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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Photosynthese und Photorespiration in C;-Pflanzen

Die oxygene Photosynthese ist der wichtigste Prozess der Kohlenstofffixierung auf unserem Planeten.
In héheren Pflanzen kann man drei Varianten der CO,-Fixierung unterscheiden, die als Cs-, C4- und
CAM- (crassulacea acid metabolism) Typen bezeichnet werden. Der Cs;-Stoffwechsel reprasentiert
den meist verbreiteten und urspriinglichen Weg der CO,-Assimilation. Ungefahr 90 % aller
Landpflanzen und somit viele agronomisch genutzte Arten, wie Soja, Reis, Weizen und Gerste,
gehéren dem Cs-Typ an. Cs-Pflanzen besitzen einen Chloroplastentyp, in dem alle
photosynthetischen Reaktionen der Licht- und Dunkelprozesse ablaufen, so dass CO, mit Hilfe von
Lichtenergie zu reduzierten Kohlenstoffverbindungen konvertiert wird.

Das primare Enzym der CO,-Fixierung in Cs-Pflanzen st die Ribulose-1,5-Bisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase (Rubisco), die den Transfer von CO, auf den Akzeptor Ribulose-1,5-
Bisphosphat (RuBP) katalysiert. C4- und CAM-Pflanzen nutzen ein zweites carboxylierendes Enzym,
die Phosphoenolpyruvat (PEP)-Carboxylase, die anstelle von Rubisco die primére CO,-Fixierung
Ubernimmt. In Cs-Pflanzen ergibt die Carboxylierung von RuBP zwei Molekile 3-Phosphoglycerat (3-
PGA), die im Calvin-Zyklus zu Triosephosphat umgesetzt werden oder der Regenerierung des CO,-
Akzeptors RuBP dienen. Die Triosephosphate kdnnen aus den Chloroplasten ins Zytosol exportiert
werden, um zu Saccharose (als Hauptkohlenstofftransportform) umgesetzt zu werden, oder im
Chloroplasten verbleiben zum Aufbau von transitorischer Starke (Sonnewald et al., 1994). Die CO,-
Fixierung durch Rubisco ist in der heutigen O,-haltigen Atmosphare durch deren enzymatische
Bifunktionalitat eingeschrankt. Neben CO, kann auch O, an das aktive Zentrum der Rubisco binden.
Diese Oxygenierung resultiert in der Umsetzung von RuBP zu jeweils einem Molekil PGA und 2-
Phosphoglycolat (2-PG). Dem Calvin-Zyklus kann das 2-PG nicht direkt zugefiihrt werden, sondern es
muss zundchst Uber den photorespiratorischen Zyklus unter Verbrauch von ATP und NADPH zu 3-
PGA umgesetzt werden. Die Balance zwischen Carboxylierung und Oxygenierung ist sowohl vom
CO,/0,-Verhaltnis in den Blattern und als auch von der Lufttemperatur abhingig (Laing et al., 1974).
Typische K,,-Werte der Rubisco liegen fur CO, bei 10-20 uM und fir O, bei 400-600 uM. Unter
ambienten Bedingungen betragt die Konzentration von CO, 11 uM und die von O, 253 uM (Woodrow
und Berry, 1988).

Der photorespiratorische Zyklus wird auch als C,-Zyklus bezeichnet (Tolbert, 1997). Durch den C,-

Zyklus werden zwei Molekiile 2-PG zu einem Molekil 3-PGA und CO, umgesetzt und somit eine
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Akkumulation von 2-PG vermieden, die sich auf die Zelle toxisch auswirken kann (Husic et al., 1987;
Ogren, 1984; Leegood et al., 1995). Das 2-PG inhibiert die Triosephosphat-Isomerase, ein Enzym des
Calvin-Zyklus und muss daher umgehend verstoffwechselt werden (Husic et al., 1987; Norman und
Colman, 1991). Die primaren Reaktionen des C,-Zyklus erstrecken sich tiber vier Zellkompartimente

(Chloroplast, Peroxisom, Mitochondrium; Zytosol). Ein Schema des pflanzlichen C,-Zyklus ist in der

Abb. 1 dargestellt.

4 (" CH,0-PO? \\
?Hzopo: IC=o Rubisco C|>H20PO§'
H-(|3-OH H-?-OH COO
COO H-C-OH o, 3-PGA
CH,O-PO* '
Cytosol Chloroplast PGP
/,_ P; )
l )
CH,OH .
Peroxisome
H-(|3-OH C|:Hon
COO COO
NADP’ NAD' o,
HPR2 | HPR1 CAT GOX
NADPH NADH H,0 «<—— H,0,
C|)HZOH (|3H=O
— C|:=O COO
COO
1 Glu or Ala
AGT1
2-0G or Pyr
\
4
CH OH SHM
H- C-NH < \
CH,-THF
NAD'
NADH NH, CO,
Mitochondrion HCO;
\_ \ y)

Abb. 1 Schema des pflanzlichen C,-Zyklus. Die zentralen Enzyme des C,-Zyklus: Rubisco Ribulose-1,5-Bisphosphat
Carboxylase/Oxygenase, PGP Phosphoglykolat-Phosphatase, GOX Glykolat-Oxidase, CAT Katalase, GGT Glu:Glyoxylat

Aminotransferase, GDC Glycin-Decarboxylase, SHM Serin-Hydroxymethyltransferase, AGT1 Serin: Glyoxylat

Aminotransferase, HPR1-2 3-Hydroxypyruvat-Reduktase, GLYK D-Glycerat-3-Kinase. Quelle: www.biologie.uni-

rostock.de/pflanzenphysiologie.
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In der Eingangsreaktion des pflanzlichen C,-Zyklus wird durch die Oxygenasereaktion der Rubisco 2-
PG im Chloroplasten gebildet, welches unmittelbar durch die 2-Phosphoglykolat-Phosphatase (PGP)
dephosphoryliert und zu Glykolat hydrolysiert wird. Das Glykolat wird in die Peroxisomen
transportiert und durch die Glykolat-Oxidase (GOX) zu Glyoxylat oxidiert. Das gebildete
Wasserstoffperoxid (H,0,) wird durch die Katalase (CAT) zu Wasser umgesetzt. Durch die Serin:
Glyoxylat Aminotransferase (AGT1) oder die Glutamat: Glyoxylat Aminotransferase (GGT) wird
Glyoxylat zu Glycin transaminiert. Nach dem Transport des Glycins in das Mitochondrium werden
zwei Molekile Glycin durch die Reaktionen der Glycin-Decarboxylase (GDC) und der Serin-
Hydroxymethyltransferase (SHM) in Serin konvertiert. Dabei entstehen CO, und NHs. Das Serin wird
zurlick in die Peroxisomen transportiert und von der AGT1 zu 3-Hydroxypyruvat und Glycin
umgesetzt. Anschliefend reduziert die 3-Hydroxypyruvat-Reduktase (HPR) im Peroxisomen (HPR1)
oder im Zytosol (HPR2) das 3-Hydroxypyruvat zu D-Glycerat (Timm et al., 2008). Das Glycerat wird
nach der Translokation in den Chloroplasten von der D-Glycerat-3-Kinase (GLYK) zu 3-PGA
phosphoryliert. Damit ist der C,-Zyklus geschlossen, und 3-PGA kann in den Calvin-Zyklus eingehen.
Die Oxygenierung von RuBP bedeutet eine Verminderung der CO,-Fixierung fir die Pflanzen, die
durch den C,-Zyklus minimiert wird. Bis zu 75 % des Kohlenstoffs aus dem Nebenprodukt 2-PG kann
dem Calvin-Zyklus zurickgefiihrt werden, die verbleibenden 25 % gehen als CO, durch die
Decarboxylierung des Glycins im Mitochondrium verloren. Dieser Verlust wird durch erhohte
Temperaturen gesteigert, da die Praferenz der Rubisco zu O, ebenfalls zunimmt (Wingler et al.,
2000). Dariliber hinaus wird im Mitochondrium als Folge der GDC-Reaktionen NHj; freigesetzt, das im
Zuge des photorespiratorischen Stickstoffkreislaufes durch die Glutamin-Synthetase (GS-2) und die
Ferredoxin-abhédngige Glutamat-Synthase (Fd-GOGAT) reassimiliert wird (Keys et al., 1999; Keys,
2006; Rachmilevitch et al., 2004). Als Konsequenz wird haufig postuliert, dass Photorespiration ein
verschwenderischer Prozess ist, da Kohlenstoff und Stickstoff verloren gehen. Folglich wird die
Produktion von Kohlenhydraten und Biomasse in den Pflanzen reduziert. Diese Effekte der
Photorespiration kdnnen durch erhdéhte CO,-Konzentrationen, z. B. in einer Klimakammer oder
einem Gewdchshaus revertiert werden, die aber auf dem Feld nicht realisierbar sind (Arp et al.,
1998).

In der Realitat weist der C,-Zyklus viele positive Aspekte auf. Hierbei stellt die Verwertung und somit
auch die Entgiftung von 2-PG die Hauptaufgabe des C,-Zyklus dar. Durch den Verbrauch von NADPH
und ATP wird die Bildung freier Radikale durch Reaktionen mit Sauerstoff vermieden, die zur
Schadigung der Zelle fiihren konnen (Osmond et al., 1997). Weiterhin werden Akzeptoren fir den
linearen Elektronentransport regeneriert, wodurch der C,-Zyklus eine Schutzfunktion austibt. Jingste

Veroffentlichungen weisen darauf hin, dass Photorespiration auch entscheidend fiir die Vermeidung
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von Photoinhibition ist. Beeintrachtigungen des C,-Zyklus verursachen eine Hemmung der ,, de novo”

Synthese des D1 Proteins, so dass die Reparatur von PSII unterdriickt wird (Takahashi et al., 2007).

Methylgroups ki
- DNA. proteins Photorespiration

* lignins 5
* choline, chlorophyll ...

Ethylene, +— AdoMet
pelyamines

Proteins «—— Met
T \
5-MethylTHE  CO, + NH, V e ———— L+ Gly
T GDC
510-Methylene THF & —— .
]‘ SHM
l Gly Ser e -» Ser
Thymidylate \\
5,10-Methenyl-THF +  O-Formyl-THF
._/"//
Pantcthenate * l
Formate «<— 10-Formyl-THF « *» Formate < ———1—» Formate
.
DA SR mitochondrion cytosol

Abb. 2 Die wichtigsten mitochondrialen folatabhingigen Reaktionen des C;-Stoffwechsels und dessen Verbindung zur

Photorespiration liber den GDC und die SHM. Modifiziert nach De-Crecy-Lagard et al., 2007.

Neben der Regeneration von Kohlenstoff und der Vermeidung von Photoinhibition ist der C,-Zyklus
bedeutsam fiir die Synthese von Metaboliten, die fir weitere Stoffwechselwege bereitgestellt
werden missen. So garantiert z. B. die Serin-Hydroxymethyltransferase (SHM) die Glycin-Serin-
Interkonversion und somit die Verfligbarkeit von Aminosduren, die essentiell fir die Synthese von
Chlorophyll, Tryptophan, Phosphatidylcholin, Ethanolamin und Glutathion sind (Noctor und Foyer,
1998; Wingler et al., 2000). Eine andere wichtige Funktion des photorespiratorischen C,-Zyklus ist die
Bereitstellung von aktiven C;-Einheiten, die Uber die Reaktionen des mitochondrialen GDC-
Komplexes in Zusammenarbeit mit der SHM realisiert wird. Diese C;-Einheiten werden in vielen
Biosynthesen bendtigt, wie z.B. Methionin, Pyrimidinen und Purinen (Bauwe und Kolukisaoglu, 2003).

4
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In der Abb. 2 ist die direkte Beziehung zwischen Photorespiration und C;-Stoffwechsel aufgezeigt.
Auffallend ist die Funktion von N°, N'°-Methylen Tetrahydrofolat als zentrale C;-Komponente
zwischen C,-Zyklus und einer Reihe synthetischer Wege (Hanson und Roje, 2001).

Photorespiration in Pflanzen bedeutet einen Nettoverlust von Kohlenstoff, steht aber auch im
Zusammenhang mit dem Metabolismus der Ein-, Zwei- und Dreikohlenstoffverbindungen sowie dem
Stickstoffhaushalt. Die genauen Funktionen der Photorespiration missen noch weiter erforscht
werden, um die Dimension fir den gesamten pflanzlichen Stoffwechsel und das Pflanzenwachstum
abzuschatzen. Aber letzten Endes ermoglicht es nur der C,-Zyklus, dass die Photosynthese in einer

Sauerstoff-haltigen Atmosphare ablaufen kann.

1.2. Mutanten des C,-Zyklus

Der photorespiratorische C,-Zyklus wurde in den letzten Jahren durch gentechnische Ansatze naher
analysiert. In den 80er Jahren setzte die Arbeitsgruppe Somerville (USA) den Startpunkt und nutzte
als erste Arabidopsis thaliana als Modellorganismus. Durch diese Arbeitsgruppe wurde eine
Sammlung von Mutanten angelegt, die durch EMS (Ethylmethansulfonat) mutagenisiert wurden. Die
Selektion der photorespiratorischen Mutanten erfolgte durch deren Abhangigkeit von erhéhten CO,-
Konzentrationen. Denn Mutanten, die im C,-Zyklus beeintrachtigt sind, zeigen in normaler Luft (ca.
0,04 % CO,) Wachstumsretardationen und kénnen nur unter erhéhten CO,-Konzentrationen (0,5 bis
2 % CO,) normal wachsen (Somerville und Ogren, 1982). Dieses Phdnomen wird auch als
»,photorespiratorischer Phanotyp” bezeichnet. Nach dem Wachstum in CO,-angereicherter Luft
wurden die putativen Mutanten an Normalluft adaptiert. Chlorotische und morphologisch auffallige
Individuen wurden ausgewaéhlt und nachfolgend biochemisch analysiert. Dieses filihrte zur Isolation
der ersten photorespiratorischen Mutante mit einem Defizit in der 2-Phosphoglykolat-Phosphatase
(Somerville und Ogren, 1979). Wenig spater wurden Mutanten der Serin: Glyoxylat
Aminotransferase, Glycin-Decarboxylase, Serin-Hydroxymethyltransferase und Glutamat-Synthase
identifiziert (Ogren, 1984; Somerville, 1982; Somerville und Ogren, 1980). Diese ersten C,-Zyklus
Mutanten bewiesen, dass das durch die Oxygenaseaktivitat der Rubisco entstehende Glykolat den
Eintrittspunkt in den photorespiratorischen Zyklus markiert und dass die Photorespiration
bedeutsam fiir das Pflanzenwachstum unter ambienten Bedingungen ist.

In den folgenden Jahren wurden nahezu alle photorespiratorischen Gene und die
korrespondierenden Mutanten charakterisiert. Zur Erzeugung der Mutanten wurde neben der
chemischen EMS-Mutagenese auch die Integration von T-DNA verwendet. T-DNA-Insertionslinien

bieten den Vorteil, dass der Leserahmen eines Gens gezielt und vollstandig unterbrochen wird. Das
5
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letzte unbekannte Enzym des C,-Zyklus, die D-Glycerat-3-Kinase, wurde durch Boldt et al. (2005)
beschrieben. Wie viele andere photorespiratorische Mutanten sind auch Knock-out-Mutanten der
Glycerat-Kinase (glyk) in normaler Luft nicht Uberlebensfdhig und zeigen ein chlorotisches
Erscheinungsbild, das in einer Hoch-CO,-Atmosphére revertiert werden kann.

Weitgehend offen sind die Fragen nach der Natur und der Regulation der Transporter, die fiir die
Substratbewegung zwischen dem Chloroplast, Peroxisom und Mitochondrium verantwortlich sind.
AuBerdem wurde diskutiert, ob die Photosyntheseleistung der Pflanzen gesteigert werden kann,
wenn die Photorespiration unterdriickt wird. Dies ist allerdings nach der Analyse der Mutanten
auszuschlieBen. Es existieren jedoch Ansdtze, den C,-Zyklus so zu reorganisieren, dass eine
Verminderung der Kohlenstoffverluste moglich erscheint (Kebeish et al., 2007).

Ein zentrales Enzym des C,-Zyklus ist die mitochondriale Glycin-Decarboxylase (GDC), ein
Multienzymkomplex, der den Abbau von Glycin zu CO, und NH; katalysiert. Bisher wurden nur GDC-
Knock-down-Mutanten von Gerste (Wingler et al., 1997) und Kartoffel (Heinike et al., 2001) generiert
und analysiert. Kartoffelpflanzen mit reduziertem P-Proteingehalt zeigen ein reduziertes Wachstum
und erhohte Glycinkonzentrationen, sind aber unter ambienten Bedingungen lebensfahig. Ein
wichtiges Ziel dieser Arbeit bestand deshalb darin, GDC-Nullmutanten zu isolieren und die damit

verbundenen Konsequenzen fiir den pflanzlichen Stoffwechsel zu ermitteln.

1.3. Glycin-Decarboxylase (GDC)

In Cs-Pflanzen akkumuliert photorespiratorisches Glycin als Intermediat des C,-Zyklus nach
Belichtung und Aufzucht in ambienter Luft. Der GroRteil dieses Glycins wird durch die Reaktionen der
Glycin-Decarboxylase in Kooperation mit der Serin-Hydroxymethyltransferase in den Mitochondrien
direkt zu Serin umgesetzt. Der mitochondriale Glycin-Decarboxylase-Komplex besteht aus vier
Komponenten, die als P-Protein (Pyridoxal-5-Phosphat abhadngige eigentliche Glycin-Decarboxylase),
T-Protein (Tetrahydrofolat(THF)-Aminomethyl-Transferase), H-Protein (identifiziert als
Wasserstofftrager mit kovalent gebundenem Liponsaureamid) und L-Protein
(Dihydroliponsdureamid-Dehydrogenase) bezeichnet werden (Abb. 3). Die GDC ist ein
Hauptbestandteil der pflanzlichen Mitochondrien in Blattern und macht Gber ein Drittel des I6slichen
Proteins in den Mitochondrien bei Cs-Pflanzen aus (Oliver und Raman, 1995). Die GDC-
Untereinheiten dissoziieren sehr leicht. Daher konnte noch kein intakter GDC-Komplex gereinigt
werden, so dass das Vorliegen eines Komplexes im engeren Sinne umstritten ist. Stattdessen wurden
die vier Komponenten separat gereinigt und anschlieend zur Bildung eines aktiven , Komplexes”

genutzt (Bourguignon, 1988).
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Die Glycin-Decarboxylase ist ubiquitar in allen Organismen vorhanden. Im Menschen verursacht eine
Mutation des GDC Komplexes die fatale genetische Erkrankung: Nonketotische Hyperglycindmie
(Kume et al., 1988). Die Glycin-Decarboxylase oxidiert Glycin zu CO,, NH; und dem C;-Derivat N°, N*-
Methylen-Tetrahydrofolat. Das N°, N'°-Methylen-Tetrahydrofolat wird unter der Verwendung eines
weiteren Molekils Glycin durch die Reaktion der SHM zu Serin umgesetzt (Abb. 3). Die Gleichungen

der Teil- und Gesamtreaktionen :

Gesamtreaktion: 2 Glycin + NAD" - Serin + CO, + NH; + NADH
GDC-Reaktion: Glycin + NAD" + THF - Methylen-THF + CO, + NH3 + NADH
SHM-Reaktion: Glycin + Methylen-THF + H,0 - Serin + THF
(I:DD'
S-CH.NH; era H-«tl:-c HOH Ser
Co, : = CH,-THF
(l.‘,OO' THF
(|3H2 Gly
NH; QL. ¢/
NAD(\NAD*

Abb. 3 Der Reaktionsmechanismus der Glycin-Decarboxylase (GDC) in Kooperation mit der Serin-
Hydroxymethyltransferase (SHM). Die Untereinheiten werden wie folgt abgekiirzt: P: P-Protein, T: T-Protein, L: L-Protein,
H: H-Protein, S: SHM. Der Startpunkt der GDC-Reaktionen wird mit der Decarboxylierung des Glycins durch das P-Protein
gesetzt. Der Liponsaurerest des H-Proteins verbindet die Intermediate mit den Reaktionszentren des P-, T- und L-Protein.

Quelle: www.biologie.uni-rostock.de/pflanzenphysiologie.

Die Reaktion der GDC beginnt mit der Bildung einer Schiff'schen Base zwischen dem Pyridoxal des P-
Proteins und der Aminogruppe des Glycins. Durch Decarboxylierung des Glycylrestes wird CO,
freigesetzt und das verbleibende Methylamin auf den Liponsdurerest des H-Proteins Ubertragen
(Oliver, 1994). Nachdem das H-Protein sich zum aktiven Zentrum des T-Proteins bewegt hat, wird die
Methylen-Gruppe des Glycins auf THF tibertragen, so dass N°, N'°-Methylen-Tetrahydrofolat entsteht
und NH; freigesetzt wird. Durch die Reaktion der SHM wird Serin produziert, in dem ein zweites

Molekil Glycin, N°, N**-Methylen-Tetrahydrofolat und H,0 zu Serin und THF umgesetzt werden. Uber
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das L-Protein wird die Dihydroliponsaure wieder zu Liponsdure oxidiert unter der Reduktion von NAD
zu NADH, und ein neuer GDC-Zyklus kann beginnen. In diesem Modell (Abb. 3) fungiert der
Liponsaurerest des H-Proteins als schwingender Arm zwischen den aktiven Zentren der anderen drei

Untereinheiten, so dass die Intermediate enzymgebunden bleiben.

P-Protein

Das P-Protein agiert als enzymatisch aktive Decarboxylase und wird deshalb oft als Glycin-
Decarboxylase terminiert. Das P-Protein stellt in den meisten Organismen ein Homodimer von ca.
200 kDa dar. Darlber hinaus bindet das P-Protein das Toxin Victorin (Wolpert et al., 1994). Das
Produkt der Decarboxylierung von Glycin ist CO, und nicht Bikarbonat. Neben der Decarboxylierung
kann aktives P-Protein auch einen sogenannten Bikarbonataustausch durchfihren, der zur Messung

der P-Protein-Aktivitat genutzt wird (Hasse et al., 2007).

T-Protein

Das T-Protein ist ein Monomer des GDC-Komplexes und reagiert als Aminomethyl-Transferase,
welche THF und das am H-Protein haftende Methylamin als Co-Substrat benétigt. Die molekulare
Masse betragt ca. 41 kDa. Sequenzahnlichkeiten zu der Formyltetrahydrofolat-Synthase wurden
nachgewiesen. Die Reaktion des T-Proteins resultiert in der Produktion von N°>, N'°-Methylen-
Tetrahydrofolat und NHs;. Wenn THF als Substrat fehlt, ergibt die T-Protein-Reaktion Formaldehyd
und NHs.

H-Protein

Das H-Protein wurde erstmals aus Erbse gereinigt und kristallisiert (Sieker et al., 1991; Pares et al.,
1994). In der Interaktion mit den drei GDC-Komponenten wirkt das H-Protein als Co-Substrat und
stellt selbst ein nicht-enzymatisches Protein dar. Die molekulare Masse betragt 14 kDa. Die
Lipoylierung des H-Proteins erfolgt im Mitochondrium durch die Lipoat-Ligase. Oft wird das H-Protein
als zentraler Kern zur Ausbildung des GDC-Komplexes beschrieben (Oliver et al., 1994; Douce et al.,

2001).

L-Protein

Das L-Protein, eine Dihydroliponsdureamid-Dehydrogenase, ist ein Homodimer von ca. 100 kDa und
enthalt FAD als Co-Enzyme (Bauwe und Kolukisaoglu, 2003). Der letzte Schritt der GDC-Reaktion wird

durch das L-Protein katalysiert. Das reduzierte H-Protein wird oxidiert und simultan FAD zu FADH,

8
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reduziert. Die Strukturaufklarung des L-Proteins erfolgte durch Faure et al., 2000. Neben der Rolle im
GDC besitzt das L-Protein die gleiche Funktion auch in anderen Multienzymkomplexen, die als
Pyruvat-Dehydrogenase,  a-Ketoglutarat-Dehydrogenase und  Verzweigtketten-a-Ketosaure-

Dehydrogenase bezeichnet werden.

SHM

Die SHM (Serin-Hydroxymethyltransferase) ist keine Untereinheit der GDC, kooperiert aber mit der
Glycin-Decarboxylase in Mitochondrien durch die Produktion von THF, das als Substrat fiir die GDC-
Reaktion dient. Die SHM ist ein Tetramer und setzt sich aus 53 kDa Untereinheiten zusammen, die
Pyridoxal-5-Phosphat als Co-Faktor bendtigen. Die reversible Konversion von Glycin und N°, N*°-
Methylen-Tetrahydrofolat zu Serin und THF wird durch die SHM gewahrleistet (Mouillon et al., 1999).
Neben der Funktion im photorespiratorischen Zyklus ist die SHM auch eine wichtige Quelle fir Ein-
Kohlenstoffverbindungen, die auch in anderen Zellkompartimenten (Zytosol, Chloroplast, Zellkern)
essentiell fiir viele Biosynthesen sind. In diesen Kompartimenten ist die riicklaufige Reaktion zu
Glycin dominant, so dass N°, N'°-Methylen-Tetrahydrofolat (CH,-THF) aus Serin produziert wird und
unmittelbar zu Methyl-, Methenyl- und Formyl-THF umgesetzt werden kann (siehe Abb. 2). THF-
Derivate stellen die Ausgangsstoffe fiir viele Biosynthesen dar, wie z. B. die Synthese von Methionin,
Purin, Pyrimidinen und Fetten (Hanson et al., 2000; Hanson und Roje, 2001; De Crecy-Largard et al.,
2007).

Die vier Proteine der GDC und die SHM sind kerncodiert und besitzen N-terminale Sequenzen, die
eine mitochondriale Lokalisation garantieren. In der mitochondrialen Matrix erfolgt der
Zusammenbau des GDC-Komplexes spontan. Es handelt sich um losliche Proteine, die in groRen
Mengen vorliegen. Die Stabilitat des vermuteten Komplexes ist nur bei hohen Konzentrationen der
Einzelkomponenten gewahrleistet (Oliver et al., 1990). Wenn die Proteinkonzentration unter 0,25 mg

ml™

sinkt, dissoziiert der Komplex. Die Stochiometrie des Komplexes wurde als 4P:27H:9T:2L
ermittelt. Durch heterologe Expression und anschlieRender Reinigung konnten die GDC-
Untereinheiten von vorwiegend bakteriellen Genen isoliert werden. Bisher konnte die Kristallstruktur
vom eukaryotischen H-, T- und L-Protein (Pares et al., 1994; Okamura-lkeda et al., 2005; Faure et al.,
2000) bestimmt werden. Die Struktur des P-Proteins liegt nur vom Eubakterium Thermus
thermophilus vor, eine Uberexpression oder Reinigung von enzymatisch aktivem eukaryotischen P-
Protein ist jedoch noch nicht gelungen (Nakai et al., 2005). Im heutigen Modell der GDC fungieren die

H-Protein Dimere als zentraler Kern, in dem jedes Dimer mit jeweils einem Monomer der grofReren

Untereinheiten interagiert (Oliver, 1994).



Einleitung

1.3.1. GDCin Arabidopsis thaliana

In den 80er Jahren wurden die ersten photorespiratorischen Arabidopsis-Mutanten durch die

Arbeitsgruppe Somerville isoliert und charakterisiert (Somerville und Ogren, 1982). Heute ist

Arabidopsis als Modelorganismus in den Pflanzenwissenschaften etabliert und die Verfligbarkeit der

kompletten Genomsequenz (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000; www.Arabidopsis.org), T-

DNA-Insertionsmutanten und die einfache Transformierbarkeit ermdglichen eine schnelle Isolation

von definierten Mutanten und deren Charakterisierung. Die annotierten Arabidopsis-Gene fiir die

GDC-Komponenten und SHM-Genfamilie sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1 Merkmale der GDC- und SHM-Gene und deren korrespondierende Proteine in Arabidopsis thaliana; verandert

nach Bauwe und Kolukisaoglu, 2003.

Proteins Symbol TAIR-Code Length | Molecular Localization References
(aa) mass
H-protein AtGLDH1 At2g35370 165 17947.0 mitochondrion Srinivasan and
Oliver, 1992
AtGLDH2 At2g35120 156 17099.9 mitochondrion
AtGLDH3 At1g32470 166 17897.0
L-protein AtmLPD1 At3g17240 507 53985.7 mitochondrion Lutzinger and
Oliver, 2001
AtmLPD2 At1g48030 507 53987.6 mitochondrion Lutzinger and
Oliver, 2001
P-protein AtGLDP1 At4g33010 1037 112924.3 mitochondrion Engel et al., 2007
AtGLDP2 At2g26080 1044 113774.8 mitochondrion Engel et al., 2007
T-protein AtGLDT1 At1g11860 408 444445 mitochondrion Engel et al., 2008
SHM AtSHM1 At4g37930 517 57400.2 mitochondrion McClung et al.,
2000; Voll et al.,
2006
AtSHM?2 At5g26780 517 59129.4 mitochondrion Voll et al., 2006
AtSHM3 At4g32520 529 57982.2 chloroplast
AtSHM4 At4g13930 471 51717.5 cytosol
AtSHM5 At4g13890 470 52260.8 cytosol
AtSHM6 At1g22020 599 66646.3 | —--mmeemememee
AtSHM7 At1g36370 598 66293.0 | -
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In meinen Arbeiten stehen die Gene, die das P- und T-Protein kodieren, im Vordergrund. Fir die
Herstellung einer Nullmutante in der Glycin-Decarboxylase missen entweder die zwei P-Protein-
Gene (AtGLDP1 und AtGLDP2) oder das T-Protein Gen (AtGLDT1) durch T-DNA-Insertion in ihrem
Leserahmen unterbrochen werden oder durch RNAi-Technik die Transkripte herunter reguliert
werden. Der Knock-out des L-Proteins (zwei Gene) ist nicht sinnvoll, da es an anderen
Multienzymkomplexen beteiligt ist. Die Herstellung einer H-Protein-Nullmutante ist schwer zu
realisieren, da in Arabidopsis drei Gene fiir das H-Protein kodieren.

Dariber hinaus wurden die mitochondrialen Isoformen der Serin-Hydroxymethyltransferase
(AtSHM1 und AtSHM?2) untersucht, da diese mit dem Glycin-Decarboxylase-Komplex kooperieren. Im

Fokus standen die Isolierung der SHM-Nullmutanten und deren physiologische Charakterisierung.

1.4. Photosynthese und Photorespiration in C,-Pflanzen

Die Cs;-Photosynthese entwickelte sich vor 3,5 Milliarden Jahren in einer nahezu O,-freien
Atmosphare. Das primdre Enzym der CO,-Assimilation, Rubisco, ist enzymatisch sehr effektiv bei
hohen CO,-Konzentrationen. In einer Atmosphdre mit steigenden O,-Konzentrationen, hohen
Temperaturen und unter Wassermangel wird die Oxygenierung der Rubisco und somit die
Photorespiration  beglinstigt (Sage, 2004). Die C4-Photosynthese stellt einen CO,-
Konzentrierungsmechanismus dar, durch den die Oxygenasereaktion der Rubisco in C4-Pflanzen
weitgehend unterdrickt wird. Zur Realisierung der CO,-Konzentrierung sind biochemische,
physiologische und anatomische Modifikationen der C4-Pflanzen erforderlich. Um Rubisco vom
atmospharischen Sauerstoff zu trennen, erfolgt die primare CO,-Fixierung im Mesophyll durch die
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC). Die PEPC besitzt einen erheblich niedrigeren Km-Wert fiir
CO, und somit eine hohere Affinitat zu CO, als Rubisco, so dass die Kohlenstofffixierung auch bei
geringen Blatt-CO,-Gehalten abliuft. Uber Oxalacetat (OAA), Malat oder Aspartat wird der fixierte
Kohlenstoff in die Blindelscheidenzellen transportiert und dort decarboxyliert und anschlieRend tGber
die Rubisco als sekunddres Enzym der CO,-Assimilation refixiert. Die Produkte der primaren CO,-
Fixierung sind 4-Kohlenstoffverbindungen, die den Namen C, ableiten. Das typische Blatt einer C4-
Pflanze setzt sich aus zwei verschiedenen photosynthetischen Zelltypen zusammen: den Mesophyll-
und Biindelscheidenzellen. Das Arrangement der Blattzellen wird als , Kranzanatomie” (Haberlandt,
1904) beschrieben und ist essentiell fur den funktionsfahigen C,;-Zyklus.

Biochemisch unterscheidet man drei Typen der C4-Photosynthese: den NAD-ME-, NADP-ME- und
PCK-Typ, die nur den ersten enzymatischen Schritt zum OAA teilen. In Pflanzen des NAD-ME-Typs

wird OAA in Malat konvertiert und dieses in den Biindelscheidenzellen decarboxyliert (Abb. 4). Das
11
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freigesetzte CO, wird durch Rubisco refixiert und findet Eingang in den Calvin-Zyklus. Das
verbleibende Pyruvat wird zuriick in die Mesophyllzellen transportiert, reagiert dort mit ATP und
wird durch die Pyruvat-Orthophosphat-Dikinase zu PEP regeneriert. Im NAD-ME- und PCK-Typ dient
Aspartat als intermedidrer Kohlenstofftrdger zwischen dem Mesophyll und den

Blindelscheidenzellen. Durch die Transaminierung von OAA wird Aspartat generiert (Sage, 2004).

Mesophyli cell Bundle sheath cell

/ NADPH  NADP* \ / \
0.
Oxaloacetate Malate == —F==—=——— -+ Malate

1 +NH, Aspartate —-—{—*» Aspartate e

NADP*
co)) (s &
/3 ] co, C, cycle
CO;| co, NADPH

0,
Cco,
Calvin cycle
Alanin «——4—-4——— Alanin
- NH;*
PEP <Ij Pyruvate ¢« —-—F——————-— Pyruvate glucose
5
K ADP ATP / \ /
[CO,] =130 pl I [CO,] = 2000-2400 pl I

Abb. 4 Vereinfachte Reaktionen der C;-Photosynthese beim NAD-ME- und NADP-ME-Typ. Hohe CO,-Konzentrationen
akkumulieren in den Biindelscheidenzellen, so dass der C,-Zyklus als CO,-Pumpe wirkt. 1: Phosphoenolpyruvat-
Carboxylase (PEPC); 2: Malatdehydrogenase; 3: NAD- oder NADP-Malatenzym; 4: Rubisco; 5: Pyruvat-Orthophosphat-
Dikinase; PEP: Phosphoenolpyruvat, GDC: Glycin-Decarboxylase; SHM: Serin-Hydroxymethyltransferase. Modifiziert
nach Sage (2004).

Das evolutionare Ziel des C4-Weges war es, CO, in unmittelbarer Umgebung von Rubisco zu
konzentrieren. Rubisco fungiert als sekundares kohlenstoffassimilierendes Enzym, welches nur in den
Blindelscheidenzellen der C,-Pflanzen lokalisiert ist (Abb. 4). Der CO,-Gehalt in den
Bundelscheidenzellen ist circa 10-20fach (2000 pl I'') héher, im Vergleich mit Cs-Chloroplasten (130 pl

I""), so dass der C4-Zyklus als CO,-Pumpe wirkt (Ehrlinger et al., 1991). Dadurch wird nahezu keine
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Oxygenaseaktivitat der Rubisco in C4-Pflanzen detektiert und die Photorespiration unterdriickt. Somit
besitzen C4-Pflanzen eine hohe Affinitat fir CO, und einen niedrigen, weitgehend
temperaturunabhangigen CO,-Kompensationspunkt, der haufig unter der Nachweisgrenze liegt. Die
C4-Photosynthese bendtigt durch die Transport- und Konzentrierungsarbeit mehr biochemische
Energie, zwei zusatzliche ATP, um ein Molekil CO, zu reduzieren, und ein weiteres, um PEP aus
Pyruvat zu regenerieren. Der erh6hte Energieverbrauch verringert den energetischen Wirkungsgrad

unter nicht photorespiratorischen Bedingungen.

1.4.1. Photorespiration in C4-Pflanzen

Obwohl Rubisco strikt in den Blindelscheidenzellen lokalisiert und CO, in unmittelbarer Umgebung
von dieser konzentriert ist, existieren Hinweise, dass auch C,-Pflanzen photorespirieren (Furbank und
Badger, 1989). Die Existenz der Photorespiration in C4-Pflanzen wird durch den Fakt untermauert,
dass alle notwendigen Enzyme, wie z. B. GDC und SHM in den Biindelscheidenzellen detektiert
wurden. Der finale Beweis flir die Funktionalitdt der Photorespiration in C4-Pflanzen wurde durch
Zelitch et al. (2009) erbracht. Sowohl Reis- als auch Maismutanten mit reduzierten Glykolat-Oxidase-
Aktivitaten zeigten einen unerwarteten photorespiratorischen Phanotyp (Zelitch et al., 2009; Xu et
al., 2009).

Keine der GDC Untereinheiten wurde urspriinglich im Mesophyll nachgewiesen (Morgan et al., 1993;
Ueno, 2001). Allerdings ist in kirzlich erschienenen Studien die Prasenz der GDC-Komponenten (P-,
T-, L- und SHM-Protein) im Mesophyll einiger C4-Arten beschrieben worden. Nur fiir das H-Protein
wurde eine ausschlieRliche Lokalisation in den Blindelscheidenzellen bestétigt (Paryz und Jastrzebski,
2007). Diese Ergebnisse dhneln Untersuchungen an Moricandia arvensis, einer Cs-C4 intermedidren
Pflanze. In M. arvensis ist das P-Protein strikt auf die Blindelscheidenzellen beschrankt (Morgan et
al., 1993). Dennoch sind C4-Pflanzen nicht in der Lage, Glycin in den Mesophyllzellen zu oxidieren,
wenn eine der GDC-Komponenten fehlt. Das Vorhandensein einiger GDC-Untereinheiten in den
Mesophyllzellen kann mit deren Beteiligung an weiteren Enzymkomplexen und der strukturellen
Ahnlichkeit zu anderen Proteinen erklart werden. So ist zum Beispiel das L-Protein auch eine
Komponente des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes, und das T-Protein weist strukturelle
Ahnlichkeiten zu der Formyltransferase auf. Dariiber hinaus existiert eine Verbindung in der
transkriptionellen Regulation des H-Proteins und der Rubisco, so dass bei einigen C;-Arten die
Expression beider Proteine im Mesophyll unterdriickt wird (Srinivasan und Oliver, 1995; Kopriva et

al., 1995; Bourguignon et al., 1996; Bauwe und Kolukisaoglu, 2003; Paryz und Jastrzebski, 2007).
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Dem photorespiratorischen Stoffwechsel wird eine wichtige Rolle bei der Entstehung des C;-Weges
zugeschrieben (Sage, 2004). Fir den Umbau zur C4-Photosynthese mussten viele adaptive Schritte
erfolgen. Die korrekte Kompartimentierung der C;-Enzyme wird durch die neuen organ- und
zellspezifischen Expressionsmuster und die neuen kinetischen und regulatorischen Eigenschaften
gewahrleistet (Ku et al., 1996). Darliber hinaus waren Verdanderungen der Blattanatomie notwendig.
Cs-Pflanzen besitzen ebenfalls Blindelscheidenzellen, welche aber gewdhnlich kleiner sind und nur
wenige Chloroplasten enthalten. In Arabidopsis thaliana umgeben die Biindelscheidenzellen die
Leitblindel mit einer Zellschicht von 6 bis 12 Zellen. Die Biindelscheiden-Chloroplasten in Arabidopsis
erscheinen kleiner als die im Mesophyll, sind aber intakt. Dadurch machen die Blindelscheidenzellen
in Arabidopsis ca. 15% aller chloroplasten-haltigen Zellen im Blatt aus (Kinsman und Pyke, 1998). Fir
die neue Stoffwechselsituation in C4-Pflanzen muss die Anzahl der Chloroplasten und Mitochondrien

in den Biindelscheidenzellen signifikant steigen (Sage, 2004).

1.4.2. C;-Cs-intermedidre Pflanzen

Einige Pflanzen zeichnen sich durch physiologische Eigenschaften aus, die eine intermediare Stellung
zwischen Ci- und C4-Pflanzen einnehmen, sogenannte Cs;-Cs-intermediare Pflanzen und daher von
speziellem Interesse fiir die Erforschung der C4-Evolution sind (Monson et al. 1986). Bisher sind Gber
30 Arten bekannt, die als C3-Cs-intermediar beschrieben werden kdnnen, z. B. in den Gattungen
Panicum, Mollugo, Flaveria, Moricandia and Alternanthera. Untersuchungen der C3-C4-intermedidren
Pflanzen wiesen auf CO,-Kompensationspunkte (') hin, die zwischen denen von Cs-Pflanzen (30-60 pl
I") und C4-Pflanzen (<10 ul 1) liegen (Ku et al., 1996). Der I-Wert ist ein deutliches Indiz fiir eine
hohere CO,-Affinitdit und somit eine reduzierte Photorespirationsrate in Cs3-C4-intermedidren
Pflanzen. Die Blattanatomie, die primaren photosynthetischen Produkte und die Lokalisation der
photorespiratorischen Enzyme lassen sich nicht eindeutig der Cs- oder C4-Photosynthese zuordnen
(Kennedy und Laetsch, 1974). Die Mesophylizellen sind wie bei Cs-Pflanzen in Schichten angeordnet.
Die Leitblindel hingegen sind von einer chloroplastenreichen Scheide umgeben, die der
Kranzanatomie der C;-Pflanzen dhnelt. Diese Biindelscheidenzellen weisen eine groBe Anzahl von
Organellen (Chloroplasten, Mitochondrien und Peroxisomen) auf. Einige der C3-C4-Pflanzen sind bis
zu einem gewissen Ausmal in der Lage, CO, in Malat oder Aspartat zu fixieren (Monson et al., 1986).
Die Funktionalitdt des C4-Zyklus konnte in den meisten Arten aber nicht nachgewiesen werden
(Rawsthorne, 1992). Ein limitierter C4-Zyklus wurde in den Flaveria Arten: F. brownii, F. palmeri und

F. vaginata nachgewiesen (Bassliner et al., 1984; Edwards und Ku, 1987; Moore et al., 1989).

14



Einleitung

Die Gattung Flaveria eignet sich besonders gut fiir Untersuchungen zur C4-Evolution, da sie Vertreter

beinhaltet, die Cs-, C4- und C5-C4-Photosynthese betreiben.

Mesophyll cell Bundle sheath cell
Co, glycine — glycine — - ——(glycine \
NH,
o glycine —-1—-——> glycine SHM
2
glycine —1——-——> glycine @ co,
co, o,
Cco,
Cco,
0. | co, " ; co,

0o, Cco,
co, serine <+|-—-—— serine
serine <*[—f—— serine

\ glucose j \ glucosy

Abb. 5 Ein Modell des CO,-Konzentrierungsmechanismus der C;-C;-intermedidren Pflanzen. In den Mesophylizellen wird

durch die Rubisco sowohl CO, als auch O, umgesezt. Durch das Fehlen der GDC akkumuliert Glycin, welches in die Biindel-
scheidenzellen gelangt und durch die GDC decarboxyliert wird. Das freigewordene CO, wird liber die Rubisco refixiert und so

dem Calvin-Zyklus zugefiihrt. 1: Rubisco. Modifiziert nach Rawsthorne et al., 1988.

Nach Rawsthorne et al., 1988 wurde ein Modell (Abb. 5) fir den photorespiratorischen
Metabolismus der C3-C4-intermedidren Pflanzen entwickelt. Da Rubisco in den intermediaren Spezies
sowohl in den Mesophyll- als auch den Biindelscheidenzellen vorliegt, wird in beiden Zelltypen
photorespiratorisches 2-PG produziert. Durch die Abwesenheit der GDC und der assoziierten Serin-
Hydroxymethyltransferase im Mesophyll verlauft der C,-Zyklus nur bis zum Intermediat Glycin. Glycin
akkumuliert in Blattern der intermedidren Art Moricandia arvensis (L.) DC um das 2 - 4 fache
(Rawsthorne und Hylton, 1991). Durch Diffusion gelangt das Glycin in die Mitochondrien der
Blindelscheidenzellen und wird dort durch die stark exprimierte GDC zu CO, und Serin decarboxyliert.
Die Mitochondrien sind eng mit den Chloroplasten assoziiert, so dass das freigesetzte CO, dort
unverziiglich durch die Rubisco refixiert und somit der CO,-Verlust durch Diffusion minimiert wird.

Ungefdahr 70 bis 90 % des photorespiratorischen CO, werden im Calvin-Zyklus wiederverwertet
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(Bauwe et al., 1987). Das entstandene Serin wird bis zu einem gewissen MaR ins Mesophyll
zuricktransportiert, um die Kohlenstoff- und Stickstoffbalance zu gewahrleisten. In C;-Cy4-
intermedidaren Pflanzen dient Glycin als Transportmolekil fir CO, zum Calvin-Zyklus, um es dort
anzureichern. Demnach handelt es sich bei der C3;-Cy-intermedidren Photosynthese um einen
eigenstandigen, einfacheren CO,-Konzentrierungsmechanismus (Abb. 5).

Durch eine vergleichende Betrachtung des C;-Zyklus (Abb. 4) mit der Cs;-C4-intermedidren
Photosynthese (Abb. 5) wird deutlich, dass in beiden Fallen die GDC in den Mitochondrien der
Blindelscheidenzellen lokalisiert ist. Daher wird postuliert, dass sich die C4-Photosynthese liber den
Cs-C4-intermedidren Weg entwickelt hat und die Relokalisierung der GDC aus dem Mesophyll in die
Blindelscheidenzellen der erste evolutiondre Schritt zur Ausbildung des C4;-Syndroms darstellt
(Edwards und Ku, 1987; Edwards et al., 2001; Sage, 2004).

Die Verlagerung der GDC in die Biindelscheidenzellen erfolgte schrittweise. In der Cs-C4-
intermedidaren Art Moricandia arvensis wurde lediglich das P-Protein in den Biindelscheidenzellen
detektiert, signifikante Mengen an H-, T- und L-Protein liegen noch im Mesophyll vor (Morgan et al.,
1993; Ueno et al., 2003). Hingegen sind in den C3;-C4-intermedidren Arten der Gattung Flaveria und
Panicum alle vier GDC-Untereinheiten in den Blindelscheiden lokalisiert. Die vollstandige Verlagerung
der GDC in den Biindelscheidenzellen konnte aber noch nicht gezeigt werden. Es ist denkbar, dass
eine geringe GDC-Aktivitat im Mesophyll notwendig ist, um die Produktion von THF-Derivaten zu
gewahrleisten (siehe Abb. 2).

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse sollte in dieser Arbeit das P-Protein aus dem Mesophyll in die
Blindelscheiden von Arabidopsis verlagert werden, um eine C3-C4-dhnliche Stoffwechselsituation zu

simulieren.

1.5. Gentechnische Modifikationen der Photorespiration

Die Photorespiration resultiert aus der Oxygenase-Aktivitdat der Rubisco und fiihrt zu einer Reduktion
der netto CO,-Assimilation und somit Produktivitdit der Pflanzen. Durch die Entwicklung eines
Kohlenstoffkonzentrierungsmechanismus in Cs;-Pflanzen wurde die Photorespiration nahezu
unterdrickt, aber nicht eliminiert. Diese evolutionare Anpassung an erhéhte O,-Konzentrationen hat
eine  gesteigerte Photosyntheseleistung  und  Wassernutzungseffizienz ~ unter  stark
photorespiratorischen Bedingungen zur Folge. Besonders bei hohen Temperaturen und Trockenheit,
Faktoren, die die Photorespiration begiinstigen, verlieren viele agronomisch genutzte Cs-Pflanzen,

wie Weizen oder Reis, Kohlenstoff im Zuge des C,-Zyklus.
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Daraus resultierend wurde versucht, Cs-Pflanzen genetisch so zu modifizieren, dass der C,-Zyklus
optimiert wird. Mehrere Ansatze bieten sich zu diesem Zwecke an: z. B. die genetische Manipulation
der Rubisco, um die Oxygenase-Reaktion zu minimieren oder auszuschalten und analog die Affinitat
der Rubisco zu CO, zu erhdhen. Die Rubisco von verschiedenen Spezies zeigt erhebliche Unterschiede
in der Spezifitat fir CO, und O, (Jordan et al., 1981). So beinhalten z. B. Rotalgen eine Rubisco, die
sich durch einen sehr niedrigen Km fiir CO, von 6-7 uM auszeichnet (Uemura et al., 1997). Deshalb
wurden Versuche unternommen, effizientere Rubisco-Varianten in Chloroplasten hdherer Pflanzen
zu integrieren (Andrews und Whitney, 2003). Zusatzlich wéare aber auch eine Modifikation der
Rubisco-Aktivase notig, um die Erkennung der Rubisco-Chimare zu ermdglichen (Spreitzer et al.,
2002). Ein anderer Ansatz zielt auf die Integration des C,;-Syndroms in das Genom von kommerziell
genutzten Cs-Pflanzen ab, um die photorespiratorische CO,-Freisetzung zu minimieren. Matsuoka et
al. (2001) unternahmen den Versuch, den C4-Zyklus in Reis zu reproduzieren, in dem die stillen C,-
Gene des Reises durch die aktiven Gegenstlicke aus Mais ersetzt wurden. Das intakte Mais-Gen der
PEPC wurde in Reis transformiert. Die Transformanden zeigten eine reduzierte O,-Empfindlichkeit
der Photosynthese, verursacht durch die Phosphatlimitierung (Agarie et al., 2002). Die Umstellung
des Cs-Stoffwechsels zum C4-Metabolismus erfordert viele molekularbiologische Eingriffe. Darliber
hinaus bendtigt der C4-Zyklus mehr Energie und rentiert sich erst bei hohen Temperaturen. Daher
wird in der letzten Zeit versucht, die Eigenschaften der C;-Cs-intermedidren Pflanzen auf Cs-
Nutzpflanzen zu lbertragen. Durch die Verlagerung der GDC-Aktivitdt aus den Mesophyllzellen der
Cs-Pflanzen in die Bindelscheidenzellen soll ein einfacher CO,-Konzentrierungsmechanismus
etabliert werden. Als erster Schritt wurde eine Reduktion der GDC-Aktivitat in den Mesophyllzellen
von Kartoffel und Tabak durch die Herstellung von P-Protein Antisense-Pflanzen erreicht, die eine
Abnahme der GDC-Aktivitdt von 70-75 % in Blattern aufwiesen und Glycin stark akkumulierten
(Heinicke et al. 2001). Die Kartoffelpflanzen mit reduziertem P-Protein Gehalt zeigten einen
chlorotischen Phanotyp, und der Chlorophyllgehalt der Blatter war um ein Drittel erniedrigt. Die
ektopische Komplementation der Antisense-Pflanzen mit heterologen Genen aus einer Cs-C;-
intermedidren Art konnte noch nicht verwirklicht werden.

Auf einem anderen Wege ist es bereits gelungen, den photorespiratorischen Kohlenstoffverlust in
Arabidopsis thaliana zu mindern. Durch die Integration eines bakteriellen Weges zum Abbau des
photorespiratorischen Glykolats (bestehend aus Glykolat-Dehydrogenase, Glyoxylat-Carboligase und
Tartronsdure-Semialdehyd-Reduktase) in den Chloroplasten von Arabidopsis konnte eine signifikante
Steigerung der Photosynthese und Produktivitat erreicht werden (Kebeish et al., 2007). Die
Ubertragung dieser Modifikation auf Cs-Kulturpflanzen wire ein enormer Erfolg fir die

pflanzenphysiologische Forschung.
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Zentrale Fragestellungen

b.)

d.)

Zentrale Fragestellungen

Welche stoffwechselphysiologischen Konsequenzen hat der Knockdown und der Knockout

der GDC und mitochondrialen SHM in Arabidopsis thaliana?

Kénnen die Arabidopsis GDC- und SHM-Mutanten mit heterologen Genen komplementiert

werden?

Vermitteln die GDC-Promotoren der C3-C4-intermedidaren Art Flaveria anomala in Arabidopsis

Blindelscheidenspezifitat?

Kann durch die Verlagerung des P-Proteins in die Blindelscheidenzellen von Arabidopsis die

Stoffwechselsituation von Cs-C4-intermediaren Pflanzen simuliert werden?

18



Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien und allgemein gebrduchlichen Verbrauchsmaterialien entsprachen
einem analytischen Reinheitsgrad und wurden von folgenden Firmen bezogen:

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), AppliChem (Darmstadt), Biometra (Gottingen), BioRad
Laboratories GmbH (Miinchen), Boehringer Roche (Mannheim), Carl Roth GmbH (Karlsruhe),
Eppendorf (Hamburg), Heraeus (Osterode), Hettich Zentrifugen (Tuttlingen), Invitrogen (Leck, NL),
Kodak (Stuttgart), MBI Fermentas (St. Leon-Rot), Millipore (Eschborn), New England Biolabs
(Frankfurt), PeqLab (Erlangen), Promega (Madison, USA), QIAGEN (Hilden), Roche Diagnostics GmbH
(Mannheim), Schott Glaswerke (Mainz), Serva (Heidelberg), Sigma (Taufkirchen), Sorvall (Bad
Homburg), Whatman (Maidstone, GB).

3.1.2. Enzyme
Desoxyribonuklease |, RNase frei (MBI Fermentas)
H MinusM-MulLV Reverse Transkriptase (MBI Fermentas)

Restriktionsenzyme (MBI Fermentas; New England Biolabs)

T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas)

3.1.3. GroRBenstandards fiir die Gelelektrophorese

100 bp Marker (MBI Fermentas)
1 kb Leiter (MBI Fermentas)
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3.1.4. Verwendete Reaktionskits

NucIeoSpin® Extract Il PCR clean-up and gel extraction (Macherey-Nagel)
NucleoSpin” RNA Plant Kit (Macherey-Nagel)

RevertAid H Minus cDNA synthesis kit (MBI Fermentas)

Taq PCR Master Mix Kit (Quiagen)

Technovit 8100 (Heraeus Kulzer)

3.1.5. Verwendete Plasmide

pBin19 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=genomes.figgrp.6063)
pCal-n (http://stratagene.com)

pCAMBIA1302 (http://www.cambia.org/daisy/cambia/home.html)

pCAMBIA2300 (http://www.cambia.org/daisy/cambia/home.html)

pGEMT-Easy  (http://www.promega.com)

pGreen0179  (http://www.pgreen.ac.uk/pGreenll/pGreenll.htm)

pGreen0229  (http://www.pgreen.ac.uk/pGreenll/pGreenll.htm)

pGreen35S (http://www.pgreen.ac.uk/pGreenll/pGreenll.htm)

pHUE (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/53987034?report=DocSum)

3.1.6. Pflanzenmaterial und Anzucht

Das in dieser Arbeit verwendete Samenmaterial (Tabelle 2) wurde von dem Nottingham Arabidopsis
Stock Centre (NASC; http://Arabidopsis.info/), Arabidopsis Biological Resource Centre, der Syngenta
Arabidopsis Insertion Library und der Wisconsin T-DNA-Kollektion (Mollier et al., 1995; Bechtold und
Pelletier, 1998; Campisi, 1999; Sessions et al., 2002) bezogen.

Die Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) Okotypen Columbia (Columbia-0; Col0) und Wassilewskija
(Wassilewskija-2; Was-2) wurden als wildtypische Kontrollen verwendet.

Zur Stratifikation wurden die Samen fiir zwei Tage bei 4 °C inkubiert. Die Sdmlinge und Pflanzen
wurden bei 12-h-Licht (100-150 pE m™s™)/12-h-Dunkel-Zyklus (22 °C/18 °C) auf einem Erde-
Vermiculit-Gemisch (4:1) in Percival Wachstumskammern angezogen. Die Dingung erfolgte alle 14

Tage mit 0,1 % Wuxal (Aglukon Spezialdiinger GmbH, Dusseldorf, Germany).
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Flr die Sterilanzucht keimten die Samen auf %-MS-Medium (Murashige und Skoog, 1962) inklusive
von Vitaminen, 1 % Saccharose und 0,8 % Agar. Die Pflanzen wurden alle drei Wochen auf neues MS-
Medium umgesetzt.

Fiir einige Experimente wurden die Pflanzen unter erhohten CO,-Konzentrationen (0,9 % CO,) bei
12/12-h Licht/Dunkel-Zyklus (100-150 ME m™s™, 22 °C/18 °C) in SANYO Wachstumskammern

kultiviert.

Tabelle 2 Verwendete T-DNA-Insertionslinien.

Bezeichnung Gen-Lokus | Okotyp | Nummer Kollek | Literatur
tion
Atgldp1-1 At4g33010 | ColO 19865 Tom- | Campisi (1999), Engel
Jack (2007)
Atgldp1-2 At4g33010 | Was-2 | N5528 INRA | Bechtold (1993), Engel
(2007)
Atgldp1-3 At4g33010 | ColO SALK_110091 SALK | Engel (2007)
Atgldp2-2 At2g26080 | ColO 888.D09 SAIL | Engel (2007)
Atgldp2-3 At2g26080 | Col0 1261.C02 SAIL | Engel (2007)
Atgldp2-4 At2g26080 | Col0 SALK_ 104518 SALK | Engel (2007)
Atgldt1-1 At1g11860 | Col0 WiscDS Lox 366A11-085 | Wisc | Engel (2008)
Atgldt1-2 At1g11860 | ColO SALK_ 147634 SALK | e
Atgldt- At1g60990 | ColO SALK_124765 SALK | ----mmmmmmeee-
putative
Atshm1-1 At4g37930 | ColO SALK_083735 SALK | Voll (2006)
Atshm2-2 At5g26780 | Col0 SALK_096265 SALK | Voll (2006)

3.1.7. Bakterienstamme

Escherichia coli (E. coli)-Stamme:

BL21 StarTM (DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm rnel31 (DE3)
DH5 alpha F- endAl gInV44 thi-1 relAl gyrA96 deoR nupG lacZdeltaM15 hsdR17
XL1 Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl

lac [F'proABlaclqZ_M15 Tn10 (Tetr)]
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Agrobacterium tumefaciens-Stamme:

GV2260 pGV2260 (pTiB6S3_T-DNA) in C58C1; Rifr, Carbr
GV3101 pMP90 (pTiBo542_T-DNA); Rifr, Gentr
GV3101+ pSOUP pMP90 (pTiBo542_T-DNA) pSOUP in C58C1; Rifr, Gentr, Tetr

3.1.8. Oligonukleotide

Tabelle 3 Verwendete Oligonukleotid-Primer.

Primer Sequenz R-Nummer
SALK-LB AAT CAG CTG TTG CCC GTC TCA CTG GTG AA R175
TiLB1 GAACATCGGTCTCAATGCAAAAGGGGAAC R5

SAIL-LB GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTGCTTCC R247
40s16forward GGCGACACAACCAGCTACTGA R176
40sl6revers CGGTAACTCTTCTGGTAACGA R177
AtGLDT1Screen-S AAG AAG CTC CAG TGG CAA AGA CTC AAC R489
AtGLDT1Screen-A ACA AAG TCATGG ACG AAG GAG ACA CAC R490
AtGLDT1-1A GTC CCT TTT GCC ATT GAT AGC AAC R498

AtGLDT1-RNAi-BamHI-S | AAG GAT CCG ATG AGCATG CTG TGG ATC TAG R972

AtGLDT1-RNAiI-Bglll-S AAA GAT CTG ATG AGC ATG CTG TGG ATC TAG R973

AtGLDT1-RNAi-Sall-AS | AAG TCG ACA GTC TTG TGC TGA CCT GACTTC R974

AtGLDT1-RNAi-Xhol-AS | AACTCG AGA GTC TTG TGC TGA CCT GACTTC R975

AtGLDH-RNAi-BamHI-5 | AAG GAT CCT ATC ACC AAT CTCAGG TG R1098
AtGLDH -RNAi-Sall-3 AAG TCG ACT CGC AGA ACT TGG TGT AT R1099
AtGLDH -RNAi-Bglll-5 AAA GAT CTT ATC ACCAAT CTCAGG TG R1100
AtGLDH -RNAi-Xhol-3 AACTCG AGT CTGC AGA ACT TGG TGT AT R1101
Shm1-S GCCTCATGAAAGAATCATGGCACTTG R20
Shm1-A GTTCTTGTACTTCATGGTTTCTTTCTC R383
Shm2-S GGWCATCTTTCTCATGGTTATCAG R21
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Shm2-A CTACTCTTTGTATCTCATCGTCTC R168
Shm1_promtp_BamHI | AAGGATCCCCACCAAGAGCAAACGAATAACAGCAG | R782
Shm1-promtp_EcoRI AGAATTCGTAACATGAAGTGGATCGAATAAGAGG | R783
Shm2_cod_EcoRl AAGAATTCATGTCGTCTTTATCAACCGCAGCTATG R784
Shm2_cod_Xhol AACTCGAGCTCTTTGTATCTCATCGTCTCTTTCTC R785
FaGLDP-Pro-EcoRV-S AAGATATCACGCCACGCTTTCTACTTTTAAAC P105
FaGLDP-Pro-Ncol-A AACCATGGGGTGTATGATGGGCTTTAATGGG P102
FaGLDP-Pro-BamHI-A AAGGATCCGGTGTATGATGGGCTTTAATGGG P93

FaGLDP-cDNA-BamHI-S | AAGGATCCATGGAGCGTGCACGCAGGCTAGCTATG | P107
FaGLDP-cDNA-Sacl-A AAGAGCTCTTAAGCAGTAGCTTCTGCTTTCTCATAC | P108
FaGLDP-Pro-EcoRV-S AAGATATCACGCCACGCTTTCTACTTTTAAAC P105
FAgdcH-S CTTCCACAGCCAATGCTCTA R901
FAgdcH-AS TCGGACAACTTCGAGTTCAC R902

3.1.9. Programme und Internetsoftware

Statistische Analysen wurden mit dem Programm Microsoft Excel 2007 angefertigt. Fiir die Erstellung

von Vektorkarten, Alignments und Sequenzanalysen wurden die Programme Clone Manager 5 und

BioEdit verwendet.

Die Bildbearbeitung erfolgte mit Microsoft PowerPoint 2007 und CorelDraw 12.

Die Arabidopsis Transkriptdaten wurden der Internetsoftware ,Genevestigator” entnommen

(www.genevestigator.ethz.ch/at). Fir weitere Untersuchungen, Analysen und Literaturrecherchen

wurde auf die Softwaretools der Internetseiten NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/) und ExPASY

(www.expasy.org) zurlickgegriffen.
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3.2. Methoden

3.2.1. Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1. Isolierung und Reinigung von Nukleinsduren

DNA-Isolation

Fir die DNA-Isolation wurden ca. 100 mg Pflanzenmaterial in fliissigem Stickstoff schockgefroren und
mit einem Destroy-Stick oder Morser in 500 ul 2x CTAB homogenisiert. Nach 30-mindtiger Inkubation
bei 68 °C wurden die Proben mit 3 pl RNaseA (90 U/ml) versetzt und fir 15 min bei 37 °C inkubiert.
Danach erfolgte die Zugabe von 1 VT CI. Die Proben wurden griindlich gemischt und 5 min bei 12000
rpm zentrifugiert. Die obere Phase wurde mit 1 VT Isopropanol versetzt und 15 min auf Eis gefallt. Es
folgte eine Zentrifugation bei 12000 rpm fir 20 min. Das Pellet wurde in 200 ul 70 % Ethanol
gewaschen und zum Trocknen unter die Laminarbox gestellt. Nach 15 min wurde die isolierte DNA in

50 pl 10 mM Tris-HCL und 0,1 mM EDTA (pH 8,0) gel6st und fir die weitere Verwendung bei -20 °C

gelagert.
Chloroform/Isoamylalkohol (C/1): 24 VT Chloroform
1VvVT Isoamylalkohol
2x CTAB-Puffer: 2% CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid)
1,4 M NaCl
100 mM Tris-HCI, pH 8,0
20 mM EDTA
RNA-Isolation

Die RNA-Isolation erfolgte mit dem Nucleospin® RNA Plant Kit (Macherey-Nagel). Im ersten

Arbeitsschritt wurde der alternative RAP-Puffer verwendet.
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Plasmid-Isolation (modifiziert nach Birnboim und Doly, 1979)

Die Bakterien (E. coli, Agrobacterium tumefaciens) wurden in LB-Medium mit Zusatz des
entsprechenden Antibiotikums angezogen. Jeweils 2 ml jeder Bakterienkultur wurden bei 12000 rpm
zentrifugiert, das Pellet in 100 ml Lésung 1 gelost und anschlieRend mit 200 pl Losung 2 und 150 ul
Losung 3 behandelt. Nach 15 min auf Eis wurde die Probe mit 1 VT PCI gefillt. Die obere Phase wurde
dann mit 2 VT 96 % Ethanol auf Eis fir 30 min geféllt. Anschliefend wurde die Probe 15 min bei
12000 rpm zentrifugiert und das Pellet mit 300 ul 70 % Ethanol gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde

in 20 pl 0,1xTE-Puffer aufgenommen und bei -20 °C gelagert.

Losung 1: 25 mM Tris-HCl pH 8,0 LB-Medium: 10g/l Trypton
10 mM Na,EDTA pH 8,0 10 g/l NaCl
50 mM Glucose 5g/l Hefeextrakt
Losung 2: 1% (w/v) SDS PCl: 25VT Phenol
0,2M NaOH 24 VT Chloroform

1VT Isoamylalkohol
Losung 3: 3 M KCH5COO, pH 4,8
0,1x TE: 10 mM Tris HCI, pH 8,0
0,1 mM EDTA

Reinigung von DNA- und PCR-Fragmenten
Die Reinigung von PCR-Fragmenten und Plasmid-DNA erfolgte mit dem NucIeoSpin® Extract Il PCR

clean-up and gel extraction (Macherey-Nagel) nach beiliegendem Protokoll.

3.2.1.2. cDNA-Synthese

Fiir die cDNA-Synthese wurde 2,5 ug RNA eingesetzt und nach dem Protokoll des RevertAid H Minus
cDNA Synthesis Kit (MBI Fermentas) durchgefiihrt. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert.
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3.2.1.3. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente zur Quantifizierung, der Reinheitstiberprifung und Fragment-
GroRenbestimmung von DNA und RNA. Die Gele bestanden aus 1 % Agarose in 1x TAE und 0,1 pg/ml
Ethidiumbromid. Die Agarose wurde im TAE-Puffer geschmolzen, nach dem Abkiihlen auf ca. 55 °C
mit Ethidiumbromid versetzt und je nach Probenanzahl in verschieden groRe Gelkammern gegossen.
Vor dem Probenauftrag wurde jede Probe mit 0,2 VT Stoplésung vermischt. Die Elektrophorese

erfolgte bei 70-100 V in 1x TAE-Puffer.

50x TAE-Puffer: 2mM Tris/Acetat, pH 8,3
10 mM Na,EDTA

Stopldsung: 10 mM Tris-HCL, pH 7,5
1mM EDTA
0,2 % (v/v) Bromphenolblau
30 % (v/v) Glycerin

3.2.1.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR-Ansatze wurden nach dem Protokoll des Tag PCR Master Mix Kit (Quiagen)
zusammengestellt. Die PCR-Reaktion erfolgte in einem Thermocycler mit beheiztem Deckel
(Mastercycler gradient, Fa. Eppendorf, Hamburg). Die Programmierung des Gerates richtete sich

nach der FragmentgroRe, Amplifikatmenge und den verwendeten Primern.

Ein Standardprogramm fiir Amplifikate der GrofRe 500-1000 bp:

Denaturierung: 94°C 2 min
Denaturierung: 94°C 1min
Annealing: 58°C 1min 35 Zyklen
Elongation: 72°C 1min
Elongation: 72°C 4 min

Die Amplifikate wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert.
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3.2.1.5. Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierungen wurde von der Firma Seqlab (Gottingen) ausgefiihrt. Die Sequenzen

wurden mit Hilfe der Analyse-Software BioEdit oder CloneManager lberprift.

3.2.1.6. Restriktionsanalysen

DNA-Restriktionen durch spezifische Restriktionsendonukleasen wurden nach folgendem

Standardansatz zusammengestellt:

50-500 ng Plasmid-DNA

2 ul 10x Reaktionspuffer

0,2 ul 10 U/pl Restriktionsenzym
220l H,0

Der Restriktionsansatz inkubierte fiir 2 h bei 37 °C. Individuelle Ansatze und Doppelspaltungen

wurden nach den Tabellen der Fermentas-Seite (www.fermentas.com) durchgefiihrt.

3.2.1.7. Ligation

Die Ligation von DNA-Fragmenten wurde mit folgendem Standardansatz realisiert:

30 ng Vektor-DNA

300 ng Insert-DNA

1ul 10x Ligase-Puffer
1w T4-DNA-Ligase
z20u H,0

Die Ligation inkubierte bei ca. 10 °C fur 2 - 20 h im Kuhlschrank. Fir die E. coli-Transformation

wurden 5 pl des Ligationsansatzes verwendet.
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3.2.1.8. Transformation kompetenter Bakterienzellen

Transformation von E. coli

Fir die Transformation wurden chemisch kompetente 100 ul E. coli-Zellen auf Eis aufgetaut. Danach
wurden 5 pl Ligationsansatz oder 0,5 pl Plasmid-DNA vorsichtig in die Zellen gegeben, invertiert und
30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock wurde bei 42 °C fur 60 sec ausgefiihrt und die
transformierten Zellen sofort wieder auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde 1 ml LB-Medium
hinzugefligt und die Zellsuspension fiir 1 h bei 37 °C im Schiittelschrank (180 UpM) geschuttelt.
Danach wurden die Zellen auf LB-Agar-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und

Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Die kompetenten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut (ca. 2 h) und mit 5 pl der Plasmid-DNA
versetzt. Die Inkubation erfolgte fiir 5 min auf Eis. Danach wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und anschliefend einem Hitzeschock bei 37 °C fir 5 min ausgesetzt. Nachdem 1 ml
YEB-Medium dem Ansatz zugefligt wurde, schloss sich eine vierstiindige Inkubation bei 28 °C im
Schittelschrank (180 UpM) an. Die Zellen wurden auf YEB-Agar-Platten mit den entsprechenden

Antibiotika ausplattiert und zwei Tage bei 28 °C inkubiert.

YEB-Medium (pH 7,2): 2g/l Hefe-Extrakt
5g/l Pepton
5g/l  Saccharose
5g/l  Fleischextrakt

3.2.1.9. Heterologe Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Zur Uberexpression des F. anomala P-Proteins (PFAG) wurde die cDNA in den Expressionsvektor
pHUE kloniert. Fir die Reinigung wurde der PFAG-pHUE-Klon in 1 | LB-Medium bei 37 °C bis zu einer
optischen Dichte (OD) von 2,0 kultiviert und anschlieBend mit 1 mM IPTG induziert. Die
Uberexpression erfolgte iiber Nacht bei RT. Die Zellen wurden in modifiziertem LEW-Puffer
aufgenommen und mit Lysozym bei 4 °C fiir 30 min inkubiert und durch Ultraschall lysiert. Nach
einer Zentrifugation (10000 g, 15 min, 4 °C) wurde das Lysat einer chromatographischen Reinigung
mit Ni-NTA (Nickel-Trinitriloessigsdure) nach dem Protokoll der Firma USB, Ohio, USA

(http://www.usbweb.com/brief_proto/78796b.pdf) unterzogen.
28



Material und Methoden

LEW-Puffer (pH 8,0): 50mM NaH,PO, Elutionspuffer (pH 8,0): 50mM NaH,PO,
300mM NacCl 300mM NacCl
1 mg/ml Lysozym 250mM Imidazol
3.2.1.10. Floral-Dip-Transformation von Arabidopsis thaliana

Die stabile Transformation von A. thaliana erfolgte (iber den Agrobacterium-vermittelten
Gentransfer nach der Blitentauchmethode (,floral dip“) von Clough und Bent (1998). Die noch
geschlossenen Bliten wurden in eine Agrobacterium-Suspension getaucht. Dazu wurden 50 ml
Agrobacterium-Ubernachtkultur bei 12000 rpm abzentrifugiert und das Sediment in 50 ml 5 %
Saccharosel6sung und 50 pl Silvet gelost. Nach dem Eintauchen der Bliten in die Losung wurden
diese auf Papierhandtlichern ca. 10 min getrocknet. Die behandelten Pflanzen wurden mit einer

Plastikhaube abgedeckt und weiter in den Klimaschranken kultiviert.

3.2.2. Pflanzenphysiologische Methoden

3.2.2.1. Chlorophyllbestimmung

Die Chlorophyllbestimmung wurde nach Porra (1998) durchgefiihrt. Dafir wurden Blattscheiben mit
einem Durchmesser von 10 mm ausgestanzt und in 2 ml einer gepufferten Acetonlésung gemorsert.
Danach wurden Pistel und Maorser dreimal mit 1,5 ml derselben Losung gewaschen. Das Homogenat
inklusiver der drei Waschungen wurde bei 4 °C bei 2500 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde auf ein Volumen von 8 ml aufgefillt und bei folgenden Wellenlangen (nm) am Photometer
vermessen: 646, 647, 663, 750.Die Konzentration der Chlorophylle und Pigmente in pg/mg wurde

nach folgenden Formeln berechnet:

Chla (ug x mrl) =12,25 x (Eg63-E750) — 2,55 X (E647- Es0)
Chl b (pg x ml'l) = 20,31 x (Ega7-E750) — 4,91 X (Egg3- E750)
Chl a+b (pg x ml™) = 17,76 (Ega7-E7s0) + 7,34 x (Egs3- E7s0)
E“" = E4g0 + 0,114 Egg3 — 0,638 Egqe
Acetonldsung (gepuffert): 80 % Aceton
2,5mM Na,PO,, pH 7,8
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3.2.2.2. Metabolitmessungen

Aminosaurebestimmung

Fir die Aminosaurebestimmung wurden 100 mg Blattmaterial in flissigem Stickstoff gemérsert und
in 1,8 ml 80 % Ethanol fiir 30 min geschittelt. Nach der Zentrifugation (30 min, 4 °C, 20000 rpm)
wurde der Uberstand in der Speed vac vakuumgetrocknet und in 8 mM Na,PO, (pH 6,8) und 2,5 %
Tetrahydrofuran geldst. Die einzelnen Aminosduren wurden durch HPLC getrennt und wie bereits

beschrieben (Hagemann et al., 2005), quantifiziert.

Metabolitbestimmung
Die Metabolomanalysen fir WT und die P-Protein-Mutanten wurden ausfiihrlich in Engel et al.

(2007) beschrieben.

3.2.2.3. Gaswechselanalysen

Die Gaswechselanalysen der P-Protein-Mutanten wurden wie bereits beschrieben (Parnik und
Keerberg, 2007; Engel et al., 2007), durchgefiihrt. Fir die anderen transgenen Pflanzen erfolgte die
Messung der Netto-Photosyntheserate und des CO,-Kompensationspunktes am LI-6400 Portable
Photosynthesis System (LICOR, USA). Dazu wurden Arabidopsis-Pflanzen (ca. 10 Wochen alt)
verwendet, deren Rosetten vollstandig ausgebildet waren, aber noch keine Infloreszenzen
ausgebildet hatten. Die Messbedingungen betrugen 400 pL L' CO,, 21 % 0,, 300 pmol s™ Flussrate,
250 uE m? s Lichtintensitat (Rot-Blau LED Lichtquelle) und 25 °C Kammertemperatur. GroRe intakte
Blatter wurden in eine spezifische Kammer (Leaf Chamber Fluorometer) eingespannt und verblieben
ca. 20 min in dieser zur Adaption an die neuen Bedingungen, bis alle relevanten Messwerte wie
Photosyntheserate oder Transpirationsrate konstant waren. AnschlieRend wurden A-Ci-Kurven mit
der internen Licor-Software (LI-6400 Version 5.3) bei verschiedenen Lichtintensitdten (250, 500 oder
1000 pE m? s?) aufgezeichnet und mit den Programmen Li-6400FileEx und Microsoft-Excel

ausgewertet.

3.2.2.4. Histochemischer B-Glucuronidase (GUS)-Test

Das GUS-Gen kodiert eine B-Glucuronidase. Der Nachweis der Genaktivitat erfolgt wie bei dem LacZ-

System Uber ein chromogenes Analogon — dem X-Gluc. Das Enzym B-Glucuronidase hydrolysiert das
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synthetische Substrat 5-Brom-4-Chlor-3-Indol-B-D-Glucuronsdure (X-Gluc) in Glucuronsaure und
einen Indoxylrest, der spontan zu dem unl6slichen indigoblauen Farbstoff oxidiert wird. Von den
transgenen Promotor-GUS-Pflanzen wurden in der Mitte der Lichtperiode 2 - 3 Blatter geerntet und
sofort in den X-Guc-Puffer Uberfihrt. Mittels Vakuuminfiltration fir 30 min wurde die Lésung
vollstandig in die Blatter gesogen. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C fiir 2 - 16 h im Dunkeln.
AnschlieBend wurden mit 70 % Ethanol bei 70 °C vollstandig die pflanzlichen Pigmente entfernt. Die

gefarbten Blatter wurden in 70 % Ethanol bei 4 °C gelagert.

X-Gluc-Puffer: 100 mM Na,PO4 pH 7,0 (Na;HPO,, pH 8,84 und NaH,PO,, pH 4,18)
10 mM EDTA, pH 8
5mM Ks[Fe(CN)g ]l
5mM Ka[Fe(CN)e]Il

0,1 % (v/v) Triton X-100

1mM X-Gluc (kurz vor Gebrauch zugeben)

3.2.3. Immunolokalisation

3.2.3.1. Einbettung in Technovit

Zur Einbettung des Pflanzenmaterials wurde das Kunstharz Technovit 8100 (Heraeus Kulzer)
verwendet. Die Fixierung, Entwasserung, Infiltration und Einbettung erfolgte nach dem
mitgelieferten Protokoll. Das Pflanzenmaterial wurde in der Mitte der Lichtperiode geerntet, in der
Fixierungslosung in 3 x 4 mm groRe Stlicke geschnitten und vakuuminfiltriert. Als Einbettformen

dienten 0,2 ml Eppendorfgefilie.

3.2.3.2. Herstellung von Blattquerschnitten

Die Blattquerschnitte wurden mit einem Rotationsmikrotom (Olympus Cut 4060, America Inc.)
hergestellt. Die 3 - 5 um dlnnen Schnitte wurden mit einem Pinsel aufgefangen und auf einen
beschichteten Objekttrager (Adhdsionswirkung) mit 1 x PBS lbertragen. Die Schnitte trockneten bei

37 °C fiir 2 h. Nicht sofort benétigte Schnitte wurden bei -20 ° C gelagert.
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3.2.3.3. Immunohistologischer Nachweis

Die Objekttrager mit den getrockneten Schnitten wurden 20 min in 1 x PBS inkubiert, mit 0,1 M
NH,Cl blockiert und 5 min mit 1 x PBS gewaschen. Mit 5 % BSA (w/v) fir 30 min wurden die
Bindungsstellen blockiert. Danach wurden die Proteine mit dem primaren Antikorper (GDC- oder
SHM-Antikorper; 1:250 gelost in 5 % BSA) bei 4 °C fur 16 h immunmarkiert. Die Schnitte wurden
dreimal mit 0,1 % BSA und zweimal mit 1 % BSA gewaschen. Danach wurden die Schnitte mit dem
sekundaren Antikorper (AlexaFluor 488 Goat anti Rabbit IgG (H+L 2mg/ml); 1:500; Molecular Probes)
fir 90 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Alle weiteren Schritte wurden nur noch im Dunkeln
ausgefiihrt. Zum Schluss wurden die Schnitte viermal mit 1 x PBS gewaschen, bei 37 °C getrocknet
und in 20 pl einer 75%-igen Glycerinlésung eingeschlossen. Die Fluoreszenz wurde mit dem

Fluoreszenzmikroskop detektiert.

1x PBS: 135 mM NaCl 1,5mM KH,PO,
3mM KCl 8 mM Na;HPO,

3.2.4. Biochemische Methoden

3.2.4.1. Proteinisolation

Isolation pflanzlicher Proteine

In der Mitte der Lichtperiode wurden 100 mg Blattmaterial geerntet, in flissigem Stickstoff gefroren
und mit einem Destroy-Stick in 200 pl Aufschlusspuffer auf Eis homogenisiert. Die Proben wurden bei
4 °C fiir 10 min bei 20000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde in einem neuen Eppendorfgefil

bei -20 °C gelagert.

Aufschlusspuffer: 25 mM HEPES, pH 7,0
0,5mM EDTA
8 mM DTT
1mM PMSF
1 mM Pefablock
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Isolation bakterieller Proteine

Die Bakterienzellen wurden durch Zentrifugation (2 min, 20000 rpm, 4 °C) pelletiert und in
vorgekiihlten 20 mM Natriumphosphatpuffer (pH 7,8) und 1 mg/ml Lysozym fur 30 min bei 4 °C
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch eine Ultraschallbehandlung (sechs mal 10s, 90 W, 4
°C). Durch eine Zentrifugation bei 12000 rpm fiir 30 min bei 4 °C wurden die I6slichen Proteine von

den unloslichen separiert und anschlieBend nach der Zugabe von 50 % Glycerin bei -20 °C gelagert.

3.24.2. Bestimmung der Proteinkonzentrationen

Die Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford (1976) und beruht auf der Bindung des Farbstoffes

,Coomassie’ brilliant blue G-250“ an Proteine in saurer Losung.

3.2.4.3. SDS-PAGE

Die 12- oder 15%igen SDS-Gele wurden in einer Elektrophoresekammer (Mini-Protean” Cell System,
Bio-Rad) nach dem diskontinuierlichen System nach Laemmli (1970) gegossen. Nach dem
Auspolymerisieren wurden pro Tasche 5 bis 20 ug Proteinextrakt aufgetragen. Die Kammer wurde
mit Laufpuffer gefiillt und die Elektrophorese zunachst ca. 20 min bei 100 V gestartet, bis sich die
Proben vollstiandig im Sammelgel befanden. Danach wurde eine Spannung von 150 V angelegt, bis
die Blaufront das Ende des Trenngels erreichte. Das Proteingel wurde durch Coomassies-Brilliantblau

G-250 gefarbt oder zur immunologischen Detektion auf eine Nitrozellulosemembran geblottet

(3.2.4.4).
Sammelgel (5%): 0,125 M Tris-HCL, pH 6,8 Trenngel (12%): 0,375 M Tris-HCL, pH 6,8
0,1 % (w/v) SDS 0,1 % (w/v) SDS
5% (w/v) Acrylamid 12 % (w/v) Acrylamid
0,05 % (w/v) APS 0,05 % (w/v) APS
0,1 % (w/v) TEMED 0,05 % (v/v) TEMED
Laufpuffer: 50 mM Tris-HCL
380 mM Glycin
0,1 % (w/v) SDS
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3.2.4.4. Western Blot

Der Western Blot dient der Identifikation und Quantifizierung eines spezifischen Proteins in
komplexen Proteingemischen. Dazu wird das Trenngel nach der SDS-PAGE auf eine PVDF-Membran
(Polyvinylidendifluorid-Membran) elektrotransferiert. Der Transfer erfolgte fiir 90 min bei 1 mA pro
cm? Membran. Fiir den immunologischen Nachweis spezifischer Proteine wurde die Membran tber
Nacht in 5%iger Magermilchlosung inkubiert und anschlieBend 1 h mit dem primadren Antikorper
(Verdinnungen variierten von 1: 1000 bis 1:5000) inkubiert. Die Membran wurde finfmal mit TBS
gewaschen und danach mit dem sekundaren Antikorper (Anti-rabbit IgG-Peroxidase) fir 1 h
inkubiert. Zum Schluss wurde flinfmal mit TBS gewaschen.

Das Zielprotein auf der Membran wird durch die Peroxidase des sekundaren Antikdrpers
nachgewiesen, indem Luminol durch H,0, oxidiert und somit zur Lichtemission angeregt wird

(Enhanced Chemiluminescence, ECL). Die Lichtemission wird mit einem Blaulicht empfindlichen Film

detektiert.

Transferpuffer: 25 mM Tris-HCL TBS: 50 mM Tris-HCL, pH 7,5
192 mM Glycin 150 mM NacCl
10 % (v/v) Methanol

3.2.4.5. Chromatographische Aufreinigung von Proteinen

Zur Aufreinigung von Histidin-getagten Proteinen wurden die Zellkulturen, unter 3.2.4.1 beschrieben,
bearbeitet. Das Lysat wurde fiir die Affinitatschromatographie verwendet, die nach dem Protokoll
»Protocol for purification of His-tagged proteins under native conditions” (Invitrogen) durchgefiihrt
wurde. Das His-getagte Protein konnte durch Waschungen des Sdulenmaterials mit 300 - 500 mM
Imidazol gewonnen werden. Zur Uberpriifung der Elutionen wurde eine SDS-PAGE angefertigt. Die

Elutionen wurde nach der Zugabe von 50 % Glycerin bei -20 °C gelagert.
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4. Ergebnisse

Sowohl Glycin als auch Serin sind wichtige Intermediate der Photorespiration. Flr deren
enzymatische Umsetzung sind die GDC- und mitochondrialen SHM-Isoformen zwingend notwendig.
Daher werden in dieser Arbeit die GDC- und SHM-Genfamilien aus A. thaliana charakterisiert. Dazu
werden Knockdown- und Knockout-Mutanten der entsprechenden Gene isoliert und charakterisiert.
Mittels Komplementationsstudien werden die spezifischen Funktionen der GDC- und
mitochondrialen SHM-Isoformen nadher analysiert. Durch die Steigerung der GDC-Aktivitat in den
Blattern von A. thaliana kann die Flussrate lUber den GDC erh6ht werden. In einem weiteren
Experiment wird versucht, die P-Proteinaktivitdat aus dem Mesophyll in die Biindelscheidenzellen von
Arabidopsis zu verlagern, um die Stoffwechselsituation einer Cs;-C4-intermedidren Pflanze zu
imitieren.

Einige Ergebnisse dieser Arbeit wurden bereits publiziert. Die Publikationen sind der beiliegenden CD
zu entnehmen (siehe 9). In dem folgenden Ergebnisteil werden die essentiellen Daten dieser

Veroffentlichungen sowie nicht publizierte Ergebnisse prasentiert.

Publikationen:

1. Engel N, van den Daele K, Kolukisaoglu U, Morgenthal K, Weckwerth W, Parnik T, Keerberg
O, Bauwe H (2007) Deletion of glycine decarboxylase in Arabidopsis is lethal under non-

photorespiratory conditions. Plant Physiology 144: 1328-1335

2. Engel N, Eisenhut M, Qu N, Bauwe H (2008) Arabidopsis mutants with strongly reduced
levels of the T-protein subunit of glycine decarboxylase. In Photosynthesis. Energy from the
Sun: 14th International Conference of Photosynthesis, Allen, J. F., Gantt, E., Golbeck, J. H.,
and Osmond, C. B. (Eds) Springer: 819- 822

3. Engel N, Ewald R, Zrenner R, Hagemann M and Bauwe H (2010) The presequence of
Arabidopsis Ser hydroxymethyltransferase SHM2 selectively prevents import into mesophyll
mitochondria and hence complementation of the shm1 allele.

Submitted to: Plant Physiology.
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4.1. Isolierung und Charakterisierung der GDC- und SHM-Mutanten

Als Grundlage fir diese Arbeit wurden T-DNA-Insertionsmutanten fir das P-, T- sowie das
mitochondriale SHM-Protein isoliert und charakterisiert. Dariiber hinaus wurden RNAi-Pflanzen mit

reduzierten H- und T-Protein-Gehalten erzeugt und analysiert.

4.1.1. P-Protein-Mutanten

In Arabidopsis kodieren zwei Gene fiir das P-Protein, die als AtGLDP1 (At4g33010) und AtGLDP2
(At2g26080) bezeichnet werden. In Engel et al. (2007) wird die Isolation und Charakterisierung der
Einzelmutanten Atgldpl-1, Atgldpl-2, Atgldp2-1, Atgldp2-2, Atgldp2-3 und Atgldp2-4 sowie der
Doppelmutante Atgldpl-1 x Atgldp2-2 beschrieben. Die Doppelmutante besitzt kein endogenes P-
Protein mehr und wird daher auch als P-Protein-Nullmutante bezeichnet.

Transkriptanalysen mit der Software ,Genevestigator” (Abb. 13) sowie RT-PCR Analysen (Abb. 6)
belegten, dass die Gene AtGLDP1 und AtGLDP2 in allen Organen von Arabidopsis exprimiert werden.
Allerdings waren die AtGLDP1 Transkriptmengen in den photosynthetisch aktiven Geweben hoher.
Das Gen AtGLDP2 wird starker in den Wurzeln transkribiert. Trotz der Expressionsunterschiede
wurde gezeigt, dass die korrespondierenden P-Proteine einander ersetzen kénnen. Die Redundanz
wurde insbesondere durch die Phanotypen der Einzelmutanten, biochemische Analysen, Serin-
Glycin-Verhéltnisse und Gaswechseldaten bewiesen (Engel et al., 2007). Unter ambienten
Bedingungen zeigen die jeweiligen homozygoten Einzelmutanten keinen photorespiratorischen
Phanotyp (Abb. 12). Nur unter photorespiratorischen Bedingungen (800-1000 pEm™ s™) konnte
festgestellt werden, dass AtGLDP1, wie durch die Expressionsdaten angedeutet, starker am
photorespiratorischen Umsatz beteiligt ist, da in der Einzelmutante Atgdi/p1-1 ein erhdhtes Glycin-
Serin-Verhaltnis festgestellt wurde (Engel et al., 2007).

Im Gegensatz zu den Einzelmutanten ist die P-Protein-Doppelmutante sowohl unter ambienten als
auch nicht-photorespiratorischen Bedingungen (0,9 % CO;) nicht lebensfahig. Die Doppelmutante
zeigt eine verzogerte Keimung und entwickelt sich nur bis zum Kotyledonenstadium (Abb. 12).
Aufgrund der Letalitdt in diesem frihen Entwicklungsstadium konnten bisher keine weiteren
Untersuchungen an der Doppelmutante durchgefiihrt werden. Diese Ergebnisse zeigen jedoch sehr
deutlich, dass der GDC in Pflanzen neben der Photorespiration andere lebenswichtige Aufgaben

erfallt.
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Abb. 6 Nachweis der AtGLDP1- und AtGLDP2-Transkripte in allen Geweben von Arabidopsis mittels RT-PCR. Von folgen-
den Organen wurde RNA isoliert: RT: Wurzeln; RL: Rosettenblatter; ST: Stengel; CL: Hochblatter; FL: Bliiten; SI: Schoten.
Als konstitutiv exprimierte Kontrolle wurde die mRNA von At2g09990 (S16) verwendet. Die Abbildung stammt aus der
Publikation Engel et al., 2007.

4.1.2. T-Protein-Mutanten

Fiir das mitochondriale T-Protein in Arabidopsis wurde in der Datenbank TAIR ein Gen annotiert
(AtGLDT1; At1g11860). Zwei unabhangige T-DNA-Insertionslinien (Atgldt1-1, WiscDS Lox 366A11-
085; Atgltp1-2, SALK_147634) wurden zur Isolation homozygoter T-Protein-Mutanten verwendet. Die
Linie Atglt1-1 tragt die T-DNA-Insertion in der Promotorregion, ungefahr 400 bp stromaufwarts vom
Translationsstart (Engel et al., 2008). In Atgldti-2 liegt die T-DNA in dem ersten Exon des T-Protein-
Gens. Von beiden Linien wurden homozygote Pflanzen selektiert, die fir alle weiteren
Untersuchungen verwendet wurden. Der AtGLDT1-Nachweis und die Uberpriifung der Zygotie der T-
DNA-Insertion erfolgte durch PCR mit den Primerkombinationen AtGLDT1Screen-S/ AtGLDT1Screen-
A und AtGLDT1Screen-S/ SALK-LB (Abb. 7). Die homozygote Linie Atgldti-2 wird auch als T-Protein-
Nullmutante bezeichnet, da diese kein endogenes T-Protein mehr enthalt.

Darliber hinaus wurden acht RNAi-Linien mit reduziertem T-Protein-Gehalt erzeugt (Engel et al.,
2008). Zur Amplifikation der sense und antisense RNAi-Fragmente wurden die AtGLDT-RNAi-Primer
(siehe 3.1.8) verwendet. Die transgenen Linien T-RNAi-4 und T-RNAi-5 wurden fiir weitere
Untersuchungen ausgewahlt. Die Phanotypen der T-Protein-Mutanten sind in der Abb. 12 dargestellt.
Sowohl die T-DNA-Insertionsmutante Atgldti-1 als auch die RNAi-Linie T-RNAi-4 sind unter
ambienten Bedingungen zu kultivieren, zeigen aber ein verzogertes Wachstum und eine gelbliche

Verfarbung der Blatter. Hingegen ist die homozygote Atgldt1-2-Mutante nur unter Hoch-CO, und auf
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MS-haltigem Medium zu isolieren. Diese Mutante erreicht nur das Kotyledonenstadium und stirbt

dann ab.
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Abb. 7 Nachweis des T-Protein-Gens AtGLDT und Uberpriifung der Zygotie der T-DNA-Insertion in Wildtyp (WT) und den
Mutanten Atgldt1-1 und Atgldt1-2 durch PCR. Nur in der Wildtyp-Kontrolle ist das intakte AtGLDT-Gen nachweisbar. Die
T-DNA-Insertion liegt in den Mutanten Atgldt1-1 und Atgldt1-2 homozygot fiir beide Allele vor.

Neben dem mitochondrialen T-Protein (AtGLDT1; At1g11860) wurde ein Gen fiir eine weitere
Aminomethyltransferase in den Chloroplasten annotiert (At1g60990), die zunachst als T-Protein-like-
Protein bzw. putatives T-Protein bezeichnet wird. Fiir dieses putative T-Protein wurde auch eine
entsprechende Insertionsmutante (SALK 124765) bestellt und angezogen. Es war nicht moglich,
homozygote Individuen fiir die T-DNA-Insertion zu isolieren, so dass davon ausgegangen werden
kann, dass der Knock-out dieser putativen Aminomethyltransferase letal ist. Um nachzuweisen, dass
es sich bei diesem Protein um eine enzymatisch aktive Aminomethyltransferase handelt, wurde
versucht, die Synechocystis T-Protein-Mutante AgcvT (Eisenhut et al. 2006) mit der cDNA von
At1g60990 zu komplementieren (AgcvT-ATpr2). Analog dazu wurden auch die zu kodierenden
Bereiche von AtGLDT1 und dem F. anomala T-Protein (TFAG) zur Komplementation der bakteriellen
T-Protein-Mutante hinzugezogen (Engel et al., 2008). Diese Komplementationsexperimente wurden
von Marion Eisenhut durchgefiihrt. Nur die Isoformen AtGLDT1 und TFAG revertierten den Phanotyp
der AgcvT-Mutante bzgl. des Wachstums auf erhéhten externen Glycinkonzentrationen (Engel et al.,
2008). Somit konnte nachgewiesen werden, dass dieses putative T-Protein im Synechocystis GDC-
Komplex nicht enzymatisch aktiv ist. Ein Vergleich der Aminosduresequenzen von AtGLDT1, TFAG
und dem putativen T-Protein zeigen groRe Sequenzidentitiaten zwischen den mitochondrialen
Isoformen AtGLDT1 und TFAG (Abb. 8). Hingegen weist die chloroplastidare Isoform nur geringfiigige

Identitaten auf und besitzt eine N-terminale Verlangerung um 13 Aminosauren.
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ATGLDT1
TFLG
T-Protein-like

ALGLDT1
TF LG
T-Protein-like

AtGLDT1
TFLG
T-Frotein-like

AEGLDT1
TFAG
T-Protein-like

ACGLDTI
TFAG
T-Protein-like

Abb. 8 Vergleich der Aminosduresequenzen von den mitochondrialen T-Proteinen AtGLDT1 und TFAG (F. anomala T-

Protein) mit dem T-Protein-like Protein bzw. putativem T-Protein (At1g60990).

Des Weiteren zeigten Western Blot Analysen der komplementierten Synechocystis T-Protein-
Mutanten AgcvT-ATpr2, dass das Arabidopsis T-Protein-like-Protein mit dem T-Protein-Antikorper,
der gegen das T-Protein aus Erbse generiert worden ist, nachweisbar ist (Abb. 9). Dieser Befund
verdeutlicht, dass die T-Proteine aus Arabidopsis AtGLDT1 und das T-Protein-like Protein sowie das
Synechocystis T-Protein strukturelle Ahnlichkeiten aufweisen, die es dem T-Protein-Antikérper aus

Erbse ermdglichen, mit diesen Proteinen zu interagieren.

gcevT-ATpr2

P — —~

Wi gcvl Klonl

T-Protein-AK

i B I B

Abb. 9 Western Blot zum Nachweis der T-Proteine in Synechocystis Wildtyp (WT), der Synechocystis T-Protein
defizienten Mutante (gcvT) und den mit dem Arabidopsis T-Protein-like-Protein komplementierten Synechocystis

Mutanten (AgcvT-ATpr2).
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In weiteren Experimenten sollte untersucht werden, ob es sich bei dem chloroplastidaren T-Protein-
like Protein um eine enzymatisch aktive Aminomethyltransferase handelt. Dazu bietet es sich an,
dieses Protein heterolog in E. coli zu exprimieren und spezifische enzymatische Messungen bezliglich
der Aminomethyltransferase-Aktivitat durchzufiihren. Ebenso sollte versucht werden, die Atgldtl-1-
Mutante mit dem T-Protein-like-Protein in Fusion mit einem mitochondrialen Transitpeptid zu

komplementieren, um eine Aminomethyltransferase-Aktivitat in vivo nachzuweisen.

4.1.3. H-Protein-Mutanten

Da das Arabidopsis H-Protein von drei Genen (AtGLDH1, At2g35370; AtGLDH2, At2g35120; AtGLDH3,
At1g32470) kodiert wird, wurde ein RNAi-Konstrukt gegen AtGLDH1 und AtGLDH3 generiert. Im
Gegensatz zu AtGLDH2 werden diese H-Proteine vorwiegend in photosynthetisch aktiven Organen
exprimiert (Abb. 13) und stellen somit potentielle H-Proteine fiir den photorespiratorischen Umsatz
Uber die GDC dar. Sequenzanalysen mit der Software ,BioEdit” zeigten 95 % Identitat der
Aminosauren von AtGLDH1 und AtGLDH3 (Abb. 10). Das H-Protein AtGLDH2 weist hingegen
Unterschiede im N-terminalen Bereich, dem putativen Transitpeptid, auf. EIf Aminosaduren fehlen
AtGLDH2 im Bereich zwischen den Aminosduren 24-36. Zur Reprimierung der Expression von
AtGLDH1 und AtGLDH3, aber nicht AtGLDH2 wurde ein Bereich in der genomischen Sequenz von
AtGLDH1 ausgewahlt, der eine Sequenzibereinstimmung zu AtGLDH3 und eine moglichst geringe
Identitdt zu AtGLDH2 aufweist.

Zur Herstellung des RNAi-Konstrukts wurde ein 171 bp Fragment des dritten Exon von AtGLDH1 in
sense und antisense Orientierung mit dem St-GA20o0x Intron (Chen et al., 2003) fusioniert und in den
Vektor pUC-RNAI kloniert (Abb. 10). Die AtGLDH-RNAI-Primer sind 3.1.8 zu entnehmen. Die RNAi-
Kassette wurde zwischen dem 35S-Promotor und dem Nopalinsynthase-Terminator des bindren
Vektor pGreen0179 ligiert. Das fertige RNAi-Konstrukt wurde Uber Agrobakterium-vermittelten
Gentransfer in wildtypische Arabidopsis-Pflanzen (Col0) transformiert. Es wurden vier transgene

Linien (AtGLDH-RNAI 1-4) isoliert. Der Phanotyp von AtGLDH-RNAI 1 ist der Abb. 12 zu entnehmen.
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Abb. 10 Analyse der Sequenzdhnlichkeiten (Alignments) der H-Proteine und AtGLDH1-3 (A) und DNA-Sequenzvergleich
des Exon 3 von AtGLDH1 mit der genomischen DNA von AtGLDH2 und AtGLDHS3 fiir die Herstellung des RNAi-Konstrukts

(B) mit der Software BioEdit.

4.1.4. SHM-Mutanten

Die lIsolierung und Charakterisierung der SHM-Mutanten Atshm1-1 (SALK_083735) und Atshm2-2
(SALK_096265) wurde bereits beschrieben (Engel, 2004; Voll et al., 2006). In diesen Arbeiten wurde
nachgewiesen, dass die photorespiratorische Konversion von Glycin zu Serin vorwiegend durch die
AtSHM1 erfolgt. Das Gen der AtSHM2 wird im Gegensatz zur AtSHM1, die besonders in
photosynthetisch aktivem Gewebe vorliegt, in den heterotrophen Organen exprimiert (Abb. 13).
Diese beiden mitochondrialen SHM-Isoformen weisen im Gegensatz zu den P-Protein-Isoformen
keine Redundanz auf. Nur die Atshm1-1-Mutante zeigt einen photorespiratorischen Phanotyp, der

unter erhohten CO,-Bedingungen wieder revertiert werden kann (Abb. 12).
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Im Vergleich mit den P- und T-Protein-Nullmutanten wurde auch eine SHM-Doppelmutante (Atshm1-
1 x Atshm2-2) erzeugt, in der beide mitochondrialen SHM-Isoformen AtSHM1 und AtSHM2 nicht
mehr funktionell sind. Die T-DNA-Einzelmutanten Atshm1-1 und Atshm2-2 wurden gekreuzt. In der
F2-Generation wurden 11 von 30 Individuen isoliert, die homozygot fiir die Atshm1-1 und
heterozygot fir die Atshm2-2 Mutationen waren. Der Gennachweis (AtSHM1: Shm1-S/ Shm1-A;
AtSHM2: Shm2-S/ Shm2-A) und die Zygotie der T-DNA-Insertion (AtSHM1: Shm1-S/ SALK-LB;
AtSHM2: Shm2-S/ SALK-LB) wurden durch PCR Uberpriift (Abb. 11). Die Primerkombinationen sind
3.1.8 zu entnehmen. In der F3-Generation wurden auf MS-Medium unter 0,9 % CO, doppelt-
homozygote Linien isoliert. Das Erscheinungsbild der SHM-Doppelmutante dhnelt dem der P- und T-
Protein-Nullmutanten und ist gegeniber der Einzelmutante Atshm1-1 deutlich verstarkt (Abb. 12).
Bei einer Aufzucht auf Erde erreicht die SHM-Doppelmutante nur das Vierblattstadium, wenn die
Lichtintensitdaten deutlich reduziert sind. Dies kann z. B. durch Beschattung von Nachbarpflanzen
erfolgen. Eine vollstdndige Rosette kann diese Doppelmutante aber nur bei einer Kultivierung auf

MS-Medium mit 1 % Saccharose und 0,9 % CO, ausbilden.

e o o 9
S’§ AR NS N
(%] CO§ %) <'0§ vom > O
SRS
N
N N N N
= = = _ B > &S o £
, Wow = T o -
g e — e Atshm1
Atshm?2 -
— - oo - S16 o s G m—
shm1 shm1 shm?2 shm?2

WTgene T-insert WT gene T-insert

Abb. 11 Genotyp der mitochondrialen SHM-Doppelmutante (S1/2 KO). Links: PCR mit der isolierten genomischen DNA
der Doppelmutante Atshm1-1 x Atshm2-2 (S1/2 KO) und des Wildtyp (WT). Die intakten AtSHM1 und ATSHM2 Gene sind
nur im WT prasent. Die T-DNA-Insertionen in den AtSHM1 und ATSHM2 Genen wurden nur in der Doppelmutante S1/2
KO detektiert. Rechts: RT-PCR Analysen zeigen keine AtSHM1- und ATSHM2-Transkripte in der Doppelmutante (Pflanzen
2,3,4und9).

42



Ergebnisse

4.1.5. Phdnotypische Charakterisierung der isolierten Mutanten

Fiir die phanotypische Charakterisierung wurden die GDC- und SHM-Einzelmutanten zunachst unter
erhohten CO,-Konzentrationen (0,9 % CO,) angezogen und nach vier Wochen in ambienter Luft
inkubiert. Nach ca. zwei Wochen unter photorespiratorischen Bedingungen sollte ein entsprechender
Phanotyp bei den Mutanten sichtbar sein. In der Abb. 12 sind die Einzelmutanten im Vergleich zum
WT dargestellt. Die Mutanten Atgldti-1, AtGLDT-RNAi-4, AtGLDH-RNAi-1 und Atshml-1 zeigen
sowohl in ihrem Wachstum als auch im Erscheinungsbild deutliche Unterschiede. Wahrend die
jungen Blatter noch keine morphologischen Besonderheiten zeigen, weisen altere Rosettenblatter
chlorotische Bereiche und eine Gelbfarbung auf. Dieses Erscheinungsbild kann unter erhéhten CO,-
Bindungen revertiert werden. Daher kann man von einem typischen photorespiratorischen Phanotyp
sprechen. Bei den Mutanten Atgldpl-1, Atgldp2-2 und Atshm2-2 sind keine offensichtlichen
phanotypischen Veranderungen erkennbar. Fir die P-Protein-Mutanten wurde bereits Redundanz
nachgewiesen, so dass auch keine signifikante Verdanderung im Erscheinungsbild der Einzelmutanten
zu erwarten war (Engel et al. 2007). Das Ausbleiben des photorespiratorischen Phanotyps bei
Atshm?2-2 begriindet sich darauf, dass AtSHM1 und AtSHM2 nicht redundant sind und dass AtSHM?2
vermutlich fir die Glycin-Serin-Interkonversion in heterotrophem Gewebe verantwortlich ist.
Demnach fuhren nur die starken Reduktionen der GDC- oder SHM-Aktivitdaten in photosynthetisch
aktiven Geweben zu einem photorespiratorischen Phanotyp, der auch fiir andere C,-Zyklus Mutanten
beschrieben wurde (z. B. Schwarte et al, 2007 und Boldt et al. 2005).

Im Kontrast zu den Einzelmutanten steht der Phdnotyp der P-, T- und mitochondrialen SHM-
Nullmutanten. Diese Nullmutanten konnten nur auf MS-Medium unter nicht-photorespiratorischen
Bedingungen (0,9 % CO,) isoliert werden. Die P- und T-Protein-Nullmutanten waren noch
keimungsfahig, starben aber im Kotyledonenstadium ab. Diese Letalitdt konnte auch nicht durch eine
Reduktion der Lichtintensitat umgangen werden. Die mitochondriale SHM-Nullmutante erreichte
auch nur das Kotyledonenstadium bei einer Anzucht auf Erde, war aber bei reduzierten
Lichtverhaltnissen, z. B. durch Beschattung von heterozygoten Nachbarpflanzen bis zum
Vierblattstadium, lebensfahig (Abb. 12). In dieser Entwicklungsstufe war die Chlorophyllsynthese
stark beeintrachtigt, so dass die Blatter der SHM-Nullmutante gelblich blieben und dann abstarben.
Im Gegensatz zu den P- und T-Protein-Nullmutanten kann die SHM-Nullmutante auf MS-Medium mit
1 % Saccharose und unter 0,9 % CO, bis zur vollstandigen Ausbildung der Rosette herangezogen
werden. Diese Nullmutante ist auch in der Lage Bliiten zu bilden, die aber keine fertilen Samen
hervorbringen. Das vollstandige Ausschalten der mitochondrialen GDC- oder SHM-Aktivitat ist somit

nicht vereinbar mit dem pflanzlichen Stoffwechsel und kann nicht durch andere Reaktionen im
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pflanzlichen Stoffwechsel kompensiert werden. Durch die Letalitdt der Nullmutanten unter nicht-
photorespiratorischen Bedingungen wurde bewiesen, dass die GDC- und SHM-Reaktionen noch an
anderen Stoffwechselprozessen beteiligt sind, die lebensnotwendig fir das Wachstum und die

Entwicklung sind.

A Einzelmutanten

" AtGLDT—RI$4

B Nullmutanten

Abb. 12 Erscheinungsbild der GDC- und SHM-Einzelmutanten (A) sowie der Nullmutanten ohne endogene GDC bzw.
mitochondriale SHM (B). A: Die homozygoten Einzelmutanten wurden vier Wochen unter 0,9 % CO, auf Erde angezogen
und anschlieBend unter normalen Luftbedingungen fiir zwei Wochen inkubiert. Der weiBe Balken entspricht 1 cm. B: Die
Nullmutanten wuchsen auf MS-Medium mit 1 % Saccharose unter 0,9 % CO,. Durch Beschattung von Nachbarpflanzen

war die shm1-1 x shm2-2-Mutante bis zum Vierblattstadium lebensfahig.
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4.1.6. Expressionsprofile der mitochondrialen GDC- und SHM-Gene

Mit Hilfe der Internetsoftware , Genevestigator” ist es moglich, gewebe- und organspezifische
Transkriptdaten verschiedener Arabidopsis-Gene miteinander zu vergleichen. Durch diese Analyse
erhilt man einen Uberblick iiber die Expressionsprofile der einzelnen Gene und kann Riickschliisse
auf den Wirkungsort der entsprechenden Proteine ziehen.

Die Transkriptprofile der annotierten GDC- und mitochondrialen SHM-Gene sind der Abb. 13 zu
entnehmen. Deutlich ist zu erkennen, dass die Expressionsmuster der GDC- und SHM-Gene nicht
uniform sind. Da es sich um photorespiratorische Gene handelt, ist zu erwarten, dass eine starke
Expression in allen photosynthetisch aktiven Organen auftritt. Dies trifft jedoch nicht auf alle GDC-
und SHM-Gene zu. In den grinen und schnell wachsenden Geweben (Keimling, Rosetten- und
Hochblatter, Stangel, Infloreszenz) werden hohe Transkriptmengen der Gene AtGLDP1, AtGLDP2,
AtGLDT1, AtGLDH1, AtGLDH3 sowie AtSHM1 angezeigt. Die Gene, die fiir die Proteine AtGLDH2 und
AtSHM?2 kodieren, werden vorwiegend in heterotrophen Geweben, wie Wurzel, Hypokotyl, Xylem
und Samen transkribiert. Daraus lasst sich schliefen, dass die GDC- und SHM-Aktivitat nicht nur fur
den photorespiratorischen Umsatz benétigt wird, sondern auch fur den primaren Kohlen- und
Stickstoffhaushalt in nicht-griinem Gewebe. Mit Ausnahme des T-Proteins wird jede GDC-
Untereinheit und auch die mitochondriale SHM von mindestens zwei Genen kodiert. Man kann
postulieren, dass jeweils eine der Isoformen fiir den GDC- oder SHM-Umsatz im photosynthetisch
aktiven oder heterotrophen Gewebe verantwortlich ist. Dementsprechend werden die Gene
AtGLDP1, AtGLDP2, AtGLDT1, AtGLDH1, AtGLDH3 und AtSHM1 zur Gruppe 1 zusammengefasst, da
diese eine vorrangige Expression im grinen Gewebe aufweisen. Die Gene AtGLDH2 und AtSHM2
wurden aufgrund ihrer starken Expression im heterotrophen Gewebe in eine separate Gruppe
eingeordnet (Gruppe 2). Das Gen AtGLDP2 nimmt eine Sonderstellung ein, da moderate
Transkriptmengen sowohl im auto- als auch heterotrophen Gewebe vorliegen. Dieses zweite P-
Protein wurde dennoch in die Gruppe 1 eingeordnet, da die Redundanz mit AtGLDP1 nachgewiesen
wurde (Engel et al., 2007).

Dartiber hinaus wurde mit der Genevestigator-Software gezeigt, dass die Gene der Gruppe 1 eine
lichtinduzierte Transkriptionssteigerung, eine Reprimierung der Expression bei osmotischen Stress
und Nitratmangel aufweisen (siehe 9). Dies deutet ebenfalls auf einen Zusammenhang zwischen der
CO,-Assimilation der Pflanzen und der Expression der Gruppe 1-Gene hin.

Weiterhin ist die hohe Expressionsrate der GDC- und SHM-Gene in den Keimlingen, besonders in den
Kotyledonen, und wahrend der Blitenentwicklung (Sepalen, Pedicel, Schoten) auffallig. Dieser

Befund impliziert, dass die GDC- und SHM-Reaktionen auch in anderen Entwicklungsstadien der
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Pflanze bendtigt werden. Somit lasst sich ein Rickschluss auf die Letalitdt der P-, T- und SHM-
Nullmutanten ziehen, denn diese Pflanzen besitzen keine endogene und funktionelle GDC oder SHM

im Kotyledonenstadium.
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Abb. 13 Relative Transkriptmengen der GDC- und mitochondrialen SHM-Gene in verschiedenen Organen von Arabidopsis
Wildtyp-Pflanzen (Col0). Die Grafik wurde mit der im Internet verfiigbaren Software Genevestigator

(https://www.genevestigator.ethz.ch/) erstellt. Die Intensitét der Blaufidrbung korreliert mit der Transkriptstirke.
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4.1.7. Veranderungen der Metabolitgehalte in den GDC- und SHM-Mutanten

Mit Hilfe von Metabolitanalysen wurden sowohl die Einzelmutanten als auch die Nullmutanten

stoffwechselphysiologisch charakterisiert. Durch HPLC-Analysen wurden die Konzentrationen der

[6slichen Aminosduren im Blatt bestimmt. Besondere Bedeutung lag in diesem Zusammenhang auf

den Konzentrationen der Aminosauren Glycin, Serin, Glutamat und Glutamin. Die Ergebnisse der

Einzelmutanten sind in Abb. 14 dargestellt.
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Abb. 14 Konzentrationsbestimmung ausgewdhlter l6slicher Aminosdauren der GDC- und SHM-Einzelmutanten aus

Blattern, die in der Mitte der Lichtperiode geerntet wurden. A: Die Glycin- und Serinkonzentrationen. B: Die Glutamat-

und Glutaminkonzentrationen. Fiir die Messungen wurden die Pflanzen sieben Tage in ambienter Luft kultiviert und

intakte Rosettenblatter des gleichen Wachstumsstadiums verwendet.
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Deutlich ist zu erkennen, dass die Einzelmutanten Atgldti-1, AtGLDT-RNAi und Atshm1-1 grolle
Mengen Glycin (70 - 150fach) in der Mitte der Lichtphase akkumulieren. Die Glycinakkumulation
korreliert mit den Phanotypen der Mutanten. Je mehr Glycin in den Blattern der Einzelmutanten
angereichert wird, desto ausgepragter ist der photorespiratorische Phanotyp. Somit besteht ein
Zusammenhang zwischen den Chlorosen, der gelblichen Verfarbung der Blatter und der
Glycinmenge. Im Gegensatz zu den Glycingehalten sind die Serinkonzentrationen in den
Einzelmutanten kaum beeinflusst. Nur in den Mutanten Atgldt1-1, AtGLDT-RNAi und Atshm1-1 ist
der Seringehalt 1,5 - 2fach erhoht.

Da Uber die GDC-Reaktionen NH; freigesetzt wird, war es auch von Interesse, die Glutamat- und
Glutaminkonzentrationen der Blattextrakte zu erfassen. Im Vergleich zum Wildtyp waren die
Glutamatkonzentrationen der Einzelmutanten leicht reduziert. Nur die Atshm1-1 Mutante zeigt eine
Verdoppelung der Glutamatmenge. Die Glutamingehalte der Einzelmutanten waren signifikant
reduziert (20 - 70 %) im Vergleich mit dem korrespondierenden Wildtyp. Eine Reduktion der GDC-
Aktivitat in Blattern der Einzelmutanten bewirkt eine starke Akkumulation von Glycin und eine
leichte Reduktion der Glutamat- und Glutamingehalte.

Von den GDC-Nullmutanten wurde ebenfalls eine Bestimmung der Aminosdurekonzentrationen
vorgenommen. Diese Ergebnisse konnten mit denen der Einzelmutanten nicht kombiniert werden,
da die Nullmutanten auf MS-Medium angezogen wurden und nur das Kotyledonenstadium
erreichten. In der Abb. 15 sind die Gehalte der Aminosauren Glycin, Serin, Glutamat und Glutamin in
den P- und T-Protein Nullmutanten dargestellt. Die P- und T-Protein-Nullmutanten akkumulieren im
groRen Male Glycin, die P-Protein-Nullmutante um das 65fache und die T-Protein-Nullmutante um
das 90fache. Diese Werte sind jedoch geringer im Vergleich zu denen der Einzelmutanten Atgldt1-1,
AtGLDT-RNAi und Atshm1-1. Zu erwarten ware eine noch starkere Anreicherung von Glycin, da kein
Umsatz mehr Uber die GDC erfolgen kann.

Allerdings war das Probenmaterial nicht vergleichbar. Bei den letalen Mutanten ist nicht
abzuschdtzen, ob die geernteten Kotyledonen bereits abgestorben oder noch
stoffwechselphysiologisch aktiv waren. Somit besteht die Moglichkeit, dass bereits Material fir die
Untersuchung verwendet wurde, das sich in der Seneszenz oder im Abbauprozess befand. Dennoch
waren die Glycingehalte relativ hoch. Ahnlich wie bei den Einzelmutanten verdnderte sich der
Serinspiegel nur geringfligig. Nur in der T-Protein-Nullmutante war die Serinkonzentration um das
10fache erhoht. Die Glutamatkonzentrationen variierten in den GDC-Nullmutanten nur geringfligig
im Vergleich zum Wildtyp. Jedoch akkumulierte Glutamin um das 2-3fache in den Nullmutanten und
steht daher im Kontrast zu den Werten der Einzelmutanten, in denen Glutamin signifikant reduziert

vorliegt.
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Abb. 15 Bestimmung der Aminosdurekonzentrationen der letalen P- und T-Protein-Nullmutanten im Vergleich zum
Wildtyp (WT). Sowohl die Nullmutanten als auch der korrespondierende Wildtyp wurden auf MS-Medium unter 0,9 %

CO, angezogen A: Die Glycin- und Serinkonzentrationen. B: Die Glutamat- und Glutaminkonzentrationen.

Die Aminosadurebestimmungen der Einzel- und Nullmutanten zeigen deutlich, dass ein
Zusammenhang zwischen der blattspezifischen Glycinmenge und dem Erscheinungsbild der
Mutanten besteht. Die Verdanderungen in den Glutamat- und Glutamingehalten implizieren, dass
durch die Reduktion oder Inhibierung der GDC- und SHM-Aktivitaten auch der Stickstoffhaushalt der

transgenen Pflanzen beeinflusst wurde.
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4.1.8. Photosynthetische Leistung

Da die GDC- und SHM-Nullmutanten nur bis zum Kotyledonenstadium wuchsen, war von diesen
Pflanzen keine Bestimmung der CO,-Assimilation moglich. Um die Auswirkungen der reduzierten
GDC-Aktivitat auf die photosynthetische Leistung zu erfassen, wurden Gaswechselanalysen mit den
P- und T-Protein-Einzelmutanten durchgefiihrt. Die Photosyntheserate der Atgldpl-1-Mutante war
unverandert im Vergleich zum WT (Atgldp1-1: 6,72 + 0,25; WT: 6,84 + 0,26 CO, m™ s'l) und wurde in
Engel et al. 2007 beschrieben. In der Abb. 16 sind die ermittelten Photosyntheseraten und CO,-
Kompensationspunkte der T-Protein-Mutanten bei zwei Lichtintensitdten (250 und 1000 WE)
graphisch dargestellt. Die Photosyntheseraten der T-Protein-Mutanten sind im Vergleich mit dem
korrespondierenden Wildtyp signifikant reduziert (Abb. 16). Durch die Erhohung der Lichtintensitat
auf 1000 pE wurde die Wildtyp CO,-Assimilationsrate minimal gesteigert. Hingegen sank die
Photosyntheserate der Atgldt1-1-Mutanten und blieb bei den T-Protein-RNAi-Pflanzen unverandert.
Die CO,-Kompensationspunkte der T-Protein-Einzelmutanten sind der Abb. 16 zu entnehmen. Am
CO,-Kompensationspunkt () entspricht die CO,-Fixierung eines Blattes genau der CO,-Freisetzung
durch die Photorespiration und des Citratzyklus, dessen CO,-Freisetzung bei Belichtung aber zu
vernachldssigen ist. Der CO,-Kompensationspunkt der T-Protein-Einzelmutanten ist hoher als im
Wildtyp und verandert sich nur unwesentlich bei einer Belichtung von 1000 pE. Dies wirde fir
gesteigerte Photorespirationsraten sprechen bzw. verdeutlichen, dass das freigesetzte CO, im
geringeren MafRe als im Wildtyp refixiert werden kann.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass Mutanten mit reduziertem T-Protein-Gehalt eine reduzierte
CO,-Assimilationsrate aufweisen. Die P-Protein Einzelmutanten zeigten keine Beeintrachtigung der
photosynthetischen Leistung. Da die photosynthetische Leistung unmittelbar von der Leistung des
Photosyntheseapparates abhadngig ist, wurden von Blattern der T-Protein Mutante Atgldtl-1
Chlorophyllbestimmungen durchgefiihrt (Abb. 17). Die Gehalte an Chlorophyll a und b sind in der
Einzelmutante um 50 % bzw. 30 % reduziert. Hingegen sind die Carotinoidkonzentrationen nicht
verandert. Die starke Reduktion der Chlorophyligehalte spiegelt sich in dem chlorotischen Phanotyp
der Atgldtl-1-Mutante wieder. Demnach besteht ein Zusammenhang zwischen der Reduktion der

GDC-Aktivitat im Blatt und den stark erniedrigten Chlorophyllkonzentrationen.
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Abb. 16 Photosyntheseparameter in WT und T-Protein Einzelmutanten (Atgldt1-1; AtGLDT-RNAi4) bei zwei Lichtintensi-
tdten (250 und 1000 pE). A: CO,-Assimilationsraten. B: CO,-Kompensationspunkte.

Insbesondere die geringen Gehalte an Chlorophyll a in den Blattern der Mutante lassen darauf
schlieBen, dass eine Schadigung des Photosystem Il (PSIl) vorliegt oder die Synthese bzw. die
Reparatur des PSIl negativ beeinflusst wird. Aufgrund der reduzierten Chlorophyligehalte ist auch

eine verringerte CO,-Assimilation erklarbar.
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Abb. 17 Chlorophyll- und Carotinoidgehalte der T-Protein-Mutante Atgldt1-1 im Vergleich zum Wildtyp (WT)

4.1.9. Chemische Komplementation

Als mogliche Ursache fiir den chlorotischen Phanotyp und die Reduktion der Chlorophyll-
Konzentrationen wird die hohe Glycinakkumulation in den Einzelmutanten Atgl/dti-1 und Atshm1-1
vermutet. Derart stark erhohte Glycinkonzentrationen konnen toxisch auf den pflanzlichen
Stoffwechsel wirken, indem hohe Glycinmengen z. B. freie Magnesiumionen komplexieren, die u. a.
fir die Chlorophyllsynthese bedeutsam sind (Eisenhut et al., 2007). Daher wurde versucht, die oben
genannten Einzelmutanten chemisch zu komplementieren. Die Komplementation mit Mg-haltigen
MS-Medium (0 - 1 mM Mg?*) verbesserte nicht das Erscheinungsbild der Mutanten und wird daher
nicht weiter beschrieben. Eine weitere Moglichkeit, die Glycintoxizitat zu vermindern, stellt die
Komplementation mit Natriumbenzoat dar. In der Humanmedizin wird Natriumbenzoat als
Therapeutikum gegen die Stoffwechselerkrankung Nonketotische Hyperglycinamie (NKH) eingesetzt.
Diese Erbkrankheit beruht zu 85 % auf einer Mutation des P-Proteins und zu 15 % auf einer des T-
Proteins, die sich in einem stark erhdhten Glycinspiegel im Plasma und Cerebrospinalflissigkeit der
Patienten duRert (Kure et al., 1997; Tada 1993). Durch eine Verabreichung von Natriumbenzoat wird
das toxisch wirkende Glycin gebunden und als Hippursaure ausgeschieden.

Die Entgiftung mit Natriumbenzoat ldasst sich natlrlich nicht uneingeschrankt auf Pflanzen
Ubertragen, aber ein Vorversuch mit Arabidopsis Wildtyppflanzen und den Einzelmutanten (Atgldti1-1
und Atshm1-1) zeigt, dass Natriumbenzoat tber die Wurzel aufgenommen werden kann. Denn bei

Konzentrationen von 500 — 800 uM Natriumbenzoat im Medium konnte fir die Glycin-

52



Ergebnisse

akkumulierende Atshm1-1-Mutante eine signifikante Verbesserung des Phanotyps nachgewiesen
werden (Abb. 18). Im Gegensatz zum Kontrollansatz bei 0 uM Natriumbenzoat, bei dem die Atshm1-
1-Mutante weillich erschien und im Kotyledonenstadium verharrte, konnte bei den erhéhten
Natriumbenzoatkonzentrationen (200- 800 puM) eine vermehrte Chlorophyllsynthese und somit ein
gelblich bis griinliches Erscheinungsbild nachgewiesen werden. Allerdings zeigt der Wildtyp unter
diesen hohen Natriumbenzoatkonzentrationen auch einen verschlechterten Phanotyp, der darauf

schlieRen lasst, dass Natriumbenzoat toxisch auf die Pflanzen wirkt.

Abb. 18 Chemische Komplementation von Arabidopsis Wildtyppflanzen (Col0) und den Knockdown-Mutanten shm1-1
und gldti-1 mit verschiedenen Konzentrationen von Natriumbenzoat unter ambienten Bedingungen. Ab einer
Konzentration von 200 uM Natriumbenzoat im Medium ist eine toxische Wirkung auf den Wildtyp (WT) und die g/dt1-1-
Mutante erkennbar. Im Gegensatz dazu verbessert sich der Phanotyp der shmi-1-Mutante bei Konzentration zwischen
500 — 800 uM Natriumbenzoat. Die shm1-1 Pflanzen sind wesentlich griiner und groBer im Vergleich zur Kontrolle ohne

Natriumbenzoat.
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Durch dieses Experiment konnte gezeigt werden, dass zum einem Natriumbenzoat toxisch auf die
Pflanzen wirkt, aber auch freies Glycin in den Pflanzen komplexieren kann. Denn durch das
verbesserte Erscheinungsbild der Atshml-1-Mutante unter 500 pM Natriumbenzoat wurde
verdeutlicht, dass zumindest ein Teil des photorespiratorischen Glycins gebunden und somit die
Toxizitat vermindert wurde.

Die chemische Komplementation mit Natriumbenzoat sollte durch weitere Experimente erganzt
werden, um nachzuweisen, inwiefern sich die hohen Glycinkonzentrationen der GDC- und SHM-
Mutanten auf den Phanotyp und die Chlorophyligehalte im Blatt auswirken. Dadurch kdnnte eine
Aussage darliber getroffen werden, ob die Letalitdt der Nullmutanten auf die starke
Glycinakkumulation zurtickzufiihren ist oder durch die Beeintrachtigung anderer Prozesse

hervorgerufen wird.

4.2. Komplementation der GDC-Mutanten

Fir die funktionelle Untersuchung der GDC- und mitochondrialen SHM-Isoformen in Arabidopsis
wurden Komplementationsanalysen mit heterologen Genen durchgefihrt. Fiir diese Analysen
wurden die T-Protein-Mutante Atgldtl-1 sowie die P-Protein-Nullmutante ausgewahlt. Beide
Mutanten sollten mit den heterologen Genen aus Flaveria anomala komplementiert werden. Dazu
wurde zunachst die Gewebespezifitat der Flaveria anomala GDC-Promotoren mittels Promotor-GUS-

Fusionen Uberprift.

4.2.1. Analyse der Flaveria anomala GDC-Promotoren

Die Flaveria anomala GDC-Gene wurden bereits kloniert und charakterisiert (Chu, 1996; Chu et al.,
1998; Nan et al, 1998; Nan and Bauwe, 1998; Cossu, 1997; Cossu and Bauwe, 1998). Zur
Uberpriifung der biindelscheidenspezifischen Expression des F. anomala P-Protein-(FaGLDP)-
Promotors wurde der komplette genomische Bereich (-4500 bp) stromaufwarts des
Translationsstartes mit dem B-Glucuronidase-Gen (uidA) fusioniert (Abb. 19). Analog erfolgte die
GUS-Fusion mit den F. anomala T- und H-Protein-Promotoren (FaGLDT, FaGLDH).

Diese Konstrukte wurden zuvor in der Arbeitsgruppe Bauwe kloniert und standen fir die
Pflanzentransformation zur Verfigung. Zusatzlich wurde ein am 5-Ende verkirztes FaGLDP-

Promotor-Fragment mit der Lange von 1768 bp mittels PCR amplifiziert (Primer: FAaGLDP-Pro-EcoRV-S
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und FaGLDP-Pro-Ncol-A) und tber die Schnittstellen EcoRV und Ncol in den Vektor pCAMBIA1305.1

kloniert. Die vier GUS-Konstrukte wurden in wildtypische Arabidopsis-Pflanzen (Col0) transformiert.

- 4500 -1 +1 Stop
FaGLDP GUS CaMV-T
EcoRI Ncol
- 1768 -1 +1 Stop
FaGLDP GUS CaMV-T
EcoRV Ncol
- 4200 -1 +1 Stop
FaGLDT GUS CaMV-T
Sacl Ncol
- 3200 -1 +1 Stop
FaGLDH GUS CaMV-T
Xhol Ncol

Abb. 19 Schematische Darstellung der Promotor-GUS-Konstrukte. Die Flaveria anomala GDC-Promotoren (FaGLDP: P-

Protein, FaGLDT: T-Protein, FaGLDH: H-Protein) wurden mit dem B-Glucuronidase-Gen (GUS) fusioniert.

Die histochemische Analyse der Expression des vollstandigen FaGLDP4s0-Promotors zeigte eine
Blaufarbung in den Leitbindeln und leitblindelnahen Zellen von Arabidopsis. Keine sichtbare
Blaufarbung wurde in den interkostalen Bereichen innerhalb der Mesophyll-, Epidermiszellen und
Trichomen detektiert (Abb. 20). Der verkiirzte Promotor FaGLDP.;6s-Promotor vermittelte ein
identisches Expressionsverhalten im Vergleich mit der kompletten Variante (Abb. 20). Somit
beinhalten die 1768 bp des FaGLDP-Promotors alle nétigen Informationen, um eine Leitblindel- und
blindelscheidenspezifische Expression in Arabidopsis zu erzeugen.

Im Gegensatz zu dem FaGLDP-Promotor vermitteln die F. anomala T- und H-Protein-Promotoren
keine eindeutige Praferenz fiir die Leitblindel oder die Blindelscheiden in Arabidopsis (Abb. 20 E, F).
Die Blaufarbung ist im ganzen Blatt zu erkennen.

Diese Promotor-GUS-Analysen verdeutlichen, dass lediglich der F. anomala P-Protein-Promotor eine
Expression in den Leitblndeln und Biindelscheidenzellen von Arabidopsis vermittelt. Nur mit der
Expression des F. anomala P-Proteins in der Arabidopsis P-Protein-Nullmutante ist eine ektopische
Komplementation moglich. Durch die Komplementation der T-Protein-Mutante Atgldt1-1 mit dem F.

anomala T-Protein kann eine Uberexpression des T-Proteins im gesamten Blatt erreicht werden.
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Abb. 20 Histochemischer Nachweis der GUS-Aktivitdt in Arabidopsis-Blattern der Promotor-GUS-Pflanzen. A-C:
FaGLDP 500::GUS. D: FaGLDP;,¢5::GUS. E: FaGLDT::GUS F: FaGLDH::GUS.

4.2.2. Komplementation der T-Protein-Mutante Atgldt1-1

Die Komplementation der Atgldt1-1-Mutante mit dem F. anomala T-Protein (TFAG) wurde in Engel et
al., 2008 beschrieben. Die transgenen Linien wurden als Atgldti-1 + TFAG bezeichnet. Der
photorespiratorische Phdnotyp von Atgldt1-1 wurde durch die Expression des F. anomala T-Proteins
revertiert, so dass diese komplementierten Pflanzen nicht mehr vom Wildtyp zu unterscheiden
waren (Abb. 21). Auch die Glycin- und Seringehalte in den Blattern von Atgldt1-1 + TFAG entsprachen
dem WT-Niveau (siehe Engel et al., 2008).

Mittels Immunolokalisationsstudien gegen das T-Protein konnte die Uberexpression des T-Proteins
im gesamten Blatt der transgenen Linie Atgldt1-1 + TFAG nachgewiesen werden (Abb. 21). In dieser
komplementierten Mutante wurde eine hohere Anzahl von fluoreszierenden Punkten im Mesophyll
detektiert. Im Mesophyll von Atgldtl-1 waren weniger T-Protein-Signale im Vergleich zum WT und
Atgldtl-1 + TFAG sichtbar. Hingegen zeigte die Immunmarkierung des T-Proteins in den Leitblindeln
von Atgldtl-1 keine Verdanderungen im Vergleich zum WT. Somit kann davon ausgegangen werden,
dass die Reduktion des T-Proteins in Atgldtl-1 vorwiegend die photosynthetisch-aktiven Gewebe
betrifft.
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Abb. 21 Erscheinungsbild und Immunofluoreszenz der T-Protein-Mutante (Atgldt1-1) und der komplementierte Mutante
(Atgldtil-1 + TFAG) im Vergleich zum Wildtyp (WT). Obere Reihe: Die Mutante Atgldtl-1 zeigt einen
photorespiratorischen Phianotyp mit der typischen Gelbfirbung der dlteren Blitter. Die komplementierten Mutante
(Atgldti-1 + TFAG) ist visuell nicht vom WT zu unterscheiden. Alle Pflanzen sind 10 Wochen alt und wurden unter
ambienten Bedingungen (12 h/ 12 h Licht/Dunkel) kultiviert. Untere Reihe: Immunofluoreszenz gegen das T-Protein.
Ungefdhr 3 - 5 um dicke Blattquerschnitte von 10 Wochen alten Pflanzen wurden mit einem spezifischen T-Protein-
Antikorper aus Erbse markiert. Die sekunddre Markierung erfolgte mit AlexaFluor 488. Rotfirbung entspricht der
Autofluoreszenz der Chloroplasten. Griine Signale zeigen das T-Protein. Die Immunofluoreszenzsstudien wurden am MPI

in Golm durchgefiihrt.

Auffallig waren die vergroRerten Chloroplasten sowohl im Mesophyll und den leitbiindelnahen Zellen
der transgenen Linie Atgldtl-1 + TFAG im Vergleich zum Wildtyp, so dass die Oberflacheninhalte der
Chloroplasten ermittelt wurden. Dazu wurden Lange und Breite der Chloroplasten (n=15) vermessen
und die Flacheninhalte errechnet. In der Abb. 22 sind die Flacheninhalte der Chloroplasten von den
Mutanten Atgldtl-1, Atgldt1-1 + TFAG im Vergleich zum Wildtyp dargestellt. Es besteht eindeutig

eine Korrelation zwischen den T-Protein-Gehalten und der GréBe der Chloroplasten. Dieses Ergebnis
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deutet daraufhin, dass die GDC-Aktivitat und somit auch der photorespiratorische Umsatz im

Zusammenhang mit der Chlorophyllsynthese und GréRe der Chloroplasten steht.

Surface Area of Chloroplasts

area in ym?
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WT Atgldt1-1 Atgldt1-1 + TFAG

Abb. 22 Die Oberfliacheninhalte der Chloroplasten von Mesophyll- und leitbiindelnahen Zellen in Wildtyp (WT), Atgldt1-1
und Atgldti-1 + TFAG. Die Ausmessung der Linge und Breite der Chloroplasten (n = 15) erfolgte an 3 - 5 pm
Blattquerschnitten, die in Technovit 8100 eingebettet wurden. Fiir dieses Experiment wurden zehn Wochen alte Blatter

in der Mitte der Lichtperiode geerntet.

4.2.3. Komplementation der P-Protein-Nullmutante

Fir die Komplementation der P-Protein-Nullmutante wurde der FaGLDPg4sp0-Promotor (Primer:
FaGLDP-Pro-EcoRV-S und FaGLDP-Pro-BamHI-A) mit der F. anomala P-Protein cDNA (FaGLDP-cDNA)
fusioniert, die durch RT-PCR mit den Primern FaGLDP-cDNA-BamHI-S und FaGLDP-cDNA-Sacl-A
amplifiziert wurde (Abb. 23). Das Konstrukt wurde in den binaren Vektor pGreen0179 kloniert. Zur
Transformation konnte auf Grund der Letalitat im Kotyledonenstadium nicht direkt die P-Protein-
Nullmutante verwendet werden. Stattdessen wurde die Atgldpl-1 x Atgldp2-2 Vorlaufermutante
genutzt, die homozygot fir die T-DNA in Atgldp1-1 und heterozygot in Atgldp2-2 ist (Engel et al.,
2007). Die Samen der F2-Generation wurden auf MS-Medium ausgesat, keimten und wuchsen in 0,9
% CO, angereicherter Luft. In sechs von ungefahr 100 untersuchten Pflanzen wurde das FaGLDP-
Konstrukt (FaGLDP::FaGLDP-cDNA) nachgewiesen, die homozygot fiir die T-DNA in Atgldp1-1 und
heterozygot in Atgldp2-2 waren. Die Pflanzen der F2-Generation wurden geselbstet. Die Pflanzen der

F3-Generation wurden ebenfalls auf MS-Medium in 0,9 % CO, angezogen.
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4.2.4. Charakterisierung der komplementierten Mutante P*

4.2.4.1. Phanotypische Charakterisierung

In der F3-Generation wurden zwei verschiedene Pflanzentypen identifiziert: phanotypisch
unauffallige (3%P) zu 95 % und in dem Wachstum verzogerte Pflanzen mit gelblich verfarbten Blattern
(P*) zu 5 %. Die kleinen, gelblichen Pflanzen wurden vereinzelt und wuchsen weiterhin auf MS-
Medium unter 0,9 % CO,. Die putativen P*-Pflanzen zeigten im Kotyledonenstadium ein deutlich
verandertes Erscheinungsbild, das sich in einem hellen Mesophyll ohne Chlorophyll und griinen
Leitbindeln manifestierte (Abb. 23). Da die Chlorophyllsynthese nur in den Leitblindeln und
leitbiindelnahen Zellen erfolgte, ist zu schlussfolgern, dass die GDC-Aktivitat in diesen Zellen durch
die Expression des F. anomala P-Proteins wiederhergestellt und der letale Effekt einer fehlenden
GDC-Komponente kompensiert werden konnte. Wahrend des weiteren Wachstums der P*-Mutante
begann das Mesophyllgewebe kontinuierlich mehr Chlorophyll zu synthetisieren. Im
Sechsblattstadium war das Mesophyll bereits gelblich und bis zur Ausbildung der Rosette vollstandig
grin (Abb. 23). Die komplett entwickelte Rosette zeigt nur noch geringe phanotypische
Veranderungen im Gegensatz zu den Wildtyp- und %-Pflanzen. Nur die Rander der dlteren Blatter
verfarbten sich gelb und wurden chlorotisch.

Die P*-Mutante war in der Lage, nach ca. zehn Wochen auf MS-Medium und unter 0,9 % CO,
Infloreszenzen zu bilden. Die Bliten waren aber morphologisch verdndert (Abb. 23). Besonders die
Frucht- und Staubblatter sowie die Petalen waren stark verformt. Das Fruchtblatt ist weiflich
verfarbt, das Filament der Staubblatter verdreht, und die Antheren sind wesentlich kleiner und
dunkel verfarbt. Die Konsequenz der anormalen Blitenformation ist die fehlende Samen- und
Schotenbildung und somit die Sterilitdt der P*-Mutante. Die Wachstumsretardierung und die
fehlende Chlorophyllsynthese im Kotyledonenstadium sowie die veranderte Blitenentwicklung und
Sterilitdit belegen, dass die P-Protein Aktivitdt in P* nicht ausreicht, um die wildtypische
Stoffwechselsituation wiederherzustellen.

Dies konnte daran liegen, dass insbesondere in den Kotyledonen und wahrend der
Blitenentwicklung groBe Mengen an Folatderivaten benétigt werden, die in P* wahrend dieser
Entwicklungsphasen unzureichend vorliegen, da die GDC-Aktivitdat und somit die Methylen-THF-

Produktion limitiert ist (Jabrin et al., 2003; siehe Abb. 2).
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-4500 -1 +1 + 3105 Stop
FaGLDP FaGLDP cDNA CaMV-T
EcoRV BamHI Sacl EcoRV

Abb. 23 Schematische Darstellung des Konstrukts zur Komplementation der P-Protein-Nullmutante (FaGLDP::FaGLDP-

c¢DNA) und das Erscheinungsbild der komplementierten Mutante P*. A: Schematische Struktur des Plasmids

FaGLDP::FaGLDPcDNA. B: Das Erscheinungsbild der P*-Mutante wahrend verschiedener Entwicklungsstufen. Links:

Kotyledonenstadium, Mitte-Links: Sechs-Blatt-Stadium,

Mitte-Rechts: vollstindig ausgebildete Rosette,

Rechts:

Ausbildung der Infloreszenzen. C: Morphologische Verinderungen der Blite der P*-Mutante im Vergleich mit dem

Wildtyp (WT). Links: Normal aussehende WT-Bliite, Rechts: retardierte P*-Bliite.
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4.2.4.2. Genotypische Charakterisierung

Durch PCR-Analysen wurde das Fehlen des intakten Gens von Atgd/pl und Atgldp2 sowie deren
Transkripte in der P*-Mutante nachgewiesen (Abb. 24). Das F. anomala P-Protein-Gen wurde nur in
den F. anomala DNA-Extrakten nachgewiesen und nicht in den transgenen P*-Pflanzen. Das
Komplementationskonstrukt (FaGLDP::FaGLDP-cDNA) wurde ebenfalls mittels PCR detektiert und lag
nur mit der entsprechenden GroRe in den P*-Mutanten vor, da hier spezifische Bereiche der cDNA
amplifiziert wurden. In der F. anomala DNA-Extrakten wurde ebenfalls ein Fragment fir das FaGLDP-
Konstrukt detektiert, das aber wesentlich gréBer war, da die Primer an die genomischen Bereiche
gebunden hatten und somit auch Intronbereiche amplifiziert wurden. Die P*-Mutanten besitzen
demnach kein intaktes endogenes Arabidopsis P-Protein-Gen mehr. Die Bereitstellung eines P-
Proteins kann nur Uber die Expression des integrierten F. anomala P-Protein-Konstrukts erfolgen.

Durch Western Blot-Analysen wurden die blattspezifischen GDC- und SHM-Proteingehalte der P*-
Mutante mit denen von wildtypischen Arabidopsis-Pflanzen (WT), der Vorlaufermutante Atgldp1-1 x
Atgldp2-2 (% P) und Flaveria anomala (F. a.) verglichen. Im Western Blot mit P*-Extrakten wurde ein
deutliches Signal flir das P-Protein erhalten, so dass die erfolgreiche Expression des FaGLDP::FaGLDP-
cDNA Konstrukts auch auf dieser Ebene bestatigt wurde. Im Gegensatz zu den Gehalten an T-, H- und
SHM-Protein waren P-Proteingehalte in den Bldttern der transgenen Pflanzen P* und % P signifikant
reduziert (Abb. 24). Die F. anomala Blattextrakten enthielten deutlich mehr T- und H-Proteinmengen
und reduzierte SHM-Proteinkonzentrationen im Vergleich zum Arabidopsis Wildtyp. Der hohe H-
Proteingehalt in F. anomala lasst vermuten, dass in dieser Cs;-Cs-intermedidaren Art hohe H-
Proteinkonzentrationen fiir den GDC-Umsatz nétig sind. SchlieBlich spiegeln die Konzentrationen der
GDC-Untereinheiten in Arabidopsis und F. anomala die verschiedenen Stoffwechselsituationen

bezlglich des photorespiratorischen Zyklus in Cs- und C3-C4-intermediaren Pflanzen wider.
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P*1P*2P*3 F.a.WT P*1 P*3 F.a. WT

GLDP1 Insert — e — GLDP 1 -

GLDP1 Gene . |
had B R GLDP 2 -
GLDP2 Insert --- s16

i —_— S - - -
GLDP2 Gene w— .
FaGLDP Gene | —
FaGLDP construct -—
C WT F.a. p* % P
P -Protein - ey —
T-Protein T———

H-Protein ‘ - -—

SHMT -‘ C— -

Abb. 24 Genotypische Analysen der komplementierten P*-Mutante. A: PCR mit genomischer DNA von drei unabhangigen
P*-Linien (P*1-3), Flaveria anomala (F. a.) und Wildtyp (WT). Es konnte kein intaktes AtGLDP1 und AtGLDP2 Gen in den
P*-Mutanten nachgewiesen werden. Das FaGLDP-Konstrukt konnte nur in P*1 und P*3 detektiert werden. B: Transkripte
der Arabidopsis P-Protein Isoformen AtGLDP1 und AtGLDP2 waren in den P*-Mutanten nicht detektierbar. C: Western
Blot Analysen mit spezifischen Antikdrpern gegen die GDC-Untereinheiten (P-, T- und H-Protein) und das SHM-Protein in
Wildtyp (WT), Flaveria anomala (F. a.), der P*-Mutante (P*) und der Vorldufermutante (% P). Zehn Mikrogramm der
I6slichen Blattproteinextrakte wurden pro Spur des 12%igen SDS-Polyacrylamid-Gels aufgetragen. Der P-Proteingehalt in

P* ist signifikant reduziert, die Konzentrationen der anderen GDC-Untereinheiten blieben unverandert.
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4.2.4.3. Physiologische Charakterisierung

Um die stoffwechselphysiologische Situation der P*-Mutante zu betrachten, wurden die
blattspezifischen Aminosdurekonzentrationen mittels HPLC bestimmt (Abb. 25). Dafiir wurde das 8
bis 10 Wochen alte Blattmaterial der Mutanten (P*, % P) und des korrespondierenden Wildtyp (WT)
in der Mitte der Lichtperiode geerntet und die I6slichen Aminosduren nach der Methode 3.2.2.2
extrahiert. Sowohl Wildtyp als auch Mutanten wurden auf MS-Medium unter 0,9 % CO, kultiviert.

Die Glycinkonzentration der P*-Mutante ist im Gegensatz zum WT und der % P-Mutante 84fach
erhoht. Diese Erhohung des Glycinspiegels zeigt, dass nicht das gesamte photorespiratorische Glycin
durch das F. anomala P-Protein decarboxyliert wird. Der Seringehalt in der P*-Mutante ist ebenfalls
leicht erhoht. Mdoglicherweise akkumuliert Serin in den Blindelscheiden, hervorgerufen durch die
gesteigerte GDC-Aktivitat in diesem Gewebe und gelangt nicht in ausreichendem Male in das
Mesophyll zurlick. Prinzipiell wird angenommen, dass der Glycin- und Serintransport in Cs3-C4-
intermedidren Pflanzen passiv durch einen Konzentrationsgradienten erfolgt. Die erhohten
Seringehalte in den Bindelscheiden der C;-C4-intermediaren Pflanzen sind daher fir die
Rickdiffusion in das Mesophyll notwendig, wo das Serin wieder in den photorespiratorischen Zyklus
eingehen kann.

Neben Glycin und Serin werden auch weitere Aminosauren durch die Stoffwechselsituation in P*
beeinflusst. Signifikant reduzierte Gehalte der Aminosduren Glutamat, Glutamin, Phenylalanin,
Aspartat, Histidin und Alanin wurden in den Blattextrakten der P*-Mutante im Vergleich zum Wildtyp
detektiert.

Die erniedrigten Gehalte an Glutamin und Glutamat in der P*-Mutante konnen darauf zurtckgefiihrt
werden, dass weniger NH; durch die GDC-Reaktionen produziert wird und somit auch weniger
Stickstoff (iber das GS/GOGAT-System refixiert werden kann. Weiterhin beinhaltet die P*-Mutante
reduzierte Mengen an Phenylalanin, Alanin, Histidin und Aspartat. Fir die Biosynthese von
Phenylalanin und Tyrosin in Pflanzen werden L-Glutamat und L-Aspartat als Aminodonoren benétigt.
Zur Synthese von Histidin sind sowohl Glutamat als auch Glutamin essentiell. Alanin wird durch die
Reaktion der Alaninaminotransferase katalysiert, die Pyruvat und Glutamat zu Alanin und 2-
Oxoglutarat umsetzt.

Zusammenfassend kann man feststellen, dass das photorespiratorische NH; eine wichtige
Stickstoffquelle im pflanzlichen Stoffwechsel darstellt. Eine Limitierung der Aminosauren Glutamin

und Glutamat bewirkt somit auch eine Reduktion des gesamten Aminosdurepools in der P*-Mutante.
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Abb. 25 Ausgewdhlte Aminosiduregehalte von Blattextrakten der P*- und % P-Mutanten im Vergleich mit dem kor-
respondierenden Wildtyp (WT). Die Glycinkonzentration in der P*-Mutante ist signifikant erhéht. Die Glutamat- und

Glutamingehalte sind deutlich reduziert in P*.
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4.2.4.4, Herstellung eines spezifischen P-Protein-Antikérpers

Um in der P*-Mutante die Verlagerung des P-Proteins aus dem Mesophyll in die leitbiindelnahen
Zellen von Arabidopsis thaliana nachzuweisen, sollte ein spezifischer F. anomala P-Protein-
Antikorper hergestellt werden. Dazu wurde die cDNA des F. anomala P-Protein-Gens in den
Uberexpressionsvektor pHUE lber die Schnittstelle Sacl kloniert (PFAG-pHUE-Klon). Die
Uberexpression und Aufreinigung des F. anomala P-Proteins erfolgte nach 3.2.1.9. In der Abb. 26 sind
in einer SDS-PAGE die aufgereinigten Elutionen im Vergleich mit einem BSA-Standard dargestellt, um
die Proteinmenge der Elutionen abzuschadtzen. Die Elutionen wurden Iyophyllisiert und zur
Herstellung des spezifischen P-Protein-Antikorpers an die Firma ,Seqlab“ (Goéttingen, Deutschland)
verschickt. Nach dem Erhalt der Blutungen wurden diese mittels Western Blot auf Blattextrakte von
F. anomala und A. thaliana getestet (Abb. 26). Alle Blutungen zeigten eine spezifische Reaktion mit
den pflanzlichen P-Proteinen. Es sind nahezu keine Nebenbanden sichtbar. Somit eignet sich der F.

anomala P-Protein-Antikorper fir Immunolokalisationsstudien.

BSA-Standard in pg/pl Elutionen
AL Flaveria Arabidopsis
- e - N
5 3 2 i 05 F1 E2 E3 M 2pg 10pg Spg 2 Hg
d KUa
| ' i 116.0 - W -

45.0
35.0

18.4

Abb. 26 Links: SDS-PAGE der F. anomala P-Protein-Elutionen (E1-E3) nach chromatographischer Aufreinigung tber Ni-
NTA im Vergleich mit einem selbst generierten BSA-Standard. Rechts: Western Blot zur Detektion der F. anomala und A.

thaliana P-Proteine mit der finalen Blutung des neuen F. anomala P-Protein-Antikorpers.

Dartiber hinaus wurde auch die P-Protein-Aktivitat der gereinigten Elutionen nach der in Hasse et. al
(2007) beschriebener Methode bestimmt. Fir alle drei Elutionen konnte keine P-Protein-Aktivitat
nachgewiesen werden. Dieser Befund deutet darauf hin, dass die F. anomala cDNA des PFAG-pHUE-
Klons mutiert ist. Daher wurde in einem nachsten Schritt die komplette cDNA sequenziert. Durch die
Sequenzierungen des Uberexpressionskonstrukts konnte ein Basenaustausch lokalisiert werden, der
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in der groRen Doméne des B-Stranges lokalisiert ist und somit die Bindung des Pyridoxal-5-Phosphats
beeintrachtigt (Abb. 27). Durch den Basenaustauch wurde die Aminosaure an der Position 769 von
einem Cystein zu einem Phenylalanin gedndert. Die Verdanderung der Aminosauresequenz konnte die

ausbleibende P-Protein-Aktivitat erklaren.
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Abb. 27 Sequenzvergleich der Aminosduren des F. anomala P-Proteins (PFAG) und AtGLDP1 (AraP1). Der gelbe Pfeil
verweist auf die Mutation im liberexprimierten F. anomala P-Protein, die zu Veranderung der Aminosduresequenz vom

Cys zum Phe an der Position 769 fiihrt.
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4.2.4.5. Immunohistologische Analysen

Die Promotor-GUS-Analysen des F. anomala P-Protein-Promotors zeigten eine ausschlieBliche
Blaufarbung in den Leitblindeln und Blindelscheidenzellen von Arabidopsis (Abb. 20). Um die
Verlagerung des P-Proteins aus dem Mesophyll in die Biindelscheiden in vivo nachzuvollziehen,
wurden Immunofluoreszenz-Markierungs-Analysen durchgefihrt.

Von den eingebetteten Blattstlicken von Flaveria anomala, Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen (Col0) und
der P*-Mutante wurden 3-5 um dicke Querschnitte angefertigt und in Helllichtaufnahmen deren
Intaktheit Gberprift (Abb. 28). In dem Querschnitt der Cs;-C4-intermediaren Pflanze Flaveria anomala
sind die Leitblindel von grofRen Biindelscheidenzellen umgeben, die viele Chloroplasten beinhalten
(Abb. 28). Diese Blattanatomie wird als Kranz-dhnlich bezeichnet. Der Arabidopsis Blattquerschnitt
weist die typische Cs-Anatomie auf. Die Blindelscheidenzellen der Arabidopsis WT-Blatter umgeben
ebenfalls die Leitblindel, aber beinhalten weniger Chloroplasten und Mitochondrien (Kinsman und
Pyke, 1998).

Durch die Markierung des P-Proteins mit einem spezifischen Antikorper gegen FaGLDP und einem
sekundaren griin-fluoreszierenden Antikorper (AlexaFluor 488 goat anti-rabbit 1gG) konnten griine
Signale in den Arabidopsis und F. anomala Querschnitten detektiert werden (Abb. 28). Die griin
fluoreszierenden Punkte wiesen eine GréRe von 0,5 bis 2 um auf, die dem typischen Durchmesser
von pflanzlichen Mitochondrien entsprechen. In Arabidopsis WT-Pflanzen wurden die Signale sowohl
im Mesophyll als auch den Bilindelscheidenzellen und dem Xylem nachgewiesen. Die Expression des
P-Proteins im Xylem, einem nicht photosynthetisch aktivem Gewebe, deutet daraufhin, dass die
GDC-Aktivitat in diesem Gewebe wichtig fur den C;-Stoffwechsel ist. Die Xylem-spezifische Expression
des H- und T-Proteins wurde bereits in Pappel gezeigt (Rajinikanth et al., 2007). Darliber hinaus
konnte eine direkte Assoziation der Fluoreszenz des mitochondrialen P-Proteins mit den
Chloroplasten detektiert werden. Eine enge raumliche Nachbarschaft von Chlorplasten und
Mitochondrien ist essentiell fir die Transportprozesse der photorespiratorischen Intermediate.

Die F. anomala Querschnitte zeigten eine spezifische Fluoreszenz fir das P-Protein in den
Blindelscheidenzellen (Abb. 28). Die mitochondrialen Signale in den Bilindelscheidenzellen waren
vorwiegend zentripetal angeordnet und eng mit den Chloroplasten assoziiert. Allerdings wurden
auch P-Protein-Signale im Mesophyll und Xylem erfasst, die in ihrer Intensitdt und Anzahl geringer
waren. Die meisten P-Protein-Signale befanden sich aber in den Bilindelscheidenzellen von F.
anomala, die als grin-fluoreszierender Ring um die Leitblindel zu erkennen waren. Die P-Protein-
Signale in den Mesophyllzellen waren diffus und nicht in jeder Zelle sichtbar. Dieses Ergebnis

widerspricht den Immuno-Gold-Markierungsexperimenten verschiedener Flaveria Arten und
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untermauert die Vermutung, dass ein Grundumsatz des GDC in den Pflanzen noétig ist, um dem

Stoffwechsel aktive C;-Einheiten zur Verfligung zu stellen (Hylton et al., 1988; Morgan et al., 1993).
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Abb. 28 Die Immunolokalisation des P-Proteins in Arabidopsis (A. t.) Wildtyp, Flaveria anomala (F. a.) und in der
komplementierten P*-Mutante mit einem primdren Antikorper gegen FaGLDP und den sekundiren Antikorper
AlexaFluor 488. Die Blattquerschnitte sind 3 bis 5 um dick. Helllichtaufnahmen zeigen die Blattstruktur inkl. der
Leitbiindel. Die griinen Signale entsprechen dem P-Protein. In Arabidopsis wurde die Fluoreszenz im Mesophyll, den
Leitbiindeln und Biindelscheidenzellen (BS) detektiert. In F. anomala ist das P-Protein vorwiegend in den
Biindelscheidenzellen sichtbar, aber auch vereinzelt in dem Mesophyll und den Leitbiindeln. In der P*-Mutante ist das
mitochondriale P-Protein vorrangig in den Biindelscheidenzellen lokalisiert. Vereinzelte Signale sind aber auch im

Mesophyll und Xylem nachzuweisen.

In dhnlicher Weise erschienen die Blattquerschnitte der komplementierten P*-Mutante (Abb. 28).
Die mitochondrialen P-Protein-Signale wurden primar in den Blindelscheidenzellen detektiert und im
geringeren Ausmal in dem Mesophyll und Xylem. Die Intensitdat und Quantitat der Signale ist aber
wesentlich geringer als in den F. anomala Schnitten, und auch die zentripetale Ausrichtung der
Signale in Blindelscheidenzellen wurde nicht erreicht. Die schwacheren Signale korrespondieren mit
dem erheblich geringeren P-Protein-Gehalt in den P*-Pflanzen im Vergleich zu F. anomala (Abb. 24).
Im Kontrast zu den Promotor-GUS-Studien (Abb. 20) zeigen die immunohistologischen Aufnahmen
keine exklusive Lokalisation des P-Proteins in den Leitblindeln und Blindelscheidenzellen der P*-
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Mutante. Somit kann die Aussage getroffen werden, dass der FaGLDP-Promotor in Arabidopsis nur
eine Praferenz fiur die Bilndelscheiden vermittelt. Eine vergleichende Betrachtung der
mitochondrialen P-Protein-Signale in der Cs-Pflanze Arabidopsis mit denen in der C3-C4-intermediaren
Pflanze Flaveria anomala und der P*-Mutante zeigt, dass eine minimale GDC-Aktivitdt im Mesophyll

anscheinend notwendig ist.

4.3. Komplementation der Atshm1-1-Mutante

Die Einzelmutanten Atshm1-1 und Atshm2-2 zeigen unterschiedliche Phdanotypen beim Wachstum in
ambienter Luft. Wahrend die Atshmil-1 ein typisches photorespiratorisches Erscheinungsbild
aufweist, konnten bei der Atshm2-2-Mutante keine visuellen Verdnderungen im Vergleich zum
Wildtyp beobachtet werden (Abb. 12). Die Expressionsdaten deuten darauf hin, das Atshm?2
vorwiegend in den heterotrophen Organen, wie der Wurzel, exprimiert wird und im Gegensatz dazu
die Transkripte der Atshm1 praferenziell in den griinen Geweben synthetisiert werden (Abb. 13).
Durch die Herstellung der Atshm1-1 x Atshm2-2-Doppelmutante konnte gezeigt werden, dass beide
mitochondrialen AtSHM-Isoformen fiir das Wachstum benétigt werden. Die Doppelmutante konnte
nur unter nicht photorespiratorischen Bedingungen (0,9 % CO,, MS-Medium inkl. Saccharose und
Vitamine) angezogen werden, zeigte starke Wachstumsretardationen und war nicht in der Lage
fertile Samen zu produzieren. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass das AtSHM2-Protein auch in
geringen Mengen im Blatt vorhanden ist und teilweise die AtSHM1 ersetzen kann. AulRerdem ist es
moglich, dass AtSHMI1 und AtSHMZ2 spezifische Targeting-Sequenzen besitzen, die eine
unterschiedliche Lokalisation der AtSHM-Proteine sowohl im Blatt als auch im Mitochondrium
vermitteln. Um diese Vermutungen zu Uberprifen, wurde die Atshml-1-Mutante mit einem
Chimaren-Konstrukt, bestehend aus dem Promotor und der Targeting-Sequenz des AtSHM1-Gens

und der cDNA fiir das reife AtSHM2-Protein, komplementiert.

4.3.1. Vergleichende Analyse von AtSHM1 und AtSHM2

In der Arbeit von Voll et al. (2006) wurde gezeigt, dass AtSHM2 nicht die Funktionen von AtSHM1
Ubernehmen kann. Dieses Ergebnis war Uberraschend, denn die Genomanalyse verwies auf grolRe
Sequenzahnlichkeiten und die mitochondriale Lokalisation der beiden Isoformen. Um abzusichern,
dass AtSHM2 nicht enzymatisch inaktiv im Mitochondrium vorliegt, wurden sowohl die AtSHM1 als

auch die AtSHM?2 heterolog in E. coli Uberexprimiert. Dazu wurden die cDNAs ohne die
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mitochondrialen Transitpeptide in Vektor pCal-n kloniert und die rekombinanten Proteine lber das
N-terminale Calmodulin-bindende Protein gereinigt. Beide gereinigten Proteine zeigten SHM-

Aktivitat in in vitro Enzymmessungen (Abb. 29).
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Abb. 29 Bestimmung der SHM-Aktivitdat von den rekombinanten AtSHM1- und AtSHM2-Proteinen nach heterologer Expres-

sion in E. coli und anschlieBender Reinigung.

Die geringere Aktivitat von AtSHM1 ladsst sich auf den geringeren Reinheitsgrad des rekombinanten
Proteins im Vergleich zum AtSHMZ2-Eluat zurlickfihren. Die gemessene Aktivitdat bestatigt jedoch,
dass es sich bei AtSHM2 um eine enzymatisch aktive Serin-Hydroxymethyltransferase handelt.
Demnach muss ein anderer Grund existieren, warum AtSHM2 nicht die Atshm1-1-Mutante
komplementieren kann. Eine weitere Moglichkeit liegt in den unterschiedlichen Expressionsmustern
(Abb. 13). Bereits durch eigene RT-PCR-Analysen, erganzt durch die Genevestigator Ergebnisse,
wurde nachgewiesen, dass die Transkripte von AtSHM1 vorwiegend in den griinen Organen vorliegen
und AtSHM?2 starker in den heterotrophen Organen, wie der Wurzel, exprimiert wird. Diese
verschiedenen Expressionsprofile deuten daraufhin, dass die zwei mitochondrialen AtSHM-Isoformen
Unterschiede in ihren Promotorregionen und den Transitpeptidsequenzen aufweisen. Durch die
Erstellung von SHM/GFP-Fusions-Konstrukte (35S::SHM1::GFP und 35S::SHM2::GFP) wurde
Uberpruft, ob die Transitpeptidsequenzen der AtSHM-Gene eine mitochondriale Lokalisation
vermitteln. Diese Konstrukte wurden mit Hilfe von Partikel-Bombardierungsexperimenten zur
transienten Expression des GFP-Fusion-Proteins in Epidermiszellen von Arabidopsis verwendet (Abb.
30). Dieser Versuch zeigte, dass die cDNAs von AtSHM1 und AtSHM2 eine GFP-Lokalisation im
Mitochondrium vermitteln bzw. eine raumliche Assoziation mit diesem Zellkompartiment in
Arabidopsis Epidermiszellen (Abb. 30 C - D). Als zytosolische Kontrolle wurde der leere Vektor
pCAMBIA1302 eingesetzt (Abb. 30 A). Die mitochondriale Kontrolle ist mit dem mitochondrialen
Marker DHODH-DsRed unter der Kontrolle des 35S-Promotors erstellt worden (Abb. 30 B). Die
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AtSHM1- und AtSHM2-GFP-Konstrukte fiihrten zu kleinen fluoreszierenden Punkten, die der GroRe
von Mitochondrien entsprachen. Dieses Experiment bestéatigt die Lokalisation der beiden AtSHM-
Proteine im Mitochondrium, gibt aber keine Auskunft dariiber, ob die Proteine in das Mitochondrium
transportiert werden oder nur oberflichenassoziiert vorliegen. Um zu beweisen, ob eine
unterschiedliche Lokalisation im Mitochondrium die Ursache fiir die ausbleibende Komplementation
und die verschiedenen Phanotypen von Atshmi1-1 und Atshm2-2 ist, wurden eine SHM1/2-chimare

Pflanzen generiert.

A B

C D

Abb. 30 Mitochondriale Lokalisation von AtSHM1 und AtSHM2 nach der GFP-Fusion mit den jeweiligen Transitpeptid-
Sequenzen in Epidermiszellen von Arabidopsis. A: Zytosolische Kontrolle mit dem leeren Vektor pCAMBIA1302. B: Mito-
chondriale Kontrolle mit dem Marker DHODH-DSRed. C: 35S::SHM1::GFP. D: 35S::SHM2::GFP. Durch die konfokale Laser-
Scanning Mikroskopie wurden die griinen GFP-Signale (A, C, D) und die gelben DsRed-Signale (B) zusammen mit der roten

Autofluoreszenz der Chloroplasten sichtbar gemacht.

Die mitochondriale Lokalisation wurde durch Immunolokalisationsstudien an Blattquerschnitten von
wildtypischen Pflanzen und den Einzelmutanten Atshml1-1 und Atshm2-2 verifiziert (Abb. 31).
Dartber hinaus wurde durch dieses In-situ-Nachweisverfahren der SHM-Proteine deutlich, dass
SHM1 und SHM2 im pflanzlichen Blatt unterschiedlich stark exprimiert und lokalisiert sind. Im
wildtypischen Blatt und in Atshm2-2 wurden grin fluoreszierende Punkte im gesamten Mesophyll

und auch in den Leitbiindeln detektiert. Hingegen wies die Atshm1-1-Mutante nur vereinzelte Signale
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im Mesophyll und eine signifikante SHM-Menge in den Leitbiindeln, insbesondere im Xylem auf.
Dieser Befund korreliert mit den elektronischen Expressionsdaten (Abb. 13). AtSHM1 wird

vornehmlich in photosynthetisch-aktivem und AtSHM2 in heterotrophem Gewebe exprimiert.

Atshm1-1

Afshm2-2

Abb. 31: Immunolokalisationsanalysen der SHM-Proteine in Arabidopsis Wildtyp (WT), Atshm1-1 und Atshm2-2. Die
Blattquerschnitte (3-5 um) wurden mit dem primdren Antikérper SHMa und dem sekundaren, griin fluoreszierenden
Antikérper AlexaFluor 488 behandelt. Die griin-fluoreszierenden Punkte zeigen das immunmarkierte SHM-Protein im

gesamten Blattquerschnitt (links) und in den vergréBerten Leitbiindeln (rechts).
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4.3.2. Klonierung der SHM1/2-Chimiren-Konstrukte

In einer friiheren Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass eine Komplementation mit der AtSHM?2
cDNA in Fusion mit dem 35S- oder nativen Atshm1-Promotor den Phdnotyp der Atshm1-1-Mutante
nicht revertieren konnte (Voll et al., 2006). Daher wurde in dieser Arbeit ein Konstrukt generiert, das
den nativen AtSHM1-Promotor plus die native N-terminale mitochondriale Transitpeptid-Sequenz
(mTP) der AtSHM 1 enthielt. Der AtSHM1-Promotor inklusive der Targeting-Sequenz wurde in , frame*
mit der AtSHM2-cDNA fir das reife Protein ohne endogenes Transitpeptid Uber die
Restriktionsschnittstellen EcoRl und Xhol kombiniert (Abb. 32 A). Sowohl der AtSHM1-Promotor als
auch die AtSHM2-cDNA wurden Uber PCR amplifiziert (Primer fiir AtSHMI1-Promotor + mTP:
Shm1l _promtp_BamHI und Shml-promtp_EcoRl; AtSHM2-cDNA: Shm2_cod _EcoRl  und
Shm2_cod_Xhol; siehe 3.1.8) und Ulber die angegebenen Schnittstellen in den bindren Vektor
pGreen0229 kloniert. Das chimare Konstrukt pGreenll0229Shm1promtpShm2cod wurde in den
Agrobakterium Stamm GV3101-pSoup transformiert und mittels “Floral-Dip”-Transformation in die

Atshm1-1-Mutante integriert.

4.3.3. Charakterisierung der SHM1/2-Chimare

Die transgenen Pflanzen wuchsen unter 0,9 % CO, und wurden mit BASTA selektiert. Der Genotyp
wurde mittels PCR analysiert, um nachzuweisen, dass der Atshm1-1-Hintergrund und das integrierte
Konstrukt vorhanden sind (Abb. 32 C). Durch die Expression des chimaren Konstrukts konnte der
photorespiratorische Phdanotyp der Atshm1-1-Mutante vollstiandig revertiert werden (Abb. 32 B). Im
Kontrast zur Atshm1-1-Mutante und der 35S-Komplemenande (Atshm1-1 + 35:SHMZ2) konnte die
SHM1/2-Chimare in normaler Luft wachsen und wies keine chlorotischen Verdnderungen der Blatter
auf. Die SHM1/2-Chimaére zeigte in ambienter Luft ein normales Glycin-Serin-Verhaltnis von ungefahr
0,20, welches mit dem Glycin-Serin-Verhaltnis des Wildtyps von 0,15 zu vergleichen ist. Im Gegensatz
dazu akkumuliert die Atshm1-1-Mutante in normaler Luft die ca. 150 - 200fachen Mengen an Glycin,
so dass das Glycin-Serin-Verhaltnis bei ungefahr 15 liegt (Abb. 32 B). Diese Glycinanreicherung ist auf
die Unterbrechung der Glycin-Serin-Interkonversion aufgrund der Abwesenheit von AtSHM1 im
Mitochondrium zuriickzufiihren. Der revertierte Phdanotyp und das normale Glycin-Serin-Verhaltnis
beweisen, dass eine funktionelle AtSHM im Mitochondrium der SHM1/2-Chimare vorliegt und dass
eine Komplementation mit dem AtSHM2-Protein nur gelingt, wenn eine Fusion mit dem N-
terminalen Transitpeptid der AtSHM1 erfolgt ist. Die funktionelle Komplementation wird zusatzlich

durch Gaswechsel- und SHM-Aktivitatsmessungen belegt (Abb. 33). Die Rosettenblatter S1/2-
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chiméren Pflanzen weisen eine deutlich gesteigerte SHM-Aktivitat (Abb. 33 A) und

Photosyntheserate (Abb. 33 B) im Vergleich zur Einzelmutante Atshm1-1 auf.

BamHi EcoRI Xhol
SHM1 ; SHM2
LB __<| promoter ImTP cDs lacZ ].{Nos—bar]._ RB
WT Atshm1-1 Atshmz-2 S1/2P10 S1/2P20

—
- —
— ——

shm1gene shmtinsert S1/2 construct

Abb. 32 Phinotyp und Genetik der SHM1-2-Chiméren (S1/2) im Vergleich mit dem Wildtyp (WT) und der Atshm1-1-
bzw. Atshm2-2-Mutante. A: Schematische Darstellung des SHM1-2-chimaren Konstruktes inkl. der Restriktionsschnitt-
stellen. B: Erscheinungsbild der acht Wochen alten Atshm1-1+SHM1P/T:SHM2 (S1/2) chiméren Pflanzen in ambienter
Luft im Vegleich mit dem WT und den Einzelmutanten. Die Pflanzen wurden sechs Wochen unter 0,2 % CO, angezogen
und anschlieBend zwei Wochen in ambienter Luft adaptiert C: Die Genotypen von WT, S1/2 und Atshm1-1 wurden
mittels PCR verifiziert. Die S1/2-Chimiren und Atshm1-1 beinhalten im Vergleich zum WT kein intaktes SHM1-Gen.

Das chiméare Konstrukt wurde ausschlieBlich in den S1/2-chiméren Pflanzen nachgewiesen.
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Abb. 33 Darstellung der physiologischen Parameter der S1/2-chimdren Pflanzen im Vergleich mit dem Wildtyp (WT) und
den Einzelmutanten (Atshmi1-1 und Atshm2-2). A: SHM-Aktivitdt von Blattextrakten, die in der Mitte der Lichtperiode
geerntet wurden. B: Die Glycin- und Seringehalte der Rosettenblatter verifiziert durch HPLC-Analysen. C:

Photosyntheseraten ermittelt durch Gaswechselanalysen.
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5. Diskussion

5.1. Die Sonderstellung der GDC- und SHM-Isoformen

Die in den Publikationen und dem Ergebnisteil zusammengefassten Ergebnisse zeigen deutlich, dass
der Knockout der GDC oder mitochondrialen SHM in Arabidopsis weiterreichende Folgen hat als das
Ausschalten anderer photorespiratorischer Gene. Die GDC-Nullmutanten erreichten unter nicht
photorespiratorischen Bedingungen (0,9 % CO,) nur das Kotyledonenstadium und starben dann ab.
Die SHM-Nullmutante konnte nur auf MS-Medium durch den Zusatz von 1 % Saccharose unter 0,9 %
CO, angezogen werden. Bei einer Anzucht auf Erde war diese Mutation ebenfalls letal. Die Letalitat
der P-, T- und SHM-Nullmutanten impliziert, dass diese Enzyme neben dem C,-Zyklus in andere
Stoffwechselprozesse involviert sind. Dabei ist insbesondere eine Verbindung zum C;-Stoffwechsel
anzunehmen. Dadurch besitzen diese photorespiratorischen Enzyme eine Funktion in der Interaktion
zwischen dem C;- und C,-Stoffwechsel in Pflanzen. Nicht nur die Metabolisierung des
photorespiratorischen Glycins wird (ber den GDC und die SHM realisiert, sondern auch die
Produktion von Folatderivaten, die offensichtlich wahrend der Keimlings- und Blitenentwicklung
bendtigt werden. Darliber hinaus wird durch die Kooperation von GDC und SHM
photorespiratorisches CO, und NH; freigesetzt. Die Refixierung des Stickstoffs (in Form von NH;) ist
dabei essentiell fir den pflanzlichen Stickstoffhaushalt (Rachmilevitch et al., 2004), und eine
Limitierung der GDC-Aktivitat schlagt sich in signifikant reduzierten Konzentrationen vieler

Aminosduren, aber besonders im Glutamin- und Glutamatspiegel, nieder.

5.1.1. Die Reduktion der GDC- oder SHM-Aktivitét

Zur Charakterisierung der mitochondrialen GDC-und SHM-Genfamilie wurden sowohl Knockdown- als
auch Knockout-Linien in den entsprechenden Genen isoliert oder generiert. Durch die Abstufung der
GDC- und SHM-Aktivitaten in den einzelnen Mutanten kdnnen die Auswirkungen fir den pflanzlichen
Stoffwechsel gut analysiert und interpretiert werden.

Transgene Linien mit reduzierten GDC- oder SHM-Gehalten (z. B. Atgldt1-1 und Atshm1-1) zeigten
unter ambienten Bedingungen ein im Wachstum verzogertes und chlorotisches Erscheinungsbild, das
unter erhohten CO,-Konzentrationen (0,9 % CO,) wieder revertiert werden konnte. Damit weisen
diese Pflanzen den typischen photorespiratorischen Phanotyp auf. Wie erwartet, wurde in diesen

Pflanzen unter photorespiratorischen Konditionen eine starke Glycinakkumulation (60-100fach)
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beobachtet. Die Starke der Glycinakkumulation korrelierte mit den reduzierten Chlorophyligehalten
der Blatter. Bereits durch Untersuchungen an Kartoffel P-Protein-Antisenselinien konnte ein
Zusammenhang zwischen der Glycinakkumulation und dem Chlorophyllgehalt nachgewiesen werden
(Heineke et al., 2001; Antonicelli, 2005). Zumindest fur die T-DNA-Insertions-Linie Atgldt1-1 wurde
mittels Chlorophyllbestimmungen gezeigt, dass die Chlorophyllgehalte in der glycinakkumulierenden
Mutante deutlich niedriger waren als im korrespondierenden Wildtyp. Eine vergleichende
Betrachtung der isolierten Mutanten bezliglich der internen Glycinkonzentration und dessen
dass die Wachstumsretardationen, Chlorosen und

Erscheinungsbild lassen den Schluss zu,

reduzierten Chlorophyligehalte mit den Glycingehalten korrelieren. Um diesen Befund zu
verdeutlichen, sind in der Tabelle 4 die Glycingehalte, die Glycin/Serin-Verhaltnisse, das Wachstum
der Blattrosette und die Auspragung der Chlorosen in den Mutanten mit reduzierten GDC- und SHM-
Gehalten einander gegenlbergestellt. Mit steigendem Glycingehalt vermindert sich das
Rosettenwachstum der Mutanten deutlich. Auch die Ausprdagung der Chlorosen nimmt mit
steigender Glycinkonzentration zu. In der Atgldt1-1-Mutante wurden Chlorosen und eine gelbliche
Verfarbung ausschlieBlich in den alteren Rosettenbladttern detektiert. Hingegen zeigten die Linien T-
RNAi4 und Atshm1-1 mit den starksten Gylcinakkumulationen auch Chlorosen in mittleren Blattern.

Allerdings wurden in keinem Fall chlorotische Veranderungen in sehr jungen Blattern beobachtet.

Tabelle 4 Vergleichende Betrachtung der internen Glycinkonzentration (Cgjycin in pmol g'1 FW), Glycin/Serin-Verhiltnis,
des Rosettenwachstums und die Auspragung der Chlorosen (- keine Chlorosen vorhanden; + wenige Chlorose in dlteren
Blattern; ++ viele Chlorosen, auch in mittleren Blattern der Rosette) in den Mutanten mit reduzierten GDC- oder SHM-
Gehalten. Die transgenen Linien keimten und wuchsen zwei Wochen in 0,9 % CO, angereicherter Atmosphare und

wurden dann unter ambienten Bedingungen fiir 10 Tage kultiviert.

Linie Wildtyp Atgldp2-2 | Atshm2-2 | Atgldp1-1 | Atgldti-1 T-RNAi 4 Atshm1-1
Caiycin 046+0,1 | 049+03 | 037t0,2 |0,75+0,1 |3289+28 |40,34+2,6 | 6839%6,7
Glycin/Serin | ~ 0,147 ~ 0,281 ~ 0,725 ~ 0,344 ~ 5,091 ~ 11,512 ~ 13,835
Wachstum | 100% 100% 100% 96% 75% 60% 20%
Chlorosen - - - - + ++ ++

Dieses Ergebnis lasst darauf schlieBen, dass die GDC- und SHM-Aktivitdaten in den jlingeren Blattern
und somit schnell wachsendem autotrophen Gewebe wesentlich hoher sind, als in den &lteren
Blattern. Bereits durch Untersuchungen an P-Protein-Antisense-Linien wurde eine reduzierte GDC-
Aktivitat in alteren Blattern nachgewiesen (Antonicelli, 2005). Es kann also vermutet werden, dass

die Expression zumindest des P-Proteins nicht nur lichtinduziert ist, sondern auch in Abhangigkeit
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von dem Blattalter reguliert wird. Auch durch Promotoranalysen der F. anomala GDC-Gene konnte
gezeigt werden, dass die Aktivitat des P-Protein-Promotors mit dem Blattalter abnimmt (Chu, 1996).
Unter der Voraussetzung, dass sich diese Regulationsmechanismen auf die anderen GDC-Gene
Ubertragen lassen, kdnnte man den typischen chlorotischen Phanotyp der GDC- und SHM-Mutanten
erklaren. Denn die hohe GDC-Aktivitat in jungen Geweben verhindert eine starke und damit toxisch
wirkende Glycinakkumulation, so dass die jungen Blatter griin erscheinen. Selbst eine Reduktion der
GDC- oder SHM-Aktivitat um bis zu 90 %, wie in der Atshm1-1-Mutante, ist unzureichend um den
photorespiratorischen Fluss in jungen Blattern zu unterbrechen. Da auch in jlingeren Blattern Glycin
in der Lichtphase akkumuliert, kann man davon ausgehen, dass zum einem keine toxischen
Konzentrationen erreicht werden und zum anderen das photorespiratorisches Glycin in
ausreichendem Male in der Dunkelphase abgebaut werden kann. Eine reduzierte Expression der
GDC- bzw. SHM-Isoformen in dlteren Blattern flihrt dann zu einem noch starkeren Anstau von Glycin.
Dieses Glycin und wahrscheinlich weitere photorespiratorische Intermediate, wie z. B. Glyoxylat oder
Glykolat, werden nur unzureichend verstoffwechselt und Gberschreiten die Toxizitdatsgrenze, so dass
die alteren Blatter vergilben und schlieRlich absterben. Die inhibitorische Wirkung von 2-
Phosphoglykolat auf Enzyme, wie Rubisco oder die Triosephosphat-lsomerase, wurde bereits
nachgewiesen (Husic et al., 1987; Norman und Colman, 1991). Ob die Glycintoxizitat die alleinige
Ursache fir das Erscheinungsbild der Mutanten ist, kann allerdings nicht beantwortet werden. Flr
Cyanobakterien wurde bereits nachgewiesen, dass intrazelluldres Glycin toxisch wirkt, indem es
bivalente Kationen wie Mg®* chelatiert, die fiir die Chlorophyllsynthese unerl3sslich sind (Eisenhut et
al., 2007). Versuche, die Arabidopsis GDC- und SHM-Mutanten mit externem Magnesium zu
komplementieren, waren nicht erfolgreich. Dennoch ist vorstellbar, dass &dhnliche
Komplexierungsmechanismen in den Pflanzen stattfinden und somit auch weitere Prozesse
beeintrachtigt werden, wie z. B. die Mg-abhangige Chlorophyllsynthese. Daher kann man
postulieren, dass die Glycinakkumulation die Chlorophyllsynthese negativ beeinflusst. Somit lassen
sich auch die geringeren Chlorophyllgehalte der Atgldtl-1-Mutante erklaren. Wie bereits in der
Einleitung beschrieben wurde, beeinflusst eine Reduktion der GDC- oder SHM-Aktivitat auch den C;-
Stoffwechsel der Pflanze, der durch die Bereitstellung von Methylgruppen ebenfalls wichtig fur die
Chlorophyllsynthese ist. Inwiefern die verringerten Chlorophyllgehalte von dem verminderten C;-
Stoffwechsel oder der intrazellularen Glycinkonzentration abhangig sind oder indirekte Effekte einer
Blattschadigung darstellen, konnte aber nicht endgltig geklart werden.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass der photorespiratorische Umsatz an die photosynthetische
Leistung der Pflanzen gekoppelt ist. Denn ein verminderter photorespiratorischer Fluss, z. B.

hervorgerufen durch eine erniedrigte GDC-Aktivitat, korreliert mit einer Reduktion der CO,-
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Assimilationsraten, die durch Gaswechselmessungen bestimmt wurden und sich letztlich durch eine
Reduktion der Kohlenhydratsynthese auszeichnet (Antonicelli, 2005; Engel et al., 2007; Timm et al.,
2008). Somit kann man feststellen, dass die Regeneration von 3PGA durch den pflanzlichen C,-Zyklus
bedeutsam fir den Durchsatz im Calvin-Zyklus ist und beide Zyklen einander bedingen. Eine
Limitierung des photorespiratorischen Flusses durch die Reduktion der GDC- oder SHM-Aktivitdten
bewirkt einen ansteigenden Mangel an 3PGA im Calvin-Zyklus und nachfolgend eine geringere
Saccharose- und Starkesynthese in den transgenen Pflanzen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die hohen Glycinmengen im Blatt anscheinend nicht durch
andere Stoffwechselprozesse verarbeitet werden konnen, so dass der Glycinabbau tber die GDC und

mitochondrialen SHM-Isoformen den wichtigsten Weg der Glycindetoxifizierung darstellt.

5.1.2. GDC- und SHM-Nullmutanten sind unter Hoch-CO, nicht lebensfahig

Die Mutanten Atshm1-1 und Atgldtl-1 zeigen einen typischen photorespiratorischen Phanotyp.
Allerdings ist in diesen Mutanten die SHM- bzw. GDC-Aktivitat nicht vollstandig gehemmt. Durch die
Generierung von Doppelmutanten (Atshm1-1 x Atshm2-2; Atgldp1-1 x Atgldp2-2) wurden GDC- und
SHM-Nullmutanten erzeugt. Im Gegensatz zu den Mutanten mit reduziertem GDC- oder SHM-Gehalt
sind die GDC- und SHM-Nullmutanten bei einer Anzucht auf Erde sowohl in ambienter als auch in
CO;-angereicherter Luft (0,9 % CO,) Gber das Kotyledonenstadium hinaus nicht iberlebensfahig. Die
Letalitat in diesem friihen Entwicklungsstadium unterscheidet diese Nullmutanten von allen anderen
untersuchten photorespiratorischen Mutanten. Zum Beispiel sind die Mutanten, in denen die 2-
Phosphoglykolat-Phosphatase (Schwarte et al., 2007) oder die Glycerat-Kinase (Boldt et al., 2005)
durch T-DNA-Insertionen ausgeschaltet wurden, unter Standardbedingungen nicht lebensfahig, aber
unter erhéhten CO,-Konzentrationen vital. Dieser photorespiratorische Phanotyp trifft nicht auf die
Mutanten ohne endogene mitochondriale GDC- oder SHM-Aktivitdt zu. Daher kdnnen GDC- oder
SHM-defiziente Mutanten nicht durch eine konventionelle Hoch-CO,/Niedrig-CO,-Selektion isoliert
werden, wie es friher fur Arabidopsis- und andere photorespiratorische Mutanten beschrieben
wurde (Blackwell et al., 1988; Somerville, 2001). Weiterhin kann man spekulieren, dass alle vitalen
GDC-defizienten Mutanten, von denen friher berichtet wurde, noch eine Restaktivitat der GDC bzw.
SHM aufweisen.

Dieses Ergebnis beweist, dass es sich bei den GDC- und SHM-Nullmutanten nicht um ausschlieBliche
photorespiratorische Mutanten handelt.

Die Letalitat dieser Nullmutanten ldsst sich auf verschiedene Ursachen zuriickfiihren. Zum einem

wirken die hohen Glycinkonzentrationen toxisch auf den pflanzlichen Stoffwechsel, da hohe
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Glycinmengen, z. B. freie Magnesiumionen, komplexieren kdnnen. Zum anderen scheint die
Einschrankung der Produktion von Methylen-THF, als Quelle aktiver C;-Einheiten, fir die Letalitat
entscheidend zu sein. Die Glycinakkumulation sollte durch ein Wachstum unter erhohten CO,-
Konzentrationen (nicht photorespiratorischen Bedingungen) zu vermeiden sein. Aber weder die
Anzucht unter 0,9 % CO,, noch eine chemische Komplementation mit Mg-lonen, wie es fiir eine GDC-
defiziente Synechocyctis-Mutante gezeigt wurde, konnte die Glycingehalte reduzieren und somit den
letalen Phanotyp aufheben (Eisenhut et al., 2007). Der Mangel an Methylen-THF sollte durch eine
chemische Komplementation mit verschiedenen Zusatzen, wie Format, Methionin oder
Formaldehyd, kompensiert werden (Engel et al., 2007). Eine Revertierung des Phdnotyps bei den
Knockdown-Pflanzen bzw. die Verhinderung der Letalitdt bei den Nullmutanten konnte auf diesem
Wege nicht erzielt werden, was in der eventuell unzureichenden Aufnahme- oder Transportkapazitat

begriindet sein konnte.

5.1.2.1. Die Interaktion mit dem C;-Stoffwechsel

Auch wenn der stoffwechselphysiologische Hintergrund der Letalitdt noch nicht eindeutig ermittelt
werden konnte, so deutet das Absterben der GDC- und SHM-Nullmutanten im Kotyledonenstadium
darauf hin, dass besonders der Mangel an C;-Derivaten ein weiteres Wachstum verhindert. Auch die
Transkriptdaten, die der Internetsoftware Genevestigator (https://www.genevestigator.ethz.ch/)
entnommen wurden, implizieren, dass die GDC- und mitochondrialen SHM-Proteine nicht nur im C,-
Zyklus eine Rolle spielen (Engel et al., 2007; Abb. 13). Sowohl im Keimlingsstadium, in den
Kotyledonen als auch in bestimmten Blitenorganen und den Wurzeln wurden signifikante
Transkriptmengen der GDC-Untereinheiten und mitochondrialen SHM-Isoformen nachgewiesen. Da
diese Pflanzenorgane nicht photosynthetisch aktiv sind, ist eine starke Expression der GDC und
mitochondrialen SHM-Isoformen in diesen Organen ein Hinweis fur ihre Beteiligung an anderen
stoffwechselphysiologischen Prozessen, wie z. B. dem C;-Stoffwechsel. Unterstltzt wird diese
Vermutung durch Untersuchungen des Folatstoffwechsels in Keimlingen und Kotyledonen von
Arabidopsis Wildtyppflanzen, die belegen, dass wahrend der Keimlingsentwicklung groBe Mengen an
Folaten bendétigt werden und eine Inhibition der de novo Synthese von THF die Keimlingsentwicklung
blockiert (Jabrin et al., 2003; Collakova et al., 2008). In Keimlingen und meristematischem Gewebe
werden groBe Mengen von Folaten synthetisiert, um den Bedarf fir die Nukleotidsynthese und
Methylierungsreaktionen sicherzustellen. Ein weiteres Indiz flr die Verbindung zwischen GDC und C;-
Stoffwechsel lieferte die Isolation einer 10-Formyl-THF-Deformylase-Nullmutante (purU), die eine

70fache Glycinakkumulation aufweist und deren Phadnotyp unter nicht photorespiratorischen
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Bedingungen revertierbar ist (Collakova et al., 2008). Des Weiteren zeigte diese Mutante auch
Veranderungen in der Embryonalentwicklung und war nicht in der Lage, lebensfdhige Samen zu
produzieren. Daher lassen sich phanotypische Parallelen zu den GDC- und SHM-Nullmutanten ziehen,
die ebenfalls in der Keimlingsentwicklung und der Samenreifung beeintrachtigt sind. Somit bilden die
Folatsynthese und folglich auch die GDC- und SHM-Reaktionen die Basis fiir den Ubergang vom
heterotrophen zum autotrophen Wachstum und sichern sowohl den photorespiratorischen
Durchsatz als auch die Bereitstellung von C;-Derivaten fiir viele Biosynthesen, wie die Purin- und
Methioninsynthese.

Somit wurde gezeigt, dass sowohl der GDC als auch die mitochondrialen SHM Isoformen nicht nur in
den C,-Zyklus, sondern auch in den C,;-Stoffwechsel involviert sind und dass das gebildete Methylen-
THF die Hauptquelle aktiver Ci-Korper im pflanzlichen Mitochondrium darstellt. Die Ergebnisse
bestatigen die These von Mouillon et al. (1999), dass die mitochondrialen GDC- und SHM-Reaktionen
nicht durch andere Stoffwechselprozesse kompensiert werden kénnen. Der Mangel an
mitochondrialen Methylen-THF kann nicht durch GDC-unabhédngige Stoffwechselwege, wie dem C;-
THF-Synthase-System, ausgeglichen werden (Wingler et al., 1999; Li et al., 2003). Auch die
Reaktionen der SHM-Isoformen im Zytosol und Chloroplasten (Umsatz von Serin zu Glycin unter der
Bildung von Methylen-THF) konnen den mitochondrialen C;-Mangel nicht kompensieren, da

anscheinend die Transportprozesse von Methylen-THF ins Mitochondrium limitiert sind.

5.1.2.2. Die Interaktion mit dem N-Metabolismus

Neben der Verbindung zum C;-Stoffwechsel besteht auch eine direkte Interaktion mit dem
pflanzlichen Stickstoffhaushalt. Durch die Reaktionen der GDC werden dquimolare Mengen an CO,
und NH; im Mitochondrium freigesetzt, die durch den Calvin-Zyklus und den , photorespiratorischen
Stickstoffzyklus” reassimiliert werden (Rachmilevitch et al., 2004; Keys, 2006). Da in Cs-Pflanzen die
Umsetzung von Glycin zu Serin durch die GDC- und SHM-Reaktionen sehr hohe Raten erreicht, nimmt
die Produktion von NH; in den Mitochondrien einen grofRen Stellenwert im pflanzlichen
Stickstoffhaushalt ein. Die Reassimilation des photorespiratorischen NH; Uber die Glutaminsynthase
und Glutamatsynthase (GS/GOGAT) Ulbersteigt sogar die Raten der de novo Stickstoffassimilation
nach Stickstoffaufnahme tber die Wurzel (Keys et al., 1999; Keys, 2006). Daher war es sinnvoll, auch
die Glutamin- und Glutamatgehalte in den GDC- und SHM-Mutanten zu bestimmen (4.1.7).
Konzentrationsverdanderungen dieser beiden Aminosauren wurden sowohl in den Einzelmutanten als
auch in den Nullmutanten detektiert. Mit Ausnahme der Atshm1-1-Mutante waren die Glutamin-

und Glutamatkonzentrationen in allen Einzelmutanten mehr oder weniger stark reduziert. Nur in
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Atshm1-1 lagen hohere Glutamatmengen im Vergleich zum Wildtyp vor. Die P- und T-Protein-
Nullmutanten zeigten keine signifikanten Veranderungen im Glutamatspiegel, aber eine deutliche
Erhohung der Glutamingehalte. Es konnte gezeigt werden, dass Kartoffelpflanzen mit reduziertem P-
und SHM-Gehalt eine erhohte Nitratreduktase-Aktivitat aufweisen (Antonicelli, 2005). Dieser Befund
impliziert, dass durch den verringerten N-Fluss durch das GS/GOGAT-System ein N-Mangel
vorgetauscht wird, so dass die Nitratassimilation Uber die Wurzeln der transgenen Pflanzen
gesteigert wird. Die erhohte Stickstoffassimilation liber die Wurzel kann den N-Mangel der GDC- und
SHM-Einzelmutanten bei einem Wachstum auf Erde unter ambienten Bedingungen nicht
kompensieren, so dass die Glutamin- und Glutamatkonzentrationen unterhalb des Wildtyp-Niveaus
lagen. Da die Nullmutanten auf MS-Medium wuchsen, konnte mehr Stickstoff lber die Wurzel
aufgenommen werden, so dass die Glutamingehalte deutlich gesteigert waren. Inwiefern sich der N-
Mangel auf den Phanotyp der Mutanten auswirkt, konnte aber nicht analysiert werden. Allerdings
zeigten Untersuchungen, dass Kartoffelpflanzen mit reduziertem P- und SHM-Gehalt eine
verbessertes Wachstum und weniger Chlorosen bei einer Kultivierung auf MS-Medium mit 10 mM
NO;™ aufwiesen (Antonicelli, 2005). Der Zusammenhang zwischen der mitochondriale GDC- und SHM-
Aktivitat und dem Kohlenstoff- bzw. Stickstoffkreislauf bedarf noch weiterer Untersuchungen,
insbesondere im Hinblick auf die metabolischen Unterschiede im auto- und heterotrophen Gewebe.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die ersten pflanzlichen GDC- und SHM-Nullmutanten isoliert. Die
Letalitat dieser Nullmutanten bestatigt die bereits veroffentlichten Thesen, dass die Reaktionen der
GDC in Kooperation mit der mitochondrialen SHM neben der Photorespiration an anderen Prozessen
beteiligt sind. Eine Reduktion der GDC- oder SHM-Aktivitdt beeinflusst nachweislich den C;-
Metabolismus und den N-Haushalt der transgenen Linien. Im nicht-photosynthetisch aktiven Gewebe
stellen die mitochondrialen GDC- und SHM-Reaktionen den einzigen Weg des Glycinkatabolismus
und somit die Hauptquelle flr aktive C;-Einheiten dar (Mouillon et al., 1999). Die Eliminierung der
GDC- oder mitochondrialen SHM-Aktivitat kann nicht durch andere Prozesse kompensiert werden.
Die hohen Flussraten Uber den C,-Zyklus und besonders die Glycin-Serin-Interkonversion tber den
GDC und die SHM erzeugten im Laufe der Evolution von Cs-Pflanzen eine Beteiligung an anderen
Stoffwechselwegen, so dass der photorespiratorische Zyklus nicht separat vom restlichen
pflanzlichen Stoffwechsel zu betrachten ist. Fiir Cyanobakterien konnte bereits eine Kooperation des
C,-Zyklus mit dem bakteriellen Glycerat-Weg und der Decarboxylierung tber Oxalat und Format
nachgewiesen werden (Eisenhut et al., 2006 und 2007). Eine Beteiligung des pflanzlichen C,-Zyklus an
weiteren Stoffwechselwegen ist daher ebenso moglich. Es konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass
die Regulation der Glycingehalte in Pflanzen mit der Biosynthese von Purinen (Zrenner et al., 2006),

Glutathion (Kopriva et al., 2004), Glycinbetain (Sakamoto et al., 2002) und anderen methylreichen
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sekundaren Metaboliten assoziiert ist. Darlber hinaus wurde dem Glycin auch eine wichtige Rolle in
der Signaltransduktion fir die Regulation von intrazellularem Kalzium zugeschrieben (Dubos et al.,
2003). In Zukunft sollte die Rolle der mitochondrialen GDC und SHM fir den pflanzlichen
Metabolismus und die Signaltransduktion im photosynthetischen und heterotrophen Gewebe naher

untersucht werden.

5.1.3. Die Gewebespezifitit der GDC- und SHM-Isoformen

Die Phanotypen der Einzelmutanten (Abb. 12), sowie die organ- und gewebespezifischen
Expressionsprofile (Abb. 13), deuten auf eine Spezialisierung der mitochondrialen GDC- und SHM-
Isoformen im auto- und heterotrophen Gewebe hin. In der Tabelle 5 sind die relativen
Transkriptgehalte der GDC- und mitochondrialen SHM-Isoformen in ausgewdhlten auto- und

heterotrophen Geweben dargestellt.

Tabelle 5 Relative Transkriptmengen der mitochondrialen GDC- und SHM-Isoformen in ausgewahlten Organen und
Geweben. Die relative Expressionsstirke korreliert mit der Anzahl der Kreuze: - keine oder minimale Expression; x

geringe Expression; xx mittelstarke Expression; xxx sehr starke Expression.

Autotrophes Gewebe Heterotrophes Gewebe
Gruppen
Blatt Blute Wurzel | Kotyledonen | Xylem | Samen

AtGLDP1 XXX XX - XXX - -

AtGLDP2 XX XX XX XX XX X
Gruppe 1 | AtGLDH1 XXX X - XXX - -

AtGLDH3 XXX X - XXX - -

AtSHM1 XXX XX - XXX - -

AtGLDH2 - XX XXX X XX XX
Gruppe 2

AtSHM?2 X XX XXX X XX XX

Mit Ausnahme des T-Proteins, das in Arabidopsis nur durch ein Gen kodiert (At1g118600) wird,
werden die anderen GDC-Untereinheiten durch mindestens zwei Gene kodiert. Die Redundanz der

zwei Arabidopsis P-Proteine (AtGLDP1 und AtGLDP2) wurde im Rahmen dieser Arbeit bestatigt (Engel
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et al., 2007). Dennoch konnte gezeigt werden, dass AtGLDP1 starker am photorespiratorischen
Umsatz beteiligt ist, da die Einzelmutante Atgldpl-1 unter Hochlicht und somit stark
photorespiratorischen Bedingungen hohere Glycinmengen akkumuliert (Engel et al., 2007). Die
zweite P-Protein Isoform AtGLDP2 wird mit einer relativ konstanten Expressionsstarke sowohl in den
photosynthetisch aktiven als auch heterotrophen Geweben exprimiert und sichert so die P-Protein-
Aktivitat in nahezu der gesamten Pflanze. Bereits die Expressionsmuster der beiden P-Protein-
Isoformen lassen auf eine Tendenz beziiglich der Gewebespezifitdt schlieBen. So wird bei genauerer
Betrachtung der Expressionsprofile deutlich, dass jeweils eine der GDC- oder SHM-Isoformen
verstarkt in den autotrophen oder heterotrophen Geweben exprimiert wird. Demnach lassen sich die
mitochondrialen GDC- und SHM-Isoformen in zwei Gruppen einteilen (Tabelle 5). Gruppe 1
beinhaltet die Isoformen, die vornehmlich in den photosynthetisch aktiven Organen, wie Blatter,
Stengel und Infloreszenzen, exprimiert werden: AtGLDP1, AtGLDP2, AtGLDT1, AtGLDH1, AtGLDH3
und AtSHM1. In die Gruppe 2 sind die Isoformen einzuordnen, die auch eine starke Expression in
heterotrophen Geweben, wie Wurzel, Hypokotyl, Xylem und Samen, zeigen: AtGLDH2 und AtSHM2.
Auffallig ist auch die starke Expression der Gene der Gruppe 1 in den Kotyledonen und der Gruppe 2
in den Samen. Demnach ist die Genexpression beider Gruppen fiir die Keimlingsentwicklung
bedeutsam. Diese Erkenntnis gibt einen weiteren Hinweis auf die Letalitdt der GDC- und SHM-
Nullmutanten und liefert auch eine mogliche Erklarung fir die Wachstumsretardationen der P*-
Mutante im Kotyledonenstadium. Vermutlich muss das verwendete F. anomala P-Protein-Gen
(PFAG) in die Gruppe 2 eingeordnet werden, so dass die PFAG-Expression im Kotyledonenstadium
limitiert ist. Zur Uberpriifung der Theorie sollten Expressionsstudien der mitochondrialen GDC- und
SHM-Untereinheiten von F. anomala durchgefiihrt werden, denn fiir F. anomala existieren noch
keine frei zuganglichen Expressionsprofile. Diese Expressionsstudien sind auch im Hinblick auf die
Optimierung der P*-Komplementation nitzlich.

Die gewebespezifischen Expressionsmuster verdeutlichen, dass die mitochondriale GDC- oder SHM-
Aktivitat in photosynthetisch und nicht-photosynthetisch aktiven Geweben fiir das Wachstum der
Pflanze wichtig ist. Diese Ergebnisse werden durch Untersuchungen der H- und T-Protein-Genfamilie
in Pappel gestitzt, in denen eine funktionelle Spezialisierung der Isoformen zum einem fir den
photorespiratorischen Umsatz in Blattern und zum anderen fir den C;-Stoffwechsel in Wurzeln,
Xylem und Lignin-produzierendem Gewebe nachgewiesen wurde (Wang et al. 2004, Rajinikanth et a.
2007). Die gewebespezifische Expression der Isoformen beruht auf einer Modifikation der Promotor-
und Transitpeptidsequenzen. Die Xylem-spezifischen GDC-Untereinheiten der Pappel weisen eine
oder mehrere AC-Elemente in der Promotorregion auf, die typisch fir die transkriptionelle

Regulation vieler Lignin- und Flavonoid-Synthese-Gene sind (Rajinikanth et a. 2007). Die Promotor-

84



Diskussion

und Transitpeptidsequenzen der Arabidopsis GDC-Untereinheiten wurden im Rahmen dieser Arbeit
nicht analysiert. Aber fir die mitochondrialen Isoformen AtSHM1 und AtSHM2 wurden Hinweise
gefunden, die auf eine Modifikation des Transitpeptids hinweisen (4.3). Die
Komplementationsexperimente von Voll et al. (2006) bestdtigten, dass AtSHM2 den
photorespiratorischen Phanotyp von Atshm1-1 nicht revertieren kann, obwohl beide Proteine SHM-
Aktivitat in in vitro Messungen zeigen (Abb. 29). Daher wurde ein chiméres Konstrukt generiert, das
die AtSHM2-cDNA mit dem endogenen AtSHM1-Promotor und der AtSHM1-Transitpeptidsequenz
fusioniert (4.3.2). Die erhaltenen SHM1/2-Chiméaren zeigen unter ambienten Bedingungen keinen
photorespiratorischen Phanotyp. Durch die Isolation und Charakterisierung der SHM1/2-Chimare und
der SHM-Nullmutante konnte bewiesen werden, dass es sich bei AtSHM1 und AtSHM2 um
funktionelle Serin-Hydroxymethyltransferasen handelt und die gewebespezifische Expression sowie
Funktion durch unterschiedliche Promotoren und Transitpeptide determiniert wird.

Die Expressionsanalysen bestdtigen, dass mit Ausnahme von AtGLDT1 in Arabidopsis
photorespiratorische und nicht-photorespiratorische GDC- und SHM-Isoformen vorhanden sind.
Durch phylogenetische Analysen konnten diese gewebespezifischen Isoformen auch in Pappel, Erbse

und Reis nachgewiesen werden (Rajinikanth et al., 2007).

5.2. Die Komplementation der GDC-Mutanten

Die Optimierung der photosynthetischen Leistung und die Steigerung der Biomasseproduktion von
Kulturpflanzen ist seit geraumer Zeit ein bedeutsames Anliegen vieler Pflanzenphysiologen. Die
Ubertragung der stoffwechselphysiologischen Vorteile von C,- oder C;-C,-intermediaren Pflanzen auf
landwirtschaftlich genutzte Cs-Pflanzen ist eine Moglichkeit, dieses Vorhaben zu realisieren. Denn Cy4-
und Cs3-C4-intermediaren Pflanzen zeichnen sich im Vergleich zu Cs-Pflanzen durch eine hohere
photosynthetische Leistung und Wassernutzungseffizienz bei hohen Temperaturen und Trockenheit
aus (Monson und Jaeger, 1991; Sage, 2004). Durch die Verlagerung der GDC-Aktivitdt in die
Blindelscheidenzellen von Cs;-Cs-intermediaren Pflanzen entstand eine primare CO,-Pumpe, die eine
hohere CO,-Konzentration fir Rubisco in den Blindelscheidenchloroplasten erzeugt, sowie eine
hohere Reassimilationskapazitat fiir photorespiratorischen CO, zur Folge hat und so den
Kohlenstoffverlust im Zuge der Photorespiration minimiert. Die Nachbildung dieses CO,-
Konzentrierungsmechanismus in einer Cs;-Pflanze kénnte zum einem die Photosyntheseeffiziens
steigern und zum anderen Einblicke in die Evolution der Cs;-Photosynthese ermoglichen. Als
evolutiondarer Ausgangspunkt der Transition von der C; zur Cs;-Cs-intermedidren Photosynthese

wurden die Repression der P-Protein-Synthese im Mesophyll und die Steigerung der P-Protein-
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Aktivitat in den Blindelscheiden vermutet (Morgan et al., 1993; Rawsthorne und Bauwe, 1998; Sage,
2004).

Die Verlagerung der GDC aus dem Mesophyll in die Blindelscheidenzellen von Arabidopsis soll einen
wesentlichen Schritt der Cs-Evolution nachbilden (Sage. 2004). Dabei sollte eine fur Cs3-Cy4-
intermedidre Pflanzen charakteristische Stoffwechselsituation simuliert werden. Diese erste
Voraussetzung wurde mit der Erzeugung der P-Protein-Nullmutante (Atgldpl-1 x Atgldp2-2)
geschaffen (Engel et al., 2007). Des Weiteren musste die bilindelscheidenspezifische Expression des
P-Proteins gewahrleistet werden. Dazu wurde ein Konstrukt generiert, das den endogenen Flaveria
anomala P-Protein-(PFAG)-Promotor in Fusion mit der F. anomala P-Protein-cDNA enthielt.
Promotor-GUS-Studien des PFAG-Promotors ergaben eine deutliche Blaufarbung in den Leitblindeln,
Blindelscheiden und assoziierten Zellen von wildtypsichen Arabidopsis-Pflanzen. Im Mesophyll war
keine Blaufarbung und somit keine PFAG-Promotor-Aktivitdt detektierbar. Mit diesem
Komplementationskonstrukt wurde die zweite Voraussetzung geschaffen, um das P-Protein
praferenziell in den leitbliindelnahen Zellen der P-Protein-Nullmutante zu exprimieren. Die
Komplementation der P-Protein-Nullmutante mit diesem Konstrukt resultierte unter nicht
photorespiratorischen Bedingungen (1 % CO,) und einer Anzucht auf Saccharose-haltigem MS-
Medium in einer lebensfahigen transgenen Pflanze (P*). Die P*-Mutante zeigte einen auffalligen
Phanotyp. Besonders im Kotyledonenstadium und wahrend der Blatenentwicklung wurden starke
metabolische Beeintrachtigungen sichtbar. Die Ausbildung der Chloroplasten erfolgte im
Zweiblattstadium der P*-Mutante ausschliefllich in der Umgebung der Leitblindel und nicht im
Mesophyll. Im Zuge der weiteren Entwicklung wurden Chlorophylle auch im Mesophyll synthetisiert,
so dass davon ausgegangen werden kann, dass die P-Protein-Aktivitdt im Kotyledonenstadium
limitierend ist. In der vollstandig entwickelten P*-Mutante hingegen geniigt die verbleibende P-
Protein-Aktivitat, um keine deutlichen phanotypischen Veranderungen zu detektieren. Erst wahrend
der Blitenentwicklung wurden weitere morphologische Besonderheiten sichtbar. Im Vergleich zum
korrespondierenden Wildtyp waren insbesondere Frucht- und Staubblatter sowie die Petalen stark
verformt und wiesen eine weiBliche Verfarbung auf. Aus diesen morphologischen Besonderheiten
kann geschlossen werden, dass wahrend der Keimlings- und Blitenentwicklung eine héhere und
nicht nur auf die Leitbiindel assoziierte P-Protein- und somit auch GDC-Aktivitdt essentiell fir das
Wachstum der Pflanzen ist. Diese Vermutung wird auch durch Expressionsstudien untermauert, die
hohe P-Protein-Transkriptmengen wahrend dieser Entwicklungsstufen und in den jeweiligen
Organen, wie z. B. den Kotyledonen und Sepalen, anzeigen (Abb. 13). Die erzielten Erkenntnisse aus

den Untersuchungen der GDC- und SHM-Nullmutanten sowie der P*-Mutante verdeutlichen, dass die
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GDC-Aktivitdat im heterotrophen Gewebe fir das Wachstum und den pflanzlichen Stoffwechsel
ebenso notwendig ist, wie fiir den photorespiratorischen Umsatz in autotrophen Organen.

Neben der phdno- und genotypischen Charakterisierung der P*-Mutante wurden auch
Immunolokalisationsstudien des P-Proteins durchgefiihrt. Diese Untersuchungen dienten zum
Nachweis der Verlagerung des P-Proteins in die leitbiindelnahen Zellen der P*-Mutante. Die Analyse
der P*-Mutante zeigte wenige P-Protein-Signale im Mesophyll und eine Anreicherung der Signale in
den Bindelscheiden und assoziierten Zellen. Diese Verteilung der P-Protein-Signale war
Uberraschend, denn die Promotor-GUS-Analysen zeigten eine ausschlieBliche Expression des F.
anomala P-Proteins in den Leitblindeln und leitbindelnahen Zellen. Daher wurden zum Vergleich
auch Immunolokalisationsstudien von F. anomala Blattquerschnitten hinzugezogen, die
erstaunlicherweise eine gleichartige Verteilung der P-Protein-Signale ergaben. Im Gegensatz zu den
Promotor-GUS-Analysen zeichnen sich die Immunolokalisationsstudien (Abb. 28) durch eine hdhere
Sensitivitat aus, die es ermoglicht, geringe Proteingehalte zu detektieren. Fiir die Erforschung der
Transition von der Cs- zur C4-Photosynthese stellt die Immunolokalisation die Methode der Wahl dar,
insbesondere um die Verlagerung einzelner Proteine nachzuweisen.

Meine Ergebnisse zeigen, dass die C;-Cs-intermedidre Pflanze F. anomala keine ausschliefRliche
Expression des P-Proteins in den Biindelscheiden besitzt, sondern auch einen geringen P-Protein-
Gehalt im Mesophyll aufweist. Dieses Ergebnis widerspricht den bereits veroffentlichten
Immunogold-Lokalisationsstudien, die eine ausschlieBliche P-Protein-Lokalisation in den
Blindelscheiden von F. anomala zeigten (Hylton et al., 1988; Morgan et al., 1993). Daher ist davon
auszugehen, dass die vollstandige Verlagerung des P-Proteins in die Blindelscheidenzellen von F.
anomala noch nicht abgeschlossen ist. Damit wird die intermedidre Stellung von F. anomala
untermauert, denn auch Rubisco wurde sowohl im Mesophyll als auch in den Biindelscheiden
nachgewiesen (Bauwe, 1984). In weiteren Experimenten sollte geprift werden, wie sich die
Verteilung der anderen GDC-Untereinheiten in F. anomala und der P*-Mutante verhalt. Ergdnzend zu
diesen Ansatzen sollten auch Immunolokalisationsstudien von weiteren Flaveria-Arten z. B. F. pringlei
(C3) und F. trinervia (C4) durchgefiihrt werden. Moglicherweise ist eine minimale GDC-Aktivitat auch
im Mesophyll von C4-Pflanzen nétig, um die Bereitstellung von C;-Derivaten flr andere
Lebensprozesse zu sichern. Vor kurzem wurde fiir die C4,-Pflanzen Zea mays, Panicum milliaceum und
Panicum maximum gezeigt, dass Mesophyll-Mitochondrien von etiolierten Blattern Glycin in
geringen Raten oxidieren konnen und alle GDC-Untereinheiten sowie die SHM in diesen
Mitochondrien enthalten sind (Paryz und Jastrzebski, 2007). Dartber hinaus waren die P- und T-
Protein-Konzentrationen in den Mitochondrien etiolierter Blatter signifikant hoher als in den griinen

Blattern von Z. mays. Erst in den vollentwickelten Blattern von Z. mays wurde kein Glycin mehr in
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den Mesophyllzellen oxidiert. Aus den Befunden an Z. mays und der P*-Mutante kdnnen folgende
Vermutungen abgeleitet werden. Zum ersten: sowohl in etiolierten Blattern als auch in Kotyledonen
sind hohere GDC-Aktivitaten notig als in ausgewachsenen, griinen Blattern von Cs- und C4-Pflanzen.
Zum zweiten: in einigen C3-C4-intermedidren und C4-Pflanzen sind noch GDC-Untereinheiten, wie z. B.
das P- und T-Protein, im Mesophyll vorhanden. Und zum dritten: die GDC oder einzelne
Untereinheiten sind noch an anderen Prozessen, wie dem C;-Stoffwechsel, in dem Mesophyll der
Pflanzen beteiligt, um z. B. Folatderivate fiir die Chlorophyllsynthese oder den Purinstoffwechsel
bereitzustellen (Abb. 2).

Eine Verlagerung des P-Proteins in die Bindelscheiden von Arabidopsis ist demnach nicht
ausreichend, um eine ahnliche Stoffwechselsituation wie der der Cs-Cs-intermedidren Pflanze F.
anomala zu imitieren oder eine primare CO,-Pumpe zu etablieren. Die mdglichen Ursachen fiir diese
unvollstandige Komplementation sind vielfdltig. So sind z. B. die anatomischen Voraussetzungen fir
die Glycin-Serin-Diffusion zwischen Mesophyll und Biindelscheiden in einer Cs-Pflanze
moglicherweise nicht gegeben, so dass das photorespiratorische Glycin nicht vollstandig in die
Blindelscheiden der P*-Mutante gelangt und im Mesophyll toxische Glycinkonzentrationen
akkumulieren (Raghavendra, 1980; Dengler 1994; Ehleringer et al., 1997; Sage, 2004). Dies scheint
insbesondere wahrend der Keimlingsentwicklung von Bedeutung zu sein, in der hohe Flussraten tber
den GDC erforderlich sind. Zum anderen genligt die GDC-Aktivitat in den leitblindelnahen Zellen der
P*-Mutante nicht, um das gesamte photorespiratorische Glycin aus dem Mesophyll zu
decarboxylieren. Es besteht die Moglichkeit, dass das F. anomala P-Protein mit den endogenen GDC-
Untereinheiten der P*-Mutante nicht die gleichen enzymatischen Umsatze erreicht wie der
komplette F. anomala GDC-Komplex. Bisher ist die heterologe Expression eines enzymatisch aktiven,
eukaryotischen P-Proteins nicht gelungen, so dass in vitro Aktivitatstests mit dem Arabidopsis oder F.

anomala P-Protein noch nicht durchgefiihrt werden konnten.

5.2.1. Die Optimierung der P*-Mutante

Mit der P*-Mutante wurde erstmalig eine transgene Pflanze generiert, die stark reduzierte P-Protein-
Gehalte im Mesophyll und erhohte P-Protein-Konzentrationen in den leitblindelnahen Zellen
aufweist. In zuklinftigen Experimenten sollte der C;-Stoffwechsel in der P*-Mutante ndher analysiert
werden, um die Interaktion zwischen den GDC-Reaktionen und dem Folatmetabolismus aufzudecken.
In diesem Zusammenhang kénnte auch die Verbindung zur Chlorophyllsynthese aufgeklart werden.
Des Weiteren sollte versucht werden, die GDC-Aktivitat in leitbiindelnahen Zellen der P*-Mutante zu

steigern.
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Letztlich kann die schrittweise Rekonstitution der C,-Evolution in einer Cs;-Pflanze helfen, die
anatomischen, genetischen und biochemischen Modifikationen aufzuklaren, die fir die Verlagerung
der Photorespiration in die Biindelscheiden notwendig sind. Die praferenzielle Verlagerung der P-
Protein-Aktivitdt in die Bilndelscheiden ist nur einer von vielen Schritten, um die
stoffwechselphysiologische Leistung der Cs;-Cs-intermedidren Pflanzen zu erreichen. Sage (2004)
schlagt ein Modell der C4-Evolution vor, das sich aus sieben Phasen zusammensetzt. Fir die
Etablierung einer photorespiratorischen Pumpe werden die anatomische Prakonditionierung und die
Erhdhung der Bindelscheiden-Organellen vorausgesetzt. Insbesondere die Verringerung der Distanz
zwischen Mesophyll und Bilindelscheiden ist bedeutsam, um eine schnelle Diffusion der Metabolite
zu ermoglichen (Raghavendra, 1980). Da diese Bedingungen in der P*-Mutante nicht geschaffen
wurden, ist es wahrscheinlich, dass die Glycindiffusion in die Biindelscheiden limitiert ist. Durch
Kinsman und Pyke (1998) wurde gezeigt, dass Arabidopsis eine gut ausgebildete Blindelscheide
aufweist, deren Chloroplasten 15 % des gesamten Blattes ausmachen. Die Anzahl der Organellen in
den Biindelscheiden der P*-Mutante scheint also nicht den limitierenden Faktor darzustellen. Dies
wird auch durch den Phdnotyp der P*-Mutante bestdtigt. Denn die Bindelscheiden- und
leitbliindelnahen Zellen der P*-Mutante stellen den Ausgangspunkt der Chlorophyllsynthese dar und
sichern durch deren photosynthetischen Umsatz das Uberleben der P*-Mutante in den friihen
Entwicklungsstufen. In Sage (2004) wird auch vermutet, dass durch einen erhohten
photorespiratorischen Umsatz in den Biindelscheiden die Anzahl und GroRe der Chloroplasten
zunimmt und schlieBlich zu einer VergroRerung der Blindelscheidenzellen fiihren konnte. Dies wirde
bedeuten, dass erst durch die Verlagerung der GDC-Aktivitat sich die typische Kranz-Anatomie
ausbilden kann.

Diese Behauptung wird durch ein weiteres Experiment innerhalb dieser Arbeit gestiitzt. Die Atgldtl-
1-Mutante wurde mit dem F. anomala T-Protein (TFAG) komplementiert und niher charakterisiert
(Engel et al.,, 2008). Mittels Immunolokalisationsstudien gegen das T-Protein konnte die
Uberexpression des T-Proteins im gesamten Blatt der transgenen Linie (Atgldti-1 + TFAG)
nachgewiesen werden. Auffallig waren die vergroBerten Chloroplasten sowohl im Mesophyll als auch
leitbindelnahen Zellen der transgenen Linien im Vergleich zum Wildtyp, so dass die
Oberflacheninhalte der Chloroplasten ermittelt wurden. In der Abb. 22 sind die Flacheninhalte der
Chloroplasten von den Mutanten Atgldtl-1, Atgldtl-1 + TFAG im Vergleich mit dem Wildtyp
dargestellt. Es besteht eindeutig eine Korrelation zwischen den T-Protein-Gehalten und der GrofR3e
der Chloroplasten. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die GDC-Aktivitdt und somit auch der
photorespiratorische Umsatz im Zusammenhang mit der Chlorophyllsynthese und GroRe der

Chloroplasten stehen. In sich anschlieBenden Experimenten sollte auch die Anzahl und GroRRe der
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Organellen in der P*-Mutante im Vergleich mit dem Wildtyp betrachtet werden. Wenn durch die
praferenzielle Verlagerung der GDC-Aktivitat in die Blindelscheiden die ChloroplastengréRe in diesen
Zellen zunimmt, konnte das einen weiteren Hinweis auf die Entwicklungsabfolge der C;-
Photosynthese liefern und die Theorie bestatigen, dass die Steigerung der GDC-Aktivitdt in den
Blindelscheiden die Ausbildung der Kranz-Anatomie begiinstigt.

Auf der Basis der erzielten Ergebnisse sollte als erstes versucht werden, die GDC-Aktivitdt in den
Bindelscheiden der P*-Mutante zu erhdhen, indem das F. anomala H- oder T-Protein in diesem
Zelltyp Uberexprimiert wird. Da die P*-Mutante in der Keimlingsentwicklung beeintrachtigt ist,
sollten wahrend dieser Entwicklungsstufe Metabolituntersuchungen durchgefiihrt werden, die

Rickschlisse auf die Veranderung des Stoffwechsels ermoglichen.

5.3. Die Komplementation der SHM-Mutante

Die Analyse der mitochondrialen SHM-Isoformen (AtSHM1; AtSHMZ2) zeigte, dass es sich bei beiden
Proteinen um enzymatisch-aktive Serin-Hydroxymethyltransferasen handelt. Aber nur die Mutation
in AtSHM1 fiihrte zu einem photorespiratorischen Phanotyp. Daher wurde Uberpriift, ob die zwei
SHM-Isoformen im Mitochondrium lokalisiert sind. Durch die Generierung von GFP-Fusionsproteinen
konnte die vorhergesagte, mitochondriale Lokalisation beider Isoformen bestatigt werden. Dennoch
war es nicht méglich, den Phanotyp der Atshm1-1-Mutante durch eine Uberexpression von AtSHM?2
unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors zu revertieren (Voll et al., 2006). Um die ausbleibende
Komplementation zu erklaren, wurden Immunolokalisationsstudien an den Einzelmutanten (Atshm1-
1; Atshm2-2) mit einem spezifischen SHM-Antikérper durchgefiihrt. Dariber hinaus wurde ein
chiméres Konstrukt hergestellt, das zur Komplementation der Atshm1-1-Mutante verwendet wurde.

Mit Hilfe der Immunolokalisationsanalysen wurde eine abweichende Gewebe-spezifische
Lokalisation der mitochondrialen Isoformen nachgewiesen. Wie bereits durch die Transkriptanalysen
(Abb. 13) angedeutet, wird AtSHM1 vorwiegend in den Mesophyllzellen exprimiert. Hingegen liegt
AtSHM?2 im Mesophyll reduziert vor und akkumuliert in den Leitbliindeln. Die Komplementation der
Atshm1-1-Mutante mit dem chimaren Konstrukt resultierte in transgenen Linien, die visuell nicht
vom Wildtyp zu unterscheiden waren. Auch physiologische Untersuchungen, wie z. B. Gaswechsel-
Analysen und die Bestimmung der Glycin-Serin-Ratio, bestdtigten die Revertierung des Atshm1-1-
Phanotyps. Dieses Experiment verdeutlicht, dass AtSHM1 und AtSHM2 mit Ausnahme ihrer Funktion
im C;-Stoffwechsel redundant sind. Des Weiteren wurde durch diese Daten bewiesen, dass die N-
terminalen Sequenzen nicht nur die mitochondriale Lokalisation verschlisseln, sondern auch die

Gewebespezifitat.
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Sowohl die funktionelle Charakterisierung der mitochondrialen SHM-Isoformen als auch die
Komplementationsexperimente verdeutlichen eindrucksvoll, dass die SHM-Aktivitat in auto- und
heterotrophen Gewebe zwingend notwendig ist. Diese Ergebnisse bestatigen die Transkriptanalysen,
die unter 5.1.3 diskutiert wurden. Dadurch ist von einer Spezialisierung der SHM-Isoformen fiir den
photorespiratorischen Zyklus oder dem C,-Stoffwechsel auszugehen. Ahnliche Resultate wurden

bereits fiir die H-Protein-Isoformen in Pappel beschrieben (Rajinikanth et al., 2007).

5.4. Ausblick

Der photorespiratorische Zyklus wird aufgrund seiner energieverbrauchenden Reaktionen und durch
den Verlust von Kohlenstoff in Form von CO, als ,verschwenderischer” Prozess bezeichnet. Die
Eliminierung der Photorespiration flhrt aber zu keiner Steigerung der photosynthetischen Leistung
von Cs-Pflanzen, sondern beeintrachtigt das Wachstum und die Fertilitdt. Daher gilt es zu
Uberdenken, ob die Limitierung des photorespiratorischen Metabolitflusses zu einer effektiveren
CO,-Assimilation in Cs-Pflanzen flihren konnte, denn selbst in Cs-Pflanzen betragt die
Photorespiration ungefahr 2 - 5 % der Netto-CO,-Fixierung unter ambienten CO,-Konzentrationen
(Sage, 2001). Dennoch gelang es, den mitochondrialen Schritt im photorespiratorischen
Glykolatmetabolismus durch die Integration eines metabolischen Nebenweges zu umgehen. Durch
den Einbau des Glycerat-Weges aus E. coli in die Chloroplasten von Arabidopsis konnte eine erhohte
Biomasseproduktion erzielt werden (Kebeish et al., 2007). Da die Generierung einer
chloroplastidaren CO,-Pumpe die Steigerung der CO,-Assimilation ermoglicht, konnte die
Nachbildung des CO,-Konzentrationmechanismus einer Cs;-Cs-intermediaren Pflanze zu &hnlich
vielversprechenden Resultaten fihren. Allerdings zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit deutlich, dass
noch weitere Grundlagenforschung nétig ist, um die Wechselwirkung zwischen der Photorespiration
mit dem pflanzlichen Stoffwechsel besser verstehen zu kénnen. Denn die photorespiratorischen
Intermediate sind auch Substrate fiir eine Vielzahl von primaren und sekundaren Stoffwechselwegen
und direkt in die transkriptionelle und posttranskriptionelle Regulation von Genen, wie denen vom
Kohlenstoff- und Stickstoffkreislauf, eingebunden.

In zukinftigen Untersuchungen sollte sich insbesondere mit der Relevanz der mitochondrialen GDC-
und SHM-Reaktionen fir das auto- und heterotrophe Gewebe von Cs- und C4-Pflanzen beschaftigt
werden, um die Bedeutung fiir den C;- und N-Haushalt in den jeweiligen Geweben zu analysieren.
Darliber hinaus ist die evolutiondre Transition von der Cs- zur C4-Photosynthese naher zu erforschen,
denn erst wenn die evolutiondre Abfolge der einzelnen Schritte bekannt ist, kann eine zielgerichtete

Nachbildung des CO,-Konzentrierungsmechanismus in einer Cs-Pflanze erfolgen.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die ersten Arabidopsis GDC- und mitochondrialen SHM-
Nullmutanten isoliert, die sich durch ihre Letalitit im Kotyledonenstadium von anderen
photorespiratorischen Mutanten abgrenzen. Physiologische Untersuchungen an Mutanten mit
reduziertem GDC- und SHM-Gehalt zeigten eine Verbindung zwischen den GDC- und SHM-
Reaktionen und dem C;- und N-Metabolismus. Insbesondere die limitierte Bereitstellung von aktiven
C,-Einheiten wahrend der Keimung und der Blitenentwicklung fihren zu Wachstumsretardationen,
reduzierten Chlorophylligehalten und Sterilitat. Ahnliche phanotypische Merkmale zeigte auch die P*-
Mutante, die durch eine Komplementation der Arabidopsis P-Protein-Nullmutante mit dem F.
anomala P-Protein generiert wurde. In der P*-Mutante wurde die P-Protein-Aktivitat praferenziell in
die leitbliindelnahen Zellen verlagert, so dass der GDC-Umsatz im Mesophyll stark reduziert ist.
Sowohl der Phanotyp als auch die stoffwechselphysiologischen Untersuchungen der P*-Mutante
verdeutlichen, dass die praferenzielle Verlagerung der GDC-Aktivitdt in die Blndelscheiden nicht
ausreicht, um einen primaren CO,-Konzentrierungsmechanismus &hnlich dem von C;3-Cs-
intermediaren Pflanzen zu imitieren. Daher sollte in zukilinftigen Experimenten versucht werden, die
Komplementation der P*-Mutante zu optimieren, indem z. B. weitere GDC-Untereinheiten in die
leitbliindelnahen Zellen verlagert werden. Dadurch ware die Nachbildung der Stoffwechselsituation
einer C3-Cy4-intermediaren Pflanze in der Cs;-Pflanze Arabidopsis vermutlich zu verwirklichen und
unter Umstanden kdnnte damit auch eine Strategie fiir ein optimiertes Pflanzenwachstum entwickelt
werden.

Die Reduktion oder Eliminierung der GDC-Aktivitdt fuhrt zu starken metabolischen
Beeintrichtigungen der Pflanzen. Durch die Uberexpression des F. anomala T-Proteins in der Atgldt1-
1-Mutante konnte der photorespiratorische Phdnotyp revertiert werden. Diese transgenen Linien
zeichneten sich durch groBere Chloroplasten im Mesophyll aus, die aber zu keiner Steigerung der
photosynthetischen Leistung fiihrten. Dieser Befund deutet darauf hin, dass die GDC-Aktivitat durch
die Uberexpression einzelner GDC-Komponenten gesteigert werden kann. In zukiinftigen

Experimenten sollte dieses Phanomen verifiziert werden.
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8. Anhang

8.1. Abkiirzungsverzeichnis

2-PG 2-Phosphoglykolat

ADP Adenosindiphosphat

Amp Ampicillin

AtGLDH A. thaliana H-Protein

AtGLDP A. thaliana P-Protein

AtGLDT A. thaliana T-Protein

AtSHM A. thaliana Serinhydroxymethyltransferase
BSA Bovine Serum Albumin

CaMV Cauliflower-Mosaik-Virus

CIAP calf intestine alkaline phosphatase

Col Columbia

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

DMSO Dimethylsulfoxid

DTT Dithiothreitol

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EMS Ethylmethansulfonat

EtBr Ethidiumbromid

GDC Glycin-Decarboxylase

GGAT Glyoxylat:Glutamat-Aminotransferase
GGT Glutamat:Glyoxylat-Aminotransferase
Glyk Glyceratkinase

GOGAT Glutamin:Oxoglutarat-Aminotransferase
GOX Glycolatoxidase

GS Glutaminsynthetase

HFAG Flaveria anomala H-Protein

HPLC high performance liquid chromatography
HPR Hydroxypyruvatreduktase

HRP horseradish peroxidase (Meerrettich-Peroxidase)
IPTG Isopropyl-B-thiogalactopyranosid
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Kan
Km
mcs
ME
M-MLV-RT
mRNA
MS
OAA
ORF
PAGE
PEG
PEP
PEPC
PFAG
PGA
PGLP
PLP
PMSF
PVDF
Rif
RUBISCO
RuBP
SDS
SGAT
SHM
TAE
Taq
TEMED
TFAG
THF
Tris
X-Gal
r

Kanamycin

Michaelis Konstante

multiple cloning site

Malatenzym

Reverse Transkriptase aus dem Moloney Murine Leukemia Virus
messenger (Boten-) RNA

Murashige und Skoog (Medium)

Oxalacetat

open reading frame (offener Leserahmen)
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Polyethylenglycol

Phosphoenolpyruvat
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase

Flaveria anomala P-Protein
3-Phosphoglycerat
Phosphoglycolatphosphatase
Pyridoxal-5"-Phosphat
Phenylmethylsulfonylfluorid
Polyvinylidendifluorid

Rifampicin
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/Oxygenase
Ribulose-1,5-bisphosphat

sodium dodecyl sulfate (Natriumdodecylsulfat)
Serin: Glyoxylat-Aminotransferase
Serin-Hydroxymethyltransferase
Tris-Acetat-EDTA

Thermus aquaticus
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Flaveria anomala T-Protein

Tetrahydrofolat
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-galactopyranosid

CO,-Kompensationspunkt
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8.2. Erkldrungen

8.2.1. Anteilserklarung fiir Nadja Engel

Engel N, van den Daele K, Kolukisaoglu U, Morgenthal K, Weckwerth W, Piarnik T, Keerberg O,
Bauwe H (2007) Deletion of glycine decarboxylase in Arabidopsis is lethal under non-

photorespiratory conditions. Plant Physiology 144: 1328-1335

- Charakterisierung der P-Protein Einzel- und Doppelmutanten

- Isolierung der P-Protein-Doppelmutante

- Nachweis der P-Protein-Gene und jeweiligen Insertionen mittels PCR

- Transkriptanalysen mittels RT-PCR

- Proteinanalysen mittels Western Blot

- HPLC-Analysen zur Bestimmung der |6slichen Aminosauren im Blatt

- Fotographische Aufnahmen der Pflanzen mit Unterstlitzung von Herrn Prof. Bauwe

- Mitarbeit am Manuskript

Engel N, Eisenhut M, Qu N, Bauwe H (2008) Arabidopsis mutants with strongly reduced levels of
the T-protein subunit of glycine decarboxylase. In Photosynthesis. Energy from the Sun: 14th
International Conference of Photosynthesis, Allen, J. F., Gantt, E., Golbeck, J. H., and Osmond, C. B.

(Eds) Springer: 819- 822

- Pflanzenanzucht, Probennahme, Phanotypische Charakterisierung
- Isolierung und Charakterisierung der Insertionsmutante Atgldt1-1

- Generierung und Charakterisierung der T-Protein-RNAi-Pflanzen

- Komplementation mit heterologen T-Protein-Genen

- Transkriptanalysen mittels RT-PCR

- Proteinanalysen mittels Western Blot

- HPLC-Analysen zur Bestimmung der l6slichen Aminosduren im Blatt

- Mitarbeit am Manuskript
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8.2.2. Erklarung zur Selbstandigkeit

Ich versichere hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Arbeit selbstandig
angefertigt und ohne fremde Hilfe verfasst habe, keine auRer den von mir angegebenen
Hilfsmitteln und Quellen dazu verwendet habe und die den benutzten Werken inhaltlich

und wortlich entnommenen Stellen als solche kenntlich gemacht habe.

Nadja Engel Rostock, den 09.04.2010
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8.3. Publikationsliste

Konferenzbeitrage:

1. Engel N, Qu N, Bauwe H (2007) Relocation of photorespiratory CO, release from the
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abstract)

Publikationen:
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3. Engel N, Ewald R, Zrenner R, Hagemann M and Bauwe H (2010) The presequence of
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8.5. Lebenslauf

Personliche Daten

Schulbildung

Sept. 1986 — Juli 1988

Sept. 1988 — Juli 1991

Sept. 1991 - Juli 1998

Beruflicher Werdegang
Okt. 1998 — Dez. 2004

Marz 2005 — Mai 2010

Juli 2009

Auszeichnungen

Marz 1997

Juli 1997

Maérz 2006

geb. 03.09.1979
in Rostock

ledig

46. Oberschule in Rostock

Mathias - Thesen — Oberschule mit erweitertem
Fremdsprachenunterricht in Rostock

Gymnasium am Goetheplatz in Rostock mit Abschluss der

Hochschulreife

Studium der Biologie an der Universitdat Rostock in der Abteilung
Pflanzenphysiologie (Universitdtsprofessor Dr. rer. nat. habil.
Hermann Bauwe) mit Diplomabschluss

Promotionsstudent an der Universitat Rostock in der Abteilung
Pflanzenphysiologie (Universitatsprofessor Dr. rer. nat. habil.
Hermann Bauwe)

Wissenschaftlicher Mitarbeiter an der Universitatsklinik Rostock in

der Abteilung Zellbiologie (PD. Dr. Barbara Nebe)

1. Platz beim Landeswettbewerb ,Jugend forscht” in Mecklenburg
Vorpommern

Sonderpreis beim Bundeswettbewerb ,Jugend forscht“ und
Teilnahme am London International Youth Forum

Gewinn des Reinhold von Sengbusch-Preises in Dabringhausen

Wissenschaftliche Zusammenarbeit

August 2007 und Marz 2008

Forschungsaufenthalt am MPI Golm zur Einfihrung in die

Immunolokalisation
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9. Erganzendes Material (auf beiliegender CD)

9.1. Publikationen von Nadja Engel (im PDF-Format)

a.) Engel N, van den Daele K, Kolukisaoglu U, Morgenthal K, Weckwerth W, Parnik T, Keerberg O,
Bauwe H (2007) Deletion of glycine decarboxylase in Arabidopsis is lethal under non-

photorespiratory conditions. Plant Physiology 144: 1328-1335

b.) Engel N, Eisenhut M, Qu N, Bauwe H (2008) Arabidopsis mutants with strongly reduced levels
of the T-protein subunit of glycine decarboxylase. In Photosynthesis. Energy from the Sun: 14th
International Conference of Photosynthesis, Allen, J. F., Gantt, E., Golbeck, J. H., and Osmond, C. B.

(Eds) Springer: 819- 822

c.) Engel N, Qu N, Bauwe H (2008) Relocation of photorespiratory CO, release from the

mesophyll to the bundle sheath of a C3 plant. Photosynthesis Research 91: 221 (conference abstract)

d.) Engel N, Ewald R, Zrenner R, Hagemann M and Bauwe H (2010) The presequence of
Arabidopsis Ser hydroxymethyltransferase SHM?2 selectively prevents import into mesophyll

mitochondria and hence complementation of the shm1 allele. Submitted to Plant Physiology.

9.2. Sequenzen

Die Sequenzen der mitochondrialen GDC- und SHM-Gene von Arabidopsis thaliana und Flaveria

anomala im rtf-Format.

9.3. Mutanten

Darstellung der verwendeten Arabidopsis GDC- und SHM-Insertionslinien inkl. des Insertionsortes

und der verwendeten Primerpaare im word- bzw. rtf-format. Photos von allen gezeigten Phanotypen.

9.4. Leere Vektoren

pBin19, pCAL-n, pCAMBIA, pGEM-T, pGreen, pHUE
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9.5. Plasmidkarten

Alle verwendeten Konstrukte im Clone-Manager-Format inkl. graphischer Darstellung.

9.6. Marker und Standards

Alle verwendeten DNA- und Proteinstandards

9.7. HPLC-Analysen der Aminosauren

Alle Rohdaten der HPLC-Analysen der |6slichen Aminosauren in den verwendeten Mutanten.

9.8. Gaswechselanalysen

Alle Rohdaten der Gaswechselanalysen von den verwendeten Mutanten.

9.9. Genevestigator-Daten

Abbildungen der Genevestigator-Daten.

9.10. Messung der Chloroplasten

Excel-Tabelle der vermessenen Chloroplasten der T-Protein-Mutanten.
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