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1. Einleitung

1.1. Photosynthese und Photorespiration in C3-Pflanzen

Die oxygene Photosynthese ist der wichtigste Prozess der Kohlenstofffixierung auf unserem Planeten.

In höheren Pflanzen kann man drei Varianten der CO2-Fixierung unterscheiden, die als C3-, C4- und

CAM- (crassulacea acid metabolism) Typen bezeichnet werden. Der C3-Stoffwechsel repräsentiert

den meist verbreiteten und ursprünglichen Weg der CO2-Assimilation. Ungefähr 90 % aller

Landpflanzen und somit viele agronomisch genutzte Arten, wie Soja, Reis, Weizen und Gerste,

gehören dem C3-Typ an. C3-Pflanzen besitzen einen Chloroplastentyp, in dem alle

photosynthetischen Reaktionen der Licht- und Dunkelprozesse ablaufen, so dass CO2 mit Hilfe von

Lichtenergie zu reduzierten Kohlenstoffverbindungen konvertiert wird.

Das primäre Enzym der CO2-Fixierung in C3-Pflanzen ist die Ribulose-1,5-Bisphosphat-

Carboxylase/Oxygenase (Rubisco), die den Transfer von CO2 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 primäre CO2-Fixierung

übernimmt. In C3-Pflanzen ergibt die Carboxylierung von RuBP zwei Moleküle 3-Phosphoglycerat (3-

PGA), die im Calvin-Zyklus zu Triosephosphat umgesetzt werden oder der Regenerierung des CO2-

Akzeptors RuBP dienen. Die Triosephosphate können aus den Chloroplasten ins Zytosol exportiert

werden, um zu Saccharose (als Hauptkohlenstofftransportform) umgesetzt zu werden, oder im

Chloroplasten verbleiben zum Aufbau von transitorischer Stärke (Sonnewald et al., 1994). Die CO2-

Fixierung durch Rubisco ist in der heutigen O2-haltigen Atmosphäre durch deren enzymatische

Bifunktionalität eingeschränkt. Neben CO2 kann auch O2 an das aktive Zentrum der Rubisco binden.

Diese Oxygenierung resultiert in der Umsetzung von RuBP zu jeweils einem Molekül PGA und 2-

Phosphoglycolat (2-PG). Dem Calvin-Zyklus kann das 2-PG nicht direkt zugeführt werden, sondern es

muss zunächst über den photorespiratorischen Zyklus unter Verbrauch von ATP und NADPH zu 3-

PGA umgesetzt werden. Die Balance zwischen Carboxylierung und Oxygenierung ist sowohl vom

CO2/O2-Verhältnis in den Blättern und als auch von der Lufttemperatur abhängig (Laing et al., 1974).

Typische Km-Werte der Rubisco liegen für CO2 bei 10-20 μM und für O2 bei 400-600 μM. Unter

ambienten Bedingungen beträgt die Konzentration von CO2 11 μM und die von O2 253 μM (Woodrow

und Berry, 1988).

Der photorespiratorische Zyklus wird auch als C2-Zyklus bezeichnet (Tolbert, 1997). Durch den C2-

Zyklus werden zwei Moleküle 2-PG zu einem Molekül 3-PGA und CO2 umgesetzt und somit eine



_________________________________________________________________________ Einleitung

2

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 primären Reaktionen des C2-Zyklus erstrecken sich über vier Zellkompartimente

(Chloroplast, Peroxisom, Mitochondrium; Zytosol). Ein Schema des pflanzlichen C2-Zyklus ist in der

Abb. 1 dargestellt.

O2
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Abb. 1 Schema des pflanzlichen C2-Zyklus. Die zentralen Enzyme des C2-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 C2-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 (H2O2) 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 Moleküle Glycin durch die Reaktionen der Glycin-Decarboxylase (GDC) und der Serin-

Hydroxymethyltransferase (SHM) in Serin konvertiert. Dabei entstehen CO2 und NH3. Das Serin wird

zurück in die Peroxisomen transportiert und von der AGT1 zu 3-Hydroxypyruvat und Glycin

umgesetzt. Anschließend 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 C2-Zyklus geschlossen, und 3-PGA kann in den Calvin-Zyklus eingehen.

Die Oxygenierung von RuBP bedeutet eine Verminderung der CO2-Fixierung für die Pflanzen, die

durch den C2-Zyklus minimiert wird. Bis zu 75 % des Kohlenstoffs aus dem Nebenprodukt 2-PG kann

dem Calvin-Zyklus zurückgeführt werden, die verbleibenden 25 % gehen als CO2 durch die

Decarboxylierung des Glycins im Mitochondrium verloren. Dieser Verlust wird durch erhöhte

Temperaturen gesteigert, da die Präferenz der Rubisco zu O2 ebenfalls zunimmt (Wingler et al.,

2000). Darüber hinaus wird im Mitochondrium als Folge der GDC-Reaktionen NH3 freigesetzt, das im

Zuge des photorespiratorischen Stickstoffkreislaufes durch die Glutamin-Synthetase (GS-2) und die

Ferredoxin-abhängige Glutamat-Synthase (Fd-GOGAT) reassimiliert wird (Keys et al., 1999; Keys,

2006; Rachmilevitch et al., 2004). Als Konsequenz wird häufig 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 können durch erhöhte CO2-Konzentrationen, z. B. in einer Klimakammer oder

einem Gewächshaus revertiert werden, die aber auf dem Feld nicht realisierbar sind (Arp et al.,

1998).

In der Realität weist der C2-Zyklus viele positive Aspekte auf. Hierbei stellt die Verwertung und somit

auch die Entgiftung von 2-PG die Hauptaufgabe des C2-Zyklus dar. Durch den Verbrauch von NADPH

und ATP wird die Bildung freier Radikale durch Reaktionen mit Sauerstoff vermieden, die zur

Schädigung der Zelle führen können (Osmond et al., 1997). Weiterhin werden Akzeptoren für den

linearen Elektronentransport regeneriert, wodurch der C2-Zyklus eine Schutzfunktion ausübt. Jüngste

Veröffentlichungen weisen darauf hin, dass Photorespiration auch entscheidend für die Vermeidung
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Abb. 2 Die wichtigsten mitochondrialen folatabhängigen Reaktionen des C1-Stoffwechsels und dessen Verbindung zur

Photorespiration über den GDC und die SHM. Modifiziert nach De-Crecy-Lagard et al., 2007.
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1.3. Glycin-Decarboxylase (GDC)
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Abb. 3 Der Reaktionsmechanismus der Glycin-Decarboxylase (GDC) in Kooperation mit der Serin-

Hydroxymethyltransferase (SHM). Die Untereinheiten werden wie folgt abgekürzt: 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 Liponsäurerest des H-Proteins verbindet die Intermediate mit den Reaktionszentren des P-, T- und L-Protein.

Quelle: www.biologie.uni-rostock.de/pflanzenphysiologie.
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das L-Protein wird die Dihydroliponsäure wieder zu Liponsäure oxidiert unter der Reduktion von NAD

zu NADH, und ein neuer GDC-Zyklus kann beginnen. In diesem Modell (Abb. 3) fungiert der

Liponsäurerest 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. Darüber hinaus bindet das P-Protein das Toxin Victorin (Wolpert et al., 1994). Das

Produkt der Decarboxylierung von Glycin ist CO2 und nicht Bikarbonat. Neben der Decarboxylierung

kann aktives P-Protein auch einen sogenannten Bikarbonataustausch durchführen, der zur Messung

der P-Protein-Aktivität 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 benötigt. Die molekulare

Masse beträgt ca. 41 kDa. Sequenzähnlichkeiten zu der Formyltetrahydrofolat-Synthase wurden

nachgewiesen. Die Reaktion des T-Proteins resultiert in der Produktion von N5, N10-Methylen-

Tetrahydrofolat und NH3. Wenn THF als Substrat fehlt, ergibt die T-Protein-Reaktion Formaldehyd

und NH3.

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 beträgt 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 Dihydroliponsäureamid-Dehydrogenase, ist ein Homodimer von ca. 100 kDa und

enthält 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 FADH2
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1.3.1. GDC in 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 Verfügbarkeit der

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

DNA-Insertionsmutanten und die einfache Transformierbarkeit ermöglichen eine schnelle Isolation

von definierten Mutanten und deren Charakterisierung. Die annotierten Arabidopsis-Gene für 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; verändert

nach Bauwe und Kolukisaoglu, 2003.

Proteins Symbol TAIR-Code Length

(aa)

Molecular

mass

Localization References

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 44444.5 mitochondrion Engel et al., 2008

SHM AtSHM1 At4g37930 517 57400.2 mitochondrion McClung et al.,

2000; Voll et al.,

2006

AtSHM2 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 -----------------------

AtSHM7 At1g36370 598 66293.0 -----------------------



������������������������������������������������������������������������� /���������

��

��%$�����% j�<�����% 	�����% T��% X����% T��% T�	% =J ��T% "J=������% ��T������% �$% ���T������T�% ?��% T��%

+��	�������% �����% `���$������% ��% T��% X�����JL����<�;���	�% $�		��% ���Y�T��% T��% Y��% =J=������J

X���% \AtGLDP1 ��T%AtGLDP2^% �T��% T�	% "J=������% X��% \AtGLDT1^% T����% "JL`jJ��	������% ��% ����$%

 �	����$��% �����<������% Y��T��% �T��% T����% �`j�J"������% T��% "���	���&��% ��������% ���������%

Y��T���% L��% {����J���% T�	%  J=������	% \Y��% X���^% �	�% �����% 	���
����% T�% �	% ��% ��T����%

Q�������$��$&��;��% <��������% �	��% L��% +��	�������% �����% +J=������J`���$������% �	�% 	��Y��% �%

�����	������%T�%��%Arabidopsis T���%X���%#��%T�	%+J=������%��T������

L���<��% �����	% Y��T��% T��% $�������T������% �	�#��$��% T��% �����J+�T��;�$���������	#���	�%

\j��+Q�%��T%j��+Q�^%�����	�����%T�%T��	�%$��%T�$%X�����JL����<�;���	�J{�$&��;%���&��������%�$%

?���	%	���T��%T��%�	��������%T��%�+QJ`���$�������%��T%T����%&��	������	���%W���������	�������

1.4. Photosynthese und Photorespiration in C4-Pflanzen

L��% W�J=����	�����	�% ���Y�������% 	���% 
��% ���% Q������T��% ������% ��% �����% �����% ��J#�����%

j�$�	&�x��� L�	% &��$x��% /��$% T��% W��Jj		�$��������% ��<�	���% �	�% ���$���	��% 	���% �##����
% <��%

�����% W��J{��������������% ��% �����% j�$�	&�x��% $��% 	������T��% ��J{��������������% �����%

"�$&��������% ��T% �����% q�		��$�����% Y��T% T��% �;����������% T��% ��<�	��% ��T% 	�$��% T��%

=������	&�������% <����	����% \�����% �>>Z^�% L��% WZJ=����	�����	�% 	����� �����% W��J

{������������	$������	$�	 T���% T����% T�� T��% �;�����	��������� T��% ��<�	�� ��% WZJ=#�����

Y��������T% �����T����� Y��T�% ���% �����	������% T��% W��J{������������% 	��T% <�����$�	����%

&��	������	���% ��T% �����$�	���% Q�T�#���������% T��% WZJ=#�����% ��#��T�������% ]$% ��<�	��% 
�$%

��$�	&�x��	����% �����	��##% �% ��������% ��#����% T��% &��$x��%W��J?�;������% �$%Q�	�&����% T����% T��%

=��	&������&���
��JW��<�;���	� \=/=W^�%L��%=/=W%<�	���%�����%����<����%���T�������%{$Jq���% #��%

W�� ��T% 	�$��% ����% ������% j##����x�% �% W�� ��	% ��<�	���% 	�% T�		% T��% {�����	��###�;������% ����% <��%

��������%'����JW��JX�������%�<�x�#��%�<��%�;�������� \�jj^� Q���� �T��%j	&�����%Y��T%T��% #�;�����%

{�����	��##%��%T��%'��T��	����T�������%����	&�������%��T%T��� T����<�;������%��T%��	��������T �<��%

T��% ��<�	�� ��	 	����Tx��	 /��$% T��% W��Jj		�$������� ��#�;�����% L��% =��T����% T��% &��$x���% W��J

?�;������% 	��T%ZJ{�����	��##
��<��T������%T��%T��%`�$��%WZ �<�������%L�	% ��&�	���%'����% �����%WZJ

=#���� 	���%	���%��	%Y��%
��	����T����%&����	�������	����%������&��%�	�$$���%T��%Q�	�&����J

��T%'��T��	����T��������%L�	%j������$���%T��%'���������%Y��T%��	%�{��������$���% \+�<�����T��%

�*>Z^%<�	�����<��%��T%�	�%�		�������%#��%T��%#�������	#x�����%WZJ�����	�

'�����$�	��% �����	����T��% $��% T���% "�&��% T��% WZJ=����	�����	��% T��% `jLJQ/J�% `jL=JQ/J ��T%

=W{J"�&�% T��% ���% T��% ��	���%���$���	����% �������% �$%�jj% �������% ��% =#�����% T�	%`jLJQ/J"�&	%

Y��T%�jj%�� Q����%���
�������%��T%T��	�	%��%T��%'��T��	����T�������%T����<�;������%\j<<�%Z^�%L�	%



_________________________________________________________________________ Einleitung

12

freigesetzte CO2 wird durch Rubisco refixiert und findet Eingang in den Calvin-Zyklus. Das

verbleibende Pyruvat wird zurück 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 intermediärer Kohlenstoffträger zwischen dem Mesophyll und den

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

Das evolutionäre Ziel des C4-Weges war es, CO2 in unmittelbarer Umgebung von Rubisco zu

konzentrieren. Rubisco fungiert als sekundäres kohlenstoffassimilierendes Enzym, welches nur in den

Bündelscheidenzellen der C4-Pflanzen lokalisiert ist (Abb. 4). Der CO2-Gehalt in den

Bündelscheidenzellen ist circa 10-20fach (2000 μl l-1) höher, im Vergleich mit C3-Chloroplasten (130 μl

l-1), so dass der C4-Zyklus als CO2-Pumpe wirkt (Ehrlinger et al., 1991). Dadurch wird nahezu keine
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Abb. 4 Vereinfachte Reaktionen der C4-Photosynthese beim NAD-ME- und NADP-ME-Typ. Hohe CO2-Konzentrationen

akkumulieren in den Bündelscheidenzellen, so dass der C4-Zyklus als CO2-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).
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Oxygenaseaktivität der Rubisco in C4-Pflanzen detektiert und die Photorespiration unterdrückt. Somit

besitzen C4-Pflanzen eine hohe Affinität für CO2 und einen niedrigen, weitgehend

temperaturunabhängigen CO2-Kompensationspunkt, der häufig unter der Nachweisgrenze liegt. Die

C4-Photosynthese benötigt durch die Transport- und Konzentrierungsarbeit mehr biochemische

Energie, zwei zusätzliche ATP, um ein Molekül CO2 zu reduzieren, und ein weiteres, um PEP aus

Pyruvat zu regenerieren. Der erhöhte Energieverbrauch verringert den energetischen Wirkungsgrad

unter nicht photorespiratorischen Bedingungen.

1.4.1. Photorespiration in C4-Pflanzen

Obwohl Rubisco strikt in den Bündelscheidenzellen lokalisiert und CO2 in unmittelbarer Umgebung

von dieser konzentriert ist, existieren Hinweise, dass auch C4-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 Bündelscheidenzellen detektiert

wurden. Der finale Beweis für die Funktionalität der Photorespiration in C4-Pflanzen wurde durch

Zelitch et al. (2009) erbracht. Sowohl Reis- als auch Maismutanten mit reduzierten Glykolat-Oxidase-

Aktivitäten zeigten einen unerwarteten photorespiratorischen Phänotyp (Zelitch et al., 2009; Xu et

al., 2009).

Keine der GDC Untereinheiten wurde ursprünglich im Mesophyll nachgewiesen (Morgan et al., 1993;

Ueno, 2001). Allerdings ist in kürzlich erschienenen Studien die Präsenz der GDC-Komponenten (P-,

T-, L- und SHM-Protein) im Mesophyll einiger C4-Arten beschrieben worden. Nur für das H-Protein

wurde eine ausschließliche Lokalisation in den Bündelscheidenzellen bestätigt (Paryz und Jastrzebski,

2007). Diese Ergebnisse ähneln Untersuchungen an Moricandia arvensis, einer C3-C4 intermediären

Pflanze. In M. arvensis ist das P-Protein strikt auf die Bündelscheidenzellen beschränkt (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

Ähnlichkeit zu anderen Proteinen erklärt werden. So ist zum Beispiel das L-Protein auch eine

Komponente des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes, und das T-Protein weist strukturelle

Ähnlichkeiten zu der Formyltransferase auf. Darüber hinaus existiert eine Verbindung in der

transkriptionellen Regulation des H-Proteins und der Rubisco, so dass bei einigen C4-Arten die

Expression beider Proteine im Mesophyll unterdrückt 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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Die Gattung Flaveria eignet sich besonders gut für Untersuchungen zur C4-Evolution, da sie Vertreter

beinhaltet, die C3-, C4- und C3-C4-Photosynthese betreiben.

Nach Rawsthorne et al., 1988 wurde ein Modell (Abb. 5) für den photorespiratorischen

Metabolismus der C3-C4-intermediären Pflanzen entwickelt. Da Rubisco in den intermediären Spezies

sowohl in den Mesophyll- als auch den Bündelscheidenzellen vorliegt, wird in beiden Zelltypen

photorespiratorisches 2-PG produziert. Durch die Abwesenheit der GDC und der assoziierten Serin-

Hydroxymethyltransferase im Mesophyll verläuft der C2-Zyklus nur bis zum Intermediat Glycin. Glycin

akkumuliert in Blättern der intermediären Art Moricandia arvensis (L.) DC um das 2 - 4 fache

(Rawsthorne und Hylton, 1991). Durch Diffusion gelangt das Glycin in die Mitochondrien der

Bündelscheidenzellen und wird dort durch die stark exprimierte GDC zu CO2 und Serin decarboxyliert.

Die Mitochondrien sind eng mit den Chloroplasten assoziiert, so dass das freigesetzte CO2 dort

unverzüglich durch die Rubisco refixiert und somit der CO2-Verlust durch Diffusion minimiert wird.

Ungefähr 70 bis 90 % des photorespiratorischen CO2 werden im Calvin-Zyklus wiederverwertet
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Abb. 5 Ein Modell des CO2-Konzentrierungsmechanismus der C3-C4-intermediären Pflanzen. In den Mesophyllzellen wird

durch die Rubisco sowohl CO2 als auch O2 umgesezt. Durch das Fehlen der GDC akkumuliert Glycin, welches in die Bündel-

scheidenzellen gelangt und durch die GDC decarboxyliert wird. Das freigewordene CO2 wird über die Rubisco refixiert und so

dem Calvin-Zyklus zugeführt. 1: Rubisco. Modifiziert nach Rawsthorne et al., 1988.
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(Bauwe et al., 1987). Das entstandene Serin wird bis zu einem gewissen Maß ins Mesophyll

zurücktransportiert, um die Kohlenstoff- und Stickstoffbalance zu gewährleisten. In C3-C4-

intermediären Pflanzen dient Glycin als Transportmolekül für CO2 zum Calvin-Zyklus, um es dort

anzureichern. Demnach handelt es sich bei der C3-C4-intermediären Photosynthese um einen

eigenständigen, einfacheren CO2-Konzentrierungsmechanismus (Abb. 5).

Durch eine vergleichende Betrachtung des C4-Zyklus (Abb. 4) mit der C3-C4-intermediären

Photosynthese (Abb. 5) wird deutlich, dass in beiden Fällen die GDC in den Mitochondrien der

Bündelscheidenzellen lokalisiert ist. Daher wird postuliert, dass sich die C4-Photosynthese über den

C3-C4-intermediären Weg entwickelt hat und die Relokalisierung der GDC aus dem Mesophyll in die

Bündelscheidenzellen der erste evolutionäre Schritt zur Ausbildung des C4-Syndroms darstellt

(Edwards und Ku, 1987; Edwards et al., 2001; Sage, 2004).

Die Verlagerung der GDC in die Bündelscheidenzellen erfolgte schrittweise. In der C3-C4-

intermediären Art Moricandia arvensis wurde lediglich das P-Protein in den Bündelscheidenzellen

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-intermediären Arten der Gattung Flaveria und

Panicum alle vier GDC-Untereinheiten in den Bündelscheiden lokalisiert. Die vollständige Verlagerung

der GDC in den Bündelscheidenzellen konnte aber noch nicht gezeigt werden. Es ist denkbar, dass

eine geringe GDC-Aktivität im Mesophyll notwendig ist, um die Produktion von THF-Derivaten zu

gewährleisten (siehe Abb. 2).

Auf der Grundlage dieser Erkenntnisse sollte in dieser Arbeit das P-Protein aus dem Mesophyll in die

Bündelscheiden von Arabidopsis verlagert werden, um eine C3-C4-ähnliche Stoffwechselsituation zu

simulieren.

1.5. Gentechnische Modifikationen der Photorespiration

Die Photorespiration resultiert aus der Oxygenase-Aktivität der Rubisco und führt zu einer Reduktion

der netto CO2-Assimilation und somit Produktivität der Pflanzen. Durch die Entwicklung eines

Kohlenstoffkonzentrierungsmechanismus in C4-Pflanzen wurde die Photorespiration nahezu

unterdrückt, aber nicht eliminiert. Diese evolutionäre Anpassung an erhöhte O2-Konzentrationen hat

eine gesteigerte Photosyntheseleistung und Wassernutzungseffizienz unter stark

photorespiratorischen Bedingungen zur Folge. Besonders bei hohen Temperaturen und Trockenheit,

Faktoren, die die Photorespiration begünstigen, verlieren viele agronomisch genutzte C3-Pflanzen,

wie Weizen oder Reis, Kohlenstoff im Zuge des C2-Zyklus.
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Daraus resultierend wurde versucht, C3-Pflanzen genetisch so zu modifizieren, dass der C2-Zyklus

optimiert wird. Mehrere Ansätze bieten sich zu diesem Zwecke an: z. B. die genetische Manipulation

der Rubisco, um die Oxygenase-Reaktion zu minimieren oder auszuschalten und analog die Affinität

der Rubisco zu CO2 zu erhöhen. Die Rubisco von verschiedenen Spezies zeigt erhebliche Unterschiede

in der Spezifität für CO2 und O2 (Jordan et al., 1981). So beinhalten z. B. Rotalgen eine Rubisco, die

sich durch einen sehr niedrigen Km für CO2 von 6-7 μM auszeichnet (Uemura et al., 1997). Deshalb

wurden Versuche unternommen, effizientere Rubisco-Varianten in Chloroplasten höherer Pflanzen

zu integrieren (Andrews und Whitney, 2003). Zusätzlich wäre aber auch eine Modifikation der

Rubisco-Aktivase nötig, um die Erkennung der Rubisco-Chimäre zu ermöglichen (Spreitzer et al.,

2002). Ein anderer Ansatz zielt auf die Integration des C4-Syndroms in das Genom von kommerziell

genutzten C3-Pflanzen ab, um die photorespiratorische CO2-Freisetzung zu minimieren. Matsuoka et

al. (2001) unternahmen den Versuch, den C4-Zyklus in Reis zu reproduzieren, in dem die stillen C4-

Gene des Reises durch die aktiven Gegenstücke aus Mais ersetzt wurden. Das intakte Mais-Gen der

PEPC wurde in Reis transformiert. Die Transformanden zeigten eine reduzierte O2-Empfindlichkeit

der Photosynthese, verursacht durch die Phosphatlimitierung (Agarie et al., 2002). Die Umstellung

des C3-Stoffwechsels zum C4-Metabolismus erfordert viele molekularbiologische Eingriffe. Darüber

hinaus benötigt der C4-Zyklus mehr Energie und rentiert sich erst bei hohen Temperaturen. Daher

wird in der letzten Zeit versucht, die Eigenschaften der C3-C4-intermediären Pflanzen auf C3-

Nutzpflanzen zu übertragen. Durch die Verlagerung der GDC-Aktivität aus den Mesophyllzellen der

C3-Pflanzen in die Bündelscheidenzellen soll ein einfacher CO2-Konzentrierungsmechanismus

etabliert werden. Als erster Schritt wurde eine Reduktion der GDC-Aktivität in den Mesophyllzellen

von Kartoffel und Tabak durch die Herstellung von P-Protein Antisense-Pflanzen erreicht, die eine

Abnahme der GDC-Aktivität von 70-75 % in Blättern aufwiesen und Glycin stark akkumulierten

(Heinicke et al. 2001). Die Kartoffelpflanzen mit reduziertem P-Protein Gehalt zeigten einen

chlorotischen Phänotyp, und der Chlorophyllgehalt der Blätter war um ein Drittel erniedrigt. Die

ektopische Komplementation der Antisense-Pflanzen mit heterologen Genen aus einer C3-C4-

intermediären 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

Tartronsäure-Semialdehyd-Reduktase) in den Chloroplasten von Arabidopsis konnte eine signifikante

Steigerung der Photosynthese und Produktivität erreicht werden (Kebeish et al., 2007). Die

Übertragung dieser Modifikation auf C3-Kulturpflanzen wäre ein enormer Erfolg für die

pflanzenphysiologische Forschung.
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2. Zentrale Fragestellungen

a.) Welche stoffwechselphysiologischen Konsequenzen hat der Knockdown und der Knockout

der GDC und mitochondrialen SHM in Arabidopsis thaliana?

b.) Können die Arabidopsis GDC- und SHM-Mutanten mit heterologen Genen komplementiert

werden?

c.) Vermitteln die GDC-Promotoren der C3-C4-intermediären Art Flaveria anomala in Arabidopsis

Bündelscheidenspezifität?

d.) Kann durch die Verlagerung des P-Proteins in die Bündelscheidenzellen von Arabidopsis die

Stoffwechselsituation von C3-C4-intermediären Pflanzen simuliert werden?



______________________________________________________________ Material und Methoden

19

3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Allgemeine Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Chemikalien und allgemein gebräuchlichen Verbrauchsmaterialien entsprachen

einem analytischen Reinheitsgrad und wurden von folgenden Firmen bezogen:

Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg), AppliChem (Darmstadt), Biometra (Göttingen), BioRad

Laboratories GmbH (München), 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 I, RNase frei (MBI Fermentas)

H MinusM-MuLV Reverse Transkriptase (MBI Fermentas)

Restriktionsenzyme (MBI Fermentas; New England BioLabs)

T4-DNA-Ligase (MBI Fermentas)

3.1.3. Größenstandards für die Gelelektrophorese

100 bp Marker (MBI Fermentas)

1 kb Leiter (MBI Fermentas)
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3.1.4. Verwendete Reaktionskits

NucleoSpin® Extract II 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/pGreenII/pGreenII.htm)

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

pGreen35S (http://www.pgreen.ac.uk/pGreenII/pGreenII.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) Ökotypen Columbia (Columbia-0; Col0) und Wassilewskija

(Wassilewskija-2; Was-2) wurden als wildtypische Kontrollen verwendet.

Zur Stratifikation wurden die Samen für zwei Tage bei 4 °C inkubiert. Die Sämlinge und Pflanzen

wurden bei 12-h-Licht (100-150 μE m-2s-1)/12-h-Dunkel-Zyklus (22 °C/18 °C) auf einem Erde-

Vermiculit-Gemisch (4:1) in Percival Wachstumskammern angezogen. Die Düngung erfolgte alle 14

Tage mit 0,1 % Wuxal (Aglukon Spezialdünger GmbH, Düsseldorf, Germany).
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3.1.7. Bakterienstämme

Escherichia coli (E. coli)-Stämme:
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Agrobacterium tumefaciens-Stämme:

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

TJLB1 GAACATCGGTCTCAATGCAAAAGGGGAAC R5

SAIL-LB GCCTTTTCAGAAATGGATAAATAGCCTGCTTCC R247

40s16forward GGCGACACAACCAGCTACTGA R176

40s16revers CGGTAACTCTTCTGGTAACGA R177

AtGLDT1Screen-S AAG AAG CTC CAG TGG CAA AGA CTC AAC R489

AtGLDT1Screen-A ACA AAG TCA TGG 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 AGC ATG CTG TGG ATC TAG R972

AtGLDT1-RNAi-BgIII-S AAA GAT CTG ATG AGC ATG CTG TGG ATC TAG R973

AtGLDT1-RNAi-Sall-AS AAG TCG ACA GTC TTG TGC TGA CCT GAC TTC R974

AtGLDT1-RNAi-Xhol-AS AAC TCG AGA GTC TTG TGC TGA CCT GAC TTC R975

AtGLDH-RNAi-BamHl-5 AAG GAT CCT ATC ACC AAT CTC AGG TG R1098

AtGLDH -RNAi-Sall-3 AAG TCG ACT CGC AGA ACT TGG TGT AT R1099

AtGLDH -RNAi-Bglll-5 AAA GAT CTT ATC ACC AAT CTC AGG TG R1100

AtGLDH -RNAi-Xhol-3 AAC TCG AGT CTGC AGA ACT TGG TGT AT R1101

Shm1-S GCCTCATGAAAGAATCATGGCACTTG R20

Shm1-A GTTCTTGTACTTCATGGTTTCTTTCTC R383

Shm2-S GGWCATCTTTCTCATGGTTATCAG R21
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3.2. Methoden

3.2.1. Molekularbiologische Methoden

3.2.1.1. Isolierung und Reinigung von Nukleinsäuren

DNA-Isolation

Für die DNA-Isolation wurden ca. 100 mg Pflanzenmaterial in flüssigem Stickstoff schockgefroren und

mit einem Destroy-Stick oder Mörser in 500 μl 2x CTAB homogenisiert. Nach 30-minütiger Inkubation

bei 68 °C wurden die Proben mit 3 μl RNaseA (90 U/ml) versetzt und für 15 min bei 37 °C inkubiert.

Danach erfolgte die Zugabe von 1 VT CI. Die Proben wurden gründlich gemischt und 5 min bei 12000

rpm zentrifugiert. Die obere Phase wurde mit 1 VT Isopropanol versetzt und 15 min auf Eis gefällt. Es

folgte eine Zentrifugation bei 12000 rpm für 20 min. Das Pellet wurde in 200 μl 70 % Ethanol

gewaschen und zum Trocknen unter die Laminarbox gestellt. Nach 15 min wurde die isolierte DNA in

50 μl 10 mM Tris-HCL und 0,1 mM EDTA (pH 8,0) gelöst und für die weitere Verwendung bei -20 °C

gelagert.

Chloroform/Isoamylalkohol (C/I): 24 VT Chloroform

1 VT Isoamylalkohol

2x CTAB-Puffer: 2 % CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid)

1,4 M NaCl

100 mM Tris-HCl, 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 Lösung 1 gelöst und anschließend mit 200 μl Lösung 2 und 150 μl

Lösung 3 behandelt. Nach 15 min auf Eis wurde die Probe mit 1 VT PCI gefällt. Die obere Phase wurde

dann mit 2 VT 96 % Ethanol auf Eis für 30 min gefällt. Anschließend wurde die Probe 15 min bei

12000 rpm zentrifugiert und das Pellet mit 300 μl 70 % Ethanol gewaschen. Die Plasmid-DNA wurde

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

Lösung 1: 25 mM Tris-HCl pH 8,0

10 mM Na2EDTA pH 8,0

50 mM Glucose

Lösung 2: 1 % (w/v) SDS

0,2 M NaOH

Lösung 3: 3 M KCH3COO, pH 4,8

LB-Medium: 10 g/l Trypton

10 g/l NaCl

5 g/l Hefeextrakt

PCI: 25 VT Phenol

24 VT Chloroform

1 VT Isoamylalkohol

0,1x TE: 10 mM Tris HCl, pH 8,0

0,1 mM EDTA

Reinigung von DNA- und PCR-Fragmenten

Die Reinigung von PCR-Fragmenten und Plasmid-DNA erfolgte mit dem NucleoSpin® Extract II PCR

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

3.2.1.2. cDNA-Synthese

Für die cDNA-Synthese wurde 2,5 μg RNA eingesetzt und nach dem Protokoll des RevertAid H Minus

cDNA Synthesis Kit (MBI Fermentas) durchgeführt. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert.



______________________________________________________________ Material und Methoden

26

3.2.1.3. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese diente zur Quantifizierung, der Reinheitsüberprüfung und Fragment-

Größenbestimmung von DNA und RNA. Die Gele bestanden aus 1 % Agarose in 1x TAE und 0,1 μg/ml

Ethidiumbromid. Die Agarose wurde im TAE-Puffer geschmolzen, nach dem Abkühlen auf ca. 55 °C

mit Ethidiumbromid versetzt und je nach Probenanzahl in verschieden große Gelkammern gegossen.

Vor dem Probenauftrag wurde jede Probe mit 0,2 VT Stoplösung vermischt. Die Elektrophorese

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

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

10 mM Na2EDTA

Stoplösung: 10 mM Tris-HCL, pH 7,5

1 mM EDTA

0,2 % (v/v) Bromphenolblau

30 % (v/v) Glycerin

3.2.1.4. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR-Ansätze wurden nach dem Protokoll des Taq PCR Master Mix Kit (Quiagen)

zusammengestellt. Die PCR-Reaktion erfolgte in einem Thermocycler mit beheiztem Deckel

(Mastercycler gradient, Fa. Eppendorf, Hamburg). Die Programmierung des Gerätes richtete sich

nach der Fragmentgröße, Amplifikatmenge und den verwendeten Primern.

Ein Standardprogramm für Amplifikate der Größe 500-1000 bp:

Denaturierung: 94 °C 2 min

Denaturierung: 94 °C 1 min

Annealing: 58 °C 1 min 35 Zyklen

Elongation: 72 °C 1 min

Elongation: 72 °C 4 min

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

L��% L`jJ��������������% Y��T�% 
��% T��% ?��$�% �����<% \X��������^% ��	��#�����% L��% ��������

Y��T��%$��%+��#�%T��%j����	�J��#�Y���%'��/T��%�T��%W����Q������%�<��&��#��

3.2.1.6. Restriktionsanalysen

L`jJ��	����������% T����% 	&��#�	���% ��	��������	��T�������	��% Y��T��% ����% #�����T�$%

����T��T��	��%�	�$$����	������

�>J�>>%�� =��	$�TJL`j

�%�� �>;%��������	&�##��

>�� �� �>%]¤��%��	��������	���$

 �>%�� +��

L��% ��	��������	��	��% ����<�����% #��% �% �% <��% �� ¥W�% ��T�
�T�����% j�	x��% ��T% L�&&��	&��������%

Y��T��%����%T��%"�<�����%T��%?��$����	J�����%\YYY�#��$����	���$^%T������#�����

3.2.1.7. Ligation

L��% �������%
��%L`jJ?���$�����%Y��T�%$��%#�����T�$%����T��T��	��%�����	�����

�>%�� ������JL`j

�>>%�� ��	���JL`j

�%�� �>;% ���	�J=�##��

�%�� "ZJL`jJ ���	�

%�>%�� +��

L��%  �������% ����<�����% <��% ���% �> ¥W% #��% � J �>% �% �$% {���	�������% ?��% T��% E. coliJ"���	#��$�����%

Y��T��%�%��%T�	% �������	��	���	%
��Y��T���
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3.2.1.8. Transformation kompetenter Bakterienzellen

Transformation von E. coli

Für die Transformation wurden chemisch kompetente 100 μl E. coli-Zellen auf Eis aufgetaut. Danach

wurden 5 μl Ligationsansatz oder 0,5 μl Plasmid-DNA vorsichtig in die Zellen gegeben, invertiert und

30 min auf Eis inkubiert. Der Hitzeschock wurde bei 42 °C für 60 sec ausgeführt und die

transformierten Zellen sofort wieder auf Eis gestellt. Anschließend wurde 1 ml LB-Medium

hinzugefügt und die Zellsuspension für 1 h bei 37 °C im Schüttelschrank (180 UpM) geschüttelt.

Danach wurden die Zellen auf LB-Agar-Platten mit den entsprechenden Antibiotika ausplattiert und

über Nacht bei 37 °C inkubiert.

Transformation von Agrobacterium tumefaciens

Die kompetenten Zellen wurden langsam auf Eis aufgetaut (ca. 2 h) und mit 5 μl der Plasmid-DNA

versetzt. Die Inkubation erfolgte für 5 min auf Eis. Danach wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff

schockgefroren und anschließend einem Hitzeschock bei 37 °C für 5 min ausgesetzt. Nachdem 1 ml

YEB-Medium dem Ansatz zugefügt wurde, schloss sich eine vierstündige Inkubation bei 28 °C im

Schüttelschrank (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): 2 g/l Hefe-Extrakt

5 g/l Pepton

5 g/l Saccharose

5 g/l Fleischextrakt

3.2.1.9. Heterologe Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Zur Überexpression des F. anomala P-Proteins (PFAG) wurde die cDNA in den Expressionsvektor

pHUE kloniert. Für die Reinigung wurde der PFAG-pHUE-Klon in 1 l LB-Medium bei 37 °C bis zu einer

optischen Dichte (OD) von 2,0 kultiviert und anschließend mit 1 mM IPTG induziert. Die

Überexpression erfolgte über Nacht bei RT. Die Zellen wurden in modifiziertem LEW-Puffer

aufgenommen und mit Lysozym bei 4 °C für 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-Trinitriloessigsäure) nach dem Protokoll der Firma USB, Ohio, USA

(http://www.usbweb.com/brief_proto/78796b.pdf) unterzogen.
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3.2.1.10. Floral-Dip-Transformation von Arabidopsis thaliana

L��% 	��<���% "���	#��$�����% 
��% A. thaliana ��#�����% �<��% T��% j���<�������$J
��$��������%

X������	#��% ����% T��% '����������$����T�% \�#�����% T�&�^% 
��% W�����% ��T% '���% \�**!^�% L��% ����%

��	����		����% '�����% Y��T��% ��% ����% j���<�������$J��	&��	���% ���������% L��% Y��T��% �>% $�%

j���<�������$J�<�������������% <��% ��>>>% �&$% �<�����#������% ��T% T�	% ��T�$���% ��% �>% $�% � �%

��������	���	���% ��T% �>% ��% ���
��% ����	��% `���% T�$% /���������% T��% '�����% ��% T��%  �	���%Y��T��%

T��	�% ��#% =�&������T�������% ���% �>% $��% �����������% L��% <����T�����% =#�����% Y��T��% $��% �����%

=��	������<�%�<��T����%��T%Y�����%��%T��%{��$�	���x����%�����
�����

3.2.2. Pflanzenphysiologische Methoden

3.2.2.1. Chlorophyllbestimmung

L��%W�����&����<�	��$$���%Y��T�%����%=����%\�**!^%T������#�����%L�#��%Y��T��%'����	����<��%$��%

����$%L����$�		��%
��%�>%$$%��	��	����%��T%��%�%$�%�����%��&�##�����%j�������	���%��$��	����%

L�����%Y��T�� =�	���%��T%Q��	�� T���$��%$��%���%$�%T��	��<��% �	���%��Y�	�����%L�	%+�$������%

�����	�
��%T��%T���%q�	�������%Y��T�%<��%Z ¥W%<��%��>>%�&$%#��%�>%$��%�����#�������%L��%�<��	���T%

Y��T�%��#% ���%����$��%
��%!%$�% ��#��#����% ��T%<��% #�����T��%q������x���� \�$^ �$%=����$����%


��$�		��� �Z�� �Z�� ���� ��>�L��% {�����������% T��% W�����&�����% ��T% =��$����% ��% ��¤$�%Y��T�%

����%#�����T�� ?��$���%<���������

Chl a \��%;%$�J�^ ¯%�����%;%\/���J/��>^%± ����%;%\/�Z�J /��>^

Chl b \��%;%$�J�^% ¯%�>���%;%\/�Z�J/��>^%± Z�*�%;%\/���J /��>^

Chl a+b \��%;%$�J�^% ¯%�����%\/�Z�J/��>^%�%���Z%;%\/���J /��>^

Ecar ¯%/Z!> �%>���Z%/��� ± >���!%/�Z�

j�������	���%\��&�##���^�% !> �% j�����

���%$Q% `��=�Z �%&+%��!
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����$���������� ��T% ��%!%$Q%`��=�Z% \&+%��!^%��T%��� �%
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L��% Q���<���$�����	��% #��% q"% ��T% T��% =J=������JQ�������% Y��T��% ��	#�������% ��% /����% et al�%
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L��% X�	Y���	�������	�� T�� =J=������JQ�������% Y��T��% Y��% <�����	% <�	�����<�� \=x����% ��T

{���<����%�>>��%/����%et al��%�>>�^�%T������#����� ?��%T�� ��T���� ����	�����%=#�����%��#�����%T��%

Q�		���% T��% `����J=����	�����	�����% ��T% T�	% W��J{�$&��	�����	&�����	% �$%  �J�Z>>% =����<��%

=����	�����	�	% ��	��$ \ �W���% ]�j^�% L��% Y��T��% ArabidopsisJ=#����� \���% �>% q�����% ���^


��Y��T���% T����% ��	�����% 
���	�x�T��% ��	��<��T��% Y�����% �<��% ����% �����% ��#����	����%

��	��<��T��%�������%L��%Q�		<�T��������%<������� Z>> � % J� W��� �� �%��� �>>%�$��%	J� ?��		�����%
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'�x����%Y��T��%��%����%	&��#�	���%{�$$��%\ ��#%W��$<��%?�����$����^%�����	&����%��T%
��<���<��%

���% �>%$��% ��% T��	��% ��% jT�&����% ��% T��% �����% '�T���������% <�	% ����% ����
�����%Q�		Y����% Y��%

=����	�����	�����% �T��% "���	&�������	����% ���	����% Y�����% j�	��������T%Y��T��% jJW�J{��
�� $��%

T��%��������% ����J��#�Y��� \ �J�Z>>%���	���%���^%<��%
��	����T����% ���������	��x���%\��>�%�>>%�T��%

�>>>% �/% $J� 	J�^% ��#���������% ��T% $��% T��% =�����$$��%  �J�Z>>?���/; ��T% Q����	�#�J/;���%

��	��Y������%

�������� ����
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������� �!"#�$���

L�	%X]�JX��%��T����%����%[JX��������T�	��%L��%`���Y��	%T��%X������
��x�%��#����%Y�� <��%T�$% ���J

��	��$%�<��%���%����$�����	%j�������%± T�$%¨JX����%L�	%/��$ [JX��������T�	�%��T����	����%T�	%
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3.2.3. Immunolokalisation

3.2.3.1. Einbettung in Technovit

���% /��<������% T�	% =#�����$�������	% Y��T�% T�	% {��	����% "�����
��% !�>>% \+�����	 {����^


��Y��T���% L��% ?�;�������% /��Yx		������% ��#���������% ��T% /��<������% ��#�����% ����% T�$%

$�������#�����%=���������%L�	%=#�����$�������%Y��T�%��%T��%Q����%T��% ����&����T�%���������% ��%T��%

?�;������	��	��� ��% �% ;% Z% $$% �����% ������% ��	��������% ��T% 
����$��#���������% j�	% /��<���#��$��%

T������%>�� $�%/&&��T��#��#x���%

3.2.3.2. Herstellung von Blattquerschnitten

L��% '��������	�������% Y��T��% $��% ����$ ��������	$������$% \���$&�	% W��% Z>�>�% j$�����% ����^

�����	������% L��% � J � �$ T�����% ��������% Y��T��% $��% ����$% =��	��% ��#��#�����% ��T ��#% �����%

<�	����������%�<������x��� \jT�x	���	Y������^ $��%� ;%='�%�<���������%L��%��������%����������%<��%

�� ¥W%#��%�%��%`����%	�#���%<��������%�������� Y��T�� <��%J�> ¥%W%���������
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3.2.3.3. Immunohistologischer Nachweis

Die Objektträger mit den getrockneten Schnitten wurden 20 min in 1 x PBS inkubiert, mit 0,1 M

NH4Cl blockiert und 5 min mit 1 x PBS gewaschen. Mit 5 % BSA (w/v) für 30 min wurden die

Bindungsstellen blockiert. Danach wurden die Proteine mit dem primären Antikörper (GDC- oder

SHM-Antikörper; 1:250 gelöst in 5 % BSA) bei 4 °C für 16 h immunmarkiert. Die Schnitte wurden

dreimal mit 0,1 % BSA und zweimal mit 1 % BSA gewaschen. Danach wurden die Schnitte mit dem

sekundären Antikörper (AlexaFluor 488 Goat anti Rabbit IgG (H+L 2mg/ml); 1:500; Molecular Probes)

für 90 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Alle weiteren Schritte wurden nur noch im Dunkeln

ausgeführt. Zum Schluss wurden die Schnitte viermal mit 1 x PBS gewaschen, bei 37 °C getrocknet

und in 20 μl einer 75%-igen Glycerinlösung eingeschlossen. Die Fluoreszenz wurde mit dem

Fluoreszenzmikroskop detektiert.

1 x PBS: 135 mM NaCl

3 mM KCl

1,5 mM KH2PO4

8 mM Na2HPO4

3.2.4. Biochemische Methoden

3.2.4.1. Proteinisolation

Isolation pflanzlicher Proteine

In der Mitte der Lichtperiode wurden 100 mg Blattmaterial geerntet, in flüssigem Stickstoff gefroren

und mit einem Destroy-Stick in 200 μl Aufschlusspuffer auf Eis homogenisiert. Die Proben wurden bei

4 °C für 10 min bei 20000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde in einem neuen Eppendorfgefäß

bei -20 °C gelagert.

Aufschlusspuffer: 25 mM HEPES, pH 7,0

0,5 mM EDTA

8 mM DTT

1 mM PMSF

1 mM Pefablock
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Isolation bakterieller Proteine
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3.2.4.2. Bestimmung der Proteinkonzentrationen

L��%=������<�	��$$��� ��#����� ����%'��T#��T% \�*��^ ��T <�����% ��#%T��%'��T���%T�	% ?��<	��##�	

�W��$�		��² <��������%<���%XJ��>�%��%=�������%��%	�����% �	����%

3.2.4.3. SDS-PAGE

L��%��J �T��%�������%�L�JX���%Y��T��%��%�����%/������&����	���$$��%\Q���J=������² W���%��	��$�%

'��J��T^% ����% T�$% T�	����������������% ��	��$% ����%  ��$$��% \�*�>^% ����		��� `���% T�$%
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3.2.4.4. Western Blot
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4. Ergebnisse

Sowohl Glycin als auch Serin sind wichtige Intermediate der Photorespiration. Für 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 näher analysiert. Durch die Steigerung der GDC-Aktivität in den

Blättern von A. thaliana kann die Flussrate über den GDC erhöht werden. In einem weiteren

Experiment wird versucht, die P-Proteinaktivität aus dem Mesophyll in die Bündelscheidenzellen von

Arabidopsis zu verlagern, um die Stoffwechselsituation einer C3-C4-intermediären 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

Veröffentlichungen sowie nicht publizierte Ergebnisse präsentiert.

Publikationen:

1. Engel N, van den Daele K, Kolukisaoglu Ü, Morgenthal K, Weckwerth W, Pärnik 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

j�	% X���T����% #��% T��	�% j�<��� Y��T�� "JL`jJ��	������	$�������% #��% T�	% =J�% "J 	�Y��% T�	
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4.1.1. P-Protein-Mutanten
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4.1.2. T-Protein-Mutanten

Für das mitochondriale T-Protein in Arabidopsis wurde in der Datenbank TAIR ein Gen annotiert

(AtGLDT1; At1g11860). Zwei unabhängige 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 trägt die T-DNA-Insertion in der Promotorregion, ungefähr 400 bp stromaufwärts vom

Translationsstart (Engel et al., 2008). In Atgldt1-2 liegt die T-DNA in dem ersten Exon des T-Protein-

Gens. Von beiden Linien wurden homozygote Pflanzen selektiert, die für alle weiteren

Untersuchungen verwendet wurden. Der AtGLDT1-Nachweis und die Überprüfung 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 Atgldt1-2 wird auch als T-Protein-

Nullmutante bezeichnet, da diese kein endogenes T-Protein mehr enthält.

Darüber 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 für weitere

Untersuchungen ausgewählt. Die Phänotypen der T-Protein-Mutanten sind in der Abb. 12 dargestellt.

Sowohl die T-DNA-Insertionsmutante Atgldt1-1 als auch die RNAi-Linie T-RNAi-4 sind unter

ambienten Bedingungen zu kultivieren, zeigen aber ein verzögertes Wachstum und eine gelbliche

Verfärbung der Blätter. Hingegen ist die homozygote Atgldt1-2-Mutante nur unter Hoch-CO2 und auf

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: Rosettenblätter; ST: Stengel; CL: Hochblätter; FL: Blüten; SI: Schoten.

Als konstitutiv exprimierte Kontrolle wurde die mRNA von At2g09990 (S16) verwendet. Die Abbildung stammt aus der

Publikation Engel et al., 2007.
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Abb. 7 Nachweis des T-Protein-Gens AtGLDT und Überprüfung 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 für beide Allele vor.
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Abb. 10 Analyse der Sequenzähnlichkeiten (Alignments) der H-Proteine und AtGLDH1-3 (A) und DNA-Sequenzvergleich

des Exon 3 von AtGLDH1 mit der genomischen DNA von AtGLDH2 und AtGLDH3 für die Herstellung des RNAi-Konstrukts

(B) mit der Software BioEdit.

4.1.4. SHM-Mutanten

Die Isolierung 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 Phänotyp, der

unter erhöhten CO2-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 für die Atshm1-1 und

heterozygot für 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 überprüft (Abb. 11). Die Primerkombinationen sind

3.1.8 zu entnehmen. In der F3-Generation wurden auf MS-Medium unter 0,9 % CO2 doppelt-

homozygote Linien isoliert. Das Erscheinungsbild der SHM-Doppelmutante ähnelt dem der P- und T-

Protein-Nullmutanten und ist gegenüber der Einzelmutante Atshm1-1 deutlich verstärkt (Abb. 12).

Bei einer Aufzucht auf Erde erreicht die SHM-Doppelmutante nur das Vierblattstadium, wenn die

Lichtintensitäten deutlich reduziert sind. Dies kann z. B. durch Beschattung von Nachbarpflanzen

erfolgen. Eine vollständige Rosette kann diese Doppelmutante aber nur bei einer Kultivierung auf

MS-Medium mit 1 % Saccharose und 0,9 % CO2 ausbilden.

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 präsent. 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, 4 und 9).
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4.1.5. Phänotypische Charakterisierung der isolierten Mutanten

Für die phänotypische Charakterisierung wurden die GDC- und SHM-Einzelmutanten zunächst unter

erhöhten CO2-Konzentrationen (0,9 % CO2) angezogen und nach vier Wochen in ambienter Luft

inkubiert. Nach ca. zwei Wochen unter photorespiratorischen Bedingungen sollte ein entsprechender

Phänotyp bei den Mutanten sichtbar sein. In der Abb. 12 sind die Einzelmutanten im Vergleich zum

WT dargestellt. Die Mutanten Atgldt1-1, AtGLDT-RNAi-4, AtGLDH-RNAi-1 und Atshm1-1 zeigen

sowohl in ihrem Wachstum als auch im Erscheinungsbild deutliche Unterschiede. Während die

jungen Blätter noch keine morphologischen Besonderheiten zeigen, weisen ältere Rosettenblätter

chlorotische Bereiche und eine Gelbfärbung auf. Dieses Erscheinungsbild kann unter erhöhten CO2-

Bindungen revertiert werden. Daher kann man von einem typischen photorespiratorischen Phänotyp

sprechen. Bei den Mutanten Atgldp1-1, Atgldp2-2 und Atshm2-2 sind keine offensichtlichen

phänotypischen Veränderungen erkennbar. Für die P-Protein-Mutanten wurde bereits Redundanz

nachgewiesen, so dass auch keine signifikante Veränderung im Erscheinungsbild der Einzelmutanten

zu erwarten war (Engel et al. 2007). Das Ausbleiben des photorespiratorischen Phänotyps bei

Atshm2-2 begründet sich darauf, dass AtSHM1 und AtSHM2 nicht redundant sind und dass AtSHM2

vermutlich für die Glycin-Serin-Interkonversion in heterotrophem Gewebe verantwortlich ist.

Demnach führen nur die starken Reduktionen der GDC- oder SHM-Aktivitäten in photosynthetisch

aktiven Geweben zu einem photorespiratorischen Phänotyp, der auch für andere C2-Zyklus Mutanten

beschrieben wurde (z. B. Schwarte et al, 2007 und Boldt et al. 2005).

Im Kontrast zu den Einzelmutanten steht der Phänotyp der P-, T- und mitochondrialen SHM-

Nullmutanten. Diese Nullmutanten konnten nur auf MS-Medium unter nicht-photorespiratorischen

Bedingungen (0,9 % CO2) isoliert werden. Die P- und T-Protein-Nullmutanten waren noch

keimungsfähig, starben aber im Kotyledonenstadium ab. Diese Letalität konnte auch nicht durch eine

Reduktion der Lichtintensität umgangen werden. Die mitochondriale SHM-Nullmutante erreichte

auch nur das Kotyledonenstadium bei einer Anzucht auf Erde, war aber bei reduzierten

Lichtverhältnissen, z. B. durch Beschattung von heterozygoten Nachbarpflanzen bis zum

Vierblattstadium, lebensfähig (Abb. 12). In dieser Entwicklungsstufe war die Chlorophyllsynthese

stark beeinträchtigt, so dass die Blätter 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 % CO2 bis zur vollständigen Ausbildung der Rosette herangezogen

werden. Diese Nullmutante ist auch in der Lage Blüten zu bilden, die aber keine fertilen Samen

hervorbringen. Das vollständige Ausschalten der mitochondrialen GDC- oder SHM-Aktivität 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 Letalität der Nullmutanten unter nicht-

photorespiratorischen Bedingungen wurde bewiesen, dass die GDC- und SHM-Reaktionen noch an

anderen Stoffwechselprozessen beteiligt sind, die lebensnotwendig für das Wachstum und die

Entwicklung sind.

A Einzelmutanten

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 % CO2 auf Erde angezogen

und anschließend unter normalen Luftbedingungen für zwei Wochen inkubiert. Der weiße Balken entspricht 1 cm. B: Die

Nullmutanten wuchsen auf MS-Medium mit 1 % Saccharose unter 0,9 % CO2. Durch Beschattung von Nachbarpflanzen

war die shm1-1 x shm2-2-Mutante bis zum Vierblattstadium lebensfähig.
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Pflanze benötigt werden. Somit lässt sich ein Rückschluss auf die Letalität der P-, T- und SHM-

Nullmutanten ziehen, denn diese Pflanzen besitzen keine endogene und funktionelle GDC oder SHM

im Kotyledonenstadium.

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 verfügbaren Software Genevestigator

(https://www.genevestigator.ethz.ch/) erstellt. Die Intensität der Blaufärbung korreliert mit der Transkriptstärke.
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4.1.7. Veränderungen 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

löslichen Aminosäuren im Blatt bestimmt. Besondere Bedeutung lag in diesem Zusammenhang auf

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

Einzelmutanten sind in Abb. 14 dargestellt.

A

B

Abb. 14 Konzentrationsbestimmung ausgewählter löslicher Aminosäuren der GDC- und SHM-Einzelmutanten aus

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

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

intakte Rosettenblätter des gleichen Wachstumsstadiums verwendet.
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Deutlich ist zu erkennen, dass die Einzelmutanten Atgldt1-1, AtGLDT-RNAi und Atshm1-1 große

Mengen Glycin (70 - 150fach) in der Mitte der Lichtphase akkumulieren. Die Glycinakkumulation

korreliert mit den Phänotypen der Mutanten. Je mehr Glycin in den Blättern der Einzelmutanten

angereichert wird, desto ausgeprägter ist der photorespiratorische Phänotyp. Somit besteht ein

Zusammenhang zwischen den Chlorosen, der gelblichen Verfärbung der Blätter 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 erhöht.

Da über die GDC-Reaktionen NH3 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-

Aktivität in Blättern 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 Aminosäurekonzentrationen

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 Aminosäuren Glycin, Serin, Glutamat und Glutamin in

den P- und T-Protein Nullmutanten dargestellt. Die P- und T-Protein-Nullmutanten akkumulieren im

großen Maße 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 wäre eine noch stärkere Anreicherung von Glycin, da kein

Umsatz mehr über die GDC erfolgen kann.

Allerdings war das Probenmaterial nicht vergleichbar. Bei den letalen Mutanten ist nicht

abzuschätzen, ob die geernteten Kotyledonen bereits abgestorben oder noch

stoffwechselphysiologisch aktiv waren. Somit besteht die Möglichkeit, dass bereits Material für die

Untersuchung verwendet wurde, das sich in der Seneszenz oder im Abbauprozess befand. Dennoch

waren die Glycingehalte relativ hoch. Ähnlich wie bei den Einzelmutanten veränderte sich der

Serinspiegel nur geringfügig. Nur in der T-Protein-Nullmutante war die Serinkonzentration um das

10fache erhöht. Die Glutamatkonzentrationen variierten in den GDC-Nullmutanten nur geringfügig

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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A
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Abb. 15 Bestimmung der Aminosäurekonzentrationen 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 %

CO2 angezogen A: Die Glycin- und Serinkonzentrationen. B: Die Glutamat- und Glutaminkonzentrationen.

Die Aminosäurebestimmungen der Einzel- und Nullmutanten zeigen deutlich, dass ein

Zusammenhang zwischen der blattspezifischen Glycinmenge und dem Erscheinungsbild der

Mutanten besteht. Die Veränderungen in den Glutamat- und Glutamingehalten implizieren, dass

durch die Reduktion oder Inhibierung der GDC- und SHM-Aktivitäten auch der Stickstoffhaushalt der

transgenen Pflanzen beeinflusst wurde.
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4.1.8. Photosynthetische Leistung
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Insbesondere die geringen Gehalte an Chlorophyll a in den Blättern der Mutante lassen darauf

schließen, dass eine Schädigung des Photosystem II (PSII) vorliegt oder die Synthese bzw. die

Reparatur des PSII negativ beeinflusst wird. Aufgrund der reduzierten Chlorophyllgehalte ist auch

eine verringerte CO2-Assimilation erklärbar.
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Abb. 16 Photosyntheseparameter in WT und T-Protein Einzelmutanten (Atgldt1-1; AtGLDT-RNAi4) bei zwei Lichtintensi-

täten (250 und 1000 μE). A: CO2-Assimilationsraten. B: CO2-Kompensationspunkte.
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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
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akkumulierende Atshm1-1-Mutante eine signifikante Verbesserung des Phänotyps nachgewiesen

werden (Abb. 18). Im Gegensatz zum Kontrollansatz bei 0 μM Natriumbenzoat, bei dem die Atshm1-

1-Mutante weißlich erschien und im Kotyledonenstadium verharrte, konnte bei den erhöhten

Natriumbenzoatkonzentrationen (200- 800 μM) eine vermehrte Chlorophyllsynthese und somit ein

gelblich bis grünliches Erscheinungsbild nachgewiesen werden. Allerdings zeigt der Wildtyp unter

diesen hohen Natriumbenzoatkonzentrationen auch einen verschlechterten Phänotyp, der darauf

schließen lässt, dass Natriumbenzoat toxisch auf die Pflanzen wirkt.
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4.2. Komplementation der GDC-Mutanten
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und FaGLDP-Pro-NcoI-A) und über die Schnittstellen EcoRV und NcoI in den Vektor pCAMBIA1305.1

kloniert. Die vier GUS-Konstrukte wurden in wildtypische Arabidopsis-Pflanzen (Col0) transformiert.
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Die histochemische Analyse der Expression des vollständigen FaGLDP4500-Promotors zeigte eine

Blaufärbung in den Leitbündeln und leitbündelnahen Zellen von Arabidopsis. Keine sichtbare

Blaufärbung wurde in den interkostalen Bereichen innerhalb der Mesophyll-, Epidermiszellen und

Trichomen detektiert (Abb. 20). Der verkürzte Promotor FaGLDP1768-Promotor vermittelte ein

identisches Expressionsverhalten im Vergleich mit der kompletten Variante (Abb. 20). Somit

beinhalten die 1768 bp des FaGLDP-Promotors alle nötigen Informationen, um eine Leitbündel- und

bündelscheidenspezifische Expression in Arabidopsis zu erzeugen.

Im Gegensatz zu dem FaGLDP-Promotor vermitteln die F. anomala T- und H-Protein-Promotoren

keine eindeutige Präferenz für die Leitbündel oder die Bündelscheiden in Arabidopsis (Abb. 20 E, F).

Die Blaufärbung ist im ganzen Blatt zu erkennen.

Diese Promotor-GUS-Analysen verdeutlichen, dass lediglich der F. anomala P-Protein-Promotor eine

Expression in den Leitbündeln und Bündelscheidenzellen von Arabidopsis vermittelt. Nur mit der

Expression des F. anomala P-Proteins in der Arabidopsis P-Protein-Nullmutante ist eine ektopische

Komplementation möglich. Durch die Komplementation der T-Protein-Mutante Atgldt1-1 mit dem F.

anomala T-Protein kann eine Überexpression des T-Proteins im gesamten Blatt erreicht werden.
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Abb. 20 Histochemischer Nachweis der GUS-Aktivität in Arabidopsis-Blättern der Promotor-GUS-Pflanzen. A-C:

FaGLDP4500::GUS. D: FaGLDP1768::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 Atgldt1-1 + TFAG bezeichnet. Der

photorespiratorische Phänotyp 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 Blättern von Atgldt1-1 + TFAG entsprachen

dem WT-Niveau (siehe Engel et al., 2008).

Mittels Immunolokalisationsstudien gegen das T-Protein konnte die Überexpression des T-Proteins

im gesamten Blatt der transgenen Linie Atgldt1-1 + TFAG nachgewiesen werden (Abb. 21). In dieser

komplementierten Mutante wurde eine höhere Anzahl von fluoreszierenden Punkten im Mesophyll

detektiert. Im Mesophyll von Atgldt1-1 waren weniger T-Protein-Signale im Vergleich zum WT und

Atgldt1-1 + TFAG sichtbar. Hingegen zeigte die Immunmarkierung des T-Proteins in den Leitbündeln

von Atgldt1-1 keine Veränderungen im Vergleich zum WT. Somit kann davon ausgegangen werden,

dass die Reduktion des T-Proteins in Atgldt1-1 vorwiegend die photosynthetisch-aktiven Gewebe

betrifft.

A B C

D FE
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Abb. 21 Erscheinungsbild und Immunofluoreszenz der T-Protein-Mutante (Atgldt1-1) und der komplementierte Mutante

(Atgldt1-1 + TFAG) im Vergleich zum Wildtyp (WT). Obere Reihe: Die Mutante Atgldt1-1 zeigt einen

photorespiratorischen Phänotyp mit der typischen Gelbfärbung der älteren Blätter. Die komplementierten Mutante

(Atgldt1-1 + 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.

Ungefähr 3 - 5 μm dicke Blattquerschnitte von 10 Wochen alten Pflanzen wurden mit einem spezifischen T-Protein-

Antikörper aus Erbse markiert. Die sekundäre Markierung erfolgte mit AlexaFluor 488. Rotfärbung entspricht der

Autofluoreszenz der Chloroplasten. Grüne Signale zeigen das T-Protein. Die Immunofluoreszenzsstudien wurden am MPI

in Golm durchgeführt.

Auffällig waren die vergrößerten Chloroplasten sowohl im Mesophyll und den leitbündelnahen Zellen

der transgenen Linie Atgldt1-1 + TFAG im Vergleich zum Wildtyp, so dass die Oberflächeninhalte der

Chloroplasten ermittelt wurden. Dazu wurden Länge und Breite der Chloroplasten (n=15) vermessen

und die Flächeninhalte errechnet. In der Abb. 22 sind die Flächeninhalte der Chloroplasten von den

Mutanten Atgldt1-1, Atgldt1-1 + TFAG im Vergleich zum Wildtyp dargestellt. Es besteht eindeutig

eine Korrelation zwischen den T-Protein-Gehalten und der Größe der Chloroplasten. Dieses Ergebnis

WT Atgldt1-1 Atgldt1-1 + TFAG
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deutet daraufhin, dass die GDC-Aktivität und somit auch der photorespiratorische Umsatz im

Zusammenhang mit der Chlorophyllsynthese und Größe der Chloroplasten steht.

Abb. 22 Die Oberflächeninhalte der Chloroplasten von Mesophyll- und leitbündelnahen Zellen in Wildtyp (WT), Atgldt1-1

und Atgldt1-1 + TFAG. Die Ausmessung der Länge und Breite der Chloroplasten (n = 15) erfolgte an 3 - 5 μm

Blattquerschnitten, die in Technovit 8100 eingebettet wurden. Für dieses Experiment wurden zehn Wochen alte Blätter

in der Mitte der Lichtperiode geerntet.

4.2.3. Komplementation der P-Protein-Nullmutante

Für die Komplementation der P-Protein-Nullmutante wurde der FaGLDP4500-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-SacI-A

amplifiziert wurde (Abb. 23). Das Konstrukt wurde in den binären Vektor pGreen0179 kloniert. Zur

Transformation konnte auf Grund der Letalität im Kotyledonenstadium nicht direkt die P-Protein-

Nullmutante verwendet werden. Stattdessen wurde die Atgldp1-1 x Atgldp2-2 Vorläufermutante

genutzt, die homozygot für 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 ausgesät, keimten und wuchsen in 0,9

% CO2 angereicherter Luft. In sechs von ungefähr 100 untersuchten Pflanzen wurde das FaGLDP-

Konstrukt (FaGLDP::FaGLDP-cDNA) nachgewiesen, die homozygot für 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 % CO2 angezogen.
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4.2.4. Charakterisierung der komplementierten Mutante P*

4.2.4.1. Phänotypische Charakterisierung

In der F3-Generation wurden zwei verschiedene Pflanzentypen identifiziert: phänotypisch

unauffällige (¾P) zu 95 % und in dem Wachstum verzögerte Pflanzen mit gelblich verfärbten Blättern

(P*) zu 5 %. Die kleinen, gelblichen Pflanzen wurden vereinzelt und wuchsen weiterhin auf MS-

Medium unter 0,9 % CO2. Die putativen P*-Pflanzen zeigten im Kotyledonenstadium ein deutlich

verändertes Erscheinungsbild, das sich in einem hellen Mesophyll ohne Chlorophyll und grünen

Leitbündeln manifestierte (Abb. 23). Da die Chlorophyllsynthese nur in den Leitbündeln und

leitbündelnahen Zellen erfolgte, ist zu schlussfolgern, dass die GDC-Aktivität in diesen Zellen durch

die Expression des F. anomala P-Proteins wiederhergestellt und der letale Effekt einer fehlenden

GDC-Komponente kompensiert werden konnte. Während 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 vollständig

grün (Abb. 23). Die komplett entwickelte Rosette zeigt nur noch geringe phänotypische

Veränderungen im Gegensatz zu den Wildtyp- und ¾-Pflanzen. Nur die Ränder der älteren Blätter

verfärbten sich gelb und wurden chlorotisch.

Die P*-Mutante war in der Lage, nach ca. zehn Wochen auf MS-Medium und unter 0,9 % CO2

Infloreszenzen zu bilden. Die Blüten waren aber morphologisch verändert (Abb. 23). Besonders die

Frucht- und Staubblätter sowie die Petalen waren stark verformt. Das Fruchtblatt ist weißlich

verfärbt, das Filament der Staubblätter verdreht, und die Antheren sind wesentlich kleiner und

dunkel verfärbt. Die Konsequenz der anormalen Blütenformation ist die fehlende Samen- und

Schotenbildung und somit die Sterilität der P*-Mutante. Die Wachstumsretardierung und die

fehlende Chlorophyllsynthese im Kotyledonenstadium sowie die veränderte Blütenentwicklung und

Sterilität belegen, dass die P-Protein Aktivität in P* nicht ausreicht, um die wildtypische

Stoffwechselsituation wiederherzustellen.

Dies könnte daran liegen, dass insbesondere in den Kotyledonen und während der

Blütenentwicklung große Mengen an Folatderivaten benötigt werden, die in P* während dieser

Entwicklungsphasen unzureichend vorliegen, da die GDC-Aktivität und somit die Methylen-THF-

Produktion limitiert ist (Jabrin et al., 2003; siehe Abb. 2).
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Abb. 23 Schematische Darstellung des Konstrukts zur Komplementation der P-Protein-Nullmutante (FaGLDP::FaGLDP-

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

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

Kotyledonenstadium, Mitte-Links: Sechs-Blatt-Stadium, Mitte-Rechts: vollständig ausgebildete Rosette, Rechts:

Ausbildung der Infloreszenzen. C: Morphologische Veränderungen der Blüte der P*-Mutante im Vergleich mit dem

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

Durch PCR-Analysen wurde das Fehlen des intakten Gens von Atgdlp1 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 Größe in den P*-Mutanten vor, da hier spezifische Bereiche der cDNA

amplifiziert wurden. In der F. anomala DNA-Extrakten wurde ebenfalls ein Fragment für das FaGLDP-

Konstrukt detektiert, das aber wesentlich größer 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 über 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 Vorläufermutante Atgldp1-1 x

Atgldp2-2 (¾ P) und Flaveria anomala (F. a.) verglichen. Im Western Blot mit P*-Extrakten wurde ein

deutliches Signal für das P-Protein erhalten, so dass die erfolgreiche Expression des FaGLDP::FaGLDP-

cDNA Konstrukts auch auf dieser Ebene bestätigt wurde. Im Gegensatz zu den Gehalten an T-, H- und

SHM-Protein waren P-Proteingehalte in den Blättern der transgenen Pflanzen P* und ¾ 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 lässt vermuten, dass in dieser C3-C4-intermediären Art hohe H-

Proteinkonzentrationen für den GDC-Umsatz nötig sind. Schließlich spiegeln die Konzentrationen der

GDC-Untereinheiten in Arabidopsis und F. anomala die verschiedenen Stoffwechselsituationen

bezüglich des photorespiratorischen Zyklus in C3- und C3-C4-intermediären Pflanzen wider.
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Abb. 24 Genotypische Analysen der komplementierten P*-Mutante. A: PCR mit genomischer DNA von drei unabhängigen

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 Antikörpern 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 Vorläufermutante (¾ P). Zehn Mikrogramm der

löslichen 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 unverändert.
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4.2.4.3. Physiologische Charakterisierung

Um die stoffwechselphysiologische Situation der P*-Mutante zu betrachten, wurden die

blattspezifischen Aminosäurekonzentrationen mittels HPLC bestimmt (Abb. 25). Dafür wurde das 8

bis 10 Wochen alte Blattmaterial der Mutanten (P*, ¾ P) und des korrespondierenden Wildtyp (WT)

in der Mitte der Lichtperiode geerntet und die löslichen Aminosäuren nach der Methode 3.2.2.2

extrahiert. Sowohl Wildtyp als auch Mutanten wurden auf MS-Medium unter 0,9 % CO2 kultiviert.

Die Glycinkonzentration der P*-Mutante ist im Gegensatz zum WT und der ¾ P-Mutante 84fach

erhöht. Diese Erhöhung 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 erhöht. Möglicherweise akkumuliert Serin in den Bündelscheiden, hervorgerufen durch die

gesteigerte GDC-Aktivität in diesem Gewebe und gelangt nicht in ausreichendem Maße in das

Mesophyll zurück. Prinzipiell wird angenommen, dass der Glycin- und Serintransport in C3-C4-

intermediären Pflanzen passiv durch einen Konzentrationsgradienten erfolgt. Die erhöhten

Seringehalte in den Bündelscheiden der C3-C4-intermediären Pflanzen sind daher für die

Rückdiffusion in das Mesophyll notwendig, wo das Serin wieder in den photorespiratorischen Zyklus

eingehen kann.

Neben Glycin und Serin werden auch weitere Aminosäuren durch die Stoffwechselsituation in P*

beeinflusst. Signifikant reduzierte Gehalte der Aminosäuren 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 können darauf zurückgeführt

werden, dass weniger NH3 durch die GDC-Reaktionen produziert wird und somit auch weniger

Stickstoff über das GS/GOGAT-System refixiert werden kann. Weiterhin beinhaltet die P*-Mutante

reduzierte Mengen an Phenylalanin, Alanin, Histidin und Aspartat. Für die Biosynthese von

Phenylalanin und Tyrosin in Pflanzen werden L-Glutamat und L-Aspartat als Aminodonoren benötigt.

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 NH3 eine wichtige

Stickstoffquelle im pflanzlichen Stoffwechsel darstellt. Eine Limitierung der Aminosäuren Glutamin

und Glutamat bewirkt somit auch eine Reduktion des gesamten Aminosäurepools in der P*-Mutante.
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Abb. 25 Ausgewählte Aminosäuregehalte von Blattextrakten der P*- und ¾ P-Mutanten im Vergleich mit dem kor-

respondierenden Wildtyp (WT). Die Glycinkonzentration in der P*-Mutante ist signifikant erhöht. Die Glutamat- und

Glutamingehalte sind deutlich reduziert in P*.
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4.2.4.4. Herstellung eines spezifischen P-Protein-Antikörpers
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Abb. 26 Links: SDS-PAGE der F. anomala P-Protein-Elutionen (E1-E3) nach chromatographischer Aufreinigung über 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-Antikörpers.
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Abb. 27 Sequenzvergleich der Aminosäuren des F. anomala P-Proteins (PFAG) und AtGLDP1 (AraP1). Der gelbe Pfeil

verweist auf die Mutation im überexprimierten F. anomala P-Protein, die zu Veränderung der Aminosäuresequenz vom

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

Die Promotor-GUS-Analysen des F. anomala P-Protein-Promotors zeigten eine ausschließliche

Blaufärbung in den Leitbündeln und Bündelscheidenzellen von Arabidopsis (Abb. 20). Um die

Verlagerung des P-Proteins aus dem Mesophyll in die Bündelscheiden in vivo nachzuvollziehen,

wurden Immunofluoreszenz-Markierungs-Analysen durchgeführt.

Von den eingebetteten Blattstücken von Flaveria anomala, Arabidopsis Wildtyp-Pflanzen (Col0) und

der P*-Mutante wurden 3-5 μm dicke Querschnitte angefertigt und in Helllichtaufnahmen deren

Intaktheit überprüft (Abb. 28). In dem Querschnitt der C3-C4-intermediären Pflanze Flaveria anomala

sind die Leitbündel von großen Bündelscheidenzellen umgeben, die viele Chloroplasten beinhalten

(Abb. 28). Diese Blattanatomie wird als Kranz-ähnlich bezeichnet. Der Arabidopsis Blattquerschnitt

weist die typische C3-Anatomie auf. Die Bündelscheidenzellen der Arabidopsis WT-Blätter umgeben

ebenfalls die Leitbündel, aber beinhalten weniger Chloroplasten und Mitochondrien (Kinsman und

Pyke, 1998).

Durch die Markierung des P-Proteins mit einem spezifischen Antikörper gegen FaGLDP und einem

sekundären grün-fluoreszierenden Antikörper (AlexaFluor 488 goat anti-rabbit IgG) konnten grüne

Signale in den Arabidopsis und F. anomala Querschnitten detektiert werden (Abb. 28). Die grün

fluoreszierenden Punkte wiesen eine Größe von 0,5 bis 2 μm auf, die dem typischen Durchmesser

von pflanzlichen Mitochondrien entsprechen. In Arabidopsis WT-Pflanzen wurden die Signale sowohl

im Mesophyll als auch den Bündelscheidenzellen und dem Xylem nachgewiesen. Die Expression des

P-Proteins im Xylem, einem nicht photosynthetisch aktivem Gewebe, deutet daraufhin, dass die

GDC-Aktivität in diesem Gewebe wichtig für den C1-Stoffwechsel ist. Die Xylem-spezifische Expression

des H- und T-Proteins wurde bereits in Pappel gezeigt (Rajinikanth et al., 2007). Darüber hinaus

konnte eine direkte Assoziation der Fluoreszenz des mitochondrialen P-Proteins mit den

Chloroplasten detektiert werden. Eine enge räumliche Nachbarschaft von Chlorplasten und

Mitochondrien ist essentiell für die Transportprozesse der photorespiratorischen Intermediate.

Die F. anomala Querschnitte zeigten eine spezifische Fluoreszenz für das P-Protein in den

Bündelscheidenzellen (Abb. 28). Die mitochondrialen Signale in den Bündelscheidenzellen waren

vorwiegend zentripetal angeordnet und eng mit den Chloroplasten assoziiert. Allerdings wurden

auch P-Protein-Signale im Mesophyll und Xylem erfasst, die in ihrer Intensität und Anzahl geringer

waren. Die meisten P-Protein-Signale befanden sich aber in den Bündelscheidenzellen von F.

anomala, die als grün-fluoreszierender Ring um die Leitbündel 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 nötig ist, um dem

Stoffwechsel aktive C1-Einheiten zur Verfügung zu stellen (Hylton et al., 1988; Morgan et al., 1993).

Abb. 28 Die Immunolokalisation des P-Proteins in Arabidopsis (A. t.) Wildtyp, Flaveria anomala (F. a.) und in der

komplementierten P*-Mutante mit einem primären Antikörper gegen FaGLDP und den sekundären Antikörper

AlexaFluor 488. Die Blattquerschnitte sind 3 bis 5 μm dick. Helllichtaufnahmen zeigen die Blattstruktur inkl. der

Leitbündel. Die grünen Signale entsprechen dem P-Protein. In Arabidopsis wurde die Fluoreszenz im Mesophyll, den

Leitbündeln und Bündelscheidenzellen (BS) detektiert. In F. anomala ist das P-Protein vorwiegend in den

Bündelscheidenzellen sichtbar, aber auch vereinzelt in dem Mesophyll und den Leitbündeln. In der P*-Mutante ist das

mitochondriale P-Protein vorrangig in den Bündelscheidenzellen lokalisiert. Vereinzelte Signale sind aber auch im

Mesophyll und Xylem nachzuweisen.

In ähnlicher Weise erschienen die Blattquerschnitte der komplementierten P*-Mutante (Abb. 28).

Die mitochondrialen P-Protein-Signale wurden primär in den Bündelscheidenzellen detektiert und im

geringeren Ausmaß in dem Mesophyll und Xylem. Die Intensität und Quantität der Signale ist aber

wesentlich geringer als in den F. anomala Schnitten, und auch die zentripetale Ausrichtung der

Signale in Bündelscheidenzellen wurde nicht erreicht. Die schwächeren 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 Leitbündeln und Bündelscheidenzellen der P*-



_________________________________________________________________________ Ergebnisse

69

Mutante. Somit kann die Aussage getroffen werden, dass der FaGLDP-Promotor in Arabidopsis nur

eine Präferenz für die Bündelscheiden vermittelt. Eine vergleichende Betrachtung der

mitochondrialen P-Protein-Signale in der C3-Pflanze Arabidopsis mit denen in der C3-C4-intermediären

Pflanze Flaveria anomala und der P*-Mutante zeigt, dass eine minimale GDC-Aktivität im Mesophyll

anscheinend notwendig ist.

4.3. Komplementation der Atshm1-1-Mutante

Die Einzelmutanten Atshm1-1 und Atshm2-2 zeigen unterschiedliche Phänotypen beim Wachstum in

ambienter Luft. Während die Atshm1-1 ein typisches photorespiratorisches Erscheinungsbild

aufweist, konnten bei der Atshm2-2-Mutante keine visuellen Veränderungen im Vergleich zum

Wildtyp beobachtet werden (Abb. 12). Die Expressionsdaten deuten darauf hin, das Atshm2

vorwiegend in den heterotrophen Organen, wie der Wurzel, exprimiert wird und im Gegensatz dazu

die Transkripte der Atshm1 präferenziell in den grünen Geweben synthetisiert werden (Abb. 13).

Durch die Herstellung der Atshm1-1 x Atshm2-2-Doppelmutante konnte gezeigt werden, dass beide

mitochondrialen AtSHM-Isoformen für das Wachstum benötigt werden. Die Doppelmutante konnte

nur unter nicht photorespiratorischen Bedingungen (0,9 % CO2, 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. Außerdem ist es

möglich, dass AtSHM1 und AtSHM2 spezifische Targeting-Sequenzen besitzen, die eine

unterschiedliche Lokalisation der AtSHM-Proteine sowohl im Blatt als auch im Mitochondrium

vermitteln. Um diese Vermutungen zu überprüfen, wurde die Atshm1-1-Mutante mit einem

Chimären-Konstrukt, bestehend aus dem Promotor und der Targeting-Sequenz des AtSHM1-Gens

und der cDNA für 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

übernehmen kann. Dieses Ergebnis war überraschend, denn die Genomanalyse verwies auf große

Sequenzähnlichkeiten und die mitochondriale Lokalisation der beiden Isoformen. Um abzusichern,

dass AtSHM2 nicht enzymatisch inaktiv im Mitochondrium vorliegt, wurden sowohl die AtSHM1 als

auch die AtSHM2 heterolog in E. coli überexprimiert. Dazu wurden die cDNAs ohne die
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mitochondrialen Transitpeptide in Vektor pCal-n kloniert und die rekombinanten Proteine über das

N-terminale Calmodulin-bindende Protein gereinigt. Beide gereinigten Proteine zeigten SHM-

Aktivität in in vitro Enzymmessungen (Abb. 29).

Die geringere Aktivität von AtSHM1 lässt sich auf den geringeren Reinheitsgrad des rekombinanten

Proteins im Vergleich zum AtSHM2-Eluat zurückführen. Die gemessene Aktivität bestätigt 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 Möglichkeit liegt in den unterschiedlichen Expressionsmustern

(Abb. 13). Bereits durch eigene RT-PCR-Analysen, ergänzt durch die Genevestigator Ergebnisse,

wurde nachgewiesen, dass die Transkripte von AtSHM1 vorwiegend in den grünen Organen vorliegen

und AtSHM2 stärker 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

überprüft, 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 räumliche 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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Abb. 29 Bestimmung der SHM-Aktivität von den rekombinanten AtSHM1- und AtSHM2-Proteinen nach heterologer Expres-

sion in E. coli und anschließender Reinigung.
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AtSHM1- und AtSHM2-GFP-Konstrukte führten zu kleinen fluoreszierenden Punkten, die der Größe

von Mitochondrien entsprachen. Dieses Experiment bestätigt die Lokalisation der beiden AtSHM-

Proteine im Mitochondrium, gibt aber keine Auskunft darüber, ob die Proteine in das Mitochondrium

transportiert werden oder nur oberflächenassoziiert vorliegen. Um zu beweisen, ob eine

unterschiedliche Lokalisation im Mitochondrium die Ursache für die ausbleibende Komplementation

und die verschiedenen Phänotypen von Atshm1-1 und Atshm2-2 ist, wurden eine SHM1/2-chimäre

Pflanzen generiert.

Die mitochondriale Lokalisation wurde durch Immunolokalisationsstudien an Blattquerschnitten von

wildtypischen Pflanzen und den Einzelmutanten Atshm1-1 und Atshm2-2 verifiziert (Abb. 31).

Darüber 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 grün fluoreszierende Punkte im gesamten Mesophyll

und auch in den Leitbündeln detektiert. Hingegen wies die Atshm1-1-Mutante nur vereinzelte Signale

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 grünen GFP-Signale (A, C, D) und die gelben DsRed-Signale (B) zusammen mit der roten

Autofluoreszenz der Chloroplasten sichtbar gemacht.



_________________________________________________________________________ Ergebnisse

72

im Mesophyll und eine signifikante SHM-Menge in den Leitbündeln, 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.
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chimären Pflanzen weisen eine deutlich gesteigerte SHM-Aktivität (Abb. 33 A) und

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

Abb. 32 Phänotyp und Genetik der SHM1-2-Chimären (S1/2) im Vergleich mit dem Wildtyp (WT) und der Atshm1-1-

bzw. Atshm2-2-Mutante. A: Schematische Darstellung des SHM1-2-chimären Konstruktes inkl. der Restriktionsschnitt-

stellen. B: Erscheinungsbild der acht Wochen alten Atshm1-1+SHM1P/T:SHM2 (S1/2) chimären Pflanzen in ambienter

Luft im Vegleich mit dem WT und den Einzelmutanten. Die Pflanzen wurden sechs Wochen unter 0,2 % CO2 angezogen

und anschließend zwei Wochen in ambienter Luft adaptiert C: Die Genotypen von WT, S1/2 und Atshm1-1 wurden

mittels PCR verifiziert. Die S1/2-Chimären und Atshm1-1 beinhalten im Vergleich zum WT kein intaktes SHM1-Gen.

Das chimäre Konstrukt wurde ausschließlich in den S1/2-chimären Pflanzen nachgewiesen.
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Abb. 33 Darstellung der physiologischen Parameter der S1/2-chimären Pflanzen im Vergleich mit dem Wildtyp (WT) und

den Einzelmutanten (Atshm1-1 und Atshm2-2). A: SHM-Aktivität von Blattextrakten, die in der Mitte der Lichtperiode

geerntet wurden. B: Die Glycin- und Seringehalte der Rosettenblätter 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 % CO2) nur das Kotyledonenstadium und starben dann ab.

Die SHM-Nullmutante konnte nur auf MS-Medium durch den Zusatz von 1 % Saccharose unter 0,9 %

CO2 angezogen werden. Bei einer Anzucht auf Erde war diese Mutation ebenfalls letal. Die Letalität

der P-, T- und SHM-Nullmutanten impliziert, dass diese Enzyme neben dem C2-Zyklus in andere

Stoffwechselprozesse involviert sind. Dabei ist insbesondere eine Verbindung zum C1-Stoffwechsel

anzunehmen. Dadurch besitzen diese photorespiratorischen Enzyme eine Funktion in der Interaktion

zwischen dem C1- und C2-Stoffwechsel in Pflanzen. Nicht nur die Metabolisierung des

photorespiratorischen Glycins wird über den GDC und die SHM realisiert, sondern auch die

Produktion von Folatderivaten, die offensichtlich während der Keimlings- und Blütenentwicklung

benötigt werden. Darüber hinaus wird durch die Kooperation von GDC und SHM

photorespiratorisches CO2 und NH3 freigesetzt. Die Refixierung des Stickstoffs (in Form von NH3) ist

dabei essentiell für den pflanzlichen Stickstoffhaushalt (Rachmilevitch et al., 2004), und eine

Limitierung der GDC-Aktivität schlägt sich in signifikant reduzierten Konzentrationen vieler

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

5.1.1. Die Reduktion der GDC- oder SHM-Aktivität

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-Aktivitäten in den einzelnen Mutanten können die Auswirkungen für 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 verzögertes und chlorotisches Erscheinungsbild, das

unter erhöhten CO2-Konzentrationen (0,9 % CO2) wieder revertiert werden konnte. Damit weisen

diese Pflanzen den typischen photorespiratorischen Phänotyp auf. Wie erwartet, wurde in diesen

Pflanzen unter photorespiratorischen Konditionen eine starke Glycinakkumulation (60-100fach)
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beobachtet. Die Stärke der Glycinakkumulation korrelierte mit den reduzierten Chlorophyllgehalten

der Blätter. 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 für 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 bezüglich der internen Glycinkonzentration und dessen

Erscheinungsbild lassen den Schluss zu, dass die Wachstumsretardationen, Chlorosen und

reduzierten Chlorophyllgehalte mit den Glycingehalten korrelieren. Um diesen Befund zu

verdeutlichen, sind in der Tabelle 4 die Glycingehalte, die Glycin/Serin-Verhältnisse, das Wachstum

der Blattrosette und die Ausprägung der Chlorosen in den Mutanten mit reduzierten GDC- und SHM-

Gehalten einander gegenübergestellt. Mit steigendem Glycingehalt vermindert sich das

Rosettenwachstum der Mutanten deutlich. Auch die Ausprägung der Chlorosen nimmt mit

steigender Glycinkonzentration zu. In der Atgldt1-1-Mutante wurden Chlorosen und eine gelbliche

Verfärbung ausschließlich in den älteren Rosettenblättern detektiert. Hingegen zeigten die Linien T-

RNAi4 und Atshm1-1 mit den stärksten Gylcinakkumulationen auch Chlorosen in mittleren Blättern.

Allerdings wurden in keinem Fall chlorotische Veränderungen in sehr jungen Blättern beobachtet.

Tabelle 4 Vergleichende Betrachtung der internen Glycinkonzentration (CGlycin in μmol g-1 FW), Glycin/Serin-Verhältnis,

des Rosettenwachstums und die Ausprägung der Chlorosen (- keine Chlorosen vorhanden; + wenige Chlorose in älteren

Blättern; ++ viele Chlorosen, auch in mittleren Blättern der Rosette) in den Mutanten mit reduzierten GDC- oder SHM-

Gehalten. Die transgenen Linien keimten und wuchsen zwei Wochen in 0,9 % CO2 angereicherter Atmosphäre und

wurden dann unter ambienten Bedingungen für 10 Tage kultiviert.

Linie Wildtyp Atgldp2-2 Atshm2-2 Atgldp1-1 Atgldt1-1 T-RNAi 4 Atshm1-1

CGlycin 0,46 ± 0,1 0,49 ± 0,3 0,37± 0,2 0,75 ± 0,1 32,89 ± 2,8 40,34 ± 2,6 68,39± 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 lässt darauf schließen, dass die GDC- und SHM-Aktivitäten in den jüngeren Blättern

und somit schnell wachsendem autotrophen Gewebe wesentlich höher sind, als in den älteren

Blättern. Bereits durch Untersuchungen an P-Protein-Antisense-Linien wurde eine reduzierte GDC-

Aktivität in älteren Blättern nachgewiesen (Antonicelli, 2005). Es kann also vermutet werden, dass

die Expression zumindest des P-Proteins nicht nur lichtinduziert ist, sondern auch in Abhängigkeit
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von dem Blattalter reguliert wird. Auch durch Promotoranalysen der F. anomala GDC-Gene konnte

gezeigt werden, dass die Aktivität des P-Protein-Promotors mit dem Blattalter abnimmt (Chu, 1996).

Unter der Voraussetzung, dass sich diese Regulationsmechanismen auf die anderen GDC-Gene

übertragen lassen, könnte man den typischen chlorotischen Phänotyp der GDC- und SHM-Mutanten

erklären. Denn die hohe GDC-Aktivität in jungen Geweben verhindert eine starke und damit toxisch

wirkende Glycinakkumulation, so dass die jungen Blätter grün erscheinen. Selbst eine Reduktion der

GDC- oder SHM-Aktivität um bis zu 90 %, wie in der Atshm1-1-Mutante, ist unzureichend um den

photorespiratorischen Fluss in jungen Blättern zu unterbrechen. Da auch in jüngeren Blättern 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 Maße in der Dunkelphase abgebaut werden kann. Eine reduzierte Expression der

GDC- bzw. SHM-Isoformen in älteren Blättern führt dann zu einem noch stärkeren Anstau von Glycin.

Dieses Glycin und wahrscheinlich weitere photorespiratorische Intermediate, wie z. B. Glyoxylat oder

Glykolat, werden nur unzureichend verstoffwechselt und überschreiten die Toxizitätsgrenze, so dass

die älteren Blätter vergilben und schließlich absterben. Die inhibitorische Wirkung von 2-

Phosphoglykolat auf Enzyme, wie Rubisco oder die Triosephosphat-Isomerase, wurde bereits

nachgewiesen (Husic et al., 1987; Norman und Colman, 1991). Ob die Glycintoxizität die alleinige

Ursache für das Erscheinungsbild der Mutanten ist, kann allerdings nicht beantwortet werden. Für

Cyanobakterien wurde bereits nachgewiesen, dass intrazelluläres Glycin toxisch wirkt, indem es

bivalente Kationen wie Mg2+ chelatiert, die für die Chlorophyllsynthese unerlässlich sind (Eisenhut et

al., 2007). Versuche, die Arabidopsis GDC- und SHM-Mutanten mit externem Magnesium zu

komplementieren, waren nicht erfolgreich. Dennoch ist vorstellbar, dass ähnliche

Komplexierungsmechanismen in den Pflanzen stattfinden und somit auch weitere Prozesse

beeinträchtigt werden, wie z. B. die Mg-abhängige Chlorophyllsynthese. Daher kann man

postulieren, dass die Glycinakkumulation die Chlorophyllsynthese negativ beeinflusst. Somit lassen

sich auch die geringeren Chlorophyllgehalte der Atgldt1-1-Mutante erklären. Wie bereits in der

Einleitung beschrieben wurde, beeinflusst eine Reduktion der GDC- oder SHM-Aktivität auch den C1-

Stoffwechsel der Pflanze, der durch die Bereitstellung von Methylgruppen ebenfalls wichtig für die

Chlorophyllsynthese ist. Inwiefern die verringerten Chlorophyllgehalte von dem verminderten C1-

Stoffwechsel oder der intrazellulären Glycinkonzentration abhängig sind oder indirekte Effekte einer

Blattschädigung darstellen, konnte aber nicht endgültig geklärt 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-Aktivität, korreliert mit einer Reduktion der CO2-
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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 C2-Zyklus

bedeutsam für den Durchsatz im Calvin-Zyklus ist und beide Zyklen einander bedingen. Eine

Limitierung des photorespiratorischen Flusses durch die Reduktion der GDC- oder SHM-Aktivitäten

bewirkt einen ansteigenden Mangel an 3PGA im Calvin-Zyklus und nachfolgend eine geringere

Saccharose- und Stärkesynthese in den transgenen Pflanzen.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die hohen Glycinmengen im Blatt anscheinend nicht durch

andere Stoffwechselprozesse verarbeitet werden können, so dass der Glycinabbau über die GDC und

mitochondrialen SHM-Isoformen den wichtigsten Weg der Glycindetoxifizierung darstellt.

5.1.2. GDC- und SHM-Nullmutanten sind unter Hoch-CO2 nicht lebensfähig

Die Mutanten Atshm1-1 und Atgldt1-1 zeigen einen typischen photorespiratorischen Phänotyp.

Allerdings ist in diesen Mutanten die SHM- bzw. GDC-Aktivität nicht vollständig 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

CO2-angereicherter Luft (0,9 % CO2) über das Kotyledonenstadium hinaus nicht überlebensfähig. Die

Letalität in diesem frühen 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 lebensfähig, aber

unter erhöhten CO2-Konzentrationen vital. Dieser photorespiratorische Phänotyp trifft nicht auf die

Mutanten ohne endogene mitochondriale GDC- oder SHM-Aktivität zu. Daher können GDC- oder

SHM-defiziente Mutanten nicht durch eine konventionelle Hoch-CO2/Niedrig-CO2-Selektion isoliert

werden, wie es früher für 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 früher berichtet wurde, noch eine Restaktivität der GDC bzw.

SHM aufweisen.

Dieses Ergebnis beweist, dass es sich bei den GDC- und SHM-Nullmutanten nicht um ausschließliche

photorespiratorische Mutanten handelt.

Die Letalität dieser Nullmutanten lässt sich auf verschiedene Ursachen zurückführen. Zum einem

wirken die hohen Glycinkonzentrationen toxisch auf den pflanzlichen Stoffwechsel, da hohe
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Glycinmengen, z. B. freie Magnesiumionen, komplexieren können. Zum anderen scheint die

Einschränkung der Produktion von Methylen-THF, als Quelle aktiver C1-Einheiten, für die Letalität

entscheidend zu sein. Die Glycinakkumulation sollte durch ein Wachstum unter erhöhten CO2-

Konzentrationen (nicht photorespiratorischen Bedingungen) zu vermeiden sein. Aber weder die

Anzucht unter 0,9 % CO2, noch eine chemische Komplementation mit Mg-Ionen, wie es für eine GDC-

defiziente Synechocyctis-Mutante gezeigt wurde, konnte die Glycingehalte reduzieren und somit den

letalen Phänotyp aufheben (Eisenhut et al., 2007). Der Mangel an Methylen-THF sollte durch eine

chemische Komplementation mit verschiedenen Zusätzen, wie Format, Methionin oder

Formaldehyd, kompensiert werden (Engel et al., 2007). Eine Revertierung des Phänotyps bei den

Knockdown-Pflanzen bzw. die Verhinderung der Letalität bei den Nullmutanten konnte auf diesem

Wege nicht erzielt werden, was in der eventuell unzureichenden Aufnahme- oder Transportkapazität

begründet sein könnte.

5.1.2.1. Die Interaktion mit dem C1-Stoffwechsel

Auch wenn der stoffwechselphysiologische Hintergrund der Letalität noch nicht eindeutig ermittelt

werden konnte, so deutet das Absterben der GDC- und SHM-Nullmutanten im Kotyledonenstadium

darauf hin, dass besonders der Mangel an C1-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 C2-

Zyklus eine Rolle spielen (Engel et al., 2007; Abb. 13). Sowohl im Keimlingsstadium, in den

Kotyledonen als auch in bestimmten Blütenorganen 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 für ihre Beteiligung an anderen

stoffwechselphysiologischen Prozessen, wie z. B. dem C1-Stoffwechsel. Unterstützt wird diese

Vermutung durch Untersuchungen des Folatstoffwechsels in Keimlingen und Kotyledonen von

Arabidopsis Wildtyppflanzen, die belegen, dass während der Keimlingsentwicklung große Mengen an

Folaten benötigt 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 große Mengen von Folaten synthetisiert, um den Bedarf für die Nukleotidsynthese und

Methylierungsreaktionen sicherzustellen. Ein weiteres Indiz für die Verbindung zwischen GDC und C1-

Stoffwechsel lieferte die Isolation einer 10-Formyl-THF-Deformylase-Nullmutante (purU), die eine

70fache Glycinakkumulation aufweist und deren Phänotyp unter nicht photorespiratorischen
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Atshm1-1 lagen höhere Glutamatmengen im Vergleich zum Wildtyp vor. Die P- und T-Protein-

Nullmutanten zeigten keine signifikanten Veränderungen im Glutamatspiegel, aber eine deutliche

Erhöhung der Glutamingehalte. Es konnte gezeigt werden, dass Kartoffelpflanzen mit reduziertem P-

und SHM-Gehalt eine erhöhte Nitratreduktase-Aktivität aufweisen (Antonicelli, 2005). Dieser Befund

impliziert, dass durch den verringerten N-Fluss durch das GS/GOGAT-System ein N-Mangel

vorgetäuscht wird, so dass die Nitratassimilation über die Wurzeln der transgenen Pflanzen

gesteigert wird. Die erhöhte Stickstoffassimilation über 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 über die Wurzel

aufgenommen werden, so dass die Glutamingehalte deutlich gesteigert waren. Inwiefern sich der N-

Mangel auf den Phänotyp 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

NO3
- aufwiesen (Antonicelli, 2005). Der Zusammenhang zwischen der mitochondriale GDC- und SHM-

Aktivität 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

Letalität dieser Nullmutanten bestätigt die bereits veröffentlichten 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-Aktivität beeinflusst nachweislich den C1-

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 für aktive C1-Einheiten dar (Mouillon et al., 1999). Die Eliminierung der

GDC- oder mitochondrialen SHM-Aktivität kann nicht durch andere Prozesse kompensiert werden.

Die hohen Flussraten über den C2-Zyklus und besonders die Glycin-Serin-Interkonversion über den

GDC und die SHM erzeugten im Laufe der Evolution von C3-Pflanzen eine Beteiligung an anderen

Stoffwechselwegen, so dass der photorespiratorische Zyklus nicht separat vom restlichen

pflanzlichen Stoffwechsel zu betrachten ist. Für Cyanobakterien konnte bereits eine Kooperation des

C2-Zyklus mit dem bakteriellen Glycerat-Weg und der Decarboxylierung über Oxalat und Format

nachgewiesen werden (Eisenhut et al., 2006 und 2007). Eine Beteiligung des pflanzlichen C2-Zyklus an

weiteren Stoffwechselwegen ist daher ebenso möglich. 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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sekundären Metaboliten assoziiert ist. Darüber hinaus wurde dem Glycin auch eine wichtige Rolle in

der Signaltransduktion für die Regulation von intrazellulärem Kalzium zugeschrieben (Dubos et al.,

2003). In Zukunft sollte die Rolle der mitochondrialen GDC und SHM für den pflanzlichen

Metabolismus und die Signaltransduktion im photosynthetischen und heterotrophen Gewebe näher

untersucht werden.

5.1.3. Die Gewebespezifität der GDC- und SHM-Isoformen

Die Phänotypen 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 ausgewählten auto- und

heterotrophen Geweben dargestellt.

Tabelle 5 Relative Transkriptmengen der mitochondrialen GDC- und SHM-Isoformen in ausgewählten Organen und

Geweben. Die relative Expressionsstärke korreliert mit der Anzahl der Kreuze: - keine oder minimale Expression; x

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

Gruppen
Autotrophes Gewebe Heterotrophes Gewebe

Blatt Blüte Wurzel Kotyledonen Xylem Samen

Gruppe 1

AtGLDP1 xxx xx - xxx - -

AtGLDP2 xx xx xx xx xx x

AtGLDH1 xxx x - xxx - -

AtGLDH3 xxx x - xxx - -

AtSHM1 xxx xx - xxx - -

Gruppe 2
AtGLDH2 - xx xxx x xx xx

AtSHM2 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 bestätigt (Engel
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et al., 2007). Dennoch konnte gezeigt werden, dass AtGLDP1 stärker am photorespiratorischen

Umsatz beteiligt ist, da die Einzelmutante Atgldp1-1 unter Hochlicht und somit stark

photorespiratorischen Bedingungen höhere Glycinmengen akkumuliert (Engel et al., 2007). Die

zweite P-Protein Isoform AtGLDP2 wird mit einer relativ konstanten Expressionsstärke sowohl in den

photosynthetisch aktiven als auch heterotrophen Geweben exprimiert und sichert so die P-Protein-

Aktivität in nahezu der gesamten Pflanze. Bereits die Expressionsmuster der beiden P-Protein-

Isoformen lassen auf eine Tendenz bezüglich der Gewebespezifität schließen. So wird bei genauerer

Betrachtung der Expressionsprofile deutlich, dass jeweils eine der GDC- oder SHM-Isoformen

verstärkt 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 Blätter,

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.

Auffällig 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 für die Keimlingsentwicklung

bedeutsam. Diese Erkenntnis gibt einen weiteren Hinweis auf die Letalität der GDC- und SHM-

Nullmutanten und liefert auch eine mögliche Erklärung für 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 Überprüfung der Theorie sollten Expressionsstudien der mitochondrialen GDC- und

SHM-Untereinheiten von F. anomala durchgeführt werden, denn für F. anomala existieren noch

keine frei zugänglichen Expressionsprofile. Diese Expressionsstudien sind auch im Hinblick auf die

Optimierung der P*-Komplementation nützlich.

Die gewebespezifischen Expressionsmuster verdeutlichen, dass die mitochondriale GDC- oder SHM-

Aktivität in photosynthetisch und nicht-photosynthetisch aktiven Geweben für das Wachstum der

Pflanze wichtig ist. Diese Ergebnisse werden durch Untersuchungen der H- und T-Protein-Genfamilie

in Pappel gestützt, in denen eine funktionelle Spezialisierung der Isoformen zum einem für den

photorespiratorischen Umsatz in Blättern und zum anderen für den C1-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 für die transkriptionelle

Regulation vieler Lignin- und Flavonoid-Synthese-Gene sind (Rajinikanth et a. 2007). Die Promotor-
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und Transitpeptidsequenzen der Arabidopsis GDC-Untereinheiten wurden im Rahmen dieser Arbeit

nicht analysiert. Aber für 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) bestätigten, dass AtSHM2 den

photorespiratorischen Phänotyp von Atshm1-1 nicht revertieren kann, obwohl beide Proteine SHM-

Aktivität in in vitro Messungen zeigen (Abb. 29). Daher wurde ein chimäres Konstrukt generiert, das

die AtSHM2-cDNA mit dem endogenen AtSHM1-Promotor und der AtSHM1-Transitpeptidsequenz

fusioniert (4.3.2). Die erhaltenen SHM1/2-Chimären zeigen unter ambienten Bedingungen keinen

photorespiratorischen Phänotyp. Durch die Isolation und Charakterisierung der SHM1/2-Chimäre 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 bestätigen, 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

Übertragung der stoffwechselphysiologischen Vorteile von C4- oder C3-C4-intermediären Pflanzen auf

landwirtschaftlich genutzte C3-Pflanzen ist eine Möglichkeit, dieses Vorhaben zu realisieren. Denn C4-

und C3-C4-intermediären Pflanzen zeichnen sich im Vergleich zu C3-Pflanzen durch eine höhere

photosynthetische Leistung und Wassernutzungseffizienz bei hohen Temperaturen und Trockenheit

aus (Monson und Jaeger, 1991; Sage, 2004). Durch die Verlagerung der GDC-Aktivität in die

Bündelscheidenzellen von C3-C4-intermediären Pflanzen entstand eine primäre CO2-Pumpe, die eine

höhere CO2-Konzentration für Rubisco in den Bündelscheidenchloroplasten erzeugt, sowie eine

höhere Reassimilationskapazität für photorespiratorischen CO2 zur Folge hat und so den

Kohlenstoffverlust im Zuge der Photorespiration minimiert. Die Nachbildung dieses CO2-

Konzentrierungsmechanismus in einer C3-Pflanze könnte zum einem die Photosyntheseeffiziens

steigern und zum anderen Einblicke in die Evolution der C4-Photosynthese ermöglichen. Als

evolutionärer Ausgangspunkt der Transition von der C3 zur C3-C4-intermediären Photosynthese

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

2004).

Die Verlagerung der GDC aus dem Mesophyll in die Bündelscheidenzellen von Arabidopsis soll einen

wesentlichen Schritt der C4-Evolution nachbilden (Sage. 2004). Dabei sollte eine für C3-C4-

intermediäre Pflanzen charakteristische Stoffwechselsituation simuliert werden. Diese erste

Voraussetzung wurde mit der Erzeugung der P-Protein-Nullmutante (Atgldp1-1 x Atgldp2-2)

geschaffen (Engel et al., 2007). Des Weiteren musste die bündelscheidenspezifische Expression des

P-Proteins gewährleistet 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 Blaufärbung in den Leitbündeln,

Bündelscheiden und assoziierten Zellen von wildtypsichen Arabidopsis-Pflanzen. Im Mesophyll war

keine Blaufärbung und somit keine PFAG-Promotor-Aktivität detektierbar. Mit diesem

Komplementationskonstrukt wurde die zweite Voraussetzung geschaffen, um das P-Protein

präferenziell in den leitbündelnahen Zellen der P-Protein-Nullmutante zu exprimieren. Die

Komplementation der P-Protein-Nullmutante mit diesem Konstrukt resultierte unter nicht

photorespiratorischen Bedingungen (1 % CO2) und einer Anzucht auf Saccharose-haltigem MS-

Medium in einer lebensfähigen transgenen Pflanze (P*). Die P*-Mutante zeigte einen auffälligen

Phänotyp. Besonders im Kotyledonenstadium und während der Blütenentwicklung wurden starke

metabolische Beeinträchtigungen sichtbar. Die Ausbildung der Chloroplasten erfolgte im

Zweiblattstadium der P*-Mutante ausschließlich in der Umgebung der Leitbündel 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-Aktivität im Kotyledonenstadium

limitierend ist. In der vollständig entwickelten P*-Mutante hingegen genügt die verbleibende P-

Protein-Aktivität, um keine deutlichen phänotypischen Veränderungen zu detektieren. Erst während

der Blütenentwicklung wurden weitere morphologische Besonderheiten sichtbar. Im Vergleich zum

korrespondierenden Wildtyp waren insbesondere Frucht- und Staubblätter sowie die Petalen stark

verformt und wiesen eine weißliche Verfärbung auf. Aus diesen morphologischen Besonderheiten

kann geschlossen werden, dass während der Keimlings- und Blütenentwicklung eine höhere und

nicht nur auf die Leitbündel assoziierte P-Protein- und somit auch GDC-Aktivität essentiell für das

Wachstum der Pflanzen ist. Diese Vermutung wird auch durch Expressionsstudien untermauert, die

hohe P-Protein-Transkriptmengen während 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-Aktivität im heterotrophen Gewebe für das Wachstum und den pflanzlichen Stoffwechsel

ebenso notwendig ist, wie für den photorespiratorischen Umsatz in autotrophen Organen.

Neben der phäno- und genotypischen Charakterisierung der P*-Mutante wurden auch

Immunolokalisationsstudien des P-Proteins durchgeführt. Diese Untersuchungen dienten zum

Nachweis der Verlagerung des P-Proteins in die leitbündelnahen Zellen der P*-Mutante. Die Analyse

der P*-Mutante zeigte wenige P-Protein-Signale im Mesophyll und eine Anreicherung der Signale in

den Bündelscheiden und assoziierten Zellen. Diese Verteilung der P-Protein-Signale war

überraschend, denn die Promotor-GUS-Analysen zeigten eine ausschließliche Expression des F.

anomala P-Proteins in den Leitbündeln und leitbündelnahen 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 höhere

Sensitivität aus, die es ermöglicht, geringe Proteingehalte zu detektieren. Für die Erforschung der

Transition von der C3- zur C4-Photosynthese stellt die Immunolokalisation die Methode der Wahl dar,

insbesondere um die Verlagerung einzelner Proteine nachzuweisen.

Meine Ergebnisse zeigen, dass die C3-C4-intermediäre Pflanze F. anomala keine ausschließliche

Expression des P-Proteins in den Bündelscheiden besitzt, sondern auch einen geringen P-Protein-

Gehalt im Mesophyll aufweist. Dieses Ergebnis widerspricht den bereits veröffentlichten

Immunogold-Lokalisationsstudien, die eine ausschließliche P-Protein-Lokalisation in den

Bündelscheiden von F. anomala zeigten (Hylton et al., 1988; Morgan et al., 1993). Daher ist davon

auszugehen, dass die vollständige Verlagerung des P-Proteins in die Bündelscheidenzellen von F.

anomala noch nicht abgeschlossen ist. Damit wird die intermediäre Stellung von F. anomala

untermauert, denn auch Rubisco wurde sowohl im Mesophyll als auch in den Bündelscheiden

nachgewiesen (Bauwe, 1984). In weiteren Experimenten sollte geprüft werden, wie sich die

Verteilung der anderen GDC-Untereinheiten in F. anomala und der P*-Mutante verhält. Ergänzend zu

diesen Ansätzen sollten auch Immunolokalisationsstudien von weiteren Flaveria-Arten z. B. F. pringlei

(C3) und F. trinervia (C4) durchgeführt werden. Möglicherweise ist eine minimale GDC-Aktivität auch

im Mesophyll von C4-Pflanzen nötig, um die Bereitstellung von C1-Derivaten für andere

Lebensprozesse zu sichern. Vor kurzem wurde für die C4-Pflanzen Zea mays, Panicum milliaceum und

Panicum maximum gezeigt, dass Mesophyll-Mitochondrien von etiolierten Blättern Glycin in

geringen Raten oxidieren können und alle GDC-Untereinheiten sowie die SHM in diesen

Mitochondrien enthalten sind (Paryz und Jastrzebski, 2007). Darüber hinaus waren die P- und T-

Protein-Konzentrationen in den Mitochondrien etiolierter Blätter signifikant höher als in den grünen

Blättern von Z. mays. Erst in den vollentwickelten Blättern 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 können folgende

Vermutungen abgeleitet werden. Zum ersten: sowohl in etiolierten Blättern als auch in Kotyledonen

sind höhere GDC-Aktivitäten nötig als in ausgewachsenen, grünen Blättern von C3- und C4-Pflanzen.

Zum zweiten: in einigen C3-C4-intermediären 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 C1-Stoffwechsel, in dem Mesophyll der

Pflanzen beteiligt, um z. B. Folatderivate für die Chlorophyllsynthese oder den Purinstoffwechsel

bereitzustellen (Abb. 2).

Eine Verlagerung des P-Proteins in die Bündelscheiden von Arabidopsis ist demnach nicht

ausreichend, um eine ähnliche Stoffwechselsituation wie der der C3-C4-intermediären Pflanze F.

anomala zu imitieren oder eine primäre CO2-Pumpe zu etablieren. Die möglichen Ursachen für diese

unvollständige Komplementation sind vielfältig. So sind z. B. die anatomischen Voraussetzungen für

die Glycin-Serin-Diffusion zwischen Mesophyll und Bündelscheiden in einer C3-Pflanze

möglicherweise nicht gegeben, so dass das photorespiratorische Glycin nicht vollständig in die

Bündelscheiden der P*-Mutante gelangt und im Mesophyll toxische Glycinkonzentrationen

akkumulieren (Raghavendra, 1980; Dengler 1994; Ehleringer et al., 1997; Sage, 2004). Dies scheint

insbesondere während der Keimlingsentwicklung von Bedeutung zu sein, in der hohe Flussraten über

den GDC erforderlich sind. Zum anderen genügt die GDC-Aktivität in den leitbündelnahen Zellen der

P*-Mutante nicht, um das gesamte photorespiratorische Glycin aus dem Mesophyll zu

decarboxylieren. Es besteht die Möglichkeit, dass das F. anomala P-Protein mit den endogenen GDC-

Untereinheiten der P*-Mutante nicht die gleichen enzymatischen Umsätze 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 Aktivitätstests mit dem Arabidopsis oder F.

anomala P-Protein noch nicht durchgeführt 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 erhöhte P-Protein-Konzentrationen in den leitbündelnahen Zellen

aufweist. In zukünftigen Experimenten sollte der C1-Stoffwechsel in der P*-Mutante näher analysiert

werden, um die Interaktion zwischen den GDC-Reaktionen und dem Folatmetabolismus aufzudecken.

In diesem Zusammenhang könnte auch die Verbindung zur Chlorophyllsynthese aufgeklärt werden.

Des Weiteren sollte versucht werden, die GDC-Aktivität in leitbündelnahen Zellen der P*-Mutante zu

steigern.
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Letztlich kann die schrittweise Rekonstitution der C4-Evolution in einer C3-Pflanze helfen, die

anatomischen, genetischen und biochemischen Modifikationen aufzuklären, die für die Verlagerung

der Photorespiration in die Bündelscheiden notwendig sind. Die präferenzielle Verlagerung der P-

Protein-Aktivität in die Bündelscheiden ist nur einer von vielen Schritten, um die

stoffwechselphysiologische Leistung der C3-C4-intermediären Pflanzen zu erreichen. Sage (2004)

schlägt ein Modell der C4-Evolution vor, das sich aus sieben Phasen zusammensetzt. Für die

Etablierung einer photorespiratorischen Pumpe werden die anatomische Präkonditionierung und die

Erhöhung der Bündelscheiden-Organellen vorausgesetzt. Insbesondere die Verringerung der Distanz

zwischen Mesophyll und Bündelscheiden ist bedeutsam, um eine schnelle Diffusion der Metabolite

zu ermöglichen (Raghavendra, 1980). Da diese Bedingungen in der P*-Mutante nicht geschaffen

wurden, ist es wahrscheinlich, dass die Glycindiffusion in die Bündelscheiden limitiert ist. Durch

Kinsman und Pyke (1998) wurde gezeigt, dass Arabidopsis eine gut ausgebildete Bündelscheide

aufweist, deren Chloroplasten 15 % des gesamten Blattes ausmachen. Die Anzahl der Organellen in

den Bündelscheiden der P*-Mutante scheint also nicht den limitierenden Faktor darzustellen. Dies

wird auch durch den Phänotyp der P*-Mutante bestätigt. Denn die Bündelscheiden- und

leitbündelnahen Zellen der P*-Mutante stellen den Ausgangspunkt der Chlorophyllsynthese dar und

sichern durch deren photosynthetischen Umsatz das Überleben der P*-Mutante in den frühen

Entwicklungsstufen. In Sage (2004) wird auch vermutet, dass durch einen erhöhten

photorespiratorischen Umsatz in den Bündelscheiden die Anzahl und Größe der Chloroplasten

zunimmt und schließlich zu einer Vergrößerung der Bündelscheidenzellen führen könnte. Dies würde

bedeuten, dass erst durch die Verlagerung der GDC-Aktivität sich die typische Kranz-Anatomie

ausbilden kann.

Diese Behauptung wird durch ein weiteres Experiment innerhalb dieser Arbeit gestützt. Die Atgldt1-

1-Mutante wurde mit dem F. anomala T-Protein (TFAG) komplementiert und näher charakterisiert

(Engel et al., 2008). Mittels Immunolokalisationsstudien gegen das T-Protein konnte die

Überexpression des T-Proteins im gesamten Blatt der transgenen Linie (Atgldt1-1 + TFAG)

nachgewiesen werden. Auffällig waren die vergrößerten Chloroplasten sowohl im Mesophyll als auch

leitbündelnahen Zellen der transgenen Linien im Vergleich zum Wildtyp, so dass die

Oberflächeninhalte der Chloroplasten ermittelt wurden. In der Abb. 22 sind die Flächeninhalte der

Chloroplasten von den Mutanten Atgldt1-1, Atgldt1-1 + TFAG im Vergleich mit dem Wildtyp

dargestellt. Es besteht eindeutig eine Korrelation zwischen den T-Protein-Gehalten und der Größe

der Chloroplasten. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die GDC-Aktivität und somit auch der

photorespiratorische Umsatz im Zusammenhang mit der Chlorophyllsynthese und Größe der

Chloroplasten stehen. In sich anschließenden Experimenten sollte auch die Anzahl und Größe der
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Organellen in der P*-Mutante im Vergleich mit dem Wildtyp betrachtet werden. Wenn durch die

präferenzielle Verlagerung der GDC-Aktivität in die Bündelscheiden die Chloroplastengröße in diesen

Zellen zunimmt, könnte das einen weiteren Hinweis auf die Entwicklungsabfolge der C4-

Photosynthese liefern und die Theorie bestätigen, dass die Steigerung der GDC-Aktivität in den

Bündelscheiden die Ausbildung der Kranz-Anatomie begünstigt.

Auf der Basis der erzielten Ergebnisse sollte als erstes versucht werden, die GDC-Aktivität in den

Bündelscheiden der P*-Mutante zu erhöhen, indem das F. anomala H- oder T-Protein in diesem

Zelltyp überexprimiert wird. Da die P*-Mutante in der Keimlingsentwicklung beeinträchtigt ist,

sollten während dieser Entwicklungsstufe Metabolituntersuchungen durchgeführt werden, die

Rückschlüsse auf die Veränderung des Stoffwechsels ermöglichen.

5.3. Die Komplementation der SHM-Mutante

Die Analyse der mitochondrialen SHM-Isoformen (AtSHM1; AtSHM2) zeigte, dass es sich bei beiden

Proteinen um enzymatisch-aktive Serin-Hydroxymethyltransferasen handelt. Aber nur die Mutation

in AtSHM1 führte zu einem photorespiratorischen Phänotyp. Daher wurde überprüft, ob die zwei

SHM-Isoformen im Mitochondrium lokalisiert sind. Durch die Generierung von GFP-Fusionsproteinen

konnte die vorhergesagte, mitochondriale Lokalisation beider Isoformen bestätigt werden. Dennoch

war es nicht möglich, den Phänotyp der Atshm1-1-Mutante durch eine Überexpression von AtSHM2

unter der Kontrolle des CaMV 35S-Promotors zu revertieren (Voll et al., 2006). Um die ausbleibende

Komplementation zu erklären, wurden Immunolokalisationsstudien an den Einzelmutanten (Atshm1-

1; Atshm2-2) mit einem spezifischen SHM-Antikörper durchgeführt. Darüber hinaus wurde ein

chimäres 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

AtSHM2 im Mesophyll reduziert vor und akkumuliert in den Leitbündeln. Die Komplementation der

Atshm1-1-Mutante mit dem chimären 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, bestätigten die Revertierung des Atshm1-1-

Phänotyps. Dieses Experiment verdeutlicht, dass AtSHM1 und AtSHM2 mit Ausnahme ihrer Funktion

im C1-Stoffwechsel redundant sind. Des Weiteren wurde durch diese Daten bewiesen, dass die N-

terminalen Sequenzen nicht nur die mitochondriale Lokalisation verschlüsseln, sondern auch die

Gewebespezifität.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die ersten Arabidopsis GDC- und mitochondrialen SHM-

Nullmutanten isoliert, die sich durch ihre Letalität 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 C1- und N-Metabolismus. Insbesondere die limitierte Bereitstellung von aktiven

C1-Einheiten während der Keimung und der Blütenentwicklung führen zu Wachstumsretardationen,

reduzierten Chlorophyllgehalten und Sterilität. Ähnliche phänotypische 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-Aktivität präferenziell in

die leitbündelnahen Zellen verlagert, so dass der GDC-Umsatz im Mesophyll stark reduziert ist.

Sowohl der Phänotyp als auch die stoffwechselphysiologischen Untersuchungen der P*-Mutante

verdeutlichen, dass die präferenzielle Verlagerung der GDC-Aktivität in die Bündelscheiden nicht

ausreicht, um einen primären CO2-Konzentrierungsmechanismus ähnlich dem von C3-C4-

intermediären Pflanzen zu imitieren. Daher sollte in zukünftigen Experimenten versucht werden, die

Komplementation der P*-Mutante zu optimieren, indem z. B. weitere GDC-Untereinheiten in die

leitbündelnahen Zellen verlagert werden. Dadurch wäre die Nachbildung der Stoffwechselsituation

einer C3-C4-intermediären Pflanze in der C3-Pflanze Arabidopsis vermutlich zu verwirklichen und

unter Umständen könnte damit auch eine Strategie für ein optimiertes Pflanzenwachstum entwickelt

werden.

Die Reduktion oder Eliminierung der GDC-Aktivität führt zu starken metabolischen

Beeinträchtigungen der Pflanzen. Durch die Überexpression des F. anomala T-Proteins in der Atgldt1-

1-Mutante konnte der photorespiratorische Phänotyp revertiert werden. Diese transgenen Linien

zeichneten sich durch größere Chloroplasten im Mesophyll aus, die aber zu keiner Steigerung der

photosynthetischen Leistung führten. Dieser Befund deutet darauf hin, dass die GDC-Aktivität durch

die Überexpression einzelner GDC-Komponenten gesteigert werden kann. In zukünftigen

Experimenten sollte dieses Phänomen verifiziert werden.
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8. Anhang

8.1. Abkürzungsverzeichnis

�J=X �J=��	&����������

jL=% jT���	��T�&��	&���

j$&% j$&�������

j�X L+ A. thaliana +J=������

j�X L= A. thaliana =J=������

j�X L" A. thaliana "J=������

j��+Q A. thaliana �������T��;�$���������	#���	�

'�j% '�
���%����$%j�<�$��

W�Q�% W����#��Y��¿Q�	���¿����	

W�j=% calf intestine alkaline phosphatase

W�� W���$<��

W"j' W�������$������$$����$<��$�T

LQ��% L�$�����	��#�;�T

L""% L�������������

/L"j% /������T��$�������������

/Q� /����$�����	��#����

/�'�% /���T��$<��$�T

XLW% X�����JL����<�;���	�

XXj"% X���;�����X����$��¿j$�������	#���	�

XX"% X����$���X���;����¿j$�������	#���	�

X��� X�����������	�

X�Xj"% X����$����;���������¿j$�������	#���	�

X�¨% X��������;�T�	�

X�% X����$��	�������	�

+?jX Flaveria anomala +J=������

+= W% ����%&��#��$����%�����T%����$������&��

+=�% +�T��;�&���
����T����	�

+�=% ���	���T�	�%&���;�T�	�%\Q����������J=���;�T�	�^

�="X% �	�&��&��J[J�����������&�����	�T
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a.) Engel N, van den Daele K, Kolukisaoglu Ü, Morgenthal K, Weckwerth W, Pärnik T, Keerberg O,

Bauwe H (2007) Deletion of glycine decarboxylase in Arabidopsis is lethal under non-

photorespiratory conditions. Plant Physiology 144: 1328-1335
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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 CO2 release from the
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d.) Engel N, Ewald R, Zrenner R, Hagemann M and Bauwe H (2010) The presequence of
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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 Phänotypen.

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 Aminosäuren

Alle Rohdaten der HPLC-Analysen der löslichen Aminosäuren 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.


