten, was durch knock-out Mutanten bestatigt

wurde (Versaw et al., 2002).

* Solanum lycopersicum (Tomate) wurde friiher als Lycopersicum esculentum bezeichnet. Die alte Bezeichung

,,Le“ wurde in den isolierten Genen beibehalten.
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Die dritte Gruppe der Pi-Transporter (Pht3) beinhaltet mitochondriale Translokatoren
(Takabatake ef al., 1999, Nakamori et al., 2002, Rausch et al., 2002). Die mitochondrialen Pi-
Translokatoren befinden sich in der inneren Membran der Mitochondrien und katalysieren
vermutlich einen Pi/H'-Symport, einen Pi/OH -Antiport oder einen Pi-Austausch zwischen

der mitochondrialen Matrix und dem Cytoplasma (Laloi, 1999).

1.6 Stoffwechselveranderungen unter Pi-Mangel

Pi ist ein direkter Reaktionspartner in zahlreichen biochemischen Reaktionen und ein
entscheidender Bestandteil von NTPs. Aus diesem Grund kénnen manche Stoffwechselwege
bei Pi-Mangel nicht oder nur noch eingeschrinkt ablaufen (Fernie et al., 2004, Plaxton &
Podesta, 2006). Um sich an diese Situation anzupassen bzw. Pi ,einzusparen, konnen

Pflanzen Teile ihres Stoffwechsels modifizieren oder umstellen.

1.6.1 PPi-verbrauchende Reaktionen

Im pflanzlichen Cytosol konnen Phosphatgruppen von Adenosin-Phosphaten, Uridin-
Phosphaten und Pyrophosphat (PPi) libertragen werden (Plaxton, 1996). Herabgesetzte ATP-
und ADP-Mengen sind eine allgemeine Folge einer Pi-Unterversorgung und anderer
Stressfaktoren wie z. B. Anoxie (Ashihara et al., 1988, Duff et al., 1989b, Fredeen et al.,
1990, Theodorou et al., 1991). Im Gegensatz dazu bleibt der PPi-Pool weitgehend
unempfindlich gegeniiber Stressfluktuationen und ist nicht an Adenosinphosphat- bzw.
Uridinphosphat-Pools gekoppelt (Dancer ef al., 1990, Rychter & Randall, 1994). Vor allem
bei Pi-Mangel ist PPi darum eine wichtige Alternative zu ATP. PPi entsteht als ein
Nebenprodukt der Synthese von Makromolekiilen, Saccharose und Stéirke. In Plastiden wird
das gebildete PPi durch die hydrolytische Aktivitit von Pyrophosphatasen schnell abgebaut
und somit dem Gleichgewicht der synthetischen Reaktion entzogen. Im Gegensatz dazu ist die
PPi-Konzentration im Cytoplasma hoéherer Pflanzen relativ hoch, weil dem pflanzlichen
Cytoplasma die Pyrophosphatase-Aktivitit fehlt (Weiner ef al., 1987).

Durch Stoffwechselmodelle und computergestiitzte Simulationen wurde veranschaulicht, dass
die bei der Hydrolyse von PPi freiwerdende Energie unter ATP-limitierten
Wachstumsbedingungen ein wesentlicher bioenergetischer Vorteil fiir die Zelle darstellen
kann (Davies et al., 1993). Dass Pflanzen die Anhydridbindung im PPi als Energiequelle
verwerten konnten, wurde bereits mit der Isolierung von cytosolischer PPi-abhidngiger

Phosphofruktokinase (PFP) aus Ananas comosus gezeigt (Carnal & Black, 1979). PFP kann
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unter Verbrauch von PPi Fruktose-1-Phosphat zu Fruktose-1,6-bisphosphat umsetzen
(Abbildung 1-3, Seite 18). Dieser Reaktionsschritt hat eine regulatorische Funktion fiir den
glykolytischen Stofffluss und l4uft bei der ,klassischen* Glykolyse durch die ATP-abhédngige
Phosphofruktokinase (PFK). Die PFP-Reaktion liegt im Cytosol nahe dem Gleichgewicht und
kann daher auch die Reaktion der Fruktose-1,6-bisphosphatase ersetzen (Weiner et al., 1987).
PFP wurde in verschiedenen Pflanzenarten und Geweben nachgewiesen (Stitt, 1990). Es
wurde gezeigt, dass die PFP-Aktivitit in Pflanzenspezies, die keine Symbiose mit Mykorrhiza
ausbilden konnen, unter Pi-Mangelstress betrichtlich zunimmt (Duff et al., 1989b, Theodorou
et al., 1992, Theodorou & Plaxton, 1994, Murley et al., 1998). Weitere Untersuchungen der
Induktion der PFP-Enzymaktivitit unter Pi-Mangel, der allosterischen Regulation der PFP
durch Fruktose-2,6-bisphosphat (Stitt, 1990) und der Hemmung der PFP-Reaktion durch Pi
(Stitt, 1989) weisen darauf hin, dass PFP die PFK-Reaktion insbesondere bei Pi-Mangel
iiberbriicken kann (Theodorou & Plaxton, 1993, Theodorou et al., 1995).

Abgesehen von der glykolytischen PFP-Bypassreaktion liefert PPi in zwei weiteren
cytosolischen Prozessen Energie: bei der Verwertung von Saccharose und beim
Protonentransport in die Vakuolen (Abbildung 1-3). Die Spaltung von Saccharose zu
Hexosephosphaten kann liber zwei Wege ablaufen (Plaxton et al., 1999). Zum einen kann die
Saccharose durch das Enzym Invertase zu Glukose und Fruktose gespalten werden, die
ihrerseits iliber Hexokinase bzw. Fruktokinase unter dem Verbrauch von ATP zu
Hexosephosphat umgesetzt werden. Alternativ kann die Saccharose iiber die Saccharose-
Synthase und die UDP-Glukose-Pyrophosphorylase in Fruktose und Glukose-1-Phosphat
gespalten werden. Dabei wird PPi verbraucht und UTP gebildet. Die Reaktion kann im
Cytosol reversibel ablaufen, weil der PPi-Pool dort stabil ist.

Zum Aufbauen des elektrochemischen H'-Gradienten besitzen Vakuolenmembranen eine
ATP-abhingige Phosphatase (V-ATPase) und aullerdem eine PPi-abhéngige Phosphatase (V-
PPiase). Die V-ATPase transportiert zwei H' pro ATP. Die V-PPiase transportiert nur ein H"
pro PPi in die Vakuolen. Obwohl die V-PPiase im Vergleich zu der V-ATPase ineffizienter
funktioniert, kann PPi Energie fiir den aktiven Transport von Protonen in die Vakuole liefern
und damit den elektrochemischen Protonengradienten zwischen Cytosol und Vakuole bei
Nahrstoffmangel und Anoxie erhalten (Carystinos et al., 1995, Kasai et al., 1998, Palma et
al., 2000).
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1.6.2 Glykolytische Bypass-Reaktionen

Die grundlegende Funktion der Glykolyse besteht im Katabolismus von Zuckern sowie in der
Synthese von C3-Verbindungen (z. B. Pyruvat und Glycerin), welche fiir anabole Reaktionen
und die Respiration notwendig sind. AuBlerdem entsteht bei der Glykolyse ATP. Da einige
Enzyme in der Reaktionssequenz der Glykolyse ATP- und Pi-abhédngig sind, konnen
Fluktuationen in der cytosolischen Pi-Konzentration den Ablauf des zentralen
Kohlenstoffwechsels betrichtlich storen. Ein schwerer Pi-Mangel konnte so unter Umstéinden
den Stofffluss durch die Glykolyse und die Zufuhr von Substraten zum TCA-Zyklus
unterbrechen. Gleichzeitig ist aber bekannt, dass auch unter Pi-Mangelbedingungen
erhebliche Mengen von organischen Sduren aus TCA-Intermediaten von Wurzeln sekretiert
werden, die aus glykolytischem Kohlenstoff stammen. Dies ist moglich, weil es in der im
Cytosol ablaufenden pflanzlichen Glykolyse alternative Bypass-Reaktionen gibt, die nicht
von ATP und Pi abhingig sind (Plaxton, 1996). Diese alternativen Reaktionen sind in
Abbildung 1-3, Seite 18 dargestellt.

Die schon besprochene Phosphorylierung des Fruktose-6-Phosphats iiber die PFP ist eine der
drei Bypass-Reaktionen der cytosolischen Glykolyse. Eine weitere Bypass-Reaktion findet
bei der Umwandlung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat (GAP) zu 3-Phosphoglycerat (3-PG)
statt. Bei der ,klassischen® Reaktion bewirken die NAD-abhdngige Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (NAD-GAPDH) und die Phosphoglycerat-Kinase (PGK) die
Umsetzung von GAP zu 3-PG unter der Bildung von NADH und ATP. Neben dieser
Reaktion kann die Oxidation von GAP ebenfalls durch die nicht phosphorylierende NADP-
GAPDH ablaufen. Unter Pi-Mangel wurde fiir NADP-GAPDH eine stark erhohte Aktivitét
nachgewiesen (Duff ef al., 1989b). In diesem Fall konnte NADP-GAPDH den Pi-abhidngigen
NAD-GAPDH/PGK-Reaktionsschritt {iberbriicken und dadurch den glykolytischen Stoftffluss
steigern.

Pi-Stress kann auflerdem eine hemmende Wirkung auf die Aktivitit der ADP-abhidngigen
Pyruvat-Kinase (PK), die PEP zu Pyruvat umsetzt, ausiiben. Pyruvat verbindet die Glykolyse
mit dem TCA-Zyklus. Darum kann eine niedrige Pyruvat-Produktion aufgrund von Pi-
Mangel die Zellatmung drosseln. Die Zusammenwirkung der anaplerotischen Enzyme PEP-
Carboxylase, Malatdehydrogenase und NAD-Malat-Enzym kann die PK-Reaktion umgehen
und so den TCA-Zyklus mit glykolytischem Kohlenstoff versorgen (Theodorou et al., 1993,
Nagano et al., 1994, Riviere-Rolland et al., 1996, Kondracka & Rychter, 1997, Moraes &
Plaxton, 2000). Hinweise auf einen zweiten alternativen Weg zum Katabolismus von PEP

ergab die Isolierung einer intrazelluldren Phosphatase aus B. nigra, die eine sehr hohe
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Spezifitit zu PEP (PEP-Phosphatase) aufweist (Duff et al., 1989a). Das Enzym wird unter Pi-
Mangel synthetisiert (Duff et al., 1991b). Ubereinstimmend mit ihrem sauren pH-Optimum
weist die PEP-Phosphatase eine vakuoldre Lokalisation auf (Duff et al., 1991a). Der Nutzen
dieses postulierten Bypass-Wegs ist allerdings nicht vollig klar, da die vakuoldre Lokalisation
des Enzyms den Transport von PEP in die Vakuole und Transport von Pyruvat aus der

Vakuole verlangt. Das ist vor allem unter Pi- bzw. ATP-Mangel ein energetisch ungiinstiger

Prozess.
Saccharose Flavonoide, Alakaloide, Anthocyane] 1. Invertase
2.Hexokinase
0] ® 3. Fruktokinase
UDP "+, Phenylalanin, Tryptophan, Tyrosin 4. Glukose-6-Phosphat-lsomerase
7 5.Saccharose-Synthase
Glukose Fruktose /" UDP-Glukose 6. UDP-Glukose-Pyrophosphorylase
/ Pl | Chorismat 7. Phosphoglukomutase
® \ 0) Q  8.ATP-abhingige
ADP ® S ' ® ©  Phosphofruktokinase (PFK)
_ ADP utP =y 3 9.PPi-abhangige
Glukose-6-Phosphat Glukose-1-Phosphat EPSP S Phosphofruktokinase (PFP)
%\ ° '® ©) 8 10. Aldolase
Y @ 11. Triosephosphat-lsomerase
_6- @ phosp
Fruktose-6 Phosplha;:—GIukose-B-Phosphat @ PEP _% 12. Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
%KF o ikimat-3- Dehydrogenase (NAD-GAPDH)
hikimat-3-Ph hat = ydrog
ADP ®.<> S at-3:Phospha = 13.3-Phosphoglyceratkinase
& v 3 14.NADP-GAPDH
2 Frukto s1 ,6-bisphosphat ADP g 12 Eholsphoglyoeratmutase
° . [0} .Enolase
‘ci / \ Shikimat Q  17.Pyruvatkinase
o4 DHAP <«—=> Glycerinaldehyd-3-Phosphat 18. Phosphoenolpyruvat-Phosphatase
= @ e NAD*+Pi 19. ATP-abhéngige Phosphatase
] L’ 3-Dehydroshikimat (V-ATPase, Tonoplast)
k) L7 NADH 20. PPi-abhangige Phosphatase
3 NADP* ¢~ ) (V-PPiase, Tonoplast)
) 1,3-Bisphosphoglycerat 3-Dehydrochinat 21. Phosphoenolpyruvat-Carboxylase
NADPH N ADP ¥ 22. DAHP-Synthase
N @< - 23. 3-Dehydrochinat-Dehydrogenase
R & % /,’/-\ 24 EPSP-Synthase
XS—Phosphoegcerat @_ - 25. Chorismat-Synthase
o
- .-”"Erythrose-4-Phosphat
2-Phosphoglycerat .-~ v P
B i ’ HGOs
---------- PEP --»-—--%»Oxalacetat - fe
ADP
@
@
sd \  Pyuvat - > Pyruvat
x
©
>
& x ’ ‘ Y /
L D i .
Y \,9-\‘\ ©) Mitochondrien

Abbildung 1-3: Schematische Zusammenfassung von Stoffwechselprozessen, die unter Pi-Mangel modifiziert
werden (in der Abbildung gestrichelt - - -). Die Abbildung ist nach Plaxton et al. (1999) verdndert. Die Bypass-
Reaktionen der im Cytosol ablaufenden Glykolyse sind nicht ATP- und Pi-abhéngig und erleichtern somit den
glykolytischen Stofffluss unter Pi-Mangel. Die H'-PPiase kann die Energie der Anhydridverbindung von PPi
verwerten, um Protonen durch den Tonoplast in die Vakuole zu transportieren. Die Synthese von
Sekundérstoffen (Anthocyane, Flavonoide) iiber den Shikimatweg liefert in vielen Reaktionsschritten Pi (vgl.
Kapitel 1.6.4). PPi: Pyrophosphat; PEP: Phosphoenolpyruvat; DHAP: Dihydroxyacetonphosphat; EPSP:
Enolether-5°‘-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat; TCA-Zyklus: Trikarbonsdurezyklus; DAHP-Synthase: 3-Deoxy-
D-Arabinoheptulosonat-7-Phosphat; Pi-Phosphat.

1.6.3 Mitochondriale Respiration

Die Bildung von ATP in den Mitochondrien erfolgt durch die ATP-Synthase, die von einem
Protonengradienten getrieben wird, welcher wiederum durch den Elektronentransport der

mitochondrialen Atmungskette erzeugt wird. Der Export von ATP ins Cytosol erfolgt im
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Austausch gegen ADP und Pi. Bei limitierenden cytosolischen ADP- und Pi-Konzentrationen
kann das ATP/ADP-Verhéltnis nicht aufrechterhalten werden. Ein Anstieg des ATP/ADP-
Verhiéltnisses kann dann den Elektronentransport iiber den Cytochrom-Weg hemmen (Bryce
et al., 1990). Es wurde vorgeschlagen, dass die pflanzlichen Mitochondrien alternative
Mechanismen zur Oxidation von NADH benutzen konnen, die nicht mit dem
Protonentransport verbunden sind, um eine iibersteuerte Hemmung der Atmungskette unter
Pi-Mangel zu vermeiden (Abbildung 1-4, Seite 20) (Plaxton et al., 2006). Alternativ zu dem
Rotenon-empfindlichen NADH-Dehydrogenase-Komplex besitzt die innere
Mitochondrienmembran eine Rotenon-unempfindliche alternative NADH-Dehydrogenase
(Rasmusson & Moller, 1991). Bei einem erhohten NADH/NAD'-Verhiltnis in der
mitochondrialen Matrix kann die Oxidation von NADH iiber diesen Weg stattfinden.
Zusitzlich besitzen die Pflanzenzellen eine KCN-resistente Alternative Oxidase (AOX), die
parallel zum Cytochrom-Weg Elektronen direkt auf Sauerstoff iibertragen kann (Day &
Wiskich, 1995). Das Enzym wird allosterisch durch o-Ketosduren, besonders Pyruvat,
stimuliert, was mit der erhohten Aktivitdit der PEP-Carboxylase unter Pi-Mangel in
Verbindung stehen konnte (Millar et al., 1993, Hoefnagel et al., 1995). Infolge einer Pi-
Unterversorgung wurden erhdhte AOX-Aktivititen in Wurzeln aus Phaseolus vulgaris
nachgewiesen, wihrend die Aktivitit des Cytochrom-Respirationsweges sank und das
NADH/NAD'-Verhiltnis anstieg (Rychter & Mikulska, 1990, Rychter et al., 1992). Eine
mogliche Verkniipfung zwischen der AOX-Aktivitit und Pi-Mangel wurde weiterhin aus
Experimenten mit C. roseus (Hoefnagel et al., 1993) und N. tabacum (Parsons et al., 1999)
abgeleitet. Unter Pi-Mangel zeigten beide Spezies einen Anstieg der respiratorischen
Kapazitit iiber den Cyanid-unempfindlichen Stoffwechselweg. Das Wachstum von AOX-
Antisense-Tabakpflanzen wurde in Pi-freien Bedingungen inhibiert. Zusétzlich wurde eine
verstirkte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies gemessen, was auf eine Uberlastung des
Cytochrom-Weges bei Pi-Mangel hindeutet.

Zusammenfassend ermoglichen die alternative NADH-Dehydrogenase und die alternative
AOX die Oxidation von NADH durch die Mitochondrien auch ohne ATP-Synthese. Damit
wird der zentrale Kohlenstoffwechsel bei begrenztem ATP-, ADP- und Pi-Angebot von der
ATP-Synthese entkoppelt. Obwohl es viele Indizien fiir den Zusammenhang zwischen Pi-
Mangel und den alternativen Stoffwechselwegen der mitochondrialen Respiration gibt,
scheint es, dass eine verringerte Respiration nicht bei allen Pflanzenarten eine strikte Reaktion

auf Pi-Mangel ist (Theodorou et al., 1993, 1995).
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MITOCHONDRIALE MATRIX
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Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der Komplexe der Atmungskette in der mitochondrialen
Innenmembran. Beim Cytochrom-Weg wird durch den Elektronentransport ein Protonengradient erzeugt.
Pflanzliche Mitochondrien besitzen zusitzlich eine alternative NADH-Dehydrogenase und eine alternative
Oxidase. Die Reduktion/Oxidation von Ubichinon findet ohne die Bildung von Protonengradienten statt. Auf
diese Weise kann bei einer suboptimalen Pi-Versorgung die ATP-Bildung gedrosselt werden. UQH2:
Ubihydrochinon.

1.6.4 Sekundéarstoffwechsel unter Pi-Mangel

Eine allgemeine Reaktion von Pi-verarmten Pflanzen ist die Akkumulation phenolischer
Substanzen (Isoflavonoide, Flavonoide, Anthocyane), die iiber den Shikimatweg synthetisiert
werden (Herrmann & Weaver, 1999). Phenole werden iiber die Wurzel in die Rhizosphére
extrudiert, wo sie stabile Fe- und Al-Komplexe bilden kénnen (Juszczuk et al., 2004).
Ahnlich wie die OA™ erhdhen sie auf dieser Weise das Angebot an solubilisiertem Pi. Phenole
stimulieren auBerdem die Chemotaxis und das Wachstum der Bodenmikroorganismen und
dienen als Signalsubstanzen zur Bildung von Symbiosen mit Pilzen (Dakora & Phillips,
2002). Dariiber hinaus wirken Flavonoide und Anthocyane als Schirmpigmente der Pflanze.
Ihre Akkumulation kann die Lichtreaktion der Photosynthese drosseln und somit einer
Uberreduktion des Elektronentransports unter Pi-Mangel vorbeugen.

Ein stoffwechselphysiologischer Grund, warum der Shikimatweg bei Pi-Mangel tiberaktiviert
wird, hdangt mit der intrazelluldren Pi-Homdostase zusammen (Abbildung 1-3, Seite 18). Der
Shikimatweg ist mit dem Primérstoffwechsel liber PEP verkniipft. Der Syntheseweg von
Chorismat verbraucht 2 Molekiile PEP und 1 Molekiil ATP. Dabei werden 4 Molekiile Pi
freigesetzt. Bei den Reaktionen des Shikimatweges wird also Pi aus phosphorylierten
Metaboliten freigesetzt und somit fiir den Gesamtstoffwechsel remobilisiert (Plaxton et al.,

1999).
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Diese Beispiele zeigen, dass neben dem Primidrmetabolismus auch der Sekundirstoffwechsel
eine bedeutende Rolle fiir die Pi-Aneignung und Remobilisierung von Pi und damit fiir die Pi-

Homdoostase hat.

1.7 Phosphit und seine landwirtschaftliche Relevanz

In den vorangegangenen Abschnitten wurde beschrieben, mit welchen Anpassungsstrategien
Pflanzen eine suboptimale Pi-Versorgung iiberwinden konnen. Im Folgenden soll die
landwirtschaftliche Relevanz der reduzierten Form von Pi, ndmlich Phosphit* (Phi, HPOy),
vorgestellt werden. Die verschiedenen Aspekte von Phi als Diingemittel, als
Bekampfungsmittel gegen Pilzbefall und als xenobiotischer Umweltschadstoff werden dazu
besprochen.

Die Struktur von Phi unterscheidet sich von der Pi-Struktur, indem eine Hydroxylgruppe
durch ein Wasserstoffatom ersetzt ist (Abbildung 1-5). Trotz der sehr dhnlichen Raumstruktur
unterscheidet sich das Verhalten beider Anionen gegeniiber biologischen Molekiilen, wie zum

Beispiel Enzymen oder Transportern.

O O
I u
o = 1\0' 0% [~ iy
OH i
OH
Pi (HPO,") Phi (H,PO,")

Abbildung 1-5: Struktur von Pi und Phi aus McDonald et al. (2001a).

In der Vergangenheit wurde angenommen, dass Phi als Diingerzusatz zur Deckung des Pi-
Bedarfs in der Landwirtschaft eingesetzt werden konnte (Rickard, 2000). Der Einsatz von Phi
als Pi-Quelle hat sich allerdings nicht bewihrt, da die Pflanzen auf Phi-behandeltem Boden
deutlich langsamer als auf Pi-behandeltem Boden wuchsen. Heutzutage werden Phi bzw.

Derivate davon iiberwiegend als Wirkstoff von Fungiziden (Aliette® oder Fosetyl-Al) und

" Der Begriff Phosphit wird in der vorliegenden Arbeit als Bezeichnung der Salze der Phosphonsiure verwendet.
In der Literatur werden die Begriffe Phosphit und Phosphonat oft uneinheitlich benutzt. Phosphonate bezeichnen
aber eigentlich organische Verbindungen der Phosphonséure, welche C-P Verbindung enthalten. Das Herbizid

Glyphosat ist eine organische Verbindung der Phosphonsaure.
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Herbiziden (Glyphosat) eingesetzt (Fenn & Coffey, 1984, 1989). Phosphit wird zur
Vorbeugung von Pilzbefall benutzt, der durch Oomyceten, im besonderen Phytophthora,
verursacht wird (Hardy et al., 2001). Phytophthora-Spezies konnen zu erheblichen Schiden
im Pflanzenbau fiihren. Phytophthora infestans ist beispielweise der Erreger der Kraut- und
Braunfaule in Kartoffeln. Mitte des 19. Jahrhunderts war der Pilz fiir die Vernichtung der
gesamten Kartoffelernte in Irland mehrere Jahre hintereinander verantwortlich. Da die
Bevolkerung von der Nutzpflanze Kartoffel extrem abhingig war, 10ste dies eine grof3e
Hungerkatastrophe aus. P. infestans kann in den Knollen iiberwintern, wobei eine einzige
infizierte Knolle eine Epidemie hervorrufen kann. Insbesondere bei feucht-warmen
Witterungsbedingungen breitet sich der Pilz sehr rasch aus.

Lange Zeit wurde angenommen, dass Phi gezielt das Wachstum des Pflanzenpathogens
angreift, wobei die Pflanze unbeeinflusst bleibt. Ein charakteristisches Merkmal Phi-
behandelten Phytophthora-Spezies ist die Akkumulation von Poly- und Pyrophosphaten
sowie stark herabgesetzte Levels von ATP (Niere et al., 1990, Niere et al., 1994). Dazu
wurden verschiedene Mechanismen fiir die Wirkungsweise von Phi auf Oomyceten
vorgeschlagen. Die starke Akkumulation von Poly- und Pyrophosphaten konnte wichtige
biosynthetische Reaktionen des pilzlichen Stoffwechsels inhibieren und demzufolge zu einer
Wachstumshemmung flihren (Niere et al., 1994, Martin et al., 1998). Der stark verminderte
ATP-Level wies auf eine Hemmung der Adenylatsynthese hin (Griffith ef al., 1990, Niere et
al., 1990). Relativ hohe Konzentrationen an Phi konnen auch die Aktivititen mancher
Enzyme der Glykolyse und des Pentose-Phosphat-Wegs inhibieren (Barchietto et al., 1992,
Stehmann & Grant, 2000). Es ldsst sich schlussfolgern, dass Phi am mehreren Stellen Einfluss
auf Phytophthora nimmt, was zur Beeintrachtigung des Pi-Stoffwechsels fiihrt. Dies deutet
auf einer Interferenz von Phi mit dem Pi-Metabolismus des Pilzes hin.

Es gibt Organismen, die Phi durch eine alkalische Phosphatase zu Pi oxidieren konnen. Die
Phi-Behandlung von P. citrophtora erhoht beispielsweise die Aktivitdt einer solchen
alkalischen Phosphatase, wodurch der Pi-Gehalt der Pilzzelle zunimmt (Barchietto et al.,
1992). Gleichzeitig wurde gezeigt, dass eine Bakterielle Alkalische Phosphatase (BAP) in
Escherichia coli die Oxidation von Phi zu Pi férdern kann. Auf dieser Weise kann E. coli Phi
als einzige Phosphor-Quelle verwerten (Yang & Metcalf, 2004). Die Oxidation von Phi wurde
ebenfalls bei anderen Prokaryoten wie Bacillus, Pseudomonas und Desulfotignum
phosphitooxidans nachgewiesen (Schink & Friedrich, 2000, Schink et al., 2002, Relyea & van
der Donk, 2005).
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Die Bierhefe Saccharomyces cerevisiae kann Phi dagegen nicht als Phosphor-Quelle und
Ersatz fir Pi verwenden. In diesem Organismus stort Phi die Adaptionen an Pi-Mangel.
Dadurch fiihrt die Phi-Applikation zu einem stark reduzierten Wachstum. Die Induktion einer
sauren Phosphatase (Pho3) wird zusammen mit einem hoch-affinen H'/Pi-Symporter (Pho84)
iiber das PHO-Regulon in S. cerevisiae geregelt (McDonald ef al., 2001b). In Anwesenheit
von Phi werden Pho5 und Pho84 stark unterdriickt. Die Autoren vermuten, dass das
Angriffsziel von Phi der hoch-affine H'/Pi-Symporter ist, der zusammen mit anderen
akzessorischen Proteinen als Pi-Sensor und Transmitter des aktuellen Pi-Status dient. Das
Wachstum der Pi-versorgten Hefe bleibt dagegen in der Gegenwart von Phi unbeeinflusst.

Es wird gelegentlich behauptet, dass die Wirkung von Phi-haltigen Fungiziden nur auf
Phytophthora-Spezies begrenzt sei. Damit wird das 6kologische Problem des Phi-Einsatzes
allerdings verleugnet. Tatsdchlich birgt die massenhafte Verwendung von Phi in der
Landwirtschaft auch grofle Risiken. Zum einen besteht die Gefahr wachsender Resistenz in
Phytophthora gegentiber Phi. Aullerdem wird eine Selektion von Mikroorganismen, welche
Phi ausnutzen konnen, begiinstigt und das Okosystem der Bodenorganismen veriéindert (Guest
& Grant, 1991). Auf diese Weise kann Phi auch einen Einfluss auf die symbiotischen
Wechselwirkungen mit Mykorrhiza-Pilzen nehmen, von denen die verbesserte Pi-Versorgung
vieler terrestrischen Pflanzen abhingt (Seymour et al., 1994, Howard et al., 2000). Dariiber
hinaus gibt es Hinweise darauf, dass Phi doch in den Stoffwechsel der Pflanzen eingreifen
kann und fiir einen verminderten Anbauertrag besonders bei schlechter Pi-Versorgung
verantwortlich sein konnte. Ein Beispiel dafiir ist die Inhibierung des Wurzelwachstums in
Allium cepa nach Behandlung mit Fosetyl-Al (Sukarno et al., 1998). Weiterhin wurde
berichtet, dass Phi die Proteoidwurzelbildung in L. albus und die Wurzelhaarbildung in 4.
thaliana hemmt (Gilbert et al., 2000, Ticconi et al., 2001). In A. thaliana verhindert Phi die
Akkumulation von Sekundirstoffen wie Anthocyanen, deren Syntheseweg die Pflanze unter
schweren Pi-Mangelbedingungen mit remobilisiertem Pi beliefern kann (Ticconi ef al., 2001).
In Pflanzen wurde ebenfalls berichtet, dass Phi fahig ist, die Aktivitdt der PPi-abhingigen
PFP zu unterdriicken, die unter Pi-Mangel die glykolytische PFK ersetzen kann (Carswell et
al., 1996, 1997). Alle diese Anpassungsstrategien sind wichtig fiir das Uberleben der Pflanzen
bei Pi-Mangel.

Erkenntnisse  iiber die  Aufnahme, die intrazellulire Verteilung und das
stoffwechselphysiologische Verhalten von Phi sowie die moglichen Interaktionen von Phi mit
dem Pi-Stoffwechsel auf zelluldrer Ebene wiirden das Wissen iiber die Regulation und die

Erhaltung der zelluldren Pi-Homoostase in Pflanzen darum erweitern.
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1.8 Zielstellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von Phi auf die Pi-Mangelantwort und den
Stoffwechsel von Pflanzen zu charakterisieren.

An geeigneten Modellsystemen (S. lycopersicum, N. tabacum und A. thaliana) sollte die
Wechselwirkung von Phi mit der Anpassung an Pi-Mangel experimentell analysiert werden.
Verdnderte Wachstumseigenschaften sollten anhand der Entwicklung und Morphologie von
Tomatenpflanzen und anhand von Wachstum, Vitalitdt und Zellteilungsraten von Zellkulturen
bestimmt werden. Die Photosyntheseleistung und die Ausbildung von Stressmarkern sollten
als weitere physiologische Parameter einbezogen werden. Der Einfluss von Phi auf die
transkriptionelle Anpassung an Pi-Mangel sollte anhand ausgewihlter PSR-Gene in
Zellkulturen und ganzen Pflanzen untersucht werden.

Bislang gibt es keine Erkenntnisse zur subzelluliren Verteilung von Phi in Pflanzenzellen.
Um die Mechanismen der Pi-Homoostase und deren Storung durch Phi besser zu verstehen,
war die Beschreibung der Aufnahme und Verteilung von Phi in den zelluldren
Kompartimenten darum ein besonderer Schwerpunkt dieser Arbeit. Um dieses Ziel zu
erreichen, wurden zwei Strategien verfolgt. Zum einen sollte der Einfluss von Phi auf die Pi-
Aufnahme mithilfe kinetischer Studien mit Zellkulturen beschrieben werden. Dabei sollte der
Hemmmechanismus von Phi auf das hoch-affine Pi-Transportsystem charakterisiert werden.
Zum anderen sollte mit Hilfe von in vivo *'P-NMR-Messungen die Aufnahme von Pi und Phi
direkt in Zellkulturen nachgewiesen werden. Durch diese Methode sollte aulerdem versucht
werden, die subzelluldre Verteilung von Pi und Phi zu verfolgen und insbesondere ihre

Translokation in die Vakuole aufzuklaren.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Laborchemikalien, Labormaterialien, Kits fiir die Molekularbiologie, Enzyme und radioaktiv
markierte Substanzen wurden bei folgenden Firmen bestellt: Biozym Scientific GmbH
(Oldendorf, www.biozym.com), Carl Roth GmbH & Co KG. (Karlsruhe, www.carl-roth.de),
MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot, www.fermentas.com), Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim, www.roche.de), SERVA Electrophoresis GmbH (Heidelberg, www.serva.de),
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Miinchen, www.sigmaaldrich.com), VWR International
GmbH (Darmstadt, http://de.vwr.com), Hartmann Analytik GmbH (Braunschweig,

www.hartmann-analytic).

Reagenzien und Materialen Hersteller
Chemikalien

2,4-Dichlorphenoxyessigsdure (2,4-D) Duchefa

2-Mercaptoethanol Carl Roth

2-Propanol Carl Roth

4-Methylumbelliferyl-B-D-Glucuronid (MUG) Biomol

Aceton Carl Roth

Agarose Carl Roth

Agarose SEKem Biozym Scientific

Ammoniummolybdat ((NH4),MoO4) VWR International

Ammoniumvanadat (NHsVO5) VWR International

Adenosin-5‘-triphosphat (ATP-Nay) Sigma-Aldrich Chemie

Bovines Serum Albumin (BSA) Carl Roth

Carbonyl cyanid-m-chlorphenylhydrazon (CCCP) Sigma-Aldrich Chemie

Chlorophorm (CHCls) VWR International

Cytochrom c SERVA Electrophoresis

Deuteriumoxid (D,0) Sigma-Aldrich Chemie

Diethylpyrocarbonat (DEPC) Carl Roth

Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) Carl Roth

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich Chemie

Driselase Sigma-Aldrich Chemie

Dithiothreitol (DTT) SERVA Electrophoresis
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Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)
Essigsdure (CH;COOH)

Ethanol (EtOH)

Ficoll 400

Formaldehyd (HCHO)

Formamid (NH,CHO)
Glukose-6-Phosphat

4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonat (HEPES)

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4)
Kaliumdihydrogenphosphit (KH,PO3)
Kaliumhexacyanidoferrat(Il) (K4[Fe(CN)g]*3H,0)
Kaliumhexacyanidoferrat(IIl) (K3[Fe(CN)g])
Kaliumhydrogencarbonat (KHCOs3)
Kalziumchlorid (CaCl,)

Kinetin (6-Furfurylaminopurin)
Lithiumchlorid (LiCl)

Magnesiumchlorid (MgCl,)
Magnesiumhydroxycarbonat
2-(N-Morpholino)-ethansulfonat (MES)
Methylendiphosphonat (MDP)
Methylumbelliferyl-a-D-Mannopyranosid
3-(N-Morpholino)-propansulfonat (MOPS)
MS-Medium

myo-Inositol

Nicotinamidadenindinukleotid (NADH-Na;)
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADP-Na,)
Natriumacetat

Natriumcitrat

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumarsenat (NayAsOy)
Natriumhypochlorid (NaClO4)
Natrium-Lauroylsarcosin

Natriumvanadat (NaVOs)

Nicotinsdureamid

Nonidet NP-40

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth

Amersham Biosciences
Carl Roth

VWR International
Roche Diagnostics
Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
VWR International
VWR International
Carl Roth

Carl Roth

VWR International
Carl Roth
Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Carl Roth

Duchefa

VWR International
Carl Roth

VWR International
Carl Roth

Carl Roth

Carl Roth
Sigma-Aldrich Chemie
Carl Roth

SERVA Electrophoresis
Sigma-Aldrich Chemie
VWR International
Sigma-Aldrich Chemie
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Oxalacetat

Perchlorsdure (HCIO4)

Percoll

Phenol

Piperazin-N,N*-bis(2-ethansulfonat) (PIPES)
Plant-Agar
p-Nitrophenyl-o-D-Mannopyranosid

Sigma-Aldrich Chemie
Sigma-Aldrich Chemie
Amersham Biosciences
Carl Roth

Carl Roth

Duchefa

Carl Roth

Polyvinylpyrrolidon Sigma-Aldrich
Pyridoxin B6xHCI Sigma-Aldrich
Pyrophosphat (PPi-Na,) Sigma-Aldrich
Salpetersdure (HNO3) Carl Roth
Salzsdure (HCI) Carl Roth
D(+)-Saccharose Carl Roth
D-Sorbitol Carl Roth
Schwefelsdure (H,SO4) Carl Roth
Natriumdodecylsulphat (SDS) Carl Roth
Silicondl AR1000 Sigma-Aldrich Chemie
Silicondl AR200 Sigma-Aldrich Chemie
Thiamin B1xHCI Sigma-Aldrich Chemie
Trichloressigsdure Carl Roth
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) Carl Roth
Triton X100 SERVA Electrophoresis
Tween® 20 Carl Roth
X-Gluc ApliChem

Reagenzien und Kits fir die Molekularbiologie
DNA Sizer XII PeqLab Biotechnologia
Desoxyribonuclease I (DNase I) MBI Fermentas
First Strand cDNA Synthesis Kit MBI Fermentas
Fisch Sperma DNA Sigma-Aldrich Chemie

High Pure PCR Product Purification Kit
iQ™ SYBR® Green Supermix

Nick Translation Kit

Nukleotide (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)
Pstl

RiboLock™ Ribonukleaseinhibitor
Qiagen Plasmid Midi Kit

Tag-Polymerase

Roche Diagnostics
BioRad

Roche Diagnostics
MBI Fermentas
MBI Fermentas
MBI Fermentas
QIAGEN

MBI Fermentas
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Xhol MBI Fermentas
Farbstoffe

Bromphenolblau SERVA Electrophoresis

4¢,6‘-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) Carl Roth

Fluoresceindiacetat Sigma-Aldrich Chemie

Hoechst 33342 Calbiochem

Malachitgriin-Oxalat Sigma-Aldrich Chemie

Rhodamin 123 Calbiochem

Roti® Quant (Bradford-Reagenz) Carl Roth

Xylencyanol SERVA Electrophoresis
Materialien

Glasperlen Carl Roth

Imagerplatten, Typ BAS 2040S Raytest

Probe-Quant™ G-50 Micro Columns
NMR Roéhrchen, Smm
Nylontransfermembran (Hybond N™)
PCR Gefalle, 200 pL

Petri-Schalen
Polypropylen-Rohrchen, 400 puL

Amersham Biosciences
SpintecRototec
Amersham Biosciences
Biozym Sciemtific
Greiner Bio-One

Greiner Bio-One

Radioaktiv markierte Substanzen

[**P] H,PO,
[**P] H,PO,
[*H]H,O
a-[**P] dCTP

Szintillationscocktail (Rotiszint® eco)

Hartman Analytic
Hartman Analytic
Hartman Analytic
Hartman Analytic
Carl Roth

2.2 Gerate

Gerat Hersteller Modell

Aspirator UniEquip UNIJET II Refrigerated Aspirator
Durchflusscytometer Becton Dickinson LSRI

Elektrophoresekammer  BiotecFischer
Fliissigkeitsszintillations- Packard
spektrometer

Gefriertrocknungsanlage ~ STERIS
Geldokumentationssystem PharmaciaBiotech
Inkubator Infors

horizontal
TriCarb-2100 TR

LYOVAC GT 2
Thermal Imaging System FTI 500
HT Infors, Multitron 2
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Inkubator
IsotopenmefBgerét
Klimaschrank
Magnetriihrer
Mikroskop
NMR-Gerit
NMR-Gerit
Osmometer
PCR-Gerit

pH-Meter
Photosynthesis Analyser
Pipetten

Schiittler
Spannungsquelle
Spektrometer
Spektrometer
Thermomixer
Ultraschall-Desintegrator
UV-crosslinker
Waage

Waage, fein

Waage, fein
Wasseranlage (ddH,O)
Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

Zentrifuge

NewBrunswickScientific INNOVA 4230

Raytest

Percival Scientific
VARIOMAG

Zeiss

Bruker

Bruker

Gonotec

BioRad

WTW

Walz

Gilson

ILKA Labortechnik
Amersham Biosciences
PerkinElmer
PharmaciaBiotech
Eppendorf
BANDELIN electronic
Stratagene
Sartorius

Sartorius

CHYO

TKA

Beckman

Beckman
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf

FujiFilm BAS 1500

AR-22L

MAXI HP1P

Axioskop

AV-300

DRX-600

Osmomat 030

iCycler iQ RealTime Detection System
pH 526

Mini-PAM

5000, 1000, 200, 100, 20, 10, 2 uLL
KS 250 basic

EPS 301

Lumineszenz Spektrometer LS-50 B
Ultrospec 3300 pro

Thermomixer 5436

Sonoplus

UV-Stratalinker 1800

PT 3100

BP 211D

MJ-300

MicroPure

GS-15R

Microfuge 12

5415R

5415C

5403

2.3 Zellsuspensionskulturen

In der vorliegenden Arbeit wurden heterotroph wachsenden Zellsuspensionskulturen von

Tomate (Solanum lycopersicum cv. Lukullus) und Tabak (Nicotiana tabacum L. cv. Bright

Yellow 2, BY-2) benutzt. Tabelle 2-1 erfasst die Kultivierungsbedingungen beider

Zellsysteme. Das Kulturwachstum erfolgte in Murashige-Skoog Néhrmedium (MS-Medium,
Murashige & Skoog, 1962) mit 3 % (w/v) Saccharose in Schiittelkolben (vgl. Kapitel 7.3,

Tabelle 7-1 bzw. Tabelle 7-2). Die Pi-Ausgangskonzentration, soweit nicht anders vermerkt,

lag in allen Zellkulturmedien bei 2.5 mM.

Pi-Mangelbedingungen (-Pi-Kultur) wurden hergestellt, indem Zellen mit phosphatfreiem

Medium gewaschen und 24 Stunden in Medium ohne organische oder anorganische Pi-

Quellen kultiviert wurden. +Pi-Kulturen erhielten dagegen tiglich KH,PO,4 wodurch eine
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anndhernd konstante Konzentration von Pi sichergestellt war. Als Pi-Quelle wurde sterile
KH,PO4-Losung benutzt. Die Behandlung mit Phi wurde mit steriler KH,POs-Losung
(pH 6.5) durchgefiihrt.

Tabelle 2-1: Anzuchtbedingungen von Tomaten- und Tabakzellkulturen.

Zellkultur  Medium Temperatur Belichtung Rotation Passagieren Referenz

Tomate modifiziertes 28 °C keine 160 alle 3-4 (Tewes et al., 1984)
MS-Medium’, U/min Tage
pH 6.0, 100 mL

Tabak MS-Medium 23 °C keine 120 wochentlich ~ (Nagata ef al., 1992)
(Duchefa)™, U/min
pH 5.8, 30 mL

"CoCl, und CuSO, wurden vom Nihrmedium weggelassen. Myo-Inosit (100 mg/L), Thiamin (0.5 mg/L),
Pyridoxin (0.5 mg/L), Nicotinsdureamid (1.0 mg/L), 2,4-D (0.1 mg/L) und 6-Furfurylaminopurin (0.02 mg/L)
wurden zum Basalmedium zuggegeben.

“Es wurde MS-Medium ohne Vitamine verwendet (Duchefa, M0221). Myo-Inosit (100 mg/L), Thiamin
(1.0 mg/L) und 2,4-Dichlorphenoxyessigsiure (0.04 mg/L) wurden zum Basalmedium zugegeben.

2.4 Pflanzenanzucht

2.4.1 Anzucht von Tomatenpflanzen als Hydrokultur

Fiir hydroponische Versuche mit Pflanzen wurden die Tomatensorte Solanum lycopersicum
cv. Lukullus (Wildtyp) sowie eine transgene Linie mit PromLX::uid4 cv. Lukullus verwendet
(Kock et al., 2006). Die transgene Linie 10 PromLX::uidA wurde freundlicherweise von Dr.
M. Kock (Biozentrum der Martin-Luther-Universitit) zur Verfligung gestellt.

Die Tomatenpflanzen wurden als Hydrokultur auf 1x Hoagland-Medium angezogen. Das
Hoagland-Medium wurde nach Daram et al. (1998) hergestellt und ist im Anhang aufgefiihrt
(vgl. Kapitel 7.3, Tabelle 7-3 bzw. Tabelle 7-4). Die Samen wurden fiir 10 min mit 4 %
NaClO4-Losung sterilisiert, 5x mit sterilem ddH,O gewaschen, auf Glasperlen und Medium
ausgelegt und 3 Tage bei 28 °C im Dunkeln angekeimt. Danach wurden die Pflanzen in
Kleingewéchshdusern bei 22 °C unter Langtagbelichtung (16 h Tag/ 8 h Nacht) angezogen.

Nach 7 Tagen Wachstum wurden die Keimlinge in Versuchen eingesetzt.

2.4.2 Erdanzucht von Tomatenpflanzen

Untersuchungen zur Verwundung und zum Einfluss von Phi wurden mit 4 Wochen alten
Tomatenpflanzen (Wildtyp) durchgefiihrt. Die Pflanzen wurden unter
Gewichshausbedingungen bei einer Tagestemperatur von 23-24 °C (16 h) und Langtag-
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Belichtungsdauer mit Zusatzbeleuchtung von Samen angezogen. Die Nachttemperatur lag bei

19-20 °C (8 h).

2.4.3 Pflanzen von Arabidopsis thaliana

Zur Anzucht von Keimlingen von Arabidopsis thaliana wurden Wildtyp-Pflanzen (cv.
Columbia) und die Mutanten phol und pho2 (cv. Columbia; Prof. S. Abel, University of
California) verwendet. Die Samen wurden fiir 2 min in 70 % EtOH inkubiert und danach fiir
10 min mit NaClO4 behandelt. Auf Anzuchtagar mit Pi (1% Hoagland-Medium, 1 % (w/v)
Saccharose, 0.8 % (w/v) Plant-Agar (Duchefa), 0.05 % (w/v) MES, pH5.7) wurde
Siebgewebe ausgelegt und darauf wurden die Samen ausgesit (Abbildung 2-1). Zur
gleichméafigen Keimung der Samen wurden die Agar-Platten dunkel bei 4 °C fiir 48 h gestellt.
Das  Keimlingswachstum  erfolgte danach bei 50%  relativer  Luftfeuchte,
22 °C/ Tagestemperatur und 18 °C/ Nachttemperatur ~ (Klimaschrank AR-22L).  Die
Beleuchtung entsprach Kurztagbedingungen mit einer Lichtdauer von 8 h (16 h Dunkelheit)
und mit Lichtintensitit von 111 pE m™ sec”. Nach 2 Wochen Keimung wurden die Pflanzen
mithilfe des Siebgewebes in fliissiges 1x Hoagland-Medium iiberfiihrt. Das Medium wurde
wochentlich gewechselt. Nach 2 Wochen Wachstum wurden die Keimlinge in Versuchen
eingesetzt.

Abbildung 2-1: Anzuchtsystem fiir Keimlinge von
Arabidopsis  thaliana. Die desinfizierten Samen
wurden auf Siebgewebe auf Agar-haltigem
Néhrmedium ausgesit.

2.5 Analytisch-biochemische Bestimmungen

2.5.1 Phosphatbestimmung

Zur Phosphatbestimmung wurden zwei Methoden eingesetzt (Malachitgriin und
Ammoniummolybdat/Vanadat), die auf der Bildung von farbigen Phosphormolybdat

Komplexen beruhen.
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2.5.1.1 Vorbehandlung von Proben fur die Phosphatbestimmung

Zur Bestimmung des Phosphatgehaltes in den Néhrlosungen wurde das Medium zuerst durch
Zentrifugation von den Zellen geklirt und der Phosphatgehalt im Uberstand bestimmit.

Zur Bestimmung des intrazelluliren Phosphates wurden die Zellen vom Medium durch
Vakuumfiltration abgetrennt und mit Pi freiem Medium gewaschen. Die Zellen wurden in
4 mL 10 % Trichloressigsdure resuspendiert und durch Ultraschall (3 x 30sec, 40 W,
Mikrospitze, Ultraschall-Desintegrator Sonoplus) aufgeschlossen. Die Zellbruchstiicke
wurden abzentrifugiert und der Uberstand wurde zur Analyse des Gehaltes an 16slichem
Phosphat verwendet. Die intrazellulire Pi-Konzentration wurde auf das ermittelte
Frischgewicht bezogen. Als Phosphatstandard diente in allen Fillen KH,PO4 in Pi-freiem

Nihrmedium.

2.5.1.2 Malachitgrin-Methode

Die Phosphatbestimmung mit Malachitgriin beruht auf der Bildung eines Malachitgriin-
Phosphomolybdat-Komplexes (Baykov et al., 1988). Es wurden 800 uL Probe mit 200 uL
Malachitreagenz vermischt und fiir 20 min inkubiert (Raumtemperatur). Das Malachitreagenz
wurde aus 2.5mL 7.5% Ammoniummolybdat, 0.2mL 11% Tween 20 und 10 mL
Farbstofflosung (0.44 g Malachitgriin in 300 mL 3 M H,SO4) zusammengesetzt. Die
Phosphatkonzentration wurde durch Absorption bei 630 nm bestimmt. Anhand einer
Kalibriergeraden konnte die Phosphatkonzentration der Proben berechnet werden. Ein

Beispiel fiir eine Eichgerade ist in Abbildung 2-2 gezeigt.

30 Kalibriergerade zur Pi-Bestimmung Abbildung 2-2: Kalibriergerade zur Pi-Bestimmung
o, nach der Malachitgriin-Methode. Es wurde eine

25 1 y-0064810.1372 Verdiinnungsrethe von 5 bis 40 pM  KH,PO,
gemessen. Es sind Median, Maximum und Minimum

201 von drei Messungen gezeigt. Die Regressionsgerade

ist dem Median angepasst.

Absorptoin, 630 nm
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0,0

T T T T T T T T
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2.5.1.3 Ammoniummolybdat/VVanadat-Methode

Bei dieser Methode basiert die Phosphatbestimmung auf der spektrophotometrischen
Messung eines Phosphomolybdat/Vanadat-Komplexes bei 405 nm (Rebeille ez al., 1982). Die
Proben wurden mit 20 % Trichloressigsédure fiir 30 min auf Eis behandelt (Deproteinisierung).
Nach Zentifugation (10 min, 5000 rpm, 4 °C) wurden 500 pL des Uberstandes mit 500 pL
40 mM Ammoniummolybdat/ 2.5 N H,SO4 und 500 pLL 21 mM Ammoniumvanadat/ 0.28 N
HNOj3 vermischt. Nach 15 min Inkubation wurde die Absorption des Uberstandes bei 405 nm
spektrophotometrisch (Spektrometer Ultrospec 3300 pro) vermessen. Anhand einer

Kalibriergeraden konnte die Phosphatkonzentration der Proben berechnet werden (Abbildung

2-3).
18 Kalibriergerade zur Pi-Bestimmung Abbildung 2-3: Kalibriergerade zur Pi-Bestimmung
hed| — RO o nach der Ammoniumvanadat/Molybdat-Methode. Es

Roooso wurde eine Verdiinnungsreihe von 0.05 bis 3.5 mM

KH,PO, gemessen. Die Regressionsgerade ist dem
Mittelwert einer Doppelbestimmung angepasst.

Absorption, 405 nm

Pi-Konzentration [mM]

2.5.2 Pigmentbestimmung

2.5.2.1 Chlorophyllbestimmung

Der Chlorophyll- und Carotinoid-Gehalt wurden nach Extraktion mit 2 % (w/v) Mg-
Hydroxycarbonat/Aceton (Chlorophyll-Extraktionspuffer) spektrophotometrisch bestimmt
(Arnon, 1949). Dazu wurden die bei -80 °C gelagerten Blattproben in fliissigem Stickstoff
gemorsert und dann mit 5 mL Chlorophyll-Extraktionspuffer behandelt. Die Extrakte wurden
30 sec lang stark geschiittelt. Die Zelltrimmer wurden danach bei 4 °C und 10000 g fiir
10 min abzentrifugiert. Der Pigmentgehalt wurde aus der Absorption des Uberstandes des
acetonischen Extraktes bei 720 nm, 470 nm, 645 nm und 662 nm ermittelt. Nach Subtraktion
des Triibungswertes (Extinktion bei 720 nm) wurden die Pigmentkonzentrationen mithilfe der

von Lichtenthaler (1987) angegebenen Formeln errechnet:
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Chlorophyll a = 11.24 X Aggy — 2.04 X Agys,

Chlorophyll b = 20.13 X A645 - 4.19 X A6627

1000XA479—1.90XChlorophyll a—63.14XChlorophyll b
214 )

Carotinoide =

Durch Einbeziehen des Frischgewichtes wurde der Pigmentgehalt pro mg Frischgewicht

(ng/mg FG) angegeben.

2.5.2.2 Anthocyanbestimmung

Zur Bestimmung des Anthocyangehaltes in Bléttern wurden Blattproben zu feinem Pulver
gemorsert und mit 5 mL Anthocyan-Extraktionspuffer (18:1:81 = Propanol:37 % HCI:H,0)
behandelt (Ticconi et al., 2001). Nach einer Homogenisierung wurden die Proben fiir 3 min in
einem kochenden Wasserbad inkubiert. Nach einer Zentrifugation (10 min, 5000 rpm, 4 °C)
wurde die Absorption des Uberstandes bei 535 nm und 650 nm (Triibungswert) gemessen.
Die Anthocyanabsorption wurde durch Abziehen des Triibungswertes bestimmt und auf das

ermittelte Frischgewicht bezogen (Asss/ g FG):

AAnthocyan = As3s — Agso-

2.5.2.3 Photosyntheseeffizienz

Zur Bestimmung der Photosyntheseleistung in Bléttern wurde die Effizienz des Photosystems
IT (PSII) nach Humbeck & Krupinska (1996) ermittelt. Bei der Methode wird das Verhiltnis
zwischen der variablen und der maximalen Fluoreszenz (F,/F,) des Chlorophylls im PSII
bestimmt. Dies dient als Mall fiir die Quantenausbeute des PSII. Die
Chlorophyllfluoreszenzmessungen wurden mit einem Pulse-Amplituden-Modulations-
Fluorometer (Mini-PAM) in der Blattmitte durchgefiihrt. Nach einer 30-miniitigen
Dunkeladaption der Blitter wurde die Grundfluoreszenz (Fy) gemessen. Dazu wurden die
Blitter mit einer Lichtintensitit von 0.1 pmol/(m*xsec) bestrahlt, die keine signifikante
Energieumwandlung (z. B. Fluoreszenz) gestattete. Die maximale Fluoreszenz (F,,) wurde
nach einer Blitzlichtapplikation (700 msec, Weilllicht) mit einer Intensitit von
4000 pmol/(m*xsec) bestimmt. Die Photosyntheseleistung wurde aus der folgenden

Gleichung berechnet:
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F,/FE, =™

Fm

2.5.3 Proteinbestimmung

Die Gesamtproteinmenge wurde nach Bradford bestimmt. Die Methode beruht auf der
Absorptionsdnderung des Coomassie-Farbstoffes (Brillant Blue-G250), die sich durch
Bindung des Farbstoffes an Proteine ergibt (Bradford, 1976). Das Roti® Quant-Reagenz
wurde laut Herstellerangaben verwendet und die Absorption wurde bei 595 nm bestimmt. Fiir
die Quantifizierung der Proben wurde eine Eichgerade mit BSA im Konzentrationsbereich

von 0.2 bis 1 pg/uL erstellt.

2.5.4 Enzymbestimmungen

In der vorliegenden Arbeit kamen verschiedene Enzymtests zur Anwendung. Die

Verwendung und der Zweck der einzelnen Enzymbestimmungen sind in Tabelle 2-2

aufgefiihrt.

Tabelle 2-2: Liste der verwendeten Enzymtests. Die Tabelle fasst den Zweck der einzelnen

Enzymbestimmungen zusammen.

Enzym Verwendung Zweck Referenz

a-Mannosidase Markerenzym, Berechnung der (Boller & Kende,
vakuoldre Lokalisation Vakuolenausbeute 1979)

Malat- Markerenzym, Reinheitscharakterisierung (Bergmeyer, 1974)
Dehydrogenase mitochondriale der Vakuolenfraktion,
Lokalisation Kontamination mit
Protoplasten und
Mitochondrien
Glukose-6- Markerenzym, Reinheitscharakterisierung (Bergmeyer &
Phosphat- cytosolische Lokalisation  der Vakuolenfraktion, Bergmeyer, 1984)
Dehydrogenase Kontamination mit
Protoplasten
NADH- Markerenzym, Reinheitscharakterisierung (Tolbert, 1974)
cytochrom-c- Lokalisation im der Vakuolenfraktion,
Reduktase Endoplasmatischen Kontamination mit ER
Retikulum (ER)

B-Glucuronidase

Fluorometrische und
histochemische Analyse
der B-Glucuronidase-
Aktivitat

Charakterisierung der
RNasel X Promoteraktivitit

(Jefferson et al.,
1987, Blume &
Grierson, 1997)




36 | Material und Methoden

2.5.4.1 a-Mannosidase

In Tomatenzellen ist a-Mannosidase (EC 3.2.1.24) ausschlieBlich vakuolar lokalisiert. Das
Enzym diente als Markerenzym zur Berechnung der Vakuolenausbeute. Dazu wurde die
Aktivitdt der a-Mannosidase zuerst in Protoplasten und dann in isolierten Vakuolen ermittelt.
Die Vakuolenausbeute wurde aus dem Verhdltnis der a-Mannosidaseaktivitit der
Vakuolenfraktion gegeniiber der Aktivitét in der Gesamtprotoplastenfraktion berechnet.

Die Aktivititsbestimmung erfolgte kolorimetrisch nach Boller & Kende (1979) oder
fluorometrisch nach Hortensteiner et al. (1992). Als Substrat fiir die kolorimetrische
Bestimmung diente p-Nitrophenyl-a-D-Mannopyranosid (Absorption bei 405 nm). Zur
fluorometrischen Bestimmung wurde Methylumbelliferyl-o-D-Mannopyranosid als Substrat

verwendet (Anregungswellenlinge 366 nm, Emissionswellenlinge 448 nm, Lumineszenz

Spektrometer LS-50 B).

2.5.4.2 Malat-Dehydrogenase

Malat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.37) wurde als Markerenzym fiir zelluldre Verunreinigungen
(Protoplasten und Mitochondrien) der Vakuolenfraktion eingesetzt und nach der Methode von
Bergmeyer (1974) bestimmt. Das Enzym katalysiert die Reaktion von Oxalacetat zu Malat,
wobei NADH gleichzeitig zu NAD" umgewandelt wird. Der Verbrauch von NADH wurde

spektrophotometrisch bei 340 nm gemessen.

2.5.4.3 Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase

Die Aktivitit von Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.49) wurde nach der
Methode von Bergmeyer & Bergmeyer (1984) bestimmt. Das Enzym katalysiert die Reaktion
von D-Glukose-6-Phosphat und NADP" zu D-Gluconat-6-Phosphat und NADPH+H". Die
Menge des entstehenden NADPH wurde spektrophotometrisch bei 340 nm gemessen.

2.5.44 NADH-Cytochrom-c-Reduktase

NADH-Cytochrom-c-Reductase (EC 1.6.99.3) wurde als Markerenzym fiir Kontamination der
Vakuolenpriparation mit Endoplasmatischem Retikulum benutzt. Das Enzym katalysiert die
folgende Reaktion:

Cytochrom c (oxidiert) + NADH — Cytochrom ¢ (reduziert) + NAD".
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Die Enzymaktivitdat wurde spektrophotometrisch bei 550 nm nach Tolbert (1974) erfasst.

2.5.45 B-Glucuronidase

Die Aktivitidt von B-Glucuronidase (GUS, EC 3.2.1.128) in der transgenen PromLX::uidA
Linie 10 wurde in Zellextrakten durch fluorometrische Analyse und in ganzen Pflanzen durch

histochemische Analyse nachgewiesen.

2.5.4.5.1 Fluorometrischer GUS-Assay fur Zellextrakte

Bei dem fluorometrischen GUS-Assay wurde die enzymatische Aktivitéit der B-Glucuronidase
in Zellextrakten bestimmt. Als Substrat wurde 4-Methylumbelliferyl-B-D-Glucuronid (MUG)
eingesetzt, welches durch die B-Glucuronidase zu 4-Methyl-Umbelliferon (MU) umgesetzt
wird (Jefferson et al., 1987). Die Bildung von MU wurde fluorometrisch gemessen (365 nm
Anregungswellenldnge, 455 nm Emissionswellenldnge, Lumineszenz Spektrometer LS-50 B).
Zur Herstellung der Zellextrakte wurde das Pflanzenmaterial (ca. 200 mg) in fliissigem
Stickstoff gemorsert und in 2 mL GUS-Extraktionspuffer (50 mM Na,HPO4*2H,O (pH 7.0),
10 mM Na,EDTA, 10 mM 2-Mercaptoethanol, 0.1 % (v/v) Na-Lauroylsarcosain, 0.1 % (v/v)
Triton X-100) aufgenommen. Nach 10 min Zentrifugation bei 13000 rpm und 4 °C wurde der
Uberstand zur Proteinbestimmung und Aktivitéitsbestimmung der B-Glucoronidase verwendet.
Zur Aktivititsanalyse wurden je 20 pL des Uberstandes mit 1 mL GUS-Assay-Puffer (GUS-
Extraktionspuffer, 1 mM MUG) bei 37 °C inkubiert. Die Kinetik der Reaktion wurde in
Zeitabstinden von 15 min verfolgt, wobei je 200 pL des Reaktionsansatzes entnommen und

mit 800 pL 0.2 M Na,COs abgestoppt wurden.

2.5.4.5.2 Histochemischer GUS-Assay fur ganze Pflanzenorgane

Bei der histochemischen GUS-Analyse wurde die enzymatische Aktivitit der f-
Glucuronidase durch Spaltung von X-Gluc (5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-D-glucupyranosid) in
den einzelnen Pflanzenorganen nachgewiesen (Blume et al, 1997). Das bei der
enzymatischen Reaktion freigesetzte Indolderivat war als blaues Prazipitat zu erkennen.

Frisches Pflanzenmaterial wurde mit 0.3 % (v/v) Formaldehyd, 50 mM Na-Phosphatpuffer
(pH7.0) und 1 mM EDTA fiir 5 min in Vakuum gebracht (vakuuminfiltriert) und
anschlieBend mit der gleichen Ldsung fiir weitere 30 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach
mehrmaligem Waschen mit 50 mM Na-Phosphatpuffer (pH 7.0)/1 mM EDTA wurden die
Pflanzen mit einer Férbelosung (0.5 mM X-Gluc, 100 mM Na-Phosphatpufter (pH 7.0),
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50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0.2 % (v/v) Triton X-100, 0.1 mM Kj[Fe(CN)g] und 0.1 mM
K4[Fe(CN)s] x3H,0) iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurden die Proben fiir 2 h
in 45 % (v/v) EtOH, 5 % Formaldehyd und 5 % (v/v) Essigsédure fixiert. Durch mehrmaliges
Waschen mit 96 % EtOH wurde das Chlorophyll entfirbt. Die Pflanzen wurden bis zur
fotografischen Dokumentation in 70 %-igem EtOH bei 4 °C auftbewahrt.

2.6 Mikroskopische Analyse

2.6.1 Mitose-Index

Der Mitose-Index ist eine wichtige MessgroBBe des Zellzyklus und der Zellteilungsrate einer
Zelllinie. Zur Bestimmung des Mitose-Index wurden Zellkerne mit DAPI gefarbt und am
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop, Barrierefilter 450-490 nm) analysiert.

Die Zellen wurden dazu zuerst bei leichtem Schiitteln fiir 15 min mit 3 % Paraformaldehyd
fixiert, dann abzentrifugiert und anschlieBend mit 900 pL Praparationspuffer (0.1 M PIPES,
5% DMSO, 0.05 % Nonidet NP-40, 1 mM EGTA, 10 % Saccharose, pH 7.2) und 100 pL
DAPI (0.01 mg/ mL) fiir 30 min im Dunkeln gefarbt.

Fiir jede Probe wurden am Fluoreszenzmikroskop ca. 1000 Zellen ausgewertet indem die
einzelnen Teilungsphasen bestimmt wurden (Abbildung 2-4). Der Mitose-Index wurde mit

der folgenden Gleichung errechnet:

Mitose Index [%] = % %X 100,

wobei P=Prophase, M=Metaphase, A=Anaphase, 7=Telophase und /=Interphase.

Interphase Mitose

Prophase Metaphase Anaphase Telophase
frih spat

Abbildung 2-4: Darstellung der Interphase und der einzelnen Teilungsphasen der Mitose.
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2.6.2 Vitalitatstest

Zur Vitalitdtsbestimmung der Zellpopulation wurde Fluoresceindiacetat (FDA) verwendet
(Heslop-Harrison & Heslop-Harrison, 1970). Lebende Zellen setzen FDA durch Esterasen zu
einem fluoreszierenden Produkt um und behalten den Farbstoff innerhalb der intakten
Zellenmembran. Tote Zellen haben keine intakte Membran und werden nicht durch FDA
geférbt.

Die Zellen wurden mit 0.01 % FDA vermischt und sofort am Fluoreszenzmikroskop
analysiert. Die lebenden Zellen fluoreszieren nach Blauanregung griin. Bei jeder Probe
wurden ca. 1000 Zellen ausgezdhlt. Der Anteil an vitalen Zellen wurde aus der folgenden

Gleichung errechnet:

Vitale Zellen (%] vitale Zellen % 100
tate celien 1701 = T le Zellen + tote Zellen '

2.7 Durchflusscytometrische Analyse

Eine durchflusscytometrische Analyse wurde zur Uberpriifung der Reinheit von Vakuolen
durchgefiihrt. Die Vakuolen wurden dazu mit Rhodamin 123 (0.1 pg/mL) und Hoechst 33342
(2.5 pg/mL) fiir ca. 10 min. bei Raumtemperatur gefarbt. Zur Messung wurde ein LSR I
Durchflusscytometer von Becton Dickinson verwendet. Die Anregung der Farbstoffe erfolgte
bei 350 nm (Hoechst) und 488 nm (Rhodamin 123) mit geeigneten Lasern. Die Fluoreszenzen
wurden bei 530/28 nm (Rhodamin 123) und 500/11 nm (Hoechst) gemessen.

Féarbung und Messung konnte freundlicherweise in der Core-Unit Fluoreszenztechnologie
(Dr. Andreas Losche) des Interdisziplindren Zentrums fiir Klinische Forschung (IZKF)
Leipzig durchgefiihrt werden.

2.8 Transkriptionsanalyse

Wasser und Gerdte fiir die Arbeit mit RNA wurden vor Gebrauch mit 0.1 % (v/v)
Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt. DEPC acyliert Aminogruppen und inaktiviert so
Proteine, wie z. B. RNasen. Nach Autoklavieren zersetzt sich DEPC vollstindig zu CO; und
Ethanol. Losungen fiir die Arbeit mit RNA wurden ausschlieBlich mit DEPC-behandeltem
Wasser (DEPC-H,0) angesetzt.
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2.8.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Gesamt-RNA wurde aus Zellkulturen oder Pflanzenteilen isoliert. Das gefrorene Material
wurde durch Mdrsern in fliissigem Stickstoff zerrieben und in 2 mL RNA-Extraktionspuffer
(0.1 M NaCl, 10 mM TRIS/HCI, 1 mM EDTA, 1% (w/v)SDS, pH7.5) und 2mL
Phenol/Chloroform (1:1) aufgenommen. Das Extraktionsgemisch wurde fiir 5 min stark
geschiittelt. Zur Abtrennung der phenolischen von der wéssrigen Phase erfolgte eine
Zentrifugation bei 4800 rpm und 4 °C (10 min). Zur vollstindigen Extraktion der
vorhandenen Proteine wurde die wissrige Phase zusidtzlich noch zweimal mit
Phenol/Chlorophorm behandelt. Die Nukleinsduren wurden mit 0.1 Volumen 3 M
Natriumacetat und 0.7 Volumen 2-Propanol iiber Nacht bei -20 °C prézipitiert, durch
Zentrifugation sedimentiert, getrocknet und im DEPC-H,O aufgelost.

2.8.2 Northern-Blots

2.8.2.1 Lithiumchlorid-Fallung der Gesamt-RNA

Fiir die Northern Blot-Analyse wurde RNA durch eine LiCI-Fallung weiter gereinigt und von
genomischer DNA getrennt. Die Gesamt-RNA wurde in DEPC-H,0O aufgelost und mit dem
gleichen Volumen 4 M LiCl-Ldsung iiber Nacht bei 4 °C gefillt. Nach einer Zentrifugation
bei 5000 rpm und 4 °C fiir 30 min wurde das Pellet mit 70 %-igem EtOH gewaschen. Die
RNA wurde zentrifugiert, getrocknet und in DEPC-H,O gelost. Die Ausbeute an Gesamt-
RNA wurde spektrophotometrisch durch Messung der Absorption bei 260 nm quantifiziert
(Spektrometer Ultrospec 3300 pro).

2.8.2.2 Elektrophorese

Zur Northern Blot-Analyse wurde zuerst eine elektrophoretische Auftrennung der Gesamt-
RNA (25 pg) unter denaturierenden Bedingungen in Formaldehyd-haltigem Agarosegel
(1.5 %) vorgenommen. Als Probe- und Laufpuffer wurde 1xMOPS-RNA-Puffer (20 mM
MOPS, 5 mM Natriumacetat, | mM EDTA, pH 7.0) verwendet. Die RNA-Proben wurden im
Denaturierungspuffer (18.5 % (v/v) Formaldehyd, 1xMOPS-RNA-Puffer, 12.5 M Formamid)
fiir 15 min bei 65 °C behandelt und dann sofort auf Eis gekiihlt. Nach Zugabe von
3.5 uL Ladepuffer (0.2 % (w/v) Ethidiumbromid, 0.25 % (w/v) Bromphenolblau,
0.25 % (w/v) Xylencyanol, 50 % (v/v) Glycerol, 1 mM EDTA, pH 8) zu 25 uLL Probe wurde
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die RNA auf das Gel aufgetragen und elektrophoretisch (4 V/ecm Elektrodenabstand)

aufgetrennt.

2.8.2.3 RNA-Blot

Nach der Elektrophorese wurde die RNA durch Kapillartransfer iiber 24 Stunden auf eine
positiv geladene Nylontransfermembran (Hybond N) geblottet. Als Transferpuffer wurde
20xSSC (3 M NaCl, 0.3 M Natriumcitrat, pH 7.0) benutzt. Durch UV-cross-linking im Auto-
Crosslink-Modus (120 000 pJ, 25 bis 50 sec, UV-Stratalinker 1800) und Erhitzen bei 80 °C
(2 h) wurde die RNA irreversibel auf der Membran fixiert.

2.8.2.4 cDNA-Sonden aus Plasmiden

Alle ¢cDNAs wurden freundlicherweise als Plasmide von Dr. M. Koéck (Biozentrum der
Martin-Luther-Universitit) zur Verfiigung gestellt. Die Plasmide wurden mit dem Qiagen
Plasmid Midi Kit isoliert. Die cDNA-Fragmente fiir RNaseLE, RNaseLX und LePS2 wurden
aus den Plasmiden pRLE, pRLX und pPSI 14B durch Verdau mit Pstl/Xhol ausgeschnitten
und aus Agarosegelen aufgereinigt (High Pure PCR Product Purification Kit).

2.8.25 PCR-amplifizierte cDNA-Sonden

Die cDNA-Sonden fiir LePT2 und EF[ o wurden zusétzlich durch Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) aus pCR2.1-TOPO-Vektor (pLePT2 bzw. pEF1a) amplifiziert, da die Ausbeute dieser
cDNAs aus den Plasmiden gering war. Die Amplifikation wurde in einem PCR-Gerit
(iCycler iQ) mit Reaktionslosungen von MBI Fermentas durchgefiihrt. Ein PCR-Ansatz
(50 uL) enthielt 1xPCR-Puffer, 5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, je 20 pmol Vorwérts- und
Riickwarts-Primer, 20-100 ng Template-DNA und 1U Tag-Polymerase. Die Sequenz-
spezifischen Primer sind in Kapitel 2.8.4 aufgefiihrt. Es wurde das folgende PCR-Programm
verwendet: 1. initiale Denaturierung bei 95 °C, 2 min; 2. Denaturierung: 95 °C, 1 min; 3.
Annealing: 62 °C, 1 min; 4. Elongation: 72 °C; 5. finale Elongation: 72 °C, 10 min. Die
Amplifikation erfolgte mit 35 Zyklen (Wiederholung der Schritte 2-4).
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2.8.2.6 Radioaktive Markierung der cDNA-Sonden

Die radioaktive Markierung der cDNA-Fragmente erfolgte mit a->"P[dCTP] durch Nick-
Translation laut Herstellerangaben (Nick Translation Kit, RocheDiagnostics). Anschlieend
wurden die radioaktiv markierten cDNA-Sonden iiber MicroSpin-Zentrifugationsrohrchen
(Probe-Quant™ G-50 Micro Columns) gereinigt. Unmittelbar vor der Verwendung wurde die

cDNA-Sonde fiir 10 min bei 95 °C denaturiert.

2.8.2.7 Hybridisierung und Autoradiographie

Die Northern-Hybridisierung wurde nach Sambrook, Fritsch & Maniatis (1989) durchgefiihrt.
Als Hybridisierungsproben wurden a->*P[dCTP] radioaktivmarkierten cDNA-Sonden fiir
RNaseLE, RNasel X, LePS2, LePT2 und EF1« benutzt. Um unspezifische Bindungsstellen
abzusittigen, wurde die mit RNA beladene Nylonmembran fiir 2h mit
Prihybridisierungslosung (6 xSSC, 5xDenhardt’s, 0.5 % (w/v) SDS, 100 pg Fisch-Sperma-
DNA) bei 65°C behandelt. Die 5xDenhardt’s-Losung enthielt 0.5 g Ficoll 400, 0.5 ¢g
Polyvinylpyrrolidon und 0.5 g BSA. Danach erfolgte die Hybridisierung mit einer radioaktiv
markierten Sonde bei 65°C fiir ca. 16 h. Die Nylonmembran wurde danach mit
2xSSC/0.1 % (v/v) SDS bzw. 1xSSC/0.1 % (v/v) SDS fiir 20 min bei 65 °C gewaschen.
Anschliefend wurde die Membran autoradiographisch analysiert (Imagerplatten Typ BAS
2040 S). Die Expositionszeiten betrugen 12 h. Die Auswertung wurde mit einem FUJI BAS
Imager und mit dem Softwareprogramm TINA (Raytest) durchgefiihrt. Zur quantitativen
Auswertung der Signale wurde zuerst die Hintergrundintensitit abgezogen. Um die
Variationen beim Auftragen der Proben zu korrigieren, wurden die Signalintensititen des
jeweiligen Gens auf die Signalintensitit von EF/a bezogen. Die relative Transkriptmenge

wurde graphisch als Prozent der maximalen Intensitét des jeweiligen Gens dargestellt.

2.8.3 Quantitative Real-Time PCR (QRT-PCR)

Zur qRT-PCR Analyse wurde die DNase I behandelte Gesamt-RNA zuerst {iber Probe-
Quant™ G-50 Micro Columns gereinigt. Danach wurde cDNA synthethisiert, die als
Template fir die PCR eingesetzt wurde. Als Kontrollen wurden PCR-Ansétze mit sterilem
H,O und DNase behandelten mRNA-Proben mitgefiihrt. Die Grofe der PCR-Produkte
(Basenpaare, bp) wurde durch Analyse der Reaktion auf einem 2 %-igen Agarosegel gepriift.

Zusitzlich wurde die Spezifitiat der PCR-Produkte durch die Schmelzkurven charakterisiert.
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2.8.3.1 DNase | Verdau

RNA fiir die qRT-PCR Analyse wurde mit Deoxyribonuclease I (DNase I) versetzt. Zur
Behandlung der Gesamt-RNA mit DNase I wurde ein 50 pL-Ansatz verwendet: 10 pg
Gesamt-RNA; 1xReaktionspuffer; 1 U/uL. Ribonukleaseinhibitor; 0.1 U/uL DNase I. Die
Reaktion wurde bei 37 °C fiir 1 h inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Inaktivierung der
DNase I durch Zugabe von 5 pL 25 mM EDTA und eine Inkubation bei 65 °C fiir 10 min.

2.8.3.2 Reverese Transkription

Zur cDNA-Synthese kam der First Strand cDNA Synthesis Kit zum Einsatz. Die Synthese
erfolgte laut Herstellerangaben. Der Reaktionsansatz ist in Tabelle 2-3 aufgefiihrt. Das
cDNA-Template wurde 1:50 verdiinnt und in der qRT-PCR eingesetzt.

Tabelle 2-3: Reaktionsansatz zur cDNA Synthese.

Reagenz Menge
DNA-freie Gesamt-RNA 2 g
Oligo-dT18-Primer (0.5 pg/ pL) 1 uL
Deionisiertes H,O auf 11 pL
5 min Inkubation bei 70 °C
5x Reaktionspuffer 4 uL
Ribonukleaseinhibitor (20 U/ uL) 1 uL
dNTPs (10 mM) 2 uL
5 min Inkubation bei 37 °C
M-MLV Reverse Transkriptase (20 U/ puL) 2 ul

1 h Inkubation bei 37 °C

Inaktivierung durch Inkubation bei 70 °C fiir 10 min

2.8.3.3 Real-Time PCR

Real-Time PCR wurde im 20 pL MaBstab durchgefiihrt. Die Amplifikation erfolgte in iCycler
iQ RealTime PCR Detection System unter der Verwendung von iQ™ SYBR® Green
Supermix. Der Reaktionsansatz und das PCR Programm sind in Tabelle 2-4 bzw. Tabelle 2-5
aufgefiihrt. Um die Spezifitit und die Effizienz der PCR zu erhéhen, wurde die Annealing-
Temperatur fiir jedes untersuchte Gen optimiert. Die Sequenzspezifischen Primer sind in

Kapitel 2.8.3.4 aufgefiihrt.
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Tabelle 2-4: Reaktionsansatz fiir Real Time PCR.

Reagenz Menge
iQT™SYBR"Green Supermix 10 uL
Vorwirts-Primer (1 pM) 2 uL
Riickwérts-Primer (1 uM) 2 ulL
Steriles H,O 5uL
cDNA (1:50 Verdiinnung) 1 ul

Tabelle 2-5: Amplifikationsbedingungen der Real-Time PCR. Die Anealing-Temperatur (X °C) wurde fiir jedes
Gen spezifisch optimiert (vgl. Kapitel 2.8.3.4).

Schritt Dauer Temperatur
1.Initiale Denaturierung/Hot-Start-Taq (1x) 5 min 95 °C
2.Amplifikation (40x)

2.1 Denaturierung 20 sec 95 °C

2.2 Anealing 20 sec X°C

2.3 Elongation 20 sec 72 °C
3. Stop 0 4°C

2.8.3.4 Quantitative Auswertung

Zur Auswertung der Genexpressionsergebnisse wurde das AAC-Modell angewandt. Bei
diesem Berechnungsmodell wird die Transkriptmenge des Zielgens (Cizicigen) auf die
Transkriptmenge des Referenzgens (Cirefeen) bezogen. So erhdlt man den ACt-Wert. Der
relative Expressionsunterschied (x-fache Expression, AAC-Wert) wurde berechnet, indem die
ACt-Werte eines Gens in einer Probe und einer Kontrollprobe ins Verhéltnis gesetzt wurden.
Um die x-fachen Expressionslevel (Uber- oder Unterexpression) darzustellen, wurden die
Ergebnisse graphisch auf einer logarithmischen Skala abgebildet. Dabei zeigt ein
Verhiltniswert liber 1 eine hohere und ein Verhidltniswert unter 1 eine niedrigere
Transkription im Vergleich zur Kontrollprobe.

Die AACt-Mehode setzt eine Verdopplung des Templates in jedem Zyklus voraus, d.h. man
geht von einem idealisierten PCR-Effizienz (E=2) in allen Proben aus. Grof3e Schwankungen
in der PCR-Effizienzen konnten darum zu enormen Unterschieden in den Expressionslevels
fiihren. Die Ermittlung der PCR-Effizienzen der Zielgene und der entsprechenden
Referenzgene ergab jedoch sehr geringe Schwankungen der Werte (vgl. Kapitel 2.8.4), sodass

die Effizienzunterschiede vernachléssigt werden konnten.
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Falls nicht anders vermerkt, wurde zur relativen Quantifizierung der Expressionsergebnisse

Ubiquitin (Ubi) als nicht reguliertes ,,housekeeping Gen* (HKG, Referenzgen) verwendet.

2.8.4 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion International GmbH synthetisiert. Die
Tabelle wunten fasst die Oligonukleotidsequenzen, die Produktgrofe wund die
Datenbankzugangsnummer der entsprechenden Gene zusammen. Um eine fehlerhafte
Auswertung der relativen Expressionsunterschiede auszuschlieen, wurden zusitzlich die
PCR-Effizienzen der einzelnen Primerpaare ermittelt. Die Bestimmung der PCR-Effizienzen
wies keine groflen Schwankungen auf. Die PCR-Effizienzen sind ebenfalls in der Tabelle
unten aufgelistet. In den Oligonamen steht ,.f** fiir Vorwérts- und ,,r** fiir Riickwérts-Primer.

Tabelle 2-6: Zusammenfassung von verwendeten Sequenz-spezifischen Primern zur Durchfithrung von PCR
und RT-PCR.

Produkt Annealing- PCR-

Oligo Oligonukleotidsequenzen : 5°—3 bp Temp. Effizienz Acc. Nummer
UBL f GGTTAAGCT CGCTGTGTTGCAG 159 62 °C 1510, X58253

UBL r AAACGTAGGTGAGCCCACAC S.lycopersicum
PIN2, f GGATGTACCACGTGTTGCAC i 62 °C 1910, K03291

PIN2, r ACAGGGTACATATTTGCCTTGG S.lycopersicum
RNLX,f  ATGGCACTTGTTCAGCTCTTAACC 152 62 % g030, X79338
RNLX, r TGCACTCTATAAATGGTGTGT GTCC S.lycopersicum
RNLE,f  CCAAACAGTCCTTATGACCAATCTC 190 62 °C 1130, X719337
RNLE, r TGAGAACGGATTCAGCACAAGTG S.lycopersicum
Actin, f~  CATCACTTGTTGGAATGGAAG 230 sgoC ] AB158612
Actin,r”  CCAGACACTGTACTTGCGTTC N. tabacum
NtPT1, f~  TGATGCCGGTTACCCTGCTGG 169 . ] AB042950
NtPT1,r CATTTCTGTTCCACTTTCCTC N. tabacum
NtPT2, f: ACGGGTTCCTCTACGCTGCA 140 62 °C ] AB042951
NtPT2,r"  CCTTTGGACTCTGGCACTCA N. tabacum
LePT2, f GGCATTATGGCTGTGGGGGATAATG 1650 62 °C ] AF022874
LePT2,r CTCATGCTTCTCCAGTTATAGTTTC S.lycopersicum
EFla, f* CACATCAGCATTGTGGTCATTGGTC ] X 14449
EFla,r™ CGTTAATCTGGTCAAGAGCCTCAAG 630 62°C i S.lycopersicum

"Die Primer-Sequenzen und die Annealing-Temperatur wurden mit Hilfe folgender Software-Programme
analysiert:

Oligonucleotide Properties Calculator: http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html

FastPCR: http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/history.htm

“Die PCR-Effizienz der Primer wurde nicht bestimmt.

“"Die Primer-Sequenzen lagen zu Beginn der Arbeit vor und wurden zur Herstellung von PCR-amplifizierten
cDNA-Sonden fiir Northern-Analyse benutzt.
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2.9 NMR-Spektroskopie

2.9.1 In vivo 3P-NMR

Alle in vivo NMR-Experimente wurden in Koopertion mit Dr. Cor Dijkema und Dr. Pieter de

Waard am WNMRC der Universitit Wageningen in Wageningen, Niederlande durchgefiihrt.

2.9.1.1 NMR-Messparameter

In vivo *'P-NMR Spektren wurden an einem Bruker AV-300 Spektrometer mit einer
Messfrequenz von 121.5 MHz aufgenommen. Das Spektrometer wurde mit einem 20 mm
3'p/3C Probenkopf ausgeriistet. Die Erfassungszeit jedes Spektrums betrug 60 min und
entsprach 6700 Scans. Alle Messungen wurden ohne *'P-'"H Entkopplung durchgefiihrt. Die
NMR-Spektren wurden mit einer Spektrallinienbreite von 10 Hz ausgewertet. Die
Auswertung und die Integration der Signale erfolgten mit Hilfe der TopSpin Software
(Bruker). Als Referenzverbindung und als externer Standard diente Methylendiphosphonat
(MDP). MDP hatte eine chemische Verschiebung von 16.92 ppm beziiglich 85 % H;PO,4
(0 ppm).

Die NMR-Signale wurden nach Literaturdaten zugeordnet (Roberts & Jardetzky, 1981, Kime
et al., 1982, Aubert et al., 1996). Zusitzlich wurden Referenzspektren von Pi und Phi bei
verschiedenen pH-Werten vermessen. Die pH-Abhéngigkeit der chemischen Verschiebung
von Pi ist im Anhang Kapitel 0 dargestellt. Die pH-sensitive chemische Verschiebung der Pi-
und Phi-Signale konnte durch einen Vergleich mit diesen Referenzspektren exakt zugeordnet

werden.

2.9.1.2 Perfusionssystem

Es wurde eine Perfusionsausriistung nach Roby et al. (1987a) benutzt. Eine schematische
Darstellung des Perfusionssystems ist in Abbildung 2-5 gezeigt. Unmittelbar vor der NMR-
Analyse wurden Tabakzellen entweder in Pi-haltigem oder in Pi-freiem Medium fiir 24 h
kultiviert um +Pi bzw. —Pi-Zellen herzustellen. Durch Waschen und Zentrifugieren wurden
die Zellen in einem NMR-Ro6hrchen mit einem Durchmesser von 20 mm dicht gepackt. Das
gepackte Zellvolumen entsprach ca. 15 mL. Auf dem Boden des Réhrchens befand sich eine
perforierte Teflonscheibe, welche die Zellaggregate zuriickhielt, aber das Medium

ungehindert durchflieBen lief3.
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Das NMR-Rohrchen besal  Glasrohrleitungen  fir ZufluB und  AbfluB des
sauerstoffangereicherten Mediums. Das Medium wurde mit einer peristaltischen Pumpe mit
einer Geschwindigkeit von 16 mL/min durch die Zellpackung gepumpt. Die Temperatur des
Mediums und der Probe wurde bei 25 °C gehalten. Der pH des Mediums wurde auf pH 6.6
eingestellt. Die Zusammensetzung des Mediums beruhte auf MS-Medium, wobei,
abweichend von der Rezeptur, kein MnSO4 und FeSO4 zugefiigt wurden (Murashige et al.,
1962). Mangan- und Eisenionen besitzen paramagnetische Eigenschaften, die zur
Verbreiterung der NMR-Signale fiihren.

In der Ausgangsleitung befand sich eine geschlossene Glaskapillare mit der Referenzsubstanz
MDP. Grundsitzlich wurde in allen Experimenten —Pi-Medium verwendet. Fiir die Versuche
mit Pi und/oder Phi wurde KH,POs- und KH,POs-Losung (pH 6.6) zu einer Endkonzentration

von jeweils | mM zugegeben.

e ____1 Abbildung 2-5: Schematische Darstellung

. ' g 0, des Perfusionssystems fiir in vivo SIP.NMR
Zugangsleitung | -----somommmmoosomsomosooom Messungen. Der Umlauf des Mediums
ermdglichte eine gleichmifBige Sauerstoff-
und Nahrstoffversorgung der gepackten
Zellen. Gleichzeitig erlaubten die grof3e
Zellmasse und die hohe Zelldichte eine gute
Identifikation der detektierbaren
Nahrmedium Metaboliten.
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2.9.2 In vitro 3P-NMR

Neben in vivo NMR-Experimenten wurden auch NMR-Messungen an Extrakten von

Pflanzenteilen durchgefiihrt. In diesen Experimenten wurden Wildtyppflanzen sowie phol-
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und pho2-Mutanten von A. thaliana eingesetzt. Die Mutanten wurden freundlicherweise von
Prof. Steffen Abel (University of California) zur Verfiigung gestellt. Die NMR-Messungen
wurden in einer Kooperation mit Dr. Beate Fuchs (Institut fiir Medizinische Physik und

Biophysik, Universitit Leipzig) durchgefiihrt.

2.9.2.1 Perchlorsaureextrakte

Gefrorene Blattproben wurden gemodrsert, gefriergetrocknet und mit 35 % (v/v) H3;ClO4
extrahiert. Zusatzlich wurden die Proben mit Ultraschall (3 x 30 sec, 40 W, Mikrospitze,
Ultraschall-Desintegrator Sonoplus) behandelt. Die Extrakte wurden mit 2.5 mM KHCO;
neutralisiert, gefriergetrocknet und anschlieBend in 0.5 mL 100 mM TRIS/HCIl Puffer
aufgenommen (pH 6.5).

2.9.2.2 NMR-Messungen

3'P-NMR Spektren wurden an einem Bruker DRX-600 Spektrometer mit einer Messfrequenz
von 242.88 MHz in 5 mm NMR-Ro6hrchen aufgenommen. Als Locksignal wurde D,O
benutzt. Alle Messungen wurden bei 30 °C mit einer Walz-16 'H Entkopplung durchgefiihrt.
Weitere Messparameter waren: Erfassungszeit: 1 sec, Datengrofle: 8-16k, 90 © Puls (10 ps),
Pulsverzogerung: 2 sec, Spektrallinienbreite: 1 Hz. Als Referenz und externer Standard wurde
MDP benutzt (16.92 ppm). Die Zuordnung der Pi- bzw. Phi-Signale wurde durch einen
Vergleich mit den Spektren von Pi- und Phi-Standardlosungen durchgefiihrt.

2.10 Transportversuche

Die Aufnahmekinetik von Pi und Phi in Zellen und Vakuolen wurde durch Transportversuche

mit radioaktiv markiertem Pi untersucht.

2.10.1 Transportversuche mit Zellsuspensionskulturen

Die Kinetikstudien wurden mit —Pi- bzw. +Pi-Kulturen der Tomaten- und Tabakzellen
durchgefiihrt. Die Transportversuche wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Der pH-Wert
des Aufnahmemediums wurde auf 5.8 eingestellt. Bei diesem Wert dominiert die
monovalente Form des Phosphats (H,POy4), die am besten von den Pflanzen assimiliert wird

(Ullrich-Eberius et al., 1984).
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Fiir die zeitabhingige Pi-Aufnahme wurde zu jeder Probe 0.1 uCi (3.7 KBq) radioaktiv
markierte Phosphorsdure [**P]H;PO, zugegeben und nach bestimmten Zeitintervallen die
aufgenommene Radioaktivitit gemessen. Die konzentrationsabhidngige Pi-Aufnahme wurde
in der Gegenwart von 0.1 pCi [3 2P]H3PO4 und bei steigenden Konzentrationen von
extrazellulirem Pi durchgefiihrt. Unter stindigem Schiitteln und nach einem Zeitraum von
1 min wurde das Aufnahmemedium durch Vakuumfiltration entfernt. Um eine unspezifische
Adsorption des radioaktiven Pi zu entfernen, wurden die Zellen mit einer eiskalten 10 mM
CaCl,-Losung gewaschen. Die Radioaktivitdtsmessung erfolgte durch Cherenkov-Messung in

einem Fliissigkeitsszintillationsspektrometer (TriCarb-2100 TR).

2.10.2 Transportversuche mit intakten Vakuolen

Vakuolen wurden aus 4 Tage alten Suspensionskulturen der Tomate hergestellt. Die
Priparation erfolgte sowohl aus —Pi- als auch aus +Pi-Zellen. Vakuolen wurden durch
alkalische EDTA-Lyse von Protoplasten und Reinigung durch eine Zentrifugation im
diskontinuierlichen Dichtegradienten gewonnen. Die Transportversuche wurden unter der
Anwendung von Silicondl-Filtrationszentrifugation durchgefiihrt (Martinoia et al., 1985,

Rentsch & Martinoia, 1991).

2.10.2.1 Isolierung und Reinigung von Protoplasten

Protoplasten wurden nach Tewes et al. (1984) gewonnen. Die Zellen wurden durch Absaugen
auf Filterpapier (0.5 g FG) geerntet und in 12 mL Cellulase-Medium (0.5 M Sorbitol,
1 % (w/v) Driselase und 0.01 % (w/v) HUPc-Cellulase in CPW-Medium) aufgenommen. Das
CPW-Medium wurde nach Frearson et al. (1973) hergestellt. Die Zusammensetzung des
CPW-Mediums ist im Anhang aufgefiihrt (vgl. Kapitel 7.3, Tabelle 2-1). Fiir die
Protoplastierung von +Pi-Zellen enthielt das CPW-Medium 2.5 mM KH,PO,4 analog dem
Kulturmedium. Beim Zellwandverdau von —Pi-Zellen wurde auf das Phosphat verzichtet. Die
Zellen wurden im Dunkeln fiir 12 h bei 23 °C und 75 rpm inkubiert. Die Protoplasten wurden
mit Losung A (CPW-Medium mit 0.4 M Sorbitol) gewaschen. Zelltrimmer wurden durch
Flotation der Protoplasten in diskontinuierlichen Dichtegradienten, die aus Losung A und
Losung B (CPW-Medium mit 0.4 M Sorbitol und 5 % Ficoll 400) zusammengesetzt wurden,
entfernt. Die Mengen und die Mischungsverhéltnisse sind in Abbildung 2-6 dargestellt. Die
Protoplasten wurden von der ersten Interphase entnommen und mit MES-Vakuolen-Puffer

(5 mM MES/TRIS-Puffer, pH 6.0, 0.4 M Sorbitol) gewaschen.
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Protoplasten Abbildung 2-6: Diskontinuirlicher
. Dichtegradient zur Protoplastenreinigung.
1mLLésungA

Dichte: 1.073 g/mL

|

2mLLésungB: LosungA= 3:1 (v/v)
Dichte: 1.110 g/mL

3mLLésung B + Protoplasten

v Dichte: 1.123 g/mL

2.10.2.2 Isolierung und Reinigung von Vakuolen

Der Zellaufschluss zur Vakuolengewinnung erfolgte durch eine isotonisch-alkalische Lyse
mit EDTA (Glund et al., 1984). Die gereinigten Protoplasten wurden in 1 mL Lyse-Puffer
(20 mM HEPES, 30 mM KCI, 1 mM CaCl,, 0.4 M Sorbitol, 20 mM EDTA, pH 8.0)
aufgenommen und flir 15 min unter starkem Schiitteln bei Raumtemperatur lysiert. Die
Reinigung der Vakuolen erfolgte in einem diskontinuierlichen Gradienten, der aus
verschiedenen Mischungen der Puffer I (20 mM HEPES, 30 mM KCI, 1 mM CaCl,, 0.4 M
Sorbit, 7 % (w/v) Ficoll 400, pH 7.2) und Puffer II (Puffer I ohne Ficoll 400) geschichtet
wurde. Die Puffermenge und die Pufferverhiltnisse sind in Abbildung 2-7 dargestellt. Die
Flotation der Vakuolen erfolgte durch eine Zentrifugation bei 4 °C und 1500 g fiir 20 min
ohne Bremse (Beckman GS-15R, Ausschwingrotor). Die Vakuolenfraktion wurde von der
obersten Interphase abgenommen. AnschlieBend wurden die Aktivitdten von Markerenzymen
(vgl. Kapitel 2.5.4) der verschiedenen Zellkompartimente bestimmt, um Reinheit und

Ausbeute der Vakuolen zu ermitteln.

a

I

Vakuolen
0,5 mL Pufferll

Dichte: 1.080 g/mL, 0.662 Osmol/kg

1 mL Puffer| : Pufferll =6:1 (v/v)
Dichte: 1.091 g/mL, 0.757 Osmol/kg

2mL Pufferl: Pufferll =2:1 (v/v)
Dichte: 1.106 g/mL, 0.706 Osmol/kg

2 mL Lyse-Puffer+ 1.32 mL Pufferl

v Dichte: 1.115 g/mL, 0.630 Osmol/kg

Abbildung 2-7: Isolierung und Reinigung von Vakuolen aus Tomatenzellkultur. a: Diskontinuierlicher
Dichtegradient zur Vakuolenisolierung. b: Vakuolensuspension nach der Flotation in Dichtegradienten.
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2.10.2.3 Aufnahmestudien und Silicondél-Filtrationszentrifugation

Fir Kinetikstudien mit intakten Vakuolen wurde die Silicondl-Filtrationszentrifugation
verwendet. Dazu wurden jeweils 70 uL des Aufnahmemediums in 400 uL Polypropylen-
Rohrchen aliquotiert. Das Aufnahmemedium war aus 25 % (v/v) Percoll, 20 mM HEPES,
30 mM KCI, 1 mM CaCl,, 0.4 M Sorbitol, pH 7.2, 0.12 % (w/v) BSA, 1 mM DTT, 0.1 uCi
(3.7kBq) [*H]H,O, 0.1 nCi (3.7kBq) [*P]H,PO, und 100 uM unmarkiertem Pi
zusammengesetzt. Der Transport wurde durch die Zugabe von ATP bzw. PPi aktiviert. Dazu
wurden MgCl, und ATP (PPi) in Konzentrationen von 6 mM bzw. 1.5 mM zugesetzt. Zur
Kontrolle wurden Transportstudien ohne ATP bzw. PPi mit 1 mM MgCl, durchgefiihrt. Je
Versuchsbedingung wurden 6 Replikate durchgefiihrt.

Der Transportversuch wurde durch die Zugabe von 30 pL konzentrierter Vakuolensuspension
gestartet. Das Aufnahmemedium wurde schnell mit 150 pLL Silicondl (AR200:AR1000=8:2)
und danach 60 uL. Wasser iiberschichtet. Die Dichtegradienten sind schematisch in Abbildung
2-8 gezeigt. Die Inkubation wurde nach einer definierten Zeit durch Zentrifugation bei
10000 g fiir 15 s beendet (Microfuge 12, Horizontalrotor). Dabei flotierten die Vakuolen
durch die Silicondlschicht in die oberste wissrige Phase. Zur Radioaktivitdtsbestimmung
wurden 50 pL der wiéssrigen Phase entnommen und mit 2 mL Szintillationscocktail
(Rotiszint® eco) vermischt. Die Radioktivitit wurde unter der Verwendung eines 'H-¥P
Programms fiir doppelt-radioaktive Markierung im Fliissigkeitsszintillationsspektrometer
(TriCarb-2100 TR) gemessen. So konnte gleichzeitig die Menge an ["H]H,O (als interne
Referenz) und [*>PJH,PO; bestimmt werden.

Abbildung 2-8: Dichtegradienten zu
L Transportstudien mit intakten Vakuolen. Das
Wasser, 60 pL, p=1.000 g/mL Transportexperiment wurde durch Zentrifugation des

| Reaktionsgefilles beendet. Die Zentrifugation fand
in einer Beckman-Zentrifuge mit horizontalem Rotor

AR-Silicondl, 150 pL statt.

AR200:AR1000=8:2, p=1.054 g/mL

Aufnahmemedium + Vakuolen, 100 uL
p=1.093 g/mL
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2.10.3 Berechnung kinetischer Parameter

Die kinetischen Parameter (K, Viax, ICso, K;) wurden mit Standardmethoden (Michaelis-
Menten-Kinetik, Hill-Kinetik, Eadie-Hofstee Linearisierung, Dixon-Diagramm) aus den
erhaltenen Daten berechnet. Die Rechenschritte sind im Anhang Kapitel 7.5 aufgefiihrt.

Die Regressionsanpassungen und die statistische Analyse wurden unter der Verwendung von
SigmaPlot Software ausgefiihrt. Die durch die Regressionsanpassungen ermittelten
kinetischen Parameter sind als Wert = SE angegeben. Die Messwerte in den graphischen
Darstellungen, soweit nicht anders vermerkt, reprasentieren den Median, Maximum und

Minimum einer Dreifachbestimmung.

2.11 Statistik

Zur statistischen Bewertung der experimentellen Ergebnisse wurde der t-Test nach Student
eingesetzt, sofern Daten von mehr als 6 Replikaten vorlagen.

Die meisten Experimente wurden allerdings mit weniger Replikaten, meistens in Triplikaten,
durchgefiihrt. Bei Triplikaten ist eine statistisch-rechnerische Bewertung der Messwerte nicht
sinnvoll. Um die Daten aber moglichst exakt abzubilden, wurden in Diagrammen in der Regel
Median, Maximum und Minimum abgebildet. Bei Triplikaten ist so jeder Messwert erkennbar
und aus der graphischen Darstellung kann die Signifikanz eines Ergebnisses abgeschitzt
werden.

Fast alle Experimente wurden mindestens einmal wiederholt, um das Ergebnis zu verifizieren.
In diesen Fillen wurden in der Regel Daten eines reprisentativen Experimentes (vgl.

Abbildungsbeschriftungen) gezeigt.
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3 Ergebnisse

3.1 Physiologische Anpassungen an Pi-Mangel unter dem Einfluss

von Phi

3.1.1 Wachstum und Morphologie

Suboptimale Pi-Versorgung fiihrt zu Anpassungsreaktionen auf physiologisch-biochemischer
und transkriptioneller Ebene in den Pflanzen. Um Erkenntnisse iiber die Beeinflussung der
morphologischen Adaptionen an Pi-Mangel durch Phi zu gewinnen, wurde die
Pflanzenentwicklung anhand ausgewéhlter Wachstumsparameter bei Phosphatmangelstress

und unter dem Einfluss von Phi untersucht.

3.1.1.1 Wachstum von Zellkulturen

Die Wirkung von Phi auf das Wachstum pflanzlicher Zellen wurde in Tomatenzellkulturen
untersucht. Dazu wurden Tomatenzellen aus der stationiren Wachstumsphase in
Wachstumsmedium mit und ohne Pi und Phi iiberfiihrt (Abbildung 3-1). Am dritten Kulturtag
(72 h) war das Zellwachstum im —Pi-Medium im Vergleich zu +Pi-Wachstumsbedingungen
um 68 % verringert. Die —Pi/+Phi-Zellen zeigten eine noch stirkere Wachstumsreduzierung,
nidmlich 89 % weniger Frischgewicht im Vergleich zu +Pi-Bedingungen. Bei ausreichender
Pi-Versorgung iibte die Zugabe von Phi bis zum zweiten Kulturtag noch keine Wirkung auf
das Zellwachstum aus. Im weiteren Wachstumsverlauf zeigten die Zellen eine 44 %-ige
Wachstumsreduzierung im Vergleich zu der +Pi-Kultur. Die Hemmung im spiteren
Kulturverlauf trat ein, als Pi vermutlich weitgehend aufgebraucht war. In einem
vergleichbaren Experiment konnte belegt werden, dass nach 48 h kein Pi im Medium mehr
nachgewiesen werden konnte (vgl. Abbildung 3-8a). Moglicherweise trat die
Wachstumshemmung erst in dieser Phase auf, weil die Pi-Mangelantwort der Zellen durch

Phi negativ beeinflusst wurde.
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Abbildung 3-1: In der Abwesenheit von Pi bewirkte Phi eine deutliche Reduzierung des Zellwachstums.
Tomatenzellen wurden in +Pi-, —Pi-, +Pi/+Phi- und —Pi/+Phi-Kulturmedien kultiviert. Die Ausgangsdichte
(ODggo) der Zellsuspension entsprach 0.35 fiir alle Kultivierungsbedingungen. In der Gegenwart von Pi wurde
das Zellwachstum erst nach 48 h gehemmt. Es sind Median, Maximum und Minimum von drei parallelen
Messungen (n=3) in einem repréasentativen Experiment gezeigt.

3.1.1.2 Wachstum von hydroponisch kultivierten Tomatenpflanzen

Neben dem Einfluss von Phi auf Zellkulturen wurde die Entwicklung von Phi-behandelten
Tomatenpflanzen anhand des Frischgewichtes analysiert. Das Frischgewicht der
Tomatenpflanzen mit Pi-Mangel war 43 % geringer, als das Frischgewicht der +Pi-Pflanzen
(Abbildung 3-2). Sowohl bei ausreichender Pi-Versorgung als auch bei Pi-Mangel fiihrte Phi
zu einer leichten Entwicklungshemmung. Unter Pi-Mangelbedingungen bewirkten schon
0.5 mM Phi eine Verringerung des Frischgewichtes um 22 % im Vergleich zur —Pi/~Phi-
Kontrolle. Hohere Phi-Konzentrationen fithren in diesem Experiment zu keiner weiteren
Hemmung des Wachstums. Bei +Pi-Pflanzen wurde eine leichte Wachstumsreduzierung erst

ab einer Phi-Konzentration von 1 mM festgestellt.
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Abbildung 3-2: Phi bewirkt eine Reduzierung des Frischgewichtes von Tomatenpflanzen sowohl bei
ausreichender als auch bei defizienter Pi-Versorgung. Tomatenpflanzen wurden als Hydrokultur in Medien mit
und ohne Pi und mit den angegebenen Phi-Konzentrationen kultiviert. Nach 7 Tagen Wachstum wurde das
Frischgewicht bestimmt. Es sind Median, Maximum und Minimum von zehn parallelen Messungen (n=10) in
einem représentativen Experiment dargestellt. Zur statistischen Bewertung durch t-Test wurden alle Versuche
mit Phi (+Pi) jeweils mit der Kontrollbedingung ohne Phi verglichen. Auflerdem wurden die Phi-freien
Experimente mit und ohne Pi verglichen. Alle Unterschiede unter Pi-freien Bedingungen sind signifikant mit
p<0.001. Bei den vollerndhrten Pflanzen bewirkt Phi eine signifikante Wachstumsreduzierung erst ab 1.0 mM
(p<0.05).

3.1.1.3 Hauptwurzellange und Wurzel/Spross Verhaltnis

Veranderungen der Morphologie des Wurzelsystems und ein erhohtes Wurzel/Spross-
Verhiltnis sind charakteristische morphologische Anpassungen von Pflanzen an Pi-Mangel.
Darum wurde der Einfluss von Phi auf das Wurzelwachstum und das Wurzel/Spross-
Verhiltnis von hydroponisch kultivierten Tomatenpflanzen ndher betrachtet.

In Abbildung 3-3 ist das Ergebnis der Analyse des Hauptwurzelwachstums der
Tomatenpflanzen dargestellt. Pi-Mangel fiihrte zu erhohtem Hauptwurzelwachstum. Bereits
0.5 mM Phi waren ausreichend, um die Verlidngerung der Hauptwurzel zu hemmen und die
Pi-Anpassung zu unterdriicken. Die Wurzelldinge war 7 Tage nach Phi-Zugabe um 63 %
kiirzer als die Wurzellinge der Kontrollpflanzen ohne Phi. Die Anwendung hoéherer Phi-
Konzentrationen fiihrte zu keiner weiteren Reduktion des Wurzelwachstums.

Eine Inhibierung des Wurzelwachstums wurde auch bei Tomatenpflanzen festgestellt, die bei
ausreichender Pi-Versorgung gewachsen waren. Hier war der Effekt jedoch geringer und

setzte erst bei hOheren Konzentrationen ein.
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Abbildung 3-3: Phi hemmt das Wachstum der Hauptwurzel in Tomatenpflanzen. Die Hauptwurzellinge wurde
an hydroponisch kultivierten Tomatenpflanzen nach 7 Tagen Wachstum bei ausreichender und limitierter Pi-
Versorgung und bei den angegebenen Phi-Konzentrationen gemessen. Es sind Median, Maximum und Minimum
von vierzig parallelen Messungen (n=40) in einem représentativen Experiment dargestellt. Zur statistischen
Bewertung durch t-Test wurden alle Versuche mit Phi (+Pi) jeweils mit der Kontrollbedingung ohne Phi
verglichen. AuBerdem wurden die Phi-freien Experimente mit und ohne Pi verglichen. Alle Unterschiede sind
signifikant mit p<0.001.

Die spezifische Hemmwirkung von Phi auf die Entwicklung der Hauptwurzel zeigte sich am
Wurzel/Spross-Verhiltnis noch deutlicher. In Abbildung 3-4 ist zu erkennen, dass die
verstarkte Entwicklung des Wurzelsystems unter Pi-Mangel in einem erhdhten
Wurzel/Spross-Verhéltnis resultierte. Die Zugabe von 0.5 mM Phi zu Pi-freiem Medium
verhinderte diese Anpassung der Pflanzen an Pi-Mangel und verringerte das Wurzel/Spross-
Verhiltnis um 67 % im Vergleich zu den Kontrollpflanzen. Hohere Phi-Konzentrationen
lieferten keine weiteren Unterschiede beim Wurzel/Spross-Verhéltnis.

Eine leichte Abnahme des Wurzel/Spross-Verhiltnisses zeigte sich auch bei Phi-behandelten
Pflanzen, die mit Pi gewachsen waren.

Zusammengefasst belegen die Ergebnisse, dass Phi zu einer starken Hemmung der frithen
Pflanzenentwicklung fiihrt. Besonders betroffen war die Pflanzenentwicklung unter Pi-
Mangelbedingungen, da die Verliangerung der Hauptwurzel hier durch Phi unterdriickt wurde.
Dies belegt eine Interaktion von Phi mit den morphologischen Anpassungen der Pflanzen bei

schlechter Pi-Versorgung.



Physiologische Anpassungen an Pi-Mangel unter dem Einfluss von Phi | 57

0,30

[ +Pi
B -Pi

0,25 1

0,20

0,15 1

0,10 A

——i

Wurzel/Spross-Verhéltnis

——
|_

R

0,05 A

0,00 T T T T
0,0 0,5 1,0 1,5

Phi-Konzentration [mM]

Abbildung 3-4: Phi fiihrte zu einer starken Reduktion des Wurzel/Spross-Verhiltnisses in Tomatenpflanzen.
Das Wurzel/Spross-Verhiltnis wurde nach 7 Tagen Wachstum unter ausreichender und limitierter Pi-Versorgung
und unter den angegebenen Phi-Konzentrationen analysiert. Es sind Median, Maximum und Minimum von zehn
parallelen Messungen (n=10) in einem reprisentativen Experiment dargestellt. Zur statistischen Bewertung
durch t-Test wurden alle Versuche mit Phi (£Pi) jeweils mit der Kontrollbedingung ohne Phi verglichen.
AuBlerdem wurden die Phi-freien Experimente mit und ohne Pi verglichen. Alle Unterschiede unter Pi-freien
Bedingungen sind signifikant mit p<0.001. Bei den vollerndhrten Pflanzen bewirkt Phi eine signifikante
Wachstumsreduzierung erst ab 1.0 mM (p<0.05).

3.1.2 Sekundéare Pflanzenstoffe und Photosyntheseleistung

Die Akkumulation sekunddrer Pflanzenstoffe dient als Abwehrreaktion nicht nur bei
Starklicht, sondern ist auch ein Indikator fiir schlechte Wasser- und Néhrstoffversorgung. Bei
Stresseinfliissen, wie auch bei Pi-Mangel, kann aus den Anfangsreaktionen des
Shikimatweges, welcher vom Erythrose-4-Phosphat und PEP ausgeht (vgl. Abbildung 1-3,
Seite 18), freies Pi fiir den Grundstoffwechsel zuriickgewonnen werden. Die Biosynthese der
sekunddren Pflanzenstoffe steht darum in engem Zusammenhang mit dem primédren
Stoffwechsel, wobei Pi eine essenzielle Rolle spielt.

Die Auswirkung von Phi auf die friihe Pflanzenwachstumsphase wurde hier anhand des
Anthocyan- (Stressmarker), Chlorophyll- und Carotinoid-Gehaltes und der Effizienz des

Photosystems II (Vitalitdtsmarker) untersucht.
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3.1.2.1 Anthocyanakkumulation

Die Akkumulation von Anthocyanen ist bei Pi-Untererndhrung eine charakteristische
Stressreaktion vieler Pflanzen. Am Beispiel von Tomatenpflanzen konnte dies nachvollzogen
werden. Tomatenkeimlinge mit Pi-Mangel besallen einen dreifach hoheren Anthocyangehalt
im Vergleich zu vollerndhrten Pflanzen (Abbildung 3-5).

Bei Behandlung der Tomatenpflanzen mit 0.5, 1 und 1.5 mM Phi wurde keine signifikante
Reduktion des Anthocyangehaltes in den Blittern festgestellt. Stattdessen stiegen die
Anthocyanwerte im Vergleich zur Kontrollbedingung weiter an. Der maximale
Anthocyangehalt wurde bei 1.0 mM Phi und gleichzeitigem Pi-Mangel beobachtet. Phi alleine

hatte unter ausreichender Pi-Versorgung keinen Einfluss auf die Antocyanakkumulation.

1,0
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0,4
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0,0 T T T
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Abbildung 3-5: Die Anthocyanakkumulation wurde in Pi-verarmten Tomatenpflanzen durch Phi nicht
beeinflusst. Die Tomatenpflanzen wurden fiir eine Woche als Hydrokultur auf Medium mit und ohne Pi
kultiviert. AnschlieBend wurden die Pflanzen fiir eine weitere Woche auf Medium mit und ohne Pi mit den
angegebenen Phi-Konzentrationen kultiviert. Der Anthocyangehalt wurde wie unter Kapitel 2.5.2.2 beschrieben
analysiert. Es sind Median, Maximum und Minimum von drei parallelen Messungen (n=3) in einem
reprasentativen Experiment gezeigt.

3.1.2.2 Chlorophyllgehalt

Der Phi-Einfluss auf den Chlorophyll- und den Carotinoidgehalt wurde unter +Pi- und —Pi-
Bedingungen in hydroponisch kultivierten Tomatenpflanzen analysiert. Nach 7 Tagen

Wachstum wurden Chlorophyll und Carotinoide aus den Blittern der Tomatenpflanzen
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extrahiert und anschlieBend spektrophotometrisch bestimmt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 3-6 dargestellt.

Die Pigmentanalyse zeigte, dass Pflanzen, die an Pi-Mangel litten, einen niedrigeren
Blattchlorophyllgehalt hatten, als Pflanzen, die mit Pi gewachsen waren. Ein vergleichbares
Ergebnis ergab sich auch fiir den Gehalt an Carotinoiden. Die Behandlung mit Phi fiihrte
innerhalb des untersuchten Konzentrationsbereichs zu keiner ~Anderung des
Chlorophyllgehaltes unter Pi-Mangelbedingungen. Eine Auswirkung von Phi auf den Gehalt
an Carotinoiden war ebenfalls nicht erkennbar (Abbildung 3-6, graue Balken). Im Vergleich
dazu konnte jedoch eine leichte Zunahme sowohl des Gehaltes an Chlorophyll @ und
Chlorophyll b als auch des Carotinoidgehaltes in Bléttern aus Pi-versorgten Pflanzen mit Pi

bei 0.5 und 1.0 mM Phi festgestellt werden (Abbildung 3-6, weille Balken).

Chlorophyll a Chlorophyll b
0,30 phy! 012 phy
1 +Pi 1 +Pi
B -Pi B -Pi
0,25 0,10 1
? - JF ®
2 0,20 2 0,08 T
1S £
2 z
@ 0,15 o 0,061
= >
< <
Q Q
2 0,10 © 0,04
o o
< o
(8} o
0,05 0,02
0,00 ! ! . 0,00 ! !
0,0 0,5 1,0 0,0 0,5 1,0
Phi-Konzentration [mM] Phi-Konzentration [mM]
Chlorophyll a/b-Verhaltnis Carotinoidgehalt
0,07
3,0 4| 1 +Pi 1 +Pi
P [ -Pi
P 0,06 -
] ™ 8 B %
© 0,05
g 20 =
sV j=2}
— 3
E‘ ; 0,04
[
S 154 S
5 o 0,03
= =)
° o 2
R § 0,02
[
o
0,5 0,01 4
0,0 ) ! ! 0,00 . !
0,0 05 1,0 0,0 0,5 1,0
Phi-Konzentration [mM] Phi-Konzentration [mM]

Abbildung 3-6: Auswirkung verschiedener Phi-Konzentrationen auf den Chlorophyll- und Carotinoidgehalt in
Tomatenblattern. Die Tomatenpflanzen wurden fiir eine Woche als Hydrokultur auf Medium mit bzw. ohne Pi
kultiviert. Danach wurden die Pflanzen fiir eine weitere Woche in Medium mit Phi umgesetzt. Es sind Median,
Maximum und Minimum von drei parallelen Messungen (n=3) in einem reprisentativen Experiment gezeigt. a:
Bestimmung des Gehaltes an Chlorophyll a; b: Bestimmung des Gehaltes an Chlorophyll b; ¢: Bestimmung des
Chlorophyll a/b-Verhiltnisses; d: Bestimmung des Gehaltes an Carotinoiden.
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Zusitzlich wurde {iberpriift, ob Anderungen im Chlorophyll a/b-Verhiltnis bei den
verschiedenen Anzuchtbedingungen auftraten (Abbildung 3-6¢). Insgesamt lag das
Chlorophyll a/b-Verhéltnis der Pflanzen ohne Pi in dieser Versuchsreihe etwas hoher als bei
vollgediingten Pflanzen. In keinem Fall wurde ein messbarer Einfluss von Phi auf das

Chlorophyll a/b-Verhéltnis in der Gruppe der Pflanzen mit oder ohne Pi festgestellt.

3.1.2.3 Photosyntheseleistung

Pi-Mangel kann den  Photosyntheseablauf  direkt  durch  Inhibierung  der
Energieumwandlungsprozesse (ADP-Phosphorylierung) oder indirekt durch Inhibierung von
Enzymen des Calvinzyklus hemmen. Zur weiteren Charakterisierung der physiologischen
Stressreaktionen gegeniiber Pi-Mangel und der Belastung mit Phi wurde die Effizienz des
Photosystems II (PSII) analysiert (F\/F,). Der F,/F,-Wert stellt das Verhéltnis zwischen der
variablen und der maximalen Fluoreszenz des Chlorophylls im PSII dar. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 3-7 gezeigt.

Unter den hier getesteten Bedingungen wurden keine Unterschiede zwischen den PSII-
Effizienzen der Pflanzen mit Pi (Abbildung 3-7a) bzw. ohne Pi festgestellt (Abbildung 3-7b).
In den ersten 24 h nach der Zugabe von Phi nahm die PSII-Effizienz sowohl in Pflanzen mit
Pi als auch in Pflanzen ohne Pi leicht zu. Diese Zunahme war unabhingig von den
angesetzten Phi-Konzentrationen. Im weiteren Verlauf des Versuches blieben die F\/F),-

Werte bis zu 120 h unverandert. Somit erschien die PSII-Effizienz von Phi unabhéngig.
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Abbildung 3-7: Phi hat keine Auswirkung auf die PSII-Effizienz (F,/F,) in Tomaten. Die Tomatenpflanzen
wurden als Hydrokultur fiir 7 Tage unter +Pi- und —Pi-Bedingungen und unter der Applikation der angegebenen
Phi-Konzentrationen behandelt. Es sind Median, Maximum und Minimum von fiinf parallelen Messungen (n=5)
in einem représentativen Experiment gezeigt. a: Pflanzen gewachsen auf +Pi-Medium; b: Pflanzen gewachsen
auf —Pi-Medium.
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3.2 Zellteilungsrate und Vitalitat

Phi fiihrte zu einer deutlichen Hemmung des Zellwachstums sowohl in Tomatenzellkulturen
als auch in Tomatenpflanzen. Daher stellte sich die Frage nach dem Einfluss von Phi auf die
Zellteilung. Um das zu untersuchen, wurde der Mitose-Index in Tomatenzellkulturen
betrachtet, der ein MaB fiir die Zellteilungsgeschwindigkeit der Zellen ist. Zusitzlich wurde
die Vitalitit der Zellpopulationen unter den verschiedenen Kultivierungsbedingungen mittels
Fluoresceindiacetat (FDA) bestimmt. Zellen aus der stationdren Wachstumsphase der
Vorkultur (4 Tage alt) wurden in +Pi, +Pi/+Phi, —Pi, und —Pi/+Phi Medien tiberfiihrt. Die
Ausgangskonzentration von Phi bzw. Pi war 2.5 mM. Die Zellen in allen Versuchsansétzen
hatten zu Begin des Experimentes eine niedrige Zellteilungsrate.

Unter +Pi-Wachstumsbedingungen zeigte sich ein starker Anstieg des Mitose-Index innerhalb
der ersten 12 h, der von einer Zunahme des intrazelluldren, freien Pi gekennzeichnet war
(Abbildung 3-8b und c). Danach nahmen die Zellteilungsrate und die Konzentration des
intrazelluldren Pi ab. Dies korrelierte ebenfalls mit dem Verbrauch an extrazellulirem Pi,
welches innerhalb von 48 h komplett erschopft war (Abbildung 3-8a). Der parallel
durchgefiihrte Vitalitdtstest zeigte eine langsame Abnahme der vitalen Zellen iiber 72 h
(Abbildung 3-8d).

Unter Pi-Mangel (-Pi) stieg der Mitose-Index erst 12 h nach dem Versuchsstart leicht an und
erreichte ein Maximum von 5.7 % bei 48 h. Der prozentuale Anteil an vitalen Zellen war bei
Pi-Mangel vergleichbar zur +Pi-Kultur.

In +Pi/+Phi-Medium zeigten die Tomatenzellen ein mit der +Pi-Kultur vergleichbares
Zellteilungsverhalten. Phi iibte keinen Einfluss auf den Phosphatverbrauch aus, verringerte
jedoch die intrazelluldre Pi-Konzentration am zweiten Kulturtag. Auffallend war, dass der
Vitalitdtstest ebenfalls nach dem zweiten Versuchstag eine stark verminderte Anzahl an
vitalen Zellen zeigte.

Die Prasenz von Phi im Pi-freien Medium fiihrte zu einer sehr starken Hemmung der

Zellteilungsrate. Der Vitalitétstest zeigte einen sehr starken Abfall an vitalen Zellen zwischen

12 und 24 h.
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Abbildung 3-8: Phi hemmt die Zellteilungsrate und fiihrt zu einer starken Verringerung des prozentualen
Anteils an vitalen Zellen in Pi-freiem Medium. Tomatenzellen wurden mit +Pi-, —Pi-, +Pi/+Phi- und —Pi/+Phi-
Medien behandelt. Pi-Verbrauch, Mitose-Index, intrazellulares, freies Pi und Vitalitdt der Zellen wurden zu den
angegebenen Inkubationszeiten bestimmt. a: Verbrauch an extrazelluldrem Pi; b: Bestimmung des Mitose-Index
mittels DAPI-Farbung der Zellkerne; c: Konzentration des intrazelluldren, freien Pi; d: Vitalititstest. In den
Abbildungen a und ¢ sind Median, Maximum und Minimum von drei parallelen Phosphatbestimmungen (n=3)
in einem représentativen Experiment dargestellt. In den Abbildungen b und ¢ sind Mitose-Index bzw. Vitalitdt
als prozentualer Anteil aus jeweils 1000 ausgewerteten Zellen in einem repréasentativen Experiment dargestellt.

In einem weiteren Experiment wurden Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase der
Vorkultur entnommen und in die oben genannten Kulturbedingungen iiberfiihrt (Abbildung
3-9). Erwartungsgemil wiesen alle exponentiell wachsenden Zellen zu Beginn eine hohe
Zellteilungsrate auf. Die +Pi- und +Pi/+Phi-Kulturen zeigten innerhalb der ersten 36 h einen
konstanten Mitose-Index. Im weiteren Versuchsverlauf nahm die Zellteilungsrate ab, wobei
die Phi-behandelten Zellen einen schnelleren Abfall der Teilungsrate zeigten. Im Gegensatz
dazu fiel der Mitose-Index der —Pi- und —Pi/+Phi-Zellkultur innerhalb der ersten 12 h auf
unter 2 % ab. Pi-Mangel hemmte also bei stationdren und auch bei exponentiell wachsenden
Zellen die Zellteilung. Im weiteren Versuchsverlauf nahm der Mitose-Index der —Pi-Zellen

leicht zu und erreichte einen Hochstwert von 3.1 % (36 h). Die Zellteilung der Phi-
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behandelten Zellen war stark inhibiert. Der Mitose-Index betrug im Versuchsverlauf weniger

als 0.9 %.

10

—— +Pi
—m— +Pi/+Phi
—— -Pi
—O— -Pi/+Phi

Mitose-Index [%]
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Abbildung 3-9: Phi fiihrt zu einem stark herabgesetzten Mitose-Index in Tomatenzellen, die aus der
exponentiellen Wachstumsphase der Vorkultur entnommen und in Medien mit +Pi, +Pi/+Phi, —Pi- bzw. —Pi/+Phi
iiberfiihrt wurden. Jeder Messwert stellt den prozentualen Anteil der mitotischen Zellen in insgesamt 1000
ausgewerteten Zellen dar.

Zusammengefasst zeigten die Versuche zum Mitose-Index, dass Pi-Mangel die Zellteilung
hemmt und dass dieser Effekt in Anwesenheit von Phi verstirkt wird. Weiterhin konnte auch
bei ausreichender Pi-Versorgung ein negativer Einfluss von Phi auf die intrazelluldre Pi-
Konzentration und die Vitalitit gezeigt werden. Die Wirkung von Pi-Mangel und Phi war
unabhidngig vom Wachstumsstadium der Zellen, da Zellen aus der stationdren
Wachstumsphase ganz dhnlich wie Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase reagierten.
Lai et al. (2007) haben in ihren Untersuchungen einen engen Zusammenhang zwischen
Wachstum (Zellteilung), erhohten Pi-Bedarf und PSR-Genexpression nachgewiesen. Der im
Vergleich zu —Pi-Bedingungen extrem niedrige Mitose-Index unter —Pi/+Phi-Bedingungen

konnte hier eine Folge der Herabregulation der PSR-Genexpression sein. Darum wurde der

Einfluss von Phi auf die Pi-Mangelanpassungen auf transkriptioneller Ebene ndher untersucht.

3.3 Expressionsanalyse von PSR-Gene

In den folgenden Abschnitten werden Ergebnisse prasentiert, die den Einfluss von Phi auf die

Phosphatmangelantwort auf Genexpressionsebene beschreiben. Zundchst wurde die
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Genexpression ausgewihlter PSR-Gene in Tomatenzellkulturen und in Tomatenpflanzen
mittels Northern-Blot untersucht. Dazu wurde die Transkription der Gene LePS2, LePT2,
RNaselLX und RNaseLE beobachtet. LePS2 ist eine saure Phosphatase, die zu einer Familie
von drei intrazelluldren Phosphohydrolasen gehort. LeP7? ist ein hoch-affiner Pi-Transporter.
RNaselLX und RNaseLE sind Gene fiir RNA-spezifische Endonukleasen. Ergdnzend wurden
mit Hilfe von transgenen Pflanzen Promotoraktivititsstudien der RNaseLX unter

verschiedenen Kulturbedingungen durchgefiihrt.

3.3.1 Genexpressionsstudien in Tomatenzellkulturen

Genexpressionsanalysen wurden mittels Northern-Hybridisierung mit *’P  radioaktiv
markierten cDNA-Sonden fiir RNaseLE, RNaselX, LePS2 und LePT2 durchgefiihrt. EFl o

wurde als interne Kontrolle benutzt.

+Pj +Pi/+Phi -Pi -Pi/+Phi
Zeitlh] | 0 2461224 0 2461224 0 2461224 0 2 461224
RNaseLE - Rl )

RNaselLX - .
LePS2 o --.

LePT2 v
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Abbildung 3-10: Phi unterdriickte die Transkription aller analysierten PSR-Gene (RNaseLE, RNaselLX, LePS2
und LePT2) trotz Pi-Mangel (vierte Spalte). Die Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf der
Trankskriptakkumulation der PSR-Gene in Tomatenzellkulturen in Abhéngigkeit der extrazelluldren Pi- bzw.
Phi-Versorgung. In Abwesenheit von Pi und Phi wurde die Transkription der PSR-Gene aktiviert (dritte Spalte).
Die Transkriptionsanalyse wurde durch Northern-Blot durchgefiihrt. Phi bzw. Pi wurden in einer Konzentration
von 2.5 mM zugesetzt. EF] o diente als konstitutiv exprimierte interne Kontrolle.

B swee - e

Abbildung 3-10 zeigt die zeitliche Transkriptakkumulation der ausgewidhlten PSR-Gene in
Tomatenzellkulturen. Unter +Pi-Bedingungen konnten im Northern-Blot keine Transkripte
von RNaseLX und LePT2 nachgewiesen werden. Ein schwaches Expressionslevel wurde fiir
RNaseLE detektiert. In der Anwesenheit von Phi waren RNaseLE-Transkripte nicht mehr
detektierbar. Eine geringe Genexpression wurde aber fiir LePS2 mit Phi festgestellt.

In Abwesenheit von exogenem Pi konnten mRNAs aller vier untersuchten Gene schon 2 h
nach dem Mediumswechsel nachgewiesen werden. Mit der Zeit wurde die Transkriptmenge

der PSR-Gene groBer und erreichte bei 12-24 h das Maximum. Der Zusatz von Phi fiihrt in
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der Abwesenheit von Pi zu einer deutlichen Unterdriickung der PSR-Genexpression, wobei
die mRNA-Menge schon 2 h nach der Zugabe von Phi deutlich reduziert war.
Um den Einfluss von Phi auf die PSR-Genexpression weiter zu erforschen, wurde die
Konzentrationsabhédngigkeit der Phi-Wirkung untersucht. Dazu wurden Tomatenzellen mit Pi,
unter Pi-Mangel und unter Pi-Mangel mit steigenden Konzentrationen an Phi kultiviert. Die
Auswirkung von 1, 2.5 und 5 mM Phi wurde nach 12 h Inkubationszeit anhand der
Transkriptmengen der PSR-Gene untersucht und ist in Abbildung 3-11 dargestellt. Eine
Repression der PSR-Gene war bereits bei 1 mM Phi zu erkennen. Bei Phi-Konzentrationen
von 2.5 und 5 mM Phi war die Expression von RNaseLX und LePT2 im Northern-Blot nicht
mehr nachweisbar und die Expression von RNaseLE und LePS2 war stark herabgesetzt. Dies
bedeutete, dass die Transkription der PSR-Gene durch Phi konzentrationsabhédngig gehemmt
wurde.
+Pi -Pi  -Pi/+Phi

Phi [mM] 0 0 125 5
RNaseLE .~
RNaseLX | FE ¥ :
LePS2
LePT2
EFla
rRNA

Abbildung 3-11: Die Genexpression der PSR-Gene (RNaseLE, RNaseLX, LePS2 und LePT2) wurde
konzentrationsabhéngig durch Phi unterdriickt. Auf dem Bild ist die Transkription der PSR-Gene bei
Anwesenheit von Pi (+Pi), unter Pi-Mangel (—Pi) und unter Pi-Mangel mit 1, 2.5 und 5 mM Phi (-Pi/4+Phi) 12 h
nach Mediumwechsel gezeigt. EF' I « diente als konstitutiv exprimierte interne Kontrolle.

3.3.2 Genexpressionsstudien in Tomatenkeimlingen

Der Phi-Effekt bei Pi-Mangelbedingungen wurde auch in hydroponisch kultivierten
Tomatenpflanzen untersucht. Unter +Pi-Bedingungen war die Ausgangskonzentration an Pi
immer 0.5 mM. Phi wurde in steigenden Konzentrationen von 0.5, 1, 1.5, 2 und 2.5 mM zu
+Pi- und -Pi-Medium zugesetzt. Die PSR-Gene wurden in Blittern, Hypocotylen und
Wurzeln analysiert. Die Northern-Blot-Analyse ist in Abbildung 3-12 dargestellt. Ahnlich wie
bei Tomatenzellkulturen aktivierte Pi-Mangel die Transkription der untersuchten PSR-Gene.
Unter Pi-Mangel wurden Transkripte von RNaseLE und RNaseLX in Hypocotylen und
Wurzeln detektiert, wobei ein sehr schwaches Signal von RNaseLX auch in Blattern gefunden

wurde. RNasel X konnte auch unter +Pi-Bedingungen in Hypocotylen nachgewiesen werden.
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LePS2 wurde in Blittern, Hypocotylen und Wurzeln transkribiert. LePT2-Transkripte
akkumulierten unter Pi-Mangel nur in der Wurzel.

Durch Phi wurde die Induktion der PSR-Gene in Tomatenpflanzen konzentrationsabhingig
gehemmt. Die Genexpressionsanalyse der Tomatenpflanzen Kkorrelierte gut mit den

Ergebnissen aus den Tomatenzellkulturen und bestétigte diese Ergebnisse.

Blatter Hypocotyl Wurzel

+Pi -Pi +Pi -Pi +Pi -Pi
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Abbildung 3-12: Die Zugabe von Phi unterdriickt die Transkription der analysierten PSR-Gene (RNaselLE,
RNaseLX, LePS2 und LePT?2) in Tomatenpflanzen trotz Pi-Mangel. Der Effekt war konzentrationsabhingig.
Tomatenpflanzen wurden als Hydrokultur in Medien mit Pi und ohne Pi und mit den angegebenen Phi-
Konzentrationen kultiviert. Die Transkription der PSR-Gene wurde unter Pi-freien und Pi-gesittigten
Bedingungen nach 7 Tagen Wachstum in Blattern, Hypocotylen und Wurzeln durch Northern-Blot untersucht.
EF1 o diente als konstitutiv exprimierte interne Kontrolle.

3.3.3 Einfluss von Phi auf die RNaseLX-Promotoraktivitat

Ergidnzend zu den Transkriptionsstudien wurde die Phi-Wirkung auch in transgenen
Tomatenpflanzen untersucht. Zu diesem Zweck wurde die transgene PromLX::uidA Linie 10
verwendet, die das B-Glucuronidase (GUS)-Gen unter der Kontrolle des RNaseLX-Promotors
exprimiert (Kock et al,, 2006). In Abbildung 3-13 ist die histochemische Analyse des
Expressionsmusters des RNaseLX-Promotors gezeigt. Fir das Experiment wurde eine
Konzentration von 1 mM Phi eingesetzt. Bei ausreichender Pi-Versorgung wurde keine GUS-
Aktivitdt, d. h. keine RNaseLX-Promotoraktivitit, nachgewiesen. Bei Pi-Mangel war die
Aktivitdt des RNaseLX-Promotors hauptsdchlich in Wurzelspitzen und auch weniger stark im
Hypocotyl detektierbar. In Bléttern war keine GUS-Aktivitét festzustellen. Die Zugabe von
I mM Phi flihrte zu einer deutlichen Suppression der RNaselLX-Promotoraktivitit. GUS-
Aktivitat konnte weder in Hypocotyl noch in Wurzeln nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse konnten auch quantitativ durch eine fluorometrische GUS-Analyse in
Blattern, Hypocotylen und Wurzeln bestétigt werden (Abbildung 3-14). Die GUS-Analysen
bestitigten damit die Ergebnisse der Northern-Blots und zeigten, dass Phi die Transkription

von PSR-Genen unterdriickt.
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Abbildung 3-13: Phi fithrte zur Repression der RNaseLX-Promotoraktivitit. Die Abbildung zeigt die
histochemische Analyse von der transgenen Linie 10 mit dem RNaseLX-Promotor-GUS-Konstrukt
PromLX::uid4. Die transgenen Tomatenpflanzen wurden als Hydrokultur angezogen und nach 10 Tagen
Wachstum auf +Pi-Medium (1A, 1B, 1C), +Pi/+Phi-Medium (2A, 2B, 2C), —Pi-Medium (3A, 3B, 3C) und —
Pi/+Phi-Medium (4A, 4B, 4C) analysiert. Durch eine X-Gluc-Féarbung der Pflanzen konnte die Aktivitdt des
RNaseLX-Promotors hauptsichlich in Wurzeln und weniger stark in Hypocotyl unter Pi-Mangel nachgewiesen
werden.
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Abbildung 3-14: Phi unterdriickt die Aktivitat des RNaseLX-Promotors bei Pi-Mangel. Die Abbildung zeigt das
Ergebnis der fluorometrischen GUS-Analyse von der transgenen Linie 10 mit dem RNaseLX-Promotor-GUS-
Konstrukt PromLX::uid4. Bei Pi-freien Bedingungen war die GUS-Aktivitdt in Wurzeln und Hypocotylen
erhoht. Es sind Median, Maximum und Minimum von drei Messungen (n=3) gezeigt.

3.3.4 Wirkung von Phi auf die Genexpression der RNaseLE

Die Genexpression von RNaseLE wird nicht nur durch Pi-Mangel sondern auch durch

Verwundung aktiviert (Kock et al., 2004). Aus unveroffentlichten Untersuchungen der
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eigenen Arbeitsgruppe war zudem bekannt, dass die Genexpression von RNaseLE auch durch
Zellwandabbauprozesse induziert wird. In den nachstehenden Versuchen wurde iiberpriift, ob
Phi auch mit anderen Signalwegen bzw. Regulationsmechanismen zur Genaktivierung
interagieren kann. Darum wurde der Einfluss von Phi auf die wund- und die
zellwandabbauinduzierte Genexpression der RNaseLE untersucht. Die Genexpression von
RNaselLX und PIN2 wurde als Kontrolle mit analysiert, wobei RNaseLX als Beispiel fiir ein

durch Pi-Mangel induziertes und PIN2 fiir ein durch Verwundung induziertes Gen dienten.

3.3.4.1 Wundinduktion

Die Akkumulation der RNaseLE, PIN2 und RNaselLX wurde in verwundeten und
unverwundeten Bléttern von 4 Wochen alten Tomatenpflanzen (Erdanzucht) untersucht.
Isolierte Blitter wurden in H,O, +Pi-, +Pi/+Phi- und —Pi/+Phi-Hoagland-Medium fiir 8 h
inkubiert. Abbildung 3-15 zeigt die Transkriptionsanalyse durch qRT-PCR.

RNaseLE-Transkripte akkumulieren in verwundeten Blittern, die sowohl mit Pi-haltigem
Medium als auch mit H,O behandelt wurden. Die Genexpression der RNaseLE konnte nicht
durch Phi reprimiert werden. Erwartungsgemill wurde das PIN2-Gen in allen verwundeten
Blattproben exprimiert. Wie bei RNaseLE wurde auch bei PIN2 keine Repression der

wundinduzierten Expression durch Phi festgestellt. RNaseLX war in keiner der Blattproben

aktiviert.
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Abbildung 3-15: Phi beeinflusste die wundinduzierte Genexpression von RNaseLE und PIN2 nicht.
Logarithmische Darstellung des Expressionslevels von RNaseLE, PIN2 und RNaseLX in isolierten Blittern von 4
Wochen alten Tomatenpflanzen nach Verwundung, bestimmt durch qRT-PCR. mRNA wurde aus Proben von
unverwundeten und verwundeten Bldttern isoliert. Das Expressionslevel der Gene wurde nach dem AAC-
Berechnungsmodell auf das Expressionslevel in unverwundeten Bléttern bezogen. Zur Normalisierung der
Expressionsergebnisse wurde Ubi als Referenzgen benutzt.
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3.3.4.2 Zellwandabbau

Der Zellwandverdau wurde einmal in Pi-haltigem CPW-Medium (0.5 M Sorbitol) mit
Cellulase-Losung (+Pi/+Cellulase) und einmal zusitzlich mit Phi (+Pi/+Cellulase/+Phi) fiir
24 h durchgefiihrt. Als Kontrolle wurden Tomatenzellen in Pi-haltigem CPW-Medium ohne
Cellulase-Losung und ohne Phi mitgefiihrt (+Pi). mRNA wurde sofort (0 h) und nach 24 h
Inkubation isoliert. Die Genexpressionsanalyse ist in Abbildung 3-16 dargestellt.

Bei +Pi-Versuchsbedingungen wurde keine Expression der analysierten Gene festgestellt.
Demgegeniiber zeigte die qRT-PCR-Analyse hohe Expressionslevel der RNaseLE sowohl
unter  +Pi/+Cellulase-Bedingungen  (70-fach ~ hochreguliert), als auch  unter
+Pi/+Cellulase/+Phi-Bedingungen (95-fach hochreguliert). Das PIN2-Gen wurde unter diesen
Versuchsbedingungen nicht exprimiert. Bemerkenswert war die starke Induktion der
RNaselLX-Genexpression in Cellulase-behandelten Zellen. In +Pi/+Cellulase-Bedingungen
war RNaseLX um den Faktor 154 und unter +Pi/+Cellulase/+Phi-Bedingungen um den Faktor
108 hochreguliert. Da der Zellwandverdau mit exogenem Pi durchgefiihrt wurde, konnte eine
mogliche Pi-Mangelinduktion ausgeschlossen werden. Phi iibte wéhrend des Zellwandabbaus

keine reprimierende Wirkung auf die Genexpression aus.
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Abbildung 3-16: Phi konnte die durch den Zellwandabbau induzierte RNaseLE-Genexpression nicht reprimieren
(24 h Inkubation). Die Genexpression von RNaseLX wurde ebenfalls induziert, aber nicht durch Phi reprimiert.
Tomatenzellen wurden unter Kontrollbedingungen (+Pi), mit Cellulase-Losung (+Pi/+Cellulase) und in der
gleichzeitigen Anwesenheit von Cellulase und Phi inkubiert (+Pi/+Cellulase/+Phi). mRNA wurde aus Proben
vom Zeitpunkt t=0 h (Kontrolle) und aus 24 h inkubierten Proben isoliert. Das Expressionslevel der Gene wurde
nach dem AAC;-Berechnungsmodell auf das Expressionslevel in der 0 h-Kontrolle bezogen. Zur Normalisierung
der Expressionsergebnisse wurde Ubi als Referenzgen benutzt.
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Zusammengefasst belegten die Ergebnisse, dass Phi die Aktivierung der PSR-Gene LePS2,
RNasel X, RNaseLE und LePT2, die normalerweise bei Pi-Mangel exprimiert werden und zur
Aufrechthaltung der Pi-Homdostase beitragen, stark unterdriickt. Dieser Effekt war
konzentrationsabhédngig. Phi war nicht fdhig, die Aktivierung der RNaseLE sowohl in der
Wundantwort als auch in Zellwandabbauprozessen zu reprimieren. Somit konnte den Schluss

gezogen werden, dass Phi selektiv und spezifisch die Phosphatmangelantwort beeinflusst.

3.4 Membrantransportstudien

Pflanzen erhalten die Pi-Homdostase durch Regulation des Membrantransportes und durch
Anderungen der metabolischen Aktivitit. Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass Phi mit den
Adaptionsreaktionen auf Pi-Mangel interferiert.

In den folgenden Abschnitten werden kinetische Studien der Pi-Aufnahme an
Zellsuspensionskulturen aus S. lycopersicum (Tomatenzellen) und N. tabacum (Tabakzellen)
und an isolierten Vakuolen présentiert. Eine mogliche Kompetition von Phi mit dem Pi-
Transport wurde in —Pi-Zellen ndher charakterisiert. Radioaktiv markierte Phosphorsdure
(’P]HsPO; bzw. [P]H;PO,) wurde fiir die Aufnahmeexperimente benutzt. Das
aufgenommene, radioaktiv markierte Phosphat wurde anhand der Cherenkov-Methode im

Fliissigkeitsszintillationsspektrometer gemessen.

3.4.1 Transportstudien mit Tomatenzellkulturen (S. lycopersicum)

3.4.1.1 Charakterisierung des Pi-Transportsystems

Um den linearen Bereich des Pi-Transportes in Tomatenzellen zu ermitteln, wurde zuerst die
Pi-Aufnahme in Abhédngigkeit von der Zeit untersucht. Die zeitabhéngige Pi-Aufnahme wurde
in —Pi-Zellen gemessen und ist in Abbildung 3-17 dargestellt. Der Pi-Transport blieb
innerhalb der ersten 1.5min linear. Danach erreichte der Transport ein Plateau,
moglicherweise weil die Zellen mit Pi gesittigt waren und die Aufnahmekapazitit erreicht
war. Basierend auf der zeitabhdngigen Pi-Aufnahme, wurde fiir die nachfolgenden

Transportstudien eine Inkubationszeit von 1 min festgelegt.
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Abbildung 3-17: Zeitabhingigkeit der Pi-Aufnahme in Pi-verarmten Tomatenzellen. Wie in allen weiteren
Experimenten, wurden die Aufnahmestudien bei pH 6.0 durchgefiihrt. Zu den Zellen wurde stets 37 KBq
(7.5 nM) radioaktiv markiertes Phosphat ([**P] H;PO,) zugegeben. Es sind Median, Maximum und Minimum
von drei parallelen Messungen in einem reprasentativen Experiment gezeigt.

Im Weiteren wurde die Pi-Aufnahme in Abhéngigkeit von der extrazelluldren Pi-
Konzentration bestimmt. Die konzentrationsabhingige Pi-Aufnahme wurde sowohl an +Pi-
als auch an —Pi-Zellen gemessen. Die Pi-Influxisothermen sind in Abbildung 3-18 dargestellt.
Die Auswertung der Daten ergab fiir die —Pi-Zellen eine typische Michaelis-Menten-Kinetik
mit einer scheinbaren Michaelis-Menten-Konstante von Ky=6.6+03uM und eine
maximale Transportgeschwindigkeit von V.= 32.4 + 0.4 pmol/(g FG*min). Die Auftragung
der Daten im Eadie-Hofstee-Plot resultierte in einer Geraden. Diese Linearitdt wies darauf
hin, dass nur ein Transportsystem am Pi-Transport beteiligt war. K,, und V,,,, stimmten mit
den aus der nichtlinearen Regressionsanpassung ermittelten Werten iiberein.

+Pi-Zellen zeigten eine im Vergleich zu —Pi-Zellen sehr viel geringere Pi-Aufnahme, die im
untersuchten Konzentrationsbereich keine Sattigung des Transportes aufwies. Dies konnte
bedeuten, dass zwei Transportsysteme mit unterschiedlichen kinetischen Eigenschaften an der
Pi-Aufnahme in Abhidngigkeit von der extrazelluldren Pi-Konzentration beteiligt sind.

Alternativ konnte die beobachtete Aufnahme allein durch Diffusion zustande gekommen sein.

" Die K,,-Konstante beschreibt die kinetischen Eigenschaften des gesamten hoch-affinen Pi-Transportsystems, an
dem mindestens zwei hoch-affine Pi-Transporter, LePT! und LePT?2, beteiligt sind. Darum wurde sie als

,,scheinbare® K,,-Konstante betrachtet.
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Abbildung 3-18: -Pi- und +Pi-Zellen zeigten unterschiedliche Pi-Aufnahmekinetiken. Die
konzentrationsabhéngige Pi-Aufnahme ist in () —Pi- und (b) +Pi-Tomatenzellen dargestellt. Die Pi-Aufnahme
in —Pi-Zellen folgte einer typischen Michaelis-Menten-Kinetik. Im Gegensatz dazu war der Pi-Transport in +Pi-
Zellen sehr gering. Eine sichtbare Sattigung des Transportsystems wurde im untersuchten Konzentrationsbereich
nicht erreicht. Es sind Median, Maximum und Minimum von drei parallelen Messungen (n=3) in einem
reprasentativen Experiment gezeigt.

Im nichsten Experiment wurden +Pi- und —Pi-Zellen {iber Nacht mit 2.5 mM Phi inkubiert
und danach deren Transporteigenschaften untersucht. Die Michaelis-Menten-Kinetik und die
Linearisierung der Daten sind in Abbildung 3-19 dargestellt. Die —Pi/+Phi-Zellen zeigten im
Gegensatz zu —Pi-Zellen eine deutlich herabgesetzte maximale Transportgeschwindigkeit
(Vmax=14.8 £ 0.5 pmol/(g FG*min)).  Gleichzeitig blieb der K,-Wert unverdndert
(K»=4.0 £ 0.5 uM). Dies konnte deutlich durch die Eadie-Hofstee-Auftragung der Daten und
den parallelen Verlauf der —Pi- und —Pi/+Phi-Regressionsgeraden gezeigt werden. Dies
bedeutet, dass die Pi-Aufnahmekapazitit dieser Zellen, vermutlich wegen einer verringerten
Menge von aktiven Pi-Transportern, gering war.

Ein fast identischer Verlauf der Pi-Aufnahme wurde in +Pi- und +Pi/+Phi-Zellen beobachtet.
Die Pi-Aufnahme war noch einmal deutlich geringer, als in —Pi- bzw. —Pi/+Phi-Zellen.

Die kinetischen Daten sind konsistent mit den schon gezeigten Transkriptionsanalysen, die
belegten, dass Pi-Transporter wie z. B. LePT2 bei Pi-Uberschuss nicht exprimiert werden und

dass Phi die Induktion der hoch-affinen Pi-Transporter bei Pi-Mangel reprimiert (vgl. Kapitel
3.3.1).
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Abbildung 3-19: Die —Pi/+Phi-Zellen zeigten nach 24 h Inkubation mit 2.5 mM Phi ein deutlich reduziertes
Vnax- Die Phi-Behandlung veridnderte den K,,-Wert nicht. a: Pi-Aufnahme in —Pi-, +Pi-, +Pi/+Phi- und —Pi/+Phi-
Tomatenzellen in Abhédngigkeit von der extrazelluldren Pi-Konzentration. b: Auftragung der Daten nach Eadie-
Hofstee aus —Pi- und -Pi/+Phi-Zellen. ¢: Zusammenfassung der kinetischen Parameter. Die Tabelle erfasst die
Daten = SE, die aus der Eadie-Hofstee-Auftragung ermittelt wurden. In den Abbildungen a und b sind Median,
Maximum und Minimum von drei parallelen Messungen (n=3) in einem reprasentativen Experiment gezeigt.

"Die Bestimmung der kinetischen Parameter in +Pi- und +Pi/+Phi-Zellen war nicht moglich, weil im
untersuchten Konzentrationsbereich keine Sattigung der Pi-Aufnahme festzustellen war.

3.4.1.2 Kompetitionsversuche

Die nachfolgenden Kompetitionsstudien wurden mit —Pi-Zellen durchgefiihrt. Zunéchst
wurde die Substratspezifitit des hoch-affinen Pi-Transportsystems untersucht. Die Aufnahme
von radioaktiv markiertem **Pi wurde in der Gegenwart steigender Konzentrationen von Phi
sowie verschiedener Pi-Strukturanaloga und Inhibitoren des Ionentransportes gemessen
(Abbildung 3-20, vgl. Anhang Abbildung 7-1). Mittels nichtlinearer Regressionsanpassung
der Daten an die Logistik-Gleichung fiir Dosis-Wirkungsbeziehungen (allosterische Hill-
Kinetik) konnten fiir Phi die /Cs)-Werte und daraus durch die Anwendung der Cheng-Prusoft-
Gleichung die Inhibitor-Konstanten (K;) errechnet werden. Ein K;-Wert von 320 + 19.6 uM
wurde fiir Phi ermittelt. Erginzend wurde ein K;-Wert von 397 uM anhand des Dixon-Plots

bestimmt. Demzufolge ergaben zwei unabhédngige Methoden vergleichbare K;-Werte fiir Phi.
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Abbildung 3-20: In Pi-verarmten Tomatenzellen wurden vergleichbare K;-Werte von Phi anhand (a) der Dosis-
Wirkungsbeziehung (K=320 + 19.6 uM) und (b) des Dixon-Plots (K=397 uM) berechnet. a: Die Pi-Aufnahme
wurde in der Anwesenheit steigender Pi- (K=3.15+0.2 pM), Arsenat- (K=37.1+2.8 uM) und Phi-
Konzentrationen gehemmt. Die Pi-Aufnahme ohne Inhibitor wurde als 100 % festgelegt. b: Die Pi-Aufnahme
wurde bei zwei festgelegten Pi-Konzentrationen (I und 10 pM) und bei steigenden Phi-Konzentrationen
gemessen. Der Schnittpunkt beider Kurven stellt den K;-Wert dar. Es sind Median, Maximum und Minimum von
drei Messungen (n=3) in einem reprisentativen Experiment gezeigt.

Der Schnittpunkt beider Geraden im Dixon-Diagramm befindet sich im zweiten Quadranten
iiber der X-Achse. Dies deutet auf eine kompetitive Inhibierung der Pi-Aufnahme durch Phi
hin (Dixon, 1953). Der Hemmmechanismus von Phi auf die Kinetik der Pi-Aufnahme wurde
weiter gepriift und mit bekannten Inhibitoren (Arsenat und CCCP) des Pi-Transportes
verglichen (Abbildung 3-21). CCCP ist ein Entkoppler der Atmungskette und zerstort pH-
Gradienten iiber die Plasmamembran und in Mitochondrien, wodurch eine unkompetitive
Hemmung des Pi-Transportsystems entsteht. Arsenat ist ein Strukturanalogon des Pi-
Molekiils und diente als Beispiel fiir eine kompetitive Hemmung der Pi-Aufnahme.

Die Kinetikuntersuchung zeigte, dass Phi die Pi-Aufnahme durch einen kompetitiven
Mechanismus inhibierte. Es wurden Inhibitorkonzentrationen nahe der K;-Werte benutzt. Im
Vergleich zu der Kontrollkurve ohne Inhibitor erh6hten Phi und Arsenat den scheinbaren K-
Wert um 40 % bzw. um 52 %. Durch Erhéhung der Pi-Konzentration lief sich in Gegenwart
der kompetitiven Inhibitoren V. jedoch erreichen. Es wurde auch durch die Eadie-Hofstee-
Darstellung deutlich, dass die Phi- bzw. Arsenat-Regressionsgeraden steiler wurden. Dies ist

die Charakteristik kompetitiver Inhibitoren. Im Gegensatz dazu senkte CCCP gleichzeitig

Vnax und K,,,, was fiir unkompetitive Inhibitoren typisch ist.
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Abbildung 3-21: Phi hemmt die Pi-Aufnahme in -Pi-Tomatenzellen durch einen kompetitiven
Hemmmechanismus. Pi-Aufnahme in der Gegenwart von (@) Phi, (b) Arsenat und (¢) CCCP. Die verwendeten
Konzentrationen der Hemmsubstanzen sind in Klammern in der Tabelle angegeben. Phi und Arsenat verdnderten
den K, -Wert, aber nicht den V,,,.-Wert. Beide Substanzen wirkten als kompetitive Inhibitoren der Pi-Aufnahme.
CCCP diente als Beispiel fiir eine unkompetitive Hemmung und verénderte, wie erwartet, K,, und V,,,.. Die
nichtlinearen Regressionskurven passen die Medianwerte an die Michaelis-Menten-Gleichung an. Die Einschiibe
stellen die lineare Regression der Daten im Eadie-Hofstee-Diagramm dar. Es sind Median, Maximum und
Minimum von drei parallelen Messungen (n=3) in einem reprisentativen Experiment gezeigt. Die Tabellen
erfassen die Daten = SD (n=3), die aus der Eadie-Hofstee-Auftragung ermittelt wurden.
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3.4.2 Transportstudien mit BY-2 Tabakzellen

3.4.2.1 Charakterisierung des Transportsystems

Das Pi-Aufnahmesystem der —Pi-Tabakzellen wurde dhnlich wie zuerst bei Tomatenzellen
charakterisiert. Die zeitabhidngige Pi-Aufnahme wies auf einen linearen Bereich von 1 min hin
(Abbildung 3-22a). Darum wurde fiir die weiteren Transportversuche eine Inkubationszeit

von 1 min festgelegt.
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Abbildung 3-22: Pi-Aufnahme in —Pi-Tabakzellen. a: Zeitabhingige Pi-Aufnahme. Die [**P]H;PO,-Aufnahme
blieb innerhalb von 1 min linear. Wie in allen weiteren Experimenten wurden die Aufnahmestudien bei pH 6.0
durchgefiihrt. Zu den Zellen wurde stets 37 KBq (7.5 nM) radioaktiv markiertes Phosphat ([**P] HsPO,)
zugegeben. b: Konzentrationsabhéngige Pi-Aufnahme. Der Einschub stellt die Linearisierung der Daten nach
Eadie-Hofstee dar. In den Abbildungen a und b sind Median, Maximum und Minimum von drei parallelen
Messungen (n=3) in einem reprisentativen Experiment gezeigt. C: Transkriptionsanalyse der hoch-affinen Pi-
Transporter N¢tPT1 und NtPT2. Die cDNA-Fragmente wurden in 30 Zyklen amplifiziert. d: qRT-PCR-Analyse
der NtPTI und NtPT2. Das Expressionslevel der Gene wurde nach dem AAC-Berechnungsmodell auf das
Expressionslevel in der +Pi-Kontrolle bezogen. Zur Normalisierung der Expressionsergebnisse wurde Actin als
Referenzgen benutzt. Die Daten stellen den Mittelwert von drei unabhingigen Messungen = SD dar.

Bei der Uberpriifung der konzentrationsabhingigen Pi-Aufnahme wurde ein biphasischer

Verlauf festgestellt (Abbildung 3-22b). Aus dem Eadie-Hofstee-Diagramm lieBen sich zwei
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Regressionsgeraden unterschiedlicher Steigung ablesen. Daraus lie3 sich schlieBen, dass das
Pi-Transportsystem aus zwei Komponenten, aus einer sdttigbaren und einer im untersuchten
Konzentrationsbereich  nicht-séttigbaren Komponente bestand. Die nicht-séttigbare
Komponente zeigte sich erst bei hohen Konzentrationen an externem Pi. Die séttigbare, hoch-
affine Komponente agierte bei niedrigen Pi-Konzentrationen und folgte einer einfachen
Michaelis-Menten-Kinetik. Die kinetischen Parameter des hoch-affinen Pi-Transportsystems
waren  V,,=121.5+ 4.3 pmol/(g FG*min) und K,=4.1£04uM. Die zusitzlich
durchgefiihrte Transkriptionsanalyse zeigte die Expression von zwei hoch-affinen Pi-
Transportern in —Pi-Tabakzellen, ndmlich N¢tPT1 und NtPT2 (Abbildung 3-22¢ und d). Jedoch
konnten in +Pi- und —Pi-Tabakzellen keine Unterschiede im Expressionslevel beider Pi-

Transporter nachgewiesen werden.

3.4.2.2 Kompetitionsversuche

Auch in Tabakzellen wurde die Affinitdt der hoch-affinen Pi-Transporter zu Phi ermittelt. Die
Hemmkurven sind in Abbildung 3-23 dargestellt. Aus der Dosis-Wirkungsbeziehung wurde
zunidchst der ICsp-Wert bestimmt und daraus ein K-Wert von 2.3 mM berechnet. Einen
vergleichbaren Wert (K/=2.2 mM) erhielt man aus der Auswertung der experimentellen Daten
im Dixon-Diagramm.
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Abbildung 3-23: In —Pi-Tabakzellen wurden vergleichbare K-Werte von Phi anhand (a) der Dosis-
Wirkungsbeziehung (K=2.3 + 0.1 mM) und (b) des Dixon-Plots (K=2.2 mM) berechnet. a: Die [**P]H;PO;-
Aufnahme wurde in der Anwesenheit steigender Pi- (K=3.3 = 0.3 uM), Arsenat- (K=30.8 = 2.4 uM) und Phi-
Konzentrationen gehemmt. Die Pi-Aufnahme ohne Inhibitor wurde als 100 % festgelegt. b: Die Pi-Aufnahme
wurde bei drei festgelegten Pi-Konzentrationen (1, 2.5 und 5 uM) und in der Gegenwart steigender Phi-
Konzentrationen gemessen. Der Schnittpunkt der Regressionskurven stellt den K-Wert dar. Es sind Median,
Maximum und Minimum von drei Messungen (n=3) in einem représentativen Experiment gezeigt.
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Abbildung 3-24: Phi hemmt die Pi-Aufnahme in -Pi-Tabakzellen durch einen kompetitiven
Hemmmechanismus. Pi-Aufnahme in der Gegenwart von (@) Phi, (b) Arsenat und (¢) CCCP. Die verwendeten
Konzentrationen der Hemmsubstanzen sind in Klammern in der Tabelle angegeben. Phi und Arsenat verdnderten
den K,-Wert aber nicht den V,,,-Wert. Sie wirkten als kompetitive Inhibitoren der Pi-Aufnahme. CCCP diente
als Beispiel fiir eine unkompetitive Hemmung und verdnderte wie erwartet K, und V,,,,. Die Regressionskurven
passen die Medianwerte an die Michaelis-Menten-Gleichung an. Die Einschiibe stellen die lineare Regression
der Daten im Eadie-Hofstee-Diagramm dar. Es sind Median, Maximum und Minimum von drei Messungen in
einem représentativen Experiment gezeigt. Die Tabellen erfassen die Daten + SE, die aus der Eadie-Hofstee-
Auftragung ermittelt wurden.
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Ahnlich wie in Tomatenzellen lieB sich ein kompetitiver Hemmmechanismus von Phi auf das
hoch-affine Pi-Transportsystem der Tabakzellen nachweisen. Abbildung 3-24 stellt die
Hemmwirkung von Phi, Arsenat und CCCP auf die Kinetik der Pi-Aufnahme dar. Es wurden
Inhibitorkonzentrationen nahe der K;-Werte eingesetzt. Die kinetischen Parameter der
Kontrollbedingungen ohne Inhibitor und der gehemmten Reaktion sind ebenfalls in
Abbildung 3-24  zusammengefasst. Deutlich ist zu sehen, dass sich die
Maximalgeschwindigkeit in der Gegenwart von Phi und Arsenat bei hoheren
Substratkonzentrationen erreichen lie. Die scheinbare Michaelis-Menten-Konstante nahm
dagegen zu. Phi und Arsenat erhéhten den K,,-Wert um 63 % bzw. um 73 %. CCCP wirkte als
unkompetitiver Inhibitor und verdnderte sowohl V. als auch K,,.

Die Kompetitionsversuche zeigten, dass Phi in beiden Modellsystemen (Tomate und Tabak)

als kompetitiver Inhibitor des Pi-Transportsystems wirkte.

3.4.3 Transportstudien mit intakten Vakuolen

Um den Einfluss von Phi auf die Funktion der Vakuolen beziiglich der Pi-Homdostase
abzukliren, wurde zunéchst die Pi-Aufnahme durch den Tonoplasten intakter Vakuolen aus
Tomatenzellen untersucht. Erfolgreiche Transportexperimente setzen dabei mehrere Faktoren
voraus. Dazu zdhlen die Gewinnung einer Vakuolenfraktion mit hoher Ausbeute und hohem
Reinheitsgrad, die Funktionsfdhigkeit der isolierten Vakuolen und die Etablierung des

Transportassays.

3.4.3.1 Ausbeute- und Reinheitscharakterisierung

Intakte Vakuolen wurden nach der im Kapitel 2.10.2 beschriebenen Methode isoliert. Um eine
zuverldssige Messung der Transportaktivititen zu gewéhrleisten, war die Gewinnung einer

vakuoléren Fraktion mit hohem Reinheitsgrad entscheidend.

3.4.3.1.1 Analyse mittels Markerenzymaktivitaten

Zur Ausbeuteberechnung und Reinheitscharakterisierung der Vakuolenpriparation wurden
zundchst die Aktivititen von Markerenzymen der verschiedenen Zellkompartimente
herangezogen. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3-1 gezeigt. Die Ausbeute an gereinigten
Vakuolen betrug ca. 18-20 % der Gesamtprotoplastenfraktion. Die Kontamination mit
intakten Protoplasten und Mitochondrien variierte zwischen 0.5-3.5 %. Die Verunreinigung

mit Endoplasmatischem Retikulum (ER) lag bei ca. 17 %.
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Tabelle 3-1: Ubersicht zur Vakuolenausbeute und Reinheit an einem reprisentativen Beispiel einer
Vakuolenpréparation anhand der Aktivitit von Markerenzymen.

Markerenzym Ausbeute Reinheit_ _
[90] [% Kontamination]

a-Mannosidase (Vakuole) 18-20 %

Malat-Dehydrogenase (Cytosol und Mitochondrien) 0.5-3.5 %

Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase (Cytosol) 0.3%

NADH-Cytochrom-c-Reduktase (ER) 17 %

3.4.3.1.2 Durchflusscytometrische Analyse von Vakuolenpraparationen

Die Reinheit und Unversehrtheit der Vakuolenpraparation wurde auch durch eine Farbung
und anschlieBende durchflusscytometrische Analyse iiberpriift. Durch Rhodamin 123 lieen
sich alle Organellen mit einer intakten Membran fdrben. Beschidigte Organellen und
Zellbruchstiicke wurden nicht durch den Farbstoff angefiarbt. Der DNA-Farbstoff
Hoechst 33342 wurde eingesetzt, um zusétzlich die Menge der DNA-haltigen Mitochondrien
bzw. Plastiden innerhalb der Vakuolenfraktion zu bestimmen. In Abbildung 3-25 ist zu
erkennen, dass die allermeisten Vakuolen intakt waren (Rhodamin’) und dass die
Verunreinigung der Vakuolenpriparation mit DNA-haltigen Organellen (Hoechst") unter 1 %
lag.
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Abbildung 3-25: Die FACS-Analyse bestitigte die hohe Reinheit und Unversehrtheit der Vakuolenpréparation.
a: Ungefirbte Kontrolle. b: Vakuolenpriparation nach Farbung mit Rhodamin 123 und Hoechst 33342. Durch
eine Firbung mit Rhodamin 123 und Hoechst 33342 konnten zwischen intakten Vakuolen (Rhodamin’, 86 %,
Quadrant links oben), Mitochondrien/Plastiden (Rhodamin'; Hoechst', 0.76 %, Quadrant rechts oben) und
beschédigten Organellen und Zellbruch (Rhodamin’, 13 %, Quadrant rechts unten) unterschieden werden.
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3.4.3.2 Silicondl-Filtrationszentrifugation

Fir die hier durchgefiihrten Transportstudien wurde zundchst die Silicondl-
Filtrationszentrifugation etabliert, die im Institut fiir Pflanzenbiologie der Universitit Ziirich
unter der Leitung von Dr. Markus Klein und Prof. Enrico Martinoia erlernt werden konnte
(Universitit Ziirich, Institut fiir Pflanzenbiologie).

Die Methode beruht auf dem Prinzip der Dichtegradientenzentrifugation. Dazu wurde
percollhaltiges Aufnahmemedium mit Silicondl und danach mit Wasser iiberschichtet. Jedes
Transportexperiment wurde durch die Zentrifugation beendet, bei der die Vakuolen aus dem
Aufnahmemedium durch das Siliconél in die obere wissrige Phase flotierten. Das Silicondl
trennte Aufnahmemedium und Wasser und verhinderte deren Vermischung. Bei dieser
Methode spielten zwei Faktoren eine wichtige Rolle: einerseits die richtigen
Flotationsbedingungen und andererseits die optimal eingestellten Aufnahmebedingungen im
Aufnahmemedium.

Zu den Flotationsbedingungen gehdrt vor allem die richtige Auswahl der Silicondldichte und
des Percollanteils im Aufnahmemedium. Um eine Flotation der Vakuolen in die
Wasserschicht (obere Phase) zu gewéhrleisten, muss die hochste Dichte der
Gradientenlosung, d. h. der Perkollanteil im Aufnahmemedium, die hochste Dichte der
Vakuolen, aber auf keinen Fall die Dichte des Silicondls iibersteigen. Dies wurde an einem
Experiment demonstriert, indem Percoll und Silicondle in verschiedenen Dichten kombiniert
wurden. 20 %-iges (v/v, p=1.036 g/mL) bzw. 25 %-iges (v/v, p=1.093 g/mL) Percoll wurden
zusammen mit AR200 (p=1.049 g/mL) und einem Silicondl mit einer Dichte von 1.054 g/mL
(AR-Siliconol) getestet. Die Dichte des AR-Silicondls wurde durch das Mischen der
Silicon6le AR200 und AR1000 (p=1.075 g/mL) im Verhéltnis 8:2 (v/v) erreicht. Um die
Ausbeute an flotierten Vakuolen auszuwerten, wurde dem Aufnahmemedium 0.1 pCi
[PHIH,O zugesetzt. Das [PHJH,O verteilt sich sehr schnell zwischen dem extra- und
intravakuoldren Raum und diente als interner Standard fiir die Menge der flotierten Vakuolen
in jedem einzelnen Experiment. Die Vakuolen wurden bei zwei Inkubationszeiten (3 und
20 min) untersucht. Es wurde die Menge des radioaktiven Tritiums in der wéssrigen Phase
gemessen und daraus das Vakuolenvolumen berechnet. Zusitzlich wurden Kontrollproben
ohne Radioaktivitit und ohne Vakuolen, aber mit neutralrot-gefarbtem Aufnahmemedium
durchgefiihrt. Hierdurch wurde die Stabilitit des Gradienten gepriift. Die [’H]H,O-Ausbeute
bei den verschiedenen Flotationsbedingungen ist in Abbildung 3-26 dargestellt.
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Abbildung 3-26: Der Dichtegradient, bestehend aus 25 % Percoll und AR-Silicondl (AR200:AR1000=8:2),
blieb nach der Zentrifugation stabil (graue Balken). Unter diesen Bedingungen war die Vakuolenausbeute bei
den zwei Messzeiten gleich gut und reproduzierbar. Die Abbildung stellt die Ausbeute an Vakuolen bei
verschiedenen Flotationsgradienten dar. Die Einstellung der Silicondldichte erfolgte durch Mischen der
Silicondle AR200 und AR1000. Dem Aufnahmemedium wurden 20 % oder 25 % (v/v) Percoll zugesetzt. Jeder
Messwert stellt den Mittelwert = SD (n=6) dar.

Es zeigte sich, dass der Gradient aus 20 %-igem Percoll/AR-Silicondl unstabil war
(Abbildung 3-26, weile Balken). Dies lag daran, dass das 20 %-ige Percoll eine niedrigere
Dichte als das AR-Silicondl hatte. Die Unstabilitdt des Gradienten wurde auch mit den
gefdrbten Kontrollproben bestatigt.

Bei dem Gradienten aus 25 % Percoll/AR200 schwankten die Ergebnisse trotz stabilem
Gradienten sehr stark (Abbildung 3-26, schwarze Balken). Ursache dieser Schwankungen
konnte sein, dass die Vakuolen teilweise nicht durch die Silikondlschicht flotieren konnten,
was auch in einem Experiment mit neutralrot-gefirbten Vakuolen bestitigt werden konnte.
Dies bedeutet, dass die Vakuolen und das Siliconol dhnliche Dichten hatten. Darum wurde
mit diesem Gradienten nicht weiter gearbeitet.

Eine reproduzierbare Ausbeute an [*H]H,0, wurde bei dem Gradienten aus 25 % Percoll und
AR-Silicondl festgestellt (Abbildung 3-26, graue Balken). AR-Silicondl ist dichter als AR200
und bildet darum einen gréBeren Dichteunterschied zu den Vakuolen. Dies erleichterte die
Flotation der Vakuolen durch die Silicon6lschicht. Fiir die nachstehenden Versuche wurde ein

Dichtegradient aus 25 %-igem Percoll/AR-Silicondl benutzt.



Membrantransportstudien | 83

Um die Vakuolenausbeute nach der Flotation zusitzlich zu priifen, wurde die Aktivitdt der a-
Mannosidase im Aufnahmemedium und in der wéssrigen Phase bei diesen Bedingungen
bestimmt. Nach der Flotation wurden in der wissrigen Phase und im Aufnahmemedium
44+ 5.5 % bzw. 72 £ 9.9 % o-Mannosidaseaktivitit nachgewiesen. Dies bedeutet, dass ein

grof3er Teil der Vakuolen durch die Silicondlphase flotiert war.

3.4.3.3 Aufnahmebedingungen

Ein weiterer kritischer Faktor fiir Transportstudien mit Vakuolen ist die optimale Einstellung
der Aufnahmebedingungen, die den intrazelluldren Bedingungen mdglichst exakt entsprechen
sollten. Dabei sind pH-Wert, Energetisierung mit ATP bzw. PPi, Osmolaritit und
Tonenkonzentrationen, insbesondere Magnesium (Mg®"), zu beachten. Ausgehend vom
cytosolischen pH-Wert wurde der pH-Wert des Aufnahmemediums auf 7.2 eingestellt.
Frithere Studien demonstrierten, dass der Transport von Anionen wie z. B. Malat, Citrat und
Cl durch den Tonoplasten isolierter Vakuolen ATP und Mg*" erfordert (Martinoia et al.,
1985). Die Aufnahme dieser Anionen fand bei dquimolaren Konzentrationen an ATP und
Mg®" sehr langsam statt. Der Transport konnte aber bei Mg® -Uberschuss deutlich angeregt
werden. Eine halbmaximale Transportstimulation wurde bei einem Verhdltnis von
3.5mM Mg” zu 1 mM ATP erreicht (Dietz et al., 1990). Unter Beriicksichtigung dieser
Angaben wurden MgCl, und ATP-Na; in Konzentrationen von 6 mM und 1.5 mM zugesetzt.
Um die Transporteigenschaften der intakten Vakuolen unter den oben angegebenen
Aufnahmebedingungen zu testen, wurde die Aufnahme des abiotischen Glucuronatkonjugates
B-Estradiol 17-(B-D-Glucuronid) ([3H]E217G), sowie des Glutathionkonjugates, Cysteinyl-
Leukotrien (["H]JLTC,4) gemessen. Die Entgiftung lipophiler Xenobiotika durch Konjugation
mit Glucuronaten und Glutathion ist ein bekannter Mechanismus in Sdugetierzellen, der aber
auch in pflanzlichen Vakuolen demonstriert wurde (Leier et al., 1994, Keppler & Arias, 1997,
Klein et al., 1998).

Die Aufnahme beider Konjugat-Substrate, [’H]E;17G und ["H]LTCs,, ist in Abbildung 3-27
gezeigt. Zur Bestimmung des Volumens an flotierten Vakuolen wurde in diesem Fall
['*C]Glycerol benutzt. Die Aufnahme wurde iiber 18 min gemessen. Der Transport beider
Substanzen war ATP-abhingig und wurde durch Vanadat inhibiert. Die Hemmung des
Transportes durch Vanadat bedeutet, dass die Aufnahme beider Konjugat-Substrate durch
spezifische ATPasen, die unabhdngig von den vakuoliren ATPase und PPiase agieren,

vermittelt wird (Martinoia et al., 1993, Klein et al., 2000). Die vakuoldren ATPase und PPiase
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konnen durch Vanadat nicht gechemmt werden. Die Vorversuche mit E;17G und LTC4 zeigten
insgesamt, dass das beschriebene Aufnahmesystem geeignet war, um Transportstudien mit

isolierten Vakuolen durchzufiihren.
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Abbildung 3-27: Aufnahme von [*H]E,17G und [*H]LTC, in intakten Vakuolen aus Tomatenzellen zum
funktionellen Nachweis der Transporteigenschaften des Aufnahmesystems. Die Aufnahme wurde unter der
Anwendung der Silicon6l-Filtrationszentrifugation nach 18 min Inkubation ohne ATP (-ATP), mit ATP (+ATP)
und in der Anwesenheit von ATP und Vanadat (+ATP/+Vanadat) untersucht. Die Konzentration von Vanadat
war 1 mM. Die Aufnahme von [*H]E,17G wurde in der Gegenwart von 10 uM unmarkiertem E,17G gemessen.
Das Vakuolenvolumen wurde anhand des aufgenommenen ['*C]Glycerols bestimmt. Jeder Messpunkt stellt den
Mittelwert n + SD (n=6) dar.

3.4.3.4 Pi-Transportstudien

Der Pi-Transport in intakten Vakuolen wurde in Abhéngigkeit von der Zeit und der
extrazelluldren Pi-Konzentration untersucht. Die zeitabhéngige Pi-Aufnahme wurde mit
Vakuolen aus —Pi-Zellen durchgefiihrt und ist in Abbildung 3-28 dargestellt.

Die ATP-angeregte Pi-Aufnahme zeigte nach 30 min Inkubation eine 1.7-fach erhohte
Transportgeschwindigkeit und verlief damit sehr langsam (Abbildung 3-28a). Die Pi-
Aufnahme blieb in der Gegenwart von ATP fiir mindestens 30 min linear. Der Pi-Transport
verlief in der Anwesenheit von PPi ebenfalls sehr langsam, wobei eine Séttigung der Kinetik
festzustellen war (Abbildung 3-28b). In einem zweiten Experiment wurde die
konzentrationsabhingige Pi-Aufnahme betrachtet. Abbildung 3-29 zeigt die Aufnahme in
Vakuolen aus —Pi- und +Pi-Tomatenzellen. Als Energetisierungsquelle wurde ATP eingesetzt.

Auf der Basis der zeitabhidngigen Pi-Aufnahme wurde eine Inkubationszeit von 15 min
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gewihlt. Innerhalb des untersuchten Konzentrationsbereiches blieb die Pi-Kinetik sowohl in
Vakuolen aus +Pi-Zellen, als auch in Vakuolen aus —Pi-Zellen linear. Dennoch zeigten die
Vakuolen aus +Pi-Zellen eine deutlich hohere Transportgeschwindigkeit. Auch hier konnte
gezeigt werden, dass die Pi-Aufnahme durch die Zugabe von Mg-ATP stimuliert wird. Dies
weist darauf hin, dass der Ubertritt von Pi in die Vakuole durch die V-Typ-ATPase H -Pumpe

vermittelt werden konnte.
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Abbildung 3-28: Die zeitabhingige Pi-Aufnahme durch den Tonoplasten intakter Vakuolen aus —Pi-
Tomatenzellen war (a) ATP bzw. (b) PPi-abhdngig. Trotzdem verlief der Transport sehr langsam. Um
unspezifische Bindungen zu vermindern, wurde 100 pM unmarkiertes Pi zugesetzt. Die Vakuolen wurden mit
0.1 uCi (3.7 kBq) [**P]H;POy innerhalb 8, 16, 24 und 32 min inkubiert. Gleichzeitig wurde zur Bestimmung der
Menge an flotierten Vakuolen 0.1 uCi (3.7 kBq) ['HJH,O zum Aufnahmemedium zugegeben. Die Radioaktivitit
wurde anhand doppelter *H-*P-Markierung im Szintillationszihler gemessen. Jeder Messpunkt stellt den
Mittelwert n + SD (n=6) eines représentativen Experiments dar.
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Abbildung 3-29: Der konzentrationsabhéngige Pi-Transport durch den Tonoplasten intakter Vakuolen aus (a) —
Pi- und (b) +Pi-Tomatenzellen blieb im untersuchten Konzentrationsbereich linear. Die Aufnahme wurde durch
die Zugabe von Mg-ATP stimuliert. Die Vakuolen wurden mit 0.1 pCi (3.7 kBq) [*°PJHsPOy in der Gegenwart
steigender Konzentrationen an unmarkiertem Pi inkubiert. Zur Bestimmung der Menge an flotierten Vakuolen
wurde gleichzeitig 0.1 uCi (3.7 kBq) [’H]JH,0 zum Aufnahmemedium zugegeben. Die Radioaktivitit wurde
anhand doppelter *H-*P-Markierung im Szintillationszihler gemessen. Jeder Messpunkt stellt den Mittelwert
n + SD (n=6) eines reprasentativen Experiments dar.
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3.5 In vivo *'P-NMR Studien zur Aufnahme und subzellularen
Anreicherung von Pi und Phi

Der Transport, die subzellulire Verteilung, der Metabolismus von Phi, sowie dessen
Wechselwirkung mit dem Pi-Stoffwechsel in Pflanzenzellen wurden mittels in vivo >'P-NMR
untersucht. Fiir die in vivo NMR-Studien wurden Tomaten- und Tabaksuspensionszellen
verwendet. Abbildung 3-30 zeigt lichtmikroskopische Aufnahmen von Tomaten- und
Tabakzellen. Die Tomatenzellen erwiesen sich allerdings als ein ungeeignetes Modellsystem
fiir in vivo NMR-Messungen. Aufgrund der sehr kleinen Zellgro3e (im Durchschnitt 25 um)
wurden die Zellen im NMR-Rohrchen sehr dicht gepackt. Vermutlich wurde dadurch eine
gleichmiBige Verteilung des Mediums zwischen den Zellen verhindert und der Nahrstoft-
bzw. Sauerstoffmangel fithrte zum schnellen Absterben der Zellen (vgl. Anhang Kapitel 7.7).
Die Tabakzellen hatten dagegen einen durchschnittlichen Durchmesser von 50 um und waren
im verwendeten Perfusionssystem wesentlich stabiler. Fiir alle in vivo *'P-NMR-Experimente

wurden darum Tabakzellen verwendet.

Tomatenzellen: 4 Tage alt Tabakzellen: 6 Tage alt

100 pm

100 pm

Abbildung 3-30: Mikroskopische Aufnahmen von Tomaten- und Tabakzellen. Die Bilder zeigen Tomatenzellen
aus 4 Tage alter Suspensionskultur und Tabakzellen aus 6 Tage alter Suspensionskultur.

3.5.1 Pi-Stoffwechsel nach Pi-Mangel

Abbildung 3-31 zeigt die Ergebnisse eines reprisentativen in vivo > P-NMR-Experimentes, in
dem -Pi-Tabakzellen mit Pi behandelt wurden. Zunichst wurden die Zellen in der
Versuchsapparatur drei Stunden lang mit Ndhrmedium ohne Pi perfundiert, sodass ein
Gleichgewichtszustand (semi steady-state) erreicht wurde (Abbildung 3-31a, Spektrum A).
Nach drei Stunden (t=0) wurde 1 mM Pi zum Perfusionsmedium gegeben.

Die groBBe Zellmasse und die hohe Zelldichte ermdglichten die Aufnahme von Spektren mit
relativ groBem Signal/Rausch-Verhéltnis. Das erlaubte eine gute Identifizierung der Pi-

haltigen Metaboliten wie z. B. Glukose-6-Phosphat (G6P, 4.98 ppm), UDP-Glukose (UDPG,
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-10.53 und -11.97 ppm) und y-, a- und B-NTPs (-4.93, -9.98 bzw. -18.71 ppm). Es waren
zwei getrennte Signale fiir Pi zu erkennen. Die chemischen Verschiebungen der Signale
entsprachen pH-Werten von 7.6 und 5.6 (vgl. Anhang Kapitel 0). Das wies darauf hin, dass
ein Signal von cytoplasmatischem Pi (hoher pH, cyt Pi, 2.98 ppm) und eines von vakuoldrem
Pi (niedriger pH, vac Pi, 0.94 ppm) kam. Es konnten daher zwei getrennte intrazellulére Pi-
Pools unabhingig voneinander detektiert werden (cyt Pi und vac Pi).

In Abbildung 3-31a, Spektrum D sind Signale (,,a* und ,,b*) zu erkennen, die nicht eindeutig
zugeordnet werden konnten. Signal ,,a* (4.2 ppm) konnte auf Phosphomonoester wie z. B.
Phosphoethanolamin, Phosphoglycerat, Nukleosidmonophosphate oder auf Zuckerphosphate
wie z. B. Fruktose-6-Phosphat oder Ribose-5-Phosphat zuriickgefiihrt werden. Signal ,,b*
(3.81 ppm) entsprach die Position von NADP(H) und Phosphocholin (Roby et al., 1987b,
Gout et al., 1992a).

Die Zugabe von Pi nach drei Stunden fiihrte zu einer Zunahme der Signalintensitidten von
G6P, v-, a-, und B-NTPs, cyt Pi und vac Pi. Die Intensititen der NTPs nahmen iiber acht
Stunden stetig zu und blieben bis zum Ende des Experimentes gleichméBig hoch. Im
Gegensatz dazu waren Signale der B- und a-NDPs nicht zu detektieren. Das hohe NTP/NDP-
Verhiltnis deutete auf eine hohe Energieladung der Zellen hin. Die hohe Intensitit von G6P
iiber das gesamte Experiment wies darauf hin, dass stets ausreichend Nihrstoffe und
Sauerstoff im Medium zur Verfiigung standen. Ubereinstimmend damit blieben die Zellen im
Perfusionssystem fiir mehr als 20 h vital.

Die Quantifizierung von cytPi und vac Pi machte den Verlauf der Pi-Aufnahme und
Verteilung in den Zellen deutlich (Abbildung 3-31c). Wihrend der ersten vier Stunden
akkumulierte Pi gleichzeitig in Cytoplasma und Vakuolen. Gleichzeitig war auch eine
Zunahme von G6P zu beobachten. Danach schien ein Schwellenwert fiir cyt Pi und G6P
erreicht, der von den Zellen anndhernd konstant gehalten wurde. Die weitere Pi-Aufnahme
der Zellen fiihrte direkt zur Erh6hung von vac Pi. Das hatte aber keinen Einfluss auf cyt Pi
und G6P.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass die Pi-Zugabe zu Pi-verarmten Zellen
weitreichende Stoffwechseldnderungen zur Folge hatte. Cyt Pi, G6P und NTPs erreichten
nach wenigen Stunden einen erhdhten Schwellenwert, der einen aktivierten Stoffwechsel
anzeigte. Dieser Stoffwechselzustand zeigte deutliche Unterschiede zum limitierten
Stoffwechsel bei Pi-Mangel. Extrazelluldres Pi wurde wiéhrend des gesamten Versuches

kontinuierlich von den Zellen aufgenommen und in den Vakuolen gespeichert.
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3.5.2 Zuordnung von Phi zu Cytoplasma und Vakuolen

Um die Phi-Signale in den Spektren der Experimente lokalisieren zu konnen, wurde die
chemische Verschiebung von Phi in Abhdngigkeit des pH-Wertes untersucht. Dazu wurden
KH,PO;-Losungen mit pH 8.33, 7.33, 6.50, 5.53 und 4.60 hergestellt und deren Spektren
aufgenommen. Die Spektren sind in Abbildung 3-32 dargestellt.

Phi erschien im NMR-Spektrum als Dublette. Die Aufspaltung der Resonanzlinie von Phi ist
durch den skalaren Kopplungseffekt zwischen den Proton- und Phosphorkernen des Phi-
Molekiils bedingt (vgl. Abbildung 1-5). Dabei entspricht die skalare Kopplungskonstante (J)
dem Abstand der Linien in einem Multiplette und wird in Hz angegeben.

Die Titrationskurven zeigten, dass im Bereich von pH 4.5 bis 7.5 sowohl die chemische
Verschiebung als auch die skalare Kopplungskonstante sehr sensitiv gegeniiber pH-
Anderungen waren. Weil Vakuolen gegeniiber dem Cytoplasma deutlich saurer sind, war die
subzelluldre Lokalisierung der Phi-Signale anhand der pH-abhidngigen chemischen

Verschiebung moglich.

<

Abbildung 3-31: Die Zugabe von Pi zu Pi-verarmten Zellen fithrte zu einer Stoffwechselaktivierung.
Reprisentative in vivo *'P-NMR-Spektren von BY-2 Tabakzellen (-Pi-Zellen) nach einer Zugabe von Pi. Die
Zellen wurden zunichst mit sauerstoffreichem, Pi-freien Medium in einen Gleichgewichtszustand (semi steady-
state) gebracht. Danach wurde 1 mM Pi zugegeben (t=0 bei Pi-Zugabe). a: In vivo *'P-NMR Spektren. Spektrum
A: steady-state der Zellen; Spektrum B: 5 h Inkubation mit Pi; Spektrum C: 10 h Inkubation mit Pi; Spektrum D:
16 h Inkubation mit Pi. Zuordnung der NMR-Signale: G6P, Glukose-6-Phosphat; Signal ,,a*, Phosphomonoester
und Zuckerphosphate wie z. B. Fruktose-6-Phosphat, Ribose-5-Phosphat; Signal ,b“, NADP(H) und
Phosphocholin; cyt Pi, cytoplasmatisches Pi; extr Pi, extrazellulédres Pi; vac Pi, vakuoléres Pi; a-, - und y-NTPs,
a-, B- und y-Nukleosidtriphosphate; a- und B-NDPs, o- und B-Nukleosiddiphosphate (nicht nachweisbar);
UDPG, Uridin-5‘-diphosphat-a-D-Glukose. b und c: Relative Quantifizierung wichtiger Metabolite des
Phosphatstoffwechsels. Die Signalflichen sind als % der Signalfliche der Referenzsubstanz (MDP) angegeben.
Dazu wurde die TopSpin Software (Bruker) verwendet. MDP (16.91 ppm) ist nicht in den Spektren gezeigt.
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Abbildung 3-32: *'P chemische Verschiebung von Phi in Abhingigkeit des pH-Wertes. a: Die Spektren wurden
bei Raumtemperatur und bei den im Bild angegebenen pH-Werten aufgenommen. Sowohl die (b) chemische
Verschiebung als auch die (c) skalare Kopplungskonstante zeigten sich sensitiv gegeniiber pH-Anderungen.
Besonders ausgeprdgt war die pH-Abhéngigkeit beider Parameter im pH-Bereich von 4.5 bis 7.5. Dies
ermdglichte die subzelluldre Lokalisierung der Phi-Signale.
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3.5.3 Der Einfluss von Phi auf den Pi-Stoffwechsel nach Pi-Mangel

Zu —Pi-Zellen im semi steady-state (nach 3 h) wurde statt Pi (vgl. Kapitel 3.5.1) 1 mM Phi
gegeben (Abbildung 3-33a). Anhand der NMR-Spektren konnte zweifelsfrei nachgewiesen
werden, dass Phi von BY-2 Zellen aufgenommen wurde und sowohl im Cytoplasma als auch
in der Vakuole akkumulierte. Die Phi-Dublette (5.90 und 1.19 ppm) mit der groflten
Signalintensitit entsprach einem pH-Wert von 7.3, was auf eine cytoplasmatische
Akkumulation hinwies (Abbildung 3-33a). Die Intensitdt der Phi-Dublette, welche der
chemischen Verschiebung bei einem pH-Wert von 5.5 und damit der vakuoldren Lokalisation
entsprach, war deutlich kleiner. Durch Subtraktion der Spektren (Abbildung 3-34) wurde noch
deutlicher erkennbar, dass nur ein relativ kleiner Teil des Phi auch in die Vakuole transportiert
wurde. Die Quantifizierung der Signalintensititen in Abbildung 3-33b zeigte, dass die
cytoplasmatische Phi-Akkumulation nach 8 h einen Schwellenwert erreichte, nach dem sich
die weitere Akkumulation von Phi deutlich verlangsamte. Der Transport von Phi in die
Vakuole verlief kontinuierlich, aber langsamer als seine cytoplasmatische Akkumulation. Die
vakuolédre Phi-Konzentration erreichte innerhalb des betrachteten Zeitraums keine erkennbare
Sattigung.

Die Behandlung mit Phi iibte keinen erkennbaren Einfluss auf den metabolischen Zustand der
Zellen aus. Wihrend der gesamten Versuchsdauer traten keinerlei Signale auf, die auf eine
Interaktion oder eine Reaktion von Phi mit zelluldren Metaboliten hindeuteten. Ahnlich wie
bei der Perfusion mit Pi waren auch hier keine B- und o-NDPs, sondern nur NTPs zu
detektieren, was auf eine ausreichende Energieladung der Zellen hinwies. Die Phi-
Behandlung hatte keinen erkennbaren Einfluss auf das NTP/NDP-Verhiltnis. Weiterhin war
keine Anderung der Signalintensitiit von G6P festzustellen.

Zusammengefasst wiesen die Ergebnisse auf einen intakten Energiestoffwechsel der BY-2
Zellen auch nach Phi-Zugabe hin, der weitgehend dem semi steady-state bei Pi-Mangel
entsprach. Phi zeigte eine liberwiegende cytoplasmatische Akkumulation. Anders als Pi (vgl.
Abbildung 3-31c), wurde Phi kaum in der Vakuole gespeichert. Es konnten keine
Anbhaltspunkte filir eine zellschiddigende Wirkung oder eine Stoffwechselstorung der Zellen

durch Phi festgestellt werden.
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Abbildung 3-33: In der Anwesenheit von Phi blieb der Stoffwechsel der —Pi-Tabakzellen intakt. In vivo *'P-
NMR von BY-2 Tabakzellen nach Zugabe von Phi. Die Zellen wurden zunichst mit sauerstoffangereichertem,
Pi-freiem Medium zum semi steady-state gebracht. Danach wurde 1 mM Phi zugegeben. Aus den
aufgenommenen Spektren ergab sich eine deutliche cytoplasmatische Akkumulation von Phi. Phi wurde aber
auch in geringen Mengen in die Vakuolen aufgenommen. Die Zuordnung der Phi-Signale fand durch einen
Vergleich mit den in Abbildung 3-32 dargestellten pH-Titrationskurven statt (cyt Phi, cytoplasmatisches Phi; vac
Phi, vakuolires Phi). Die Zuordnung der Signale wurde wie in Abbildung 3-31 vorgenommen. a: In vivo 'P-
NMR-Spektren. Spektrum A: semi steady-state der Zellen; Spektrum B: 3 h Inkubation mit Phi; Spektrum C: 6 h
Inkubation mit Phi; Spektrum D: 11 h Inkubation mit Phi; Spektrum E: 15 h Inkubation mit Phi. b: Relative
Quantifizierung von cyt und vac Phi. Die Signalflachen sind als % der Signalflache der Referenzsubstanz (MDP)
angegeben. Dazu wurde die TopSpin Software (Bruker) verwendet. MDP (16.91 ppm) ist nicht in den Spektren
gezeigt.
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Abbildung 3-34: Subtraktion der aufgenommenen Spektren nach Perfusion mit Phi. Die Akkumulation von Phi
in Cytoplasma und in den Vakuolen ist in der Subtraktion noch deutlicher zu erkennen. Spektrum A: 20 h (semi
steady-state der Phi-Akkumulation) — 19 h; Spektrum B: 20 h— 13 h; Spektrum C: 20 h—9 h; Spektrum D:
20 h— 6 h; Spektrum E: 20 h—2 h.
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3.5.4 Der Einfluss von Pi in Phi-gesattigten Zellen

Die Perfusion der —Pi-Zellen mit Pi zeigte, dass die Zellen iiberschiissiges Pi in den Vakuolen
akkumulierten. Demgegeniiber war der Transport von Phi in die Vakuolen kein favorisierter
Prozess. Es stellte sich darum die Frage, ob die Phi-Verteilung in Cytoplasma und Vakuolen
durch Pi beeinflusst werden konnte.

Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden Phi-gesittigte Zellen mit Pi behandelt. Nach
20 h wurde Pi zum Medium zugegeben. Abbildung 3-35 zeigt, dass die Zugabe von Pi einen
schnellen Efflux von Phi ins Medium zur Folge hatte. Das cytosolische Phi-Signal
verschwand innerhalb von 3 h. Ein kleiner Teil des cytoplasmatischen Phi wurde dabei auch
in die Vakuole transportiert (Abbildung 3-37). Ferner fiihrte die Gegenwart von Pi zu einer
sofortigen Zunahme der detektierbaren Metabolite (Abbildung 3-36). Das wies auf eine

dhnliche Stoffwechselaktivierung, wie zuvor unter Kapitel 3.5.1 beschrieben, hin.
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Abbildung 3-35: Influx und Efflux von xenobiotischem Phi in Abhéngigkeit vom extrazelluldren Pi-Status. Die
Abbildung stellt die aufgenommenen in vivo *'P-NMR-Spektren dar. Unter Pi-Mangelbedingungen wurde Phi
iiberwiegend im Cytosol akkumuliert (pH 7.3, Spektren C, C*). Die Zugabe von Pi zu den Phi-geséttigten Zellen
fithrte zum Efflux der cytosolischen Phi-Signale (Spektren E, E*). Spektrum A: semi steady-state der —Pi-Zellen;
Spektrum B: 6 h Inkubation mit Phi; Spektrum C: 20 h Inkubation mit Phi (semi steady state der Phi
Akkumulation); Spektrum D: 21 h Inkubation mit Phi und 1 h nach Pi Zugabe; Spektrum E: 22 h Inkubation mit
Phi und 2 h nach Pi Zugabe. Die Zuordnung der Signale wurde wie in Abbildung 3-31 vorgenommen. Als
externe Referenzsubstanz wurde MDP benutzt. MDP (16.91 ppm) ist nicht in den Spektren gezeigt.
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Abbildung 3-36: Relative Quantifizierung der NMR-Signale vor und nach Pi-Zugabe zu Phi-gesittigten Zellen.
a: Relative Quantifizierung des cytoplasmatischen Phi-Signals. ND*: Die Auswertung der Signalintensitét war
nicht moglich, aber so niedrig, dass sie im Diagramm als ,,0“ festgelegt wurde. b und c: Relative Quantifizierung
wichtiger Metabolite des Phosphatstoffwechsels. Die Signalflichen sind als % der Signalfliche der
Referenzsubstanz (MDP) angegeben. Dazu wurde TopSpin Software (Bruker) verwendet. Die leichte Zunahme
der Signalintensitit des vakuoldren Pi-Signals war auf die vakuoldre Phi-Akkumulation zuriickzufiihren.
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Abbildung 3-37: Ein kleiner Teil des cytoplasmatischen Phi wurde in das vakuoldre Kompartment verschoben.
Subtraktion der aufgenommenen Spektren nach Zugabe von Pi zu Phi-gesittigten Zellen. Spektrum A: 20 h
(semi steady-state der Phi-Akkumulation) — 21 h; Spektrum B: 20 h — 22 h; Spektrum C: 20 h — 23 h; Spektrum
D: 20 h—24 h; Spektrum E: 20 h—25 h; Spektrum F: 20 h—26 h. Die Zuordnung der Signale wurde wie in
Abbildung 3-31 vorgenommen.

3.5.5 Phi-Anreicherung in Pi-gesattigten Zellen

Zur weiteren  Charakterisierung der Phi-Aufnahme und seiner subzelluldren
Kompartimentierung wurden Pi-gesittigte Zellen mit Phi behandelt. Aus den Spektren in
Abbildung 3-38 ist zu erkennen, dass die Zellen vorzugsweise Pi statt Phi akkumulierten. Das
stimmte mit den Ergebnissen aus den Transportstudien iiberein (vgl. Kapitel 3.4). Die Phi
Signale waren ausschlielich vakuolér lokalisiert. Im Gegensatz dazu war cytoplasmatisches

Phi kaum detektierbar. Dies zeigte klar, dass Zellen, die mit Pi ausreichend versorgt waren,
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Phi unmittelbar in der Vakuole akkumulierten. Zellen, die Pi-Mangel erlitten, zeigten diese

Transporteigenschaften nicht.
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Abbildung 3-38: Pi-gesittigte Zellen akkumulierten Phi direkt in den Vakuolen. Die chemische Verschiebung
der Phi-Signale entsprach pH 5.5. Spektrum A: semi steady-state der —Pi-Zellen; Spektrum B: 4 h Inkubation mit
Pi; Spektrum C: 11 h Inkubation mit Pi und 7 h nach Phi-Zugabe; Spektrum D: 17 h Inkubation mit Pi und 13 h
nach Phi-Zugabe. Die Zuordnung der Signale wurde wie in Abbildung 3-31 vorgenommen. Als externe

Referenzsubstanz wurde MDP benutzt. MDP (16.91 ppm) ist nicht in den Spektren gezeigt.

3.6 Transportstudien in ganzen Pflanzen mittels in vitro *P-NMR

Auf zelluldrer Ebene wurde gezeigt, dass Phi mit der Pi-Aufnahme iiber das hoch-affine Pi-

Transportsystem kompetiert und intrazelluldr akkumuliert. Es stellte sich die Frage, ob nach

der Wurzelaufnahme eine nachfolgende Allokation von Phi innerhalb der Pflanzenorgane

stattfindet und ob diese Allokation iiber die gleichen Mechanismen wie fiir Pi erfolgt. Um
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einen Einblick in die Transportprozesse flir Pi und Phi zu erhalten, wurde die Verteilung
beider Stoffe auf Pflanzenorganebene in Wildtyp-Pflanzen und der pho2-Mutante aus A.
thaliana untersucht. Die Pflanzen wurden unter verschiedenen Bedingungen mit Pi (+Pi) und
ohne Pi aber mit Phi (—Pi/+Phi) kultiviert. Pi und Phi wurden jeweils in einer Konzentration
von 0.5 mM eingesetzt. Nach einer Woche Inkubation wurde die Pi- und Phi-Verteilung in
den einzelnen Pflanzenteilen sowohl der Wildtyp-Pflanze als auch der pho2-Mutante
untersucht. Die Quantifizierung von Pi und Phi erfolgte durch in vitro *'"P-NMR nach einer
Extraktion mit Perchlorsdure (Abbildung 3-39). Abbildung 3-40 (weille Balken) zeigt, dass
die pho2-Mutante 3-fach mehr Pi in Blittern als die Wildtyp-Pflanze akkumuliert.
Gleichzeitig akkumulierte die pho2-Mutante 5-fach mehr Phi in Blittern als die Wildtyp-
Pflanze (graue Balken). Dies ldsst vermuten, dass die gleichen Mechanismen fiir die

Allokation von Pi und Phi innerhalb der Pflanzenorgane verantwortlich sind.
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Abbildung 3-39: Reprisentative *'P-NMR-Spektren zum Nachweis von Pi und Phi in Blattextrakten der pho2-
Mutante aus A. thaliana. Spektrum A: Blattextrakt nach Wachstum der pho2-Mutante auf +Pi-Medium;
Spektrum B: Blattextrakt nach Wachstum der pho2-Mutante auf —Pi/+Phi-Medium.
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Abbildung 3-40: In Blittern der pho2-Mutante wird sowohl Pi als auch Phi {iberakkumuliert. Es wurde eine 3-
bzw. S5-fach hohere Akkumulation von Pi und Phi als in Bléttern der Wildtyp-Pflanzen nachgewiesen.
Vermutlich findet die Allokation von Pi und Phi innerhalb der Pflanze iiber die gleichen Mechanismen statt. Die
Arabidopsis-Pflanzen wurden fiir eine Woche als Hydrokultur auf Medium mit und ohne Pi kultiviert.
Anschliefend wurden die Pflanzen fiir eine weitere Woche auf Medium mit Pi (+Pi) bzw. ohne Pi aber mit Phi
(-Pi/+Phi) kultiviert. Phi wurde in einer Konzentration von 0.5 mM angewandt. Die Daten stellen den Mittelwert
einer Doppelbestimmung in einem représentativen Experiment dar.
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4 Diskussion

4.1 Pi-Aufnahmesysteme von Tomaten- und Tabakzellen

Pflanzen besitzen verschiedene Pi-Transporter, die bei der Aufnahme von Pi und der
Aufrechterhaltung der Pi-Homdostase eine wichtige Rolle spielen. Das stark limitierte
Angebot an freiem Pi in natiirlichen Okosystemen erfordert meist eine Aufnahme von Pi iiber
das hoch-affine Pi-Transportsystem. Das wissenschaftliche Interesse galt daher stets vor allem
hoch-affinen Pi-Transportern, die von zahlreichen Pflanzenarten molekular und nach Struktur
und Transportmechanismus charakterisiert wurden (Pao et al., 1998, Bucher, 2007). In dieser
Arbeit stellte sich zuerst die Frage, ob Phi iiber ein Pi-Transportsystem in Pflanzenzellen
aufgenommen wird und wie Phi mit der normalen Funktion des Pi-Transportsystems
interferiert. Um diese Frage zu bearbeiten, wurde zunéchst die Wechselwirkung von Phi mit
der Pi-Aufnahme in Suspensionskulturen aus S. lycopersicum und N. tabacum untersucht.

Zuerst wurden die Pi-Transporteigenschaften beider Modellsysteme in Abwesenheit von Phi
charakterisiert. In Tomatenzellen konnten zwei unterschiedliche Aufnahmeverhalten
nachgewiesen werden, die sich in ihren kinetischen Eigenschaften voneinander unterschieden.
In +Pi-Zellen fand eine sehr geringe Pi-Aufnahme statt, die entweder durch ein niedrig-
affines Transportsystem, oder allein durch Diffusion erkliart werden konnte. In —Pi-Zellen
agierte ein hoch-affines Transportsystem, dessen Kinetik der Michaelis-Menten-Gleichung
folgte. Dieses Pi-Aufnahmesystem war durch einen hohen V,,,,-Wert (32.4 pmol/(g FG*min))
und einen niedrigen K,-Wert (6.6 uM; hohe Affinitit) gekennzeichnet. Wenn die Zellen im
Pi-haltigen Medium kultiviert wurden, zeigten sich verdnderte Transporteigenschaften. Bei
ausreichender Pi-Versorgung war die Pi-Aufnahme sehr gering, sodass keine kinetischen
Parameter ermittelt werden konnten (Abbildung 3-18, Seite 72). Dies zeigt, dass das hoch-
affine Transportsystem bei Zellen, die mit ausreichend Pi kultiviert wurden, nicht aktiv ist.
Zum einen konnte dies daran liegen, dass die hoch-affinen Pi-Transporter unter diesen
Bedingungen nicht exprimiert werden. Es konnte aber auch sein, dass die Transporter bei
ausreichender Pi-Versorgung, zum Beispiel durch eine Phosphorylierung, inaktiviert werden.
Durch Transkriptionsanalysen konnte gezeigt werden, dass die Regulation von LePT?2 hier auf
der mRNA-Ebene erfolgt. Die Transkription des hoch-affinen Pi-Transporters wurde bei Pi-
Mangel aktiviert. Bei ausreichender Pi-Versorgung waren dagegen keine Transkripte des
Transporters nachweisbar. Dies wurde sowohl in Zellkulturen als auch in Tomatenpflanzen

gezeigt (Abbildung 3-10, Seite 64; Abbildung 3-12, Seite 66).
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Die beobachtete Induktion des hoch-affinen Pi-Transporters bei Pi-Mangel bestitigt frithere
Studien, die eine vergleichbare Genexpression der hoch-affinen Transporter LePT! und
LePT?2 aus S. lycopersicum, beschrieben (Liu et al., 1998). Durch die Zugabe von Pi wurde in
beiden Fillen die Transkription der Pi-Transporter reprimiert. Dies bedeutet, dass die
Pflanzen die Verfiigbarkeit von Pi wahrmmehmen und durch Verdnderung ihrer
Transportsysteme die Anreicherung toxischer Pi-Konzentrationen verhindern kdnnen.

Weitere Pi-Aufnahmeexperimente wurden an Tabakzellkulturen unter Pi-Mangel
durchgefiihrt. Hier konnte ein anderes Pi-Aufnahmeverhalten als in Tomate nachgewiesen
werden. Die kinetischen Studien an —Pi-Tabakzellkulturen zeigten einen biphasischen
Charakter der Pi-Aufnahme. Der Pi-Influx bestand aus einer séttigbaren, hoch-affinen
Komponente und einer ,nicht-sittigbaren Diffusionskomponente” (Abbildung 3-22b,
Seite 76). Die Sittigungskinetik der hoch-affinen Komponente konnte mit einer einfachen
Michaelis-Menten-Gleichung  beschrieben werden. Die Pi-Aufnahme {iber die
,Diffusionskomponente® zeigte im untersuchten Konzentrationsbereich einen linearen
Anstieg, der keine Sittigung erreichte. Es ist mdglich, aber nicht wahrscheinlich, dass die
beobachtete Pi-Aufnahmerate bei hohen Pi-Konzentrationen allein durch einfache Diffusion
der geladenen Pi-Anionen iiber die Lipiddoppelschischt der Zellmembran zustande kommt.
Vermutlich ist ein bisher nicht beschriebenes Kanalprotein an diesem nicht-sittigbaren
Transport beteiligt (erleichterte Diffusion).

In Protoplasten aus N. glutinosa besteht das Pi-Aufnahmesystem ebenfalls aus zwei
Komponenten (Mettler et al., 1979). Die séttighare Komponente wurde auf einen aktiven
Transport und die lineare auf eine passive Diffusion zuriickgefiihrt. Influxisothermen von Pi
mit einem dualen Charakter wurden auBerdem in der SiiBwasseralge Chara corallina und in
Mesophyllzellen aus H. vulgare gemessen (Mimura et al., 1990, Mimura et al., 1998). Der in
dieser Arbeit gezeigte biphasische Verlauf der Pi-Aufnahme steht aber im Gegensatz zu
fritheren Studien an BY-2 Tabakzellen, welche die Pi-Aufnahme nur durch eine einfache
Michaelis-Menten-Kinetik beschrieben (Shimogawara et al,, 1995). Die hier gezeigte
erleichterte Diffusion bei hohen Pi-Konzentrationen wurde in BY-2 Zellen bisher nicht
beschrieben. Allerdings schlossen die Autoren die Mdglichkeit einer passiven Diffusion nicht
aus, da der Pi-Influx bei hoheren Pi-Konzentrationen von Shimogawara et al. (1995) nicht
gemessen wurde (max. 50 pM). Der fiir das hoch-affine System ermittelte K,-Wert dieser
Arbeit (4.1 uM) stimmt vergleichsweise gut mit dem von Shimogawara et al. (1995)
festgestellten (2.5 pM) iiberein. Weiterhin berichteten Shimogawara et al. (1995), dass Pi-
Mangel den V,,-Wert in Tabakzellen erhohte, d.h. die Aufnahmekapazitdt vergroBerte. Der
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K,,-Wert blieb dagegen unverdndert. Dies konnte durch eine erhohte Synthese eines
Transportproteins bzw. mehrerer homologer Spezies erklirt werden.

Wie bei Tomatenzellen wurde bei Tabakzellen zusitzlich zu den Transportversuchen eine
Genexpressionsanalyse durchgefiihrt. Sowohl bei Pi-Mangel als auch bei ausreichender Pi-
Versorgung konnten in BY-2 Tabakzellen unverdnderte Transkriptmengen der zwei hoch-
affinen Pi-Transporter N¢tPT1 (Phtl; 1) und NtPT2 (Phtl;2) nachgewiesen werden (Abbildung
3-22c und d, Seite 76). In Pflanzen von N. tabacum wurde dagegen gezeigt, dass N¢tPT1 zwar
konstitutiv in Wurzel- und Blattgewebe exprimiert wird, aber Pi-Mangel die Genexpression
zusétzlich erhoht. Die Transkription des NtPT2-Transporters wurde ebenfalls durch Pi-
Mangel aktiviert (Chen et al., 2007). Diese Unterschiede weisen auf eine verdnderte
Regulation der Genexpression beider Transporter in BY-2 Zellkulturen und N. tabacum hin.
Obwohl eine post-transkriptionelle Regulation bisher wenig beschrieben wurde, schlieen
viele Autoren diese Moglichkeit nicht aus, da hoch konservierte Phosphorylierungs- und
Glykosylierungsstellen in den Aminosdurensequenzen von Pi-Transportern bekannt sind,
durch welche diese post-translationell reguliert werden konnten (Chiou et al., 2001, Rausch et
al., 2002, Raghothama et al., 2005). Die erhaltenen Ergebnisse aus BY-2 Zellen konnten
daher zum Beispiel durch eine Uberpriifung der post-translationellen Modifizierungen an
NtPT1 und NtPT2 erweitert werden, um die Regulation des Pi-Transportsystems in diesem

Zellsystem aufzukldren.

4.2 Phiinhibiert das hoch-affine Pi-Transportsystem

Die Interaktion von Phi mit dem Pi-Transport wurde in dieser Arbeit durch
Kompetitionsversuche untersucht. Mittels kinetischer Untersuchungen wurde gezeigt, dass die
Aufnahme von Pi iiber das hoch-affine Pi-Transportsystem sowohl in Tomaten- als auch in
Tabakzellen kompetitiv durch Phi gehemmt wurde. Der kompetitive Hemmmechanismus
konnte an der Sattigungskinetik und der Eadie-Hofstee-Auftragung der Pi-Aufnahme gezeigt
werden. In beiden Zellsystemen erhoht sich der K,,-Wert in der Gegenwart von Phi, wéhrend
sich der V,.,-Wert nicht verdndert. Dies deutet darauf hin, dass Phi und Pi wegen ihrer
dhnlichen Raumstruktur wahrscheinlich um die gleiche Bindungsstelle des Transportsystems
konkurrieren. Die Vergleiche von Phi mit dem kompetitiven Inhibitor Arsenat und dem
unkompetitiven Inhibitor CCCP unterstiitzen weiterhin, dass Phi kompetitiv hemmt.

Die K-Werte von Phi wurden einmal anhand der Dosis-Wirkungsbeziehung und auflerdem
anhand des Dixon-Plots ermittelt. Beide Methoden ergaben fiir die entsprechenden

Modellsysteme iibereinstimmende K-Werte. In Tomatenzellen wurde ein K-Wert von
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0.32 mM ermittelt. In Tabakzellen war der K;-Wert 7-fach héher, ndmlich 2.3 mM. Die hoch-
affinen Pi-Transporter der beiden Zellkultursysteme aus Tomate und Tabak unterschieden
sich also hinsichtlich ihrer Affinitdt gegeniiber Phi. Phylogenetisch sind Tomate und Tabak
eng verwandte Pflanzenspezies, die zur Familie der Nachtschattengewéchse (Solanaceae)
gehoren. Trotz der hohen Homologie der hoch-affinen Pi-Transporter der Solanaceae-Spezies
bestehen auf Aminosdureebene gewisse Abweichungen, die fiir die unterschiedlichen
Affinititen verantwortlich sein konnten. Die Identitdt zwischen den Aminosiuresequenzen
von NtPT1 und LePTI1 betriagt 91 %, die zwischen NtPT2 und LePT2 90 % (Chen et al.,
2007). Durch Hydropathie-Analysen lie8 sich die charakteristische ,,6+6*“ Topologie aller
Phtl Proteine ermitteln, die nicht nur in Transportern hdherer Pflanzen sondern auch in
Transportern aus Hefe und Pilzen gefunden werden (Pao et al., 1998, Raghothama et al.,
2005). Die Raumstrukturen der Bindungsstellen fiir Pi sind derzeit aber nicht bekannt und es
gibt keine Untersuchungen, welche Aminosduren in der Primérsequenz die Affinitdt und
Spezifitit der Pi-Bindung bzw. einer moglichen Phi-Bindung bestimmen (Smith, 2002).

In der Literatur existieren wenige Berichte iiber den Transport von Phi in Pflanzenzellen. In
Brassica nigra wurde gefunden, dass Phi sowohl V,,,, als auch K,, des Pi-Transportes éndert
(Carswell et al., 1997). Dieser Effekt war in Pi-versorgten Zellen deutlich stirker ausgepragt
als in Pi-unterversorgten Zellen und wurde auf eine unterschiedliche Substrataffinitdt der
hoch- bzw. niedrig-affinen Pi-Transporter zuriickgefiihrt. Dies steht im Gegensatz zu den
Untersuchungen an Tomate in dieser Arbeit, da in Pi-versorgten Zellen ein zu geringer Pi-
Transport beobachtet wurde, um die kinetischen Parameter zu bestimmen. Die Hemmung
durch Phi konnte daher nicht ndher charakterisiert werden (Abbildung 3-18b, Seite 72 und
Abbildung 3-19a, Seite 73). In Pi-versorgten Zellen war das hoch-affine Pi-Transportsystem
nicht aktiv. Diese Unterschiede in verschiedenen Pflanzenspezies verdeutlichen, dass eine
weitere vergleichende Charakterisierung verschiedener Pi-Transportsysteme notwendig ist.
Der Phi-Transport wurde intensiv in Phytophthora-Spezies charakterisiert (Barchietto et al.,
1989, Griffith et al., 1989). In Phytophthora-Arten wurden zwei Pi-Aufnahmesysteme mit
unterschiedlichen kinetischen Parametern nachgewiesen, die sich in Abhdngigkeit von der
extrazelluliren Pi-Konzentration zeigen. Kinetische Studien mit P. palmivora, P.
cytrophthora und P. cryptogea zeigten, dass Phi sowohl iiber das niedrig-affine als auch tiber
das hoch-affine Pi-Transportsystem des Pilzes aufgenommen wird. Wiahrend der Phi-
Transport durch Pi-Konzentrationen in pM-Bereich gehemmt werden konnte, inhibierte Phi
den Pi-Transport erst in mM-Bereich. Diese Studien wurden mit radioaktiv markiertem Phi

durchgefiihrt, das jedoch nicht kommerziell erhiltlich ist. Vergleichbare Experimente mit
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hoheren Pflanzen sind nicht bekannt. McDonald et al. (2001b) stellten auch in der Bierhefe S.
cerevisiae eine Interaktion zwischen Phi und dem hoch-affinen Pi-Transporter Pho84 fest.
Apho84-Mutanten zeigten eine Beeintrdchtigung im Pi-Transport und litten daher permanent
unter Pi-Mangel, waren aber auch nicht in der Lage Phi aufzunehmen. In der Folge wies diese
Mutante eine konstitutive Genexpression einer sauren Phosphatase (PhoS) auf, die auch in
Anwesenheit von Phi im extrazelluldren Medium nicht reprimiert werden konnte.

Die Frage, ob die pflanzlichen hoch-affinen Pi-Transporter in der Lage sind auch Phi zu
transportieren, konnte aber allein anhand der vorgestellten kinetischen Studien und
Kompetitionsversuche nicht beantwortet werden. Auch die Literaturangaben iiber eine Phi-
Aufnahme in Pflanzen waren nicht unstrittig, da die Aufnahme in vivo noch nicht gezeigt
werden konnte. Bisher wurde lediglich durch den Nachweis von Phi in Zellextrakten mittels
S'P-NMR auf dessen zellulire Akkumulation schlussgefolgert (Carswell et al., 1996). Bei
dieser Methode kann allerdings nicht zwischen der Aufnahme und der Adsorption von Phi
unterschieden werden. In einer anderen Arbeit von Lee et al. (1990) wurde beildufig erwéhnt,
dass Phi in Mais-Wurzeln detektiert werden konnte. Diese Beobachtung wurde von den
Autoren allerdings nicht ndher anhand von Experimenten belegt oder beschrieben und ein
klarer Nachweis fiir die Phi-Aufnahme steht nach wie vor aus.

Fiir die Wirkung von Phi auf die Pi-Homoostase ist es jedenfalls entscheidend, ob und in
welcher Menge Phi im Cytoplasma ankommt. Hiervon hidngt auch ab, wie Phi als Substrat
oder Inhibitor anderer Enzyme wirken und auf diese Weise einen FEinfluss auf zelluldre
Stoffwechselprozesse nehmen kann. Mit dem Ziel, die intrazelluldre Verteilung von Phi in
vivo zu ermitteln, wurden daher Stoffwechseluntersuchungen durch *'P-NMR an BY-2

Tabakzellkulturen vorgenommen.

4.3 In vivo Nachweis von Phi durch *!P-NMR in Pflanzenzellen

Die subzelluldre Verteilung von einzelnen Metaboliten kann nur schwer mit den klassischen
analytischen Methoden untersucht werden. In der Regel ist es nicht moglich, einzelne
Zellkompartimente so schnell zu priparieren, dass der Gehalt an Metaboliten noch der in vivo
Situation entspricht. Die besten Informationen tiber die subzelluldre Verteilung von Pi wurden
darum bislang aus in vivo NMR-Studien gewonnen. Die in vivo >'P-NMR stellt eine nicht-
invasive Messtechnik dar, welche die gleichzeitige Detektion verschiedener Pi-haltiger
Metaboliten ermoglicht (Ratcliffe & Shachar-Hill, 2001b). AuBerdem erlaubt die pH-

abhéngige chemische Verschiebung einiger Signale die subzellulére
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Kompartimentierungsanalyse dieser Metaboliten (Bligny & Douce, 2001). Dies trifft
besonders auf die Verteilung von Pi zu, fiir das zwei gut unterscheidbare subzellulire Pools
detektiert wurden. Weil die chemische Verschiebung des Pi-Anions von seinem
Dissoziationszustand und damit vom pH des Kompartimentes abhingig ist, kann zwischen
einem cytoplasmatischen und einem vakuoldren Pool unterschieden werden. Ein weiterer
Vorteil der in vivo *'P-NMR Messung ist die Analyse des metabolischen Zustands der Zellen
in Echtzeit. So kann beispielsweise der Energieladungszustand der Zellen anhand der
verschiedenen Nukleosidphosphate abgeschitzt werden. Alle diese Mdglichkeiten fiihrten zu
einer breiten Anwendung dieser Methode zur Charakterisierung der pflanzlichen
Stoffwechselreaktionen gegeniiber abiotischen Stressfaktoren wie Nahrstoffmangel, Anoxie,
Trocken- und Salzstress (Ratcliffe et al., 2001a). Dariiber hinaus bewihrte sich die in vivo
NMR als eine niitzliche Methode zur Analyse des Metabolismus und der subzelluldren
Verteilung xenobiotischer Stoffe in Pflanzen (Ratcliffe & Roscher, 1998). Die Wirkungsweise
des Herbizides Glyphosat wurde beispielsweise auch anhand von NMR-Analysen aufgeklart
(Gout et al., 1992b). Glyphosat ist eine organische Verbindung der Phosphonsédure und wirkt
als ein starker Inhibitor des Biosyntheseweges der aromatischen Aminosduren Tyrosin,
Phenylalanin und Tryptophan, die wiederum Bausteine flir Proteine und eine grofle Zahl
sekundirer Pflanzenstoffe sind (vgl. Abbildung 1-3, Seite 18). In vivo *'P-NMR-Spektren von
Suspensionskulturen aus Acer pseudoplatanus zeigten die gleichzeitige cytoplasmatische
Akkumulation von Glyphosat, Shikimat-3-Phosphat und Aminomethylphosphonat, ein
Abbauprodukt von Glyphosat. Auf der Basis dieser Beobachtungen wurde der Schluss
gezogen, dass Glyphosat ein Inhibitor der EPSP-Synthase ist.

Im Gegensatz zur umfassenden Information iiber die Wirkungsweise von Glyphosat gibt es
bis jetzt noch keine in vivo Stoffwechseluntersuchungen von Phi in pflanzlichen Zellen. Um
einen Einblick in das intrazelluldre Verhalten von Phi und eine mogliche Interaktion mit dem
pflanzlichen Pi-Stoffwechsel zu gewinnen, wurden in vivo °'P-NMR-Studien mit BY-2
Zellkulturen aus N. tabacum durchgefiihrt.

Ausgehend von der bekannten Hemmung des Pi-Transportes durch Phi sollte durch in vivo
*'P.NMR die Wirkung von Phi auf die intrazellulire Pi-Homdostase untersucht werden.
Anhand der pH-abhédngigen chemischen Verschiebung des Phi-Signals war es auflerdem
moglich, auch die Lokalisation von Phi in Vakuole und Cytoplasma zu unterscheiden. Sowohl
die hohe Menge und Dichte der BY-2 Zellen als auch die gleichmiBige Zufuhr des
Néahrmediums ermdglichten die Aufnahme von NMR-Spektren mit einer guten Aufldsung.

Vorversuche hatten gezeigt, dass die Tabakzellen fiir mehr als 20 h im Perfusionssystem vital
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blieben, was eine langfristige Beobachtung des Stoffwechsels unter verschiedenen
Versuchsbedingungen gestattete (Abbildung 3-31, Seite 89).

In den aufgenommenen NMR-Spektren konnten die Signale Pi-haltiger Hauptmetabolite wie
G6P, NTPs und UDPG deutlich erkannt werden. In den Spektren konnten der
cytoplasmatische und der vakuolire Pi-Pool klar getrennt werden. Ubereinstimmend mit
Literaturdaten zeigten Pi-verarmte Zellen stark herabgesetzte Signale der NTP-Pools
(Theodorou et al., 1993). Die Zugabe von Pi nach drei Stunden fiihrte zu einer klar
erkennbaren Stoffwechselaktivierung der Zellen. Die Signalintensititen aller detektierbaren,
Pi-haltigen Metabolite nahmen rasch zu, wobei iiberschiissiges Pi in die Vakuole transportiert
wurde. Dies bestitigt, dass die Vakuole als Speicherkompartiment der Pflanzenzelle fiir Pi

dient (Ratcliffe, 1994, Vogel et al., 1999).
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Abbildung 4-1: Schematische Zusammenfassung des subzelluldren Anreicherungsmusters von Pi bzw. Phi in
Pi-verarmten Zellen. Extrazelluldres Pi wurde von Pi-verarmten Zellen kontinuierlich aufgenommen und in den
Vakuolen (pH 5.6) gespeichert. Phi zeigt dagegen eine deutliche cytoplasmatische Anreicherung (pH 7.3). Nur
in geringerem Mal} wurde Phi in die Vakuolen transportiert.

In einem weiteren Experiment wurde zu Pi-verarmten Zellen Phi gegeben. Diese Zellen
nahmen Phi auf und akkumulierten es hauptséchlich im Cytoplasma. Die langsam steigenden
Signalintensitdten der cytoplasmatischen Phi-Menge wiesen auf eine langsame
Aufnahmekinetik hin. Wéhrend die Pi-Aufnahme im Vergleichsexperiment nach 3 h ein

Plateau erreichte (Abbildung 3-31c, Seite 89) wurde Phi kontinuierlich {iber 20 h akkumuliert,
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wobei erst nach 8 h ein Zwischenplateau erreicht wurde (Abbildung 3-33b, Seite 93). In
geringem Mall wurde Phi auch im vakuoldren Zellkompartiment detektiert, was jedoch mit
der vorher beschriebenen Akkumulation von Pi in der Vakuole nicht vergleichbar war. Nach
Kenntnis der Autorin sind diese Daten der erste direkte Nachweis, dass Phi in Cytoplasma
und Vakuole von Pflanzenzellen aufgenommen wird. Eine Zusammenfassung der
subzelluldren Pi- und Phi-Verteilung ist in Abbildung 4-1 dargestellt.

In den folgenden drei Abschnitten wird auf einzelne Aspekte der Bedeutung der
cytoplasmatischen Phi-Akkumulation ndher eingegangen. Im Besonderen wird eine
postulierte Verstoffwechselung von Phi durch seine Oxidation zu Pi (Kapitel 4.4), die
transkriptionelle Kontrolle der Pi-Mangelantwort und der PSR-Gene (Kapitel 4.5) und die
Interaktion von Phi mit der Wahrnehmung der intrazelluldren Pi-Konzentration (Kapitel 4.6)
diskutiert.

Die weiteren Ergebnisse aus den in vivo NMR-Studien werden danach in Kapitel 4.7

besprochen.

4.4 Einfluss von Phi auf Stoffwechsel und Energieladung

In der Vergangenheit lag das landwirtschaftliche Interesse an Phi in seiner Verwertung als
Phosphor-Quelle und Diingemittel (McDonald et al, 2001a). Das extrem niedrige
Redoxpotenzial des HPO4*/HPO;>-Redoxpaares spricht dafiir, dass Phi nach Umwandlung
zu Pi als Phosphor-Quelle dienen konnte (-690 mV, Schink et al., 2000). Tatsichlich
existieren Bakterien, die eine anaerobe Oxidation von Phi zu Pi durchfiihren kdnnen (Schink
et al., 2002). Die Oxidation ist in diesem Fall mit der Reduktion entweder von Sulfat oder von
Kohlenstoffdioxid verkniipft. In der Literatur existieren ebenfalls Berichte {iber eine
enzymatische Phi-Oxidation in aeroben Bakterien. In E. coli wird diese Funktion durch das
Enzym BAP vertreten (Yang et al., 2004). Das scheint ein besonderes Merkmal dieses
Enzyms von E. coli zu sein, weil die Reaktion in Pseudomonas stutzeri und Bacillus subtilis,
die ebenfalls alkalischen Phosphatasen besitzen, bislang nicht nachgewiesen wurde. P.
stutzeri besitzt dagegen eine Phi-Dehydrogenase, welche Phi zu Pi in einer NAD -abhiingigen
Reaktion oxidiert (Relyea et al., 2005). Bemerkenswert ist die Tatsache, dass die
Transkription der Phi-Dehydrogenase durch Pi-Mangel aktiviert wird. Dies bestdtigt die Rolle
des Enzyms bei der Verwertung von Phi als alternativem Phosphor-Donor unter Pi-Stress
(White & Metcalf, 2004).

In dieser Arbeit konnte trotz der ausgeprigten cytoplasmatischen Akkumulation von Phi in

BY-2 Zellen iiber mehrere Stunden keine Zunahme der Pi-haltigen Metabolite in den *'P-



108 | Diskussion

NMR-Spektren festgestellt werden. Dies belegte, dass die pflanzlichen Zellen nicht fahig
sind, eine Oxidation von Phi zu Pi durchzufiihren und auf diese Weise Phi zu verwerten. Um
zu kontrollieren, dass die Zellen {iber den Versuchszeitraum lebensfihig und
stoffwechselaktiv waren, wurde am Ende des Experimentes zusétzlich Pi zugegeben. Die
rasche Zunahme der Signalintensitdten der Pi-haltigen Metaboliten bestitigte die Vitalitdt und
zeigte, dass Phi bis zu diesem Zeitpunkt keine Stoffwechselschdadigung der Zellen verursacht
hatte. In der eingesetzten Konzentration von 1 mM kann eine toxische Wirkung von Phi auf
BY-2 Zellen daher ausgeschlossen werden. In Tabakzellen fiihrte die Perfusion mit Phi zu
keiner Bildung oder Anreicherung von anti-metabolischen Produkten. In den Spektren der
Tabakzellen war keine Akkumulation von PPi zu erkennen. Eine Anreicherung von
Polyphosphaten, die generell selten in Pflanzen vorkommen, wurde ebenfalls nicht detektiert
(Harold, 1966, Kornberg et al., 1999).

Der Begriff Energieladung erfasst den energetischen Zustand der Zelle und wurde 1968 von
Atkinson eingefiihrt. Vereinfachend spricht man héufig von der Energieladung des
Adenylatsystems (adenylate energy charge, AEC), da die Adenosinphosphate die grofite
Gruppe der Nukleosidphosphate der Zellen darstellen (Atkinson, 1968, Schopfer &
Brennicke, 2005)". In Zellen aus Acer pseudoplatanus besteht der NTP-Pool beispielsweise
aus 65 % ATP und 35 % (UTP+CTP). GTP war kaum detektierbar (Roby et al., 1987a). Das
streng kontrollierte Gleichgewicht zwischen den ATP- und ADP-Pools hat eine fundamentale
Bedeutung fiir die Kontrolle vieler Enzymreaktionen und daher fiir die metabolische Aktivitét
der Zellen. Pflanzenzellen mit aktivem Stoffwechsel und optimaler Nahrstoff- und
Sauerstoffversorgung haben ein hohes ATP/ADP-Verhiltnis. Eine Ubersicht der ATP/ADP-
Werte verschiedener Pflanzenspezies wurde von Pradet er al. (1983) veroffentlicht. Fiir viele
Pflanzen wurde unter optimale Wachstumsbedingungen ein ATP/ADP-Verhiltnis zwischen
0.8 und 0.9 beschrieben.

Anhand der Daten dieser Arbeit konnte die AEC nicht quantitativ bestimmt werden. Die
aufgenommenen NMR-Spektren lassen jedoch eine qualitative Aussage {iber den
metabolischen Zustand der Tabakzellen zu. So wiesen die Tabakzellen trotz der Anwesenheit
von Phi einen intakten Energiestoffwechsel und eine unverdnderte Menge an

Nukleosidphosphaten auf. Verglichen mit Pi-behandelten Zellen wiesen die Phi-behandelten

" AEC errechnet sich aus der Formel: (ATP+0.5ADP)/(ATP+ADP+AMP) und bezeichnet die halbe mittlere
Anzahl von anhydridartig gebundenen Pi-Gruppen pro Adeninmolekiill in einer Mischung der drei

Adeninnukleotiden.
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Tabakzellen etwas geringere NTP-Levels auf, welche aber iiber die gesamte Versuchsdauer
(24 h) konstant blieben. Es wurde keine Abnahme der NTP-Signalintensititen detektiert.
Insbesondere war keine Anreicherung von - und o-NDPs in den Spektren festzustellen.
Ahnliche Befunde wurden fiir Zellsuspensionen aus Brassica napus berichtet (Carswell et al.,
1997). Pi-Mangel fiihrte zu einer Verminderung des Adenosinphosphat-Pools, wobei ein
AEC-Wert von 0.77 errechnet wurde. Der Einsatz von Phi fithrte zu keiner Anderung des
ATP- und ADP-Gehaltes und der AEC-Wert blieb unbeeinflusst.

Stoffwechselanalysen in Phytophthora ergaben eine verstirkte Anreicherung von Pyro- und
Polyphosphaten nach Phi-Behandlung (Niere et al., 1994, Martin et al., 1998). Dieser
charakteristische Effekt von Phi in allen Phytophthora-Spezies wurde in mehreren Studien
beschrieben (Griffith et al., 1990, Niere et al., 1990, Guest et al., 1991, Barchietto et al.,
1992, Stehmann et al., 2000). Die Hemmwirkung von Phi wurde auf die Inhibierung der
Pyrophosphataseaktivitit in Phytophthora zuriickgefiihrt (Martin et al., 1998). Da die
Spaltung von Pyrophosphat eine Schliisselreaktion bei der Synthese von Polysacchariden,
Nukleinsduren, Lipiden und Proteinen ist, kann eine herabgesetzte Pyrophosphataseaktivitit
ein breites Spektrum an Stoffwechselprozessen beeintrachtigen (Niere ef al, 1994). In P.
palmivora wird die Akkumulation von PPi von einer Abnahme der ATP- und NAD-Pools
begleitet (Griffith et al., 1990, Niere ef al., 1990). Eine signifikante Abnahme von ATP war
noch 3 h nach der Phi-Zugabe festzustellen (Griffith et al., 1990). Trotz verminderter ATP-
Konzentration bleibt die Energieladung der Zelle unbeeinflusst. Die Autoren verweisen
darauf, dass der Effekt von Phi in diesem Fall eher auf die Inhibierung der Adenylatsynthese
als auf die Substratphosphorylierung zuriickzufiihren sei. Sie vermuten weiterhin, dass Phi die
Aktivitit der 5°-Phospho-a-D-Ribulose-1-Pyrophosphat-Synthase (PRPP-Synthase) inhibiert.
Das Enzym synthetisiert aus Ribulose-5°-P und ATP PRPP, ein Grundbaustein der Adenylat-
und NAD-Synthesewege. Relativ hohe Konzentrationen an Phi kénnen auch die Aktivitdten
mancher Enzyme der Glykolyse und des Pentose-Phosphat-Wegs inhibieren (Stehmann et al.,
2000). In P. citrophtora kann die Inhibierung der GAPDH-Aktivitit durch Phi die
Bereitstellung wichtiger Zwischenprodukte der Lipidbiosynthese und der Respiration
drosseln, was die beobachtete Wachstumshemmung erklaren konnte (Barchietto ef al., 1992).
Anhand der NMR-Ergebnisse ldsst sich zusammengefasst sagen, dass Phi Pi im Stoffwechsel
der Pflanzen nicht ersetzen kann. AuBBerdem unterscheidet sich die Auswirkung von Phi auf
den Metabolismus von Pflanzen und Phytophthora. Durch die Anreicherung von Poly- und
Pyrophosphaten erfasst die Wirkungsweise von Phi mehrere Wirkungsstellen auf

metabolischem und regulatorischem Level in Phytophthora, welche zur Beeintrachtigung des
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Pi-Stoffwechsels fiihren. In Tabakzellen war keine vergleichbare Auswirkung von Phi auf den

Pi-Metabolismus festzustellen.

4.5 Phi beeinflusst die Pi-Mangelantwort

4.5.1 Phi unterdruckt die Expression der PSR-Gene

Wie in der Einleitung beschrieben, finden unter Pi-Mangelbedingungen differenzielle
Genaktivititsinderungen statt (Misson et al., 2005). Ein Beispiel ist die Expression von
Phosphohydrolasen und hoch-affinen Pi-Transportern. Diese Proteine beteiligen sich an der
Beschaffung von Pi aus externen und internen Pi-Quellen wie RNA, DNA und
Phospholipiden (Niirnberger et al., 1990, Abel et al., 2000, Nakamura et al., 2005). Um die
Wechselwirkung von Phi mit dem Pi-Stoffwechsel weiter zu charakterisieren, wurde
untersucht, wie Phi mit den Anpassungen der Pflanzen an Pi-Mangel interferiert und welche
Effekte diese Wechselwirkung auf das Pflanzenwachstum ausiibt. Fiir die transkriptionellen
und physiologischen Untersuchungen wurden Zellsuspensionskulturen und Pflanzen von S.
lycopersicum eingesetzt. Die Tomate wurde als Modellsystem verwendet, da die
Anpassungen an Pi-Mangel durch Forschungsarbeiten der AG Kdéck ausfiihrlich dokumentiert
waren.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von Phi auf die Genexpression von zwei T2-Typ-RNasen
(RNaselLX und RNaseLE), einer intrazelluldren Phosphatase (LePS2), einem hoch-affinen Pi-
Transporter (LePT2) untersucht. Diese Gene besitzen die Eigenschaften typischer PSR-Gene.
Von besonderem Interesse war der Einfluss von Phi auf die Genexpression von RNaseLE und
RNasel X, da zu diesen Genprodukten noch keine niheren Studien in der Literatur zu finden
sind. Dazu wurde auch der Einfluss von Phi auf die Promotoraktivitit des RNaseLX-Gens mit
der GUS-Reporter-Linie 10 untersucht. Diese transgene Linie besitzt gute histochemische
Eigenschaften und die organ- und gewebespezifische Promotoraktivitit der RNaselX ist
bereits gut charakterisiert (Kock et al., 2006). AuBerdem zeigt die GUS-Reporter-Linie 10
gegeniiber den Wildtyppflanzen keinen verdnderten Phianotyp.

Die Transkriptionsanalysen im Northern-Blot zeigten, dass Pi-Mangel in Tomatenzellkulturen
zu einer Aktivierung der Transkription aller untersuchten PSR-Gene fiihrte (Abbildung 3-10,
Seite 64). Die Transkripte der PSR-Gene konnten schon 2 h nach der Umsetzung in Pi-freies
Medium nachgewiesen werden und nahmen in den néchsten 24 h kontinuierlich zu. Damit

konnte die Induzierbarkeit der PSR-Gene durch Pi-Mangel aus friiheren Untersuchungen
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prinzipiell bestitigt werden (Bosse & Kock, 1998, Liu ef al., 1998, Stenzel et al., 2003). Das
zeitlich koordinierte Induktionsmuster der Transkription aller betrachteten PSR-Gene passt zu
anderen Literaturstellen und weist auf ein Rettungssystem der Pflanzen hin, welches unter Pi-
Mangel mehrere PSR-Gene koordiniert aktiviert (Goldstein ef al., 1988a, 1988Db).

In Tomatenzellkulturen wurde die Hochregulation der PSR-Gene in der Anwesenheit von Phi
trotz Pi-Mangel stark unterdriickt. Die Transkripte der PSR-Gene waren in der Gegenwart von
Phi nicht oder nur sehr schwach zu detektieren. Die Transkription von RNaseLX und LePS?2
konnte, wie bei den Pi-behandelten Zellen, nicht im Northern-Blot nachgewiesen werden. Phi
reprimierte also die koordinierte Aktivierung der PSR-Gene, obwohl die Zellen zu dieser Zeit
tatsdchlich an einem starken Pi-Mangel litten.

Auch die Transkription von LePT2 wurde durch Phi blockiert. Dieses Ergebnis stimmt mit
den charakterisierten Transporteigenschaften von Pi-verarmten und Phi-behandelten Zellen
tiberein. Nach Vorinkubation der Tomatenzellen in Medium mit Phi aber ohne Pi wurde eine
verminderte Transportkapazitit fiir Pi festgestellt (Abbildung 3-19, Seite 73). Der
unverdnderte K,,-Wert bei einem verringerten V.- Wert deutete darauf hin, dass Phi nicht die
Art, sondern die Menge der hoch-affinen Pi-Transporter (z. B. LePT2) verringerte.
Vergleichbare Ergebnisse iiber den Einfluss von Phi auf die Genexpression von LePT2
wurden auch von Varadarajan et al. (2002) berichtet. Allerdings wurde dort die Auswirkung
auf die biochemische Funktion des hoch-affinen Pi-Transportsystems nicht gepriift.

Die ausgewihlten PSR-Gene wurden ebenfalls unter Pi-Mangelbedingungen in ganzen
Tomatenpflanzen untersucht, wobei ihre Expressionsmuster organabhingig betrachtet wurden
(Abbildung 3-13, Seite 67). Transkripte von LePS2 wurden in Wurzeln, Hypocotylen und
Bléttern nachgewiesen. LePT2 konnte nur in Wurzeln detektiert werden, was in Beziehung
zur Funktion von LePT2 bei der Pi-Aneignung aus der Bodenmatrix steht (vgl. Abbildung
3-18, Seite 72). Auch Liu et al (1998) untersuchten die organ- und gewebespezifische
Genexpression von LePT2 und beschrieben ebenfalls, dass die Transkripte von LePT2 unter
Pi-Mangel ausschlielich in epidermalen Wurzelzellen vorkommen. In Bestéitigung friitherer
Untersuchungen konnte sowohl im Northern-Blot als auch mithilfe der GUS-Reporterlinie 10
veranschaulicht werden, dass Pi-Mangel die Genexpression der RNaseLX hauptsidchlich im
Wurzelbereich aktiviert, obwohl Transkripte auch weniger stark in Hypocotylen und Bléttern
akkumulierten (Kock et al., 2006). RNaseLE wurde nur in Hypocotylen und Wurzeln
transkribiert.

Die Zugabe von Phi fiihrte in Tomatenpflanzen, analog wie zuvor in Zellkulturen, zu einer

Suppression von LePT72 und LePS2. Die Genexpression der RNasen LE und LX wurde
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ebenfalls stark herabgesetzt. Die histochemische und die fluorometrische Analyse der GUS-
Aktivitdt in PromLX::uidA-Linie 10 bestétigten, dass die Promotoraktivitit von RNaseLX
durch Phi gehemmt wurde. Dieser Befund ist ein Hinweis darauf, dass die Genexpression
beider RNasen LE und LX unter Pi-Mangel tiber die gleichen Signaltransduktionswege wie
LePT2 und LePS?2 reguliert wird.

Bei Pi-Mangel wird das Hauptwurzelwachstum in Tomatenpflanzen beschleunigt (Abbildung
3-3, Seite 56) und die Lateralwurzeln werden verlidngert (Abbildung 3-13, Seite 67). Die
Expression der RNaseLE bzw. der RNaseLX korreliert mit diesen Wachstumsereignissen
(GroB, 2005, Kock et al., 2006). Studien zur Promotoraktivitdt von RNaseLE ergaben zudem
eine durch Pi-Mangel stimulierte, lokale Expression des Gens in Seitenwurzelinitialen.
Aufgrund der lokal abgegrenzten Promoteraktivitit von RNaseLX in der Teilungszone der
Haupt- und Lateralwurzelspitzen bei Pi-Mangel schlugen Kock et al. (2006) vor, dass
RNaselLX durch erhohten Umsatz zellulirer RNA-Pools wichtige Néhrstoffe fiir das
Wurzelwachstum freisetzt. Dazu passt auch, dass bei Phi-Behandlung der GUS-Pflanzen nicht
nur die Suppression der RNaseLX, sondern auch ein stark gehemmtes Haupt- und
Lateralwurzelwachstum nachgewiesen wurde (Abbildung 3-13, Seite 67).

Die Suppression der PSR-Gene durch Phi zeigte deutlich, dass ein Priméreffekt von Phi auf
Pflanzenzellen die Storung der transkriptionellen Kontrolle der Phosphatmangelantwort ist.
Phi ist in der Lage, wichtige transkriptionelle Anpassungen zum Umgang mit Pi-Mangel zu
unterdriicken, obwohl es von den Pflanzen nicht verwertet werden kann. Ein negativer Effekt
von Phi auf die Aktivierung der Pi-Mangelanpassungen wurde auch fiir A. thaliana berichtet
(Ticconi et al., 2001). Die Autoren zeigten, dass die Behandlung mit Phi zu einer verringerten
Aktivitdt nukleolytischer Enzyme fiihrte. In der Gegenwart von Phi zeigten diese Enzyme
vergleichbar niedrige Aktivitét als in Zellen, die mit Pi versorgt wurden. Die Transkriptlevel
einer sauren Phosphatase (AtACP5), eines hoch-affinen Pi-Transporters (4¢P72) und eines
bislang unbekannten Genproduktes (474) wurden in der Gegenwart von Phi ebenfalls
vermindert.

Die Transkriptionsstudien haben gezeigt, dass der Effekt von Phi konzentrationsabhingig ist.
Insgesamt reagierten die Tomatenpflanzen empfindlicher auf Phi als Tomatenzellkulturen.
Der Effekt von Phi in Tomatenzellkulturen war erst bei einer Konzentration von 2.5 mM
deutlich ausgeprigt. In Tomatenpflanzen waren bereits 0.5 mM Phi ausreichend, um die PSR-
Genexpression in Wurzeln stark herabzusetzen. Die unterschiedliche Sensitivitit von Pflanzen
und Zellkulturen konnte moglicherweise an verschiedenen Aufnahmegeschwindigkeiten von

Phi in beiden Systemen liegen. Der Einfluss von Phi auf die Genexpression war auch in
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verschiedenen Pflanzenteilen unterschiedlich stark ausgeprdgt. Dies wurde an der
Genexpression von LePS2 deutlich. LePS2 ist normalerweise fast ubiquitdr in allen
Pflanzenorganen aktiv. Wenn die Pflanzen mit Phi behandelt werden, findet vermutlich durch
hoch-affine Pi-Transporter zuerst eine Anreicherung von Phi im Wurzelsystem statt.
Ubereinstimmend wurde die stirkste Hemmung der PSR-Gene in Wurzeln beobachtet. Von
den Wurzeln aus erfolgt danach wahrscheinlich eine Allokation von Phi in die oberen
Pflanzenorgane. In Hypocotylen und Blittern wurde allerdings eine geringere Hemmung der
Genexpression durch Phi beobachtet. Dies konnte an einer geringeren Allokationseffizienz
von Phi in die oberen Pflanzenteile liegen.

Einige Komponenten des Pi-Allokationsmechanismus in Arabidopsis sind bereits bekannt,
obwohl noch nicht klar ist, wie die genaue Regulation abliuft. Phol wird in den Leitgeweben
von Wurzeln, Bléttern, Hypocotylen und Bliiten exprimiert, was mit seiner Rolle im Pi-
Transfer innerhalb der Pflanze im Einklang steht (Hamburger ef al., 2002, Wang et al., 2004).
In der phol-Mutante leiden die oberirdischen Pflanzenteile dauernd an Pi-Mangel, wobei die
Pi-Aufnahme in die Wurzel unbeeinflusst bleibt (Poirier et al., 1991). Pho?2 ist ebenfalls an
der Regulation der Pi-Homoostase beteiligt. Pho2 codiert ein Ubiquitin-konjugierendes E2
Enzym, dessen Transkription {iber microRNA (miR399) reguliert wird (Fujii et al., 2005, Bari
et al., 2006). Die Uberexpression von miR399 fiihrte zu einer erhdhten Wurzelaufnahme von
Pi, einer erhohten Translokation von Pi aus den Wurzeln zum Spross und zu einer
Uberakkumulation von Pi in den Blittern. Der Phiinotyp entspricht somit dem der pho2-
Mutante (Delhaize et al., 1995, Aung et al., 2006, Chiou, 2007). Um ein besseres Verstindnis
des Phi-Transportes und der Pi-Translokation in den Pflanzenorganen zu gewinnen, konnen
die Pi-Transportmutanten phol und pho2 einen wichtigen Beitrag leisten. Mittels in vitro *'P-
NMR Analyse konnte so im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass die pho2-Mutante Phi
genauso wie Pi in den Blittern iiberakkumuliert (Abbildung 3-39, Seite 98 und Abbildung
3-40, Seite 99). Dies deutet darauf hin, dass vermutlich die gleichen Allokationsmechanismen
Phi und Pi innerhalb der Pflanze verteilen. Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse
darauf hin, dass die Phi-Aufnahme und -Allokation entscheidend fiir die Wirkung von Phi auf
die Phosphatmangelantwort ist.

RNaseLE wird nicht nur bei Pi-Mangel, sondern auch durch andere Stressstimuli induziert. Es
stellte sich daher die Frage, ob Phi selektiv in die transkriptionelle Regulation der RNaseLE
bei Pi-Mangel eingreift. Transkripte von RNaseLE akkumulieren nach einer mechanischen
Verwundung von griinen Bléttern (GroB3 et al., 2004, Kock et al., 2004). Die Rolle der

RNaseLE wurde in einer Wiederverwertung der Metaboliten, in Wundverschluss und
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Wundheilung oder in einer unspezifischen Pathogenabwehr an der Verwundungsstelle
diskutiert (Kock et al., 2004, Kock, 2007). Zellwandabbauprozesse aktivieren ebenfalls die
Transkription der RNaseLE. Diese Stressstimuli regulieren die Genexpression von RNaseLE
iiber unterschiedliche Signaltransduktionswege. Es konnte gezeigt werden, dass Phi nicht in
der Lage war, die Aktivierung der RNaseLE bei Verwundung und beim Zellwandabbau zu
reprimieren (Abbildung 3-15, Seite 68; Abbildung 3-16, Seite 69). Der hemmende Effekt von
Phi kam also nur dann zum Tragen, wenn RNaseLE durch die Signaltransduktionswege der
Pi-Mangelantwort aktiviert wurde. Dies ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass die Phi-Effekte
nicht durch eine allgemeine Toxizitdt hervorgerufen werden, sondern dass Phi selektiv in die
Aktivierung der PSR-Gene eingreift. Diese Schlussfolgerungen werden von Literaturdaten
gestiitzt. Studien mit Brassica-Spezies zeigten, dass Phi die Aktivititen einer APase und der
PFP (glykolytische Bypass-Enyme bei Pi-Mangel) in Pi-verarmten Zellen herabsetzte
(Carswell et al., 1997). Interessanterweise blieben demgegeniiber die Aktivitdten der PFK und
PK unbeeinflusst. Auch in S. cerevisiae wurden unveridnderte Aktivititen der PK und der
Alkoholdehydrogenase in der Gegenwart von Phi gemessen (McDonald ef al., 2001b).

Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen zusammen mit Literaturangaben darauf hin, dass Phi mit
der Pi-Wahrnehmung und der Signaltransduktion unter Pi-Mangel interferiert. Aufgrund der
Ahnlichkeit in den Raumstrukturen von Pi und Phi wird Phi vermutlich von vielen Enzymen,
Transportern und Transkriptionsfaktoren als Pi erkannt. Dabei werden essenzielle
Anpassungsmechanismen an Pi-Mangel auf Transkriptionsebene unterdriickt. Dies kann eine

fatale Auswirkung fiir die Pflanzenzelle haben.

4.5.2 Phi beeinflusst Morphologie und Zellteilung

In Tomatenpflanzen 16ste Pi-Mangel eine Verldngerung des Hauptwurzelwachstums aus
(Abbildung 3-3, Seite 56). Dies, zusammen mit der verstiarkten Elongation der Seitenwurzeln,
fiihrte zu einem erhohten Wurzel/Spross-Verhéltnis (Abbildung 3-4, Seite 57). Das verstédrkte
Wurzelwachstum ist eine natiirliche Anpassung vieler Pflanzenarten an Pi-Mangel, um die Pi-
Aneignung zu verbessern (Lambers et al., 2000). In A. thaliana stimuliert Pi-Mangel das
Wachstum lateraler Wurzeln (Williamson et al.,, 2001, Svistoonoff et al., 2007). Die
Umgestaltung des Wurzelsystems unter Pi-Mangelbedingungen fiihrte, wie in Tomate, zu
einem erhohten Wurzel/Spross-Verhiltnis (Martin et al., 2000).

Bei morphologischen Untersuchungen an Tomatenpflanzen unter dem Einfluss von Phi wurde

festgestellt, dass Phi zu einem gehemmten Wachstum fiihrte und die Anpassungen des
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Wurzelsystems an Pi-Mangel unterdriickte (Abbildung 3-3, Seite 56; Abbildung 3-4,
Seite 57). Bereits 0.5 mM Phi waren ausreichend, um die Pflanzenentwicklung zu hemmen.
Dieses Ergebnis korrelierte sehr gut mit den Transkriptionsstudien der PSR-Gene (Abbildung
3-12, Seite 66). Hier waren 0.5 mM Phi ausreichend, um die Genexpression zu supprimieren.
Bei Pi-versorgten Pflanzen war nur eine geringe, konzentrationsabhingige Hemmwirkung
von Phi auf das Wurzelwachstum und das Wurzel/Spross-Verhiltnis festzustellen. Dieser
Dosis-Wirkungseffekt von Phi in +Pi-Pflanzen konnte mit einem Kompetitionseffekt von Phi
auf der Pi-Aufnahme erkldrt werden. Eine durch Phi gehemmte Pi-Aufnahme konnte
ausreichen, um das Wachstum der Pflanzen zu verlangsamen. So konnte in Experimenten mit
Tomatenzellkulturen eine Verringerung der intrazelluliren Pi-Konzentration durch die
Behandlung mit Phi festgestellt werden (Abbildung 3-8, Seite 62).

Ahnlich wie in ganzen Pflanzen iibte Phi in Zellkulturen aus S. lycopersicum eine deutliche
Hemmwirkung auf das Zellwachstum aus. Eine stark herabgesetzte Zellteilungsaktivitit
korrelierte mit der Hemmung der PSR-Gene. In diesen Versuchen konnte auch gezeigt
werden, dass die Vitalitit der Kulturen iiber viele Stunden hoch war. Erst nach 24 h
Inkubation mit Phi zeigte sich eine abnehmende Vitalitit der Zellen. Das beobachtete
Verhalten der Zellkulturen ist darum vermutlich eher auf die Repression der Pi-
Mangelantwort als auf einen direkten toxischen Effekt von Phi zuriickzufiihren. Die
Tatsachen, dass Phi sofort nach der Zugabe die Induktion der PSR-Gene unterdriickt und dass
die Zellen aber in der Gegenwart von Phi mindestens 12 h vital blieben, schlieen eine
toxische Wirkung von Phi aus. Zum Vergleich zeigten Pi-verarmte Zellen ohne Phi einen
leichten Anstieg in Zellwachstum und Zellteilungsrate. Dabei stieg die Expression der PSR-
Gene kontinuierlich an. Die Vitalitdt der Zellen blieb iiber die gesamte Zeit des Experimentes
hoch. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass Phi nicht generell toxisch auf ganzen Pflanzen
wirkt, da die Photosyntheseleistung und die Bildung von Anthocyanen und Chlorophyll nicht
durch Phi beeinflusst wurden (Abbildung 3-5, Seite 58, Abbildung 3-6, Seite 59 und
Abbildung 3-7, Seite 60).

Die stark verminderte Zellteilungsaktivitit konnte eine Folge der Repression der PSR-Gene
durch Phi sein. Lai et al. (2007) zeigten, dass in A. thaliana die Zellteilungsaktivitdt im
Wurzelmeristem den Pi-Bedarf erhoht und damit die Induktion der PSR-Genexpression
auslost. Durch Hemmung des mitotischen Spindelapparates mit Colchicin und der Arretierung
der Zellteilung in Pi-verarmten Zellen wurde der Pi-Bedarf verringert. Dies fiihrte zu einer
Suppression der PSR-Genexpression. Im Gegensatz dazu wiesen Colchicin-unbehandelte

Zellen weiterhin eine erhohte PSR-Genexpression auf. Die Autoren zeigten auch, dass eine



116 | Diskussion

Stimulierung der Zellproliferation in Pi-verarmten Zellen durch Glukose und Saccharose
einen erhohten Pi-Verbrauch provozierte. Dieser war mit einer deutlich erhohten PSR-
Genexpression verbunden. Dies bedeutet, dass die Zellteilung wegen eines erhdhten Pi-
Bedarfs normalerweise zu einer Aktivierung der PSR-Gene fithrt. Wenn Phi diese Aktivierung

hemmt, wird auch die Zellteilung gehemmt.

4.6 Phiinterferiert mit der cytoplasmatischen Pi-Wahrnehmung

Die Umstellungen im pflanzlichen Stoffwechsel, die koordinierte Induktion der PSR-Gene
(Phosphatasen, Ribonukleasen, Pi-Transporter und Riboregulatoren) sowie die
morphologischen Anpassungen der Pflanze an Pi-Mangel verlangen, dass Pflanzen effektive
Mechanismen fiir die Wahrnehmung der Pi-Konzentration (Pi-Sensing) besitzen. Aullerdem
miissen sie in der Lage sein, bei Pi-Mangel Signaltransduktionswege zu aktivieren, die zur Pi-
Mangelantwort fiihren. Obwohl viele Informationen {iiber die Grundmechanismen der
kontrollierten Pi-Mangelantwort bekannt sind, fehlt immer noch ein komplettes Modell ihrer
Regulation. Bisher sind regulierende Faktoren in der Pflanze auf transkriptioneller und post-
transkriptioneller Ebene beschrieben worden. Der Transkriptionsfaktor PHR1 (Phosphate
starvation responsel, Rubio et al., 2001)) und die post-transkriptionell wirkenden Faktoren
PHO2 (Delhaize et al., 1995), SIZ1 (Miura et al., 2005), miR399 (Fujii et al., 2005) und
PHF1 (Gonzalez et al., 2005) sind Teile des Regulationsmechanismus der pflanzlichen Pi-
Mangelantwort (Schachtman & Shin, 2007). Die Verbindung zwischen einem vermuteten Pi-
Sensing-Mechanismus und den regulierenden Signalwegen konnte bisher nicht identifiziert
werden. Dariiber hinaus muss auch beriicksichtigt werden, dass Pflanzen vielzellige
Organismen sind, die nicht nur die Erhaltung der Pi-Homdostase auf zelluldrer Ebene,
sondern auch in der ganzen Pflanze (long-distance signalling) sicherstellen miissen (Ticconi et
al., 2004). Weiterhin ist das Regulationsnetzwerk der Wachstumshormone Auxin, Cytokinin
und Athylen mdglicherweise ebenfalls am Pi-Signalling und Pi-Sensing auf der Ebene der
ganzen Pflanzen beteiligt (Abel et al., 2002). Es gibt bislang keine definitive Antwort auf die
Frage, welche Mechanismen in den Pflanzen die Pi-Verfiigbarkeit {iberwachen und die
Fluktuationen welcher Konzentration - der extrazelluldren oder der intrazelluldren - der
eigentliche Ausloser der Pi-Mangelantwort ist.

Auf intrazelluldrer Ebene kommen grundsétzlich der cytoplasmatische und der vakuoldre Pi-
Pool fiir die Erhaltung der Pi-Homdostase in Betracht. Die Hauptfunktion des in der Vakuole
gespeicherten Pi besteht im Ausgleich der Schwankungen der cytoplasmatischen Pi-

Konzentration (Raghothama, 1999, Martinoia et al., 2000, Lee et al., 2005). Eine
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Verminderung der cytoplasmatischen oder vakuoldren Pi-Konzentration kann Signale
auslosen, welche die Genexpression der PSR-Gene aktivieren (Raghothama, 1999). Die
Mechanismen der Pi-Fluxprozesse iiber den Tonoplast konnen darum einen wichtigen
regulatorischen Einfluss auf die Aktivierung der zelluldren Pi-Mangelanpassungen haben.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Phi im Cytoplasma akkumuliert (Abbildung 3-33,
Seite 93). AuBlerdem wurde nachgewiesen, dass Phi die Aktivierung der PSR-Gene
unterdriicken konnte (Abbildung 3-10, Seite 64). Die Ergebnisse konnten zusammen darauf
hindeuten, dass Phi mit der Wahrnehmung des cytoplasmatischen Pi-Pools interferiert.
Ahnlich wie die hoch-affinen Pi-Transporter konnten auch Proteine im Cytoplasma Phi als
Substrat binden. Phi konnte so auch den putativen Signaltransduktionsweg des
cytoplasmatischen Pi-Mangels stéren und aufgrund der Ahnlichkeit der Raumstruktur von Pi
und Phi konnte das System blockiert werden, das normalerweise die Pi-Mangelantwort
aktiviert. Im Folgenden werden die oben genannten Ergebnisse darum im Zusammenhang mit
einem intrazelluldren Pi-Sensing-Mechanismus diskutiert.

Der Einfluss des intrazelluldren Pi-Pools auf die Induktion der PSR-Gene wurde von Kock et
al. (1998) in Zellkulturen aus S. lycopersicum untersucht. Durch die Zugabe von nicht
verwertbaren Zuckern wie D-Mannose und 2-Deoxy-D-Glukose konnten die Autoren eine
transiente Expression der PSR-Gene RNaseLE, RNaselLX und LePS2 trotz der Anwesenheit
von exogenem Pi nachweisen. Von einer anderen Arbeitsgruppe konnte mittels in vivo *'P-
NMR Spektroskopie an Tomaten- und Maisbldttern gezeigt werden, dass die Applikation
dieser nicht verwertbaren Zucker zu einer voriibergehenden Absenkung des
cytoplasmatischen Pi-Pools fiihrte (Loughman et al., 1989). Sie werden in der Zelle von
Kinasen (z. B. Hexokinase) phosphoryliert, jedoch nicht weiter metabolisiert. Darum stellten
Kock et al. (1998) die Hypothese auf, dass ein Pi-Sensing-Mechanismus existiert, der die
intrazelluldre Pi-Konzentration iiberwacht. Die Zugabe der phosphorylierbaren Metaboliten
konnte die cytoplasmatische Pi-Konzentration so unter einen physiologischen Schwellenwert
senken, der fiir die Aufrechterhaltung des Pi-Gleichgewichtes der Zelle notwendig ist. Bei
einer Storung der cytoplasmatischen Pi-Homoostase wiirde dieser Mechanismus einen
Signalweg aktivieren, der die Pi-Mangelantwort in Gang setzt. Ubereinstimmend konnten Lai
et al. (2007) in A. thaliana nachweisen, dass Pflanzen, die in Medium mit hohem Pi-Gehalt
vorinkubiert wurden, eine spétere Aktivierung der PSR-Gene zeigten als Pflanzen, die in
Medium mit einem niedrigen Pi-Gehalt vorinkubiert wurden. Die Autoren interpretierten dies
als Hinweis, dass die PSR-Genexpression durch zellinterne Signale und nicht durch die

extrazellulire Pi-Konzentration kontrolliert wird. Auch in der vorgelegten Arbeit wurden
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klare Hinweise darauf gefunden, dass BY-2 Zellen einen cytoplasmatischen Pi-Schwellenwert
regulieren. So wurde bei den in vivo NMR-Studien festgestellt, dass die cytoplasmatische Pi-
Konzentration nicht iiber einen bestimmten Wert anstieg, auch wenn ausreichend
extrazelluldres Pi vorhanden war. Stattdessen wurde Pi weiter in die Vakuole akkumuliert,
wihrend die cytoplasmatische Pi-Konzentration konstant gehalten wurde (Abbildung 3-31c,
Seite 89).

Der transiente Charakter der Transkription der PSR-Gene wurde im Versuchsansatz von Kock
et al. (1998) mit einer Wiederherstellung der cytoplasmatischen Pi-Konzentration erklért,
welche auf die Pi-Aufnahme aus dem Medium oder die Freisetzung von vakuoldrem Pi
zuriickzufithren ist. Interessanterweise konnte anhand von in vivo NMR-Messungen
festgestellt werden, dass Pi sehr langsam aus der Vakuole freigesetzt wurde und darum die
kurzfristigen Pi-Fluktuationen im Cytoplasma nicht decken konnte (Roby et al., 1987a,
Loughman et al., 1989). So konnten Loughman et al. (1989) zeigen, dass 1.5 h nach
Mannosezugabe noch keine Anderung im vakuoliren Pi-Pool messbar war. Nach Inkubation
von Vakuolen aus Hordeum vulgare in Pi-freiem Medium wurde ebenfalls ein sehr langsamer
Efflux von Pi gemessen (Martinoia et al., 1986). Diese Studien widerlegen die héufige
Auffassung, dass die Vakuole auf die Storung der cytoplasmatischen Pi-Konzentration sofort
reagieren konnte. In dieser Arbeit und nach Kock ef al. (1998) konnte auBerdem gezeigt
werden, das die Induktionon der PSR-Gene bereits nach 2 h stattfindet, noch bevor Pi aus der
Vakuole freigesetzt wird. Der zeitlich verzogerte Efflux des vakuoldren Pi stellt eine Rolle der
Vakuole fiir die Regulation der Pi-Mangelantwort in Frage, da die Genaktivierung
offensichtlich friiher passiert als die Wiederherstellung der cytoplasmatischen Pi-Homdostase
tiber den vakuoldren Pi-Speicher. Im Zusammenhang mit der hier nachgewiesenen
intrazelluldren Akkumulation und dem Effekt von Phi auf die Genaktivierung ergibt sich hier
ein Ansatzpunkt, um den Mechanismus des cytoplasmatischen Pi-Sensing mit Hilfe von Phi

weiter aufzukldren. Die Effekte von Phi sind in Abbildung 4-2 zusammengefasst.
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Abbildung 4-2: Zusammenfassung der Effekte von Phi in Pflanzenzellen. Phi hemmte die Pi-Aufnahme, die
PSR-Genexpression, das Wachstum (Mitose) und die Pi-Wahrnehmung. Weiterhin wurde durch in vivo NMR
gezeigt, dass Phi nicht von BY-2 Zellen verstoffwechselt und nur in geringem Umfang in die Vakuolen
transportiert wurde.

4.7 Transportmechanismen von Pi und Phi in die Vakuole

Wie bereits unter Kapitel 4.3 diskutiert, wurde durch in vivo *'P-NMR die intrazellulire
Verteilung von Pi und Phi in Tabakzellkulturen untersucht. Die Verteilung von Phi in Pi-
verarmten Zellen zeigte eine ausgeprdgte cytoplasmatische Anreicherung von Phi.
Gleichzeitig wurde nach den vakuoldren Phi-Signalen nur eine geringe Menge Phi weiter in
die Vakuole transportiert. Der Transport von Phi in die Vakuole war kein bevorzugter Prozess
(Abbildung 3-33, Seite 93). Dies stand in deutlichem Kontrast zum subzelluldren
Verteilungsmuster von Pi (vgl. Abbildung 4-1, Seite 106). In einem anderen Experiment
wurde Pi zu Pi-verarmten Zellen gegeben. Pi wurde hier sehr schnell ins Cytoplasma
aufgenommen. Allerdings wurde der Spiegel an cytoplasmatischem Pi von den Zellen streng
reguliert. Nach Erreichen eines Pi-Schwellenwertes wurde das iiberschiissig aufgenommene
Pi nicht weiter im Cytoplasma akkumuliert, sondern direkt in die Vakuole transportiert und

dort gespeichert (Abbildung 3-31, Seite 89).
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Aus den dargestellten Verteilungsmustern von Pi und Phi ergibt sich die Frage, warum beide
Stoffe so unterschiedlich in die zelluliren Kompartimente aufgenommen werden. Aufgrund
der Strukturhomologie beider Stoffe sowie anhand der gezeigten kinetischen Daten hétte man
auch eine weitgehend identische Verteilung von Pi und Phi in den Zellkompartimenten
erwarten konnen. Der dennoch beobachtete Unterschied konnte zum Beispiel vom
metabolischen Zustand der Zellen abhidngen. Es ist auch nicht auszuschlieBen, dass
grundlegend verschiedene Mechanismen fiir den subzelluldren Transport von Pi und Phi
verantwortlich sind.

Die genaue Interpretation dieser Daten wird dadurch erschwert, dass die molekularen und
biochemischen Mechanismen, welche die Fluxprozesse von Pi iiber die vakuolire Membran
(Tonoplast) erlauben und regulieren, nur teilweise bekannt sind (Shimaoka et al., 2004). Es ist
nicht bekannt, welche Membranproteine fiir die Translokation von Pi oder Phi vom
Cytoplasma in die Vakuole verantwortlich sind. Es wurde versucht durch Proteomics-
Analysen aus A. thaliana Pi-Transporter des Tonoplasten zu identifizieren. Bisher waren diese
Bemiihungen aber leider erfolglos (Carter et al., 2004, Shimaoka et al, 2004). Die
Beteiligung von Anionen-Kanédlen am vakuoldren Pi-Transport wurde ebenfalls erortert
(Dunlop & Phung, 1998, Massonneau et al., 2000). Durch Patch-Clamp-Untersuchungen
wurde ein Anionen-Kanal identifiziert, der eine hohe Affinitit fiir H,PO4 aufweist (Dunlop et
al., 1998). Die Autoren wiesen allerdings darauf hin, dass der Anion-Kanal unter
physiologischen Bedingungen wahrscheinlich nicht fiir Pi permeabel ist. Dariiber hinaus
konnte die Pi-Aufnahme in intakten Vakuolen trotz Anwendung von Anionen-Kanal-
Inhibitoren nicht gechemmt werden (Massonneau et al., 2000). Die tatsédchliche Bedeutung von
Anionen-Kandlen fiir den Pi-Transport bleibt deshalb unklar.

Nimmt man an, dass dhnliche Mechanismen den Pi- und Phi-Transport in die Vakuole
realisieren, wie sie auch fiir die Phosphataufnahme iiber die Plasmamembran verantwortlich
sind, wiirde man erwarten, dass Pi und Phi (i) iiber die gleichen putativen Transporter
aufgenommen werden und (ii) der Transport beider Substanzen abhidngig von ATP bzw. PPi
in einem sekunddr aktiven Transport stattfindet. In diesem Fall wiére eine ATP-Limitierung
bei Pi-Mangel eine plausible Erkldrung fiir die cytoplasmatische Phi-Anreicherung in dieser
Situation. Es konnte sein, dass Phi aufgrund eines ATP-Mangels nur sehr langsam in die
Vakuole aufgenommen werden konnte, da der vakuoldre Pi-Influx nur bei guter Pi-
Versorgung bzw. hohere Konzentrationen an ATP aktiviert wird.

Als Bestdtigung fiir die zweite Annahme konnte die Energieabhéngigkeit des vakuolédren Pi-

Transportes auch in den kinetischen Studien mit intakten Vakuolen aus S. lycopersicum
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bewiesen werden. Es wurde gezeigt, dass die Pi-Aufnahme sowohl in Vakuolen aus Pi-
gesittigten als auch in Vakuolen aus Pi-verarmten Zellen in der Gegenwart von ATP bzw. PPi
stimuliert wurde (Abbildung 3-28, Seite 85). Beide Energielieferanten konnten den Pi-
Transport unabhéngig voneinander anregen. Dies deutet, vergleichbar mit der Pi-Aufnahme
iiber die Plasmamembran, auf einen sekundér-aktiven Transport hin, welcher auf die Aktivitat
einer ATP-abhingigen (V-ATPase) bzw. einer PPi-abhidngigen Phosphatase (V-PPiase)
angewiesen ist. In der Gegenwart von ATP wiesen die Vakuolen aus den Pi-gesittigten Zellen
einen hoheren Pi-Influx auf als die Vakuolen aus den Pi-verarmten Zellen. (Abbildung 3-29,
Seite 85). Dies steht in Ubereinstimmung mit den dargestellten NMR-Daten, die belegen, dass
in Pi-verarmten Zellen auch Phi sehr langsam in die Vakuole akkumuliert wurde. In den
NMR-Spektren war auBlerdem deutlich zu erkennen, dass Pi-unterversorgte Tabakzellen
verminderte NTP-Levels aufwiesen. Dies liefe vermuten, dass die geringe Transportaktivitit
durch eine generelle Energielimitierung mit verursacht wurde. Erst nach Decken des Pi-
Bedarfs im Cytoplasma wurden die Mechanismen aktiviert, um Pi in der Vakuole zu
akkumulieren.

Ahnliche Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen zeigten, dass der Pi-Transport iiber den
Tonoplasten intakter Vakuolen aus C. roseus und H. vulgare durch ATP und PPi stimuliert
wird. Die Vakuolen aus C. roseus wiesen eine Sattigungskinetik der Pi-Aufnahme mit einem
K,,-Wert von 5 mM auf (Massonneau et al., 2000). In der Anwesenheit von ATP blieb der Pi-
Transport in Vakuolen aus H. vulgare bis zu einer Konzentration von 20 mM linear, was dem
hochsten physiologisch gemessenen Wert einer cytoplasmatischen Pi-Konzentration
entspricht (Mimura et al., 1990). Dies bedeutet, dass in den Tonoplasten beider Spezies
niedrig-affine Aufnahmesysteme, aber keine hoch-affinen Pi-Transporter mit Michaelis-
Menten-Konstanten im uM-Bereich nachgewiesen werden konnten.

Dartiiber hinaus ist zu bedenken, dass Zellen bei Pi-Mangel die Pi-Speicher in den Vakuolen
mobilisieren und Pi dazu exportieren. In dieser Situation wird Pi kontrolliert aus den
Vakuolen freigesetzt und Phi wiirde vermutlich sehr schlecht, entgegengesetzt zu diesem
Export, in der Vakuole akkumulieren. Auch diese Interpretation stimmt mit den Daten der in
vivo *'P-NMR iiberein, die eine geringe Phi-Konzentration in Vakuolen von Pi-verarmten
Zellen zeigten.

Eine weitere Erkldrung fiir die geringe Aufnahme von Phi in die Vakuole kdnnte in einer
erhohten Aktivitit oder Proteinmenge der V-PPiase, die PPi als Energiedonor benutzt,
gefunden werden. Die Aktivierung PPi-verbrauchender Reaktionen ist ein Mechanismus

vieler Pflanzen zum Umgang mit ATP-limitierten Bedingungen, da die Hydrolyse von PPi
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einerseits Energie fiir den Ablauf der Reaktionen und gleichzeitig freies Pi liefert (Plaxton et
al., 2006). Palma et al. (2000) berichteten, dass Pi-Mangel zu einer Erhdhung der
hydrolytischen Aktivitit der vakuoliren H'-PPiase in B. nigra fiihrte. Durch Western-Blot-
Studien wurde eine Korrelation zwischen Aktivitdit und Proteinmenge festgestellt. Die
Aktivitit und die Proteinmenge der vakuoldren H'-ATPase bliecben dagegen unverindert. Eine
erhohte H'-PPiase-Aktivitit wurde auch in Vakuolen aus Pi-verarmten C. roseus-Zellen
gefunden (Ohnishi et al., 2007). Parallel dazu wurde hier aber auch eine erhohte Aktivitit der
vakuoliren H'-ATPase nachgewiesen. Ahnliche Ergebnisse berichteten Kasai et al. (1998)
nach der Kultivierung von Zellen in einer verdiinnten Nahrlosung (allgemeiner
Néhrstoffmangel).

Weitere Untersuchungen sollten darauf gerichtet werden, den Gehalt und die Aktivitdt der
vakuoldren H'-PPiase in Pi-verarmten Tabakzellen zu untersuchen. So konnte eingeschitzt
werden, ob der geringe Phi-Transport in die Vakuole mit H'-PPiasen in Zusammenhang steht.
Es wire hier ebenfalls interessant, welche Einfluss Phi auf eine Erhohung der Aktivitdt der
vakuolire H'-PPiase unter Pi-Mangel ausiibt.

Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, dass der Transport von Pi und Phi am Tonoplasten ganz
anders geregelt wird als der Import beider Stoffe iiber das Plasmalemma. Die Zugabe von Pi
zu Phi-behandelten Tabakzellen fiihrte zu einer Erhohung der NTP-Signalintensitdten. Falls
tatsdchlich der niedrige ATP-Level der limitierende Faktor fiir den vakuoldren Phi-Transport
war, sollte nun Phi in die Vakuole transportiert werden. In diesem Fall akkumulierte Phi
jedoch nur sehr geringfiigig in die Vakuole und wurde dagegen in das Medium ausgeschieden
(Abbildung 3-35, Seite 94). Allein Pi wurde in die Vakuole transportiert. Ubereinstimmend
akkumulierten Pi-gesittigte Zellen Phi ebenfalls nur in geringem MaB in der Vakuole und fast
gar nicht im Cytoplasma (Abbildung 3-38, Seite 97).

Ohnishi et al. (2007) beschrieben fiir C. roseus, dass Vakuolen aus Pi-verarmten Zellen einen
hoheren Pi-Influx als Vakuolen aus Pi-gesittigten Zellen zeigten. Die Autoren erkldren diese
Ergebnisse teilweise mit den elektrochemischen Gradienten durch den Tonoplasten. Nimmt
man an, dass die Vakuolen unabhingig von ihrem Pi-Status den gleichen Unterschied im
Membranpotenzial aufweisen, dann wiirde der Konzentrationsgradient die einzige Triebkraft
des Pi-Transportes sein. In diesem Fall wére zu erwarten, dass Vakuolen aus Pi-
unterversorgten Zellen hohere Pi-Aufnahmegeschwindigkeiten aufweisen. Falls der Pi-Influx-
Mechanismus tatsichlich so zu erklidren wiére, stellt sich die Frage, warum Phi im Cytoplasma

akkumuliert und nicht in die Vakuole transportiert wird. Die hier gezeigten NMR-Ergebnisse
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flir Phi widersprechen also einem Transportmechanismus aufgrund eines reinen
Konzentrationsgefilles.

Die NMR-Ergebnisse dieser Arbeit wéren dann gut zu erkldren, wenn doch unterschiedliche
Transportsysteme fiir Pi und Phi verantwortlich wéren. So konnte der Transport von Phi in die
Vakuole zum Beispiel eine Entgiftungsreaktion sein. Ein bekannter Mechanismus zur
Detoxifizierung von Giftstoffen (z. B. Schwermetalle, Herbizide) ist die Sequestrierung ihrer
Glutathionkonjugate (GS-Konjugate) in die Vakuole (Kreuz er al., 1996, Cobbett &
Goldsbrough, 2002). Die vakuoldre ,,Verklappung® der GS-Konjugate ist ein aktiver
Transportprozess, der iiber eine ATP-abhédngige Glutathionpumpe am Tonoplasten vermittelt
wird (Martinoia et al., 1993). Ein solcher Entgiftungsmechanismus wurde in S. cerevisiae fiir
Arsenit, ein Struktur-Analogon von Phi, nachgewiesen. Zur Entgiftung von cytosolischem
Arsenit in Hefe gibt es zwei Wege (Ghosh et al., 1999). Der erste Weg ist die Ausscheidung
von Arsenit ins Medium durch einen Plasmamembran-lokalisierten Transporter. Der zweite
Weg ist eine vakuoldre Sequestrierung iiber ein Arsenit-GS-Konjugat. Die bei BY-2 Zellen
beobachtete Ausscheidung von Phi direkt nach der Pi-Zugabe konnte mdglicherweise analog
zu diesem Ausscheidungsweg von Arsenit erfolgen. Eine Entgiftung von Phi iiber GS-
Konjugate wiirde die verschiedenen Transportwege und das unterschiedliche
Verteilungsmuster von Pi und Phi erkldren. Die Bildung eines Arsenit-GS-Konjugates konnte
durch NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden (Delnomdedieu et al., 1994). Die Autoren
konnten zeigen, dass Glutathionkonjugate mit Arsenit, aber nicht mit Arsenat bildet. Der
Transport des Arsenit-GS-Konjugates wird in die Vakuole iiber den ATP-binding casette
(ABC)-Transporter YCF1 (yeast cadmium factor 1) vermittelt. YCF1 verleiht den Hefezellen
eigentlich Cd*"-Toleranz durch Transport von Bis(glutathionato)cadmium-Komplexen. Das
Protein zeigt eine Homologie mit dem menschlichen MRP1 (multi-drug resistance-assiciated
protein 1) und agiert als eine GS-Konjugatpumpe mit einem breiten Substratspektrum
(Szczypka et al., 1994). Die Aycfi-Mutante aus S. cerevisiae weist eine Hypersensitivitit
nicht nur gegeniiber Cd*" sondern auch gegeniiber Arsenit auf. Die Existenz eines analogen
Entgiftungsmechanismus fiir Phi, der fiir die Sequestrierung von Phi in der Vakuole
verantwortlich sein konnte, sollte iiberpriift werden. Eine Bestitigung dieses Mechanismus
konnen sowohl Aufnahmestudien von Phi in Aycfi-Mutanten als auch Kompetitionsstudien
mit dem Transport bekannter GS-Konjugate liefern. Im zweiten Fall wiirden die K,-Werte
verglichen, wobei gleiche K-Werte auf den gleichen Carrier hindeuten. Phi-GS-Komplexe
konnten durch Strukturanalyse mit Hilfe von NMR-Spektroskopie wie bei Arsenit

nachgewiesen werden.
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5 Zusammenfassung

Phosphit (H,POj5", Phi), die reduzierte Form von Phosphat (H,PO4, Pi), findet als Wirkstoff
von Fungiziden eine breite Anwendung im Pflanzenbau. Phi wirkt gegen Oomyceten,
besonders gegen Phytophthora-Spezies, die eine Reihe von Pflanzenkrankheiten verursachen.
Unter Pi-defizienten Bedingungen kann Phi jedoch auch die Pi-Homoostase von Pflanzen
stéren und damit ernsthafte Folgen fiir die Pflanzenentwicklung und das Okosystem haben.
Um den Einfluss von Phi auf Pflanzen besser zu verstehen, wurde in dieser Arbeit die

stoffwechselphysiologische Wirkung von Phi bei Pi-Mangel genauer untersucht.

Zur Aufklirung der Wirkungsweise von Phi in Pflanzenzellen wurden Experimente mit
Zellsuspensionskulturen aus Solanum [lycopersicum und Nicotiana tabacum sowie mit
Pflanzen aus S. lycopersicum und Arabidopsis thaliana durchgefiihrt. Die Wirkung von Phi
unter Pi-reichen und Pi-armen Wachstumsbedingungen wurde anhand physiologischer
Parameter wie Frischgewicht, Wurzelwachstum, Wurzel/Sprof3-Verhiltnis, Anthocyanbildung
(Stressmarker), Chlorophyligehalt und Effizienz des Photosystems II (Vitalitdtsmarker)
konzentrationsabhingig bestimmt. Transkriptionsanalysen durch Northern-Blots und qRT-
PCR wurden eingesetzt, um die Expression von PSR-Genen in Abhidngigkeit von Phi in
Zellkulturen und ganzen Pflanzen zu verfolgen. Mittels kinetischer Studien wurde die
Hemmwirkung von Phi auf das hoch-affine Pi-Transportsystem von Tomaten- und
Tabakzellen bei Pi-Mangel charakterisiert. Mit Hilfe von in vivo *'P-NMR wurden
Metabolitprofile von BY-2 Tabakzellen aufgenommen, um die subzelluldre Verteilung von

Phi genauer zu beschreiben und den Stoffwechseleinfluss von Phi in vivo zu charakterisieren.

Es konnte gezeigt werden, dass Phi die Pi-Aufnahme in Pi-verarmten Zellen in einem
kompetitiven Mechanismus hemmt. Eine intrazelluldire Akkumulation von Phi konnte mittels
in vivo *'P-NMR bestitigt werden. Die Interaktion von Phi mit dem Pi-Transport und seine
intrazelluldre Akkumulation lassen vermuten, dass Phi uber das hoch-affine Pi-
Transportsystem in die Pflanzenzelle gelangt.

Durch ihre pH-abhédngige chemische Verschiebung im NMR-Spektrum konnten Pi und Phi
unabhingig voneinander jeweils in Cytoplasma und Vakuole nachgewiesen werden. Pi-
verarmte Zellen nahmen Pi bis zum Erreichen eines physiologischen Schwellenwertes ins

Cytoplasma auf und speicherten extrazellulares Pi danach kontinuierlich in der Vakuole.
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Das Anreicherungsmuster von Phi war dagegen vom metabolischen Status der Zellen
abhingig. In Pi-verarmten Zellen mit vergleichsweise geringer Stoffwechselaktivitit
akkumulierte Phi vorwiegend im Cytoplasma und kaum in der Vakuole. Wurden diese Phi-
gesittigten Zellen dann mit Pi versorgt, erhohte sich die Stoffwechselaktivitdt und es konnte
ein schneller Efflux (3 h) von Phi ins extrazellulire Medium bzw. in geringerem Mal} eine
Translokation von Phi in die Vakuole beobachtet werden. Pi-versorgte Zellen mit bereits
erhohter Stoffwechselaktivitit akkumulierten Phi ebenfalls nicht im Cytoplasma, sondern
direkt in der Vakuole. Zusammengefasst scheinen BY-2 Zellen unterschiedliche
Transportmechanismen fiir Pi und Phi zu besitzen, die bei guter Stoffwechselaktivitit zu
einem Export von Phi aus dem Cytoplasma fiihren.

Die Anwendung von in vivo *'P-NMR erméglichte weiterhin, einen Einfluss von Phi auf den
Primirstoffwechsel der Pflanzenzellen iiber 20 h zu verfolgen. Es konnte gezeigt werden, dass
Phi trotz ausgeprdgter cytoplasmatischer Anreicherung bei Pi-Mangel Pi im
Pflanzenstoffwechsel nicht ersetzen konnte. Es wurde keine messbare Einwirkung von Phi auf
den Pflanzenstoffwechsel detektiert. Der metabolische Zustand und die Energieladung der
Zellen blieben unverindert. AuBBerdem konnte gezeigt werden, dass Phi-gesittigte Zellen noch
nach mehreren Stunden auf die Zugabe von Pi mit einer raschen Stoffwechselaktivierung
reagierten. Damit konnte eine Stoffwechselschddigung durch Phi ausgeschlossen werden.

Phi fiihrte in Pi-unterversorgten Zellkulturen und Pflanzen zu einer starken Repression der Pi-
Mangelantwort. Morphologische Analysen von Tomatenpflanzen zeigten ein vermindertes
Haupt- und Lateralwurzelwachstum und ein stark reduziertes Wurzel/Spross-Verhéltnis bei
Phi-Behandlung. Dies sind typische Eigenschaften Pi-versorgter Tomatenpflanzen, die keine
Pi-Mangelantwort ausbilden. Zusétzlich wurden auch in Zellkulturen ein gehemmtes
Wachstum und auBlerdem eine stark gechemmte Zellteilung festgestellt.

Mit Hilfe von Northern-Hybridisierungen und qRT-PCR wurde eine detaillierte Untersuchung
der Aktivierung der PSR-Gene (Phosphate Starvation Responsive-Gene) RNaselLX, RNaseLE,
LePS2 und LePT2 in der Gegenwart von Phi durchgefiihrt. Phi reprimierte die Induktion der
PSR-Gene bei Pi-Mangelbedingungen. In Zusammenhang mit der cytoplasmatischen Phi-
Anreicherung in Pi-verarmten Zellen wies dies auf eine Interaktion mit der Wahrnehmung
(Pi-Sensing) der cytoplasmatischen Pi-Konzentration hin.

Es wurden deutliche Hinweise gefunden, dass Phi selektiv an der Aktivierung der Pi-
Mangelantwort angreift. So konnte Phi die Induktion der RNaseLE in anderen
physiologischen Prozessen wie Verwundung und Zellwandabbau nicht reprimieren. Nur wenn

RNaseLE durch einen Pi-Mangel aktiviert wurde, konnte Phi in den Signalweg eingreifen.



126 | Zusammenfassung

AulBlerdem konnte Phi die Bildung sekundérer Pflanzenstoffe, die Chlorophyll-Synthese und

die Photosyntheseleistung nicht hemmen, was eine generelle Toxizitit von Phi ausschlief3t.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Phi die Pi-Mangelantwort von
Pflanzen und Pflanzenzellkulturen selektiv hemmt. AuB3erdem wurde bewiesen, dass Phi in
Cytoplasma und Vakuole aufgenommen wird, aber abhéngig vom Stoffwechselzustand der

Zellen anders in diese subzelluldren Kompartimente verteilt wird als Pi.
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7 Anhang

7.1 Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der Mechanismen zur Pi-Mobilisierung aus der Rhizosphére (modifiziert
nach Neumann ez al (2002) und Abel et al (2000)). Durch Ausscheidung von H', OA  und
wurzelsekretorische Phosphohydrolasen (vgl. Kapitel 1.4.2) wird Pi aus anorganischen und organischen
Komplexen im Boden frEIZESEIZL. ........co.eoiiiiiiiiiiiieicieicee ettt ettt et sttt et se e 8

Abbildung 1-2: Mechanismus des Pi-Transportes durch die Plasmamembran (modifiziert nach Bucher, 2007). Eine
H'-ATPase scheidet H" unter Verbrauch von ATP (primér-aktiver Transport) aus. Dies fiihrt zur Ausbildung
eines Membranpotenzials. Die Pi-Aufnahme findet iiber einen H'/Pi-Symport statt, der durch den
elektrochemischen Gradienten (ApH") getrieben wird (sekundar-aktiver TTansport)..............ocoecveveevevererrrrereerennnen. 13

Abbildung 1-3: Schematische Zusammenfassung von Stoffwechselprozessen, die unter Pi-Mangel modifiziert werden
(in der Abbildung gestrichelt - - -). Die Abbildung ist nach Plaxton et al. (1999) verdndert. Die Bypass-
Reaktionen der im Cytosol ablaufenden Glykolyse sind nicht ATP- und Pi-abhéngig und erleichtern somit
den glykolytischen Stofffluss unter Pi-Mangel. Die H'-PPiase kann die Energie der Anhydridverbindung von
PPi verwerten, um Protonen durch den Tonoplast in die Vakuole zu transportieren. Die Synthese von
Sekundérstoffen (Anthocyane, Flavonoide) iiber den Shikimatweg liefert in vielen Reaktionsschritten Pi (vgl.
Kapitel 1.6.4). PPi: Pyrophosphat; PEP: Phosphoenolpyruvat; DHAP: Dihydroxyacetonphosphat; EPSP:
Enolether-5°-Enolpyruvylshikimat-3-Phosphat; TCA-Zyklus: Trikarbonséurezyklus; DAHP-Synthase: 3-
Deoxy-D-Arabinoheptulosonat-7-Phosphat; Pi-PhoSphat. ..........ccoccieeiiiiiiiiiieierieiecceeeeic et 18

Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der Komplexe der Atmungskette in der mitochondrialen Innenmembran.
Beim Cytochrom-Weg wird durch den Elektronentransport ein Protonengradient erzeugt. Pflanzliche
Mitochondrien besitzen zusédtzlich eine alternative NADH-Dehydrogenase und eine alternative Oxidase. Die
Reduktion/Oxidation von Ubichinon findet ohne die Bildung von Protonengradienten statt. Auf diese Weise
kann bei einer suboptimalen Pi-Versorgung die ATP-Bildung gedrosselt werden. UQH2: Ubihydrochinon
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Abbildung 2-3: Kalibriergerade zur Pi-Bestimmung nach der Ammoniumvanadat/Molybdat-Methode. Es wurde eine
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Abbildung 2-5: Schematische Darstellung des Perfusionssystems fiir in vivo *'P-NMR Messungen. Der Umlauf des
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Abbildung 2-8: Dichtegradienten zu Transportstudien mit intakten Vakuolen. Das Transportexperiment wurde durch
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Abbildung 3-1: In der Abwesenheit von Pi bewirkte Phi eine deutliche Reduzierung des Zellwachstums.
Tomatenzellen wurden in +Pi-, —Pi-, +Pi/4+Phi- und —Pi/+Phi-Kulturmedien kultiviert. Die Ausgangsdichte
(ODgp) der Zellsuspension entsprach 0.35 fiir alle Kultivierungsbedingungen. In der Gegenwart von Pi wurde
das Zellwachstum erst nach 48 h gehemmt. Es sind Median, Maximum und Minimum von drei parallelen
Messungen (n=3) in einem représentativen EXperiment Sezeigt. .........cooiviririirieieirieeneseeeeee et 54

Abbildung 3-2: Phi bewirkt eine Reduzierung des Frischgewichtes von Tomatenpflanzen sowohl bei ausreichender
als auch bei defizienter Pi-Versorgung. Tomatenpflanzen wurden als Hydrokultur in Medien mit und ohne Pi
und mit den angegebenen Phi-Konzentrationen kultiviert. Nach 7 Tagen Wachstum wurde das Frischgewicht
bestimmt. Es sind Median, Maximum und Minimum von zehn parallelen Messungen (n=10) in einem
reprasentativen Experiment dargestellt. Zur statistischen Bewertung durch t-Test wurden alle Versuche mit
Phi (£Pi) jeweils mit der Kontrollbedingung ohne Phi verglichen. Auflerdem wurden die Phi-freien
Experimente mit und ohne Pi verglichen. Alle Unterschiede unter Pi-freien Bedingungen sind signifikant mit
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p<0.001. Bei den vollerndhrten Pflanzen bewirkt Phi eine signifikante Wachstumsreduzierung erst ab 1.0 mM
(D0.05). ettt bbb bbbk b ettt sttt 55

Abbildung 3-3: Phi hemmt das Wachstum der Hauptwurzel in Tomatenpflanzen. Die Hauptwurzelldinge wurde an

hydroponisch kultivierten Tomatenpflanzen nach 7 Tagen Wachstum bei ausreichender und limitierter Pi-
Versorgung und bei den angegebenen Phi-Konzentrationen gemessen. Es sind Median, Maximum und
Minimum von vierzig parallelen Messungen (n=40) in einem reprisentativen Experiment dargestellt. Zur
statistischen Bewertung durch t-Test wurden alle Versuche mit Phi (+Pi) jeweils mit der Kontrollbedingung
ohne Phi verglichen. AuBerdem wurden die Phi-freien Experimente mit und ohne Pi verglichen. Alle
Unterschiede sind signifikant mit p<O.001.........cc.ccoiiiininiiiiii ettt ettt 56

Abbildung 3-4: Phi fiihrte zu einer starken Reduktion des Wurzel/Spross-Verhiltnisses in Tomatenpflanzen. Das

Wurzel/Spross-Verhéltnis wurde nach 7 Tagen Wachstum unter ausreichender und limitierter Pi-Versorgung
und unter den angegebenen Phi-Konzentrationen analysiert. Es sind Median, Maximum und Minimum von
zehn parallelen Messungen (n=10) in einem repréisentativen Experiment dargestellt. Zur statistischen
Bewertung durch t-Test wurden alle Versuche mit Phi (£Pi) jeweils mit der Kontrollbedingung ohne Phi
verglichen. Auflerdem wurden die Phi-freien Experimente mit und ohne Pi verglichen. Alle Unterschiede
unter Pi-freien Bedingungen sind signifikant mit p<0.001. Bei den vollerndhrten Pflanzen bewirkt Phi eine
signifikante Wachstumsreduzierung erst ab 1.0 mM (P<0.05)....cveieiiiiiiirieeee e 57

Abbildung 3-5: Die Anthocyanakkumulation wurde in Pi-verarmten Tomatenpflanzen durch Phi nicht beeinflusst.

Die Tomatenpflanzen wurden fiir eine Woche als Hydrokultur auf Medium mit und ohne Pi kultiviert.
AnschlieBend wurden die Pflanzen fiir eine weitere Woche auf Medium mit und ohne Pi mit den
angegebenen Phi-Konzentrationen kultiviert. Der Anthocyangehalt wurde wie unter Kapitel 2.5.2.2
beschrieben analysiert. Es sind Median, Maximum und Minimum von drei parallelen Messungen (n=3) in
einem reprasentativen EXPeriment EZEIZE. ........ceiuiririeieieietiitite ettt ettt ettt ae et b et e et ne e e 58

Abbildung 3-6: Auswirkung verschiedener Phi-Konzentrationen auf den Chlorophyll- und Carotinoidgehalt in

Tomatenblittern. Die Tomatenpflanzen wurden fiir eine Woche als Hydrokultur auf Medium mit bzw. ohne
Pi kultiviert. Danach wurden die Pflanzen fiir eine weitere Woche in Medium mit Phi umgesetzt. Es sind
Median, Maximum und Minimum von drei parallelen Messungen (n=3) in einem représentativen Experiment
gezeigt. a: Bestimmung des Gehaltes an Chlorophyll a; b: Bestimmung des Gehaltes an Chlorophyll b; c:
Bestimmung des Chlorophyll a/b-Verhiltnisses; d: Bestimmung des Gehaltes an Carotinoiden. ........c..cccceeeeeenennee. 59

Abbildung 3-7: Phi hat keine Auswirkung auf die PSII-Effizienz (F,/F,) in Tomaten. Die Tomatenpflanzen wurden

als Hydrokultur fiir 7 Tage unter +Pi- und —Pi-Bedingungen und unter der Applikation der angegebenen Phi-
Konzentrationen behandelt. Es sind Median, Maximum und Minimum von fiinf parallelen Messungen (n=5)
in einem repréasentativen Experiment gezeigt. a: Pflanzen gewachsen auf +Pi-Medium; b: Pflanzen gewachsen
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Abbildung 3-8: Phi hemmt die Zellteilungsrate und fiihrt zu einer starken Verringerung des prozentualen Anteils an

vitalen Zellen in Pi-freiem Medium. Tomatenzellen wurden mit +Pi-, —Pi-, +Pi/+Phi- und —Pi/+Phi-Medien
behandelt. Pi-Verbrauch, Mitose-Index, intrazelluldres, freies Pi und Vitalitdt der Zellen wurden zu den
angegebenen Inkubationszeiten bestimmt. a: Verbrauch an extrazellulirem Pi; b: Bestimmung des Mitose-
Index mittels DAPI-Farbung der Zellkerne; c: Konzentration des intrazelluldren, freien Pi; d: Vitalitétstest. In
den Abbildungen a und ¢ sind Median, Maximum und Minimum von drei parallelen Phosphatbestimmungen
(n=3) in einem représentativen Experiment dargestellt. In den Abbildungen b und c sind Mitose-Index bzw.
Vitalitdt als prozentualer Anteil aus jeweils 1000 ausgewerteten Zellen in einem reprisentativen Experiment
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Abbildung 3-9: Phi fiihrt zu einem stark herabgesetzten Mitose-Index in Tomatenzellen, die aus der exponentiellen

Wachstumsphase der Vorkultur entnommen und in Medien mit +Pi, +Pi/4+Phi, —Pi- bzw. —Pi/+Phi {iberfiihrt
wurden. Jeder Messwert stellt den prozentualen Anteil der mitotischen Zellen in insgesamt 1000
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Abbildung 3-10: Phi unterdriickte die Transkription aller analysierten PSR-Gene (RNaseLE, RNaselLX, LePS2 und

LePT2) trotz Pi-Mangel (vierte Spalte). Die Abbildung zeigt den zeitlichen Verlauf der
Trankskriptakkumulation der PSR-Gene in Tomatenzellkulturen in Abhéngigkeit der extrazelluldren Pi- bzw.
Phi-Versorgung. In Abwesenheit von Pi und Phi wurde die Transkription der PSR-Gene aktiviert (dritte
Spalte). Die Transkriptionsanalyse wurde durch Northern-Blot durchgefiihrt. Phi bzw. Pi wurden in einer
Konzentration von 2.5 mM zugesetzt. EF']  diente als konstitutiv exprimierte interne Kontrolle. .........c..cccceveveunnee. 64

Abbildung 3-11: Die Genexpression der PSR-Gene (RNaseLE, RNaselLX, LePS2 und LePT2) wurde

konzentrationsabhidngig durch Phi unterdriickt. Auf dem Bild ist die Transkription der PSR-Gene bei
Anwesenheit von Pi (+Pi), unter Pi-Mangel (—Pi) und unter Pi-Mangel mit 1, 2.5 und 5 mM Phi (-Pi/+Phi) 12
h nach Mediumwechsel gezeigt. EF] o diente als konstitutiv exprimierte interne Kontrolle. .........cccceceveninicninnnn 65

Abbildung 3-12: Die Zugabe von Phi unterdriickt die Transkription der analysierten PSR-Gene (RNaseLE, RNaseLX,

LePS2 und LePT2) in Tomatenpflanzen trotz Pi-Mangel. Der Effekt war konzentrationsabhingig.
Tomatenpflanzen wurden als Hydrokultur in Medien mit Pi und ohne Pi und mit den angegebenen Phi-
Konzentrationen kultiviert. Die Transkription der PSR-Gene wurde unter Pi-freien und Pi-gesittigten
Bedingungen nach 7 Tagen Wachstum in Blittern, Hypocotylen und Wurzeln durch Northern-Blot
untersucht. EF] ¢ diente als konstitutiv exprimierte interne Kontrolle. ...........ccceverieriieienienieienieieseeiese e see e 66
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Abbildung 3-13: Phi fiihrte zur Repression der RNaseLX-Promotoraktivitit. Die Abbildung zeigt die histochemische
Analyse von der transgenen Linie 10 mit dem RNaseLX-Promotor-GUS-Konstrukt PromLX::uidA. Die
transgenen Tomatenpflanzen wurden als Hydrokultur angezogen und nach 10 Tagen Wachstum auf +Pi-
Medium (1A, 1B, 1C), +Pi/+Phi-Medium (2A, 2B, 2C), —Pi-Medium (3A, 3B, 3C) und —Pi/+Phi-Medium
(4A, 4B, 4C) analysiert. Durch eine X-Gluc-Féarbung der Pflanzen konnte die Aktivitidt des RNaseLX-

Promotors hauptsédchlich in Wurzeln und weniger stark in Hypocotyl unter Pi-Mangel nachgewiesen werden.....

Abbildung 3-14: Phi unterdriickt die Aktivitit des RNaseLX-Promotors bei Pi-Mangel. Die Abbildung zeigt das
Ergebnis der fluorometrischen GUS-Analyse von der transgenen Linie 10 mit dem RNaseLX-Promotor-GUS-
Konstrukt PromLX::uidA. Bei Pi-freien Bedingungen war die GUS-Aktivitdt in Wurzeln und Hypocotylen

erhoht. Es sind Median, Maximum und Minimum von drei Messungen (n=3) gezZeigtl. .......ccccvverruereervenuerveneennnn

Abbildung 3-15: Phi beeinflusste die wundinduzierte Genexpression von RNaseLE und PIN2 nicht. Logarithmische
Darstellung des Expressionslevels von RNaseLE, PIN2 und RNaseLX in isolierten Blittern von 4 Wochen
alten Tomatenpflanzen nach Verwundung, bestimmt durch qRT-PCR. mRNA wurde aus Proben von
unverwundeten und verwundeten Blittern isoliert. Das Expressionslevel der Gene wurde nach dem AAC:-
Berechnungsmodell auf das Expressionslevel in unverwundeten Blittern bezogen. Zur Normalisierung der

Expressionsergebnisse wurde Ubi als Referenzgen benutzt. ...........c.ccoeoveiriiininieniiieiiicnenenieeetecee e

Abbildung 3-16: Phi konnte die durch den Zellwandabbau induzierte RNaseLE-Genexpression nicht reprimieren
(24 h Inkubation). Die Genexpression von RNaseLX wurde ebenfalls induziert, aber nicht durch Phi
reprimiert. Tomatenzellen wurden unter Kontrollbedingungen (+Pi), mit Cellulase-Losung (+Pi/+Cellulase)
und in der gleichzeitigen Anwesenheit von Cellulase und Phi inkubiert (+Pi/+Cellulase/+Phi). mRNA wurde
aus Proben vom Zeitpunkt t=0 h (Kontrolle) und aus 24 h inkubierten Proben isoliert. Das Expressionslevel
der Gene wurde nach dem AAC-Berechnungsmodell auf das Expressionslevel in der 0 h-Kontrolle bezogen.

Zur Normalisierung der Expressionsergebnisse wurde Ubi als Referenzgen benutzt. ............cccovvevvenieevenieneennenne.

Abbildung 3-17: Zeitabhdngigkeit der Pi-Aufnahme in Pi-verarmten Tomatenzellen. Wie in allen weiteren
Experimenten, wurden die Aufnahmestudien bei pH 6.0 durchgefiihrt. Zu den Zellen wurde stets 37 KBq
(7.5 nM) radioaktiv markiertes Phosphat ([**P] H;PO,) zugegeben. Es sind Median, Maximum und Minimum

von drei parallelen Messungen in einem repréasentativen EXperiment gezeigl........c.evvereevverriecienienvenieeeerieseenenens

Abbildung 3-18: -Pi- und +Pi-Zellen zeigten unterschiedliche Pi-Aufnahmekinetiken. Die konzentrationsabhidngige
Pi-Aufnahme ist in (a) —Pi- und (b) +Pi-Tomatenzellen dargestellt. Die Pi-Aufnahme in —Pi-Zellen folgte
einer typischen Michaelis-Menten-Kinetik. Im Gegensatz dazu war der Pi-Transport in +Pi-Zellen sehr
gering. Eine sichtbare Séttigung des Transportsystems wurde im untersuchten Konzentrationsbereich nicht
erreicht. Es sind Median, Maximum und Minimum von drei parallelen Messungen (n=3) in einem

reprasentativen EXPeriment SEZEIZt. .......o.eviiiiiieieiiieietee ettt ettt sttt n et nes

Abbildung 3-19: Die —Pi/+Phi-Zellen zeigten nach 24 h Inkubation mit 2.5 mM Phi ein deutlich reduziertes V. Die
Phi-Behandlung verdnderte den K,-Wert nicht. a: Pi-Aufnahme in —Pi-, +Pi-, +Pi/+Phi- und —Pi/+Phi-
Tomatenzellen in Abhédngigkeit von der extrazelluldren Pi-Konzentration. b: Auftragung der Daten nach
Eadie-Hofstee aus —Pi- und -Pi/+Phi-Zellen. c¢: Zusammenfassung der kinetischen Parameter. Die Tabelle
erfasst die Daten + SE, die aus der Eadie-Hofstee-Auftragung ermittelt wurden. In den Abbildungen a und b
sind Median, Maximum und Minimum von drei parallelen Messungen (n=3) in einem reprasentativen
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Abbildung 3-20: In Pi-verarmten Tomatenzellen wurden vergleichbare K-Werte von Phi anhand (a) der Dosis-
Wirkungsbeziehung (K=320 £ 19.6 uM) und (b) des Dixon-Plots (K=397 uM) berechnet. a: Die Pi-
Aufnahme wurde in der Anwesenheit steigender Pi- (K=3.15 + 0.2 uM), Arsenat- (K=37.1 £2.8 uM) und
Phi-Konzentrationen gehemmt. Die Pi-Aufnahme ohne Inhibitor wurde als 100 % festgelegt. b: Die Pi-
Aufnahme wurde bei zwei festgelegten Pi-Konzentrationen (1 und 10 pM) und bei steigenden Phi-
Konzentrationen gemessen. Der Schnittpunkt beider Kurven stellt den K-Wert dar. Es sind Median,

Maximum und Minimum von drei Messungen (n=3) in einem reprasentativen Experiment gezeigt. ....................

Abbildung 3-21: Phi hemmt die Pi-Aufnahme in —Pi-Tomatenzellen durch einen kompetitiven Hemmmechanismus.
Pi-Aufnahme in der Gegenwart von (a) Phi, (b) Arsenat und (c) CCCP. Die verwendeten Konzentrationen der
Hemmsubstanzen sind in Klammern in der Tabelle angegeben. Phi und Arsenat verdnderten den K,-Wert,
aber nicht den V,,,-Wert. Beide Substanzen wirkten als kompetitive Inhibitoren der Pi-Aufnahme. CCCP
diente als Beispiel fiir eine unkompetitive Hemmung und verdnderte, wie erwartet, K, und V,,,. Die
nichtlinearen Regressionskurven passen die Medianwerte an die Michaelis-Menten-Gleichung an. Die
Einschiibe stellen die lineare Regression der Daten im Eadie-Hofstee-Diagramm dar. Es sind Median,
Maximum und Minimum von drei parallelen Messungen (n=3) in einem représentativen Experiment gezeigt.

Die Tabellen erfassen die Daten + SD (n=3), die aus der Eadie-Hofstee-Auftragung ermittelt wurden.................

Abbildung 3-22: Pi-Aufnahme in —Pi-Tabakzellen. a: Zeitabhéngige Pi-Aufnahme. Die [**P]H;PO4-Aufnahme blieb
innerhalb von 1 min linear. Wie in allen weiteren Experimenten wurden die Aufnahmestudien bei pH 6.0
durchgefiihrt. Zu den Zellen wurde stets 37 KBq (7.5 nM) radioaktiv markiertes Phosphat ([*2P] H;PO,)
zugegeben. b: Konzentrationsabhédngige Pi-Aufnahme. Der Einschub stellt die Linearisierung der Daten nach
Eadie-Hofstee dar. In den Abbildungen a und b sind Median, Maximum und Minimum von drei parallelen
Messungen (n=3) in einem reprisentativen Experiment gezeigt. c¢: Transkriptionsanalyse der hoch-affinen Pi-
Transporter NtPT1 und NtPT2. Die cDNA-Fragmente wurden in 30 Zyklen amplifiziert. d: qRT-PCR-
Analyse der NtPTI und NtPT2. Das Expressionslevel der Gene wurde nach dem AAC;-Berechnungsmodell
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auf das Expressionslevel in der +Pi-Kontrolle bezogen. Zur Normalisierung der Expressionsergebnisse wurde
Actin als Referenzgen benutzt. Die Daten stellen den Mittelwert von drei unabhidngigen Messungen + SD dar. ........ 76

Abbildung 3-23: In -Pi-Tabakzellen wurden vergleichbare K;-Werte von Phi anhand (a) der Dosis-

Wirkungsbeziehung (K=2.3 + 0.1 mM) und (b) des Dixon-Plots (K;=2.2 mM) berechnet. a: Die [**PJH;PO,-
Aufnahme wurde in der Anwesenheit steigender Pi- (K;=3.3 + 0.3 uM), Arsenat- (K=30.8 + 2.4 uM) und Phi-
Konzentrationen gehemmt. Die Pi-Aufnahme ohne Inhibitor wurde als 100 % festgelegt. b: Die Pi-Aufnahme
wurde bei drei festgelegten Pi-Konzentrationen (1, 2.5 und 5 uM) und in der Gegenwart steigender Phi-
Konzentrationen gemessen. Der Schnittpunkt der Regressionskurven stellt den K-Wert dar. Es sind Median,
Maximum und Minimum von drei Messungen (n=3) in einem repréisentativen Experiment gezeigt...........cccevueeneee. 77

Abbildung 3-24: Phi hemmt die Pi-Aufnahme in —Pi-Tabakzellen durch einen kompetitiven Hemmmechanismus. Pi-

Aufnahme in der Gegenwart von (a) Phi, (b) Arsenat und (c) CCCP. Die verwendeten Konzentrationen der
Hemmsubstanzen sind in Klammern in der Tabelle angegeben. Phi und Arsenat verdnderten den K,-Wert
aber nicht den V,,,-Wert. Sie wirkten als kompetitive Inhibitoren der Pi-Aufnahme. CCCP diente als Beispiel
fiir eine unkompetitive Hemmung und verdnderte wie erwartet K,, und V,,,,. Die Regressionskurven passen
die Medianwerte an die Michaelis-Menten-Gleichung an. Die Einschiibe stellen die lineare Regression der
Daten im Eadie-Hofstee-Diagramm dar. Es sind Median, Maximum und Minimum von drei Messungen in
einem représentativen Experiment gezeigt. Die Tabellen erfassen die Daten + SE, die aus der Eadie-Hofstee-
AUftragung ermMiIttelt WUIACTL. ......o.eeuiiiiitiitiiee ettt ettt ettt b e s be et e be st e e e s e eseeseebesbeneeneenene 78

Abbildung 3-25: Die FACS-Analyse bestdtigte die hohe Reinheit und Unversehrtheit der Vakuolenpriparation. a:

Ungeférbte Kontrolle. b: Vakuolenpréparation nach Farbung mit Rhodamin 123 und Hoechst 33342. Durch
eine Farbung mit Rhodamin 123 und Hoechst 33342 konnten zwischen intakten Vakuolen (Rhodamin®, 86 %,
Quadrant links oben), Mitochondrien/Plastiden (Rhodamin’; Hoechst', 0.76 %, Quadrant rechts oben) und
beschédigten Organellen und Zellbruch (Rhodamin’, 13 %, Quadrant rechts unten) unterschieden werden. .............. 80

Abbildung 3-26: Der Dichtegradient, bestehend aus 25 % Percoll und AR-Silicondl (AR200:AR1000=8:2), blieb

nach der Zentrifugation stabil (graue Balken). Unter diesen Bedingungen war die Vakuolenausbeute bei den
zwei Messzeiten gleich gut und reproduzierbar. Die Abbildung stellt die Ausbeute an Vakuolen bei
verschiedenen Flotationsgradienten dar. Die Einstellung der Silicondldichte erfolgte durch Mischen der
Silicondle AR200 und AR1000. Dem Aufnahmemedium wurden 20 % oder 25 % (v/v) Percoll zugesetzt.
Jeder Messwert stellt den Mittelwert £ SD (N56) AAT........c.ccieiiiiieiieeiecieeietete ettt ettt ste s e reessesaeesaesseesnas 82

Abbildung 3-27: Aufnahme von [PHJE,17G und [PHJLTC, in intakten Vakuolen aus Tomatenzellen zum

funktionellen Nachweis der Transporteigenschaften des Aufnahmesystems. Die Aufnahme wurde unter der
Anwendung der Silicondl-Filtrationszentrifugation nach 18 min Inkubation ohne ATP (-ATP), mit ATP
(+ATP) und in der Anwesenheit von ATP und Vanadat (+ATP/+Vanadat) untersucht. Die Konzentration von
Vanadat war 1 mM. Die Aufnahme von [*H]E,17G wurde in der Gegenwart von 10 pM unmarkiertem E,17G
gemessen. Das Vakuolenvolumen wurde anhand des aufgenommenen [“*C]Glycerols bestimmt. Jeder
Messpunkt stellt den Mittelwert n £ SD (N=0) AT, ...c..oouieiiiiieiiiieieeeeeeee ettt st s eneas 84

Abbildung 3-28: Die zeitabhiingige Pi-Aufnahme durch den Tonoplasten intakter Vakuolen aus —Pi-Tomatenzellen

war (a) ATP bzw. (b) PPi-abhéngig. Trotzdem verlief der Transport sehr langsam. Um unspezifische
Bindungen zu vermindern, wurde 100 uM unmarkiertes Pi zugesetzt. Die Vakuolen wurden mit 0.1 pCi
(3.7kBq) [33P]H3PO4 innerhalb 8, 16, 24 und 32 min inkubiert. Gleichzeitig wurde zur Bestimmung der
Menge an flotierten Vakuolen 0.1 uCi (3.7 kBq) [H]JH,O zum Aufnahmemedium zugegeben. Die
Radioaktivitit wurde anhand doppelter *H-"P-Markierung im Szintillationszihler gemessen. Jeder
Messpunkt stellt den Mittelwert n £ SD (n=6) eines reprasentativen Experiments dar. ..........c.ccoevveverieecienieeieneneeenne. 85

Abbildung 3-29: Der konzentrationsabhéngige Pi-Transport durch den Tonoplasten intakter Vakuolen aus (a) —Pi-

und (b) +Pi-Tomatenzellen blieb im untersuchten Konzentrationsbereich linear. Die Aufnahme wurde durch
die Zugabe von Mg-ATP stimuliert. Die Vakuolen wurden mit 0.1 pCi (3.7 kBq) [P*P]H;PO, in der
Gegenwart steigender Konzentrationen an unmarkiertem Pi inkubiert. Zur Bestimmung der Menge an
flotierten Vakuolen wurde gleichzeitig 0.1 pCi (3.7 kBq) [’HJH,O zum Aufnahmemedium zugegeben. Die
Radioaktivitit wurde anhand doppelter *H-"P-Markierung im Szintillationszihler gemessen. Jeder
Messpunkt stellt den Mittelwert n £ SD (n=06) eines reprasentativen Experiments dar...........ccccocevieninieniniencncene. 85

Abbildung 3-30: Mikroskopische Aufnahmen von Tomaten- und Tabakzellen. Die Bilder zeigen Tomatenzellen aus

4 Tage alter Suspensionskultur und Tabakzellen aus 6 Tage alter SuspensionsKultur. ...........cccocevevereiiiineneneniecne 86

Abbildung 3-31: Die Zugabe von Pi zu Pi-verarmten Zellen fiihrte zu einer Stoffwechselaktivierung. Reprisentative

in vivo *'P-NMR-Spektren von BY-2 Tabakzellen (-Pi-Zellen) nach einer Zugabe von Pi. Die Zellen wurden
zundchst mit sauerstoffreichem, Pi-freien Medium in einen Gleichgewichtszustand (semi steady-state)
gebracht. Danach wurde 1 mM Pi zugegeben (=0 bei Pi-Zugabe). a: In vivo *'P-NMR Spektren. Spektrum A:
steady-state der Zellen; Spektrum B: 5 h Inkubation mit Pi; Spektrum C: 10 h Inkubation mit Pi; Spektrum D:
16 h Inkubation mit Pi. Zuordnung der NMR-Signale: G6P, Glukose-6-Phosphat; Signal ,a“,
Phosphomonoester und Zuckerphosphate wie z. B. Fruktose-6-Phosphat, Ribose-5-Phosphat; Signal ,,b*,
NADP(H) und Phosphocholin; cyt Pi, cytoplasmatisches Pi; extr Pi, extrazelluldres Pi; vac Pi, vakuoléres Pi;
o-, B- und y-NTPs, a-, f- und y-Nukleosidtriphosphate; a- und B-NDPs, o- und B-Nukleosiddiphosphate
(nicht nachweisbar); UDPG, Uridin-5°-diphosphat-a-D-Glukose. b und c: Relative Quantifizierung wichtiger
Metabolite des Phosphatstoffwechsels. Die Signalflichen sind als % der Signalfldche der Referenzsubstanz
(MDP) angegeben. Dazu wurde die TopSpin Software (Bruker) verwendet. MDP (16.91 ppm) ist nicht in den
SPEKLIEI GEZEIGL. ..eevvevieiietieieeieetesttete st ette et et e s teeteesteastessesseesseessessesseesseassessessaessesssessanseessenseessensesssanseassensassaensenseensn 89
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Abbildung 3-32: *'P chemische Verschiebung von Phi in Abhingigkeit des pH-Wertes. a: Die Spektren wurden bei
Raumtemperatur und bei den im Bild angegebenen pH-Werten aufgenommen. Sowohl die (b) chemische
Verschiebung als auch die (c) skalare Kopplungskonstante zeigten sich sensitiv gegeniiber pH-Anderungen.
Besonders ausgeprigt war die pH-Abhéngigkeit beider Parameter im pH-Bereich von 4.5 bis 7.5. Dies

ermoglichte die subzelluldre Lokalisierung der Phi-Signale............ccccoveoiiiiiinininiiiiinnincccececneseseeeeeae

Abbildung 3-33: In der Anwesenheit von Phi blieb der Stoffwechsel der —Pi-Tabakzellen intakt. /n vivo *'P-NMR von
BY-2 Tabakzellen nach Zugabe von Phi. Die Zellen wurden zunichst mit sauerstoffangereichertem, Pi-freiem
Medium zum semi steady-state gebracht. Danach wurde 1 mM Phi zugegeben. Aus den aufgenommenen
Spektren ergab sich eine deutliche cytoplasmatische Akkumulation von Phi. Phi wurde aber auch in geringen
Mengen in die Vakuolen aufgenommen. Die Zuordnung der Phi-Signale fand durch einen Vergleich mit den
in Abbildung 3-32 dargestellten pH-Titrationskurven statt (cyt Phi, cytoplasmatisches Phi; vac Phi,
vakuolires Phi). Die Zuordnung der Signale wurde wie in Abbildung 3-31 vorgenommen. a: In vivo *'P-
NMR-Spektren. Spektrum A: semi steady-state der Zellen; Spektrum B: 3 h Inkubation mit Phi; Spektrum C:
6 h Inkubation mit Phi; Spektrum D: 11 h Inkubation mit Phi; Spektrum E: 15 h Inkubation mit Phi. b:
Relative Quantifizierung von cyt und vac Phi. Die Signalflichen sind als % der Signalfldche der
Referenzsubstanz (MDP) angegeben. Dazu wurde die TopSpin Software (Bruker) verwendet. MDP

(16.91 ppm) ist nicht in den SPEKLren SEZEIGL......c..ccuriririiriiiiiiietereeteer ettt st

Abbildung 3-34: Subtraktion der aufgenommenen Spektren nach Perfusion mit Phi. Die Akkumulation von Phi in
Cytoplasma und in den Vakuolen ist in der Subtraktion noch deutlicher zu erkennen. Spektrum A: 20 h (semi
steady-state der Phi-Akkumulation) — 19 h; Spektrum B: 20 h — 13 h; Spektrum C: 20 h — 9 h; Spektrum D:

20h — 6 h; Spektrum E: 20 h — 2 R coeenii ettt

Abbildung 3-35: Influx und Efflux von xenobiotischem Phi in Abhéngigkeit vom extrazelluldren Pi-Status. Die
Abbildung stellt die aufgenommenen in vivo *'P-NMR-Spektren dar. Unter Pi-Mangelbedingungen wurde Phi
iberwiegend im Cytosol akkumuliert (pH 7.3, Spektren C, C*). Die Zugabe von Pi zu den Phi-gesittigten
Zellen fiihrte zum Efflux der cytosolischen Phi-Signale (Spektren E, E*). Spektrum A: semi steady-state der —
Pi-Zellen; Spektrum B: 6 h Inkubation mit Phi; Spektrum C: 20 h Inkubation mit Phi (semi steady state der
Phi Akkumulation); Spektrum D: 21 h Inkubation mit Phi und 1h nach Pi Zugabe; Spektrum E: 22 h
Inkubation mit Phi und 2 h nach Pi Zugabe. Die Zuordnung der Signale wurde wie in Abbildung 3-31
vorgenommen. Als externe Referenzsubstanz wurde MDP benutzt. MDP (16.91 ppm) ist nicht in den
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Abbildung 3-36: Relative Quantifizierung der NMR-Signale vor und nach Pi-Zugabe zu Phi-gesittigten Zellen. a:
Relative Quantifizierung des cytoplasmatischen Phi-Signals. ND*: Die Auswertung der Signalintensitit war
nicht moglich, aber so niedrig, dass sie im Diagramm als ,,0“ festgelegt wurde. b und c: Relative
Quantifizierung wichtiger Metabolite des Phosphatstoffwechsels. Die Signalflichen sind als % der
Signalfliche der Referenzsubstanz (MDP) angegeben. Dazu wurde TopSpin Software (Bruker) verwendet.
Die leichte Zunahme der Signalintensitét des vakuoldren Pi-Signals war auf die vakuoldre Phi-Akkumulation

ZUTTCKZUTUITON. L....oiiiiiii ettt e et e e et e e e ta e e e e aeeeeetaeeeeeaaeeeetaeeeeateeeesaeeeasseaeanns

Abbildung 3-37: Ein kleiner Teil des cytoplasmatischen Phi wurde in das vakuoldre Kompartment verschoben.
Subtraktion der aufgenommenen Spektren nach Zugabe von Pi zu Phi-gesittigten Zellen. Spektrum A: 20 h
(semi steady-state der Phi-Akkumulation)—21 h; Spektrum B: 20 h—22h; Spektrum C: 20 h-—23 h;
Spektrum D: 20 h — 24 h; Spektrum E: 20 h — 25 h; Spektrum F: 20 h—26 h. Die Zuordnung der Signale

wurde wie in Abbildung 3-31 VOIZENOMIMEIL. ......c.coiriiriiiiiiiiriinienteteet ettt sttt

Abbildung 3-38: Pi-gesittigte Zellen akkumulierten Phi direkt in den Vakuolen. Die chemische Verschiebung der
Phi-Signale entsprach pH 5.5. Spektrum A: semi steady-state der —Pi-Zellen; Spektrum B: 4 h Inkubation mit
Pi; Spektrum C: 11 h Inkubation mit Pi und 7 h nach Phi-Zugabe; Spektrum D: 17 h Inkubation mit Pi und
13 h nach Phi-Zugabe. Die Zuordnung der Signale wurde wie in Abbildung 3-31 vorgenommen. Als externe

Referenzsubstanz wurde MDP benutzt. MDP (16.91 ppm) ist nicht in den Spektren gezeigt. .......c.cccecevverencnnene

Abbildung 3-39: Reprisentative >'P-NMR-Spektren zum Nachweis von Pi und Phi in Blattextrakten der pho2-
Mutante aus A. thaliana. Spektrum A: Blattextrakt nach Wachstum der pho2-Mutante auf +Pi-Medium;

Spektrum B: Blattextrakt nach Wachstum der pho2-Mutante auf —Pi/4+Phi-Medium. ..........cccoocevieriniienenenniennene

Abbildung 3-40: In Blittern der pho2-Mutante wird sowohl Pi als auch Phi iiberakkumuliert. Es wurde eine 3- bzw.
5-fach hohere Akkumulation von Pi und Phi als in Bléttern der Wildtyp-Pflanzen nachgewiesen. Vermutlich
findet die Allokation von Pi und Phi innerhalb der Pflanze iiber die gleichen Mechanismen statt. Die
Arabidopsis-Pflanzen wurden fiir eine Woche als Hydrokultur auf Medium mit und ohne Pi kultiviert.
AnschlieBend wurden die Pflanzen fiir eine weitere Woche auf Medium mit Pi (+Pi) bzw. ohne Pi aber mit
Phi (—Pi/+Phi) kultiviert. Phi wurde in einer Konzentration von 0.5 mM angewandt. Die Daten stellen den

Mittelwert einer Doppelbestimmung in einem repréasentativen Experiment dar. ..........c.ccceoverininenieninencnenennne

Abbildung 4-1: Schematische Zusammenfassung des subzelluldren Anreicherungsmusters von Pi bzw. Phi in Pi-
verarmten Zellen. Extrazelluldres Pi wurde von Pi-verarmten Zellen kontinuierlich aufgenommen und in den
Vakuolen (pH 5.6) gespeichert. Phi zeigt dagegen eine deutliche cytoplasmatische Anreicherung (pH 7.3).

Nur in geringerem MaB wurde Phi in die Vakuolen tranSportiert. ..........c.evereerverieriereeeenieienieseesieeeeseeseeesseesnenns

Abbildung 4-2: Zusammenfassung der Effekte von Phi in Pflanzenzellen. Phi hemmte die Pi-Aufnahme, die PSR-
Genexpression, das Wachstum (Mitose) und die Pi-Wahrnehmung. Weiterhin wurde durch in vivo NMR
gezeigt, dass Phi nicht von BY-2 Zellen verstoffwechselt und nur in geringem Umfang in die Vakuolen
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Abbildung 7-1: Substrataffinitit des hoch-affinen Pi-Transportsystems in Tomatenzellen (Solanum lycopersicum cv.
Lulullus). Die Aufnahme von 0.1 pCi (37 KBq) radioaktiv markierter Phosphorsaure ([**PJH;POy4) wurde in
der Gegenwart steigender Konzentrationen ausgewdhlter Pi-Strukturanaloga (KH,CrO4, K;MoO,) und
Inhibitoren des Tonentransportes (2,4 DNP, CCCP) ermittelt. Der **Pi-Influx ohne Inhibitor wurde auf 100 %
festgelegt. Die *?P-Aufnahme in Gegenwart von unmarkiertem Pi (weiBe Quadratsymbole, Hill-Koefizient:
P=1.08) ist als Kontrolle dargestellt. Es sind Median, Maximum und Minimum gezeigt. Die
Regressionskurven passen die logistische Dosis-Wirkungsbeziehung (allosterische Hill-Kinetik) an die
MEAIANWETLE 1. ...ttt ettt st a et s e bbbt b et e et es et en e ene st saenen X1V

Abbildung 7-2: In vivo *'P-NMR von Tomatenzellen (—Pi/-Zellen) nach Zugabe von Pi. Aufgrund der kleinen
ZellgroBe (im Durchschnitt 25 um, vgl. Abbildung 3-30) wurden die Zellen sehr dicht im NMR-Ro6hrchen
gepackt, wodurch vermutlich die gleichméfige Verteilung von Ndhrmedium bzw. Sauerstoff verhindert
wurde. Das fiihrte zum Absterben der Zellen. Das konnte an der Abnahme der G6P- und NTP-
Signalintensititen erkannt werden. Die Zellen wurden zundchst mit sauerstoffangereichertem Pi-freien
Medium in einen Gleichgewichtszustand (semi steady-state) gebracht. Danach wurde 1 mM Pi zugegeben
(t=0 bei Pi-Zugabe). Spektrum A: semi steady-state der Zellen; Spektrum B: 1 h Inkubation mit Pi; Spektrum
B: 2 h Inkubation mit Pi; Spektrum C: 6 h Inkubation mit Pi; Spektrum D: 7 h Inkubation mit Pi; Spektrum E:
8h Inkubation mit Pi. Zuordnung der NMR-Signale: G6P, Glucose-6-Phosphat; Signal ,a“,
Phosphomonoester und Zuckerphosphate wie z.B. Fructose-6-Phosphat, Ribose-5-Phosphat; Signal ,,b*,
NADP(H) und Phosphocholin; cyt Pi, cytoplasmatisches Pi; extr Pi, extrazelluldres Pi; vac Pi, vakuoléres Pi;
a-, B- und y-NTPs, a-, B- und y-Nukleosidtriphosphate; a- und B-NDP, a- und B-Nukleosiddiphosphate;
UDPG, Uridin-5‘-Diphosphat-a-D-Glukose. MDP (16.91 ppm) diente als Referenzsubstanz und ist nicht in
AEN SPEKLTEI GEZEIGL. ...veveeureriieieitieie st ettt et et et e ste et e s te et esbeestesseeseesseesaessesseesseassessesseenseessensesseanseasaensesnsensesseensensenn XV
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7.3 Zellkulturmedien

Tabelle 7-1: Zusammensetzung von MS-Medium zur Anzucht von Zellkulturen aus S. lycopersicum
(Tomatenzellkulturen). Das Néhrmedium wurde nach Murashige & Skoog (1962) hergestellt. Der pH-Wert des
Mediums wurde auf pH=6.0 eingestellt. Zur Herstellung von —Pi-Medium wurde auf KH,PO, verzichtet.

Komponenten mmol/L mg/L
Anorganische Salze

Ammoniumnitrat (NH4NO3) 20.61 1650.00
Kaliumnitrat (KNOs3) 18.79 1900.00
Magnesiumsulfat (MgSOy) 1.50 180.72
Eisensulfat (FeSOj) 0.18 27.36
Kalziumchlorid (CaCl,) 3.00 333.27
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) 2.50 340.22
Mangansulfat (MnSOy) 0.10 16.90
Zinksulfat (ZnSOy) 0.029 8.60
Kaliumiodid (KI) 0.005 0.83
Borsédure (H3;BO;) 0.10 6.20
Natriummolybdat (Na;MoQy4) 0.00103 0.25
Andere Komponenten:

D(+)-Saccharose 8.70 30.00
Dinatrium-ethylendiamin-tetraacetat (Na,EDTA) 0.10 33.69
Vitamine

Thiamin B1xHCI 0.0015 0.50
Pyridoxin B6xHCI 0.0029 0.50
Nicotinsdureamid 0.0082 1.00
myo-Inosit 0.56 100.00
2,4-Dichlorphenoxyessigsédure 0.00045 0.10
6-Furfurylaminopurin 0.000092 0.02
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Tabelle 7-2: Zusammensetzung von MS-Medium zur Anzucht von Zellkulturen aus N. fabacum
(Tabakzellkulturen, BY-2; Rezept von Duchefa; M0221). @) Diese Komponenten wurden zum Basalmedium
zugegeben, wobei die Endkonzentration von KH,PO, auf 2.5 mM erh6ht wurde. Der pH-Wert des Mediums
wurde auf pH=5.8 eingestellt. Zur Herstellung von —Pi-Medium wurde auf KH,PO, verzichtet.

Komponenten mmol/L mg/L
Anorganische Salze

Ammoniumnitrat (NH4NOs3) 20.61 1650.00
Kaliumnitrat (KNO3) 18.79 1900.00
Magnesiumsulfat (MgSQOy) 1.50 180.72
FeNaEDTA-Komplex 0.10 36.70
Kalziumchlorid (CaCl,) 2.99 332.02
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO4)" 2.50 340.22
Mangansulfat (MnSOy) 0.10 16.90
Zinksulfat (ZnSOy) 0.029 8.60
Kaliumiodid (KI) 0.005 0.83
Borséure (H3;BO3) 0.10 6.20
Kupfersulfat (CuSOy) 0.001 0.025
Kobaltchlorid (CoCl,) 0.0011 0.025
Natriummolybdat (Na;MoQOy4) 0.00103 0.25
Andere Komponenten:

D(+)-Saccharose” 8.70 30.00
Vitamine™

Thiamin B1xHCI 0.0029 0.98
myo-Inosit 0.56 100.00
2,4-Dichlorphenoxyessigsiure 0.00018 0.04

Tabelle 7-3: Zusammensetzung von 1xHoagland-Medium zur hydroponischen Anzucht von +Pi-Pflanzen aus S.
lycopersicum (Tomate). Das Medium wurde nach Daram et al. (1998) hergestellt. Der pH-Wert des Mediums

wurde auf pH=5.5 eingestellt.

Komponenten mmol/L mg/L
Anorganische Salze

Kaliumnitrat (KNO3) 18.79 303.3
Magnesiumsulfat (MgSQOy) 1.08 130.1
Eisensulfat (FeSOj) 0.018 2.74
Kalziumnitrat (Ca(NOs3),) 2.00 328.4
Ammoniumdihydrogenphosphat ((NH4)H2POj) 0.50 57.5
Manganchlorid (MnCl,) 0.00014 1.76
Zinksulfat (ZnSOy) 0.0008 0.13
Borséure (H3;BO3) 0.046 2.84
Kupfersulfat (CuSOy) 0.0003 0.048
Natriummolybdat (Na;MoQOy4) 0.0005 0.103
Andere Komponenten:

Dinatrium-ethylendiamin-tetraacetat (Na,EDTA) 0.016 5.38
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Tabelle 7-4: Zusammensetzung von 1xHoagland-Medium zur hydroponischen Anzucht von —Pi-Pflanzen aus S.
lycopersicum (Tomate). Das Medium wurde nach Daram et al. (1998) hergestellt. Der pH-Wert des Mediums
wurde auf pH=5.5 eingestellt.

Komponenten mmol/L mg/L

Anorganische Salze

Kaliumnitrat (KNO3) 18.79 303.3
Magnesiumsulfat (MgSOy) 1.08 130.1
Eisensulfat (FeSOy) 0.018 2.74
Kalziumnitrat (Ca(NOs),) 2.00 328.4
Ammoniumnitrat (NH4NO3) 0.50 40.02
Manganchlorid (MnCl,) 0.00014 1.76
Zinksulfat (ZnSO,) 0.0008 0.13
Borsdure (H3;BO3) 0.046 2.84
Kupfersulfat (CuSOy) 0.0003 0.048
Natriummolybdat (Na,MoO,) 0.0005 0.103
Andere Komponenten:

Dinatrium-ethylendiamin-tetraacetat (Na,EDTA) 0.016 5.38

Tabelle 7-5: Zusammensetzung von CPW-Medium (modifiziert nach Frearson et al., 1973). Der pH-Wert des
Mediums wurde auf pH=5.0 eingestellt. Zur Herstellung von —Pi-CPW-Medium wurde auf KH,PO, verzichtet.

Komponenten mmol/L mg/L
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) 0.2 27.2
Kaliumnitrat (KNO3) 1.0 101.0
Magnesiumsulfat (MgSOy) 1.0 120.48
Kalziumchlorid (CaCl,) 10.0 1121.1
Kupfersulfat (CuSOy4) 0.0001 0.016

Kaliumiodid (KI) 0.001 0.16
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7.4 pH-abhangige chemische Verschiebung von Pi

Die pH-Titrationskurve der chemischen Verschiebung (ppm) von Pi wurde freundlicherweise
von Dr. Cor Dijkema und Dr. Pieter de Waard (WNMRC der Universitit Wageningen,
Wageningen, Niederlande) zur Verfiigung gestellt. Die Werte sind in

Tabelle 7-6 aufgefiihrt.

Tabelle 7-6: pH-Abhéngigkeit der chemischen Verschiebung (ppm) von Pi.

Pi pH Pi pH Pi pH Pi pH Pi pH Pi pH
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm) (ppm)

074 432 1.13 5.95 152 633 1.91 662 [230 690 |269 723
075  4.60 1.14 596 1.53 6.34 192  6.63 231 6.61 270 7.24
076  4.77 1.15 5.97 1.54 635 1.93 6.63 232 691 2.71 7.25
077  4.89 1.16  5.99 1.55 6.36 194 664 |233 692 272 727
0.78 4.99 1.17 6.00 1.56 6.36 1.95 6.65 2.34 6.93 2.73 7.28

0.79 5.07 1.18 6.01 1.57 6.37 1.96 6.66 2.35 6.94 2.74 7.29
0.80 5.13 1.19 6.02 1.58 6.38 1.97 6.66 2.36 6.94 2.75 7.30
0.81 5.19 1.20 6.03 1.59 6.39 1.98 6.67 237 6.95 2.76 7.31
0.82 5.24 1.21 6.04 1.60 6.40 1.99 6.68 2.38 6.96 2.77 7.32
0.83 5.29 1.22 6.06 1.61 6.40 2.00 6.68 2.39 6.97 2.78 7.33
0.84 5.33 1.23 6.07 1.62 6.41 2.01 6.69 2.40 6.97 2.79 7.35
0.85 5.37 1.24 6.08 1.63 6.42 2.02 6.70 241 6.98 2.80 7.36
0.86 5.41 1.25 6.09 1.64 6.43 2.03 6.70 242 6.99 2.81 7.37
0.87 5.44 1.26 6.10 1.65 6.43 2.04 6.71 243 7.00 2.82 7.38
0.88 5.48 1.27 6.11 1.66 6.44 2.05 6.72 2.44 7.01 2.83 7.40
0.89 5.51 1.28 6.12 1.67 6.45 2.06 6.73 2.45 7.01 2.84 7.41
0.90 5.53 1.29 6.13 1.68 6.46 2.07 6.73 2.46 7.02 2.85 7.42
0.91 5.56 1.30 6.14 1.69 6.46 2.08 6.74 247 7.03 2.86 7.44
0.92 5.59 1.31 6.15 1.70 6.47 2.09 6.75 248 7.04 2.87 7.45
0.93 5.61 1.32 6.16 1.71 6.48 2.10 6.75 2.49 7.05 2.88 7.47
0.94 5.63 1.33 6.17 1.72 6.49 2.11 6.76 2.50 7.06 2.89 7.48
0.95 5.65 1.34 6.18 1.73 6.49 2.12 6.77 2.51 7.06 2.90 7.50
0.96 5.68 1.35 6.20 1.74 6.50 2.13 6.77 2.52 7.07 291 7.51
0.97 5.70 1.36 6.20 1.75 6.51 2.14 6.78 2.53 7.08 2.92 7.53
0.98 5.72 1.37 6.21 1.76 6.51 2.15 6.79 2.54 7.09 2.93 7.55
0.99 5.73 1.38 6.21 1.77 6.52 2.16 6.80 2.55 7.10 2.94 7.56
1.00 5.75 1.39 6.22 1.78 6.53 2.17 6.80 2.56 7.11 2.95 7.58
1.01 5.77 1.40 6.23 1.79 6.54 2.18 6.81 2.57 7.12 2.96 7.60
1.02 5.79 1.41 6.24 1.80 6.54 2.19 6.82 2.58 7.13 2.97 7.62
1.03 5.80 1.42 6.25 1.81 6.55 2.20 6.82 2.59 7.13 2.98 7.64
1.04 5.82 1.43 6.26 1.82 6.56 221 6.83 2.60 7.14 2.99 7.66
1.05 5.84 1.44 6.27 1.83 6.56 2.22 6.84 2.61 7.15 3.00 7.68
1.06 5.85 1.45 6.28 1.84 6.57 2.23 6.85 2.62 7.16 3.01 7.70
1.07 5.87 1.46 6.28 1.85 6.58 2.24 6.85 2.63 7.17 3.02 7.72
1.08 5.88 1.47 6.29 1.86 6.59 2.25 6.86 2.64 7.18 3.03 7.75
1.09 5.89 1.48 6.30 1.87 6.59 2.26 6.87 2.65 7.19 3.04 7.77
1.10 5.91 1.49 6.31 1.88 6.60 2.27 6.88 2.66 7.20 3.05 7.80
1.11 5.92 1.50 6.32 1.89 6.61 2.28 6.88 2.67 7.21 3.06 7.83
1.12 5.94 1.51 6.33 1.90 6.61 2.29 6.89 2.68 7.22 3.07 7.86
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7.5 Berechnung kinetischer Parameter

7.5.1 Transportgeschwindigkeit

Zur Berechnung der Pi-Transportgeschwindigkeit wurde Gleichung 2-1 angewandt:

__ CxXVgpX[dpmpyope] .
V= [dpme;eroms] (Gleichung 7-1)
wobei C: Konzentration von Pi (radioaktiv markiert und unmarkiert);
Vr: Volumen der Referenzldsung;
dpmpyope: Aktivitit von [32P] bzw. [33P] in der Probe;

APMReferen:: Aktivitat von [3 2P] bzw. [3 3 P] in der Referenzlosung.
Die spezifische Pi-Aufnahme (v) wurde in Zellsuspensionskulturen auf die Frischmasse (FG)
und in intakten Vakuolen auf das Vakuolenvolumen (V,.) bezogen. Zur Bestimmung des

Vakuolenvolumens wurde die folgende Gleichung verwendet:

3
v = [deReferenz. H] (Gleichung 7-2)

[dmerobe' 3H] XVR_ 3y

wobel  dpmgeferen, SH: Aktivitit von [3H]H20 in der Referenzldsung;
dpmpyope, 3, Aktivitit von [3H]H20 in der Probe;

Vit Volumen der Referenzl3sung.

7.5.2 Michaelis-Menten-Kinetik

Die Transportgeschwindigkeit nimmt mit steigenden Substratkonzentrationen zu und erreicht
bei hohen Konzentrationen einen maximalen Wert V,,ur. Viar 1St von der Substratkonzentration
unabhingig. Mithilfe der von Michaelis und Menten angegebenen Gleichung ldsst sich der
Zusammenhang zwischen Transportgeschwindigkeit und Substratkonzentration beschreiben.
Ein MaB} fiir die Affinitdt des Transporters zum Substrat stellt die Michaelis-Menten-
Konstante (K,) dar. Bei dieser Konzentration lduft der Transport mit halbmaximaler
Geschwindigkeit ab. Zur Bestimmung der kinetischen Parameter wurde eine nichtlineare
Regressionsanpassung der experimentellen Daten nach der Michaelis-Menten-Gleichung

vorgenommen:
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VinaxXS )
v = K tS (Gleichung 7-3)
Dabei bedeuten:

Vmax: Maximaltransportgeschwindigkeit;
K,,: Michaelis-Menten-Konstante;
S: Substratkonzentration.

In Tabakzellen wurde zusitzlich ein Diffusionsanteil addiert:

VinaxXS .
v = K ts +Kp XS (Gleichung 7-4)

wobei Kp die Diffusionskonstante darstellt.

7.5.3 Eadie-Hofstee Linearisierung

Die Bestimmung der kinetischen Parameter nach Michaelis und Menten ist verhéltnismafig
ungenau, da die Sattigungskurve (Asymptote einer Hyperbel) von Beginn an gekriimmt ist.
Im Bereich niedriger Substratkonzentrationen, wo die Anfangsgeschwindigkeit annidhernd
proportional zu der Substratkonzentration ist, fiihrt dies zu fehlerhafter Bestimmung des K-
Wertes. Darum wurde die Sattigungskurve in eine lineare Form gebracht. Die Linearisierung
der Daten basiert hierbei auf den Verfahren nach Eadie-Hofstee:

v="V,ux — Km X E (Gleichung 7-5)

Bei einer Auftragung von v gegen v/S erhilt man eine Gerade, welche die Ordinate im Punkt

Vmax schneidet. K, ldsst sich aus der Steigung der Regressionsgeraden berechnen.

7.5.4 1C50-Wert und Hill-Kinetik

Der ICsp-Wert, die Substratkonzentration, die zu einer halbmaximalen Hemmung der
Aufnahme einer Referenzsubstanz fiihrt, wurde aus den experimentell ermittelten Daten
mittels nichtlinearer Regression nach der logistischen Dosis-Wirkungsbeziehung

(allosterische Hill-Kinetik) errechnet:
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y = YMint(YMax—Ymin) (Gleichung 7-6)

P
X
1+(1C50)

wobei Yjy,,: Authahmegeschwindigkeit ohne Inhibitor (=100 %);

Yyin: nicht sittigbarer Anteil, der bei einem starkem Uberschuss an Inhibitor

gegeniiber der Konzentration des eingesetzten Pi gemessen wurde;

X: Konzentration des Inhibitors;

P: Hill-Koeffizient.
Dazu wurde die Aufnahme von [**P] in der Gegenwart steigender Inhibitorkonzentrationen
gemessen. Die [**P]-Aufnahme (¥) wurde mit Gleichung 2-1 berechnet, ohne die Frischmasse
zu berticksichtigen. Die Werte Y wurden als Prozent gegen C; aufgetragen.
Der ICs)-Wert ist mit der Inhibitorkonstante (K;), die ein Mal} fiir die Affinitit zwischen
Transporter und Inhibitor darstellt, iiber die Cheng-Prusoff-Gleichung (Cheng & Prusoff,
1973) verkniipft:

(Gleichung 7-7)

7.5.5 Dixon-Plot

Die Bestimmung der Inhibitorkonstante (K;) nach Dixon (1953) ist eine weitere Methode zur
Ermittlung der Affinitdt zwischen Transporter und Inhibitor. Bei diesem Verfahren wird die
Transportgeschwindigkeit bei einer konstanten Substratkonzentration (S), aber bei steigenden
Inhibitorkonzentrationen  (/;, I, [I3...I,) gemessen. Der reziproke Wert der
Transportgeschwindigkeit (//v) wird gegen die Inhibitorkonzentration (/) aufgetragen. Die
Messung wird bei mehreren konstanten Substratkonzentrationen (S;, Sz, S;...S,) wiederholt.
Den erhaltenen Messpunkten bei jeder Substratkonzentration ldsst sich eine lineare
Regressionsgerade unabhingig vom Mechanismus bzw. Typ der Hemmung anpassen. Der
Schnittpunkt der Regressionsgeraden ergibt den K;-Wert. Im Falle einer kompetitiven
Inhibierung liegt der Schnittpunkt der Regressionsgeraden im zweiten Quadrant iiber der
negativen x-Achse. Bei einem nichtkompetitiven Hemmmechanismus liegt der Schnittpunkt
auf der negativen x-Achse, sodass der K;-Wert direkt abgelesen werden kann. Ein paralleler
Verlauf der Regressionsgeraden ist bei einem unkompetitiven Hemmmechanismus zu

erwarten.
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7.6 Substrataffinitat des Pi-Transportsystems
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Abbildung 7-1: Substrataffinitit des hoch-affinen Pi-Transportsystems in Tomatenzellen (Solanum
lycopersicum cv. Lulullus). Die Aufnahme von 0.1 uCi (37 KBq) radioaktiv markierter Phosphorsdure
([**P]H;PO,) wurde in der Gegenwart steigender Konzentrationen ausgewdhlter Pi-Strukturanaloga (KH,CrOy,
K>;Mo0,) und Inhibitoren des Ionentransportes (2,4 DNP, CCCP) ermittelt. Der **Pi-Influx ohne Inhibitor wurde
auf 100 % festgelegt. Die **P-Aufnahme in Gegenwart von unmarkiertem Pi (weiBe Quadratsymbole, Hill-
Koefizient: P=1.08) ist als Kontrolle dargestellt. Es sind Median, Maximum und Minimum gezeigt. Die
Regressionskurven passen die logistische Dosis-Wirkungsbezichung (allosterische Hill-Kinetik) an die
Medianwerte an.
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7.7 Invivo *'P NMR von Tomatenzellen
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Abbildung 7-2: In vivo *'P-NMR von Tomatenzellen (—Pi/-Zellen) nach Zugabe von Pi. Aufgrund der kleinen
ZellgroBe (im Durchschnitt 25 um, vgl. Abbildung 3-30) wurden die Zellen sehr dicht im NMR-Rohrchen
gepackt, wodurch vermutlich die gleichméBige Verteilung von Nahrmedium bzw. Sauerstoff verhindert wurde.
Das fiihrte zum Absterben der Zellen. Das konnte an der Abnahme der G6P- und NTP-Signalintensititen erkannt
werden. Die Zellen wurden zundchst mit sauerstoffangereichertem Pi-freien Medium in einen
Gleichgewichtszustand (semi steady-state) gebracht. Danach wurde 1 mM Pi zugegeben (t=0 bei Pi-Zugabe).
Spektrum A: semi steady-state der Zellen; Spektrum B: 1 h Inkubation mit Pi; Spektrum B: 2 h Inkubation mit
Pi; Spektrum C: 6 h Inkubation mit Pi; Spektrum D: 7 h Inkubation mit Pi; Spektrum E: 8 h Inkubation mit Pi.
Zuordnung der NMR-Signale: G6P, Glucose-6-Phosphat; Signal ,,a“, Phosphomonoester und Zuckerphosphate
wie z.B. Fructose-6-Phosphat, Ribose-5-Phosphat; Signal ,b“, NADP(H) und Phosphocholin; cyt Pi,
cytoplasmatisches Pi; extr Pi, extrazellulires Pi; vac Pi, vakuolédres Pi; a-, B- und y-NTPs, a-, B- und v-
Nukleosidtriphosphate; o- und B-NDP, o- und B-Nukleosiddiphosphate; UDPG, Uridin-5‘-Diphosphat-o.-D-
Glukose. MDP (16.91 ppm) diente als Referenzsubstanz und ist nicht in den Spektren gezeigt.
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